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稀土螯合物的制备是均相时间分辨荧光免疫分析中的关键部分!为了合成理想的稀土螯合物!以

E
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G2

二#溴甲基$吡啶
2H

!

J2

二甲酸二乙酯为原料!首先优化合成了
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G
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二甲基$+二#氨甲基$6

2

吡啶
2

二羧酸乙酯!使其产率明显提高'进一步选择乙腈和甲醇两种反应体系合

成铕螯合物!并比较了不同反应体系下合成的铕螯合物的光谱性质'研究表明!乙腈和甲醇两种反应体系所

得铕螯合物的激发光谱#最大激发波长为
H?>)&

$-发射光谱#最大发射波长为
G?G)&

$-量子产率基本相

同!荧光强度在
?>

KS

#

?>

KJ

&%1

(

P

K?范围内与
O/

Hg浓度均成线性!相关系数分别为
>UQQHRH

和
>UQSGGJ

!

两种铕螯合物#

'kEUJ]?>

KJ

&%1

(

P

K?

$的荧光强度略有差异!荧光寿命分别为
SEJ

和
SH>

%

.

'因此!两种反

应体系所得铕螯合物具有斯托克斯位移大-荧光强度强以及荧光寿命长等优点!并且此种穴状螯合剂结构

中的吡啶
2E

!

E2

联吡啶可保护铕离子免受其他物质的干扰!是理想的稀土螯合物!可用于蛋白质-核酸等生

物分子的标记'本研究不仅拓展了合成新型稀土螯合物的方法!而且为进一步建立均相时间分辨荧光免疫

分析奠定了基础'
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;NO7

$!

所以!也被称为
7N2;NO7

技术'时间分辨荧光技术利用了

稀土离子具有激发谱带宽-发射谱带窄而尖锐-斯托克斯位

移大等优势*

H

+

!有效地避免了背景荧光的干扰*

?

+

'能量共振

转移理论指受激发的供体基团将能量传递给受体基团的过

程*

I

+

'受激发的供体发射光谱与受体激发光谱部分重叠!使

得受体基团可被激发而发出其特征峰!依据所测得受体发射

光的强度来定量测定目标分子的浓度-分析分子间的相互作

用等'因此!

=7N;

技术既克服了混合物自发荧光和固体沉

淀物光散射的干扰*

?

+

!有效地提高了检测的灵敏度*

J

+

!又避

免了检测过程中未结合物分离的繁琐步骤!实现了简便快速

易于自动化的检测*

G

+

'均相时间分辨荧光免疫分析已成为超

灵敏分析领域的重要技术!其广泛应用于药物研发*
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+

-分子

间相互作用*

S

+

-蛋白质和激素检测*

Q2??

+

-病原微生物检

测*

?E

+

-聚合酶链式反应*

?H

+等方面'

本研究以
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二羧酸乙酯!进一步选择

乙腈和甲醇两种反应体系进行
O/

Hg配位反应*
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!获得目标

产物
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Hg
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二羧酸乙酯!并对目标产物的激发光

谱-发射光谱-荧光强度-量子产率和荧光寿命进行分析比
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IUE?]
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&%1

$于反应瓶中!加入
E?>&P

乙腈溶液!

V

E

保护下搅

拌-升温-回流反应
I>&-)

后!开始滴加
?I>&PE

!

G2

二#溴

甲基$吡啶
2H

!

J2

二甲酸二乙酯#

>U?HGQ
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HUHG]?>

KI

&%1
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乙腈溶液!

E,

滴完!回流反应
I>,

'降温-抽滤-旋蒸得粗

产物!经色谱柱分离得目标产物!产率
J?f

'
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$于反应瓶中!加

入
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乙腈!
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保护下搅拌-升温-回流反应
IS,

'降

温-抽滤-旋蒸得终产物!产率
GEf
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甲醇反应体系
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??UI]?>

KJ

&%1

$于反应瓶中!加

入
?J&P

甲醇!

V

E

保护下搅拌-升温-回流反应
IS,

'然后

加入
?J&P

乙醚!室温冷却静置!收集析出白色固体!产率

JSf

'
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分析检测

?UIU?

#

配制溶液

分别称取两种反应体系所得铕#

O/

Hg

$螯合物
>US>>&

5

!

置于
?>&P

容量瓶中!加水定容至
?>&P

!得
O/

Hg浓度为

?U>]?>

KI

&%1

(

P

K?

'对溶液进行梯度稀释得
O/

Hg浓度分别

为
EUJ]?>

KJ

!

JU>]?>

KG

!

?U>]?>

KG

!

EU>]?>

KR和
IU>]

?>

KS

&%1

(
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#

光谱检测

使用
;2R>>>

型荧光光谱仪!室温下分别固定发射波长

G?G)&

和激发波长
H?>)&

!测定
O/

Hg螯合物溶液#

'kEUJ

]?>

KJ

&%1

(

P

K?

$的激发光谱和发射光谱'

使用稳态&瞬态荧光光谱仪在
HH>)&

氙灯激发下!测定

O/

Hg螯合物溶液的发射光谱和荧光强度'

?UIUH

#

量子产率检测

使用绝对量子效率测试仪在
H?>)&

氙灯激发下!测定

O/

Hg螯合物溶液#

'kEUJ]?>

KJ

&%1

(

P

K?

$的量子产率'

?UIUI

#

荧光寿命检测

使用
;PYL2QE>

研究级荧光光谱仪在
H?>)&

氙灯激发

下!测定
O/

Hg螯合物溶液#

'kEUJ]?>

KJ

&%1

(

P

K?

$的荧光

寿命'
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#

结果与讨论
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铕螯合物结构研究

研究合成的
P-
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!
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联吡啶
2

G
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G
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2

二甲基$+二#氨甲基$6

2

吡啶
2

二羧酸乙酯采用了吡啶
2E

!

E2

联吡啶组成的穴状结构!联吡啶作为核心配体能够较好吸

收能量!与铕离子形成最佳的匹配能级!实现分子结构内的

能量转移*

H

!

?I

+

!使得铕离子发出强荧光'吡啶
2E

!

E2

联吡啶与

铕离子形成稳定的螯合物!能够更好地保护铕离子!使其不

易被水及蛋白质溶液所猝灭*

?J

+

'该穴状螯合剂与其他螯合

剂*

?G

+相比!具有极强抗干扰性!可耐受低
0

=

-金属离子-

FDL<

-

OF7C

等!同时该螯合剂没有光漂白性!多次读数

后荧光信号没有损失!荧光可再现!可以进行动力学检测'

该铕螯合剂结构中的两个酯基基团可以进一步用于蛋白质-

酶-核酸*

?R2?S

+等标记中'因此!该铕螯合物不仅具有了稀土

离子的光谱特性!还具有了标记的功能!其在标记技术领域

具有广泛的应用前景'
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基$)二#氨甲基$-
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二羧酸乙酯合成

通过改变投料比-反应时间等优化反应条件获得目标产

物'经核磁共振仪-傅里叶变换离子回旋共振质谱仪等技术

手段进行表征!确证了该化合物的结构!目标产物的产率提

高至
J?f

!具有产业化应用的前景'
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铕螯合物光谱性质的研究

EUHU?

#

激发光谱与发射光谱

两种反应体系中制备的
O/

Hg螯合物溶液#

'kEUJ]?>

KJ

&%1

(

P

K?

$的激发光谱和发射光谱!如图
?

所示'激发光谱

范围均为
E>>

#

HHE)&

!其中
H?>)&

处为最大吸收峰'选择

H?>)&

作为激发波长!

O/

Hg螯合物在
JQS

和
G?G)&

处显现

了相同的
O/

Hg特征峰!分别归属电偶极跃迁J

6

>

6

R

[

?

-磁

偶极跃迁J

6

>

6

R

[

E

'在
JQS

和
G?G)&

处!乙腈反应体系所

得
O/

Hg螯合物强度分别为
EJQI

和
H?IR

!跃迁强度比值为

图
1

#
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4c螯合物的激发光谱和发射光谱
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?UE

%甲醇反应体系所得
O/

Hg螯合物强度分别为
EEHR

和
E

GQE

!跃迁强度比值为
?UE

!表明了该螯合物结构对称性较

好!

O/

Hg大致处于反演中心'

O/

Hg螯合物的荧光强度略有不

同)乙腈反应体系所得
O/

Hg螯合物的荧光强度稍高于甲醇

反应体系'

EUHUE

#

铕螯合物溶液的荧光强度与
O/

Hg浓度的关系

两种反应体系所得梯度稀释的
O/

Hg螯合物溶液的发射

光谱!如图
E

和图
H

所示'在激发波长为
HH>)&

时!选取发

射峰
G??)&

处的荧光强度进行分析比较!如表
?

所示!应用

双对数函数模型和线性拟合进行分析比较!如图
I

"图
G

所

示'从图中可知!两种反应体系中
O/

Hg螯合物溶液的荧光强

度与
O/

Hg浓度在
?>

KS

#

?>

KJ范围内呈线性变化!相关系数

图
3

#

不同浓度
T>

4c螯合物的荧光

发射光谱#乙腈反应体系$
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分别为
>UQQHRH

和
>UQSGGJ

'在相同浓度下!乙腈反应体系

所得
O/

Hg螯合物的荧光强度稍高于甲醇反应体系'

表
1

#

不同浓度
T>

4c螯合物的荧光强度

)678"1

#

)H"?8>%&"(<"@<";@:"@(;:

#

%?">&%

A

;>G<&

#A

:6:"

%?';??"&"@:<%@<"@:&6:;%@

浓度

&#

&%1

(

P

K?

$

激发波长

&

)&

发射波长

&

)&

荧光强度#

(U/

$

C D

EUJ]?>

KJ

HH> G?? E?I?SHEG?G>?QHGR

JU>]?>

KG

HH> G?? GSGJQJJ GIJJGGR

?U>]?>

KG

HH> G?? ?>JIQ?Q RRJ?JG

EU>]?>

KR

HH> G?? ?>JEGJ ?>G>GR

IU>]?>

KS

HH> G?? HJHJG HJ?JH

> HH> G?? JI? JI?

#

注)

C

)乙腈反应体系%

D

)甲醇反应体系

#

V%*"

)

C

)

C+"*%)-*#-1"#"(+*-A".

8

.*"&

%

D

)

D"*,

8

1(1+%,%1#"(+*-A"

.

8

.*"&

图
5

#

T>

4c螯合物溶液荧光强度与

T>

4c浓度的关系#

!

发射 C̀11@G

$

D;

E

25

#

)H"&"86:;%@(H;

A

%?7":$""@:H"?8>%&"(<"@<";@:"@(;:

#

6@':H"<%@<"@:&6:;%@%?">&%

A

;>G

#

!

"G;((;%@

C̀11@G

$

图
B

#

T>

4c螯合物溶液荧光强度与
T>

4c浓度的关系#乙腈反

应体系%

!

发射 C̀11@G

$

D;

E

2B

#

)H"&"86:;%@(H;

A

%?7":$""@:H"?8>%&"(<"@<";@:"@(;:

#

6@':H"<%@<"@:&6:;%@%?">&%

A

;>G

#

6<":%@;:&;8"&"6<:;="

(

#

(:"G

!

!

"G;((;%@

C̀11@G

$

EUHUH

#

量子产率

两种反应体系所得
O/

Hg 螯合物溶液#

'kEUJ]?>

KJ

?Q?E

第
R

期
####################

光谱学与光谱分析



&%1

(

P

K?

$的量子产率!如表
E

所示'其量子产率基本相等!

分别为
?EURf

和
?EUSf
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和甲醇两种反应体系均可获得荧光强度较好的
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乙腈和甲醇反应体系所得
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#$螯合物的灵敏度高!荧

光强度强!稳定性好"量子产率分别为
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#$ 螯合物的荧光寿命受
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#$浓度的影响"对均相时间分辨荧光免疫分析过程中延迟

时间的设定提供了参考价值$

两种合成路线均可获得理想的铕螯合物"拓展了稀土螯

合物的合成方法"为进一步建立均相时间分辨荧光免疫分析
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