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1.  前言

宫颈癌疫苗（HPV）由称为类病毒颗粒（VLP）的空蛋白质壳

制备而成，HPV双价疫苗和四价疫苗已广泛使用，最近在几个国

家已经批准使用九价HPV疫苗。随着HPV疫苗的市场化，其性能鉴

定对于患者的健康至关重要。一般来说, 一批新疫苗在推向市场之

前，其异质性、杂质含量和活性等都应该进行彻底的探讨。目前

用于HPV疫苗分析的技术有十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）、蛋白质印迹法（Western blot）、酶联免疫吸附测

定（ELISA）等方法，但这些方法都是半定量的，比较费时。毛细

管电泳（CE）以其自动化程度高、定量准确和高速高效等特点，

有效地取代了传统的SDS-PAGE方法，被广泛应用于生物制药领域

进行生物制品的质量控制。

SCIEX依托强大的研发实力和其高效的毛细管电泳平台，

创新研发了基于分子量差异分析的SDS-MW分子量分析的试剂

盒（SCIEX, PN.390953）以及基于等电点差异分析的cIEF试剂盒

（SCIEX, PN. A80976），在单一平台上可以实现对疫苗的纯度和等

电点分析。本文展示了采用SDS-MW分析试剂盒和cIEF分析试剂盒

方法对HPV纯度和等电点的分析。

2.  试剂和耗材

2.1 实验仪器

本实验采用的仪器为PA 800 Plus药物分析系统（SCIEX, PN. 

A66527），HPV疫苗纯度分析需用PDA检测器，检测波长220 nm，
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数据采集频率为4 Hz，样品储藏温度和毛细管温度分别为20 ℃

和25 ℃；HPV等电点的分析需用UV检测器（PN. 144733），配备

280 nm滤光片（PN. 144439），数据采集频率为2 Hz，样品储藏温

度和毛细管温度分别为10 ℃和20 ℃。

2.2  实验试剂

2.2.1 HPV纯度鉴定所需试剂及耗材

SCIEX SDS-MW试剂盒包含内容详见表1。
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货号 项目

338451 50 μm ID Capillary

A30341 SDS Gel Buffer

A26487 10 kD Marker

A22196 MW Marker

SDS Sample Buffer

0.1 N NaOH

0.1 N HCl

其他试剂和耗材：2-巯基乙醇（Sigma-Aldrich, PN. M7154）、

水浴锅（37 ℃-100 ℃）或加热模块、Centricon YM-10超滤管

（Millipore, PN. 4205）、封口膜、超声震荡器、涡旋仪、移液器和

枪头、微量离心管、离心管、通用瓶及瓶盖、200 μL样品管、去离

子水（Millipore）。

2.2.2  等电点测定所需试剂及耗材

SCIEX cIEF试剂盒（PN. A80976）包含内容详见表2.

表1. SDS-MW试剂盒包含的内容。
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货号 成分

477441 中性涂层毛细管, 50 μm ID×45 cm

477497 cIEF Gel (Polymer solution)

A58481a cIEF Peptide Marker, pI 10.0

A58481a cIEF Peptide Marker, pI 9.5

A58481a cIEF Peptide Marker, pI 7.0

A58481a cIEF Peptide Marker, pI 5.5

A58481a cIEF Peptide Marker, pI 4.1

477427 eCap 50 mM Tris buffer at pH 8.0

表2. cIEF试剂盒包含的内容。

其他试剂和耗材：精氨酸（Sigma-Aldrich, PN. A5006）、尿

素（Sigma-Aldrich, PN. U0631）、亚氨基二乙酸（Sigma-Aldrich, 

PN. 220000）、Pharmalyte 3-10 carrier ampholytes（CE Healthcare, 
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入口托盘 出口托盘

图1. CE-SDS缓冲液托盘的放置。

PN. 17-0456-01）、冰醋酸（Sigma-Aldrich, PN. 537020）、磷

酸（85%）（Sigma-Aldrich, PN. 345245）、氢氧化钠（1 M）

（Sigma-Aldrich, PN. 72082），移液器和枪头、涡旋混合器、微

量离心机、去离子水、分析天平、5 μm孔径滤膜、0.25 μm孔径

滤膜、一次性注射器、一次性10 mL和50 mL塑料管、10 mL和

50 mL容量瓶、0.5 mL离心管、通用瓶（PN. A62251）、瓶盖（PN. 

A62250）、微量样品管（PN. 144709）

2.3样品处理方法

2.3.1 HPV纯度分析样品处理方法

用样品缓冲液溶解稀释样品，使HPV样品的终浓度在0.2-2 mg/mL

之间，总体积为95 μL。加入2 μL内标，5 μL巯基乙醇溶液，盖好瓶

盖，用封口膜封好，并充分混合，100 ℃水浴中加热3 min，室温

冷却5 min，准备进样。

缓冲液托盘的放置按照图1所示，分析方法包括毛细管预平

衡、分离以及关机，具体参数设置详见图2-4.

入口托盘 出口托盘
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图2. CE-SDS预平衡的时间程序表。

图3. CE-SDS分离的时间程序表。

图4. CE-SDS关机的时间程序表。
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Picture 4

2.3.2 HPV等电点分析样品处理方法

缓冲液配置：阳极液（200 mM 磷酸）、阴极液（300 mM氢氧

化钠）、化学迁移液（350 mM醋酸）、阴极稳定液（500 mM精氨

酸）、阳极稳定液（200 mM亚氨基二乙酸）、尿素溶液（4.3 M尿

素）、3 M Urea-cIEF Gel等；

样品配置：当分析一个样品是，先将下列试剂混合到0.5 mL离

心管中：200 μL 3 M 尿素-cIEF胶、12.0 μL 3-10两性电解质、20.0 μL

阴极稳定剂、2.0 μL阳极稳定剂和2.0 μL每个pI标准品。当分析很

多样品的时候，SCIEX推荐预先配置样品预混液（master mix）。

master mix可简化样品配置并且使误差最小化。当准备用于cIEF分

析的蛋白样品时，取240 μL master mix与10 μL蛋白样品混合，蛋白

样品的浓度在5 mg/mL-10 mg/mL之间，并且蛋白样品的盐浓度要

低于50 mM，充分涡旋cIEF样品，将200 μL样品转移至内插管中，

低速离心除去气泡后，将内插管放入样品瓶中并用蓝色盖子盖

好，放入样品托盘中，最后将样品托盘放入仪器。

HPV等电点测定实验缓冲液托盘按照图5放置，分析方法包括

预平衡、分离以及关机，具体参数设置详见图6-8.
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图5. cIEF缓冲液托盘的放置。

图6. cIEF毛细管预平衡的时间程序表。

Picture 6

Picture 7

图7. cIEF分离的时间程序表。

图8. cIEF关机的时间程序表。 

Picture 8
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4．结论

基于SCIEX稳定的毛细管电泳平台，结合其性能优良的

SDS-MW纯度分析试剂盒和cIEF分析试剂盒，可以实现对HPV

疫苗纯度和电荷异质性的有效分析和质量监控。cIEF方法是

目前能够对宫颈癌疫苗HPV完整颗粒等电点分析的极佳方

法。

3.  分析与讨论

HPV疫苗经巯基乙醇处理后，得到纯度分析结果如图9所示。

使用SDS-MW分子量检测试剂盒可以有效地实现HPV疫苗与其他杂

质之间的分离，进而准确实现对HPV疫苗纯度的分析，该方法具

有非常好的重复性。此外，通过cIEF实验，可以实现对HPV疫苗电

荷异质性的分析和等电点的测定，此方法也显示出了良好的重现

性，如图10所示。

Picture 9

图9. HPV疫苗的CE-SDS纯度分析谱图及校正峰面积。 

Picture 10
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图10. HPV疫苗cIEF的检测结果图。


