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本文讨论了过渡金属配合物导致 � �� 双链断裂的各种攫氢反应及碱基氧化机理
,

对由水解过程促进

� � � 断裂 的过渡金属配合物也作了介绍
。

关键词
�

分类号
�

� �  

� � � �

过渡金属配合物

�� ��

攫氢 碱基叙化 水解

� � � 损伤如得不到修复
,

可能导致突变
、

致癌
、

遗传性疾病及细胞衰老死亡
,

是相当有害

的
。

对能识别
、

损伤及断裂 � � � 的过渡金属配合物的研究是近年来生物无机化学的热点之一
,

在此基础上发展的所谓合成化学核酸酶是某些疾病的有效化疗试剂及大分子结构探针
。

合成

核酸酶由氧化作用攻击核糖环及碱基
,

产生各种氧化产物
,

而大多数天然核酸酶以水解机理断

裂 � �  
,

仅影响磷酸二醋键
,

不造成碱基和核糖环损伤
。

过渡金属配合物断裂 � � 双链 的机

理信息不仅在解释配体
一

� �  足迹实验结果时非常有用
,

而且有助于深人理解 � �� 损伤机

制
,

并能用于探讨生物大分子的结构
。

例如链断裂反应 已用于表征 � �  弯曲
、

三股及 四股

� �  交会点
、

� � �
·

� �  及 � � �
·

� �  杂交及大量的蛋白质
一

� � � 及药物
一

� �  复合物
。

我

们 曾对过渡金属配合物在 � � � 中的结合方式
、

特异识别和氧化降解 �� � 进行过评述川
。

作为

对该文的补充
,

这里将主要集中讨论 � �� 断裂的氧化及水解机理
,

希望能对这方面的研究有

所促进
。

� � � � 的氧化断裂

�
�

� 由 �� � �� � 氧化剂导致的 � � � 降解

过渡金属与 �
�
�
�

反应
,

生成轻 自由基
·

� � 及有关的氧化剂
,

这就是 �� �� �� 反应
。

以铁为

例
�

��
� �

� �
�
�
�

� �
� , � �

·

�� � �
�
� �� �

在 ��
� � 一

� � � � 或 ��
� 十 一

� �  等存在下
,

由 �
�
�
�

生成的氧化剂性质不 同于
·

� �
,

据认为是铁 自

由基 �

��
� �

� �
�
�
�

� �
� �

· � � � �
�
� �� �

或表示为〔��
一

� ��
�

�
� 十

或【�� ��� �
十 ,

它们可能是上述反应的中间产物
。

铁 自由基通过以下反应

收稿 日期
� �� � �

一

� �
一

��
。
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�

� � �
�

产生
·

�� �

�� �
·
� 十

� �
十

升�
� � �

� �

斗�
� � � �

·

� � �� �

溶液 中产生的 ��� ��� 氧化剂是扩散性的
,

断裂 �
一

� � � 时不显示特异性
,

该特征使 ��� ���

氧化剂区别于其他和 � � � 结合的断裂试剂
。

�� �� �� 氧化剂断裂 � � � 至少有两类可能的途径
�

第 �类对 � ��
�

及乙醇敏感
,

优先断裂 � �� �
、

��罗�
、

�罗� �下划线 的核昔酸为断裂点 �序列
�

第 �类优先降解 区旦旦�
。

应注意与 � � 结合的位置并不一定就是降解点
‘� �

。

�� �� �� 氧化剂可能损伤糖环
,

也可能损伤碱基
,

从脱氧核糖的碳原子上攫氢引发糖环损伤

最终结果是 � � � 链断裂及碱基释放
。

最近我们对多种结构的铜配合物由 ��� ��� 氧化途径损伤

� � � 进行 了较为详细的研究
,

发现断裂效率及片断大小与配合物结构有密切关系
’� 一 “’。

�
�

� 从核糖攫氢导致 � �  降解

同位素取代研究表明轻 自由基能攫取 �
一

� � � 脱氧核糖 ��� 各个碳

原子上的氢
,

但最容易与 �
‘一

及 �
’一

位的氢反应
,

单个氢的优先反应顺序

是 �
一

�
’
� �

一

�
’
� �

一

�
‘

“ �
一

�
‘
� �

一

�
‘

�� 
,

这个反应次序正好与单个氢的溶

齐��可接近性相联系
。

一般不同的反应途径有不同的标志产物
�� ’,

某些配合物导致 � � �

� � � �

只�丫
�

丫
日

体 �八二

回
日

一

”
’

�
�

� �户� 日
一

� ”

断裂的产物列 于表 � 中 �“, 。 � �� 的断裂途径取决于它的螺旋结构及配合物相对于糖环的取

向
。

小沟结合分子及非选择性 自由基多进攻 �
一

� �  脱氧核糖的 �
’一

及 �
’一

位
,

因为这两个部位

最容易从小沟中接近
,

且紧邻氧原子
。

大沟结合分子多由 �
’一

攫氢降解 � � 
,

因为这个氢可 由

大沟靠近
。

表 � � � � 断裂的主要产物

� � �� � � � � �� �� � � � � �� �� � � � � ��� ��� � � � � �� � ��� �� � � �  ����� � � ��� � � � ��� � ��
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;
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1

.

2

.

I
H

一

l

‘

的攫取

在 B 一

D N A 中
,

H

一

l

’

被埋在小沟中
,

溶剂分子不容易接近
,

理论计算
〔, ]及氖动力学同位素效

应实验
’7 ’均表 明 H

一

1

’

被
·

O H 攫氢的可能性很小
。

因此
,

H

一

1

‘

作为反应部位的重要性似乎仅限

于小沟结合分子
,

如 fC
u
(ph
en
)
2
]
’十 ,

它序列依赖地结合于 D N A 小沟中
,

朝向 H
一

l

’,

并在 H
ZOZ

存在下产生氧化剂
,

降解双链 D N A
【‘“ 一

川
。

导致 D NA 断裂的可能是游离的
·

O H

,

也可能是与铜

结合 的氧化剂
,

如 [C u O ]
‘ 、

[ C
u

O H ]

2 ‘

或 C
u0 2H I” 1

。

[
C

u

(
p h

e n

)

2

1

2 十

断裂 D N A 的作用机理如图 1

所示
,

该反应机理的关键特征为 DN A 链断裂能在室温下进行
,

不需加热或用碱处理
,

且糖环

没有被打碎
,

不同于大多数其他断裂机理[
’3 ’。

1

.

2

.

Z H

一

3

‘

的攫取
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)
2
〕
’十

由 l气攫氢导致 D N A 断裂的反应机理

Pr
oposed m eehanism of DN A eleavage by [C

u
(ph
en
)
2
]
’ + v

i
a

l
‘一

H
a

b
s t

ra
e t i

o n

H

一

3

‘

位于大沟内
,

氛动力学同位素效应测

定结果表明
·

O H 等非选择性 Fen ton 氧化剂不

易从脱氧核糖的 3
’一

C 上攫氢
。

大多数氧化剂结

合在小沟 中
,

因此 3
’一

攫氢机理很少
,

此外
,

可

能也 因为 3气 脱氧核糖自由基的稳定性低或不

大容易接近
。

…补{二今{
3+

以 D N A 插 人 分 子 作 为 配 体 的 光 反 应 性 锗 配 合 物 [R h (phen )
2
(phi)」

’ +

( 1 1 )

、

[
R l

l

(
p h i

)

2

(
b p y

) ]

’‘

(III) 及 [R h (
en
)
2
(phi)]

’ ‘

(
p h i

=
9

,

一。
一

菲醒二亚胺)借助于光活化
,

通过 3气 攫

氢断裂 D N A
〔‘4, ”’。 这些配合物也使 DN A 轻度解链

。

锗配合物可能借助于光诱导的配体到金属

电荷迁移生成 阳离子 自由基
,

在 D N A
一

铭配合物中
,

它指向 H
一

3

’ 。

化学修饰
、

H P L C 及凝胶电泳

研究表明断裂反应机理如图 2a
,

b 所示
。

产物分别是 3’
一 、

5

‘一

磷酸末端及 3
‘一

甘油醛磷酸 DN A

片断
,

游离碱基及碱基烯丙酸
。

生成甘油醛及烯丙酸需要有氧
,

但游离碱基及其它产物的生成

则不需要氧
。

需氧及厌氧途径的分化极好地说明了锗配合物的形状如何 限制氧接近断裂部

位
。

厌氧途径涉及的步骤包括 自由基的氧化作用和溶剂引起的分解作用产生醇
,

该醇经 尽 消

去磷酸盐后释放出游离碱基
。

该机理将生成闭合的糖 内醋衍生物
。

在依赖氧的断裂机理中
,

氧

与 3
’一

自由基反应生成过氧化氢 自由基
,

经重排后氧原子插人脱氧核糖环中
,

生成的中间产物

分解成碱基烯丙酸
,

5

’一

磷酸末端及 3
‘一

甘油醛磷酸 DN A 片断
。

属于光断裂试剂还有 BL M
一

C
o

(Il ) (
B L M

=
bl eo m y ci

n

) 及其类似物等
‘’6 , 。 光诱导断裂的最大优点为

:通过光化学反应
,

光可选择

性激发光断裂试剂
,

有利于限制副反应 的数 目及分析反应机理
。

例如结构与叶琳类似的五氮大

环斓系配合物与寡核昔酸偶合后
,

当被波长高于 62 0n m 的光照射时
,

仅损伤与其互补的核酸

靶〔” ’。

光断裂试剂的选择性取决于它 的物理化学性质及 D N A 的局部结构
,

如果一个光活化配

合物在 DN A 内仅结合一个或几个碱基对
,

且反应机理是从脱氧核糖环上直接攫氢
,

则它有高

度的序列选择性
。

因此
,

设计新型断裂试剂时可通过改变结构来改善断裂的选择性
。

1

.

2

,

3
H

一

4

,

的攫取

在很多体系中都能观测到攫取 H
一

4

’

断裂双链 D N A
,

因为在 B
一

D N A 中
,

这个氢特别容易接

近
,

许多断裂试hIJ 均与其作用
,

如甲锭丙基
一

E D 认
一

F
e

(
11

)

I ’8 ]
、
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(
p h

e n
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]

2 +
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、
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F
e

( 11 )
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图 2 [R h(vhi)

2
(bpy)]

’‘

在厌氧(
a
)及需氧 (b)条件下 由 3

‘一

攫氢导致 D NA 断裂的反应机理

Fig
.
2 pro posed m eehanism s of DN A eleavage by [Rh (phi)

2
(bpy)]

3十 v
i
a

3
‘一

H

一 a

b

s t
ra

e t i
o n

i
n t

h

e

ab

s e n e e

(

a

)

o r
i
n t

h

e
p re

s e n e e

( b )

o
f 0

2

抗肿瘤抗菌素 BLM
一

Fe (ll )结合在 DN A 小沟中
,

可 由分子氧及两个电子或 由 H
ZO :活化

,

活

化的 BL M
一

Fe ( ll) 中氧化物种的本质 目前仍在争论中
。

电喷雾质谱为氢氧化铁皿及高价 F
e
助
=

O o Fe 侧
一

O

·

的存在提供了证据
,

后者能从脱氧核糖攫氢 ;也有的学者认为产生了轻 自由基
,

但实验证据不足
「
201

。

从实验上确定攫氢是 D N A 断裂的机理之一是从 BLM
一

Fe ( ll) 开始的
。

K oz ari ch 及 St ub be 将

氖及氖引人脱氧核糖的特定位置并观测其动力学同位素效应
,

表明攫氢是该 D NA 降解反应中

的速率决定步骤
‘川

,

该降解机理如 图 3a
,

b 所示
,

降解产物包括游离碱基
、

碱基丙烯醛 3
’ 一

及

5
’一

磷酸末端片段
,

存在两种碱基产物及两种 3
‘一

末端产物表明 4气 脱氧核糖 自由基的反应途

径出现 了分化
,

降低体系中氧浓度将抑制碱基丙烯醛及 3忆 磷酸股的生成
。

在少量氧存在下

(图 3
a
), 4 ‘一

脱氧核糖自由基被氧化
,

生成4 气 经基物种及游离碱基
,

经 尽 消去产生 5气 磷酸末

端链 及 4
‘一

酮
一

1
气 醛末端的 D N A 片段

。

后一 中间产物在碱性条件下不稳定
,

如加热或加人呱陡

一类 的碱会分解成 3
‘一

磷酸末端股
。

另一条可能的反应途径则是 C
一

4

‘

自由基的氧化(也许借助
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3 pro pooed m eehanism s of D NA eleavage by BLM

一

F

e

( 11 )

v
i
a

4

‘一
H

a
b

s t
ra

e t i
o n

i
n t

h
e a

b
s e n e e

(

a

)

o r
i
n t

h
e

p re
s e n e e

( b
)

o
f 0

2

于电子转移过程)产生 C
一

4

‘

样离子并释放出碱基
,

水亲核进攻 C
一

4

’

生成醛
,

碱性条件下磷酸醋

被消去
,

生成含磷酸末端的 D N A 股
。

在中性 pH 及大量氧存在下
,

反应机理则不一样 (图 3b )
。

分子氧在碳中心 自由基处反应
,

生成过氧 自由基及过氧化物
,

这些中间产物可能进行类似于

C ri eg ee重排的反应
,

但发生 Cri eg
ee 重排反应则是存疑问的

,

因为这要求强酸
。

而 B LM
一

F
e

(ll )可
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·

3 7 9

.

能表现得象 L色wi
、酸

,

影响该重排反应
,

生成 3
‘一

磷酸甘醇酸醋末端 D N A
,

碱基烯丙醛及 5
‘一

磷

酸末端 D N A
。

只有 4
‘一

攫氢才能生成碱基烯丙酮
,

硫代巴比妥酸的比色分析证明了这一点
。

磷

酸甘醇酸酷末端 D N A 也是发生氧化反应 的标志
。

在凝胶电泳 中
,

与磷酸末端股相 比
,

它的迁移

速率更高
f川

。

形式为 N H
Z一

X
a a

一

X
a a

一

C O N H

Z 一

N i
Z ‘

(
X

a a 是任意氨基酸 )的金属肤
,

当被 K H SO
, 、

单

过氧邻苯二 甲酸镁或 H
ZO Z活化时

,

象 BLM
一

F
e

(ll) 一样
,

通过 H
一

4

’

攫氢导致脱氧核糖损伤
,

D N A

降解途径也有两条
,

而且产物也基本一样
L22]

。

1

.

2

.

4 H

一

5

‘

的攫取

DN A 双螺旋中 5
‘一

碳上的两个氢是高度可接近的
,

考虑两个 5
’一

H 的可接近表面积之和
,

则溶剂接近的可能性更大
。

尽管这两个氢可从小沟中接触
,

但有个氢偏离小沟而朝 向溶剂
,

借

助于 5
’一

攫氢的反应途径使 D NA 断裂的物种是阳离子金属叶琳
,

轻 自由基及过氧 自由基
〔
23]

。

阳离子金属叶琳进攻 5
’一

位氢断裂 D N A 的产物 中有多种降解的糖
。

中位
一

四 (N
一

甲基毗

咙正离子基
一

4
) 叶琳 (T M PyP) 锰的五醋酸盐 (M

nTM P yP) 在 K H S0
5
等氧原子给予体存在下可断

裂双链 D N A ‘”
。

该配合物能攫取 1气 H 或 5几H
,

取决于 DN A 序列
。

5

‘一

机理似乎主要 出现在 pol y

(dA )
·

po ly (
d

T)
序列中

,

而对混合序列则不大重要
,

建议的反应途径如图 4 所示
,

它的独有产

物是带醛基的氧化糖
,

称为糠醛
,

它是在加热的条件下生成 的
,

此外还有 3
‘一

磷酸末端及 5
‘一

醛

末端 D N A 股
。

O . P 一O
-

l

O = P 一明〕 国
击

丫丫
““

OOO = P一O
---

!!!!!

OOO R
,,

ooo
l i g

o n u e
l

e o t
i d

eee

555

,一
a
l d

e
h y d

eee

、
_, 。 _

厂下- } 贬丁门 厂尸1

}遇剑 匕竺到 目
图 4 阳离子金属叶琳 M

nTM巧P 由 5
’一

攫氢导致 D N A 断裂的反应机理

Fig
.
4 Pro posed m eehanism of DN A seission by eationie m etallopo印hyri n M nT M 巧P

via s ‘一
H

ab

s t r a c t i
o n

1

.

3 碱基的氧化修饰导致 D NA 断裂

碱基的氧化损伤也是 D N A 断裂的主要途径之一
,

因为富电子的嚓吟及嘀陡杂环是氧化剂

进攻的首选靶之一
。

氧化还原活性 的过渡金属配合物在氧化剂存在下
,

导致 D N A 碱基损伤;

用 电化学或化学方法产生的高氧化态金属物种也能氧化 D N A
。

表 2 列出了由氧化碱基导致

D N A 断裂的过渡金属配合物及反应机理
,

从中可明显看 出氧化剂进攻部位绝大部分是鸟昔
。

作为 D N A 的碱基氧化修饰剂
,

镍配合物引起了化学家们的广泛重视
,

因为镍能与染色质

结合而致癌
。

镍配合物导致的 D N A 损伤包括链断裂
、

碱基氧化及 D N A
一

蛋 白质交联
。

在 H
Z
压

存在下
,

Ni

, ,

与 D N A 作用的主要产物是 8
一

ox

o
G

,

Ni

Z ‘

与组氨酸或含组氨酸的多肤配位能提高

它氧化 D N A 的能力
【24 ’

。

多肤镍 (11 )及大环镍 (n )在 K H S0
5
等过酸氧化剂引发下

,

以类似的方

式导致 G 氧化损伤
,

但后者的特征为低盐条件下
,

在小沟中不显示任何反应性
。

大多数氧化损
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表 2 导致 D N A 碱基氧化的过渡金属配合物
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伤发生在暴露的 G 上
。

这种对暴露 G 的灵敏性使后者成为 DN A 及 R N A 的结构探针
L25 ’。 大环

镍(ll) 与 D N A 的作用机理似乎涉及 Ni
Z十
与 G

一

N 7 的配位作用
,

因为反应性与 G
一

N 7 的暴露程度

有关
,

N M R 实验结果证实 了这一推论
。

随着 Ni
, +

与 G
一

N 7 的配位
,

D N A 优先从 B 型转变为 Z

型双螺旋
126) 。

如果不存在暴露的 G
,

则优先氧化的部位是 5
’ 一

G G

一

3

’
[“, l

,

这说明大环镍 (ll) 不

能在大沟中接近 G
一

N 7

,

它们可能是通过外层 电子转移进行反应的
。

机理研究表明反应 时
,

并没

有 自由扩散的 自由基参予
,

因此氧化物种与大环镍 (n )有结合作用
,

例如硫酸 自由基哪 !
。

G 是最容易被氧化 的碱基
,

D N A 及 R N A 与各种氧化剂作用的最初产物是 G 自由基阳离

子
。

目前 己观测到的 G 序列反应性顺序为 G蟹G
>
匹G
> 昼G > 昼A > 昼T ”昼C 。

借助于水合

作用及随后的单电子氧化
,

G 自由基 阳离子导致 8
一

ox

o
G 的生成; 另一方面

,

去质子的 G 自由

基 (G
一

H )

·

不发生水合作用
,

而是与双氧作用
,

引发一连串反应
,

生成咪哩琳酮及嗯哇酮等产

;8 一

ox

o
G 很容易由三条途径被进一步氧化

124】。

D N A 的水解断裂

迄今设计 的 D N A 断裂试剂多以氧化机理断裂 D N A
,

氧化断裂试剂的特异性主要依赖于在

D N A 不同位置的反应性差异以及断裂试剂与 DN A 的特异性结合造成的局部 自由基富集 ; 但

由于 自由基的高反应性和扩散性
,

其特异性一般较差
,

反应难于控制
,

产物种类较多
,

从而大大

限制 了其应用
。

而以水解机理断裂 D N A 的试剂分子则必须与 DN A 链结合并相互作用
,

通常是

金属离子直接或间接与磷酸骨架上的氧原子配位
,

进攻磷酸二酩键引起水解或醋转移反应并

导致链断裂
,

其机理与天然核酸酶基本相同
。

因此
,

水解断裂与氧化断裂试剂相 比具有相当的

优越性
,

可达到较高的序列特异性
,

并且反应条件温和
、

产物单一
。

与 R N A 相比
,

D N A 具有显著的稳定性
,

生理条件下很难水解
,

是最稳定的生物大分子之

一
。

这是 由于 D N A 没有 2
‘一

O H

,

同时其双螺旋结构非常稳定
,

不易降解
。

因此小分子化合物很

难在生理条件下水解断裂 D N A
。

尽管如此
,

近年来还是发现了一些能水解断裂 D N A 的小分 子

化合物
。

2

.

1 稀土金属离子及其配合物

斓系 金 属 离子 Ce 皿 / C
e
伽是 最 早 发 现 的可 水 解 断 裂 D N A 的离 子

。

C hi
n

等 发 现

C e (CI O小 在 O
:
存在下可显著促进模型化合物 BN P P( 二

一

(对硝基苯酚 )
一

磷酸酚 )水解断裂
,

其

他斓系离子无此催化作用
,

H
Z

O

:

无促进作用
1291。可能机理是

:
第一步 C

e
皿离子被 O

:
氧化成 C

e

侧离子并形成超氧离子配合物 ;第二步 C
e
侧超氧离子配合物进攻与其配位的磷酸二醋

。

该机

理包括金属离子对磷酸二酪键的激活和配位超氧离子的分子 内亲核进攻
。

K
o
m i

ya
m

a

等人随后

进一步证明了起断裂作用的是 Ce 侧离子
,

他们 的实验表明
,

C
e

( N H
4

)

2

(
N O

。

)

。

或在反应中原位

产生的 C
e
侧离子即可有效地催化 DN A 水解

,

不需要 O
:
或 H

ZO :参与
,

断裂没有特异性
l’。’。 反

应 中 C
e
侧及配位的轻基都参与了对磷酸二醋键的分子 内亲核进攻

,

另一个配位水分子的一般

酸催化作用促进 了反应
。

他们还发现 C
e
(N H

、

)

2

(
N O

3

)

。

和 Pr皿
、

N d 皿间存在协同作用
,

其催化

作用远大于单独 的 C
e
侧离子

,

而 Pr 皿
、

N d 皿本身没有活性 口”
。

该体系随机切割寡聚 DN A 链
,

不形成糖环氧化断裂产物
。

但其他金属离子抑制 C
e
侧的活性

,

其详细机理仍不清楚
。

亲核或

插人配体如多胺
、

氮氧大环
、

多醇等可增强斓系离子的催化作用
t’2 ’。

此外
,

H as hi m ot
。
等研究 了

一种经胺酸的过渡金属配合物对 D NA 的断裂
,

发现斓系金属配合物的断裂作用除了 ED T A 之

外不受其他抑制剂的抑制
,

因而很可能是以水解机理进行的
l川

。
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2
.
2 多胺

、

含氮大环及芳香环配体的过渡金属配合物

双 核 配合 物 FeZ(H盯B)(OH )(No
3
)
4
(HPT B

,

x V x l
) 在 H 20 2 或 02 及还 原 剂 参与下

,

与

pB R3 22 D N A 反应立 即产生切 口 的 (单链断裂 )和线型的 (双链断裂)的质粒
「
3’j

,

10
卜m ol

·

L

一 ’

Fe

:

(
H P T

B) (
O
H) (

N O
3

)

;

即可产生最大产率的线型质粒 D N A (31 % )
,

且不进一步降解 DN A 。

自

由基碎灭剂不影响其活性
,

其它氧化剂不能代替 H
ZO :或 0

2。
断裂产物用 T4 D N A 连接酶连接

可得到定量的闭合环状质粒 ; 断裂产物 5
‘一

和 3
‘一

末端的
32P 标记和天然限制酶的作用产物一

样
,

因此
,

F
e Z

(
H

PT

B
) (

O H ) (
N o

3

)

、
/ H

Z
O
Z

很可能以水解机理断裂 DN A
,

其产物具有 3
’一

O H 和 5
‘

一

0 P 0

3

端
,

但还不清楚 只产生 3
‘一

O H 而不产生 5
’一

O H 的立体化学机理
。

根据与天然限制酶切割

位点 比较及合成序列断裂产物变性聚丙烯酞胺凝胶 电泳
一

放射 自显影分析
,

断裂有一定的特

异性
。

反应机理可能是
:
该双核配合物和 H

ZO Z(或 0
2十 还原剂)作用可形成(户1

,

2

一

超氧)二铁

皿配合物
,

带正电的加合物和 D N A 磷酸醋骨架间的静电作用与苯并咪哇环的疏水作用共同促

使配位的超氧阴离子亲核进攻磷酸二醋键
。

关于断裂特异性的机理还不清楚
,

但显然和超螺旋

有关
,

因为被拓扑异构酶解除了超螺旋和带切 口 p B R 3 2 2 需要高浓度的配合物(习
.
lm m d

·

L

一 ’

)才能断裂
,

线型 D N A 很少且不产生清晰的电泳区带
。

将 DN A 大沟特异插入部分和断裂活性部分结合在一起构建的 D N A 酶模型 (R h
一

P)

‘
s5]

,

前

一部分为锗插人子 [R h (phi )
2
(bPy )]

’ 十

( 111 ); 后一部分是模拟天然水解 酶的金属多肤
。

在有

Zn , 十

存 在时
,

R h

一

P 可把 pB R 322 D N A 转化成带缺 口 的及线 型的 D N A
,

其 活性与 [R h (phi)
2

(b Py ) ]
’ + 、

多肤及 Z
n , 十

有关
,

加人化学计量的 z
n , +

可产生最大活性
,

毫摩尔浓度就可有效降解

D N A
,

在 pH 6
.
0 时切割 pB R 32 2D N A 的初速率常数大约是非催化 DN A 水解 的 10

, ’

倍
。

聚丙烯

酞胺凝胶电泳分析表明产物具有 3
’一

O H 和 5
’一

O P O

3

基团
,

只产生 3忆O H 末端可能是因为从大

沟的水解进攻
。

对 pB R32 2 和寡聚核昔酸切割的定量 比较表明断裂对线型 D N A 和超螺旋 D N A

同样有效
,

因此超螺旋不是 R h
一

P 断裂活性的必要条件
。

这种把 DN A 结合部分和断裂活性部分

结合起来构建能水解核酸的人工酶是一种重要策略
。

R
u

( D I P
)

:

M
a e r o

· ‘

/ M

Z +

(
X V l l l

) 体系的两条与金属阳离子配位的多胺臂可造成 D N A 磷酸

骨架附近的局部 高浓度亲核试剂
,

并导致 D N A 双链断裂 汇36, ” ]
。

p B R
32

2 断裂实验表明线形

D N A 的产率与时间成线性关系
。

其活性要求二价金属离子参与
,

D N A 断裂效率按 C
u
(ll) > C

O

(fl )> Z n (ll )、 C d (ll )> P b (ll 顺序变化
。

这些金属离子既有氧化还原活性的
,

也有非氧化还原性

的
。

T4

D N A 连接酶实验发现对 C
u
(ll )

、

C
。
(ll )断裂的产物连接效率很低

,

且 H
ZO :有促进作用 ;而

乙: (ll )
、

C d (ll )

、

P b
(ll )等非氧化还原性离子的断裂产物有较高的连接效率 (约 40% )

,

表明可能有

非氧化机理 的链断裂
。

C
O

皿
一

多胺衍生物配合物包括 1
,

4

,

7

,

1 0

一

四氮环十二烷及其衍生物
、

三 (3
一

氨基丙基
一

) 胺

尸勺份。珊叮夕
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衍生物
、

四胺衍生物等与 Co 皿的配合物等
,

均可显著促进质粒 D NA 断裂
,

H

Z

O

Z

和自由基碎灭

剂等不影响其活性
,

与天然限制酶比较和 T4 D N A 连接酶连接实验证明产物具有 3
‘一

O H 和 5
‘

一

O P O

3

基团
,

凝胶电泳显示断裂是非特异性的
L38]

。

带正 电荷 的侧链 能加强催化效率
,

实验表明

随着侧链增长配合物对 D N A 的结合力增加 ;增加侧链数(2 或 3 个 )则可使活性大大增强
。

可

能的反应机理为
:一个磷酸基 O 原子取代一个 C

o
皿的配位水分子后形成活化的 P

一

0 键
,

然后

邻近的配位轻基作为分子 内亲核试剂进攻磷原子产生五配位中间体
,

再发生水解反应
。

轻基从

四方形磷 中心的两面进攻将分别产生 3
’一

O H 或 3
‘一

O P O

3

末端
。

从以上结果来看
,

能水解断裂 D N A 的金属配合物配体多为含氮大环或多胺
,

并常带有芳

香环
。

芳香环与碱基对之间的疏水相互作用及其侧链与磷酸骨架之 间的静电相互作用均可有

效促进与 D N A 结合 ;配体将金属离子固定于 D N A 骨架附近 的有效位置
。

配合物与 D NA 的结

合方式可以是插人或结合于大沟
、

小沟
,

一般有配位的 H
ZO 或 O H

一

作为亲核试剂
。

而金属离子

在水解断裂 中一般有 以下作用
:
(l) 作为 Le wi

S酸促使亲核试剂产生;(2 )与 O 原子配位使磷酸

二醋键活化; (3 )利用电子及空间效应稳定离去基团
、

中间体和过渡态; (4 )利用模板效应调节

断裂试剂
一

D N A 复合物空间结构;(5) 通过静电相互作用加强与 DN A 磷酸骨架的结合
。

虽然氧

化断裂反应依赖于氧化剂或光激发
,

但水解断裂也有些需要 H ZO :或 O
:
参与

,

解断裂反应中可

能伴随有部分氧化反应
,

其催化效率一般 比氧化断裂要低
。

3 小 结

由以上讨论可看 出过渡金属配合物导致 D N A 断裂的氧化机理有两种
:
攫氢及碱基氧化

。

不同的配合物在 D N A 中有不同的结合部位或结合模式
,

故攫取不同的脱氧核糖环氢原子
,

导

致 的不同的产物; 另一方面
,

氧化剂在 DN A 中的进攻部位绝大部分是鸟昔
。

虽然过渡金属配

合物 由水解机理断裂 D N A 双链 的特异性优于氧化机理
,

但由于双螺旋 DN A 有显著的稳定性
,

所以与氧化断裂剂相 比
,

成功的 D N A 水解断裂分子极少
。
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