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4-硫代尿嘧啶与色氨酸光致电子转移反应研究 
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摘要  RNA 与蛋白质相互作用是生物体进行生命活动的基础, 光活化核苷酸引发的共价交联是研究其相互作用的有

效手段. 对其机理的研究有助于理解并调控交联的位点及氨基酸, 因此探测关键的中间体来揭示机理很有必要. 本工

作选择光活化核苷酸 4-硫代尿嘧啶(4-TU)和色氨酸(TrpH)为模型体系, 通过激光闪光光解技术探测瞬态中间体并由此

揭示机理. 实验发现 4-TU 三重态与 TrpH 发生电子转移反应, 瞬态吸收光谱上观察到 4-TU•－及 TrpH•＋, 以及 TrpH•＋脱

质子生成的 Trp•. 通过测量 4-TU 三重态衰减动力学得到电子转移反应的速率常数为 2.88×109 L•mol－1•s－1, 并研究了

pH 值对反应的影响. 电子转移驱动力 ΔG 为－0.15 eV, 是能量有利的过程. 结果表明电子转移反应是光致共价交联过

程中关键的第一步反应, 引发了后续的质子转移及自由基交联过程. 

关键词  光活化核苷酸; 光致共价交联; 电子转移; 自由基中间体; 三重态衰减动力学 
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Abstract  RNA-protein interactions are inevitably existing in many fundamental biological processes of organisms and it is 
an effective method to investigate the nature of RNA-protein interactions through crosslinking induced by photoactivation. 
Therefore, it is of great importance to detect the crucial transient intermediates to elucidate the mechanism of photo cross-
linking between RNA and proteins, which will shed light on regulating the crosslinking sites as well as the favorable 
cross-linked amino acids. In this research, we choose the photoactivatable ribonucleotide analog, 4-thiouracil, and the aro-
matic amino acid, tryptophan, as a model system to study, from which the photo crosslinking is found to be initiated by the 
electron transfer as the first step. By means of the nanosecond time-resolved laser flash photolysis, the key intermediates of 
photo-induced electron transfer from tryptophan to the triplet of 4-thiouracil, 4-thiouracil anion radical (4-TU•－)and trypto-
phan cation radical (TrpH•＋) are observed, as well as the deprotonated species of tryptophan neutral radical (Trp•). By moni-
toring the 4-TU triplet decay kinetics, the pseudo-first order rate constant of photo-induced electron transfer is determined to 
be 2.88×109 L•mol－1•s－1 and found to be diffusion-controlled. The pH-effect on the electron transfer and proton transfer 
have been further examined. In addition, the driving force for electron transfer from tryptophan to 4-TU triplet is estimated 
using the classic Rehm-Weller empirical equation to be －0.15 eV, which means the photo-induced electron transfer process 
is favorable thermodynamically. These results demonstrate that photo-induced electron transfer between 4-thiouracil triplet 
and tryptophan is the key step, which can trigger the following proton transfer and radical coupling processes and lead to the 
covalent photoadducts. These studies provide a basis for mechanistic understandings of photo crosslinking between RNA and 
proteins in more complex system. 
Keywords  photoactivatable ribonucleotide; photo crosslinking; electron transfer; radical intermediate; triplet decay kinetics

   
1  引言 

蛋白质(protein)和核糖核酸(ribonucleic acid, RNA)

在细胞内许多重要的生命活动中发挥着至关重要的作

用. 核糖核酸与蛋白质相互作用(RNA-protein interac-

tions)是生物学中一个普遍存在的现象, 是细胞在生命

过程中进行信号传导及代谢活动的基础[1]. 这种相互作

用通常是以形成复合物 (ribonucleic protein complex 

RNPs)的方式来行使其功能, 并且广泛存在于 RNA 剪

接、翻译、蛋白质合成以及转录后调控等很多关键的生
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理过程. 因此, 了解和研究核糖核酸与蛋白质相互作用

机理有助于我们深入地理解生命过程, 进而通过调控生

物大分子之间的相互作用来影响和控制生理过程[2,3].  

通过实验手段确定蛋白质结合了哪种 RNA 以及结

合位点是研究二者相互作用的重要内容. 在 20 世纪 60

年代, 人们发现紫外光照射会导致蛋白质和核糖核酸交

联 , 基于这一发现 , 紫外交联免疫共沉淀技术

(UV-crosslinking and immunoprecipitation, CLIP)应运而

生[4]. CLIP 技术是研究 RNA 和蛋白质相互作用的重要

技术, 利用的是相互靠近的蛋白质与 RNA(＜10 Å)在

256 nm的紫外光照射下会发生共价交联的特性, 2003年

《科学》杂志报道了 Ule 等[2]采用 CLIP 技术研究小鼠脑

内Nova蛋白与RNA相互作用对调节自身免疫性神经系

统疾病中编码抑制性突触的多个组分进行剪接的过程. 

但因为普通的核糖核酸碱基与蛋白质发生紫外交联的

效率很低(＜5%), CLIP 技术的应用受到了限制. 为提高

交联效率, Hafner 等[5]利用光活化核苷酸衍生物 4-硫代

尿苷的光致交联效率远远高于普通的核苷酸(尿苷、腺

苷及鸟苷等)的特性, 开发了 PAR-CLIP (photoactivata-

ble-ribonucleotide-enhanced CLIP)技术 . 4-硫代尿苷经

365 nm 的紫外光照射会与邻近蛋白质中的氨基酸发生

共价交联. 与普通的 254 nm 紫外光照射天然核糖核酸

尿嘧啶相比较, PAR-CLIP 可以将交联效率提高 100～

1000 倍, 并且可以有效地降低紫外光对其他生物组织

的辐射损伤[6]. PAR-CLIP 技术的紫外交联结果表明蛋白

质中的氨基酸会与单链 RNA 中的光活化核苷酸 4-硫代

尿苷交联, Urlaub 等[7]利用高分辨率质谱确认交联位点

为 4-硫代尿苷的 C(4)位, 交联同时会脱去 H2S.  

然而, 目前的研究还不能解释光激发 4-硫代尿苷与

氨基酸共价交联的反应机理. 对于常规的核糖核酸碱

基, 有研究推测认为激发态的碱基可以和数埃距离内的

氨基酸通过自由基机制或者电子转移机制引发共价交

联反应[8]. 20种天然氨基酸都有可能同RNA发生潜在的

交联反应, 其中蛋白质中的芳香族氨基酸以及 RNA 中

的尿嘧啶更容易发生交联反应[5]. 在本工作中, 我们选

取可有效发生共价交联的尿嘧啶衍生物 4-硫代尿嘧啶

(4-TU)[9,10]和芳香氨基酸色氨酸(TrpH)作为模型体系 , 

通过纳秒时间分辨的紫外-可见激光闪光光解技术, 捕

捉到 4-TU 三重态(550 nm)与色氨酸发生电子转移后的

瞬态自由基物种 4-TU 自由基阴离子(370 nm, 4-TU•－)和

色氨酸自由基阳离子(570 nm, TrpH•＋), 以及色氨酸自由

基阳离子发生质子转移后生成的瞬态物种色氨酸中性

自由基(510 nm, Trp•). 光谱上这些关键的瞬态中间体的

特征吸收表明在 4-TU 三重态上发生的光致电子转移是

引发 4-TU 与色氨酸光致共价交联过程中关键的第一步

反应. 通过测量色氨酸猝灭 4-TU 三重态的衰减动力学, 

得到三重态 4-TU 与色氨酸发生电子转移反应的准一级

反应速率常数为 2.88×109 L•mol―1•s－1, 这是典型的由

扩散控制的电子转移速率常数, 并且 pH 值对电子转移

反应的速率常数无影响 . 我们进一步用经典的

Rehm-Weller 经验公式计算了光致电子转移过程的驱动

力, 即吉布斯自由能的变化值为－0.15 eV, 表明 4-TU

三重态与色氨酸间的光致电子转移反应是一个热力学

上允许的有利的过程.  

 

图 1  反应物分子式(a) 4-硫代尿嘧啶(4-TU)和(b)色氨酸(TrpH) 
Figure 1  Molecular structures of (a) 4-thiouracil (4-TU) and (b) trypto-
phan 

2  结果与讨论 

纳秒时间分辨瞬态吸收光谱手段可用于实时探测

分子的激发态和瞬态中间体的衰减或生成动力学. 实验

首先在氮气条件下采集了 355 nm 激光激发的 4-TU (pH

＝7 的磷酸钠缓冲溶液)的瞬态光谱(见图 2a), 380 nm 和

550 nm 处的正峰为其最低激发三重态 T1 的特征吸收, 

通过拟合 550 nm的衰减动力学得到自由的 4-TU三重态

寿命约为 320 ns, 这些结果与已有的文献报道[11～13]完全

吻合. 当 4-TU 缓冲溶液中加入色氨酸后, 瞬态吸收光

谱有了变化. 如图2b所示, 初始时刻4-TU三重态在550 

nm 处的吸收峰强度有所减弱, 表明色氨酸猝灭了 4-TU

三重态, 但是, 三重态在380 nm的吸收峰非但没有被猝

灭, 相反, 380 nm相对于 550 nm处的吸收峰强度有所增

加, 并且在 570 nm 处出现了新的吸收峰、叠加在 4-TU

三重态吸收光谱之上. 瞬态吸收光谱上的这些变化源于

光激发 4-TU 与色氨酸发生反应后新生成的瞬态物种, 

我们推测新的瞬态物种是色氨酸将电子转移给 4-TU 三

重态生成 4-TU 自由基阴离子(4-TU•－)和色氨酸自由基

阳离子(TrpH•＋). 根据已有文献报道[12], 在给电子试剂

N,N-二乙基苯胺(DEA)存在条件下, 4-TU 三重态得到一

个电子后生成瞬态产物自由基阴离子(4-TU•－)的吸收峰

位于 380 nm. 因此 4-TU 与色氨酸反应的瞬态光谱上增

强的380 nm的吸收应该也归属为4-TU•－. 同时, 有研究

表明[14]色氨酸的氧化电势较低可作为优秀的电子给体, 

并且文献 [15]中通过激光辐解色氨酸与钌的络合物 

[Ru(bpy)3]
2＋的方式产生色氨酸自由基阳离子, TrpH•＋在

瞬态紫外吸收光谱上的特征峰即为570 nm, 因此, 图2b

中 570 nm 处[16]新的吸收峰来源于电子转移反应中生成

的产物 TrpH•＋. 瞬态光谱上观测到的两个物种的特征吸

收峰证实了光激发 4-TU 与色氨酸发生了电子转移反应. 

随着瞬态光谱上 380 nm和 570 nm处吸收峰的衰减, 510 
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nm 处有新物种生成并且寿命很长(～300 μs), 归属为电

子转移产物TrpH•＋脱掉吲哚环N(1)(图1b)位的质子形成

的色氨酸中性自由基(Trp•)[17,18].  

 

图 2  355 nm 激光辐照(a) 4-TU 和(b) 4-TU 与 TrpH 体系的瞬态吸收

光谱 
Figure 2  Transient absorption spectra of (a) 4-TU and (b) 4-TU with 
TrpH after 355 nm laser excitation 

瞬态光谱上 380 nm 与 570 nm, 510 nm 处自由基的

吸收信号证实了在 355 nm 激光激发 4-TU 后, 首先发生

的是 4-TU 三重态与色氨酸间的光致电子转移反应, 即

4-TU 被紫外光激发到单重态后, 经系间窜越到三重态, 

4-TU 三重态得到色氨酸的一个电子生成 4-TU•－, 同时

色氨酸变为 TrpH•＋, TrpH•＋随后会脱质子变为中性自由

基 Trp•, 而 4-TU•－会得到一个质子生成中性自由基

4-TUH•, 两个中性自由基会进一步复合, 根据文献中高

分辨率质谱的实验结果[19], 可得知色氨酸与 4-TU 的

C(4)号位形成共价键, 生成最终的交联产物(如图 3).  

对于 4-TU 三重态与色氨酸间的光致电子转移反应:  
4-TU*＋TrpH→TrpH•＋＋4-TU•－    (1) 

为了得到反应驱动力的大小, 可采用公式(2)所示

的 Rehm-Weller 经验公式[20], 通过实验数据计算得到电

子转移过程的吉布斯自由能变化值:  
ΔG＝E(D＋/D)－E(A/A－)－E(A*)－C (2) 

公式(2)中 ΔG 代表电子转移反应的吉布斯自由能, 

即光致电子转移的驱动力; E(D＋/D)代表色氨酸的氧化

电势, 采用的数据是文献中给出的 1.21 eV[14]; E(A/A－) 

代表 4-TU 的还原电势, 采用的是文献报道在 pH＝7.1

的磷酸缓冲溶液中测得的数据－1.52 eV[21,22]; E(A*)代

表 4-TU 的三重态的能量, 可以通过磷光发射峰位置来

确定, 采用的数据是文献报道的 520 nm[10]的磷光发射

峰, 对应的能量是 2.38 eV; C 代表的是溶剂对离子的稳

定化作用, 为溶剂影响的校正系数, 通常是一个较小的

数值, 一般为 0.5 eV(以上数据的单位均已统一). 经过

计算, 得到电子转移的吉布斯自由能变化值为－0.15 

eV, 进一步证实了 4-TU 三重态与色氨酸间可发生有效

的热力学上允许的光致电子转移反应. 为了与色氨酸作

比较, 我们计算了另一种芳香族氨基酸酪氨酸与 4-TU

发生光致电子转移反应的驱动力, 酪氨酸的还原电势为

1.34 eV[23], 由 Rehm-Weller 经验公式计算出电子转移反

应的驱动力为ΔG＝－0.02 eV, 小于色氨酸与 4-TU 电

子转移反应的吉布斯自由能变化值. 理论估算值进一步

说明在芳香氨基酸中色氨酸更易与激发态的 4-TU 发生

光致电子转移反应, 从而有效地引发后续的共价交联反

应.  

 

图 3  4-TU 与 TrpH 光致共价交联机理示意图 
Figure 3  Proposed mechanism of photo-crosslinking between 4-TU and 
TrpH 

为了得到电子转移反应速率常数, 我们进一步对不

同浓度的色氨酸与 4-TU 三重态(550 nm)反应的动力学

进行了测量(见图 4a). 未加入色氨酸时(红色曲线), 

4-TU 三重态衰减最慢且可衰减到基线. 随着色氨酸浓

度的增加, 4-TU 三重态衰减加快, 且未回复到基线, 这

是因为电子转移产物TrpH•＋(特征峰在570 nm)及其脱质

子产物长寿命的Trp(特征峰在 510 nm)在 550 nm处也有

吸收. 对 4-TU 三重态在 550 nm 处的动力学衰减曲线进

行拟合得到 4-TU 三重态的寿命. 由于体系中产生的

4-TU 三重态浓度远远小于色氨酸的浓度, 4-TU 三重态

与色氨酸之间的双分子反应近似为准一级反应, 故可采

用公式(3)的 Stern-Volmer 曲线求解准一级反应速率常

数:  

τ－1＝τ0
－1＋Kq[Q]   (3) 

公式(3)中 τ代表 4-TU 在不同浓度的色氨酸溶液中

拟合得到的三重态寿命; τ0 代表 4-TU 三重态固有的寿
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命; 斜率Kq代表 4-TU三重态与色氨酸发生电子转移反

应的准一级反应速率常数; [Q]代表实验中的色氨酸浓

度. 如图 4b 拟合得到的 Stern-Volmer 曲线的斜率 Kq＝
2.88×109 L•mol－1•s－1, 即为二者发生电子转移的准一

级反应速率常数, 这是典型的由扩散控制的电子转移反

应的速率常数[24]. 这说明4-TU与色氨酸之间的光致电子

转移反应极易发生, 并由此进一步引发后续的交联反应.  

 

图 4  (a) 4-TU三重态在550 nm处的衰减动力学曲线和(b)不同浓度的

色氨酸与 4-TU 三重态反应的 Stern-Volmer 曲线 
Figure 4  (a) Triplet decay dynamics of 4-TU at 550 nm and (b) 
Stern-Volmer plot for reactions of 4-TU triplet with different concentra-
tions of TrpH  

我们进一步研究 pH 值对 4-TU 三重态与色氨酸电

子转移反应的影响. 在 pH＜8 的溶液中, 4-TU 是中性的

结构(图 1a)[25], 因此其激发三重态的性质不会随着 pH

值而产生变化. 与色氨酸反应时, 4-TU三重态在 550 nm

处的衰减动力学过程不受pH值的影响. 如图5所示, 在

pH＝2～7.5 范围内电子转移的准一级反应速率常数为

2.78×109～3.20×109 L•mol－1•s－1, 仅有微小变化, 显示

出光致电子转移的速率常数对 pH 值没有依赖性的特 

点[26～28].  

同时, 我们对电子转移产物 TrpH•＋在不同 pH 值条

件下 570 nm 处的动力学进行了测量. 由于 4-TU 三重态

的摩尔消光系数(ε550 nm＝4×103 L•mol－1•cm－1)[11]比色 

 

图 5  不同 pH 下色氨酸与 4-TU 三重态电子转移反应速率常数 
Figure 5  The rate constants of electron transfer from TrpH to 4-TU 
triplet at different pHs 

氨酸自由基阳离子(ε570 nm＝3×103 L•mol－1•cm－1)[17]和

中性色氨酸自由基(ε510 nm＝2.3×103 L•mol－1•cm－1)[17]的

摩尔消光系数大, 4-TU三重态的吸收光谱与色氨酸自由

基阳离子的吸收光谱叠加且该反应的光致电子转移过

程较快, 导致 570 nm 处的动力学不能观测到明显的上

升过程即电子转移产物 TrpH•＋的生成过程. 根据文献[13]

得知TrpH•＋的 pKa为 4.3, 因此 pH值会影响TrpH•＋的脱

质子过程. 如图 6 所示, 随着 pH 值的降低, TrpH•＋衰减

过程变慢, 即脱质子生成 Trp•的过程变慢, 这使得初始

观测到的 TrpH•＋吸收强度会增加. 进一步, 通过拟合

570 nm 的衰减动力学曲线得到 pH 值为 7 时的脱质子速

率常数为 7.3×106 s－1, pH值为 2时的脱质子速率常数为

3.0×106 s－1, 这与文献中报道的速率常数吻合[14]. 这个

现象进一步证明电子转移产物 TrpH•＋后续发生了质子

转移过程, 因此其衰减与pH值有关. 实验表明, 4-TU与

色氨酸的光致电子转移反应与 pH 值无关, 但后续的质

子转移过程受 pH 值影响, 这些研究结果有助于进一步

了解由光致电子转移反应引发的 RNA 与蛋白质光致共

价交联的机理, 从而帮助理解 RNA 与蛋白质光致共价  

 

图 6  不同 pH 下电子转移产物 TrpH•＋在 570 nm处的动力学衰减曲线 
Figure 6  Kinetics at 570 nm of electron transfer intermediate of TrpH•＋ 
at different pH conditions 
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交联的本质并对发生交联的位点或交联的氨基酸种类

进行调控.  

3  结论 

本研究工作选取光活化核苷酸衍生物 4-硫代尿嘧

啶与芳香氨基酸色氨酸的反应作为研究 RNA 与蛋白质

光致共价交联的模型体系. 通过纳秒时间分辨的紫外-

可见瞬态吸收光谱技术观测到 4-硫代尿嘧啶三重态与

色氨酸间光致电子转移反应的重要中间体: 4-硫代尿嘧

啶自由基阴离子(370 nm, 4-TU•－), 色氨酸自由基阳离

子(570 nm, TrpH•＋)及 TrpH•＋脱质子生成的色氨酸中性

自由基(510 nm, Trp•). 通过测量和拟合色氨酸猝灭 4-硫

代尿嘧啶三重态的动力学, 得到二者发生电子转移的准

一级反应速率常数为 2.88×109 L•mol－1•s－1, 表现为扩

散控制的动力学过程, 并且通过 Rehm-Weller 经验公式

计算出该过程的吉布斯自由能变化为－0.15 eV, 是热力

学上有利的过程. 在 pH＝2～7.5范围内, 电子转移速率

常数不受 pH 值影响, 同时, 我们也发现电子转移产物

TrpH•＋的后续的脱质子过程受 pH 值影响. 研究表明电

子转移反应是引发 4-硫代尿嘧啶与色氨酸的光致共价

交联的关键的第一步反应, 随后会发生质子转移及自由

基复合的过程, 最终生成共价交联的加合物. 这些结果

说明光活化核苷酸衍生物可以在三重态上与蛋白质发

生光致电子转移反应, 从而引发后续的质子转移及自由

基复合过程而形成共价交联产物. 本研究测量的动力学

数据可为后续探索复杂的 RNA 结构与多肽及蛋白质体

系光致共价交联的机理提供实验基础.  

4  实验部分 

4.1  实验样品的配制 

4-硫代尿嘧啶(4-TU, 98%)和色氨酸(TrpH, 99%)均

购买于百灵威科技有限公司(J&K Scientific), 4-TU 的浓

度通过在327 nm处的稳态紫外吸收光谱测定(327 nm处

的摩尔消光系数为 19380 L•mol－1•cm－1), 实验中的

4-TU 浓度为 100 μmol•L－1, 色氨酸浓度为 0.2～2.5 

mmol•L－1. 高纯水及各种 pH 条件下的磷酸钠缓冲溶液

作为溶剂使用. 混合均匀的溶液样品在实验前及实验过

程中均通入氮气饱和. 实验中的温度为室温 25 ℃.  

4.2  激光闪光光解 

通过配有 Nd:YAG 激光器的纳秒激光闪光光解仪

Edinburgh LP920 获得纳秒时间分辨的瞬态吸收光谱, 

样品由 355 nm 的脉冲激光激发, 由 450 W 脉冲氙灯产

生分析检测光, 采集 300～700 nm 的光谱进行分析, 获

得的数据用 LP920 软件进行分析, 每次采集的实验数据

都重复三次取平均值以确保所得数据的准确性[29].  
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