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TAPP与 D NA作用的共振光散射光谱校正
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摘要 : 　用吸收装置改变荧光分光光度计入射光的光路 ,获得光源的强度光谱和样品的透光光谱 ,并在同一台

仪器上建立一种简单的分离表观吸收光谱中吸收和散射成分的方法.通过对 TA PP (α,β,γ,δ2四2(对三甲氨基

苯基)卟啉)与 DNA作用的共振光散射光谱进行校正 ,结果表明 ,校正表观分子吸收后 , 灵敏度提高了 2倍左

右.校正仪器影响后 ,从 F22500和 F24500荧光分光光度计获得表观吸收光谱中分离出的 TA PP与DNA作用

的散射成分 ,其形状基本一致.
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用普通荧光分光光度计建立起来的共振光散射 ( RL S)技术 , 可以十分方便的表征分子的组装或聚

集 ,在化学和生化分析中得到了广泛的应用[13 ] .在用 RL S技术表征分子的散射光谱时 ,大的摩尔吸光

系数、分子间强的电子偶合 ,以及分子聚集产生的大颗粒将导致 RL S光谱具有特殊的形状.但荧光分光

光度计的仪器条件会使 RL S光谱发生畸变 ,分子的摩尔吸光系数越大 ,分子对激发光和散射光吸收得

越多 ,进而导致测定的灵敏度降低 ,因此有必要对 RL S强度[425 ]和形状进行校正.为了估计表观吸收光

谱中的散射成分 ,文 [ 526 ]分别提出了校正 RL S光谱及分离吸收和散射的方法.然而 ,这些方法都是在

不同仪器上进行的 ,且文[ 5 ]要考虑散射体的结构因素和极化效应 ,文 [ 6 ]要把 I0 (λ)假定为常数.为了

消除仪器因素对 RL S光谱形状和介质吸收对检测灵敏度的影响 ,我们用吸收装置改变 F22500 和 F2
4500荧光分光光度计入射光的光路 ,直接测定体系的分子吸收.在同一台荧光分光光度计上对 TA PP2
DNA体系的 RL S信号进行校正 ,并把散射成分从表观吸收光谱中分开.

1　实验部分

1 . 1　仪器

F22500和 F24500型荧光分光光度计 (日本日立公司) ,吸收装置 ( F22500型荧光分光光度计附件) ,

P HS23C酸度计 (上海大中分析仪器厂) ,MVS21型旋涡混合器 (北京北德科学仪器公司) .

1 . 2　试剂

聚羧酸酯微球 ;小牛胸腺 DNA (ctDNA) , 中国科学院北京北泰生物化学有限公司 ;鱼精子 DNA

(f sDNA , 中国科学院上海生物化学研究所) ,酵母 RNA (yRNA , 中国科学院上海生物化学研究所)直

接溶于水中配成.其准确浓度由 260. 0 nm 处的吸光度值确定 ,并于 04 ℃冰箱保存 ,操作溶液浓度为 20

mg·L - 1 .α,β,γ,δ2四2(对三甲氨基苯基)卟啉 ( TA PP)为本实验室自行合成 ,并通过 IR和1 HNMR鉴

定 ,其浓度使用 Soret 带的吸收来标定.操作溶液浓度为 53μmol·L - 1 ,t ris2HCl 缓冲溶液 (p H值为 7.

48) 被用来控制溶液的酸度.使用二次蒸馏水 ,所用试剂均为分析纯.

1 . 3　实验方法

在 10 mL 比色管中依次加入 0. 4 mL ctDNA 和 0. 3 mL TA PP ,旋涡混合后再加入 1. 0 mL tris2
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HCl 缓冲溶液.旋涡混合 ,最后用二次蒸馏水稀释至刻度配制成 TA PP2ctDNA [ 2 ]溶液.把配制好的溶液

置于 F22500和 F24500荧光分光光度计上 ,在λem =λex处进行同步扫描 ,获得表观 RL S光谱 ,荧光分光

度计的激发和发射狭缝始终保持为 5. 0 nm. 改用吸收装置后 ,在Δλ = 0 处进行同步扫描 ,获得光源的

强度光谱 ( I0 (λ) )和样品的透光光谱 ( I t (λ) ) ,用荧光分光光度计上的函数把 I0 (λ)和 I t (λ)相除 ,可以得

到 I0 (λ) / I t (λ) 的值.然后 ,把表观 RL S光谱和 I0 (λ) / I t (λ)的数据用 Excel Microsoft 处理 , 便可得表

观吸收光谱中的散射成分 ( S (λ) ) .

2　结果与讨论

2 . 1　表观吸收光谱中散射成分的分离

当一束强度为 I0 (λ) 的入射光通过散射体系时 ,由于介质的吸收和散射使入射光强减弱 ,其强度衰

减为 I t (λ) .即

I t (λ) = I0 (λ) e - 2 . 303 E(λ)
, 　　E(λ) = A (λ) + S (λ) . (1)

在普通的荧光分光光度计上收集到的 RL S信号 IRL S校正吸收后 , RL S强度 Icor可表示为[4 ]

Icor (λ) = IRL S (λ) { (2 . 303 log I0 (λ) / I t (λ) / [1 - I t (λ) / I0 (λ) ]} 2 . (2)

若只考虑散射对入射光强度减少 (ΔI (λ) )的贡献 ,在普通荧光分光光度计上获得的 RL S强度与ΔI (λ)

之间的关系为

Icor (λ) = I0 (λ) (1 - e - 2 . 303 S (λ) ) =

I0 (λ) (2 . 303 S (λ) -
1

2 !
(2 . 303 S (λ) ) 2 +

1
3 !

(2 . 303 S (λ) ) 3 - ⋯) . (3)

当 S (λ) =αs (λ) bc < 0 . 05时 , Icor (λ) = 2 . 303 I0 (λ)αs (λ) bC.其中 ,αs (λ)为散射系数 , b为吸收池的厚度 , C

为样品浓度.可见 ,在样品浓度较小时 , RL S强度与溶液浓度之间呈很好的线性关系.当αs (λ) bC≤0 . 3

时 ,忽略式 (3)第 2项以后各项 ,相对误差在微量、痕量分析允许误差±10 %范围内 ,式 (3)可变形为

Icor (λ) = I0 (λ) (2 . 303 S (λ) -
1
2

(2 . 303 S (λ) ) 2 ) . (4)

在非吸收散射小球体系中 ,ΔI (λ)主要是由散射引起 , 因此 , E (λ) = S (λ) .我们用吸收装置改变 F22500

荧光分光光度计的光路 ,获得非吸收散射小球体系的表观吸光度 (log[ I0 (λ) / I t (λ) ]sphere ) .由此 ,在聚羧

酸酯散射小球体系的 RL S强度 Isphere
RLS 与 log[ I0 (λ) / I t (λ) ]sphere之间的关系为

Isphere
RL S (λ) = I0 (λ) (2 . 303log[ I0 (λ) / I t (λ) ]sphere -

1
2

(2 . 303log[ I0 (λ) / I t (λ) ]sphere ) 2 ) . (5)

图 1　IRLS和 log ( I0 / I t ) 的二次函数拟合曲线

Fig. 1　Least2squares quadratic fit s between

IRLS and log ( I0 / I t )

不同波长处的二次函数拟合曲线 ,如图 1 所示.这与 Col2
lings等[5 ]得出的聚苯乙烯散射小球体系的 RL S强度与表

观吸光度 (分光光度计上获得)之间符合二次函数拟合的结

论一致.从图 1可以看出 ,不同波长处的 IRL S和 log ( I0 / I t )

的二次函数拟合曲线差别很大 ,这主要是由于不同波长处

的 I0 (λ)不同 ,如图 2 曲线 3 所示.为了消除 I0 (λ)对 RL S

光谱的影响 ,将式 (4)除以式 (5) ,可得

[ S (λ) - 1 . 152 S (λ) 2 ]/ [log[ I0 (λ) / I t (λ) ]sphere -

1 . 152 (log[ I0 (λ) / I t (λ) ]sphere ) 2 ] = Icor / Isphere
RLS . (6)

由此可求出 S (λ) ,于是有 A (λ) = log I0 (λ) / I t (λ) - S (λ) .

2. 2　RLS强度的校正

如图 2所示 ,F22500和 F24500荧光分光光度计上直接

获得 TA PP和 ctDNA 作用的表观 RL S光谱形状明显不

同. F22500荧光分光光度计上获得的表观 RL S光谱 ,如图 2 (a)曲线 1 所示 ,在 285 nm 和 432 nm处 ,

RL S峰的强度相差不大.但 F24500荧光分光光度计上获得的表观 RL S光谱 ,如图 2 (b)曲线 1所示 ,在

302 nm处 ,RL S峰的强度明显的低于 437处的 RL S峰强度.图中 , TA PP浓度 ( CT )为 1. 6μmol ·L - 1 ,
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(a) F22500荧光分光光度计 (b) F24500荧光分光光度计

图 2　TA PP与 ctDNA作用的 RL S光谱

Fig. 2　The RL S spect ra of interacfion of TA PP and ctDNA

ctDNA的质量浓度 ( CD )为 0. 8μg·L - 1 ,p H值为 7. 48.根据式 (2) 校正表观吸收后 RL S光谱 (图 2曲

线 2)形状基本不变 ,但 RL S强度明显增强.在 F22500荧光分光光度计上校正表观吸收后 , TA PP测定

DNA的灵敏度可以提高 2倍左右 ,如表 1所示 ,且 TA PP的浓度越大 , 灵敏度增加倍数 ( n)越多.表 1

中 , r为相关系数 , n为相同条件下校正表观吸收前后线性方程斜率之比 ,p H = 7. 48 ,λ= 432 nm ;线性拟

合方程中 , C的单位为 mg·L - 11
表 1　测定 DNA的分析参数

Tab. 1　Analytical Parameters for the determination of DNA

CT /μmol·L - 1 CD / mg·L - 1 线性拟合方程 1 r1 线性拟合方程 2 r2 n

1. 6 0. 031. 00 (ctDNA) ΔI = 15 . 1 + 579. 7 C 0. 990 3 ΔIcor = - 15. 2 + 940 . 2 C 0. 994 8 1. 62

2. 7 0. 061. 40 (ctDNA) ΔI = - 53. 6 + 479 . 8 C 0. 997 4 ΔIcor = - 194. 3 + 969 . 4 C 0. 997 2 2. 02

4. 2 0. 051. 60 (ctDNA) ΔI = - 74. 8 + 466 . 1 C 0. 996 2 ΔIcor = - 204. 6 + 979 . 6 C 0. 994 3 2. 10

1. 6 0. 021. 20 (f sDNA) ΔI = - 4. 4 + 783 . 8 C 0. 994 0 ΔIcor = - 91 . 7 + 1353 . 9 C 0. 996 2 1. 72

1. 6 0. 071. 20 (yRNA) ΔI = - 17. 5 + 256 . 6 C 0. 995 4 ΔIcor = - 33. 2 + 370 . 9 C 0. 996 3 1. 46

2 . 3　仪器条件影响的校正

F22500和 F24500荧光分光光度计的光源发出的入射光强度光谱 ( I0 (λ) )有较大的差别 ,F22500荧

光分光光度计的 I0 (λ) ,在 290 nm左右出现最大峰 ,在 360 nm以后迅速减弱 ,如图 2 (a)曲线 3所示 ;而

F24500荧光分光光度计的 I0 (λ)出现一个宽峰 ,在 260 nm至 510 nm之间 , I0 (λ)的强度变化较为平缓 ,

340 nm处的强度最大 ,如图 2 (b)曲线 3所示.在同图 2相同实验条件下 ,根据式 (6) 消除 I0 (λ)的影响

后 ,在 F22500和 F24 500荧光分光光度计上 ,所获得的表观吸收光谱中的散射成分 ( S (λ) )形状基本一

致 ,如图 3 (a ,b)中曲线 3所示.说明荧光分光光度计的光源和检测器等仪器条件是 RL S光谱形状发生

(a) F22500荧光分光光度计 (b) F24500荧光分光光度计

图 3　荧光分光光度上获得的散射成分

Fig. 3　Scattering component s abtained f rom spect rofluorometer
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畸变的主要因素.如图 3所示 ,校正 RL S光谱形状后 , TA PP和 ctDNA作用的 S (λ)光谱只在分子吸收

带 (最大吸收在 412 nm处)的长波方向出现一个 RL S峰 (432 nm处) ,说明 TA PP在 DNA分子上发生

聚集 ,在分子最大吸收的长波区产生了 Pasternack[1 ]等提出的共振光散射效应.图 3中 , S (λ)的强度明

显低于表观吸收光谱 E(λ)和吸收光谱 A (λ) ,说明 TA PP和 ctDNA作用的 S (λ)对ΔI (λ)的贡献远远小

于 A (λ)的贡献.

3　结束语

校正表观分子吸收对 RL S光谱的影响后 , TA PP测定 DNA 的灵敏度有了显著的提高. F22500和

F24500荧光分光光度计上获得的表观吸收光谱中分离出 TA PP和 DNA 作用的散射成分 ,其形状基本

一致 ,表明分子吸收和荧光分光光度计的仪器条件是影响 RL S方法灵敏度及光谱形状的主要因素.本

方法操作简单 ,且在同一台仪器上进行 ,减少了因仪器不同而带来的误差 ,可为 RL S光谱产生机理的研

究提供一种新的表征手段.
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Studies on the Interaction ofα,β,γ,δ2Tetrakis

[ 42( Trimethylammoniumyl) Phenyl] Porphine with D NA by

Corrections of Resonance Light Scattering Spectra

YAN G Chuan2xiao1 , Huang C H EN G2zhi2

(11 College of Material Science and Engineering , Huaqiao University , Quanzhou 362021 , China ;

21 College of Chemist ry and Engineering , Sout hwest University , Chongqing 400715 , China)

Abstract :　By changing the propagation direction of the incident light beam of a common spect rofluorometer through an

absorption cell holder ,the incident light spect rum and the t ransmitted light spect rum are directly measured through a spec2
t rofluorometer. A simple corrected resonance light2scattering technique was established to separate absorbance and scat2
tering component s f rom apparent absorption spect rum. With measurement of the resonance light scattering signals , af ter

which the molecular effect was corrected , the interaction ofα,β,γ,δ2Tetrakis[42(t rimethylammoniumyl) phenyl ] porphine

( TAPP) with DNA , the detection sensitivity could be improved about two fold and the shape of scattering component s

separated f rom F22500 and F24500 spect rofluorometer was identical when the inst rumental effect was corrected.

Keywords :　resonance light scattering ; spect rum correction ;α,β,γ,δ2tet rakis (42( t rimethylammoniumyl) phenyl) por2
phine ; calf thymus DNA
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