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凝胶中荧光颗粒原位电泳洗脱过量异硫氰酸荧光素用于图像分析
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摘要：去除荧光标记后残余荧光染料可以提高荧光颗粒检测的灵敏度、准确度和效率。 该文发展了一种原位电泳

洗脱（ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｅｌｕｔｉｏｎ， ＥＥ）模型，用于在荧光标记后快速去除多余的荧光探针，实现荧光颗粒的灵敏检测。
将牛血清蛋白（ＢＳＡ）和磁珠（ＭＢｓ）作为模式蛋白和微颗粒，混合孵育获得 ＭＢｓ⁃ＢＳＡ，用异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）对
ＭＢｓ⁃ＢＳＡ 标记，得到 ＭＢｓ⁃ＢＳＡＦＩＴＣ复合物。 将含有多余 ＦＩＴＣ 的 ＭＢｓ⁃ＢＳＡＦＩＴＣ溶液与低凝聚温度琼脂糖凝胶溶液

按 １ ∶５ 的体积比混合，并将混合物凝胶和纯琼脂糖凝胶分段填充到电泳通道中。 电泳过程中，利用颗粒尺寸与凝

胶孔径的差异来保留 ＭＢｓ⁃ＢＳＡＦＩＴＣ，同时将游离的 ＦＩＴＣ 洗脱。 经过 ３０ ｍｉｎ 的电泳洗脱，通道内多余的 ＦＩＴＣ 清除

率达到 ９７􀆰 ６％，同时目标颗粒荧光信号保留了 ２７􀆰 ８％。 成像系统曝光时间为 １􀆰 ３５ ｓ 时，电泳洗脱将颗粒与背景的

荧光信号比（Ｐ ／ Ｂ ｒａｔｉｏ， ＰＢｒ）从 １􀆰 ０８ 增加到 １２􀆰 ２。 ＣＣＤ 相机的曝光时间增加到 ２􀆰 ３５ ｓ，可以将 ＰＢｒ 提高到 １５􀆰 ５，
可进一步实现对微弱荧光亮点的高灵敏检测。 该模型有以下优点：（１）能对颗粒表面非特异性吸附的 ＦＩＴＣ 实现有

效洗脱，提高了检测的特异性；（２）能够将 ９７％ 以上的游离 ＦＩＴＣ 清除；（３） ３０ ｍｉｎ 内能够使凝胶内的背景荧光大

幅降低，提高了 ＰＢｒ 和检测灵敏度。 因此，该方法具有在凝胶中进行基于磁珠 ／荧光颗粒点的免疫检测、在免疫电

泳或凝胶电泳中对蛋白质 ／核酸条带进行荧光染色等领域的应用潜力。
关键词：电泳；电洗脱；荧光颗粒；图像检测
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ｇｒａｙｓｃａｌｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｐｏｔ ｗａｓ ｒｅｔａｉｎｅｄ， ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｇｒａｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ
ｔｈｅ ｂｒｉｇｈｔ ｓｐｏｔ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＥＥ， ａｎｄ ９７􀆰 ６％ ｏｆ ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ ＦＩＴＣ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈａｎｎｅｌ ｗａｓ ｃｌｅａｒｅｄ，
ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｃａｌｃｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｇｒａｙｓｃａｌｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ａｆｔｅｒ ＥＥ． Ｔｈｅ
ｐａｒｔｉｃｌｅ⁃ｔｏ⁃ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｓｉｇｎａｌ ｒａｔｉｏ （Ｐ ／ Ｂ ｒａｔｉｏ， ＰＢｒ） ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｆｒｏｍ １􀆰 ０８ ｔｏ １２􀆰 ２ ａｆｔｅｒ ＥＥ ｗｉｔｈ
ａｎ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅ ｏｆ １􀆰 ３５ ｓ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｌｏｒｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｆｌｕｏ⁃
ｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ． Ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅ ｆｒｏｍ １􀆰 ３５ ｔｏ ２􀆰 ３５ ｓ ｅｎｈａｎｃｅｄ ＰＢｒ ｆｒｏｍ １２􀆰 ２
ｔｏ １５􀆰 ５， ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌ⁃ｔｏ⁃ｎｏｉｓｅ ｒａｔｉｏ． Ａｎ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ
ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅ ａｌｓｏ ａｌｌｏｗｅｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｎｙ ｗｅａｋ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｔｈａｔ ｗｅｒｅ ｐｒｅｖｉ⁃
ｏｕｓｌｙ ｕｎｄｅｔｅｃｔａｂｌｅ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ＥＥ ｍｏｄｅｌ
ｈａｓ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ： （ ｉ） ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｂｙ ｅｌｕｔｉｎｇ ＦＩＴＣ ａｂｓｏｒｂｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓｕｒ⁃
ｆａｃｅ ｏｆ ｂｅａｄｓ； （ ｉｉ） ｈｉｇｈ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ ｆｒｅｅ ＦＩＴＣ ｗｉｔｈ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９７％ ｃｌｅａｒａｎｃｅ；
（ ｉｉｉ） ｒａｐｉｄ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｎｏｉｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｓｓ ｈｙｄｒｏｇｅｌ （ｗｉｔｈｉｎ ３０ ｍｉｎ） ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｉｎ
ｂｅａｄｓ ／ ｓｐｏｔｓ⁃ｂａｓｅｄ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ ｉｎ ｇｅｌ， ｉｍｍｕｎｏ⁃ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｉｎ ／ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｂａｎｄｓ ｉｎ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ．

引用本文：陈国宏，郭泽华，曹毅仁，樊柳荫，刘伟文，马艺馨，曹成喜，张强． 凝胶中荧光颗粒原位电泳洗脱过量异硫氰酸荧光素用于图

像分析． 色谱，２０２２，４０（７）：６１０－６１５．
ＣＨＥＮ Ｇｕｏｈｏｎｇ， ＧＵＯ Ｚｅｈｕａ， ＣＡＯ Ｙｉｒｅｎ， ＦＡＮ Ｌｉｕｙｉｎ， ＬＩＵ Ｗｅｉｗｅｎ， ＭＡ Ｙｉｘｉｎ， ＣＡＯ Ｃｈｅｎｇｘｉ， ＺＨＡＮＧ Ｑｉａｎｇ． Ｉｎ⁃ｓｉｔｅ ｅｌｅｃｔｒｏ⁃
ｐｈｏｒｅｔｉｃ ｅｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ ｆｒｏｍ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｉｎ ｇｅｌ ｆｏｒ ｉｍａｇｅ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２２，４０（７）：６１０－６１５．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ； ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｅｌｕｔｉｏｎ； ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ； ｉｍａｇｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
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色 谱 第 ４０ 卷

　 　 微纳米颗粒具有高的比表面积适合表面修

饰［１，２］，常用于核酸［３］、聚合物［４］、糖类［５］ 和蛋白

质［６］等的灵敏检测分析。 荧光成像可以探测免疫

检测中荧光颗粒的位置［７，８］、平板凝胶中测定蛋白

质或核酸条带［９，１０］ 以及凝胶基质中染料的解吸

附［１１－１３］。 免疫荧光检测通常需要对颗粒标记荧光

探针，如异硫氰酸荧光素 （ ＦＩＴＣ）， 用于指示生

物［１４－１６］或非生物分子［１７，１８］的结合或捕获。 为此，各
种荧光探针被开发用于生物目标物的标记［１９－２１］。
在标记过程中经常面临的一个问题是需要去除多余

的染料探针，防止其产生的高背景荧光降低检测灵

敏度［２２］。 目前常用的去除多余荧光染料的方法包

括凝胶过滤［２３］、透析［２４］和电⁃膜萃取［２５］。 对于凝胶

中的荧光颗粒，可通过连续洗涤进行纯化，但效率较

低［９－１３］。 过滤和透析对悬浮液中游离荧光探针的清

除高效且低成本，但需要反复洗涤。 尤其是基于流

场驱动的反复洗涤难以高效地去除颗粒表面非特异

性吸附的荧光探针［２３，２４］。 电⁃膜萃取［２５］结合液相微

萃取和电泳的优点，从标记的人血清白蛋白（ＨＳＡ）
中高效地去除游离 ＦＩＴＣ，但是拦截蛋白质需要依赖

膜孔径，且昂贵的滤板和滤膜等耗材导致纯化成本

较高。 上述方法或多或少需要面临耗时长、成本高、
设备依赖性强等问题。

图 １　 可荧光成像的电泳洗脱原理图
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｅｌｕｔｉｏｎ （ＥＥ） ｗｉｔｈ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ

ａ． ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ； ｂ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｉｎ⁃ｓｉｔｅ ＥＥ ｍｏｄｅｌ； ｃ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｉｇｎａｌ．
ＢＳＡ： ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ； ＦＩＴＣ： ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ； Ｉ： ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｉｇｎａｌｓ．

　 　 针对荧光颗粒的纯化，我们发展了一种电泳洗

脱（ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｅｌｕｔｉｏｎ， ＥＥ）模型，用于洗脱固

定在凝胶基质中荧光标记颗粒上的多余荧光染料。
用磁珠（ＭＢｓ）、牛血清蛋白（ＢＳＡ）和 ＦＩＴＣ 分步合

成荧光颗粒（ＭＢｓ⁃ＢＳＡＦＩＴＣ），将 ＭＢｓ⁃ＢＳＡＦＩＴＣ溶液与

凝胶混合后注入电泳通道（图 １ａ）。 将电泳管安放

在电泳装置中进行 ＥＥ，并用 ＣＣＤ 相机成像 （图

１ｂ）。 通过记录 ＥＥ 前、后通道内的荧光图像定量分

析游离 ＦＩＴＣ 的清除率（图 １ｃ）。 构建的 ＥＥ 模型可

以模拟凝胶中基于颗粒的免疫测定、免疫电泳中抗

原抗体结合或电泳中蛋白质荧光染色等场景。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 ＤＹＹ⁃２Ｃ 双稳定时电泳仪电源（北京六一生物

科技有限公司），电泳仪（伯楷安生物科技有限公

司），ＣＣＤ 相机（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）。
　 　 Ｎ⁃羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ）、１⁃（３⁃二甲基氨基丙

基） ⁃３⁃乙基碳二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ）、碳酸氢钠、碳酸

钠、氯化钠购自麦克林试剂。 ＢＳＡ、低凝聚温度琼脂

糖、２⁃（Ｎ⁃吗啡啉）乙磺酸（ＭＥＳ）、磷酸盐缓冲液粉

剂购自 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ。 羧基磁珠（２０ ｍｇ ／ ｍＬ，直径

４􀆰 ５ μｍ，蛋白质结合率（Ｐ ／ ＭＢ） １０ ～ ４０ μｇ ／ ｍｇ）购
自 ＰｕｒｉＭａｇ Ｂｉｏｔｅｃｈ。 ＦＩＴＣ 购自罗恩试剂。 离心管

（ＥＰ 管）购自 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ。
　 　 配制 ４０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＢＳＡ 溶液用于 ＭＢｓ 的蛋白

偶联。 每次活化羧基磁珠前，先用吗啉乙磺酸缓冲

液（ＭＥＳＴ，含 ０􀆰 ０１％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００， ｐＨ ６􀆰 ０）分别制

备 ５０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＥＤＣ 和 ＮＨＳ 溶液。 用 ７􀆰 ５６ ｇ 碳

酸氢钠、１􀆰 ０６ ｇ 碳酸钠和 ７􀆰 ３６ ｇ 氯化钠制备 １ Ｌ 的

交联反应液。 低凝聚温度的琼脂糖（１０ ｇ ／ Ｌ）用于
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固定磁珠。 混合步骤都在同一振荡仪（购自拓普森

仪器有限公司）上完成。
１．２　 蛋白偶联

　 　 取 １０ μＬ 磁珠溶液到 ２ ｍＬ ＥＰ 管，用 ２００ μＬ
ＭＥＳＴ 清洗 ３ 次，每次用磁铁将磁珠吸附于 ＥＰ 管

壁并移除上清液。 在 ＥＰ 管中分别加入 １００ μＬ ５０
ｍｇ ／ ｍＬ ＥＤＣ 和 ＮＨＳ 溶液以及 １ ８００ μＬ ＭＥＳＴ。
将 ＥＰ 管置于振荡仪上，在黑暗环境中振荡 ３０ ｍｉｎ。
羧基被活化后，弃去上清液，并用 ２００ μＬ ＭＥＳＴ 洗

涤。 加入 ４００ μＬ ＢＳＡ 溶液和 １ ６００ μＬ ＭＥＳＴ，振荡

ＥＰ 管 １０ ｈ。 孵育结束后，弃去上清液，即得到ＭＢｓ⁃
ＢＳＡ。

图 ２　 目标凝胶段的荧光图像以及相关灰度数据
Ｆｉｇ． ２　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｌ ｓｅｇｍｅｎｔ ａｎｄ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｇｒａｙｓｃａｌｅ ｄａｔａ

　 ａ． ｐｉｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｌｌｅｄ ＥＥ ｃｈａｎｎｅｌ （ｕｐｐｅｒ）， ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｌ ｓｅｇｍｅｎｔ ｂｅｆｏｒｅ （ｍｉｄｄｌｅ） ａｎｄ ａｆｔｅｒ （ ｌｏｗｅｒ） ＥＥ （ｃａｐ⁃
ｔｕｒｅｄ ｕｓｉｎｇ ＣＣＤ ａｔ ４８８⁃ｎｍ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ， ５２５⁃ｎｍ ｅｍｉｓｓｉｏｎ， ａｎｄ １􀆰 ３５⁃ｓ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅ）； ｂ． ｓｉｄｅ ｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ ｇｒａｙｓｃａｌｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ
ｇｅｌ ｓｅｇｍｅｎｔ； ｃ． ｇｒａｙｓｃａｌｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｒｉｇｈｔｎｅｓｓ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ； ｄ． ａｖｅｒａｇｅ ｇｒａｙ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＥＥ．
　 ＰＢＥ１ ａｎｄ ＰＢＥ２： ｂｒｉｇｈｔ ａｎｄ ｄｉｍ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ＥＥ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； ＰＡＥ１ ａｎｄ ＰＡＥ２： ｂｒｉｇｈｔ ａｎｄ ｄｉｍ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ａｆｔｅｒ ＥＥ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

１．３　 ＦＩＴＣ 标记

　 　 向装有 ＭＢｓ⁃ＢＳＡ 的 ＥＰ 管中加入 ６００ μＬ 的

ＦＩＴＣ（１ ｍｇ ／ ｍＬ）和 １ ４００ μＬ 交联反应液，将 ＥＰ 管

置于 ４ ℃暗场环境孵育 ８ ｈ。 结束后利用磁铁去除

上清液（此时管中剩余溶液 ５ μＬ），加入 ５０ μＬ 磷酸

盐缓冲液（ＰＢＳＴ，含 ０􀆰 ０１％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００， ｐＨ ７􀆰 ４）
复溶。 将 ＭＢｓ⁃ＢＳＡＦＩＴＣ溶液与液态琼脂糖凝胶（１０
ｇ ／ Ｌ）混合（两者体积比为 １ ∶５），将 １５０ μＬ 混合凝胶

与空白凝胶分段填入 ３ ｍｍ 玻璃管。 用 ＣＣＤ 相机

记录电泳通道内的荧光信号。

２　 结果与讨论

　 　 图 ２ａ 显示了通道内凝胶填充图像（图 ２ａ 上）
和 ＥＥ 前（图 ２ａ 中）、后（图 ２ａ 下）目标凝胶段的荧

光图像。 图 ２ｂ 是目标凝胶段荧光图像转化为灰度

强度值的侧视图。 ＥＥ 前，大部分 ＭＢｓ⁃ＢＳＡＦＩＴＣ的荧

光被背景荧光覆盖。 ＥＥ 后，游离 ＦＩＴＣ 被洗脱降低

了背景荧光强度，相当数量的荧光颗粒得以显现。
图 ２ｃ 显示了荧光图像中可被裸眼观测的最亮和最

暗颗粒的灰度强度，ＥＥ 前的颗粒荧光灰度值较大

但与背景区分度小。 ＥＥ 后，颗粒荧光灰度值减小，
但与背景的区分度明显增大，微弱荧光颗粒更容易

被检测到。 如图 ２ｄ 所示，颗粒和背景荧光信号灰度

强度值分别从 １５４􀆰 ９ 和 １４２􀆰 ９ 降低到 ４３􀆰 １ 和 ３􀆰 ５。
给定游离 ＦＩＴＣ 的清除率为 ＥＥ 前、后通道内背景荧

光灰度强度减少的百分比，颗粒荧光保留率为 ＥＥ
前、后的颗粒荧光灰度强度比值［２５］。 据此，颗粒荧

光保留了 ２７􀆰 ８％ （４３􀆰 １ ／ １５４􀆰 ９），而通道内背景荧光

·３１６·



色 谱 第 ４０ 卷

减少了 ９７􀆰 ６％ （（１４２􀆰 ９－３􀆰 ５） ／ １４２􀆰 ９）。 ＥＥ 后，颗
粒与背景的信号强度比值 （ＰＢｒ） 从 １􀆰 ０８ （ＰＢｒ ＝
１５４􀆰 ９ ／ １４２􀆰 ９）增加到 １２􀆰 ２ （ＰＢｒ＝ ４３􀆰 １ ／ ３􀆰 ５）。
　 　 激发光（４８８ ｎｍ）照射下，ＦＩＴＣ 发出的荧光强

度可简单表示为浓度的函数［２６］（ ＩＦＩＴＣ ＝Ｋ·ｃＦＩＴＣ，给
定检测系统后可认为 Ｋ 为常数）。 考虑曝光时间

（Δｔ）影响［２７］，图像荧光强度可表示为 Ｉｉｍ ＝ ＩＦＩＴＣ·
Δｔ＝Ｋ·ｃＦＩＴＣ·Δｔ。

图 ３　 不同曝光时间下的电泳洗脱后荧光图像以及相关灰度数据
Ｆｉｇ． ３　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｍａｇｅｓ ａｆｔｅｒ ＥＥ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅｓ ａｎｄ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｇｒａｙｓｃａｌｅ ｄａｔａ

　 ａ． ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｍａｇｅｓ ａｆｔｅｒ ３０⁃ｍｉｎ ＥＥ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅｓ； ｂ． ｐｅａｋ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｓｐｏｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅｓ； ｃ． ｔｏｔａｌ ｐｅａｋ
ａｒｅａ ｏｆ ｇｒａｙｓｃａｌｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅｓ； ｄ． ａｖｅｒａｇｅ ｐｅａｋ ｉｎｔｅｒｖａｌ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｉｍｅｓ．

　 　 根据上述关系，估算 ＥＥ 前、后凝胶中 ＦＩＴＣ 的

含量。 标记时加入的 ＦＩＴＣ 浓度为 ｃＬａｂｅｌ
ＦＩＴＣ ＝ １ ｍｇ ／ ｍＬ

· ６００ μＬ ／ ２ ｍＬ ／ ３８９＝ ７７１􀆰 ２１ μｍｏｌ ／ Ｌ，去除上清液

（剩余的溶液体积为 ５ μＬ）并溶解在 ５０ μＬ ＰＢＳＴ
溶液中，对应的 ＦＩＴＣ 浓度为 ｃＰＢＳＴ

ＦＩＴＣ ＝ ７７１􀆰 ２１ μｍｏｌ ／ Ｌ
·５ μＬ ／ ５５ μＬ＝ ７０􀆰 １１ μｍｏｌ ／ Ｌ，与凝胶溶液 １ ∶５ 混

合，对应浓度是 ｃＧｅｌ
ＦＩＴＣ ＝ ７０􀆰 １１ μｍｏｌ ／ Ｌ·５５ μＬ ／ ３３０

μＬ ＝ １１􀆰 ６９ μｍｏｌ ／ Ｌ。 系统相关参数为 Ｋ ＝ ＩＢ⁃ＢＥ
ｉｍ ／

ｃＧｅｌ
ＦＩＴＣ ／ Δｔ ＝ １４２􀆰 ９ ／ １１􀆰 ６９ μｍｏｌ ／ Ｌ ／ １􀆰 ３５ ｓ ＝ ９􀆰 ０５

Ｌ ／ （μｍｏｌ·ｓ），上标 Ｂ⁃ＢＥ 表示电泳洗脱前的背景

荧光。 电泳洗脱后通道中的 ＦＩＴＣ 残留量估计有

ｃＲｅｓ
ＦＩＴＣ ＝ ＩＢ⁃ＡＥ

ｉｍ ／ Ｋ ／ Δｔ ＝ ３􀆰 ５ ／ ９􀆰 ０５ Ｌ ／ （μｍｏｌ·ｓ） ／ １􀆰 ３５ ｓ
＝ ０􀆰 ２９ μｍｏｌ ／ Ｌ，上标 Ｂ⁃ＡＥ 表示电泳洗脱后的背景

荧光。
　 　 磁珠上的荧光清除率为 ７２􀆰 ２％ （（ １５４􀆰 ９ －
４３􀆰 １） ／ １５４􀆰 ９），洗脱后颗粒荧光强度明显下降，可
能原因是颗粒荧光包含 ３ 个部分：ＭＢｓ⁃ＢＳＡＦＩＴＣ上有

效标记的 ＦＩＴＣ，吸附在颗粒表面的游离 ＦＩＴＣ，以及

颗粒间微体积溶液中的游离 ＦＩＴＣ。 其中，吸附在颗

粒表面［２８］ 和微体积溶液中的游离 ＦＩＴＣ 被电泳洗

脱，造成颗粒荧光和背景荧光强度下降。 结果表明，
电泳洗脱能洗去大部分噪声信号，同时保留有效标

记的 ＦＩＴＣ 荧光信号，提高了荧光信号的选择性和

检测灵敏度。
　 　 相同荧光强度的颗粒均匀分布在通道中可以直

观地反映出荧光标记物在颗粒上的覆盖情况［２９］。
然而磁珠颗粒尺寸分布存在一定范围，ＦＩＴＣ 在磁珠

表面的结合不均匀，且 ＭＢｓ⁃ＢＳＡＦＩＴＣ的制备和凝胶

灌注过程中存在颗粒的局部聚集。 这些现象的出现

导致荧光图像难以用单一阈值来划分提取荧光颗

粒。 考虑到通道中颗粒分布密度较低，采用灰度强

度侧视图进行相关统计（见附图 Ｓ１ ～ Ｓ３， ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｗｗ．ｃｈｒｏｍ⁃Ｃｈｉｎａ．ｃｏｍ ／ ）。 图像中亮点数量和灰

度强度值能近似表示 ＦＩＴＣ 含量。
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　 　 荧光图像是 ＣＣＤ 相机在给定曝光时间内捕获

荧光信号的集合。 图 ３ａ 是电泳洗脱后的目标凝胶

段在不同曝光时间下的荧光图像。 曝光时间越长，
图像荧光强度就越大，可观察到的荧光颗粒数量增

多。 计算灰度强度侧视图的峰数量、总峰面积和平

均峰间隔。 长曝光时间下，背景荧光也会增加，因此

计算中进行基线校正［３０］（见附图 Ｓ４）。 图 ３ｂ 表明，
基线校正会导致灰度峰数目的损失，这主要是对背

景荧光的过滤所引起的。 图 ３ｃ 中，校正前总峰面积

是图像中达到强度阈值区域的面积，校正后的结果

则反映了荧光颗粒的面积。 图 ３ｄ 表明颗粒随机散

布，基线校正处理对荧光颗粒分布统计的均匀性不

会造成影响。
　 　 增加曝光时间能提高荧光检测灵敏度，因为颗

粒和背景荧光的累积存在差异，ＰＢｒ 有所提高。 但

过分延长曝光时间，通道中残留的 ＦＩＴＣ 会让背景

荧光强度同样增加，ＰＢｒ 趋于稳定。 因此适当延长

曝光时间（Δｔ＝ ２􀆰 ３５ ｓ）可以提高荧光颗粒的检测灵

敏度，得到较高的 ＰＢｒ（ＰＢｒ ＝ ５８􀆰 ７２ ／ ３􀆰 ７８ ＝ １５􀆰 ５２）
（见附图 Ｓ５）。

３　 结论

　 　 本文提出的电泳洗脱模型利用凝胶固定颗粒，
通过电泳洗脱多余荧光染料，发展的 ＭＢｓ⁃ＢＳＡＦＩＴＣ

荧光图像检测方法可以初步估算多余 ＦＩＴＣ 的去除

率。 电泳洗脱去除吸附在颗粒表面的 ＦＩＴＣ 和溶液

中游离的 ＦＩＴＣ，提高了荧光颗粒检测方法的特异性

和灵敏度。 适当增加曝光时间可以提高颗粒和背景

信号比值。 该方法具有以下优点：（１）提高了荧光

颗粒检测的特异性；（２）快速降低了凝胶中的背景

噪声，提高了检测灵敏度；（３）清除游离 ＦＩＴＣ 的效

率高，超过 ９７％。 该模型可用于清除荧光标记颗粒、
免疫电泳中蛋白质 ／核酸标记以及凝胶电泳中荧光

染色等各种不同场景中的多余荧光染料。
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