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摘　要　利用荧光光谱法对 5-邻氯乙酰氧基苯基-10, 15, 20-三苯基卟啉与脱氧核糖核酸( DNA )在不

同条件下的荧光光谱特征进行了研究。实验表明,在低离子强度下,小牛胸腺 DNA 导致卟啉的荧光强度猝

灭。在 pH4. 4 的 B-R 缓冲介质中, 荧光猝灭程度与小牛胸腺 DNA 的浓度呈线性关系, 线性方程为

�F= 29. 8C( �g/ mL ) - 1. 17,线性范围为 0—10�g/ m L, 检出限为 1. 22�g/ mL ,相关系数为 0. 9949。对提取

的植物基因组总 DNA 进行测试,由线性方程求得样品中的 DNA 含量。
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1　引言
卟啉是血红素、细胞色素和叶绿素等生物大分子的核心部分,卟啉金属配合物具有切割 DNA

和核酸酶的活性
[ 1, 2]
,卟啉化合物还是 DNA 结构和动力学研究的非常好的探针。近年来,卟啉化合

物与 DNA 作用成为研究的热点,主要原因是其连接的两个基本模式(内部催化和外部键合)可以

作为抗癌药物与 DNA 作用的模型;很多抗病毒及抗细菌药物是通过切割细胞中病变的 DNA 起作

用的,因此对卟啉化合物与 DNA 相互作用的认识有助于将卟啉及其金属配合物应用于医学上, 如

抑制艾滋病毒、流感病毒,以及光动力学治疗癌症等
[ 3]
。

本文研究了 5-邻氯乙酰氧基苯基-10, 15, 20-三苯基卟啉(简称 ClAOTPP)与 DNA 的相互作

用, ClAOT PP 作为荧光探针,根据其荧光光谱的改变,研究了 ClAOTPP 与DNA相互作用机理, 建

立了通过荧光猝灭光谱法测定 DNA,并测定了植物样品中的 DNA含量。

2　实验部分

2. 1　实验仪器

970 CRT 型荧光分光光度计(上海仪器分析总厂) ; pH-3C 型精密 pH 计(上海雷磁仪器厂) ;

AG 245型电子分析天平(瑞士梅特立公司) ; J-801型圆二色谱仪(日本分光社) 。

2. 2　试剂药品

卟啉储备液( 9. 2×10
- 4
mol/ L ) , 置于 0—4℃冰箱内保存; DNA 储备液置于 0—4℃冰箱内保

存; B-R缓冲溶液( pH 2. 1—5. 0) ; T E 缓冲液( 1. 0×10
- 3
mol/ L 的 T ris-HCl, 1. 0×10

- 3
mol/ L 的

EDTA, pH 8. 0) ; N , N -二甲基甲酰胺( DMF,分析纯) ,所用试剂均为分析纯。实验用水为二次蒸馏



水。经检验均无荧光本底值。

3　结果与讨论

图 1　ClAOT PP 的激发光谱和发射光谱

a——激发光谱( �= 519nm) ; b——发射光谱( �= 656nm)。

3. 1　ClAOTPP的激发光谱和发射光谱

在 10. 0mL 比色管中加入 1. 0mL ClAOTPP

溶液, 用 1. 0mL DMF 稀释, 再加入 1. 0mL DNA

溶液、1. 0mL B-R 缓冲溶液, 最后用 DMF 定容至

5. 0mL,静置 15m in后,在 970 CRT 荧光分光光度

计上, 于室温条件下, 用 1cm 石英比色皿, 光谱通

带宽度 Ex / Em= 10nm/ 10nm 进行发射光谱和激

发光谱的扫描, 测量其荧光强度,测得发射波长为

656nm ,激发波长为 519nm。ClAOTPP 的激发光

谱( Ex )和发射光谱( Em)见图 1。

3. 2　圆二色谱的研究

将小牛胸腺 DNA 与卟啉在 0—4℃冰箱中存

放 12h 后, 测 CD谱,结果见图 2。由图 2可知, 在

DNA 与DNA + ClAOTPP 体系中,当加入ClAOTPP 后,小牛胸腺DNA 的CD谱基线向负移动,正

峰由 236. 7nm 处的 26. 2 降低为 237. 9nm 处的 23. 4,负峰由 238. 8nm 处的- 12. 0 升高为 238.

7nm 处的- 7. 8, 正负峰之间的差值减小, 由 38. 2减小到 31. 2, 但波峰的位移几乎不变, 这说明

DNA 的结构没有发生变化, ClAOTPP 在 DNA表面长距组装, 引起 ClAOTPP 荧光强度的猝灭。

图 2　ClAOTPP 与 DNA 相互作用的 CD 图谱

a——DNA; b——DNA+ ClAOT PP。

3. 3　酸度对 ClAOTPP荧光强度的影响

实验了不同缓冲体系及 pH值对 ClAOTPP 的荧光强度的影响。结果发现,当 pH 值大于 7. 0

时,所配溶液中有沉淀出现,当pH值在 2. 1—5. 0时, ClAOT PP 的相对荧光强度比较稳定,荧光值

相差不大,且在碱性条件下 ClAOTPP 会析出沉淀。这是因为在碱性条件下, ClAOTPP 在 DMF 和

B-R溶液中的溶解度很小,故以分子形式析出。这说明, ClAOTPP 只有在酸性条件下才能表现出它

的荧光光谱特征。

1188 光谱实验室 第 28 卷



3. 4　酸度对 ClAOTPP和 DNA体系荧光强度的影响

实验了一系列 pH 2. 1—5. 0的 B-R缓冲介质中的ClAOTPP, 当加入DNA后,发现ClAOTPP

的荧光强度减弱。用一系列的 B-R缓冲溶液进一步实验酸度对 ClAOTPP-DNA体系荧光强度的影

响,只有当 pH 4. 4时, 随着 DNA 浓度的增加, 其荧光强度呈线性减弱且最佳激发波长和发射波长

不变,基于此建立了具有较高准确度和操作简单的 DNA 定量的分析方法。

3. 5　缓冲溶液用量的影响

实验了 B-R缓冲溶液对体系的影响。在选定激发波长为 519nm, 发射波长为 656nm 处,固定

ClAOTPP 和 DNA 浓度,改变 B-R 缓冲溶液的用量,研究发现, B-R缓冲溶液用量超过 2. 0mL 时,

ClAOTPP 即会沉淀析出。实验根据需要选 1. 0mL 作为实验用量。

3. 6　体系的稳定性检验及溶液加入顺序的影响

在室温下, ClAOTPP 与 DNA 之间的反应能较快的发生, 15min内荧光强度达到稳定,至少稳

定 24h, 本实验均在溶液配制放置 15min后测定其荧光强度。在上述最佳实验条件下,研究了试剂

添加顺序对体系荧光强度的影响,结果表明, 按缓冲溶液、ClAOT PP、DNA 的加入顺序和按缓冲溶

液、DNA、ClAOTPP 的加入顺序时,体系荧光强度变化甚微,当按 ClAOTPP、DNA、缓冲溶液的加

入顺序时,荧光强度明显大于前两者,实验过程中采用 ClAOT PP、DNA、缓冲溶液的加入顺序。

3. 7　金属离子对 ClAOTPP-DNA体系荧光强度的影响

在 pH 4. 4的条件下,测定了加入金属离子对 ClAOTPP-DNA 体系荧光强度的影响。在 4支

10. 0mL 比色管中分别加入等量的 ClAOTPP、DNA 溶液以及 B-R 缓冲溶液,其中 1支比色管不加

金属离子溶液, 另 3 支比色管中分别加入 100. 0�g/ mL 的 Na
+ , 110. 0�g / mL 的 K

+ , 100. 0�g/ mL
的 Cu2+ 溶液各 1. 0mL,然后用 DMF 稀释至 5. 0mL,摇匀,在 Em= 656nm , Ex= 519nm 处进行荧光

扫描。结果表明,加入 Na+ 时, 荧光强度几乎不变, K + 则使体系荧光增强, 而 Cu2+则导致体系荧光

强度降低。这是因为金属离子与卟啉配位后,卟啉环电子云密度分布有所改变,使某些能级位置发

生偏移,导致其相对荧光强度有所改变。荧光强度的改变多少与卟啉中心体系和中心离子之间相互

作用的强弱有关。

3. 8　背景值和校准曲线

移取一定量的 ClAOTPP 溶液并用缓冲溶液调节 pH 值到 4. 4,再用 DMF 定容至5. 0mL,测定

其背景值,平行测定 6次。取 6支 10. 0mL 比色管并编号, 移取 1. 0mL 的缓冲溶液,按照一定的梯

度往 6支比色管中加入不同浓度体积的 DNA 溶液,再分别加入 1. 0mL ClAOTPP 溶液, 用 DMF

定容至 5. 0mL。调节 �ex= 519nm , �em= 656nm, 狭缝通带宽度 Ex / Em= 10nm/ 10nm , 放大倍率为

100, 作校准曲线。回归方程: �F= 29. 8C( �g / mL) - 1. 17, 线性范围为 0—10�g/ mL, 检出限为
1. 22�g/ mL,相关系数为 0. 9949。

3. 9　实际样品的测定

对提取的植物基因组总 DNA 进行测试。利用本方法在最佳实验条件下, 做干扰实验, 根据

K
+
、Na

+
实验允许量和最佳实验条件,选择测定实际样品的工作条件为: 1. 0�g/ mL 牛血清白蛋白

( BSA) , 22. 0�g / mL K + , 20. 0�g / mL Na+。
根据文献[ 4]提取出植物基因组总DNA作为测试的样品。测试时,用 0. 05mol/ L 的氯化钠溶

液溶解配制成溶液,在选择测定实际样品的工作条件下,测定样品中的荧光强度 I F, 由线性方程求

得样品中的 DNA 含量,结果见表 1。
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表 1　样品的测定结果

样品
加入的核酸量 C( �g/ mL)与

干扰成分
测量值( n= 5, �g/ mL) 相对标准偏差( % )

植物基因组总 DNA — 5. 65 5. 59 5. 55 5. 55 5. 62 0. 8

ctDNA 2. 0/ A 2. 01 2. 01 2. 06 2. 10 2. 03 1. 8

　　注: C(卟啉) = 1. 1×10- 5mol/L ; pH= 4. 4; A: 1. 0�g/ mL BSA, K+为 22. 0�g/ mL; Na+ 为 20. 0�g/m L。

4　结论
生物体系中存在不同种类的 DNA,研究 DNA 与卟啉化合物的相互作用有助于寻求特殊功能

的卟啉化合物。通过圆二色谱, 初步探讨了 DNA 对 ClAOT PP 荧光猝灭的反应机理、结合模式。探

讨了金属离子对 ClAOTPP- DNA 体系荧光强度的影响,得出了 DNA 对 ClAOTPP 荧光猝灭的线

性回归方程、检出限、相关系数。对提取的植物基因组总 DNA 进行测试,相对标准偏差在误差范围

内。
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Determination of DNA by Fl uorescence Quenching Spectrometry

HAN Mu-Xian　LI Xiao-Fen　ZOU Xin-Ping
( Colleg e of Chemist ry and E nv ironmental Engineering , H ubei N ormal Univ ersit y, H uang shi ,H ubei 435002, P. R. China)

Abstract 　 The fluorescence spect ral characterist ics of 5-o-chloroavetylonylphenyl-10, 15,

20-triphenylporphyrin and DNA were invest ig ated under dif ferent condit ions by fluorescence

spectrometry . The results indicated that under the low ion st reng th condition, calf thymus DNA

( ctDNA) quenched the fluorescent intensity of porphyrin. In the pH 4. 4 B-R buffer solution, there

w as linear relat ionship betw een the deg ree of f luorescence quenching and the concentration of

ct DNA , and the linear equat ion was �F= 29. 8C (�g/ mL) - 1. 17 with the relative coef ficient of
0. 9949. T he linear range was 0—10�g/ mL, and the limit of detect ion( LOD) w as 1. 22�g/ mL. The
ex tract ion of total DNA of plant was determined, then the contents of DNA in samples w ere obtained

from linear equat ion.

Key words　 5-o-Chloroavetylonylpheny l-10, 15, 20-T riphenylporphyrin; DNA ; Fluorescence

Spect rometry
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