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金属钴树状高分子与 DNA相互作用的光谱法研究
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山东农业大学化学与材料科学学院 , 山东 泰安　271018

摘　要　通过氯化钴、乙二醛和第五代树状高分子反应合成了金属钴树状高分子配合物。并以亚甲基蓝为

荧光探针 , 通过紫外2可见光谱、荧光光谱和同步荧光方法研究了金属钴树状高分子配合物与鲱鱼精 DNA

(hsDNA)的相互作用。结果显示 , 此配合物与 hsDNA作用时 , 其紫外吸收产生明显增色效应 , 荧光强度增

强。NaCl不同程度抑制金属钴树状高分子与 hsDNA的结合。配合物也以竞争方式抑制亚甲基蓝与 hsDNA

作用 , 而亚甲基蓝可以插入金属钴树状高分子配合物的内部。这些结果证明 , 配合物主要通过与 hsDNA链

上带负电荷的磷酸基静电相吸形式结合而堆积在双螺旋 hsDNA分子表面 , 减弱了结合位点附近亚甲基蓝分

子与 hsDNA的静电作用 , 而钠离子中和了 hsDNA上磷酸基团上的负电荷 , 削弱了该配合物与 hsDNA的静

电结合。
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引　言

　　近年来 , 基因治疗是公认的高效、经济的疾病治疗途

径。DNA和金属配合物及药物分子的相互作用研究 [1 ] ,不仅

能探索开发新的核酸探针 , 而且有利于从分子水平上了解药

物的作用机制 , 为设计临床上更为有效的药物提供理论指

导。席夫碱及其金属配合物由于与 DNA的作用而具有良好

的抗肿瘤、抗病毒活性 , 是一类较好的抗癌药物 , 同时 , 席

夫碱的配合物在生理和药理上也具有特殊的活性 [2 , 3 ] , 对其

与 DNA作用的研究也正日益受到人们的重视 [427 ]。另外 , 在

研究配合物与 DNA 的相互作用时 , 一般多采用溴化乙啶

( EB)作荧光探针的荧光法。此法虽然较为灵敏 , 但荧光探针

EB具有强致癌性并且具有一定的局限性 [8 , 9 ] , 而亚甲基蓝

是一类光敏性药物分子 , 能与 DNA以嵌插和静电方式结合 ,

常作为生物染料和光谱探针 [10 ]。树状高分子具有精确纳米

构造 , 表面高官能团密度 , 分子大小、形状可控的三维结构 ,

良好的单分散性 , 高对称性和生物相容性等特性使其在医学

和生物学领域得到广阔的发展 [11 , 12 ]。本文合成了一种既具

有树状高分子特性又具有席夫碱配合物性质的金属钴树状高

分子 (记为 PAMAM2Co) , 并选用亚甲基蓝 (MB)为荧光探针

研究了 PAMAM2Co与 DNA 的相互作用 , 为探索新的基因

治疗药物的研究提供了依据。

1　实验部分

111　主要试剂与仪器

腓鱼精 DNA (生化试剂 , 美国 Sigma 公司 , 于 4℃保存

备用) ; 亚甲基蓝 (生物染料剂 , 天津市天新精细化工开发中

心) ; 510 G PAMAM 按照文献[13 , 14 ]合成 , 实验用水为二

次蒸馏水 , 其他试剂均为分析纯。P HS23CT型精密 p H 计

(上海大中分析仪器厂) ; Vario EL Ⅲ型元素分析仪 (德国 El2
ementar) ; UV22450 紫外分光光度计 (日本岛津 ) ; RF2
5301PC荧光分光光度计 (日本岛津) 。

112　金属钴树状高分子的合成与表征

15 mL 氯化钴溶液 (318 mol ·mL - 1 )加入 7 mL 乙二醛

水溶液 (l4 %) , 60 ℃氮气保护下搅拌反应 2 h。然后在 1h内

滴加 5 mL 20 %的 PAMAM甲醇溶液 , 控制温度 60 ℃搅拌

反应 74 h , 溶液慢慢由亮紫色变成黑红色。将所得溶液采用

8000214400透析袋依次用 6 ×500 mL 的去离子水、4 ×500

mL 的 011 mol·L - 1 NaCl、6×500 mL 的去离子水透析。透

析液用硝酸银检验至无氯离子存在。冷冻、干燥得到棕色絮

状目标产物 , 其结构式见图 1。

　　由 FTIR数据看出 , 3 432和 3 429 cm - 1处为伯胺和仲胺



N H伸缩振动峰 , 1 654 cm - 1为 C N 振动峰 , 1 560

cm - 1为—CON H—中的 N H伸缩振动峰 , 563 cm - 1为 Co—N

的振动峰。元素分析结果 ( % , 计算值)为 C : 47120 (46130) ,

N : 16127 (16161) , H : 7127 (7138)。

Fig1 1　Structure of Co( Ⅱ) [ PAMAM2gly]

113　紫外2可见吸收光谱分析
向含有 3104 ×10 - 5 mol ·L - 1 hsDNA 的 Tris2HCl 缓冲

溶液及含有 4108×10 - 6 mol·L - 1的 MB和 2178×10 - 5 mol·

L - 1 hsDNA的 Tris2HCl缓冲溶液中 , 分别加入不同浓度的

PAMAM2Co溶液 , 分别于 200～400 nm , 500～800 nm波长

范围内室温下测定各自的吸光度。

114　荧光光谱与同步荧光分析

向含有 4108×10 - 6 mol·L - 1的 MB和 2178×10 - 5 mol·

L - 1 hsDNA 的 Tris2HCl缓冲溶液中 , 加入不同浓度的金属

钴树状高分子 PAMAM2Co溶液 , 用激发波长为 630 nm , 室

温下测定各自的荧光光谱和同步荧光光谱 (Δλ= 15 nm)。

2　结果与讨论

211　PAMAM2Co配合物对 DNA紫外吸收光谱的影响

图 2为 PAMAM2Co配合物对 DNA 紫外吸收光谱的影

响。由图可知 , 随着配合物的不断加入 , 其 260 nm紫外吸收

增大 , 峰位置不变 , 增色效应表明配合物和 DNA 有很强的

作用。

212　PAMAM2Co配合物对 DNA2MB的紫外2可见光谱影响
　　由图 3可以看出 , 亚甲基蓝水溶液在 600～700 nm范围

分别存在其二聚体 618 nm的吸收和单体的 664 nm吸收宽

峰 , 当向 MB溶液中逐渐加入 DNA时 , MB的吸收光谱呈明

显减色效应。减色现象表明嵌入生色团电子态与 DNA 发生

了强的相互作用 [15 , 16 ] , 由于电子间作用的强度随着生色团

与 DNA碱基间的空间距离增大而减弱 , 明显的减色现象表

明 MB位于 DNA碱基附近 [15 ]。

　　MB与 DNA发生嵌插作用。与热变性 ssDNA 相比较 ,

dsDNA对 MB的减色效应较大。随着配合物的不断加入 ,

MB2DNA体系的吸收强度逐渐增大。在 p H 713 的环境中 ,

配合物会由于末端呈正电荷 , 与 DNA上的磷酸基团发生静

电作用 , 使得部分结合的 MB游离出来。当配合物的浓度在

0～9 mg·L - 1范围内 ,体系的吸光度随着配合物浓度的增大

而增大 , 说明形成的 DNA 与 PAMAM2Co 复合物对体系有

增色效应。但继续增大配合物浓度 , 体系吸光度有所减小 ,

这可能是游离的 MB进入配合物的空腔 , 体系吸光度减小。

Fig12　Absorption spectra of hsDNA in the presence of the in2
creasing amounts of PAMAM2Co concentrations in Tri2
HCl buffer solution

Line a2f represent PAMAM2Co concent rations of 0 , 11 5 , 415 , 715 ,

1015 , 1315 mg·L - 1 , respectively ; hsDNA : 3104×10 - 5 mol·L - 1 ;

p H 713

Fig13　Absorption spectra of the MB2hsDNA complexes in the

presence of the increasing amounts of Cobalt( Ⅱ) poly2
amidomine dendrimer concentrations in aqueous solu2
tion

Lines a2e , g represent Cobalt ( Ⅱ) polyamidomine dendrimer concen2
t rations of 0 , 01 6 , 115 , 3 , 6 , 9 mg·L - 1 , respectively ; Line f is t he

absorption spect rum of pure MB in aqueous solution1 c (MB) : 41 08×

10 - 6 mol·L - 1 ; (hsDNA) : 2178×10 - 5 mol·L - 1 ; p H 71 3

213　PAMAM2Co配合物对 DNA2MB的荧光光谱影响

选择以λex = 664 nm为激发波长时 , MB和 MB2DNA的

荧光光谱峰在 680 nm , 两者距离太近 , 选λex = 630 nm为激

发波长以便于观察。在水溶液中配合物的荧光很微弱 , 对

MB的荧光光谱无影响。但随着配合物的加入MB2DNA体系

的荧光增强 , 如图 4中曲线 a所示。荧光增强的原因是溶液

中游离的 MB量增加 , 进一步表明 PAMAM2Co 与 DNA 作

用可使结合到 DNA 上的少量 MB游离出来 , 导致体系荧光

增强。当 PAMAM2Co的浓度达 10 mg·L - 1时 , 体系的荧光
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强度最大。再继续增大配合物浓度 , 少量游离的 MB进入配

合物的空腔中 , 导致体系的荧光有所降低。与吸收光谱的分

析结果一致。

Fig14　Effect of PAMAM2Co on the fluorescence

spectra intensity of MB2DNA

a : Effect of fluorescence spect roscopy ;

b : Effect of synchronous fluorescence spect roscopy

　　基于散射光的干扰 , 实验研究了 MB2DNA 体系和配合

物存在下 MB2DNA 体系的同步荧光光谱。波长差Δλ= 15

nm , MB , MB2DNA和配合物存在下的 MB2DNA 体系的同

步荧光光谱谱峰都在波长 679 nm处 , 且峰最窄。随着加入

不同浓度配合物的 MB2DNA 体系荧光变化规律 , 如图 4 中

曲线 b所示。配合物浓度低时 , 配合物的加入使得 MB2DNA

体系的同步荧光强度增大。与荧光光谱的分析结果一致。

214　配合物对 MB与 DNA结合的影响

图 5 为不同浓度的金属钴树状高分子 PAMAM2Co 对

DNA上结合 MB的分子数 ( r)的影响。r为 DNA上平均每个

核苷酸结合 MB的分子数 r =
cB

[DNA ]
, cB表示结合的MB浓

度。分别以不同的 z ( z = [DNA ]/ [ MB ]) 作为研究对象 , 考

察了配合物对 DNA上结合 MB的分子数 ( r) 的影响。由图 5

可知 , 配合物的存在不同程度地影响了 MB与 DNA的结合。

研究表明 , z较低时 , MB与 DNA之间以静电结合为主 , 而

当 z较高时 , MB倾向于与 DNA碱基发生嵌插结合 [10 ]。当 z

= 215时 , r随着配合物浓度的增加而明显减小 , 而 z = 1416

时 , 随着配合物的浓度增加 r减小缓慢。结果表明 z 较低时

PAMAM2Co通过静电作用与 DNA 骨架上带负电荷的磷酸

根结合 , 减弱了 MB与 DNA之间的静电作用使部分结合的

MB游离出来 ; 而当 z较高时 , 配合物不是以单纯的静电或

嵌插作用的方式 , 而是以一种较复杂的混合作用与 DNA 分

子结合 , 对嵌入到 DNA双螺旋结构中的 MB影响较小。

215　离子强度对金属钴树状高分子与 hsDNA作用的影响

　　在含 NaCl的 DNA2MB体系中逐渐加入 PAMAM2Co 溶

液时 , 体系相对荧光强度 F/ F0 ( F0 为未加入配合物的 DNA2
MB体系荧光值 , F为加入配合物的 DNA2MB 体系的荧光

值)对配合物浓度 c ( PAMAM2Co)作图均应得到一条直线 ,

如图 6所示。NaCl的存在不同程度地抑制了金属钴树状高

分子对 DNA2MB体系的荧光增强。当 c (NaCl) > 01004 mol

·L - 1 , DNA2MB体系的荧光强度随配合物 PAMAM2Co 浓

度的增加基本不变 , 高浓度 Na +中和了部分 DNA表面的磷

氧负离子导致 DNA 分子收缩 [17 ] , 从而减少了 DNA 与 MB

的作用位点 , MB主要以游离态存在。因此 , 即使加入较大

量配合物对 MB荧光强度的影响也不明显 , 说明 DNA 与配

合物之间以静电作用为主。

Fig15　Number of MB bounding to DNA as a function of PAM2
AM2Co concentrations in Tris2HCl buffer solution

a : z = 215 ; b: z = 61 8 ; c : z = 1416 ; z = [ DNA ]/ [ MB ]

Fig16　Effect of NaCl on the intensity of MB2DNA with in2
creasing concentration of PAMAM2Co in Tris2HCl

buffer solution

Lines a2d represent t he sodium chloride concent ration of 0 , 01 001 ,

01002 , 01004 mol·L - 1 , respectively ; MB : 4102×10 - 6 mol·L - 1 ;

hsDNA : 21 73×10 - 5 mol·L - 1 ; p H 713

3　结　论

　　用光谱法研究了金属钴树状高分子配合物与 hsDNA的

作用。结果表明 , PAMAM2Co配合物主要通过与 hsDNA链

上带负电荷的磷酸基静电相吸形式结合而堆积在双螺旋 hs2
DNA分子表面 , 减弱了结合位点附近亚甲基蓝分子与 hsD2
NA的静电作用。NaCl对配合物与 hsDNA之间的结合具有

显著的抑制作用。本文的蜒究为从分子水平上探讨配合物与

DNA作用机制提供了有价值的信息。
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Study on the Interaction of Cobalt ( Ⅱ) Polyamidomine Dendrimer with
DNA by Spectrometry Techniques

L I Jin2huan , A I Shi2yun 3 , SHI Wei2jie , YIN Huan2shun , DU Hong2xia

College of Chemist ry and Materials Science , Shandong Agricultural University , Tai’an　271018 , China

Abstract　Cobalt (Ⅱ) polyamidomine dendrimer was prepared by the reaction of cobalt chloride , glyoxal and polyamidomine den2
drimer of 510 generation. The interaction of cobalt ( Ⅱ) polyamidomine dendrimer complex with herring sperm (hsDNA) was

carried out using methylene blue (MB) as the probe molecule by absorption and fluorescence spect roscopy and synchronous fluo2
rescence spect roscopy. The result s showed that the intensity of absorption peaks and fluorescence peaks increased when the com2
plex interacted with hsDNA. The effect of sodium chloride showed that sodium ion can significantly const rain the interaction of

cobalt (Ⅱ) polyamidomine dendrimer with hsDNA. The curves indicated the competitive inhibition of MB binding to hsDNA in

the presence of cobalt (Ⅱ) polyamidomine dendrimer complexes , also MB could insert into interior of cobalt (Ⅱ) polyamidomine

dendrimer complexes. The result s suggested that the complex mainly interacted with negatively charged phosphate moieties on

hsDNA through elect rostatic att raction and stacked on the surface of double st randed hsDNA , which may reduce the binding af2
finity of MB to hsDNA in the surrounding site. It was indicated that sodium ion might neutralize the negatively charged phos2
phate backbone of hsDNA , and then weaken the elect rostatic att raction between complexes and hsDNA.

Keywords　Cobalt (Ⅱ) polyamidomine dendrimer ; DNA ; Interaction ; Spect rometry
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