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摘　要　在 pH 4. 8 的 NaAc-HAc 缓冲液中, 美洛昔康与蛋白质能够相互作用形成超分子复合物,使

美洛昔康在 0. 584V 处的氧化峰电流下降,在最佳条件下,峰电流的下降值同牛血清白蛋白( BSA )的浓度

在 2. 0×10- 8—6. 0×10- 7mol/ L 范围内呈线性关系, 相关系数为 0. 9980,检出限为 1. 2×10- 8mol/ L ,可应

用于血清样品的测定。
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1　前言
蛋白质的定量测定在临床医学和生命科学的研究中起着重要作用,目前蛋白质定量分析的方

法很多,常见的有基于染料-蛋白质结合及金属离子-染料-蛋白质结合的光谱分析法, 荧光分析法

和共振光散射法[ 1—6]等。电分析化学法具有高灵敏度和高选择性, 为探讨蛋白质的亚层结构和生理

作用等生物电化学研究提供了重要的方法, 利用电化学方法研究有机分子与蛋白质相互作用及其

分析应用也有报道
[ 7, 8]
。美洛昔康( MLX, C14H13N 3O4S2 ) , 是新型昔康类非甾体抗炎药, 化学名为

4-羟基-2-甲基-N-( 5-甲基-2-噻唑基) -2H-1, 2-苯并噻嗪-3-甲酰胺-1, 1-二氧化物(图 1)。它是选择

性环氧化酶Ⅱ( COX2)抑制剂,对白三烯、血小板活化因子、氧自由基的产生具有抑制作用,有很强

的抗炎镇痛作用, 主要用于治疗类风湿性关节炎和骨关节炎。尚未见有用电化学方法研究美洛昔康

与蛋白相互作用的报道,经研究发现美洛昔康具有电化学活性,并且在弱酸性条件下能与蛋白质结

合形成一种超分子复合物, 使美洛昔康的氧化峰电流降低,因此建立了一种新的测定蛋白质的方

法。

图 1　美洛昔康结构式



2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

CHI660B电化学分析仪(上海辰华仪器公司) ,采用三电极体系,工作电极为玻碳电极,对电极

为铂丝电极, Ag-AgCl电极为参比电极; pHS-3B型精密酸度计(上海雷磁仪器厂) ; KQ-250DE 型

医用数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司) ; JB-1型搅拌器(上海雷磁新泾仪器有限公

司) ; BS110S 电子分析天平(德国 Sartorius公司) ; 5. 0×10
- 4
mol/ L 美洛昔康( MLX, 化学对照品,

中国药品生物制品检定所)标准溶液; 牛血清白蛋白溶液( BSA ) (美国 Sigma公司) :相对分子质量

以 65000计, 1. 0×10- 5mol/ L, 4℃冰箱保存; 高纯 N 2 ( 99. 99%) ;所用试剂均为分析纯;实验用水为

石英亚沸二次蒸馏水。

2. 2　实验方法

电极预处理: 将玻碳电极依次用金相砂纸和 0. 05�m 氧化铝和水的混合物抛光,然后用蒸馏水

超声清洗, 备用。将电极先在 pH4. 8 的醋酸缓冲溶液中经过循环伏安扫描至伏安曲线稳定。以

0. 2mol/ L NaAc-HAc缓冲液为支持电解质,加入适量的美洛昔康与牛血清白蛋白, 与未加 BSA 的

美洛昔康溶液比较,用循环伏安法和示差脉冲伏安法对该体系进行研究和测定,实验时须向溶液中

通入高纯N 2 除氧,测定过程中溶液上方保持 N 2气氛。

3　结果与讨论

3. 1　循环伏安图的变化

在 pH4. 8的 NaAc-HAc 缓冲液中, 美洛昔康有一灵敏的氧化峰( Epa= - 0. 594V) (图 2曲线

a) , 当体系中引入 BSA 后,在电位扫描范围内未出现新峰,氧化还原峰电流均降低,而峰电位基本

不变(图 2曲线 b, c) , BSA 加入量越多,峰电流下降越大,这说明 MLX-BSA 复合物不具有电化学

活性,结合反应后游离的 MLX浓度下降,对应的氧化峰电流下降。

图 2　5. 0×10- 4mo l/ L 美洛昔康

与 BSA 作用的循环伏安图

a—— 0; b——4. 0×10- 8mol/ LBSA;

c——8. 0×10- 8mol/ L BSA

　　scanrate, 100mV/ s。

图 3　美洛昔康与不同浓度 BSA

作用的示差脉冲伏安图

a——M LX, C= 5. 0×10- 4mol/ L;

b——MLX+ 4. 0×10- 8mol/ LBSA;

c——MLX+ 8. 0×10- 8m ol/ LBSA。

3. 2　示差脉冲伏安法

示差脉冲伏安法( Different ialpulsevoltammetry, DPV)可提高灵敏度和选择性, 试验采用 DPV

法研究美洛昔康与 BSA 相互作用的电化学行为, 如图 3所示, 美洛昔康在 pH4. 8的 NaAc-HAc缓

冲液中,产生一个灵敏的氧化峰,峰电位为 0. 584V;在溶液中加入一定量的 BSA 后氧化峰电位几

乎不变,而峰电流大大降低,峰电流的降低值同加入的 BSA量在一定范围内呈线性关系,因而可以
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用于BSA的电化学测定。

3. 3　实验条件的选择

3. 3. 1　缓冲介质和酸度的选择

试验了 NaAc-HAc; B-R 缓冲液;六次甲基四胺等缓冲液对 �ip 的影响,结果表明,美洛昔康在

NaAc-HAc缓冲液中峰形稳定,且引入BSA后峰下降明显,故选之为缓冲体系。在 10mL 测定溶液

中, 0. 2mol/ L NaAc-HAc缓冲液用量为 3. 0mL 时, � ip 最大,所以选用 NaAc-HAc缓冲液加入量

为 3. 0mL。还实验了 pH值对峰电流差值 � ip 的影响,结果表明 pH 在 4. 5—5. 5之间峰电流差值

� ip 最大,本实验选择溶液 pH4. 8。

3. 3. 2　美洛昔康用量对反应体系的影响

在 pH4. 8的NaAc-HAc的缓冲液中,固定BSA浓度为 8. 0×10- 8mol/ L ,考察美洛昔康浓度变

化对测定的影响,结果表明,当美洛昔康在 5. 0×10
- 4
—5. 5×10

- 4
mol/ L 浓度范围内变化时,峰电

流稳定,且峰电流差值 � ip 最大,考虑到美洛昔康量太大,对低浓度蛋白质不敏感,所以本实验选择

美洛昔康浓度为 5. 0×10
- 4
mol/ L。

3. 4　稳定性实验

实验表明反应 20min 后峰电流基本稳定, 并至少可稳定 2h 以上, 本实验选取反应时间为

20m in。

3. 5　离子强度对测定的影响

实验发现,在 1. 0×10- 3—8. 0×10- 2
mol/ L 浓度范围内, 随着 NaCl浓度的增加, �ip 下降, 其

原因是钠离子和氯离子的屏蔽作用, 而且随着 NaCl浓度的增加, Cl- 对蛋白质分子结合部位的竞

争结合作用加大了,从而减弱了美洛昔康与蛋白质分子的结合作用,导致体系 �ip 下降。

3. 6　线性关系,精密度和检出限

在选定的最佳条件下, 测定 BSA 的线性范围为 2. 0×10- 8—6. 0×10- 7
mol/ L , 回归方程为

� ip= - 0. 7202+ 0. 4854C, r= 0. 9980。( �ip 为 MLX与 MLX-BSA 复合物峰电流的差值,单位 �A;

C 为BSA的浓度)。检出限为 1. 2×10- 8
mol/ L。对 4. 0×10- 7

mol/ L 的 BSA 溶液平行进行 7次测

定,其相对标准偏差为 2. 10%。

3. 7　干扰物质的影响

实验了酪氨酸、L -胱氨酸、丝氨酸、谷氨酸、柠檬酸、苹果酸及常见离子如 Zn
2+
、Fe

2+
、Ca

2+
等对

测定的干扰, 结果表明低浓度的上述物质对测定结果影响不大。

3. 8　合成样品的分析

在未知样品(含量为 1×10
- 7
mol/ L )

中加入一定量已知样品, 制成合成样品。

按实验方法对合成样品进行测定, 结果见

表 1, 方法的回收率较好。

表 1　样品分析结果

样品
加入量

( 10- 6mol/ L)
测得值

( 10- 6mol/ L)
回收率
( % )

1 0. 2 0. 186 93
2 0. 4 0. 412 103
3 1. 6 1. 595 99
4 2. 0 2. 021 101
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Abstract　 Meloxicam can react with bovine serum albumin to form an elect rochemically

nonactive supermolecular complex M LX-BSA in the buffer solut ion of NaAc-HAc( pH4. 8) , result ing

in the decrease of oxidation peak at 0. 584V w ithout the change of peak potent ial. The decrease of the

peak current is proportional to BSA concentration in the range of 2. 0×10
- 8
—6. 0×10

- 7
mol/ L . The

limit of the detect ion is 1. 2×10
- 8
mol/ L w ith the correlation coef ficient to 0. 9980. This method can

be applied to the determinat ion of BSA.

Key words　BSA, M elox icam , Voltammetry.
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