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ЗАВИСИМОСТЬ  СВЯЗЫВАНИЯ  БРОМИСТОГО  ЭТИДИЯ  И   
Hoechst 33258  С  ДНК  ОТ  ИОННОЙ  СИЛЫ  РАСТВОРА 

 
Проведено плавление комплексов ДНК с бромистым этидием (БЭ) и 

Hoechst 33258 при ионных силах раствора =210-3 и =210-2 M Na+. 
Выявлено, что специфичность Hoechst 33258 к АТ-последовательностям  
ДНК проявляется при ионной силе =210-2 M Na+, в то время как уменьше-
ние ионной силы раствора на порядок приводит к исчезновению специ-
фичности. Показано также, что БЭ в этих же условиях специфичность к 
определенным последовательностям не проявляет. 

  
Введение. В последнее время интенсивно изучается нековалентное об-

ратимое связывание низкомолекулярных веществ (лигандов) с ДНК, посколь-
ку большинство из них обладает терапевтическим действием [1, 2]. Изучение 
связывания различных лигандов с ДНК важно и для выяснения особенностей 
биологической активности ДНК, для понимания механизмов контроля генной 
экспрессии. Необходимо отметить, что лиганды, связывающиеся с ДНК раз-
личными механизмами (интеркаляционным, внешним или электростатичес-
ким), могут проявлять специфичность к определенным последовательностям 
или участкам ДНК [1, 2]. Так, Hoechst 33258 (H33258) связывается внешне в 
малом желобке ДНК и проявляет ярко выраженную специфичность к АТ-
последовательностям [3], бромистый этидий (БЭ) интеркалирует в плоскости 
пар оснований, предпочитая пиримидин-пуриновые последовательности [4].  

Интерес к БЭ обусловлен тем, что он не только является красителем 
ДНК и сильным мутагеном, но и проявляет антибактериальное воздействие. 
В ряде исследований последних лет показано, что БЭ с ДНК взаимодействует 
несколькими способами в зависимости как от его концентрации, так и от 
условий среды [5–7]. Интерес же к H33258 обусловлен тем, что этот лиганд 
используется как флуоресцентный краситель ДНК и хромосом [8]. При этом 
выявлено, что он легко проникает через клеточную мембрану, проявляя 
антигельминтное и противоопухолевое свойства [9, 10].  

Несмотря на многочисленность высокоразрешающих структурных 
исследований комплексов ДНК с различными лигандами, они дают только 
статическую картину конечного состояния комплекса, в то время как условия 
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образования этих комплексов, а также факторы, влияющие на их стабили-
зацию, остаются в стороне (см. [2]). Исходя из вышеприведенного, в данной 
работе проведено сравнительное исследование взаимодействия БЭ и Н33258 
с ДНК в зависимости от ионной силы раствора.  

Результаты экспериментов. Исследования комплексов ДНК с 
указанными лигандами проведены методом термического плавления, как 
указано в работах [5, 8].  

На рисунке приведены кривые зависимости изменения ширины интер-
вала плавления  комплексов БЭ и Н33258 с ДНК от rb (rb=[лиганд]/[ДНК]) 
при ионных силах =210-2 M Na+  (a1 и a2 соответственно) и =210-3 M Na+ (b1 
и b2 соответственно).  

 
 
 

Как видно из приведенного рисунка, в случае БЭ ход кривых зависи-
мости  от rb одинаков при указанных ионных силах раствора (a1 и b1), в то 
время как в случае Н33258 эти кривые радикально отличаются друг от друга 
(a2 и b2). В случае БЭ основным способом связывания является интеркаляция, 
которая практически не зависит от ионной силы раствора [1], вследствие чего 
поведение  не меняется при изменении ионной силы раствора. В случае 
Н33258 имеет место ярко выраженная специфичность к АТ-последователь-
ностям ДНК при =210-2 M Na+, вследствие чего  отрицательное. При 
уменьшении ионной силы раствора на порядок специфичность молекул 
Н33258 к АТ-последовательностям ДНК исчезает и зависимость  от rb 
становится положительной. Известно, что специфичность молекул H33258 к 

Кривые зависимости  от rb комплексов БЭ и H33258 с ДНК при ионных силах =210-2 M 
Na+  (a1 и a2 соответственно) и =210-3 M  Na+ (b1 и b2 соответственно). 
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АТ-последовательностям в малом желобке ДНК обусловлена как гидрофоб-
ностью, так и высоким электроотрицательным потенциалом этих участков 
[2]. Поскольку при низких ионных силах раствора степень гидратирован-
ности ДНК больше, то, по всей вероятности, для гидрофобных молекул этого 
лиганда предпочтительной становится интеркаляция в плоскости пар основа-
ний, за счет чего они экранируются от молекул воды, входящих в гидратную 
оболочку ДНК. Такая возможность допускается также авторами работы [11]. 
Отсюда можно полагать, что в процессе плавления комплексов имеет место 
перераспределение молекул лиганда с денатурированных на еще неденатури-
рованные участки, как в случае БЭ [5], что приводит к увеличению  при 
повышении концентрации лиганда.  

Таким образом, из полученных данных можно заключить, что ионная 
сила раствора является определяющей при связывании H33258 с ДНК, в то 
время как на особенности взаимодействия БЭ с ДНК она практически не 
влияет. 
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ø. ì. öÆðàôØÚ²Ü 
 

¸ÜÂ-Æ  Ðºî  ¾ÂÆ¸ÆàôØÆ  ´ðàØÆ¸Æ  ºì  Hoechst 33258-Æ  ØÆ²òØ²Ü 
Î²Êì²ÌàôÂÚàôÜÀ  ÈàôÌàôÚÂÆ  ÆàÜ²Î²Ü  àôÄÆò  

 
²Ù ÷á ÷á õÙ  

 
Î³ï³ñí»É ¿ ¸ÜÂ-Ç Ñ»ï ¿ÃÇ¹ÇáõÙÇ µñáÙÇ¹Ç (¾´) ¨ Hoechst 33258-Ç 

ÙÇ³óáõÃÛáõÝÝ»ñÇ ÏáÙåÉ»ùëÝ»ñÇ Ñ³ÉáõÙ  =210-3 ¨ =210-2 M Na+ ÇáÝ³Ï³Ý 
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áõÅ»ñáí ÉáõÍáõÛÃÝ»ñáõÙ: ´³ó³Ñ³Ûïí»É ¿, áñ Hoechst 33258 ÙÇ³óáõÃÛ³Ý 
ëå»óÇýÇÏáõÃÛáõÝÁ ¸ÜÂ-Ç АТ-Ñ³çáñ¹³Ï³ÝáõÃÛáõÝÝ»ñÇ ÝÏ³ïÙ³Ùµ ¹ñë¨áñ-
íáõÙ ¿ =210-2 M Na+ ÇáÝ³Ï³Ý áõÅÇ ¹»åùáõÙ, ÙÇÝã¹»é ÉáõÍáõÛÃÇ ÇáÝ³Ï³Ý 
áõÅÇ ÷áùñ³óáõÙÁ Ù»Ï Ï³ñ·áí Ñ³Ý·»óÝáõÙ ¿ ëå»óÇýÇÏáõÃÛ³Ý ³ÝÑ»ï³ó-
Ù³ÝÁ: òáõÛó ¿ ïñí³Í Ý³¨, áñ ¾´-Ý ³Û¹ ÝáõÛÝ å³ÛÙ³ÝÝ»ñáõÙ áñáß³ÏÇ 
Ñ³çáñ¹³Ï³ÝáõÃÛáõÝÝ»ñÇ ÝÏ³ïÙ³Ùµ ëå»óÇýÇÏáõÃÛáõÝ ãÇ ¹ñë¨áñáõÙ:  
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DEPENDENCE  OF  EtBR  AND  Hoechst 33258  BINDING  WITH  DNA  
 ON  IONIC  STRENGTH  OF  SOLUTION 

 
S u mma r y  

 
Melting of DNA and it complexes with ethidium bromide (EtBr) and 

Hoechst 33258 has been carried out at =210-3 and =210-2 M Na+ ionic strength 
of solution. It is revealed, that specificity of Hoechst 33258 to the AT sequences is 
observed at =210-2 M Na+ ionic strength, whereas decreasing of ionic strength in 
one order leads to disappearance of specificity. It is shown that EtBr doesn’t show 
specificity to the obtained sequences in the same conditions.  

 


