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药物与 DNA的相互作用研究 

I．小檗碱作为DNA的发光开关及pH的影响 

上查 于俊生 及 ．o2 
(南京大学化学系，南京 21 0093) 

一  

章杰兵、，， 23 71 

(南京军区后勤部药品检验所，南京 210002) 

用荧光光谱法研究了小檗碱与 DNA的键合作用。发现小檗碱插入到 DNA双螺旋中使小檗碱 

较弱的荧光带( 一520 nm)的荧光强度显著提高。在 pH=3．00附近，小檗碱一DNA体系的荧光增 

强到原来发射强度的 69倍(1／1。) 在pH=3．00和pH一7、20时，襁f得小檗碱与DNA的本征键合常 

敷分别为 3 00×l 0 和 2．04×1 0 ，二者的键合比分别为每分子小檗碱 儿．05和 4 78个碱基对。 
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小分子与 DNA的相互作用研究已引起人们的广泛兴趣和关注- 。测定小分子与DNA的 

亲合力及键合选择性有利于阐明这些小分子与DNA的选择键合作用以及理解其键合机理，从 

而对于新的高教低毒药物的设计，新药筛选，化疗及防疗试剂的改型抉代都有十分重要的意 

义 目前研究使用的小分子多为一些药物分子 ]，配合物 及某些荧光探针。直接选用中 

药有效成分与I)NA作用的研究报道较少。本文选用小檗碱(中药黄连的主要有效成分)作为探 

针，用荧光光谱方法研究了小檗碱与 DNA的相互作用。实验发现，小檗碱象由DNA控制的发 

光开关一样，有 I)NA存在时，小檗碱的荧光显著增强。 

1 实验部分 

1、1 仪器 

LS-50B型荧光／发光光谱仪(Perkin—Elmer公司)，联有 Epson 386计算机及专用数据管理 

支持软件 ，1 el1]方型石英荧光池，该仪器的激发光谱具有自动较正功能。uv一240型紫外可见 

分光光度计(Shimadzu公司)。PXJ一1B型数字式离子计(江苏电分析仪器厂)。 

1．2 试剂 

盐酸小檗碱从中药黄连中提取，并经多次重结晶，其含量按《中国药典}1995年版二部的 

方法测定，并与标准纯晶对照，纯度不小于 99．0 小檗碱的结构见图 1。小牛胸腺DNA(上海 

长阳制药厂)，使用前按标准方法纯化 ，并在缓冲溶液中透析 24小时，最后经紫外吸收光谱 
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在 260 nm处的摩尔吸光系数 6600 dm tool～cm ‘确定其浓度。DNA储备液置于暗处 4 C保存 

不超过一星期 其它试剂均为分析纯 所有溶液均为二次亚沸蒸馏水配制。 

1．3 方法 

荧光测量是在不同pH下进行 在 pH一 

1，00到 pH一9．20之问，使用 Clark—Lubs缓冲 

溶 液 (KC1， KHCsH_O1， KHePO_， H Bo§， 

NaOH，盐酸)；在 pH=l 0．20到pH一11．20，使 

用Na2CO3一NaHCO3缓冲溶液；pH一12．80，使 

用Ca(OH)。饱和溶液。缓冲溶液及盐的最终浓 

度达 50 mmol·dm 。荧光测量的激发波长 

k一365／ira，激发和发射狭缝均为 5 11111，发射 

单色器扫速为 500 nm／min，所有实验在 1 0士 

0，5℃下进行 

2 结果与讨论 

2，1 DNA对小檗碱的敏化作用 

固定小檗碱的浓度，改变 DNA的浓度， 

DNA对小檗碱的荧光敏化作用见图2。图2中 

小檗碱的浓度为 2．00×1 0 tool·dm ，DNA 

的浓度自下而上分别从 0，2．OO×10 变到 

3．00×1 0-4tool·dm_’。由图可以看到，随着 

DNA浓度的增大，原来小檗碱的最大发射波 

长处(̂ 一460 nm)的荧光强度没有变化，而小 

檗碱原来较弱的发射带( =520 rim附近)的 

荧光强度逐颟增强。达到键合饱和时，荧光强 

度提高到原来强度的 69倍(pH：3．00)。这种 

现象表明，小檗碱与 DNA有较强的相互作用。 

似乎小檗碱是由 DNA控制的发光开关，有 

DNA存在时发光增强，无 DNA时荧光几乎消 

失，显示了很好的光敏性能 

2．2 小檗碱与 DNA结合常数的测定 

药物分子与 DNA的结合作用较为复杂， 

因此测定小分子与 DNA的结合常数也就显得 

十分重要 根据 DNA与小分子键合的复杂性， 

I-I3c0 

图 1 小檗碱的结掏 

Fig．1 Strlaeture of the berber Jne ion 

[DNA]=0),／nm 

图 2 在不同 DNA浓度下，盐酸小檗碱((2 O0 

× l0一 tool·dm )的荧 光光 谱 一 

3一OO，激发波长为 =365 nm 
Fig r 2 Fluor cenoe emJ~ion spectra of 2．O× l O一 

mol·dm— berberine with various eone*rttra— 

tion calf thymus DNA m 一 3 O0 

buffer~lution for ex4fitation at 365 nm， 

McGh~~和 Hipp~l 提出了一种修正的Seatehard方程为： 

y／eF=K，(1--ny)[(1--nv)／(1～(n一1) ]“ 
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度足够大时，荧光强度增加缓慢，逐渐接近一个常数。但是在不同的 pH条件下t荧光增强的程 

度不同。图 5进一步表明溶液pH与小檗碱一DNA体系荧光强度间的变化关系。图5的纵轴是 

以不同pH条件下体系的荧光强度随DNA增大而增强的线性部分的斜率表示的。由图5可以 

看出，当pH逐渐由碱性变到酸性时，荧光强度逐渐增大，在 pH=~3．OO附近，荧光最强。当pH 

更小时，体系的荧光显著下降。但是在同样的pH范围内(pH=1．0O～l2．80)，小檗碱本身的荧 

光强度几乎不受影响。这充分说明小檗碱的荧光增强是由于与DNA作用的结果。同时也表明。 

小檗碱与DNA的键合作用强烈受到 pH的影响。 

2．4 小檗碱与 DNA键合模型的探讨 

小檗碱是黄连、黄柏等中药的主要有效成分，国内曾开展了某些药物及制剂中小檗碱的分 

析测定 ’ 及临床研究。文献【 曾报道，在各种 pH条件下，小檗碱的吸收光谱没有发生谱移， 

我们在各种实验 pH条件下所记录的荧光光谱表明，小檗碱水溶液的发射谱既没有谱移，其发 

射强度也基本上没有变化。根据文献“ 小檗碱的发射光谱基本来自分子中的异喹啉部分 

的 L。和 带。而且在水溶液中，发射带 L和 L 基本是简并的。随着DNA加入到小檗碱的溶 

液中． 发射带的强度显著增加，而 厶带的强度基本没有变化。实验中我们测量了不同极性 

溶剂中小檗碱的发射光谱，结果表明，在疏水环境中，小檗碱的发射光谱呈现出一定的结构特 

征，此时除了 ，J 带的荧光明显增强外， L日带的发射强度也有不同程度的增加。由此推测小檗 

碱与DNA的相互作用可能是小檗碱的异喹啉端插入到 DNA双螺旋的沟槽中。由于DNA分子 

碱基的层层堆积以及互补碱基之间的氢键形成，从而给小檗碱分子插入的异喹啉端提供了一 

个几乎完全疏水的环境。另一方面，由于DNA双螺旋沟槽的空间有限，再加上小檗碱分子结构 

的空间效应，因此插入DNA的部分，其环境也受到插入程度的影响。因而在DNA的碱基作用 

下仅敏化了 ，J 带的发射强度，提高了荧光量子产率。从静电作用看，小檗碱的正电荷与DNA 

的磷酸基端的负电荷存在着一定的静电作用也对二者的键合有贡献。但是，在小檗碱与 DNA 

较高结合常数的诸多影响因素中，DNA碱基对与小檗碱的相互作用应是主要贡献。 

综上所述．DNA对小檗碱荧光的显著敏化作用使得小檗碱充分当了一个由DNA控制的 

发光开关。这个现象不仅有助于探索小檗碱抗菌、治病的机理，而且利用二者相互作用的性质， 

可进一步开发小檗碱一DNA光传感研究及相互检测，这方面的工作正在进行。 
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INTERAC．noN oF DRUGS W ITH DNA 

I．BERBERINE AS LUMINESCENT SWITCHES FOR CALF THYMUS DNA 

AND EFFECTS OF pH 

Zhao Changchun Yu Jtmsheng 

t＆ o|c 豳 |，N~．g,h9Uncx~ y，Nm如 210093) 

Z'hang Jiebing 

(Ⅳ 叫 叫 _吲  』 nm ． 皿J 210002) 

The binding of berberine to calf thymus DNA has been investigated by fluoresence spectroscopy， 

the intercalation of berberine into calf thym us DNA leads to a dramatic enhancement of the Dhotoluml 

nescence of the drug at 520 nlT1．The fluorescence sensitization by DNA is depended on the pH in solu— 

tion，maximum in emission intensity is 69 fold(1／1o)at pH=3．00．The intrinsic binding constants 

between berberine and DNA are determined as 3．00×1 0 dm ·mol一 (pH= 3．00)and 2．04×l0 

dm mol一 (pH=7．20)respectively．The estimated site sizes are of 11．05 and 4．78 base Dajrs at tw0 

DH． 

Keywords： herbertne DNA flucceseenc~trpeclirc~ opy 
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