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摘要 奥沙利铂被称为第三代铂类药物，特别对胃肠道肿瘤具有较好的疗效．目前大多数的研究表明奥沙利铂的主要作用靶

点是 DNA分子，但它与 DNA分子形成的关键结构和作用机制仍处在探索阶段．本研究运用紫外可见吸收光谱和原子力显
微镜观察探索奥沙利铂与 DNA在活体外的相互作用过程，从而揭示奥沙利铂产生抗癌作用的主要分子结构基础．首先使用
紫外光谱研究了较高浓度奥沙利铂与 DNA的作用过程．在此基础上，进一步采用原子力显微镜在高定向热解石墨表面观察
了不同浓度奥沙利铂与质粒 DNA在 37℃条件下作用不同时间后的结构形貌变化，分析了奥沙利铂与 DNA相互作用的过
程．高分辨原子力显微观察结果表明奥沙利铂与 DNA作用后可导致质粒 DNA的结构发生显著的变化．随着作用时间的增
加，DNA分子逐渐由伸展的链状变化为相互缠绕并带有许多结点的紧密结构，最终变化为更紧密的球状结构．本研究结果
表明奥沙利铂可通过化学键合作用和静电作用使质粒 DNA逐渐凝集为紧密的球状结构，这种结构可能对奥沙利铂的抗癌活
性和毒性产生重要影响．
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自从 1969年美国科学家 Rosenberg等[1]发现顺

铂具有抗癌活性以来，各种铂类抗癌配合物的研发

得到了迅速发展．铂类配合物在多种癌症的治疗中

占有重要的地位，大约有 50%的癌症患者使用了
铂类药物[2]．奥沙利铂(化学名为(1R, 2R)-1, 2-二氨
环己烷草酸根合铂，Oxaliplatin)是第一个上市的以
二氨基环己烷作为配体的抗癌手性铂配合物，也被

称为第三代铂类药物．奥沙利铂不仅改善了顺铂及

卡铂的毒副作用，而且扩大了它们的活性谱，对许

多耐顺铂或卡铂的细胞株具有活性．该药是对结、

直肠转移癌有较好疗效的第一个铂类药物．

大量研究表明，奥沙利铂的作用靶点是 DNA
分子，但对于奥沙利铂和 DNA分子所形成的结构
和形貌及其各种物理化学性质变化等方面的认识还

不够深入，这些问题的解决是研发具有更高活性铂

配合物的基础．在活体外，可用于铂类药物与

DNA 相互作用的研究方法主要有 X 射线晶体衍
射、核磁共振波谱、原子吸收光谱、质谱、圆二色

谱法、紫外光谱等[3]．利用波谱法所得到的结果是

大量分子的平均行为，很难获得单分子的结构变化

信息．原子力显微镜是分析单个生物大分子结构的

工具，目前，使用原子力显微镜可实现对单个

DNA分子、蛋白质分子和病毒的结构分析[4-10]．

运用原子力显微镜可以观察铂类药物与 DNA
分子之间的相互作用，通过观察与铂类配合物作用

后的 DNA结构和形貌的变化，能够探索铂类抗癌
药物和 DNA分子相互作用的机理．近来，研究者
运用原子力显微镜研究了顺铂和长链 DNA分子形
成的各种高分辨结构[11-14]．与顺铂相比，奥沙利铂

含有一个较大的具有手性的环己二胺配位体．探索

奥沙利铂与长链 DNA 分子作用后能否显著改变
DNA的自身结构和组装结构对于深入认识奥沙利
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铂的抗癌活性机制非常重要．最近，Zhang等[15-16]

对奥沙利铂与 2 kb线形 DNA形成的结构进行了观
察研究，结果显示高浓度奥沙利铂可导致 DNA分
子形成微环及大范围交联结构，这一结果有助于认

识奥沙利铂导致线形 DNA 分子凝集的动力学过
程．由于 DNA链在环状质粒内受到环的限制不能
像线形 DNA链那样容易转动，因而推断奥沙利铂
与质粒 DNA分子可能形成一些特殊的未知结构．
本研究主要对抗癌药物奥沙利铂与环状质粒

pUC19 DNA相互作用进行探索，揭示奥沙利铂对
DNA结构的作用强度和影响程度，从而在单分子
水平上认识奥沙利铂与 DNA作用形成的关键结构.

1 材料与方法

1援1 仪器与试剂

原 子 力 显 微 镜 系 统 为 Molecular Imaging
Picoplus域型(Molecular Imaging，USA)．气相扫描
使用 MI公司生产的 100伊100 滋m2扫描头，成像样

品前经过标准样品校正．本研究使用 Mikromasch
生产的 NSC35 型探针，针尖的曲率半径小于
10 nm，针尖力常数为 4.5 N/m，在轻敲成像模式下
共振频率为 170 kHz左右，扫描速度为 1 lines/s成
像．原子力显微镜图片均为 512伊512分辨率下的原
始数据，使用仪器自带的 Picoscan5.3.3软件进行数
据处理，高度值为至少 50个不同位置测量点高度
的平均值．使用岛津公司 UV-2550的紫外可见分
光光度计测定紫外光谱．试验用超纯水，经

Milli-Q系统纯化，电阻率 > 18 M赘·cm；环状质粒
pUC19 DNA(2 686 bp)，购自上海生物工程有限公
司；小牛胸腺 DNA(calf-thymus DNA)为 Sigma 公
司产品．奥沙利铂购于昆明贵研药业有限公司(原
料药)．ZYB级的高定向热解石墨片(highly oriented
pyrolytic graphite，HOPG)为爱沙尼亚 Mikro Masch
公司产品．

1援2 实验方法

将奥沙利铂用超纯水溶解配制成 100、500和
1 000 滋mol/L的水溶液．取 250 滋l新配制的 2 mg/L
pUC19 DNA 加入等体积的 100 滋mol/L(或 500 和
1000 滋mol/L)奥沙利铂，混匀后，放入 37℃水浴中
避光保存．作用 4 h 和 24 h 后，分别取出反应液
50 滋l 滴加于新解离的 ZYB 级高定向热解石墨片
上，使其静置吸附 10 min，然后将石墨片泡在纯水
中 10 min，取出后再用纯水冲洗数次用以去除未吸
附牢固的 DNA分子和铂盐，最后用氩气吹干石墨

表面，用于原子力显微镜成像前放置在干燥器中

保存．

2 结果与分析

2援1 紫外光谱结果

如图 1 所示，当 ct-DNA 中加入奥沙利铂之
后，随着反应时间的增加，DNA的吸收峰逐渐红
移并且产生明显的增色效应．依据此结果可以推断

奥沙利铂与 DNA分子产生了相互作用．DNA吸收
峰的红移和增色效应可以归结为 DNA的碱基堆积
结构发生了改变所致．奥沙利铂能与 DNA分子中
单链上相邻鸟嘌呤(N-7)间进行股内交联(包括 1, 2-
GpG和 1, 3-GpG)及其相邻腺嘌呤和鸟嘌呤的交联
(1, 2-ApG)．高分辨 X射线衍射结果显示，形成一
个 1, 2-GpG股内交联结构可使相邻鸟嘌呤平面间
形成大约 25毅的二面角，最终导致双螺旋结构向大
沟方向弯曲大约 30毅[17]．奥沙利铂与 DNA 相互作
用的紫外可见光谱吸收特点与其他铂类药物具有一

定的相似性[18-19]．此外，从图 1可以注意到，DNA
分子的铂化是一个时间依赖过程．在上述试验条件

下，大约 8 h后 DNA-奥沙利铂的紫外吸收光谱逐
渐趋于稳定．

2援2 pUC19 DNA的显微结构
图 2a为新解离石墨表面的典型成像．图中高

度为 0.3～0.7 nm 的台阶为高定向热解石墨片

Fig. 1 UV absorption spectra of 100 mg/L ct鄄DNA
solution and the mixed solution of 100 mg/L

ct鄄DNA and 1 000 滋mol/L oxaliplatin incubated
for 30 min, 1 h, 2 h, 8 h
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2援3 奥沙利铂与 pUC19 DNA 作用不同时间后的
显微结构

我们选取了不同时间间隔奥沙利铂与 pUC19
DNA 的作用产物，用于原子力显微镜观察研究，
并选择出现显著变化的 DNA结构进行报道．当奥
沙利铂和 DNA 分子的作用时间到 4 h 时(图 3a)，
pUC19 DNA 分子链相互缠绕形成了许多结点结

构，此时观察到 DNA 链上的结点平均高度达到
(2.71依0.16) nm．奥沙利铂在水中可离解为铂合阳
离子，铂合阳离子能与 DNA的嘌呤碱基上的(N7)
配合，形成铂合离子 /DNA加合物．正是由于铂合
阳离子与 DNA碱基间形成的股内交联和股间交联
可使 DNA的结构发生转变．研究表明铂阳离子和
DNA形成的 1, 2-GpG股内交联产物会使 DNA 向

Fig. 2 The representative AFM image of HOPG surface (a) and pUC19DNA on HOPG surface (b)

(HOPG)所特有的结构．空白石墨表面具有较大的
平整区域并且没有类似于 DNA分子的结构，因而
可用于观察 DNA 与奥沙利铂的相互作用过程．
图 2b为 pUC19 DNA 分子在石墨表面的成像，由
图可以清晰地看到环状的 DNA链，并且大部分链
呈现为伸展的状态．未折叠的 DNA链测量平均高
度为(1.37依0.18) nm．这个高度值略小于 DNA分子
的理论直径(～2 nm)．这一结果可归因于原子力显
微镜针尖对样品的挤压作用以及样品本身干燥脱水

的效应．需要说明的是在本研究中使用了 HOPG
作为观察基底．使用 HOPG 作为观察基底的一个
优点是在制作 DNA样品时无需加入其他固定试剂
或进行表面修饰．在以前的研究中，通常使用云母

作为观察 DNA 分子的基底．使用云母作为基底
时，一般需要加入二价阳离子或用硅烷化试剂修饰

云母表面来固定 DNA分子用于原子力显微镜成像[4].
当使用二价阳离子作为固定方法时，将会不可避免

对抗癌药物奥沙利铂与质粒 DNA分子的相互作用
产生一定的影响．我们探索了以云母为基底镁离子

或镍离子为固定离子来观察奥沙利铂与 DNA分子
形成的结构．初步结果显示在作用不同时间后产物

都容易在云母表面形成大量的盐斑而影响高分辨观

察．此外，在不同条件下以云母为基底时作用产物

显微成像的重现性不是很好，推测可能是外加的固

定镁离子或镍离子产生的效应．因而，以云母为基

底研究 DNA-铂配合物的结构仍需进一步的探索．
我们研究小组对 DNA分子在石墨表面的固定和成
像进行了研究，发现通过控制 DNA分子的浓度、
吸附时间和样品清洗方式，可得到分散良好的

DNA以及 DNA-铂配合物的单分子成像．
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在上述研究的基础上，我们进一步研究了奥沙

利铂浓度对它与 pUC19 DNA 分子相互作用的影
响．图 4a和 4b 为 500 滋mol/L和 1 000 滋mol/L奥
沙利铂与 pUC19 DNA作用 4 h后典型的原子力显
微镜成像图．图 4b中的插图是球状结构的高分辨
成像图，在结构的边缘部分可观察到一些链状结

构，这证明它们是由 DNA分子组装而成．与图 3a
相比较，随着奥沙利铂浓度的增高，pUC19 DNA
分子能形成更为紧密的球状结构．特别是使用

1 000 滋mol/L奥沙利铂时，作用 4 h pUC19 DNA分
子基本上形成了球状结构，这与使用 100 滋mol/L
奥沙利铂作用 24 h后形成的结构相当．这一结果
说明高浓度的奥沙利铂能在更短的时间内使 DNA
分子变为球状结构．奥沙利铂不仅能使环状质粒

DNA分子产生显著变化，而且也能使线状 DNA分
子产生类似的结构．关于奥沙利铂与线状 DNA分
子产生的结构将另发文章详细介绍．

本研究中所有原子力显微镜成像都是在气相条

件下获得的．需要说明的是目前国内外大多数关于

铂配合物与 DNA分子的结构研究都是在气相下进
行的[11-12, 14]．DNA样品在气相条件下会受到脱水和
干燥过程的影响．对奥沙利铂与 DNA分子的作用
过程实现液相条件下实时观察仍是一个尚待解决的

难题．我们初步的探索结果表明结合了奥沙利铂后

DNA分子在基底表明的吸附性质发生了一定的改
变，导致现有的液相下固定 DNA分子的方法难以
获得令人满意的结果．因而，目前需要发展液相下

特异性固定 DNA-铂合物的新方法和技术．

大沟方向发生弯曲并使 DNA的螺旋结构发生一定
程度的解旋 [20]．此外，随着大量铂阳离子结合到

DNA链上后可使 DNA链间的静电排斥作用减弱，
从而有利于形成相对紧密的链内和链间的结点结构.

当奥沙利铂和 DNA 分子的作用时间到 24 h
时(图 3b)，DNA分子已经完全变成为直径大约为

50 nm的球状体，平均高度为(2.96依0.11) nm．根据
球状体的体积判断，每个球状体是由单个 pUC19
DNA分子形成了紧密的结构．这种高度紧密的结
构与已报道的 DNA凝集体相似[21-22]，DNA的凝集
体可通过静电作用而形成．本研究中，奥沙利铂和

DNA分子间既有静电作用也有化学配合作用．

Fig. 3 The typical AFM images of pUC19 DNA after incubation with 100 滋mol/L oxaliplatin for the predefined time
(a) 4 h. (b) 24 h.
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2援4 奥沙利铂与 pUC19 DNA产生相互作用的机制
奥沙利铂与 pUC19 DNA作用所形成的结构与

作用时间的长短密切相关．使用较低浓度的奥沙利

铂(100 滋mol/L)大约 24 h 后可使质粒 pUC19 DNA
形成紧密的球体．奥沙利铂与 pUC19 DNA作用所
形成的这种结构变化过程可解释如下：在奥沙利铂

的水溶液中首先要转变为活性的铂阳离子才能和

DNA分子产生有效的作用，因此奥沙利铂需要逐
渐地水解掉它所带的羧酸配体，然后这些带有二氨

基环己烷的铂阳离子开始与 DNA双螺旋分子中单
链上相邻鸟嘌呤(N-7)间进行股内交联(包括 1, 2-
GpG和 1, 3-GpG)及其相邻腺嘌呤和鸟嘌呤的交联
(1, 2-ApG)，上述这些作用都可归结为时间依赖过
程．其中 1, 2-GpG和 1, 2-ApG这两种股内交联方
式是主要的加合物，奥沙利铂的环己二胺载体配基

很大，形成的铂 -DNA加合物也很大，而且疏水性
较顺铂增强．随着大量的铂阳离子结合到 DNA分
子上，DNA分子内双链间的静电排斥作用会逐渐
减弱，这有利于 DNA 分子间形成紧密的聚集结
构．最终形成的球体结构与多价阳离子导致 DNA
形成的凝集体相似．从机制上来分析，铂阳离子与

DNA分子形成的结构与其他多价阳离子(例如二价
锰离子和三价的钴氨离子)导致的凝集体还存在一
些差别[23]．二价锰离子和钴氨离子与 DNA作用形
成的凝集体主要是通过静电作用，而铂阳离子与

DNA分子的作用既有共价键合又有静电作用．
本研究中奥沙利铂导致的 DNA分子结构变化

过程与文献报道的顺铂和 DNA的作用极为相似[11].
这种相似的主要原因是由于顺铂和奥沙利铂可与

DNA分子上的靶点形成相同类型的股内和股间交
联，并且交联后形成的三维结构在几何尺寸上也非

常相近[17]．高分辨晶体结构研究表明，顺铂和奥沙

利铂与同一寡聚核苷酸链形成的 1, 2-d(GpG)股内
交联结构在三维尺度上非常接近，但其中一处明显

的不同是奥沙利铂配体(R，R)-DACH 中 NH 基团
上的氢原子可与 d(GpG)中的 3忆 -G 中 O6 形成氢
键．这一差异也暗示了奥沙利铂的手性对它与

DNA 相互作用的重要性，从而表明金属有机化
合物的对映体与 DNA分子的作用存在着手性识别
关系．

高分辨晶体衍射结果表明，奥沙利铂与寡聚核

苷酸链形成 1, 2-d(GpG)股内交联可使 DNA双链向

Fig. 4 The typical AFM images of pUC19 DNA after incubation with different concentrations of oxaliplatin for 4 h
(a) 500 滋mol/L. (b) 1 000 滋mol/L.
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大沟方向大约弯曲 30毅[17]，这一结果有助于深入认

识奥沙利铂产生抗癌活性的分子结构基础．但需要

强调的是，这一结果源自于奥沙利铂与 DNA分子
形成的单个 1, 2-d (GpG)股内交联产物的晶体结
构．目前对于奥沙利铂与含有多靶点的环状长链

DNA分子的作用仍然缺乏基础数据．当奥沙利铂
与含有多靶点的 DNA分子相互作用时，既存在股
内交联又存在股间交联，并且相邻交联产物之间会

产生相互影响，除了上述的共价键合作用还有活性

铂离子产生的静电作用．本实验中使用的质粒

pUC19 DNA分子共包含有大约 250多个 -GG-和 -
AG-基团可作为奥沙利铂的作用靶点，因而使用原
子力显微镜观察到的结果与活体中的实际作用状况

更为接近，这一结果有助于在单分子水平认识奥沙

利铂产生抗癌活性的分子结构基础．本研究中观察

到的 DNA紧密节点和球体结构可能会对随后一系
列蛋白质应答过程产生重要影响，如影响到核苷酸

切除修复蛋白及错配修复蛋白等对铂合物造成损伤

的识别和修复，从而最终影响奥沙利铂的活性[24]．

3 结 论

本研究使用紫外可见吸收光谱和原子力显微镜

在高定向热解石墨表面观察了抗癌药物奥沙利铂与

质粒 pUC19 DNA的作用过程．研究结果表明，随
着作用时间的增加奥沙利铂可导致 pUC19 DNA由
伸展的链状结构逐渐转变为带有球状结点的结构并

最终变化为更紧密的球状结构．使用较低浓度的奥

沙利铂(100 滋mol/L)大约 24 h 后可使质粒 pUC19
DNA 形成紧密的球体，而使用 1000 滋mol/L奥沙
利铂时，大约作用 4 h后 pUC19 DNA分子基本上
形成了球体结构．本研究中奥沙利铂导致的 DNA
分子显微结构变化过程与文献报道的顺铂与 DNA
的作用过程相似，说明奥沙利铂和顺铂与 DNA分
子能形成相似的显微结构．本研究的结果为进一步

在单分子水平上认识铂类抗癌配合物与 DNA作用
形成的关键结构提供了依据．
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Study on the Interactions Between Anti鄄Cancer
Drug Oxaliplatin and DNA*
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Abstract Oxaliplatin is a third-generation platinum derivative which is especially efficient for gastric and
colorectal cancer treatment. Most studies revealed that the target of oxaliplatin is DNA molecule. However, the key
structures formed by oxaliplatin and DNA still controversial so far. In this study, the interactions between
oxaliplatin and DNA in vitro have been studied by UV spectra and atomic force microscopy (AFM) so as to reveal
the structural basis of its anticancer activity. The structural characteristic after the incubation oxaliplatin at different
concentrations with DNA for different time was investigated on freshly cleaved highly ordered pyrolytic graphite
(HOPG) surface by atomic force microscopy (AFM). Based on the observed results, the interaction mechanism
between oxaliplatin and DNA was proposed. High resolution AFM observation indicated that oxaliplatin can
induce structural changes of pUC19 DNA from the extended chains to the intertangled structures with many nodes,
and finally to a compact particle after 24 h incubation. The present results revealed that electrostatic and
coordination interactions are important to condense plasmid DNA to a compact particle which may significantly
influence the activity and cytotoxicity of oxaliplatin.
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