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多种方法研究6-吡咯脱氧胞苷的发夹结构
*

孙凌志,张 旭

(盐城师范学院 药学院,江苏 盐城224051)

摘要:为更好地了解DNA发卡结构在生物学上的功能,利用时间分辨荧光光谱和2D-NOENMR谱确定6-吡咯脱氧胞苷

(6PdC)的二级结构,用滴定曲线测定7-氨基放线菌素D(7AAMD)滴定DNA的 Kd 值,并用Z-DOCK方法计算7AAMD
与DNA的绑定位置。结果显示,6PdC的表观时间分辨寿命为1.44ns,而7-吡咯脱氧胞苷(7PdC)的该寿命为2.81ns;

在2D-NOENMR谱中处于 H8/H6区域的交叉峰,除了处于7,8,9,10位上的脱氧胞苷(dC)的NOE很弱甚至难以观察

到外,其他的dC的 NOE交叉峰很强,并且可以很好地归属;滴定曲线显示 AACC4,7PdC,6PdC,AACC4-comp等与

7AAMD的Kd 值分别是0.1,0.31,0.46,0.57;Z-DOCK计算结果显示7AAMD的平面多环插入发夹环。研究结果说明

DNA的结构决定7AAMD与自身亲和力的强弱,而吡咯脱氧胞苷(PdC)的空间位阻的影响有限;揭示7AAMD可能通过

与启动子或增强子的发夹部位结合抑制或减弱原癌基因的转录水平,达到抗癌作用。
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单链DNA折叠并通过自身碱基配对形成发夹,且发夹结构中包含1个碱基配对的茎和1个非碱基或非

Watson-Crick配对的环。到目前为止,已经知道发夹结构有时在基因调控区域形成启动子、增强子或终结子。
例如,DAX-1绑定到发夹二级结构并通过类固醇合成急性调节蛋白基因的启动子的转录受体阻止类固醇激素分

泌肾上腺[1]。基因的发夹结构常与小分子形成异常高亲和力的结合位点,发夹环可作为抗癌药物的标靶[2-4],如

7-氨基放线菌素D(7AAMD)[5-8]。因此,基因的二级结构的结构特性对于理解核糖核酸的生物学作用和潜在的

药物靶标起着非常重要的作用。DNA发夹结构可能的重要性功能为配体的识别元素或折叠起始位点,例如,核
酸发夹可作为核酸转录的终止信号[9]。稳定的DNA发夹结构的形成可能影响DNA超螺旋结构以及DNA的

复制[10-16]。DNA发夹结构也可能参与基因表达的调控[1,17-19]、DNA重组[20-24]和基因突变[25-27]。在哺乳动物细

胞中,发夹结构常常是DNA修复机制的目标,例如在发展中的B和T淋巴细胞的V(D)J重组中,发夹编码末端

出现生理性和程序性的DNA双链断裂时常发生[28-29]。通过内在和外在的原因引起的DNA发夹的病理损伤,
例如反应性氧化物和电离辐射,也被DNA修复机制处理加工[30]。DNA发夹结构参与多种生物功能,可作为绑

定蛋白、药物的标靶,而强直性肌营养不良、脊髓小脑共济失调Ⅲ型以及一些遗传病也都与发夹结构的形成或

DNA重复序列密切相关[31-33]。但是,绝大多数研究报告都采用内切酶的方法研究DNA的发夹结构[34-37],如此

DNA分子被切成碎片,破坏了DNA的整体结构。本研究利用表观时间分辨荧光光谱和2D-NOENMR谱的方

法确定DNA的发夹结构,即把吡咯脱氧胞苷(PdC)分别取代其中6位点和7位点的脱氧胞苷(dC),保持DNA
的基本结构不变;并通过研究该发夹结构与7AAMD的亲和力以及结合部位,预测7AAMD可能通过结合到启

动子的发夹结构部位,起到抑制原癌基因的表达。

1材料和方法

1.1寡核苷酸和化学试剂

研究中用到的寡核苷酸以及PdC的序列及结构见图1。所有的寡核苷酸包括PdC取代的寡核苷酸均购自
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图1 寡核苷酸的序列与结构

Fig.1 Thesequencesandstructuresofoligonucleotides

米兰试剂公司(Texas,USA)。它们均用标准的固相合成

方法合成,并用凝胶过滤纯化,溶于TE缓冲溶液(pH值为

8.0),4℃保存。7AAMD购自Sigma公司,用DMSO稀

释,直接使用,没有进一步纯化,不用时,-20℃保存。

1.2方法

1.2.1表观时间分辨荧光方法 PdC各种构象的荧光寿命

的测定采用多频交叉相位和调制荧光仪ISSK2,该仪器配

备激发和发射单色器。在相位调制测量时,样品用正弦调

制的光激发。发射延迟相位的角度为φ,但是以相同频率

的光为激发光源。在本研究中,相位角φ和解调因子m 同

时被测量,并被用来计算寿命τ。二甲基POPOP的无水乙

醇溶液作为测量荧光寿命的标准参照荧光寿命(在298K,

荧光寿命为1.45ns)。实验样品采用350nm的光源为激

发光,用一个大于400nm的长通滤波器收集发射光。测量

调制频率介于10~160MHz之间。被测的发夹或配对的

双链DNA的浓度为13μmol·L-1。使用ISS187衰减分

析软件拟合数据确定PdC在各种配对或未配对情况下的

荧光寿命。

1.2.2滴定稳态荧光光谱和滴定曲线 通过用7AAMD滴定DNA的方法,确定7AAMD与天然或改性的发夹

和DNA的络合情况。用HoribaFluorMax-3光谱仪在激发光波长在450nm时收集波长在520~750nm区间

的稳态发射光谱。并通过滴定的稳态荧光光谱图绘制了滴定曲线。

1.2.36-吡咯脱氧胞苷(6PdC)的 NMR结构 用有5mm 的 QNP探头的BrukerDRX-500核磁共振仪收集

NMR图谱。DNA样品溶于含有10mmol·L-1Tris-HCl缓冲重水液(含1mmol·L-1EDTA,pH值为7.5),

其中H2O与D2O的体积比为5∶95。6PdC的最终浓度为0.25mmol·L-1。在室温(298K)、相敏模式下,收
集非交换质子的2DNOESY谱图,每次扫描,纵向弛豫(t1)收集256点,横向弛豫(t2)收集2048点,混合时间分

别为100,200,300和500ms以及弛豫延迟时间为5s。在所有的2DNOESY实验中,用了一个以激发中心为

4.71×10-6的水预抑制脉冲序列。6PdC所有相关的非交换的质子的谱图除了3’和4’质子外,都按常规顺序分

配程序标明。用SPARKY软件处理和分析NMR的原始数据。

1.2.4分子模拟计算 用INSIGHT Ⅱ建立6PdC的分子3D模型,用 AMBER11把模型能量优化。用 AM-
BER11的antechamber模块标明6PdC的各种参数和电荷数。能量优化后,用NMR得到的质子间NOE的距离

限定AMBER中的参数,进行精细改良6PdC的结构,并进行时间为100ps分子动力学计算。得到6PdC的优化

结构后,用Z-DOCK方法与7AAMD之间的络合进行模拟运算,得到25个结构,再选取能量最小的结构作为最

优化的结构。

2结果

2.1表观时间分辨荧光光谱

PdC的荧光强度高度依赖于与鸟嘌呤形成的氢键状态。为了检验PdC的荧光淬灭效应成因,本研究比较了

6PdC、7-吡咯脱氧胞苷(7PdC)以及它们的完全配对的双链DNA6PdC-comp和7PdC-comp的表观时间分辨荧

光寿命(图2)。所有被测的DNA的表观时间分辨荧光表观寿命(τ1和τ2)基本都不随NaCl浓度的变化而变化

或变化甚微。图2中很清楚地显示6PdC的表观时间分辨荧光表观寿命为1.44ns(τ1),与6PdC-comp的基本相

同(1.34ns);7PdC的表观时间分辨荧光表观寿命是2.81ns(τ1),而7PdC-comp的表观时间分辨荧光表观寿命

是1.25ns,未配对7PdC的时间分辨荧光表观寿命是配对的2倍多。
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图2 各DNA的表观时间分辨荧光表观寿命

Fig.2 Theapparenttime-resolvedfluorescencelifetimeofDNAs

2.2滴定稳态荧光光谱和滴定曲线

本研究用滴定的方法比较了发夹 AACC4,

6PdC,7PdC,双链 AACC4-comp等与7AAMD
的亲和能力情况以及PdC的空间体积对亲和力

的影响。滴定过程中,测量滴定稳态荧光光谱并

根据荧光光谱绘制滴定曲线图(图3)。所有发

夹结构DNA的滴定稳态荧光光谱都相似,而所

有双链DNA的滴定稳态荧光光谱都相似,因此

在本 研 究 中 选 取 了 6PdC 和 6PdC-comp 与

7AAMD的滴定稳态荧光谱图为代表(图4)。

由该图可知:发夹结构的滴定稳态荧光光谱与双

链DNA的区别很大,即发夹的稳态荧光强度随

滴定的进行而明显的增加,另一方面,双链DNA
的稳态荧光强度随滴定的进行而淬灭。由滴定

曲线算出的 Kd 值,其中 AACC4,7PdC,6PdC,

AACC4-comp的 Kd 值分别为(0.10±0.09),
(0.31±0.10),(0.46±0.15),(0.57±0.21)

μmol·L-1。发夹AACC4,7PdC和6PdC与7AAMD的亲和力分别是双链AACC4-comp与7AAMD的亲和力

的5.7,1.8和1.2倍。

 
  注:黑色三角形、空心圆形、黑色圆形、空心三

角形分别为AACC4,7PdC,6PdC,AACC4-comp。

图3 DNA与7AAMD的滴定曲线

Fig.3 Thetitrationcurvesof

DNAtitratingwith7AAMD

 a 6PdC                b 6PdC-comp

图4 6PdC,6PdC-comp与7AAMD的滴定稳态荧光光谱

Fig.4 Thesteady-statefluorescencespectraoftitrationbetween

6PdC,6PdC-comp,and7AAMD

2.3发夹6PdC的NMR结构

本研究用2D-NOESYNMR波谱和分子模拟计算同样确定了6PdC的三维结构。6PdC的序列通过 H6/

H8-H1’/H5确定(图5)。胸腺嘧啶的H6在甲基区域的NOE峰很稳定,可以很明确标定T2,T4,T12,T14和

6PdC的H6-甲基质子峰(图6)。

2.4分子动力学和Z-DOCK分子模拟计算

以NOE值为限定条件,用AMBER11软件对NMR结构进行优化并模拟了100ps的分子动力学结构,每
隔20ps截取1个结构,共得到5个动力学结构(图7)。对优化后的结构的NOE距离与理论上的距离作图比较

(图8),说明所得NMR结构与理论结构基本一致。
针对6PdC与7AAMD的亲和位置,本研究用Z-dock软件进行计算,图9显示6PdC与7AAMD的亲和位
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置。图中显示7AAMD的平面多环插入发夹环中,与实验结果一致。

  
     图5 H8/H6/H2区的NMR2D-NOESY图谱       图6 H6/H8-H2’/H2”区以及胸腺嘧啶甲基区

       Fig.5 TheNMR2D-NOESYspectrum       Fig.6 TheNOESYspectrumintheH6/H8-H2’/H2”

          intheH8/H6/H2regions              andmethylgroupofthymineregions

   
  a 动力学结构       b 5个动力学结构的平均结构

 图7 6PdC动力学结构和5个动力学结构的平均结构

Fig.7 Dynamicstructuresandtheaveragestructureof6PdC

图8 理论NOE距离和NMR测定的NOE距离比较图

Fig.8 ThetheoreticaldistancesofNOEversusthe

measureddistancesviaNMR

3讨论与结论

发夹结构在基因的表达、蛋白质的翻译及其调控上起着非常重要的作用[38-40]。因此,通过测定生物体内基

因结构对于了解基因的表达,特别在基因治疗癌症上非常重要[41-42]。
本研究分别用PdC作为荧光探针,测定DNA的表观时间分辨荧光寿命。根据实验所得的表观时间分辨荧

光寿命,7PdC的是7PdC-comp的2倍,而6PdC,6PdC-comp和7PdC-comp的表观时间分辨荧光寿命相似,说明

7PdC是未配对的,而6PdC是配对的。以上结果说明6PdC处于发夹的茎柄上,而7PdC处于发夹的茎环上。
本研究用滴定的方法研究了PdC的嵌入对于DNA与7AAMD的亲和能力以及PdC的空间位阻的影响。

根据滴定曲线得出的Kd 值,可知发夹AACC4与7AAMD的亲和力最强,是同样发夹的7PdC的3倍多,说明吡

咯环的加入增加了与7AAMD的亲和过程中的空间位阻;而7PdC的 Kd 值是6PdC的1.5倍,说明6PdC与
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图9 6PdC与7AAMD的亲和结构

Fig.9 Thecomplexstructureof6PdCand7AAMD

7AAMD的亲和力最弱———其一是因为它处于环柄上,已
经与11位的鸟嘌呤配对,其二可能是7AAMD作用于发夹

环的 缘 故。以 上 结 果 说 明 PdC 的 嵌 入 对 于 DNA 与

7AAMD的亲和力有影响,但最终决定亲和力大小的主要是

发夹结构。

本研究还采用2D-NOESYNMR方法确定了6PdC的

二级结构。根据图5比较胸腺嘧啶的甲基质子峰和PdC的

甲基质子峰,PdC的左移距离为0.4×10-6,这可能由于

PdC上稠芳环的共轭效应所致。图5中,处于发夹柄中的

碱基NOE峰值明显强发夹环上的胞嘧啶的 NOE,这与理

论一致:处于发夹柄上的碱基因为配对,刚性大于处于环的

碱基;因而处于环上的碱基振幅较大,NOE会随时间、温度

变化而发生较大变化。研究还发现 PdC的嵌入基本对

DNA的结构没有影响。

此外,根据Z-DOCK计算结果,可以清晰地看出7AAMD的平面稠环从小沟方向插入发夹环中,这样的亲和

方式空间位阻最小。这与前面的滴定结果高度一致,说明根据实验结果推导的结论是正确可信的。从中还可以

推知,7AAMD作用于发夹环,从而达到抑制基因表达的效果。

通过本研究结果可知,PdC可以作为灵敏度高、选择性好的荧光分子探针,对于研究药物分子在生物体内的

抗病机理提供了新的研究途径;这为今后的研究提供了方向。

PdC作为DNA的荧光探针,可以有效地用来测定DNA或RNA的结构。本研究用表观时间分辨荧光光谱

和NMR谱确定了6PdC的二级结构(发夹结构),并用滴定曲线推导出6PdC与7AAMD的亲和位置以及PdC
的嵌入对于亲和力在空间上的影响。利用Z-Dock软件计算了6PdC与7AAMD在发夹环中的亲和位置,这一计

算结果与滴定的Kd 值一致。
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StudyoftheHairpinStructureof6PdCviaMultipleMethods

SUNLingzhi,ZHANGXu
(SchoolofPharmacy,YanchengTeachersUniversity,YanchengJiangsu224051,China)

Abstract:TobetterunderstandthebiologicalfunctionofDNAhairpin,determiningthesecondarystructureof6-pyrolodeoxycyti-

dine(6PdC)usingthetime-resolvedfluorescence,2D-NOENMRspectra,titrationcurvesandaswellasZ-DOCKcomputational

methodwereconducted.Thetime-resolvedfluorescenceapparentlifetimeof7-pyrolodeoxycytidine(7PdC)is2.81nsand6PdCis

1.44ns;2D-NOENMRspectrashownthatthebackboneof6PdCcanbewellassignedviacross-peaksintheH8/H6region,how-

ever,theintensityofNOEsofdCsatposition7,8,9,10areveryweakandarehardlytobeassigned;thetitrationresultsindicated

thattheKdvaluesofAACC4is0.1,7PdCis0.31,6PdCis0.46andAACC4-compis0.57;theresultsofZ-DOCKcomputingindi-

catedthattheplanarpolycyclicringof7-aminoactinomycinDisinsertedintotheloopofthehairpin.Theaboveresultssuggested

thattheDNAstructureplaysakeyroleinbindingaffinity,andthesterichindrancehascertaineffect,butnottheimportantone;

the7AAMDmaybeboundtopromoterorenhancer,whichishairpin,toinhibitorsuppressthetranscriptionofoncogenes,thusfar

achievingtheanti-cancereffect.

Keywords:hairpinstructure;time-resolvedfluorescence;2D-NOENMR;7-aminoactinomycinD;molecularmodeling;6-pyrolode-

oxycytidine
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