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摘　 要:建立了一种利用二级散射法不经分离直接测定溶液中 ＡＴＰ 的新方法.利用间

苯二甲醛与吡咯反应制备一种新型双极双齿配体 ( ｉｓｏｐｈｔｈａｌａｌｄｅｈｙｄｅ￣ｔｅｔｒａｐｙｒｒｏｌｅꎬ
ＩＰＴＰ)ꎬ该配体与铀酰配位形成双核铀酰配合物ꎬ双核铀酰配合物与 ＡＴＰ 络合形成双

核铀酰配合物￣ＡＴＰꎬ研究双核铀酰配合物￣ＡＴＰ 体系的光谱特征ꎬ影响因素和最佳反

应条件.在最佳条件下二级散射强度与 ＡＴＰ 的浓度的线性范围是 ２.５~５００ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ检
出限为 ０.７５ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ此方法已成功用于待测样品中 ＡＴＰ 的测定.
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０　 引　 言

三磷酸腺苷( ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＡＴＰ)是

一种以次黄嘌呤核苷酸为底物ꎬ经生物发酵技术

制得的一种高能化合物ꎬ是生物体内组织细胞一

切生命活动所需能量的直接来源ꎬ被誉为细胞内

能量的“分子通货”ꎬ能够储存和传递化学能ꎬ参
与体内蛋白质、脂肪、糖和核酸的代谢[１￣２] .ＡＴＰ 作

为最重要的能量分子在细胞的各种生理、病理过

程中起着重要作用ꎬ可以作为细胞活性的一个重

要标志物.ＡＴＰ 也常作为检测微生物污染的一个

指标[３￣４]ꎬ通过检测 ＡＴＰ 含量ꎬ可以检测食品、水、
药品、化妆品等的微生物污染情况ꎬ通过监测活细

胞线粒体内 ＡＴＰ 含量的变化ꎬ可以预测各种药

物、生物制剂或生物活性物质引起的细胞杀伤、细
胞抑制和细胞增殖作用.

目前文献报导检测 ＡＴＰ 的方法主要有纸层

析法[５￣６]ꎬ电化学传感器法[７￣８]ꎬ离子交换色谱[９]ꎬ
高效液相色谱[１０￣１１]ꎬ分光光度法[１２￣１５]ꎬ生物发光

法[１６￣１７]和基于核酸适体的方法[１８￣２１] 等.这些方法

中有的操作比较繁琐ꎬ耗时较长ꎬ制备过程复杂ꎬ
如纸层析法和电化学传感器法ꎻ有的对仪器设备

要求高ꎬ且需要特定的酶ꎬ如高效液相色谱法和生

物发光法ꎻ有的精度低ꎬ如离子交换色谱法.因此ꎬ
探索新的、灵敏度高的、快速便捷的检测方法对于

检测 ＡＴＰ 在食品、药品、环境水样中的微生物污

染情况等具有十分重要的意义.
二级散射( ｓｅｃｏｎｄ￣ｏｒｄｅｒ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇꎬＳＯＳ)作为

一种新发展起来的分析技术ꎬ因其灵敏度高ꎬ简单

便捷的优点引起人们的关注[２２￣２３]ꎬ并在金属离

子[２４]、表面活性剂[２５]、蛋白质[２６]、核酸[２７]、药

物[２８]及环境样品[２９]的检测中得到广泛应用.本课

题组在研究中发现ꎬ在中性条件下ꎬ双核铀酰配合

物( ｂｉｎｕｃｌｅａｒ ｕｒａｎｙｌ￣ｉｓｏｐｈｔｈａｌａｌｄｅｈｙｄｅ￣ｔｅｔｒａｐｙｒｒｏｌｅꎬ
ＢＵＩＰＴＰ)与 ＡＴＰ 能形成一种配合物体系ꎬ对体系

进行光谱性能测试ꎬ发现在体系激发波长的二倍

处出现一个强峰ꎬ激发波长位于 ５６６ ｎｍ 处ꎬ在最

大激发波长处ꎬ体系的 ＳＯＳ 强度随着 ＡＴＰ 的浓度

的增加存在这线性关系ꎬ可用于痕量分析ꎬ且该方

法具有较高的灵敏度ꎬ检出限为 ０.７５ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ其
灵敏度较常见的检测 ＡＴＰ 的方法要大大的提高.
研究双核铀酰配合物(ＢＵＩＰＴＰ)与 ＡＴＰ 的配位反

应对二级散射强度的影响ꎬ并对反应条件进行一

系列的优化ꎬ得出的结果让人满意.

１　 实验部分

１.１　 试剂与仪器

仪器:ＵＶ￣３９００ 紫外￣可见分光光度计(日本

日立)ꎬＩＲ Ｐｒｅｓｔｉｇｅ￣２１ 傅立叶变换红外光谱仪(日
本岛津公司)ꎬＨｉｔａｃｈｉ￣Ｆ７０００ 荧光分光光度计(日
本日立公司)ꎬＩＫＡ￣ＭＡＧＨＳ７ 恒温加热磁力搅拌

器(广州仪科实验室技术有限公司)ꎬＤＺＦ￣６０２０ 真

空干燥箱(上海三发科学仪器有限公司)ꎬｐＨｓ￣
１０Ｃ 数字酸度计(上海雷磁科学仪器厂)ꎬ电子分

析天平(瑞士梅特勒￣托利多仪器有限公司).
试剂:ＩＰＴＰ 是实验室自制ꎬ六水合硝酸铀酰

是购买于湖北楚盛威化工有限公司ꎬ三磷酸腺苷

(ＡＴＰ)购买于上海 Ａｌａｄｄｉｎ 化学试剂有限公司.
１.２　 制备双核铀酰配合物

利 用 铀 酰 与 双 极 双 齿 配 体 ( ｉｓｏｐｈｔｈａｌａ
ｌｄｅｈｙｄｅ￣ｔｅｔｒａｐｙｒｒｏｌｅꎬＩＰＴＰ)反应合成了双核铀酰配

合物(见图 １). 合成步骤如下: ＩＰＴＰ 参照文献

[３０] 的方法合成ꎻ将 ＩＰＴＰ(０.３６６ ０ ｇꎬ１.０ ｍｍｏｌ)
和六水合硝酸铀酰(０.５０２ ０ ｇꎬ１.０ ｍｍｏｌ)溶解在

１００ ｍＬ 体积比为 ３ ∶ １ 的无水乙醇与水溶液中ꎬ
将混合物室温下用磁子搅拌 １０ ｈ 使其发生螯合

反应.将溶剂减压除去ꎬ得到的固体用无水乙醇洗

涤数次ꎬ然后用柱层析进行提纯ꎬ所得产物即为纯

的 ＢＵＩＰＴＰ.
１.３　 ＢＵＩＰＴＰ 溶液的配制

用 分 析 天 平 准 确 称 量 ＢＵＩＰＴＰ 固 体

０.７４０ ０ ｇꎬ经二次蒸馏水溶解ꎬ转移至 １００ ｍＬ 容

量瓶ꎬ加水定容至刻度线ꎬ摇匀ꎬ即得 １０ μｍｏｌ / Ｌ
的 ＢＵＩＰＴＰ 溶液.
１.４　 ＡＴＰ 的测定步骤

在 １０ ｍＬ 比色管中加入 ５００ μＬ 的 ＡＴＰ 标准

溶液或样品溶液与 ２００ μＬ 的 Ｔｒｉｓ￣Ｈｃｌ 缓冲液(ｐＨ
７).在搅拌下将 １００ μＬ １０ μｍｏｌ / Ｌ 的 ＢＵＩＰＴＰ 溶

液滴加到上述溶液中ꎬ总滴加时间为 １０ ｍｉｎꎬ将该

溶液孵育 ３０ ｍｉｎ.在激发波长 ２８３ ｎｍꎬ发射波长

５６６ ｎｍ处用荧光分光光度计测定该体系的二级散

射光谱.在 ５６６ ｎｍ 波长处绘制二级散射光强度对

ＡＴＰ 浓度的标准曲线.在相同的实验条件下ꎬ进行

腺苷和其它三种磷酸核苷酸的平行实验.ＡＴＰ 与

ＢＵＩＰＴＰ 反应以及检测 ＡＴＰ 的过程示意图见图 １.

８
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图 １　 ＡＴＰ 与 ＢＵＩＰＴＰ 反应和检测 ＡＴＰ 的过程示意图

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＡＴＰ ｗｉｔｈ ＢＵＩＰＴＰ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｄ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ ＡＴＰ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

２　 结果与讨论

２.１　 二级散射光谱特征

图 ２ 为 ＢＵＩＰＴＰ 与不同浓度的 ＡＴＰ 溶液的二

级散射光谱图.当体系中不存在 ＡＴＰ 时ꎬ溶液的

二级散射强度较弱.当加入 ＡＴＰ 溶液后ꎬ体系的

二级散射强度增强.因为 ＡＴＰ 与 ＢＵＩＰＴＰ 形成大

的空间体积ꎬ使得二级散射强度增强.在最佳条件

下ꎬＢＵＩＰＴＰ￣ＡＴＰ 体系二级散射增加的强度与一

定范围的 ＡＴＰ 浓度呈现线性关系.因此ꎬ可以利

用由 ＡＴＰ 和 ＢＵＩＰＴＰ 引起的反应来建立二级散射

光谱法检测 ＡＴＰ.选定在 ５６６ ｎｍ 处检测 ＡＴＰ 的二

级散射光强度.
２.２　 酸度的影响

我们首先研究了溶液的酸度对体系二级散射

强度的影响.由图 ３ 可看出ꎬ随着 ｐＨ 值增大ꎬ二级

散射强度出现先增强而后降低现象. ｐＨ 为 ７ 时ꎬ
体系的二级散射强度最大.结果显示ꎬ在中性介质

中该反应的效果是最好的.究其原因可能是在强

酸性介质中 ＡＴＰ 的氨基质子化ꎬ导致 ＡＴＰ 与

ＢＵＩＰＴＰ 结合的亲和力减弱.当 ｐＨ 值高于 ７.０ 时ꎬ

溶液 中 的 氢 氧 根 离 子 会 与 ＡＴＰ 竞 争 结 合

ＢＵＩＰＴＰ.因此ꎬ采用 ｐＨ ７ 的 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲溶液.

ＡＴＰ 的浓度为:ａ￣ｇ:０ꎬ５０ꎬ１００ꎬ２００ꎬ３００ꎬ４００ꎬ５００ ｎｍｏｌ / Ｌ

图 ２　 溶液的二级散射光谱图

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ￣ｏｒｄｅｒ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ ｏｆ ＡＴＰ ａｎｄ
ＢＵＩＰＴＰ ｓｙｓｔｅｍ

２.３　 反应时间的影响

按照实验方法测定了体系在 ０ ~ ５０ ｍｉｎ 内ꎬ
考察反应时间对体系二级散射强度的影响ꎬ结果

显示:反应在达到 ３０ ｍｉｎ 后二级散射强度即达到

９
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最大ꎬ并在 ３０~５０ ｍｉｎ 内几乎保持不变(如图 ４).
本实验选择反应 ３０ ｍｉｎ 后测定.

图 ３　 ｐＨ 对二级散射强度的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ￣ｏｒｄｅｒ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ

图 ４　 反应时间对二级散射强度的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ￣
ｏｒｄｅｒ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ

２.４　 ＡＴＰ 和 ＢＵＩＰＴＰ 加入顺序的影响

测试了 ＡＴＰ 和 ＢＵＩＰＴＰ 加入顺序的影响.结
果表明ꎬ将 ＢＵＩＰＴＰ 滴加到 ＡＴＰ 溶液时的二级散

射信号比 ＡＴＰ 滴加到 ＢＵＩＰＴＰ 溶液时的更强.可
能是因为 ＢＵＩＰＴＰ 滴加到 ＡＴＰ 溶液中时ꎬＢＵＩＰＴＰ
与 ＡＴＰ 的反应物质的量之比为 １ ∶ ２.但是将 ＡＴＰ
滴加到 ＢＵＩＰＴＰ 溶液时ꎬＢＵＩＰＴＰ 与 ＡＴＰ 以物质

的量之比为１ ∶ ２和 １ ∶ １ 同时进行反应ꎬ这使得二

级散射信号稍微较弱.所以本研究选择将 ＢＵＩＰＴＰ
滴加到 ＡＴＰ 溶液.
２.５　 标准曲线、检出限和精密度实验

在最优实验条件下ꎬ对不同浓度 ＡＴＰ 的二级

散射强度进行了测定ꎬ并作出了校正曲线.如图 ５ꎬ
该标准曲线表明ꎬＡＴＰ 浓度在 ２.５~５００ ｎｍｏｌ / Ｌ范围

内ꎬ二级散射强度(ＩＳＯＳ)与 ＡＴＰ 浓度(ｃ)之间具有

良好的线性关系.线性回归方程为:ΔＩＳＯＳ ＝ ５４８＋７.９８
ｃ (ｎｍｏｌ / Ｌ)ꎬ相关系数 ｒ ＝ ０.９９９ １.平行测定 １１ 份

空白溶液ꎬ根据检出限公式 ＦＬＯＤ ＝ ３Ｓｂ / ｍ(Ｓｂ为空白

标准偏差ꎬｍ 为工作曲线的斜率)ꎬ检出限为

０.７５ ｎｍｏｌ / Ｌ.分别对 ＡＴＰ 浓度为 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ 和

３００ ｎｍｏｌ / Ｌ两组待测液进行六次平行测定ꎬ相对标

准偏差分别为 ２.５６％和 ２.０３％.

图 ５　 测定 ＡＴＰ 的校准曲线

Ｆｉｇ.５　 Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＴＰ

２.６　 选择性试验

为了研究实验的选择性ꎬ我们使用单独的三

磷酸腺苷(ＡＴＰ)和单独的磷酸根进行比较(见图

６).

图 ６　 含有相同的浓度的 ＡＴＰ、磷酸根、ＡＴＰ 和

磷酸根共存的 ＢＵＩＰＴＰ 溶液的

标准化二级散射强度

Ｆｉｇ.６　 Ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｓｅｃｏｎｄ￣ｏｒｄｅｒ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ
ＢＵＩＰＴＰ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ＡＴＰꎬ ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ａｎｄ ＡＴＰ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｃｏｅｘｉｓｔｅｎｃｅ

结果表明ꎬ当浓度相同时ꎬ单独存在 ＡＴＰ 时

的 ＩＲＬＳ值比单独的磷酸根存在时的 ＩＲＬＳ值高ꎬ并且

当 ＡＴＰ 与磷酸根共存时与单独存在 ＡＴＰ 时的
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ＩＲＬＳ值大致相同.说明该方法对 ＡＴＰ 具有很好的选

择性ꎬ进一步证明 ＢＵＩＰＴＰ 中的铀酰能特异性地

结合 ＡＴＰ 中的磷酸基团和腺苷.
２.７　 共存物质的影响

在选定条件下ꎬ我们对体系进行了共存物质

影响的干扰情况研究.结果见表 １ꎬ表中所列的相

对误差在±５％的范围内ꎬ基本对 ＡＴＰ 的测定无

干扰.

表 １　 共存物质的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｃｏｅｘｉｓｔｉｎｇ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

共存物质 浓度 ｃ / (ｍｏｌＬ－１) △ＩＦ / ％

葡萄糖 ５.００×１０－４ ４.２

蔗糖 １.００×１０－４ －３.６

腺苷 ２.００×１０－５ ２.７

淀粉 １.８０×１０－６ １.９

乳糖 １.００×１０－５ ０.９

糊精 ２.００×１０－６ ３.２

２.８　 实际样品的检测

使用该法对实际注射药剂样品中的 ＡＴＰ 和

药片中的 ＡＴＰ 含量进行了测定.使用二次蒸馏水

稀释 ＡＴＰ 注射液到合适的浓度.将 ＡＴＰ 药片研磨

成粉末ꎬ用分析天平精确称取一定量的粉末后用

二次蒸馏水稀释至所需浓度.按照以上实验步骤

对稀释后的样品中的 ＡＴＰ 进行测定.为了评估该

方法的实用性和可靠性ꎬ本研究进行了标准浓度

的 ＡＴＰ 回收实验.由表 ２ 可知ꎬ样品平行测定的

ＲＳＤ 都低于 ２.５％ꎬ回收率在 ９９.０％ ~１０１.０％范围

内(ｎ＝ ６).结果表明ꎬ该研究方法可以成功应用于

实际样品中 ＡＴＰ 的检测ꎬ并且具有较好的回

收率.

表 ２　 实际样品分析(ｎ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅａｌ ｓａｍｐｌｅｓ(ｎ＝ ６)

项目
样品

药片 １ 药片 ２ 注剂 １ 注剂 ２
平均值 / (ｎｍｏｌＬ－１) ０.１９３ ０.２０４ ０.２１６ ０.１７９

ＲＳＤ / ％ ２.３００ １.９００ ２.２００ ２.４００

加入量 / (ｎｍｏｌＬ－１) ０.２００ ０.２００ ０.２００ ０.２００

检测量 / (ｎｍｏｌＬ－１) ０.３９５ ０.４０３ ０.４１７ ０.３７７
回收率 / ％ １０１.０ ９９.５ １００.５ ９９.０

３　 结　 论

在本实验研究中ꎬ建立了一种新的二级散射

法不经分离直接检测 ＡＴＰ.该方法是基于 ＡＴＰ 和

ＢＵＩＰＴＰ 反应生成的配合物而引起二级散射增强

这一原理建立的.该分析方法具有简单方便、灵敏

度高、亲和力高、对 ＡＴＰ 的特异性以及不经过分

离操作过程等优点.该方法可为其他类似目标分

析物如 ＣＴＰ、ＧＴＰ 等的检测提供一种新的思路ꎬ并
且在生物化学、医学、环境学等领域具有重要的潜

在应用价值.
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