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基于指示剂置换法的肝素含量测定 
——推荐一个分析化学综合设计性实验 
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摘要：介绍一个由科研成果转化的分析化学综合设计性实验“基于指示剂置换法的肝素含量测定”。本实验基于指

示剂置换法的分析原理，以甲基紫精(MV2+)作为肝素受体，以8-羟基芘-1,3,6-三磺酸三钠盐(pyranine)作为光学指示

剂，基于MV2+和肝素、pyranine之间结合能力的不同，利用加入肝素后pyranine-MV2+体系的紫外-可见光谱吸光度

的变化，实现对肝素的定量分析。 
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Abstract:  Herein we describe a comprehensive experiment designed for laboratory teaching of analytical chemistry. 

The experiment was developed based on the results of one of our recent studies. Methyl viologen (MV2+) and 8-

hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic acid trisodium salt (pyranine) were used as the heparin receptor and optical indicator, 

respectively. Once heparin was introduced in the reaction system, competitive binding led to pyranine displacement, 

thereby resulting in changes in the UV-Vis absorbance of the pyranine/MV2+ system. Using the changes in UV-Vis 

absorption as the output signal, heparin concentration can be accurately measured using the IDA-based method.  
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分析化学是研究物质的组成和结构，确定物质在不同状态和演变过程中化学成分、含量、时空

分布和相互作用的测量科学。分析化学是一门实践性和应用性很强的学科，实验教学在其课程教学

中占有重要地位，是培养学生创新能力的主要途径。目前在分析化学实验教学中设置的实验项目主

要是验证性实验，验证性实验可以培养学生熟练地掌握基础知识、基本实验技能以及加深对基本理
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论的理解。但在长期的实践教学过程中我们深刻地意识到，现有的实验教学对于培养学生独立思考、

解决实际问题能力，尤其是对于培养和训练学生的科研素质和实践创新能力是非常有限的。 

2012年，教育部在《关于全面提高高等教育质量的若干意见》中提出，“探索拔尖创新人才培

养模式，促进科研与教学活动，及时把科研成果转化为教学内容”。近年来，随着创新驱动发展战

略的逐步实施以及高等学校创新创业教育的深化改革，高校正在全面提升创新能力，高等教育工作

者也在实践中不断探索如何将高校的科研平台优势转化为教学优势，利用科研反哺教学从而促进教

学质量的提高，也符合国家对创新人才培养的要求[1–3]。因此，如何探索科研反哺教学的新途径、新

思路，培养学生科学素养与创新能力，是高校面临的一个重要难题[4–6]。推进教学与科研紧密结合，

将先进、前沿的科研成果转化为适应基础教育的本科实验教学资源，推动教师把国际前沿学术进展

和最新研究成果融入实验课堂教学，是改革实验教学体系和培养学生实践探索能力和创新能力的重

要措施。因此在开设验证性实验的基础上，根据实际情况逐步开设基于科教融合的综合设计性实验，

可以提高学生专业知识的综合运用能力、创新实践能力、分析和解决问题的能力，并且有助于培养

学生的基本科学素养与团队合作精神[7–9]。作者结合多年从事分析化学实验的教学经验，基于科研成

果向教学实践探索转化的思路，对课题组科研成果进行筛选和提炼，将基于指示剂置换(indicator 

displacement assay，IDA)的肝素的分析新方法转化为本科生综合设计性实验教学项目[10]。 

肝素是一种荷大量负电荷的线性聚合糖胺多糖(结构式如图1a所示)，自1935年起在临床上被广

泛用作凝血相关疾病的预防和治疗药剂，尤其是用作手术中的抗凝血剂[11]。但长期和过量使用肝素

会引起诸如出血、血小板减少等副作用，因此肝素的剂量需要严格的监控[12–14]。临床上用于肝素定

量检测传统的方法是基于凝血原理和机制的方法，诸如活化凝血时间法(ACT)、活化部分凝血活酶时

间法(aPTT)、和凝血酶原时间(pTT)等[15–17]。这些方法具有耗时、价格昂贵、间接检测、数据不可靠

等缺点。针对肝素传统分析方法的缺点，分析化学工作者们基于肝素的化学性质和特点设计合成了

诸如主-客体复合物[18]、聚合物和多肽[19,20]、自组装微纳结构[21]等，结合各种分析信号读出机制，建

立了肝素的比色、UV-Vis光谱、和荧光、电化学等分析新方法。然而，这些方法大多不可避免地需

要精巧复杂、耗时繁琐的合成步骤，因而开发低成本、简单快速、灵敏准确的肝素分析方法是十分

必要的。 

 

(a)

 

(b)

  

(c)

 

图1  (a) 肝素、(b) MV2+和(c) pyranine的化学结构式 

 

指示剂置换法(IDA)是一种基于分析物对指示剂进行竞争取代，根据取代前后指示剂信号的变化

对分析物进行定量的分析方法。这种方法中，指示剂和受体分子可逆结合，由于分析物和受体的结

合力大于指示剂和受体的结合力，因而在引入分析物的情况下，分析物会取代指示剂和受体结合从

而引起指示剂信号的变化，因此利用指示剂信号的变化可以对分析物进行定量分析。基于IDA的分

析方法无需复杂合成工艺和步骤，具有成本低、操作简单、指示剂选择灵活多样、灵敏准确等优势，

近年来已逐步应用于分析和传感领域[22]。作者课题组前期基于IDA的原理和技术，以甲基紫精(methyl 

viologen，MV2+，结构式见图1b)作为肝素受体，以8-羟基芘-1,3,6-三磺酸三钠盐(pyranine，结构式见

图1c)作为光学指示剂，利用MV2+和肝素、pyranine之间结合的亲和力不同，利用pyranine光谱信号(紫

外-可见光谱吸收和荧光强度)的变化，实现了肝素的定量分析。本方法操作简单、快速、结果可靠、

成本低廉，适于血清、血浆以及肝素注射液中的肝素定量分析检测[10]。 

n 
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本文从分析化学的学科特点出发，基于科研与教学相互转化、相互促进、科研反哺教学的理念，

以及科研成果向教学实践探索转化的思路，结合作者多年从事分析化学实验教学经验，对课题组科

研成果进行筛选和提炼，将基于IDA策略和技术的肝素分析新方法转化为本科生综合设计性实验教

学项目。选取该研究成果的紫外-可见光谱法部分的内容，将其设计成教学实验。其难度适中，内容

新颖，创新性和综合性强，有利于培养学生的综合素质和实践创新能能力。 

 

1  实验目的 
1) 巩固紫外-可见分光光度法的理论知识，掌握紫外-可见光谱仪的基本操作。 

2) 了解指示剂置换法的原理；理解基于pyranine-MV2+体系用紫外-可见光谱法测定肝素的原理

和策略；理解分析原理和方法上的多样性，了解分析化学新方法、新原理能够为解决实际问题提供

技术支撑。 

3) 掌握实验数据处理技能，理解分析化学中分析方法的线性、检测限、灵敏度等概念； 

4) 提高学生综合运用知识能力、创新能力、实践能力、独立分析和解决问题的能力，以及培养

学生的基本科学素养与团队合作精神。 

 

2  实验原理 
Pyranine是一种低毒、水溶性的有机光酸，在生理pH条件下荷负电，其结构如图1c所示。Pyranine

通常被认为是π电子给体，它在紫外-可见区具有较强的吸收，可以作为光学指示剂[23]。1,1-二甲基-

4,4’-联吡啶阳离子，又称甲基紫精(MV2+)，其结构式如图1b所示，通常被认为是π电子受体[24–26]。如

图2所示，pyranine和MV2+二者之间可以通过非共价作用结合生成pyranine-MV2+电荷转移复合物(CT 

complex I)，该反应可在生理条件下快速完成，无需苛刻反应条件。正电荷的MV2+是肝素的有效受

体，可以和肝素形成heparin-MV2+复合物(CT complex II)，并且MV2+和肝素结合的亲和力大于和

pyranine结合的亲和力。因此，当向pyranine-MV2+体系中加入肝素后，肝素会迅速置换出pyranine而

和MV2+结合生成CT complex II，从而使pyranine从pyranine-MV2+复合物中游离出来。像这种基于指

示剂pyranine和受体MV2+以及分析物肝素之间的竞争作用原理的分析技术被称为指示剂置换法。 

 

 
图2  基于pyranine-MV2+体系的肝素指示剂置换法的原理示意图 

 

我们前期的研究结果表明，Pyranine酚羟基pKa约为7.14，在水溶液中存在酚羟基的酸碱解离平

衡。Pyraine酸式体和碱式体在紫外-可见区的最大吸收波长分别在405 nm和455 nm，在生理pH条件

下(pH 7.4)，游离的pyranine吸收光谱如图3黑线所示。相同条件下，往pyranine溶液中加入MV2+后，

pyranine在405 nm的特征吸收峰显著降低，同时455 nm处的特征吸收红移至468 nm处，该结果表明二

者生成了pyranine-MV2+复合物。而加入肝素至pyranine-MV2+体系后，体系则会立刻恢复pyranine的

特征吸收，如图3蓝线所示。这是由于肝素-MV2+的结合亲和力大于pyranine-MV2+结合亲和力，肝素

置换出pyranine。因而本实验基于指示剂置换法的原理，以pyranine-MV2+溶液作为测试肝素的测试溶

液，用溶液在405 nm处的吸光度对肝素进行定量测定。 
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图3  基于pyranine-MV2+体系的指示剂置换法进行肝素定量分析的紫外-可见光谱验证和表征 

10 mol∙L−1 pyranine (黑线)；10 mol∙L−1 pyranine +100 mol∙L−1 MV2+ (红线)； 

10 mol∙L−1 pyranine + 100 mol∙L−1 MV2+ + 100 U∙mL−1肝素(蓝线)；以上溶液为25 mmol∙L−1 HEPES (pH7.4) 

电子版为彩图 

 

3  实验部分 
3.1  试剂与仪器 

甲基紫精(MV2+，上海麦克林生化科技有限公司)，8-羟基芘-1,3,6-三磺酸盐(pyranine)，肝素，葡

萄糖、精氨酸、葡聚糖均购于阿拉丁试剂有限公司。牛血清白蛋白(BSA)，抗坏血酸(AA)，尿酸(UA)，

三磷酸腺苷(ATP)，硫酸软骨素(CHS)购置于国药集团化学试剂有限公司，透明质酸购于上海源叶有

限公司。25 mmol∙L−1磷酸缓冲溶液(PBS)、25 mmol∙L−1三羟甲基氨基甲烷盐酸盐(Tris-HCl)缓冲溶液、

25 mmol∙L−1 4-羟乙基哌嗪乙磺酸(HEPES)缓冲溶液均由实验前新鲜配制并用0.1 mol∙L−1 NaOH溶液

调节至pH 7.4。实验中所用试剂和药品均至少为分析纯。 

紫外-可见光谱测试实验采用Specord 205紫外-可见分光光度计(德国耶拿分析仪器股份公司)并

配以1 cm石英比色皿采集紫外-可见吸收光谱，光谱波长扫描范围为330–650 nm。采用移液枪进行测

试样品的配制和移取。 

3.2  实际样品处理 

将成年雄性SD大鼠(200–250 g)随机分为对照组(n = 3)和实验组(n = 3)，经0.8%的戊巴比妥钠腹

腔注射麻醉(40 mg∙kg−1，i.p.)后麻醉。对照组和实验组分别腹腔注射0.9%生理盐水(10 mL∙kg−1)和肝

素(5000 U∙kg−1)。给药30 min后，两组大鼠从腹主动脉取血，然后转入含有所需量EDTA抗凝液的离

心管中，3000 r∙min−1离心15 min，所得血浆用于紫外-可见光谱测试。实验结束后，实验动物立即麻

醉后断头处死。 

3.3  实验内容和实验过程 

3.3.1  实验原理和策略的紫外-可见光谱验证 

以25 mmol∙L−1 HEPES缓冲溶液(pH 7.4)为空白溶液，在330–650 nm波长范围内，采集背景光谱，

再以含10 mol∙L−1 pyranine、10 mol∙L−1 pyranine + 50 mol∙L−1 MV2+、10 mol∙L−1 pyranine + 50 

mol∙L−1 MV2+ + 50 U∙mL−1肝素的25 mmol∙L−1 HEPES缓冲溶液(pH 7.4)为测试溶液分别采集测试溶

液的样品光谱。引导学生以pyranine的紫外-可见光谱为依据，判断加入MV2+后生成pyranine-MV2+复

合物，以及加入肝素进行指示剂置换后的紫外-可见光谱变化特点，从而理解指示剂置换法的原理和

基于pranine-MV2+体系对肝素进行紫外-可见测定的原理和策略。 
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3.3.2  实验条件的优化 

(1) pyranine和MV2+浓度的选择。 

以25 mmol∙L−1 HEPES缓冲溶液(pH7.4)为空白溶液，在330–650 nm波长范围内，采集背景光谱。

固定pyranine为10 mol∙L−1，分别考察pyranine : MV2+浓度比为1 : 1、1 : 2、1 : 5以及1 : 10时，pyanine-

MV2+体系对0、1、2、5、10、以及20 U∙mL−1肝素的响应。并分别以不同浓度比的pyanine-MV2+在405 nm

处的吸光度变化率A/A对肝素的浓度作图，进行线性拟合，从而比较不同pyranine : MV2+浓度比条

件下对肝素响应信号的大小和响应的灵敏度来筛选pyranine : MV2+最佳浓度比，并能解释二者浓度

比影响方法分析性能的原因。这里吸光度变化率A/A，A为pyarnine-MV2+溶液在加入肝素后和未加

入肝素时在405 nm处的吸光度之差，A为pyarnine-MV2+溶液在未加入肝素时在405处的吸光度。 

(2) 缓冲溶液的选择。 

缓冲溶液的和荷电性质会影响负电荷肝素和正电荷的MV2+的相互作用，从而影响pyranine-MV2+

体系对肝素的紫外-可见光谱响应，因而本实验选用负电荷的PBS缓冲溶液、正电荷的Tris-HCl缓冲

溶液，以及两性缓冲溶液HEPES作为不同荷电性质的缓冲溶液的典型代表，考察不同缓冲溶液对方

法分析性能的影响。分别以25 mmol∙L−1，pH为7.4的PBS、Tris-HCl、和HEPES缓冲溶液为空白溶液

采集背景光谱。再固定pyranine为10 mol∙L−1，根据(1)所获得的pyranine : MV2+的最佳浓度比，分别

考察在不同缓冲溶液中，pyranine-MV2+对0、1、2、5、10、20 UmL−1肝素的响应。并分别以不同缓

冲溶液下pyranine-MV2+在405 nm处的吸光度对肝素的浓度作图，进行线性拟合，从而比较不同缓冲

溶液条件下对肝素响应信号的大小和响应的灵敏度来筛选最佳缓冲溶液。 

3.3.3  方法学考察 

1) 线性。 

根据3.3.2筛选的实验条件，以25 mmol∙L−1 HEPES缓冲溶液(pH 7.4)为空白溶液采集背景光谱，

以含有10 mol∙L−1 pyranine和50 mol∙L−1 MV2+的25 mmol∙L−1 HEPES缓冲溶液(pH 7.4)作为测试溶

液，依次向测定溶液中加入一系列浓度的肝素，采集样品光谱。以肝素浓度为横坐标，以溶液在

405 nm波长处的吸光度为纵坐标，绘制标准曲线，确定该方法的线性范围、建立线性方程。并理解

分析方法的线性、灵敏度、检测限概念。建议肝素浓度从0.1 U∙mL−1开始逐渐增加到40 U∙mL−1。整

个实验过程中，为降低测试溶液的稀释因子和减小实验误差，要求滴加肝素溶液的体积不超过测试

溶液体积的3%。因此实验前需综合考虑肝素储备液的浓度以及移液枪的最小刻度等因素。 

2) 选择性。 

根据3.3.2筛选的实验条件，以25 mmol∙L−1 HEPES缓冲溶液(pH 7.4)为空白溶液采集背景光谱，

以含有10 mol∙L−1 pyranine和50 mol∙L−1 MV2+的25 mmol∙L−1 HEPES缓冲溶液(pH 7.4)作为测试溶液

采集样品光谱后，再依次向测试溶液中加入1 mmol∙L−1葡萄糖，50 mol∙L−1尿酸，50 mol∙L−1抗坏血

酸、2 mol∙L−1多巴胺、2 mol∙L−1 5-羟色胺、0.1 mg∙mL−1牛血清白蛋白、2 mol∙L−1精氨酸、10 mol∙L−1 

ATP、5 mg∙mL−1透明质酸、0.5 mg∙mL−1硫酸软骨素，分别采集样品光谱。根据测定溶液在加入上述

物质后在405 nm处吸光度是否有明显变化来确定这些物质是否对测定产生干扰。理解用该方法测定

生理样品时，需要考察哪些代表性内源性生理活性小分子和蛋白。思考并理解本实验项目中为何需

要考察正电荷和负电荷的内源性小分子以及肝素的结构类似物。 

3.3.4  实际样品的测定 

对照组和给药组SD大鼠血浆均用25 mmol∙L−1 HEPES缓冲溶液(pH 7.4)稀释10倍后作为待测样

品。在3.3.2筛选的最佳实验条件下，以25 mmol∙L−1 HEPES缓冲溶液(pH 7.4)采集背景光谱，配制2 mL

含10 mol∙L−1 pyranine-50 mol∙L−1 MV2+的25 mmol∙L−1 HEPES (pH 7.4)缓冲溶液作为测试溶液，采

集样品光谱，再依次向测试溶液中先后加入10 L对照组和给药组大鼠血浆，分别采集样品光谱。分

别测定加入血浆样品后405 nm处吸光度。实际样品平行测定3次，根据3.3.3方法学考察中(1)线性中

的线性方程计算对照组和给药组大鼠血浆中的肝素浓度值。注意，计算时不要忽略了稀释倍数。 



No. 8 doi: 10.3866/PKU.DXHX202212017 245 

3.4  主要实验结果参考 

根据我们前期的研究结果以及在小范围推行的学生实验结果，这里提供本实验项目的主要实验

结果以供执行本实验项目的老师和同学参考和借鉴。 

1) Pyranine : MV2+最佳浓度比筛选结果。 

固定pyranine浓度为10 mol∙L−1，考察不同pyranine : MV2+浓度比的条件下，以pyranine-MV2+体

系在405 nm处吸光度对肝素在0.1–20 U∙mL−1浓度范围的响应，参考结果如图4所示。结果表明，

pyranine : MV2+浓度比在1 : 1–1 : 5之间时，随着MV2+浓度的增加，pyranine-MV2+吸光度变化对肝素

浓度响应的线性的斜率逐渐增大，表明体系对肝素检测的灵敏度逐渐增加。而当MV2+浓度继续增加

时，即pyranine : MV2+浓度比小于1 : 5时，pyranine-MV2+体系对肝素检测的灵敏度又开始逐渐下降。

这是因为，MV2+浓度增加，由于形成了pyranine-MV2+ CT complex I，降低了pyranine在405 nm处的

吸光度，因而降低检测肝素使的背景吸光度(如图3所示)。背景信号的降低有利于提高灵敏度。当MV2+

浓度太大时，又会增加肝素置换pyranine的难度，因而方法的灵敏度会下降。因此，推荐pyranine : MV2+

为1 : 5为实验的最佳浓度比。 

 
图4  不同pyranine : MV2+浓度比条件下，pyranine-MV2+体系在 

405 nm处的吸光度变化率对不同肝素浓度的响应 

 

2) 缓冲溶液的选择。 

分别以含10 mol∙L−1 pyranine + 50 mol∙L−1 MV2+的浓度为25 mmol∙L−1 pH为7.4的PBS、Tris-HCl

和HEPES缓冲溶液作为测试溶液测定其对0、1、2、5、10、以及20 U∙mL−1肝素的响应，参考结果如

图5所示。结果表明在在HEPES缓冲溶液，体系对肝素的响应最灵敏，其线性的斜率0.0052 mL∙U−1，

而PBS和Tris-HCl条件下的斜率分别为0.0018和0.0033 mL∙U−1。因此，推荐25 mmol∙L−1 pH 7.4的

HEPES作为肝素测定的最佳缓冲。 

 

4  教学安排与组织的建议 
本实验重点在于让学生理解指示剂置换法测定阴离子的作用机制以及紫外‐可见分光光度法定

量分析的基本原理和方法；掌握对肝素进行定量分析的方法，以及学会对分析方法进行评价。 

本实验的实验讲义并没有详细的步骤，如何引导学生分工合作、自行设计方案验证实验方法的

可行性、合理安排和利用课堂实验时间、探索最佳条件，以及让学生掌握本实验数据处理的方法与

步骤，是指导教师指导该实验的核心内容。 

建议在完成分析化学课程中化学分析和仪器分析理论课程以及相关实验课程之后开设，或面向

化学、药学相关专业高年级本科生开设。可安排8–10学时，分2–3次实验课完成。前4−6个学时主要
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任务和目的是实验原理的验证以及实验条件的优化，后4个学时安排本方法的方法学考察以及实际

样品的测定。实验课前布置检索和阅读本实验相关的国内外文献的任务，并于实验开始前安排部分

学生参与实验准备，包括缓冲溶液的配制，pyranine、MV2+以及肝素储备液的配制。 

 

 
图5  不同缓冲溶液中pyranine-MV2+体系在 

405 nm处的吸光度变化率对不同肝素浓度的响应 

 

此外，关于实际样品的测试，若具备条件，可以根据本实验项目的实验内容推荐，将SD大鼠分

为对照组和给药组，腹主动脉取血，血浆可以在实验前准备好，冰箱冷藏备用。对于不具备动物实

验条件的学校或实验室，实际样品测定可以测定肝素钠注射液或肝素钠软膏中肝素含量。 

需要注意的是，本实验中使用的甲基紫精是有毒药品，实验前须让学生充分了解MV2+的规范和

安全使用，实验时须做好自身安全防护，需要带护目镜、乳胶手套或PE手套，按实验室规范着装并

穿实验服。 

实验项目结束后，撰写小论文形式的实验报告，并以小组为单位进行实验结果PPT汇报和答辩，

以培养学生的科技论文写作能力和综合表达能力。 

 

5  结语 
综合设计性实验可以激发学生的求知欲和创新意识，在实验任务和目标的执行过程中可集中调

动学生的认知基础与实践经验，在培养实验分析能力的同时，充分锻炼思维的应变能力、整合能力

和创新能力，促进学生的创造力，提高学生的科学素养和综合素质。目前本实验项目在我校药学相

关专业筛选报名的20名本科生中，作为分析化学综合性研究性实验项目首次开设，实验包括实验原

理的验证、实验条件优化、定量检测及实际样品的分析，实验教学效果良好。拟逐年优化，有计划

有步骤地面向我校药学各专业本科生作为分析化学综合性设计性实验项目开设。该实验项目既保证

了实验内容的前沿性与创新性，又无需昂贵的大型分析设备，无需复杂耗时的合成步骤，实验操作

简便，是一项可以推广的分析化学类综合设计性实验。本实验项目可作为医药院校药学相关专业、

综合类和师范类院校化学相关专业高年级本科生的分析化学、仪器分析综合设计性实验。 
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