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姜黄素-La3 + -CTMAB-核酸体系的荧光增强效应及其应用

王 峰* 1 黄 薇1 唐 波2

1 ( 枣庄学院化学化工系，枣庄 277160)
2 ( 山东师范大学化学化工与材料科学学院，济南 250014)

摘 要 研究了镧离子( La3 + ) -姜黄素( CU) -十六烷基三甲基溴化铵( CTMAB) -核酸荧光增强体系。建立了
测定核酸的新方法。体系的最优条件为: 六次甲基四胺( HMTA) -HCl缓冲溶液( pH 5． 80) 中，1． 00 × 10 －3 mol /
L阳离子表面活性剂 CTMAB存在下，姜黄素浓度为 2． 00 ×10 －5mol /L，La3 +的浓度为 1． 40 ×10 －4 mol /L时，核酸
能增强 La3 + -CU络合物的荧光强度，而且体系荧光的增强程度与核酸的加入量在一定范围内呈线性关系。fs-
DNA，ctDNA 和 yRNA 线 性 范 围 分 别 为 7． 00 × 10 －4 ～ 10． 00 mg /L，4． 00 × 10 －4 ～
10． 00 mg /L和 7． 00 × 10 －4 ～ 10． 00 mg /L; 检出限分别为 0． 17，0． 02 和 0． 14 !g /L。与已报道的核酸的分析方
法相比，本方法具有较宽的线性范围和较高的灵敏度。研究表明，核酸对体系荧光的增强源于 DNA 主链上
PO3 －

4 与 CU之间的静电结合，以及通过氢键和疏水力进行的沟槽式结合，为探针分子提供了疏水性的微环境，
降低了体系的非辐射能量损失，使体系的荧光强度增加。
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1 引 言
核酸是重要的遗传物质，对其研究是生物学、医学等学科中最活跃的领域之一。核酸的定量测定在

核酸生物化学、药学及食品等学科中有重要意义。探针技术是研究核酸的重要手段。目前，对核酸的定
量分析方法有分子光谱( 吸收光谱［1］、荧光光谱［2 ～ 4］、化学发光［5，6］和共振光散射［7］等) 探针、电化学探
针［8，9］等。其中研究最多、应用最广的是分子光谱探针，特别是荧光分析法由于其方法简单、灵敏度高
等优点已成为研究生物大分子的重要手段［10］。
姜黄是传统常用中药，是姜科植物姜黄的根茎，是一种酚性色素。姜黄素( Curcumin，CU) 是其主要

成分，也是咖喱、芥末的主要黄色色素，生活中可作为调料、食品染色剂等。它的药理作用广泛，主要特

性为抗炎、抗氧化和抗肿瘤，是有效的抗致突变剂和抗致癌剂［11，12］。其结构式为: 。

采用荧光探针检测多种核酸已有较多的报道［13 ～ 17］。本实验研究发现，在 pH = 5． 80 的六次甲基四
胺( HMTA) -HCl溶液中，阳离子表面活性剂十六烷基三甲基溴化铵( CTMAB) 存在下，核酸能明显增强
La3 + -CU络合物的荧光强度。在最佳实验条件下，其荧光增强程度与核酸的浓度在一定范围内呈线性
关系。本方法简单易操作，灵敏度高，是一种快速检测痕量核酸的新方法。

2 实验部分
2． 1 仪器与试剂

F-4600 荧光分光光度计( 日本日立公司) ; UV-2401PC 型紫外可见分光光度计( 日本岛津公司) ;
pHS-3C型酸度计( 上海雷磁公司) 。

0． 1 g /L酵母核糖核酸储备液( yRNA，中科院上海生物化学研究所，UV 光谱测定 A260 /A280 = 2． 1) :
准确称取 yRNA 0． 0100 g于小烧杯中，用 0． 05 mol /L NaCl溶解，转至 100 mL容量瓶中，用 0． 05 mol /L
NaCl定容。使用时用水逐级稀释。
鲱鱼精子脱氧核糖核酸( fsDNA) ，小牛胸腺脱氧核糖核酸( ctDNA) ，均购自北京华美生物工程公
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司，浓度 0． 1 g /L，配制同 yRNA。
1． 00 mmol /L姜黄素( CU) 溶液: 准确称取姜黄素 0． 0368 g 于小烧杯中，用无水乙醇溶解后转移至

100 mL容量瓶中，定容。
1． 00 × 10 －2mol /L La3 +标准溶液: 准确称取 0． 1629 g La2O3 ( 含量大于 99． 99%，中国医药集团上海
化学试剂公司) ，用适量 HCl ( 1∶ 1) 溶解，并小心加热至近干，再用蒸馏水稀释，转移至 100 mL 容量瓶
中定容。使用时用水稀释至所需浓度。以上试剂置于 0 ～ 4 ℃冰箱中保存。

HMTA缓冲溶液: 0． 15 mol /L六次甲基四胺溶液与 0． 50 mol /L HCl按一定比例混合，配成不同 pH
值的缓冲溶液。

1． 00 × 10 －2mol /L十六烷基三甲基溴化铵( CTMAB) : 准确称取 0． 9113 g CTMAB 于小烧杯中，用水
溶解后转移至 250 mL容量瓶中，定容。所用试剂均为分析纯，实验用水为二次蒸馏水。
2． 2 实验方法
于 10 mL比色管中依次加入 1． 00 mL HMTA-HCl缓冲溶液( pH 5． 80) 、0． 20 mL 1． 00 mmol /L姜黄

素溶液、适量核酸溶液、1． 40 mL 1． 00 mmol /L La3 +标准溶液、1． 00 mL 0． 01 mol /L CTMAB溶液，以水稀
释至刻度并摇匀，放置 15 min后，以 λex /λem = 416 nm /499 nm 在荧光分光光度计上测量体系加入核酸
前后的荧光强度( "If = If － I0 ) ，I0 和 If 分别表示加入核酸前后的荧光强度( 狭缝宽度为 10 nm) 。

3 结果与讨论
3． 1 荧光光谱
从图 1 可见，姜黄素在 530 nm处有微弱的荧光，La3 +和 CTMAB 的加入可使姜黄素的荧光增强，且

发射波长发生蓝移。而核酸能使 CU-La3 + -CTMAB 体系的荧光强度发生较大的增强，并且最大发射波
长蓝移至 499 nm。此现象表明，CU-La3 +，CTMAB 和核酸之间发生了相互作用。本实验选择 fsDNA 为
代表，激发波长为 416 nm，发射波长为 499 nm进行研究。

图 1 体系的荧光光谱( a激发光谱( λem = 499 nm) 和 b发射光谱( λex = 416 nm) )

Fig． 1 Excitation spectra ( a) ( λem = 499 nm) and emission spectra ( b) ( λex = 416 nm)

1． Curcumin ( CU) -CTMAB-fsDNA; 2． CU-La3 + -CTMAB-fsDNA; 3． CU-CTMAB; 4． CU-La3 + -CTMAB; 5． CU-

fsDNA; 6． CU-La3 + -fsDNA; 7． CU-La3 + ; 8． CU． pH 5． 80; fsDNA: 2 mg /L; CU: 2． 00 × 10 －5mol /L; CTMAB:

1． 00 × 10 －3 mol /L; La3 + : 1． 40 × 10 －4 mol /L．

3． 2 溶液酸度与缓冲溶液的影响
溶液 pH值对体系荧光强度的影响见图 2，当溶液 pH =5． 80 时，体系的荧光增强程度达到最大。
固定 pH =5． 80，研究了不同种类的缓冲溶液 HMTA-HCl，Tris-HCl，BR，Na2HPO4-柠檬酸，KH2PO4-

NaOH和柠檬酸-柠檬酸钠对体系荧光增强程度的影响分别为 100，66． 5，80． 7，73． 9，61． 0 和 84． 4。结
果表明，HMTA-HCl缓冲的效果最好。本研究采用 1． 00 mL HMTA-HCl缓冲溶液。
3． 3 金属离子的选择
研究了不同金属离子对体系荧光增强程度的影响如表 1 所示。在本体系中分别加入各种金属离

子，发现 La3 +，Sm3 +，Dy3 +，Y3 +和 Gd3 +都能促进体系荧光的增强，其中 La3 +的增强效应最大。因而选择
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图 2 溶液 pH值对体系荧光强度的影响
Fig． 2 Effect of pH on fluorescence intensity
CU: 2． 00 × 10 －5 mol /L; La3 + : 1． 40 × 10 －4 mol /L; CTMAB:

1． 00 × 10 －3 mol /L; fsDNA: 2 mg /L．

La3 +作为荧光增强离子。

表 1 金属离子对体系荧光增强程度的影响
Table 1 Effects of metal ions on the enhancement fluorescence
intensity

Metal ions La3 + Sm3 + Dy3 + Y3 + Gd3 + 无
Without

ΔIf 100 54． 84 45． 16 63． 23 32． 90 34． 98

La3 + 的浓度对体系荧光强度的影响如图 3 所
示。当 La3 +的浓度为 1． 40 mmol /L 时，体系的荧光
增强程度达到最大值。
3． 4 姜黄素、表面活性剂的影响
姜黄素的浓度对体系荧光强度的影响如图 4 所

示，CU的浓度在 2． 00 × 10 －5mol /L 时体系的荧光增
强程度最大。

图 3 La3 +浓度对体系荧光强度的影响

Fig． 3 Effect of concentration of La3 + on fluorescence
intensity
CU: 2． 00 × 10 －5mol /L; CTMAB: 1． 00 × 10 －3 mol /L; pH = 5．

80 hexamethylenetetramine( HMTA) -HCl; fsDNA: 2 mg /L．

图 4 CU 浓度对体系荧光强度的影响
Fig． 4 Effect of concentration of CU on fluorescence
intensity
La3 + : 1． 40 × 10 －4 mol /L; CTMAB: 1． 00 × 10 －3 mol /L; pH =

5． 80 HMTA-HCl; fsDNA: 2 mg /L．

图 5 CTMAB 浓度对体系荧光强度的影响
Fig． 5 Effect of concentration of CTMAB on fluorescence
intensity
La3 + : 1． 40 × 10 －4 mol /L; CU: 2． 00 × 10 －5 mol /L; pH = 5． 80

HMTA-HCl; fsDNA: 2 mg /L．

不同表面活性剂对体系的荧光强度的影响如

表 2 所示。结果表明，CTMAB 能使体系的荧光强度
增强最大并具有较好的稳定性。

表 2 不同表面活性剂对体系荧光增强程度的影响
Table 2 Effect of surfactants on fluorescence intensity

Surfactants CTMAB SDBS SDS CPB OP

ΔIf 100 27． 2 24． 4 34． 4 26． 1

CTMAB的浓度对体系荧光强度的影响如图 5 所
示。当 CTMAB的浓度在 1． 00 mmol /L 时，体系的荧
光增强程度最大。故实验中选取 1． 00 mmol /L
CTMAB作进一步研究。
在最佳实验条件下，对体系的荧光强度在 2 h 内

基本保持不变。结果表明，本体系不需要孵育，体系
具有很好的稳定性。
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3． 5 干扰离子的影响
在最佳实验条件下，固定 fsDNA的浓度为 0． 01 mg /L，对体系可能共存的阳离子、阴离子、氨基酸等

多种物质的干扰情况进行了考察，结果如表 3 所示。除了 BSA 和 L-色氨酸外，大部分的氨基酸和常见
离子对体系的荧光强度基本无影响。

表 3 常见离子和氨基酸对体系荧光强度的影响
Table 3 Interference from foreign substances

Foreign
substances

Concentration
( 10 －7 mol /L)

ΔIf
( % )

Foreign
substances

Concentration
( 10 －7 mol /L)

ΔIf
( % )

Foreign
substances

Concentration
( 10 －7 mol /L)

ΔIf
( % )

NH +
4 ，Cl － 10 － 4． 6 K +，NO －

3 10 － 3． 7 葡萄糖 Glucose 10 + 3． 1
Ca +，Cl- 20 － 2． 2 α-Leucine 10 － 1． 4 蔗糖 Sucrose 10 － 5． 0

Fe3 +，SO2 －
4 20 + 3． 8 L-α-Alacine 10 + 1． 8 果糖 Fructose 20 － 1． 0

Mn2 +，SO2-
4 20 － 2． 4 L-Arginine 20 － 5． 0 BSAa 5 － 4． 6

K +，Cl － 10 － 5． 0 α-Proline 20 － 2． 7 Adenosine diphosphate 10 － 5． 0
Zn2 +，Cl － 10 + 1． 7 L-Trptophane 0． 02 － 4． 2 Uridine triphosphate 5 － 3． 7
Na +，SO2 －

4 40 － 4． 6 L-Asparagine 2 － 3． 2 Disodium 5'-guanylate 10 － 4． 1
Cu2 +，Cl － 20 + 1． 1 L-Glutamic acid 4 + 1． 2 核糖 Ribose 5 4． 9

Conditions: pH = 5． 80; HMTA: CU: 2． 00 × 10 －5 mol /L; CTAB: 1． 00 × 10 －3 mol /L; La3 + : 1． 40 × 10 －4 mol /L; fsDNA: 1． 00 × 10 －2

mg /L．

3． 6 工作曲线与检出限
在最佳实验条件下，按照操作步骤测定核酸的工作曲线和检出限，其结果如表 4 所示。与其它大多

数传统检测核酸的荧光法相比［11 ～ 17］，本方法具有较高的灵敏度。

表 4 本方法的分析参数
Table 4 Analytical parameters of this method

核酸
Nucleic acids

线性范围
Linear range
( mg /L)

回归方程
Regression equation

相关系数
Correlation coefficient

检出限
Detection limit
( !g /L)

fsDNA 7． 00 × 10 －4 ～ 10． 00 ΔIf = 116． 9C + 65． 21 0． 9983 0． 17
yRNA 7． 00 × 10 －4 ～ 10． 00 ΔIf = 177． 1C + 121． 5 0． 9989 0． 02
ctDNA 4． 00 × 10 －4 ～ 10． 00 ΔIf = 71． 97C + 72． 50 0． 9989 0． 14

3． 7 实际样品分析
实际样品是在酵母菌液中用稀碱法制得。在酵母菌液中加入适量 NaOH 溶液，使细胞壁变性，将

图 6 共振光散射光谱
Fig． 6 Resonance light scattering spectra
1． La3 + -CU-CTMAB-fsDNA; 2． La3 + -CU-CTMAB-ctDNA;

3． La3 + -CU-CTMAB-yRNA; 4． La3 + -CU-fsDNA; 5． La3 + -CU-

CTMAB; 6． La3 + -CU; 7． CU-CTMAB-fsDNA; 8． CU-fsDNA; 9．

CU．

RNA从细胞内释放出来，以酸中和，除去菌体。用标
准加入法对其含量进行了测定，并将结果与利用紫

外吸收法测得的含量相比较，本方法和紫外吸收法

检测结果分别为 33． 1 g /L ( RSD = 2． 2%，n = 5 ) 和
32． 5 g /L( RSD =2． 2%，n = 5 ) 。两种方法的结果相
符。
3． 8 体系反应机理探讨
3． 8． 1 共振光散射光谱 共振光散射是源于等波
长入射光束激发散射粒子而产生的，其强度与颗粒

大小成正比。体系的共振光散射光谱( RLS) 如图 6
所示。当 La3 +，fsDNA和 CTMAB加入到 CU体系时，
体系的共振光散射强度明显增加，并且 La3 + -CU-CT-
MAB-fsDNA体系的共振光散射强度远大于其它体系
的共振光散射强度，这表明在这 4 种物质之间存在
较强的相互作用，可通过静电引力和疏水作用形成

大的 La3 + -CU-CTMAB-fsDNA 络合物。从姜黄素的
分子结构可见，其链中带 2 个羰基，2 个苯环上各含有 1 个甲氧基和 1 个羟基，属于 β-二酮类化合物，因
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此可与稀土金属离子 La3 +配位形成 La3 + -CU配合物。由等摩尔比法测定络合物中 La3 + -CU的组成为 1
∶ 1。因此，本体系中 CU与 La3 +结合成了 1∶ 1 的缔合物，导致荧光增强。
3． 8． 2 离子强度的影响 小分子探针与核酸的非共价结合主要包括静电式、插入式和沟槽式 3 种结合
方式。静电式结合会随着盐浓度的增大而静电作用被屏蔽，作用力减小; 在插入式结合中，小分子插入

图 7 盐浓度对体系荧光强度的影响
Fig． 7 Effect of salt concentration on fluorescence intensity
pH = 5． 80; CU: 2． 00 × 10 －5 mol /L; La3 + : 1． 40 × 10 －4mol /L;

CTMAB: 1． 00 × 10 －3 mol /L; fsDNA: 2 mg /L．

到 DNA相邻碱基对之间; 而在沟槽式结合中，小
分子探针结合在 DNA双螺旋的沟槽内。由于碱
基的屏蔽作用，插入式结合的小分子探针相对沟

槽式结合来说，对环境条件的变化不敏感［18］。
本实验测定了溶液的盐浓度对体系荧光强度的

影响，如图 7 所示。结果表明，随着 NaCl 浓度的
增大，体系的荧光强度逐渐升高; 当 NaCl 的浓度
为 0． 5 mol /L时，荧光最强; 随后浓度增加反而下
降。由于盐浓度的变化对本体系的荧光强度有
明显影响，故 La3 + -CU与 fsDNA之间可能存在着
沟槽式结合。NaCl中的 Na +能与 DNA主链上的
PO3 －

4 通过静电作用形成阳离子氛，从而使 La3 + -
CU分子远离 fsDNA 双螺旋的沟槽，并导致体系
荧光强度的降低。此外，盐浓度的升高将会引起
DNA结构紧缩，使 DNA双螺旋沟槽的疏水性增加，导致 La3 + -CU-fsDNA体系的荧光强度升高［19］。从图
7 可知，NaCl浓度在 0． 01 ～ 0． 5 mol /L 之间时，后者的影响大于前者，因而体系的荧光强度随盐浓度的
升高而增大。而高浓度的 NaCl( ＞ 0． 5 mol /L) 则对 La3 + CU-fsDNA体系的荧光有猝灭作用，因而体系的
荧光反而降低。
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Fluorescence Enhancement of Lanthenum-Curcumin-
Cetyltrimethylammonium Bromide-Nucleic Acid

System for Determination of Nucleic Acids

WANG Feng* 1，HUANG Wei1，TANG Bo2
1 ( Department of Chemistry，Zaozhuang University，Zaozhuang 277160)
2 ( College of Chemistry，Chemical Engineering and Materials Science，

Shandong Normal University，Ji'nan 250014)

Abstract Curcumin ( CU) is an extremely rare natural diketones antioxidant used as anti-inflammatory and
anticarcinogenic agents． A new fluorimetric method for the determination of nucleic acid was developed based
on the enhanced fluorescence system La3 + -curcumin( CU) -cetyltrimethylammonium bromide ( CTMAB) -nu-
cleic acid． In this system，in hexamethylene-tetramine-HCl buffer ( pH = 5． 80 ) ，1． 00 × 10 －3 mol /L CT-
MAB，2． 00 × 10 －5mol /L CU，1． 40 × 10 －4 mol /L La3 +，nucleic acids can enhanced the fluorescence intensi-
ty of La3 + -CU-CTMAB and the enhanced intensities are quantitatively in proportion to the concentrations of
nucleic acids in the range of 7． 00 × 10 －4 － 10． 00 mg /L for fsDNA，4． 00 × 10 －4 － 10． 00 mg /L for ctDNA
and 7． 00 × 10 －4 － 10． 00 mg /L for yRNA，with corresponding detection limits ( S /N = 3) of 0． 17，0． 02，0．
14 !g /L． A comparison between the proposed method and other analysis methods for nucleic acids was made．
The results show that this method has a relatively wide linear range and high sensitivity． Study on reaction
mechanism reveals that the phosphate group of nucleic acid can bind with CU through electrostatic attraction
and meanwhile CU can interact with nucleic acid in the mode of groove binding． Such binding force changes
the hydrophobic microenvironment of fluorescence probe，decrease the nonradioactive energy loses of the sys-
tem and enhance its fluorescence intensity．
Keywords Curcumin; Lanthanum; Nucleic acid; Cetyltrimethylammonium bromide; Fluorescence
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波谱学原理及应用
( ISBN 978-7-122-10515-8)

该书着重阐述了红外光谱、拉曼光谱、紫外-可见光谱、核磁共振谱和质谱等的基本原理与方法特点，以及分子结构
与波谱的关系。本书介绍的几种研究方法具有快速、灵敏、准确及信息量丰富等特点，已成为现代化学实验室中不可缺
少的工具，并且广泛地应用于化学、石油化工、生物、医药、环保和材料学等领域。为了便于应用，该书对谱图的解析方法
和应用也作了适当的介绍。该书可作为高等院校化学、石化、医药、环保和轻工等有关专业的本科生和研究生的教材，也
可供从事教学和科研工作的有关人员的阅读参考。
该书由化学工业出版社出版，张汉辉 主编，定价 42． 0 元。
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