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. 期 蒋湘宁等
/ �’ 一脱氧

一 (
尹一磷酸胞嗜吮一笨配加合物的确定 � 0∋

国1 ∗ 聚乙烯亚胺 )23 ∃%
一 4

56 % ∃4 7 4 89 87 4 ,

2: ,1纤维素离子交换薄膜
,

;<
=6

4 > 4 %
一
� < ? 4 ∃公

司 )德国1
#

其余试剂和溶剂均为分析纯
#

根据需要进行必要的纯化与重蒸
#

缓冲液及实验全过

程用水为去离子蒸馏水
#

�
#

方法
, ’2标记前各步操作在常规生化实验室中进行 ∗ ( ’卫标记及标记后各步骤均在放射性

同位素实验室中进行
#

�
#

∀ ≅ � Α 一
Β Χ加合物和Δ �

一
Β Χ加合物的形成

≅ � Α 一Β Χ 加合物的形成
/

主要参考蒋湘宁等 )∀ & & � 1 的方法
5 ‘’#

Δ � 一Β Χ加合物的形成
/ 分别取浓度为. 9 9 3∃ Ε Φ 的 Δ � ; 2〔Δ Γ ; 2 )脱氧鸟嗓吟单核昔

酸1
, Δ Η; 2 )脱氧胞喷吮单核昔酸1

,
Δ Α ; 2 )脱氧腺嚷吟单核昔酸 1和 Δ Ι ; 2 )脱氧胸 腺

嗜吮单核昔酸1〕各ϑ
#

∋9 ∃
,

用。
#

∋ 9 ∃ ,= 9 9 3∃ 八 Ι >8 Κ )Λ Μ 0
#

∋1 的缓 冲液稀释
,

再加浓度

为. 9 ? Ε二 ∀的苯酿溶液 ϑ
#

�9 ∃)Β Χ终浓度控制在∀
#

。一∀
#

Κ9 ? Ε 9 ∃之间1
,

在 (0 ℃条件下于

试管中反应 ∀� 6 后用乙醚萃取以去除反应体系中未反应的苯醒
#

Δ � ; 2 的准确浓度用紫

外分光光度法测定 )终浓度控制在 ∀一 �拌? Ε川之间1
#

�
#

� Μ 2Φ Η纯化与富集

Μ ,Ι Α ΗΜ ,Ν ;: Ο ΗΠ Μ 2Φ Η / 主要由Φ 一
Θ� ϑϑ 智能高压泵

,
Φ
一. ϑ ϑ ϑ紫外检测仪和 ≅ 一

Ρ!!=色谱数据积分仪组成
#

色谱柱
/

! ≅ Σ 反相色 谱 柱
,

长 ∀ ∋ϑ 9 9
,

内径 ∀ϑ 9 9 , 检 测 波 长 为 � ∋ . 7 9 , 流

动相
/

Α 液为�ϑ Τ 甲醇
, ϑ

#

∃9 3∃ Ε∃ 乙酸 , Β 液为 纯 甲 醉 , 洗 脱 梯 度
/

起 始 )Α 液 1

等黔
‘

一 Β 液橇鲁
一

一 Β 液飞黑
一
一 Α 液

一

漂轰
一

一起始 ‘Α 液 , , 流速
/ ‘

·

“9 ∃Ε 9 87#

�
#

( “Ρ
2后标记法验证

主要参考刘淑芬等 )∀ & & ϑ 1‘
� , 、

蒋湘宁等 )� & & � 1“’的方法 对 ≅ � Α 一Β Χ
,

Δ � 一Β Χ 及

Μ 2工Η收集组分进行
“Ρ 2后标记法分析

#

�
·

. 2: ,和Ι Φ Η同谱层析
“Ρ 2标记的 ≅ � Α 一 Β Χ加合物分别与

“,
2 标记的(∀

,
)

( “2 1∋Ε 一
二磷酸核 昔 酸 )Δ Γ ≅ 2,

Δ Η ≅ 2 , Δ Α ≅ 2 和 Δ Ι ≅ 2 1 混合后点样进行 ! ≅ Σ 薄层纯化和 2: ,离子交换薄层分 离 层

析
#

结 果 与 讨 论

∀
#

≅ � Α 一Β Χ加合物中主要斑点的碱基定位分析

在离体条件下
,

苯醒可以与小牛胸腺 ≅ � Α 作用形成共价键加合物
#

经
( “2后标记法

检测分析
,

在放射性自显影谱图上可以比较清楚地辩认出 . 个加合物斑 点 )图 ∀ ,
Η 1

,

其中一个较大
,

其放射性强度占总量的0∀ Τ
#

各斑点的相对强度
、

相对标记率 和 ≅ � Α

碱基修饰率列于表 ∀
#

脱氧胞嘀吮与苯酿反应后经
“Ρ 2后标记法分析可以检测出一强一弱两个斑点 )图∀ ,

≅ 1
,

其中较强的斑点与 ≅ � Α 一
Β Χ 加合物的点 . 具有相 同的迁移率 )图∀

,
Η

,
≅

,
:

,
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1
一

习口
匡
一

到医一川

‘

乡,

图 飞
( � 2后标记法分析检测∀〕� Α 一 ΒΧ及Δ Η 一 ΒΧ加合物 白显影谱图

手午胸腺≅ � Α )空白对照 1∗ )Β 1 苯酮对照
∗ )= Υ ≅ � Α

一

Β !加合物 ∗ )≅ 1 Δ ! Β Χ 加合物∗

): 1 Μ 2Φ =富集后Δ 吞ΒΧ

Α ς 53 > < Δ 83 ? > < 9 Κ 3 Ω ∃〕卜Α 一 < 7 Δ Δ Η 一ΒΧ < Δ Δ ς 4 5Κ

Ι < Ξ ∃。

表 ∀ ≅ � Α 一Β Χ加合物计数分析

Ο < Δ 83 < 4 58Ψ 4 4 3 ς 7 5 < 7 < ∃% Κ8Κ 3 Ω ≅ � Α 一Β Χ < Δ Δ讹5Κ

截 号 / = 2; ) 0 次重复平均 1 相对强度)Τ 1 Υ 相对标记率 )Ο ΑΦ 1 碱基修饰率
)∀加合物 Ε ∀ ϑ 立。碱基1

( Ζ 了
。

. 0 &
#

Θ ∋

. ( .
。

(

0
#

& 0 太 ∀ϑ 一 ,

垂 &( 义 ∀ϑ 一 , Ζ &
。

� &

∋ ϑ Θ
#

∋ ∀ ∀
#

ϑ( 二ϑ
#

ϑ . 火 ∀ϑ 一 。 ∀ϑ .
。

�ϑ

( � ∋ �
#

& 0 ∀
。

ϑ 0 Θ 0
。

0 ∀ 只 ∀ϑ 一 , Θ 0ϑ
#

& Χ

表 艺1
,

二 [ 亢一Β Χ和Δ Η
一
Β Χ的上述加合物斑点

,

在以小牛胸腺 ≅ � Α ,

Δ Η和Β Χ为空 白对照

的样品中均未出现
,

因此
,

确定这些斑点是Β Χ与≅ � Α 和Δ Η反应形成的加合物
,

并初步

确定 ≅ � Α 一Β Χ 加合物中的较强点来 自于� ,一脱氧胞喻吮 )Δ Η一Β Χ 1
#

此外
,

其它三种脱氧

碱基在试管反应条件下也都能与Β Χ反应形成≅ � Α加合物
#

它们与≅ � Α 一Β Χ加合物的对

应关系有待证实
#

�
#

Μ孔Η组分收集和
“Ρ

2后标记法脸证

在初步确定加合物碱基的基础上
,

对Δ Η
,

Β Χ和 ΔΗ
一
Β Χ 反应液以及 ΔΗ

,
Β Χ 棍合液

进行Μ孔Η分析
,

并确定和收集 Δ Η
一
Β Χ 加合物的组分 )图� ,

Η中∀&
#

(ϑ 峰 1
,

减甄孩缩或

氮气吹干后再用于
, “

2后标记法分析
,

进一步证明 ≅ � Α
一

脚加合愉中的点
. 来自于 � 声一脱

氧胞嗜唆核甘酸 )图∀ ,

: 1
#



. 期 蒋湘宁等
/ � 尹一脱氧

一
(’一磷酸胞嗜吮一苯限加合物的确定

表 � ≅ �Α ∴ ΒΧ加合物各斑点及 Δ Η 一Β Χ加合物的迁移率

介目4 � ;8梦< 5837
3 Ω ≅ � Α 一Β Χ < Δ Δ ς= 5Κ < 7 Δ Δ Η 一ΒΧ < Δ Δ ς 4 5

≅ � Α 一Β Χ 左> ]
Ο > >

ϑ
。

ϑ ϑ ∋ ϑ
。

∀∋ �

ϑ
。

ϑ ∋ Θ ϑ
。

�ϑ ϑ

ϑ
。

� ∀ϑ ϑ
。

� ∋ Ζ

ϑ
。

� ∋ Θ ϑ
。

� ∋ Θ

Δ Η 4Κ Β Χ ϑ
#

� ∋ Θ ϑ
。

� ∋ Θ

(
#

2: ,和Ι Φ Η同谱层析

考虑到
( “2 后标法分离过程的局限性 )即使是同一加合物在多次实验时

,

由于多维

Ι ΦΗ 层析分离过程中也会有斑点位置不重复的现象 1
,

在标记反应之后
,

我们 将 ≅ � Α ∴

)Α 1 Β Χ )Β 1 Δ Η
,

Β Χ混合液 )Η 1 Δ Η
,

Β Χ反应液

圈 � Μ 2ΦΗ 纯化富集Δ Η 一Β Χ加合物色谱图

⊥ 8,
。

� Μ 2ΦΗ 4址3 9 < 53 ? > <9 Κ 3 Ω 2ς> 8Ω84 < 583 7 < 7 Δ 4 7 > 846 9 4 7 5

3 Ω Δ Η 一ΒΧ < Δ Δ ς 4 5Κ

Β Χ加合物分别与 Β Χ加合的 . 种脱氧碱基加合物混合后进行同谱层析分析
#

结果表明
,

≅ � Α 一Β Χ 加合物中的点 . 与 Δ Η一Β Χ 加合物中的较强点在 同谱层析过程中完全具有相 同

的孔Η迁移特性 )图�
,

Α 1
,

而 ≅ � Α 一Β Χ加合物中的点 . 在与其它脱氧核昔酸
一
Β Χ 加合

物的同谱层析过程中不具有相 同的迁移率而发生分离
#

在图�)Β 1还示 出≅ � Α 一Β Χ加合物

中的点 . 在与ΔΑ
一
Β Χ的同谱层析过程中斑点分离现象

#

根据对单核昔酸一苯醒加合物)Δ � ; 2一Β Χ 1 与 ≅ � Α 一Β Χ 加合物谱图的对比
、

Μ甩Η

分离收集
。ΡΛ 后标记法验证及几Η同谱层析分析

,

可以确定 ≅ � Α 一Β Χ 加合物中的点 . 来

自于�’一
脱氧胞喷咤核昔酸

#

Ο4
Δ勿等

)( ,
)∀ & Ζ &1

’Ρ
Λ 后标记法分析≅ � Α 一Β Χ加合物的结果中

,

虽亦有一主要加合物
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斑点
,

侄未进行碱基定位
#

我们通过碱基定位实验和用不同方法相互验证的办法确证了

努⊥后标遥实验中≅ � Α 一Β Χ加合物的主要斑点 )点妇 来 自于苯醒对胞嗜吮核昔的修饰
,

户
一

律 龟
扮

’

_
#

_

Υ
飞

一
!

ϑ!

Ε

∗
协Κ

 ΛΛ+ΛΕ
∗Λ
‘

一

一
一

,一

二

ΛΓΕΜ+  巨

图 Η 同谱层祈与过)
一0.积 晓1 一 0.纯品验证

瑟于交酷: 八成谱层析
Ε & 0 4/ 1 一0 . 和 扮 3 1 简谱蕊祈 Ε ‘) 倾 Ν 3 1 一0 Ο 加合物 Ε & 2 扣Β 一愁令纯亥

&浓缩晶儿 & Π 4 / 人
一
0.纯言故浓缩籍飞

%云磨
∗

弓 ) Θ Χ Ρ Γ Σ= Τ Υ Γ Θ Χ Θ Ρ /) 一 0 . Τ / / Δ ? Υ ς 9 ? 。一 Β Φ ΣΘ = Τ Υ Θ < Σ Τ ,Φ Ω Γ ΥΦ

易) 一 Τ Χ / / 1 一0. 爵Δ Σ ΓΥ Γ? Ξ

占加合物放射性总量的 ΨΖ [以上
∗

根据对单核营酸
一
笨酿加合物 &/ 3 Α , 一0 . 4 与 肠 ; 人(

0 .加合鹤谱图的对比
、

− ,工)分离收集
Η ∋ ,后标记法验证及 ∴ 工) 同谱层析分析

,

可以确

定2 ; 1 一0 .加合物中的点 ] 来 自于 ∋
’
一

脱氧胞嗜咤核昔酸
∗

在我豹的工作结束以后
,

我们看到了凡
二
<Σ 二

⊥和0阅
? −等 &  5 5的

〔玉∗

通过大剂量反应

合或得到 / )
一

0 .加合物纯品以后再经核磁共振和质谱法对/ )
一0 .的结构进行 了鉴定

,

得

鹭# )
一0 . 加合物为 & Η 一 Φ 9 / ΣΘ ; 9 4

一 Η
,

3 ] 一ς ? Χ ⊥? ΥΦ ? 二。一套
一

/ ?Θ ; 9 Β 9 Υ Γ/ ΓΧ ? 一 Η
’

一_ Φ二 _ Φ二 ? ,

结构式鸯 下
,

盆— >

> ⎯ ∋
‘

脱氧核糖
一 食 磷酸

我们鬓弓叱
? − 实验室赠送的 & Η一 Φ 9 / ΣΘ 二9 4 一 Η

∗

 Ε 补。二 ⊥ ? 七Φ ? Χ Θ 一 ∋ 一/ ?Θ ; 9 一Β9 Υ Γ遨“? (

_知
。, Φ找。 加合物浓缩品初纯品对我们实验中的点 ] 再次用

““, 后标记法分析验证
,



. 期 蒋湘宁等
/ � 产一脱氧一( 尹一礴酸胞啥陡一苯酿加合物的确定 � 0&

证实≅ � Α 一Β Χ和Δ Η
一
Β Χ加合物中的点.与23

7 ? > < 4 ⎯
等

‘, ’
)� & & ϑ 1得到的ΔΗ一Β Χ 加合物 )( ∴

6 %Δ >3 ] % 1一( ,

� . 一 Ξ 4 7 ⎯ 45 6 4 7 3 一 � ‘一Δ 4 3 ] % 4% 5 8Δ 87 4 一( , 一Λ 63
ΚΛ 6 < 54

是同一个加合物 )图( ,

Η
,

≅ 1
。

在用Δ Η一Β Χ初纯品验证≅ � Α 一
Β Χ加合物点 . 的同时我们还用Δ Α 一Β Χ初纯品做了

( �
2

后标记法实验
,

发现图∀ )Η 1和图 ()Α 1 中的≅ � Α 一Β Χ加合物的点 ( 与Δ Α 一Β Χ初纯品具有

相同的迁移率
,

但不与试管反应条件下 Β Χ与 Δ Α 反应形成的加合物中的较强点 )图 ( )Β 1

中Δ Α 一Β Χ
,

1同谱
#

在相同条件下Β Χ与Δ Α和 ≅ � Α 作用形成的加合物是有差异的
,

前者多

个加合物中的较强点 )Δ Α
一 Β Χ

‘

1在后者中并不出现
,

而在后者中出现 的)点 ( 1 只是前者

多个加合物中的较弱点
,

这可能是由于≅ � Α的双螺旋结构对 ≅ � Α分子中 ΔΑ 碱基 的亲核

位点的屏蔽作用使≅ � Α 分子上形成的加合物不同
,

少于单碱基反应时形成的加合物
# “Ρ 2

后标记法分析 ≅ � Α 一
Β Χ 加合物的自显影图谱中 . 个斑点中的另外 � 个加合物斑点可 能

还有−
3 α <

等
‘川 )∀& ∋ Θ 1报道过的Δ Γ
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