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基于荧光光谱法原理$结合免疫荧光法和荧光探针法$建立了番茄蛋白酶类劣变因子荧光传感器

阵列检测技术#该研究合成了能被果胶酶,过氧化氢酶和超氧化物歧化酶抗体识别的量子点荧光探针$基于

抗原抗体特异性识别原理建立了果胶酶,过氧化氢酶和超氧化物歧化酶的免疫荧光光谱分析法$并对其反

应参数进行了优化$在最优条件下$通过研究其相应的荧光光谱变化规律$发现果胶酶,过氧化氢酶和超氧

化物歧化酶的活性检测范围分别为
9:9,

#

,99

$

9:9/

#

E99

和
9:,

#

399R

'

<?

@!

$且其免疫荧光强度与果

胶酶,过氧化氢酶和超氧化物歧化酶的活性呈线性关系$相关系数分别为
9:3E3+

$

9:33"E

和
9:3E!3

$最

低检测限分别为
,:9k!9

@"

$

/:9k!9

@"和
,:9k!9

@/

R

'

<?

@!

$与现有的分析法相比$该方法操作简单$线

性范围宽$检测限低#针对多酚氧化酶和羧酸酯酶的活性检测$合成了能被羧酸酯酶和多酚氧化酶特异性识

别的水溶性荧光探针$并对其响应机制和反应参数进行探究#在
"WC

B

4W:+

条件下通过研究其相应的荧

光光谱变化规律$发现羧酸酯酶和多酚氧化酶的存在可催化荧光团与探针中识别部分的价键裂解$释放出

近红外荧光团$且荧光基团的释放量与羧酸酯酶%

9:9!

#

9:"R

'

<?

@!

&及多酚氧化酶%

!9

#

W9R

'

<?

@!

&的

活性呈线性相关$其相关系数分别为
9:33!9

和
9:33W/

$最低检测限分别为
":+k!9

@"和
!:!k!9

@/

R

'

<?

@!

#与现有的近红外荧光探针法相比$合成的近红外荧光探针具有较好的水溶性$且特异性较高#基于

荧光光谱法原理$利用荧光免疫法和荧光探针法相结合的荧光分析方法$通过荧光酶标仪可针对不同荧光

物质设置相应的激发波长和发射波长$实现多个样品中多种酶活性的同时可视化阵列检测#通过样品加标

回收实验$结果表明回收率在
39:9-

#

!9/:"-

范围内$变异系数
(

!,-

$且具有较好的特异性$说明所建

立方法准确度好$可应用于实际样品的检测#
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过氧化氢酶%

P8Q8>8X$

$

*5U

&,超氧化物歧化酶%

X'

B

$F=hS

2)$)2X<'Q8X$

$

O.H

&,多 酚 氧 化 酶 %

B

=>

B̀

D$N=>=h2)8X$

$

VV.

&,果胶酶%

B

$PQ2N8X$X

$

V&

&和羧酸酯酶 %

P8FY=h

`

>$XQ$FS

8X$

$

*G&

&等蛋白酶类的活性的变化是评判果蔬等农副产品

劣变程度的一个重要指标#

*5U

和
O.H

可以消除过氧化氢,

活性氧等细胞代谢的有害物质$

VV.

催化多酚物质形成醌类

化合物形成$具有提高植物光合作用,增强植物防御能力和

延缓衰老等作用!

!S/

"

#

V&

分解果胶质$其主要与果蔬的后

熟,果肉软化,质地,色泽及果汁的含量有关$有研究表明

果胶酶与果蔬贮藏期间劣变程度呈负相关$其活性的高低可

以间接反映农副产品新鲜程度#

*G&

是一类广泛存在于动植

物及微生物中具有
!

)

+

折叠结构域的水解酶类$能有效地催

化酯类和酰胺类化合物水解$与多种药物,环境毒物及致癌

物的解毒和代谢有关$并参与脂质运输和代谢!

"S+

"

#目前$对

*5U

$

O.H

$

VV.

$

V&

和
*G&

等相关蛋白酶类的检测方法

有很多$如色谱法,化学发光法,比色法,电化学分析法

等!

,SE

"

#通过实际应用$发现其操作繁琐,费时费力较难实现

多酶同时检测#

免疫荧光法和荧光探针法因其具有简便性和较高的灵敏



度等特点而得到了广泛的应用!

3

$
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"

#

ZD='
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"报道了一种

新型溶酶体靶向荧光探针$其发射波长为
,W,N<

$用于检测

活细胞,血清和组织中羧酸酯酶*

[2N

等!

!9

"制备了一种新的

近红外荧光探针$用于检测活细胞和小鼠内源性羧酸酯酶*

免疫荧光分析技术已广泛地应用于微生物,农兽药残留,蛋

白类毒素,重金属残留等方面的检测!

!/S!+

"

#目前$基于荧光

光谱法$结合荧光免疫法和荧光探针法以实现多种酶活性同

时检测的研究较少#本研究基于荧光光谱的检测原理$针对

不同酶类的特性$合成了具有定向识别特异性的荧光探针$

结合荧光免疫法和荧光探针法$开发了多酶同时检测荧光传

感器阵列$实现多个样品中多种酶活性的一次性,可视化检

测#

实验根据以荧光光谱信号的变化$对不同类型的探针合

成条件和检测条件进行了优化#基于荧光光谱法$结合免疫

荧光法和荧光探针$建立了番茄蛋白酶类劣变因子荧光传感

器阵列检测技术$实现了对多个样品中多种酶活性的同时快

速检测#
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实验部分

!"!
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材料与试剂

T6SWE"

碘化物,间苯二酚,

+S

%氯甲基&苯基乙酸酯,

*5U

,

O.H

,

V&

,

VV.

,

*G&

购自
O2

1

<8S5>)F2PD

公司*抗体

购自
5

1

F2X$F8

公司*量子点%

*)O$

)

ZNO

&购自上海昆道生物

科技有限公司*黑色
37

孔酶标板购自美国
*=FN2N

1

公司#实

验中使用的水为
02>>2Sf

超纯水$

9:9,-VJOSU

%

B

4W:+VJO

添加
9:9,- Uc$$NS/9

&$其他试剂均为分析纯#

!"#

!

仪器

紫外分光光度计$日本
42Q8PD2

公司*荧光分光光度计$

日本
42Q8PD2

公司*

O

`

N$F

1̀

0h

荧光酶标仪$美国
J2=SU$K

公司#
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!

荧光免疫分析法

!:":!

!

果胶酶#过氧化氢酶和超氧化物歧化酶荧光探针的

合成

量取
!99

&

?

量子点至
W99

&

?/,<<=>

'

?

@!

B

47:9

VJO

缓冲液中$加入
!99

&

?"<

1

'

<?

@!

(4O

和
!99

&

?/

<

1

'

<?

@!

&H*

溶液$超声分散均匀$置于
"9 C /,9F

'

<2N

@!的恒温培养箱中反应
"9<2N

$于
E999F

'

<2N

@!的离心

机中常温离心
!9<2N

$去掉上清液#加入
!<?,99R

'

<?

@!果胶酶%

E99R

'

<?

@!过氧化氢酶,

399R

'

<?

@!超氧

化物歧化酶&溶液复溶$超声分散均匀$置于
"WC/,9F

'

<2N

@!恒温培养箱中反应
!:,D

$离心
!9<2N

$去掉上清液#

加入
!<?

B

4W:+

的
VJOSU

溶液$超声分散均匀$在
/,9

F

'

<2N

@!

$

"WC

摇床震荡
!D

$于
+C

储存备用!

!+

"

#

!:":/

!

荧光免疫检测方法的建立

用
B

4W:+

$

VJO

缓冲液对果胶酶%过氧化氢酶)超氧化

物歧化酶&抗体进行稀释$

!99

&

?

'孔@!添加至酶标板微孔

中$置于
+C

包被过夜*用
9:9,-VJOSU

洗板三次除去多余

的抗体*添加封闭液
!- JO5/,9

&

?

'孔@!

$于
"WC

条件

下封闭空白位点
!:,D

$用
9:9,- VJOSU

洗涤三次*每孔加

入
,9

&

?

不同浓度的标准溶液%或样品溶液&和
,9

&

?

荧光探

针溶液%

VJO

稀释&$在
"WC

下持续反应
!D

#用
VJOSU

洗涤

三次后每孔加入
!99

&

?VJO

缓冲液$用酶标仪测定其荧光

光谱信号$设定激发波长为
"W,N<

$测定
,W9N<

%

,/+N<

)

7//N<

&处的荧光光谱信号$绘制不同活性的果胶酶%过氧化

氢酶)超氧化物歧化酶&标准品溶液的发射光谱#

!"M

!

近红外荧光探针法

!:+:!

!

羧酸酯酶和多酚氧化酶荧光探针的合成

羧酸酯酶荧光探针(将间苯二酚%

!!9:9<

1

$

!<<=>

&和

碳酸钾%

!"E<

1

$

!<<=>

&溶解于乙腈%

/9<?

&中$在室温及

氮气保护下搅拌
!9<2N

$然后将溶解于乙腈%

!<?

&中的
T6S

WE"

碘代物 %

"W+:,<

1

$

9:,<<=>

&加入到体系中#将反应混

合物在
,9C

下反应
,D

$反应完毕$减压蒸除溶剂$得粗产

品#用硅胶柱层析纯化粗产品$以二氯甲烷)甲醇%

/9A!

$

4

)

4

&作洗脱剂$得到产物为蓝绿色粉末#

将上述合成的蓝绿色粉末%

"W,<

1

$

9:,<<=>

&和碳酸钾

%

!9":,<

1

$

9:W,<<=>

&溶解于乙腈%

+<?

&中$在室温及氮

气保护下搅拌
!9<2N

$然后将溶解于乙腈%

!<?

&中的
+S

%氯

甲基&苯基乙酸%

!E9<

1

$

!:9<<=>

&加入到混合溶液中$将

反应混合物在
,9C

反应
,D

#反应完毕$真空干燥除溶剂$

得粗产品#用硅胶柱层析提纯粗产品$二氯甲烷)甲醇
;

!9A!

$得到产物为深蓝色固体$即为羧酸酯酶荧光探针#

多酚氧化酶荧光探针(合成步骤参考
ZD8N

1

等!

!,

"的研

究#

!:+:/

!

近红外荧光探针检测方法的建立

首先$配置探针储备液
!<<=>

'

?

@!

$在离心管中称取

":/W<

1

羧酸酯酶探针%

":97<

1

多酚氧化酶探针&$加入
,

<?

二甲基亚砜%

H0O.

&#其次$在
,<?

的具刻度管里$加

入
+<?

的
VJO

缓冲溶液%

!9<<=>

'

?

@!

$

B

4W:+

&以及
,9

&

?

的探针的储备溶液$混合均匀后加入不同浓度的羧酸酯

酶%多酚氧化酶&标准溶液$用
VJO

将溶液定容至
,<?

$混

合均匀#在
"WC

下反应
"9<2N

%

"D

&后$将
9:!<?

反应溶液

转移到酶标板中$在光谱仪上测量荧光强度
M

#设定激发波

长为
7W9N<

$测定
W9,N<

%

W9EN<

&处的荧光强度$绘制不

同活性的羧酸酯酶%多酚氧化酶&标准品溶液的发射光谱#

!")

!

方法学评价与应用

!:,:!

!

特异性实验

果蔬等样品的粗提液基质较为复杂$为了研究在最佳条

件下其他物质是否会干扰酶的检测#本实验通过在相同条件

下$对样本中各种可能存在的干扰物质$例如
(8*>

,

L*>

,

*8*>

/

,抗坏血酸钠,葡萄糖,氨基酸%丝氨酸$苏氨酸&进行

了探究#

!:,:/

!

样品预处理和加标回收实验

取新鲜的番茄$洗净晾干$于搅拌机中打碎
!9<2N

$在

冰浴状态下用研钵研磨至泥状#料液比按
!

(

/

的比例称取一

定量的番茄泥$加入样品提取液%

9:9,<=>

'

?

@!

VJO

缓冲

液&在
+C

高速离心机中以
,999F

'

<2N

@!的转速进行离心

"9<2N

$取上清液作为样本溶液#进行超高温加热处理$致

使样本溶液中的酶失活$待其冷却至室温#添加一定量的标

准品于样本溶液中$采用建立的方法对样本溶液进行分析#

EW+"
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!

结果与讨论

#"!

!

原理

/:!:!

!

荧光免疫检测方法原理

如图
!

%

8

&所示$通过
!:":!

制备量子点荧光探针#将抗

体直接固定在酶标板的微孔中$向微孔中同时加入荧光探针

和不同浓度的标准酶溶液#在此步骤中$标准溶液中的酶将

与荧光探针竞争结合包被在酶标板上的固相抗体$形成荧光

免疫复合物$用荧光酶标仪激发并检测所形成的荧光免疫复

合物的荧光光谱信号$因此可将此性质用于果胶酶%过氧化

图
!

!

!

2

#荧光免疫分析法检测原理$!

6

#近红外荧光探针合

成及其与羧酸酯酶的反应$!

7

#多酶同时检测示意图

-8

9

"!

!

%

2

&

K<8=78

:

?&ADD?1A<&>7&=7&8CC1=A2>>2

O

*%

6

&

Q

O

=F

;@&>8>AD

:

<A6&2=/8;><&27;8A=B8;@72<6AP

O

?&>;&<2>&

*

%

7

&

Q7@&C2;87AD>8C1?;2=&A1>/&;&7;8A=ADC1?;8

:

?&

&=E

O

C&>

氢酶,超氧化物歧化酶&的活性检测*荧光光谱信号的变化

与酶的活性呈反比$通过测定相关荧光光谱信号的变化可测

定酶的活性#

/:!:/

!

近红外荧光探针法原理

如图
!

%

Y

&所示$通过引入羧酸酯酶特异性识别基团
+S

乙

酰氧基苄$合成了荧光探针即化合物
!

$其本身的荧光强度

较低$羧酸酯酶可导致化合物
!

中的高水溶性苯基乙酸酯水

解,电子发生重排$最终重新释放具有强荧光团的化合物
/

$

该化合物在
W97N<

处具有较强荧光信号$因此可将此性质

用于羧酸酯酶检测*荧光光谱信号的变化与羧酸酯酶的活性

呈正比$通过测定相关荧光信号的变化可测定羧酸酯酶的活

性#基于此原理$通过引入多酚氧化酶特异性识别基团
"S

羟

基苄氧基$合成了特异强,检测限低的多酚氧化酶的识别近

红外荧光探针#

/:!:"

!

同时检测原理

本研究基于荧光光谱阵列分析法的检测原理$针对番茄

中特征劣变蛋白酶的特性$合成了具有定向特异性的荧光探

针$结合荧光免疫法和荧光探针法$开发了多酶同时检测的

荧光传感器阵列$利用荧光酶标仪可针对不通荧光物质设置

相应的激发波长和发射波长特点$以及可以同时独立的检测

多个样品的特性$可实现多个样品中多种酶活性的同时快速

可视化检测!图
!

%

P

&"#

#"#

!

免疫荧光检测方法的建立

以果胶酶检测模型建立为例$在最佳反应条件下%

B

4

W:+VJO

中
"WC

反应
79<2N

&$考察了探针对不同浓度的果

胶酶%

9

$

9:9,

$
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$
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$
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$
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$

+99

和
,99R

'
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&

的荧光光谱信号的变化#由图
/

%

8

&可知$果胶酶的活性在

9:9,

#

,99R

'
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@!范围内$探针的荧光光谱信号呈现良好

的线性关系$线性回归方程
%

M;!:737++

%

R

'
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&

%

",!:,W

%

I

/

;9:3E3+

&$其中
%

M

是探针在有无果胶酶存在

的条件下其荧光光谱信号的变化$其最低检测限为
,:9k

!9

@"

R

'

<?

@!

#

基于相同原理和方法$建立过氧化氢酶和超氧化物歧化

酶的活性检测模型$其中$过氧化氢酶的线性范围为
9:9/

#

E99R

'
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@!

$相关系数为
9:33"E

$检测限
/:9k!9
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R

'
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*超氧化物歧化酶的线性范围为
9:,

#

399R

'
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$

相关系数为
9:3E!3

$检测限
,:9k!9
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羧酸酯酶荧光探针检测方法的建立

在最佳反应条件下%

B

4W:+VJO

中
"WC

反应
"9<2N
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&可知$羧酸酯酶的活性在
9:9!

#

9:"

R

'

<?

@!范围内$探针的荧光光谱信号呈现良好的线性关

系$线性回归方程
%

M;!3E,:3+

%

R

'

<?

@!

&

%!79:W

%

I

/

;
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&$其中
%

M

是探针在有无羧酸酯酶存在的条件下其

荧光信号的变化#其最低检测限为
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#基

于相同原理和方法$建立了多酚氧化酶的活性检测模型$线
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!9

#

W9R

'

<?

@!

$相关系数为
9:33W/

$检测限

!:!k!9

@/

R

'

<?

@!

#

3W+"

第
!!

期
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

光谱学与光谱分析



图
#

!

!

2

#果胶酶的荧光光谱图和线性关系图$!
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#与羧酸酯酶反应的荧光光谱和线性关系图
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特异性试验

以果胶酶荧光探针的特异性试验为例#本实验空白对照

孔%

,9

&

?VJO

&荧光强度
M

9

$含有不同种类干扰物质%

"9

&

<=>

'

?

@!的
L*>

,

*8*>

/

,

(8*>

,

!,<<=>
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?

@!的抗坏血酸

钠,葡萄糖,丝氨酸,苏氨酸&和
!99R

'

<?

@!果胶酶标准品

图
$

!

免疫荧光探针与其他干扰物的荧光响应信号
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溶液的荧光强度
M

$以相对荧光强度
%

M

%

%

M;M

9

@M

&考察

不同抗原对免疫检测荧光信号的影响#如图
"

所示$和其他

干扰物的荧光信号值相比$含有果胶酶的荧光响应信号值较

高$这表明该探针对果胶酶具有较好的选择性$且在复杂的

样本生物环境中具有很高的特异性#基于相同的方法原理$

对其他
+

种酶的荧光探针的特异性进行了研究$均表现出较

好的选择性#

#")

!

样品加标回收试验

该实验按照
!:,:/

步骤制备番茄样品提取液$并对五种

酶进行三个梯度的加标回收$分别对每种酶进行五组平行试

验$基于所开发的方法$对
W/

个样品进行同时检测#实验结

果如表
!

所示$应用该方法检测得到的回收率在
39:9-

#

!9/:"-

之间$变异系数
(

!,-

$说明所建立方法准确度好$

可应用于实际样品的检测#

表
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番茄样品添加回收实验!
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酶种类
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回收率
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!!

基于荧光光谱法$结合免疫荧光法和荧光探针$建立了

番茄蛋白酶类劣变因子荧光传感器阵列检测技术#实验以荧

光信号的变化为指标$对荧光探针合成条件,检测时间及免

疫荧光分析检测条件等参数进行优化#在最优条件下$分别

建立果胶酶,过氧化氢酶,超氧化物歧化酶,羧酸酯酶和多

酚氧化酶
,

种酶的检测模型$其相关系数分别为
9:3E3+

$

9:33"E

$

9:3E!3

$

9:33!9

和
9:33W/

$最低检测限分别为

,:9k!9
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$

":+k!9

@"和
!:!k!9
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R

'
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#基于多功能荧光酶标仪可针对不同荧光物质设置

相应的激发波长和发射波长$通过一次扫描检测实现
,

种酶

的同时可视化阵列检测技术$并对番茄样品进行加标回收试

验$结果表明该方法回收率高$且具有较好的稳定性和特异

性#所建立的方法可以实现样品中多种酶的同时,快速检

测$为实际检测节省了大量时间$具有良好的应用前景#
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'光谱学与光谱分析(对来稿英文摘要的要求

!!

来稿英文摘要不符合下列要求者$本刊要求作者重写$这可能要推迟论文发表的时间#

!:

请用符合语法的英文$要求言简意明,确切地论述文章的主要内容$突出创新之处#

/:

应拥有与论文同等量的主要信息$包括四个要素$即研究目的,方法,结果,结论#其中后两个要

素最重要#有时一个句子即可包含前两个要素$例如 -用某种改进的
T*VS5&O

测量了鱼池水样的痕量铅.#

但有些情况下$英文摘要可包括研究工作的主要对象和范围$以及具有情报价值的其他重要信息#在结果

部分最好有定量数据$如检测限,相对标准偏差等*结论部分最好指出方法或结果的优点和意义#

":

句型力求简单$尽量采用被动式$建议经专业英语翻译机构润色$与中文摘要相对应#用
5+

复印

纸单面打印#

+:

摘要不应有引言中出现的内容$换言之$摘要中必须写进的内容应尽量避免在引言中出现#摘要也

不要对论文内容作解释和评论$不得简单重复题名中已有的信息*不用非公知公用的符号和术语*不用引

文$除非该论文证实或否定了他人已发表的论文#缩略语,略称,代号$除相邻专业的读者也能清楚地理

解外$在首次出现时必须加以说明$例如用括号写出全称#
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