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阴离子聚电解质诱导硫代黄素犜
激基缔合物的形成因素分析

唐琪，孙向英，李芳

（华侨大学 材料科学与工程学院，福建 泉州３６２０２１）

摘要：　研究在水溶液中阴离子聚电解质聚乙烯磺酸钠（ＰＶＳ）诱导阳离子型染料硫代黄素Ｔ（ＴｈＴ）激基缔合

物的形成，考察在ＰＶＳ存在下，ＴｈＴ在水溶液中形成激基缔合物的影响因素．通过光谱实验及量化理论计算

方法，比较ＴｈＴ与ＰＶＳ，ＰＳＳ和ＰＡＡ聚电解质之间的相互作用．结果表明：溶液ｐＨ值、溶剂和电解质的浓

度对ＴｈＴ激基缔合物的形成均有显著的影响；ＰＳＳ，ＰＶＳ可诱导ＴｈＴ形成激基缔合物，而ＰＡＡ则无法诱导

形成缔合物；通过静电吸引作用，ＰＶＳ可以增加ＴｈＴ的局部浓度，从而显著地促进ＴｈＴ激基缔合物的形成．
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激基缔合物［１?２］是指一个处于基态的荧光团和另一个处于激发态且具有同样结构的荧光团之间发

生相互作用形成的复合物．在大多数情况下，可以观测到单体和激基缔合物的双重荧光发射峰．激基缔

合物特有的发光特征可用作探针，在一些科学研究中已经获得应用［３?５］．由于激基缔合物的形成或破坏

所引起的光谱行为变化是其作为探针应用的重要依据，所以研究激基缔合物形成的基本条件和有关的

热力学数据，对其充分发挥探针的作用是十分重要的．聚电解质
［６?１１］是指主链或侧链带有可电离基团的

高分子，在水溶液或强极性溶剂中可电离为聚离子和反离子，由于分子链上电离基团之间强的长程静电

相互作用，导致其有许多与中性高分子不同的特性．硫代黄素Ｔ（ＴｈＴ）是一种阳离子荧光试剂，多用于

检测ＤＮＡ和淀粉质体
［１２?１４］．本文研究水溶液中聚阴离子电解质聚乙烯磺酸钠（ＰＶＳ）诱导阳离子型染

料硫代黄素Ｔ激基缔合物的形成，并考察ＰＶＳ存在下，ＴｈＴ在水溶液中形成激基缔合物的影响因素．

１　实验部分

１．１　试剂

硫代黄素Ｔ（ＴｈＴ，比利时Ａｃｒｏｓ公司），聚苯乙烯磺酸钠（ＰＳＳ，比利时Ａｃｒｏｓ公司）；聚乙烯磺酸钠

（ＰＶＳ，北京百灵威化学技术有限公司），聚丙烯酸（ＰＡＡ，北京百灵威化学技术有限公司）；实验用水为

Ｍｉｌｌｉ?Ｑ基础型（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）纯化水系统提供的二次水．

１．２　仪器

ＣａｒｙＥｃｌｉｐｓｅ型荧光分光光度计（美国Ｖａｒｉａｎ公司）；ＵＶ?２１０２ＰＣ型紫外可见光分光光度计（美国

Ｕｎｉｃｏ公司）．

２　结果与讨论

２．１　硫代黄素犜浓度对其荧光光谱的影响

取一系列１０ｍＬ的比色管，各加入１．００ｍＬ的１０．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的硫代黄素Ｔ溶液和不同体积的
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０．１０ｍｇ·Ｌ
－１聚阴离子电解质（ＰＶＳ，ＰＳＳ和ＰＡＡ），定容到１０ｍＬ．固定荧光激发波长为３３５ｎｍ，狭缝

为５．０ｎｍ／１０ｎｍ，分别扫描ＴｈＴ溶液在荧光池中的荧光光谱，如图１所示．由图１可见：硫代黄素Ｔ荧

光强度（犐）随硫代黄素Ｔ浓度的变大先增大后减小，在０．１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１时荧光强度达到最大．ＴｈＴ荧

光光谱随着自身浓度的增大发生红移，形成二聚体，但是始终没有激基缔合物的荧光峰出现．

不同浓度硫代黄素Ｔ的紫外可见吸收光谱曲线，如图２所示．图２中：犇为光密度．从图２可知：

低浓度时，ＴｈＴ主要以单体形式存在，在４１２ｎｍ处有吸收峰；随着ＴｈＴ浓度的增大，在２５５ｎｍ处出现

明显的吸收峰，该峰可能归属于硫代黄素Ｔ二聚体的形成．４１２ｎｍ处的特征吸收峰强度随着ＴｈＴ溶液

浓度的增大而增强．

　　　图１　不同浓度ＴｈＴ水溶液的荧光光谱 图２　不同浓度ＴｈＴ水溶液的紫外可见吸收光谱

　　　Ｆｉｇ．１　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＴｈＴａｑｕｅｏｕｓ Ｆｉｇ．２　Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ?ｖｉｓｉｂｌｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＴｈＴ

　　　ｓｏｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２．２　犘犞犛诱导犜犺犜激基缔合物的形成

在１．００ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＴｈＴ各溶液中加入不同浓度的聚乙烯磺酸钠（ＰＶＳ）溶液，稳定后测定溶液

的荧光光谱，如图３所示．从图３可知：当ＴｈＴ水溶液没有ＰＶＳ时，ＴｈＴ主要以二聚体形式存在，荧光

发射峰λｅｍ＝４８４ｎｍ；加入少量ＰＶＳ引起二聚体荧光强度降低，同时在长波长方向出现一个新的相对较

宽的激基缔合物的荧光发射峰（λｅｍ＝５５６ｎｍ）．此外，随着ＰＶＳ浓度的增加，４８４ｎｍ处的二聚体荧光峰

强度逐渐减弱后不变，５５６ｎｍ处的激基缔合物荧光峰强度逐渐增强．

图３　ＰＶＳ存在下ＴｈＴ水溶液的荧光光谱

Ｆｉｇ．３　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＴｈＴａｑｕｅｏｕｓ

ｓｏｌｕｔｉｏｎａｔｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＰＶＳ

聚乙烯磺酸钠（ＰＶＳ）在诱导不同浓度的ＴｈＴ时形

成激基缔合物的情况不相同．在０．１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１的

ＴｈＴ各溶液中加入聚乙烯磺酸钠溶液形成荧光强度较

弱的激基缔合物，而１．００ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 ＴｈＴ与ＰＶＳ

能形成荧光强度较强的激基缔合物． 因此，以１．００

ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＴｈＴ与ＰＶＳ作用形成的激基缔合物为

例，研究ＰＶＳ诱导ＴｈＴ形成激基缔合物的影响因素．

２．３　犘犞犛诱导犜犺犜形成激基缔合物的影响因素

２．３．１　溶液ｐＨ值　ＴｈＴ分子是通过静电吸引作用局

部浓缩在ＰＶＳ大分子周围形成激基缔合物的，所以硫

代黄素Ｔ分子是否质子化应该是形成激基缔合物的一

个关键条件．为了证明它们之间的静电吸引作用对形成

激基缔合物的重要性，研究了溶液ｐＨ 值对 ＴｈＴ分子

形成激基缔合物的影响．当溶液呈酸性时，ＴｈＴ分子易

质子化带正电荷．在０．０３ｇ·Ｌ
－１ＰＶＳ和１．００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｈＴ的混合溶液中，不同ｐＨ值的ＴｈＴ水

溶液的荧光光谱，如图４所示．

从图４可以看出：ＴｈＴ为酸性和中性条件下，其在４８４ｎｍ处出现二聚体峰，并且在长波方向５５６
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图４　不同ｐＨ值的ＴｈＴ水溶液的荧光光谱

Ｆｉｇ．４　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＴｈＴａｑｕｅｏｕｓ

ｓｏｌｕｔｉｏｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅ

ｎｍ处也有一个无精细结构的激基缔合物的荧光峰

出现；当ＴｈＴ分子在ｐＨ值为１２．４的碱性条件时，

仅在４３０ｎｍ处出现单体的荧光峰．这是因为碱性

条件下，ＴｈＴ分子没有质子化，不能通过静电吸引作

用聚集在ＰＶＳ大分子周围，从而不利于硫代黄素Ｔ

的激发态分子和基态分子相互作用形成激基缔合物

并产生荧光．当１．００ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＴｈＴ为酸性和

中性时，其在４８４ｎｍ处有一个二聚体峰，但在强碱

条件下只在４３０ｎｍ处出现单体的荧光峰．

２．３．２　溶剂性质　分别配制了１．００ｍｍｏｌ·Ｌ
－１

ＴｈＴ的水、乙醇、丙酮、乙腈、二甲亚砜溶液，再加入

０．０３ｇ·Ｌ
－１的聚电解质ＰＶＳ，测定其荧光光谱，如

图５所示．从图５可知：在ＴｈＴ的水溶液中有二聚体

和激基缔合物的双重荧光峰出现，而在乙醇、丙酮、

乙腈、二甲亚砜溶液中，只有二聚体的荧光峰．这是因为聚电解质的溶液性质与所用溶剂性质关系很大．

在离子化溶剂中，聚电解质［１５］容易发生离解，在溶液中形成高分子离子和小分子反离子，表现出电

解质的性质，它不仅和普通高分子的溶液性质不同，而且还表现出低分子电解质没有的特殊行为．但是

若采用非离子化溶剂，则其溶液性质与非电解质相似．因此，聚电解质ＰＶＳ在水中容易离解成高分子阴

离子，能够静电吸引带正电荷的ＴｈＴ分子，促使ＴｈＴ在高分子周围的局部浓度增大，有利于ＴｈＴ的激

发态分子和基态分子相互作用形成激基缔合物并产生荧光；而聚电解质ＰＶＳ在乙醇、丙酮、乙腈、二甲

亚砜溶液中却不容易离解，很难与ＴｈＴ键合使其形成激基缔合物．

２．３．３　电解质　由于ＴｈＴ激基缔合物的形成是由于正负离子间的静电作用引起的，因此加入电解质

肯定会影响ＴｈＴ与聚电解质分子ＰＶＳ之间的键合．在０．０３ｇ·Ｌ
－１ＰＶＳ和１．００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｈＴ的混

合溶液中，电解质氯化钠对ＴｈＴ二聚体及其激基缔合物荧光光谱的影响，如图６所示．

从图６可知：逐渐加入氯化钠会导致激基缔合物荧光强度逐渐降低，而二聚体荧光逐渐增强；当

ＮａＣｌ浓度达到０．１００ｍｏｌ·Ｌ－１时，激基缔合物荧光峰基本上消失，只能观察到二聚体的荧光峰；再继

续增加盐的浓度，ＩＥ／ＩＭ变化不大．这是因为电解质氯化钠可以“屏蔽”ＰＶＳ的负离子和ＴｈＴ正离子之

间的静电吸引作用［１６］，从而在ＰＶＳ大分子周围不再出现ＴｈＴ分子的“局部浓缩”现象，因而不再形成

激基缔合物．

　　　图５　ＴｈＴ在不同溶剂中的荧光光谱　　　　　图６　ＮａＣｌ对ＴｈＴ水溶液荧光光谱的影响

　　　Ｆｉｇ．５　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＴｈＴ 　Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＮａＣｌｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

　　　　　ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｌｖｅｎｔｓ ｓｐｅｃｔｒａｏｆＴｈＴａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ

２．４　犜犺犜与不同聚阴离子的作用比较

２．４．１　荧光光谱和紫外可见吸收光谱分析　在０．１００ｍｍｏｌ·Ｌ
－１的ＴｈＴ溶液中，加入不同浓度的聚
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乙烯磺酸钠（ＰＶＳ）、聚苯乙烯磺酸钠（ＰＳＳ）和聚丙烯酸（ＰＡＡ）溶液，稳定后测定溶液的荧光光谱，结果

如图７所示．从图７可知：当ＴｈＴ水溶液没有聚阴离子电解质时，只有单体的荧光峰（λｅｍ＝４６３ｎｍ），而

当加入聚阴离子电解质ＰＶＳ和ＰＳＳ溶液后，单体荧光强度降低，同时在长波长方向出现一个新的宽而

无精细结构的激基缔合物的荧光峰．随着ＰＳＳ加入量的增加，４６３ｎｍ处的荧光峰逐渐减弱，５５６ｎｍ处

的荧光峰逐渐增强．当ＰＳＳ浓度达到一定值时，５５６ｎｍ处的荧光最强．

　　　（ａ）ＰＶＳ

从图７（ａ），（ｂ）可知：增大聚阴离子的浓度，ＰＳＳ

诱导ＴｈＴ形成的激基缔合物的荧光强度超过了单

体峰的强度，单体峰基本消失，而ＰＶＳ诱导的缔合

物的荧光强度无法超过单体峰的强度，单体峰仍然

存在．

从图７（ｃ）可知：当ＴｈＴ水溶液没有ＰＡＡ时，只

有单体的荧光峰时，加入少量ＰＡＡ引起单体荧光强

度降低，并没有激基缔合物的荧光峰出现．随着ＰＡＡ

加入量的增加，４６３ｎｍ 处的荧光峰逐渐减弱．当

ＰＡＡ浓度达到一定值时，继续增大ＰＡＡ 浓度，在

４６３ｎｍ处单体荧光强度不再变化．实验表明，ＰＡＡ

不能诱导ＴｈＴ激基缔合物形成．

　　（ｂ）ＰＳＳ （ｃ）ＰＡＡ

图７　不同聚阴离子电解质诱导ＴｈＴ水溶液的荧光光谱

Ｆｉｇ．７　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＮａＣｌｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＴｈＴａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ

在０．０２５ｇ·Ｌ
－１聚阴离子电解质和无聚阴离子电解质存在条件下，０．１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｈＴ水溶液

的紫外可见吸收光谱，如图８所示．由图８（ａ）可见：在没加入ＰＶＳ之前，ＴｈＴ溶液在４１２，２５５ｎｍ处存

在很明显的吸收峰，而加入ＰＶＳ之后，２５５ｎｍ处吸收峰强度明显减弱，４１２ｎｍ吸收峰位有所蓝移，吸

　　　　（ａ）ＰＶＳ

光强度变化不大．

前面曾推测２５５ｎｍ处吸收峰可能归属为硫代

黄素Ｔ二聚体的形成．由图８（ａ）表明：加入ＰＶＳ后

不利于硫代黄素Ｔ二聚体的形成，才导致２５５ｎｍ处

吸收峰强度明显减弱，此时硫代黄素Ｔ在溶液中主

要以激基缔合物的形式和少量的单体形式存在．

和图８（ａ）相似，图８（ｂ）中２５５ｎｍ处的吸收更

小．这可能是因为ＰＳＳ比ＰＶＳ对阳离子染料硫代

黄素Ｔ的作用力更强，更有利于缔合物的生成．

图８（ｃ）在加入ＰＡＡ前后，ＴｈＴ溶液在４１２，２５５

ｎｍ处存在很明显的吸收峰，而且加入前后的强度相
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　　　（ｂ）ＰＳＳ （ｃ）ＰＡＡ

图８　不同聚阴离子电解质诱导ＴｈＴ水溶液的紫外吸收光谱

Ｆｉｇ．８　ＵＶａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＴｈＴａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎａｔｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆａｎｉｏｎｉｃ

差不大，几乎没有变化．这主要是因为ＰＡＡ的加入没有诱导ＴｈＴ生成激基缔合物，溶液中ＴｈＴ仍以

单体和二聚体的形态存在，与荧光光谱分析的结果相吻合．

２．４．２　理论计算法分析　量子化学可以在分子、电子水平上对体系进行精细的理论研究，是其他理论

研究方法所难以替代的．采用高斯软件中Ｇ０９，Ｂ３ｌｙｐ机组采用的是６３１１
＋＋
ｇ
并进行ＢＳＳＥ校正，计

算ＴｈＴ与ＰＳＳ，ＰＶＳ及ＰＡＡ等３个阴离子聚合物的链接之间的相互作用．选取ＴｈＴ的最稳定构象，

分别与１个功能单体分子的链接最稳定构象形成可能的复合物，优化得到各复合物的稳定构型，找出最

稳定构型；然后，根据下式计算复合物的结合能，即

Δ犈
犆犘（犚）＝犈

犃犅（犚）－犈
犃｛犃犅｝（犚）－犈

犅｛犃犅｝（犚）．

最后，根据结合能的大小，判断复合物的稳定性．由各组分的稳定构象，计算得到各复合物的结合能，如

表１所示．表１中：Δ犈
ＣＰ（犚）为经零点能校正的结合能．

　　从表１可知：ＴｈＴ与ＰＳＳ，ＰＶＳ的结合能较之与ＰＡＡ 的更负，即ＰＳＳ，ＰＶＳ与ＴｈＴ的作用力比

ＰＡＡ与ＴｈＴ的作用力强．所以，ＰＳＳ，ＰＶＳ可诱导ＴｈＴ形成激基缔合物，而ＰＡＡ则无法诱导形成缔合

物．ＴｈＴ与ＰＳＳ的结合能比ＴｈＴ与ＰＶＳ的结合能更负，故ＴｈＴ与ＰＳＳ作用力更强．由此可知，ＰＳＳ

诱导ＴｈＴ形成激基缔合物的能力更强．量子化学理论计算法所得结果与光谱法实验结果一致．

表１　各稳定构象体系的结合能

　　　　　　　　Ｔａｂ．１　Ｅｎｅｒｇｉｅｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｓｔａｂｌｅｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｓａｎｄｔｈｅｉｒｂｉｎｄｉｎｇｅｎｅｒｇｉｅｓ ｋＪ·ｍｏｌ－１　

体系 犈ＡＢ（犚） 犈ＡＢ（犚） 犈Ｂ
｛ＡＢ｝（犚） Δ犈

ＣＰ（犚）

ＴｈＴ＋ＰＳＳ －２１０１．２９０ －１１６６．９４２ －９３４．２９８ －０．０５０

ＴｈＴ＋ＰＶＳ －１９０９．５０９ －１１６６．９４２ －７４２．５２３ －０．０４４

ＴｈＴ＋ＰＡＡ －２１９７．９２６ －１１６６．９５２ －１０３０．９６０ －０．０１４

３　结束语

研究了阴离子聚电解质聚乙烯磺酸钠（ＰＶＳ）诱导阳离子型染料硫代黄素Ｔ（ＴｈＴ）形成激基缔合

物，并考察了ＰＶＳ存在下，ＴｈＴ在水溶液中所形成激基缔合物的各种影响因素．结果表明：ＴｈＴ依靠

自身浓度的增大是很难形成激基缔合物的，但是在ＰＶＳ存在下却可以形成激基缔合物，而且溶液ｐＨ

值、溶剂和电解质浓度对ＴｈＴ激基缔合物的形成均有显著的影响．
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