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吖啶橙与肝素钠相互作用的分光光度法研究
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摘 � 要 � 用分光光度法研究吖啶橙与肝素钠的结合反应, 吖啶橙主要以静电作用的方式与肝素钠发生相互

作用。在 pH 2� 0 的 Br itton�Robinson( B�R)缓冲溶液中, 吖啶橙在 478 和 492 nm 处有特征吸收峰, 当加入肝

素钠后, 492 nm 处的吸光度值强度降低且在 453 nm 处出现了一个新的吸收峰, 说明两者之间发生了较强的

相互作用形成了一种新的复合物, 利用摩尔比法求解两者的结合比为 1� 3。在最佳条件下, 吸光度值的降

低与肝素钠的浓度在 3� 0~ 15� 0 mg  L- 1范围内呈良好的线性关系, 表观摩尔吸光系数 �= 1� 599 ! 105 L  

mol- 1  cm- 1, 检测限( 3�)为 0� 236 mg L - 1。该方法简单、快速, 应用于肝素钠注射液效价的测定, 结果令

人满意。
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引 � 言

� � 肝素( H epar in)是一种蛋白多糖, 它常与蛋白质结合在

一起, 广泛存在于生命体的肝脏、肠粘膜、肺等器官内。它

是由己糖胺和己糖醛酸组成的具有重复二糖单元的链状分

子, 具有广泛的生物学功能和药用价值, 如抗凝血、澄清血

脂、降低胆固醇、抗炎症等。对肝素的分析方法主要有光散

射法[1, 2] 、分光光度法[3�6] 、荧光法[7] 、电化学分析[ 8] 等方

法。其中分光光度法具有仪器价格便宜、操作简单等优点。

小分子染料与肝素钠发生结合反应后引起反应体系光谱特性

的变化, 进而作为光谱探针从分子水平上认识小分子与肝素

钠相互作用的机理, 为生命科学的研究提供了有用的信息。

吖啶橙( Acridine or ange)是一种阳离子染料, 其分子结

构式如图 1 所示, 已用于分光光度法[ 9] 和荧光法[ 10] 测定

DNA 等生物大分子。本研究发现在 pH 2� 0 的酸性条件下,

吖啶橙能够和肝素发生相互作用, 导致溶液发生明显的褪色

现象, 利用光谱特性的变化对相互作用的过程进行了研究,

优化了相互作用的条件, 考察了常见干扰物质对测定的影

( CH3 ) 2N N
+

HCl-
N( CH 3 ) 2

Fig� 1� The molecular structure of acridine orange

响, 并应用于肝素钠注射液样品的测定, 结果令人满意。

1 � 实验部分

1� 1 � 仪器与试剂

Cary 50 Probe 型紫外�可见分光光度计(澳大利亚 Vari�
an 公司) ; 752 型紫外可见分光光度计(上海第三分析仪器

厂) ; pH S�25 型酸度计(上海雷磁仪器厂)。

1� 0 g  L - 1 ( 140 IU  mL- 1 )肝素钠( H epa rin, H ep, 140

IU  mg - 1 , 中国医药上海化学试剂公司)贮备液, 4 ∀ 冰箱
保存, 使用时再进行稀释 (其摩尔质量以每个重复二糖单元

的摩尔质量表示, 为 665 g mo l- 1 ) ; 1� 0! 10- 3 mo l L - 1吖

啶橙( AO , 中国医药上海化学试剂公司) , 0� 2 mo l  L- 1的

Britton�Robinson( B�R) 系列缓冲溶液; 所用试剂均为分析

纯, 实验用水均为二次石英蒸馏水。

1� 2 � 实验方法
在 10 mL 的比色管中依次加入 0� 6 mL 的 1� 0 ! 10- 3

mo l L - 1 AO, 0� 2 mo l L- 1 B�R 缓冲溶液 1� 0 mL 和一定

量 Hep 标准溶液或 H ep 注射液样品溶液, 用水定容至刻度

后摇匀, 在 25 ∀ 下静置反应 15 min。以对应的试剂空白为

参比, 用 1 cm 比色皿在 492 nm 处测定其吸光度值。其中试

剂空白记为 A 0 , 含有 Hep 的记为 A , 计算  A= A 0- A。



2 � 结果与讨论

2� 1 � 紫外可见吸收光谱

吖啶橙与肝素钠相互作用的吸收光谱曲线如图 2 所示。

在 pH 2� 0 的 B�R 缓冲溶液中, 吖啶橙的最大吸收波长在

478 和 492 nm(曲线 1) , 当在其溶液中不断加入肝素钠后,

溶液在 478 和 492 nm 处的吸光度值均下降 (曲线 2~ 4) , 同

时在 453 nm 处出现一个新的吸收峰(曲线 5~ 7) , 这种吸收

光谱的变化说明了吖啶橙和肝素钠在溶液中生成了复合物,

从而导致了肝素钠分子构象从随意卷曲的结构变为螺旋的构

象[11] 。由于肝素钠每个重复的二糖单元结构中带有 3� 0~

4� 0 个负电荷, 而吖啶橙为阳离子染料, 两者之间可以通过

静电作用而相互结合。利用 492 nm 处吸光度值的降低, 从

而建立了一种测定肝素钠的分光光度分析新方法。

Fig� 2 � The UV�Vis absorption spectra of acridine

orange�heparin reaction system

1: pH 2�0 B�R + 6� 0! 10- 5 mol L- 1 acridine orange;

2 # 7: 1+ 5� 0, 20� 0, 50�0, 100� 0, 200� 0, 400� 0 mg  L- 1 heparin,

respectively

2� 2 � 最大结合数的求解

固定吖啶橙的浓度为 6� 0! 10- 5 mol L - 1 , 改变肝素的

加入量, 可得到 492 nm 处吸光度值 A 与肝素钠浓度 cH ep的

关系, 结果如图 3 所示。由图可知, 加入肝素后, 结合反应

开始进行, 吖啶橙的吸光度值降低, 当肝素浓度增大到一定

Fig� 3� Determination of coordination

number of Hep�AO complex

pH 2� 0 B�R bu ffer+ 6� 0! 10- 5 mol L- 1

AO w ith different amoun t of heparin

值时, A 值不再变化, 表明两者的结合反应已达到平衡。图

中折线交点所对应的 cHep为 12� 8 mg L - 1 ( 1� 92 ! 10- 5 mol

 L - 1 ) , 据此可求解出肝素钠的每个重复二糖单元所结合的

吖啶橙分子个数为 N C = cAO / cHep ∃ 3。

2� 3 � 反应条件优化

2� 3� 1 � pH 的影响及缓冲溶液的用量

在 pH 1� 5~ 6� 0 范围内, 试验了缓冲溶液酸度对结合反

应的影响, 结果如图4 所示, 当 pH 为 2� 0 时, 吖啶橙的吸光

度差值  A 达最大, 此时结合反应最完全, 因此选择 pH 2� 0

为实验最佳酸度。考察了缓冲溶液用量的影响, 选择所加的

B�R缓冲溶液的体积为 1� 0 mL。

Fig� 4� The influence of pH on the binding interaction

Dif ferent pH B�R bu ffer solu tion + 2�0! 10- 5 mol L- 1

AO+ 20�0 mg  L- 1 heparin

2� 3� 2 � 吖啶橙浓度的影响

考察了吖啶橙浓度对结合体系的影响, 结果表明,  A

随着吖啶橙浓度的增大而增大, 当吖啶橙浓度为 6� 0 ! 10- 5

mo l L - 1时,  A 最大且保持恒定。

2� 3� 3 � 反应时间和稳定性

考察了反应时间的影响, 结果表明, 室温下吖啶橙与肝

素结合 15 min 后, 即达到反应平衡, 此时  A 最大且在 2 h

之内保持稳定。

2� 4 � 离子强度的影响

通过加入不同浓度 NaCl来考察了离子强度对结合反应

的影响, 结果如图 5 所示。结果表明, 随着离子强度的增大,

Fig� 5� The influence of ionic concentration

on the binding interaction

pH 2� 0 B�R buf fer+ 6� 0! 10- 5 mol L- 1

AO+ 10� 0 mg  L- 1 h eparin ( c: concet rat ion of NaCl )
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 A 值逐渐减小。这主要是由于肝素钠与吖啶橙之间以静电

作用结合, 而强电解质 NaCl的加入会存在静电屏蔽作用,

阻碍了吖啶橙与肝素钠的结合反应, 减弱肝素钠和染料的结

合力, 从而导致体系的  A 值降低。

2� 5 � 共存物质的影响
当固定吖啶橙的浓度为 6� 0! 10- 5 mol L- 1 , 肝素钠的

浓度为 10� 0 mg  L- 1时 , 实验了常见金属离子、氨基酸等物

质对 AO�H ep 体系的干扰, 结果如表 1 所示。可以看出, 常

见的干扰物质对测定基本没有影响, 表明吖啶橙作为肝素钠

的光谱探针具有较好的选择性。实验了 SDS, CT M AB 等表

面活性剂对反应的影响。结果表明, 它们的加入对体系测定

的影响较为显著, 这说明离子型表面活性剂参与了体系的竞

争反应, 从而削弱了吖啶橙和肝素钠的静电作用力。实验了

蛋白质、DNA 对体系的影响, 结果表明, 两者对实验的影响

较大, 这是因为, 蛋白质和 DNA 也可以通过静电力等作用

与有机小分子染料结合, 从而阻碍吖啶橙和肝素钠的结合反

应。

2� 6 � 工作曲线和检测限

在最佳实验条件下, 按照实验方法绘制了测定肝素钠的

工作曲线, 当肝素钠的浓度在 3� 0~ 15� 0 mg  L- 1范围内与

 A 成线性关系, 线性回归方程为  A = - 0� 143+ 0� 083 9 c

( mg  L- 1 ) ( n= 9, r= 0� 993) , 对 6� 0 mg  L - 1的肝素钠进

行 11 次平行测定的相对标准偏差为 1� 43% , 方法的检出限

( 3�)为 0� 236 mg L- 1 , 表观摩尔吸光系数�= 1� 599! 105 L

 mo l- 1  cm- 1。

2� 7 � 样品分析及回收率
肝素钠注射液由天津市生物化学制药厂生产, 批号分别

为 20031003 和 20040910 样品, 效价均为 12 500 IU  2

mL - 1。精确吸取肝素钠注射液进行适当比例稀释后, 按实验

方法对肝素钠的效价进行了测定, 其结果如表 2 所示, 回收

率实验结果如表3 所示, 由表中可以看出, 本方法具有简单、

灵敏、准确的优点, 实验结果令人满意。

Table 1 � Effect of coexistent substance on the determination of

10� 0 mg L- 1 heparin

物质名称
浓度

/ ( mo l L - 1 )

相对偏

差/ %
物质名称

浓度

/ ( mg  L- 1 )

相对偏

差/ %

Ba2+ 1� 0! 10- 5 4� 48 Citr ic acid 10� 0 3� 06

Fe3+ 1� 0! 10- 5 3� 23 L�Valine 10� 0 3� 82

Cu2+ 1� 0! 10- 5 5� 45 L�A rg inine 10� 0 - 1� 99

H g2+ 1� 0! 10- 5 6� 99 L�T rypt ophan 10� 0 - 1� 83

N i2+ 1� 0! 10- 5 1� 40 L�Serine 10� 0 5� 50

Pb2+ 1� 0! 10- 5 5� 67 L�Cyst eine 10� 0 3� 21

Mg 2+ 1� 0! 10- 5 1� 82 L�Leucine 10� 0 2� 23

Co 2+ 1� 0! 10- 5 3� 08 L�Glut amine 10� 0 - 1� 01

SDS 1� 0! 10- 5 13� 99 DNA 10� 0 26� 43

CT MAB 1� 0! 10- 5 12� 31 H emog lobin 10� 0 14� 55

Table 2 � Determination results of heparin in heparin sodium injection sample

产品批号
单次测定值/ ( IU  mL- 1 )

1 2 3 4 5

平均值

/ ( IU  mL - 1)
RS D/ %

标示量

/ ( IU  mL- 1 )

20040910 6 253 6 225 6 225 6 330 6 253 6 257 0�69 6 250

20031003 6 253 6 262 6 234 6 244 6 234 6 245 0�20 6 250

Table 3 � Recovery results for the determination of heparin

产品批号
原有量

/ ( mg  L- 1 )

加入量

/ ( mg  L- 1 )

测定总量/ ( mg  L- 1 )

1 2 3 4 5

平均值

/ ( m g  L - 1)
回收率/ %

20040910 7� 816 5�0 12� 85 12� 81 12� 88 12� 78 12� 79 12� 82 100� 1

20031003 7� 816 5�0 12� 83 12� 81 12� 83 12� 78 12� 81 12� 81 99� 9
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Spectrophotometric Study on the Interaction of Acridine Orange and

Heparin

SU N W ei, D ING Ya�qin, T ENG Wen�hui, JIAO Kui

Co llege of Chemistr y and M o lecular Eng ineer ing, Q ingdao Univ ersity of Science and T echnolog y, Qingdao � 266042, China

Abstract� T he int er action of acr idine orange ( AO) and hepar in was studied by spectrophot ometr y. In the pH 2� 0 Br itton�Rob�
inson ( B�R) buffer so lution, AO had a maximum absorpt ion at 478 nm and 492 nm. After the addition of heparin, the abso r�

bance value at 492 nm decr eased g reatly and a new absorption peak at 453 nm appeared, indicating a strong inter action taking

place in the r eact ion solution. Under the opt imal condition, the decr ease in abso rbance at 492 nm was linear w ith the concentra�

t ion of heparin in the r ange o f 3� 0�15� 0 mg L - 1 . The molar abso rptiv ity w as calculat ed to be�= 1� 599 ! 105 L  mo l- 1  cm- 1

and the detection limit was 0� 236 mg  L - 1 ( 3�) . The method w as furthur applied to the detection o f hepa rin sodium inject ion

samples w ith satisfactor y r esults. The binding number w as calculated to be 1� 3 w ith molar r atio method.

Keywords� Spectr ophotometr y; Acridine or ange; H epar in; Interaction
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