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摘要 综述紫外-可见分光光度法测定核酸总量的方法，总结紫外-可见分光光度

法研究核酸与小分子之间的相互作用机理。 
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1. 引言 

核酸是遗传信息的载体，在生物的生长、发育及繁殖等生命过程中起着十分

重要的作用。它是以核苷酸为基本组成的生物信息大分子。天然存在的核酸可以

分为脱氧核糖核酸 (DNA) 和核糖核酸 (RNA) 两大类。1953 年watson和crick[1]

提出DNA的双螺旋结构模型，从分子水平上阐述了生命遗传信息通过DNA的半

保留复制进行代代遗传的机理，从此生物学进入了分子生物学的新时代。 

核酸在酶的催化作用下水解为核苷酸。核苷酸完全水解可释放出等量的含氮

碱基、戊糖和磷酸。构成核苷酸的五种碱基分别为腺嘌呤(adenine, A），鸟嘌呤

(guanine, G），胞嘧啶(cytosine, C），胸腺嘧啶(thymine, T）和尿嘧啶(uracil, U)。

其中，腺嘌呤、鸟嘌呤、胞嘧啶存在于DNA和RNA分子中，胸腺嘧啶仅存在于

DNA分子中，尿嘧啶仅存在于RNA分子中。DNA存在于细胞核和线粒体内，携

带遗传基因，决定着细胞和个体的遗传性；RNA存在于细胞质、细胞核和线粒

体中，参与遗传信息的复制和表达[2]。因此，它在生命科学的研究中有着无与伦

比的重要，其测定具有重要意义。 

核酸是遗传信息的载体，是基因表达的物质基础。核酸在生物的生长、发育

及繁殖等生命过程中起着十分重要的作用。许多药物小分子能与核酸发生相互作

用，破坏其模板作用，使核酸链断裂，进而影响基因调控和表达功能[3]。从生物

学角度来看，DNA的化学环境就是指DNA周围存在的小分子化合物，研究这些

小分子物质与DNA的相互作用，对于认识小分子物质的活性及药物、污染物或

毒物在生物体内的作用机理有着极其重要的意义。早在 60 年代，意大利、法国、

日本及美国的一些实验室就开展了有关DNA。蒽环抗生素道诺霉素(daunomycin，



DMN)加合物的研究，发现蒽环化合物通过其带正电荷的糖残基与DNA之间的静

电作用及蒽环平面与DNA的嵌入结合而形成加合物。道诺霉素的抗癌作用，与

其能够和DNA形成加合物也是密切相关的。分子生物学和分子药理学的发展使

人们能够从基因水平上理解某些疾病的发病机理，并通过分子设计来寻找有效的

治疗药物。DNA靶向化合物成为很重要的药物选择对象。虽然DNA靶向化合物

的数量非常之大，但与DNA的结合方式归纳起来可分为非共价结合、共价结合

和剪切作用[4,5]三类。 

(1). 非共价作用(可逆相互作用)。这种作用方式受到介质的酸度、离子强度、

小分子与DNA的摩尔比等条件的影响，当条件发生改变时，两者作用形式也随

之改变，称为可逆的相互作用。A. 静电作用。核酸的电负性磷酸根骨架可同阳

离子发生静电作用，导致小分子在DNA表面堆积，这种作用是无选择性的。B. 沟

槽结合模式。DNA双链结构中大沟宽度为 1.2nm，小沟宽度为 0.6nm，故一些小

分子能与DNA大沟或小沟的碱基对边缘直接发生作用。由于大、小沟模区在电

势能、氢键特征、立体效应、水合作用上有很大不同，故大分子蛋白质常与DNA

的大槽沟结合，而大多数小分子则与小槽沟结合，小分子往往通过腺嘌呤碱基

N-3 上的氮或胸腺嘧啶碱基C-2 上的碳基氧形成氢键而与碱基对结合[6]。C. 嵌插

结合模式。这种结合模式是指具有平面或几乎平面结构的芳香环嵌入DNA碱基

对之间，它的作用力来自芳环的离域Π体系之间的Π-Π相互作用以及疏水相互

作用。它是药物小分子与DNA发生作用的重要形式之一。当小分子嵌入碱基对

之后，可直接抑制DNA复制与转录。 

(2). 共价作用(不可逆相互作用)及剪切作用。共价结合是指小分子化合物与

分子中的原子通过形成共价键而结合的相互作用方式。当小分子与 DNA 结合形

成共价键后，经过一系列化学反应，最终导致 DNA 断裂，这种现象称为剪切作

用。 

2. 用紫外可见分光光度法测定核酸的量 

核酸、核苷酸及核苷的组成成分中均含有嘌呤、嘧啶碱基，这些碱基都具有

共轭双键，因而它们都具有吸收紫外光的特性，能吸收250-290 nm波段的紫外光，

最大吸收波长在260nm波长处。利用紫外分光光度法定量测定核酸时，规定在260 

nm波长下，每毫升含1微克DNA溶液的吸光度为0.020，而每毫升含1微克RNA溶



液的吸光度为0.022。利用分光光度法还可以定性鉴定核酸的纯度。蛋白质的最

大吸收波长值于280 nm。测出样品的A260与A280，从A260/A280的比值即可判断样

品的纯度。纯DNA的A260/A280应大于1.8，纯RNA的A260/A280应达到2.0[7]。通常当

A值为1时相当于50 μg/mL双链DNA。为增强紫外分光光度法测定核酸的准确度，

很多人使用有机染料与核酸作用，通过核酸对吸光度的减色作用来测定核酸。作

用机理是有机阳离子试剂以静电引力的方式与DNA上带负电荷的磷酸基相互作用, 

使有机阳离子发生电荷跃迁的几率减小,导致吸光度减小。目前作为标记物测定

的阳离子试剂有以下几种： 

（1）甲基紫[8]

当pH值为 7.0 时，甲基紫的λmax位于 579 nm处，随着DNA的加入，溶液的紫

外吸收减小，据此建立了测定微量DNA的方法。 

（2）甲基胺蓝[9]

甲基胺蓝的水溶液在 628nm 处有一最大吸收峰，当有痕量 DNA 存在时，与

甲基胺蓝形成复合物，游离的试剂减少，导致最大吸收波长处吸光度值减小。吸

光度值的变化程度与浓度成正比，从而用于测定。 

（3）乙基紫[10]

在pH值 6.4-7.4 的条件下，乙基紫的λmax位于 595nm。向该溶液中加入亡DNA

后，乙基紫的吸光度值明显下降，这一反应可用于的定量测定。 

（4）甲基绿[11]

在 pH 值为 7.9 的 Tris-HCl 缓冲液中，甲基绿与 DNA 混合，加热至 45℃，逐

步形成蓝绿色复合物，最大吸收波长为 630nm。吸光度值与一定浓度 DNA 成正

比，因此体系可测量 DNA 的含量。 

（5）喹哪啶蓝[12]

在 pH 值为 5.0-8.2 的水溶液中，喹哪啶蓝可以在 DNA 的表面发生堆集。随

着 DNA 的加入，598 处的吸光度值明显降低，据此建立了定量测定 DNA 的方法。 

3. 紫外-可见分光光度法研究小分子与核酸的作用 

利用紫外-可见吸收光谱法是研究小分子与核酸相互作用机理最常用、方便

的方法。由于DNA分子中的碱基具有光学活性，在 260nm附近有吸收，许多DNA

靶向分子或本身具有光学活性，或与DNA分子结合后产生光学活性，因此用光



谱方法通过考察DNA结合其靶向分子后结构上的变化来研究结合机理，是非常

有效和应用最为广泛的方法，其中紫外/可见吸收光谱更是研究DNA与其靶向分

子相互作用的一种最方便，最常用的技术。增色、减色效应是DNA特有的与其

双螺旋结构密切相关的光谱性质。通常其它分子与DNA以嵌入方式结合后会导

致其吸收谱带变宽，吸收峰红移及减色效应；而盐类离子可与DNA骨架的磷酸

基团结合使DNA收缩而产生减色效应；酸碱可与DNA分子中的碱基作用破坏

DNA的双螺旋结构而产生增色效应[13]。通过研究不同条件时的紫外吸收光谱，

胡华[14]对除草剂苯噻草胺使狗尾草DNA变性和吸光度发生变化的机理做出了合

理解释：苯噻草胺分子含有苯并噻唑环，它与嘌呤的结构十分相似，可以嵌入狗

尾草DNA分子双螺旋结构的碱基对中，同时引起DNA构象发生变化，原本紧密

刚性的双螺旋结构开始变得松散，链上碱基外露，苯噻草胺的噻唑环上S的电负

性大于嘌呤碱基中的N，可以破坏DNA碱基间的氢键，使双链DNA解开，造成紫

外吸收光值增加。石艳红[11]用紫外光谱法和伏安法证实，苯噻草胺可在水田植物

DNA表面堆积，抑制DNA的复制，从而除草。刘晨[15]从灿烂甲酚蓝(BCB)-DNA

体系紫外-可见吸收光谱的最大吸收波移动的角度阐述了灿烂甲酚蓝分子和DNA

的作用机理。随DNA浓度增大，吸收减小，波长紫移，其原因应归结为BCB在

DNA分子表面的聚集[16]，即BCB在DNA表面发生了堆积[17]。而当BCB与DNA的

质量比小于一定值后，吸收又开始增大，伴随有波长红移的现象，其原因可能是

BCB单体与DNA作用，使BCB在溶液中的二聚平衡向单体方向移动，使二聚体

浓度下降而单体浓度相应增大所致。由于BCB满足“嵌入模型”[18]的结构特征，

即平面结构和正电性，而波长红移又是发生嵌入作用的标志之一[19]。由此推测，

随DNA浓度的升高，BCB与DNA的作用可能经历了由表面聚集方式为主到以嵌

入方式为主的转变。 
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