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光谱法研究 PBBHAMF与小牛胸腺 DNA的相互作用
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摘要: 以小牛胸腺 DNA为研究对象，探讨了 4'-苯基-3-溴-8-［N，N-二( 2-羟基乙基) 氨基甲基］黄酮( PB-
BHAMF) 与小牛胸腺 DNA之间的相互作用模式．在以吖啶橙( AO) 为荧光探针的实验中，DNA-AO复合物
的荧光被 PBBHAMF猝灭，其猝灭过程主要为静态猝灭; DNA 的存在使 PBBHAMF 的紫外光谱发生了减
色效应，DNA的粘度增大，CD光谱 274 nm 处信号发生变化，这些都能判断 PBBHAMF 与 DNA 发生了嵌
插结合．此外，红外光谱结果表明 PBBHAMF与 DNA还存在静电结合．
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0 引言

自 20 世纪 20 年代始，人们就开始把槲皮素［1］

等黄酮类物质应用于临床． 至 60 年代末，人们发现
黄酮类化合物具有广谱的药理活性，如抗炎、抗病
毒、强心和镇痛等作用．到了 70 年代，研究者又发现
此类化合物在抗衰老、抗氧化、免疫调节和抗肿瘤上
疗效显著［2］． 随着现代科学技术的发展，天然药物
的开发已由民间途径转向分子途径，除了从天然植

物中寻找新的黄酮类单体，人们还不断具有针对性

地对黄酮类化合物进行结构改造或修饰，加强对其

构效关系的研究［3］，使其作为新药开发的先导化合

物．前期的一些研究工作发现，天然黄酮类化合物在
2 个苯环( A环和 B 环) 上往往被羟基、甲氧基所取
代，取代基不同时，化合物的活性也相差较大，当在

黄酮 4'-位、8-位上引入取代基时，能提高此类化合
物的活性［4］．

DNA是生物体内重要的组成物质，是遗传信息
的主要载体，同时也是抗癌、抗肿瘤药物最主要的生
物靶目标，药物小分子与 DNA的相互作用能损伤癌
细胞中的 DNA，阻断癌细胞的分裂与扩散，从而导
致癌细胞的死亡．因此，研究 DNA的结构和功能，可
以从分子水平上了解生命现象的本质，解释药物的

作用机理．近年来，以一些以抗癌和抗肿瘤药物为配
体的小分子与 DNA相互作用的研究十分活跃．吖啶
橙( AO) 能够嵌插到 DNA 2 个相邻的碱基对之间，
与 DNA结合后其荧光强度显著增强［5］．如果药物小
分子具有类似的嵌插结合方式，会与 AO 竞争 DNA
上的结合位点，使部分 AO 游离出来，导致 DNA-AO
复合物的荧光强度降低．
本文合成了 4'-苯基-3-溴-8-［N，N-二( 2-羟基乙

基) 氨基甲基］黄酮( PBBHAMF ) ，并以小牛胸腺
DNA为研究对象，通过紫外光谱、荧光光谱、圆二色
谱和红外光谱探讨了 PBBHAMF 与 DNA 之间的相
互作用模式，为研究此类黄酮类化合物的药理活性

提供了理论依据．

1 实验部分

1． 1 仪器与试剂

FE20型便携式 pH计( 梅特勒-托利多仪器上海
有限公司) ; LS-55 荧光分光光度计( 美国 Perkin-El-
mer) ; Lambda 35紫外-可见分光光度计( 美国 Perkin-
Elmer) ; MOS-450 圆二色谱仪( 法国 Biologic) ; FT-IＲ
6700傅里叶变换红外光谱仪( 美国 Thermo Nicolet) ;
乌氏粘度计( 上海前锋橡塑玻璃制品厂) ．
小牛胸腺 DNA( Sigma公司) ，储备液配制: 溶于



一定量的 0． 10 mol·L －1的 NaCl 溶液，通过测量其
在波长 260 nm处的吸光度，并根据此波长处的摩尔
吸收系数 ε260 = 6 600 L·mol －1·cm －1确定其浓度

为 2． 0 × 10 －3mol·L －1，低温( 4 ℃ ) 暗处储存; AO
购自 Sigma 公司，配置成5． 0 × 10 －4 mol·L －1，使用

时进行稀释; 4'-苯基-3-溴-8-［N，N-二( 2-羟基乙基)
氨基甲基］黄酮( 参考文献［6-11］设计合成，其单晶
结构见图 1) : 1． 0 × 10 －3 mol·L －1母液，工作时稀释

至所需浓度; pH 值为 7． 40 的 Tris-HCl 缓冲液;
0． 50 mol·L －1的 NaCl溶液．

1． 2 实验方法

AO-DNA 复合物的配置: 取 8． 0 mL 5． 0 ×
10 －5mol·L －1 AO 和 16． 0 mL 2． 0 × 10 －3 mol·L －1

DNA溶液于 100 mL容量瓶中，用缓冲液定容，超声
1 h混合均匀．
于 10 mL 比色管中，加入一定量的 1． 0 ×

10 －3mol·L －1 PBBHAMF，1． 0 mL AO-DNA 复合物
( c( AO) = 4． 0 × 10 －6 mol·L －1，c( DNA) = 3． 2 ×
10 －4 mol·L －1 ) ，最后用 pH 值为 7． 40 的 Tris-HCl
缓冲液定容，摇匀，恒温静置 30 min，在 500 ～
600 nm波长范围内扫描 AO-DNA 复合物与 PB-
BHAMF相互作用下的荧光光谱．
在 200 ～ 500 nm 波长范围内测定 AO-DNA-

PBBHAMF复合物混合溶液的紫外吸收光谱，并测定
相应浓度的游离 AO-DNA的紫外光谱．
以相同浓度的 Tris-HCl 缓冲溶液为空白，扫描

加入 PBBHAMF前后 DNA的 CD光谱．
取 40 μL DNA 与 DNA-PBBHAMF 溶液于 ZnSe

上，自然风干，以同浓度的 Tris-HCl 缓冲溶液为空
白，扫描其红外吸收光谱．

2 结果与讨论

2． 1 PBBHAMF的表征

PBBHAMF的单晶结构如图 1 所示．

2． 2 DNA对 PBBHAMF紫外光谱的影响

在小分子与 DNA 相互作用过程中，若是 DNA
诱导小分子的紫外吸收光谱出现减色效应或红移，

则表明二者发生了嵌插作用［12］．图 2 为扣除相应浓
度游离 DNA 后 PBBHAMF-DNA 的紫外差谱示意
图． 由图 2 可见，加入不同浓度的 DNA 后，PB-
BHAMF的紫外光谱出现减色效应，说明 PBBHAMF

可能是以嵌插的方式与 DNA相互作用．

图 1 PBBHAMF的单晶结构图

c( PBBHAMF) = 5． 0 × 10 －6 mol·L －1 ; c( DNA) /

( 10 －6 mol·L －1 ) ，a ～ f: 0，2． 0，4． 0，6． 0，8． 0，10． 0．

图 2 扣除相应浓度游离 DNA后
PBBHAMF-DNA的紫外差谱

2． 3 PBBHAMF对 DNA-AO荧光的影响

图 3 为加入 PBBHAMF前后 DNA-AO的荧光光
谱稳图，由图 3 可见，增加 PBBHAMF 的浓度，DNA-
AO的荧光强度逐渐降低，表明 PBBHAMF 与 AO 之
间存在竞争关系，能够将一部分 AO分子从 DNA 碱
基对中置换出来，从而导致 DNA-AO 荧光强度的
降低．
通过 DNA-AO 的荧光抑制率 Ｒ 可以衡量 PB-

BHAMF与 DNA作用的强弱［13］，Ｒ =［1 － ( Ic － Ia ) /
( Ib － Ia) ］ × 100%，其中 Ia、Ib、Ic 分别为 AO、DNA-
AO体系及 PBBHAMF-DNA-AO体系的荧光强度．抑
制率高低反映了 PBBHAMF 与 DNA 结合的强弱．
图 4是不同浓度 PBBHAMF 存在时 DNA-AO 的荧光
抑制率示意图，当 PBBHAMF浓度不断增大时，抑制
率有增大的趋势，在 PBBHAMF 的浓度达到 6. 0 ×
10 －6 mol·L －1时，DNA-AO的荧光抑制率增至 57%
左右．
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c ( DNA ) = 3． 2 × 10 －5 mol· L －1 ; c ( AO ) = 4． 0 ×

10 －7mol·L －1 ; c ( PBBHAMF) / ( 10 －6 mol·L －1 ) ，a ～ g:
0，1. 0，2. 0，3． 0，4． 0，5． 0，6． 0，respectively．

图 3 加入 PBBHAMF前后 DNA-AO的荧光光谱

c ( DNA ) = 3． 2 × 10 －5 mol· L －1 ; c ( AO ) = 4． 0 ×

10 －7 mol·L －1 ; c( PBBHAMF) / ( 10 －6 mol·L －1 ) ，a ～ g:
0，1. 0，2. 0，3. 0，4. 0，5. 0，6. 0．

图 4 PBBHAMF对 DNA-AO体系的荧光抑制率

根据 Stern-Volmer方程，F0 /F =1 + Kqτ0［Q］=
1 + KSV［Q］，作 PBBHAMF 对 DNA 的 Stern-Volmer
图( 见图 5) ，计算出 298 K时的荧光猝灭常数 KQ为

5． 78 × 1012 L·mol －1·s － 1，大于各类猝灭剂对生物

图 5 PBBHAMF对 DNA-AO体系的 Stern-Volmer图

分子最大扩散碰撞猝灭速率常数 2． 0 × 1010 L·
mol －1·s － 1，说明 PBBHAMF 与 DNA-AO 体系之间
的猝灭类型主要为静态猝灭．

2． 4 粘度实验

粘度增大是小分子与 DNA 发生嵌插作用的主
要标志之一［14］． 嵌插结合会使 DNA 相邻碱基对之
间的距离增大，导致双螺旋伸长，粘度增加，而静电

和沟区结合的分子对粘度影响不大． 图 6 为加入不
同浓度的 PBBHAMF对 DNA 的粘度的影响，从图 6
可以看出，随着 PBBHAMF 浓度的增大，DNA 粘度
升高，证明 PBBHAMF与 DNA发生了嵌插作用．

c( DNA) = 2． 0 × 10 －5 mol·L －1 ．

图 6 不同浓度的 PBBHAMF对 DNA粘度的影响

2． 5 CD光谱

一些药物小分子与 DNA 作用后旋光性会发生
变化，利用圆二色光谱可获得一定的结构信息，除此

之外，还可以推断小分子与 DNA的结合方式及获得
DNA构象变化信息． 245 nm 附近的负峰是 B 构型

c( DNA) = 3． 2 × 10 －5 mol·L －1，c ( PBBHAMF) = 3． 0 ×

10 －6 mol·L －1 ．

图 7 加入 PBBHAMF前( a) 后( b) DNA的圆二色谱
DNA右手螺旋的特征，而 274 nm 附近的正峰则是
由于碱基堆积形成的． 图 7 是加入 PBBHAMF 前后
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DNA的圆二色谱，从图 7 可以看出，加入 PBBHAMF
后没有影响245 nm处的 CD 信号强度，说明在 PB-
BHAMF与 DNA 的结合过程中，DNA 的右手螺旋所
受影响不大，而 274 nm 处的信号强度有细微增加，
说明 PBBHAMF与 DNA之间发生了嵌插作用［15］．

2． 6 红外光谱

与小分子相互作用时，DNA 的红外光谱在
800 ～ 1 800 cm －1范围内有如下特征吸收带: 1 487，
1 614，1 651，1 709 cm －1分别对应胞嘧啶、腺嘌呤、
胸腺嘧啶和鸟嘌呤的伸缩振动，1 091 和1 227 cm －1

分别为磷酸基团的对称和不对称伸缩振动吸收峰，

966 cm －1是脱氧核糖的 C—C 振动吸收峰，并将它
作为 B型 DNA的内在标准峰［16］．
图 8 为加入不同浓度 PBBHAMF 后 DNA 各特

c ( DNA ) = 2． 0 × 10 －3 mol · L －1 ; r ( ［PBBHAMF］/
［DNA］) = 0( a) ，1 /10( b) ，1 /20( c) ，1 /30( d) ．

图 8 加入不同浓度 PBBHAMF后 DNA各特征峰的红外谱

c ( DNA ) = 2． 0 × 10 －3 mol · L －1，r ( ［PBBHAMF］/
［DNA］) = 0，1 /10，1 /20，1 /30．

图 9 不同 PBBHAMF/DNA摩尔比时
各特征峰的相对振动强度 Ｒ

征峰的红外谱图．图 9 为不同 PBBHAMF /DNA 摩尔
比时各特征峰的相对振动强度 Ｒ ( Ｒ = Ii / I968，Ii为

DNA特征峰的振动强度，I968为 DNA 968 cm －1处的

振动强度) ．由图 9 可知，DNA 与 PBBHAMF 相互作
用后，1 091，1 487，1 614，1 651 cm －1处的振动增强，

推测 PBBHAMF嵌入 DNA的碱基对中，其中 1 487，
1 614，1 651 cm －1处振动强度变化较大，可能是

PBBHAMF嵌入到 DNA的碱基对中，与胸腺嘧啶、腺
嘌呤、胞 嘧 啶 上 的 活 跃 位 点 作 用［17］． 同 时，
1 227 cm －1处磷酸基团的不对称振动发生了移动，

1 091 cm －1磷酸基团的对称伸缩振动增强，该特征

峰的变化表明 PBBHAMF 与 DNA 磷酸骨架存在静
电作用．

3 结论

以小 牛 胸 腺 DNA 为 研 究 对 象，探 讨 了
PBBHAMF与 DNA 之间的相互作用模式． 在以 AO
为荧光探针的实验中，DNA-AO 复合物的荧光被
PBBHAMF猝灭，其猝灭过程主要为静态猝灭．
PBBHAMF的存在使紫外光谱发生了减色效应，DNA
的粘度增大，CD光谱 274 nm处信号改变，这些都显
示 PBBHAMF与 DNA 发生了嵌插结合．此外，FT-IＲ
光谱分析表明 PBBHAMF与 DNA还存在静电结合．
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Spectroscopic Studies on the Interaction between
PBBHAMF and Calf Thymus DNA

WANG Ｒui-ling，XU Li-fan，DENG Cheng-yu，HUANG Xiao-yan，HUANG Zhen-zhong*

( College of Chemistry and Chemical Engineering，Jiangxi Normal University，Nanchang Jiangxi 330022，China)

Abstract: The interaction between 4'-phenyl-3-bromo-8-［N，N-bis ( 2-hydroxyethyl ) aminomethyl］ flavone
( PBBHAMF) and calf thymus DNA( ct-DNA) has been studied． PBBHAMF could quench the fluorescence of the
AO-DNA complex with the use of acridine orange( AO) as a fluorescent probe，the quenching mechanism is mainly a
static quenching procedure． When bound to DNA，PBBHAMF shows hypochromism in absorption spectra，that means
intercalation of PBBHAMF into DNA． Moreover，the increase in relative viscosity and the CD spectral change in
274 nm also support that the major binding mode is an inserting interaction． The FT-IＲ spectroscopy demonstrates
that electrostatic attraction exists between PBBHAMF and DNA simultaneously．
Key words: 4'-phenyl-3-bromo-8-［N，N-bis( 2-hydroxyethyl) aminomethyl］flavone; calf thymus DNA; fluorescence
spectroscopy; circular dichroism spectroscopy; FT-IＲ
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