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硫堇与犇犖犃分子作用机理的光谱研究

杜江燕１，２，黄晓华２，徐 飞２，冯玉英２，邢 巍１，陆天虹１，２

１中国科学院长春应用化学研究所，吉林 长春 １３００２２

２南京师范大学化学与环境科学学院，江苏 南京 ２１００９７

摘 要 用紫外可见吸收光谱、荧光光谱、圆二色谱和光电子能谱等光谱方法研究了硫堇（犜犎）与小牛胸腺

犇犖犃（犆犜犇犖犃）的作用机理。实验结果表明，在狆犎７２的磷酸盐缓冲溶液中，犜犎与犆犜犇犖犃之间的作用方

式以嵌入作用为主，嵌入作用使犜犎的紫外最大吸收峰强度减小，且峰位发生红移。由紫外光谱实验结果线

性拟合求得犜犎与犆犜犇犖犃的表观结合常数犓＝１４５×１０
４
犔·犿狅犾

－１。荧光光谱实验结果表明：犜犎与犆犜

犇犖犃的嵌入作用使犜犎的荧光发生强烈猝灭，猝灭常数犓犛犞为１０１×１０
４
犔·犿狅犾

－１。嵌入作用位点主要发生

在犆犜犇犖犃的鸟嘌呤（犌）胞嘧啶（犆）碱基序列富集区。通过对犜犎的光电子能谱中犖，犛原子的结合能变化

分析，犜犎分子以杂环上犛原子端与犆犜犇犖犃的犌犆碱基对结合，两者的相互作用对犆犜犇犖犃的二级结构

构象产生影响。
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引 言

核酸（犇犖犃）是生物体的重要组成物质，研究其与小分子

的相互作用对进一步认识犇犖犃结构以及它们的选择性作用

机理，寻找灵敏检测犇犖犃的分子探针，并从基因水平上理

解某些疾病的发病机理，从而通过分子设计寻找有效的治疗

药物均具有重要意义［１６］，犇犖犃与小分子化合物的作用方式

大致分３种，即静电作用、沟面结合和嵌入结合。嵌入结合

作用状态被认为是诱变与致癌作用的一个重要因素，同时也

是许多抗癌药物与犇犖犃作用的模式，药物的活性与犇犖犃嵌

入作用的结合位点及结合强度有直接关系［７］。因此研究和开

发具有特定序列选择性和作用位点专一性的药物，对提高药

物疗效，尤其是降低由低特异性结合产生的毒副作用已引起

了越来越多的关注［８，９］。目前有关药物分子与犇犖犃作用的

序列选择性的研究报道较少。最近程圭芳等［８］报道了柔红霉

素与犇犖犃作用序列特异性的研究，犛狋犲犳犪狀犻犪等
［９］研究了蒽环

类药物的抗肿瘤活性及毒副作用与药物结构及作用位点的关

系。

由于吩噻嗪类染料小分子在获得犇犖犃的碱基序列和识

别犇犖犃的结构，以及用于药物分子与犇犖犃作用方式的光谱

探针等方面有特别的价值［１０１３］，本文以属于此类化合物的硫

堇（犜犺犻狅狀犻狀犲）作为嵌入剂小分子，用紫外可见吸收光谱、荧

光光谱、圆二色谱和光电子能谱等光谱方法对硫堇（犜犎）与

小牛胸腺犇犖犃（犆犜犇犖犃）的作用方式及作用位点进行了研

究，探讨了作用机理。结果表明：由于犜犎具有平面刚性芳

香环结构，所以其与犆犜犇犖犃之间的作用是通过嵌入作用方

式嵌入于犇犖犃双螺旋链中，且嵌入作用位点有较高的序列

选择性，主要位于犇犖犃的犌犆区域。犜犎分子以杂环上犛原

子端与犆犜犇犖犃的犌犆碱基对结合，两者的相互作用对犆犜

犇犖犃的二级结构构象产生影响。由于犜犎与犆犜犇犖犃之间

通过嵌入作用方式结合，且特异地与犌犆碱基序列结合，因

此犜犎有望在犇犖犃生物传感器的杂交指示剂以及检测特定

序列犇犖犃片段研究方面发挥独特的作用。此外，犜犎分子的

杂环结构与许多药物中间体的基本骨架结构相类似，通过其

与犇犖犃作用后紫外可见吸收光谱、荧光光谱等发生的明显

变化，可以将其作为研究药物分子与犇犖犃相互作用的光谱

探针分子，对药物分子与犇犖犃的相互作用研究提供有用的

信息。

１ 实验部分

１１ 仪器和试剂

犔１７型紫外可见分光光度计，犔犛５０犅型荧光光谱仪（均

为美国犘犈公司）；犑７１５型圆二色谱仪（日本松下公司）；犡

射线光电子能谱仪（英国犞犌公司）。



犆犜犇犖犃（４２％犌犆含量，北京华美生物工程公司），使

用前未经进一步提纯（摩尔浓度由紫外分光光度计标定，ε＝

６６００犔·犿狅犾
－１·犮犿

－１）［１４］；硫堇（上海化学试剂公司）和其他

试剂均为分析纯。所有的溶液均用３次蒸馏水配制。

１２ 实验方法

紫外可见光谱及荧光光谱测量溶液为１０×１０
－４
犿狅犾·

犔
－１
犜犎＋００２５犿狅犾·犔

－１
狆犎７２的磷酸盐缓冲液及在该溶液

中加入不同量的犆犜犇犖犃。在进行吸收光谱测量时，参比溶

液为狆犎７２的磷酸盐缓冲溶液，扫描范围为１９０～７００狀犿。

荧光光谱测量时，激发波长为５５０狀犿，发射光谱扫描范围为

５７０～８００狀犿。圆二色谱（犆犇光谱）测量用的样品池厚度为

０２犮犿，测得的数值以摩尔椭圆度θ（犱犲犵·犮犿
２·犱犿狅犾

－１）表示，

扫描范围为２００～７００狀犿。犡射线光电子能谱（犡犘犛）测量用

犕犵靶，犓α 线（１２５３６犲犞），测量前将样品滴在５犿犿×８

犿犿载样片上，真空干燥１２犺。结合能测定值以犆１犛结合能

（２８４６犲犞）校正。

２ 结果与讨论

２１ 吸收光谱

图１曲线犪为犜犎的犝犞犞犻狊吸收光谱，由图可见其最

大吸收峰位于５９８狀犿处。当向溶液中加入犆犜犇犖犃后，犜犎

的最大吸收峰强度减小，且峰位发生红移（图１曲线犫，犮）。

如当犆犜犇犖犃的浓度为１１４×１０
－５
犿狅犾·犔

－１时，犜犎最大吸

收峰位于６１６狀犿（图１，曲线犮），红移了１８狀犿。根据文献报

道［１５］，当小分子以嵌入方式结合于犆犜犇犖犃双螺旋碱基对

之间时，其吸收光谱表现出峰位的红移及减色效应，因此，

此时犜犎与犆犜犇犖犃之间的相互作用应以嵌入作用为主。根

据文献［１４］，可按照方程（１）计算犜犎与犆犜犇犖犃的结合常

数

犮?Δε犪狆＝犮犇犖犃?Δε＋１?（Δε犓） （１）

式中，犮犇犖犃为犆犜犇犖犃浓度，Δε犪狆 ＝（ε犪－ε犳），ε犪是犜犎的

表观摩尔吸光系数，ε犳是犜犎单独存在的摩尔吸光系数，Δε

＝（ε犫－ε犳），ε犫是与犆犜犇犖犃结合的犜犎的摩尔吸光系数。

根据方程，以犮犇犖犃?Δε犪狆对犆犜犇犖犃浓度犮犇犖犃作图，直线的斜

率为１?Δε，在犢轴上的截距为１?（Δε犓），由斜率与犢轴截距

之比可求得犜犎与犆犜犇犖犃的结合常数犓。将实验数据代入

方程（１）中，得到如下方程

犮犇犖犃?Δε犪狆＝－１８６×１０
－４犮犇犖犃－１２８×１０

－８（狉＝０９９５６）

线性拟合结果见图２，求得犜犎与犆犜犇犖犃的表观结合常数

犓＝１４５×１０
４
犔·犿狅犾

－１。

２２ 荧光光谱

由犜犎的荧光激发光谱图可知：犜犎在２５０和５５０狀犿有

两个荧光激发峰，当选择５５０狀犿作为激发光时，得到犜犎的

荧光发射光谱图（图３曲线犪），其特征发射峰位于６１５狀犿

处。当在犜犎溶液中加入不同浓度的犆犜犇犖犃后，得到的

犜犎的荧光光谱图如图３曲线犫～犲所示。由图可见，随着

犆犜犇犖犃浓度的增加，犜犎在６１５狀犿处的荧光峰峰强度逐步

降低。当犆犜犇犖犃量足够大时，６１５狀犿处的荧光峰几乎完全

猝灭。

犉犻犵１ 犝犞犞犻狊犪犫狊狅狉狆狋犻狅狀狊狆犲犮狋狉犪
［犜犎］：１０×１０－４犿狅犾·犔－１；犫狌犳犳犲狉狊狅犾狌狋犻狅狀：狆犎７２

犪，犜犎；犫，犜犎＋７６×１０－６犿狅犾·犔－１犇犖犃；

犮，犜犎＋１１４×１０－６犿狅犾·犔－１犇犖犃

犉犻犵２ 犜犺犲狆犾狅狋狅犳犮犇犖犃?Δε犪狆狏犲狉狊狌狊犮犇犖犃

犉犻犵３ 犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狊狆犲犮狋狉犪
［犜犎］：１０×１０－４犿狅犾·犔－１；犫狌犳犳犲狉狊狅犾狌狋犻狅狀：狆犎７２

犪，犜犎；犫，犜犎＋０７６×１０－６犿狅犾·犔－１犇犖犃；

犮，犜犎＋１５２×１０－６犿狅犾·犔－１犇犖犃；

犱，犜犎＋３０４×１０－６犿狅犾·犔－１犇犖犃；

犲，犜犎＋６０８×１０－６犿狅犾·犔－１犇犖犃
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猝灭常数可由犛狋犲狉狀犞狅犾犿犲狉方程求得
［１４］

犐０?犐＝１＋犓犛犞［犇犖犃］ （２）

式中，犐０及犐分别是无犆犜犇犖犃及有犆犜犇犖犃时犜犎的荧光

强度，犓犛犞是犛狋犲狉狀犞狅犾犿犲狉猝灭常数。将实验数据代入方程

（２），求得猝灭常数犓犛犞为１０１×１０
４
犔·犿狅犾

－１。

天然犇犖犃的碱基排列序列除了一部分为随机排列序列

区外，还含有犃犜序列富集区和犌犆序列富集区。当荧光分

子嵌入到犇犖犃双链中的犌犆序列富集区时，常会引起荧光

分子的荧光猝灭。这种猝灭作用通常认为是［１６］：当荧光分子

嵌入到犇犖犃双螺旋链的碱基对中，其激发态与鸟苷犌之间

的距离非常接近（～０３４狀犿），由于犌有较强的给电子能力，

两者之间容易发生电子转移。例如：犚犲犻犱
［１７］等报道了硫堇与

鸟苷犌之间发生的快速电子转移反应，认为鸟苷与犜犎激发

态之间发生的电子转移导致了硫堇的荧光发生强烈猝灭。

２３ 圆二色谱

图４中的曲线犪为犆犜犇犖犃溶液的犆犇谱图，正峰及负

峰分别位于２７５及２４６狀犿，对应于犅型犆犜犇犖犃的二级结

构构象［１８］。图４中的曲线犫为在犆犜犇犖犃溶液中加入１０×

１０
－４
犿狅犾·犔

－１
犜犎后犆犜犇犖犃溶液的犆犇谱图。当加入犜犎

后，曲线犫显示其正负峰振幅减小，正峰减小了约４０９％，

负峰减小了约４９４％，，说明犆犜犇犖犃的二级结构构象发生

了变化，犆犜犇犖犃二级结构的变化必然导致其三级和四级等

高级结构的改变，从而引起生物功能的改变。犜犎加入后

犆犜犇犖犃犆犇谱峰位未发生变化，说明犜犎的加入只影响犆犜

犇犖犃二级构象，未引起犆犜犇犖犃双螺旋链的解链。

犉犻犵４ 犆犇狊狆犲犮狋狉犪
［犇犖犃］：７６×１０－５犿狅犾·犔－１；犫狌犳犳犲狉狊狅犾狌狋犻狅狀：狆犎７２

犪，犇犃犖；犫，犇犖犃＋１０×１０－４犿狅犾·犔－１犜犎

２４ 光电子能谱

犜犎的犖１犛光电子能谱如图５所示，其最大结合能位于

３９９５犲犞（实线）。该峰可被分解为两个小峰（虚线）
［１９］，结合

能分别为３９９７犲犞（曲线犪）和４００６犲犞（曲线犫），两个峰的

峰面积比值大约为２∶１，分别对应于氨基和杂环中的氮原子，

表明犜犎溶液中有两种不同的氮原子状态存在。犜犎结构式
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犖犎２

犛犮犺犲犿犲１ 犜犺犲狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳狋犺犻狅狀犻狀犲（犜犎）

犉犻犵５ 犡犘犛狊狆犲犮狋狉犪

［犜犎］：１０×１０－４犿狅犾·犔－１；犫狌犳犳犲狉狊狅犾狌狋犻狅狀：狆犎７２

当向犜犎溶液中加入犆犜犇犖犃后，犜犎的犖１犛结合能未

发现有明显改变，然而其犛２犘结合能却明显地增大，见表１。

从表中数据看出，犜犎与犆犜犇犖犃作用后，犛２犘结合能增大了

３９犲犞。由此我们推测犜犎与犆犜犇犖犃发生嵌入作用时，是

以犛原子一端与犆犜犇犖犃的犌犆碱基对结合。由于犛原子与

鸟嘌呤（犌）上的犖，犗原子作用使其电子云密度减小，因而

使犛２犘结合能增大。

犜犪犫犾犲１ 犜犺犲犫犻狀犱犻狀犵犲狀犲狉犵犻犲狊狅犳犖１犛犪狀犱

犛２犘狅犳犜犎犳狉狅犿犡犘犛

犆狅狀犱犻狋犻狅狀 犖１犛 ／犲犞 犛２犘 ／犲犞

犐狀狋犺犲犪犫狊犲狀犮犲狅犳犆犜犇犖犃 ３９９５ １６４０

犐狀狋犺犲狆狉犲狊犲狀犮犲狅犳犆犜犇犖犃 ３９９４ １６７９
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