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�

阮
� �创晚� ��� �

轻基 自由基与 � � � 中腺嚷吟碱基间

反应的 �� � 研究 ‘�

居学海 逮 萍 戴乾园� �

�北京大学环境科学中心
,

北京
,

�仪犯� � � �北京工业大学癌化学与生物工程中心
,

北京
,

��� �� �

摘 要

�’� 诱发的经基自由基
,

引起了 � �� 互补碱对间的交联
�

本文论证了 �� 引起的

互补碱对交联是 �’� 诱发基 因突变的主要根源
�

�� 与化学致癌剂不同
,

可 以引起双

氢键 �� 对转化成叁氢键 �� 或 �� 对的点突变
,

这与腺嗦吟 � 在 �� 作用下转化成 �
�

经基腺嗦岭有关
�

本文采用高级半经验 ��� 方法
,

对 �’� 诱发产生的经基自由基在

腺嚓吟 �
一

位及 �
一

位的经基化反应
,

进行了计算探讨
�

证明在两个位置上的反应均经

两步完成
,

反应的活化能较小并且熔变为负值
、

反应无论在动力学或热力学上 均有

利于发生
�

�
一

经基腺嗦吟或 �
一

经基鸟嚎吟的存在
,

虽然是经基 自由基作用于 � �� 的

标志性产物
,

但因其不影响小沟槽的氢键键合
,

很易被修复而不影响基 因变异
�

但

� �� 双股中的 �
一

经基腺嗦吟碱或其互变异构体
,

则引起 ��净 �� 或 �� � �� 的双氢键

键合向叁氢键键合的突变
�

关键词 � �� 
,

经基自由基
,

腺嚷吟
,
� �� 修饰

,

过渡态
,

致突变
�

在正常的生化代谢中
,

常有 �� 左右的氧误人歧途
,

变成化学性质极强烈的活性

氧
,

即人体内生化反应产生的内源性氧自由基及随后产生的经基 自由基 �图 �所示 �
�

�� �� �� �
一

“�
‘

知
�

〔、一
�

一伐
,

一
过过氧化氢酶酶

还还原型 � 氧化型谷胧昔肤肤

圈 � 内源性氧自由基及经基 自由基的形成过程

� �
�

� � � �卿
� �  � �� �� �� �

� � �� �� �� 旋
� �印五司

� �� 受内源性氧自由基攻击后 的产物至少有 �� 多种
,

例如
� �

一

经基鸟嚓吟
、

�
一

经

基和 �
一

经基腺嗓吟
、

胸腺嗜吮乙二醇 �飞�
、

胸昔 乙二醇 ��� �� 和 �
一

经甲基化尿啥吮

等〔
‘
阅〕

,

其中受到高度注意的是鸟嚓吟型的损伤
,

并被认为是引起 ��� 变异 的主要损

伤
,

并将 �
一

经基鸟嚓吟作为 ��� 受到氧化伤害的标志 �� 
,

然而
,

对 ��� 小沟槽的 �
一

经

基腺嗓吟型的损伤却未引起足够的注意
�

戴乾囿指出
,

在 ��� 代谢产物
、

甲磺酸醋
、

�
�

�� 国家自然科学基金资助项 目 �批准号
� �以”��刃��

�

�� 通讯联系人
,

肠画�
� � �� �� � ����

�

咖
�

��
�
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乙酞氨基药及 �
一

氨基药的突变谱中〔
’川

,

很少看见 ��� � �� 或 � �� 卡 � � 型的突变
,

即很少

发生双氢键键合生成叁氢键键合的突变〔川
�

相反
,

�’� 诱发的大肠杆菌 阮 工基因的突

变谱则有 �
�

� � 的 �手争�� 和 �
�

� � 的 ��� 争�� 型突变 � 由低剂量辐射长期作用结果的所

谓 自发突变谱则有 �
�

�� 的 ���� 争�� 和 � �
�

� � 的 � �� 今�� 型突变
�

紫外线所引起的大肠杆菌 俪 工基因突变中的另一个特征是涉及股间 �� 对的突变

占 � �
�

��
,

而涉及股间 �� 对的仅占 �� �
,

而紫外线引起啥咤二聚体形成时的次序为
�

�� � 代二 ��
� ��

,

这意味着紫外线除引起 嚓陡二聚体的形成外
,

还同时引发若干 目前

尚属未知的化学变化
�

因此
,

经基腺嚓吟的生成对于 � �  的辐射损伤具有重要的作用
�

为了从理论上阐明氧自由基的致癌机理
,

作者对腺缥吟与经基自由基与在 � 位 �图

�� 及 � 位上 �� 位反应模式与图 � 类似
,

其中 �一�� 原子及经基编号相同
,

所不同的是

� 号氢与 � 相连
,

而轻基 自由基在两步反应中分别进攻 � 和 �� �
� 的反应机制作了计

算
,

分析 了其反应特征
,

并对 ��� 被轻基 自由基损伤后的突变过程提出了合理的解释
�

� �

件
,
队产

� � � �� � ��
� 、

一

��
十

气� 气
、

浏一
� �

必
生飞

上、
�

� �

�

�

哪玩 件
梦移土一今丫于�刊��

� 、�犷
一

� �
洲

� �

腺嚷吟

·

明 � �� � 一�

…� � �

� �� �’�
�

� ’。

释 释
�

淤
� 一衅羚

产物

图 � 经基自由基在腺嗓吟 � 位上的反应模式

珑
�

� � �� � ���� � ‘记� � � !�面
� �� � �� �� �� �� 目

�

�
�� �

一

娜��� ��

� 计算方法

计算采用 �� ����
�

� 程序包中的 �� � 方法
,

初始几何构型 由战玩哪 力学优化生

成
,

反应物
、

过渡态
、

中间体和产物的最终几何构型均进行了全优化
�

过渡态由力常数

矩阵有唯一的负本征值及内察反应坐标 �皿�� 得到验证
�

� 计算结果

反应活性原子 � 所在的咪哇环
、

�� 所在的嗜咤环及经基原子在反应过程中的优化

几何构型参数如表 � 所示 � 反应物
、

过渡态 �仆�
、

中间体 �】� �
,

� 和终产物的生成能及

前线轨道能量见表 �� 反应过程各驻点的电荷分布见表 �� 巧 及 ��� 的电子布居数列于

表 �
�



� 期 居学海等
�
经基自由基与 � � 中腺嚓吟碱基间反应的 ���研究 � � �

表 � 反应中心邻近原子的优化几何构型

� ��� � � � 西而翻 ��� �
�

�� �� �� �
���� � � � �� �

� 位反应 � 位反应

参数
备

反应物

飞 � �� �
,

� � � 呢� ��� 呢� 产物

� ��
一�

一�

� ��一嵘
·

� � �一�

� ��
一�

��

艺�
� �
一 �

��
一��

艺� ��一�
� �
一�八

‘

匕 ��一玛一 �一叮
“ “

�
�

的妇 �
�

仪拼�

一 �
�

�仍�

�
�

��拍� �
�

� �工

�
�

碗珍肠

�
�

�� � 

�
�

�� ��

���
�

�� ���
�

以

�
�
心珍阴

0
.
14() 3

0
.
123 1

0
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0
.
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0
.
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0
.
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《珍肠
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0
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l l4()

0
.
仪刀6

0
.
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0
.
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O t珍64
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.
57 1的

.
卯

0
.
00 的

一
0
.

70

1
03

.
9 1

一
3
.
1 5

产物

0
.
田72

0
.
1377

0
.
孰巧0

O
‘

(刃6 2

10 7
.
2 1

103
.
46

一
0
.
0 1 3

.

45
4

.

05

0
.
仪巧7

0
.
14 2 0

0
.
123 0

0
.
150 1

l的
.
17

1以
.
05

6
.
53

108
.
33

l工
.
58

一
0
.
3 8

*

键长单位
:

艺q 一姚一场一几
.
宜刃比】, 键角及二面角单位

:
度 ;

, ,
q 位反应中所有 q 为 q

,

Hl

:

与 q 相连 ; 关 关
‘

q 位反应为

T ab le Z

表 2 反应物
、

过渡态
、

产物的生成能及前线轨道能量

He ats of fo rm
ation an d ene月歹es of F M O of

the
二ac 加口tS ,

巧 明d pnxl
ucts

q 位反应 q 位反应

化合物
△H f/ kJ 勺加1

一 ’
L U M O 少eV H O M

O/ ev
△月杯目

·

咖l
一 ’

L U M O /
ev

H O M O /
e
V

.

O H

腺嗦吟

侣1

I刊1
,

,

巧2

产物

一
0
.
3 5 5 8

一
0
.
1 1 1 8

一
1
.
2 0 1 1

一
1 0 3 1 8

一
1
.
1 2 7 0

一
0
.
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一
8
.
7
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8

一
9
.

m 9 2

一
9

.

03 68

一
9
.
1
94

1

一
8
.
8 0 2 1

表 3

T able 3

各主要原子的电荷分布

Ato而c eh叮ge s at rea
ction center

q 位反应 q 位反应

原子编号 反应物

飞1 INr 飞2 产物 飞1 IN I
,

朽2 产物

一
0

.

28 7
一
0 2 3 9

0
.
2 6 3

O
,

2 伪
一
0

.

3 3 2

一
0

.

2 1 8

0

.

加3

0
.
2(X)

一
0
.
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‘Un
�
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�
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产

2

‘
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..

…
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一
0

.
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0

.
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0
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一
0
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一
0
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0
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0
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H
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呱 or N厂
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H 一l

H
一5

0
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0

.

2
(X)

一
0
.
2
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4
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‘
.1飞一44
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7
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‘
q 位反应

.
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表4 巧
,

I N T 中各主要原子的电子自旋布居数
.

飞》加e 4 El ec bo ni
e sPin po] 闷助ons at 飞 朋d 】N T

q 位反应 q 位反应

原子编号 反应物

——
151INTI歇 151 INT 152

012 1
.
00 0

.
别2 0

.
仍1

一
0
.
《刀4 0

.
75 5 0

.
05 1 0

.
03 1

q or 份
. 0.00 一

0
.

如3
一
0
.
《月6 0

.
孰刃 一

0
.

43
1

一
0
.
《X泪 一

0
.
2 9 5

玛 or N厂
奋

0

.

00
0

.

3 1 7 0

.

65
5

一
0
.
6 肠 0

.
3肠 0

.
328 0

.
粼只

玛 or 咐
’

0

.

00
0

.

0 1 2 0

.

肠1
一
0
.

叫9 0
.
铭9 0

.
571 0

.
肠5

0 14 一 一 一 0. 794 一 一
一
0
.
8
32

,
仅列出贡献较大的原子 ;“q 位反应

.

3 几何构型

在经基 自由基与腺嗦吟的第一步反应中
,

当经基 氧原 子 与 C: 或 q 的距离 达

0
.
2059

nln 或
0
.
1叫4nm 时

,

分别生成相应的巧1
,

此时化学键只是部分形成
,

对应 的键

级分别为 0
.
加8 和 0

.
326

,

q 位过渡态成键程度比 q 位过渡态 的成键程度大
,

匕H1
3
一

01 2一q 或乙H1 3一01 2一q 均与氧原子形成两个
。
键时的标准键角 1以

.
50 有较大的差距

,

这也是上述键级小的原因之一 随着氧原子进一步靠近碳原子形成 州T
,

q

Z

与 Cs (q )

结合形成稳定的化学键
,

键级为 1
.
00 (0

.
盯)
.

第二步反应脱去氢原子
,

当经自由基与氢接近至 0
.
145 6 和 0

.
150I nrn 时

,

分别生成

Cs 位反应和 q 位反应的
甲

n 论
,

化学键只是部分形成
,

相应键级分别为 0
.
224 和 0

.
197

,

与 巧1 相反
,

此时 Cs 位反应过渡态成键程度较大
.
当 01

4
与 Hl

l
的距离达 0

.
朋巧

nrn 时
,

H
l l

与嗦吟环已完全无键合作用
.
从二面角数据可知

,

由于氧原子与嗦吟的部分成键作

用
,

q 或 q 已稍微离开原有的共扼平面
,

q 一0
12
键级较大

,

导致 q 与嗦吟环的距离

大于 q 与嗦吟环的距离 ; 在第二步反应中二面角重现此规律
,

至形成产物时
,

二面角

减小到最小
,

恢复平面共扼构型
.

4 能 , 变化

由表 2 可 知
,

Cs 位反应 的活化能为 △E仪 = 4. oo skJ
·

mol

一 ’,

△ E二
二

28

.

08 以

U
·

mol

一 ’;
q 位反应的活化能为△E仪 二

34

.
5 9 巧kJ

·

mol

一 ’,

△E仪 = 5
.
49 86 U

·

mol

一 ’
.

q

位反应的动力学控制步骤为 152 的生成
,

而 q 位反应的动力学控制步骤为 巧1 的形成
.

相对而言
,

q 位反应更易进行
.
即使是 q 位反应其活化能值也小于 40 kJ

·

mol

一 ’,

在常

温下亦易进行
.
从热力学特征看 q 位反应比 q 位更为有利

,

其产物的生成热比 q 位

产物小 7
.
683I kJ

·

伽1
一 ’

.

从 前线轨道能量可知
,

Cs 位或 q 位反 应 均 以 E Lu Mo
,

oH 一
E
~ ~

相关能较小
,

即反应过程中氧原子的 I刀M O 接受腺嚓吟提供的电子
,

与氧原

子的电负性大于氮或碳原子这一特性相符合
.

5 自由基电子转移及电荷转移过程

由表 4 可知
,

在由反应物到 IN T的进程中
,

由于氧原子的得电子倾向及其与碳原子



期 居学海等
:
经基自由基与 D NA 中腺嗓岭碱基间反应的A M I研究

之间成键程度的加大
,

01

2

上的负电荷不断增大; 但由 创T 至产物的过程中
,

01

2 的负电

荷反而随键级的继续增加而减少
,

这是由于形成共扼 二 键后负电荷被分散
.
与此相反

,

T S Z 到产物的过程中
,

0
14 与 H 形成

。
键

,

其负电荷不断增加
.
从表 4 还可以看出

,

由

于氧原子从碳原子中得到电子
,

氧所在 自由基电子部分成键
,

自旋度下降
.
在 q 位反

应中
,

自由基电子由经基自由基向 畴 部分转移
,

至形成 IN T 时大部分自由基电子驻留

在 呱
,

然后在形成 TsZ 时第二个经基提供的 自由基电子部分向 q 转移
,

最后 吩 与 q

位自由基电子重新形成 二 键
,

恢复嗦吟环的共扼结构
.
在 q 位反应的 巧1

,

州T 及
口

玲2

三种分子形态 中
,

自由基电子主要在 N
;和 姚 原子上

,

当 Hl
l
离开 q 时

,

这些 自由基电

子恢复嗓吟环共扼 二 键
.

6 讨论
UV 照射引起 DNA 股内心陡二聚体的广泛生成

,

其中以 Tr 环丁烷型二聚体为主
,

而竹》代二
cr

> C C
.
已知二聚体易于解聚或依靠互补股的模板修复

.
从 UV 辐射在大

肠杆菌 阮 I基因中诱发的突变谱〔
‘2〕:

类 型 CC ~ AT A r小
oc

G C一TA GC ~ C G A T- 今T A 亢T- 今
cG

十
1 移码

“ 一
1 移码

.
缺失

% 56
.
9 9

.
7 8

.
3 6

.
9 6

.
9 1

.
4 0 4

.
2 5

.
6

,

移码
二
移码变异

.

可以看 出
,

大肠杆菌 阮 I基因中的突变约 72 % 以上只与 GC 对的变异有关
,

因此
,

一

般认为易于迅速修复的 Tr 二聚体与 UV 诱发的基因变异关系不大
.

UV 照射还引起 D NA

股间交联〔
’”〕

,

这种交联的修复远较二聚体的修复为慢
,

可能是一种互补碱对之间的交

联
.

\

戴乾圆根据 AM I 计算假定
: UV 激 发产生 的经基 自由基

,

可 以引起氢键键合的

() ~ O…H一N/ \
经 自由基反 应而共价键合

,

产生一O 一N一键而发生互补碱对的交

联〔川
.
是否的确存在这种交联

,

我们正 在用 H PI ￡/ A pC I
一

Ms
或 EsI

一

MS
( 岛津 QP

800 )

鉴定之中
.

双区理论应用于致突变谱阐释的一个结果是
:
互补碱对交联与单股变异不同

,

可以

稳定地引起基因变异
,

并且合理地解释各种致癌剂引起的突变谱[ll 〕
.
同样

,

上述假定

的 O - N 或 N一O 型交联
,

也可以合理地阐释涉及 GC 对的点突变和 一 1 移码变异
.
若从

G 的一方观察
,

则可能产生如图 3 的 任一N 型或 N一0 型两种交联
.
0 - N 型交联引起的

GC 生成 G
’

C

’

的交联中
,

G

,

中 1位 N一H 的酸性氢和 2 位 一H醉
:
上的孤对电子

,

是腺

嗦吟 A 的等氢键匹配体系
,

当变异的 C
’

被从互补股上切除 (仍然交联的 0
一一N 型残基

,

不会影响进一步的氢键匹配)
,

将以胸腺啥吮 T 匹配而使互补股的碱基修复
,

然后切除

G
关

并以腺嗦吟 A 修复
,

于是实现 GC一AT 的突变
.

另一方面
,

在 C
‘

中的 r H 上 的氢原子经互变异构而转移到护 之上
,

并形成 2
一

位的
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O H
,

于是 3N 上的孤对电子与 2
~
O H 上的酸性氢

,

是 T 的等氢键匹配体系
,

经如上的类

似过程
,

在互补股上 以腺嗦吟 A 修复
.
上述两种过程完成高达 56

.
9 % 的 GC ~ AT 的突

变
.
图 3 中 GC 对的 N一O 型交联使 GC 生成 G

势

C

’

的交联
,

分别出现相当于 T 和 A 的等

氢键匹配体系
,

实现相当于 8
.
3 % 的 GC ~ TA 的转变

.
而在图 3GC 对的 N一O 交联模型

中
,

若啥吮碱被首先切除
,

l 位 N 上的氢原子转移到 护 上
,

则 6 位 O H 的酸性氢与 1位

N 上的孤对电子和 妒 上的孤对电子是胞喃咤 C 的等氢键匹配体系
,

将指导互补股中鸟

嗦吟 G 的修复
,

于是实现相当于 6
.
9% 的 GC~ CG 的转变

.
此外

,

AT
碱对也可实现 N一

0 型交联而生成 A
资

T

资

对
,

不过这时股间的氢键匹配系均 同时丧失
,

于是将被 同时切除

并同时依靠连接酶修复连接
,

从而发生相当于 4
.
2 % 的 一

1 移码变异
.
关于 UV 交联模型

的 A M I计算
,

将与实验一起另文讨论
.

O一N

:

。

GC 对的 0一N 交联模型 GC 对的 N
‘一
.
0 交联模型

图 3 uv 经基 自由基引起 GC 对间的两种可能交联模型
[川

R g
.
3 R 段ibl

e c

~
li nk ed m 众儿Is 玩h成姆

n

GC 画
r
加se
s 场du e记 场 UV or hy面)xy lm 山

eal

本文的计算结果表明
,

经基 自由基与腺嚓吟经 两步反应生成 8
一

经基或 2
一

经基腺嚷

吟
,

虽然相对而言生成 8
一

经基腺嚷吟更加有利
,

但两种反应无论在热力学还是在动力学

上均易在常温 下进行
.
因此

,

可 以推测
,

经基 自由基一 旦透过细胞膜
、

线粒体及与

D
NA 结合的组蛋白等生物屏障

,

极易与 DNA 反应
,

这与 8
一

经基腺嗦吟形成 的实验事实

相符合[3, 12]
.

AM
I 的计算结果表明

,

腺嗓岭 2 位经基化也是易于实现的〔川
,

因此
,

在紫外线的

作用下将产生 2
一

经基腺嚓吟
.
如图 4 所示

,

其能量动力学上较为有利的互变异构体中
,

亚胺基氮 妒 的弧电子对
、

1 位 N 的酸性氢和 2 位经基的酸性氢将构成 G 的等氢键匹配

体系
,

在 D NA 的复制过程中腺嚓吟可与胞啥吮配对
,

造成 DNA 编码错误
,

使 A节- T 配

对变为 A 荟

三C 配对
,

从而实现 AT- 今GC 的相当于 9
.
7 % 的突变

.

2
一

经基腺嗦吟的另一种互变异构体将具有的酸性氢
、

Nl 孤电子对和 2
一

经基的氢转

移到凡 上生成拨基中的护 孤电子对
,

将构成 c 的等氢键匹配体系
,

使 A井- T 配对变

为 A
资

二G 配对
,

于是实现相当于只有 1
.
4% 的 A T- 今CG 突变

.
此外

,

若 A 的 2 位经基

化以后
,

其 A 中的 妒 与 T 中的 了 发生 N一0 型交联
,

于是 A
签

将成为 T 的等氢键匹配

系
,

从而发生相当于 6
.
9 % 的 AT- 今TA 的突变

.
如上

,

经基 自由基互补碱对间交联 以及

腺嚓吟的 2 位经基化
.
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