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四苯硼钠和对苯苯酚协同增强化学发光的研究

Study on synergistic action of sodium tetraphenyl borate and para-phenylphenol on
chemiluminescence
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　　提　要:目的　探讨四苯硼钠(Sodium tetraphenyl borate , NaTPB)和对苯苯酚(Para-phenyl-phenol , ppp)的协同增强作用。方法　应
用流动注射化学发光分析技术对 Luminol-H2O2-HRP增强发光体系中各组分的浓度进行初选及均匀设计优化 , 确定出该发光体系的

最佳浓度组合。结果　鲁米诺为 6×10-4 mol/ L ,H2O2为 1×10-3mol/L , NaTPB为 6×10-4mol/L , ppp 为 4×10-4mol/ L时协同增强作

用最强;该发光体系用于流动注射化学发光测定时 , 检测限可达 8.46×10-12g/mL, 分析灵敏度 、重现性比两种增强剂单独使用时都
高。结论　在一定条件下 ,增强剂 NaTPB 和 ppp 之间有明显的协同增强作用。

　　四苯硼钠(Sodium tetraphenylborate ,NaTPB)是发光
增强剂大家族的一个新成员 ,是中国学者张文艳等[ 1]

于1998年发现的。NaTPB易溶于水 ,适于多种发光体
系 ,有广泛的应用前景。
　　化学发光分析(Chemiluminescent assay ,CLA)广泛
采用增强剂提高分析灵敏度[ 2 ～ 4] 。1996 年 Ji[ 4] 与
Kricka[ 5]研究增强剂的协同增强作用 ,发现增强剂联苯
硼酸与 8-氨基-5-氯-7-苯基并哒嗪二酮或对碘苯酚具
有明显的协同增强作用 。最近 , 我们发现在 Luminol-
H2O2-发光体系中增强剂 NaTPB 与对苯苯酚(Para-

phenylphenol ,ppp)也有明显的协同增强作用。本研究
应用流动注射化学发光分析技术详细研究了 NaTPB

与 ppp的协同增强作用 。

1　材料与方法

1.1　仪器
　　Sartorius 4 431 型超微量电子天平(西德), IFIS-A型智能流

动注射分析仪(西安弹簧研究所), GD-1 型微光测定仪(西北有
色地质研究所)。

　　实验所用的流动注射化学发光分析装置 , 见图 1。

图 1　流动注射化学发光分析装置
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1.2　试剂
　　Luminol(Sigma , AG), HRP(Sigma , RZ≥3), ppp(Fluka AG),
NaTPB(Sigma , AG), H2O2(30%), 其它试剂均为分析纯。

1.3　方法
1.3.1　设置分析程序　　泵 A(30 转/分 , 8 s)同时将 HRP 泵入

环1 、发光底物混合液泵入环 2 , 见图 1;转换阀位 , 环 2 内的发

光底物混合液通过泵 B(6 转/ min , 120 s)由缓冲液冲至环 1 与

HRP混合 、反应发光 , 其发光值被检测器检测 、记录 , 此分析程
序反复循环进行。
1.3.2　增强剂分别使用时发光体系的浓度确定　　以文献
[ 1 , 6] 和预实验提供的发光体系浓度作为本研究确定发光体系
各组分浓度的基础。任意固定鲁米诺 、H2O2和增强剂(NaTPB
或 ppp)三者中两者的浓度 ,改变另一个的浓度 , 按图 1 设计的

流路与参数 , 测定 HRP(8×10-10g/mL)的化学发光值(CL), 确
定发光体系的最佳浓度。
1.3.3　增强剂协同作用时发光体系的浓度确定　　固定鲁米
诺 、H2O2和某一种增强剂(NaTPB 或 ppp)的浓度 , 再加入另一种

不同浓度的增强剂 , 测定辣根过氧化物酶(HRP)(8×10-10g/
mL)的 CL值 ,确定发光体系最佳浓度。
1.3.4　增强剂协同作用时发光体系浓度的优化　　初选后 ,
采用均匀设计法(四因素七水平),优化增强剂协同作用的发光
体系 ,确定出各组分的最佳浓度。
1.3.5　增强化学发光流动注射分析测定 HRP　　将优化后的
发光体系用于HRP的测定 , 并进行方法学评价。
1.3.6　统计学处理　　采用 t检验和多元回归分析。

2　结果

2.1　增强剂分别使用时发光体系的最佳浓度
　　固定鲁米诺(5×10-4mol/ L),H2O2(2×10

-3 mol/ L)浓度 , 测

定HRP(8×10-10g/mL)的CL值 ,当 NaTPB 和 ppp 浓度分别为 2

×10-4mol/ L 和 4×10-4mol/ L时 CL值最大 , 见图 2;同理 ,固定
NaTPB(2×10-4mol/ L), ppp(4×10-4mol/ L)和 H2O2(2×10

-3

mol/ L), 测定HRP的 CL 值 ,当增强剂为 NaTPB 时 , 鲁米诺浓度
为3×10

-4
mol/ L较佳 , 当增强剂为 ppp 时鲁米诺浓度为 6 ×

10-4mol/ L较佳;固定 NaTPB、ppp 和鲁米诺浓度 , 测定 HRP 的

CL值 , 当增强剂为 NaTPB 时 , H2O2浓度为 3×10-4mol/L 较佳 ,

当增强剂为 ppp 时H2O2浓度为 5×10-4mol/ L较佳。
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图 2　NaTPB和 ppp单独作用时增强剂浓度与 CL值的关系

　　增强剂协同作用时发光体系中的最佳浓度:固定鲁米诺浓

度为5×10-4mol/L ,H2O2为 3×10-3 mol/ L , 同时加入两种增强

剂(NaTPB和 ppp),测定 HRP(8×10-10g/mL)的 CL 值。发光体

系有明显的协同增强作用 , 当鲁米诺 5×10-4mol/ L、H2O2 3×

10-3mol/L、NaTPB 1×10-4mol/L和 ppp 4×10-4 mol/ L时协同作

用最强 , 见图 3。该发光体系用于 HRP(8×10-10g/ml)催化发
光 ,其发光值比 NaTPB 和 ppp 单独作用时分别增强 82.07%和

77.16%(P<0.01), 见表2。

a:固定 ppp浓度(4×10-4mol/ L);b:固定NaTPB浓度(2×10-4mol/ L)

图 3　NaTPB和 ppp协同作用时增强剂浓度与发光值的关系

2.2　增强剂协同作用时发光体系的优化浓度
　　用于优化协同增强发光体系的“均匀设计” 方案和实验结
果见表 1。 测定结果经多元回归统计 , 得回归方程:Y =

625.6594+21.8149A -6.0719B + 33.1100C +48.6266D , R2 =
0.9997 , F=803.3517(P <0.05)。根据方程确定出发光体系的

优化浓度:鲁米诺为 6×10-4 mol/ L, H2O2为 1×10-3 mol/L ,

NaTPB为 6×10-4mol/ L, ppp 为 4 ×10-4mol/ L。 该发光体系用

于HRP(8×10-10g/ml)催化发光 , 其发光值比初选体系的发光
值再增强 25.69%(P <0.01), 见表 2。

表 1　”均匀设计” 方案和实验结果(n=3)

Test No. A B C D Y1 Y2

1 1 2 2 5 863.26 863.2

2 2 4 5 4 1002.38 1005.054

3 3 6 1 3 836.33 833.6562

4 4 1 4 2 939.69 936.5391

5 5 3 0.9 1 791.23 794.9405

6 6 5 3 0.9 869.92 869.2778

7 7 7 6 6 1226.19 1226.273

A , B , C , D分别为鲁米诺 ,过氧化氢 ,对苯苯酚和四苯硼钠 , Y1
为实际测定值 , Y2为理论预报值

表 2　不同增强剂的增强能力的测定

实验组 增强剂 n 发光值( x±s)

A ppp 10 556±56

B NaTPB 10 541±43

C NaTPB-ppp(1) 10 985±85＊

D NaTPB-ppp(2) 10 1238±98#

(1):优化前 , (2):优化后 ＊:P <0.01 vs A , ＊:P<0.05 vs

B;#:P<0.01 vs C

2.3　流动注射协同增强化学发光测定 HRP

　　将优化后的发光体系用于测定 HRP ,在 1×10-10～ 5×10-9

g/ml范围内 ,HRP浓度与发光强度有良好的线性关系 , 回归方
程为:lgΔCL =15.8991+1.420 lg[ HRP] , 相关系数 r=0.9996(P
<0.01), 检测限 DL = 8.46×10-12g/ml , RSD=3.06%。

3　讨论

　　本研究应用流动注射化学发光分析技术研究
NaTPB 、对碘苯酚(p-IP)和 ppp 在 Luminol-H2O2-HRP 发
光体系中的协同作用 ,发现 NaTPB和 ppp 之间有明显

的协同增强作用 ,通过优化发光体系可提高分析灵敏
度。但NaTPB和 p-IP 及 ppp 和 p-IP 之间未见明显的
协同增强作用 ,其原因尚需进一步研究 。
　　为了得到满意的测定结果 ,本研究详细地探讨了
影响流动注射化学发光测定的各种因素 ,将取样阀到
检测器的距离定为 40 cm;取样环“环 1”的容积为 100

μL ,“环 2”的容积为300 μl;取样速度为 30 r/min ,冲样
速度为 6 r/min;缓冲液为 0.2 mol/ l pH 8.5硼酸-硼砂
缓冲液;负高压为-674 V。
　　传统的单环取样流动注射系统以发光底物混合液
为载流 ,发光底物的消耗量较大。本研究根据间歇合
并带原理和柱切换技术 ,以缓冲液作为载流 ,对分析流
路作了适当改进 ,采用两个取样环对样品(HRP)和发
光底物同时取样 ,当取样阀换位后 ,由缓冲液将环 2内

的发光底物冲至环 1 与 HRP 混合 、反应发光 ,其发光
值被检测器检测 、记录 。与发光底物作载流的装置进
行测试比较 ,CL 值不降低。可见 ,缓冲液代替发光底
物作为载流可大量节约发光试剂 ,降低分析成本。
　　化学发光分析在临床检验 、药物分析及环境监测
等方面已得到广泛应用 ,尤其是免疫分析 、流动注射分
析技术和增强剂的引入 ,显著提高了化学发光分析测
定的特异性 、重现性和灵敏度 ,使化学发光分析更具广
阔的应用前景[ 7～ 11] 。随着研究的不断深入 ,将会出现
更多 、更好的增强剂 ,更多 、更好的协同增强作用 ,化学
发光分析法可望得到更为广泛的应用。
　　有关多种增强剂之间的化学发光协同增强作用及
其作用机理的研究 ,有待一步研究 。
　　关键词:流动注射化学发光;对苯苯酚;四苯硼钠;协同增

强作用
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文章编号:1000-5404(2002)03-0363-01 个案与短篇
残角子宫妊娠误用药流钳夹引产 1例

One case report of gestation in rudimentary horn of uterus
申　勇　　(成都市龙泉驿区第一人民医院妇产科 ,成都 610100)

　　患者 26岁 , 已婚 , G2P1
+1。 因停经 2+月 , 到当地卫生院就

诊 ,诊断为“早孕” , 给予米非司酮药物流产 , 半+月后阴道仅少

许流血 ,后行清宫术。40+ d 后 , 自觉下腹部扪及一包块 , B 超

提示:“4+月宫内孕” ,再次口服米非司酮药物流产 , 见“引产不

下” ,即行钳夹术 , 术中未夹出妊娠组织 , 1 d 后再行“利凡诺”羊
膜腔内引产术 ,转入我院的当日上午在卫生院静滴缩宫素下行

第二次钳夹术 , 仍未夹出任何组织 , 患者腹痛加剧 , 即于 1997

年2 月 21 日中午转入我院。入院体检:T 36.5 ℃, P 140 次/

min , R 26次/min , BP 14/ 10 kPa , 痛苦病容 , 面色苍白;心肺未查
见异常;腹软 , 肝 、脾未触及 , 下腹正中偏右可扪及约 4+月孕大

包块 ,边界清 , 不活动 , 下腹有明显压痛及反跳痛。 妇科检查:
已婚已产型 ,阴道通畅 , 其内有少许血性分泌物;子宫左后位 ,

略增大 , 有明显压痛 , 子宫右上方可扪及约 4+月孕大包块 , 压
痛明显 ,边界清 、欠活动。 B超检查:子宫大小 ,形态正常 , 宫腔

内回声增强;右侧附件区见一约 11.5 cm×12.0 cm , 壁薄 0.4
cm , 中央为羊膜囊 ,大小 10.1 cm×11.8 cm ,囊内见一成形胎儿

回声 ,无胎心 , 胎盘附着包膜右侧壁 , 厚 1.9 cm , 上述包块与子
宫紧邻 , 右下腹探及无回声区最深径 2.0 cm , 子宫直肠陷窝探

及少量暗区深 1.5 cm。血常规:白细胞 19.5×109/ L , 血红蛋白
92 g/ L, 红血球 2.98 ×1012/ L , 中性多核细胞 0.83 , 淋巴细胞

0.15 ,单核细胞 0.02。尿 HCG 阳性。二氧化碳结合力 12 mmol/
L。肾功 、电解质均正常。 入院诊断:①子宫外孕:腹腔妊娠?

死胎;②宫腔感染;③子宫穿孔? 入院后给予补液 、输血 、抗炎
及对症治疗 ,病情好转;于 2月 24 日在持硬膜外麻醉下行剖腹

探查术 ,术中见:腹腔有少许血性渗出液 , 子宫右角处有一蒂宽
约 5 cm ,厚 0.3 cm , 长 3 cm 相连包块约 4+月孕大 , 表面光滑 ,

　　作者简介:申　勇(1959-),女 ,四川省成都市人 ,主治医师 ,主要从事妇产科

方面的研究。电话:(028)4873123

　　收稿日期:2001-06-08;修回日期:2001-11-25

包块附着之输卵管及卵巢均正常 , 子宫大小及左侧附件正常 ,

子宫底壁可见星形及小园形裂痕 , 无活动性出血;手术行保留
右侧卵巢 ,钳类蒂部切除其包块及右侧输卵管。 术后剖开包块

见其壁厚约 0.5 cm ,似子宫组织 , 胎儿及胎盘均在包块内;术后

诊断:①残角子宫妊娠;②子宫穿孔;包块组织病理检查:残角
子宫妊娠。术后通过治疗 7 d 患者痊愈出院。

讨论

　　残角子宫是女性生殖器发育畸形的一种 ,发生率约占畸形

子宫的 5%
[ 1 , 2]
。残角子宫妊娠一经确诊 , 均行手术切除残角

子宫及同侧输卵管。本例既往无痛经也无腹部包块史;有一次

正常足月妊娠分娩史 , 一次人流史;残角子宫早孕 , 行人流术
时 ,器械不能探入残角宫腔 , 仅能进入子宫腔内 , 只能刮出少量

妊娠蜕膜组织 ,术后妊娠继续存在;行中期引产时 , 经各种引产
方法均告失败;手术后剖开残角子宫 , 见一完整胎儿及胎盘;病

检证实为残角子宫妊娠;此例由于基层卫生院缺乏对残角子宫
的认识 ,致误诊为“宫内孕” , 而反复药物流产 、清宫 、引产及钳

夹术的错误处理 ,给患者带来严重身心损害及痛苦 , 甚至危及
孕妇生命;报告该例 , 引以为戒 ,严格掌握药流 、引产 、钳夹等计

划生育手术的适应症。
　　关键词:子宫/畸形;误诊

　　中图法分类号:R714.422　　　文献标识码:B
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