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摘要：采用毛细管区带电泳法（>A+），以 )" 8, B %)!, .7 C7 毛细管柱作为分析柱，" D "! ,1/ E F 磷酸二氢钠$" D "!
,1/ E F 磷酸氢二钠混合体系（:G % D"）作为背景电解质，以紫外检测器在波长 !"" =, 的条件下检测，对具有生物活

性的金属硫蛋白（HI）的两种异构体（HI#，HI!）进行了分离。样品经过预处理后，采用外标法可对食品中的金属

硫蛋白进行定量测定。该方法的最低检测质量浓度为 # ,J E F，相对标准偏差低于 #"K，加标回收率为 *! D "K @
&? D (K。
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金属硫蛋白（,<6-//160.1=<.=，简称 HI）是一类

广泛存在的可诱导性的低相对分子质量（’ """ @
% """）金属结合蛋白。HI 富含半胱氨酸而不含芳

香族氨基酸，在动、植物体内表现出重要的生物学功

能，例如，HI 具有拮抗电离辐射和清除自由基的功

能，并参与细胞 bRM 的复制、蛋白质的合成和分

解、能量代谢及微量元素的储存、运输和代谢等过

程。尤其是在生命科学领域，从基因工程水平构建

表达 HI 成功之后，利用它的这些活性，研究其作

为食品营养强化剂的应用已成为当今的前沿课题之

一。目前测定 HI 的方法较多，主要有高效液相色

谱法和极谱法等［#，!］，但这些方法的重复性较差，在

实际样品中没有得到广泛的应用。采用毛细管区带

电泳技术（>A+）成功地分析蛋白质已有了大量报

道［? @ )］，但由于食品成分比较复杂，能成功地测定

食品中 HI 的方法还未见报道。据文献报道，采用
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毛细管区带电泳法测定 !" 简单，快速，而且能够

分离 !" 的各种异构体［# $ %］，为此，作者认为 &’(
可能成为未来测定食品中 !" 最有前途的方法。

本文根据实验室现有的实验条件，参照了前人的经

验［#，)，*+］，研究了从食品中提取 !" 的方法，探讨了

该方法的分离条件，建立了用毛细管电泳快速测定

食品中金属硫蛋白的分析方法，取得了比较满意的

结果。

! 实验部分

! " ! 主要仪器和试剂

, - .&( /+++ 毛细管电泳仪，紫外检测器和二

极管矩阵检测器，0123456 黄金系统工作站（01237
456 公司，美国）。897*++( 医用超声波清洗器（昆

山市超声仪器公司）。(::16;<=> 移液器（德国 (:7
:16;<=> 公司），?@A7!型离心机（上海安亭科学仪器

厂），电动振荡器（北京北德科学器材公司），食品粉

碎机（带 B+ 目筛）、食品匀浆机（上海标本模型厂），

恒温干燥箱（广东医疗器械厂）等。

无水乙醇和磷酸盐的缓冲溶液（:C D E +），金属

硫蛋白标准品（白色片状固体，纯度为 )) F /G，由北

京大 学 生 命 科 学 学 院 提 供 ），高 纯 氮 气（ 纯 度

)) E ))G）。以上试剂除注明外均为分析纯，实验用

水为去离子水。

! " # 测定条件

/+ 24 H D/"4 IE ; E 毛细管柱，紫外检测器，分

离电压 */ 3J，积分时间 + E D K，设定最佳灵敏度，检

测波长 B++ 64。高纯氮气的压力为 + E L) !,5，最

佳操作温度 */ M $ N+ M，分离时间 B+ 4I6，采用气

体高压进样，正极设定为与气体压力相同的方向，进

样时间为 / K。
! " $ 试剂的处理和配制

! " $ " ! 磷酸盐的缓冲溶液 准确称取磷酸氢二钠

（O5BC,PL·BCBP）N E /#* Q，用去离子水稀释至 * ?，

配成 + E +B 4<R - ? 磷酸氢二钠溶液。同样，称取磷酸

二氢钠（O5CB,PL·BCBP）N E *B* Q，用去离子水稀释

至 * ?，配成 + E +B 4<R - ? 磷酸二氢钠的溶液。分别

取 #* 4? 磷酸氢二钠和 N) 4? 磷酸二氢钠混合，配

成 :C D E + 的磷酸盐缓冲溶液。

! " $ " # !" 标准溶液的配制 称取一定量的 !"
标准品 /+ 4Q，用去离子水溶解，定容于 /+ 4? 容量

瓶中，于 L M冰箱中保存备用。

! " % 实验方法

! " % " ! 样品处理 取含有金属硫蛋白的食品 L+ Q，

用食品粉碎机粉碎，过 B+ 目筛。然后称粉碎过的样

品 / Q，用水将食品溶解，食品与水的质量比例为 * S
B，用匀浆机将混合物匀浆（含水多的食品直接用匀

浆机将混合物匀浆）。然后将匀浆后的混合物以

N +++ = - 4I6 离心，收集上清液。沉淀物（剩余物）置

于 / 4? 去离子水于 #+ M保持 / 4I6，于振荡器上

振荡 *+ 4I6，使 样 品 充 分 溶 解，然 后 将 溶 解 液 以

N +++ = - 4I6离心，收集上清液。该沉淀物的提取过

程再重复两次。最后，合并其上清液。

! " % " # 样品中 !" 的沉淀分离 在所合并的上清

液中，加入 L 倍于上清液的无水乙醇，将其中的金属

硫蛋白进行沉淀，收集沉淀部分，并以 *+ +++ = - 4I6
离心，将沉淀部分收集待测。

! " % " $ 工作曲线的绘制 分别配制质量浓度为

+ E +* Q - ?，+ E +N Q - ?，+ E +/ Q - ?，+ E *+ Q - ?，+ E /+ Q - ?
和 * E ++ Q - ? 的金属硫蛋白标准溶液置于样品瓶中。

以硅胶样品瓶盖（内有一 P 型封垫）密封样品瓶中

的气压，同时，隔离电解质溶液，维持电压恒定。在

每个硅胶样品瓶盖的顶部有一个冲压的十字形切

口，从而产生 L 个三角形的活塞。在最适条件下进

行电泳分析，于波长 B++ 64 处测定其峰面积，以金

属硫蛋白标准溶液的浓度为横坐标，以相应金属硫

蛋白异构体 *（!"*）和金属硫蛋白异构体 B（!"B）

的峰面积之和为纵坐标，绘制标准工作曲线。

! " % " % 样品中 !" 的测定 将“* E L E B”节所收集

沉淀用去离子水溶解，并定容至一定体积。在最适

条件下，将样品溶液进行电泳分析，于波长 B++ 64
处分别测定其相应的峰面积，根据标准曲线计算相

应的金属硫蛋白的质量浓度。

# 结果和讨论

# " ! 检测波长的选择

本实验采用了 N 种缓冲溶液作为背景缓冲液，

对 !" 的标准溶液用二极管矩阵检测器在 *)+ 64
$ N++ 64 波长范围内进行了扫描，其扫描结果如图

* 所示。图 *75，T，2 分别是以 + E B 4<R - ? "=IK7C&R
缓冲溶液（:C ) E B）、+ E B 4<R - ? 硼酸缓冲溶液（:C
# E +）和 + E B 4<R - ? 磷酸二氢钠7柠檬酸缓冲溶液（:C
B E B）为背景缓冲液的扫描图。

从图 * 可看出，在此 N 种背景缓冲液中，!" 的

最大吸收峰均在 B++ 64 附近，且在 B++ 64 时的紫

外吸收值为在 BN+ 64 时的紫外吸收值的 L 倍。实

验结果还表明，"=IK7C&R 缓冲溶液的背景吸收最大，

+ F B 4<R - ? 磷酸二氢钠7柠檬酸缓冲溶液背景吸收最

小；硼酸的分离效果不理想。因此本实验选择磷酸

溶液作为背景缓冲液，检测波长选择为 B++ 64。
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图 ! 二极管矩阵检测器在波长 !"# $% & ’## $% 对 ()的扫描图
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< - < 背景缓冲液的选择

实验比较了分别以 # " $ %&’ ( ) 磷酸二氢钠.柠
檬酸缓冲溶液（8/ $ " $）和 # " #$ %&’ ( ) 磷酸二氢钠.
磷酸氢二钠缓冲溶液（8/ ; " #）为背景缓冲液时对

灵敏度产生的影响。结果表明，以后者为背景缓冲

液测定质量浓度为 # " #< = ( ) 的 >* 标准溶液时，其

背景吸收有较大的改善，其值是以前者为背景缓冲

液的背景吸收值的 < ( <#。因此，本实验选择 # " #$
%&’ ( ) 磷酸二氢钠.磷酸氢二钠缓冲溶液（8/ ; " #）

作为背景缓冲液。

< - ’ 电压的选择

升高电压，会使分离效率和分离度增加，分离时

间缩短。但过高的电压会产生过量的焦耳热，这些

热量不能及时散失，导致径向温度梯度加大，反而使

分离效率和分离度下降。因此需要选择一个最佳的

分离电压。通过比较电压分别为 ? @A，<# @A，<?
@A 和 $# @A 时的分离效果，发现当电压为 <? @A
时，分离效果最好。

< - = 上样时间的选择

由于毛细管柱容量较小，高浓度和大的进样体

积造成的超载将使峰形变坏，分离效率降低。体系

的最大分离效率受毛细管总体积与进样体积之比的

限制，因此进样量也是影响分离效果的一个重要因

素。在其他条件相同时（电压为 <? @A，采用气体高

压上样），对上样时间分别为 < -，B -，? -，; - 和 <# -
进行了试验，结果表明，上样时间为 ? - 时效果最

佳。因此本实验选择上样时间为 ? -。
< - > 方法的精密度

将 <# 5 # %= ( ) 的 >* 标准液，于 $C 9 内连续测

定 ; 次，测得平均质量浓度为 <# 5 C %= ( )，日内相对

标准偏差为 D 5 ;E；又采用 < 7 测定 < 次，连续测定

<$ 7 的方法，考察日间精密度，测得平均质量浓度

为 <# 5 ; %= ( )，日间的相对标准偏差为 F 5 CE。日

内及日间的 GHI 均在 <#E以内，符合食品中微量

>* 分析的要求。

< - ? 方法的最低检出限

在上述最佳条件下，>* 产生 B 倍噪音信号所

需要的物质浓度为该物质的最低检出浓度（)JI），

产生 <# 倍噪音信号所需要的物质浓度为 >* 的最

低定量浓度（)JK），再根据进样量 ?# L)，计算出最

低检出量。所测得本方法的 )JI 和 )JK 分别为

# 5 B %= ( ) 和 < 5 # %= ( )，最低检出量为 ?# 8=。

< - @ () 的工作曲线和线性范围

>* 在 <# %= ( ) M < ### %= ( ) 时峰面积（ !）与

质量浓度（"，%= ( )）呈线性关系，回归方程为 ! N
O " D P <#C " Q < DCO，相关系数 # 为 # " OOC。

< - A 方法的准确度

取 ? = 亮美特（某保健食品的商品名）样品，加

入一定量的 >* 标准液，按食物样品的预处理方法

进行处理，用毛细管区带电泳法分析，计算加标回收

率。实验结果见表 <。可看出用本法测定保健品中

的 >*，其加标回收率为 F# 5 #E M OB 5 CE。

表 ! ()添加回收率的测定结果（ $ N D）

)2:;/ ! )./ 3/8/4%+$28+5$ 4/0B;80 56 () 4/15C/47（ $ N D）

J+,=,L!’
（%=）

R7747
（%=）

S&2L7
（%=）

G46&T4+U
（E）

# " ?# ? " ## ? " <;# OB " C
# " ?# # " ?# # " ODD OB " $
# " ?# # " #? # " ?C< F$ " #
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! " # 食物的测定

本实验采用所建立的方法对亮美特及金属硫蛋

白标准品进行了测定，电泳图见图 !。

我们又采用此方法对一些食物样品中的金属硫

蛋白进行了测定，结果见表 !。其中所采用的大白

兔和大鼠是用锌诱导 ! 周后进行分析的，其他样品

为实际样品。

表 ! 食物样品中 $%的测定结果（ ! " #）

%&’() ! %*) +),)-./0&,/10 -)23(,2
14 $% /0 411+2（ ! " #） $% &

!
!!

%

’($)*+ ,-./+.01(02-. ’($)

!!

*+ ,-./+.01(02-.

!!32*4 5 6 57 8 5 6 59 :(0 *2;+1 ! 6 7 8 5 6 #

!!<--= >> 6 5 8 5 6 ?5 :(@@20 *2;+1 9 6 A 8 5 6 B
<2CD 5 6 >B 8 5 6 !5 :(0 42=.+E!! > 6 >5 8 5 6 >B

F+%+0(@*+ 5 6 5B# 8 5 6 5>! :(@@20 42=.+E 5 6 7A 8 5 6 5#

图 ! 标准品 $%及样品的毛细管电泳图

5/6" ! %*) )()7,-18*)-16-&.2 14 2&.8() &0+ $% 2,&0+&-+
(G .H01202-.(* I--=（J2(.% 3+2 K+）；@G $+0(**-0D2-.+2. C0(.=(1=G

9 小结

毛细管电泳法测定金属硫蛋白虽已有一些报

道，但大多数停留在分离条件的探讨和研究方面，未

见应用于实际样品的定量分析。J2H 等人［?］认为其

他杂蛋白可能影响 3K 的测定。但由本文的实际

样品测定结果可知，该方法可将其他干扰杂蛋白与

3K 进行完全分离，不影响测定结果，且重现性较

好，方法简单实用，适于实际样品的分析。此外，本

文所建立的方法与国外 L+(002+［#］所报道的相关文

献相比，其灵敏度提高 9 M N 倍。因此，本文建立的

毛细管电泳法，具有一定的先进性和实际意义，可为

测定食品中的金属硫蛋白提供可靠的手段，能更好

地满足实际样品的分析。
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