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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
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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（ＡｌＳ４Ｐｃ）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（Ａｌｃｉａｎ　ｂｌｕｅ　８ＧＸ）

对ＡｌＳ４Ｐｃ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ＡｌＳ４Ｐｃ－Ａｌｃｉａｎ　ｂｌｕｅ　８ＧＸ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 ＡｌＳ４Ｐｃ－Ａｌｃｉａｎ　ｂｌｕｅ　８ＧＸ缔合体系的荧光发生不同程度的恢复，重新发出

ＡｌＳ４Ｐｃ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ＡｌＳ４Ｐｃ构成强的竞争结合（Ａｌｃｉａｎ　ｂｌｕｅ　８ＧＸ）的作用，导致ＡｌＳ４Ｐｃ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ｐＨ、反应温度、反应时间、ＡｌＳ４Ｐｃ以及Ａｌｃｉａｎ　ｂｌｕｅ　８ＧＸ的用量等）进行了优
化；在最佳条件下，方法的线性回归方程ｙ＝１．０８ｘ＋５８．６２，工作曲线线性区间为６．０～６００．０ｎｇ·ｍＬ－１，
检测限为５．７ｎｇ·ｍＬ－１；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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引　言

　　金属酞菁化合物（ｐｈｔｈａｌｏｃｙａｎｉｎｅ）是一类具有１８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［１－２］。

四磺基铝酞菁 （ｔｅｔｒａｓｕｌｆｏｎａｔｅｄ　ａｌｕｍｉｎｕｍ　ｐｈｔｈａｌｏｃｙａ－

ｎｉｎｅ，ＡｌＳ４Ｐｃ）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。

ＡｌＳ４Ｐｃ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［３］和阴离子表面活性剂［４］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［５］。其多糖骨架上含有大量硫酸根或磺酸
根（图１）。常见的测定方法包括生物方法［６］、色质联用［７］、分
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图１　肝素的分子结构（片段）

Ｆｉｇ．１　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｈｅｐａｒｉｎ

光光度法［８］、荧光法［９］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ＡｌＳ４Ｐｃ－Ａｌｃｉａｎ　ｂｌｕｅ　８ＧＸ缔合体系中存在肝素，则
由于肝素的强竞争结合作用，ＡｌＳ４Ｐｃ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。

１　实验部分

１．１　仪器

ＬＳ－５５型荧光分光光度计（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ，美国），带恒温
附件和Ｒ９２８红敏光电倍增管；精密天平（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司，德
国）；ＤＣ－３００６低温恒温槽（宁波新芝生物科技股份有限公
司）；ＯＭＮＩ实验室超纯水系统（锐思捷科学仪器有限公司）。

１．２　试剂
四磺基铝酞菁（Ｊ＆Ｋ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）。

Ｂｒｉｔｔｏｎ　Ｒｏｂｉｎｓｏｎ（Ｂ－Ｒ）广泛缓冲液：用浓度均为０．０４
ｍｏｌ·Ｌ－１的磷酸、乙酸、硼酸混合三酸与０．２ｍｏｌ·Ｌ－１的

ＮａＯＨ溶液混合配制。磷酸广范缓冲液：由０．１ｍｏｌ·Ｌ－１盐
酸、１／１５ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钾、１／１５ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸氢二钠

１／１５ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸钠配制而成。四磺基铝酞菁储备液浓度
为１０－３　ｍｏｌ·Ｌ－１，使用前稀释为１０－４　ｍｏｌ·Ｌ－１。

所用试剂均为分析纯，实验用水为高纯水。

１．３　方法
在烧杯中依次加入水、缓冲液和３０μＬ　ＡｌＳ４Ｐｃ（１０

－４

ｍｏｌ·Ｌ－１），混匀后分装到４ｍＬ的塑料离心管，每管中加入

５７μＬ　１０
－４　ｍｏｌ·Ｌ－１的阿利新蓝，终体积为３．０ｍＬ。室温放

置１０ｍｉｎ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Ｉｆ０，加阿利新蓝的溶液荧光强度记为Ｉｆ，猝灭前后
荧光强度的变化量ΔＩｆ以ΔＩｆ＝Ｉｆ０－Ｉｆ计算，荧光猝灭倍数

ｎ＝Ｉｆ０／Ｉｆ。

２　结果与讨论

２．１　ＡｌＳ４Ｐｃ和Ａｌｃｉａｎ　ｂｌｕｅ　８ＧＸ的分子结构与分子光谱性质
四磺基铝酞菁（图２）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。ＡｌＳ４Ｐｃ具有强发
光能力（荧光量子产率达０．３７），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。ＡｌＳ４Ｐｃ
的上述优点，使其可通过分子组装形成缔合物荧光探针。

图２　四磺基铝酞菁的分子结构
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　　阿利新蓝（图３）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Ｃｕ２＋，因而

化合物不发荧光［１０］。ＡｌＳ４Ｐｃ与 Ａｌｃｉａｎ８ＧＸ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（ＡｌＳ４Ｐｃ－Ａｌｃｉｎｅ　８ＧＸ），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ＡｌＳ４Ｐｃ上的磺酸基发生竞争，当肝素

进入Ａｌｃｉａｎ　８ＧＸ－ＡｌＳ４Ｐｃ体系后，将与 ＡｌＳ４Ｐｃ竞争结合 Ａｌ－

ｃｉａｎ　８ＧＸ，从而逐步释放 ＡｌＳ４Ｐｃ，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

４），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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图３　Ａｌｃｉａｎ　ｂｌｕｅ　８ＧＸ的分子结构

Ｆｉｇ．３　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　Ａｌｃｉａｎ　ｂｌｕｅ　８ＧＸ

图４　肝素存在下四磺基铝酞菁－阿利新
蓝体系的荧光激发光谱和发射光谱
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ｉｎｇ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｉｎ　ａ　ｐＨ　７．０ｂｕｆｆｅｒ

Ｔｈｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｈｅｐａｒｉｎ（ｇ，ｇ′ｔｏ　ｂ，ｂ′）ｗｅｒｅ　０，１２０，２４０，３６０，

４８０，ａｎｄ　６００ｎｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．［Ａｌｃｉａｎ　ｂｌｕｅ　８ＧＸ］＝１．９×

１０－６　ｍｏｌ·Ｌ－１．Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ（ａ）ａｎｄ　ｅｍｉｓｓｉｏｎ（ａ′）ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　ＡｌＳ４Ｐｃ
ｉｎ　ｔｈｅ　ａｂｓｅｎｃｅ　ｏｆ　Ａｌｃｉａｎ　ｂｌｕｅ　８ＧＸ　ａｎｄ　ｈｅｐａｒｉｎ　ｗｅｒｅ　ａｌｓｏ　ｐｒｏｖｉｄｅｄ　ｆｏｒ

ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ．λｅｘ＝６１０ｎｍ，λｅｍ＝６８２ｎｍ

　　为进一步探讨反应机理，考察了体系的吸收光谱（图５）。

酞菁化合物的长波吸收带（Ｑ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６７４ｎｍ的峰明显降低。其后，随着肝素的
加入，３４４和６７４ｎｍ处的峰高均出现增高，其中Ｑ带吸收峰
（６７４ｎｍ）峰变化更为明显。阿利新蓝中加入 ＡｌＳ４Ｐｃ后，二
者相互缔合，引起 ＡｌＳ４Ｐｃ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－ＡｌＳ４Ｐｃ缔
合物发生解离，ＡｌＳ４Ｐｃ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［１１］在研究 ＡｌＳ４Ｐｃ－ＡＯ体系与

ＤＮＡ相互作用时也发现了类似现象。

图５　肝素对四磺基铝酞菁－阿利新蓝
紫外－可见吸收光谱的影响
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ａｒｅ　ａｌｓｏ　ｐｒｏｖｉｄｅｄ

　　考察了１３种糖类物质对 ＡｌＳ４Ｐｃ－Ａｌｃｉａｎ　ｂｌｕｅ　８ＧＸ体系
荧光的影响（图６），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ＡｌＳ４Ｐｃ－Ａｌｃｉａｎ　ｂｌｕｅ　８ＧＸ体系发生荧光恢
复的关键。

图６　不同糖类物质对ＡｌＳ４Ｐｃ－Ａｌｃｉａｎ　ｂｌｕｅ　８ＧＸ体系荧光恢复的影响

Ｆｉｇ．６　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｏｆ　ＡｌＳ４Ｐｃ－Ａｌｃｉａｎ　ｂｌｕｅ　８ＧＸ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｅｓｅｎｃｅ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｙｐｅｓ　ｏｆ　ｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ
Ｆｒｏｍ　ｌｅｆｔ　ｔｏ　ｒｉｇｈｔ：ｂｌａｎｋ，ｈｅｐａｒｉｎ，ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ　ｓｕｌｆａｔｅ，ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ　ａｃｉｄ，ｐｕｌｌｕｌａｎ，ｌｅｎｔｉｎａｎ，ｌａｍｉｎａｒａｎ，ｓｔａｒｃｈ，ｍａｌｔｏｓｅ，ｓｕ－
ｃｒｏｓｅ，Ｄ－ｆｒｕｃｔｏｓｅ，α－ｌａｃｔｏｓｅ，ｇｌｕｃｏｓｅ．［ＡｌＳ４Ｐｃ］＝１．５×１０－６　ｍｏｌ·Ｌ－１，［Ａｌｃｉａｎ　ｂｌｕｅ　８ＧＸ］＝３．７５×１０－６　ｍｏｌ·Ｌ－１，［ＨＰ］＝［ＣＳ］＝１．４４

μｇ·Ｌ－１，［ＬＰＳ］＝６μｇ·Ｌ－１，ｔｈｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｏｔｈｅｒ　ｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ　ｉｓ　１２μｇ·Ｌ－１
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２．２　试验条件的优化

２．２．１　缓冲体系
考察了Ｂｒｉｔｔｏｎ　Ｒｏｂｉｎｓｏｎ、磷酸广范缓冲液、ＫＣｌ－ＨＣｌ、

Ｎａ２ＨＰＯ４－Ｃｉｔｒｉｃ　ａｃｉｄ和甘氨酸－盐酸等缓冲体系中阿利新蓝
对ＡｌＳ４Ｐｃ荧光猝灭的影响，发现ｐＨ　８．０和ｐＨ　７．０Ｂ－Ｒ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ｐＨ　７．０在低浓度肝素钠的测
定中效果更好，故选择ｐＨ７．０的Ｂ－Ｒ缓冲液。

２．２．２　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１０

ｍｉｎ后再加肝素钠，反应３０ｍｉｎ后测定体系的荧光强度。

２．２．３　反应温度
考察了０，２５和３７℃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。

２．２．４　ＡｌＳ４ＰＣ和阿利新蓝的用量
考察了ＡｌＳ４ＰＣ浓度为２×１０－７，１０－６，３×１０－６　ｍｏｌ·

Ｌ－１下阿利新蓝的用量，发现 ＡｌＳ４ＰＣ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 ＡｌＳ４ＰＣ 测定区间缩短，效果不佳。综合考虑后选择

ＡｌＳ４ＰＣ为１０－６　ｍｏｌ·Ｌ－１，阿利新蓝为１．９×１０－６　ｍｏｌ·

Ｌ－１。

２．３　工作曲线
在优化条件下，按１．３方法制作肝素测定的工作曲线，

得到线性回归方程ｙ＝１．０８ｘ＋５８．６２，ｒ＝０．９９３　７，线性范围

６．０～６００．０ｎｇ·ｍＬ－１，检测限为５．７ｎｇ·ｍＬ－１。

２．４　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Ｈｇ（Ⅱ），Ａｌ　３＋，Ｆｅ３＋以及阳离子表面活
性剂ＣＴＡＣ，ＣＵＡＢ，ＤＮＡ，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ＥＤ－
ＴＡ或ＮａＦ可以起到很好的掩蔽作用。

２．５　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１）。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１　肝素不同测定方法的比较

Ｔａｂｌｅ　１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｅｐａｒｉｎ

Ｍｅｔｈｏｄ　 Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ／ｍｉｎ　 ＬＯＤ／（ｎｇ·ｍＬ－１） ＲＳＤ／％ Ｌｉｎｅ　ｒａｎｇｅ／（ｎｇ·ｍＬ－１）
共振光散射技术 － ８．４×１０３　 ２．３　 １　０００～２０　０００
罗丹明６Ｇ荧光猝灭法 ２０　 ６．１ － ５０～３　０００

ＡＩＢＮ（２，２’－ａｚｏｉｓｏｂｕｔｙｓｏｎｉｔｒｉｌｅ） － － － ３６０～２　６４０
Ｐｏｌｙｍｅｒ－Ｈ － ９０ － ６３０～５　０００
Ｔｈｉｓ　ｍｅｔｈｏｄ　 ４０　 ５．７　 ２．０　 ６～６００

２．６　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５ｍＬ，加入等体积的
无水乙醇，析出白色絮状沉淀，８　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心４ｍｉｎ，

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１２ｍｇ产物溶于１０

表２　实际样品的分析结果

Ｔａｂｌｅ　２　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｐｒａｃｔｉｃａｌ　ｓａｍｐｌｅｓ

Ｃｏｎｔｅｎｔ／（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｖａｌｕｅｓ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ　 Ｒｅａｌ　ｖａｌｕｅｓ
ＲＳＤ／％

５６．１　 ５８．０ －３．２
２１８．０　 ２３１．９ －６．４
４８３．４　 ４６３．８　 ４．０
６５．２＊ ５８．０　 １１．８
２２６．８＊ ２３１．９ －２．３
４９１．７＊ ４６３．８　 ５．６

　＊Ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｌｙ　ａｖａｉｌａｂｌｅ　ｈｅｐａｒｉｎ　ｉｓ　ｕｓｅｄ　ａｓ　ｓｔａｎｄａｒｄ

ｍＬ水制成标准溶液，于４℃保存。

　　以ＡｌＳ４Ｐｃ－Ａｌｃｉａｎ　ｂｌｕｅ　８ＧＸ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（ｙ＝１．０８ｘ＋６８．５０，

ｒ＝０．９９３　９）。以稀释６２５倍和３　１２５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２）。

３　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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