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《蛋白质纯化分析仪校准规范》（送审稿）

编写说明

一、任务来源

根据国家质量监督检验检疫总局 2020 年国家计量技术法规计划立项，由南

京市计量监督测试院、中国计量科学研究院、中国计量测试学会、黑龙江省计量

检定测试研究院和上海市计量测试技术研究院承担《蛋白质纯化分析仪校准规

范》的制定工作。

二、规范制定的必要性

蛋白质是生物体中广泛存在的一类生物大分子，由核酸编码的α－氨基酸之

间通过α－氨基和α－羧基形成的肽键连接而成的肽链，经翻译后加工而生成的

具有特定立体结构的、有活性的大分子。随着生命科学和生物技术的发展以及生

物产业的兴起，蛋白质纯化分析在临床检验、食品安全、医药等领域的应用与日

俱增，在新新领域如抗体生产，慢病毒，细胞治疗等领域也发挥着具体作用。蛋

白质纯度与大众健康紧密相连。许多重要的临床生化指标都离不开蛋白质的纯化

及纯度分析，并且临床检验仪器的检定和校准同样也离不开高纯度蛋白质标准物

质。

蛋白质纯化分析仪根据所要纯化的目的蛋白的特性，利用液相色谱结合不同

的色谱柱可以进行凝胶过滤、离子交换、疏水层析、反相层析和亲和层析，可用

于分离和纯化各种生物分子，包括天然蛋白质，重组和融合蛋白质、肽、寡核苷

酸、质粒、病毒、抗生素、生物碱等，可以检测、分离、纯化环境微生物、植物、

动物和人体中的多种生物分子。尤其适用于检测、纯化、分离制备蛋白质，包括

已知和未知蛋白质的纯化，蛋白药物的分离，病毒等生物颗粒的分离。显然蛋白

质纯化分析仪的性能将会影响到蛋白质检测、分离、纯化的最终结果。同时蛋白

纯化过程中，对于 pH,电导，流速，压力等各方面参数的控制，对于蛋白纯化的

效率及蛋白的质量也起着至关重要的作用。

因此，为了保证分析结果的准确，有必要对蛋白质纯化分析仪的性能进行校

准和质量控制。由于是蛋白质纯化分析是近年来兴起的新新领域，目前国内外还

有没针对蛋白质纯化分析仪仪器的相关标准，只有针对于药物生产中对仪器自带



分析软件的相关标准要求（如 FDA 的 21-CFR-part11）。国内也尚未出台有关蛋

白质纯化分析仪的检定规程或校准规范。随着蛋白质纯化分析仪的需求和数量随

着生物制药的兴起成指数级增长，对于仪器性能的要求也越来越高，如何确保其

结果的准确性和溯源性，从而确保产品质量的问题日益凸显。因此，对蛋白质纯

化分析仪的计量特性指标及其校准方法进行研究，并整理形成相关技术规范，对

仪器性能进行校准和质量控制是十分必要和急迫的。

三、《蛋白质纯化分析仪校准规范》制定过程

1、2020 年国家质量监督检验检疫总局计量司批准全国生物计量技术委员关于

《蛋白质纯化分析仪校准规范》的立项，南京市计量监督测试院、中国计量科学

研究院、中国计量测试学会、黑龙江省计量检定测试研究院承担，上海市计量测

试技术研究院参加起草，项目正式启动。

2、2020 年 7 月 南京计量监督检测院牵头的《蛋白质纯化分析仪校准规范》起

草组就规范的架构设定、校准项目、具体指标等广泛听取了仪器生产厂家和相关

领域专家的建议和意见。

3、2021 年 6 月 根据实验数据，规范起草小组在南京召开中期会议，对规范的

进展进行讨论，最终确定规范主要技术依据和项目指标。

4、2022 年 9 月 规范起草小组完成征求意见稿编写，广泛争取各领域专家意见。

四、规范制定的主要技术依据及原则

4.1技术依据

JJG 705－2014 《液相色谱仪检定规程》

4.2制定原则

4.2.1 架构

架构上按照引言、范围、引用文献、术语和计量单位、概述、计量特性、

校准条件、校准项目和校准方法、校准结果、复校时间间隔表达 10 个部分制定

《蛋白质纯化分析仪校准规范》。

4.2.2 术语与计量单位的选择

术语和计量单位、计量特性、通用技术要求与校准项目和校准方法、原则上

与JJF 1071-2010 国家计量校准规范编写规则保持一致。



术语方面，对蛋白质的定义给出明确的定义。

4.2.3 计量特性确定原则

根据蛋白质纯化分析仪在实际应用中的主要功能和性能指标，并结合一定

数量、具有代表性的不同型号、不同厂家生产的蛋白质纯化分析仪上的实验，形

成本规范确定的计量特性。

蛋白质纯化分析仪主要的纯化和分离原理包括凝胶过滤层析、离子交换层

析、疏水层析、反相层析和亲和层析。分析仪的工作流程主要包括待测样品通过

进样系统，由输液系统进入分析仪的分离系统，根据样品中各组分在层析柱内固

定相和流动相间分配或吸附等特性的差异，达到分离效果，由检测器检测各组分

的保留时间和响应值（峰面积或峰高）后由样品收集系统收集目标蛋白质。分析

仪除了传统的紫外检测器外通常还配有 pH 检测器、电导检测器等多种检测器实

时控制流路中各项理化参数，以确保蛋白质分离的效果。分析仪主要由进样系统、

输液系统、检测系统、分离系统、收集系统和数据处理系统组成。

计量特性确认为泵流量示值误差、泵流量稳定性、泵梯度流量准确度、pH

检测示值误差、pH 检测重复性、电导检测示值误差、电导检测重复性、电导检

测温度示值误差、紫外检测器波长示值误差、紫外检测器波长重复性、收集器温

度示值误差、收集器加样示值误差、收集器加样重复性、整机定量重复性和整机

定性重复性。

4.2.4 校准设备及标准物质选择的原则

根据选择的计量特性，规范中给出了不同的计量器具。

针对温度性能，规范确定数字温度计，要求的测量范围包括-10.0～100.0）℃，

最大允许误差为±0.1℃。

分析天平：最大称量不小于 100g，最小分度值不大于 1mg。

标准物质选择方面可以选择纯品蛋白标准物质，相对扩展不确定度小于等于

8%，k=2。

五、规范制定说明

《蛋白质纯化分析仪校准规范》共分为引言、范围、引用文献、术语和计量

单位、概述、计量特性、校准条件、校准项目和校准方法、校准结果、复校时间

间隔表达 10 个部分



5.1范围

本规范适用于用于基于液相色谱技术的蛋白质纯化分析仪的计量性能的

校准。

5.2引用文献

《蛋白质纯化分析仪校准规范》主要依据本规范引用了下列文件：

JJG 705－2014 液相色谱仪检定规程

5.3 术语和计量单位

蛋白质是生物体中广泛存在的一类生物大分子，由核酸编码的α氨基酸之间

通过α氨基和α羧基形成的肽键连接和成的肽链，经翻译后加工而生成具有特定

立体结构的、有活性的大分子。

5.4概述

在概述部分，主要对蛋白质纯化分析仪的用途、原理和仪器组成进行了简要

介绍。

5.5计量特性

在计量特性部分，主要针对蛋白质纯化分析仪的特点，选择一定数量的、不

同型号的仪器进行试验测试。通过分析在一定数量、具有代表性的不同型号、不

同厂家生产的蛋白质纯化分析仪实验数据的基础上，综合蛋白质纯化分析仪在实

际应用中的主要功能和性能指标，考虑其具体应用的要求，形成本规范确定的计

量项目和校准方法，包括泵流量示值误差、泵流量稳定性、泵梯度流量准确度、

pH 检测示值误差、pH 检测重复性、电导检测示值误差、电导检测重复性、电导

检测温度示值误差、紫外检测器波长示值误差、紫外检测器波长重复性、收集器

温度示值误差、收集器加样示值误差、收集器加样重复性、整机定量重复性和整

机定性重复性。

5.6校准条件

在校准条件部分，主要针对蛋白质纯化分析仪的使用状况，规定了相关使用

环境条件，并规定了校准用的标准物质和其他设备。

5.7校准项目和校准方法

根据计量特性部分确定的计量项目，确定相关计量校准方法。

5.7.1校准前准备及检查



在校准前需将蛋白质纯化分析仪正常开机，并将流动相换为纯水，将流路冲

洗干净，并且检查蛋白纯化仪流路系统是否有泄漏，各部件是否能正常工作。

5.7.2泵流量设定值误差和流量稳定性

用专用管路连接仪器的出口、入口，以脱过气的水做流动相，通过管路冲

洗系统，使系统中充满水。将温度计插入流动相内，测量试验温度。设定适当

的流量，当输液泵运行稳定后，在泵测量范围中均匀取三个测量点，用合适的

干燥的容量瓶（事先清洗、干燥后称重）分别接收规定时间流出的流动相。测

量次数、时间、使用容量瓶规格如下表所示。将测量得到的容量瓶分别在分析

天平上称重，重复三次，按公式(1)计算流量的实测值，按公式(2)计算流量设

定值误差 SS，按公式(3)计算流量稳定性误差 SR。

表 1 泵流速测定参数表

泵流速设定值（mL/min） 0.2~1.0 1.0~10 10~100

测量次数 3 3 3

流动相收集时间（min） 5~10 2~5 1

使用容量瓶大小(ml) 25 100 1000

2 1( ) / ( )m tF W W t   (1)

式中：

mF ——流量实测值，mL/min；

2W ——容量瓶加流动相的质量，g；

1W ——容量瓶的质量，g；

t ——实验温度下流动相的密度，g/cm3,(不同温度下流动相的密度参见附

录 C)；

t ——收集流动相的时间，min。

100%m s
s

s

F FS
F


  (2)

式中：

sS ——流量示值误差，%；

mF ——同一设定流量 3 次测量值的算术平均值，mL/min；

sF ——流量设定值，mL/min。



max min 100%R
m

F FS
F


  (3)

式中：

RS ——流量稳定性，%；

maxF ——同一设定流量 3 次测量值的最大值，mL/min；

minF ——同一设定流量 3 次测量值的最小值，mL/min；
mF ——同一设定流量 3 次测量值的算术平均值，mL/min。

5.7.3泵梯度流量准确度测试

将仪器连接好，不接色谱柱，设定检测波长为 254nm。按表 2 设置梯度参数，

如果系统不支持自动变化梯度，则每隔 30s 手动设置梯度参数。开始测试前，先

用水平衡系统至少 10 分钟，等待基线平稳后开始执行梯度程序。设置流速为

1.0ml/min，采集梯度曲线，测量各溶液配比时的输出信号值，重复测量两次，

用公式（4）计算每一阶梯对应的响应信号值的变化值 iL 。按公式(5)计算五段阶

梯响应信号值的总平均值 iL ；按公式（6）计算每一段的梯度误差 Gi，取最大者

作为仪器的梯度误差。

1 1( 1) 2 2( 1)( ) ( )
2

i i i i
i

L L L LL    
 (4)

式中：

iL ——第 i 段阶梯响应信号值的平均值；

1iL ——第 i 段阶梯第 1 组响应信号值；

1( 1)iL  ——第（i-1）段阶梯第 1 组响应信号值；

2iL ——第 i 段阶梯第 2 组响应信号值；

2( 1)iL  ——第（i-1）段阶梯第 2 组响应信号值。

1

n
i

i
i

L
L

n
 (5)

式中：

iL ——5 段阶梯响应信号值得总平均值；



n——梯度的阶梯数，n=5。

i i
i

i

L LG
L


 (6)

式中：

iG ——第 i 阶段的梯度误差。

表 2 梯度参数表

序号 通道 A(%) 通道 B(%)

1 100 0

2 80 20

3 60 40

4 40 60

5 20 80

6 0 100

7 100 0

5.7.4 pH检测器示值误差和重复性

使用温度计测量 pH 标准溶液温度，对于 pH 标准溶液的标准值进行修正。

使用 pH 值相邻两种标准物质（如 4.01、6.86 的组合或 6.86、9.18 的组合）仪器

自带的 pH 校准功能对仪器的 pH 检测器进行校准，确认 pH 检测器的校准功能

完好可用。

使用另一种 PH 标准缓冲溶液平衡系统，使用 pH 检测器检测标准溶液连续

测量 6 次，取平均值作为仪器示值，按公式(7)计算仪器 pH 检测器示值误差，按

公式 (8)计算 pH 检测器测量重复性。

=  - pH pH pH 仪器 仪器 标准 (7)

式中：

pH 仪器 ——pH 检测器示值误差，pH；

pH仪器——3 次 pH 检测器测量的平均值，pH；

pH标准——pH 溶液标准值的修正值，pH。



2( ) 1 100%
5
i

PH
pH pH

S
pH


   (8)

式中：

PHS ——pH 检测器测量重复性，%。

5.7.5电导率检测器温度示值误差、示值误差和重复性

使用纯水对于分析仪进行平衡，在仪器电导传感器前端收集流动相，使用温

度测量仪器检测流动相温度，重复测量 3 次得到 1T 。将流路恢复在电导传感器

后端收集流动相，使用温度测量仪器检测流动相温度得到 2T ，同时读取仪器温

度显示值 ，按公式(9)计算测量温度误差。

1 2

2
s
T TT T 

  (9)

式中：

T ——电导检测器温度示值误差，℃；

sT ——电导检测器显示温度，℃；

1T ——3 次电导检测器前端流动相温度测量的平均值，℃；

2T ——3 次电导检测器后端流动相温度测量的平均值，℃。

温度测量结束后，使用电导率溶液平衡系统，使用电导率检测器检测标准溶

液 6 次，取平均值作为仪器示值，按公式(10)计算仪器电导率检测器示值误差，

按公式 (11)计算电导率检测器测量重复性。

=  -    仪器 仪器 标准 (10)

式中：

 仪器 ——电导率检测器示值误差，S/cm；

 仪器 ——6 次电导率检测器测量的平均值，S/cm；

标准 ——电导率溶液标准值的修正值，S/cm。

2( ) 1 100%
5
i

S
 




   (11)

式中：



S ——电导率检测器测量重复性。

5.7.6紫外检测器波长示值误差和重复性

将检测器和数据处理系统连接好，通电预热稳定后，用注射器将纯水注入检

测池内进行冲洗后，充满检测池。待仪器稳定后，从检测器入口注入紫外分光光

度计用溶液标准物质（空白），待检测器示数稳定后，在（235±5）nm、（257±

5）nm、（313±5）nm、（350±5）nm 的各波长下将检测器示数回零。然后，从

检测器入口注入紫外波长标准物质，待示值稳定后，调节检测器波长进行测量。

例如测试 235nm 时，从 230nm 开始到 240nm，每 0.5 分钟改变 1nm，记录每个

波长下的吸收值。有波长扫描功能的仪器可画出紫外分光光度计用溶液标准物质

光谱曲线。测得的最大或最小吸收值对应的波长即为特征波长实际测量值，重复

测量 3 次，3 次测量值的平均值与参考波长之差为波长示值误差，3 次测量值中

的最大值与最小值之差为波长重复性。按此方法依次测试 235nm、257nm、313nm、

350nm 处的波长示值误差和重复性。

5.7.7收集系统温度准确性

将温度计探头固定在试剂仓和反应仓中试剂相应的位置，将分析仪通电，

设置为常用的储存和反应温度。待温度稳定后，记录下温度计温度读数并开始

计时，每隔 2min 记录一次读数，共计 15 次，求出平均值。根据公式（12）计

算温度示值误差。根据公式（13）计算温度稳定性。

dT T T   (12)

式中：

T —— 温度示值误差，单位摄氏度（℃）；

dT —— 分析仪设置温度，单位摄氏度（℃）；

T —— 15 次测量的平均值，单位摄氏度（℃）。

0 max 0 minfT T T   (13)

式中：

fT —— 温度稳定性，单位摄氏度（℃）；

0maxT —— 15 次测量中的最高温度，单位摄氏度（℃）；

0minT —— 15 次测量中的最低温度，单位摄氏度（℃）。

5.7.8收集系统加样准确性



首先将可密封容器（如 500 L 带盖离心管，可以防止容器内的水分挥发）

在的电子天平上称量质量；然后将去盖容器放到分析仪加样模块的合适位置，

通过分析仪命令控制收集器往该容器中加入 200 L 平衡至室温的除气纯水，

立即盖上容器在电子天平上称量质量；用温度计测量纯水温度并从附录 C中查

找到对应的密度，根据公式（14）计算加液体积；重复测量 6次，取后 3次测

量结果根据公式（15）计算加液体积示值误差；根据公式（16）计算加液体积

重复性。

0m mV




（14）

式中： V——加液体积，单位微升（L）；

m——容器和纯水的总质量，单位毫克（mg）；

m0——容器质量，单位毫克（mg）；

——室温下水的密度，单位克每毫升（g/mL）。
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式中： V0——体积设定值，单位微升（L）；

Vi——后三次加液体积测量值，单位微升（L）；

EV——加液体积示值误差，无量纲（%）。
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（16）

式中： VRSD ——加液体积重复性，无量纲（%）；

iV ——第 i次加液体积测量结果，单位微升（L）；

V ——6 次加液体积测量结果平均值，单位微升（L）；

n ——测量次数，n=6。

5.7.9整机性能测试

将仪器各部分联接好，选用用户指定的色谱柱和相适应的流动相和测量参

数，检测波长设置为 215nm，基线稳定后由注射器注入 50L 的 1mg/mL 的 C 反

应蛋白标准物质进行测试。连续测量 6 次，分别记录色谱图中相应的保留时间和

峰面积，根据式 17，以峰面积的相对标准偏差计算定量重复性，以保留时间的



相对标准偏差计算定性重复性。
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定性（定量）

（17）

式中：

RSD定性（定量）
——定性（定量）测量重复性相对标准偏差；

iX ——第 i 次测得的保留时间或峰面积；

X ——6 次测量结果的算术平均值；

i——测量序号；

n——测量次数。

6 不确定度评定

6.1 测量方法

采用温度测量装置对蛋白质纯化分析仪的温度进行测量，并与振荡箱设置

温度进行比较。

6.2 测量模型

示值误差可由公式（18）给出

max max st t t   (18)

式中：

maxt —— 温度上偏差，单位摄氏度（℃）；

maxt —— 各测量点规定时间内测量的最高温度，单位摄氏度（℃）；

st ——设备设定温度，单位摄氏度（℃）。

6.3 不确定度来源

（1）蛋白质纯化分析仪测量重复性引入的不确定度。

（1）蛋白质纯化分析仪测量重复性引入的不确定度。

（2）温度测量标准器引入的不确定度。

6.4 不确定度分量的估算

（1）蛋白质纯化分析仪测量重复性引入的不确定度 cu

选定一台蛋白质纯化分析仪，使用温度测量装置在 22℃校准点，连续测

量 10 次，得到一组测量值：22.3℃，22.2℃，22.1℃，22.3℃，22.4℃，22.2℃，

22.3℃，22.1℃，22.4℃，22.3℃，。
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℃

则单次测量结果的实验标准差 ( )is x ：

则 1
( ) 0.04
10
is xu   ℃

（2）温度测量标准器引入的不确定度分量
sc

u 。

由标准物质引入的不确定度分量
sc

u 主要由标准器温度分辨力引入的不确

定度，标准器修正值引入的不确定度，标准器稳定性引入的不确定度组成。

标准器分辨力为 0.01℃，不确定度区间半宽 0.005℃，服从均匀分布，则

分辨率引入的标准不确定度分量：

2
0.005 0.003

3
u   ℃

标准器温度修正值的不确定度 U=0.04℃，k=2，则标准器温度修正值引入的

标准不确定度分量：

3 / 0.04 / 2 0.02u U k   ℃

标准器稳定性引入的标准不确定度分量，本标准器相邻两次校准温度修正值

最大变化为 0.10℃，由此引入的标准不确定度分量为：

4
0.10 0.06

3
u   ℃

6.5 标准不确定度一览表

标准不确定度一览表见表 2。

表 2 蛋白质纯化分析仪温度测定结果标准不确定度一览表

标准不确定度分量 u(xi) 不确定度来源 标准不确定度值

1u 温度测量重复性 0.04℃

2u 标准器分辨力 0.003℃

3u 标准器修正值 0.02℃

4u 标准器稳定性 0.06℃

6.6 合成标准不确定度 cu



由于各不确定度输入量不相关，故

2 2 2 2
1 2 3 4+ 0.08cu u u u u    ℃

6.7 扩展不确定度

取 k=2，则仪器示值误差的扩展不确定度为 =2 =0.16 cU u ℃。

7 计量器具控制

在计量器具控制部分，主要对蛋白质纯化分析仪的校准条件、标准物质、其

他要求进行了具体的描述和限制。

《蛋白质纯化分析仪仪校准规范》规范制定起草小组

2022 年 09 月
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