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  摘 要:重组蛋白分子表征的稳定性是保证疫苗发挥免疫原性及抗原性的关键。重组蛋白疫苗与治疗性

蛋白制品一样,因体外合成和纯化过程的复杂性而表现出异质性。其中,电荷异质性是重组蛋白质的关键质量

属性之一。电荷异质性监测有助于推动生产工艺的优化,反映产品生产的一致性和稳定性等,对保证重组蛋白

产品的安全和质量至关重要。开发可靠快速、灵敏稳健的电荷异质性分析方法一直是生物制药行业所追求的

目标。经典的电荷异质性分析方法主要有离子交换色谱(IEC)、毛细管区带电泳(CZE)以及全柱成像毛细管等

电聚焦电泳(WCID-CIEF)等,其中 WCID-CIEF提供的等电点(pI)和峰形的生化指纹有助于对疫苗多蛋白成

分的分析。基于以上该文将对 WCID-CIEF的原理和特点及其在重组蛋白疫苗质量控制中的应用进行概述。
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Abstract:Recombinant

 

protein
 

vaccine
 

is
 

a
 

kind
 

of
 

therapeutic
 

protein,the
 

recombinant
 

protein
 

products
 

usually
 

exhibit
 

heterogeneity
 

due
 

to
 

the
 

complex
 

in
 

vitro
 

synthesis
 

and
 

purification
 

processes.Charge
 

hetero-
geneity

 

is
 

a
 

critical
 

quality
 

attributes
 

of
 

recombinant
 

proteins.Charge
 

heterogeneity
 

monitoring
 

helps
 

to
 

pro-
mote

 

the
 

optimization
 

of
 

the
 

production
 

process
 

and
 

reflect
 

the
 

consistency
 

and
 

stability
 

of
 

product
 

produc-
tion,which

 

is
 

essential
 

to
 

ensure
 

the
 

safety
 

and
 

quality
 

of
 

recombinant
 

protein
 

products.Developing
 

a
 

reliable,
high-specificity,high-sensitivity

 

and
 

robust
 

analysis
 

method
 

for
 

analyzing
 

charge
 

heterogeneity
 

has
 

always
 

been
 

the
 

goal
 

pursued
 

by
 

the
 

biopharmaceutical
 

industry.Classical
 

methods
 

for
 

analyzing
 

charge
 

heterogeneity
 

mainly
 

include
 

ion
 

exchange
 

chromatography
 

(IEC),whole-column
 

imaging
 

capillary
 

isoelectric
 

focusing
 

elec-
trophoresis

 

(WCID-CIEF)
 

and
 

capillary
 

zone
 

electrophoresis
 

(CZE).WCID-CIEF
 

is
 

a
 

reliable
 

and
 

high-sensi-
tivity

 

analytical
 

method,the
 

isoelectric
 

point
 

(pI)
 

values
 

and
 

peak
 

provided
 

by
 

WCID-CIEF
 

can
 

be
 

used
 

as
 

bio-
chemical

 

finger
 

prints
 

to
 

facilitate
 

the
 

analysis
 

of
 

various
 

protein
 

components
 

in
 

vaccines.Therefore,the
 

princi-
ple

 

and
 

characteristics
 

of
 

WCID-CIEF
 

and
 

the
 

application
 

of
 

WCID-CIEF
 

in
 

quality
 

control
 

of
 

existing
 

recom-
binant

 

protein
 

vaccines
 

will
 

be
 

introduced
 

in
 

this
 

review.
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  随着气候、生态和社会环境变化带来的影响以及

耐药等一系列问题的出现,全球将持续面临新传染病

突发和已有传染病恶化的风险挑战[1]。在应对传染

病方面,有效的防控策略和疫苗接种仍是阻止传染病

持续发展的有力措施。2022年7月8日世界卫生组

织(WHO)公布全球新型冠状病毒疫苗候选物名单
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中,重组蛋白疫苗[包括蛋白亚单位和病毒样颗粒

(VLP)]在临床阶段的和临床前阶段的疫苗候选物中

分别占36%和48%。由公布的信息可见重组蛋白疫

苗是在研新型冠状病毒疫苗中个数最多的疫苗种类,
值得注意的是除了新型冠状病毒疫苗外,2020年全球

10大疫苗品种中有8个是重组蛋白疫苗,由此可见,
重组蛋白疫苗仍是未来疫苗的研发重点。

基于质量源于设计的理念共识,重组蛋白疫苗也

应像其他生物制品一样采用先进的分析手段,从物理

化学、免疫学、生物学等角度进行全面的分析,并提供

尽可能详细的表征信息以反映目标产品内在的天然

质量属性[2]。已有研究显示,电荷异质性和等电点

(pI)监测可用于多种不同类别疫苗的鉴别和工艺稳

定性研究。在国内外生物制品的电荷异质性研究中,
全柱成像毛细管等电聚焦电泳(WCID-CIEF)检测pI
已广泛应用于单克隆抗体、抗体偶联药物、重组蛋白、
疫苗和活病毒等方面,WCID-CIEF与离子交换色谱

(IEC)共同作为生物制药行业研发和质量控制中分析

电荷异质性的重要方法。本文拟对 WCID-CIEF的原

理和特点及其在重组蛋白疫苗的质量控制中的应用

进行概述。
1 重组蛋白疫苗

  治疗性蛋白质的研发历史大致如下:一是使用血

浆及血浆制品来治疗疾病;二是关于重组治疗性蛋白

质的研究,例如重组胰岛素、生长因子和单克隆抗体;
三是关于重组蛋白疫苗的研究,即利用重组技术生产

的蛋白质抗原代替传统的减毒活病毒或者是完全灭

活的细菌或病毒作为疫苗的免疫原[3]。重组蛋白疫

苗系指利用基因重组技术将编码病原微生物保护性

抗原的基因重组到细菌、酵母或细胞中后,经过培养、
增殖、提取、纯化所表达的保护性抗原而制成的疫苗。
但由于在体外合成纯化,重组蛋白难以保持天然构象

表位,从而诱导的免疫反应较弱,必要时需寻找合适

的免疫佐剂或是接种多针以达到免疫效果,此外重组

蛋白也有引起抗体免疫增强的风险[4]。
2 重组蛋白疫苗的质量评价

  与一般药品不同,疫苗的用途主要在于预防疾

病,接种人群是健康人群。我国将疫苗划分为两类,
其中第一类包括所有国家级计划免疫疫苗,由政府进

行管理并免费向14岁以下儿童提供,尽管及时接种

第一类疫苗并非强制性,但其被视为一项与公众健康

息息相关的社会责任[5-6]。正因疫苗的用途特殊性以

及受众广泛性,疫苗必须被证明是安全有效和质量可

控的,政府和公众对疫苗的安全与质量有着更高的要

求和关注[5-6]。
重组技术生产蛋白质是一个复杂的生物合成过

程,蛋白质产物通常会表现出异质性,并且蛋白质大

分子自身结构也很复杂。重组蛋白的生产过程中会

引入杂质及污染物,杂质包括宿主细胞相关杂质、过
程相关杂质和产品相关杂质;污染物则主要为热原、
病毒和微生物等。这些潜在的杂质和污染显著影响

甚至决定着重组蛋白制品的安全性、质量以及效力,
需要采取合适的方法对杂质加以控制和消除

 [7-8]。
3 重组蛋白疫苗的电荷异质性

  在重组蛋白生产、运输和储存等各个环节中引发

的化学或物理变化会引起异质体的产生,而异质体被

定义为产品相关杂质还是产品变体则取决于与目标

产品的性质是否一致,例如溶解度、体内外稳定性、药
代动力学性质以及免疫原性等性质[7]。这些物理和

化学变化极大地影响着蛋白产物的表面电荷,化学变

化为共价变化,包括氨基酸序列变异以及包括糖基

化、脱酰胺、氧化和水解等在内的各种翻译后修饰;物
理变化则为聚集、沉淀和变性的非共价变化[7-8]。这

些种种变化可综合表现为重组蛋白的电荷异质性,由
此产生的不同电荷异构体对重组蛋白制品的生物学

活性、稳定性和免疫原性都有不同影响[9-10]。因此在

重组蛋白制品的质量控制中有必要对电荷异质性加

以关注。
4 电荷异质性分析的优势以及分析方法

4.1 电荷异质性分析的意义 一方面,电荷异质性

分析有助于推动生产工艺的优化,通过改进工艺参数

以减少变异体的产生。另一方面,监测重组蛋白的电

荷变异体水平能够保持产品的批间一致性、反映生产

工艺和生产流程的变化与规范与否,从而保证重组蛋

白产品是安全有效和质量可控[7,9]。在生物制药工业

中,监测、定量分析和表征重组蛋白的电荷异质性是

生物制药产品开发的重要组成部分,需要开发快速稳

健的电荷异质性分析方法以支持的产品释放和稳定

性研究以及制剂开发和其他表征研究[11-12]。
4.2 电荷异质性的分析方法 目前分析生物药物电

荷异质 性 的 经 典 方 法 主 要 有IEC 和 等 电 聚 焦 法

(IEF),可用于监测蛋白质电荷异质性以评估产品的

质量和批间一致性以及提供蛋白质的稳定性和纯度

信息[11-12]。基于毛细管电泳的三种技术,毛细管区带

电泳(CZE)、毛细管等电聚焦电泳(cIEF)以及 WCID-
CIEF也是分析生物制品电荷异质性的重要方法[13]。
此外,反相高效液相色谱(RP-HPLC)、液相色谱质谱

联用(LC-MS)[10]等 也 可 用 作 电 荷 异 质 性 分 析 的

手段。
IEC根据蛋白分子表面电荷的差异分离蛋白质。

分离取决于蛋白质与固定相的相互作用,离子交换色

谱法有盐梯度分离和pH分离两种分离模式,其分离

度良好[14]。在治疗性蛋白质表征中,离子交换色谱法

可对不同氨基酸变体、不同糖型修饰、水解或其他修

饰的蛋白质变体进行分离回收,进一步联合质谱细化

表征和鉴别[14-15]。IEC是蛋白质分离纯化时去除杂
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质的首选方法,其分析过程可以维持蛋白药物原有的

空间结构,保持药物的生物学活性和功能[9],是重组

蛋白制品质量控制与分析的重要手段。相较于cIEF
等技术,IEC方法也存在一些局限性,比如方法开发

耗时、分辨率较低、难以保证变异体的高度分离、不稳

健且试剂耗材成本高等问题[14]。
毛细管区带电泳(CZE)根据分析物的净电荷和

流体动力学半径进行分离,其优点是简便快速,分辨

率也较高。MORITZ等[12]对毛细管区带电泳用于分

析生物制品电荷异质性进行了评估,结果表明毛细管

区带电泳可用于分析pI范围为7.4~9.5的蛋白质。
IEF是依据待测物pI不同从而在pH梯度中得

以分离的一种高分辨率的生物化学分离技术[9,16]。传

统的IEF平板凝胶技术,由于操作耗时复杂且无法提

供准确的定量信息,已逐渐被取代。cIEF是以毛细管

作为分离通道进行的等电聚焦电泳,其运行流程为:
将样品与两性电解质混匀充进毛细管,外加电压运

行,两性电解质在毛细管内形成pH 梯度,当样品不

同组分迁移至相应等电点位置时,便停止迁移而产生

分离聚焦,被分离样品迁移至检测窗口而被检测[13]。
相比于传统凝胶或IEC,cIEF具有可定量分析、分析

速度快、操作简便、样品试剂消耗少、分辨率更高和环

保等优点。但是cIEF在聚焦完成后需要一个额外的

移动过程,把完成分离聚焦的蛋白推动到检测器进行

单点检测,这一过程会造成检测时间延长、蛋白可能

发生沉淀、pH梯度失真以及由于移动速度不均衡而

导致分辨率下降的问题[16],从而影响检测的重现性。
WCID-CIEF采用的是短毛细管柱,通过对整个

毛细管柱进行实时扫描成像,克服了cIEF移动检测

过程所带来的缺点,使得检测时间显著缩短,方法开

发时间也更短。WCID-CIEF的重现性体现在两个方

面:一是相应pI值的柱内位置,二是定量的峰高或峰

面积。基于实时成像检测的优势和采用pI标志物来

定位蛋白质峰之间的相对位置,WCID-CIEF可实现

高重现性且相对标准偏差可控制在0.1%范围内[16]。
在检测方面,WCID-CIEF检测采用通用性强的紫外

可见光吸收检测器和灵敏度最高的激光诱导荧光成

像检测器,高灵敏度的荧光成像模式使得 WCID-
CIEF非常适用于低浓度样品分析和免疫分析[16]。

WCID-CIEF的毛细管涂层常采用线性聚丙烯酰

胺进行化学涂覆,或是采用氟碳化合物进行物理涂

覆,氟碳化合物涂覆更坚硬,可长期使用,毛细管涂层

的主要作用是消除电渗流以及减少溶质吸附[16-17]。
但在实际过程运行中,毛细管涂层随使用次数的增加

会有磨损导致电渗流增大,而蛋白质等大分子物质因

为具有更多的结合位点更易于发生不均匀的管壁吸

附,造成迁移速率不均匀和检测峰变化[18]。
综上所述,各种分析方法在分析蛋白的电荷异质

性方面各有优势,在具体分析时应根据需求选择合适

的方法,也可采用不同方法进行相互验证以保证分析

结果的准确可靠性。考虑到方法开发快速、操作简

便、可自动化以及高分辨率的需求,WCID-CIEF与

CZE比IEC更具优势,但只有 WCID-CIEF才能提供

准确精密的pI值测定[19]。一般而言,CZE的电泳迁

移率值可应用于生物表征分析以及在纯化过程中监

测蛋白纯度,而 WCID-CIEF提供的蛋白pI值和峰形

可以用作生化指纹用以证明生物产品的一致性,可用

于蛋白鉴别、稳定性监测以及蛋白表征[15]。以下部分

将主要对 WCID-CIEF在不同重组蛋白质疫苗的质量

评价中的应用进行介绍。
5 WCID-CIEF在重组蛋白疫苗质量评价中的应用

5.1 人乳头瘤病毒(HPV)样颗粒(HPV-VLP)疫苗

 HPV属于DNA病毒,其基因组长度约为7~8
 

kb,
主要可分为编码不同蛋白的早期区、晚期区和非编码

区,其中病毒的衣壳结构蛋白L1和L2主要由晚期区

基因所编码。病毒颗粒中L2含量少,但对病毒的组

装和感染具有重要作用。5个L1即可构成五聚体的

基本结构,72个五聚体进一步组装成二十面体的对称

结构,也称之为VLP,基于L1的VLP是目前上市的

预防性疫苗的主要抗原成分[20-21]。
ZHOU等[22]首次利用了 WCID-CIEF测定了10

种类型的重组 HPV-VLP(16L1、18L1、6L1、11L1、
58L1、31L1、33L1、45L1、52L1和58L1)的pI值,并对

检测条件进行了优化,最终检测条件为:(1)两性电解

质使用4%
 

Pharmalyte
 

pH
 

3~10;(2)2
 

mol/L尿素

作为稳定剂;(3)最佳 HPV-VLP检测浓度为0.2
 

mg/mL;(4)甲基纤维素最佳浓度分别为0.35%和

1.00%;(5)最佳盐浓度为5
 

mmol/L
 

NaCl;(6)聚焦

时间为1
 

500
 

V
 

1
 

min和3
 

000
 

V
 

3
 

min。经过方法验

证,该方法具有良好的重现性和分辨率。实验结果显

示10种重组 HPV-VLP的实测pI值与理论pI值相

差在0.05~0.95之间。一般来说结构较简单的蛋白

质的理论pI与实测pI差值一般在0.5以内,但VLP
结构复杂且相对分子质量高达千万级,因此实测pI
的波动范围也就更大。虽然如此,WCID-CIEF获得

的pI值和指纹图谱仍有希望应用于疫苗生产过程的

质量控制中的表征、鉴定和放行以及疫苗的稳定性研

究等。
ZHOU等[22]同时采用 WCID-CIEF对解聚组装

前后的VLP进行了pI测定,结果显示解聚重组装过

程会导致HPV-VLP实际pI值发生变化。这也为在

纯化过程中采用解聚重组装工艺以获得结构均一

VLP提供了依据[23]。MACH 等[24]也发现在酵母系

统中表达的HPV
 

L1蛋白形成的VLP颗粒与基因型

相关,HPV
 

18L1蛋白倾向于组装形成均匀的直径为

60
 

nm的VLP,其稳定性更好,而 HPV
 

6、11和16L1
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蛋白倾向于形成直径为30~50
 

nm的不规则颗粒,研
究显示这类HPV-VLP具有免疫原性,并且相对于18
型VLP保质期更短,通过调整离子浓度与pH 的方

法,使得这类HPV-VLP解聚后自发组装成均匀的60
 

nm
 

VLP,改善了免疫原性与稳定性。
5.2 诺如病毒(NoV)样颗粒(NoV-VLP)疫苗 
NoV是具有高度传染性的RNA病毒,婴幼儿、老年

人与免疫功能低下者易感染,引起严重腹泻或急性肠

胃炎,死亡率高。NoV基因组全长约7.6
 

kb,可分为

3个开放读码框(ORF),其中ORF2编码病毒的主要

衣壳蛋白VP1,目前人诺如病毒(HuNoV)的基因分

型主要也是依据 ORF2的序列不同而分,NoV不同

基因组之间常发生重组而产生新的变体,变异性高,
因此开发多价疫苗更能有效预防疾病发生[25-26]。已

有研究发现,重组NoV的主要衣壳蛋白VP1可在某

些表达系统中可自组装成为 VLP,基于此研发了

NoV-VLP疫苗。
 

GOODRIDGE等[27]于2004年提出采用灵敏度

更高、更快捷的 WCID-CIEF检测病毒的pI值来代替

常规电子显微镜以及PCR法诊断疾病。该实验采用

了高纯度的VLP以及试剂,证明了 WCID-CIEF具有

检测NoV-VLP的能力。研究结果表明,即使在同一

基因组内,不同基因型的NoV-VLP的实测pI值与理

论pI值差异的变异范围也很大(0.1~1.7)。在最近

的一项研究中,DU等[26]也采用 WCID-CIEF检测了

构成候选多价疫苗的四个不同基因组和基因型的

HuNoV-VLP(GⅠ.1、GⅡ.3、GⅡ.4
 

和GⅡ.17),使
用8

 

M尿素将 VLP分解为单体 VP1蛋白以进行电

泳指纹图谱分析。结果显示体外表达的VP1蛋白经

翻译后修饰具有丰富的电荷异质性,不同的基因组和

基因型的病毒颗粒具有显著不同的可重现的谱图特

征,并且过期HuNoV
 

VLP的指纹图谱发生了显著变

化。以上研究均支持将 WCID-CIEF作为一项新的检

测手段,用于NoV及 VLP疫苗的检测、鉴别以及稳

定性研究,以消除遗传多样性对 NoV检测的遗传或

免疫学方法的阻碍。
5.3 肠病毒71型病毒样颗粒(EV71-VLP)疫苗 肠

病毒71型(EV71)属于小RNA病毒,是手足口病的

主要致病病原体之一,感染后常并发神经功能障碍,5
岁以下幼儿易感染而引发严重疾病甚至有可能导致

死亡[28]。EV71直径在25
 

nm左右,形状为20面体,
拥有约7

 

500个核苷酸的单链RNA基因组,由一个

单链开放阅读框(ORF)组成,ORF可被分为P1、P2
和P3区并表达为一个大的多聚蛋白可,其中P1区编

码四种结构蛋白VP1~4。水解酶3D将多聚蛋白水

解成VP0、VP1、VP3,这3种结构蛋白可自发组装形

成晶体病毒样颗粒。其中VP0在病毒衣壳蛋白与病

毒核酸组装形成新病毒颗粒后被诱导加工为VP2和

VP4[28-29]。
王文伟等[30]建立了一种采用 WCID-CIEF测定

重组人EV71-VLP等电点的方法,主要对聚焦时间以

及尿素浓度进行了优化,并对方法进行了验证。最终

选择不添加尿素以及聚焦时间为1
 

500
 

V
 

1
 

min和

3
 

000
 

V
 

5
 

min。方法经验证,专属性、准确度、重复性

和中间精密度均良好,重组人EV71-VLP的实测
 

pI
 

值为6.46,与理论
 

pI(6.08)相差
 

0.38,基本一致。表

明该方法可作为 EV71-VLP疫苗质量评价的有效

手段。
5.4 乙型肝炎病毒(HBV)疫苗 HBV是传染性强

的DNA病毒,持续携带病毒者会有发展为慢性肝病、
肝硬化和肝癌的可能。HBV是直径为42

 

nm的包封

球体,表面抗原嵌在磷脂包膜上,遗传物质被核衣壳

蛋白包裹在磷脂膜内,其基因组长度为3.2
 

kb。1986
年世界上第一种人用重组亚单位HBV疫苗被批准使

用,重组 HBV疫苗的主要抗原成分是 HBsAg,一种

碱性脂质结合表面蛋白,在酵母表达系统中,约100
个HBV表面抗原(HBsAg)可自组装成一个直径为

22
 

nm的VLP[15,31]。
RUSTANDI等[15]于2014年首次使用成像毛细

管等电聚焦电泳来表征 HBsAg产品。HBsAg的理

论pI为8.2,但由于磷脂的存在(约占20%),实测pI
值会偏小,预测的实测值会接近2.6。该研究通过添

加酸性阻滞剂磷酸以及改变阻滞剂浓度、调整两性电

解质比例和聚焦时间来优化方法,最终确定的条件

为:12
 

mmol/L
 

H3PO4 作为酸性阻滞剂;两性电解质

组 合 为 Servalyt
 

2-4、Servalyt
 

4-7 和 Pharmalyste
 

2.5-5;尿 素 终 浓 度 为 6
 

mol/L;pI标 志 物 分 别 为

3.59、4.65。后续该方法又被用来表征 HBsAg-VLP
参比标准品在3种不同配方缓冲液中经过多次冻融

循环后的稳定性,选出了可提供最佳稳定性的配方,
并将结果与毛细管区带电泳所得结果 对 比,结 果

一致。
5.5 严重急性呼吸综合征冠状病毒2型(SARS-
CoV-2)蛋白亚单位疫苗 2019年末全球爆发一种未

知冠状病毒感染导致的严重呼吸道传染疾病,后该病

毒病原体被命名为SARS-CoV-2,是第7种可感染人

类的冠状病毒,为单股正链RNA包膜病毒[32-33]。冠

状病毒表面暴露的跨膜结构S糖蛋白介导病毒感染

细胞。S蛋白为同源三聚体,包含两个功能亚单位S1
和S2。S1暴露在外并含有受体结合域(RBD),RBD
可结合靶细胞上表达的血管紧张素转换酶2(ACE2)
受体。S2锚定在病毒内,可促进病毒与细胞的融

合[32,34-35]。SARS-CoV-2 的 S 蛋 白 大 小 为 180×
103~200×103,总长度在1

 

273~1
 

300个氨基酸之

间[36]。S蛋白是治疗病毒感染疾病时药物开发和疫

苗设计的重要蛋白。针对SARS-CoV-2所开发的疫
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苗有病毒载体疫苗、核酸疫苗、灭活疫苗以及以S蛋

白和RBD为抗原的重组亚单位疫苗。如前所述,重
组蛋白疫苗占比超过1/3。
FINJA

 

等[37]采用 WCID-CIEF测定了几种商业

化的SARS-CoV-2相关蛋白的pI值,包括带有 His
和Fc标记的 RBD、带有 His标记的S1亚基、带有

His标记的S1/S2亚单位。研究结果显示,虽然由于

异构体的存在导致每个蛋白显示出多个峰形,但是其

pI的实验测定范围都能覆盖理论pI值。本实验室最

近也利用 WCID-CIEF技术对一种基于RBD三聚体

的候 选 SARS-CoV-2 疫 苗 进 行 了 电 荷 异 质 性 分

析[38]。通过优化实验条件,充分展示了三聚体RBD
天然形态的电泳指纹图谱,并且通过不同批次、加热

稳定性、不同酸碱条件、不同氧化程度的研究,证明

WCID-CIEF指纹图谱可用于鉴定、批次间一致性评

估,以及该候选疫苗的稳定性研究,作为质量控制策

略的一部分。除此之外,pI的应用也可以对SARS-
CoV-2不同变异株进行定性鉴别[39]。
6 总  结

  管壁吸附和聚焦不稳定影响检测重复性是限制

毛细管电泳技术扩大应用范围的主要问题,对疫苗来

说尤其如此,因为疫苗的抗原成分更为复杂,不同的

疫苗种类所涉及的成分结构和稳定性也各不相同。
尽管如此,毛细管电泳技术在微生物和疫苗领域的研

究一直在继续,在产品表征、生产过程控制和质量监

测方面毛细管电泳技术得到了越来越多的应用[40-42]。
目前重组蛋白疫苗的研发在我国仍处于发展早期,相
关研发和质量控制技术仍需积极跟进国际先进水平。
一方面,在研发初期,应结合多种方法对蛋白疫苗电

荷变异体逐步进行完整的分离鉴定和表征,严格评估

变异体与主成分的性质是否一致,以及变化的影响程

度以及免疫原性等,以确定变异体是否作为杂质处理

控制。另一方面,在质量控制阶段,采取自动化、快速

和高分辨率的方法来监测产品的生产一致性和稳定

性更加合适。成像毛细管等电聚焦电泳提供的疫苗

蛋白pI值和峰形的生化指纹有助于对疫苗的多种蛋

白成分进行定性分析,荧光检测模式也有助于对低浓

度蛋白进行分离分析。此外,成像毛细管等电聚焦电

泳所具有的高分辨率和高灵敏度优势是液相色谱所

没有的,将其与质谱进行联用来进一步分析蛋白的电

荷异质性一直是毛细管电泳研究的热门方向,微芯片

技术解决了成像毛细管等电聚焦电泳与质谱相连分

辨率变差的问题[43]。基于成像毛细管等电聚焦电泳

的以上优势以及与质谱联用技术的不断发展,WCID-
CIEF在重组蛋白疫苗电荷异质性研究方面具有良好

的应用前景。
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