
摘 要：为探讨噻嗪酮及金属离子共存对非靶标生物遗传毒性的机制，利用紫外、荧光光谱法研究生理条件下噻嗪酮与小牛胸腺

DNA（ctDNA）之间的结合作用大小及模式，从分子水平上分析了 Cd2+、Co2+、Cu2+、Ni2+存在时对噻嗪酮与 ctDNA相互作用的影响。结
果表明：噻嗪酮可与 ctDNA结合引起噻嗪酮吸收光谱明显红移；可与亚甲基蓝（MB）竞争结合 ctDNA，且结合常数 K 随温度升高呈
递减趋势；可与 ctDNA以嵌插方式结合使熔点明显升高。环境金属离子的存在不会改变噻嗪酮与 ctDNA之间的作用模式，但会影
响其结合强弱，低浓度 Cu2+、Ni2+可通过离子桥表现出一定的促结合作用，高浓度时则引起 DNA结构改变而削弱噻嗪酮与 DNA的
结合，Co2+、Cd2+能影响 DNA分子结构、与噻嗪酮竞争结合位点，导致结合常数下降。
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Interaction properties of buprofezin to calf thymus DNA in the presence of metal ions
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Abstract：To illustrate the genetic toxicity mechanism of thiadiazine pesticides on non-target organisms, the interaction between buprofezin
and calf thymus DNA（ctDNA）in vitro was investigated by UV-vis absorption spectroscopy and fluorescent spectrometry. The influences of
heavy metals（Cd2+, Co2+, Cu2+ and Ni2+）on the binding properties were also studied at the molecular level, using methylene blue（MB）as a
probe of DNA. The results showed that there was a distinct red shift of absorption spectrum by addition of ctDNA which can be ascribed to
the binding interaction between buprofezin and ctDNA. Fluorescent experiments indicated that buprofezin was bound to ctDNA in competi原
tion with MB, and the binding constants decreased as a function of temperature. Furthermore, DNA melting-point increment suggested that
the binding of buprofezin to ctDNA was an intercalative mode. The presence of metal ions did not change the interaction mode between
buprofezin and ctDNA, but influenced the binding intensity of buprofezin to ctDNA. A small quantity of Cu2+ and Ni2+ showed a promotion
between buprofezin and ctDNA via an ionic-bridge mechanism, but a large quantity of ions would modify the structure of ctDNA and weak原
en the binding capacity. Meanwhile, Co2+ and Cd2+ could penetrate the ctDNA and competitively bind to ctDNA , resulting in the declination
of binding constant.
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对粮食与农业安全的忧虑迫使甲胺磷、久效磷、对

硫磷等高毒农药退出市场，更多的低毒特效产品逐渐

成为主流药物，而滥用农药导致的药物残留也带来新

的环境风险。噻嗪酮（Buprofezin）是一种噻二嗪类昆虫
生长调节剂，对同翅目的飞虱、叶蝉、粉虱及介壳虫类

害虫有特效，在水稻、茶叶、柑橘、棉花、蔬菜等作物病

虫害防治中发挥着重要作用，属高效低毒杀虫剂 [1-2]。
目前全国每年噻嗪酮原药总设计产能8000 t左右，
实际总产量 4500 t，且呈逐年递增趋势[3]。

据报道菊酯类和噻嗪酮残留在我国出口茶叶超

标农药中位居前列[4]。南京地区茶叶在用药 7 d后仍
残留约 10 mg·kg-1 [5]；北京和山东等地番茄与种植土
中也发现噻嗪酮的残留[6]；长沙、杭州、贵阳等地柑橘
生产中，噻嗪酮用药的安全期均在 14 d以上[7]。西班
牙 Almeria地区蔬菜大棚中胡椒、扁豆和茄子等也检
测到噻嗪酮的残留[8]。因此，应对噻嗪酮引起非靶标生
物暴露的环境安全风险引起重视。

重金属含量超标也是出口农产品中与农药残留

伴生的主要问题之一，浙江省地方绿茶噻嗪酮残留最

高达 600 滋g·kg-1，鲜样中 Cu、Cd的平均浓度分别为
12.5 mg·kg-1和 0.24 mg·kg-1 [9-10]。越南湄公河的农业
沉积物中不仅发现 521 滋g·kg-1的噻嗪酮，同时也检
出 Ni、Cu、Co等金属并存[11]；印度与罗马尼亚的葡萄
种植园也分别发现了噻嗪酮和重金属残留[12-13]。这些
研究结果表明，农产品中金属与新型农药残留形成的

复合污染已成为非靶标生物环境暴露及健康风险的

重要形式。

流行病学研究表明，在非职业暴露人群血清样本

中噻嗪酮检出率超出 50%[14]；噻嗪酮证实可干扰哺乳
动物细胞有丝分裂[15]，引起雄鼠体细胞和生殖细胞染
色体畸变[16]；金属离子也会参与到 DNA与药物的识
别和结合过程，对 DNA的结构与功能造成损伤[17]。本
文以亚甲基蓝（MB）为分子探针，通过紫外、荧光光谱
法研究生理条件下噻嗪酮与 DNA结合模式，同时选
取与 DNA结合强度不同的 4种典型金属离子（Cd2+、
Co2+、Cu2+、Ni2+），探讨重金属对噻嗪酮与 DNA结合作
用的影响机制。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂
主要仪器：CARY Eclipse 960型荧光分光光度计

（Varian），U -3900 紫外可见分光光度计（Hitachi），
HH-2型恒温水浴槽（国华电器）。

试剂：小牛胸腺 DNA（Solarbio，ctDNA），用 0.1
mol·L-1 NaCl配制，利用 着=6600 L·mol-1·cm-1确定溶
液浓度为 1.89伊10-4 mol·L-1，溶液存于 4 益备用。噻嗪
酮（以下简称 Bup）使用无水乙醇配制成浓度为 4.92伊
10-2 mol·L-1贮备液。亚甲基蓝（MB）使用三蒸水配制
成浓度为 1伊10-3 mol·L-1贮备液。金属离子（Ni2+、Cu2+、
Co2+、Cd2+）均使用三蒸水配制成浓度为 4.92伊10-2 mol·
L-1贮备液。
1.2 实验方法
1.2.1 噻嗪酮-ctDNA紫外光谱测定

在 10 mL比色管中，固定 Bup的浓度为 4.0伊10-5

mol·L-1，分别加入不同体积的 ctDNA溶液（终浓度范
围为 6.0伊10-5~1.0伊10-4 mol·L-1），Tris-HCl 缓冲溶液
定容至刻度，混匀后静置 5 min。扫描 200~350 nm紫
外吸收光谱，并扣除背景空白。

1.2.2 噻嗪酮、金属离子对MB-ctDNA荧光光谱的影响
在 10 mL比色管中，固定 MB和 ctDNA的浓度

（CMB=1.0伊10-5 mol·L-1，CDNA=1.89伊10-5 mol·L-1），分别
加入不同体积的 Bup溶液（终浓度范围为 4.92伊10-6 ~
4.43伊10-5 mol·L-1）或金属离子溶液（终浓度范围为
2.46伊10-6 ~2.21伊10-5 mol·L-1），Tris-HCl 缓冲溶液定
容至刻度，混匀后静置 5 min。以 630 nm为激发波长，
扫描 650~750 nm荧光光谱，并分别记录 25、31、37 益
荧光强度变化。

1.2.3 金属离子对噻嗪酮与 MB-ctDNA 体系结合常
数的影响

在 10 mL比色管中，固定 MB、ctDNA和金属离
子浓度（CMB=1伊10-5 mol·L-1，CDNA=1.89伊10-5 mol·L-1，
CMetal= 2.46伊10-6 mol·L-1），改变体系中 Bup浓度（终浓
度范围为 4.92伊10-6~4.43伊10-5 mol·L-1），Tris-HCl 缓
冲溶液定容至刻度，混匀后静置 5 min，记录荧光强度
变化。依次改变体系中金属离子浓度（2.46伊10-6~
3.69伊10-5 mol·L-1），分别记录荧光强度变化。
1.2.4 ctDNA熔点实验

分别移取 ctDNA溶液、Bup-ctDNA、Bup-ctDNA-
Metal溶液于比色杯中，浓度依次为 CDNA=5伊10-5 mol·
L-1，CBup=4伊10-5 mol·L-1，CMetal=7.38伊10-5 mol·L-1，利用
紫外分光光度计记录 20~95 益范围内溶液在 260 nm
处的吸光度值。

2 结果与讨论

2.1 ctDNA对噻嗪酮紫外光谱的影响
在 pH为 7.4的 Tris-HCl缓冲溶液中，噻嗪酮的
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表 1 不同温度下噻嗪酮与 MB-ctDNA结合常数
Table 1 The binding constants for the system of buprofezin and

ctDNA in different temperatures
T/K K/伊104 L·mol-1 r
298 1.70 0.991
304 1.68 0.994
310 1.54 0.991

图 2 噻嗪酮对 MB-ctDNA荧光光谱的影响
Figure 2 Fluorescence spectra of MB-ctDNA in the

presence of buprofezin

最大紫外吸收峰为 246 nm，此吸收带主要由噻嗪酮
分子结构中含硫氮的芳香杂环 仔-仔*跃迁所引起。随
着体系中 ctDNA浓度的增加，最大吸收波长逐渐红
移到 257 nm，同时也呈现明显的增色效应（图 1），说
明噻嗪酮与 ctDNA之间发生了较强的相互作用。实
验还发现 Bup-ctDNA二元体系在最大吸收峰处的吸
光度显著低于单一噻嗪酮与 ctDNA吸光度之和，由
此可推断加入 ctDNA后，噻嗪酮与 DNA发生结合并
可能形成基态复合物，改变了原有分子结构中的紫外

吸收官能团[18]。

2.2 噻嗪酮对 MB-ctDNA荧光光谱增强机制及二元
结合常数

亚甲基蓝（MB）是一种典型的荧光探针，可与
DNA以嵌插方式结合。因为噻嗪酮自身荧光较弱，无
法直接通过荧光光谱法研究二者作用方式，所以选择

MB为荧光探针，间接考察农药与 DNA之间的相互
作用。在 MB溶液中加入 ctDNA后，前者的荧光强度
发生明显降低（图 2），表明 MB-ctDNA体系中由于电
子间相互作用引起激发态发光团结构变化而导致荧

光猝灭现象的发生。MB-ctDNA体系中加入不同浓度
噻嗪酮时，其荧光谱图如图 2所示。随着噻嗪酮浓度
的增加，体系发生了明显的增色效应。这是溶液中游

离态 MB的量增加所导致的[19]，分析可能是由于噻嗪
酮结构中有与 MB相似的不饱和平面芳环和碱性亚
氨基侧链，能参与竞争 MB在 ctDNA上的结合位点，
致使部分结合到 ctDNA上的 MB释放出来，体系荧
光增强。

根据荧光增强效应公式：

1 /（Fx-F0）=1/（F肄-F0）+（1 /K[Q]）[1/（F肄-F0）][20]

式中：F0和 Fx分别表示未加入和加入噻嗪酮时体系

的荧光强度，F肄为噻嗪酮与 DNA相互作用的荧光强
度最高值，K 为结合常数，[Q]为噻嗪酮浓度。

使用不同温度下加入噻嗪酮后体系荧光强度变

化值 1/（Fx-F0）对 1/［Q］作图，由回归方程计算结合常
数 K 值并列于表 1中。比较发现，不同温度下结合常
数 K 随温度升高而略有降低，推断噻嗪酮可能与 MB
竞争结合 DNA位点，但随着体系温度升高，二者结合
形成的基态复合物稳定度下降致使 K 值降低，故该
过程应属于静态结合[21]。
2.3 金属离子对噻嗪酮与 MB-ctDNA结合的影响

前期实验已证实金属离子、噻嗪酮单独存在时均

未与 MB发生结合。固定 MB-ctDNA体系中金属离子
浓度，通过调节噻嗪酮浓度可得到三元体系荧光光谱

（图 3），结果表明：在 Cu2+、Ni2+的存在下，噻嗪酮与
MB-ctDNA体系的荧光增强效应显著，而 Co2+、Cd2+存
在下，多元体系的荧光强度变化减弱。实验还比较了

不同金属离子单独存在时 MB-ctDNA体系荧光强度
变化（图 3）。通过荧光强度变化值 1/（Fx-F0）对 1 /［Q］
作图，分别计算了金属离子与 MB-ctDNA的结合常

图 1 ctDNA对噻嗪酮紫外光谱的影响
Figure 1 The absorption spectra of buprofezin in the

presence of ctDNA

CBup= 4.0伊10-5 mol·L-1；Curves 1寅6：CDNA（伊10-5 mol·L-1）= 0，6，7，8，9，10

CMB=1.0伊10-5 mol·L-1；Curves 1寅10：CDNA=1.89伊10-5 mol·L-1；CBup（伊
10-6 mol·L-1）=0，4.92，9.84，14.8，19.7，24.6，29.5，34.4，39.4，44.3
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图 3 金属离子存在对 Bup-MB-ctDNA及 MB-ctDNA体系荧光光谱的影响
Figure 3 The effects of Cd2+，Co2+，Cu2+，Ni2+ on the fluorescence spectra of Bup-MB-ctDNA and MB-ctDNA，respectively

Curve chart：CDNA=1.89伊10-5 mol·L-1；CMB= 1.0伊10-5 mol·L-1；CMetal= 2.46伊10-6 mol·L-1；
Curves 1寅10：CBup（伊10-6 mol·L-1）=0，4.92，9.84，14.8，19.7，24.6，29.5，34.4，39.4，44.3；

Line chart：CMetal（伊10-6 mol·L-1）=2.46，4.92，7.38，9.84，12.3，14.8，17.2，19.7，22.1

图 4 金属离子存在对 Bup与 MB-ctDNA结合常数的影响
Figure 4 Effects of metal ions on the binding constant of

buprofezin and MB-ctDNA

CMetal（滋mol·L-1）=0，2.46，7.38，14.8，22.1，29.5，36.9

表 2 不同金属离子与 MB-ctDNA结合常数（K）
Table 2 The binding constants for the systems of Cd2+/Co2+/Cu2+/

Ni2+ and MB-ctDNA
项目 K/伊104 L·mol-1 r

Cd2+-ctDNA 1.52 0.967

Ni2+-ctDNA 0.97 0.975

Co2+-ctDNA
Cu2+-ctDNA

1.21
1.45

0.986
0.990

数 K 值（表 2）。金属离子可通过配位作用与 DNA双
螺旋内侧的碱基和电子基团发生不同程度的结合[22]，
随着体系中金属离子浓度的增大，部分结合的 MB游
离出来而增强了体系的荧光强度。

为了进一步探讨在复杂环境中不同金属离子对

噻嗪酮与 MB-ctDNA结合作用的影响，分别采集了 4
种金属在不同浓度条件下的三元体系荧光数据，根据

荧光增强公式计算了噻嗪酮与 MB-ctDNA体系的结
合常数，如图 4所示。结果表明：少量 Cu2+可能先与噻
嗪酮络合，再通过离子桥作用与 DNA的磷酸基团结

合[23]，形成 DNA-Bup-Cu2+的复合物，使结合常数明显
增大；随着 Cu2+浓度的增加，由于形成 DNA-Bup-Cu2+

复合物的空间位阻效应以及使 DNA结构松散的盐效
应，不利于噻嗪酮与 DNA的结合，导致结合常数略有
下降[24]。
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低浓度的 Ni2+可使噻嗪酮与 MB-ctDNA体系的

结合常数有所上升，而高浓度的 Ni2+会使之下降。这
是由于 Ni2+的结合位点为 DNA的磷酸根骨架，噻嗪
酮与少量 Ni2+协同配合，可增加农药分子与 DNA的
结合量；高浓度的 Ni2+则会渗透到 DNA的碱基对中，
与胸腺嘧啶的 N3和鸟嘌呤的 N1结合，造成 DNA磷
酸骨架和碱基破坏，进而影响噻嗪酮与 DNA 的结
合 [25]。对于 Co2+、Cd2+来说，二者均能减弱噻嗪酮与
MB-ctDNA间的结合，且 K 值随浓度增加而降低。这
是由于低浓度的 Co2+、Cd2+可能与 DNA 磷酸基团上
的氧原子配位，中和磷氧负离子，使得 DNA 分子结
构收缩，不利于噻嗪酮嵌插到 DNA 碱基对中；高浓
度时则对 DNA碱基表现出较强的亲和力，可能会与
噻嗪酮竞争 DNA嘌呤碱基上的 N7结合位，导致其
结合常数降低[26]。
2.4 金属离子存在下噻嗪酮对 ctDNA熔点的影响

药物与 DNA结合方式的差异，会产生不同的生
物学效应，也能直接影响 DNA的熔点。如以沟槽或静
电作用与 DNA结合的药物不会影响 DNA熔点，但是
药物分子若以嵌插方式结合，则会使 DNA的熔点上
升 5~8 益[27]。通过测定 ctDNA、噻嗪酮-ctDNA和噻嗪
酮-ctDNA-金属离子体系的熔点（Tm值），即 DNA变
性达到 50%时的温度[28]，可以间接确定噻嗪酮与DNA
的结合模式以及金属离子的影响。

根据 fss（fss=A t /A 20，其中 A t和 A 20分别为 t 益和 20
益时体系的吸光度）与温度响应关系分别测得 DNA、
Bup-ctDNA和 Bup-ctDNA-Metal不同体系 Tm值，见
表 3。结果表明，ctDNA熔点为 75.0 益，当加入噻嗪酮
后，二元体系熔点升至 80.8 益，而加入不同金属离子
后三元体系熔点温度与二元体系相比变化不大。由此

判定，噻嗪酮与 ctDNA之间的结合方式为嵌插作用，
4种金属离子的存在并不影响噻嗪酮与 ctDNA的结
合模式。

3 结论

紫外实验显示随着 ctDNA浓度变化，噻嗪酮吸
收光谱呈现出明显的增色效应，这提示二者之间有较

强的相互作用，并可能通过形成二元复合物引起吸收

带红移。MB荧光探针和 DNA熔点实验则进一步证
明噻嗪酮与 DNA之间主要发生嵌插作用。环境中金
属离子的存在并未改变噻嗪酮与 DNA之间的作用模
式，少量 Cu2+、Ni2+可能与 DNA的磷酸根结合并通过
离子桥协助噻嗪酮与 ctDNA的作用，使结合常数呈
现一定的增强，但高浓度时所形成的复合物可能影响

到 DNA 的空间结构，削弱噻嗪酮与 DNA 的结合；
Co2+、Cd2+与 DNA的配位不仅能改变 DNA 的分子结
构，而且可与噻嗪酮竞争结合 DNA上的结合位点，导
致结合常数发生明显下降。
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