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光谱法研究硫酸酯化壳聚糖与 DNA的作用机理
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摘　要　以荧光光谱法、吸收光谱法、碱变性曲线、离子强度和荧光猝灭等方法研究了两种硫酸酯化壳聚糖

与 DNA的相互作用机理。结果表明 , 硫酸酯化壳聚糖与荧光探针 DNA/ EB的作用存在嵌插和静电作用两

种模式。高取代度硫酸酯化壳聚糖 (CT2H)与低取代度硫酸酯化壳聚糖 (CT2L)存在下 , DNA的紫外吸收光

谱产生不同的增色效应和减色效应 ; 碱变性 p H增大、发光体系稳定性增加 ; 金属阳离子 Mg2 +可与 DNA的

磷酸基团产生弱静电相互作用。极微量硫酸酯化壳聚糖存在下 , 荧光被有效地猝灭 , 证明在 EB、CT2H或

CT2L 和DNA之间产生了强的竞争键合作用 ,表明不同硫酸酯化壳聚糖是一种有希望的基因治疗靶向分子。
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引　言

　　以核酸为靶分子的药物设计研究中 , EB 是应用最早、

最广泛的荧光探针 [124 ]。由于 EB 与 DNA 的相互作用是以

DNA为靶子的各种物质生物效应的分子基础 , 其键合状态

一方面可能是导致癌变、基因突变及细胞死亡的重要环节 ,

另一方面能够与 DNA结合的物质分子正好是临床上广泛使

用的抗癌药物。所以 ,以 DNA为靶分子的临床药物研究、结

合其与 DNA的作用机制的深入分析 , 以期对药物分子的合

理修饰、改造和抗癌药物设计方面有其特殊意义。

硫酸化多糖类药物抗病毒作用的研制始于 20世纪 60年

代 , 这些多糖除已发现的抗凝血作用外 , 近年来不断发现具

有增强机体免疫功能、抗肿瘤、抗病毒作用等多种生理活

性 [528 ] , 其作用机制与干扰病毒和细胞的吸附、阻止病毒进

入细胞、抑制逆转录酶活性、抑制合胞体有关。特别是 1987

年由联邦德国 Bayer与 Hoechst 公司联合研制的抗爱滋病毒

活性药物硫酸化木聚多糖 (Mr = 6 000)引起许多研究者极大

兴趣 , 使硫酸化多糖的研究成为多糖领域内的一个新热点。

甲壳素广泛存在于甲壳纲动物的甲壳 , 蟑螂等昆虫的表皮和

藻类、菌类的细胞壁中 , 年产量超过百亿吨 , 是仅次于纤维

素的第二大类天然高分子多糖。壳聚糖 (CT)是甲壳素脱乙

酰化产物 , 临床医学实践表明 , 低聚 CT具有许多优于 CT

大分子的功能性质。有关药物与 DNA 作用机理已有少量报

道 , 但用光谱法研究硫酸酯化多糖与 DNA相互作用机理至

今未见报道。本文通过合成两种取代度不同的硫酸酯化壳聚

糖 , 研究了它们与 DNA 的相互作用机理 , 可为临床药物设

计及硫酸酯化多糖的开发提供一定的理论依据。

1　实验部分

111　主要仪器与试剂

F24500荧光光度计 (日本日立公司) ; 756MC型紫外2可
见分光光度计 (上海分析仪器总厂) , 722型光栅可见分光光

度计 (上海精密科学仪器有限公司分析仪器总厂) , P HS23 TC

精密数显酸度计 (上海天达仪器有限公司) 。

CT2H , CT2L 本实验室制备 , 鱼精 DNA , Sigma 公司产

品 , 紫外测定 A260 / A280大于 118 , 符合要求 , 未进一步纯化 ;

EB 购自 Sigma 公司 ; 壳聚糖 (DD 82 % ,η= 1 500 CP) , 湖北

宜昌东泰生物有限公司 ; 其他试剂皆为分析纯 , 水为二次

水。Britton2Robison缓冲溶液 : 取一定体积 H3 PO4 , HAc ,

H3BO3 (浓度相同 , 均为 0104 mol ·L - 1 )混合溶液 , 加入一

定体积的 012 mol·L - 1 NaO H调节至所需 p H。

112　实验方法

11211　不同取代度硫酸酯化壳聚糖制备

低取代度硫酸酯化壳聚糖 (CT2L , 取代度 0149)制备 [9 ] :



15 mL 95 %浓硫酸 , 加含 0125 g (N H4 ) 2 SO4 的正丁醇 5 mL

混合 , 冷却到 0 ℃。加入 CT粉末 015 g 0 ℃保持 30 min。形

成的产物为褐黄色糊状物 , 用 NaO H调至中性 , 蒸馏水透析

2 d , 浓缩 , 用乙醇沉淀 ,真空干燥。

高取代度硫酸酯化壳聚糖 (CT2H取代度 0192)制备 [10 ] :

(1)磺化试剂 , 415 mL HClSO3 在 0 ℃、氮气保护下 ,滴加到

100 mL 二甲基甲酰胺中 ,反应过程始终磁力搅拌。产物保存

冰箱备用。(2)取 01304 0 g CT于 20 mL 甲酰胺中 , 搅拌 1 h

加入 8 g磺化试剂 , 50 ℃反应 4 h , 20 % NaO H中和至 p H

6 , 蒸馏水透析 3 d , 5倍乙醇沉淀 , 丙酮洗涤 , 真空干燥。

11212　DNA和 EB的配制

用 100 mmol·L - 1 NaCl配制 100μg·mL - 1 DNA溶液

(Ⅰ) ; 用 011 mol·L - 1 Tris2HCl缓冲液配制 100μg·mL - 1

DNA溶液 ( Ⅱ)。用二次水配制 100μg·mL - 1 EB溶液 , 配制

好的溶液置 4 ℃冰箱保存备用。

11213　CT2H , CT2L 对 DNA紫外吸收光谱的影响

取 DNA溶液 ( Ⅰ) 1 mL , Tris2HCl缓冲溶液 (p H 7132)

2 mL 依次加入 10 mL 比色管中 , 加入一定量的 CT2H , CT2
L , 二次水稀释至刻度 (定容后 cCT2H , cCT2L 与 cDNA之比以 R表

示 , 即 R = cCT2H / cDNA 或 R = cCT2L / cDNA ) , 反应 2 h , 相应试

剂空白作参比 , 于 756MC型紫外2可见分光光度计上扫描其
紫外吸收光谱。

11214　CT2H , CT2L 对碱变性曲线的影响

依次加入 10 mL 比色管中 DNA 溶液 ( Ⅰ) 015 mL , EB

溶液 011 mL , 不同 p H三酸缓冲液 5 mL , 二次水定容至刻

度。固定最佳激发波长和最佳发射波长 (λex = 522 nm ,λem =

593 nm)测荧光强度。用相对荧光强度 F0 / F( F0 表示不存在

硫酸酯化壳聚糖时体系的荧光强度 , F表示存在不同浓度硫

酸酯化壳聚糖时体系的荧光强度)对 p H 作图 , 得碱变性曲

线。

11215　DNA和 EB对 EB/ DNA体系吸收光谱的影响

取 DNA溶液 ( Ⅰ) 1 mL , EB溶液 012 mL , Tris2HCl缓

冲溶液 (p H 71 32) 2 mL 依次加入 10 mL 比色管中 , 分别加

入 R = 10的 CT2H , CT2L , 稀释至刻度 , 反应 2 h , 相应试剂

空白作参比 , 在 722 可见分光光度计测不同波长时吸光度

值。

11216　CT2H , CT2L 对 EB/ DNA体系荧光强度的影响

取 DNA溶液 ( Ⅰ) 015 mL , EB溶液 011 mL , Tris2HCl

缓冲溶液 (p H 7132) 2 mL , 分别加入不同 R的 CT2H , CT2L

溶液 , 稀释至 10 mL 刻度 , 反应 2 h , 在激发波长λex = 522

nm , 激发和发射带通均为 10 nm的条件下 , 扫描其发射光

谱 , 由 Stern2Volmer 方程作图 , 观察 CT2H , CT2L 存在下 ,

EB/ DNA体系荧光猝灭情况。

11217　离子强度对硫酸酯化壳聚糖存在时 EB/ DNA体系荧

光强度 ( If )的影响

在 10 mL 比色管中 , 加入 DNA 溶液 ( Ⅱ) 015 mL , EB

溶液 011 mL , Tris2HCl缓冲溶液 (p H 7132) 2mL ,依次加入

不同浓度的 MgCl2 溶液 ,二次水定容至刻度 ; 在 F24500上测

定相应的 If 值。

2　结果与讨论

211　CT2H, CT2L对 DNA紫外光谱的影响

加入 CT2H , CT2L 后 , DNA 体系的吸收光谱如图 1。

CT2H , CT2L 对 DNA 吸收光谱产生了明显的增色效应 , 同

时最大吸收波长发生红移。根据 Long理论 , 增色效应 , 最大

吸收波长发生红移是该物质与 DNA 发生嵌插作用的标

志 [4 ]。明显的增色效应说明 CT2H , CT2L 与碱基对之间的距

离很近 , 即 CT2H , CT2L 可能插入到 DNA 的碱基对中 , 从

而引起 DNA碱基对与嵌插的 CT2H , CT2L 分子间产生较强

的电子相互作用。

Fig11　Effects of CT2Hand CT2L

on ultraviolet spectra of DNA

1 : CT2H ( R = 20) ; 2 : CT2L ( R = 20) ; 3 : DNA

212　CT2H, CT2L对碱变性曲线的影响

DNA是双螺旋的大分子化合物 ,既具有一定的刚性 ,亦

有一定柔性的无规则线型分子。分子中的两条链之间的碱基

对通过氢键相互作用 , 这种作用使 DNA 分子紧缩在一起。

EB本身的荧光很弱 , 但能平行地插入双螺旋 DNA内部碱基

之间 , 从而使荧光显著增强。当 DNA分子处于碱性环境时 ,

互补碱基之间的氢键作用减弱而发生开链 , 双螺旋结构被破

坏 , 成为两条单链 , EB2DNA刚性环境减弱 , 荧光强度降低 ,

这就是 DNA的碱变性。通常把 DNA 的双螺旋结构失去一

半时的 p H值称为该 DNA 的碱变性 p H 值 (以 p Hb 表示)。

当 CT2H , CT2L 与 DNA发生嵌插结合时 , 这种作用能使双

螺旋结构稳定性增加 , 并使 p Hb 增大。在 CT2H , CT2L 存在

和不存在情况下 , EB/ DNA碱变性曲线如图 2。由图 2可见 ,

在 CT2H , CT2L 不存在情况下 , DNA 的碱变性 p Hb 为

13112 , 而在 CT2H存在下 , 碱变性的 p Hb 增大为 13127 , 而

CT2L 存在对 DNA的碱变性 p Hb 影响不大。这种现象说明

CT2H与 DNA的嵌插作用优于 CT2L , 使 DNA 双螺旋结构

稳定性增加 , p Hb 增大。

213　DNA和 EB对 EB/ DNA体系吸收光谱的影响

体系中存在 CT2H , CT2L 时 , EB/ DNA吸收光谱发生蓝

移 , 且 CT2H有一定的增色效应 (见图 3)。结果证实 CT2H

主要以嵌入方式与 DNA结合 [3 ] , CT2L 与 DNA的作用方式
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不同于 CT2H。

Fig1 2　The alkaline denaturation curves of DNA

in the presence of CT2H and CT2L

1 : CT2H ; 2 : CT2L ; 3 : EB/ DNA

Fig13　Absorption spectra of EB/ DNA in the absence of and

in the presence of CT2H( R = 10) and CT2L( R = 10)
1 : EB/ DNA ; 2 : CT2H ; 3 : CT2L

214　CT2H, CT2L对 EB/ DNA体系荧光强度的影响

EB是常用的 DNA荧光探针 , 能够显著增加体系的荧光

强度。CT2H , CT2L 在λex = 522 nm 处无荧光 , 但在 EB/

DNA体系中加入 CT2H , CT2L , 荧光强度随 CT2H , CT2L

浓度的增加而迅速降低 , 如图 4所示。荧光强度减弱说明体

系中加入少量的 CT2H , CT2L 时 , 它们和 EB 争夺与 DNA

的结合位点或者使 DNA 的二级结构破坏。通常 , EB/ DNA

的荧光强度减弱 50 % , 且 R < 100 时 ( I C50 ) , 就认为多糖与

DNA发生了类似于 EB 的嵌插作用 [3 ]。多糖存在与不存在

时 , EB/ DNA体系的最大发射波长没有发生变化 , 其荧光强

度随 R的变化结果见图 4。

215　Mg2 +及离子强度对 CT, CT2H和 CT2L存在时EB/ DNA

体系 If 的影响

图 5是离子强度对 EB/ DNA 荧光强度的影响。可见随

离子强度的增加 , EB/ DNA体系 If 明显减小。这种现象说明

在 DNA与小分子、离子之间的相互作用中 , 静电引力仍是

主要的作用力。荧光减弱可能是由于阳离子 Mg2 + 容易与

DNA的负离子磷酸基团作用 , 静电引力使得 DNA收缩 , 同

时结构特征发生变化 , 其理化性质及生理功能发生相应的变

化 [2 ]。这种收缩使 DNA分子不足以容纳 EB分子 , 结果 EB

便从 DNA分子中游离出来 , 荧光强度迅速降低。壳聚糖及

其衍生物分子中有大量—N H2 , —O H 和—N HCO—活性基

团 , 与 Mg2 +配位后 [11 ] , 对体系 If 的影响不同。实验进一步

证实了静电作用是二者的作用模式之一。

Fig14　Effect of CT2H and CT2L on

fluorescence intensity of EB/ DNA

1 : CT2H ; 2 : CT2L

Fig15 　Salt effect of Mg2 + on the fluorescence intensity of

EB/ DNA in the absence of and in the presence of CT2H

or CT2L respectively

1 : CT2H ; 2 : CT2L ; 3 : EB/ DNA

216　CT2H, CT2L对 EB/ DNA体系荧光猝灭

在一系列 EB/ DNA溶液中分别加入不同浓度的 CT2H ,

CT2L , 以相对荧光强度 F0 / F对 [ CT2H ]或 [ CT2L ]作图 , 得

一曲线。根据经典的荧光猝灭理论 , 无论动态猝灭 , 还是静

态猝灭 , 由 Stern2Volmer方程作图均应得一条直线 , 而 CT2
H , CT2L 对 EB/ DNA 体系荧光猝灭均得一条曲线 , 见图 6

(a)和 (b)。因此 , 我们认为 CT2H , CT2L 对 EB/ DNA体系荧

光猝灭不是单纯的动态猝灭或静态猝灭 , 这说明修饰多糖对

DNA的作用方式可能不止一种 , 除嵌插作用外还有静电作

用 [1 ] , 是二者共同作用的结果。
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3　结　论

　　通过荧光光谱、吸收光谱、碱变性和荧光猝灭作用证实

了两种硫酸酯化壳聚糖与 DNA之间结合作用的复杂性 , 既

有嵌插作用 ,又有静电作用。它们与 EB和 DNA之间存在较

强烈的竞争反应。CT2H , CT2L 作用的结果使 EB从 DNA中

游离出来 , 导致体系荧光减弱。碱变性引起 CT2H p Hb 增

加 , 表明 CT2H 对 DNA 构象产生一定的影响 , 并可以增加

其稳定性。该工作为进一步筛选硫酸酯化多糖抗病毒、抗癌

临床药物奠定了基础 , 从分子水平上探索药物与核酸作用机

理提供了一项实验依据。

有关药物与 DNA作用的研究 , 还可参阅文献[12219 ]。

Fig16　Fluorescence quenching of EB/ DNA with CT2H( a) and CT2L( b)
1 : 25 ℃; 2 : 50℃
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Study on the Binding Mode of Sulfated Chitosans with Nucleic Acids Using
Spectral Analysis

ZHAN G Hai2rong1 , 2 , GUO Si2yuan2 , L I Lin2 , CA I Miao2yan2 , ZH EN G Bi2sheng2

1. Institute of Biochemical Analysis , Xinzhou Teachers University , Xinzhou　034000 , China

2. College of Light Indust ry and Food Science , South China University of Technology , Guangzhou　510640 , China

Abstract　The interaction of two kinds of sulfated chitosans with DNA was investigated using fluorescence spect ra , absorption

spect ra , alkaline denaturation curves , ionic st rength , fluorescence quenching etc. The result s showed that there were two modes

of the interaction between sulfated chitosans and DNA/ ethidium bromide ( EB) : intercalative and elect rostatic binding. Hyper2
chromic and bathochromic effect s in the absorption spect ra were observed when sulfated chitosans with a low degree of substitu2
tion (CT2L) or a high degree of substitution ( CT2L ) were bound to herring sperm DNA. The stability of DNA/ EB was in2
creased with the increase in alkaline denaturation p H in the presence of CT2H and CT2L . Meanwhile , a weak interaction of cat2
ionic Mg2 + and phosphate groups of DNA by elect rostatic force binding was observed. The fluorescence was efficiently quenched

in the presence of a micro2amounts of sulfated chitosans , which confirmed that there was a st rong competitive binding interaction

among EB , CT2H or CT2L and DNA. All of these demonst rated that different sulfated chitosans can be used as a type of hopeful

target2pointed molecule of gene therapy.

Keywords　Sulfated chitosans ; Spect ral analysis ; DNA ; Intercalative binding
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