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摘　要　三链ＤＮＡ是一种具有众多生理学功能的生物大分子，可用于基因的表达调控，可以作为一种基因疗
法的手段控制基因的转录和调节特定基因的表达。药物小分子与ＤＮＡ的相互作用对于实现小分子的药理功
能并介导相关生理过程都是非常重要的。在过去的几十年里，科学家们付出了很多努力来研究三链核酸的结

合剂，然而报道的比较有效的筛选方法并不多。本文从提高ＴＣ型三链ＤＮＡ稳定性的策略、三链ＤＮＡ与结合
剂相互作用的研究方法的原理及应用、研究方法的展望三方面展开论述。主要阐述了平衡透析法、纳米金比

色法、多种核酸结构混合变温法、离心超滤法、电喷雾直接进样法、液质联用法和光谱学方法（紫外分光光谱、

荧光光谱、圆二色光谱）等几种方法的原理、应用及存在的问题，对小分子配体与三链 ＤＮＡ相互作用的研究
具有重要的意义。
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１９５７年，Ｆｅｌｓｅｎｆｅｌｄ等［１］首次提出三链ＤＮＡ这种特殊的结构。１９６３年，Ｈｏｏｇｅｓｔｅｅｎ等［２］详细地描述

了这种结构，即在双螺旋结构的基础上，第三条寡聚脱氧核苷酸的碱基可通过 Ｈｏｏｇｓｔｅｅｎ氢键配对的方
式结合在双链ＤＮＡ的大沟区，形成三链ＤＮＡ，其中形成三链ＤＮＡ的每条链段必须为全嘌呤序列或全嘧
啶序列，结合于目标双链形成三链 ＤＮＡ的寡聚脱氧核苷酸片段被称为 ＴＦＯｓ（ｔｒｉｐｌｅｘｆｏｒｍｉｎｇ
ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ）。三链ＤＮＡ发现初期，由于没有足够的证据表明三链ＤＮＡ能够在体内存在，其实际的
生物学意义曾一度沉寂，直到 Ｈｅｌｅｎｅ等［３４］证实三链 ＤＮＡ可用于基因的表达调控，研究者们才开始对
三链ＤＮＡ产生浓厚的兴趣。现在的研究表明，三链 ＤＮＡ可以作为一种基因疗法的手段控制基因的转
录和调节特定基因的表达［５］。

根据三链ＤＮＡ的组成和取向，分子间三链 ＤＮＡ可以分为三类：第一类，ＴＣ型三链 ＤＮＡ（Ｃ＋·ＧＣ
和Ｔ·ＡＴ三联体，平行；Ａ为腺嘌呤、Ｇ为鸟嘌呤、Ｔ胸腺嘧啶、Ｃ为胞嘧啶）；第二类，ＧＴ型三链 ＤＮＡ
（Ｇ·ＧＣ和Ｔ·ＡＴ三联体，平行或者反平行）；第三类，ＧＡ型三链 ＤＮＡ（Ｇ·ＧＣ和 Ａ·ＡＴ三联体，反平
行）［６］。在目前研究比较多的是ＴＣ型，与ＧＴ型和ＧＡ型相比，其配对形式的多样导致形成三链ＤＮＡ的
特异性较差，另外，富含Ｇ的单链ＤＮＡ在单价阳离子的诱导下会自发形成四链 ＤＮＡ从而抑制了三链
ＤＮＡ的形成。ＴＣ型三链ＤＮＡ也有自身的问题，在Ｃ＋·ＧＣ碱基三联体中，Ｃ需要质子化之后才能通过
两个Ｈｏｏｇｓｔｅｅｎ氢键与Ｇ（鸟嘌呤）结合。胞嘧啶的ｐＨ依赖性，使得ＴＣ型三链ＤＮＡ要在远低于生理ｐＨ
值的条件下（ｐＨ５０～６０）才能稳定存在，而在生理条件下的稳定性不佳。如何提高ＴＣ型三链ＤＮＡ在
生理条件下的稳定性一直是三链ＤＮＡ领域的一个研究热点。本工作将从提高 ＴＣ型三链 ＤＮＡ稳定性
的策略、三链ＤＮＡ与结合剂相互作用的研究方法的原理及应用、研究方法的展望三方面展开论述。

１　提高ＴＣ型三链ＤＮＡ稳定性的策略
虽然分子间的ＴＣ型的三链ＤＮＡ具有优良的特异性可以用于识别特定的双链ＤＮＡ片段，可以利用
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这一特性实现众多应用，但这种结构的三链ＤＮＡ具致命的缺陷就是Ｃ＋·ＧＣ三联体的形成需要酸性条
件以形成质子化的Ｃ＋，而正常的生理条件都是中性的，在此条件下 ＴＣ型三链 ＤＮＡ的稳定性比较差，
基本上很难形成，因而如何提高ＴＣ型三链ＤＮＡ的稳定性是三链ＤＮＡ研究领域的一个热点，不仅仅有
着重要的理论意义还有着广泛的实用意义。提高ＴＣ型三链ＤＮＡ稳定性的常规策略有两种：１）ＴＦＯｓ的
化学修饰；２）利用小分子与三链ＤＮＡ形成非共价复合物［６］。

１．１　ＴＦＯｓ的化学修饰
ＴＦＯｓ的化学修饰包括碱基修饰、磷酸骨架修饰和糖配体的修饰［７１０］。由于ＴＣ型三链 ＤＮＡ结构的

不稳定性是由质子化的胞嘧啶引起的，因而碱基修饰的研究重点集中在对胞嘧啶的修饰上，通过修饰获

得的胞嘧啶类似物有５甲基胞嘧啶、６Ｏ胞嘧啶、异胞嘧啶、２氨基吡啶和吡嗪类似物，这些改造的碱基
均能在生理条件下形成Ｈｏｏｇｓｔｅｅｎ的氢键来稳定三链ＤＮＡ结构。其它的一些修饰的碱基像胸腺嘧啶则
有脱氧尿嘧啶或５丙炔脱氧尿嘧啶。对鸟嘌呤的修饰则有Ｎ７鸟嘌呤。对磷酸骨架的修饰主要是用磷
酸酯、硫代磷酸酯和肽核酸来代替负电荷的磷酸骨架，可以通过降低核酸链之间的静电排斥作用来稳定

三链ＤＮＡ结构。对糖配体的修饰主要有２′甲氧基化、２′氨基化、Ｏ２′Ｏ４′甲基连接和 Ｏ２′Ｏ４′乙基连
接。

１．２　利用小分子与三链ＤＮＡ形成非共价复合物

图１　经典的三链ＤＮＡ稳定剂［２１２６］

Ｆｉｇ．１　ＣｌａｓｓｉｃａｌｔｒｉｐｌｅｘＤＮＡｓｔａｂｉｌｉｚｅｒ［２１２６］

小分子配体与三链ＤＮＡ形成非共价复合物来提高三链ＤＮＡ在体内环境下的稳定性对于三链ＤＮＡ
基因调控起重要的作用。小分子与三链ＤＮＡ的非共价作用模式主要有３种：外部结合、沟间作用和插
入作用。第一个被研究的是双链ＤＮＡ的结合剂溴化已锭，虽然它也能与三链ＤＮＡ结合，但是不具有选
择性也无法稳定三链 ＤＮＡ［１１１２］。１９９２年，Ｍｅｒｇｎｙ等［１３］报道了第一种选择性结合并稳定 ＴＣ型三链
ＤＮＡ的芳香稠环类化合物 ＢｅＰＩ（ｂｅｎｚｏ［ｅ］ｐｙｒｉｄｏｉｎｄｏｌｅ），结构式见图１。它通过插入模式作用于三链
ＤＮＡ，ＢｅＰＩ的母核插入到碱基三联体中通过碱基堆积与ＤＮＡ相互作用，侧链位于沟间以提供多余的氢
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键和疏水作用来稳定复合物［１４］。ＢｅＰＩ对三链ＤＮＡ具有选择性的原因是其母核结构的大小和柔度与三
链ＤＮＡ的三联体能够很好地吻合，而对双链 ＤＮＡ的碱基对来说，该母核过大无法进行有效的碱基堆
积。ＢｅＰＩ稳定的是Ｔ·ＡＴ碱基三联体而不是Ｃ＋·Ｇ碱基三联体Ｃ，因为质子化的Ｃ＋与ＢｅＰＩ母核上的正
电荷存在静电排斥作用［１３］。随后各种ＢｅＰＩ的衍生物都被合成出来以研究其与三链 ＤＮＡ的相互作用，
其中具有代表性的是ＢｇＰＩ（ｂｅｎｚｏ［ｇ］ｐｙｒｉｄｏｉｎｄｏｌｅ），相对于ＢｅＰＩ来说，ＢｇＰＩ是一个更具有直线构型的小
分子，在它与三链ＤＮＡ的作用机理中碱基堆积不是主要作用，侧链在沟间的静电相互作用才是主要的
稳定作用［１５１７］。随后又发现了ＢＱＱ（ｂｅｎｚｏ［ｆ］ｑｕｉｎｏ［３，４ｂ］ｑｕｉｎｏｘａｌｉｎｅ衍生物），ＢＱＱ是这一系列中对
三链ＤＮＡ稳定性最好的衍生物，最近又出现了ＢＱＱ与新霉素的加合物也对三链ＤＮＡ具有很好的稳定
作用［１８２０］。到目前为止，ＢｅＰＩ及其衍生物是非常有效的三链 ＤＮＡ稳定剂并且也被研究和应用得最广
泛。

双取代蒽醌类衍生物［２１２３］是另外一类主要的三链ＤＮＡ稳定剂，它与三链ＤＮＡ的的作用机理是：母
核通过插入模式与三链ＤＮＡ的碱基三联体进行堆积，侧链位于沟间，起到额外的稳定作用。萘基喹啉
衍生物［２４２５］也能通过插入作用模式选择性稳定三链 ＤＮＡ结构。这类化合物的特点是大小适合的芳香
族平面能够很好地与碱基三联体堆积，本身母核结构的柔度能更好地吻合碱基三联体，侧链能够提供额

外的稳定作用。另外还有一些稳定剂如甲氧檗因（ｃｏｒａｌｙｎｅ）［２６］等，经典的三链 ＤＮＡ稳定剂见图１。由
图１可见，三链ＤＮＡ稳定剂具有如下结构特征：１）含有 Ｎ；２）共轭结构。中草药是天然的组合化学库，
蕴含着丰富的小分子，其中天然的生物碱———小檗碱的化学结构与甲氧檗因的化学结构很接近，并且也

被证明能够稳定三链ＤＮＡ［２７］。这就提示了中药复杂体系中存在能够与三链ＤＮＡ较稳定结合的小分子
配体，主要有生物碱类小分子和其它类的小分子如黄酮、木质素等。如何将这些潜在的结合剂找出来无

疑是一项艰巨的工作。传统的中药化学研究方法是分离出纯物质进行活性评价，这种方法费时费力，因

而建立合适的筛选方法将中草药中潜在的三链ＤＮＡ结合剂筛选出来将是件很有意义的工作。

２　三链ＤＮＡ与结合剂相互作用的研究方法
已报道的可用于三链ＤＮＡ结合剂筛选的方法包括平衡透析法、纳米金比色法、多种核酸结构混合

变温法以及电喷雾直接进样法等，下面对这些方法进行简要介绍。

２．１　平衡透析法

图２　平衡透析法的实验策略（Ａ）；溴化乙锭对不同ＤＮＡ结构的选择性（Ｂ）［２８］

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｔｒａｔｅｇｙｏｆｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎｄｉａｌｙｓｉｓ（Ａ）；ＴｈｅｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅｔｈｉｄｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔＤＮＡ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ（Ｂ）［２８］

平衡透析法是１９９９年Ｒｅｎ等［２８］基于热力学的方法从 Ｍｕｌｌｅｒ和 Ｃｒｏｔｈｅｒｓ的方法发展而来的。该方
法的实验设计如图２Ａ所示，将等摩尔的各种结构的ＤＮＡ如单链ＤＮＡ、Ｂ型ＤＮＡ、Ｚ型ＤＮＡ、三链ＤＮＡ、
四链ＤＮＡ等加入到能截留这些大分子的透析管中，再将透析管放入装有小分子配体溶液的广口瓶中，
小分子配体会通过透析管底部的透析膜与管中的 ＤＮＡ结合，待反应足够平衡之后（一般在大于２４ｈ
时），取出透析管对其中的小分子进行定量，则可确定该小分子配体对不同ＤＮＡ结构的选择性。该研究
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用平衡透析法评估１５种不同配体对三链ＤＮＡ的结构选择性，结果显示了这是对于结构选择性筛选的
一种快速、有效且有利用价值的工具，更主要是通过利用该方法能够清楚的阐明小分子的种类对 ＤＮＡ
结构的选择性。这种方法的优点在于可以评价同一小分子对不同 ＤＮＡ结构的选择性，如图２Ｂ显示出
溴化乙锭对单链ＤＮＡ结合很弱，对双链ＤＮＡ的结合较强。这种方法的缺点在于费时（＞２４ｈ）费力，需
要小分子配体的标准品，单次实验中只能测定一种小分子配体对不同结构ＤＮＡ的选择性。
２００５年，Ｃｈａｉｒｅｓ［２９３０］采用平衡透析法方便地分析了小分子配体与三链 ＤＮＡ结构选择性，并能够容

易地获得结合常数。２００９年，Ｈｏｌｔ等［３１］利用平衡透析法结合分子对接软件Ｓｕｒｆｌｅｘ的新策略来鉴定选择
性结合三链ＤＮＡ（Ｔ·ＡＴ三联体）的小分子，筛选到了比萘喹啉ＭＨＱ１２（迄今为止具有最高选择性和亲
和力的三链结合剂）具有更高选择性和亲和力的两个化合物，这种方法可用来鉴定与给定核酸序列具

有较高亲和力和选择性结合的新类型小分子。

２．２　纳米金比色法
纳米金比色法是在１９９６年由Ｍｉｒｋｉｎ等［３２］首次报道的。由于纳米金制备简单、易于获得，且比色法

图３　纳米金比色法的实验策略（Ａ）；不同小分子配

体对三链ＤＮＡ的稳定性差异（Ｂ）［３４］

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｔｒａｔｅｇｙｏｆａｇｏｌｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ
ｂａｓｅｄａｐｐｒｏａｃｈ（Ａ）；Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆ

ｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌｅｌｉｇａｎｄｓｏｎｔｒｉｐｌｅｘＤＮＡ（Ｂ）［３４］

的检测对仪器的要求很低，仅需要紫外光谱仪即可

或者直接可以用肉眼检测，因而获得了广泛的应用，

特别是在 ＤＮＡ各种高级结构的自组装和特定金属
离子的检测等方面［３３］。

２００６年，Ｍｉｒｋｉｎ等［３４］利用纳米金比色法成功地

建立了三链ＤＮＡ稳定剂的筛选方法，如图３（Ａ）所
示，他们的策略是将三链 ＤＮＡ的两条不配对单链
ＤＮＡ分别修饰在不同的纳米金表面，将中间的单链
ＤＮＡ游离在溶液中。实验中选择的三链 ＤＮＡ在没
有稳定剂存在的情况下不能稳定存在，因而纳米金

由于修饰的单链ＤＮＡ的不配对而处于游离状态；而
当有稳定剂存在时该三链ＤＮＡ能够稳定存在，从而
导致纳米金从游离状态变成聚集状态，纳米金存在

状态的改变导致了整个溶液颜色的改变，即由红色

变为蓝色，利用这个简单的实验就可以直接用肉眼

判断小分子配体能否稳定三链 ＤＮＡ，他们利用该方
法成功地筛选出了两种已知的三链 ＤＮＡ稳定剂
ＢｅＰＩ和甲氧檗因（图３（Ｂ））。该方法简单可行，但
是这种方法也只是用于判定一种小分子配体对三链

ＤＮＡ的稳定作用［３５３７］。

利用微阵列技术，ＬｙｔｔｏｎＪｅａｎ等［３８］建立了芯片结合 ＤＮＡ修饰的金纳米材料的方法来高通量的筛
选三链和双链ＤＮＡ结合剂，但未报道实际样品的结果。由于金纳米材料为基础的方法简单实用，在诊
断应用方面也引起了广泛的关注，已用于抗癌药物／ＤＮＡ和蛋白质／ＤＮＡ相互作用的研究［３９４０］。

２．３　多种核酸结构混合变温法
这种方法的操作很简单，即将少量的小分子配体与过量的不同 ＤＮＡ结构混合，直接使用变温紫外

检测该小分子配体存在时对不同ＤＮＡ结构热稳定性的影响。如果小分子配体选择性地稳定三链ＤＮＡ，
则会观测到三链ＤＮＡ热转变温度的升高，而双链ＤＮＡ的热转变温度不变。该方法需要保证ＤＮＡ过量
而小分子配体少量，这样才能看出小分子配体对ＤＮＡ结构的选择性，另外各种ＤＮＡ的热转变温度要有
一定的差异才能在热变温曲线上被区分开。同样地，这种方法只能用于评价一种小分子配体对三链

ＤＮＡ的稳定作用［４１４２］。２００６年，Ｓｈｉ等［４３］建立了多种ＤＮＡ结构与小分子配体共紫外变温的方法，用多
种结构混合变温法研究了配体与核酸的序列和结构的选择性，表明该方法具有简单、可操作性强、快速

等优点。２０１０年，Ｘｕｅ等［４４］采用混合变温法研究了插入剂新霉素与三链 ＤＮＡ的相互作用，结果显示，
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插入剂新霉素与三链ＤＮＡ中的ｐｏｌｙ（ｄＡ）３·２ｐｏｌｙ（ｄＴ）片段具有较强的亲和力。
２．４　离心超滤法

离心超滤技术是一种与透析方法相近的方法，主要是利用亲合原理，将具有潜在活性的小分子化合

物与受体混合，得到受体配体复合物和未结合的小分子，通过超滤薄膜将未结合的小分子滤除后，复合
物可以用有机溶剂处理，将小分子配体释放出来，从而实现活性化合物与非活性化合物的分离［４５４７］。超

滤法结合高效液相电喷雾质谱技术也被用于筛选三链和双链 ＤＮＡ结合剂［４８５０］。Ｓｕ等［４８］从黄连和掌

叶大黄提取物中分别筛选到７个和１１个ＤＮＡ结合剂，评价了两个提取物中多种活性成分的ＤＮＡ序列
选择性；Ｚｈｏｕ等［４９］从金银花提取物中筛选到了结合于小牛胸腺脱氧核糖核酸的４个生物活性物质（芦
丁、槲皮素３Ｏ葡萄糖苷、木犀草素３Ｏ葡萄糖苷和忍冬苷）。马蕾等［５０］采用离心超滤和液相色谱质
谱联用的方法，从红车轴草异黄酮提取物中筛选到１０种与ＤＮＡ具有不同的结合能力的异黄酮成分，为
从中药提取物等复杂体系筛选并鉴定ＤＮＡ结合剂建立了快速的超滤质谱平台。
２．５　电喷雾直接进样法

在电喷雾电离过程中，ＤＮＡ与小分子的非共价复合物不会受到影响，即不产生非特异的聚集也不
会导致复合物的分解，从质谱上获得的结果能正确地反应液相中的状态［５１５２］。利用电喷雾质谱研究三

链ＤＮＡ与小分子复合物是基于双链 ＤＮＡ与小分子复合物的研究手段和策略展开的。由于三链 ＤＮＡ
一直都不是研究的热点，因而利用电喷雾质谱研究三链 ＤＮＡ与小分子非共价复合物的应用文献比较
少。直到２００２年，Ｒｏｓｕ等［５３］才利用电喷雾质谱观测到了三链ＤＮＡ。随后，Ｇｕｉｔｔａｔ等［５４］报道了白叶藤碱

和新白叶藤碱与三链ＤＮＡ的相互作用，应用电喷雾直接进样法检测了白叶藤碱和新白叶藤碱与双链
ＤＮＡ结构的亲和力，研究结果表明，白叶藤碱和新白叶藤碱更倾向于结合双链ＤＮＡ中富含ＧＣ的序列，
并且也能够用该方法识别三链和四链ＤＮＡ。我们课题组在这一方面也做了一些工作［５５５８］，采用电喷雾

质谱法分析了黄酮类化合物与三链ＤＮＡ的非共价结合的相互作用，结果显示苷元的羟化位置、糖类的
位置和数量以及苷元骨架对黄酮类化合物与三链 ＤＮＡ结合的特性起着重要的作用［５５］；我们也曾利用

电喷雾质谱法研究了二价金属离子对嘌呤型三链 ＤＮＡ的稳定性作用［５６］以及米托蒽醌和三链 ＤＮＡ的
相互作用［５７］，钴和镍离子有利于三链的形成，仅观察到了摩尔比为１∶１三链ＤＮＡ米托蒽醌复合物；利
用负离子模式电喷雾串联质谱法对比了乌头碱和双链、三链和四链ＤＮＡ的相互作用，相比较而言，乌头
碱展示了较高的三链ＤＮＡ结合力［５８］。电喷雾的电离过程非常温和，能将以非共价键形成的 ＤＮＡ与小
分子复合物从溶液相中无损地转移到气相中并被质谱检测，真实地反映复合物在溶液中的状态。除此

之外，电喷雾具有节省样品、灵敏度高、快速等优点，在一级质谱中可以直接获得 ＤＮＡ和小分子的亲和
力数据以及复合物的化学计量比，由串联质谱可以获得ＤＮＡ与小分子的结合模式信息［５９６０］。

２．６　琼脂糖珠液质联用技术
我们课题组［６１］采用了链霉亲和素修饰的琼脂糖珠液质联用技术建立了复杂体系中筛选三链ＤＮＡ

结合剂的方法。如图４所示，将三链ＤＮＡ通过链霉亲和素与生物素的相互作用将生物素修饰了的三链
ＤＮＡ固定在琼脂糖珠上，再将修饰了三链ＤＮＡ的琼脂糖珠与中药提取物孵育反应之后通过离心分离，
获得中药提取物再用液质分析。中草药提取物中与三链 ＤＮＡ相互作用的组分表现为色谱图上对应峰
面积的下降，而那些与三链ＤＮＡ没有相互作用的组分则表现为对应的峰面积不变，然后再通过液质对
其中的结合剂进行结构鉴定。通过两组色谱图的对照则可以判断中草药提取物中哪些组分是三链ＤＮＡ
的结合剂，哪些组分不是。操作中使用了一种琼脂旋转纯化柱并在琼脂糖珠上有修饰的链霉亲和素。

链霉亲和素是一种相对分子质量为６６０００的蛋白质，是从链霉菌的细胞提取物中分离获得的，这种蛋白
质与生物素的亲和作用很强（Ｋａ＝１０

１５Ｌ／ｍｏｌ）而且特异性很好［６２］。链酶亲和素生物素相互作用是一种
使用很广泛的体系，常规的做法是将链酶亲和素固定在固相载体如电极、玻璃、磁珠和琼脂糖珠上而不

影响其对生物素的亲和能力，并用其来捕捉生物素化的蛋白、多肽或者单链ＤＮＡ，借此实现检测或者生
物大分子的固定，以方便进一步的实验操作［６３６５］。而琼脂旋转纯化柱是由两部分组成的，即一个离心管

和一个收集管，在离心管的底部是一个孔径很大的膜，在离心力的作用下，溶液相可以通过膜被收集管

所收集，而固体相如琼脂糖珠则没法通过膜，被保留在膜上，这样可以轻松地实现琼脂糖珠与溶液相的
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图４　筛选方法的设计图［６１］

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｓｃｈｅｍｅｏｆｓｃｒｅｅｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ［６１］

分离而不需要额外大量地使用移液器吸取液体，有助于减少实验操作中的系统误差。建立了一种筛选

三链ＤＮＡ结合剂的简便、可靠方法。

３　三链ＤＮＡ稳定剂的筛选方法
为了获得小分子与ＤＮＡ相互作用的信息，如是否能够结合、亲和力如何以及通过何种作用模式等，

需要利用一系列研究手段对形成的复合物进行研究。除了电喷雾质谱法外，常规的方法有光谱学方法

（紫外分光光谱、荧光光谱、圆二色光谱）、核磁共振法、Ｘ衍射法、量热法（差示扫描量热法和等温滴定
量热法）以及凝胶电泳法等，下面对这些方法进行简要介绍。

３．１　紫外分光光谱法
紫外分光光谱是研究小分子与ＤＮＡ相互作用最简便的仪器，本身仪器便宜且获得的信息也是比较

多的。例如，可以确定小分子是否能够稳定特定结构的ＤＮＡ，也能对推测小分子与 ＤＮＡ的结合模式提
供参考信息［６６６７］。

组成ＤＮＡ的碱基均在２６０ｎｍ附近有一强吸收峰，通常对于双链 ＤＮＡ、三链 ＤＮＡ和四链 ＤＮＡ，碱
基都是配对并被磷酸骨架包裹在内部，所以２６０ｎｍ处的吸收被抑制，当加热时，随着温度的升高，ＤＮＡ
链段运动剧烈，不断地解链成单链ＤＮＡ，而单链ＤＮＡ的碱基是游离的，在紫外光谱上表现为２６０ｎｍ处
的紫外吸收增强，在这里定义ＤＮＡ链段解旋一半时的温度为热转变温度（Ｔｍ）。以三链ＤＮＡ为例，通过
三链ＤＮＡ在小分子存在与否时Ｔｍ值变化，可判断该小分子是否对三链ＤＮＡ具有稳定性，若能提高 Ｔｍ
值即为三链ＤＮＡ稳定剂，若降低了Ｔｍ值即为三链ＤＮＡ去稳定剂

［６８６９］。

当小分子与ＤＮＡ相互作用时，也可以导致ＤＮＡ紫外光谱的变化，或者小分子自身的紫外光谱发生
变化，通过这些变化可以获得结合模式的信息。以双链ＤＮＡ为例子，若小分子与双链ＤＮＡ通过插入作
用结合，则会产生减色效应和红移现象［７０］。

３．２　荧光光谱法
ＤＮＡ的荧光较弱，直接利用荧光光谱研究小分子配体与ＤＮＡ的相互作用有一定的限制，一般都是

使用配体自身的荧光或者利用荧光探针试剂与 ＤＮＡ作用后产生的荧光进行研究［７１７２］。最近，Ｃｈｅｎ
等［７３］报道了吡啶衍生物（ＤＭＴ）可以作为一种新的荧光试剂，专属灵敏地识别三链ＤＮＡ，荧光强度可以
增加９倍。有些小分子如溴化乙锭与ＤＮＡ结合后，会使原本荧光很弱的分子荧光强度增大很多。有些
小分子如阿霉素与 ＤＮＡ结合后，会发生荧光猝灭作用。小分子与 ＤＮＡ作用后荧光偏振的变化情况是
判断小分子是否与ＤＮＡ发生嵌插作用的又一标准。通常，当小分子插入到碱基对中时，其转动受阻，荧
光偏振会随之变大，而非嵌插作用不会引起荧光偏振的增大［７４］。

３．３　圆二色光谱法
圆二色光谱（ＣＤ）是一种利用平面偏振光研究溶液中ＤＮＡ的构象随环境条件（如温度、离子强度、
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ｐＨ值、小分子配体存在与否）的改变而变化的检测技术，可以快速且高灵敏地获得在小分子配体作用
下的ＤＮＡ构象变化［７５７７］。小分子配体与ＤＮＡ作用之后，会使ＤＮＡ的构象发生变化，或通过和ＤＮＡ碱
基的电子跃迁偶极矩间的偶合而产生信号，从而能被检测到，既诱导圆二色光谱（ＩＣＤ）。如果观测到
ＩＣＤ的吸收带，即说明小分子配体能与 ＤＮＡ相互作用。一般来说，根据 ＩＣＤ的不同特征可以判断小分
子配体与ＤＮＡ的可能结合模式，如获得较强的ＩＣＤ信号则提示为沟间模式，而很弱的信号暗示着插入
模式［７８８０］。

圆二色光谱在ＤＮＡ领域得到了最为广泛的应用，主要研究了四链 ＤＮＡ在不同溶液条件下的不同
构象［８１］，以及监控随着溶液条件变化的四链 ＤＮＡ构象变化。也可研究小分子和三链 ＤＮＡ相互作用。
Ｇｏｎｄｅａｕ等［８２］利用圆二色光谱研究了纺锤菌素对三链ＤＮＡ稳定性的影响。同反平行的三链ＤＮＡ结构
相比，纺锤菌素对平行的三链ＤＮＡ结构的热稳定性没有明显的影响。
３．４　Ｘ射线晶体衍射法

对于ＤＮＡ与小分子结合后所引起的结构变化，用 Ｘ射线晶体衍射分析（ＸＲＤ）可提供最为直接的
结合位点及结构变化的信息，这是其它方法所不具备的优势，但是需要提供小分子与 ＤＮＡ复合物的晶
体，而ＤＮＡ的晶体是很难以获得的，培养小分子与 ＤＮＡ复合物的晶体难度更大［８３８４］。另外，该方法存

在的问题是晶体中获得的是ＤＮＡ与小分子复合物最稳定的构象，与其它溶液条件下（如生理条件下）
的构象并不完全一致。

４　总结与展望
目前，大部分方法对于小分子配体与三链ＤＮＡ的相互作用研究均有广泛应用，可应用于三链 ＤＮＡ

结合剂的初步筛选，但除琼脂糖珠液质联用技术外，其它几种方法只能用于评价一种小分子配体与三
链ＤＮＡ的相互作用。如果将２．１节至２．５节的方法应用于中草药中三链ＤＮＡ结合剂的筛选，就需要将
中草药中的潜在活性成分逐个分离纯化，评价单一纯品与三链 ＤＮＡ的相互作用，不仅费时、费力、低效
而且活性成分在纯化过程中可能会丢失，这将会遗漏信息。琼脂糖珠液质联用技术可以解决上述费
时、费力、低效的问题。虽然琼脂糖珠液质联用技术有自己独特的优势，但在实验中也不可避免地存在
重复性较低等不足。因而，建立并优化能够应用于像中草药粗提物这样混合体系中潜在三链ＤＮＡ结合
剂筛选的分析方法具有重要的应用意义。随着分析技术的不断发展和进步，相信科研工作者在不久的

将来，一定会建立更加有效的复杂体系中ＤＮＡ结合剂的筛选的高通量的方法。
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