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摘要：据统计，５％ 以上的人类癌症由人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）导致。 ＨＰＶ 疫苗的使用，尤其是多价 ＨＰＶ 疫苗的使用，
可有效预防 ＨＰＶ 感染和肿瘤的发生。 例如，９ 价 ＨＰＶ 疫苗可有效预防 ９０％ 以上 ＨＰＶ 相关癌前病变。 人乳头瘤病

毒样颗粒（ＶＬＰ）是 ＨＰＶ 疫苗的唯一抗原。 ＶＬＰ 由 ３６０ 份衣壳蛋白 Ｌ１ 组成。 ＶＬＰ 的含量测定对 ＨＰＶ 原液和 ＨＰＶ
疫苗的质量评价至关重要。 该文发展了一种以体积排阻色谱（ＳＥＣ）为基础的 ９ 种型别人乳头病毒样颗粒的定量

方法。 实验优化了包括色谱柱类型、色谱柱孔径、流动相离子强度和流动相 ｐＨ 值在内的色谱条件。 经过考察，以
ＳＨＩＭＳＥＮ Ａｎｋｙｌｏ ＳＥＣ⁃３００ 色谱柱（３００ ｍｍ×７􀆰 ８ ｍｍ， ３ μｍ）为固定相，以含有 ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 和 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
磷酸盐（ｐＨ ７􀆰 ０）的缓冲溶液为流动相时，ＶＬＰ 的色谱峰更窄，从而可获得更高的响应和更好的灵敏度，因此选择该

色谱条件用于 ＶＬＰ 与基质的分离。 优化所得的方法具有较宽的线性范围，良好的重复性（峰面积的相对标准偏差

不大于 ５􀆰 ０％）和灵敏度（定量限为 ４􀆰 ５８～１５􀆰 ２４ μｇ ／ ｍＬ）。 将方法用于 ＨＰＶ 原液中 ＶＬＰ 的含量测定，监测 ＶＬＰ 的

稳定性。 结果显示，ＨＰＶ 原液中 ＶＬＰ 颗粒不稳定，于 ４ ℃放置一周后，ＶＬＰ 含量与生产后立即测得的含量相比存在

一定程度的降解。 此外，方法还可用于疫苗上清液中游离蛋白质的分析，监测铝佐剂对 ＶＬＰ 的吸附情况。 被测厂

家的铝佐剂可较好的吸附 ＶＬＰ，无明显残余蛋白质检出。 与传统的蛋白质定量方法相比，如 Ｆｏｌｉｎ⁃酚法（Ｌｏｗｒｙ
法），该法具有操作简单、自动化程度高、分析通量高等优点，可实现 ＶＬＰ 含量的批量化分析。
关键词：体积排阻色谱；定量；人乳头瘤病毒；病毒样颗粒；疫苗
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ｉｎ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ＶＬＰｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ １０􀆰 ０％－６２􀆰 ６％ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ ４
℃ ｆｏｒ ｏｎｅ ｗｅｅｋ． Ａｎ ＨＰＶ ｖａｃｃｉｎｅ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｍｉｘｉｎｇ ｔｈｅ ＶＬＰｓ ｗｉｔｈ ａｎ ａｄｊｕｖａｎｔ． Ｔｈｅｒｅａｆｔｅｒ，
ｔｈｅ ＶＬＰｓ ｗｅｒｅ ａｄｓｏｒｂｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｄｊｕｖａｎｔ． Ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｆｒｅｅ ＶＬＰｓ ｉｎ ｔｗｅｌｖｅ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ＨＰＶ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒｓ．
Ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｆｒｅｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｅｌｖｅ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＨＰＶ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ
ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒｓ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ＶＬＰｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅｓｅ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｓ ｒｅａｃｔ ｗｅｌｌ ｗｉｔｈ ｔｈｅｉｒ ａｌｕｍｉｎｕｍ ａｄ⁃
ｊｕｖａｎｔ． Ｆｏｌｉｎ⁃ｐｈｅｎｏｌ （Ｌｏｗｒｙ ａｓｓａｙ） ｉｓ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｖａｃ⁃
ｃｉｎｅｓ． Ｉｔ ｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｍｏｌｙｂｄｏｔｕｎｇｓｔｉｃ ｍｉｘｅｄ ａｃｉｄ ｃｈｒｏｍｏｇｅｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｏｓ⁃
ｐｈｏｍｏｌｙｂｄｏｔｕｎｇｓｔｉｃ ｒｅａｇｅｎｔ， ｗｈｉｃｈ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ａｎ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｍａｘｉｍｕｍ ａｔ ６５０ ｎｍ． Ｔｈｅ Ｌｏｗｒｙ
ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ． Ｍｏｓｔ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｃａｕｓｅｄ ａ ｌｏｗｅｒ ｃｏｌｏｒ
ｙｉｅｌｄ， ｗｈｉｌｅ ｓｏｍｅ ｄｅｔｅｒｇｅｎｔｓ ｃａｕｓｅｄ ａ ｓｌｉｇｈｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｃｏｌｏｒ． Ｔｏ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒ⁃
ｆｅｒｉｎｇ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ， ａ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｆｏｒ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ ｕｓｕａｌｌｙ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ｓａｍ⁃
ｐｌｅ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ． Ｔｈｕｓ， ｔｈｅ Ｌｏｗｒｙ ａｓｓａｙ ｉｓ ｃｏｍｐｌｅｘ， ｔｉｍｅ⁃ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ， ａｎｄ ｏｆ ｌｏｗ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ． Ｃｏｍ⁃
ｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｌｏｗｒｙ ｍｅｔｈｏｄ， ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅｒ ａｎｄ ｍｏｒｅ ａｕｔｏｍａｔｉｃ． Ｉｔ ｉｓ ａ
ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ＶＬＰｓ． Ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ＶＬＰｓ ｉｎ ＨＰＶ ｂｕｌｋ ａｎｄ
ｆｒｅｅ ＶＬＰｓ ｉｎ ＨＰＶ ｖａｃｃｉｎｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｓｉｚｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ ＳＥＣ）； ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ； ｈｕｍａｎ ｐａｐｉｌｌｏｍａ
ｖｉｒｕｓ （ＨＰＶ）； ｖｉｒｕｓ⁃ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅ （ＶＬＰ）； ｖａｃｃｉｎｅ

　 　 宫颈癌是威胁女性健康的第四大常见恶性肿瘤

类疾病，同时也是女性因癌症而死亡的主要原因之

一［１］。 据统计，每年有 ４５􀆰 ３ 万例宫颈癌案例报

道［２］，该疾病造成每年 ２５ 万例死亡［３］。 感染人乳

·５２４·
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头瘤病毒（ＨＰＶ）是导致宫颈癌的主要原因，在大约

９５％ 的宫颈恶性病变样本中检出人乳头瘤病毒

ＤＮＡ［４］。 ＨＰＶ 疫苗是预防宫颈癌最有效的手段之

一。 研究显示，９ 价 ＨＰＶ 疫苗（如 Ｇａｒｄａｓｉｌ® ９）可有

效预防 ９７％ 的癌前病变损伤［５］。
　 　 ＨＰＶ 疫苗由 ＨＰＶ 病毒样颗粒（ＶＬＰ）的原液与

适当比例铝佐剂结合制成。 ＨＰＶ 成熟的 ＶＬＰ 是直

径为 ５０～５５ ｎｍ 并具有三角形剖分数（Ｔ）等于 ７ 的

２０ 面体对称结构［６，７］。 ＨＰＶ 疫苗中的 ＶＬＰ 由重组

技术表达。 重组技术表达的 ＶＬＰ 是由 ３６０ 份主要

衣壳蛋白（Ｌ１）单体聚合而成的星状五聚体（即壳

粒，ｃａｐｓｏｍｅｒｅ）。 ＨＰＶ 病毒衣壳由 ７２ 个壳粒通过

相互作用组装而成，其超微结构和免疫原性与天然

ＨＰＶ 病毒类似［８，９］。 目前上市的 ＨＰＶ 疫苗由不同

型别的 ＶＬＰ 纯化制成。 例如，英国葛兰素史克公司

生产的 ＨＰＶ 疫苗 Ｃｅｒａｒｉｘ®由 ＨＰＶ１６ ／ １８ ２ 种型别

的 ＶＬＰ 制成；美国默沙东公司 ＨＰＶ 疫苗 Ｇａｒｄａｓｉｌ®

９ 由 ＨＰＶ６ ／ １１ ／ １６ ／ １８ ／ ３１ ／ ３３ ／ ４５ ／ ５２ ／ ５８ ９ 种型别的

ＶＬＰ 制成。 在中国，除万泰沧海外，还有 ９ 家企业

１５ 个品种的 ＨＰＶ 疫苗处在研发阶段。
　 　 ＶＬＰ 原液的质量（纯度、颗粒度分布、ＶＬＰ 含量

等）直接影响 ＨＰＶ 疫苗的安全性和有效性。 ＶＬＰ 的

纯度指 ＶＬＰ 原液含有的总蛋白质中 ＶＬＰ 所占的质

量分数。 ＶＬＰ 颗粒大小通常不是一个固定的数值，
而是在一定数值范围内。 ＶＬＰ 含量是 ＶＬＰ 原液中

ＶＬＰ 的浓度。 Ｆｏｌｉｎ⁃酚法（Ｌｏｗｒｙ 法）是疫苗领域常

用的蛋白质含量测定方法，可有效实现疫苗原液中

总蛋白质含量的测定。 但该方法需要复杂的衍生步

骤，耗时较长且自动化程度低，无法实现样品的高通

量检测［１０，１１］。 此外，该方法不仅可以衍生 ＶＬＰ 还可

以衍生其他具有衍生官能团的小分子物质。 因此，
检测结果可能会受基质干扰以及衍生效率的影响，
从而导致结果偏差。 Ｌｏｎｇ 等［１２］ 发展了基于液相色

谱⁃串联质谱的蛋白质含量测定方法，用于百日咳疫

苗中抗原蛋白的含量测定。 本实验室［１３］ 也发展了

基于 液 相 色 谱⁃串 联 质 谱 的 ２ 价 ＨＰＶ 疫 苗 中

ＨＰＶ１６ ／ １８ 抗原蛋白的含量测定。 液相色谱⁃串联质

谱法灵敏度高，选择性好，可用于复杂基质中抗原蛋

白的含量测定，但前处理时间较长。 体积排阻色谱

（ＳＥＣ）具有分离小分子基质和大分子目标化合物

的作用，可用于排除小分子基质对大分子目标化合

物检测的干扰。 在过去几十年间，ＳＥＣ 被用作一种

高分子表征技术，如高分子聚合物和蛋白质的分子

量分布检测［１４，１５］。 该技术也用作 ＨＰＶ 原液中 ＶＬＰ
颗粒度分布的检测，如 Ｍａｃｈ 等［１６］ 采用体积排阻色

谱表征 ＶＬＰ 颗粒度分布检测以及加热前后 ＶＬＰ 的变

化情况。 现有 ＳＥＣ 能有效监测 ＶＬＰ 大小和分布是否

符合预期，但无法用于 ＶＬＰ 含量的测定。 本文发展

了一种基于 ＳＥＣ 的方法，用于 ＨＰＶ 疫苗原液中 ＶＬＰ
的含量测定以及 ＨＰＶ 疫苗中游离 ＶＬＰ 的检测。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 生物惰性液相色谱系统，包括 ＬＣ⁃２０Ａｉ 高压二

元泵、脱气机、ＳＩＬ⁃２０ＡＣ 自动进样器、ＣＴＯ⁃２０ＡＣ 柱

温箱、ＳＰＤ⁃Ｍ２０Ａ 紫外检测器，所有流路均为聚醚醚

酮（ＰＥＥＫ）材质，ＬａｂＳｏｌｕｔｉｏｎｓ 工作站用于数据处

理。 以上仪器和软件均购自岛津公司 （日本）。
Ａｌｌｅｇｒａ® ６４Ｒ 离心机购自贝克曼公司（美国）。
　 　 磷酸氢二钠（９８％）、磷酸二氢钠（９８％）、磷酸

（８５％）、氯化钠（９９􀆰 ９９％）购自 Ｓｉｇｍａ 公司（美国）。
低吸附离心管购自 Ｍｅｒｃｋ 公司（美国）。 超纯水由

Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 系统制备（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司，美国）。 ＳＨＩＭＳＥＮ
Ａｎｋｙｌｏ ＳＥＣ⁃３００ 色谱柱（３００ ｍｍ×７􀆰 ８ ｍｍ， ３ μｍ）
购自岛津技迩公司。 ９ 个型别的 ＨＰＶ 原液（包括

ＨＰＶ６ ／ １１ ／ １６ ／ １８ ／ ３１ ／ ３３ ／ ４５ ／ ５２ ／ ５８）、铝佐剂和 ＨＰＶ
疫苗由中国食品药品检定研究院提供。 ＨＰＶ 疫苗

样品由厂家 １（４ 个批次）、厂家 ２（４ 个批次）和厂家

３（４ 个批次）提供。 ＨＰＶ 原液和 ＨＰＶ 疫苗均存储于

４ ℃冰箱。
１．２　 样品前处理

　 　 取疫苗样品于低吸附离心管中，以 １４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
转速离心 １０ ｍｉｎ，取上清液进样分析。
１．３　 ＨＰＬＣ 条件

　 　 色谱柱为 ＳＨＩＭＳＥＮ Ａｎｋｙｌｏ ＳＥＣ⁃３００ 柱（３００
ｍｍ×７􀆰 ８ ｍｍ， ３ μｍ）；柱温为 ３０ ℃；流动相为含

３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 氯化钠和 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸盐（ｐＨ ７􀆰 ０）
的水溶液；流速为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长为 ２８０ ｎｍ；
进样体积为 １０ μＬ；自动进样器温度为 ４ ℃。

２　 结果与讨论

２．１　 实验条件考察

２．１．１　 色谱柱考察

　 　 与小分子分析相比，蛋白质等大分子分析对色

谱柱的要求更高。 除内径、长度、粒径、比表面积、键
合相和键合密度等参数以外，键合相和基质之间的

·６２４·
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亲水层键合工艺以及固定相孔径也对蛋白质的色谱

行为有较大影响。 由于蛋白质的特殊性质（强疏水

性和强电荷性），用于蛋白质分析的体积排阻色谱

往往需要在固定相基质和键合相之间涂覆 ／键合亲

水层，用于屏蔽蛋白质与基质之间的非特异性吸附，
从而减少蛋白质在色谱柱上的死吸附，提高方法的

灵敏度和稳定性。 由于亲水层的工艺不同，不同厂

家的色谱柱对蛋白质的吸附程度不同。 本文考察了

两种不同亲水层键合工艺的蛋白质分析 ＳＥＣ 柱。
最终选择能为考察样品提供较好峰面积重复性的

ＳＨＩＭＳＥＮ Ａｎｋｙｌｏ ＳＥＣ 色谱柱进行后续的方法优

化。 以含量为 １ ２７６、３１９、１５９ μｇ ／ ｍＬ ＨＰＶ６ 的 ＶＬＰ
样品为例，采用 ＳＨＩＭＳＥＮ Ａｎｋｙｌｏ ＳＥＣ 色谱柱分离

分析，每种含量分别进样 ５ 次，获得的峰面积 ＲＳＤ
均不超过 ５％。 采用相同规格的另一品牌的 ＳＥＣ 色

谱柱时，峰面积 ＲＳＤ 超过 ２０％。
　 　 除亲水层的键合工艺，ＳＥＣ 柱的孔径也是影响

蛋白质色谱行为的重要因素。 本文分别考察了孔径

为 ３０、５０ 和 １００ ｎｍ 的色谱柱（ ＳＨＩＭＳＥＮ Ａｎｋｙｌｏ
ＳＥＣ⁃３００、ＳＥＣ⁃５００、ＳＥＣ⁃１０００（３００ ｍｍ×７􀆰 ８ ｍｍ， ３
μｍ））。 ＶＬＰ 颗粒分布的表征通常使用大孔径 ＳＥＣ
柱，如孔径为 １００ ｎｍ 的 ＳＥＣ 柱［１６］，如图 １ 所示，
ＨＰＶ６ 的 ＶＬＰ 颗粒在 ＳＨＩＭＳＥＮ Ａｎｋｙｌｏ ＳＥＣ⁃１０００
柱上具有较好的分布，在 ６ ～ １１ ｍｉｎ 期间均有 ＶＬＰ
的信号，但色谱峰较宽，导致灵敏度较低，不适合

ＶＬＰ 的定量分析。 色谱柱 ＳＥＣ⁃３００ 和 ＳＥＣ⁃５００ 均

可实现 ＶＬＰ 与小分子干扰物质的分离，以及 ＶＬＰ 的

快速洗脱，但 ＳＥＣ⁃３００ 色谱柱可提供更窄的色谱

峰，有利于提高检测灵敏度。 因此，以 ＳＨＩＭＳＥＮ
Ａｎｋｙｌｏ ＳＥＣ⁃３００ 柱为固定相，用于 ＨＰＶ 的 ＶＬＰ 分

析。 ＶＬＰ 并非单一尺寸的颗粒，在 ＳＥＣ 色谱柱上存

在一定的颗粒度分布，因此会导致色谱峰并非对称

的高斯峰。
２．１．２　 流动相组成考察

　 　 离子强度的增加有利于屏蔽蛋白质与色谱柱之

间的静电作用，从而改善峰形，减少死吸附和提高响

应。 本文考察了不同浓度（１５０、３００ 和 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
氯化钠溶液对 ＶＬＰ 峰形的影响。 固定缓冲盐磷酸

盐的浓度（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）和 ｐＨ 值（７􀆰 ０），随着氯化钠

浓度从 １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 增加至 ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ＨＰＶ６ 峰

高随之增加。 再增加氯化钠浓度，峰高无显著变化。
因此，以 ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 氯化钠 （含 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ
７􀆰 ０ 的磷酸盐）为流动相。

图 １　 采用 ＳＥＣ⁃３００、ＳＥＣ⁃５００ 和 ＳＥＣ⁃１０００ 柱时 ＨＰＶ６
的 ＶＬＰ 色谱图

Ｆｉｇ． １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖｉｒｕｓ⁃ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅ （ＶＬＰ） ｆｏｒ
ｈｕｍａｎ ｐａｐｉｌｌｏｍａ ｖｉｒｕｓ ６ （ＨＰＶ６ ） ｕｓｉｎｇ ＳＥＣ⁃
３００， ＳＥＣ⁃５００ ａｎｄ ＳＥＣ⁃１０００ ｃｏｌｕｍｎｓ

　

２．１．３　 流动相 ｐＨ 值考察

　 　 流动相的 ｐＨ 值会影响固定相和蛋白质的带电

情况。 本文考察了在流动相 ｐＨ ３􀆰 ０ 和 ｐＨ ７􀆰 ０ 的条

件下，ＶＬＰ 的出峰情况。 相对于采用 ｐＨ ３􀆰 ０ 的流动

相，采用 ｐＨ ７􀆰 ０ 的流动相，ＶＬＰ 响应更强。 可能的

原因是组成 ＨＰＶ 的 ＶＬＰ 的 Ｌ１ 蛋白等电点（ＰＩ）大
多在 ８􀆰 ０ 左右。 蛋白质 ＰＩ 由在线蛋白质等电点查

询软件 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 计算（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／
ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）。 中性条件下，固定相与蛋白质之间

的静电吸引作用减弱，有利于蛋白质的洗脱。
２．２　 方法学考察

　 　 本文从线性范围、 检出限 （ ＬＯＤ）、 定量限

（ＬＯＱ）和重复性对发展的方法进行了考察。
２．２．１　 线性范围

　 　 取 ９ 种型别 ＨＰＶ 的 ＶＬＰ 原液，用流动相稀释，
在表 １ 浓度范围内配制工作曲线溶液。 每种型别的

ＶＬＰ 工作曲线不少于 ５ 个浓度点，每个浓度样品进

样 ３ 次。 为了更为准确的测得待测样品浓度，本研

究线性曲线的最高浓度点和最低浓度点以待测样品

浓度为参考进行制定。 以每个浓度所得 ＶＬＰ 的峰

·７２４·
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面积与对应浓度进行线性回归，得线性方程见表 １。
该方法可为 ９ 种型别 ＨＰＶ 的 ＶＬＰ 提供较好的线

性，可用于该浓度范围内样品中 ＶＬＰ 的含量测定。
２．２．２　 检出限和定量限

　 　 以工作曲线的最低浓度点对应的样品为母液，
用流动相稀释。 当样品所得信噪比接近但不低于 ３
和 １０ 时， 该浓度作为检出限 （ ＬＯＤ） 和定量限

（ＬＯＱ）。 ９ 种型别 ＶＬＰ 的 ＬＯＤ 和 ＬＯＱ 见表 １。

表 １　 ９ 种 ＶＬＰ 颗粒的线性范围、线性方程、相关系数（Ｒ２）、检出限和定量限

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ， ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （Ｒ２）， ＬＯＤｓ ａｎｄ ＬＯＱｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ＶＬＰ
ＶＬＰ Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／ （μｇ ／ ｍＬ） Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ Ｒ２ ＬＯＤ ／ （μｇ ／ ｍＬ） ＬＯＱ ／ （μｇ ／ ｍＬ）

ＨＰＶ６ ３９．９－１２７６．１ Ａ＝ ２０３．３Ｃ－３１５．７ ０．９９８ ２．１１ ６．３８
ＨＰＶ１１ ３１．７－６２９．３ Ａ＝ ３３５．５Ｃ－２９０．８ ０．９９８ １．８３ ５．５３
ＨＰＶ１６ ８２．３－２６３２．５ Ａ＝ ７８４．３Ｃ－１６８．４ ０．９９７ １．５１ ４．５８
ＨＰＶ１８ ５１．２－１６３９．２ Ａ＝ ２１７３．８Ｃ－１３４．０ ０．９９８ ３．７０ １１．２０
ＨＰＶ３１ ２５．７－８２２．１ Ａ＝ １２６６．５Ｃ－２８８０．５ ０．９９９ １．７５ ５．３０
ＨＰＶ３３ ２３．１－７３８．１ Ａ＝ １２５６．８Ｃ－２９９６．７ １．０００ ２．４３ ７．３８
ＨＰＶ４５ ２４．０－７６８．２ Ａ＝ １４９１．５Ｃ－４３９．６ ０．９９９ ５．０３ １５．２４
ＨＰＶ５２ ２５．５－８１６．３ Ａ＝ １１４．３Ｃ－３０３．５ ０．９９８ ３．８３ １１．６２
ＨＰＶ５８ ２４．２－７７３．２ Ａ＝ ９２９．１Ｃ－３３１．８ ０．９９８ ３．２５ ９．８４

Ａ： ｐｅａｋ ａｒｅａ； Ｃ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， μｇ ／ ｍＬ．

表 ２　 高、中、低水平下 ＶＬＰ 峰面积的相对标准偏差
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｅａｋ ａｒｅａ ＲＳＤｓ ｏｆ ＶＬＰ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ， ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｌｏｗ ｌｅｖｅｌｓ

ＶＬＰ
Ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌ

Ｃｏｎｔｅｎｔ ／ （μｇ ／ ｍＬ） ＲＳＤ ／ ％
Ｍｅｄｉｕｍ ｌｅｖｅｌ

Ｃｏｎｔｅｎｔ ／ （μｇ ／ ｍＬ） ＲＳＤ ／ ％
Ｌｏｗ ｌｅｖｅｌ

Ｃｏｎｔｅｎｔ ／ （μｇ ／ ｍＬ） ＲＳＤ ／ ％
ＨＰＶ６ １２７６．１ １．５５ ３１９．０ １．８８ １５９．５ ４．４５
ＨＰＶ１１ ６２９．３ ２．６８ １５７．３ ４．１３ ７８．６ ２．８１
ＨＰＶ１６ ２６３２．５ ２．３７ ６５８．０ ３．６１ ３２９．０ ３．７５
ＨＰＶ１８ １６３９．２ １．７０ ４０９．８ ３．９６ ２０４．９ ３．４６
ＨＰＶ３１ ８２２．１ ２．５０ ２０５．５ ２．７４ １０２．８ ４．６１
ＨＰＶ３３ ７３８．１ ２．４０ １８４．５ ２．７９ ９２．３ ４．２３
ＨＰＶ４５ ７６８．２ ３．２１ １９２．０ ４．３２ ９６．０ ３．６０
ＨＰＶ５２ ８１６．３ ２．９６ ２０４．０ ３．７４ １０２．０ ４．７９
ＨＰＶ５８ ７７３．２ １．６６ １９３．３ ２．９１ ９６．６ ４．７４

２．２．３　 重复性

　 　 蛋白质容易吸附在液相色谱的不锈钢管路和色

谱柱中，导致峰面积重复性较差。 为了避免不锈钢

系统对蛋白质的死吸附，本方法所有流路均采用

ＰＥＥＫ 材质。 ＰＥＥＫ 材质流路具有蛋白质吸附低、
耐受高浓度氯化钠和 ｐＨ 耐受范围宽等优点。 本文

考察了高、中、低 ３ 个水平 ＶＬＰ 峰面积的重复性，每
种浓度进样 ５ 针，以峰面积 ＲＳＤ 考察重复性。 如表

２ 所示，本方法可为 ９ 种型别不同水平 ＨＰＶ 的 ＶＬＰ
颗粒分析提供较好的重复性，高、中、低 ３ 种水平下，
峰面积的 ＲＳＤ 均不超过 ５％。 表明该方法具有较好

的重复性。
２．３　 ９ 种型别 ＶＬＰ 稳定性分析

　 　 与铝佐剂吸附的 ＶＬＰ 相比，未经铝佐剂吸附的

ＶＬＰ（即 ＨＰＶ 原液）稳定性较差，容易出现降解等现

象。 将本文方法用于新生产的 ＨＰＶ 原液中 ＶＬＰ 的

含量测定，获得 ＨＰＶ 原液中原始的 ＶＬＰ 浓度。 将

该样品于 ４ ℃环境下放置一周后，再次测试 ＶＬＰ 浓

度，与 ＶＬＰ 的原始浓度相比，４ ℃放置一周后的 ＶＬＰ
出现了明显的降解，尤其是 ＨＰＶ１８ 和 ＨＰＶ５８ 两种

型别的 ＶＬＰ，降解率分别高达 ６２􀆰 ６％ 和 ４１􀆰 ５％。 该

结果表明，未经铝佐剂吸附的 ＶＬＰ 具有热不稳定

性，生产所得 ＶＬＰ 需低温保存或尽快用铝佐剂处

理。 该方法灵敏度可满足原液中 ＶＬＰ 的浓度测试

和 ＶＬＰ 稳定性测试。
　 　 Ｌｏｗｒｙ 法是测试蛋白质含量常用的方法。 该方

法通过磷钼酸试液衍生蛋白质后，测试 ６５０ ｎｍ 处

衍生物的吸光度，从而测试样品中蛋白质的含量。
磷钼酸试液不仅可以衍生蛋白质，还可以衍生很多

小分子干扰物质。 大部分衍生后的小分子干扰物质

会导致吸光度降低，少数衍生后的小分子干扰物质

导致吸光度升高。 为了降低这些干扰物质对测试结

果的影响，通常需要在测试之前进行蛋白沉淀等除

杂质操作。
　 　 与 Ｌｏｗｒｙ 法相比，本方法具有自动化程度高、
无小分子干扰、检测通量高等优点。

·８２４·
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２．４　 铝佐剂吸附后样品中游离 ＶＬＰ 分析

　 　 铝佐剂对 ＶＬＰ 的吸附完整性与疫苗的质量息

息相关。 本次共检测来自 ３ 个厂家的 １２ 批次样品，
典型色谱图见图 ２。 死时间附近可检测到明显的小

分子基质，但 ＶＬＰ 出峰位置处无明显响应。 说明被

检测厂家均能提供较好的铝佐剂吸附工艺，可实现

ＶＬＰ 的良好吸附。

图 ２　 铝佐剂吸附后的 ＶＬＰ 样品色谱图
Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ＶＬＰ ｓａｍｐｌｅ ｗｈｉｃｈ

ｒｅａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ａｌ ａｄｊｕｖａｎｔ

３　 结论

　 　 本文发展了一种基于体积排阻色谱的定量检测

ＨＰＶ 原液中 ＶＬＰ 的方法。 该方法与 Ｌｏｗｒｙ 法相

比，具有干扰少、自动化程度高、稳定性好的优点，适
合高通量的样品分析。 本方法可用于 ＨＰＶ 原液中

ＶＬＰ 的含量测定，对比不同存储条件下 ＨＰＶ 原液中

ＶＬＰ 的含量变化，为探索 ＨＰＶ 原液存储条件提供参

考数据。 同时，本方法还可用于疫苗上清液中游离

ＶＬＰ 的分析，从而实现监测铝佐剂对 ＶＬＰ 吸附的完

整性。
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