
1

疫苗质量控制
Thermo Scienti�c色谱质谱解决方案

工艺引进
工艺残留
后期工艺添加
有效性检验



目录
疫苗定义和分类 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3

疫苗检测背景 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .4

疫苗质量控制热点应用 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4

裂解剂 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4
去氧胆酸 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .4

冻干保护剂：  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
聚乙二醇 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .6

灭活剂： . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
甲醛  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .7

戊二醛： . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .7

培养基 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
牛血清白蛋白 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .8

梯度离心 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
蔗糖  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .8

佐剂检测 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
铝佐剂  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .9

吐温80 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10

新型佐剂 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10

防腐剂 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
硫柳汞  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .11

苯酚  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .11

多糖疫苗与多糖结合疫苗  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
多糖含量检测 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .12

杂质多糖检测 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .13

游离多糖的检测  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .13

高碘酸钠 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .14

1,4-丁二胺  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .13

氰化物  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .14

连接剂ADH、缩合剂EDAC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .14

参考文献 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15

 

赛默飞疫苗质量控制解决方案
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疫苗定义和分类
疫苗是指用各类病原微生物制作的用于预防接种的生物制品。疫苗是将病原微生物（如细菌、立克次氏体、病毒等）

及其代谢产物，经过人工减毒、灭活或利用转基因等方法制成的用于预防传染病的自动免疫制剂。疫苗保留了病原菌

刺激动物体免疫系统的特性。当动物体接触到这种不具伤害力的病原菌后，免疫系统便会产生一定的保护物质，如免

疫激素、活性生理物质、特殊抗体等。根据不同分类方法，疫苗大体可分为以下几类。

分类方法 类别 特点 常见疫苗

按生物材料分类

细菌性疫苗
某种疾病的致病细菌，经过灭活或减毒处理后制成
的能够预防这种疾病的细菌制剂

卡介苗、伤寒、百日咳

病毒性疫苗
用某种疾病的病毒或立克次体等经过培养，减毒或
灭活等方式处理后制成的能够针对这种疾病起到预
防作用的生物制剂

流感、乙肝、麻疹、狂犬

类毒素疫苗
用某种疾病的致病菌所产生的毒素经解毒、加工精
制而成的制剂

白喉、破伤风

按研制技术分类

减毒活疫

病原体经过处理后， A亚单位（毒性亚单位）的结
构改变，毒性减弱，但B亚单位（结合亚单位）的活
性保持不变，即保持了抗原性的一类疫苗。疫苗免
疫力强、作用时间长。

卡介、麻疹、腮腺炎、风疹

灭活疫苗
对所培养的病毒或细菌采用加热、化学试剂、放射
等方式灭活。可由整个病毒或细菌组成，也可由它
们的裂解片段组成为裂解疫苗

流感疫苗、百日咳疫苗、

霍乱疫苗

亚单位疫苗

通过化学分解或有控制性的蛋白质水解方法，提取
细菌、病毒的特殊蛋白质结构，筛选出的具有免疫
活性的片段制成的疫苗。是将致病菌主要的保护性
免疫原存在的组分制成的疫苗，也叫组分疫苗

乙肝、人乳头瘤病毒

多糖疫苗

细菌中存在的多种糖类物质在细菌的识别、信号传
递、黏附、感染及防御等方面发挥着重要作用，利
用多糖的免疫原性，将特异性的多糖纯化后其制成
的疫苗称为多糖疫苗

A群流脑、A+C群流行性脑
脊髓膜炎、肺炎双球菌、伤
寒Vi

结合疫苗
指采用化学方法将多糖共价结合在蛋白载体上所制
备成的多糖－蛋白结合疫苗，用于提高细菌疫苗多
糖抗原的免疫原性

b型流感嗜血杆菌、脑膜炎
球菌、肺炎球菌

基因工程疫苗

使用重组DNA技术克隆并表达保护性抗原基因，利
用表达的抗原产物或重组体本身制成的疫苗。主要
包括基因工程亚单位疫苗、基因工程载体疫苗、核
酸疫苗、基因缺失活疫苗及蛋白工程疫苗等五种

EV71 型手足口病、乙肝

按预防疾病的种
类分类

单一疫苗 预防单一疾病的疫苗

联合疫苗
含有二个或多个活的、灭活的生物体或者提纯的抗
原，由生产者联合配制而成，在减少疫苗注射次数
的同时预防更多种类的疾病

百白破、Hib和脊灰五联疫
苗、麻疹、风疹、腮腺炎三
联疫苗
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疫苗检测背景   
疫苗起始材料来源于活的生物体，其生产制备过程使用生物工艺和生物材料，涉及病毒和细菌的培养、活生物体材料

及其代谢物提取。这些生产过程存在可变性，因此其副产物的范围和特性都会有变化 ; 同时培养过程所用的物料也是

污染微生物生长的良好培养基，易被污染。疫苗成分多为蛋白质、多肽或多糖类物质，是许多成分的混合物，很难鉴

定出每种成分的具体含量。产品检验通常采用生物学分析技术，其检定结果较理化测定方法有更大的可变性。基于疫

苗以上特性，须对疫苗整个生产过程进行质量控制，以确保产品的质量和安全性。

疫苗质量控制热点应用
疫苗在生产过程中会引入各类有潜在风险的物质，本文梳理了色谱、质谱、微量元素分析在疫苗检测中的热点应用和

赛默飞相应的解决方案。

工艺引进：裂解剂、梯度离心蔗糖、冻干保护剂；

工艺残留：灭活剂、培养基残留、氰化物；

后期工艺添加：佐剂、防腐剂等；

有效性检验：多糖组成、含量
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去氧胆酸
在疫苗制备过程中加入裂解剂，如乙醚、聚山梨酸酯80、脱氧胆酸钠等，以裂解病毒粒子，再经纯化工艺去除部分

病毒成分，以有效降低不良反应，如甲型肝炎灭活疫苗（人二倍体细胞）生产流程中提纯工艺阶段需用去氧胆酸钠进

行细胞裂解，疫苗中残留去氧胆酸的含量不得高于20μg/ml[1]。

裂解剂

Q U A L I T Y  •  S I M P L I C I T Y  •  U L T R A  P E R F O R M A N C E

淋洗液从HPLC柱

子进入 Corona

在带有温控的雾化

室中被氮气雾化

小液滴进

入干燥管

大液滴排

入废液管

干燥的颗粒

进入混合腔

另一路气流经过

带电Corona针

带电气体和干燥的颗

粒撞击使颗粒带电

离子阱把高迁移率

的组分去除

剩余的带电颗粒进入采集器，

电荷被高灵敏度静电计测量

信号传输到色

谱数据软件

气体入口

2015版中国药典采用比色法分析去氧胆酸残留，比色法前处理复

杂，灵敏度不高、重现性受人为影响大。去氧胆酸紫外吸收较弱，

可检测出的峰个数有限，且灵敏度较差，溶剂等因素干扰较大。目

前有部分客户采用蒸发光散射（HPLC-ELSD）方法，存在基线波

动大，灵敏度和稳定性较差，无法获得满意的分析结果。

CAD是一种新型的、质量型通用检测器，不需要发色团，也不需要

离子化，具有以下优势：

•  高灵敏性：检测低至ng级（柱上样量）

•  更一致的响应，响应与分子结构无关

•  宽动态范围：4 个数量级（ng ～ ug）

•  适用范围广：分析任何非挥发性物质（Non-VOC）和许多半挥

发性有机物（SVOC）

•  重现性好：RSDs 一般在 2% 的范围内

•  操作简单：可适用任何实验室，维护成本低

新版美国药典收录CAD检测器作为去氧胆酸残留和有关物质的方法。CAD检测器结合Acclaim Surfactant色谱柱，可

同时对胆酸、去氧胆酸、熊去氧胆酸、猪去氧胆酸、鹅去氧胆酸和牛黄脱氧胆酸进行检测，获得高分离度、高灵敏度

和重现性的结果。
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1

0.00 1.25 2.50 3.75 5.00 6.25 7.50 8.75 10.0011.2512.5013.7515.00-10.0
-5.0
0.0
5.0
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20.0 1 - 5.887

2 - 10.697

min

mAU

色谱条件： 
色谱柱：   Acclaim 120 C18，4.6 ×250 mm，5 µm 
流动相：乙腈-水（50:50）； 
流速：  1 ml/min； 
温度：  35 ℃； 
UV：    352nm； 
甲醛标准品：与DNPH(2,4-二硝基苯肼)衍生 

0.02ng 

冻干保护剂
聚乙二醇
冻干制品的整个冻干过程存在着各种各样的应力，这些应力常常是直接或间接导致蛋白质药物不稳定的因素。冻干保

护剂是一类能防止活细胞和生物活性物质在冻干过程中受到破坏的物质。聚乙二醇、氯化钙、聚乙烯吡咯烷酮等均是

良好的冷冻保护剂。一方面须按药典规定监控聚乙二醇含量不得过10μg/ml，另一方面需要控制聚乙二醇作为辅料本

身的质量情况。

当对聚乙二醇的质量进行评估时，希望在色谱上对其进行尽可能的分离，以获得指纹谱图，进行更好的质量控制。

Acclaim™ Surfactant Plus是一款表面活性剂专用柱，尤其适合分析聚合物类的辅料，在对不同聚合度的PEG分析

时，都能够获得优秀的峰型和分离度。

日本国家产业技术研究院曾使用PEG标准物质来考察CAD和ELSD的实测含量分布情况，从下图中可以看到CAD与

PEG真实含量分布基本一致，较ELSD测定准确性高10倍以上。

冻
干
保
护
剂

6



1
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色谱条件： 
色谱柱：   Acclaim 120 C18，4.6 ×250 mm，5 µm 
流动相：乙腈-水（50:50）； 
流速：  1 ml/min； 
温度：  35 ℃； 
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灭活剂
甲醛
甲醛的醛基能破坏微生物蛋白质和核酸的基本结构，导致微生物的死亡而失去感染力，是应用最广泛的灭活剂，也是

毒素脱毒的首选脱毒剂。残留的游离甲醛若随疫苗注入机体，会产生刺激性反应，疫苗中残留甲醛的限度规定一般为

不高于50μg/ml。

作为Pittcon 2015“科学家选择奖”最佳分离产品的Vanquish超高效液相色谱，从前端的泵、到进样器、再到检测

器，整个部件都有创新设计，该系统使用的专利技术多达25个。在高通量多批次检验的情况下，仍可以保证分析物

色谱峰拥有尖锐峰形，具有优异的稳定性和重复性。在残留甲醛的分析中，能够轻松获得0.02ng的灵敏度。

戊二醛
戊二醛被誉为继甲醛和环氧乙烷消毒之后化学消毒灭菌剂发展史上的第三个里程碑。其具有甲醇含量低，无致歧变、

无积毒的特点，广泛用于消毒灭菌、制药等行业。药典规定戊二醛含量不得高于0.01g/L（吸附无细胞百白破联合疫

苗）。

灭
活
剂
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培养基

梯度离心

牛血清白蛋白
牛血清白蛋白用于细胞培养，但它也是一种异种蛋白，残留量偏高的情况下，多次使用能引发机体的过敏反应。药

典规定测定病毒类疫苗中残余牛血清白蛋白的含量，应不超过50ng/剂。2015版中国药典蛋白质测定方法采用凯氏定

氮、Lowry法或双缩脲法。

蔗糖
蔗糖梯度离心是病毒类疫苗和部分蛋白样品常用的浓缩方法，蔗糖紫外弱吸收，衍生法检测重复性和准确性有待改

进，高浓度蔗糖有可能导致ESLD雾化室污染，CAD检测器可实现低温雾化，防止雾化室残留，无论是高浓度脱糖起

始液还是低浓度终止液，都能够实现有效检测，稳定性好，抗干扰能力强。

采用MabPac™ SEC体积排阻色谱柱

结合生物惰性液相Vanquish对牛血清

白蛋进行了直接测定，该方法具有以

下优势:

•  无需衍生；

•  有效排除小分子的干扰；

•  排除无/弱紫外吸收大分子辅料干扰

（如吐温，PEG等）；

•  通量高（12 min/针）；

•  生物惰性液相适用于高盐和宽pH范

围缓冲液，有效防止蛋白吸附。

培
养
基
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佐剂检测

铝佐剂
是最早使用的佐剂，也是目前唯一广泛使用的疫苗佐剂，铝佐剂具有便宜、安全、合成简单的优点，但也存在易在体

内蓄积、可能刺激I g E 产生、无法生物降解等问题。在疫苗成品中需对铝含量进行检测，如13价肺炎球菌结合疫苗

中铝含量应为应为 0.15-0. 35mg/ml，吸附白喉疫苗中氢氧化铝不得高于0. 3mg/ml。

对于佐剂中Al含量进行检测，AA和ICP-MS方法均具有极高的灵敏度，iCE3000系列AA优异的光学系统结构、高精度

控温和背景扣除技术，可将Al元素在石墨炉分析中的发射干扰有效去除；而iCAP Qnova系列ICP-MS专利技术的Q Cell

碰撞池结合低质量数剔除技术，能够将Al元素在质谱分析中的多原子干扰做到完全去除，这些技术的使用确保了佐剂

中Al检测获得最佳的准确性和稳定性等方法学数据要求。

疫苗佐剂是与特异性抗原共同使用后能产生比单独使用抗原更强免疫力效果的物质。佐剂可以起到增加弱抗原的免疫

原性、提高免疫反应的速度，增加其持久性、调节抗体的亲和力、特异性及亚单位分布等重要的作用，在疫苗中有广

泛的应用。

iCE 3000系列原子吸收分析Al标准曲线及吸收峰

iCAP Qnova系列ICP-MS Q Cell示意图及标准曲线
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吐温80
又称聚山梨酯-80。在人用禽流感病毒裂解疫苗的大规模生产中，往往先加入吐温80分散病毒。在水包油佐剂MF59中，

含0. 5 %吐温80、5 %鲨烯、0. 5 %脱水山梨糖醇三油酸盐，经人类临床试验后，已并被美国FDA批准成为除铝佐剂外第

二个上市的人用佐剂。加拿大和一些欧洲国家生产的流感疫苗也使用吐温80作为赋形剂。CAD较紫外分光光度法、FLD

方法，无需衍生，专属性、通用性更强，较ELSD方法灵敏度更高，能够满足疫苗中吐温80检测的需求。

新型佐剂
除上述佐剂外，国外疫苗企业正在研发新型专利

佐剂，由的三萜苷、甾醇、脂肪酸和磷脂等组

成，此类物质同样缺乏合适紫外可见生色团。右

图黑色线为CAD的分析色谱图，红线为210nm紫

外色谱图，可以看出即便在末端吸收下，这几类

物质仍然没有明显信号。而CAD的高效液相色谱

法克服了此种情况。

由于所有化合物的响应相似，与化学结构无关，

因此电雾式检测器的一个优势是：即使无法获得

正宗的标准品，尤其是使用反梯度法时，还可非

常准确地估计杂质含量。例如，左图中胆固醇和

L-PC（DDPC降解物）之间的的小杂峰峰面积等

于胆固醇峰值的4.1%，因此，可估算杂质含量为

3.2μg/mL。
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防腐剂

硫柳汞
是使用最普遍的一种生物制品防腐剂，常用的浓度为0. 003 %-0. 01%。多年来作为防腐剂为保证疫苗的安全性作出

了重要贡献。但硫柳汞可能存在神经发育障碍和肾脏毒性等。

硫柳汞的检测方法常采用滴定法或原子吸收分光光度法。前者的检测机制是汞有机化合物经强酸消化成无机汞离子，

与双硫腙溶液形成化合物，根据双硫腙滴定液的消耗量计算出硫柳汞含量。后者是采用原子吸收分光光度法测定汞含

量，从而计算硫柳汞含量。在原子吸收分光光度法测定汞含量过程中，均要求采用冷原子吸收或氢化物发生-原子吸

收法进行测量，通过iCE 3000系列原子吸收与VP100氢化物发生器连用技术即可满足该测量要求。

苯酚
主要用作抗菌防腐剂，对很多微生物如革兰阴性和革兰阳性菌、分枝杆菌和某些真菌及病毒有抗菌活性。苯酚有高度

的腐蚀性和毒性，中国药典规定注射剂中如使用苯酚作防腐剂，其浓度应不高于0. 5 %。

此外，ICP-MS也是汞分析方法中理想的选择，特别是近年来质谱与色谱的联用分析技术，成为样品多种汞形态和汞

总量测量的发展趋势。

疫苗类生物制品在制造过程中为了脱毒、灭活，或液体制品为避免在储运期间有微量污染的细菌繁殖，保证制品使用

安全，需加入适宜的防腐剂，常用的防腐剂有硫柳汞、苯酚、间甲酚等。随着近年来药品GMP的实施，生产环境巳

能保证整个生产过程的无菌，因此WHO和其他机构已开展了去除疫苗中防腐剂的行动。

防
腐
剂

11



多糖疫苗与多糖结合疫苗
细菌多糖疫苗是细菌菌种在适宜培养基中培养后杀菌，通过提取荚膜多

糖抗原，经纯化后加入适宜稳定剂制备而成。目前主要有脑膜炎球菌多

糖疫苗、伤寒Vi多糖疫苗和肺炎球菌多糖疫苗等。多糖结合疫苗是指采用

化学方法将多糖共价结合在蛋白载体上所制备的多糖-蛋白结合疫苗，用

于提高细菌疫苗多糖抗原的免疫原性。目前主要有b型流感嗜血杆菌结合

疫苗、脑膜炎球菌结合疫苗和肺炎结合疫苗等。多糖能客观的反映疫苗

的质量，因此需要对其进行研究和检测。

糖类化合物在紫外区一般无吸收或吸收较弱，一般的检测器不能对其进

行直接检测。离子色谱根据不同糖类化合物酸碱系数差异引起的离子交

换作用差异，以及某些糖类与阴离子交换树脂之间疏水性作用不同，实

现糖类化合物的高效阴离子交换、分离。再根据羟基在金电极表面发生

氧化反应产生的电流实现糖类、氨基糖类和糖酸的检测。

离子色谱可有效的应用于疫苗中游离单糖、游离多糖、蛋白结合多糖、

杂质多糖的检测。

USP40-<1234>中罗列了疫苗中多糖组成和含量分析的色谱方法，从下

表中可见，高效阴离子色谱法可以覆盖A群、C群、Y群、W135脑膜炎

球菌、肺炎球菌、伤寒Vi、结合疫苗的多聚磷酸核糖基核糖醇多糖含量

测定。WHO的脑膜炎球菌疫苗和 Hib 疫苗质量控制指南中均提到可采用 

HPAEC-PAD 法对疫苗成品和原液进行多糖含量测定。

多
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多糖含量检测
传统多糖疫苗检测通过化学反应使多糖组成单位的特异基团转变为在某波长具有吸光值的物质来测定出特异基团的含

量，之后再根据特异基团和多糖的理论比例计算多糖的含量，但该类方法危险系数较高、操作较复杂，并且灵敏度较

低，有时也较容易受到干扰。高效阴离子色谱法无需衍生，操作简便，对糖类的灵敏度可达pmol级别，在该项质量

控制已逐渐成为一种趋势。唐静等[2]采用三氟乙酸对四价脑膜炎球菌结合疫苗进行水解，采用HPAEC-PAD 法测定总

唾液酸、葡萄糖、半乳糖、ManN-6-P 的含量，利用各单糖之间的比例和特异性，实现了对四价脑膜炎球菌荚膜多糖

的定量检测。

杂质多糖检测
在多糖疫苗及多糖蛋白结合疫苗的制备工艺中，原料多糖中可能会有其他多糖的存在多糖结合疫苗，这些多糖一般不

产生保护性免疫或尚存争议，需要控制其含量。如肺炎球菌的C多糖，Talaga等[3]通过氢氟酸一三氟乙酸水解C多糖

得重复单位的特异性糖核糖醇，通过HPAEC-PAD检测核糖醇的含量进而确定了21个型肺炎球菌荚膜多糖中C多糖的

含量。

游离多糖的检测
游离糖是多糖与蛋白的结合过程中未能与载体蛋白结合的多糖，是结合疫苗质控的一个重点，通常采用离心过滤去除

多糖蛋白结合物，再水解游离糖后用离子色谱进行检测。郭蓉等[4]采用1％脱氧胆酸钠处理对A群脑膜炎球菌结合疫

苗分离游离PS，经三氟乙酸水解后，用HPAEC-PAD检测水解产物，该检测结果与与改良钼酸铵分光光度法的检测结

果相当，离子色谱法灵敏度高、稳定性好，具有钼酸铵分光光度法无法比拟的优点。

高碘酸钠
在制备多糖蛋白结合疫苗时，高碘酸钠可活化多糖与载体蛋白相连，是结合疫苗中的检测项目之一，傅元欣[5]等通

过抗坏血酸将高碘酸根还原成碘离子，采用离子色谱对其进行高灵敏度检测。
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1,4-丁二胺
还原胺化是一种条件温和相对简便的反应，用于寡糖分子与蛋白质见的共价结合，同时保留载体蛋白的免疫原性，

1,4-丁二胺被用于结合疫苗的多糖和蛋白连接，冯潇等[6]使用离子色谱对四价脑膜炎球菌多糖结合疫苗中的1,4-丁二

胺残留进行了分析。

氰化物
利用溴化氰（CNBr )或相似的化学试剂活化多糖分子上的羟基，在多糖分子上形成活性结构—氰化酯，将氰化酯与连

接剂己二酰肼（ADH )的一端肼基结合，可形成多糖衍生物；ADH的另一个游离肼基基团具有很强的亲核性，在碳二

亚胺（EDAC)的作用下与蛋白质分子上的羧基进行加成反应，形成多糖-蛋白质结合物。氰化物具有强烈的毒性，需

要收到严格控制。显色法检测氰化物灵敏度和重现性常常受到挑战，离子色谱可以克服显色法的诸多弊端，通过检测

氰根离子的方法对氰化物含量进行计算，完全满足分析要求。

连接剂ADH、缩合剂EDAC
己二酰肼（ADH )与碳二亚胺（EDAC)分别为多

糖蛋白结合工艺中使用的连接剂和缩合剂，其

残留量同样需要得到严密的监控。对于此类低

限量的目标残留物分析，可以采用三重四级杆

液质联用进行检测，三重四级杆质谱采用选择

反应检测（Selective Reaction Monitoring）的

方式，通过母离子和子离子两重过滤，有效排

除干扰离子信号，实现对微量组分的高选择性

定量。
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Q1选择母离子 Q2碰撞碎裂

Selective Reaction Monitoring(SRM)

Q3选择子离子

母离子 碰撞能量eV 子离子 
ADH 175.0 9 143.1 

ADH 175.0 15 115.0 

EDU(EDAC转化物) 174.1 10 129.0 

EDU 174.1 7 103.0 

1

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
-20.0

-10.0

0.0

10.0

20.0 100PPB
nC

min

1 - CN
色谱条件： 
色谱柱IonPac AS7 (4×250mm)； 
淋洗液：  100 mmol/L NaOH  / 250mmol/LNaOAc  

0.5 % (v/v) 乙二胺 
流速：  1 ml/min； 
温度：  30 ℃； 
检测方式：PAD,银电极, Ag / AgCl 参比电极 



参考文献
[1] 王军志. 疫苗的质量控制与评价[M] .北京：人民卫生出版社，2013

[2] 唐静，贺鹏飞，李茂光，等. 高效阴离子交换色谱-积分脉冲安培法测定四价脑膜炎球菌多糖疫苗的多糖含量[J]. 中

国生物制品学杂志，2013，26（9）：1313-1317.

[3] Talaga P，Bellamy L，Moreau M．Quantitative determination of C．polysaccharide in Streptococcus pneumoniae 

capsular polysacchatides by use of high-perform ance anion•-exchange chromatography with pulsed amperometrie 

detection[J]．Vaccine，2001，19(20／22 1：2987—2994．

[4] 郭蓉，卢佳丽，薛红刚，等. 高效阴离子交换色谱一脉冲安培法对A群脑膜炎球菌结合疫苗中游离多糖的检测[J]. 

国际生物制品学杂志，2014，37（6）：276-280.

[5] 傅元欣，马庆华，冯潇，等. 离子色谱法测定脑膜炎球菌多糖蛋白结合疫苗中的高碘酸钠含量[J]. 中国生物制品学

杂志，2014，27（1）：103-108.

[6] 冯潇，马庆华，傅元欣，等. 离子色谱法测定脑膜炎球菌多糖蛋白结合疫苗中的1,4-丁二胺含量[J]. 中国生物制品

学杂志，2015，28（8）：856-860.

参
考
文
献

15



赛默飞色谱
与质谱中国

赛默飞世尔科技

赛默飞世尔科技在全国有共22个办事处。本资料中

的信息，说明和技术指标如有变更，恕不另行通知。

欲了解更多信息，请扫描二维码关注我们的微信公众账号

南  京 
南京市中央路201号南京国际广场南楼1103室                                                      
邮编  210000 
电话  021-68654588*2901

武  汉 
武汉市东湖高新技术开发区高新大道生物园路
生物医药园C8栋5楼  
邮编 430075
电话 027-59744988*5401                                                                                                   

昆  明 
云南省昆明市五华区三市街6号柏联广场写字
楼908单元
邮编  650021 
电话  0871-63118338*7001

沈  阳 

沈阳市沈河区惠工街10号卓越大厦3109 室                                                        

邮编  110013 

电话  024-31096388*3901

西  安

西安市高新区科技路38号林凯国际大厦
1006-08单元                                                    

邮编  710075 

电话  029-84500588*3801

成  都 
成都市临江西路1号锦江国际大厦1406 室
邮编  610041 
电话  028-65545388*5300

上  海 
上海市浦东新区新金桥路27号3,6,7号楼 
邮编  201206
电话  021-68654588*2570

生命科学产品和服务业务 
上海市长宁区仙霞路99号21-22楼
邮编  200051 
电话 021- 61453628 ／ 021-61453637

北  京 
北京市安定门东大街28号雍和大厦西楼F座7层 
邮编 100007 
电话 010-84193588*3229

生命科学产品和服务业务 
北京市朝阳区东三环北路2号南银大厦1711室 
邮编 100027 
电话 010-84461802

广  州 
广州市越秀区东风中路410-412号时代地产中
心30楼3001-3005室  
邮编 510030 
电话 020-83145188*5117

生命科学产品和服务业务
广州市越秀区环市东路371-375号
世界贸易中心大厦南塔1010-1015室
邮编：510095
电话：020-38975171

赛默飞
官方微信

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures. © 2017 Thermo Fisher Scientific Inc. All rights reserved. All trademarks are the property of Thermo Fisher Scientific and its subsidiaries unless 
otherwise specified. 05170118


