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摘  要  利用紫外、红外和荧光光谱法研究 DNA碱基胸腺嘧啶与蒽的相互作用以及由此引起的胸腺嘧啶结

构变化. 荧光猝灭实验测得二者的结合常数为 91 6 @ 103L# mo l- 1; 紫外差谱结果显示, 蒽与胸腺嘧啶的作

用对共轭系统的 P-P* 跃迁产生了影响; 蒽与胸腺嘧啶混合物的红外光谱显示胸腺嘧啶的 N ) H和 C O振

动峰以及环的面外变形振动峰均发生位移, 表明二者之间可能以面对面相平行的方式发生了 P-P电子给体

受体作用, 作用结果导致胸腺嘧啶环上电子云密度增大.

关键词  蒽, 胸腺嘧啶.

  多环芳烃经代谢后的亲电性产物与 DNA碱基之间由于共价作用产生的加合物是引起 DNA损伤的

主要原因
[ 1, 2]

. 但多环芳烃本身也与 DNA碱基之间存在着相互作用并形成复合物
[ 3]
. L ianos等

[ 4]
以

芘为例, 发现芘可和核苷酸钠盐的碱基形成化学计量关系为 1B1的复合物. Hosse in等
[ 5]
研究了蒽衍

生物与 DNA碱基之间的作用, 结果显示在 PAH s与碱基之间生成了相当强的复合物. 对多环芳烃与

DNA碱基之间相互作用引起的碱基结构或电荷分布变化的研究, 为其致癌机理提供了参考.

  本文选择蒽作为多环芳烃的模型物质, 以仅存在于 DNA中的碱基胸腺嘧啶为研究对象, 用紫外、

红外和荧光光谱法研究蒽与胸腺嘧啶的相互作用, 以及由此引起的胸腺嘧啶结构变化.

1 实验方法

  称取 0101g蒽 ( 99% , A lfa Aesar, 美国 )溶于 100m l甲醇中, 取上清液, 得到蒽甲醇饱和溶液;

称取 010637g胸腺嘧啶 (生物纯, 上海国药集团 )两份, 分别用 1B1甲醇-水和纯水溶解, 定容于 250m l

容量瓶中, 配制成 210 @ 10- 3
mo l# l

- 1
胸腺嘧啶储备液, 作为荧光和紫外实验的储备液.

  荧光猝灭实验  用移液管分别量取 210 @ 10- 3 mol# l
- 1
胸腺嘧啶水溶液 0, 014, 018, 116, 214

和 312m ,l 置于 50m l容量瓶中, 加入 1mL 015 mol# l
- 1
N aC ,l 用水稀释, 并用 HC l和 N aOH调节 pH

值为 710, 定容. 分别用微量注射器向上述溶液中加入 20Ll蒽甲醇储备液, 放入恒温水浴振荡器中振

荡 30m in, 用 1 @ 1 @ 4cm石英比色皿在荧光光谱仪 ( FP-6500, Jasco,日本 )测定荧光强度. 激发和发射

狭缝宽度为 10 nm, 固定激发波长 280 nm , 扫描范围 350) 500 nm. 测定时实验室温度为 25e .

  紫外差光谱测量  用移液管分别量取 018, 214, 410, 516, 712和 818m l的 210 @ 10
- 3
mo l# l

- 1

胸腺嘧啶储备液, 置于 50m l容量瓶中, 加入 1mL 015 mo l# l
- 1
NaC ,l 用 1B1甲醇-水稀释, 并用 HC l

和 NaOH调节 pH值为 710, 定容, 作为 A组溶液. 分别取上述 6份溶液各 25m ,l 用微量注射器加入

10Ll蒽甲醇储备液, 作为 B组溶液. 另外取 10Ll蒽甲醇饱和溶液, 置于 25mL 1B1甲醇-水中作为 B

组溶液的参比. 将配好的溶液置于恒温水浴振荡器中振荡 30m in后, 分别以溶剂空白 (A组溶液 )和蒽

空白 ( B组溶液 )进行紫外光谱 (UV-1650PC, Sh imadzu, 日本 )扫描. 将 B组溶液的吸收光谱减去相应

的 A组溶液的吸收光谱, 得到不同浓度胸腺嘧啶与蒽作用的紫外差光谱.

  红外光谱测定  取适量胸腺嘧啶和蒽固体分别用溴化钾压片法直接进行红外 ( IR Prest ige-21, Sh-i

madzu,日本 )测定, 另外, 将适量胸腺嘧啶和蒽混合研磨, 用溴化钾压片法进行红外测定, 从混合物

的红外光谱中减去蒽的红外光谱, 得到胸腺嘧啶在与蒽作用后的红外光谱. 以 88414 cm- 1
处峰的吸光

度为参照计算浓度因子 (只有蒽在 88414 cm - 1
处有强吸收 ) .
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2 荧光猝灭效应

  荧光实验结果如图 1所示, 胸腺嘧啶对蒽的荧光存在明显的猝灭效应, 说明二者之间存在相互作

用. 380nm处的荧光强度与胸腺嘧啶浓度之间满足 Stern-Vo lmer方程: F 0 /F = 9577 [ Q ] + 110, 其
中, F 0为蒽的初始荧光强度, F为胸腺嘧啶存在时蒽的荧光强度, [ Q ] 为胸腺嘧啶的浓度, 线性相

关系数 R = 01996, 由斜率可得胸腺嘧啶与蒽的结合常数 k = 916 @ 103 L# mo l
- 1
, 高于相同方法测得

的胸腺嘧啶与芘之间的结合常数
[ 6 ]
, 说明蒽与胸腺嘧啶之间的作用较强.

图 1 不同浓度胸腺嘧啶对蒽的荧光猝灭效应

胸腺嘧啶浓度 ( 1v 6 ) : 0Lm ol# l- 1, 16Lm ol# l- 1, 32Lmo l# l- 1, 64Lm ol# l- 1, 96Lm ol# l- 1, 128Lm ol# l- 1

Fig11 F luorescence quenching spectra o f anthracene

3 紫外光谱

  胸腺嘧啶的紫外光谱如图 2所示. 由图 2可见, 胸腺嘧啶在 265nm处出现强且宽的吸收峰, 对应于

嘧啶环共轭体系的 Py P* 跃迁及 ny P* 跃迁. 图 2( a)中虚线为蒽的紫外吸收光谱, 吸收峰位于 252nm

处, 对应于蒽的稠环共轭体系 Py P* 跃迁. 当胸腺嘧啶和蒽同时存在时, 以相应浓度的蒽溶液为参比,

并在混合物光谱中减去相应的胸腺嘧啶光谱, 得到的差谱如图 2( b)所示. 差谱中在 252nm处出现一个

负的峰, 随着嘧啶浓度从 312 @10- 5mol# l
- 1
增加至 315 @ 10- 4mol# l

- 1
时, 其强度随胸腺嘧啶浓度增大

而增大, 表明蒽与胸腺嘧啶作用后引起了明显的减色效应. 减色效应被发现普遍存在于外来物质与核酸

DNA的作用中, 通常被认为是外来物质进入 DNA内部使得物质的疏水性增强引起的. 但在本文的实验

条件下, 这种解释显然是不适用的. 嘧啶环中含两个氮原子, 属缺电子的杂芳环, 而蒽作为稠合芳环,

其电子云密度较大, 二者都是平面状分子, 分子间很可能发生 P-P电子给体受体作用. 差谱出现在

252nm, 应该是由于 P-P电子给体受体作用干扰了 Py P
*
跃迁产生的, 是二者之间发生 P-P电子给体受

体作用的佐证. 张新宇
[ 6]
等发现在芘与嘧啶碱基之间也存在这种作用.

图 2 不同浓度胸腺嘧啶与蒽的紫外光谱图 ( a)和紫外差谱图 ( b)

胸腺嘧啶浓度 ( 1v 6) : 32Lm ol# l- 1, 96Lm ol# l- 1, 160Lm ol# l- 1, 224Lmo l# l- 1, 288Lm ol# l- 1, 352Lm ol# l- 1

Fig12 UV abso rption spectra of thym ine and anthracene respective ly ( a) and UV difference spectra of the m ixture ( b)

4 红外光谱实验

  尚志国等 [ 7]
曾对胸腺嘧啶的红外光谱进行了理论计算和实验验证, 得出了胸腺嘧啶的主要红外吸
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收峰及其归宿. 图 3的结果表明, 3447cm
- 1
, 3209 cm

- 1
和 3063 cm

- 1
分别对应于胸腺嘧啶的 N 1) H,

N3 ) H和 C6) H 伸缩振动, 1744 cm
- 1
和 1679 cm

- 1
分别由 C2 O和 C4 O的伸缩振动引起, 1449

cm
- 1
为 N 1) H的弯曲振动峰, 1246 cm

- 1
, 1215 cm

- 1
, 815 cm

- 1
和 560 cm

- 1
为环的面内变形振动吸

收, 1030 cm
- 1
, 984 cm

- 1
, 839 cm

- 1
和 759 cm

- 1
为环的面外变形振动吸收. 当蒽存在时, 胸腺嘧啶

红外光谱中的部分吸收峰发生变化. N 1) H 和 N3 ) H的 3447cm
- 1
, 3209 cm

- 1
, 1449 cm

- 1
吸收峰以

及 C2 O和 C4 O的 1744 cm
- 1
, 1679 cm

- 1
伸缩振动峰均明显向低波数移动, 环的面外变形振动吸

收 1030 cm
- 1
, 984 cm

- 1
, 839 cm

- 1
和 759 cm

- 1
也有明显位移. 实验说明, 蒽与胸腺嘧啶的作用引起

了胸腺嘧啶共轭大 P系统振动峰的变化, 尤其是使环的面外变形振动以及电子云密度相对集中的氮

原子和氧原子的运动受到干扰, 而环的面内变形几乎不受影响, 这应该是两个环平面以面对面相平行

的方式发生 P-P电子给体受体作用的结果. 这种 P-P电子给体受体作用使得胸腺嘧啶的电子云密度

增加, 其中使得氮原子和氧原子的负电荷更为集中, 双键性降低, 吸收波数减小. 已有研究表明,

DNA加合物多数发生在外来亲电性物质与嘌呤或嘧啶碱基的氧、氮原子上
[ 8, 9]

, 因此, 胸腺嘧啶氮原

子和氧原子电荷分布的变化有可能对胸腺嘧啶与外来亲电性物质之间的共价作用产生影响. 从这个角

度而言, 蒽虽然被认为是不具有致癌性的多环芳烃, 但它与胸腺嘧啶之间的非共价作用却可能影响其

它亲电性致癌物质 DNA加合物的生成.

图 3 胸腺嘧啶与蒽作用前后的红外光谱

Fig13 IR spectra o f thym ine before and after interaction w ith anthracene

  综上所述, 蒽与胸腺嘧啶之间存在较强的相互作用, 作用本质为蒽平面与胸腺嘧啶平面以面对面

相平行的方式产生的 P-P电子给体受体作用, 作用结果导致胸腺嘧啶环上电子云密度增大, 尤其是

使得胸腺嘧啶环上氮原子和氧原子的负电荷更为集中. 胸腺嘧啶电荷分布的变化有可能影响胸腺嘧啶

与外来亲电性物质之间发生共价作用, 有可能为研究多环芳烃的致癌机理以及多环芳烃的协同致癌作

用提供参考.
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ABSTRACT

  The interaction of anthracene w ith thym ine, a base on ly ex isting in DNA, w as studied by using the

methods o f fluorescence quenching, UV absorption spectra and IR spectra. A s a resul,t a linear Stern-Vo lmer

p lo tw as ob tained from f luorescence quenching and the binding constantw as calcu lated as 916 @ 103 L# mo l- 1
.

From the UV difference spectra, it w as understood tha t the P-P
*

transit ion w as d isturbed by the interact ion

betw een anthracene and thym ine in the con jugated system, and from the IR spectra o f them ix ture, itw as no-

ticed that the peak position w ith respect to pure thym ine sh ifted at the absorption bands of N) H, C O and

the ou-t plane deformation bands of the ring. It could thus be concluded from these resu lts that charge transfer

interaction o f face-to- face geometry occurred betw een the tw o P systems, and th is eventually brough t about an

increase o f the e lectron cloud density of thym ine.

  Keywords: anthracene, thym ine.


