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摘　要　对四溴荧光素( T BF )、四氯四溴荧光素( TTF )两种卤代荧光素滤纸基质室温磷光光谱( PS-

RTP) 特性及其与 DNA 的作用进行了研究。结果表明: TBF 和 T TF 的 PS-RTP 的最大 �ex/�em为
526/ 652nm和 557/ 699nm; 酸度实验表明: 两种物质在碱性范围内有强发射。小牛胸腺( DNA )的存在会使

TBF 和 TT F 的 PS-RTP 强度发生变化;偏振实验表明: TBF、TTF 与 DNA 的作用方式有嵌插作用; TBF

和 TT F 的磷光寿命分别为 136. 4ms 和 131. 0m s属长寿命磷光。
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1　引言

DNA 是药物设计时很重要的作用靶之一, 小分子物质与 DNA 主要通过嵌插作用、沟槽键合、

外部静电作用 [ 1]发生相互作用。荧光素类化合物可以呈现强烈的荧光发射,用做指示剂和生物染色

剂。在光度分析中已用于有机分子,蛋白质研究及金属离子的测定
[ 2, 3]
。有关四溴荧光素( TBF)和四

氯四溴荧光素( TTF)的滤纸基质室温磷光( PS-RTP)光谱特性及其与 DNA 相互作用的研究尚未

见文献报道。
四溴荧光素( T BF)和四氯四溴荧光素( TT F)属卤代荧光素, 其结构如图1所示。本文对其滤纸

基质室温磷光( PS-RT P)光谱及其与 DNA 作用的特性进行了考察,为此两种化合物的进一步研究

提供了理论依据。

图 1　TBF( a)和 TTF ( b)的结构



2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

日立F-4500型荧光分光光度计(日本日立公司) ,附磷光配件。激发/发射狭缝: 10/ 20nm;固体

基质室温磷光样品架和红外灯干燥装置(实验室自制) ;偏振附件;

5�L 无存液微量进样器(上海医用激光仪器厂) ;滤纸(杭州新华纸业有限公司) ;
四溴荧光素( TBF) : 上海试剂三厂, 四氯四溴荧光素( TT F) : 北京化工厂; 用二次水配制 1×

10- 3
mol/ L 的储备液,使用时用 Britton-Robison缓冲溶液适当稀释;

小牛胸腺( DNA) ,用 0. 1mol/ L 的 NaCl配制成 1mg/ mL 的溶液,于 0—4℃保存, 使用时适当

稀释,准确浓度由 260nm 处的吸光度测定。UV 测定 A 260 / A 280> 1. 8。

其余试剂均为国产分析纯; 实验用水为亚沸二次蒸馏水。

2. 2　实验方法

2. 2. 1　滤纸基质室温磷光( PS-RTP)光谱测量

将中速定量滤纸裁成 17mm×14mm 的长方形纸条,在相应于光斑照射处用刀片刻划间距为

4mm 的平行线,并记录点样位置。对 TBF 直接用微量进样器取试样溶液 5�L,一次加在点样位置;
对 TT F 第一步先用微量进样器吸取重原子 Pb( Ac) 2溶液(浓度为 1mol/ L ) 5�L, 一次加在点样位
置,在红外灯下(温度为 89℃)预烘烤 10s 取出, 再在同一位置点加试样溶液 5�L; 烘烤一定时间
( T BF: 85℃ 60s, TTF 为 89℃ 90s)后取出, 装上石英片立即置于室温磷光样品架上,测量其磷光光

谱或强度。

2. 2. 2　偏振测量

在 10mL 比色管中依次加入一定量的 TBF 或 TTF 溶液、缓冲溶液、不同体积的 DNA 溶液,后

用二次蒸馏水定容,混匀后在室温下测定其偏振值。磷光偏振可用下式计算:

P=
I VV- GI VH
I VV+ GI VH

( 1)

式中: I VV和 I VH分别为垂直偏振光激发后的垂直偏振和水平偏振的发射强度; G 为仪器的校正因

子, G= I HV / I HH。I HV和 IH H分别为水平偏振光激发下的垂直偏振与水平偏振光的发射光强度。

3　结果与讨论

3. 1　TBF和 TTF的 PS-RTP光谱

图 2　TBF( a)和 T TF ( b)的滤纸基质磷光光谱

按实验方法分别扫描 TBF 和 T TF(浓度均为 1×10- 4mol/ L )的 PS-RTP 光谱,结果见图 2所

示。
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结果表明: 尽管 2种卤代荧光素有不同的内重原子, 由于结构中都有共同的荧光母体环,其光

谱特征较相似。T BF 和 TTF 的最大 �ex/ �em为 526/ 652nm 和 557/ 699nm 。其磷光发射有较大的

Stokes位移。磷光的激发和发射处于长波区,避免了生物样品的干扰,因此可进一步用于生物样品

分析。

3. 2　PS-RTP条件的确定

3. 2. 1　基质的选择

不同种类滤纸的 PS-RT P 背景强度不同且致密程度各异,对磷光体的磷光强度有较大的影响。

本文考察了快、中和慢速三种定量滤纸基质对 TBF 和 TT F 磷光发射的影响。结果表明,中速定量

滤纸做基质时, T BF 和 TTF 的磷光强度信号高且背景低。这可能是因为中速定量滤纸致密度适

中,有利于磷光体在其干燥蒸发时的 Behlod效应 [ 4]和对滤纸深层磷光体的激发。因此,本文选择中

速定量滤纸做基质进行磷光测定。

3. 2. 2　重原子的选择

带有高电荷的重原子能增强磷光体的 S1→T 1系间窜越过程,增强轨道偶合作用从而诱导强磷

光发射[ 5, 6]。实验发现, 由于内重原子的作用, TBF 可以发射较强的磷光, T TF 也能发射磷光,但强

度很弱。因此, 实验考察了外加重原子对 TTF 的 PS-RTP 的诱导作用, 在所考察的无机盐中,

Pb( Ac) 2能显著增强 T TF 的磷光发射。可能是因为醋酸根有助于磷光体与滤纸表面氢键的形成,

从而为磷光体提供了保护性的刚性环境,提高了磷光强度
[ 4]
。进一步考察Pb( Ac) 2的浓度对磷光强

度的影响,选择 Pb( Ac) 2的浓度为 1mol/ L 进行后续实验。

图 3　pH 对 T BF ( a)和 TT F( b)

磷光强度的影响

[ TBF] = 1×10- 5mol/ L;

[ T TF] = 5×10- 4mol/ L。

3. 2. 3　酸度的影响

荧光素类化合物有可解离的羧基和酚羟基, 是一类二元

酸。用Brit ton-Robison缓冲溶液调节体系的 pH 值,研究了酸

度对两种荧光素 PS-RT P 的影响,见图 3。

结果表明: TBF 和 TT F 在较宽的 pH 范围内均能产生磷

光发射,且在碱性条件下发光较强。pH< 3时两种荧光素的发

光强度较小, pH> 4后,随 pH 的增大, TBF 和 TT F 的发光强

度略有增加, 但变化不大。本文选择 pH= 7—7. 5范围内作为

实验的测量酸度。

3. 2. 4　干燥温度、预烘烤、烘烤时间和稳定性的测定

最佳的烘干温度[ 7]应该是保证滤纸不变性,磷光物质不

分解、不挥发的最高温度。本文选择烘烤温度 T BF 为 85℃,

TT F 为 89℃。

点样之前滤纸上的水份对磷光分子的刚性化有一定的影响[ 4]。实验表明: TTF 的最佳预烘烤

时间为 10s。最佳烘烤时间 T BF 为 60s, TT F 为 90s。

稳定性测定结果表明: 2种荧光素在空气中放置 5min之内,磷光强度下降小于 1%。实验中测

量一个样品数据只需 1—2min, 因此稳定时间足以满足实际分析要求。

3. 3　磷光寿命的测量

发光寿命在猝灭、能量转移、光化学反应等研究中是一个重要参数
[ 8]
。从发光寿命的研究中可

得到发光体与固体基质之间相互作用机理,三线态的失活几率等微环境的信息
[ 9]
。根据发光寿命的

不同,利用时间分辨技术和相分辨技术可以区别混合物中的不同组分。

寿命的测定基于以下公式: lnI t= lnI 0- t/  ( 2)
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其中,  是发光寿命, I 0和 I t 分别是 t= 0和 t= t时的发光强度。作 lnI t-t的关系曲线,由该直线

的斜率即可得到寿命值。固定激发狭缝和发射狭缝为10/ 20nm, 测得 TBF 和TT F 的发光寿命分别

为 TBF: 136. 4ms, TT F: 131ms。

3. 4　TBF和 TTF与 DNA的作用

3. 4. 1　TBF 和T TF 与 DNA 作用后的 PS-RTP

在 TBF 和 TT F 中加入不同浓度的 DNA, 按实验方法扫描 2种物质的 PS-RTP 光谱,如图 4。

图 4( a)结果表明, TBF 的磷光强度一开始由于 DNA 的加入而减小,到DNA 与T BF 的浓度比

达到 26时开始增大,而 �em没有移动。
图 4( b)表明, TT F 的磷光强度一开始由于 DNA 的加入而增大, DNA 与 TTF 的浓度比达到

0. 346时,磷光强度开始减小, 浓度比达到 0. 462时, TT F 的磷光光强度不在随 DNA 浓度的变化

而改变。�em没有发生移动。

图 5　TBF ( 1)和 TT F( 2)在 DNA

存在时的磷光偏振

[ TBF ] = [ T TF ] = 1×10- 5mol/ L

3. 4. 2　磷光偏振实验

在粘度小的溶剂(如水)中, 由于小分子旋转扩散很快,其偏

振值一般较小。而当小分子荧光体嵌入到 DNA 碱基对中时,其

转动受阻, 导致小分子转动速度变慢, 从而使偏振值增大。Ku-

mar
[ 10]
等认为仅与磷酸根作用或仅产生沟槽键合是不会引起磷

光偏振值增大的。本文考察了体系中不同 DNA 浓度时, TBF 和

TT F 的磷光偏振值的变化情况。结果见图 5。

结果表明: DNA 的加入使得 TBF 和 TTF 偏振值有所增大,

这说明 TBF 和 TTF 可插入DNA 的碱基对之间。偏振实验表明

DNA 与 TBF 和 TTF 之间存在嵌入作用方式。

参考文献
[ 1] 杨铭.药物研究中分子的识别[ M ] .北京:北京医科大学,协和医科大学联合出版社, 1999.

[ 2] 李建平,张彦斌,魏小平.表面活性剂增敏动力学光度法测定酚[ J ] .分析化学, 1998, 5( 26) : 586.

[ 3] 王海人,肖忠柏,宋功武,詹红菊.荧光素与牛血清蛋白作用的光谱研究与分析应用[ J] .分析测试学报, 2001, 20( 4) : 45.

298 光谱实验室 第 23 卷



[ 4] 李建晴,董川,卫艳丽,杨频.黄嘌呤甲基衍生物滤纸基质室温磷光光谱的研究[ J] .光谱实验室, 2001, 18( 1) : 22.

[ 5] Vo-Din h T . Room T emp erature Phosphorimet ry f or Chemical A nalysis[ M ] . New York : Wiley, 1984.

[ 6] Hurtubise R J. P hosp horimetry :T heory , Instrumentat ion and Ap pl ications[ M ] . New York: VCH, 1992.

[ 7] 李建晴,董川,冯小花. 4种喹诺酮类药物滤纸基质室温磷光法研究[ J] .分析化学, 2003, 30( 6) : 716—718.

[ 8] 卫艳丽,姚建国,杨频,董川.黄嘌呤甲基衍生物的发光特性研究[ J ] .光谱实验室, 2003, 20( 5) : 650.

[ 9] Li J F, Wei Y X, Xu Z C, Dong C, S huang S M. S tudies on the Spectroscopic Behavior of Cryptotanshinone, Tanshinone IIA, and

T ansh inone I[ J] . S pectr ochimic Acta P art A , 2004, 60: 751.

[ 10 ] Kumar C V, Asuncion E H. DNA-Binding Studies and Site Select ive Fluorescence S ensit iz at ion of an Anth ryl Probe[ J ] . J. Am.

C hem. S oc. , 1993, 115: 8574.

Study on Phosphorescence Characteristics of Two Halogenated

Fl uoresceins in Paper Substrate at Room Temperature

and Their Interaction with DNA

L I Jian-Qinga　HOU Xiao-Li　WEI Yu-Xia　DONG Chuan
( Institute of Chemistry and Chemical Engineering, Shanxi Univ ersity, T aiy uan 030006, P . R. China)

a( I nst itute of Chemist ry and C hemical Engineering, J inz hong C olleg e, Jinzhong , Shanx i 030600, P . R. China)

Abstract　The phosphorescence characteristics of tw o halog en fluoresceins of tet rabromofluor-es-

cein( T BF) and tet rachlorotetrabromof luorescein( TT F) in paper subst rate at room temperature and

their interaction w ith DNA were studied. T he max imal excitation and emission w avelengths were

526nm / 652nm for TBF and 557nm / 699nm for T TF, respect ively , and they can emit st rong RT P in

basic medium w ith lifet ime of 136. 4ms and 131. 0ms, respectively. The PS-RTP intensities of TBF

and TT F are changed in the presence of DNA w ith TBF and TTF intercalat ions.

Key words　T etrabromofluorescein, T et rachlorotet rabromofluorescein, DNA, Paper Subst rate

Room T emperture Phosphorescence.
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