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2 一脱氧胞苷探针测定血清样品中蛋白质含量 
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摘 要 ：白蛋白在血浆总蛋白中占有很大的比例，高达40％～6o ，它在人体内起着至关重要的作用，可以通 

过分析蛋白质的含量来反映人体的健康状况．人血清白蛋白表面具有多样化的结合位点，2'-脱氧胞苷能够与人血清 

白蛋白(HSA)相结合 ，但由于这种结合改变了 HSA的结构，其荧光性质也就随之发生了改变．发明了一种新的测定 

蛋白质的方法，用 2f_脱氧胞苷作荧光探针分子结合固定波长同步荧光光谱法对蛋白质的含量进行分析．在一定的条 

件下，当 HSA的浓度满足在 1．38~276 g·mL 这一条件时，溶液的同步荧光强度(IsF)与 HSA的浓度具有确定 

的线性关系．通过测定 11份空白溶液发现检出限为0．024 fig·mL (”一11)．对实验条件进行 了探究，发现溶液的 

pH值、扫描波长的变化量(△ )、试剂的加入顺序以及溶液的离子强度等因素都会影响体系荧光光谱特征及强度．还 

测量了人血清中的蛋白含量，回收率在 98．4 ～104．3％范围内． 
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蛋白质是生物体内重要的物质，生物化学、食品检测、临床检验、质量检验、药物的分离和提纯等重要检 

测中，蛋白质的定性和定量分析都起着关键性作用口]．目前，测定蛋白质含量的方法很多，常见的经典方法有 

凯氏定氮法、双缩脲法、Folin一酚法[2]、考马斯亮蓝法、紫外分光光度法 ]、金属一染料结合分光光度法 ]、荧光 

光度法_5]、共振瑞利散射法、化学发光法等．人血清白蛋白(Human Serum Albumin，简称 HSA)在人血浆蛋 

白中占有相当大的比例，是人体内重要的储存和输运物质_6]，例如，体液中有可以运输脂肪酸、金属离子、氨 

基酸等物质的蛋白，还有许多蛋白可以作为治疗分子，蛋白质还可以维持血液渗透压，同时能够使血液的容 

量得到提高．人血清蛋白主要由585个氨基酸残基组成，被分为 3个同源域(I—III)，每个域含有 A和 B两个 

子域，被 17个二硫键连接固定l_7]．从 HSA的晶体结构中得知，在 IA和 IIA子域的憎水空腔内，有两个主要 

的高亲和位点 ：Sudlow site I(warfarin点)、sudlow site II(indole点)L8J．血清 白蛋 白上的 Trp位于 IIA 子 

域。。 并且在 Sudlow site I(warfarin点)上，因此当小分子与血清白蛋白结合时，其荧光性质就会发生变化． 

机体内蛋白含量的变化会直接影响到机体的正常工作，因此可以通过分析蛋白质的含量来反映人体的健康 

状况，并且药物的治疗效果在很大程度上依赖于药物分子与蛋白的结合能力l1 ，因此蛋白质含量的确定在 

医学及生物学方面都具有重要的意义．目前，研究药物分子怎样与血清白蛋白结合的方法有很多种，如傅里 

叶变换红外光谱 “]、电化学方法口 、液相色谱法口 、荧光光度法口 和圆二色谱法I】钉等测试技术．同步荧光 

光谱法与某些传统分析方法相比具有很多优点，例如灵敏度高、选择性强、谱带简化、散射光影响小．核苷是 

生物体的基本结构单元，是核酸的重要组成部分，具有显著的生理功能口 ”j．由于核苷类化合物具有抑制病 

毒复制的作用，因此能够很好地抵抗病毒n ，目前在药物化学中对其的研究已经广泛的受到人们的关注．2 。 

脱氧胞苷是核苷类药物合成中重要的中间体，它还可以被进一步合成具有抗癌、抗菌、抗病毒等作用的核苷 

类药物．但目前用以2 一脱氧胞苷为分子探针通过固定波长同步荧光光谱法的方法来测定血清中自蛋白含量 
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还未见报道．与其他方法相比，本文中介绍的测定蛋白质含量的方法具有简单、易操作、灵敏度高等优点．下 

面是 2 一脱氧胞苷的分子结构示意图． 

1 实验部分 

1．1 试剂与仪器 

主要试剂：2L脱氧胞苷(2'-Deoxycytidine)水溶液(1．0× 

10一。mol·L )；人血清 白蛋白(Human Serum Albumin，华兰 

生物工程股份有限公司)水溶液(2．0×10 tool·L )，在冰 

箱中(调至温度为 1～4℃)保存备用；NaC1水溶液(O．5mol· 

图1 2'-脱氧胞苷的分子结构 (分子式量：227．22) 

L一 )；Tris—HCl(Tris为三羟基甲基氨基甲烷)缓冲溶液(pH一7．40)．实验过程中所有用到试剂的规格级都 

是分析纯，试验用水为高纯水． 

主要仪器：Cary Eclipse荧光分光光度计(VARIAN，USA)；PHSJ一4F型实验室 PH计(上海仪电科学 

仪器股份有限公司)；BSA224S型电子天平(武汉科赛思机电有限公司)． 

1．2 实验方法 

分别用量程合适的移液管吸取 1．5 mL NaC1水溶液(o．5 mol·L )、2．0 mL Tris—HC1缓冲溶液(pH一 

7．4)、一定体积 HSA水溶液(2．0×10 mol·L )和 1．0 mL的2 一脱氧胞苷溶液(1．0 x 10 mol·L )依 

次加入 1o mL比色管中，然后用高纯水定容至刻度，摇晃均匀，开始进行荧光测试，各参数设置分别为 

一50 nm，荧光发射与激发的狭缝宽度均为 5 nm，以同步荧光信号(相对强度)对激发波长得到同步荧光 

光谱图，实验中运用控制变量法，即2 r_脱氧胞苷水溶液的浓度一定，令 HSA水溶液的浓度等梯度浓度增加， 

进行扫描． 

2 实验结果与讨论 

2．1 2 r_脱氧胞苷一HSA体 系的荧光猝灭光谱图 

图 2为2f_脱氧胞苷对 HSA的内源荧光猝灭光谱图．由图 2可以看出，当2 脱氧胞苷溶液浓度不断增 

加，HSA的内源荧光强度(I )会随之有规律的降低，从图 2还可以清楚地看到，当激发波长在 280 nm时， 

HSA在 340 nm左右会出现较强的荧光，这些实验现象说明2，_脱氧胞苷与人血清白蛋白发生了相互作用， 

从而使人血清白蛋白发色团周围的微环境发生了变化，最终导致体系的荧光强度发生改变． 

2．2 同步荧光光谱特征 

同步荧光光谱按照固定的物理量，可分为固定波长和固定能量的两种同步荧光光谱图．在本实验中，采 

用的是由LloydⅢ1 提出的固定波长的同步荧光光谱法对人血清白蛋白进行研究．图 3是在各实验条件最优 

的情况下 2 脱氧胞苷与 HSA体系的同步荧光光谱图，由图 3可以清楚地知道，当 HSA浓度的增加有所增 

加，同步荧光强度就会随之有规律的增大，并且当人血清蛋白的溶度符合一定要求时，此体系的同步荧光强 

度与人血清白蛋白的浓度具有确定的线性关系．根据此线性关系，用 2，_脱氧胞苷作荧光探针分子并结合固 

定波长同步荧光光谱法对蛋白质的含量进行分析． 

3 实验条件的选择 

3．1 选择合适的试剂加入顺序 

本实验随意对 8组溶液进行同步荧光信号扫描，这 8组溶液除了试剂加入顺序不同，其他实验条件均相 

同．8组溶液试剂加入顺序分别为 Tris—Hcl—NaC1一HsA一2，_脱氧胞苷、NaC1--~HsA一2 一脱氧胞苷一 

Tris～HC1，HSA一2 脱氧胞苷一Tris—HCl—NaCl，2 一脱氧胞苷一TriS—HCl—NaCl— HSA，2 一脱氧胞苷 

一HsA—Nacl—Tris—HC1，HsA—Nacl—Tris—Hc1—2 一脱氧胞苷，NaCI--~Tris—HCl一2 一脱氧胞苷一 

HSA，Tris--Hc1—2 脱氧胞苷一HSA--~NaC1．经过探究发现当以“Tris-~NaC1一Hcl—HsA一2f_脱氧胞 

苷”的顺序加入时 ，溶液的同步荧光信号最强 ，因此这 8组加入顺序里 Tris—NaCl—HCl— HSA一2 一脱氧胞 
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苷是最佳的加入顺序，实验中所有溶液的加入顺序均为此顺序． 

280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 

)dnm 

CHsA=2×10-6mol·L。。，从l—+7，C2，
一

脱氧胞苷=O、0．1、O．2、0 3、 

0．4、0．5、O．6×lO tool~L-1． 

图2血清白蛋白与2’．脱氧胞苷相互作用的荧光猝灭光谱图 

)dnm 

C2，
一

脱氧胞苷=1×10。mol‘L～，}~,1--20，CHsA=O，0．1， 

O．2，0．3，0．4，0．5， 0．6，0．7，O．8，0．9， l_0， 1．1， 1．2， 

1．3， L 4， 1．5， 1．6， 1．7， 1．8， 1．9， 2．0×2×10 6m0l·L ． 

图3 HSA与2 一脱氧胞苷在最佳实验条件下的同步荧光光谱图 

3．2 选择最佳的缓冲溶液用量 

本实验为了探究缓冲溶液的用量对体系同步荧光强度的影响从而选择最佳的缓冲溶液用量，具体方法 

为在其他量不变的情况下只改变缓冲溶液的用量，观察同步荧光信号的变化．实验中分别取 pH值为 7．4O 

的Tris-HC1缓冲溶液O～3．0 mL进行荧光测试，通过对比荧光强度可以看出，当TriS—HC1缓冲溶液的值取 

为 1．5 mL时，同步荧光信号的强度最大．因此，在进行实验的过程中Tris-HC1缓冲溶液均取 1．5 mL． 

3．3 选择最好的离子强度 

经过大量的实验认证发现，当离子浓度范围在 0～3．5 mL之间时，离子浓度对体系才会对同步荧光强 

度有一定的影响，并且 NaC1的最佳用量及最佳浓度分别为 2．0 mL和 0．5 tool·L一，因为此条件下的同步 

荧光强度最大，且此时体系的灵敏度最高．所以实验中NaC1的用量为 2．0 mI ，浓度为 0．5 tool·L一． 

3．4 选择适当的仪器测量参数 ． 

在同步荧光技术中，Ah直接关系到实验的灵敏度和选择性，因此 △ 的合适取值在实验过程中显得尤为 

重要．在其他条件一定的情况下，分别设置 △ 为 10、15、2O、3O、4O、5O、60、7O、8O和 90 nm，观察体系的同步 

荧光光谱特征．结果显示，当AX=50 nm时，实验结果最为理想．所以，本次实验中，选择设置 △ 一50 rim． 

3．5 工作 曲线、线性范围、检出限 

按照 IUPAC的规定[1 ，为了减小随机误差 ，取 

1l份同一试样，在相同的操作条件下对它们进行测 

定，得到其相应的检出限为 0．021 g·mL_。．在各 

个实验条件为最佳的情况下以体系的同步荧光强度 

为纵坐标，HSA的浓度为横坐标绘制标准工作曲线 

(如图 4)．由图 4可知 ，在 2．76～234．6 g·mL 

的浓度范围内，溶液的荧光强度与 HSA的浓度具 

有良好 的线 性关 系；其线 性 回归方 程为 Is 一 

122．24x(mL)+3．46(MHsA一69 000 g·tool )，相 

关系数 R一0．9993． 

3．6 共存离子的影响 

在各实验条件均满足以上所说的最佳的实验条 

件情况下，探究了在某些离子存在的情况下，此法 

HSA concentration／(mol·L ) 

图4同步荧光强度对HSA浓度绘制标准工作曲线 
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2．76／lg·mL一 人血清 白蛋 白(HSA)的测定结果 ，发现相对误差控制在±5 之 内．实验结果见表 1． 

表 1 共存离子对测定人血清 白蛋 白的影响 

3．7 样品的测定 

人的血清中蛋白质的含量很高，浓度比较大，远远超出了具有线性关系的浓度范围，因此在测定前要将 

样品用二次去离子水稀释到 2．76~234．6 g·mL 的浓度范围内，放入冰箱保存待用．用本文中提供的试 

验方法对样品即人血清进行加标回收实验，表 2为测定结果． 

表 2 血 清样 品的测定 结果 ( =6) 

4 结 论 

本实验用 2'-脱氧胞苷作荧光探针分子结合固定波长同步荧光光谱法对蛋白质的含量进行分析．还考察 

了波长差 △ 、离子强度、缓冲溶液用量、加入顺序、人血清白蛋白用量等实验条件对体系测定结果的影响．经 

过一系列的改变实验条件，找出最佳的实验条件，在选定的最佳实验条件下，对此次实验中的样品进行了加 

标回收实验 ，得到加标回收率在 98．4％～104．3％的范 围内，所得到的实验结果 比较准确． 
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Determination of Protein by Synchronous Fluorescence 

Technique with 2'-Deoxycytidine as Probe 

DING Suj un ，LI Luyao ，CUI Fengling 

(1．School of Chemistry and Chemical Engineering，Hennan Normal University，Xinxiang 453007，China； 

2．Basic M edical Department，Luohe M edical College，Luohe 462002，China) 

Abstract：The percentage of the albumin is large which reaches 40 一 60 ．It plays a vital role in the human body． 

The health of human body can be known by the content of protein．The binding sites on the surface of HSA are diversified，and 

2'-Deoxycytidine can react with human serum album．But the fluorescence have been altered because of the change on the struc— 

ture of HSA．In this article，we reported a new method for the proteins determination by synchronous fluorescence spectrome— 

try using 2'-Deoxycytidine as a fluorescence probe．The linear range of the synchronous fluorescence method was 1．38— 262．2 

mg·L一 with the detection limit 0．024 g·mL一 ( 一 11)for HSA．W e found that the characterization and intensity of syn— 

chronous fluorescence spectra1 were related to the value of△ ，pH，ionic strength and so on by researching the experimental 

conditions．And the determination of the proteins in human serum samples was detected and the RSD was 98．4 一 104．3 ． 

Keywords：human serum albumin；synchronous fluorescence spectrum；fluorescence probe；2'-deoxycytidine 


