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条斑紫菜 R-藻红蛋白荧光探针制备条件优化 

周  铭, 蔡春尔, 柳俊秀, 吴维宁, 何培民 
上海水产大学农业部水产种质资源与养殖生态重点开放实验室, 上海  200090 

摘  要: 通过化学方法使条斑紫菜 R-藻红蛋白与抗体进行交联以制备荧光探针, 并对制备条件进行优化。首先采用异

双功能试剂 SPDP (N-琥珀酰亚氨基-3-2-吡啶基二硫丙酸醇)和 DTT（二硫苏糖醇）分别使 R-PE(R-藻红蛋白)衍生化、

IgG（单克隆抗体）巯基化, 其次测定了 SPDP 与 R-PE 不同摩尔比对 R-PE 衍生化的影响、DTT 与 IgG 不同摩尔比对

IgG 巯基化的影响, 结果表明：SPDP 与 R-PE 的最佳摩尔比为 40：1, DTT 与 IgG 的最佳摩尔比为 500:1。在此基础上, 建

立了 R-PE 与 IgG 交联的制备技术, 并应用全波长扫描吸收光谱、电泳分析和荧光显微镜观察等监测和分析技术, 证实

了藻红蛋白与抗体已成功交联形成了复合物。 

关键词 : R-藻红蛋白 , 单克隆抗体 , 交联 , 荧光探针 , 制备 , 条件优化  

Optimization of Fluorescence Probe Preparation for 
R-Phycoerythrin in Porphyra yezoensis 
Ming Zhou, Chuner Cai, Junxiu Liu, Weining Wu, and Peimin He 

Key Laboratory of Aquatic Genetic Resources and Aquacultural Ecology Certificated by the Ministry of Agriculture, Shanghai Fisheries University, 
Shanghai 200090, China 

Abstract: We optimized the chemical conjugation between R-phycoerythrin and antibody. First, the R-PE (R-phycoerythrin) was 
derived with beterobifunctional reagent SPDP(N-succinimidyl-3-2-pyridyldithio propionate) and antibody was thiolated with  
DTT(dithiothreitol). Second, we determined the effects of the different molar ratio of SPDP to R-PE for the derivation and DTT to 
IgG for the thiolation. The results showed that the optimum molar ratio of SPDP to R-PE for derivation was 40:1, and DTT to IgG for 
thiolation was 500:1. The conjugation between R-phycoerythin and antibody was further done for fluorescence probe preparation. 
R-phycoerythin was conjugated with IgG and formed a probe complex by whole wavelength scanning, electrophoresis (Native-PAGE) 
and fluorescence microscope observation. 

Keywords: R-phycoerythrin, IgG, conjugation, fluorescence probes, preparation, optimization 

藻胆蛋白是一类纯天然荧光物质, 包括藻红蛋
白、藻蓝蛋白、别藻蓝蛋白和和藻红蓝蛋白[1], 它们

作为荧光示踪物质, 正被广泛应用于免疫标记与肿
瘤光动力治疗等领域 [2]。特别是 R-藻红蛋白
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(R-Phycoerythrin, R-PE)因其极高的消光系数和量子
产率, 较大的STOKES位移, 以及黄橙色特征荧光, 
可以避开多数生物环境中的内源荧光分子的干扰 , 
制成的荧光探针的检测效果显著高于传统的荧光标

记物[3]。但由于荧光探针制备工艺难度较大, 所用的
藻红蛋白及单克隆抗体的纯度要求又较高, 使目前
国内科研和医疗单位使用的PE荧光标记物完全依赖
进口, 成为限制其扩大应用的瓶颈[4]。 

此外, 虽然近年国内外对 PE及荧光免疫检测的
研究有一定的进展, 但大多数还停留在实验室水平, 
且由于各实验所用材料的不同, 因而导致在使用试
剂的种类、用量及交联物的制备流程上都存在较大

差异。本实验在前人研究基础上, 以自制的高纯度
条斑紫菜R-PE为材料, 着重探讨了交联试剂与物质
摩尔比对交联效果的影响, 对整个交联过程进行了
条件优化和质量跟踪, 并初步制备了高纯度R-PE荧
光标记的第二抗(羊抗兔抗体), 为建立高质量、低成
本且简便的荧光探针制备工艺奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
条斑紫菜的 R-PE由上海水产大学生命学院藻类

生物技术实验室制备和提供经非变性电泳检测其相

对分子量约 120 kD, 其分离与纯化方法见文献[5]。羊
抗兔 IgG购自华美生物工程公司。    
1.2  R-藻红蛋白脱盐与纯度检测 

将R-PE用磷酸盐缓冲液透析脱盐, 用紫外分光
光度计(Ultrospec 2000 型, Pharmacia公司)扫描测定
其浓度和纯度, R-PE的浓度和纯度测定方法参见文
献[5, 6]。用Native-PAGE电泳检测其电泳纯度, 方法
参见文献[6]。 

浓度计算公式为： 
浓度(C)= 0.123A564nm−0.068A615nm + 0.015A650nm  

(单位：mg/mL) 

注：A564nm、A615nm、A650nm分别为溶液在 564 nm、
615 nm、650 nm处的吸收值。 

纯度计算公式为： 
纯度(564nm/280nm)= A 564nm/ A280nm 

注：A564nm、A280nm分别为溶液在 564nm、280nm
处的吸收值。 
1.3  藻红蛋白衍生化 

采用异双功能试剂衍生化法,步骤参见文献[7]。
R-PE溶液中分别加入适量SPDP (N-succinimidyl- 
3-2-pyridyldithio propionate N-琥珀酰亚氨基-3-2-吡

啶基二硫丙酸醇)溶液避光振荡后脱盐去除未反应
的SPDP, 收集产物并用全波长扫描测定吸收光谱。
取出适量衍生化的R-PE, 加入DTT(dithiothreitol 二
硫苏糖醇)溶液后全波长扫描测定吸收光谱, 衍生化
成功的R-PE会与DTT反应生成了 2-硫醇吡啶将在
A343nm产生特征吸收峰, 故可以此特征吸收峰来检测
衍生化效果及成功与否[8]。 
1.4  抗体巯基化 

抗体采用DTT巯基化法, 步骤参见文献[7]。IgG
溶液中加入适量DTT溶液低速振荡后脱盐柱未反应
的DTT, 收集产物并用全波长扫描测定吸收光谱。取
出适量巯基化的抗体 , 加入  DTNB(5, 5′-Dithiobis 
2-nitrobenzoic acid 二硫硝基苯甲酸)后全波长扫描
测定吸收光谱 , 巯基化成功的IgG含有自由的巯基
能与DTNB(二硫键相连的TNB)发生反应,释放出的
生色物TNB将在 412 nm产生吸收值, 可以此吸收值
来检测巯基化效果及成功与否[8]。 
1.5  R-PE 与抗体交联反应  

R-PE与抗体交联反应：方法参见文献[9]。衍生

化的R-PE与巯基化的IgG混合低速震荡过夜 , 采用
NEM(N-Ethylmaleimide N-乙基马来酰亚胺)与自由
巯基结合, 终止交联反应[10]。 
1.6  交联反应检测 

硝酸纤维素膜(NC膜)荧光显微镜镜检方法参见
文献[11]: 以荧光抗体作为第二抗体, 用 1, 5二磷酸
核酮糖羧化酶(RUBISCO)作为第一抗体检测其交联
效果。用荧光显微镜镜检( PH型, Olympus公司)。
同时设置空白对照, 并以 SPDP衍生化藻 R-PE作阴
性对照。 
1.7  实验设计  
1.7.1  SPDP与 R-PE摩尔比对 R-PE衍生化效果影响 

在等量的 R-PE 溶液中加入不同量的 SPDP, 使
SPDP与 R-PE摩尔比分别为 0 (空白对照)、2.5 、5、
10、20、40、80、160、320。按上述方法对 R-PE衍
生化, 最后加入DTT后, 全波长扫描测定吸收光谱。 
1.7.2  DTT与 IgG摩尔比对于 IgG巯基化效果的研究 

在等量的 IgG 溶液中分别加入不同量的 DTT,
使 DTT与 IgG摩尔比分别为 0 (空白对照)、100 、
150、200、250、300、350、400、450、500、550、
600、700、800。按上述方法对 IgG巯基化, 最后加
入 DTNB后, 全波长扫描测定吸收光谱。 
1.8  R-PE 和 IgG 交联物的制备 

按上述方法交联, 其产物进行过柱分离纯化[12]：

柱填料为Sephacryl S-300HR(排阻极限为 400 kD, 
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Amersham Biosciences公司), 上样 0.5 mL, 洗脱液
为 50 mmol/L PBS+150 mmol/L NaCl(pH 7.0), 洗脱
速度 0.5 mL/min, 用核酸蛋白检测仪(DuoFlow型 , 
Biologic公司)在线检测, 自动收集分离的交联产物, 
根据所用填料的分子筛作用原理相对分子量大的物

质最先流出。 

2  结果  
2.1  R-藻红蛋白衍生化与检测分析 

R-PE与SPDP反应生成R-PE-PDP衍生物 , 其全
波长扫描吸收光谱见图 1。R-PE-PDP衍生物再与
DTT反应生成了 2-硫醇吡啶(图 2), 与图 1 相比, 图
2 在A处(A343nm)明显具有吸收峰, 表明R-PE已成功
被衍生化。 

 

 
 

图 1  R-PE-PDP 衍生物全波长扫描吸收光谱 
Fig. 1  Absorption spectrum of R-PE-PDP 

 

 
 

图 2  R-PE-PDP 加 DTT 后的全波长扫描吸收光谱 
Fig. 2  Absorption spectrum of R-PE-PDP+DTT 

 
2.2  抗体巯基化与检测分析 

IgG巯基化后的全波长扫描吸收光谱见图 3。巯基
化后的IgG带有自由的巯基与DTNB发生反应释放生
色物TNB(图 4), 与图 3 相比, 图 4 在B处(A412nm)明显
具有吸收峰, 表明抗体IgG已成功巯基化。 
 

2.4  DTT 与 IgG 摩尔比对于 IgG 巯基化的影响 
实验结果见图 6。图 6表明随着 DTT与 IgG摩

尔比上升, 巯基活化率(自由巯基的摩尔数/IgG 摩尔

数)也相应增加。其中 DTT与 IgG摩尔比为 100∼200

时, 巯基活化率增加幅度较快, DTT与 IgG摩尔比为

200∼450 时, 巯基活化率增加幅度较缓和, DTT 与

IgG 摩尔比为 500 时, 巯基活化率基本上达到高峰, 

随后均保持平缓状态, 说明 DTT与 IgG最佳摩尔比

为 500。 
 

 
 

图 3  IgG 巯基化后全波长扫描吸收光谱 
Fig. 3  Absorption spectrum of IgG-SH 

 

 
 

图 4  IgG 巯基化后加 DTNB 全波长扫描吸收光谱 
Fig. 4  Absorption spectrum of IgG-SH+DTNB 

 
2.3  PDP 与 R-PE 摩尔比对 R-PE 衍生化的影响 

实验结果见图 5。从图中看出, 随着 SPDP 与

R-PE摩尔比(2.5~40)提高, R-PE上所引入的 PDP数

量也成正比例增加,  当 SPDP 与 R-PE 摩尔比为

40∼80时, PDP数量不变化, 当 SPDP与 R-PE摩尔比

为 160∼320 时, PDP 数量大幅度下降, 可能是由于

SPDP 量过高导致 R-PE 部分变性所致。可见 SPDP

与 R-PE最佳摩尔比为 40。 
 

 
 

图 5  代基团数和 SPDP 与 R-PE 摩尔比的关系 
Fig. 5  The relationship of SPDP:R-PE(mol ratio) and 

substitude groups 
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图 6  巯基活化率和 DTT 与 IgG 摩尔比的关系 
Fig. 6  The relationship between DTT: IgG (mol ratio) and 

thiol group mol/IgG mol 
 

2.5  R-藻红蛋白与抗体交联产物的制备 
用以上 SPDP 与 R-PE 的最佳摩尔比(40:1)和

DTT与 IgG的最佳摩尔比(500:1), 分别将 R-PE衍生
化和 IgG巯基化, 再将 R-PE和 IgG混合获得交联产
物, 经柱层析洗脱出 3个蛋白峰(E、F、G, 图 7), 分
别收集并进行检测。根据所用填料的分子筛作用原

理 R-PE、IgG和交联物分子量分别为 120 kD, 160 kD
和 280 kD, 相应的吸收峰分别为 G、F和 E。 

 

 
 

图 7  A280nm和A565nm下的凝胶过滤层析图 
Fig. 7  Gel filtration profile of A280nm and A565nm 

 
2.5.1  全波长扫描吸收光谱检测分析 

图 8 为本实验室从条斑紫菜叶状体分离纯化的
R-PE全波长扫描吸收光谱, 其纯度(OD560/OD280)达
到 4.6以上。图 9为羊抗兔IgG全波长扫描吸收光谱, 
其浓度为 18 mg/mL。图 10为R-PE与IgG交联产物全
波长扫描吸收光谱, 其中C处(A280nm)为IgG特征吸收
峰 , D处为R-PE特征峰 , 说明其交联产物确实为
R-PE与IgG结合物。 
2.5.2  Native-PAGE图谱检测分析 

Native-PAGE 图谱显示纯化的 R-PE(120 kD 图
11, P泳道)、羊抗兔 IgG(160 kD图 11, A泳道)均只
有一条带(图 11), 而根据图谱显示 R-PE 与羊抗兔
IgG交联产物的分子量约为 280 kD(图 11, P-A泳道), 
与预计大小相符。 

 
图 8  R-PE 全波长扫描吸收光谱 

Fig. 8  Absorption spectrum of R-PE 
 

 
图 9  IgG 全波长扫描吸收光谱 

Fig. 9  Absorption spectrum of IgG 
 

 

图 10  交联产物全波长扫描吸收光谱 
Fig. 10  Absorption spectrum of the conjugation 

 

 
 

图 11  Native-PAGE 电泳图谱 
Fig. 11  Native-PAGE map 

M: mark protein; P: R-PE; A: IgG; P-A: products of conjugation 
between R-PE and IgG 



周铭等: 条斑紫菜 R-藻红蛋白荧光探针制备条件优化  157 

 

Journals.im.ac.cn 

2.5.3  免疫荧光显微镜镜检 

图12-A和图12-B分别为载玻片和NC膜上的条斑
紫菜 R-PE 在荧光显微镜下的彩色图象, 表明其荧光特
性良好, 可用于荧光标记检测。图 12-C、D、E分别是
荧光标记抗体检测的空白对照、阴性对照和检测样品在

荧光显微镜下的彩色图象, 阴性对照与空白对照一样, 
均为 NC 膜底色, 说明未与抗体交联的衍生化 R-PE 无
法与 NC膜上的第一抗体结合, 而被缓冲液洗出。而待
检测样品出现橙红色荧光斑(图 12-E), 说明制备的
R-PE荧光标记抗体具有很好免疫抗性及特异性。 

3  讨论 

确定一套既方便又可行的交联方法是R-PE荧光

探针制备过程中的关键所在。从现有的关于藻胆蛋

白交联的文献来看, 主要存在二种方法即王广策等

(2004)所用的高碘酸钠和戊二醛交联法(同功能试剂

法)[13]与Murphy JT(1997)[6]所用的异双功能试剂法。

通过实验发现前者在交联物的制备过程中是把二种

不同的蛋白一起混合再与交联试剂反应, 因此所得

的交联产物可能是多种物质的聚合体, 特别是戊二

醛在制备过程中对R-PE荧光性质影响较大, 所以不

太适合R-PE荧光探针的制备[14]。而与此相比异双功

能试剂SPDP、SMCC等, 因为其采用的是分步交联

的方法, 所制得的交联产物是均一性好易于分离纯

化并能很好地保持产物的活性[15], 所以在国内外被

普遍应用于荧光探针的制备。 
 

 
 

图 12  荧光显微镜检测 
Fig. 12  The detection of fluorescence microscope 

A: fluorescence of R-PE (glass slide); B: fluorescence of R-PE (NC membrane); C: Contrast of NC membrane; D: R-PE-PDP detects antibody 
(NC membrane); E: fluorescence probes of R-PE detect antibody (NC membrane) 

 

但由于各实验所用的材料的不同, 在使用试剂

的种类和用量上都存在较大差异。本试验结合所用

R-PE与羊抗兔 IgG的性质 , 选择了用SPDP衍生化

R-PE用DTT巯基化IgG的组合。其不但可以定性分析

以检测R-PE衍生化与IgG巯基化是否成功 , 以便进

行下一步的交联反应, 同时还可以对引入的PDP与

巯基进行定量分析[16,17]。因此, 通过实际检测和计算

就可确定各种试剂较为合适的用量, 从而在保证交

联物产率与活性的基础上简化交联物的制备流程。    

此外, SPDP与R-PE摩尔比对于R-PE衍生化的效

果有很大的影响, 过高的摩尔比不仅对R-PE的性质

有影响而且对于异双功能试剂来说也是种浪费, 而

摩尔比过低又会降低R-PE衍生化的效果, 所以须确

定一个较佳的摩尔比 [18]。本实验结果显示SPDP与

R-PE摩尔比为 1:40 较为合适, 但与顾铭等(2000)[9]

的结果 1:80 有所不同, 其主要原因在于本实验用的

R-PE是实验室自制的其相对分子量约 120 kD, 而后

者所用的藻红蛋白相对分子量为 240 kD。因而可初

步推测出随着蛋白相对分子量的降低所用的异双功

能试剂的量也有所下降, 当然对于藻红蛋白的相对

分子量具体是如何影响异双功能试剂在衍生化时所

用的浓度, 还有待于进一步地研究。 

同时为了提高DTT对于 IgG的巯基化的效果 , 

对DTT与IgG摩尔比进行梯度比较 , 以确定最佳摩
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尔比。其中过高的摩尔比不仅对IgG的活性有影响而

且对于试剂来说也是种浪费, 而摩尔比过低又会降

低IgG的巯基化的效果[19], 所以确定在DTT与IgG摩

尔比 100:1到 800:1这一范围内进行讨论。结果发现

DTT与IgG摩尔比在 500:1时巯基化效果最为理想。 

综上 所述, 本文初步探讨了自制的高纯度藻红

蛋白的荧光标记方法, 通过一系列的比较实验初步

确定高纯度的 R-PE 与 SPDP 按摩尔比为 1:40 进行

衍生化, 同时以 DTT 与 IgG 摩尔比为 500:1 进行巯

基化, 交联并过柱分离后所得的交联产物, 具有良

好的荧光强度和特异性。并已初步制成高纯度产品

可作为桥抗与第一抗结合用于疾病诊断、免疫标记

等医学领域。但对于如何降低交联过程中的反应物

损失, 提高交联产率还有待进一步探讨。 
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