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不同pH值的酸处理DNA溶液的拉曼光谱分析
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[摘要] 通过拉曼光谱研究了经不同pH值的酸处理后的DNA溶液．小牛胸腺DNA被配制成pH 6．o、

pH 5．0、pH4．0、pH 3．0、pH 2．0、pH 1．O的酸性溶液，经24 h充分水合后测试其拉曼光谱．实验结果表明，DNA

分子内部产生了明显的质子化，其拉曼特征频率和强度均发生了变化，而且不同的pH值致使它们的变化程度

也不同．对DNA分子结构的影响包括磷酸骨架基团，脱氧核糖及碱基．随着酸性的增强，DNA的构型也发生变

化：在pH 6．O、pH 5．0时DNA溶液为标准B构型，而在pH4．O、pH 3．0、pH 2．0的DNA溶液出现B和c构型共

存，到pH 1．0时出现了z构型．从pH 3．O碱基开始质子化，逐渐地Gc碱基对之间形成了H009steen型氢键，AT

碱基对之间的氢键发生断裂，双螺旋结构遭到破坏，而脱氧核糖也受到不同程度的损伤．
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Spectral AIlalysis of DNA Solution Treated with Acid of Various pH
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Abst髓ct：The Raman spectra of DNA solution treated with v耐ous pH vaJues were reponed．ne R锄an

spectra of DNAin acidic solution divided into pH 6．0、pH 5．O、pH 4．O、pH 3．0、pH 2．0 and pH 1．0 were

measuIed． The results showed that protonation of DNA occun-ed and the R锄aIl ch啪cteristic shi{ts and

their intensities were changed in di饪brent degree for various pH values．With the increased acidity，the

confomation of DNA ch粕ged：at pH 6．0 and pH 5．0，DNA in acid solution was present at the B fom，

but at pH 4．0、pH 3．0 and pH 2．0，DNA in acid solution was present at B and C type，and up to pH 1．O

Z—DNA appe8涮．At pH 3．0，出e bases of tlle DNA staned to pro“Dnate，a11d the protonated GC base

pairs became Hoogsteen GC base pairs，with AT base pairs dismpted．While the confomation of right—
handed double helix was damaged，deoxyribose was also d锄aged in difEbrent degree．

Key words：RamaIl spectra，DNA 0f calf thy咖s，protonation

O 引言

研究生物大分子构象¨1在不同的酸度处理下分子结构的变化是一件非常有意义的工作．医学上采用

酸直接处理肿瘤并应用于临床，已取得较为满意的成果口1，同时在细胞水平对其作用机理进行了一些研

究．随着细胞研究工作的深入，许多问题更需要在分子水平了解不同酸度处理对生物体分子的影响．DNA

是生物遗传信息的载体，是生物遗传的物质基础，也是一个很好的受体．曾有多篇文献研究过酸化对DNA

的影响，例如文献[2]报道过乙酸对鲱鱼精DNA空间结构损伤的拉曼光谱研究，同时也对乙酸对DNA损

伤的作用机理进行了探讨，文献[3，4]也报道了对鲱鱼精DNA纤维用pH 1．85酸溶液处理不同时间后的

拉曼光谱分析．
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DNA分子的构型有A、B、C、z等多种，在正常的生理环境里，DNA构型为B型．Cytolo矛cal的研究表

明：DNA分子在低pH酸化作用时，会发生DNA构型由B_z的转变，在pH≤3．6酸化的条件下，DNA分

子开始发生质子化作用，AT碱基对和Gc碱基对发生氢键分离，当pH≤2．2酸化时完全分离(不可

逆)归o．Tajmir-Riahi研究小组用三价的铝和钙离子药物及阿司匹林与小牛胸腺DNA相互作用，也观察到

A、B构型之间的转变∞’7|．我们也曾研究过在紫外照射条件下，DNA分子的构型不稳定，可在B、A之间转

化L8j．但迄今为止，未见有对DNA分子酸化过程中逐点检测DNA分子构型变化的报道．

本文利用拉曼光谱技术研究小牛胸腺DNA的酸溶液(pH 6．0、pH 5．0、pH 4．0、pH 3．O、pH 2．0、

pH 1．0)，逐点测试得到了各个pH值点的DNA分子拉曼谱图并进行分析．通过实验发现，在酸化的过程

中确实存在着DNA构型由B_c-÷z的转变，并分析了该过程中DNA分子拉曼特征峰的峰位和强度变化

的情况，进而得到DNA的磷酸骨架、脱氧核糖、碱基等组分随pH值变化的重要的信息．

1材料与方法

小牛胸腺DNA为购置于美国sigma公司的白色固体纤维，将其称取6份各为10 mg．同样称取6份各

为32 mg的Na2S04粉末，用pH 6．0、pH 5．0、pH 4．0、pH 3．O、pH 2．O、pH 1．0的磷缓溶液分别将其溶解，

配制成0．045 moL／L的溶液，再分别用针管抽取190灿L的pH 6．o～pH 1．O的Na2sO。酸溶液，用其将6份

DNA纤维溶解，这样便制得6份5％DNA酸溶液样品，其pH值分别为6．0、5．O、4．0、3．0、2．0和1．0．将其

放置在4℃冰箱中，经24 h以达到充分水合，再取出分别测其拉曼谱图，以硫酸根sOi一的981 cm。1为内

标，以此作为各拉曼峰强度变化的依据．在实验前先测试了6份磷缓溶液的拉曼谱图，均未见明显拉曼峰．

样品的拉曼测试均在室温(22℃)下进行．实验在法国Jobin Yvon公司LABRAM HR800型激光共焦

显微拉曼谱仪上完成．由CcD进行信号接受和光电转换．由光谱物理公司的163型氩离子激光器作光源，

激发线波长514．5 nm，出射功率10 mw．狭缝宽200汕m，每个样品都重复扫描3次以上，各样品的拉曼谱

图都由计算机作信号累加平均并绘图输出，峰位误差小于±3 cm～．

2结果与讨论

测试的pH 6．o、pH 5．o、pH 4．0的5％DNA溶液拉曼谱图见图l，pH 3．o、pH 2．0、pH 1．0的5％DNA

溶液拉曼谱图见图2，有关的拉曼特征频率和指认列于表1．A、G、c、T分别代表碱基腺嘌呤、鸟嘌呤、胞嘧

啶和胸腺嘧啶的振动特征．在表中按照它们对谱线的贡献大小排列．谱线中981 cm。1作为内标，各谱中以

它的强度作为1，在此基础上计算了不同pH值的DNA溶液中各个基团的谱线强度的变化率．谱线强度的

变化率为负值时，说明它所属的基团的化学键受到了损伤，当基团和化学键被修饰时谱线的位移是明显

的‘引．

2．1 pH值对骨架磷酸基团、DNA构象的影响

在拉曼光谱里，DNA主链结构里表征磷酸二脂键伸缩振动的805～816 cm‘1谱线被看作是A型双螺

旋规则结构的标志，而B式构型的拉曼峰出现在835 cm。1左右，C式构型的拉曼峰出现在865～

880 cm。1-2 J．因此从测得的拉曼光谱就可以方便地判断出DNA是属于哪种构型．在pH 6．0、pH 5．0的拉

曼谱图里，在805～816 cm。1范围内始终未见有明显的拉曼谱峰，而在pH 6．0、pH 5．0、pH 4．0、pH 3．0和

pH 2．0的拉曼谱图里都有835 cm。1左右的拉曼谱峰，但在pH 1．O时835 cm叫左右拉曼谱峰消失了．这表

明从pH 6．0到pH 2．0酸溶液环境中的DNA分子一直以B型结构形式存在着，但在pH 1．0酸溶液的环

境下DNA已不再是B型结构了．曾有文献报道过，经pH 2．6酸处理后的DNA，会出现877 cm“左右的拉

曼谱峰，这是DNA分子C构型的特征峰∞J．实验中，在pH 4．0、pH 3．0、pH 2．0的拉曼谱图中开始分别出

现了879 cm一、877 cm～、878 cm。1的拉曼峰位，这表明从pH 4．0的酸溶液起已有C构型的DNA出现，随

着酸度的增加，在pH 3．o和pH 2．0的条件下，c构型的DNA都继续稳定地存在并有所增强．而此时表征

B型结构835 cm。1左右的拉曼谱峰的强度却在下降，这说明877 cm。1峰位是伴随着B型结构特征峰的减

弱而出现的，由此造成了DNA骨架结构的无序化．Puppels等曾指出，DNA磷酸骨架基团的质子化在

pH 1．0左右，经pH 1．8或45％的醋酸处理后的DNA，极有可能出现z的构型L5 J．我们实验证实了这个结

论，在实验中的一系列图谱里，仅在pH 1．o的谱图中出现了891 cm“这一强峰，而pH 2．o谱图里则不出
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现这峰，这一强峰的出现说明在pH 1．0的条件下DNA溶液出现了z型DNA(也称左旋DNA)．
表1经24 h酸处理后的拉曼光谱及指认
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图1 分别经过酸(pH 4．O，pH 5．O。pH 6．0)处理后DNA的拉曼光谱图2
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分别经过酸(pH 1．0。pH 2．0，pH 3．0)处理后DNA的拉曼光谱

2．2 pH值对碱基的影响

DNA的碱基在低波数对质子化是不敏感的，而在高波数段对质子化和去堆积却是敏感的．我们的实

验证实了这个现象，如低波数段的鸟嘌呤(68l cm。1)、腺嘌呤(730 cm一)、胸腺嘧啶(752 cm一)、胞嘧啶

(789 cm。)的环呼吸振动的峰强对质子化是不敏感的，它们与碱基的去堆积相对应，鸟嘌呤随着去堆积而

峰强减小，腺嘌呤、胸腺嘧啶和胞嘧啶则是增加．鸟嘌呤在图1 pH 6．O、pH 5．0、pH 4．0的谱图中峰位分别

出现在681 cm_。、679 cm～、681 cm～，相对强度为0．051、0．465、1-277，表明从pH 6．0到pH 4．O峰强增

加，DNA双螺旋结构更加稳定．在pH 3．O～pH 1．0中鸟嘌呤相对强度为O．108、O、0，说明从pH 3．0开始

DNA产生了去堆积和碱基质子化的作用，从而使拉曼峰强下降，直到pH 2．0和pH 1．0时强度减为零．
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DNA分子里碱基对的质子化在高端与低端明显不同．如位于1 488 cm。1的表征GC碱基对的拉曼峰，

在pH 6．o到pH 1．o的谱图中它的相对峰强分别为0．253、1．475、2．202、1．116、0．574、o，从pH 3．0条件

下拉曼峰强开始下降，直到pH 1．O时降为零．这说明此振动非常敏感，质子化会引起它强度急剧下降，此

时Gc碱基对之间形成了Hoogsteen型氢键口J．腺嘌呤A的谱峰l 302 cm。1从pH 6．0到pH 3．0峰位分别

出现在1 303 cm～、1 302 cm～、1 303 em～、l 304 cm～，其相对峰强为0．500、0．618、1．028、0．433，在

pH 2．0和pH 1．0则为0，拉曼峰的强度也是在pH 3．O开始下降，意味着腺嘌呤A也是在pH 3．O开始质

子化，直到pH 2．0和pH 1．o时酸化作用更加明显，此时腺嘌呤A强度已降为零．

2．3 pH值对脱氧核糖的影响

从pH 6．O到pH 2．O酸环境下DNA分子表征的脱氧核糖的拉曼谱线变化是不同的：922 cm。1峰位分

别偏移了2 cm～、3 cm一、2 cm～、3 cm～、3 cm～，相对强度分别为O．077、0．100、0．145、0．055、0．013，而在

pH 1．0的谱图中已不见922 cm叫附近的拉曼峰，由此可以看出，在pH 6．0一pH 4．o酸环境下该峰强增

加，说明脱氧核糖保持稳定，未受质子化影响．而从pH 3．0一pH 1．0脱氧核糖的922 cm一峰强急剧下降．

由前述分析可知，DNA溶液从pH 3．0开始出现了质子化，出现AT和CG碱基间氢键的断裂，DNA构型

也发生了变化，此时脱氧核糖也受到了不同程度的损伤，到了pH 1．0酸环境下脱氧核糖的922 cm。1峰已

基本消失．属于磷酸脱氧核糖的1 455 cm一峰，从pH 6．0到pH 2．O它的峰位分别偏移了3 cm～、4 cm～、

7 cm～、9 cm～、5 cm～，强度分别为0．254、0．065、0．060、o．053、0．051，由此可知在pH 6．o的谱图中表征

磷酸脱氧核糖的拉曼峰很强，从pH 5．o该峰强度开始下降，在pH 5．0一pH 2．o的范围内其峰强一直保持

相对稳定，直到pH 1．0峰强变为零，说明在pH 6．0条件下DNA中磷酸脱氧核糖结构比较稳定，而从pH

5．0开始磷酸脱氧核糖遭到了一定程度的损伤，在pH 4．0～pH 2．0中受到质子化影响，直到pH 1．0时已

完全受到损伤．

3结论

(1)在DNA分子从pH 6．0～pH 1．0逐点变化的酸溶液中，在pH 6．0～pH 4．0范围内，拉曼光谱无明

显的变化；而从pH 3．0到pH 1．0时，DNA分子内部发生了明显的质子化作用，出现酸变性的现象，Gc碱

基对之间形成了Hoogsteen型氢键．随着腺嘌呤A的质子化，AT碱基对之间氢键发生断裂，双螺旋结构遭

到破坏，脱氧核糖遭到了不同程度的损伤．

(2)在pH 6．0和pH 5．0时，DNA分子构型仍为B型；从pH 4．0到pH 2．o开始出现C构型，在此范

围内为B和c构型共存；至pH 1．O时，DNA分子的B和C构型全被破坏，而在正常情况下隐藏着的z构

型却显现出来，即DNA出现z构型．
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