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摘要
:
首次研究了澳乙锭的化学发光性质

,

发现在强酸性介质中
,
R N A 能增强澳乙锭与高

锰酸钾反应的化学发光强度
.

在 E C
一

K M
n O ; 一 R N A 体系中获得的化学发光强度与 R N A 浓度

在一定范围内成线性关系
,

因此
,

建立了一种测定 R N A 的化学发光分析新方法
.

并用于合

成样品中的 R N A 含量的测定
.

方法的线性范围为 0
.

10 一 10
.

0 拜m / m L
,

检测限为 。
.

06 即g /

m l
,

测定浓度为 3
.

5拌g / m L 的 R N A 溶液 12 次
,

求得相对标准偏差为 3
.

8 % ; 具有较高的精

密度
,

准确度和选择性
.
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1 引 言

核酸是生物体内重要的生物大分子之一
,

在生物体的生长
、

发育
、

繁殖
、

遗传变异

等基本生命过程 中起着重要作用
.

其化学结构是由许多单核昔酸通过 3 ’ ,

5 ’一

磷酸二醋

键依次连接成的线性大分子
.

根据其糖组分的不同
,

可将核酸分为核糖核酸 (R N A )和脱

氧核糖核酸 (D N A )两大类
.

测定核酸的常见方法有紫外光谱法
、

定糖法
、

定磷法和荧光

法等
.

在荧光法中
,

常用澳乙锭 (E t hid iu m B r o m id
,

简称 E B ) 作为荧光探剂 [ , 一3 〕
,

E B 通

过嵌入形式结合到双链核酸 中
,

具有特异结合的能力
,

不但能检测核酸的量
,

而且还能

检测核酸 的结构 变化
.

1 9 6 4 年 发现它与核酸结合后
,

荧光显著增 强
,

随即被广泛使

用〔卜
6〕

.

化学发光分析法是一种高灵敏的微量分析技术
,

应用范围日益广泛
,

近几年在

分子生物学中的应用也引起广大科学工作者的极大关注
.

已有不少文献报道了 D N A
、

R N A 的化学发光分析研究〔, 一, 0]
,

但未见文献报道过澳乙锭和澳乙锭
一

R N A 结合物的化

学发 光性质及其用于 R N A 的化学发光分析研究
.

此文首次研究 了溟 乙锭 和澳 乙锭
-

R N A 结合物的化学发光性质
,

建立了一种测定 R N A 的化学发光分析新方法
,

该方法的

线性范围为 0
.

10 ~ 10
.

0拼m / m L
,

检测限为 0
.

06 拜g / m L
,

测定浓度为 3
.

5拜g / m L 的 R N A

溶液 12 次
,

求得相对标准偏差为 3
.

8 %
.

方法简单
、

分析速度快
、

干扰小
、

灵敏度较高
、

精密度好
.

2 实验部分

2
.
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(上海大华仪表厂制造 )
.

澳乙锭 (E thid iu m B r o m id e 简称 E B
,

上海化学试剂公司进 口分装)
,

酵母 R N A (L R
.

B
.

D
.

H
,

E n g la n d )
,

K M n O
4
(A R

. ,

上海化学试 KlJ 一厂 )
,

H C I(A R
. ,

上海化学试剂一

厂 )
.

2
.

2 实验方法

取 lm L R N A
一

E B
一

H C I混合溶液 (R N A 浓度为 20
.

0拼g / m L
,

E B 浓度为 1 0
.

0 拌g / m L
,

HC I浓度为 0
.

o z o m o l/ L )或 zm L E B
一

H e l混合溶液 (E B 浓度为 1 0
.

0拜g / m L
,

H C I浓度为

0
.

o 1 0 m ol / L )
,

置于暗室
.

然后启动记录仪
,

打开光 门
,

注射 0
.

Zo m L 5
.

O x 10
一 峨

m ol / L

KM n O
4

溶液
,

记录发光强度
,

以发光强度定量测定 R N A 浓度
.

3 结果与讨论

3
.

1 澳乙锭的化学发光性质

澳乙锭的化学名称为澳化 3
,

8
一

二氨基
一

5
一

乙基
一

6
一

苯基菲锭
,

它的母体菲锭是叮吮的

同分异构体
,

人们对叮 吮衍 生物的化学发 光性 质及 其分析 应 用进行 了较广泛 的研

究D ‘一‘3〕;
但是未见文献报导过嗅乙锭的化学发光性质的研究

.

作者最初模拟叮咤衍生物

的化学发光反应条件
,

即在碱性过氧化氢介质中研究澳乙锭的化学发光性质
,

结果表明

澳乙锭在该条件下几乎不产生化学发光反应
,

这可能是碱性过氧化氢的氧化性还不够

强
.

因此
,

作者在酸性介质中
,

使用 K M n O
;

和 K IO
4

强氧化剂
,

对澳乙锭的化学发光性

质进行了研究
.

结果表明
,

澳乙锭在酸性 KM n O
;

和酸性 K IO
;

介质中都可产生化学发光

反应
,

然而
,

化学发光强度较弱
;
为了提高化学发光强度

,

我们在该化学发光体系中分

别加入牛血清 白蛋白
,

苯丙氨酸
、

色氨酸
、

甘氨酸
、

谷氨酸
、

精氨酸
、

亮氨酸
、

组氨酸
、

天冬酞氨 酸等氨基酸
,

酵母 R N A
,

核黄素
,

e a Z+ 、

M g Z+ 、

z n Z + 、

F e 3 + 、

C u Z+ 、

N i
Z + 、

402000806040

‘
.

之
J。、

A I
, + 、

e d
Z+ 、

s n Z + 、

B i3 + 等金属离子
,

研究它

们对澳乙锭在酸性 KM n O
‘

和酸性 K IO
‘

介

质中的化学发光反应的催化增强效应
.

结果

表明
,

在上述被研究的生物活性物质及金属

离子 中
,

酵母 R N A 具有最强的催化增强效

应
,

而且酵母 R N A 在一定浓度范 围内
,

与

酸 性 K M n O
4 一

E B
一

R N A 或 酸 性 K IO
‘一E B

-

R N A 的化学发光反应体系的发光强度成线

性关系
.

据此
,

建立一种测定 R N A 含量的

化学发光新方法
.

3
.

2 测定 R N A 的化学发光反应体系选择

进 一 步 比较 了酸性 K M n O
4 一

E B
一

R N A

和酸性 K I0
4 一

E B
一

R N A 的化学发光反 应性

质
,

结果表 明前者的化学发光强度大于后

者
,

而且用于测定 R N A 含量时
,

前者的空

白小
,

灵敏度高
.

因此
,

基于酸性 K M n 0
4 -

0 2 4 8 10 12

K M n O
.

浓度 (10
一 ‘

加l八 )

图 1 K M
n () ;

浓度对化学发光反应影响

F ig
.

1 E ffe e t o fK M
n ()。 e o n e e n tr a e tio n o n e hm i

-

lu m in e se e n t : e a e tio n
.

[ R N A 〕= 1 0拜g /

m I
J ,

〔E B」= 1 0 拌g / m l
矛 ,

p H = 2
.

0
.
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E B
一

R N A 化学发光反应体系
,

建立了一种测定 R N A 含量的化学发光分析新方法
.

3
.

3 K Mn o ;

浓度对化学发光反应影响

KM n O
4

浓度在 1
.

0 x 1 0 一 ‘

~ 1
.

0 x 1 0 一’
m ol / L 范围

,

发光强度达峰值且平稳
,

大于

1
.

o x l o 一 3 m ol / L 时发光强度降低
,

选择 K M n o
;

浓度为 5
.

0 x 1 0 一 ‘
m ol / L

.

3
.

4 H Cj 浓度对化学发光反应影响

H CI 浓度在 0
.

0 0 3 0 火 0
.

10 m ol / L 范围内
,

随着 pH 增大化学发光强度先增强
,

p H 在

1
.

8 ~ 2
.

3 范围发 内光强度达峰值且变化较小
,

p H > 2
.

5 时化学发光强度减弱
,

最佳 p H

值为 2
.

0.

3
.

5 E B 浓度对化学发光反应影响

E B 浓度为 5
.

0 一 20
.

。拌g / m L 时
,

E B
一

R N A 复合物的化学发光强度达峰值且稳定
,

测定体系中选用 E B 浓度为 10
.

0拜g / m L
.

0�U
‘,几‘一.二,.二

806040200;
.

之刁。工:5、己工

10 20

E B 浓度 (四/ m L )

图 2 pH 值对化学发光反应的影响 图 3 E B 浓度对化学发光反应的影响

〔R N A j= 2 0拜g / m x
J ,

[K M
n O ;

」= 5
.

o x [R N A 〕~ 1 0拜g / m x
子 ,

[K M
n O ;

〕=

1 0 一‘m o l/ I一 〔E B〕= 1 0 拜g / m l
, 5

.

o x lo一 ‘m o l/ I
一 ,

pH = 2
.

0

F 19
.

2 E ffe e t o f pH o n e he m ilu m in e s e e n t r e a e 一

F ig
.

3 E ffe e t o f E B e o n e e n t r a e t io n o n e h e m ilu
-

t 一o n
.

m i n e s e e n t r e a e t io n
.

3
.

6 干扰实验

取浓度为 2
.

5拜g / m L 的 R N A 溶液
,

以标准加入法进行共存物质的干扰试验
,

结果

表 明
: 120 倍的牛血清 白蛋 白

、

苯丙氨酸和色氨酸
; 2 00 倍的甘氨酸

、

谷氨酸
、

精氨酸
、

亮 氨酸
、

组氨酸和天冬酞氨 酸
; 5 00 倍 的抗坏血 酸

,

核黄素
; 8 00 倍 的 Ca升

,

M g 2+
,

Z n Z+ ,

F e 3 + ,

C u Z+ ; 2 0 0 倍的 N i
Z + ,

A 1
3 + ,

C d
“+ ,

S n
Z+ ,

B i
3 + ; 1 0 0 0 倍的 CO爹

一 ,

5 0 军
一 ,

PO爱一
,

N O 了不干扰测定
.

由此可见该方法选择性好
.

3
.

7 线性范围
、

检测限和精密度

取一系列不同浓度的 R N A 标准溶液
,

按实验方法测定其发光强度
,

绘制校正曲线
,

结果表明
:
R N A 浓度在 0

.

10 一 10
.

0拜g / m L 范围与 E B
一

R N A 复合物的化学发光强度成

线性关系
,

检测限为 0
.

0 6 0拌g / m L ; 测定浓度为 3
.

5拼g / m L 的 R N A 溶液 12 次
,

求得相
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对标准偏差为 3
.

8%
.

3
.

8 合成样品的分析

采用此文拟定的方法测定了两个含有某些生物活性物质
、

金属离子和酸根阴离子的

合成样品
.

合成样品 (1) 组成为
:
R N A (2

.

0解g / m L )牛血清 白蛋白 (1 60 拜g / m L )
,

苯丙氨

酸 (2 60 拜g / m L )
,

色氨酸 (1 6 0拜g / m L ) ; 甘氨酸 (2 5 0 拼g / m L )
,

谷氨酸 (2 5 0拜g / m L )
,

精氨

酸 (2 50拌g / m L ) ; 抗 坏 血酸 (2 50拜g / m L )
,

核 黄 素 (2 5 0拼g / m L ) ; C a Z+ (1
.

o o m g / m L )
,

M g ’+ (一 o o m g / m L )
,

Z n , + (1
.

o o m g / m L )
,

Fe 3 + (一 o o m g / m L )
,

e u Z + (1
.

o o m g / m L ) ;

C O爹一 (1
.

so m g / m L )
,

5 0 最一 (2
.

o o m g / m L )
,

p o 夏一 (2
.

o o m g / m L )
,

N O了(1
.

o o m g / m L )
.

合

成样品 (2 )组成为
:
R N A (5

.

0拼g / m L )
,

牛血清白蛋 白 (3 0 0拼g / m L )
,

苯丙氨酸 (3 0 0 拜g /

m L )
,

色氨酸 (3 0 0拼g / m L ) ; 甘氨酸 (4 0 0拌g / m L )
,

谷氨酸 (4 0 0拌g / m L )
,

精氨酸 (4 0 0 拌g /

m L )
,

抗坏血酸 (2 5 0拌g / m L )
,

核黄素(3 5 0拌g / m L ) ; C a Z+ (1
.

so m g / m L )
,

M g Z + (1
.

so m g /

m L )
,

Z n Z +
(1

.

so m g / m L )
,

Fe 3 +
(2

.

so m g / m L )
,

C u Z+ (1
.

so m g / m L ) ; C O葺一 (2
.

o o m g /

m L )
,

5 0 最一 (1
.

so m g / m L )
,

PO爱一 (2
.

so m g / m L )
,

N O 矛(2
.

so m g / m L )
.

测定结果见表 1
.

表 1 合成试样中 R N A 含l 的测定结果 (5)

T a b le 1 M
e a s u rin g r e s u lts o f R N A e o n te n ts in the s a m p les

.

试试样样 测得平均值值 加入 量量 测得总量量 回收率率 相对标准偏差差

SSS a m Ple N o
...

(拜g / m l
一

))) (拜g / m L ))) (拌g / m I
J

))))))))))))))))))))) %%%(((((((((((“g / m I
J

))) %%%%%

11111 2
.

0 888 2
.

0 000 4
.

1 444 2
.

1 333 10 333 3
.

999

22222 4
.

9 555 5
.

0 000 9
.

8 666 4
.

9 111 9 8
.

222 3
.

000
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a n d R N A e o n e e n t ra tio n ,
the re fo r e , a n e w e he m ilu m in e s e e n t a n a lyt ie a l m e tho d fo r th e

d e t e r m in a t io n o f R N A 15 e s t ab lish ed a n d u s ed t o d e te r m in e R N A in syn the t ie s a m Ple s
.

T h e lin e a r e a lib r a t io n r a n g e s 15 0
.

10 ~ 1 0
.

0拜g / m L a n d th e d e t e e t io n lim it 15 0
.

0 6拌g / m L

fo r R N A
, the r e la t iv e s ta n d a r d d e v ia tio n 15 3

.

8% fo r 3
.

5拜g / m L R N A
.

In t e rfe r e n e e io n s

w e r e e x a m in e d
.

T he p r e eis io n , a e e u r a ey a n d s e le e tiv ity o f the m e th o d a r e s a tis fa e t o r y
.

K ey w o r d s : e h em ilu m in e s e e n e e ; e thid iu m b r o m id e ; R N A

R e e e iv e d 2 N o v e m b e r 1 9 9 8


