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核酸 DNA和 RNA的定位断裂是分子生物学和基因工程的核心技术 , 是生物化学研究的前沿领

域. 开发这一技术的必备前提和关键是对人工核酸切割试剂的研究. 有关核酸切割试剂切割机理的研

究不但对理解核酸酶的作用机理极为有用 , 而且在疾病的基因治疗中也具有十分重要的作用 [ 1 ] . 另

外 , 核酸切割试剂也可以作为分子生物学的重要工具用来研究核酸高级结构 [ 2 ]
. 但已报道的核酸切割

试剂绝大部分是金属或者金属配合物 , 不含金属离子的 DNA切割试剂极少. 因此 , 研究不含金属离子

的核酸切割试剂具有理论意义和应用潜力 [ 3 ]
.

瓜环 (Cucurbit[ n ] uril, n = 4～12; 简记为 CB [ n ] ) [ 4, 5 ]是超分子化学中继环糊精 (Cyclodextrin)、冠

醚 (Crown ether)及杯芳烃 (Calixarene)之后发展起来的一类新型高度对称的桶状大环分子. 在超分子

组装、分子识别、离子通道、超分子生物学、纳米科学、超分子药物学等领域中展现出广泛的应用前

景 [ 6, 7 ]
. 有关基于瓜环的核酸切割的研究报道 [ 8 ]极少. 文献 [ 9 ]通过瓜环 CB [ 6 ]和 1, 62二咪唑基己烷

二溴酸盐反应 , 合成了新的准轮烷分子 , 并报道了其晶体结构及超分子组装. 进一步的研究发现 , 该

种类型的准轮烷在生理条件下能够对 DNA实施有效切割 , 切割机理可能是一个客体分子与主体瓜环

协同作用的结果.

本文报道了瓜环 [ 2 ]准轮烷分子晶体结构及 DNA的切割.

1　实验部分

1. 1　试剂与仪器 　瓜环 CB [ 6 ]按文献 [ 4, 5 ]方法合成 ; 1, 62二咪唑基己烷二盐酸盐为本实验室自制 ;

[ 2 ]准轮烷分子自制 ; 质粒 DNA ( pBR 322DNA )购自华美公司. 与 DNA 作用时 , 样品均溶解在 10

mmol/L Tris·HCl和 612 mmol/L NaCl的二次蒸馏水缓冲液 (pH = 7118)中. 其它试剂均为市售分析纯

或生化试剂.

B ruker 300核磁共振仪 (D2 O 为溶剂 , TMSP为内标 ) ; Perkin2Elmer 240C 元素分析仪 ; Beckman

Ф50精密 pH酸度计 ; DYYⅢ32型电泳槽和 DYYⅢ型电泳仪.

1. 2　[ 2 ]准轮烷分子合成 　将 100 mg (011 mmol)瓜环 CB [ 6 ]和 2912 mg(011 mmol)客体分子 B IMH2Cl

溶于 20 mL蒸馏水中 , 用 80 ℃油浴保温 , 搅拌 24 h. 减压浓缩至约 5 mL, 加入 30 mL四氢呋喃 , 析出

白色固体. 抽滤 , 用少量丙酮淋洗 , 真空干燥 24 h, 得 121 mg [ 2 ]准轮烷分子 CB [ 6 ] /B IMH, 产率

86%.
1
H NMR (300 MHz, 25 ℃, D2O , TMSP) , δ: 9116 ( s, 2H ) , 7192 ( s, 2H ) , 7137 ( s, 2H ) , 5178

( d, 12H) , 5158 ( s, 12H) , 4132 ( d, 12H) , 3199 ( t, 4H) , 1118 (m , 4H) , 0157 (m, 4H) ;
13

C NMR (300

MHz, D2 O) , δ: 15518, 13512, 12313, 11618, 7111, 5112, 4816, 2816, 2713; ESI2MS: 60817 (双电荷

阳离子 ) , 121514 (单电荷阳离子 ). 元素分析 ( % , C36 H36 N24 O12 ·C12 H20 N4 ·2Cl·8H2 O 计算值 ) :

C 39199 (40122) ; H 4197 (5103) ; N 27112 (27137).

1. 3　晶体结构测定 　选取 015 mm ×014 mm ×013 mm的无色单晶 , 在带有石墨单色器的 SMART510
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CCD A rea Detector X射线衍射仪上进行衍射测量 (203 K). 用 Mo Kα射线 (λ = 01071073 nm)和ω扫描

方式 , 在 212°≤θ≤25°范围内收集 13534个衍射点 , 其中 4968个 I > 2σ ( I)衍射数据用于结构分析

(R int = 010223). 晶体结构由 SHELXL97软件解析. 晶体为单斜晶系 , P21 / c空间群 , a = 112369 ( 4)

nm, b = 210115 (6) nm, c = 112578 (4) nm, β= 1131664°, V = 218663 (15) nm
3

, Z = 2, Dc = 11659 g/

cm
3

, F (000) = 1500, 偏差因子为 R1 = 010664, wR2 = 011900.

1. 4　电泳实验 　在 015 mL安道夫管中加入一定浓度 ( 0～150μmol/L )的 [ 2 ]准轮烷分子 CB [ 6 ] /

B IMH2Cl、015μL pBR322 DNA ( 1μg/μL )和 10 mmol/L Tris2HCl/ NaCl ( 612 mmol)的反应缓冲溶液

(pH = 7118) , 使总体积保持 10μL, 混合后 , 在 37 ℃恒温水浴中避光恒温 4 h , 通过加入 EDTA和溴

酚蓝终止反应 , 然后进行琼脂糖凝胶电泳分析. 琼脂糖凝胶中含有 015μg/mL溴化乙锭 , 电泳缓冲液

为 50 ×TAE ( TAE: 2 mol/L Tris2HAc, 50 mmol/L EDTA).

2　结果与讨论

2. 1　CB [ 6 ] /B IMH2Cl准轮烷分子的晶体结构及 DNA切割 　晶体结构如图 1 (A )所示. 客体分子从主

体分子空腔的中部穿过 , 形成了稳定的 [ 2 ]准轮烷超分子实体. 从晶体结构看 , [ 2 ]准轮烷分子主要由

10个 C—H⋯O氢键得以稳定存在.
1
H NMR,

13
C NMR, ESI2MS谱表明 , 该超分子实体在溶液和气相中

都能稳定存在. 从切割的琼脂糖凝胶电泳结果 [图 1 (B ) ]可以看出 , 在生理条件下 , CB [ 6 ] /B IMH2Cl

准轮烷分子能够有效地切割 DNA. 当质粒 pBR 322DNA 与准轮烷分子 CB [ 6 ] /B IMH2Cl反应后 , 超螺

旋 S被降解至缺刻开环型 C , 进而出现线型 L. 随着准轮烷分子浓度的增大 , 质粒 pBR 322DNA超螺旋

构型 S逐渐减少 , 而缺刻开环型 C和线型 L 不断增多. 当准轮烷分子浓度为 150μmol/L时 , 超螺旋

DNA被降解为含有 7%的超螺旋、69%的缺刻及 24%的线型的混合物. 在对比实验条件下 , 单独的客

体分子不能对 DNA实施切割 (Lane 6).

F ig. 1　Crysta l structure of [ 2 ] pseudorotaxane ( CB [ 6] /B IM H) ( hydrogen a tom s involv ing hydrogen bonds

were shown) ( A) and cleavage of pBR322 pla sm id D NA induced by CB[ 6] /B IM H w ith the vary ing con2
cen tra tion s( B)

Conditions: 10 mmol/L Tris2HCl buffer, 612 mmol/L NaCl, pH = 7118, at 37 ℃ for 4 h; lane 1—5: c [ CB [ 6 ] /B IMH ] /

(μmol·L - 1 ) : 0, 10, 25, 50 l, 150. S is supercoiled DNA (CCC form) , C is nicked circular form DNA (OC form) , L is line2

ar DNA. Lane 1: 64% S + 36% C; lane 5: 7% S + 69% C + 24%L; lane 6: only B IMH2Cl(150μmol) .

F ig. 2　Proposed D NA2cleavage m echan ism for

CB[ 6] /B IM H [ 2] pseudorotaxane

2. 2 　切割机理探讨 　当有准轮烷分子参与时 ,

DAN的模型化合物 BDNPP的水解在切割条件下被

加速了大约 40倍 , 这一水解速率的增加从侧面论

证了切割属于水解机理. 随着准轮烷分子浓度的增

加 , DNA2EB体系荧光光谱的荧光强度增加 , 说明

准轮烷分子与 DNA之间存在典型的静电干扰.

从已报道的有机分子切割 DNA机理 [ 3, 10 ]及其

晶体结构 , 给出一个假定的水解机理 (见图 2) : 准

轮烷分子质子化的咪唑通过氢键静电作用于 DNA

分子的磷酸酯键的阴离子 , 瓜环充当路易斯碱的角
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色 , 通过氢键活化水分子 , 活化后的水分子进攻磷原子 , 使得 DNA得以切割.
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Crysta l Structure and D NA C leavage of [ 2] Pseudorotaxane

Com posed of Cucurb it[ 6] ur il

HUO Fang2Jun, YIN Cai2Xia, YANG Pin
3

( Institu te of M olecu lar Science, Key L abora tory of Chem ica l B iology and M olecu lar Engineering of M in istry of Educa tion,

Shanxi U niversity, Taiyuan 030006, China)

Abstract　The [ 2 ] p seudorotaxane of cucurbit[ 6 ] uril (CB [ 6 ] ) with guest molecule 1, 62bis( im idazol212yl)

hexane dihydrochloride (B IMH2Cl) made pBR322 DNA hydrolyzed efficiently in physiological environment.

The cleavage mechanism was p roposed that was a cooperation p rocess of the CB [ 6 ] molecule and the guest

B IMH molecule. In thismechanism, the p rotonated im idazole m ight bind DNA via the electrostatic interactions

and the CB [ 6 ] glycoluril carbonyl oxygen atom s activated a water molecule to attack the phosphorus atom.

Keywords　Cucurbituril; Pseudorotaxane; Crystal structure; DNA Cleavage
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