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摘 要:以 1，10 － 邻菲啰啉、对硝基苯肼和三氯化钌等为原料合成一种新型钌( II) 多吡啶配合物

－ 高氯酸［二( 2，2 ＇ － 联吡啶) ( 4，5 － 二氮杂芴 － 9 － 对硝基苯腙) ］合钌 ( II) ［Ru ( bipy) 2DAFND］

( ClO4 ) 2，采用元素分析、红外光谱、核磁和质谱等手段对其进行了表征。采用电子吸收光谱法、荧光

法和粘度法等手段研究了配合物与 ctDNA 的相互作用，实验结果表明配合物以插入的方式与 DNA 键

合，键合常数为 8. 91 × 105L /mol。
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钌( II) 多吡啶配合物不仅结构特殊而且热力学性

质稳定，光化学和光物理信息丰富。既可以作 DNA 的

结构探针又可以作 DNA 分子光开关。这类配合物与

DNA 相互作用时，包括荧光性质在内的很多性质都会

发生变 化，研 究 这 些 性 质 的 变 化 能 够 获 得 配 合 物 与

DNA 作用的强度和方式
［1-4］。

本文以 1，10 － 邻菲啰啉、对硝基苯肼和三氯化钌

等为原料，合成了一种新型钌( II) 多吡啶配合物高氯酸

［二( 2，2 ＇ － 联吡啶) ( 4，5 － 二氮杂芴 － 9 － 对硝基苯

腙) ］合钌( II) ［Ru( bipy) 2DAFND］( ClO4 ) 2，并对其进

行了表征; 采用电子吸收光谱法、荧光法和粘度法等手

段研究了配合物与 ctDNA 的相互作用。

1 实验部分

1. 1 试剂与仪器

1，10 － 邻菲啰啉，氢氧化钾，对硝基苯肼，高锰酸

钾，高氯酸钠，小牛胸腺 DNA 等均为分析纯; 4，5 － 二氮

杂 － 9 － 芴 酮 ( DAFO ) ［5］
和 cis － ［Ru ( bipy ) 2Cl2 ］·

2H2O
［6］

按文献合成。缓冲溶液 pH 值为 7. 1 的 5 mmol /
L Tris － HCl 和 50 mmol /L NaCl 缓冲溶液 ( Tris 缓冲溶

液) 。
UV － 2450 型紫外分光光度计，F － 4500 型荧光光

谱仪，乌氏粘度计，60SXB 型付里叶变换红外光谱仪，

API2000 型电喷雾质谱仪，Vario EL 元素分析仪，JENCO
Model 电导仪。
1. 2 配合物的合成

( 1) 4，5 － 二氮杂芴 － 9 － 对硝基苯腙( DAFND) 的

合成

在三口烧瓶中加入 0. 234 g ( 12 mmol) DAFO 的甲

醇溶液 10 mL，加热搅拌条件下缓慢加入对硝基苯肼

0. 230 g ( 15 mmol) 和 4 滴冰醋酸，75 ℃ 回流反应 5 h。
冷却，有少量土黄色固体出现，抽滤，滤饼用甲醇、乙醇

和乙 醚 各 50 mL 洗 涤，真 空 干 燥。产 率: 0. 284 g
( 90% ) 。

元素分析: 计算值 ( C17 H11 N5O2 ) ( % ) : C 74. 98，H
4. 44，N 20. 58; 实验值 ( % ) : C 74. 37，H 4. 65，N 20. 87。
IR ( KBr 压片，cm －1 ) : 3413 s，332 2 s，158 4 s，132 4 m，

129 9 m，127 6 m，125 6，110 8 m，838 w，749 w，692 w。1H
NMR ( 600 MHz，CDCl3，δ ) : 9. 14 ( s，1H) ，8. 82 ( d，

1H，J = 4. 8 Hz) ，8. 75 ( d，1H，J = 4. 8 Hz) ，8. 31 ( d，

2H，J = 8. 4 Hz ) ，8. 24 ( s，2H ) ，7. 38 － 7. 44 ( m，

4H) 。
( 2) ［Ru( bipy) 2DAFND］( ClO4 ) 2 的合成

把 cis －［Ru( bipy) 2Cl2］·2H2O 0. 226 g 和 DAFND



0. 156 g 的混合物溶解到 15 mL 乙二醇，N2 保护回流 8
h，冷却至室温，用 4 倍量的 NaC1O4 饱和水溶液沉淀反

应产物，有红色沉淀产生。抽滤，所得固体 80℃ 干燥

后，以适量甲醇溶解，用中性氧化铝柱分离。用 3 1 0. 1

的乙腈 － 甲醇 － 甲苯混合溶液作洗脱液，收集红色组

分。将该组分减压蒸干，乙醚转移并洗净，真空干燥，得

纯度较高的配合物［Ru( bipy) 2DAFND］( ClO4 ) 2 ( Ru －
DAFND) 。m. p． ＞ 300 ℃。产率约 75%。元素分析:

计算值 ( C37 H27 N9Cl2O10 Ru ) ( % ) : C 47. 78，H 2. 91，N
13. 56; 实 验 值 ( % ) : C 47. 27，H 3. 35，N 13. 90。 IR
( KBr 压片，cm －1 ) : 312 0 w，160 3 m，146 7 m，144 4
m，142 4 m，109 1 s，771 s，728 m，621 s。摩尔电导率

( DMF ) : 159 0 S · cm2 · mol －1。质 谱 ( ES － MS
CH3OH) ，计 算 值: m/z 829. 7 ( ［M － ClO4］

+ ) ，365. 1

( ［M －2ClO4］
2 + ) ; 实验值: m/z 829. 5 ( ［M － ClO4］

+ ) ，

365. 4 ( ［M －2ClO4］
2 + ) 。

1. 3 配合物与 DNA 作用的研究方法

1. 3. 1 溶液的配制

称取适量的 ctDNA 溶于 Tris 缓冲溶液，抽滤，滤液

稀释至一定浓度。测量 260 nm 和 280 nm 的吸光度，若

I260 / I280 ＞ 1. 8，说明 DNA 基本不含蛋白质，不需进一步

处理。ctDNA 浓度以碱基对的物质的量浓度计，由 260
nm 处的吸光度计算得到，［DNA］ = K × I260 /6600 mol /

L［7］，其中 K 为稀释倍数。
1. 3. 2 电子吸收光谱滴定

用 Tris 缓冲溶液准确配制一定体积的配合物浓度

为 25 μmol /L 的缓冲溶液，取 2. 5 mL 为测试液，以相应

的缓冲溶液为参比，用 UV － 2450 光谱程序记录配合物

的电子吸收光谱，记录范围 200 nm － 600 nm。然后用

微量移液器向测试液和参比中分别加入相同体积相同

浓度的 ctDNA 溶液，混匀约 5 min 后，记录配合物的电

子吸收光谱，重复进行此操作，直至配合物的特征峰不

再改变。
1. 3. 3 荧光光谱滴定

用 Tris 缓冲溶液准确配制配合物浓度为 3. 5 μmol /
L 的溶液 1. 5 mL 为测试液，置入荧光皿，在 F － 4500 型

荧光光谱仪上设定激发光波长为 466 nm，记录 400 nm
－ 650 nm 范围配合物的发射光谱; 然后用微量移液器

向测试液中逐次加入一定体积的 ctDNA 溶液，每次混

匀时间约 5 min，记录配合物的发射光谱，直至 ctDNA 的

浓度饱和。
1. 3. 4 粘度的测定

用 Tris 缓冲溶液准确配制一定浓度的配合物溶液。

固定 ctDNA 溶液的浓度为 4. 5 mmol /L，置于乌氏粘度

计并在 SYP － II 型玻璃缸恒温水浴槽中恒温 ( 28 ℃ ±
0. 1℃ ) ，恒温时间不少于 10 min。使用秒表记录 ctDNA

溶液流经粘度计毛细管所需时间，重复测试 3 次，误差

小于 0. 3 s，取 3 次的平均值为 t0。测试配合物对 ctDNA

溶液粘度的影响时，逐次增加配合物的浓度，重复上述

操作，记录 ctDNA 和配合物的混合溶液流经粘度计毛

细管所需时间，重复测试 3 次，误差小于 0. 3 s，取平均

值为 t。相对粘度按公式( 1) 计算
［8］。

η =
t － t0
t0

( 1)

式中，t0 为缓冲溶液流经毛细管所需的时间，t 为 ctDNA

溶液( 含浓度不等的配合物) 流经毛细管所需的时间。

以( η /η0 ) 1 /3
对配合物浓度作图。η0 为未与配合物混合

的 ctDNA 溶液的相对粘度。

2 结果与讨论

2. 1 配合物的表征

Vario EL 元素分析仪测定所合成的化合物的 C、H、
N 含量。元素分析的结果见实验部分，实验值与理论值

符合，说明所合成的配体和配合物的纯度较高。采用

JENCO Model 3010 电导率仪在 DMF 溶剂中测试配合物

的电导率，实验结果表明，配合物的摩尔电导率为 159 0
S· cm2·mol －1，说明配合物为二价的电解质型 化 合

物
［9］。

红外光谱，化合物 DAFO，1722 cm －1
强吸收峰为

C = O的伸缩振动 υc = o ; 916 cm －1，760 cm －1
为苯环氢的

面外弯曲振动 ωAr － H ; 苯环的伸缩振动位于 156 2 cm －1

和 140 2 cm －1
处

［10］。在配体 DAFND 中，DAFO 的 172 2
cm －1

强吸收峰消失，在 158 4 cm －1
处出现强的吸收峰，

为 C = N 的伸缩振动，说明羰基与 NH2 发生缩合反应，

形成了 C = N 双键; 132 4 cm －1
属于硝基的不对称伸缩

振动峰，而硝基的对称伸缩振动峰应出现 156 0 cm －1
附

近，但是与 158 4 cm －1
强的强吸收峰重叠而未显示出;

341 3 cm －1，332 2 cm －1
中等强度的较宽谱带表明有氢

键。配合物 Ru － DAFND，109 1 cm －1
左右有一非常强的

较宽谱带和 621 cm －1
左右的一个强的尖峰分别属于

ClO4
－

的 υd 和 δd ; 771 cm －1
左右的一个中强峰是 bipy 的

特征伸 缩 振 动 峰; 160 0 cm －1 － 162 0 cm －1
的 谱 带 属

υC = C ; 730 cm －1 － 745 cm －1
的谱带属 δC = C ; 142 0 cm －1 －

144 0 cm －1
的谱带属 δC － CH。

配合物的电喷雾质谱测试结果表明，所合成配合物

没有出现分子离子峰，相应的分子碎片离子峰能够与理

论值基本吻合。

以 Tris 缓冲溶液作溶剂，使用 UV － 2450 型紫外分
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光光度计记录 Ru － DAFND 的电子吸收光谱，测试浓度

分别为 2. 5 × 10 －5mol /L，其测试结果如图 1 所示。配合

物 Ru － DAFND 的最大特征峰位于在可见光区 456 nm

处，对应于金属到配体的 dπ － π* 荷移跃迁 ( MLCT，

metal to ligand charge transfer) ，说明 DAFND 发生了配位

作用
［11 － 12］，由于是混配配合物，分子的对称性比［Ru

( bipy) 3］
2 +

低，MLCT 峰出现分裂，表现在吸收光谱图

上，456 nm 处的吸收峰往往为一宽峰或带有肩峰的吸

图 1 Ru －DAFND 在 Tris 缓冲溶液中

的电子吸收光谱

收峰。285 nm 左右的吸收峰为 2，2＇－ bipy 的 π→π*
跃

迁。分别以 DMF 和 Tris 缓冲溶液作溶剂，使用 F － 4500

型荧光光谱仪测试 DAFND 和 Ru － DAFND 的发射光

图 2 DAFND 在 DMF 中的发射光谱

谱，浓度均为 1. 0 × 10 －6mol /L，结果如图 2 和图 3 所示。

乙醇溶液中，DAFO 在 321 nm 光源激发下的发射光谱

为 406 nm［13］; 在 DMF 中，DAFND 的发射光谱波长为

464 nm，激发光波长为 346 nm; 在 Tris 缓冲体系 Ru －
DAFND 激发光和荧光波长分别为 466 nm 和 596 nm，发

射峰是由 Ru( II) 和 DAFND 间的电荷转移引起的，激发

波长和发射波长都在可见光范围内，具有较大的斯托克

斯跃迁值，较强的发光效果，适合光电检测。
2. 2 配合物与 DNA 作用的电子吸收光谱

图 3 Ru －DAFND 在 Tris 溶液中的发射光谱

［Ru ( bipy) 2DAFND］( ClO4 ) 2 在室温下与 ctDNA

相互作用的电子吸收光谱变化如图 4 所示。

图 4 DNA 浓度增加时配合物电子吸收光谱的变化

由 图 4 可 知，与 DNA 相 互 作 用 时，［Ru
( bipy) 2DAFND］2 +

的电子吸收光谱发生了明显的变化。

随着 DNA 浓度的增大，［Ru( bipy) 2DAFND］2 +
在 243 nm，

284 nm 和456 nm 处特征吸收峰的红移分别为 3 nm、3 nm

和 5 nm; 其减色率分别为 30. 3%、29. 0% 和 28. 1%，表明

配合物可能以插入方式与 DNA 相键合
［14］。为定量地衡

量配合物与 DNA 键合程度的强弱，通过方程 ( 2 ) 计算

了配合物与 DNA 的平衡键合常数 Kb。

［DNA］
εa － εf

= ［DNA］
εb － εf

+ 1
Kb ( εb － εf )

( 2)

采用［DNA］/ ( εa － ε f ) 对［DNA］作图，拟合直线的斜率

为 1 / ( εb － ε f ) ，截距为 1 /Kb ( εb － ε f ) ，Kb 为斜率与截距

之比，如图 5 所示。由模拟曲线计算的配合物与 DNA

键合常数 Kb 为 8. 91 × 105 L /mol，大于部分插入方式键

合的［Ru( phen) 3］
2 +

的键合常数
［15］，是以插入模式键合

［Ru( bipy) 2 ( aip) ］2 +
与 DNA 作用的键合常数的 3 倍，

但比［Ru( bipy) 2 ( cpip) ］2 +
和［Ru( bipy) 2 ( Hcip) ］2 +

的

键合常数小
［16］，说明增大插入配体的共轭平面，配合物

与 DNA 的键合作用增强。
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图 5 配合物吸收峰的［DNA］/(εa － εf)与［DNA］的关系

2. 3 配合物与 DNA 相互作用的荧光光谱

在水溶液中，钌( II) 多吡啶配合物的荧光会被水分

子猝灭，发光强度有所下降。配合物如果通过插入模式

与 DNA 作用，由于插入配体的振动受到限制，就会减少

其激发态电子通过非辐射途径散失能量，同时配合物插

入到 DNA 后，溶剂分子对其碰撞减少，荧光猝灭的机会

也会减少，配合物的荧光一般会得到增强; 而以静电吸

引与 DNA 作用的配合物如［Ru( bipy) 3］
2 + ，因结合能力

较弱，不能有效地防止水分子的猝灭，故加 DNA 前后，

其荧光强度变化不大
［16］。

［Ru( bipy) 2DAFND］2 +
与 ctDNA 作用前后的荧光

光谱，如图 6 所示。由图 6 可以看出，配合物受到 466 nm

光激发后，在 596 nm 附近产生一明显的荧光发射峰。

加入 ctDNA 以后，发射光谱发生变化，发光度随着 ctD-
NA 浓度的增加而逐渐增大，直至一定程度至不再改变。

图 6 DNA 浓度增加时配合物荧光光谱的变化

配合物荧光增大的幅度大致可以反映 DNA 对配合

物的“保护”程度，即配合物与 DNA 键合的程度。DNA

的加入引起配合物荧光强度增加的现象，与已知的一些

插入试剂在 DNA 存在时荧光强度增加的现象是一致

的
［11］，由此推测，配合物可能插入到 DNA 的碱基对中。

图 6 中插图为配合物的相对发光强度 I / I0 ( 有、无 DNA

存在时配合物在 596 nm 处发光强度的比值) 随 DNA 浓

度的增加而变化的曲线。可以看出，在 ctDNA 的存在

下，配合物的荧光强度有较大的增加，即产生了明显的

荧光增强现象，并且随着［ctDNA］/［Ru］的增大，I / I0 先

呈线性增大，达到饱和时荧光强度大约增加到原始荧光

强度的 2. 6 倍，之后再增大 ctDNA 的浓度，其荧光强度

不再改变。
2. 4 配合物与 DNA 作用的粘度法研究

分别测试了含有不同浓度的配合物和 EB 影响下

的 ctDNA 溶液的粘度，实验结果如图 7 所示。EB 是典

型的 DNA 插入试剂，其测试结果可以作为参照。可以

看出，随着配合物浓度的增大，ctDNA 溶液的相对粘度

发生了明显的增大，与增加 EB 浓度影响 ctDNA 溶液的

相对粘度的趋势一致，但其增加程度相对较小，仍然表

明配合物是通过经典插入方式与 DNA 相键合，与光谱

法测定结果一致。由图 7 中曲线还可以看出，ctDNA 溶

液的相对粘度在配合物浓度较低时接近于直线增大，在

浓度较高时，则增加幅度相对较小。

图 7 Tris 缓冲溶液中配合物 /EB 浓度的增加

对 ctDNA 相对粘度的影响

3 结 论

本文合成并表征了一种新型钌 ( II) 多吡啶配合物

［Ru( bipy) 2DAFND］( ClO4 ) 2。通过光谱法和粘度法研

究了配合物与 ctDNA 的相互作用，结果表明:

( 1) ［Ru( bipy) 2DAFND］( ClO4 ) 2 具有明晰的物质

结构和荧光效应。
( 2) 配合物以插入的方式与 ctDNA 键合，插入配体

为 DAFND，键合常数 Kb 为 8. 91 × 105L /mol。
( 3) 在 ctDNA 的存在下，配合物的荧光强度有较大

的增加。
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Synthesis and Interaction with ctDNA Properties of a Novel Polypyridyl Ru( II) Complex

LI Ming-tian1，2

( 1． School of Materials Science and Chemistry Engineering，Sichuan University of Science ＆ Engineering，Zigong 643000，

China; 2． Key Laboratory of Material Corrosion and Protection of Sichuan College and University，Zigong 643000，China)

Abstract: A novel complex，［Ru( bipy) 2DAFND］( ClO4 ) 2 ( Ru-DAFND，bipy is 2，2-bipyridine，DAFND is 4，5-di-

azafluorene-9-p-nitrophenylhydrazone) ，was synthesized． And it was characterized by IR，1H NMR，ES-MS and elemental
analysis． Interaction of Ru-DAFND with calf thymus DNA ( ctDNA) was investigated by spectrophotometric and viscosity
measurements． The results indicate that Ru-DAFND bound to ctDNA by intercalation with the binding constant of 8. 91 × 105

L /mol 1 in buffer of 50 mmol /L 1 NaCl and 5 mmol /L 1 Tris-HCl ( Tris buffer，pH 7. 1) at room temperature．
Key words: polypyridyl Ru( II) complex; ctDNA; binding model
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