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核糖核酸与中性红作用机理及含量测定的研究

司文会

苏州农业职业技术学院, 江苏 苏州� 215008

摘 � 要 � 研究了在弱酸性介质中小分子中性红与生物大分子核糖核酸强烈相互作用, 导致分子构象的变化,

引起分子光谱最大吸收波长和吸光度的变化。应用光谱法研究了反应体系酸度、缓冲溶液用量、中性红用

量、反应时间对反应速度的影响, 确定了实验最佳条件, 提出并建立了测定核糖核酸的新方法。线性范围为

0~ 9� 0 �g � mL - 1 , 检出限为 0� 10 �g � mL - 1 , 相关系数 r 为 0� 999 8。实际样品测定, 结果满意。初步探讨

了反应机理, 认为静电缔合作用使中性红分子与凝聚在 RNA 分子链上的反离子交换, 然后, 以协同方式与

RNA 分子发生键合, 使中性红平面共轭芳香结构受到破坏, �-电子叠合程度降低, 吸光度降低, 最大吸收波

长紫移。
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引 � 言

� � 核糖核酸( RNA )的研究是近年来生命科学研究的重点

和热点[1] , RNA 的研究成果将成为制服病毒和癌症的强大

工具[2- 4]。定量方法是研究 RNA 的基础, 见诸报道的有紫外-

分光光度法[5]、显微分光光度法[ 6]、定磷法[7]和地衣酚法[ 8]

等。应用阳离子染料定量测定 DNA 含量的方法较多[ 9-12] , 但

据此测定 RNA 含量的研究甚少。研究 RNA 与阳离子染料

作用机理对改进生理学中基因传输载体、提高转染效率十分

重要。由于 RNA 常为单链结构, 与某些阳离子染料作用表

现出与 DNA 双螺旋结构不同的光谱行为。实验发现, 中性

红与 RNA 作用溶液有沉淀生成, 在显微镜下可看到圆球状

晶体, 在 535 nm 处紫移程度在一定范围内随 RNA 量的增加

而增大, 535 nm 处的最大吸光度与 RNA 的含量呈良好的线

性关系, 提出并建立了测定 RNA 含量的新方法, 检测限量

0� 10 �g � mL - 1 , 线性范围 0� 0~ 9� 0 �g� mL - 1 , 相关系数 r

为 0� 999 8。方法简便、快速、灵敏度高, 实际样品分析, 结

果满意。初步探讨了反应机理, 认为静电缔合作用使中性红

分子与凝聚在 RNA 分子链上的反离子交换, 然后, 以协同

方式与 RNA 分子发生键合, 使中性红平面共轭芳香结构受

到破坏, �-电子叠合程度降低, 吸光度降低, 最大吸收波长

紫移。

1 � 实验部分

1� 1 � 主要仪器与试剂
U V-756 紫外-可见光度计 (上海精密科学仪器有限公

司) , 722S 光栅光度计 ( 上海精密科学仪器有限公司 ) ,

FA2004 电子天平 (上海精科天平厂) , pHS-3C 数显酸度计

(上海雷磁仪器厂 ) , 生物显微镜 (江南光学仪器厂) , SYZ-

550 型石英亚沸高纯水蒸馏器(江苏金坛金城实验仪器厂)。

核糖核酸标准溶液 (中国医药集团上海化学试剂公司) :

50�g � mL- 1储备液, 冰箱内保存, 用时逐级稀释; 伯瑞坦-

罗比森( B-R)缓冲溶液[13] : 在 100 mL 三酸混合液(磷酸+ 乙

酸+ 盐酸, 浓度均为 0� 04 mo l� L - 1 )中, 加入指定量的 0� 20

mo l� L - 1的 NaOH 溶液, 调整所需 pH , 用酸度计测定; 中

性红溶液: 5� 0� 10- 4 mo l� L - 1水溶液; 活性干酵母(湖北安

琪酵母股份有限公司) ; 实验用水为二次石英亚沸蒸馏水,

试剂均为 A� R级或 G�R 级。

1� 2 � 实验方法
在 25 mL 的比色管中依次加入 pH 5� 2 的 B-R缓冲溶液

1� 2 mL, 中性红溶液 3� 0 mL 和 RNA 标液 1� 0 mL, 稀释至

刻度, 摇匀, 放置 5 min 后, 以水为参比, 在设定波长范围

200~ 1 000 nm 扫描吸收光谱, 并测定 535 nm 处样品溶液吸

光度 A、试剂空白吸光度 A 0 , 并计算吸光度差值 �A (A 0 -

A ) 。



2 � 结果与讨论

2� 1 � 光谱特征和作用机理

吸收光谱如图 1。由图可知: 中性红分子中不饱和基团

发生 �→�* 或 n→�* 跃迁, 270 和 535 nm 处有吸收峰; 中性

红和 RNA 相互作用后, 535 nm 处的吸收峰强度随 RNA 量

的增加而降低产生显著的减色效应, 下降程度与加入的

RNA 的量呈线性关系, 且 535 nm 处最大吸收波长紫移, 其

程度随 RNA 量的增加而增大; 同时在 273 nm 处出现一肩

峰, 其强度随 RNA量的增加而减小, 表明中性红和 RNA相

互作用使中性红有结构的变化。进一步测其吸光度 A , 同时

测定试剂空白的吸光度 A 0 , 结果波长 535 nm 处 �A 最大,

所以实验选择最佳波长 535 nm。中性红为吩噻嗪类杂环分

子, 具有平面共轭芳香结构, 在 pH 5� 2 的弱酸性溶液中, 中

性红分子中吸电子基 NH 质子化使中性红分子带正电

荷, 供电子基 � N( CH 3 ) 2 仲胺基进一步质子化, 使助色作用

消退, 中性红分子带正电荷增强 ; RNA 常以单链的形式存

在, 分子中有磷酸基和碱基, pK a1为 0� 85, pK a2为 6� 0, 磷酸

基解离使 RNA 带负电荷; 静电缔合作用使中性红分子与凝

聚在 RNA 分子链上的反离子交换, 然后, 以协同方式与

RNA 分子发生键合, 使中性红平面结构受到破坏, �-电子叠

合程度降低, 颜色变浅, 吸收值降低, 最大吸收波长紫移。

结构式如图 2所示。

Fig� 1 � Absorption spectra

cRNA � 1: 0� 0; 2: 50� 0; 3: 100� 0; 4: 150� 0

Fig� 2 � Schematic presentation of the interactions between RNA and neutural red

2� 2 � 体系 pH值与缓冲溶液用量的选择

改变 pH 值和缓冲溶液用量, 以试剂空白作参比, 在最

大吸收波长处测定吸光度。实验表明, 在 pH 5� 2、缓冲溶液
1� 2 mL 时 �A 最大, 如图 3和图 4 所示。故本实验选用 pH

值 5� 2的缓冲溶液 1� 2 mL 体系。

� � 由图 3 可知, �A 随着溶液 pH 的变化先增后减, 表明开

始体系随着溶液 pH 增加 RNA 解离程度增大, 静电作用增

强, 在 pH 4� 0~ 9� 0 范围内, pH 值为 5� 2 时与 RNA 第二磷

酸基解离的 pKa2值接近, RNA 解离接近最大值与中性红作

用最强, 这时不仅存在静电作用, 并存在键合作用; pH 大于

5� 2 后 RNA 随着溶液 pH 增加解离程度增加缓慢, 但中性红

的质子化受到愈来愈强的抑制, 使静电作用减小、键合作用

减弱, �A 减少。

2� 3 � 中性红用量的影响
改变中性红溶液的用量, 结果见图 5, 当中性红溶液用

量为 3� 2 mL 时 �A 最大。从中性红的结构上看, 它含有配位

能力较强的氮原子, 与 RNA 分子中碱基上的氢结合 , 吸收

发生紫移, 助色作用消失, 使溶液颜色变浅。
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Fig� 3� Effect of pH

Fig� 4 � Effect of amount of buffer

Fig� 5 � Effect of amount of neutral red

Fig� 6 � Ef fect of time

2� 4 � 反应时间的影响

在优化实验条件下配制溶液, 于 535 nm 处进行时间扫

描, 按同样方法对试剂空白进行时间扫描, 结果如图 6。从

时间扫描结果分析, 中性红与 RNA 反应随着时间增加, 吸

光度稍微下降, 而空白溶液吸光度在近 1 h 内保持稳定不

变, 是供电子仲胺基 � N ( CH 3 ) 2 进一步质子化而降低了供

电子能力, 使助色作用消退, 但对实验产生的影响不大。

2� 5 � 试剂加入顺序和离子强度的影响

考察了三种不同的试剂加入顺序对体系的影响, 发现试

剂加入顺序对体系无影响; 在实验条件下用 0� 1 mo l� L - 1的

Nacl水溶液调节体系的离子强度, 考察其对吸光度的影响,

结果 �A 受离子强度的影响很小。实验表明, 在弱酸性介质

中质子化的中性红与带负电荷的 RNA 不是发生静电吸附作

用, 而是静电缔合作用。

2� 6 � 干扰实验

在相对误差 � 5% 时, 按优化实验条件研究了可能共存

的生物大分子以及 Ca2+ , Fe3+ 和 K + 等金属离子对体系的影

响, 最大允许浓度分别为溶菌酶 0� 7 �g � mL - 1 , DNA 4� 5
�g � mL- 1、胃蛋白酶 4� 0 �g� mL - 1、牛血清蛋白 2� 4 �g �

mL - 1 , Ca2+ 4� 6 �g � mL - 1 , F e3+ 5� 0 �g � mL - 1以及 K+

10� 0�g � mL- 1。在这些干扰成分中, DNA 和溶菌酶的干扰

较大, 当不含 RNA 时溶菌酶对中性红颜色变化影响很小,

但与 RNA 共存时对体系的干扰很大, 可能发生了协同效应;

中性红与 DNA 可能发生类似与 RNA 的反应。

2� 7 � 工作曲线

依本法, 绘制工作曲线, 如图 7所示。由图 7 可知, 体系

吸光度差与 RNA 浓度的线性回归方程为 �A = - 0� 005 6+

0� 302 2c(�g � mL- 1) , 相关系数为 0� 999 8。

Fig� 7 � Standard curve

2� 8 � 样品分析

取不同生产日期活性干酵母(湖北安琪酵母股份有限公

司) 1� 0 g , 用去离子水溶解稀释定容于 100 mL 容量瓶中, 静

置 24 h(控温在 0~ 4 � ) , 取上层清夜进行加标回收实验并

计算回收率, 结果见表 1。

Table 1 � Content of RNA in samples and recovery

of RNA (�g� mL- 1 , n= 5)

样品 样品含量 加标量 测定值 RSD/ % 回收率/ %

1 0� 56 5� 00 5�58 1� 14 103� 57

2 0� 44 5� 00 5�44 2� 29 100� 00

3 0� 60 5� 00 5�58 1� 56 96� 67

3 � 结 � 论

� � 在弱酸性介质中中性红以质子化正离子形式与 RNA 静

电缔合, 然后, 以协同方式与 RNA 分子键合, 使中性红平面
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结构受到破坏, �-电子叠合程度降低, 颜色变浅, 吸收值降

低, 最大吸收波长紫移。中性红与 RNA 的反应机理仅依据

紫外-可见吸收光谱的变化进行了初步探讨, 有待进一步研

究, 但此法测定 RNA 灵敏度较高, 方法准确, 操作简单。
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Studies on the Interaction between RNA with Neutral Red and

Determination of RNA by Spectrophotometry

SI Wen-hui

Suzhou Ag ricultur e Co llege, Suzhou � 215008, China

Abstract � An analy tical method for the determination of r ibonucleic acid by spectropho tometr y was established. At the max imum

absorption w avelengt h fo r neut ral red in B-R buffer solution, and under the best condit ions, the decrease in the absorbance was

linear wit h the amount o f ribonucleic acid. T he linear ity r ange w as 0� 0-9� 0�g� mL - 1 , the detection limit was 0� 52�g � mL- 1,

and the co rr elation coeffient was 0� 999 8. T his method was simple, r apid, and selective. So its applicat ion to the determ inat ion

of ribonucleic acid w as satisfacto ry . The reaction mechanism was that the electro static interaction leads to molecular associat ion

of RNA with neutral red, r esulting in ant-i ion permut at ion and bonding reaction.

Keywords� RNA; Neutral red; Spect roscopy; Electro static asso ciation
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