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介质环境对辣根过氧化物酶催化荧光反应体系的影响
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摘要 探讨了缓冲溶液
、

溶剂和表面活性剂对对经基苯丙酸一过氧化氢一辣根过氧化物酶反应 体

系反应平衡及产物荧光性质的影响
,

表明二聚体荧光产物在溶液中存在酸碱平衡
,

用荧光滴定 法

求得其酸离解常数 p Ka 、 8
.

3
.

碱式产物的荧光强于酸式
.

碱性环境使酶活性降低
,

反应平衡时间

延 长 阳离子胶束澳化十六烷基三 甲按 (C T M A B) 和氯化十六烷基 三甲铰 (C T M A C) 对该休系兼

有催化和增敏作用
,

据此提出一种更为灵敏的测定辣根过氧化物酶的方法
.

关键词 介质环境
,

辣根过氧化物酶
,

对轻基苯丙酸
,

催化 荧光反应

辣根过氧化物酶 (H R P) 催化氧化荧光反应在环境检测和生化分析中占有重要地位
,

广

泛应用于大气和海洋中 H Zo :
的测定【’}

,

也是提高酶免疫分析灵敏度的荧光酶免疫分析的依

据12]
.

此外
,

活体细胞作用伴随产生的活性氧也常用该反应测定囚
,

而且通过与能生成 H ZO Z

的各类反应尤其是氧化酶的催化氧化反应偶联可以间接测定大量 的生化物质 [’].

目前己经发现并应用于实际测定的 H R P 催化氧化生荧物质 已有数种
,

以对经基苯丙酸

(H PP A )为代表的对位取代酚类化合物因其灵敏稳定等优点应用最广
,

但是 pH 不匹配问题

限制 了该类物质的应用 [51
.

由于 H R P 在 中性环境 中活力最 大
,

荧光产物在强碱中荧光最

强
,

为获取最高灵敏度
,

常需反应和测定分别进行叹

为探求解决 p H 不匹配问题及进一步提高测定灵敏度的途径
,

详细研究了缓冲溶液
、

有

机溶剂及表面活性剂对 H PPA 一H ZO Z一H R P 反应平衡和产物荧光性质的影响及规律
,

最后

提出一种克服 p H 不匹配问题的方法及更灵敏地测定 H R P 的方式
.

1 实验

1
.

1 仪器

S h im a d z u R F一5 0 0 0 荧光分光光度计
.

L Z 试剂

H R P (E C 1
.

1 1
.

1
.

7
,

R z = 3
.

0
,

> 2 5 oxU / m g )购 自北京华美生物工程公司
.

H Pp A (保

证试剂 )和对经基苯乙酸 (H P A A ) (保证试 剂)购 自上海东京化成寄售部
.

高香草酸 (H V A )

性化试剂 ) 系 M er ck 产品
.

H ZO :

(A
.

R
.

30 % )系上海桃浦化工厂产品
.

有机溶剂及试剂为市

售分析纯
,

表面活性剂及 刀一环糊精 (方一C O )为市售化学纯
.

实验用水为石英亚沸蒸馏的二

次去离子水
.
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.
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L 3 实验方法

]
.

3
.

1 缓冲溶液的影响 于 卜
c m 带塞石英液池中

,

依次加人缓冲溶液 2. 6 m L
,

0. 7 2 5I U /

n : L H R p s(),‘L
,

7
.

s m m o l
·

L 一’H p p A 2 0 0 1之L
,

0
.

0 3 % H Zo : 10 0尸L
,

上 下摇 匀
,

按选定的最

大激发
、

发射波长 (人
、
/ 人砂记录荧光动力学曲线 (F-- l), 并测定平衡后溶液的激发

、

发射

光 i普
.

1
.

3
.

2 溶剂的影 响 以 o
.

lm ol
·

L
一 , T rl s一H C I(p H 7

.

4) 为缓冲溶液
,

按上述方法得到平衡

后的反应液
,

取反应液 }
.

om L 与 】
.

o m L 溶剂混匀
,

测定激发
、

发射光谱
.

1
.

3
.

3 表面 活性剂的影响 取 2 00ll L 表面活性剂溶液 (浓度 见表 2) 与 2
.

4 m L 0
.

lm ol
·

L
一 ,

T r ls 一H C I(P H 7
.

4) 缓冲溶液混合
,

按同样方法记录 F--
l 曲线及平衡液的激发

、

发射光谱
.

1
.

3
.

4 H R P 坝lJ定 于 l一e n 飞带塞石英液池中依次加人 2
.

sm L o
.

lm o l
·

L
一 , (p H 7

.

4 )T r is一H e l

缓 冲 溶 液
,

2 0 0 1‘L ()
.

O ln : 0 1
·

L
一 , e T M A B

,

不 同 体 积 的 0
.

7 2 5 Iu / m L H R P
,

2 0 0 1‘L

3 7
.

SIn rn o l
·

L
一 , H p p A

,

1 0 0 ,‘L 0
.

0 3 % H Z O Z,

上下摇匀
,

待反 应平衡后 (约 sm in )
,

记录

只
c 、

/ 元
e , 1,
二 3 3 3 / 4 2 In m 的荧光强度

·

实验时
,

仪器人射
、

发射狭缝均为 3ll m
,

时间和波长扫描均选
‘

F A ST’’
,

灵敏度 置
“

H IG H
” ,

水浴温度为 2 5士 0
.

5 七
.

2 结果与讨论

2
.

1 平衡液的激发
、

发射光谱

从 H P PA一H ZO Z一H R P 体系反应平衡液的荧光激发
、

发射光谱 (图 ! )可知
,

溶液中存在

�”�nU0 0008 00
一b42

阴侧絮职常卑

两个荧 光物 质
,

经对 照实验 核 实
, a 是 反应 物

H PPA
,

b 是反应产物
.

H PPA 和其它对位取代酚类化合物如 H V A
,

H PA A 等
,

在此反应体系中一直被认 为是 非荧 光

物质【’
,

07]
、

G u il b a u lt 等 ! 7 }最初研究该体系是采用滤

光片式荧光计
,

具有更短发射波长的反应物的荧 龙

无法检测
.

M a tsu m o to 等 [8] 及以后的研究者采用的

强碱环境中测量荧光的方法使 H PPA 的荧光严重

碎 灭
.

我们 的实验表 明
,

在 0
.

1m ol
·

L
一 , N a o H

中
,

H PPA 的荧光 已完全碎灭
.

实际上 H PA A 和

H PP A 已被确认是荧光物质19]
.

我们 的结果是
: 在

上 述介质 中
,

H PPA 及其氧化产物 的最 大激 发
、

O ‘‘白‘se J一
~

竺、- 、日七之‘一
,

习匕斗一 J一一习‘二日处、」

2 0 0 2 6 0 3 0 1呢 8 0 3 6 0 4 4 0 5 2 0

2 4 0 2 8 0 3 2 0 4 0 0 4 8 0

人 I n .

图一 0
.

1 m o l
·

L ’T , 一、一H (
’

l缓 冲洛液

(pH 7
.

4) 中
,

H PPA 一H ZO Z一H R P 反应

平衡液的激发
、

发射光谱

a 一于I P P八二 b 反应 产物

发射波长分别是 28 4 / 3 10 n m 和 2 9()
/

4 0 6 n m
,

H V A 是 2 7 0 / 3 O0 n m 和 3 1 5 / 4 3 0 n m
,

H PA A 是 2 8 4 / 3 10 n m 和 3 0 0 / 4 0 5 n rn
.

2
.

2 缓冲溶液对反应平衡及产物荧光的影响

比较了 p H 7
.

4 的 0
.

1m o l
·

L 一 ’K H Z p O 4一K Z H p O 4 ,

0
.

l m o l
·

L
一 , 硼砂一 lm o l

·

L
一 , H e l和

0
.

! m o]
·

L
一‘

Tr is一H cl 三种缓冲溶液对反应速率及产物荧光强度的影响
,

结果是 Tr is一H c]

给出最大的反应速率和产物荧光强度
.

考察了 0
.

05 一 0
.

25 m ol
·

L
一 , T r is一H cl 在 p H 7

.

0 一 9
.

5 范 围内对平衡时间及产物荧光的

影响
,

结果是 0
.

1o m 。l
·

L
一’T r is一H e l效果最好

.
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2 5 0
.

选取 0
.

1o m o l
·

L
一 , T r is一H e l考察 p H
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对反应平衡及产物荧光强度的影响
,

如图 2 所示
.

1.卜l‘.Ise
.

I,l卜11!
eeee卜!!lllwerl!

l8

1 6

l4

5 0 0

4 0 0

U一日/妇02
.二,且

000000000 00000765432
1盈

娜嵌来取仁架

、夕护产、
.

‘
,

\

一加

O L一一二一一一‘一一J 一一一儿一 4

7
.

0 0 7
.

5 0 8
.

0 0 8
.

5 0 9
.

0 0 9
.

5 0

P H

图 2 酸度对反应平衡及产物荧光强度的影响
-

一平衡时间 ; . 一惬处光强度

p H 升高
,

平衡时间变长
,

说明 H R P 的活性

降低 ; 产物荧光强度提高
,

说明产物在碱性介

质中荧光更强
.

以上即说明了该体系的 p H 不

匹配问题以及反应
、

测定分立进行的道理
.

我们进 一步研究了荧光产物的酸碱性质
,

图 3 给 出了 0
.

lm o l
·

L
一 , T r is一H e l (pH 7

.

4 )

中平衡液的激发光谱以及强酸
、

强碱加人后两

3 0 0

2 0 0

1 0 0

阴朱侧取粉卑

0 ‘山2 二〔‘一上~ 一

2 0 0 2 4 0 2 8 0

孟 / n .

呼 !
吕 、 }

3 2 0 3 6 0

图 3 产物的激发光谱 恤
e。 二 4 0 6 n m )

l一 。拜L lm o 一 L
一 1 H e 一; 2一 1〕H 7

.

4二

3弓 0 0拜L lm o l
·

L
一吐 N a o H

种极端条件下的激发光谱
,

可见平衡液中荧光产物 的 3 2 5 n m 激发峰在强酸中消失
,

2 9 9 n m

000000000006 00
工工Jd
�

,J2
.1

侧翻裂职七架

0 2 4 6 8 10 1 2 1 4

P H

图 4 荧光 产物的滴定曲线

(人
、

/ 凡m 二 3 2 5 / 4O 6 n m )

激发 峰在强碱中消失
,

同时 32 5 n m 峰显著升高
.

因此
,

3 2 5 n m 峰对应 产物 的离子型 B
,

2 9 9 n m 峰

对应产物的质子型 A
.

无论在 2 9 9 n m 或 3 2 5 n m 激

发
,

荧光峰均为 4 06 n m
,

说明激发 品种无论是 A

或 B
,

发射荧光的品种仅有 B
‘ ,

因而存在激发态

的酸解离
.

图 4 给出了在 3 2 5 n m 激发
,

产物荧光强度随

p H 的变化
,

因激发的唯一品种是 B
,

该 曲线表示

了 B 的滴定曲线
,

拐点相当于产物的酸离解常数

pKa
,

其值约为 8
.

3
.

H R p 一H Z O Z一H p p A 反应如下 l’] :

( C H , ) , C O , R O H

2 ·

卜仁卜
( 。·2 ) 2。。2 ·

一
H R P

~

-
一门户卜 一 2 “2 0

( C “沙 2 C 0 2 皿

不考虑距苯环较远的 C O ZH 的影响
,

( C H a ) Z C 0 z H O H

O H

产物的酸碱平衡如下式
:

( C H z ) 2 C 0 2 H 0 -

( C H Z ) 2 C 0 2 H
( C R Z ) Z C O Z H
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O H 为给电子基
,

处于激发态时
,

O H 与苯环的共扼程度增加
,

使 O H 的酸性大大增强{’“l,

因而发生激发态的酸离解
,

使荧光品种仅有 B
‘ .

2. 3 有机溶剂对产物荧光性质的影响

表 1 给出
一

r 数种有机溶剂对产物荧光的影响及与 H ZO 的对照
.

可见从水
、

甲醇
、

乙醇

到异丙醇
,

又
cx !

和人
x Z

均有所红移
,

对应的荧光强度递增
,

而 32 5n m 的激发强度 (峰位置不

受溶剂影响)则递降
.

另外
,

丙酮强烈碎灭产物荧光
.

表 I 溶剂对荧光激发光谱的影晌

溶溶 剂剂 乙 改 lll
FFF 人 e卜卜

凡凡 凡
2 , n mmm

水水水 2 5 ()
.

888 3 7 333 29 9
.

000 3 8 999 2 1222

甲甲 醇醇 2 52 000 4 9 444 30 1
.

666 4 9 000 1 1555

乙乙 醇醇 2 53
.

000 5 8 222 3 0 2
.

000 5 7 333 10 222

异异丙醇醇 2 53 444 6 1222 30 4
.

000 6 1000 8 555

异异丁醇
‘‘

2 5 1
.

666 5 9 555 30 1
.

())) 6 3 555 2 8 555

异异戊醇
’’

2 5 1
.

666 4 5 333 30 0
.

888 5 5 555 2 1000

乙乙 睛睛 2 5 1
.

666 4 7 888 30 1
.

999 5 5 777 1 1000

丙丙三醇
‘‘

2 5 2
.

555 3 8 000 30 1
.

888 4 6 555 2 6 888

甲甲 醛醛 2 5 1
.

666 3 4 888 29 9
.

000 3 9 444 l444

乙乙酸乙酷
‘ ’’

2 5 4
.

000 2 6 777 29 9
一

OOO 3 8 000 2 000

乙乙 醚醚 2 5 1
.

000 2 5 333 30 0
.

222 3 1000 l000

丙丙 酮酮酮酮酮酮 IOOO

*

溶液分层 ; * *

人
m 一 4 o o n m

,

且溶液分层

由于水和醇类溶剂都可与产物形成分子间氢键
,

这些溶剂的影响难以用描述一般溶剂效

应的 Li p pe rt 方程解释
,

但从形成氢键能力和溶剂极性相对大小的角度就可以理解
.

芳环上

O H 的孤对电子与芳环之间的激发态荷移作用 (共扼程度增加 )会部分地受到氢键抑制
,

在

较弱的氢键供体溶剂中
,

这种抑制作用降低
,

从而有利于荷移
,

因而出现了质子化产物 A

的激发峰红移和强度提高
.

离子型 B 的激发峰强度下降可归因于溶剂极性对产物酸碱平衡的

作用
,

极性较强的溶剂 (如 H ZO )有利于产物的酸解
,

使 B 的相对浓度增高
,

而在异丙醇

中
,

则呈相反的结果
.

将未加人丙酮的激发光谱除 以加人丙酮的 (但未完全拌灭)激发光谱
,

得到一峰形图
,

其位置恰与丙酮的吸收峰重叠
,

说明丙酮的吸收导致了荧光拌灭
.

2. 4 表面活性剂对反应速率及产物荧光的影响

如表 2 所示
,

阳离子胶束影响显著
,

其中 C PB (氯化十六烷基毗陡 )和 D T PB (澳化十

二烷基三苯基磷)表现为抑制和碎灭作用
,

C T M A B 和 C T M A C 则为催化和增敏作用
.

阴离

子胶束
、

非离子胶束及 刀一C D 无显著影响
.

表 2 有序介质对乓应速率及产物荧光强度的影晌

反反反应速率 (△厂 / m ln))) F
e 二

柳,, F 勺
, 一 , Zs n。。

HHH 2 000 1
.

000 34DDD 16 000

SSS D s(2 又 10
一 Z m o l

·

L
一 I))) 0

.

999 3 3 555 15 555

SSS L S(z 义 10
一2 一n o l

·

L
一1 ))) 0

.

888 3 3 000 15 222

TTT ~
n 一2 0 (0

.

5 % ))) l
‘

000 3 2 000 14 000

TTT ~
n一8 0 (o刀3 6 % ))) l 000 3 1000 13 000

TTT r一to n X 一 10 0 (0 2 % )
‘‘

1
.

111 3 2 000 1 1000

刀刀{ o (l义 10
一 Zm o l

·

L
一 ’))) 1

.

111 3 3 000 14 000

PPPE G 4 0 0 (0 名% ))) 0 7
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(续表 2)

反应速率 (A厂/ m ln)

O八
)巧。卫挑066PE G 6 0 0 0 (0

.

8 % )

C p B (一又 xo
一3 m o l

·

L
一 l )

D T PB (l x ] o
一Zm o l

·

L
一 l )

CT M A B (l义 10
一 3 m o l

·

x厂l )

C T M A C (5 火 10
一 , In o l

·

L
一 I ) :;{

3 8 7

3 7 ()

-八曰l
了匀4

:

l八U八U
,二气乙

*

于凡
、二 245 n m

,

2 8 9 n m 处有很强的激发峰
,

致使产物荧光峰畸变
.

使两 F 值无实际意义
,

故略去
、

胶束的最重要性质是其增溶作用和静电作用【’”}
.

由于离子型荧光产物 B 与 阳离 子胶束带

有相反的电荷
,

在胶束界面电场作用下
,

B 被吸引至胶束表面 (或增溶至 内部)
,

从而显现胶

束的作用
.

阴离子胶束和非离子胶束与 B 带有同性 电荷或不带电荷
,

而无明显作用
.

刀一C D

对此荧光产物无增敏作用
.

我们进一步考察了 C T M A B 的增敏和催化作用
,

表明 C T M A B 的增敏不受介质酸度的

影响
,

但对 A 和 B 两种型态 的荧光产 物的增敏程度 有别
,

即对 B 的增 幅更大
.

另外
,

C T M A B 在 增加 反应速率的同时
,

并未使平衡时 间缩 短
,

通过 计算加人 C T M A B 与否

H p p A 在 反 z立中荧光 降低 的多 少
,

得 出在 0
.

lm o l
·

L
一 , T r is一H e l (p H 7 4 ) 中

,

2 0 0声, L

0
.

ol m ol
·

L
一 , C T M A B 的加人使 H PPA 的转化率由 19

.

2 % 提高到 26
.

1%
,

因此 c T M A B 的

作用是提高了反应的进行程度 (实验表明
,

在上述 C T M A B 存在下
,

H P PA 的荧光性质不受

影响
,

因而可以真实地得出转化率) C T M A B 的增敏作 用可以进一步提高原来分立测定方

式的灵敏度
,

催化作用则可使反应于中性介质中快速平衡
,

使反应速率得以提高
,

这 实际上

部分克服了该体系的 p H 不匹配缺点
,

为使反应和测定一步完成提供了依据
.

实验证明
,

C T M A B 的催化增敏作用同样适用于 H V A 和 H PPA
,

同时还证明 C T M A B

对此类对位取代酚类化合物的催化氧化荧光产物的类似物 2
、

2
‘
一二经基联苯亦表现出增敏荧

光作用
,

因而又为测定此类物质提供了增敏途径
.

1 5 H R P 的测定方法比较

比较 了原始的 z a itsu 法l” ]
、

M a ts u m o t o 等改进的

方法181 及 c T M A B 增敏法
,

结果见图 5
,

显然
,

最后一

种方法最灵敏
.

3 结语

H R P催 化的对位取代酚类化 合物的氧化荧光产物

在水溶液中存在酸碱平衡
,

碱式荧光强于酸式
.

阳离子

0 ‘~ ~ ‘‘. . d 七巴= 」匕二二生

0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0

H R P / 解 L

图 5 三种测定 H R P 方法比较

十
-
亿 a lts u 法 ; △- 侧

a ts u m o to 法 ; 一

胶束法

胶束 C T M A B 和 C T M A C 对该反应具有催 化和增敏作用
.

据此提供了一条解决该反应 p H

不匹配问题 的途径
,

不仅进一步提高了该体系在分析应用上的测定灵敏度
,

而且促进 了快

速
、

连续测定的实现 (如流动注射分析 )
,
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