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硫酸铈对 5′2腺嘌呤及 5′2鸟嘌呤
核苷酸的水解断裂的催化作用

Ξ

朱　兵3 　李新民　吴亦洁　赵大庆　倪嘉缵

(中国科学院长春应用化学研究所希土化学与物理开放实验室, 长春　130022)

本文用核磁共振 (NM R )波谱和化学定磷法研究了 Ce (SO 4) 2 对 5′2腺嘌呤核苷酸 (5′2AM P) 及

5′2鸟嘌呤核苷酸 (5′2GM P)的水解断裂作用。结果表明: Ce (SO 4) 2 在 37℃, 酸性条件下使 5′2AM P

断裂为腺嘌呤核苷 (A )及无机磷, 使 5′2GM P 断裂为鸟嘌呤核苷 (G)及无机磷, SO 2-
4 浓度及酸强度

对 5′2AM P 及 5′2GM P 的水解断裂程度有很大影响, 并对其水解断裂机制进行了研究。

关键词: 　　　硫酸铈　　　5′2腺嘌呤及 5′2鸟嘌呤核苷酸　　　水解断裂作用

核酸是重要的生命基础物质, 选择性的对核酸中特定排列的核苷酸进行切断是当前基因

工程的关键技术之一。过去许多工作集中在小分子DNA 断裂试剂方面, 它们一般是在H 2O 2、

O 2 或还原剂存在下发生氧化还原反应, 产生活性自由基对核酸中戊糖环及其磷酸骨架进行脱

氢氧化, 使磷酸二酯键断裂[1, 2 ] , 但这种断裂产物不能用连接酶再连接[3 ] , 而且容易损伤分子识

别部位[2 ] , 带来许多不便, 而水解断裂则克服了这些缺点。近年来, 希土对核酸的断裂越来越倍

受人们的重视, 希土元素对核酸的水解断裂具有优异的选择性和高效性[426 ]。过去的报道均是

在碱性介质中进行反应, 此时希土形成氢氧化物沉淀而成非均相体系, 影响了它们在水溶性介

质中的应用, 因此, 寻求可溶性的希土水解核酸体系, 防止形成氢氧化物沉淀, 并且又保持良好

的水解活性就显得非常重要。本文用核磁共振 (NM R )和化学法研究了硫酸铈在酸性条件下对

5′2腺嘌呤核苷酸 (5′2AM P) 及 5′2鸟嘌呤核苷酸 (5′2GM P ) 的水解断裂作用, 并研究了其水解

机理, 指出硫酸铈使 5′2GM P 水解为鸟苷 (G)和无机磷, 使 5′2AM P 水解为腺苷 (A )和无机磷,

其断裂机制是水解断裂, 这对于研究希土与核酸的作用, 寻找新的核酸均相水解体系都具有非

常重要的意义。

实　验　方　法

5′2腺嘌呤核苷酸、5′2鸟嘌呤核苷酸为美国 Sigm a 公司产品; D 2O (9918% ) 为北京化工厂

产品; 硫酸铈由CeO 2 (991999% ) 用浓硫酸溶解, 除去过量酸; 硝酸铈铵参照文献制得, 二者的

浓度由硫酸亚铁铵标定。
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核磁共振实验在V arian U n ity 400 型核磁共振仪上进行, 温度 37℃。化学定磷法参照[ 7 ]

进行, 水解反应均在 37℃下进行。

结　果　与　讨　论

一 1 硫酸铈对 5′-AM P 及 5′-GM P 的水解断裂作用

为了考察硫酸铈断裂单核苷酸的产物, 我们分别用1H NM R 和31P NM R 研究了这种断裂

作用。图 1 为硫酸铈 (酸度: H 2SO 4 1 mo löL )对 5′2GM P 作用的1H NM R 谱, 通过监测 5′2GM P

中戊糖环上C′1- H 的化学位移来研究其水解反应过程。5′2GM P 中 C′1- H 的化学位移为

61054 ppm 和 61043 ppm , 加入硫酸铈后, 由于酸度增大, 使谱线均向高场位移[8 ]。51755 ppm

及 51763 ppm 为原 5′2GM P 中C 1′- H 的峰, 在 51645 ppm 和 51652 ppm 处出现新峰, 此峰为

图 1　硫酸铈 (酸度: H 2SO 4 1 mo l·dm - 3) 在D 2O 中

水解断裂 5′2GM P 的1H NM R 谱 (400 M H z) ,

37℃

F ig. 1　1H NM R (400M H z) spectrum of hydro lyzing

5′2GM P by Ce (SO 4) 2 (acidity: H 2SO 4 1 mo l

·dm - 3) a t 37℃ in D 2O

[Ce (SO 4) 2 ]0= 241 mmo l·dm - 3

[5′2GM P ]0= 18 mmo l·dm - 3

(a)pure samp le of 5′2GM P

(b)m ix guano sine (G) in to so lu tion of 5′2
GM P

(c) incubate so lu tion of 5′2GM P 4h by addi2
t ion of Ce (SO 4 ) 2 (acidity: H 2SO 4 1 mo l

·dm - 3) a t 37℃

(d) incubate 16h at 37℃

[ ]0- in it ia l concen tra t ion

图 2　硫酸铈 (酸度: H 2SO 4 1 mo l·dm - 3) 水解断裂

5′2GM P 的31 P NM R 谱 ( 1611903 M H z) ,

37℃

F ig. 2　31P NM R (161. 903 M H z) spectrum of

hydro lyzing 5′2GM P by Ce ( SO 4 ) 2

(acidity: H 2SO 4 1 mo l · dm - 3 ) a t

37℃

[Ce (SO 4) 2 ]0= 241 mmo l·dm - 3

[5′2GM P ]0= 18 mmo l·dm - 3

( a ) pure samp le of 5′2GM P in so lu tion of

H 2SO 4 (1 mo l·dm - 3)

(b) incubate so lu tion of 5′2GM P 16h by addi2
t ion of Ce (SO 4) 2 at 37℃

(c) incubate so lu tion of 5′2GM P 30h by addi2
t ion of Ce (SO 4) 2 at 37℃

[ ]0- in it ia l concen tra t ion

鸟嘌呤核苷 (G) 中C 1′- H 的峰, 随着反应时间的增长, 该峰强度逐渐增强, 表明硫酸铈使 5′2

·2· 　 　 无 机 化 学 学 报 　 　 第 12 卷



GM P 中的 P- O 键断裂而生成鸟嘌呤核苷 (G) , 并无因断裂戊糖环及脱去鸟嘌呤后的产物出

现[3, 4 ] , 并且鸟嘌呤核苷 (G) 的浓度随反应时间的增长而增强。硫酸铈对 5′2AM P 的水解断裂

也观察到了类似的结果。图 2 为硫酸铈与 5′2GM P 作用的31P 谱, - 01867 ppm 为 5′2GM P 中

磷酸基团的峰 (1 mo löL H 2SO 4 中) , 在 5′2GM P 中加入硫酸铈后 (酸度: H 2SO 4 1 mo löL ) , 使谱

线均向低场移动, 21168 ppm 为原 5′2GM P 中磷酸基团的峰, 在 21451 ppm 处出现新峰, 该峰

为 5′2GM P 水解断裂后产生无机磷的峰, 随着反应时间的增长, 该峰强度逐渐增强, 说明产生

的无机磷的浓度随反应时间的增长而逐渐增大。同样对 5′2AM P 也观察到了类似的结果。综

上所述, 硫酸铈使 5′2GM P 水解断裂为鸟嘌呤核苷 (G) 及无机磷, 使 5′2AM P 水解断裂为腺嘌

呤核苷 (A )及无机磷, 其断裂机制为水解断裂。

图 3　硫酸钠对硫酸铈水解断裂 5′2AM P 的影响

F ig. 3　 Influence of N a2SO 4 on cleaving 5′2AM P

by

Ce (SO 4) 2

[Ce (SO 4) 2 ]0= 9. 7 mmo l·dm - 3

[5′2AM P ]0= 0. 2 mmo l·dm - 3

acidity: H 2SO 4 0. 04293 mo l · dm - 3,

37℃, 10 h

[ ]0- in it ia l concen tra t ion

二 1 影响 5′2AM P 及 5′2GM P 水解断裂的因素

硫酸铈中Ce (Ì )能与 SO 2-
4 生成稳定的配离

子 Ce (SO 4 ) 4- 2n
n , 其配位稳定常数为: Β1= 103. 54,

Β2= 105. 84, Β3= 107. 14, 从而可以计算出硫酸铈中

不同酸度及硫酸根浓度时的自由Ce (Ì ) 离子浓

度。为此, 我们研究了硫酸铈中 SO 2-
4 浓度的大小

对 5′2AM P 水解断裂的影响, 图 3 为向硫酸铈溶

液中加入不同浓度的N a2SO 4 后对 5′2AM P 水解

断裂程度的影响, 从图中可以看出, 随着外加

N a2SO 4 浓度的增大, 5′2AM P 的水解断裂程度逐

渐减小, 直至不能使 5′2AM P 水解, 这说明由于硫

酸铈中 SO 2-
4 浓度的增大, 导致硫酸铈配位平衡

体系中游离Ce (Ì ) 水合离子浓度降低, 而生成了

更多稳定的Ce (Ì ) 的配离子, 而这些稳定配离子

不是使 5′2AM P 水解断裂的活性组分, 使 5′2
AM P 水解断裂的活性组分应为游离的Ce (Ì ) 离

子。
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　　图 4　不同酸的浓度对硫酸铈水解断裂 5′2AM P
的影响

　　F ig. 4　 Influence of concen tra t ions of differen t
acid on cleaving 5′2AM P by Ce (SO 4) 2

[Ce (SO 4) 2 ]0= 9. 7 mmo l·dm - 3

[5′2AM P ]0= 0. 2 mmo l·dm - 3

acidity: H 2SO 4 0. 04293 mo l·dm - 3,
37℃, 10 h
[ ]0- in it ia l concen tra t ion

　　为了进一步验证上述结论, 我们研究了硫

酸铈在 HC l, HC lO 4 及 H 2SO 4 不同酸性介质

中对 5′2AM P 水解断裂程度的影响。图 4 为硫

酸铈随 HC l, HC lO 4 及 H 2SO 4 浓度的增大对

5′2AM P 水解断裂的影响。由图 4 可以看出, 随

着H 2SO 4 浓度的增大, 5′2AM P 的水解程度逐

渐减少, 而随着HC l 及HC lO 4 浓度的增大, 5′2
AM P 的水解程度逐渐增大。H 2SO 4 浓度的增

大, 必然导致体系中 SO 2-
4 浓度的增大, 由于

SO 2-
4 阴离子的明显配位作用, 形成了 Ce

(SO 4) 4- 2n
n 配离子降低了Ce (Ì ) 离子的浓度,

从而减少了水解 5′2AM P 的活性组分, 使 5′2
AM P 的水解程度降低。而在高氯酸和低C l-

溶液中, 阴离子的配位作用可以忽略, Ce (Ì )

的水解和聚合按下式进行[9 ]:

Ce4+ + H 2O = Ce (OH ) 3+ + H +

随着 HC l 和 HC lO 4 浓度的增大, Ce (Ì ) 离子

浓度增大, 从而导致 5′2AM P 水解程度的增

大。

因此, 我们认为硫酸铈水解断裂 5′2GM P

和 5′2AM P 的机理是Ce (Ì )通过其高的正电

表 1　硝酸铈铵和硫酸铈对 5′2AM P 的水解断裂作用

Table 1　Hydrolytic Cleavage Action of 5′-AM P by Ce (NH4) 2 (NO 3) 6 and Ce (SO 4) 2

[Ce (NH4) 2 (NO 3) 6 ]0= [Ce (SO 4) 2 ]0= 9. 6 mmol·dm - 3, [ 5′-AM P ]0= 0. 2 mmol·dm - 3,

[ ]0- in itia l concen tration

reaction tim e (h)
percen tage of 5′2AM P

Ce (N H 4) 2 (NO 3) 6

cleavage (% )　　　　　

Ce (SO 4) 2

0. 5 6. 7 0
1 26. 7 0
2 44. 8 0
4 55. 2 0
7 84. 8 2. 4
9 88. 5 4. 8

10 95. 7 13. 3

　　　　D ata are the average of th ree experim ent resu lts.

荷来中和 5′2GM P 和 5′2AM P 中 PO -
2 中氧的负电荷, 与带负电荷的两个氧结合后, 削弱了 P

- O 键, 从而使之断裂。
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　　图 5 为不同硫酸铈浓度对 5′2AM P 和 5′2GM P 水解断裂的影响, 由图 5 可以看出: 随着硫

酸铈浓度的增大, 反应体系中Ce (Ì ) 水合离子的浓度也增大, 也就是说水解 5′2AM P 和 5′2
GM P 的活性组分浓度增大, 因而对 5′2AM P 和 5′2GM P 的水解程度也随之增强。

同时考虑到NO -
3 与 Ce (Ì ) 离子的配位稳定常数 (Β1= 100. 78及 Β2= 101. 2) , 要小于 SO 2-

4

与 Ce (Ì ) 离子的稳定常数 (Β1= 103. 54, Β2= 105. 84及 Β3= 107. 14) [10 ] , 溶液中游离Ce (Ì ) 离子的

浓度要大于硫酸铈中Ce (Ì )离子的浓度。因此, 我们研究了硝酸铈铵和硫酸铈在相同浓度及

酸度下对 5′2AM P 水解断裂的差异如表 1 所示。从表中可以看出: 硝酸铈铵对 5′2AM P 的水解

断裂作用远远大于硫酸铈对 5′2AM P 的水解断裂作用, 这进一步证实了我们的上述结论。

图 5　硫酸铈浓度对 5′2AM P 和 5′2GM P 的水解断

裂程度的影响

F ig. 5　 Influence of concen tra t ion of Ce (SO 4 ) 2 on

cleaving 5′2AM P and 5′2GM P

[ 5′2AM P ]0 = [ 5′2GM P ]0 = 0. 2 mmo l ·

dm - 3, 37℃, 10 h, [ ]0 - in it ia l concen tra2
t ion

图 6　硫酸铈水解断裂 5′2AM P 和 5′2GM P 的 logC

- T 图

F ig. 6　log C - T p lo t show ing the hydro lytic cleav2
age of 5′2AM P and 5′2GM P by Ce (SO 4) 2

[ 5′2AM P ]0 = [ 5′2GM P ]0 = 0. 2 mmo l ·

dm - 3,

[Ce (SO 4 ) 2 ]0 = 38. 6 mmo l·dm - 3, 37℃,

acidity: H 2SO 4 0. 1547 mmo l·dm - 3,

[ ]0 - in it ia l concen tra t ion, C - [ 5′2AM P ] t

o r [5′2GM P ] t

　　图 6 为在硫酸铈催化下 5′2AM P 及 5′2GM P 的水解断裂随时间变化图, 从图中可以看出

以 logC 2T 作图得一条直线, 这说明硫酸铈对 5′2AM P 和 5′2GM P 的水解反应符合假一级反应

动力学特征, 由直线的斜率得出相应的表观速度常数 kobs (h - 1) 分别为 01285 (h - 1) 和 01270

(h - 1) , 但随着反应时间的增长, 硫酸铈水解 5′2AM P 和 5′2GM P 的反应速度逐渐减慢, 这可能

是因为随着反应时间的增长, 水解产生的无机磷含量也增多, 与体系中Ce (Ì ) 水合离子产生

沉淀后, 减少了Ce (Ì )离子的浓度, 减少了水解活性组分的含量, 从而使反应速度减慢。
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CATALY SIS OF HYD ROLY TIC CL EAVAGE OF

AD ENOSINE-5′-MONOPHOSPHATE AND

GUANOSINE-5′-MONOPHOSPHATE BY CER IC SUL FATE

Zhu B ing　L i X inm in　W u Y ijie　Zhao D aqing　N i J iazuan
(L abora tory of R are E arth Chem istry and P hy sics, Chang chun Institu te of A pp lied Chem istry ,

Ch inese A cad em y of S cience, Chang chun 130022)

In th is paper, the hydro lysis of adeno sine25′2monopho sphate (5′2AM P) and guano sine2
5′2monopho sphate (5′2GM P) by Ce (SO 4) 2 w as invest iga ted by NM R and the m ethod of m ea2
su ring the libera ted ino rgan ic pho sphate. T he resu lts show ed that 5′2AM P w as converted to

adeno sine (A ) and pho sphate and 5′2GM P w as converted to guano sine (G) and pho sphate by

Ce (SO 4) 2 at 37℃ under acid ic condit ion s. T he concen tra t ion of SO 2-
4 and acid st rength great2

ly influenced the degree of hydro lysis of 5′2AM P and 5′2GM P. T he m echan ism of hydro lyt ic

of cleavage w as discu ssed in deta il.

Keywords: 　　　cer ic sulfa te　　　adenosine-5′-monophosphate　　　guanosine-5′-monophosphate

hydrolytic cleavage
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