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摘要  [ 目的] 研究阿司匹林( ASP) 与DNA 相互作用的机理。[ 方法] 在pH值为4 .5 的Tris- HCl 缓冲溶液体系中 ,应用荧光光谱法和紫外
光谱技术研究ASP 和DNA 分子间的相互作用 ;利用Stern- Vol mer 方程探讨DNA 对阿司匹林的荧光猝灭机制。[ 结果] DNA 与ASP 之间存
在较强的相互作用,25 ℃时结合常数为2 .17×106 L/ mol ,结合位点数为1 .773 5 ,结合方式是ASP 通过嵌入结合的方式与DNA 结合。[ 结
论] 该研究可为进一步研究ASP 的药理活性提供重要信息。
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Study ontheInteraction between Aspirin and DNA by Spectrometric Method
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Abstract  [ Objective] The research ai med to study the interaction mechanismbetween aspirin and DNA.[ Method] The interaction of aspirin and DNA was
studied using UV spectrometry and fluorescence spectrometry . The quenching mechanismof fluorescence of aspirin by DNA was discussed through Stern-
Vol mer equation .[ Result] The results showed that there were strong interaction between aspirin and DNA. The binding constant was 2 .17×106 L/ mol at
25 ℃ .The number of binding sites was 1 .773 5 .And aspirin binded with DNAin a mode of intercalative bindi ng with the result of UV- VIS spectrum.
[ Conclusion] This study could provide i mportant informationfor further study about the pharmacological activity of aspirin .
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  非金属小分子物质特别是一些药物分子与 DNA 的相互

作用, 会影响到 DNA 的生理和物理化学性质, 改变DNA 的转

录和复制 ,从而起到抗病毒、抗肿瘤的效果。在医药研究中 ,

DNA 与靶向分子相互作用的研究不仅可以阐述一些抗肿瘤、

抗病毒药物及致癌物的作用机理 ,而且对进一步指导新型药

物的设计合成研究都具有重要意义[ 1 - 2] 。药物分子与 DNA

作用的方式主要有: 外部静电结合、沟槽结合和嵌入结合。

具有选择性的沟槽结合和嵌插作用是药物分子与 DNA 相互

作用研究的重点[ 3] 。

阿司匹林( Aspirin ,ASP) 化学名为乙酰水杨酸 , 现已广泛

用于解热镇痛、抗风湿, 预防暂时性脑缺血及中风, 治疗脑血

栓,防治心绞痛和心肌梗塞等, 有关阿司匹林与 DNA 相互作

用的研究尚未见报道。笔者利用荧光光谱法与紫外光谱法

研究ASP 与DNA 相互作用的机理, 为进一步研究该药物的

药理活性提供了重要信息。

1  材料与方法

1 .1  仪 器、试剂  RF-5301 荧光 分光 光度 仪( Shi madzu ,

Japan) ;双光束紫外可见分光光度计( Hitachi ,Japan) ;PHSJ-4A

型pH 计( 上海精密科学仪器公司) ;微量注射器( 上海精密仪

器厂) ;FA1604 型电子分析天平( 上海精密科学仪器公司) ; 鲱

鱼精 DNA( Sigma 公司) ;阿司匹林( 浓度10 - 3 mol/ L ,中国药品

生物制品检定所产品) ;其他试剂均为分析纯试剂,试验用水

均为二次蒸馏水。

1 .2  方法 在10 ml 容量瓶中,依次用微量注射器加入固定

量的 ASP 溶液和不同量的 DNA 溶液,随后均加入等量pH 值

4 .5 的Tris- HCl 缓冲溶液并用二次蒸馏水稀释到刻度, 摇匀 ,

在荧光仪上进行荧光光谱和吸收光谱的测定。荧光激发波

长为290 nm, 荧光发射波长为405 nm, 狭缝宽均为5 nm。

2  结果与分析

2 .1 DNA 存在下 ASP 的荧光光谱  图1 为 DNA 存在下

ASP 的荧光发射光谱 ,从图1 可以看出 ,ASP 在405 nm( λex =

290 nm) 处有一最大发射峰,DNA 的存在可使 ASP 最大荧光

发射峰的荧光强度发生猝灭 ,当 DNA 浓度增大时, 猝灭程度

逐渐增强,表明 DNA 和ASP 可能形成了复合物。

 注 :a ,2×10 - 5mol/ L ASP ;b ,a + 7 .2 ×10 - 5 mol/ L DNA ;c ,a + 1 .44

×10 - 4mol/ L DNA ;d ,a + 2 .16×10 - 4 mol/ L DNA。下同。

 Note :a ,2×10 - 5mol/ L ASP ; b ,a + 7 .2×10 - 5 mol / L DNA; c ,a +

1 .44×10 - 4mol / L DNA ; d ,a + 2 .16 ×10 - 4mol/ L DNA.The

same as below

图1 DNA 存在下ASP 的荧光发射光谱

Fig .1 Thefluorescenceemissionspectra of ASP withthe presenceof

DNA

2 .2 猝灭机制 由荧光猝灭的Stern - Vol mer 方程[ 4] :

F0/ F = 1 + Ksv·c ( 1)

式中, F0 为未加入猝灭剂时荧光物质的荧光强度; F 为猝灭

剂浓度等于 c 时荧光物质的荧光强度, Ksv 称为Stern- Vol mer

猝灭常数) , 求出在298 K 时,DNA 对ASP 的Stern- Vol mer 猝灭

常数 Ksv 为4 210 L/ mol ( 相关系数为0 .977 1) , 同时温度升

高,其 Ksv 基本不变。如果对动态猝灭来说 ,其猝灭常数随
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温度升高将会升高, 因此上述结果表明 DNA 对 ASP 的荧光

猝灭不是由于分子间动态碰撞所引起, 而是因为形成复合物

所产生的静态猝灭。

2 .3  DNA 与 ASP 二元络合物的组成及其结合常数 根据

静态猝灭公式[ 5] :

log[ ( F0 - F) / F] = log K+ nlogc M ( 2)

式中, F0 与 F 分别代表总的和游离态的药物的荧光强度, K

为ASP 与猝灭剂之间的结合常数( L/ mol) , c M 为猝灭剂的平

衡浓度 , n 为结合位点数。由式( 2) 分别作出 ASP- DNA 体系

的关系图( 图2) ,通过斜率和外推截距可以求出 ASP 与猝灭

剂之间的结合常数和结合位点数。25 ℃时ASP 与DNA 之间

的结合常数为2 .17 ×106L/ mol , 结合位点数为1 .773 5 , 线性

相关系数为0 .990 9。

图2 25 ℃下ASP- DNA 体系的log[ ( F0- F) / F] —logC 工作曲线

Fig .2 The working curve of log[ ( F0 - F) / F] tologC of ASP -

DNA at 25 ℃

图3 不同DNA浓度下ASP 的紫外吸收光谱

Fig .3 UV spectra of ASP with different concentrationof DNA

2 .4 ASP 与 DNA 作用机理  药物小分子与 DNA 的作用有

3 种基本模式[ 3] : ①静电作用, 即小分子中带正电的部分与

DNA 中带负电的磷酸根骨架发生静电引力作用; ②插入作

用,具有平面结构的小分子插入到 DNA 双螺旋结构的碱基

对中; ③沟槽结合,小分子通过 DNA 分子中的大沟槽及小沟

槽与DNA 的碱基发生作用。根据ASP 与DNA 反应的紫外吸

收谱图( 图3) ,随着 DNA 浓度的增大 ,ASP 的紫外吸收峰发

生了红移 ,吸收强度也逐渐减小。由于药物在有 DNA 存在

时出现减色效应、红移现象是该物质与 DNA 发生插入作用

的标志[ 6 - 7] 。产生减色效应的原因是 DNA 碱基对与插入药

物分子间发生π电子堆积, 使后者π空轨道上也有一定的电

子填充, 从而使药物分子荷电跃迁( MLCT) 的几率减小[ 8] , 因

此ASP 与DNA 可能是以嵌入式相结合, 即通过疏水作用力

嵌入到 DNA 双螺旋的碱基对之间。

2 .5  DNA 对 ASP 荧光猝灭的工作曲线  DNA 在一定浓度

范围内( 0～2 .88×10 - 4mol/ L) 对 ASP 的荧光强度有线性猝灭

的作用 ,工作曲线的线性方程及相关系数为 y = - 16 .459x +

854 .550 , R= 0 .993 4( 图4) 。

图4 DNA 对ASP 荧光猝灭的工作曲线

Fig .4 Thefluorescence quenching working curve of ASP by DNA

3  结论

用荧光法和紫外吸收光谱法研究了DNA 与阿司匹林的

相互作用,结果表明,DNA 与ASP 之间存在较强的相互作用 ,

25 ℃时结合常数为2 .17×106 L/ mol , 结合位点数为1 .773 5 ,

结合方式是ASP 通过嵌入结合的方式与 DNA 结合。
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