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(57)摘要

本发明提供了一种油佐剂疫苗的快速定性

定量检测方法，将油佐剂疫苗破乳后，所得水相

抗原样品进行ZIPTIP纯化，纯化后的样品进行定

性定量检测；所述破乳方法为：将油佐剂疫苗与

破乳剂混合，分层后得水相抗原样品；所述破乳

剂包括有机溶剂与酸的混合物，所述有机溶剂选

自乙腈、正丁醇、苯甲醇、丁基二乙二醇、乙醇中

的一种，所述酸选自盐酸、乙酸、甲酸、三氟乙酸

中的一种。本发明提供的破乳方法能保证抗原主

要分布于水相中，能真实反应出疫苗内有效抗原

的含量及质量；再将破乳后的样品采用ZIPTIP进

行纯化，使样品中的杂质有效去除，大大提高了

样品的纯度，由此再将样品进行定性定量分析，

提高了检测结果的准确性和可靠性。
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1.一种油佐剂疫苗的快速定性定量检测方法，其特征在于，包括以下步骤：

将油佐剂疫苗破乳后，所得水相抗原样品进行ZIPTIP纯化，纯化后的样品进行定性定

量检测；

所述破乳方法为：将油佐剂疫苗与破乳剂混合，分层后得水相抗原样品；所述破乳剂为

乙腈与三氟乙酸的混合物或乙醇与盐酸的混合物；其中，乙腈与三氟乙酸的体积比为100:

0.05；乙醇与盐酸的体积比为100:0.33；

油佐剂疫苗与破乳剂按体积比9:1～5:5进行混合；

所述破乳剂中酸与有机溶剂的体积比为0.05：100或0.33:100。

2.根据权利要求1所述的油佐剂疫苗的快速定性定量检测方法，其特征在于，所述

ZIPTIP纯化的具体步骤如下：

A1.使用50％ACN吸排活化ZIPTIP；

A2.吸取样品吸排数次；

A3.使用0.05％TFA水吸排清洗ZIPTIP；

A4.使用含0.05％TFA的ACN洗脱样品，即可。

3.根据权利要求1所述的油佐剂疫苗的快速定性定量检测方法，其特征在于，所述纯化

后的样品进行冻干或浓缩。

4.根据权利要求1所述的油佐剂疫苗的快速定性定量检测方法，其特征在于，采用电泳

后染色的方法进行抗原样品的定量定性检测。
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一种油佐剂疫苗的快速定性定量检测方法

技术领域

[0001] 本发明涉及口蹄疫疫苗检测技术领域，具体涉及一种油佐剂疫苗的快速定性定量

检测方法。

背景技术

[0002] 现有的疫苗质量标准中规定效力检验必须采用本动物进行检验，由于国家实行

100％的强化免疫政策，很难选出易感的检验用动物，而且动物攻毒对实验设施要求高

(BSL3级实验室)、耗时长(一个月以上)、资金花费大。如果采用血清中和试验选择易感动

物，在技术上难以排除具有细胞免疫的非易感动物，在检验实际中经常发生检验数据不规

律的问题，影响检验的准确性。因此口蹄疫疫苗尤其是用于牛的疫苗的质量检测一直困扰

着兽药监测部门和相关生产企业。因此需要尽快研制体外检验技术，代替现有的本动物试

验。

[0003] 当前国家对疫苗的检验正逐步过渡到对疫苗内抗原的检测，而当前较为普遍的方

法为疫苗破乳后对抗原进行检测，通过将疫苗进行破乳处理，使抗原转移至水相中，继而对

其进行后续的检测分析。众所周知，疫苗是由抗原与佐剂以一定比例、按特定程序乳化而成

的，然而佐剂却为疫苗破乳检测带来了巨大障碍。

[0004] 由于疫苗乳化过程中所使用的油佐剂中成分复杂，含有表面活性剂，免疫增强剂

等物质存在，破乳后的水相中往往会含有上述杂质和破乳剂，行业内并没有能够去除上述

杂质和破乳剂的方法，而杂质及破乳剂等还会大大影响其后的检测过程，造成信号掩盖或

干扰，压低了抗原信号的强度，甚至无法有效检测到其中的抗原，由于其中杂质的随机分配

性，造成其检测方法的重复性不佳，同时增加了仪器维护成本。在疫苗行业内，如何对油佐

剂疫苗进行破乳并对疫苗内成分进行检测和鉴定是业内公认的技术难点，由于油佐剂疫苗

成分复杂，其中又含有大量的表面活性剂及免疫增强剂等物质，会对所有检测方法造成干

扰，甚至无法检测，不能反映出疫苗内抗原的真实状态。

[0005] 虽然业内已有破乳方法，但其效率和效果均不佳，传统的破乳方法破乳后会有种

种问题，例如破乳不完全、水相和油相分界不清晰、水相中检测不到抗原等问题一直困扰着

业界。如何去寻找一种高效的破乳方法成了业内亟待解决的问题。

[0006] ZIPTIP方法为一种简易的质谱前除盐的方法，在分析检测中用于盐类物质的去

除。现有技术中尚未有将该方法用于抗原纯化的报道。

发明内容

[0007] 针对现有技术中的缺陷，本发明提供了一种油佐剂疫苗的快速定性定量检测方

法。

[0008] 本发明的目的是通过以下技术方案实现的：

[0009] 本发明提供了一种油佐剂疫苗的快速定性定量检测方法，包括以下步骤：

[0010] 将油佐剂疫苗破乳后，所得水相抗原样品进行ZIPTIP纯化，纯化后的样品进行定
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性定量检测；

[0011] 所述破乳剂包括有机溶剂与酸的混合物，所述有机溶剂选自乙腈、正丁醇、苯甲

醇、丁基二乙二醇、乙醇中的一种，所述酸选自盐酸、乙酸、甲酸、三氟乙酸中的一种。取水相

经液相色谱检测，抗原回收率可达90％以上。

[0012] 优选地，破乳剂中有机溶剂选自乙腈、乙醇中的一种，酸选自三氟乙酸、盐酸中的

一种。

[0013] 优选地，油佐剂疫苗与破乳剂按体积比9:1～5:5进行混合。破乳剂含量过高会增

加后续对水相样品冻干或浓缩的处理时间，过低则无法破乳。

[0014] 优选地，所述破乳剂中酸与有机溶剂的体积比为(0.05～0.5)：100。

[0015] 优选地，所述破乳方法还包括将水相抗原样品进行冻干或浓缩处理，即得抗原样

品；所述冻干的条件为：-80～-50℃温度下真空冷冻12～18h。

[0016] 优选地，所述ZIPTIP纯化的具体步骤如下：

[0017] A1.使用50％ACN吸排活化ZIPTIP；

[0018] A2.吸取样品吸排数次；

[0019] A3.使用0.05％TFA水吸排清洗TIPTIP；

[0020] A4.使用含0.05％TFA的ACN洗脱样品，即可。

[0021] 优选地，所述纯化后的样品进行冻干或浓缩。

[0022] 优选地，采用电泳后染色的方法进行抗原样品的定量定性检测。

[0023] 采用本发明的破乳方法，由于抗原回收率高，得到的抗原样品无需进一步纯化，即

可直接用于抗原的定量定性检测。

[0024] 现有技术相比，本发明具有如下的有益效果：

[0025] 1)本发明提供的破乳方法破乳能力更强，能保证抗原主要分布于水相中，且水相

与油相能完全分离，能真实反应出疫苗内有效抗原的含量及质量，抗原回收率可达90％以

上。

[0026] 2)本方法采用ZIPTIP纯化方法，可有效去除抗原样品中的杂质，通过特异性吸附

抗原，除去复杂样品中的表面活性剂等杂质，同时其洗脱后得到的样品可以直接用于高精

度仪器的分析检测。

附图说明

[0027] 通过阅读参照以下附图对非限制性实施例所作的详细描述，本发明的其它特征、

目的和优点将会变得更明显：

[0028] 图1为对比例1的方法破乳后水相中抗原浓度HPLC检测图谱。

具体实施方式

[0029] 下面结合具体实施例对本发明进行详细说明。以下实施例将有助于本领域的技术

人员进一步理解本发明，但不以任何形式限制本发明。应当指出的是，对本领域的普通技术

人员来说，在不脱离本发明构思的前提下，还可以做出若干变形和改进。这些都属于本发明

的保护范围。

[0030] 实施例1
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[0031] 本实施例提供了一种油佐剂疫苗的快速定性定量检测方法，采用以下步骤：

[0032] 1)样品破乳将按照如下方法破乳处理：

[0033] 将待检疫苗(市售的猪口蹄疫疫苗苗，浓度为75ug/ml)与破乳剂混合，所述破乳剂

中有机溶剂选用乙腈，酸选用三氟乙酸，乙腈与三氟乙酸的体积比为100:0.05。取8ml待检

疫苗置于离心管内，疫苗与破乳剂以体积比8:2混合，震荡混匀，在4℃条件下，以3000G离心

15分钟，离心后用10ml注射器小心抽取下层水相。

[0034] 2)样品的ZIPTIP纯化

[0035] 2 .1将步骤1)制得的水相抗原样品冻干或浓缩，使用ZIPTIP进行纯化，其步骤如

下：

[0036] 1.使用50％ACN吸排活化ZIPTIP；

[0037] 2.吸取样品吸排数次；

[0038] 3.使用0.05％TFA水吸排清洗TIPTIP；

[0039] 4.使用含0.05％TFA的ACN洗脱样品。

[0040] 3)定性定量检测

[0041] 将通过步骤2)纯化后的样品体积为破乳后水相的1/10(即0.6ml)，即浓度提高10

倍，进行电泳后染色，分析其条带，与其理论分子量进行对比，抗原条带出现在理论分子量

大小区域，可对其初步定性，由条带灰度值可知其蛋白量约为7-10ug，上样量为10ul样品，

其上样样品浓度为0.7-1mg/ml，折算其浓缩倍数(除以10)、破乳后体积变化(除以2)及稀释

效应(除以66.67％)其原始浓度约为53-75ug/ml，与液相色谱测得浓度68.78ug/ml结果相

符。

[0042] 本实施例采用市售的猪口蹄疫合成肽疫苗与理论抗原浓度标准进行对照，采用液

相色谱进行分析。对疫苗中理论抗原浓度的HPLC检测图谱样品出峰位置进行积分，其积分

信息如表1所示，样品中抗原含量以积分峰面积的形式体现，其积分峰面积为2738690。对本

实施例破乳方法破乳后得到的水相中抗原样品浓度的HPLC检测图谱样品出峰位置进行积

分，其积分信息如表2所示，样品中抗原含量以积分峰面积的形式体现，其积分峰面积为

1674252。经对比分析，使用本实施例方法抗原回收率为91.7％，即破乳效率91.7％，相比于

现有方法，抗原回收率大大提高。

[0043] 表1

[0044]

[0045] 表2

[0046]

[0047] 注：疫苗由佐剂与抗原乳化，其佐剂与抗原的体积比为1:1，因此破乳后得到的水

相为待检疫苗体积的50％，由于本实施例中破乳剂与水互溶，因此经本发明方法破乳后其

水相体积较疫苗内水相多出破乳剂的体积，即稀释作用，因此本实施例中水相较理论水相
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(4ml)增多50％(2ml)，本实施例中破乳得到的水相检测的积分结果应计算稀释效应，即检

测积分结果除以66.67％。

[0048] 实施例2

[0049] 本实施例提供了一种油佐剂疫苗的快速定性定量检测方法，采用以下步骤：

[0050] 1)样品破乳将按照如下方法破乳处理：

[0051] 将待检疫苗与破乳剂混合，所述破乳剂中有机溶剂选用乙腈，酸选用三氟乙酸，乙

腈与三氟乙酸的体积比为100:0.05。取5ml待检疫苗与破乳剂以体积比5:5混合，震荡混匀，

在4℃条件下，以3000G离心15分钟，得水相抗原样品。

[0052] 采用本实施例的方法对口蹄疫疫苗进行破乳，抗原回收率为90.3％。

[0053] 2)样品的ZIPTIP纯化

[0054] 2 .1将步骤1)制得的水相抗原样品冻干或浓缩，使用ZIPTIP进行纯化，其步骤如

下：

[0055] 1.使用50％ACN吸排活化ZIPTIP；

[0056] 2.吸取样品吸排数次；

[0057] 3.使用0.05％TFA水吸排清洗TIPTIP；

[0058] 4.使用含0.05％TFA的ACN洗脱样品。

[0059] 3)定性定量检测

[0060] 将通过步骤2)纯化后的样品体积为破乳后水相的1/10(即0.75ml)，即浓度提高10

倍，进行电泳后染色，分析其条带，与其理论分子量进行对比，抗原条带出现在理论分子量

大小区域，可对其初步定性，由条带灰度值可知其蛋白量约为3-5ug，上样量为10ul样品，其

上样样品浓度为0.3-0.5mg/ml，折算其浓缩倍数(除以10)、破乳后体积变化(除以2)及稀释

效应(除以33.33％)折算其原始浓度约为45-75ug/ml，与液相色谱测得浓度67.73ug/ml结

果相符。

[0061] 实施例3

[0062] 本实施例提供了一种油佐剂疫苗的快速定性定量检测方法，采用以下步骤：

[0063] 1)样品破乳将按照如下方法破乳处理：

[0064] 将待检疫苗与破乳剂混合，所述破乳剂中有机溶剂选用乙醇，酸选用盐酸，乙醇与

盐酸的体积比为100:0.33，取7ml待检疫苗与破乳剂以体积比7:3混合，震荡混匀，在4℃条

件下，以3000G离心15分钟，得水相抗原样品。

[0065] 采用本实施例的方法对口蹄疫疫苗进行破乳，破乳效率为93.5％。

[0066] 2)样品的ZIPTIP纯化

[0067] 2 .1将步骤1)制得的水相抗原样品冻干或浓缩，使用ZIPTIP进行纯化，其步骤如

下：

[0068] 1.使用50％ACN吸排活化ZIPTIP；

[0069] 2.吸取样品吸排数次；

[0070] 3.使用0.05％TFA水吸排清洗TIPTIP；

[0071] 4.使用含0.05％TFA的ACN洗脱样品。

[0072] 3)定性定量检测

[0073] 将通过步骤2)纯化后的样品体积为破乳后水相的1/10(即0.65ml)，即浓度提高10
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倍，进行电泳后染色，分析其条带，与其理论分子量进行对比，抗原条带出现在理论分子量

大小区域，可对其初步定性，由条带灰度值可知其蛋白量约为7-10ug，上样量为10ul样品，

其上样样品浓度为0.7-1mg/ml，折算其浓缩倍数(除以10)、破乳后体积变化(除以2)及稀释

效应(除以53.85％)折算其原始浓度约为65-93ug/ml，与液相色谱测得浓度70.13ug/ml结

果相符。

[0074] 对比例1

[0075] 本对比例提供了一种口蹄疫疫苗的破乳方法，与实施例1的方法基本相同，不同之

处仅在于：本对比例破乳剂采用正丁醇。

[0076] 采用本对比例的方法对口蹄疫疫苗进行破乳，该对比例采用正丁醇破乳后水相中

抗原浓度HPLC检测图谱如图1所示，从该图中可看出，在抗原理论保留时间(23-28min)内并

未检出抗原，说明样品中含有的抗原量极低，即本对比例中的抗原回收率基本为零，其破乳

效率基本为零，破乳效率为0％。进行ZIPTIP纯化后，进行定性定量检测，无法获得目标蛋白

条带。

[0077] 对比例与实施例的结果说明，合成肽疫苗使用传统的正丁醇破乳方法并不能使得

抗原分布于水相中，水相中能检测到的抗原量极低，并不能满足检测要求，而本发明方法破

乳后水相中抗原量达到90％以上，足够满足后续纯化检测要求。

[0078] 本发明具体应用途径很多，以上所述仅是本发明的优选实施方式。应当指出，以上

实施例仅用于说明本发明，而并不用于限制本发明的保护范围。对于本技术领域的普通技

术人员来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以做出若干改进，这些改进也应视为本发

明的保护范围。
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