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［摘　 要］ 　 为提高高效体积排阻色谱检测口蹄疫灭活疫苗 １４６Ｓ 抗原含量的准确性、适用性和操作

性，分别采用正戊醇、正丁醇和三氯甲烷对 ９ 批口蹄疫灭活疫苗进行破乳处理，对三种方法的破乳

后水相得率和 １４６Ｓ 抗原含量的色谱检测结果进行比较。 结果表明，破乳后水相得率分别为：正戊

醇 ３８％ ～４９％ ，正丁醇 ４２％ ～ ４４％ ，三氯甲烷 ５０％ ；９ 批疫苗的色谱结果均检测到 １４６Ｓ 特征峰，

１４６Ｓ 含量在 ０． ７ ～ １２． ５ μｇ ／ ｍＬ，３ 次测定的相对标准偏差最大值为 ４． ０％ ，９ 批疫苗不同前处理方法

的检测结果均值具有统计学意义，三氯甲烷组与正戊醇组数据一致性强，正丁醇组测定值偏低。 使

用三氯甲烷对疫苗进行破乳，不仅操作简便快速，而且破乳水相得率稳定，是最优的破乳方法。 实

验进一步优化了口蹄疫灭活疫苗 １４６Ｓ 抗原含量检测的高效体积排阻色谱法，为该方法的科学应用

提供了数据支撑。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｓ ａｉｍｅｄ ａｔ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｃｙ， ａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｏｐｅｒａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ １４６Ｓ
ａｎｔｉｇｅｎｓ ｉｎ ｆｏｏｔ － ａｎｄ － ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ （ ＦＭＤ ） ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｓｉｚｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＨＰＳＥＣ）． Ｎｉｎｅ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ＦＭＤ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎ － ａｍｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ， ｎ －
ｂｕｔａｎｏｌ ａｎｄ ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｐｈａｓｅ ａｆｔｅｒ ｄｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ １４６Ｓ ａｎｔｉｇｅｎｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ａｑｕｅｏｕｓ
ｐｈａｓｅ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｎ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ： ｎ － ａｍｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ ３８％ ～４９％ ， ｎ － ｂｕｔａｎｏｌ ４２％ ～４４％ ， ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ ５０％ ．
Ｔｈｅ ｐｅａｋ ｏｆ １４６Ｓ ａｎｔｉｇｅｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｉｔｈｉｎ ａｌｌ ９ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅｓ， ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ ｒａｎｇｉｎｇ ｆｒｏｍ ０． ７ μｇ ／ ｍＬ ｔｏ １２． ５ μｇ ／ ｍＬ． Ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗａｓ ４． ０％ ． Ｔｈｅ ｍｅａｎ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ９ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ
ｖａｃｃｉｎｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ． Ｔｈｅ ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ａ
ｓｔｒｏｎｇ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎ － ａｍｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｎ － ｂｕｔａｎｏｌ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ａ ｌｏｗ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ １４６Ｓ ａｎｔｉｇｅｎ
ｃｏｎｔｅｎｔ． Ｕｓｉｎｇ ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ ｔｏ ｄｅｍｕｌｓｉｆｙ ｔｈｅ ｖａｃｃｉｎｅ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ， ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ｐｈａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｓ ｓｔａｂｌｅ ｓｏ
ｔｈａｔ ｉｔ ｉｓ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｄｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｆｕｒｔｈｅｒ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｔｈｅ ＨＰＳＥＣ ｏｎ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ １４６Ｓ ａｎｔｉｇｅｎｓ
ｉｎ ＦＭＤ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅｓ， ｗｈｉｃｈ ａｌｓｏ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｄａｔａ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｆｏｏｔ － ａｎｄ － ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ （ ＦＭＤ）； ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ；１４６Ｓ； ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｓｉｚｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ＨＰＳＥＣ）； ｄｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 口蹄疫（ｆｏｏｔ － ａｎｄ － ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅｓａｓｅ，ＦＭＤ）是一

种由口蹄疫病毒（ ｆｏｏｔ － ａｎｄ － ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅｓａｓｅ ｖｉｒｕｓ，
ＦＭＤＶ）引起的可以对家畜造成非常严重经济损失

的疫病，我国目前通过注射灭活疫苗来控制该病的

流行。 口蹄疫病毒完整病毒粒子在蔗糖密度梯度

中的相对沉降系数为 １４６Ｓ，分子量为 ８． ０８ × １０６ ｕ，
在酸性、碱性或一定温度条件下降解为 １２Ｓ 和 ５Ｓ
粒子，失去免疫原性［１］。 因此口蹄疫灭活疫苗中

１４６Ｓ 抗原的含量直接关系到疫苗的免疫效果。 已

有研究表明，高效体积排阻色谱技术（Ｈｉｇｈ Ｐｅｒｆｏｒｍ⁃
ａｎｃｅ Ｓｉｚｅ Ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＳＥＣ）在口蹄

疫灭活疫苗生产过程中，可应用于病毒颗粒的检

测［２ － ４］。 在前期的研究中，我们已经建立了口蹄疫

灭活疫苗中 １４６Ｓ 抗原含量的 ＨＰＳＥＣ 检测法［５］，并
开展优化研究，进一步提高了方法的准确性和可靠

性［６］。 该方法使用正戊醇对双相油乳剂口蹄疫灭

活疫苗进行破乳，用核酸酶处理破乳得到的水相以

去除干扰，最后通过 ＨＰＳＥＣ 检测水相中的 １４６Ｓ 抗

原。 由于色谱检测的是疫苗破乳后的水相部分，因
此破乳的可操作性和有效性，以及对保持破乳水相

中 １４６Ｓ 抗原的稳定性都是至关重要的。 前期试验

中使用正戊醇对疫苗进行破乳，取得了良好的效

果，但仍存在不同生产企业的疫苗破乳水相体积存

在差异，操作方法较为复杂等问题。 本研究分别使

用正戊醇、正丁醇、三氯甲烷对 ９ 批 ２０１９ 年监督抽

检的口蹄疫灭活疫苗样品进行破乳，通过比较破乳

后水相体积和 １４６Ｓ 抗原 ＨＰＳＥＣ 检测结果，评价最

优的破乳方法，进一步提高 １４６Ｓ 抗原检测结果的

准确性和方法的适用性。
１　 材料与方法

１． １ 　 仪器 　 ２０１０Ａ 型高效液相色谱仪 （岛津公

司），Ｌ２０３ 型电子天平（梅特勒 － 托利多），ＣＦ１６Ｘ
型离心机（ＨＩＴＡＣＨＩ），纯水机（ＭｉｌｉＱ），生物安全柜

（ＮＵＡＩＲＥ），ＰＨＳＪ － ４Ｆ 型 ｐＨ 计（雷磁），单道移液

器（ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ），ＴＳ － １ 摇床（Ｑｉｌｉｎｂｅｉｅｒ）。
１． ２ 　 试剂与材料 　 无水硫酸钠、磷酸氢二钠

（Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ）、磷酸二氢钠（ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ）、
正戊醇、正丁醇、三氯甲烷、氯化钠，国药集团（分析

纯）；Ｂｅｎｚｏｎａｓｅ 核酸酶，Ｓｉｇｍａ 公司；口蹄疫灭活病

毒颗粒（１４６Ｓ 抗原）标准品由中国科学院过程工程

研究所制备；９ 批口蹄疫灭活疫苗为中国兽医药品

监察所 ２０１９ 年监督检验留样。
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１． ３　 色谱条件 　 色谱柱：ＴＳＫｇｅｌ Ｇ４０００ＳＷＸＬ （７． ８
ｍｍ ×３０ ｃｍ）色谱柱（ＴＯＳＯＨ）；流动相：称取磷酸氢

二钠 １５ ｇ，磷酸二氢钠 １． ２５ ｇ，无水硫酸钠 １４． ２ ｇ，
加水定容至 １ Ｌ；紫外检测器检测波长：２５９ ｎｍ；流
速：０． ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：１００ μＬ。
１． ４　 疫苗前处理　 每批疫苗采用不同的有机试剂

处理，分别重复 ３ 份。 正戊醇和正丁醇前处理操作

方法：取 ９ ｍＬ 疫苗，１ ｍＬ 正戊醇或正丁醇，加入 １５
ｍＬ 离心管，上下剧烈振荡离心管 ５ ｍｉｎ 使疫苗破

乳，４ ℃静置 １ ｈ 使分层，将离心管置于冰上，缓慢

吸取上层有机相弃去，缓慢吸取底层水相 ２００ μＬ
转入 １． ５ ｍＬ 离心管，加入 ０． ５ μＬ Ｂｅｎｚｏｎａｓｅ 核酸酶，
吹打混匀，置摇床振摇，室温反应 １ ｈ。 三氯甲烷前

处理操作方法：取 ６ ｍＬ 疫苗和 ６ ｍＬ 三氯甲烷加入

１５ ｍＬ 离心管，上下剧烈振荡离心管 ５ ｍｉｎ 使疫苗破

乳，４ ℃ ４０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，缓慢吸取上层水相

２００ μＬ 转入 １． ５ ｍＬ 离心管，加入 ０． ５ μＬ Ｂｅｎｚｏｎａｓｅ
核酸酶，吹打混匀，置摇床振摇，室温反应１ ｈ。
２　 结果与分析

２． １　 线性回归方程　 口蹄疫灭活病毒颗粒（１４６Ｓ

抗原）标准品建立线性回归方程为 ｙ ＝ ６４４０９ｘ －
８０４３１，Ｒ２ ＝ ０． ９９８１，线性关系良好（图 １）。

图 １　 口蹄疫灭活病毒颗粒 １４６Ｓ 标准曲线

Ｆｉｇ １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＦＭＤＶ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ １４６Ｓ ａｎｔｉｇｅｎ

２． ２　 破乳水相得率　 使用正戊醇、正丁醇分别破

乳疫苗静置分层后水相在底层，使用三氯甲烷破乳

疫苗离心后水相在顶层，以 １ 号疫苗为例分层结果

见图 ２；９ 批疫苗的破乳水相得率见表 １。
２． ３　 色谱结果　 ９ 批疫苗的色谱结果以三氯甲烷

前处理后单次检测色谱图结果为例，见图 ３。

Ａ． 正戊醇；Ｂ． 正丁醇；Ｃ． 三氯甲烷

Ａ． ｎ － ａｍｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ； Ｂ． ｎ － ｂｕｔａｎｏｌ； Ｃ． ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ

图 ２　 疫苗采用不同试剂破乳分层结果

Ｆｉｇ ２　 Ｓｔｒａｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅ ｗｉｔｈ ｄｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅａｇｅｎｔｓ
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表 １　 ９ 批疫苗三种前处理方法的破乳水相得率

Ｔａｂ １　 Ｄｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｑｕｅｏｕｓ ｐｈａｓｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ９ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｂｙ ３ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
疫苗编号 破乳试剂 疫苗体积 ／ ｍＬ 破乳水相体积 ／ ｍＬ 水相得率 ／ ％

１
正戊醇 ９． ０ ３． ５ ３９
正丁醇 ９． ０ ４． ０ ４４

三氯甲烷 ６． ０ ３． ０ ５０

２
正戊醇 ９． ０ ３． ５ ３９
正丁醇 ９． ０ ４． ０ ４４

三氯甲烷 ６． ０ ３． ０ ５０

３
正戊醇 ９． ０ ３． ５ ３９
正丁醇 ９． ０ ４． ０ ４４

三氯甲烷 ６． ０ ３． ０ ５０

４
正戊醇 ９． ０ ３． ４ ３８
正丁醇 ９． ０ ４． ０ ４４

三氯甲烷 ６． ０ ３． ０ ５０

５
正戊醇 ９． ０ ３． ９ ４３
正丁醇 ９． ０ ３． ８ ４２

三氯甲烷 ６． ０ ３． ０ ５０

６
正戊醇 ９． ０ ４． ４ ４９
正丁醇 ９． ０ ３． ９ ４３

三氯甲烷 ６． ０ ３． ０ ５０

７
正戊醇 ９． ０ ３． ９ ４３
正丁醇 ９． ０ ４． ０ ４４

三氯甲烷 ６． ０ ３． ０ ５０

８
正戊醇 ９． ０ ３． ９ ４３
正丁醇 ９． ０ ４． ０ ４４

三氯甲烷 ６． ０ ３． ０ ５０

９
正戊醇 ９． ０ ３． ５ ３９
正丁醇 ９． ０ ４． ０ ４４

三氯甲烷 ６． ０ ３． ０ ５０

图 ３　 三氯甲烷前处理 ９ 批疫苗单次 ＨＰＳＥＣ 检测色谱图

Ｆｉｇ ３　 ＨＰＳＥＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ９ ｂａｔｃｈｅｓ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ
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２． ４　 １４６Ｓ 抗原含量检测结果　 将 １４６Ｓ 峰面积代

入线性回归方程计算得破乳水相中 １４６Ｓ 抗原含

量，再乘以水相得率计算得疫苗中 １４６Ｓ 抗原含量

（表 ２）。

表 ２　 ９ 批疫苗 ＨＰＳＥＣ 检测结果

Ｔａｂ ２　 ＨＰＳＥＣ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ９ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅｓ
疫苗编号 破乳试剂 三次检测结果 ／ （μｇ·ｍＬ － １） 平均值 ／ （μｇ·ｍＬ － １） ＲＳＤ ／ ％

１

正戊醇 ４． ６８ ４． ６２ ４． ６３ ４． ６ ０． ７

正丁醇 ４． ５０ ４． ５６ ４． ５４ ４． ５ ０． ７

三氯甲烷 ４． ４９ ４． ４６ ４． ４１ ４． ５ ０． ９

２

正戊醇 ４． ７６ ４． ９５ ４． ８９ ４． ９ ２． ０

正丁醇 ４． ２７ ４． ５１ ４． ５１ ４． ４ ３． １

三氯甲烷 ４． ７７ ４． ８７ ４． ８９ ４． ８ １． ３

３

正戊醇 ５． ６０ ５． ５８ ５． ６２ ５． ６ ０． ４

正丁醇 ５． ３８ ５． ００ ５． ３４ ５． ２ ４． ０

三氯甲烷 ５． ７９ ５． ６５ ５． ６９ ５． ７ １． ３

４

正戊醇 ２． ８５ ２． ８４ ２． ８６ ２． ８ ０． ４

正丁醇 ２． ４９ ２． ６２ ２． ６０ ２． ６ ２． ７

三氯甲烷 ２． ６５ ２． ６８ ２． ６７ ２７ ０． １

５

正戊醇 １． ３０ １． ４０ １． ３９ １． ４ ３． ９

正丁醇 １． ４９ １． ４６ １． ４１ １． ５ ２． ７

三氯甲烷 １． ４６ １． ５２ １． ５２ １． ５ ２． ３

６

正戊醇 ０． ８２ ０． ８３ ０． ８３ ０． ８ ０． ７

正丁醇 ０． ６７ ０． ６５ ０． ６６ ０． ７ １． ４

三氯甲烷 ０． ８２ ０． ８１ ０． ８２ ０． ８ ０． ７

７

正戊醇 ２． １４ ２． １７ ２． １２ ２． １ １． ２

正丁醇 １． ６６ １． ６８ １． ６７ １． ７ ０． ６

三氯甲烷 ２． ２８ ２． １２ ２． １５ ２． ２ ３． ９

８

正戊醇 ４． ４５ ４． ４１ ４． ５４ ４． ５ １． ５

正丁醇 ４． ０５ ４． ０２ ４． ０３ ４． ０ ０． ４

三氯甲烷 ４． ５２ ４． ４７ ４． ５０ ４． ５ ０． ６

９

正戊醇 １１． ６１ １１． ５８ １１． ７７ １１． ７ ０． ９

正丁醇 １０． ２６ １０． ２６ １０． ３４ １０． ３ ０． ４

三氯甲烷 １２． ６６ １２． ７２ １２． ６７ １２． ７ ０． ３

２． ５　 统计学分析结果　 分别对三种不同前处理方

法检测 ９ 批疫苗的均值应用 ＳＡＳ９． ２ 软件作统计学

分析，结果表明具有统计学意义（表 ３）；单因素

方差分析表明， 三 种 方 法 的 检 测 结 果 无 显 著

性差异（表 ４）。

表 ３　 ＳＡＳ９． ２ 软件分析结果

Ｔａｂ ３　 ＳＡＳ９． ２ ｓｏｆｔｗａｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ
Ｅｆｆｅｃｔ Ｎｕｍ ＤＦ Ｄｅｎ ＤＦ Ｆ Ｖａｌｕｅ Ｐｒ ＞ Ｆ

ｍｅｔｈｏｄ ２ ８ ７． １６ ０． ０１６５

·６２·



中国兽药杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ５４ 卷第 ２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

表 ４　 单因素方差分析结果

Ｔａｂ ４　 Ａｎｏｖａ ｆｏｒ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｄｅｓｉｇｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄａｔａ ｗｉｔｈ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｅｓｔ
差异源 ＳＳ ｄｆ ＭＳ Ｆ Ｐ － ｖａｌｕｅ Ｆ ｃｒｉｔ

组间 １． ２４０７４１ ２ ０． ６２０３７０３７ ０． ０５９４７７ ０． ９４２３９６ ３． ４０２８２６

组内 ２５０． ３３１１ ２４ １０． ４３０４６３ ／ ／ ／

总计 ２５１． ５７１９ ２６ ／ ／ ／ ／

３　 讨论与结论

在前期的实验室研究阶段，将口蹄疫抗原浓缩

液用 ＰＢＳ 稀释成不同浓度后，与 ＩＳＡ２０６ 油佐剂等

体积混合，使用正戊醇对口蹄疫疫苗进行破乳，破

乳水相得率为 ４６％ ［５，７］。 但在疫苗样品的检测中

却发现，即使各生产企业均以等体积水相和有机相

配苗，但并非每批疫苗都能达到 ４６％ 的水相得率，

因此检测过程中需要同时测量水相体积。 另一方

面，使用正戊醇破乳后，由于水相在底层，导致取样

过程极易混入有机相。 以上两方面因素不仅增加

了操作难度，而且易导致油相进入色谱系统，影响

检测结果的准确性。 针对以上问题，我们对破乳方

法进行了研究，通过比较正戊醇、正丁醇、三氯甲烷

这三种破乳试剂在 ９ 批疫苗产品的 １４６Ｓ 含量检测

中的破乳水相得率、检测结果的差异，以及可操作

性，进行破乳方法的比较和优化。 结果表明，使用

三氯甲烷对 ９ 批疫苗破乳后得到的水相体积最大，

并且数值稳定，９ 批疫苗水相得率均为 ５０％ ；另外

两种有机试剂的水相提取率则相对较低，且数值不

稳定。 应用 ＳＡＳ９． ２ 软件对三组 １４６Ｓ 检测结果的

分析表明，三组数据具有统计学意义；单因素方差

分析表明，三组数据无显著性差异，其中三氯甲烷

组和正戊醇组的结果一致性强，正丁醇组数据普遍

偏低。 使用三氯甲烷进行破乳时，可以通过离心处

理加快分层速度，并且破乳后水相在上层，便于取

样，降低了操作难度。 正戊醇和正丁醇的使用量低

于三氯甲烷，对相同体积的疫苗进行破乳处理，正

戊醇和正丁醇仅需要疫苗体积的 １ ／ ９，使用三氯甲

烷则需要与疫苗体积相等才能达到有效破乳。 但

ＨＰＳＥＣ 检测具有样品用量少的优点，由于三氯甲烷

前处理的破乳水相得率稳定，则不需要对样品进行

大量破乳用以测量水相体积，从而避免三氯甲烷的

大量使用。

综上所述，在应用 ＨＰＳＥＣ 对口蹄疫灭活疫苗

中的 １４６Ｓ 抗原含量进行检测时，使用三氯甲烷对

疫苗进行破乳，不仅检测结果准确，而且操作简便

快速，是更为理想的破乳试剂。 本实验通过对破乳

方法的研究，改进了口蹄疫灭活疫苗中 １４６Ｓ 抗原

含量的 ＨＰＳＥＣ 检测方法。 应用 ＨＰＳＥＣ 检测口蹄

疫灭活疫苗中的 １４６Ｓ 抗原含量，不仅符合动物实

验 ３Ｒ 原则，而且能够解决当前面临的检验用阴性

动物供应困难、检验成本过高等问题。 该方法有望

成为效力检验的动物实验替代方法，为提高我国口

蹄疫灭活疫苗的研制水平和疫病的防控提供有力

技术支持。
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