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血红素衍生物的合成 、表征及其催化活性
 

符滇海 , 杨学强 , 林的的 , 黄　莉
(中山大学化学与化学工程学院 , 广州 510275)

摘　要:以氯化血红素为原料 , 合成了 2 种氯化血红素衍生物 , 用元素分析和 FAB-MS , IR

等谱对其结构进行表征 , 研究了它们对鲁米诺-过氧化氢发光体系的催化活性.结果表明 , 氯

化血红素分子的轴向配位基以及卟啉环骨架平面的 2 个乙烯基团的改变均对催化性能产生较

大的影响.
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目前 , 化学发光免疫测定技术在生物医学的应用研究中 , 常采用鲁米诺和 N-氨基丁

基-N-乙基异鲁米诺 (简称 ABEI)作为发光剂 , 由于这些发光剂在生理的 pH 值条件下 ,

发光量子产率相当低;升高免疫反应体系的 pH 值 , 可提高体系的发光强度 , 但会影响标

记物的理化性质以及引起抗体结合的解离[ 1] .现有的研究表明 , 在免疫反应体系中引入催

化剂 , 如氯化血红素或过氧化物酶等 , 能明显提高体系的发光强度[ 2 , 3] .可见 , 研究与合

成价廉和催化性能优良的催化剂 , 是化学发光免疫分析测定得以广泛应用的必要条件之

一.本文以氯化血红素为原料合成了 2种新的血红素衍生物 , 考察了它们的催化性质 , 所

图 1　血红素衍生物的结构式

Fig.1 Structure of the haem derivatives

得结果未见道报.

1　实验部分

1.1　仪　器

Perkin-Elmer 240 型元素分析仪;FI-IR 5DX

红外光谱仪;VQ2ABHS 质谱仪;上立 TSHG 生

物化学发光仪.

1.2　试　剂

氯化血红素 (上海生化研究所产品), 鲁米

诺 (自制), 过氧化氢 , 甲酸 , DMF , 异丙醇 , 氯

仿等试剂均为AR , 鲁米诺贮备液的制备和 H2O2

贮备液的制备与标定均按文献 [ 4] 的方法.
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1.3　氯化血红素的纯化

把氯化血红素溶于 pH 12的 NaOH 溶液中 ,

抽滤除去不溶物 , 滤液用盐酸中和至 pH 5 , 析出黑色细晶体.沉淀物抽滤 , 用三蒸水洗

涤沉淀至无Cl
-
, 再用异丙醇 , 氯仿混合液进行重结晶得黑色细晶体.

1.4　血红素衍生物的合成

1.4.1　氯化·羟化血红素 (C34H36N4O6FeCl)的合成　将 0.30 g 氯化血红素置于锥形瓶中 ,

用6 mL ρ=10%的NaOH溶解 , 再加入 24 mL 蒸馏水 , 在室温和搅拌下 , 滴加入约 40 mL

φ=1.0%的H2O2溶液 , 反应 1.5 h后过滤 , 滤液用盐酸中和至 pH=5 , 抽滤得细小沉淀 ,

用蒸馏水洗至无 Cl-后 , 在红外灯下烘干 , 产率为 58%, 产品再用异丙醇和氯仿的混和液

重结晶 , 得亮黑色晶体 , 薄层层析为单组分.

1.4.2　甲酸血红素 (C35H33N4O6Fe)的合成　将 0.30 g氯化血红素 , 置于锥形瓶中 , 用20

mL DMF 溶解 , 然后加入2 mLφ=85%的甲酸水浴回流 4 h时后 , 过滤 , 滤液加入适量的

蒸馏水至有沉淀析出 , 过滤 , 沉淀用三蒸水洗至中性 , 在红外灯下烘干 , 产率为 79%,

产品再用异丙醇和氯仿混和液重结晶 , 得到黑色晶体.薄层层析为单组分.

1.5　催化剂催化性能的测定

在恒温 (25±1)℃的测定管中 , 加入1 mL浓度相同的鲁米诺溶液和 1mL浓度相同的

催化剂溶液 , 选择反应时间为 30 s , 以第一个30 s的积分值作为体系的本底发光 , 在第二

个 30 s开始时 , 立刻启动自动进样器 , 加入1 mL 浓度相同的H2O2溶液 , 取5次测定结果

的平均值作为体系的相对发光强度.

2　结果与讨论

2.1　表　征

2.1.1　元素分析　如表 1所示 , 实测值与计算值符合得很好 , 说明采用本文合成纯化方

法可获得较纯的产品.

表1　血红素衍生物的元素分析
1)

Tab.1　Elementary analysis data of the compounds

样品 w(C)/ % w(H)/ % w(N)/ %

氯化血红素(Ⅰ) 62.64(62.58) 4.98(4.91) 9.00(8.59)

甲酸血红素(Ⅱ) 64.08(63.50) 5.00(4.98) 8.81(8.46)

氯化·羟化血红素(Ⅲ) 59.02(59.30) 5.52(5.23) 8.32(8.14)

　　　　　　1)括号里的为计算值

2.1.2　红外光谱　从氯化·羟化血红素的 IR光谱中 , 没有观察到原氯化血红素分子在 990

cm-1处的-CH=CH2 的CH面外变形振动特征峰 , 却在 1 053 cm-1处出现了伯醇的 C-O

的伸缩振动和O-H变形振动特征峰 , 由此说明原氯化血红素分子中的-CH=CH2基已被

H2O2氧化成-CH2CH2OH基.在甲酸血红素中 , 与原氯化血红素不同的是羰基 C=O伸缩

振动特征峰从 1 700 cm-1向高频方向移动到 1 721 cm-1 , 可以认为这是由于甲酸阴离子配

体取代Cl-配体引起的.

2.1.3　质　谱　图 2分别是甲酸血红素和氯化·羟化血红素的质谱图.从谱图中没有观察
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到分子离子峰 , 这是由于 Cl-配体或HCOO-

配体与铁 (Ⅲ)离子结合得不够牢固 , 在快

原子的轰击下容易脱落造成的.在甲酸血红

素的质谱上 , 最大的碎片峰是 616与分子失

去HCOO-配体相符.在氯化·羟化血红素的

质谱上 , 最大的碎片峰是 613与分子失去 1

个Cl
-
离子配体 , 失去 2 个-CH2CH2OH 中

的2个水分子 , 以及失去卟啉环的α, β和δ

的3个 H 原子相符 , 可见质谱的测定结果

与元素分析的结果相一致.

2.2　血红素衍生物的催化性质

氯化血红素 , 甲酸血红素和氯化·羟化

血红素催化鲁米诺-H2O2体系化学发光的相

图 2　血红素衍生物的质谱图
Fig.2　FAB-MS of heam derivatives

A 甲酸血红素;B 氯化-羟化血红素

对发光强度分别为 621 461 , 684 076和356 675.可见催化活性的大小为甲酸血红素>氯化

血红素>氯化·羟化血红素.显然 , 这与催化剂的结构有关.可认为HCOO-取代 Cl-配体

后吸电子的能力比 Cl-配体强 , 使铁(Ⅲ)离子更显正电性 , 更有利于铁(Ⅲ)离子与 HO-2

配位发生电子转移[ 4 ,5] , 使整个化学发光反应的决速步骤加快 , 导致反应体系的发光强度

图 3　催化反应动力学曲线

Fig.3 Kinetic curves of the catalytic reaction

增加.氯化·羟化血红素的催化活性最小 ,

是由于卟啉环上的 2个乙烯基被羟化后 ,

共轭体系减少使卟啉环上电子云密度和电

子流动性减少 , 不利于铁 (Ⅲ)离子发生

上述的电子转移.

　　图3是 3种催化剂催化鲁米诺与过氧

化氢反应的动力学曲线 , 可见催化剂能显

著地提高发光剂的发光强度 , 尤其是甲酸

血红素和氯化血红素均能延长鲁米诺的发

光时间 , 而且在一段时间内基本上保持着

平稳的发光平台 , 这对于化学发光分析法

在医学临床上的应用具有重要的意义.
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Synthesis , Characterization and Catalytic

Properties of the Heam Derivatives

FU Dian-hai
 
, YANGXue-qiang , LIN De-de , HUANGLi

Abstract:Two new heam derivatives were perpared.Their structures were characterized by elemental

analysis , FAB-MS and IR.Catalytic activity of the heam derivatives were studied in the reaction of lu-

minol with hydrogen peroxide.Results show that they have greater effect on the iron center of coordina-

tion groups and the change of two ethylene groups in the porphyrin.

Keywords:chemiluminescencce;heam;luminol
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