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摘　要　在酸性条件下, 十二烷基苯磺酸钠-Fe3+ 与蛋白质形成离子缔合物, 使共振瑞利散射( RRS)急

剧增强。研究了相应的光谱特征, 适宜的反应条件和影响因素。在最佳条件下,不同蛋白质在一定浓度范围

内与散射强度呈良好的线性关系, 可用于多种蛋白质的测定, 方法的检出限在 14. 5—53. 0ng / mL 之间。本

法灵敏、简便和重现性好,已用于人血清样品中总蛋白含量的测定,获得满意结果。
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1　前言
蛋白质是重要的生命物质, 它与营养、发育、遗传、新陈代谢等生命活动有着密切的联系,可作

为人体营养健康、疾病诊断的重要指标,因此有关蛋白质的研究是目前生命科学和化学领域中一个

十分活跃的领域。自从 1993年Pasternack 等人
[ 1]
首先用共振光散射技术研究了卟啉类化合物在核

酸上的聚集, 使共振光散射技术逐步发展成为一门新的分析技术。尽管对该技术的原理还未认识清

楚,但是该技术仍以其简便快捷,灵敏度高,仪器操作方便等优点, 得到了广泛的应用。近年来已被

成功用于核酸 [ 2]、蛋白质[ 3]、无机离子 [ 4]、纳米粒子[ 5]、免疫 [ 6]、药物[ 7]等的分析应用。

本文研究了十二烷基苯磺酸钠-Fe
3+
与蛋白质形成离子缔合物的光谱特征、适宜的反应条件,

探讨了不同反应条件下散射强度的变化因素,建立了测定人血清样品中总蛋白含量的新方法,获得

了满意的结果。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

Cary Ecilipse荧光分光光度仪(美国瓦里安公司) , U-3010紫外分光光度计(日本日立公司) ,奥

立龙酸度计(上海热电仪器有限公司)。

蛋白质标准溶液:牛血清白蛋白( Bovine serum album in, BSA, German Heidelberg 公司) , 人血

清白蛋白( Album in human bovine, HSA, German Heidelberg 公司) , �-球蛋白( �-G, 日本东京化成
株式会社) , HSA 和 �-G质量比为 2∶1的混合标准溶液( H-�) ,以上蛋白质类溶液均为 20�g/ mL

溶液。十二烷基苯磺酸钠( Sodium dodecylbenzene sulfonate. SDBS) 110�g/ mL,硫酸铁铵溶液 20

�g/ mL, B-R( Britton-Robinson)缓冲液: 0. 04mol/ L H3PO4、H3BO3和 HAc与 0. 2mol/ L NaOH 溶液



按一定比例混合配制成不同 pH的缓冲液,用酸度计进行校正 pH。

2. 2　实验方法

在 10mL 比色管中, 依次加入 pH2. 21 缓冲溶液 1. 0mL、SDBS 溶液1. 0mL、硫酸铁铵溶液

1. 0mL,加入适量蛋白质标准溶液,用二次蒸馏水定容,摇匀,反应 40min。将溶液于荧光分光光度

计以  ex=  em方式进行同步扫描,得到共振瑞利散射光谱,然后于共振瑞利散射峰 461nm 处测定缔

合物散射光强度 I 和试剂空白 I 0的散射光强度差值 !I ( I - I 0)。

3　结果与讨论

图 1　共振散射光谱

1—— pH= 2. 21, SDBS( 11�g/ mL) ,

Fe3+ ( 0. 42�g/ mL) ;

2—— 1+ �-G( 4. 0�g/ mL) ;

3—— 1+ H-�( 4. 0�g/ mL) ;

4—— 1+ HSA( 4. 0�g/ mL) ;

5—— 1+ BSA( 4. 0�g/ mL ) ;

6—— pH,SDBS, BSA( 6. 0�g/ mL) ;

7—— 1+ BSA( 6. 0�g/ mL )。

3. 1　共振瑞利散射光谱

实验了 pH-SDBS-Fe
3+
-系列蛋白质的共振散射光谱

(图 1)。结果表明,当溶液中没有蛋白质存在时,其散射光

强度 I 0 非常微弱,加入几种不同蛋白质都使体系的散射

强度 I 显著增大,而 Fe
3+ 离子的加入进一步提高了散射强

度。本体系( pH-SDBS-Fe3+ -蛋白质)的较强散射峰位于

392nm、461nm, 其中 BSA 和 HSA灵敏度较高。而本体系

形成的混合溶液几乎无色, 其吸收光谱实验表明,在 275—

350nm 范围内吸光度值小于 0. 1, 在 350—700nm 范围内

吸光度值小于 0. 02。即该体系的较强散射峰 392nm、

461nm 处仅有非常微弱的吸收, 与通常认为较强散射峰应

该位于或接近分子吸收带的理论有差异。

3. 2　适宜的反应条件

3. 2. 1　缓冲液 pH 及用量的影响

试验了不同 pH 值的 B-R缓冲液对缔合物散射强度

值的影响。结果表明当 pH在 1. 6—3. 0范围内(图 2) , 缓

冲溶液用量为 0. 6—1. 5mL 时,体系的 !I 最大且试剂空
白 I 0值较小,本实验选用 pH2. 21的缓冲溶液 1. 0mL。

图 2　pH 值的影响

SDBS( 11�g/ mL) , Fe3+ ( 0. 42�g/ mL) , BSA( 4. 0�g/ mL)

1—— ( pH-SDBS-Fe3+ ) ;

2—— ( pH-SDBS-Fe3+ -BSA)。

从酸度对体系的散射强度值实验表明, 当溶液的

pH 低于 BSA 的等电点 pI = 4. 7时, 体系的散射强度

值较大。原因是由于此时 BSA 肽链上的氨基酸残基

如赖氨酸、精氨酸和色氨酸等质子化而带正电荷; 而

SDBS 中磺酸基带负电荷,二者通过静电引力结合。其

次 BSA 中非极性的侧链疏水基与 SDBS 中非极性的

长链烃基通过疏水力,以及 Van Der Waale力协同作

用,使 SDBS 分子聚集在 BSA 分子表面, Fe
3+
离子通

过配位键与 BSA 结合, 它们一起形成三元离子缔合

物。缔合物的形成导致微粒体积增大 [ 7—9]以及聚集体

外围的疏水基团与水之间形成疏水的液-固界面[ 8, 9] ,

导致散射增强。当pH 接近BSA 的pI 时, BSA 分子质

子化程度大大减弱,因此 BSA与 SDBS分子的结合也减弱,故表现出体系的散射强度迅速下降。
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3. 2. 2　SDBS与 Fe3+ 离子浓度的影响

实验了不同浓度 Fe
3+ 和 SDBS浓度的影响。结果 Fe

3+浓度为 0. 1—1. 5�g/ mL 时,体系的 !I
大且 I 0 小,本实验选用 Fe3+浓度为 0. 42�g/ mL; SDBS浓度为 5. 5—28�g/ mL 时, !I 大且 I 0小, 本

实验选用11�g / mL。SDBS 的临界胶束浓度[ 10]为418�g / mL,表明此时SDBS 未形成胶束,以单分子

形式与蛋白质结合。

图 3　离子强度的影响

pH= 2. 21, SDBS( 11�g/ mL) , Fe3+ ( 0. 42�g/ mL ) ,BSA( 4. 0�g/ mL)

1——Na2SO 4; 2——NaCl。

3. 2. 3　离子强度的影响

以氯化钠和硫酸钠进行离子强度实

验(图 3)结果表明: 在离子强度较高时,

会破坏离子缔合物的形成, 使散射强度

大大降低, 证明了 Cl
-
或 SO

2-
4 和 SDBS

将竞争与蛋白质的结合。而在一定的离

子强度时, 只能使离子缔合物的结构变

得松弛、导致缔合物散射强度增大
[ 8, 9]
。

3. 2. 4　共存物质的影响

在 10mL 比色管中, 当 BSA 的浓度

为 4. 0�g/ mL 时, 共存物的影响结果(以

�g/ mL 计)见表1。有机溶剂实验表明,较

高浓度的甲醇, 乙醇, 丙酮溶液对散射强

度值影响不大。

表 1　共存物质的影响

共存物质
浓度

( �g/ mL)

!I 变化

( % )
共存物质

浓度

( �g/ mL)

!I 变化

( % )

L-天冬氨酸 600 3. 1 DL-∀-丙氨酸 750 - 2. 4

L-精氨酸 600 - 5. 2 L-谷氨酸 600 - 4. 7

甘氨酸 600 7. 1 ∀-酮戊二酸 530 0. 2

亮氨酸 750 1. 9 葡萄糖 1250 - 0. 1

草酸铵 250 0. 7 D-果糖 1500 0. 7

尿素 1500 - 6. 1 盐酸普鲁卡因 100 - 1. 2

柠檬酸钠 300 - 3. 7 烟酸 400 - 5. 6

磷钼酸 984 4. 3 氨基乙酸 480 - 8. 7

枸橼酸钠 150 4. 7 VB6 400 - 3. 7

头孢吡胯 20 - 8. 4 MgSO 4 150 - 2. 2

K 2SO4 150 2. 7 KI 500 - 5. 0

BaCl2 165 8. 1 MnCl2 400 1. 4

ZnSO 4 250 0. 3 Pb(NO 3) 2 50 3. 1

CuSO 4 200 6. 4 KSCN 50 2. 6

CaCl2 250 5. 5 Na2CO 3 200 - 0. 7

3. 3　校准曲线及方法灵敏度

按照实验方法, 研究了不同蛋白质的反应,并以 ! I 对不同蛋白质浓度绘制了相应的校准曲线

(表 2)。

3. 4　样品测定

取人血清样品0. 30mL 于 100mL 容量瓶中,加水稀释至刻度, 摇匀,再稀释 10倍。取上述试液
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1. 0mL,按照实验方法,于共振散射峰 461nm 处测定散射光强度差值 !I ( I - I 0)。在人血清总蛋白
中主要含有 HSA和 �-G,其质量比大约为 2∶1[ 11] ,从表 2可知, 人血清中 HSA和 �-G的响应相差
较大, 因此将HSA 和�-G 按照质量比 2∶1混合配制 20�g/ mL 溶液,制得H-�校准曲线(表 2)。然

后以此计算血清总蛋白含量(表 3) ,结果与经典的考马斯亮蓝法( CBBG-250)
[ 12]
一致,并有较好的

回收率。

表 2　几种蛋白质的校准曲线

蛋白质*  max ( nm) 校准曲线 线性范围( �g/ mL) 相关系数( r) 检出限( 3#, ng/ mL )

BSA 461 !I= 10. 14C+ 4. 25 0—8. 0 0. 9952 14. 8

392 !I= 10. 41C+ 3. 26 0—8. 0 0. 9959 14. 5

HSA 461 !I= 7. 68C+ 0. 61 0—6. 0 0. 9993 19. 5

392 !I= 8. 13C+ 0. 65 0—6. 0 0. 9994 18. 6

�-G 461 !I= 2. 83C+ 1. 81 0—6. 0 0. 9941 53. 0

392 !I= 3. 36C+ 1. 11 0—6. 0 0. 9948 44. 9

H-� 461 !I= 4. 54C+ 1. 37 0—5. 0 0. 9986 33. 0

392 !I= 4. 82C+ 1. 36 0—5. 0 0. 9975 31. 3

表 3　人血清样品中总蛋白 质量测定结果

样品

CBBG-250法

平均值( g/ L)
RSD(% )

( n= 4)

本法

平均值( g/L )
RSD( % )

( n= 4)

本法回收率( BSA)

回收率( % )
RSD( % )

( n= 4)

1 78. 3 1. 9 77. 6 2. 2 96. 2—103. 1 1. 9

2 66. 4 1. 7 65. 9 1. 8 93. 8—101. 6 2. 2
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Resonance Rayleigh Scattering Method for Determination of Serum
Protein with Fe

3+ - Sodium Dodecyl Benzene Sulfonate as Probe

HU Qing-Hong　YANG Yang　J IANG Bo　YUAN Ze-Li
(P har maceutical Science Dep artment, Zunyi Med ical Colleg e, Guizhou, Zunyi 563003, P. R. China)

Abstract　In acid medium , protein can react w ith sodium dodecyl benzene sulfonate to form ion-
association complexes, w hich enhance the resonance Rayleigh scattering ( RRS) intensity g reat ly. In

this paper, the opt imum react ion conditions, the influencing factors and the spect rum characteristic of
the system have been invest igated. Under optimum condit ion, The RRS ( ! I ) intensity is linear to the

concentration of different proteins. This method w as convenient , better repeatability , and the detection
limits w as at the range 14. 5—53. 0ng/ mL for many kinds of protein. It w as applied to analysis of total
protein in human serum sample, w ith sat isfactory results.

Key words　Resonance Rayleigh Scat tering, Fe
3+ , Sodium Dodecy l Benzene Sulfonate, Protein.

伟人已逝　风范长存
——纪念卢嘉锡先生

章 振 乾

　　去年 6 月 4 日卢嘉锡先生走完了他的生命历程。

许多人哀悼、赞颂他;许多人在默默的追忆、怀念他。

先生是中外闻名的大学者, 是广孚众望的一位国家领

导人;又曾经是民主党派的首脑,我的老友和挚友。

我和卢先生早于建国之初就共事于厦门大学,论

交已及半个世纪。他到北京任职之后, 每次回到福州,

我俩都聚首谈心。此次回来治病, 不幸竟成永别!比我

年少的他先我而去。我怎能不万分痛惜和哀痛呢!

我这里只说我所熟知之事。直到晚年, 他虽忙于

国事, 但他的心始终不离科研第一线,他关心国内外

科学的进展和动态, 关心门生故旧在学术上取得的成

就,他常年身在北京,而家却在福州,他的夫人吴逊玉

大姐在福州疗养, 他通常每年都回来三、四次。按理

说,每次回家那难得的几天, 该好好修养一下; 但他却

不然,还像只是换个工作地点, 除了预定的约会, 他每

天都在自己的工作室潜心于科研。

中国自古至今有许多人,一做了官,便废了学,所

谓“一行作吏, 此事便废”, 而他却不为此。他不仅源源

不断地出了科研成果, 而且在福建, 他以福州大学和

福建物质结构研究所为基地 ,指导后辈在科技前沿探

索创新,为国家做出贡献。

我们知道,卢先生与英国著名科学家李约瑟有很

深的友谊, 当他离开中国科学院院长职位时,还自告

奋勇,把出版李约瑟多卷《中国科学技术史》这浩瀚巨

著的中译本,作为科学院的任务而担当起来。历史上,

我们中华民族曾有举世瞩目的科技成就, 他期望现今

我国科学技术再创辉煌,并为之竭尽心力。

卢先生对祖国怀有赤子之情,对事业显出赤子之

诚。他在科研工作上求真存实,处事待人急公好义;他

热衷培养后辈,乐于助人。我随便举出一例: 当他知道

一位年逾八旬的厦大离休教授身患癌症, 长期以来因

居住条件差而耿耿于怀,主动帮其解决了住房问题。

这也许只是一件小事, 他也能认真切实去办。为此感

动了许多人。

更加难能可贵的是, 卢先生的宽广襟怀与崇高抱

负。他引用曾子“吾日三省吾身”的名言作为自己的座

右铭。他的“三省”是: 为“四化”大业谋而不忠乎?与国

内外交流学术而缺乏创新乎? 奖掖后进而不落实乎?

他自己做出表率,在教学上,科研上和领导工作上, 对

学生、助手和有关人员也都是严格要求的, 这严格要

求出于关心、爱护, 也是对事业尽责。

回想过去, 在“左“的路线干扰下, 在多次政治运

动中,他也曾经遭受恶意中伤, 但他总是泰然处之。过

后对那些攻击过他的人,他也从不计较, 他怀有信念

往前看,君子坦荡荡。我国进入新的历史时期, 看今朝

盛世, 过早离开人世的他, 我深信他会因未能眼见祖

国完全统一和振兴中华之宏愿而感到遗憾的。

一代宗师像一颗巨星般损落了,但先生的精神与

风范长在,先生遗留的宏愿也必将实现的。

(作者系福建省民盟名誉主委、原厦门大学教务长,原载《福建统一战线》2002年第 1期)
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