
 

第 4期 
2002年 4月 

无 机 化 学 学 报 
CHINESE JOURNAL OF INORGANIC CHEMISTRY 

Vo1．18．No．4 

Apr，2002 

邻二氮菲 ．Cd 与 DNA的相互作用研究 
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(南京大学化学系，南京 210093) 

本文以邻二氨菲作为分子探针，在磷酸盐 ．氧化钠中性介质中 (pH=7 2)，用荧光光谱和吸收光谱法研究了邻二氨菲 

．c ’与 DNA之间的相互作用。结果表明，c ’离子与邻二氨菲形成 l：2型的配台物，该配台物与 DNA有较强的相互作用，这 

是位于配台物中心的c 离子与 DNA发生键台。实验发现，在邻二氨菲．Cd2 ．DNA体系中加^ EDTA或柠檬酸 邻二氨菲 

．Cd：’与DNA的相互作用减弱，这表明EDTA或柠檬酸对 C ’的毒性有一定的缓解作用。 
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镉作为重金属元素，对大多数生物体都是有毒 

的。世界粮农组织和世界卫生组织把镉列为继黄曲 

霉素和砷之后第三位优先研究的食品中的污染物。 

镉作为一种环境微量元素，是通过呼吸、饮水和摄人 

的食物进入人体，因此人的肺、肾、肝脏首先受到镉 

的毒害，进而影响到骨胳和血液”】。研究发现某些肺 

癌及前列腺癌与镉的中毒有关。镉进人生物体后． 

生物代谢周期较长，它能与生物体内的生物大分子 

如蛋白质、核酸和生物膜结合，改变它们的构象．从 

而影响生物体的生长和发育 。目前，开展镉与蛋 

白质作用的研究工作较多，而镉与DNA相互作用的 

有关研究工作较少 ”一 。但是某些疾病的发生与 

DNA的损伤有关。因此，开展镉与DNA的相互作用 

研究对于阐明镉的中毒机理以及肪病治病具有重要 

意义。Razmiafshari ’曾利用缩氨酸与 Cd 离子形成 

的配合物间接研究 C ’与 DNA的相互作用，通过 

电泳方法，发现Cd 离子能以高的亲和力结合到双 

螺旋 DNA上。陈霞等 使用园二色光谱研究了C 

离子诱导 DNA构象的变化。本工作以邻二氮菲作为 

分子探针，首先考察Cd 与邻二氮菲形成配合物的 

能力，并进一步研究了邻二氮菲 ．Cd“与 DNA的键 

合相互作用。通过加入EDTA和柠檬酸到邻二氮菲 

． C ．DNA三元体系中，间接研究了C 与 DNA的 

相互作用，探讨了其相互作用的机理。 

1 实验部分 

1．1 试剂与仪器 

小牛胸腺 DNA(CT．DNA)为Sigman公司产品， 

溶解在含 50retool-L NaCl水溶液中．渗透48小 

时。利用紫外光谱获得 A ／Am 等于 1．87表明 

DNA中无蛋白质，并由 ％。=6600确定其浓度。 

Cd 溶液的制备是取高纯金属镉 0．1124g．用 1：1 

盐酸溶解完全，转移至 100mL容量瓶中，定溶得 

1．0×10 mol·L 的贮备液。邻二氮菲为分析纯， 

称取0．2253g，用热水溶解转移至250mL容量瓶中， 

定溶后为 5．0×10 mol·L 贮备液。其它试剂均 

为分析纯。实验用水为二次亚沸蒸馏水。缓冲体系为 

20mmol-L 磷酸盐 (pH=7．2)含 50retool·L 

NaCI。 

荧光 测 量在 Perkin．Elmer公 司 的 LS50B和 

RF一540(日本岛津公司)荧光光谱仪上进行，uv．265 

紫外分光光度计 (日本岛津公司)用于记录吸收光 

谱。PXJ一1B数字式离子计用于调节溶液的pH。 

1．2 实验方法 

邻二氮菲与 Cd 作用是在 10mL容量瓶中固定 

邻二氮菲的浓度，改变cd“浓度配制系列溶液．测 

量其荧光光谱和吸收光谱。邻二氮菲．Cd2 与 DNA 

作用是固定邻二氮菲和 Cd： 浓度，用滴定法记录两 
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种光谱。荧光激发和发射狭缝宽度均为5rim，扫描速 

率为500rim·min～。 

2 结果与讨论 

2．1 邻二氮菲与 cd 的配位作用 

图 1是在不同浓度的cd 离子存在下，在pH= 

7．2的磷酸盐缓冲溶液中，1．0×10。mol·L 的邻 

二氮菲的荧光光谱 使用的激发波长是293nm，荧光 

光谱的最大发射峰是在 363nm。在图中，虚线是不存 

在Cd“离子时，邻二氮菲的荧光光谱。由图 1可 

看出，随 Cd 离子浓度从 1．0×10 mol-L 增加 

到 6．0×10 mol-L 时，体系的荧光强度逐渐增 

强．当Cd ’离子浓度达到 5．0×10 tool-L 时，体 

系的荧光强度趋于稳定。并且最大发射峰的位置稍 

有红移 这表明邻二氮菲与 Cd 离子发生了配位作 

用。根据荧光强度随Cd 离子浓度变化的数据和计 

算公式 】：K=(F／ )／【1一(F／ )]⋯ Cn ， 

式中 为结合常数，F和 ，分别是体系荧光强度 

随配合物浓度比变化转折点处实验测得的荧光强度 

和外推得到的荧光强度，Cn是配体在转折点处的摩 

尔浓度，n为配合物的组成比。求得二者的结合常数 

400 

，hill 

图 1 邻二氮菲的荧光光谱随 C ’浓度的增大而变化 

Fig．1 Fluorescence spectra of phenartthrol[ne in the absence 

【⋯)and pmsence of Cd (一) 

(a)0；(b)1．0 x10 fc)2．0 x10 ； 

fd)3．0 x10 ：fe)4．0 x10 ；(f)5．0 x10。； 

fg)6．0 x10 (cd“ mol·L ) 

为 1．4×10“，Cd“离子与邻二氮菲的键台比为 1： 

2。 

用吸收光谱进一步考察了邻二氮菲与Cd 的 

相互作用。图 2是记录的 1．0×10 mol-L 邻二 

氮菲在不存在和存在不同浓度 Cd“离子时的吸收 

光谱，虚线是不存在 cd 离子时邻二氮菲的吸收光 

谱。从图 2中可以看到，邻二氮菲在262nm有晟大 

吸收峰，在 290rim处有肩峰。当加入 Cd ’离子时，在 

262nm处的吸收带红移，吸光度降低，并在 278nm 

和290nm处有两个等吸收点。吸收带的红移，等吸 

收点的出现表明，Cd“离子与邻二氮菲形成了配合 

物。这与荧光光谱所得到的结果相一致。 

，nm 

图2 邻二氮菲的吸收光谱随 C ’的浓度变化 

Fig．2 Ah~ tmn spectra of曲 etmnthroline on the coneentmtim~ 

0f C ’ 

(a)O：fb)2．0 x10 ；fc)5 0×10‘’ 

(cd“，mol·L ) 

2 2 邻二氮菲 。cd 与 DNA的键合作用 

在含有 1．0×10 mol·L 的邻二氮菲和 5．0 

×10。mol·L Cd2 离子的体系中，逐渐增加体系 

中DNA的浓度，记录的荧光光谱如图 3所示。随着 

DNA浓度的增加，邻二氮菲 。Cd 体系的荧光强度 

逐渐减弱，并且发射峰的位置稍有蓝移。这表明 

DNA的加入引起了邻二氮菲 一cd 体系的荧光猝 

灭，由Stem。Volmer方程，得到猝灭常数 =6．2× 

1 L‘mol (见图4)。在不含 Cd 离子的情况下，在 

同样的实验条件下，考察了DNA对邻二氮菲的荧光 

猝灭作用，结果发现，DNA同样也能引起邻二氮菲 

本身的荧光猝灭，但是荧光猝灭的程度比c +离子 

存在下要小得多，其猝灭常数 =4．5×I(PL· 

_ 5甚 l l 0：lJ 
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明．在邻二氮菲．Cd”．DNA体系中，中心离子 cd 

与 DNA发生了键合作用。 

图5是在与图3其它实验相同的条件下，存在 

= 和不存在 DNA时，邻二氮菲 一c 体系的吸收光 

谱。从图5可以看到，随 DNA浓度的增加，邻二氮菲 

．Cd2+体系在266m~处的吸光度减小，290nm处肩峰 

的吸光度也随 DNA浓度的增加而降低，等吸收点出 

现在 295nm处 。 

图 3 邻二氮菲．c 配合物的荧光光谱随 DNA浓度 

的变化 

Fig 3 Dependence of~luolaescence spectra of ohen—C 

comp]e~x on the concentration of DNA 

(a)0；(b)1 0 x10 ；(c)2．0 xlO ； 

(d)3．0 x 10一 ：(e)4．0 xl0 ；{f)5．0 x 10 ； 

{ )6 0 xi0一 ；(h)7．0x10一’；(i)8．O xi0一’； 

(j)9 0 x10 (DNA，mol L ) 

4 0 

3．5 

3 0 

—

2．5 

^  

2 0 

1．5 

1．0 

0．5 

0．0 

0 2 4 6 8 10 

凸 ，(】0’mol- 。) 

匿4 DNA对邻二氮菲 ．C 配合物的荧光强度的影响 

Fig 4 Influence of DNA on the玎u0resc朗ce httermity of phen 

- Cd complex 

tool～。并且 DNA对邻二氮菲的荧光猝灭作用投有 

使其发射峰的位置改变( ；363nm)。这种现象表 

圈5 邻二氯菲 一cd̈ 配合物的吸收光谱随DNA滩度的变 

化 

g．5 Dependence of ab鲁0r 加 speetra of ph踯 一Cd̈ compl~ 

0n the coneentratlon of DNA 

{Ⅱ)0；cb)1．o xlO ；(c)2 o x1o。； 

{d)3．o xl0一’；{e)4．o xlO一’；{f)5 o xlO一 ； 

(E)6．0 xlO ；(DNA，tool·L ) 

由于 DNA的加人。邻二氮菲 一Cd 体系的吸收 

光谱的减色作用及等吸收点的出现表明，邻二氯菲 

．Cd 与DNA发生了较强的作用。 

2 3 EDTA、柠檬酸对邻二氮菲 ．Cd“一DNA相互怍 

用的影响 

在 l_0×10“mol·L 邻二氮菲 、5 0×10 

mol-L Cd 和5 0×10 mol·L一。DNA体系中。 

逐渐加^ EDTA．测量其荧光光谱。结果发现，EDTA 

的加入引起邻二氮菲 一c ．DNA体系的荧光强度 

减弱，其猝灭常数 缸 =4．6×104L-mol～，(见图 

6A)。在相同的实验条件下，EDTA对邻二氮菲 一C 

体系也有荧光猝灭作用，其猝灭常数 K。；5 2× 

1O L—mol (见图6B)。这表明 EDTA对邻二氯菲 

00 
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图6 EDTA对体系荧光强度的影响 

Fig 6 InflueNce d EDTA oN the~uoresceNce intensity of 

system．A：system of Phen-Cd“ 一DNA． B：system of 

phen—Cd 

一Cd“．DNA体系的荧光猝灭更强。然而在邻二氮菲 

． DNA体系中加入EDTA，发现EDTA对该体系几乎 

无荧光猝灭作用。 

上述实验结果表明：EDTA能与 Cd 离子发生 

配位作用。由于EDTA对 Cd 离子的配位作用，减 

弱了Cd 与 DNA之间的相互作用，使 DNA释放出 

来。被释放的DNA进一步与邻二氮菲作用．从而引 

起体系的荧光猝灭。因此．EDTA对邻二氮菲 一cd“ 

． DNA体系的荧光猝灭程度要太于它对邻二氮菲 

一 cd2 体系的荧光猝灭。类似地，也研究了柠檬酸对 

邻二氮菲 一Cd“一DNA体系的荧光猝灭作用。得到的 

结果与EDTA的影响变化趋势一致．但是柠檬酸对 

减弱邻二氮菲一Cd“．DNA体系的相互作用程度要比 

EDTA的影响要小一些 。 

根据上述实验结果，我们认为Cd 离子与DNA 

可以是通过静电作用相结合。即Cd 离子带有正电 

荷．它能与 DNA骨架上的磷酸基发生作用。在cd 

离子与邻二氮菲形成配合物后，该配合物也能与双 

螺旋 DNA结合。当带有负电荷的螯合剂如EDTA或 

柠檬酸等存在时．这些螯合剂能与cd2 离子发生螯 

合作用而生成带负电性的配合物。这些配合物既与 

DNA分子中的带负电性的磷酸基部分相排斥，也不 

易接近 DNA碱基部分，因而阻止了cd“与 DNA的 

结合作用。因此．象EDTA，柠檬酸类物质能有效地 

起到缓解 cd 的毒性作用。 

致谢：萧蓉同学参加了部分实验工作．特此致谢。 

参 考 文 献 

【1 1 Singhal R．N．，Jain M．Bul1．Envirou Contain Toxico1．， 

1997．58．456． 

【21 James R，Sampath K f Environ．Co,am Toxico1．， 

1999，62，222 

【3】AtifI．A．  ̂心 dr M~robwl，1998，39，l 

【4】Litek,qeld M．、I~ikawa Y，Wu L．N Y．Wuthier R E．， 

Sauer G．R．calcif．．Tisst,．e／at．，1998，62，341 

【5】Helleday T，Nilsson R．．Jettssen D Environ Mo1． 

Mutagen．．2000，35，1 14． 

【61 Carguit J．J．，Watson A L，Sunmers A 0 Bateriol， 

1999．181．3462 

【7]Razmiafsharl M．，Zawia N H．Toxicol Appt，Pharmaca1．． 

2000，166，1． 

[81 CHEN Xia(陈 霞)．"fANG Wen—Sheng(杨文胜1，JIN 

Jian(靳 健)，XU LiI棘 力)．YANG Bai．ouanf杨百 

全)，JIANG Lin(江 林)，L1 Tie-Jin(李铁津)，CHEN Xi 

(陈 曦)Gaodeng Xuexiao Huaxue Xuebao(Chem ， 

Chittese b~vers／t／拈)．2001．22，1228 

[9]c二L加扣 々中c土弓， 岛喜c 、}{ ∞， r 

Sl：~,ctrophotometry(萤 光 L j丘光 分析 法)． Kyoritsn 

Publishing Co ：Tokyo，1984，p94． 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第4期 杨周生等：邻二氨菲 ．c +与 DNA的相互作用研究 377 

Studies on the Interaction of 1，10-PhenanthroHne-Cd with DNA 

YANG Zhou—Sheng YU Jun—Sheng CHEN Hong—Yuan 

(Depar~mertt of Chemist~,Na ng Um'versity，Na 210093) 

The interaclion of 1，l0．Phenanthroline《Phen)．Cd“ with calf thymus DNA has been examined through uti· 

lizing fluorescence and absorption spectroscopy method in Na2HPO4一NaH2PO4一NaC1【pH=7．2)system．The metal 

Cd ion Can interact with Phen to form a complex with the ratio of l：2．The complex is shown to interact strongly 

with double helix DNA with K =6．2×l0 L ·17110卜。．Resuits imply that metal Cdh ion in the center of complex 

binds to DNA helix．The experimental results revealed山at the binding affinity of melal Cd with DNA is decreased 

in the presence of EDTA or citric acid．which indicates that EDTA or citrate acid Call lessen toxic effect of Cadmium 

binding t0 DNA at eertain extent． 

Keywards： 1．10·phenanthroline C DNA fluorescence quenching 
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