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木犀草素-7-O-葡萄糖苷与双链 DNA 的相互作用研究 
马蕾 a,b    刘舒 a    宋凤瑞 a    刘志强*,a   刘淑莹 a 

(a中国科学院长春应用化学研究所长春质谱中心  长春 130022) 
(b中国科学院研究生院  北京 100039) 

摘要  采用电喷雾质谱(ESI-MS)、紫外吸收光谱(UV)以及荧光光谱结合溴化乙锭荧光探针研究黄酮类化合物木犀草 
素-7-O-葡萄糖苷与双链 DNA 的相互作用. 质谱研究结果表明木犀草素-7-O-葡萄糖苷可与双链 DNA 形成复合物, 且
Lug 与 DNA 之间存在氢键作用, 通过串联质谱数据推断出其结合模式为插入型. 紫外吸收光谱研究结果表明 DNA 的

加入使木犀草素-7-O-葡萄糖苷产生明显的减色红移效应, 说明该化合物可能插入 DNA 双螺旋碱基对间. 荧光光谱研

究结果表明木犀草素-7-O-葡萄糖苷能引起溴化乙锭-DNA 体系荧光强度明显减弱和波长轻微蓝移, 主要是单一的静态

猝灭, 猝灭常数 Kq＝8.61×1011 L•mol－1•s－1, 进一步说明 Lug 与 DNA 的主要作用方式为插入型.  
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Studies on the Interaction between Luteolin-7-O-glucoside and  
Duplex DNA 

Ma, Leia,b   Liu, Shua   Song, Fengruia   Liu, Zhiqiang*,a   Liu, Shuyinga 
(a Changchun Center of Mass Spectrometry, Changchun Institute of Applied Chemistry, Chinese Academy of  

Sciences, Changchun 130022) 
(b Graduate School of the Chinese Academy of Sciences, Beijing 100039) 

Abstract  The interaction between luteolin-7-O-glucoside and duplex DNA was investigated by ESI-MS, ultraviolet and 
fluorescence spectroscopy in conjunction with fluorescent probe ethidium bromide (EB). We synthetized a critical sequence 
of GC-rich human survivin promoter DNA for ESI-MS investigation. The stock solutions of DNA and the drug for MS 
analysis were diluted with methanol/20 mmol/L ammonium acetate (20∶80, V/V) solvent, giving a final concentration of 
DNA of 5 and 20 μmol/L for luteolin-7-O-glucoside. In negative ion mode, we found the duplex DNA/drug complex as well 
as complex of single-strand oligodeoxynucleotide/luteolin-7-O-glucoside in ESI-MS spectrum. At the same time, it can be 
seen that the flavonoid shows 1∶1, 1∶2 and 1∶3 binding stoichiometries. In positive ion mode, only 1∶1 complex was 
observed from the spectrum. This suggests that the complex between the drug and the duplex has hydrogen bond interaction. 
The spectra of tandem mass spectrometry reveal that the 5－ charged 1∶1 complex underwent the predominant loss G base 
and a little of losing a neutral drug. Moreover, for 6－ charged 1∶1 complex of duplex and luteolin-7-O-glucoside, its 
fragmentation pathway is loss of a 1－ charged drug yielding a 5－ charged DNA ion. The results of MS/MS data demon-
strate that luteolin-7-O-glucoside is an intercalator. UV data were measured by addition of ct-DNA (80 μmol/L) to Lug (20 
μmol/L)-20 mmol/L ammonium acetate solution. The result shows obvious hypochromic and red shift effect, indicating that 
the compound may be inserted between the pairs of the DNA helix bases. The fluorescence experiments were obtained by the 
drug (final concentrations: 0—66.66 μmol/L) titrating certain EB-DNA system (c(EB)＝3 μmol/L, c(ct-DNA)＝9.78 μmol/L) in 
20 mmol/L ammonium acetate solvent. The emission spectra were recorded at an excitation wavelength of 520 nm. The re-
sults show that luteolin-7-O-glucoside can quench the fluorescence of EB-DNA system, and the wavelength of EB-DNA 
hypsochromic shift. The quenching of luteolin-7-O-glucoside on the fluorescence of EB-DNA is a static quenching process, 
quenching constant Kq＝8.61×1011 L•mol－1•s－1. This reveals that luteolin-7-O-glucoside has only one mode to interact with 
duplex DNA. Based on the above mentioned experimental results, we can conclude that luteolin-7-O-glucoside is an interca-
lator. These results are expected to provide a basis to understand the DNA-binding properties of flavonoids and useful infor-
mation for development of new efficient duplex DNA ligands. 
Keywords  luteolin-7-O-glucoside; duplex DNA; ESI-MS; fluorescence; interaction 
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1  引言 

黄酮类化合物(flavonoids)是一类具有抗氧化和螯

合能力的植物次生代谢产物, 广泛存在于蔬菜水果茶叶

和中草药中, 对人类的肿瘤、心血管病、衰老等流行性

疾病的治疗和预防有重要意义, 并具有抗病毒、抗菌、

抗突变、抗氧化等多种生物活性和药理作用[1,2]. 木犀草

素-7-O-葡萄糖苷(Lug, 结构见图式 1)是木犀草素结合

糖后的苷类化合物, 是蒲公英花提取物中抑制氧化应激

的主要成分[3], Hu 等[4]发现该化合物能抑制 iNOS 和

COX-2 蛋白在鼠巨噬细胞系RAW264.7中表达, Spencer
等[5]报道木犀草素-7-O-葡萄糖苷由小肠水解吸收并支

持 β-葡萄糖苷酶的活性, Baskar 等[6]通过细胞实验研究

发现木犀草素-7-O-葡萄糖苷可能是一种有效的抗结肠

癌的药物, 还有文献报道木犀草苷是造成金银花和山银

花杀菌消炎疗效上有差异的主要原因[7].  
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图式 1  木犀草素-7-O-葡萄糖苷的化学结构式 
Scheme 1  Structure of luteolin-7-O-glucoside 

DNA 在蛋白合成过程中起重要作用, 其自身复制

使它成为潜在的靶点[8,9]. 研究小分子药物与 DNA 作用

方式对了解抗癌药物及其抗癌机理有着重要的理论意

义, 同时为设计开发新型抗癌药物提供有价值的信息. 
最近 , 很多天然物质如黄酮类化合物被证实可以和

DNA 结合. Wang 等[10]用质谱方法研究表明, 木犀草素、

芹菜素、槲皮素等主要以插入方式和双链 DNA 作用. 
Nafisi 等[11]用多种光谱方法发现芹菜素以插入和外部静

电作用两种方式与DNA结合, 与DNA的亲和能力大于

桑色素和柚皮苷. 屈凌波等[12]通过电化学的方法发现

木犀草素可能与 DNA 形成了 2∶1 的简单缔合物. Wan
等[13]用 ESI-MS 观察到木犀草素-7-O-葡萄糖苷与三链

DNA 结合, 但是其他相关研究甚少. 另外, 很多非天然

化合物与 DNA 的相互作用正被广泛研究[14,15].  
本文选取与肿瘤相关的存活素基因启动子区 sp-1

结合位点序列[10]为生物靶分子, 采用质谱方法和紫外

光谱法研究了木犀草素-7-O-葡萄糖苷与该双链 DNA 序

列的结合强度及结合模式, 同时用荧光光谱结合溴化乙

锭探针研究了猝灭机制, 计算得到猝灭常数. 本文的研

究结果为理解木犀草素-7-O-葡萄糖苷发挥抗肿瘤作用

的机理提供了理论依据.  

2  结果与讨论 

2.1  Lug 与 DS 非共价复合物的形成及其一级质谱分

析 

ESI-MS 是一种检测药物/DNA 复合物强有力的工

具, 不仅节省样品、快速、并且在一级谱中我们可以观

察到复合物的结合计量比, 以及相对结合强度[16]. 图
1(a)所示的是双链核酸 DS 和 Lug 反应后在负离子模式

下的电喷雾一级全扫描质谱图, 从图中可以看出双链核

酸的五电荷离子峰[DS]5－最强, 即 m/z 1703.49, 还能观

测到药物和双链核酸的复合物离子峰, 两条单链核酸

ss1 和 ss2 的 3-电荷和 4-电荷离子峰, 以及单链 DNA 与

Lug 的 3-电荷复合物. 从图 1(a)中还可以看出, 最多存

在 1∶3 的 Lug/DS 复合物, 但复合物离子峰相对丰度不

一样, 1∶1 复合物[DS＋Lug]5－ (m/z 1793.47)相对丰度

最高为 59.44%, 1∶2 复合物[DS＋2Lug]5－(m/z 1882.81)
相对丰度较低(14.14%), 还有少量的 1∶3 复合物[DS＋
3Lug]5－(m/z 1972.34), 说明 Lug 和 DS 的结合计量比以

1∶1 为主. 图中可见 Lug 和单链 DNA 的复合物[ss1＋
Lug]3－(m/z 1540.32)离子峰相对丰度很低, 可见 Lug 对

双链 DNA 有明显的的选择性. 根据文献[16]中公式(1)计
算得 Lug 与 DS 的相对结合强度为 42.39%.  

正离子模式下, 电喷雾质谱图示于图 1(b)中, 能观

察到药物 Lug 和双链 DNA 的复合物离子峰[DS＋  
Lug]5＋(m/z 1795.54), 但是复合物的强度相比负离子模

式较低, 可能是因为在正离子模式下复合物的氢键作用

得到保留.  

2.2  Lug 与 DS 相互作用的二级串联质谱分析 

为得到更多信息, 进一步深入研究复合物的稳定性

和碎裂规律, 我们对5－电荷的Lug/DS复合物进行了碰

撞诱导解离(CID)实验. 图 2(a)中可以看到 Lug 与 DNA
的 1∶1 复合物的碎裂方式主要是 DNA 链的 G 碱基丢

失, 伴随少量中性药物分子丢失生成[DS]5－, 但这一碎

裂模式既不符合传统插入剂也和小沟结合剂不一样. 因
此我们对其[DS＋Lug]6－离子进行串联质谱研究, 即图

2(b), 发现 6－电荷的复合物离子主要解离生成 1－电荷

的配体分子离子和5－电荷的DNA分子离子, 这与文献

报道的插入剂类似[17]. 所以, Lug 与 DNA 结合模式是插

入型. 

2.3  紫外吸收光谱 

紫外吸收光谱是一种很有效的判断 DNA 与小分子

相互作用方式的重要方法. 小牛胸腺 DNA(ct-DNA)的
特征吸收峰为 260 nm, Lug 由 B 环引起的特征吸收峰在

350.1 nm(图 3), 当加入 ct-DNA后, Lug在 350.1 nm处的

吸收峰波长发生红移至 352.3 nm, 同时有明显的减色现

象, 减色率 H{H＝(Afree－Abound)/Afree)}为 14.69%. 根据

Long 等[18]提出的判据, 当小分子与 DNA 发生嵌插作用
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图 1  DS 与 Lug 混合物(物质的量比为 1∶4)的电喷雾质谱图 
Figure 1  ESI mass spectra of the mixture of DS with Lug at molar ratios of 1∶4 
(a) negative ion mode, (b) positive ion mode 

 
图 2  DS 与 Lug 1∶1 复合物的负离子串联质谱图 
Figure 2  Negative ion MS/MS spectra of the (a) 5－ charged and (b) 6－ charged 1∶1 complex of DS with Lug 

 
图 3  Lug 以及 Lug 与 ct-DNA 混合物的紫外光谱图 
Figure 3  Absorption spectra of Lug and mixture of ct-DNA with Lug 

时, 由于生色团插入 DNA 碱基对间, 引起碱基对对其

产生较强的电子相互作用, 从而使得吸收曲线发生变

化. 所以, Lug 与 DNA 之间存在插入作用. 

2.4  荧光光谱 

EB 作为一个具有共轭芳香平面型结构的分子, 是
经典的双链 DNA 插入剂. EB 本身荧光很弱, 当插入双

螺旋DNA碱基中使其荧光显著增加, 因此常用EB为荧

光探针深入研究化合物和 DNA 的相互作用 . 在
EB-DNA 体系中加入小分子化合物, 若体系荧光强度被

猝灭而明显降低, 说明化合物与EB竞争结合DNA的作

用位点, 同样以插入模式与 DNA 结合[19].  
向 EB 中加入 Lug 后, EB 的荧光强度和发射峰位置

没有改变, 说明 Lug 不与 EB 发生作用. 向 EB-DNA 体

系中加入 Lug, EB-DNA 体系荧光强度随着 Lug 浓度的

增加逐渐降低(图4), 荧光发射峰由604.5 nm蓝移至 603 
nm, 表明 Lug 影响了体系中 EB 与 ct-DNA 的作用, 即
部分 EB 被 Lug 置换出来变成游离态. 为了解这种猝灭

过程, 按照 Stern-Volmer 方程 [19]处理, 即 F0/F＝l＋
Kqτ0[Q], F0和 F 分别为 EB-DNA 和猝灭剂作用前后的荧

光强度, [Q]为猝灭剂的浓度, Kq为猝灭过程速率常数, τ0
为猝灭剂不存在时荧光分子的平均寿命. 以 F0/F 对 Lug
浓度作图, 得到室温下Lug对EB-DNA体系荧光猝灭的

Stern-Volmer 图(图 4 内插图)为一直线, R2＝0.990, 遵循

Stern-Volmer 方程. 根据经典的荧光猝灭理论, 无论是

动态猝灭或静态猝灭, F0/F 对[Q]作图均得到一条直线, 
说明 Lug 对 EB-DNA 的荧光猝灭为单一的动态或静态

猝灭, Lug 与 DNA 的主要作用方式为插入型.  



  
化 学 学 报 研究论文  

 
1564   http://sioc-journal.cn © 2012 Shanghai Institute of Organic Chemistry, Chinese Academy of Sciences Acta Chim. Sinica 2012, 70, 1561—1564
 

 

图 4  Lug 对 EB-DNA 体系荧光发射光谱的影响 
曲线 1～7 对应的 Lug 浓度分别为 0, 14.63, 28.57, 41.86, 48.27, 54.54 和
66.66 μmol/L. 内插图为 Lug 对 EB-DNA 体系猝灭的 Stern-Volmer 图 
Figure 4  The effects of Lug on the fluorescence emission spectra of the 
EB-DNA  
c(Lug)=0, 14.63, 28.57, 41.86, 48.27, 54.54 and 66.66 μmol/L corresponding to 
the curves from 1 to 7, respectively. Inset shows Stern-Volmer plots of fluo-
rescence quenching of EB-DNA by Lug 

由于大分子的荧光平均寿命为 10－8 s, 故得 Kq 为

8.61×1011 L•mol－1•s－1, 而实际上, 各类荧光猝灭剂对

生物大分子的最大动态荧光猝灭速率常数约为

2.0×1010 L•mol－1•s－1, 显然实际的荧光猝灭常数要大于

动态荧光的 Kq, 故此猝灭过程不是动态猝灭而是单一

的静态猝灭.  

3  结论 

利用电喷雾质谱研究了木犀草素-7-O-葡萄糖苷与

双链 DNA 的非共价相互作用, 电喷雾正离子模式下存

在 Lug 与DNA 的复合物, 说明 Lug 与DNA 之间存在氢

键作用. 利用二级串联质谱研究了化合物与 DNA 复合

物的碎裂机理 , 初步判定木犀草素-7-O-葡萄糖苷与

DNA 为插入型结合模式. 通过紫外光谱研究发现 Lug
与 ct-DNA 结合引起 Lug 明显的红移减色效应, 验证质

谱实验结果. 荧光光谱证实 Lug 能插入 ct-DNA 内部, 
计算得到猝灭常数为 8.61×1011 L•mol－1•s－1. 综上可得

Lug 与双链 DNA 之间可发生相互作用, 作用方式主要

以插入为主 , 同时还有氢键作用 . 本文结果说明

ESI-MS 在研究小分子和 DNA 相互作用上能提供较为

真实的情况, 并为木犀草素-7-O-葡萄糖苷的应用提供

理论基础.  

4  实验部分 

4.1  电喷雾质谱(ESI-MS) 

Lug 与 DS 以物质的量比 4∶1 混合, 用甲醇-20 
mmol/L 醋酸铵(20∶80, V/V)溶液稀释至核酸浓度为 5 
μmol/L, 混合液在室温中放置 20 min 后进行质谱分析, 
其中甲醇在进样前加入.  

4.2  荧光光谱 

在 3.5 mL比色皿中加入 20 mmol/L醋酸铵溶液, 固
定 ct-DNA 的浓度为 9.78 μmol/L, EB 浓度为 3 μmol/L. 
用Lug的醋酸铵储备液滴定EB-DNA体系, 同时加入适

量的 EB 和 ct-DNA 保证 EB-DNA 体系浓度不变, 室温

反应 10 min 进行荧光发射光谱扫描. 
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