
文章编号：１６７４５５６６（２０１９）０６０９９４０８ ＤＯＩ：１０．１２０２４／ｊｓｏｕ．２０１９０５０２６６５

藻红蛋白衍生比率荧光法检测消毒液中邻苯二甲醛

收稿日期：２０１９０５２０　　　修回日期：２０１９０５２９

基金项目：国家自然科学基金（４１３０６１２８）；上海自然科学基金（１１ＺＲ４１５４００）

作者简介：任宁娜（１９９４—），女，硕士研究生，研究方向生物化学分析。Ｅｍａｉｌ：Ｎｉｎｇｎａ＿ｒｅｎ＠１６３．ｃｏｍ

通信作者：吴继魁，Ｅｍａｉｌ：ｊｋｗｕ＠ｓｈｏｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

任宁娜
１
，贾　敏１

，吴继魁
１，２，３

（１．上海海洋大学 食品学院，上海　２０１３０６；２．上海水产品加工及贮藏工程技术中心，上海　２０１３０６；３．农业农村部水
产品贮藏保鲜质量安全风险评估实验室，上海　２０１３０６）

摘　要：基于Ｒ藻红蛋白（ＲＰＥ）与邻苯二甲醛（ＯＰＡ）的衍生化反应，构建一种新型检测邻苯二甲醛的荧光
比率型探针。Ｒ藻红蛋白经十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）去折叠后裸露出伯氨基团，之后在β巯基乙醇存在的碱性
环境中，与邻苯二甲醛相互反应衍生出一种蓝色荧光的异吲哚类化合物。在该体系中，随着邻苯二甲醛浓度

的增加，Ｒ藻红蛋白本身的荧光信号逐渐减弱，衍生产物的蓝色荧光信号逐渐增强，从而构成了比率型荧光探
针。结果表明：在ｐＨ１０．５的碳酸盐缓冲条件下，探针的最佳检测时间为３～６ｍｉｎ，线性检测范围为５～１００
μｇ／ｍＬ，相关系数Ｒ２为０．９９２，最低检测限为１．７μｇ／ｍＬ。该探针应用于市售洗手液样品测定，加标回收结果
满意。
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　　邻苯二甲醛（ＯＰＡ）消毒剂由于其具有更强
的杀菌能力、更广泛的杀菌范围、使用浓度低灭

菌时间短、毒性小及性质稳定等优点成为了新一

代医用消毒剂［１４］。然而，ＯＰＡ具有强烈挥发性，
长时间使用后其浓度会降低。为保证灭菌效果，

需对ＯＰＡ的浓度进行经常性检测。目前报道检
测邻苯二甲醛的方法主要有检测纸［５］、滴定法、

分光光度法［６］以及色谱法［７］等，这些方法均具有

一定的局限性［８］，诸如肉眼比色不精确、滴定法

繁琐费时、紫外法存在背景干扰、色谱仪器昂贵

不经济等。

研究发现，在碱性条件下，ＯＰＡ和 β巯基乙
醇（βＭＥ）与氨基发生化学反应，衍生出一种蓝色
荧光的异吲哚类物质［９１２］。例如朱广华等［１３］利

用 Ｌ组氨酸与 ＯＰＡ进行衍生反应荧光检测
ＯＰＡ。本研究建立一种新型的 ＯＰＡ比率型荧光
检测法，基于荧光蛋白 Ｒ藻红蛋白（ＲＰＥ）与
ＯＰＡ在βＭＥ存在的碱性环境下可以发生荧光衍
生反应，反应过程中，ＲＰＥ在５７８ｎｍ处的荧光逐
渐消退，其衍生产物在４３０ｎｍ处荧光逐渐增强，

一强一弱的荧光信号构成了检测 ＯＰＡ的比率型
荧光探针。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
１．１．１　实验材料

ＲＰＥ晶体购于上海朗雅生物科技有限公司，
ＯＰＡ标准品、βＭＥ、十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、碳酸
钠、碳酸氢钠、盐酸、氢氧化钠均购买于国药集团

化学试剂有限公司。ＯＰＡ消毒剂购买自山东利
尔康医疗科技股份有限公司。

１．１．２　仪器与设备
紫外可见分光光度计（ＵＶ３９００，Ｈｉｔａｃｈｉ，日

本）；荧光光谱仪（ＦＳ５，ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，英国）；
ＮａｎｏＤｒｏｐ（２０００Ｃ，ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，英国）；超滤
离心管（１００ｋｕ，生工生物工程股份有限公司，上
海）；迷你涡旋混合器（Ｍｉｘｅｒ４Ｋ，生工生物工程股
份有限公司，上海）；电子分析天平（ＡＥ２００，
ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ，上海）；ｐＨ计（３２０Ａ／Ｃ，Ｍｅｔｔｌｅｒ
Ｔｏｌｅｄｏ，上海）；小型高速冷冻离心机（５４１５Ｒ，
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Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）；移液枪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）。
１．２　实验方法
１．２．１　溶液的配置

０．５ｍｏｌ／Ｌ碳酸盐缓冲液：准确称取３．７０ｇ
碳酸氢钠以及 ０．６０ｇ碳酸钠，用超纯水定容至
１００ｍＬ，用盐酸或氢氧化钠调节ｐＨ至８～１１。不
用时应妥善保存，以防环境中 ＣＯ２溶解于水从而
使溶液偏酸或者溶液中释放出ＣＯ２使溶液偏碱。

ＯＰＡ储备液（１ｍｇ／ｍＬ）：将１ｍｇＯＰＡ加入
到１ｍＬ纯水中，４５℃的水浴加热直至完全溶
解，之后冷却至室温，用锡箔纸包好放在４℃冰
箱中作为储备液。

βＭＥ储备液（０．１ｍｇ／ｍＬ）：准确移取８９μＬ
βＭＥ，用超纯水定容至１ｍＬ，包装紧密以防挥发
产生刺激性气味。

ＳＤＳ储备液（２０％，质量体积比）：用分析天
平准确称取 ＳＤＳ０．４ｍｇ，用超纯水定容至２ｍＬ，
室温下保存备用。

ＲＰＥ溶液：将 ＲＰＥ晶体在４℃下以３２００
ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，将上清液完全去除后，将沉淀
物溶解在 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ，
ｐＨ ＝７．５，５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）中。之后，将获得的
ＲＰＥ溶液用移液枪加入到１００ｋｕ超滤管中，在４
℃下以３２００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，除去少量杂质以
及过量的盐。重复洗涤４次，最后收集到１００μＬ
ＲＰＥ溶液，并用ＮａｎｏＤｒｏｐ确定其浓度为５０ｍｇ／
ｍＬ，纯度（Ａ５６５ｎｍ／Ａ２８０ｎｍ）为５．６。用锡箔纸包好放
在４℃冰箱中备用。
１．２．２　ＯＰＡ的荧光检测

在１００μＬ５０ｍｍｏｌ／Ｌ碳酸盐缓冲液（ｐＨ＝
１０．５）体系中，包含 ５０μｇ／ｍＬＲＰＥ溶液，４％
ｗ／ｖ的 ＳＤＳ，１μｇ／ｍＬβＭＥ，以及系列浓度（０～
２００μｇ／ｍＬ）ＯＰＡ溶液。设定激发波长和发射波
长的扫描范围，λｅｘ＝３４５ｎｍ，λｅｍ＝３７０～７００ｎｍ，
用ＦＳ５型荧光光谱仪（配有Ｘｅ灯及１００μＬ微量
石英比色皿）对各个浓度的溶液进行扫描，激发、

发射的狭缝宽度均为１ｃｍ。以 ＯＰＡ浓度为横坐
标，以两个通道的荧光比率（Ｉ４３０ｎｍ／Ｉ５７８ｎｍ）为纵坐
标绘制标准曲线。

１．２．３　实际样品的检测
将市售ＯＰＡ消毒剂稀释１００倍，然后再加入

不同浓度ＯＰＡ标准溶液（２０、５０、１００μｇ／ｍＬ），制

备３个实际样品。用建立的荧光方法对上述样
品中ＯＰＡ进行定量检测，每个样品平行测定３次
取平均值，计算其加标回收率。

２　结果与讨论

２．１　实验原理
如图１所示，本实验构建一个基于 ＲＰＥ与

ＯＰＡ衍生法的比率型荧光探针来检测 ＯＰＡ含
量。整个探针体系由３部分构成：ＲＰＥ、βＭＥ和
ＳＤＳ。ＲＰＥ含有丰富的氨基酸，使用过量的 ＳＤＳ
去折叠后，会将所有的伯胺分子暴露出来，之后

在βＭＥ存在的碱性环境下，与 ＯＰＡ的醛基发生
衍生反应，通过分子重排形成共轭吡咯环，生成

取代的异吲哚类物质，这种物质在光谱的蓝色区

域发出强烈的荧光［１４］。随着ＯＰＡ的浓度不断增
加，ＲＰＥ本身位于５７８ｎｍ处的橙红色荧光强度
逐渐减弱，衍生的异吲哚类物质位于４３０ｎｍ处
的蓝色荧光逐渐增强，从而构成比率荧光信号用

于ＯＰＡ的检测。
２．２　光谱特征分析

如图２所示，在２８０～４００ｎｍ紫外可见光谱
区域内，单独的 ＳＤＳ、βＭＥ与 ＯＰＡ以及三者的混
合物在３４５ｎｍ处均没有吸收峰，而在加入 ＲＰＥ
后，产生了新的３４５ｎｍ的吸收峰，结果表明，在
该体系下，ＯＰＡ与蛋白的氨基生成了新的荧光衍
生产物，这一结果与前人的研究［１５］数据基本吻

合。如图３所示，ＲＰＥ探针体系与 ＯＰＡ反应后
产生的荧光衍生物的激发波长为３４５ｎｍ，发射波
长为４３０ｎｍ。
２．３　检测条件的优化

优化了影响ＯＰＡ检测探针性能的３个因素：
ＳＤＳ浓度、βＭＥ浓度和缓冲液 ｐＨ。ＳＤＳ是影响
探针灵敏度的关键因素，主要作用是使 ＲＰＥ去
折叠，将所有的伯胺基团裸露出来，理论上 ＳＤＳ
浓度越高，ＲＰＥ暴露的氨基就越多，但考虑到方
法成本以及浓度太高时对ＲＰＥ本身荧光信号的
影响，选择一个最佳浓度。如图４所示，ＳＤＳ浓度
低于４％ ｗ／ｖ时，其对蛋白本身的荧光信号并无
明显影响，且在该浓度下蛋白完全可以充分去折

叠［１４］。当ＳＤＳ浓度高于４％ ｗ／ｖ甚至高达１０％
ｗ／ｖ时，荧光信号明显下降，因此选择４％ ｗ／ｖ的
ＳＤＳ为本实验的最佳浓度。

５９９
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图１　邻苯二甲醛的检测原理示意图
Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｔｈｅｏｐｈｔｈａｌａｌｄｅｈｙｄｅ

图２　不同条件下的紫外可见吸收光谱
Ｆｉｇ．２　ＵＶｖｉｓａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａ
ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

　　βＭＥ的浓度直接关系着反应中生成的衍生
物的多少，是检测 ＯＰＡ的另一关键因素。图 ５
（ａ）显示，βＭＥ对 ＲＰＥ探针本身的荧光强度并
无影响，因此只需考察其对衍生产物的荧光强度

的影响。由图５（ｂ）可知，在５０μｇ／ｍＬＲＰＥ溶
液、４％ ｗ／ｖ的 ＳＤＳ以及 １００μｇ／ｍＬＯＰＡ体系
下，在０～１μｇ／ｍＬβＭＥ浓度范围内，衍生物的荧
光强度随βＭＥ浓度的增加而增强，达到１μｇ／ｍＬ

图３　衍生产物的激发和发射光谱
Ｆｉｇ．３　Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎａｎｄｅｍｉｓｓｉｏｎ
ｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ

图４　Ｒ藻红蛋白在不同浓度ＳＤＳ下的
荧光发射图，激发波长为５３５ｎｍ

Ｆｉｇ．４　ＥｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＲＰＥａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＳＤＳ，λｅｘ＝５３５ｎｍ

６９９
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图５　βＭＥ对ＯＰＡ检测体系的影响，激发波长为５３５ｎｍ
Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆβＭＥｏｎｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｏｆＯＰＡ，λｅｘ＝５３５ｎｍ

后，荧光强度基本不再增加，因此选择 １μｇ／ｍＬ
为ＯＰＡ检测体系中βＭＥ的最佳浓度。
　　由于ｐＨ被认为是影响上述反应进程的重要
因素，本实验在ｐＨ８．０～１１．０范围内考察了 ｐＨ
的影响，并以衍生物与 ＲＰＥ探针的荧光强度的
比值变化来评价 ＯＰＡ检测体系的性能。图６表
明：在ｐＨ１０．５以下，荧光强度的比值随着ｐＨ的
逐渐增大而增强；在 ｐＨ为１０．５时，荧光强度的
比值达到最大值，超过１０．５以后，荧光强度的比
值有所下降。因此，本实验的最优ｐＨ为１０．５。

图６　ｐＨ对邻苯二甲醛检测体系的影响
Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

ｏｆｏｐｈｔｈａｌａｌｄｅｈｙｄｅ

２．４　反应动力学实验
因为比率荧光信号的变化取决于 ＲＰＥ与

ＯＰＡ发生化学反应的速率，同时反应速率的快慢
决定整个检测时间的长短，故本实验考察了检测

时间对荧光强度比值变化的影响。由图 ７可以
看出，ＲＰＥ与ＯＰＡ反应后，荧光强度的比值逐渐

增加，３ｍｉｎ后基本达平衡，而６ｍｉｎ后荧光强度
比值开始下降。这是因为上述衍生反应具有一

定的可逆性［１７］，生成的荧光衍生物不稳定［１８］，反

应时间过长不利于检测的稳定性，因此最好在反

应３～６ｍｉｎ内完成ＯＰＡ检测。

图７　反应时间对邻苯二甲醛检测的影响曲线
Ｆｉｇ．７　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｃｕｒｖｅｏｆｔｉｍｅ
ｏｎｏｐｈｔｈａｌａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

２．５　探针的灵敏度分析
在优化条件下，测定了该探针在５０ｍｍｏｌ／Ｌ

碳酸盐缓冲液（ｐＨ＝１０．５）中与不同浓度 ＯＰＡ
（０～２００μｇ／ｍＬ）衍生时的荧光光谱变化，激发波
长固定为３４５ｎｍ，发射波长分别为４３０ｎｍ（衍生
物）以及５７８ｎｍ（ＲＰＥ）。如图８所示，随着ＯＰＡ
浓度的增加，５７８ｎｍ处荧光强度逐渐降低，４３０
ｎｍ处荧光强度逐渐增强。当 ＯＰＡ浓度在 ５～
１００μｇ／ｍＬ时，两个波长处荧光强度的比值（Ｉ４３０／
Ｉ５７８）和ＯＰＡ浓度之间具有良好的线性关系（图
９），线性方程：ｙ＝０．００２５ｘ＋０．００７４，Ｒ２＝

７９９
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０．９９２，根据３δ／Ｓ（δ为１１次空白测定的标准偏
差，Ｓ为标准曲线的斜率）计算其检测限为 １．７
μｇ／ｍＬ，与紫外分光光度法及滴定法［８］相比，检

测限更低，灵敏度更高。

图８　探针与不同浓度的邻苯二甲醛衍生后
的荧光光谱，激发波长为３４５ｎｍ

Ｆｉｇ．８　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅ
ｐｒｏｂｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｆＯＰＡ，λｅｘ＝３４５ｎｍ

２．６　探针的选择性及干扰性实验
为评价该探针的选择性，测定探针与不同的

醛类物质反应后的荧光强度比值。如图１０所示，

与空白样品相比，探针与其他醛类物质反应后

Ｉ４３０／Ｉ５７８的值变化较小，而只有与 ＯＰＡ衍生后，其
荧光强度的比值变化近２．９倍，这表明该探针对
ＯＰＡ的检测具有较高的选择性。本实验同时探
讨了消毒剂中存在的一些金属离子对探针检测

性能的干扰，如图１１所示，消毒剂样品中可能存
在的一些金属离子对于 ＯＰＡ的检测基本没有影
响。上述结果表明，该荧光探针可应用于市售消

毒液中ＯＰＡ的检测。

图９　荧光强度比值与邻苯二甲醛浓度的线性曲线
Ｆｉｇ．９　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｒａｔｉｏｐｌｏｔｔｅｄ

ａｇａｉｎｓｔｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＯＰＡ

图１０　探针在相同浓度条件下对不同醛类物质的选择性
Ｆｉｇ．１０　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆｔｈｅｐｒｏｂｅｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｌｄｅｈｙｄｅｓａｔｔｈｅｓａｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

８９９
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表１　消毒液实际样品中ＯＰＡ的检测
Ｔａｂ．１　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＯＰＡｉｎｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔｓａｍｐｌｅｓ

样品

Ｓａｍｐｌｅ
本底值

Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ／（μｇ／ｍＬ）
加入量

Ａｄｄｅｄ／（μｇ／ｍＬ）
测定量

Ｄｅｔｅｃｔｅｄ／（μｇ／ｍＬ）
相对标准偏差

ＲＳＤ／％（ｎ＝３）
回收率Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％

（ｎ＝３）
１ ３０ ２０ ５１．７６ ０．７ １０８．８０
２ ３０ ５０ ７８．７９ １．３ ９７．５８
３ ３０ １００ １２９．２１ ０．９ ９９．２１

图１１　探针在相同浓度条件下
对不同金属离子的响应

Ｆｉｇ．１１　ＲｅｓｐｏｎｓｅｏｆｔｈｅＲＰＥｐｒｏｂｅｓｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｍｅｔａｌｉｏｎｓａｔｔｈｅｓａｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２．７　市售消毒液中ＯＰＡ的检测
为了验证探针在 ＯＰＡ消毒剂实际样品中的

适用性，采用加标回收法，将不同浓度 ＯＰＡ（２０、
５０、１００μｇ／ｍＬ）加入到１００倍稀释的消毒液中，
制备３个实际样品。根据上述方法测定 ＯＰＡ含
量，每个样品测定３次，计算其加标回收率。

回收率实验结果（表１）显示，经对ＯＰＡ消毒
液含量测定，重复测定 ３次，其加标回收率为
９７．５８％～１０８．８０％，说明本实验所建立的方法可
以准确测定ＯＰＡ消毒液含量。

３　讨论

　　目前报道的检测 ＯＰＡ的方法主要包括检测
纸、滴定法、紫外分光光度法、高效液相色谱以及

气相色谱法等。这些方法都各有其优缺点，其

中：检测纸通过颜色比较肉眼观察，结果并不准

确；化学滴定法繁琐费时，常因样品中成分的干

扰而不能准确测定；利用 ＯＰＡ本身在２５８ｎｍ处
的最大吸收进行紫外分光光度法检测，不能排除

其他物质在紫外区域存在吸收而造成干扰；液相

与气相色谱法通过一定的条件优化可以消除其

他物质的干扰，然而其仪器昂贵，操作复杂，不经

济实用。荧光衍生法因其操作方便、灵敏度高、

成本低等固有优势而获得了广泛的研究兴趣，朱

广华等［１３］通过 Ｌ组氨酸在 ｐＨ为８的体系中与
ＯＰＡ反应形成新的复合物，在３７６ｎｍ最大吸收
处用分光光度法进行检测。郑洪等［１９］也利用 Ｌ
组氨酸与ＯＰＡ在ｐＨ为１１的介质中反应，形成新
的荧光复合物，在４４０ｎｍ的激发下检测其在５４０
ｎｍ发射处的荧光强度。这些方法都需要进行衍生
反应，且还是利用传统的非比率型荧光法进行检

测。

本研究基于ＲＰＥ与ＯＰＡ的衍生化反应，建立
了一种高灵敏、高选择性的比率型荧光探针检测

ＯＰＡ。该检测方法的线性检测范围为５～１００μｇ／
ｍＬ，最低检测限可达１．７μｇ／ｍＬ，与夏菁等［６］、吴

兆凤等［７］和宋金武等［８］的研究相比，灵敏度及选

择性更好。传统的荧光光度法虽然操作简单且检

测灵敏度高，但其检测结果的精确性容易受到外界

环境的干扰［１８］，而比率型荧光利用两个不同发射

波长处的荧光强度的比值作为响应信号，不受仪器

以及环境的影响，其灵敏度及选择性大大提高。同

时，本实验以稀释的市售消毒液为实际样品，利用

加标回收方法评价该探针的精密度和可靠性，结果

满意。因此，可将该方法用于实际消毒液样品中

ＯＰＡ含量的测定。
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