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６?位脂肪胺取代的萘酰亚胺衍生物

与犇犖犃的相互作用

解丽娟

（华侨大学 分子药物学研究所，福建 泉州３６２０２１）

摘要：　利用紫外可见光谱、荧光光谱、圆二色谱和粘度测试，考察了８个６位脂肪胺取代的萘酰亚胺衍生物

与小牛胸腺ＤＮＡ的相互作用．研究结果表明：小牛胸腺ＤＮＡ对与其结合能力强的化合物３ａ～３ｄ有荧光猝

灭作用，对与其结合能力弱的３ｅ～３ｈ有荧光增强效应；圆二色谱显示这些萘酰亚胺化合物能引起ＤＮＡ二级

结构发生不同的变化．在紫外可见吸收光谱和粘度测试中，这些化合物与ＤＮＡ的相互作用没有差别．综合

光谱学和粘度测试的结果，推断这些化合物是通过嵌插方式与ＤＮＡ结合，由于结构不同，它们与ＤＮＡ之间

作用程度存在差异．
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小分子化合物与 ＤＮＡ相互作用的研究一直是引人关注的领域
［１?３］．通过研究小分子化合物与

ＤＮＡ的相互作用，一方面可以了解引起ＤＮＡ结构变化和影响其生理功能的因素；另一方面可以从分

子水平了解小分子抗肿瘤化合物的作用机制，从而为防治肿瘤发生及开发新的高效抗肿瘤药物提供指

导．萘酰亚胺类衍生物是一类著名的ＤＮＡ嵌入剂和拓扑异构酶Ⅱ型抑制剂，对多种人和鼠的肿瘤细胞

具有较高的抗肿瘤活性［４?８］．近年来，因发现萘酰亚胺类化合物具有抗多药耐药性
［７］，对其研究日益引起

人们的关注．文献［９?１１］分别报道了不同结构的６?位脂肪胺取代的萘酰亚胺衍生物，但并未深入研究所

报道的萘酰亚胺衍生物与ＤＮＡ的相互作用．萘酰亚胺衍生物与ＤＮＡ发生非共价结合后，两者的物理

性质都会发生明显的变化，通过测定其变化，可以定性、定量地评价萘酰亚胺衍生物与ＤＮＡ的结合过

程，确定结合模式［１２?１５］．Ｌｏｎｇ等
［１２］提出并证明需要融合几组实验技术才能很好地确定化合物与ＤＮＡ

的结合模式．这些实验技术包括：１）评价ＤＮＡ螺旋变化；２）反映ＤＮＡ和结合的化合物之间的电性作

用；３）确定分子嵌入ＤＮＡ的取向．本文利用紫外吸收光谱、荧光发射光谱、圆二色谱和粘度测试法，分

别考察包括文献［９?１１］报道在内的８个６?位脂肪胺取代的萘酰亚胺衍生物与ＤＮＡ的相互作用．

１　实验部分

１．１　原料与仪器

原料及溶剂均为市售分析纯，缓冲溶液自行配制；小牛胸腺ＤＮＡ（ＣＴ?ＤＮＡ，美国Ｓｉｇｍａ公司）；柱

色谱硅胶（２００?３００目，山东青岛海洋化工厂）．

ＨＰ１１００ＬＣ／ＭＳＤ型质谱仪（美国 ＨＰ公司），ＧＣＴＣＡ１５６型和ＬＣＴ型质谱仪（英国 Ｍｉｃｒｏｍａｓｓ公

司），Ｎｉｃｏｌｅｔ２０ＤＸＢ型ＦＲ?ＩＲ红外光谱仪（美国Ｎｉｃｏｌｅｔ公司），ＶａｒｉａｎＩＮＯＶＡ４００型核磁共振仪（４００

ＭＨｚ，ＴＭＳ为内标，美国Ｖａｒｉａｎ公司），Ｘ?６型显微熔点测定仪（北京泰克仪器有限公司），Ｆ?４５００型荧

光分光光度计（日本日立公司），ＢＳ?２１０Ｓ型万分之一电子天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司），ＵＶ?３１００型分光

光度计（日本岛津公司），Ｊ?８１０型圆二色谱仪（日本Ｊａｓｃｏ公司）．
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１．２　６?位脂肪胺取代的萘酰亚胺衍生物的合成

图１为８个６?位脂肪胺取代的萘酰亚胺衍生物结构图．图１中：３ａ，３ｂ，３ｃ和３ｆ被Ａｎｔｏｎｉｎｉ等
［１０］，

Ｗｕ等
［１１］和Ｎｏｒｔｏｎ等

［９］分别报道过．

萘酰亚胺衍生物的具体合成方法：将４?溴?１，８?萘酐（２７７ｍｇ，１ｍｍｏｌ）和Ｎ，Ｎ?二甲基乙二胺（１１２

μＬ，１．２ｍｍｏｌ）溶于２０ｍＬ乙醇中，加热回流２ｈ，减压蒸除溶剂，得到中间体．该中间体（１７４ｍｇ，０．５

ｍｍｏｌ）与要取代的脂肪胺（２ｍｍｏｌ）和碳酸钾（６９ｍｇ，０．５ｍｍｏｌ）溶于１５ｍＬ的乙二醇单甲醚中，加热

回流８～１２ｈ；粗产物经硅胶柱柱层析精制，得到目标产物．最后，产物的结构经过高分辨质谱、核磁（氢

谱和碳谱）、红外光谱的表征和验证．

图１　６?位脂肪胺取代萘酰亚胺衍生物的结构

Ｆｉｇ．１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ６?ａｌｉｐｈａｔｉｃａｍｉｎｅｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄｎａｐｈｔｈａｌｉｍｉｄｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

１．３　测定方法
［１２?１５］

１．３．１　紫外吸收光谱测定　紫外滴定实验在ＵＶ?３１００型分光光度计上进行，使用１ｃｍ石英吸收池，

温度为２５℃．首先用空白溶剂（３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ＝７．５的Ｔｒｉｓ?ＨＣｌ缓冲溶液）对仪器进行基线校

正，测量２００～６００ｎｍ范围内浓度为５０μｍｏｌ·Ｌ
－１的萘酰亚胺衍生物的紫外吸收谱；然后，往溶液中滴

加ＣＴ?ＤＮＡ，改变其与萘酰亚胺衍生物的浓度比值．每次加完ＤＮＡ后混合数遍，以使ＤＮＡ和萘酰亚胺

衍生物充分接触、反应；放置１０ｍｉｎ后，使两者反应达到平衡并测量、记录光谱数据．

１．３．２　荧光发射光谱测定　取０．１ｍＬ精确配制的，浓度为０．１～１．０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１的萘酰亚胺衍生物

ＤＭＳＯ溶液，与３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的Ｔｒｉｓ?ＨＣｌ（ｐＨ＝７．５）缓冲溶液混合于１０ｍＬ的容量瓶中，制备两组萘

酰亚胺衍生物的Ｔｒｉｓ?ＨＣｌ?ＤＭＳＯ溶液．其中一组为加入小牛胸腺ＤＮＡ（ＣＴ?ＤＮＡ）的Ｔｒｉｓ?ＨＣｌ溶液，

另一组为不含ＤＮＡ的相同浓度化合物的溶液，萘酰亚胺衍生物的浓度保持在１．０～１０．０μｍｏｌ·Ｌ
－１之

间，ＣＴ?ＤＮＡ的浓度为５０μｍｏｌ·Ｌ
－１，定容，室温避光放置一夜．将得到的一组样品液和空白对照液分

别置于１ｃｍ石英比色池中进行测试，扫描速度为１２００ｎｍ·ｍｉｎ－１，激发波长为最大吸收值，激发狭缝

宽度５ｎｍ，发射狭缝宽度５ｎｍ，测其荧光发射谱．

１．３．３　圆二色谱测定　将浓度为１０μｍｏｌ·Ｌ
－１的萘酰亚胺衍生物加入到１００μｍｏｌ·Ｌ

－１的ＣＴ?ＤＮＡ

溶液中，比较化合物在加入ＤＮＡ前后所引起的ＤＮＡ自身圆二色谱（ＣＤ）谱图的变化．实验条件：扫描

范围为２００～６００ｎｍ；扫描速度为５００ｎｍ·ｓ
－１；响应时间为０．５ｓ；狭缝宽度为２ｎｍ；积累次数为２次；

ＣＤ谱的样品池厚度为１．０ｃｍ．

１．３．４　粘度测试　将ＣＴ?ＤＮＡ溶于Ｔｒｉｓ?ＨＣｌ缓冲溶液（３０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１，ｐＨ＝７．５）中，于４℃下保存；

全部溶解后，在超声仪中震荡１０ｍｉｎ，用ＰＶＤＦ膜（孔径０．４５μｍ）过滤，以滤去不溶物，配制的ＣＴ?

ＤＮＡ浓度为１００μｍｏｌ·Ｌ
－１［１６］．粘度测定在乌氏粘度计上进行，放置于恒温水域槽中，水浴保持恒温

２５℃．吸取１０ｍＬ，１００μｍｏｌ·Ｌ
－１的ＣＴ?ＤＮＡ置于粘度计中，用秒表记录滴下时间．然后，分别滴加浓

度为１．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的萘酰亚胺衍生物溶液，使其浓度和ＤＮＡ浓度的比值逐渐增加，用吸耳球鼓泡以

混匀溶液；记录萘酰亚胺衍生物滴下时间并重复测量３次，每次相差不超过０．２ｓ，取其平均值．以（η／

η０）
１／３是相对于萘酰亚胺衍生物浓度与ＤＮＡ浓度的比值作图．其中：η表示滴加萘酰亚胺衍生物后

ＤＮＡ的相对运动粘度；η０ 表示没有萘酰亚胺衍生物时ＤＮＡ的相对运动粘度
［１７］．

２　结果与分析

２．１　紫外吸收光谱分析

萘酰亚胺衍生物３ａ的紫外吸收光谱（ＵＶ?Ｖｉｓ），如图２所示．图２中：犃为吸光度；曲线１～１０的
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ＤＮＡ与萘酰亚胺衍生物的浓度比值分别为０．０２，０．０４，０．０６，０．１０，０．１４，０．２０，０．３０，０．４０，０．５０，１．００．

图２　萘酰亚胺衍生物与ＣＴ?ＤＮＡ

相互作用的紫外吸收光谱

Ｆｉｇ．２　ＵＶ?ｖｉｓａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

ｂｅｔｗｅｅｎｎａｐｈｔｈａｌｉｍｉｄｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓａｎｄＣＴ?ＤＮＡ

由图２可以发现：随着ＣＴ?ＤＮＡ的不断滴加，萘酰亚

胺衍生物３ａ的特征吸收带呈现明显的减色效应，不过并没

有出现吸收峰位置红移和等吸收点，这表明萘酰亚胺衍生

物与ＤＮＡ的碱基电子产生相互作用．

其他萘酰亚胺衍生物的紫外吸收光谱在逐渐滴加ＣＴ?

ＤＮＡ后也呈现类似的现象，表明不同６?位脂肪胺取代的萘

酰亚胺衍生物可能与ＤＮＡ以相同或近似的方式相结合．

２．２　荧光发射光谱分析

萘酰亚胺衍生物３ａ，３ｈ与ＣＴ?ＤＮＡ相互作用的荧光

发射谱，如图３所示． 图３中：犐为荧光强度；曲线１～６

的萘酰亚胺衍生物浓度分别为２．５，５．０，７．５，１０．０，１５．０，

２０．０μｍｏｌ·Ｌ
－１；曲线１′～６′则在上述萘酰亚胺衍生物浓

度下均加入５０μｍｏｌ·Ｌ
－１的ＤＮＡ．从图３可知：像大多数

ＤＮＡ嵌入剂一样，随着ＣＴ?ＤＮＡ的不断滴加，萘酰亚胺衍生物的荧光强度不断下降，发射峰没有位移

变化．萘酰亚胺衍生物３ｂ，３ｃ和３ｄ在滴加ＣＴ?ＤＮＡ后，其荧光发射谱也产生相似的荧光淬灭现象．然

而，萘酰亚胺衍生物３ｅ，３ｆ，３ｇ和３ｈ在滴加ＣＴ?ＤＮＡ后，其荧光发射谱呈现明显的荧光增强现象．

分析萘酰亚胺衍生物结构可以发现，萘酰亚胺衍生物３ａ，３ｂ和３ｄ都有富含电子的叔胺氮原子存

在，在测试条件下氮原子易质子化，使得萘酰亚胺衍生物容易和带负电荷的ＤＮＡ相结合．萘酰亚胺衍

生物３ｃ尽管不含有这种氮原子，分子中的噻吩基团是苯的生物异构体，即富含电子，同时也容易容纳负

电荷．因此，萘酰亚胺衍生物３ａ～３ｄ容易与ＤＮＡ相结合，发生电子转移和能量转移，导致发射光谱产

生荧光猝灭现象．另外，萘酰亚胺衍生物３ｅ～３ｈ的结构没有这种特征，因此它们像溴化乙锭（ＥＢ）这种

典型的ＤＮＡ嵌入剂一样，在与ＤＮＡ结合后荧光发射谱呈现荧光增强．

　（ａ）萘酰亚胺衍生物３ａ　　　　　　　　　　　　　（ｂ）萘酰亚胺衍生物３ｈ

图３　萘酰亚胺衍生物与ＣＴ?ＤＮＡ相互作用的荧光光谱

Ｆｉｇ．３　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｎａｐｈｔｈａｌｉｍｉｄｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓａｎｄＣＴ?ＤＮＡ

萘酰亚胺衍生物与ＤＮＡ之间的表观结合常数犓ｂ，可以利用Ｓｃａｔｃｈａｒｄ方程
［１８?１９］求得．经计算，萘

酰亚胺衍生物３ａ～３ｈ的每一位点固有的结合常数分别为０．１９４，０．２３１，０．１８３，０．２２６，０．０４８，０．０１８，

０．０２５，０．０１８ＭＬ·ｍｏｌ－１，即萘酰亚胺衍生物３ａ，３ｂ，３ｃ和３ｄ与ＤＮＡ之间的结合常数值明显高于萘酰

亚胺衍生物３ｅ，３ｆ，３ｇ和３ｈ与ＤＮＡ之间的结合常数值．这个结果支持了关于导致萘酰亚胺衍生物发

射光谱呈现差异的解释．

２．３　圆二色谱分析

在ＣＴ?ＤＮＡ溶液中分别滴加萘酰亚胺衍生物３ａ，３ｄ和３ｈ，其圆二色谱如图４所示．图４中：θ为

摩尔椭圆度；ＤＮＡ浓度为１００μｍｏｌ·Ｌ
－１；萘酰亚胺衍生物３ａ，３ｄ和３ｈ的浓度为１０．０μｍｏｌ·Ｌ

－１；小

图为诱导圆二色谱（ＩＣＤ）．图４对应于Ｂ型ＣＴ?ＤＮＡ的二级结构构象．

从图４可知：２７９ｎｍ处的正峰是由于ＤＮＡ的碱基对堆积而产生的，２４７ｎｍ处的负峰是由于ＤＮＡ
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图４　萘酰亚胺衍生物与ＣＴ?ＤＮＡ

相互作用的圆二色谱图

Ｆｉｇ．４　ＣＤｓｐｅｃｔｒａｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ

ｎａｐｈｔｈａｌｉｍｉｄｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓａｎｄＣＴ?ＤＮＡ

的双螺旋结构而产生的．在ＣＴ?ＤＮＡ溶液中分别滴加萘酰

亚胺衍生物３ａ，３ｄ和３ｈ后，萘酰亚胺衍生物３ａ和３ｄ均引

起ＣＴ?ＤＮＡ的ＣＤ谱中正、负峰的摩尔椭圆度绝对值增

加，标志萘酰亚胺衍生物嵌入ＤＮＡ碱基对后使碱基堆积

增强，双螺旋更紧凑；萘酰亚胺衍生物３ｈ引起ＣＤ谱中正

峰的摩尔椭圆度绝对值增加，负峰的摩尔椭圆度绝对值下

降．这个现象进一步表明，萘酰亚胺衍生物因取代基团不同

导致其和ＤＮＡ结合存在差异．

在萘酰亚胺衍生物紫外最大吸收位置能够观察到诱导

圆二色谱吸收带．由图４右上角的ＩＣＤ放大图可以看到：

萘酰亚胺衍生物的ＩＣＤ信号的摩尔椭圆度绝对值不超过

１．０Ｌ·（ｍｏｌ·ｃｍ）－１．通常，ＤＮＡ嵌入剂的ＩＣＤ信号值较

小，最大不超过１０．０Ｌ·（ｍｏｌ·ｃｍ）－１．因此，可以确定萘

酰亚胺衍生物是通过嵌插方式与ＤＮＡ结合的．根据ＩＣＤ图谱可以得到ＤＮＡ与嵌入剂结合的角度取向

和位置信息．当嵌入剂的药效团与ＤＮＡ双螺旋的对称轴平行（γ＝０°）时，产生正的ＩＣＤ信号；当嵌入

图５　萘酰亚胺衍生物对

ＣＴ?ＤＮＡ溶液粘度的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｎａｐｈｔｈａｌｉｍｉｄｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

ｏｎＣＴ?ＤＮＡｖｉｓｃｏｓｉｔｙ

剂的药效团与ＤＮＡ双螺旋的对称轴垂直（γ＝９０°）时，产生

负的ＩＣＤ信号
［２０?２１］．结果显示：萘酰亚胺衍生物的药效团

即萘酰亚胺母体环与ＤＮＡ双螺旋的对称轴是垂直的．

２．４　粘度测试分析

萘酰亚胺衍生物对ＣＴ?ＤＮＡ溶液粘度的影响，如图５

所示．图５中：ＤＮＡ浓度为１００μｍｏｌ·Ｌ
－１；反应温度为

（２５±０．１）℃．由图５可知，随着萘酰亚胺衍生物３ａ，３ｃ，

３ｄ，３ｅ和３ｈ的滴加，都会引起ＤＮＡ溶液的粘度不断增加，

证明萘酰亚胺衍生物确实与ＤＮＡ发生嵌插结合．

３　结束语

综合光谱测试和粘度测试的结果可以确定，６?位脂肪

胺取代的萘酰亚胺衍生物是通过嵌插方式与 ＤＮＡ相结

合．不过，因为萘酰亚胺衍生物结构不同，它们与ＤＮＡ结合程度存在差异．其中，含有富电子基团的萘

酰亚胺衍生物与ＤＮＡ结合能力强，没有这种取代基团的萘酰亚胺衍生物与ＤＮＡ结合能力较弱，结果

这两类萘酰亚胺衍生物与ＤＮＡ作用后荧光光谱和ＣＤ谱呈现不同的现象．
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