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氧氟沙星和左氧氟沙星与 DNA的相互作用研究
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摘 � 要 � 采用紫外光谱、荧光光谱、荧光偏振以及 K 3Fe( CN) 6 荧光猝灭实验研究了氧氟沙星 ( Oflox acin,

OFLX)和左氧氟沙星( Levoflo xacin, L�OFLX)与小牛胸腺 DNA( ctDNA)的相互作用差异性与作用模式。紫

外光谱的结果表明, 当向 OFLX 和 L�OFLX 溶液中加入 ctDNA 并且浓度增大时, OFLX 和 L�OFLX的吸收

光谱都呈现略微的减色效应, 但吸收峰位置没有发生偏移, L�OFLX的减色效应略强于 OFLX的减色效应;

从荧光光谱以及 OFLX和 L�OFLX的 Scatchard 方程, 获得其键合常数分别为 1� 15 � 105 L  mol- 1, 3� 75 �

105 L mo l- 1 , 表明 L�OFLX 与 ctDNA 的相互作用要略强于 OFLX 与 ctDNA 的相互作用; 荧光偏振实验、

单双链 ctDNA 与药物作用实验、K 3Fe( CN ) 6 荧光猝灭实验都表明 OFLX、L�OFLX 与 ctDNA 的作用模式可

能是沟槽结合。
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引 � 言

� � 手性异构体的物理和化学性质几乎相同, 但是在生理、

药理活性以及与 DNA、蛋白质等生物大分子的相互作用方

面可能存在较大的差异, 如氧氟沙星, 其左旋氧氟沙星的抗

菌活性是右旋的 8~ 128 倍, 且右旋氧氟沙星的毒性较大[1]。

氧氟沙星(商品名为泰利必妥)是日本于 1982 年开发的具有

广谱抗菌活性的新型喹诺酮类药物[ 2] , 左旋氧氟沙星(商品

名为可乐必妥)是旋光性 S(�)的氧氟沙星异构体, 此药对大

多数需氧性革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌都有效, 不良反应

轻, 细菌耐药性小, 临床应用广泛[ 3]。药物小分子与 DNA 的

相互作用及所引起的 DNA 序列、构象的变化, 对于设计新

药、筛选药物等都具有指导意义。目前研究小分子与 DNA

相互作用的方法主要有 : 紫外光谱法[4]、荧光光谱法[ 5]、电

化学方法、化学发光法等。本文主要利用紫外光谱法和荧光

光谱法研究了左氧氟沙星、氧氟沙星与小牛胸腺 DNA( ct D�

NA)的作用方式及其差异性。

1 � 实验部分

1� 1 � 仪器与试剂

LS�55 荧光分光光度计 (美国 Perkin Elmer ) , U V�

2401PC 紫外�可见分光光度计 (日本 Shimadzu) , MP220 型

pH 计(瑞士 Mettler To ledo )。

小牛胸腺 DNA( ctDNA)储备液: ctDNA ( Sigma 公司)用

二次重蒸水溶解并定容, 摇匀后置于 4 ! 冰箱保存, 放置 24

h 以上使之全部溶解, 由 260 nm 处的吸光度确定其浓度,

�260取6 600 L mo l- 1  cm- 1 [ 6] , 测得浓度为 5� 08 � 10- 4mol

L - 1。单链 DNA( ssDNA) : 于 25 mL 比色管中加入一定量

ctDNA 溶液, 在沸水浴中加热 10 min, 取出后置于冰水浴 3

min, 即得到 ssDNA ; 氧氟沙星( OFLX)与左旋氧氟沙星( L�

OFLX)储备液: 氧氟沙星与左旋氧氟沙星标准品(由杭州药

检所提供)用二次重蒸水溶解, 配制成浓度为 1� 0 � 10- 4mol

L - 1的储备液; 铁氰化钾溶液 ( K 3Fe( CN ) 6 ) : 铁氰化钾用二

次重蒸水溶解并定容, 配制成浓度为 2� 0 � 10- 3mo l L - 1 , 并

摇匀避光保存; 三羟甲基氨基甲烷�盐酸缓冲溶液 ( T r is�

HCl) : 三羟甲基氨基甲烷(国药集团化学试剂有限公司, 分

析纯)用二次重蒸水溶解并用盐酸调节 pH 至 7� 0, 配制成浓
度为0� 5 mo l L- 1的缓冲液; 其他试剂均为分析纯, 并用二次

重蒸水配制。

1� 2 � 紫外光谱

于 25 mL 比色管中依次加入 1 mL 0� 5 mol  L- 1 T r is�

HCl缓冲溶液, 1� 0 mL 1� 0 � 10- 4mol  L- 1 OFLX 溶液( A

组)、L�OFLX溶液( B 组) , 一定量的 ctDNA 溶液, 定容至

10 mL 后摇匀, 室温放置 15 min。以相应试剂的空白为参比,



在紫外�可见分光光度计上记录 OFLX 药物在 240~ 320 nm

范围内的紫外吸收光谱, 狭缝宽度为 1� 0 nm。

1� 3 � 荧光光谱
于 25 mL 比色管中依次加入 1 mL 0� 5 mol  L- 1 T ris�

HCl缓冲溶液, 1� 0 mL 6� 0 � 10- 6mo l  L - 1 OFLX 溶液 ( A

组)、L�OFLX溶液( B 组 ) , 一定量的 ctDNA 溶液, 定容至

10 mL后摇匀, 室温放置 15 min。于 1 cm 石英比色池, 以

285 nm 为激发波长, 扫描 350~ 550 nm 波长范围内的荧光

光谱, 激发和发射狭缝宽度均为 10 nm。

1� 4 � 荧光偏振

上述用于荧光光谱测定的溶液, 同时测量其偏振荧光强

度, 再按下列公式计算其荧光偏振 P

P = I VV - GI VH ) / ( I VV + GI VH )

� � 其中: I VV和 I VH 为垂直偏振光激发后的垂直偏振和水平

偏振的发射光强度。G 为仪器校正因子, G = IH V / IHH , IHV

和 IHH 为水平偏振光激发下的垂直偏振和水平偏振光的发射

光强度。

1� 5 � K3Fe(CN) 6 荧光猝灭

于 25 mL 比色管中依次加入 1 mL 0� 5 mol  L- 1 T ris�

HCl缓冲溶液, 1� 0 mL 6� 0 � 10- 6mo l L - 1 OFLX 溶液( A

组) , 一定浓度 K3Fe( CN) 6 , 1� 0 mL 2� 54 � 10- 4mol L - 1的

ctDNA 溶液, 定容至 10 mL 后摇匀, 室温放置 15 min。于荧

光光度计上测量其荧光强度, 同时做不加 DNA 溶液的试剂

空白作比较。( L�OFLX溶液) ( B 组)与 A 组同样操作。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 紫外光谱
OFLX , L�OFLX 与不同浓度的 ctDNA 作用后, OFLX�

ctDNA 与 L�OFLX�ctDNA 体系的紫外光谱如图 1 所示。

� � 由图 1 可知, OFLX 和 L�OFLX 溶液在 287 nm 处有吸

收峰, 当向 OFLX和 L�OFLX 溶液中加入 ct DNA 并且浓度

增大时, OFLX和 L�OFLX的吸收光谱都呈现略微的减色效
应, 但吸收峰位置没有发生偏移, 这种略微的减色现象表明

嵌入生色团电子态与 DNA 发生相互作用[ 7] , 但作用程度较

弱, 相比较而言 L�OFLX 的减色效应略强于 OFLX的减色效

应。这表明 L�OFLX与 DNA 的作用要略强于 OFLX。

2� 2 � 荧光光谱

由图 2 可见, OFLX 和 L�OFLX 的荧光峰都在 450 nm

处, ctDNA 对 OFLX 和 L�OFLX 的荧光都有较强的猝灭作

用, 并随 ctDNA 浓度的增加猝灭趋势增大, 同时两者的猝灭

趋势强弱也有一定差异, L�OFLX 的猝灭趋势略强于 OFLX

的猝灭趋势, 即 L�OFLX 与 ctDNA 的相互作用比 OFLX 略

强, 这与紫外光谱得到的结论一致。从图中还可以观察到

OFLX 和 L�OFLX 的荧光峰都没有产生位移。
� � 荧光猝灭作用因猝灭机制不同通常可分为动态猝灭和静

态猝灭。动态猝灭是猝灭剂和荧光物质的激发态分子之间的

相互作用, 其作用过程遵循 St ern�Vo lmer 方程[5]

F0 / F - 1 = K q�0 [ D ] = K SV [ D ] (1)

式中 F0 为未加入猝灭剂时荧光物质的荧光强度; F 为猝灭

Fig� 1 � Absorption spectra of pure ( L�) OFLX and ( L�)OFLX�
ctDNA complexes in aqueous solution at room tempera�

ture� Line a represents the pure ( L�) OFLX aqueous so�
lution; Lines b�c are the above (L�)OFLX aqueous solu�

tions in the presence of ctDNA with the concentrations

of 3� 81, 12� 7  mol L- 1 , respectively� ( L�) OFLX:
1� 0� 10- 5mol  L- 1 , pH 7� 0

剂浓度等于 [ D] 时荧光物质的荧光强度; K q 为双分子猝灭

过程的速率常数; �0 为没有猝灭剂存在下荧光分子的平均寿

命(生物大分子的�0约为 10- 8 ) ; K SV 称为 St ern�Vo lmer 猝灭

常数。

� � 以 OFLX 和 L�OFLX 最大发射波长 450 nm 处的荧光强

度按式( 1)作线性回归, 得到 ctDNA对 OFLX 和 L�OFLX 的
Stern�Vo lmer 猝灭常数 K SV分别为 5� 7 � 103 L  mol- 1 , 7� 4

� 103 L mo l- 1(相关系数分别为 0� 992 9, 0� 994 7) , 则其双
分子速率常数 K q 分别为 5� 7 � 1011 L  mo l- 1  s- 1 , 7� 4 �
1011 L mo l- 1 s- 1。通常各类猝灭剂对生物大分子最大扩

散控制的碰撞猝灭常数为2� 0 � 1010 L  mol- 1  s- 1 , 本实验

结果 OFLX 和 L�OFLX的猝灭常数都远大于这一值。由此可

以确定 ctDNA 对 OFLX 和 L�OFLX 的猝灭并非分子间动态
碰撞所致, 而是由于形成复合物所引起的静态猝灭。同时,

从所得的数据来看, L�OFLX 的猝灭作用略大于 OFLX 的猝

灭作用, 这也表明 L�OFLX 和 OFLX 在与 ctDNA 作用中存

在一定的差异。

� � Scatchard 方程是适用于求小分子与生物大分子之间结

合常数的关系式[ 8]。通过 Scatchard 方程作图可求得 OFLX

和 L�OFLX和 DNA 间的键合常数。
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Fig� 2� Emission spectra of pure ( L�) OFLX and ( L�) OFLX�

ctDNA complexes in aqueous solution at room tempera�
ture� Line a represents the pure (L�)OFLX aqueous so�

lution ; Lines b�e are the above (L�)OFLX aqueous so�
lutions in the presence of ctDNA with the concentrations

of 2� 54, 7� 62, 12� 7, 25� 4  mol L- 1 , respectively�

OFLX: 6� 0 � 10- 7mol L- 1 , pH 7� 0

cF = cT ( I / I 0 - q) / (1 - q) (2)

cB = cT - cF (3)

r / cF = Kn - Kr (4)

� � 其中 cF 表示游离的药物浓度, cB 表示结合的药物浓度,

cT 表示药物的总浓度, I表示不同浓度DNA存在时药物的荧

光强度, I 0 表示 DNA 不存在时药物的荧光强度, q表示游离

态药物与结合态药物的荧光量子产率比。以 I / I 0 对1/ cDNA作

图获得一直线, q为直线截距。式(4)中 r为DNA上每个核苷

酸结合药物的分子数, K 是每个位点的键合常数, n 是每个

核苷酸上的最大键合位点数。以 r / cF 对 r 作图, 得到 OFLX

和 L�OFLX 的 Scatcha rd 图。实验获得其键合常数分别为

1� 15� 105 L  mol- 1 , 3� 75 � 105 L  mo l- 1 , L�OFLX的键合

常数比 OFLX的键合常数略大。

2� 3 � 单双链 ctDNA与 OFLX药物的相互作用

当 OFLX 和 L�OFLX的浓度为 6� 0 � 10- 7 mo l  L- 1时,

分别研究了单、双链 ctDNA 与 OFLX 和 L�OFLX 的相互作
用。实验数据利用式( 1) , 以F0 / F- 1对[ D ] 作图, 得到相应

的猝灭曲线, 如图 3 所示。

� � 由图 3 可见, ssDNA 对 OFLX 和 L�OFLX 的猝灭作用

都略大于 dsDNA 的作用。由于在静电或嵌插作用模式下,

ssDNA 对小分子的猝灭作用与 dsDNA 相比, 应为不变(静

电作用模式下, 都是与 DNA 骨架上的磷酸基团发生作用)或

猝灭减弱(由于 dsDNA 制取 ssDNA 时双螺旋结构被破坏)。

因此可以推断单双链 DNA 与 OFLX 和 L�OFLX的作用模式
为沟槽结合。由 dsDNA 变性得到的 ssDNA 虽然大小沟槽被

破坏了, 但由于 ssDNA 是以线团状形式存在于溶液中, 在

线团的表面形成了可以与小分子发生氢键作用的许多凹点,

所以 ssDNA 对 OFLX和 L�OFLX 仍存在猝灭作用。

Fig� 3 � Fluorescence quench of ( L�) OFLX by ssDNA and

dsDNA� ( L�) OFLX: 6� 0 � 10- 7mol  L- 1 , pH 7� 0

2� 4 � K3Fe(CN) 6 荧光猝灭
K 3Fe( CN ) 6 是一类荧光猝灭剂, 通过考察其对小分子

荧光的猝灭作用可以判断小分子与 DNA 的作用方式。如果

是静电作用, OFLX和 L�OFLX将沿着 DNA 的外壁与 DNA

发生作用, 此时 OFLX 和 L�OFLX 分子是裸露在溶液中的,

K 3Fe( CN ) 6 的存在对( L�) OFLX�DNA 体系的荧光猝灭作用

应等同于对( L�) OFLX的猝灭; 如果是嵌插作用, ( L�) OFLX
分子嵌入到 DNA 双螺旋结构中而受到 DNA 的保护, 将不

被 K 3Fe( CN ) 6 猝灭, 在猝灭曲线中呈一条近水平直线。由图

4 可见, K 3Fe ( CN ) 6 的存在对( L�) OFLX�DNA 体系的荧光

猝灭能力略小于对( L�) OFLX 的猝灭, 这表明( L�) OFLX 与
DNA 间的作用不是静电或嵌插作用方式, OFLX 只是被部

分地保护起来, 提示是沟槽结合[ 9]。

2� 5 � 荧光偏振

在粘度小的溶剂 (如水)中, 由于小分子旋转扩散很快,

其荧光偏振一般很小。而当小分子荧光体与 DNA 发生嵌插

作用时, 其转动受阻, 导致小分子转动速度变慢, 因而荧光

偏振会随之变大。而小分子仅仅与 DNA 磷酸骨架或在其沟

槽处发生作用, 并不能引起荧光偏振的显著增加[ 10]。

由图 5可以看出, DNA 的加入并没有引起荧光偏振的
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显著增加, OFLX和 L�OFLX 的荧光偏振也不随着 DNA 浓

度的变化而发生较大变动, 总体呈现稳定趋势。由此可以推

断, OFLX 和 L�OFLX 与 ctDNA 的作用方式应该是静电或

沟槽结合, 而非嵌插结合。

Fig� 4� Emission quenching of pure (L�)OFLX and ( L�) OFLX�

ctDNA complexes induced by ferricyanide in aqueous so�
lution at room temperature� ( a) pure (L�) OFLX; ( b)

( L�) OFLX� ctDNA; ( L�) OFLX: 6� 0 � 10- 7 mol  
L- 1 ; ctDNA: 2� 54 � 10- 5 mol L- 1 ; F0 and F are the

emission intensities without f erricyanide and with ferri�
cyanide, respectively; pH 7� 0

Fig� 5 � Effect of ctDNA concentration on the fluorescence po�

larization of ( L�) OFLX in aqueous solution at room

temperature� ( L�) OFLX: 6� 0 � 10- 7 mol  L- 1 ; pH

7� 0

3 � 结 � 论

� � 在紫外吸收光谱中, L�OFLX 的减色效应略强于 OFLX

的减色效应; 在荧光光谱中, L�OFLX 的猝灭作用略强于

OFLX的猝灭作用, 并且作图计算所得的键合常数也是

L�OFLX的略大, 这些都说明了 L�OFLX 与 ctDNA 的相互作

用要略强于 OFLX 与 ctDNA 的相互作用。荧光偏振实验、

单双链 ctDNA 与药物作用实验、K 3Fe( CN ) 6 荧光猝灭实验

所得到的结果都支持 OFLX 和 L�OFLX与 ctDNA 的作用是

沟槽结合这一结论。
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Study on the Interaction of Ofloxacin and Levofloxacin with DNA

TONG Chang�lun, ZH ANG Xiao�x iang

Institute of Envir onmenta l Science, M inistr y of Education Key Labo rato ry o f Environmental Remediation and Eco lo gical Health,

Zhejiang Univ ersity , H angzhou � 310029, China

Abstract� T he inter action of o flo xacin ( OFLX) and levoflox acin ( L�OFLX ) w ith calf thymus DNA( ctDNA ) w as studied by ab�

so rption spectr a, fluorescence spectr a, fluo rescence po lar ization, and K 3Fe( CN ) 6 quenching tests to show the interaction differ�
ences and binding modes. The experimental r esults of absorption spectr a indicated that when ctDNA was added to the solut ion of

OFLX o r L�OFLX and it s concentration was increased, the hypochromic effects in the abso rption spect ra o f OFLX o r L�OFLX
were obser ved, and no changes in its max imum abso rption wavelengths were found. Fluo rescence spectroscopy w as an appropri�

ate method to study the interactions between small molecule lig ands and biomacromolecule. Fr om the measurements o f emission

peaks, tr ansfer eff iciency o f energ y, lifetime and so on, a v ast amount of info rmation about t he interaction w ill be giv en. T he ex�

perimental results indicated that the fluo rescence quenching effects of OFLX and L�OFLX w ere no t initiated by the dynamic colli�
sion according to t he Stern�Volmer equation, and caused by the stat ic quenching o f compounds formation. F rom the Scatchard e�

quat ion, its asso ciation constant s w ere obt ained for OFLX and L�OFLX to be 1� 15 � 105 and 3� 75 � 105 L mo l- 1 , r espectiv ely.

On the basis of the abso rption spectra and the asso ciation constants, it was showed that the interaction betw een L�OFLX and

ctDNA w as st ronger than t hat o f OFLX and ctDNA. There ar e three modes for the binding of sma ll molecules t o DNA double

helix : electr ostatic binding, gr oove binding and int ercalative binding . The interaction modes bet ween OFLX, L�OFLX and ctD�

NA w ere studied by f luorescence po lar ization, the K 3Fe( CN ) 6 quenching tests and so on. The r esults show ed t hat the inter act ion

modes o f OFLX and L�OFLX w ith ctDNA were bo th g ro ove binding.

Keywords� Calf thymus DNA ; Levo flox acin; O flo xacin; Inter action; Spectro scopy
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