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异硫氰酸荧光素标记尿激酶的制备与性能研究 
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摘要: 用异硫氰酸荧光素(FITC)对溶栓蛋白药物尿激酶(uPA)进行了荧光标记, 制备了荧光素标

记的尿激酶(FITC-uPA), 经核磁谱及红外谱表征证实了反应能有效进行, 其荧光素/蛋白值(F/P)

值为 0.45. 尿激酶经荧光素标记后, 具有良好的荧光性质, 其荧光检测下限低达 10-6 g·mL-1. 在

1~100 g·mL-1范围内, 荧光强度与溶液浓度具有很好的线性关系, 可用于微/痕量蛋白质的定量/

定性检测和跟踪标记. 荧光素标记后的尿激酶, 其流体力学直径与未标记的尿激酶基本一致, 其

体外溶栓能力也与未标记的尿激酶相当, 说明 FITC 标记基本不影响尿激酶的生物活性, 是一种

简单、有效的溶栓药物标记方法.  
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尿激酶是我国最常用的溶栓药物, 以其有效

的溶栓作用和可接受的价格为广大脑卒中患者所

接受. 尿激酶是从健康人尿中分离或从人肾组织

中培养获得的一种蛋白酶, 能催化裂解纤溶酶原

成为纤溶酶, 纤溶酶能降解纤维蛋白凝块, 以及血

循环中的纤维蛋白原、凝血因子Ⅴ和凝血因子Ⅷ等, 

从而发挥溶栓作用. 然而尿激酶的半衰期仅有 8~ 

15 min, 且没有血栓靶向特异性, 溶栓的同时也增

加了机体出血的风险. 另外, 渗透到血管外的药物

还可以参与血脑屏障破坏、水肿形成等反应过程, 

加重神经系统损伤[1]. 目前, 研究者们为解决溶栓

药物的弊端问题大多采取的策略主要包括药物的

PEG化[2-3]、构筑药物释放体系[4-9]和结合纤维蛋白

特定抗体[10-12]. 在这些方法策略中, 需要定量检测

尿激酶等溶栓药物的体外释放行为, 以及溶栓药

物体系的离体/体内血栓的靶向性、溶栓有效性、

血栓渗透性、组织安全性等. 由于尿激酶等溶栓药

物是纤溶酶原激活剂, 在紫外可见光区没有强的

特征吸收峰, 不能采用常规的紫外、荧光等方法进

行定量/定性检测, 也不能进行体内的检测跟踪. 

文献报道尿激酶等溶栓药物大多数使用高效液相

色谱(HPLC)和酶联免疫试剂盒(ELISA)进行定量

检测分析[3,13], 但是 HPLC 需要专用的蛋白质分离

色谱柱, 其价格都非常昂贵; ELISA 价格昂贵, 步

骤冗长繁琐, 对操作人员要求较高, 且受人为和环

境影响比较大. 因此, 发展一种简单的、常规的尿

激酶检测方法十分必要.  

荧光素是一类具有光致荧光特性的染料, 由

于其较高的摩尔吸收率和量子产率、良好的水溶性

等特性, 在蛋白-蛋白相互作用、试样分析、DNA

标签、基因表达和分析检测等生物分析领域具有广

泛的应用[14-18]. 目前, 常用于生物标记的荧光素有

异硫氰酸荧光素(FITC)、四乙基罗丹明(RB200)、

四甲基乙硫氰酸罗丹明(TRITC)、酶作用后产生荧

光的物质如 4-甲基伞酮-β-D 半乳糖苷和镧系螯合

物等[18-21]. 其中, FITC呈明亮的黄绿色荧光, 是目

前应用最广泛的荧光素, 其最大吸收光波长为 490~ 

495 nm, 最大发射光波长为 520~530 nm, 具有较高

的稳定性和蛋白质结合力, 常用于胰岛素、牛血清

白蛋白(BSA)和抗体等的标记. 笔者使用 FITC 对
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尿激酶进行荧光标记, 能够很方便地利用凝胶色

谱进行分离纯化, 其荧光强度与蛋白浓度在一定

范围内呈线性关系, 可用于蛋白的荧光定量检测. 

且相对于纯尿激酶而言, FITC 标记尿激酶(FITC- 

uPA)具有相当的酶活性和体外溶栓能力, 为研究

者们针对溶栓药物的弊端问题进行的各类研究提

供了极大的方便.  

1 实验部分 

1.1  原料 

尿激酶(uPA), 丽珠医药集团股份有限公司; 

异硫氰酸荧光素(FITC), Sigma-Aldrich, St. Louis, 

US; 磷酸二氢钠、磷酸氢二钠和甲醇购于国药集团

化学试剂有限公司, AR; 氯化铵购于宁波市化学试

剂公司, AR.  

1.2  FITC标记尿激酶(FITC-uPA)的合成 

FITC标记尿激酶合成参考文献[14] FITC血清

白蛋白的合成方法. 称取 100 mg uPA 置于 25 mL

单口瓶中, 加入 10 mL PBS(0.01 mol·L-1, pH 8.0)配

成 10 mg·mL-1溶液. 将单口瓶放到 4℃冰水混合浴

中避光搅拌, 滴加 0.75 mL FITC 甲醇溶液(1 mg· 

mL-1), 反应8 h后, 加入氯化铵(终浓度50 mmol·L-1)

终止反应, 继续搅拌 2 h 后, 混合物通过凝胶渗透

色谱柱分离, 将所得到的溶液冷冻干燥得到最终

产物, 保存于–20℃待用.  

1.3  产物的结构表征及性能测试 

1.3.1 核磁共振分析(NMR) 

称取约 10 mg待测样品溶于氘代试剂中, 采用

Bruker AMX 400MHz核磁共振谱仪采集.  

1.3.2 红外光谱(FT-IR)分析 

将冷冻干燥样品与溴化钾混合研成粉末, 压

片, 用 Bruker Equinox 55 FT-IR红外光谱仪分析.  

1.3.3 粒径测试 

采用Brookhaven Zeta plus analyzer (Brookhaven 

Instruments Corporation, US)进行粒径及粒径分布

测试, 所有样品在测试前均用 PVDF材质的微孔滤

膜过滤, 孔径 0.8 μm.  

1.3.4 分子荧光光谱分析 

配置不同浓度的 FITC-uPA PBS溶液, 用 Cary 

Eclipse 荧光光谱仪(Varian, US)采集溶液的荧光发

射光谱. 激发波长为495 nm, 发射波长范围为505~ 

600 nm, 扫描速率 2 400 nm·min-1, 狭缝宽度为 5.0 

nm, 记录 520 nm 处的发射光强度 I520, 以 I520 对

FITC-uPA样品浓度作图.  

1.3.5 计算 FITC-uPA中 FITC与 uPA的摩尔比 F/P 

配制 1.0 mg·mL-1 uPA/PBS 蛋白溶液, 用 UV- 

7504紫外可见分光光度计测其在 280 nm处的吸光

系数 0.1E% ; 配制1.0 mg·mL-1 FITC-uPA/PBS样品溶

液, 分别测其在 280 nm 和 495 nm 处的吸光系数

A280和 A495, 依照相关公式计算 FITC 与 uPA 的摩

尔比 /F P [14]: 
0.1

w( ) / (389 195)C M E  % , 

495 280 495/ / ( 0.35 )F P A C A A   , 

其中, wM 为蛋白质 uPA的分子量.  

1.3.6 体外溶栓实验 

血栓的制备: 标本供应者均为年龄在 40~60岁

的非血液病患者, 入院前没有使用任何抗凝、抗血

小板或者溶栓药物等. 入院后, 肘前静脉抽取 4 mL

左右静脉血, 放入无抗凝剂红色真空管中, 室温下

将标本静止放置 3 h 使其自然形成血栓, 血栓成分

分离待用. 从血液离体到形成血栓后开始溶栓的

时间为 5 h左右. 每条血栓成长条圆柱状, 长约 3 cm, 

滤纸将表面水分吸干, 小刀尽量均分成 4 等份, 用

精确度 1 mg 的分析天平称重每份并记录其值标记

为 M1, 各组血栓间的干湿程度尽量一致.  

实验步骤: 将每份标本处理完后等分成 6块血

栓, 分别放入6只5 mL离心管中, 将离心管下端固

定在有机玻璃孔板上, 分为 PBS溶液组、uPA+PBS

溶液、FITC-uPA+PBS 溶液组. 分别向每只离心管

中加入1mL的溶液, 确保每只离心管内的尿激酶当

量为 3 mg, 放入 37℃水浴缸中 2 h. 取出血栓, 再

次用滤纸吸干表面的水分, 用分析天平称重. 标记

为 2M . 干预后的失重标记为 3M , 3 1 2M M M  , 

溶栓率 3 1/ 100M M  % .  

2 结果与讨论 

2.1  FITC标记尿激酶(FITC-uPA)的合成 

FITC标记尿激酶(FITC-uPA)是利用FITC上的

异硫氰酸基与尿激酶的自由氨基反应, 将荧光素

连接到蛋白质分子上, 其反应如图 1所示. 1HNMR

谱上化学位移 4.9 附近羟基质子峰, 以及 3.2~3.7

处-NH-上质子峰的出现说明反应的发生[16](图 2), 
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如图 3所示, 红外光谱上 1 030 cm-1处归属于 FITC

上C=S伸缩振动峰的出现也说明 FITC成功连接到

尿激酶上[18]. 经计算, FITC-uPA的 /F P值为 0.45, 

激光粒度仪测得其流体力学直径为 7 nm 左右, 与

未经 FITC标记的尿激酶粒径基本一致(图 4), 这也

从侧面说明了 FITC标记后对尿激酶的空间结构没 

 

图 2  FITC-uPA和 uPA的 1HNMR谱 

 

图 3  FITC-uPA和 uPA的红外光谱 

 

图 4  FITC-uPA和 uPA的粒径分布 

有太大影响, 对于保持尿激酶活性具有积极意义.  

2.2  FITC-uPA的荧光性质 

FITC 标记赋予了尿激酶良好的荧光性质, 激

发波长为 495 nm时, 其最大发射波长在 520 nm左

右, 与 FITC 的荧光光谱性质基本一致. 当 FITC- 

uPA的质量浓度低至 10-6 g·mL-1时, 在所设测试条

件下, 其荧光发射光谱图仍然很平滑, 最大荧光强

度为 16.8(图 5), 说明 FITC-uPA具有良好的荧光性

质, 可用于尿激酶的微/痕量定性检测和体内/外标

记. 在文中测试范围 1~100 μg·mL-1 内, FITC-uPA

的荧光强度与其浓度具有较好线性关系(图 6), 其

线性方程为 24.27 0.013y x  , 相关系数为 0.999, 

可用于微/痕量蛋白质的定量检测.  

 

图 5  不同浓度的 FITC-uPA荧光发射光谱 

 

图 6  FITC-uPA溶液浓度与荧光强度的关系 

2.3  FITC-uPA的蛋白活性 

用荧光素对尿激酶进行标记的目的是便于跟

 

图 1  FITC标记尿激酶的反应 
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踪检测蛋白质在体内外的位置及含量, 其前提是

要最大可能地保持蛋白质的活性, 即在不丧失尿

激酶作为溶栓药物性能的基础上对其进行修饰. 

用体外溶栓实验对 FITC-uPA的蛋白药物活性进行

了评估, 以 PBS 溶液和未标记的当量尿激酶作为

参照. 结果表明, 在本文实验条件下, 未经荧光素

标记的尿激酶溶栓率为 80.4%(图 7), 而 FITC-uPA

的溶栓率为 76.8%, 是尿激酶的 95.5%. 尿激酶经

FITC 标记后, 保持了较高的活性, 蛋白活性的极

小部分损失可能是由于荧光素修饰后引起的微小

蛋白空间结构变化所引起的, 有待于进一步的研

究[3,22]. 然而从体外溶栓实验结果来看, FITC-uPA

仍具有与尿激酶相当的溶栓效果, 有较好的溶栓

能力. 因此荧光素标记作为一种简单可行的蛋白

质标记方法, 对尿激酶的活性基本无影响, 可用于

下一步的溶栓药物体系离体/体内血栓的靶向性、

溶栓有效性、血栓渗透性、组织安全性等研究.  

 

图 7  FITC标记前后尿激酶的体外溶栓率 

3 结论 

用异硫氰酸荧光素对溶栓蛋白药物尿激酶进

行了荧光标记, 制备了荧光素标记的尿激酶 FITC- 

uPA, 经核磁、红外表征证实了反应的有效进行, 

其荧光素/蛋白值( /F P )值为 0.45. 尿激酶经荧光

素标记后, 具有良好荧光性质, 其荧光检测下限低

达 10-6 g·mL-1, 荧光强度与溶液质量浓度在 1~100  

μg·mL-1 范围内具有很好的线性关系, 可用于微/痕

量蛋白质的定量/定性检测和跟踪标记. 荧光素标

记对尿激酶的分子结构和蛋白活性没有明显影响, 

FITC-uPA 的粒径约为 7 nm, 与未标记的尿激酶基

本一致, 体外溶栓实验表明 FITC-uPA 的溶栓能力

与纯尿激酶相当, 很好地保持了尿激酶的蛋白活

性. 异硫氰酸荧光素标记是一种简单、有效、可行

的尿激酶标记方法, 为尿激酶的常规测试提供了

极大的便利.  
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Preparation and Property of Fluorescein Labeled Urokinase  

ZHANG Ya-juan1, YU Jie1, ZHANG Dong-wei1, LIANG Hong-ze1, LIANG Ming-ming2, ZHAO Ling-ling1* 
( 1.Faculty of Materials Science and Chemical Engineering, Ningbo Unversity, Ningbo 315211, China;  

2.Maanshan Municioal People’s Hospital, Maanshan 243000, China ) 

Abstract: Fluorescein labeled urokinase (FITC-uPA) is synthesized by the reaction of fluorescein isothiocyanate 
(FITC) with urokinase (uPA), a kind of protein drug for thrombolysis. The reaction is confirmed by 1HNMR and 
FT-IR. The ratio (F/P) of fluorescein over protein is 0.45. The urokinase is found to possess good fluorescent 
property after fluorescein is labeled, and the detection limit of fluorescence is as low as 10-6 g·mL-1. There is 
obvious linear relationship between the fluorescein intensity and concentration of FITC-uPA within the 
concentration range of 1-100 μg·mL-1, which can be used for qualitative/quantitative detection and tracking of 
micro/trace proteins. FITC-uPA has similar hydrodynamic diameter and thrombolysis efficiency with the 
unlabeled urokinase. Based on the study, it can be concluded that the fluorescein-label is a simple and effective 
method for thrombolysis drug labeling without affecting the biological active of urokinase. 
Key words: fluorescein isothiocyanate; fluorescein-label; urokinase; thrombolysis 
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