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［摘　 要］ 　 为比较三种口蹄疫 １４６Ｓ 抗原含量检测方法，分别用蔗糖密度梯度离心结合安捷伦 Ｃａｒｙ
１００ 紫外分光光度计定量法、蔗糖密度梯度离心结合安捷伦 １２６０ 液相色谱仪定量法及高效液相体

积排阻色谱法三种检测方法，对口蹄疫灭活抗原中的 １４６Ｓ 含量进行检测，对三种检测方法的数据

进行统计分析。 将口蹄疫 Ａ 型抗原和 Ｏ 型抗原各一株分别 ４ ℃放置 １２ 个月以及反复多次冷冻处

理；口蹄疫抗原用全能核酸酶处理，然后用蔗糖密度梯度离心结合安捷伦 １２６０ 液相色谱仪定量法

检测处理前后的 １４６Ｓ 抗原含量变化。 结果显示，三种检测方法的检测数值相关性极显著，呈正相

关性；４ ℃放置 １２ 个月后的抗原含量没有变化，而反复多次冷冻处理后的抗原含量降解非常多；全
能核酸酶处理后的抗原杂蛋白含量少。 研究表明，基于临床需求，蔗糖密度梯度离心结合安捷伦

１２６０ 液相色谱仪定量法更适合口蹄疫抗原检测；口蹄疫抗原适合于 ４ ℃保存；全能核酸酶能有效去

除杂蛋白干扰，提高色谱纯化效率。
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　 　 口蹄疫（Ｆｏｏｔ － ａｎｄ － Ｍｏｕｔｈ Ｄｉｓｅａｓｅ， ＦＭＤ）是

一种感染牛、羊和猪等偶蹄动物的、具有高度传染

性的动物疫病［１］。 口蹄疫病毒（Ｆｏｏｔ － ａｎｄ － Ｍｏｕｔｈ
Ｄｉｓｅａｓｅ Ｖｉｒｕｓ， ＦＭＤＶ）培养物中可以分离出不同密

度的粒子，主要有四种：完全病毒粒子（１４６Ｓ）、空衣

壳（７５Ｓ）、１２Ｓ 蛋白质亚单位（１２Ｓ）、病毒感染相关

成分（ＶＩＡ 抗原 ４． ５Ｓ） ［２］。
疫苗对动物的保护效果主要取决于两个方面，

一是疫苗毒株与流行毒株的相似程度，二是疫苗中

抗原的含量［３］。 １４６Ｓ 抗原含量是决定口蹄疫疫苗

质量和免疫效力的关键因素。 １４６Ｓ 抗原含量检测

方法主要有蔗糖密度梯度离心结合紫外分光光度

计定量法、蔗糖密度梯度离心结合液相色谱仪定量

法及高效液相体积排阻色谱法三种，目前国内各口

蹄疫疫苗生产厂家主要采用蔗糖密度梯度离心法

测定 １４６Ｓ 抗原含量并对生产环节进行控制［４ － ５］。
１９７４ 年，荷兰口蹄疫学家 Ｂａｒｔｅｌｉｎｇ 采用蔗糖密度梯

度离心的方法定量 ＦＭＤＶ １４６Ｓ 抗原，能检测出病

毒粒子的质量大小［６］，基本原理是 １４６Ｓ 抗原在特

定条件下分布在特定浓度的介质中，于 ２５９ ｎｍ 处

产生最大紫外吸收峰（用 ＯＤ２５９ｎｍ表示），ＯＤ２５９ｎｍ与

１４６Ｓ 浓度成正比。 蔗糖密度梯度离心法即将口蹄

疫病毒样品置于蔗糖密度梯度中离心，在离心力的

作用下，样品中的病毒粒子将沉降到相应的密度梯

度层内，经紫外分光光度计 ２５９ ｎｍ 检测时有最高

吸收峰，而在其他级份层没有吸收峰。 收集 １４６Ｓ
吸收峰级份，用紫外分光光度计进行检测，即可对

１４６Ｓ 含量进行定量［７］。 蔗糖密度梯度离心结合液

相色谱仪定量法是董金杰等在紫外分光光度计定

量法的基础上演变而来，是将灭活的 ＦＭＤＶ 经超滤

浓缩后分别加于 １５％ ～ ４５％ 的蔗糖梯度顶部，
３５０００ ｒ ／ ｍｉｎ 超速离心 ３ ｈ 后，样品中病毒粒子沉降

到相应的密度梯度层内，再用安捷伦 １２６０ 液相色

谱仪定量法检测各区带在 ２５９ ｎｍ 处的吸光值，绘
制吸收峰图谱，并计算峰的面积从而得到 １４６Ｓ 抗

原含量［８］。 高效液相体积排阻色谱法由 Ｓｐｉｔｔｅｌｅｒ
等 ２０１１ 年首次建立，中国科学院过程工程研究所

率先在国内开发该方法并验证，目前与中国兽医药

品监察所联合负责该方法的改进和应用［９］。 该方

法利用高效液相色谱技术的凝胶色谱柱分子筛机

制，使样品进入色谱柱后，不同组分按其分子大小

进入相应孔内，大分子因不能进入颗粒内部，在色
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谱柱中滞留时间短，先于小分子被流动相洗脱至柱

外，通过这种分子筛效应，各组分从大到小依次被

洗脱，并进入检测器，由数据处理系统处理色谱信

号，即可计算出 １４６Ｓ 抗原的含量。 高效体积排阻

色谱技术常用于生物大分子的分离和纯化［１０］。 为

筛选出一种最适合于临床需求的口蹄疫 １４６Ｓ 抗原

含量检测方法，对这三种测量方法作一相关性试

验，并对不同条件下口蹄疫抗原的稳定性特性及去

除检测过程中的杂质干扰进行了研究。
１　 材　 料

１． １　 仪器设备　 冷冻高速离心机（Ｔｈｅｒｍｏ 公司）、
超速冷冻离心机 （ Ｂｅｃｋｍａｎ 公司）、超声破碎仪

（Ｂａｎｄｅｌｉｎ 公司）、安捷伦 １２６０ 高效液相色谱仪、
安捷伦 Ｃａｒｙ１００ 紫外分光光度计、全自动密度梯度

制备 仪 （ Ｂｉｏｃｏｍｐ 公 司 ）、 ＴＯＳＨＯ 公 司 ＴＳＫｇｅｌ
Ｇ４０００ＳＷＸＬ 色谱柱（基质为亲水修饰的硅胶基质

高效液相体积排阻色谱柱）、纯水机、色谱瓶等。
１． ２　 试剂与溶液　 ０． ０１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ（ｐＨ７． ６）、正
戊醇（分析纯）、三氯乙烯 （分析纯）、 聚乙二醇

（ ＰＥＧ） ６０００ （ 优 级 纯 ）、 无 ＲＮＡ 酶 蔗 糖、 １０％
Ｎｏｎｉｄｅｔ Ｐ － ４０（Ｖ ／ Ｖ）、无水硫酸钠、十二水合磷酸

氢二钠、二水合磷酸二氢钠、氯化钠（分析纯）、甲醇

（色谱纯）、Ｂｅｎｚｏｎａｓｅ 核酸酶（上海源叶生物科技

有限公司）。
１． ３　 口蹄疫抗原　 口蹄疫抗原样品 ７ 份；口蹄疫

抗原 １ 号 株、 口 蹄 疫 抗 原 ２ 号 株、 口 蹄 疫 抗

原３ 号株。
２　 方　 法

２． １　 蔗糖密度梯度离心结合安捷伦 Ｃａｒｙ１００ 紫外

分光光度计定量法　 取 ６ 支 １２ ｍＬ 离心管，每支离

心管分别加入 ２ ｍＬ 的 １５％ 蔗糖溶液、２． ５ ｍＬ 的

２５％蔗糖溶液、２． ５ ｍＬ 的 ３５％蔗糖溶液、２． ５ ｍＬ 的

４５％蔗糖溶液，观察不同浓度之间界限清晰可见，
然后置于 ４ ℃过夜（１０ ～ ２０ ｈ）以形成连续梯度，或
用梯度制备仪制备连续梯度，１ 支作为对照。 取口

蹄疫灭活抗原 ２０ ｍＬ 于 ５０ ｍＬ 离心管，加入 ５ ｍＬ
三氯乙烯（抗原与三氯乙烯比例为 ４∶ １），用力振摇

５ ｍｉｎ，置冷冻高速离心机，４ ℃ ３０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎ，

离心后，准确取上清液 １０ ｍＬ，加入 ０． ７ ｇ ＰＥＧ６０００，
４ ℃连续搅拌 ４ ｈ，或 ４０％ ＰＥＧ６０００ 加入 ２． １２ ｍＬ，
混匀，再静置过夜。 将前一天 ＰＥＧ 沉淀抗原液，移
入离心管 ４ ℃ １００００ ｇ 离心 １ ｈ 以沉淀病毒抗原。
弃上清液，于离心管内加入 １ ｍＬ 含 １％ ＮＰ４０ 的

ＰＢＳ（ｐＨ７． ６）浸润沉淀后超声，取 １． ０ ｍＬ 样品加入

装有蔗糖梯度的离心管，１０ ℃ ３５０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

２． ５ ｈ。 将安捷伦 Ｃａｒｙ１００ 紫外分光光度计检测波

长调为 ２５９ ｎｍ，开始测定并记录数据，直至一管样

品收集完毕。
样品管 ＯＤ 值减去空白对照管相对应每个点的

ＯＤ 值，再将每一个样品数据，采用 ＥＸＣＥＬ 绘制点线

图，对照管为相对比较平滑的直线；测定样品管的数

据在 ３５％ ～４５％区域有一个明显的峰区；含量越高

峰值越高，确定峰区的点后计算 １４６Ｓ 含量。
２． ２　 蔗糖密度梯度离心结合安捷伦 １２６０ 液相色

谱仪定量法　 取 ６ 支 １２ ｍＬ 离心管，每支离心管分

别加入 ２ ｍＬ 的 １５％蔗糖溶液、２． ５ ｍＬ 的 ２５％蔗糖

溶液、２． ５ ｍＬ 的 ３５％ 蔗糖溶液、２． ５ ｍＬ 的 ４５％ 蔗

糖溶液，观察不同浓度之间界限清晰可见，然后置

于 ４ ℃过夜（１０ ～ ２０ ｈ）以形成连续梯度，或用梯度

制备仪制备连续梯度，样品 １００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎ，取 １． ５ ｍＬ 样品加入装有蔗糖梯度的离心管，
１０ ℃ ３５０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｈ。

将 安 捷 伦 １２６０ 液 相 色 谱 仪 流 速 调 为

１ ｍＬ ／ ｍｉｎ，在 ２５９ ｎｍ 波长下测定紫外吸光光度值，
电脑自动记录检测曲线，根据检测曲线对 １４６Ｓ 抗

原峰手动积分，结合 １ μｇ 口蹄疫 １４６Ｓ 抗原的峰面

积计算所得每毫升抗原的 １４６Ｓ 含量。
２． ３　 高效液相体积排阻色谱法　 配制 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
磷酸缓冲液，含 ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ２ＳＯ４，测定 ｐＨ 值应在

７． ２ ～ ７． ４，使用孔径 ０． ２ μｍ 滤膜，过滤脱气处理后

使用。 高效液相色谱仪检测波长调为 ２５９ ｎｍ，进样

量 １００ μＬ，流速 ０． ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ，采集时间 ３０ ｍｉｎ。 先

用纯水冲洗仪器管路，再更换流动相冲洗，待流动

相充满仪器管路，接入色谱柱平衡，观察基线平稳

后开始检测。 用稀释液将 １４６Ｓ 标准品系列稀释，
ＨＰＬＣ 进样检测。 采用系统自动积分 １４６Ｓ 在 ２５９

·５３·
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ｎｍ 下的峰面积，以峰面积为横坐标，相应 １４６Ｓ 浓

度为纵坐标，在 ＥＸＣＥＬ 程序中绘制过原点的线性

趋势线作为标准曲线。
检测样品色谱图中 １４６Ｓ 峰保留时间应与标准

品色谱图中 １４６Ｓ 峰的保留时间一致，积分得检测

样品 １４６Ｓ 峰面积，将峰面积代入标准曲线，即得

１４６Ｓ 抗原含量。
２． ４　 三种检测方法的重复性验证　 采用蔗糖密度

梯度离心结合安捷伦 Ｃａｒｙ１００ 紫外分光光度计定

量法重复检测口蹄疫抗原 １ 号株样品 ２０ 次，计算

检验结果的相对偏差；采用蔗糖密度梯度离心结合

安捷伦 １２６０ 液相色谱仪定量法重复检测口蹄疫抗

原 ２ 号株样品 ５０ 次，计算检验结果的相对偏差；采
用高效液相体积排阻色谱法重复检测口蹄疫抗原 ３
号株样品 ２０ 次，计算检验结果的相对偏差。
２． ５　 口蹄疫抗原稳定性实验　 蔗糖密度梯度离心

结合安捷伦 １２６０ 液相色谱仪定量法重复性好，简
便易行，所以将口蹄疫 Ａ 型抗原和 Ｏ 型抗原各 １ 株

４ ℃放置 １２ 个月后，每个月采用蔗糖密度梯度离心

结合安捷伦 １２６０ 液相色谱仪定量法检测抗原含量

的变化，将此 ２ 株抗原反复多次冷冻融化后检测抗

原含量的变化。
２． ６　 利用全能核酸酶去除杂蛋白干扰的实验　 取

２ 支口蹄疫抗原，各吸取 ２ ｍＬ，加入全能核酸酶

（Ｂｅｎｚｏｎａｓｅ 酶）５ μＬ，室温下 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 快速摇匀

１ ｈ后，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ ４ ℃离心 ６ ｍｉｎ。 按照 ２． ２ 蔗糖

密度梯度离心结合安捷伦 １２６０ 液相色谱仪定量法

检测 ２ 支口蹄疫抗原及 Ｂｅｎｚｏｎａｓｅ 核酸酶处理过的

抗原含量，根据色谱图分析全能核酸酶是否能有效

去除杂蛋白干扰，提高色谱纯化效率。
３　 结果与分析

３． １　 紫外分光光度计定量法及液相色谱仪定量法

检测结果　 结果见表 １。 对表 １ 中的两组数据作单

因素方差分析，Ｆ 值为 １． ６５９，Ｆ ｃｒｉｔ 值为 ４． ００６９，
Ｐ － ｖａｌｕｅ值为 ０． ２０２８，Ｆ 小于 Ｆ ｃｒｉｔ，Ｐ － ｖａｌｕｅ 高于

０． ０５，表示两组数据无差异，证明安捷伦 Ｃａｒｙ１００ 紫

外分光光度计定量法和安捷伦 １２６０ 液相色谱仪定

量法两种方法检测结果相关性显著。

表 １　 安捷伦 Ｃａｒｙ１００ 紫外分光光度计定量法和安捷伦 １２６０ 液相色谱仪定量法的检测数值

Ｔａｂ １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ Ａｇｉｌｅｎｔ Ｃａｒｙ １００ ＵＶ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ
Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ

样品编号

１４６Ｓ 含量 ／ （μｇ·ｍＬ － １）

安捷伦 Ｃａｒｙ １００ 紫外
分光光度计定量法

安捷伦 １２６０ 液相
色谱仪定量法

样品编号

１４６Ｓ 含量 ／ （μｇ·ｍＬ － １）

安捷伦 Ｃａｒｙ １００ 紫外
分光光度计定量法

安捷伦 １２６０ 液相
色谱仪定量法

１ ６． ２６６ ４． ４９３ １６ ３０． ７２２ １９． ２７２

２ ３． ３７２ １． ０７５ １７ ４． ３７ １． １４

３ ４． ９８９ ３． ４２２ １８ ３５． １０ ２０． ７３

４ ６． ６８５ ５． ４４１ １９ ８． ５９ ６． ６６

５ １１． ４４４ ８． ０９５ ２０ ５２． １６ ４３． ７８

６ ６． ０６９ ４． ４５２ ２１ ７． １３０ ６． ０１７

７ ４． ００ １． ９５８ ２２ ６． ９７２ ６． ０１２

８ ８． ４７７ ４． ９３０ ２３ ６． ６９５ ６． ６１９

９ ２１． ９７８ １６． ０９８ ２４ ６． ８２２ ６． ７０２

１０ １２． ７７７ １１． ２７８ ２５ ４． １７３ ２． ４５０

１１ １７． １３７ １１． ３５８ ２６ ５． ７６３ ３． ６１１

１２ ７． ５２５ ３． ６９８ ２７ １８． ４６２ １７． ５０１

１３ ６． ９２５ ３． ５２６ ２８ １８． ６１６ １７． ４６４

１４ ６． ４７７ ３． ５４８ ２９ ２３． ８４４ １６． ８５０

１５ ５． ８２７ ３． ８６３ ３０ ６． ０２９ ３． ４５１
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３． ２　 紫外分光光度计定量法和液相色谱仪定量法

相关性　 图 １ 结果显示，安捷伦 Ｃａｒｙ１００ 紫外分光

光度计定量法和安捷伦 １２６０ 液相色谱仪定量法

检测数值相关系数 Ｒ２ ＝ ０． ９４５６，直线回归方程为：
ｙ ＝ ０． ７７１ｘ － ０． ５４６，两种方法的检测数值呈正线性

相关，并且相关性极显著。
３． ３　 液相色谱仪定量法和高效液相体积排阻色谱法

相关性　 对表 ２ 中的两组数据作单因素方差分析，Ｆ
值为 ０． ００２６，Ｆ ｃｒｉｔ 值为 ４． １７０９，Ｐ － ｖａｌｕｅ 值为 ０． ９５９４，
Ｆ 小于 Ｆ ｃｒｉｔ，Ｐ － ｖａｌｕｅ 高于 ０． ０５，表示两组数据无差

异，证明安捷伦 １２６０ 液相色谱仪定量法和高效液相体

积排阻色谱法两种方法检测结果相关性显著。

图 １　 安捷伦 Ｃａｒｙ １００ 紫外分光光度计定量法和安捷伦

１２６０ 液相色谱仪定量法检测数值的相关性

Ｆｉｇ １　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ Ａｇｉｌｅｎｔ

Ｃａｒｙ １００ ＵＶ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

表 ２　 安捷伦 １２６０ 液相色谱仪定量法和高效液相体积排阻色谱法的检测数值

Ｔａｂ ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ

ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｖｏｌｕｍｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

样品编号

１４６Ｓ 含量 ／ （μｇ·ｍＬ － １）

安捷伦 １２６０ 液相
色谱仪定量法

高效液相体积
排阻色谱法

样品编号

１４６Ｓ 含量 ／ （μｇ·ｍＬ － １）

安捷伦 １２６０ 液相
色谱仪定量法

高效液相体积
排阻色谱法

１ ２５． １４５ ３０． １３ ９ ２４． ６０２ ２０． ２２

２ ２１． ８３ ２０． ０８ １０ ２５． ２１７ ２３． １９

３ ５． ７８７ ７． ５４ １１ ２０． １６５ １９． １３

４ ６． １５３ ７． １４ １２ １５． ６１９ １５． ３１

５ ６． ８２３ ７． １３ １３ ５． ９４４ ７． ６１

６ ３３． ６０５ ３５． ８７ １４ ２４． ７７９ ２３． １６

７ ３７． ０１７ ３８． ５２ １５ ２３． ９２８ ２１． ０４

８ ２２． ２５５ ２４． ５４ １６ １５． １４ １６． ２１

　 　 图 ２ 结果显示，安捷伦 １２６０ 液相色谱仪定量

法和高效液相体积排阻色谱法检测数值相关系数

Ｒ２ ＝ ０． ９４１６， 直线回归方程为： ｙ ＝ ０． ９６５６ｘ ＋
０． ５０５３，两种方法的检测数值呈正线性相关，并且

相关性极显著。
３． ４　 紫外分光光度计定量法重复性试验结果　 表 ３
结果显示，口蹄疫抗原 １ 号株样品检测 ２０ 次，相对

偏差大于 １０％的样品数为 ６ 个，相对偏差在 ５％ ～
１０％之间的样品数为 ８ 个，相对偏差在 １％ ～５％之

间的样品数为 ５ 个，相对偏差在 １％ 以下的样品数

为 １ 个，用统计学方法计算此组检测数值的标准偏

差 σ 值为 ２． １０７３，证明此检测方法重复性一般。

图 ２　 安捷伦 １２６０ 液相色谱仪定量法和高效

液相体积排阻色谱法检测数值的相关性

Ｆｉｇ ２　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ Ａｇｉｌｅｎｔ

１２６０ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｈｉｇｈ

ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｖｏｌｕｍｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
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表 ３　 紫外分光光度计定量法检测口蹄疫抗原 １ 号株样品 ２０ 次的 １４６Ｓ 含量及相对偏差

Ｔａｂ ３　 １４６Ｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＭＤ ａｎｔｉｇｅｎ ｓｔｒａｉｎ １ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ２０ ｔｉｍｅｓ

ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ
测量值 相对偏差 ／ ％ 测量值 相对偏差 ／ ％ 测量值 相对偏差 ／ ％ 测量值 相对偏差 ／ ％

２３． ６７ ６． ５７ ２０． ９５ ５． ６７ ２０． １５ ９． ２８ １９． ３４ １２． ９２

２４． ５９ １０． ７２ ２５． ０９ １２． ９７ ２２． ０３ ０． ８１ ２４． １９ ８． ９１

２３． ０９ ３． ９６ ２１． ６１ ２． ７０ ２１． １６ ４． ７３ ２１． ６４ ２． ５７

２５． ６７ １５． ５８ ２１． ０７ ５． １３ ２４． ５３ １０． ４５ ２０． ４３ ８． ０１

２２． ９１ ３． １５ １７． ６８ ２０． ３９ ２０． ６４ ７． ０７ ２３． ７６ ６． ９８

３． ５　 液相色谱仪定量法重复性试验结果　 表 ４ 结

果显示，口蹄疫抗原 ２ 号株样品检测 ５０ 次，相对偏

差大于 １０％ 的样品数为 ３ 个，相对偏差在 ５％ ～
１０％之间的样品数为 ７ 个，相对偏差在 １％ ～５％之

间的样品数为 ２６ 个，相对偏差在 １％ 以下的样品

数为 １４ 个，用统计学方法计算此组检测数值的标

准偏差 σ 值为 ０． ４７５９，证明此检测方法重复性

很好。
表 ４　 液相色谱仪定量法检测口蹄疫抗原 ２ 号株样品 ５０ 次的 １４６Ｓ 含量及相对偏差

Ｔａｂ ４　 １４６Ｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＭＤ ａｎｔｉｇｅｎ ｓｔｒａｉｎ ２ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ５０ ｔｉｍｅｓ

ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ
测量值 相对偏差 ／ ％ 测量值 相对偏差 ／ ％ 测量值 相对偏差 ／ ％ 测量值 相对偏差 ／ ％ 测量值 相对偏差 ／ ％

１０． ２２ ０． ４１ ９． ９３ ３． ２３ ９． ７１ ５． ３７ １０． ６７ ３． ９７ １０． ３２ ０． ５６

１０． ２６ ０． ０１ ９． ８２ ４． ３０ １０． ５６ ２． ９０ １０． １１ １． ４７ １１． ６３ １３． ３３

１０． １５ １． ０８ １０． ０４ ２． １６ １０． ３３ ０． ６６ ９． ８３ ４． ２０ １０． ７３ ４． ５６

９． ７６ ４． ８８ １０． １３ １． ２８ １０． ２６ ０． ０１ ９． ９２ ３． ３３ ９． ３４ ８． ９８

９． ９２ ３． ３３ ９． ７６ ４． ８８ １０． ８１ ５． ３４ １０． ３８ １． １５ ９． ９６ ２． ９４

１０． １４ １． １８ １０． ３２ ０． ５６ ９． ８５ ４． ０１ １０． ３３ ０． ６６ １０． ４２ １． ５４

９． ９２ ３． ３３ １０． ９８ ６． ９９ ９． ８２ ４． ３０ １０． ３４ ０． ７６ １０． １２ １． ３８

９． ４８ ７． ６１ １１． ４７ １１． ７７ １０． ５２ ２． ５１ １０． ３９ １． ２４ １０． ２５ ０． １１

９． ３９ ８． ４９ １０． ２３ ０． ３１ １０． ７３ ４． ５６ １０． ２０ ０． ６０ １０． ２０ ０． ６０

１１． ２９ １０． ０１ １０． ９３ ６． ５１ １０． ２８ ０． １７ １０． ６２ ３． ４９ １０． ３２ ０． ５６

３． ６　 高效液相体积排阻色谱法标准曲线　 结果见

图 ３ 和图 ４。 高效液相体积排阻色谱法所用标准品

采用系统自动积分 １４６Ｓ 在 ２５９ ｎｍ 下的峰面积，
以峰面积为横坐标，相应 １４６Ｓ 浓度为纵坐标，在

ＥＸＣＥＬ 程序中绘制过原点的线性趋势线作为标准

曲线，线性回归方程的相关系数 Ｒ２ ＝ ０． ９９２３，大于

０． ９９，符合标准曲线的标准。

图 ３　 口蹄疫 １４６Ｓ 抗原标准品色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ １４６Ｓ ａｎｔｉｇｅｎ ｏｆ ＦＭＤ
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图 ４　 口蹄疫 １４６Ｓ 抗原标准品曲线

Ｆｉｇ ４　 １４６Ｓ ａｎｔｉｇｅｎ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＦＭＤ

３． ７　 高效液相体积排阻色谱法重复性实验结果　
根据表 ５ 所示，口蹄疫抗原 ３ 号株样品检测 ２０ 次，
相对偏差都小于 ４％ ，用统计学方法计算此组检测

数值的标准偏差 σ 值为 ０． ２９２４，证明此检测方法

重复性非常好。

表 ５　 高效液相体积排阻色谱法检测口蹄疫抗原 ３ 号株样品 ２０ 次的 １４６Ｓ 含量及相对偏差

Ｔａｂ ５　 １４６Ｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＭＤ ａｎｔｉｇｅｎ ｓｔｒａｉｎ ３ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ２０ ｔｉｍｅｓ

ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｓｉｚｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
测量值 相对偏差 ／ ％ 测量值 相对偏差 ／ ％ 测量值 相对偏差 ／ ％ 测量值 相对偏差 ／ ％

１５． ５７ ２． ３２ １６． １４ １． ２５ １５． ５２ ２． ６３ １６． ３５ ２． ５７

１５． ８１ ０． ８１ １６． １９ １． ５６ １５． ８４ ０． ６２ １６． ２５ １． ９４

１５． ９５ ０． ０６ １６． ２１ １． ６９ １５． ６５ １． ８１ １５． ７４ １． ２５

１６． ０５ ０． ６９ １６． ２５ １． ９４ １５． ５８ ２． ２５ １５． ４１ ３． ３２

１６． ０９ ０． ９４ １６． ２７ ２． ０７ １５． ７９ ０． ９４ １６． １６ １． ３８

３． ８　 口蹄疫抗原稳定性实验 　 表 ６、表 ７ 结果显

示，将口蹄疫 Ａ 型抗原和 Ｏ 型抗原各一株 ４ ℃放置

１２ 个月，每月采用蔗糖密度梯度离心结合安捷伦

１２６０ 液相色谱仪定量法检测，结果抗原含量没有变

化，将此 ２ 株抗原多次冷冻融化后检测，抗原含量

的降解比较多， 所以口蹄疫抗原适合 ４ ℃保存。
表 ６　 液相色谱仪定量法检测两株抗原 ４℃放置 １２ 个月的含量变化

Ｔａｂ ６　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｗｏ ａｎｔｉｇｅｎｓ ａｆｔｅｒ １２ ｍｏｎｔｈｓ ａｔ ４℃ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ

样品名称
１４６Ｓ 含量 ／ （μｇ·ｍＬ － １）

第 １ 月 第 ２ 月 第 ３ 月 第 ４ 月 第 ５ 月 第 ６ 月 第 ７ 月 第 ８ 月 第 ９ 月 第 １０ 月 第 １１ 月 第 １２ 月

口蹄疫 Ａ 型抗原 ２０． １５ ２０． ０４ ２０． １１ ２０． ０２ １９． ８６ １９． ７９ １９． ８４ １９． ５７ １９． ２３ １９． ３６ １９． １８ １９． １１

口蹄疫 Ｏ 型抗原 １５． ４６ １５． １４ １５． ５６ １５． ２４ １４． ９７ １５． ２３ １４． ８４ １４． ９１ １４． ８２ １４． ７９ １４． ８６ １４． ７７

表 ７　 液相色谱仪定量法检测两株抗原反复多次冻融后抗原含量的变化

Ｔａｂ ７　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｆｔｅｒ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｆｒｅｅｚｅ － ｔｈａｗ ｏｆ ｔｗｏ ａｎｔｉｇｅｎｓ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ

样品名称
１４６Ｓ 含量 ／ （μｇ·ｍＬ － １）

未冷冻时 第一次融 第二次冻融 第三次冻融 第四次冻融 第五次冻融 第六次冻融

口蹄疫 Ａ 型抗原 ２０． １５ １８． ５４ １４． ２８ １０． ３６ ８． ５７ ７． ３５ ５． ６１

口蹄疫 Ｏ 型抗原 １５． ４６ １３． ２４ １０． １８ ７． １５ ６． ２５ ５． １２ ４． ２６
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３． ９　 Ｂｅｎｚｏｎａｓｅ 核酸酶处理前后抗原检测图　 图 ５
结果显示，未加 Ｂｅｎｚｏｎａｓｅ 核酸酶处理的抗原检测

图（图 ５Ａ）色谱峰出现之前，还出现了杂蛋白的紫

外吸收峰，而加 Ｂｅｎｚｏｎａｓｅ 核酸酶处理后的抗原检

测图（图 ５Ｂ）除色谱峰之外，再没有出现杂蛋白的

紫外吸收峰，所以 Ｂｅｎｚｏｎａｓｅ 核酸酶能够有效去除

杂蛋白干扰，增加蛋白产量，提高色谱纯化的效率。

图 ５　 液相色谱仪定量法检测 １ 号抗原色谱图

Ｆｉｇ ５　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｏ． １ ａｎｔｉｇｅｎ

ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ

４　 讨论与结论

将口蹄疫 Ａ 型抗原和 Ｏ 型抗原各一株 ４ ℃放

置 １２ 个月，每月采用蔗糖密度梯度离心结合安捷

伦 １２６０ 液相色谱仪定量法检测，结果抗原含量没

有变化，将此 ２ 株抗原多次冷冻融化后检测，发现

抗原含量的降解比较多。 因此口蹄疫抗原或疫苗

适合 ４ ℃保存，不能冷冻，冷冻后抗原含量的降解

比较多， 会大大降低口蹄疫疫苗的免疫效力。
Ｂｅｎｚｏｎａｓｅ核酸酶，是一种核酸内切酶，可将核酸降

解成为 ２ ～ ５ 个碱基的 ５’单磷酸核苷酸，能够有效

降低蛋白样品的粘度，提高色谱纯化的效率，去除

蛋白样品中核酸污染，并且没有蛋白酶活性残留，
它能够完全去除检测过程中干扰物质对 １４６Ｓ 特征

峰的影响，获得最佳的检测信号并实现 １４６Ｓ 抗原

含量的准确测定。
使用蔗糖密度梯度离心法对口蹄疫 １４６Ｓ 抗原

含量进行定量是一种标准方法，该方法操作较复

杂，对仪器设备要求较高［１１］。 分别用蔗糖密度梯

度离心结合安捷伦 Ｃａｒｙ１００ 紫外分光光度计定量

法、蔗糖密度梯度离心结合安捷伦 １２６０ 液相色谱

仪定量法及高效液相体积排阻色谱法三种检测方

法，对口蹄疫灭活抗原中的 １４６Ｓ 含量进行检测，对
三种检测方法的数据作单因素方差分析，结果 Ｆ 小

于Ｆ ｃｒｉｔ，Ｐ － ｖａｌｕｅ 高于 ０． ０５，表明三种检测方法的

数据无差异，安捷伦 Ｃａｒｙ１００ 紫外分光光度计定量

法和安捷伦 １２６０ 液相色谱仪定量法检测数值相关

系数 Ｒ２ ＝ ０． ９４５６，安捷伦 １２６０ 液相色谱仪定量法

和高效液相体积排阻色谱法检测数值相关系数 Ｒ２

＝０． ９４１６，因此三种检测方法的检测数值相关性极

显著，呈正相关性，蔗糖密度梯度离心结合安捷伦

Ｃａｒｙ１００ 紫外分光光度计定量法重复性检测数值的

标准偏差 σ 值为 ２． １０７３，此检测方法重复性一般，
操作步骤繁琐。 高效液相体积排阻色谱法重复性

检测数值的标准偏差 σ 值为 ０． ２９２４，重复性非常

好，自动化程度高，但是操作不够简易，尤其要制作

标准曲线，如果每次、每批检测有一种试剂等因素

有变动，都需要制作标准曲线，影响检测结果。 蔗

糖密度梯度离心结合安捷伦 １２６０ 液相色谱仪定量

法重复性检测数值的标准偏差 σ 值为 ０． ４７５９，此
检测方法重复性很好，并且简便易行，所以基于临

床需求，蔗糖密度梯度离心结合安捷伦 １２６０ 液相

色谱仪定量法更适合口蹄疫抗原检测，通过优化筛

选，期望能为口蹄疫疫苗中 １４６Ｓ 抗原含量的检测

方法进一步标准化奠定基础，在疫苗质量控制中，
可以在生产阶段用抗原含量测定的方法保证疫苗

中有效抗原的含量，而在成品疫苗的效力检验时尝

试将抗原含量检测方法与替代试验动物检测方法

·０４·
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相结合进行综合评价，大批量的终产品检验可以通

过抗原含量测定方法试验数据来进行检验，从而减

少试验的数量，在终产品的组分发生改变时或者疫

苗中添加免疫增强剂等情况时用动物进行效力检

验，同时检测疫苗组分改变或添加免疫增强剂后所

需要的有效抗原含量新标准，以探索一种有较好重

复性、可靠性和易于标准化的替代方法。
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