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溴化乙锭探针研究劳氏青莲与脱氧核糖核酸的相互作用
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摘  要  用光谱探针溴化乙锭对劳氏青莲与脱氧核糖核酸的作用机制进行了研究。通过对体系的荧光光谱、
吸收光谱及共振光散射光谱等方面的研究, 结果表明, 在 pH 为 71 4 的T ris-H Cl缓冲溶液中, 劳氏青莲与脱

氧核糖核酸之间存在着嵌插作用, 其结合常数为 11 0@ 105 L # mol- 1。

主题词  荧光光谱; 吸收光谱; 共振光散射光谱; 劳氏青莲; 溴化乙锭探针; DNA

中图分类号: O6571 3  文献标识码: A    文章编号: 1000-0593( 2006) 10-1895-04

 收稿日期: 2005-05-07, 修订日期: 2005- 10-29

 基金项目: 河南省自然科学基金项目( 0511021200)资助

 作者简介: 刘雪平, 1974年生, 平顶山学院化学系教员, 硕士   * 通讯联系人

引  言

  脱氧核糖核酸( DNA )是人体内重要的遗传物质。小分子

与 DNA 作用后将会不同程度地引起 DNA 分子结构和功能

的变化, 进而影响基因的调控与表达功能, 因此研究小分子

与 DNA 的作用对于理解它们的作用机理, 寻求灵敏检测

DNA分子的探针及进行药物体外筛选具有十分重要的意义。

Kumar 等[1]通过系统研究某些抗生素、杂环阳离子染料及金

属离子配合物与 DNA 作用, 揭示了分子结构及电子云分布

影响小分子与 DNA 结合的强度及结合位点。Por schke 等[ 2]

发现小分子的疏水性能、所带正电荷、配位金属活性中心、

平面杂环阳离子及氢键基团对小分子与 DNA 的结合也有较

大的影响。通常小分子与 DNA 的非共价键结合有如下 3 种

方式[3] : 静电结合、沟式结合及嵌插结合。目前, 研究小分

子与 DNA 作用的方法及技术有荧光光谱法[ 3- 5]、圆二色谱[ 6]

及电化学方法[7]等。

劳氏青莲是许多染料及药物分子的基本骨架, 有 P) P
共轭体系, 结构对称, 对 DNA 分子具有诱导突变作用。同时

它还是一种生物染料, 荧光极其微弱, 因此, 本文采用溴化

乙锭( EB)探针示踪劳氏青莲与 DNA 分子的相互作用, 结果

表明: 劳氏青莲与 DNA 之间存在嵌插作用, 其结合常数为

11 0 @ 105 L # mol- 1。

1  实验部分

11 1  仪器与试剂

FP-6200 荧光分光光度计 (日本分光公司) ; PERKIN-

ELMER LAMBDA 17 紫外-可见分光光度计 (美国 PE 公

司) ; pH S-3C 型数字酸度计(杭州东星设备仪器厂)。

小牛胸腺 DNA( ctDNA ) (华美生物工程公司, 北京 )配

制成 21 6 @ 10- 4 mo l# L - 1 , 0~ 4 e 保存, 经 UV 光谱测定

A 260 / A 280 > 11 8, 纯度符合要求, ctDNA 浓度利用 E260 =

6 600 L # mol- 1 cm 计算而得; 劳氏青莲( Thionine) , 用热水

配制成 41 0 @ 10- 4 mo l# L - 1 ; 溴化乙锭( EB) (华美生物工程

公司, 北京)配制成 61 16@ 10- 4 mo l# L- 1, 避光保存; T r is-

H Cl缓冲溶液, 由 01 1 mol# L - 1的三羟甲基氨基甲烷与 01 1
mo l# L - 1 HCl混合而成, 调 pH 为 71 4。实验所用水均为 2

次蒸馏水, 其他试剂均为分析纯。

11 2  实验方法
11 21 1  吸收光谱

于 10 mL 比色管中加入 2 mL pH 为 71 4的 T r is-HCl缓

冲溶液、一定量的劳氏青莲和 ct-DNA 溶液, 稀释至刻度,

摇匀, 以相应的试剂空白作参比, 在紫外-可见分光光度计上

进行扫描, 绘制吸收光谱。

11 21 2  劳氏青莲对 EB-DNA 荧光光谱的影响

采用荧光滴定法, 在一定量的 T ris-H Cl 缓冲溶液、

DNA 溶液及 EB 溶液中滴加不同量的劳氏青莲, 观察其荧光

强度的变化。

11 21 3  EB-DNA 结合常数的测定

采用荧光滴定法, 在一定量的 T ris-H Cl 缓冲溶液和

DNA 溶液中滴加不同量的溴化乙锭, 观察其荧光强度的变

化。

11 21 4  劳氏青莲对 EB-DNA 结合常数的影响

采用荧光滴定法, 在一定量的 T ris-H Cl缓冲溶液、劳氏

青莲和 DNA 溶液中滴加不同量的溴化乙锭, 记录每次滴加



后的荧光强度。

2  结果与讨论

21 1  劳氏青莲与 DNA的吸收光谱和共振光散射光谱

由图 1 可知, 劳氏青莲在 598 nm 处有较大的吸收。当

DNA与劳氏青莲作用后, 劳氏青莲在 598 nm 处的吸收强度

降低, 且峰位红移。根据 Long理论[ 8] : 减色效应、红移现象

是该物质与 DNA 发生嵌插作用的标志。明显的减色效应说

明劳氏青莲与 DNA 碱基对之间的距离很近, 即劳氏青莲可

能嵌入到 DNA 的碱基对中, 从而引起碱基对与嵌入有机小

分子之间产生较强的电子相互作用。

Fig1 1  The absorption spectra of thionine- ctDNA

1, 2, 3: Tri s-H Cl+ thionine; 4, 5, 6: T ris- HCl+ thionin e+ ctDNA;

7: Tri s-H Cl+ ctDNA; thionin e, 1, 4: 61 0@ 10- 5 m ol # L- 1; 2, 5:

910@ 10- 5 mol# L- 1; 3, 6: 11 2@ 10- 4 m ol # L- 1 ; ctDNA, 4, 5, 6,

7: 11 04@ 10- 4 mol# L- 1

  图 2 是 DNA 与劳氏青莲体系的共振光散射光谱。由

图 2可知, 随着 DNA 浓度的增加, 体系的共振光散射强度增

大, 表明 DNA 与劳氏青莲之间发生了相互作用, 形成了更

大的粒子。

Fig1 2  Resonance light scattering spectra

of ctDNA- thionine system

ctDNA( @ 10- 5 mol# L- 1 , 0→3) : 01 0; 01 26; 11 3; 51 2;

T hionine: 410@ 10- 5 mol# L- 1

21 2  劳氏青莲对 EB-DNA荧光光谱的影响

溴化乙锭是一种经典的嵌入式荧光探针, 它本身的荧光

很弱, 但与 DNA 作用后, 其生色团嵌入碱基对中使荧光强

度增加。劳氏青莲几乎没有荧光, 由图 3 可见, 在 DNA-EB

体系中加入劳氏青莲后 , 荧光强度随着劳氏青莲浓度的增加

而降低, 且荧光峰位略有蓝移。这是由于劳氏青莲竞争结合

EB-DNA中的 DNA, 使溴化乙锭分子从疏水环境进入亲水

环境, 从而引起荧光强度降低。

Fig1 3  Influence of thionine on the fluorescence

spectra of ctDNA-EB system

T hionine( @ 10- 5 mol# L- 1, 0→4) : 01 00, 01 38, 01 91, 11 38, 21 42;

EB: 11 2@ 10- 5 mol# L- 1; ctDNA: 91 8@ 10- 5 mol# L- 1

21 3  劳氏青莲对 DNA-EB荧光猝灭方式的判断

在一系列 EB-DNA溶液中加入不同浓度的劳氏青莲, 以

F0 / F~ [ T ] (为劳氏青莲的浓度)作图 , 其中 F0 为不存在劳

氏青莲时的荧光强度, F 为存在劳氏青莲时的荧光强度。根

据经典的荧光猝灭理论[ 9] , 无论动态猝灭还是静态猝灭,

F0 / F 与猝灭剂的浓度总是呈线性关系。而劳氏青莲对 EB-

DNA 体系的猝灭为一条曲线(图 4) , 随着劳氏青莲浓度的增

加, 其猝灭效率也增大, 因此, 劳氏青莲对 EB-DNA 体系的

荧光猝灭并非单纯的动态猝灭或静态猝灭, 很可能是两种猝

灭方式共同作用的结果。

Fig1 4  The fluorescence quenching curve of

thionine with ctDNA-EB system

EB: 11 2@ 10- 5 m ol # L- 1, ctDNA: 91 8@ 10- 5 mol# L- 1

( c: concent ration of thionin e)

21 4  介质及酸度的影响
考察了 Br itton-Robinson 及 T r is-HCl两种介质对劳氏青
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莲猝灭作用的影响, 发现在这两种介质中, 劳氏青莲对 EB-

DNA 的荧光都有猝灭作用, 且猝灭程度相当。在酸性较强的

溶液中, 溴化乙锭结构发生变化, 与 DNA 作用后荧光强度

几乎保持不变。本实验选用 pH 为 71 4 的 T ris-H Cl缓冲溶

液。

21 5  劳氏青莲对 EB-DNA的 Scatchard曲线的影响

溴化乙锭是一种菲啶类染料, 当它嵌入 DNA 碱基对中

后其荧光强度大大增强。溶液中总的荧光强度为游离的 EB

的荧光强度与发生嵌插作用的 EB 的荧光强度之和, 即

I obs = I b+ I f = K b cb + K f cf = K b cb + K f ( ct - cb )

cb = I obs - K f c t
K b - K f

I obs-溶液总的荧光强度; I f-游离的 EB产生的荧光强度; I b-

与 DNA 结合的 EB 产生的荧光强度; c t- 溶液中 EB 的总浓

度; c f- 游离的 EB 的浓度; cb- 与 DNA 结合的 EB 的浓度。

K f, K b 分别为 EB, EB-DNA 的荧光强度系数, 可通过

实验测得。EB 与 DNA 的结合常数及结合位点可由 Scat-

chard 方程求得

C
c f

= nK - CK

C= cb / [ ctDNA ]

C- 平均每个核苷酸已结合的 EB 分子数; K 为 EB与 DNA 的

结合常数; n-每个核苷酸最多能结合的 EB 分子数。

劳氏青莲存在与不存在条件下 EB-DNA 的 Scatchard 方

程曲线如表 1 所示。由表 1 可知, 随着劳氏青莲浓度的增加,

结合常数 K 明显减小, 而结合位点 n 基本不变, 进一步说明

劳氏青莲与 DNA 之间存在着嵌插作用; 溴化乙锭与 DNA

的结合常数 K 为 91 4@ 105 L # mol- 1 , 结合位点 n 为41 5, 与

文献数据[ 8, 10]基本一致; 溴化乙锭与 DNA 的表观结合常数

( K obs )随着劳氏青莲浓度的增加有所降低。

Table 1 The Scatchard equation of EB-ctDNA

劳氏青莲/ 10- 5( m ol # L- 1) S catchard方程 相关系数 结合常数K / 105 L # m ol- 1 结合位点( n)

0 C/ cf = 21 07 @ 105 - 91 41 @ 105C 01 982 91 41 41 5

01 8 C/ cf = 11 05 @ 105 - 41 93 @ 105C 01 986 41 93 41 7

11 6 C/ cf = 81 48 @ 104 - 31 73 @ 105C 01 989 31 73 41 4

  根据文献[11]有下列关系式

K obs =
K

1+ Kcccf

1
K obs

=
Kc
K

ccf +
1
K

Kc为劳氏青莲与DN A 的结合常数, ccf为游离的劳氏青

莲的浓度。以 1/ K obs ~ ccf 作图, 可求得劳氏青莲与 DNA 的

结合常数为 11 0@ 105 L # mo l- 1。

21 6  结论

通过引入 DNA 荧光探针溴化乙锭( EB) , 研究了劳氏青

莲与 DNA之间的相互作用。结果表明, 劳氏青莲与 DNA 之

间存在嵌插作用, 其结合常数为11 0 @ 105 L # mol- 1。劳氏青

莲是许多药物的基本骨架, 这对于从分子水平上了解药物与

DNA 的作用机理, 设计并合成新的药物具有十分重要的意

义。从以上可以看出, 本文得到一些新的研究成果, 很有应

用价值, 近年来, 还有类似的工作报道[ 12]。
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Studies on the Interaction between Thionine and Deoxyribo-Nucleic Acid

by Ethidium Bromide Probe

LIU Xue-ping, FENG Su- ling * , PAN Z-i hong , FAN Jing

Co llege of Chemistr y and Envir onment al Science, Henan No rmal University, Xinx iang  453007, China

Abstract  The interaction betw een thionine and deoxy ribonucleic acid w as studied w ith et hidium bromide probe in T r is-HCl buff-

er so lution at pH 71 4 by fluo rescence spect ra, electr onic absorption spectr a, and resonance light scatter ing spectra. F rom the ob-

tained results, it was found obv iously that the planar structure o f thionine can be intercalated into the stacked base pair s of DNA,

which is the majo r contro lling facto r. The binding constant was found to be 11 0 @ 105 L# mo l- 1 .
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DNA
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