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荧光染料作为分子探针用于核酸的定量测定和构象分析一直备受关注[1 ]. 已有数十种荧光染料被

应用[2, 3 ] , 如溴化乙锭早期常用作DNA 探针[4, 5 ] , 因其有很强的致癌性, 目前已很少采用, 而那些无毒

性或含有可被衍生的活性基团的探针分子越来越受到青睐[6～ 8 ]. 苯胺红 T (ST )是一种阳离子型荧光染

料, 它既可很容易地与DNA 双螺旋结构发生插入作用, 又可由带正电的吩嗪环与DNA 上带负电的磷

酸基发生强烈的静电吸附作用, 还可利用其氨基与DNA 或其它生物分子进行交联. H e 等[9 ]曾研究了

它与小牛胸腺DNA 之间的作用, 得到的结合位点数为 7, 并证实静电吸附是它们之间相互作用的重要

因素. 本文用紫外吸收光谱与荧光光谱两种方法研究了 ST 与酵母DNA 之间的相互作用, 并根据

DNA 对 ST 的荧光猝灭作用建立了定量测定DNA 的新方法.

1　实验部分

1. 1　仪器与试剂　L S250B 型荧光ö发光光谱仪 (Perk in2E lm er公司) , UV 2240型紫外2可见分光光度
计 (Sh im adzu 公司). 酵母 DNA (上海长阳制药厂) , UV 光谱测定 A 260öA 280 > 118, DNA 浓度由

260 nm处的吸光度 (Ε= 6 600 L·mo l- 1·cm - 1)来计算, 于 0～ 4 ℃冰箱中干燥保存. 苯胺红 T (上海中

西药房, 试剂级). 其它试剂均为分析纯, 实验用水为二次亚沸蒸馏水.

1. 2　实验方法　将 ST 溶液与适量的DNA 溶液混合定容, 使 ST 的浓度为 215×10- 5 mo löL (考察 ST

浓度影响时例外). 用 520 nm 光激发, 测量 570 nm 处的荧光强度.

2　结果与讨论

2. 1　苯胺红T 与DNA 作用的紫外2可见吸收光谱研究　图 1 (A )为DNA 浓度对 ST 的紫外2可见吸收

F ig. 1　 UV-V is spectra of ST-D NA system (A ) and
Scatchard plot of ST absorption titration by
D NA (B)

c (CT ) = 2. 5×10- 5 mo löL. c (DNA ) ö(Λmo l·L - 1) =

0. 0, 8. 0, 16. 0, 24. 0, 32. 0, 40. 0, 48. 0 and 56. 0

from the top to the bo ttom.

光谱的影响. 随着DNA 的加入, ST 的特征吸收峰

明显蓝移, 且峰强度明显减小. 随着DNA 的浓度

继续增大, 峰强度趋于稳定, 表明苯胺红 T 与

DNA 间有强烈的作用, 吸收强度的变化是由于平

面型吩嗪环嵌入DNA 双螺旋结构引起的[10 ]. 通过

物质的量比法, 可测定不同DNA 浓度下体系的吸

光度A , 以A 对 c (DNA )作图[图 2 (A ) ], 求得 ST

与DNA 之间的结合位点数 n 为 1513±110.

利用 Scatchard 方程的简化形式[11, 12 ]

röcf = K (1 - n r) (1)

可以求得 ST 与DNA 结合时每个位点固有的结合

常数 K. 式中, cf 为游离的 ST 浓度, r表示已结合
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F ig. 2　D ependence of absorbance of ST at 520 nm on

D NA concen tration (A ) and plot of c (D NA ) öΕa

vs. c (D NA) (B)

到每个DNA 分子上的平均 ST 分子数, 即

r = cböc (DNA ) (2)

n 是 r的最大值. cb 为与DNA 结合部分的浓度, 可

由吸光度A (A = A f+ A b= Εfcf+ Εbcb)的变化求得

cb = (Εfc - A ) ö(Εb - Εf) (3)

式中, Εf 与 Εb 分别为溶液中游离与结合状态的 ST

的摩尔吸光系数, 由吸光度求得 Εf 为 3176×104

mo l- 1·L·cm - 1. ST 与DNA 结合前后摩尔吸光

系数的变化 ∃Ε= Εf- Εb , 可根据

cö∃Εa = cö∃Ε+ 1ö∃ΕK (4)

以 cö∃Εa 对 c 作图来计算[13 ]. 其中, ∃Εa = Εa - Εf 是

表观摩尔吸光系数. cö∃Εa 与 c的关系如图 2 (B )所示, 由直线的斜率求得 Εb= 9 540 mo l- 1·L·cm - 1.

进一步以 röcf 对 r 作图 [图 1 (A ) ]得到结合常数 K = (2181±0111)×104 mo l- 1·L , 结合位点数 n=

1410±110. 用 Scatchard 方程求得的结合位点数与量比法基本一致. 结合常数 K 与文献 [ 9 ]报道的

1153×104 mo l- 1·L 相近.

2. 2　苯胺红 T 与DNA 作用的荧光光谱　不同DNA 浓度下, ST 与DNA 体系的荧光光谱如图 3 (A )

所示. 当激发波长为 520 nm 时, 最大发射波长为 570 nm. 随着DNA 浓度的增加, 出现了DNA 对 ST

的荧光猝灭作用. 进一步增加DNA 的浓度, 没有出现紫外吸收光谱中的饱和现象, 因此荧光猝灭现

象不仅仅是由于荧光分子与DNA 的碰撞引起的[14 ] , ST 的插入作用是荧光猝灭的重要因素, 它导致了

电荷转移, 改变了 ST 激发态的的电子态. 根据经典的荧光猝灭理论, 如果DNA 对 ST 的荧光猝灭是

静态猝灭过程[9 ] , F 0öF 对DNA 浓度作图应得到一条直线[14, 15 ]. 然而, 实验结果显示, 这一关系不能

成立, 因而DNA 对 ST 的荧光猝灭不是单纯的动态或静态猝灭[15 ]. 这时, 猝灭常数与 ST 和DNA 的

结合常数有关, 并可由修正的 Stern2V o lm er方程求得[9 ]

(F 0 - F ) - 1 = F - 1
0 + K - 1

q F - 1
0 c- 1 (5)

式中, F 0 和 F 分别为加入DNA 前后的荧光强度, K q为猝灭常数. 以 (F 0- F ) - 1对 c
- 1作图[图 3 (B ) ],

由斜率与截距求得 K q = (1152±0119)×104 mo l- 1·L , 线性回归方程为 (F 0 - F ) - 1 = 010147 +

010679c
- 1, 相关系数为 01997 1, 检测下限为 01069 Λmo löL , 相对标准偏差为 013%.

F ig. 3　Fluorescence em ission spectra of ST in

presence of D NA (A ) and f luorescence

quench ing plot of ST by D NA (B)

Κex= 520 nm , Κem = 570 nm. c (CT ) = 2. 5×

10- 5 mo löL. c (DNA ) ö(Λmo l·L - 1) = 0. 0,

8. 0, 16. 0, 24. 0, 28. 0, 32. 0, 36. 0 and

40. 0 from the top to the bo ttom.

F ig. 4　The inf luence of the concen tration of ST (A) ,

ion ic strength (B) and the pH value (C) on

quench ing eff ic iency
(A ) c (DNA ) = 4. 0 Λmo löL ;

(B) and (C) c (ST ) = 25 Λmo löL ,

c (DNA ) = 4. 0 Λmo löL.

2. 3　实验条件对 ST 与DNA 作用的影响　图 4 (A )为 ST 浓度对体系荧光强度的影响. 在较低 ST 浓

度下, 荧光猝灭程度随 ST 浓度的增加而增加, 在 ST 浓度为 215×10- 5 mo löL 时达到最大. 因而选用

215×10- 5 mo löL 的苯胺红 T 作为研究荧光猝灭的实验浓度.
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当体系中含有 10- 3 mo löL N aC l时, N aC l浓度对荧光猝灭的影响如图 4 (B )所示. 离子强度的增

加减弱了DNA 对苯胺红 T 的荧光猝灭作用. 由于N a+ 等盐类阳离子能以静电引力的方式与DNA 上

带负电荷的磷酸基相互作用, 中和DNA 上所带的负电荷. 这一现象证明 ST 与酵母DNA 之间除了有

插入作用外, 也存在着强烈的静电吸引作用.

图 4 (C)为 ST 2DNA 体系荧光猝灭程度随 pH 值的变化曲线. 实验中选择 pH = 7的体系, 这时具

有较大的荧光猝灭程度, 且 pH 的较小改变对荧光猝灭程度的影响较小.
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In teraction Between Safran ine T and Y east D NA and

Fluorescence-quan tita tive D eterm ination of D NA

YE Bao2Fen, ZHU Yong2L in, JU H uang2X ian3

(D ep artm en t of Chem istry , S ta te K ey L abora tory of Coord ina tion Chem istry ,

N anj ing U niversity , N anj ing 210093, Ch ina)

Abstract　T he in teract ion betw een safran ine T (ST ) and yeast DNA w as studied by m ean s of UV ab2
so rp t ion and fluo rescence spectrom etry. T he w avelength s of f luo rescence excita t ion and em ission of

ST w ere 520 nm and 570 nm , respect ively. T he m ax im um ab so rp t ion of UV spectrum w as at 520 nm.

Tw o k inds of in teract ion betw een ST and DNA , in terca la t ion and electro sta t ic in teract ion, w ere con2
fo rm ed. T he b inding site size in DNA base pairs w as 1415±115 and the apparen t b inding con stan t

w as (2181±0111)×104 mo l- 1·L. T he fluo rescence quench ing con stan t of DNA to ST w as (1152±

0119)×104 mo l- 1·L. A novel f luo rescence analysis fo r DNA determ inat ion w as p resen ted and the ef2
fects of experim en ta l condit ion s on the fluo rescence quench ing w ere discu ssed.

Keywords　DNA ; Safran ine T; F luo rescence; F luo rescence quench ing

(Ed. : K, G)
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