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4 种常用蛋白质测定方法用于中药注射剂中大分子蛋白检测的适用性研究 
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摘  要：目的  探究 4 种常用蛋白质测定方法用于中药注射剂中大分子蛋白检测的适用性。方法  比较磺基水杨酸法、考马

斯亮蓝法、福林酚（Lowry）法、体积排阻色谱（SEC）法的灵敏度、专属性，并将 4 种方法分别用于测定 5 种市售中药注

射剂中的大分子蛋白，比较测定结果。结果  磺基水杨酸法灵敏度不高，考马斯亮蓝法和 Lowry 法的专属性较差，SEC 法

灵敏度高且专属性好。以 SEC 法测定 5 种市售中药注射剂样品，均未检出大分子蛋白。结论  SEC 法可用于中药注射剂中

大分子蛋白测定。 
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Determinatoin of macromolecule protein in Chinese materia medica injection 
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Abstract: Objective  To investigate the feasibility of four methods for macromolecule protein determination in Chinese materia 
medica (CMM) injection. Methods  The sensitivity, specificity, and protein test results of sulfosalicylic acid, Coomassie brilliant blue, 

Lowry, and size exclusion chromatograph (SEC) methods on five kinds of CMM injections were compared. Results  Sulfosalicylic 

acid method had low sensitivity, Coomassie brilliant blue and Lowry methods had poor specificities, and SEC method had high 

sensitivity and good specificity. No protein was detected in five kinds of CMM injection by SEC. Conclusion  SEC is suitable for the 

determinatoin of macromolecule protein in CMM injection. 

Key words: Chinese materia medica injection; protein; Coomassie brilliant blue method; sulfosalicylic acid method; Lowry method; 

size exclusion chromatograph method 

 

中药注射剂是我国的特有制剂，是传统中药的

创新剂型，与其他药物剂型相比，具有生物利用度

高、作用迅速等特点，尤其在治疗急重症方面具有

优势。随着中药注射剂在临床上应用的日益广泛，

不良反应的报道也随之增多，其安全性问题引起了

人们的关注[1-2]，而中药注射剂中可能残存的蛋白质

等大分子物质可能是导致其不良反应的重要因素之

一。《中国药典》2010 年版一部收录的中药注射剂

蛋白质检查方法为磺基水杨酸法，以有无沉淀反应

来进行判定，但该方法灵敏度不高，且偶有假阳性

情况出现，如在以牛纤维蛋白原为对照的试验研究

中，分别采用鞣酸试液和 30%磺基水杨酸检查的检

出限均为 102.6 μg/mL[3]，未能对中药注射剂中的蛋

白质进行有效的控制，因此，必须寻找一种快速、

灵敏的检测方法来控制中药注射剂中的大分子蛋白

的量。 

目前，分析领域广泛用于蛋白质测定的方法主

要有考马斯亮蓝法、凯氏定氮法、双缩脲法、福林

酚（Lowry）法、紫外吸收法、磺基水杨酸法、体

积排阻色谱（SEC）法等[4]，鉴于各方法的优缺点， 
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可考虑将其应用到中药注射剂中大分子蛋白质的检

测，为提高中药注射剂质量提供技术支持。如何实

现中药注射剂中大分子蛋白的准确、灵敏、快速检

验，有必要开展进一步的考察。本研究综合上述各

方法的测定原理、灵敏度、适用范围及中药注射剂

自身特点，选取磺基水杨酸法、考马斯亮蓝法、

Lowry 法和 SEC 法，进行中药注射剂中大分子蛋白

测定适用性的对比研究，并以市售 5 种中药注射剂

进行验证。 

1  仪器和试药 

Omega Macrosep 超滤浓缩离心管，聚醚砜膜，

15 mL 样品量，截留相对分子质量 1 000，PALL 公

司；UV-2550 紫外分光光度计，日本岛津公司；

H1850R 高速冷冻离心机，长沙湘仪检测设备有限

公司。 

考马斯亮蓝 G-250、Lowry 储备液、磺基水杨

酸、聚山梨酯-80、甘油、1,2-丙二醇、亚硫酸氢钠、

鞣酸等均为分析纯试剂。 

标准蛋白物质：牛血清白蛋白，中国食品药品

检定研究院，质量分数 100%，批号 140619-201120；

核糖核酸酶 A，Sigma 公司，质量分数 100%，批号

031M7013V；人胰岛素，Amresco 公司，活力 27.5 

U/mg，批号 11070738-201106；胸腺肽 α1，Amresco

公司，质量分数 99.0%，批号 110321050-2011106。 

清开灵注射液，批号 11022411，河北神威药业

有限公司；丹香冠心注射液，批号 1204003，上海

中西制药有限公司；丹参注射液，批号 120514，浙

江康恩贝制药股份有限公司；热毒宁注射液（批号

110610、110801、120202）、银杏二萜内酯葡胺注射

液（批号 110601、121101、130301），江苏康缘药

业股份有限公司；均为市售产品。 

2  方法与结果 

2.1  各储备液的配制 

2.1.1  磺基水杨酸溶液的制备  称取30 g磺基水杨

酸，加水使溶解，定容至 100 mL，需临用新配。 

2.1.2  考马斯亮蓝 G-250 溶液的制备  精密称取考

马斯亮蓝 G-250 100 mg，加入 95%乙醇 50 mL，再

加入 85%磷酸 100 mL，用蒸馏水定容至 1 000 mL，

滤过，备用。 

2.1.3  Lowry 试剂的制备  取 2 mol/L Lowry 储备

液和水，以体积为 1∶16 的配比配制，混匀，放入

冰箱内避光保存，备用。 

2.1.4  碱性铜试剂的制备  取氢氧化钠 10 g，碳酸

钠 50 g，加水 400 mL 使溶解，作为甲液；取酒石

酸钾 0.5 g，加水 50 mL 使溶解，另取硫酸铜 0.25 g，

加水 30 mL 使溶解，将两液混合作为乙液，临用前，

合并甲、乙液，并加水至 500 mL，现配现用。 

2.1.5  鞣酸试液的制备  取鞣酸 1 g，加乙醇 1 mL，

加水溶解并稀释至 100 mL，摇匀，即得。需临用

新配。 

2.2  对照品溶液的配制 

分别精密称取牛血清白蛋白、核糖核酸酶 A、

胸腺肽 α1 对照品适量，水溶解并制成质量浓度分

别为 1.10、1.06、0.84 mg/mL 的溶液，作为母液，

置于冰箱内保存。另精密称取人胰岛素对照品适量，

加 0.025%三氟乙酸溶解并制成质量浓度为 1.07 

mg/mL 的溶液，作为母液，置于冰箱内保存。 

2.3  供试品溶液的制备 

分别取聚山梨酯-80、甘油、1,2-丙二醇、亚硫

酸氢钠、鞣酸适量，加水使溶解并制成质量分数分

别为 1%、15%、50%、0.1%、0.005%的溶液，作为

各辅料的供试品溶液，备用；分别取市售 5 种注射

液（共 9 批）各 1 mL，分别加水稀释至 10 mL，摇

匀，作为各市售注射液的供试品溶液，备用。 

2.4  测定方法 

2.4.1  磺基水杨酸法[5]  取各注射液供试品溶液 1 

mL 置于不同比色管中，加新配制的 30%磺基水杨

酸溶液 1 mL，混匀，放置 5 min，观察是否出现浑

浊。注射液中如含有遇酸能产生沉淀的成分，可改

加鞣酸试液 1～3 滴，观察是否出现浑浊。 

2.4.2  考马斯亮蓝法[6]  取各注射液供试品溶液 1 

mL 置于不同比色管中，加入考马斯亮蓝 G-250 溶

液 5 mL，摇匀，静置 5 min，在 595 nm 处测定吸光

度（A）值。取牛血清白蛋白对照品适量，用水溶

解并制成浓度分别为 59.0、35.4、23.6、3.0、1.5 μg/mL

的溶液，作为系列对照品溶液，各取 1 mL 置于不

同比色管中，按供试品溶液方法测定 A 值，以标准

曲线法计算。 

2.4.3  Lowry法[5]  取各注射液供试品溶液1 mL置

于不同比色管内，加入 1 mL 碱性铜试剂，摇匀，

再各加入 4 mL Lowry 试剂，立即混匀，置 55 ℃水

浴中准确反应 5 min，置冷水浴 10 min，在 650 nm

的波长处测定 A 值。取牛血清白蛋白对照品适量，

用水溶解并制成浓度分别为 118.0、94.4、23.6、11.8、

5.9 μg/mL 的溶液，作为系列对照品溶液，各取 1 mL

分别置于不同比色管中，按供试品溶液方法操作，
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测定 A 值，以标准曲线法计算。 

2.4.4  SEC 法 [7]  TSK G2000SWxl 凝胶色谱柱

（300 mm×7.8 mm，5 μm）；以乙腈-0.1%三氟乙酸

水溶液（30∶70）为流动相；体积流量 0.7 mL/min；

检测波长 214 nm；柱温 30 ℃。精密量取胸腺肽 α1

对照品溶液和各注射液供试品溶液各 10 μL 注入高

效液相色谱仪，将先于胸腺肽 α1 保留时间的色谱

峰所对应的物质视为大分子蛋白质，按照峰面积归

一化法计算。 

2.5   专属性考察 

2.5.1  辅料干扰验证考察  以注射剂中常用辅料聚

山梨酯-80、甘油、1,2-丙二醇、亚硫酸氢钠及鞣酸

进行考察，按上述方法测定，结果以磺基水杨酸法

测定，5 种辅料均未产生浑浊，说明此 5 种辅料对

磺基水杨酸法测定蛋白质无明显干扰；以考马斯亮

蓝法测定，聚山梨酯-80、鞣酸、1,2-丙二醇均有一

定的吸收，干扰较大，甘油和亚硫酸氢钠干扰较小，

可以忽略；以 Lowry 法测定，聚山梨酯-80 产生浑

浊，甘油、1,2-丙二醇、亚硫酸氢钠及鞣酸均有较

大的干扰；以 SEC 法测定，均无明显干扰。 

2.5.2  小分子物质干扰验证考察  以5种注射液的

小分子物质部分进行考察。取 5 种市售注射液各 1 

mL，分别置于超滤浓缩离心管（截留相对分子质

量 1 000）内，再各加入 4 mL 水，于 10 ℃、6 000 

r/min 的条件下，离心浓缩至 1 mL 以下，取小分子

部分的离心液定容至 10 mL，摇匀，作为各注射液

的小分子物质供试品溶液。取此供试品溶液按上述

4 种方法分别测定，结果以考马斯亮蓝法测定，热

毒宁、丹参、丹香冠心、清开灵注射液的小分子部

分均有较大吸收，干扰严重，银杏二萜内酯葡胺注

射液的小分子部分无明显干扰；以 Lowry 法测定，

5 种注射液的小分子部分均有极大吸收，若以此法

测定中药注射液中大分子蛋白质的质量浓度，所得

结果将会与真实值相差极大。以磺基水杨酸法测

定，除清开灵注射液外，均未出现浑浊现象，而清

开灵注射液的小分子部分则出现黄色浑浊，有文献

报道[8]清开灵注射液中含有胆酸和黄酮类化合物，

遇酸会产生沉淀，故另取清开灵注射液小分子样品

1 mL，加鞣酸试液 3 滴，未出现浑浊，即 5 种注射

液的小分子部分无明显干扰。以 SEC 法测定，均

无明显干扰。 

2.6  灵敏度考察 

取牛血清白蛋白、核糖核酸酶 A、人胰岛素、

胸腺肽 α1 对照品溶液母液适量，分别用水稀释成

一系列不同质量浓度的溶液，按上述各测定方法进

行考察，结果：磺基水杨酸法检测核糖核酸酶 A、

人胰岛素及胸腺肽 α1 并不灵敏，且加入量达到 500 

μg 左右时，仍未能检出；牛血清白蛋白可以检出，

当加入量在 31.0 μg 时，可以看到沉淀，但加入量

在 24.8 μg 时，未能看到沉淀，故认为磺基水杨酸

法测定牛血清白蛋白的检测限为 31.0 μg，该法测定

核糖核酸酶 A、人胰岛素及胸腺肽 α1 不灵敏。以考

马斯亮蓝法测定，胸腺肽 α1 无明显的吸收峰；牛

血清白蛋白、核糖核酸酶 A、人胰岛素的检测限依

次分别为 1.5、5.3、1.7 μg/mL。以 Lowry 法测定，

牛血清白蛋白、人胰岛素、核糖核酸酶 A、胸腺肽

α1 的检测限依次为 4.2、13.4、10.6、7.0 μg/mL。以

SEC 法测定，牛血清白蛋白、人胰岛素、核糖核酸

酶 A、胸腺肽 α1 均有较好的响应，以人胰岛素考察

该方法的灵敏度，其检测限为 0.03 μg。 

2.7  市售样品中大分子蛋白质测定 

由于考马斯亮蓝法和 Lowry 法的专属性较差，

故以磺基水杨酸法和 SEC 法进行测定。结果以磺基

水杨酸法测定，丹香冠心、丹参、热毒宁、银杏二

萜内酯葡胺注射液在加入 30%磺基水杨酸溶液后均

未出现浑浊现象，而清开灵注射液则出现黄色浑浊，

加鞣酸试液 3 滴后，未出现浑浊，即 5 种注射液均

未检出大分子蛋白质。以 SEC 法测定，5 种注射液

均未检出大分子蛋白质。 

3   讨论 

3.1  从灵敏度和专属性方面考察方法的可行性 

以牛血清白蛋白、核糖核酸酶 A、人胰岛素、

胸腺肽 α1 4 种对照品进行的灵敏度考察结果可以

看出，4 种方法的灵敏度顺序为 SEC 法＞考马斯亮

蓝法＞Lowry 法＞磺基水杨酸法。其中磺基水杨酸

法的灵敏度不高，有可能造成假阴性结果；SEC

法的灵敏度较高，可以检测到纳克级别。从灵敏度

方面考察，SEC 法最好，考马斯亮蓝法和 Lowry

法次之。 

以注射剂中常用辅料聚山梨酯-80、甘油、1,2-

丙二醇、亚硫酸氢钠及鞣酸进行的专属性考察结果

可以看出，5 种辅料对磺基水杨酸法和 SEC 法无明

显干扰；聚山梨酯-80、1,2-丙二醇及鞣酸对考马斯

亮蓝法有一定的干扰，而甘油和亚硫酸氢钠对其无

明显干扰；5 种辅料对 Lowry 法均有较大干扰，极

易造成假阳性结果。 
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综合 4 种方法的灵敏度和专属性考虑，SEC 法

要明显优于另外 3 种方法，考马斯亮蓝法、磺基水

杨酸法和Lowry法若用于中药注射剂中大分子蛋白

质的检测均存在一定弊端，易造成假阳性或假阴性

结果。 

3.2  从样品方面比较方法的可行性 

以市售样品的小分子物质部分进行干扰验证考

察，其对磺基水杨酸法和 SEC 法均无明显干扰；而

对考马斯亮蓝法（除银杏二萜内酯葡胺注射液外）

和 Lowry 法的干扰极大，若应用于中药注射剂中大

分子蛋白质的测定，极易出现假阳性结果。 

4  结论 

由于中药注射剂中成分复杂且大部分带有颜

色，造成考马斯亮蓝法和 Lowry 法的专属性较差，

易产生假阳性的结果，磺基水杨酸法由于灵敏度的

限制，致使其所得结果的准确性降低，可能出现假

阴性结果。综合灵敏度和专属性考察结果，SEC

法用于中药注射剂中大分子蛋白质的检测相对更

为可行。 
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