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摘要 核酸是生物体遗传物质及基因信息表达、存储和传递的载体, 生物体受到的大多数辐射损伤与核酸在

分子水平上的物理和化学变化有重要关系. 核酸分子光化学反应的研究是理解生物体对光响应的重要领域, 也是

分子激发态化学反应动力学的前沿和交叉课题. 我们通过自行研制的时间分辨的瞬态红外光谱方法, 结合瞬态紫

外-可见等互为补充的光谱技术, 研究了一系列核酸碱基分子及二级结构体系(双链、四链体等)的光化学反应动

力学机理. 揭示了环丁烷嘧啶二聚体(CPD)环加成、孢子加成(SP加成)、电子转移、质子转移、光敏化、活性氧

物质(ROS)氧化、光解断键等导致脱氧核糖核酸(DNA)交联损伤或氧化损伤的光化学反应的复杂过程, 阐述势能

面交叉、非绝热效应, 考察分子的激发态电子结构改变、空间立体构象、碱基配对和π-π堆积、氢键微环境等如

何影响和调制核酸光化学衰变路径, 揭示了分子和量子态层次上认识DNA损伤的多种化学反应新机理.

关键词 时间分辨红外光谱, DNA损伤, 激发态, 自由基, G-四链体

1 引言

核酸是以核苷酸为基本组成单位的生物信息大分

子, 具有复杂的结构和重要的生物功能. 核酸可以分为

脱氧核糖核酸(deoxyribonucleic acid, DNA)和核糖核

酸(ribonucleic acid, RNA)两类, 是生物体遗传物质及

基因信息表达、存储和传递的载体. 自然界中, 有害的

紫外线辐射是造成DNA/RNA损伤的重要的环境因素

之一, 核酸分子吸收紫外光或与一些光敏剂发生的光

化学反应可以导致细胞突变、癌变、甚至细胞死亡

等. 核酸的基本单位核苷酸是由磷酸、戊糖和5种杂环

碱基缩合而成. 碱基主要分为嘧啶类碱基(胞嘧啶C、

胸腺嘧啶T和尿嘧啶U)和嘌呤类碱基(鸟嘌呤G和腺嘌

呤A, 图1). 碱基是核酸分子的生色团, DNA和RNA在
~260 nm的强吸收正是源于嘧啶和嘌呤的ππ*跃迁. 由

于存在单重激发态(1ππ*)和基态(S0)之间的势能面锥形

交叉[1~4], 激发态的核酸碱基在亚皮秒时间内通过内转

换弛豫回到基态. 这种快速回到S0态的光物理过程使

得核酸具有一定的光稳定性, 是生物体进化出的对光

损伤的自我保护能力.
尽管核酸具有相当好的光稳定性, 但是人们还是

在碱基单体间、寡聚核苷酸和DNA中发现了光化学

损伤[5,6]. 紫外线对核酸作用可导致键和链断裂、股间

交联、形成光化学反应产物等. 光化学反应产物的形
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成破坏了嘧啶与嘌呤的正常配对, 改变了核酸的生物

学活性. 显然, 生物体受到的大多数辐射损伤与核酸

在分子水平上的物理的、化学的变化有重要关系, 这

促使核酸的光生物学飞跃发展. 近几十年来, 光生物

学的研究已使人们认识到核酸光化学的重要性. 同一

DNA链上相邻胸腺嘧啶在UV照射下能够发生C=C双
键的加成反应形成环丁烷嘧啶二聚体(cyclobutane
pyrimidine dimer, CPD), 这是UV引起核酸损伤的最普

遍例子(图2)[7,8]. 嘧啶二聚体使核酸双螺旋结合减弱并

导致结构局部变形, 严重影响核酸的复制和转录, 继而

产生基因突变. 另外, DNA链上相邻的嘧啶碱基还可

以发生C=C双键和C=O双键的加成反应, 导致6-4交联

损伤产物的生成[9]. 对DNA链上的嘌呤碱基, 其氧化电

势低, 发生单电子氧化失去一个电子以后生成G+•阳离

子自由基, 随后生成如8-OxoG的氧化性损伤产物[10,11].
诸如此类的光化学反应, 形成了核酸分子激发态衰变

路径中的重要分支, 是理解生物体对光响应的重要领

域, 也是分子激发态化学反应动力学研究的前沿和交

叉课题, 引起了众多实验和理论工作者的研究兴趣.
核酸分子的光化学涉及非常复杂的激发态反应,

反应过程中生成的各种自由基中间体往往具有很高的

反应活性. 激发态和自由基为短寿命的瞬态物种, 对这

些决定反应进程的关键瞬态物种进行结构和动力学的

实验研究, 可为揭示反应机理和特性提供直接信息. 本
研究组[12~16]通过自行研制的时间分辨的瞬态红外光谱

方法, 结合紫外-可见瞬态吸收光谱等其他互为补充的

实验技术, 实时跟踪和探测核酸碱基及二级结构复杂

体系(双链、四链体等)的光化学反应的动态过程, 并

结合量子化学计算建立相关反应动力学模型, 揭示了

分子和量子态层次上认识DNA损伤的多种化学反应

新机理. 本文主要综述本研究组近年来取得的系列

进展.

2 光激发核酸分子的双键加成反应

2.1 环丁烷二聚体(cyclobutane pyrimidine dimer,
CPD)反应

嘧啶碱基在紫外光激发下发生双键的[2+2]环加

成反应, 生成环丁烷嘧啶二聚体(CPD), 导致相邻的两

个碱基交联在一起, 是DNA、RNA光损伤的一种常见

形式[8,9,17].在生物体内外的DNA光照产物中,已检测出

胸腺嘧啶-胸腺嘧啶二聚体(T<>T)、胸腺嘧啶-胞嘧啶

二聚体(T<>C)、胞嘧啶-胞嘧啶二聚体(C<>C)等.一般

认为, CPD的生成经由嘧啶碱基的C5=C6双键加成产

生, 反应可能涉及激发1ππ*、1nπ*、3ππ*和电子基态等

多个电子态的参与, 非绝热效应直接影响到反应的发

生. 在DNA链中或者在寡聚嘧啶核苷酸如(dT)18中, 磷
酸骨架的构型使得两个相邻的嘧啶碱基有一个很好的

相互作用位置, 不需要通过扩散相互靠近后发生反应.

图 1 5种核酸碱基的分子式及原子序号标识

图 2 导致DNA损伤的几种重要的DNA光化学反应产物(网
络版彩图)
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在这种情况下, [2+2]环加成反应主要是通过短寿命的

单重态激发态进行的. 例如, Kohler等[18]利用飞秒时间

分辨红外吸收光谱直接观察到267 nm激发(dT)18后约

1 ps内形成 CPD, 说明反应发生在短寿命的1ππ*激发

态上[19]. 1 ps时间远小于DNA链发生构象改变的时间

量级, 因此能够发生[2+2]环加成反应的激发态胸腺嘧

啶碱基就必须处在合适的构象位置, 而处于合适构象

位置的碱基是很少的, 因此反应直接发生在1ππ*单重

态的几率很小. 对于那些不是以合适构象堆积的单重

态激发态碱基, 它们将会发生什么样的反应呢? 碱基

单重态激发态的弛豫过程除了快速内转换到基态, 还

可以经过暗态1nπ*然后系间窜越到长寿命的三重态激

发态3ππ*[20,21]. 在水溶液中, 三重态量子产率不是很高,
只有10−2数量级. 但是这种长寿命的三重态仍然是碱

基生成CPD的重要前体, 因为三重态激发态寿命比较

长, DNA的磷酸骨架有时间改变构象[22], 使得相近的

嘧啶碱基调整到合适的构象而发生[2+2]环加成反应

产生CPD. 但是以往绝大多数关于CPD形成涉及三重

态路径的信息是通过检测三重态猝灭动力学或用稳态

方法推测的.
本研究组[23]通过对CPD的羰基官能团敏感的时间

分辨红外(TR-FTIR)吸收光谱技术, 在溶液中的碱基单

体CPD反应只能发生在三重态的条件下, 直接检测到

嘧啶碱基的环加成反应产物及其生成动力学、量子产

率(图3), 由此揭示了反应的激发三重态机理. 光谱中

观测到的1691和1732 cm−1的负峰为尿嘧啶分子的吸

收. 另外, 在两个负峰之间可以分辨出0.2~0.5 μs内逐

渐生成的1712和1724 cm−1两个正峰, 这反映了加成产

物通过双分子反应逐渐生成的过程. 在B3LYP/6-311
+G(d,p)水平上对产物进行了结构优化和频率分析, 将

1712和1724 cm−1吸收归属为环加成产物. 同时稳态红

外光谱进一步确认了加成产物. 在红外光谱上通过产

物的最大吸收峰以及摩尔消光系数可以计算出产物的

生成量, 从而最终可以推算出产物的量子产率, 得到的

产物的量子产率φ分别是0.91% (尿嘧啶)和0.41% (胸
腺嘧啶), 后者产物的量子产率比前者低, 这与胸腺嘧

啶在乙腈中三重态量子产率(0.06)比尿嘧啶(0.2)[24]低
一致.

进一步由B3LYP/6-311+G(d,p)计算提出通过三重

态T1发生的非绝热反应途径和双自由基分步反应机理

(图3(c)), 在T1上两个碱基的C5原子先成键生成一个双

自由基中间体P2-T-im, 在中间体附近通过T1/S0的势能

面交叉系间窜跃到S0态, 在S0态上另外两个C6原子再

成键生成最终产物CPD, 说明T1/S0势能面交叉的存在

导致了反应发生的非绝热反应途径. 与其他通过S1、

S0、T1势能面的绝热反应路径相比, T1/S0势能面交叉

点的能量比三重态双自由基仅高出9.8 kcal/mol, 大大

降低了反应势垒, 使得这条非绝热路径(图3(c)红色虚

线)成为了能量有利反应路径.
在后续工作中, 我们进一步研究了具有DNA骨架

构象限制的二核苷TpT的反应机理, 揭示了在三重态

CPD非绝热反应路径中存在与之竞争的两条物理猝灭

回到基态反应物的途径, 由此阐明尽管三重态反应活

性强, 但光化学损伤的CPD量子产率低的内因[25].

2.2 细菌孢子DNA光反应生成SP (spore photopro-
duct)

除双键的CPD环加成反应外, 紫外光激发下, 在干

图 3 (a, b) 266 nm下激发(a) U和(b) T在乙腈溶液不同时刻
的瞬态红外吸收光谱图. (c) T1态尿嘧啶环加成反应的势能
曲线, 所给出的能量为相对于基态反应物的能量差, 单位为
kcal/mol [23] (网络版彩图)
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燥状态或者A-form DNA也发生一类重要的SP损伤反

应, 即胸腺嘧啶T碱基的CH3基团与相邻T碱基的C=C
双键发生加成反应, 生成交联产物spore photoproduct
(SP)[26~28]. 生物化学上对这一反应是通过协同机理, 还
是双自由基分步机理发生, 长期解释不清. 我们选择

DNA二核苷TpT分子[29]这种可以具备DNA构象限制

的实际体系, 通过DFT和TD-DFT方法(B3LYP/6-311+
+G(d,p)//B3LYP/6-311G(d,p)水平并考虑溶剂效应), 计

算了S0、S1和T1 3个电子态上的反应路径并找到电子

态势能面之间的交叉, 结合自旋密度分析, 证明反应

是一个双自由基中间体的分步反应机理, 发现反应发

生的能量最有利路径是非绝热的: 反应第一步在T1态

上发生氢转移反应生成一个双自由基中间体, 再由双

自由基中间体直接交叉到S0态发生C5–CH2成键生成

两个T碱基的SP交联产物(图4虚线所示). 同时发现, 氢
转移为决速步, 解释了实验观察的动力学同位素效应.

3 DNA鸟嘌呤氧化损伤反应

鸟嘌呤G碱基氧化还原性质在所有碱基中最为活

泼, 在DNA氧化损伤及DNA电荷传导等过程中扮演重

要的角色. 在光照或强氧化自由基作用下, G碱基容易

发生单电子氧化, 失去一个电子形成阳离子自由基

(G+•), 从而在DNA链上产生一个空穴, 空穴沿DNA链
传导, 使得DNA成为潜在的电荷传导的载体. 同时, 阳
离子自由基(G+•)反应活性增强, 会发生后续的次级反

应进一步导致一系列的氧化损伤[30,31], 生成损伤产物

(8-OxoG、FAPY-G等). 这些由电离辐射或自由基反应

等造成的DNA氧化损伤会直接或间接地导致疾病与

衰老, 从而危害人类健康, 其分子层次上的反应机理是

生命科学中的重要物理化学问题.

3.1 G-四链体中鸟嘌呤单电子氧化及脱质子反应

在过去的几十年中, DNA链中的电荷传递由于其

生物学上的重要性[32]以及在分子电子器件中的潜在应

用[33,34]而吸引了多个领域的研究兴趣. 由于鸟嘌呤G碱
基在4种DNA碱基中氧化电位最低[35,36], 最容易被氧

化, 所以DNA中的空穴总是被G碱基捕获形成阳离子

自由基(G+•), DNA中的空穴实质上是通过鸟嘌呤传递

的[37~39]. 在这个过程中, G+•脱质子是最重要的与空穴

传递相竞争的反应[40,41]. 由于双链DNA中G+•快速的脱

质子反应(速率常数为106到107)[40,41]会中断电荷传递,
导致空穴G+•在双链DNA传递的距离非常有限(仅大于

20 nm)[42~44]. 为了克服这些长久以来限制DNA电荷传

导的问题, 需要探索其他脱质子速率更慢, 传导电荷

效率更高的DNA结构.
富含G碱基的DNA序列在K+或Na+稳定下可以通

过Hoogsteen氢键形成G-四分体,即4个G碱基通过氢键

形成的平面结构. 四分体平面通过纵向的π堆积作用层

层堆叠, 就形成了一段稳定的四链体DNA结构, 即G-
四链体DNA. G-四链体的结构使其能够携带电子, 捕

获空穴, 并且导电能力高, 因而成为新的设计分子电子

器件的方向. 那么G-四链体能否成为比双链DNA更好

的传导电荷的结构呢? 当衡量电荷在G-四链体结构中

的传递效率时, 脱质子的速率常数是一个非常重要的

参数, 因为脱质子过程与电荷传递相竞争.
根据前人的研究结果[40,45], 脱质子的速率常数与

脱质子的位点相关. G+•上亚氨基质子N1-H的酸性

图 4 SP反应的T1和S0态势能剖面. 所给出的能量为相对于基态反应物的能量差, 单位为kcal/mol [29] (网络版彩图)
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(pKa=3.9
[46])比氨基质子N2-H的酸性(pKa=4.7

[46])更强,
在pH 7的条件下会快速失去亚氨基质子N1-H生成G
(N1-H)

•, 脱质子速率常数为1.8×107 s−1[40], 而脱氨基质

子N2-H速率常数为3.5×105 s−1 (pH 7.1)[45,47]. 在双链

DNA中, G碱基通过氢键与胞嘧啶碱基C配对, 并且G+•

脱质子N1-H的pKa (3.9)稍小于C碱基N3质子化的pKa

(4.3), 使得双链DNA中G被氧化为G+•后, G+•的N1-H会
通过氢键转移到C碱基的N3位 , 并最终被溶剂捕

获[40,41]. 在G-四链体中, 由于G碱基均与另外2个G碱基

通过氢键形成了G-四分体, 其独特的氢键环境有可能

导致截然不同的反应途径, 启发了我们对G-四链体的

单电子氧化和脱质子反应的研究.
我们研究了4种有代表性(图5)的G-四链体(AG3

(T2AG3)3、(G4T4G4)2、(TG4T)4和G2T2G2TGTG2T2G2

(TBA). 利用355 nm激光光解Na2S2O8产生的强氧化性

自由基SO4
−•氧化G-四链体产生一个被G碱基捕获的空

穴, 形成G+•, 通过瞬态吸收光谱实时监测G+•脱质子反

应过程[48].有趣的是,实验观察到G-四链体中不同于自

由碱基dG以及双链DNA的脱质子行为(脱氨基质子

N2-H而不是亚氨基质子N1-H, 如图6所示). 对于所有G
碱基都形成G-四分体的G-四链体AG3(T2AG3)3、(G4T4

G4)2和(TG4T)4, 脱质子的位点为环外的氨基质子N2-
H, 如图7所示, 伴随1 μs时刻400和480 nm的G+•吸收峰

的衰减, 在10 μs生成在640 nm处有特征吸收峰的G
(N2-H)

•作为脱质子产物. 而对于在侧链上存在自由G
碱基的G-四链体TBA, 脱质子的位点主要为亚氨基质

子N1-H, 生成初始产物为特征吸收在380和500 nm的G
(N1-H)

•. 为了进一步确定脱质子位点, 通过监测产物在

600 nm以上吸收峰的生成动力学, 测量得到脱质子速

率. G-四链体AG3(T2AG3)3、(G4T4G4)2、(TG4T)4中G+•

脱质子速率常数分别为2.1×105、2.0×105和1.8×105 s−1,
与文献报道的N2-H脱质子速率常数(3.5×105 s−1)[45]接
近. 这进一步证实这些G-四链体中脱质子的位点是N2-
H, 而TBA中速率1.4×106 s−1, 与其主要脱N1-H质子

一致.
图 5 4种G-四链体结构. (a) 人体端粒AG3(T2AG3)3; (b)
(G4T4G4)2; (c) (TG4T)4; (d) 凝血酶适配体TBA (网络版彩图)

图 6 鸟嘌呤单电子氧化生成的G+•自由基在G-四链体及G
碱基单体中的脱质子反应途径[48] (网络版彩图)

图 7 (a) dG (3 mM)+Na2S2O8 (120 mM)和(b) G-四链体AG3

(T2AG3)3 ([G]=1.5 mM)+Na2S2O8 (120 mM)缓冲溶液(pH 7.0)
355 nm激光激发后的瞬态紫外-可见吸收光谱. (c) 加入(绿
色)和不加入(黑色) G-四链体AG3(T2AG3)3后SO4

−•自由基在
440 nm吸收峰的衰减动力学. (d) pH分别为3.0、4.5和7.0 (b)
体系在10 μs时刻的吸收光谱. (e) 440 nm动力学曲线快衰减
常数以及640 nm动力学慢上升速率常数与G-四链体浓度的
关系. (f) 双指数拟合(b)溶液640 nm吸收峰的动力学曲线[48]

(网络版彩图)
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通过动力学同位素效应实验进一步发现, G-四链

体中脱质子的位点是未形成氢键的自由质子(图6), 即

G-四分体G碱基中与溶剂水分子接触的N2-H或TBA侧
链G碱基中的N1-H. 实验结果结合pKa值分析表明, G-
四链体中特异的脱质子行为与G碱基所处氢键环境有

关: G-四分体中每个G碱基均与另外2个G碱基通过

Hoogsteen氢键结合, 与相邻碱基形成氢键的亚氨基质

子和氨基质子受到pKa限制不能沿氢键传递, 只有暴露

在外与溶剂水分子接触的氨基质子N2-H可以脱到体

相溶液中. 对于在侧链上存在自由G碱基的G-四链体

TBA (图5), 当正电荷布居在G-四分体的G碱基上, G+•

将脱N2-H; 而当正电荷布居在侧链TGT的G碱基上

时, 情况类似于自由碱基, G+•会脱N1-H. 因为G+•脱

N1-H的速率常数比脱N2-H的速率常数快两个数量级

左右[40,45], 侧链上G+•脱N1-H将占主导.
我们的实验结果表明, G-四链体中脱质子速率常

数比双链DNA中的小1~2个数量级, 这将使得G-四链

体中电荷传递被脱质子反应中断的可能性更小, 电荷

传递距离有望更远. 我们揭示的反应机理可以为应用

于DNA电荷传导中G-四链体结构的设计提供指导, 即

侧链上不存在自由G碱基的G-四链体结构更理想, 因

为侧链上自由G碱基会导致脱质子速率加快. 同时, 在
细胞水平上, G-四链体结构的形成具有重要的意义. G
四链体是由一段富含鸟嘌呤碱基(G)的端粒DNA形成

的特殊二级结构[49,50]. 这种DNA二级结构既可以控制

致癌基因的表达, 又可以调控端粒酶的生长. 我们对

G-四链体的单电子氧化及脱质子反应的研究结果[48],
揭示了DNA结构的局部氢键微环境对反应机理的影

响, 阐述了G-四链体在DNA自由基化学中的动力学微

观机理, 为深入认识端粒DNA氧化损伤提供了初始基

元反应的分子机理.

3.2 捕捉DNA鸟嘌呤氧化损伤反应的自由基离子
对中间体

鸟嘌呤G碱基在光照或自由基作用下易失去一个

电子形成阳离子自由基G+•, 引发DNA链上的电荷传输

或系列DNA氧化损伤反应. 然而, G+•的生成不单纯是

直接的单电子氧化过程, 而是经常涉及一类重要的自

由基离子对中间体参与反应. 理论计算预测自由基离

子对中间体寿命短(~ps)、稳定性极低, 过去实验上一

直难以对其探测表征[51~57].
本研究组[58]通过在低温下稳定反应中间体的方法

并结合时间分辨光谱探测, 成功捕捉到DNA鸟嘌呤氧

化损伤基元反应途径中的自由基离子对中间体. 对于

氯自由基与G碱基的反应体系, 在低温瞬态吸收光谱

(图8)上探测到中心位于570 nm的强吸收峰, 结合理论

计算归属为G+•···Cl−离子对中间体. 轨道分析发现, 这
一可见光区域的特征吸收光谱是由离子对静电作用改

变跃迁轨道空间重叠所致, 与G+•本身在可见区吸收弱

的光谱行为有明显区别, 从而给出可用于区别G+•等其

图 8 (a) G碱基单体氧化反应中的离子对中间体特征光谱吸收; (b) TD-DFT计算的离子对中间体光谱及相关电子跃迁轨道;
(c) 离子对中间体的特征光谱在双链DNA发生裂分; (d) 双链DNA中GC碱基对内的质子转移途径[58] (网络版彩图)
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他瞬态物种的离子对中间体的光谱特征.
进一步在双链DNA的氧化反应体系中, 观测到离

子对中间体在570 nm的特征光谱裂分为480和610 nm
两个吸收峰(图8). 由动力学测量和分析, 确定了这两

个吸收峰对应于双链GC碱基对内质子转移平衡的两

种质子结构与Cl−形成的离子对: 吸收峰在480 nm处的

Cl−···G+•:C和吸收峰在610 nm处的 Cl−···G(−H)•:C
(+H+), 因此在动力学上前者的衰减对应后者的上升,
都对应于质子转移过程. 离子对的可见区强吸收光谱

是由静电作用影响分子轨道所致, 而质子转移使正电

荷从G转移到C, 两种质子化结构与旁边结合的Cl−形
成的离子对的光谱因此发生了裂分. 我们通过离子对

光谱的裂分, 进而清晰区分了过去在光谱上无法区分

的双链DNA碱基对内质子转移平衡的两种质子化结

构 , 并由此测得质子转移的反应能垒(Ea≈1.4–1.7
kcal/mol),与考虑了11个显水的溶剂化模型的理论计

算模拟值[59]吻合很好. 这些结果给出DNA鸟嘌呤氧化

反应的自由基离子对机理的关键实验证据, 对深入认

识DNA质子耦合电子转移和DNA氧化损伤等过程具

有重要意义.

4 取代核酸碱基的光化学反应动力学研究

4.1 硫代核酸碱基光敏反应及ROS氧化损伤

除了A、T、G、C和U 5种核酸碱基分子外, 生物

体内还存在着一些取代碱基, 与普通碱基具有相似的

结构, 但是性质却并不完全相同. 硫代碱基就是其中

重要的一类, 在生物医药领域有着广泛的应用[60].
硫代嘌呤类分子(包括6-硫代鸟嘌呤(6-TG)、6-巯

基嘌呤(6-MP)以及咪唑硫嘌呤)是一类抗癌、抗排异

及消炎药物. 它们在生物体内可以通过代谢作用以6-
硫代鸟嘌呤(6-TG)的形式接入到正常的DNA中[61~63].
最近的研究表明, 6-TG是一种能显著吸收UVA波段

(320~400 nm)的光敏剂, 对其进行光照能敏化产生大

量的活性氧物质(ROS), 主要是单态氧(1O2)
[64~66]. 6-TG

本身易于被其敏化产生的1O2氧化, 生成鸟嘌呤-6-磺酸

(GSO3)[64,66], GSO3会强烈阻止DNA的复制和转录, 从而

造成DNA的氧化损伤[63,64,66~68]. 尽管对于6-TG与1O2反

应的最终产物有了大量的研究, 其反应机理仍未能清

楚给出.
以往研究推测生成GSO3的关键中间体为鸟嘌呤-6-

次磺酸(GSO), 但实验从未探测到GSO. 我们利用理论结

合实验的方法揭示了6-TG与1O2的反应机理(图9)[69].
理论计算表明, 反应物6-TG首先与1O2通过弱的氢键相

互作用形成一个复合物6-TG···1O2, 随后1O2加成到

C=S双键生成过氧化物中间体GSOOH , 接着沿着

GSOOH→GSO2→GSO4→GSO3这条能量最有利反应路径进

行, 仅需要跨越较低的能垒(8.7 kcal/mol). 关键反应中

间体是过氧化物GSOOH, 而不是之前认为的GSO中间体

(生成GSO途径的决速步势垒为35.5 kcal/mol), 澄清了

以往研究的困惑. 同时, 实验测量了反应速率常数为

4.9×109 M−1 s−1, 进一步支持证实了低势垒的GSOOH机

理. 另外, 我们测量到1O2反应生成GSO3的化学计量比

(0.58), 印证了理论计算预测的反应途径中溶剂H2O分
子的直接参与 . 在这一新发现的GSOOH→GSO 2→
GSO4→GSO3机理中, 溶剂H2O分子作为反应物直接参与

反应, 夺取反应中间体GSO4的一个氧原子生成GSO3和

H2O2. 低的反应能垒和快的反应速率表明1O2氧化6-
TG的反应活性很高, 因而可以合理解释DNA中6-TG
的光毒性以及硫代嘌呤类药物所引起的UVA光致皮

肤癌发病率升高的分子反应机制. 基于这些对基元反

应机理的认识, 在后续工作中本研究组[70]以纳米金共

价结合6-TG分子, 通过纳米金对表面结合的分子光物

理和光化学性质的调控, 有效抑制了UVA (355 nm)下
6-TG光敏化产生1O2及

1O2氧化6-TG产生GSO3的光

毒性.
对于另一类通常作为抑制剂、生物光学探针及转

录调控剂的重要分子—4-硫代尿嘧啶(4-TU), 本研究

组 [ 71 ]通过瞬态红外光谱(图10)观测到4-TU在UVA

图 9 植入DNA的6-TG分子吸收UVA光敏产生1O2、
1O2氧

化6-TG生成致癌产物GSO3的反应机理[69] (网络版彩图)

杨春帆等: 核酸分子光化学反应动力学研究进展

180

Downloaded to IP: 192.168.0.24 On: 2019-03-13 12:48:43 http://engine.scichina.com/doi/10.1360/N032017-00160



(355 nm)光激发下布居到激发三重态, 在低氧条件下

观测到C=S键发生加成反应生成(5-4)/(6-4)嘧啶-嘧啶

酮的产物, 说明硫取代导致激发态电子结构的改变(最
低三重态涉及C=C键和C=S键的激发), 造成了硫代嘧

啶碱基的光化学反应不同于常规嘧啶碱基. 同时, 实

验观测到有氧条件下, 三重态敏化产生单态氧, 1O2氧

化4-TU生成产物U的反应过程. 这些结果揭示了4-TU
作为光学探针的交联反应和作为UVA光敏剂产生单

态氧, 进一步由单态氧导致氧化损伤的动力学反应

机制.

4.2 卤代碱基的光解反应

5-卤代尿嘧啶碱基(如5-碘代尿嘧啶和5-溴代尿嘧

啶)是将胸腺嘧啶碱基上的甲基用卤素原子(如碘原子

或溴原子)取代形成的一类取代碱基, 会增加DNA对光

的敏感性, 从而促进发生DNA链断裂或DNA-protein交
联等反应[72~76]. 本研究组[77]利用瞬态红外吸收光谱及

量子化学计算相结合的方法对5-IU光化学反应机理

(图11)进行了研究.实验上观测到266 nm激光照射5-IU
乙腈溶液的反应产物尿嘧啶(U). 这是由于乙腈是一个

氢原子给体, 其作为溶剂大量存在于5-IU周围, (U•)自
由基从乙腈上抽氢产生U. 而纯乙腈环境下, 没有电子

给体存在, 抽氢的前体(U•)自由基只能来自于C–I键均

裂, 从而在实验上证实了5-IU主要发生C–I键均裂反

应. 理论上, 利用CASPT2//CASSCF方法计算了单重

态5-IU的解离势能曲线(PECs). 计算结果揭示了一个

单重态预解离机理, 5-IU分子被初始激发到1ππ*态, 该

态势能曲线与1πσ*或1nIσ*态势能曲线在Franck-Con-
don (FC)附近有交叉点, 使得5-IU分子可以快速布居

到1πσ*或1nIσ*态上. 这两个态是排斥态, 可以无势垒

解离生成基态(U•)自由基和碘原子. 解离通常发生在

几十到几百飞秒时间内, 该解离途径的有效竞争使

得1ππ*发生系间窜越到三重态的可能性很小. 结果揭

示了5-IU在特定电子态上发生光化学反应的机理, 清

晰地给出了5-IU发生C–I键均裂反应的物理图像, 为5-
IU作为光学探针及辐射治疗癌症等应用提供了理论

基础.

5 探测四链体DNA结构与配体分子的结合
模式

G-四链体是由一段富含鸟嘌呤碱基(G)的端粒

DNA形成的特殊二级结构[49,50]. G-四链体广泛分布于

真核生物基因组, 如端粒DNA、rDNA和一系列基因

中的启动子区域[78~81], 其结构对很多重要的生理过程

如基因的转录、复制、重组以及保持染色体的稳定性

方面具有重要作用[82,83]. G-四链体中的四分体形成一

个大的芳香环, 因此G-四链体DNA容易通过π-π堆积

与配体小分子相互作用. 这种作用带来的G-四链体结

构稳定性的变化会影响细胞内DNA的复制转录过程.
因此G-四链体成为了重要的药物标靶, 许多小分子化

图 10 (a) 反应机理示意图; (b, c) 355 nm下激发4-TU (b)
氮气饱和、(c) 氧气饱和的乙腈溶液不同时刻的瞬态红外吸
收光谱图[71] (网络版彩图)

图 11 (a) 266 nm激光照射氮气饱和的2.7 mM 5-IU乙腈溶
液的时间分辨红外吸收光谱; (b) CASPT2//CASSCF(16,12)/
6-31+G* (碘原子采用lanl2dz基组)方法计算得到的5-IU分子
单重激发态沿C–I键解离的势能曲线[77] (网络版彩图)
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合物被设计和合成出来靶向进攻G-四链体结构, 诱导

和稳定G-四链体DNA的形成, 抑制端粒酶活性和肿瘤

细胞生长, 从而达到抗癌效果[84]. 在化学领域有多方面

的工作致力于配体分子的合成, 用以发展潜在的抗癌

药物. 但是, 由于配体分子对G-四链体结构具有不同

的亲和性和选择性, 并且G-四链体具有高度的结构多

样性, 获得G-四链体和配体分子发生相互作用的机理

以及结合模式和结合比等定量信息, 对传统的实验方

法来说仍然是一个挑战.
本研究组[85]通过光激发配体分子(卟啉TMPyP4)

布居到激发三重态, 基于配体分子的三重态衰变寿命

对微环境的高灵敏性(图12), 发展了一种新的动力学

实验方法来研究卟啉和G-四链体的相互作用. 我们观

测到不同于体相的, 结合到G-四链体微环境下的卟啉

分子的三重态衰变的双指数动力学特征(图12), 由此

清晰区分了卟啉与G-四链体发生相互作用同时共存

的两种结合模式(末端堆积、插入), 定量得到结合比

及两种模式各自所占百分比, 并且观察到G-四链体构

型对于卟啉的结合行为的显著影响[85]. 这些实验结果

说明激发三重态的动力学衰变可以作为光谱探针, 实

现对G-四链体和卟啉相互作用机理的定量及灵敏探

测, 这种新的动力学实验方法为揭示G-四链体和配体

的相互作用机理提供了可能, 可以延伸到包括G-四链

体在内的DNA二级结构体系以及蛋白质体系与配体

之间相互作用的研究. 本研究组[86]已经将这种方法用

于不同的体系, 探测了G-四链体/锌卟啉的结合模式,
揭示了锌卟啉分子的五配位水由于其位阻效应阻碍了

插入模式. 另外, 本研究组[87]研究了另外一类相对新的

C-四链体结构, 由富含C碱基的DNA链形成的i-motif
结构[88~90]与卟啉的结合行为, 确定了卟啉插入到两个

C:C+半质子化的碱基对之间以及结合到大沟位置的

两种相互作用模式. 这种动力学实验方法的特点在于

灵敏和定量, 能够区分同时共存的几种结合模式, 如

果结合其他成熟的方法(圆二色光谱、电泳、质谱、

核磁共振等), 将会给出配体分子与不同的DNA二级结

构体系相互结合的更清晰和完整的图像, 这也是我们

目前已经在做的工作之一.

6 结论

随着各种先进的实验和理论方法的发展, 分子反

应动力学的研究从气相小分子反应体系扩展到凝聚相

生物分子复杂体系, 与分子生物学等领域形成交叉, 是
目前国际上化学动力学研究领域极为活跃和富有挑战

的方向之一. 我们将时间分辨红外光谱测量的功能发

展至可探测微弱信号的生物分子的瞬态反应和结构,
利用瞬态红外光谱在探测分子振动和化学键演变方面

的优势, 结合瞬态紫外-可见等互为补充的光谱技术和

量子化学计算, 研究了一系列核酸碱基分子及二级结

构(双链、四链体等)体系的光化学反应的动力学机理.
揭示了CPD环加成、SP加成、电子转移、质子转

移、光敏化、ROS氧化、光解断键等导致DNA交联

损伤或氧化损伤的光化学反应的复杂过程, 阐述势能

面交叉、非绝热效应, 考察分子的激发态电子结构改

变、空间立体构象、碱基配对和π-π堆积、氢键微环

境等如何影响和调制核酸光化学衰变路径, 在原子分

子水平和基元反应的层次上, 阐述核酸分子激发态及

自由基反应的根本特征和微观机理, 回答分子生物学

提出的重要物理化学问题, 揭示相关生命现象和反应

过程的分子反应微观机制. 未来我们将继续推进时间

分辨红外光谱技术测量皮秒、飞秒时间尺度上的超快

化学反应过程, 研究凝聚相生物分子复杂体系的化学

动力学基本问题.
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Abstract: Nucleic acids are the most important biomolecules, which function to express, store and transmit genetic
information. The major radiation damages to the living things are essentially relative to the physical and chemical
reactions of nucleic acids. Therefore, interests in photochemical reaction dynamics of nucleic acids have been intensified
in recent years with the development of powerful experimental and computational techniques, boosting a challenging
and promising subfield of chemical reaction dynamics interdisciplinary with molecular biology. In this context, we have
made great efforts in developing the transient spectroscopic methods, particularly time-resolved infrared, to investigate
the excited state and free radical reaction dynamics involved in the photochemical reactions of nucleic acid bases and
DNA secondary structures (duplex, quadruplex etc.). By capturing the fast chemical events of these key short-lived
transient species and combining quantum chemical calculations, we revealed the reaction mechanisms of [2+2]
photocycloaddition, spore photoproduct (SP) photolesion, electron transfer, proton transfer, photosensitization, ROS
oxidation, and photocleavage that are closely associated with the crosslink or oxidative DNA damages. The key roles of
non-adiabatic surface intersections, excited state electronic structure property, conformation of secondary structure,
base-pairing, π-stacking, and hydrogen-bonding in affecting the photochemical reaction pathways are elucidated. Our
results provided important chemical insights to understand the DNA damage at the molecular and quantum state specific
levels. This review mainly summarizes the recent progress made by our groups and the related work in literatures.
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