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DNA平衡离子凝聚的动态光散射分析*

林瑜 杨光参 王艳伟†

(温州大学物理与电子信息工程学院,温州 325035 )

( 2012年 12月 19日收到; 2013年 2月 2日收到修改稿 )

利用动态光散射技术系统地研究了不同化合价的平衡离子氯化钠 (Na+)、氯化镁 (Mg2+)、三氯六氨络合钴

([Co(NH3)6]3+)和精胺 ([C10N4H30]4+)与 DNA之间的相互作用. 实验结果显示,当缓冲液中只包含 Na+ 或 Mg2+,

且浓度 c > 5 mM时, DNA电泳迁移率之比约为 2:1;当缓冲液单独包含 Na+ 或 [Co(NH3)6]3+,且浓度 c > 5 mM时,

DNA的电泳迁移率之比约为 4.5:1. 而当平衡离子的化合价为 4时,观察到 DNA的电泳迁移率由负变正,意味着发

生了电荷反转. 在平衡离子浓度 c < 5 mM时,随着离子浓度的增大,迁移率之比逐渐增大.对于一价或二价平衡离

子情形,实验结果与Manning的平衡离子凝聚理论的预言相符.对于三价平衡离子,实验结果与理论值有明显偏离.

而对于四价离子,由于发生了 DNA电荷逆转,基于平均场的平衡离子凝聚理论失效. 另外,通过原子力显微镜观察

到当平衡离子的化合价大于等于 3时, DNA分子的构型发生变化. 因此,自由溶液中的聚电解质的构型和离子关联

效应在聚电解质迁移过程中起重要作用.
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1 引 言

DNA 作为一种生物大分子, 与中性高分子和
简单电解质相比,它是一种有着不同特性的聚电解
质 [1,2]. 当溶解于极性溶剂时, DNA将离解成高带
电量的聚离子, 且周围布满了许多小的平衡离子.
由于DNA附近不同化合价的平衡离子分布不均匀,
导致 DNA的长程静电相互作用和熵发生变化, 从
而改变 DNA的构型.
通常人们利用平衡离子凝聚理论 [3,4], 蒙特卡

洛模拟 [5] 或者通过解泊松 -玻尔兹曼方程 [6] 来研

究聚电解质周围的平衡离子分布,这些理论研究结
果表明平衡离子在聚电解质表面凝聚形成一种薄

层结构. 其中Manning的平衡离子凝聚理论通常用
于描述在溶液中小离子与聚电解质的非特异性结

合.强带电的线性聚电解质将吸附它周围的平衡离
子, 吸附的平衡离子中和了聚电解质上的电荷. 当
溶液里只存在一种化合价为 Z 的平衡离子, 根据
Manning理论 [2] 可知聚电解质上的电荷被中和的

部分与原来的电荷之比 θ 可写为

θ = 1− 1
Zξ

, (1)

其中 ξ =
lB
b

, lB =
q2

4πεε0kBT
, ξ 为 Manning电荷系

数, lB 为贝耶伦常数, b 为聚电解质上两单位电荷
之间的距离, q 为质子电荷, ε 为溶剂的介电常数,
ε0 为真空介电常数, kB 为玻尔兹曼常数, T 为开尔
文温度. 例如双链 DNA, 在 25 ◦C 的水溶液中, 双
链 DNA 以 B 型结构的形式存在, 此时 b = 1.7 Å,
ξ = 4.2, 则当溶液中只存在一种单价的平衡离子,

即 Z = 1, 此时 θ = 1− 1
ξ
= 0.76, 这表明当缓冲液

中只存在单价平衡离子时 DNA 上的电荷被中和
了 76%, 即 DNA 上的有效电荷 (1− θ ) 为原来的
24%. 同理当溶液中只存在一种二价或者三价的
平衡离子, 即 Z = 2 或者 Z = 3, 此时的 θ 分别为
0.88和 0.92.

DNA是遗传信息的载体,细胞中的 DNA必须
凝聚成特定结构装载到细胞核中. 因此, DNA凝聚
在人工基因转移与转染过程 [7,8]、基因治疗 [9,10]和
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基因重组 [11,12] 等方面有潜在的应用. 从 Manning
的平衡离子凝聚理论可知, 平衡离子能中和 DNA
上的大部分电荷,但 DNA上还有部分未被中和的
电荷, DNA 分子之间还存在着静电排斥力. 如何
克服这个剩余静电排斥力, Shklovskii[13] 研究小组

提出了一种新的理论解释. 他们认为, 由于强的
横向排斥效应,平衡离子在 DNA表面形成了一种
类似 Wigner晶体结构的强关联流体结构. 吸附在
DNA表面的平衡离子屏蔽了 DNA的电荷,从而使
得 DNA间的排斥力减小,当 DNA之间的静电排斥
力小于静电吸引力时, DNA发生凝聚. 多价平衡离
子在 DNA表面形成的强关联流体结构使得平衡离
子的结合能大于 kBT ,这导致了更多的平衡离子吸
附在 DNA表面. 当多价平衡离子的浓度达到一个
临界值时, 吸附在 DNA表面的平衡离子的总电荷
在绝对值上将大于 DNA的电荷,使得 DNA的净电
荷的符号发生了反转, 这种现象就叫做 DNA的电
荷反转.
在过去的几十年里, 有很多关于 DNA 和平

衡离子相互作用的理论和实验研究 [14−16]. 如
Vuleti 等 [1] 利用荧光关联光谱 (FCS) 和介电光
谱研究了在非常低的单价盐浓度 (csalt < 0.05 mM,
1 M = 1 mol/L)的水溶液中棒状聚电解质上的有效
电荷.他们验证了Manning的凝聚和电导模型适用
于描述处于稀溶液中的棒状聚电解质. Ma等 [17]通

过凝胶电泳实验测量了 DNA (1000—5000 bp)在不
同结构和不同化合价的平衡离子的溶液情况下的

有效电荷.他们的实验结果与两种平衡离子共存的
理论结果相符合. Besteman等 [18] 利用动态光散射

(DLS)和磁镊技术研究了多价平衡离子导致 DNA
发生电荷反转. 实验结果表明对于四价平衡离子,
DNA的电泳迁移率随着平衡离子浓度的增大由负
变为正,即 DNA的电荷发生反转. 而对于三价平衡
离子, DNA 的电泳迁移率随着离子浓度的增大逐
渐减小但始终为负. 在理论上, Luan 等 [19] 通过分

子动力学模拟研究了平衡离子导致的 DNA电荷反
转. 他们发现对于三价或者四价平衡离子, 随着平
衡离子浓度的增大, DNA的迁移率发生反转. 但是
对于单价或者二价平衡离子,随着平衡离子浓度的
增大, DNA的迁移率逐渐减小但不会反转.
然而, 对于自由溶液中 DNA的电泳迁移率与

不同化合价的平衡离子之间的关系还没有系统的

实验研究.本文利用 DLS技术系统地研究了 DNA
的电泳迁移率与平衡离子 (化合价 1—4)浓度的关

系.同时,利用原子力显微镜 (AFM)研究了 DNA分
子构型随不同化合价平衡离子的变化.

2 实验过程

2.1 实验材料

实验选用的噬菌体 λ -DNA (原始浓度是
500 ng/µL) 购买于 New England Biolabs 公司, 使
用前无需提纯.实验选用的单价和二价平衡离子分
别为 NaCl和MgCl2,二者均购买于 Inalco-America
公司. 纯水 (18.2 MΩ·cm) 是经密理博超纯化系
统去离子与净化处理. 多价离子三氯六氨络合
钴 ([Co(NH3)6]3+) 和精胺 ([C10N4H30]4+) 购买于
Sigma公司.

2.2 DLS实验的样品制备

动态光散射仪器采用Malvern公司的 Zetasizer
Nano ZS设备,光源是氦氖气体激光 (λ = 633 nm),
探测角为 90◦, 利用 M3-PALS 技术测量电泳迁移
率.实验中所需的缓冲液为 Tris溶液 (10 mM Tris,
pH = 8.0), 用该缓冲液配制不同浓度的平衡离子
溶液.在不同浓度的平衡离子溶液中加入 DNA,使
得 DNA的最终浓度为 1 ng/µL.混合液在室温条件
下培育 10 min,然后取 1 mL的混合液注入 Zeta电
位毛细管样品池, 置于动态光散射的样品槽中进
行测量.

2.3 AFM实验的样品制备与扫描

实验仪器选用日本岛津的 SPM-9600原子力显
微镜,工作模式为轻敲模式. 实验中采用 1 Hz的扫
描速度采集图像,图像像素是 512×512. 通过 AFM
本身的 off-line 软件分析 DNA 图像的高度、宽度
等信息. 将云母片切成 1 cm× 1 cm, 新解离即用.
实验所用的缓冲液为 1×TE溶液 (10 mM Tris-HCl,
1 mM EDTA, pH = 8.0),用该缓冲液配制不同浓度
的平衡离子与 DNA的混合溶液,其中 DNA的浓度
为 1 ng/µL.混合液在室温条件下培育 10 min,然后
用移液器取 20 µL 的混合液滴在新解离的云母表
面, 室温培育 5 min 后, 每次用 20 µL 的超纯水冲
洗,共冲洗 10—15次,去除云母表面未吸附的 DNA
分子和杂质, 接着用氮气吹干, 放于干燥箱 1—2 h
后扫描. 所有的实验结果至少重复三次, 确保实验
结果的准确性.

118702-2



物理学报 Acta Phys. Sin. Vol. 62, No. 11 (2013) 118702

3 结果与讨论

3.1 单价和二价平衡离子与 DNA 的相互
作用

DNA 可看成一种线性的强带电的聚电解质,
且每个磷酸根基团都带有一个单位的负电荷,当溶
于极性溶剂中, 平衡离子将在 DNA周围凝聚成一
个薄层. 根据 Stern (斯特恩)模型,这个薄层应该分
成两个部分: 第一部分包括吸附在表面的一层离
子, 形成了一个内部紧密的双电层, 称为 Stern 层;
第二部分为 Gouy-Chapman 扩散层. 按照 Stern 模
型, DNA分子在运动时, 应该与 Stern层不可分离,
似乎切动面就是 Stern面. 但是由于固体表面吸附
的离子仍然保持者溶剂化 (至少在扩散层的一侧),
故 DNA 分子运动除了与吸附的平衡离子一起外,
还会带着一薄层溶剂化的液体,因此实际运动的切
动面应该在 Stern面的更右侧一点, 这个切动面上
的电势就称为 ζ (Zeta)电势或动电势.
当溶液处于电场中, 在外加电场的作用下,

DNA 分子向着与自己的电荷相反的电极方向迁
移, 而平衡离子与之作相对运动, 这种现象称为电
泳. DNA的电泳迁移率 µ由下式给出:

µ=
2εζ
3η

f (kr), (2)

其中 ζ 为 Zeta电势, ε 为溶剂的介电常数, η 为溶
剂的黏度系数, f (kr)为 Henry函数. 通过 DLS实验
我们可以直接测量 DNA分子的 Zeta电位, 如图 1
所示,利用 (2)式可以得到 DNA的电泳迁移率.
在外加电场的作用下, 假设 DNA分子的电泳

迁移率只与 DNA 上的有效电荷有关 [17], 则根据
Manning 的平衡离子凝聚理论可得缓冲液中只包
含单价平衡离子 (下标 a) 时的电泳迁移率与缓冲
液中只包含 Z价平衡离子 (下标 z)时的电泳迁移率
之比为

µa

µz
=

1−θa

1−θz
, (3)

其中 θ 为 DNA 上的电荷被中和的部分与原来
的电荷之比, µ 为 DNA 的电泳迁移率. 当 a = 1,
z = 2 时, 由 Manning 的平衡离子凝聚理论可知
µ1

µ2
=

1−θ1

1−θ2
= 2,表明缓冲液中只包含单价离子或

二价离子时 DNA的迁移率之比是 2:1.
本文利用 DLS技术分别测量了在缓冲液中只

包含平衡离子 Na+ 或 Mg2+ 的情况下 DNA 的电

泳迁移率随平衡离子浓度的变化, 如图 2所示. 从
图 2 中可以发现当平衡离子的浓度 c < 5 mM 时,
DNA 的电泳迁移率随着平衡离子浓度的增大而
逐渐减小,且平衡离子的化合价越大, DNA的电泳
迁移率减小得越快. 当 c > 5 mM 时, DNA的电泳
迁移率逐渐趋于稳定, 且 DNA分子的电泳迁移率
µ1:µ2 ≈ 2:1,即缓冲液中只包含 Na+ 或 Mg2+ 时的

电泳迁移率之比约为 2:1,实验所得结果与Manning
的理论值相符合.对于单价或者低浓度的二价的平
衡离子, 它们只是中和 DNA双螺旋结构上的磷酸
根基团所带的负电荷,而无法使 DNA发生凝聚. 通
过 AFM实验观察到, 在低浓度的二价平衡离子的
条件下 DNA 在溶液中是以自由舒展的形态存在,
如图 4(a)所示. 正是由于低浓度的二价离子无法导
致 DNA凝聚,所以二价平衡离子常用于 DNA分子
的 AFM成像.

图 1 DNA的 Zeta电位分布图

图 2 DNA 的电泳迁移率随平衡离子浓度的变化 (NaCl 用
黑色方块线表示, MgCl2 用红色圆点线表示, DNA 的浓度为
1 ng/µL)

3.2 三价平衡离子与 DNA的相互作用

众所周知, 多价阳离子能导致 DNA 的形态发
生变化. 由于 DNA双螺旋结构上带负电荷的磷酸
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根基团之间的静电排斥作用, DNA 在溶液中是以

自由舒展的形式存在. 而这些多价阳离子能中和

DNA双螺旋结构上的磷酸根基团所带的负电荷,从

而使磷酸根基团间的静电排斥力减小, 导致 DNA

的形态发生改变.当多价阳离子的浓度大于临界值

时, DNA分子将凝聚成特定的紧密结构. 本文通过

DLS实验研究了 DNA的电泳迁移率与三价平衡离

子 [Co(NH3)6]3+浓度的变化关系.

图 3 DNA的电泳迁移率随平衡离子浓度的变化 (NaCl用黑
色方块线表示, [Co(NH3)6]3+ 用红色圆点线表示, DNA的浓度
为 1 ng/µL)

如 图 3 所 示, 随 着 三 价 平 衡 离 子 ([Co

(NH3)6]3+) 浓度的增大, 由于三价平衡离子中和

了 DNA 上的负电荷, DNA 的电泳迁移率逐渐减

小并趋近零. Hsiao等 [20] 指出在 10 mM的 Tris缓

冲液中, 随着三价平衡离子浓度的增加 DNA的电

泳迁移率逐渐减小但始终为负, 并没有发生迁移

率反转, 且 DNA的迁移率在三价平衡离子浓度为

10 mM时达到最大值.从图 3可以得出当缓冲液中

只存在Na+或 [Co(NH3)6]3+,且离子浓度 c> 5 mM

时, DNA的电泳迁移率之比约为 4.5:1. 由 (3)式和

Manning的平衡离子凝聚理论可知,当 a = 1, z = 3

时,
µ1

µ3
=

1−θ1

1−θ3
= 3,即缓冲液中只包含单价离子或

三价离子时 DNA的迁移率之比是 3:1. 实验所得结

果与理论值有明显偏离.

当 DNA溶液中加入三价离子, 这些三价离子

结合在磷酸根基团和氮基位点上使得 DNA上的负

电荷大部分被中和 [21]. 通过观察 AFM图像,可知

[Co(NH3)6]3+ 可使 DNA 分子发生凝聚, 凝聚结构

为花状结构,如图 4(b)所示. 根据文献 [22]可知,当

平衡离子的化合价 Z > 3时, DNA发生凝聚,这表

明多价离子的化合价越高, 越容易使 DNA发生凝

聚 [22]. 在溶液中多价离子导致 DNA凝聚, 此时的

DNA电泳迁移率不仅与 DNA上的有效电荷有关,
而且可能与 DNA的结构有关. 由于在理论上我们
假设 DNA的迁移率只与它的有效电荷有关, 而不
考虑 DNA的结构的变化, 所以我们得出的实验结
果与理论数据有明显偏离.

图 4 (a) MgCl2 成像 DNA的 AFM图像; (b) [Co(NH3)6]3+ 导

致 DNA凝聚的 AFM图像, DNA, MgCl2 和 [Co(NH3)6]3+ 的浓

度分别为 1 ng/µL, 3.5 mM,和 50 µM

3.3 DNA的电荷反转

在水溶液中, 一个带电的粒子 (高分子) 结合
足够多的平衡离子, 使得其净电荷的符号发生逆
转, 这个现象称为电荷反转. 在实验中采用精胺
([C10N4H30]4+) 作为四价的平衡离子, 随着精胺浓
度的增大,由于电荷中和作用 DNA的电泳迁移率
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逐渐减小,如图 5所示. 当平衡离子浓度等于 1 mM
时, DNA的电泳迁移率 µ1:µ4 ≈ 5:1,即缓冲液中只
包含单价离子或四价离子时 DNA的迁移率之比是
5:1. 根据 Manning 的凝聚理论, DNA 的电泳迁移

率 µ1:µ4 应为 4:1, 显然理论值与实验结果有明显

图 5 DNA的电泳迁移率随平衡离子浓度的变化 (NaCl用黑
色方块线表示, 精胺 (spermine)用红色圆点线表示, DNA的浓
度为 1 ng/µL)

偏离. 可能的原因是 DNA在四价平衡离子的作用
下发生了凝聚, 而理论计算并没有考虑 DNA的结
构发生了变化所带来的影响.从图 5中可以发现当

精胺的浓度为 5 mM 时, DNA 的电泳迁移率由负

变正. 随着精胺浓度的增大,越来越多的平衡离子
结合到 DNA 的表面, 当结合在 DNA 表面的四价
平衡离子的总电荷大于裸 DNA 的电荷的绝对值,
此时 DNA-[C10N4H30]4+ 复合物的净电荷由负变为

正, DNA发生电荷反转. 然而, Manning的平衡离子
凝聚理论无法解释 DNA的电荷反转现象.

4 结 论

本文系统地研究了不同化合价的平衡离子与

DNA 之间的相互作用. 动态光散射的实验结果表
明当溶液中只存在单价平衡离子或者二价平衡离

子时,其实验结果与Manning的平衡离子凝聚理论
结果相符合.当溶液中的平衡离子的化合价 Z > 3
时, DNA 发生凝聚, 此时 DNA 的电泳迁移率不仅
与 DNA上的有效电荷有关,还可能与 DNA的结构
有关, 所以测得的实验结果大于理论值. 当平衡离
子的化合价 Z = 4时, DNA的电荷发生反转,这主
要是由于吸附在 DNA表面的多价离子的总电荷大
于裸 DNA 的电荷的绝对值. 因此, 对于一般情形,
自由溶液中的聚电解质的构型和离子关联效应与

聚电解质迁移过程密切相关.关于电荷反转部分的
详细研究正在进行中.
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Abstract
The interaction between DNA and counter-ions of different valence, including sodium chloride (Na+), magnesium chloride

(Mg2+), hexammine cobalt III ([Co(NH3)6]3+), and spermine ([C10N4H30]4+), is investigated by dynamic light scattering. It is found
that the ratio of electrophoretic motilities of DNA in a buffer containing Na+ and Mg2+ is about 2:1, when the concentration of counter-
ions c > 5 mM. But the ratio of DNA motilities in a buffer containing Na+ and [Co(NH3)6]3+ is about 4.5:1. When c < 5 mM, the ratio
grows with increasing concentration of counter-ions. DNA charge reversal can be observed in the case of quadrivalent counter-ion. The
experimental results are in good agreement with the Manning counter-ions condensation theory for cases of monovalent or bivalent
counter-ions. However, when the valency of counter-ions is equal to three, the experimental data deviates from the expectation of
the theory significantly. For the quadrivalent counter-ions, the counter-ions condensation theory, which is based on the average field,
fails. Furthermore, through the atomic force microscopy, it is found that DNA molecules will condense into compact structures when
the valency of counter-ions is equal to or greater than three. Thus, the conformation of polyelectrolyte in free solution and the ion
correlation play an important role in the migration process of polyelectrolyte.
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