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探针 32( 22氰基乙基)胞嘧啶同步荧光法测定血清中蛋白质

崔凤灵 , 王俊丽 , 崔延瑞 , 渠桂荣 , 卢 　雁 , 樊 　静

河南师范大学化学与环境科学学院 , 河南 新乡　453007

摘 　要 　在模拟人体生理条件下 , 基于 32(22氰基乙基)胞嘧啶 (CECT)与人血清白蛋白 ( HSA)和牛血清白蛋

白 (BSA)之间的相互作用 , 以 CECT 为分子光谱探针研究了 CECT2蛋白质体系的同步荧光光谱特征。同步

荧光光谱特征及强度与Δλ值、反应介质、反应温度等因素有关。在此基础上 , 建立了以 CECT 为分子光谱

探针定量测定血清样品中蛋白质含量的新方法。在最佳实验条件下 , CECT2HSA 和 CECT2BSA 体系的同步

荧光强度分别在 0～44114 和 0～35110μg ·mL - 1的浓度范围内与蛋白质浓度呈现良好的线性关系 , 检测限

分别为 01023 和 01035μg ·mL - 1 , 相对标准偏差 (RSD) 112 %～313 % , 加标回收率为 9712 %～10014 %。该

方法具有简单、快速、灵敏度较高、线性范围宽、精密度和回收率较好等优点。该法可直接用于血清样品中

蛋白质总量的测定 , 结果令人满意。
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引 　言

　　蛋白质是构成一切生物生命的物质之一 , 蛋白质化学是

生命科学研究的前沿领域。研究蛋白质与小分子作用的形式

及机理 , 利用小分子探针定量分析蛋白质是生物化学和其他

生物学科、食品检验、诊断疾病、临床医学、药物化学等领

域研究的热点之一。血清白蛋白是动物和人体血浆中重要的

载体蛋白 , 是血浆中最重要的蛋白质 , 它可以作为许多内源

性和外源性化合物的存储和转运蛋白。血清白蛋白的定量研

究更是临床中诸如恶性肿瘤、糖尿病、肾功能衰退、肝硬化、

结核病、外科手术等许多疾病诊断不可缺少的内容。因此开

展其分析测定方法及其临床方面的研究 , 有着非常重要的现

实意义 [1 ,2 ] 。目前测定蛋白质含量的方法有多种 , 常用的经

典方法有 Lowery 法 [3 ] 、Bradford 法 [4 ] 、溴酚蓝法 [5 ] 、溴甲酚

绿法 [6 ]等 , 但这些方法或灵敏度较低、或线性范围窄、或存

在较强的吸附作用。近年来又建立了一些测定蛋白质的新方

法如分光光度法 [7 ] 、荧光光度法 [8 ] 、共振光散射法 [9 ] 、化学

发光法 [10 ]和电化学方法 [11 ] 。其中荧光光度法 , 由于具有简

单、快速、灵敏度高等优点而备受关注。与普通荧光法相比 ,

同步荧光法还具有光谱简化、谱带窄化和减小散射光影响的

优点 , 已成功应用于多组分的同时测定 [12 ] 和生物分子 [13 ] 的

分析研究中。我们用自己合成的硫脲衍生物新试剂 , 不仅对

铜和钯等金属离子进行了分析测定 [14216 ] , 并运用荧光光谱法

测定了血清样品中的蛋白质总含量 [17 ] 。

核苷是由戊糖和碱基缩合而成的 , 在生理生化过程中起

着调控作用 , 具有抗菌、抗肿瘤、抗病毒等药效。近来有许

多抗病毒核苷类似物已应用于临床 , 如阿糖胞苷、拉米夫

定、阿昔洛韦等抗病毒药物。32(22氰基乙基)胞嘧啶 (CECT)

是无环核苷类似物 , 目前还未见其与血清白蛋白相互作用并

作为分子探针测定蛋白质的文献报道。本文在模拟人体生理

条件下 , 利用荧光猝灭光谱研究了 CECT 与 HSA 和 BSA 的

相互作用。另外 , 在相同实验条件下 , 随着蛋白质浓度的不

断增加 , 同步荧光强度 ( ISF)明显增强 , 据此建立了以 CECT

为分子光谱探针测定蛋白质的新方法。该方法具有操作简

便、试剂不玷污器壁、灵敏度高、重现性好、线性范围宽和

测定结果可靠等优点 , 可直接用于血清样品中蛋白质总量的

测定。

1 　实验部分

111 　试剂和仪器

人血清白蛋白 ( HSA , 华兰生物有限公司)和牛血清白蛋

白 (BSA , 华兰生物有限公司)分别配制成 410 ×10 - 5和 210 ×
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10 - 5 mol ·L - 1的溶液 , 并置于冰箱 1～5 ℃保存备用 ; CECT

(合成 , 产率 83 %)用 DMF 与水混合溶剂配制成浓度为 110

×10 - 4 mol ·L - 1 的溶液 ; 实验用缓冲液 (p H 值 7140) 为

0110 mol ·L - 1的盐酸 ( HCl , 北京化工厂) 与 0110 mol ·L - 1

的三羟甲基氨基甲烷 ( Tris , 北京化工厂)混合 ; NaCl (北京化

工厂)配制成 0150 mol ·L - 1的水溶液 ; 人血清样品 (河南师

范大学校医院)和牛血清样品 (河南周口兽医站) 溶液被稀释

100 倍。所用试剂均为分析纯 , 实验用水均为二次蒸馏水。

FP26200 荧光分光光度计 (日本分光公司) ; p HS23C 数

字型酸度计 (杭州东星仪器设备厂) ; CS501 型超级恒温器

(上海市实验仪器厂) 。

112 　实验方法

在一系列 10 mL 的容量瓶中 , 依次加入 210 mL p H

7140 的 Tris2HCl 缓冲溶液、210 mL 的 NaCl 水溶液、一定

量的 HSA 或 BSA 溶液和 CECT 溶液 , 以二次蒸馏水定容 ,

振荡摇匀。在λex = 280 nm ,λem = 300～400 nm 的条件下分别

扫描 CECT 对 HSA 和 BSA 的荧光猝灭光谱。在Δλ= 20

nm ,λex = 260～320 nm , λem = 280～340 nm 条件下 , 记录

CECT 存在时 HSA 和 BSA 的同步荧光光谱。

2 　结果与讨论

211 　CECT与 HSA和 BSA的相互作用

图 1 中的 (a)和 (b)分别为 CECT 对 HSA 和 BSA 的内源

荧光猝灭光谱。由图 1 看出 , 在激发波长为 280 nm 时 , HSA

和 BSA 在 345 nm 左右有较强的荧光发射 , 随着 CECT 浓度

的不断增加 , HSA 和 BSA 的内源荧光强度 ( F) 有规律的降

低 , 且最大发射波长发生蓝移。根据荧光光谱发生蓝移可以

推断色氨酸残基是否处于疏水环境 [18 ] 。加入 CECT 后 HSA

和 BSA 的最大发射波长向短波移动 , 说明 CECT 与血清白

蛋白的相互作用使血清白蛋白发色团周围的微环境发生了变

化 , 使其疏水性增强 [19 ] 。表明 CECT 与 HSA 和 BSA 主要通

过疏水作用发生相互作用。

Fig11 　Fluorescence quenching spectra of CECT2HSA ( a) and CECT2BSA ( b)
(a) : The concent ration of HSA is 41 0 ×10 - 6 mol ·L - 1 while t he CECT concent ration

corresponding to 0 , 110 , 210 , 31 0 , 410 , 510 ×10 - 5 mol ·L - 1 f rom 1 to 6

(b) : The concent ration of BSA is 610 ×10 - 6 mol ·L - 1 while t he CECT concent ration

corresponding to 0 , 016 , 112 , 11 8 , 214 , 310 ×10 - 5 mol ·L - 1 f rom 1 to 6

212 　体系 CECT2HSA和 CECT2BSA的同步荧光光谱特征

基于 CECT 与血清白蛋白的相互作用 , 在Δλ= 20 nm 条

件下扫描 CECT 存在时 HSA 和 BSA 的同步荧光光谱。由图

2 可知 , CECT 在 305 nm 处有比较弱的同步荧光强度 , 因此

可以消除 CECT 的内过滤影响。CECT2HSA 和 CECT2BSA

体系在 302 nm 左右有较强的同步荧光强度 , 同步荧光强度

随着 HSA 和 BSA 浓度的不断增大而有明显的增强。在一定

范围内与血清白蛋白的浓度具有良好的线性关系 , 据此建立

了以 CECT 为分子光谱探针测定蛋白质的新方法。

213 　实验条件的选择

为了选择最佳的实验条件 , 用 HSA 分别对实验条件

Δλ、反应介质、CECT 的浓度、反应时间、反应温度和离子

强度进行了优化实验。

21311 　Δλ值的选择

在人体生理酸度下 (p H 7140) , 研究了Δλ变化对同步荧

光强度的影响 , 表明体系的同步荧光强度随着Δλ的增大而

增强。但是在Δλ小于或大于 20 nm 时 , 都会出现两个距离

相近而强度不等的峰 , 根据同步荧光光谱图对称性好的特

征 , 实验选择Δλ= 20 nm , 此时同步荧光强度主要由 HSA 的

酪氨酸残基产生。

21312 　介质的选择

考察了 p H 7140 的 Tris2HCl , Na2B4 O72H3BO3 + NaCl ,

KH2 PO42Na2B4 O7 , Na2 HPO42C6 H8 O7 , Britton2Robinson 和

KH2 PO42Na2 HPO4 等不同缓冲溶液对体系同步荧光强度的

影响。结果表明 , 在 Tris2HCl 缓冲溶液中体系灵敏度较高。

另外 , 研究了该缓冲液用量在 0～5 mL 范围内对体系同步荧

光强度的影响。表明缓冲溶液用量在 110～315 mL 范围内同

步荧光强度基本稳定 , 实验选用 210 mL Tris2HCl 缓冲溶液

为反应介质。

21313 　CECT 用量对体系同步荧光强度的影响
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在Δλ= 20 nm 的条件下 , 研究了 CECT 浓度对体系同步

荧光强度的影响 , 随着 CECT 浓度的不断增大 , 体系的同步

荧光强度没有明显的变化且强度比较低 , 可以消除 CECT 的

内过滤效应。因此对 CECT 的浓度没有严格的要求 , 实验选

择 310 ×10 - 6 mol ·L - 1 。

Fig12 　Synchronous fluorescence spectral of CECT2HSA ( a) and CECT2BSA ( b) (Δλ= 20 nm)
(a) : The cCECT is 310 ×10 - 6 mol ·L - 1 while t he cHSA corresponding to 0 , 014 , 018 , 11 2 ,

116 , 21 0 , 21 4 , 218 , 31 2 , 31 6 , 410 , 41 4 , 41 8 , 512 , 51 6 ×10 - 6 mol ·L - 1 f rom 1 to 15

(b) : The cCECT is 310 ×10 - 6 mol ·L - 1 while t he cBSA corresponding to 0 , 016 , 11 2 , 11 8 ,

214 , 31 0 , 316 , 412 , 41 8 , 514 ×10 - 6 mol ·L - 1 f rom 1 to 9

21314 　反应时间与体系的稳定性及反应温度

实验表明 : 在上述条件下 , 17 ℃室温下 5 min 内反应即

可完全 , 且 8 h 内同步荧光强度基本保持不变。

但随着温度的升高 , 空白溶液的同步荧光强度基本不

变 , 而体系 CECT2HSA 的同步荧光强度则明显降低。原因

是温度的升高使分子内发生了能量转移 , 致使荧光量子产率

降低。

21315 　离子强度对体系同步荧光强度的影响

在上述最佳实验条件下 , 用 NaCl 调节离子强度 , 在 0～

110 mol ·L - 1的范围内研究了离子强度对体系同步荧光强度

的影响。发现离子强度对体系的灵敏度基本没有影响。原因

可能是 CECT 是难电离的物质 , 与 HSA 主要通过疏水作用

力相互作用。因此 , 实验用人体生理离子强度 0110 mol ·

L - 1 。

214 　线性范围、检出限和精密度的测定

在确定的最佳实验条件下 , 研究了分子光谱探针 CECT

与 HSA 和 BSA 的同步荧光强度的响应情况 , 并绘制了

HSA 和 BSA 的标准工作曲线。图 3 表明 , 同步荧光强度与

HSA 和 BSA 分别在 0～44114 和 0～35110μg ·mL - 1 的较

宽范围内具有良好的线性关系 , 其线性回归方程分别为 y =

9162 + 21104 ×106 c 和 y = 5144 + 17147 ×106 c ( mol ·L - 1 ) ,

相关系数分别为 01998 5 和 01998 1。根据 IU PAC 的定义 ,

重复测定 11 次标准空白溶液计算相应的检测限分别为

01023 和 01035μg ·mL - 1 。

Fig13 　Standard working curves of HSA ( a) and BSA ( b)
(a) The cCECT is 310 ×10 - 6 mol ·L - 1 while t he cHSA corresponding to 0 , 01 4 , 018 , 112 ,

116 , 210 , 21 4 , 218 , 312 , 31 6 , 410 , 414 , 41 8 , 512 , 51 6 , 61 0 , 614 ×10 - 6 mol ·L - 1

(b) The cCECT is 31 0 ×10 - 6 mol ·L - 1 while t he cBSA corresponding to 0 , 016 , 112 ,

118 , 214 , 31 0 , 316 , 412 , 41 8 , 514 ×10 - 6 mol ·L - 1
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215 　血清样品中蛋白质含量的测定

用该方法对血清样品中蛋白质总量进行平行测定 ( n =

6) 。测定前 , 首先将新鲜的血清样品用水稀释 100 倍 , 且按

实验方法测定 110 mL 人血清样品和 018 mL 牛血清样品中

蛋白质总量。为验证方法的可靠性 , 在含有不同量 HSA 和

BSA 标样和 310 ×10 - 6 mol ·L - 1 CECT 中分别加入 110 mL

人血清和 018 mL 牛血清样品 , 进行加标回收实验 , 测定结

果和回收率见表 1 , 回收率在 9712 %～10014 %的范围内。表

明方法具有操作简便 , 重现性好、灵敏度高和测定结果可靠

等优点 , 可用于临床检验中血清样品的测定。

3 　结 　论

　　在模拟人体生理条件下 , 运用荧光光谱研究了 CECT 与

HSA 和 BSA 之间的相互作用。结果表明 , 由于 CECT 与

HSA 和 BSA 相互作用而使 HSA 和 BSA 的内源荧光强度有

规律的降低 , 且主要作用力是疏水作用。在此基础上研究了

体系的同步荧光光谱特征和反应时间及温度等实验条件对同

步荧光强度的影响。在最佳实验条件下 , 体系 CECT2HSA

和 CECT2BSA 的同步荧光强度分别在一定范围内与 HSA 和

BSA 的浓度呈现良好的线性关系。据此建立了以小分子

CECT 作为分子光谱探针 , 用同步荧光技术定量测定蛋白质

的新方法。该方法操作简单、快速、试剂不玷污器壁、重现

性好、灵敏度高、线性范围宽、测定结果可靠。方法用于血

清样中蛋白质总量的测定 , 获得了令人满意的结果。该法有

望用于生化分析和临床分析领域。

Table 1 　Results of determination of proteins

in albumin samples ( n = 6)

血清
白蛋白

加入量
/ (mol ·L - 1)

测得量
/ (mol ·L - 1)

相对标准
偏差/ %

回收率
/ %

HSA

0 11 224 6 ×10 - 6 11 7

11 6 ×10 - 6 21 831 7 ×10 - 6 11 2 1001 2

21 4 ×10 - 6 31 627 8 ×10 - 6 11 2 1001 1

31 2 ×10 - 6 41 366 5 ×10 - 6 11 6 9817

BSA

0 91 315 0 ×10 - 7 21 4

81 0 ×10 - 7 11 738 1 ×10 - 6 11 8 1001 4

21 0 ×10 - 6 21 849 6 ×10 - 6 21 8 9712

41 0 ×10 - 6 41 829 6 ×10 - 6 31 3 9719
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Determination of the Proteins in Serum Albumins by Synchronous
Fluorescence Technique with 32( 22Cyanoethyl) Cytosine as a Probe

CU I Feng2ling , WAN G J un2li , CU I Yan2rui , QU Gui2rong , L U Yan , FAN Jing

College of Chemist ry and Environmental Science , Henan Normal University , Xinxiang 　453007 , China

Abstract 　Under simulative biological conditions and upon the interactions between 32(22cyanoethyl) cytosine (CECT) and hu2
man serum albumin ( HSA) or bovine serum albumin (BSA) , the authors studied the characteristics of synchronous fluorescence

spect ra of CECT2protein system with CECT as a molecular spect ral probe. The spect ral characteristics and intensity of synchro2
nous fluorescence were related to the value of Δλ, reaction medium , reaction temperature and so on. On the basis of these , the

new method for the determination of proteins in serum albumin was developed with CECT as a molecular spect ral probe. Under

the optimum experimental conditions , the synchronous fluorescence intensities of CECT2HSA and CECT2BSA systems were in

good proportion to the concentrations of HSA and BSA in the ranges of 0244114 and 0235110μg ·mL - 1 , respectively. The de2
tection limit s were 01023 and 01035μg ·mL - 1 , respectively. Relative standard deviations located between 12 % and 313 % , and

the addition standard recovery was 9712 %210014 % for all element s. The result s suggested that the method features easy of im2
plementation , rapidity , high sensitivity , broad linear range , and better RSD and recovery etc. , and was employed directly to de2
termine the total proteins in serum albumin samples with satisfactory result s.

Keywords 　Human serum albumin ( HSA) ; Bovine serum albumin (BSA) ; 32(22cyanoethyl) cytosine ( CECT) ; Synchronous

fluorescence spect ra
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