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DTNB比色法测定金属硫蛋白含量
吴云辉
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摘  要：采用5,5’-二硫硝基苯甲酸(DTNB)作为金属硫蛋白(MT)巯基衍生化试剂，通过优化反应条件，应用比色

法测定412nm波长处显色产物硫代硝基苯甲酸阴离子(TNBA)的量确定金属硫蛋白含量。结果表明：MT含量在

2～15μg和10～150μg范围内呈良好线性，线性回归方程分别为A412nm=0.0059C＋0.0251和A412nm=0.0052C＋0.0201，

相关系数分别为R2=0.9942和R2=0.9997，平均回收率为99.94%(n=6，RSD=0.27%)，精密度良好(n=6，RSD=0.7%)，

MT最低定量限可达到2μg，从而建立了一种操作简便易行的金属硫蛋白快速检测方法。

关键词：金属硫蛋白；5,5’-二硫硝基苯甲酸(DTNB)；测定

Colormetric Determination of Metallothionein Using DTNB 

WU Yun-hui1
，WANG Jun-kun2,3，SUN Ji-peng2,*，ZENG Jia-ling1

(1. Xiamen Ocean Vocational College, Xiamen 361100, China；2. Third Institue of Oceanography State Oceanic Administration, 

Xiamen 361005, China；3. College of Food Science and Engineering, Ocean University of China, Qingdao 266003, China)

Abstract：A corlometric method for the determination of metallothionein (MT) was established using 5,5’-dithio bis-

(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) as the derivatizing agent and measuring the absorbance of the colored product TNBA 

at 412 nm. The results showed that a linear relationship of MT was obtained within the concentration range of 2–15 μg 

and 10–150 μg. The corresponding equations were A412 nm = 0.0059C ＋ 0.0251 (R2 = 0.9942), and A412 nm = 0.0052C ＋ 

0.0201 (R2 = 0.9997). The average recovery was 99.94% (n = 6, RSD = 0.27%), with good precision (n = 6, RSD = 0. 7%). 

The limit of detection of the method was 2 μg. In conclusion this study has developed a simple and rapid method to 

determine MT.
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金属硫蛋白(metallothionein，MT)是一种富含半胱氨

酸的小分子金属结合蛋白，其结构在生物进化中高度保

守，分子质量为6000～7000D，含有61个氨基酸，其中20

个氨基酸为半胱氨酸，少数含有21个[1-2]。MT是具有极其

重要生理功能的一种天然活性物质，对多种重金属具有

高度亲和性，可被多种金属(镉、锌、银等)诱导产生，是

体内唯一结合镉的蛋白质，具有重金属解毒、清除自由

基等功效[3-5]。MT在抗辐射、消炎、心血管系统抗损伤保

护剂及与肿瘤细胞的分化和增生等方面的应用潜力备受

人们关注[6-8]。因此，它在功能食品行业中显示诱人的前

景：1)作为有效的重金属生物脱除剂，开发适于冶金、

采矿等特殊职业疾病的保健食品；2)作为营养添加剂，

可降低血液黏度、改善血液循化、减少自由基的损伤，

开发抗辐射产品及适于动脉粥样硬化等心血管疾病保健

品；3)因其具有对锌、铜等微量元素的储存、运输和代

谢功能，可以补充生物锌，有利于缺锌儿童正常生长发

育；4) MT可有效地增强机体的应激反应和抵抗力，提高

人体免疫力和抗衰老能力，添加到保健品中，使体弱疲

劳者恢复青春活力[9]。

在MT长期研究过程中仍存在许多不足，目前尚没有

一个MT的快速标准检测方法，对MT的测定大多采用镉-

血红蛋白饱和法和银饱和法，该法采用的金属除与MT结

合外，还与其他一些小分子质量化合物结合，由于利用

金属含量间接推算MT含量，因此特异性较差[10]，且该法
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仅能反映Cd-MT含量，长期接触重金属Cd对人体不利。

酶联免疫吸附方法(enzyme-linked immunosorbent assay，

ELISA)因其灵敏度高，特异性好，已开始应用于MT的微

量检测，其检测灵敏度可达1.5ng/mL，但此法根据不同

来源MT需定制特定试剂盒，且价格较为昂贵[11-12]。一些

衍生化试剂如4-氟-7-硫代苯并呋喃铵(SBD-F)、单溴二胺

(mBBr)、4-(氨磺酰)-7-氟-2,1,3-苯并恶二唑(ABD-F)等也

可与MT中的巯基反应产生强荧光化合物，通过高效液相

色谱法-荧光检测所生成的衍生化合物可推算MT巯基含

量，此法灵敏度较高，但较为耗时。本实验采用DTNB比

色法测定MT中巯基含量，以推算MT含量，该法操作简

便易行，快速直观，可用于测定生物体中金属硫蛋白的

含量。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

5,5’-二硫硝基苯甲酸(DTNB) 中国J&K Science公

司；兔肝金属硫蛋白(MT，纯度≥99%) 美国Sigma公

司；EDTA、盐酸、磷酸盐等其他试剂均为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

UV1700紫外-可见分光光度计 日本岛津公司；电子

天平(读数精度0.1mg)、pH计 瑞士Mettler Toledo公司。

1.3 方法

1.3.1 DTNB稳定性

取400μL 5mmol/L DTNB溶液，分别加入7.6mL 

pH3.0、4.0、5.0、6.0、7.0的0.1mol/L磷酸氢二钠-柠檬酸

缓冲溶液，pH7.5、8.0、8.5、9.0的0.1mol/L Tris-HCl缓冲

液，每隔2h于412nm波长处测定吸光度，以考察DTNB在

不同pH值条件下的稳定性。

1.3.2 金属硫蛋白巯基含量测定

在试管中分别加入不同体积标准金属硫蛋白溶液(质

量浓度为1μg/μL)，加入10μL 1.2mol/L盐酸溶液和200μL 

0.1mol/L EDTA，置暗处反应10min脱去金属，加入

5mmol/L DTNB试剂混匀3min，使MT与DTNB形成黄色

络合物，用缓冲液稀释至4mL，在412nm波长处测定紫外

吸光度，定量巯基含量，以推算金属硫蛋白总量。

2 结果与分析

2.1 波长确定

5mmol/L的5,5’-二硫硝基苯甲酸(DTNB)溶于pH8.0

磷酸缓冲溶液，最大吸收波长为323nm。在pH8.0时，

DTNB与含巯基蛋白(PS－)相互作用，生成黄色的硫代硝

基苯甲酸阴离子(TNBA)，生成的TNBA在412nm波长处

有最大吸收[13-14]。

PS－＋

S

S

COO－

COO－

COO－

COO－

NO2

NO2
NO2

NO2

S－ SS＋P

(TNBA) (TNBP)(DTNB)

pH8.0

DTNB 323nm

TNBA 412nm

0.600

0.400

0.200

0.000

0.144
240 300 400 500 600

/nm
图 1 DTNB和TNBA紫外-可见吸收光谱

Fig.1 UV-visible absorption spectra of DTNB and TNBA

2.2 DTNB在不同pH值条件下的稳定性

DTNB在偏酸性溶液中较为稳定(图2a)，当pH值小

于4.0，DTNB在24h后，412nm波长处吸光度基本没有

发生变化，DTNB在pH4.0、pH5.0两缓冲液体系，24h后

412nm波长处吸光度略有增加。如图2b，随着介质pH值的

升高，DTNB二硫键逐渐断开，裂解成TNBA双阴离子，

当pH9.0时，裂解速率激增。因此，本实验在采用DTNB

作为MT测定的衍生化试剂，为减少DTNB自身降解的影

响，配制DTNB储存液选用pH4.0的磷酸缓冲溶液。
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图 2 DTNB在不同pH值缓冲液吸光度随时间变化

Fig.2 Effect of buffer pH on the absorbance of DTNB as a function of time 

2.3 MT与DTNB反应体系最佳pH值

MT与DTNB反应生成TNBA的量与反应体系最终pH

值密切相关，如图3所示，随着pH值的升高，反应体系在

412nm波长处吸光度逐渐增加，pH值小于4.0时，由于硫

原子质子化作用，吸光度降低，当pH值大于7.0吸光度在



198  2013, Vol.34, No.16	              食品科学	 ※分析检测

90min内基本保持不变，达到最大值。因此，本实验在采

用DTNB作为MT测定的衍生化试剂，同时为减少DTNB

在碱性条件下自身降解的影响，MT与DTNB反应体系最

终以pH7.5的0.1mol/L Tris-HCl缓冲液稀释至4mL。
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图 3 MT与DTNB在磷酸缓冲液(a)和Tris-HCl缓冲液(b)中的吸光度

Fig.3 Effect of buffer type and pH on the absorbance of MT/DTNB as 

a function of time

2.4 显色物TNBA不同时间稳定性
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图 4 TNBA随时间变化曲线

Fig.4 Temporal stability of TNBA

如图4所示，MT与DTNB在pH7.5的0.1mol/L Tris-HCl

缓冲液中，较短时间内反应生成显色物TNBA，生成产物

TNBA于反应后6h内稳定，不会因时间的变化而发生变

化，有利于方法的建立。

2.5 MT含量与显色物吸光度线性范围

为了考察MT含量和生成显色物质TNBA在412nm

波长处吸光度的线性关系，分别在40μL 5mmol/L的

DTNB中依次加入不同含量的MT标准溶液，反应后以

pH7.5的0.1mol/L Tris-HCl缓冲液稀释至4mL，并测定

412nm波长处吸光度，结果如图5所示。当DTNB含量一

定(40μL×5mmol/L)，MT含量小于300μg，生成的显色

物质TNBA随MT含量呈线性增加趋势，MT含量增加到

300μg，生成TNBA的吸光度呈一固定数值。

当衍生化试剂DTNB为一恒定值时(40μL×5mmol/L)，

随着加入MT含量的增加，λ max=412nm波长处吸光度

与MT含量呈良好的线性关系。MT含量在10～150μg

范围内，线性回归方程为A 412nm=0.0052C＋0.0201， 

R2=0.9997，MT含量在2～15μg范围内，线性回归方程为

A412nm=0.0059C＋0.0251，R2=0.9942，MT最低定量限可达

到2μg。 
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图 5 不同含量MT与DTNB反应412nm吸光度

Fig.5 Absorbance at 412 nm against MT amount

2.6 精密度

配制MT标准溶液2.5μg/μL，分别取标准溶液20μL，

连续吸取6个标准溶液与40μL 5mmol/L DTNB试剂反应，

计算得相对标准偏差(RSD)为0.7%。

表 1 精密度测定结果

Table 1 Precision of the corlometric method

次数 1 2 3 4 5 6

吸光度 0.280 0.282 0.280 0.276 0.283 0.279

RSD/% 0.7

2.7 鱼肝脏MT含量测定

参考孟凡平等 [15]提取菲律宾蛤仔金属硫蛋白的方

法，提取鱼肝脏金属硫蛋白，按照本方法进行含量测

定，并与采用文献[16-17]HPLC-荧光法测定结果进行比

较，结果见表2。

表 2 鱼肝脏中MT含量分析结果

Table 2 Comparison between the corlometric method and HPLC with 

fluorescence detection used for the assay of MT in fish liver

方法 化合物 回归方程 相关系数(R2) MT含量/(mg/g)

HPLC-荧光法 MT I=42.233C－0.6447 0.9995 0.057±0.0015

DTNB比色法 MT A412nm=0.0059C＋0.0251 0.9942 0.061±0.0024

注：I为峰面积/106EU ；A412nm为吸光度；C为MT含量/μg。

从表2可知，采用本方法测定鱼肝脏中MT含量为

0.061mg/g，与HPLC-荧光法测定结果0.057基本吻合，在

MT含量大于2μg时，DTNB比色法与HPLC-荧光法无显著

性差异，而采用HPLC-荧光法需要SBD-F、6-IAF、mBBr

等作为衍生化试剂，此类试剂较为昂贵，且衍生反应比

较复杂[18-19]。

2.8 加标回收率

取一定量鱼肝脏金属硫蛋白提取液，分别加入不同
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量MT标准溶液，做加标回收实验，不同水平加标回收率

分别为99.83%、100.03%和99.97%，RSD分别为0.61%、

0.15%和0.06%。

表 3 MT加标回收率分析结果

Table 3 Recovery of MT from spiked positive sample

样品MT含量/μg MT添加量/μg MT测得量/μg 回收率/% RSD/%

47.6

10
57.2 99.3

0.6157.9 100.5
57.4 99.7

50
97.8 100.2

0.1597.5 99.9
97.6 100

80
127.6 100

0.06127.5 99.9
127.6 100

3 结论与讨论

本实验对MT比色定量法进行了系统的研究，探索建

立了生物样品中MT测定方法，通过优化得到最佳测定条

件，为保持DTNB储存液稳定性，采用pH4.0的磷酸缓冲

溶液配制，MT与DTNB形成黄色络合物，最终以pH7.5

的0.1mol/L Tris-HCl进行缓冲液稀释。MT含量在2～15μg

和10～150μg范围内呈良好线性关系，最低定量限可达

2μg，且方法回收率和精密度良好。

该法具有操作简便、快速直观的特点，为生物样品

中金属硫蛋白含量测定提供了参考方法，相对传统MT的

测定方法，该法避免因测定特异性而产生的误差，且可

在较短时间内进行大批量样品的测定。该法除了适于样

品中金属硫蛋白含量测定外，还可用于其他含巯基化合

物的测定，如广泛存在于动物、植物、谷物和油料种子

种的谷胱甘肽，焙烤制品及鱼糜制品中广泛使用的面团

改良剂半胱氨酸等[20]。如果生物样品中有其他含巯基化

合物，采用测定巯基推算MT含量的方法都会存在检测值

出现虚高现象，因此，在MT提取过程中可采用加热变

性、多级盐析及醇沉法消减一些含巯基化合物对测定结

果的影响。
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