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澳化乙锭 ( E B) 是一种应用于 D N A 研究最常用及较理想的荧光探针 11]
.

由于仅双链 D N A

能使 E B 的荧光 明显增强
,

E B 常用来作为双链 D N A 的结构探针
.

在一定意义上
,

生物大分子

可以认为是一种有序化介质
,

在不同类型有序介质中 E B 的三维荧光光谱特征将可以更好地帮助

理解 E B 与 D N A 的作用机理
.

因此系统研究 E B 的荧光特性具有一定的意义
.

本文研究了不同环境介质中E B 的三维荧光光谱特性
,

这是文献未见报道 的
.

实验 发现

E B 在阴离子胶束十二烷基硫酸钠 S( D S )
、

非离子胶束聚氧化 乙烯 (9
,

5) 对
一

特辛苯酚 (T ri ot n

X
一

10 0)
、

阳离子胶束嗅化十六烷基三 甲基钱 (〔了A B )
、

有序介质 p
一

环糊精 邝
一
C D )和甘油等不

同的环境介质下
,

三维荧光光谱的变化呈现出较强的谱图特征
.

现象表 明 E B 的三维荧光光

谱不仅能很好地用来指示所处环境的特征 (极性
、

粘度 )
,

同时可以有效 地区分不同类型 的胶

束及进一步说明胶束结构
.

1 实验部分

Hi at hc i荀 50 105 荧光分光光度计 ( 日本 日立公 司 )
,

自编多功能数据采集系统 ; 所用试剂均

为分析纯试剂
,

二次去离子
一

重蒸水
.

于 10 m L 容量瓶中
,

加人 pH 7.O T Sri 缓冲液 .2 o n止
,

不同介质溶液若干
,

E B 溶液 100 少 m L
一 ’

稀至刻度
,

摇匀
.

于 H ait hc i
一
6 50 105 荧光分光光度计上用 自编多功能数据采集系统采集三维

荧光光谱 (加相互垂直偏振片以消除散射光的干扰 )
,

狭缝宽度 (激发
、

发射 )均为 S unl
.

2 结果与讨论

.2 1 不同环境介质中 E B 的三维荧光光谱

E B 在水溶液
、

S D S
,

T ri to n
X-- 10 O

,

C T A B
,

日毛D 和甘油等不同环境介质中的三维荧光光谱

如 图 l 所示
,

其荧 光峰 (凡八na n( m) ) 依次分别为 4 7 5 /5 94
,

5 2 0 /604
,

5 5 5 /60 4
,

4 7 5 /5 9 4
,

4 7 5 /59 4 和

54 56/ 04
,

在 Th ot n
X- 10 0 中为双峰

,

另一峰为 4 7 56/ 04 nnl
.

实验表明
,

E B 在阳离子胶束 C T A B

和有序介质 p
~
CD 中荧光峰及强度基本没有变化

,

而在 阴离子胶束 SDs
、

非离子胶束 Tr iot n

X- 100 及高粘度介质甘油等介质中荧光峰发生了明显的红移
,

峰形 也表现出对不 同环境介质

较强的指纹特征
.

显示 E B 是一种阳离子荧光探针 21[
,

可以用来区分不 同类型 的有序介质
.
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图 1

. 2BE 2三维荧光光谱指纹特征的机理探讨

试验 BE 荧光强度随 S S D介质浓度的影响 (见 图 )2
,

表明加人少量 SDS (未达到 ~ )
,

E B 的荧光强度即迅速增大
,

当 SD S 与 E B 的浓度比为 :ll 时
,

荧光强度达最大值 (约提高 5倍 )
.

SD S 在胶束形成前为
“

预胶束
”
3[] 状态

,

E B 首先进人 S D S
“

预胶束
”

中
,

由于一般 胶束 比水溶液

的极性较低
,

粘度较高 4[, 习
,

因而促使 E B 发生异构化 (荧光偏振度下降亦说明 )
,

E B 分 子 中苯

基发生旋转网
,

从而引起 E B 的三维荧光光谱变化 (荧光峰明显红移和峰形变宽 )
.

随着 SD S 浓

度的进一步提高
,

E B 的荧光强度在 ~ (8
.

1 x 10
一 ’

mo l压尹时仅出现一个小 峰
,

说明胶束的形

成对 E B 的荧光特性影响不明显
.

这是因为当溶液中 S D S 的浓度超过 ~
时

,

由于受 S D S 表

面阴离子的影响
,

E B 难以进入其胶束内核
,

而只是嵌人其胶束表层
,

因而 E B 所处的微环境较

SDS
“

预胶束
”

基本没有变化
.

试验 E B 荧光强度随 Tri ot n X
一

10 0 浓度的影响 (见 图 3)
,

荧光强度随着 T ri ot n X
一
100 浓度

的提高而提高
,

峰 入。 /入二 = 4 7 5 /604 n m 在胶束 ~ (3
.

0 X 10
’ 4

mo l压 )门 时达到一平台
,

后略有下

降
.

峰 5 55 /6 0 4 n m 的荧光强度随 T ri ot n X
一
10 0 浓度的增加有明显 的增强

,

在 T ri t o n x
一
100 浓

度达到 7
.

0 x 10
一 4

mo l/ L 时才达到一平台 (提高约 4 0 倍 )
.

这可解释为非离子胶束 T ri ot n X 一
100



第 巧 期 1 8 35

左左万一一
朔劝

8 63374顺侧

期哪。侧
胭

0
,

0 0鸿 0
,

8 1
.

2 1
.

6 2刃

S砚 / 10
一 2

阳l
·

L 一 `
T :

·

i t o n X
一

l卿 10
一 ’

加I
·

L
一 ’

图 2 试验 EB 荧光强度 随 5 1) S 介质浓度的影响 图 3 试验 E B 荧光强度随 T ri ot n X 一 1的

浓度的影响

的表面电荷较 S D S 弱得多
,

从而 E B 能较完全地进人了 T ri ot n X
一

10 0 胶束内核中
,

在胶束 内核

同时存在 E B 的两种异构体形式
,

从而表 现为两个峰并且分别和水溶液
、

S D S 胶束介质 中相

似
.

同时由于 E B 进入胶束位置的差异
,

故所处微环境性质的差异 (极性更弱
、

粘度更高 )使得

这两个峰分别又与水溶液和 S D S 相比有一定的差异
.

进一步试验 E B 在甘油介质 中的三维荧光光谱变化
,

表明 E B 随着甘油浓度的提高
,

所处

微环境介质极性不断降低
,

粘度不 断提高
,

荧光峰 发生 了较大的变化
,

荧光强度随之不 断提

高
,

在 99 % 甘油介质 中提高约 8 倍
.

同时比较 E B 在 SD S
,

T rit o n
X- 10 O胶束介质中的变化情

况
,

说明不仅粘度是影响 E B 发生异构化一 个影响因素阎
,

极性也许是一个更重要的影响因素
.

.2 3 结论

束 ( SDS
,

C T A B 和 T rit o n X
一
100) 及有序介质 p毛D

、

高粘度介质甘油中的三维荧光光谱
,

结果表

明 E B 是一种很好的环境荧光探针
,

可以用来区分不同类型的胶束
,

进一步阐明胶束结构 不同

位置性质 (粘度
、

极性 )差异
.

这个特点也将使得 E B 在 D N A 构象研究 中得到更广泛的应用
.
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