
于炎症粘连等病理改变 ,可能在手术时造成

肝外胆管损伤而术中未及时发现 ,故术后容

易发生胆汁漏及胆汁性腹膜炎。 腹腔引流管

放置不当也会引起胆汁在腹腔积聚。 核素肝

胆显像可诊断胆汁漏及淤积的部位。 据文献

报道 ,一例女性患者因胆囊炎行单纯胆囊切

除术后 4天出现黄染、微热 ,抗炎治疗无效 ,

B超示盆腔少量积液 ,无明显腹膜刺激症状 ,

急诊行 99m　 Tc-EHIDA肝胆动态显像 ,显示左

右肝管扩张 ,胆囊 (切除 )、胆总管、肠腔未显

影 ,肝右叶上、膈肌下、肝右叶下、胆囊窝处有

明显核素浓聚 ;当病人体位由卧位到立位时 ,

肝右叶上和胆囊窝处的放射性沿着右侧腹部

逐渐向下扩散直到盆腔 ,下腹部呈现片状核

素浓聚 ,显像结果确认为胆汁漏。手术探查见

胆囊上角处胆汁溢出 ,腹腔淤积胆汁 300m l

左右 ,胆总管横断引起梗阻。
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铽在生物活性分析中的应用
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摘　要: 介绍了铽 ( Tb3+ )的理化性质、发光机理及其配体。 综述了近年来 Tb3+ 在酶放大镧系

发光法 ( EALL )、多标记的时间分辨荧光免疫分析 ( TRF IA)、直接固相 TRFIA、核酸分子杂交分

析、生物大分子结构检测等方面的应用。

关键词: 铽　时间分辨荧光免疫分析　荧光探针

　　稀土离子铽 ( Tb
3+

)的配合物具有独特

的荧光性能 ,在生物化学、分子生物学及临床

医学等领域有广泛的应用 ,其标记技术已成

为一项重要的生物技术。本文就近年来的进

展作一简要介绍。

1　 Tb
3+的有关性质

Tb在元素周期表中位于Ⅲ B族 ,是稀土

元素家族的一员。 Tb
3+
的电子构型是 4f

8
,电

子间的相互作用和自旋轨道偶合作用 ,使

Tb
3+ 的电子能级逐级分裂 ,产生 119个光谱

项和 295个光谱支项。

Tb3+ 属于硬酸型离子 ,与氧、氨等硬碱

有较强的结合能力 ,与配体的结合力以静电

作用力为主 ,成键方向性不强 ,主要取决于空

间效应。 在晶体场作用下 , Tb
3+ 的能级会进

一步分裂为许多 Sta rks能级 , Sta rks能级的

数目与周围的配位环境有关。因此 ,其光谱能

够提供有关配位环境的信息。

2　 Tb
3+络合物的发光原理和荧光特性

处于高能态的 Tb
3+
在向低能态发生辐

射跃迁时 ,即可产生荧光。但由于 Tb
3+ 的 f→

f跃迁是禁阻跃迁 ,其跃迁几率很小 ,自由
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Tb3+ 很难吸收紫外线而跃迁到高能态 ,所以

荧光很弱。当 Tb
3+
和有机配体络合时 ,如果

配体的三重态能级和 Tb
3+ 激发态能级相匹

配 ,则由于“天线效应” ( Antenna ef fect ) [1 ] ,

配体可以通过分子内能重传递将能量传给

Tb
3+
而使之激发到高能态 , Tb

3+
向低能态跃

迁即释放能量产生荧光。

由于 Tb3+ 的 4f电子受外层 5s、 5p电子

的屏蔽 ,其晶体场分裂能受外场的影响很小 ,

因而 Tb
3+的发射光谱带比较锐利 ,谱带位置

也比较固定 ,随周围化学环境变化不大 ,一般

只有数个纳米。但是 ,各谱带的相对强度因超

灵敏跃迁等原因 ,对周围环境比较敏感。

Tb
3+ 络合物荧光具有以下优点:①激发

波长范围宽 ,有利于能量的吸收 ;②发射波长

范围窄 ,荧光特异性强 ;③ Stokes位移大 ,有

利于光谱的分辨 ;④荧光寿命长 ,易于短寿命

荧光分开。如果采用时间分辨荧光技术 ,当光

源激发后延迟一段时间 ,待短寿命衰减后再

进行测量 ,就可以有效地排除由血清成分、试

剂、器材等引起的短寿命、非特异本底荧光的

干扰 ,大大提高测量的灵敏度。由于 Tb
3+
络

合物荧光具有上述优点 ,因此在荧光分析中

有广泛的应用前景。在免疫分析中 ,稀土离子

标记物有取代放射性核素标记和酶标记物的

趋势。

3　 Tb
3+的配体

3. 1　水杨酸衍生物

有些水杨酸衍生物 ,在协同配体 EDTA

的作用下 ,可以和 Tb3+ 形成强荧光配合物。

Britain等人
[2 ]
研究了一系列 5-取代的水杨

酸 ( 5-X SA, -X= -F、 -Cl、 -Br、 -I、 -NO2、 -CH3、

-O CH3、 -O SO3 )和 Tb
3+ 、 EDTA形成的三元

配合物 [Tb( EDTA) ( 5-X SA) ]的荧光性质 ,

发现当 5-XSA为 5-氟水杨酸和 5-甲基水杨

酸时荧光较强。他们还研究了这些三元配合

物的荧光强度和荧光寿命与 pH值的关系 ,

提出了三元配合物的分子内能量传递机理。

该机理认为 ,在较强的碱性 ( p H= 11)条件

下 ,酚羟基氧通过 n→π* 跃迁吸收辐射能

并传给 Tb3+ 。

Diamandis[3 ]研究了很多与水杨酸结构

相似的配体 ,将其磷酸酯作底物用于酶标记

TRFIA。例如 , 4-羟基 -7-三氟甲基喹啉 -3-羧

酸磷酸酯 ( HTQCAP)经碱性磷酸酶 ( AP)水

解 ,生成的 4-羟基-7-三氟甲基喹啉-3-羧酸

( HTQCA)和 Tb( EDT A)可形成荧光螯合

物 ,因而可作 AP的底物用于 TRFIA。

3. 2　聚氨基多羧酸酐与氨基芳香羧酸加合

物

这类配体一端是环状酸酐 ,可以和生物

分子偶联 ,另一端是芳香羧酸 ,可以敏化

Tb
3+ 的荧光。分子中还含有多个氮原子和氧

原子 ,可以和 Tb
3+
形成多个螯合环 ,故能和

Tb
3+
牢固结合。

Shi 等
[ 4] 用 二 乙 三 胺 五 乙 酸 酐

( DTPAA)、乙二胺四乙酸酐 ( EDT AA)与对

氨基水杨酸 ( p AS)、对氨基苯甲酸 ( pAB)反

应 制得 DTPA-pAS、 EDTA-pAS、 DTPA-

pAB、 EDTA-pAB,研究了这些配体与 Tb
3+

形成的络合物的荧光性质 ,并用 Tb
3+

-DT-

PA-pAS作标记物测定了人血清白蛋白

( HSA)。

有些氨基芳香酸 (如 5-氨基间苯甲酸、 3-

氨基邻苯二甲酸、 4-氨基邻苯二甲酸、 5-氨基

水杨酸、间氨基苯甲酸等 )与 DT PAA生成

的配体 ,和 Tb3+ 形成的螯合物荧光不强 ,但

荧光寿命很长
[5 ]
。

3. 3　β -二酮配体

这类配体中有的能和 Tb
3+ 形成具有强

荧光的络合物 ,如 β -萘酰三氟丙酮 (β-N TA)

和噻吩甲酰三氟丙酮 ( TT A) ,但这些络合物

在低浓度时不稳定 ,也难于和生物分子偶联 ,

故常用来配制增强液。不过经过修饰 ,也可以

用作标记试剂 ,如 Ci等
[6 ]
用 ClSO3和 T T A

反应制得 5-氯磺酰基 -2-噻吩甲酰三氯丙酮

( CTT A) ,他们用 CT TA标记并测定了白蛋
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白 ( HSA、 BSA)。

新戊酰三氟丙酮 ( PTA)和 Tb
3+ 形成的

络合物有较强的荧光 ,可用作 Tb3+ 标记的荧

光增强液。其配方为: 0. 1mol /L醋酸缓冲液

( pH= 4. 5)中含 50μmol /L PT A, 50μmo l /L

三正辛基氧化膦 ( TO PO )和 0. 2% Tri ton X-

100。

3. 4　聚氨基多羧酸类配体

这类配体含有多个氮原子和氧原子 ,与

Tb
3+ 有很强的结合力 ,再加上螯合效应 ,结

合更加牢固。 如果在其上引入一个能和生物

分子反应的官能团 ,使之既能和 Tb
3+
结合 ,

又能和生物分子偶联 ,那么就可以用于 Tb
3+

的标记。但这类配体和 Tb3+ 形成的配合物荧

光不强 ,使其应用受到限制。常用的这类配体

有: 异硫氰酸苯 -EDT A,对 -重氮苯-EDTA,

N
1-(对-异硫氰基苄基 ) -DT TA, DTPAA等。

4　 Tb
3+的应用

4. 1　酶放大时间分辨荧光免疫分析

有些配体 ,它本身和 Tb
3+ 形成的配合物

荧光不强 ,但在某些酶的作用下 ,经过适当修

饰后形成的新配体和 Tb
3+ 生成的配合物具

有很强的荧光。根据这一现象 , Guilblt建立

了 EALL。这种方法结合了酶的放大作用和

镧系元素荧光的高特异性 ,可用于酶放大的

时间分辨荧光分析 ,也可用于酶标记分析。如

Yu等 [7 ]根据该法用碱性磷酸酶测定了人血

清前列腺特异抗原 ( PSA) ,最低检测限可达

0. 002mg /L ,对早期监测前列腺癌术后的复

发或残留有重要临床意义。

除了碱性磷酸酶外 ,还有些酶也可用于

EALL
[8 ]
。 比如 ,β-半乳糖苷酶可以水解水杨

酰 β -半乳糖苷成水杨酸 ,黄质氧化酶可以氧

化水杨醛成水杨酸。因此 ,如果用 5-氟水杨

酸 β -半乳糖苷和 5-氟水杨醛作底物 ,就可以

分别建立 β -半乳糖苷酶和黄质氧化酶的

EALL。

4. 2　多标记 TRFIA

在免疫分析和细胞活性分析中 ,常需要

在一份样品中同时测定两种或两种以上的待

测物。为达此目的 ,需用不同的稀土离子分别

标记多种抗原 ,但由于各种稀土离子的能级

结构不同 ,很难找到一种能和多种稀土离子

能级匹配的配体 ,因此 ,一般只限于 Tb
3+ 和

Eu
3+ 、 Eu

3+和 Sm
3+ 的双标记。在 1992年 , Xu

等 [9 ]研究出共荧光增强液 ( CFFS) ,能同时增

强 Tb
3+
、 Sm

3+
、 Eu

3+
、 Dy

3+
四种离子的荧光。

由于这四种离子的最大发射峰分别位于

544、 647、 612和 574nm ,延迟时间分别是

323μs、 88μs、 820μs和 27μs,用这四种离子分

别标记四种抗原或抗体 ,发生免疫反应后加

入增强液 ,利用其最大峰位置及延迟时间的

不同 ,可以逐个测定其荧光。他们用该法进行

促甲状腺素 ( TSH)、 17α-羟孕酮 ( 17α-OHP)、

免疫反应胰蛋白酶 ( IRT )、激酶 MM ( CK-

MM )等四种样品的同时测定 [10 ] ,检测限分

别为 0. 1mU /L、 2nmol /L、 2μg /L、 4U /L。

4. 3　直接固相时间分辨荧光免疫分析

用 DTPA-pAS类配体作标记物 ,可以建

立直接固相时间分辨荧光免疫分析: 在三乙

胺存在下 ,先让 DT PAA和等摩尔的对氨基

水杨酸钠 ( pASNa)在无水 DMSO中反应 ,生

成 DT PA-pAS,然后和 SA(或抗体 )反应 ,即

可制得 SA-DTPA-pAS,在免疫完成后 ,加入

Tb
3+
,使 Tb

3+
与 SA上的 DT PA-pAS形成

荧光复合物 ,测量其荧光即可。该法的优点

是:① SA-DTPA-pSA可作为通用标记物 ;②

不用加增强液 ,不受环境中稀土离子的干扰。

4. 4　核酸分子杂交分析

可以用 EDT A-pAS、 DTPA-pAS标记

目的基因片段 ,经杂交反应后加入 Tb3+再测

定。也可以用碱性磷酸酶标记目的基因片段 ,

杂交反应后加入 5-FSAP,水解后加入 Tb
3+ -

EDTA再测定。 和 Eu3+ 标记杂交探针相比 ,

该法虽然灵敏度较低 ,但不需要加增强液 ,不

受环境中稀土离子的干扰 ,如 Saavedra等
[11 ]

用 DT PA-pAS-Tb3+ 标记了 DNA:先让 DT-
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PAA和等摩尔的对氨基水杨酸钠在无水

DMSO中反应 ,然后与寡核苷酸反应。

还可以利用一对标记的寡核苷酸探针与

靶 DNA同时进行双位点杂交
[ 12]
。原理是: 在

一个寡核苷酸上连接 pAS,而在另一寡核苷

酸上连接 DTPA-Tb
3+ ,前者作为能量给体 ,

后者作为能量受体。一旦 pAS接受激发能并

将其传递给 DT PA-Tb
3+

, Tb
3+
即可发射特

征波长的长寿命荧光 ,可用时间分辨荧光仪

记录下来。因为只有同时和两个探针杂交的

DNA才会产生信号 ,所以检测的特异性好。

4. 5　生物大分子结构研究

Tb
3+
用作生物大分子结构探针 ,是基于

下列原因:①很多大分子和 Tb
3+有较强的亲

和力 , Tb3+能够取代并占据生物大分子中金

属离子的位置 ;② Tb
3+
具有光谱学活性 ,很

多含有酪氨酸残基等芳香族基团的生物大分

子和 Tb
3+结合后可敏化 Tb

3+ 的荧光 [13 ] ,而

且不同的大分子或同一大分子的不同结合部

位对 Tb
3+
有不同的荧光敏化作用 ,这些信息

有助于判断生物大分子的结合金属离子的部

位数、各结合部位是否等同、哪些是强结合部

位和弱结合部位等等 ;③ Tb
3+
和 Ca

2+
、 Mg

2+

等金属离子性质相近 ,这有利于 Tb
3+
取代这

些离子后较好地保留生物分子原有的功能和

结构 ,从而可利用 Tb3+ 探针研究含 Ca2+ 、

Mg2+ 等离子的生物大分子的结构。

关于 Tb
3+
在生物大分子结构研究中的

应用 ,杨斌盛等 ( 1989年 )已作过综述。

4. 6　时间分辨荧光细胞活性分析

这是一种非放射性的细胞活性测量技

术 ,其原理是: 经三价稀土离子标记的靶细

胞 ,在效应细胞的作用下 ,发生细胞破裂 ,用

T RFIA技术测定靶细胞所释放的三价稀土

离子的荧光强度 ,从而确定细胞活力。

以前多用 Eu
2+络合物标记靶细胞。 1994

年 , Loveg ren等
[14 ]推出 Tb

3+ 标记靶细胞新

方法 ,即先让 Tb3+ 和 6, 6″-双 [N, N-双 (羧甲

基 )氨甲基 ]-4′-苯 -2, 2′; 6′, 2″-三吡啶 (简称

CAPT)形成络合物 Tb
3+ -CAPT,再用它标

记靶细胞。其主要过程如下:将靶细胞悬浮于

完全介质 (又称 A液 )中培养 ,在细胞的指数

生长期 ,加入 1～ 10mmo l /LTb
3+
-CAPT,接

着加入 100μl含硫酸葡聚糖 5g /L的 A液 ,

置室温孵育 ,然后加入 3m l含 2mmol /L Ca-

Cl2 , 10mmo l /L葡萄糖 A液 ,继续保温 5分

钟以上 , ,以便修复靶细胞和终止标记反应。

用 A液培养 2～ 4小时 ,离心 ,取上清液用时

间分辨荧光仪测量其荧光强度 ( CPS)。根据

公式计算靶细胞的比释放率 ,即表示细胞的

活性。

目前还可以对一种效应细胞的两株不同

的靶细胞 ,分别采用 Tb
3+ -CAPT和 Eu

3+ -

CAPT进行双标记 ,以同时测定效应细胞对

两种靶细胞的活性
[14 ]
。
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