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摘 要 通过将参与形成四链结构 A$B<05@<C2:D的 A（鸟嘌呤）碱基分别替换为 E（胸腺嘧啶），,（胞嘧啶）和 F
（腺嘌呤），用圆二色光谱系统地研究了不同位置的 A对 A$B<05@<C2:D结构稳定性的贡献 9结果表明，（)）替换
A$B<05@<C2:D结构中间层的 A对其稳定性的影响最大；（!）该序列及其错配序列大多数情况下在钾离子溶液中
比钠离子溶液中稳定；（(）某些特定位置的 A被替换为 ,或 F后序列的熔点与原始序列接近甚至高于原始序
列 9
关键词 A$B<5@<C2:D，圆二色谱，端粒，GHF

GHF一般以双链形式存在，同时也存在三链
和四链结构 9 A$B<05@<C2:D 是四链结构的一种，该
结构是由富含 A（鸟嘌呤）的序列在 H0I 或 JI 溶

液中形成，其中每一层是 A与 A之间通过氢键形
成 A$B<0@;:;结构［)］（见图 )）9此结构可以由 %条，!
条或 )条核酸构成［! K %］9
为了进一步了解该结构，我们系统也将

5［FAAA（EEFAAA）(］中的 A替换为 E（胸腺嘧啶），

F（腺嘌呤）或 ,（胞嘧啶），通过对圆二色光［’，&］谱及
热力学数据进行分析，发现（)）中间层的 A对 A$
B<05@<C2:D结构的稳定性起着重要作用；（!）该序列
的错配序列大多数情况下在钾离子溶液中比钠离

子溶液中稳定；（(）有些位置的 A被替换为 ,或 F
后序列的熔点与原始序列接近甚至高于原始序列 9
此结果与A$B<05@<C2:D在钾离子溶液中成平行和反
平行的混合结构的观点一致 9此研究有利于我们对
该结构的进一步了解从而对以四链结构为基础的

核酸纳米线、纳米器件构建以及基因调控，细胞凋

亡，癌症治疗有着重要意义 9

, 实验部分

,-, 方法和材料
实验所用的 GHF购于北京赛百盛基因技术

有限公司（序列见表 )）9 L$MN是原始序列［FAAA
（EEFAAA）(］（见图 )O），命名时兼顾其所在溶液和

第几位被替换，如 LH0$!E 表示在钠离子溶液中

P179 ) EQ: =;@<?;<@: >R ;Q: A$B<0;:; 065 A$B<05@<C2:D

0）EQ: A$B<0@;:;；O）F <61/>2:?<20@ A$B<05@<C2:D 16 H0I =>2<;1>6；

-20?S 065 3Q1;: O>D:= @:C@:=:6; 7<0616: O0=:= 16 ;Q: 06;1 065 =46

?>6R>@/0;1>6=，@:=C:?;1T:24U

从 ’V端起第二个位点被替换为 E9样品溶于含 )""
//>2WX H0,2WJ,2 ，CY Z #的 )" //>2WX E@1=$Y,2缓
冲液得到样品终浓度为 )"!/>2WX的溶液，之后加
热至 +’[保持 ’ /16然后缓慢降至室温 9
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!"#$% & !"#$% &’ ()*+",-+./$0 ’&-#123 &/13&2+4/$&51,$% "2, 56$1- #1%#"546$, "2"/&3%

7/13& %$-1$% 8$*+$24$（9:! ;:） 7/13& %$-1$% 8$*+$24$（9:! ;:）
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<)A@ =@((>>=(((>>=(((>>=((( <)B= =(((>>=(=(>>=(((>>=(((
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<)E@ =((@>>=(((>>=(((>>=(((

［=(((（>>=(((）;］1% 56$ &-1312"/ %$*+$24$F

&’( 圆二色光谱
圆二色谱在 G"%4&)?CD 型 @H光谱仪（配备变

温度附件）上进行测定，采用 C ##样品池，在 AAD
I ;AD 2#范围内扫描，扫描速度是 9DD 2#J%，温度
为 9K，扫描 9 次 F变温处理时以每分钟 DL9K的
速度从 9K加热到 B9K F变温过程是在 ABD 2#附
近的吸收峰对应的波长下进行［M］F
&’) 圆二色光谱的热力学分析
我们设一条序列全部形成 ()*+",-+./$0时其

@H信号（#,$3 即 ,$3·4#A J,#&/）为 !:，当全部为
单链时其 @H信号为 ":，其间任何一点其 @H信
号为 #，则平衡常数 $ 可表示为：

$ N !: O #
# O ": （C）

根据热力学第二定律：

!% N O &’ /2$ N !( O ’!) （A）

得 # N !: P ": O !:
C P $0.（!( J&’ O!) J&）

（;）

另 !: N !，": O ! N " 得：

# N ! P "
C P $0.（!( J&’ O!) J&）

（E）

由公式（E）通过 7-1312软件对变温曲线拟合
之后进行分析，得到相应的!(，!) 从而得到

!%［?］，以 <!")?=为例求出对应的!)，!( 从而
求出!%（见图 A）F

( 结果与讨论

(’& *［+,,,（!!+,,,）)］序列（-序列）钠离

子条件下将 ,换成 !，+或 .
圆二色光谱可用于区分平行和反平行的 ()

*+",-+./$0结构 F前者在 AQD 2#处有一个正的吸
收峰在 AED 2#附近有一个负的吸收峰［M，B］F而后
者在 ABD 2#附近存在一个正的吸收峰在 AQ9 2#

R13F A >$#.$-"5+-$ ,$.$2,$24$ &’ @H #$"%+-$#$25%

!( "2,!) &’ 56$ ()*+",-+./$0 "-$（ O BMLC S DLE）TGJ#&/ "2,
（ O ;CCL9 S CLE）GJ（U·#&/）31V123 "!% "5 9K &’ O CDLE TGJ#&/；

>6$ &/13&% W$-$ .-$."-$, "5 CD ##&/JX %5-"2, 4&24$25-"51&2 12 CD

##&/JX 5-1%)Y@/ Z+’’$- "5 .Y MLD 4&25"12123 CDD ##&/JX !"@/；>6$

()*+",-+./$0 %&/+51&2% W$-$ -$4&-,$, 12 56$ 9K 5& B9K 5$#.$-"5+-$

-"23$，+%123 " %4"2 -"5$ &’ DL9 UJ#12 "2, ’&//&W123 56$ V"-1"51&2 &’

@H "Z%&-.51&2 "5 15% .$"T AB9 2#F

附近存在一个负的吸收峰［CD］F以下是我们的试验
结果 F
将 (换成 >，=或 @后多数结构仍然具有 ()

*+",-+./$0在钠离子溶液下的特征谱线，即在 ABD
2#附近有正的吸收峰在 AQ9 2#附近有负的吸收
峰（图 ;"，;Z，;4），但 <!")B@其一个吸收峰在 A?A
2#附近（图 ;4）F相对于其他序列此序列在 AE9 2#
处的吸收峰较低一些 F以该序列将 (换成 >的变
温曲线为例（图 ;,），对应的 ’# 值见表 A（对于将
序列中的 (换成其它碱基的图像与此类似，升降
温曲线的熔点一致图中是升温曲线）F
为了表述方便，把!’#"; 的用“ #”表示；

把 ; [!’#"M 用“ [”表示；将 M [!’# 的用“ [
[”表示 F
将 (换成 >结果如下：
<!");>#<!")?> [ [ <!")E>#<!")CD>#

<!")A> [ [ <!")78
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!"#$ % &’( )*+"*,"-. -/ 01 23(4,+* /-+ 5678*9+83:(; ". <*= >8//(+ ?",’ 28>2,",8,"-. -/（*）& /-+ 5，（>）@ /-+ 5，（4）0 /-+ 5 *.9（9）,(A3(+*,8+(

9(3(.9(.4( -/ /-9(+ /+*4,"-. /-+ 5678*9+83:(; ?",’ 28>2,",8,"-. -/ & /-+ 5

!"#$% & <*A(2 *.9 A(:,".# ,(A3(+*,8+(2（!A -+ !BCD）-/ 5678*9+83:(;

/-+A".# -:"#-.84:(-,"9(2 *.9 ,’("+ A"2A*,4’(9 *.*:-#2

E:"#- 2(+"(2
!A（<*=）

（F）
!"（<*=）

（GCA-:）

!A（H=）

（F）
!"（H=）

（GCA-:）
I6EJ KLMN O BPKB%MK LKMN O %N%KDMQ
I6D& QPMN O BLLPDMN KKMK O DQKDBMR
I6%& %SMK O BNSNKMN %KMN O BDBN%MP
I6Q& KNMN O DBNBKMS KQMK O DL%NQMN
I6S& QBMK O BKBLNMD KBMK O DLBDPMP
I6P& DKMN O LR%%M% %KMK O BDR%BMB
I6BN& QSMN O BSSD%MS KPMN O DPKSKMK
I6D0 KQMK O BPS%NMP KLMN O DQKBKML
I6%0 %KMN O RLRRML %DMD O RQDDMS
I6Q0 KRMN O D%QBLMS KSMS O DSNS%MN
I6S0 QDMK O BLNKSMR KKMK O DKDRNMB
I6P0 DDMK O QSPPMR QNMK O LQQ%MP
I6BN0 LBMN O DPNRDMB LNMK O DSLDBMB
I6D@ KRMK O DDNBKMB KKMK O DPPNNMQ
I6%@ DPMN O RRRKMR %NMN O PNSQML
I6Q@ Q%MK O BQSKKMQ KDMD O DK%KKMB
I6S@ %PMN O BNQD%MR KQMK O DPBDPM%
I6P@ DNMN O Q%PNMS %KMK O SRKDMQ
I6BN@ Q%MN O BNKNBMB KLMN O %NLR%MP

! &’( -:"#-2 ?(+( 3+(3*+(9 *, BN AA-:CT 2,+*.9 4-.4(.,+*,"-. ". BN
AA-:CT ,+"26U0: >8//(+ *, 3U RMN 4-.,*".".# BNN AA-:CT <*0: -+ BNN
AA-:CT H0:；&’( 5678*9+83:(; 2-:8,"-.2 ?(+( +(4-+9(9 ". ,’( KF ,-
PKF ,(A3(+*,8+( +*.#(，82".# * 24*. +*,( -/ NMK HCA". *.9 /-::-?".# ,’(
)*+"*,"-. -/ 01 *>2-+3,"-. *, ",2 3(*V DPK .AM

将 5换成 @结果如下：
I<*6%@ W W I<*6S@ W I<*6Q@"I<*6BN@ W

W I<*6D@"I<*6EJ
5换成 0后结果如下：
I<*6%0 W W I<*6S0 W W I<*6Q0"I<*6D0"

I<*6EJ W I<*6BN0
&’& (［)***（!!)***）+］序列钾离子条件下
将 *换成 !，)或 ,
在钾离子溶液中将 5换成 &，@或 0后同样

大多数谱线仍然具有 56789+83:(;谱线的特征，而
且 D，Q，S，BN位替换后谱线在 DLK .A处的负峰更
为明显（见图 Q）$
其中 I序列的第 P 位被替换后谱线较为异

常 IH6P&，IH6P@ ，IH6P0在 DQK .A附近的吸收
峰消失 $IH6P0在 DSD .A处有一个正的吸收峰 $
其 !A 值（见表 D）呈现如下特点：
将 5换成 &后结果如下：
IH6%& W W IH6S& W IH6D&"IH6Q& W IH6BN&

W IH6EJ
将 5换成 @后结果如下：

RKB期 王文星等：圆二色谱法研究碱基错配对 5678*9+83:(;稳定性的影响



!"#$ % &’( )*+"*,"-. -/ 01 23(4,+* /-+ 56789+83:(; ". <= >8//(+

?",’ 28>2,",8,"-. -/（*）& /-+ 5，（>）@ /-+ 5 *.9（4）0 /-+ 5

A<6B@ C C A<6D@!A<6E@!A<6%@!A<6
FG@ C A<6HI
将 5换成 0后结果如下：
A<6B0 C C A<6D0!A<6E0!A<6%0!A<6

FG0 C C A<6HI
!"# 第 $位被替换的序列
在钠离子溶液中第 J位被替换后 AK*6J0的

谱线形状和原始序列差异较大，AK*6J& 和 AK*6
J@谱线和原始序列谱线接近，替换后熔点下降最
多 $在钾离子溶液中第 J位被替换后谱线和原始
序列的谱线差异很大基本不具备 5678*9+83:(;谱
线的特征，同时熔点下降也较多 $由此可见 J位对
稳定其结构有着非常重要的作用，其被替换后多

数序列不能形成的标准的 5678*9+83:(;结构 $
!"% 第 #位被替换的序列
无论在钠离子还是在钾离子溶液中第 B位被

替换后，序列的熔点都有较大程度的下降，但仍然

具有 5678*9+83:(; 的特征谱线 $当其被替换其可
能形成了稳定性比较差的 5678*9+83:(;结构 $
由于这 J位点和 B位点恰好位于原始序列形

成 5678*9+83:(;的中间层，我们推测可能是由于
这个位置的 5被替换后，不仅破坏了氢键而且破
坏了层与层之间的碱基堆积力 $
!"& 熔点分析
在钠离子溶液中，第 D位被替换熔点较一、三

层其他位点被替换降低较多，甚至接近 B位点被
替换后的熔点 $将 E，%，FG位替换成 0 和原始序列
熔点接近 $
对于钠离子溶液中序列的 D位替换后熔点较

低接近 B位替换后的熔点，其原因可能是，当温度
升高时 5678*9+83:(;结构解体可能有 B种方式，第
一种方式 LM端氢键被破坏；第二种方式 BM端氢键
被破坏；第 B种方式 %，L，N，O，D位点构成的平面
和 FO，FD，FJ，EG，EF 位点构成的平面间的氢键破
坏 $当 D位和 FG位被替换后，这三种解体方式得
到了不同程度的促进，D位被替换后比 FG位被替
换使第三种解体方式更容易发生，我们推测很可

能是由于 D位替换后这种对结构影响的综合效应
大于 FG位被替换的情况使得 D 位被替换后的结
构熔点更低 $ 至于 D位在维持结构稳定性比 %位
更重要的原因和 J位比 B位更重要的原因可能很
相似，即 D位和 B位更靠近内侧 $
将 E，%，FG位替换为 &熔点接近，将 %，FG 位

替换为 @熔点接近且都低于原始序列熔点 $主要
原因可能是由于这些位点被替换后，使得相应氢

键被破坏从而导致熔点降低 $而它们熔点接近也
可能反映了它们在维持结构稳定性上的地位相

近 $
将 5替换为 0的时 E，%，FG与原始序列熔点

接近甚至高于原始序列的熔点，已有报道过 5·0·
5·0可以形成稳定的 78*+,(,［FF P FB］$我们推测将一
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个位点替换成 ! 后可能形成稳定的 "·!·"·"
#$%&’(’平面 )由于其中的 !仍可以和附近的 "形
成氢键并且和 "*#$%&’(’中的 "·"之间的氢数量
一样 )很可能仍然形成一个稳定的平面（见图 +）)

,-.) + /0( 1’&$2’$&( 34 "·!·"·" #$%&’(’

在钾离子溶液中，总体上看一，三层位点被替

换后各位点的熔点要比在钠离子溶液下更接近，

一，三层上的位点对结构稳定性贡献比钠离子溶

液中更均一，它们在结构中的地位也很可能更接

近 )
!"# 钾离子溶液中 $%&’()*’+,-.的结构
已有报道发现人体内端粒区核酸序列

5［6"""（//6"""）7］在钠离子和钾离子的作用下

形成不同的结构，89:研究表明在钠离子溶液状
态下会形成如图 ;（<）的反平行结构，=*&%> 衍射
研究表明在钾离子存在的晶体结构中其形成平行

结构［;?］，但在钾离子溶液中的结构却一直没有定

论，通过荧光和沉降系数等方法研究表明其结构

和晶体状态的结构不同［;+］)最近，89:等方法研
究表明其是平行和反平行的混合结构［;@ A ;B］)而我
们通过简单的替换也得到与此相同的结论 )
在钾离子溶液中，C，?，B，;D位替换后谱线在

C@+ EF处的负峰更为明显，其谱线更接近于反平
行结构的谱线 )而 7位替换后其谱线与原始序列
的谱线更接近 )因此我们推测在钾离子溶液中将
C，?，B，;D位替换后图 @（<）中平衡有向右移动的
趋势，而将 7位替换后该平衡基本没被打破 )其原
因可能是平衡左侧的 +，@，G位点形成的 H33I所承
受较大的张力 )如图 @（<）当 C位点被替换后第一
片层被破坏 B位点由于没有形成 #$%&’(’结构很容
易受张力影响使得图 @（%）左侧结构不稳定，而其
右侧结构受到的影响很小 ) ?，B，;D位点被替换的
情况与此相同 )然而图 @（2）中当 7位点被替换后，
虽然 +，@，G形成的 H33I承受很大的张力但 ?，B位

点所在的 "*#$%&’(’ 没有被破坏使得该平衡仍然
存在 )另外 C，?，B，;D位替换后平衡右侧的顺式结
构比左侧的多，而 7位替换后右侧和左侧的顺式
结构数量相同 )虽然没有找到顺式结构和稳定性
相关的证据，但这种顺反结构的不对称可能是造

成这一结果的一个原因 )这和近期发现的钾离子
溶液中 "*#$5&$IH(J 结构为平行和反平行混合结
构［;B］相一致 )

,-.) @ /0( F-1F%’20 "*#$%5&$IH(J -E KL，= -1 ’0( 1$<1’-’$’(5 <%1(

%）"*#$%5&$IH(J -E K L <$44(&；<）5［6=""（//6"""）7］-E KL

<$44(&；2）5［6"="（//6"""）7］-E K L <$44(&

从整体上看大多数序列，对应位点替换后的

在钾离子溶液中序列的熔点高于钠离子溶液中序

列的熔点 )其原因可能和原始序列在钾离子溶液
中熔点大于在钠离子溶液中熔点相同 )即和离子
的水合能有一定关系［;D，;M A C;］)
综上所述，通过错配的方式对 "*#$%5&$IH(J

进行了研究，用圆二色光谱系统地研究了不同位

置的 " 对 "*#$%5&$IH(J 结构稳定性的贡献，得到
以下结论（;）替换 "*#$%5&$IH(J 结构中间中间层
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的 !对其稳定性的影响最大；（"）该序列及其错
配序列大多数情况下在钾离子溶液中比钠离子溶

液中稳定；（#）某些特定位置的 !被替换为 $或 %
后序列的熔点与原始序列接近甚至高于原始序

列 &此研究有利于人们对该结构的进一步了解，从
而对以四链结构为基础的核酸纳米线、纳米器件

构建以及基因调控，细胞凋亡，癌症治疗有着重要
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