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［摘　 要］ 　 应用高效体积排阻色谱法对 ５ 批市场抽检口蹄疫灭活疫苗中有效抗原（１４６Ｓ）含量进行

检测，并使用口蹄疫 Ｏ 型、Ａ 型和亚洲 １ 型抗原测试卡对 ５ 批疫苗中的抗原进行鉴别。 结果显示高

效体积排阻色谱法测定 １４６Ｓ 标准品浓度与峰面积线性关系良好，５ 批疫苗均检测到 １４６Ｓ 特征吸收

峰（Ｒ２ ＝ ０．９９３７，ｎ＝ ７），经计算得到灭活疫苗中有效抗原含量分别为 ２．０５、３．７３、２．０３、４．８７、３．４１ μｇ ／ ｍＬ；

使用抗原测试卡鉴别了 ５ 批疫苗中的抗原类型。 结果表明，高效体积排阻色谱法简便、高效，准确

度较高，有望在口蹄疫灭活疫苗的质量控制中发挥重要作用。
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ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｆｏｏｔ－ａｎｄ－ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｔｉｇｅｎ ｔｅｓｔ ｃａｒｄｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ａｎｔｉｇｅｎ ｓｅｒｏｔｙｐｅ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ

ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｓｉｚｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ， ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ ｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １４６Ｓ， ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｓｈｅｄ ｌｉｇｈｔ ｏｎ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｆｏｏｔ－ａｎｄ－ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃ⁃

ｃｉｎｅ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｓｉｚｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ＨＰＳＥＣ）；ｆｏｏｔ－ａｎｄ－ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ（ＦＭＤ）； ｉｎａｃｔｉ⁃

ｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ；１４６Ｓ

　 　 口蹄疫（ｆｏｏｔ－ａｎｄ－ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ，ＦＭＤ）是传染

性最强的家畜疫病之一，我国目前对口蹄疫采取以

灭活疫苗免疫为主的防控策略［１－２］。 疫苗对动物的

保护效果主要取决于疫苗毒株与流行毒株的匹配

度和疫苗中的抗原含量［３］。 目前国内口蹄疫灭活

疫苗生产企业多以 Ｏ ／ ＭＹＡ９８ 谱系毒株、Ｏ ／ ＧＸ ／ ０９－７

株、 ＯＨＭ ／ ０２ 株、 Ｏ ／ ＨＢ ／ ＨＫ ／ ９９ 株、 ＡＦ ／ ７２ 株、

ＡＫＴ－Ⅲ株和 Ａｓｉａ１ ／ ＨＮ ／ ２００６ 株等毒株生产单价或

多价灭活疫苗。 《中国兽药典》 ［４］ 规定口蹄疫灭活

疫苗效力评估标准是本动物免疫攻毒试验，必须使

用抗体阴性的本动物，存在试验成本高、生物安全

风险、实验动物福利及环保问题［５］。 疫苗中的有效

抗原，即完整病毒颗粒（１４６Ｓ）的含量，是口蹄疫灭

活疫苗质量的关键，是关乎疫苗效力的重要因素。

因此，口蹄疫灭活疫苗 １４６Ｓ 含量检测技术的研究

成为近几年关注的重点。 目前，大型疫苗生产厂家

和国际口蹄疫疫苗储备库通用的测定 １４６Ｓ 含量的

方法是利用蔗糖或氯化铯密度梯度分析方法，通过

测定各个级份的 ＯＤ２５９ ｎｍ 值，计算出 １４６Ｓ 浓度，

该方法的弊端在于操作较复杂，耗时长，每次检测

样品数量有限，结果重复性受较多因素影响，因此

尚未标准化［６－７］。 酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）因灵

敏度高、特异性强等优点，被广泛关注，但因其在口

蹄疫抗原检测中的通用性不理想而受到局限［７－９］。

高效体积排阻色谱技术 （ Ｈｉｇｈ Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ Ｓｉｚｅ

Ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＳＥＣ），是一种以凝胶

色谱柱的分子筛机制，根据待测组分的分子大小进

行分离的一种液相色谱技术，样品进入色谱柱后，

各组分从大到小一次被洗脱，该技术常用于生物大

分子的分离纯化［１０－１１］。 Ｍａｒｃｅｌｏ［１２］和杨延丽［１３］ 等，

均对该方法应用于测定 １４６Ｓ 含量检测进行研究，

认为该技术在疫苗生产工艺研究和质量控制中均

具有应用前景。 Ｖａｊｄａ［１４］等应用该技术分离三株流

感病毒，并通过红细胞凝聚活性测定进行验证。 王

宁［１５］等成功利用该法对病毒细胞培养液中的戊型

肝炎类病毒颗粒进行实时定量。 本试验应用

ＨＰＳＥＣ，以外标法对市场抽检的 ５ 批口蹄疫灭活疫

苗中的 １４６Ｓ 含量进行测定，并结合口蹄疫抗原测

试卡对抗原类型进行鉴别。

１　 材料与方法

１．１　 仪器　 Ｌ－２０００ 型高效液相色谱仪配紫外检测

器（ＨＩＴＡＣＨＩ），Ｌ２０３ 型电子天平 （梅特勒 －托利

多），ｈｉｍａｃ ＣＦ１６ＲＸ 型离心机（ＨＩＴＡＣＨＩ），纯水机

（ＭｉｌｉＱ），生物安全柜（ＮＵＡＩＲＥ），ＰＨＳＪ－４Ｆ 型 ｐＨ

计（雷磁），ＲＨ ｂａｓｉｃ ＫＴ ／ Ｃ 型磁力搅拌器，单道移

液器（ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ），高压灭菌锅。

１．２　 试剂与材料　 无水硫酸钠、磷酸二氢钠、磷酸

氢二钠、正戊醇、氯化钠（国药集团 分析纯），５０ｍＭ

磷酸盐缓冲液（ｐＨ８．０ 含 ０．１５Ｍ ＮａＣｌ）（ＰＢＳ），聚乙

二醇（ＰＥＧ）６０００（国药集团 优级纯），２０６ 油佐剂，

口蹄疫抗原测试卡（北京三联百晗生物技术有限

公司）。

１４６Ｓ（Ｏ 型）标准品由中国科学院过程工程研

究所生化工程国家重点实验室提供。 ５ 批疫苗信息

见表 １。
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表 １　 口蹄疫灭活疫苗信息

Ｔａｂ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｎ ＦＭＤ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ
编号 疫苗名称 ＰＤ５０ ／ 头份

１ 猪口蹄疫 Ｏ 型灭活疫苗（Ｏ ／ ＭＹＡ９８ ／ ＸＪ ／ ２０１０ 株＋ Ｏ ／ ＧＸ ／ ０９－７ 株） １３．５９ １３．５９

２ 猪口蹄疫 Ｏ 型灭活疫苗（Ｏ ／ ＭＹＡ９８ ／ ＸＪ ／ ２０１０ 株＋ Ｏ ／ ＧＸ ／ ０９－７ 株） １１．８４ １１．８４

３ 口蹄疫 Ｏ 型、亚洲Ⅰ型二价灭活疫苗（ＯＳ 株＋ＪＳＬ 株） １１．８４ ９．００

４ 口蹄疫 Ｏ 型、亚洲Ⅰ型二价灭活疫苗（ＯＳ 株＋ＪＳＬ 株） １１．８４ １０．８１

５ 口蹄疫 Ａ 型灭活疫苗（ＡＦ ／ ７２ 株） １０．０５

１．３ 　 色 谱 条 件 　 色谱柱： ＴＳＫｇｅｌ Ｇ４０００ＳＷＸＬ
（７．８ ｍｍ×３０ ｃｍ）色谱柱（ＴＯＳＯＨ）、ＴＳＫｇｅｌ ｇｕａｒｄ⁃
ｃｏｌｕｍｎ ＳＷＸＬ （ ６． ０ ｍｍ × ４ ｃｍ） 色谱柱 保 护 柱

（ＴＯＳＯＨ）；流动相：ｐＨ７．２ 的 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸缓冲

液，含 ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ２ＳＯ４；紫外检测器检测波长：
２５９ ｎｍ；流速：０．６ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：１００ μＬ。
１．４ 　 线性回归方程 　 用 ５０ ｍＭ ＰＢＳ 将浓度为

４７．４ μｇ ／ ｍＬ１４６Ｓ 标准品进行 １．５ 倍系列稀释，共配

制 ７ 个稀释梯度。 ＨＰＳＥＣ 进样检测，以 １４６Ｓ 浓度

为横坐标，以相应峰面积为纵坐标，绘制标准曲线

并进行线性回归。
１．５　 疫苗破乳 　 使用正戊醇作为破乳试剂，按疫

苗体积与破乳试剂体积比 ９：１ 充分振摇混合，４ ℃
静置分层后，３０００ ｒｐｍ，４ ℃，离心 ５ ｍｉｎ，小心吸取

底层水相用于检测。
２　 结　 果

２．１　 线性回归方程　 １４６Ｓ 标准品溶液线性回归方

程 Ｙ ＝ ６５９０７Ｘ－ ２０３５８４，Ｒ２ ＝ ０． ９９３７，表明 １４６Ｓ 在

４．２～４７．４ μｇ ／ ｍＬ 浓度范围内，与峰面积线性关系

良好，见图 １，色谱图见图 ２。
２．２　 疫苗 １４６Ｓ 含量 　 将疫苗破乳水相检测结果

积分得到的 １４６Ｓ 峰面积代入标准曲线，即得 １４６Ｓ
在破乳水相中的浓度。 疫苗生产一般以 ２０６ 油佐

剂与水相质量 １ ∶ １ 配苗，水相密度约为 １．０ ｋｇ ／ Ｌ，
佐剂密度约为 ０．８５ ｋｇ ／ Ｌ，则灭活疫苗中水相体积

分率理论值为 ０．４６，故根据破乳后水相 １４６Ｓ 浓度

计算灭活疫苗中 １４６Ｓ 浓度时，乘以体积系数 ０．４６
进行计算，即得灭活疫苗中 １４６Ｓ 浓度，结果见表 ２，
色谱图见图 ３。

图 １　 １４６Ｓ 标准曲线

Ｆｉｇ １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ １４６Ｓ

图 ２　 １４６Ｓ 标准品色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ １４６Ｓ ｓｔａｎｄａｒｄ

表 ２　 疫苗 ＨＰＳＥＣ 测定结果

Ｔａｂ ２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＦＭＤ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ

编号
破乳水相 １４６Ｓ

浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１）
灭活疫苗 １４６Ｓ

浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１）

１ ４．４６ ２．０５

２ ８．１１ ３．７３

３ ４．４１ ２．０３

４ １０．５９ ４．８７

５ ７．４１ ３．４１

·９·
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１ 号疫苗；　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ 号疫苗

Ｖａｃｃｉｎｅ １；　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｖａｃｃｉｎｅ ２

３ 号疫苗；　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ４ 号疫苗

Ｖａｃｃｉｎｅ ３；　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｖａｃｃｉｎｅ ４

５ 号疫苗

Ｖａｃｃｉｎｅ ５

图 ３　 疫苗 ＨＰＳＥＣ 色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ＦＭＤ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ
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２．３　 抗原测试 　 使用口蹄疫 Ｏ 型、Ａ 型和亚洲 １
型抗原测试卡对 ５ 批疫苗抗原进行鉴定，将 ９０ μＬ
破乳水相滴加在样品孔内，２０ ｍｉｎ 后观察，结果显

示所有测试卡均出现 Ｃ 线，检测有效，且 Ｔ 区显示

的结果均与疫苗中抗原血清型相对应。

图 ４　 抗原测试卡检测结果

Ｆｉｇ ４　 Ａｎｔｉｇｅｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＦＭＤ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ

３　 讨　 论

应用 ＨＰＳＥＣ 测定口蹄疫灭活疫苗产品 １４６Ｓ
含量，有时会遇到分离度不理想或吸收峰不明显的

情况，而在方法学研究中，通过在实验室 ＰＥＧ 沉淀

处理浓缩灭活抗原液，配制疫苗，破乳后 ＨＰＳＥＣ 测

定水相，可以得到分离度理想的 １４６Ｓ 的特征吸收

峰。 分析认为，除了与疫苗中 １４６Ｓ 的浓度较低有

关外，疫苗产品的生产工艺、保存运输条件对 １４６Ｓ
有重要的影响。 不同工艺生产的疫苗中杂蛋白的

含量不同，导致疫苗纯度不同，并且 １４６Ｓ 自身的二

十面体结构非常不稳定，在温度高于 ５６ ℃或 ｐＨ 低

于 ６ 的条件下很快发生裂解［１６－１７］，因此，疫苗中可

能存在 １４６Ｓ 的聚集体或降解产物。 以上因素给

１４６Ｓ 含量测定带来难度。 针对目前出现的问题，将
结合抗原测试卡、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、电镜等技术对影响

色谱结果的杂质峰进行深入分析，以优化疫苗的前

处理方法。 对因 １４６Ｓ 含量较低检测色谱峰面积不

明显或色谱峰受杂质干扰严重的疫苗，尝试对破乳

水相进行 ＰＥＧ 沉淀，浓缩后再次检测，发现可有效

提高 １４６Ｓ 峰面积，但由于该操作会造成 １４６Ｓ 的损

失，需要计算损失率进行定量。 目前，口蹄疫商品

苗多为多价疫苗，该方法测定疫苗中 １４６Ｓ 总量，无
法对抗原血清型加以区分，因此本实验结合口蹄疫

抗原测试卡进行鉴定。 目前已有口蹄疫 Ｏ 型抗原

不同谱系毒株的抗原测试卡，可进一步对疫苗中使

用的抗原毒株进行鉴定。 应用体积排阻色谱技术

测定口蹄疫抗原含量相比蔗糖密度梯度分析等方

法更加快捷、高效、准确［１３］。 随着检测方法的优化

以及口蹄疫灭活疫苗生产工艺水平的不断提高，使
抗原的纯度和稳定性进一步提升，该技术将有望成

为口蹄疫灭活疫苗生产过程中质量控制和疫苗终

产品质量评价的重要技术方法。
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