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摘  要：以中性红(NR)作探针，利用光谱法研究钐( )Ⅲ 与灿烂甲酚蓝(BCB)形成的配合物 Sm( )(BCB)Ⅲ 3与鲱鱼精

脱氧核糖核酸(DNA)的相互作用。研究结果表明：Sm( )(BCB)Ⅲ 3 与鲱鱼精 DNA 结合比 n(Sm( )(BCB)Ⅲ  ׃ (3

n(DNA)=41׃，其结合常数为 2.30×105 L/mol。Sm( )(BCB)Ⅲ 3 与鲱鱼精 DNA 之间的作用方式主要为沟槽作用方式，

和 都有利于 Sm( )(BCB)Ⅲ 3-DNA 超分子复合物的形成，但主要影响因素是 。 ΘΔ mr H ΘΔ mr S ΘΔ mr S
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Abstract: The interaction of Sm( )(BCB)Ⅲ 3 complex with Herring Sperm DNA was studied by spectrometry using 

neutral red(NR) as a probe. The results show that the binary complex binding ratio of n(Sm( )(BCB)Ⅲ  ,1׃n(DNA) is 4׃(3

and the binding constant of Sm( )(BCB)Ⅲ 3 complex interacting with DNA is 2.30×105 L/mol. The groove binding is the 

major mode for interaction between Sm( )(BCB)Ⅲ 3 complex and Herring Sperm DNA. and are all 

advantageous to formation of Sm( )(BCB)Ⅲ 3-DNA supramolecular complex, but the main influencing factor is . 
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稀土元素在农业和生物医学方面有着广泛应用，其

生物效应日益受到科学工作者的关注。人体摄入高剂

量的稀土元素会患多种疾病。实验表明，稀土能抑制

自由基产生，在一定浓度下有预防肿瘤发生的趋势[1]。

DNA 与金属配合物及小分子药物的相互作用研究  

是近年来很活跃的前沿研究领域之一。Fe[EDTA]2−[2]，

Cu(phen)2
2+[3] ， 水 溶 性 金 属 卟 啉 ， 二 茂 铁 [4] 和

[Nd2(bbimp)(CH3COO)(CH3CH2O)2(CH3CH2OH)](ClO4)2
[5] 
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等具有识别或断裂 DNA 的功能，但人们对稀土配合

物的研究较少。稀土金属形成配合物后可以降低它的

毒性而且使药物具有稀土功能的独特性。钐除了可用

于制备发光材料和磁性材料外，还具有重要的生物功

能，如用硝酸钐溶液浸种，可使白术种子的发芽率和

活力指数增加，用硝酸钐溶液喷施白术植株叶面，可

使其叶绿素含量增加等。钐离子(Sm3+)能与灿烂甲酚

蓝(BCB)形成配合物 Sm( )(BCB)Ⅲ 3，在此，本文作者

研究稀土配合物 Sm( )(BCB)Ⅲ 3与 DNA 之间的相互作

用，希望为设计合成具有广阔应用前景的抗病毒、抗

肿瘤稀土类配合物药物提供一定的实验及理论研究 
信息。 
 

1  实  验 
 
1.1  仪  器 

仪器为：UV−3400 分光光度计(日本日立公司制

造)；RF−540 荧光仪(日本岛津公司制造)；pHS−2C 型

酸度计(成都方舟科技开发公司制造)；超级恒温水浴

槽(丹麦 Heto-Holten A/S 公司制造)。 
1.2  原料与试剂 

原料和试剂为：鲱鱼精 DNA (Sigma 公司生产，

进口分装)；灿烂甲酚蓝(BCB，中国医药集团上海化

学试剂公司生产)；中性红(NR，上海三爱思试剂有限

公司生产)；Sm2O3(北京方正稀土科技研究所有限公司

生产，99.99%)；三羟甲基氨基甲烷(天津市科密欧化

学试剂开发中心生产)；Tris-HCl 缓冲溶液；其他试剂，

均为分析纯；水，为二次蒸馏水。 
1.3  配制 SmCl3溶液 

用浓盐酸溶解 Sm2O3，经小火蒸发掉水和过量的

盐酸至白色粉末状，加 Tris-HCl 缓冲溶液配制成一定

浓度的 SmCl3 溶液。 
1.4  紫外−可见光谱法 

在一系列 10 mL 比色管中，分别加入一定量的

BCB，Sm( )Ⅲ ，DNA 和 BCB-Sm( )Ⅲ -DNA 溶液(4 种

溶液均分别用系列 Tris-HCl 缓冲溶液配制)，以相应

Tris-HCl 缓冲溶液定容，摇匀，放置 5 min，以试剂空

白为参比，扫描吸收光谱，选定适当的 pH 值缓冲    
溶液。 

在 1 cm 比色皿中加入 3.50 mL BCB 溶液，用

Sm( )Ⅲ 溶液进行滴定，或在比色皿中加入 3.50 mL 
BCB-Sm( )Ⅲ ，用 DNA 溶液进行滴定(各种溶液均用

pH=7.00 的 Tris-HCl 缓冲溶液配制)，摇匀，放置 5 min，

以试剂空白为参比，扫描吸收光谱或测定吸光度。滴

定时每次加入体积为 20 μL 溶液，因此，可忽略体积

效应的影响(下同)。 
1.5  荧光光度法 

在 1 cm 比色皿中，加入 3.50 mL BCB-Sm( )Ⅲ 溶

液或 NR 溶液，用 DNA 溶液进行滴定，摇匀，放置    
5 min，扫描荧光光谱或测定荧光强度。激发和发射光

谱扫描狭缝宽度均为 5.0 nm。 
 

2  结果与讨论 
 
2.1  紫外−可见光谱 
2.1.1  吸收光谱与结合比 

灿烂甲酚蓝(BCB)的分子结构如图 1 所示。 
 

 

图 1  灿烂甲酚蓝的分子结构 

Fig.1  Structure of brilliant cresyl blue 

 
在一系列 pH 值的 Tris-HCl 缓冲溶液中(温度为   

30 )℃ ，扫描 BCB，BCB-Sm( )Ⅲ 和 BCB-Sm( )Ⅲ -DNA
的电子吸收光谱，发现 BCB 能与 Sm( )Ⅲ 形成配合物，

此配合物能与 DNA 发生较强的作用。通过对光谱图

的分析，选定 pH=7.00 的 Tris-HCl 缓冲溶液作为研究

Sm( )(BCB)Ⅲ 3与 DNA 作用的介质环境。扫描 pH=7.00
的 Tris-HCl 缓冲溶液中 BCB，BCB-Sm( )Ⅲ 和 BCB- 
Sm( )Ⅲ -DNA 的电子吸收光谱，结果如图 2 所示。由

灿烂甲酚蓝与 Sm( )Ⅲ 作用的吸收光谱，发现在 640 nm
处 Sm( )Ⅲ 对灿烂甲酚蓝有减色效应，同时在 685 nm
附近有等色点，说明灿烂甲酚蓝与 Sm( )Ⅲ 之间发生了

配位作用，形成了新的配合物。 
固定 Sm( )Ⅲ 的浓度，改变 BCB 的浓度，在 638 nm

处测定吸光度(温度为 30 )℃ ，结果如图 3 所示。即实

验测得 BCB 与 Sm( )Ⅲ 的结合比[6]n(BCB)׃ n(Sm( )Ⅲ )= 
根据。1׃3 Beer 定律，Sm( )(BCB)Ⅲ 3 溶液的吸光度可

表达为 A=εbc(式中：ε为 Sm( )(BCB)Ⅲ 3的摩尔吸光系

数；c 为 Sm( )(BCB)Ⅲ 3的浓度，即结合形成此复合物

的 Sm( )Ⅲ 的浓度；b 为比色皿的厚度)。计算求得

Sm( )(BCB)Ⅲ 3 的 表 观 摩 尔 吸 光 系 数 ε=3.31×104  

L/(mol·cm)。 
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c(DNA)=2.00×10−5 mol/L; c(BCB)=2.00×10−5 mol/L; 

c(Sm( )Ⅲ )=4.00×10−5 mol/L; pH=7.00; 30 ℃ 

1—BCB; 2—BCB-Sm( )Ⅲ ; 3—BCB-Sm( )Ⅲ -DNA 

图 2  电子吸收光谱 

Fig.2  Electron absorption spectra 

 

 
c(Sm( )Ⅲ )=1.00×10−5 mol/L; pH=7.00; 30 ℃ 

图 3  摩尔比法测定 BCB 与 Sm( )Ⅲ 的结合比 

Fig.3  Mensuration of binding ratio of BCB and Sm( )Ⅲ  by 

molar ratio method 

 

在 pH=7.00 的 Tris-HCl 缓冲溶液中，扫描

Sm( )(BCB)Ⅲ 3与DNA作用的吸收光谱(温度为30 )℃ ，

发现在 636 nm 处 DNA 对 Sm( )(BCB)Ⅲ 3有减色效应，

同时，在 522 nm 和 657 nm 附近有 2 个等色点，结果

如图 4 所示。说明 Sm( )(BCB)Ⅲ 3与 DNA 之间发生了

作用，形成了新的复合物[7]。增色、减色效应和等色

点是 DNA 特有的与其双螺旋结构密切相关的光谱性  

质[8]。吸收光谱的变化规律是 Sm( )(BCB)Ⅲ 3配合物与

DNA 双螺旋沟槽中的碱基发生范德华和氢键作用的

缘故。同时，Sm( )(BCB)Ⅲ 3 的正电荷中和了 DNA 槽

内的磷酸基团所带的负电荷使得磷酸生色团内陷，两

者的共同作用降低了 Sm( )(BCB)Ⅲ 3-DNA 体系对紫 

外−可见光的吸收。 
 

 
c(Sm( )Ⅲ (BCB)3)=1.40×10−5 mol/L; c(DNA)=7.00×10−5 mol/L; 

pH=7.00; 30 ℃ 
V(DNA)/μL: 1—0; 2—20; 3—40; 4—60; 5—80 

图4  30 ℃时DNA对Sm( )Ⅲ (BCB)3的电子吸收光谱的影响 
Fig.4  Influence of DNA to electron absorption spectra of 

Sm( )Ⅲ (BCB)3 at 30 ℃ 
 

固定 Sm( )(BCB)Ⅲ 3的浓度，改变 DNA 的浓度，

在 636 nm 处测定吸光度，结果如图 5 所示。即实验测

得 Sm( )(BCB)Ⅲ 3与 DNA 的结合比 n(Sm( )(BCB)Ⅲ  ׃ (3
n(DNA)=4 1׃。根据 Beer 定律，Sm( )(BCB)Ⅲ 3-DNA 溶

液中的吸光度可表达为 A=εbc(式中：ε 为 Sm( )Ⅲ - 
(BCB)3-DNA 的摩尔吸光系数；c 为 Sm( )(BCB)Ⅲ 3- 
DNA 的浓度，即结合形成此复合物的 DNA 的浓度；

b 为比色皿的厚度)。计算求得 Sm( )(BCB)Ⅲ 3-DNA 
 

 
c(Sm( )Ⅲ (BCB)3)=4.00×10−6 mol/L; pH=7.00; 30 ℃ 

图 5  摩尔比法测定 Sm( )Ⅲ (BCB)3与 DNA 的结合比 
Fig.5  Mensuration of binding ratio of Sm( )Ⅲ (BCB)3 and 

DNA by molar ratio method 
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的表观摩尔吸光系数 ε=3.10×105 L/(mol·cm)。 

2.1.2  温度对 Sm( )(BCB)Ⅲ 3-DNA 的相互作用的影响 

在 35 ℃和 pH=7.00 的 Tris-HCl 缓冲溶液中，扫

描 Sm( )(BCB)Ⅲ 3与 DNA 作用的吸收光谱，结果如图

6 所示。可见，Sm( )(BCB)Ⅲ 3配合物有 2 个较强的吸

收峰。这是因为温度升高，Sm( )(BCB)Ⅲ 3配合物中电

子吸收能量，向高能态跃迁，使得 Sm( )(BCB)Ⅲ 3 在

30 ℃时的肩峰突变(见图 4)，随着 DNA 的加入，

Sm( )(BCB)Ⅲ 3 特征峰的吸光度下降，同时，在 λ=   

565 nm 和 670 nm 处出现了 2 个等色点，与 30 ℃时两

者作用的紫外光谱图有所不同，2 个等色点整体向长

波方向移动，这也是体系吸收能量向长波方向移动的

缘故。由此说明温度升高将改变 Sm( )(BCB)Ⅲ 3配合物

中的电子分布，从而引起 Sm( )(BCB)Ⅲ 3与 DNA 的作

用有新的表现。 
 

 
c(Sm( )Ⅲ (BCB)3)=4.00×10−6 mol/L; c(DNA)=7.00×10−5 mol/L; 

pH=7.00; 35 ℃ 

V(DNA)/μL: 1—0; 2—20; 3—40; 4—60; 5—80 

图6  35 ℃时DNA对Sm( )Ⅲ (BCB)3的电子吸收光谱的影响 

Fig.6  Influence of DNA to electron absorption spectra of 

Sm( )Ⅲ (BCB)3 at 35 ℃ 

 
2.1.3  双倒数法测定 Sm( )(BCB)Ⅲ 3 和 DNA 的结合 

常数 
当温度为 30 ℃时，固定 Sm( )(BCB)Ⅲ 3浓度，改

变 DNA 浓度，在 559 nm 处测定吸光度。根据双倒数

公式[9]： 
 

1/(A0−A)=1/A0+1/(K×A0×c(DNA))。        (1) 
 
式中：A0和 A 分别为加入 DNA 前、后 Sm( )(BCB)Ⅲ 3

配合物的吸光度；K 为结合常数。计算得到结合常数

K=2.30×105 L/mol。按照同样步骤测定 35 ℃时体系吸

光度，所示得结合常数 K=6.52×104 L/mol，实验结果

如图 7 所示，根据热力学方程计算反应的焓变 、

自由能 和熵变 。 
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通过计算求得 Sm( )(BCB)Ⅲ 3与 DNA 相互作用的

为−2.83×103 J/mol， 为 83.12 J/(mol·K)，

35 ℃时的 为−2.84×104 J/mol。由于 ＜0，

＞0，根据热力学函数理论，推测 和  

都是 Sm( )(BCB)Ⅲ 3与 DNA 的相互作用的驱动力[10]，

但主要为 所驱动。 
 

 

 

(a) 30 ℃体系；(b) 35 ℃体系 

c(Sm(BCB)3)=4.00×10−6 mol/L; pH=7.00 

图 7  双倒数法测定 Sm( )(BCB)Ⅲ 3和 DNA 的结合常数 

Fig.7  Mensuration of binding constant of Sm( )(BCB)Ⅲ 3 and 

DNA by double reciprocal method 
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2.2  荧光光谱研究 
2.2.1  荧光光度法研究 Sm( )(BCB)Ⅲ 3与 DNA 的相互

作用 
在 Sm( )(BCB)Ⅲ 3的缓冲溶液中，改变 DNA 的浓

度，扫描荧光光谱，结果如图 8 所示。可见，随着 DNA
的加入，溶液的荧光特征峰降低，同时，在 600 nm 附

近出现了 1 个等荧光强度点，这些现象表明

Sm( )(BCB)Ⅲ 3与 DNA 可能发生了沟槽作用。 
 

 
c(Sm( )Ⅲ (BCB)3)=4.00×10−6 mol/L; c(DNA)=7.00×10−5 mol/L; 

pH=7.00; 35 ℃ 
V(DNA)/μL: 1—0; 2—20; 3—40; 4—60; 5—80;  

6—100; 7—120 
图 8  DNA 对 Sm( )Ⅲ (BCB)3 的荧光光谱的影响 
Fig.8  Influence of DNA to fluorescence spectra of 

Sm( )Ⅲ (BCB)3 
 
2.2.2  中性红探针研究 Sm( )(BCB)Ⅲ 3 配合物与 DNA

的相互作用 
固定 NR-DNA 的浓度，改变 Sm( )(BCB)Ⅲ 3的浓

度，扫描体系的荧光光谱，结果如图 9 所示。由文献

[11] 可知 NR 与 DNA 作用是嵌插作用。由图 9 可见，

特征峰的荧光强度下降，并且峰伴随着红移了 10 nm，

在 663 nm 附近出现了等荧光强度点，与图 8 相比   
较，在 675 nm 处荧光增强是由于 Sm( )(BCB)Ⅲ 3配合

物自身浓度变化产生的，而 626 nm 荧光强度下降是由

于 Sm( )(BCB)Ⅲ 3 与 DNA 的沟区磷酸基团作用，使

DNA 结构变形，把部分 NR 挤出，同时减小了电子跃

迁能级。 

2.2.3  Scatchard 法研究 Sm( )(BCB)Ⅲ 3与 DNA 的作用

方式 
以 NR 为荧光探针研究配合物 Sm( )(BCB)Ⅲ 3 与

DNA 的作用方式，因为 NR 能嵌入到双螺旋 DNA 链

的碱基对之间，使荧光强度改变。在 NR-DNA 体系中

滴加 Sm( )(BCB)Ⅲ 3 引起荧光强度变化，因此，利用 

 

 
c(DNA)=1.50×10−6 mol/L; c(NR)=9.00×10−6 mol/L; 

c(Sm( )Ⅲ (BCB)3)=1.35×10−4 mol/L; pH=7.00; 35 ℃ 

V(Sm( )Ⅲ (BCB)3)/μL: 1—0; 2—20; 3—40; 4—60;  

5—80; 6—100; 7—120 

图 9  Sm( )Ⅲ (BCB)3对 DNA-NR 体系的荧光光谱的影响 

Fig.9  Influence of Sm( )Ⅲ (BCB)3 to fluorescence spectra of 

DNA-NR 

 

NR 存在下 Sm( )(BCB)Ⅲ 3与 DNA 作用的 Scatchard 图

可判别配合物与 DNA 的作用方式。通过实验研究溶

液中存在和不存在 NaCl 2 组实验进行对照，结果如图

10 所示。NR 与 DNA 作用的特点可用 Scatchard 方程

阐述[12]： 
 

)(/ rnKcr − 。              (4) =
 
式中：r 为每个核苷酸结合 NR 的分子数；c 为 NR 游

离浓度；n 为每个核苷酸上的成键位点数；K 为单个

位点固有的结合常数。以 r/c 对 r 作图，得一直线。若

该直线与不存在 Sm( )(BCB)Ⅲ 3时 NR 与 DNA 作用的

Scatchard 图有相同的 n 值，则该物质与 DNA 的作用

方式为嵌插方式；若有相同的 K 值，则该物质与 DNA

的作用为非嵌插方式；若 K 和 n 均不同，则该物质与

DNA 的作用为混合方式。 

2 组对照实验 K 值和 n 值的变化表明(见表 1)，在

不存在 NaCl 的溶液中，Sm( )(BCB)Ⅲ 3 无论在高浓度

还是在低浓度时，其 K 值基本接近，表明其与 DNA

之间的作用为非嵌插作用模式，可能认为是由于

Sm( )(BCB)Ⅲ 3在 DNA 沟内与 DNA 发生作用。同时，

在有 NaCl 的溶液中，离子强度的增加改变了

Sm( )(BCB)Ⅲ 3-NR-DNA 体系的结合常数 K 和结合数

n，说明 Sm( )(BCB)Ⅲ 3 与 DNA 间确实存在一定的非

嵌插作用。这是因为 Na+离子在 DNA 的磷酸基附近形 
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(a) 无 NaCl; (b) 有 NaCl 

c(NR)=3.50×10−4 mol/L (每次 10 μL); c(DNA)=2.00×10−6 mol/L; pH=7.00; 35 ℃ 

c(Sm( )Ⅲ (BCB)3)/c(DNA): 1—0; 2—0.30; 3—0.60; 4—0.90; 5—1.20 

图 10  Sm( )Ⅲ (BCB)3与 NR-DNA 体系相互作用的 Scatchard 图 

Fig.10  Scatchard plots of interaction between Sm( )Ⅲ (BCB)3 and NR-DNA 
 

表 1   Sm( )(BCBⅢ )3与鲱鱼精 DNA 的相互作用的 Scatchard 方程 

Table 1  Scatchard equation of interaction between Sm( )(BCB)Ⅲ 3 and DNA 

图 10 中的曲线 c(Sm( )Ⅲ (BCB)3)/c(DNA) c(NaCl)/(mol·L−1) Scatchard 方程 K/(L·mol−1) n 

1 
0 0.5 5.19×104~1.51×106 X 1.51×106 0.034 

0 0 3.21×103~7.70×105 X 7.70×105 0.004 

2 
0.30 0.5 1.61×106~3.90×106 X 3.90×106 0.413 

0.30 0 4.04×104~2.80×105 X 2.80×105 0.144 

3 
0.60 0.5 3.59×106~6.85×106 X 6.85×106 0.524 

0.60 0 7.74×104~2.77×105X 2.77×105 0.279 

4 
0.90 0.5 8.58×105~9.53×105 X 9.53×105 0.899 

0.90 0 1.21×105~2.61×105 X 2.61×105 0.463 

5 
1.20 0.5 1.70×106~1.27×106 X 1.27×106 1.345 

1.20 0 1.62×105~2.09×105 X 2.09×105 0.773 

 

成了阳离子氛，削弱了 Sm( )(BCB)Ⅲ 3与 DNA 的静电

作用，使得沟槽作用占主导成分。 

 

3  结  论 

 

a. Sm( )(BCB)Ⅲ 3 与 DNA 相互作用的 为

−2.83×103 J/mol， 为 83.12 J/mol·K，35 ℃时

为−2.84×104 J/mol。 

ΘΔ mr H
ΘΔ mr S

ΘΔ mrG

b. 根据热力学函数理论，推测 Sm( )(BCB)Ⅲ 3 与

DNA 的相互作用的驱动力主要为 。同时计算了

30 ℃时 Sm( )(BCB)Ⅲ 3 与 DNA 的结合常数 K 为

2.30×105 L/mol。 

ΘΔ mr S

c. 由于 Sm( )(BCB)Ⅲ 3 配合物为八面体结构，该

配合物空间体积较大，且环外氮原子带正电荷，可与

DNA 骨架上带负电荷的磷酸基团作用。因此，

Sm( )(BCB)Ⅲ 3 与 DNA 不是嵌插方式作用，而是以沟

槽作用方式为主，静电作用方式为辅。 

d. 实验表明，由于 Sm( )( BCB)Ⅲ 2 配合物可与

DNA 发生作用，可以推测 Sm( )( BCB)Ⅲ 2配合物具有
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一定的生物活性，可能存在潜在的抗病毒、抗肿瘤   

功能。 
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