
第
3(

卷!第
1

期
! !!!!!!!!!!!

光 谱 学 与 光 谱 分 析
;RE83(

!

VR81

!

dd

"1&1!">((

2(2(

年
1

月
!!!!!!!!!!! !

%

d

IKOJRNKR

dM

F=P%

d

IKOJFE#=FE

M

N<N HF

M

!

2(2(

!

<

#

R

#

氧化
Q

荧光分析法测定乌骨鸡黑色素细胞中黑色素含量
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要
!

建立一种简单#准确#灵敏度高的测定乌骨鸡黑色素细胞中黑色素含量的荧光分析法"黑色素不发

荧光!一旦在强烈的氧化条件下%在碱性过氧化氢中加热&被氧化后就会发出强烈的荧光!通过测量其相对

荧光强度来测定细胞中黑色素的含量"利用荧光分光光度计在带宽为
1=4

!扫描速度为
23((=4

(

4<=

7"

!

扫描间距为
"=4

的条件下确定乌骨鸡黑色素的激发波长和发射波长"通过单因素实验筛选浓度范围在
"(

"

"((

!

6

(

45

7"的乌骨鸡黑色素的最佳氧化条件!对该方法的线性范围#检测限#仪器精密度#重复性等结果

进行分析评价"向
#'?1

细胞%无黑色素的人的黑色素瘤细胞&样品中分别加入
21

!

3(

和
@(

!

6

(

45

7"黑色

素标准品!在最佳氧化条件下进行反应后测定细胞样品中黑色素含量"计算测定值与理论值的相对误差值!

意在探究细胞中杂蛋白和脂质对黑色素定量结果的影响'向乌骨鸡黑色素细胞样品中分别加入
18((

!

?81(

和
"(8((

!

6

的黑色素标准品!按照最佳氧化条件测定其细胞样品中总黑色素含量!并计算其加标回收率"

结果表明$乌骨鸡黑色素的激发波长为
'13=4

!发射波长为
31'=4

'乌骨鸡黑色素最佳氧化条件为$

d

+

为

@

!氧化温度为
11C

!过氧化氢浓度范围为
239

"

2>9

!氧化时间为
2B

'黑色素浓度在
"(

"

"((

!

6

(

45

7"

范围内与相对荧光强度呈良好线性关系!相关系数
#S(8&&?3

!线性回归方程为
"S(8("3?!A(8'"'@

!荧

光分析法的方法检出限为
(8'(

!

6

(

45

7"

!紫外分光光度法的方法检出限为
'8>@

!

6

(

45

7"

'精密度实验的

.%U

值为
"8@?9

!重复性实验的
.%U

值为
381&9

'在
#'?1

细胞中加入不同质量的黑色素标准品后!测量

值与理论值的相对误差分别为
28?@9

!

'81'9

和
(8219

'在乌骨鸡黑色素细胞中加入不同黑色素标准品后!

测得的加标回收率分别为
&18&39

!

&28"39

和
&&8@'9

!

.%U

值为
38((9

'综上所述!该方法简单#准确#

稳定#检测限低!且测定结果不受细胞内杂蛋白以及脂质的干扰!更适用于测定乌骨鸡黑色素细胞中黑色素

的含量"
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乌骨鸡%
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&作为我国特有的药

食两用的资源!具有补肝肾#益气血!尤其在增强体力#补

血#治疗糖尿病和妇科疾病等方面效果显著*

"

+

"与其他品种

鸡相比!较显著差别在于乌骨鸡体内含有较多的黑色素"现

代科学研究已证实黑色素具有抗氧化#抗衰老#抗诱变等众

多生理功能*

2

+

"

乌骨鸡黑色素是由黑色素细胞生成!且广泛分布于乌骨

鸡许多组织和器官表面!如皮肤#肌肉#心脏#肾脏#消化器

官和骨骼等"本实验室已建立了乌骨鸡黑色素细胞的培养体

系*

'

+

!这对于乌骨鸡黑色素的进一步研究具有重要意义"目

前黑色素含量的测定方法有称重法*

3

+

#色差仪比色法*

1

+

#紫

外
!

可见分光光度法*

>

+和高效液相色谱法%

+e5D

&等*

?

+

"前两

种方法可粗略地测定出黑色素含量!但在测定过程中可能会

受到一些不溶于水的杂质的干扰*

@

+

"研究证实!紫外分光光

度法有一定的不足之处$%

"

&假阳性$黑色素在测量过程中

会出现散射和假吸收"%

2

&高背景$黑色素样品中会有残留

的蛋白!这些蛋白会使背景偏高!导致测量值较大"高效液

相色谱法%

+e5D

&也用于黑色素定量测量!该方法灵敏度高#

准确!主要通过测定黑色素的氧化产物
eUD#

和
e*D#

的



含量来间接换算成样品中真黑色素的含量!但其操作复杂!

成本较高*

&!""

+

"

目前对于黑色素细胞中的黑色素含量的测定!主要采用

VF,+

裂解法*

"2!"3

+

!该方法是将黑色素细胞在加热的
VF,+

中裂解!再采用酶标仪在
3((=4

左右测定其吸光值来定量

细胞中黑色素的含量"由于该方法与紫外分光光度法的原理

相同!都是采用朗伯
!

比尔定律!因此也存在和紫外分光光度

法相同的缺点和不足!因此建立一种测定细胞中黑色素的含

量的新方法显得至关重要"

荧光分析法是一种光学领域中用于荧光物质分析的常用

方法"与传统方法相比!荧光检测方法具有线性范围宽#灵

敏度高以及操作简单等优点"

$IJ=F=PIN

等*

"(

+证实黑色素在

碱性过氧化氢溶液中的降解伴随着强荧光的产生!并且可用

于定量测定体外培养黑色素瘤细胞中的黑色素含量!且黑色

素氧化后的荧光信号不受蛋白质和脂质的影响!较吸收光谱

法测定黑色素具有明显的优势"目前!尚未采用荧光分析法

测定乌骨鸡黑色素细胞中含量"

本研究旨在建立一种荧光定量乌骨鸡黑色素细胞中黑色

素的新方法!并进行方法学验证!这将为乌骨鸡黑色素细胞

中黑色素的生成机理以及调控的进一步研究奠定了基础!也

为测定其他更加复杂的生物组织中的黑色素含量提供了参

考"

"

!

实验部分

!"!

!

材料与试剂

乌骨鸡苗%

1

日龄&由江西泰和提供"胶原酶
-

%

%<

6

4F

公

司&!

UH)H

培养基%北京索莱宝公司&!胎牛血清%杭州四季

青生物工程材料有限公司&!胰蛋白酶%北京博大泰克生物基

因技术有限公司&!乙二胺四乙酸%

)U*#

!

%<

6

4F

公司&!十

四烷酰佛波醇乙酯%

*e#

!美国
%<

6

4F

公司&!碱性成纤维细

胞生长因子%

G$T$

!美国
%<

6

4F

公司&!过氧化氢%

'(9

!

1(9

&%分析纯&%广州西陇科学股份有限公司&!氢氧化钠%分

析纯&%上海润捷化学试剂有限公司&!其他试剂均为分析纯"

!"#

!

仪器与设备

$!31((

荧光分光光度计!日本日立公司'

;FJ<RNQF=

$EFNB38((81'

全波长扫描式多功能读数仪!美国赛默飞世

尔科技公司'

[VD"1'

型细胞培养箱!德国
4I44IJO

公司'

UT1(''#

型酶标仪!南京华东电子集团医疗装备有限责任

公司'

_f!1(

超声波清洗器!昆山市超声仪器有限公司'

eJIK<NF0:22(#

电子天平!深圳市新朗普电子科技有限公

司'电热恒温水浴锅
++!3

!上海森信实验仪器有限公司'

低速台式离心机
@(!2:

!上海安亭科学仪器厂"

!"5

!

方法

"8'8"

!

细胞培养

"8'8"8"

!

乌骨鸡黑色素细胞培养

取乌骨鸡鸡苗!处死!

'9VF

2

%

脱毛!蒸馏水擦洗!浸没

于
?19

乙醇中"在超净工作台取皮肤组织!置于培养皿中!

用
e:%

漂洗两遍!并除去血块和肌肉等杂质"用
(8219

氯霉

素
!

青链霉素)
e:%

洗涤
'

次!每次
14<=

"

e:%

漂洗两遍后加

入
(8219

胰蛋白酶
7(81'44RE

(

5

7"

)U*#

置于
'?C

水浴

消化
&(4<=

!

"(9 $:%

)

UH)H

完全培养基终止反应"

3((

目无菌筛网过滤消化液!

"1((J

(

4<=

7"离心
14<=

后收集

细胞!按
"k"(

> 个(

45

7"的细胞浓度接种于
21K4

2 培养瓶

中!加入
"(9 $:%

!

"(=

6

(

45

7"

*e#

!

2(=

6

(

45

7"

G$!

T$

!在
'?C

!

19 D,

2

培养箱中培养"待细胞融合至
&(9

"

"((9

后进行传代"本文选用第
'

代进行后续实验"

"8'8"82

!

#'?1

细胞的培养

取培养至对数生长期的
#'?1

细胞!按
3k"(

1 细胞个数

接种于无菌培养瓶中!加入含
"(9 $:%

的
UH)H

!置于
'?

C

!

19 D,

2

恒温恒湿培养箱中培养"

"8'82

!

乌骨鸡黑色素激发波长和发射波长的测定

制备乌骨鸡精制黑色素%本研究以精制黑色素为黑色素

标准品&

*

"1

+

!取浓度为
"((

!

6

(

45

7"的乌骨鸡黑色素标准品

(8145

于
2145

的锥形瓶中!加入终浓度为
239

的过氧化

氢溶液!使反应液体积达到
28145

!调节体系的
d

+

值为
@

!

避光!

11C

孵育
2B

!超声
"(4<=

!用蒸馏水定容到
145

!

混匀!

'1((J

(

4<=

7"离心
14<=

!取上清!利用
$!31((

荧光

分光光度计!在狭缝宽度
1=4

#扫描速度为
23((=4

(

4<=

7"以及扫描间距为
"=4

条件下对反应液进行荧光扫描!

确定其最佳激发波长和发射波长"

"8'8'

!

标准曲线制作

分别配制质量浓度为
"(

!

2(

!

3(

!

>(

!

@(

和
"((

!

6

(

45

7"的乌骨鸡黑色素标准溶液!各取
(8145

于
2145

的锥

形瓶中!按照
"8'82

的反应条件!取上清于全黑酶标板中!

使用全波长扫描式多功能读数仪测定其相对荧光强度"

"8'83

!

过氧化氢浓度对相对荧光强度的影响

取浓度为
"((

!

6

(

45

7"的乌骨鸡黑色素标准品
(81

45

!加入终浓度分别为
>9

!

"(9

!

"39

!

"@9

!

229

!

239

和
2>9

的过氧化氢溶液!其余氧化条件同
"8'82

!测定其相

对荧光强度!确定最佳过氧化氢浓度"

"8'81

!

氧化时间对相对荧光强度的影响

取浓度为
"(

和
"((

!

6

(

45

7"的乌骨鸡黑色素标准品

(8145

!加入终浓度为
239

的过氧化氢溶液!分别孵育
3(

!

>(

!

@(

!

"((

!

"2(

和
"3(4<=

!其余氧化条件同
"8'82

!测定

其相对荧光强度!确定最佳氧化时间"

"8'8>

!d

+

值对相对荧光强度的影响

取浓度为
"(

和
"((

!

6

(

45

7"的乌骨鸡黑色素标准品

(8145

!加入终浓度为
239

的过氧化氢溶液!调节体系的

d

+

值分别为
>

!

?

!

@

!

&

和
"(

!其余氧化条件同
"8'82

!测定

其相对荧光强度!选择最佳
d

+

值"

"8'8?

!

细胞中黑色素含量的测定

待细胞培养结束后!吸取细胞上清!

e:%

清洗
"

遍!加

入
(8145(8219

胰蛋白酶
7(81'44RE

(

5

7"

)U*#

进行

消化!含
"(9 $:%

的
UH)H

终止消化!收集细胞悬液!

e:%

清洗两遍!

"1((J

(

4<=

7"离心
14<=

!细胞沉淀中加入

(8145

的
(8"14RE

(

5

7"

VF,+

!

@(C

超声
"B

!按照
"8'82

的氧化条件进行反应!测定其相对荧光强度值"

"8'8@

!

方法检出限的测定与计算

按照
"8'8'

的测定方法!测定
"(

份空白样品的相对荧

>&1"

光谱学与光谱分析
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光强度!采用紫外分光光度法*

">

+测定
"(

份空白样品的吸光

值!按照式%

"

&计算方法检出限*

"?!"@

+

*

=

0

'G

)

=

%

"

&

式中$

*

=

为方法检出限'

G

为空白的标准偏差'

=

为标准曲线

斜率"

"8'8&

!

统计学分析

所得数据和图表的制作采用
)0D)5

%

2("&

版&和
,J<!

6

<=&8(

软件进行处理!数据的统计分析采用
%e%%"?8(

软件"

数据均用均数
W

标准差%

%WG

&表示!多个样本之间比较用单

因素的方差分析!两两比较采用
5%U

检验!检验水准
&

S

(8(1

!

8

+

(8(1

表示有显著性差异!

8

+

(8("

表示有极显著

性差异"

2

!

结果与讨论

#"!

!

乌骨鸡黑色素细胞形态

如图
"

所示!乌骨鸡黑色素细胞如其他黑色素细胞一

样!胞内充满了黑色素颗粒!由于其生理状态不同!细胞中

的黑色素含量也不同"由图可知!第
"

代黑色素细胞%

F

&中含

有的黑色素含量显著高于第
2

代黑色素细胞%

G

&"

图
!

!

乌骨鸡原代黑色素细胞形态

%

F

&$第
"

代乌骨鸡黑色素细胞'%

G

&$第
2

代乌骨鸡黑色素细胞

70

8

"!

!

N-2

D

)-'-

8

0,%'-1

D

204%2

=

4('%.-,

=

*(+

-1;'%,GQ&-.(+0'G

=

1-?'

%

F

&$

*BÌ<JNO

6

I=IJFO<R=R̀ :%$4IEF=RK

M

OIN

'

%

G

&$

*BINIKR=P

6

I=IJFO<R=R̀ :%$4IEF=RK

M

OIN

#"#

!

乌骨鸡黑色素激发波长和发射波长

按照
"8'8'

测定方法!测定乌骨鸡黑色素标准品以及乌

骨鸡黑色素细胞中黑色素的荧光光谱"由图
2

和图
'

可知!

激发光均在
'13=4

的荧光强度最大!发射光均在
31'=4

的

荧光强度最大!因此乌骨鸡黑色素的激发波长为
'13=4

!发

射波长为
31'=4

"

#"5

!

过氧化氢浓度对相对荧光强度的影响

如图
3

%

F

&所示!当过氧化氢的浓度范围在
>9

"

239

之

间时!相对荧光强度值随着过氧化氢浓度的增大而增大!当

浓度达到
239

时!相对荧光强度值开始趋于平稳!经统计学

分析!过氧化氢浓度在
239

时的相对荧光强度值显著高于

229

%

8

+

(8(1

&!与浓度为
2>9

时的相对荧光强度无显著差

异!这表明过氧化氢最佳浓度范围在
239

"

2>9

之间!本文

选用
239

为过氧化氢的工作浓度"

#"6

!

氧化时间对相对荧光强度的影响

当氧化时间在
>(

"

"3(4<=

的范围内!浓度为
"(

和
"((

!

6

(

45

7"的黑色素标准品的相对荧光强度如图
3

%

G

&所示!

图
#

!

乌骨鸡黑色素标准品激发光谱和发射光谱

70

8

"#

!

9U,0*%*0-.+

D

(,*234%./(40++0-.

+

D

(,*234-1*)(;O7+*%./%2/

图
5

!

乌骨鸡黑色素细胞中黑色素激发光谱和发射光谱

70

8

"5

!

9U,0*%*0-.+

D

(,*234%./(40++0-.+

D

(,*234

-14('%.0.0.;O74('%.-,

=

*(
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当黑色素标准品浓度为
"(

!

6

(

45

7"时!氧化不同时间后所

测得的相对荧光强度之间无显著差异!当黑色素标准品浓度

为
"((

!

6

(

45

7"时!相对荧光强度在
"2(4<=

处最大!且显

著大于
"((4<=

处的相对荧光强度值%

8

+

(8("

&!因此最佳

氧化时间为
"2(4<=

"

图
6

!

各因素对相对荧光强度的影响

70

8

"6

!

911(,*-1@%20-3+1%,*-2+-.*)(2('%*0@(1'3-2(+,(.,(0.*(.+0*

=

#"F

!

D

<

值对相对荧光强度的影响

如图
3

%

K

&所示!黑色素标准品的浓度为
"(

!

6

(

45

7"

时!

d

+@

时的相对荧光强度显著大于其他
d

+

值的相对荧光

强度%

8

+

(8("

&'当黑色素标准品的浓度为
"((

!

6

(

45

7"

!

d

+

值为
@

时的相对荧光强度最大!与
d

+

值为
&

时的相对

荧光强度并无显著性差异"综上所述!黑色素的氧化反应的

最佳
d

+

值为
@

"

#"B

!

线性回归分析及检测限

按照
"8'82

的方法!得回归方程为
"S(8("3?!A

(8'"'@

%

"

为相对荧光强度!

!

为浓度&!

#S(8&&?3

!线性范

围在
"(

"

"((

!

6

(

45

7"

!相关系数为正数!说明相对荧光强

度随黑色素的含量增加而增加!并且它的绝对值接近
"

!成

较好的正相关性"按照
"8'8@

的方法计算可得荧光分析法的

方法检出限为
(8'(

!

6

(

45

7"

!紫外分光光度法的方法检出

限为
'8>@

!

6

(

45

7"

!这表明荧光分析法的检测限较低!更

适用于细胞内黑色素含量的测定"

#"J

!

精密度和重复性

精密量取细胞悬液!按照
"8'8?

的方法连续测定
1

次!

其相对荧光强度值分别为
(8&'

!

(8&?

!

(8&>

!

(8&?

和
(8&1

!

.%U

值为
"8@?9

!表明仪器精密度良好"

精密量取
'

份相同的细胞悬液!按照
"8'8?

的方法分别

测定!其相对荧光强度分别为
(8&'

!

"8((

和
(8&'

!

.%U

值

为
381&9

!表明其重复性较好"

#"K

!

加标回收实验

精密量取
"1

份的
#'?1

细胞悬液!分成三组!每组加入

浓度分别为
21

!

3(

和
@(

!

6

(

45

7"的黑色素标准溶液!按照

"8'8?

的方法测定其黑色素含量!每个加标水平平行测定
1

次!如表
"

所示!测得的黑色素含量分别为
238'(

!

3"83"

和

@(8"?

!

6

(

45

7"

!则相对误差分别为
28?@9

!

'81'9

和

(8219

"

!!

精密量取
"1

份的黑色素细胞悬液!分成三组!每组分别

加入质量为
18((

!

?81(

和
"(8((

!

6

的黑色素!按照
"8'8?

的方法测定其黑色素含量!每个加标水平平行测定
1

次!计

算回收率和平均回收率!见表
2

!回收率在
&18&39

"

&&8@'9

之间!平均回收率
&181?9

!

.%U

值为
38((9

!表明

该方法较准确"

表
!

!

加标回收实验!人恶性黑色素瘤细胞"

$%&'(!

!

O*%./%2/%//0*0-.2(,-@(2

=

(U

D

(204(.*

%

L5JF

&

理论值

)%

!

6

(

45

7"

&

测定值)%

!

6

(

45

7"

&

%

4IF=W%U

&

相对误差

)

9

21 238'(W(8&@ 28?@

3( 3"83"W"8?> '81'

@( @(8"?W'83> (821

表
#

!

加标回收实验!乌骨鸡黑色素细胞"

$%&'(#

!

O*%./%2/%//0*0-.2(,-@(2

=

(U

D

(204(.*

%

*)(;O74('%.-,

=

*(+

&

序号
样品黑色

素)
!

6

加标量

)

!

6

测得黑色素

总量)
!

6

回收率

)

9

平均回收

率)
9

.%U

)

9

" "28(3 18(( ">8@'W(8>( &18&3

2 "28(3 ?81( "@8&1W(8'@ &28"3 &18&? 38((

' "(81? "(8(( 2(83&W(8>& &&8@'

#"̂

!

乌骨鸡黑色细胞中黑色素含量的测定

按照
"8'8?

的方法测定不同代数的乌骨鸡黑色素细胞中

黑色素的含量如表
'

所示!第
"

#

2

代的乌骨鸡黑色素细胞中

的黑色素含量分别为
?8(>

!

6

)

"(

3 个细胞#

'8'>

!

6

)

"(

3 个细

胞"这表明在体外培养的乌骨鸡黑色素细胞中!细胞中黑色

素含量随着代数的升高有下降的趋势"

表
5

!

乌骨鸡黑色素细胞中黑色素含量的测定

$%&'(5

!

>(*(240.%*0-.-14('%.0.,-.*(.*

0.;O74('%.-,

=

*(+

乌骨鸡黑色

素细胞代数

相对荧光

强度

黑色素

细胞数

黑色素含量

)%

!

6

)

"(

3个细胞&

第
"

代
"81@W(8('

"822k"(

1

?8(>

第
2

代
"8>>W(8(1

28?2'k"(

1

'8'>

!!

采用
VF,+

裂解法测定细胞中的黑色素含量时!一些杂

质与蛋白也会溶于
VF,+

中产生一定的吸收从而影响定量

结果!使结果偏大*

"&

+

"本研究通过在
#'?1

细胞%无黑色素

的人的黑色素瘤细胞&中添加不同浓度的黑色素标准品%

21

!

@&1"

光谱学与光谱分析
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

第
3(

卷



3(

和
@(

!

6

(

45

7"

&!结果显示!测定值与理论值的相对误

差分别为
28?@9

!

'81'9

和
(8219

"这表明
#'?1

细胞中的

其他杂蛋白以及脂质不会对黑色素氧化后产生的荧光有贡

献"有研究已经证实!采用荧光分析法测定黑色素时!其他

杂蛋白以及脂质对测定结果并无干扰*

2(

+

"为了进一步证实

该方法的准确性!在乌骨鸡黑色素细胞中也分别添加了不同

质量的乌骨鸡黑色素标准溶液!所得的回收率在
&28"39

"

&&8@'9

之间!平均回收率为
&18&?9

!

.%U

值为
38((9

!回

收率较高!这表明该方法较准确可靠"黑色素溶解性较差!

采用紫外分光光度法测定细胞中黑色素色的前提条件是黑色

素需要完全溶解在碱液中!而荧光分析法在样品前处理过程

中只需黑色素混悬在碱液中!简化了分析操作过程"并且通

过比较可知!荧光分析法的方法检测限比紫外分光光度法低

至少
"(

倍"

综上所述!荧光分析法是一种简单#准确#检测限低!

灵敏度较高的细胞中黑色素含量的测定方法!该方法的建立

将为乌骨鸡黑色素细胞中黑色素的生成机理以及调控的进一

步研究奠定了基础!也为测定其他更加复杂的生物组织中的

黑色素含量提供了参考"乌骨鸡黑色素氧化后荧光发射基团

结构及荧光生成机理还有待于进一步研究"

'

!

结
!

论

!!

建立了荧光定量乌骨鸡黑色素细胞中黑色素的新方法!

通过筛选得出乌骨鸡黑色素在
"(

"

"((

!

6

(

45

7"的浓度范

围内的最佳氧化条件$

d

+

值为
@

!氧化温度为
11C

!过氧

化氢浓度在
239

"

2>9

之间!氧化时间为
2B

"该方法稳定#

可靠!仪器精密度较高!重复性较好!且加标回收率较高!

测定结果不受细胞中的杂蛋白以及脂质的影响!且准确可

靠!成本较低#灵敏度高#检测限比紫外分光光度法低至少

"(

倍#仪器操作简单!能够较好地应用于乌骨鸡黑色素细胞

中黑色素含量的测定"该方法的首次建立将为乌骨鸡黑色素

细胞中黑色素合成过程的调控以及乌骨鸡黑色素的深入开发

利用奠定了坚实的基础!也为测定其他更加复杂的生物组织

中的黑色素含量提供了参考"
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