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摘要 目的  本文设计合成了一类新型混合骨架的寡脱氧核苷酸  ∀方法  χ2 Ο2二苯膦酰氧甲基缩

醛核苷1在三甲基硅三氟甲磺酸酯×≥×条件下 与 χ2位保护的脱氧核苷2 或 6缩合 ∀得到的二聚3或三

聚体7的 χ2位经  χ2二甲氧三苯甲基⁄×保护 χ2位与2氰乙基 ΝΝ2二异丙基氯化亚磷酰胺缩合 然后应

用标准固相 ⁄合成法掺入到寡核苷酸中 ∀结果  本文合成了 条带亚甲基缩醛键的寡核苷酸⁄2∗ ⁄2

∂ 考察了它们的杂交性质 测定了与互补 ⁄的解链温度 Τµ 值 ∀结论  此类寡核苷酸平均每个亚甲基缩醛键

的修饰 解链温度 Τµ 值下降约 1 ∗ 1 ε 杂交亲和力与对照的天然磷酸二酯键的寡核苷酸相当 ∀

关键词 反义药物 寡脱氧核苷酸 解链温度 杂交
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  在反义药物的研究中 通常对磷酸二酯骨架进

行修饰 以达到耐核酸酶 !合适的膜通透性及提高与

靶 ⁄杂交的亲和力等目的≈ ∀磷酸二酯键非桥

键上的一个氧被硫取代可得到硫代寡核苷酸°≥2

⁄ ∀°≥2⁄因具有较好的抗酶解活性 已成为

收稿日期 22 
3 通讯作者  ×     ƒ¬     

∞2∏ 

目前最广泛研究的寡核苷酸⁄类似物之一 ∀其

中 ∂√是 年上市的第一个反义药物 用于

治疗艾滋病人巨噬细胞病毒性视网膜炎≈ ∀然而 

作为第一代的反义药物 °≥2⁄与互补  的结合

亲和力弱于天然 ⁄而且极易被胃和肠中的核酸

酶降解 表现出非常差的口服生物利用度 ∀另外 

°≥2⁄能与多种蛋白进行/非选择性0的结合 竞争

性地抑制多种不同的酶 临床上高剂量   
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#
时表现出毒副作用≈ ∀

因此 在反义化学的骨架修饰中必须要使反义

化合物非常类似于天然的 ⁄从而保留杂交亲和

力 !特异性以及催化活性 即杂交后能够诱导  

裂解靶   ∀通盘考虑这些反义性质 没有任何

单一骨架修饰的化合物要优于 °≥2⁄≈ ∀甲缩醛

键由于能耐核酸酶 !非手性 !电中性且是磷酸二酯键

的电子等排体 这些均克服了 °≥2⁄的缺陷 ∀因

此在以前研究的基础上≈ 
作者设计合成了 χ2或

χ2端经甲缩醛键修饰 中间连着一段磷酸二酯键的

混合骨架寡核苷酸 希望在不影响杂交亲和

力的前题下既能增强整条 耐核酸酶的能力 又

能保留诱导   裂解双链中  的能力 ∀

合成带有部分甲缩醛键的反义寡核苷酸 关键

是合成χ ψ χ亚甲基缩醛连接的二聚 !三聚等寡

聚体的核苷 ∀参照文献≈ χ2 Ο2二苯膦酰氧甲

基缩醛核苷1经三甲基硅三氟甲磺酸酯×≥×

与 χ2位苯甲酰保护的核苷2 或 6缩合 引入χ ψ

χ亚甲基缩醛键 分别合成二聚体3和三聚体脱

氧核苷7 ∀化合物 3或 7的 χ2位经  χ2二甲氧三

苯甲基⁄×保护后 χ2位与2氰乙基 ΝΝ2二异

丙基氯化亚磷酰胺缩合反应 就可以用亚磷酰胺法

 和标准固相 ⁄ 合成仪来

完成图  化合物 4 7 和 8 的结构经
  和

ƒ2≥确证表  ∀

×≥× ≤ ≤  ∏√   Π¬  ε  ⁄×≤  2 Ν Ν2

 Ν Ν2

ƒ∏  ∏∏4 7 8

  所合成 序列的选择≈
用 ∂√中一段

个碱基的片段 χ2×××≤×≤××≤××≤××2χ 与互

补 ⁄ 的解链温度 Τµ 值见表  ∀ Τµ 值是寡核苷

酸设计中的一个重要参数 即寡核苷酸与模板之间

精确互补的情况下有  的寡核苷酸与模板配对 

而另外  的寡核苷酸处于解离状态时的温度 Τµ

值可以衡量寡核苷酸与靶 ⁄或  的杂交亲和

力 ∀由表中可以看出带亚甲基缩醛连接的寡核苷

酸 平均每个修饰 Τµ 值下降约 1 ∗ 1 ε 相当于

磷硫酰修饰的寡核苷酸1 ε 
≈ ∀甲缩醛键修饰
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Ταβλε 1  Πηψσιχαλ ανδ σπεχτρα δατα οφ χοµ πουνδσ 4α − δ , 7α − χ ανδ 8α − χ

3 ≥∏∏ ∏∏ °Πε ≠Π   Π∆⁄≥2 ƒ2≥ Π

4α   × ≤       1 1 2≤ ≅  1  1  χ2 1  1     

  ×   χ2 1  1  χ2 1 2≤ ≅  χ2 

1  1  χ2 ≅  1  1 1  1  χ2 ≅  

1  1  2≤ 2 1  1  χ2 ≅  1  1

  2 1  1  2 2 ≅  1 2

4β   × ≤       1 2≤ 1  1  χ2 ≅  1  1       

  ≤ χ2 ≅  1 2≤ ≅  1  1  χ2 ≅  

1  1  χ2 ≅  1  1  2≤ 2 1  1

  χ2 ≅  1  1  2 ≅  2Π≤ 2Π× 

1  1 2Π≤

4χ   ≤ ≤       1 2≤ 1  1  χ2 ≅  1  1       

  × χ2 1 2≤ ≅  χ2 1  1  χ2 ≅  

1  1  χ2 ≅  1  1 1 2≤ 2 

1  1  1  χ2 ≅  1  1  

2 ≅  2Π≤ 2Π× 1  1 2Π≤

4δ   ≤ ≤       1  1  χ2 1  1  χ2 1  1      

  ≤  χ2 ≅  1 2≤ ≅  1  1  χ2 ≅  

1  1  χ2 ≅  1  1 1 2≤ 2 

1  1  χ2 ≅  1  1  2 ≅  2Π≤ ≅  

1  1 2Π≤ 1  1 2Π≤

7α   × ≤       1 2≤ ≅  1  1  χ2 ≅  1  1       

  × χ2 ≅  1  1  χ2 ≅  χ2 ≅  1 2≤ 2

  × ≅  1  1 χ2 1  1 χ2 

1  1  χ2 ≅  1 1 1 2 ≅  

1 1 1  ≅ 

7β   ≤ ≤       1 2≤ ≅  1  1  χ2 ≅  1  1       

  × χ2 ≅  1  1  χ2 ≅  χ2 ≅  1 2≤ 2

  × ≅  1  1  χ2 ≅  1  1 2Π≤ 

1  1  2 1 1 2Π× ≅  1

  1 2Π≤ 1 1  ≅ 

7χ   × ≤       1 1 2≤ ≅  1  1  χ2 ≅  1  1     

  ≤   χ2 ≅  1  1  χ2 ≅  1  1  χ2 ≅

  ×  χ2 1  1  2≤ 2 ≅  1  1 χ2 

1  1 χ2 1  1  χ2 ≅  1

  1 2Π≤ 1  1  2 1 1

 2Π× ≅  1  1 2Π≤

8α   × ≤       1 1 1 2≤ ≅  1  1  χ2 ≅       

  × 1  2≤ ≅  1  1  χ2 ≅  χ2 ≅  

  × χ2 ≅  1 2≤ 2 ≅  1  1  χ2 

1  1  χ2 ≅  1  1  χ2 1 1 

2 ≅  1  1  2 ≅  2

8β   ≤ ≤       1 1 2≤ ≅  1  1  χ2 ≅  1      

  ×  2≤ ≅  1  1  χ2 ≅  1  1  χ2 ≅  

  × χ2 ≅  χ2 1  1  2≤ 2 ≅  1  1  

χ2 1  1  χ2 ≅  1  1  χ2 1  1

  2 ≅  2Π× ≅  2Π≤ 1  1 2Π≤

8χ   × ≤       1 1 2≤ ≅  1  1  χ2 ≅  1      

  ≤  2≤ ≅  1  1  χ2 ≅  1  1  χ2 ≅  

  × χ2 ≅  χ2 1  1 2≤ 2 ≅  1  1  

χ2 1  1  χ2 ≅  1  1  2 ≅  2Π× ≅  

2Π≤ 1  1 2Π≤

3
≤    1  ∏√∏

##余建鑫等 含亚甲基缩醛键的寡脱氧核苷酸的合成及杂交性质的初步研究



后 Τµ 的下降可能是由于在脱氧核糖中 χ2位没有取

代 χ2 Ο和 χ2 Ο环上氧的兔耳效应形成较为稳定

的 ≤χ2内向构象 不利于与互补   或 ⁄ 形成

更为稳定的 2型双键图 
≈ ∀目前我们正在研究

χ2取代后亚甲基缩醛键连接的寡核苷酸 希望得到

满意的结果 ∀

Ταβλε 2  Μελτινγ τεµ περατυρεσ( Τµ ) οφ µοδιφιεδ ανδ

υνµοδιφιεδ ολιγονυχλεοτιδεσ ηψβριδιζεδ το τηειρ

χοµ πλεµενταρψ ολιγοδεοξψνυχλεοτιδε στρανδσ

⁄ ≥∏ ΤµΠε ∃Τµ
3

Ο∆Ν2Ι χ2×××≤×≤××≤××≤××2χ   

Ο∆Ν2ΙΙ χ2×××≤×2 µ2≤××≤××≤××2χ     

Ο∆Ν2ΙΙΙ χ2×××≤×2 µ2≤2 µ2××≤××≤××2χ     

Ο∆Ν2Ις χ2×2 µ2×2 µ2×≤×≤××≤××≤××2χ     

Ο∆Ν2ς χ2×××≤×≤××≤××≤2 µ2×2 µ2×2χ     

Ο∆Ν2ςΙ χ2×2 µ2××≤×≤××≤××≤×2 µ2×2χ     

Ο∆Ν2ςΙΙ χ2×2 µ2×2 µ2×≤×≤××≤××≤2 µ2×2 µ2×2χ     

Ο∆Ν2ςΙΙΙ χ2×2σ2×2σ2×2σ22σ2≤2σ2×2σ2≤2σ2×2σ2×2     

σ2≤2σ2×2σ2×2σ2≤2σ2×2σ2×2χ

µ  σ° 
3 ∃Τµ 

× Τµ 

ƒ∏  ≤χ2ενδο  ≤χ2ενδο ∏

   ⁄ √

实验部分

熔点用  ≠2 型熔点仪测定 温度未校正 ∀

 用 ∏2≤2°型核磁共振仪 ×≥为内

标 ∀ƒ2≥ 用 ×2 型质谱仪 ∀元素分析用

°2∞型元素分析仪 ∀柱色谱用硅胶  

薄层色谱用硅胶 ƒ均为青岛海洋化工厂产品 ∀

吡啶和二氯甲烷分别用 ≤  #
和 °  

#
回流  蒸馏后用分子筛1 保存 ∀起

始原料 χ2 Ο2苯甲酰2χ2 Ο2二苯基膦酰氧亚甲基

脱氧核苷1 !χ2 Ο2苯甲酰脱氧核苷2 !脱氧苷二

聚体3和 χ2 Ο2苯甲酰脱氧核苷二聚体6按文献

≈合成 ∀

1  (22氰乙基 Ν , Ν2二异丙基)氯化亚磷酰胺

参照文献≈方法 收集  ∗  ε Π °馏

分 收率   ∀

2  5χ2 Ο2(4 ,4χ2二甲氧三苯甲基)2脱氧核苷二聚体

(4)

将化合物 3 1 和  χ2二甲氧三苯甲基

氯 1 1 加入到干燥吡啶  中 室

温搅拌过夜 ∀溶液蒸干 产物经硅胶柱纯化得到白

色固体 4 ∀

3  5χ2 Ο2(4 ,4χ2二甲氧三苯甲基)23χ2 Ο2(22氰乙基

Ν , Ν2二异丙基)亚磷酰胺脱氧核苷二聚体(5)

完全干燥的化合物 4 1 溶于无水二氯

甲烷  中 ∀氮气保护下依次加入 ΝΝ2二异丙

基乙胺 1 1 和2氰乙基 ΝΝ2二异丙

基氯化亚磷酰胺 1   ∀室温搅拌 

后 加入二氯甲烷  有机层用  碳酸氢钠

溶液  洗涤 ≥ 干燥 减压蒸除有机溶剂 

残余物经硅胶柱纯化 用二氯甲烷和正己烷重结晶 

得白色固体 5 ∀

4  脱氧核苷三聚体(7)

将化合物 1 1 和化合物 6 1 

溶于干燥二氯甲烷  中 ∀室温氮气保护下 用

1 分子筛干燥  搅拌滴加 ×≥×1 

1  ∀反应 1 过滤 用饱和碳酸氢钠 

洗涤 水层用二氯甲烷  ≅  萃取后 合并有

机层 干燥用 ≥ 浓缩 ∀残余物溶于甲醇2二

氧六环  Β中 冷却至 ε 加入  #

氢氧化钾溶液  搅拌  反应液用 型树

脂中和至中性 过滤 减压浓缩 粗品经硅胶柱纯化 

得白色固体 7 ∀

5  5χ2 Ο2(4 ,4χ2二甲氧三苯甲基)2脱氧核苷三聚体

(8)

制备方法同化合物 4 ∀

6  5χ2 Ο2(4 ,4χ2二甲氧三苯甲基)23χ2 Ο2(22氰乙基

Ν , Ν2二异丙基)亚磷酰胺脱氧核苷三聚体(9)

制备方法同化合物 5 ∀

7  解链温度( Τµ )测定
≈

将等摩尔的修饰寡核苷酸⁄2∗ ⁄2∂

及互补 ⁄ 溶于含有  #
∞⁄× 

#
 ° 1 #

≤的溶液中 配

成约为 1 ∗ 1 Λ#
浓度 值为 1 ∀将样

品在 ε 加热  然后自然冷却至室温 约

 ε  ∀将以上褪火的样品转移至  石英比色

杯中 用 ∂2紫外可见分光光度计测定其吸光

度  ∗  ε 每隔 ε 记录一次 ∀以吸光度对温度

作图绘制熔解曲线 再由熔解曲线计算 Τµ 值 ∀同

## 药学学报 °∏≥    



样方法测定磷酸二酯寡核苷酸⁄2的 Τµ 值作

参比 分别计算寡核苷酸平均每个甲缩醛或磷硫酰

的修饰 解链温度 Τµ 值的变化 ∀

Ρεφερενχεσ

≈  ƒ  ∏⁄  ≤  ≤∏

∏ ≈  ϑ Μεδ Χηεµ  36 

  

≈ ≥   ≥ƒ  ≤   ετ αλ ≤ 

 χ χ22

≈  Χυρρ Μεδ Χηεµ  8    

≈ ∏ • ±  ¬2 ∏  

 ∏≈  ∆ρυγσ Φυτ   25  

   

≈ ≠∏÷  • ∏ ≠ ετ αλƒ2
   χ ψ χ  

≈  Χηιν ϑ Μεδ Χηεµ 中国药物化学杂志 

 10    

≈ ≠∏÷  •  ετ αλ √∏χ

ψ χ    2 ¬∏

≈  Χηιν ϑ Οργ Χηεµ 有机化学  21  

 

≈ ≥   ÷  ≤ ετ αλ ƒ√

∏ ≈  ∆ρυγσ Φυτ  23    

≈ ∞ ƒ  ∏  ≈  Ανν Ρεϖ

Βιοχηεµ  54    

≈     ∏ 

∏∏ ∏≈  Χυρρ

Μεδ Χηεµ  8    

≈ ≥ ⁄ ∏ ετ αλ °∏

∏ ÷∂ ∏  Β22 ΝΝ2
2ΠΝ2 ¬∏2
⁄ 2
  ∏≈  Νυχλειχ Αχιδ Ρεσ

 12    

≈ ⁄  ≥ ¬2
∏  2
≈  Νυχλειχ Αχιδσ Ρεσ 19    

##余建鑫等 含亚甲基缩醛键的寡脱氧核苷酸的合成及杂交性质的初步研究




