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(57)摘要

本发明属于游离蛋白含量的检测领域，特别

公开一种生物制品中游离蛋白含量的高效液相

测定方法，包括色谱条件：色谱柱SRT SEC系列分

析柱或TSKgel G3000SW分析柱，柱温4-30℃，流

动相0.2M氯化钠溶液，流速0.2-1 .0mL/min，pH 

6.8-7.2，检测波长280nm；样品溶液的配制：取待

测样品适量，用流动相稀释，得到进样样品；含量

测定：将进样样品注入高效液相色谱仪，记录色

谱图，并计算测量结果。本发明能够精确测定出

结合疫苗中游离的CRM197蛋白的含量，保证了结

合疫苗的有效性和安全性，具有成本低廉、精确

度高、重复性好、检测简便快捷、便于被广泛推广

和应用的特点。

权利要求书1页  说明书10页  附图4页

CN 110018253 A

2019.07.16

CN
 1
10
01
82
53
 A



1.一种生物制品中游离蛋白含量的高效液相测定方法，其特征在于，包括以下步骤：

①、色谱条件：

色谱柱为SRT  SEC系列分析柱或TSKgelG3000SW分析柱，柱温为4-30℃，流动相为0.2M

氯化钠溶液，流速为0.2-1.0mL/min，pH为6.8-7.2，检测波长为280nm；

②、样品溶液的配制：

取待测样品适量，用流动相稀释待测样品，得到进样样品；

③、含量测定：

将进样样品注入高效液相色谱仪，记录色谱图，根据面积归一法计算测量结果。

2.根据权利要求1所述的一种生物制品中游离蛋白含量的高效液相测定方法，其特征

在于，步骤①中，所述SRT  SEC系列分析柱为SRT  SEC-300分析柱，所述TSKgelG3000SW分析

柱的规格为7.5mm×600mm。

3.根据权利要求1所述的一种生物制品中游离蛋白含量的高效液相测定方法，其特征

在于，步骤①中，所述柱温为20-26℃。

4.根据权利要求3所述的一种生物制品中游离蛋白含量的高效液相测定方法，其特征

在于，步骤①中，所述柱温为23±1℃。

5.根据权利要求1所述的一种生物制品中游离蛋白含量的高效液相测定方法，其特征

在于，步骤①中，所述流速为0.4-0.75mL/min。

6.根据权利要求5所述的一种生物制品中游离蛋白含量的高效液相测定方法，其特征

在于，步骤①中，所述流速为0.5mL/min。

7.根据权利要求1所述的一种生物制品中游离蛋白含量的高效液相测定方法，其特征

在于，步骤①中，所述pH为7.0±0.02。

8.根据权利要求1所述的一种生物制品中游离蛋白含量的高效液相测定方法，其特征

在于，步骤②中，所述进样样品中总蛋白含量为＞12.5μg。

9.根据权利要求8所述的一种生物制品中游离蛋白含量的高效液相测定方法，其特征

在于，步骤②中，所述进样样品中总蛋白含量为20-50μg。

10.根据权利要求1所述的一种生物制品中游离蛋白含量的高效液相测定方法，其特征

在于，适用于结合疫苗中游离CRM197蛋白的含量测定。
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一种生物制品中游离蛋白含量的高效液相测定方法

技术领域

[0001] 本发明属于游离蛋白含量的检测技术领域，特别涉及一种生物制品中游离蛋白含

量的高效液相测定方法。

背景技术

[0002] 多糖疫苗可对成人提供良好的免疫保护作用，但对2周岁以下儿童几乎无作用，原

因是CPS为胸腺非依赖性抗原(Thymus  independent  antigen，TI-Ag)，研究表明，将多糖与

蛋白载体偶联制备结合疫苗，可使TI-Ag转变为胸腺依赖性抗原(Thymus  dependent 

antigen，TD-Ag)，改变CPS的抗原性质，增强其免疫原性，诱导出免疫记忆，为2岁以下儿童

提供长期的保护作用。

[0003] 在结合疫苗的制备过程中，会存在少量的载体蛋白未能与多糖结合，这部分的载

体蛋白即成为游离蛋白。目前常用的载体蛋白包括有破伤风类毒素(TT)、白喉类毒素(DT)、

白喉减毒毒素(CRM197蛋白)以及其他可起到载体蛋白效应的氨基酸片段。

[0004] 研究表明，游离蛋白含量超过规定的限度可能会降低疫苗的免疫原性或提高副反

应的发生率，WHO推荐在细菌多糖蛋白结合疫苗中游离蛋白含量应小于总蛋白含量的5％，

因此，结合疫苗中游离蛋白含量是疫苗质量控制的重要指标。

[0005] 现有检测结合疫苗中游离蛋白含量的方法主要有聚丙烯酰胺凝胶电泳法(简称 

SDS-PAGE法)和高效液相色谱法(简称HPLC法)。其中SDS-PAGE法具有试验周期长，精密度

低，准确度差，重复性较差等缺点。HPLC法相比较简便、精密度高、准确度好、重复性高，但是

要建立好的HPLC检测结合疫苗中游离蛋白的方法，又受到结合疫苗的性质、载体蛋白的性

质、检测分析柱的选型等各方面的影响。

[0006] 其中，游离蛋白最常使用的检测标准为2015版《中国药典》记载的HPLC法。然而，本

申请人在使用该检测方法检测由白喉减毒毒素(CRM197蛋白)作为载体蛋白而制成的结合

疫苗时，该结合疫苗中游离的CRM197蛋白难以精确检出其含量，由此，使得该结合疫苗具有

较高的安全隐患。

发明内容

[0007] 针对现有技术存在的不足，本发明的目的在于提供一种生物制品中游离蛋白含量

的高效液相测定方法，其通过结合CRM197蛋白的性质，对色谱柱、流动相以及各项实验参数

加以摸索，筛选出了一种高效、精密、准确的高效液相测定方法，能够精确测定结合疫苗中

游离的CRM197蛋白的含量。

[0008] 为实现上述目的，本发明提供了如下技术方案：

一种生物制品中游离蛋白含量的高效液相测定方法，包括以下步骤：

①、色谱条件：色谱柱为SRT  SEC系列分析柱或TSKgelG3000SW分析柱，柱温为4-30℃，

流动相为0.2M氯化钠溶液，流速为0.2-1.0mL/min，pH为6.8-7.2，检测波长为280nm；

②、样品溶液的配置：取待测样品适量，用流动相稀释待测样品，得到进样样品；
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③、含量测定：将进样样品注入高效液相色谱仪，记录色谱图，根据面积归一法计算测

量结果。

[0009] 本发明通过采用上述技术方案，结合疫苗中游离的CRM197蛋白能够在SRT  SEC系

列分析柱或TSKgel  G3000SW分析柱中用0.2M氯化钠以0.2-1.0mL/min的流速洗脱出来，使

得结合疫苗中的结合物和游离蛋白有效分离，从而有助于高效液相色谱仪精确测定出游离

的  CRM197蛋白的含量，操作人员可根据其检测结果对结合疫苗的生产加以管控，以保证结

合疫苗的有效效价和安全性。其中，0.2M氯化钠溶液组分简单，相对于PBS缓冲液还能减少

成本，从而使得本发明的测定方法在一定程度上有效降低了检测成本，便于被广泛推广和

应用。

[0010] 进一步地，步骤①中，所述SRT  SEC系列分析柱为SRT  SEC-300分析柱，所述 

TSKgelG3000SW分析柱的规格为7.5mm×600mm。

[0011] 通过采用上述技术方案，通常情况下，分析柱的柱长越长，分离度越好，但是同时

会导致游离蛋白的保留时间增加，从而使得色谱图中游离蛋白的出峰较晚；此外，SRT  SEC-

300  分析柱相对于SRT  SEC-600分析柱和TSKgelG3000SW分析柱成本较低。基于此，SRT  SEC 

系列分析柱优选SRT  SEC-300分析柱，TSKgelG3000SW分析柱的规格优选为7.5mm×  600mm，

且两个分析柱中优选SRT  SEC-300分析柱；

进一步地，步骤①中，所述柱温为20-26℃。

[0012] 进一步地，步骤①中，所述柱温为23±1℃。

[0013] 通过采用上述技术方案，20-26℃通常为实验室的室温，柱温在该温度下能够精确

的对  CRM197蛋白的含量加以测定，同时减少实验室为控制实验温度而对柱温加以调控，在

一定程度上降低了游离蛋白的检测成本。其中，当柱温为23±1℃时，其检测精确度最高。

[0014] 进一步地，步骤①中，所述流速为0.4-0.75mL/min。

[0015] 进一步地，步骤①中，所述流速为0.5mL/min。

[0016] 通过采用上述技术方案，经过大量实验验证，当流速为0.4-0.75mL/min时，CRM197 

蛋白在SRT  SEC-300分析柱中的蛋白回收率较高，其中0.5mL/min时最优。

[0017] 进一步地，步骤①中，所述pH为7.0±0.02。

[0018] 通过采用上述技术方案，当pH为7.0±0.02时，CRM197蛋白能够保持其自身的结构

特性，使得CRM197蛋白与其形成的结构蛋白有效分离，提高检测的精确度。

[0019] 进一步地，步骤②中，所述进样样品中总蛋白含量为＞12.5μg。

[0020] 进一步地，步骤②中，所述进样样品中总蛋白含量为20-50μg。

[0021] 通过采用上述技术方案，当进样样品中的总蛋白含量为＞12.5μg时，能够精确测

定出结合疫苗中的CRM197蛋白的含量。其中，将进样样品的总蛋白含量控制在20-50μg，能

够减少待测样品的用量，从而在一定程度上减少了游离蛋白的检测成本。

[0022] 进一步地，本发明的测定方法适用于结合疫苗中游离CRM197蛋白的含量测定。

[0023] 综上所述，本发明具有以下有益效果：

1、本发明对色谱柱、流动相以及各项实验参数加以摸索，能够精确测定出结合疫苗中

游离的  CRM197蛋白的含量，保证了结合疫苗的有效效价和安全性，具有成本低廉、精确度

高、重复性好、检测简便快捷、便于被广泛推广和应用的特点；

2、本发明通过进一步限定色谱柱的规格和柱温、流动相的流速和pH、进样样品中的蛋

说　明　书 2/10 页

4

CN 110018253 A

4



白浓度以及蛋白对照品，有效提高了游离CRM197蛋白含量的检测精确度和重复性。

附图说明

[0024] 图1为测定结合疫苗中游离蛋白含量的操作流程图；

图2为结合物a的色谱图；

图3为结合物b的色谱图；

图4为结合物c的色谱图。

具体实施方式

[0025] 以下结合附图对本发明作进一步详细说明。

[0026] 一、检测使用设备及溶液

1、设备及型号：安捷伦1260高效液相色谱仪。

[0027] 2、色谱柱：

东曹株式会社TSKgelG3000SW(7.5mm×600mm)分析柱；

东曹株式会社TSKgel  G5000PWXL(7.8mm×300mm)分析柱；

苏州赛分科技有限公司SRT  SEC-300(7.8mm×300mm)分析柱；

苏州赛分科技有限公司SRT  SEC-600(7.8mm×600mm)分析柱。

[0028] 3、流动相：

注射用水；

0.45wt％氯化钠溶液、0.9wt％氯化钠溶液和0.2M氯化钠溶液均使用注射用水与氯化

钠色谱级按比例配制而成；

PBS缓冲液：50mM  PB+0.3mol/L  NaCl。

[0029] 4、蛋白：

蛋白对照品：本申请所采用的蛋白对照品和结合疫苗载体蛋白相同，即为CRM197蛋白，

是通过发酵、提纯、盐析、柱纯化、冻干等一系列手段获得纯度≥95％的冻干粉，亦可通过第

三方购买获得CRM197蛋白粉。本专利中所用的CRM197蛋白相关信息为：本企业自制，批号

201810006。

[0030] 5、测定样品：

本发明以脑膜炎球菌多糖结合疫苗、b型流感嗜血杆菌多糖结合疫苗、肺炎链球菌多糖

结合疫苗为例，但不单单限于这三种结合疫苗，作为测定样品，依次命名为结合物a、结合物

b、结合物c。本专利中所用的结合物a、结合物b、结合物c均为本企业自制，其中结合物a的生

产批号为201803004，结合物b的生产批号为201804001，结合物c的生产批号为201806003。

[0031] 二、检测方法具体实施过程

一种生物制品中游离蛋白含量的高效液相测定方法，参见图1，包括以下步骤：

①、色谱条件：色谱柱为SRT  SEC系列分析柱或TSKgelG3000SW分析柱，柱温为4-30℃，

流动相为0.2M氯化钠溶液，流速为0.2-1.0mL/min，pH为6.8-7.2，检测波长为280nm。

[0032] ②、样品溶液的配制：取待测样品适量，用0.2M氯化钠溶液稀释待测样品，得到进

样样品；

③、含量测定：将进样样品注入高效液相色谱仪，记录色谱图，根据面积归一法计算测
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量结果。

[0033] 1、流动相的选择及专属性确认

选用东曹株式会社TSKG5000PWXL分析柱(2015版中国药典推荐用)，在结合物a、结合物 

b、结合物c中分别加入5wt％的CRM197蛋白作为进样样品，使用100μl进样环将进样样品注

入高效液相色谱仪的分析柱中，分别使用注射用水、0.45wt％氯化钠、0.90wt％氯化钠、

0.2M 氯化钠以及PBS缓冲液作为流动相，同时设定柱温为23±1℃、流速为0.5mL/min、pH为

7.0  ±0.02、检测波长为280nm。根据色谱图的出峰情况以及信噪比，分析进样样品适宜的

流动相，各组重复试验3次，测定结果参见下表一。

表一  4种流动相洗脱CRM197蛋白时的信噪比

[0034] 参见表一，使用注射用水或0.45wt％氯化钠作为流动相时，仅出现明显的结合物
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特征峰，不能出现明显的CRM197蛋白特征峰，且信噪比为0。使用0.90wt％氯化钠作为流动

相时，3次试验仅有1次同时有明显的结合物特征峰和明显的CRM197蛋白特征峰。由此，以注

射用水以及0.45wt％氯化钠和0.90wt％氯化钠作为流动相，难以检测出或难以稳定检测出

结合疫苗中的游离蛋白的特征峰。

[0035] 使用0.2M氯化钠和PBS缓冲液作为流动相时，其测定结果能同时有明显的结合物

特征峰和明显的CRM197蛋白特征峰，且信噪比较高。但是由于PBS缓冲液组分复杂且成本较

高，本发明使用0.2M的氯化钠便能达到与PBS缓冲液相近的检测结果，有效降低了检测成

本，因此优选0.2M氯化钠作为流动相。

[0036] 2、分析柱的选择

采用0.2M氯化钠溶液为流动相、流速为0.5mL/min、pH为7.0±0.02、检测波长为280nm，

分别在结合物a、结合物b和结合物c中加入5wt％的CRM197蛋白作为进样样品，选用不同色

谱柱：东曹株式会社TSKgel  G3000SW(7 .5mm×600mm)分析柱、东曹株式会社TSKgel 

G5000PWXL(7.8mm×300mm)分析柱、苏州赛分科技有限公司SRT  SEC-300(7.8mm×  300mm)

分析柱、苏州赛分科技有限公司SRT  SEC-600(7.8mm×600mm)分析柱，使用100 μl进样环将

进样样品注入高效液相色谱仪的分析柱中，控制柱温为23±1℃进行过柱分析。通过评价结

合物的信噪比以及结合物与CRM197蛋白的分离度，最终选择适宜的分析柱，测定结果参见

下表二。

表二 结合物和CRM197蛋白的信噪比和分离度

[0037] 参见表二，TSKgel  G5000PWXL分析柱分离样品时，分离度略小于1.5不符合分离要
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求，该分析柱虽能检出CRM197蛋白的存在与否，但难以准确测定出CRM197蛋白的含量.  因

此，在本实验条件下不适用。TSKgel  G3000SW分析柱、SRT  SEC-300和SRT  SEC-600分析柱分

离效果差距不大，都达到分离度＞1.5的分离要求。但是考虑到TSKgel  G3000SW分析柱的成

本明显高于SRT  SEC-300分析柱和SRT  SEC-600的成本，而且前者的信噪比明显低于后者的

信噪比，因此优先选择SRT  SEC系列分析柱作为检定的分析柱。

[0038] 另外，使用长度为300mm以及600mm的SRT  SEC系列分析柱分离样品时，分离度相近

且均＞1.90，分析柱的分离度都较好。考虑到“柱长越长，分离度越好，但是同时会导致游离

蛋白的保留时间增加，色谱图中游离蛋白的出峰较晚”这一特性，SRT  SEC-300分析柱检测

相比SRT  SEC-600分析柱要更快捷，最后优先选择SRT  SEC-300分析柱作为检定的分析柱。

[0039] 3、检测限及定量限的确定

采用色谱柱为SRT  SEC-300(7.8mm×300mm)分析柱、柱温为23±1℃、0.2M氯化钠作为

流动相、流速为0.5mL/min、pH为7.0±0.02、检测波长为280nm，分别在结合物a、结合物  b和

结合物c中加入不同含量的CRM197蛋白对照品作为进样样品，使用100μl进样环将进样样品

注入高效液相色谱仪的分析柱中进行分析。通过评价CRM197蛋白的信噪比，确定合理的进

样蛋白含量，检测结果参见下表三。

表三 不同浓度CRM197蛋白的信噪比

[0040] 参见表三，根据检测结果，可以确定有无CRM197蛋白的检测限约在0.15625μg(重

量单位)，再结合行业标准中信噪比＞10.0的规定，可以确定CRM197蛋白含量的定量限约在

0.625μg(重量单位)。

[0041] 根据定量限的数值，以及本样品中对于游离蛋白的质量标准要求(应小于5％)，大

致可以确定进样样品中总蛋白含量最小应在0.625μg÷5％＝12.5μg(重量单位)以上为佳。

考虑到样品成本及试验的可控性，蛋白样品浓度上限根据样品特性可在分析柱可承受范围

内进行自行确定。本发明中，进样样品中总蛋白含量在20-50μg之间时，其对应的信噪比均

＞10.0，以此不但能够较好的测定出CRM197蛋白的含量，还能有效降低样品的使用量，具有

检测结果精确、检测成本低的特点，因此进样样品的总蛋白含量优选为20-50μg。

[0042] 4、柱温的选择

采用色谱柱为SRT  SEC-300(7.8mm×300mm)、流动相为0.2M氯化钠溶液、流速为0.5mL/

min、  pH为7.0±0.02、检测波长为280nm、固定进样体积为100μl，在结合物a、结合物b、结合

物c中分别加入5wt％的CRM197蛋白作为试验样品，通过评价CRM197蛋白的信噪比和分离

度，确定合理的柱温，检测结果参见下表四。
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表四 不同柱温对CRM197蛋白的信噪比和分离度的影响

[0043] 参见表四，柱温设定在4-30℃时，CRM197蛋白的信噪比均＞10.0，结合物与CRM197 

蛋白的分离度均＞1.5，因此可在本实验条件下适用。其中，当柱温在20-26℃时，CRM197 蛋

白的信噪比以及结合物与CRM197蛋白的分离度较高，进一步优选为23±1℃的柱温。

[0044] 5、pH的选择

采用色谱柱为SRT  SEC-300(7.8mm×300mm)、柱温为23±1℃、流动相为0.2M氯化钠溶

液、流速为0.5mL/min、检测波长为280nm、固定进样体积为100μl，在结合物a、结合物b、结合

物c中分别加入5wt％的CRM197蛋白作为试验样品，通过评价CRM197蛋白的信噪比和分离

度，确定合理的pH，检测结果参见下表五。

表五 不同pH对CRM197蛋白的信噪比和分离度的影响

[0045] 参见表五，pH设定在6.8-7 .2时，CRM197蛋白的信噪比均＞350，结合物与CRM197 
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蛋白的分离度均＞1.5，因此可在本实验条件下适用。其中，当pH在7.0±0.02时，CRM197 蛋

白的信噪比以及结合物与CRM197蛋白的分离度较高，因此优选pH为7.0±0.02。

[0046] 6、准确度及重复性的确认

本实验设计以加样回收率来考察本检测方法的精确度，每个样品检测三次进行重复性

判定。

[0047] 色谱条件：采用色谱柱为SRT  SEC-300(7.8mm×300mm)、柱温为23±1℃、流动相为

0.2M氯化钠溶液、流速为0.2-1.0mL/min、pH为7.0±0.02、检测波长为280nm，固定进样体积

为100μl。

[0048] 样品准备：选用结合物a、结合物b和结合物c作为样品，用0.2M氯化钠稀释样品至

蛋白浓度为200μg/mL，各取1mL，分别加入0wt％、1wt％、3wt％、5wt％的CRM197蛋白，检测结

果参见下表六-表八，由于不同流速的色谱图之间主要区别点在于出峰时间不同，因此以流

速0.5mL/min为例，对应得到如图2-图4所示的色谱图。

表六  测定结合物a的准确度和重复性

表七  测定结合物b的准确度和重复性
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表八  测定结合物c的准确度和重复性

[0049] 参见表六至表八，本发明以脑膜炎双球菌结合疫苗、Hib结合疫苗、肺炎球菌结合

疫苗对应的结合物为样品，加入样品中的CRM197蛋白在设定的试验参数和条件下，回收率

皆处于80-120％的范围之间、CV％皆小于5％，由此表示本检测方法准确可信，可重复性较

高。其中，当流速为0.4-0.75mL/min时，CRM197蛋白的回收率在95-107％的范围之间，并呈

先上升后下降的趋势，因此优选流速为0.4-0.75mL/min，进一步优选的流速为0.5mL/min。
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[0050] 7、总结

综上，本发明中色谱柱优选为SRT  SEC系列分析柱，次选为TSKgelG3000SW(7 .5mm× 

600mm)分析柱，柱温为4-30℃，流动相为0.2M氯化钠溶液，流速为0.2-1 .0mL/min，pH为 

6.8-7 .2，检测波长为280nm；进样样品中总蛋白含量为＞12.5μg；蛋白对照品为CRM197蛋

白。以此，能够精确测定出结合疫苗中游离的CRM197蛋白的含量，保证了结合疫苗的有效效

价和安全性，具有成本低廉、精确度高、重复性好、检测简便快捷、便于被广泛推广和应用的

特点。

[0051] 本具体实施例仅仅是对本发明的解释，其并不是对本发明的限制，本领域技术人

员在阅读完本说明书后可以根据需要对本实施例做出没有创造性贡献的修改，但只要在本

发明的权利要求范围内都受到专利法的保护。
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图1
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图2
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图3
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图4
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