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铝酞菁磷酸酯用作碱性磷酸酶红区底物的初步研究
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摘要 : 合成了铝酞菁磷酸酯 , 对其荧光性质及作为碱性磷酸酶底物的可行性进行了初步考察. 结

果表明 , 该化合物有望成为一种新型的碱性磷酸酶红区荧光底物.
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碱性磷酸酶的活力检测是临床生化检验的重要项目. 在分子生物学、免疫学、组织化学

和细胞生物学的研究中 , 碱性磷酸酶是一种得到广泛使用的酶标记物. 其底物可分为显色底

物和发光底物两大类. 荧光底物由于灵敏度高、选择性好、适合于显微观察等优点而应用广

泛. 传统的荧光底物有萘酚、伞形酮、吖啶橙、罗丹明的磷酸酯衍生物〔1〕. 其新型荧光底

物的开发也一直受到重视 , 如苯并噻唑衍生物、荧光多肽、2 - (5′- 氯 - 磷酰苯羟基) - 6 -

氯 - 4 (3H)喹啉酮〔2～4〕. 这些底物的发射波长大都在 600nm以下的可见光区. 近几年来 ,

长波发射 (红区和近红外)的荧光化合物由于具有诸多优点而引起人们的极大兴趣〔5〕. 我们

发现弱荧光的四羟基铝酞菁经磷酸化后 , 荧光显著增强 , 且发射在红区 (688 nm) ; 而在碱性

磷酸酶的存在下 , 其荧光明显猝灭.

1　仪器与试剂

　　荧光强度与光谱在 Hitachi 650 - 10s荧光光度计上获得 ; 吸收光谱在 760CRT紫外 - 可

见分光光度计上获得 ; 碱性磷酸酶为 promega产品 ; 所用试剂均为分析纯 , 所用的水为二次

水 (一次去离子 ,一次重蒸) .

2　铝酞菁磷酸酯的合成

　　以 4 - 硝基邻苯二甲酸、尿素、钼酸铵、无水三氯化铝为原料 , 在硝基苯介质中控温

180～190℃反应 6h , 产物经 HCl和 NaOH反复纯化得四硝基铝酞菁 ; 然后以硫化钠水溶液

为还原剂控温 55℃反应 12h , 产物经酸碱纯化后得四氨基铝酞菁 ; 四氨基铝酞菁在硫酸介质

中与 NaNO2进行重氮化反应 (冰浴) , 随后加入水 , 控温 45～50℃浴水解 3h , 产物溶于碱 ,

不溶于酸 , 反复纯化得到四羟基铝酞菁 ; 四羟基铝酞菁与三氯氧磷在吡啶介质中反应 215h

后水解得产物并除去过量的三氯氧磷 , 再通过控制酸度的办法纯化产物 , 真空干燥得终产物

铝酞菁四磷酸酯.

3　羟基铝酞菁铝酞菁和磷酸酯的荧光性质
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　　羟基铝酞菁在酸性介质中无荧光 , 在碱性介质中有弱的荧光 ; 铝酞菁磷酸酯在酸性介质

中发弱的荧光而在碱性介质中荧光显著增强.

4　碱性磷酸酶的存在对铝酞菁磷酸酯荧光性质的影响

　　我们观察到 , 碱性磷酸酶的存在使铝酞菁磷酸酯的荧光明显衰减 , 且随时间延长加剧.

为考察荧光衰减是否确为碱性磷酸酶的酶解作用而非蛋白 - 染料相互作用引起 , 进行了对照

实验. 在相同实验条件下 , 浓度远高于酶 (10 倍以上)的牛血清白蛋白 (BSA)对铝酞菁酯的

荧光几乎没有影响 (见表 1) .

初步研究的结果表明 , 铝酞菁磷酸酯很有希望成为红区发射的碱性磷酸酶的新型底物.

表 1　碱性磷酸酶对铝酞菁磷酸酯荧光的影响

t/ min
碱性磷酸酶/ u·mL - 1

0 016 115

参照 BSA
(9ug·mL - 1)

30 536 410 375 520

90 433 200 177 414

注 : u活力单位
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Abstract : A new derivative of aluminum phthalocyanine , tet ra - substituted phosphated alu2
minum phthalocyanine (AlP4 Pc) , was synthesized and its fluorescence characteristics in the pres2
ence and absence of alkaline phosphatase were investigated. The preliminary results reveal that

AL P4 Pc is a potential fluorescent substrate emitting at red region for alkaline phosphatase.
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