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应用共振散射光谱法研究香柠檬烯的潜在毒性 
 

王倩倩，李军生，黄国霞，阎柳娟 

（广西科技大学生物与化学工程学院，广西柳州 545006） 

摘要：本文引用DNA 嵌入剂理论，通过共振光散射光谱研究了香柠檬烯这种食品调味料分子在大肠杆菌细胞内和体外与 DNA

分子的相互作用，推算出香柠檬烯分子与DNA 分子的结合饱和值，并与溴化乙锭、阿霉素、米托蒽醌、异补骨脂素的结合饱和值进

行比较。结果表明：香柠檬烯分子可部分进入大肠杆菌细胞内，其进入细胞和与 DNA 结合能力比溴化乙锭的弱；在中性环境中，香

柠檬烯与DNA 的结合饱和值为 0.18，溴化乙锭、阿霉素、米托蒽醌、异补骨脂素与 DNA 的结合饱和值分别为 14.70、10.58、3.31、

0.34，由此可以推测出：香柠檬烯的毒性远小于溴化乙锭、阿霉素、米托蒽醌的毒性，略小于异补骨脂素的毒性。这为人们快速检测

香柠檬烯等类似结构的食品调味剂分子的潜在毒性提供了技术支持和参考。 
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Abstract: DNA intercalation theory was applied in study of the interaction between bergapten which was one kind of flavourings and 

DNA both in E. coli cells and in vitro by resonance light scattering spectroscopy. The DNA saturation binding value with bergapten was 

calculated and compared with the saturation values of ethidium bromide, adriamycin, mitoxantrone, and isopsoralen. The results showed that 

bergapten could partly enter E. coli cells and its abilities to both enter the cells and combine with DNA were lower than those of ethidium 

bromide. In a neutral environment, the DNA-binding saturation value of bergapten was 0.18, while the saturation values with ethidium bromide, 

adriamycin, mitoxantrone and isopsoralen were 14.70, 10.58, 3.31, and 0.34, respectively. As a consequence, it appeared that the potential 

toxicity of bergapten was much lower than those of ethidium bromide, adriamycin, mitoxantrone and a little lower than that of isopsoralen. This 

research provided technical assistance and reference for quickly testing the potential toxicity of bergapten and flavourings with the similar 

structure of bergapten. 
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香柠檬烯（Bergapten）别名：佛手柑内酯。主要

存在于岩前胡、白花前胡中[1]，也存在于八角茴香[2]、

香椿[3]等的果实、茎、叶、芽的精油组分中。八角茴

香是常用的食品调味料，香椿被国外称为“绿色保健

菜”[4]。有研究还表明香柠檬烯是天然的有效的抗肿

瘤药物[5]。因此，香柠檬烯无论是作为食品调味料成

分还是天然药物成分都被人们经常食用和使用。香柠

檬烯是直线型（linear）的呋喃香豆素的一种[6]，它的

毒性早已有报道：1993年，就有人研究了香柠檬烯对

甜菜夜蛾的毒性[7]，它对昆虫及其它生物具有高毒性 
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[8]，另外香柠檬烯还有很强的光毒性，其与皮肤接触

后被日光照射可刺激皮肤产生黑色素导致皮肤红疹、

甚至引起皮肤癌[9]。但是有关香柠檬烯的毒性机理报

道却很少，它的结构如图（1）所示，是一种具有平面

芳香稠环结构的化合物。早在 1961 年 Lerman[10]就提

出了平面芳香稠环结构分子能以嵌插方式与 DNA 相

结合表现出细胞毒性，近年来，关于具有这种平面芳

香稠环结构分子的化合物与 DNA 的相互作用以及这

类化合物的潜在毒性的研究越来越多，如：芦荟大黄

素[11]、茜素[12]等也可能是以嵌入方式与 DNA 结合。

因此，具有平面芳香稠环结构的香柠檬烯也可能是以

嵌插方式和 DNA结合的。 

研究药物毒性的方法很多，如急性毒性试验、遗
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传毒性试验、亚慢性试验、慢性毒性试验，这些传统

的毒理学评价试验方法检测时间周期长，操作繁琐，

检测成本较高。本文首次通过共振光散射光谱技术研

究食品调味剂分子香柠檬烯与DNA的相互作用机理，

并从共振光散射光谱结果中推算出其与 DNA 结合饱

和值，并以传统的典型 DNA 嵌入剂溴化乙锭、阿霉

素、米托蒽醌、异补骨脂素作为参照，通过其与 DNA

结合饱和值快速、简便地检测和评价和香柠檬烯分子

的潜在毒性。 

 

图 1 香柠檬烯分子的结构式 

Fig.1 The structure of Bergapten molecule 

1  试验与方法 

1.1  仪器与试剂 

F-320 荧光分光光度计(天津港东科技发展股份有

限公司)；UV-2102 PC 型紫外可见分光光度计（上海

仪器有限公司） 

DNA 储备溶液：将 0.02 g 鲱鱼精 DNA(Herring 

Sperm DNA,美国sigma公司）溶于50 mL的三次水中，

保存于 0~4 ℃冰箱中。根据朗伯比尔定律确定 DNA

储备液的浓度。 

香柠檬烯（Bergapten，北京百灵威化学技术有限

公司）配成 2.50×10-3 mol/L乙醇溶液，使用时稀释至

所需浓度。 

溴化乙锭（ethidium bromide，北京鼎国生物技

术有限责任公司）配成 2.50×10-3 mol/L的水溶液，使

用时稀释至所需浓度。 

使用 pH 7.40 的 Britton-Robinson（BR）缓冲溶液

控制反应体系的 pH 值。其他试剂均为分析纯，所用

水均为三次蒸馏水。 

1.2  试验方法 

1.2.1  香柠檬烯在大肠杆菌 DNA 中残留的共

振散射光谱测定 

在液体培养基中接种大肠杆菌，于 37 ℃的摇床

培养箱中培养 18 个小时，然后均匀分装在 3个编号分

别为 1、2、3 的 40 mL锥形瓶中，分别在 2 号、3 号

的锥形瓶中加入 2.50×10-3 mol/L的溴化乙锭、香柠檬

烯，摇匀，1 号为对照组。每半小时分别从 3 个锥形

瓶中取等量的大肠杆菌提取大肠杆菌 DNA。8.5 h 后，

把提取出来的大肠杆菌 DNA分别用 TE悬浮，测其在

260 nm 处的吸光值，根据朗伯比尔定律，ε260=6600 

mol-1 cm-1，确定 DNA的浓度，再把所有 DNA的浓度

调成一致。于 F-320荧光分光光度计上设置 em=ex，

狭缝 Ex=Em=5 nm，扫描速度 1200 nm/min，PMT 600 

V，灵敏度 8.0 s，进行同步扫描，可获得共振散射光

谱。 

1.2.2  DNA 结合饱和值的推算及香柠檬烯与

DNA 相互作用的共振散射光谱测定 

在 8 个装有 1 mL BR 缓冲溶液，0.5 mL香柠檬烯

的比色管中分别加入不同浓度的 DNA，用三次水稀释

至刻度 5 mL，在旋涡混合器上混匀，然后放入 37 ℃

的恒温水浴锅中静置 20 min 消除气泡。设置 em=ex，

狭缝 Ex=Em=5 nm，扫描速度1200 nm/min，PMT 600 

V，灵敏度 8.0 s，于 F-320 荧光分光光度计上进行同

步扫描，可获得共振散射光谱。 

1.3  数据分析 

采用紫外可见分光光度计测得实验所需 DNA 浓

度，采用荧光分光光度计对不同药品与 DNA 相互作

用的共振散射信号强度进行测定，采用 Origin（8.0）

对不同作用时间提取大肠杆菌 DNA 的共振散射信号进

行作图分析。 

2  结果与讨论 

2.1  香柠檬烯进入大肠杆菌细胞及其与 DNA

结合能力的探讨 

 

图2 溴化乙锭、香柠檬烯与大肠杆菌作用不同时间提取大肠杆菌

DNA的共振散射信号 

Fig.2 The resonance light scattering signal of extracted E. coli 

DNA at different reaction times for ethidium bromide and 

bergapten interactions with E. coli  

由图2可以看出，溴化乙锭与大肠杆菌作用后的前
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4 h提取大肠杆菌DNA，其共振散射信号无明显变化。4 

h后随时间的增加，其共振散射信号开始逐步增强；香

柠檬烯与大肠杆菌作用的共振散散射光谱信号在5 h后

开始逐步增强，但其增强的幅度远小于溴化乙锭与大

肠杆菌作用增强的幅度；而同步的对照组组的共振散

射信号无明显变化。选择药物与大肠杆菌作用初期（1 

h）、信号开始明显增强时（5.5 h）和作用8.5 h时，其

共振散射光谱图如下（图3、4、5）。 

 
图3 溴化乙锭、香柠檬烯与大肠杆菌作用1小时提取大肠杆菌DNA

的共振散射信号 

Fig.3 Resonance light scattering signals of extracted E. coli 

DNA at 1 hour for ethidium bromide and bergapten 

interactions with E. coli 

由图3可知，溴化乙锭、香柠檬烯分别与大肠杆菌

作用1 h时提取的大肠杆菌DNA的共振散射信号与空白

相比差别不大，在溴化乙锭、香柠檬烯分别与大肠杆

菌作用初期，大肠杆菌细胞膜的完整性均较好，使得

药物较难进入大肠杆菌细胞内与DNA作用，或进入细

胞内的药物的量很少，因此，药物作用初期的信号与

空白组差别不大。 

 

图4 溴化乙锭、香柠檬烯与大肠杆菌作用5.5小时提取大肠杆菌

DNA的共振散射信号 

Fig.4 The resonance light scattering signal of extracted E. coli 

DNA at 5.5 hours of ethidium bromide and bergapten 

interaction within E. coli 

由图4可知，当药物分子与大肠杆菌作用时间达到

5.5 h后，溴化乙锭作用的大肠杆菌DNA信号明显高于

香柠檬烯和对照组的，香柠檬烯作用的大肠杆菌DNA

信号也开始增强。随着作用时间的增加，药物分子不

断与大肠杆菌细胞发生相互碰撞，使得部分大肠杆菌

细胞膜的完整性遭到破坏，药物分子开始逐步进入到

大肠杆菌细胞内与大肠杆菌DNA发生作用。 

 

图5 溴化乙锭、香柠檬烯与大肠杆菌作用8.5小时提取大肠杆菌

DNA的共振散射信号 

Fig.5 The resonance light scattering signal of extracted E. coli 

DNA at 8.5 hours for ethidium bromide and bergapten 

interactions with E. coli 

由图5可知，当药物分子与大肠杆菌作用时间达到

8.5 h后，溴化乙锭、香柠檬烯作用的大肠杆菌DNA信

号均明显高于对照组的，且溴化乙锭的显著高于香柠

檬烯的。此时，细胞膜的完整性遭到破坏的大肠杆菌

越来越多，进入大肠杆菌细胞内的药物分子也越来越

多，与大肠杆菌DNA结合的药物分子也就越来越多，

且溴化乙锭作用的DNA共振散射最强。 

溴化乙锭是DNA嵌入剂，属于平面芳香稠环刚性

结构分子的化合物，其所含的菲啶环可插入到DNA分

子的碱基对之间，与DNA形成稳定的复合物[13]，并影

响DNA的复制[14]。DNA嵌入剂跟DNA的结合，使DNA

其自身双螺旋结构发生解旋或拉长，这样的结构改变

可能会导致DNA的转录和复制受到阻碍或抑制，可能

会具有毒性和导致突变[15]。从图（2~5）可看出，香柠

檬烯与溴化乙锭有类似的共振散射信号，只是信号的

强弱有差别，由此可以得出，香柠檬烯和溴化乙锭有

着类似的与大肠杆菌DNA作用的方式，且共振散射信

号越强的说明其毒性越大，即香柠檬烯也可能是以嵌

入方式与DNA结合，其毒性比溴化乙锭的小得多。 

2.2  溴化乙锭、米托蒽醌、阿霉素、异补骨脂

素分别与 DNA 相互作用的共振散射光谱及

DNA 结合饱和值的推算 

共振散射光谱表明，DNA和溴化乙锭的共振散射
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信号都很弱，溴化乙锭与DNA相互作用后在360和580 

nm处存在2个强烈的同步散射峰，且在580 nm波长处的

散射峰比较灵敏且稳定。于是本实验室做了如下研究，

测定580 nm处DNA和溴化乙锭相互作用的共振散射信

号强度，固定溴化乙锭的浓度为2.00×10-5 mol/L，随着

DNA浓度的增加，溴化乙锭与DNA相互作用的共振散

射信号逐渐增强，继续增加DNA的浓度，我们发现了

一个有趣的现象：当DNA浓度达到1.361×10-6 mol/L时，

其共振散射信号最强，再增加DNA的浓度，共振散射

信号不再增强（见图6）。选取阿霉素做同样的实验，

结果出现了类似的现象：固定阿霉素浓度为4×10-5 

mol/L，当DNA的浓度达到3.78×10-7 mol/L，阿霉素与

DNA相互作用体系在292 nm处存的共振散射信号最

强，继续增加DNA浓度，其信号不再增强（见图7）。

再选取米托蒽醌做同样的实验，类似的现象又发生了：

固定米托蒽醌浓度为4×10-5 mol/L，当DNA的浓度达到

6.084×10-7 mol/L，米托蒽醌与DNA相互作用体系在294 

nm处存的共振散射信号最强，继续增加DNA浓度，其

信号不再增强（见图8）。溴化乙锭，阿霉素和米托蒽

醌都是平面芳香稠环的化合物，我们再选平面芳香稠

环的异补骨脂素做同样的实验，也出现了类似的结果：

固定异补骨脂素的浓度为4.30×10-6 mol/L，当DNA的浓

度达到1.27×10-5 mol/L，异补骨脂素与DNA相互作用体

系在421 nm处存的共振散射信号最强，继续增加DNA

浓度，其信号不再增强（见图9）。溴化乙锭，阿霉素，

米托蒽醌和异补骨脂素分别与DNA结合形成一种二元

复合物，从而引发共振光散射信号。随着DNA浓度的

增加，其共振光散射信号也逐步增强。对于某种具体

药物分子，其与DNA分子的结合位点的位置以及结合

位点的数量相对来说是一定。当药物分子的浓度过量

时，随着DNA浓度的增加，其共振光散射信号也逐步

增强，但是当DNA达到极限浓度时，即使增加DNA浓

度，其共振光散射信号也不再增强。我们定义此时的

DNA浓度为药物分子与DNA结合的饱和DNA浓度。检

测体系中药物分子浓度与饱和DNA浓度的比值就定义

为该药物分子与DNA相互作用的结合饱和值，用下式

表示：结合饱和值=药物分子浓度/饱和DNA浓度。由

此我们推算出溴化乙锭、阿霉素、米托蒽醌、异补骨

脂素与DNA作用的结合饱和值分别为：14.70、10.58、

3.31、0.34。结合饱和值的大小可以正确地表征具体的

药物分子嵌入DNA分子的能力大小，因此，可以作为

判定药物与DNA作用强弱的一个依据。结合饱和值越

大，药物嵌入DNA的能力和潜在毒性可能越强。 

 

图 6 溴化乙锭和 DNA 相互作用的共振散射图  

Fig.6 Resonance light scatting spectra of interaction between 

DNA and EB 

注：C 溴化乙锭2~5: 2×10-5 mol/L; CDNA 1~5 : 1.134×10-7, 0, 

7.56×10-7, 1.058×10-6, 1.361×10-6 mol/L。 

 
图 7 阿霉素和 DNA 相互作用的共振散射图 

Fig.7 Resonance light scatting spectra of interaction between 

DNA and adriamycin 

注：C 阿霉素2~5: 4×10-5 mol/L, CDNA 1~5: 3.024×10-7, 0, 2.268 

×10-7, 3.024×10-7, 3.78×10-7 mol/L。 

 
图 8 米托蒽醌和 DNA 相互作用的共振散射图 

Fig.8 Resonance light scatting spectra of interaction between 

DNA and mitoxantrone 

注：C 米托蒽醌 2~5: 2×10-5 mol/L, CDNA 1~5: 3.024×10-7, 0, 

1.512×10-7, 3.024×10-7, 6.084×10-7 mol/L。 
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图 9 异补骨脂素与 DNA 相互作用的共振散射 

Fig.9 Resonance light scatting spectra of interaction between 

DNA and Isopsoralen 

注：C 异补骨脂素: 2~8:4.30×10-6mol/L; CDNA1~8: 9.44×10-6, 0, 

2.36×10-6,4.72×10-6, 7.08×10-6, 9.44×10-6,  1.42×10-5, 1.27×10-5 

mol/L。 

2.3  香柠檬烯与 DNA结合的共振散射光谱检

测、结合饱和值推算及香柠檬烯分子的潜在毒

性评价 

 
图 10 香柠檬烯与 DNA相互作用的共振散射 

Fig.10 Resonance light scatting spectra of interaction between 

DNA and Bergapten 

注：C 香柠檬烯 : 2~8:2.5×10-5mol/L; CDNA1~8: 9.16×10-5, 0, 

4.58×10-5, 6.87×10-5, 9.16×10-5, 1.15×10-4, 1.60×10-4, 1.37×10-4 

mol/L。 

香柠檬烯与 DNA 单独存在时，它们的共振散射

信号强度均很低，但二者结合后共振散射信号强度明

显增强。固定香柠檬烯的浓度为 2.5×10-5 mol/L，随着

DNA 浓度增加，共振散射强度逐步增强，但当 DNA

大于 1.37×10-4mol/L时，随着 DNA浓度的增加共振散

射信号不再增强，出现了与 2.2 类似的结果，推算出

香柠檬烯与 DNA的结合饱和值为 0.18。从 2.2 的结果

我们得知溴化乙锭、阿霉素、米托蒽醌、异补骨脂素

的结合饱和值分别为：14.70、10.58、3.31、0.34。可

算出香柠檬烯与DNA的结合饱和值相当于溴化乙锭、

阿霉素、米托蒽醌、异补骨脂素的百分率分别为：1.22、

1.70、5.44、52.94。由此可知，香柠檬烯与 DNA的结

合饱和值远小于溴化乙锭、阿霉素、米托蒽醌与 DNA

的结合饱和值，略小于异补骨脂素与 DNA 的结合饱

和值，说明香柠檬烯的毒性远小于溴化乙锭、阿霉素、

米托蒽醌的毒性，略小于异补骨脂素的毒性。溴化乙

锭、阿霉素、米托蒽醌、异补骨脂素都是典型的 DNA

嵌入剂，都是以嵌入方式与 DNA 结合，因此，我们

推测具有平面芳香稠环结构的香柠檬烯也可能是以嵌

插方式和 DNA结合的。 

表 1 在 pH=7.40 的体系中药物与 DNA 的结合饱和值的变化率 

Table 1 The rate of change for the DNA saturation binding 

value at pH 7.40 

药物 
药物的结 

合饱和值 

药物的结合饱和值/溴化 

乙锭的结合饱和值/% 

溴化乙锭 14.70 100.00 

阿霉素 10.58 71.97 

米托蒽醌 3.31 22.52 

异补骨脂素 0.34 2.93 

香柠檬烯 0.18 1.22 

3  结论 

本文应用共振散射光谱法研究了香柠檬烯对大肠

杆菌的毒性，推算出了在体外香柠檬烯与 DNA 的结

合饱和值，通过与 DNA 的结合饱和值来评价香柠檬

烯与 DNA 结合能力的大小，并分析其潜在毒性。得

出：香柠檬烯可部分进入大肠杆菌细胞内，其进入细

胞和与 DNA 结合能力均比较低；在体外，香柠檬烯

的与 DNA 结合饱和值远小于溴化乙锭、阿霉素、米

托蒽醌的结合饱和值，略小于异补骨脂素的结合饱和

值，说明香柠檬烯的毒性远小于溴化乙锭、阿霉素、

米托蒽醌的毒性，略小异补骨脂素的毒性。这为人们

正确的使用和食用含香柠檬烯类的物质提供了技术支

持和参考。 
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