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摘要 以乙烯基萘( VN) 为聚合单体，采用乳液聚合法制备

聚乙烯基萘( PVN) 纳米微球。通过对其羧基化与 β2 微球蛋

白( β2 -M) 抗体偶联，制成免疫检测试剂。分别用聚苯乙烯

( PS) 和 PVN 检测试剂测定 β2 -M 含量，数据经统计学处理

和分析，对自制的 PVN 纳米微球胶乳增强免疫比浊 ( LE-
TIA) 检测试剂的性能进行评价。自制的羧基化 PVN 纳米微

球免疫试剂成功对标准样本进行了检测并在一定范围内有

较好的线性，比 PS 检测试剂更加灵敏。利用该研究采用的

方法和条件可以成功制备粒径大小可控、单分散的羧基化

PVN 纳米微球，是比 PS 更优的 LETIA 新载体，具有很好的

临床应用前景。
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乳液聚合是微球制备最常用的方法，主要以水

为分散介质［1］，需要氮气的保护; 乳液聚合无污染

或低污染，在工业、农业和生物医药等方面得到了广

泛应用［2 － 4］，是最常使用的免疫分析方法之一。迄

今，胶乳增强免疫比浊( latex enhanced turbidimetric
immunoassay，LETIA) 在临床中已经应用于 C 反应

蛋白［4］、胱抑素 C［5］、前列腺特异性抗原［6］等涉及

炎症、肝肾功能、肿瘤等多个领域项目的检测。目前

LETIA 检测试剂多以聚苯乙烯( polystyrene，PS) 纳

米微球为载体，该基质小粒径 PS 微球偶联抗体量

大，可以保证较大线性范围，然而透光率低，灵敏度

较差; 大粒径 PS 微球可以提升灵敏度，但偶联抗体

量减小，线性范围相对变窄［7］。该研究采用乳液聚

合法首次成功制备了羧基化聚乙烯基萘( polyvinyl
naphthalene，PVN) 纳米微球，可利用较小粒径微球

偶联较大量抗体，在提供较好灵敏度的同时又保证

有较大的线性范围，将其用作 LETIA 检测试剂的载

体，有很好的临床应用前景。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂和仪器 乙烯基萘( vinyl naphtha-
lene，VN) ，分析纯，购自国药集团化学试剂有限公

司; 十二烷基硫酸钠( sodium dodecyl sulfate，SDS) ，

电泳级，购自天津联星生物公司; 过硫酸钾( potassi-
um persulfate，KPS) ，分析纯，购自天津市化学试剂

批发公司; 丙烯酸钠( 95% ) 购自天津市光复精细化

工研究所; 1-( 3-二甲氨基丙基) -3-乙基碳二亚胺盐

酸盐［1-( 3-Dimethylaminopropyl) -3-ethylcarbodiimide
hydrochloride，EDC 99%］、BSA 99%购自美国 Sigma-
Aldrich 试剂公司; N-羟基琥 珀 酰 亚 胺 ( N-hydroxy-
succinimide，NHS 99% ) 购自美国 Pierce 试剂公司;

β2 微球蛋白( β2-M) 及其抗体( IgG 99% ) 购自深圳

菲鹏生物科技有限公司; 羧基化 PS 纳米微球购自伊

普西隆( 浙江瑞安) 生物科技有限公司; DelsaTMNano
C 纳米粒度及 zeta 电势分析仪购自美国 Beckman
Coulter 公司; 380 型傅里叶变换红外光谱仪购自美

国 Nicolet 公司; XL30 环境扫描电子显微镜购自荷

兰 Philips 公司; H7180 大型生化分析仪和 U-3310
分光光度计购自日本日立公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 羧基化 PVN 纳米微球的制备 利用乳液聚

合法制备羧基化 PVN 纳米微球。称量 0. 04 ～ 0. 15
g 乳化剂 SDS 加入 50 ml 锥形瓶中，加入碳酸盐缓

冲溶液和引发剂 KPS 溶液，然后加入 VN 单体; 采用

化学键合的方法，加入丙烯酸钠; 在微球表面引入羧

基，进行功能基化改性，以利于该微球的后续应用。
通氮气 10 ～ 15 min，密封，振摇乳化 10 ～ 15 min。最

后放入 80 ℃水浴摇床中 120 r /min 振摇 10 h。使用

经过处理的透析袋以蒸馏水为透析液透析制备所得

的已知粒径的微球 3 d，除去微球中反应后剩余的单

体及其他副反应物，将此微球保存于 4 ℃冰箱中，待

用。
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1． 2． 2 羧基化 PVN 纳米微球的表征方法 用 Del-
saTMNano C 纳米粒度及 zeta 电势分析仪测量羧基化

PVN 纳米微球的粒径以及单分散系数( particle dis-
persion index，PDI) ; 采用溴化钾( KBr) 压片的方法

在 380 型傅里叶变换红外光谱仪上检测羧基化 PVN
微球是否连上羧基; 用 XL30 环境扫描电子显微镜

观察纳米微球的表面形貌; 用 U-3310 分光光度计在

600 nm 波长下测量羧基化 PVN 纳米微球的吸光度

( absorbance，A) ，并与同等粒径的羧基化 PS 对比。
1． 2． 3 β2-M-LETIA 检测试剂的制备 取羧基化

PS 纳米微球和羧基化 PVN 纳米微球各适量，分别

依次向其中加入等量 EDC 和 NHS 对表面进行活

化，室温放置 15 min。然后迅速加入等量的 β2-M
抗体，在 37 ℃恒温水浴锅中反应 3 h。取出反应物

后采用切向流过滤除去游离的 β2-M 抗体，收集上

清液，用于定量键合抗体量。下层物质加 BSA 封闭

12 h，即可得到反应溶液 Ｒ2。配制一定离子强度的

反应溶液 Ｒ1( 50 mmol /L Tris-HCl 缓冲液，pH 7. 4) ，

此两种反应溶液共同组成 β2-M-LETIA 检测试剂。

2 结果

2． 1 羧基化 PVN 纳米微球制备条件的考察

2． 1． 1 缓冲液的影响 总体积为 10 ml，NaHCO3

和 Na2CO3 浓度分别为 20 mmol /L，通过取不同体积

的溶液配比调节缓冲液 pH 值，制备羧基化 PVN 纳

米微球，并测量反应后纳米微球的粒径及粒径分布。
实验结果显示，NaHCO3 和 Na2CO3 各 5 ml 时，制备

出的羧基化 PVN 纳米微球的 PDI 为 0． 033，较低; 其

他配比条件制备出的微球 PDI 均大于 0. 1，单分散

性较差。
2． 1． 2 引发剂浓度的影响 在羧基化 PVN 纳米微

球制备过程中，KPS 不仅影响反应速度，而且影响纳

米微球粒径分布。实验表明，0. 1% 的 KPS 粒径分

布最小为 0. 038，而 KPS 浓度为 0. 3% 和 0. 4%，制

备出的羧基化 PVN 纳米微球粒径和 PDI 均较大。
2． 1． 3 VN 单体质量的影响 在一定范围内，羧基

化 PVN 纳米微球的粒径会随着 VN 单体量的增加

而增加，实验结果显示当 VN 单体含量为 1 g 时最

为合适，单分散性较好。
2． 1． 4 加入丙烯酸钠对粒径的影响 加入不同质

量丙烯酸钠会对纳米微球的粒径产生不同的影响，

羧基化 PVN 纳米微球的粒径会随丙烯酸钠量的增

加先减小后增大( 表 1) 。
2． 1． 5 乳化剂浓度的影响 乳化剂 SDS 对羧基化

PVN 纳米微球的粒径有显著性影响，羧基化 PVN 纳

米微球的粒径随 SDS 浓度增加而减小( 表 2) 。通过

扫描电镜观察所得羧基化 PVN 纳米微球为粒径均

匀的球形结构、表面光洁，呈单分散存在( 图 1) 。

表 1 在 SDS 浓度为 0. 05%下加入不同质量

丙烯酸钠对纳米微球粒径的影响

丙烯酸钠( g) 微球粒径( nm) PDI
0． 03 117． 0 0． 072
0． 04 105． 6 0． 142
0． 05 95． 7 0． 067
0． 06 110． 3 0． 044

表 2 乳化剂 SDS 浓度与羧基化 PVN 纳米微球粒径关系

SDS 的浓度( % ) 微球粒径( nm) PDI
0． 30 81． 5 0． 071
0． 25 103． 2 0． 099
0． 20 113． 8 0． 044
0． 10 135． 7 0． 087
0． 08 152． 8 0． 081

图 1 羧基化 PVN 纳米微球的扫描电镜照片

A: 平均粒径为 70 nm 的微球; B: 平均粒径为 120 nm 的微球

2． 2 羧基化 PVN 纳米微球的表征

2． 2． 1 纳 米 微 球 的 红 外 光 谱 图 PVN、羧 基 化

PVN、羧基化 PVN － IgG 的红外光谱如图 2 所示。
通过( 图 2A) 、( 图 2B) 比较 VN 单体、PVN 和羧基化

PVN 微球 的 红 外 吸 收 峰 位 发 现，图 2A 中 1 800
cm －1为烯烃末端 － C = C － H 的振动谱带，1 700 ～
2 000cm －1为萘环及烯烃 C = C 的累计双键振动谱

带，1 606 cm －1 和 1 599cm －1 为苯环骨架振动谱带，

指纹区的 771 cm －1和 696 cm －1为单取代振动谱带。
图 2B 在 2 920 cm －1 和 2 848 cm －1 为饱和 － CH2 振

动谱带，1 597 cm －1和 1 504cm －1为苯环骨架振动谱

带，1 347 cm －1裂为一强一弱两个峰，为偕三甲基中

碳振动谱带，证明有饱和碳原子，990 cm －1吸收峰消

失，证明末端烯烃消失，771 cm －1和 696 cm －1指纹区

单取代振动谱带消失，说明单体 VN 合成了聚合物

微球。比较图 2B 中 PVN 微球和羧基化 PVN 微球
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红外谱图可以看出，羧基化 PVN 微球红外谱图在

1 573 cm －1处出现 － C = O 振动谱带。证明在 PVN
微球上 键 合 了 － COOH。图 2C 中 2 500 ～ 3 200
cm －1的宽强峰为 － COOH 中的缔合 － OH 振动谱

带，1 631 cm －1为 － C = O 的吸收峰，1 553 cm －1为 －
N － H 的吸收峰，1 037 cm －1为 － COOH 中的 － C － O
吸收峰，说明 IgG 成功键合在微球表面。

图 2 纳米微球的红外光谱图

A: VN; B: PVN 与羧基化 PVN 纳米微球; C: 羧基化 PVN-IgG

2． 2． 2 羧基化 PVN 纳米微球以及与羧基化 PS 纳

米微球的 A 对比 在特定波长下，同等粒径的羧基

化 PVN 纳米微球比羧基化 PS 纳米微球的 A 值大，

粒径越大 A 值相差也越大( 表 3) ，说明羧基化 PVN
纳米微球的灵敏度更好。

表 3 波长 600 nm 处羧基化 PS 与羧基化 PVN 微球的 A 值

微球粒径( nm)
羧基化 PS A 值

( AU)

羧基化 PVN A 值

( AU)

70 0． 105 0． 148
90 0． 165 0． 262
120 0． 472 0． 756
150 0． 826 －

2． 3 β2-M-LETIA 试剂的研制及应用

2． 3． 1 制作检测试剂因素的考察 经过大量实验显

示，当每毫升纳米微球加入 EDC 和 NHS 各 0. 1 mg 和

β2-M 抗体 3 mg 时才能制成 β2-M-LETIA 试剂。
2． 3． 2 检测接入 β2-M 抗体数量 羧基化 PS 和羧

基化 PVN 微球在接入 β2-M 抗体后，微球的粒径和

PDI 均有所增加。由表 2 ～ 5 可以看出 PS 微球粒径

120 nm 时接入抗体量较大，120 nm 的 PVN 微球接

入量较同粒径的 PS 微球大( 表 4) 。

表 4 羧基化 PS 和羧基化 PVN 接入抗体数量

种类
单个微球

粒径( nm) PDI
接抗体后的微球

粒径( nm) PDI
实际接入抗体量

( mg /ml)

测上清液时

A 值a

羧基化 PS 120． 4 0． 064 150． 6 0． 121 1． 540 0． 167
羧基化 PVN 120． 8 0． 072 135． 9 0． 173 1． 942 0． 157
羧基化 PS 149． 7 0． 059 177． 9 0． 196 1． 299 0． 173

a: 平均值( n = 6)

2． 3． 3 标准曲线 以理论浓度( 0、2. 5、5. 0、10. 0、
17. 5、25. 0 mg /L) 为横坐标、试剂测量数据 A 值为

纵坐标，在 0 ～ 25 mg /L 的浓度范围内，考察以 PVN
和 PS 纳米微球为载体的 β2-M-LETIA 试剂的线性

范围并绘制标准曲线( 图 3) 。如图所示，自制的羧

基化 PVN 纳米微球检测试剂的线性范围较羧基化

PS 纳米微球的线性范围要好。120 nm 羧基化 PS
纳米微球在理论浓度为 0 ～ 10 mg /L 内呈线性，在 0
～ 5 mg /L 范围内其相关系数可以 达 到 0. 981 5。
150 nm 羧基化 PS 纳米微球在理论浓度为 0 ～ 5 mg /
L 内呈线性，其相关系数可以达到 0. 998 8。而 120
nm 羧基化 PVN 纳米微球在理论浓度为 0 ～ 17. 5
mg /L 内呈线性，在 0 ～ 10 mg /L 内其相关系数可以

达到 0. 902 3。因此，PVN 纳米微球作为 LETIA 试

剂的载体材料与 PS 相比有更高的灵敏度并且可以

提供较大的线性范围。

图 3 羧基化 PVN 与 羧基化 PS 纳米微球试剂标准曲线
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2． 3． 4 临床样本的方法建立检测 用正常人血清

和 50 mg /L 的标准品配制 3 个样品即 S0: 正常人血

清 500 μl; S1: 正常人血清 450 μl + 标准品 50 μl;
S2: 正常人血清 350 μl + 标准品 150 μl。分别将 PS
纳米微球和 PVN 纳米微球检测试剂在同一大型生

化分析仪上在 600 nm 处对临床样本中的 β2-M 进行

检测，并将测试结果进行比对，结果见表 5。在测量

低值实际样品时，120 nm 的 PVN 纳米微球试剂和

120、150 nm PS 纳米微球试剂的回收率处于 95% ～
105%，说明测量准确; 测量高值实际样品时，由于

120 nm PVN 纳米微球试剂标准曲线线性范围较大，

可以得到较高回收率，即测量结果较准确。通过实

际样品测量比较，可知自制以羧基化 PVN 纳米微球

为载体的 β2-M － LETIA 检测试剂有明显优势。

表 5 PVN 和 PS 试剂临床样本的检测结果

实际血清
试剂测量浓度( mg /L)

PVN( 120 nm) PS( 120 nm) PS( 150 nm)

S0( b0) 1． 184 2 1． 170 9 1． 121 9
S1( b1) 5． 925 2 6． 020 1 5． 770 7
回收率( % ) 97． 120 0 99． 310 0 95． 110 0
S2( b2) 12． 502 2 12． 183 1 11． 779 0
回收率( % ) 92． 740 0 90． 210 0 87． 210 0

b0、b1、b2: 平均值( n =4)

3 讨论

本文研究了 pH 值、引发剂和 VN 单体浓度、乳
化剂添加量等各因素在羧基化 PVN 纳米微球的制

备过程中对其粒径及粒径分布的影响: ① pH 缓冲

剂: 离子型乳化剂只有在一定的 pH 值范围内才能

起到有效的乳化作用。SDS 为阴离子型乳化剂，需

要在碱性介质中使用，在使用 PBS 缓冲体系时微球

制备均聚集，后采用 NaHCO3-Na2CO3 作为缓冲液;

② 单体: 在一定范围内，羧基化 PVN 纳米微球的粒

径会随着 VN 单体量的增加而增加; ③乳化剂: 乳化

剂对羧基化 PVN 纳米微球的粒径有显著的影响，微

球粒径随乳化剂浓度的增大而减小; ④ 丙烯酸钠:

羧基化 PVN 纳米微球的粒径会随丙烯酸钠量的增

加先减小后增大。由于丙烯酸钠本身有两亲性，加

入量较小时起乳化剂作用; 随丙烯酸钠加入量增加，

微球粒径逐渐减小，超过临界值，起盐溶液作用，粒

径随加入量的增加而增大。通过对这些影响因素详

细地考察，达到对羧基化 PVN 纳米微球的粒径大小

和分布进行调控。通过一系列的考察可以得知，以

1 g VN 为单体，SDS 为乳化剂，各 5 ml 的 20 mmol /L
的 NaHCO3 和 Na2CO3 为缓冲溶液，0. 1% KPS 为引

发剂，对得到的羧基化 PVN 用扫描电镜、激光粒度

仪、傅里叶红外光谱仪进行表征，表明合成的羧基化

PVN 微球表面光滑，单分散性好，球形度好，证实可

制备出优良的羧基化 PVN 纳米微球。目前，课题组

已经能够成功地制备粒径范围在 60 ～ 200 nm 的羧

基化 PVN 纳米微球。
通过 A 值的比较，证明自制的羧基化 PVN 纳米

微球的灵敏度要比羧基化 PS 纳米微球高，并通过与

抗体偶联制备成 β2-M-LETIA 试剂应用于临床样品

检测进行验证。经实验证明 PVN 纳米微球检测试

剂更灵敏，有更好的线性范围，在 测 量 小 于 17. 5
mg /L 浓度范围的样品时准确度更高。PVN 纳米微

球与同粒径的 PS 纳米微球相比有更高的灵敏度，与

大粒径的 PS 纳米微球相比有较宽的线性范围。通

过实际样品测量比较可知自制以羧基化 PVN 纳米

微球为载体的 β2-M-LETIA 检测试剂具有明显优

势，PVN 纳米微球作为 LETIA 试剂的载体材料有很

大的临床应用潜力。
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Preparation and application of carboxylic polyvinyl
naphthalene nanospheres

Zhang Junfeng1，Jin Ying2，Xu Liang3，et al
( 1The Second Hospital of Tianjin Medical University，Tianjin 300211; 2The Affiliated Hospital of Armed Police
Force Logistics Institute，Tianjin 300163; 3Tianjin Key Laboratory on Technologies Enabling Development of
Clinical Therapeutics and Diagnostics，School of Pharmacy，Tianjin Medical University，Tianjin 300070)

Abstract Using vinyl naphthalene( VN) as the monomer，polyvinyl naphthalene( PVN) nanometer microspheres
were synthesized by emulsion polymerization，which were made for immunodetection reagents by carboxylating and
coating with β2-microglobulin( β2-M) antibody． β2-M was determined respectively using polystyrene( PS) and PVN

immunodetection reagents and the results were statistically processed and analyzed，the purpose of which was that
the performance of PVN-homemade nanoparticles carrier for latex enhanced turbidimetric immunoassay ( LETIA)

was evaluated． Immunological reagents of carboxylated PVN nanospheres had been successfully used for testing
standard samples and having good linearity，therefore they were more sensitive than that of PS nanospheres． Control-
lable particle size，monodisperse carboxylated PVN nanoparticles can be successfully synthesized by using method
and conditions of this paper and have good prospects for clinical application，which are better than that of PS nano-
spheres carrier for LETIA．
Key words vinyl naphthalene; latex enhanced turbidimetric immunoassay; β2-microglobulin; nanospheres
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梗死相关动脉为左回旋支的急性心肌梗死临床特点研究
张朝君1，洪 衡2，代中礼1，钱福东1，汪芳松1，王明生2

摘要 回顾性分析急诊 24 h 行经皮冠状动脉介入( PCI) 治

疗的急性心肌梗死( AMI) 患者 149 例，其中 112 例梗死相关

血管( IＲA) 为右冠状动脉( ＲCA 组) 与 37 例 IＲA 为左回旋

支动脉( LCX 组) ，结果显示 LCX 组与 ＲCA 组比较，LCX 组

发病至就诊时间较长，心力衰竭及胸闷发生率较高 ( P ＜
0. 05) ，但其右室心肌梗死、房室传导阻滞发生率较低( P ＜
0. 05) ，心电图定位准确性及敏感性均较低( P ＜ 0. 05 ) ，LCX

组较 ＲCA 组 非 ST 抬 高 急 性 心 肌 梗 死 发 生 率 较 高 ( P ＜
0. 05) ，冠状动脉造影 LCX 组右侧优势型较少( P ＜ 0. 05) ，且

IＲA 位于 LCX 以近段病变为主。

关键词 左侧回旋支; 梗死相关动脉; 急性心肌梗死
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左回旋支( left circumflex artery，LCX) 为梗死相

关动脉( infarct-related artery，IＲA) 较左前降支( left
anterior descending artery，LAD) 及右冠状动脉( right
coronary artery，ＲCA) 为 IＲA 的急性心肌梗死( acute
myocardial infarction AMI) 少见，约占 AMI 的 13. 6%
～20. 8%［1］，其临床表现、心电图变化等多不典型，

在临床研究中报道较少［2］。IＲA 位于 LCX 和 ＲCA
的患者存在 AMI 范围的交叉，这两类患者常有相似

的临床及心电图表现，该研究对 37 例 LCX 为 IＲA
与 112 例 ＲCA 为 IＲA 的 AMI 进行回顾性比较分

析，可能有助于提高对 LCX 为 IＲA 的 AMI 临床特

点的认识。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 收集 2012 年 1 月 ～ 2014 年 11 月

六安市人民医院及北京石景山医院心血管内科 AMI
发病 24 h 内行冠状动脉介入手术( percutaneous cor-
onary intervention，PCI ) 的 149 例患者，其中男 102
例，女 47 例，年龄 23 ～ 87 ( 64. 9 ± 9. 8 ) 岁。根据冠
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