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摘要   目的：测定抗氧化剂 2,6- 叔丁基 -4- 甲基 - 苯酚（BHT）从样品瓶胶塞迁移至医用疫苗中的含

量。方法：采用 GC-MS 法进行测试，利用 NIST 谱库，对 BHT 进行定性确认，利用 SIM 模式进行定

量。结果：本文建立的检测方法对于每瓶疫苗中的迁移量检出限（3S/N）为 0.005 µg，定量限（10S/N）

为 0.01µg。低、中、高 3 个添加浓度水平的回收率在 85%~120%，相对标准偏差小于 10%。结论：该方

法简单易行、精密度较高，方法重现性良好，定量分析结果准确性好，该方法为评价药品包装材料与药

物之间的相容性提供了技术支持。
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Abstract:  To determine the content of 2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT) in medical vaccine transferred 
from the rubber stopper. Methods: GC-MS method was used to do the test; NHT library was used to qualitatively 
confirm the BHT and SIM mode was used to carry out the quantitative analysis. Results: Transfer detection limit 
(3S/N) of  the established method was 0.005 µg per bottle and quantitative limit (10S/N) was 0.01µg. Recovery 
rates of the three additive concentrations were in the range of 85%-120% with RSD less than 10%. Conclusion: 
The method was simple and practicable with high precision and good reproducibility.  The quantitative analysis 
result was accurate. The method provides technical support for evaluating the compatibility between drug 
packaging materials and drugs.
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医用疫苗是一种特殊的商品，其安全性直接

影响人身健康。医用疫苗的包装材料，尤其是直接

接触材料，对保证药品的稳定性、安全及可靠性起

着极其重要的作用[1-4]。因此，药品包装材料的可

靠性是评价疫苗质量的重要指标之一。目前市场上

应用于药品包装中瓶装密封材料的合成橡胶主要是

卤化丁基橡胶。卤化丁基橡胶有良好的化学稳定性，

但其配方中添加了多种橡胶助剂，助剂的迁移可能会

降低药物的浓度，甚至影响到药物的安全性。

2,6-叔丁基-4-甲基-苯酚（BHT）是卤化丁

基胶塞中常用的抗氧化剂[5-6]。研究表明，BHT对

肺、肝等组织有直接损害作用，并有可能促进肿瘤
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发生[7]。部分国家已经禁止BHT作为食品当中的添

加剂。疫苗当中的BHT的含量高低是评价药用卤化

丁基胶塞与疫苗的相容性的重要指标。

迁移实验的目的是为了检测疫苗在有效期内

真实的浸出物情况，并据此进行疫苗安全性评估。

迁移浸出物研究重要的一个原则就是实验条件应该

与药品的实际存放条件相同或相近。充分考虑药品

的生产、贮存、运输及使用过程中可能会面临的最

恶劣条件下进行加速及长期稳定性试验[8-12]。由于

迁移浸出物的浓度较低，因此需要对分析方法进行

全面验证，确认方法的专属性、灵敏度等，以证实

该方法能准确灵敏地检测出疫苗中的浸出物[13-15]。

本研究采用GC-MS法测定常温放置及加速试验条

件下的两种医用疫苗中BHT的迁移量，前处理过程

简单，灵敏度高，检出限低，可对药用卤化丁基胶

塞的质量进行评估。

1   试验部分
1.1   仪器与试剂

美国Agilent 7890B-5977A GC-MS 气质联用

仪，Milli-Q型纯水系统，KQ3200DE型超声波清

洗器。

正己烷为HPLC级（Fisher公司，Lot Number：

140101），试验用水为超纯水。样品溶液均用

0.45μm滤膜过滤。对照品为2,6-叔丁基-4-甲

基-苯酚（BHT）（麦克林公司，分析标准品＞

99.7%，批号：C10029171）。

本实验共涉及2种侵袭性b型流感嗜血杆菌

（Hib）和百白破两种医用疫苗，瓶身为透明西林

瓶，胶塞为氯化丁基胶塞，各7生产批次样品，

包括2015年度3批次和2016年4批，各3组加速试验

（0、14、21天）。

1.2   GC-MS条件

1.2.1   GC色谱条件

色谱柱：DB-WAX毛细管气相色谱柱（30.0 

m×0.25 mm，0.25µm）；载气：高纯氦气，流

速：1 mL·min-1；进样口温度：240℃；程序升温

条件：100℃，保持0 min，以10℃·min-1速度升温

到200℃，保持0 min，以15℃·min-1速度升温到

240℃，保持5 min；进样量：1µL，进样方式：不

分流进样。

1.2.2   质谱条件

电子轰击离子源（EI），轰击电压：70 eV，

离子源温度：230 ℃，传输线温度：240 ℃；定

性：全扫描方式，扫描质量范围：50~1050；定

量：选取BHT质谱图中特征离子m/z 205进行扫描，

m/z 220，m/z 145作为定性离子，监测模式：SIM。

1.3   标准溶液配制

准确称取BHT对照品适量，置于容量瓶中，加

正己烷稀释至刻度，配制成质量浓度为10、20、

40、100、200、400µg·L-1的系列混合标准工作

溶液。

1.4   试验方法

取疫苗5支，倒出全部液体置50 mL样品瓶中，

并用1 mL超纯水洗涤各空瓶，重复洗涤3次，转移

置50 mL样品瓶中。另取1 mL正己烷洗涤各空瓶，

重复洗涤3次，将溶液转移置25 mL容量瓶中，加正

己烷至刻度后，将容量瓶中的溶液全部倒入50 mL

样品瓶中，超声15 min（150 w），静置，取上清

液1 mL作为供试品溶液。

2   结果
2.1   定性分析

按上述分析条件对样品及对照品进行GC-MS

分析，对保留时间为8.278 min的总离子流图对应

的质谱图进行谱库检索，并比较其丰度比，其与

NIST11谱库中BHT相似度为83.2%，根据样品与对

照品的保留时间与丰度比定性。见图1、图2。

图 1  BHT 对照品的总离子流图 图 2   BHT 的质谱图

t/min m/z
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2.2   标准曲线及检出限                                  

精密称取BHT对照品50 mg，置于100 mL容

量瓶中，加正己烷溶解，配制成500 mg·L-1的母

液，然后逐级稀释至10、20、40、100、200 、400 

µg·L-1，摇匀，分别取1 µL进样，在上述GC-MS

条件下进行测试。以对照品溶液浓度C（mg·L-1）

为横坐标，峰面积A为纵坐标，绘制标准曲线并进

行线性回归，得到BHT的回归方程：

A=363.2C-1435    r2=0.9993

表明BHT在10~400 µg ·L-1浓度范围内线性关系

良好。采用空白基质加标的方法，依次稀释，照

前述测定方法测定，计算其信噪比，得到BHT溶

液的检出限（3S/N）为1 µg·L-1，定量限（10S/

N）为2 µg·L-1，即每瓶疫苗BHT迁移量检出限为

0.005 µg；每瓶疫苗迁移量定量限为0.01µg。

2.3   精密度和稳定性试验

取线性范围内10 µg·L-1的BHT对照品溶液，

分别在常温下放置0、24、48 h, 分别进行2次平行

测定，计算其日间RSD为8.3%，表明样品在48 h内

稳定。

2.4   回收率试验

分别取Hib疫苗（批号：1#）及百白破疫苗

（批号：8#）进行回收试验。每份取疫苗5支，倒

出全部液体置50 mL样品瓶中，并分别加入BHT对

照品溶液（使回收测定用的供试液中加入的BHT

浓度分别为1.0、2.0、10.0 µg·L-1）作为供试品

溶液。3个加样浓度，每个浓度分别制备3份，共9

份，按前述测定方法测定，并计算其回收率。结果

见表1。

表 1   BHT 加标回收试验结果

样品编号
BHT 测定浓度 /

（ µg·L-1）

原样品中 BHT 浓度 /

（ µg·L-1）

BHT 加标浓度 /

（ µg·L-1）

回收率 /

%

百白破 1-1 1.2 — 1.0 120

百白破 1-2 1.1 — 1.0 110

百白破 1-3 0.9 — 1.0 90

Hib1-1 1.0 — 1.0 100

Hib1-2 0.9 — 1.0 90

Hib1-3 0.9 — 1.0 90

百白破 2-1 2.1 — 2.0 105

百白破 2-2 2.0 — 2.0 100

百白破 2-3 2.1 — 2.0 105

Hib2-1 1.9 — 2.0 95

Hib2-2 1.7 — 2.0 85

Hib2-3 1.9 — 2.0 95

百白破 3-1 10.4 — 10.0 104

百白破 3-2 11.1 — 10.0 111

百白破 3-3 10.7 — 10.0 107

Hib3-1 11.3 — 10.0 113

Hib3-2 11.0 — 10.0 111

Hib3-3 10.3 — 10.0 103

注：“—”代表未检出。
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2.5   样品测定

分别取7批次Hib疫苗及百白破疫苗，并参

照文献《药品包装材料与药物相容性试验指导原

则》，对14批次疫苗进行加速试验考察。加速试验

的条件：40℃±2℃，RH 75%±5%, 放置0、14、

21天，分别考察两种疫苗在不同加速时间段内BHT

的迁移情况。由于疫苗为液体，在测放和倒立的过

程中，胶塞被疫苗浸泡，为模拟实际运输及储存的

极限情况，在上述加速试验过程中，样品的放置方

式采用1/2的放置时间倒立，1/2的放置时间侧放。

测试结果见表2。

表 2   疫苗中 BHT迁移量测定结果

样品名称 批号
不同放置时间下平均每瓶 BHT 迁移量 /µg

0 天 7 天 21 天

Hib 疫苗 1# — — —

2# — — —

3# — — —

4# — — —

5# — — —

6# — — —

7# — — —

百白破疫苗 8# — — —

9# — — —

10# — — —

11# — — —

12# — — —

13# — — 0.005

14# — — —

注：“—”代表未检出。

3   讨论
迁移试验的目的是检测疫苗在有效期内真实

的浸出物情况，并据此进行安全性评估。本试验

考虑到药品的生产、贮存、运输及使用过程中所

面临的最恶劣条件。据悉，医用疫苗在冷藏条件

下的保质期为24个月，因此本文选用了临质保期

和近期生产的样品批次进行加速试验，能真实反

应样品的实际迁移量和迁移风险。结果表明，该

公司生产的Hib疫苗及百白破疫苗，其包装使用药

用氯化丁基胶塞，其胶塞中的BHT在40℃±2℃，

RH 75%±5%，放置21天的情况下有痕量BHT迁移

（折合每瓶0.005 µg），证明该药用胶塞与相容性

较好，但仍存在迁移风险，因此应严格把控药用氯

化丁基胶塞的质量。

本文建立的GC-MS方法可用于测定医用疫苗

当中的BHT迁移量，灵敏度高，准确性好，有助于

生产企业对疫苗进行安全性评估。
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