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摘要　目的：建立毛细管电泳（ＣＥ）结合电泳中介微分析（ＥＭＭＡ）测定乙脑灭活疫苗中乙二胺四乙酸二钠
（ＥＤＴＡ２Ｎａ）残留量的方法。方法：运行缓冲液为００２５ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸氢二钠缓冲液（ｐＨ２５），在线络合金
属离子为１５ｍｇ·ｍＬＦｅ３＋，孵育时间３ｍｉｎ，分离电压－２５ｋＶ，紫外检测波长２５７ｎｍ，压力进样５０００Ｐａ×
５ｓ，检测温度为２５０℃。结果：ＥＤＴＡ２Ｎａ在００１～０５ｍｇ·ｍＬ－１的浓度范围内呈现良好的线性关系，ｒ为
０９９９９，最低检测限为 ５μｇ·ｍＬ－１，测定样品 ＲＳＤ小于 ２８７％，加样回收率为 ９４１３％ ～１０５５６％。
结论：该方法操作简便，准确度高，稳定性好，可用于乙脑灭活疫苗中ＥＤＴＡ２Ｎａ残留量的测定。
关键词：毛细管电泳；电泳中介微分析；乙脑灭活疫苗；乙二胺四乙酸二钠；残留量；质量控制
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Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ（ＣＥ）ｗｉｔｈｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃａｌｌｙｍｅｄｉａｔｅｄｍｉｃｒｏａｎａｌｙ
ｓｉｓ（ＥＭＭＡ）ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＥＤＴＡ２ＮａｉｎＪａｐａｎｅｓｅｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓａｔｔｅｎｕａｔｅｄｌｉｖｅｖａｃｃｉｎｅ．
Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＴｈｅｔｅｓｔｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｉｎｄｉｓｏｄｉｕｍｈｙｄｒｏｇｅｎｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｗｉｔｈｐＨ２５，ｔｈｅｏｎｌｉｎｅｍｅｔａｌｉｏｎｓｃｏｍ
ｐｌｅｘａｔｉｏｎｏｆ１５ｍｇ·ｍＬ－１Ｆｅ３＋ａｎｄｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆ３ｍｉｎＴｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｖｏｌｔａｇｅｗａｓ２５ｋＶ，ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ２５７ｎｍ，ａｎｄｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ２５０℃．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｍｅｔｈｏｄｈａｄａｇｏｏｄ
ｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｉｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒａｎｇｅｏｆ００１－０５ｍｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９９），ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｗａｓ
５μｇ·ｍＬ－１，ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ（ＲＳＤ）ｏｆｔｈｅｍｅａｓｕｒｅｄｓａｍｐｌｅｓｗａｓｌｅｓｓｔｈａｎ２８７％Ｔｈｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｓｐｉｋｅｄｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｂｅｔｗｅｅｎ９６４９％－１０１０２％．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｏｐｔｉｍｉｚｅｄｍｅｔｈｏｄｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏ
ｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＥＤＴＡ２ＮａｉｎＪａｐａｎｅｓｅｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓａｔｔｅｎｕａｔｅｄｌｉｖｅｖａｃｃｉｎｅＴｈｅｓａｔｉｓｆａｃｔｏｒｙｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ；ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃａｌｌｙｍｅｄｉａｔｅｄｍｉｃｒｏａｎａｌｙｓｉｓ；Ｊａｐａｎｅｓｅｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓａｔｔｅｎｕａｔｅｄ
ｌｉｖｅｖａｃｃｉｎｅ；ＥＤＴＡ２Ｎａ；ｒｅｓｉｄｕａｌｑｕａｎｔｉｔｙ；ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ
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　　乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）及其盐类 ＥＤＴＡ２Ｎａ
被广泛应用于工业、农业和医药产品领域。在液

体医药产品中ＥＤＴＡ主要作为有效的抗氧化、增效
剂和稳定剂，用来改善液体医药产品的配伍稳定

性［１，２］。在乙脑灭活疫苗生产过程中，ＥＤＴＡ２Ｎａ
被用来消化病毒细胞，分散病毒，防止聚合，从而

提高产品的稳定性。虽然后续工艺中有专门针对

ＥＤＴＡ２Ｎａ的去除步骤，但由于工艺条件的限制，
ＥＤＴＡ２Ｎａ会有一定的残留。而过量的 ＥＤＴＡ２Ｎａ
在人体中与钙络合会造成低血钙症或骨钙流失等

危害［３，４］。根据相关技术指南要求，应采用适宜的

方法对 ＥＤＴＡ２Ｎａ进行监测，以评价工艺过程中的
去除和产品的质量。

Ａｎｄｒａｄｅ等［５］将ＥＤＴＡ和 Ｍｎ２＋络合，采用紫外
可见分光光度法测定了水体中ＥＤＴＡ的含量。刘晓
强等［６］以硫酸铜为衍生化试剂，通过柱前衍生，采

用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定了市售不同厂家不
同批次注射用奥美拉唑钠中ＥＤＴＡ２Ｎａ的含量。任
玉卓等［７］通过ＥＤＴＡ２Ｎａ与 ＦｅＣｌ３的络合反应，利用
ＨＰＬＣ对水痘减毒活疫苗中的 ＥＤＴＡ２Ｎａ残留量进
行了检测。气相色谱法（ＧＣ）可用于含量较低的水
体中ＥＤＴＡ的检测［８］。上述方法中，作为光谱法的

紫外可见分光光度法受基质影响较大，专属性不佳。

而利用ＨＰＬＣ和ＧＣ检测ＥＤＴＡ时，均需对ＥＤＴＡ进
行衍生化处理，样品前处理时间较长。

电泳中介微分析（ＥＭＭＡ）是在流动注射分析
（ＦＩＡ）和毛细管电泳（ＣＥ）基础上诞生的一项新的
分析技术［９］。该技术是将试样和试剂作为两个独

立的区带先后注入毛细管内，淌度大者在后，经过一

定时间的运行两者完全混合并反应，所得产物与试

剂经电泳分离并流向检测器检测。因 ＥＭＭＡ具有
反应和检测的一体化、试剂消耗量为纳升级、反应分

离速度快、可实现高通量、不受复杂样品基质的干扰

等优点，被广泛应用于天然产物中酶激动剂、抑制剂

的研究及抑制剂对酶抑制作用机理研究等诸多领

域［１０，１１］。虽然毛细管电泳（ＣＥ）已被广泛应用于各
种基质中 ＥＤＴＡ和 ＥＤＴＡ２Ｎａ的测定［１２１５］，当利用

ＣＥ结合ＥＭＭＡ技术分析乙脑灭活疫苗中的 ＥＤＴＡ
２Ｎａ尚未见报道。

本研究建立了一种 ＣＥ结合 ＥＭＭＡ在线检测
ＥＤＴＡ２Ｎａ的新方法，并将该方法应用于灭活乙脑
疫苗及其中间产品中的 ＥＤＴＡ２Ｎａ残留量的检测，
以及评价生产过程对 ＥＤＴＡ２Ｎａ的去除，取得了满
意的结果。

１　仪器与材料
１１　仪器

毛细管电泳仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＰＨＳ３Ｃ型
ｐＨ计（上海雷磁科学仪器厂）；Ｄ３０２４型高速台式
离心机（大龙兴创实验仪器（北京）股份公司）；

ＨＨ１型数显电子恒温水浴锅（常州国华电器有限
公司）。

１２　材料
乙二胺四乙酸二钠（ＥＤＴＡ２Ｎａ）、磷酸二氢钠

（ＮａＨ２ＰＯ４）、磷 酸 氢 二 钠 （Ｎａ２ＨＰＯ４）、氯 化 钠
（ＮａＣｌ）（国药集团化学试剂有限公司）；三氯化铁
（ＦｅＣｌ３，上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；所
用试剂均为分析纯。乙脑灭活疫苗成品及中间产

品 Ｐ５１原液（Ｖｅｒｏ细胞）均由山东恒业生物技术有
限公司提供。

２　实验方法
２１　溶液配制及供试品制备

精密称取适量 Ｎａ２ＨＰＯ４、ＮａＨ２ＰＯ４Ｈ２Ｏ和
ＮａＣｌ，溶于 １０００ｍＬ去离子水中，配置浓度为
００１３ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲液溶液（ＰＢＳ）（ｐＨ值
７２）和浓度的００２５ｍｏｌ·Ｌ一系列不同ｐＨ值磷酸
盐缓冲液（ｐＨ２０～６０），均经 ０４５μｍ膜过滤
备用。

精密称取ＥＤＴＡ２Ｎａ５００ｍｇ，置于１０ｍＬ容量
瓶中，加００１３ｍｏｌ·Ｌ（ｐＨ７２）的 ＰＢＳ溶液稀释至
刻度，０４５μｍ膜过滤备用，用时用 ００１３ｍｏｌ·Ｌ
（ｐＨ７２）的ＰＢＳ溶液稀释至合适的浓度。

精密称取 ＦｅＣｌ３５００ｍｇ，置于 １０ｍＬ容量瓶
中，加去离子水稀释至刻度，０４５μｍ膜过滤备用，
用时用去离子水稀释至合适的浓度。

乙脑灭活疫苗原液Ｐ５１及乙脑灭活疫苗成品经
水浴锅 １００℃加热 １０ｍｉｎ，１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心
３０ｍｉｎ，取上清液进行测定。
２２　毛细管柱使用维护

每次使用前开机预热，将１ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮａＯＨ
溶液进样对毛细管柱冲洗 １０ｍｉｎ，随后分别用
０１ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮａＯＨ溶液、双蒸水冲洗毛细管柱
５、３ｍｉｎ。每两次进样间用运行缓冲液冲洗２ｍｉｎ。
试验结束后依次用 １ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮａＯＨ溶液、
０１ｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＯＨ溶液、双蒸水、空气冲洗毛细
管柱１０、５、３、３ｍｉｎ。
２３　毛细管电泳条件

缓冲液为００２５ｍｏｌ·Ｌ磷酸氢二钠缓冲液（ｐＨ
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２５）；络合金属离子为 Ｆｅ３＋，浓度为１５ｍｇ·ｍＬ；
孵育时间为３ｍｉｎ；电压为－２５ｋＶ；紫外检测波长为
２５７ｎｍ；进样方式为压力进样 ５０００Ｐａ×５ｓ，先进
Ｆｅ３＋，再进ＥＤＴＡ２Ｎａ标准品（或供试品）；检测温度
为２５０℃。

３　结果与讨论
３１　ＥＭＭＡ分离分析条件优化
３１１　反应体系 ｐＨ优化　ＥＤＴＡ２Ｎａ与 Ｆｅ３＋反
应可形成稳定的 ＮａＦｅＥＤＴＡ络合物，该络合物在
２５７ｎｍ波长处有特征紫外吸收，可用于紫外检测器
的检测。而反应体系的 ｐＨ对金属离子与 ＥＤＴＡ的
络合有很大影响，所以本研究系统考查了运行缓冲

液ｐＨ在２０～６０范围内变化时对 ＥＤＴＡＦｅ３＋的
影响。结果如图 １所示。从图中可以看出，ｐＨ从
２０到２５时，ＥＤＴＡＦｅ３＋峰面积略有增大。当 ｐＨ
从２５到３５时，ＥＤＴＡＦｅ３＋峰面积逐渐降低。ｐＨ
从３５到６０时，Ｆｅ３＋ＥＤＴＡ峰面积几乎不变。而
低ｐＨ的酸性条件有利于提高 ＥＤＴＡＦｅ３＋的稳定
性，因此，采用ｐＨ２５的磷酸缓冲液作为运行缓冲
液进行后续实验。
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图１　不同ｐＨ对络合物峰面积的影响
Ｆｉｇ１　 ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｏｎｃｏｍｐｌｅｘｐｅａｋａｒｅａ

３１２　Ｆｅ３＋离子浓度优化　为确保 ＥＤＴＡ在线络
合反应的能够彻底进行，本研究考察了 Ｆｅ３＋浓度对
络合产物的影响。结果如图２所示。从图中可以看
出，当 Ｆｅ３＋在 ０～１０ｍｇ·ｍＬ－１范围内变化时，
ＥＤＴＡＦｅ３＋峰面积逐渐增大，而当 Ｆｅ３＋浓度大于
１０ｍｇ·ｍＬ－１时，ＥＤＴＡＦｅ３＋峰面积几乎不变。说
明当Ｆｅ３＋浓度为１０ｍｇ·ｍＬ－１时，体系中ＥＤＴＡ已
被全部络合。因此，采用１０ｍｇ·ｍＬ－１的Ｆｅ３＋进行
后续实验。

３１３　在线孵育时间优化　在线孵育时间会影响
络合物的络合程度，因此我们对孵育时间进行了优

化，考察了不同的孵育时间对反应的影响。结果如

图２～４所示，随着孵育时间从０增大到３ｍｉｎ时，
ＥＤＴＡＦｅ３＋产率逐渐增大，当孵育时间从３ｍｉｎ增大
到５ｍｉｎ时，ＥＤＴＡＦｅ３＋产率几乎保持不变。为节约
分析时间，实验最终选定孵育时间为３ｍｉｎ。
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图２　不同Ｆｅ３＋浓度对络合物峰面积的影响
Ｆｉｇ２　 ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＦｅ３＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎｐｅａｋａｒｅａｏｆ
ｃｏｍｐｌｅｘ

60

80

100

120

140

160

0 1 2 3 4 5

�
M
0

(p
ea

k 
ar

ea
)

t / min

图３　在线孵育时间对络合物峰面积的影响
Ｆｉｇ３　 Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｌｉｎｅｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｃｏｍｐｌｅｘｐｅａｋａｒｅａ

综上所述，ＥＤＴＡ２Ｎａ的 ＥＭＭＡ在线络合和 ＣＥ
分离分析条件如下：缓冲液为２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷酸氢二
钠（ｐＨ ２５）；络 合 金 属 离 子 为 Ｆｅ３＋，浓 度 为
１５ｍｇ·ｍＬ－１；孵育时间为３ｍｉｎ；电压为－２５ｋＶ；检
测波长为２５７ｎｍ；进样参数为５０００Ｐａ×５ｓ，先进
Ｆｅ３＋，再进ＥＤＴＡ２Ｎａ；温度为２５０℃。优化条件下，
ＥＤＴＡ２Ｎａ标准品ＣＥ分离分析谱图如图４所示。
３２　分析方法验证
３２１　标准曲线的建立　将 ５０ｍｇ·ｍＬ－１ＥＤ
ＴＡ２Ｎａ储备液用ＰＢＳ稀释出５个浓度水平的标准
工作溶液，按照优化的ＥＭＭＡ和ＣＥ条件进行测定，
每个浓度做３个平行，以各标样峰面积（ｙ）为纵坐
标，浓度（ｘ）为横坐标，得到标准曲线线性方程为
ｙ＝３５１９２ｘ＋００７２７，线性范围为 １０～５００μｇ·
ｍＬ－１。分别按信噪比（Ｓ／Ｎ）３和１０计算检出限和
定量限分别为３３和１０μｇ·ｍＬ－１。
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表１　ＥＤＴＡ２Ｎａ峰面积及时间重现性结果
Ｔａｂ１　ＥＤＴＡ２Ｎａｐｅａｋａｒｅａａｎｄｔｉｍｅｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓ

进样次数

（ｔｉｍｅｓ）

ｔＲ／

ｍｉｎ

峰面积

（ｐｅａｋａｒｅａ）

１ ６８９ ２６７０

２ ６８６ ２７００

３ ６８３ ２５９０

４ ６８０ ２６００

５ ６８０ ２５７０

６ ６７６ ２４９０

ＲＳＤ／％ ６８２ ２６０３

３２２　方法精密度　取ＥＤＴＡ２Ｎａ（５０μｇ·ｍＬ－１）
同一天内连续进样６次，计算迁移时间和峰面积的相

对标准偏差（ＲＳＤ％），所得结果列于表１。分析物迁
移时间和峰面积ＲＳＤ％分别为０６６和２８７，说明该
方法具有良好的重现性和稳定性。

３２３　方法回收率　分别向乙脑灭活疫苗原液Ｐ５１
及乙脑灭活疫苗成品中加入三个不同浓度的ＥＤＴＡ
２Ｎａ对照品，每个浓度水平配制３份，按“２１”项下供
试品制备方法处理后进样分析，所得结果列于表２。
结果表明，方法平均回收率分别为 １０１０５％和
９８８９％，表明该方法具有良好的准确度。
３３　实际样品测定

取不同批次的乙脑灭活疫苗原液Ｐ５１及乙脑灭
活疫苗成品（各两批），按“２１”项下供试品制备方
法处理后进样分析，所得结果列于表２。

表２　真实样品中ＥＤＴＡ２Ｎａ测定结果及回收率
Ｔａｂ２　ＥＤＴＡ２Ｎｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｉｎｒｅａｌｓａｍｐｌｅｓ

真实样品　　

（ｒｅａｌｓａｍｐｌｅ）　　

批号　

（ｌｏｔＮｏ．）　

单剂量检测浓度

（ｓｉｎｇｌｅｄｏｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／

（ｍｇ·ｍＬ－１）

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）／

％

Ｐ５１原液（Ｐ５１ｏｒｉｇｉｎａｌｓｏｌｕｔｉｏｎ） ５１Ｓ２２０１ ００６ １０１０５

５１Ｓ２２０２ ００９

乙脑疫苗成品（Ｊａｐａｎｅｓｅｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｖａｃｃｉｎｅｐｒｏｄｕｃｔ） ５１Ｐ２０２２０３００１ ００３ ９８８９

５１Ｐ２０２２０３００２ ００３

　　表２显示，在不同批次乙脑灭活疫苗原液和成
品中，ＥＤＡＴ２Ｎａ单剂量浓度为 ００３～００９ｍｇ·
ｍＬ－１。而ＥＤＴＡ２Ｎａ在 ＦＤＡ批准药物非活性成分
数据库中肌肉注射、静脉注射、皮下注射的单剂量最

大使用量均为≤０２ｍｇ·ｍＬ－１［４］。结果表明，两批
次乙脑疫苗成品和Ｐ５１原液中ＥＤＴＡ２Ｎａ残留量均
符合要求。

４　结论
乙脑灭活疫苗中ＥＤＴＡ２ＮＡ为产品的工艺杂质，

目前尚无标准方法可用于该残留物的监测，本文建立

了乙脑灭活疫苗中ＥＤＴＡ２ＮＡ的毛细管电泳分离分
析新方法，实验结果表明，新方法具有快速、高效、灵

敏度高、专属性好等优点，适用于乙脑灭活疫苗中

ＥＤＴＡ２ＮＡ残留量的检测。该方法的建立为乙脑灭
活疫苗质量控制提供技术支撑，同时也为其他疫苗类

生物制品的质量监控提供了一种新的技术手段。
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