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摘　要　唾液中含有多种生物活性成分，包含部分可用于疾病诊断的生物标志物。相比于血液和尿液，唾液

的收集过程更为简便且其收集过程具有完全无创的优点。唾液代替血液、尿液在无创疾病诊断中的作用已

日益显现。富组氨酸多肽是由唾液腺分泌的一类富含组氨酸的小分子阳离子多肽，与口腔健康密切相关。近

年研究更表明，唾液富组氨酸多肽的浓度与 ＨＩＶ１、艾滋病等疾病相关。因此，富组氨酸多肽的检测对于口

腔健康监控、疾病诊断等具有重大的意义。根据叠氮基与富组氨酸结构域发生较强的氢键作用后给电子能

力减弱的原理，建立了富组氨酸多肽的免标记、快速检测方法。实验结果表明，富组氨酸多肽———Ｈｉｓｔａｔｉｎ５

与３叠氮基香豆素相互作用后，荧光强度显著增加，当 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５浓度为０．２３～３１．０５μｍｏｌ·Ｌ
－１时，荧光

增加值与浓度呈现很好的线性关系，线性相关系数狉＝０．９９４，检出限为７２ｎｍｏｌ·Ｌ－１（３σ／犽）。唾液中常见的

游离氨基酸和蛋白质不干扰 Ｈｉｓｔａｔｉｎｓ５的测定。本方法已成功地测定了唾液中的富组氨酸多肽，加标回收

率在９６．７％～１１１．６％之间，表明本方法具有很好的准确性。与现有的唾液分析方法相比，本方法具有简单

快速、成本低的优点，并有望为基于唾液的无创、非侵入性诊断提供新方法。
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引　言

　　随着医疗技术的不断发展及人们对无创、非侵入性诊断

的需求，科学家越来越关注体液包括汗液、唾液、尿液等在

疾病诊断中的应用价值。作为一种易收集的体液，唾液在无

创、非侵入性疾病诊断中的作用已日益显现［１２］。例如，

Ｒａｍｓｅｉｅｒ等
［３］在唾液中发现了牙周病的疾病标志物 ＭＭＰ８

和 ＭＭＰ９骨保护素，Ｂｌｉｃｈａｒｚ
［４］及其同事在哮喘发作时发现

唾液腺中的炎症性细胞因子增殖，Ｌｉｕ等
［５］利用唾液诊断

ＨＩＶ１，Ｚｈａｎｇ等
［６７］研究发现唾液转录组标志物 ＫＲＡＳ，

ＢＭＤ３Ｌ２，ＡＣＲＶ１等与胰腺癌密切相关等等。唾液富组氨酸

多肽（Ｈｉｓｔａｔｉｎｓ）是由唾液腺分泌的一类富含组氨酸的小分子

阳离子多肽的总称，包括 Ｈｉｓｔａｔｉｎｓ１１２
［８］。ＨＲＰｓ与口腔健

康密切相关，对口腔真菌及龋病、牙周炎、粘膜病等相关细

菌均具有抗菌活性［９１１］。Ｈｉｓｔａｔｉｎｓ５是 Ｈｉｓｔａｔｉｎｓ１和３等的

降解产物，在唾液中稳定存在。已有的研究表明，唾液富组

氨酸多肽具有抗白色念珠菌、变形链球菌等真菌的活性，且

其浓度与 ＨＩＶ１、艾滋病等疾病具有相关性
［１２１４］。因此，唾

液中富组氨酸多肽的检测，尤其是 Ｈｉｓｔａｔｉｎｓ５的检测对于口

腔健康监控、疾病诊断等具有重要的意义。本研究以 Ｈｉｓｔ

ａｔｉｎｓ５为富组氨酸多肽的代表，建立了一种快速、简单、经

济的唾液中富组氨酸多肽的荧光检测方法。因含有富电子基

团，３叠氮基香豆素的荧光被猝灭
［１５１６］。当其与 Ｈｉｓｔａｔｉｎｓ５

相互作用时，叠氮基可与 Ｈｉｓｔａｔｉｎｓ５的组氨酸结构域相互作

用，降低叠氮基的供电子能力，从而３叠氮基香豆素的荧光

逐渐恢复。基于此，建立了一种新型的免标记的 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５

的检测方法，当 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５浓度为０．２３～３１．０５μｍｏｌ·Ｌ
－１

时，３叠氮基香豆素的荧光增加值与 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５的浓度呈现

很好的线性关系，线性相关系数为０．９９４，检测限为７２

ｎｍｏｌ·Ｌ－１（３σ／犽）。唾液中常见的游离氨基酸和蛋白质不干

扰 Ｈｉｓｔａｔｉｎｓ５的测定，本方法已成功地测定了唾液中的富组



氨酸多肽，回收率在９６．７％～１１１．６％之间，表明本方法具

有很好的准确性，并有望为唾液的无创、非侵入性诊断提供

新思路和新方法。

１　实验部分

１１　仪器与试剂

海洋光学ＵＳＢ４０００ＦＬ（海洋光学有限公司），ＳＰ１９００紫

外可见分光光度计（上海光谱仪器有限公司），Ｈ１６５ＯＲ 台

式高速冷冻离心机（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司），雷

磁ｐＨ计（上海精研有限公司）。

３叠氮基香豆素（上海波以尔化工有限公司），Ｈｉｓｔａｔｉｎ５

（上海吉尔生化有限公司），醋酸铵（广东汕头西陇化工厂），

醋酸和甲醇（ＲＯＥＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｃ．ＵＳＡ）实验所用试剂均为分

析纯，实验用水均为二次蒸馏水。

１２　方法

１．２．１　Ｈｉｓｔａｔｉｎ５与３叠氮基香豆素的相互作用

将３叠氮基香豆素（２５μｍｏｌ·Ｌ
－１）与不同浓度的Ｈｉｓｔａ

ｔｉｎ５加入到０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的醋酸醋酸铵（ｐＨ６．０）缓冲溶液

中，混匀后在２５℃下反应１０ｍｉｎ，测定荧光。

１．２．２　甲醇对 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５与３叠氮基香豆素相互作用的影

响

将６２．５μｍｏｌ·Ｌ
－１的 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５加入到不同比例的甲醇

溶液（０％～５０％），４℃下反应１ｈ后，加入０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的

醋酸醋酸铵缓冲溶液和２５μｍｏｌ·Ｌ
－１的３叠氮基香豆素，

混匀后在２５℃下反应１０ｍｉｎ，测定荧光。

１．２．３　唾液中富组氨酸多肽的检测

唾液的收集参考文献［１８］并有所修改，志愿者被要求咀

嚼小片柠檬以刺激唾液的产生。分泌出的唾液用玻璃管收

集，在水中煮沸３０ｍｉｎ后，于４℃、１４０００ｇ离心１０ｍｉｎ，

收集的唾液上清液于４℃保存待用。为了测定唾液中的富组

氨酸多肽，将１００μＬ唾液上清液和１００μＬ２５μｍｏｌ·Ｌ
－１的

３叠氮基香豆素加入到３００μＬ０．１ｍｏｌ·Ｌ
－１的醋酸醋酸铵

缓冲溶液（ｐＨ６．０）中，漩涡混匀后于２５℃下反应１０ｍｉｎ，

测定荧光。

２　结果与讨论

２１　３叠氮基香豆素与犎犻狊狋犪狋犻狀５的相互作用研究

因含有富电子的αＮ原子，３叠氮基香豆素的荧光被猝

灭。当叠氮基的给电子能力减弱时，３叠氮基香豆素的荧光

将得到恢复［１６］。已有研究表明，３叠氮基香豆素可通过氢键

与漆酶富组氨酸的铜离子结合域相互作用，减弱叠氮基的给

电子能力，从而３叠氮基香豆素的荧光得到恢复
［１８］。从文献

［１８］可以看到，富组氨酸结构域是３叠氮基香豆素荧光恢复

的关键，据此推测富组氨酸的多肽和蛋白质均可能与３叠氮

基香豆素形成氢键，从而使其荧光得到恢复。为了验证我们

的猜想，选择唾液中的富组氨酸阳离子多肽———Ｈｉｓｔａｔｉｎ为

模型，研究其与３叠氮基香豆素的相互作用。Ｈｉｓｔａｔｉｎ５是

唾液腺分泌的富组氨酸多肽，由２４个氨基酸残基组成，其中

组氨酸残基数目为７。因富含组氨酸残基为ａ螺旋构象，

Ｈｉｓｔａｔｉｎ５可形成富组氨酸的结构域，并与叠氮基发生较强

的氢键相互作用，从而使３叠氮基香豆素的荧光得到恢复。

图１（ａ）表示的是３叠氮基香豆素与 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５相互作用的荧

光光谱。单独的３叠氮基香豆素和 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５的荧光强度都

很弱（曲线犪和犫）。当二者共存时，溶液的荧光强度显著增

强（曲线犮），说明 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５与叠氮基发生了相互作用，从而

使其给电子能力减弱，最终导致３叠氮基香豆素的荧光恢

复。同时考察了二者相互作用的吸收光谱，如图１（ｂ）所示。

３叠氮基香豆素在３４５ｎｍ有一个较强的吸收峰，Ｈｉｓｔａｔｉｎ５

则在２８６ｎｍ具有较强的吸收，二者相互作用后，在２７５ｎｍ

出现了一个新的吸收峰，表明３叠氮基香豆素与 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５

相互作用生成了新的物质。

图１　反应体系在不同溶液中的荧光发射光谱（犪）和紫外可

见吸收光谱 （犫）

犪：Ｈｉｓｔａｔｉｎ５；犫：３叠氮基香豆素；

犮：３叠氮基香豆素与 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５的混合物

［３叠氮基香豆素］＝２５μｍｏｌ·Ｌ
－１，［Ｈｉｓｔａｔｉｎ５］＝６２．５μｍｏｌ·Ｌ

－１

犉犻犵１　犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狊狆犲犮狋狉犪（犪）犪狀犱犝犞狏犻狊狊狆犲犮狋狉犪（犫）狅犳狋犺犲

狊犲狀狊犻狀犵狊狔狊狋犲犿犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狅犾狌狋犻狅狀狊

犪：Ｈｉｓｔａｔｉｎ５；犫：３ａｚｉｄｏｃｏｕｍａｒｉｎ；

犮：Ｔｈｅｍｉｘｔｕｒｅｏｆ３ａｚｉｄｏｃｏｕｍａｒｉｎａｎｄＨｉｓｔａｔｉｎ５

［３ａｚｉｄｏｃｏｕｍａｒｉｎ］＝２５μｍｏｌ·Ｌ
－１，［Ｈｉｓｔａｔｉｎ５］＝６２．５μｍｏｌ·Ｌ

－１

２２　３叠氮基香豆素与犎犻狊狋犪狋犻狀５相互作用的机理研究

据文献报道，漆酶铜离子结构域中的组氨酸可与叠氮基

形成氢键相互作用，减弱叠氮的给电子能力，使３叠氮基香

豆素的荧光恢复［１８］。为了说明组氨酸在３叠氮基香豆素荧

光恢复中可能发挥的作用，考察了组氨酸与３叠氮基香豆素

的相互作用。当组氨酸与３叠氮基香豆素相互作用后，３叠
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氮基香豆素的荧光略有恢复［图２（ａ）］，但荧光恢复程度显著

低于 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５，表明组氨酸虽可部分减弱叠氮基的给电子

能力，但并不是引起３叠氮基香豆素荧光恢复的主要原因。

据此，可推测 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５的富组氨酸结构域可能是导致３叠

氮基香豆素荧光恢复的主要原因。为了验证上述猜想，研究

了不同浓度甲醇存在下，Ｈｉｓｔａｔｉｎ５与３叠氮基香豆素的荧

光光谱［图２（ｂ）］。甲醇通过提供自己羟基上的氢形成氢键，

从而破坏了蛋白质中原有的氢键，使蛋白质变性。从图２（ｂ）

可以看到，当没有甲醇时，Ｈｉｓｔａｔｉｎ５与３叠氮基香豆素相

互作用，荧光显著增强。当甲醇浓度逐步增加时，Ｈｉｓｔａｔｉｎ５

的构象逐渐被破坏，与３叠氮基香豆素的氢键结合能力减

弱，从而荧光恢复程度降低。上述结果表明，３叠氮基香豆

素的荧光恢复与 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５的二维结构密切相关。

图２　３叠氮基香豆素与犎犻狊狋犪狋犻狀５反应的机理研究

（ａ）：组氨酸和 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５分别与３叠氮基香豆素反应的荧光发射光

谱；（ｂ）：甲醇影响

［３叠氮基香豆素］＝２５μｍｏｌ·Ｌ
－１，［Ｈｉｓｔａｔｉｎ５］＝６２．５μｍｏｌ·

Ｌ－１，［组氨酸］＝６２．５μｍｏｌ·Ｌ
－１

犉犻犵２　犕犲犮犺犪狀犻狊犿狊狋狌犱狔狅犳狋犺犲犻狀狋犲狉犪犮狋犻狅狀犫犲狋狑犲犲狀

３犪狕犻犱狅犮狅狌犿犪狉犻狀犪狀犱犎犻狊狋犪狋犻狀５

（ａ）：ＴｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＨｉｓｔｉｄｉｎｅａｎｄＨｉｓｔａｔｉｎ５；

（ｂ）：Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｍｅｔｈａｎｏｌ

［３ａｚｉｄｏｃｏｕｍａｒｉｎ］＝２５μｍｏｌ·Ｌ
－１，［Ｈｉｓｔａｔｉｎ５］＝６２．５μｍｏｌ·Ｌ

－１，

［Ｈｉｓ］＝６２．５μｍｏｌ·Ｌ
－１

２３　灵敏度和选择性

当不同浓度的 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５与３叠氮基香豆素相互作用

后，溶液的荧光强度随着 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５浓度的增加而逐步增强

［图３（ａ）］。当 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５浓度为０．２３～３１．０５μｍｏｌ·Ｌ
－１时，

３叠氮基香豆素的荧光强度增加值与其浓度呈现很好的线性

关系，线性方程为：Δ犐Ｆ ＝６．４９＋１３．４７犮Ｈｉｓｔａｔｉｎ５，线性相

关系数狉为０．９９４，检测限为７２ｎｍｏｌ·Ｌ－１（３σ／ｋ）。进一步

考察了唾液中常见的氨基酸和蛋白质对 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５与３叠氮

基香豆素相互作用的影响，如图３（ｂ）所示。只有 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５

可引起３叠氮基香豆素荧光的增强，唾液中常见的氨基酸和

蛋白质，如苯丙氨酸、甘氨酸、赖氨酸、精氨酸、溶菌酶等等

都不会引起３叠氮基香豆素荧光的显著增强，表明本方法具

有检测唾液中富组氨酸多肽的潜能。

图３　（犪）不同浓度犎犻狊狋犪狋犻狀５与３叠氮基香豆素反应的荧光

发射光谱；（犫）检测系统对犎犻狊狋犪狋犻狀５检测的特异性

（ａ）：［３叠氮基香豆素］＝２５μｍｏｌ·Ｌ
－１；Ｈｉｓｔａｔｉｎ５的浓度从下到上

分别为：０．２３，０．５６，１．１５，２．３０，６．２１，１２．４２，１８．６３，２４．８４，

３１．０５μｍｏｌ·Ｌ
－１；（ｂ）：［３叠氮基香豆素］＝２５μｍｏｌ·Ｌ

－１，

［Ｈｉｓｔａｔｉｎ５］＝６２．５μｍｏｌ·Ｌ
－１，［其他］＝６２．５μｍｏｌ·Ｌ

－１

犉犻犵３　（犪）犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犲犿犻狊狊犻狅狀狊狆犲犮狋狉犪犻狀狋犺犲狆狉犲狊犲狀犮犲狅犳狏犪

狉犻狅狌狊犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犎犻狊狋犪狋犻狀５；（犫）狊狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狅犳狋犺犲

狊犲狀狊犻狀犵狊狔狊狋犲犿犳狅狉犎犻狊狋犪狋犻狀５狅狏犲狉狅狋犺犲狉狆狅狋犲狀狋犻犪犾犻狀狋犲狉

犳犲狉犲狀犮犲狊

（ａ）：［３ａｚｉｄｏｃｏｕｍａｒｉｎ］＝２５μｍｏｌ·Ｌ
－１；Ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ

Ｈｉｓｔａｔｉｎ５ｆｒｏｍｄｏｗｎｔｏｔｏｐａｒｅ０．２３，０．５６，１．１５，２．３０，６．２１，

１２．４２，１８．６３，２４．８４，３１．０５μｍｏｌ·Ｌ
－１；（ｂ）：［３ａｚｉｄｏｃｏｕｍａｒｉｎ］＝

２５μｍｏｌ·Ｌ
－１，［Ｈｉｓｔａｔｉｎ５］＝６２．５μｍｏｌ·Ｌ

－１，［Ｏｔｈｅｒｓ］＝６２．５

μｍｏｌ·Ｌ
－１

２４　唾液中富组氨酸多肽的检测

为了验证本方法是否可应用于唾液中富组氨酸多肽的分

析，通过加标回收法考察了方法的实用性和准确性。唾液的

收集方法参考文献［１］并有所修改，表１为唾液上清液与３

叠氮基香豆素相互作用的结果，从表中可以看到，唾液中的

富组氨酸浓度为０．５４μｍｏｌ·Ｌ
－１，与文献报道的值较接
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近［１９］。而后，通过加入一定浓度的 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５标准溶液，进

一步验证了本方法的准确性。从结果可以看出，本方法的加

标回收率在９６．７％～１１１．６％之间，表明本方法具有很好的

准确性，并有望为基于唾液的无创、非侵入性诊断提供新思

路和新方法。

表１　唾液中富组氮酸多肽的检测

犜犪犫犾犲１　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犺犻狊狋犻犱犻狀犲狉犻犮犺狆犲狆狋犻犱犲狊犻狀狊犪犾犻狏犪

样品

编号

样品本底值ａ

／（μｍｏｌ·Ｌ
－１）

加标量

／（μｍｏｌ·Ｌ
－１）

加标后测定值

／（μｍｏｌ·Ｌ
－１）

回收率

／％

ＲＳＤ

／％

１ ０．５４ ２．３０ ２．８５ １００．４ １．０９

２ ０．５４ ６．２１ ７．４７ １１１．６ ０．４８

３ ０．５４ １２．４２ １３．３４ １０３．３ ２．０５

ａ：Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｆｉｖｅｐａｒａｒｅｌｌｓａｍｐｌｅｓ

３　结　论

　　作为一种易收集的体液，唾液在无创、非侵入性疾病诊

断中的作用已日益显现。唾液富组氨酸多肽是由唾液腺分泌

的一类富含组氨酸的小分子阳离子多肽的总称，与口腔健康

密切相关，且其浓度与 ＨＩＶ１、艾滋病等疾病具有相关性。

因此，唾液中富组氨酸多肽的检测对于口腔健康监控、疾病

诊断等具有重要的意义。以 Ｈｉｓｔａｔｉｎｓ５为富组氨酸多肽的代

表，基于３叠氮基香豆素与 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５富组氨酸结构域的特

异性相互作用，建立了一种新型的免标记的 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５的荧

光检测方法。当 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５浓度为０．２３～３１．０５μｍｏｌ·Ｌ
－１

时，３叠氮基香豆素的荧光增加值与 Ｈｉｓｔａｔｉｎ５的浓度呈现

很好的线性关系，线性相关系数为０．９９４，检测限为７２

ｎｍｏｌ·Ｌ－１（３σ／犽）。唾液中常见的游离氨基酸和蛋白质不干

扰 Ｈｉｓｔａｔｉｎｓ５的测定，本方法已成功地测定了唾液中的富组

氨酸多肽，加标回收率在９６．７％～１１１．６％之间，表明本方

法具有很好的准确性，并有望为基于唾液的无创、非侵入性

诊断提供新思路和新方法。

犚犲犳犲狉犲狀犮犲狊
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