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·研究论文· 

磁性纳米氧化铁与小牛胸腺 DNA 相互作用研究 

杨芹芹    郭  强    梁建功    韩鹤友* 
(华中农业大学理学院 化学生物学研究所 农业微生物学国家重点实验室  武汉 430070) 

摘要  以微波辅助共沉淀法合成磁性纳米氧化铁(MNPs), 分别采用紫外-可见吸收光谱(UV-vis)、拉曼光谱(Raman)及
琼脂糖凝胶电泳(GE)研究其与小牛胸腺DNA (ct DNA)的相互作用. UV-vis显示出明显的增色效应, 这是由DNA分子受

MNPs 的干扰碱基外露而引起的; Raman 研究表明 DNA 分子碱基、脱氧核糖以及磷酸骨架均受到 MNPs 一定程度的干

扰; 而 GE 证实了 MNPs 并未使 DNA 分子发生断裂、双链解开等本质性变化. 该研究对 MNPs 在生物医学领域的安全

应用具有重要意义.  
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Study on the Interaction between Magnetic Iron Oxide Nanoparticles 
with Calf Thymus DNA 
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Abstract  Magnetic iron oxide nanoparticles (MNPs) were synthesized by microwave-assisted coprecipita-
tion. The effects of MNPs on the calf thymus DNA (ct DNA) were investigated by UV-vis spectra, Raman 
spectra and Agarose gel electrophoresis, respectively. UV-vis spectra revealed the hyperchromic effect on ct 
DNA due to the exposure of basic group that induced by MNPs. Raman spectra indicated that the basic 
group, ribodesose and backbone were disturbed in the presence of MNPs. However, Agarose gel electro-
phoresis confirmed that DNA melting or DNA strand break have not occurred under the influence of MNPs. 
The research had great significance for the safety application of MNPs in bio-medical field. 
Keywords  magnetic iron oxide nanoparticles; calf thymus DNA; microwave-assisted; hyperchromic ef-
fect; Raman spectra 

  
磁性纳米氧化铁(MNPs)以其独特的磁性和生物相

容性通过结合各种生物功能分子如酶、抗体、细胞、核

酸等, 广泛应用于靶向药物、免疫测定、DNA 和细胞的

分离与纯化等领域[1,2]. 磁性纳米粒子结合量子点、纳米

药物、荧光染料等制备磁性纳米多功能探针在药物分

析、疾病诊断、细胞及活体成像等方面具有广阔的应用

前景[1,3]. 然而 MNPs 粒子的细胞毒性如何, 在应用过程

中对生物体是否会产生负面影响更是决定MNPs应用前

景的关键所在. Pisanic 等[4]研究发现负电性磁性纳米粒

子随着浓度逐渐增大明显地降低了 PC12 细胞的发育能

力及细胞活性. Mahmoudi 等[5]研究表明 PVA 包裹的超

顺磁纳米氧化铁粒子 (SPION) 在较高浓度时 (400 
mmol•L－1)造成 L929 细胞凋亡和细胞周期停滞于G1 期, 
原因是它对 DNA 造成了不可逆转的损伤. 本课题组[6]
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研究并报道了 MNPs 与牛血清白蛋白(BSA)相互作用, 
发现MNPs与BSA分子通过静电作用自发结合, 并改变

了BSA分子二级结构, 表明MNPs对蛋白质类生物大分

子有一定程度的影响. DNA是对生物的遗传和变异起决

定性作用的生物大分子, 有害物质通过与 DNA 直接或

间接的作用 , 对其结构及稳定性产生影响从而导致

DNA 交联、双链断裂、碱基修饰等化学损伤, 进而引起

突变、畸变、癌变等遗传毒性[7]. 因此研究MNPs 与DNA
的相互作用具有重要的意义, 将从分子水平层面考察

MNPs 的生物安全效应.  
采用微波辅助共沉淀法合成 MNPs, 以紫外可见吸

收光谱 (UV-vis)、琼脂糖凝胶电泳 (GE)及拉曼光谱

(Raman)研究了 MNPs 与小牛胸腺 DNA (ct DNA)的相互

作用, 研究结果将为 MNPs 在生物医学领域的安全应用

进一步提供重要依据.  

1  实验部分 

1.1  试剂与仪器 

FeCl3•6H2O (AR), FeSO4•7H2O (AR), NH3•H2O 
(AR), C18H34O2 (CP), CH3COCH3 (AR), HCl (AR), 以上

试剂购自国药集团化学试剂有限公司, (CH3)4NOH 购自

上海晶纯试剂有限公司, 以上试剂直接使用; 小牛胸腺

DNA 购自北京鼎国生物技术有限公司, 使用前未经任

何处理, 用超纯水配制并于 4 ℃冰箱内保存.  
APEX 型微波化学工作站(上海屹尧微波化学技术

有限公司); TG209 型热重分析仪(德国 NETZSCH 公司); 
JEOL-JEM-2010 型透射电子显微镜(日本电子公司); 
D/Max-3B 型 X 射线衍射仪(日本理学公司); TU-1901 双

光束紫外-可见分光光度计(北京普析通用仪器有限责

任公司 ); inVia 激光共聚焦显微拉曼光谱仪 (英国

Renishow 公司); DYY-6C 型电泳仪(北京市六一仪器厂).  

1.2  MNPs 的合成与表征 

称取 1.39 g FeSO4•7H2O 和 2.70 g FeCl3•6H2O 于

100 mL 微波化学工作站专用三口烧瓶中, 加入 50 mL
超纯水溶解, 置于微波化学工作站, 氮气保护下 30 ℃
搅拌反应30 min后迅速滴加25%氨水于上述溶液中, 调
pH至 10.0左右, 继续反应 30 min后升温至 70 ℃, 通过

滴液漏斗加入油酸约 9.5 mL, 氮气保护下搅拌 30 min
后即停止反应, 丙酮洗涤数次后于 60 ℃真空箱内干燥

5 h, 即得油酸修饰 MNPs. 有关反应方程式:  

Fe2＋＋2Fe3＋＋8OH－
＝Fe3O4＋4H2O 

通过 TEM, XRD 和 TGA 对合成的 MNPs 进行表征. 
然后将 MNPs 分散于 0.01 mol/L 四甲基氢氧化铵

(TMAH)[8]溶液制备成 MNPs 水溶液, 计算其浓度为

cMNPs＝8.83×10－4 g/mL.  

1.3  MNPs 与 ct DNA 相互作用研究 

1.3.1  紫外-可见吸收光谱分析 

配制 ct DNA 溶液, 测定其浓度为 cct DNA＝2.97× 

10－4 mol/L. 将 ct DNA 与 MNPs 作用前后样品(cMNPs＝

8.83×10－6 g/mL, cct DNA＝5.94×10－5 mol/L, T＝293 K)
作 UV-vis 光谱扫描. 1.0 cm×1.0 cm 石英样品池, 扫描

范围 190～800 nm.  
1.3.2  拉曼光谱分析 

将 ct DNA 与 MNPs 作用前后样品(cMNPs＝8.83× 
10－5 g/mL, cct DNA＝5.94×10－5 mol/L, T＝293 K)点样于

铝箔上晾干后做 Raman 光谱扫描. 扫描范围 500～2000 
cm－1, He-Ne 灯光源, 10%激光功率, 发射波长为 633 
nm.  
1.3.3  琼脂糖凝胶电泳分析 

将 ct DNA 与 MNPs 作用前后样品(cMNPs＝8.83× 
10－5 g/mL, cct DNA＝1.188×10－4 mol/L, T＝293 K)作 GE
分析. 0.5% TAE 琼脂糖凝胶, EB 染色, Trans 15K DNA 
marker.  

2  结果与讨论 

2.1  透射电子显微镜表征 

将合成的MNPs分散于 0.01 mol•L－1 TMAH溶液作

TEM 测试. 从图 1 中可以看出, MNPs 形貌接近于球形, 
分散性较好. 通过 Photoshop CS3 软件的标尺测量 100
个粒子的近似直径, 对这 100 组数据按粒径范围分类统

计, 计算每个粒径范围内粒子所占百分比, 作粒径分布

图. 从图上可看出, MNPs 粒径分布集中在 10 nm 至 18 
nm, 平均粒径为 14 nm.  

2.2  X 射线衍射表征 

图 2 是 MNPs 的 X 射线衍射图, 图中 X 射线衍射峰

出现的位置与 Fe3O4标准 XRD 比较, 各谱线均在(220), 
(311), (222), (400), (422), (511)和(440)处出现衍射峰, 结
果与 Fe3O4 标准图谱相一致, 大小和位置完全吻合, 为
反尖晶石结构特征峰[9]. 由于 Fe3O4 吸收微波少量粒子

结构发生改变, 变为 γ-Fe2O3结构[10,11], 所以微波辅助合

成的磁性纳米粒子以 Fe3O4为主, 掺杂少量 γ-Fe2O3.  

2.3  热重分析表征 

油酸作为一种表面修饰试剂包覆于MNPs粒子表面

是为了有效阻止 MNPs 粒子之间的团聚, 控制 MNPs 的
粒径在较窄的范围, 同时增强 MNPs 的稳定性. 对油酸

包覆的 MNPs 进行热重分析 , MNPs 失重百分数为
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45.75%, 即 MNPs 表面油酸的含量约为 45.75%.  

 

图 1  MNPs 的 TEM 照片及粒径分布柱形图 
Figure 1  TEM image and particle size distribution of MNPs 

 
图 2  MNPs 的 XRD 图 

Figure 2  XRD patterns of MNPs 

2.4  紫外-可见吸收光谱研究 MNPs 与 ct DNA 相互作

用 

在生物化学中, 增色效应是指 DNA 在紫外 260 nm
处吸光值增加的现象, DNA分子之所以具有紫外吸收是

因为存在嘧啶碱基和嘌呤碱基, 而变性会使在 DNA 双

螺旋内侧的碱基暴露, 因此其吸光值更高[12]. 如图 3 所

示, ct DNA与MNPs相互作用前后UV-vis峰相对强度发

生明显变化, 二者作用后 260 nm 处 UV-vis 吸光值(4)明
显高于同浓度条件下 MNPs (2)和 ct DNA (1)的 UV-vis

图谱的叠加, 即二者反应前的UV-vis吸光值(3), 这是因

为 MNPs 表面包裹油酸分子, 其空间位阻较大, 较难与

DNA 中的磷酸基团结合, 但可与 DNA 中的碱基结合, 
因此增色效应的产生是由于 MNPs 与 DNA 碱基的配位

作用导致DNA双螺旋内侧的碱基外露[13]. MNPs与变性

ct DNA 相互作用具有类似的结果, 即 MNPs 也在一定

程度上干扰变性 ct DNA 的分子结构.  

 
图 3  ct DNA 与 MNPs 相互作用的 UV-vis 图 (1) ct DNA; (2) 
MNPs; (3) 1 和 2 的叠加, 即 ct DNA 与 MNPs 作用前; (4) ct 
DNA 与 MNPs 作用后  
Figure 3  UV-vis spectra of the (1) ct DNA, (2) MNPs, (3) the 
sum of the absorbance of ct DNA and MNPs, (4) the absorption 
spectrum of the mixture (ct DNA and MNPs) 

2.5  拉曼光谱研究 MNPs 与 ct DNA 相互作用 

ct DNA在600 cm－1至1800 cm－1范围内的拉曼谱线

分别表示腺嘌呤(A)、鸟嘌呤(G)、胞嘧啶(C)、胸腺嘧啶

(T)、脱氧核糖和整个 DNA 骨架的振动和转动. 如图 4
所示, a, b, e, f, g, h, i, j 箭头标示处为碱基特征峰形, c, d
箭头标示处为脱氧核糖的特征峰形[14]. 620～685 cm－1 
(a)区间拉曼峰归属于 ct DNA 糖基扭转和 dG 残基的糖

基折叠构型; 729 cm－1 (b)拉曼峰对应于 A; 800～1100 
cm－1 (c, d)区间是ct DNA的几何骨架及二级结构的特征

峰, 834 cm－1是B-DNA的结构特征峰(一般认为DNA在

水溶液中呈 B 型); 1092 cm－l (e)拉曼峰归属于磷酸基; 
1200～1600 cm－1 (f, g, h, i)区间的拉曼峰分别归属于嘌

呤和嘧啶的振动; 1489 cm－1 (i)归属于 G; 1258 cm－1 (g)
附近拉曼峰归属于 C; 拉曼峰在 1240 cm－1 (f)附近拉曼

峰归属于 B-DNA 分子中的 T; 以 1668 cm－1 (j)为中心的

拉曼峰是 dT, dG 和 dC 的共轭 C＝O 伸缩振动及 N—H
形变的拉曼峰的叠加[15]. ct DNA 与 MNPs 作用后碱基、

脱氧核糖以及磷酸骨架拉曼峰相对强度均发生了变化, 
MNPs 的干扰引起 ct DNA 分子中的碱基外露, 但对不

同碱基之间干扰程度不同, 对腺嘌呤(A 和 G)影响相对

较明显, 同时对脱氧核糖和磷酸骨架也有一定程度干

扰, 但并未使 ct DNA 发生双链解开、断裂等本质性变
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化.  

 
图 4  ct DNA 与 MNPs 作用前(1)后(2)的拉曼光谱 

Figure 4  Raman spectra of ct DNA before (1) and after (2) 
adding MNPs 

2.6  琼脂糖凝胶电泳分析 MNPs 与 ct DNA 相互作用 

琼脂糖凝胶电泳是常用的分离、纯化和鉴定 DNA
分子片段的方法, 以琼脂糖作为支持物, 借助其分子筛

作用, DNA 核酸片段因其分子量或分子形状不同, 电泳

移动速度的差异而分离. 理论依据是 DNA 分子在高于

其等电点的溶液中带负电荷, 在电场中向阳极移动; 当
电场强度恒定时, DNA分子的迁移速度取决于分子筛效

应, 即分子的大小和构型是其迁移速度的重要影响因

素. 如图 5 所示, 1, 2, 3 泳道中 ct DNA 分子的迁移速度

基本相同, 说明 ct DNA 分子大小和构型均未发生明显

变化, 即 MNPs 并未导致 ct DNA 分子双螺旋结构的断

裂、损伤[16].  

 

图 5  ct DNA 与 MNPs 作用前(1)后(2)的凝胶电泳图 
(1) 0.05 mol/L pH 7.4 Tris-HCl 缓冲溶液中的 ct DNA 溶液; (2) 0.05 mol/L 
pH 7.4 Tris-HCl 缓冲溶液中的 ct DNA 与 MNPs 混合液; (3) ct DNA 水溶液; 
(0) DNA marker 

Figure 5  Agarose gel electrophoresis of ct DNA before (1) and 
after (2) interaction with MNPs  
(1) The ct DNA in 0.05 mol/L pH 7.4 Tris-HCl buffer solution, (2) the mixture 
of ct DNA and MNPs in 0.05 mol/L pH 7.4 Tris-HCl buffer solution, (3) the ct 
DNA in ultrapure water, (0) the 15K DNA marker 

3  结论 

以微波辅助共沉淀法合成了平均粒径 14 nm, 表面

油酸含量为 45.75%, 反向尖晶石结构的球形 MNPs. 采
用 UV-vis, GE 和 Raman 光谱研究了 MNPs 与 ct DNA 的

相互作用: (1)通过 UV-vis 研究发现 MNPs 与 ct DNA 碱

基配位结合导致碱基外露而引起明显的增色效应; (2) 
Raman 光谱研究进一步证实 MNPs 对 ct DNA 分子的碱

基、脱氧核糖以及磷酸骨架均有一定程度的干扰作用; 
(3)而 GE 研究表明与 MNPs 作用前后 ct DNA 并未发生

双链解开或断裂为多个分子片段等本质性的变化. 研究

结果对 MNPs 在靶向药物、免疫测定、疾病诊断、活体

成像等生物医学领域的应用安全性具有重要的意义.  

 

致谢  感谢武汉大学分析测试中心在样品 TEM 测试方

面提供的帮助.  
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