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摘　要　实验发现在十二烷基苯磺酸钠（ＳＤＢＳ）存在下，利多卡因能增强血清白蛋白的共振光散射强度，据

此，建立了以利多卡因为探针，利用共振光散射法测定牛血清白蛋白（ＢＳＡ）和人血清白蛋白（ＨＳＡ）含量的

新方法。考察了反应时间、试剂的加入顺序、ｐＨ值、ＳＤＢＳ和利多卡因的浓度以及共存干扰物等因素对共振

光强度的影响。在优化的条件下，测定ＢＳＡ和 ＨＳＡ的线性范围分别为１．０～４５．０和０．５～３０．０ｍｇ·Ｌ
－１。

该方法用于人血清样品中蛋白含量的分析，获得了较高的精密度和准确度，五次平行测定的相对标准偏差

在４．９％～５．７％之间，加标回收率在９０％～１０３％之间。该方法使用常规荧光仪和常用化学试剂即可测定，

操作简便、具有较高的灵敏度（检出限为０．１４ｍｇ·Ｌ
－１）。对新鲜的人血清样品可以直接进行分析，无需进

行样品前处理。本方法为人血清样品中蛋白含量的测定提供了一个可供选择的新途径。
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引　言

　　蛋白质作为生命活动的基本物质在生命现象和生命过程

中起着决定性的作用［１］，其定量测定是生物化学、药学、食

品及临床分析中常涉及的内容，也是临床诊断疾病的重要指

标，因此定量分析蛋白质的含量具有重要意义。

目前蛋白质的定量分析方法有很多种，常用的有分光光

度法［２］、荧光分析法［３］、化学发光法［４］等。但分光光度法灵

敏度低、选择性差，荧光分析法和化学发光法需使用昂贵的

甚至有毒的荧光试剂和发光试剂，且分析时间较长。共振光

散射技术只需要普通荧光分光光度计，且方法灵敏、简便、

快速，自从Ｐａｓｔｅｒｎａｃｋ等
［５］首次用共振光散射技术研究卟啉

类化合物在核酸上的聚集，并将该技术应用于生物大分子的

定量分析以来，共振光散射技术得到了迅速发展，已广泛应

用于核酸［６，７］、蛋白质［８１２］以及其他无机物的含量测定［１３１５］。

共振光散射法测定蛋白质最常用的探针包括染料［８，９，１３］、卟

啉衍生物［１６］、表面活性剂［１４，１７］和纳米材料［１０，１１］等，使用药

物小分子作为共振光散射探针的报道还很少［１８］。

利多卡因是目前临床常用的麻醉剂，以利多卡因为探针

采用共振光散射技术测定蛋白质含量还未见文献报道。试验

发现，在十二烷基苯磺酸钠存在下，利多卡因能提高蛋白质

的共振光散射强度，且共振光强度与蛋白质的浓度成正比。

基于上述现象，本文利用共振光散射技术，建立了以利多卡

因为探针的测定血清蛋白质含量的新方法，该方法适于人血

清和牛血清样品的测定，方法简便、具有较高的灵敏度和准

确度。

１　实验部分

１１　仪器与试剂

使用日本日立公司生产的Ｆ４５００型荧光分光光度计，

日本岛津公司的ＴＢ８５恒温水浴装置；利多卡因（Ｌｉｄｏｃａｉｎｅ）

由中国药品生物制品检定所提供，牛血清白蛋白（ＢＳＡ）由

ＦｒａｃｔｉｏｎＶ，Ｒｏｃｈｅ提供，人血清白蛋白（ＨＳＡ）由Ｓｉｇｍａ公司

提供。用蒸馏水配制浓度分别为１．０ｇ·Ｌ
－１的 ＨＳＡ和ＢＳＡ

标准储备液，浓度为２．０×１０－２ｍｏｌ·Ｌ－１的利多卡因标准储

备液和１．０×１０－２ｍｏｌ·Ｌ－１的ＳＤＢＳ储备液，人血清样品由

河北农业大学校医院提供，蛋白和血清样品放在０～４℃的

冰箱中保存。ＢｒｉｔｔｏｎＲｏｂｉｎｓｏｎ（ＢＲ）缓冲溶液用于调节溶液

的酸度。其他试剂均为分析纯，实验用水均为二次蒸馏水。

１２　方法



在１０ｍＬ比色管中，按下列顺序依次加入适量缓冲溶

液、ＳＤＢＳ、利多卡因和血清白蛋白标准溶液或样品工作溶

液，用水稀释至刻度，混匀，室温放置２０ｍｉｎ，然后在荧光

分光光度计上选择激发和发射狭缝为５ｎｍ，在２００～７５０ｎｍ

波长范围内进行同步荧光扫描得到共振光散射光谱，设定λ

＝３１０ｎｍ测定ＳＤＢＳｌｉｄｏｃａｉｎｅ血清白蛋白体系的共振光散

射强度犐ＲＬＳ。溶液中不加血清白蛋白测定空白ＳＤＢＳｌｉｄｏ

ｃａｉｎｅ体系的共振光散射强度犐０ＲＬＳ，其差值 Δ犐ＲＬＳ＝犐ＲＬＳ－

犐０ＲＬＳ。

２　结果与讨论

２１　共振光散射光谱特征

图１是同步扫描激发与发射波长所得到的ＳＤＢＳ，ＳＤＢＳ

ｌｉｄｏｃａｉｎｅ，ｌｉｄｏｃａｉｎｅＢＳＡ，ＳＤＢＳＢＳＡ和ＳＤＢＳｌｉｄｏｃａｉｎｅＢＳＡ

体系的共振光散射光谱图。在ｐＨ２．２的ＢＲ缓冲溶液中，

ＳＤＢＳ，ＳＤＢＳｌｉｄｏｃａｉｎｅ和ｌｉｄｏｃａｉｎｅＢＳＡ体系的共振光散射强

度都很弱，但ＳＤＢＳｌｉｄｏｃａｉｎｅＢＳＡ体系的共振光散射强度很

强并强于ＳＤＢＳＢＳＡ体系。在酸性条件下，表面活性剂ＳＤ

ＢＳ能与ＢＳＡ相互作用，并使ＢＳＡ的共振光散射增强，在

ＳＤＢＳＢＳＡ体系中加入利多卡因后，有强烈的共振光散射增

强现象，表明生成了ＢＳＡＳＤＢＳｌｉｄｏｃａｉｎｅ三元复合物。在酸

性条件下，阴离子表面活性剂ＳＤＢＳ能与带正电蛋白质结合

形成二元复合物，加入利多卡因后，阳离子形式的利多卡因

可以继续与ＳＤＢＳＢＳＡ二元复合物中的阴离子表面活性剂

ＳＤＢＳ结合，从而形成ＢＳＡＳＤＢＳｌｉｄｏｃａｉｎｅ三元复合物，该

复合物导致强烈的共振光散射增强现象，最大散射强度位于

３１０ｎｍ处。

犉犻犵１　犜犺犲狉犲狊狅狀犪狀犮犲犾犻犵犺狋狊犮犪狋狋犲狉犻狀犵狊狆犲犮狋狉犪

１：ＳＤＢＳ；２：ＳＤＢＳｌｉｄｏｃａｉｎｅ；３：ｌｉｄｏｃａｉｎｅＢＳＡ；４：ＳＤＢＳＢＳＡ；

５，６：ＳＤＢＳｌｉｄｏｃａｉｎｅＢＳＡ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ：ＳＤＢＳ１．５×１０－４ ｍｏｌ·Ｌ－１，Ｌｉｄｏｃａｉｎｅ２．０×１０－４

ｍｏｌ·Ｌ－１，ＢＳＡ５．０ｍｇ·Ｌ－１ｆｏｒｃｕｒｖｅｓ３，４ａｎｄ５，７．５ｍｇ·Ｌ－１

ｆｏｒｃｕｒｖｅ６，ｐＨ２．２

２２　狆犎值的影响

试验考察了体系的ｐＨ值对共振光散射强度的影响，结

果见图２。空白（ＳＤＢＳｌｉｄｏｃａｉｎｅ）的光散射强度受ｐＨ值的影

响不大，而ＳＤＢＳｌｉｄｏｃａｉｎｅＢＳＡ体系的共振光散射强度随

ｐＨ值变化明显，体系的共振光散射强度在ｐＨ２．２时达到最

大，之后开始迅速减弱，当ｐＨ＞４．７时，体系的共振光散射

强度保持恒定。可能的原因是利多卡因有较强的疏水性，可

进入表面活性剂ＳＤＢＳ胶束内部的疏水空腔，由于ＢＳＡ的等

电点是４．７，当ｐＨ＞４．７时，ＢＳＡ带负电，不能与阴离子胶

束及其中的利多卡因形成复合物。当溶液ｐＨ＜４．７时ＢＳＡ

带正电，易与阴离子表面活性剂胶束表面的阴离子静电相吸

形成复合物；随着ｐＨ的降低，蛋白质带正电荷的数量增加，

使蛋白质与ＳＤＢＳ之间的结合能力增强，使共振光散射强度

在ｐＨ２．２的时候达到最大。当ｐＨ＜２．２时，由于ＳＤＢＳ的

解离能力下降，所带负电荷减少，导致蛋白质与ＳＤＢＳ之间

的结合能力下降，所以体系的ｐＨ过高或过低都会使体系的

共振光散射强度降低。

犉犻犵２　犈犳犳犲犮狋狅犳狆犎狅狀狋犺犲犚犔犛犻狀狋犲狀狊犻狋狔

１：犐０ＲＬＳ；２：犐ＲＬＳ；３：Δ犐ＲＬＳ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ：ＳＤＢＳ１．５×１０－４ ｍｏｌ·Ｌ－１，Ｌｉｄｏｃａｉｎｅ２．０×１０－４

ｍｏｌ·Ｌ－１，ＢＳＡ５．０ｍｇ·Ｌ－１

２３　十二烷基苯磺酸钠浓度的影响

十二烷基苯磺酸钠浓度的大小也会影响体系的共振光散

射强度的大小，本实验考察了其浓度在０．７５×１０－４～２．５×

１０－４ｍｏｌ·Ｌ－１内变化时对体系共振光散射强度的影响，结

果如图３所示。随着阴离子表面活性剂ＳＤＢＳ浓度的增加，

Δ犐ＲＬＳ逐渐增加，当ＳＤＢＳ的浓度在１．５～２．０×１０
－４ ｍｏｌ·

Ｌ－１范围内时体系的Δ犐ＲＬＳ较大，且基本不变。当浓度超过了

２．０×１０－４ｍｏｌ·Ｌ－１时，体系的Δ犐ＲＬＳ开始降低。本实验选择

犉犻犵３　犈犳犳犲犮狋狅犳狋犺犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅犳犛犇犅犛

狅狀狋犺犲犚犔犛犻狀狋犲狀狊犻狋狔

１：犐０ＲＬＳ；２：犐ＲＬＳ；３：Δ犐ＲＬＳ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ：Ｌｉｄｏｃａｉｎｅ２．０×１０－４ ｍｏｌ·Ｌ－１，ＢＳＡ５．０ｍｇ·

Ｌ－１，ｐＨ２．２
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ＳＤＢＳ的浓度为１．５×１０－４ｍｏｌ·Ｌ－１。

２４　利多卡因浓度的影响

实验考察了利多卡因浓度对体系共振光强度的影响，结

果见图４。当利多卡因浓度为２．０×１０－４ ｍｏｌ·Ｌ－１时，体系

的共振光强度达最大，所以本实验选择利多卡因的浓度为

２．０×１０－４ｍｏｌ·Ｌ－１。

犉犻犵４　犈犳犳犲犮狋狅犳狋犺犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅犳

犾犻犱狅犮犪犻狀犲狅狀狋犺犲犚犔犛犻狀狋犲狀狊犻狋狔

１：犐０ＲＬＳ；２：犐ＲＬＳ；３：Δ犐ＲＬＳ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ：ＳＤＢＳ１．５×１０－４ ｍｏｌ·Ｌ－１，ＢＳＡ５．０ｍｇ·Ｌ－１，

ｐＨ２．２

２５　反应时间的影响

实验考察了反应时间在５～１８０ｍｉｎ范围内对体系共振

光强度的影响。结果表明在２０ｍｉｎ前，体系的共振光散射强

度随着时间的增加而急剧增强，２０ｍｉｎ时体系的共振光散射

强度达到最大，并且在１８０ｍｉｎ内保持稳定，因此选择反应

时间２０ｍｉｎ。另外，结果还表明，该方法 ＲＬＳ的信号很稳

定，适于蛋白含量的测定。

２６　试剂加入顺序对体系共振光散射强度的影响

考察了试剂的加入顺序对体系的散射光强度的影响，实

验的结果表明：试剂加入顺序为缓冲溶液ＳＤＢＳ利多卡因

ＢＳＡ时，体系的Δ犐ＲＬＳ最大。

２７　共存物质的影响

在上述选定的实验条件下，考察了多种常见的金属离

子、氨基酸、糖等对ＢＳＡ测定的影响。实验结果见表１。几

种常见的金属离子中 Ｍｇ
２＋，Ｚｎ２＋，Ｃｕ２＋，Ｍｎ２＋可以允许其

浓度在１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１左右，对于氨基酸和糖类来说，Ｄ半

乳糖醛酸、葡萄糖、甘氨酸、Ｌ（＋）谷氨酸也都可以允许其

浓度在１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１左右而不会引起太大的干扰。由此可

见，该法的选择性较好。

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犻狀犳犾狌犲狀犮犲狅犳犳狅狉犲犻犵狀狊狌犫狊狋犪狀犮犲狊


Ｆｏｒｅｉｇｎｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

／（１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１）
ＣｈａｎｇｅｏｆＩＲＬＳ

／％

ＬＡｌａ ０．１ －４．２

Ｇｌｙ １．０ －４．７

Ｌ（＋）Ｇｌｕ １．０ －２．８

Ｓｏｒｂｏｓｅ １０．０ －１．４

Ｇｌｕｃｏｓｅ １．０ －３．２

ＤＧａｌａｃｔｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ １．０ －５．７

ＤＲｉｂｏｓｅ １０．０ －０．６

ＦｓＤＮＡ ０．１ －１０．０

Ｆｅ３＋，Ｃｌ－ ０．１ ０．６

Ｃｕ２＋，Ｃｌ－ １．０ －１．６

Ｚｎ２＋，Ｃｌ－ １．０ ２．４

Ｍｇ２＋，Ｃｌ－ １．０ －１０．０

Ｃａ２＋，Ｃｌ－ １．０ －０．７

Ｆｅ２＋，ＳＯ２＋４ ０．１ ６．０

Ｋ＋，Ｃｌ－ １０．０ －５．９

Ｈｇ２＋，Ｃｌ－ ０．１ ４．４

Ｐｂ２＋，Ｃｌ－ ０．１ －２．３

Ｍｎ２＋，ＳＯ２＋４ １．０ ８．８

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ：ＳＤＢＳ１．５×１０－４ｍｏｌ·Ｌ－１，Ｌｉｄｏｃａｉｎｅ２．０×１０－４

ｍｏｌ·Ｌ－１，ＢＳＡ５．０ｍｇ·Ｌ－１，ｐＨ２．２

２８　标准曲线和实际样品分析

在确定的最佳条件下，按照实验方法测定了牛血清蛋白

（ＢＳＡ）与人血清白蛋白（ＨＳＡ）浓度与ＲＬＳ强度之间的关系，

并绘制了标准曲线。线性范围、相关系数（狉）及检出限等实验

参数列于表２中。
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Ｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ／（ｍｇ·Ｌ－１） Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ犮／（ｍｇ·Ｌ－１） 狉 ＬＯＤ／（ｍｇ·Ｌ－１）

ＢＳＡ １．０～４５．０ Δ犐ＲＬＳ＝０．３１＋２．５２犮 ０．９９４ ０．１４

ＨＳＡ ０．５～３０．０ Δ犐ＲＬＳ＝－０．５２＋２．４３犮 ０．９９８ ０．１４

　　为考察方法的可行性，将所建立的方法用于人血清样品

的测定，将人血清样品稀释１０００倍得到血清样品工作溶液，

按实验方法每个样品平行测定５次，并与Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法
［１９］

进行对比；在人血清样品中加入浓度为２０ｇ·Ｌ
－１的ＨＳＡ标

样，平行测定５次，计算回收率，结果见表３。结果表明用两

种分析方法的测定结果基本一致，ＨＳＡ 的加标回收率在

９０％～１０３％之间，相对标准偏差 ＲＳＤｓ在４．９％～５．７％之

间，说明本文所建立的分析方法准确可靠，可用于实际样品

的直接测定。
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Ｓａｍｐｌｅｓ

Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｐｒｏｔｅｉｎ

／（ｇ·Ｌ－１）（狀＝５）

Ｂｒａｄｆｏｒｄ

ｍｅｔｈｏｄ

Ｔｈｉｓ

ｍｅｔｈｏｄ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％
（狀＝５）

ＲＳＤ／％
（狀＝５）

１ ６１．０ ６０．３ ９０～９５ ４．９

２ ６９．６ ６７．４ ９２～１０３ ５．５

３ ７０．５ ７１．５ ９３～１０２ ５．７
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３　结　论

　　基于共振光散射技术，以利多卡因为探针建立了测定血

清白蛋白含量的新方法，在ｐＨ２．２缓冲溶液中，利多卡因

与蛋白质和ＳＤＢＳ相互作用形成三元复合物而使蛋白体系的

共振光强度增强，并且共振光强度与血清白蛋白的浓度成正

比。实验考察了各种实验参数的影响，并将所建立的方法成

功地用于人血清样品中蛋白含量的测定，结果表明该方法有

较高的灵敏度和较好的重现性，对新鲜的人血清样品可以直

接进行分析，不需要进行样品前处理。
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