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·研究论文· 

苏木素与 DNA 相互作用的光谱研究 

王兴明*    黎泓波    胡亚敏    杨定明    费  丹 
(西南科技大学材料科学与工程学院化学系  绵阳 621010) 

摘要  以吖啶橙(AO)作探针研究了苏木素(HE)与 DNA的相互作用. 吸收光谱和荧光光谱研究表明, 苏木素与 DNA发

生作用生成了复合物. 其结合比nHE∶nDNA＝3∶1, 22 ℃时苏木素与DNA的结合常数K＝5.96×104 L/mol. 同时研究了

酸度、盐效应和温度等对苏木素与 DNA相互作用的影响以及它们之间的作用方式, 确定了苏木素与鲱鱼精 DNA之间

为混合作用方式.  
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Study on the Interaction between Hematoxylin and DNA by 
Spectrometry 

WANG, Xing-Ming*    LI, Hong-Bo    HU, Ya-Min    YANG, Ding-Ming    FEI, Dan 

(Department of Chemistry, Material Science and Engineering College, Southwest University of Science and Technology, 

Mianyang 621010) 

Abstact  The interaction of hematoxylin (HE) with DNA was studied by using acridine orange (AO) as a 

probe. The results indicated that there was a complex of hematoxylin and DNA, which has been confirmed 

by absorption, fluorescence spectra and viscometry. The binary complex ratio of nHE∶nDNA＝3∶1, the 

binding constant of HE interacting with DNA is 5.96×104 L/mol. At the same time, the influence of acidity, 

salt effect and temperature on the interaction of hematoxylin with DNA was studied. The results suggested 

that the intercalation and electrostatic binding should be the two major modes for interaction between hema-

toxylin and herring sperm DNA. 
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DNA 是生物遗传信息的载体, 它的分子结构和特

性与温度、pH 值、溶液的盐浓度等环境因素密切相关, 

当环境条件改变时, DNA碱基的堆积、氢键相互作用以

及磷酸基团之间的斥力都将随之改变, 从而导致药物分

子与 DNA的相互作用发生改变. DNA与小分子相互作

用的研究对于阐明小分子对核酸的复制和转录的影响、

DNA靶标药物与DNA的相互作用机制以及疾病的起源

具有重要意义, 为寻找抗肿瘤和抗病毒药物研究提供了

理论和物质基础[1]. 由于光谱探针 EB 有强烈的致癌性, 

所以我们实验中采用毒性弱的探针吖啶橙 . 吖啶橙

(AO)是一种碱性染料, 在生物化学方面作为核酸的光

谱探针, 可以进行核酸的定量[2,3]、结构分析[4～6]、肿瘤

诊断[7]、抗癌药物的筛选[8]. 我们通过以吖啶橙为探针, 

应用紫外-可见和荧光光谱等方法初步研究了苏木素

(HE)与 DNA 相互作用的机理及作用方式, 得到了一系

列很有价值的信息.  

1  实验部分 

1.1  仪器与试剂 

鲱鱼精 DNA (AR)为 Sigma公司产品; 苏木素(HE, 
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AR)为成都科龙化工试剂厂产品; 吖啶橙(AO, AR)为中

国医药集团上海化学试剂公司产品; 三羟甲基氨基甲烷

(AR)为天津科密欧化学试剂开发中心产品; Tris (0.05 

mol/L)-HCl 缓冲溶液为临时配制; 其它试剂均为分析

纯, 水为二次重蒸水.  

UV-3400分光光度计, RF-540荧光仪, pHS-2C型酸

度计, 乌贝路德粘度计, 恒温水浴槽.  

1.2  实验方法 

1.2.1  紫外-可见光谱法 

在一系列 10 mL比色管中, 分别加入一定量的 HE

溶液, DNA溶液, HE-DNA溶液(三种溶液均分别用系列

Tris-HCl 缓冲溶液配制), 以相应 Tris-HCl 缓冲溶液定

容, 摇匀, 放置 5 min, 以试剂空白为参比, 扫描吸收光

谱, 选定适当的 pH缓冲溶液.  

在 1 cm比色皿中加入 3.50 mL HE溶液, 用 DNA

溶液进行滴定, 或在比色皿中加入 3.5 mL DNA 或

HE-DNA 溶液, 用 AO 溶液进行滴定(各种溶液均用 

pH＝7.80的 Tris-HCl缓冲溶液配制), 摇匀, 放置 5 min, 

以试剂空白为参比, 扫描吸收光谱或测定吸光度. 滴定

时每次加入体积为 10 µL, 因此可忽略体积效应.  

1.2.2  荧光光度法 

在 1 cm比色皿中, 加入 3.50 mL DNA或 HE溶液, 

用 AO溶液进行滴定, 摇匀, 放置 5 min, 扫描荧光光谱

或测定荧光强度. 滴定时每次加入体积为 10 µL, 因此

可忽略体积效应. 激发和发射光谱扫描狭缝宽度均为

5.0 nm.  

在 7只 25 mL容量瓶中加入等量 DNA溶液和等量

AO 溶液后, 分别加入不同量的 HE 溶液, 摇匀, 放置 5 

min, 测定荧光强度.  

用Tris-HCl缓冲溶液配DNA, AO-DNA和HE-DNA

配合物溶液, 放置在恒温水浴槽中, 在 25～100 ℃每间

隔 5 ℃测其荧光强度.  

1.2.3  粘度法 

用 Tris-HCl缓冲溶液配制AO-DNA 和HE-DNA配

合物溶液, 放置 48 h, 在 25 ℃恒温水浴槽中用乌贝路

德粘度计测其粘度.  

2  结果与讨论 

2.1  紫外-可见光谱 

2.1.1  吸收光谱与结合比 

苏木素的分子结构见图 1.  

在 pH＝7.80 的 Tris-HCl 缓冲溶液中, 扫描苏木素

与 DNA 作用的吸收光谱, 随着苏木素中 DNA 的加入, 

 

图 1  苏木素的分子结构 

Figure 1  Molecular structure of HE 

在 652 nm 附近出现了新的 HE-DNA 复合物的吸收峰.

同时 563 nm附近的特征吸收峰逐渐减小, DNA对苏木

素在 563 nm处具有明显的减色效应, 在波长 495和 580 

nm 两处出现了等色点. 如图 2 所示, 说明苏木素与

DNA 之间发生了作用, 形成了新的复合物[9]. 增色、减

色效应和等色点是 DNA 特有的与其双螺旋结构密切相

关的光谱性质[10]. 吸收光谱的变化规律是由苏木素插

入到 DNA 双螺旋碱基中而发生了 π 电子堆砌作用, 致

使 DNA 双螺旋结构中堆积的碱基之间的电子相互作用

增强, 而降低了对紫外-可见光的吸收.  

 

图 2  DNA对苏木素的吸收光谱 

Figure 2  The absorption spectra curve of the DNA to HE 

(pH＝7.80) 
CHE＝1.40×10－5 mol/L; cDNA＝2.45×10－4 mol/L (10 µL per scan), 1～21: 

0～200 µL 

固定苏木素的浓度, 改变 DNA的浓度, 在 563 nm

处经 5 次平行测定吸光度, 平均结果如图 3 所示. 即实

验测得苏木素与DNA的结合比 nHE∶nDNA＝3∶1. 根据

Beer 定律, HE-DNA 溶液中的吸光度可表达为 A＝εbc. 

式中 ε代表 HE-DNA的摩尔吸光系数, c代表 HE-DNA

的浓度, 即结合形成此复合物的 DNA的浓度, b代表比

色皿的厚度. 由图 3计算求得HE-DNA的表观摩尔吸光

系数 ε＝3.76×104 L/(mol•cm).  

2.1.2  以吖啶橙为探针研究苏木素与 DNA 的相互作用 

向 DNA 中加入 AO 后, 溶液的吸光度增加, 随着

AO的加入, 弱峰变成了强峰, 如图 4所示, 这是 AO嵌

插于 DNA 的碱基对中所致. 向 HE-DNA 溶液中加入 
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图 3  单波长物质的量比法 

Figure 3  Unity wavelengh substantial amount ratio method (pH

＝7.80) 
cHE＝1.50×10－5 mol/L 

 

图 4  吖啶橙对 DNA体系的吸收光谱 

Figure 4  The absorption spectra curves of the AO to DNA 

(pH＝7.80) 
cDNA＝6.00×10－6 mol/L; cAO＝2.10×10－3 mol/L (10 µL per scan), 1～16: 

0～150 µL 

AO 后, 如图 5 所示, 与 DNA 中加入 AO 相比较, 

AO-DNA在 450～540 nm的最大吸收也是增加的, 但峰

形发生了变化且出现了 2个等色点, 说明HE与DNA之

间存在嵌插作用, AO可部分地取代与 DNA结合的 HE. 

这是由于 DNA 的碱基对中存在氢键, 而苏木素分子中

平面结构的 2个苯环联接着 4个酚羟基, 在碱性条件下

容易形成酚氧基负离子, 与氨基相比形成的氢键更稳

定. 因此除了苯环 π 电子堆集因素之外, 苏木素分子还

能破坏DNA的碱基对间的氢键, 使DNA分子部分解螺

旋.   

2.1.3  双倒数法 

紫外-可见吸收光谱法是研究小分子与核酸相互作

用的最常用、方便的方法. 在温度为 22 ℃时, 固定苏木 

 

图 5  吖啶橙对 DNA-HE体系的吸收光谱 

Figure 5  The absorption spectra curves of the AO to DNA-HE 

(pH＝7.80) 
cDNA＝5.00×10－6 mol/L; cHE=1.50×10－5 mol/L; cAO＝4.38×10－4 mol/L (10 

µL per scan), 1～21: 0～200 µL 

素浓度, 改变 DNA浓度, 在 559 nm处测定吸光度. 根

据双倒数公式[11]:   

1/(A0－A)＝1/A0＋1/(K×A0×cDNA) 

式中 A0和 A 分别为加入 DNA 前后药物的吸光度,  K

为结合常数. 实验结果如图 6-1所示, 计算得到 22 ℃时

结合常数 K�＝5.96×104 L/mol. 同样测定 35 ℃时体系

吸光度, 如图 6-2 所示, 得结合常数 K�＝2.58×104 

L/mol. 再根据热力学方程计算反应的焓变 r mH∆ � , 自由

能 r mG∆ �和熵变 r mS∆ � .  

lg K�＝－ r mH∆ � /(2.303RT)＋ r mS∆ � /(2.303R) (1) 

r mG∆ �＝－RTln K�＝ r mH∆ �－ r mSΤ∆ �  (2) 

通过计算求得苏木素与 DNA 相互作用的 r mH∆ � 为 

－4.87×104 J/mol, r mS∆ �为－3.56 J/(mol•K), 22 ℃时的

r mG∆ �为－2.70×104 J/mol. 因此推测苏木素与 DNA之

间可以相互作用[12], r mH∆ �和 r mS∆ �中起主导作用的因

素为 r mH∆ � .  

2.2  荧光光谱研究 

2.2.1  荧光猝灭法 

测定不同浓度苏木素存在下的 DNA-AO 体系的荧

光强度, 根据 Stern-Volmer 方程:  

F0/F－1＝Kq•[Q] 

其中Kq是 Stern-Volmer猝灭常数, [Q]为猝灭剂浓度. 以

F0/F (F0与 F分别为猝灭剂不存在和存在时体系的荧光

强度 )对猝灭剂浓度 [ Q ]作图 ,  得到了对苏木素在 
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图 6-1  HE-DNA体系的双倒数图 

Figure 6-1  Double reciprocal plot of HE-DNA system (pH＝

7.80, 35 ℃) 
cHE＝1.45×10－5 mol/L 

 

图 6-2  HE-DNA体系的双倒数图 

Figure 6-2  Double reciprocal plot of HE-DNA system (pH＝

7.80, 22 ℃) 
cHE＝1.45×10－5 mol/L 

DNA-AO 中的荧光猝灭曲线. 根据经典的荧光猝灭理

论[13], 无论静态猝灭或动态猝灭 F0/F 对猝灭剂浓度作

图均应得到一条直线; 若不是直线, 则为混合猝灭方式. 

由图 7看出, 以苏木素的浓度对DNA-AO体系的荧光强

度作图, 得到的猝灭曲线符合经典的猝灭理论, 因此认

为猝灭剂对 DNA-AO 体系荧光猝灭不是单纯的动态或

静态猝灭, 即两种作用模式共同存在.  

2.2.2  热变性实验 

配制 DNA, DNA-AO 和 DNA-苏木素-AO溶液, 水

浴加热, 从 25 ℃升温至 100 ℃, 每隔 5 ℃测定体系的

荧光强度, 并以 Ft/F25 ℃对 t 作热变性实验曲线并找出

Tm. Tm即 DNA的熔点, 是使 DNA的双螺旋结构解旋一

半时的温度, 它是衡量 DNA 分子稳定性的一个指标. 

由图 8可见, 在 pH＝7.80的缓冲溶液中, 单独 DNA的 

 

图 7  苏木素对 AO-DNA体系的荧光猝灭曲线 

Figure 7  The fluorescene quenching curve of HE to AO-DNA 

(pH＝7.80) 
cDNA＝5.00×10－6 mol/L; cAO＝2.50×10－5 mol/L 

 

图 8  AO和苏木素对 DNA热变性曲线 

Figure 8  The effects of AO and HE on melting temperature  

(pH＝7.80) 
cDNA＝5.00×10－6 mol/L; cAO＝2.00×10－5 mol/L; cHE＝1.50×10－5 mol/L; 

a, DNA; b, AO-DNA; c, HE-AO-DNA 

变性温度 Tm约为 77.5 ℃, DNA与 AO结合, DNA的变

性温度 Tm约为 85 ℃, 而在 AO-DNA 体系中加入小分

子苏木素后, Tm升高至约 90 ℃. 根据 DNA热变性研究

推测, 由于苏木素嵌入试剂的作用能增加 DNA 双螺旋

构象的稳定性, 并使 DNA 的变性温度 Tm值显著上升, 

说明苏木素具有破坏 DNA遗传复制模板的作用.  

2.2.3  Scatchard 法研究苏木素与 DNA 的作用方式 

AO 可以作为研究苏木素与 DNA 作用方式的荧光

探针, 因为 AO能嵌入到双螺旋 DNA 链的碱基对之间, 

使荧光强度增加. 在 HE-DNA 体系中滴加 AO, 引起荧

光强度变化, 因此利用 AO 存在下苏木素与 DNA 作用

的 Scatchard图可判别配合物与 DNA的作用方式. 通过

实验研究溶液中有和无 NaCl 两组实验进行对照, 结果  
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图 9  苏木素与 AO-DNA 体系相互作用的 Scatchard 图(无

NaCl) 

Figure 9  Scatchard plot of the interaction between HE and 

AO-DNA (pH＝7.80) 
cHE＝1.50×10－5 mol/L; cDNA＝5.00×10－6 mol/L; cAO＝5.00×10－4 mol/L 

(10 µL per scan); Rt＝cHE/cDNA; a, Rt＝0.00; b. Rt＝0.20; c. Rt＝0.40; d. Rt＝

0.60 

 

图 10  苏木素与 AO-DNA 体系相互作用的 Scatchard 图(有

NaCl) 

Figure 10  Scatchard plot of the interaction between HE and 

AO-DNA (pH＝7.80) 
cHE＝1.50×10－5 mol/L; cDNA＝5.00×10－6 mol/L; cAO＝5.00×10－4 mol/L 

(10 µL per scan); Rt＝cHE/cDNA; a, Rt＝0.00; b, Rt＝0.20; c, Rt＝0.40; d, Rt＝

0.60 

如图 9和 10所示. AO与DNA作用的特点可用Scatchard

方程阐述[22]:  

r/c＝K(n－r) 

式中 r为每个核苷酸结合 AO的分子数, ｃ为 AO游离

浓度, n为 r最大值, K为单个位点固有的结合常数.以 r/c

对 r 作图, 得一直线. 若该直线与不存在苏木素下 AO

的 Scatchard图有相同的 n值, 则该物质与 DNA的作用

方式为嵌插方式; 若与 AO 的 Scatchard 图有相同的Ｋ

值, 则该物质与 DNA 的作用为非嵌插方式; 若该直线

与AO的Scatchard图的K和 n均不同, 则该物质与DNA

的作用为混合方式. 

两组对照实验Ｋ值和 n 值的变化表明(见表 1), 苏

木素无论在高浓度还是在低浓度时, 其Ｋ和 n值都发生

改变, 表明其与 DNA 之间的作用为混合作用模式, 即

非嵌插和一定的嵌插方式两种作用方式. 同时, 离子强

度的增加改变了AO-DNA的结合常数K和结合数 n, 特

别是使 n 值稍有所减小, 说明苏木素与 DNA 间确实存

在一定的静电作用. 这是因为 Na＋

离子在 DNA 的磷酸

基负离子周围形成了阳离子氛, 削弱了苏木素与 DNA

的静电作用. 

2.3  粘度法对小分子与 DNA 相互作用的研究 

在研究小分子苏木素与 DNA 相互作用时, 粘度法

最能支持药物与 DNA 的键合方式[14～17]. 粘度法是一种

对 DNA 的长度变化比较敏感的流体力学方法, 通常认

为它是检测溶液状态下药物与 DNA 作用模式的有效手

段之一[18]. 当药物以静电作用模式与 DNA 结合时, 

DNA 溶液的粘度无明显变化, 当药物以插入模式与

DNA 作用时, DNA 的相邻碱基对的距离会变大以容纳

插入配体, 从而导致 DNA 双螺旋增长, DNA 溶液的粘

度增大[19～21]. 为进一步确定苏木素与DNA的键合方式, 

在 25 ℃下测定了 DNA 分别在 AO和苏木素存在时的

粘度变化, 结果如图 11所示. DNA分别在AO和苏木素

表 1  苏木素与鲱鱼精 DNA的相互作用的 Scatchard方程 

Table 1  Scatchard equation of the interaction between hematoxylin and DNA 

Curve cHE/cDNA NaCl/% Scatchard方程 K/(L•mol－1) n 

a 0.00 5.00 1.05×104－7.47×105r 7.47×105 0.014 

  0 8.46×103－5.65×105r 5.65×105 0.015 

b 0.20 5.00 1.44×104－7.53×105r 7.53×105 0.019 

  0 1.25×104－5.56×105r 5.56×105 0.022 

c 0.40 5.00 1.44×104－4.99×105r 4.99×105 0.029 

  0 1.01×104－3.91×105r 3.91×105 0.026 

d 0.60 5.00 1.63×104－5.02×105r 5.02×105 0.032 

  0 1.51×104－3.58×105r 9.14×105 0.042  
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存在时的粘度变化趋势相似, 而 AO 与 DNA 的作用是

插入模式, 由此我们认为苏木素与 DNA 的作用也存在

着经典插入模式.  

 

图 11  不同物质及不同浓度对 DNA粘度的影响 

Figure 11  Effect of the concentration on DNA viscosity (pH＝

7.80) 
cDNA=5.32 mg/mL; a, AO-DNA; b, HE-DNA 

3  结论 

运用多种实验方法对苏木素与 DNA 的相互作用机

理进行了初步探讨. 实验结果表明, 苏木素在 DNA 存

在时的一些光谱性质类似 AO 嵌入试剂, 苏木素分子可

以引起 DNA 粘度的增加和热变性温度升高, 这是苏木

素分子与 DNA 发生嵌插作用时引起 DNA 重要物理参

数变化的反映之一[21～24]. 实验表明, 苏木素与 DNA 作

用主要是通过平面的二元酚环结构破坏碱基对而与

DNA的碱基形成氢键, 同时, 溶液状态下的苏木素分子

的结构受环境影响容易逐渐发生变化, 例如失去水分子

形成如图 12 的结构, 这种共轭二元稠氧杂环平面结构

(图 12中 c, d二绸环的 c环具有单同芳性)可能是苏木素

分子与DNA发生嵌插作用的结构原因(苏木素分子的变

异结构及其构效关系研究将另文报道), 从而能引起

DNA遗传信息的复制、转录发生变异. 

 

图 12  苏木素分子的变异结构 

Figure 12  Aberrant structure of hematoxylin 
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