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摘 要1建立了一种测定蛋白质的蛋白质!钼"#$!&2!%&显色体系光度法(蛋
白质含量在 /34/+/56789范围内符合比尔定律:方法已应用于尿液;血清和
豆浆中总蛋白测定(加标回收率 </=3’/>=(相对标准偏差 ’+>=3-+/="?
@4$(检出限 ,+/56789:
关键词1蛋白质0显色体系0分光光度法
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蛋白质的定量分析在生物学;医学及营养科学
等领域中具有重要意义:通常蛋白质的测定方法有
凯氏定氮法和双缩脲法(前一方法是先将样品中蛋
白质消化后测定其含氮量进而推算出蛋白质含量(
操作繁杂费时(而后一方法的选择性差且灵敏度
低(不宜作低含量分析(因此寻求一快速测定蛋白
质的方法具有重要意义:本研究发现在弱酸性条件
下(当有乳化剂 %&"以下简称 %&$存在时(蛋白质
可与钼"#$!邻苯二酚紫"&2$体系形成一蓝色配
合物(该配合物的最大吸收波长"D8EF$位于 A.4
G8(且其吸光度与蛋白质含量在一定范围内呈良
好的线性关系(据此建立了一种测定蛋白质的新方
法:
’ 实验部分

’B’ 仪器及试剂

.4*/紫外7可见分光光度计"上海分析仪器
厂$(.*’分光光度计"四川分析仪器厂$:
总蛋白及白蛋白标准溶液"北京精细化工厂$1

./B/86789和 4/B/86789(用前用纯水稀释成

4//56789的应用液0&2溶液1*B/88HI790钼

"#$溶液1’+/867890%&溶液14=0邻苯二甲酸
氢钾7盐酸缓冲溶液1JK*+>0混合显色剂1将 &2;
钼"#$;%&溶液及缓冲液按 4L’4L4/L.489

混合并稀释至 **4890尿液空白对照溶液1按尿液
正常成份M’N配成含有下列物质"679$的溶液1OIP

"’-$;QEL "<+/$;K&%,*P "*+/$(R%,*P "*+/$;

QK,L"/+<-$(尿素 "*//$和肌酐"’+,$:
实验用水为去离子水(试剂为分析纯以上:

’B* 实验方法

’B*B’ 工作曲线的绘制 取蛋白质标准溶液 /;
4/+/;’//+/;’4/+/;*//+/和 *4/+/56于 ’/89
比色管中并补充纯水至 /+4/89(然后各管加入混
合显色剂 ,+4/89混匀(室温放置 */8SG(用 ’
T8比色皿以试剂空白为参比于 A.4G8测量吸光
度并绘制工作曲线:
’B*+* 样品分析 取稀释 */倍的质控血清

4/59(澄清尿样 4/3*//59"尿蛋白定性呈 ’3*
个加号取 *//3’//59(-个加号以上取 ’//34/
59$;新鲜豆浆 ’/59及尿液空白对照液 /+’/3
/B*/89于 ’/89比色管中并补充纯水至 /+4/
89(以下按新实验方法操作并以尿液空白对照液

"豆浆用试剂空白$为参比测量吸光度(用工作曲线
法进行蛋白定量:
* 结果与讨论

*B’ 吸收光谱
蛋白质!UH"#$!&2!%&体系及相应试剂空
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白的 !"#$分别位于 %&’(" 和 ’&’(")*!+,--
(")见图 ,.

图 , 吸收光谱

/012, 345678906:58;<97=

,>试剂空白?水为参比@AB>蛋白质体系?,为参比@AC>

DEFGH体系?,为参比@AI>DJH体系?,为参比@

BKB 酸度的影响及缓冲液用量
实验表明)蛋白质LFM?N@LJOLPJ体系在

QR,S%范围内均可发生显色反应形成蓝色配合
物)但 QR值在 B2BSC2%范围内体系有最大且稳
定的吸光度)本法选用 QRB2T的邻苯二甲酸氢钾

U盐酸缓冲液进行实验.缓冲液用量在 ,2-SB2-
"V体系有最大且稳定的吸光度)实验选用 ,2’
"V.
BKC JO及 FM?N@溶液的用量
实验表明)体系中 JO及 FM?N@的浓度太高)

试剂空白的吸光度太大而不易于比色测定)而太低
则测量的线性范围偏窄)本实验 JO的浓度选定为

IK-W,-XB""MYUV)在此条件下 FM?N@的用量
在 ,--Z[以上体系有较大且稳定的吸光度)但

FM?N@用量偏低时方法的选择性稍差)故 FM
?N@的用量选定为 C--Z[.
BKI PJ的影响及用量
实验表明)蛋白质LFM?N@LJO配合物难溶于

水而沉淀)但经 PJ增溶后)该配合物可溶于水而
成为均匀透明的溶液)’\ PJ水溶液用量在 -2’-
S,2’-"V时体系有最大且稳定的吸光度)实验选
用 ,2-"V.
BK’ 试剂混合加入试验
将 JO]FM?N@]PJ溶液及缓冲液混合后一

次性加入对显色结果无影响且大大节省了操作时

间提高了工作效率.
BK% 显色机理讨论
实验发现)FM?N@LJO体系也可与溴化十六

烷基三甲基铵?DEFGH@]溴化十六烷基吡啶

?DJH@等阳离子表面活性剂形成蓝色配合物)且最
大吸收波长?!"#$@均位于 %&’("?见图,中曲线C]
I@)这与蛋白质显色体系的 !"#$一致)据此认为在
蛋白质LFM?N@LJOLPJ显色体系中)蛋白质分子
与 DEFGH]DJH等阳离子表面活性剂具有相似
的作用)即在 QRB2T的酸性介质中)蛋白质分子可
解离成阳离子 B̂_)该阳离子与 FM?N@LJO分子中
的阴离子基因相互吸引进而形成离子缔合物.
BK& 线性范围及体系的稳定性
在本试验条件下)总蛋白和白蛋白均在 -S

B’-2-Z[U’2-"V范围内符合比尔定律)其工作曲
线的回归方程分别为‘a+,2’,-W,-XCb?EJ)Z[@
X-2-,c’)d+-2cccTAa+,2C--W,-XCb?G)Z[@X
-2-IB-)d+-2ccc,.若以 a+-2-,计)本法最低检
出量为 B-Z[总蛋白)其检出限为 I2-Z[U"V)在室
温下体系的吸光度在 ,’SB’"e(即达最大值且至
少可稳定 ,f.
BKT 共存物质的影响
当体系中含有 ,’-Z[蛋白质时)允许误差在

g%\ 范围内)下述物质?以 "[计@不干扰‘h#DY]
尿素?B2-@]hRIDY?,2-@]肌酐]葡萄糖]乳糖]半胱
氨酸]丙氨酸]RJPIBX?-2B@]胱氨酸]甘油三酯]胆
固醇]D#Bi]RDPCX?-2,@]jDhX]jPIBX?-2C’@]jk
?l@]F(Bi]G[i]DmBi]heBi]DMBi]DnBi]JoBi]

pkBi?-2-B@.
C 样品分析
按实验方法所述进行样品分析)并作加标回收

试验)本法对卫生部上海生物制品研究所提供的质
控血清?批号 cc-c-,@的测定结果与推荐值?双缩
法 %C2-g,2&’"[U"V@相吻合)对 ’份尿蛋白定
性呈 ,个加号以上尿样的分析结果为 -2’,S,KCT
"[U"V)对 ,份豆浆的测定结果为 B-2’"[U"V)
加标回收率在 c-\S,-T\)见表 ,.
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表 ! 试样分析及加标回收试验结果"#$%&

’()*! +,-,./01(-021.,345-3267.2-,013(/75,3

样品
测得值

"89:8;&
<=>
"?&

加入量

"@9&

回收率

"?&

质控血清 AB*C B*B D D
尿 ! !*B% !*E !FF CCG!
尿 B !*H! B*H %F CFGF
尿 H F*I% H*F !%F !FEGF
尿 J F*%! D !%F !FHGF
尿 % !*HE D !FF CAGF
豆浆 BF*% D D D
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