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荧光探针法研究脉素对价环糊精
内腔微环境的影响

江云宝 黄贤智 陈国珍

(厦门大学化学系)

摘 要

用花作为荧光探针
,

研究了脉素对 口一环糊精内腔微环境的影响
.

结果表明脉素

的加入使环栩精 内腔极性增大
,

花一刀一环糊精包络物形成常数减小
,

这说明
“

疏水相

互作用
”

是环翔精包络物形成动 力之一 这一结论并被其它包络物体系所证实
.

荧光

寿命及荧光全子产率佑算表明
,

脉素的引入不仅仅是改变 了溶剂的性质
,

而可 能与

卜环糊精分子问有一定的相互作用
.

1 引 言

口‘环糊精(卜C耳提一种含有七个葡萄糖单体的筒形低聚物
,

其内腔是疏水性的
,

可与多

种化合物形成包络物
、

_

因而在酶模拟研究川
,

催化 121
,

光化学和光物理过程研究 131 及分析化学 I4]

中得到了广泛的应用
.

有关环糊精包络物形成动力的研究已有不少进展
,

但仍众说纷芸151
, “

疏

水相互作用
’

被认为是其中的一种
.

已经知道I6] 脉素可以减小溶剂的疏水效应
,

因此研究脉素

对环糊精包络物性质的影响将有助于了解包络物形成动力
.

花是一种强疏水性的稠环芳香烃
,

它可与 吞一 c D 形成 1 : 1 包络物 171
,

其荧光光谱中第三振子带〔一 38 4n m )与第一振子带(一

37 3n m) 强度之比a 3 / I :
)与其所处环境的极性之间有一定的相关性

,

在高极性环境中有较低的
13 /1

; 比值18]
.

本文报道用花作为荧光探针
,

研究脉素对吞一c D 内腔微环境的影响
,

旨在进一

步了解环糊精包络物形成动力
,

并为 CD 的应用研究提供新的理论基础
.

2
_ _

实验部分
一 ’

花(A ld 七命b)使用前未经进一步纯化
.

卜 c D 购自苏州味精厂
,

经去离子水重结晶
,

干燥器

中保存备角
.

其余试荆均为分析纯
,

用去离子水配翻溶液
,

其中脉素及甲酞胺溶液经检测无荧

光杂质
.

荧光光谱测试在 日立 弘0 和 日立 6 50 一10 5 荧光光谱仪上进行
,

激发和发射带通
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分别为 5 和 Znln
,

激发波长为 336n m
,

扫描速率为 60 n m / m in
.

花的相对荧光强度通过积分

发射光谱面积(35 0一 500 n m )得到
.

全部实验于室温下(20 ~ 22
O

C )完成
.

3 结果与讨论

3
.

1 服素对 / 卜CD 体系荧光光谱的影响

往花的溶液(1 x 功一m ol / l) 中加人 刀一c D 后其荧光光谱的各个谱带的位置并无变化
,

但

乡留u。材月。吕誉
。�o月山

其强度有不同的变化 (Fi g 1)
.

脉素对花的荧

光光谱各谱带 的影 响基 本相同
,

但对花

/ 刀一c D 体系的荧光光谱的振动带则有不同

的影响
.

Fi g Z 示出了脉素对花及花 / 卜C D

体 系 的 荧 光 光 谱 的 1 3 / I ;
值 的 影 响

(C ur ve l
,

2)
.

结果表明不存在 口一C D 时
,

花

的 13 / I :
值几乎无变化

,

说明脉素并未改变

花所处环境的极性 ; 但当有 卜CD 存在时
,

随着脉素浓度的增大
,

花的 13 / I :
值几乎线

性减小
,

意味着花所处环境的极性逐渐增

大
.

环糊精内腔是非极性的
,

因此上述结果

可能由下列两个因素而致 : (l )脉素的加人使

得部分花分子离开 卜CD 内腔进人极性水

相
,

这实际上也就是花 / 卜C D 包络物形成

常数 K c 值减小 ; (2 )脉素的加人使得卜C D

内腔极性增大
.

Pi g
.

2 还示出了 (c u rv e 3) 随

尧之 ~

4 0 0

W a v e le n g th (n m )

F址
.

I F】。o r e sc e n ce S Pec tra o f Pyr e n e i n th e a bse n ce

(-- ) a n d P re se n cc (
- ·

一 ) o f 0
.

1 % (W / 码刀一C D

T h e co ncc
n tr a t io n o r p yr e n e 15 1 x 10--7 m o 一/ -

着脉素浓度增大
,

‘了/ ‘夕
I , 和 ‘
二分别为不同浓度脉素溶液中存在与不存在 卜

C D 时花的荧光

强度 )比值逐渐减小
,

说明因脉素浓度增大
,

花一口一c D 包络物 K 。值逐渐减小
.

脉素是一种减

小溶剂疏水效应的化合物
,

因此上述脉家对疏水性的花与 卜CD 包络物的影响说明
“

疏水相互

作用
’

是包络物形成动力之一
进一步研究了在脉素存在下 卜CD 浓度变化对花的荧光强度 ,, 及 1 3 / 1 1 比值的影响

,

结

果示于 Fi g. 3
.

从中可以看出
,

当 卜C D 浓度较低时
,

寿及 13 / I :
值均随卜C D 浓度的增大而

·

逐渐增大 ; 但当卜C D 浓度增至一定值后
,

,, 及 1 3 / 1 1
均趋于恒定(脉素的类似物甲酞胺存在

下花 / 卜C D 体系也有类似的行为)
.

表明这时花与卜C D 已达到
‘

饱和
”

包络
,

相应的荧光强

度可用以表示花全部与 刀一C D 包络时的荧光强度 猛
,

而相应的 I , / I :
值则表示了 1

.

om ol / l

脉素存在时 刀一c D 内腔极性的大小19a]
.

利用由此得到的 1. 值及前文报道的方法[9] 测得了脉家

和 甲酞胺存在时花一刀一CD 包络物的 K c 值及 口一C D 内腔的极性
.

有关结果列于 T ab lc 1
.

从

T ab lc l 可以看出
,

在 L o m ul / 1脉素或甲酸胺存在下 口一C D 内腔的极性增大 (表现为相应的

13 / I :
值减小 )

,

而花一卜CD 包络物形成常数 K 。值减小
.

从而进一步定量地说明
“

疏水相互作

用
’

在环糊精包络物形成中的重要作用
.
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l.5以1.31.21.1

lu传al(u m o l / 1)

F址
.

2 V ari a ti o ns o f I3 / Il r a tio o f p yr en e

nu
o r escen ce spe c tr

um in th o p传s-’

e n cc (l) an d a bsc n ce (2) o f 0
.

1%

刀一CD
,

an d o f th e co rrc
sPo n d in g

n u o r eSC en Ce in te n sity r a tio l , / I ,

(3) w ith th e co n ce n tra tio n o f u

rea
·

[p yr en e ]二 l x 一m o l / l

1 2 荧光t 子产率及荧光寿命的估算

由瑞和 I0(无卜CD 时荧光强度)定义有
,

J

一一』7. 00 0
6

留一CD ]八0 一3 m o l/ l

F址
.

3 V 山运ti o朋 。f几/ ! l ra 石。 of Py代沮c n u o 别类‘七n c.

吕沐以几口 an d o f p y沈n e fl助re scc n cc in te n sity

11 wi th the c o n cc n tr a tio n o f口一界lo de x tri n

in th e Pn , 七n o o f 1 .0 m of / l娜
a [Pyre n e] = 1

x 刁m o l / l

生
_ ‘, 一

二
’

萝, 一cD

I。 B , ’

萝
, (l)

式中 。和 p 分别为激发波长处荧光体的摩尔吸光系数和荧光量子产率
,

P 和 P一CD 分别表示

花和龙节一c D 包络物
.

N ak a皿m al; l曾指出在激发波长处(3 37n m )卜卜c D 和 P 之摩尔吸光系

T a ble 1 T h e
·

Po la rity o f 刀一C D ea v it y (Pre se n te d in the fo rm
o f 几/ 1,

r a tio )
,

fo rm
a tio n

eo n sta n t K e o f Pyre n e-- 吞一C D in e lu sio n e o m ple x ,
a n d th e fl u o r e se en e e q u a n tu m yield r a tio

中P一n / 中P in th e p r e se n ee o f l
.

o m o l/ 1 a d d itiv e

AAA d d itiv eeeee U reaaa fo t ll3a m ideee

111 3 / 1 111 1
.

53 口口 1
.

4 333 1 .4 000

KKK C( l/ m o l))) 5 50’’ 2 1000 2 8 888

中中卜c D / 中,, 2
.

000 1
.

666 1
.

888

a
.

T akc n fr o m re f. g a

数比为 1
,

并得到相应的荧光量子产率 比为 1
.

5
.

T ho 雄as 等 1101 的结果为 1
.

7
.

利用
。

P--c
。 / 。P

为 1 的结论及式(l)
,

则可得到有关量子产率 比
,

结果见 T ab le l可知在脉素或甲酞胺存在下
,

中卜℃D / 中,
减小

,

实际上相应的荧光寿命之 比t 时
。 / ‘ , 亦减小

.

我们还用 L MA 一L型微量物质分析仪(核工业部北京地质研究院研制
,

盒式氮激光器为脉

冲光源 )配以 1oo MH z
示波器观察比较了花 / 口一CD 和花 / 口一C D 脉素(1

.

0 m of / l)体系的荧光
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衰减曲线
,

发现苗 / 卜CD / 体系的表观荧光寿命长于花 / 卜C D / 脉素体系的
.

在环糊精包

络物体系中表观荧光性质是自由的荧光体和包络物两者荧光性质的总和
,

从 3
.

1 节 K c 值测量

及本节荧光量子产率计算可知
,

脉素的 引人使得体系荧光寿命的 变化是由 K c 值变化及
中
、

。 / , 试抑或 t ,

一 / t P) 比值变化的结果
.

由荧光量子产率和荧光寿命估算结果以及 吞一C D 内腔极性的变化
,

我们认为脉素的引人

除减小溶剂的琉水效应外
,

脉素分子与 刀一C D 分子间可能存在一定的相互作用
,

其中氢键作

用 11 ‘l可能是主要的
.

1 3 服素对若千包络物性质的影响

1 3. 1 膝素对类似荧光体一卜 C D 包络物的影晌

上文已经指出
,

脉素的引人使 口一C D 内

腔极性增大
, “

疏水相互作用
’

是环糊精包络

物形成动力之一 为了验证这一结论
,

我们

试验了脉素对蔡 (N )
,

“一蔡酚困一O H )
、

和

以〕0 勺棘N a Ph th a len 。伽)

Flg
.

4

之一N a Phth a l困ee O H ) o x in e(o
x )

S tr u e tu re s o f so m e fl u o r o Ph o r es

8-- 轻基咬琳(O X )三种客体(Fi g 4) 的 卜CD 包络物性质的影响
.

由于 刀一C D 内腔一定的尺寸(

内径 7. 5人)和疏水性
,

包络物的形成有两个因素制约
,

即客体分子的尺寸和极性
.

我们选择的

三种客体分子尺寸相近
,

但极性是从 N 到 N 一O H 到 O X 递增的
,

按上述结沦可 以预计脉素对

这三种客体的包络物的形成常数的影响应是从使 N一刀一CD 包络物 K c 减小逐渐变化至使

O X 一刀一C D 包络物 K c 增大
.

实验结果列于 T ab le 2
.

用有 或无 刀一C D 时荧光强度 之 比

T a ble 2 Th
e e伟比 t o f u

rea
o n gues

t‘刀ee C D in cl u sio n e o m Plex

GGG U 亡Sttt N 叫OHHHHHHHHH O XXX

(((I / I。), , 。。 1
.

7 666 1
.

7 111 1
.

0999

仃仃/ I。),, 1
.

4 666 l
,

5 666 1
.

1444

(((I / 10 )
:

. / 仃/ 10 )“
, ooo 0

.

8333 0
.

9 111 1
.

0 555

a
一

[gu es t] 吕 4 x 10 刁m o z / 一: 卜e n ]= 4 x 10刁m o x / I: [u 邝al· 2
.

sm o z/ x
.

Ex / 兔(n m / n m ): 25 0 / 3 35
(N’)

;

300 / 4 8 5伽~ OH ); 29 0 / 36 5(O X )
.

I/ 几的变化表示包络物 K c 值变化191
,

由表 2 可知
,

实验结果与预计结果一致
,

表明上文的结

论是正确的
。

1 1 2 服紊对萦 / 卜C D 体系激甚缔合物荧光的影响

由于 口一C D 内腔的疏水性微环境效应
,

当蔡的浓度较高时可观察到蔡的激基缔合物荧光(

式(2 )一 (4)f3, 1

01)
.

Fig s 示出了蔡在 刀一c D
、

脉素存在下的荧光光谱
.

不存在 卜c D 时只有蔡的

(2)(3)(’)
N 、 。n

召益卜
C n

、 + 、 一 。。

劣沁
N

Z 一 。D

N 一 。D + N 一 C D 甲尝~ 趁 (N 一 C D )
或

了jl、IL
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具有振动结构的单体荧光 ; 加人 卜C D 后
,

除其单体荧光外
,

在 4 00n m 处出现了无结构的宽

峰
,

这是蔡的激基缔合物荧光淇激发光谱与单体的相同); 进一步加人脉素后激基缔合物荧光

强度减小
.

显然这是由于脉家的引人使刀一CD 内腔极性增大
,

减小溶hlJ 疏水效应共同作用的结

}八
,

果
,

因如是对于极性很小的蔡
,

式〔2) 一(
确示的向右过程

1 1钊 均不利
.

如我们测得蔡一卜CD 之 K c 值为 2 665 1/ m ol
,

} }
’

} 加人 1.o m of / l脉素后 K c 值减小为 242 4 l/ m of
.

这一结

】} } 果 再 次证 实 了 上文 的结 论
.

另 外
,

我们 注意 到花

} } 、 F映
.

5 Fl u o

rcsce
n ce S沐以ra o f n ap h th al e n e in the p res en Ce o f

! ! 住 办代勿c lo d e x枕 in an d
ure

a [n a Phth al cn e ] = l
.

6 x 10 , m o l /

1 1 t l; 【刀一C D I“ s x 10 , m o l / l; 几甘。1二 2
.

Om o l /

1 1 飞 1
.

Ex d ta石O n w av cl en gth
: 28 0n m

·

S衅tI’a
n o n 吐al 讼记 a t

}了 饭) ~ \ 33 7n m
.

1
.

N aP hth 目cne ; 2
.

N a p hth目e nc / 刀‘CD /

匕一一一
一

上七= 三主经老乡里 姗‘ 3
.

N aP hth a】en e / 卜C D.
3 0 0 3 80 4 6 0

/ 刀一C D
,

蔡一刀一C D 包络物在加人 1
.

0 / l脉素前后 K c 值比分别为 2
.

6 和 1
.

1
,

即极性小(疏水

性大)的客体与 口一CD 的包络物的 K c 值因脉素的引人减小得更快
,

这刁表 2 的结果一致
.

4 结 论

本文首次报道用花作为荧光探针研究腮素对 刀一C D 内腔微环境的影响
,

实验证明荧光探针

法是研究有序介质(如胶束
、

环糊精
、

人工膜等)性质的一种有效手段
.

文中报道的测定环糊精

内腔极性以及花一刀一CD 包络物 K c 的方法是我们于前文I’.] 中提出的
,

这是一种可靠的方法
.

脉素对卜cD
,

内腔的徽环境影响明显
,

姆素的引人使 刀一cD 内腔极性增大
,

并显著地影响花

与卜CD 的包络平衡
,

使得断卜。 包绛物形成常数减小
,

说明
“

疏水相互作用
’

是形成环糊

精包络物的一种动力
.

同时脉素的引人使 中

~
/ 中P

减小
,

花 / P一c D 体系表观灸光寿命缩

短
.

上述结果表明脉素不仅是改变溶剂的物理性质
,

且与 卜C D 分子间有一定的相互作用
.

近来环糊精在荧光分析 11 21
,

室温磷光 11 , l
,

以及色谱分离1141 等领域中得到了广泛应用
.

我

们认为本文结果对于深人开展环糊精的应用研究将有一定的指导意义
.

荧光衰减实验得到了核工业部北京地质研究院张乃昌高级工程师的帮助
,

谨此特表谢意 !

参 考 文
·

献

[l】F比 dler
,

J
.

H
.

,

五f 亡m br a n e 材如e tic Ch em is t伙 Jo h n we w u e y & S o n s
,

N ew Y o rk
, ‘

19 8 2
,

矛
19 4妇2 0 1 :

口1 F en d lcr
,

J
.

H
.

a n d F en d le r ,

E
.

J
. ,

Ca
ta
lys 。 加汀ice lle r an d 五了a e r o m o le eu la r s少s tem s

,

A ea d e m
-

ic Pr es s
,

N e w y o

rk, 197 5
,

C h aP ll
.

[3 ] a
.

T u n g
,

C
,

H
. ,

Z e n g
,

2
.

a n d X u
,

H
.

J
. ,

J. Ph
o to eh em

. ,

32
,
3 1 1(19 8 6)

.

一2 0 5一



b
.

陈尚贤
,

章立民
,

催化学报
,

8
,
3 79( 19 87)

,

[4] 陈国亮
,

章道道
,

化学通报
,

门
,

l( l9 吕8)
.

[5 ] B en d e r ,

M
.

L
.

an d K o m iy a m a
,

M
.

,

Cyc le de x tr认 Ch
e m 臼t砂

,

SPrin g er-- V er la g
,

B e川in
.

19 87
.

[6 ] V o n H IPPcl
,

P
.

H
.

a n d Sch leich
,

T
. ,

A c e
.

Ch em
.

R es
. ,

2
,
2 57(1 96 9)

.

口1 N a ka五m a
, ,

A
.

,

S脚c t r o ch如
.

A eta
,

3 9 A
,

9 1 3(1 9 8 3)
.

份] K a lyan a su n d a r a m
,

K
.

an d T h o m a s ,

J
.

K
.

,

J
.

A m
.

C六‘m
.

SO e
. ,

99
,
2 30 9(1 9 77)

.

阴 a
.

江云宝
,

黄贤智
,

陈国珍
,

科学通报
,

3 5
,
1 20( l9 夕0) ;

b
.

江云宝
,

黄贤智
,

陈国珍
,

中国化学会第二届发光分析学术会议论文集
,

1 9 8 8
,

B 72,

厦门大学学报
,

2 9
, x
。(19 9 0)

.

[1 0 ] H a sh im o to
,

5
.

a n d T h o m a s ,

J
.

K
. ,

J
.

A m
.

Ch
e m

.

S o c
. ,

1 0 7
,
4 6 5 5(1 9 85)

.

[1 1] Jian g
,

Y
.

B
. ,

H u an g
,

X
.

Z
.

a n d C he n
,

G
.

Z
. ,

A dv
a n ee s in P ho ro c hem 臼try

,

E d
.

b y Z han g
,

B
.

W
. ,

T u n g
,

C
.

H
.

a n d W u
,

S
.

K
. ,

In te rm a tio n a l A e a d em ie P u b l一she r s & Pe r g a m o n Pr e ss
,

B e i如 g
,

19 8 9
,

4 0 6
.

[12 1 G a rc ia San e h ez ,

F
. ,

L o Pez
,

M
.

H
.

a n d G o m ez ,

J
.

C
.

M
. ,

A n a

lys
t

,

1 1 2
,

10 37(1 98 7)
.

[1 31 Scy Pin sh i
,

5
.

a n d C lin e L o v e ,

L
.

J
. ,

’

A n a LCh em
. ,

5 6
,
3 2 2(1 98 4 )

[141 a
.

H in z e ,

W
.

L
. ,

Ph a r r
,

D
.

Y
.

,

F u ,

2
.

5
.

a n d B u rk ert
,

W
.

G
.

, A n a l. Ch
e脚

.

6 1
, 4 2 2(1 98 9)

.

b
.

C印ed a一 Sacz
,

A
.

,

P r o助o n ,

P
. ,

M a h u zi er
,

G
.

a n d B la is
,

J
. ,

A n a l
.

Ch in ,
.

A e ta
,

21 1
,

33 3(19 88)
.

c
.

旷昌渝
,

吴邦桂
,

周竟先
,

色谱
,

7
,

21 (19 89)
.

Illu m in a tio n o f th已
.

E fl’ee t o f U r e a

0 n th e M ie r o e n v ir o n m e n t o f 口一C yd o d e欠行In

C a v ity w ith F lu o re se e n e e P r o b e

Jia n g Y u n b a o

(D e
Pa

r tm e n t

H u a n g X ian
z h i C h e n G u o zh e n

of Che m 议妙
,

万勿m en
.

口为ive rs ity )

A加tr鱿t

P yre n e w a s u sed a s a fl u o r o sce n t Pr o be to il lu m in a te the e
ffc

e t o f u re a o n th e

m ier o en v ir o n m e n t o f 口- ‘ye ld ex
tri n e a v it y

.

A d d iti o n o f
ure

a to th e so lu tio n o f 口一c ye lo d e x tri n

in e r e a se d the P o la r ity o f 刀一yC lo d e x tr in e a v ity a n d d e e re a sed th e fo r m a tio n e o n sta n t o f

Pyr e n c-- 刀一e ye lo d e x t r in in elu sio n e o m Ple x ,

Pr o v in g th a t
“

h yd r o Ph o b ie in te r a e tio n . w a s o n e o f

th e b in d in g fo rcc s o f c ye lo d e x tr in in e lu si o n e o m Ple x
.

T h e r e su lts in o th e r in e lu sio n e o m Ple x sys-

记m s str en g th e n e d th e e o n e lu sio n s
.

C o n n ec te d w ith the re su lts o f fl u o r e sce n e e q u a n tu m y ie ld

an d 111七tim e e st如 a tio n s , a Par tie u la r in te r a e tio n o f u re a w ith 刀一e ye lo d e x trin
,
o th e r th a n eh an g-

in g the Ph ysic a lPr o Per ti e s o f th e so lv e n t
,

m a in ly h yd r o g e n 一b o n d in g in ter a etio n , w a s Pr o p o se d
·

一 2 0 6一 (


