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凝胶过滤色谱法测定蛋白胨中多肽的 
相对分子质量分布 

吕  娟 1#, 周  刚 2#, 李振莲 1, 杜  艳 1, 朱叶青 1* 
(1. 呼和浩特市食品检验所, 呼和浩特  010090; 2. 内蒙古自治区药品检验研究院, 呼和浩特  010010) 

摘  要: 目的  建立凝胶过滤色谱法测定蛋白胨中多肽相对分子质量的方法。方法  样品以水作为提取剂, 

磷酸二氢钠与磷酸氢二钠溶液作为流动相(pH 6.8), 流速 0.8 mL/min, 用 BioSeP 5 µm SEC-s2000 柱进行分

离, 由 GPC 软件通过线性关系计算得出样品的具体相对分子质量。结果  相对分子质量在 451~150000 之

间时, 相对分子质量的对数与保留时间呈曲线关系, 相关系数为 0.9971, 方法的精密度、重复性、准确度、

稳定性的相对标准偏差均在 3%之内。结论  该方法操作简单、灵敏度高, 适用于多肽类物质相对分子质量

分布区间的确定。 
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Determination of relative molecular mass distribution of polypeptides in 
peptone by gel filtration chromatography 

LV Juan1#, Zhou Gang2#, LI Zhen-Lian1, DU Yan1, ZHU Ye-Qing1* 
(1. Institute of Hohhot Food Inspection, Hohhot 010090, China; 2. Inner Mongolia Autonomous Region Drug Testing 

Institute, Hohhot 010010, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination relative molecular mass of polypeptides in 

peptone by gel filtration chromatography. Methods  The sample was separated by BioSeP 5 µm SEC-S2000 column 

at a flow rate of 0.8 mL/min using water as the extraction agent, sodium dihydrogen phosphate and sodium disodium 

phosphate solution as the mobile phase (pH 6.8). The specific relative molecular weight of the sample was calculated 

by GPC software through linear relationship. Results  When the relative molecular mass was between 451 and 

150000, the logarithm of the relative molecular mass is curving with the retention time, and the correlation coefficient 

was 0.9971. The relative standard deviation of the precision, repeatability, accuracy and stability of the method were 

all within 3%. Conclusion  The method is simple, sensitive and suitable for determining the distribution interval of 

relative molecular weight of peptides. 
KEY WORDS: gel filtration chromatography; relative molecular mass; peptone; polypeptide 
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1  引  言 

蛋白胨(peptone), 是将肉、酪素或明胶用酸或蛋白酶

水解后干燥而成的外观呈淡黄色的粉剂, 具有肉香的特殊

气息。蛋白胨作为微生物培养基的主要原料, 在抗生素、

医药工业、发酵工业、生化制品及微生物学科研等领域中

的用量均很大。不同的生物体需要特定的氨基酸和多肽, 
因此存在着多种蛋白胨。研究蛋白胨中多肽的组成, 可以

为蛋白胨生产规模的扩大、生产工艺的完善、技术水平的

提高给与一定的理论依据。  
多肽的分子量较小 , 结构比蛋白质简单 , 是一类由

2～16 个氨基端通过肽键连接的化合物, 具有调节机体生

理功能和为机体提供营养的双重功效 [1]。生物活性肽

(bioactive peptides)是蛋白质经过特征酶或生物降解后产生

的具有显著的生物学活性且由数个至数十个氨基酸组成的

肽类混合物即蛋白水解产物(protein hydrolysates)[2]。生物

活性肽的生理功效明显、来源丰富、安全性高, 可被开发

为功能食品、医药及化妆品等具有高附加值的生物制品。

蛋白胨中多肽来源丰富, 原料组成复杂, 它的分离、纯化

是多肽深入研究的良好基质。 
不同原料, 不同的制备条件, 获得的同一活性的肽具

有相似的分子量, 如抗氧化肽、降血压肽、抗癌肽和免疫

调节肽的分子量一般较小, 而抗菌肽主要是大分子量的

肽 ,在矿物质结合活性肽中既有小分子量 (< 1000)的肽 , 
也有大分子量(>1000)的肽[3]。可见肽功能的研究需要建

立一种能测定多肽相对分子质量的方法, 以满足多肽的

各方面研究。 
目前多肽类物质的开发研究还处于初级阶段 , 很

大程度上限制了多肽类物质的有效利用, 根据多肽物质

性质不同采用适当方法分离纯化多肽物质是生物技术

实现产业化的关键[4]。目前, 多肽的纯化方法主要有: 凝
胶过滤色谱 [5]、超滤法 [6]、离子交换色谱 [7]、高效液相

色谱 [8]、气相色谱[9]、亲和色谱[10]、薄层层析[11]等。其

中凝胶过滤色谱法、超滤法最为常见。凝胶过滤色谱法

是一种简便而有效的液相柱层色谱技术。它利用某些化

学惰性的多孔网状结构的物质为填料, 通过洗脱液的连

续洗脱, 使混合物中的各种物质按其分子大小不同而得

到分离[12]。凝胶过滤法分离条件温和、产品回收率高、

生物活性好、工作范围广、分离分子量的覆盖面大, 可
分离百至数万分子量的分子[13]。但目前针对蛋白胨中多

肽的研究较少 , 而蛋白胨的规模化生产 , 需要清楚了解

蛋白胨中多肽的分布。   
鉴于此, 本研究采用凝胶色谱法测定蛋白胨中几种

多肽相对分子质量, 旨在为类似含肽产品的生产制备及相

关研究提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

U3000 液相色谱 (配 DAD 检测器 , 美国  Thermo 
Fisher 公司); BioSeP SEC-s2000(300 mm×7.8 mm, 5 µm, 美
国 phenomenex 公司); ME 204E 型电子天平(瑞士 Mettler 
Toledo 公司); MS 3 涡旋振荡器(德国 IKA 公司)。 

标准品: 甘氨酸-甘氨酸-酪氨酸-精氨酸(97%, Mr:451, 
美国 Sigma-Aldrich 公司); 抑肽酶(6000 U/mg, Mr:6511)、
细胞色素 C(95%, Mr:12355)、转铁蛋白(98%, Mr:78000)、
牛免疫球蛋白(90%, Mr:15000)(上海源叶生物科技有限公

司); 其他试剂均为国药集团生产的分析纯。 
蛋白胨为市售普通产品。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液的配制 
多肽标准储备液:精密称取甘氨酸-甘氨酸-酪氨酸-精

氨酸、抑肽酶、细胞色素 C、转铁蛋白、牛免疫球蛋白分别

为 0.02003、0.02054、0.02027、0.02398、0.02107 g, 加超纯

水定容于 10.0 mL 容量瓶, 置于 4 ℃密封可贮藏一个月。 
多肽标准混合液:准确吸取 500 μL 多肽标准储备液, 

再加入 1500 μL 水溶解稀释, 混匀, 浓度为 0.5 mg/mL,用
0.22 µm 的滤膜过滤备用。 

试样的制备:称取均质后的样品 0.1 g(0.0001 g), 用 
40 mL 超纯水溶解, 涡旋振荡 1 min。配制成 2.5 mg/mL 的

样品溶液, 用 0.22 μm 微孔滤膜过滤后, 待测。 
2.2.2  色谱条件 

色谱柱: BioSeP SEC-s2000(300 mm×7.8 mm, 5 µm)。 
流动相: 68.3 mmol/L 磷酸二氢钠与 81.7 mmol/L 磷酸

氢二钠溶液, pH＝6.8; 流速: 0.8 mL/min; 柱温: 25 ℃; 进
样量: 5 μL; 检测波长: 280 nm。 
2.2.3  数据分析 

利用 Chromeleon 7 GPC 数据处理软件分析色谱图。 
数均相对分子质量和重均相对分子质量的计算[14] 

数均相对分子质量 Mn= i i

i

N M
N




               (1) 

式(1)中: Ni 为第 i 种分子的物质的量; Mi 为第 i 种分子的分

子质量。 

重均相对分子质量 Mw= i i

i

W M
W




              (2) 

式(2)中:Wi 为第 i 种分子的物质的量; Mi 为第 i 种分子的分

子质量。 

3  结果与分析 

3.1  色谱条件优化 

流动相选择乙腈-水(15:85, V/V)时, 色谱峰结果不理
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想, 峰型差(如图 1)。更换流动相为甲醇: 水(15:85,V/V), 改
善不明显。通过调节三氟乙酸的体积分数来改善混合标准

物质的分离度, 结果是混合标准物质的分离度随三氟乙酸

的体积分数增大而增大[15]。三氟乙酸的体积分数为 0.035%
时, 混合标准物质的分离以及峰型均较好, 但低于色谱柱

的最低耐受;三氟乙酸的体积分数为 0.02%时, 分子量差别

低于一个数量级时, 峰分不开。 
考虑色谱柱耐受性 pH 为 2.5～7.5, 改用磷酸盐作为

流动相。先用 pH 为 6.2 的 0.1 mmol/L 磷酸二氢钠作为流

动相, 峰型改善明显, 经过进一步调节最终调得磷酸二氢

钠与磷酸氢二钠混合溶液的比例使 pH 为 6.8 时, 分离效果

最理想(见图 2)。 
 

 
 
 

图 1  以乙腈-水(15:85, V/V)为流动相的色谱图 
Fig.1  Chromatogram with acetonitrile-water (15:85, V/V) as mobile 

phase 

 

 
 

图 2  以 pH 为 6.8 磷酸盐混合溶液为流动相的色谱图 
Fig.2  Chromatogram with pH 6.8 phosphate mixed solution as mobile phase 

 
 

3.2  样品前处理优化 

蛋白胨样品中含有丰富的蛋白质、多肽、氨基酸、维

生素、微量元素等物质, 这些物质如果引入色谱分离体系, 
不仅易造成色谱柱污染、柱效下降, 还会干扰对目标物质

的分析。因此在提取多肽的同时, 应该选择有效的方法将

这些杂质去除。 
分别使用乙醇、乙腈、丙酮等对样品净化, 结果与用

水直接溶解检测结果无明显区别, 多肽分子量较大, 其他

小分子的干扰显示不明显。结合色谱柱孔径以及分析物质

易溶于水的性质, 确定上机样品浓度为 2.5 mg/mL 的水样

液(见图 3)。浓度高可能会导致色谱柱堵塞, 为了延长色谱

柱的使用寿命, 故增加了预保护柱。 

3.3  方法验证 

3.3.1  标准曲线与线性关系 
混合标准物质溶液的色谱图如图 2 所示, 5 种多肽的

保留时间和相对分子质量对数的关系如图 4 所示。以标准

物质相对分子质量对数对保留时间做曲线拟合方程, 得到

拟合方程为:  
Y=–0.0023X3+0.0244X2–0.0796X+5.5964, 相关系数 r2= 

0.9971, 表明相对分子质量在 451~150000范围内, 5种标准

物质相对分子质量对数与保留时间呈良好的曲线关系。 
 
 

 
 

图 3  实际样品色谱图 
Fig.3  Chromatogram of actual sample 
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图 4  5 种多肽的保留时间和相对分子质量对数的关系 
Fig.4  Relationship between retention time and logarithm of 

molecular mass of 5 polypeptides 

 
3.3.2  重复性 

精确称取蛋白胨样品 6 份, 进行测定, 测定保留时间

为 15.22 min 左右色谱峰的保留时间、重均相对分子量、

数均相对分子量, 计算其相对标准偏差 (relative standard 

deviation, RSD)分别为 0.049%、1.831%、1.671%, 表明方

法的重复性良好, 见表 1。 
3.3.3  精密度 

其中一份样品连续进样 6 次, 测定保留时间为 15.22
左右的色谱峰的保留时间、重均相对分子量、数均相对分

子量 , 计算其相对标准偏差分别为 0.034%、0.667%、

0.731%, 表明精密度良好。 
3.3.4  准确度 

精密称取蛋白胨样品 6 份, 进行 5 种多肽的加标实验, 
测得的相对分子质量与标准物质已知相对分子质量对照, 
相对误差＜2.5%, 见表 2。 
3.3.5  稳定性 

多肽标准工作液分别于配置后 0、2、4、6、8、10 h
进样, 测定 5 种多肽的保留时间、重均相对分子量, 计算

其相对标准偏差在 3%以内, 表明方法的稳定性良好, 见
表 3。 

 
表 1  样品重复性测定结果 

Table 1  Sample repeatability measurement results 

样品编号 保留时间 重均相对分子量(Mw) 数均相对分子量(Mn) 

Y1-1 15.21 65 59 

Y1-2 15.22 65 59 

Y1-3 15.22 64 60 

Y1-4 15.23 63 59 

Y1-5 15.22 64 59 

Y1-6 15.23 62 57 

相对标准偏差 0.049 1.831 1.671 
 

表 2  测得的相对分子质量与标准物质已知相对分子质量对照表 
Table 2  Comparison of measured relative molecular mass with known relative molecular mass of standard material 

峰号 1 2 3 4 5 

测得相对分子质量 150190 79138 12061 6429 444 

标准物质相对分子质量 150000 78000 12355 6511 451 

相对误差/% 0.13 1.46 2.38 1.26 1.55 
 

表 3  多肽测定稳定性实验 
Table 3  Stability test of polypeptide determination 

峰号 放置时间/h 0 2 4 6 8 10 RSD/% 

1 
保留时间/min 9.08 9.09 9.08 9.08 9.08 9.09 0.06 

重均相对分子量(Mw) 150000 149857 150143 150000 150143 149857 0.09 

2 
保留时间/min 10.36 10.36 10.36 10.36 10.36 10.36 0.00 

重均相对分子量(Mw) 79328 79138 79138 79138 79138 79328 0.12 

3 
保留时间/min 12.15 12.15 12.15 12.14 12.15 12.15 0.03 

重均相对分子量(Mw) 12070 11958 12014 12127 12070 12014 0.49 

4 
保留时间/min 12.9 12.91 12.92 12.93 12.93 12.93 0.10 

重均相对分子量(Mw) 6582 6511 6441 6417 6394 6370 1.24 

5 
保留时间/min 14.47 14.48 14.49 14.49 14.50 14.50 0.08 

重均相对分子量(Mw) 469 458 447 444 437 434 2.95 
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3.3.6  样品测定 
取不同厂家提供的多种动物源与植物源蛋白胨进

行测定,部分样品色谱峰的保留时间、重均相对分子质量

Mw、数均相对分子量 Mn、多分散系数 d(Mw/Mn)的关

系如表 4 所示, 蛋白胨含有的多肽种类甚广, 重均相对

分子质量由几百到几万均有分布, 重均相对分子质量在

一千以下的占比较高, 给多肽的研究提供了更多的可能

性。同一源蛋白胨多肽的重均相对分子质量并不相近 , 
其下限有的低于 400, 上限 7～8 万也有分布。不同厂家

提供的蛋白胨也有极大差距, 具体品类均需要精准测定

得出结论, 并不能以单次测定涵盖整个样品类型的分布

情况。 
 

表 4  动物源与植物源蛋白胨多肽相对分子质量测定结果 
Table 4  Results of determination of relative molecular mass of animal-derived and plant-derived peptone polypeptides 

样品类型 保留时间/min 重均相对分子量 数均相对分子量 分散系数 

动物源 C 

13.61 4007 2946 1.36 

14.26 478 327 1.46 

15.07 14 0 / 

植物源 B 

10.26 77400 75897 1.02 

13.80 1082 845 1.28 

14.28 166 121 1.38 

 

4  结  论 

采用凝胶色谱法测定蛋白胨中多肽相对分子质量方

法适用可行, 多肽的保留时间与相对分子质量的对数成良

好的曲线相关, 按分子质量由大到小的顺序先后出峰, 通
过标准物质的保留时间可以得到未知物质的相对分子质

量。但对于分子质量差在一个数量级的物质分离度差, 达
不到理想的效果。后续研究还需要有针对性的锁定特定多

肽区域选择合适的排阻范围的色谱柱进行详尽的研究。同

时, 合适的分离度还需建立在优化后的流动相条件下, 通
过调节磷酸二氢钠与磷酸氢二钠混合溶液的比例使 pH 为

6.8 时分离效果最好。 
该方法可以快速、简单的锁定不同物质所含多肽的相

对分子质量所落区间, 选择不同排阻范围的色谱柱可实现

特定范围内多肽的精细检测, 满足生产和制备初步的方法

确立, 为日后深入研究蛋白胨中多肽的组成以及定量提供

了最基础的保障。 
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