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[摘  要] 世界范围内预防口蹄疫的有效方法是进行疫苗免疫,因此口蹄疫疫苗的质量成为是否能有效

预防口蹄疫的关键,而疫苗中146S的含量直接决定口蹄疫疫苗的质量和免疫效力。蔗糖密度梯度离心法

(sucrose density gradient centrifugation,SDGC)是公认的经典测定口蹄疫146S抗原含量的方法,但存在检测

耗时长、过程复杂、重复性差等缺点,影响疫苗的质量监测。使用高效液相色谱法(high-performance liquid 

chromatography,HPLC)检测口蹄疫灭活疫苗146S抗原含量,是一种简便、快速、高效、干扰少的测定方

法。结果表明,我们在市场上购买了23份牛用口蹄疫O型、A型二价灭活疫苗,使用HPLC法检测146S抗原

含量,23份样品均满足国家要求,合格率为100%,但是,不同企业不同批次疫苗146S含量之间仍存在较大

差异。 
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[Abstract] The effective way to prevent foot-and-mouth disease worldwide is through vaccination. Therefore, 

the quality of the foot-and-mouth disease vaccine is the key to whether it can effectively prevent 

foot-and-mouth disease, and the content of 146S in the vaccine directly determines the quality and immune 

efficacy of the foot-and-mouth disease vaccine. sucrose density gradient centrifugation (SDGC) is recognized 

as a classic method for determining the 146S antigen content of foot-and-mouth disease. However, it has 

disadvantages such as long detection time, complex process and poor repeatability, which affect the quality 

monitoring of vaccines. The detection of 146S antigen content of inactivated foot-and-mouth disease vaccine 

by high-performance liquid chromatography (HPLC) is a simple, rapid, efficient and less interfering 

determination method. The results showed that we purchased 23 doses of bivalent inactivated vaccines of 

foot-and-mouth disease type O and type A for cattle in the market. The content of 146S antigen was detected 

by HPLC. All 23 samples met the national requirements, with a qualification rate of 100%. However, there were 

still significant differences in the content of 146S among vaccines from different enterprises and different batches. 
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口蹄疫是对养猪业危害非常严重的传染病之一。我国对口

蹄疫的防控政策是以强制免疫为主、扑杀为辅的策略方针[1-2]。

口蹄疫疫苗对动物的有效性主要取决于两个方面,首先是疫苗

毒株与流行毒株的匹配程度,其次是疫苗中有效抗原含量[3]。目

前国内各口蹄疫疫苗生产企业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]。蔗糖密度梯度离心

法的操作过程复杂,耗时长,而且不同单位、不同人员操作,检测

结果存在较大误差,对操作人员的要求较高,制约了检测方法的

推广。为了解决这个问题,国内外专家积极开发了其他的口蹄疫

病毒146S抗原含量检测方法。有研究通过制备级体积排阻色谱

将口蹄疫疫苗中的146S与其它杂质分离,采用紫外检测器检测

其特征吸收峰,并经过对比,证明体积排阻色谱检测结果与蔗糖

密度梯度离心法具有一致性[5]。在此基础上,又发展出采用高效

液相色谱法测定146S抗原含量,通过高效液相色谱系统及分析

色谱柱可进行自动化、高通量、高灵敏度的测定[6]。 

1 设备与材料 
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1.1设备 

设备名称 生产厂家 型号

高效液相色谱仪 安捷伦 1220

pH计 梅特勒-托利多精密仪器有限公司 S210

电子天平 梅特勒-托利多精密仪器有限公司 LE104E/02

高速离心机 德国艾本德 5810R Eppendorf

 

1.2试剂与耗材 

正丁醇(分析纯)、NaH2PO4▪2H2O(分析纯)、NaHPO4(分析纯)、

Na2SO4(分析纯)、15ml离心管、0.22um针头滤器或0.45um针头

滤器一次性注射器、100-1000ul枪头。 

1.3疫苗 

分别在三个时间段,在陕西购买不同厂家、不同批次牛用口

蹄疫O型、A型二价灭活疫苗。其中,2024年12月购买了6个厂家1

个批次疫苗；2025年2月购买了6个厂家12个批次疫苗；2025年4

月购买了5个厂家5个批次疫苗。各生产厂家编号之间无关联性。 

2 检验操作 

2.1检测原理 

依据体积排阻-高效液相色谱的方法对口蹄疫146S抗原蛋

白进行检测。体积排阻色谱法是以多孔凝胶为固定相,借助精确

控制凝胶孔径的大小,使样品中的大分子不能进入凝胶孔洞而

被排阻,只能沿着多孔凝胶粒子之间的空隙通过色谱柱,首先被

流动相冲洗出来；中等大小的分子能进入凝胶的一些孔洞中,

但不能进入较小的孔洞,较慢地从柱中洗脱。小分子能进入绝大

部分凝胶孔径,最后从柱中洗脱从而实现样品中不同大小分子

的分离。处理后的样品经色谱柱分离,逐一流向检测器,检测器

捕捉到蛋白质的紫外吸收信号后,将光信号转换成电信号,再将

电信号转换为数字信号,经软件处理后,形成液相色谱图。 

样品146S的定量采用外标法,即使用已经定量的146S标准

品,进行梯度稀释,上样检测后,绘制峰面积-146S含量标准曲线,

根据标准曲线对样品中146S进行定量分析。 

2.2试剂准备 

(1)流动相：每升流动相称取1.01gNaH2PO4▪2H2O,6.18gNaHPO4, 

14.20gNa2SO4,称量完成后,用市售娃哈哈纯净水溶解,定容至

相应体积,用0.45μm膜过滤后,超声脱气5min。 

(2)超纯水：使用市售娃哈哈纯净水,用0.45um膜过滤后,

超声脱气5min。 

(3)42%PEG6000：称取42gPEG6000于250ml烧杯中,加适量蒸

馏水,加热搅拌溶解PEG,待PEG完全溶解后,用自来水水浴,使其

恢复至室温,用容量瓶定容至100ml。 

(4)抗原复溶液：称取0.54gKH2PO4,12.89gNaHPO4▪12H2O,8.76 

gNaCl,0.20gKCl,用纯化水溶解,定容至1L,0.22μm膜过滤后

待用。 

2.3检验方法 

(1)疫苗正丁醇破乳：在15ml离心管中加入疫苗9ml,再加入

正丁醇1ml,剧烈振荡离心管5min使疫苗破乳,然后离心10min(4

℃,4000rpm)。用注射器吸取最下层水相,用0.45μm膜过滤后即

可上机检测。 

(2)仪器准备：将高效液相色谱仪氘灯进行预热30min以上,

更换流动相及纯化水,排气后平衡系统。 

(3)上机检测：根据《安捷伦1220型高效液相色谱仪标准操

作程序》设置检测参数,上机检测,检测参数设置如下：A.流速：

0.6ml/min；B.检测波长：259nm；C.进样量：100ul；D.采集时

长：30min。 

2.4结果计算 

(1)标准品稀释：取146S标准品,按照需要的浓度,用流动相

对标准品进行梯度稀释,稀释5~7个梯度。稀释完毕后按照标准

品实际的含量与各梯度稀释比例,计算出每一梯度146S的实际

含量值,以结合峰面积进行下一步的标准曲线绘制工作。 

(2)绘制标准曲线：将数据输入Excle表格中,在左侧列一列

峰面积或丰度,在右侧列一列标准品146S抗原蛋白含量,选中所

列数据,依次执行【插入】、【x,y散点图】、【线性】,即可出现以

146S抗原蛋白含量为横坐标,以峰面积纵坐标点状图,选中图中

任意一点,右击,选【添加趋势线】并勾选【回归方程】及【R2】

散点图即可中各点即被连成线,且由软件完成线性拟合,并显示

回归方程及拟合常数R2值,R2应大于0.99。 

(3)样品含量计算：样品图谱完成积分分析后,直接读取图

谱中峰面积对应的数值,将该数值直接代入标准品峰面积-146S

含量的标准曲线的回归方程,即可算出样品中的146S抗原蛋白

含量。 

3 结果与分析 

3.1高效液相色谱法标准曲线 

高效液相色谱法标准曲线是系统自动积分,积分在259nm下

的146S峰面积。以146S浓度为纵坐标,以峰面积为横坐标,在

Excle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=0.994,大于0.99,符合标准曲线的标准,线

性回归方程为：y=825,353.537x+477,535.326。标准曲线如图1。 

 

图1 高效液相色谱法标准曲线 

3.2疫苗样品高效液相色谱法检测结果 

2024年12月购买6个批次疫苗,2025年2月购买12个批次疫

苗,2025年4月购买5个批次疫苗,检测结果显示,所有批次疫苗

抗原含量均达到国家标准(农业农村部公布产品质量标准：每头
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份疫苗中146S含量应不低于1.0μg),但是,不同企业和相同企

业不同批次口蹄疫O型、A型灭活疫苗抗原含量存在差异。具体

检测数据见表1~3。 

表1 2024年12月陕西口蹄疫O型、A型二价灭活疫苗146S含量检

测结果 

样品编号 生产厂家

A1 厂家A 20.5

A2 厂家B 15.18

A3 厂家C 14.31

A4 厂家D 23.39

A5 厂家E 25.61

A6 厂家F 22.03

146S含量(μg/头份)

 

表2 2025年2月陕西口蹄疫O型、A型二价灭活疫苗146S含量检测

结果 

样品编号 146S含量(μg/头份)

B1 厂家A 12.08

B2 厂家B 29.33

B3 厂家C 12.18

B4 厂家D 33.74

B5 厂家E 11.54

B6 厂家F 16.66

B7 厂家F 26.48

B8 厂家F 25.89

B9 厂家A 14.14

B10 厂家A 14.9

B11 厂家B 27.89

B12 厂家B 27.08

生产厂家

 

表3 2025年4月陕西口蹄疫O型、A型二价灭活疫苗146S含量检测

结果 

编号 146S含量(μg/头份)

C1 厂家A 27.26

C2 厂家B 9.52

C3 厂家C 21.35

C4 厂家D 1.88

C5 厂家E 7.03

生产厂家

 

4 讨论与结论 

目前,我国具备口蹄疫灭活疫苗生产资质的企业有10家,每

个疫苗企业总体的生产流程类似,都具备细胞悬浮培养工艺、抗

原灭活工艺、抗原超速离心和浓缩纯化工艺等,但是生产工艺中

的参数略有差异,因此所制备的疫苗中抗原浓度、盐离子成分等

成分有所不同[7],蔗糖密度梯度离心法的定量方法在操作过程

中存在较大误差,可能导致疫苗在出厂时存在批间差异。由于口

蹄疫疫苗在运输和保存过程中,会受到时间、温度、PH等变化,

造成抗原降解,这些因素也会造成疫苗检测抗原含量差异。 

蔗糖密度梯度离心法检测口蹄疫146S抗原含量是一种标准

方法,该方法操作较复杂,对仪器设备及人员操作要求较高
[8-10]。文章中使用的高效液相色谱法是经过改进和优化的,加上

标准品的参照,保证了检测数据的准确性。此种方法简单快捷、

高效准确,适用于疫苗企业、养殖企业、第三方检测机构等对口

蹄疫灭活疫苗抗原含量的评价。 
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