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摘要

本论文的研究内容主要涉及两方面的内容：其一为原子力显微镜测量生物分

子间作用力的研究，这是本人作为交流学生在日本东京农工大学生物技术与生命

科学系完成；其二是设计、合成了可用于表面自组装研究的一系列端基带有氢键

基团的星状兀共轭分子。

生物大分子间存在高特异性相互作用力，它们在调控分子识别过程中起到了

相当重要的作用。了解、检测和分类生物体系问的相互作用力已经成为现阶段生

物学以及相关领域研究的热点。而原子力显微镜作为表征形貌和测量分子间作用

力的手段，能有效地和定量化地计算生物体系中两类分子之间的特异性作用力。

在本课题中，我们选用的锌指是一类转录调节因子，能够和特异性的DNA结合

起到基因转录的作用。我们将Zi亿68和目标DNA分别化学修饰在AFM针尖和

玻璃基板上，利用AFM测定一系列Z娩68一DNA体系的力曲线，并计算归纳获

得Zif269--DNA复合物的解离力大小。同时由于Zi岔68和非特异性作用的DNA

之问存在一定的作用力，所以课题设计了有效的对比试验用以证实z舵68和目

标DNA分子之间的特异性作用力，得出了Zif268和目标DNA之间特异性作用

力的数值，并将其和已有文献的相关报道进行对比用以证明其可信性。另外，也

计算出非特异性作用力的大小，并且对其产生的原因进行了分析和阐述。

把结构明确的兀共轭寡聚物进行超分子组装将会对分子电子器件的发展产

生决定性的影响；因为寡聚物分子确定的化学结构和物理性质有助于实现特定的

功能以及便于实现超分子结构的调控。同时，这些分子器件的性能与分子在固体

表面的排布形态有着密切的相互关联性。因此，更好的理解并调控兀共轭寡聚物

在自组装单层膜中的取向与聚集形态对于发展未来的纳米器件是至关重要的。在

本课题中，我们设计、合成了一系列的星状冗共轭分子，包括分别含有一、二、

三个羧酸端基的星状芴和以及结构更为刚性的三个端基均为2，4一二胺基三嗪

环的三聚茚分子，以此形成一个系列的分子结构，便于进行系统性研究。同时我

们对这些星状分子的溶液和薄膜分别进行了紫外和荧光光谱的表征。最终这些功

能性分子将有望由氢键诱导在石墨或者金属表面形成有序的自组装结构。我们期

望通过不同类型氢键的引入，实现共轭光电分子在纳米尺度的可控构筑，并为未

来的分子光电器件的开发奠定基础。

关键词：原予力显微镜，生物分子作用力，力曲线，星状共轭分子，表面自组装
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Abstract

’11把research of this thesis are focused on two aspects：One is the research on

biomolecular interaction forces analyzed by atom force microscope(AFM)，which

was processed in Department of biotechnology and bioscience，Tokyo University of

A掣iculture and Technology．11舱second work is design and syntheses of a series of

star-shape conjugated molecules end-capped with hydrogen bonding groups．

Highly specific interactions exist in biomolecular system．They play n very

important role in molecular recognition．11”knowledge．characterization and

classification of biomolecular interactions become the research hotspot for biology

and some related science．AFM can be employed to efficiently and quanfificationally

chanK：tI哦霭the specific force interactions betwcem biomolecules．Zinc finger

pmteins a∞an important effect in transcriptional regulation due to their interactions

with DNA．Therefore，in this project we selected Zif268-DNA complex as onr

research target．Zif268 were bound oll the surface of an AFM tip and the tip was

approached to contact target molecules which wore immobilized on the substrate．

Then,the force required to unbind the binder-target complex was estimated from

force-distance cnrves observed during the withdrawal of the tip from the substrate．

Due to the occurrence of non-specific interactions咖嘲Zif268 and DNA．parallel

experiments wcre designed and performed to discriminate specific interactions among

the complex protein-DNA interactions．We also quantified the specific ilHcraction

betwcen Zi亿68 and target DNA and summarized the cmIs锚for non-specific

in删ous,based on statistical analysis ofthe force curv器．

硼砖supramolecular organization of兀conjugated oligomers with well-defined

structures will have crucial influences Oll molecular electronic devices．Oligomers

have defined chemical structures and physical properties,which contribute to realize

somc specific functionalities and tune supramolecular slrlLL：tures．Meanwhile，the

molecular pattem strncRires on the surface have great effects on the properties of

these molecular devices．Thus，it is great essential to understand and control the

orientation ofthese conjugated oligomers in their self-assembly monolayers，for better

development of nano-devices．In this project,a series of star-shaped opto-electronic

molecules end-capped with hydrogen bonding groups were synthesized which would

be good candidates for hydrogen bonding induced self-assembly materials on graphite

or metal surface．One，two and three carboxyl terminal groups were introduced into
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star-shaped oligofluorenes．respectively；and more planar core structure truxene wi出

1，3，5-triazine-2，4一diamine(1)end-groups wig_l-e also designed and synthesized for

systematic research and comparison．The optical properties of these molecules were

characterized by UV-vis and fluorescence spectra,which implied that the star-shal喊!
core and the long alkane side chains could substantially suppress intermolecular兀吼

aggregation．

Keywords：AFM，biomolecular interaction,force cuR-ve，star-shaped conjugated

molecule，surface self-assembly
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第—部分生物体系作用力的原子力显微镜研究

1．1原子力显微镜

第一章绪论

1986年，IBM公司的Q Binning和斯坦福大学的C．E Quate及C．Gerber合

作发明了原子力显微镜(Atomic Force Microscope，AFM)IIl。它是在扫描隧道显

微镜(Scanning Tunneling Microscopy，STM)基础上为观察非导电物质经改进而

发展起来的可在分子和原子级进行观察的显微工具。原子力显微镜自问世以来，

已经有多项应用扩展。一开始，通过AFM探针与被测样品之间存在的微弱的相

互作用力(原子间相互作用力)可以使用AFM来获得物质表面的形貌。之后，

人们利用原子力显微镜技术研究生物体系中单个生物分子的特性或生物分子之

间的相互作用。最近，通过修饰和操控AFM的探针成功实现了单分子操纵技术。

原予力显微镜的横空出世和潜在应用使得人们在微电子技术、生物技术、基因工

程、生命科学、材料科学、表面技术、信息技术12l和纳米技术等各种尖端科学领

域的探索和发展更进一步。

1．1．1先进显微技术的历史发展

扫描探针显微镜(SPM)是继光学显微镜、电子显微镜之后的第三代显微镜，

这是一种以物理学为基础，集多种现代科技为一体的新型表面分析仪器。1981

年，G Binnig和H．Rohrer[3J发明了扫描隧道显微镜(STM)，并因此被授予1986

年的诺贝尔物理学奖。STM是基于量子力学的隧道效应，通过一个由压电陶瓷驱

动的探针在物体表面作精确的二维扫描，其扫描精度达到纳米级别。该探针尖端

可以制成只有一个原子大小的粗细，并且位于距样品表面足够近的距离内，以使

探针尖端与样品表面之处的电子云有些微重叠。这时若在探针与样品表面之间加

一上定的偏压，就会有一种被称作为隧道电流的电子流流过探针。这种隧道电流

对探针与物体表面的间距十分灵敏，从而在探针扫描时通过感知这种隧道电流的

变化就可以记录下物体表面的起伏情况。这些信息再经计算机重建后就可以计算

机屏幕上获得反映物体表面形貌的直观图象。但由于STM要求使用导电基底，通

常是高定向裂解石墨(HOPG)、金属等，而月．这些基底用来观测生物样品时，非

常易于产生同螺旋DNA和其他生物大分子相像的假象。另外，由于不清楚隧道

电子是如何同非导电吸附材料相作用的，很难判断生物大分子S，rM图像的真实

性。这些限制了STM在生物大分子研究中的广泛应用。而随着生物技术的进步，
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特别是基因工程和蛋白质组学的发展，在分子尺度观察、测量生物分子结构和相

互作用变得越来越重要和迫切。

在STM的基础上，G Binning、C．E Quate及C．Gerber合作发明了原子力显微

镜(越M)，将观察对象由导体、半导体扩展到绝缘体。Ivan Amato将AFM比作

为“纳米世界的选拍照相机”141，弥补了STM在生物研究领域的不足，同时它又

成为观察物质表面、对原子和分子进行操纵的一个有效工具151。AFM可直接对脱

氧核糖核酸(DNA)、核糖核酸(RNA)和它们的蛋白或其他配合体、复合物结

构进行研究。同时，样品制备上避免了电子显微镜成像过程中所需要的喷镀、染

色和标记等用来增加图像反差的复杂处理步骤。AFM也能够像在空气中一样在

液体中操作，因此能在接近生理条件的缓冲溶液中成像生物分子。AFM的水平

分辨率一般是5—10nln(和针尖的曲率半径有关)，因此AFM是第一个，目前也

是唯一能在近似生理条件下对生物样品成像达到纳米分辨率的检测技术。

近年来，在STM和AFM的理论基础上，各种扫描力显微术发展很快，相

继发明了力调制显微镜(Force Modulation Microscopy，FMM)、相位检测显微镜

(Phase Detection Microscopy，PDM)、静电力显微镜(Electric Force Microscopy，

EFM)、电容扫描显微镜(Scanning Capacitance Microscopy，SCM)、热扫描显微

镜(Scanning Thermal Microscopy，SThM)和近场光学扫描显微镜(Scanning

Near-Field Optical Microscopy，NSOM)等各种系列显微镜。由于以上显微镜均

是基于探针在被测试样表面上进行二维扫描引起相关检测量变化的原理而研制

的设备，因此国际上称以上各系列显微镜为扫描探针显微镜(Scanning Probe

Microscopy,SPM)。

1．1．2原子力显微镜的工作原理

AFM主要由为反馈光路提供光源的激光系统(Laser)、实现力一距离反馈的

微悬臂系统(Cantilever)、执行光栅扫描和z轴定位的压电扫描器(x，y'Z

Piezo-scanner)、接收光反馈信号的光电探测器(DeW．etor)、反馈电子线路(Current

Circle)、粗略定位系统、防震防噪声系统、计算机控制系统与数据处理软件、样

品探测环境控制系统(湿控、温控、’气环境控制等)、监控激光一悬臂一样品相

对位置的显微及CCD摄像系统等构成。其中，前四大系统是该仪器的核心部件。

图1．1为原子力显微镜主要部件和工作原理图。

AFM是使用一个一端固定而另一端装有针尖的弹性微悬臂来检测样品表面

形貌的。当样品在针尖下面扫描时，同距离有关的针尖一样品相互作用(即可能

是吸引的，也可能是排斥的)和其他相互作用力，就会引起微悬臂的形变。也就

是说，微悬臂的形变是对样品一针尖相互作用的直接测量【6】。控制针尖或样品的

2
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Z轴位置，利用激光束的反射来检测微悬臂的形变。即使小于0．01 Illll的微悬臂

形变，只要用激光束将它反射到光电检测器后，变成了3—10nm的激光点位移，

由此在光电倍增管上产生一定的电压变化。通过测量检测器电压对应样品扫描位

置的变化，就可得到样品的表面形貌图像。商业用的微悬臂具有的弹簧常数(k)

一般为O．004--1185 N／m，针尖曲率半径大约为30 nm。

1．1．3原予力显微镜的操作模式

AFM有三种不同的常用操作模式：接触模式(contact mode)，轻敲模式

(tapping mode)和非接触模式(non-contact mode)。其中，最常用的是接触式

和轻敲模式。图1．2给出了AFM不同操作模式在针尖和样品相互作用力曲线中的

工作区间。

一| ，排斥力区
吸引力区

●●■ 接触 ·

一●l·●lt
一-ⅡlⅢ

一 -非接触

l ／／
针尖一样品间距

图1．2针尖一样品相互作用力随距离的变化曲线

1．1．3．1接触模式

在接触模式中，针尖始终同样品接触。样品扫描时，针尖在样品表面上滑动。

接触模式通常产生稳定的高分辨图像。当激光束照射到微悬臂的背面，再反射到

位置灵敏的光电检测器时，检测器不同象限会接收到同悬臂形变量成一定比例关

系的激光强度差值。反馈回路根据检测器的信号与预置值的差值，不断调整针尖

一样品距离，并且保持针尖一样品作用力不变，就可以得到表面形貌像。这种测

量模式称为恒力模式I“。当已知样品表面非常平滑时，可以让针尖一样品距离保

持恒定，这时针尖一样品作用力大小直接反映了表面的高低，这种方法称恒高模

式111。但接触模式下研究低弹性模量的样品(例如生物样品)时也存在～些缺陷。

这是由于这类分子和基底间的吸附接触很弱，探针在样品表面上的移动会产生压

缩力和剪切力，容易使得样品发生变形，并会损坏探针，从而影响到图像的质量

4
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和真实性。

1．1．3．2轻敲模式

在轻敲模式中，微悬臂是振荡的并具有较大的振幅(>20 rim)，针尖在振荡

的底部间断地同样品接触，是介于接触模式和非接触模式之间的一种操作模式

研。当针尖没有接触到表面时，微悬臂以一定的大振幅振动，当针尖接近表面直

至轻轻接触表面时，其振幅将减小；而当针尖反向远离表面时，振幅又恢复到原

先的大小。反馈系统根据检测该振幅，不断调整针尖一样品之间的距离来控制微

悬臂的振幅，使得作用在样品上的力保持恒定。由于针尖同样品接触，分辨率通

常几乎同接触模式一样好：但因为接触是非常短暂的，剪切力引起的破坏几乎完

全消失，所以轻敲模式适合于分析研究柔软、粘性和脆性的样品pl。在轻敲模式

中，针尖在振荡周期是间断地与样品接触；因为这种接触是短暂的，就大大降低

了对样品的损伤，所以很适合用于生物分子的成像。

1．1．3．3非接触模式

在非接触模式中，针尖在样品表面的上方几到几十纳米处振动，始终不与样

品表面接触。以略大于微悬臂自由共振频率的频率驱动微悬臂，当针尖接近样品

表面时，微悬臂的振幅显著减小。振幅的变化量对应于作用在微悬臂上的力梯度，

因此对应于针尖一样品间距。由于针尖探测器检测的是范德华吸引力和静电力等

对成像样品没有破坏的长程作用力，一般比接触式的作用力小几个数量级，因此

适合研究柔软的或有弹性的表面。同时非接触模式有另外一个优点就是针尖始终

不与样品表面接触，因而针尖不会对样品造成污染。尽管这种模式虽然增加了显

微镜的灵敏度，但相对较长的针尖一样品间距使得分辨率要比接触模式的低。实

际上，由于针尖很容易被表面的粘附力所捕获，非接触模式的操作是很难的。到

目前为止，非接触模式的应用通常不适合在液体中成像，而且在生物中的应用也

是很少的19】。 ，

1．1．4原予力显微镜的应用

原子力显微镜具有很高的空间分辨率，不仅能直接观察到物质表面的原子结

构，而且还能对原子和分子进行操纵。事实证明AFM已经成功的应用于物理、

化学、金属、半导体、微电子、纳米材料、生物、生命科学、生物医药等众多领

域中，特别在推动材料科学和生命科学的深入发展上起到了非常重要的作用。

5



复旦大学硕士学位论文

1．1．4．1在材料科学中的应用

在材料科学中，无论无机材料还是有机材料，人们对于材料是晶态还是非晶

态、分子或原子的存在状态、中间化合物及各种相的变化进行探索，以便找出结

构与性能之间的规律【10'u】。在这些研究中AFM可以使研究者，从分子或原子水

平直接观察晶体或非晶体的形貌、缺陷，测量空位能、聚集能及各种力的相互作

用，从而了解和掌握材料微观结构与宏观性能之间的关系，并将在工业生产中发

挥巨大作用。

当今纳米材料是材料领域最受关注的课题，而AFM在对纳米材料的微观研

究中也是最重要的分析测试工具之一。Neffati等人用高分辨AFM观察不同浓度

下的硅氧烷橡胶／黑烟末(CB)纳米复合材料样品的表面形貌和性质，证实样品

的粗糙度和表面CB的晶粒数目有关，并得出结论：CB的主体浓度和表面的实

际浓度均受到硅氧烷橡胶基体制备速率的影响，并决定其材料的传导率。由此可

见，在纳米级的复合材料研究中，AFM是一种强有力的工具112】。

工业上可以利用原子力显微镜对钢材成分进行有效分析，相对于光学显微镜

和扫描电子显微镜，AFM不仅可以在一次扫描下，根据不同物理参数同时得到

氧化铁皮图片，更可以根据磁力图判断氧化铁皮的成分。用原子力显微镜的磁力

针尖以敲击模式作精细扫描，可同时得到低碳钢热轧板样品的形貌图、相图和磁

力图。证实低碳钢热轧板表面氧化铁皮结构主要是四氧化三铁和游离铁的混合物

[13l。

1．1．4．2在生命科学和生物医学中的应用

在生命科学中，因AFM有着很高的三维图形分辩能力，因此用AFM对生

物大分子成像的意义，不仅是在分子水平上认识大分子的形态，而且可以通过对

生物分子结构的研究及生物分子在相互作用前后构型的变化，对揭示生命过程起

到至关重要的作用。例如，在生命科学中，AFM对染色体、蛋白质、多糖、微

生物、细胞等的研究都发挥了非常重要的作用。

在对鸟嘌呤(G)、胞嘧啶(C)分带中期染色体的三维结构的观察Il”、染色

单体型畸变识别【l5】以及核型分析等方面研究的应用证实，与光学显微镜、扫描及

透射电镜等成像工具相比，AFM具备独特的优势。它不仅能够识别染色体畸变，

同时可以对结构变化进行细微的观察。除正常染色体的结构及表面性质的研究，

利用AFM还可对G分带染色体形态发生的一系列变化进行观察。研究发现，随

着胰蛋白酶作用时间的延长，染色体除周边之外的其余结构将逐渐发生崩解I”J。

中期染色体经G、C分带会出现纵向高度的差异ll”，各条带中染色质纤维排列的

6
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松紧度也有所不刚18】。这些都有助于染色体分带机制的阐明。对重离子射线诱发

染色体畸变的分析发现，通过AFM不但能识别出染色单体裂隙和单体断裂，还

清楚地观察到单体型畸变断裂点的纤维状结构【l91。这证实了AFM是辐射诱发染

色体畸变的结构研究中十分有用的工具。

利用AFM观察，生物膜可以在其固有的状态下获得水平方向分辨率达O．5．1

lira、垂直方向分辨率达0．1--0．2 am的高分辨图像，甚至可以观察到分子内的结

构细节120i。DNA的复制、蛋白质的合成、遗传信息的传递等都是由分子间力控

制的，而AFM对微小相互作用力的灵敏度使其成为测量这些相互作用的有效工

具。单分子力谱和高分辨成像的结合使得分析生物分子内和分子间的相互作用力

成为可能。譬如，Pang在AFM下直接观察抗肿瘤药顺铂及其异构体反铂与DNA

的相互作用，发现顺铂抑制DNA复制的作用较反铂强，顺铂的抗肿瘤活性与

DNA分子中鸟嘌呤(G)和胞嘧啶(c)含量有关ⅢJ．

随着仪器和生物样品制备方法的改进以及成像条件的优化使得AFM不仅可

以对生物分子进行高分辨成像，而且可以对生物分子进行操纵——对被观察标本

直接进行切割、钻孔、打磨等操作。因此可利用舡M进行生物制药和基因治疗。

同时，AFM操作简便，样品处理要求不高，可检测的样品范围很广，配套设备

很少，安装条件也比较简单等优点足以证明AFM将成为现代、未来生物医学研

究的主要手段。

1．1．4．3在聚合物研究中的应用

AFM在聚合物研究中的应用非常广泛，除对聚合物表面几何形貌进行观测

外，目前更常用于对聚合物纳米级结构和表面性能的研究。例如AFM对嵌段共

聚物膜表面形貌与相分离进行观察，有研究小组[221就报道了聚苯乙烯一聚乙烯，

聚丁烯一聚苯乙烯三嵌段共聚物(SEBS)在相同浇铸条件下不同溶剂浇铸成膜

的微相分离形态。

而通过对聚合物在原子级别上的观察、分析、归纳、总结，可以获得更深层

次的信息。例如观察聚氧化乙烯(PEO)的晶体结构田l。由AFM图像可确定PEO

片晶表面几何形状接近正方形，厚度约为12．5 nm，在空气中随时间的延长晶片

逐渐形成不规则的树枝状结构，这些结构问的缝隙深度较PEO晶体厚度大，说

明在这个过程中高分子链进行重新折叠。

运用AFM技术可以顺利解析聚合物的各种性质，例如导电性能、单链聚合

物的力学性能124J等。研究聚合物结构与性能之间的关系，操纵和修饰聚合物链，

设计和创造新的结构和物质，从根本上评价和控制聚合物可能的性能和过程，将

成为AFM的发展趋势以及聚合物科学的重要研究领域。

7
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1．1．4．4在信息技术中的应用

半导体芯片技术是当今高科技的核心。尽管元件尺寸越来越小，但是芯片的

功能却越来越强。当尺寸缩小到纳米级，传统的观测手段(如电子显微镜)已不

能满足需要，必须采用扫描探针显微镜。光盘具有存储量大、成本低、精度高和

信息保存寿命长等特点，现已成为主要的数据存储介质之一。它的信息是以凹坑

的形式存储于盘基上，凹坑的深度和长度是信息位的关键参数，它们直接影响光

盘读出信号的质量。AFM可直接对物体表面进行三维检测，能够在纳米尺度上

对光盘上的信息位凹坑结构进行三维检测。同时由于AFM具有高分辨率、形象

直观的观测、提供量化的三维信息以及对样品无特殊要求的特点，使其成为分析

信息存储介质的重要工具，因而也将在未来的数据分析和处理中发挥重要作用。

另外，AFM还集纳米加工与测量于一体，具有较好的实时监控和微加工能力，

这对于未来开发和研制更快的存储介质及海量存储系统等也有重要的意义I弭J。

1．1．5原子力显微镜的展望

原子力显微镜以其独特的成像方式、高分辨率、制样简单、操作易行等特点

而备受关注，并且突出地显现了显微观测技术作为人类视觉感官功能的延伸与增

强的重要性。AFM已在生命科学、材料科学等领域发挥了重大作用，极大地推

动了纳米科技的发展，促进人类加速进入了纳米时代；同时，AFM将带领人类

进入后基因组，即蛋白质组学研究的新天地。

20年来，材料科学、电子技术、计算机科学的进步极大地促进了AFM技术

的进步。目前AFM在以下方向有待发展：(1)探针针尖的工艺研究。探针针尖

的工艺对AFM分辨率至关重要，如何提高针尖尖度、延长探针使用寿命将成为

AFM长期研究的问题。目前科学家们正致力于研究碳纳米管针尖的制造和应用

[25,26]。(2)接触面处的接触距离，是AFM中最关键的因素。合理的接触距离，

既有利于延长针尖的使用寿命，又有利于提高AFM的分辨率。在原子操纵中，

接触距离将起着决定性作用。电场的强弱和原子间力的大小接触同距离有密切的

关系。研究发现，当接触距离达到某个值时，接触面处的原子会发生“突跳”，

“突跳”对原子操纵影响很大。(3)计算机技术的进步和数据处理软件的开发也

是不可忽视的关键因素。

8
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1．2生物体系间作用力的AFM研究

1．2．1研究生物体系之间的相互作用力的意义

生物大分子问存在高特异性相互作用力，例如抗体一抗原、配体一受体、互

补DNA．DNA间相互作用力，它们在调控分子识别过程中起到了相当重要的作

用。例如基因的表达、酶的功能性催化、细胞的保护这些过程都依赖于生物分子

问的相互作用力。又如，在免疫系统中，抗体能够高效快速的识别于它们相应的

抗原，并与它们结合，这在生物工艺学、药理掣”】和催化学[2Sl中都起到了重要

作用。所以，了解、检测和分类生物体系间的相互作用力已经成为现阶段生物学

以及相关领域研究的热点，不仅对细胞生物学、微生物学和医药学等基础研究提

供了广泛的研究素材，也对于生物传感器的发展有不可低估的影响。

随着仪器技术的发展，对生物分子间的相互作用力的直接检测(定性和定量)

已经成为现实。目前生物膜力探针(biomembrane force probe)例、表面力测量

仪(surface forces apparatus)po]、光镊子(optical tweczeTs)郾J是应用比较普遍

的敏感力转换装置。尽管这些技术对于生物分子间的作用力较为敏感，但是它们

缺乏测量离散的分子间相互作用力的空间或者力分辨率。而原子力显微镜使用微

小的针尖作为力探针，柔软的悬臂作为力转换装置，能够获得良好的空间和力分

辨率。同时，能够在等同于生理学的条件下进行仪器操作，这些优势使得原子力

显微镜在生物分子间相互作用的研究中独树一帜。

1．2．2生物分子问相互作用的AFM研究简介

1994年，lee小组田】首次报道了利用AFM测定离散的生物分子复合物的断

裂力。他们选用生物素一链霉亲和素体系，这是因为该复合物具有很强的非共价

键作用力。牛血清白蛋白作为介质，可以将生物素修饰于AFM针尖表面，同时

将链霉亲和素修饰于玻璃基板表面。链霉亲和素分子有四个活性位点，尽管某些

位点在基板修饰中被占据，但仍然能够保证与生物素的作用。在AFM针尖和基

板分离的过程中，存在多种断裂力，但是通过力曲线图可以获得最终断裂力的信

息。经过分析归纳，统计显示了这些最终断裂力的分布，其中峰值代表了一个或

多个生物素一链霉亲和素复合物的断裂力大小，并得出单个生物素一链霉亲和素

特异性作用力大小为160 pN。

除了对于生物素一链霉亲和索的研究，对于抗体一抗原的作用力研究也有报

道。Stuart和Hladyl33J的研究中发现抗体一抗原非特异性断裂力也能被检测到，

这可能是因为分子运动性不足。Dammcr小组134J利用自组装单层膜修饰针尖和基

底并获得定量断裂力。而Hintcrdorfcr小组135，36l是第一个确定单个抗体一抗原之

9
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间的相互作用力的。后两个研究小组在修饰的过程中使用具有移动性的交联剂分

别在针尖和基板上连接抗体和抗原，这样可以克服一系列问题，例如定位失误、

位阻效应和构型转化，同时可以降低针尖上抗体密度，保证是单分子作用。

在蛋白质一DNA作用力的测定中，目前主要还是通过AFM图像功能定性化

的观测它们之间相互作用的动力学过程和机理。例如蛋白质分子是怎样和活细胞

中DNA上特定位点相作用的，通常这些特定位点仅仅是几个特定碱基对，所以

相对于周围环境中的大量非特异性DNA，它们之间的结合显得很神奇。利用动

态AFM成像便可以清晰的观测到甚至单个DNA分子的长度，蛋白质分子最优

结合位点等细节问题p7-39]。另外，基于DNA本身的特性，也可以通过力曲线获

得定量数据。多个小组【柏，4l】都对互补DNA双链中单个碱基对的相互作用力进行

了定量测定，之间存在一些数值差异可能源于特异性和非特异性的作用力，以及

不同的力加载速率[42J。也有研究DNA分子经过AFM拉伸过程导致碱基堆积作

用消失，DNA分子失去弹性，导致的B．S转变过程143-45]。

1．3本课题选题背景和意义

生物分子间相互作用力的研究是现在生物学以及相关专业中值得投入精力

进行分析研究的一个方向。这是因为它们在生物体和真实环境中对识别调控起到

了不可估量的作用。锌指是一类转录调节因子，能够和特异性的DNA结合起到

基因转录的作用。所以，对于它们之间的相互作用的研究，一直以来是科学家们

关注的重点。十多年来，人们通过各种表征手段了解研究锌指一DNA复合物，

从一开始利用X射线单晶衍射方法直接观测它们之间的复杂多样的作用方式，

到计算机模拟锌指一DNA复合物之间相互作用力，特定碱基对和锌指分子的作

用力大小等，已经走过了很长的研究之路。随着原子力显微镜在单分子操纵技术

上的应用，使用AFM获得的锌指一DNA力曲线图可以定量分析这种特异性作用

力的大小，深刻了解锌指一DNA复合物的结构特性，使得科学家们能够进一步

理解锌指的基因转录作用。

原子力显微镜作为表征形貌和测量分子间作用力的手段，能有效地和定量化

地计算生物体系中两类分子(例如DNA和蛋白质)之间的特异性作用力。锌指

Zi亿68和富含G、C碱基对的DNA可以特异性结合从而起到转录基因的作用。

我们将Zif268和目标DNA分别化学修饰在AFM针尖和玻璃基板上，利用AFM

测定一系列Zif268一DNA体系的力曲线，并计算归纳获得Zif268--DNA复合物

的解离力大小。

同时由于Zif268和非特异性作用的DNA之间存在一定的作用力，称为非特

异性作用力，所以课题需要设计有效的对比试验用以证实Zif268和目标DNA分

IO
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子之间的特异性作用力，并且区分其和非特异性作用力的大小，同时讨论非特异

性作用力的成因。另外，课题设计不同的试验条件以最大程度减小非特异性作用

力对Zif'268--DNA分子间特异性作用力的影响，从而获得更为精确的Zif269--

DNA复合物的解离力大小。

本课题为作者作为交流学生在东京农工大学生物技术与生命科学系三宅一

中村联合实验室完成。
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2．1引言

第二章锌指和DNA相互作用力的分析测定

C2H2锌指蛋白质(C2H2 zinc finger proteins，ZFPs)在高等和低等真核细胞

中组成了一类数量巨大的核酸结合蛋白质【旧，并且显示出强大的功能性。ZFPs

在基因的转录调节中起到了重大作用，这主要是因为它们和DNA之间存在相互

作用。Zif268这种转录调节因子最初在小鼠基因TFIIIA中被发现n由于在自

然界中可以识别不同类别的DNA序列，所以Zit268在ZFPs这类蛋白质中具有

代表性和可研究性。Zif268有三个类似手指的结构，称为锌指。每个锌指包含一

条短的反平行B折叠链和一个n螺旋，它们和一个憎水性的内核以及一个锌离子

共同组成紧密的球状结构。其中，锌离子和四个保守性残基(两个半胱氨酸由B

折叠提供，另外两个组氨酸由d螺旋提供)配位。如图2．1所示，当Zif268和

DNA作用时，它的三个锌指将包裹DNA；同时Ⅱ螺旋将插入到主沟槽中，这时

N端上残基会和碱基作用，每个锌指会和富含鸟嘌呤(G)和胞嘧啶(C)的DNA

上的三个碱基对豫位点形成主要连接【4'”。

图2．1 Zif268-DNA复合物显示其相互作用。其中三条多肽链的锌指分别以红色、黄色和紫

色表示。DNA用深蓝色，锌离子用浅蓝色表示。
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近年来关于Zif268．DNA复合物的研究主要集中在DNA特异性识别序列16，7l

和相互作用力模拟计算_ktsJ，这些研究有助于人们深入了解这种特异性作用的形

成和作用方式。Zif268．DNA复合物的晶体研究揭示了这种蛋白质一DNA特异性

作用包含多种连接方式，例如氢键作用，范德华力和憎水性作用力⋯。这种两者

之闯复杂的相互作用不仅导致了特异性作用力，同时也产生一些非特异性作用

力；导致目前仍然无法精确认定识别码序列。例如侧链相互作用力，这是一类静

电作用力，源自于带正电荷的Zif268氨基酸残基和带负电荷的DNA磷酸骨架。

正如绪论中提到的，原子力显微镜不仅能够观察材料形貌特性llo，Iu，同时能

精确有效的分析分子间和分子内作用力【噱131。1992年，Hoh研究小组【141使用AFM

技术成功测量了无机体系中约10 pN大小的分子间相互作用力，之后，很多研究

小组纷纷利用这项技术检测生物体系中相对较弱的分子间特异作用力。主要手段

为：将分子固定于AFM针尖和基底表面，通过两者相互接近、接触和撤离，在

这个过程中得到力曲线并从中获得两类分子阃解离力信息。利用这种技术，检测

单分子之间作用力成为现实。这是因为AFM针尖的半径只有5--50 nm，使得针

尖和基底之间的接触面积非常小，在这种情况下，AFM针尖可以成功的从基底

上抓取单个分子，整个过程类似于钓鱼。

本章节的工作为作者作为交流学生在日本东京农工大学生物技术与生命科

学系完成。

本课题的目的是为了检测Zit268和DNA之间的作用力，包括特异性作用力

和非特异性作用力。我们通过化学修饰的手段，将DNA和Zi￡268利用共价键分

别连接到AFM针尖表面和玻璃基底表面。同时设计平行实验用于区分特异性作

用力和非特异性作用力，这里使用了富含GC碱基的目标DNA作为主要实验对

象，而不具有识别码序列的对比DNA以及被TO-Pro-3 iodide荧光剂嵌入的目标

DNA作为对比实验对象。通过AFM仪器操作获得数百张力曲线图，并对它们进

行统计分析，最终得出了Zi也68和目标DNA之间特异性作用力的数值，并将其

和已有文献的相关报道进行对比用以证明其可信性。另外，也计算出非特异性作

用力的大小，并且对其产生的原因进行了分析和阐述。

2．2实验部分

2．2．1实验药品
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中文名称 英语名称 纯度 厂商

缓冲液 MOPS buffer；,TE buffer 自配

N-(6一Maleimidocaproyloxy)succini
99％

Dojindo

mide(EMCS) Laboratories

3-Mercaptopropyltrimethoxysilane
99％ Sigma-Aldrich

(^lyntS)

Molecular
荧光嵌入剂 T0-PR0．3 iodide 97％

Probes

ss-DNAt，SS-DNAc，SS—DNA。，
单链DNA 99％ Invitrogan

ss-DNA口

谷胱昔肽硫基转
GST Zi岔68 合作者提供

移酶一锌指268

琼脂糖 Agarose 99％ NnSieve

streptavidin修饰

的传感器芯片
streptavidin-coated sensor chip SA BiacoreAB

若非特别指明，本章中所有试剂均未作任何处理而直接使用。

2．2．2仪器

2．2．2．1 AFM探针

实验中用于测定力曲线的AFM探针型号为NANOSENSoRslM

AdvancedTECTM Cont，购置于Nanosensors公司(Neuchatel。Switzerland)这是

一种四面体结构的硅材料探针，图2．2给出了其三面视图的形状。这类接触性探

针的力常数为0．2 N／m(如表2．1所示)。

图2．2NANoSENSORS“AdvancexlTECTMCont型AFM探针的三视图：前视图(左)、侧视

图(中)和上视图(右)
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表2．1悬臂的物理数据

Technical Data Nominal Value Specified Range

Thickness／“m 2 1．0-3．0

Width／眦 50 45—55

Length／0m 450 440·460

Force Constant／(N／m)

Resonance Frequency／kHz

0．2 O．02-0．75

15 7．25

2．2．2．2玻璃基底

实验中使用Glass based dish，器皿材料为聚苯乙烯，总直径长35 mln，中间

用硅树脂粘合玻璃，直径27 mm。购置于IWAKI Glass(Tokyo，Japan)。

2．2．2．3表面等离子体共振仪(SPR)

实验中使用的表面等离子体共振(SPR)购置于BIACORE X instrument

(BiacoreAB，Switzerland)。

2．2．2．4原子力显微镜(AFM)

实验中使用的原子力显微镜(AFM)MFP-3D购置于AsylumResearch(Santa

Barbara,CA)。

2．2．2．5共聚焦激光扫描显微镜(LSM)

实验中使用的共聚焦激光扫描显微镜(confoeal laser scanning microscope，

LSM)型号为FV300(Olympus)，购置于Olymous(Tokyo，Japan)。

2．2．3样品处理和制备

2．2．3．1缓冲液的配置

MOPS buffer(pm．81)：10 mM MOPS，5 mM DTT，90ⅢZnCl2。TE buffer

(pH 8．0)：10 mM Tris-HCl，1 mM EDTA-3Na·

2．2．3．2 GST-Zif268的渗析处理

将GST-Zif268(54．2州，2 mL)注入渗透膜中，放置于MOPS缓冲溶液(500

19



槎算天擎 第Z-章锌指和DNA相互作用力的分析测定

mL)中，在-40C环境中搅拌进行渗析。2小时后，替换新鲜的MOPS缓冲溶液

(1L)继续在40C环境中渗析搅拌过夜。次日，替换MOPS缓冲溶液(500mL)

继续在_40C环境搅拌2小时。三次渗析结束后，将样品GST-zi亿68放置于40C

冰箱中进行保存。

2．2．2．2 DNA的处理过程

四类碱基对(basepair，bp)数目均为49的单链DNA(ss-DNA)分子购置

于Invitrogen公司(日本东京)，分别为：单链目标DNA(ss-DNAt)、单链对比

DNA(ss．DNAc)、目标DNA互补链(ss-DNAⅡ)和对比DNA互补链(ss-DNA口)。

它们两两配对可以合成两类双链DNA(ds-DNA)。鹳．DNA的序列如表2．2所示，

其中加框部分表示目标DNA和对比DNA的碱基差异处：

表2．2四类单链DNA的碱基序列

SS．DNA名称 碱基序列

SS．DNAt NH2．5’以GT CTC CGG COG TCT C-CA c罐匝亟盈
圆CTCOGTAOTCAACGCTCTG．3’

SS-DNAc

ss-DNAtr

SS-DNA口

NH2—5’．AGT cTc cGG cGG TcT GcA CC,[A CTG AGcl

Icl仃CTC OOTAGTCAA CGCTCT G一3’

5’．CAG AGC(订T GAc TAc CGA OAIC GAA CAC Gdc

GTGCAGACCGAAGGAGACB3’

5’．cAG AC,C G订GAC TAc CGA OAIA GGC TCA G11C

GTGCAGACCGCCGGAGAC暑3’

5’端基处的氨基可以和琥珀酰亚胺通过共价键连接到AFM的针尖。

目标双链DNA(ds-DNAt)的合成步骤：首先，将两条具有相对碱基序列单

链DNA(as-DNAt和ss-DNAh)(100洲，20皿)分别用TE缓冲液(180 pL)

稀释lO倍，之后以等摩尔量混合。使用CMV-IE promoter／enhancer升温仪将混

合液加热至950C并保持3分钟，随后缓慢降温，在此过程中dS．DNAt形成，并

且可以有效得消除ss-DNA之问的非特异性作用，降低相同ss-DNA序列之间的

结合可能。

同样过程操作合成ds．DNAc，并将目标DNA和对比DNA放置于冰箱中保

存(40C)。
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2．2．2．3 AFM针尖的修饰

AFM针尖表面首先经过臭氧清洗，然后浸渍于2％MPTMS(2％MPTMS，

2％蒸馏水，96％甲醇)溶液中。30分钟后，将MPTMS处理过的AFM针尖放

置于EMCS(O．5 mg／mL，DMF)溶液中浸渍30分钟。之后，AFIVl针尖分别用

目标DNA和对比DNA(5肛M，TE缓冲液)处理，于40C浸渍过夜，分别获得

由目标DNA和对比DNA修饰的AFM针尖．

2．2．2．4玻璃基底的修饰

玻璃基底表面首先经过清洗臭氧，然后注入2％MPTMS(2％MPTMS，2％

蒸馏水，96％甲醇)溶液于该器皿中。30分钟后，换EMCS(O．5 mg／mL，DMF)

溶液中浸渍30分钟。之后，在玻璃基底器皿中注入GST-Zif268(5．4 lun，MOPS

缓冲液)进行化学修饰，于4 oC浸渍过夜。

2．2．2．5力曲线的测定

实验中所有的力曲线测定均在同一原子力显微镜上进行(MFP一3D，Asylum

Research．Santa Barbara，CA)。MFP．3D安置声音保护装置用以降低噪声对测试

产生的影响，其压电扫描器能够精确定位X轴和Y轴位置，从而防止图像和信息

滞后作用。使用的AFM针尖购置于Nanosgnsors公司，为四面体硅材质，其力

常数为0．2 N／m，共振频率15 kHz。在实验过程中，利用Thermal method对每个

AFIVl针尖进行了实际力常数的测定，所有的力曲线测定都在室温下进行。获得

力曲线的方式如下：将修饰了Zif268的玻璃基底浸渍于MOPS缓冲液中，这时，

使AFIVl针尖以一定的速率(约20 rim／s)接近玻璃基底，并在两者接触后以同

样速率撤回AFIVl针尖直到回复原位。这样一个过程将生成一张力曲线图。反复

重复操作获得一系列力曲线，并进行分析计算。

2．3结果与讨论

2．3．1凝胶电泳检测ds．DNA的合成

使用凝胶电泳可以鉴定ds．DNA的合成。DNA在碱性的溶液中带有负电荷，

因此，在电场作用下朝正极移动。在琼脂糖凝胶中电泳时，由于琼脂糖凝胶具有

一定孔径，长度不同的DNA分子由于所受凝胶的阻遏作用大小不一，迁移的速

度不同，从而可以按照分子量大小得到有效的分离。溴化乙锭可插入到DNA分

子的双链中。在紫外光的照射下，插入溴化乙锭的DNA呈橙红色荧光，所以溴
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化乙锭可以作荧光指示剂指示DNA含量和位置。

琼脂胶的制作过程为：将琼脂糖(4．5 g)溶解于l×TAE缓冲溶液(100 mL)

中，微波炉升温使它完全融化后缓慢倒入模具中成型，并于冰箱中(40C)保存。

在电泳槽内加入l X TBE电泳缓冲液，至液面覆盖过琼脂胶面。将合成的ds．DNA

和原料ss-DNA以及DNA标定物(20 bp)按照以下量在洁净载玻片上小心混匀，

并用移液枪加至凝胶的加样孔中：l IIL 6×loading dye，l¨L待测DNA样品和4

止l X TAE。接通电泳仪和电泳槽，电压l V／cm，开始电泳。30分钟左右停止

电泳。将琼脂胶取出水平放置于一张保鲜膜或其他支持物上，放进溴化乙锭(EB)

溶液中进行染色，完全浸泡约30min。在紫外透视仪(Typhoon 8600)样品台上

重新铺上一张保鲜膜，赶去气泡平铺，然后把已染色的凝胶放在上面拍照。图

2．3显示的是ds-DAN和SS．DNA的凝胶电泳检测结果。

2 3 4 5 6 7 8

图2．3凝胶电泳检测ds-DNA的合成。其中I．20bp marker DNA；2．Target NH2-dsDNA 3．

Control NH2-dsDNA；4．Target NH2一ssDNA；5．Control NH2-ssDNA；6．Target reverse

NHz-ssDNA 7．Control reverseNH2-ssDNA：8．20bp marker DNA

凝胶电泳的结果显示2、3列中目标和对比ds-DNA成功合成，并且作为原

料的两条ss-DNA等量消耗，无单链DNA纯在。



复旦大学硬士毕业论文

2．3．2表面等离子体共振

使用表面等离子体共振仪BIACORE X instrument(BiacoreAB)于25。C进

行Zif268-DNA相互作用的测定。含有5’biotinylated DNA的溶液被打入

streptavidin修饰的传感器芯片中，同时获得500 Rid的信号强度。缓冲溶液pn

为8．0，含有Tris-HCi(10 mM，)、NaCl(250 mM)、MgCl2(90州)和Tween 20

(O．005％)，使用于样品制备过程和∞rri盯buffer中。GST-Zi岔68浓度为313 riM-2

¨M，在流速20 uL／min下结合过程和分离过程均为3．5分钟。结合在DNA上的

蛋白质通过两次注入再生溶液(5止，0．05％SDS的100 mM EDTA溶液)进行

分离。实验数据使用BIAevaluation，version 3．0进彳亍处理，结果如图2．4。

当Zif268注入时，相对于使用修饰上对比ds-DNA的传感器芯片(B)，修

饰目标ds．DNA的传感器芯片(A)和Zif268有清晰的结合与分离过程。这个结

果表明Zif268可以特异性的与目标ds-DNA作用，计算获得结合常数为8．1×107

M。1，具有高的亲和力。这是因为Zit268可以和目标DNA的碱基对在主沟槽中

形成11个主要氢键作用，六个目标碱基都是鸟嘌呤。每个指结构的0‘螺旋上有五

个精氨酸和一个组氨酸和DNA主沟槽结厶【”】。两者的相互作用力强。当使用荧

光嵌入剂TO-PRO．3 iodide干扰Z也68和DNA之间的结合时，SPR信号由于嵌

入过程而降低，计算获得该情况下的结合常数为6．2×106 M-’，只有非嵌入时的

1／lO。这个结果表明TO．PRO-3 iodide可以作为Zif268．DNA特异性作用力的破

坏剂进行对比实验。

Timo
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图2．4zif268和(A)目标ds-DNA(B)对比ds．DNA(C)TO-PRO-3 iodide染色后的目标

DNA结合获得的SPR信号图

2．3．3共聚焦荧光显微镜

为了获得修饰DNA的AFM针尖图像，我们使用了TO．PRO-3 iodide(O．1

mg／mL于PBS中)对DNA嵌入染色，并利用共聚焦荧光显微镜拍摄其图像。

使用的激发波长为633 nm[16I，激光源为He-Ne激光，两个高选择性光电倍增器
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(PMTs)设置于800 V，调节增益3．0％和偏置O％，在不同AFM针尖的拍摄过

程中保持这三个参数不变。图像通过使用60倍油浸渍物镜的FluoView 300

(Olympus)取得。使用FluoView soitware(Olympus)，每间隔0．5 pm将摄取

一个数字图像。将一系列图片叠加最终获得AFM针尖的荧光图像(图2．5)。

图2．5共聚焦显微镜图片(左)使用TO-PRO-3 iodide嵌入剂获得修饰上DNA的AFM针尖

的图像，并于数百次力曲线测定后拍摄；(中)硅烷化后DNA修饰前的AFM针尖(右)试

验中使用的AFM针尖电子显微镜图像

共聚焦荧光显微镜获得的AFM针尖图像显示，尽管进行了数百次和修饰

Zif268的基底作用实验后，DNA仍然牢固地联结在AFM针尖上。由此，我们可

以确证DNA成功的修饰于AFM针尖上，并且在使用原子力显微镜测定

DNA-Zif268复合物的相互作用力的过程中，DNA分子不会脱离。

2．3．4典型力曲线的测定

图2．6(a)AFM针尖和玻璃基底修饰示意图；(b)AFM针尖和玻璃基底作用示意图
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先前的研究中己表明锌指和富含G、C的DNA有特异性作用力，这种力由

多重氢键、范得华力和憎溶剂效应共同决定117】。实验中，使用两类bp数均为49

的ds-DNA，其中目标DNA含有zif268识别位点一GCG厂rGG／GCG，而对比DNA

的相应碱基对序列ACT，GAG伦CT预计为不能被Zif268所识别。化学修饰AFlVI

针尖表面和玻璃基底表面，分别通过共价键连接目标／对比DNA和Zif268分子，

如图2．6所示。

DNA修饰的AFIvt针尖和z砬68修饰的玻璃基底表面靠近、接触然后撤离，

获得力相对于距离的曲线，分析这类力曲线图，可以获得蛋白质一DNA复合物

之间的结合解离特性。我们曾经使用具有更低力常数(大约O．01 N／m)的悬臂，

希望获得更精确的结果，但是巨大的噪音和不稳定影响了断裂力的测定，这是由

于悬臂太过柔软导致的剧烈震动。所以我们最终选用了四面体结构的硅材料

AFM针尖，它的力常数为O．2 N／m。

图2．7A是目标DNA和zi岔68作用获得的一类典型力曲线图，而B是对比

DNA和zi挖68之间作用产生的力曲线图。

在A中有很多锯齿型断裂，大的断裂力达到500--600 pN，小的断裂力约有

100．200pN。同时，最终断裂的拉伸距离(水平双向箭头)约45—17511111，相对

于理论计算49个bp的DNA和GST-Zif268复合物的尺寸(大约15 rim)要大。

这可能是因为蛋白质构型改变，导致了多肽链的延伸。GST-Zif268通过化学连接

基团EMCS随机地修饰在玻璃基底上，也会导致拉伸距离的不同。一般文献报

道打开单个蛋白质所需的力为150--300pN[18，191，为了测定这个力的大小，我们

尝试拉伸单个zi亿68．GST蛋白质。实验表明所获得的Zif268-GST折叠解离力小

于200 pN，和图B中所测得的非特异性作用力相当，这使我们认为这是非特异

性作用力的一个来源，并且在zi岔68．DNA复合物的解离力的计算中忽略这类力。

在使用目标DNA的实验中，测量到大的解离力超过500 p_N，这种情况在使

用对比DNA的实验中罕有发生。即便是偶然有这种情况发生，它的力曲线也要

比使用目标DNA时平滑。数百次的重复实验后，归纳获得表2．3，以此对比两

类实验中获得的断裂力的不同几率。在总断裂力的几率计算中，修饰目标DNA

的实验显示几乎每一张力曲线图都有断裂力产生(94％)，面对比实验中测得总·

断裂力的几率只有34％；另一个差异在于，测量修饰目标DNA时，获得大于

400pN的断裂力几率为74％远大于对比实验中的7％和9％。这里我们做了两类

对比实验，一类是在AFM tip上修饰对比DNA，另一类是用TO．Pro．3 iodide荧

光剂嵌入日标DNA中，阻碍目标DNA和Zif268的特异性作用。
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图2．7典型的力曲线图(A)Zif268和目标DNA相互作用(B)Zif268和对比DNA相互作

用。水平双向箭头代表拉伸复合物的最大距离

表2．3 Zif268和目标DNA以及对比实验获得的断裂力比较，其中括号内显示的是力曲线圈

数值。(力加载速率force loading rate 40 nN／m)

2．3．5 Zif268．DNA复合物的解离力

在数百次的力曲线测量中，我们计算总结出两张柱装图，以便于理解和计算

Zif268．DNA之间的特异性作用力大小。(图2．8)柱装图A中，在大约200 pN

处有一个较大的高斯分布顶点，和B图的对比实验中获得的实验结构类似，由

此我们判定锌指和DNA之间的非特异性作用力为150 pN。另外，有两个峰值在

Zif268和目标DNA的复合物解离力测定中显示，一个约550 pN另一个在l150 pN

处。而在柱装图B中没有类似的分布，我们推断单个Zif268一DNA复合物的特异

性断裂作用力为550 pN，而1150 pN对应于两个这样的复合物分子的断裂。
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图2．8 CA)Zif268-targetDNA解离力的柱装图，虚线表示高斯分布(B)对比试验中使用

对比DNA和荧光剂嵌入目标DNA。实验中的力加载速率(force loading rate)为40 nN／s．
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Kuhner小组【201曾经测量过LexA．DNA单分子力的大小，其中LexA是SOS

体系调节基因转录的重要元素。在他们的研究中，LexA-DNA单分子的断裂力大

约在35-45 pN之间，而在我们的实验中，获得的Zi挖68．DNA断裂力的数值约为

其lO倍。数值偏大的原因分析如下：一个原因是我们的实验中力加载速率很高

(40 nN／s)，远大于LexA-DNA实验中的0．5—9 nN／s．众所周知，力的大小和力

加载速率的对数成线性关系1211，另外一个原因是Zif268的接触表面远大于LexA，

所以Zif268被报道有33个氢键作用点，而相应的LexA只有3个n碉。考虑到

这些因素，我们认为单个Zif268．DNA复合物的特异性解离力的大小在550 pN

是完全合理的。

2．3．6非特异性作用力

在Zif268和目标DNA相互作用力的力曲线测定中，不仅有大于500 pN的

断裂力被检测到，同时在AFM卸撤离过程中也存在较低的断裂力被检测到(图

2．8 A)。它们的数值在150口N左右，这种大小的力在平行实验中也存在。我们

认为这个峰值左右的断裂力是Z砣68和DNA之间的非特异性作用力。如图2．9

所示，一个Zi岔68分子有三个指状结构，每个指状结构可以插入特定DNA序列

的大沟中，这种过程需要四个位于旺一螺旋上的氨基酸与DNA的碱基或者磷酸

相互作用结合[23】。

然而，Zif268和DNA之间的相互作用力并不如图显示的这么简单。除了直

接的氢键作用，包括氨基酸和碱基的以及氨基酸和磷酸骨架的，还有水调节接触、

范德华力等非直接氢键作用。如图2．10，Pabo等人阱l报道了单晶x射线1．6A下

Zif268．DNA相互作用的细节。四个小图包含了(a)Arg 18和Asp20和碱基lO

的相互作用；(b)水分子调节下Asp20和Ar924和碱基9的相互作用；(c)Glu21

和Serl7以及Argl8的氢键作用，锌指侧链和嘧啶的范德华力作用；(d)水分子

调节下Lys33和磷酸5的作用。也有文献报道改变DNA侧链碱基和磷酸骨架仍

然会有zi岔68．DNA相互作用，这是因为Zif268的锌指具有良好的适应性和多样

性以迎合DNA识别位点和序列的改变1241。Desjarlais和Berg t25l通过理论计算给

出了一系列碱基序列片断和Zif268的相对自由结合能，发现即使不是传统意义

上Z皿68的识别序列，两者的自由结合能数值相对特异识别序列并不小，例如

TCA：1．5 kcal／mol，该碱基序列片断出现在实验设计的对比DNA中。

我们知道，pH=8时GST-Zif268在带正电荷(等电点8．86)，而DNA带负

电荷，两者存在的静电作用力可能会导致Zif268．DNA之间的非特异性作用力的

产生。降低这种静电作用力的手段为提高缓冲溶液的盐溶液浓度，但是在高浓度

时导致的憎溶剂效会应而产生另一种非特异性作用力。所以寻找最佳的盐溶液浓
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图2．9Zif268多肽序列，结合位点图。(a)Zif268的锌指和目标DNA的弧位点作用图；(b)

Zif268多肽链的氨基酸序列，三个锌指的n螺旋上，．1，2，3，6位置的氨基酸主要和DNA

产生相互作用。

度可以最大程度的降低非特异作用力。于是，我们在缓冲溶液中加入氯化钠，调

节其浓度从0 mM到100 mM，在不同盐溶液浓度下测量了断裂力大小。并且，

模拟真实细胞内的盐溶液浓度(CNaa=10 mM，C1(a；140 mM)测量了断裂力

大小。但是仍然能检测到150 pN左右的非特异性作用力，而且其数值和发生概

率不降低。说明在该体系中，静电作用力对Zif268．DNA之间的非特异性作用力

不是由静电作用力主导产生的。

另一个产生非特异性作用力的情况可能为AFM针尖和固态的基底表面直接

作用而导致。在力曲线的测定过程中，AFM卸和基底在进行了化学修饰后，两

部分器件存在直接的固体表面接触。这种状态下也会导致随机的非特异性作用

力。

在zi亿68．DNA特异性作用力的讨论中，已经提到蛋白质的构型改变会产生

非特异性作用力。Zi亿68．GST通过化学连接摹团EMCS随机地修饰在玻璃基底

上，也会导致拉伸距离的不同。一般文献报道打开单个蛋臼质所需的力为150一

300 pN，为了测定这个力的大小，我们尝试拉伸单个Zif268-GST蛋白质。实验

表明所获得的Zif268．GST折叠解离力小于200讣4，和图2．8 B中所测得的非特

异性作用力相当，我们认为这是非特异性作用力的一个来源。
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图2．10Zif268．DNA作用力的详细说明图。Zif268的第一个和第二个锌指分别用红色和黄色

代表，多肽骨架用灰色代表；DNA用蓝色代表。水分子用白色圆圈表示。

由于Zif268和特定DNA序列的结合常数较大，所以使用AFM测定它们之

间特异性作用力时，虽然存在较大的非特异性作用力的干扰，但是仍然可以从获

3l
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得的力曲线中推测中z娩68．DNA复合物的解离力大小。

2．4结论

实验设计了两类DNA用以探究Zit268和目标以及对比DNA之间的相互作

用。在AFM针尖和基底的表面上分别利用共价键连接的方式化学修饰了DNA

和G昨zi亿68，利用原子力显微镜技术，我们可以定量测定Zi岔68和DNA之问
的特异性作用力．通过力曲线分析和计算，在力加载速率为40 nN／s时，获得单

个Zi￡268．DNA复合物之间的特异性解离力为550 pN，同时存在约150 pN的非

特异性作用力。使用这种实验方法和仪器可以直接定量化的测定蛋白质一DNA

复合物之间的特异性作用力．
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第二部分星状光电分子的合成与表征

3．1有机发光材料

第三章绪论(二)

发光材料在光通讯、光信息处理、发光器件、光检测器等光电子领域有着

广泛而重要的应用价值。无机半导体发光材料的研究尽管已取得了令人注目的成

就，但由于高成本，复杂的器件制备工艺，高驱动电压，难加工性，以及能耗较

高使得无机发光材料的进一步发展受到一定的影响。相比之下，有机发光材料是

一类新型的发光材料，其荧光量子效率高，具有可调节的光、电性能，并能够与

小分子、无机半导体材料、金属离子等进行掺杂，同时还兼具聚合物的热稳定性

高、加工性能好等优点。因此这种高的吸光系数和宽的吸收谱带，良好的激发态

给受电子性能，以及可改善的空穴传输性能，使有机发光材料在光电器件的制备

上具备了很多特殊的优点：(1)有机发光材料发光效率高、亮度大；(2)有机发

光材料种类多、价廉，且易大规模、大面积生产，易实现超薄、大面积平板显示

(3)发光颜色从红外到紫外可调，覆盖整个可见光区，这是方便实现全彩色显

示的前提；(4)有机材料的成膜性能良好，易加工成各种不同形状；(5)驱动电

压低，能与半导体集成电路的电压相匹配，使大屏幕平板显示的驱动电路容易实

现。由于具有以上重要的特点，有机光电材料具有广阔的应用前景llJ。

3．1．1无扎有机发光材料的历史

通常将物质在紫外线光、太阳光或普通灯光等光源照射下吸收了一定光能

后发光的现象称之为光致发光(photoluminescence，PL)，具有光致发光性能的

物质称为光致发光材料；而在一定的电场下能被电能激发而产生光的现象称为电

致发光(eleca'oluminescence，EL)，具有电致发光性能的物质则称为电致发光材

料【2l。

1936年Desa'iau等首次观察到夹在两个通电电极之问的ZnS磷光粉绝缘层

的电致发光现象，从而开创了电致发光二极管(Light Emitting Diode，LED)的

研究【3】。1963年Kallmann等研究了蒽的电致发光现象开创了有机发光二极管

(Organic Light Emitting Diodes，OLED)的研究【4】。在人们传统的观念中聚合物

都是作为绝缘材料但是1976年Alan MacDiarmid，Hideki Shirakawa和Alan J．

Heegcr等发现了聚乙炔的导电性打破了这个传统观念嶂J。导电聚合物的发现为我
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们提供了一种新型的材料，这种材料既有金属或半导体的性质又保留了聚合物的

特殊机械性质和易加工性l“。当人们渐渐接受了共轭聚合物作为半导体的概念后

谁都没有想到共轭聚合物的还能够作为发光显示材料，1990年剑桥大学的Friend

等人在{Natm-e)上的关于聚苯乙烯撵(polyfp-phenylenevinylcne)，PPV)的电

致发光现象的报道【7】，开辟了共轭聚合物在有机显示发光器件等方面应用之先

河。

有机光电材料在信息处理、平板显示和能量存储等领域有着巨大的潜在应

用前景。例如，在新型平板显示器件的研究中，有机光电材料具有许多无机发光

材料和液晶显示材料等目前常用的显示材料所不具有的优良特性(材料选择范围

宽，可以实现从蓝光到红光的全色显示；发光亮度和发光效率高；全主动发光的

固态器件不受震动的外界因素影响；以及驱动电压低、可视角宽、响应速度快、

超轻超薄、制备过程简单费用低和柔性显示的优点)嗍。又如，有机光电材料正

在被用于新型太阳能电池(solar cell)、白光照明等能量储存和转换领域。

3．2超分子化学与自组装

3．2．1超分子化学简介

1987年Nobel化学奖授予了C．J．Pederen、D．J．Cram和J．M Lehn标志着化

学的发展进入了一个新的时代，发初于Pedersen对冠醚的基础性发现【9l而后分别

由Cram和Lehn发展起来的主一客体化学【10l、“超分子化学”【ll，12】的重要意义也

因此才被人们真正认识到。对以非共价键弱相互作用力键合起来的复杂有序且具

有特定功能的分子集合体，即超分子化学的研究，可以说是共价键分子化学的一

次升华、一次质的超越，被称为是“超越分子概念的化学”，它不仅在材料科学

和信息科学，而是在生命科学中也均具有重要的理论意义和潜在的广阔应用前

景。

超分子化学的产生、发展是历史的必然，是符合人类的认识规律的。其正是

人们在对共价键分子化学的研究进行了一百五十多年后才发生的，这反应了人类

对化学研究的不断进步的过程ll31。重要意义也因此才被人们真正认识到。近10

年来，超分子化学研究得到了长足的发展，国际上已有几本有影响的专著问世，

国内也积极开展这方面的研究，并且已进入了一个由分子到分子以上层次有序聚

集体的高层次研究。

与分子化学相对照，分子化学基于原子间的共价键，而超分子化学则基于分

子问的相互作用，即是两个或两个以上的构造块(building blocks)依靠分子间

相互作用缔合。图3．2中简介了从分子化学到超分子化学的基本特征【14’”】。运用
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在特定的结构区域内的非共价键，即多种分子问的相互作用(如静电力、氢键、

范德华力等)的能量和立体化学方面特性的知识能够设计出人工受体分子，它们

可以通过形成超分子结构，即具有明确结构和功能的“超分子”，选择性地与底

物结合．

3．2．2分子组装的基本概念

在讨论分子组装时，涉及两个基本概念：组装和自组装。组装就是一个系统

的要素按着特定的指令，形成特定的结构或功能的过程；而自组装是指系统的要

图3．1从分子化学到超分子化学的基本特征

素按彼此的相干性、协同性或某种默契形成特定结构与功能的过程。组装和自组

装的区别在于有无外界特定干预或信息来源的不同，自组装不是按系统内部或外

部的指令完成的，而是根据事物运动变化的规律和特定条件完成的。超分子化学

的重要目标是研究组装过程以及组装体，并是通过分子组装形成超分子功能体

系。其中分子建筑单元的巧妙设计和组装技巧，对于开发功能组装体具有重要的

意义和决定性的影响1161。

自组装存在于各种尺度的物质范围内，各种物理化学因素的协调与竞争是达

到有序自组装的关键，因为相互作用的连接点间的微小自由能的变化都会导致各

种结构状态的出现。因此，自组装的研究能揭示许多制约和控制分子形态、有序

组合的物理化学因素，尤其是科学前沿领域分子自组装的研究所发现的新现象及

由此形成的新理论和自组装控制技术能够为结构与功能的研究提供许多启示和

信息。自组装不仅是包含生命进化的分子工程的重要组成部分，而且是生物体系

中的生物合成的重要参与者。与由共价键形成的体系相比，自组装体系具有如下

优点：(1)在自组装过程中，由于对有缺陷的亚单元的排斥作用，从而减少了组
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装体中的结构缺陷；(2)组装体易于制备：(3)组装体制备经济方便。因此Lawrence

等人把自组装定义为由非共价键相互作用驱动的高度收敛的合成行为。
由于材料器件化应用，往往要求其构筑于固体基底的表面。所以在表面的分子组装在整个分

子组装体的研究中占据了重要的地位，得到了广泛的研究。

3．3有机单分子膜

3．3．1分子组装体

分子组装体(molecular assemblies)就是指在平衡条件下，分子问通过非共

价相互作用自发组合形成的一类结构明确、稳定、具有某种特定功能或性能的分

子聚集体或超分子结构【17．嘲。这些自组合材料可能具有新奇的光、电、催化等功

能和特性，在分子器件、分子调控等方面有潜在应用价值；同时，分子自组装体

是也各种复杂生物结构形成的基础。对生物分子的研究表明：生物分子结构的稳

定性和完整性也是靠较弱的、可逆的非共价相互作用(如氢键作用和兀一兀相互

作用)驱动来保持。因而分子自组装体系的设计与研究引起了研究者极大的兴趣。

分子组装体的研究范围很广泛，包括单层膜、双层膜、多层膜、胶柬、囊

泡、液晶和胶体等[20J。其中在固体基底表面进行分子组装对于构筑分子电子器

件是最为有效和直接的，特别是在纳米尺度形成有序的分子层由于其会引入相对

于宏观态、凝聚态完全不同的奇异的性质而得到广泛的研究。

3．2．2分子电子器件

分子电子器件是指应用有机材料(包括生物材料)在分子或超分子尺度范

围内构成的有序系统，通过分子层次上的化学和物理作用，完成信息的监测、处

理、传输与存储。分子电子器件的目标是采用有机物和聚合物、电荷转移复合物、

有机金属及其他分子材料开创出用于信息和微电子学的新型元件，现阶段的研究

内容主要包括分子整流器【21，蠲、分子三极管、分子开关瞄】及分子导线124,25】等，

从而为分子计算机与生物计算机的研制奠定必备的前期工作基础。

分子电子器件最具吸引力的优势体现在如下方面【26J：(1)基于有机材料的

特性和结构变化的多样性，容易实现分子间的连接：(2)分子器件制作是采用组

装式技术，可以克服有机材料加工的亚微米障碍，极限情况下能够达到单个分子

的精细结构；(3)传感器可以与器件制作在一起，特别是包括化学传感器与生物

传感器。(4)分子器件可以包含化学信息处理过程，又易于生物体相容，为仿生

信息系统的研制提供了更多的可能性。此外，在器件的柔性设计及抗热干扰方面

较之于无机半导体量子器件，分子器件仍具有明显的突出优势。
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3．2．3自组装单分子膜(Self-assembly monolayer，SAM)

自组装膜是分子通过化学键及静电力等相互作用自发吸附在固／液或气／固

界面而形成的、热力学稳定和能量最低的有序膜。其主要特征：(1)原位自发形

成；(2)热力学稳定；(3)无论基底形状如何，其表面均可形成均匀一致的覆盖

层；(4)高密度堆积，低缺陷浓度；(5)分子有序排列；(6)可人为设计分子结

构和表面结构来获得预期的界面物理和化学性质：(7)有机合成和成膜有很大的

灵活性和方便性[271。自组装技术已广泛应用于纳米技术、表面技术及生物技术

等领域中，该技术不仅可用于制备有机单层薄膜，也可制备多层有机复合薄膜：

既可应用于有机小分子物质，也可应用于高分子聚合物。其技术关键在于分子上

功能性基团的设计、引入及附着基底的表面处理网，此外，该技术无需复杂昂

贵的设备，成膜易于实现。目前常用的有机薄膜自组装技术是化学吸附法和分子

沉积法。

3．4共轭分子的表面组装

兀共轭材料(聚合物和小分子)是迄今为止最有前途的、廉价的有机光电子

器件备选材料。有机光电器件的性能，诸如发光二极管(Light-Emiitting Diodes，

LED)、场效应晶体管(Field-E腩ct Transistors，FETs)、光伏电池(Photovoltaie

Cells)等等，与其分子结构、纯度、材料形貌以及超分子结构有关。已有的经验

证明，在有机光电材料的研究上，只有将有机合成所得到的宏观化学结构与微观

尺度的分子的空间分布联系起来才有望实现基于分子水平的器件性能提升，并实

现用分子结构的设计来调控最终材料性能的目标。(图3．8)将具有分子识别性能

的功能基团引入到共轭体系中，在固态基底表面通过利用功能性分子界面自组装

构筑高度有序、可重现的、稳定的超分子结构，从而制备出具有特殊功能的传感

器或功能性纳米材料。对共轭体系纳米材料的研究不仅有可能用于纳米器件的制

备，而且还可为研究共轭体系分子问的相互作用提供理论模型。

以共轭有机纳米薄膜为基础的电子器件的光电特性己经引起了研究者的注

意，并在诸多高新技术领域获得了大量研究与应用，如有机电致发光器件1291、

有机负电阻器件[30-321分子电路器件及超微型：占片‘33I、超高密度信息存储技术【3斗蚓

等，其中的蛋白质存储纪录技术可望实现材料科学与信息科学、生命科学的学科

交叉，一旦研制成功并产业化，将带来信息革命的历史性突破。

利用扫描探针显微镜(Scanning Probe Microscope，SPM)对共轭分子薄膜

的表面形貌、自组装结构和老化机理的研究已经有大量的文献报道[37-431。例如，

S．E Alvarado在高真空条件下，通过STM针尖对聚对苯乙烯撑[poly(p—phenylene-
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图3．2光电器件(有机发光二极管LEDs,场效应晶体管FETs，太阳能电池Solar cells

等)的性能与其化学结构及超分子组织形式相互关系的示意图

vinylene)，PPvl注入电子诱导了荧光发射的增强H4】；又如中科院北京化学所的万

立俊小组和香港城市大学李述汤院士的小组合作利用STM和STS结合荧光光谱

研究了OLED在加热条件下的老化过程及分子链聚集形态【45】：而德国Mainz马

普所的Klaus Mullcn小组对碟状(disk-like)平面大矩芳环体系在表面的组装进

行了系统的研究[46．491。

另一方面，研究者们正开始关注特殊结构的冗共轭分子，例如星状

(sta睁shaped)结构【鼬蚓、树枝状(dendritic)结构瞪5期、螺旋(spiral)结构[60-63]

等等。其中，由于星状分子的高度对称性结构，使其具有非线性光学等一些特殊

的光电性能，因而正在被广泛研究。但是对这些星状共轭分子在表面自组装的研

究还几乎是一片空白。

3．5本课题选题背景与意义

把结构明确的兀共轭寡聚物进行超分子组装将会对分子电子器件的发展产

生决定性的影响；因为寡聚物分子确定的化学结构和物理性质有助于实现特定的

功能以及便于实现超分子结构的调控l讳删。同时，这些分子器件的性能与分子在

固体表面的排布形态有着密切的相互关联性【67，吲。因此，更好的理解并调控尢

共轭寡聚物在自组装单层膜中的取向与聚集形态对于发展未来的纳米器件是至

4I
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关重要的。 ，

在本课题中，我们设计、合成了一系列的星状兀共轭分子，包括分别含有一、

二、三个羧酸端基的星状芴和以及结构更为刚性的三个端基均为2，4一二胺基

三嗪环的三聚茚分子，以此形成一个系列的分子结构，便于进行系统性研究。同

时我们对这些星状分子的溶液和薄膜分别进行了紫外和荧光光谱的表征。最终这

些功能性分子将有望由氢键诱导在石墨或者金属表面形成有序的自组装结构。

我们期望通过不同类型氢键的引入，实现共轭光电分子在纳米尺度的可控构

筑，并为未来的分子光电器件的开发奠定基础。
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第四章具有氢键组装功能的光电材料的合成与表征

4．1引言

由于在有机平板显示(Flat Panel Display)、太阳能电池(Solar Cell)、生物

检测(Biosensor)和分子器件(Molecular Device)等领域的潜在应用，有机光

电材料的相关研究正受到广泛的关注【“21。结构确定的丌共轭分子对于改进分子

电子器件起到了决定性作用，不仅因为它们具有明确的化学结构和物理性质，还

因为其所形成的超分子结构能够优化和控制材料器件的功能Ⅲ。同时，这些刚性

芳环体系可通过与核酸碱基的7【-冗交叠，以达到特异性DNA分子识别的作用141。

为了使兀共轭分子在溶液或固态进行必要的自组装以形成功能性超分子结构，具

有特征结构的平面共轭分子引起了科学家们的广泛关注。这类分子利用分子间、

分子和基底间的相互作用，有望在高定向热解石墨(HOPG)、金属等表面进行

二维有序排列，形成不同的具有纳米尺度有序性的组装结构pl。其中氢键由于其

方向性、饱和性和强度适中等特性，成为自组装过程中最为有用的一种非共价键

作用力；更可以借助多重氢键作用将嘧啶、三嗪等分子构筑成形态各异的超分子

结构。

本章中我们合成了功能化的星状寡聚芴(StOF)和三聚茚(Truxenc)，通过

不同类型氢键的引入，有望在HOPG的表面实现氢键诱导自组装。聚芴衍生物

是普遍认为的性质最优的蓝光材料，它们具有高的光致和电致发光效率，高空穴

迁移率以及化学结构易修饰等特性[6-91。而星状寡聚芴因为结构确定，相对于聚

芴能避免主链缺陷，易于表征纯化；同时其三重对称结构使得其有望在非线性光

学领域获得应用【101。另外，三聚茚是一个高度对称的稠环芳烃，已经被证明是

制备液晶材料、富勒烯衍生物及C3型不对称催化材料等的理想化合物之一“’121。
这里，我们一步法合成了端基分别为一、二和三个羧酸基的星状芴，合成路线简

洁，产率较高。同时设计合成了端基为2，4一二胺基三嗪环(T)的三聚茚化合

物(TrT3)，两类化合物的星状核具有类似的化学结构，同时又都存在多重氢键

相互作用，有望在HOPG表面实现自组装。同时，我们设计的这一分子体系结

构上互为比较，可以系统地研究不同分子结构对于组装结果的影响。

4．2实验部分

4．2．1药品与试剂
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中文名称 英文名称 纯度 厂商

2--溴芴 2-Bromofluorene 97％ Aldrich

正丁基锂(1．6M的

正己烷溶液)
n-Butyl lithium(1．6 M in hexane) 98％ Aldrich

乙酸酐 Acetic anhydride AR 上试

l一溴代十二烷 l-Bromododecane 95％ AIdrich

三氯化铝 Aluminum chloride 97％ Fluka

l一溴丁烷 l-bromobutane 97％ Aldrich

液溴 Bromine AR 上试

四氯化硅 tetrachlorosilane 97％ AIdrich

干冰 dryice 食品级 上试

四氢呋喃 THF AR 上试

二硫化碳 Carbon disulfide AR 上试

1一溴代十四烷 1．Bromotctradccane 97％ Aldrich

茚酮 1．Indanone 98％ A1drich

冰乙酸 Acetic acid AR 上试

甲苯 Toluene AR 上试

乙醇 Ethanol AR 上试

盐酸 Hydrochloric acid AR 上试

氰化亚铜 Cuprous cyanide AIdrich

双氰胺 Dicyandiamide A1drieh

乙二醇单甲醚 2-Methoxyethanol AIdrieh

无水三氯化铁 Anhydrous ferric chloride AR 上试

氯仿 Chioroform AR 上试

以上试剂中，乙酸酐在使用前进行过蒸馏提纯；二硫化碳用无水氯化钙干燥、

蒸馏后使用；THF、乙醇和甲苯都用钠丝干燥、蒸馏后使用。其余药品未经进一

步处理而直接使用。

4．2．2实验仪器

4．2．2．1核磁共振谱(NMR)

所有的核磁共振的氢谱(1HNMR)均在Varian Mercury Plus 400型核磁共振

谱仪上采集，以氘代氯仿为溶剂，四甲基硅(TMS)为内标。氢谱浓度为5 mg／nll
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左右，体积约O．5 ml。采样次数为32次。

4．2．2．2气相色谱一质谱联用仪(GC．MS)

部分单体的质谱在Shimadzu QP一2010型气质联用仪上测定。

4．2．2．3紫外一可见吸收光谱(UV二Ⅵs)．与荧光光谱(PL)

紫外一可见吸收光谱(UV-Vis absorption spectra)在岛津uV-3150紫外光度

计上测定。溶液的紫外可见光光谱以四氢呋喃为溶剂；固态光谱则是以3 mg／mL

的四氢呋喃溶液在玻璃盖玻片上旋涂得到的薄膜然后进行测试。荧光光谱使用的

仪器均为Shimadzu RF-5300PC型荧光光谱仪，制样条件与紫外可见光光谱相同。

4．2．2．4基质辅助激光解析离子化飞行时间质谱(MALDI．1．oF MS)

MALDI-TOF MS在Shimadzu AXIMA-CFRTM plus (Kratos Anal舛cal，

Manchester,U．K．)飞行时间质谱仪上测定。基质为THAP(2’，4’，G-Trihydroxy-

acetophenone monohydrate)，不加阳离子试剂。基质溶液浓度为20 mg／mL，样品

浓度为5 mg／mL，溶剂为THF。采用反射模式检测分子量。

4．2．3星状寡聚芴分子的合成

4．2．3．1化合物2

化合物2合成自商业购得的2一溴芴，通过人们熟知的Fick反应在芴的9

号位引入了两条正十二烷烷基链031。

4．2．3．2化合物3

将化合物2(12．4 g，21．3 mm01)和无水氯化铝(5．7 g，42．5 mm01)溶于二

硫化碳溶液中，在0 oC冰水浴条件下，缓慢滴入新蒸馏的乙酸酐(2．3 g，22．1

mm01)。滴加完毕后，混合液底部呈绿色泥浆状，回流搅拌2小时后，缓慢倒入

稀盐酸溶液中以猝灭反应。水层用乙酸乙酯萃取，之后依次用水、碳酸氢钠水溶

液和饱和食盐水洗涤。硫酸镁干燥后，旋蒸除去溶剂。粗产物经过硅胶柱层析分

离提纯(洗脱剂为二氯甲烷：石油醚=3：lO)，得到黄色固体3(10．69，80％)。

1H NMR(CDCb，400 MHz，ppm)：7．95(d，2H)，7．72(d，1H)，7．61(d，

IH)，7．49(d，2H)，2．66(s，3H)，1．98(m，4H)，1．34一O．96(m，36H)，

0．86(t，6H)，0．70(m，4H)；MS(GC-MS)：622．3(M『)。
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4．2．3．3化合物4

室温条件氮气保护下，在化合物3(7．8 g，12．5 mm01)的无水乙醇和无水甲

苯(各40 mL)混合溶液中缓慢滴加四氯化硅(12．5 g，75．0 nun01)。之后，混

合体系升温回流反应24小时，倒入冰水中猝灭反应。用二氯甲烷进行萃取，有

机层用无水硫酸钠干燥。旋蒸除去溶剂后，粗产物经过硅胶柱层析分离提纯(洗

脱剂为二氯甲烷：石油醚=l：10)，获得白色固体4(5．1 g，93％)DO]。1HNMR

(CDCl3，400 Mi-iz,，ppm)：7．89(s，3H)，7．8l(d，3H)，7．75(d，3H)，7．67

(s，3H)，7．63(d，3H)，7．50(m，6H)，2．03(m，12H)，1．36一1．05(m，

108H)，O．86(t，18H)，O．68(m，12H)：MS(MALDI-TOF)：1812．8(M+‘，

100％)。

4．2．3．4化合物5a,5b。5c

将化合物4(2．6 g，I．43 mm01)放入反应瓶中，抽真空／冲氮气循环三次后，

注射入无水四氢呋喃(20 mL)，氮气保护下，用于冰／丙酮浴将体系冷却到．78 oC，

滴加入正丁基锂(5．5 mL，8．8 mmol，1．6 mol几的正己烷溶液)。随后回到室温

搅拌l小时，再降温到．78 oC，将由干冰挥发产生的二氧化碳经浓硫酸干燥后鼓入

反应体系中。即刻生成白色浆状物，慢慢回到室温继续搅拌反应l小时，随后加

入2 mol／L盐酸溶液以猝灭反应，固体物逐渐溶解。分离有机层并用水洗涤，干

燥后旋蒸除去溶剂。粗产物经过硅胶柱层析分离提纯(洗脱剂为乙酸乙酯：石油

醚=3：lO)后，可同时获得白色的固体产物——端基分别为一、二和三个羧酸的

星状芴。(5a：0．6 g，26％；5b：0．76 g，32％；5c：0．88 g，36％)。1H NMR

(CDCl3，400 MHz，ppm)：5a：7．92(d，1H)，7．89(s，1H)，7．83(d，2H)，

7．80一7．74(m，12H)，7．69(s，3H)，7．39—7．33(m，4H)，2．04(m，12H)，

1．28一1．05(m，108H)，O．86(t，18H)，0．69(m， 12H)：MS(MALDI—ToF)：

1623．5(M+，100％)；5b：8．20(d，2H)，8．14(s，2H)，7．93(m，6H)，7．86

--7．80(m，6H)，7．75(s，3H)，7．70(s，IH)，7．38(m，2H)，2．09(m，12H)，

1．26一1．08(1TI，108H)，0．84(t，18H)，0．71(m，12H)：MS(MALDI．ToF)：

1167．2(M’，100％)；5e：8．17(d，3H，J=7．8 Hz)，8．12(s，3H)，7．92(m，

6H)，7．85—7．79(m，6H)，7．74(s，3H)，2．10(m，12H)，1．25一1．07(m，

108H)，0．84(t，18H，J=13．8 Hz)，0．70(m，12H)：MS(MALDI．TOF)：1711．5

(M+‘，100％)。
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图4．I星状芴的合成路线

4．2．4功能化三聚茚化合物的制备

4．2．4．1化合物7

5焉5h50

将化合物6(19，7．57 mm01)加入到乙酸(5 mL)和浓盐酸(2．5 mL)的混

合溶液中，加热到1000C搅拌回流16小时。反应结束后倒入装有冰的烧杯中，立

即有大量固体沉淀产生。沉淀依次用水、丙酮和二氯甲烷洗涤后，得到白色固体

粉末7(O．82 g，2．40 mmol，93％)u41。1H NMR(CDCl3，400 MHz，，ppm)：7．97

(d，3H，J=7．5Hz)，7．71(d，3H，J=7．4Hz)，7．51(t，3H，J=14．2Hz)，

7．40(t，3H，J=14．7 Hz)，4．29(s，6H)；MS(GC-MS)：342．1 Qf十)。

4．2．4．2化合物8

将化合物7(3．0 g，8．76 mm01)放入反应瓶中，抽真空／冲氦气循环三次后，

注射入无水四氢呋喃(45 mL)。氮气保护下，用干冰／丙酮浴将体系冷却到．78 oc，

滴加入正丁基锂(36mL，57．6mmol，1．6mol／L的正己烷溶液)，固体完全溶解，

溶液变为深红色并回到室温反应1小时。再次冷却到-78 oC后，滴加l一溴代正己

烷(16．4 mL，55．2 mm01)到该反应体系中，并且在室温下反应3小时。加入大

量水以猝灭反应并用石油醚萃取，旋蒸除去溶剂后得到粗产物，用二氯甲烷重结

晶提纯获得淡黄色固体8(10．5 g，79％)i15lo 1H NMR(CDCl3，400 MHz，，ppm)：

8．36(d，3H)，7．45(d，3H)，7．38(m，6H)，2．95(m，6H)，2．07(m，6H)，
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1．38-1．12(m，132H)，0．87(t，18H)，0：50(m，12H)：MS(MALDl-TOF)：

1519．4(M+‘，10006)。

4．2．4．3化合物9

将化合物8(2 g，1．32 ret001)和催化量的无水三氯化铁溶解在15 mL氯仿

中，同时将液溴(0．23 mL，4．5 mm01)溶入氯仿(5 mL)中，在O。C条件下向

含化合物8的反应体系中慢慢滴入液溴的氯仿溶液并反应24小时。反应结束后，

混合液用饱和硫代硫酸钠水溶液和饱和食盐水洗涤除去多余的溴。之后，过滤白

色沉淀并用水洗涤3次。同时有机层用饱和食盐水洗涤，干燥旋蒸后获得的黄色

油状物，与之前获得的沉淀合并，一同用乙醇重结晶，最后得到白色固体9(2．1

g，9l％)1161。1H NMR(CDCh，400 MHz,，plan)：8．16(d，3H)，7．56(s，

3H)，7．50(d，3H)，2．83(m，6H)，2．01(m，6H)，1．25-1．01(m，132H)，

0．86(t，18H)，0．46(m，12H)；MS(MALDI—TOF)：1753．6(～r，100％)。

4．2A．4化合物lO

在N、N一二甲基甲酰胺溶液(100 mL)中加入化合物9(10 g，5．7 mm01)

和氰化亚铜(5．19，57 mm01)，于氮气保护下回流反应20d,时。随后冷却到80 oC，

在体系中加入氯化铁(9．5 g，57 mm01)、浓盐酸(40 mL)和水(40 mL)的混

合溶液，反应ld"时后室温下搅拌过夜。反应结束后，倒入盛有大量水的烧杯中，

并过滤棕色沉淀，用水和乙醇洗涤。水层用二氯甲烷萃取后干燥、旋蒸，将两部

分固体合并经过硅胶柱层析分离提纯(洗脱剂为石油醚：二氯甲烷=1：1)，最终

获得白色固体lO(5．279，58％)。1HNMR(CDCh，400MHz,，ppm)：8．42(d，

3H)，7．76(s，3H)，7．72(d，3H)，2．84(m，6H)，2．08(m，6H)，1．25一1．Ol

(m，132H)，0．88(t，18H)，O．42(m，12H)；MS(MALDI—TOF)：1595．5(M’‘，

lOO％)。

4．2．4．5化合物ll

将化合物10(500 mg，0．31 ret001)和双氰胺(130 nag，1．55 mm01)溶解在

20mL乙二醇单甲醚中。在加入氢氧化钾(90mg，1．61 mm01)后，溶液搅拌反

应8d,时。反应结束后回到室温，加3,40 mL饱和食盐水，水层用二氯甲烷萃取3

次，合并有机层干燥、旋蒸。粗产物经过硅胶柱层析分离提纯(洗脱剂为石油醚：

乙酸乙酯=3：1)，最终得到白色固体11(270nag，47％)。1HNMR(CDCl3，400

MHz,，plan)：8．45(d，3H)，8．39(d，6H)，5．21(s，12It)，2．97(m，6H)，
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2．22(m。6H)，1．30—O．94(m，132H)，0．85(t，18H)，0．49(m，12H)；MS

(MALDI-TOF)：1847．5(M+‘，100％)。

B

FeCh，Br2

CHela

7

9

8

4．3结果与讨论

4．3．1目标分子设计

''

图4．2三聚茚的合成路线

我们设计了含有多重氢键体系的星状光电分子，它们具有高度的对称性。其

中，星状芴的端基上分别带有一、二或三个羧酸基团，由于氢键个数的差异预计

它们在HOPG表面的自组装将形成不同的图型171，以此可以系统研究氢键作用
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对光电功能分子有序组装的调控作用。另一个星状分子三聚茚的三个端基上连接

了2，4一二胺基三嗪环，其可以形成多种不同的相互氢键作用方式，以此可以

考察N⋯H多重氨键作用【18】。同时由于三聚茚相对于星状芴具有更好的平面性，

刚性的结构使得分子与基底阃的7【-弧作用更显著，通过比较可进一步探究刚性共

平面结构对于自组装形貌的影响。通过这两类目标分子在HOPG表面自组装行

为的研究和比较，可以深入了解氢键和们【两种作用对于分子自组装行为的影响，

为实现在纳米尺度光电功能分子的有序构筑提供理论基础和参考依据。

4．3．2化合物的合成

星状芴的合成采用了先上溴再关环的创新方法。而之前的文献报道为先关环

后上溴【埘，这时，由于星状芴上有多个活性位点，如果使用液溴试剂直接溴化

将会在中心苯环上引入溴，故只能使用活性相对较弱的溴化试剂A1203／CuBr2选

择性上溴以获得化合物4，但这样往往会导致溴化不完全，生成单溴代和二溴代

产物。同时这些产物由于分子量接近，溴端基数目对于极性差异影响很小，将大

大增大分离和提纯的难度。因此，我们改进了合成方法，先在单溴芴的7号位上

引入乙酰基，随后通过关环可直接获得三个端基上都带有溴的星状芴4，几乎没

有副产物，产率较高，薄板层析显示只有少量原料和产物4，且两者由于较大的

极性差异便于柱层析分离。另外一个创新之处在于以化合物4为原料，利用正丁

基锂／干冰鼓泡的方法，直接引入了羧酸基团，不仅避免了先变氰基再水解的繁

琐步骤，而且也可以一步法同时获得分别带有一、二和三个羧酸基团的星状芴

5a、铀和5c。同时，我们也从2一乙酰基--9，9’一二(十二烷基)芴关环获得了

星状芴5d作为模型化合物，用于比较研究。

我们在体系中引入长烷基链一方面是为了增加刚性分子的溶解性，也是希望

当分子吸附于石墨表面的时候，9号位上的两条侧链中的一条可以匍匐于平面，

以增大分子与基底的相互作用【191，达到稳定自组装结构的目的。

4．3．3化合物的光谱表征

从表4．1和图4．3ae．可以发现，化合物5c和11相对于两者不含氢键基团的模型

化合物5d和8的光谱，它们在溶液态和薄膜态的紫外和荧光光谱都发生了一定程

度的红移。我们认为这种红移是由于氢键基团的引入导致共轭结构的延展，而且
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由于三嗪环的延展效应比羧酸的羰基要大很多，故11与8之间的红移值远大于5c

和5d之间的光谱峰差值。

图4．3四个相关化合物的聊溶液(10-S g／L)和薄膜态紫外和荧光图谱

(a)翮 @5e (c)8 (d)11

同时，我们对四个分子都测定了浓度相关光谱(浓度梯度从lo-s g几到10

g，L)，数据列于表l。可以发现，随着浓度的增大，四个分子的最大吸收／发射峰

并没有如常见的芳环化合物那样出现大尺度的红移，只是在10 g几这种高浓度下

才表现出较为明显的红移；甚至分子在薄膜态的光谱峰非常接近于稀溶液条件下

的数值。裴坚课题组曾经报道了具有相同星状核结构的分子，也存在这种光谱性

质，并认为这是由于星状核的位阻效应显著减小了分子间的丌一兀堆积和激基缔合

物的产生110'20l。而且，我们在星状分子上引入的长链烷基也进一步破坏了分子

写．)^葛墨暑uI罩黑i巨oz
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的结晶性(使得薄膜更趋向于无定形态)，增加了分子聚集的空间位阻，所以光

表I化合物5c，翮，8和“的紫外和荧光光谱数据

溶液态

化合物 溶液浓度 紫外吸收峰

(g，L)(rim)

10．3 317

10-2 324

5d 0．1 337

1．O 345

10 353

10-3 323

10-2 328

5e 0．1 349

1．0 357

10 362

10-3 306(295)

10-2 306(295)

8 0．1 310(298)

1．0 318，333

10 327，343

10-3 323(337)

lO-2 323(337)

11 0．1 355

1．0 359

10 375

4薄膜采用在石英玻璃上旋涂法制各．溶液浓度为3叽；

薄膜态4

荧光发射峰 紫外吸收峰 荧光发射峰

(rim)(rim)(rim)

363

362

365 316(299)6 366，379

365

375

371(358)

371(359)

374 320(301) 379，392

374

398

369(353，386)

369(353，386)

370(353，385) 306
‘

370(354，386)

369(354，385)

370(357，386)

434

438

441 335 421

440

446

5括号内的峰为相应的肩峰。

谱没有随着浓度出现大尺度红移，且薄膜态光谱与溶液态非常接近。这也说明了

星状结构在光电材料应用中的优势。



棋旦戈擎 第四章具有氢键组装功能的光电材科的合成与表征

4．4本章小结

我们设计、合成了可用于表面自组装研究的一系列端基带有氢键基团的星状

兀共轭分子，它们具有高度的结构对称性。其中，含有一、二、三个羧酸端基的

星状芴可用于考量氢键个数和氢键诱导作用对于星状芴分予表面自组装的影响。

另一个星状分子三聚茚的三个端基上连接了2，4一二胺基三嗪环，其可以形成

多种不同的相互氢键作用方式，以此可以考察N⋯H多重氢键作用。同时由于三

聚茚相对于星状芴具有更好的平面性，刚性的结构使得分子与基底问的删c作用

更显著，通过比较可进一步探究刚性共平面结构对于自组装形貌的影响。以上分

子形成一个系列的分子结构，便于进行系统性研究。通过这两类目标分子在表面

自组装行为的研究和比较，为实现在纳米尺度光电功能分子的有序构筑提供了理

论基础和参考依据。
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5．1引言

第五章高效铕配合物电致发光材料的研究

自从C．w Tang和S．A．Vanslyke首次研发出了电致发光器件辟”，直接引发
了对有机发光二极管(org{lnic Light Emitting Diodes，OLED)的大量研究及其

商业化应用。为了实现全色显示，开发饱和度高的三原色发光材料首当其冲。在

其中，对高色纯度、高稳定性、高效能的红光电致发光材料需求极大12J。其中，

基于有机铕配合物的红光电致发光器件受到了广泛关注和研究。这是因为它具有

高的色泽饱和度(接近单色红光)，高效三线态发光效率(器件内量子效率接近

100％)以及特征离子发射不受外部配合环境影响等特性。然而不饱和三价铕配

合物由于其低挥发性、易捕获水分子的特点而不能在高真空条件下沉降，对电致

发光器件产生不良影响【3】。这些局限性使得人们开始寻求电荷中性的配体，一方

面可以满足三价铕饱和配位的条件，另一方面用以提高配合物的挥发性(易于采

用蒸镀的方法制备器件)和稳定性[41。同时，良好器件性能的一个重要指标是空

穴和电子的注入／传输平衡【51，这也要求我们在材料设计中使用电荷中性的配体

或者阴离子配体。尽管在过去的数年中，各个研究小组在此方面已经取得了很多

成果和进展f4．∞11，但是开发器件稳定性高的有机铕配合物(例如，电致发光波

长与器件所加的电压无关这一性能)仍然鲜为报道。

在本章节工作中，我们将二氟苯基团引入到2，2’一联吡啶上，设计合成了一

种新型的含氟的配体，4一(2'4一二氟苯)一2，2’一联吡啶降(2，4一

difluorophenylene)-2。2’-bipyridine，2Fphen-bpy]，并在此基础上获得了有机铕配

合物(2Fphen-bpy)Eu(DBM)3(DBM=dibenzoylmethanate，联苯甲酰)，(实验路

线如图5．1所示)。由于氟原子的电负性强，易于电子注入，所以含氟联吡啶配

体的引入能用降低配合物的LUMO能级，同时有效提高配合物(2Fphen-bpy)

Eu(DBM)3的挥发性，从而改进器件性能14J。 ．

本课题为本科毕业论文的延续性工作，同时也是本人在赴日本交流前的主要

科研内容，现在本章中进行总结。其中器件制备与其电致发光性能的测试在中科

院长春应用化学研究所马东阁教授研究组完成。

5．2实验部分

5．2．1实验药品
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中文名称 英语名称 纯度 厂商

间氯过苯甲酸 肌·Chloropcrbcnzoic acid 76％ Aldrich

硝酸钾 Potassium nitrate，KN03 AR 上试

浓硫酸 Sulfuric acid,H2S04 AR 上试

冰醋酸 Acetic acid，C2H40H AR 上试

氯仿 Chloroform,CHCb AR 上试

乙酰溴 Acctyl bromide，CHOBr AR 上试

三溴化磷 Phosphorous tribromide，PBr3 AR 上试

四(三苯基磷)钯(O) Pd(PPh3)4 99％ AIdrich

碳酸钾 Potassium carbonate，K2C03 AR 上试

甲苯 Toluenc AR 上试

三氯化铕 EuCl3 99％ AIdrich

氢氧化钠 Sodium hydroxido AR 上试

联苯甲酰 Dibenzoylmethanate，DBM 99％ AIdrieh

2争二氟苯硼酸 2,4-Difluorophcnyl boronic acid 99％ Aldrich

乙醇 AIcohol AR 上试

若非特别指明，本章中所有试剂均未作任何处理而直接使用。

5．2．2仪器

5．2．2．1元素分析仪

元素分析所用仪器为Vario EL Ill元素分析系统，检测系统为可同时检测C、

H、N、S四种元素的系列分析柱。

5．2．2．2核磁共振谱(NMR)

所有的核磁共振的氢谱(1HNMR)均在Varian Mercury Plus 400型核磁共振

谱仪上采集，以氘代氯仿为溶剂，四甲基硅(TMS)为内标。氢谱浓度为5 mg／mL。

5．2．2．3气相色谱一质谱联用仪(OC—MS)

质谱在Shimadzu QP-2010型气质联用仪上测定。

5．2．2．4紫外一可见吸收光谱(UV-Vis)与荧光光谱(PL)

紫外一可见吸收光谱(UV—Vis absorption spectra)在岛津UV-3150紫外分光



覆算上擎 第五章高教铕配合物电致发光材科的研究

光度计上测定。溶液的紫外可见光光谱以二氯甲烷为溶剂，浓度为(10-5 mol／L)。

荧光光谱使用的仪器均为Shimadzu RF．5300PC型荧光光谱仪，制样条件与紫外

可见光光谱相同。

5．2．2．5示差扫描量热仪(Dsc)和热重分析仪(T(认)

示差扫描量热的测试采用的是岛津Shimadzu DSC-60A型示差扫描量热仪。

热重分析仪采用的是Shimadzu DTG-60H型DTA和TGA联用仪。样品在氮气氛

围下以每分钟10 oC的速率升温。

5．2．2．6 X射线衍射仪(XRD)

挑选外观晶形较好，尺寸大小合适的晶体粘于玻璃丝上，室温下用单色化的

Mo Ka射线(九=0．71073 A)，在Broker ApexII CCD面探测器收集X射线衍射

强度数据。晶体结构解析及修正采用SheLxl97软件包[221。用直接法获得所有非

氢原子坐标，对非氢原子进行基于F2的全矩阵最dx--乘法修正。氢原子坐标由

理论加氢得到。

5．2．2．7电致发光测量系统

电致发光电流一亮度一电压曲线由计算机控制的Keithley 2400和Keithley

2000源表测定，亮度由硅光电二极管校正。电致发光光谱由JY SPEX CCD3000

光谱仪记录。

5．2．3合成与表征

5．2．3．1化合物2

将2,2’一联吡啶35 g(224．1 mm01)溶于氯仿(500 m1)中，0 oC下搅拌35

分钟后加入问氯过苯甲酸(76％，51 g，224 mm01)室温下搅拌24小时。反应

完毕，配置亚硫酸纳溶液(10％)洗涤至淀粉碘化钾试纸不变色。再用碳酸钠水

溶液(5％，200 mi)洗涤，水层用氯仿萃取后合并有机层，干燥并旋蒸后获得

粗产物。为了除去没反应的联吡啶，用沸腾的正己烷萃取，得到的萃取液经过无

水硫酸镁干燥后除去溶剂，获得强吸水性固体。进一步硅胶柱层析分离，洗脱剂

为石油醚：乙酸乙酯(4：1)，得到产物2(18．6 g，48％)123j。GC．MS：m／z：172

(M’，100％)。1H NMR(400 MHz，CDCl3)6【ppm】：8．90(d，IH)，8．73(d，

IH)，8．32(d，IH)，8．17(q，lH)，7．82(t，IH)，7．35(t，2H)，7．28(t，

lH)。
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5．2．3．2化合物3

冰水浴中，在化合物2(6．3 g，36．6 mm01)和硝酸钾(25 g)中加入浓硫酸(63

a11)，之后加热回流15小时。反应结束后，将粗产物倒入冰中，用氢氧化钠水溶

液中和至PH=7，伴有大量黄色沉淀产生。过滤得到固体。水层用氯仿多次萃取，

加入无水硫酸镁干燥，过滤并旋蒸得到黄色产物。合并两处固体产物，用乙醇重

结晶，最终可获得淡黄色晶体3(4．2 g，52％)t2a]。GC．MS：m／z：217(M+，100％)。

‘H NMR(400 MHz,CDCl3)6【ppm】：9．16(d，1H)，8．89(d，IH)，8．79(d，

1H)，8．36(d，1H)，8．07(q，1H)，7．88(t，1H)，7．43(q，1H)。

CH3coat,PBI"3

ae猷icadd

EuCt3,DBM，1M NaOH

EtOH。60．C，

4

2

KNO=H=S04

Pd(PPh3)4，K2C03

toluefle,90．C

5

3

’

6

图5．1配体4(2，4·--氟三g)-2,2'-联吡啶及配合物(2Fphen-bpy)Eu(DBM)3的合成路线图

5．2．3．3化合物4

称取化合物3(4 g，18 mm01)溶解在冰醋酸(80 IIll)中，并加入乙酰溴(20

m1)，立即有亮黄色沉淀生成。随后加入三溴化磷(20 m1)。溶液升温回流反应

l小时，反应过程中，有粘稠状沉淀生成。反应结束后，将沉淀溶于热水中，并

用氢氧化钠调节至PH=8～9，水层用氯仿萃取后干燥，旋蒸得到油状物，固化

后得到黄色粗产物(3．6 g)。经硅胶柱层析分离，洗脱剂为二氯甲烷：乙酸乙酯

(1：1)，得白色产物4。(3 g，71％)1241。GC．MS：m／z：234(心，100％)。1H NMR

口6口=罨一芋竺9口

，≯口
自移口
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(400 MHz，CDCh)6【pp叫：8．69(t，

(d，IH)，7．83(d，1H)，7．48(q，

5．2．3．4配体5的合成

IH)。8．63(d，IH)，8．48(d，1H)，8．39

IH)，7．34(d，IH)。

称取化合物4(2 g，8．5 ret001)和2牟二氟苯硼酸(1．6 g，10．2 mmoi)溶于

甲苯，氮气氛围中加入四(三苯基磷)钯(o)(O．35 g，0．3 mm01)，碳酸钾(18 ml，

2M)水溶液，避光，回流反应过夜。反应结束后，分液。有机层用无水硫酸镁

干燥，过滤，旋蒸，得到淡黄色粗产物(2．4 g)。经硅胶柱层析分离提纯，洗脱

剂为石油醚：乙酸乙酯(2：1)，获得配体5(2 g，85％)。GC—MS：m／z：268(M’，

100％)。1H NMR(400 MI-Iz,CDCb)6[ppm]：6．99(m，2H)，7．32(m，1H)，

7．48(d，IH)，7．59(m，lH)，7．84(m，IH)，8．44(d，IH)，8．55(S，IH)，

8．69(dd，IH)，8．74(d，IH)。元素分析：Calcd．for C16H10F2N2：C，71．54；

l王’3．95：N，10．23％；Found：C，71．64；E 3．76：N，10．44％。

5．2．3．4配合物6的合成

将配体Dibenzoylmethane(1．34 g，6 mrnoI)和化合物5(O．54 g，2 mmoI)

溶解在热乙醇(95％，20 m1)中，加入氢氧化钠水溶液(6 ml，IM)，随后滴

加入氯化铕水溶液(2 mmoI)。60。C反应3：b时后过滤沉淀，分别用水、热乙醇

洗涤后在二氯甲烷／乙醇混合溶液中重结晶获得配合物6(70％)。元素分析：Calcd．

for C61H43EuF2N206：C，67．16；H，3．94；N，2．57％；Found：C，66．52；H，3．90；

N．2．6l％。

5．2．4性能测试与表征

5．2．4．1 X射线衍射

293K下，使用BrukerSmart APEX衍射仪，获得了铕配合物6的x射线衍

射数据列于表5．1。

5．2．4．2器件制备

使用真空沉积法制备器件，ITO玻璃(indium-tin-oxide)为阳极材料，沉积

速率为O．I-0．3ILlS，真空度为S3×lOqPa。如图5．2所示，四层器件结构为：

ITO／TPD(40 nm)／(2Fphenbpy)Eu(DBM)3：CBP(30 nm,3％)／BCP(20 nm)／Alq3(30

nm)／LiF(1 nm)／Al(100 rim)。TPD‘NI中-diphenyl—N爿’-bis(3-methylphenyl)

-(1，l’-biphenyl)-4A’-diamine)为空穴传输层；CBP(4,4’·bis(carbazole-9-yt)-

66
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biphenyl)为主体层：铕配合物作为客体材料搀杂在其中；BCP(2，9一dimethyl-4，7-

diphenyl-1．10一phenanthroline)为电子传输／空穴阻挡层；Alq3为电子传输层：ITO

和LiF／A1分别为阳极和阴极，金属阴极在非真空条件下高速蒸发(～O．8一l nm／s)

获得。

表5．1配合物6的晶体结构参数

Empirical formula C6lH43EuFjN206

Formula weight 1089．96

Temperature 293(2)K

Wavelength 0．71073 A

Crystal system,space group Monoclinie，P2(1)，c

Unit cell dimensions

口 19．751(7)A

6 10．324(4)A

c 23．92“9)A

a 90deg

声 91 deg

y 90deg

Volume 4878(31 A3

Z 4

Calculated density
‘

1．484 Mg／mJ

Absorption coefficient 1．350 ram"1

F(000) 1964

Orangefordatacollection 1．68t025．01 deg

Ren∞do璐collected／unique 19918／8586[R(int)=O．06351

Refinement method Full-matrix least-squares on P

Data|restraints|parameters ‘8586|0|649

Goodness-of-fit on F2 0．992

Final R indices 0>20(1)】 O．0362

兰驾壁垒!垒竺!12呈堡坐型垒211 1：：竺!型兰：三!Z型坌 ．

5．3结果与讨论

配合物6在四氢呋喃和二氯甲烷中有高溶解度，熔点为211。C，分解温度为

239 oC。重结晶获得的晶体结构采用x射线衍射分析。配体5的最大吸收峰为

67
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晷鼍留W
BCP

g～器～E蛾
1甲D

《2Fp№n bpy)Eu(DBM)3

图5．2器件结构和使用材料

241 nnl和281 nnl(溶剂为二氯甲烷)，相对于未修饰二氟苯的2，2’一联吡啶的

最大吸收峰(237 nln和282 nm)没有明显位移，且峰型一致(图5．3a)。这说明

二氟苯对于联吡啶的共轭延展效应十分有限，仅仅起到了增大位阻的作用，这也

可以通过铕配合物的x射线晶体衍射证实。测量配合物6的紫外荧光数据(图

5．3b)，其吸收峰为244nnl和346nin(105moI／L，溶剂为二氯甲烷)，当在350nlll

处激发配合物6时，获得特征的铕离子跃迁5D0寸7最(612 rim)。同时固态薄膜

和溶液态的光谱相似。

配合物6的分子结构示于图5．4，三价铕离子和六个氧原子(由三个DBM

配体提供)以及两个氮原子(配体5提供)配位，达到饱和，晶体结构为四方反

棱柱构型(square antiprism，D4d)。Eu-O和Eu-N键长和文献报道相符【25】。二

ooc可口-o竹o《
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Wavelength e帅}

图5．3紫外荧光光谱图(a)配体5(实线)和2，2’一联毗啶(虚线)的紫外吸收；(b)配

合物6的紫外吸收和荧光发射谱图

氟苯基团和两个吡啶环之间的二面角，也就是C(51)-C(55)N(2)和c(46)-c(50)N

(1)，分别为42。和51．6。，二面角的角度大大超过了文献报道【26l的分子间兀轨道交

叠角度不能超过304，也证实了二氟苯和联吡啶之间不存在共轭性，与之前的光

谱数据相符。

图5．4铕配合物6的分子结构

图5．5给出了配合物6的电致发光电流一亮度一电压曲线(current-luminance．

(．：．e一参l窜￡宴c一．1t

々3．再～奢uc曙n舌埔口《



後算太擎 第五章高效铕配合物电致发光材料的研究

voltage，C．L．V)。搀杂浓度经过优化。器件显示出相对低的开启电压约为5．5V，

亮度为l cd／m2；当电压为17．4 V时，三价铕离子发光为其特征发射峰(612 nm)，

最大亮度491 cd／m2。当电流密度为0．034 mA／em2时，最大电流和功率分别达到

6．8 cxl／A和3．2 Im／W。令人欣喜的是，在亮度为100 exl／m2时，电流和功率分别

达到2．53 cd／A和0．791 lm／W，这时电压为10 V，电流密度为8．5 mA／em2。这些

测试数据显示本工作合成的铕配合物6相对于之前报道的铕电致发光材料具有

更高的发光效率，数据如表5．2所示。

≯’
o 口

．

一o

? a
·

； ：
‘

力。j；
voltage(v)

图5．5四层器件的电流一亮度一电压曲线

表5．2近期文献报道的铕化合物OLEDs数据摘要表

Emitting layer r／o／(cd／A)a玎以IIrl，、Ⅳ)4 reference

Eu(DBM)3(bath)／TPD(3：n

Eu(TTA)3(DPPz)／CBP(4．5％、

Eu(DBM)3(OXD-PyBM)

Eu(TTA)3(Tmphen)／CBP(I％)

Eu(HFNH)3phen／CBP(100,6)

2．67(279)

1．9(57)

2．3(100)

2．15(200)

0．4(100)

1．04(279)

0．5(100)

6

12

13．14

18

19

Eu(DBM)3(2Fphen-bpy)／CBP(3％) 2．53(99．4)0．79(99．4)this work

。Cut etiiciency(伽)and power efficiency(神were given as functions ofluminescence L(cd／m2)．

我们也设计了对比实验，使用不含二氟苯基团的(2，2’-bipyridine)Eu(DBM)3

作为器件的发光层，其他器件结构和材料相同。结果显示亮度为100 cd／m2时，这

样的器件显示出相对低的电流效率0．39 cd／A。当三价铕配合物搀杂在CBP层中，

电荷的捕获及输运并最终在搀杂层重新结合这个过程，通常被认为是能够实现三
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价铕电致发光而非主体材料发射的主导机理IlL”l。因此设计高效电荷注入与传

递性能的铕配合物是电致发光器件获得良好性能的重要条件。在本章工作中，由

于氟原予的电子诱导效应使得二氟苯基团的引入能有效提高电子的注入，获得高

效率的搀杂器件。

之前文献报道fl卜141，基于铕配合物的器件在高电压下，由于BCP层不能完

全阻挡空穴的传递，会导致电子传输层Alq3也将被激发发光。同时随着实际应

用中工作时间的延长，工作电压将增加，所以对于好的材料和器件而言，其高色

纯度和器件稳定性也应该被重点考虑。值得注意的是，本工作中的器件甚至在

17 V的高工作电压下，依然发射三价铕的纯红光，而不存在激基复合物以及CBP

和Alq3的发射(图5．5)。另外由于二氟苯的电导性能有助于提高空穴和电子传

输平衡，使得器件显示出良好的发光稳定性。以上两点足以证明本工作中合成的

铕配合物(2Fphen-bpy)Eu(DBM)3是优良的电致发光材料，具有良好的应用前景。

5．4本章小结

本章工作设计并成功合成了一种新型红光电致发光材料：三价铕配合物，

(2Fphen-bpy)Eu(DBM)3，其使用了功能化的联吡啶中性配体以及DBM配体对三

价铕进行饱和配位。使用配合物6构筑的有机电致发光器件，亮度为100 cd／m2

时，器件显示出优良的电流和功率效率，出色的与所加电压无关的光谱稳定性，

即高电压下仍然能发射纯红光，这些性能具有良好的应用前景。实验数据表明，

通过引入高吸电子能力的中性配体5，器件效率和发光稳定性都得到了大幅度的

提高。
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第六章总结

论文完成了课题设计的两个重要部分：其一为原予力显微镜测量生物分子间

作用力的研究，这是本人作为交流学生在日本东京农工大学生物技术与生命科学

系完成；其二是设计、合成了可用于表面自组装研究的一系列端基带有氢键基团

的星状兀共轭分子。同时，完成了本科毕业设计的后续工作，并形成文章发表。

在第一部分工作中，研究着重于：生物分子间的特异性作用力的定量化研究。

原子力显微镜作为表征形貌和测量分子间作用力的手段，被有效地利用与生物大

分子，特别是蛋白质和DNA分子问相互作用力的研究。在本工作中，选用的锌指

是一类转录调节因子，能够和富含Gc碱基对的特异性DNA结合起到基因转录的

作用。多项研究表征证实两者间的特异性作用的存在以及获得Zif268和目标DNA

之间特异性作用力的数值，将其和已有文献的相关报道进行对比用以证明其可信

性。另外，也计算出非特异性作用力的大小，并且对其产生的原因进行了分析和

阐述。

在第二部分工作中，通过分子设计，合成了一类星型光电分子用于液固表面

的氢键自组装研究。我们设计、合成了一系列的星状“共轭分子，包括分别含

有一、二、三个羧酸端基的星状芴和以及结构更为刚性的三个端基均为2，4--

二胺基三嗪环的三聚茚分子，以此形成一个系列的分子结构，便于进行系统性研

究。同时我们对这些星状分子的溶液和薄膜分别进行了紫外和荧光光谱的表征。

最终这些功能性分子将有望由氢键诱导在石墨或者金属表面形成有序的自组装

结构。
’

在本论文的最后部分，为本科毕业论文的延续性工作，同时也是本人在赴日

本交流前的主要科研内容。该工作设计合成了一种新型红光电致发光材料：三价

铕配合物，(2Fphen—bpy)Eu(DB吣。，构筑的有机电致发光器件显示出优良的电流

和功率效率，出色的与所加电压无关的光谱稳定性，具有良好的应用前景。
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攻读学位期间主要的科研成果

已经和待发表的科研论文：

1．．Y．．．a．．．n．．．-．．Y．．．a．．．n．．．．．．W．．．．．．a．．n．．—e．，Zhun Ma,Quli Fan

Syntheses,Self-assembly and Applications of Arylene-Ethynylene Macrocycles”

Progress椭Chemistry 20％，18，281．289．
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Spectrometry of Conjugated Polymers”JouITla]of Mass Spectrometry 2007，42，

20一25．

专利：

专利“带有功能性侧链的苯炔大环及其合成方法”发明(设计)人：黄维；范

曲立；王缝缝；马谆；公开(公告)号：CNl699307．
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的实验条件，感谢他给予的交流机会，感谢他付出的心血辛劳，我看到了广为歌

颂的教师奉献精神。

由点及面，实验室的领导和老师本着培养学生的原则，辛勤得工作着。感谢

邵正中教授，姜良斌教授，刘顺厚老师，白敏老师，王玫老师和朱兴荣老师在学

业上给我的帮助和建议，在思想上给我的开导和鼓励，他们的热忱同样感动着我。

同道中人，同探究共奋斗。几年来，我们一起学习，一起娱乐，分享美好的

青春时光。感谢我的好朋友彭锦雯、顾青、周颖、羌梁梁、王培、贾瑞杰、曹天

野、郑酷、张广维、尹荣等，你们的存在让死板的公式变得生动，让危险的实验

变得安全。

血浓于水，亲情可贵。谢谢妈妈，谢谢你曾说我们有缘，谢谢你的养育之情，

谢谢你对我的言传身教，谢谢你的智慧明亮了我的眼睛，更谢谢你在我成眨道路

上付出的巨大努力。谢谢爸爸，尽管你说的不多，可是我了解你对我的关心，明

白你对我的付出，一直都记得你冒雨买给我的黑猫警长磁带，你烧的青菜虽然咸

了点可还是很好吃。我很庆幸这种“被选择”，生长在这样的家庭中，作你们的

女儿就是‘种幸福。

人生得一知己足以。你为我做了很多实事，对我说了很多实话．难能可贵。

故事终在上演，你却不会落幕。感谢你一直以来理解我，支持我，包容我，惭愧

我给予你的却太少。

生存人世间，获得太多人的关心，记得你们的笑脸，记得你们的付出。感谢

每个真诚的脸庞，感谢每句肺腑的言语。人生不止，奋斗不止。愿简短的致谢成

为我人生一个重要阶段的真实回顾，训幕之后便是新的启程。
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