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结构匹配酞菁缔合物红区荧光探针在纳克级肝素测定中的应用

周
!

涛!杜光心!郑
!

霄!张
!

艳!黄
!

萍!邓雅斌!李东辉"

厦门大学医学院抗癌研究中心!福建 厦门
!

!=**+.

摘
!

要
!

肝素是一种聚阴离子生物活性多糖!具有重要的临床价值!简便快速"特异性高的分析方法的研发

一直受到重视#基于分子缔合作用原理!构建了酞菁离子缔合物荧光探针!并籍此建立了肝素高特异"高灵

敏的荧光分析新方法!分析浓度可达纳克级#发射强红色荧光的四磺基铝酞菁%
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#

G1

&是一种带负电的金

属酞菁荧光化合物!研究发现!母体结构相同"荷电相反的阳离子铜酞菁化合物阿利新蓝%

9&1:67U&T0<]̂

&

对
9&/

#

G1

具有高效荧光猝灭作用#由于二者均具有大平面的酞菁母体!但电性相反!分子结构有着高度的

匹配性!易于通过静电作用"平面疏水作用等分子间力而形成强的缔合作用!生成近乎无荧光的缔合物#据

此现象构建了
9&/

#

G1-9&1:67U&T0<]̂

缔合物荧光探针#进一步的糖类物质考察"筛选实验显示!具有强负

电性的阴离子生物多糖可以使
9&/

#

G1-9&1:67U&T0<]̂

缔合体系的荧光发生不同程度的恢复!重新发出

9&/

#

G1

的荧光!其中尤以肝素存在下的荧光恢复行为最为显著!且恢复程度与肝素的浓度呈正相关#这是

因为肝素带有大量磺酸根阴离子!对
9&/

#

G1

构成强的竞争结合%

9&1:67U&T0<]̂

&的作用!导致
9&/

#

G1

从缔

合体系中游离出来!体系荧光得以恢复#基于这一发现!研究建立了一种高灵敏"高特异性测定肝素的荧光

增强分析法#考察了体系的分子光谱%荧光光谱和吸收光谱&行为以探讨缔合物形成和反应体系荧光恢复的

作用机理'对反应参数%包括
)

A

"反应温度"反应时间"

9&/

#

G1

以及
9&1:67U&T0<]̂

的用量等&进行了优

化'在最佳条件下!方法的线性回归方程
"

J*'+<$gB<'=.

!工作曲线线性区间为
='+

!

=++'+7

D

$

CE

F*

!

检测限为
B',7

D

$

CE

F*

'提出了简便实用的样品前处理方法%极性有机溶剂沉淀分离法&以解决实际样品测

定时存在偏差的问题'此外!较为全面地考察了多种类物质%常见阴"阳离子"小分子"表面活性剂及生物大

分子&对肝素测定的干扰行为'本法应用于实际样品%肝素钠注射液&的测定!取得了较为满意的结果#开拓

了酞菁类化合物作为分子光谱探针在分析科学中的应用#
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金属酞菁化合物%
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67:70

&是一类具有
*<

电子平

面共轭体系的大环化合物!对光"热以及酸碱具有较高的稳

定性#由于酞菁染料独特鲜艳的蓝"绿颜色!染色和着色性

能优异!在纺织染料和颜料中占据举足轻重的地位#经过长

期的研究和发展!金属酞菁作为高性能催化剂"光电材料"

光漂白剂"分子探针以及光化学诊治剂等在催化"材料科

学"信息技术"分析科学"医疗卫生等诸多高科技领域获得

了广泛应用)
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四磺基铝酞菁 %

202364T&Y%762086&TC:7TC

)

W2W6&%1

5

6-

7:70

!

9&/

#

G1

&是具有大平面的共轭母体结构!外周带有四个

阴离子磺酸基团的"发射在红色波长区域的强荧光化合物#

9&/

#

G1

具有大平面疏水结构和强负电性!可选择性地与某

些带正电荷"结构合适的物质形成缔合物!导致自身荧光显

著乃至完全猝灭#若体系中存在其他结构匹配的强负电性物

质!由于竞争结合作用!缔合体系中的四磺基铝酞菁将被游

离出来!其荧光得以恢复#近年来!这一原理已成功地应用

于硫酸软骨素)

!

*和阴离子表面活性剂)

#

*等的高灵敏度"高选

择性分析!显示出诱人的研究和应用前景#

肝素是一种聚阴离子生物多糖!临床上作为抗凝剂!还

用于抗炎"抗肿瘤)
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#其多糖骨架上含有大量硫酸根或磺酸

根%图
*

&#常见的测定方法包括生物方法)
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肝素的分子结构$片段%
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光光度法)

<

*

"荧光法)

"

*等#这些测定方法有的试剂新颖!但

由于未商品化!实际应用有难度'有的须使用特定仪器%如

全自动血凝仪&!方法普及受限#另外!综观文献!普遍存在

干扰实验不足的问题!这对于实际样品的测定是不利的#

!!

如前所述!肝素的分子结构中存在大量与四磺基铝酞菁

外周取代基相同或相似的基团%磺酸基或硫酸基团&!可以推

测!如果
9&/

#

G1-9&1:67U&T0<]̂

缔合体系中存在肝素!则

由于肝素的强竞争结合作用!

9&/

#

G1

将被释放!体系的荧光

因之得以恢复!实验结果证实了这一推断#本研究据此建立

了肝素荧光分析新方法!其灵敏度可达纳克级#该法用于实

际样品的测定!取得了较为满意的结果#
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实验部分
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仪器

E/-BB

型荧光分光光度计%
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!美国&!带恒温

附件和
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红敏光电倍增管'精密天平%
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国&'
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低温恒温槽%宁波新芝生物科技股份有限公

司&'

?K(c

实验室超纯水系统%锐思捷科学仪器有限公司&#
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试剂

四磺基铝酞菁%

Qlb

百灵威科技有限公司&'肝素钠注

射液%万邦生物&'肝素钠%国药集团化学试剂有限公司&#

M3:22%7L%U:74%7

%

M-L

&广泛缓冲液(用浓度均为
+'+#

C%&

$

E

F*的磷酸"乙酸"硼酸混合三酸与
+'.C%&

$

E

F*的

(6?A

溶液混合配制#磷酸广范缓冲液(由
+'*C%&

$

E

F*盐

酸"

*

+

*BC%&
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E

F*磷酸二氢钾"

*
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*BC%&

$

E

F*磷酸氢二钠

*

+

*BC%&

$

E

F*磷酸钠配制而成#四磺基铝酞菁储备液浓度

为
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F!

C%&

$

E

F*

!使用前稀释为
*+

F#

C%&

$

E

F*

#

所用试剂均为分析纯!实验用水为高纯水#

'(M

!

方法

在烧杯中依次加入水"缓冲液和
!+

(

E 9&/

#

G1

%

*+

F#

C%&

$

E

F*

&!混匀后分装到
#CE

的塑料离心管!每管中加入

B,

(

E*+

F#

C%&

$

E

F*的阿利新蓝!终体积为
!'+CE

#室温放

置
*+C:7

后加入一定浓度的肝素溶液#而后测量体系的荧

光激发"发射光谱及荧光强度#未加阿利新蓝的溶液之荧光

强度记为
@

Y+

!加阿利新蓝的溶液荧光强度记为
@

Y

!猝灭前后

荧光强度的变化量
#

@

Y

以
#

@

Y

J@

Y+

F@
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计算!荧光猝灭倍数
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结果与讨论
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R+T

K

V6

和
R+61,.>+-*LYZ

的分子结构与分子光谱性质

四磺基铝酞菁%图
.

&母体结构的四个苯环上各带有四个

强吸电子基团/磺酸基!因而水溶性良好#

9&/

#

G1

具有强发

光能力%荧光量子产率达
+'!,

&!发射在红区!故能有效避开

背景荧光和散射光的干扰!获得较高的检测灵敏度#

9&/

#

G1

的上述优点!使其可通过分子组装形成缔合物荧光探针#

图
)

!

四磺基铝酞菁的分子结构
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G8+*6-+,9<79-67-9*85R+T

K

V6

!!

阿利新蓝%图
!

&具有相同的母体结构!外周苯环通过硫

醚键各带一正电基团!中心配位离子是顺磁性的
>T

.g

!因而

化合物不发荧光)

*+

*

#

9&/

#

G1

与
9&1:67<]̂

分子结构匹配"

荷电相反!因而二者可通过静电作用"大平面疏水作用而发

生强的缔合作用!形成离子缔合物%

9&/

#

G1-9&1:70<]̂

&!导

致体系荧光几乎完全猝灭#可以推测!由于肝素带有大量磺

酸根阴离子!故易于与
9&/

#

G1

上的磺酸基发生竞争!当肝素

进入
9&1:67<]̂ -9&/

#

G1

体系后!将与
9&/

#

G1

竞争结合
9&-

1:67<]̂

!从而逐步释放
9&/

#

G1

!引起体系荧光恢复#实验

结果证实了上述推测(加入肝素后!体系荧光显著恢复%图

#

&!且荧光程度与肝素的加入量呈正相关#据此发现建立了

肝素荧光分析新方法#
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R+61,.>+-*LYZ

的分子结构
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图
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肝素存在下四磺基铝酞菁
P

阿利新

蓝体系的荧光激发光谱和发射光谱
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为进一步探讨反应机理!考察了体系的吸收光谱%图
B

&#

酞菁化合物的长波吸收带%

`

带&对微环境变化敏感!讨论重

点放在此区域#随着阿利新蓝的加入!短波方向的三个峰明

显升高!而长波处
=,#7C

的峰明显降低#其后!随着肝素的

加入!

!##

和
=,#7C

处的峰高均出现增高!其中
`

带吸收峰

%

=,#7C

&峰变化更为明显#阿利新蓝中加入
9&/

#

G1

后!二

者相互缔合!引起
9&/

#

G1

游离态峰的显著降低#加入肝素

后!由于其竞争性结合阿利新蓝!导致阿利新蓝
-9&/

#

G1

缔

合物发生解离!

9&/

#

G1

被释放重新成为游离状态!因而游离

态的吸收峰增强#李东辉等)
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*在研究
9&/

#

G1-9?

体系与

@(9

相互作用时也发现了类似现象#

图
A

!

肝素对四磺基铝酞菁
P

阿利新蓝

紫外
P

可见吸收光谱的影响
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考察了
*!

种糖类物质对
9&/

#

G1-9&1:67U&T0<]̂

体系

荧光的影响%图
=

&!发现只有肝素钠"硫酸软骨素和大肠杆

菌脂多糖三种聚阴离子生物多糖能使体系发生荧光恢复!尤

以肝素的响应最为显著!这证明糖结构中具有硫酸根或磺酸

根等阴离子基团是
9&/

#

G1-9&1:67U&T0<]̂

体系发生荧光恢

复的关键#

图
O

!

不同糖类物质对
R+T

K

V6PR+61,.>+-*LYZ

体系荧光恢复的影响

01

2

(O

!

0+-89*<6*.6*9*68;*9

/

85R+T

K

V6PR+61,.>+-*LYZ1.74*

$

9*<*.6*85?155*9*.77

/$

*<85<,664,91?*<

P3%C&0Y22%3:

D

W2

(

U&67S

!

W0

)

63:7

!

1W%783%:2:74T&Y620

!

&:

)

%

)

%&

5

4611W63:80

!

W

5

6&T3%7:161:8

!

)

T&&T&67

!

&072:767

!

&6C:76367

!

42631W

!

C6&2%40

!

4T-

13%40

!

@-Y3T12%40

!

$

-&612%40

!

D

&T1%40;

)

9&/

#

G1

*

J*'Bf*+

F=

C%&

$

E

F*

!)

9&1:67U&T0<]̂

*

J!',Bf*+

F=

C%&

$

E

F*

!)

AG

*

J

)

>/

*

J*'##

(

D

$

E

F*

!)

EG/

*

J=

(

D

$

E

F*

!

2W01%71072362:%7%Y%2W034611W63:804:4*.

(

D

$

E

F*

****

第
#

期
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

光谱学与光谱分析



)()

!

试验条件的优化

.'.'*

!

缓冲体系

考察了
M3:22%7L%U:74%7

"磷酸广范缓冲液"

b>&-A>&

"

(6

.

AG?

#

->:23:161:8

和甘氨酸
-

盐酸等缓冲体系中阿利新蓝

对
9&/

#

G1

荧光猝灭的影响!发现
)

A<'+

和
)

A,'+M-L

缓

冲液的效果较好#进一步对这二种缓冲液中体系荧光猝灭和

恢复的行为进行了比较!发现
)

A,'+

在低浓度肝素钠的测

定中效果更好!故选择
)

A,'+

的
M-L

缓冲液#

.'.'.

!

反应时间的影响

对反应动力学进行了考察!最终选择加入阿利新蓝
*+

C:7

后再加肝素钠!反应
!+C:7

后测定体系的荧光强度#

.'.'!

!

反应温度

考察了
+

!

.B

和
!,[

下工作曲线的线性区间和斜率!发

现温度影响不大!但低温有利于体系在更长的时间里保持稳

定#为便于实验操作!选择在常温下进行反应#

.'.'#

!

9&/

#

G>

和阿利新蓝的用量

考察了
9&/

#

G>

浓度为
.f*+

F,

!

*+

F=

!

!f*+

F=

C%&

$

E

F*下阿利新蓝的用量!发现
9&/

#

G>

浓度增高对于高浓度

肝素的响应更灵敏!但线性区间向高浓度方向移动!而低浓

度
9&/

#

G>

测定区间缩短!效果不佳#综合考虑后选择

9&/

#

G>

为
*+

F=

C%&

$

E

F*

!阿利新蓝为
*'"f*+

F=

C%&

$

E

F*

#

)(M

!

工作曲线

在优化条件下!按
*'!

方法制作肝素测定的工作曲线!

得到线性回归方程
"

J*'+<$gB<'=.

!

?J+'""!,

!线性范围

='+

!

=++'+7

D

$

CE

F*

!检测限为
B',7

D

$

CE

F*

#

)(K

!

共存物质的干扰

对常见干扰物进行了考察#结果显示本法对大多数常见

的金属离子"无机酸根离子"表面活性剂"糖类"氨基酸具

有强抗干扰能力#但
A

D

%

'

&!

9&

!g

!

P0

!g以及阳离子表面活

性剂
>X9>

!

>Z9M

!

@(9

!人血清"牛血清白蛋白对测定有

一定干扰!因此若上述干扰物浓度较高!测定前需要对样品

进行前处理#实验表明!如存在金属离子的干扰!加入
H@-

X9

或
(6P

可以起到很好的掩蔽作用#

)(A

!

不同测定方法的比较

对本法以及文献报道的肝素常见测定方法进行了比较

%表
*

&#本方法检测限更低!相对误差小!线性范围处于中等

水平!在肝素钠低浓度的检测中有优势#

表
'

!

肝素不同测定方法的比较

3,>+*'

!

!8:

$

,91<8.85?155*9*.7:*748?<58974*?*7*9:1.,718.854*

$

,91.

K02W%8 c71TU62:%72:C0
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C:7

E?@
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7

D

$

CE

F*

&

L/@
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\

E:70367

D

0

+%

7

D

$
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F*

&

共振光散射技术
F

<'#f*+

!

.'! *+++

!

.++++

罗丹明
=]

荧光猝灭法
.+ ='* F B+

!

!+++

9cM(

%

.

!

.

,

-6_%:4%UT2

5

4%7:23:&0

&

F F F !=+

!

.=#+

G%&

5

C03-A F "+ F =!+

!

B+++

XW:4C02W%8 #+ B', .'+ =

!

=++

)(O

!

样品测定

本法应用于肝素钠注射液的分析#由于未能直接获得该

药品的标准品!因此首先以肝素钠注射液通过有机溶剂沉淀

法制备肝素钠标准品#取肝素钠注射液
BCE

!加入等体积的

无水乙醇!析出白色絮状沉淀!

<+++3

$

C:7

F*离心
#C:7

!

去上清!沉淀以无水乙醇洗涤并同样离心!重复两次!沉淀

真空干燥恒重#通过上述实验!既获得了纯品肝素钠!同时

也确定了肝素钠注射液的质量浓度#称取
*.C

D

产物溶于
*+

表
)

!

实际样品的分析结果

3,>+*)

!

R.,+

/

716,+9*<-+7<85

$

9,6716,+<,:

$

+*<

>%72072

+%

7

D

$

CE

F*

&

$6&T0480203C:708 L06&d6&T04

L/@

+

\

B='* B<'+ F!'.

.*<'+ .!*'" F='#

#<!'# #=!'< #'+

=B'.

"

B<'+ **'<

..='<

"

.!*'" F.'!

#"*',

"

#=!'< B'=

!"

>%CC031:6&&

5

6d6:&6U&0W0

)

63:7:4T4086442678638

CE

水制成标准溶液!于
#[

保存#

!!

以
9&/

#

G1-9&1:67U&T0<]̂

为探针!加入系列浓度的上

述肝素钠标准溶液!制作标准工作曲线%

"

J*'+<$g=<'B+

!

?J+'""!"

&#以稀释
=.B

倍和
!*.B

倍后的肝素钠注射液为

样品%取高"中"低三个浓度&!测定其含量#另外!还以商品

化的肝素钠为标准品同样测定了肝素钠注射液#测定结果较

为满意%表
.

&#

!

!

结
!

论

!!

提出了肝素定量分析的新方法!即酞菁离子缔合物荧光

探针测定法#以结构匹配的阴"阳离子金属酞菁构建离子缔

合物荧光探针!通过肝素的特异性竞争结合作用使缔合物荧

光显著恢复#据此建立了高灵敏"高选择性的肝素荧光增强

定量分析的新方法#该法对大多数无机离子以及常见小分子

干扰物质%如糖"氨基酸等&的抗干扰能力强#此外!采用的

荧光探针四磺基铝酞菁是一种红区荧光探针!可采用长波激

发!光漂白作用小!利于测定体系的稳定#本研究开拓了酞

菁红色荧光化合物的新应用#

.***
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