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摘　要　以５，６二甲基２，３吡嗪二甲酰胺和芹菜素为混合配体，与醋酸铜以溶剂热法合成吡嗪二甲酰胺桥
联芹菜素铜配合物；该配合物通过紫外光谱、红外光谱、差热热重分析及 Ｘ射线粉末衍射（ＸＲＤ）等进行表
征。采用酶切实验及琼脂糖凝胶电泳法，研究该铜配合物对 ＤＮＡ的切割活性；凝胶电泳结果表明，不加入任
何还原剂时，当质量浓度为００５９２ｇ／Ｌ时，该配合物对超螺旋ｐＢＲ３２２ＤＮＡ表现出显著的ＤＮＡ切割活性，且
随质量浓度的增加，切割活性增强。这为人工核酸酶的研究提供了例证及开阔了思路。
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人工核酸酶在基因药物设计和分子生物学研究领域具有重要的科学意义，因此人工核酸酶的设计

和酶模拟方面的研究引起了广泛关注并取得了重要进展［１］。由于与核酸有关的多种天然酶的活性部位

含有两个或两个以上协同作用的金属离子，因此科研人员对多核金属配合物作为核酸模拟酶进行了广

泛的研究 ［２５］。研究表明，双核或多核铜配合物分子中含有两个或两个以上的铜金属中心，增强了配合

物进行ＤＮＡ切割时的选择性和切割效率［４］。５，６二甲基２，３吡嗪二甲酰胺是一个优良的多齿配体，能
形成多种金属配合物［６８］，芹菜素是一种天然抗氧化剂，分子中也有多个配位氧原子，本文尝试设计合成

以５，６二甲基２，３吡嗪二甲酰胺为桥联配体，芹菜素为端基配体的双核铜配合物，在紫外、红外、热重、
Ｘ射线粉末衍射等结构表征的基础上考察该配合物在不加任何还原剂的情况下，对超螺旋ｐＢＲ３２２ＤＮＡ
的切割活性，旨在发现具优良活性的人工金属核酸酶。

１　实验部分
１．１　仪器和试剂

ＤＦ１０１Ｓ型集热式恒温加热磁力搅拌器、ＳＨＺＤ（Ⅲ）型循环水式真空泵（巩义市予华仪器有限公
司）；ＤＺＦ６０２１型真空干燥箱（上海精宏实验设备有限公司）；ＴＥＮＳＯＲ２７型傅里叶变换红外光谱仪（德
国Ｂｒｕｋｅｒ公司）；ＵＶ１００Ｐ型紫外可见光光度计（上海凤凰光学科仪有限公司）；Ｑ６００型热重分析仪
（ＳＤＴ，美国ＴＡ仪器公司）；Ｄ８Ａｄｖａｎｃｅ型 Ｘ射线衍射仪（德国布鲁克公司）。凝胶电泳实验在 Ｔａｎｏｎ
ＥＰＳ３００型电泳仪（上海天能科技有限公司）上完成。

酶切实验用的是加了１０ｍＬ核酸染料的ＧｏｌｄＶｉｅｗＩ型的ＴＢＥ琼脂糖凝胶（北京瑞达恒辉科技发展
有限公司）；ｐＢＲ３２２ＤＮＡ购自ＭＢＩＦｅｒｍｅｎｔａｓ；２，３二甲基５，６二氰基吡嗪（９９％），美国Ａｌｄｒｉｃｈ公司；
芹菜素（纯度＞９５％），陕西慧科植物开发公司；三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓｂａｓｅ），美国 ＲＴ公司；丙酮、
ＮａＯＨ、３０％Ｈ２Ｏ２、甲醇、一水合乙酸铜（Ｃｕ（ＣＨ３ＣＯＯ）２·Ｈ２Ｏ）、无水乙醇，均为分析纯试剂，购自广州化
学试剂厂。

１．２　吡嗪二甲酰胺的合成
参考文献［６］方法，将０３１６ｇ（０００２ｍｏＬ）２，３二甲基５，６二氰基吡嗪加到三颈烧瓶中，再加入
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３２ｍＬ质量分数为５％的 ＮａＯＨ水溶液和３２ｍＬ丙酮，电磁搅拌；滴加１４ｍＬ质量分数为１０％的Ｈ２Ｏ２溶
液至三颈烧瓶，１５ｍｉｎ内滴加完毕，升温至５０℃，继续搅拌反应。溶液颜色从棕褐色经棕黄色、黄色变
至透明浅黄，最后随着反应的进行，颜色又逐渐加深直至变为棕褐色，约６ｈ后停止反应，于５０℃下减
压蒸馏除丙酮，残余物用甲醇洗涤，析出沉淀，抽滤，烘干，得黄色粉末状固体［６］。

１．３　吡嗪二甲酰胺桥联芹菜素铜配合物的合成
将０１９９ｇ醋酸铜溶于３０ｍＬ无水乙醇中，超声溶解，置于三颈烧瓶；将００９７ｇ２，３二甲基５，６吡

嗪二甲酰胺溶于６０ｍＬ无水乙醇中，超声溶解；将０２７ｇ芹菜素溶于１００ｍＬ无水乙醇中，超声溶解；将
上述２，３二甲基５，６吡嗪二甲酰胺溶液滴加到醋酸铜溶液中，溶液由蓝色逐渐变为绿色，在５０℃下反
应４０ｍｉｎ后滴加芹菜素溶液，反应液慢慢变为黄绿色溶液，５０℃下继续反应１０ｈ，反应液变为黄绿色浑
浊，静置，抽滤，洗涤，干燥得０３３ｇ黄绿色粉末。
１．４　ＤＮＡ切割活性测试

配制０５９２ｇ／Ｌ的吡嗪二甲酰胺桥联芹菜素铜配合物水溶液，将 ２μＬ的超螺旋 ｐＢＲ３２２ＤＮＡ
（１５１μｇ／Ｌ）与适量体积的铜配合物溶液混合，用ｐＨ＝７４的ＴｒｉｓＨＣｌ（１ｍｏｌ／Ｌ）缓冲溶液定容至２０μＬ。
在３７℃恒温水浴中反应２ｈ，利用核酸染料染色质量分数１２％的琼脂糖凝胶电泳分析切割结果。电泳
液为ＴＢＥｂｕｆｆｅｒ（０５Ｘ），电压１００Ｖ，电泳图用凝胶成像系统分析。

２　结果与讨论

２．１　吡嗪二甲酰胺桥联芹菜素铜配合物的表征
２．１．１　紫外光谱　以无水乙醇为溶剂，测得配体５，６二甲基２，３吡嗪二甲酰胺、芹菜素及其铜配合物

图１　吡嗪二甲酰胺（ａ）、芹菜素（ｂ）及配合物（ｃ）
的紫外光谱

Ｆｉｇ．１　ＵＶＳｐｅｃｔｒａｏｆｐｙｒａｚｉｎｅｄｉｍｅｔｈｙｌｆｏｒｍａｍｉｄｅ（ａ），
ａｐｉｇｅｎｉｎ（ｂ）ａｎｄｔｈｅｉｒＣｕｃｏｍｐｌｅｘ（ｃ）

的紫外光谱如图１。由图１可知，配体吡嗪二甲酰胺
在２０５ｎｍ处，芹菜素在２１０ｎｍ处的最大吸收峰，与
铜配位后移至２０９ｎｍ处，芹菜素在２８６ｎｍ处的吸
收峰与铜配位后移至２６９ｎｍ处，配合物兼具两个配
体的峰形特点，相对于两个配体，结构又略有改变。

２．１．２　配合物的红外光谱　采用 ＫＢｒ压片法，对
吡嗪二甲酰胺桥联芹菜素铜配合物进行红外光谱扫

描，结果如图２。由图２可知，配合物包含了两个配
体的特征吸收峰，且有所位移。相对于配体［６，９］，吡

嗪二甲酰胺上Ｎ—Ｈ键的伸缩振动吸收峰低波数移
动到３４０４ｃｍ－１处，与芹菜素在３２９１ｃｍ－１处的羟基
伸缩振动与铜配位后高波数移动位置重合，说明吡

嗪二甲酰胺中 Ｎ原子和芹菜素中的羟基氧原子参
与配位；—ＣＯＮＨ２的Ｃ—Ｎ伸缩振动吸收峰位于
１４３４ｃｍ－１处，也低波数移动２６ｃｍ－１，进一步说明酰胺中 Ｎ原子参与配位。芹菜素分子中位于
１６５１ｃｍ－１处 Ｃ Ｏ的特征吸收峰低波数移动２４ｃｍ－１至１６２７ｃｍ－１处，这说明该羰基氧原子参与了配位，
降低了羰基的双键性，向低波数移动。组峰１５９６、１５３５和１４８５ｃｍ－１为芳香苯环及吡嗪环的骨架振动，
相对于配体均有所低波数方向移动，这说明芹菜素的苯环骨架在与铜配位后，形成了一个新环而使共轭

效应增强，及吡嗪环氮原子可能参与配位。吡嗪环的特征吸收峰从１１２２ｃｍ－１迁移到１１７３ｃｍ－１，说明吡
嗪环的氮原子参与了配位；芹菜素分子中Ｃ—Ｏ—Ｃ键的振动频率１０３９和１１０４ｃｍ－１基本保持不变，表明
Ｃ环醚键没有开环；６００ｃｍ－１以下 的低频指纹区可认为是Ｃｕ配位原子的弯曲振动和伸缩振动吸收。
２．１．３　Ｘ射线衍射分析　图３为吡嗪二甲酰胺桥联芹菜素铜配合物的 Ｘ射线粉末衍射图谱。由图３
可看出，配合物特征衍射峰的位置（２θ）为：８００９°、１８９６７°、２５８２１°、２７７３９°和４３９９９°。另外，配合物
的衍射峰强度较弱，有宽化现象，说明配合物的粒径较小，导致衍射弥散。
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图２　吡嗪二甲酰胺桥联芹菜素铜配合物的红外光谱
Ｆｉｇ．２　ＩＲＳｐｅｃｔｒｕｍｏｆｐｙｒａｚｉｎｅｄｉｍｅｔｈｙｌｆｏｒｍａｍｉｄｅｂｒｉｄｇｅｄａｐｉｇｅｎｉｎＣｕｃｏｍｐｌｅｘ

图３　吡嗪二甲酰胺桥联芹菜素铜配合物的Ｘ射线
粉末衍射图

Ｆｉｇ．３　 ＸＲＤ ｐａｔｔｅｒｎｏｆｐｙｒａｚｉｎｅｄｉｍｅｔｈｙｌｆｏｒｍａｍｉｄｅ
ｂｒｉｄｇｅｄａｐｉｇｅｎｉｎＣｕｃｏｍｐｌｅｘ

图４　吡嗪二甲酰胺桥联芹菜素铜配合物的热重分
析图

Ｆｉｇ．４　 ＤＳＣＴＧＡ ｏｆｐｙｒａｚｉｎｅｄｉｍｅｔｈｙｌｆｏｒｍａｍｉｄｅ
ｂｒｉｄｇｅｄａｐｉｇｅｎｉｎＣｕｃｏｍｐｌｅｘ

Ｓｃｈｅｍｅ１　Ｐｒｏｐｏｓｅｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｃｏｍｐｌｅｘ［Ｃｕ２（Ｃ８Ｎ４Ｈ８Ｏ２）·２（Ｃ１５Ｏ５Ｈ１０］·３Ｈ２Ｏ

２．１．４　热重分析　吡
嗪二甲酰胺桥联芹菜素

铜配合物的热重分析如

图４所示。由图４可以
看出，配合物在１００℃
以内之间出现第一失重

阶 段，失 重 率 约 为

５２％，这可能为分子中
的水。第二失重阶段在

２００～３２０℃之间，此时
配体迅速燃烧分解，芳

环骨架断裂，失重率为

８０３９％，与失去两个配
体分子相当；最终分解

产物是铜的氧化物，约为１７５％。推测配合物的可能组成为［Ｃｕ２（Ｃ８Ｎ４Ｈ８Ｏ２）·２（Ｃ１５Ｏ５Ｈ１０）·３Ｈ２Ｏ，其
可能结构如Ｓｃｈｅｍｅ１所示。
２．２　吡嗪二甲酰胺桥联芹菜素铜配合物的ＤＮＡ切割活性研究
２．２．１　配合物浓度对切割活性的影响　用琼脂糖凝胶电泳实验研究了吡嗪二甲酰胺桥联芹菜素铜配
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合物在ｐＨ＝７４，温度为３７℃的生理条件下，对 ｐＢＲ３２２ＤＮＡ的切割活性，实验结果如图５所示。由
图５可见，随着配合物浓度的增大，ＤＮＡ的切割活性增强。当不加配合物时，ＤＮＡ主要以超螺旋Ⅰ型，少
量线性Ⅲ型存在；加入配合物后，当浓度为００５９２ｇ／Ｌ时，体系中ＤＮＡ超螺旋Ⅰ型比重减少、缺刻Ⅱ型
明显出现，表明在低浓度时配合物就有显著切割活性；随着配合物浓度的增大，超螺旋Ⅰ型含量逐渐减
少，而缺刻Ⅱ型和线性Ⅲ型所占比重逐渐增加，当配合物浓度增大到０２９６ｇ／Ｌ时，Ⅰ型ＤＮＡ几乎全转
化成为Ⅱ型ＤＮＡ和Ⅲ型ＤＮＡ。以上结果表明，吡嗪二甲酰胺桥联芹菜素铜配合物在较低的浓度下即表
现出ＤＮＡ的切割活性，且随浓度的增加，切割活性增强。

图５　配合物浓度对切割活性的影响
Ｆｉｇ．５　 Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐａｔｔｅｒｎｓｆｏｒｔｈｅ
ｃｌｅａｖａｇｅｏｆｐＢＲ３２２ＤＮＡｂｙｐｙｒａｚｉｎｅｄｉｍｅｔｈｙｌｆｏｒｍａｍｉｄｅ
ｂｒｉｄｇｅｄａｐｉｇｅｎｉｎＣｕｃｏｍｐｌｅｘｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ρ（ＤＮＡ）＝０１５１ｍｇ／Ｌ，ρ（Ｃｕｃｏｍｐｌｅｘ）／（ｍｇ·Ｌ－１）：

ａ．００２９６；ｂ．０．０５９２；ｃ．０．０８８８；ｄ．０．１１８４；ｅ．０．１４８；ｆ．０

图６　酶切时间对切割活性的影响
Ｆｉｇ．６　 Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐａｔｔｅｒｎｓｆｏｒｔｈｅ
ｃｌｅａｖａｇｅｏｆｐＢＲ３２２ＤＮＡｂｙｐｙｒａｚｉｎｅｄｉｍｅｔｈｙｌｆｏｒｍａｍｉｄｅ
ｂｒｉｄｇｅｄａｐｉｇｅｎｉｎＣｕｃｏｍｐｌｅｘｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓ
ρ（ＤＮＡ）＝０１５１ｍｇ／Ｌ；ρ（Ｃｕｃｏｍｐｌｅｘ）／（ｍｇ·Ｌ－１）：

ａ～ｃ．００５９２；ｄ．０；Ｔｉｍｅ／ｈ：ａ．２；ｂ．４；ｃ．６；ｄ．２

２．２．２　酶切时间对切割活性的影响　在ｐＨ＝７４，３７℃，配合物浓度为００５９２ｇ／Ｌ的条件下，反应时
间对ＤＮＡ切割活性的影响，实验结果如图６所示。由图６可知，吡嗪二甲酰胺桥联芹菜素铜配合物的
ＤＮＡ切割效率随着时间的增大而增加（超螺旋Ⅰ型逐渐减小，而缺刻Ⅱ型，线性Ⅲ型逐渐增多），说明
反应时间的延长有利于增强配合物切割ＤＮＡ的活性。
２．２．３　加入Ｈ２Ｏ２对切割活性的影响　有报道

［４］在做 ＤＮＡ切割实验时加入了还原剂 Ｈ２Ｏ２，本文尝试
在ｐＨ＝７４，３７℃ 及不同配合物浓度条件下，加入２μＬＨ２Ｏ２，２ｈ后观察电泳图，发现无条带出现，此
时应是ｐＢＲ３２２ＤＮＡ已经发生了降解所致。

３　结　论
本文以溶剂热法合成了以５，６二甲基２，３吡嗪二甲酰胺为桥联配体，芹菜素为端基配体的铜配合

物，该配合物的可能组成为［Ｃｕ２（Ｃ８Ｎ４Ｈ８Ｏ２）·２（Ｃ１５Ｏ５Ｈ１０］·３Ｈ２Ｏ，并经紫外光谱、红外光谱、热重分析
及Ｘ射线粉末衍射等进行表征。由酶切法及琼脂糖凝胶电泳实验研究了该配合物对ｐＢＲ３２２ＤＮＡ的切
割活性。结果表明不加还原剂时，该配合物即表现出核酸酶的特性，对ＤＮＡ有明显的切割作用；并随着
配合物浓度的增大或反应时间的延长，对ＤＮＡ的切割活性有所增强；若加还原剂Ｈ２Ｏ２时，ｐＢＲ３２２ＤＮＡ
很快发生降解，配合物对ＤＮＡ切割机理有待进一步研究。
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