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鲱鱼精ＤＮＡ的电化学氧化及与组蛋白的相互作用

许　娟
1�黄桂萍1�李　红1∗�朱　伟2

（1．华南师范大学化学与环境学院�广东 广州 510006；
2．广州市疾病预防控制中心毒理科�广东 广州 510080）

摘要：　应用循环伏安法、微分脉冲伏安法和荧光光谱法研究了鲱鱼精 ＤＮＡ的电化学氧化及其与组蛋白的
相互作用．结果发现�在0．20～1．25Ｖ电位区间内�ＤＮＡ在酸性溶液中呈现一个明显的不可逆氧化峰�在中
性及碱性溶液中呈现两个不可逆氧化峰．氧化峰电位随溶液 ｐＨ值增大而负移�变化幅度为 －57ｍＶ·
ｐＨ－1．氧化峰电流与ＤＮＡ浓度 （0．45～8．20ｍｍｏｌ·Ｌ－1）成线性关系．ＤＮＡ能与组蛋白结合�导致氧化电位
正移�氧化电流减小�并减弱钌配合物指示剂和ＤＮＡ相互作用的荧光强度以及减少ＤＮＡ的氧化损伤．
关键词：　鲱鱼精ＤＮＡ；电化学氧化；组蛋白；相互作用
中图分类号：　Ｏ646 文献标识码：　Ａ

　　ＤＮＡ和蛋白质是生命体的主要生物大分子�
各具特殊的结构和功能．组蛋白是真核生物核染
色体的结构蛋白�其与 ＤＮＡ组成的核小体是染色
体的基本结构单元．组蛋白在ＤＮＡ复制、转录、损
伤修复以及细胞衰老、细胞凋亡中发挥着重要作
用 ［1］．目前应用于ＤＮＡ和蛋白质相互作用研究的
方法主要包括荧光光谱 ［2-3］、共振光散射 ［4］、表面
等离子共振 ［5-6］、扫描探针显微镜 ［7-8］、生物质
谱 ［9］、压电石英晶振技术 ［10］、ＰＣＲ放大检测 ［11］、示
差扫描量热技术 ［12］、Ｘ-光散射 ［13］、差示 ＦＴ-ＩＲ
［14］、分子计算与模拟 ［15］及电化学方法 ［16-17］等．电
化学方法较多用于探讨物质的电子转移过程．目
前已证实带负电的ＤＮＡ链可以通过静电作用影响

肌红蛋白、血红蛋白、细胞色素 ｃ、细胞色素 Ｐ450
及辣根过氧化酶的电子转移 ［16-20］．组蛋白属非氧
化还原蛋白�在电极上不容易发生氧化或还原．
ＤＮＡ则可以在一定条件下于铂 ［21］、金 ［18］、玻
碳 ［22］、石墨 ［23］等电极上发生直接的氧化反应．
ＤＮＡ氧化通常认为是鸟嘌呤和腺嘌呤的氧化 ［22］�
也有较多电化学工作者从事ＤＮＡ碱基的电化学反

应机理研究．但关于ＤＮＡ与组蛋白作用的电化学
研究至今尚未见诸文献报道．本文研究了鲱鱼精

ＤＮＡ在玻碳电极上的电化学氧化行为�并进一步
探讨了其与组蛋白的作用．
1　实验部分

主要仪器：ＰＧＳＴＡＴ-30电化学综合测试仪 （荷
兰Ａｕｔｏｌａｂ）、Ｆ-2500荧光光谱仪 （日本 ）和ＰＨＳ-3Ｃ
ｐＨ计 （上海雷磁 ）．

电化学实验：常规三室电解池．工作电极为玻
碳盘 （⌀＝4ｍｍ）�对电极为铂片�参比电极为饱
和甘汞电极 （ＳＣＥ）．文内所给电位均相对于ＳＣＥ．
每次测试前�工作电极先在麂皮抛光垫上依次用3
ｎｍ、0．5ｎｍ和0．1ｎｍ氧化铝抛光粉抛光至镜面�
再用二次重蒸水和超声波清洗干净．荧光光谱测
定使用1×1ｃｍ四通石英比色皿．

鲱鱼精 ＤＮＡ、组蛋白 和三羟甲基氨基甲烷
（Ｔｒｉｓ）购自Ｓｉｇｍａ公司�其他试剂为分析纯�使用
前均未做进一步处理．缓冲溶液为10ｍｍｏｌ·Ｌ－1
Ｔｒｉｓ／50ｍｍｏｌ·Ｌ－1ＮａＣｌ�二次重蒸水配制．ＤＮＡ
溶液浓度以核苷酸计量�由紫外可见光谱测其260
ｎｍ波长的吸光度确定．配合物 ［Ｒｕ（ｂｐｙ）2ｔａｔｐ］
（ＣｌＯ4）2（ｂｐｙ＝2�2＇-联吡啶�ｔａｔｐ＝1�4�8�9-四氮
三联苯 ）按文献 ［24］方法合成�以它作为荧光光谱
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测定指示剂�选用450ｎｍ波长激发．
室温 （26±2℃ ）下实验．

2　结果与讨论
2．1　ＤＮＡ的氧化行为

图1ａ给出ＤＮＡ在ｐＨ＝5．1缓冲溶液中于玻
碳电极上的循环伏安曲线．图中�0．97Ｖ附近出现
一个氧化峰 （0．1Ｖ·ｓ－1）�但还原峰不明显．以
氧化峰电流 （Ｉｐ�ａ）对扫描速率的平方根 （υ1／2）作
图�可得一良好直线 （见图1ａ插图 ）�说明在玻碳
电极上ＤＮＡ的氧化乃受反应粒子的扩散影响．

ＤＮＡ的氧化通常是其碱基的氧化�因而它的
氧化历程大多与溶液的ｐＨ值有关．图1ｂ给出�当
溶液ｐＨ值为7．2时�ＤＮＡ循环伏安曲线显示出双
氧化峰．在0．1Ｖ·ｓ－1扫速下�Ｉ、ＩＩ氧化峰电位分
别为0．78Ｖ和1．08Ｖ．据文献 ［22］�氧化峰Ｉ可
能为鸟嘌呤碱基的氧化�而氧化峰ＩＩ则可能是腺
嘌呤的氧化．如以两峰的峰电流各对扫速的平方
根作图�也可以获得良好的线性关系 （见图1ｂ插
图 ）�表明这两个氧化反应均受扩散过程的影响．

图2示出ＤＮＡ在不同ｐＨ值的缓冲液中的微
分脉冲伏安曲线．由图可见�其氧化峰电位 （Ｅｐ）
随溶液ｐＨ值增大而逐渐负移．而在中性或碱性溶
液中�微分脉冲曲线呈现两个氧化峰．其中�第1
氧化峰电位 Ｅｐ与溶液 ｐＨ值呈很好的线性关系

（见图2插图 ）�斜率－57ｍＶ·ｐＨ－1�甚接近可逆
质子转移反应的理论值 （－59ｍＶ·ｐＨ－1）�表明
该氧化过程中有质子Ｈ＋的直接参与．在溶液ｐＨ
值较低时�ＤＮＡ的微分脉冲曲线只呈现单个氧化
峰�这可能是因为第2个氧化峰电位较正�处在扫
描电位区间之外的缘故．反应过程可表示如下：

ＤＮＡ－ｎ1ｅ ＤＮＡＯＸ1＋ｎ1Ｈ＋ （1）
ＤＮＡＯＸ1－ｎ2ｅ ＤＮＡＯＸ2＋ｎ2Ｈ＋ （2）

反应式 （1）可能对应于鸟嘌呤碱基的氧化�而反应
式 （2）则表示腺嘌呤的氧化．假设反应电子数 ｎ1
＝ｎ2�那么依据图1中峰ＩＩ峰电流大于峰Ｉ电流�
推测鲱鱼精ＤＮＡ分子中腺嘌呤的含量比鸟嘌呤的

大．
2．2　ＤＮＡ浓度的伏安测定

图3给出了在 ｐＨ＝5．1溶液中 ＤＮＡ于玻碳
电极上的循环伏安曲线随其浓度的变化．对照图
1�图中显示的氧化峰电位随 ＤＮＡ浓度的增大而
正移�而且氧化峰电流 （Ｉｐ�ａ）与 ＤＮＡ浓度 （ＣＤＮＡ ）

呈现很好的线性关系 （0．45～8．2ｍｍｏｌ·Ｌ－1）�相
关系数为0．996（见图3插图 ）�说明该电极过程
主要受ＤＮＡ在溶液中扩散控制．

　图1　0．62ｍｍｏｌ·Ｌ－1ＤＮＡ在 ｐＨ ＝5．1（ａ）和 ｐＨ ＝
7．2（ｂ）缓冲溶液中于玻碳电极上的循环伏安图
插图为氧化峰 （Ｉ或 ＩＩ）电流 （Ｉｐ�ａ）随扫速平方根
（υ1／2）变化关系

Ｆｉｇ．1　Ｃｙｃｌｉｃｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓｏｆ0．62ｍｍｏｌ·Ｌ－1ＤＮＡｉｎ
ｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎｓｗｉｔｈｐＨ＝5．1（ａ） ａｎｄｐＨ ＝7．2
（ｂ）ａｔｔｈｅＧＣｅｌｅｃｔｒｏｄｅ
ｉｎｓｅｔｉｓｐｌｏｔｓｏｆｔｈｅｏｘｉｄａｔｉｖｅｐｅａｋｓ（ＩｏｒＩＩ）ｃｕｒｒｅｎｔ
（Ｉｐ�ａ）ｖｓ．ｓｑｕａｒｅｒｏｏｔｏｆｓｃａｎｒａｔｅ（υ1／2）

2．3　ＤＮＡ与组蛋白的作用
组蛋白属非氧化还原蛋白�不容易发生电化

学氧化或还原．而且实验表明�组蛋白基本不影
响玻碳电极的活性．通常认为�核心组蛋白对ＤＮＡ
损伤能起保护作用 ［1］．图4和图5分别给出在含
有组蛋白的缓冲溶液中ＤＮＡ的微分脉冲曲线．由
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图可见�不管溶液ｐＨ值是5．1还是7．2�ＤＮＡ的
氧化峰电流均随着组蛋白浓度的增大而减小�并
且氧化峰电位逐渐正移．表明组蛋白在一定的浓

度范围内 （0～22．5ｍｇ·Ｌ－1）与ＤＮＡ存在着明显
的相互作用．ＤＮＡ通常显负电性�组蛋白显正电
性�两者可以通过静电作用和分子间的作用力形
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成结合体．两者结合时�组蛋白可以外包ＤＮＡ�使
其反应的电活性点减少�氧化难度增大．ＤＮＡ与
组蛋白之间的结合可以根据以下的荧光测定得到

进一步佐证：借助具有强光致发光性能的多吡啶钌
配合物 ［Ｒｕ（ｂｐｙ）2ｔａｔｐ］2＋ （ｂｐｙ＝2�2＇-联吡啶�ｔａｔｐ
＝1�4�8�9-四氮三联苯 ）作指示剂�测定组蛋白对
ＤＮＡ荧光强度的影响�即如图6所示．由于配合物
中的ｔａｔｐ配体具有较大的共轭平面�能插入ＤＮＡ
碱基对之间 ［24］�因此ＤＮＡ能减弱钌配合物指示剂
的激发态与水分子间的作用�导致钌配合物的荧
光强度增强 （比较曲线1与2）．然而�这种增强作
用随着组蛋白浓度的增大而被减弱 （见曲线2至
5）�表明ＤＮＡ与组蛋白存在明显结合作用．

图6　组蛋白对 ＤＮＡ增强 ［Ｒｕ（ｂｐｙ）2ｔａｔｐ］2＋ （8μｍｏｌ·
Ｌ－1）荧光强度的影响
曲线2至5的ＣＤＮＡ为0．2ｍｍｏｌ·Ｌ－1�组蛋白浓度／
ｍｇ·Ｌ－1：1）0�2）0�3）1．0�4）3．0�5）10．0

Ｆｉｇ．6　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｉｓｔｏｎｅｏｎｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆ［Ｒｕ
（ｂｐｙ）2ｔａｔｐ］2＋ （8μｍｏｌ·Ｌ－1） ｅｎｈａｎｃｅｄｂｙＤＮＡ
ＤＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ：200μｍｏｌ�ｈｉｓｔｏｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａ-
ｔｉｏｎｓ／ｍｇ·Ｌ－1：1）0�2）0�3）1．0�4）3．0�5）
10．0

3　结　论
组蛋白在ＤＮＡ损伤和修复中扮演着重要的角

色．本文结合荧光光谱法应用电化学技术研究发
现�鲱鱼精ＤＮＡ能与组蛋白结合�导致氧化电位
正移�氧化电流减小�减弱ＤＮＡ对钌配合物荧光强
度的增强作用以及减少ＤＮＡ氧化损伤．
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