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摘　要　本文提出了对于手性药物普萘洛尔手性识别和手性分析的新方法。该方法引用基于氧化石墨烯的
指数富集配体系统进化筛选技术（ＧＯＳＥＬＥＸ），经过１０轮优化筛选出对心血管药物普萘洛尔有高度亲和力
的特效适配体。然后通过共振瑞利散射光谱法（ＲＲＳ）对反应体系进行特效性检测，实验表明 Ｓ普萘洛尔和
Ｒ普萘洛尔有迥然不同的光谱差异，Ｓ普萘洛尔与特效适配体结合后的ＲＲＳ显著增强，而Ｒ普萘洛尔与适配
体结合后的ＲＲＳ几乎没有变化。据此可以对心血管药物手性普萘洛尔进行有效的手性识别。在考察反应体
系和实验条件的基础上，可对Ｓ普萘洛尔进行实验检测，同时对外消旋体中的Ｒ普萘洛尔进行计算分析。实
验对Ｓ普萘洛尔的线性范围为５～２７５ｎｍｏｌ／Ｌ，检测限为０５ｎｍｏｌ／Ｌ。方法应用于外消旋药片的分析检测，结
果令人满意。实验表明，ＲＲＳ检测特效适配体结合的手性靶标体系会彰显不同的光谱差异，从而可对手性对
映体进行手性识别，尤其是可利用其光谱差异实现同时测定的手性分析，方法可在特殊情形下不经分离而同

时测定手性对映体，具有推广应用价值。
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普萘洛尔（Ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌ，以下简称Ｐｒｏｌ）是心血管疾病的特效药，是临床上最早的非选择性β肾上腺
素受体阻断剂，目前已被广泛应用于肿瘤的治疗［１］。临床药品为Ｓ型和Ｒ型等量混合的外消旋对映体
（ＲａｃｅｍｉｃＥｎａｎｔｉｏｍｅｒｓ），其中ＳＰｒｏｌ的β受体阻断作用比ＲＰｒｏｌ的强１００倍，而ＲＰｒｏｌ对钠通道有抑制
作用，所以二者在治疗心律失常时有协同作用。因此在实际应用时采用外消旋体为临床药品。随着心

血管疾病的高发和年轻化，对于Ｐｒｏｌ的检测也有了较多的相关报道［２６］。在以ＳＰｒｏｌ为有效成分的心血
管药品中ＳＰｒｏｌ的含量是衡量药品质量的重要指标，人们为了建立检测 ＳＰｒｏｌ含量的有效方法已进行
了大量的工作［７９］。目前鉴别和测定ＳＰｒｏｌ的方法有分光光度法［１０］、流动注射光化学发光法［１１１２］、高效

液相色谱法［１３１４］和电化学分析法［１５］，但它们同时具有较大的局限性。尽管这些方法提供了快速、即时

的检测，但它们很大程度上依赖于昂贵的仪器，而且灵敏度不高。因此，快速、简便、高灵敏度和高特异

性的检测手性Ｐｒｏｌ的新方法备受瞩目。尤其是不经分离而同时测定ＲＰｒｏｌ和ＳＰｒｏｌ的手性分析方法颇
受青睐。

特效适配体是从高度丰富的初始文库中筛选出来的单链寡核苷酸，能与小分子、蛋白质和病原体等

靶标特异结合，且亲和力高。适配体具有靶标多样，结合能力强，稳定性高，且易于合成和修饰的特点。

ＳＥＬＥＸ技术目前广泛应用于在体外筛选适配体，筛选过程中体积小，方法简便。目前一些针对药物、蛋
白质等多种靶标的适配体已逐步被公布。基于适配体结合的特效性，多种专一的传感检测方法已被开

发出来。但还没有用于检测手性Ｐｒｏｌ的适配体及其特异方法的报道。
近年来，基于共振瑞利散射法（ＲＲＳ）的检测方法已被广泛应用于药物、有机物、金属离子和生命大

分子的检测。正是由于ＲＲＳ结合高新技术的选择性分析的拓展，取得了较大的进展，利用其进行手性
识别和手性分析的新分析方法逐渐报道出来，尤其是不经分离而同时测定手性对映对映体的分析方法
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具有较大进展［１６２１］。因此基于适配体特异结合的ＲＲＳ进行手性药物分析的工作仍具有挑战性，为急待
发展用于手性药物检测无标记的生物传感器的新技术奠定了基础。

为此，本文特别考察识别ＳＰｒｏｌ的单链ＤＮＡ适配体的筛选和表征。经ＳＥＬＥＸ技术的５轮正筛选得
到了与ＳＰｒｏｌ亲和力很高的ＤＮＡ即正筛产物，去除与ＲＰｒｏｌ亲和力较高的ＤＮＡ，得到与 ＳＰｒｏｌ的特效
反筛产物ＤＮＡ，即为靶标适配体（Ａｐｔａｍｅｒ）。富集的ＤＮＡ特效适配体再被复制、测序和鉴定。利用ＲＲＳ
对反应体系微粒聚散的敏感，可表征特效适配体与手性对映体的亲和性差异，正是ＳＰｒｏｌ与特效适配体
结合后的ＲＲＳ显著增强，而ＲＰｒｏｌ与适配体结合后的ＲＲＳ几乎没有变化，从而对优势对映体与适配体
的特异结合可以进行有效的评估，并以此对手性的心血管药物 Ｐｒｏｌ进行手性识别。在优化实验条件的
基础上，ＲＲＳ强度的增加与ＳＰｒｏｌ浓度呈线性正相关，从而可对 ＳＰｒｏｌ进行实验检测，同时对外消旋体
中的ＲＰｒｏｌ进行计算分析，以此实现不经分离而对实际样品中的ＳＰｒｏｌ和ＲＰｒｏｌ进行同时测定。

１　实验部分
１．１　试剂和仪器

所有高效液相色谱（ＨＰＬＣ）纯化的寡核苷酸由生工生物工程（上海）有限公司化学合成。引物和初
始文库如表１所示［１９］。聚合酶链式反应（ＰＣＲ）产物纯化试剂盒、琼脂糖电泳胶回收试剂盒、ＰＡＧＥ胶回
收试剂盒购自生工生物工程（上海）有限公司；ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ均购自大连
宝生物公司。普萘洛尔购自阿拉丁试剂有限公司。氧化石墨烯购自成都有机化学有限公司。Ｔｒｉｓ碱、氯
化钠、氯化钾、氯化镁、氯化钙购自阿拉丁试剂有限公司，分析纯。溶液由超纯水配置。结合缓冲液５×
ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（ＢＢ：５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，７５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，５０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＣａＣｌ２，ｐＨ＝７４）

［２２］，用于调控适配体与ＳＰｒｏｌ的结合反应的ｐＨ值。

表１　筛选所用的引物与初始文库
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｉｎｉｔｉａｌｌｉｂｒａｒｙａｎｄｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅａｓｓａｙ

Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ｔｏ３′）

Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ１ Ｐｏｌｙ（ｄＡ）２０Ｓｐａｃｅｒ１８ＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＧＡＴＧ
Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ２ ＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＧＡＴＧ
ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ１ ＦＡＭＴＴＣＡＣＧＧＴＡＧＣＡＣＧＣＡＴＡＧＧ
ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ２ ＴＴＣＡＣＧＧＴＡＧＣＡＣＧＣＡＴＡＧＧ
Ｉｎｉｔｉａｌｌｉｂｒａｒｙ ＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＧＡＴＧＮ４０ＣＣＴＡＴＧＣＧＴＧＣＴＡＣＣＧＴＧＡＡ

　　Ｆ４５００型荧光分光光度仪（日本日立公司）用于记录荧光光谱（狭缝为１００ｎｍ）；ＦＳ５型荧光光谱
仪（英国爱丁堡公司）用于记录共振瑞利散射光谱（狭缝为５０ｎｍ）；ＵＶ２７００型紫外可见分光光度计
（ＵＶＶｉｓ，日本岛津公司）用于记录吸收光谱；ＷＤ９４０２Ｄ型 ＰＣＲ仪（北京六一生物科技有限公司）；
ＤＹＣＰ３１ＣＮ型琼脂糖水平电泳仪（北京六一生物科技有限公司）；ＤＹＣＺ２５Ｄ型双垂直电泳仪（北京六一
生物科技有限公司）；ＬＲＨ７０型生化培养箱（上海一恒公司）；ＴＨＺ３００Ｃ型恒温培养摇床（上海一恒公
司）；ＢｉｏＲａｄ２０００型凝胶成像系统（美国伯乐公司）；９０００５０２型纯水系统（美国 ＬＡＢＣＯＮＣＯ公司）。
ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ６．１（美国Ｍａｔｈｅｗｓｌａｂ公司）。
１．２　实验方法

单链ＤＮＡ文库包含一个由４０个核苷酸组成的中心随机序列，随机序列两侧是固定的引物结合位
点（５′ＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＧＡＴＧＮ４０ＣＣＴＡＴＧＣＧＴＧＣＴＡＣＣＧＴＧＡＡ３′）。引物（ＦＡＭＴＴＣＡＣＧＧＴＡＧ
ＣＡＣＧＣＡＴＡＧＧ）和另一引物（ＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＧＡＴＧ）用于ＰＣＲ扩增。
１．２．１　文库预处理

使用前，ｓｓＤＮＡ溶解于１ｍＬ结合缓冲液在９５℃孵育１０ｍｉｎ，随后立即冰浴１０ｍｉｎ，然后在室温条
件下静置３０ｍｉｎ以使其形成三级结构。
１．２．２　适配体预备物的筛选

如图１采用ＧＯＳＥＬＥＸ方法对识别Ｓ型普萘洛尔的适配体进行筛选。以第１轮筛选为例，１ｎｍｏｌ
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随机文库与１ｍＬ４ｍｇ／ｍＬＧＯ悬浊液混合，振荡离心后，弃上清。然后向沉淀中加入５０ｎｍｏｌ的 ＳＰｒｏｌ
（３２４２μＬ的０４ｍｇ／ｍＬＳＰｒｏｌ＋１２０μＬ５×结合缓冲液＋４４７５８μＬ灭菌水，共６００μＬ），振荡孵育。
再将该混合溶液于离心后，吸取结合了ＳＰｒｏｌ的ｓｓＤＮＡ上清液备用。经过凝胶电泳对扩增条件进行确
认，以上清液为模板，进行ＰＣＲ扩增。所得凝胶经纯化后为下一轮ｓｓＤＮＡ文库。

图１　ＳＥＬＥＸ筛选过程
Ｆｉｇ．１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＳＥＬＥＸｐｒｏｃｅｓｓ

在第６轮加入反筛过程。将第５轮产物与反向靶标 ＲＰｒｏｌ混合震荡孵育。在混合溶液中加入 ＧＯ
悬浊液使得ＧＯ充分吸附未与反向靶标结合的ｓｓＤＮＡ。经离心后，去除结合ＲＰｒｏｌ的ｓｓＤＮＡ上清液，得
到ＧＯ沉淀。以１ｍＬ１×ＢＢ缓冲溶液加入沉淀，离心后去除残余的反向靶标ｓｓＤＮＡ复合物。然后进行
正筛选过程，所取得上清液。经过凝胶电泳对扩增条件进行确认，进行 ＰＣＲ扩增。所得凝胶经纯化后
为下一轮ｓｓＤＮＡ文库。

克隆和测序：经过１０轮筛选，通过 ＰＣＲ扩增得到５轮正筛产物和５轮反筛产物，其中反筛产物为
实验最终产物。因为ＲＲＳ法对于体系中微粒的聚集现象极为敏感，微粒聚集程度较高时，ＲＲＳ强度很
高，微粒聚集程度较低时，ＲＲＳ强度很低。由此，应用 ＲＲＳ光谱检测靶标和适配体的亲和力是可行的。
为了得到与靶标亲和力最强的适配体预备物混合溶液，对５轮反筛产物进行了ＲＲＳ检测，所得 ＲＲＳ光
谱谱图如图２所示，图２中标示Ⅵ、Ⅶ、Ⅷ、Ⅸ及Ⅹ的谱线为５轮反筛产物与靶标结合的ＲＲＳ光谱，其中
６轮反筛产物在３５０ｎｍ处ＲＲＳ强度最高，９轮反筛产物次之。考虑到６轮反筛产物只进行了一轮反筛
选过程，其依旧对反筛靶标ＲＰｒｏｌ具有一定的亲和力，因而选定９轮反筛产物为筛选最终产物即适配体
预备物。

对第９轮产物进行测序，得到近４万条ｓｓＤＮＡ序列。经过ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ６．１分析后，从所得序列中
３１条序列被挑选出进行 ＲＲＳ检测，所得 ＲＲＳ光谱如图 ３所示，在 ３００ｎｍ处，样品虽然均高于随机
ｓｓＤＮＡ样品和空白样品，但其中Ｐｒｏ０５的ＲＲＳ强度最高，即相同条件下，Ｐｒｏ０５对于正筛靶标ＳＰｒｏｌ亲和
力最强，二者结合最为紧密，因此Ｐｒｏ０５被挑选出来作为适配体，进行后续试验。
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图２　基于筛选产物与靶标结合反应的ＲＲＳ光谱
Ｆｉｇ．２　ＲＲＳｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｒｅａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｐｒｏｄｕｃｔａｎｄｔｈｅｔａｒｇｅｔ
ＣｕｒｖｅｓⅥ－Ⅹ：ＲＲＳｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｒｅａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ

ｔｈｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇｐｒｏｄｕｃｔｏｆ６～１０ ｒｏｕｎｄｓａｎｄｔｈｅｔａｒｇｅｔ

（ｎ（ｐｒｏｄｕｃｔｓｃｒｅｅｎｉｎｇ）＝０．１ｎｍｏｌ，ｎ（ＳＰｒｏｌ）＝１ｎｍｏｌ）

图３　基于适配体预备物与靶标结合反应的共振散
射光谱

Ｆｉｇ．３　ＲＲＳｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｒｅａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ
ａｐｔａｍｅｒｃａｎｄｉｄａｔｅａｎｄｔｈｅｔａｒｇｅｔ
Ｃｕｒｖｅａ－ｍ：ＲＲＳｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｒｅａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ

ａｐｔａｍｅｒｃａｎｄｉｄａｔｅｓａｎｄｔｈｅｔａｒｇｅｔ

ｃ（ＳＰｒｏｌ）＝３００ｎｍｏｌ／Ｌ，ｃ（ＡｐｔａＰｒｅｐ）＝５ｎｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝７４

１．２．３　光谱实验方法
在室温条件下，于２ｍＬ离心管中依次加入１００μＬ０１μｍｏｌ／ＬＤＮＡ，２００μＬ结合缓冲液５×Ｂｉｎｄｉｎｇ

Ｂｕｆｆｅｒ，定容至 １ｍＬ。经预处理过程后，依次加入相应量的 ＳＰｒｏｌ和 ＲＰｒｏｌ，２００μＬ结合缓冲液
５×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，定容至２ｍＬ。适配体与靶标振荡反应０５ｈ后，开始扫描ＤＮＡ靶标复合物的ＲＲＳ光
谱，波长范围设在２５０～７００ｎｍ，狭缝为２ｎｍ，并在其最大 ＲＲＳ波长处记录体系的 ＲＲＳ波长强度变化。
同样扫描紫外吸收光谱，波长范围设在２５０～７００ｎｍ，狭缝为２ｎｍ。

２　结果与讨论
２．１　适配体与普萘洛尔特异结合的吸收光谱

本文采用了体系的紫外可见吸收光谱来确认适配体是否能与靶标结合并产生构型变化（见图４）。

图４　基于适配体与靶标结合反应的紫外可见吸收
光谱

Ｆｉｇ．４　ＵＶＶｉｓｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｒｅａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ
ａｐｔａｍｅｒａｎｄｔａｒｇｅｔ
ｃ（ＳＰｒｏｌ）＝２５０ｎｍｏｌ／Ｌ，ｃ（ＲＰｒｏｌ）＝２５０ｎｍｏｌ／Ｌ，ｃ（Ｐｒｏ０５）＝

５ｎｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝７４

在此实验中，无适配体情况下，ＳＰｒｏｌ和 ＲＰｒｏｌ的最
强吸收峰波长在２８８ｎｍ，图４谱线 ａ和 ｂ两条吸收
谱线几乎完全重叠。图 ４吸收谱线 ｃ为适配体
Ｐｒｏ０５，其最强吸收峰波长在２５９ｎｍ左右。当适配体
与靶标物（ＳＰｒｏｌ和ＲＰｒｏｌ）结合形成适配体靶标复
合物时的最强吸收峰波长在２６１ｎｍ左右，谱线明显
蓝移，而图４谱线ｄ和ｅ，这两条吸收谱线也几近完
全重叠。从而推测，适配体与靶标发生了结合，但

尚未能说明适配体对于ＳＰｒｏｌ的专一性。
２．２　适配体与普萘洛尔手性对映体差异性的 ＲＲＳ
光谱

为了验证适配体对于ＳＰｒｏｌ的专一性和高亲和
性，进行了进一步的实验。图５为不同组分的 ＲＲＳ
光谱。可以看出ＳＰｒｏｌ与ＲＰｒｏｌ拥有近似的较低强
度的ＲＲＳ光谱，说明了体系中 ＳＰｒｏｌ与 ＲＰｒｏｌ的微
粒聚集程度相近，所以光谱强度近似（见图５谱线 ａ
和ｂ）。适配体与反筛靶标ＲＰｒｏｌ的结合并未产生较大的ＲＲＳ强度变化（见图５谱线ｄ），而与正筛靶标
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ＳＰｒｏｌ的结合产生了较大的变化（见图５谱线ｅ），ＲＲＳ强度增强，这表明适配体与正筛靶标的聚集程度
比反筛靶标高，即适配体与正筛靶标的亲和力高于反筛靶标。由此，适配体对于靶标具有较高的亲和性

和专一性，可用于普萘洛尔的手性识别。

图５　基于适配体与靶标结合反应的共振散射光谱
Ｆｉｇ．５　ＲＲＳｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｒｅａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ
ａｐｔａｍｅｒａｎｄｔａｒｇｅｔ
ｃ（ＳＰｒｏｌ）＝２５０ｎｍｏｌ／Ｌ，ｃ（ＲＰｒｏｌ）＝２５０ｎｍｏｌ／Ｌ，ｃ（Ｐｒｏ０５）＝

５ｎｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝７４

图６　适配体用于检测不同浓度靶标（ＳＰｒｏｌ）的共
振瑞利散射光谱

Ｆｉｇ．６　ＲＲＳｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅａｓｓａｙａｐｔａｍｅｒｄｅｔｅｃｔｔａｒｇｅｔ
ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｃ（ａｐｔａｍｅｒ）＝５ｎｍｏｌ／Ｌ；ｃ（ＳＰｒｏｌ）ｆｒｏｍａｔｏｇ／（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）：

５，２５，５０，７５，１００，１７５，２７５；ｐＨ＝７４

２．３　适配体与普萘洛尔手性对映体亲和性的ＲＲＳ光谱
对ＳＰｒｏｌ的检测是基于其与特效适配体之间的特异反应和体系微粒的聚集能使共振瑞利散射光谱

增强。因此，通过配制ＳＰｒｏｌ系列浓度的标准溶液，按实验方法记录不同浓度的靶标与一定浓度的适配
体结合的ＲＲＳ光谱在λ＝３００ｎｍ处的强度，结果如图６中的插图所示，在５～２７５ｎｍｏｌ／Ｌ的ＳＰｒｏｌ浓度
范围内，线性方程为：ｙ＝７２０８８ｘ＋１２６２９９，相关系数为：Ｒ２＝０９９４５，检出限为０５ｎｍｏｌ／Ｌ。

图７　适配体用于检测不同浓度靶标的共振瑞利散
射光谱

Ｆｉｇ．７　ＲＲＳｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅａｓｓａｙａｐｔａｍｅｒｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔａｒｇｅｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｃ（ａｐｔａｍｅｒ）＝５ｎｍｏｌ／Ｌ；ｃ（ｔａｒｇｅｔ）＝２５，７５，１２５，１７５，

２２５ｎｍｏｌ／Ｌ；ｐＨ＝７．４

２．４　实验条件优化
在前期筛选试验基础上，为保证适配体能在最佳的条件下发挥作用，后期的光谱测量实验采用了与

筛选过程相同的条件。在筛选过程中预备物筛选部分的适配体预备物用量为１００μＬ０１μｍｏｌ／Ｌ，并已
成功地筛选出了适配体Ｐｒｏ０５，所以检测体系中的适配体用量为１００μＬ０１μｍｏｌ／ＬＰｒｏ０５。

由于ＤＮＡ为生物样品，为保证其活性，应使其
所处环境 ｐＨ＝７４，本文中采用的缓冲溶液为结合
缓冲液 ５×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒｐＨ＝７４（５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣｌ，７５０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ，５０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＫＣｌ，
１２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２ａｎｄ１２５ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２ｐＨ＝
７４）［２２］。经 ｐＨ计测量，结合缓冲液 ５×Ｂｉｎｄｉｎｇ
ＢｕｆｆｅｒｐＨ＝７４在稀释５倍后，ｐＨ值几乎无变化，
故采用其为缓冲溶液；最佳用量为２ｍＬ的体系中缓
冲溶液用量为４００μＬ。
２．５　方法的选择性

在最佳反应条件下，实验讨论了适配体靶标体
系的选择性，将不同浓度的样品和几种结构类似物

分别加入体系中，再测定各体系的 ＲＲＳ光谱，结果
如图７所示。适配体靶标体系中的 ＲＲＳ强度随浓
度的增加依次增加，但同一浓度下的适配体与 Ｓ
Ｐｒｏｌ的ＲＲＳ始终最强，且随浓度增加与其它靶标区
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别度增加。考虑到实际样品盐酸普萘洛尔片的共存物质为淀粉等，适配体对其亲和力极低，所以共存物

质对检测无干扰。因此，共振瑞利散射法用于分析对应适配体的靶标ＳＰｒｏｌ具有良好的选择性，且能实
现ＳＰｒｏｌ与ＲＰｒｏｌ的手性分析。
２．６　分析应用
２．６．１　盐酸普萘洛药片分析

为证明创建的实验方法具有对实际样品测定的可行性。本实验以实际药品盐酸普萘洛尔片剂为实

际样品，其有效成分表示量为每片 １０ｍｇ，称量 ５０片药品质量，得到平均质量为 ７８５ｍｇ每片。取
３１４ｍｇ药片研磨成粉，溶解于２ｍＬ水中，６０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ后取上清液，稀释５倍作为样品。实验
样品分３份，每份取相等量（１００ｎｍｏｌ／Ｌ２ｍＬ），加标均不一样。结果如上表所示，创建的方法用于检测
样品中的ＳＰｒｏｌ，同时可以计算分析得到外消旋普萘洛药片中的ＲＰｒｏｌ的含量。结果如表２所示，药片
样品中ＳＰｒｏｌ回收率为９９２％～１０３２％，相对标准偏差ＲＳＤ＜５％，说明方法准确可靠。

表２　盐酸普萘洛药片分析结果（ｎ＝７）
Ｔａｂｌｅ２　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｔａｂｌｅｔｓ

Ｓａｍｐｌｅ
ｎｕｍｂｅｒ

Ｆｏｕｎｄ
ｃ（ＳＰｒｏｌ）／（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）

Ａｄｄｅｄ
ｃ（ＳＰｒｏｌ）／（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ
ｃ（ＳＰｒｏｌ）／（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ ＲＳＤ／％
Ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ

ｃ（ＲＰｒｏｌ）／（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）
Ｎｏ．１ ４４．８ １２．５ ５７．７±１．５００ １０３．２ ２．６ ４４．８
Ｎｏ．２ ４３．９ ２５．０ ６８．７±１．１６８ ９９．２ １．７ ４３．９
Ｎｏ．３ ４４．４ ３７．５ ８２．６±２．３１３ １０１．９ ２．８ ４４．４

２．６．２　尿样中的盐酸普萘洛药物的回收实验
为验证本实验创建的方法对实际样品测定的可靠行性。以健康志愿者的新鲜尿液为实际样品，经

１０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ以去除表面不溶物，取上清液稀释１０００倍后，用于加标回收试验。在此之前，考
察尿样中可能存在的共存物质和离子作抗干扰试验。其中阳离子（Ｎａ＋，Ｋ＋，ＮＨ＋４，Ｃｕ

２＋，Ｍｇ２＋，Ｃａ２＋，
Ｚｎ２＋，Ｍｎ２＋，Ｆｅ３＋，Ａｌ３＋）均在５００倍以上，误差在５％之内，对测定没有影响。常见阴离子（ＮＯ－３，Ｃｌ

－，

ＳＯ２－４ ，ＣＯ
２－
３ ）均在８００倍以上，误差在５％之内，对测定没有影响。常见人体体液内共存的生化有机分子

（葡萄糖，蔗糖，β环糊精，可溶性淀粉，ＤＬ色氨酸，ＤＬ组氨酸，苯丙氨酸，尿酸，尿素，人血清白蛋白）均
在５００倍以上，相对标准偏差在５％之内，对测定没有影响。

尿样的加标回收实验结果如表３所示，创建的方法用于检测样品中的 ＳＰｒｏｌ，考虑到尿液中的共存
物质例如上表中的常规金属离子、非金属离子、常见的生物大分子对本方法的检测结果影响很小，尿样

中ＳＰｒｏｌ回收率９７％～１００５％，相对标准偏差ＲＳＤ＜５％。

表３　尿样中的ＳＰｒｏｌ药物的回收实验（ｎ＝７）
Ｔａｂｌｅ３　ＲｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｏｆＳＰｒｏｌｉｎｕｒｉｎｅｓａｍｐｌｅｓ（ｎ＝７）

Ｓａｍｐｌｅ
ｎｕｍｂｅｒ

Ｆｏｕｎｄ
ｃ（ＳＰｒｏｌ）／（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）

Ａｄｄｅｄ
ｃ（ＳＰｒｏｌ）／（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ
ｃ（ＳＰｒｏｌ）／（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ ＲＳＤ／％

Ｎｏ．１ ＮＤ ２５ ２４．７±０．５６８ ９８．８ ２．３
Ｎｏ．２ ＮＤ ５０ ４８．５±１．０１８ ９７．０ ２．１
Ｎｏ．３ ＮＤ ７５ ７５．４±２．０３６ １００．５ ２．７

３　结　论
本实验通过ＧＯＳＥＬＥＸ技术筛选了一种对ＳＰｒｏｌ具有极高亲和力和选择性的适配体，利用共振瑞

利散射（ＲＲＳ）光谱法可对手性药物普萘洛尔进行手性分析。当 ＳＰｒｏｌ和 ＲＰｒｏｌ同时出现在反应体系
中，适配体由于其特效性会与 ＳＰｒｏｌ发生专一性结合，其 ＲＲＳ强度随 ＳＰｒｏｌ浓度的增加而增强，而
ＲＰｒｏｌ则不与适配体作用，其ＲＲＳ强度没有显著变化，据此可对其外消旋体系进行手性识别。在一定的
浓度范围内ＲＲＳ强度与ＳＰｒｏｌ的浓度呈正比，基于此建立了共振瑞利散射法检测 ＳＰｒｏｌ含量的实用方
法，同时可计算得到ＲＰｒｏｌ的含量。该法可用于检测实际样品盐酸普萘洛尔片和人尿样的检测，均取得
预期满意的结果。实现了外消旋手性药物普萘洛尔的同时测定。．
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