
DOI: 10． 3724 /SP． J． 1096． 2011． 00640

羟基自由基引起的脱氧核糖核酸损伤研究
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摘 要 以鲱鱼精脱氧核糖核酸( Herring sperm DNA) 为研究对象，利用紫外光( UV，200 ～ 275 nm，66． 4 Lx)

激发纳米 TiO2 发生光催化作用介导产生羟基自由基( Hydroxyl radical，·OH) ，探讨·OH 引发 DNA 氧化损

伤特性。采用凝胶电泳和高效液相色谱( HPLC) 分析法跟踪 DNA 损伤历程; 应用电子自旋共振( Electron spin
resonance，ESR) 及分光光度法跟踪损伤过程氧化物种及 H2O2 相对浓度的变化; 运用生物标准样 8-羟基脱氧

鸟苷( 8-Hydroxy-2'-deoxyguanosine，8-OHdG) 为内标物，通过 HPLC 分析 DNA 损伤产物，研究 DNA 损伤机理。
结果表明，较单纯 UV 辐照或暗光( Dark) 催化条件，DNA 浓度 10 mg /L，TiO2 浓度 1． 5 g /L、pH 7 ～ 8，紫外光激

发纳米 TiO2 介导产生·OH 引发 DNA 损伤程度最大; DNA 损伤为·OH 氧化历程，并伴随有深度氧化过程;

DNA 结构中鸟嘌呤最易氧化损伤，8-OHdG 为 DNA 氧化损伤中间产物及鸟嘌呤氧化损伤的特异产物。
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1 引 言

脱氧核糖核酸( DNA) 是所有生物的遗传物质基础，能调控生物的发育和生命机能的运作［1］。环境

中多种因素如辐射、温度、重金属诱导 DNA 损伤［2］。生物体中自由基参与许多重要的生命过程，自由基

过多会使有机体发生损伤，主要表现在·OH 导致 DNA 的碱基和脱氧核糖发生化学变化，引起碱基改

变、破坏或脱落及脱氧核糖分解等［3］。目前对自由基导致 DNA 损伤的研究主要从延伸辐射产生介导自

由基、自由基的种类引发 DNA 损伤［4，5］及 DNA 损伤过程其结构变化几个方面展开探讨［6］，而从光照激

发光催化作用介导产生·OH 导致 DNA 损伤机理的研究尚未见报道。
本研究以鲱鱼精 DNA( Herring sperm DNA) 为研究对象，利用紫外光( UV，200 ～ 275 nm，66． 4 Lx)

激发 TiO2 发生光催化反应介导产生·OH，研究·OH 与 DNA 相互作用机理，重点通过凝胶电泳和

HPLC 检测 DNA 损伤程度，采用电子自旋共振( Electron spin resonance，ESR) 及分光光度法跟踪损伤过

程氧化物种及 H2O2 相对浓度的变化，同时以生物标准样 8-羟基脱氧鸟苷( 8-Hydroxy-2'-deoxyguanosine，

8-OHdG) 为内标物，探究·OH 攻击 DNA 结构损伤位点，进一步明确·OH 引起 DNA 氧化损伤机理。

2 实验部分

2． 1 仪器与试剂

600E-SOLVENT 高效液相色谱仪( 美国 Waters 公司) ; ESP300E 波谱仪( 德国 Brucker 公司) ; GE-
100 凝胶电泳仪( 北京市六一仪器厂) 。

10． 0 mg /L 鲱鱼精 DNA 水溶液; 10． 0 mg /L 8-OHdG 溶液; 0． 4 mol /L 5，5-二甲基-1-吡咯啉-N-氧化

物( 5，5-Dimethyl-1-pyrroline-N-oxide，DMPO) 溶液; 1． 0 g /L 辣 根 过 氧 化 物 酶 ( Peroxidase horseradish，

POD) 溶液; 10． 0 g /L N，N-二乙基对苯二胺( N，N-Diethyl-p-phenylenediamine，DPD) 溶液; 甲醇为色谱

级。
2． 2 实验方法

在圆柱型硬质石英瓶中加入 10 mg /L 鲱鱼精 DNA 及 1． 0 g /L TiO2，放置暗处搅拌 4 h，使 DNA 在催
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化剂表面吸附平衡，计时引入紫外光，间时取样分析，以 Dark /TiO2 和单纯 UV 为对照。在相同实验条件

下，调节不同底物 pH 及 TiO2 浓度，分析光催化损伤 DNA 的影响因素。电泳分析: 1% 正常熔点的琼脂

糖凝胶，电压 101 V，电流 80 mA，电泳时间 30 min［7］。琼脂糖凝胶在 302 nm 利用凝胶成像系统进行分

析。HPLC 分析: Kromasil C18色谱柱( 200 mm ×4． 6 mm，5 μm) ，流动相为甲醇-0． 05% 醋酸钠( 10∶ 90，

V /V) 溶液，流速 0． 5 mL /min，检测波长 260 nm［8 ～ 11］。以 DMPO 为自旋捕获剂，捕获自由基生成 DMPO-
·OH 加合物［12］，利用 ESR 分析 DNA 损伤过程·OH 相对浓度变化。利用 DPD 法分析 DNA 损伤过程

H2O2 相对浓度变化。间时取样 1 mL 加入到已装好 H2O2 测定液( 30 μL POD，1 mL pH 6． 8 NaH2PO4-
NaOH，150 mL DPD) 的比色管中，定容，静置 10 min，离心，取上清液在 510 nm 处进行检测。参照 HJ /T
399-2007，测定 DNA 损伤过程化学需氧量( Chemical oxygen demand，COD) 的变化。

3 结果与讨论

3． 1 DNA 损伤的电泳分析

电泳图谱中 DNA 超螺旋( SC) 、线性( L) 和开环( OC) 3 种形态分布可衡量 DNA 损伤程度。采用凝

胶电泳检测 DNA 损伤程度，结果见图 1。随着光催化辐照时间的延长，DNA 片段减少，DNA 氧化损伤

程度增加，尤其 UV /TiO2 辐照 DNA 时长 180 min 时( 泳道 1) ，SC DNA 已不存在，且未见 L DNA 及 OC
DNA 形态，DNA 完全损伤。

图 1 脱氧核糖核酸损伤的凝胶电泳图像

Fig． 1 Gel electrophoresis image of deoxyribonucleic acid ( DNA) damage
泳道( Lane) 1，2，3，7: UV /TiO2 180，120，100，60 min; 泳道( Lane) 5: 11． DNA-MarkerⅢ; 泳道

( Lane) 4，8: UV 100，60 min; 泳道( Lane) 9，10: Dark /TiO2 60，100 min; 泳道( Lane) 6: None。

利用 HPLC-紫外检测器间时取样分析 DNA 色谱谱图( 图 2a) 。随着光催化辐照时间的延长，保留

时间为 10． 4 min 的 DNA 物质峰面积不断减小; 辐照时长 40 min 样品的色谱图中出现损伤产物峰 ( 保

留时间分别为 12． 0 和 20． 4 min) ，随着辐照时间的延长，DNA 损伤产物峰面积呈先增加后减小的过程。
以8-OHdG 为内标物，证明 DNA 损伤中间产物( 保留时间为 20． 4 min) 为 8-OHdG。以 DNA 峰面积及其

损伤产物 8-OHdG 峰面积对辐照时长作图，其动力学变化曲线如图 2b 所示。DNA 氧化损伤程度为

UV/TiO2 ＞ UV ＞Dark /TiO2。UV/TiO2 体系 DNA 氧化损伤程度最大，辐照 120 min DNA 损伤 99%，生成损

伤产物 8-OHdG 浓度最高，其动力学反应常数为 K = 0． 0165 min －1 ; 8-OHdG 是先生成后消失的物质，是

DNA 氧化损伤的中间产物之一。pH 值对 TiO2 表面态、界面电位和表面电荷及聚集性均有明显影响［13］，

同时 TiO2 浓度也影响光催化效率( 图 3) 。从图 3a 可见，pH 值近中性时，光催化导致 DNA 损伤程度最

大。由图 3b 可见，TiO2 浓度为 1． 5 g /L 时，辐照时长 30 min DNA 损伤 30%，光催化对 DNA 损伤程度最

大。实验表明，DNA 浓度 10 mg /L，TiO2 浓度 1． 5 g /L、pH 7 ～ 8 时，光催化反应效率最高，DNA 损伤严

重。
3． 2 DNA 损伤过程氧化物种及 H2O2 相对浓度的分析

跟踪 DNA 氧化损伤过程 H2O2 相对浓度的变化( 图 4a) 。检测紫外光催化体系产生的·OH 波谱信

号，并比较不同体系产生·OH 相对强度变化的曲线( 图 4b 和图 4c) 。
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图 2 DNA 损伤过程色谱谱图( a) 及 DNA 损伤及其损伤产物的动力学曲线( b)

Fig． 2 HPLC chromatogram of DNA damage ( a) and kinetic curves of DNA damage and product ( b)

1． 暗光激发 TiO2 催化体系 DNA 损伤动力学曲线 ( Kinetic curves of DNA damage under Dark /TiO2 ) ; 2． 单纯紫外光

辐照体系( Kinetic curves of DNA damage under UV) ; 3． 紫外光激发 TiO2 催化体系( Kinetic curves of DNA damage

under UV /TiO2 ) ; 4: DNA 损伤产物动力学曲线( Kinetic curves of DNA damage product) 。

图 3 底物 pH ( a) 及 TiO2 浓度( b) 对光催化引发 DNA 氧化损伤的影响

Fig． 3 Effect of pH ( a) and TiO2 concentration ( b) on DNA damage

图 4 DNA 氧化损伤过程 H2O2 相对浓度变化( a) 、UV/TiO2 体系 DMPO-·OH 加合物的 ESR 波谱信号( b) 及

不同体系·OH 相对强度的比较( c)

Fig． 4 Change of H2O2 concentration ( a) ，electron spin resonance ( ESR) signals of 5，5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide

( DMPO) -·OH adducts for UV/TiO2 system ( b) and comparison of DMPO-·OH intensity under different systems ( c)

由图 4a 可知，UV 和 Dark /TiO2 体系不产生 H2O2，DNA 无损伤。但体系中引入紫外光并且有催化

剂时，紫外光激发 TiO2 产生 TiO2 ( e － ) ，O2 捕获光生 e － 产生·O －
2 自由基，·O －

2 自由基与 H + 在光生 e －

作用下生成大量 H2O2，反应 8 h 处 H2O2 的浓度最大。伴随辐照时间的延长，H2O2 经紫外光分解或被

光生 e － 还原转化为·OH［13］。使用 ESR 检测不同体系产生的·OH 波谱信号。UV /TiO2 辐照 DNA 的

ESR 谱图有一个四重峰，其强度比为 1∶ 2∶ 2∶ 1，表明有·OH 生成( 图 4b) ，同等条件 UV /TiO2 催化产

生的 DMPO-·OH 加合物的 ESR 信号强度比单纯 UV 体系产生的信号强度强( 图 4c) ，且其特征信号峰

强度具有逐渐减弱的趋势。结果表明，UV /TiO2 光催化作用介导产生大量的 H2O2 及·OH，DNA 氧化
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损伤涉及·OH 氧化历程。
3． 3 跟踪 DNA 深度氧化历程

通过跟踪 DNA 氧化损伤过程化学需氧量( COD) 的变化，评价 DNA 氧化损伤( 矿化) 的程度( 图 5) 。
相对于 Dark /TiO2 体系而言，UV 和 UV/TiO2 体系 DNA 的 COD 值都随着辐照时间的增加而减少。UV/
TiO2 辐照 12 h DNA 矿化率达 83． 37%，DNA 的矿化程度高于单纯 UV 辐照体系。结果表明，DNA 损伤伴

图 5 DNA 损伤过程化学需氧量的变化

Fig． 5 Change of chemical oxygen demand in the
process of DNA damage

随着深度氧化过程，最终氧化为 CO2、H2O 等小分子无机

物。
3． 4 羟基自由基引起的 DNA 氧化损伤作用机理

紫外光激发 TiO2 光催化作用产生具有强氧化能力的

·OH，·OH 诱导 DNA 氧化损伤［14，15］。鸟嘌呤是·OH 攻

击 DNA 结构氧化损伤的首要位点［16］，8-OHdG 是鸟嘌呤

氧化损伤的特异产物。DNA 损伤历程: 鸟嘌呤( 结构式见

图 6) 自身发生氧化反应，转移一个-H + ，转化为鸟嘌呤基

团［17］，该 基 团 不 稳 定，易 与 空 气 中 的 氧 与 H + 结 合 为

R OOH ，伴随体系重排反应生成 8-氧脱氧鸟嘌呤 ( 8-
OdG) ［18］。紫外光激发 TiO2 介导产生·OH［14］，8-OdG 在

·OH 作用下氧化损伤生成 8-羟基脱氧鸟苷 8-OHdG［19］，三

者的结构式如图 6 所示。随着光催化反应的进行，中间体 8-OHdG 在强氧化能力的氧化物种·OH 作用

下深度氧化为 CO2，H2O 等小分子无机物［20］。

图 6 鸟嘌呤及 DNA 损伤产物的结构式

Fig． 6 Structures of guanine and damage products in DNA damage process
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Damage of Deoxyribonucleic Acid Caused by Hydroxyl Radical

WANG Xiao-Xing1，FANG Yan-Fen1，YANG Jing1，CHEN Deng-Xia1，

HUANG Ying-Ping* 1，ZHANG Ai-Qing2
1 ( Engineering Research Center of Eco-environment in Three Gorges Reservoir Region，

Ministry of Education，China Three Gorges University，Yichang 443002)
2 ( Key Laboratory of Catalysis and Materials Science of Hubei Province，

South-Central University for Nationalities，Wuhan 430074)

Abstract Oxidative damage characteristic of Herring Sperm DNA by hydroxyl radical ( ·OH) which was ex-
cited by TiO2 under UV irradiation ( 200 － 275 nm，66． 4 Lx) was studied． The process of DNA damage was
detected by gel electrophoresis and high performance liquid chromatographic analysis． Electron spin resonance
( ESR) and spectrophotometry were used to determine the oxygen species and the relative concentration of
H2O2，respectively． The mechanism of DNA damage was studied using 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine ( 8-
OHdG) as an internal standard． The results showed that DNA can be damaged by ·OH generated from photo-
catalysis． Compared with UV or Dark /TiO2 system，the degree of DNA damage reached the maximum in the
UV /TiO2 system under the condition of DNA concentration 10 mg /L，TiO2 concentration 1． 5 g /L and pH 7 －
8． The damage was caused by the process of ·OH oxidation of TiO2 under UV irradiation and deep minerali-
zation of DNA took place． Guanine was easy to damage than the other groups in DNA． 8-OHdG was one inter-
mediate product of DNA damage and a special product of guanine damage．
Keywords Deoxyribonucleic acid damage; Hydroxyl radical; Photocatalysis; 8-Hydroxy-2'-deoxyguanosine
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《红外光谱在微量物证分析中的应用》

微量物证检验是法庭科学的重要组成部分。塑料、纤维、橡胶、涂料、印泥是微量物证检验的重要内容。这些看似平

常的物质在成为物证材料( 共混 /共聚后的物品) 后，其红外光谱比均聚物和纯净物的红外光谱复杂得多，谱图解释也复

杂、困难得多。本书是作者在 20 多年物证检验经验的基础上，对分析过的约 3 万张红外光谱图，经分析、整理、归纳，编

写了本书。书中内容由三部分构成: 一、常见塑料、纤维、橡胶、涂料、印油等均聚物; 二、塑料、纤维、橡胶、涂料、印泥等常

用染料、颜料、填料、增塑剂; 三、上述两类物质的共聚物、共混物; 分别介绍了这些作为微量物证物质的组成、性能和红外

光谱，并对红外光谱进行了解释。该书可供从事法庭科学红外光谱检验的同行参考，也可供相关专业从业人员参考，尤

其适合熟悉红外光谱仪使用，但不熟悉法庭科学中微量物证红外光谱检验的从业人员参考。
该书( ISBN 978-7-122-08446-0) 由化学工业出版社出版，冯计民 著，定价 78． 0 元。
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