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同步荧光光谱比率法检测过氧亚硝酸根及其清除剂的研究
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摘 � 要 � 利用同步荧光光谱建立了一种新的荧光比率法检测过氧亚硝酸根 ( ONOO - )及评价其清除剂的方

法。酪氨酸自身有荧光, 在 pH 8� 5 的磷酸缓冲溶液中, 酪氨酸与 CO2 和 ONOO - 反应生成强荧光的酪氨酸

二聚体, 利用同步荧光光谱技术, 在荧光发射光谱中能同时获得酪氨酸单体 (�em = 364 nm)与二聚体的荧光

峰(�em= 406 nm) , 且两峰的荧光强度的比值与 ONOO- 的浓度呈计量相关。结果表明荧光强度的比值不受

实验参数改变的影响, 与传统的荧光法相比, 有利于扩大检测的线性范围, 提高灵敏度。荧光强度的比值与

ONOO - 的浓度在1� 60� 10- 7 mo l L - 1~ 6� 00 � 10- 6 mo l L - 1范围内呈线性关系, 线性相关系数为 0� 999,

检测限为 1� 84 � 10- 8 mo l L - 1。对浓度为 1� 00 � 10- 6 mol  L- 1 ONOO- 平行测定 8 次, 其相对标准偏差为

2� 4%。利用该法测得抗癌药米托蒽醌的 IC50为0� 065 �g  mL - 1。方法简便易行, 试剂廉价易得, 体系稳定,

可作为一种检测 ONOO- 及筛选其清除剂的方法。
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引 � 言

� � 活性氧是生命活动中不可缺少的活性物质。近年来有关
活性氧的检测方法及其清除剂的研究受到了人们的极大关

注[1, 2]。过氧亚硝酸根( ONOO - )是活性氧的一种, 它能氧化

核酸、巯基、脂质等[3�5] , 最终导致细胞的严重损伤, 从而导

致许多疾病如发炎过程[6] , 缺血再灌注损伤[7]和动脉硬化

症[8]等的发生。ONOO- 的清除率是评价药物抗氧化作用的

重要指标。因此研究 ONOO - 的测定方法对于研究抗氧化药

物的病理作用和药物的药理作用等具有重要意义。

表征 ONOO- 及其与生物分子反应活性的方法主要有荧

光法[9]、化学发光法[ 10]、电子自旋共振法[ 11]、自旋标记荧光

探针法[ 12]和电化学法[ 13]等。其中荧光表征技术表征参数多、

操作简单、灵敏度高, 在此基础上建立的荧光比率法能更好

地提高方法的灵敏度, 且受光源及其他外部环境的干扰较

小。荧光比率法的设计原理有荧光共振能量转移、分子内电

荷转移、光诱导电子转移、参比法等[14�17]。本文采用酪氨酸

作为探针分子, 在弱碱性介质中及 CO2 存在下, ONOO- 氧

化酪氨酸生成强荧光的二聚酪氨酸分子, 反应机理见

Scheme 1[ 18, 19]。利用同步荧光扫描能同时得到酪氨酸自身

及二聚体的荧光峰, 用比率法检测 ONOO- , 并应用于

ONOO- 清除剂对 ONOO - 清除率的测定。结果表明本法操

作简便、不受荧光仪狭缝改变的影响, 灵敏度高, 便于广泛

使用。

ONOO- + CO 2 ONOOCO-
2 [  NO 2CO -

3 ]

[  NO 2CO  -
3 ] + tyrosin e tyr  +  NO2 + HCO-

3

t yr  + tyr  dity rosine

 NO 2+ tyrosin e NO-
2 + tyr  + H +

Scheme 1 � Tyrosine dimerization reaction mechanism

1 � 实验部分

1� 1 � 仪器与试剂

岛津 RF�5301型荧光光谱仪; Mettler T oledo 320�S pH

计。1� 0� 10- 2 mo l L- 1 L�酪氨酸; 1� 0 � 10- 2 mo l  L- 1二

乙三胺五乙酸( DTPA , 防止可能存在的微量过渡金属离子的

干扰) ; 米托蒽醌( mito xantrone, MXT ) : 取适量的试剂直接

溶于二次去离子水中, 配成 20 �g  mL - 1的储备液, 避光保

存于~ 3 ! 。所用试剂均为分析纯, 水为二次蒸馏水。

ONOO - 的制备参照文献[ 20]。其浓度以 302 nm 处的吸

光度来确定( 302 nm = 1 670 L  mol- 1  cm- 1 ) [ 21]。将所得溶



液冷冻于冰箱中保存( - 18 ! ) , 每次使用前进行浓度校正。

1� 2 � 实验方法

1� 2� 1 � ONOO- 的测定方法

在 10 mL 的比色管中依次加入 0� 10 mol  L- 1 pH 8� 5

的磷酸盐缓冲液, DTPA 1� 0 � 10- 4 mo l  L - 1 , N aHCO3

0� 015 mol  L- 1 , L�tyr osine 5� 0� 10- 4 mol  L - 1 (以上均为

最终浓度)混合 3 min, 加入不同浓度的 ONOO - , 定容, 摇

匀后进行荧光光谱扫描, !�= 93 nm。

1� 2� 2 � ONOO- 清除率的测定

按照 1� 2� 1 步骤操作, 在加入 L�ty rosine 混合后加入
ONOO - 清除剂, 再加入已知浓度的 ONOO- , 定容摇匀, 进

行荧光光谱测定。

2 � 结果与讨论

2� 1 � ONOO- 的测定

2� 1� 1 � 反应体系的荧光光谱特性

L�酪氨酸为具有荧光活性的氨基酸 (�ex/ �em = 280 nm/

303 nm, 图 1) , 在 CO2 作用下, 与 ONOO- 作用后生成二聚

酪氨酸(�ex /�em= 313 nm/ 406 nm, 图 2)。在高浓度酪氨酸存

在下, 其单体荧光强度处于饱和状态。当其与微量 ONOO -

反应后, 单体荧光峰保持不变, 二聚体荧光峰则随 ONOO -

浓度的变化而变化。采用同步荧光光谱扫描, 能同时获得二

聚酪氨酸和单体的荧光峰 ( �em (二聚体) /�em (单体 ) = 406

nm/ 364 nm) (图 3) , 以单体发射为内参比, 两峰强度之比可

对 ONOO- 进行定量表征。

Fig� 3� Synchronous f luorescence spectra of the reaction system

PBS, 0�10 mol L- 1; pH 8� 5; !�= 93 nm� ( 1) : L�t yrosin e+

DT PA+ NaHCO3 ; ( 2) : L� t yrosine+ DTPA+ NaHCO3 + ONOO-

2� 1� 2 � !�的选择

在可能条件下, 选择等于 Stokes 位移的 !�值是有利

的[ 22]。为了对产物二聚酪氨酸有最大响应, 选择二聚酪氨酸

的最大激发和发射的波长差为所选 !�, 即 !�= 93 nm。

2� 1� 3 � 反应时间对体系荧光强度的影响

实验发现, 酪氨酸自身的荧光强度基本保持不变, 而产

物二聚酪氨酸的荧光强度在 ONOO - 加入后 50 s 内即达到稳

定。

2� 1� 4 � 溶液酸度对反应体系荧光强度的影响

按照实验方法, 研究了 pH 6� 8~ 9� 1 范围内的磷酸缓冲
溶液对二聚酪氨酸与其单体的荧光强度的比值的影响。发现

在 pH 8� 5~ 9� 1 时, 二者荧光强度的比值比较大且稳定, 故

本实验选择 pH 8� 5 的磷酸缓冲溶液作为反应介质。

2� 1� 5 � 总碳酸盐浓度对体系荧光强度的影响
其他条件不变, 改变 NaH CO 3 的浓度, 发现其浓度在

0� 01~ 0� 02 mol  L - 1范围内时, 酪氨酸二聚体与单体的荧

光强度比值最大且比较稳定, 所以本实验选用 NaH CO3 的

浓度为 0� 015 mol  L- 1。

2� 1� 6 � L�酪氨酸的浓度对体系荧光强度的影响
为了使 L�酪氨酸对 ONOO - 与 CO 2 反应后形成的溶剂

笼[  NO2CO3
 - ] 完全捕获, 选用酪氨酸的浓度远大于

ONOO- 的浓度。当酪氨酸的浓度逐渐增大时, 二聚体与单

体的荧光强度的比值逐渐减小。当酪氨酸的浓度大于 4� 0 �

10- 4 mo l L - 1时, 荧光强度的比值基本不变, 因此后续研究

选用了 L�酪氨酸的浓度为 5� 0� 10- 4 mo l L - 1。

2� 1� 7 � 狭缝对荧光强度比值的影响
为了考察同步扫描比率测量的优越性, 考察了仪器测试

参数改变(狭缝改变)对比率法的测定结果影响。对于不同浓

度的 ONOO - , 在狭缝为 5/ 5 nm 和狭缝为 5/ 3 nm 时分别用

1� 2� 1 节中的方法进行分析, 每种浓度平行测定 3 次 , 采用

线性回归直线作图法, 将狭缝为 5/ 5 nm 时得到的分析结果

作为横轴, 将狭缝为 5/ 3 nm 时得到的结果作为纵轴, 取相

同的坐标标度, 得到 3 条曲线。取置信度为 95% , 对 3 条曲

线的斜率和截距根据 t分布进行统计处理, 计算得到斜率和

截距的置信区间分别为 ( 0� 929 9, 1� 078) 和 ( - 0� 073 75,

1876 光谱学与光谱分析 � � � � � � � � � � � � � � � � � � � 第 28 卷



0� 064 55) , 包含了斜率为 1 和截距为 0 的情况, 因此可以认

为采用不同的狭缝对荧光强度的比值没有显著影响。

2� 1� 8 � 线性范围, 检测限和精密度

在 ONOO- 浓度较低时, 采用 5/ 5 nm 狭缝, 当 ONOO -

的浓度逐渐增加时, 荧光强度超出了仪器的响应范围, 此时

选用较小的狭缝 (图 4)。F406 nm / F364 nm与 ONOO- 的浓度在

1� 60� 10- 7 mol  L- 1~ 6� 00� 10- 6 mol  L - 1范围内呈线性

关系, 线性相关系数为 0� 999( n= 9) , 以 3 倍空白标准偏差

计算的检测限为 1� 84 � 10- 8mol  L- 1。对 1� 00 � 10- 6mo l 

L- 1的 ONOO - 标准溶液平行测定 8 次, 相对标准偏差为

2� 4%。

Fig� 4 � Synchronous fluorescence spectra of the system

at different ONOO- concentration

cONOO- / (m ol L- 1 ) : 1, 2� 40� 10- 6 ; 2, 3� 60 � 10- 6; 3, 4� 80�

10- 6; 4, 6� 00� 10- 6; Ex citat ion and emiss ion band�pass es of 5 and 3

nm, resp ect ively� cONOO- / ( m ol  L- 1) ( Ins et ) : 1, 1� 60 � 10- 7; 2,

2�40� 10- 7; 3, 4� 80� 10- 7 ; 4, 7� 20� 10- 7; 5, 1� 20� 10- 6 ; Ex�

citat ion and em ission band�pas ses of b oth 5 nm

2� 1� 9 � 与常规荧光光谱检测结果的比较

在同样的条件下, 以常规荧光检测 ONOO- , !F406 nm与

ONOO - 的浓度在 4� 80� 10- 7 mol  L- 1~ 2� 10� 10- 6 mo l 
L- 1范围内呈线性关系, 线性相关系数为 0� 998( n= 5) , 以 3

倍空白标准偏差计算的检测限为 6� 47 � 10- 8 mol  L- 1。对

浓度为 1� 40 � 10- 6 mol  L- 1的 ONOO - 平行测定 8 次, 其

相对标准偏差为 1� 9%。比较可以看出, 采用荧光比率法测

Table 1� Tolerance limit of some foreign substances

on the determination of peroxynitrite

Substance
Molar ratio to

peroxynit rit e
Sub stan ce

Molar rat io to

peroxyn it rite

Na+ , K+ , Cl- 1 000 Fe3+ 6

NO-
3 30 Ca2+ 40

NO-
2 80 L�t ryptophan 0� 5

H2O2 600 Ascorbic acid 0� 3

c/ ( mol  L - 1) : L�t yros ine, 5� 0� 10- 4; NaHCO 3 , 0� 015; DT PA,

1� 0 � 10- 4 ; ONOO- , 3� 00� 10- 6 ; PBS, 0� 10; pH 8� 5

量时能扩大线性范围, 降低检测限。

2� 1� 10 � 干扰的考察

在最佳实验条件下考察了在制备 ONOO- 过程中可能存

在物质以及其他常见氨基酸的干扰情况, 当影响小于 5%时,

认为该物质不干扰 ONOO - 的测定, 其结果见表 1。

2� 2 � ONOO- 清除剂效果的研究

ONOO - 是一种强效细胞毒性试剂, 能导致癌症的发生。

研究能减少 ONOO - 氧化损伤的物质即 ONOO - 清除剂具有

十分重要的意义。MXT 是一种具有电活性的新抗癌药物,

广泛应用于乳腺癌和白血病的治疗。研究发现随着 MXT 的

加入, 406 nm 处的荧光峰强度逐渐减弱, 而 364 nm 处的荧

光峰强度基本不变。说明 MXT 能与 ONOO - / CO 2 反应的产

物作用, 使二聚酪氨酸的生成量减少。参照文献[ 23]的公式

lg( R0/ R - 1) = lg [ c] + lg[ K ] (K 为常数)

来拟合 MXT 的清除作用数据, 其中 R0 和 R 分别为加入

MXT 前后 406 与 364 nm 荧光强度之比值。c(�g  mL - 1 )为

MXT 的浓度。在酪氨酸浓度保持恒定时, lg( R0 / R - 1) 与

lg[ c] 呈线性关系(图 5)。从二者关系求出M XT 的 IC50(即使

体系的荧光强度下降到初始信号一半所需的抗氧化剂的量)

为 0� 065 �g mL - 1即 0� 133 �mo l  L - 1。Fernandes [24] 等研

究了血管舒张药心得乐对 ONOO- 及其在 CO 2 存在下的清

除作用, 得到其 IC50 = 17 �mo l  L - 1 , 比较说明 MT X 的清

除作用更强。同时利用该方法考察了常用的羟基自由基的清

除剂 DMSO在 CO 2 存在时对 ONOO - 的清除能力, 发现体

系的荧光强度基本不变 , 说明 DM SO 在该条件下对 ONOO -

基本无清除能力。

Fig� 5� Calibration curve of lg( R0/ R - 1)

against lgcMXT(�g mL- 1 )

3 � 结 � 论

� � 建立了以酪氨酸为荧光探针的同步荧光比率法检测

ONOO- 的新方法, 并利用此法研究了抗癌药米托蒽醌和

DM SO 对 ONOO - 的清除作用。方法简便实用, 稳定性好,

操作简单, 测定快速, 易为一般实验室所采用。同时该法不

受仪器参数改变的影响。该体系可以作为一种简便测定

ONOO- 及筛选 ONOO- 清除剂的方法。
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Study on Ratiometric Determination of Peroxynitrite and Its Scavenger

Based on Synchronous Fluorescence Spectroscopy

DU Jun�ou, GUO Xiang�qun*

Depar tment o f Chemist ry, College o f Chemistr y and Chemical Eng ineering , Key Labo rato ry o f Analytical Sciences o f the M inis�

t ry o f Education, Key Labor ator y o f Chemical Bio lo gy of Fujian Province, X iamen� University , X iamen 361005, China

Abstract� A ratiomet ric fluo rimet ry is pr oposed fo r the det ermination o f per oxynitr ite ( ONOO - ) and the eva luation of its scav�
enger based on synchronous fluorescence spectr oscopy. L�t yro sine, an intrinsic fluo rescent aminoacid, r eact s w it h per oxynitr ite

and carbon diox ide, yielding a highly fluor escent dimer of t yro sine in pH 8. 5 PBS buffer so lution. By synchronous fluo rescence

scanning , bot h monomer and dimer em ission bands o f L�t yr osine appeared at 364 and 406 nm, respect ively. The r atio of F406/

F364 is quantitatively related to the concentr ation of per oxynitr ite, wher e F406 r epr esents the intensit y o f synchronous emission

band o f dimer and F364 represents that o f monomer . The method has been show ing merit of being insensitiv e to the changes in ex�

perimental par ameters and o ffers a higher sensitiv ity and a bro ader r esponding linear r ange o f t he analyte concentr ation, com�
pared to fluor imetric method, g iv ing a LOD of 1� 84 � 10- 8 mol  L - 1 and a linear range of 1� 60 � 10- 7 mol  L- 1�6� 00 � 10- 6

mol  L - 1 for ONOO- , respectiv ely , wit h a deviat ion o f 2� 4% fo r 1� 00 � 10- 6 mo l L - 1 ONOO - ( n= 8) . A IC50 of 0� 065 �g  
mL- 1 for m itox antrone, an antio xidant and ant icancer drug, was also obtained. This method has pro ved to be simple and speed�

y . It w ould be easily used in the determination of ONOO- and its scavenger .

Keywords� Synchronous fluo rescence spectrum; Ratiometr ic assay; Pero xynitrite
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