
碳纳米管与 PVA协同加强光谱探针并

应用于灵敏测定肝素钠
Enhancing Spect ral Probe Based on the Synergic Effect of Carbon

Nanotubes and PVA for the Sensit ive Determination of H eparin

官  杰,王宗花,孙锡泉, 张菲菲,夏延致

(青岛大学 国家培育基地-纤维新材料与现代纺织重点实验室,山东 青岛 266071)

GUAN Jie, WANG Zong- hua, SU N X-i quan, ZH ANG Fe-i fei, XIA Yan-zhi

( Laborato ry of F iber M aterials and M odern T ext ile, the Grow ing Base

for State Key Laborato ry, Qingdao University, Qingdao 266071, Shandong, China)

摘要: 提出将碳纳米管( CNT s)作为一种新型分析增效试剂用于加强光谱探针, 研究了其与水溶性大分子增效试剂聚乙

烯醇( PVA )的协同增敏机理,并应用于乙基紫( EV)光度法测定肝素钠( Heparin, H ep)的体系中。在此缔合物显色体系

中,含芳香环大分子的EV 通过P~ P作用于CNTs 的管壁上, 增大了有色物质的吸光面积; PVA 的加入提高了 CNT s 及

离子缔合物的分散性。结果表明,在 CNTs 与 PVA 复配的影响下 , EV 与 Hep 在 pH 为 61 5 的 Br itton- Robinson( B- R)缓

冲溶液中形成稳定的紫红色缔合物后在 640nm 处发生明显的褪色, $A max提高了 3301 7%。肝素钠浓度在 0~ 21 5mg/ L

范围内与 $A 成正比,回归方程为 $A= - 01 006 + 01 360 C ( mg/ L ) , 表观摩尔吸光系数 E= 41 29 @ 106 L # mo l- 1 #

cm- 1 , R= 01 9991。在最佳实验条件下,对肝素钠注射液效价进行了测定。
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Abstract: T he car bon nanotubes ( CNTs) w ere regarded as a novel kind of enhancing agent to impr ove

the ef fect of spect ral probe, and a novel fading spect rophotometric method w ith the synergic ef fect of

CNT s and PVA for the determ inat ion of H ep w ith Ethyl Violet ( EV) is proposed in the present pa-

per. The m echanism of the synerg ic effect of CNT s and PVA w as discussed in this w ork. T he ion as-

sociat ion complex of H ep and EV noncovalented w ith CNTs through P- stacking , the hydrophilic

property of w hich w as improved in the presence of PVA. Comparat ive experiments show ed that $Amax

of EV w ith H ep increased by 3301 7% at 640nm in the presence o f CNT s and PV A. T he apparent mo-

lar absorpt iv ity w as 41 29 @ 10
6

L # mol
- 1 # cm

- 1
. T he linearity o f the H ep in mass concentrat ion ran-

ges f rom 0-21 5mg/ L of so lut ion w ith a corr elat ion coef ficient o f 01 9991. This m ethod has been suc-

cessfully applied to the determinat ion o f H ep in H eparin inject ion.

Key words: carbon nanotubes; ethy l vio let ; spect ral probe; heparin; synerg ic ef fect

  碳纳米管( CNTs) [ 1] 自发现以来, 主要以一种纳

米材料的固体形式应用于分析化学的各个领域,如,在

电化学领域 CN Ts 作为一种电极修饰材料用于多种

样品的测定
[ 2- 4]

,提高了电化学测定的灵敏度; 作为气

相色谱和高效液相色谱的固定相, 实现了小分子有机

物及生物分子色谱的分离
[ 5- 7]

;作为基体辅助激光解

吸电离飞行时间质谱( MALDI-TOF MS )的基质, 降

低了背景信号, 实现小分子物质的质谱分析
[ 8, 9]

;

CN Ts对环境基体中的有机和无机污染物都具有一定

的吸附作用,样品经过 CNT s 的吸附、洗脱后,可进行

气相色谱( GC)、质谱( MS)、毛细管电泳 ( CE)等仪器

分析[ 10, 11] 。本课题组率先开展了 CNT s 在溶液中的

应用,以羧基化单壁碳纳米管( c-SWNT )作为区带毛

细管电泳[ 12] 的添加剂,以同系物(咖啡因和可可碱、肾

上腺素和去甲肾上腺素)和结构异构体(对苯二酚和邻

苯二酚)为模型化合物,研究了这种新型纳米材料的加

入对电泳参数及分离的影响。以羧基化碳纳米管作为

一种新型添加剂应用于分光光度领域, 研究了提高荧

光酮测定铅离子体系灵敏度的机理
[ 13]
。

  肝素( H eparin, 缩写为 H ep)系葡糖胺聚糖,是蛋

白多糖的一种, 其在水溶液中由于其酸性基团的解离

而成为带多个负电荷的大阴离子, 它具有广泛的生物
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学功能,是重要的生化药物之一。在众多肝素的测定

方法[ 14- 1 7]中, 分光光度法具有操作简便、快速、仪器价

廉、灵敏度较高等优点,作为光谱探针的染料分子[ 18] ,

在与肝素钠发生缔合反应后, 其吸光度减小, 以此作为

检测肝素钠的定量依据。

  本工作将 CNTs 作为一种新型的分析增效试剂

用于加强光谱探针-乙基紫, 灵敏的利用退色光度法测

定肝素钠, 并深入研究了 CNTs 与 PVA 的协同增敏

机理,将其用于肝素钠注射液中肝素钠的测定。

1  实验

11 1  仪器与试剂

  U V757 型紫外-可见分光光度计(上海分析仪器

总厂 ) ; pH S-30 型酸度计 ( 上海雷磁仪器厂 ) ;

SK5200H 超声机(上海科导仪器有限公司)。

  线形多壁碳纳米管 (外径 10nm )由清华大学提

供。肝素钠 ( 160IU / mg , 中国医药上海化学试剂公

司) , 11 0m g/ m L ( 160IU/ m L) 贮备液, 4 e 冰箱保存,

使用时稀释至 10mg/ L; 01 01%乙基紫水溶液; pH =

61 5的 Br it ton-Robinson ( B-R) 缓冲溶液; 01 1% 的

PVA 水溶液,质量分数为 01 01%的碳纳米管水溶液。

所用试剂均为分析纯,实验用水为二次蒸馏水。

11 2  实验方法

  准确移取 5mL 的肝素钠标准溶液( 10mg/ L )于

25m L 比色管中,依次加入 1mL 浓度为 01 01% EV 溶

液, 1mL 浓度为 01 01% 碳纳米管溶液, 5min 后加入

4mL 浓度为 01 1%的 PVA 水溶液, 21 0mL pH = 61 5

的 B-R 缓冲溶液, 用蒸馏水稀释至刻度, 摇匀。室温

下放置 15min,然后用 1cm 比色皿在波长 640nm 处,

在 UV757型紫外-可见分光光度计上测定吸光度。其

中试剂空白记为 A 0 , 含有肝素钠者记为 A , 计算 $A

= A 0 - A。

2  结果与讨论

21 1  吸收光谱

  实验得到了 H ep + EV (图 1a) ; H ep + EV +

PVA(图 1b) ; H ep + EV + CNT s (图 1c) ; H ep +

EV + CNT s + PVA (图 1d) 四个体系的可见吸收光

谱图。由光谱图可见, 肝素钠与 EV 形成的紫红色离

子缔合物最大褪色波长( Kmax )位于 640nm 处, 最大褪

色吸收值($A max )为 01 166。PVA 或 CNTs 分别加入

到显色体系中后, $A max分别为 01 493 (图 1b)和01 603

(图 1c) ;当两者复配后( CN Ts + PVA ) , 显色体系的

$Amax提高到 01 715 (图 1d) ,由于两者的协同增敏作

用,显著提高了体系的灵敏度, 使体系的灵敏度最高。

(图 1)

图 1  缔合体系的紫外-可见吸收光谱

Fig1 1  T he UV-VIS absorption spect ra of

ion ass ociat ion complex

  H ep与 EV 形成的离子缔合物体积较大,疏水性

较强,在水溶液中易以沉淀的形式析出,所以多采用萃

取、浮选或是增溶光度法进行测定。增溶光度法常用

的稳定剂是水溶性大分子化合物, 如 PVA, 这是一类

含有能够形成氢键的醇氧和醚氧的化合物, 通过特殊

的三维立体空间结构与显色剂分子相互作用,使离子

缔合物能均匀地分散在水溶液中。

  碳纳米管的侧壁是由 sp2杂化的碳原子组成, 具

有非常大的比表面积和大量高度离域的 P电子,这些

P电子可以与其它含有共轭结构的分子发生较强的非

共价作用[ 19, 20] 。EV 是一种三苯甲烷型的阳离子染料

(图 2) , 其可以通过 P~ P相互作用于 CNT s 管壁上

(图 3)。由于碳纳米管与乙基紫的作用, 增大了显色

体系的吸光面积,进而提高了显色体系吸光度的差值。

水溶性大分子化合物 PVA 的加入, 使 CN Ts-缔合物

得到更好的分散。改善了缔合物的稳定性, 提高了测

定的灵敏度。

图 2  乙基紫结构示意图

Fig1 2  Th e st ructu re of EV
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图 3  乙基紫与碳纳米管作用示意图

Fig1 3  Sch emat ic interact ion betw een EV

and th e CNTs via P- stacking

21 2  机理探讨

  为了更好研究各组分之间的相互作用, 探讨碳纳

米管与 PVA 的协同加强机理, 本工作实验了不同添

加顺序对显色体系灵敏度的影响, 结果如表 1。

表 1 不同加入顺序对$A的影响

Table 1 Effect of the o rder of r eact ants on $A

T he Sequen ce of the reagents $ A max

Sequen ce a Hep- EV-CNT s- PVA 0. 715

Sequ ence b H ep-( EV- CNTs ) -PVA 0. 650

S equen ce c Hep- EV-PVA-CNT s 0. 578

Sequ ence d H ep- ( EV-PVA)- CNTs 0. 451

Sequen ce e H ep- EV-( CNT s-PVA) 0. 485

  实验结果显示, 按照加入顺序 a 时, $A max 为

01 715,其显色体系的 $A 最高。

  当按照加入顺序 b时, CNT s事先与 EV 混合再

加入到显色体系中, $Amax = 01 650。两者的事先混合

可使 EV通过 P~ P作用,非共价作用在 CN Ts的管壁

上。当再加入 H ep 时, CN Ts 存在着较大的空间位

阻,部分地阻碍了 H ep与 EV 之间的缔合作用, 使显

色体系中离子缔合物的浓度降低, 降低了体系的

$Amax。

  当按照加入顺序 c 时, $A max = 01 578。与顺序 a

相比, PVA 先于 CNTs 加入到显色体系中, PVA 在

水溶液中通过特殊的三维立体空间结构与离子缔合物

发生作用,而使 H ep-EV 缔合物稳定存在于其三维立

体空间结构中, 部分的减弱了缔合物与 CNT s之间的

P~ P作用,从而降低灵敏度。

  当按照加入顺序 d 时, $A max = 01 451。PVA 与

EV 的事先混合作用使 EV 分子被包裹在 PVA 的三

维立体空间结构中, 不仅减弱其与碳纳米管之间的 P

~ P作用, 而且 EV 与 H ep之间的缔合作用也大大降

低,故体系的灵敏度最低。

  当按照加入顺序 e 时, $Amax = 01 485。CNT s事

先与 PV A混合,一方面 PVA 对 CNT s起到很好的分

散作用,另一方面 PVA 分子缠绕在 CN Ts 的管壁上,

部分地阻碍了乙基紫或缔合物分子与 CN Ts之间的 P

~ P作用, 从而体系灵敏度降低。

  综上所述, H ep-EV-CNTs-PVA 为最佳实验顺

序。在此显色体系中, H ep与 EV 形成的离子缔合物

通过 P~ P作用,吸附在 CNTs 的管壁上, 有效地增大

了吸光物质的面积。H ep-EV- CNT s 稳定存在于

PVA 的三维立体空间结构中, 增加了整个大分子的亲

水性。CNT s共轭结构与 PVA 的特殊的三维立体空

间结构相互补充,增大了离子缔合物体系的灵敏度。

21 3  最佳实验条件的选择
21 31 1  酸度及缓冲溶液的选择

  实验测得, Brit to n-Robinson 缓冲溶液在 pH 61 0

~ 71 0范围内, $Amax最大并且保持稳定, 因此, 选用

pH 为 61 5的 B-R缓冲溶液作为反应介质。对其用量

进行考察,实验测得用量在 01 5~ 31 5mL 范围最佳,因

此,实验中选用缓冲溶液 21 0mL。

21 31 2  试剂用量的选择
  按照实验方法, 得出 01 01% CNT s水溶液的最佳

用量在 01 5~ 11 5mL 之间, 本实验中选用 CNT s的用

量11 0m L; 01 1% PVA 的最佳用量在 31 0~ 51 0mL,本

实验中选用 4mL; 01 01% 的 EV 溶液用量在 01 5 ~

11 5m L 之间吸光度最大且恒定, 本工作选用 11 0mL

作为最佳用量。

21 31 3  显色反应的时间的影响
  室温下,乙基紫与肝素钠的褪色反应 10 min达到

完全,故选择在 15 m in后进行测定。

21 4  配合物的组成及稳定性

  在选定的实验条件下,采用等摩尔连续变化法测

定了缔合物的组成, 肝素钠的每个重复二糖单元所结

合的乙基紫分子个数为 N c= CEV / C Hep U 3。对试样

进行时间扫描, 离子缔合物能稳定 2h以上, 稳定性较

好。

21 5  工作曲线及灵敏度

  按照试验方法进行测定, 肝素钠浓度在 0 ~ 21 5

mg/ L 范围内符合比耳定律, 线性回归方程为 $A =

- 01 006 + 01 360 C ( mg / L ) , ( n= 7, r= 01 9991) , 在

此条件下测得的表观摩尔吸光系数为: E= 41 29 @ 106  

L # mo l
- 1 # cm

- 1
,当无碳纳米管和 PVA 存在时, 表观

摩尔吸光系数 E= 91 96 @ 105 L # mol- 1 # cm- 1 , 表观

摩尔吸光系数提高了 41 31倍。

21 6  共存离子的影响
  针对有可能产生干扰的共存离子进行试验,当允

许误差为 ? 5%时, 50 Lg/ 25m L H ep所允许共存离子

的最大量 ( Lg ) : N aCl ( 50000) , N a2 SO 4 ( 37500 ) ,
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NaN O3 ( 25000 ) , 淀粉 ( 5200) , Zn
2+

( 5000 ) , Ag
+

( 5000) , M n
2+

( 2500) , Ca
2+

( 2500) , Cd
2+

( 1000) , Pb
2+

( 900) , Co2+ ( 650) , M g2+ ( 500) , Ba2+ ( 380 ) , A l3+

( 150) , Fe3+ ( 150) , Cu2+ ( 50) , Cr3 + ( 30) , Ni2+ ( 30) ,其

中 Al
3+

, Fe
3+

, Cu
2+

, Cr
3+

, Ni
2+

,等离子影响较大。抗

坏血酸可以掩蔽 Fe3+ 的干扰, 其他金属离子可采用巯

基棉预先分离除去或通过加入 EDTA 掩蔽。

21 7  样品分析

  肝素钠注射液是由天津市生物化学制药厂生产,

批号分别是 20031003 和 20040910 样品, 效价为

12500 IU / 2mL。精确量取肝素钠注射液 21 0mL 于

200m L 容量瓶中, 用二次水稀释至刻度, 摇匀。再精

确量取此液 51 00mL 于 501 00mL 容量瓶中,用二次蒸

馏水稀释至刻度, 摇匀。移取上述样品 11 00mL 于

25m L 比色管中,按实验方法测定, 并换算得到肝素钠

注射液效价 C ( IU / 2m L, 1mg = 160 IU ) , 对所分析

样品进行加标回收试验, 回收率在 991 3% ~ 1001 6%

之间,结果见表 2。

表 2 肝素钠注射液样品的测定( n= 7)

Table 2  Determinat ion results o f Hep in Hepar in inject ion( n= 7)

Lot

nu mber

Mean value

/ ( m g# L- 1)

Added Hep

/ ( mg # L- 1 )

Foun d

/ ( mg # L- 1)

Recovery

/ %

Found potency

( IU # 2m L- 1)

S pecified

/ ( IU # 2mL- 1 )

RS D

/%

20031003 1. 562 0. 5 2. 075 100. 6 12575 12500 1. 19

20040910 1. 560 0. 5 2. 045 99. 3 12409 12500 1. 05

3  结论

  ( 1) 基于碳纳米管独特的管壁结构及其优异的性

能,将碳纳米管作为一种新型的加强光谱探针试剂,应

用于离子缔合物显色体系中。

  ( 2) 研究了水溶性大分子 PVA 与碳纳米管的复

配作用机理,并提出一种新的分析增效模型, 在 H ep-

EV- CNT s- PVA 体系中得到验证。

  ( 3) H ep 与 EV 形成的离子缔合物通过 EV 与

CN Ts之间的 P~ P作用于碳纳米管的管壁上, PVA

的加入,使离子缔合物稳定的存在于水溶液中, 同时

PVA 大分子缠绕在 CNT s的管壁上,显著改善显色体

系的水溶性和分散性。

  ( 4) 将此法应用于肝素钠注射液中的肝素钠的测

定,方法准确可靠。
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3  结论

  ( 1) 应用磁控溅射的方法在玻璃基底上制备了

TiO 2纳米薄膜, 经 XRD表征该薄膜为锐钛矿相。该

方法制备的薄膜经场发射电镜观察颗粒均匀,致密,颗

粒大小为 30~ 50nm。

  ( 2) 根据紫外-可见透射光谱计算了不同厚度

TiO 2薄膜的光学禁带宽度, 其值与膜厚并无特定联

系,不同厚度薄膜的 Eg 值在 31 14~ 31 25eV 之间, 其

值接近 TiO 2禁带宽度的理论值 31 2eV。
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