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摘?要?研究偶氮苯单元修饰在核酸上控制引物延伸的行为" 系统地筛选 K)")E和 _个碱基
的保护链通过 D!DdI二羟甲基偶氮苯连接的 $K ;2*Q@8模板!并研究其在紫外光照前后调控
的引物延伸效率" 结果表明!具有 E个保护碱基的 6! 对 ‘*0>#K 和 " 个碱基短链的 6$ 对 ‘*0>
#E都具有较好的光调控延伸效果" 其中6!!在 =2+4酶作用下紫外光照后引物延伸效率增加
#倍以上" 而6$!尽管紫外光照前增加了引物延伸的背景!在 =2+4酶催化下紫外光照射后的
延伸产率达到 &#XD!!比紫外光照前增加 _D!" 本工作为分子水平上研究基因功能)基因表
达网络以及疾病的发生和发展提供了一种新的策略和研究手段"
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B5=2+4Q@8A(-5;2*,32" A*0;2*2U42+30(+ 2..0902+957,: (+2I.(-: 0+9*2,32)A(+ /=0**,:0,40(+>
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??人工操纵特定的生命过程或基因功能一直是
生命科学的前沿研究方向%#I!& 3 以往的报道是利
用小分子抑制剂来抑制特定酶的活性从而调控生
命过程"即在生命体中引入外源小分子"但外源小
分子在一进入生命体后就会立即开始发挥作用"
因此很难在时间和空间上实现选择性调控%D& 3
近些年来"科研工作者曾尝试多种方法以实现对
生命过程的多维度调控"例如改变温度2改变 AM2
改变电场2施加磁场2给予光照等3 与传统的外界
刺激相比"光作为刺激手段具有独特的优势%K& 3
首先光是一种清洁的2非入侵式的外界刺激"已广
泛应用于生物医学领域的光学照明和荧光成像3
其次"光可以精确地从时间和空间上进行宏观调
控"在光敏物质抵达特定位置后"通过特定波长的
光照控制药物的释放3 最后"光控释放的效率较
高"特定波长的光可激发某些功能基团并发生各
种光化学反应!化学键的断裂和异构化等#3

使用光反应变色分子调控生物过程具有极好
的发展潜力"在化学生物学2药物研究和医学具有
深远的意义3 我们和其他研究组曾使用光笼的化
合物修饰的核酸"实现生物体内基因表达的光控
制%"I&& 3 但是这种方法只能单次地增加或降低核
酸的活性"不能可逆地控制核酸的功能3 偶氮苯
是光异构化分子的典型代表%#%I##& " 化学结构稳
定"光照后异构化迅速3 母体的反式构型!4*,+3#
几乎是平面结构且热力学相对稳定"紫外光!/=u
!"" +;#照后形成稳定性较低的具有弯曲构象的
顺式形态!903#"而在可见光!vD%% +;#光照刺激
下又可实现903构象向4*,+3构象的转变%#$I#D& 3 基
于这一特性"偶氮苯类化合物近年来被广泛地应
用在各种材料领域"例如"光控Q@8自组装%#KI#"& 2
光制动纳米机械%#E& 2纳米药物输送材料%#_&等3

近年来"随着偶氮类化合物光控Q@8动力学的
基础研究得到迅速的发展%#&I$#&"进一步增加了人们
使用这一工具调控功能生物大分子!核酸和蛋白质#
的信心%$$I$!&3 这种光响应分子通常被引入到核酸不

同的结构位置上"例如"磷酸骨架2碱基和核糖体部
分等"改变核酸的结构和结合性能"从而将其应用于
光开关P@8沉默2基因转录的可逆控制2适配体的
可逆识别2核糖核酸酶的可逆控制等%$DI$_&3

新颖的或改进的偶氮苯衍生物的设计对于核
酸的化学修饰也是许多化学工作者争相研究的热
点%$&I!%& 3 在前期研究中"我们已经设计合成 D"DdI
二羟甲基偶氮苯的发夹 Q@8开关"发现 D"DdI二
羟甲基偶氮苯的光异构化使得发夹 Q@8的稳定
性发生巨大改变!"X;j$D q# %!#I!$& "并将其置于
反义核酸的两端形成哑铃型核酸"成功地光控制
靶向P@8在P@,32M酶作用的降解%!!& 3 从时间
和空间上光控制复制%!DI!"& 2 转录%!EI!_& 和翻
译%!" !!" !&ID%&过程使得核酸工具分子的发展越来越
引起人们的关注3 这里"我们研究Q@8引物延伸
相关的聚合酶链反应的光调控3 聚合酶链反应用
于特定Q@8序列的试管分离和指数扩增"引物和
模板能否形成适当稳定的双链是反应的关键因
素3 如示意图 #"我们在 Q@8模板与引物的结合
区通过 D"DdI二羟甲基偶氮苯的连接加入一段保
护链"由于反式的偶氮苯与邻近的碱基对之间堆
积作用"Q@8模板自身形成稳定的发夹结构而使
得其与引物不能够互补结合"从而引物延伸不能
发生3 反之"通过紫外光照偶氮苯分子从反式转
变为顺式"这种异构化作用所产生的扭转力使得
Q@8模板的保护链离去"从而 Q@8模板可以结
合引物"在聚合酶的作用下能够使得引物延伸进
行3 对比骨架楔入型偶氮苯的设计%!D& "通过偶氮
苯共价键连接模板的保护链具有可逆性"并且单
一位点的修饰不影响正常的生理活动3 考虑到发
夹Q@8的模板与引物和茎短链之间存在结合的
竞争"我们使用 $K ;2*长度的 Q@8模板和不同
长度的保护链组成的发夹 Q@8"通过筛选发夹
Q@8的长度分别为 K2"2E 和 _ 个碱基长度的保
护链"以及长度为 #$"#K 和 #E ;2*的引物"发现
能够高效调控引物延伸的发夹Q@8和引物组合"
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为从时间和空间上动力学控制生理条件下生物活
性分子提供非常有用的工具"也将为分子水平上

研究基因功能2基因表达网络以及疾病的发生和
发展提供一种新的策略和研究手段3

图 CN偶氮苯亚磷酰胺单体的合成
V7,1CN@:"#$%#7=’4(=%>34%()+‘(I%"‘%"%’$(9’$(4+?7>7#%

CN实验部分

CPCN材料与试剂
实验所用的药品是分析纯3 所有溶液用超纯

水配制3 对硝基苯甲醇"D"DdI二甲氧基三苯基氯
甲烷"四氮唑"双!二异丙基氨基# !$I氰基乙氧
基#膦均购自偶合公司’锌粉"冰醋酸"四氢呋喃
购自],9[-0+公司’色谱级乙腈购自阿拉丁公司’
D种脱氧核苷购自芜湖华仁科技有限公司3 引物
订购自生工公司’Q@8聚合酶订购自@HV3
CPAN主要仪器设备

仪器使用8=8@6H的TTT型 D%% ]核磁共振
仪’8AA-02: V0(35342;3的 8VT!&D 型 Q@8合成
仪’安捷伦 #$"%高效液相色谱系统’岛津/=#_%%
紫外分光光度计和VTWIP8Q的672;0Q(9eP<高
灵敏化学发光成像系统3
CPEN偶氮苯衍生物的合成
#X!X#?合成 D"DdI二羟甲基偶氮苯

参考前期的工作%!#& 3 称取 "X% G!$" ;;(-#
对硝基苯甲醇"配制并加入 E% ;R!KXE ;(-YR#的
氢氧化钠水溶液"升温至 #%% q"再缓慢投入
EX% G!#%% ;;(-#锌粉"回流搅拌 # 7"过滤得到橙
色滤渣3 再用甲醇溶解滤渣"在空气下加热至回
流反应 _ 73 最后用旋转蒸发仪除去甲醇"得到

!XD G橙色固体"收率为 K"X"!3
#X!X$?合成 DI羟甲基IDdI羟甲基I!D"DdI二甲氧
基三苯甲基#I偶氮苯

称取 D"DdI二羟甲基偶氮苯 #XK G!"XK ;;(-#
溶解在 D% ;R无水四氢呋喃中"分 !批次"按每次
投料间隔 ! 7的方法共加入 D"DdI二甲氧基三苯基
氯甲烷!Q]OI6-# $X# G!"XK ;;(-#"反应全程通
氮气保护"OR6板监测进程3 最后得到原料"Q]O
一取代"Q]O二取代的混合粗产品3 湿法上样过
柱层析分离"最后得到 DI羟甲基IDd羟甲基I!D"DdI
二甲氧基三苯甲基 #I偶氮苯 $X% G"收率为
KKXK!3
#X!X!?合成 DI羟甲基I!&I氰乙基I@"@dI二异丙
基亚磷酰胺#IDdI羟甲基I!D"DdI二甲氧基三苯甲
基#I偶氮苯

称取上一步得到的产物 %X#"% G!%X$&% ;;(-#"
加入四氮唑 %X%$# G!%X!% ;;(-#"干燥过夜3 抽
真空后氮气保护"加入磷试剂 %X#$% G"最后用针
筒打入 $ ;R重蒸后的乙腈使产物的浓度为
%X#K ;;(-Y;R左右" 随后冰浴下搅拌反应
!% ;0+"OR6板监测"反应完成后"用 %X$$ %;有
机系滤膜过滤"待下一步Q@8合成使用3

CPHN偶氮苯衍生物修饰MU<的固相合成
用Q@8固相合成仪按照常规合成的方法经

%D
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过脱Q]O2HOO活化2偶联2盖帽"氧化的步骤将
Q@8核苷亚磷酰胺单体由 !0端向 K0端连接到固
相3 其中普通 Q@8单体的偶联时间为 #$% 3"偶
氮苯衍生物单体的偶联时间增加到 "%% 33 直到
所有的亚磷酰胺单体依次偶联到 6‘N的寡聚核
酸上"即可得到目标序列的固相3
CPTN纯化偶氮苯衍生物修饰的MU<

将得到的固相加入 # ;R的浓氨水"K% q下
氨解 _ 7后离心"取上清液浓缩后过滤"M‘R6提
纯制备3 液相色谱条件$紫外检测波长 $"% +;"
流动性8为OH88"V为乙腈’梯度洗脱程序$%p
D% ;0+"%pD%!V’D%pDK ;0+"D%!p#%%!V’DKp
K% ;0+"#%%! V’ K% pKK ;0+" #%%!p% V’ KK p
"% ;0+"% V’流速 #X% ;RY;0+’柱温$D% q3 最后
取得目标峰溶液加乙酸做脱Q]O处理"浓缩旋干
后加 $K%R@,6-溶液!! ;(-YR#"涡旋溶解"最后
加入 # ;R无水乙醇溶液3 置于k$% q冰箱过夜"
然后离心!# %%%p#! %%% *A;#"固体保存标记"上
清液移至另外的 H‘管中"取 D%% A;(-Q@8的量
做H<TI]<质谱鉴定3

CPFN偶氮苯修饰MU<的光异构化
将 6# 到 6D 序列溶解在 # s‘V< 中配成

$XK%;(-YR的溶液"退火后转移至石英比色皿先
用紫外灯!!"K +;" E;\Y9;$"反式到顺式#照射"
用岛津/=#_%% 紫外分光光度计每间隔 $% 3测
一次吸光度" #$% 3后再用白光灯 !vD%% +;"
## \"顺式到反式#照射"每间隔 $% 3测一次吸光
度"记录并用软件W*0G0+ _X%作图分析3
CP]N4?值测定

将样品溶解在 #s‘V< 样品溶解标准缓冲液
中退火后进行实验"测定梯度温度下的 $"% +;紫
外吸收 !V29[;,+ Q/ _%% @)9-209890:Y‘*(420+
8+,-5h2*程序升温 # qY;0+#得到熔解曲线"根据
:7Y:X作图得知X;值3 同样"我们将样品紫外光
照光照 #% ;0+!!"K +;"## ;\Y9;$#再测定熔解
温度曲线3 记录并用软件W*0G0+ _X%作图分析3

CP̂N修饰后的MU<引导引物延伸
将引物和模板等比例的溶解于 $ %R#%s

O72*;(A(-反应溶液!$% ;;(-YRO*03IM6-" #% ;;(-Y
Rf6-" #% ;;(-YR!@MD# $<WD" $ ;;(-YR]G<WD"
AM_X_#中"再加入过量的 :@O‘"&K q下高温退
火 K ;0+"降温至室温后"进行平行实验"一组不光
照"一组用紫外灯!!"K +;#照射 K ;0+"然后在黑

暗条件下分别孵育 #% ;0+ 使引物和模板链充分
结合3 最后均加入 # /的Q@8聚合酶 !E q下分
别孵育 # 73 终反应体积为 $% %R3 通过 $%!的
变性聚丙烯酰胺凝胶在 #K% =电压条件下电泳
$ 7"最后应用化学发光凝胶成像系统进行表征"
条带分析3

AN结果与讨论

APCN偶氮苯修饰MU<的合成
参照我们以前的报道%!!& "以对硝基苯甲醇为

原料"在浓 @,WM水溶液中"L+ 作催化剂合成 D"
DdI二羟甲基偶氮苯3 偶氮苯一端羟基与 D"DdI二
甲氧基三苯基氯甲烷!Q]OI6-#反应进行保护"另
一端羟基与 $I氰乙基I@"@"@d"@dI四异丙基亚磷
酰二胺!磷试剂#反应合成偶氮苯的亚磷酰胺单
体!图 ##3 值得注意的是最后一步与磷试剂反
应"偶氮苯衍生物的投料比例较少有利于Q@8的
偶联"否则可能剩余部分的磷试剂首先与固相上
裸露的羟基反应"从而导致偶氮苯偶联效率下降3
这里"直接以重蒸的乙腈为溶剂"D"DdI二羟甲基
偶氮苯$ 四氮唑$ 磷试剂的投料比例为 # m%X_ m
%X_"通过薄层层析硅胶色谱监控偶氮苯原料不再
减少"反应 !% ;0+以上"使得磷试剂反应完全"然
后将反应液过滤"待用于Q@8偶联3

偶氮苯修饰Q@8合成使用8VT!&D Q@8合成
仪按照常规的亚磷酰胺固相合成的方法进行3 在
偶联偶氮苯的亚磷酰胺单体时"将Q@8核苷亚磷
酰胺单体偶联时间从通常的 #$% 3增加到 # $%% 3"
偶联效率几乎与标准的Q@8亚磷酰胺单体相当3
取下装有固载相的柱子"再用浓氨水将寡核苷酸
从固相上切除并脱保护"最后进行 M‘R6分离3
制备提纯后的样品进行H<TI]<质谱鉴定"结果如
表 #"其实际测得的分子量和理论值相符3

表 CN偶氮苯修饰的MU<的Q@\GO@鉴定
.+I5%CNQ@\GO@9’%=#4+ ()+‘(I%"‘%"%57"_%>MU<

Q@8 序列 理论值 实测值

6# & K#%X! & K#%X%

6$ & _!&XK & _!&X#

6! #% #K$XE #% #K$X%

6D #% DD#X& #% DD#X"

#D
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APAN偶氮苯修饰MU<的光异构化
将偶氮苯修饰的 Q@8!6#26$26! 和 6D#溶

解在 #s‘V< 中配成 $XK %;(-YR的溶液"&K q下
退火形成稳定的结构3 反式是偶氮苯的热稳定形
式"其紫外光谱在 !!K +;!!k!"#处呈现明显的
肩峰3 对于6#溶液"通过 !"K +;紫外灯照"可以
明显观察到 !!K +;处的峰强随着光照时间增加
而降低"直到照射 _% 3"此肩峰基本消失"而
D!% +;!+k!"#处的峰强略有升高!图 $!,##3
此外"再用白光光照"!!K +;处的峰强随着光照

时间增加而增强"D!% +;处峰强略有下降!图 $
!B##3 同样"6$26! 和 6D 的溶液通过紫外和可
见光照均呈现 !!K +;和 D!% +;处峰强的类似变
化!图 $ !9#2$ ! :#"图 $ !2#2$ !.#和图 $ !G#2
$!7##3 说明偶氮苯被修饰到设计的寡核苷酸
中"并且能起到光异构化的作用3 此外"$"% +;
是核酸的特征吸收峰"在Q@8变性时吸光度升高
表现出增色效应"说明偶氮苯光异构化可能影响
Q@8双链的结构"将进一步通过进行热力学稳定
性的研究加以佐证3

图 AN偶氮苯修饰的MU<在不同时间的紫外和可见光照下紫外光谱的变化
V7,1AN6[a[79+I9(4I+"=%9’%=#4+ ()#$%;C& ;A& ;E& +">;H )(4?9()+‘(I%"‘%"%57"_%>MU<I%)(4%+">+)#%457,$#7553?7"+#7("

$D
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APEN偶氮苯修饰MU<的热力学稳定性
我们前期研究%$&"!#&发现"当 D"DdI羟甲基偶

氮苯代替 D2K 和 " 个碱基对的发夹 Q@8的环状
结构"偶氮苯的光异构化能够使得发夹Q@8的稳
定性发生巨大改变!"X;j$D q#3 这里进一步研
究不改变发夹Q@8的环状结构上 D"DdI羟甲基偶
氮苯"仅仅增加一边茎碱基数目"偶氮苯的光异构
化是否仍然可能开关发夹 Q@8的稳定性3 图 !
展示紫外光照前后6#26$26!和6D的熔点曲线"
很明显发现 6# 和 6$ 光照前后的熔链曲线有着
较大差异!图 !!,#和 !!B##"熔点温度分别从光
照前 "%X$ 和 "EXE q"光照后降低到 D&X_ 和

K!XK q"它们熔点温度的变化分别为 #%XD 和
#DX$ q!表 $#3 这主要因为偶氮苯的异构化影
响其与邻位碱基之间堆积作用以及邻位碱基对的
氢键作用"导致寡聚核酸的稳定性降低3 尤其是
6$"具有 " 个碱基对"紫外光照后的稳定性降低
!"X;j#DX$ q#最多3 然而"随着茎碱基数目的
增多"偶氮修饰的Q@8通过紫外光照后的稳定性
降低的程度变小"6!的"X;仅是 "X& q而茎碱基
数目增加到 _个碱基对!6D#时光照后的X;值几
乎没有变化3 这可能是偶氮苯两端互补配对的序
列太长!’_ BA#"偶氮苯异构化所产生的扭转力
不足以影响双链的结合3

图 EN偶氮苯修饰的MU<光照前后的熔点曲线
V7,1EN.:’7=+5?%5#7", =348%9()#$%;C& ;A& ;E& +">;H )(4?9()+‘(I%"‘%"%57"_%>MU<I%)(4%+">+)#%46[744+>7+#7("

表 AN偶氮苯修饰的MU<光照前后的熔点温度
.+I5%AN4? =(?’+479("()+‘(I%"‘%"%57"_%>MU<

I%)(4%+">+)#%46[744+>7+#7("

Q@8
X;Yq

k/= t/=
"X;Yq

6# "%X$ D&X_ #%XD
6$ "EXE K!XK #DX$
6! E%X$ "!X! "X&
6D EDXD E!X_ %X"

APHN偶氮苯修饰MU<与引物结合的光控制
引物延伸的基本原则之一是引物与模板序列

要紧密互补结合"因而偶氮苯修饰的Q@8作为模
板能否和引物形成适当稳定的双链是引物延伸的

关键因素3 在偶氮苯修饰的 Q@8中较长的茎碱
基链原则上与引物互补结合"但是短链与长链形
成的茎碱基对的稳定性可能影响长茎碱基链与引
物的结合"而偶氮苯异构化可能影响茎碱基对的
稳定性3 因此"考虑到发夹Q@8的长链茎与引物
和短链茎之间存在结合的竞争"我们通过筛选发
夹Q@8的短链长度分别为 K2"2E 和 _ 个碱基长
度的 6#26$26! 和 6D"以及长度为 #$ ;2*!‘*0>
#$#"#K ;2*!‘*0>#K#和 #E ;2*!‘*0>#E#的引物"评
价偶氮苯修饰的Q@8与引物结合的光调控3

图 D!,#显示 ‘*0>#$ 和模板序列光照前后都
没有很好的结合"可能因为本身引物链就比较短"

!D
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模板链自身能形成双链结构的部分较引物长"即
使是偶氮苯在顺式形态下"影响模板的双链结构"
但6#26$26!"6D 模板单链部分和引物能互补配
对的长度为 E2"2K和 D BA"仍然是不稳定结合"所
以在凝胶电泳上无法看到 ‘*0>#$ 和模板的结合3
当‘*0>#K和6#26$26!"6D 模板单链部分能互补
配对的长度增加为 #%2&2_和 E BA"引物依旧无法
很好的参与模板链自身形成的双链结构进行竞
争3 图 D!B#显示 ‘*0>#K 和 6# 只有微弱的结合"
而其和 6$26!26D 都不稳定结合3 不同的是当
‘*0>#E 和 6#26$26!"6D 模板单链部分能互补配
对的长度增加为 #$2##2#% 和 & BA 时"6# 和 ‘*0>
#E可以形成较为稳定的双链结构"这意味引物和
模板长链部分互补配对的长度为 #$ BA 时"引物
和模板能够有相对稳定的结合"而光照前后这种
结合力的变化不是很明显3 正如所期望的"6$ 和
‘*0>#E孵育后在光照前几乎没有结合"而在光照
后它们有明显的结合条带"结合部分增加 E!左
右3 由于保护链的增长"6!26D 和 ‘*0>#E 在光照
前后变化也不太明显3

图 HN偶氮苯修饰的MU<和引物结合的光调控
V7,1HN0$(#(4%,35+#7("()#$%I7">7", ()+‘(I%"‘%"%

57"_%>MU<K7#$#$%’47?%4

APTN偶氮苯修饰的MU<指导引物延伸的
光调控

反式是偶氮苯的热稳定形式"起到稳定模板
链自身双链结构的作用"所以引物链不能很好与
模板链紧密结合"降低了引物的延伸产率3 当受
外界的紫外光刺激时"偶氮苯能在比较短的时间
发生异构化转变为顺式结构"破坏模板链自身双
链的碱基堆叠与配对作用"导致双链不稳定"结合
力降低3 同时引物与模板链不仅存在着配对关
系"还会与模板的茎短链存在着竞争配对"从而彻
底打开模板自身的双链结构"引物和模板紧密结

合"进行Q@8的复制3 虽然影响引物延伸的因素
有很多"但是我们主要从 Q@8模板2不同长度的
引物和不同的酶这三方面来研究并筛选光控引物
延伸最佳效率的条件3

由图 K可见"胶图中最下方的条带为起始引
物条带"最上面的条带为延伸全长产物"中间的片
段为反应过程中未完全延伸的产物3 在以 ‘*0>#$
作为引物时"其与6#26$26!和6D配对区的碱基
对分别为 E2"2K和 D BA3 由图 K!,#和 "!,#可知"
6# 作为模板"紫外光照前"在 O,b2=2+42Q22A
=2+4酶的作用下引物延伸产率分别为 !EXK!"
$"XE!和 !#XE!"而紫外光照后"引物延伸产率存
在不同程度增加!D_X"!"D%XE!和 !EX$!#3 与
6#相比"6$和6!"模板链的保护短链分别从 K个
碱基增加到 "和 E 个碱基"与引物配对的碱基对
也相应从 E BA减少到 "和 K BA"引物延伸的效率
通常有所下降3 且它们自身经紫外光照后"引物
延伸产率比光照前也存在不同程度增加3 这是因
为随着模板链自身的双链长度增加"配对区长度
逐渐减短"结合力变弱"引物在竞争位置逐渐处在
劣势"大大降低了模板和引物的结合"所以延伸的
产率逐渐减少3 6#26$ 和 6! 光照前后指导的引
物延伸都有 K!p#K!的差异"正如我们所预期
的"偶氮苯的顺式形态影响了模板自身双链的稳
定性"通过配对区的结合"引物5挤走6竞争区的
干扰碱基从而自身参与模板链的结合"从而增加
延伸效率3 而6D光照前后引物的延伸几乎都不
明显"这也与光照前后 X;值无明显变化的结果
相一致"偶氮苯开关不足以使得 #$ ;2*引物对
_ BA长度的茎碱基对有所影响3

在以‘*0>#K 作为引物时"其与 6#26$26! 和
6D配对区的碱基对增加为 #%2&2_ 和 E BA"因而
较‘*0>#$表现出更强的结合力"提高了5挤走6竞
争区模板端位短链的可能性3 图 K!B#和 "!B#显
示"‘*0>#K作为引物表现出比 ‘*0>#$ 更多量的聚
合物链反应产物3 此外"光照前后引物延伸效率
差异比较明显"其中6!"在 =2+4酶作用下引物延
伸效率仅为 $_XD!"而紫外光照后引物延伸效率
达到 KEX_!"光照前后的 ‘6P产率增加超过 #
倍3 在Q22A =2+4酶的作用下 6! 光照前后指导
的‘6P产率也增加 E!!3 6$ 在 =2+4作用下光
照后指导的‘6P产率很高!&#X_!#"但光照前指
导‘6P反应产率也较高!"!X#!#"因而光照前后
的产率也表现出差异"仅为 $_XE!3 对于 6D"不

DD
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图 TN偶氮苯修饰的MU<指导引物延伸
V7,1TN0$(#(?(>35+#("()#$%MU<’47?%4%&#%"97("397", +‘(I%"‘%"%57"_%>MU<#%?’5+#%

管是光照前还是光照后"其指导的引物延伸产率
都比较低"偶氮苯开关仍不足以使得 #K ;2*引物
对 _ BA长度的茎碱基对有所影响3

在以‘*0>#E 作为引物时"其与 6#26$26! 和
6D配对区的碱基对增加为 #$2##2#% 和 & BA"因
而较‘*0>#$ 和 ‘*0>#K 表现出更强的结合力"5挤
走6竞争区模板端位短链的可能性更大3 图 K!9#
和图 "!9#均显示"6# 光照前引物延伸的效率已
经很大!_!X$!以上#"紫外光照后引物延伸的效
率 &"X%!以上"由于光照前的背景较高"所以光
照前后 ‘6P效率没有明显的变化3 说明偶氮苯
开关调控的影响不大"原因是配对区的双链较长"
即使是竞争区引物不能和模板链紧密结合"配对
区也能够指导引物继续延伸3 然而"6$"由于配
对区的碱基对增加"紫外光照前降低了引物延伸
效率的背景"=2+4催化下延伸产率仅为 D&X"!"
紫外光照射后的延伸产率达到 &#XD!"增加了
_D!3 6!的调控比6$的调控略有不足"而6D 受
到偶氮苯自身调控能力和配对区结合力的限制延
伸结果也不够理想3

此外"使用同一种 Q@8模板"在不同酶的作
用下"引物延伸的调控效果只有略微的区别"其中
=2+4酶表现略好的调控效果3 更多的影响调控
效果的是Q@8模板和引物的组合"这是由于发夹
Q@8的模板与短保护链和引物之间存在结合的
竞争3 我们发现"具有 E个保护碱基的6! 对‘*0>
#K及 "个碱基短链的6$对‘*0>#E 具有普遍较好
的光调控延伸效果3 其中 6!"在 =2+4酶作用下
紫外光照前后引物延伸效率增加超过 # 倍3 而
6$"由于引物长度增加"尽管紫外光照前增加了

??

图 FN偶氮苯修饰的MU<指导引物延伸的定量分析
V7,1FNb3+"#7#+#78%+"+5:979)(4’47?%4%&#%"97("

KD
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引物延伸的背景"但=2+4催化下紫外光照射后的
延伸产率达到 &#XD!"也增加了 _D!"这也与
Q@8与引物的结合实验中光照前后具有不同的
结合力相一致3
APFN偶氮苯修饰的MU<指导引物延伸的
可逆研究

为评价偶氮苯引入到核酸分子中对引物延伸
的可逆调控"我们选择 6$ 序列与 ‘*0>#K 在 =2+4
酶作用下"通过紫外光和可见光交替照射来研究
引物延伸的可逆行为3 图 E!,#表示溶液退火后
!E q下共孵育 K_ ;0+"#_和 !_ ;0+分别用/=光
和可见光照射 $ ;0+"每隔 & ;0+ 取等量溶液电泳
表征!光照时间除外#3 线性结果如图 E!B#"前
#_ ;0+ 反应速率线性拟合为 #X$$"/=光照射后
反应加快"斜率为 $X#E"增加 #XE 倍"可见光照后
反应速率又下降到较低水平"仅为 %XD3 证明偶
氮苯修饰的模板能够可逆的控制引物延伸速率3

图 ]N偶氮苯修饰的MU<";A%指导引物延伸的
可逆光调控

V7,1]NR%8%497I5%’$(#(4%,35+#7("()’47?%4%&#%"97("

397", ;A K7#$6[+">8797I5%57,$#

EN结论
本文研究偶氮苯单元修饰在 Q@8模板上对

引物延伸的光控制行为"筛选 K2"2E 和 _ 个碱基
的保护链通过 D" DdI二羟甲基偶氮苯连接的
$K ;2*Q@8模板"在紫外光照前后调控的引物延
伸效率3 结果表明具有 E 个保护碱基的 6! 对
‘*0>#K及 " 个碱基短链的 6$ 对 ‘*0>#E 具有普遍

较好的光调控延伸效果"并且因聚合酶的改变而
对引物的调控效果只有略微不同3 因而我们断定
偶氮苯修饰的 Q@8模板对引物延伸的光控制行
为的主要影响是因为偶氮苯单元修饰模板所形成
的竞争区和引物与模板形成的配对区之间的相互
竞争3
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