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摘  要: 为提高蛋白质含量检测方法的抗干扰能力，从福林酚试剂法入手，以牛血清白蛋白为标准样品，重

新设计制定实验试剂组成与配比等，获得蛋白质含量检测新方法，然后探讨新方法的适用检测波长范围和稳定

性，并利用细胞全蛋白裂解液分析它对多种常见干扰物质的包容性。实验发现，新方法不仅能准确检测蛋白质

含量，对蛋白质测定液中表面活性剂的耐受浓度，如十二烷基硫酸钠 (SDS)、NP-40 和 TritonX-100 分别达到

10％、2％和 1％；螯合剂乙二胺四乙酸二钠盐 (EDTA) 和 Ethylene glycol bis (2-aminoethyl) tetraacetic acid 

(EGTA) 则分别达 25 mmol/L 和 1 mmol/L；对还原剂二硫苏糖醇 (DTT) 和 β-ME 的包容浓度均为 1 mmol/L；

而含氮化合物硫酸铵与尿素则分别为 0.5 mol/L 和 4 mol/L。与原方法相比较，对常见干扰物质的耐受性有显著

提高，说明新方法适用含多种干扰物质的蛋白质溶液，在生命科学研究领域具有广泛应用前景。 

关键词 : 蛋白质定量，干扰物质，表面活性剂，螯合剂，还原剂，含氮化合物，耐受性  

New protein assay with improved tolerability to interferences 

Yuan Dong, Lingling Tang, Lin Lin, and Shan Lu 

Jiangsu Provincial Key Laboratory of Molecular Medicine, Nanjing Normal University College of Life Science, Nanjing 210046, Jiangsu, China 

Abstract:  Routine protein assays are usually affected with various compounds, and we need to use different protein 
quantification protocol to deal with different interference. In order to simplify the procedure, we developed a new method, 
in which the components and concentrations of the reagents were modified mainly based on classic Folin-Ciocalteu’s 
reagent for reducing the susceptibility to interfering substances. Standard curves of the new method were established with 
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different levels of bovine serum albumin, and then, we assessed and evaluated the detectable wavelengths and stability. In 
particular, the tolerability to several interfering substances was analyzed by using cytolysis solutions containing different 
chemicals. Our data in this study show that the new method could be applied to detecting protein concentrations accurately, 
even in the presence of surfactants such as 10% sodium dodecyl sulfate (SDS), 2% NP-40, or 1% TrintonX-100, chelators 
of 25 mmol/L EDTA or 1 mmol/L Ethylene glycol bis (2-aminoethyl) tetraacetic acid (EGTA), reductants of 1 mmol/L 
Dithiothretol (DTT) orβ-Mercaptoethanol (ME), or nitrogen-containing compounds of 0.5 mol/L ammonium sulphate or 
4 mol/L urea. Taken together, these results indicate that the new approach significantly improves the tolerance to the 
interfering substances, which could be potentially useful in measuring the contents of proteins interfered with such 
substances. 

Keywords:  protein quantification, interfering substances, surfactant, chelator, reductant, nitrogen-containing compound, 
tolerability  

蛋白质定量检测是生命科学研究领域广泛

涉及的重要生物化学分析内容。多年以来，尽管

有先进的蛋白检测方法如质谱、荧光分析等 [1-2]

在不断发展，而福林酚试剂  (Folin-Ciocalteu’s 

reagent)、二辛可宁酸 (Bicinchoninic acid，BCA) 

和考马斯亮蓝 G-250 (Coomassie brilliant blue 

G-250，CBB，也被称作 Bradford) 等仍然是 常

规使用的比色测定方法[3]。这些方法是利用氧化

还原反应产物或者染料-蛋白质络合物的颜色深

浅与蛋白质浓度间存在的线性关系而绘制标准

曲线来测定样品中可溶性蛋白浓度的，但在实际

应用中，常常会因为多种化学物质干扰而影响检

测结果，导致使用局限[4]。 

例如，福林酚试剂法会受到表面活性剂、金

属离子螯合剂、还原剂及含氮化合物[5-6]等的严

重干扰；BCA 方法虽然受表面活性剂影响小，

但对金属离子螯合剂、还原剂等的存在很敏感[5]；

CBB 法与福林酚试剂法类似，对表面活性剂的耐

受性差[7]，所以这些方法总会因为蛋白质测定液

中非蛋白组分的存在而影响蛋白质含量的精确

测定，具体使用时，通常需要针对不同的干扰物

质选用不同的测定方法。如果蛋白液中存在表面

活性剂，可以选用 BCA 方法检测蛋白质含量；而

蛋白溶液中含有金属离子螯合剂，就需要替换为

CBB 法检测蛋白质含量。这样，不仅给蛋白质含

量检测带来操作上的不便，也使得不同溶液中蛋

白质含量的比较分析成为困难，还可能对后续实

验的可靠性产生影响，因此，人们总希望能够找

到好方法解除干扰。有研究针对某些特定的样品

如骨骼肌[8]，或某些特定操作如聚丙烯酰胺双向

凝胶电泳[9]，探讨适宜的检测方法；也有文献报

道，通过检测 850 nm 吸收值对 CBB 法进行药液

蛋白质含量分析中羧乙烯聚合物 (Carbopol) 产

生的干扰进行校正[10]；而含糖蛋白溶液则可以通

过蛋白质沉淀又溶解的方法来去除糖分导致的

干扰[11]等；但迄今为止，对于多种常见的干扰

物质并没有很好的解决办法，所以开发简便的受

多种干扰物质影响小的蛋白质定量检测方法十

分必要。 

本研究在广泛使用的福林酚试剂法[12]的基

础上，重新设计制定实验试剂的组成与配比以及

操作程序，建立蛋白质检测新方法的同时又探讨

新方法发色产物的优选检测波长以及稳定性，还

分析新方法对多种常见干扰物质的包容性，能够
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为蛋白质的快速准确定量提供方便。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  主要试剂 

牛血清白蛋白  (Bovine serum albumin，

BSA)、苯甲基磺酰氟  (Phenylmethanesulfonyl 

fluoride，PMSF) 从 Sigma 公司购入，蛋白酶抑制

剂混合物 (Protease inhibitor cocktail，PIC) 购自

Roche公司。聚乙二醇辛基苯基醚 (Triton X-100)、

ß-巯基乙醇 (ß-Mercaptoethanol，ß-ME)和乙二胺

四乙酸二钠盐(EDTA·Na2，EDTA) 购自 Amresco

公司。二硫苏糖醇 (Dithiothretol，DTT)、乙二

醇 二 乙 醚 二 胺 四 乙 酸  (Ethylene glycol bis 

(2-aminoethyl) tetraacetic acid，EGTA)、硫酸铵 

(Ammonium sulfate，(NH4)2SO4) 和尿素 (Urea) 

购自 Bio Basic 公司。福林酚试剂由上海荔达生

物科技公司出品。细胞培养用胎牛血清 (Fetal 

bovine serum，FBS)为 PAA Laboratories 公司生

产，低限基本培养基 (Minima essential medium，

MEM) 粉末购自 GIBCO 公司。十二烷基硫酸钠 

(Sodium dodecyl sulfate，SDS)、钒酸钠 (Na3VO4) 

等其他常用试剂购自国药集团。 

1.1.2  主要仪器 

CO2 细胞培养箱 (Thermo Scientic 公司)，酶

标仪(Bio-TEK 公司)，小型涡旋器。 

1.2  方法 
1.2.1  标准样品的制备 

称取一定量 BSA 溶解于蒸馏水中，调配终

浓度为 4 g/L，-20 ℃贮存备用。  

1.2.2  动物细胞裂解液的制备及干扰物质的添加 

细胞全蛋白待测样品是通过裂解液收集、破

碎细胞而获取的上清液[13]，因此细胞蛋白质含量

测定中的非蛋白干扰物质主要来源于裂解液组

分 (细胞体积可忽略不计)，细胞裂解液里添加的

干扰成分的含量即为待测样品干扰物质的浓度。

首 先 制 备 10 倍 基 本 裂 解 液  (200 mmol/L 

Tris-HCl (pH 7.5)，1.5 mol/L NaCl，10 mmol/L 

EDTA 和 10％ SDS)，保存于-20 ℃。使用前冰

上稀释，并根据实验要求分别添加不同含量的各

种干扰组分如 DTT 或者 β-ME 等，以及 1 mmol/L 

Na3VO4，1 mmol/L PMSF 和 1×PIC。当讨论表面

活性剂对蛋白测定的干扰时，基本裂解液组成不

包含 SDS，而各表面活性剂浓度按照具体实验设

计要求添加。 

1.2.3  动物细胞培养及全蛋白提取 

将 1.5×106 人前列腺癌细胞 PC-3 接种于

10 mL 含 5％ FBS-MEM 培养基的 100 mm 细胞

培养皿，在 5％ CO2，37 ℃细胞培养箱内培养，

生长至 50％饱和以上时，用 4 ℃预冷的 PBS(-)

洗涤 2 次后，加入 500 μL 预冷的 PBS (-)，然后

用刮棒冰上收集细胞，并平均分配细胞液于

1.5 mL 离心管，4 ℃、10 000×g 离心 10 min，去

上清，再移入包含不同成分的细胞裂解液，涡旋

振荡，放置冰上 30 min，重复离心操作，收集上

清液用于蛋白质含量测定，也可以放置-20 ℃保

存备用。 

1.2.4  蛋白定量新方法及标准曲线的建立 

分别配制 A 贮存液 (含 1.89 mol/L 碳酸钠和

1 mol/L 氢氧化钠)，B 贮存液 (含 0.25％ 酒石

酸钠  (W/V)、0.125％  硫酸铜  (W/V) 和 2.5％ 

SDS (W/V)) 及 C 发色液 (为 2 mol/L 福林酚原液

的 10 倍稀释液，用 HCl 调整 pH 至 1) 于室温下

存放。 
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将 BSA 标准蛋白溶液按照二倍稀释法用蒸

馏水稀释至 低浓度为 0.0625 g/L 的 7 个梯度浓

度，分别取 5 μL BSA 标准溶液各梯度样品放入

96 孔细胞培养板中；每个标准样品至少有 3 个重

复样，空白对照为同体积的蒸馏水；然后加入

25 μL工作液 (临用前混合 50个体积 A贮存液与

1 个体积 B 贮存液)。再加入 200 μL 发色液，混

合均匀，室温下放置 30 min，利用酶标仪在

570~630 nm 范围任一波长下测定吸光值。获取

数值后输入 Excel 软件，横坐标为标准样品浓度，

纵坐标为对应吸光值，然后添加趋势线，获得线

性回归方程及线性相关系数。另外，将标准样品

连续放置 0.3、1、2、4、8、24 h 后在 630 nm 波

长下检测吸光值，用于比较标准曲线的稳定性。 

1.2.5  蛋白定量新方法对干扰物质的耐受性分析 

进行标准曲线实验的同时，将与标准蛋白溶

液同样体积的 0.1~4 g/L 浓度区间的细胞蛋白样

品也加入 96 孔板中，每个待测样品至少有 3 个

重复样；然后每个样品添加 25 μL 工作液， 后

加入 200 μL 发色液，混合均匀，室温下放置

30 min，利用酶标仪在 590 nm 波长下测定吸光

值。获得数值后绘制标准曲线，并获取线性回归

方程，再将待测样品吸光值导入标准曲线回归方

程计算样品中蛋白质含量。 

1.2.6  统计方法  

所有实验至少有 2 次重复。在此显示的测定

数值都以 x ±s 表示。采用 GraphPad Prism 

software (Version 5.0)的学生双尾 t 检验方法，对

2 组数据进行比较分析。P＜0.05，说明平均值水

平有显著差异，以*表示；P＜0.01，以**表示；

P＜0.005，以***表示。 

2  结果与分析 

2.1  不同吸收波长下的 BSA 标准曲线和发色

产物稳定性的比较 
以 BSA 为标准样品，分别在 570、595 或

630 nm 波长下绘制的标准曲线如图 1 所示，其相

应的线性相关系数平方 (R2) 值分别为 0.998、

0.998 或 0.997，均大于通常标准曲线要求的 R2

值 (0.996)[14]，说明用该标准品作标准曲线，所

求的回归方程是有意义的，且在上述波长范围均

可用作新方法的检测波长，其中 595 nm 处获得

的标准曲线的吸光值 大，为优选波长。此外，

630 nm 波长下 高浓度标准样品的吸光值随时

间变化的曲线如图 2 所示，可以看出 4 h 内几乎

没有变化，8 h 后下降约 1.8％，24 h 后下降 14％，

说明新方法获得的发色产物在数小时内颜色基

本能够保持恒定。 

2.2  表面活性剂对细胞蛋白质含量测定的

影响 
细胞裂解液中 SDS 含量不断上升时，新方

法对蛋白质浓度测量结果见图 3A。SDS 含量即

使高达 10％，细胞全蛋白浓度也几乎没有变化。 

 

图 1  蛋白质定量检测的 BSA 标准曲线 
Fig. 1  BSA standard curves for protein assay.  
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图 2  发色产物最大吸光值 24 h 内的变化 
Fig. 2  Time course for maxi-Absorbances during 24 h. 

  

 

图 3  表面活性剂存在下细胞全蛋白含量的检测 
Fig. 3  Protein assay for cell lysates in the presence of 
3 surfactants, respectively. (A) Lysis buffer containing 
SDS. (B) Lysis buffer containing NP-40 or 
TritonX-100. 

如 果 采 用 其 他 的 常 用 表 面 活 性 剂

TritonX-100 或 NP-40 来处理细胞，则蛋白质浓

度测量结果的变化见图 3B，当 TritonX-100 含量

小于或等于 1％，NP-40 含量小于或等于 2％，

对蛋白定量没有明显的影响。 

2.3  金属离子螯合剂对细胞全蛋白定量的

影响  
不同浓度金属离子螯合剂 EDTA或 EGTA存

在下，新方法对细胞蛋白质浓度的检测结果如图

4 所示，50 mol/L EDTA 使蛋白质浓度显著降低，

而 2 mmol/L EGTA 使蛋白质浓度下降了 42％。

但是 EDTA 与 EGTA 浓度分别为 25 mmol/L 或

1 mmol/L 及以下则对蛋白质检测没有明显干扰。 

 
图 4  金属离子螯合剂存在下全蛋白含量的检测 
Fig. 4  Protein assay for cell lysates in the presence of 
chelators, respectively. (A) EDTA. (B) EGTA. 
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2.4  还原剂对细胞全蛋白定量的影响 
新方法对含有不同浓度DTT或 β-ME的细胞

蛋白裂解液进行的定量测定结果见图 5，可以看

出样品溶液中包含 DTT 或 β-ME 在 1 mmol/L 及

以下对蛋白质浓度检测没有显著影响。 

 

图 5  还原剂存在下全蛋白含量的检测 
Fig. 5  Protein assay for cell lysates in the presence of 
reductants, respectively. (A) DTT. (B) β-ME. 

   

2.5  含氮物质对细胞全蛋白定量的影响 
常用的含氮物质硫酸铵和尿素存在时，细胞

蛋白定量的结果如图 6 所示，蛋白质溶液中硫

酸铵含量小于或等于 0.5 mol/L，或尿素含量小

于或等于 4 mol/L 对蛋白质检测不会造成显著

干扰。 

 

图 6  含氮化合物存在下全蛋白含量的检测  
Fig. 6  Protein assay for cell lysates in the presence of 
nitrogen-containing compunds, respectively. (A) (NH4)2SO4. 
(B) Urea. 

  

3  讨论 

福林酚试剂法是 1951 年 Lowry 等[15]在双缩

脲反应基础上，引入福林酚试剂来扩大反应信号

的蛋白质含量检测方法，因此又被称作 Lowry

法。主要依据是利用碱性条件下 Cu2+与肽骨架的

-CO-NH-基团形成的蓝色络合物将鳞钨酸和鳞

钼酸还原为钨和钼蓝而进一步呈色的结果[16]。常

用的试剂组成如表 1 所示，首先使蛋白质样品置

于碱性环境，然后与 CuSO4 试剂混合，室温放置

约 15 min，再加入福林酚试剂放置 45 min，660 nm

波长下测定吸光值。此方法的主要缺点是对许多 
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表 1  比较新方法与目前常用的福林酚法试剂配比及组成 
Table 1  Comparison for reagent components between new and Folin-Ciocalteu’s reagent protein assay 

Reagents Folin-Ciocalteu[12] New 

A 2% Na2CO3, 0.4% NaOH, 0.16% Sodium tartrate, 
1% SDS 20% Na2CO3, 5% NaOH 

B 4% CuSO4 0.25% Sodium tartrate, 0.125% CuSO4, 2.5% SDS

C 1 mol/L Folin-Ciocalteu’s reagent 10-fold dilution from 2 mol/L Folin-Ciocalteu’s 
reagent, pH 1 

A:B 100:1 (V/V) 50:1 (V/V) 

 
 

干扰物质的包容性差，如表面活性剂 TritonX-100

或 SDS 含量仅达 1％，金属离子螯合剂 EDTA

浓度达到 10 mmol/L，尿素含量达 3 mol/L，或硫

酸铵含量达 3％ (约 0.227 mol/L)，以及还原剂如

硫醇等的存在就会严重干扰测试结果[5-6,17]。 

长久以来，有相关文献报道对此方法在不同

领域的应用进行改良[18-20]，有的增加了操作的复

杂性，但效果仍然有限。本研究探讨的新方法没

有对原方法繁杂化，且将 SDS 耐受性提高了约

10 倍。实验中 SDS 浓度没有进一步增加，是因

为待测样品溶液的粘度随着 SDS 浓度的上升而

不断增加，几乎已达到操作的极限，这应该是

SDS 作为表面活性剂在溶液中的增稠作用所导

致的。另外，少量 TritonX-100 和 NP-40 也不影

响测定结果，可见新方法对表面活性剂的包容性

明显增加，这可能与 B 贮存液中添加的少量 SDS

有关联[21]。 

新方法对金属离子螯合剂 EDTA 耐受浓度

增加 1 倍以上，这可能是因为 B 贮存液的 Cu2＋

浓度显著降低而减少了工作液中螯合剂能够结

合的底物，因此提高了对螯合剂的包容性。 

同时，新方法对还原剂 DTT 和 β-ME 均显

示出一定的耐受性；对含氮化合物如硫酸铵的

包容性增加 2 倍，对尿素的耐受性也有所提高，

但相关机理不清楚。这可能是新方法显著增强

蛋白质样品在未加入福林酚试剂前的碱性环

境，使 Cu2+与肽骨架的-CO-NH-基团形成的蓝

色络合物反应更完全的影响；而且我们实验使

用的蛋白质含量检测范围明显高于常用福林酚

试剂法的 5~100 mg/L[12]，因此新方法对干扰物

质包容性的增强也可能与检测灵敏度的变化相

联系，需要将来进一步分析验证。此外，本实

验仅以细胞裂解液为测定样品，没有尝试其他

蛋白样品的检测，也没有针对福林酚试剂法的

其他干扰成分如糖类、氨基酸及多肽的影响进

行探讨，因此新方法的适用范围等还有待深入

研究。 

综上所述，新方法操作简单、迅速，实验结

果重复性好，稳定性高，检测范围 0.1~4 g/L，对

多种常见干扰成分具有较好的包容性，如表 2 所

示，适用不同裂解液制备的细胞蛋白检测，在生

命科学研究领域应具有广泛应用前景。 
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表 2  新方法对常见干扰物质的最大耐受浓度 
Table 2  Highest levels for interferences used in 
new assay  

Interferences Highest levels compatible in 
new assay 

SDS (%) 10.0 

NP-40 (%) 2.0 

TritonX-100 (%) 1.0 

EDTA (mmol/L) 25.0  

EGTA (mmol/L) 1.0  

DTT (mmol/L) 1.0  

β-ME (mmol/L) 1.0  

(NH4)2SO4 (mmol/L) 0.5 

Urea (mol/L) 4.0 
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