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一、任务来源
本国家标准的制定任务列入国家标准化管理委员会专项《国家质量基础的共性技术研究与应用》项目《生物产业共性技术标准研究》中课题《海洋生物产品质量控制与检测技术标准研究》，项目编号“2016YFF0202304”。本项任务由中国标准化研究院提出并归口，定于2019年完成。本标准起草工作组由中国科学院过程工程研究所等单位共同组成。

二、目的和意义

单抗药物对生产制造纯化工艺的效能和成本要求非常高，单抗分离纯化成本占其生产总成本的50-70%，其中蛋白A亲和层析介质是其生产的关键原材料之一，其性质和成本将决定单抗产品的最终生产成本、纯度和收率。目前， 80%以上的抗体纯化使用蛋白A亲和层析。蛋白A亲和层析介质的载量、稳定性等是单抗纯化选择介质时的首要考虑。
蛋白 A来源于金黄色葡萄球菌的一个株系，它含有5个可以和抗体分子Fc段特异性结合的结构域。将蛋白 A偶联至基质上（以琼脂糖基质为主）制成蛋白 A亲和层析介质，可以与抗体特异性结合，选择性极高，一步亲和层析可达到95%以上的纯度。蛋白A 亲和层析因特异性强、操作简单、处理量大等优势，已成为抗体药物研发和生产阶段的核心纯化步骤。蛋白A亲和层析介质作为单抗药物生产过程的关键分离材料之一，其性质和成本决定单抗产品的最终纯度、收率和生产成本。
我国当前尚未建立相应的国家及行业标准，国内市场上的蛋白A亲和层析介质产品质量良莠不齐，缺乏产品生产、检验和质量规范。这在一定程度上限制了我国蛋白A亲和层析介质的发展及相关层析技术的应用，更阻碍了国内单抗产业的发展水平。因此建立蛋白A亲和层析分离介质的国家标准，对于规范蛋白A亲和介质行业，推进层析技术应用，以及促进单抗产业发展，均具有重要的理论和现实意义。
目前，蛋白A亲和层析介质的性能参数测定方法多种多样，以动态载量测定方法为例，一种是将介质装柱并连在层析仪上，平衡，上样抗体，待流出液浓度与上样浓度相等时上样结束，依次经淋洗、洗脱，收集洗脱液，测定洗脱液体积及洗脱液浓度，计算洗脱载量。另一种则是将介质装柱并连接到层析仪上，平衡、上样抗体，根据穿透曲线，以5%穿透处介质对抗体的吸附量进行载量计算。还有则是在第二种方法的基础上按照10%穿透处介质对抗体的吸附量进行载量计算。这三种方法测定同一介质样品得到的结果均有明显差异。由于测定方法不同产生的类似问题也出现在其他参数测定上。这些差异对于介质的应用存在诸多不便。因此，建立蛋白A亲和层析介质国家标准，能够规范蛋白A层析介质的生产与检验过程，促进介质和相关层析技术在单抗生产等领域的应用，并对推动我国层析介质在世界范围内的应用均具有重要意义。
三、标准制定原则

（一）标准编制原则

蛋白A亲和层析介质属于生物体系分离材料，重点围绕介质的主要性能要求，设定相应技术内容。在确保产品质量的基础上，充分体现产品的特点。
（二）标准制订主要依据

1、标准编写遵循GB1.1-2009《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写规则》的有关要求。

2、标准编写内容参考我国与化学品相关的法规、标准，包括GB/T 601 化学试剂标准滴定溶液的制备、GB/T 603 化学试剂试验方法中所用制剂及制品的制备等等。

四、标准主要技术内容

（一）标准适用范围的说明
本标准规定了蛋白A亲和层析介质的质量要求、检测方法、检验规则、标志、包装、运输和贮存的标准。本标准适用于骨架为琼脂糖微球的分离介质的生产与检测。

（二）内容提要

蛋白A亲和层析介质的主要理化性质包括外观、粒径及分布、耐受压力强度测试、配基密度、动态载量、微生物污染等。
2.1 外观
2.1.1 方法提要
采用光学显微镜观测蛋白A亲和层析介质的外观形貌。光学显微镜使用普及率高，可观测范围一般在数微米到数百微米之间，样品处理过程和观测过程都简便易行，观测结果清晰、重复性好，是常用的材料外观表征方法之一[1]。蛋白A亲和层析介质的外观形貌主要包括球形和透明性，其尺寸大小在光学显微镜的测量范围内[2]。
2.1.2 试剂和材料

实验用水应符合GB/T 6682-1992中三级要求。光学显微镜。砂芯漏斗为G3（4.5-9 μm）。真空泵极限真空0.10 MPa。
2.1.3 样品前处理
用量筒量取5 mL蛋白A亲和层析介质，置于50 mL砂芯漏斗中。用三级水清洗5次，每次2 min，抽干5 min。将洗净的蛋白A亲和层析介质置于烧杯中，介质上应有2 cm的三级水。混匀后得到蛋白A亲和层析介质与水的混合体系。

    2.1.4 样品观测

用塑料吸管吸取1 mL蛋白A亲和层析介质与水的混合体系置于载玻片上，调整显微镜放大倍数。以视野里80%以上面积均为介质为标准，用塑料吸管增减载玻片上的微球，最后用盖玻片压上。调节光学显微镜焦距，使视野中的影像清晰。拍摄蛋白A亲和层析介质照片并保存。
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图1 蛋白A亲和层析介质光学显微镜照片

2.1.5 方法验证
为了确定检验方法，标准起草单位已委托三家单位对方法进行复核验证。
2.2 粒径及其分布

2.2.1 方法提要

粒径和粒径分布是微球最基本的性质参数，对流速和分辨率均有重要影响[1]。蛋白A亲和层析介质是球形颗粒，其大小用直径来量度。微球用于生化分离介质时，其粒径通常较小。常见的蛋白A亲和层析介质粒径范围是45-165μm，平均粒径是90μm[3]。采用激光粒度分析仪测定蛋白A亲和层析介质的粒径方法十分简便[1]。平均粒径及其粒径分布的定义如下：
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其中di为单个介质的粒径，dn为所统计的一定数量介质颗粒的平均值，N 为所统计的介质颗粒的数目。
2.2.2 试剂和材料

实验用水应符合GB/T 6682-1992中三级要求。砂芯漏斗为G3（4.5-9 μm）。真空泵极限真空0.1MPa。
2.2.3 样品前处理

方法同2.1.3。
    2.2.4 样品测定

设置测量颗粒类型为通用型，分散剂类型为水，分析模式为单峰模式，添加样品进行测定。通过激光粒度仪的检测结果包括平均粒径值及其分布图。以45-165 μm为例，根据粒径分布（如图1中表格）按公式（1）计算该粒径范围内微球数量所占百分比。
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……………………………………（1）

式中：

W粒径——45-165 μm粒径范围内微球数量所占百分比，单位是%；

W1，W2，……Wx——符合45-165 μm范围的各粒径范围百分比，例如图2中52.481 μm-60.256 μm的球所占百分比为2.85%。

体积平均粒径按公式（2）计算：
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图2 蛋白A亲和层析介质粒径分布图
2.2.5 允许差

同一试样三次测定结果之差，应不超过平均值的5%。

表1 精密度试验（n=3）

	试验序号
	平均粒径值（μm）
	W粒径

	1
	87.947
	100%

	2
	87.953
	100%

	3
	87.968
	100%

	x
	87.956
	100%

	s
	0.0088
	0

	RSD(%)
	0.01
	0


2.2.6 方法验证

为了确定检验方法，标准起草单位已委托三家单位对方法进行复核验证。
2.3 耐受压力强度测试
2.3.1 方法提要

    层析过程中，易于装柱、流速较快、有利于工业规模生产等，这些都对介质结构提出一定要求。介质骨架的刚性直接影响其水力学通透性，良好的机械强度保证介质在流动相的静压力作用下不会变形[4]。通常用压力-流速曲线表示流速与柱压之间的关系[5]。该曲线以柱压为横坐标，柱流速为纵坐标，反映了介质的机械强度。机械强度较高的介质耐压性能好，在较高压力下仍能保持较快流速，从而大大节省了层析操作时间，层析效率得以提高。过软的基质对液体阻力大，影响流速，延长层析操作时间。层析系统操作简便，自动化程度高，流速和压力设定准确，测定重复性好，是测定介质压力-流速曲线的通用方法。
2.3.2 试剂和材料

实验用水应符合GB/T 6682-1992中三级要求。砂芯漏斗为G3（4.5-9 μm）。真空泵极限真空0.10 MPa。中低压层析系统。
2.3.3 样品前处理

方法同2.1.3。

    2.3.4 样品测定

装柱：将蛋白A亲和层析介质与水的混合浆液倒入层析柱中，堵住柱子出口，静置，待柱床层稳定（Φ1.60 cm×10.00 cm），柱子上端充满水。打开柱子入口，连续向柱中通入三级水（10个柱体积），保持床层稳定。

测定：将层析柱连入中低压层析系统。测定时，从零开始设定一定流速Vx（mL/min），保持该流速5 min后，记录此时柱压Px (MPa)。继续增加流速，并测定相应流速下的柱压。直到压力达到0.10 Mpa为止。

2.3.5 结果表示
按公式（3）计算线速度。以线速度（V）与压力（Px）之间的关系作图，由图读取最大流速（如图2）。
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 …………………………………………（3）

式中：

V ——线速度，单位为厘米每小时cm/h；

Vx ——流速，单位为毫升每分钟mL/min；

S ——层析柱截面积，单位为平方厘米cm2。
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图3 蛋白A亲和层析介质压力-流速曲线

2.3.6 允许差

同一试样三次测定结果之差，应不超过平均值的10%。

表2 精密度试验（n=3）

	试验序号
	最大流速值（cm/h）

	1
	390

	2
	420

	3
	420

	x
	410

	s
	14.1

	RSD(%)
	3.44


2.3.7 方法验证

为了确定检验方法，标准起草单位已委托三家单位对方法进行复核验证。
2.4 配基密度
2.4.1 方法提要
亲和层析可以从复杂的多组分混合物中有选择性地吸附目标蛋白质，一次纯化就可以达到电泳纯。正由于亲和配基的特异性吸附的能力，也就造成了亲和层析介质的价格昂贵。制备性能稳定的亲和层析介质，其关键之处就是要合理的控制配基密度，配基指的是连接在介质骨架上起吸附作用的的分子，如酶、染料、金属离子等[6]。对于蛋白A亲和层析介质，其配基就是蛋白A。合理的配基密度不但是亲和介质的载量达标的先决条件，也是控制亲和介质成本的必要手段。
凯氏定氮法是测定化合物或混合物中总氮量的一种方法。即在有催化剂的条件下，用浓硫酸消化样品将有机氮都转变成无机铵盐，然后在碱性条件下将铵盐转化为氨，随水蒸气蒸馏出来并为过量的硼酸液吸收，再以标准盐酸滴定，就可计算出样品中的氮量。由于蛋白质含氮量比较恒定，可由其氮量计算蛋白质含量，故此法是经典的蛋白质定量方法。利用此法，我们可以简单便捷地对蛋白A亲和层析介质的配基密度进行标定，从而可以更好的控制蛋白A亲和层析介质的性能。
2.4.2 试剂和材料

实验用水应符合GB/T 6682-1992中三级要求。砂芯漏斗为G3（4.5-9 μm）。真空泵极限真空0.10 MPa。中低压层析系统。
2.4.3 样品前处理

方法同2.1.3。

    2.4.4 样品测定

2.4.4.1 蛋白A标准曲线建立
准确称量10.0 mg蛋白A，溶于1 mL水中。配制10 mg/mL、 6 mg/mL、3 mg/mL、1.25 mg/mL蛋白A标准溶液。准确量取1mL蛋白A标准溶液，将溶液无损失地转移到100mL凯氏烧瓶中，加入50 mg硒粉和5mL浓硫酸。置于电炉上加热。先用小火慢慢加热至液体呈透明淡绿色（约2h），然后改用大火继续加热30min，当液体澄清透明后停止加热并冷却。
凯氏定氮仪进行测定：加入10mL40%的氢氧化钠溶液，蒸气浴进行反应。用25mL含2%硼酸的溶液（加入5-6滴甲基红-溴甲酚绿指示剂，浅紫色）收集馏出液，冷凝器的出液口浸于硼酸溶液液面以下。硼酸溶液的体积达到45mL时冷凝器的出液口离开液面，用去离子水冲洗冷凝器的出液口，至最终体积为50mL时停止收集。用0.05M的盐酸标准溶液滴定上述硼酸溶液至灰色或蓝紫色为终点，并记录消耗盐酸标准溶液的体积。
以消耗盐酸标准溶液的体积和对应蛋白A的质量建立线型关系得到标准曲线。
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图4 蛋白A标准曲线
拟合得到蛋白A标准曲线： y =0.1187x - 0.0851，R² = 0.9948。
2.4.4.2 配基密度测定
准确称取1.00g介质样品，移入干燥的100mL凯氏烧瓶中。后续操作按照2.4.4.1进行。同时取1.00g空白介质进行上述操作，做空白对照。
2.4.5 允许差

同一试样三次测定结果之差，应不超过平均值的5%。

表3 精密度试验（n=3）

	试验序号
	配基密度（mg/mL）

	1
	7.66

	2
	7.60

	3
	6.94

	x
	7.40

	s
	0.3245

	RSD(%)
	4.38


2.4.6 方法验证

为了确定检验方法，标准起草单位已委托三家单位对方法进行复核验证。
2.5 动态载量
2.5.1 方法提要

亲和介质的载量是评价介质性能的最重要因素之一。指亲和层析介质最多可以吸附上的目标蛋白的量。

亲和介质的载量主要由两类相关的的参数决定：1.正确选择基质、间隔分子和配基，使被吸附的蛋白与配基的相互作用最佳化；2.决定吸附载量的各种动力学因素如流速、平衡时间和吸附方式。测定方法一般采用前沿分析法。

将一定浓度的目标蛋白样品持续的加到亲和介质上，并监测其流出情况。当柱床吸附饱和时，流出液和样品溶液为同一浓度[7]。再通过改变缓冲液的组成，pH、离子浓度、或温度等，将新的缓冲液注入柱中，遍能有效的洗脱吸附的蛋白质。一般通过测定洗脱下的蛋白质的量，并认为其为该介质的载量。另一种则是将介质装柱并连接到层析仪上，平衡、上样抗体，根据穿透曲线，以5%穿透处介质对抗体的吸附量进行载量计算。还有则是在第二种方法的基础上按照10%穿透处介质对抗体的吸附量进行载量计算。本标准采用10%穿透法进行载量测定，主要耗时短，样品损耗低，与真实载量接近，且测定重复性好，是测定蛋白A介质动态载量的最优方法。
2.5.2 试剂和材料

实验用水应符合GB/T 6682-1992中三级要求。砂芯漏斗为G3（4.5-9 μm）。真空泵极限真空0.10 MPa。中低压层析系统。
2.5.3 样品前处理

方法同2.1.3。

    2.5.4 样品测定

将层析柱连在层析系统中，对载量测定过程进行监控。动态结合载量用10%临界值表示，检测280 nm处吸收值。测量并记录样品hIgG的100%UV信号，包括不结合到介质上的IgG亚类的紫外吸收。用Buffer A以2 ml/min的流速至紫外基线平衡；以保留时间为5 min的流速上样，待流穿曲线中hIgG的UV信号浓度为10%的样品浓度（ UV信号）时上样结束，记录上样体积。上样结束后用Buffer A以2 ml/min的流速平衡紫外信号至基线；用Buffer B以2 ml/min的流速进行洗脱。计算动态结合载量。图6是蛋白A 亲和层析介质载量测定层析谱图。
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图5 蛋白A 亲和层析介质载量测定层析谱图

2.5.5 结果表示
以柱出口蛋白浓度C与入口蛋白浓度C0之比值C/C0与流出液体积作图，即介质的穿透曲线。以柱出口蛋白浓度C达到入口蛋白浓度C0的10%时，介质的吸附容量为介质的动态载量，根据公式(4)计算: 
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·························(4)
式中:Q10%——介质的动态载量，单位为毫克每毫升mg/ml；

C0——蛋白起始浓度，单位为毫克每毫升mg/mL；

V1——柱出口蛋白浓度C达到入口蛋白浓度C0的10%时流出液体积，单位为毫升mL；

V0——管路的死体积，单位为毫升mL；

Vgel——介质体积，单位为毫升mL。

2.5.6 允许差

同一试样三次测定结果之差，应不超过平均值的10%。

表4 精密度试验（n=3）

	试验序号
	动态载量（mg hIgG/mL 介质）

	1
	41.28

	2
	40.32

	3
	41.08

	x
	40.89

	s
	0.41

	RSD(%)
	1.01


2.5.7 方法验证

为了确定检验方法，标准起草单位已委托三家单位对方法进行复核验证。
2.6 微生物污染
2.6.1 方法提要

微生物对分离介质的污染，不仅影响介质本身的质量，更严重的是它会在层析过程中影响生物制品的质量，进而对患者的健康和安全造成危害。因此，将分离介质的微生物污染情况作为产品的一个质量指标，以防止和控制微生物对分离介质的污染，这对提高分离介质的质量和保证其使用安全性都具有十分重要的意义。通常以介质在培养基中恒温培养一段时间繁殖形成的菌体数目进行评价。其中，由单个细菌（或其他微生物）、细胞或一堆同种细胞在适宜固体培养基表面或内部生长繁殖到一定程度，形成肉眼可见的子细胞群落，定义为菌落。在活菌培养计数时，由单个菌体或聚集成团的多个菌体在固体培养基上生长繁殖所形成的集落，成为菌落形成单位（Colony-Forming Units，简称CFU），以其表达活菌的数量，即微生物污染情况。
2.6.2 试剂和材料

实验用水应符合GB/T 6682-1992中三级要求。胰蛋白胨大豆琼脂。恒温箱（±0.5℃）。砂芯漏斗为G3（4.5-9 μm）。真空泵极限真空0.1MPa。旋涡混合器。
2.6.3 样品前处理

（1）方法同2.1.3。

（2）在空培养皿底部标记样品名称。按照（GBT 5475-2013 离子交换树脂取样方法）直接从产品中抽取5 mL蛋白A亲和层析介质样品，置于50 mL砂芯漏斗中抽干5 min。取1 mL抽干介质，加入1 mL三级水，采用旋涡混合器混匀样品。将含有30mL胰蛋白胨大豆琼脂培养基的锥形瓶进行高温灭菌（121°C，20 min），待培养基冷却到40°C时，用微量移液器吸取1 mL混匀后的样品加入到该锥形瓶中，缓缓混合，把混合物倒入培养皿中，盖好上盖。
    2.6.4 样品测定

凝固混合物：在室温下使混合物凝固。
孵育：把培养皿置于恒温箱中孵育。在孵育期间培养皿需要倒置，在35℃中放置5天。
2.6.5 结果表示
[image: image1.jpg]


孵育期后检查培养皿。计数菌落形成单位数（CFU），估计每毫升样品中微生物的数量。
图6 蛋白A亲和层析介质菌落生长情况实物图
2.6.6 允许差

同一试样三次测定结果之差，应不超过5。

表5 精密度试验（n=3）

	试验序号
	菌落形成单位数（CFU）

	1
	0

	2
	0

	3
	0


2.6.7 方法验证

为了确定检验方法，标准起草单位已委托三家单位对方法进行复核验证。
2.7 化学稳定性
2.7.1 方法提要

层析过程中分离介质的化学结构直接影响选择性和分离效果等，所以对介质的化学稳定性即骨架结构有严格的要求。稳定的化学性质有助于使用者在层析和贮存过程中选择更广泛的实验条件。对于蛋白A亲和层析介质来说，骨架结构的降解、配基的脱落等这些结构方面的不稳定性，不但影响介质的使用寿命，还会对目标产物的纯度产生致命的影响[9-11]。以常见分离体系的溶液pH为评价范围，采取恒温加速实验方式，对蛋白A亲和层析介质开展贮存实验，以骨架降解主要产物即羟甲基糠醛的绝对质量及相对质量百分比为评价指标，对介质在这些pH范围内溶液中的稳定性情况进行测定。其中，羟甲基糠醛的检测方法参考国标GB/T 18932.18-2003《蜂蜜中羟甲基糠醛含量的测定方法 液相色谱法——紫外检测法》和中华人民共和国出入境检验检疫行业标准SN/T 4675.8-2016《出口葡萄酒中5-羟甲基糠醛的测定 液相色谱法》进行。
2.7.2 试剂和材料

实验用水应符合GB/T 6682-1992中一级要求。恒温箱（±0.5℃）。砂芯漏斗为G3（4.5-9 μm）。真空泵极限真空0.1MPa。旋转蒸发仪。高效液相色谱仪（配有紫外检测器）。分析天平精度0.1 mg。容量瓶100mL和1000mL。注射器10mL。过滤膜0.45μm。甲醇系色谱纯。羟甲基糠醛纯度≥99%。盐酸、硼酸、氢氧化钠均为分析纯。
2.7.3 标准溶液配制
标准储备溶液：准确称取适量的羟甲基糠醛标准物质于100mL容量瓶，用10mL甲醇溶解，定容，配成0.20mg/mL的标准储备液。此溶液可在温度低于4℃冰箱中冷藏保存两个月。
标准工作溶液：分别吸取适量的羟甲基糠醛标准储备溶液至100mL容量瓶中，用10%甲醇溶液稀释至刻度，配成0.01μg/mL 、0.03μg/mL、0.05μg/mL、0.08μg/mL、0.10μg/mL，0.20μg/mL，1.0μg/mL，2.0μg/mL，4.0μg/mL，6.0μg/mL，10μg/mL标准工作溶液。当天新鲜配制。

2.7.4 样品前处理

方法同2.1.3。

    2.7.5 样品贮存加速实验
取若干份1.00 g抽干白球置于带盖玻璃试管内。将上述pH 3、pH 13的溶液各10mL分别置于各试管内，平行实验三次。样品管在40°C条件下培养7天。7天后，上层清液被转移到干净的试管内。

2.7.6 上机前样品处理
1）样品处理方法的确定
琼脂糖凝胶的降解方法主要有化学降解、物理降解和酶降解，其中酸降解属于化学降解。相比于其他降解方法，酸降解目前仍是应用最广泛的方法，该方法相对简单、成本低，可使用的酸包括固态酸、柠檬酸、盐酸、硫酸和醋酸等。对于蛋白A亲和层析介质来说，由于交联作用，凝胶骨架较为稳定，所以采用浓盐酸或浓硫酸提高降解效率。
2）样品处理
上层清液经旋转蒸发（60℃，50转/分），定容至2mL，加入等体积12M 盐酸，100℃水解1h。定容至5mL。另取1.00g抽干白球，加入4mL 6M盐酸，100℃水解1h。定容至5mL。用0.45μm的滤膜过滤，滤液用于液相色谱仪紫外检测器测定。

2.7.7 色谱测定
1）色谱条件的确定
羟甲基糠醛的测定方法有比色法、紫外分光光度法和液相色谱法。其中，液相色谱法已经作为国标成为测定羟甲基糠醛的主要方法。与其他两种方法相比，液相色谱法受干扰小，结果更为准确。色谱柱和色谱条件都是按照液相色谱实验中最常见的操作条件进行选择，即色谱柱选择Diamonsil C18 5μm，250 mm×4.6mm（i.d.）或相当者，流动相是10%甲醇水溶液（甲醇：水=10：90）。流速1.0mL/min。检测波长285nm。柱温30℃。进样量10μL。
2）标准曲线的绘制
在上述色谱条件下对标准工作溶液进行检测，以保留时间对样品进行定性，工作曲线外标法对样品进行定量。测定标准工作溶液在上述色谱条件下的峰面积，以峰面积对相应浓度绘制标准工作曲线，羟甲基糠醛的参考保留时间为9.79-10.40min范围内，保留时间随样品浓度变化而变化浓度越低保留时间越小。羟甲基糠醛标准物质色谱图见图7。
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图7 羟甲基糠醛标准物质色谱图
2）液相色谱测定
在上述色谱条件下对未知样品进行检测，测定样品的峰面积，用标准工作曲线对样品进行定量。样品溶液中羟甲基糠醛的响应值应在仪器的线性范围内。在上述色谱条件下，羟甲基糠醛的参考保留时间约为9.7-10.25min。含有羟甲基糠醛的样品色谱图见图8。
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图8 含有羟甲基糠醛的样品色谱图
3）空白试验
除不加样品试液外，均按上述步骤进行。
2.7.8 结果表示
上清液中的羟甲基糠醛的含量按下式计算获得，计算结果应扣除空白值。
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…………………………………………（6）
式中：
X——不同pH试样中羟甲基糠醛的含量，单位是毫克每升（mg/L）；

c——从工作曲线求得的试样溶液中羟甲基糠醛的含量，单位是毫克每升（mg/L）；

V——试样最终的定容体积，单位为毫升（mL）；

V0——试样的取样体积，单位是毫升（mL）.
介质在不同pH溶液中的脱落率按下式计算获得。
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X——不同pH试样中羟甲基糠醛的含量，单位是毫克每升（mg/L）；

X0——抽干白球试样中羟甲基糠醛的含量，单位是毫克每升（mg/L）；

    计算结果用平行测定的算数平均值表示，保留两位有效数字。
2.7.9 定量限
本方法的定量限为0.01 mg/L。
2.7.10 允许差

同一试样三次测定结果之差，应不超过平均值的10%。

pH=3条件下：
表6 精密度试验（n=3）

	试验序号
	羟甲基糠醛含量（mg/L）
	介质脱落率（%）

	1
	0.01105
	0.050

	2
	0.01261
	0.057

	3
	0.01211
	0.055

	x
	0.01192
	0.054

	s
	0.00065
	0.0036

	RSD(%)
	5.45
	6.68


pH=13条件下：
表7 精密度试验（n=3）

	试验序号
	羟甲基糠醛含量（mg/L）
	介质脱落率（%）

	1
	0.00948
	0.040

	2
	0.00858
	0.036

	3
	0.00975
	0.041

	x
	0.00927
	0.039

	s
	0.00061
	0.0026

	RSD(%)
	6.61
	6.78


2.7.11 方法验证

为了确定检验方法，标准起草单位已委托三家单位对方法进行复核验证。
五、主要工作过程

1、组成标准起草小组

标准制定任务下达后，标准制定单位中国科学院过程工程研究所和中国标准化研究院组成了标准起草小组，本标准主要起草人：黄永东、赵岚、朱凯、吴学星、马光辉、苏志国、马爱进。
2、开展相关调研情况

为了更好地制定《琼脂糖分离介质》国家标准，标准起草小组完成了国内外相关资料的收集、整理、分析，目前国内没有琼脂糖分离介质的国家标准，现有针对离子交换树脂的相关标准，如：GBT 5758-2001离子交换树脂粒度、有效粒径和均一系数的测定；GBT 13659-2008 001×7强酸性苯乙烯系阳离子交换树脂；GBT 13660-2008 201×7强碱性苯乙烯系阴离子交换树脂；GBT5757-2008离子交换树脂含水量测定方法等，由于离子交换树脂系硬树脂，其理化性质与琼脂糖分离介质差别很大，因此有关国标和相应的测定方法也不适用。初步制定了琼脂糖分离介质理化性质检测内容和研究方法。

3、标准起草完善过程

依据GB/T 1.1—2000《标准化工作导则  第1部分：标准的结构和编写规则》、GB/T 1.2—2002《标准化工作导则  第2部分：标准中规范性技术要素内容的确定方法》等标准编制要求，对《琼脂糖分离介质》标准开展了研制工作，琼脂糖分离介质标准起草工作小组完成了《琼脂糖分离介质》国家标准（草案）。具体时间及所做工作包括如下：2016年7月，项目正式启动；2016年7月至2016年12月，制定琼脂糖分离介质理化性质初步研究方案；2017年1月，召开标准草案实施方案论证会，汇报草案初步方案，听取专家建议；2017年1月至2018年4月，制定琼脂糖分离介质理化性质检测方案，确定需要测定的若干理化性质，准备相关实验材料，研究样品前处理条件，初步建立各检测方法。在这些工作中我们不断总结经验，对琼脂糖分离介质进行了大量的测定工作，优化检测内容，改进检测方法，并对方法检测精密度进行实验等。在此基础上，2018年5月征求了专家意见，起草组按照专家意见对标准内容进行了修改完善，形成了标准征求意见稿。

六、方法验证及结果

本标准征求意见稿中检测方法的验证工作，已委托北京理化分析测试中心、北京林业大学、中科森辉微球技术（苏州）有限公司进行验证。三家单位的验证结果表明本标准中的检测方法可行、结果可靠，各项检测指标和标准偏差都满足标准草案所规定的数值和范围。
七、与有关的现行法律、法规和强制性国家标准的关系

本标准符合国家现行法律、法规、规章和强制性国家标准的要求，本标准有助于《中华人民共和国产品质量法》等相关法律、法规、规章和强制性国家标准的实施。本标准的实施不涉及对现行标准的废止情况。

八、标准属性的建议

本标准属于基础管理标准，建议作为推荐性标准批准发布。

九、贯彻国家标准的要求和措施建议

在该标准发布后，建议相关的管理部门及时组织各级质量监督检验机构的质量检验人员进行交流和培训，使其熟练掌握琼脂糖分离介质理化性质的测定方法，然后推荐到海洋生物产品质量控制与检测中使用。
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