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阳离子铝酞菁
=

血卟啉单甲醚缔合物荧光探

针对黄连素的特异性响应及其应用
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厦门大学医学院抗癌研究中心!福建 厦门
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厦门大学医学院基础医学部!福建 厦门
!
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摘
!

要
!

黄连素"

ZZ?

#在医学领域有广泛的应用!其定量分析对指导临床治疗具有重要价值%常见的黄连素

检测方法的灵敏度$响应范围$检测成本等方面尚存在不足%本研究发现!带有负电基团的血卟啉单甲醚

"

T;;S

#对红区发射的强荧光化合物阳离子铝酞菁"

OO;99&R1

#具有高效荧光猝灭作用!形成几乎无荧光

的离子缔合物!而在盐酸小檗碱的存在下!体系重新发出酞菁特有的红色荧光!且荧光恢复程度与盐酸小檗

碱的浓度呈正相关%这一现象的发生是由于血卟啉单甲醚与阳离子铝酞菁分子通过平面疏水作用$静电作

用和水分子介导的氢键作用等超分子作用力而形成缔合物"

T;;S,OO;99&R1

#!而盐酸小檗碱则通过强

竞争结合作用!使阳离子铝酞菁从缔合物中被释放出来!导致体系荧光显著恢复%据此发现!建立了盐酸小

檗碱荧光增强定量分析新方法%考察了各种因素对方法的影响!在最优条件下!标准工作曲线的方程为
'
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!线性区间为
"'#

#

*A'"C

L

'

D

E=

!检测限为
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!相关系数
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%研究表

明!该方法特异性强$操作简便$成本低廉%该方法已用于实际样品的测定!取得了满意的结果%该研究开

拓了酞菁红色荧光探针在药物分析领域中的应用%
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#又名小檗碱!是一种可从黄连$

黄柏等植物中提取的活性生物碱%其药理作用广泛!不仅可

抑制多种革兰阳性菌和革兰阴性菌治疗感染性腹泻)

=

*

$调节

糖代谢和脂质代谢治疗
+

型糖尿病)

.

*

$改善胆固醇代谢治疗

高血脂)

#

*

!还对炎症)
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$心律失常)
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$阿尔兹海默病)

G

*和

肿瘤)
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*等均具有治疗作用%为更好地评价黄连素从而改善

其临床应用!建立一种特异性强$灵敏度高$操作简便的定

量分析方法具有很重要的实际意义%

目前黄连素检测方法有高效液相色谱法)

=.,=!

*

$紫外分光

光度法)

=+,=*

*

$电极法)
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*

$荧光量子点分析方法)
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*

!但这些方

法需要较复杂的样品前处理!操作繁琐!对检测结果影响较

大%

四
,

三甲基氨基铝酞菁是一种新型的红区发射荧光化合

物!具有荧光量子产率高$检测灵敏度高$稳定性好等特点%

特别是与传统荧光探针相比!阳离子铝酞菁)
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OO;99&R1

*的发射

波长在长波区域"其发射峰在
*-"7C

左右#!因此可有效避

开散射光和背景荧光的干扰%而且!该化合物可在长波段进

行激发!具有很强的抗光漂白能力%上述特点使
OO;99&R1

具有巨大的实际应用潜力!近年来!

OO;99&R1

在分析科学

特别是生物分析化学中的应用已引起了人们的兴趣和关

注)
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本研究发现!血卟啉单甲醚"
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#对
OO;99&R1

具有高效荧光猝灭作用!

形成近乎无荧光的缔合物!而该缔合体系体系中存在黄连素

时!

OO;99&R1

的荧光显著恢复%据此!以
OO;99&R1

和

T;;S

构建了离子缔合物红区荧光探针"

OO;99&R1,

T;;S

#!应用于盐酸小檗碱的测定!取得了满意的结果!

开拓了元素酞菁荧光化合物的新应用%
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试剂

阳离子铝酞菁"

OO;99&R1

#!据文献)
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*合成并纯化%

OO;99&R1

储备液浓度为
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避光保

存!工作液浓度为
='"k="

E#

C%&

'

D

E=

&血卟啉单甲醚注射

液"第二军医大学药物化学研究所#!

."C

L

'

CD

E=

!

!m

避

光保存&盐酸小檗碱"美国
/:

L

C6

公司#&复方黄连素片"远大

医药黄石飞云制药有限公司#%

磷酸广范缓冲液"由
"'=C%&
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E=盐酸$
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磷酸二氢钾$
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E=磷酸氢二钠$
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E=磷

酸钠配制而成#!
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缓冲液"将
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'

D

E=

的磷酸$乙酸和硼酸三酸混合液与
"'.C%&

'

D

E=

(6FT

溶

液按一定比例混合配制#!硼砂缓冲液"以硼砂
(6Z

!

F

-

'

="T

.

F

和
(6FT

混合配制#!

O3:4,

盐酸缓冲液!巴比妥
,

盐酸

缓冲液!甘氨酸
,

氢氧化钠缓冲液!硼酸
,

氯化钾
,

氢氧化钠缓

冲液!二乙醇胺
,

盐酸缓冲液!氨
,

氯化铵缓冲液%

所用试剂均为分析纯!实验用水为高纯水%

$%C
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方法

于
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塑料离心管中依次加入高纯水$
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.!

!

DT;;S

"

=C

L

'

CD

E=

#!混匀静置
="C:7

后!加

入一定浓度的盐酸小檗碱!反应体系的总体积为
#'"CD

!涡

旋震荡混匀!反应
!"C:7

后检测体系的荧光强度!激发与发

射波长分别设为
*="

和
*-"7C

!狭缝均为
+'"7C

%未加盐酸

小檗碱的溶液荧光强度记为
!
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!加盐酸小檗碱的荧光强度

记为
!

[

!前后体系荧光强度的变化记为
'
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体系荧光猝灭倍数记为
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结果与讨论
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的分子结构与光谱特性

阳离子铝酞菁"

OO;99&R1

!图
=

#是一种具有类似卟啉

结构$中心配位原子为三价铝离子的红区荧光化合物%母体

结构的四个苯环上各连接一个三甲基取代的季铵基团!故其

结构富含正电荷!因而易溶于水!十分有利于水相中的应

用%

OO;99&R1

的量子产率高且在较大
)

T

范围中保持稳

定&而且!

OO;99&R1

是一种红色荧光探针!匹配以合适的

检测器"红敏光电倍增管#!可显著提高检测灵敏度&另外!

由于其长波发射的特点!能有效避开背景荧光和散射光的干

扰!在实际应用中具有优势%

图
$

!

阳离子铝酞菁的分子结构

)*

+

%$

!

B.;3(:;&8/28:(2:83.4,328&

"

28*9325

6

;&99.1*.

#

&;:9*1:9

0

525&;.(

6

1*13

"

,,BDD;F(

#

?%?

!

反应体系的光谱行为和机理探讨

血卟啉单甲醚"

T;;S

!图
.

#是一种母体具有大平面结

构的卟啉衍生物!通过甲氧基取代血卟啉侧链上的一个羟基

而得%研究发现在碱性介质中!于
OO;99&R1

溶液中加入

适量
T;;S

后!

OO;99&R1

荧光被高效猝灭"图
#

#!反应

体系只发出微弱的荧光乃至不发荧光%分析认为!这一现象

的发生首先是因为血卟啉单甲醚与阳离子铝酞菁分子都具有

大平面$大
$

键的刚性结构!这种结构使二者易于通过平面

疏水作用$

$

键重叠效应而发生缔合作用&其次!在反应的

介质酸度下!

OO;99&R1

带正电而
T;;S

带负电!二者发

生静电相互作用&另外由于二者均富含强电负性的氧原子或

氮原子!易于通过水分子介导的氢键作用进一步发生缔合%

上述三种作用独立观之分别为弱相互作用!但多种作用力的

叠加则可形成较强的超分子作用!促使
OO;99&R1

与

T;;S

之间形成稳定的缔合物
OO;99&R1,T;;S

%缔合

物中的
OO;99&R1

受激后发生非辐射跃迁!故不发射荧光

或只发射很弱的荧光%

图
?

!

血卟啉单甲醚的分子结构
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!!

将黄连素"

ZZ?

!图
!

#加入到上述猝灭体系中!发现

OO;99&R1

的荧光显著恢复%分析认为!由于
ZZ?

具有较
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大平面共轭结构且带有正电荷及多个具有较大电负性的氧原

子!因而可与
OO;99&R1

分子竞争结合
T;;S

!从而使缔

合物中的
OO;99&R1

被释放成为游离态!导致体系的

图
C

!
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对
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激发光谱#
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%

(

/$和

发射光谱#

8

%
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/$的高效猝灭作用
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黄连素的分子结构
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图
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!

不同浓度黄连素对
,,BDD;F(=>BBH

的荧光响应行为
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荧光恢复!且恢复程度与加入黄连素的量呈线性正相关"图

+

#%据此!本研究建立了灵敏度高$操作性强的黄连素荧光

定量分析新方法%

?%C

!

实验条件的优化

.'#'=

!)

T

的影响与缓冲介质的筛选

先以
R,Z

广范缓冲液为反应介质!考察了不同
)

T

值的

T;;S

对
OO;99&R1

的荧光猝灭行为%可以看出!在
)

T

G'"

#

="'"

的介质中!

T;;S

对
OO;99&R1

的猝灭效果最

好"图
*

#!故选择在
)

TA'"

的介质中进行猝灭反应%随后考

察了黄连素存在下
A

种
)

TA'"

的不同缓冲液对体系荧光恢

复的影响!所用的缓冲液包括
R,Z

$二乙醇胺
,

盐酸$

O3:4,

盐

酸$氨
,

氯化铵$硼砂$

Z,?

$巴比妥
,

盐酸$甘氨酸
,

氢氧化钠

和硼酸
,

盐酸
,

氢氧化钠缓冲液%可以看出!

)

TA'"R,Z

缓冲

液的荧光强度改变量
'

!

[

最好"图
-

#!故选用其作为反应介

质%

图
Q
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对
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体系荧光猝灭的影响
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图
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!

不同的
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缓冲液对体系荧光恢复的影响
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用量的优化

考查了
T;;S

用量对
OO;99&R1

的荧光猝灭效果!
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随着
T;;S

浓度的增加!体系荧光显著猝灭并且趋于稳定

"图
G

#%

T;;S

达到
*'"

!

L

'

CD

E=时!体系的荧光可猝灭

到最低值!表示在该浓度下
OO;99&R1

已与
T;;S

缔合

完全!因此选择
T;;S

的浓度为
*'"

!

L

'

CD

E=

%

图
W

!

>BBH

用量对
,,BDD;F(

荧光猝灭的影响

)*

+

%W

!

);:.83/(31(3

S

:31(5*1

+

3443(2.47*4438312(.1(3128&=

2*.1/.4>BBH.1,,BDD;F(

)

OO;99&R1

*

V#'"k="

E*

C%&

'

D

E=

.'#'#

!

反应时间的影响

加入猝灭剂"

T;;S

#反应
="C:7

后!猝灭体系"

OO,

;99&R1,T;;S

#即达到稳定"图
A

#%然后加入
ZZ?

!涡旋

震荡进行竞争结合反应!静置
."C:7

后体系荧光恢复并达

到平衡!且至少在
#<

内保持稳定"图
="

#%因此!实际操作

中采用荧光猝灭
="C:7

后加入
ZZ?

!进一步反应
."C:7

后

进行荧光检测%

图
Z

!

反应时间对体系荧光猝灭程度的影响

)*

+

%Z

!

#14;:31(3.483&(2*.12*93.12534;:.83/(31(3

S

:31(5*1

+

.425383&(2*.1/

6

/239

)

OO;99&R1

*

V#'"k="

E*

C%&

'

D

E=

!)

T;;S

*

V*'"

!

L

'

CD

E=

.'#'!

!

反应温度的影响

考察了不同反应温度下"

"

!

.+

!

+"m

#对
ZZ?

工作曲线

的影响"图
==

#%可以看出!反应温度对工作区间的线性和响

应区间有明显的影响!

.+m

时线性关系最好%因此!实际操

作采用常温下进行反应$测定!既有利于获得较好的线性关

系和响应区间又具有操作的简便性%

图
$U

!

反应时间对体系荧光恢复程度的影响

)*

+

%$U

!

H443(2.483&(2*.12*93.12534;:.83/(31(383(.X38

6

.4

,,BDD;F(=>BBH*1253

0

83/31(3.4MM<

)

OO;99&R1

*

V#'"k="

E*

C%&

'

D

E=

&)

T;;S

*

V*'"

!

L

'

CD

E=

&

)

ZZ?

*

V=#'+C

L

'

D

E=

图
$$

!

温度对
,,BDD;F(=>BBH=MM<

体系的影响

)*

+

%$$

!

H443(2.483&(2*.1239

0

38&2:83.1253732389*1&2*.1.4

MM<:/*1

+

,,BDD;F(=>BBH&/&4;:.83/(312

0

8.'3

)

OO;99&R1

*

V#'"k="

E*

C%&

'

D

E=

!)

T;;S

*

V*'"

!

L

'

CD

E=

.'#'+

!

OO;99&R1

用量的考察

考察了
OO;99&R1

的用量对黄连素测定工作曲线的影

响%可以看出!体系的荧光强度与黄连素的浓度在一定区间

内有良好的线性关系!结果表明
OO;99&R1

浓度为
#'"k

="

E*

C%&

'

D

E=时线性范围最宽!检测限最低"表
=

#!故最终

选用
OO;99&R1

浓度为
#'"k="

E*

C%&

'

D

E=

%

表
$

!

,,BDD;F(

用量的优化

,&';3$

!

"

0

2*9*O&2*.1.4253,,BDD;F(:/&

+

3

@%71072362:%7%[OO;99&R1

+"

C%&

'

D

E=

#

D:7063367

L

0

+"

C

L

'

D

E=

#

@%330&62:%7

1%0[[:1:072

DFQ

+"

C

L

'

D

E=

#

@6&:X362:%7

1M3\0

='"k="

E*

#

#

!G "'AA=" "'+"

'

!

[

VG'="-W.*'+=

.'"k="

E*

='.

#

## "'A-+A "'.!

'

!

[

VG'+=-WG"'##

#'"k="

E*

"'#

#

*A "'AA#= "'"=+

'

!

[

V=.'-=-W**'"+

!'"k="

E*

"'#

#

!G "'AA.+ "'"A

'

!

[

V=+'"A-W**'.*

".G
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图
$?

!

黄连素的标准工作曲线

)*

+

%$?

!

,53(&;*'8&2*.1(:8X3.4M38'38*13&(5*3X37

'

6

25*/9325.7

#

!

标准工作曲线

!!

在最优条件下!测定并制作黄连素的标准工作曲线"图

=.

#%以黄连素的浓度"

-

!

C

L

'

D

E=

#为横坐标!体系恢复前

后的荧光变化量"

'

!

[

#为纵坐标绘制工作曲线!得到的线性

回归方程为(

'

!

[

V=.'G+-W**'#"

!

HV"'AA-.

!线性区间为

"'#

#

*A'"C

L

'

D

E=

!检测限为
=+'"

!

L

'

D

E=

%

!

!

干扰物质的考察

!!

对黄连素检测常见共存或干扰物质的影响进行了考察

"表
.

#!结果表明在允许误差""

+U

#内!常见的金属离子$无

机酸根离子$氨基酸$糖类对本法的测定基本无影响!某些

表面活性剂和蛋白对本方法测定稍有影响!但都在允许的误

差范围内%

表
?

!

干扰物的考察

,&';3?

!

,.;38&1(3.44.83*

+

1/:'/2&1(3

共存物质 浓度+"

C%&

'

D

E=

# 相对误差+
U

共存物质 浓度+"

C%&

'

D

E=

# 相对误差+
U

(6

W

!'#k="

E#

E!'+ (F

E

#

='"k="

E#

E.'.

P

W
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E

#'Gk="
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.W
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#'.k="
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E+'" /Q/
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E!'-

Z6

.W
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E+'* /QZ/
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E*
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;7

.W

.'-k="

E!

E!'* OK007,G"
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9

L

W
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E#

#'- /M13%40

.'.k="

E!

!'=

f7

.W

!'#k="
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E#'G a&M1%40

!'.k="

E!

='+

@8

W
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E#

#'. Q,D612%40

!'=k="

E!

E#'=

RX

.W

!'Gk="

E!

!'A a&

5

103:7

.'.k="

E!

.'G

9&

#W

!'Gk="

E!

E.'- O<30%7:70

#'.k="

E!

='*

B0

#W

+'Gk="

E#

#'= ;02<:%7:70

+'=k="

E+

E='=

T

L

.W

G'Ak="

E!

!'= T:42:8:70

!'Gk="

E+

!'.

B

E

.'#k="

E#

E#'A D0M1:70

.'#k="

E!

!'+

/F

.

!

+'#k="

E!

E.'" R3%&:70

.'Gk="

E+

E.'-

RF

#E

!

='Gk="

E!

#'* TMC67403MC6&XMC:7

*'*k="

E*

!'=

Y

E

#'+k="

E#

!'-

9

,

L

&%XM&:7

-'#k="

E*

E#'A

Z3

E

.'Gk="

E#

E!'=

Z/9

"

.'!k="

E*

E.'"

!

注(表中带,

"

-的共存物质浓度单位为,

C

L

'

CD

E=

-

+

!

样品检测

!!

将本法应用于药片中小檗碱含量的测定!并与文献报道

的分光光度法)

=*

*进行比较"表
#

#%样品处理方法参照文

献)

=*

*

(取盐酸小檗碱片
="

片!如为糖衣片!则除去糖衣后!

精密称定$研细!精密称取细粉适量"约相当于盐酸小檗碱

#"C

L

#!置
=""CD

量瓶中!加水适量!超声溶解后加水至刻

度!摇匀$滤过$弃去初滤液!精密量取续滤液
!'"CD

于另

一
=""CD

量瓶中!加水至刻度!摇匀%两种方法的检测结果

表
C

!

实际样品检测结果

,&';3C

!

D1&;

6

2*(&;83/:;2/.4&(2:&;/&9

0

;3/

Z03X03:70

T

5

83%1<&%3:80O6X&024

@%72072%[Z03X03:70

+"

C

L

'

D

E=

#

?/Q

"

&V*

#

@%72072 R304072C02<%8 &:20362M30C02<%8 R304072C02<%8 /2678638C02<%8

= = ='"# "'A- #'** #'+A

. A G'A+ G'-! ='#+ .'G=

# =! =#'.- =!'-* #'-. .'.!

=.G
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基本一致!但紫外分光光度法的线性范围小于本法%

*

!

结
!

论

!!

利用血卟啉单甲醚对红区荧光化合物阳离子铝酞菁的荧

光高 效 猝 灭 作 用!构 建 以 结 构 匹 配 的
O;;99&R1

和

T;;S

组成的缔合物为红区荧光探针!通过理论上对药物

的结构分析及实际的筛选实验!发现盐酸小檗碱可以使
OO,

;99&R1,T;;S

缔合物探针的荧光显著恢复%荧光响应具

有特异性和良好的线性关系!且对药品中常见的金属离子$

糖类$蛋白等分子均具有较强的抗干扰能力%据此建立了操

作简便$灵敏度高$浓度范围广$具有实际应用价值的黄连

素荧光增强定量分析新方法!开拓了酞菁红色荧光探针在药

物分析领域的应用%
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