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高效凝胶排阻色谱法测定牛血清白蛋白

相对分子质量及其分布 *

于小焱，罗嫣，张晓慧
（国家海洋标准计量中心，天津　300112）

摘要　建立了一种高效凝胶排阻色谱快速测定牛血清白蛋白的相对分子质量及其分布的方法。使用凝胶色谱

仪，TSKgel G3000SWXL 型（300 mm×7.8 mm）高效凝胶排阻色谱柱，以 0.05 mol／L 磷酸盐缓冲溶液（pH 6.8）–0.3 

mol／L 氯化钠溶液为流动相，流速为 1 mL／min，DAD 检测器，检测波长为 220 nm，选择 300～330 nm 作为参比波长，

信号采集时间为 15 min。测得质控样牛血清白蛋白相对分子质量标准物质峰值相对分子质量的均值为 7.160×104 

Da，与参考值的相对误差为 7.76%，组间相对标准偏差为 0.49%。采用该法对市售牛血清白蛋白样品的相对分子质

量分布进行测试，组内相对标准偏差为 0.004%～0.014%，组间相对标准偏差为 1.89%。该法可以满足一般实验室对

牛血清白蛋白样品的分子量分布测定的要求。
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Determination Method of Relative Molecular Mass and Distribution of Bovine Serum Albumin
by High Performance Size Exclusion Chromatography

Yu Xiaoyan, Luo Yan, Zhang Xiaohui
（National Center of Ocean Standards and Metrology, Tianjin　300112, China）

Abstract　The determination method of relative molecular mass and its distribution of bovine serum albumin (BSA)

by high performance size exclusion chromatography was established. Chromatographic experiments conditions were as the 
following: TSK gel G3000SWXL column (300 mm×7.8 mm), a mobile phase of phosphate buffer solution (0.05 mol／L, pH 
6.8) with 0.3 mol／L sodium chloride, DAD detector with the detection wavelength of 220 nm, 300–330 nm as the reference 

wavelength, the flow rate was 1.0 mL／min，the testing interval was 15 min. MP
 of the standard material for quality control 

was 7.160×104 Da, the relative deviation between measured value and certified value of the standard quality control sample 

was 7.76% in average with inter-assay RSD of 0.49%. The relative molecular mass and distribution of BSA samples were 
tested, the intra-assay RSD ware 0.004%–0.014%, and the inter-assay RSD was 1.89%, which could reach the requirement 
for the lab to test the relative molecular mass and distribution of the BSA samples.

Keywords　high performance size exclusion chromatography; bovine serum albumin; ultrafiltration membrane; 

molecular mass; molecular mass distribution

蛋白质具有许多优良的特性，在国内外不少检

测标准中［1–2］被选定为评价超滤膜截留性能的标准

物质，因而被生产商广泛用于超滤膜生产过程的质

量控制。大部分高纯度蛋白价格比较昂贵，实际检

测工作中多使用价格较为低廉的牛血清白蛋白作为

标准物质对超滤膜截留性能进行评价。而无论是市

售蛋白还是实验室自行分离纯化获得的蛋白，其相

对分子质量及其分布均存在一定差异，这会在一定

程度上影响超滤膜截留性能的检测结果和评价结

论。

测定聚合物的相对分子质量、相对分子质量分

布通常采用高效凝胶排阻色谱法进行。标准样品

应该选择窄相对分子质量分布的物质，且当 2×103 
Da< Mp

<106 Da（Mp
为峰值相对分子质量）时，聚

合物的相对分子质量分布宽度指数 D（ /M Mw n
）

＜ 1.10（Mw
为重均相对分子质量、Mn

为数均相对

分子质量）才能用作标准物质［3］。因此利用高效凝
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胶色谱仪对牛血清白蛋白样品进行相对分子质量、

相对分子质量分布进行检测，对于完善超滤膜截留

性能的检测方法具有非常重要的意义。

标准和文献［4–5］中多利用色谱柱在一定流动

相条件下对于低相对分子质量的多肽和蛋白样品进

行相对分子质量及其分布进行研究，而对用于超滤

膜性能评价的相对分子质量为 104～105 Da 的蛋白

质研究较少。使用不同的色谱柱、在不同的流动相、

离子强度、pH 值等参数下，对相对分子质量及其分

布的检测结果也有一定差异。由于蛋白质溶解于纯

水中时溶液的酸碱度接近于中性，而文献中多采用

有机相和较低 pH 值的流动相对样品进行测量［6–8］，

这和评价超滤膜截留性能时所采用的接近于中性的

溶液环境有很大差异，因此采用接近于中性的流动

相作为实验条件更加符合实际情况。

到目前为止，我国已经定值的、适合用于评价

超滤膜的蛋白质相对分子质量有证标准物质只有

牛血清白蛋白（Mp
=66 446 Da）、马心肌红蛋白（Mp

=16 951 Da）、细胞色素 C（Mp
=12 355 Da）。由于

所购蛋白质相对分子质量的定值方法与本方法不

同，本实验以标准物质证书给出的参考值作为 Mp

使用。其它相对分子质量为 104～105 Da 的蛋白质

尚未得到准确定值，本实验以供应商提供的数据和

文献值作为 Mp
，建立一种可以快速检测 10～67 kDa

的蛋白相对分子质量和相对分子质量分布的检测方

法，并将该方法用于牛血清白蛋白的相对分子质量

和相对分子质量分布的测定。

1　实验部分

1．1　主要仪器与试剂

高效液相色谱仪：Agilent 1260 Infinity 型，美国

安捷伦公司；

移液器：100～1 000 μL，德国 Eppendorf 公司；

电子天平：CP225D 型，德国 Sartorius 公司；

pH 计：ORION 3STAR 型，美国 Thermo 公司；

超纯水机：UPH–I–40 型，成都超纯科技有限公

司；

样品管：5 mL ；

过滤头：0.45 μm 孔径醋酸纤维素膜；

医用注射器：2 mL ；

磷酸二氢钠、磷酸氢二钠：均为色谱纯，美国

Sigma 公司；

氯化钠：色谱纯，天津市光复精细化工研究所；

高 效 凝 胶 排 阻 色 谱 柱：TSKgel G3000 SWXL

型（300 mm×7.8 mm），日本东曹公司；

混合色谱标准品：含甲状球蛋白、γ 球蛋白、鸡

卵清白蛋白、马心肌红蛋白、维生素 B12，美国 Biorad
公司；

牛血清白蛋白相对分子质量标准物质、细胞色

素 C 相对分子质量标准物质：中国计量科学研究院；

β 乳球蛋白：美国 Sigma 公司。

1．2　标准物质溶液和样品溶液的配制

将一瓶混合色谱标准品（以下简称 Biorad 混标）

溶解于 10 mL 流动相中，其中甲状球蛋白、γ球蛋白、

鸡卵清白蛋白各含5 mg，马心肌红蛋白含量约为2.5 
mg，维生素 B12 约为 0.5 mg。分别称取牛血清白蛋

白相对分子质量标准物质、细胞色素 C 相对分子质

量标准物质和 β 乳球蛋白各约 5 mg，溶解于 10 mL
流动相［0.05 mol／L 磷酸盐缓冲溶液（pH 6.8）–0.3 
mol／L 氯化钠溶液］中，配制成混合标准溶液（以下

简称混标 C）。称量约 5 mg 待测蛋白样品，溶解于

10 mL 流动相中。将 Biorad 混标、混标 C 及待测蛋

白样品分别用 0.45 μm 的醋酸纤维素过滤膜过滤，

上机测定。

1．3　标准品的紫外吸收光谱

将相对分子质量标准品配制成适当浓度的溶

液，在凝胶色谱仪中可以直接测得各种分离组分的

色谱数据，根据测定结果选择 220 nm 作为检测波

长。根据所有被分析的标准品和蛋白质样品的光谱

数据，选择 300～330 nm 范围的参比波长以获得最

佳响应值。

1．4　色谱条件

高 效 凝 胶 排 阻 色 谱 柱：TSKgel G3000 SWXL
型（300 mm×7.8 mm）；进样体积：20 μL ；流动相：

0.05 mol／L 磷酸盐缓冲溶液（pH 6.8）–0.3 mol／L
氯化钠溶液，流速为 1 mL／min ；检测器：DAD ；检

测波长：220 nm ；信号采集时间：15 min。

1．5　数据处理

采用 Agilent 1260 化学工作站配置的 GPC add-
on 数据处理软件进行数据处理。在软件中打开标

准物质溶液的色谱图，指定相应的色谱峰并输入相

应的相对分子质量标准物质的相对分子质量信息，

采用线性拟合方法，软件自动生成标准曲线。然后

打开样品溶液的色谱图，选定使用的标准曲线及需

要计算的相对分子质量分布范围，软件自动计算出

样品的相对分子质量（峰值相对分子质量 Mp
、数均

相对分子质量 Mn
、重均相对分子质量 Mw

、Z 均相对



 化学分析计量 2013 年，第 22 卷，第 5 期22

分子质量 MZ
）及相应的相对分子质量分布。使用

色谱图积分面积百分比法可得样品的主组分占可检

出组分的比例约为 85%。根据软件计算出的相对

分子质量及相对分子质量分布情况，该牛血清白蛋

白样品中主组分在 60～80 kDa 相对分子质量范围

的 Mp
为 7.321 1×104 Da，其相对分子质量分布指数

D 在 1.009 2～1.009 6 之间，满足 D 小于 1.10 的条件，

见图 1。
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图 1　牛血清白蛋白样品中主组分的相对分子质量及其分布图

2　结果与讨论

2．1　标准物质和流动相的选择

分别使用混合色谱标准品、牛血清白蛋白相对

分子质量标准物质、马心肌红蛋白相对分子质量标

准物质、细胞色素 C 相对分子质量标准物质、β 乳球

蛋白、铁蛋白、过氧化物酶、鸡卵清白蛋白、核糖核酸

酶 A，选取 3 种流动相配比进行试验：T1 流动相为 0.1 
mol／L 磷酸盐缓冲溶液（pH 6.7）–0.1 mol／L Na2SO4

溶液；T2 流动相为 0.05 mol／L 磷酸盐缓冲溶液（pH 
6.8）–0.3 mol／L NaCl 溶 液；T3 流 动 相 0.1 mol／L 
磷酸盐缓冲溶液（用 NaOH 溶液调至 pH 6.8）–0.2 
mol／L NaCl 溶液。将上述标准品分成若干组，分别

混合，并在相应的流动相中溶解后进样。

试验发现，过氧化物酶与 Biorad 混标中的鸡卵

清白蛋白、核糖核酸酶 A 与 Biorad 混标中的细胞色

素 C 在色谱中的保留体积非常接近而且相对分子

量相对偏差不超过 10%，所以予以剔除［9］。由于铁

蛋白的纯度不佳、维生素 B12 为非采样点，所以将二

者剔除。所选蛋白标准物质在 3 种流动相条件下线

性拟合曲线的相关系数 r2 分别为 0.988 3，0.995 3，

0.994 6。

选用 Biorad 混标和混标 C，在 T2 流动相条件

下，分两组进样，可达到基线分离且峰形较好，如图

2。相对分子质量对数值 y 与保留体积 x（mL）的

线性方程为 y=–0.330 2x+7.961 8，线性相关系数 r2

为 0.995 3。
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1—甲状球蛋白；2—γ 球蛋白；3—牛血清白蛋白；4—鸡卵清白蛋白；

5—β 乳球蛋白；6—马心肌红蛋白；7—细胞色素 C

图 2　T2 流动相下 7 种相对分子质量参考标准物质的叠加色谱图

2．2　检测波长的选择

使用 DAD 检测器可直接获得选用蛋白质样品

在 210～400 nm 范围内的光谱数据，如图 3。由图 3
可以看出，所有选用的蛋白质样品都在 280 nm 处有

吸收峰，而在 220 nm 处的吸光度要远高于 280 nm
处。马心肌红蛋白和细胞色素 C 在 340～400 nm 附

近吸光度逐渐高于 280 nm 处的吸光度。因此选择

220 nm 作为检测波长、300～330 nm 作为参比波长

可以避免负峰的出现和获得较高的灵敏度。

200 250
nm

300 350 400
λ

图 3　种蛋白质标准品的紫外光谱图

2．3　测量精密度和准确度

采用 T2 流动相和优选的 7 种蛋白制作标准

曲线，对牛血清白蛋白样品主组分中相对分子质

量 60～80 kDa 范围的蛋白分布进行测定。连续两

天，进行 3 组平行试验，每组均采用 Biorad 混标和

混标 C 新制作一条校准曲线。第一天进样一组，进

样 1 次，平行进样 3 针；第二天进两组，每组进样 3
次，每次平行进样 3 针。计算测定结果的平均值及

组内和组间相对标准偏差，数据见表 1。由表 1 数

据计算得该方法组内总平均值为 83.410%，相对标

准偏差为 0.004%～0.014% ；组间相对标准偏差为

1.89%，选定显著水平 α=0.05，经过 F 检验可以判定

3 组数据的精密度没有显著差异，属于等精密度测

量。测量精密度可以满足一般实验室对牛血清白蛋

白的相对分子质量分布测定的要求。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　表 1　牛血清白蛋白相对分子质量分布比例测量结果　　　　　　　　　　　　　　　　%

组序号 进样序号 测得值 次均值 组内均值 组内 RSD 总均值 组间 RSD
1 1 84.615，84.632，84.612 84.619 84.602 0.014

83.410 1.89
2

1
2
3

83.573，83.570，83.575
83.574，83.577，83.580
83.579，83.584，83.583

83.573
83.577
83.582

83.577 0.006

3
1
2
3

82.034，82.030，82.028
82.033，82.037，82.036
82.030，82.031，82.037

82.031
82.036
82.033

82.033 0.004

选定显著水平 α=0.05 ；将 3 组数据进行互相比

对，自由度 f1–2，f1–3，f2–3 分别为 10，10，16 ；根据公式

计算合并样本方差 Sp(1–2)，Sp(1–3)，Sp(2–3) 分别为 0.007，

0.006，0.004 ；根据公式计算统计量结果，并查表，结

果 为 t1–2=228.11 ＞ t0.05，10=2.23，t1–2=622.48 ＞ t0.05，10 
=2.23，t1–2=807.67 ＞ t0.05，16=2.16。经过 t 检验可判

定组间测量结果存在不可忽略的差异，这说明用凝

胶排阻色谱法测定牛血清白蛋白相对分子质量分布

的方法，在不同组进行测量时存在一定的系统误差，

测量结果具有参考价值。

由于目前测量相对分子质量分布没有参考标

准，所以对于该方法的准确度评价可以考虑使用校

准曲线计算出某种蛋白的相对分子质量与其参考值

进行比对。采用牛血清白蛋白相对分子质量标准物

质作为样品，连续 6 天，分 6 组进样。根据相对分

子质量对数值 y 与保留体积 x（mL）的线性方程为

y=–0.330 2x+7.961 8，计算出该样品的 Mp
，以标准物

质证书给定的值 66 446 Da 作为 Mp
的参考值，计算

其相对误差，并得出均值的相对误差为 7.76%，见表

2。结果表明，通过校准曲线计算出的 Mp
值与参考

表 2　牛血清白蛋白相对分子质量标准物质样品测量的相对误差

序号
保留体积／

mL
测定值／

Da
相对

误差／%
均值／

Da
均值相对
误差／%

1 9.404 72 018 8.39

71 600 7.76

2 9.409 71 745 7.97
3 9.410 71 690 7.89
4 9.410 71 690 7.89
5 9.414 71 472 7.56
6 9.423 70 985 6.83

值有一定程度的偏离，使用该方法对样品分子量的

测量具有参考价值。

2．4　不同来源的同种蛋白保留时间差异性考察

分别将不同来源和相同来源的牛血清白蛋白

质分组进样检测，计算测量结果，并对测量结果进行

F 检验和 t 检验［10–11］，检验结果见表 3 和表 4。选定

显著水平 α=0.05 进行双侧 F 检验和 t 检验。F 检

验结果表明，无论是否同种来源的蛋白其测量属于

等精度测量。t 检验结果表明，分别来自中国计量科

学研究院（表 3 中简称计量院）和 Sigma 公司（表 3
中简称 Sigma）的牛血清白蛋白其淋洗体积差异显

著；对同种来源的牛血清白蛋白，组 1 和组 2 之间

的淋洗体积差异不显著，见表 4。
表 3　不同来源牛血清白蛋白的保留体积的假设检验结果

来源 保留体积／mL 组内均值／mL 参考
组内

标准差／mL
组间

标准差／mL
F 检验
结果

自由度 γ t t0.05，γ 显著差异

计量院 9.409，9.414，9.422 9.415 是 0.007 9
0.025 7 等精度 4 4.84 2.78 是

Sigma 9.381，9.385，9.392 9.386 否 0.006 7

表 4　同种来源牛血清白蛋白的保留体积的假设检验结果

组别 保留体积／mL 组内均值／mL 组内标准差／mL 合并方差／mL F 检验结果 自由度 γ t t0.05，γ 显著差异

组 1
9.386，9.385，9.384
9.387，9.388，9.391
9.391，9.392，9.392

9.388 0.003 1

0.002 9 等精度 16 0.74 2.12 否

组 2
9.393，9.388，9.389
9.392，9.392，9.391
9.387，9.386，9.387

9.399 0.002 6

以上实验结果表明，不同来源的同种蛋白，其

保留体积（时间）也可能有略微差异，并且这种差异

不可忽略。在制作标准曲线时应尽可能采用有证标

准物质，否则会增大测量结果的不确定度。

3　结语

高效凝胶排阻色谱法测定超滤膜截留性能评

价用牛血清白蛋白的相对分子质量及其分布，分析

速度快，可以提高检测实验室对于截留标准品的质

量控制，对于完善超滤膜截留性能评价方法具有重

要意义。

该方法测量牛血清白蛋白相对分子质量有一

定的误差，因此仅具有参考价值。　　（下转第 26 页）




