
第46卷第5期 河 北 科 技 大 学 学 报 Vol.46,No.5

2025年10月 Journal
 

of
 

Hebei
 

University
 

of
 

Science
 

and
 

Technology Oct.
 

2025
 

  文章编号:1008-1542(2025)05-0553-08

考马斯亮蓝法测定蛋白质含量的优化
刘金铭1,李 丽1,王 培1,刘力强1,刘 浩2,周晓辉1

(1.河北科技大学食品与生物学院,河北石家庄 050018;

2.河北科技大学资产与实验室管理处,河北石家庄 050018)

摘 要:针对传统考马斯亮蓝法在痕量蛋白质检测中灵敏度不足、稳定性差的问题,根据其反应原

理对各个环节进行优化。首先,用酶标仪和96孔板替代传统的紫外分光光度计和比色皿,以提高

检测通量与精度;其次,用20
 

mmol/L磷酸盐缓冲液(phosphate
 

buffer,PB)替代水作为稀释液,以
增强蛋白质溶出度;最后,将考马斯亮蓝G-250溶液优化为最佳配方———5

 

mg考马斯亮蓝G-250
溶于含5%(体积分数,下同)的95%乙醇和13%的85%磷酸的水溶液中。结果表明:最佳反应体

系为等体积牛血清白蛋白(bovine
 

serum
 

albumin,BSA)与考马斯亮蓝G-250溶液反应,最优反应

条件为避光反应10
 

min;蛋白质浓度在0~21
 

mg/L范围内线性关系良好(线性相关系数R2>
0.99),检测限低至1

 

μg/mL,准确度(80%~115%)和精密度(RSD<4%)均在药典参考值限度内。
本文成功实现了痕量蛋白质的精准定量分析,且具有低成本、快速、高通量的特点,为蛋白质相关研

究提供了更为精准、高效的技术支持。
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Abstract:This
 

study
 

addressed
 

the
 

issues
 

of
 

insufficient
 

sensitivity
 

and
 

poor
 

stability
 

of
 

traditional
 

Coomassie
 

Brilliant
 

Blue
 

method
 

in
 

trace
 

protein
 

detection
 

by
 

systematically
 

optimizing
 

each
 

procedural
 

step
 

based
 

on
 

its
 

reaction
 

principles.
 

Firstly,
 

a
 

microplate
 

reader
 

combined
 

with
 

96-well
 

plates
 

was
 

employed
 

to
 

replace
 

traditional
 

ultraviolet
 

spectrophotometers
 

and
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cuvettes,
 

thereby
 

improving
 

detection
 

throughput
 

and
 

precision.
 

In
 

addition,
 

20
 

mmol/L
 

phosphate
 

buffer
 

(PB)
 

was
 

used
 

as
 

the
 

diluent
 

instead
 

of
 

water
 

to
 

enhance
 

protein
 

solubility.
 

Lastly,
 

the
 

optimal
 

formulation
 

of
 

Coomassie
 

Brilliant
 

Blue
 

G-250
 

solution
 

was
 

prepared
 

by
 

dissolving
 

5
 

mg
 

Coomassie
 

Brilliant
 

Blue
 

G-250
 

in
 

an
 

aqueous
 

solution
 

containing
 

5%
 

of
 

95%
 

ethanol
 

and
 

13%
 

of
 

85%
 

phosphoric
 

acid.
 

Validation
 

results
 

demonstrate
 

that,
 

the
 

optimal
 

reaction
 

system
 

involved
 

an
 

equal
 

volume
 

of
 

bovine
 

serum
 

albumin
 

(BSA)
 

mixed
 

with
 

the
 

Coomassie
 

Brilliant
 

Blue
 

G-250
 

solution,
 

with
 

the
 

ideal
 

reaction
 

conditions
 

being
 

a
 

10-minute
 

incubation
 

in
 

the
 

dark.
 

The
 

method
 

demonstrates
 

excellent
 

linearity
 

(R2>0.99)
 

within
 

the
 

protein
 

concentration
 

range
 

of
 

0~21
 

mg/L,
 

with
 

a
 

detection
 

limit
 

as
 

low
 

as
 

1
 

μg/mL.
 

Both
 

satisfactory
 

accuracy
 

(80%~115%)
 

and
 

precision
 

(RSD<4%)
 

meet
 

pharmacopoeia
 

reference
 

standards.
 

This
 

study
 

successfully
 

achieves
 

accurate
 

quantitative
 

analysis
 

of
 

trace
 

proteins,
 

offering
 

a
 

cost-effective,
 

rapid,
 

and
 

high-throughput
 

approach,
 

thereby
 

providing
 

more
 

precise
 

and
 

efficient
 

technical
 

support
 

for
 

protein-related
 

research.
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  在生物制药领域,蛋白质含量测定是确保产品质量的关键步骤。通过测定蛋白质含量,生产企业能够有

效监控生产过程中的批次间差异,对确保产品的一致性和合规性具有重要作用[1]。在基础生物学研究领域,
蛋白质含量的测定是了解细胞功能、代谢途径和疾病机制的基础[2]。在医学领域,蛋白质含量的测定常用于

疾病的诊断和监测[3]。例如,血液中特定蛋白质(如肿瘤标志物)的含量变化可以用于癌症的早期诊断和药

物治疗效果的评估[4]。在食品科学领域,蛋白质含量测定技术是评价食品营养品质的重要手段,其测定结果

的准确性直接关系到食品标签中营养成分信息的真实性和可靠性[5]。
在《中华人民共和国药典》[6](以下简称《药典》)中,蛋白质含量测定方法主要包括凯式定氮法(检测范围

0.2~2.0
 

mg)、福林酚法(20~250
 

μg)、双缩脲法(1~10
 

mg)、BCA 法(80~400
 

μg)与考马斯亮蓝法

(1~200
 

μg)。这些传统方法普遍存在稳定性差、灵敏度低等缺点,仅适用于宏量蛋白质的测定。相比之下,
高效液相色谱法与基于抗原-抗体特异性结合的酶联免疫吸附测定法等技术具有高特异性、高精准度等优

势,通常用于特定蛋白质的检测[7-9]。然而,这些方法所需的实验试剂及设备昂贵,实验过程复杂,检出成本

高,耗时长,且不能检测出总蛋白质含量[10-11]。例如,王琰等[12]利用高效液相色谱法测定发酵类抗生素中的

残留蛋白质,该方法价格昂贵且操作繁琐。综上,现有蛋白质含量测定技术普遍存在灵敏度低、检测成本高、
耗时长及适用性有限等缺点,缺乏痕量总蛋白质含量测定的通用方法。

本文针对现有蛋白质检测技术的局限性,基于考马斯亮蓝法的原理[13],优化其反应体系(包括反应体积与

比色容器)、检测仪器配置、试剂配比方案和反应条件[14],在实验过程中严格控制干扰因素,避免去污剂(如
Triton

 

X-100、十二烷基硫酸钠等表面活性剂)[15]、与染色液反应的样品及强碱性样品溶液对染色反应[6]的影

响,以期将考马斯亮蓝法优化成为一种灵敏度极高、高通量、快速、精准且通用的蛋白质含量测定方法[16-17]。

1 仪器与材料

1.1 仪器

AL104电子天平,梅特勒托利多仪器上海有限公司提供;紫外分光光度计,上海元析仪器有限公司提

供;ELx800酶标仪,BioTek公司提供。

1.2 试剂

牛血清白蛋白(bovine
 

serum
 

albumin,
 

BSA)标准品、十二水合磷酸氢二钠、二水合磷酸二氢钠、考马斯

亮蓝G-250,均由北京索莱宝科技有限公司提供。

2 实验方法

2.1 反应容器及检测仪器的优化

2.1.1 样品混合液的制备

根据《药典》中考马斯亮蓝法的规定,制备0.1
 

mL不同浓度(0、10、20、40、60、80
 

mg/L)的BSA溶液与

1
 

L酸性染色液(含0.1
 

g考马斯亮蓝G-250,50
 

mL
 

95%乙醇,100
 

mL
 

85%磷酸),并将二者制备成混合

溶液。
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2.1.2 标准曲线的绘制

紫外分光光度计检测:分别取上述混合溶液2.5
 

mL置于比色皿中,利用紫外分光光度计测定595
 

nm
波长处的吸光度值。以水或稀释液作为空白对照,以BSA标准品溶液的浓度作为横坐标,以相对应的吸光

度值作为纵坐标,绘制标准曲线,并计算线性回归方程[6]。
酶标仪检测:分别取上述混合溶液200

 

μL置于96孔板中,利用酶标仪在595
 

nm波长处测定吸光度值,
每个样品做3个平行样。以水或稀释液作为空白对照,由式(1)计算BSA标准品溶液的实际吸光度值。

x实 =􀭺x测 -􀭺x0
 , (1)

式中:x实 为BSA标准品溶液的实际吸光度值;􀭵x测 为测得的平均吸光度值;􀭵x0 为空白对照的平均吸光度值。
以BSA标准品溶液的浓度作为横坐标,以x实 作为纵坐标,绘制标准曲线,并建立线性回归方程,计算线

性相关系数R2 以评估线性关系。
2.2 反应试剂与条件的优化

2.2.1 样品稀释液的优化

取十二水合磷酸氢二钠0.873
 

8
 

g,二水合磷酸二氢钠0.243
 

6
 

g,置于180
 

mL的超纯水中。将溶液pH
值调至7.0后,加超纯水稀释到200

 

mL,用0.22
 

μm滤膜过滤,取滤液,即得20
 

mmol/L磷酸盐缓冲液

(phosphate
 

buffer,
 

PB)稀释液。分别以水和PB稀释液作空白对照,绘制标准曲线并计算线性回归方程,对
比二者的线性相关系数R2 和检测限。
2.2.2 BSA标准品溶液的优化

用分析天平精确称取10
 

mg
 

BSA标准品,置于1.5
 

mL离心管中,加入1
 

mL
 

20
 

mmol/L
 

PB稀释液,并
用旋涡振荡仪摇匀,制得1

 

mL浓度为10
 

mg/mL的BSA标准品溶液。利用20
 

mmol/L
 

PB稀释液将

10
 

mg/mL的BSA标准品溶液稀释至0.1
 

mg/mL,备用。
用20

 

mmol/L
 

PB稀释液将0.1
 

mg/mL的BSA标准品溶液进行梯度稀释,制成质量浓度分别为0、3、
6、9、12、15、18、21

 

mg/L的BSA标准品溶液。不同浓度BSA标准品溶液的具体配制方法如表1所示。
表1 不同浓度BSA标准品溶液的配制

Tab.1 Preparation
 

of
 

BSA
 

standard
 

solution
 

with
 

different
 

concentrations

μL

成分   
BSA标准品溶液质量浓度/(mg/L)

0 3 6 9 12 15 18 21
  0.1

 

mg/mL
 

BSA 0 30 60 90 120 150 180 210
  20

 

mmol/L
 

PB 1
 

000 970 940 910 880 850 820 790

2.2.3 反应底物及反应条件的优化

配制不同质量浓度的考马斯亮蓝溶液,所需考马斯亮蓝G-250的质量以及95%乙醇、85%磷酸的体积

如表2所示。
表2 反应底物配制

Tab.2 Preparation
 

of
 

reaction
 

substrate
反应底物 考马斯亮蓝G-250/mg 95%乙醇/mL 85%磷酸/mL 总体积/mL

考马斯亮蓝G-2501 3
 

2.5 6.5 50
 

考马斯亮蓝G-2502 4
 

2.5
 

6.5
 

50
 

考马斯亮蓝G-2503 5
 

2.5
 

6.5
 

50
 

在96孔板中依次加入100
 

μL不同质量浓度的BSA标准品溶液,然后,加入等体积的考马斯亮蓝溶液,
使二者充分混匀,避光静置反应10

 

min。同时,设置非避光对照组,于另一块96孔板中以相同方式加入相

同样品,在不避光的条件下静置反应10
 

min。反应结束后,将上述2个96孔板分别置于酶标仪中,在

595
 

nm波长处测定吸光度值,每个实验组设置3个平行样。以20
 

mmol/L
 

PB稀释液作为空白对照,由
式(1)计算BSA标准品溶液的实际吸光度值。以BSA标准品溶液质量浓度作为横坐标,以实际吸光度值作

为纵坐标绘制标准曲线,并建立线性回归方程,计算线性相关系数R2 以评估线性关系。

2.3 优化考马斯亮蓝法的方法学验证

由本课题组、河北省药品医疗器械检验研究所、浙江大学药物代谢和药物分析研究所、河北省科学院生

物研究所、石药集团中奇制药技术(石家庄)有限公司5家不同单位按照《药典》要求对优化考马斯亮蓝法测

定蛋白质含量时的稳定性、检测限、准确度及精密度进行方法学验证。
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2.3.1 稳定性及检测限验证

稳定性验证:制备1
 

mL不同质量浓度的BSA溶液(0、3、6、9、12、15、18、21
 

mg/L)与50
 

mL酸性染色液

(0.1
 

mg/mL考马斯亮蓝G-250,5%(体积分数,下同)的95%乙醇,13%的85%磷酸)。在96孔板中分别加入

100
 

μL不同质量浓度的BSA标准品溶液,随后加入等体积的考马斯亮蓝溶液,使二者充分混匀。避光静置反

应10
 

min后将96孔板置于酶标仪中,在595
 

nm波长处测定吸光度值,每个实验组设置3个平行样。以PB稀

释液作为空白对照,由式(1)计算BSA标准品溶液的实际吸光度值。以BSA标准品溶液质量浓度作为横坐标,
以实际吸光度值作为纵坐标绘制标准曲线,并建立线性回归方程,计算相关系数R2,其应不低于0.99[6]。

检测限验证:通过线性回归方程得到标准曲线的斜率,再结合标准差(standard
 

deviation,
 

SD),通过

式(2)计算该方法的检测限[12,18]

检测限=3.3×
SD

标准曲线的斜率

 

。 (2)

2.3.2 准确度验证

准确度是指所建立方法测定的结果与真实值或参考值之间的接近程度,通常用回收率表示[6]。具体验

证方法是:分别制备质量浓度为5、10、15
 

mg/L的BSA标准品溶液,与考马斯亮蓝溶液反应后,利用酶标仪

测定595
 

nm波长处的吸光度值(具体方法见2.3.1)。通过式(3)计算该方法的回收率[6]。

回收率=
c测

c真
×100%

 

, (3)

式中:c测 为将不同BSA标准品溶液的平均吸光度值代入标准曲线所求得的蛋白含量;c真 为BSA标准品溶

液的真实质量浓度。
2.3.3 精密度验证

精密度是指在规定的测定条件下,对同一均匀供试品进行多次独立测定,所得结果之间的接近程度。精

密度一般用相对标准偏差(relative
 

standard
 

deviation,
 

RSD)表示[6]。具体验证方法是:分别制备质量浓度

为0、4、9、12、21
 

mg/L的BSA标准品溶液,与考马斯亮蓝溶液反应后,利用酶标仪测定595
 

nm波长处的吸

光度值(具体方法见2.3.1)。通过式(4)计算该方法的RSD[6,19]。

RSD=
SD
􀭺x

 

, (4)

式中:SD为BSA标准品溶液的吸光度标准差;􀭺x 为BSA标准品溶液的吸光度平均值。

3 结果与讨论

3.1 反应容器及检测仪器的优化

通过标准曲线(见图1)观察吸光度值的变化。由图可知,酶标仪检测结果的线性相关系数(R2=
0.995

 

2)大于紫外分光光度计的检测结果(R2=0.990
 

9),稳定性更好。在蛋白质含量测定过程中,采用紫

外分光光度计检测时需对BSA标准品溶液进行逐个检测,而酶标仪可同时检测全部BSA标准品溶液,并且

样品反应及检测全过程仅需15
 

min,能实现快速且高通量的检测。此外,实验结果表明,反应时间和光照条

件等因素会对样品的吸光度值产生影响,进而影响考马斯亮蓝法的测定稳定性。而酶标仪检测蛋白质吸光

度值的方法能够有效控制上述干扰因素,从而提高考马斯亮蓝法测定蛋白质含量的稳定性。

图1 不同检测仪器检测BSA的标准曲线

Fig.1 BSA
 

standard
 

curve
 

detected
 

by
 

different
 

detection
 

instruments
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3.2 反应试剂与条件的优化

3.2.1 样品稀释液的优化

不同稀释液检测BSA的结果见图2与表3。结果表明,以水作为稀释液时,标准曲线的线性相关系数

R2 较低,且检测限较高;而使用20
 

mmol/L
 

PB作为稀释液时,所得标准曲线的线性相关性更好,检测限也

明显降低。《药典》中的考马斯亮蓝法用水作为稀释液,而本文结果表明,利用20
 

mmol/L
 

PB作为稀释液可

显著增强蛋白质在溶液中的稳定性,提高蛋白质浓度及其在溶出物中的占比,从而有效提升考马斯亮蓝法检

测蛋白质含量的稳定性及灵敏度[20]。

图2 不同稀释液检测BSA的标准曲线

Fig.2 BSA
 

standard
 

curves
 

with
 

different
 

diluents

 

表3 不同稀释液检测BSA的稳定性及检测限结果

Tab.3 Results
 

of
 

stability
 

and
 

detection
 

limits
 

for
 

BSA
 

testing
 

with
 

different
 

diluents
关键指标     水 20

 

mmol/L
 

PB
线性相关系数R2 0.985

 

1 0.991
 

6
检测限/(μg/mL) 0.736

 

0 0.192
 

6

3.2.2 反应底物及反应条件的优化

在不同反应底物及反应条件下测定BSA的

结果如图3与表4所示。结果表明,无论考马斯

亮蓝G-250含量如何变化,不避光条件下所得标

准曲线的线性相关系数(R2<0.99)均低于避光条

件下的(R2>0.99)。在避光条件下,不同浓度考

马斯亮蓝溶液的线性相关系数R2 呈现以下趋势:考马斯亮蓝G-2501<考马斯亮蓝G-2502<考马斯亮蓝

G-2503。在考马斯亮蓝G-250含量相同时,不避光条件下的检测限均高于避光条件的。此外,避光条件下各溶

液的检测限随浓度的变化呈现以下趋势:考马斯亮蓝G-2501>考马斯亮蓝G-2502>考马斯亮蓝G-2503。
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图3 不同反应底物及不同反应条件下测得的BSA标准曲线

Fig.3 BSA
 

standard
 

curves
 

detected
 

by
 

different
 

reaction
 

substrates
 

and
 

different
 

reaction
 

conditions

表4 不同反应底物及反应条件下BSA检测的稳定性及检测限

Tab.4 Stability
 

and
 

detection
 

limits
 

of
 

BSA
 

detection
 

under
 

different
 

reaction
 

substrates
 

and
 

conditions

关键指标    

避光 不避光

考马斯亮蓝

G-2501

考马斯亮蓝

G-2502

考马斯亮蓝

G-2503

考马斯亮蓝

G-2501

考马斯亮蓝

G-2502

考马斯亮蓝

G-2503
检测限/(μg/mL) 0.653

 

3 0.433
 

2 0.320
 

7 4.153
 

9 3.226
 

0 2.528
 

8
线性相关系数R2 0.996

 

0 0.997
 

2 0.998
 

3 0.988
 

6 0.988
 

8 0.962
 

4

王永刚等[21]的研究结果表明,总体积为50
 

mL时,考马斯亮蓝G-250的最佳含量为3
 

mg。《生物化学

实验》教科书[22]与《药典》中的考马斯亮蓝法操作过程均未提到避光操作,通常认为短时光源照射对光敏物

质影响不大。但本文实验证明,不避光条件下,考马斯亮蓝 G-250含量为3
 

mg时线性相关系数R2 为

0.988
 

6,检测限为4.153
 

9
 

μg/mL;避光条件下,考马斯亮蓝G-250含量为5
 

mg时,线性相关系数R2 提升

至0.998
 

3,检测限低至0.320
 

7
 

μg/mL。综合上述实验结果,考马斯亮蓝G-250溶液的最佳配方确定为

5
 

mg考马斯亮蓝G-250溶于含5%的95%乙醇和13%的85%磷酸的水溶液中。同时,光源对考马斯亮蓝

检测蛋白质含量的结果影响较大,BSA标准品溶液与等体积的考马斯亮蓝 G-250溶液避光条件下反应

10
 

min时,稳定性和灵敏度最佳。

3.3 优化考马斯亮蓝法测定蛋白质含量的方法学验证

3.3.1 稳定性及检测限验证

稳定性及检测限验证结果见图4及表5,5家单位测定的标准曲线的线性相关系数R2 均大于0.99,且
数值接近,表明其稳定性较强。由式(2)计算得到各单位测定结果的检测限。由于5家单位测得的SD与标准

图4 BSA标准曲线

Fig.4 Standard
 

curve
 

of
 

BSA
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表5 稳定性及检测限验证结果

Tab.5 Results
 

of
 

stability
 

and
 

detection
 

limits

BSA标准曲线   本文实验结果

复核结果

河北省药品医疗

器械检验研究所

浙江大学药物代谢和

药物分析研究所

河北省科学院

生物研究所

石药集团中奇制药技术
(石家庄)有限公司

线性相关系数R2 0.995
 

9 0.996
 

9 0.995
 

8 0.993
 

5 0.991
 

2
标准曲线的斜率 0.013

 

8 0.014
 

4 0.012
 

3 0.015
 

3 0.014
 

5
检测限/(μg/mL) 0.739

 

2 0.470
 

9 0.632
 

4 0.538
 

0 1.003
 

0

曲线的斜率存在差异,其计算得到的检测限也有所不同。5家单位的检测限结果均分布于0.470
 

9~
1.003

 

0
 

μg/mL范围内(见表5)。以中位数0.632
 

4
 

μg/mL为基准,各单位检测限的相对偏差为53%,符合

《药典》对方法验证中关于检测限允许波动范围的要求(通常接受≤100%差异)[6]。上述结果表明本文方法

的灵敏度及稳定性良好。
《药典》中,考马斯亮蓝法的BSA质量浓度梯度为0~1

 

mg/mL,李震宇等[23]在检测舒血宁注射液中的

痕量蛋白质时,BSA质量浓度梯度为0~0.048
 

mg/mL,标准曲线的R2 为0.973
 

6。本文所采用的BSA质

量浓度梯度为0~0.021
 

mg/mL,在稳定性验证实验中得出BSA标准曲线的R2 均高于0.99,与先前的研

究[23]相比具有更好的稳定性。

3.3.2 准确度验证

准确度是指用所建立方法测定的结果与真实值或参考值接近的程度,一般用回收率表示[6]。本文的准

确度验证结果见表6,5家不同单位计算的回收率均在《药典》回收率参考限度内,表明本文的准确度可靠。
表6 准确度验证结果

Tab.6 Accuracy
 

validation
 

results

BSA理论投入量/
(mg/L)

《药典》回收率

参考限度/
%

本文实验

结果/%

复核结果/%
河北省药品医疗

器械检验研究所

浙江大学药物代谢和

药物分析研究所

河北省科学院

生物研究所

石药集团中奇制药技术
(石家庄)有限公司

5 80~115 106.04 108.33 107.75 113.38 106.78
10 80~115 106.16 113.43 110.51 104.62 102.42
15 85~110 101.69 101.39 101.32 103.88 102.70

3.3.3 精密度验证

精密度是指在规定的测定条件下,对同一份均匀供试品多次取样测定所得结果之间的接近程度。精密

度一般用RSD表示[6]。精密度验证结果如表7所示,5家单位对同一浓度样品测得的RSD值存在差异,这
主要源于实验过程中不可避免的随机误差,以及各实验室在操作条件、环境温湿度、仪器性能等方面的差异。
尽管如此,所有测定结果的RSD均符合《药典》规定的可接受标准。例如,当BSA标准品溶液质量浓度为

4
 

mg/L时,《药典》规定RSD值应低于6%,而在实际测量中,最高值仅为2.655%,远低于参考值。这一结

果充分表明本文所构建的方法具有良好的精密度。
表7 精密度验证结果

Tab.7 Precision
 

investigation
 

results

BSA浓度/
(mg/L)

《药典》精密度

参考值/%
本文实验

结果/%

复核结果/%
河北省药品医疗

器械检验研究所

浙江大学药物代谢和

药物分析研究所

河北省科学院

生物研究所

石药集团中奇制药技术
(石家庄)有限公司

0 RSD<15 1.306
 

0 0.862
 

2 0.874
 

1 1.020
 

0 1.624
 

0
4 RSD<6 0.722

 

5 2.655
 

0 0.144
 

3 0.289
 

8 1.292
 

0
9 RSD<6 3.257

 

0 2.084
 

0 2.451
 

0 0.234
 

7 0.422
 

7
12 RSD<4 1.046

 

0 1.479
 

0 1.133
 

0 1.342
 

0 0.859
 

2
21 RSD<4 1.358

 

0 2.002
 

0 1.853
 

0 1.251
 

0 0.788
 

0

4 结 语

通过对考马斯亮蓝法测定蛋白质含量中的反应体系、检测仪器、反应试剂及关键条件进行系统优化,显
著提升了该方法的稳定性和可靠性。优化后方法的检测限降至约1

 

μg/mL,与传统考马斯亮蓝法相比,灵
敏度得到大幅提高。5家不同单位对该优化方法的线性关系、检测限、准确度、精密度等关键参数进行了系
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统验证。评估结果一致证实,该方法表现出良好的稳定性、准确性以及可靠性。该方法还具有通用性强、操
作简便、高通量、分析速度快、成本低等优点。优化后的考马斯亮蓝法在生产企业和市场监管部门对药品全

流程质量监控方面展现出良好的应用前景,尤其是在检测发酵法与酶法合成抗生素药品中残留的痕量总蛋

白质方面,具有应用潜力。然而,由于抗生素生产原料与工艺存在差异,其产生的杂质呈现显著的异质性,这
可能会干扰定量分析结果。因此,对抗生素样品的处理方法及测定条件仍需深入研究。
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