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Ru ( phen) 32+ 与小牛胸腺 DNA和

鱼精 DNA作用的研究
 

王　雷　杨　光　吴建中　计亮年　许　琳
(中山大学化学系 /生物防治国家重点实验室 , 广州 510275)

摘　要　用吸收光谱、 荧光光谱和 CD光谱等方法研究了配合物 Ru ( ph en)32+ 与小牛胸腺

DN A和鱼精 DNA的作用 .结果表明 ,配合物 Ru( phen)32+与小牛胸腺 DN A作用为插入作用方

式 ,而与鱼精 DN A的作用却是面式结合方式 .该配合物与这两种 DN A的作用具有不同的立体

选择性 .
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自 Barton报道钌的多吡啶配合物可以作为 DNA二级结构的探针以来
[1 ] , 这一发现引

起了人们普遍的重视 , 并且得到了深入的研究 . Ru( phen) 3
2+ 与 DNA和多核苷的作用是研

究最早、 报道最多的
[ 2]
. 本文研究了 Ru( phen) 3

2+
与小牛胸腺 DNA ( calf thymus DN A)和

鱼精 DNA ( herring sperm DNA)作用时发现 , Ru ( phen) 3
2+与鱼精 DNA的作用 , 并不是

通常所报道的插入作用方式 , 而是比较罕见的面式结合作用方式 ( surface-bound mode) .

1　实验部分

1. 1　实验仪器

Shimadzu M PS-2000紫外可见分光光度计 , Hi tachi 850荧光分光光度计 . JASCO公司

的 Model J-20C旋光光谱仪 , 配有 DP-501N数字处理器 .

1. 2　试　剂

[ Ru( phen) 3 ] ( ClO4 ) 2· 2H2O按文献 [3 ]制备 . 小牛胸腺 DNA (上海市牛奶公司综合

厂 , A260 /A280= 1. 92) , 鱼精 DNA ( Sigma公司 , A260 /A280= 1. 81) , DN A直接使用 ,未进一

步的提纯 . Co ( phen) 3
3+
按文献 [4 ]制备 . K4 [ Fe ( CN) 6 ]· 3H2O (广州化学试剂厂 , AR

级 ) . T ris (广州化学试剂批发部分装 ) . 用双蒸水配制 5 mmol /L Tris和 50 mmol /L NaCl

的缓冲溶液 , DN A的浓度用 P含量来表示 , DN A中 P的测量按文献 [5] 进行 .

1. 3　配合物与 DNA作用的光谱测定

配制 [ Ru ] = 10μmol /L, [DN A] / [Ru ] = 40的溶液 , 避光 , 静置过夜后 , 用 UV
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及荧光光谱进行测定 . 所有的测定过程均在室温下进行 .

1. 4　配合物与 DNA作用的荧光猝灭实验

[Ru ] = 2μmol /L, [DN A] / [Ru ] = 40, [ Fe ( CN ) 6 ]
4-的浓度在 0～ 0. 1 mmol /L之

间变化 ; Co ( phen) 3
3+的浓度在 0～ 25μmol /L之间变化 .

1. 5　透析袋的预处理

透析袋在使用前 , 用 3%的 NaHCO3溶液煮沸 10 min, 再用双蒸水洗净 .

1. 6　配合物对 DNA的透析实验
[ 6]

取 5 mL 1× 10
- 3
mol /L浓度的 DNA于透析袋中 , 取 10 m L 5× 10

- 4
mol /L左右的浓

度的配合物在室温下进行透析 , 透析 48 h后 , 透析液用旋光光谱仪进行 CD光谱的测定 .

2　结果与讨论

2. 1　吸收光谱和荧光光谱

Ru ( phen) 32+与小牛胸腺 DNA和鱼精 DNA的作用的光谱数据表 1所示 .

表 1　 Ru ( phen) 3
2+ 与小牛胸腺 DNA和鱼精 DNA作用的光谱性质变化

Tab. 1　 Spectro scopic proper ties in binding Ru ( phen)32+ to calf th ymus DNA and her ring sperm DNA

DN A
吸收光谱 1)λmax /nm

未结合　结合 2)　峰移动
减色效应 /%

荧光光谱 λmax /nm
未结合　结合　峰移动

I /I 0

小牛胸腺 DN A 445 447 2 12 599 602 3 1. 92

鱼精 DN A 445 447 2 0 599 601 2 0. 99

　 1)　 [ Ru ]= 1× 10- 5 mol /L , 所有溶液在 5 mmol /L T ris, 50 mmol /L NaCl;　 2)　 [ P ] / [ Ru ]= 40

文献 [5 ]报道了小牛胸腺 DNA和鱼精 DNA中各自的碱基含量 , 各种碱基在这两种

DNA中的含量基本接近 . 所以 , 配合物与这两种 DNA作用时所表现出来的差异性 , 并不

是由碱基的不同所造成的 .

Ru ( ph en) 32+ 与小牛胸腺 DNA的结合方式主要是插入作用为主 [7 ] , 当这种作用发生

时 , 配合物的光谱性质会有部分的变化 , 如荧光增加 , 以及吸收光谱中的 MLCT吸收峰的

减色效应等等 .当 Ru ( phen) 3
2+
与鱼精 DNA发生作用时 , 即没有看到 M LCT的减色效应 ,

也没有看到配合物与 DNA作用时 , 荧光强度的变化 . 从这些数据可以看出 , Ru ( phen) 3 2+

与鱼精 DNA的作用 , 并不是与插入作用为主 .

2. 2　荧光猝灭

根据文献 [2, 8] , 本研究还通过配合物的荧光猝灭研究了配合物与 DNA作用 . 对于

研究配合物与 DNA作用 , 荧光猝灭也是非常有效的方法之一 . 所用的猝灭剂为

K4 [Fe ( CN) 6 ]和 Co ( phen) 3
3+ .

Ru ( phen) 3
2+
是带正电荷的 , 在溶液中 , 如果 DNA不存在时 , 这些配合物的荧光很容

易被带负电荷的 K4 [ Fe ( CN) 6 ]所猝灭 ,但加入 DNA之后 ,因配合物部分插入到 DNA中 ,

受到了 DNA的保护 , DN A是带负电荷的 ,在溶液中 ,带负电荷的 DNA与带负电荷的猝灭

剂 , 是同种电荷相排斥 , 所以 , K4 [ Fe ( CN ) 6 ]不能猝灭插入到 DNA中的配合物 .

Co ( phen) 3
3+
对钌多吡啶类配合物的荧光猝灭作用与 K4 [Fe ( CN) 6 ]对配合物的荧光

猝灭作用刚好相反 . Co ( phen) 3
3+ 带正电荷 , 在溶液中与钌的配合物带同种的电荷 , 因同种

电荷互相排斥 , 在 DNA不存在时 , Co ( phen) 3
3+ 无法猝灭 Ru (Ⅱ ) 配合物的荧光 .
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DNA存在下 , DN A作为电子受体和电子给体之间电子转移的介质 , Co ( phen) 3
3+
对配

合物 Ru ( phen) 3
2+
的荧光具有猝灭作用 , 并且 , 随着 DNA含量的增加 , 该猝灭反应速度

加大
[8 ]
. 从猝灭剂分别为 K4 [ Fe ( CN ) 6 ] (图 1a) 和 Co ( phen)3

3+
(图 1b) , 配合物 Ru

( phen)3
2+
荧光猝灭的 Stern- Vo lmer图可以看出 , 从猝灭曲线的的斜率可以比较配合物与

这 2种 DNA作用的程度 . 　

图 1　 DNA存在下 , [ Fe ( CN ) 6 ]
4- ( a ) 和 [ Co ( phen)3 ]

3+ ( b) 对 Ru ( phen) 3
2+ 的荧光猝灭

Fig. 1　 Quenching o f [ Ru( phen) 3 ]
2+ by [ Fe( CN )6 ]

4- ( a ) and [Co ( phen)3 ]
3+ ( b) in the presence o f DNA

　　从猝灭曲线上看 , 猝灭剂为 K4 [Fe ( CN) 6 ]时 , 在鱼精 DNA存在下 , Ru ( phen) 3
2+

的荧光很容易被猝灭 ,即 Ru( phen) 3
2+受到 DNA的保护程度小 ,反映出配合物与鱼精 DNA

作用的强度较弱 . 而以此相对比的小牛胸腺 DNA, 在 DNA存在下 , 配合物的荧光强度随

这猝灭剂浓度的增加减弱缓慢 , 表明 Ru ( phen) 3
2+ 与小牛胸腺 DNA有较好的结合能力 .

猝灭剂为 Co ( phen) 3 3+ 时 , DN A作为电子转移的介质 , 只有 DNA存在下 , 才可以观

察到 Co ( phen) 3
3+
对配合物的荧光猝灭作用 . 当鱼精 DNA存在时 ,未观察到 Co ( phen) 3

3+

对 Ru ( phen) 3
2+ 的猝灭作用 ,这样从另一方面证实了 Ru ( phen) 3

2+ 未插入到鱼精 DNA中 ,

没有发生插入作用的模式 .

2. 3　 CD光谱

通过配合物对双螺旋 DNA透析后 ,对透析液的 CD光谱的测定可以判断配合物是否与

DNA之间存在立体选择性的作用 .所有配合物对小牛胸腺 DNA和鱼精 DNA透析后 ,透析

液的 CD光谱如图 2所示 . 从 CD光谱看出 , 配合物与 DNA的作用具有立体选择性 , 用外

消旋的配合物对 DNA透析时 ,Δ和Λ光学异构体对 DNA的结合能力是不同的 . 经过长时

间配合物对 DNA透析后 , 与 DNA结合能力强的对映体在透析袋内与 DNA立体选择性结

合 , 使得在透析液中 , 表现出与 DNA结合能力弱的对映体含量增加 , 这样透析液具有 CD

光学活性 .

当用外消旋的 Ru ( phen) 3
2+
分别对小牛胸腺 DNA和鱼精 DNA透析 48 h后 , 对透析

液测 CD光谱 (图 2) . 平衡透析是用来检测配合物与 DNA立体选择作用的一个有利的手

段 . 透析液中的配合物原来是外消旋的 , 在对 DNA的透析过程中 , 2种对映体对 DNA的

结合的能力不同的 ,经过长时间的透析后 ,使得与 DNA结合能力弱的对映体在透析液中富

集 , 表现出 CD光学活性 . 外消旋的 Ru ( phen) 32+对这两种 DNA透析后 , 透析液的 CD光

谱表明 , 所得的透析液刚好为一对光学对映体 .
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图 2　配合物对小牛胸腺 DN A ( a) 和鱼精 DNA ( b) 透析 48 h后 , 透析液的 CD光谱

Fig. 2　 CD spec tra o f 48 h dia ly za tes v ersus ca lf thymus DNA ( a ) and he rring sperm DNA ( b)

　　小牛胸腺 DNA为典型的 B-DNA,配合物与小牛胸腺 DNA的作用是以发生在大沟处

插入作用为主 ,这种作用方式以 Δ-对映体的结合有利 ,使得溶液中的Λ对映体富集 , CD光

谱同样证明了这种结果 .

配合物对鱼精 DNA透析后的透析液的 CD光谱 , 透析液中的 Δ-对映体含量增多 , 从

而表明 ,该配合物与鱼精 DNA作用时 ,Λ-对映体优先与 DNA结合 .

根据配合物与 DNA作用的实验结果 ,结合 Barton所提出的配合物与 DNA作用的两

种构型
[ 2]
,认为 Ru( ph en) 3

2+
与鱼精 DNA的作用 ,是表面吸附作用 ,即“面式结合作用” .这

种结合模型是在 DNA的“小沟”处 ,配合物靠配体与 DNA的疏水性稳定下来 . Ru( phen) 3 2+

配合物与 DNA发生面式作用时 , 2个 phen配体靠近 DNA双螺旋的小沟 . 对于 Λ-对映体 ,

配体的位置刚好与双螺旋的小沟的构型相匹配 ;而对于 Δ-对映体 ,当配合物靠近 DNA的小

沟时 ,配体的位置正对着 DNA双螺旋的两条磷酯链 ,配体与磷酯的空间作用 ,阻碍了配合

物向 DNA靠近 .所以 ,从 CD光谱的结果分析: 配合物对鱼精 DNA的作用 ,透析液产生负

康顿效应 ,与配合物对小牛胸腺 DNA透析后 ,透析液所产生的正康顿效应相反 .证明鱼精

DNA立体选择性地与Λ-Ru( phen) 32+结合 ,这种结合符合面式作用的特征 .

由于“面式结合作用”是配合物只在 DNA表面处的结合 ,未插入到 DNA的碱基对之

间 ,所以 ,对于整个配合物而言 , 金属中心的微观环境没有改变 ,配合物的吸收光谱不会出

现变化 .同样的原因 ,在发生面式作用时 ,配合物的荧光强度也不会增大 .荧光强度的增加是

插入作用的重要特征 .原因主要是配合物插入到 DNA中后 ,激发态的振动方式受到限制 ,

同时 ,配合物插入后 ,与水分子的碰撞几率以及能量的散失等方面减少所致 .“面式结合方

式”只是配合物在 DNA表面结合 , DN A分子不能阻碍水分子以及猝灭试剂对配合物的进

攻 ,因此 ,配合物与 DNA发生的若是面式结合作用 ,就不会有荧光强度增加等现象 .

Ru( phen) 3
2+
与鱼精 DNA作用时 ,吸收光谱和荧光光谱都没有发生变化 ,同时 ,Λ-对映

体配合物表现出优先结合的趋势 ,这些实验结果与“面式结合作用”的特点十分吻合 .在这

里 , CD光谱的结果是十分重要的 .如果 ,配合物仅仅与 DNA发生的是静电吸附作用甚至并

未发生作用 ,尽管在这种情况下 ,也不会有吸收光谱和荧光光谱的变化 ,但这种情况下 ,配合

物对 DNA透析后 ,不可能有透析液的 CD光谱活性 .

由于配合物与 DNA的插入作用发生在 DNA的“大沟”处 ,而面式作用发生在 DNA的
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“小沟”处 .通过配合物 Ru( phen) 3
2+
与这两种 DNA作用的方式 ,可以定性地比较这两种

DNA的沟的大小 .配合物 Ru( phen) 3
2+
能插入到小牛胸腺 DNA的大沟处 ,与小牛胸腺

DNA的作用为插入作用为主 ,说明小牛胸腺 DNA的大沟比较宽而浅 ,小牛胸腺 DNA的小

沟处 ,不易与配合物发生面式结合作用 ,即小牛胸腺 DNA的小沟显得窄而深 ,这些特点符

合 B-DNA的特征 .而对于鱼精 DNA与 Ru( phen) 3
2+
的作用 ,却以发生在小沟处的面式结

合作用为主 ,相反却不易在 DNA的大沟处发生插入作用 ,从这个配合物与 DNA的作用 ,可

以预测 ,鱼精 DNA的大沟比较狭 ,而且很深 ,配合物不易插入 .相反 ,鱼精 DNA的小沟比较

浅而且宽 ,适合发生面式结合作用 .文献报道了用配合物三 ( 3, 4, 7, 8-四甲基-邻菲口罗啉 )钌

的配合物来探测 A型 DNA
[9 ]
,实验的现象与我们用 Ru( phen) 3

2+
与鱼精 DNA作用的结果

相类似 . A-DN A有非常深而且狭的大沟 ,却有很宽而且浅的小沟 . A-DN A十分有利于发生

“面式结合作用” .根据实验结果 ,我们推测 ,鱼精 DNA可能有 A-DNA的一些特点 .
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Studies on Interaction o f Tris( Phenanthroline) Ruthenium
with Calf Thymus DN A and Herring Sperm DNA

Wang Lei　Yang Guang　Wu Jianzhong　 Ji L iangnian
 　Xu Lin

Abstract　 The binding of coo rdination compound Ru( phen) 3 2+ to calf thymus DN A and

herring sperm DNA has been investiga ted by absorption, emission and circular dichroism

spect ro scopy. M easurement of enantioselectivi ty combined wi th pho tophysical experiment

show s the binding o f Ru( phen) 3
2+
w ith calf thymus DN A is intercalativ ely bound mode,

but the binding o f Ru( phen) 3
2+
w ith herring sperm DNA is surface-bound mode.

Keywords　 Ru( phen) 3
2+ , DN A, intercalation, surface-bound
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