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　　咪唑啉类化合物，因对碳钢等金属具有良好的
缓蚀性能而在工业上得到了较广泛的应用［１］，本

文工作发现，新合成的两种咪唑啉类化合物能和

ＤＮＡ发生强烈的相互作用并引起强烈的ＲＬＳ强度

增强现象，利用这一现象不仅能建立 ｆｓＤＮＡ的定
量分析新方法，还可为继续研究合成的两种咪唑啉

类化合物对细菌的抑制作用提供重要的指导．
ＤＮＡ分析在临床及生物化学分析中具有十分
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重要的意义，研究颇多的有分光光度法［２］和荧光

光度法［３］．近来，共振光散射（ＲＬＳ）光谱作为一种
高灵敏的光谱分析新技术已应用于ＤＮＡ等物质的
定量测定［４－６］．本研究发现，所合成的表面活性剂
咪唑啉季铵盐 Ｍ１和咪唑啉季铵盐 Ｍ２分别与
ｆｓＤＮＡ结合后，会引起 ＲＬＳ强度的急剧增强，并分
别在３８８ｎｍ和３９８ｎｍ处产生ＲＬＳ增强峰．在最佳
反应条件下，其 ＲＬＳ信号的增强值与 ｆｓＤＮＡ的浓
度呈良好的线性关系，据此建立了定量测定 ｆｓＤＮＡ
的ＲＬＳ新方法．

１　实验部分
１．１　仪器和试剂

１）仪器
ＬＳ５０Ｂ荧光分光光度计（美国ＰＥ公司），ＦＩ－

ＰＥＳｐｅｃｔｒｕｍｏｎｅ红外光谱仪，ＶａｒｉａｎＩＮＯＶＡ－４００
核磁共振仪

２）试剂
鱼精 ＤＮＡ（ｆｓＤＮＡ）为生化试剂（上海伯奥生

物科技有限公司 上海）：配成１００ｍｇ／Ｌ的水溶液，
并置于０～４℃下保存，使用时稀释到适当浓度；
Ｍ１和Ｍ２：均配成４．０×１０

－４ｍｏｌ／Ｌ的水溶液；缓冲
溶液：磷酸、硼酸、醋酸的浓度均为０．０４ｍｏｌ／Ｌ的
三酸混合液，以浓度为０．２ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ溶液分
别调配成ｐＨ为２．３６和３．７８；所用试剂均为分析
纯，实验用水均为二次蒸馏水．
１．２　实验方法

１）咪唑啉及其季铵盐的合成
按ｎ（环烷酸）∶ｎ（多胺）＝１．００∶１．０５的物质的量

比，加入平均分子量为Ｍ＝２３６．０的环烷酸［７］与二乙

烯三胺或三乙烯四胺类多胺（ＣＰ，含量≥９８％），以二
甲苯（ＡＲ）作携水剂，经两步缩合脱水反应［８］并脱除

二甲苯溶剂及残余的多胺后，分别生成１－胺乙基－２
－环烷基－２—咪唑啉（咪唑啉１）及１－二乙烯二胺
基－２－环烷基－２—咪唑啉（咪唑啉２）．

加入总反应物料量２０％（ｍ／ｍ）的去离子水作
溶剂，分别按ｎ（咪唑啉１）∶ｎ（硫酸二乙酯）＝１．００∶

１．９８及ｎ（咪唑啉２）∶ｎ（硫酸二乙酯）＝１．００∶２．９８
的比例，搅拌下往上述合成的咪唑啉１或咪唑啉２
中加入硫酸二乙酯（ＡＲ，含量≥９８％），控制温度５０
～６０℃下反应２～３ｈ．经检测，产物胺值［９－１０］≤５．０
ｍｇＫＯＨ／ｇ、其１％水溶液ｐＨ值≤６．５时，即季铵化
反应已完全，分别得到相应的纯度可达９８％以上的
咪唑啉季铵盐Ｍ１和咪唑啉季铵盐Ｍ２．
２）ＩＲ谱及１３ＣＮＭＲ谱分析
对合成好的中间产物咪唑啉及去除水溶剂后的

咪唑啉季铵盐，用 ＫＢｒ涂片法，在 ＦＩ－ＰＥ　
Ｓｐｅｃｔｒｕｍｏｎｅ红外光谱仪上进行红外光谱分析，得到
ＩＲ谱图及其有关特征吸收峰．采用ＶａｒｉａｎＩＮＯＶＡ－
４００核磁共振仪，直接将中间产物咪唑啉或咪唑啉
季铵盐Ｍ１，Ｍ２原液移入内径５ｍｍ的测定专用管
中，以氘代丙酮为溶剂、ＴＭＳ（四甲基硅烷）为内标，
在宽带去偶、脉冲宽度４．６μｓ左右的条件下测定１３

ＣＮＭＲ．根 据 ＩＲ 谱 图 特 征 吸 收 峰 及
１３ＣＮＭＲ特征化学位移，便可确定产物的结构［１０－１１］．
３）咪唑啉季铵盐与ｆｓＤＮＡ的反应
在室温下，于１０ｍＬ的刻度试管中，依次加入

１０ｍＬ的４．０（１０－４ｍｏｌ／Ｌ咪唑啉季铵盐，Ｍ１中加入
１０ｍＬ缓冲溶液，Ｍ２中加入１．５ｍＬ缓冲溶液，都加
入一定量稀释了的ｆｓＤＮＡ溶液，用蒸馏水定容至刻
度，轻微振荡，放置１０ｍｉｎ，用１ｃｍ厚的石英比色
皿，入射和出射狭缝宽度均为３ｎｍ同步扫描，得
ＲＬＳ光谱．Ｍ１和Ｍ２分别在３８８ｎｍ和３９８ｎｍ处测
定ｆｓＤＮＡ加入前后的ＲＬＳ强度差（Ｉ＝Ｉ－Ｉ０（Ｉ，Ｉ０分
别为ｆｓＤＮＡ体系和试剂空白的ＲＬＳ强度）．

２　结果与讨论
２．１　波谱分析

所合成咪唑啉，ＩＲ谱１６００ｃｍ－１左右处出现了
咪唑啉环 Ｃ＝Ｎ键强特征吸收峰，１３ＣＮＭＲ谱
δ１６７５左右处出现了咪唑啉环Ｃ＝Ｎ键中Ｃ原子的
强特征化学位移．结果与文献［１０－１１］报导一致．

所合成咪唑啉季铵盐，Ｍ１，Ｍ２结构式如图 １
所示．

图１　咪唑啉季铵盐结构式（Ｒ为由环烷酸衍生的烷基）
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　　其ＩＲ谱１６０３ｃｍ－１左右处出现了咪唑啉季铵
离子中Ｃ＝Ｎ键的强特征吸收峰，１３ＣＮＭＲ谱 δ１７１
左右处出现了咪唑啉季铵离子 Ｃ＝Ｎ键中 Ｃ原子
的强特征化学位移．以 Ｍ１为例，其 ＩＲ谱图及
１３ＣＮＭＲ谱图分别如图２及图３所示．

这些结果与文献报导［１０－１１］是吻合的，故目标

化合物合成是成功的．
在ｐＨ＝２．３６和 ｐＨ＝３．７８的缓冲溶液体系

中，对应的Ｍ１－ｆｓＤＮＡ和 Ｍ２－ｆｓＤＮＡ体系的 ＲＬＳ
光谱分别如图４、图５所示．

图２　咪唑啉季铵盐ＩＲ谱图

图３　咪唑啉季铵盐１３ＣＮＭＲ谱图

图４　Ｍ１－ｆｓＤＮＡ的ＲＬＳ光谱 图５　Ｍ２－ｆｓＤＮＡ的ＲＬＳ光谱

００１
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　　上述图 ４中 １为缓冲溶液 ＋Ｍ１４．０×１０
－５

ｍｏｌ／Ｌ，２～６依次为１＋ｃｆｓＤＮＡ０．０３ｍｇ／Ｌ，１＋ｃｆｓＤＮＡ
０．５ｍｇ／Ｌ，１＋ｃｆｓＤＮＡ１．０ｍｇ／Ｌ，１＋ｃｆｓＤＮＡ１．５ｍｇ／Ｌ
和１＋ｃｆｓＤＮＡ２．０ｍｇ／Ｌ．图５中１为缓冲溶液 ＋Ｍ２
４．０×１０－５ｍｏｌ／Ｌ，２～６依次为１＋ｃｆｓＤＮＡ０．０１ｍｇ／
Ｌ，１＋ｃｆｓＤＮＡ０．５ｍｇ／Ｌ，１＋ｃｆｓＤＮＡ１．０ｍｇ／Ｌ，１＋ｃｆｓＤＮＡ
１．５ｍｇ／Ｌ和１＋ｃｆｓＤＮＡ２．０ｍｇ／Ｌ．

由图可知，缓冲溶液和咪唑啉在测定条件下，

２００～７００ｎｍ的范围内ＲＬＳ信号十分微弱，向缓冲
溶液中加入ｆｓＤＮＡ后体系的ＲＬＳ强度有一定的增
强，最大散射峰分别在３８８ｎｍ和３９８ｎｍ处．从图
４和图 ５中还可以看出，ＲＬＳ强度的增加值随
ｆｓＤＮＡ浓度的增大而增大．
２．２　实验条件的选择

１）最佳ｐＨ值的选择
按实验方法，以三酸 －ＮａＯＨ缓冲溶液调节体

系的ｐＨ值，测定了不同酸度下的 ＲＬＳ强度，结果
如图６．其中，ｆｓＤＮＡ浓度均为１．０ｍｇ／Ｌ，Ｍ１，Ｍ２
浓度均为４．０×１０－５ｍｏｌ／Ｌ．

由图６可知，Ｂ线（Ｍ１）在 ｐＨ$

４．３５时；ΔＩ
值较大且较稳定，ｐＨ

%

４．３５时，ΔＩ值随ｐＨ增加
而减小；当 ｐＨ

%

９．６９时，ＲＬＳ改变很小，ｐＨ＝
２３６时，体系的 ΔＩ值最大．Ｃ线（Ｍ２）表明，ｐＨ
（５０２时，ＲＬＳ较平稳，ｐＨ＝３．７８时，体系的 ΔＩ值
最大．对应Ｍ１和Ｍ２，分别在 ｐＨ＝２．３６和 ｐＨ＝３．
７８，体系的ΔＩ值最大．

因此，本实验分别选择 ｐＨ＝２．３６和 ｐＨ＝
３７８的三酸 －ＮａＯＨ缓冲溶液控制加入 Ｍ１和 Ｍ２
体系的酸度．

图６　ｐＨ对体系ＲＬＳ强度的影响

２）缓冲溶液用量的选择
取Ｍ１或Ｍ２各１ｍＬ后分别加入１ｍＬ浓度为

１０ｍｇ／Ｌ的 ｆｓＤＮＡ，改变缓冲溶液的用量，结果表

明，Ｍ１加入的缓冲溶液用量为１ｍＬ和 Ｍ２加入的
缓冲溶液用量为１．５ｍＬ时结果最好．
３）共存物质对体系的影响
在最 佳 条 件 下，固 定 ｆｓＤＮＡ 的 浓 度 为

１．０ｍｇ／Ｌ，对常见阳离子和葡萄糖等多种物质进
行了干扰实验，结果如表１．

表１　共存物对测定ｆｓＤＮＡ的影响

序号 共存物质
浓度

／（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ΔＩＲＬＳ／％

Ｍ１ Ｍ２

１ Ｋ＋，ＮＯ－３ １．０ ５．１４ ３．９７

２ Ｃａ２＋，ＮＯ－３ ０．１ ４．７１ ４．５８

３ Ｎａ＋，ＮＯ－３ １．０ ５．０８ ８．７８

４ Ｐｂ２＋，ＮＯ－３ ０．１ ９．３０ ４．４６

５ Ｈｇ２＋，ＮＯ－３ ０．１ －４．９７ ３．５６

６ Ｃｙｓｔｅｉｎｅ ０．１ ６．９９ ３．９０

７ Ｃｕ２＋，ＳＯ２－４ ０．１ －０．２８ ４．５１

８ Ｆｅ３－，ＳＯ２－４ ０．１ －９．６９ ２．４０

９ Ｇｌｕｃｏｓｅ ０．１ ０．９０ ５．７８

１０ Ｓｒ２＋，ＮＯ－３ ０．１ －２．８４ －０．８５

１１ Ｎｉ２＋，ＮＯ－３ ０．１ ４．６３ －２．１９

由表１可知，表中所列的浓度范围内，几种常
见金属离子和葡萄糖等在较高的浓度下对测试体

系影响较小，这说明用新合成的咪唑啉季铵盐建立

的测定ｆｓＤＮＡ的方法有较好的实际应用价值．
４）线性范围和检出限
经实验测得ｆｓＤＮＡ的标准曲线方程如表２．

表２　 测定ｆｓＤＮＡ的标准曲线

序号
线性范围

／（ｍｇ／Ｌ）

ＲＬＳ线性

回归方程
相关系数

检出限

／（ｍｇ／Ｌ）

１ ０．０３～２．００ ΔＩ＝７０．７８＋３０４．４１ｃ ０．９９１９ ０．００３

２ ０．０１～２．００ ΔＩ＝４８．０６＋２３６．９６ｃ ０．９９８５ ０．００１

由表 ２看出，在最佳条件下，Ｍ１和 Ｍ２对
ｆｓＤＮＡ测定的线性范围分别是０．０３～２．００ｍｇ／Ｌ
和０．０１～２．００ｍｇ／Ｌ，检出限分别为 ０．００３和
０００１ｍｇ／Ｌ．这说明用这２种咪唑啉季铵盐来测定
ｆｓＤＮＡ的灵敏度较高．
５）样品和回收率的测定
根据表１所列共存物质对测定体系的影响特

征，合成了３个样品．测定结果见表３．其中共存物
质 浓 度 依 次 为：ＮａＮＯ３１．０ ×１０&４ ｍｏｌ／Ｌ，
Ｃｄ（ＮＯ３）２５．０×１０&

６ｍｏｌ／Ｌ，Ｐｂ（ＮＯ３）２５．０×１０&
６

ｍｏｌ／Ｌ，ＣｕＳＯ４１．０×１０&
５ｍｏｌ／ＬＧｌｕｃｏｓｅ１．０×１０&５

ｍｏｌ／Ｌ．
由表３可知，回收率在１０１．７％ ～１０５．５％．合

成样的测定结果说明该方法可靠．
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表３　合成样的测定结果（ｎ＝３）

样品 共存物质 ＤＮＡ加入量／（ｍｇ／Ｌ） ＤＮＡ回收量／（ｍｇ／Ｌ） 回收率／％ 相对标准偏差／％

１ ＮａＮＯ３，Ｃｄ（ＮＯ３）２，Ｐｂ（ＮＯ３）２ １．０００ １．０１７ １０１．７ ４．５

２ ＮａＮＯ３，Ｃｄ（ＮＯ３）２，ＣｕＳＯ４ １．０００ １．０５０ １０５．０ ３．８

３ ＮａＮＯ３，ＣｕＳＯ４，Ｇｌｕｃｏｓｅ １．０００ １．０５５ １０５．５ ４．７

３　结论
以环烷酸为原料合成的２种咪唑啉季铵盐，在

Ｂｒｉｔｔｏｎ－Ｒｏｂｉｎｓｏｎ缓冲溶液中与 ｆｓＤＮＡ相互作用
后，体系的共振光散射（ＲＬＳ）强度明显增强．利用
ＲＬＳ强度增加值与 ｆｓＤＮＡ浓度之间呈现的线性关
系，拟定了新的测定 ｆｓＤＮＡ的 ＲＬＳ法．该方法可
靠，灵敏度高，操作简单，具有较好的实际应用

价值．
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