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摘要:采用紫外光谱和荧光光谱法研究了 CHB r3与离体小牛胸腺 DNA ( ctDNA )间的相互作用,以及 C u2+、Co2+、C d2+、Mg2+ 4种金属离子单独

或共存时对 CHB r3与 ctDNA结合的影响.结果表明: 4种金属离子与 CHBr3、ctDNA均能发生基态络合反应,络合物的生成导致体系的紫外吸收

峰强度和形状改变,使 ctDNA-溴化乙锭体系的荧光发生了不同程度的猝灭;向 CHB r3-ctDNA-溴化乙锭体系中分别或同时加入 4种金属离子

后, C u2+、Co2+、C d2+可减弱两者之间的结合,减弱顺序为 Cu2+ > Co2+ > Cd2+ , M g2+可加强两者之间的结合, 4种金属离子同时加入后出现

不同于 4种金属离子单独加入时的中间类型.据此推断, CH Br3可能主要是通过嵌插作用与 ctDNA碱基结合,金属离子对 CHBr3与 ctDNA结合

的影响主要取决于金属离子与 DNA的碱基和磷酸基团间结合的相对亲和比.
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A bs tract: U sing the techn iqu e of u ltrav iolet ab sorp tion spectrom etry and f luorescence spectrom etry, th is study exam ined th e in teractions betw een

bromoform ( CH Br3 ) and ca lf thymu sDNA( ctDNA) w ith orw ithou tC u2+ , C o2+ , C d2+ andM g2+ ind ividu ally or concurren tly. Th e resu lts show com p lex

ground-state reactions am ong the m etal ions, CH Br
3
and ctDNA, as ev idenced by the variat ion s in th e peak of UV ab sorp tion intens ity and shape in th e

ctDNA-eth id ium brom ide system. The interact ion s cau se fluorescence quen ch ing to variou s exten ts. The presence of Cu2+ , C o2+ , Cd2+ ( ranked by

decreas ing strength) w eakened th e b ind ing betw eenCHBr3 and ctDNA, w h ileM g2+ enhanced such b ind ing. In add it ion, the sim u ltan eous p resen ce of th e

fou r m etal ions resu lted in in term ed iate im pact, varying from the effect of th e ind iv idualm etal ions. The resu lts suggest thatCHB r3 is lik ely to interca late

in to ctDNA and such in tercalat ions ma in ly depend on th e relat ive b ind ing affin ity of a m etal ion to the bases and to th e phosph ate group s in DNA.

Keywords: m etal ions; brom oform; calf thymu sDNA; u ltraviolet spectrum; flu orescen ce spectrum

1 引言 ( Introduct ion)

饮用水中残留的三溴甲烷 ( CHBr3 )是在氯化消

毒过程中产生的挥发性副产物, 已被 Ames试验证

实为移码型直接致突变物, 且致突变活性较大 (唐

明德, 2000) .一般认为, 离体条件下如果化学物质

能够与 DNA相互作用,那么这些化学物质在活体条

件下可能也会与 DNA相互作用 (齐树民, 1985). 小

分子物质与 DNA的非共价键力作用包括静电结合、

沟渠结合和嵌插作用 3种方式 (陈勇等, 1994), 但
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有关 CHB r3与 DNA结合方式以及金属离子 (M e)对

它们两者结合影响规律的研究尚未见报道. 因此,

研究环境污染小分子物质 CHBr3与 DNA间的结合

方式, 以及当金属离子、CHB r3共存于饮用水中时金

属离子对 CHBr3与 DNA相互作用的影响规律具有

一定的价值.

基于此,本文通过选取在饮用水中普遍存在且

与 DNA 有不同结合方式和强度的 Cu
2 +
、Co

2+
、

Cd
2 +
、M g

2 +  
4种金属离子,研究它们单独和共存条

件下对 CHBr3与 ctDNA之间结合的影响. 以期为饮

用水消毒副产物在金属元素共存条件下的毒性机

理研究,以及不同性质金属离子的影响规律探讨提

供参考.

2 材料与方法 (M ater ia ls andmethods)

2. 1 仪器与主要试剂

仪器:日本岛津 UV- 265型紫外分光光度仪,

RF-540型荧光分光光度仪.

试剂: T ris-HC l缓冲液 ( pH= 7. 0); 0. 1 mo l#L- 1

的氯化铜、氯化钴、氯化镉、氯化镁储备液; 溴化乙

锭 ( EB ):用 0. 02 mo l# L
- 1

NaC l溶液配制成 1. 27 @

10
- 4

mol# L
- 1
的储备液, 避光保存; 三溴甲烷

( CHB r3, M = 252. 73, Q= 2. 889g# cm
- 3

)水饱和溶

液;小牛胸腺 DNA ( ctDNA, sigma, UV谱 A 280 /A 260为

1. 80~ 1. 90): 取适量 ctDNA直接溶于 0. 2 mo l#L- 1

的 N aC l溶液中,由 260nm处的紫外吸光度 E( P) =

6600L#mo l
- 1# cm

- 1
计算 ctDNA浓度, 于冰箱中 0 ~

4e 保存 ( Py le et al. , 1989; Guo et al. , 2007) .实验

中所用水均为二次蒸馏水, 所用试剂均不低于分

析纯.

2. 2 方法

在 15支 5mL比色管中分别加入 0. 01 mo l#L- 1

Tris-HC l缓冲液、ctDNA 溶液, 滴加 Cu
2+
、Co

2+
、

Cd
2 +
、M g

2 +
离子溶液和 CHB r3水饱和溶液,定容,混

匀后形成 Cu
2 +
-ctDNA、Co

2+
-ctDNA、Cd

2 +
-ctDNA、

M g
2 +
-ctDNA、 CHB r3-ctDNA、 CHB r3-ctDNA-M e、

CHBr3-ctDNA-4M e和相应的试剂空白体系. 在室温

环境, 扫描 220~ 320nm范围内相应体系的紫外光

谱,测定并记录 260nm处的最大吸光值; 以 EB为荧

光探针,在激发波长 480nm, 发射波长 590nm, 狭缝

宽度均为 10nm的条件下, 扫描 500~ 700nm范围内

相应体系的荧光光谱,测定并记录 590nm处相应体

系的荧光强度.在滴定过程中, 各种溶液均以 LL为

单位滴加.

3 结果 ( Results)

3. 1 ctDNA与 Me、CHB r3的二元结合

当外来物质同 DNA体系发生结合反应时,其体

系的吸收光谱将产生增色或减色效应, 出现等吸收

点及谱移等光谱现象 (徐宏娟等, 2003). 图 1是 4

种金属离子和 CHB r3溶液加入 ctDNA体系中紫外光

谱的变化情况, 其中, C ctDNA = 1. 18 @ 10
- 4
mo l# L

- 1
,

CM g2+ = 3. 33 @ 10
- 3

mol# L
- 1
, CCd2+ = 3. 33 @ 10

- 3

mol# L
- 1
, CCu2+ = 3. 33 @ 10

- 4
mol# L

- 1
, C Co2+ = 3. 33

@ 10
- 4
mo l# L

- 1
, CCHBr3

分别为 0和 15. 83 @ 10
- 4

mol# L
- 1
.从图 1a可以看出, Cu

2+
、Co

2 +
和 Cd

2+
使

ctDNA在 260nm处最大吸收峰出现不同程度的红

移; Cu
2+
和 Cd

2+
使其产生不同程度的减色效应,

M g
2+
和 Co

2+
离子的加入使其产生不同程度的增色

效应. CHBr3的加入使 ctDNA的吸收光谱产生了明

显的减色效应,同时, 260nm处的最大吸收波长发生

明显的红移 (图 1b).金属离子和 CHB r3的溶液加入

使 ctDNA体系的紫外吸收峰均发生不同程度的变

化,并使最大吸收波长出现位移,这表明金属离子、

CHB r3均能与 ctDNA发生基态络合反应, 络合物的

生成导致体系的吸收峰强度和形状改变.

吸光度减小、吸收带红移及等吸收点的形成是

小分子与 DNA发生嵌插作用的标志 ( Long et al. ,

1990; 朱莉等, 2008) . Cu
2+
、Co

2 +
和 Cd

2+
溶液加入

使 ctDNA在 260nm处的吸收峰发生红移, CHB r3溶

液加入使 ctDNA吸光度减小、吸收带红移, 说明

Cu
2+
、Co

2+
、Cd

2 +
和 CHB r3与 ctDNA碱基对之间的

距离较近,即它们可能嵌插到 ctDNA双螺旋结构的

碱基对中.

研究表明, EB本身仅有很弱的荧光, 但能平行

地嵌入双螺旋 DNA的碱基对, 与 DNA分子发生嵌

插作用,使自身荧光强度显著增强, 因而常作为研

究小分子与 DNA作用模式的荧光探针 (徐春等,

2000; 马立波等, 2003) . 向 EB溶液中分别加入 4

种金属离子、CHBr3溶液时, 体系的荧光光谱几乎没

有发生变化, 这表明在实验条件下 EB与金属离子

和 CHB r3并不发生结合反应.

821



环   境   科   学   学   报 30卷

图 1 ctDNA /M e体系 ( a)和 ctDNA / CHBr3体系 ( b)的紫外吸收图谱

F ig. 1 U ltrav iolet spectra for ctDNA / M e system s( a) and ctDNA / CHB r3 system s( b )

  图 2为 4种金属离子和 CHB r3溶液分别滴定

ctDNA ( EB )溶液的荧光光谱, 其中, C ctDNA = 8. 67 @

10
- 6
mo l# L

- 1
, CEB = 4. 23 @ 10

- 7
mo l# L

- 1
, CM g2+ =

1167 @ 10
- 3

mo l#L- 1
, CCd2+ = 1. 67 @ 10

- 3
mo l# L

- 1
,

CCu2+ = 1. 67 @ 10
- 4

mo l# L
- 1
, CCo2+ = 1. 67 @ 10

- 4

mo l#L- 1
, CCHBr3

( 1~ 5)分别为 0、3. 96 @ 10
- 4
、7. 91

@ 10
- 4
、11. 87 @ 10

- 4
、15. 83 @ 10

- 4
mol# L

- 1
. 由图 2a

可知, 金属离子在一定浓度下均能不同程度地猝灭

ctDNA ( EB)荧光,猝灭程度为 Cu
2+

> Co
2 +

> Cd
2+

>

M g
2 +
.研究表明, Cu

2+
、Co

2+
、Cd

2 +
与 ctDNA的结合

主要是与其碱基结合,而 M g
2 +
主要是与磷酸基团结

合 (W ang et al. , 2005) .因此,推测猝灭程度可能和

金属离子与 DNA碱基结合能力的强弱有关; 用

CHB r3溶液滴定 ctDNA ( EB )溶液的荧光光谱 (图

2b)表明, 随着体系内 CHB r3浓度在一定范围内的增

加, ctDNA ( EB )体系的荧光强度逐渐猝灭, 且在

560nm处形成等发射点. 这表明 CHBr3可能通过竞

争方式干扰了 EB与 ctDNA的结合, CHBr3与 ctDNA

之间发生嵌插作用.

图 2 ctDNA ( EB) /M e体系 ( a)和 ctDNA ( EB) / CHBr
3
体系 ( b)的荧光光谱

F ig. 2 F luorescence sp ectra for ctDNA( EB ) / M e sys tem s ( a) and ctDNA( EB ) / CHB r3 system s( b)

  利用荧光猝灭的测定结果, 由公式 lg [ (F 0 -

F ) /F ] = lgK + n lgC ( X ie et al. , 2006)可以计算

M e、CHBr3与 ctDNA的结合常数. 其中, F 0为 ctDNA

( EB)的荧光强度, F为 Me、CHBr3存在下的 ctDNA

( EB)荧光强度, K 为 M e、CHB r3与 ctDNA的结合常

数, n为 M e、CHBr3与 ctDNA的结合位点数, C 为

M e、CHBr3的浓度 ( mo l# L
- 1
) .具体结果见表 1.

表 1 M e、CHBr3与 ctDNA ( EB)间的结合常数

Table 1 B ind ing con stants for ctDNA ( EB) / M e / CH Br3 system s

化学物质
数据

数 /个
R 2 n

K /

( m ol- 1# L )

Cu2+ -ctDNA 10 0. 9933 1 11221

C o2+ -ctDNA 10 0. 9972 1 4618

Cd2+ -ctDNA 10 0. 9888 1 402

M g2+-ctDNA 10 0. 9951 1 387

CHBr3-ctDNA 10 0. 9933 1 2010
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3. 2 4种金属离子单独或共存对 CHB r3与 ctDNA

结合的影响

用金属离子溶液分别或同时滴定 CHB r3-ctDNA

二元体系,体系的紫外吸收光谱均发生了不同程度

的改变,说明 CHB r3、ctDNA和金属离子之间形成了

较为稳定的络合物. 同时, CHB r3-ctDNA ( EB)体系

的荧光强度发生改变. 采用公式 lg [ ( F0 - F ) /F ]

= lgK + n lgC计算得出单独或共同存在的条件下

CHBr3与 ctDNA的结合常数, 结果见图 3, 混合体系

中, CctDNA = 8. 67 @ 10
- 6
mo l# L

- 1
, CEB = 4. 23 @ 10

- 7

mo l#L- 1
, CM g2+ = C @ 10

- 3
mo l# L

- 1
, CCd2+ = C @

10
- 3

mo l#L- 1
, C Co2+ = C @ 10

- 4
mol# L

- 1
, CCu2+ =

C @ 10
- 4

mol# L
- 1
.从图 3中可以看出, 当单独加入

金属离子时,随着体系内金属离子浓度在一定范围

内的增加, CHB r3与 ctDNA的结合常数有着不同的

变化趋势, Cu
2+

、Co
2+

、Cd
2+

使 CHBr3与 ctDNA结合

常数降低,降低强度为 Cu
2+

> Co
2+

> Cd
2+

, M g
2+

增

大 CHBr3与 ctDNA之间的结合常数, 当 4种金属离

子同时加入后出现了不同于 4种金属离子单独作用

的中间类型.

图 3 CHBr3-ctDNA ( EB) / M e / 4M e体系的结合常数

Fig. 3 The b ind ing con stants for CHB r3-ctDNA ( EB ) / M e /

4M e system s

上述结果表明, M e与 ctDNA的碱基和磷酸基

团间结合的相对亲和比 ( Guo et al. , 2007; E ichhorn

et al. , 1968)可能对于 CHB r3与 ctDNA结合有一定

的影响,主要依据是: ¹ M e-ctDNA ( EB )体系中, 结

合常数 K Cu2+ -ctDNA ( 11221 ) > K Co2+ -ctDNA ( 4618 ) >

K Cd2+ -ctDNA ( 402) > KM g2+ -ctDNA ( 387) , 在 CHB r3-ctDNA

( EB)-M e体系中, 随着 M e浓度在一定范围内的增

加, 结合常数的变化趋势为 CHBr3-ctDNA ( EB )-

Cu
2+

、CHB r3-ctDNA ( EB )-Co
2+

、CHB r3-ctDNA ( EB )-

Cd
2+

体系降低, CHBr3-ctDNA ( EB)-M g
2+

升高, 可以

推测 M e与 ctDNA碱基和磷酸基团间结合的相对亲

和比对 CHB r3与 ctDNA结合常数变化有直接关系;

º大多数金属离子和 DNA结合位置主要为 G-C碱

基对 ( Guo et al. , 2007) ,而 CHB r3与 ctDNA的作用

也主要是通过碱基结合的. 本实验中 Cu
2+

、Co
2+

、

Cd
2+

与 ctDNA的结合主要是与其碱基结合,而 Mg
2+

主要是与磷酸基团结合. Cu
2+
、Co

2+
、Cd

2+
的加入使

CHB r3-ctDNA的结合变弱, 说明它们与 ctDNA间的

结合可能与 CHB r3与 ctDNA间的结合有相同的结

合位点,可能会与 CHB r3通过竞争作用与 ctDNA碱

基结合, 从而使 CHBr3与 ctDNA的结合变弱; 而

Mg
2+
主要是与 ctDNA的磷酸基团结合, 它的加入有

利于 ctDNA 的双螺旋打开, 从而促进 CHB r3与

ctDNA的结合.

4 结论 ( Conc lusions)

研究结果表明, CHBr3与 ctDNA可能是通过嵌

插方式相互作用的, 金属离子能影响 CHB r3与

ctDNA结合, 其影响的程度主要取决于金属离子与

DNA碱基和磷酸基团间结合的相对亲和比.如果金

属离子在一定浓度时,金属离子主要与 DNA的碱基

结合,则可通过竞争作用降低 CHB r3与 ctDNA之间

的结合常数, 如 Cu
2 +
、Co

2 +
、Cd

2+
等. 而如果金属离

子在一定浓度时,金属离子主要与 DNA的磷酸基团

结合,则可能增加它们之间的结合常数, 如 Mg
2 +
会

提高 CHBr3与 ctDNA之间的结合常数.
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