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摘 要：以电化学方法研究了在 &’ ()"的 *+,--./0!.1,/2./（*0!）缓冲溶液中茜素
黄 !与蛋白质的相互作用。茜素黄 !在 3 $) %( 4（ !" ) 567）有一个良好的极谱
还原峰，加入人血清白蛋白（’58）后，其峰电位不变而峰电流下降，利用峰电流
的下降可以测定蛋白质。优化了结合反应条件和电化学测定条件，在最佳条件

下，峰电流降低值同 ’58的质量浓度在 % ) $ 9 %$ ) $ :;<=范围内呈线性关系，其
线性方程为!#>&（/8）? 3 @) %A B C" ) "A!（:;<=），$ ? $) DD(。将该方法应用于人
血清样品的测定，结果与经典的考马斯亮蓝 E0"@$光度法一致，回收率在 DCF 9
G$(F之间。此方法还可应用于牛血清白蛋白、牛血红蛋白、卵清白蛋白等蛋白
质的测定。
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蛋白质是生命物质的基础，其性质与营养、新

陈代谢、免疫等生理功能密切相关，因此蛋白质定

量分析在生命科学中具有重要意义。近年来，该领

域引起了广泛关注。蛋白质与有机染料小分子、金

属离子、药物小分子等相互作用的研究已有不少报

道，多采用光度法［G 9 %］，而利用电化学法研究有机

小分子与蛋白质相互作用及其分析应用的报道相

对较少［@ 9 C］。本文用电化学方法研究了蛋白质与

茜素黄 !（8I!）在酸性条件下的相互作用。茜素
黄 !在滴汞电极上有一个良好的还原峰，加入人
血清白蛋白（’58）后两者相互作用形成超分子复
合物，使茜素黄 !还原峰电流降低，峰电流降低值
同 ’58的浓度呈线性关系，建立了一种测定蛋白
质的方法。在最佳条件下，测定了人血清白蛋白、

牛血清白蛋白、牛血红蛋白、卵清白蛋白等蛋白质

的工作曲线，已应用于人血清样品中的蛋白质的测

定。

G 实验部分

G )G 仪器与试剂
JK0($(型极谱分析仪（成都仪器厂），三电极系

统：滴汞电极为工作电极，饱和甘汞电极（567）为
参比电极，铂丝电极为对电极；6L+M @$型紫外0可见
分光光度计（澳大利亚 4L+,L/公司）。
人血清白蛋白（’58），牛血清白蛋白（*58），卵

清白蛋白（H48），脂肪酶（=,&L2N）均为 5,;:L公司产
品；牛血红蛋白（*’1，天津市川叶生化制品有限公
司产品）；蛋白质标准溶液均为水溶液，% O冰箱保
存。

茜素黄 !（8I!），上海化学试剂厂产品，G ) $ P
G$3 @ :.Q<=；$ )" :.Q<= *+,--./0!.1,/2./（*0!）系列缓
冲溶液；考马斯亮蓝 E0"@$，上海化学试剂站分装
厂进口分装；正常人血清样品由青岛科技大学校医

院提供。所用试剂均为分析纯，二次石英蒸馏水配

制。

G )" 实验方法
在 G$ :=比色管中，依次加入 &’ () " 的 *0!
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缓冲溶液 ! "# $%，& "# ’ &#( ) $*+,%的茜素黄 - &"#
$%和不同浓度的 ./0溶液，用水稀释到刻度；以
不加 ./0的相应溶液作参比，用线性扫描二阶导
数极谱法测定其峰电流值 !12并计算电流变化值

!!12。

! 结果与讨论
! "& 结合反应体系的线性扫描二阶导数伏安曲线
在 1. 3"!的 45-溶液中，06-在 ( #" 73 8有

一个灵敏的线性扫描二次导数还原峰（图 & 曲线
!），当加入 ./0后，06-的还原峰电位不变而还原
峰电流明显下降（图 & 曲线 3），这是由于 ./0 与
06-结合生成了一种超分子复合物，降低了溶液
中 06-的游离质量浓度，相应的其还原峰电流下
降，峰电流的降低值同 ./0的质量浓度在一定范
围内有线性关系，可用于 ./0的测定。

图 & 结合反应体系的线性扫描二阶导数极谱图
!"# " & $%&’()*+, )%+"-*."-% /"(%*+ 01%%2 2’/*+’#+*30 ’4

56758$5 +%*&."’( 0,0.%3
& ( 1. 3"! 45-缓冲溶液；! ( & 9 &"# ’ &#( ) $*+,% 06-；
3 ( ! 9 !#"# $:,% ./0；扫速：;## $8,<

! "! 结合反应体系的紫外5可见吸收光谱
图 !为结合反应体系在 3## = >## ?$范围的

紫外5可见吸收光谱图。在 1. 3" ! 的 45-缓冲溶
液中，./0没有吸收峰，茜素黄 -的最大吸收波长
为 3@# ?$，两者混合后，茜素黄 -的最大吸收波长
发生红移，而且吸光度逐渐增大，./0质量浓度越
大，吸光度增大越多，表明两者之间有很强的相互

作用形成一种超分子复合物。

! "3 结合反应条件的选择
! "3 "& 酸度的选择 缓冲溶液的 1.对结合反应
体系有较大的影响。实验考察了线性扫描二阶导

数极谱还原峰电流降低值（!!12）与 1.变化的关
系，结果表明，在 1. 3" ! 时，!!12达到最大值且茜

素黄 -还原峰峰形较好，因此选择结合反应的最
佳 1. 3"!。

图 ! 结合反应体系的紫外5可见光谱图
!"# " ! 9:5:"0 *;0’+2."’( 02%&.+* ’4 56758$5 +%*&."’( 0,0<

.%3
& ( 1. 3"! 45-缓冲溶液 9 )#" # $:,% ./0；! ( 1. 3" ! 45-
缓冲溶液 9 !" # ’ &#( ) $*+,% 06-；3 ( ! 9 )#" # $:,% .0/；7
( ! 9 &##"# $:,% ./0

!"3 "! 茜素黄 -浓度的影响 在 1. 3" ! 的 45-
缓冲溶液条件下，固定 ./0 的质量浓度为
&# "# $:,%，考察了茜素黄 -浓度对结合反应的影
响，随着茜素黄 -溶液浓度的增大，!!12值逐渐增
大，当茜素黄 - 溶液浓度为 & " # ’ &#( ) $*+,% 时，

!!12最大且稳定，继续增大茜素黄 - 溶液浓度，

!!12值减小。因此选择茜素黄 -的浓度为 & " # ’
&#( ) $*+,%。
! "3 "3 反应时间和温度的影响 茜素黄 -和蛋白
质的结合反应在 &# $A? 内达到稳定，且在 7# $A?
内没有大的变化。考察了温度对体系的影响，在

&) = 3# B的范围内，体系随着温度的升高!!12变

化增大，结合增强；3# B之后减弱，7# = ># B的范
围内，体系趋于稳定，所以选择 3# B为反应温度。
! "3 "7 共存物质的影响 考察了柠檬酸、葡萄糖、
氨基酸及 CD! 9、C*! 9等 &@种物质对 !# "# $:,% ./0
测定的影响，结果如表 & 所示。该体系对 ./0 的
测定具有较好的选择性。在所试验的共存物质浓

度下，对 ./0作 3次平行测定，所产生的相对误差
均 E )F。这些共存物质对体系没有大的影响，所
以本方法能够直接用于人血清样品中蛋白质的测

定。

! "3 ") 仪器条件的选择 对仪器的扫描速度 " 和
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滴汞静止时间进行了考察，随着扫速的增加，!!"值
增大，当扫速在 #$$ %&’(时，峰形较好，峰电流降
低值!!!"达到最大，实验以 #$$ %&’(作为电位扫

描速度；静止时间在 )* (时，峰电流降低值!!!"达
到最大，因此以 )* (作为静止时间。

表 ) 共存物质对 +$,$ %-’. /01测定的影响
!"# , ) $%%&’( )% ’)&*+,(+-. ,/#,("-’&, )- (0& 1&(&23+-"(+)- )% +$,$ 3.’4 567

共存物质
质量浓度

!’（%-’.）
相对误差

’2
共存物质

浓度

"’（%%34’.）
相对误差

’2

.5谷氨酸 *$,$ 6 *,7 89+ : +$,$ 6 ),;

.5精氨酸 *$,$ 6 $,* <=+ : +$,$ 6 7,+

.5色氨酸 *$,$ +,> <3+ : +$,$ 6 $,>

.5亮氨酸 *$,$ 6 $,#* <?+ : +$,$ 6 ),+

.5丝氨酸 *$,$ $,@$ A=+ : $ ,+$ 6 ),)

.5谷酰氨 *$,$ 6 +,@ BC+ : $ ,$+$ 6 $,*;

.5酪氨酸 +*,$ ),7 DE7 : $ ,+$ $,#*
柠檬酸 +,$ +,) FG+ : +$,$ 6 ),@
葡萄糖 *$$,$ 7,@

+ ,7 , ; F=<4及乙醇的影响 F=<4对体系有很强
的干扰，在溶液中 F=<4的浓度大于 $ , + %34’.时，
随着 F=<4 的量的加大，干扰加强，其原因可能是
<46对蛋白质分子结合部位（正电荷）的竞争结合
作用加大，从而减弱了茜素黄 H 与蛋白质分子的
结合作用，导致体系!!!"下降。乙醇对体系也有
着很强的干扰，在 )$ %.溶液中乙醇的加入量大于
+ %.时，随着乙醇的加入量增大，导致蛋白质变
性，使茜素黄 H 与蛋白质分子的结合作用减弱，

!!!"下降。

+ ,7 ,@ 表面活性剂的影响 考察了"5环糊精（"5
<I）、明胶、十二烷基硫酸钠（0I0）、四丁基氯化铵
等表面活性剂对体系的影响。发现除阴阳离子表

面活性剂使体系!!!"下降外，当加入少量其它表
面活性剂时，!!!"没有大的改变，此结果进一步表
明 1JH与 /01之间主要靠静电力结合，阴阳离子
表面活性剂削弱了 1JH 与 /01 之间的静电力作
用。

+ ,K 测定不同蛋白质的工作曲线
在最佳条件下，分别测定了人血清白蛋白、牛

血清白蛋白、牛血红蛋白、卵清白蛋白、脂肪酶等多

种蛋白质工作曲线，如表 +所示。由表可见本体系
对不同的蛋白质均有较好的响应，可用于多种蛋白

质总量的检测。对 +$ ,$ %-’.的 /01进行了 )) 次
平行测定，H0I为 K ,+2。

表 + 测定不同蛋白质工作曲线
!"# , + 8)29+-. ’/2:&, %)2 1&(&23+-"(+)- )% 1+%%&2&-( ;2)(&+-,

蛋白质
线性范围

!’（%-’.）
回归方程

检出限

!’（%-’.）
相关系数

（L）

/01 K,$ M K$,$ !!! "（91）N 6 *,K# : @+,+#!（%-’.） 7,$ $,>>7
A01 ;,$ M 7$,$ !!! "（91）N +;#,+) : @@,+@!（%-’.） *,$ $,>>7
A/C 7,$ M 7$,$ !!! "（91）N 7)*+,#$ : *#,;7!（%-’.） +,$ $,>>+
O&1 )$,$ M )$$,$ !!! "（91）N )@>#,7$ : )K,$>!（%-’.） >,$ $,>>;
脂肪酶 #,$ M K$,$ !!! "（91）N 6 )@#,@@ : *@,7>!（%-’.） @,$ $,>>7

—@—

第 +7卷第 #期
+$$K年 #月

分析试验室
<PG9E(E Q3?L9=4 3R 19=4S(G( .=C3L=T3LS

&34 ,+7,F3,#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+$$K 6 #

万方数据



! "# 样品分析
移取 $ "% &’健康人血清样品于 %$ &’比色管

中定容。在最佳条件下，对稀释后的人血清样品中

的白蛋白进行了定量分析，并与考马斯亮蓝 ()!#$
（*++ ()!#$）光度法作了对比，结果如表 , 所示。
可见用本方法测得的结果与用 *++()!#$法测得的
结果基本一致。回收率实验结果如表 -所示，回收
率在 ./0 1 %$,0之间，表明本方法具有较高的回
收率。

表 , 人血清样品中白蛋白的测定
!"# " , $%&’()& *+, -%)%,./0")/+0 +* 123 /0 4’."0 &%,’.

&".5(%&

样品
本方法

!2（32’）
45620
（! 7 ,）

*++ ()!#$光度法

!2（32’）
45620
（! 7 ,）

% 8-"%8 !"!, 8,"$/ -"!
! 8/"8# -"9/ 8/"%9 !"%
, .$"-/ !"$/ .%"%! $",
- 8-"9# #"8/ 88"-$ %"9

表 - 测定 :5;的回收率
!"# " - 6%)%,./0")/+0 ,%&’()& *+, ,%7+8%,9 )%&)

样品
加入量

!2（32’）
检测量

!2（32’）
回收率

20
45620
（! 7 ,）

% !$"$ !$"! %$%"$ %",
! !$"$ %."- ./"$ ,"9
, !$"$ !$"9 %$,"$ $"%/
- !$"$ !$", %$%"# !"%
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?%9;+,-&：5G<H& =CVH&DB；;CDX=<DB OGCC@W 4；^@CM=&)
&GM<O；+DB>DB3 DBMG<=EMD@B

—8—

第 !,卷第 8期
!$$-年 8月

分析试验室
*FDBGNG J@H<B=C @? ;B=CONDN ’=V@<=M@<O

^@C "!,"a@"8

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
!$$- ] 8

万方数据


