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甲苯胺蓝荧光猝灭法测定核酸
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摘 � 要 � 以甲苯胺蓝为荧光探针, 基于 DNA对甲苯胺蓝的荧光猝灭作用, 建立了一种定量测定 DNA的新方

法。在 pH 8�5 的Tris�HCl缓冲溶液中, 测定小牛胸腺 DNA的线性范围为 0�1~ 6�0 �g�mL- 1 , 检测限为 27 ng�
mL- 1。该方法应用于实际样品樟树嫩叶中的 DNA 含量的测定, 获得了满意结果。
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引 � 言

� � 核酸作为重要的遗传物质, 其研究内容是化学、生物等

诸多学科中最为活跃的领域之一, 而核酸的定量测定是研究

核酸的基础。测定核酸的方法主要是紫外�可见分光光度法、

荧光法、共振散射法等。荧光光谱法具有选择性好和灵敏度

高的优点, 日益成为研究核酸等生物大分子的重要手段。但

是由于核酸自身的荧光很弱, 利用内源荧光无法进行定量测

定或结构分析, 这就需要引入一种荧光分子或离子, 即利用

外源荧光获得有用的信息。溴乙锭方法的提出受到人们的关

注, 但是由于溴乙锭的致癌性, 使它们的进一步应用受到了

很大的限制, 人们开始寻找新的探针。迄今为止, 人们常用

于核酸研究的荧光探针主要包括有机染料[ 1�3]、金属离

子[4, 5]、金属离子配合物[ 6�9]、能量转移体系[10]、半导体纳米

粒子[11]等。

甲苯胺蓝属于吩噻嗪类染料, 已用于共振散射法[12]和分

光光度法[ 13]测定 DNA, 而用甲苯胺蓝为荧光探针来测定核

酸未见报道。本文研究了甲苯胺蓝( TB)与核酸相互作用的荧

光体系, 在 pH 8�5 Tris�HCl缓冲溶液中, 体系的荧光随着核

酸的加入而被猝灭, 其猝灭的程度与 DNA 的浓度在一定范

围内有良好的线性关系。据此, 建立了一种操作简单、灵敏

度高, 干扰少的测定核酸的荧光分析体系。已用于实际样品

樟树嫩叶中的 DNA 含量的测定, 结果满意。

1 � 实验部分

1�1 � 仪器与试剂

Cary Eclipse荧光分光光度计( Varian 公司) , pHS�3C 型精
密酸度计(上海大普仪器有限公司) , UV�1100 紫外�可见分光

光度计(北京瑞利分析仪器有限公司 ) , 旋涡混合器 QL�901
(江苏海门市麒麟医用仪器厂)。

小牛胸腺 DNA( ctDNA) ( AR, Sigma ) , 配制成 10�0 �g�
mL- 1使用液; 樟树嫩叶 DNA 浓缩液, 由福建师范大学生物工

程中心提供; 甲苯胺蓝(TB) ( AR, 上海化学试剂公司) , 配制

成 1�0  10- 5 mol�L- 1溶液; Tris�HCl 缓冲溶液 ( pH 8� 5) , 由

0�1 mol�L- 1 Tris 溶液与 0�1 mol�L- 1 HCl溶液按一定比例混

合。其他试剂均为分析纯, 实验用水为二次蒸馏水。

1�2� 实验方法

移取 1�0  10- 5 mol�L- 1的甲苯胺蓝溶液 1�0 mL, pH 8� 5
的 Tris�HCl缓冲溶液 1�0 mL 和适量 10� 0 �g�mL- 1 ctDNA溶液

于 10 mL容量瓶中, 用水稀释至刻度, 混匀。在适当的测量

参数下, 在荧光分光光度计和分光光度计进行测定。

2 � 结果与计论

2�1� 光谱研究

图 1 为在Tris�HCl缓冲溶液( pH 8�5)中不同浓度的 ctDNA

存在时体系的荧光光谱图。在 Tris�HCl缓冲溶液中, 荧光染

料TB的最大激发波长为 624 nm, 最大发射波长为 658 nm。从

图中可知, 随着 ctDNA的加入, TB 的荧光强度明显降低, 且

最大激发波长和最大发射波长的位置没有发生改变。图 2 为

不同浓度的 ctDNA 存在时体系的吸收光谱图。随着 ctDNA 的

加入, TB 的最大吸收波长 624 nm 处的吸收强度降低 , 但当

ctDNA浓度达到一定量时, 随着 ctDNA 浓度的继续增加, 最

大吸收波长 624 nm 处的吸收反而升高。这一现象与文献[ 13]



报道一致。由于 DNA加入后荧光强度显著下降, 且对紫外吸

收光谱具有减色效应, 表明 DNA对 TB的猝灭为静态猝灭。

Fig�1� The fluorescence spectra of TB�DNA in the presence

of different concentration of DNA

cDNA/ (�g�mL
- 1) : 1, 0; 2, 1�0; 3, 1�2; 4, 1�5

Fig�2� The absorption spectra of TB�DNA in the presence

of different concentration of DNA

cDNA/ ( �g�mL
- 1) : 1, 0; 2, 1�5; 3, 2�0; 4, 4�0; 5, 6�0

the concentrat ion of TB was 2�0 10- 5mol�L- 1

2�2 � 温度的影响

温度对荧光猝灭的影响是判定体系是否静态猝灭的重要

依据。测定温度分别恒定在 4, 20, 40 ! 下, 测定体系荧光猝

灭随 ctDNA 浓度的变化情况。F0, F 分别为无 ctDNA 和有

ctDNA情况下体系的荧光强度, 根据荧光猝灭方程: F0�F =

1 + k q [ Q] , 以荧光强度猝灭比值 F0�F 对猝灭剂 ctDNA 的浓

度作图, 如图 3 所示。从图中可见随着温度的升高 , 猝灭常

数降低。结果表明本体系荧光猝灭模式是静态猝灭。4, 20,

40 ! 时, ctDNA�TB 结合常数分别为 2� 75  105 , 2� 047  105 ,

5�96 104 L�mol- 1。

2�3 � 缓冲溶液 pH的选择

调节缓冲溶液的 pH 值, 测定体系的荧光猝灭比值随 pH

的变化情况。实验表明, 缓冲溶液的 pH 在 6�5~ 9�5 之间,

随着 pH 的升高, ctDNA对 TB 的荧光猝灭程度增大, 当 pH

8�5 时, 猝灭强度达到最大, 然后随着 pH 的升高, 其猝灭强

度逐渐降低。因此, 缓冲溶液的最佳 pH 值为 8�5。实验还考
察了缓冲溶液的用量对体系荧光猝灭强度的影响, 实验结果

表明, 当缓冲液( pH 8�5)的用量为 1� 0 mL时, 体系的荧光猝

灭比值 F0�F 最大。

2�4� TB浓度的影响

固定 ctDNA的浓度为 2�0 �g�mL- 1 , 考察 TB 浓度对体系

的荧光强度猝灭比值 F0�F 的影响, 如图 4 所示。TB 的浓度

在 3�0 10- 7~ 1� 5 10- 6 mol�L- 1之间, 随着 TB 浓度增加,

ctDNA对体系的荧光猝灭程度也增大, 当 TB 浓度在 1�0  

10- 6 mol�L- 1时, 达到最大。而后随着 TB 浓度的增加, 其荧

光猝灭强度反而减小。因此, 本实验选择 TB 的最佳浓度为

1�0 10- 6 mol�L- 1。

Fig� 3� Effect of incubation temperature on

fluorescence quenching of TB by DNA

1, 4 ! ; 2, 20 ! ; 3, 40 !

the concentration of TB was 1�0 10- 6 mol�L- 1

Fig� 4� Effect of concentration of TB on the value of F0�F
the concentrat ion of DNA was 2�0 �g�mL- 1

2�5� 线性范围及检测限

在最佳实验条件下, ctDNA 的浓度在 0�10~ 6�0 �g�mL- 1

范围内时, 荧光猝灭程度与 ctDNA 浓度呈线性关系,

其线性回归方程为 : F0�F = 0� 4456 c+ 1� 0922, 相关系数
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Table 1� Tolerance of foreign substances ( pH 8�5, cTB = 1�0  10- 6 mol�L- 1 , cctDNA= 1�0 �g�mL- 1 )

干扰物质 浓度/mol�L- 1 相对误差/ % 干扰物质 存在浓度 相对误差/ %

K2+ ( KCl ) 5�0 10- 5 - 3�5 H2PO
-
4 ( NaH2PO4) 8�0 10- 5 mol�L- 1 1�9

Cu2+ ( Cu( NO3) 2 ) 1�0 10- 5 - 2�2 Fe3 + (FeCl3 ) 2�0 10- 6 mol�L- 1 - 2�5

Mg2+ (Mg( NO3) 2) 6�0 10- 6 - 6�5 腺嘌呤 2�0 �g�mL- 1 4�7

Zn2+ ( ZnCl2 ) 2�0 10- 6 - 1�3 鸟嘌呤 2�8 �g�mL- 1 4�3

Ca2+ ( CaCl) 4�0 10- 6 5�6 胞嘧啶 1�8 �g�mL- 1 - 2�8

Al3+ ( AlCl3) 4�0 10- 6 - 3�0 胸腺嘧啶 4�0 �g�mL- 1 3�8

Pb2+ ( Pb(NO 3) 2) 2�0 10- 6 - 3�4 牛血清白蛋白 4�5 �g�mL- 1 5�2

r 为 0�996 0, 检测限为 27 ng�mL- 1。

2�6 � 共存物质的影响
试验了各种金属离子、碱基、及蛋白质的加入对核酸测

定的影响, 结果见表 1。实验结果表明, 该体系对大部分常见

金属离子、碱基、蛋白质等都具有较好的抗干扰能力。

2�7 � 样品测定
本法应用于实际样品樟树嫩叶 DNA 的测定, 结果见

表 2, 回收率在 103�35% ~ 105�54%之内。本法测定较为灵

敏, 重现性较好。

Table 2� Deternination of DNA in camphor leaf DNA( n= 3)

样品
DNA加入量/

(�g�mL- 1)

DNA 测定值/

(�g�mL- 1 )
回收率/ %

樟树嫩叶DNA

-
1�0
2�0
3�0

1�782 1
2�836 3

3�855 3

4�886 9

-
105�42
103�66
103�35
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Determination of Nucleic Acids Using Toluidine Blue as a Fluorescence

Probe

GUO Liang�qia, YE Fang�gui, LIN Xu�cong, XIE Zeng�hong*

Department of Chemistry , Fuzhou University, Fuzhou� 350002, China

Abstract � A new fluorimetric method has been developed for the determination of deoxyribonucleic acid ( DNA ) with toluidine blue(TB) as a

fluorescence probe. It is based on the fluorescence quenching of toluidine blue in the presence of DNA. In Tris�HCl buffer solution ( pH 8� 5) ,
the calibration graph was linear over the range 0�10�6�00 �g�mL- 1 for ctDNA, and the detection limit was 27 ng�mL- 1 . The result of the de�
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termination of DNA of camphor tree∀ s leaf by this method was satisfactory .

Keywords� Nucleic acids; Toluidine blue; Fluorescence probe
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