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摘要　目的：测定药渣中蛋白质及氨基酸的含量。方法：用考马斯亮蓝Ｇ２５０、茚三酮显色，分光光度法测定蛋白质及氨基
酸的含量。结果：ＣＢＢＧ２５０显色测定蛋白质线性范围００８１～０２０２ｍｇ，加样回收率１０２０６％、ＲＳＤ为０９９％；茚三酮显
色测定氨基酸的线性范围００１６～００２９ｍｇ／ｍＬ，加样回收率９９８３％、ＲＳＤ为１８２％。结论：ＣＢＢＧ２５０和茚三酮显色，
均具有简便、快速、灵敏度高、成本低、重现性好等特点。
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　　我国药渣根据原料来源，类型主要有中药渣、生
物制药药渣、藏药渣、抗生素类药渣等，其中中药渣

所占的比例最大。据统计，中药渣在我国的排放量

逐渐增加，平均年排放量已达３千万吨［１］。药渣中

含有丰富的粗蛋白、碳水化合物、粗纤维、无机物和

粗脂肪等［２５］，这些药渣若被丢弃会对环境造成严重

的污染，这些药渣的处理将是刻不容缓的问题。本

实验测定蛋白质及氨基酸的含量，有效的解决药渣

的处理难题，易污染等问题，并为后期如何利用药渣

栽培食用菌［６７］、制成有机肥［８９］提供理论依据和数

据。

１　仪器与试剂
１１　仪器　ＫＱ５２００ＤＥ型数控超声波清洗器（昆
山市超声仪器有限公司），ＡＬ０４型万分之一电子天
平（德国梅特勒托利多仪器有限公司），７５２紫外可

见分光光度计（上海菁华科技仪器有限公司），Ｂ２６０
型水浴锅（上海亚荣生化仪器厂），ＴＤＬ４０Ｂ低速台
式离心机（上海安亭科学仪器厂）。

１２　试剂　牛血清白蛋白（批号：０３３２２０１３０４，上
海励瑞科技有限公司），精氨基酸（批号：１０００８０
２００９０８，中国药品生物制品检定所），ＣＢＢＧ２５０
（Ｆｌｕｋａ进口分装，中国医药集团上海化学试剂公
司），茚三酮（批号：２０１４０２１６，上海科丰实业有限公
司），磷酸，乙醇等均为分析纯。

２　方法与结果
２１　游离氨基酸的含量测定
２１１　测定波长的选择　取样品溶液和对照品溶
液适量，在紫外分光光度计中进行４００～８００ｎｍ波
长扫描，二者均在５６７ｎｍ附近有最大吸收，因此选
择５６７ｎｍ为测定波长［１０１１］。
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２１２　标准溶液的配制　精密称取１０ｍｇ精氨酸
对照品，加蒸馏水溶解于５０ｍＬ容量瓶中，摇匀，得
精氨酸对照品溶液的浓度为０２ｍｇ／ｍＬ的。
２１３　供试品溶液的制备　精密称取药渣粗粉１
ｇ，加２５ｍＬ蒸馏水超声３０ｍｉｎ，离心，过滤，滤液备
用。

２１４　显色剂的配制　２％的茚三酮的配制：精密
称取４ｇ茚三酮放入２００ｍＬ容量瓶中，用乙醇溶解
并定容至刻度，备用。ｐＨ＝６８的磷酸缓冲液的配
制：精密称取磷酸二氢钾３４ｇ，氢氧化钠０４７２５ｇ，
加蒸馏水并稀释至５００ｍＬ，备用［１１１２］。

２１５　标准曲线的绘制　精密吸取上述对照品溶
液００、０８、１０、１１、１３、１４ｍＬ分别置于 １０ｍＬ
具塞试管中，各加入２％的茚三酮乙醇溶液２ｍＬ，摇
匀，再加ｐＨ＝６８的磷酸缓冲液１ｍＬ，摇匀，在沸水
浴中加热１５ｍｉｎ，取出，在冷水中迅速放凉，用蒸馏
水补足至１０ｍＬ，摇匀，在５６７ｎｍ处用分光光度计测
量其吸光度值。横坐标为精氨酸对照品溶液的浓度

（ｍｇ／ｍＬ）纵坐标为吸光度值Ａ，绘制标准曲线图，得
回归方程：Ａ＝４２５２３Ｃ０４５３９（Ｒ２＝０９９９５），在
所测量的游离氨基酸浓度范围内浓度与吸光度呈良

好的线性关系。

２１６　方法学考察
２１６１　精密度　分别精密吸取６份精氨酸对照
品溶液各 １１ｍＬ于 １０ｍＬ具塞试管中，按照
“２１５”项下实验方法操作，测定其在５６７ｎｍ处吸
光度值，ＲＳＤ为１０２％（ｎ＝６）。
２１６２　重复性　取３号样品１ｇ，按“２１３”项下
实验方法操作，得滤液，精密吸取提取液０８ｍＬ，按
照“２１５”项下实验方法操作，测定样品中氨基酸吸
光度值，并计算，ＲＳＤ为０９２％（ｎ＝６）。
２１６３　稳定性试验　分别精密量取精氨酸对照
品溶液１１ｍＬ，按照“２１５”项下实验方法操作，每
隔２ｈ测定吸光度值，ＲＳＤ为２２７％（ｎ＝６）。试验
表明在１０ｈ内测定稳定。
２１６４　加样回收率试验　利用加标回收法，分别
吸取已知氨基酸含量已知的药渣提取液０３ｍＬ，共
６份，各加入对照品溶液０６ｍＬ，按照“２１５”项下
实验方法操作，测定吸光度值，并计算其回收率，结

果见表１。
２１６５　样品含量测定　取样品１ｇ，按 “２１３”
项下实验方法方法操作，得滤液，精密吸取一定量

的提取液，按照 “２１５”项下实验方法操作，测
定吸光度值，并计算样品中游离氨基酸的含量，结

果见表３。
２２　蛋白质的含量测定
２２１　测定波长的选择　取样品溶液和对照品溶
液适量，在紫外分光光度计中进行４００～８００ｎｍ波
长扫描，二者均在５９５ｎｍ附近有最大吸收，因此选
择５９５ｎｍ为测定波长［１３１４］。

２２２　标准溶液的配制　精密称取牛血清白蛋白
（ＢＳＡ）对照品１０ｍｇ置于１００ｍＬ容量瓶中，加蒸馏
水溶解并稀释至刻度，摇匀，得浓度为０１ｍｇ／ｍＬ的
ＢＳＡ对照品溶液。
２２３　供试品溶液的制备　精密称取药渣粗粉１
ｇ，加２５ｍＬ蒸馏水超声３０ｍｉｎ，离心，过滤，滤液备
用。

２２４　显色剂的配制　ＣＢＢＧ２５０染料试剂：称５０
ｍｇＣＢＢＧ２５０，溶于２５ｍＬ９５％的乙醇后，再加入
５０ｍＬ８５％的磷酸，用水稀释至５００ｍＬ［１５］。
２２５　标准曲线的绘制　精密吸取上述溶液００、
０８、１０、１２、１４、１６、１８、２ｍＬ分别置于１０ｍＬ具
塞试管中，各加入 ＣＢＢＧ２５０染料５ｍＬ，用蒸馏水
补足至１０ｍＬ，轻微振摇，混匀，在５９５ｎｍ处用分光
光度计测量其吸光度值。横坐标为 ＢＳＡ对照品溶
液的含量（ｍｇ），纵坐标为吸光度值 Ａ，绘制标准曲
线图，得回归方程：Ａ＝３４１０１Ｃ＋００９７５（Ｒ２＝
０９９９５），在所测量的游离氨基酸浓度范围内浓度
与吸光度呈良好的线性关系。

２２６　方法学考察
２２６１　精密度　精密量取ＢＳＡ对照品溶液６份，
各１２ｍＬ于１０ｍＬ具塞试管中，按“２２５”项下方
法操作，测定其在 ５９５ｎｍ处吸光度值，ＲＳＤ为
０９７％（ｎ＝６）。
２２６２　重复性　取３号样品１ｇ，按“２２３”项下
实验方法操作，得滤液，精密量取０８ｍＬ提取液，按
照“２２５”项下方法操作，测定蛋白质在样品中吸光
度值，并计算，１６３％（ｎ＝６）。
２２６３　稳定性试验　分别精密量取 ＢＳＡ对照品
溶液１４ｍＬ，按照“２２５”项下实验方法操作，每隔
５ｍｉｎ测定吸光度值，ＲＳＤ为２０２％（ｎ＝６）。试验
表明在１５ｍｉｎ内测定稳定。
２２６４　加样回收率试验　利用加标回收法，分别
吸取已知蛋白质含量的药渣提取液 ０３ｍＬ，共 ６
份，各加入对照品溶液０８ｍＬ，按照“２２５”项下实
验方法操作，测定吸光度值，并计算其回收率，结果

见表２。
２２６５　样品含量测定　取样品１ｇ，按“２２３”项
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下实验方法方法操作，得滤液，精密吸取一定量的提

取液，按照“２２５”项下实验方法操作，测定吸光度
值，并计算样品中总蛋白质的含量，结果见表３。

表１　药渣中总游离氨基酸回收率试验结果（ｎ＝６）

加标量

（ｍｇ）
样品量

（ｍｇ）
测得量

（ｍｇ）
回收率

（％）
平均值

（％）
ＲＳＤ
（％）

００９５ ０１２１ ０２１６ １００００
００９５ ０１２１ ０２１７ １０１０５
００９５ ０１２１ ０２１５ ９８９５ ９９８３ １８２
００９５ ０１２１ ０２１８ １０２１１
００９５ ０１２１ ０２１３ ９６８４
００９５ ０１２１ ０２１６ １００００

表２　药渣中总蛋白质回收率试验结果（ｎ＝６）

加标量

（ｍｇ）
样品量

（ｍｇ）
测得量

（ｍｇ）
回收率

（％）
平均值

（％）
ＲＳＤ
（％）

００８１ ００６１ ０１４５ １０３７０
００８１ ００６１ ０１４３ １０１２３
００８１ ００６１ ０１４４ １０２４７ １０２０６ ０９９
００８１ ００６１ ０１４３ １０１２３
００８１ ００６１ ０１４３ １０１２３
００８１ ００６１ ０１４４ １０２４７

表３　游离氨基酸及蛋白质含量测定试验结果（ｎ＝５）

序号

游离氨基酸

样品量

（ｇ）
含量

（ｍｇ／ｇ）
ＲＳＤ
（％）

蛋白质

样品量

（ｇ）
含量

（ｍｇ／ｇ）
ＲＳＤ
（％）

１ １０００１ ２９５０ ０１１ １００００ ０８５４ ０６７
２ １０００２ ３４００ ００５ １００００ １１５６ ０７９
３ １０００２ ７９４３ ００３ １００００ ５０８５ １３３
４ １０００１ ２９８７ ００６ １０００１ １０２７ ０５３
５ １０００１ ２８２５ ０７２ １０００１ ０８３９ ０７８
６ １００００ ６５２８ ０１５ １００００ １８６７ １７６
７ １００００ ５０２５ ０１４ １００００ １２６３ １５３
８ １００００ ２１１７ ０３３ １００００ １９８３ １２２
９ １０００１ ２５６０ ０６７ １０００１ １６８３ １６５
１０ １００００ ７１１３ ００４ １００００ １４５３ ０１５

３　小结
３１　用茚三酮显色法测定药渣中游离氨基酸的含
量的原理　弱酸性溶液中茚三酮与氨基酸共热，可
引起氨基酸的脱氨、脱羧反应，最终与还原性茚三酮

发生作用，生成紫色物质，颜色深浅与氨基酸含量成

正比。该方法简便、快捷、灵敏度高、检测成本低，可

用于大样本的检测。

３２　用考马斯亮蓝法测定蛋白质含量的基本原理
　　考马斯亮蓝与蛋白质直接结合，颜色深浅与蛋
白质含量成正比，因此，测定结果不受样品中非蛋白

氮的影响，结果更准确［１５］。用考马斯亮蓝Ｇ２５０，作
为蛋白质的显色剂，灵敏度高、简便、快速等优点。

与古老的经典的测定蛋白质的方法相比，考马斯亮

蓝法，不需要消化且用时用时较短，加入显色剂后立

刻就能测定，可用于蛋白质的检识，灵敏度高，且迅

速而简便。

４　讨论
在检测氨基酸过程中，混匀时轻微的震荡，使混

合均匀，剧烈震荡会产生气泡，不易定容；水浴温度

每次做要保持一致，温度对显色影响较大。在测定

蛋白质过程中，加入ＣＢＢＧ２５０后，立即轻微震荡混
匀，再定容，若剧烈震荡会产生大量的气泡，干扰定

容。测定时要迅速，该显色反应随时间增长，吸光度

值在逐渐降低。
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