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前  言 

本标准按照GB/T 1.1-2009《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写》给出的规则起草。 

本标准的某些内容可能涉及专利，本文件的发布机构不承担识别这些专利的责任。 

本标准由国家药品监督管理局提出。 

本标准由全国外科植入物和矫形器械标准化技术委员会组织工程医疗器械产品分技术委员会

（SAC/TC110/SC3）归口。 

本标准起草单位：中国科学院过程工程研究所，四川省食品药品检验检测院、中国食品药品检定研

究院。 

本标准主要起草人:。  
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组织工程医疗器械产品 胶原蛋白 第 2 部分：I 型胶原蛋白分子量

检测——十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳法 

1 范围 

本标准规定了用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）测定 I 型胶原蛋白分子量的

方法。本标准适用于组织提取的 I 型胶原蛋白分子量的测定。 

注：重组胶原蛋白肽可参考本方法进行其分子量测定。 

2 规范性引用文件 

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本

文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。 

YY T 1453-2016 组织工程医疗器械产品 I型胶原蛋白表征方法 

《中华人民共和国药典》。 

3 术语及其定义 

YY T 1453-2016 中的术语和定义适用于本文件。 

4 原理 

SDS-PAGE 分离蛋白质的原理是根据大多数蛋白质都能与阴离子表面活性剂十二烷基硫酸钠

（SDS）按重量比结合，形成复合物，使蛋白质分子所带的负电荷远远超过天然胶原蛋白分子的净

电荷，消除了不同蛋白质分子的电荷效应，使蛋白质按分子量大小分离。根据蛋白质分子量标准品

在电泳中的迁移距离和其相对分子质量的对数值成正比的关系拟合标准曲线，根据样品的迁移率可

计算出样品相对分子质量的近似值。 

5 缩略语 

a）三羟甲基氨基甲烷：Tris； 

b）三羟甲基氨基甲烷盐酸：Tris-HCl； 

c）十二烷基硫酸钠：SDS； 

d）四甲基乙二胺：TEMED； 

e）分子量标准品：Marker； 

f）甘氨酸：Gly； 

g）盐酸：HCl。 

6 试剂及其配制 

6.1 试剂要求 

a）所用试剂均为分析纯及以上； 
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b）纯化水电阻率不低于 18.2 MΩ·cm； 

c）Ⅰ型胶原蛋白标准品建议用国家标准品； 

d）分子量标准品的分子量范围应含盖供试品的分子量。 

注：由于动物种属不同，其组织提取的胶原蛋白分子量存在差异，宜根据拟测试样品的动物种属不同选择相

同种属动物组织来源的Ⅰ型胶原蛋白标准品（如牛I型、猪I型等）。 

6.2 试剂及试剂配制 

a）30 % 丙烯酰胺（A 液）：精确称取丙烯酰胺 29.2 g 和 N,N-甲叉双丙烯酰胺 0.8 g 溶于 60 mL

水中，置 37 ℃溶解，加水定容至 100 mL，2 ℃~8 ℃避光保存； 

b）1 mol/L Tris-HCl 溶液（pH 6.8，B 液）：精确称取 Tris 12.1 g 加水溶解，用 0.1 mol/L HCl

调 pH 值至 6.8，加水定容至 100 mL，2 ℃~8 ℃保存； 

c）1 mol/L Tris-HCl 溶液（pH 8.8，C 液）：精确称取 Tris 12.1 g，加水溶解，用 0.1 mol/L HCl

调 pH 值至 8.8，加水定容至 100 mL，2 ℃~8 ℃保存； 

d）10% SDS 溶液（D 液）：精确称取 SDS 1.0 g 加水 5 mL 溶解，加水定容至 10 mL，2 ℃~8 ℃

保存，一周内使用； 

e）10%过硫酸铵（E液）：精确称取过硫酸铵1.0 g加水5 mL溶解，加水定容至10 mL，临用前配

制； 

f）甘氨酸电泳缓冲液（5×）：精确称取 Tris 15.1 g，Gly 94.0 g，SDS 5.0 g，加水溶解，加水

定容至 1 000 mL，室温保存，临用时做 5 倍稀释； 

g）SDS 样品缓冲液（5×）：取 b）溶液 0.6 mL，d）溶液 2 mL，溴酚蓝 0.01 g，丙三醇 2.5 mL，

水 4.4 mL，临用前加 β-巯基乙醇 500 μL 混匀； 

h）染色液：精确称取考马斯亮蓝 R-250 0.5 g，加入乙醇 225 mL、水 225 mL、冰醋酸 50 mL，

混匀； 

i）脱色液：量取乙醇 800 mL、水 100 mL、冰乙酸 100 mL 混匀。 

注：以上试剂也可用市售成品。 

7 仪器和设备 

a）分析天平（0.001 g）； 

b）电泳仪； 

c）电泳槽； 

d）微量注射器，5 μL、10 μL； 

e）离心机； 

f）水浴锅；  

g）凝胶影像分析系统。 

8 操作方法 

8.1 样品变性处理 

称取供试品适量（蛋白含量约 5 mg）加水 8 mL，SDS 样品缓冲液（5×）2 mL，混合后于 100 ℃

水浴中加热 5 min~10 min 使蛋白质变性，离心（650 g，5 min ~10 min）。 

a）固体样品：称取供试品适量（蛋白含量约5 mg）加水8 mL，SDS样品缓冲液（5×）2 mL，

混合后于100 ℃水浴加热5 min ~10 min使蛋白质变性，离心（650 g，5 min ~10 min）。 
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b）液体样品：取液体样品适量（蛋白含量约5 mg），加水至终体积为8 mL，SDS样品缓冲液（5

×）2 mL，混合后于100 ℃水浴加热5 min ~10 min使蛋白质变性，离心（650 g，5 min ~10 min）,

加样体积10 μL。 

注：如果样品溶解后的pH值非中性时需要在加热变性之前调整pH值至中性。 

8.2 电泳凝胶制备 

8.2.1 凝胶溶液组成 

不同凝胶的组成见表1。 

表 1 凝胶溶液组成 

试液（mL） 
凝胶种类 

分离胶溶液（7.5%） 浓缩胶溶液（5%） 

水 2.82 2.1 

A液 1.5 0.5 

C液 2.28  

B液  0.38 

D液 0.06 0.03 

E液 0.06 0.03 

TEMED 0.008 0.005 

注：以上试剂也可用市售凝胶 

 

8.2.2 分离胶制备 

根据表 1 配制分离胶溶液，灌入凝胶板内至一定高度，加水封顶，室温下聚合（室温不同，聚

合时间不同）。 

8.2.3 浓缩胶制备  

根据表1配制浓缩胶溶液，待分离胶溶液聚合后，用滤纸吸取上面的水层，再灌入浓缩胶溶液（用

前加TEMED），插入样品梳，注意避免气泡出现。 

8.3 加样 

待浓缩胶溶液聚合后小心拔出样品梳，将电极缓冲液注满电泳槽的前后槽，在加样孔中加入蛋

白分子量标准品5 μL，Ⅰ型胶原蛋白标准品10 μL和待测样品10 μL。 

8.4 电泳 

将电泳缓冲液加入电泳槽内，安装好凝胶板，可采用恒压或者恒流电泳模式。参考电泳条件为：

推荐采用恒压电泳，初始电压为 80 V，进入分离胶时调至 120 V。 

注：可根据不同电泳仪设置不同参数。 

8.5 染色 

电泳完毕后取出胶片，置染色液中轻轻晃动条件下染色 1 h~2h。 
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8.6 脱色 

染色后的凝胶先用水冲洗表面的多余染料，再用脱色液浸泡脱色。更换脱色液，至凝胶背景透

明为止。 

9 结果 

9.1 电泳图谱 

     利用凝胶电泳成像仪拍照。见示图1。 

 

 

示图1 Ⅰ型胶原蛋白电泳图谱 

 

9.1 分子量计算 

a) 迁移速率 

用卡尺或用凝胶影像分析系统测量溴酚蓝指示剂和蛋白迁移距离。按下试计算迁移速率： 

相对迁移速率（   ）  
蛋白质迁移距离

脱色后胶条长度
 

脱色前胶条长度

溴酚蓝指示剂迁移距离
    ……………(1) 

供试品主要成分迁移率应与Ⅰ型胶原蛋白标准品迁移率一致。 

注：凝胶胶片的厚度不一样，可能会导致条带的移行距离出现差异，建议胶的厚度为1.0 mm ~1.2 mm。 

a) 标准曲线 

以R'm为横坐标，分子量标准蛋白各条带相对分子量的对数值为纵坐标，拟合线性回归方程，绘

制标准曲线，给出标准曲线方程的公式。 

           , R
2
……………… （2） 

式中， 

Log M ——蛋白分子量标准品的对数值； 

a     ——常数； 

b     ——常数； 

R'm    ——相对迁移率； 

R
2     ——标准曲线回归常数。 

c) 分子量计算 

将供试品蛋白相对迁移率代入公式计算，由分子量标准蛋白的标准曲线求得供试品的单个条带

分子量； 
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I型胶原蛋白分子量按下式计算： 

 型胶原分子量      链分子量   链分子量……………(3) 

10 可接受准则 

a）用于绘制标准曲线的分子量标准品，其电泳图谱应包括不少于5个条带，并应符合说明书提

供的谱带图示，在泳道中从上至下的分布范围与其标准蛋白分子量一致，待测样品的分子量应包含

在分子量标准梯度范围内； 

b）标准曲线回归常数R
2 
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