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热变性研究可以提供大量的有关DNA

分子二级结构的信息。双螺旋结构由

碱基对腺嘌呤-胸腺嘧啶（A-T）和鸟嘌呤-

胞嘧啶（G-C）的氢键连接在一起。由于

G-C碱基对有3个氢键，而A-T碱基对有

2个氢键，含有更多G-C成分的DNA样品就需要更多的能量打开螺旋，

形成更高的DNA融化温度。当DNA样品加热时，UV/Vis分光光度法

可用来监测DNA的热变性过程，从而判断DNA的融化温度tm，并最终

确定分子的G-C成分含量。
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使用LAMBDA UV/Vis
分光光度计研究DNA的
热变性



DNA有特征的UV/Vis光谱，在260nm有吸收峰，如图1所示。

在样品的热变性过程中，这个吸收峰的强度会显著增加到

一个最大值。监控变性过程中这个峰的强度变化，可得到

DNA融化曲线，进而可以确定真实的融化温度以及计算G-C

成分的含量。计算公式如下：

%G-C=2.44×（tm-81.5-16.6（log（M））+500/K）

这里，M是溶液的摩尔浓度，mol/L

K是DNA碱基对长度（当样品含有超过500碱基对时，

K的影响可忽略）

含有给定数量碱基对的给定DNA类型的溶液，在相同的pH和

离子强度条件下，会显示相同的融化温度。但是，这些条件

改变，会对融化温度产生非常大的影响。例如，改变溶液的

离子强度，从0.0165M改为0.06M，融化温度将大约提高10℃。

使用Calf Thymus DNA（Sigma D4522）样品进行热变性

实验。该样品最终在0.06M氯化钠/酒石酸钠缓冲液中被

稀释到最终浓度为40µg/mL。实验具体信息如图2所示。

图1、DNA样品的UV/Vis光谱

LAMBDA 365的单池帕尔贴池架被用来精确控制实验的

温度。使用缓冲液作为空白，样品在10mm光程的比色皿中

进行测试。以2℃的步进温度将溶液的温度从40℃升高到

90℃，同时测量样品260nm的吸光度。获得的融化曲线如

图3所示。

使用1阶导数方法，计算tm，结果为78℃。G-C成分的含量

依据以下公式计算：

%G-C=2.44×（tm-81.5-16.6（log（M））+500/K）

可得到结果为41.8%，同报告值42%非常接近。

总结

LAMBDA 365 UV/Vis分光光度计功能强大，既可以进行光谱

扫描，也可以单波长测量，可进行各种生物应用分析。本例中，

我们演示了仪器和UV Express软件进行Calf Thymus DNA的

融化曲线测量、计算融化温度和G-C成分含量的能力。

图2、DNA融化实验的方法

图3、Calf Thymus DNA的融化曲线
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