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吲哚基二聚体菁类探针同步荧光测定蛋白质的研究

林旭聪 , 燕 　瑾 , 郭良洽 , 谢增鸿 3

福州大学化学化工学院 , 福建 福州　350002

摘　要 　基于蛋白质对双嵌吲哚染料具有良好的荧光增强作用 , 以新型水溶性吲哚基同型二聚体探针 I , 建

立了一种灵敏的蛋白质同步荧光分析体系。实验考察了吲哚探针的荧光特征、吲哚探针浓度、缓冲体系 p H、

盐浓度等参数对体系荧光的影响。在酸性条件下 , 蛋白质分子与探针 I发生结合作用 , 同步荧光明显增强并

向长波方向发生红移 , 且同步荧光强度与蛋白质浓度成良好的线性关系。在最优条件下 , 牛血清白蛋白BSA

的线性响应范围 5100 ×10 - 7～2150 ×10 - 5 g ·mL - 1 , 检测限 (3σ/ K)为 3 ×10 - 8 g ·mL - 1 ; 测定了血清蛋白

BSA 的合成样品 , 不同浓度 BSA 样品回收率为 9816 %～10310 % , 相对标准偏差 111 %～119 % ; 与蛋白质

紫外标准测定法比较 , 测定偏差为 014 %～319 %。
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引 　言

　　蛋白质定量测定在生命科学、医学和化学研究中具有十

分重要的意义 [1 ,2 ] 。蛋白质检测方法有分光光度法 [3 ] , 荧光

光度法 [427 ] 、化学发光法 [8 ] 及电化学法 [9 ] 。同步荧光光谱法

具有灵敏度高、选择性好、谱带简化等优点 , 能够有效地减

小体系杂散射光的不良影响 , 已广泛应用于多组分的同时测

定以及生物分子定量测定分析 [10212 ] , 应用前景广阔。目前 ,

在蛋白质分析方面 , 采用同步荧光分析法的报道较少 [13 ] , 发

展潜力良好。

在荧光分析法中 , 由于蛋白内源荧光弱 , 高灵敏荧光探

针的筛选也是影响蛋白质分析的关键因素。吲哚花菁探针是

近年来研究发展的新型生物荧光染料 [14 ] 。由于吲哚基团具

有刚性平面结构 , 荧光性能良好 , 同时可以作为结合生物大

分子的嵌入体 , 测定灵敏度高 [15 ,16 ] , 目前吲哚菁类聚合探针

发展迅速 , 并已在核酸等生物分子分析中得到良好应

用 [17219 ] , 发展前景十分广阔。本文研究的二 (12丙磺酸222[对

(N ,N2二甲基胺)2苯乙烯基 ]23 ,32二甲基吲哚菁252磺酸) 同型

聚合体菁类探针 I是我们新开发的一种性能稳定的长链水溶

性吲哚探针 , 迄今为止有关该探针的研究尚未见报道 , 对其

展开同步荧光分析研究 , 对建立新的蛋白质测定技术具有良

好的意义。

本文采用新的水溶性吲哚类双嵌探针 I , 研究该探针的

特征光谱性能 , 考察 p H 和离子强度等因素影响 , 研究该探

针与血清蛋白的结合反应 , 建立了一种简便 , 灵敏、稳定的

新型同步荧光检测蛋白质的分析体系 , 并用于血清模拟样品

的分析测定 , 结果良好。

1 　实验部分

111 　仪器与试剂

Cary Eclip se 荧光光度计 (Varian , USA) ; FA1104N 电

子天平 (上海) ; p HS23C 型酸度计 (上海) 。

牛血清蛋白 (BSA , Sanland2chem) , 以二次水配制成浓

度为 1100 mg ·mL - 1的储备液 , 使用时稀释成浓度为 5010

μg ·mL - 1工作液 , 置于 4 ℃的冰箱中保存 ;

吲哚类探针 I(实验室合成) , 以二次水配制成 310 ×10 - 5

mol ·L - 1的工作液 , 避光保存 ;

柠檬酸钠2HCl 缓冲液 (p H 2150) : 移取 0110 mol ·L - 1

柠檬酸钠 (A1 R)溶液及 0110 mol ·L - 1盐酸溶液 , 按比例混

合稀释至 100 mL , 并用精密酸度计校正。试剂均为分析纯 ,

实验用水为二次蒸馏水。

112 　实验方法

在 10 mL 容量瓶中依次加入 110 mL 310 ×10 - 5 mol ·

L - 1吲哚探针溶液 , 210 mL 缓冲溶液 , 适量 5010μg ·mL - 1



BSA 溶液 , 用水稀释至刻度 , 静置 5 min , 测定荧光增强值

ΔI = I - I0 。

2 　结果与讨论

211 　光谱特征分析

实验表明 , 在酸性条件下 , 当激发波长为 548 nm 时 , 吲

哚探针 I的荧光发射波长为 562 nm , stokes 位移 14 nm。选

择 Stokes 位移值作为同步扫描Δλ, 如图 1 , 同步荧光在 562

nm 处有最大荧光强度 , 加入适量的 BSA , 体系同步荧光强

度显著增强 , 并随着 BSA 浓度的增大而成比例地增强 , 发射

波长也随之发生红移。

Fig11 　Synchronous fluorescence spectra of

the system of indole probe2protein
p H 21 50 , probe Ⅰ, 31 0 ×10 - 6 mol ·L - 1 ; 25 ℃;

cBSA ( ×10 - 5 g ·mL - 1 ) , 1 : 0 ; 2 : 01300 ; 3 : 01500 ; 4 : 01 700 ; 5 :

11 00 ; 6 : 1150 ; 7 : 1170 ; 8 : 2150 ; 9 : 3100

　　当 p H 小于 41 0 时 , 血清蛋白分子带正电荷 , 吲哚探针

Ⅰ带有多个带负电荷的磺酸基团 , 吲哚探针 Ⅰ可以通过正负

电荷吸引接触蛋白分子 , 并结合在蛋白质分子上 , 使得探针

周围微环境非极性增强 , 二聚体吲哚探针 Ⅰ在溶液中因为溶

剂分子作用产生的非辐射去活化现象会得到有效抑制 , 荧光

能量损失减少 , 如图 1 所示 , 体系同步荧光得到增强。同时 ,

随着 BSA 血清蛋白浓度的增加 , 蛋白质α2螺旋结构可能逐

渐转为折迭态 ,α2螺旋结构紧密程度增加 [20 ] , 嵌入结合在蛋

白分子内部的探针自由扭动受阻而不易变型 , 吲哚平面结构

基团与其他双键形成的共轭体系更为稳定 , 在激发光激发下

荧光能量传递效率增大 , 且探针外界微环境非极性进一步增

强 , 非辐射去活化降低 , 体系同步荧光强度逐渐增大 (曲线 2

～9) 。

212 　条件优化

21211 　p H 影响

当 p H 为 1150～2150 时 , BSA 与吲哚探针体系的同步

荧光强度随着 p H 值的增加而增强 , 如图 2 所示 , 当 p H

2150 时 , BSA 与吲哚探针作用体系的同步荧光强度最大 ; 当

p H 继续增加 , p H 在 2170～4150 时 , 蛋白分子正电荷随体

系酸度下降而降低 , 不利于探针外层带有负电荷的磺酸离子

基团与蛋白质分子作用 , BSA 与吲哚探针结合作用减弱 , 体

系同步荧光增强程度降低。

Fig12 　Curve of pH effect on the increase in

synchronous fluorescence intensity

Indole probe I : 31 0 ×10 - 6 mol ·L - 1 ; cBSA : 5100μg ·mL - 1

　　实验同时考察了缓冲液的优化条件。应用柠檬酸钠2HCl

缓冲溶液 (p H 2150) , 实验结果表明 , 当缓冲液加入体积少

于 110 mL 时 , p H 缓冲能力较弱 , 体系同步荧光增强值随缓

冲液加入量增大而增大 ; 当体系缓冲液体积为 210 mL 时 ,

体系同步荧光增强值达到最大并能保持稳定 ; 但是 , 随着缓

冲液的继续增加 (310～510 mL) , 溶液中离子强度增大 , 可

能导致部分蛋白分子折迭态向展开态发生变化 [12 ] , 体系荧

光增强幅度逐渐降低。综合考虑 p H 缓冲能力和同步荧光强

度的影响 , 体系选择缓冲液加入量为 210 mL 。

21212 　探针浓度优化

如图 3 , 当探针浓度小于 310μmol ·L - 1时 , 随着染料浓

度的增加 , 同步荧光增强值逐渐上升 ; 当探针浓度大于 310

μmol ·L - 1时 , 血清蛋白与荧光探针的结合作用趋向饱和 ,

随着荧光探针浓度的上升 , 体系同步荧光背景值增强 , 导致

蛋白2探针作用体系的同步荧光增强度明显降低。实验表明 ,

当吲哚探针浓度为 310μmol ·L - 1时 , 体系同步荧光增大最

为明显。

Fig13 　Effect of the concentration of cyanine on the

enhancement of synchronous fluorescence

p H 2150 , cBSA : 5100μg ·mL - 1

21213 　NaCl 离子强度的影响

图 4 表明 , 随着 NaCl 浓度增大 , 离子强度增大 , 体系同

步荧光向短波长方向发生蓝移 , 蛋白分子结构形态可能由折

迭态部分变为展开状态 [15 ] , 从而与染料的结合能力下降 , 体

系荧光强度下降 (曲线 1～3) ; 当 NaCl 浓度大于 9100 ×10 - 2

mol ·L - 1 , 离子强度较大 , 蛋白分子α2螺旋结构从紧密的折
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迭态转变为展开状态 , 与吲哚探针 I 的结合作用降低 , 同步

荧光强度趋向稳定 (曲线 3～5) 。

Fig14 　Effect of NaCl on synchronous fluorescence

Concent ration of Indole probe I : 31 0μmol ·L - 1 ,

cBSA : 51 00μg ·mL - 1 ;

Concent ration of NaCl ( mol ·L - 1 ) , curve 1 : 0 ; curve 2 : 51 00 ×

10 - 2 ; curve 3 : 91 00 ×10 - 2 ; curve 4 : 01 125 ; curve 5 : 01160

213 　共存物质的干扰

考察研究无机盐离子、氨基酸等物质对花菁染料荧光强

度的影响。如表 1 , 大部分物质对同步荧光检测干扰较小 ,

Zn ( Ⅱ) , Cu ( Ⅱ) , Mn ( Ⅱ) 金属离子在大于 9 倍量时具有较

大的干扰 , Mg ( Ⅱ)和 K( Ⅰ) , 部分维生素和氨基酸对体系的

干扰较小 , 允许在较大浓度条件下共存。

214 　分析测定

在最佳条件下 , 同步荧光强度与血清蛋白 BSA 浓度成

良好线性关系 (如图 5) , BSA 线性响应范围为 5100 ×10 - 7～

2150 ×10 - 5 g ·mL - 1 , 线性方程 Y = 21139 X - 71591 ( Y 为同

步荧光增强值 , X 为 BSA 浓度) , 相关系数 r2 = 01998 7 , 检

测限 (3σ/ K)为 3 ×10 - 8 g ·mL - 1 。

　　根据以上实验方法测定血清模拟样品回收率 , 如表 2 所

示 , 回收率测定值的相对平均偏差在 3 %以内 , BSA 浓度为

Table 1 　Effects of the foreign species on

the fluorescence intensity 3

共存物质 浓度/ ( ×10 - 6 mol ·L - 1) 测定偏差/ %

Cu ( Ⅱ) 10 + 418

Mg( Ⅱ) 1 000 - 411

Al ( Ⅲ) 100 + 510

K( Ⅰ) 3 000 - 416

Zn ( Ⅱ) 50 + 417

Ca ( Ⅱ) 300 + 413

Mn ( Ⅱ) 50 + 410

盐酸硫铵 50 + 314

抗坏血酸 1 000 + 418

甘氨酸 5 000 - 414

L2谷氨酸 500 + 416

β2丙氨酸 3 000 - 411

L2半胱氨酸 100 + 510

L2丝氨酸 800 + 415

L2苯丙氨酸 2 000 + 412

L2色氨酸 1 000 - 411

　3 Indole probe : 310 ×10 - 6 mol ·L - 1 ; BSA : 5100μg ·mL - 1 ;

p H 21 50

1100 , 2100 和 5100 μg ·mL - 1 的样品测定回收率分别为

9816 %～10310 % , 相对标准偏差 111 %～119 % ; 与紫外标

准方法比较 , 测定偏差为 014 %～319 %。

Table 2 　Detection of several simulant samples

BSA
/ (μg ·mL - 1)

测定量/ (μg ·mL - 1)

紫外法a 同步荧光法
回收率b

/ %
RSDb

/ %
相对测定
偏差b/ %

11 00 0198 1102 10310 11 9 319

21 00 1196 1198 991 0 11 3 110

51 00 4191 4193 981 6 11 1 014

a : 蛋白质浓度 cBSA ( mg ·mL - 1 ) = 1145A 280 - 01 74A 260 ; ( A 280 和

A 260分别为蛋白质溶液在 280 和 260 nm 处测得的吸光度值)

b : 同步荧光测定方法
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Determination of Protein by Synchronous Fluorometric Method with a
New Indole Homodimeric Cyanine as Fluorescence Probe

L IN Xu2cong , YAN Jin , GUO Liang2qia , XIE Zeng2hong 3

Chemist ry and Engineering College of Fuzhou University , Fuzhou 　350002 , China

Abstract 　Using a new homodimeric hydrophilic indole dye (Dye2I) as fluorescence probe , a sensitive synchronous spect rofluoro2
metric determination for protein was developed. Characteristics of the fluorescence reaction between D YE21 and BSA protein

were investigated. Effect s of the concentration of the hydrophilic dye , p H value of the buffer solution , and ion2intensity of NaCl

were also studied and the optimum condition was gained. At p H of 2150 , elect rostatic interactions of positive charges of the BSA

chain and negative charges on the sulfonic group s of D YE21 were carried out . The interactions of the indole group of D YE21 and

some active groups of BSA (viz. amido , carboxyl or sulfhydryl) were also achieved , and resulted in the combination of indole

group of dye at the chain of BSA , which caused a notable increase in synchronous fluorescence with an observable shif t to the

longer emission wavelength. Effect s of the concentration of indole dye on the determination of BSA were also investigated. With

the augmentation of BSA , theα2helix st ructure of BSA molecular would change from the unwrapped state to the enfolded state ,

which was in favor of rest raining f ree2oscillation of fluorescence probe in the solution and maintaining a high energy transfer effi2
ciency. Such a fact would fuel a high fluorescence enhancement . and the change in fluorescence intensity (ΔF) gained the peak at

3100μmol ·L - 1 . The influences of ion2intensity of NaCl on the fluorescence of BSA2D YE21 system was visible. Effect s of coex2
istent substances such as amino acid and metal ions such as Cu2 + , K+ , Ca2 + , Mg2 + , Al3 + , and Zn2 + were also investigated.

Most substances showed no notable influences on the determination of BSA except Zn2 + and Cu2 + ions. Under the optimum con2
ditions , good calibration curves of the protein were also obtained in the range of 5100 ×10 - 722150 ×10 - 5 g ·mL - 1 (BSA) with a

detection limit of 3 ×10 - 8 g ·mL - 1 . Applied to simulant p rotein samples at the level of 1100 , 2100 , and 5100μg ·mL - 1 of

BSA , the recoveries were in the range of 9816 %210310 % with the RSD of 111 %2119 %。Compared with the UV standard meth2
od , the relative deviation was obtained in the range of 014 %2319 %.

Keywords 　Synchronous fluorescence ; Homodimeric indole cyanine probe ; Determination of protein
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