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蛋白质保护的金纳米簇为荧光探针
检测甲磺酸帕珠沙星

胥彦琪

(江西医学高等专科学校药学系ꎬ江西 上饶 ３３４０００)
摘要:基于牛血清白蛋白(ＢＳＡ)保护的金纳米簇为荧光探针ꎬ通过甲磺酸帕珠沙星(ＰＺＦＸ)对其荧光的淬灭实现对 ＰＺＦＸ

的高灵敏度以及高选择性检测ꎬ检测限达 ２􀆰 ９×１０－８ ｇ / ｍＬꎮ 并将此方法用于人尿液样品中 ＰＺＦＸ 检测ꎬ检测结果表明ꎬ该方法具
有简单、高效、灵敏度高和实用性强等特点ꎬ具有较好的应用前景ꎮ
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　 　 甲磺酸帕珠沙星(Ｐａｚｕｆｌｏｘａｃｉｎ ｍｅｓｙｌａｔｅꎬＰＺＦＸ)
属于第 ４ 代喹诺酮类抗菌药物[１]ꎮ 用于治疗革兰氏

阳性菌和阴性菌感染ꎬ如支气管及肺部感染、细菌性

痢疾、泌尿系统、皮肤和软组织等ꎬ并且效果明显优

于诺氟沙星、氧氟沙星、氟罗沙星等ꎮ 临床试验研究

表明ꎬＰＺＦＸ 具有高效低毒、口服效果好等特性ꎬ其
抗菌范围与交叉耐药性显著[２]ꎮ 目前对 ＰＺＦＸ 的测

定常用荧光法[３]、电泳法[４－５]、电化学法[６－７]、高效液

相色谱法(ＨＰＬＣ) [８－９] 等ꎬ这些方法虽灵敏可靠ꎬ但
仪器昂贵ꎬ操作繁琐ꎮ

笔者以牛血清白蛋白(ＢＳＡ)为保护剂ꎬ制备了

一种荧光金纳米簇ꎬ其化学性质稳定并且在 ５１０ ｎｍ
的激发波长下ꎬ在 ６１０ ｎｍ 处具有明显的荧光发射

峰ꎬ基于 ＰＺＦＸ 对其荧光的淬灭作用ꎬ实现对 ＰＺＦＸ
的快速灵敏检测ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 试剂与仪器

牛血清白蛋白(ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎꎬＢＳＡ)ꎬ分
析纯ꎬ阿拉丁试剂有限公司生产ꎻ氯金酸(ＨＡｕＣｌ４􀅰
３Ｈ２Ｏ)ꎬ分析纯ꎬＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ 公司生产ꎻ甲磺酸帕

珠沙星(Ｐａｚｕｆｌｏｘａｃｉｎ ｍｅｓｙｌａｔｅꎬＰＺＦＸ)ꎬ分析纯ꎬ国药

集团化学试剂有限公司生产ꎮ
Ｌａｍｂｄａ ３５ 紫外－可见分光光度计ꎬ美国 Ｐｅｒｋｉｎ－

Ｅｌｍｅｒ 公司生产ꎻＲＦ－５３０１ｐｃ 荧光分光光度计ꎬ日本

岛津公司生产ꎻＣＪＪ－７８１Ｃ 型恒磁力搅拌器ꎻＡＢ２０４－
Ｎ 电子分析天平ꎻＫＱ－５０ 型超声清洗器ꎮ
１􀆰 ２　 ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ 金纳米簇的制备

根据文献[１０]ꎬ在 ３７℃下向 １０ ｍＬ ５０ ｍｇ / ｍＬ
的牛血清蛋白溶液中加入 １０ ｍＬ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 氯金酸

溶液ꎬ充分反应 ２ ｍｉｎ 后ꎬ加入 １ ｍＬ １ ｍｏｌ / Ｌ 的

ＮａＯＨ 溶液后ꎬ在 ３７℃水浴中连续搅拌 １２ ｈꎮ ＢＳＡ
修饰的金纳米簇(ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ)为棕色溶液ꎬ将所制

备的金纳米簇置于冰箱(４℃)避光储存备用ꎮ
１􀆰 ３　 ＰＺＦＸ 对 ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ 溶液荧光强度的影响

分别取 ２０ μＬ 质量浓度 １􀆰 ５×１０－２ ~１􀆰 ５×１０－６ ｇ / ｍＬ
的 ＰＺＦＸꎬ分别加入到 １ ｍＬ 的 ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ 溶液中ꎬ
在 ５１０ ｎｍ 的激发波长下ꎬ测其 ６１０ ｎｍ 处的发射峰

的荧光强度的变化ꎮ
１􀆰 ４　 干扰物质对 ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ 荧光强度的影响

分别取 ２０ μＬ 质量浓度为 １ ｍｇ / ｍＬ 的干扰物

质:天冬氨酸(Ａｓｐ)、谷氨酸(Ｇｌｕ)、亮氨酸(Ｌｅｕ)、半
胱氨酸(ｃｙｓ)、尿素(Ｕｒｅａ)ꎬ分别加入到 １ ｍＬ ＢＳＡ－
ＡｕＮＣｓ 溶液中ꎬ以及 ２０ μＬ 质量浓度为 １ ｍｇ / ｍＬ 的
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Ｋ＋、Ｎｉ２＋、Ｃｏ２＋、Ｎａ＋、Ｚｎ２＋、Ｃｄ２＋、Ｍｇ２＋、Ｆｅ３＋分别加入到

１ ｍＬ ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ 溶液中ꎬ充分反应后测其荧光强

度值ꎮ
１􀆰 ５　 实际样品检测

分别取 ４ 份健康志愿者尿液样品进行过滤处

理ꎬ之后分别加入 １５０、１８０、２５０、３００ ｇ / ｍＬ 的 ＰＺＦＸ
溶液ꎮ 混合均匀后ꎬ分别取 ２０ μＬ 加入到 １ ｍＬ
ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ 溶液中ꎬ充分反应后测其荧光强度值ꎬ
根据标准曲线计算每份样品中 ＰＺＦＸ 的质量浓度ꎬ
并与标准进行比对ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 金纳米簇的表征

在可见光下ꎬＢＳＡ 修饰的金纳米簇呈红棕色ꎬ
而在 ３６５ ｎｍ 紫外光照射下ꎬ溶液呈现出明显的红色

荧光ꎮ 之后通过荧光分光光度计检测ꎬ在 ５１０ ｎｍ 出

现最大激发波长ꎬ在 ６１０ ｎｍ 处出现最强发射峰ꎬ如
图 １ 所示ꎮ 由图 １ 可以看出ꎬＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ 的激发峰

与发射峰具有很好的峰型对称性ꎬ具有较好的荧光

性能[１１]ꎮ 金纳米簇紫外吸收光谱图如图 ２ 所示ꎮ
由图 ２ 可以看出ꎬＢＳＡ 溶液在 ２８５ ｎｍ 处有明显的吸

收峰[１２]ꎬ而在 ４００ ｎｍ 之后ꎬ并没有出现明显的表面

等离子吸收峰ꎬ根据文献[１３－１４]中所述ꎬ合成的 ２
种金纳米簇粒径均小于 ２ ｎｍ[１５]ꎮ

１—激发光谱ꎻ２—发射光谱

图 １　 ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ 的荧光光谱

图 ２　 ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ 紫外吸光谱图

２􀆰 ２　 ＰＺＦＸ 的检测

不同质量浓度 ＰＺＦＸ 对 ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ 荧光强度

的影响以及检测线性关系如图 ３ 所示ꎮ 由图 ３ 可以

看出ꎬＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ 在 ５２０ ｎｍ 的激发波长下ꎬ在 ６１０

ｎｍ 处有明显的发射峰ꎮ 分别取 ２０ ｍＬ 质量浓度为

１􀆰 ５×１０－２ ~ １􀆰 ５×１０－６ ｇ / ｍＬ 的 ＰＺＦＸ 加入到 １ ｍＬ 的

ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ 溶液中ꎬ在 ５１０ ｎｍ 的激发波长下ꎬ测其

６１０ ｎｍ 处的发射峰的荧光强度的变化ꎬ检测限达

２􀆰 ９×１０－８ ｇ / ｍＬꎮ 当 ＰＺＦＸ 的质量浓度为 ５０×１０－５ ~
５００×１０－５ ｇ / ｍＬ 时ꎬ与荧光强度的改变(Ｆ０ / Ｆ)具有

明显的线性关系ꎮ Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９６ ２３ꎬ线性关系为 Ｆ０ / Ｆ
＝ ０􀆰 ６２７ ２９＋０􀆰 ０１０ ７９ｃꎮ ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ 的荧光强度随

着 ＰＺＦＸ 质量浓度的增大而逐渐减弱ꎬ直至淬灭ꎬ说
明 ＰＺＦＸ 与 ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ 之间发生很强的相互作用ꎮ
ＢＳＡ 通过 Ａｕ—ＳＨ 键与金纳米簇相连ꎬ其作为稳定

剂包裹在纳米颗粒的表面ꎬ如果 ＢＳＡ 的结构遭到了

破坏ꎬ那么金纳米簇的荧光强度就会受到影响[１６]ꎮ
有文献指出[１７]ꎬＰＺＦＸ 可以通过改变 ＨＳＡ 上的色氨

酸的构型而发生强烈的相互作用ꎮ 由此可以推测ꎬ
ＰＺＦＸ 导致的 ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ 荧光的淬灭是由于改变

了 ＢＳＡ 中的色氨酸构象所导致的ꎬ如图 ４ 所示ꎮ 由

图 ４ 可以看出ꎬ在 ２８０ ｎｍ 的激发光下ꎬ在 ３４８ ｎｍ 处

出现发射峰ꎬ而在此激发波长下ꎬＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ 的发

射峰发生了蓝移ꎬ位于 ３４０ ｎｍ 处ꎮ 之后再向 ＢＳＡ－
ＡｕＮＣｓ 中加入 ＰＺＦＸ 后ꎬ吸收峰继续蓝移ꎬ并且在

３７８ ｎｍ 处出现 ＰＺＦＸ 的发射峰ꎬ从荧光峰位及强度

的变化上说明 ＢＳＡ 的构型发生了很大的变化ꎮ

１—ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓꎻ２—ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ＋１􀆰 ５×１０－６ ｇ / ｍＬ ＰＺＦＸꎻ

３—ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ＋１􀆰 ５×１０－５ ｇ / ｍＬ ＰＺＦＸꎻ

４—ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ＋１􀆰 ５×１０－４ ｇ / ｍＬ ＰＺＦＸꎻ

５—ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ＋１􀆰 ５×１０－３ ｇ / ｍＬ ＰＺＦＸꎻ

６—ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ＋１􀆰 ５×１０－２ ｇ / ｍＬ ＰＺＦＸ
(ａ)ＰＺＦＸ 检测荧光光谱图

(ｂ)ＰＺＦＸ 检测标准曲线

图 ３　 不同质量浓度 ＰＺＦＸ 对 ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ
荧光强度的影响以及检测线性关系图
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１—ＢＳＡꎻ２—ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓꎻ３—ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ＋ＰＺＦＸ

图 ４　 ＢＳＡ、ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ 以及向 ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ 中

加入 ＰＺＦＸ 后的荧光光谱图(ＥＸ＝ ２８０ ｎｍ)

２􀆰 ３　 干扰物质检测

为了确定对 ＰＺＦＸ 检测选择性ꎬ选取天冬氨酸

(Ａｓｐ)、谷氨酸 ( Ｇｌｕ)、亮氨酸 ( Ｌｅｕ)、半胱氨酸

(ｃｙｓ)、尿素(Ｕｒｅａ) 以及 Ｋ＋、Ｎｉ２＋、Ｃｏ２＋、Ｎａ＋、Ｚｎ２＋、
Ｃｄ２＋、Ｍｇ２＋、Ｆｅ３＋作为干扰物质ꎮ 检测结果如表 １ 所

示ꎬ只有当溶液中存在 ＰＺＦＸ 时ꎬ荧光强度会发生明

显的下降ꎬ而其他物质对 ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ 体系的荧光

强度都没有太大的影响ꎬ表明 ＢＳＡ－ＡｕＮＣｓ 对 ＰＺＦＸ
具有良好的选择性ꎮ

表 １　 干扰例子检测

样品 ＰＺＦＸ Ａｓｐ Ｇｌｕ Ｌｅｕ Ｃｙｓ Ｕｒｅａ Ｋ＋

荧光强度 ２０ ３０６ ３１３ ２８９ ３１４ ３１７ ３７８
样品 Ｎａ＋ Ｃｏ２＋ Ｚｎ２＋ Ｃｄ２＋ Ｍｇ２＋ Ｆｅ３＋ Ｎｉ２＋

荧光强度 ３４９ ３５２ ３３９ ３７６ ３７１ ３５０ ３３４

２􀆰 ４　 标准样品检测

人体口服 ＰＺＦＸ 并经胃肠道吸收后ꎬ主要以尿

液的形式排出ꎮ 通过标准加入法对健康人的尿液进

行了检测ꎮ 结果表明ꎬ健康人的尿液中不含有

ＰＺＦＸꎬ而向健康人的尿液中加入 ＰＺＦＸ 后ꎬ检测均

呈阳性ꎮ 根据标准曲线计算每份洋品中 ＰＺＦＸ 的质

量浓度ꎬ检测结果如表 ２ 所示ꎮ
表 ２　 尿液样品检测

样品
标准加入质量浓度 /

(ｇ􀅰ｍＬ－１)

检测值 /

(ｇ􀅰ｍＬ－１)
回收率 / ％

１ ０ ０ ＮＤ
２ １５０ １４３ ９６􀆰 ５
３ １８０ １９２ １０３􀆰 ２
４ ２５０ ２３９ ９５􀆰 ８
５ ３００ ３１４ １０４􀆰 ７

３　 结论

基于甲磺酸帕珠沙星(ＰＺＦＸ)对 ＢＳＡ 修饰的金

纳米簇的荧光的淬灭ꎬ实现了对 ＰＺＦＸ 的灵敏检测ꎬ
检测限达 ２􀆰 ９×１０－８ ｇ / ｍＬꎮ 在质量浓度为 ５０×１０－５ ~
５００×１０－５ ｇ / ｍＬ 时ꎬ与荧光强度的改变(Ｆ０ / Ｆ)具有

良好的线性关系ꎮ 并且通过标准加入法实现了对人

尿液样品的检测ꎬ该方法具有简单、高效、灵敏度高、
实用性强等特点ꎬ具有较好的应用前景ꎮ
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