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光谱学研究重金属离子参与下对甲萘威与 ctDNA相互作用的影响
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摘 � 要 � 应用紫外、荧光光谱分析方法 , 研究了离体条件八种重金属参与下对农药甲萘威与小牛胸腺 DNA

的相互作用的影响。当有不同重金属离子参与时, 甲萘威的猝灭常数及其结合位点数都发生了不同的变化。

通过计算和分析, 重金属离子对甲萘威与 ct�DNA 的加合物的影响程度为 Pb2+ > Ag+ > Cu2+ > N i2+ >

Co 2+ > Zn2+ > Cd2+ > Cr 3+ 。通过 400 mo l � L - 1的不同金属离子对 ctDNA 的作用研究, 得出不同离子对

DNA 的双螺旋结构的破坏能力强弱依次为 : Pb2+ > Cd2+ > Ag+ > Co2+ > Zn2+  Cu2+ > Ni2+ > Cr 2+ 。两种

光谱所得结果表明不同重金属离子对 DNA 的作用机理不同。
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引 � 言

� � DNA 作为生命体的遗传物质, 它的损伤如得不到修复,

可能导致基因突变、致癌、遗传性疾病等危害生物体生存的

后果, 是相当有害的[ 1]。重金属离子广泛存在于环境中, 可

以通过各种途径进入生物体, 重金属在生物体内以离子或螯

合物的形式存在; 其中有些金属螯合物或离子能识别、损伤

及断裂 DNA, 对这些金属的研究已成为近年来生物无机化

学的热点之一[2]。甲萘威作为氨基甲酸酯类农药被人们广泛

应用, 已有实验证明甲萘威可以与 ct�DNA 通过嵌插作用产

生加合物, 而 DNA 加合物可能会在生物体环境下逃避生物

体的自身的修复[3]。

随着越来越多的农药与重金属进入生态环境系统, 其潜

在的危害性也越来越显现出来。所以研究金属离子和农药共

存时对 DNA 的作用及其相互影响对于揭示复合污染物之间

的交互作用的本质及影响因素, 具有重大意义。

1 � 实验部分

1� 1 � 仪器和试剂

日立 F�4500荧光分光光度计; 电热恒温水浴锅; PHS�
3C 精密 pH 计; 紫外�可见分光光度计(美国 PE) ; 小牛胸腺

DNA( CalfTH ymus, SigmaD�1501)购自北京欣经科技技术公

司,配成浓度为 200 g� mL - 1的溶液, 配好保存于 4 ! 的冰

箱中备用; 甲萘威由中国农业大学农产品质检中心提供(纯

度 95% ) , 配成 40 g� mL - 1的溶液; Pb( NO3 ) 2 , Co( NO 3) 2 ,

A gNO 3 , ZnSO4 , N iSO4 , CuSO4 , CdSO 4 和 CrCl3 均为分析

纯, 均配成 0� 02 mol � L- 1的使用液; 缓冲液由 10 mmo l �

L - 1的 T ris 和 10 mmol � L - 1的 EDTA 组成, 调节 pH 至

7� 11; 实验用水均为二次蒸馏水。
1� 2 � 实验方法

向数只 10 mL 的试管中分别加入 1 mL 的缓冲液与 1

mL 的甲萘威溶液, 再依次分别加入 0~ 4 mL 的 ct�DNA 溶
液, 用水定容, 将上述溶液在 37 ! 水浴 30 min, 分别测定溶

液的荧光强度, 平行测定三次取平均值。

向数只 10 mL 的试管中分别加入 1 mL 的缓冲液与 1

mL 的甲萘威溶液和 0� 5 mL 的金属离子, 再依次分别加入 0

~ 4 mL 的 ct�DNA 溶液, 用水定容, 将上述溶液在 37 ! 水

浴 30 m in, 分别测定溶液的荧光强度。平行测定三次取平均

值。

向 10 mL 的比色管中分别加入 1 mL 的缓冲溶液与 1

mL ct�DNA 溶液, 再向其中加入不同浓度的重金属溶液, 37

! 水浴 30 min, 观察其紫外吸收变化, 平行测定三次取平均

值。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 金属离子对 ct�DNA作用的紫外�可见光谱研究

图 1 是不同重金属离子不同浓度下对 ct�DNA 紫外�可见



光谱的影响, 总的变化趋势是随着金属离子浓度的上升, 吸

光度逐渐增大产生增色效应, 当达到一个临界值之后, 吸光

度开始减小, 出现减色效应。这种现象表明双螺旋 DNA 先

发生了解旋, 然后又发生了单链内部键合, 这是因为单链多

核苷酸的吸光度值比双螺旋结构多核苷酸的吸光度值要高。

增色效应也表明金属离子与 ct�DNA 之间产生了加和物。

DNA 的双螺旋结构使碱基对的 �电子云发生重叠。因而减

少了对紫外光的吸收, 双螺旋解旋变为单链时, 原来被禁阻

的 �电子可以自由吸收入射光而发生跃迁。

Fig� 1� Affection of heavy metallic ions to
ct�DNA in diff erence concentration

� � 吸光度�浓度曲线在一定程度上反映了不同金属离子对
DNA 作用的强弱, 不同的离子对 DNA 的作用不同, 据文献

报道 Ni2+ , Cd2+ , Zn2+ 和 Co2+ 不能介导 DNA 氧化, 但可能

诱导链交联的发生[2] , Pb2+ 对小牛胸腺 DNA 的作用最强,

有资料[4]证明是 Pb2+ 直接进攻核酸分子, 促进自由基链式

反应, 引起氧化损伤而导致 DNA 分子发生变化。Cu2+ 对

DNA的损伤和 Pb2+ 相似, 通过氧化作用来损伤 DNA。Cr3+

可以与 DNA 生成二元加和物, 从而产生致癌作用。

� � 通过 400 mo l� L - 1的不同金属离子对 ct�DNA 的作用研
究了不同离子对 DNA 的双螺旋结构的破坏能力, 得出作用

Fig� 2 � Affection of heavy metallic ions to

ct�DNA in the same concentration
From 1 to 9: Pb 2+ , Cd2+ , Ag+ , Co2+ ,

Zn2+ , Cu2+ , N i2+ , Cr2+ , DNA

强弱依次为: Pb2+ > Cd2+ > Ag+ > Co2+ > Zn2+ Cu2+ >

N i2+ > Cr 2+ 。从图 2 可以看出, Cd2+ 和 Ag + , Zn2+ 和 Cu2+

的谱图很接近几乎重合, 作用能力基本上相同。Cd2+ 可以与

DNA 的核酸碱基共价键合, 这种作用会扰乱碱基杂环上的

电子云密度, 并可能削弱磷酸二酯键, 通过上述一系列作

用, Cd2+ 即破坏了 DNA 的结构 , Cd2+ 易与 A 和 G 的 N7 位

结合[ 5]。

从这些金属所处的元素周期表的位置来看 Pb2+ , Ag + ,

Cu2+ , N i2+ , Co 2+ 和 Cr3+ , 原子序数也是依次降低, 可见随

着原子序数的增加, 金属离子对小牛胸腺 DNA 的作用也越

来越强烈。

2� 2 � 不同金属离子对 ct�DNA�甲萘威加和物的影响

已有实验证明甲萘威可以与 ct�DNA 通过嵌插作用产生
稳定的加合物[ 3] , 而 Cu 可以加强这种作用[ 6]。根据文献[6]

静态猝灭公式 log[ (F0 - F) / F] = logKa + nlog [ Q] 对不同的

金属离子对 ct�DNA�甲萘威加和物的所有荧光强度数据进行

处理, 处理结果列于表 1。

Table 1 � Analysis of the metallic ions' function to ct DNA�carbaryl adducts

Metallic ions Lin ear equat ion r2 K a

No Ion log[ ( F0 - F) / F] = 1� 076 4 log[ Q] + 8� 663 8 0� 998 2 4� 61∀ 108

Pb2+ l og[ ( F 0- F ) /F ] = 1� 790 1 log[ Q] + 14� 831 0� 979 5 6� 78∀ 1014

Ag+ l og[ ( F 0- F ) /F ] = 1� 500 4 log[ Q] + 12� 294 0� 883 7 1� 97∀ 1012

Cu2+ log[ ( F0 - F) / F ] = 1�195 9 log[ Q] + 9� 716 3 0� 998 6 5� 20∀ 109

Ni2+ log[ ( F0 - F) / F ] = 0�961 1 log[ Q] + 8� 021 5 0� 961 6 1� 05∀ 108

C o2+ log[ ( F0 - F) / F ] = 0�949 1 log[ Q] + 7� 996 3 0� 990 6 9� 92∀ 107

Cd2+ l og[ ( F 0- F ) / F] = 0� 825 4 log[ Q]+ 6�755 0� 951 4 5� 69∀ 106

Zn2+ log[ ( F0 - F) / F ] = 0�819 5 log[ Q] + 7� 024 8 0� 979 7 1� 06∀ 107

Cr3+ l og[ ( F 0- F ) / F] = 0� 525 1 log[ Q]+ 4�246 0� 962 9 1� 76∀ 104

� � 表 2 表明甲萘威与小牛胸腺 DNA 结合作用非常强, 在

加入金属离子以后, 小牛胸腺 DNA 对甲萘威的荧光猝灭常

数 K a 和结合位点数 n 都发生了很大了变化, 这说明重金属

离子对甲萘威与 ct�DNA 之间的作用产生了很大影响。

加入不同的金属离子, 小牛胸腺 DNA 对甲萘威的荧光

猝灭表观结合常数 K a 从大到小依次为 Pb2+ > Ag + >

Cu2+ > Ni2+ > Co2+ > Zn2+ > Cd2+ > Cr3+ 。由此可得出 Pb2+

对小牛胸腺 DNA 与甲萘威之间的作用影响比较明显, 而
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Cr 3+ 作用最小, 这与有关报道相类似; Pb2+ , Cr 6+ 具有明显

的致癌因素, 而微量 Cr 3+ 是人体的营养元素。另外从这些金

属所处的元素周期表的位置来看 Pb2+ , Ag + , Cu2+ , N i2+ ,

Co 2+ 和 Cr3+ , 原子序数也是依次降低, 可见随着原子序数的

增加, 金属离子对小牛胸腺 DNA 与甲萘威之间的作用的影

响也越来越严重。Zn2+ , Cd2+ 同处于# B, 可能由于其本身

结构的特殊性使其对小牛胸腺 DNA 与甲萘威之间的作用影

响并不大。

在 DNA 中, 能与磷酸基结合的金属离子对碱基的结合

趋势如下: N i2+ > Zn2+ > Cd2+ > Cu2+ [ 1]。同时有报道称

Ni2+ , Cd2+ , Zn2+ 和 Co2+ 不能介导 DNA 氧化, 但可能诱导

链交联的发生[2]。本实验所得结果显示金属离子对小牛胸腺

DNA 与甲萘威之间的作用影响来看, 铜的影响较锌等几种

离子强, 可见铜可能主要起到介导作用, 主要为催化 Fenton

反应, 而 Ni2+ , Cd2+ , Zn2+ , Co 2+ 主要为亲合力的作用。小

牛胸腺 DNA 与甲萘威的荧光猝灭在加入 Cr 3+ 离子前后, 猝

灭常数并未发生多少变化, 因此可认为少量的 Cr3+ 对 DNA

可能并不会有伤害。

3 � 结 � 论

� � 通过荧光光谱数据得出重金属离子对 ct�DNA�甲萘威加

合物的影响能力为 Pb2+ > Ag+ > Cu2+ > N i2+ > Co2+ >

Zn2+ > Cd2+ > Cr 3+ , 紫外光谱表明各种金属离子对 ct�DNA

双螺旋结构的破坏能力为 Pb2+ > Cd2+ > Ag+ > Co2+ > Zn2+

 Cu2+ > N i2+ > Cr2+ 。两种光谱所得结果表明不同重金属离

子对 DNA的作用机理不同, 具体机理还需要进行进一步的

研究。
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Mechanism of Damage of DNA Induced by Carbaryl and Heavy

Metal Ions
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Abstract� T he effect of heavy metals on the adduct of carbary l and calf thymus DNA in v itro was st udied using fluo rescence and

UV spectrum. T he r esults show ed that heavy metals can inf luence the carbary l quenching constant and the number o f binding

sites, and the order of is Pb2+ > Ag2+ > Cu2+ > N i2+ > Co2+ > Zn2+ > Cd2+ > Cr3+ . The UV spect rum study show ed that the

heavy metal ions can change the double helix str ucture o f ct DNA, and the o rder o f this ability is Pb2+ > Cd2+ > Ag+ > Co2+ >

Zn2+  Cu2+ > N i2+ > Cr2+ .
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