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茜草色素蒽棕与DNA的相互作用机理研究

高 颜 李军生 李蔚仑 黄国霞 闫柳娟
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摘要 在 pH为 7.41的生理条件下，以溴化乙锭（EB）作为荧光探针，通过紫外可见光谱法(UV-Vis)和荧光光谱法对茜

草色素类食用色素蒽棕（Ant）与鲱鱼精脱氧核糖核酸(DNA)分子之间的相互作用机理做了初步探讨。通过循环伏安

法研究蒽棕在玻碳电极上的电化学规律，根据蒽棕与 DNA作用的循环伏安曲线及 EB对 Ant与 DNA作用的影响，推断

Ant与 DNA相互作用的主要方式为嵌插。结果显示：蒽棕与 DNA分子之间相互作用的结合比为 n(Ant):n(DNA)=3.68:
1，25 ℃时的结合常数 K=2.084×103 L/mol，Ant-DNA复合物的表观摩尔吸光系数ε=2.21×104 L·mol-1·cm-1。探讨了盐效

应对蒽棕与DNA分子相互作用的影响以及它们之间的作用方式，发现蒽棕电化学变化规律同 EB相似，这些实验结果

证明茜草类食用色素中的蒽棕能够与 DNA分子发生相互作用，相互作用方式存在嵌插。
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Abstract Under the physiological condition that pH is 7.41, the mechanism of interactions between anthragallol

(Ant) and deoxyribonucleic acid (DNA) is investigated by ultraviolet- visible spectroscopy and fluorescence

spectroscopy using ethidium bromide (EB) as probe. The electrochemical characterization of Ant on glassy carbon

electrode is determined by cyclic voltammetry. Based on the curves of cyclic voltammetry and the effect of EB on

the interactions of Ant with DNA, it is proposed that the binding of Ant to DNA conforms to an intercalative mode.

The results show that the binding ratio of Ant and DNA is 3.68:1, the binding constant (K) of Ant with DNA is 2.084×

103 L/mol at 25 oC and the apparent molar absorption coefficient (e) is 2.21×104 L·mol-1·cm-1. The influence of salt

effect on the interactions of Ant with DNA is studied, and the electrochemical changing rule of Ant is similar to EB

with DNA. The results also show that Ant can bind with DNA, intercalation binding is the binding mode between

Ant and DNA.
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1 引 言
茜草属植物的根部具有良好的染色能力，最早于公元前 2000年被发现并使用，目前茜草属植物已成为

最重要的染料作物之一，被用于纺织工业、食品工业等领域 [1]。由于具有一定的药理功效，一直被认为是安
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全无毒的天然食用色素，被广泛用于食品、药品、化妆品、纺织品以及头发的染色 [1-2]。蒽棕 (Ant)来源于茜草

属植物，1976年，Brown等 [3-4]证实羟基蒽醌可以导致鼠伤寒沙门氏菌的直接移码突变，其中突变能力最强的

是 1,2,3-三羟基蒽醌（蒽棕）。1981 年，Nestmann 等 [5]证实蒽棕对沙门氏菌具有很强的诱变性。2013 年，

Ruksilp等 [6]发现蒽棕对口腔表皮样癌细胞和人宫颈癌细胞也具有很强的细胞毒性，因此其致毒机理值得进

行深一步探讨。

早在 1961年，Lerman[7]发现具有平面芳香结构的小分子物质可以通过嵌插方式与脱氧核糖核酸(DNA)分
子结合，并且这种模型已经被很多具有此类结构的分子所证实。这是由于 DNA分子的双螺旋结构中包含 4
种碱基，分别为 A、T、C、G，可以形成 A-T和 C-G两种碱基对，直径约为 2 nm，其结构为π-π*电子重叠，这种

结构使得某些小分子物质极易插入其中，造成 DNA结构的破坏 [8]。蒽棕是具有平面结构的蒽醌类小分子，它

的大小与 DNA碱基对之间的距离相近，极容易嵌入到其中，使其双链加长结构破坏。目前对此类物质的研

究有多种方法，有研究者通过光谱法对中药进行指纹图谱构建来评价其特性，且光谱法灵敏度高，特异性

强，是某些色素类物质的特征性检测最常用的方法 [9-11]。因此本文以溴化乙锭 (EB)作为荧光探针，通过荧光

光谱法、紫外光谱法并结合电化学方法探讨蒽棕与 DNA的作用机制，为此类物质在食品工业、食品科学、生

物医学等领域的应用提供理论依据。

2 材料与方法
2.1 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）；CHI660D电化学分析仪（上海辰华仪器厂）；

三电极系统(玻碳电极为工作电极，Ag/AgCl为参比电极，铂丝电极为对电极)。
蒽棕（生化试剂，阿法埃沙）（结构如图 1所示）；鲱鱼精 DNA（生化试剂，Sigma），其纯度以 A260/A280>1.8衡

量，浓度用 260 nm处的吸光度来确定（e=6600 L·mol-1·cm-1）；溴化乙锭（生化试剂，北京拜尔迪生物技术有限

公司）；Britton-Robinson(BR)缓冲溶液（A液 :取 10 g NaOH，配制浓度为 1 mol/L的 NaOH溶液；B液 :称取 2.47 g
硼酸，加入 2.36 mL冰醋酸和 2.74 mL磷酸，定容至 1000 mL。混合 A液与 B液，调节 pH为 7.41）。所用试剂皆

为分析纯。实验用水均为二次蒸馏水。

图 1 蒽棕的分子结构

Fig.1 Molecular structure of anthragallol
2.2 实验方法

2.2.1 紫外可见光谱法

在一系列 10 mL比色管中，分别加入一定量的 Ant溶液和 DNA溶液，以相应的 BR缓冲溶液定容，摇匀，放

置 5 min，以二次蒸馏水建立基线，扫描紫外吸收光谱。在 1 cm比色皿中加入 3 mL Ant溶液，用 DNA溶液进行

滴定，放置 5 min后测定吸光度，滴定时每次加入体积为 10 μL，因此溶液体积改变对体系的影响可以忽略。

2.2.2 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 Ant溶液浓度，滴加

DNA溶液并扫描荧光光谱（激发波长分别为 510 nm和 350 nm）。激发波长通过三维荧光光谱扫描确定 [12]。

2.2.3 循环伏安法

以 pH为 7.41的 BR缓冲液为底液，加入一定量 0.001 mol/L的 Ant溶液，用上述三电极系统，改变扫速电

位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
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0.001 V，静止时间 2 s。
在 4.5 mL pH为 7.41的 BR缓冲液中加入 0.5 mL 0.001 mol/L的 Ant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 DNA溶液，充分作用后测定相应的循环伏安曲线。仪器条件：扫描速度 0.05 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。

3 结果与讨论
3.1 紫外可见吸收光谱法

3.1.1 吸收光谱

如图 2所示，在 Ant中滴加 DNA后，Ant的特征峰明显降低，表明 Ant与 DNA之间可能存在嵌插作用。因

为 Ant插入 DNA双螺旋结构的碱基对中，并发生π电子的堆积作用，降低了能量而导致π-π*跃迁能级降低，

由于嵌插之后的π*轨道填充了部分电子，使π-π*的跃迁几率降低，因而产生减色效应 [13]。

在 pH为 7.41的 BR缓冲溶液中，固定 Ant溶液的浓度，向其中逐滴加入一定量 DNA溶液，扫描其紫外可

见吸收光谱，如图 3所示，可以看出随着 DNA浓度的增加，Ant的特征峰位置发生减色效应并在 309 nm处出

现等色点，这说明 Ant与 DNA存在嵌插作用。

3.1.2 Ant与 DNA的结合比

固定 Ant浓度，改变 DNA的浓度，在 375 nm处测定吸光度，结果如图 4所示，表明 Ant与 DNA之间可以形

成 3.68:1型复合物 [14]。根据朗伯比尔定律，Ant-DNA复合物在溶液中的吸光度为 A=ε b c，其中ε为 Ant-DNA
的摩尔吸光系数，c为 Ant-DNA 的浓度，即结合形成此复合物时的 DNA 浓度，b为比色皿的厚度，计算求出

Ant-DNA的表观摩尔吸光系数ε=2.21×104 mol/L。

图 4 Ant-DNA系统的摩尔比

Fig.4 Molar ratio of Ant-DNA system (cAnt=1×10-4 mol/L)

图 2 Ant与 DNA相互作用的吸收光谱

Fig.2 Absorption spectra of the interactions between Ant and
DNA (cDNA=3.33×10-4 mol/L, cAnt=1×10-4 mol/L)

图 3 蒽棕与 DNA相互作用的紫外吸收光谱

Fig.3 UV absorption spectra of interactions between DNA and
Ant [cAnt=1×10-4 mol/L, cDNA/(10-5 mol/L): curves 1-11: 0, 1.67,

3.34, 5.01, 6.68, 8.35, 10.02, 11.69, 13.36, 15.03, 16.7]
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3.1.3 双倒数法

紫外-可见吸收光谱法是研究小分子物质与核酸相互作用的最简便的方法。通过紫外-可见光谱，可以

研究蒽棕和 DNA之间的结合常数和热力学函数性质。由于紫外可见光谱的波形简单，对于较复杂的化合物

难以定性分析，为解决这类问题可以采用倒数光谱法，可以将由紫外分光光度计直接测得的吸收光谱进行

数学变换 [15]。本文在温度 15 ℃时固定蒽棕浓度，改变 DNA浓度，在 375 nm处测定吸光度，根据双倒数公式 [16]

1/(A0-A)=1/A0+1/(K×A0×cDNA), (1)
式中 A0和 A分别为加入 DNA前后的吸光度，K为结合常数，实验结果如图 5所示，由于实验在常压下进行，可

认为 K≈Kq，计算得到 15 ℃时结合常数 Kq=1.825×103 L/mol。测定 25 ℃时体系吸光度，得到结合常数 Kq=
2.084×103 L/mol，根据热力学方程计算反应的吉布斯自由能变 ΔrG

θ
m，进而求出焓变 ΔrH

θ
m 和熵变 ΔrS

θ
m 。

lg K θ = -ΔrH
θ
m /(2.303RT ) + ΔrS

θ
m /(2.303R), (2)

ΔrG
θ
m = -RT ln K θ = ΔrH

θ
m - TΔrS

θ
m. (3)

通过计算求得蒽棕与 DNA相互作用的 ΔrH
θ
m 为 4.27×103 J/mol, ΔrS

θ
m 为 42 J/（mol·K），15 ℃时的 ΔrG

θ
m 为-7.81×

103 J/mol。焓变为正值说明该过程为吸热反应，吉布斯自由能变化为负值，证明在常温常压下蒽棕与DNA有相

互结合的趋势 [17]，且驱动方式主要为焓驱动。分析认为过程中起主导作用的是化学反应，即蒽棕和 DNA之间

发生较强烈的相互作用，主要由化学键合作用和氢键共同推动。这很可能是蒽棕的平面蒽醌环结构嵌入DNA，

破坏了 DNA的碱基对而与 DNA的碱基成键。

图 5 DNA对 Ant的双倒数曲线。(a) T=25 ℃; (b) T=15 ℃
Fig.5 Double reciprocal curves of DNA to Ant. (a) T=25 ℃; (b) T=15 ℃

3.2 荧光光谱法

3.2.1 荧光光谱

由荧光检测原理可知不同物质自身具有特定的激发和发射光谱 [18]。从 DNA对 Ant和 EB的荧光光谱图

（图 6）可以看出，随着 DNA加入 Ant和 EB溶液中，体系的荧光强度都有所增加，这说明 Ant与 DNA之间可能

发生和 EB与 DNA相似的作用，EB是一种 DNA嵌入剂，因此 Ant可能与 DNA发生嵌插作用。

图 6 DNA对(a)Ant和(b)EB的荧光影响

Fig.6 Effect of DNA on the fluorescence spectra of (a) Ant and (b) EB [cDNA=1×10-3 mol/L (10 mL per scan)，
cAnt=1×10-4 mol/L, cEB=2×10-5 mol/L]
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3.2.2 盐效应实验

钠离子（Na+）等金属阳离子可以中和 DNA双链上带有负电荷的磷酸根基团，如果 Ant可以和 DNA发生

静电作用，那么随着钠离子浓度的增大 DNA被钠离子包围，从而使 Ant难以接近 DNA[19]，导致 DNA对 Ant的
荧光增强程度降低，如图 7所示，随着氯化钠 (NaCl)的加入，Ant-DNA复合物的荧光强度基本没有变化，这说

明可以排除 Ant-DNA之间存在静电作用的可能。

图 7 NaCl对 Ant及 Ant-DNA荧光强度的影响

Fig.7 Effect of NaCl on the fluorescence intensity of Ant and Ant-DNA systems (cAnt=1×10-4 mol/L, cDNA=1×10-4 mol/L)
3.2.3 EB为探针探测 Ant与 DNA的作用

如图 8所示，向 EB中加入 DNA 后，溶液的荧光强度增加，吸收峰位置由 608 nm 移到 612 nm，这是由于

EB分子嵌入到 DNA的双螺旋碱基对中所致。在 EB溶液中加入 Ant溶液后，EB荧光峰未发生改变，这说明

可以排除 EB与 Ant发生反应的情况。在 EB-DNA溶液中加入 Ant溶液后，体系的荧光强度明显降低，这表明

Ant与 EB-DNA之间存在嵌插竞争作用，因此可以推测，在本实验条件下 Ant与 DNA之间存在与 EB相似的

嵌插作用。

图 8 EB对 Ant-DNA体系的影响

Fig.8 Effect of EB on the fluorescence intensity of Ant-DNA systems (cEB=2×10-5 mol/L, cDNA=8.33×10-5 mol/L,
cAnt=1×10-4 mol/L, pH is 7.41)

3.3 循环伏安法

图 9为蒽棕氧化峰电流 Ipa与 v1/2的关系曲线。可以看出，当扫速大于 0.05 V/s时，Ipa与 v1/2几乎呈线性关

系，表明此时蒽棕的电化学反应可能受扩散控制，且在 0.05 V/s扫速时峰型较好，因此选择 0.05 V/s扫速下的

循环伏安图谱进行分析。

向 1.25×10-4 mol/L蒽棕溶液中加入不同量 DNA时，其循环伏安曲线如图 10所示，蒽棕氧化还原峰电流

随着加入 DNA量的增加而逐渐降低，且没有新的氧化还原峰出现，这表明蒽棕与 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 [20]。
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加入 EB后氧化还原峰发生偏移，但趋势依然清晰可见，如图 11所示。由图 11可见，加入 DNA后，蒽棕

的氧化峰峰电流减小，随着 EB的加入又有所增加，排除 EB与蒽棕反应后 (在荧光光谱检测中已经排除 EB与

Ant相互作用)，认为 EB的加入能够占据部分与蒽棕作用的 DNA作用位点，从而能够释放出一定量游离的蒽

棕，使得溶液中蒽棕的浓度有所增加，导致了峰电流增大。这说明蒽棕与 EB和 DNA可能具有相同的作用方

式，而 EB与 DNA发生的是嵌插作用 [21]，进而通过电化学角度也可以推测蒽棕与 DNA可能发生嵌插作用。

图 11 EB对 Ant-DNA体系循环伏安曲线的影响

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

4 结 论
运用多种实验方法对蒽棕与 DNA的相互作用机理进行初步探讨。实验结果表明，蒽棕与 DNA相互作

用的光谱性质与 EB嵌入剂相似，同时电化学实验也证实蒽棕与 DNA共同存在时的循环伏安曲线与 EB嵌入

剂类似。这表明蒽棕与 DNA的相互作用方式可能与 EB相同，即蒽棕与 DNA之间存在嵌插。蒽棕与 DNA相

互作用是由于其具有的平面刚性结构容易以嵌插方式结合到 DNA的碱基对之间，基于蒽棕与 DNA之间存

在嵌插作用，此类物质作为食用色素长期食用可能存在潜在毒性。探究此类物质与 DNA之间的相互作用关

系，为其在食品化学、食品工业、食品安全等领域的应用提供了可靠的依据。
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