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摘  要: 有机小分子与 DNA 相互作用机理研究已经成为药物作用机理研究与新药筛选的重要手段之一。槲皮素 

(Quercetin) 是一种多羟基黄酮类化合物，具有抗癌、抗炎、抗菌、抗病毒、降糖降压、免疫调节及保护心血管的

作用。实验研究的目的是发现与确认槲皮素与 DNA 之间是否具有相互作用，以及确定其相互作用的类型。根据

荧光光谱法和共振散射荧光光谱法的分析结果，发现槲皮素与鲱鱼精 DNA 之间存在相互作用；使用紫外-可见分

光光度法和荧光偏振分析，发现槲皮素与鲱鱼精 DNA 之间的相互作用模式不属于嵌插作用，而是沟槽嵌合或者

静电相互作用；最后通过分子对接实验，成功佐证槲皮素与鲱鱼精 DNA 之间的相互作用模式是沟槽结合。该工

作有利于理解槲皮素与 DNA 之间的体外作用方式，助力于相应疾病的药物开发。 
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Interaction between quercetin and DNA 
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Abstract:  Studies on the interaction between small organic molecules and DNA are important means to explore drug 

mechanism and new drugs. Quercetin is a polyhydroxy flavone compound with activities such as anti-cancer, 

anti-inflammatory, antibacterial, antiviral, hypoglycemic and anti-hypertensive, immunomodulation and cardiovascular 

protection. Experimental studies aim at confirming if an interaction exists between quercetin and DNA, and determining the 

type of interaction. The interaction between quercetin and herring DNA can be detected by fluorescence spectrometry and 

resonance scattering fluorescence spectrometry analysis. The mode of the interaction between quercetin and herring DNA can 

be detected by UV-Vis spectrophotometry and fluorescence polarization analysis. This review helps understand the in vitro 

interaction between quercetin and DNA, and assist the development of drugs for corresponding diseases. 
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DNA 是生命体最重要的 4 种生物大分子之

一，是遗传信息的载体和基因的物质基础，它在

生命体的组成发展与存活中占有举足轻重的地

位。有机小分子，尤其是药物分子与 DNA 之间

·医药生物技术·
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的相互作用，在分子生物学高度发展的今天，已

是疾病治疗与药物设计的重要研究方向，因为有

机小分子在体内结合 DNA 后可能影响相应基因

的表达。本文的研究也是基于这样的研究热点，

设计出对有机小分子的分析流程或者分析模型，

用来检测它们与 DNA 之间的相互作用，完成有

机小分子在分子水平与 DNA 的相互作用模式分

析。本文选用槲皮素和鲱鱼精 DNA 作为研究对

象，发现二者间存在相互作用并证明了二者体外

相互作用的结合模式，也同时证明了本文所采用

的光谱学结合分子对接分析的研究策略，对于研

究有机小分子与 DNA 之间的体外作用方式是行

之有效的。 

既往的研究结果认为：当有机小分子与 DNA

发生嵌插作用时，其二者结合反应后的紫外可见

吸收光谱对各自的紫外-可见吸收光谱的最大吸

收峰发生红移或蓝移[1-6]，且存在增色效应或者减

色效应[5-10]。当药物分子与 DNA发生静电作用时，

不会改变紫外-可见吸收光谱的最大吸收峰相应

波长，只改变吸收强度[9,11]。因而紫外-可见吸收

光谱法是可以独立作为 DNA 与有机小分子相互

作用模式判断的凭据。 

此外，利用 Turro 等以及 Liu 等使用荧光光

谱法的研究，说明了有机小分子与 DNA 之间相

互作用前后，荧光强度的变化可以作为 DNA 与

有机小分子相互作用存在的证据[12-13]。 

电化学分析方法通过研究有机小分子存在与

否对体系伏安特性的影响，来判断 DNA 与有机

小分子之间的相互作用[14-20]，获得结合位点与结

合常数之类的信息，通过信息的进一步处理得出

相互作用性质转变过程及相互作用模式[21-26]；生

物学方法，尤其是凝胶电泳法所获得的药物与

DNA 结合的动力学数据可以辅助判断 DNA 的结

合位点[26-28]，Fiel 等[29]认为嵌插作用会导致有机

小分子与 DNA 结合的复合物电泳迁移率明显降

低，而二者之间若只是静电作用则对凝胶电泳的

迁移率影响不大。 

1  材料与方法 

超纯水 (Ultrapure water，UP 水)，电阻率是

18.25 兆欧，测量时室温为 16 ℃，pH 6.91 (取 3 次

测量的平均值)；磷酸二氢钠-磷酸氢二钠缓冲液 

(0.19 mol/L 磷酸二氢钠+0.16 mol/L 磷酸氢二钠)

的 pH 为 6.97 (取 3 次测量的平均值)，该缓冲液

使用 UP 水配置，磷酸二氢钠与磷酸氢二钠为分

析纯；槲皮素，编号 4951-10，鲱鱼精 DNA，编

号 D3159-10G 购自 Sigma 公司。 

有关实验材料的说明：槲皮素与鲱鱼精 DNA

在使用前没有进行进一步纯化。使用的鲱鱼精

DNA 的 260/280 nm 紫外吸光度的比率是 1.89，表

明该鲱鱼精 DNA 样品基本不存在蛋白质污染[30]。

鲱鱼精 DNA 样品的储备液使用 UP 水配置，终浓

度 6 g/L。槲皮素样品的储备液使用无水乙醇配

置，终浓度 1.99×10–2 mol/L，所用无水乙醇为分

析纯。每次实验使用的鲱鱼精 DNA 储备液、槲

皮素储备液以及其他试剂都是新鲜配置的。 

主要使用的器材设备如下：日立 F-7000 荧光

分光光度仪；Varian CARY-100 Bio 紫外-可见分光

光度计；石英比色皿；微量移液器 (100–1 000 µL)，

微量移液器 (2–20 µL)，微量移液器 (0.1–1.0 µL)；

微量注射器；1 mL 枪头，20 µL 枪头；1 µL 枪头；

擦镜纸。 

1.1  鲱鱼精 DNA 储备液的配置 

鲱鱼精 DNA 的储备液是使用 6 mg 鲱鱼精

DNA 用 UP 水定容至 1 mL 配制而成的，终浓度

为 6 g/L。配置时首先将 1.5 mL EP 管用 UP 水洗净

再用干净的称量纸包裹，再在 65 ℃烘箱中烘干。

称量鲱鱼精 DNA 样品时首先将准备好的 1.5 mL 

EP 管置于 10 万分之一的电子天平上清零，然后

用准备好的蓝色枪头沾取 6 mg 鲱鱼精 DNA 样品

并将其置于 1.5 mL EP 管内。使用 0–1 000 µL 微

量移液器移取 UP 水至准备好的鲱鱼精 DNA 样品

中定容至 1 mL，混匀。得到终浓度为 6 g/L 鲱鱼

精 DNA 储备液。 
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1.2  槲皮素储备液的配置 

终浓度 1.99×10–2 mol/L 的槲皮素储备液的配

置方法与上述鲱鱼精 DNA 储备液的配置方法相

同。但是考虑到槲皮素在 UP 水中溶解度非常低，

所以本文选取了分析纯的无水乙醇溶解槲皮素，

来进行槲皮素的储备液配置。已经有文献表明虽

然在有机小分子-DNA 复合物的溶液中，终浓度

高于 70%的乙醇会影响 DNA 的构象，使其从 B

型构象转变为 A 型[31]，但是终浓度低于 25%的乙

醇并不会影响 DNA 的构象[32]。本文在接下来的

实验中使用的槲皮素储备液所引入的乙醇量非常

少，因此不影响 DNA 构象。 

1.3  分子对接实验方法 

本试验采用 Discovery Studio 4.1 进行分子对

接研究。对接的对象选择了 B 型 DNA 的十二聚

物，序列为 d (CAGTACGCTACG)，槲皮素的结

构挑选自 Drug-Bank。使用的分析流程是 cdocker

流程，该流程会通过考核槲皮素与 B 型 DNA 十

二聚体上相应对接区域的几何形状互补特征进行

配对，考察能量互补特征进行匹配，最后输出不

同构象条件的槲皮素与鲱鱼精 DNA 结合前后其

吉布斯自由能的状态，从而挑选能量条件最优的

个体。 

本实验主要目的是验证槲皮素与鲱鱼精

DNA 之间是否存在相互作用以及这种相互作用

的模式是哪一种，对接的 B 型 DNA 作为刚性受

体与不同的构象状态的槲皮素小分子进行分子对

接，最终结果显示出槲皮素与该 B 型 DNA 十二

聚体是否能够产生相互作用，以及这种相互作用

的类型，经计算得出槲皮素与 DNA 对接前后吉

布斯自由能的变化量，以供与上述其他光谱学实

验相互印证。 

2  结果与分析 

荧光光谱分析，通过比较鲱鱼精 DNA 与槲

皮素混合前后的发射光变化，认为鲱鱼精 DNA

与槲皮素存在体外相互作用。共振散射荧光光谱实

验分别控制槲皮素或者鲱鱼精 DNA 的终浓度不

变：控制槲皮素浓度不变的实验中，槲皮素终浓度

1×10–4 mol/L，鲱鱼精 DNA 终浓度 6×10–3 g/L、

1.2×10–2 g/L 、 1.8×10–2 g/L 、 2.4×10–2 g/L 和  

3×10–2 g/L；在控制鲱鱼精 DNA 终浓度不变的实验

中，鲱鱼精 DNA 终浓度 4×10–3 g/L，槲皮素终浓度

6.6×10–6 mol/L、1.32×10–5 mol/L、1.98×10–5 mol/L、

2.64×10–5 mol/L 和 3.3×10–5 mol/L；紫外可见分光

光度法实验采用的是固定鲱鱼精 DNA 终浓度

4×10–2 g/L，逐次滴加入槲皮素使其终浓度依次达到

1.98×10–5 mol/L、3.97×10–5 mol/L、5.95×10–5 mol/L、

7.94×10–5 mol/L 和 9.92×10–5 mol/L 的试验方法，

获得相对应浓度的槲皮素的紫外-可见吸收光谱；

荧 光 偏 振 实 验 中 ， 固 定 槲 皮 素 终 浓 度 为  

9.92×10–5 mol/L (对应储备液体积 15 µL)，鲱鱼精

DNA 终浓度分别为 0 g/L (对应储备液体积 0 µL)、

6×10–3 g/L (对应储备液体积为 3 µL)、1.2×10–2 g/L 

(对应储备液体积为 6 µL)、1.8×10-2 g/L (对应储备

液体积为 9 µL)、3×10–2 g/L (对应储备液体积为

15 µL)，研究固定槲皮素终浓度，随着鲱鱼精 DNA

的浓度增加，总体系偏振度的变化；最后通过分

子对接实验佐证光谱学结论——槲皮素与 DNA

之间的体外相互作用属于沟槽嵌合。 

2.1  荧光光谱分析 

通过三维荧光光谱的扫描结果预实验并结合

文献观点，本文选取了激发光波长 280 nm，发射

光波长为 467 nm。三维荧光光谱扫描的参数设定

为：激发光的范围 220–660 nm，发射光的范围是

240–680 nm，狭缝宽度均为 5 nm，光电倍增管的

电压为 820 V。获得的三维荧光光谱中，UP 水、

加入槲皮素储备液的 UP 水  (槲皮素终浓度

6.61×10–5 mol/L) 以及加入鲱鱼精 DNA 的 UP 水 

(鲱鱼精 DNA 终浓度 3×10–2 g/L) 在 280 nm 激发

光条件下，在 467 nm 发射光处没有明显的荧光特

征峰，但是在鲱鱼精 DNA 溶液中加入槲皮素 (鲱
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鱼精 DNA 终浓度 3×10–2 g/L，槲皮素终浓度

7.94×10–5 mol/L) 充分混合并静置 10 min 之后的

混合溶液，在 280 nm 的激发光条件下产生了在

467 nm 发射光波长处的较为明显的荧光特征峰。

这与文献结论相一致。所以，本文选择激发光波

长为 280 nm，观察固定槲皮素浓度，改变体系中

的鲱鱼精 DNA 终浓度后的 467 nm 处的荧光特征

峰的变化，来初步确定槲皮素与鲱鱼精 DNA 体

外相互作用的存在。三维荧光光谱预实验结果如

图 1–4 所示。 

荧光光谱法是以槲皮素能够光致发光为前

提，设定 280 nm 激发光，能够获得其 310 nm 处

的特征发射波长，而其在 467 nm 处左右发射光相

对微弱 (图 5)。 

在已经加有槲皮素  (终浓度 1×10–4 mol/L) 

的总体系中加入不同终浓度的鲱鱼精 DNA (鲱鱼

精 DNA 终浓度分别为 6×10–3 g/L、1.2×10–2 g/L、

1.8×10–2 g/L、2.4×10–2 g/L 和 3×10–2 g/L，形成混 

 

 
 
图 1  6.61×10–5 mol/L 槲皮素的三维荧光光谱结果 
Fig. 1  Three-dimensional fluorescence spectrum of 6.61×10–5 mol/L quercetin at the emitted wavelength of 467 nm 
and the fluorescence intensity of 40.39 a.u. at the excitation wavelength of 280 nm. 

 

 
 
图 2  水的三维荧光光谱结果 
Fig. 2  Under the condition of 280 nm excitation light wavelength, the result of three-dimensional fluorescence 
spectrum was obtained at 467 nm emitting light wavelength and the fluorescence intensity was 11.71 a.u.. 
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图 3  3×10–2 g/L 鲱鱼精 DNA 的三维荧光光谱结果 
Fig. 3  Three-dimensional fluorescence spectrum of 3×10–2 g/L herring sperm DNA at the excitation wavelength of  
280 nm and the emitted wavelength of 467 nm, with an fluorescence intensity of 252.6 a.u.. 
 

 
 

图 4  3×10–2 g/L DNA+7.94×10–5 mol/L 槲皮素的三维荧光光谱结果 
Fig. 4  3×10–2 g/L DNA+7.94×10–5 mol/L quercetin at the excitation wavelength of 280 nm, the three-dimensional 
fluorescence spectrum at the emitted wavelength of 467 nm, with an fluorescence intensity of 437.8 a.u.. 
 

合体系分别经过 10 min 的反应时间以使得槲皮素

与 DNA 充分结合) 后，混合体系的荧光光谱曲线

中出现了 467 nm 附近处的特征荧光峰，并且这一

特征荧光强度会随着混合体系中鲱鱼精 DNA 终

浓度的增加而增大，而在仅有槲皮素的体系中这

一特征荧光峰比较微弱，如表 1 所示。将相对应

终浓度的纯的鲱鱼精 DNA (鲱鱼精 DNA 终浓度

分别为 6×10–3 g/L、1.2×10–2 g/L、1.8×10–2 g/L、

2.4×10–2 g/L 和 3×10–2 g/L) 用 UP 水定容至 3 mL

的体系，荧光光谱结果表明，鲱鱼精 DNA 在 310 nm

和 350 nm 附近处存在特征荧光峰，而在 467 nm

处的荧光强度较低 (图 6)。所以，综合以上结论，

推测槲皮素与 DNA 存在相互作用，并且生成了在

实验参数条件为 280 nm 激发光、稳压 820 V、    

两个狭缝宽度均为 5 nm 时具有 467 nm 附近特征

荧光峰的新的复合物。 
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图 5  槲皮素与不同浓度 DNA 结合后的荧光光谱 
Fig. 5  The fluorescence spectrum of quercetin combined with different concentrations of DNA. The final 
concentration of quercetin used was 1×10–4 mol/L. The final DNA concentrations of herring sperm used were 0 g/L, 
6×10–3 g/L, 1.2×10–2 g/L, 1.8×10–2 g/L, 2.4×10–2 g/L and 3×10–2 g/L, respectively. 
 
 
表 1  280 nm 激发光条件下固定浓度的槲皮素结合不同浓度鲱鱼精 DNA 的混合溶液在 467 nm 处的特征峰强度 
Table 1  The characteristic peak intensity at 467 nm of the mixed solution of quercetin and herring sperm DNA 
under 280 nm excitation light 
The mixed solution of quercetin and herring sperm DNA (mol/L) Wavelength (nm) Intensity (a.u.) 

9.92×10–5 mol/L quercetin 467 91.02 

9.92×10–5 mol/L quercetin+6.0×10–3 g/L DNA 467 105.9 

9.92×10–5 mol/L quercetin+2.0×10–2 g/L DNA 467 126.9 

9.92×10–5 mol/L quercetin+1.8×10–2 g/L DNA 467 156.9 

9.92×10–5 mol/L quercetin+2.4×10–2 g/L DNA 467 194.0 

9.92×10–5 mol/L quercetin+3.0×10–2 g/L DNA 467 226.7 

 
 

 
 
图 6  不同浓度鲱鱼精 DNA 的荧光光谱 
Fig. 6  Fluorescence spectra of different concentrations of herring sperm DNA. The final concentrations of herring 
sperm DNA were 0 g/L, 6×10–3 g/L, 1.2×10–2 g/L, 1.8×10–2 g/L, 2.4×10–2 g/L and 3×10–2 g/L, respectively. 
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通过比较纯的槲皮素与纯的鲱鱼精 DNA 在

自身的特征荧光光谱以及二者混合反应充分之后

的特征荧光光谱后发现，鲱鱼精 DNA 在与槲皮

素混合反应充分之后其在 310 nm 与 350 nm 处的

特征吸收峰发生了明显的减色效应，如表 2 和  

表 3 所示。考虑到槲皮素 DNA 扁平的小分子共

轭结构比较适合于嵌插进 DNA 碱基或者结合在

鲱鱼精 DNA 的沟槽之中，对这一减色效应的原

因推测有二。 

其一，槲皮素通过静电相互作用、共价相互

作用、嵌插作用或者沟槽相互作用 (这几种作用

方式互不排斥可以共存) 与鲱鱼精 DNA 结合使

得新产生的鲱鱼精 DNA-槲皮素复合物共轭程度

增大，并通过鲱鱼精 DNA 的大量的共轭体系吸

收较高能量的光量子，通过共振体系的传递利用

新生成的复合物的光致发光效应产生了新的波长

更长能量更低的发射光，同时，这一新生成的复

合物的共振体系将原本纯槲皮素 DNA 产生的荧

光光量子 (310 nm 与 350 nm 附近) 也吸收了。这

一结论依赖于槲皮素与鲱鱼精 DNA 较低的结合

常数。 

其二，槲皮素与鲱鱼精 DNA 形成复合物的方

式依赖于纯鲱鱼精 DNA 上的能够产生 310 nm 附

近与 350 nm 附近特征荧光峰的共振环结构，并且

通过槲皮素与鲱鱼精 DNA 这种结合作用，产生

了共振程度更大的复合物体系，这使得原先在纯

鲱鱼精 DNA 荧光图谱中 310 nm 和 350 nm 处的

荧光峰发生强烈的减色效应，而在原先纯鲱鱼精

DNA 并不存在荧光峰的 467 nm 处产生了比

310 nm 和 350 nm 处波长更长能量更低的荧光峰，

这种推测不需要槲皮素与鲱鱼精 DNA 存在很低

的结合常数。需要补充说明的是，槲皮素储备液

虽然使用无水乙醇作为溶剂进行配置，但荧光光

谱检测时由于其含量微乎其微，并且无水乙醇自

身的荧光光谱结构在本实验内各种缓冲体系中作

为本底已经被比较并消除，所以并不影响反应混

合物各自的物理化学特征，也不会影响鲱鱼精

DNA 的 B 型双螺旋结构或者最终的分析结果。槲

皮素与不同终浓度鲱鱼精 DNA 混合反应后的荧

光光谱在 310 nm 处对纯槲皮素自身荧光光谱在

310 nm 处特征峰的增色效应，很可能是由于大量

加入鲱鱼精 DNA 引起的，并且这一对槲皮素自

身荧光光谱在 310 nm 处的增色效应，相对于纯鲱

鱼精荧光光谱 310 nm 处特征峰是减色效应。 

基于以上的实验结论，可以进行进一步实验

论证，来辨明槲皮素与 DNA 之间的相互作用模

式究竟属于哪一种。并探讨这种被动观测到的槲

皮素与鲱鱼精 DNA 之间的低选择性结合的光谱 
 

表 2  280 nm 激发光条件下，不同浓度鲱鱼精 DNA

在 350 nm 处特征峰强度 
Table 2  Characteristic peak strength of herring 
sperm DNA at 350 nm at different concentrations 
under 280 nm excitation 

Herring sperm DNA 
(mol/L) 

Wavelength 
(nm) 

Intensity 
(a.u.) 

6.0×10–3 g/L DNA 350 435.8 

1.2×10–2 g/L DNA 350 610.7 

1.8×10–2 g/L DNA 350 760.3 

2.4×10–2 g/L DNA 350 865.0 

3.0×10–2 g/L DNA 350 960.6 

 

表 3  280 nm 激发光条件下，槲皮素结合不同浓度鲱鱼精 DNA 在 350 nm 处特征峰强度 
Table 3  The characteristic peak strength of quercetin binding to herring sperm DNA at 350 nm in different 
concentrations under 280 nm excitation 

The mixed solution of quercetin and herring sperm DNA (mol/L) Wavelength (nm) Intensity (a.u.) 

9.92×10–5 mol/L quercetin+6.0×10–3 g/L DNA 350 190.6 

9.92×10–5 mol/L quercetin+1.2×10–2 g/L DNA 350 246.3 

9.92×10–5 mol/L quercetin+1.8×10–2 g/L DNA 350 310.9 

9.92×10–5 mol/L quercetin+2.4×10–2 g/L DNA 350 368.6 

9.92×10–5 mol/L quercetin+3.0×10–2 g/L DNA 350 400.1 
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现象是否会存在于其他光谱学方法中。另外，仅

仅根据荧光光谱的实验结论，不能够排除槲皮素

与鲱鱼精 DNA 的结合导致 DNA 双螺旋构象改变

的情况。这种构象的改变可能导致鲱鱼精 DNA

原本在 280 nm 激发光条件下，310 nm 和 350 nm

处的荧光特征峰产生减色效应，而新生成的槲皮

素-鲱鱼精 DNA 复合物作为一个新产物的整体，

其变化了的三级结构将对其自身的荧光特性产生

重要的影响。如果这种三级结构改变较为明显，

DNA 构象变化很大，槲皮素与鲱鱼精 DNA 之间

的结合可以是静电相互作用、嵌插作用、沟槽结合、

共价相互作用，或者它们之中的几种相互作用方式

并存。尤其是，本实验的目的之一就是研究槲皮素

对抗癌、抗炎、抗菌、抗病毒、降糖降压、免疫调

节及保护心血管的作用机理，造成这种药物作用结

果的可能原因之一，是槲皮素与 DNA 的结合导致

DNA 构象的转变，三级结构发生重要变化，影响

DNA 作为转录模板的功能。最值得注意的是，按

照这种推测，槲皮素与鲱鱼精 DNA 之间的相互作

用所产生的槲皮素-鲱鱼精 DNA 复合物，可以在不

产生明显的共轭程度增强的前提下，仍旧产生荧光

波长为 467 nm 附近的特征峰。 

因此，认为荧光光谱法的实验结果比较明确

地显示了槲皮素与鲱鱼精 DNA 存在体外相互作

用，并且在结合后对鲱鱼精 DNA 在 350 nm 处的

特征峰产生了明显的减色效应，在 467 nm 附近处

荧光特征峰对槲皮素本身产生了明显的增色效

应。同时，也对槲皮素与鲱鱼精 DNA 之间的相

互作用模式验证提出了新的要求，因为基于本次

荧光光谱法的实验结果，并不能够明确表示出槲

皮素与鲱鱼精 DNA 之间存在哪一种相互作用，

只能够对这类相互作用模式提出推测。  

2.2  共振散射荧光光谱分析 
本实验检测鲱鱼精 DNA 在加入不同浓度的槲

皮素之后其共振散射荧光光谱的变化，旨在佐证荧

光光谱的实验结果：槲皮素与鲱鱼精 DNA 的确存

在相互作用，而且这种相互作用很可能是可以增加

体系的共轭程度的。所以，使用共振散射荧光光谱

法检测，在固定鲱鱼精 DNA 终浓度 4×10–3 g/L   

(检测总体系为 3 mL 不足部分用 UP 水补足)，改

变 槲皮素终 浓度  ( 分 别为 6.6×10–6 mol/L 、

1.32×10–5 mol/L、1.98×10–5 mol/L、2.64×10–5 mol/L

和 3.3×10–5 mol/L)。获得的共振散射荧光光谱，

如图 7 所示。 

 

 
 
图 7  使用共振散射荧光光谱法进行分析 
Fig. 7  Resonance scattering fluorescence spectroscopy was used for the analysis. The final DNA concentration of herring 
sperm was 4×10–3 g/L. The final concentrations of quercetin were 6.6×10–6 mol/L, 1.32×10–5 mol/L, 1.98×10–5 mol/L, 
2.64×10–5 mol/L and 3.3×10–5 mol/L, respectively. 
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随着槲皮素终浓度的增加，总体系的共振散

射荧光光谱在 439 nm 处的特征峰强度逐渐增大，

如图 8 所示。 

这首先说明了槲皮素与鲱鱼精 DNA 之间存

在明显的相互作用，考虑槲皮素的加入使得鲱鱼

精 DNA 的粒子体积逐渐增大，这种粒子体积的

增大可能是由于鲱鱼精 DNA 的大沟与槲皮素相 
 

 
 

图 8  共振散射荧光光谱 (439 nm 处) 
Fig. 8  Interaction between quercetin and DNA by 
resonance scattering fluorescence spectroscopy. The final 
DNA concentration of herring sperm used in this 
experiment was 4×10–3 g/L. The final concentrations of 
quercetin were 6.6×10–6 mol/L, 1.32×10–5 mol/L, 
1.98×10–5 mol/L, 2.64×10–5 mol/L and 3.3×10–5 mol/L, 
respectively. The ordinate in the picture is the light 
intensity and the abscissa is the number of samples from 
low concentration to high concentration. 

结合所导致的，这种结合键合力类型可能是疏水

相互作用、氢键或者静电相互作用。其次，这种

相互作用所导致的直接结果是槲皮素 -鲱鱼精

DNA 复合物的形成，也就是在固定鲱鱼精 DNA

终浓度 4×10–3 g/L (检测总体系为 3 mL 不足部分

用 UP 水补足 )，改变槲皮素终浓度  (分别为

6.6×10–6 mol/L、1.32×10–5 mol/L、1.98×10–5 mol/L、

2.64×10–5 mol/L 和 3.3×10–5 mol/L)的情况下，溶

液当中粒子体积不断增大，粒子的生色团电耦合

程度增加，电子离域程度增大，混合溶液的共振

散射光谱中 439 nm 处特征峰强度因而不断增大。 

2.3  紫外分光光度法分析 
基于荧光光谱法与共振散射荧光光谱的实验

结论，可以认为槲皮素与鲱鱼精 DNA 之间是存

在相互作用的。所以在对紫外-可见分光光度法的

实验结论的分析中倾向于寻找槲皮素与鲱鱼精

DNA 之间相互作用的模式。实验采用的是固定鲱鱼

精 DNA 终浓度为 4×10–2 g/L，逐次滴加入槲皮素使其

终浓度依次达到 1.98×10–5 mol/L、3.97×10–5 mol/L、

5.95×10–5 mol/L、7.94×10–5 mol/L 和 9.92×10–5 mol/L，

获得的紫外吸收光谱，如图 9 所示。 
 

 
 

图 9  紫外-可见分光光度法分析槲皮素与鲱鱼精 DNA 的相互作用 
Fig. 9  The interaction between quercetin and herring sperm DNA was analyzed by ultraviolet spectrophotometry. In 
the experiment, the final concentration of herring sperm DNA was fixed at 4×10–2 g/L and quercetin was added dropwise 
to make the final concentration reach 1.98×10–5 mol/L, 3.97×10–5 mol/L, 5.95×10–5 mol/L, 7.94×10–5 mol/L and 
9.92×10–5 mol/L, respectively. 
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理论上 DNA 自身在 260 nm 附近处具有比较

强烈的光吸收，经实验测定终浓度为 4×10–2 g/L

的鲱鱼精 DNA 的紫外-可见吸收光谱在 259 nm处

达到最大光吸收 0.84 ABS。终浓度 4×10–2 g/L 的

鲱鱼精 DNA 在加入了不同终浓度的槲皮素之后，

其 260 nm 附近处的紫外光吸收明显增强，而鲱鱼

精 DNA 在该处吸光度的增强值并不等于槲皮素

在该处自身的紫外光吸收，说明槲皮素与鲱鱼精

DNA 的确存在相互作用，并且这种相互作用产生

了一种新的槲皮素-鲱鱼精 DNA 复合物，这种复

合物在 260 nm 附近处有比相应浓度的槲皮素和

鲱鱼精 DNA 都更加强烈的紫外光吸收。通常认

为有机小分子的加入如果引起了 DNA 吸光度发

生强烈的增色或者减色效应，那么这种有机小分

子与 DNA 之间可能是存在静电相互作用的。通

过对鲱鱼精 DNA 结合不同终浓度槲皮素之后的

紫外吸收光谱与鲱鱼精 DNA 自身的紫外吸收光

谱在 260 nm 附近的最大吸收波长的比对，发现在

固定终浓度的鲱鱼精 DNA 中加入不同终浓度的

槲皮素会使得最大吸收波长发生不同程度的蓝

移；而这一新产生的复合物的紫外光谱在该处的

最大吸收波长对于相应浓度的槲皮素则发生了不

同程度的红移。如表 4 所示。 

对这一结果的分析，主要考虑槲皮素与鲱鱼

精 DNA 之间的相互作用可能具有比较低的选择

性，这使得在混合溶液体系中存在各种分别具有

微弱结构差异 (结合方式与结合强度) 的槲皮素-

鲱鱼精 DNA 复合物，也就使得该复合物的紫外-

可见光谱结果受到不同程度跨环效应的影响。又

由于跨环效应要求两个或数个发色基团虽然不共

轭，但由于空间的排列，使它们的电子云仍能相

互影响，这就要求槲皮素的相对刚性的环结构与

鲱鱼精 DNA 的共轭碱基具有一定的相对取向以

及相当近的距离，因此要求槲皮素与鲱鱼精 DNA

之间存在一定程度的沟槽相互作用。槲皮素与鲱

鱼精 DNA 之间的这种沟槽结合又进一步把鲱鱼

精 DNA 的沟槽“撑开”，使得鲱鱼精 DNA 在加入

了不同浓度的槲皮素并充分反应之后，在 260 nm

附近处的紫外光吸收显著增加。基于上述的结果

分析，推测槲皮素与鲱鱼精 DNA 之间可能存在

沟槽结合或静电相互作用。但还不能够排除的一

种可能就是槲皮素与 DNA 的结合导致 DNA 构象

的转变，三级结构发生重要变化，影响 DNA 作

为转录模板的功能，最值得注意的是，按照这种

推测，槲皮素与鲱鱼精 DNA 之间的相互作用所

产生的槲皮素-鲱鱼精 DNA 复合物，可以在不产

生明显的静电相互作用与特征性的沟槽结合的前

提下，以较为复杂与低选择性的相互作用模式，

生成新的槲皮素-鲱鱼精 DNA 复合物，同样有可

能获得上述紫外-可见分光光度法的实验结果。因

此，对于槲皮素与鲱鱼精 DNA 之间的相互作用

模式需要借助其他实验方法进行辅助推断。假若 

 
表 4  鲱鱼精 DNA 结合不同浓度槲皮素后最大吸收峰所在波长发生蓝移或者红移 
Table 4  The wavelength of the maximum absorption peak of herring sperm DNA combined with different 
concentrations of quercetin shifted blue or red 

The mixed solution of quercetin and herring 
sperm DNA (mol/L) 

Maximum absorption 
wavelength (nm) 

Relative DNA 
displacement after 

binding (blue shift) (nm) 

Relative quercetin 
displacement after binding

(red shift) (nm) 

4×10–2 g/L DNA 259 0 / 

5.95×10–5 mol/L quercetin 254 / 0 

4×10–2 g/L DNA+1.98×10–5 mol/L quercetin 257 2 3 

4×10–2 g/L DNA+3.97×10–5 mol/L quercetin 256 3 2 

4×10–2 g/L DNA+5.95×10–5 mol/L quercetin 256 3 2 

4×10–2 g/L DNA+7.94×10–5 mol/L quercetin 255 4 1 

4×10–2 g/L DNA+9.92×10–5 mol/L quercetin 255 4 1 
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按照前一种情况来推断，即假设槲皮素与鲱鱼精

DNA 之间的相互作用可能是明显的沟槽结合或

静电相互作用 (考虑到槲皮素较为刚性的小分子

结构，这一推论更为可信)，根据 Knakis 的方法[33]

可以对槲皮素 (Quercetin，QUE) 与鲱鱼精 DNA

之间的相互作用进行如下运算： 

:DNA QUE DNA QUE                (1) 

其中 DNA 代表与槲皮素结合的一个寡聚脱氧

核糖核酸双链片段，QUE 代表一个单位的槲皮素。 

 
DQ

D Q

C
K

C C


    

                      (2)

 
其中 CDQ，CD，CQ，分别是槲皮素与鲱鱼精

DNA 复合物的浓度，鲱鱼精 DNA 的浓度以及槲

皮素的浓度。K 是 (1) 中所描述反应的平衡常数。 

Beer lambert 法则对消光系数的要求是假定

消光系数本身是依据配基的结合会减少吸光度的

原理。 

D D0 DQC C C 
                      (3) 

0
DQ

DQ

A A
C

L



                         (4)

 
和 

0
DQ

D

A
C

l


  
                        (5)

 
在该式中的 CD0 是纯鲱鱼精 DNA 的浓度，

A0 和 A 是纯鲱鱼精 DNA 与在当前槲皮素浓度之

下的混合液的 260 nm 处的吸光度。εD 和 εDQ 分别

是鲱鱼精DNA和槲皮素-鲱鱼精DNA复合物的摩

尔消光系数。l 是比色皿的光程 (1 cm)。 

将上述 CD 和 CDQ 带入 (2) 式得 

0 D D

0 DQ DQ Q

1A

A A K C

 
 

  
 

            (6)
 

令 1/(A–A0)对 1/CC 做双倒数图像，如图 10

所示。 

于是可以得到线性结果，并且能够通过计算

截距与斜率的比值求出结合常数 (K=2 203)。 

将 K 值代入公式： 

lnΔG RT K                         (7) 
其中，∆G 是反应前后的吉布斯自由能变化

量，R 是气体常数 1.98 cal/(mol·K)，T 是测量时

温度 289 K。 

经计算得到槲皮素与鲱鱼精 DNA 结合后所

得的槲皮素-鲱鱼精 DNA 复合物对应反应物的吉

布斯自由能变化量约为：∆G=–4.4 kcal/mol。 

本实验以紫外-可见吸收光谱的光吸收程度

的变化，在固定鲱鱼精 DNA 终浓度不变的情况

下，对不同的槲皮素终浓度做线性回归，如图 11

和图 12 所示。 

 

 
 
图 10  采用的鲱鱼精 DNA 终浓度固定为 4×10–2 g/L 
Fig. 10  The final DNA concentration of herring sperm was fixed at 4×10–2 g/L. The final concentrations of quercetin 
were 1.98×10–5 mol/L, 3.97×10–5 mol/L, 5.95×10–5 mol/L, 7.94×10–5 mol/L and 9.92×10–5 mol/L, respectively. 
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图 11  槲皮素 254 nm 线性回归分析 
Fig. 11  Linear regression analysis of characteristic peak 
of quercetin at 254 nm. The final concentration of herring 
sperm DNA was fixed at 4×10–2 g/L. The final 
concentrations of quercetin were 1.98×10–5 mol/L, 
3.97×10–5 mol/L, 5.95×10–5 mol/L, 7.94×10–5 mol/L and 
9.92×10–5 mol/L, respectively. 
 

 
 
图 12  槲皮素 368 nm 线性回归分析 
Fig. 12  Linear regression analysis of characteristic 
peak of quercetin at 368 nm. The final concentration of 
herring sperm DNA was fixed at 4×10–2 g/L. The final 
concentrations of quercetin were 1.98×10–5 mol/L, 
3.97×10–5 mol/L, 5.95×10–5 mol/L, 7.94×10–5 mol/L and 
9.92×10–5 mol/L, respectively. 
 

2.4  荧光偏振实验分析 

基于前述实验结论，发现槲皮素与鲱鱼精

DNA 之间是存在相互作用的，这种相互作用可能

是沟槽结合或者静电相互作用，结合的选择性不

高，结合力较弱。荧光偏振实验可以有力地佐证

槲皮素与鲱鱼精 DNA 之间的相互作用属于结合

力较弱、选择性相对有限的沟槽结合或者静电相

互作用，如图 13 所示。 

因为在水溶液中，溶液的粘度相对较小，小

分子的旋转运动不太受到限制，这时小分子的运

动相对比较快，荧光偏振值相对较小。随着槲皮

素-鲱鱼精DNA混合总体系中鲱鱼精DNA终浓度 

 
 

图 13  荧光偏振分析 
Fig. 13  Fluorescence polarization analysis. The final 
concentration of quercetin was 9.92×10–5 mol/L and the 
final concentrations of herring sperm DNA was 0 g/L, 
6×10–3 g/L, 1.2×10–2 g/L, 1.8×10–2 g/L and 3.0×10–2 g/L, 
respectively. 

 

的增加，总体系的荧光偏振强度并没有明显的上

升趋势。已经知道当有机小分子与 DNA 之间的

作用模式为嵌插作用或者较强的静电相互作用

时，随着 DNA 的终浓度增加，混合总体系的荧

光偏振值会有较为明显的上升趋势，而当槲皮素

与鲱鱼精 DNA 之间的结合模式为沟槽结合或者

其他的较弱的相互作用，例如与磷酸基团的较弱

的相互作用时，随着鲱鱼精 DNA 终浓度的增加，

荧光偏振度的上升趋势不明显[34]。所以判断槲皮

素与鲱鱼精 DNA 之间的相互作用是沟槽作用模

式或者较弱的静电相互作用模式。该分析选择的

激发光波长是 280 nm，设置波速为 1 200 nm/min。 

2.5  分子对接实验结果分析 

为了明确槲皮素与鲱鱼精 DNA 之间的相互

作用究竟是哪一种，本文采用分子对接实验来进

行佐证。分子对接实验的对象是槲皮素小分子与

B 型 DNA 十二聚体。实验结果表明，槲皮素与鲱

鱼精 DNA 之间的相互作用主要依靠氢键和疏水

相互作用来维系，没有静电相互作用模式的存在。

主要包括槲皮素与鲱鱼精 DNA 沟槽中碱基的相

互作用，即槲皮素的共轭环结构与脱氧核糖核酸

十二聚体的 B 链上的 DG5、DC6 和 DG7 的碱基

共轭环结构之间的疏水相互作用；同时还存在槲

皮素与鲱鱼精 DNA 之间的氢键如槲皮素上的
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H20与DNA十二聚体中的DG5的N7之间的氢键，

槲皮素上的 H31 与 DG7 的 N7 之间的氢键之间的

相互作用。槲皮素与鲱鱼精 DNA 之间发生相互作

用的吉布斯自由能变化量是–5.710 7 kcal/moL，与

紫外-可见分光光度法的计算结果大致相似，因

此，认为分子对接实验结果佐证了上述其他实验

的结论，认为槲皮素与鲱鱼精 DNA 之间的相互

作用模式是沟槽结合 (图 14)。 

 

     
 
图 14  分子对接实验结果显示槲皮素与鲱鱼精 DNA 之间的相互作用模式是沟槽结合 
Fig. 14  Molecular docking experiments revealed that the pattern of interaction between quercetin and herring sperm 
DNA was groove binding. 
 

3  讨论 

根据荧光光谱法和共振散射荧光光谱法的实

验结果，认为槲皮素与鲱鱼精 DNA 之间的确存

在相互作用；通过紫外-可见分光光度法和荧光偏

振实验，可以判断槲皮素与鲱鱼精 DNA 之间的

相互作用模式不属于嵌插作用，而是沟槽嵌合或

者静电相互作用；通过分子对接实验，成功佐证

槲皮素与鲱鱼精 DNA 之间的相互作用模式是沟

槽结合；因此，建立在上述结论之上，荧光光谱

法、共振散射荧光光谱法、紫外-可见分光光度法、

荧光偏振实验以及分子对接实验，这一系列实验

方法组合，将可以作为研究有机小分子与 DNA

之间的体外相互作用的普适而简便的模式化实验

流程。 

本实验从实验结果来看，证明了槲皮素与鲱

鱼精 DNA 之间在体外的确存在相互作用，并且

这一相互作用模式是沟槽结合。与此同时也证明

了本实验选用的实验方法组合切实可行，将可以

用来作为研究有机小分子与 DNA 之间的相互作

用的模式化流程，辅助对有机小分子药理的研究

以及包括中药作用机理的说明和新药的筛选。但

通过本实验挑选的研究方法并不能够说明槲皮素

与鲱鱼精 DNA 之间在人体内的实际过程就一定

是沟槽结合，只能够猜测槲皮素可以通过对鲱鱼

精 DNA 的沟槽进行结合，影响以鲱鱼精 DNA

为代表的 DNA 或者特定的 DNA 序列作为转录

模板的功能，从而达到抑制特定基因片段表达的

效果，影响细胞的功能从而产生抗癌、抗炎、抗

菌、抗病毒、降糖降压、免疫调节及保护心血管

的作用。 
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