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摘要: 脱氧核糖核酸（DNA）是重要的生命物质之一，是生物体遗传信息的载体，在医药研究中，靶向分子与

DNA 相互的机理研究，对于阐述一些抗肿瘤、抗病毒药物及致癌物的作用具有重要意义，可以进一步指导人工

核酸的合成、DNA 高级结构以及新型药物的设计合成。本文采用紫外光谱（UV）和荧光光谱（FS）方法研究了

小分子药物（AP）与鲱鱼精子 DNA 的作用机制，确定了药物与 DNA 在单链与双链下的相互作用方式，经实验

研究表明：AP 与 DNA 的结合常数约为 105 mol
-1

.L，小分子药物与 DNA 可能以沟槽式相结合。通过对 AP 该小

分子药物与 DNA 的相互作用方式进行研究，也从分子水平对与 DNA 的相互作用方式及其潜在致 DNA 损伤和遗

传的机制进行了探究提供了新思路。 
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Abstract: Deoxyribonucleic acid (DNA) is one of the important living substances and a carrier of genetic information in 

organisms. In medical research, the study of the mechanism of the interaction between targeted molecules and DNA is of 

great significance for elucidating the effects of some anti-tumor, antiviral drugs, and carcinogens. It can further guide the 

synthesis of artificial nucleic acids, advanced DNA structures, and the design and synthesis of new drugs. UV and 

fluorescence spectroscopic methods to study the mechanism of action of the small molecule drugs with herring sperm 

DNA. Determine the interaction of drugs and DNA single-stranded and double-stranded way. The interaction between 

AP and DNA may be realized via groove combined. The thermodynamic formulation constant (K) was ca. 105 mol
-1

.L. 

By studying the interaction between AP, a small molecule drug, and DNA, a new approach has been provided to explore 

the potential mechanisms of DNA damage and inheritance at the molecular level. 
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1 引言 

脱氧核糖核酸（DNA）是一类很重要的生命物质，

是生物体遗传信息的载体，自从 1953 年 Watso 和 Crick

提出 DNA 的双螺旋结构模型，有关生物基本遗传物质

DNA 的研究也就成为分子生物学、生物化学及医药学

的一个重要课题[1]。 

一些药物分子与 DNA 的相互作用，会影响到 DNA

的生理和物理化学性质，改变 DNA 的转录和复制。在

医药研究中，DNA 与靶向分子相互作用的研究不仅可

以阐述一些抗肿瘤、抗病毒药物及致癌物的作用机理，

而且对进一步指导人工核酸的合成、DNA 高级结构以

及新型药物的设计合成的研究都具有重要意义[2]。药物

分子与 DNA 的相互作用主要有以下 3 种模式[3, 4]：(1)

通过转录因子和聚合酶控制药物与蛋白质的相互作用，

从而和 DNA 发生相互作用[3]。(2)通过 RNA 与 DNA 双

链的作用形成核酸三螺旋结构或 RNA 杂交（特殊位点

的键合）与 DNA 单链的键合形成 RNA—DNA 杂交体

影响转录酶的活性[3]。(3)芳香族配合物分子与 DNA 的

双链结合，这种结合有 3 个方面：一是与带负电荷的核

酸的磷酸骨架通过静电作用结合，这种结合是非特异性

的。二是平面芳香环体系嵌入核酸碱基对之间。主要是

芳香稠环的平面有机分子以嵌入模式与 DNA 作用，例

如一些抗癌的抗生素药物（道诺霉素，阿霉素，棘霉素，

博来霉素等）。三是沟槽键合。药物与 DNA 双链的两

种（大、小）沟槽键合[3]。与沟槽紧密接触的小沟槽键

合，常伴有氢键结合和与磷酸骨架静电结合，例如光神

霉素、纺锤霉素等；与大沟槽键合可以引起与 DNA 的

氢键结合并形成 DNA 三链结构，如诺福克等[2]。 

药物与核酸作用时，可以同时存在一种或几种基

本作用方式。一部分芳香族分子（比如一些有电化学

活性的抗癌药物）嵌入到 DNA 双链的碱基对之间，除

了主要通过堆积作用与 DNA 键合外，分子周边的基团

与碱基对边缘或磷酸骨架表面的大或小沟槽，或 DNA

双链的表面还可以有其他作用力存在（比如氢键或静

电吸引）。通过比较可以发现，沟槽键合分子与 DNA

作用明显大于嵌入剂与 DNA 的作用引[3]。 

2 材料与方法 

2.1 仪器与试剂 

鲱鱼精子 DNA (A.R.)为 Sigma 公司产品；紫外-可

见分光光度计；F-4500 荧光分光光度计；DELTA 320 pH

计；Sigma D-37520 高速离心机。 

亚甲基蓝（MB, A.R.）和三羟甲基氨基甲烷（Tris, 

A.R.）为国药集团化学试剂有限公司产品；鲱鱼精子

DNA (B.R.)为上海伯奥生物科技有限公司产品，其纯度

通过比较 260 和 280nm 处的吸光度来确定（A260/A280

＝1.8～1.9/1），用所需 pH 条件下缓冲溶液配制，浓度

通过测定 260nm 处的吸光度计算而得（ ε＝6600 

L•mol
-1
•cm

-1），其储备液置于 4°C 保存。水为去离子水。 

小分子药物（C20H16N4O2，Mol. Wt：344.37，以

下简称 AP，分子结构见图 1）是一种具有平面芳香环

体系和电化学活性的抗癌药物。本实验选择 pH＝7.00

近生理条件下的 Tris-HCl 缓冲溶液为研究介质，运用

光谱等技术研究小分子药物与鲱鱼精子DNA的相互作

用，对作用机理进行了初步分析。 

 
图 1 小分子药物（AP）的分子结构 

2.2 实验方法 

2.2.1 AP 与 DNA 相互作用的电子吸收光谱测定 

分别加入一定量的 AP，DNA，DNA-AP 混合溶液，

三种溶液均分别用 pH＝7.00 的 Tris(0.05mol.L
-1

)-HCl

缓冲溶液配制，以 Tris-HCl 缓冲溶液定容，摇匀，放

置 20 min，以试剂空白为参比，扫描电子吸收光谱。 

在 1cm 比色皿中，加入 3.00 mL 相关溶液，通过

滴定法扫描电子吸收光谱或测定吸光度。每次滴加 20 

µL，至 400 µL，可忽略体积效应（下同）分别在 200~500 

nm 范围内进行扫描。 

将 DNA 溶液放入沸水中加热 1 h 后迅速放入冰水

中骤冷，按上述步骤重复此实验。 

2.2.2 AP 与 DNA 相互作用的荧光光谱测定 

在 1cm 比色皿中，加入 3.00 mL DNA 溶液，用

AP溶液以未加药物AP的DNA为参比，依次加入 20µL 

AP 测定荧光强度，至 400µL，激发和发射狭缝均 5nm；

固定激发波长 700 nm，扫描发射波长范围为 200～900 

nm 体系的荧光光谱；或固定发射波长 700 nm，扫描激

NN
H

NH NH

O

CH3

O



 生命科学与技术 2023, 2(3): 74-80  76 

 

http://www.lifescitech.org 

发波长范围为 200～900 nm 体系的荧光光谱[5]。将

DNA溶液放入沸水中加热 1 h后迅速放入冰水中骤冷，

按上述步骤重复此实验。 

3 结果与讨论 

3.1 电子吸收光谱法 

3.1.1 光谱分析 

紫外—可见吸收光谱是由分子中电子的能及跃迁

产生的。双链 DNA 分子含有芳香性碱基和磷酸根，在

260 nm 处有一很强的吸收峰。小分子与 DNA 作用后

会或发生红移、蓝移，或在 260 nm 处的吸收峰增加或

减少，根据峰位及强度的变化可推测小分子与 DNA 的

相互作用。 

测定了 pH＝7.00 的 Tris(0.05 mol.L
-1

)-HCl 缓冲溶

液中加入 AP 前后 DNA 的电子光谱，见图 2～图 5。

AP 溶液滴加到 DNA 溶液中后，观察到 DNA 在 260 nm

附近处的特征吸收峰位置出现小的红移（约 2 nm）和

减色效应（吸光度 A 减小约 0.18，30%），且 DNA-AP

体系的吸光度小于同浓度 DNA 与 AP 吸光度的理论值

加和值，说明测得的 AP-DNA 吸收曲线并非为 AP 和

DNA 紫外-可见光谱的简单加和，而是二者之间发生了

一定的相互作用。但由于红移（约 2 nm）较小，虽然

减色效应约达 30%，尚不足以说明 AP 与 DNA 的相互

作用方式为经典的嵌插作用。 

 

图 2 AP 与双链鲱鱼精 DNA 相互作用的吸收光谱 

 

图 3 双链鲱鱼精 DNA 与 AP 相互作用的吸收光谱 
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图 4 AP 与单链鲱鱼精 DNA 相互作用的吸收光谱 

 

图 5 单链鲱鱼精 DNA 与 AP 相互作用的吸收光谱 

AP与双螺旋DNA结合方式主要有静电相互作用、

嵌插作用和沟槽式结合 3 种模式[6]。如果小分子与

DNA 通过嵌插作用结合，则当 DNA 变性后，双螺旋

被破坏，这种作用应该减弱或消失，本文将鲱鱼精 DNA

溶液在沸水中加热 1 h，并在冰水中快速冷却，使 DNA

双螺旋解开制得变性DNA，将此变性DNA与AP作用，

发现变性DNA和未变性DNA对MM作用时引起DNA

在260 nm附近处的特征吸收峰位置出现红移（约2 nm）

和减色效应（吸光度 A 减小约 0.18，30%）能力几乎

一致，说明 AP 与 DNA 相互作用的模式不是嵌插作用。

同时还在 330 nm 附近处出现了一处等吸收点，等吸收

点的出现，表明溶液中有平衡存在，说明药物可能通

过氢键与 DNA 沟槽结合方式作用。 

3.1.2 AP 与 DNA 作用的结合常数 

在常温下，固定 DNA 浓度，改变 AP 浓度，在 260 

nm 处测定吸光度。根据双倒数公式[1]： 

1/(A0－A)＝1/A0＋1/[K×A0×c(AP)]       (1) 

式中 A0 和 A 分别为加入 AP 前后体系的吸光度，

K 为结合常数。以 1/(A0－A)对 1/c(AP)作图，如图 6～

图 9 所示，计算得到结合常数在 K＝3.8×10
5
 L.mol

-1 附

近，比以经典的嵌插作用与 DNA 结合的溴化乙啶、道

诺霉素低 1～2 个数量级[6-7]，可以说明 AP 与 DNA

的作用方式并非为经典的嵌插作用[8-9]。 
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图 6 AP 与双链鲱鱼精 DNA 相互作用的吸收光谱 

 

图 7 双链鲱鱼精 DNA 与 AP 相互作用的吸收光谱 

 

图 8 AP 与单链鲱鱼精 DNA 相互作用的吸收光谱 
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图 9 单链鲱鱼精 DNA 与 AP 相互作用的吸收光谱 

3.2 荧光光度法 

荧光光谱法是研究小分子与 DNA 相互作用的主要

手段[10-12]。为了校验电子光谱法测得的准确性，特对

DNA 与小分子药物 AP 作用进行荧光测定。固定 DNA

的浓度加入药物 AP，扫描体系的荧光光谱。结果如图

10 和图 11 所示，可见随着药物加入到 DNA 体系后，体

系的荧光强度随着药物 AP 浓度的增大而增强[13, 14]。 

 

图 10 单链鲱鱼精 DNA 与药物相互作用的荧光光谱 

药物 AP 与 DNA 结合常数可以采用修正后的

Benesi-Hildebrand 方程[1]： 

 (2) 

根据实验结果，以 1/(F－F0)对 1/[AP]0作图（如图

12 和图 13 所示），得到 AP-DNA 体系的形成常数为：

双链 1.5×10
6
 L.mol

-1；单链 2.03×10
5
 L.mol

-1，与电子光

谱法得到的形成常数为 2.72×10
5 
L.mol

-1 接近。可见单、

双链 DNA 与药物 AP 的结合常数也非常接近。可以认

为单、双链与 AP 的作用机理相同[15-16]。因此，AP

与 DNA 可能以沟槽方式相结合。与电子光谱法得到的

DNA 与 AP 作用方式结论一致。 

 

图 11 双链鲱鱼精 DNA 与药物相互作用的荧光光谱 

 

图 12 单链鲱鱼精 DNA 与药物相互作用的荧光光谱 
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图 13 双链鲱鱼精 DNA 与药物相互作用的荧光光谱 

4 结论 

本文采用电子吸收光谱法和荧光光谱法研究了AP

与 DNA 的相互作用，获得了 AP 与 DNA 相互作用的

数据和信息。研究结果表明 AP 与 DNA 可能以沟槽方

式相结合，结合常数 K 约为 105 mol
-1

.L。本文的研究

对于进一步了解和认识该药物对DNA的损害及其相互

作用机制和为全面评价该药物的安全性能提供科学依

据有积极意义。 
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