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摘　要　研究了在酸性溶液中偶氮氯膦Ⅰ( CPA-Ⅰ) -铁(Ⅲ)配合物与牛血清白蛋白( BSA )结合的吸

收光谱行为, 建立起一种以偶氮氯膦Ⅰ-铁(Ⅲ)配合物作为光谱探针测定蛋白质的新方法。该法具有较强

的抗干扰力, 弥补了偶氮氯膦Ⅰ测定蛋白质干扰物质允许量低的问题, 该法反应灵敏、快速, 摩尔吸光系数

�570nm= 2. 70×105L·mol- 1·cm - 1,线性范围宽, 可达 0—82m g/ L , 用于人血清总蛋白的测定与双缩脲法相

关性好。
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1　引言

目前金属离子配合物与蛋白质之间的相互作用
[ 1—3]
成为研究的热点,因其具有灵敏度高,抗干

扰力强而成为优良的蛋白质检测光谱探针。偶氮氯膦Ⅰ是稀土离子的灵敏指示剂,其与蛋白质反应

后,受各种离子等干扰大,给蛋白质的分析带来困难,很难直接用于血清蛋白质的测定。本研究发

现,偶氮氯膦Ⅰ在酸性环境下与 Fe(Ⅲ)形成的配合物可灵敏的与 BSA 发生反应,干扰物的允许量

大,直接用于人血清总蛋白质的测定,结果令人满意。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

牛血清白蛋白: BSA,分子量以 62200计,华美生物工程公司, 50g/ L, 4℃冰箱保存, 用时稀释;

CPA-Ⅰ:国药集团化学试剂有限公司, 8. 44×10- 4
mol/ L ; Fe(Ⅲ) : 100�g / mL,按临床检验操作规程

配[ 4] ;聚氧乙烯月桂醚( Brij-35) : 5%; pH2. 1—4. 5的 M ichaelis缓冲液溶液。所有试剂均为分析纯,

实验用水为二次蒸馏水。

UV-2201紫外可见分光光度计(日本岛津公司) ; 721型可见分光光度计(上海第三分析仪器

厂) ; pHS-3C 型酸度计(上海雷磁仪器厂)。

2. 2　实验方法

在 5mL 试管中依次加入 1. 8m L pH2. 45的 Michaelis缓冲液溶液、0. 2mL 5% Brij-35水溶液、

一定量的蛋白质标准溶液, 再加入 0. 27mL 8. 44×10- 4m ol/ L CPA-Ⅰ和 0. 13mL 100�g/ mL

Fe(Ⅲ)的混合液,加水至总体积为 3mL,摇匀。室温下放置 10min后, 再用 1cm 比色皿,以相应试剂



空白作参比扫描吸收光谱或在 570nm 处测定吸光度 A。

3　结果和讨论

图 1　吸收光谱曲线

pH= 2. 48; C ( CPA-Ⅰ) = 7. 60×10- 5m ol/ L;

C Fe(Ⅲ) = 4. 33�g/ mL ;

CBS A= 50m g/L ;CBrij-35= 0. 33%。

1——( CPA-Ⅰ) -BSA;

2——( CPA-Ⅰ) - Fe(Ⅲ) ;

3——( CPA-Ⅰ) - Fe(Ⅲ) -BSA。

3. 1　吸收光谱

在 Brij-35 存在的 pH2. 45 的 Michaelis酸性缓冲液介

质中, Fe(Ⅲ)与 CPA-Ⅰ仅有微弱的反应,吸收峰在 610nm

处; CPA -Ⅰ与 BSA 反应的最大吸收峰在 560nm; Fe(Ⅲ) -

CPA-Ⅰ配合物与 BSA 接触后, 吸收峰红移至 570nm, 且吸

光度有所增大(见图1)。由此可知, BSA 与Fe(Ⅲ) -CPA-Ⅰ

之间存在相互作用, 且这种作用强于 BSA 与 CPA-Ⅰ的作

用。

3. 2　反应条件对试验的影响

3. 2. 1　缓冲体系、酸度及缓冲液用量的影响

实验了 Clark-lubs 缓冲液: 邻苯二甲酸氢钾-盐酸

pH2. 2—3. 8; Michaelis 缓冲液: 酒石酸-酒石酸钠 pH

2. 3—3. 4; Wapole 缓冲液: 盐酸-醋酸钠 pH 2. 2—3. 2;

S rensen 缓冲液: 甘氨酸-NaCl-HCl pH2. 0—3. 2; Mcllvaine

缓冲液: 磷酸氢二钠-柠檬酸 pH2. 2—3. 4; Brit ton-Ro-bin-

son缓冲液: 混合酸(正磷酸、冰醋酸、硼酸)—NaOH pH2. 2—3. 2体系;以 Michaelis、M cllvaine缓冲

体系灵敏度高,选用 Michaelis缓冲液。pH 在 2. 45—3. 1范围内 A 大且恒定,选 pH2. 45为最佳酸

度。缓冲溶液用量在 0. 9—2. 4mL 时吸光度 A 大且稳,选取 1. 8mL 为最佳用量。

3. 2. 2　络合物探针比例及用量的影响

实验表明 Fe(Ⅲ)与 CPA-Ⅰ的浓度比介于 0. 9—1. 9范围时, 吸光度 A 大且恒定,测定中选择

C Fe(Ⅲ) / C( CPA-Ⅰ) = 1∶1。固定 BSA 浓度,改变 Fe(Ⅲ)与 CPA-Ⅰ配合物的量,测定体系的吸

光度, 当 8. 44×10- 4m ol/ L CPA-Ⅰ的用量在 0. 14—0. 34mL 时,浓度为 100�g/ L Fe(Ⅲ)溶液用量

在 0. 06—0. 16m L 时吸光度 A 大且较稳定, 选取 0. 27m L 8. 44×10- 4
mol/ L 的 CPA-Ⅰ及选取

0. 13mL 100�g/ L Fe(Ⅲ)的量为最佳用量。

3. 2. 3　表面活性剂的选择及影响

金属络合物与蛋白质结合后,由于电荷的中和作用产生沉淀, 使体系稳定性降低。故必须选择

合适的表面活性剂增稳。实验了阳离子表面活性剂十二烷基三甲基溴化铵( CTM AB) ,阴离子表面

活性剂十二烷基苯磺酸钠( SDBS)及非离子表面活性剂阿拉伯树胶( Acacia)、聚乙二醇辛基苯基醚

( OP)、聚氧乙烯月桂醚( Brij-35) ,聚氧乙烯异辛基苯基醚( T ritonX-100) ,聚氧乙烯失水山梨醇油酸

单酯( Tw een-80)等,结果表明阿拉伯树胶和 Brij-35 的效果好,但当加入阿拉伯树胶溶液后, 实验

的线性不好, 故选用 Brij-35作为增稳剂, 5% Brij-35用量大于 0. 15mL,体系可稳定长时间,用量过

多,灵敏度会逐渐降低,实验中选用 0. 2m L 可稳定 40min。而阴、阳离子表面活性剂的加入,因电荷

的作用对体系不利,加入后使吸光度下降, 不能用于增稳。

3. 2. 4　试剂加入顺序的影响

实验结果表明,不同的试剂加入顺序对反应的灵敏度、稳定性及线性有较大的影响。试验选用

依次加入 M ichaelis缓冲液、Brij-35、BSA、CPA-Ⅰ、Fe(Ⅲ)作为试剂的加入顺序,灵敏度高且稳定,
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线性范围 0—57mg/ L。并将这些试剂组合为双试剂即 Michaelis缓冲液和 Brij-35组合为试剂Ⅰ,

CPA-Ⅰ和Fe(Ⅲ)组合为试剂Ⅱ。试剂Ⅰ与 BSA 作用后, 加入试剂Ⅱ,线性范围 0—82mg/ L。

3. 3　反应时间及稳定性

室温下, 偶氮氯膦Ⅰ-Fe(Ⅲ)配合物与 BSA 迅速结合形成稳定的复合物, 8min 内即可反应完

全,吸光度达最大值且可稳定 40min。

3. 4　离子强度的影响

本文实验了 NaCl对实验的影响, 结果表明, 当体系中 NaCl的量达 1. 8g / L 时,吸光度 A 开始

下降, 体系中 NaCl的浓度越大, 吸光度 A 下降越大,这是由于共存离子因静电作用阻碍了配合物

与蛋白质的结合, 故较高的离子强度对反应不利。

3. 5　共存物质的干扰试验

试验了一些生物体内常见的有机物及金属离子对结合反应的影响, 在±5%的误差范围内允许

存在的外来干扰的量为( mg / L ) : Ca2+ ( 3. 0)、Cu2+ ( 1. 5)、Zn2+ ( 0. 3)、Fe2+ ( 0. 5)、M g2+ ( 3. 5)、Co2+

( 450)、Ni
2+

( 15. 0)、Cr
3+

( 4. 0)、Al
3+

( 0. 7)、NaCl( 180)、葡萄糖( 26)、抗坏血酸( 3. 0)、甘氨酸( 250)、

谷氨酰胺( 290)、半胱氨酸( 86)、丙氨酸( 63)、赖氨酸( 250)、苯丙氨酸( 36)、酪氨酸( 70)、脯氨酸

( 15)、丝氨酸( 250)。操作时,血清还要进行稀释,故上述干扰可不予考虑。

图 2　摩尔比法测 BSA 对偶氮氯膦

Ⅰ-Fe(Ⅲ)配合物的最大结合数

C 偶氮氯膦Ⅰ-Fe(Ⅲ) = 7. 60×10- 5mol /L。

3. 6　最大结合数的测定

固定配合物的浓度,改变 BSA 的浓度,用摩尔比法测

定了 BSA 对偶氮氯膦Ⅰ-Fe(Ⅲ)配合物的最大结合数(见

图 2)。图中两条直线相交处对应的 BSA 浓度为 1. 01×

10- 6
m ol/ L , 计算得到最大结合数 n = C 偶氮氯膦Ⅰ-

Fe(Ⅲ) / C BSA= 75。

3. 7　校准曲线

分别取不同量的蛋白质溶液,按实验方法操作, 绘制了

牛血清白蛋白的校准曲线。校准曲线的线性响应范围为

0—82mg / L ,直线的回归方程为 A 570nm= 0. 0052C- 0. 0138( C: mg/ L ) ;相关系数 r= 0. 998。测得结

合物的摩尔吸光系数 �570nm= 3. 2×10
5
L·mol

- 1
·cm

- 1
; Sandell灵敏度 S= 0. 21�g/ cm

2
。

3. 8　人血清样品总蛋白含量的分析

　　人血清样品(温州医学院第一附属医

院提供)经 10倍稀释,取 20�L 按实验方

法进行操作, 测定吸光度,求得总蛋白含

量。所得结果见表 1。其结果与双缩脲

法
[ 5]
基本一致。平均加标回收率为

100. 7%。

表 1　人血清样品中总蛋白含量的测定结果

样品
双缩脲法

( g/ L)

本法

( g/ L)

相对标准偏差( % )

( n= 4)

1 68. 2 68. 4 0. 88

2 79. 4 78. 7 1. 8

3 73. 4 73. 4 0. 12
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Determination of Serum Protein by Chl orophosphonazoⅠ-Ferrum(Ⅲ)

Compl ex Spectral Probe

LI Zhou　CAO Jian-M ing　LIAN Guo-Jun　ZHAO Chang-Rong
(Dep artment of L aboratory M edicine, Wenzhou Med ical C olleg e, Wenz hou,Z hej iang 325035, P. R .China)

Abstract　A new method for the determ inat ion of protein by using chlorophosphonazoⅠ( CPA-

Ⅰ) -ferrum (Ⅲ) complex as a spectral probe w as established based on the binding interaction of pro-

tein w ith CPA-Ⅰ-ferrum(Ⅲ) complex in acid buf fer . T he method show s high select ivity, and over-

comes the problem of interference in the determination of serum proteins by using CPA -Ⅰ. This

method is sensit ive and rapid. The molar absorpt ion coef ficient is 2. 70×10
5
L·mol

- 1
·cm

- 1
. T he cal-

ibrat ion graph for BSA is linear up to 82mg/ L . T he method has been employed in the assay of protein

of human serum . The results are in ag reem ent with those obtained by Biuret method.

Key words　Bovine Serum Album in, ChlorophosphonazoⅠ-Fe(Ⅲ) Com plex, Spect ral Probe.
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