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用共振Rayleigh散射光谱研究盐酸氯丙嗪和 
盐酸异丙嗪与核酸相互作用*

刘绍璞**  胡小莉  刘忠芳  李  明  王 芬 

(西南师范大学化学化工学院环境化学研究所, 重庆 400715) 

摘要    研究了结构相似的吩噻嗪类药物盐酸氯丙嗪(CPZ·HCl)和盐酸异丙嗪(PZ·HCl)与核酸 
(NA) 的相互作用, 发现 CPZ-NA 体系可产生强烈的共振 Rayleigh 散射(RRS), 而 PZ-NA 反应较

微弱. 采用量子化学 AM1 和密度泛函 B3LYP 方法计算了两个反应的能量关系, 讨论了 CPZ 与

DNA分子的结合位点和作用方式, 获得一些有意义的结果. RRS法有望成为研究核酸的分子识别

和基因药物的分子设计的有用手段. 此外, 用盐酸氯丙嗪作试剂, RRS 法测定核酸具有很高的灵

敏度和良好的选择性, 因此也为核酸的定量测定提供了一种新的灵敏、简便、快速的新方法. 
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核酸与药物分子的作用是核酸研究的一个重要

领域, 它对研究药物的抗癌抗病毒作用机理、药物的

体外筛选、一些疾病的诊断和治疗以及设计与合成新

的药物都具有重要价值. 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, 临床

上使用的许多抗癌药物都以DNA为作用的主要靶点, 
通过与癌细胞DNA发生相互作用破坏其结构, 进而

影响基因调控与表达的功能, 表现出抗癌活性[1]. 对
于某些化学药物导致的基因疾病, 也可以通过研究

药物与核酸的相互作用得到有用的信息. 

盐酸氯丙嗪(chlorpromazine hydrochloride, CPZ, 
2-氯-10-(3’-二甲胺基丙基)吩噻嗪盐酸盐)、盐酸异丙

嗪 (promethazine hydrochloride, PZ, N,N,α-三甲基

-10H-吩噻嗪-10-乙胺盐酸盐)两者的基本结构相似, 
仅在吩噻嗪氮原子上与-N(CH3)2 相连的丙基不同(前
者是正丙基, 后者为异丙基), 并且前者较后者多一

个吸电子基团-Cl. 但两者表现出的药理作用有较大

差异, 盐酸氯丙嗪主要作为抗组织胺药和安定剂使

用, 在临床上有安静、 催眠、抗精神病和镇吐作用, 
而盐酸异丙嗪则主要作为过敏介质的拮抗剂和阻滞

药使用, 临床上用于治疗多种过敏性疾病. 它们在毒

副作用上表现出更大的不同, 前者可使发育期大鼠
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小脑和海马内单胺递质的水平不均衡发展, 影响脑

细胞的DNA合成, 抑制细胞内RNA转录的始态发生

改变[2], 并且可能引起人体内分泌改变和骨髓抑制等

基因疾病[3]. Kochevar等[4]曾报道CPZ通过非插入式

作用与DNA形成光化学加合物. 但是盐酸异丙嗪未

表现出这类毒副作用. 从这一现象出发, 可以推测两

者与核酸的作用是不同的. 前者可能与核酸有更强

的相互作用, 因而对核酸正常功能会产生更大的影

响, 而后者可能不与核酸反应. 但是由于两种药物本

身无色, 它们与核酸反应后也难于观察到吸收光谱

的明显变化, 两者及其反应产物又无荧光, 因此难于

用常规的紫外-可见分光光度和荧光分光光度法进行

研究. 近年来, 共振Rayleigh散射(RRS)及共振非线性

散射(RNLS)光谱为研究药物小分子与核酸之间的相

互作用提供了新的途径[5~20]. 由于某些无色、无荧光

的小分子借静电引力、疏水作用、氢键等弱结合力组

装于核酸模板上时, 将引起核酸体积增大和核酸构

象发生改变[21,22], 这种变化对于吸收光谱影响甚微, 
却能引起RRS的急剧增强和RRS光谱的改变[23]. 因此

RRS的这一变化也为研究盐酸氯丙嗪和盐酸异丙嗪

与核酸的相互作用创造了条件. 我们的研究表明盐

酸氯丙嗪在酸性介质中与核酸(DNA和RNA)反应形

成结合产物时, 能引起共振瑞利散射增强并产生新

的RRS光谱, 反之当盐酸异丙嗪与核酸共存时, 只观

察到RRS的微小变化, 说明后者与核酸反应能力极弱, 
因此对核酸的性质和构象几乎不发生影响, 这与曹

瑛等[24]报道的CPZ-DNA结合作用强于PZ-DNA完全

相符. 文中研究了它们反应前后RRS光谱特性的变化, 
结合量子化学Gaussian 03 中的AM1 方法[25]和密度泛

函B3LYP方法[26], 计算了反应的能量关系、药物与核

酸的结合位点及作用方式. 并从氯丙嗪和异丙嗪的

结构差异上, 探讨了两者能否与核酸发生反应的原

因, 理论计算和RRS法实验结果吻合, 说明RRS光谱

对于研究无色、无荧光的药物小分子与核酸相互作用

是一种有用的新技术, 这种研究不仅有助于探讨药

物与核酸的作用机理, 还有助于从分子水平上了解

药物的药理作用和毒副作用, 为药物的构效关系及

设计、合成新药提供更多的信息. 而且用盐酸氯丙嗪

作试剂, RRS法测定核酸具有很高的灵敏度和良好的

选择性, 因此也为核酸的定量测定提供了一种新的

灵敏、简便、快速的新方法. 

1  实验 

1.1  仪器与试剂 

Hitachi F-2500 型荧光分光光度计(日立公司, 日
本), 天美 UV-8500 型分光光度计(天美公司, 上海), 
PHS-3C 型酸度计(上海大中分析仪器厂, 上海).  

核酸溶液: 小牛胸腺 DNA (ctDNA, Sigma 公司)、
鲱 鱼 精 DNA (hsDNA, Sigma 公 司 ) 、 鲑 鱼 精

DNA(sDNA , Sigma 公司)和酵母 RNA (yRNA, Sigma
公司)溶于二次蒸馏水, 准确浓度由 260.0 nm 处吸光

度确定, 操作液浓度 20.0 μg·mL−1. 置于 1℃~4℃的

冰箱中保存. 
缓冲溶液: 0.04 mol·L−1H3PO4, H3BO3 和 HAc 与

0.2 mol·L−1 NaOH 溶液按一定比例混合, 配成不同

pH 值的缓冲溶液, 用酸度计校正其 pH 值.  
1.0 mol·L−1 NaCl 溶液控制体系的离子强度. 
盐酸氯丙嗪(CPZ, 西南药业)和盐酸异丙嗪(PZ, 

西南药业)溶液: 2.6×10−3 mol·L−1. 
除核酸为生化试剂外, 其余试剂为分析纯. 实验

用水均为二次蒸馏水. 

1.2  实验方法 

10.0 mL 比色管中, 依次加入适量核酸溶液、pH 
2.0 BR 缓冲溶液 1.00 mL 和 2.6×10−3 mol·L−1 CPZ
溶液(或 PZ 溶液)1.00 mL, 用水稀释至刻度, 摇匀. 
于荧光分光光度计上以λex=λem 方式进行同步扫描, 
然后在最大散射波长处测定样品和试剂空白的散射

强度 IRRS 及 I0, ΔI=IRRS−I0. 

2  结果与讨论 

2.1  CPZ-DNA 和 PZ-DNA 体系的 RRS 光谱特征 

图 1 为单独的 DNA, PZ 和 CPZ 的 RRS 光谱, 图
2 为 PZ 和 CPZ 与 DNA 相互作用的 RRS 光谱, 表 1
列出了两体系的 RRS光谱特征. 从图 1, 2和表 1中可

以看出: (ⅰ) 单独的 DNA, PZ 和 CPZ 的 RRS 均十分

微弱, 但是 CPZ 与 DNA 的结合产物却具有强烈的 
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图 1  DNA, PZ 和 CPZ 的共振瑞利散射光谱 

ctDNA 浓度: 4.0 μg·mL−1; PZ, CPZ 浓度: 2.6 ×10−4 mol· L−1; pH 2.0 

 

 
图 2  共振瑞利散射光谱 

1, CPZ-BR; 2, ctDNA-BR; 3, PZ- ctDNA (4.0 μg·mL−1); 4, CPZ-ctDNA 
(3.2 μg·mL−1); 5, CPZ-ctDNA (4.0 μg·mL−1); 6, CPZ-ctDNA (4.8 

μg·mL−1); PZ, CPZ 浓度: 2.6×10−4 mol·L−1; pH 2.0 
 

表 1  RRS 光谱特征 
 DNA CPZ CPZ-DNA PZ PZ-DNA

最大散射峰/nm 299 365 364 366 366 

其他散射峰/nm − 279 280 280 280 

Imax 156 78 2548 98 140 

 
RRS 光谱, 而 PZ 与 DNA 的反应较微弱, 只观察到

RRS 强度的微小增大; (ⅱ) CPZ 与 DNA 结合产物的

共振瑞利散射特征, 主要受 CPZ 的 RRS 的影响, 与
DNA 的 RRS 基本无关. CPZ-DNA 的最大散射峰 364 
nm 与 CPZ 的最大散射峰 365 nm 十分相近, 另 1 个

RRS 峰 280 nm 与 CPZ 的 279 nm 几乎相同; (ⅲ) 在
最大散射波长处, RRS 强度随 DNA 浓度的增大而成 

比例增强, 因此 RRS 法可用于 DNA 的定量测定. 

2.2  反应条件的优选 

2.2.1  溶液酸度的影响 

试验了不同酸度条件对于反应产物RRS强度的

影响, 见图 3. 结果表明适宜酸度范围是pH 1.7~2.6
时, pH < 1.7 时, DNA的双螺旋结构在强酸性介质中

受到破坏, 空白值升高, ΔIRRS降低[27]; pH > 2.6 时, 溶
液中H+ 浓度降低, CPZ质子化程度减小, 也不利于复

合物的形成. 
在适宜的 pH 条件下, 试验了缓冲溶液用量对

RRS 强度的影响, 表明缓冲溶液用量对 RRS 强度影

响较小, 最佳 BR 缓冲溶液用量为 0.8~2.0 mL, 实验

选用 1.0 mL. 

 
图 3  溶液酸度的影响 

CPZ: 2.6×10−4mol·L−1; ctDNA: 4.0 μg·mL−1 

2.2.2  CPZ 浓度的影响 

试验了不同CPZ浓度对RRS强度的影响, 结果如

图 4. 由图可见, CPZ浓度较低时, 由于与DNA反应不

完全, RRS强度较低, 随着CPZ浓度的增大, ΔIRRS逐渐

增大, 但当CPZ浓度超过一定范围时, 散射强度又降

低 . 对于不同核酸 , 适宜的CPZ浓度范围分别是

(2.3~3.0)× 10−4 mol·L−1(ctDNA), (2.3~2.8)× 10−4 
mol·L−1(hDNA和sDNA), 实验选用 2.6×10−4 mol·L−1. 
Mel’nikov等[21]曾报道, CTAB等阳离子表面活性剂可

以诱导T4DNA分子构象发生转变, 当CTAB浓度小于

9.4×10−6 mol·L−1 时, 核酸以伸长的线团状(extended 
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coil state)存在, 而当CTAB浓度大于 2.0×10−5 mol·L−1

时, 核酸则全部转变为紧密的小球状(compact glob-
ule state). 本文研究的CPZ与核酸的作用类似于阳离

子表面活性剂(CS)与核酸的作用, CPZ的吩噻嗪环平

面与CS的疏水基团相似, 支链N原子质子化后可看

成CS结构中的季铵盐. 
图 4反映出与前文报道[23]十分类似的关系, 当核

酸呈伸长线团状时 , 随着CPZ的加入 , 逐渐形成

DNA-CPZ的结合产物, 此时, RRS的强度逐渐增强, 
直到DNA全部转变成结合产物. 但是当CPZ浓度进

一步增大, 它能诱导DNA构象从伸长线团状变为紧

密小球, 则观察到RRS强度又降低. RRS强度的变化

正对应了核酸构象的转变 . 上述变化趋势与

Mel’nikov等[21, 22]用荧光显微镜和原子力显微镜等直

接观察到的结果相一致. 此外, CPZ对不同种类核酸

的诱导能力不同, ctDNA, hDNA和sDNA的诱导浓度

分别为 3.0×10−4, 2.8×10−4, 2.8×10−4 mol·L−1. 

 
图 4 影响 

·mL−1; pH 2.0 

2.2.3

 CPZ 浓度对 RRS 强度的

ctDNA: 4.0 μg

  离子强度的影响 

图 5 显示了离子强度对散射强度的影响. 可见, 
强电解质NaCl的加入, 对盐酸氯丙嗪本身的散射强

度基本无影响, 但对CPZ-DNA体系的散射强度影响

很大, 随着离子强度的增大IRRS迅速下降. 这是由于

在较高浓度的强电解质存在下, DNA的构象将由B型
转变为Z型[28], 从而影响复合物的形成. 此外, 加入

的Na+以静电引力的方式与核酸上带负电荷的磷酸基

作用, 削弱了CPZ和核酸的静电引力, 使得IRRS降低. 

这表明CPZ与核酸的相互作用中静电引力起着重要

的作用. 因此, 测定时应避免高浓度电解质的存在. 

 
图 5  离子强度的影响 

CPZ: 2.6×10 mol·L ; ctDNA: 4.0 μg·mL ; pH 2.0 -4 −1 −1

2.3 

B3LY

有相互作用. 但是在 PZ 中, 季铵盐的 H 原子与环

 药物结构差异对核酸的反应能力的影响 

为比较 CPZ 和 PZ 与核酸反应的差异, 说明它们

与 DNA 的反应历程, 讨论它们的结合位点和作用方

式, 我们结合量子化学计算方法, 首先选取 DNA 模

型中的一段含磷酸的片段, 采用 Gaussian 03 中的

AM1方法对DNA片段, CPZ, PZ, CPZ-DNA, PZ-DNA
结合物进行优化 , 结果如图 6. 然后用密度泛函

P 方法, 在 6-31G*水平下对优化结构计算单点. 
通过计算得出如下结论: (ⅰ) CPZ 支链 N(1)和环

上 N(2)的电荷分布不同, 分别为−0.26 和−0.21; PZ 支

链 N(1)和环上 N(2)的电荷分布也不相同, 分别为

−0.27 和−0.23. 因此在实验条件下, 两者的 N(1)更容

易质子化而形成季铵盐, 它们与 DNA 的结合位点也

主要集中在 N(1). (ⅱ) CPZ-DNA 复合物的结合力为

静电引力和氢键作用力 .  结合物的优化结构显示

CPZ 与 DNA 作用时是通过支链季铵盐上的 H 原子与

磷酸基中的两个氧原子作用, 其作用方式为静电引

力和氢键作用力. 在 CPZ-DNA 结合物中, 磷酸基中

两个氧原子与季铵盐的 H 原子的距离为 0.1826 和

0.2269 nm, 这说明它们之间存在较强的相互作用. 
(ⅲ) 从结合过程来看, CPZ 要比 PZ 容易. 二者与

DNA 结合时, CPZ 是直接结合, 而 PZ 要先越过一个

能垒才能与 DNA 结合(图 7). CPZ 的优化结构中季铵

盐的 H 原子呈现裸露结构, 与分子中的其他原子没
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图 6  模型化合物的优化 
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图 7  反应的能量关系示意图 

 

上的 S原子有一定作用(H, S间距离为 0.2199 nm), 因
而束缚了异丙嗪与 DNA 的作用, 这样 PZ 要与 DNA
结合必须先进行构象转化到活性结构 PZ1. 在 PZ1 中, 
H原子的环境与CPZ中一样, 但活性结构的能量要比

稳定结构能量高 31.56 kJ·mol−1. 因此, PZ 必须先越

过 31.56 kJ·mol−1 的能垒才能与 DNA 作用. (ⅳ) 
CPZ-DNA 的稳定性高于 PZ-DNA 结合物. 结合前后

的能量关系图显示 , DNA 与 CPZ 结合时可释放

437.05 kJ·mol−1 的能量, 而与 PZ 结合时放出的能量

为 394.63 kJ· mol−1, 前者比后者多放出 42.42 
kJ·mol−1 的能量 , 这表明 CPZ-DNA 结合物要比

PZ-DNA 结合物稳定. 
量子化学计算结果和异丙嗪与核酸反应微弱的

实验事实完全一致. 

2.4  CPZ-DNA 反应体系的分析应用 

2.4.1  散射强度与核酸浓度的关系 

在最佳反应条件下 , 测定了不同浓度核酸与

CPZ 形成复合物的ΔI, 并对相应核酸浓度作线性回归. 
标准曲线的回归方程、线性范围、相关系数及方法的

检出限(3σ )列于表 2 中. 方法具有较高的灵敏度, 对
不同核酸, 灵敏度依 ctDNA, sDNA, hDNA, yRNA 顺
序递减. 

2.4.2  方法的选择性 

以CPZ-ctDNA为例, 试验了一些常见金属离子、

核苷酸、蛋白质、氨基酸及糖类对核酸测定的影响, 
结果列于表 3 中. 可见, 氨基酸、淀粉、尿素、维生 

表 2  标准曲线的线性范围、相关系数及检出限 

体系 CPZ 浓度 
/×10−4 mol·L−1 

回归方程 
(C: μg·mL−1) 

相关系数 
(r) 

线性范围 
/μg·mL−1 

检出限 
(3σ)/ng·mL−1 

ctDNA 2.6 ΔI = 23.6+612.2C 0.9962 0~6.0 8.8 
sDNA 2.6 ΔI = 31.8+528.1C 0.9975 0~6.0 10.2 
hDNA 2.6 ΔI = 33.2+463.4C 0.9965 0~6.0 11.6 
yRNA 2.6 ΔI = −28.8+232.2C 0.9968 0~8.2 23.2 

 

表 3  共存物质的影响(含 ctDNA4.0 μg·mL−1) 
干扰物质 浓度/×10−6 mol·L−1 误差/% 干扰物质 浓度/×10−6 mol·L−1 误差/% 

Ni2+, SO4
2− 200 −2.7 Cd2+, Cl− 2 4.3 

Ca2+, Cl− 260 −2.2 Cu2+, SO4
2− 15 4.8 

Sn2+, Cl− 8.4 5.6 Zn2+, Cl− 40 3.5 
Mn2+, SO4

2− 12 3.9 β-CD 80 5.4 
Ba2+, Cl− 78 3.7 ATP 20 4.8 
Pb2+, NO3

− 2.5 6.3 ADP 50 4.3 
Fe3+, Cl− 3.6 −3.5 L-组氨酸 800 −5.1 
Al3+, SO4

2− 6.2 4.2 α-淀粉酶 a) 10 4.4 
Na+, PO4

3− 55 −5.9 淀粉 a) 100 −1.9 
Na+, C2O4

2− 50 3.3 BSA 15 −2.6 
Sr2+, Cl− 95 3.8 葡萄糖 800 −5.0 
Cr3+, SO4

2 5.5 6.5 麦芽糖 800 3.2 
Co2+, Cl− 12 2.0 尿素 500 4.6 
Mg2+, SO4

2− 550 −4.2 果糖 550 −5.5 
NH4

+, Cl− 50 5.1 维生素 C 100 2.7 
a) 单位为μg·mL−1 
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表 4  合成样品的测定 

合成样品/μg·mL−1 共存物质/×10−6 mol·L−1 测定值(n = 5)/μg·mL−1 回收率(n = 5)/% RSD (n=5) 

CtDNA 2.0 
Al3+0.62, Fe3+0.36, 

Mg2+55, Cu2+1.5, Ni2+20 2.02 101.0 1.8 

CtDNA 2.0 
Ca2+26, Mn2+1.2, Co2+ 

1.2, Cr3+0.5, NH4
+5 1.97 98.5 2.3 

CtDNA 2.0 
β-CD 8, ATP2, 尿素 50, 
果糖 55, 维生素 C10 2.06 103.0 2.0 

CtDNA 2.0 BSAa)15, 组氨酸 80, ADP 
5, 淀粉  

a)10, 葡萄糖 80 
2.05 102.5 2.5 

a) 单位为μg·mL−1 

 
素C及糖类对本方法测定核酸干扰较小, 而一些易水

解的高价金属离子(如 Fe3+, Al3+, Cr3+, Sn2+, Cd2+等)则
影响较大. 

2.4.3  分析应用 
以 CPZ-ctDNA 为例, 根据表 3 中共存组分干扰

允许量合成了四个样品, 测定结果见表 4. 可见此方

法测定核酸, 准确性高, 重复性好. 
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