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免疫荧光技术是免疫学检测的重要手段之一, 该技术在病原微生物的早期诊断、自身免

疫研究、抗原或抗体的免疫组化定位等方面都得到了广泛应用[1 ]. 荧光色素对抗体 (或抗原)

标记比的测定是免疫荧光技术的重要部分, 这是因为标记比合适与否直接关系到检测结果的

优劣甚至成败. 标记比的传统检测方法包括荧光色素与荧光抗体 (或抗原) 的共价结合反应、

透析、凝胶色谱分离等过程以及分光光度法测定荧光色素2抗体 (或抗原) 偶联物中色素与蛋

白的含量[2 ] , 这一过程耗时且操作繁琐, 而且对那些与蛋白结合后吸收性质有较大改变的荧

光色素不易得到准确的测定结果.

荧光偏振的原理和方法已广泛应用于大分子与小分子之间相互作用的研究[3 ]. 本文根据

荧光偏振的原理, 以异硫氰酸荧光素 (F luo rescein iso th iocyanate, F ITC) 和牛血清白蛋白

(Bovine Serum A lbum in, BSA ) 组成研究体系, 建立了基于荧光各向异性测量的均相测定标

记比的方法. 与传统方法相比, 本法具有简便、快速等特点.

1　实验部分

　　固定 F ITC 浓度 (110×10- 6 mo löL ) , 变化 BSA 的浓度 (510×10- 8 mo löL～ 6×10- 6

mo löL ) , 按标准步骤[1 ]在 25 ℃和 011 mo löL N a2CO 32N aH 2CO 3 (pH = 910)介质中进行 3 h 的

标记反应. 反应结束后, 将反应液移入石英液池, 在带偏振器的荧光分光光度计 (H itach i

M odel 650210S)上进行垂直方向和水平方向荧光强度的测量. 激发波长 Κex= 490 nm , 发射波

长Κem = 525 nm ; 激发与发射带通均为 5 nm. 根据公式

r = ( I∥- G I⊥) ö( I∥+ 2G I⊥)

计算出不同BSA 浓度下 F ITC 的各向异性值, 其中 I∥, I⊥分别为激发偏振器与发射偏振器

互相平行与互相垂直时的荧光强度, G 为仪器校正因子. 作出荧光各相异性与BSA 浓度的关

系曲线. 以同样的步骤进行样品的测量及计算.

2　原　　理

异硫氰酸荧光素以游离态 (F)和结合态 (B )存在, 故体系的荧光各向异性值为[3 ]:

r = f F rF + f B rB (1)

式中, rF 为游离态荧光体的各向异性值, rB 为结合态存在下荧光体的各向异性值, f F 和 f B

分别为游离态和结合态在荧光体总量中所占的分数. 重整式 (1)可得式 (2) :

f B = (r - rF ) ö(rB - rF) (2)
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在测得 rF 和 rB 后可得 f B , 从而可得结合态荧光体的分数及浓度, 进而得到标记比.

3　结果与讨论

3. 1　荧光偏振曲线　图 1 为 F ITC 的荧光各向异性随BSA 浓度变化的关系曲线. 由图 1 可

F ig. 1 　 The rela tion sh ip between the f luorescence

an isotropy of F ITC and the concen tration of

BSA

知, 当蛋白浓度达到一定程 度后, F ITC 的

荧光各向异性不再发生变化, 出现一个平

台. 表明溶液中的 F ITC 已被蛋白完全结

合, 此平台所对应的各向异性值即为 rB. 而

rF 为没有蛋白存在的空白溶液的荧光各向

异性值. 因此, 对一个原始 F ITC 浓度已知

的样品, 只要测出其各向异性值 r, 即可通

过公式求出标记比.

3. 2　样品测定结果　取 20 m g BSA 溶于

1 mL 水中, 加入 1ö100 (质量比) 的 F ITC,

于25 ℃按前述方法进行标记反应, 3 h 后停

止反应. 以反应缓冲液逐级稀释直至溶液可在荧光分光光度计上进行荧光强度测量. 求出各

向异性值及结合态 F ITC 浓度, 计算标记比. 本法测得的标记比 1122 与分光光度法测定的结

果 1136 相比, 符合得相当好.

本文以异硫氰酸荧光素 (F ITC) 和牛血清白蛋白 (BSA ) 组成研究体系, 根据荧光偏振原

理建立了均相测定荧光色素对蛋白质的标记比的方法. 此法除具有简便快速的特点外, 并且

由于可直接测定游离态 (或结合态) 荧光体的量, 使测定结果更为准确. 另外, 本法是从荧光

偏振的基本原理出发而建立起来的, 因而具有通用性, 对于其它标记体系也是适用的.
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