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茜草色素光泽汀与 DNA 相互作用机理的研究 
 

高颜，李军生，王倩倩，李蔚仑，黄国霞，闫柳娟 

（广西科技大学生物与化学工程学院，广西柳州 545006） 

摘要：在 pH 7.41的生理条件下，以溴化乙锭（EB）作为光谱探针，采用紫外可见光谱和荧光光谱等方法对茜草色素光泽汀（Luc）

与 DNA 的相互作用机理做了初步探讨。同时还研究了光泽汀对 DNA 分子的热变性以及粘度影响。在碘化钾（KI）效应实验中，以

碘化钾作为荧光猝灭剂探讨光泽汀与DNA 分子之间的相互作用方式。循环伏安法法研究光泽汀在玻碳电极上的电化学规律，根据循

环伏安曲线及溴化乙锭对光泽汀与 DNA 作用的影响，推断光泽汀与 DNA 主要作用方式为嵌插。结果显示：光泽汀与 DNA 之间相

互作用的结合比为 n(Luc):n(DNA)=2:1，Luc-DNA 复合物的表观摩尔吸光系数 ε=8.12×104 L/(mol·cm)。在光泽汀存在的条件下，DNA

分子的热变性温度和粘度都会增加，并且在碘化钾效应实验中可降低碘化钾的荧光猝灭效应，同时 Luc的电化学变化规律同 EB 相似。

在本实验条件下，光泽汀与DNA 分子之间的相互作用方式存在嵌插。 
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Abstract: The mechanism of interaction between lucidin (Luc) and DNA at physiological pH of 7.41) was investigated by 

ultraviolet-visible spectrum and fluorescence spectroscopy, using ethidium bromide (EB) as a probe. The effect of Luc on thermal denaturation 

and viscosity of DNA was also evaluated. In addition, the interaction between Luc and DNA was explored in a potassium iodide (KI)-mediated 

fluorescence quenching experiment. Luc was also subjected to electrochemical characterization on a glass carbon electrode, by cyclic 

voltammetry. Based on the curve obtained by cyclic voltammetry analysis, and the effect of EB on the interaction between Luc and DNA, the 

interaction was proposed to be mediated via intercalation. The binding ratio of Luc-DNA was determined to be 2:1, and the apparent molar 

absorption coefficient (ε) was determined to be 8.12 × 104 L/(mol·cm). The presence of Luc increased the thermal denaturation temperature and 

viscosity of DNA molecules, attenuated the fluorescence quenching effect of KI, and resulted in the display of similar electrochemical properties 

as EB. Under the conditions used in the present study, Luc was observed to interact with DNA molecules via intercalation. 
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在印度茜草属植物是古老的民间药用植物，它具

有很多药理活性，包括抗炎、抗癌、抗病毒等，其药

用价值在于其根部包含的蒽醌类物质。天然的蒽醌类

物质通常还具有良好的着色能力，被广泛用于食品、

药品、化妆品、纺织品以及头发的染色[1]。由于其具

有一定的药理功效，在日本一直以来作为天然食用色

素被添加到火腿和香肠中，1983年，茜草提取物中的

光泽汀首次被报道出具有损伤 DNA的能力[1]。 
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它可以诱导 DNA 单链解旋，并对细菌和哺乳动

物细胞具有诱变性[2~3]。DNA 是遗传信息的载体，在

生理环境条件下它通常是某些小分子物质作用的主要

靶点[4]。而小分子物质与 DNA相互作用方式大致可分

为静电作用、沟槽结合和嵌插结合三种结合方式。早

在 1961 年，Lerman 首次发现具有平面芳香结构的分

子能够以嵌插方式与 DNA 结合，并且这种模式已经

被很多具有此类结构的分子所证实[5]。1990 年，有报

道指出蒽醌类物质的遗传诱变性依赖于其具有的特定

结构[6]。光泽汀是具有平面刚性结构的蒽醌类物质，

它的大小与 DNA 碱基对之间的距离相近，很容易嵌

入到其中。由于食用色素可能成为人体长期并大量摄
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入的物质，研究其潜在毒性对人们的生命安全具有重

要的意义。而探讨小分子物质与 DNA 的相互作用机

理通常需要借助某些有机染料作为荧光探针[7]。二苯

胺蓝、溴化乙锭、中性红和耐尔蓝等有机染料是探讨

小分子物质与 DNA 结合方式时常用的荧光探针。本

实验选用溴化乙锭作为荧光探针，在 pH 7.41 条件下

探究光泽汀与 DNA 的相互作用机理。如图 1 所示，

由于光泽汀的平面刚性结构，从而具备独特的荧光性

质和电化学性质，因此本文选择光谱法和循环伏安法

可以有效的研究光泽汀与 DNA之间的相互作用。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

F320 荧光分光光度计，天津港东科技发展股份有

限公司；PHS-25CW微机型精密酸度计，上海思龙科

学仪器有限公司；Cary 60 紫外可见分光光度计，

Agilent,美国。 

光泽汀，上海复奇医药；鲱鱼精 DNA，sigma 公

司，其纯度以 A260/A280>1.8 衡量，浓度用 260 nm

处的吸光度来确定（ε=6600 L/(mol·cm)）；溴化乙锭，

北京拜尔迪生物技术有限公司；BR 缓冲溶液（pH 

7.41）。所用试剂皆为分析纯。实验用水均为二次蒸馏

水。 

1.2  试验方法 

1.2.1  紫外可见光谱法 

在 1 cm比色皿中，加入 3 mL一定浓度 Luc 溶液，

通过滴定的方法扫描电子吸收光谱及测定吸光度。每

次滴加 10 uL，因此可以忽略体积效应。 

配制 Luc-DNA和 DNA溶液，水浴加热，从 30 ℃

升温至 100 ℃，每隔 5 ℃测定体系吸光度，做 A0/A~t

图。 

1.2.2  荧光光谱法 

在 1 cm比色皿中，加入一定量 EB溶液，用 DNA

溶液滴定扫描荧光光谱，再固定 DNA 溶液浓度，滴

加 EB溶液扫描荧光光谱。 

在 1 cm比色皿中，加入 3 mL EB-DNA溶液，用

一定浓度 Luc 溶液滴定，扫描荧光光谱。 

1.2.3  循环伏安法 

以 pH 7.41 BR 缓冲液为底液，加入一定量 1×10-3 

mol/L Luc 溶液，用上述三电极系统，改变扫速、底液

及 pH值，分别测定相应的循环伏安曲线。仪器条件：

起始电位-0.6 V，最高电位 1.0 V，最低电位-0.6 V，取

样间隔 0.001 V，静止时间 2 S。 

在 4.5 mL pH7.41 BR 缓冲液中，加入 0.5 mL 

1×10-3 mol/L Luc 溶液,用上述三电极系统测定体系的

循环伏安曲线；然后加入不同量的鲱鱼精DNA，充分

作用后测定相应的循环伏安曲线。仪器条件：扫描速

度 0.3 V/s，起始电位-1.5 V，最高电位 0.8 V，最低电

位-1.5 V，取样间隔0.001 V，静止时间2 S。 

2  结果与讨论 

 

图 1 光泽汀的分子结构 

Fig.1 Molecular structure of lucidin (Luc) 

2.1  紫外可见光谱法 

2.1.1  吸收光谱 

Luc 与 Luc-DNA在 pH 7.41 的 BR 缓冲溶液中的

电子吸收光谱如图 2 所示，在 Luc 中滴加 DNA后（由

于在 Luc 的特征峰处 DNA 的电子吸收光谱呈一条直

线，因此未在图中表示出），Luc 的特征峰明显降低，

并且有微弱的红移，这表明 Luc 与 DNA 之间发生了

相互作用。 

 
图 2 Luc 与 DNA 相互作用的吸收光谱 

Fig.2 Absorption spectra of the interaction between Luc and 

DNA 

注： c(DNA)=1.77×10-4 mol/L； c(Luc)=2×10-4 mol/L；

pH=7.41；(1)Luc (2)Luc-DNA。 

2.1.2  Luc 与 DNA 的结合比 

在 pH 7.41 的 BR 缓冲溶液中，固定 Luc 的浓度，

逐滴加入 DNA溶液，在 431 nm 处测定体系吸光度值。

随着 DNA 浓度增加，体系吸光度值呈下降趋势，当

DNA浓度达到 1×10-4 mol/L时，体系吸光度变化趋于

一致，结果如图 3 所示，这表明 Luc 与 DNA 形成了

n(Luc):n(DNA)=2:1 型复合物[8]。根据 Beer 定律，可
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以知道 Luc-DNA 型复合物在溶液中的吸光度可以表

示为 A=εbc，公式中 A 代表 Luc-DNA 型复合物的吸

光度，ε 代表 Luc-DNA的摩尔吸光系数，c 代表 Luc- 

DNA的浓度，b为比色皿厚度。经计算可得 Luc-DNA

的表观摩尔吸光系数 ε=8.12×104 L/(mol·cm)。 

 

图 3 Luc-DNA 体系的摩尔比图 

Fig.3 Molar ratio plot of the Luc-DNA system 

注：c(Luc)=2×10-4 mol/L；pH=7.41。 

2.1.3  热变性研究 

 
图 4 Luc 对 DNA 热变性曲线的影响 

Fig.4 Effect of Luc on the thermal denaturation curve of DNA 

注：c(Luc)=1.25×10-6mol/L; c(DNA)=1.5×10-4mol/L。 

配制一定浓度DNA和Luc-DNA溶液，水浴加热，

温度从 30 ℃逐渐升至 100 ℃。每隔 5 ℃测定体系吸

光度值，作 A0/A~t 的热变性实验曲线求Tm，其中 Tm

被称为 DNA的熔解温度，即可以使 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

指标之一。由图 4可以看出，DNA与 Luc 结合后，热

变性温度由 71 ℃升高至 83 ℃，这就说明 Luc 与 DNA

之间存在嵌插作用，这种嵌插作用使 DNA 双螺旋结

构的稳定性增加，熔解温度升高。 

2.2  荧光光谱法 

2.2.1  EB 与 DNA 的结合特性 

如图 5 所示，单独的 DNA 样品溶液几乎没有荧

光，同时单独的 EB (6.67×10-6 mol/L)溶液荧光强度也

很微弱，而当 DNA加入到 EB溶液时，溶液体系荧光

强度明显增强。基于此，选择 2.5×10-3 mol/L DNA和

6.67×10-6 mol/L EB作为恒定体系探讨光泽汀与 DNA

之间的相互作用。 

 
图 5 EB 与 DNA 结合特性 

Fig.5 Characteristics of EB-DNA binding 

Note: The concentration of DNA was 2.5×10-3 mol/L, the 

concentration of EB was 6.67×10-6 mol/L, respectively. 

2.2.2  荧光光谱 

 
图 6 Luc 对 DNA-EB体系荧光强度的影响 

Fig.6 Effect of Luc on the fluorescence intensity of the DNA-EB 

complex 

Note: c(EB)= 6.67×10-6 mol/L, c(DNA)= 2.5×10-3 mol/L; 

c(Luc)/(10-6 mol/L): curves1-6: 0, 3.33, 9.99, 16.65, 23.31, 29.97. 

EB 是一种典型的 DNA 嵌入剂，它可以嵌入到

DNA分子中两个相邻的碱基对之间，因此 DNA的加

入会使 EB荧光强度增强[9]。EB通常作为荧光探针探

讨小分子物质与 DNA的相互作用方式。向 EB溶液中

加入 Luc 溶液时，EB 荧光强度无明显变化，这说明

Luc 与 EB 之间无相互作用。而向 EB-DNA 体系中逐

滴加入 Luc 时，EB-DNA体系发生荧光猝灭，猝灭程

度与 Luc 的加入量呈相关性（如图 6）。这说明 Luc

能够将 EB从与 DNA的结合位点上置换出来，即 Luc

可能与 DNA发生嵌插作用。 

2.2.3  KI 效应实验 

碘化钾(KI)属于阴离子猝灭剂，当小分子物质与

DNA发生嵌插作用时，碘离子(I-)会对 DNA双螺旋结

构中的碱基磷酸骨架产生排斥作用，这会减弱 KI 对
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小分子物质的荧光猝灭作用(如图 7 插图(a)所示)；相

反，如果不含 DNA的情况下，KI 与小分子物质(Luc)

单独作用，会增加其荧光猝灭强度[10](如图 7 插图(b)

所示)。从图 7 中可以发现 KI 对 DNA-Luc 体系的荧光

猝灭程度明显小于对 Luc 的荧光猝灭程度，进一步证

明 Luc 与 DNA以嵌插模式与 DNA结合。 

 
图 7 KI 对 Luc 及 Luc-DNA荧光光谱的影响 

Fig.7 Effect of KI on Luc and Luc-DNA complex fluorescence 

spectra 

Note: c(Luc)=1×10-5 mol/L, c(DNA)=2.5×10-5 mol/L, 

c(KI)(1×10-5 mol/L)=0, 3.33, 6.66, 9.99, 13.32, 16.65, 19.98, 23.31, 

26.64, 29.97, 33.3, 36.63, 39.96,43.29 and 46.62 respectively. 

2.3  Luc对 DNA粘度的影响 

 
图 8 Luc 对 DNA 粘度影响 

Fig.8 Effect of Luc on the relative viscosity of DNA 

在研究小分子物质 Luc 与 DNA 之间的相互作用

时，粘度法是判断其与 DNA 作用方式的主要手段之

一 [11]。当小分子物质与 DNA 发生嵌插作用时会使

DNA双螺旋结构伸长，进而使其粘度增加。如果小分

子与 DNA 以静电吸附或沟槽键合的方式结合，则其

对 DNA粘度变化影响不明显。图 8 为 Luc 对 DNA相

对粘度的影响曲线。由图可以看出，随着 Luc 浓度的

增加，DNA粘度不断增大，因此可以证实 Luc 与 DNA

之间的作用方式存在嵌插。 

2.4  循环伏安法 

图 9 为光泽汀氧化峰电流 Ipa对 v1/2的关系曲线。

可以看出，当扫数大于 0.05 V/s 时，Ipa与 v1/2 呈线性

关系，表明此时光泽汀的电化学反应主要受扩散控制
[12]，而其他化学反应的影响较小。当扫数为 0.3 V/s

时，其峰高变化趋势较明显，因此我们选择 0.3V/s 扫

数下的循环伏安图谱进行分析。 

 
图 9 光泽汀氧化峰电流 Ipa 对 v1/2的关系曲线 

Fig.9 Relationship curve of oxidation peak current, Ipa, and v1/2 

of Lucidin 

向 1×10-4 mol/L 的 Luc 溶液中加入不同量 DNA

时，其循环伏安曲线如图 10所示，Luc 氧化还原峰电

流随加入 DNA 量的增加而逐渐降低，且没有新的氧

化还原峰出现，这表明 Luc 与 DNA 相互作用时形成

非电活性化合物或者由于生成物分子量增大，扩散系

数变小[13]。 

 

图 10 光泽汀与 DNA 伏安作用曲线 

Fig.10 The cyclic voltammetric (CV) curve indicating 

interaction between Luc and DNA 

注： CLuc=1×10-4mol/L； CDNA1-5/(mol/L): 0; 6.12×10-6; 

1.2×10-5; 2.353×10-5; 4.533×10-5. 

加入 EB 后体系的氧化还原峰发生偏移，但趋势

依然清晰可见。如图 11 所示，加入DNA后，Luc 的

氧化峰电流减小，随着 EB 的加入又有所增加。排除

EB 与 Luc 反应后，认为 EB 的加入能够占据部分与

Luc 作用的 DNA作用位点，从而能够释放出一定量游

离的 Luc，使得溶液中 Luc 的浓度有所增加，导致了

峰电流增大。这说明 Luc 和 EB 与 DNA 可能具有相
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同的作用方式，而 EB与 DNA发生的是嵌插作用[14]，

进而证明 Luc 与 DNA可能发生嵌插作用。 

 
图 11 EB 对 Luc-DNA 体系循环伏安曲线的影响 

Fig.11 Effect of EB on CV curves of the Luc-DNA system 

注：1. Luc=1×10-4 mol/L；2. 1+4.533×10-5 DNA+5.556×10-5 

mol/L EB；3. 1+4.533×10-5 DNA。 

3  结论 

运用多种试验方法对光泽汀与 DNA 的相互作用

机理进行初步探讨。试验结果表明，光泽汀与 DNA

相互作用的光谱性质与 EB 嵌入剂相似。在光泽汀存

在条件下，DNA 分子的热变性温度及粘度都有所增

加。这是光泽汀分子与 DNA 发生嵌插作用的重要物

理参数反映。通过 KI 荧光猝灭实验也验证了光泽汀

与 DNA 分子以嵌插方式进行结合。电化学试验证实

光泽汀与 DNA 共存时循环伏安曲线类似溴化乙锭

(EB)嵌入剂。由于茜草色素光泽汀与 DNA 之间存在

嵌插作用，因此可能存在危害人类身体健康的潜在毒

性。而此类物质作为天然食用色素被人们大量使用，

这意味着我们更应该重视其食用的安全性。本文通过

多种实验手段探究其致毒机制，为此类物质在食品科

学、食品化学、生物医学等领域的发展提供了一定的

参考依据。 
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