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  序列选择性作用于核酸的试剂在分子生物学和

药物化学领域有重要意义 o因为它们有望成为定靶

于基因的诊断和治疗药物 ∀其中 o寡核苷酸k��¶l

有最好的识别特异性和亲和性 o它通过 • ¤·¶²±2

≤µ¬¦®碱基配对与含互补序列的单链核酸结合形成

双螺旋结构 o或以 �²²ª¶·̈ ±̈或反 �²²ª¶·̈ ±̈氢键结

合到有特定序列的双链 ⁄��k§¶⁄��l大沟处 o形成

三股螺旋 o从而干扰基因的表达 ∀随着人们对各种

致病基因的了解 o原则上人们可以设计出针对某个

致病基因的寡核苷酸序列 o利用它来抑制该基因的

表达 o达到诊断和治疗疾病的目的 ∀但天然 ��¶在

实际应用上仍存在缺陷 o主要是生物稳定性差 o易被

核酶降解 ∀因此 o必须对天然 ��¶进行结构修饰 o

过去 us年人们合成了大量修饰结构的寡核苷酸 o这

些修饰方法包括磷酸二酯骨架修饰 !碱基修饰 !核糖

环修饰以及将一些嵌入分子共价连接在寡聚核酸的

末端 ∀但就生物稳定性 !溶解度 !药代动力学性质及

合成的难易程度等因素综合衡量 o这些寡聚核酸类

似物仍不够理想≈t  ∀

t||t年 o�¬̈ ¶̄̈±≈u 等人设计并合成了一类新的

核酸模拟物 ) 肽核酸k°��l o与以往的核酸类似物

不同 o°��以化学性质与核糖磷酸结构完全不同的

ku2氨基乙基l甘氨酸结构单元作为骨架 o碱基部分

通过亚甲基羰基连接于主骨架 ∀ °�� 在结构上很

好的模拟了 ⁄��k图 tl o碱基与骨架间隔 v个键 o相

邻碱基间隔 y个键 o空间大小与天然核酸相近 o加上

结构上其它一些特性 o使得 °��保持了对核酸的特

异性识别能力 ∀与 ��¶相比 o°�� 有很多特点≈u  o

首先 o整个分子不带电荷 o这样就避免了与核酸杂交

时的静电排斥 ~其次 o°�� 的结构单元是修饰氨基

酸 o因此可用多肽合成法大量制备 o还可用化学合成

法在 �端或 ≤ 端连上配基或官能团 ∀ °�� 的另一

个优点≈v 是它不同于核酸又区别于多肽的结构 o

收稿日期 }t||{2sx2sx

3联系人 ×¨̄ }kstslyy|vtyww o∞2°¤¬̄}�̈ ¬̄¤±ª̄¬∏� ±¬¦q¥°¬q¤¦q¦±

使其在体内很稳定 o不被核酸酶和蛋白酶降解 ∀

t||t年以来 o科学家对 °�� 的性质做了广泛而深

入的研究 ∀本文对 °��的合成及生化性质和 °��

的应用前景做一综述 ∀

图 t  °��与 ⁄��的结构比较 q

化学合成

寡聚 °��是由保护的 °��单体通过固相合成

法制备的 o其保护策略 !缩合条件 !脱保护法及纯化

法都与多肽合成法相似 ∀图 u是据报道≈w ∗ | 的连有

不同保护基的 °��单体 ∀

1  ΠΝΑ单体的制备

保护的 �2ku2氨基乙基l甘氨酸酯和碱基乙酸

经缩合 !皂化反应后得到 °��单体 ∀以胞嘧啶碱基

的 °��单体为例 o其合成路线见图 v ∀

2  单体的缩合

寡聚 °�� 是由 °�� 单体经固相合成法得到 o

根据单体骨架和侧链保护基性质的差异 o选择合适

的固相反应条件 o可得满意的缩合产率≈w ox o{ k不同

保护体系 °��单体的缩合条件见表 tl ∀从固相载

体上裂解得到的 °��粗产物 o经凝胶柱和液相色谱
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分离得到纯 °�� ∀

�²¦}叔丁氧羰基 ~� }苄氧羰基 ~¤¦¼̄ }酰基 ~ƒ °²¦}芴甲氧基三苯甲基 ~ � °·}对甲氧基三苯甲基

图 u  °��单体的四种保护体系 q

⁄≤≤ }�o�χ2环己基碳二亚胺 ~ � ��·}t2羟基苯并三氮唑

图 v  胞嘧啶单体的合成 q

表 1  不同保护体系 ΠΝΑ单体的固相缩合条件[ 4 ∗ 6 ,8 ,10]

� t � u
3 固相载体   缩合剂   � t脱除条件  中和试剂

从载体上裂解
及 � u的脱除

�²¦ � 对甲基二苯甲胺树脂

k � �� �l

⁄≤≤ 或 �o�χ2二异丙基碳二亚

胺k⁄�°≤⁄�l

xs h三氟乙酸 二异丙基乙胺k⁄�∞�l 氟化氢或三氟甲磺酸

ƒ °²¦ ¤¦¼̄ 功能化的玻璃珠k≤°�l ≈�2kz2氮杂苯并三唑l 2t ot o

v ov2四甲 基脲 六 氟磷 酸盐

k� �× �l

us h哌啶 无 ��vr∞·� �

ƒ °²¦ � � �� �树脂 直接以单体的五氟苯酯缩合 vs h哌啶 无 氟化氢

� °· ¤¦¼̄ 功能化的 ≤°� 苯并三唑2t2氧2三2k二甲胺基l

膦六氟磷酸盐k�²³l或 � �× �

v h三氯乙酸 �2乙基吗啡啉 浓氨水

3碱基为胸腺嘧啶时 o无保护基 � u q
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杂交性质

°��能与含互补靶序列的单链 ⁄��k¶¶⁄��l o

双链 ⁄��k§¶⁄��l o� �� 及 °�� 序列特异性杂

交 ∀很多文献对杂交分子螺旋结构的形成及性质作

了深入的研究 o主要通过测量杂交分子的解链温度

k× °l及凝胶电泳实验来衡量杂交性质≈u ott  o此外 o

核磁共振≈tu  !电喷雾质谱≈tv  !酶学及化学探针实

验≈tw ∗ ty  !圆二色谱≈tz ot{ 等也是分析杂交复合物有

用的工具 ∀

1  与单链核酸的杂交

°��与有互补序列的单链核酸杂交 o形成的杂

交复合物有很高的热稳定性≈tt  ∀纯嘧啶碱基序列

的 °�� 与互补寡脱氧核糖核酸k�⁄�l杂交 o形成

• ¤·¶²±2≤µ¬¦®2�²²ª¶·̈ ±̈ 碱基配对的 °��2⁄��2

°��三螺旋结构≈tv otz ot|  ~嘌呤嘧啶混合碱基序列

°��及纯嘌呤碱基序列 °�� 与含互补靶序列的

¶¶⁄��结合形成 • ¤·¶²±2≤µ¬¦®碱基配对的 °��2

⁄��双螺旋结构≈tt otu  ∀实验表明 °��2⁄�� 双螺

旋的热稳定性低于k°��lu2⁄�� 三螺旋 o但仍比相

应的 ⁄��2⁄��双螺旋稳定 o主要原因是后者的两

条链间存在负电荷斥力≈tt  ∀

2  与双链核酸的杂交

°��与 §¶⁄��的杂交 o因碱基组成的不同 o杂

交机理和形成的杂交复合物有所不同 ∀

(ΠΝΑ)22∆ΝΑ三螺旋  含高比例胸腺嘧啶的纯

嘧啶型 °��通过链取代机制与含互补嘌呤序列的

§¶⁄�� 形成 • ¤·¶²±2≤µ¬¦®2�²²ª¶·̈ ±̈ 碱基配对的

°��u⁄��三螺旋结构
≈us ∗ uw  ∀所谓链取代 o就是

°��遵循 • ¤·¶²±2≤µ¬¦®碱基配对规则与 §¶⁄�� 中

的一条互补链结合 o同时取代另一条非互补链 o使之

以单链形式游离 ∀酶学和化学探针实验证实 o杂交

后 §¶⁄��的非互补链有单链性质 o易被单链特异的

核酸酶 ≥t 降解≈u ous  ~链取代后游离的非互补链形

成的 °2̄ ²²³也在电镜下被观察到≈uv ouw  ∀文献报道

链取代三螺旋只有在低离子强度下才能形成k � xs

° � �¤≤ l̄ o而一旦形成 o在高离子强度k � xss ° �

�¤≤ l̄下是非常稳定的≈uu  o这是因为链取代的发生

需要双链 ⁄�� 部分解链 o低离子强度有利于两条

链间的静电排斥 o使双链部分打开 ∀

ΠΝΑ2∆ΝΑ双螺旋  �¬̈ ¶̄̈±等≈ty 利用化学探

针实验证实含纯嘌呤碱基序列的 °��ts 聚体

����������与含有靶序列的 §¶⁄��结合 o形成

°��2⁄��双螺旋 ∀ • ¬··∏±ª等≈t{ 也证实纯嘌呤碱

基序列和嘌呤嘧啶混合碱基序列 °��≈°��k�tsl o

°��k��lx o°��k× �lx 与 §¶⁄��结合形成 °��2

⁄��双螺旋结构 ∀

ΠΝΑ2(∆ΝΑ)2 三螺旋  富含胞嘧啶的 °�� 如

°��k≤tsl和 °��k≤ ×lx 与含靶序列的 §¶⁄�� 结

合 o形成 • ¤·¶²±2≤µ¬¦®2�²²ª¶·̈ ±̈碱基配对的 °��

k³¼µl2⁄��k³∏l2⁄��k³¼µl三螺旋结构≈t{  o进一步

的研究发现 o杂交过程不受离子强度影响 o且此杂交

反应的活化能小于形成链取代复合物的反应活化

能 o提示结合过程不包括碱基对的打开 ∀

3  与核酸结合的特点

°��的一个独特性质是以平行或反平行的方

式与核酸结合≈tt  ∀所谓平行 o就是 °�� 的氨基末

端对着寡核苷酸 xχ端 o反平行 o就是 °�� 的氨基末

端对着寡核苷酸 vχ端 ∀ °��与 ⁄��k或 � ��l形成

的双螺旋倾向于反平行结合≈tt  o而形成的三螺旋倾

向于平行结合≈tw  ∀且两种结合方式都得到非常稳

定的复合物≈tt  ∀

°��在与核酸杂交时表现了高度的亲和性 ∀

而 °��2⁄�� 及 °��2� �� 杂交分子比相应的

⁄��2⁄��及 ⁄��2� ��杂交分子有更高的热稳定

性 o这说明 °�� 与 ⁄��k � ��l之间比 ⁄�� 与

⁄��k� ��l之间有更强的杂交亲和力 ∀

°��与核酸的结合还有序列特异性 o就是

°��能区分正确配对和错误配对序列 ∀这表现在

含有错配碱基的 °��2⁄��杂交分子比含有错配碱

基的 ⁄��2⁄�� 杂交分子更加不稳定 o例如在

°��2⁄��双螺旋中的一个错配碱基至少使 × °下

降 { ∗ us ε ≈ux  o而在相应地 ⁄��2⁄�� 双螺旋中 o

一个错配碱基只能使 × °下降 w ∗ ty ε ~当用限制

酶抑制实验检测 °�� 对 §¶⁄�� 的序列区分能力

时 o这种效应就更明显了 ∀ts个碱基中有 u个错配

碱基时 o°�� 就完全不能与靶序列结合 ∀ts 个碱

基中有 t个错配碱基时 o与靶序列的结合比完全匹

配的 °��减少了 ts倍≈uy  ∀

4  构效关系

为深入理解 °��的结构与杂交活性的关系 o人

们合成了一些修饰结构的 °�� o并对它们的杂交性

质进行了初步研究≈uz ou{  o这些化合物的结构 !合成

及杂交性质的结果见表 u ∀可见 o改变骨架与碱基

间及碱基与碱基间的距离 o都会显著降低 °��的杂

交活性 o而保持以上距离不变 o只是在甘氨酸的 Α位

引入取代基 o对杂交性质影响不大 ∀
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  表 2  ΠΝΑ的结构及杂交性质比较[ 28 ,29]

÷ ≠ � ∃× °k ε l

≤ �u ≤ �u≤ �u ≤ �u    s

≤ �u≤ �u ≤ �u≤ �u ≤ �u p ut

≤ �u ≤ �u≤ �u≤ �u ≤ �u p {

≤ �u ≤ �u≤ �u ≤ �u≤ �u p ts

≤ �u ≤ �u≤ �uk≤ �vl ≤ �u  ±²·µ̈³²µ·̈§

≤ �u ≤ �u ≤ �u≤ �u p { qx

≤ �u ≤ �u≤ �u ≤ �k≤ �vl p t qs

≤ �u ≤ �u≤ �u ≤ �k≤ �ulw��u s

注 }∃× °是指 ts聚 °��k�2�× ���× ≤ �≤ ×2��ul中的 v个

单体被修饰单体所代替后 o与互补 �⁄�形成杂交复合物的

× °改变值 q

生物化学性质及应用

1  反义性质

°��的反义性质是指 °�� 与 °� �� 结合 o从

而阻断翻译 o使蛋白质的合成不能进行 ∀许多实验

室对 °�� 的反义性质作了研究≈ut ovs ovt  o�¤±√ ¼̈

等≈ut 将 °��k�2×v�≤ ×u≤ ×u2��ul在兔网状细胞

溶解物中与含互补序列的 � �� 孵育 o对翻译产物

的分析结果表明 o随反应液中 °�� 浓度的增加 o完

整翻译产物 vy�⁄蛋白的生成减少 o中止于 °��结

合位点的部分翻译产物 uu�⁄蛋白的生成增加 o以

碱基组成相同而序列不同的 °�� 所作的对照实验

未观察到明显的翻译抑制现象 ∀因为 °��2� ��杂

交复合物不是 � ��酶 � 的底物 o所以 �¤±√ ¼̈认为

°�� 抑制翻译的机理在于通过立体效应阻碍翻译

的进行 ∀

因为 °�� 不易进入细胞 o因此有关 °�� 反义

活性的报道主要限于无细胞体系研究 ∀无细胞抽提

物实验≈vs 证实当 °�� 靶序列位于 °� �� 起始密

码子的 xχ近端时 o一个 tx聚嘌呤嘧啶混合型 °��

k§∏³̄ ¬̈2©²µ°¬±ªl剂量依赖性的阻断翻译 o而当靶序

列位于编码区时 ots聚或 tx聚甚至 us聚的混合型

°��都不影响翻译 ~而能够形成三螺旋的 ts 聚

°��在靶序列与起始密码子重叠时 o是有效而专一

的反义试剂 o在靶序列位于 °� �� 的编码区时 o也

能阻断翻译延伸 ∀

用微注射法将 °�� 直接注射到培养细胞的核

中来评价 °��在细胞中的反义性质 o就回避了吸收

差的问题≈ut ovt  ∀将一个 tx聚同聚嘧啶 °�� 的互

补序列克隆到 ≥∂ ws× 抗原 � �� 的未翻译区kxχ

�× � l o此 °��就可特异抑制 × 抗原的表达 ∀而当

同样的 °��定靶于 ≥∂ ws× 抗原 °� ��编码区时 o

翻译也能被抑制 o但没有定靶与 xχ�× � 靶有效≈vt  ∀

总之 o体外研究表明 °�� 是有效的反义试剂 o

综上结果可知 }嘌呤嘧啶混合型 °��通过与其靶序

列形成双螺旋而阻断翻译的开始 o而阻断翻译的延

伸需要纯嘧啶型 °��与其靶序列形成三股螺旋 ∀

2  反基因性质

反基因策略的作用靶是 ⁄�� o通过在每个基因

组中形成 °��2⁄��复合物 o理论上就可抑制转录 ∀

而当作用靶是 °� �� 时 o°�� 必须与细胞中大量

°� ��结合才可抑制翻译 o所以反基因策略更有吸

引力 ∀

纯胸腺嘧啶 °�� 与双链 ⁄�� 结合形成很稳

定的链取代复合物 o因此它们是很好的反基因试剂 ∀

已有实验证实这种 °��u2§¶⁄�� 复合物在体外能

阻断原核及真核 � ��聚合酶的延伸≈ut ovu  ∀其中的

一个实验≈vu 研究了 °��对噬菌体 � ��聚合酶 ×v

及 ×z 参与的转录的影响 o靶序列位于 ¥̄∏̈¶¦µ¬³·

�≥ n质粒上 ×v 或 ×z 启动子的下游 ∀实验所用

°��为 ×ts o×x≤ ×w 及 ×u≤ ×u≤ ×w ∀当靶序列位于

§¶⁄��的模板链时 o转录被 °�� 阻断 ~当靶序列位

于非模板链时 o转录无明显影响 ∀以 � �� 聚合酶

×v参与的转录为例 o°��k×tsl使转录在靶序列的

第一残基处阻断 ~°��k×x≤ ×wl使转录在靶序列的

第 u ∗ v个核苷酸处阻断 ~°��k×u≤ ×u≤ ×wl使转录

在靶序列的倒数第 t ∗ v个核苷酸处阻断 ∀可见 o随

胞嘧啶含量的增加 o阻断转录的能力降低 ∀作者认

为 o原因在于胞嘧啶必须质子化才能形成三螺旋 o在

实验条件下 o不能保证全部质子化 ∀

因此 °��有可能发展成为反基因药物 o但要充

分理解 °��的反基因性质 o还需进行更多的体内外

研究 ∀

3  抑制逆转录性质

�²³³̈ «̄∏¶等≈vv 研究了体外实验中 °�� 对

��∂2t ª¤ª基因逆转录的抑制作用 o首先设计了与

� �� 的纯嘌呤序列 ����������平行互补的

°�� o反平行互补 °�� 及将这两种 °�� 连接起来

的 ¥¬¶2°�� o并考察了分别加入不同浓度的 °�� 对

逆转录的影响 ∀当 °��浓度是 � ��的 ys倍时 o逆

转录完全被阻断 o无任何逆转录产物产生 ~当 °��

浓度是 � �� 的 y倍时 o前两种 °�� 部分阻断逆转
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录 o得到完整的逆转录产物及部分逆转录产物k逆转

录至靶序列处l o而 ¥¬¶2°�� 能完全抑制逆转录 o只

得到部分逆转录产物 ~当 °�� 浓度是 � �� 的 s1y

倍时 o前两种 °�� 几乎不能阻断逆转录 o得到的是

完整的逆转录产物 o¥¬¶2°�� 部分阻断逆转录 o得到

完整的逆转录产物及部分逆转录产物 ∀可见 o与

� ��形成三螺旋的 °��能有效的阻断逆转录 ∀

此外作者≈vv 还设计合成了定靶于模板 � ��

xw2y|位的 tx聚 °�� k�2× ��≤≤ × × ��≤≤ ���×2

�¼¶��ul o考察与靶序列形成双螺旋的 °��对逆转

录的抑制 o结果表明当 °�� 与 � �� 的摩尔比大于

ts时 o°�� 能完全抑制逆转录 ~当 °�� 与 � �� 摩

尔比为 t时 o大约抑制 zs h逆转录 ∀

研究数据还表明 o在一定的浓度范围内 o°��

能选择性的抑制逆转录而不影响翻译 o这就意味着

如果选择合适的 °��浓度 o就能做到专一抑制逆转

录活性 o而无其他毒性 ∀

4  其他性质及用途

利用 °��2⁄��复合物的高度稳定性和序列选

择性可检测 ⁄�� 在 °≤ � 扩充时单碱基对的变

异≈vw  ∀所设计的 °�� 的靶序列可与引物位点重

叠 !相邻或相间 ∀当 °�� 靶序列与引物位点重叠

时 o引物和 °��竞争与引物位点结合 o因为 °��不

具备引物对 ⁄�� 聚合酶的功能 o所以 °�� 与引物

位点的结合导致扩充减少 ~当靶序列与引物位点相

邻或相间时 o°�� 的结合使得聚合酶延伸受阻 o

⁄��增殖减少 ∀如果 °≤ � 反应液中加入 °�� 后 o

增殖不受影响 o表明待测 ⁄��中存在突变碱基 ∀

富含胸腺嘧啶的纯嘧啶型 °�� 通过链取代机

制与 §¶⁄��杂交 o使被取代的 ⁄��链有单链性质 o

能被单链核酶 ≥t降解 ∀特别是当 §¶⁄��上有两个

相邻的 °��靶序列时k可在同一条链 o也可在不同

链上l o这种断裂更有效 ∀这样 o利用与靶序列互补

的 °�� 片段 o就可使核酶 ≥t 选择性的断裂

§¶⁄�� o起到限制性内切酶的作用 o可用于 ⁄�� 分

析 !染色体图谱 !基因克隆及基因诊断等方面≈tx  ∀

°��可通过与 §¶⁄�� 的结合而阻止该 ⁄��

序列识别蛋白与 ⁄�� 的结合 ∀例如 o当 °�� 的作

用靶点与限制性内切酶的识别序列相近时 o限制性

内切酶对 ⁄�� 切割作用完全被抑制 ∀因此 o°��

可用作序列识别蛋白的特异阻断剂≈vx  ∀

°��还有转录调节因子的作用 o它对转录的调

节可从两方面来理解 ∀一方面 o当 °��通过链取代

机制与 §¶⁄�� 结合后 o产生的 °2̄ ²²³有单链性质 o

� ��聚合酶可以识别 °2̄ ²²³o以被取代链为模板 o

启动转录≈vy  ∀另一方面 o对于正在转录的 §¶⁄�� o

如果 °��的靶序列位于模板链 o两者结合就会阻断

转录的进行≈vz  ∀

有关 °�� 的用途 o目前还处于理论研究阶段 o

可喜的是 o已有文献报道≈ts 利用与衣原体的一段基

因互补的 °��来检测被衣原体感染的尿样获得成

功 ∀

结 语

°��能与天然核酸杂交形成稳定的螺旋结构 o

说明核糖磷酸骨架对于 ⁄�� 双螺旋结构不是必不

可少的 o这为新的核酸类似物的设计提供了思路 ∀

自 °�� 问世以来 o很多新的结构被陆续报道 o如

°� ���≈v{ k图 wl o表现了较好的杂交性质 ∀ °��

在生物稳定性 !与核酸结合的亲和力和特异性方面

优于普通 ��¶o这无疑将使它成为一类新的分子生

物学研究的有利工具 ∀

尽管 °��表现了较好的反义和反基因性质 o但

它成为基因治疗药物的前景还不明确 o主要是因为

细胞对 °��摄入差 ∀如何改善 °��的药代动力学

性质 o从而提高其生物利用度 o还有待于人们的进一

步研究 ∀

图 w  °� ���结构 q

关键词  寡核苷酸 ~结构修饰 ~肽核酸 ~基因治疗药物
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