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氯化血红素的催化荧光测定
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许金钩 黄贤智 陈国珍
(厦门大学化学来)

摘 要 在碱性溶液中氮化血红素转化为高铁血红素
,

后者可催化过氧化氢氧化荧光供氢体

反应
,

据此建立了氯化血红素的荧光测定方法
。

对测定条件包括缓冲溶液类型
、

酸度
、

荧光供

氢体类型及过氧化氢和荧光供氢体的加入量等进行了考察
,

在 。~ 3
.

52 陀 / L 范围内
,

测定氛

化血红素的工作曲线为 y 二 9
.

62 + 94
.

36x
,

线性相关系数为 0
.

99 92
,

相对标准偏差为 5
.

8 %
,

检测限为 0
.

01 雌/ L
.

另外
,

通过考察十六烷基三甲荃澳化按的影响
,

证明该试剂可作为荧光

反应的有效终止剂
。

本文结果为将氛化血红素发展为免疫分析的标记物提供了直接根据
。

关键词 氯化血红素
,

荧光分析
,

胶束

1 引 言

作为免疫分析主流的酶免疫分析的一个固有缺点恰在于酶标记物本身
。

酶巨大的分子量

不仅不利于抗原抗体充分反应且使标记过程复杂化
。

采用模拟酶则有助于克服这些缺点
,

目前

以辣根过氧化物酶 (H R P )的模拟酶研究最多
〔, 一书, 。

然而人们早就注意到辣根过氧化酶的辅基
-

氯化血红素 (H e m in) 可以象 H R P 一样催化鲁米诺的化学发光反应
〔5 , 并已用于化学发光免疫

分析中
〔幻 。

最近
,

Z h a n g 等
〔7〕
报道经化高铁血红素催化活性明显高于比较的 H R P 模拟酶

,

以单

位重量计算
,

活性 比 H R P 高 40 0 倍
。

由于 H e m in 在碱性溶液中即转化为轻化高铁血红素
,

后

者催化 H
:
0

:

氧化荧光供氢体 (该反应 中的氢提供者
,

产物为荧光物质)
,

本文据此建立了荧光

测定 H e m in 的方法
,

为将 H e m in 发展为荧光测定的标记物 提供了直接依据
。

2 实验部分

2
.

1 仪器与试剂

岛津 R F
一

5 0 。。荧光分光光度计
,

贝克曼 D U
一

7 紫外可见分光光度计
。

氯化血红素 (H em in )( 生化试剂
,

中国科学院上海生化所产品 )溶于稀碱中
,

用水稀释
,

贮

于冰箱中(4 ℃ )
,

临用前稀释至 40 拜m ol / L 贮于冰浴中
; H

Z
O

:
(A R

,

) 30 %
,

上海桃浦化工厂 )
,

临用前稀释
,

贮于冰浴中
; 对轻基苯丙酸 (H PPA

,

T C I
一

G R
,

东京化成 )
、

对轻基苯乙酸 (H PA A
.

T C I
一

G R
,

东京化成 )和高香草酸 (H V A
,

生化试剂
,

E
.

M e r e k )均用水配成 7 5 m m o l/ L
,

使用时

贮于冰浴 中
; 澳化十六烷基三甲基按 (C T MA B

,

化学纯
,

上海 化学试剂公司 )
,

使用前经重结

晶
。

其余试剂未注明的均为市售分析纯
,

H
Z
O 为经石英亚沸蒸馏的二次去离子水

。

2
.

2 实验方法

2
.

2
.

1 缓冲溶液的比较 于 1 。m 石英液池中依次加入 0
.

1 m ol / L p H 10
.

0 的缓冲溶液 2
.

75

m L
、

0
.

0 3 %的 H
Z
O

Z
1 0 0 拼L

,

7 5 m m o l/ L 的 H PPA 1 0 0 拜L 和 4 0 拼m o l/ L 的 H e m in 5 0 拼L
,

混匀

1 9 96 一 0 2
一 1 0 收稿 ; 19 9 6 一0 6 一 2 4 接受

。
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后
,

立即记录 F
一
t 曲线

。

最大激发 /发射波长 (凡
二

/人
m
)为 32 5

.

6 / 4 0 0
.

8 n m
。

2
.

2
.

2 实验条件的优化 按以上步骤分别改变 N H
4

CI
一

N H
;
O H 缓冲溶液的 p H 值

、

H
Z
O

:

的

浓度
、

荧光供氢体类型和加入量及 H PPA 的加入量 (加入量改变后
,

调节缓冲溶液体积使反应

液总体积保持 3
.

0 m L )
,

记录 F
一
t 时

,

H PPA
、

H PA A 和 H V A 的 人
:

/ 凡
。

分别为 3 25
.

6/ 4 01
.

6

n m
、

3 2 4
.

8 / 3 9 9
.

2 n m 和 3 2 6
.

4 / 4 2 7
.

8 n m
。

在不 同酸 度下应 事先调 凡
二

/ 凡
m
(如 H PPA

,

人
m
=

4 0 0
.

8 n m
,

人
二

则依酸度不同可由 2 9 8
.

4 n m
、

3 2 0
.

8 n m 而变为 3 2 5
.

6 n m )
。

2
.

2
.

3 C TM A B 的作用 取 1
.

0 又 10
一

,
m o l/ L 的 C T M A B 溶液

,

用最终含量为 0
.

1 m o l/ L 的

N H
4

C I和适量 的氨水调至 p H 1 0
.

0
,

或于 0
.

1 m o l/ L 的 N H
4

C I
一

N H
4

OH (pH 1 0
.

0 )的缓冲溶液

中加入固体 C T MA B 至饱和
。

取以上两溶液代替原缓冲溶液用优化后的条件 (见文 中)按以上

步骤进行实验
。

实验 中未注 明时
,

荧光的入射 /发射 狭缝 E X / E M 一 3
.

0八
.

5 n m
,

波长扫 描速度 为 1 00
n m / m in

,

灵敏度置 H IG H
,

分光光度计的波长扫描速度为 600
n m / m in

,

测量于室温进行
。

3 结果与讨论

3
.

1 缓冲溶液比较

分别以 20 “L 和 5 0 拜L H e m in 对缓冲溶液进行了比较
,

结果如图 1 所示
,

在不同的缓冲溶

液中
,

H e m in 的催化活性差别很大
。

Z ha n g 等
〔, ,
也指

出
,

轻化高铁血红素和 H R P 一样
,

催化活性可被氮

配体增强
,

对 H R P 而言
,

采用含氮的缓冲溶液如磷

酸毗咯
、

氨水或咪哇可大大延伸 H R 户的最优 p H 范

围
,

F r记or ic h 〔, ,
推测这与氮原子和酶

一

底物复合物中

铁原子的配位结合有关
。

我们在前文
〔”
中在比较几

种缓冲溶液对 H R P 催化 氧化 荧光反应的影响 时
,

曾注意到 T ri s 一

H CI 效 果最好
,

在本文 中也可 以看

出
,

含 有氮原 子 的 T ri s 一 HCI 优于 磷 酸盐
,

却不 如

N H
;

C I
一

N H
;

O H 体系
。

3
.

2 实验条件的优化

首先按正交表 L 。
(4

’
)粗略地考察了供氢体

、

pH

值
、

H
Z
O

Z

和 H e m in 加入量的影 响
,

结 果表明
,

供氢

体之间差别显著
。

H
Z
O

Z

和 H e m in 量增加
、

pH 提高

均使反应速率增加
,

据此又逐一考察了每一因素的

影响
。

3
.

2
.

1 酸度 在 pH 一 7
.

47 一 n
.

00 范围内反应

速 率 随 p H 的升高而增加 (pH > n
.

00 时 N H
。

溢
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图 l 缓冲溶液类型对 H 。 n 川、 ‘

!教化反 应的

影响比较
F ig

.

1 C o m p a r is o n o f e ffe e t o f diffe r e n t

b u ffe r s o n t h e h e m in
一e a ta lyz e d r e a e tio n (t he

re a e tio n r a te s o f 5 0 户L h e m in a r e a lw a y s

b ig g e r th a n th o s e o f 2 0 拜L in a ll e a s e s )

一 0
.

1 m o l/ L N H
一
O H 卜 一 0

.

1 m o l/ L T
r is 一H C I

;

一 0
.

1 m o l/ L N a ZH PO ; 一N a H ZPO
4

出)
,

在 pH > 10
.

0 以后变化趋缓
,

如图 2 所示
,

在整个 p H 范围内
,

反应速率与反应平衡后的荧

光强 度基本保持同步
,

这与前文
〔, ,
中 H R P 的情况有别

,

后者随 pH 升高平衡后产物的荧光强

度提高而反应速率渐降一意味着酶活性降低
。

H e m in 在高 p H 值时活力更大的性质使它与产

物荧光不存在 pH 不匹配问题
,

成为较 H R P 的一个突出优点
。

实验选择 p H 为 10
.

0
。

3
.

2
.

Z H
:
0

:

用最 在考察的范围内 (2 一 24 拼L
,

间隔 2 拼L )
,

H
Z
O

:

一直使反应速率增加
,

但在

1 8 拼L 后
,

平衡后的荧光强度不再增加 (此时反应可快速平衡 )
,

实验选择 20 拜L
,

即 H
Z
O

Z

的浓
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度为 0.

3
.

2
.

3

0 6 0 %
。

H P PA 加人 t 由于此时反应 已可快

、Jb

. (

艺

0六UO0
归九0

乃�、1, .几

一的
\
‘-.-o---妇u。

侨侧�侧以
速平衡

,

采用平衡后的荧光强度为量度
,

在 50

一 3 5 0 拜L ( 间隔 5 0 胖L )范 围 内
,

H PPA 在 2 0 0

拌L 后
,

荧光强度 已趋 向稳定
,

实 验选择了 2 50

拜L
。

3
.

2
.

4 供氢体类型 分别 以 1 0 拼L 和 50 拌L

两种 用量 进行 比较
,

平衡 后荧光强度 顺序为

H PPA > H PA A > H V A
,

空白大小顺序为 H V A

> H PPA > H PA A
,

综合比较
,

选择了 H PPA
。

3
.

3 H e m i n 王作曲线

按选择的实验 条件测定 了 H e m in
,

在 o一

so o F

奋 5 0

1 0 1 1

图 2

影响
F ig

.

2

pH 对反应速率 ( a )和产物荧光强度 (b ) 的

E ffe
e t o f PH o n th e r e a e t io n r a t e ( a ) a n d

n u o r e s e e n e e in t e n s i ty ( b )

3
.

5 2 拼g / L 范围内
,

线性方程为 y 一 9
.

62 + 94
.

36 x
,

线性相关系数
r
~ 。

.

99 92
,

相对标准偏差

(以 1
.

7 6 拼g / L 为样品 n 次测定结果 ) R S D 一 5
.

8 %
,

检测限按空 白的标准偏差 (6 个实验点 )

除以线性方程斜率为 L O D 一 0
.

01 拼g / L (相 当于 1
.

7 又 1『
” m ol / L )

。

3. 4 C T M A B 作用及机理

由前文
〔幻 已知

,

C T M A B 胶束对 H R P 催化氧化 H PPA 荧光反应的增敏作用在于 CT M A B

�

狱岌

胶束与产物荧光分子的相互结合
,

H e m in 的催

化氧化产物与 H R P 完全相 同
,

似应有同样 的

增 敏作 用
,

然而
,

由 C T M A B 对 H P PA 催化反

应不同阶段的影响可知
,

C T M A B 在使产物 荧

光增敏的同时完全抑制了反应的进行
。

为弄清

C T M A G B 抑制反应的原 因
,

又做了如下实验
:

如图 3 所示
,

将 H e m in 在不同溶液 中的吸

收光谱进行对照
,

C T M A B 的存在使 H e m in 的

吸收光谱发生红移
,

在碱性 的 N H
;

Cl
一

N H
‘
OH

中
,

红移更趋显著
,

且伴随吸光度增加
。

导致吸

收光谱红移及吸光度增加是吸光物质增溶至胶

束 的典 型 现 象
。

已 知 H PPA 本 身并 不 与

C T M A B 发生明显作用
〔” ,

由此可以推论
,

由于

H e m in 被 c T M A B 增溶至胶束
,

使其与胶束外

部水溶液 中的 H PPA 分子相隔离
,

故使反应难

以进行
。

0.
澳厂翁尸讨厂弓

。

孟/
n m

图 3 H e m in 在 H : O
、

C T M A B
、

N H
;

C I
一

N H
;

OH 和

N H
.

C I
一N H

:

O H + CT M A B 中的吸收曲线
Fig

.

3 A bs o rPt io n e u r v e s o f h e m in in H
Z

O ( 1 )
.

CT M A B ( 2 )
, N H

一

C I
一N H

;

OH ( 3 ) a n d N H
4

CI
-

N H ; O H + C T M A B ( 4 )

在酶免疫分析中常需加入反应终止剂以便终点测定
。

C T MA B 的上述特性使之可作为反

应优良的终止剂
,

成为 H e m in 用于免疫分析的又一有利条件
。
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