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微孔板化学发光法检测碱性磷酸酶技术的建立

刘　欢，胡亚萍，高习习，王　鹏，丁　凡，王钦富＊
（大连大学生命科学与技术学院，辽宁大连１１６６２２）

摘　要：碱性磷酸酶（ＡＬＰ）能催化发光底物ＡＰＬＳ迅速水解并持续发光，据此建立了
化学发光技术检测ＡＬＰ活性的方法。利用一种新的发光底物ＡＰＬＳ，建立微孔板化学
发光法检测ＡＬＰ活性，并对实验条件进行优化。优化后的最适反应条件为：微孔板上
每孔加２００μＬ　ＡＰＬＳ，在ｐＨ＝９．５、３７℃条件下与ＡＬＰ反应１０ｍｉｎ，多功能酶标仪检
测发光光子数（ＲＬＵ），检测ＡＬＰ线性范围是０．０１～１Ｕ／Ｌ。微孔板化学发光法检测

ＡＬＰ，敏感度更高，且操作简便易行。
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碱性磷酸酶（Ａｌｋａｌｉｎｅ　Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｓ，ＡＬＰ）是一种广泛存在于人体、动物、植物及微生物体内的膜结合
蛋白，在碱性条件下具有催化活性。ＡＬＰ直接参与磷酸基团的转移和代谢等生理过程，对体内钙磷的吸
收与代谢、维持体内适宜钙磷比例，以及动物的骨化过程有着极其重要的作用［１］。血清中的ＡＬＰ活力增
高可见于阻塞性黄疸、急性或慢性黄疸型肝炎、肝癌等肝胆疾病，因此ＡＬＰ酶活力测定常作为肝胆疾病的
临床辅助诊断指标。另外，ＡＬＰ是乳中天然存在的一种酶，该酶作为一种热处理强度指标被广泛应用于
评价牛奶巴氏杀菌是否彻底［２］。
目前，检测ＡＬＰ的主要方法有电化学法［３－４］、荧光分光光度法［５－７］、紫外－可见分光光度法［８－９］、化学发

光法［１０－１２］等。电化学法是以磷酸苯酯为底物，通过ＴＹＲ和电活性产物之间能够进行反复连续的反应，化
学反应信号得到增强，从而测定ＡＬＰ活性。该方法较为快捷方便，但是选择性较差，反应条件不易控制。
荧光分光光度法采用的是动力学连续性检测，在作用时间内对产生的荧光增加量与标准曲线对比，计算相
应的酶活力，方法准确、简便、灵敏度高，但用时较长，不易测量。紫外－可见分光光度法是在碱性磷酸酶的
催化作用下，生成一种蓝色的化合物靛酚，通过与一套标准颜色进行对比或者用分光光度计检测，得出

ＡＬＰ的活性。虽然这种方法快速、方便，但苯酚极易受到污染，造成假阳性结果，且结果判断具有主观性，
影响测定准确度。本实验采用的化学发光法是利用发光底物ＡＰＬＳ能被ＡＬＰ迅速水解，且水解产物能够
持续发光，通过多功能酶标仪检测发光强度，以测定ＡＬＰ活性。

１　实验部分

１．１　仪器、试剂与材料

ｐＨ计（上海天达公司）；生化培养箱（Ｂｌｕｅｐａｒｄ公司）；Ｓｙｎｅｒｇｙ２多功能酶标仪（ＢｉｏＴｅｋ公司）。

ＡＬＰ标准品（Ｓａｎｇｏｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ公司）酶活力是５　０００Ｕ／ｍｇ；ＡＬＰ标准品稀释液为１０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ（ｐＨ＝８．０），１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭｇＣｌ２，５０％甘油。ＡＰＬＳ底物液（ＩｎｎｏｓｅｐＢｉｏ公司）；白色９６孔微孔板
（Ｍａｂｔｅｃｈ公司）。

１．２　实验方法
微孔板化学发光法检测ＡＬＰ的操作步骤是在白色９６孔微孔板中加入 ＡＬＰ及其底物 ＡＰＬＳ，孵育
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后，用多功能酶标仪检测其发光强度，进而测量ＡＬＰ的活性（△ＲＬＵ）。仅加入ＡＰＬＳ底物的发光光子数
为ＲＬＵ０，ＡＬＰ作用产生发光光子数为ＲＬＵ，△ＲＬＵ＝ＲＬＵ－ＲＬＵ０。

２　结果与分析

２．１　孵育温度对化学发光体系的影响

１Ｕ／Ｌ　ＡＬＰ标准品与２００μＬ、ｐＨ＝９．５的 ＡＰＬＳ底物液在温度分别为２７℃、３２℃、３７℃、４２℃、

４７℃、５２℃下孵育１０ｍｉｎ后，体系的△ＲＬＵ与温度的关系见图１。可见在３７℃处达到峰值。因此，ＡＬＰ
最适反应温度为３７℃。

２．２　ＡＰＬＳ底物液体积对化学发光体系的影响

１Ｕ／Ｌ　ＡＬＰ标准品与ｐＨ＝９．５、体积分别为２５、５０、１００、１５０、２００μＬ的ＡＰＬＳ底物液，在３７℃条件
下孵育１０ｍｉｎ，体系的△ＲＬＵ与ＡＰＬＳ底物液体积的关系见图２。结果表明△ＲＬＵ随ＡＰＬＳ底物液体
积增大而增大，当体积大于２００μＬ时，△ＲＬＵ达到平台，因此，最适ＡＰＬＳ底物液体积为２００μＬ。

２．３　ｐＨ对化学发光体系的影响

１Ｕ／Ｌ　ＡＬＰ标准品与２００μＬ、ｐＨ分别为８、８．５、９、９．２、９．５、１０、１１的ＡＰＬＳ底物液，在３７℃条件下
孵育１０ｍｉｎ，其发△ＲＬＵ与ｐＨ的关系见图３，结果显示在ｐＨ＝９．５时，△ＲＬＵ最大。因此，ＡＰＬＳ法检
测ＡＬＰ反应体系的最适ｐＨ值为９．５。

２．４　孵育时间对化学发光体系的影响
在酶促反应中，孵育时间对 ＡＬＰ催化底物 ＡＰＬＳ的水解反应速度影响很大。从图４中可以看出，

△ＲＬＵ在孵育２、１０、２０、３０、４０、５０、６０ｍｉｎ等不同时间点检测时呈现曲线关系，当时间为１０ｍｉｎ时，

△ＲＬＵ最大。因此，ＡＬＰ与底物ＡＰＬＳ的最佳反应时间是１０ｍｉｎ。与赵启仁等［１１］发光法检测 ＡＬＰ和
茹柿平等［２］电化学法检测ＡＬＰ的时间为２０ｍｉｎ相比，本文建立的化学发光法所用时间缩短。

图１　温度对于反应体系的△ＲＬＵ的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ△ＲＬＵ　ｏｆ　ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｓｙｓｔｅｍ

图２　ＡＰＬＳ底物体积对反应体系△ＲＬＵ的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＡＰＬＳ　ｖｏｌｕｍｅ　ｏｎ△ＲＬＵ　ｏｆ　ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｓｙｓｔｅｍ

图３　ｐＨ对反应体系△ＲＬＵ的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｐＨ　ｏｎ△ＲＬＵ　ｏｆ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ

图４　反应时间对反应体系的△ＲＬＵ的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ　ｏｎ△ＲＬＵ　ｏｆ　ｒｅａｃ－
ｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ

２．５　灵敏度和线性范围

０．０００１～１　０００Ｕ／Ｌ不同酶活力的ＡＬＰ与ｐＨ＝９．５、２００μＬ　ＡＰＬＳ底物在３７℃条件下孵育１０ｍｉｎ。
微孔板化学发光法检测，ＡＬＰ酶活力在０．０１～１Ｕ／Ｌ范围呈现良好的线性关系，线性回归方程为：

△ＲＬＵ＝７．１４７８ｘ＋０．２５８５７，相关系数为０．９９１８。
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３　结论

本文利用一种新的发光底物ＡＰＬＳ，建立微孔板化学发光法检测ＡＬＰ并进行条件优化。优化最适反
应条件为：微孔板上每孔加２００μＬ　ＡＰＬＳ，在ｐＨ＝９．５、３７℃条件下与待测ＡＬＰ反应１０ｍｉｎ。结果表明
检测ＡＬＰ线性范围是０．０１～１Ｕ／Ｌ，相对于光吸收法等本文方法灵敏度更高，且操作简便易行。
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