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引言：1

人血白蛋白是一种血液制剂，广泛用于临床。其含

量的测定，目前国内外仍采用经典的凯氏定氮法，该法

操作复杂，费时费力。为了寻求一种简便的方法，本文

对测定人血白蛋白含量进行了实验研究，提出了血液制

剂人血白蛋白含量测定的新方法，并探讨了其实际应用

的可行性。此法快速简便，稳定可靠，可以推广应用。

1　检测条件

1.1 仪器

（1） 凯 氏 定 氮 仪 K-360；（2） 消 解 仪 K436；（3）

AB204-N 型电子天平。

1.2 试剂

氢氧化钠、硼酸、硫酸铜、硫酸、硫酸钾试剂均采

用分析纯；

水采用广州屈臣氏食品饮料有限公司的饮用水。

1.3 蛋白质检测方法设置

滴定类型：硼酸  蒸馏搅拌速度：5s

滴定搅拌速度：7s  反应时间：10s

蒸汽力度：80%  蒸馏时间：480s

开始滴定：480s  水：50mL

40% 氢氧化钠：10mL 2% 硼酸：10mL

2　供试品的制备

精密量取 1.55mL 人血白蛋白 [10g/ 瓶（20% 50mL）]，

至 50mL 容量瓶中，加 0.9% 氯化钠溶液稀释至刻度，摇

匀，精密量取 1mL 置消解管内，加硫酸钾 0.3g 与 30% 硫

酸铜溶液 5 滴，再沿瓶壁滴加硫酸 2.0mL，放入消解仪，

安装完善，消解仪调到 3 档 180℃消解 5min（去除水分），
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调 到 6 档 350 ℃ 消 解 5min（接 近 硫 酸 沸 点 ）， 调 到 7 档

410℃消解 60min，至溶液变成澄明的绿色，再继续消解

10min，取出，冷却 [1]。

3　实验操作步骤

按照说明书的要求将已冷却的消解管装入凯氏定氮

仪的正确位置，关上安全门，连接水源。按照 1.2 的检测

方法设置蛋白质含量测定的方法，其中水 50mL，氢氧化

钠 10mL，硼酸 10mL。将配制好的 40% 的氢氧化钠，2%

的硼酸和纯化水分别置自动蒸馏仪相应的大瓶中，用

F=1.001 的 0.005mol/L 的硫酸滴定液自行自动滴定，记录

数据。

4　含量测定检测结果及分析

4.1 滴定结果

滴定结果如表 1 所示。

4.2 计算公式

蛋白质含量%=[F×T×（V终-V空）×V稀×6.25]/（W取

×M标）×100% （1）

式中：

F 为滴定液的浓度值与其名义值之比，F=1.001；

T 为滴定度，T=0.1401mg/mL；

V终为样品滴定体积；

V空为空白滴定体积；

V稀为样品稀释的体积，稀释体积 =50mL；

W取为样品取样量，取样量 =1.55mL；

M标为标示量，标示量=10g/50mL×1000=200mg/mL[2]。

5　方法学验证

5.1 重复性试验

取同一供试品，供试品溶液制备方法按照《2015 版

中国药典》四部通则 0704 制备 6 份供试品。按照正文含
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量测定方法，测定每份样品中蛋白质含量的滴定量，结

果 RSD=0.40%（n=6），表明重复性良好（如表所示）。

测定样品中蛋白质含量的滴定量

6　讨论

6.1 氢氧化钠的影响

40% 氢氧化钠的作用是中和硫酸，变成碱性条件，

加热使氨气游离出来，硼酸吸收。配制注意事项是及时

搅拌，在通风橱内配制，放凉后使用。若搅拌不及时容

易结晶，那么溶液浓度容易达不到要求，所测结果会偏

低。若很热使用，反应过于剧烈。另外氢氧化钠不纯的

话，会导致空白数值不稳定，影响检测的准确性。同时，

NaOH 加的都是偏过量的，浓度偏差不大的情况下，对结

果没有什么影响 [4]。

6.2 硼酸的影响

样品与浓硫酸和催化剂一同加热消解，使蛋白质分

解，其中碳、氢被氧化为 CO2 和 H2O 逸出，而样品中的

有机氮转化为氨与硫酸结合成硫酸铵，硫酸铵用 NaOH

中和生成 NH3·H2O，加热又分解为氨，用硼酸吸收，吸

收氨后的硼酸生成硼酸氨再以标准硫酸溶液滴定，根据

标准酸消耗量计算蛋白质的含量。所以硼酸应过量使用，

使产生的氨可以充分被吸收，确保滴定数据准确。

6.3 硫酸铜、硫酸钾与硫酸的影响

硫酸铜在整个消解反应中起到催化剂的作用，使蛋白

质被分解；而硫酸则与被转化为的氨结合为硫酸铵，继续

进行下一步的反应；硫酸钾就起到提高硫酸沸点的作用[5]。

6.4 消解温度和时间的影响

整个消解过程需要有一个升温的过程，一下子升温

太高，固体样品容易碳化导致实验失败，只有开始消解

时，由小的消解温度到恒定，消解管整体才能受热均匀，

一般泡沫不会溢出管外。同时初始消解时温度不可过低，

过低造成消解时间延长。实验证明初始消解温度 180℃为

宜，只要消解管内无泡沫产生，并按照上述时间升温程

序把温度提高到 410℃左右，就可加快消解速度。

7　总结

根据上述的讨论进行思考，设计硼酸、氢氧化钠的

加入量不同，探讨稀硫酸的滴定量，最终得出加入 40%

氢氧化钠 10mL，2% 硼酸 10mL 最为合适。同时，经过与

消解仪工程师的沟通和经验得出消解仪调到 3 档 180℃消

解 5min（去除水分），调到 6 档 350℃消解 5min（接近硫

酸沸点），调到 7 档 410℃消解 60min，至溶液变成澄明的

绿色，再继续消解 10min，取出，冷却，这样的消解程序

最为适合人血白蛋白的消解。经过方法学验证中的重复

性 RSD=0.40%（n=6），表明重复性良好，该检测方法条

件良好，适用人血白蛋白含量测定的检测。

从本次能力验证返回的试验报告来看，有部分实验

室在同一日期测定样品，没有理解作业指导书中要求返

回 3 次独立实验结果的意义。应至少在不同日期对样品

进行测定，或由不同的人员操作，考量不同批次试剂配

制等重现性因素，以求涵盖尽可能多的实验误差，并非

指在同一天将所有样品平行测完。凯氏定氮法测定人血

白蛋白中蛋白质含量为《中国药典》2015 年版三部通则

规定的法定检测方法，从本次能力验证统计结果来看，7

家血液制品批签发授权药检机构人血白蛋白蛋白质含量

测定能力验证结果均为优秀；有 2 家非批签发单位实验

室本次能力验证结果为不满意 [7]。在通常情况下，影响

能力验证结果的因素为仪器设备、人员操作、标准品、

实验试剂等等，单位自身应按照能力验证要求进行调查

并彻底纠正或消除引起偏差的因素。本次能力验证为在

血液制品行业内的首次能力评价，建议血液制品企业、

授权批签发药品检验机构及其他相关单位积极参与中国

食品药品检定研究院组织实施的能力验证，并通过参加

能力验证进一步熟悉检测和校准实验室能力的通用要求，

对本实验室检验检测结果的准确性和可靠性进行自我评

价，及早消除潜在的偏差因素，加强实验室检测质量控

制，提高能力验证结果的满意水平。从而更好地推动血

液制品的质量控制工作，提高我国血液制品检验检测实

验室的技术能力和整体水平。
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