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核酸与各类物质的相互作用与探测核酸的结构与功能密切相关" 是揭示核酸的生物功能和一些药物的作

用机制的重要途径。本文研究了染料 ’(、甲酚红、苏木色精等与 )*+ 的作用" 给出它们在不同结合数下的生

成常数。此外" 还求取了它们的能量转移效率、给体 , 受体之间的距离。
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配体同生物大分子的作用是研究生命现象和药物作用机理的一个基本问题。荧光探针是

研究上述问题简单易行的方法。一些染料小分子可与生物大分子结合" 且其光谱呈现出能量转

移特征" 即发生荧光的加强或淬灭。从这种现象可以得到许多信息" 特别是可用来测定生物大

分子与某些基团 !如蛋白质的芳香氨基酸到配体 &之间的距离" 因此常被称为“光谱尺”3 4 5。我们

曾用此法研究了染料与多种蛋白的作用机理 3 /" $ 5 6 本文则采用 78 光谱法、荧光光谱法" 研究了

中性红 ! ’(&、甲酚红、苏木色精 !它们的结构式、化学式如图式 4 & 等与 )*+ 的作用" 发现在

9: ; 2 < = 的缓冲溶液中" )*+ 分别与 ’(、苏木色精、甲酚红等作用" 生成不同的缔合物" 进而

观察了 )*+ 与 ’( 溶液中酸度、温度、时间、离子强度等对它们的影响及其表观摩尔吸光系

数 3 > 5 " 给出它们在不同结合数下的生成常数。此外" 还可以应用下述原理求取它们的能量转移

效率、给体 , 受体之间的距离。

4 基本原理 3 $ 5
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$% $ 染料与 &’( 的键合生成常数

当 &’( 同某些染料小分子共存时) 可以观察到荧光强度的变化。对此我们定义*
!! + ! , !& -! .

其中 ! 是在 &’( 溶液中加入染料后体系的荧光强度) !& 是自由 &’( 的荧光强度/ 当 &’( 与

配体只有一类成键位置时可得

!! + -$ , " . !( 0 "!1 -" .
式中 " 是键合在 &’( 上的染料浓度与染料总浓度之比/ !( 是自由染料的荧光强度/ !1 是键

合到 &’( 上的染料对荧光的贡献。设染料总浓度为 #2) 键合到 &’( 上的染料浓度为 #1) 则

由式 -" .可得

#1 + #2 - !! , !( . 3 - !1 , !( . -# .
设 &’(- $ .与染料 - # .成键时有 % 个相互独立且等同的键合位置) 则对下述反应*

%4 0 5 465 -$ .

-其中 &( 为生成常数) && 为解离常数 .其 &( 值应由下式表出*
&( + 7 %#6 $ 8 3 7 # 8 7 %$ 8 -% .

设 $2 为 &’( 的总浓度) 生成物 465 的浓度可表为 #1 3 %) 以及 # + #2 , #1 和 $ + $2 , #1 3
%) 代入式 -% .可得

#2 3 #1 + $ 3 &( - %$2 , #1 . 0 $ -& .
合并式 -# .和式 -& .可得

- !! , !( . , $ + - !1 , !( . , $ - $ 0 $ 3 &( - %$2 , #1 . . -’ .
根据式 -& .和式 -’ .可以测得 % 和 &(。

$% # 能量给体 9 受体间距离的测定

根据 :;<=2>< 型偶极 9 偶极无辐射能量转移机理 7 ? 8 ) 转移效率 ’ 与给体 9 受体间距离 ( 及

临界能量转移距离 )@ 有关*
’ + )@

A 3 - )@
A 0 (A . -( .

其中 )@ 是能量转移效率为 B@C 时的临界距离*
)@

A + "% " D $@ , #B - &# % , E *"& . -) .
式中 &# 为偶极空间的取向因子) % 为介质的折射指数) "& 为给体的光量子产率) * 为给体

-&’(.的荧光发射光谱与受体 -染料 .的吸收光谱间的光谱重迭积分) 可表示为

* +& !& - # . $( - # . # , E !# 3& !& - # . !# -!* .
其中 !& - # .为荧光给体 -&’(.在波数为 # 的荧光强度) $ - # .为受体 -染料 .在波数为 # 的摩尔

消光系数) 能量转移效率亦可由下式测定*
’ + $ , ! 3 !@ -!! .

其中 ! 和 !@ 分别为能量接受体存在和不存在时能量给予体的荧光发射强度) 显然) 只要得知

’) &#) "& 和 % 并通过实测光谱求出积分 *) 就可算出 )@ 和 (。

# 实验部分

#% $ 主要试剂与仪器

&(

&&
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%&’()* +,- 公司 . 荧光 ’ 磷光光谱仪/ 0’!)) +1, 公司 . 紫外 ’ 可见 ’ 近红外分光光度计/
*-2034 酸度计。配制小牛胸腺 543+生化试剂/ 华美公司 . # 6 7) 8 9:;<·% 8 7 溶液/ 分别配制

=>+北京化工厂 .、甲酚红 +北京化工厂 . 和苏木色精 +上海化学试剂采购供应站试剂厂 . 的 # 6
7) 8 (:;<·% 8 7 溶液。*’> 缓冲液? 在 7)):% 三酸混合液 +磷酸、乙酸、硼酸/ 浓度均为 )@ )9:;<·
% 8 7 .中/ 加入指定体积的 )@ A:;<·% 8 7 4BC1 溶液即得相应值的缓冲溶液。以上试剂均以三蒸

水配溶液/ 配制后放置冰箱中备用。

A@ A 实验方法

+ 7 .固定 => 及 *’> 的浓度/ 分别逐次加入一定量的 543 溶液/ 测其吸光度D 改变酸度、温

度、时间、离子强度/ 测其吸光度D + A . 分别固定甲酚红、苏木色精及 *’> 的浓度/ 分别逐次加入

一定量的 543 溶液/ 测其吸光度D + # .取三蒸水 7:%/ )@ (:% *’> 缓冲液/ 分别逐次加入一定量

543 溶液/ 在不同激发波长下/ 扫描其荧光发射谱/ 得知在 #!9E:/ 其最大相对发射强度为

(!!@ !/ 表明 543 在一定激发波长下有较强的荧光D + 9 . 取染料溶液 7:%/ )@ (:% *’> 缓冲液/
分别逐次加入一定量 543 溶液/ 在一定激发波长下扫描其荧光发射谱D + ( . 测定与 543 分子

比为 7F 7 的染料的紫外吸收谱。

# 结果处理

#@ 7 543 与染料的吸收光谱

在 G1 H !@ 9A 的 *’> 缓冲溶液中/ 定量

加入染料/ 在一定波长范围内测定其紫外吸

收谱D 进而向体系中加入一定浓度的 543/
再测定其紫外吸收谱/ 如图 7B、I、J。每个图

谱中最上面的线是不加 543 的线。当向 =>
溶液中加入 543 时/ 溶液由黄色变为红色/
最大吸收波长向短波方向移动/ 且吸光度值

下降D 而苏木色精、甲酚红溶液中加入 543
后/ 最大吸收波长不变、但吸光度值下降。

+ 7 . G1 值对 => 溶液加入 543 反应体

系的影响? 实验表明/ 在 G1 H A@ $ K (@ L( 范

围内/ 其吸光度呈上升/ G1 H (@ L( K !@ 9L 范

围内/ 吸光度达最高值并呈平稳/ G1 H !@ ( K
7) 范围内/ 其吸光度呈下降趋势。表明在中

性条件下 => 与 543 的结合达最大值。

+ A . 反 应 温 度 及 时 间 对 => 溶 液 加 入

543 反应体系的影响? 在 G1 H !@ 9A 的 *’>
缓冲体系中/ 该反应体系有以下特点? + 7 . 反

应速度快/ 向 => 溶液中加入 543/ 溶液立即

变为红色/ #:ME 以内吸光度达到最大值并稳

定D + A . 反应体系稳定/ 在测定范围内其吸光

度值变化不大/ 相对误差小于 (N D +# . 反应

图 7 染料和 543 作用的紫外光谱

OMP@ 7 QR SGTJUVW: ;X BJUM;E ;X YZTS [MU\ 543
+B . ? => ] 543/ +I . ? JVTS;< VTY ] 543/
+ J . ? \T:BU;^Z<ME ] 543
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体系对温度的适应性强% 从 $&’到达 ()’ %
其温度的变化为 *)’ % 吸收谱无明显变化%
表明此反应对温度变化不敏感。

+ ( , 离子强度对 -. 溶液加入 /01 反

应体系的影响2 分别将不同浓度 +重量3 ,、
一 定 体 积 ! +45, 的 0678 溶 液 加 到 浓

度 为 "-. 9 ( : $& ; )4<8 · 5 ; $、 "/01 9 ( :
$& ; #4<8·5 ; $ 的二元溶液体系 + =>.% ?@ 9
!A #* , 中% 分别测定这些不同离子强度的体

系的紫外吸收光谱% 结果见图 *。在固定体

积下% 随着体系的离子强度的增大% 其吸光

度呈规律性下降% 标准工作曲线的斜率也规

律性减小% 这表明当体系中离子强度增大

时% 06 B 和 78 ; 分别对 -. 和 /01 的结合有

竞争和屏蔽作用。因此% 离子强度的增大对

体系灵敏度的影响也越大。

(A * 摩尔吸光度与最大结合数

采用摩尔比法% 测定最大结合数% 结果

见图 (。当曲线斜率发生变化、两切线直线

交点处为与 /01 结合的 -. 数目 +最大 , %
从交点座标所对应的 /01 浓度和 -. 的浓

度 +已知 , % 求出 # 9 (&(% 依据 =CCD 定律%
/01>-. 在溶液中的吸光度为 $ 9 !%& + % 9
$E4, % 式 中 ! 代 表 /01>-. 配 合 物 的 摩

尔吸光系数% "/01 代表 /01 的浓度% 从图

可得表观摩尔吸光系数2 ! 9 $A ) : $&F5·

4<8 ; $·E4 ; $。

(A ( /01 与染料在不同结合数下的生成

常数

向染料溶液中逐次加入 /01 后得到荧

光强度 ’G 值 +第一个点为 ’1H 最高点为 ’I , % 然后逐点减去向空白 =>. 溶液中加入 /01 得到

的荧光强度 ’/% 由式 +! ,及染料浓度 (J% 可求得不同 ’G 值下的 (I% 求出加入不同量 /01 溶液

后的 )J 值。按式 +" , % 以 + #)J ; (I , ; $ 作横轴变量% + "’ ; ’1 , ; $ 作纵轴变量% 并设 # 9 * 和 # 作

图% 得到良好的直线% 线性相关系数 " 如表 $。直线斜率为 + ’I ; ’1 , ; $ : *1
; $% 算得染料与

/01 的生成常数 *1 如表 $。

(A # 给体 > 受体间的距离

最大激发波长 -. 选 ##)G4、甲酚红选 #(FG4、苏木色精选 (!#G4% 测定它们的荧光发射光

谱% 观察了染料在加入 /01 时荧光强度的变化% 结果表明加入 /01 后出现荧光加强效应。

为了论证给体 > 受体间是否发生了能量转移% 我们固定激发波长% 测定了 /01 与 ( 种染

图 ( -. K /0. 摩尔比的测定

LMNA ( O<8C D6JM< PCJCD4MG6JM<G <Q -. K /01
"-. 9 (A & : $& ; )4<8·5 ; $H =>.% ?@ 9 !A #*

图 * 离子强度对 -. K /01 紫外吸光度的影响

LMNA * RQQCEJ <Q M<G SJDCGNJT <G UV 6IS<D?JM<G <Q -. K /01
"-. 9 ( : $& ; )4<8·5 ; $H "/01 9 ( : $& ; #4<8·5 ; $H
=>.% ?@ 9 !A #*
’ &A &&&3 0678% ( &A &&$3 0678%
) &A &&)3 0678 * &A &$3 0678%
+ &A &)3 0678% &A $3 0678
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料分别为 %& % ’摩尔比 ( 时缔合物的荧光发射光谱和染料的吸收光谱。将测得的缔合物的荧光

发射谱和染料的吸收光谱绘在同一图中 ’如图 ) ( * 两者间发生了重叠* 可知给体 + 受体间发生

了能量转移 , - .。结合式 ’!" ( * 把光谱重叠部分分割成极小的矩形面积求积分* 分别算得 /01 与

- 种染料相互对应的重叠积分 ! 值如表 %。

表 % 三种染料与 /01 的生成常数、结合位置数、作用距离、能量转移效率和线性相关系数

#$%&’ ! ())*+,$-,*. /*.)-$.- 01(23 4,.5,.6 7,-’ 89:%’;)0.23 (+-,*. <,)-$.+’ 0; 23 =.’;6>?#;$.)@’;;,.6
=@@,+,’.+> 0=23 $.5 A,.’$; /*;;’&$-,*. /*’@@,+,’.- 0/2 *@ -B;’’ 1,.5) *@ <>’) C,-B <8(

234 "1 ’ # 5 6( $ "1 ’ # 5 )( $ "1
’ 6 ( 7 "1

’ ) ( ! ’ %8 9 %) ( %8 ’1 ( & ’ ’ 1 (
:; 8< !8" = %8# 8< >>"# 8< 668 = %8# 8< >>"! -< 66 >< "# -#< " 8< "88 6"< )6
?@4ABC @42 %< )"6 = %8# 8< >>") %< >68 = %8# 8< >>") 8< !! #< )6 -6< ) 8< %"> )%< -
D4EFGBH3CIJ 6< !!- = %8# 8< >>"! -< 6%) = %8# 8< >>"$ 8< "$ $< 66 --< 6 8< !-8 6"< %-

以色氨酸为标准物 ’ !/ 5 8< %),# . (、用相同的

激发波长和仪器参数* 用相对法测定 /01 的量子

产率 !/ 5 8< %%"* 折射参数 # 取水和有机物的平

均值 %< --$* 取向因子取给体 + 受体各向随机分布

的平均值 "6 5 6 7 -。以上各量代入式 ’D ( * 分别得

到 /01 和 - 种染料相互间的能量转移距离 %8 如

表 %。能量转移效率的测定* 利用前面测定的 /01
与染料摩尔比为 %& % 的缔合物的荧光强度* 按式

’!! ( 算得能量转移效率 & 值如表 %* 于是* 由 %8

和 &、按式 ’E (分别得到 /01 与染料分子的距离 ’
如表 %。

) 讨 论

从表 % 数据可见* 甲酚红与 /01 的给体 + 受

体 作用 距离 ’ ’1 ( 明 显大 于 :; 和 苏木 色 精与

/01 的相应距离K 而能量转移效率 & 前者明显小于后二者* 表明给体 + 受体作用距离的增加*
会大大降低能量转移效率。而能量转移效率的大小* 与药剂对生物大分子的影响、两者间的作

用强度有直接关系* 因而* 这两个参数的求取* 对药剂功能的研究有参考价值。
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