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基于高灵敏探针海萤荧光素类似物的 

化学发光法检测尿微量白蛋白 

徐 未 魏言春 邢 达 陈 群 
(华南师范大学激光生命科学研究所暨激光生命科学教育部重点实验室，广州 510631) 

摘 要 海萤荧光素类似物 FCLA能检测 O：并产生 532 nnl的化学发光，白蛋 白(HSA)能强烈增强 FCLA一 

。O：化学发光 基于此，建立了一种有效、高灵敏的检测 HSA的化学发光(CL)检测技术。在选定的最佳实验 

条件下，HSA浓度与增强化学发光信号在 0．34～5．5 mg／L之间呈 良好的线性 关系；检 出限为0．017 mg／L 

(30-)。对比荧光光谱分析法、同步荧光扫描法及瑞利光散射法等传统方法，本方法成本低廉、灵敏度高。实 

际尿样检测与临床检测结果一致 ，同时还初步探讨了 HSA增敏 CL的机制。 
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1 引 言 

白蛋白(HSA)广泛存在于人血浆和尿液中。它在尿液中的含量能够预示某些疾病比如心血管疾 

病、高血压、肾病血管损伤等等。因此，量化尿液中白蛋白的浓度在临床上非常重要。 

目前，常使用的测量白蛋白的方法有 Lowry法 、电化学发光法 、分光光度法和荧光分光光度 

法 以及利用瑞利光散射共振法 ’。 等。这些方法存在或操作复杂或所需仪器昂贵等缺点。化学发 

光方法" 因其高灵敏度、操作简单等优点在分析检测中得到广泛应用。化学发光中发光试剂多用发 

光氨(Lumino1)、光泽精，但尚未见用化学发光探针海萤荧光素类似物 FCLA检测蛋白质的报道。FCLA 

能探测单态氧并发 532 nm的化学发光 ’“ 。 

本研究自行设计一套化学发光装置。该装置成本低，能高灵敏检测白蛋白。由此建立了一种简单、 

有效、高灵敏检测 HSA的化学发光方法。对比荧光光谱分析法、同步荧光扫描法和瑞利光散射法等，本 

方法有高的灵敏度，并初步分析了 HSA增敏 CL的机制。 

2 实验部分 

2．1 试剂与仪器 

白蛋白HSA购于 Sigma公司，用二次蒸馏水配制成 I×10～mol／／L母液，置于0～4 cc冰箱中保存 

FCLA粉 末 购 于 口本 Tokyo Kasei Kogyo Co公 司，在 充 氮 气 除 氧 灭 菌 的 情 况 下 配 制 成 

1×10 mol／L标准液，密封储存在 一20 cc的冰箱中；H O：、NaC10 购于广州化学试剂厂，为分析纯试 

剂；磷酸缓冲液(PBS)：准确称取 8．5 g NaC1、2．2 g Na2HPO 、0．2 g NaH PO 溶于 1 L二次蒸馏水中， 

HC1调 pH至7．4。尿液由自愿者提供，收集 24 h尿液由广州南方医院检测出临床结果；化学发光法测 

量时按比例稀释到测量范围内检测。化学试剂为分析纯；所有实验用水为二次蒸馏水。 

自制快速喷射针管；反应池为70 mm x7 mm(内径)薄玻璃管；积分球(上海亿奥信息光学科技有 

限公司)；MP一952光电倍增管(Perkin Elmer，USA)；pH酸度计(Sartorius公司)；微量振荡器(IKA公 

司)；LS-55荧光光谱仪(美国Perkin Elmer公司)。应用r=(， 一G·， )／(， +2G·， )，， ，， 分别 

为激发偏振器垂直方向时，发射偏振器在垂直方向和水平方向的荧光强度。G为仪器校正因子。 

2．3 实验方法 

如图 1，将60 L 10 mmol／L NaC103、6 L 0．1 mmol／L FCLA、一定标准浓度的 HSA或者样品溶液 
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或者无 HSA空白溶液，用 PBS pH 7．4做溶剂定容至480 ILL，然后在微量振荡器上混合均匀后注入反 

应池中，打开光电倍增管 PMT，计算机上 Labview软件开始记录数字信号。在微量注射器注射端连接 

一 段直径为7 rllrll的胶管于暗箱外，吸取 120 ILL 20 mmol／L H O：，胶管另一端接入反应池与反应池口紧 

密锲合，吸取的 H O 喷入反应池中混合，产生化学发光；积分球收集的光子进入光电倍增管 PMT。信 

号经前置放大器和计数卡被还原成模拟数字信号，计算机上 Labview程序记录这些信号。以加入 HSA 

的CL为 ，没有加入 HSA的CL记为 ，每个实验重复多次，整个过程都在暗室中完成。以化学发光5 S 

内的积累量作为量化标准。运用公式：AI=，一 ，增强的化学发光△，与 HSA浓度呈线性关系。 

图 1 化学发光检测装置示意图 

Fig．1 Schematic diagram of chemiluminescence detection 

3 结果与讨论 

3．1 pH的影响 

pH变化范围 5．28～9．10。当 pH=7．4时相对化学发光强度最大(见图2)。文献[1 1]报道和 

FCLA检测单态氧并产生化学发光的机制中 FCLA、FCLA的共轭碱起重要作用。pH<7，FCLA溶解度 

低，共轭碱浓度也小，反应二级常数低，发光效率低； 120 

pH>7时，FCLA和FCLA共轭碱在水中溶解度增大，与 蓦 。。 

单态氧反应增大。但FCLA检测单态氧并产生化学发 蚕 8o 
光是个链式反应。FCLA或者FCLA共轭碱与单态氧的 晕专。? 

0 40 

起始反应并不是唯一的限速反应，中间反应也是限速反 要=量20 
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反应条件见图2(condition of chemiluminescence reaction was shown in Fig 2)。}：mg／L。 

3．4 标准曲线 

在最佳反应条件下，HSA在5×10一～8×10 mol／L(0．34～5．5 mg／L)范围内与 △，呈线性关系， 

线性方程为 △， =(0．0502±0．0265)+(0．0193±0．0013)CHŜ(C：10一mol／L，r：0．99289，n=5)。 

由公式 LOD=kS ／S，得出检出限0．017 mg／L(3o")。对 5．5 mg／L平行 11次测量的 RSD为5．8％。 

3．5 实际样品检测 

采用单一样本 t检验统计结果，t<t 意味着95％的置信度内样品均值和预定值没有显著差异。 

实验结果与临床结果吻合，能够准确用于实际尿样中微量白蛋白的检测。 

表 2 实际尿样品检测 
Table 2 Determination results of HSA in urine 

a．24 h尿样I临床检测结果南广州南方医院提供(the date provided by Nanfang hospital which detected 24 h microalbumin in urine) 

b．单一样品T检验(one-sampief-test)：t0 95
．

4：2．776。 

3．6 HSA增敏化学发光机理的探讨 

HSA淬灭 FCLA的荧光谱说明HSA和 FCLA之间有分子间缔合(见图3)。 

荧光各向异性反映溶液环境对荧光分子移动抑制的程度，图4是 FCLA分子在 HSA溶液中的偏振 

度的变化图。从图4可见，随着环境中HSA浓度不断增大，FCLA荧光各异向性值出现先迅速增大，后 

逐 渐趋 于恒定。这显示刚开始HSA与FCLA缔合的速度快 ，接着缔合速度逐渐减慢。当HSA达到 
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图 3 不同人血清白蛋白浓度缔合 FCLA荧光光谱图 

Fig．3 Fluorescence emission spectra of FCLA induced by 

various concentration of human serum albumin 

海萤荧光素类似物 (FCLA)2．5×10 mol／L；人血清白蛋白 

与海萤荧光素类似物浓度 比(CHSA／CFcLA)：0(a)，1(b)，2 

(c)；A ：488 nm；A ：515 nm。 

人觑清[J蛋[J浓度 
Concentration of Human serum 

albumin r×1 0一。mol／L) 

图 4 增加人血清白蛋白浓度条件下海萤荧光素类似 

物(FCLA)荧光各异向性的变化 

Fig．4 Variation of fluorescence anisotropy(r)of FCLA 

(1×10 moL／L)with increasing concentration of HSA 
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2×10～m。l／L时，FCLA与 HSA几乎完全缔合。依据能量转移 F5rster理论，Zhou等  ̈已验证并且计算 

出FCLA与 HSA分子间距离为1．39 nm<5 nm，符合发生有效能量转移的分子间距离范围。 

在本实验化学反应体系中，HSA增敏 CL的机制可能是：化学反应 H O 和 NaCIO。产生单态氧，产 

率几乎为 100％。单态氧被 HSA、FCLA的缔合物捕获。缔合物中外围的HSA与单态氧反应生成激发 

态高能级的蛋白羰基，激发态的蛋白羰基将能量转移给附近的 FCLA分子，FCLA获得能量成激发态后 

迅速发光。这是增强化学发光中主要反应。另一个过程：游离态 FCLA直接捕获 0 经脱羧、质子化后 

退激发产生化学发光。两个过程的协同作用共同提高了CL强度。 
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Chemiluminescence M ethod for the Determination of Human Serum 

Albumin by Highly Sensitive Chemiluminescence Probe- 

Fluoresceinyl Cypridina Luciferin Analog 

Xu Wei，Wei Yan—Chun，Xing Da ，Chen Qun 

(Ministry ofEducation ofKe) Laborator3 of[xzser Life Science，Institute of[xzser Life Science， 

South China Normal Universit)，Guangzhou 510631) 

Abstract Highly sensitive chemiluminescence(CL)enhancing method was developed to detect human serum 

albumin(HSA)based on the reaction of fluoresceinyl cypridina luciferin analog(FCLA)一102．Experiments 

revealed that chemiluminescence could be greatly enhanced by the addition of HSA
． Owing to the enhancing 

effect of HSA，under the optimal conditions，the enhanced CL intensity was linear for a HSA concentration of 

5 x 10一 一8 x 10～ mol／L．with a detection limit of 0．017 mg／L．The method has a low cost and a higher 

sensitivity than thase of fluorescence spectra analysis，synchrony fluorescence scanning technique
， rayleigh 

light scattering technique．Determination results for HSA in urine were consistent with clinical ones
． Addition— 

ally，the mechanism of enhanced CL by HSA was discussed． 

Keywords Chemiluminescence，human serum albumin，fluoresceinyl cypridina luciferin analog
，
singlet 

oxygen 
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