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前  言

本标准参考了GB/T 1.1—2009的规则编写。
本标准由中国标准化研究院提出并归口。

本标准起草单位：
本标准主要起草人：
琼脂糖分离介质


1  范围

本标准规定了琼脂糖分离介质的技术要求、检测方法、检验规则、标志、包装、运输和贮存。

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。

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，仅所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。

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
3  术语与定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1  琼脂糖分离介质  agarose-based chromatographic medium

琼脂糖分离介质是以琼脂糖为主要原料制备得到的一类层析介质。
4  技术要求

4.1  外观

在光学显微镜下球形饱满，表面光滑，透明性良好。
4.2  理化性质

琼脂糖分离介质的理化性质应符合表1中的规定。
表1 琼脂糖分离介质技术要求
	检验项目
	技术指标

	
	4%琼脂糖分离介质
	6%琼脂糖分离介质FF

	粒度范围/

%
	(45~165μm)

≥90
	(24~44μm)

≥90
	(45~165μm)

≥90
	(24~44μm)

≥90

	平均粒径（μm）
	97.5±12.5
	34.00±6
	95.5±14.5
	35.5±11.5

	在0.1 Mpa压力下可达最高流速*（cm/h）
	≥ 210
	≥ 60
	≥ 270
	≥ 60

	固含量（%）
	7.50±1.60
	10.50±2.00

	分配系数Kav（葡聚糖）
	Mp=20000
	0.59-0.66
	0.61-0.68
	0.48-0.53
	0.54-0.59

	
	Mp=50000
	0.64-0.71
	0.66-0.73
	0.69-0.77
	0.75-0.83

	
	Mp=10000
	0.79-0.88
	0.79-0.87
	0.72-0.80
	0.77-0.85

	非特异性吸附

（μg细胞色素C/mL介质）
	≤18
	≤18
	≤18
	≤18

	微生物污染

（菌落数/mL悬浮液）
	<100
	<100

	化学稳定性

（脱落物羟甲基糠醛测定，%）
	pH 3.0
	≤0.21 
	≤0.21
	≤0.35
	≤0.35

	
	pH 13.0
	≤0.17
	≤0.17
	≤0.17
	≤0.17

	*：层析柱Φ1.60 cm×20.00 cm(介质床层高度10.00 cm), 温度22℃（±3℃）, 溶液为H2O的条件下测定。


5 试验方法

本方法中所用的水，在未注明其他要求时，应符合GB/T 6682中二级水的规格，所用试剂，在未注明其他规格时，均指分析纯（AR）。
5.1  外观

5.1.1  仪器

5.1.1.1  光学显微镜。

5.1.1.2  真空泵：极限真空0.1MPa。

5.1.2  测定步骤 

5.1.2.1  样品处理
用量筒量取5 mL琼脂糖白球，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。将洗净的琼脂糖白球置于烧杯中，琼脂糖白球上应有2 cm的三级水。混匀后得到琼脂糖白球与水的混合体系。

5.1.2.2  样品观测前处理

用塑料吸管吸取1 mL琼脂糖白球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%以上面积均为白球为标准，用塑料吸管增减载玻片上的微球，最后用盖玻片压上。

5.1.2.3  样品观测

调节光学显微镜焦距，使视野中的影像清晰。拍摄琼脂糖白球照片并保存。

5.2  粒径及其分布

5.2.1  仪器

5.2.2.1  激光粒度仪。

5.2.2.2  塑料吸管。    
5.2.2.3  玻璃滤瓶。
5.2.2.4  砂芯漏斗（G3）。

5.2.2.5  真空泵：极限真空0.10 MPa。

5.2.2  测定步骤 

5.2.2.1  样品处理
方法同5.1.3.1。

5.2.2.2  样品检测
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。
5.2.4  结果表示

通过激光粒度仪的检测结果包括平均粒径值及其分布图，根据粒径分布（如图1中表格）按公式（1）计算45-165 μm粒径范围内微球数量所占百分比。
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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1中45.709 μm-52.481 μm的球所占百分比为5.35%。
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图1 琼脂糖分离介质粒径分布图

平均粒径的计算方法：

[image: image5.png]/N





其中dBk为单个介质的粒径，[image: image7.png]


 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。
5.2.5  允许差

同一试样三次测定结果之差，应不超过平均值的5%。

5.3  耐受压力强度测试
5.3.2  仪器

5.3.2.1  中低压层析系统。

5.3.2.2  玻璃层析柱：Φ 1.60 cm ×20.00 cm。
5.3.2.3  玻璃滤瓶。
5.3.2.4  砂芯漏斗（G3）。
5.3.2.5  真空泵：极限真空0.10 MPa。

5.3.3  测定步骤
5.3.3.1  样品处理
方法同5.1.3.1。

5.3.3.2  样品装柱

将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。

5.3.3.3  样品测定

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。
5.3.4  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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式中：

V ——线速度（cm/h）；

Vx——流速（mL/min）；

S ——层析柱截面积（cm2）。
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图2 琼脂糖分离介质压力-流速曲线

5.3.5  允许差
同一试样三次测定结果之差，应不超过平均值的10%。

5.4  固含量

5.4.1  仪器

5.4.2.1  分析天平：精度0.1 mg。

5.4.2.2  离心机：0 – 4000 r/min（可调）；50 mL玻璃离心管（底部带有G3砂芯筛板）4支。

5.4.2.3  玻璃滤瓶。

5.4.2.4  砂芯漏斗（G3）。

5.4.2.5  架盘天平：精度0.1 g。

5.4.2.6  称量瓶：Φ 50 mm × 30 mm。

5.4.2.7  干燥器：Φ 250 mm，内放硅胶干燥剂。

5.4.2.8  烘箱：温度波动±2℃。

5.4.2.9  真空泵：极限真空0.10 MPa。

5.4.3  测定步骤
5.4.3.1  样品处理

方法同5.1.3.1。

5.4.3.2  样品称量

将5 mL琼脂糖分离介质与水的混合体系装入离心管内，置于离心机，在2000 r/min下离心5 min。取出离心管，将样品小心倒入称量瓶内，盖严。在已恒重的两个称量瓶中分别称入上述称重白球样品（1.0-1.5 g），精确至0.1 mg。

5.4.3.3  样品烘干称量

将称量瓶开盖置于烘箱中，于105±2 ℃干燥4 h至恒重。将称量瓶盖严，取出置于干燥器内，冷却30 min至室温，称量。

5.4.4  结果表示

琼脂糖分离介质固含量按公式（4）计算：
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式中：

W ——固含量（%）；
G1——干燥前称量瓶加试样质量（g）；

G2——干燥后称量瓶加试样质量（g）；

G ——称量瓶质量（g）。

5.4.5  允许差

同一试样三次测定结果之差，应不超过平均值的5%。

5.5  分配系数Kav
5.5.1  试剂

5.5.1.1  葡聚糖： Mp=200000 ；Mp=50000； Mp=10000。

5.5.1.7  Buffer A (50 mM PB-0.15 M NaCl，pH7.0) 缓冲液：称取10.93 g磷酸氢二钠、3.04 g磷酸二氢钠和8.76 g NaCl，加水溶解，调pH7.0，最后定容至1000 mL。

5.5.2  仪器

5.5.2.1  中低压层析系统。

5.5.2.2  玻璃层析柱：Φ1.00 cm × 40.00 cm。（柱子长度再修改下）
5.5.2.3  0.45 μm过滤膜。

5.5.2.4  玻璃滤瓶。

5.5.2.5  砂芯漏斗（G3）。

5.5.2.6  真空泵：极限真空0.10 MPa。

5.5.3  测定步骤
5.5.3.1  样品处理

方法同5.1.3.1。

5.5.3.2  样品装柱

将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（Φ1.00 cm×30.00 cm，柱体积24.00 mL），柱子上端充满水。将层析柱介入中低压层析系统，连续向柱中通入三级水（10个柱体积），同时保证柱压为0.3 Mpa，保持床层稳定。

5.5.3.3  样品测定

以Buffer A溶液平衡，流速为2mL/min，先以1%浓度丙酮测定内水相体积Vi，再将不同分子量的葡聚糖单独上样，依次是葡聚糖Mp=200000 ；葡聚糖Mp=50000；葡聚糖Mp=10000，样品浓度2 mg/ml。上样量200 μL。其中葡聚糖Mp=2000000测定外水相体积Vo。
5.5.4  结果

根据公式（5）计算分配系数Kav 。
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式中：

Ve ——各样品的洗脱体积（mL）
Vi——内水相体积（mL）
Vo——、外水相体积（mL）
5.5.5  允许差

同一试样三次测定结果之差，应不超过平均值的10%。

5.6  非特异性吸附

5.6.1  试剂

5.6.1.6  细胞色素C：纯度≧98%。
5.6.1.7  Buffer A (10 mM 醋酸铵，pH4.1)缓冲液：称取0.77 g 醋酸铵，加水溶解，调pH4.1，最后定容至1000 mL。

5.6.1.8  Buffer B (50mM PB-0.15M NaCl，pH7.0)缓冲液：称取10.93 g磷酸氢二钠、3.04 g磷酸二氢钠和8.76 g NaCl，加水溶解，调pH7.0，最后定容至1000 mL。
5.6.1.9  细胞色素C溶液（4 mg/mL）：称取10 mg细胞色素C溶于10 mL Buffer A，上样前经0.45 μm过滤膜进行过滤。

5.6.2  仪器

5.6.2.1  中低压层析系统。

5.6.2.2  玻璃层析柱：Φ1.60 cm × 20.00 cm。

5.6.2.3  0.45 μm过滤膜。
5.6.2.4  玻璃滤瓶。
5.6.2.5  砂芯漏斗（G3）。
5.6.2.6  真空泵：极限真空0.10 MPa。
5.6.3  测定步骤方法

5.6.3.1  样品处理
方法同5.1.3.1。

5.6.3.2  样品装柱

将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×5.00 cm，柱体积10.00 mL），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。
5.6.3.3  样品测定

以Buffer A溶液平衡，流速为2 mL/min，蛋白上样5 mL。经Buffer A溶液淋洗至淋洗液没有蛋白出现，再经Buffer B洗脱，收集对应洗脱峰。记录洗脱峰体积V洗脱峰（mL）和浓度C洗脱峰（mg/mL）。

5.6.4  结果

根据公式（4）计算洗脱峰的蛋白含量。
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式中：

M ——洗脱峰蛋白含量（mg）；

C洗脱峰——洗脱峰蛋白浓度（mg/mL）；

V洗脱峰——洗脱峰体积（mL）。
根据公式（5）计算琼脂糖白球非特异性吸附情况。
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式中：

W非特异吸附——非特异性吸附量（μg/mL）；
C洗脱峰——洗脱峰的蛋白浓度（mg/mL）；

V洗脱峰——洗脱峰的体积（mL）；

5.6.5  允许差
同一试样三次测定结果之差，应不超过平均值的20%。

5.7  微生物污染

5.7.1  仪器

5.7.2.1  空培养皿：Φ9.00 cm。
5.7.2.2  锥形瓶。
5.7.2.3  恒温箱。
5.7.2.4  微量移液器。
5.7.2.5  无菌枪头。
5.7.2.6  旋涡混合器。
5.7.3  测定步骤
5.7.3.1  样品前处理

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。

5.7.3.2  凝固混合物

在室温下使混合物凝固。

5.7.3.3  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。

5.7.4  结果表示

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。

5.7.5  允许差
同一试样三次测定结果之差，应不超过5。
5.8  化学稳定性

5.8.1  试剂

5.8.1.4  1 mM 盐酸（pH 3）。

5.8.1.5  三级水（pH 7）， GB6682-92《分析化学实验室用水的规格及试验方法》。

5.8.1.6  100 mM氢氧化钠（pH 13）。

5.8.1.7  甲醇：色谱纯。

5.8.1.8  甲醇溶液：10%，吸取100mL的甲醇到1000mL的容量瓶中，定容。

5.8.1.9  标准物质：羟甲基糠醛纯度≥99%。

5.8.1.10  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。

5.8.1.11  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。

5.8.2  仪器

5.8.2.1  带盖玻璃试管。

5.8.2.2  玻璃滤瓶。

5.8.2.3  砂芯漏斗（G3）。

5.8.2.4  真空泵：极限真空0.10 MPa。

5.8.2.5  旋转蒸发仪。

5.8.2.6  高效液相色谱仪：配有紫外检测器。

5.8.2.7  注射器：10 mL。

5.8.2.8  过滤膜：0.45μm。

5.8.3 测定步骤
5.8.3.1  样品处理

方法同5.1.3.1。

5.8.3.2  将样品置于不同pH溶液中培养

取若干份1.00 g抽干白球置于带盖玻璃试管内。将上述pH 3-13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。

5.8.3.3  上机前样品处理

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。

5.8.3.4  色谱测定

1）液相色谱条件

a） 色谱柱：Diamonsil C18 5μm，250 mm×4.6mm（i.d.）或相当者；

b） 流动相：甲醇+水（10+90）；

c） 流速：1.0mL/min；

d） 检测波长：285nm；

e） 柱温：30℃；

f） 进样量：10μL。

2）液相色谱测定

首先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，然后测定未知样品，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和含有羟甲基糠醛的样品色谱图参加图。

[image: image19.png]I Detector A 285nm|
2
0.050 H
Il
0.025+ " [l
| |
Il i
0.000an + /|I| o
WAL byt i At AN £ At
M| “”w Mﬂ\y\m o e i Wﬂ‘-”%“'w\’\"“\wm "\-’\-VMV/ ”"”“W"WNr”w\/"“""w'”"«w‘.%ﬁ”"wv
| \v il
-0.025+ I, 4«‘
\
Wy !
v W/”
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 175 20.0
min




[image: image20.png]- Detector A 285nm|
0.50
0.25
0,00 S Ar A e
T T T T T T T
00 25 50 75 10.0 125 150 175 200

min




图3 羟甲基糠醛标准物质色谱图（其中a为浓度0.01mg/L，b为浓度10mg/L）
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图4 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。

5.8.4  结果

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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式中：

    X——不同pH试样中羟甲基糠醛的含量（mg/L）；

    c——从工作曲线求得的试样溶液中羟甲基糠醛的含量（mg/L）；

    V——试样最终的定容体积（mL）；

    V0——试样的取样体积（mL）。
介质在不同pH溶液中的脱落按下式计算获得。
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    X——不同pH试样中羟甲基糠醛的含量（mg/L）；

X0——抽干白球试样中羟甲基糠醛的含量（mg/L）。
5.8.5  允许差

同一试样三次测定结果之差，应不超过平均值的10%。
6  检验规则

6.1  总则

每批产品应经生产厂的检验部门检验合格后出厂，并附有产品质量合格证明。

6.2  取样方法

6.2.1  按规定抽取样本（GBT 5475-2013 离子交换树脂取样方法）
抽取样品混匀后分作两份，签封。粘贴标签，在标签上注明产品名称、生产厂名及地址、批号、取样日期及地点、取样人姓名。一份送检，一份封存，保留半个月备查。需做微生物检验时，取样器和玻璃瓶应事先灭菌（样品不得接触瓶口）。

6.3  检验分类

6.3.1  出厂检验

产品出厂前，应由生产厂的质量监督检验部门按本标准规定逐批进行检验，检验合格，并附上质量合格证明的，方可出厂。

检验项目：外观、粒径及分布、耐受压力强度测试、非特异性吸附、微生物污染。
6.3.2  型式检验

检验项目：本标准中全部要求项目。

一般情况下，同一类产品的型式检验每半年至少进行一次，有下列情况之一者，亦应进行：
a）原辅材料有较大变化时；
b）更改关键工艺或设备时；
c）出厂检验与上次形势检验结果有较大差异时；
d）国家质量监督检验机构按有关规定需要抽检时。

6.4  判定规则

检验结果如有感官或1-2项理化指标不合格时，可以从该批产品中加倍量抽取样品，对不合格项目进行复检，复检结果只要有一项不合格，判该批产品为不合格。

7  标志、包装、运输、贮存 

7.1  标志

每一包装件上应有清晰、牢固的标志，标明产品名称、型号、体积、生产单位名 称、地址。 

7.2  包装

产品应包装在塑料瓶或合适的包装容器中，每一包装件应附有合格证。合格证应 标明产品名称、型号、批号、生产日期和检验员。 

7.3  运输

本产品在运输过程中，应保持在 4-30 °C环境中，避免过冷或过热，注意不要使 层析介质失水。 

7.4  贮存

本产品应贮存在 4-30 ℃的库房里; 本产品在符合本标准规定的贮运条件下，贮存期为二年，超过贮存期可按本标准 规定进行复验，若复验结果符合标准要求，仍可使用。 

__________________________
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