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的作用及其应用
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通过共振光散射光谱"

cH.

#和电子吸收光谱的特征!探求了甲萘威与
01@'8

的结合方式!实验表

明在
(

Y*&L=

的条件下!甲萘威与
01@'8

既有表面聚集又有嵌入式结合的双重作用!结合形式与二者之间

的浓度比有关$在此条件下!甲萘威与
01@'8

作用的
cH.

强度与
01@'8

的浓度呈线性关系!据此建立了一

种简单快速测定
01@'8

的新方法$

01@'8

的浓度在
-&-!

"

D

(

O

/

NH

S*的范围内与
cH.

强度呈良好的线性

关系!线性方程为
#Q!--&==+

"

(

O

/

NH

S*

#

K**"&L*

!相关系数
3Q-&LL"L

$该方法已成功地用于人工混合

样品的测定$

关键词
!

共振光散射光谱&甲萘威&
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&相互作用&
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测定
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甲萘威"

052;52
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#是生产和生活中广泛使用的氨基甲酸

酯类高效杀虫剂$资料表明甲萘威具有环境激素效应!对生

物体的免疫系统(生殖内分泌系统有极大损害)

*

*

!已有报道

证明甲萘威与
01@'8

之间具有相互作用!并且以扦插作用

与
01@'8

形成加合物)

!

*

$共振光散射法"

cH.

#对物质颗粒

体积的变化非常敏感!灵敏度高!能够提供更丰富的信

息)

D

*

$利用
cH.

以有机染料为探针研究蛋白质(核酸)

)

*等生

物大分子是非常活跃的研究课题$本文用
cH.

研究了离体

条件下农药甲萘威与核酸的相互作用方式!以期能进一步揭

示其生物毒理学的内涵!同时利用甲萘威与
01@'8

作用的

cH.

强度与
01@'8

的浓度呈线性关系!建立了一种简单快

速测定
01@'8

的新方法$

*

!

实验部分

0/0

!

仪器和试剂

:+),--

荧光分光光度计"日立公司#!

>Y.+DG

型酸度计

"上海雷磁#!

H5N;75!,

型紫外
+

可见分光光度计"美国
>I

#&

U#.+*

旋涡混合器"北德科学仪器公司#$

小牛胸腺脱氧核糖核酸"

01@'8

!

39

O

N5

公司#!储备液

浓度为
*--

(

O

/

NH

S*

!低温保存$甲萘威"

G52;52

4

%

!中国农

业大学农业部农产品质检中心提供!纯度
L,J

#!储备液浓

度
*&-R*-

S!

N$H

/

H

S*

!以少量色谱级甲醇溶解!并用
!B

*

的甲醇溶液定容$实验用水为超纯水!其他试剂为分析纯$

0/>

!

实验方法

在一系列
*-NH

比色管中依次加入
Y

!

.F

)

"

-&!N$H

/

H

S*

#

*&!NH

!一定量的
01@'8

溶液!旋涡混合均匀后加入

甲萘威"

*&-R*-

SD

N$H

/

H

S*

#

*NH

!用超纯水定容至
*-

NH

!混合均匀后在
)-g

水浴上加热
D-N96

!于荧光光度计

!/N

Q

!/W

处进行同步扫描!得到共振光散射光谱$在最大共振

散射峰
D!!&M6N

处测定溶液的
cH.

强度$激发与发射狭缝

宽度均为
*-6N

$

!

!

结果与讨论

>/0

!

甲萘威与
59#BK

作用的光谱特征

由图
*

可知!在测定的条件下!单纯的
01@'8

和甲萘威

都有共振光散射!甲萘威的散射峰比
01@'8

的散射峰强!当

甲萘威与
01@'8

混合后!体系的
cH.

强度增强!可以观察

到在
!M)

"

!=)6N

峰值上升的平缓!从
!"*6N

开始峰值急

剧增加!在
D!!&M6N

处产生一明显尖锐的
cH.

峰!在
)D!

"

)=!6N

处有较弱的
cH.

峰!表明甲萘威与
01@'8

发生了相

互作用!而且在一定范围内共振光散射强度
CcH.

随
01@'8

浓度增大而增大$混合体系的
#

cH.

在
D!!&M6N

处共振光的

散射强度最大!因此选择
D!!&M6N

为测量波长$

在通常的共振光散射光谱中!最强的散射信号常位于分

子吸收的低能区)

,

*

!从共振光散射光谱"见图
*

#与电子吸收



光谱"见图
!

#的对比可知!甲萘威与
01@'8

混合体系在
!--

"

!!M6N

处强的吸收带没有共振光散射信号!在
!"-6N

附

近的吸收对应低强度的共振光散射!而波长大于
D*)6N

的

分子吸收低能区对应增强的共振散射信号$
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甲萘威的自聚集现象

实验发现随着甲萘威浓度的增大!体系的共振光散射强

度也在增强"见图
D

#!从单纯甲萘威的吸收光谱"见图
)

#可

知!在实验酸度下!甲萘威在
!!*

和
!"-6N

处产生特征吸收

峰!随甲萘威浓度增大!峰值不断增加!当其浓度大于
DR

*-

S,

N$H

/

H

S*时!在
!!*6N

处的特征吸收峰的吸光度已不

遵守
?//2

定律!而且在
!!*6N

处的尖锐峰出现分裂和蓝移

现象!说明甲萘威在浓度大于
DR*-

S,

N$H

/

H

S*后即表现

出自聚集现象)

M

*

$

>/+

!

甲萘威与
59#BK

的作用机理

酸性条件下!甲萘威将质子化!成为带正电荷的阳离

子!而
01@'8

本身是带负电荷的阴离子!但核酸在酸性条件

下会引起构象变化!氢离子与碱基上的
'

原子结合!破坏了

碱基对之间的氢键!使
01@'8

的双螺旋结构解链)

=

*

!并且随

着酸度的增加碱基上的
'

原子进一步质子化)

"

*

!使得
01@'8

与甲萘威之间的静电作用降低$由甲萘威与
01@'8

混合体

系在
(

Y*&L=

下的吸收光谱"见图
!

#可知!混合体系在
!!*

6N

处的吸收随
01@'8

浓度的增加而降低!表现出减色效

应!说明甲萘威与
01@'8

的磷酸根由于静电而结合!使甲萘

威在
01@'8

表面聚集!产生共振光散射信号)

L

*

!但这种静电

结合作用较弱$

甲萘威是萘基与氨基甲酰的结合产物!含有两个苯环!

为平面结构!因此单链
01@'8

上暴露出的碱基可以与萘基

发生
&

.

&

相互作用!使得有自聚集能力的甲萘威以单链

01@'8

为模板在其表面聚集!产生大颗粒!导致共振光散射

强度增强$甲萘威在
!!*

和
!"-6N

处自聚集产生的特征吸

收峰"见图
)

#!与在
01@'8

作用下产生的特征吸收峰"见图

!

#一致!证明了
01@'8

可以促使甲萘威在其表面聚集$由图

!

可知!当
01@'8

的浓度达到一定值时!峰值开始缓慢增

大!波长未发生移动!存在增色效应!也体现出甲萘威与

01@'8

的碱基发生作用)
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图
,

是甲萘威与
01@'8

不同浓度比时吸收值的变化!

实验可知当浓度比大于
)&MB*

!曲线变化的非常平缓!浓度

比小于
)&MB*

时吸收值显著改变$弱的静电结合与
&

.

&

堆

积作用不能引起如此大的改变!说明由于单链
01@'8

本身

可以回折收缩!当
01@'8

浓度增大时!甲萘威不但可以和单

链上的碱基作用!也可以使互补的碱基相遇配对!以氢键结

合!形成螺旋结构!甲萘威嵌入
01@'8

分子中$这种结合作

用很强!可以使共振光散射强度显著增加$

>/G

!

影响甲萘威与
59#BK

作用的因素

!&)&*

!

酸度对体系的影响

酸度的变化影响核酸的构象!因而介质
>Y

值的改变影

响甲萘威与
01@'8

的作用方式$按实验方法!以
Y

!

.F

)

溶

液调节溶液的
>Y

值!测定混合体系的共振光散射强度!见

--)
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图
M

$发现当
(

Y

在
*&)

"

!&,=

之间时!体系的
#

cH.

变化稳

定!而且在
(

Y*&L=

处有极大值!因此实验选用
(

Y*&L=

为

测定的酸度条件$
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S)

N$H
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!&)&!

!

试剂加入顺序及反应温度

试剂的加入顺序对体系的共振光散射有影响!最好的加

入方法是
Y

!

.F

)

+01@'8+

甲萘威!推测是
01@'8

在不同酸度

下构象有差异!使得甲萘威与
01@'8

的结合方式不同!从而

导致共振光散射光谱的稳定性不同$

实验表明在低温和反应时间小于
D-N96

时!散射光谱

重现性差!将溶液在
)-g

加热
D-N96

!可以获得稳定的共

振光散射光谱!并且在
!P

以内基本稳定$

!&)&D

!

甲萘威最佳用量的选择

由图
D

和图
)

可知!甲萘威在大于
DR*-

S,

N$H

/

H

S*

时表现出自聚能力!不同浓度的甲萘威本身具有不同的共振

光散射强度$当甲萘威的浓度大于
*R*-

S)

N$H

/

H

S*时!低

浓度的
01@'8

与其作用产生的
#

cH.

小!不成线性!影响对低

浓度
01@'8

的测定$所以实验中甲萘威的最佳用量应控制

在
DR*-

S,

"

*R*-

S)

N$H

/

H

S*之间$

!&)&)

!

离子强度对体系的影响

向混合体系中加入不同浓度的
'5G%

溶液!随其浓度的

增加!体系的共振光散射强度略有降低!但并不显著$一般

认为控制离子强度的
'5

K与核酸表面的磷酸根发生静电作

用!使共振光散射强度降低)

**

*

!因此说明本实验中甲萘威与

01@'8

分子之间存在较弱的静电结合$

!&)&,

!

共存物的干扰

在
01@'8-&,N

O

/

H

S*

!

052;52

4

%*R*-

S)

N$H

/

H

S*

!

(

Y*&L=

的条件下!实验了金属离子(糖类和核苷酸对测定

结果的影响!表明大多数的物质在本实验条件下对测定干扰

不大"见表
*

#!但
:/

DK干扰严重!而且在
:/

DK存在时!

散射光谱的形状发生变化$

I7L340

!

'<94(:4(4<542::2(4-

.

<86L897<54

干扰物质 存在浓度%
R*-

SM

N$H

/

H

S* 相对误差%
J

G5

!K

"

G%

S

#

! S!&LD

U

O

!K

"

.F

!S

)

#

! S!&)*

G<

!K

"

.F

!S

)

#

* S=&"

:/

DK

"

G%

S

#

* *"&*M

G7

!K

"

.F

!S

)

#

* SM&D

>;

!K

"

'F

S

D

#

* =&-L

乳糖
*- SM&M

蔗糖
*- SL&,)

葡萄糖
*- S=&=M

尿素
*- SM&)"

苷氨酸
*-N

O

/

H

S*

*&*!

@H+

色氨酸
*-N

O

/

H

S*

S=&-)

@H+

丙氨酸
*-N

O

/

H

S*

SM&M*

腺嘌呤
*N

O

/

H

S*

S!&-D

>/M

!

线性范围&检出限与精密度

在确定的最佳实验条件下!测定了
01@'8

的线性范围$

当
01@'8

的浓度在
-&-!

"

D

(

O

/

NH

S*范围时!甲萘威与

01@'8

作用表现出良好的线性$其线性方程为
#Q!--&==+

"

(

O

/

NH

S*

#

K**"&L*

!相关系数
3Q-&LL"L

!对
!-

份空白

样品进行测定!求得检出限为
!L&"6

O

/

NH

S*

"

D

$

#!对
*-

份

-&,

(

O

/

NH

S*

01@'8

的标准溶液进行精密度检验!其相对

标准偏差为
!&"LJ

$

>/P

!

人工合成样品的测定

根据干扰实验的结果!在
01@'8

的标准溶液中加入一

定的干扰物质!合成
)

个样品!实验结果见表
!

$

I7L34>

!

K<73

*

9-573(486398:2(8

*

<9@49-587C

)

348

01@'8

加入量%

(

O

/

NH

S*

检出值%

(

O

/

NH

S*

"

(Q,

#

回收率

%

J

相对标准偏差%
J

"

(Q,

#

-&-! -&-*L L"&) *&=,

-&, -&,D *-=&D !&!*

* -&L* L-&= *&D"

*&, *&D" L!&! D&!,

!

混合样品中!

(

Y*&L=

甲萘威
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S)

N$H

/

H

S*

&

G5

!K

!&-R

*-

SM

N$H

/

H

S*

&

G<

!K

*R*-

SM

N$H

/

H

S*

&蔗糖
*-

(

O

/
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&

@H+

丙氨酸
*-

(

O

/

NH

S*

&腺嘌呤
*

(

O

/

NH

S*

D

!

结
!

论

!!

通过研究共振光散射光谱和紫外吸收光谱!表明小分子

甲萘威与大分子
01@'8

因
(

Y

值和浓度比值不同存在不同

的作用方式!既有甲萘威在
01@'8

表面的聚集结合!又有嵌

入式结合$由于混合体系共振光散射强度在一定范围内与

01@'8

的浓度成正比!据此建立了一种简单快速测定痕量核

糖核酸的方法$
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