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摘 　要 　在 pH 1. 4 的 Clark2Lubs 缓冲介质中 ,固绿 FCF与血清蛋白质作用在室温下能迅速结合形成复合物 ,

其最大吸收波长为 660 nm ,比固绿 FCF本身红移了 36 nm。用分光光度法研究了该结合反应的最佳条件 ,并在

此基础上建立了测定蛋白质的新方法。在 660 nm处各蛋白质浓度至少在 5～70 mgΠL 的范围内与吸光度成正

比 ,对测定牛血清白蛋白 (BSA) 、人血清白蛋白 (HSA)及球蛋白 ( IgG)的表观摩尔吸光系数ε660和桑德尔灵敏度

s 分别为 7. 87 ×105 、9. 52 ×105 、1. 60 ×106 L·mol - 1·cm - 1和 0. 083、0. 072、0. 093μg·cm - 2 。除阴、阳离子表面活

性剂外 ,其余大部分物质不干扰蛋白质的测定。所拟方法具有简便、快速、选择性好、灵敏度高等特点 ,应用于

尿液、人血清及含乳饮料中总蛋白的测定 ,结果与考马斯亮蓝 G2250 法基本一致。
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1 　引　　言

蛋白质最基本的作用是参与生命的新陈代谢、自我复制、高等动物的免疫反应和记忆活动等 ,因此 ,

蛋白质的定量分析是生命科学和临床医学及食品营养学中的重要课题 ,也是一个广阔的研究领域1 。

目前已有不少方法用于蛋白质的测定 ,如直接紫外光度法 2 、荧光法 3 、共振瑞利散射法 4 、化学发光

法 5 、电化学法 6 和光度法 7 ～11 等 ,其中因光度法简单、快速、重现性好等优点而受到人们关注。常用的

光度法 7 ～11 在反应时间、选择性、灵敏性及重现性等方面各有优缺点。固绿 FCF(fast green FCF ,分子式

为 C37 H34N2O10 S3Na2 )是一种生物染色剂 , 可作为蛋白质的定性标记试剂 ,但它用于生物大分子蛋白质的

定量测定至今未见报道。本研究发现 :蛋白质能与固绿 FCF 在酸性介质及室温条件下迅速结合生成绿

色复合物 ,并据此结合反应建立了一个测定蛋白质的高灵敏光度分析新方法。与大多数光度法相比 ,该

方法具有快速、简便、灵敏、选择性好及对多种蛋白质响应一致的优点。所拟方法用于实际人血清、尿液

及含乳饮料样品中总蛋白质的测定 ,所得结果满意。

2 　实验部分

2. 1 　仪器与试剂

UV2754 型紫外2可见分光光度计 (上海第三分析仪器厂) ;PHs22 型酸度计 (上海雷磁仪器厂) 。牛血

清白蛋白 (BSA , 北京百泰生化技术公司) ;人血清白蛋白 ( HSA) 与γ2球蛋白 ( IgG) (美国 Sigma 公司) ,

α2糜蛋白酶 (Chy) 、溶菌酶 (Lyso) 、卵蛋白 (OVA) 、胃蛋白酶 ( Pep) 和胰蛋白酶 ( Try) (中国医药集团公司上

海化学试剂公司) 。所有蛋白质标准溶液均为水溶液 ,质量浓度为 500 mgΠL。固绿 FCF (fast green FCF)

(上海化学试剂公司进口分装) :5 ×10
- 4

molΠL 水溶液。非离子表面活性剂乳化剂 OP、Tween220 ,体积分

数均为 1 %的水溶液 ;溴化十六烷基三甲基胺 (CTMAB) 、十二烷基硫酸钠 (SDS) ,浓度均为 10 - 3 molΠL 的

水溶液 ;Clark2Lubs 缓冲溶液 (简写 C2L) 12 。所用试剂均为分析纯 ,实验用水为二次去离子水。

2. 2 　实验方法

于 10 mL 比色管中依次准确加入适量 BSA 标准溶液、2 mL 5 ×10
- 4

molΠL 固绿 FCF 溶液和 2 mL pH

1. 4 的 C2L 缓冲溶液 ,以二次去离子水定容 ,摇匀。以相应的试剂空白为参比 ,在室温下用 1 cm 比色皿

在波长 660 nm 处测量其吸光度 A 。
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3 　结果与讨论

3. 1 　吸收光谱

固绿 FCF 及其与 BSA 形成的复合物的吸收光谱见图 1。在 pH 1. 4 时 ,试剂固绿 FCF 本身的吸收峰

为 624 nm ,当加入 BSA 溶液由绿色变为浅绿色 ,表明固绿 FCF 与BSA 生成了复合物 ,该复合物的最大吸

收波长为 660 nm ,与试剂相比红移了 36 nm。复合物的摩尔吸光系数ε660为 7. 87 ×10
5

L·mol
- 1 ·cm

- 1 。

在波长 660 nm 处 BSA 的浓度在 5～70 mgΠL 范围内符合比耳定律 ,据此建立了蛋白质的定量分析方法。

3. 2 　pH值对结合反应的影响

溶液的 pH值是影响 BSA 与固绿 FCF 结合反应的重要因素。考察了不同缓冲体系如 Clark2Lubs 缓

冲体系、Britton2Robinson 缓冲体系和 HAc2NaAc 缓冲体系对结合反应的影响 ,结果发现 :在 Clark2Lubs 缓

冲体系中 ,体系灵敏度最高 ,溶液的 pH值在 1. 0～1. 8 的 C2L 缓冲介质中体系复合物的吸光度最大且无

显著变化。可见该体系的酸度影响范围较宽。故实验选择 pH 值为 1. 4 的 Clark2Lubs 缓冲溶液来控制

体系的 pH。试验了 pH值为 1. 4 的 Clark2Lubs 缓冲溶液用量的影响 ,其用量在 1. 0 mL 以上时体系复合

　图 1 　吸收光谱

Fig. 1 　Absorption spectra

1. 试剂空白 (reagent blank) ; 2. 复合物 (complex) 。

物的吸光度最大且保持不变。因此 ,本实验选用 2 mL pH

值为 1. 4 C2L 缓冲溶液来控制体系酸度。

3. 3 　固绿 FCF用量的影响

固定 BSA 的浓度为 50 mgΠL ,改变试剂固绿 FCF 的用

量 ,考察了固绿 FCF 用量对该结合反应的影响 ,结果表明 :

随固绿 FCF 用量的增加 ,该体系吸光度逐渐增大 ;当其用量

在 0. 7～1. 1 mL 以内 ,体系吸光度基本保持不变 ;当其用量

大于 1. 1 mL 时 ,因固绿 FCF 是钠盐而使体系 pH 值高于

118 ,从而使体系吸光度下降。故实验选择 1 mL 5 ×10 - 4

molΠL 固绿 FCF 溶液作蛋白质的定量标记试剂。

3. 4 　反应时间及温度对体系的影响

实验发现 ,在 20～30 ℃的室温条件下 ,固绿 FCF 与 BSA

的结合反应 (只需 10 min)很快完成 ,而且至少可稳定 6 h ,说

明该体系与传统的考马斯亮蓝 G225011 等方法相比具有反应速度快、稳定性好的优点。

3. 5 　表面活性剂的影响

实验了不同类型表面活性剂对固绿 FCF 与 BSA 结合反应的影响 ,结果表明 :非离子表面活性剂体

积分数为 1 %的乳化剂 OP 与 1 %的 Tween220 有增敏作用。它们的用量在 0. 5 mL 以上体系吸光度最大 ,

但 Tween220 增敏作用更强 ;浓度为 10 - 3 molΠL 的阳离子表面活性剂溴化十六烷基三甲基胺 (CTMAB) 的

用量在 0. 2～0. 4 mL 内有增敏作用 ,随其用量 (0. 4～3. 0 mL)增加 ,体系吸光度随之减小 ,这是因为阳离

子的 CTMAB 与阴离子的固绿 FCF 作用形成水溶性的缔合物 ,阻止了 BSA 与试剂固绿 FCF 的结合反应 ;

而浓度为 10
- 3

molΠL 的阴离子表面活性剂十二烷基硫酸钠 (SDS) 的加入 (0～1. 0 mL) 使体系吸光度下

降 ,其用量在 1. 0 mL 以后趋于平缓 ,其吸光度下降原因是阴离子型的 SDS 与阳离子型的 BSA 的质子化

产物形成缔合物 ,也阻止了 BSA 与试剂固绿 FCF 的结合反应。因此实验中选用 1. 0 mL 体积分数为 1 %

的 Tween220 水溶液作增敏剂。

3. 6 　结合反应机理及结合数

大多数蛋白质分子在 pH 4 以下为阳离子型的质子化产物 11
,故可与带 3 个磺酸根阴离子的固绿

FCF 靠静电引力形成离子对型结合物。阴、阳离子表面活性剂实验的结果进一步支持了 BSA 与标记试

剂固绿 FCF 之间的结合反应机理为静电结合机理。用摩尔比法测定了固绿 FCF 与 BSA 结合反应的结

合数 ,不论是固定 BSA 的浓度 ,改变固绿 FCF 的浓度 ,还是固定固绿 FCF 的浓度 ,改变BSA 的浓度 ,两种

摩尔比法测定的结果一致 ,均为一个 BSA 分子结合 52 个固绿 FCF 分子。
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3. 7 　几种蛋白质的响应及其工作曲线

在确定的最佳实验条件下 ,试验了体系对不同蛋白质的响应情况 ,结果发现 :胃蛋白酶 ( Pep) 和胰蛋

白酶 (Try)无响应 ,而牛血清白蛋白 (BSA) 、人血清白蛋白 ( HSA) 、γ2球蛋白 ( IgG) 、α2糜蛋白酶 (Chy) 、溶菌

酶 (Lyso)和卵蛋白均有响应 ,它们的标准工作曲线的回归方程、线性范围、相关系数 r、摩尔吸光系数

ε660 、桑德尔灵敏度 s 及测定的相对标准偏差 RSD 列于表 1 中。可见本方法具有较宽的线性范围 ,灵敏

度高于文献方法7 ～9 ,而且BSA 与人血清中的白蛋白与球蛋白响应较接近 ,故可用BSA 作为标准蛋白质

进行人血清中总蛋白的测定 ,这样既经济又提高了测定结果的可靠性。

表 1 　几种蛋白质的工作曲线
Table 1 　Working curves for the determination of some different proteins

蛋白质
Protein

线性范围
Linear range

(mgΠL)

回归方程
Regression equation

( C :gΠL)

相关系数
r

摩尔吸光系数
ε660

(L·mol - 1·cm - 1)

桑德尔灵敏度
Sandell sensitivity

s (g·cm - 2)

RSD 3

( n = 11 , %)

牛血清白蛋白
Bovine serum albumin (BSA) 5～70 A = 12. 11 C - 0. 0213 0. 9965 7. 87 ×105 0. 0826 1. 8

人血清白蛋白
Human serum albumin (HAS) 5～70 A = 13. 90 C - 0. 0119 0. 9998 9. 522 ×105 0. 0719 2. 0

γ2球蛋白
Human immunoglobulin ( IgG) 5～90 A = 10. 66 C - 0. 0100 0. 9972 1. 600 ×106 0. 093 1. 6

α2糜尔蛋白酶
α2Chymotrypsin (Chy) 5～100 A = 12. 36 C - 0. 0143 0. 9962 3. 09 ×105 0. 0809 2. 5

溶菌酶
Lysozyme (Lyso) 5～70 A = 14. 70 C - 0. 0137 0. 9964 2. 117 ×105 0. 068 1. 8

卵蛋白
Ovine albumin (OVA) 10～90 A = 7. 913 C - 0. 0716 0. 9999 3. 561 ×105 0. 126 2. 3

　各蛋白质浓度 (every protein concentration) : 50 mgΠL

3. 8 　干扰物质的影响

在最佳实验条件下考察了多种氨基酸、金属离子、维生素、葡萄糖及尿素等对 50 mgΠL 的 BSA 测定

的影响 ,结果见表 2。测定的相对误差均在 ±5 %以内 ,说明方法具有良好的选择性。

表 2 　共存物质对 50 mgΠL BSA 测定的影响
Table 2 　Effect of foreign substances on the determination of 50 mgΠL bovine serum albumin (BSA)

共存物
Substances

存在量
Added (gΠL)

误差
Error ( %)

共存物
Substances

存在量
Added (gΠL)

误差
Error ( %)

甘氨酸 Glycine ( Gly) 　　　0. 1 　　 　0. 8 NaCl 　　　0. 25 molΠL 　　 - 4. 7

半胱氨酸 Cystein (Cys) 0. 1 1. 3 Hg2 + 0. 01 3. 6

脯氨酸 Proline (Pro) 0. 1 - 1. 5 La3 + 0. 1 - 0. 6

酪氨酸 Tyrosine (Tyr) 0. 1 - 0. 9 Cr3 + 0. 1 2. 1

赖氨酸 Lysine (Lys) 0. 1 1. 8 Pb2 + 0. 04 - 4. 5

色氨酸 Tryptophan (Try) 0. 1 1. 7 V Φ 0. 02 0. 8

谷氨酸 Glutamic acid ( Glu) 0. 1 2. 3 Mo Γ 0. 1 1. 3

Ca2 + 0. 1 1. 7 维他命 B1 Vitamine B1 1. 0 2. 7

Mg2 + 0. 1 - 0. 8 尿素 Urea 30 4. 7

Al3 + 0. 1 2. 5 葡萄糖 Glucose 1. 0 - 1. 9

Fe3 + 0. 1 - 1. 7 柠檬酸 Citric acid 50 - 3. 1

Zn2 + 0. 1 - 3. 5 酒石酸 Tartaric acid 50 - 3. 3

Cd2 + 0. 1 1. 0 抗坏血酸 Ascorbic acid 1. 0 - 1. 9

3. 9 　样品分析

在最佳实验条件下 ,按实验方法直接测定了人血清样品 (稀释 200 倍) 和新鲜尿液及市售含乳饮料

(稀释 20 倍)样品中的总蛋白含量 (结果见表 3) ,并与经典的考马斯亮蓝 G2250 (CBBG2250)法 11 相比较 ,

两种方法的测定结果基本一致。
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表 3 　样品中总蛋白含量的测定结果 ( n = 5)
Table 3 　Results for the determination of total proteins in samples ( n = 5)

样品序号 3

Samples
性别
Sex

年龄
Age

CBBG2250 法
CBBG2250 method

mgΠL RSD( %)

本文方法
Present Method

(mgΠL) RSD( %)

回收率
Recovery

( %)

血清样 1 Human serum 1 男 Male 74 80. 1 ×103 2. 3 79. 6 ×103 2. 5 103. 1

血清样 2 Human serum 2 女 Female 31 72. 6 ×103 2. 3 73. 2 ×103 1. 7 98. 2

血清样 3 Human serum 3 女 Female 22 64. 8 ×103 2. 6 64. 4 ×103 3. 0 101. 7

血清样 4 Human serum 4 男 Male 20 77. 0 ×103 3. 2 77. 3 ×103 2. 2 102. 3

尿样 1 Urine 1 男 Male 38 90. 2 2. 9 87. 9 2. 7 98. 3

尿样 2 Urine 2 男 Male 10 69. 1 2. 2 70. 4 2. 3 101. 9

娃哈哈 AD 钙奶 Milk drink 1 10. 6 ×103 2. 8 10. 1 ×103 2. 6 97. 3

乐百氏 AD 钙奶 Milk drink 2 10. 8 ×103 2. 1 10. 2 ×103 3. 2 101. 5

致 谢 　感谢连云港市第二人民医院检验科提供血清样
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Spectrophotometric Determination of Serum Proteins with

Fast Green FCF

Ma Weixing1 ,2 , Qian Baohua1 ,2 , Yang Xujie1 , Lu Lude 3 1 , Wang Xin1 , Li Ke′an3

1 ( Materials Chemistry Laboratory , Nanjing University of Science and Technology , Nanjing 210094)
2 ( Department of Chemical Engineering , Huaihai Institute of Technology , Lianyungang 222005)

3 ( College of Chemistry and Molecule Engineering , Peking University , Beijing 100871)

Abstract 　In the Clark2Lubs medium with pH 1. 4 , fast green FCF can bind rapidly to form a complex with serum

protein at room temperature , which has a maximum absorption wavelength at 660 nm , and exhibits a bathochromic

shift of 36 nm compared with the maximum absorption wavelength of fast green FCF. The optimum reaction
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conditions were investigated , and a new method for the determination of proteins was developed based on this

binding reaction. The absorbance of the binding system at 660 nm is proportional to the concentration of some

proteins in the range of 5～70 mgΠL with a molar absorptivity of 7. 87 ×10
5

, 9. 52 ×10
5

, 1. 60 ×10
6

L·mol
- 1 ·

cm - 1 ,and Sandell sensitivity of 0. 083 , 0. 072 , 0. 093μgΠcm
- 2 for the determination of bovine serum albumin

(BSA) , human serum albumin ( HAS) and human immunoglobulin G ( IgG) , respectively. A lot of the foreign

substances do not interfere with the determination of proteins except for the anionic surfactant and cationic

surfactant . The proposed method , which is rapid , stable , and of good selectivity and high sensitivity , has been

used for the determination of the total proteins in urine and human serum samples as well as milk drink samples.

The results obtained by this method agreed with those obtained by the coomassie brillant blue G2250 method.

Keywords 　Fast green FCF , spectrophotometry , proteins
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长春分析仪器研究技术开发中心联合协办 ,并得到了国家自然科学基金委、中国科技部、王宽诚教育基金、中国科学院国

际合作局、中国科学院南南合作基金、中国化学会、吉林省科技厅、中科院长春分院、吉林省和长春市外国专家局以及长

春应用化学科学研究中心的指导、赞助和大力支持。参加本次会议的代表有来自 10 余个国家和地区的中外学者近 220

人 ,发表论文 135 篇 ,其中大会报告 3 篇、邀请报告 48 篇、墙报 84 篇。3 篇大会报告的内容为 A.J . Bard 教授 (美国得州大

学奥斯汀分校 , 前美国总统科学顾问)的“基于电致化学发光的分析方法的原理和发展”、M. Aizawa 教授 (日本东京工业

大学校长)的“用于生物评价的细胞生物装置”、C. Amatore 教授 (法国巴黎高师 ,法国科学院院士) 的“超快循环伏安法研

究分子内电化学”。代表们就目前国际电分析化学热点问题 ,如生物分子界面电化学和生物传感器、纳米技术、电化学方

法和技术等领域的最新进展和发展趋势进行了热烈的研讨 ,学者们通过交流 ,活跃了学术思想 ,为未来科研方向和开展

国际合作研究提供了新思路。

在欢迎会上 ,汪尔康教授代表中国科学院长春应用化学研究所授予 A.J . Bard 教授、C. Amatore 教授和 M. Aizawa 教

授名誉教授称号 ,这是应化所首次同时授予三位外籍科学家的名誉称号。会议期间 ,汪尔康教授、俞汝勤教授、C.

Amatore 教授和 R. Guilard 教授共同主持了中法 (欧)会谈 ,并就相互交换研究生和博士后 ,互派科学家 ,进一步合作研究

共建课题和共建实验室 ,定期举办交流活动 ,达成了初步意向。中外代表还参观了电分析化学国家重点实验室 ,中外代

表包括电分析化学国家重点实验室外籍学术委员 M. Aizawa ,C. Amatore ,H. Girault ,R. Guilard和实验室顾问 A.J . Bard 对

实验室取得的成绩给予了高度评价。

会议结束后很快收到许多国外代表祝贺会议成功的传真、电子邮件和信件等。ISEC与“北京国际分析测试学术报告

会和展览会 [ (Beijing International Conference and Exhibition on Instrumental Analysis(BCEIA) ]”相衔接 ,以高登学术研讨会

( Gordon Research Conference)为模式 ,对我国电分析化学的发展将会起到积极的促进作用。

(汪 　莉 　张柏林 　汪尔康)
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