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摘　要　文章研究了阿克拉霉素 A (ACR)吸收光谱和荧光光谱特性及其与 DNA 的相互作用。研究结果表

明 , ACR荧光光谱和吸收光谱受 p H值影响较大 , 且随 DNA加入产生减色效应。通过计算 , ACR与 DNA

的结合常数比单纯以嵌入式与 DNA结合的蒽醌类化合物大约 1～2个数量级为 217×106 mol·L - 1 , 结合位

点数为 0167碱基对 , ACR与 DNA结合方式复杂 , ACR为非经典嵌入剂。
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引　言

　　通常可与 DNA在体外直接发生作用的小分子 90 %可用

于抗癌治疗 , 而体外研究比活体内研究周期短费用低。因此

研究小分子与 DNA作用方式对从分子水平上了解抗癌药物

作用机理 , 对致癌物质的发现 , 特效抗癌药的设计、筛选 [123 ]

有非常重要的意义。利用荧光分析法能简单快速地研究一些

小分子与 DNA 相互作用的机理 [4 , 5 ]和对 DNA 的含量进行

测定 [6 ]。

阿克拉霉素 (ACR)为一种蒽环类抗肿瘤抗生素 , 其结构

如图 1 所示。1975 年阿克拉霉素从 Stre1 galilaeus ( Strepto2
myces galilaeus var)中分离出来。与柔红霉素和阿霉素不同 ,

ACR有 3个糖基连到四环结构上。ACR在抑制DNA浓度的

011倍时也能抑制 RNA 的合成。阿克拉霉素在蒽环类抗肿

瘤抗生素中对白血病细胞的分化诱导作用最强。ACR抗癌

谱广 , 可用于抗急性白血病、胃癌、肺癌、乳腺癌、卵巢癌

等。ACR抗癌性好 , 但有一定的毒性如恶心和呕吐等。程圭

芳等 [7 ]用电化学方法研究了 ACR氧化还原代谢机理指出其

较小心脏毒性的可能原因。本文研究了 ACR荧光光谱和吸

收光谱特性 , 并利用荧光光谱和吸收光谱研究其与 DNA 的

作用。研究结果表明 : 在低浓度时 , ACR与 DNA 分子的作

用方式为嵌入式 ; 高浓度时 , ACR与 DNA 结合方式复杂。

通过计算 , ACR 与 DNA 的结合常数为 217 ×10 - 6 mol ·

L - 1 , 结合位点数为 0167碱基对。

Fig11　Strucure of aclacinomycin( ACR)

1　仪器与试剂

　　M850型荧光分光光度计 (UitacM) ; UV21100紫外2可见
分光光度计 (北京瑞利分析仪器公司)。小牛胸腺 DNA

(ctDNA) (华美生物工程公司 , 北京) , 用 10 - 2 mol ·L - 1

NaCl溶液配制为 1 mg·mL - 1的水溶液 , 于 0～4 ℃下保存 ,

UV2Vis光谱测定 A2 / A 1 > 118。

　　阿克拉霉素 A (ACR) (深圳万乐药业有限公司)配制成

1×10 - 3 mol·L - 1的水溶液避光保存。溴化乙锭 ( EB) (华美
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生物工程公司 , 北京)配制成 1 ×10 - 4 mol ·L - 1水溶液。主

要缓冲液为 p H 610柠檬酸2NaO H 缓冲液 , p H 系列缓冲液

(Britton2Robinson)由 0104 mol ·L - 1混合酸 ( H3 PO4 + HAc

+ H3BO3 )与 012 mol ·L - 1 NaO H配制而成。其他试剂为分

析纯。实验用水为二次重蒸水。其他试剂均为分析纯。

2　实验方法

　　(1)吸收光谱

于 10 mL 比色管中加入 110 mL p H 缓冲溶液、一定量

ACR和 ctDNA稀释至刻度 , 摇匀。以相应试剂空白作参比 ,

在 UV21100紫外2可见分光光度计上测量。
(2)荧光实验

于 10 mL 比色管中加入 110 mL 不同 p H 缓冲溶液、一

定量 ACR和 ctDNA 稀释至刻度 (或再加入其他试剂) , 摇

匀 , 测量荧光强度。

3　结果与讨论

311　ACR的光谱特性

31111　吸收光谱性质

在中性条件及 p H < 815 时 , 溶液呈黄色 , ACR在 434

nm处有最大吸收 , 且随着 ACR浓度的增加而增大 , 吸收值

与 ACR浓度在一定范围内呈良好的线性关系 ; 而在 p H >

915时 , 溶液呈浅粉色 , 最大吸收峰移至 510 nm。在 p H 815

～915时 , ACR的酸式碱式结构同时存在 , 在 434 , 510 nm

处有两个吸收峰。

31112　荧光性质

与其他葸醌类抗癌药物 [8 ]相似 , ACR也具有荧光特性。

但其发射的荧光强度比阿霉素、吡柔比星小 , 最大激发、发

射波长也较短。ACR的发射谱线的波长为 578 nm , 有两个

激发谱峰 , 分别为 260和 434 nm , 且随着 ACR浓度的增加 ,

ACR的荧光强度逐渐增大。

31113　p H对荧光光谱的影响

带有离子化基团的荧光分子都具有激发和发射光谱与其

离子化基团所处状态有密切相关的特性 [9 ] 。由图 2看出

Fig12　Influence of pH on the fluorescence intensity

of ACR, ACR at 1×10 - 5 mol·L - 1

ACR的荧光强度受 p H的影响较大 , 随 p H增大而减小。在

p H 8～9时 ,荧光强度发生急剧变化 ,这说明在 ACR环状结

构中—O H基团的离子化。ACR在 p H < 8时 ,即在酸性条件

下 , ACR发射荧光 , 而在 p H > 9时 , 即 ACR在碱性条件下

基本无荧光。

312　ACR与 DNA的相互作用

31211　DNA对 ACR的吸收光谱影响

如图 3所示 , 由于 DNA碱基对与嵌入的 ACR间产生较

强的电子相互作用 , 在 p H 610的条件下 , ACR的最大吸收

波长随着 DNA浓度的增加 , 其特征吸收峰不断减小 , 产生

了明显的减色效应 , 同时 ACR最大吸收峰发生了红移 , 并

在 469 nm处出现了等吸收点 , 说明 ACR与 DNA的相互作

用形成了新的络合物 , 此时体系中可能存在如下平衡 :

nACR + DNA = DNA - (ACR) n。在 p H 5～9条件下 , DNA

对 ACR的吸收光谱都产生明显的减色效应 , 这说明 ACR的

酸式和碱式结构都能与 DNA结合。

Fig13 　Influence of DNA on the absorption spectra of ACR;

ACR 10 - 5 mol ·L - 1 ; DNA at 0 , 15 , 30 , 45μg ·

mL - 1

31212　DNA对 ACR的荧光猝灭

由于 DNA在近中性条件下能稳定存在 , ACR在偏弱碱

性条件下荧光很弱 , 实验选用 p H 610的体系测量。ACR的

最大激发和发射波长分别为 434和 578 nm。随着 ct2DNA的

不断加入 , ACR的荧光强度逐渐减小。这说明 DNA分子与

ACR发生了作用 , 引起 ACR的荧光猝灭。

31213　荧光偏振

当 ACR在粘度较小的纯水溶剂中时 , ACR可在溶剂中

自由转动 , 所以其荧光偏振值较小。溶液中存在 DNA 时 ,

ACR与 DNA结合 , 使 ACR的微环境发生改变 , ACR分子

转动受阻 , 分子转动速度变慢导致荧光偏振变大。由图 4可

以看出 , ACR的荧光偏振值随溶液中 DNA浓度的增大而增

大。

31214　DNA2EB ACR荧光猝灭方式的判别

在 DNA2EB溶液中加入不同浓度的 ACR , 以 I0 / I 对

ACR的浓度作图 (见图 5)。I0 / I随 ACR的浓度增加而增大。
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表明 ACR与 DNA的结合位点与 EB 相同即 ACR与 EB竞

争结合 DNA。EB为典型嵌入剂 , 因此 ACR与 DNA结合方

式存在嵌入式。ACR 是否只此一种方式与 DNA 结合呢 ?

图 6为药物对 DNA - EB荧光猝灭的 Scatchard图。

Fig14　Influence of ct2DNA on the fluorescence polarization

of ACR, ACR at 1×10 - 5 mol·L - 1

Fig15　Influence of the quantity of ACR on EB2DNA,

EB at 4×10 - 5 mol·L - 1 ; DNA atμg·mL - 1

　　药物存在时的 Scatchard直线的 n与 EB的 Scatchard直

线得到的 n值相同 , 则该物质与 DNA的作用为嵌插方式 ;若

与 EB的 Scatchard图有相同的 K值 , 则该物质与 DNA的作

用为非嵌插方式 ; 若该直线与 EB的 Scatchard图的 K和 n

均不同 ,则该物质与DNA的作用为混合方式 [10 ]。当 ACR不

存在时 , EB2DNA的结合常数 K0 = 111×106 L ·mol - 1 , n =

0143碱基对 ; 当 ACR为 2×10 - 7 mol·L - 1时 , EB2DNA体

结合常数 K1 = 810 ×105 L ·mol - 1 , n = 0143即 n值基本不

变 , 而 K值变小。Scatchard图呈显竞争结合模式 , 即 ACR

与 DNA 的结合位点与 EB 相同 , ACR 主要以嵌入方式与

DNA结合。当 ACR为 1×10 - 6 mol ·L - 1时 , EB2DNA体系

K2 = 416×105 L ·mol - 1 , n = 0135即 n , K值都改变。Scat2
chard图呈显混合型模式 , 即竞争结合方式和非竞争结合方

式同时存在。ACR浓度高时 , 与 DNA 结合存在多种方式。

与吡柔比星 [8 ]相似 , ACR由一个具有刚性平面结构的蒽醌

环和一个复杂的含糖侧链组成 , 由吡柔比星与 DNA 结合方

式可推知 ACR的蒽醌环嵌入 DNA的碱基对中 , 而其含糖基

的侧链插入 DNA的沟槽中。

Fig16　Scatchard plot ct2DNA at 10μg·mL - 1

1 : in t he absence of ACR ; 2 and 3 : in t he presence of ACR wit h t he

concent ration of 2×10 - 7 mol ·L - 1 and 1 ×10 - 6 mol ·L - 1 respec2
tively

31215　ACR与 ct2DNA结合常数及结合位点数

按照文献[11 , 12 ]计算得出 ACR与 DNA的结合常数为

K = 217×106 mol·L - 1 , n = 0167碱基对。与 Misumi用可见

光谱研究 ACR 与 DNA 的结合常数基本一致。小分子与

DNA分子的基本作用方式有三种 , 为静电吸附作用、与

DNA沟槽作用和嵌入作用 [12 ]。小分子与 DNA 为嵌入式结

合时大多含有刚性平面结构 , 可嵌入 DNA 的碱基对中。小

分子与 DNA分子结合通常同时存在多种作用方式。此时 ,

小分子化合物与核酸作用的结合常数往往较大。如双嵌入剂

和带有较复杂侧链的单嵌入剂与 DNA 沟槽有特异的接触

时 , 通常结合常数较高。一般蒽醌类药物与 DNA 结合常数

约为～104 mol·L - 1 [13 ] , 而 ACR与 DNA的结合常数为 106

mol·L - 1。由此可推知 , ACR为非经典式嵌入剂。ACR由

一个含蒽醌基团的刚性平面和一个含糖的复杂侧链组成。

ACR的蒽醌环堆积嵌入 DNA的碱基对中为嵌入型 , 但不同

于经典小分子嵌入剂的是其复杂含糖侧链含有氢建作用位置

使其与体系非融合性盘绕的多个糖环插入 DNA链磷酸骨架

中。

4　结束语

　　综上所述 , ACR的荧光强度和吸收光强受 p H 值影响

大。在中性条件 ctDNA 存在下 , ACR的吸收光谱发生明显

的减色效应且最大吸收波长红移。ACR2DNA 与 EB 以及

EB2DNA与 ACR体系的荧光变化 , 表明 ACR与 DNA 作用

含有嵌入式。ACR猝灭 EB2DNA体系得到的 Scatchard图表
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明 , ACR低浓度时主要以嵌入方式与 DNA的结合 , 高浓度

时为混合模式 , 即 ACR为非经典嵌入剂。通过计算 ACR与

DNA的结合常数比单纯以嵌入式与 DNA 结合的蒽醌类化

合物大约两个数量级 ,为 217×106 mol·L - 1 ,结合位点数为

0167碱基对。印证了 ACR为非经典嵌入剂。
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Studies on Aclacinomycin Spectral Characters and the Interaction bet ween
Aclacinomycin and DNA by Spectroscopic Method

HU Min1 ,2 , ZHAN G Zhen2xi1 3 , SH EN Guo2li3 , L IU Ya2li3

1. The Key Laboratory of Biomedical Information Engineering of Minist ry of Education , Institute of Biomedical Engineering ,

Xi’an Jiaotong University , Xi’an　710049 , China

2. Department of Applied Chemist ry , School of Science , Xi’an Jiaotong University , Xi′an　710049 , China

3. State Key Laboratory for Chemo/ Biosensing Technology and Chemometrics , College of Chemist ry and Chemical Engineering ,

Hunan University , Changsha　410082 , China

Abstract　The interaction of aclacinomycin (ACR) and DNA was investigated by fluorescence spect rum , and the characteristics

of the fluorescence and absorption of aclacinomycin (ACR) were studied. The result s indicate that there are two situations : in

the case that the concentration ratio of ACR to DNA is small , the ACR is intercalated into the stacked base pairs of DNA ; in the

other case that the concentration ratio of ACR to DNA is great , the interaction between ACR and DNA is complex. The binding

constant of the interaction between ACR and DNA , calculated by the fluorescence tit ration method , is 217 ×106 mol·L - 1 , and

the binding site number is about 0167 base pairs.

Keywords　Aclacinomycin ; DNA ; Fluorescence
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