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摘要  在生物体内发生着核酸的合成与降解, 涉及核酸上磷酸二酯键的生成与断裂.磷酸二酯键的断裂
模式有氧化性断裂和水解性断裂, 水解性断裂的产物有可能用连接酶再连接. 近年来, 磷酸二酯键水解
断裂的配位化学模拟取得了很大进展. 在所发现的具有水解断裂核酸能力的金属配合物中, 有单核金
属配合物, 也有双核金属配合物, 涉及的金属离子有过渡金属离子, 也有镧系金属离子, 但反应速率同
天然酶相比仍差几个数量级. 用多核金属配合物来模拟核酸酶对磷酸二酯键的水解断裂应当是一个有
前途的研究方向. 
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1  磷酸二酯键的稳定性及其断裂方式 
核酸是长链形的多聚核苷酸 , 分脱氧核糖核酸

(DNA)和核糖核酸(RNA)两大类, 其中DNA是生物遗
传信息的载体, RNA是蛋白质合成过程中必不可少的
物质. 在生物活体内, 根据生理活动的需求, 有时需
要发生核酸的合成, 有时又需要发生降解, 这就涉及
到核酸上磷酸二酯键的生成和断裂 ; 这些合成和降
解均由相关的酶催化, 并受到严格调节. DNA中的磷
酸二酯键极其稳定. 在 25℃, pH 7.0的中性水溶液条
件下, 其半衰期长达千亿年[1], 比地球自身的年龄还
要大. 欲使DNA中的磷酸二酯键在数分钟之内发生
水解, 要求催化剂能够提供高达 1017数量级的速率增

强因子[2]. 磷酸二酯键的高度稳定性被认为是核酸作
为遗传物质的重要原因之一[3]. 天然核酸酶能加速磷
酸二酯键水解速率 1012～1017倍, 除了包含在DNA修
复中的核酸酶 , 这些核酸酶的催化性能均靠直接的
亲核取代反应及转换构象来实现[4]. 这一普遍原则对
于核酸酶 , 包括限制性内切酶和非特异性的核酸酶
都成立. 

除了生物体内固有的严格受控的磷酸二酯键的

生成与断裂外 , 某些天然存在的或人工合成的抗癌
药物, 其作用过程中也涉及到DNA的断裂. DNA的主
要断裂方式可分为氧化性断裂 [5~13]和水解性断裂
[14~50], 水解性断裂是生物体内降解核酸所采取的模
式. 

氧化性断裂常需要在体系中加入辅助试剂 (如
H2O2 等)或用一定频率的光照射, 生成原子态氧或氢
氧自由基等活性物种 , 以氧化还原反应机理断裂核

酸 . 烯二炔 (Enediyne)类抗菌素以及它们的类似物 , 
如铁-博雷霉素和其他的金属配合物如 Fe(Ⅲ)-EDTA, 
已被用来产生 DNA 的氧化性断裂. 一般来说, 这些
体系通过产生自由基 , 对核酸中戊糖环及其磷酸骨
架进行脱氢氧化 , 进一步引起磷酸二酯键断裂和碱
基脱落 . 它们的共同特点或代价之一是要破坏核酸
链上的某些戊糖环乃至核苷酸 , 结果使原有的信息
部分丢失; 而且氧化性切割产生的片段通常不是黏
性的. 换句话说, 这样的片段难以进行后续的连接操
作. 另外, 氧化性断裂过程中首先需要生成活性氧物
种(reactive oxygen species, ROS), 这些物种才是真正
的反应启动者, 然而 ROS具有明显的细胞毒性. 

水解性断裂只将核酸链上某些磷酸二酯键发生

水解性切割, 产生的断裂片段通常是黏性的. 然而, 
磷酸二酯键固有的稳定性使之除了在核酸酶作用下

才能发生有效断裂外 , 要发生非酶催化的水解性断
裂存在着极大的困难. 

DNA水解断裂的结果大多是生成带有 5′-磷酸基
和 3′-羟基的片断. 这是一个亲核取代过程, 涉及三
种基团: (1) 活化亲核水分子的广义碱; (2) 稳定五价
过渡态磷原子上负电荷的Lewis酸(通常为二价金属
离子); (3) 促进 3′-羟基离去的广义酸. DNA的水解断
裂过程可简化为两步机理[15,16](图 1): 

首先, 亲核物种氢氧根离子(由金属离子活化后
的水分子离解产生)进攻磷原子, 形成一个五配位中
间物, 这一步是可逆性的; 第二步, P—O键发生断裂
(非酶催化水解中也要发生此键的断裂), 带有 3′-OH
的 2′-脱氧核苷酸离去, 形成产物. 因此, 要使整个反
应加快, 催化剂必须能够促进其中的速率限制步骤,  
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图 1  简化的 DNA水解断裂两步机理 

 
即最慢的那一步. 研究发现[15], 第二步反应, 即P—O
键的断裂是速率限制步骤 . 故可得整个反应的速率
常数kobs如下:  

 1
obs 2

1

kk
k−

= k . (1) 

由此可知, DNA水解的加速可通过两个途径实现: (1) 
增大 k2, 即加速第二步 P—O 键的断裂; (2) 增大
k1/k−1, 即加大五配位中间物的形成常数或稳定性(同
初始状态相比较). 整个反应的活化能∆E≠是五配位

中间物与反应物初始状态的能量差∆E≠
1 和中间物再

翻越第二个能垒到产物形成与五配位中间物本身的

差∆E≠
2两者的总和.  
磷原子形成五配位中间物的观点已经获得了实

验证实. 最近, Allen等人制备并测定了β-葡糖磷酸变
位酶(β-phosphoglucomutase, β-PGM)结合天然底物后
的晶体结构(分辨率 1.2 Å), “看”到了该酶转换底物的
过程[17]. Allen等获得了关键性中间物. 晶体结构分析
表明 , 中间体上的磷原子采取五配位三角双锥几何
构型(图 2). 这是P原子在参与磷酸二酯键断裂与形成
过程中须经过五配位中间体的确切证据 . 在这个有
Mg(Ⅱ)参与、发生磷酰基转移反应的酶活性中心上, 
磷原子采取三角双锥形的配位结构, 赤道面上的 3个
P━O键较短(均为 1.7 Å), 说明结合作用较强, 被假
设为sp2 杂化, 其中有一个氧原子与Mg(Ⅱ)离子直接
配位; 轴向的 2 个P—O键较长(分别为 2.1 和 2.0 Å), 
说明结合较弱, 被假设为直线形的pzdz2杂化. RNA的

水解断裂机理有别于DNA的情况, 即RNA戊糖环上
的 2′-OH可以参与形成P原子组构的五配位中间物. 

 
图 2  磷酸二酯键断裂与形成过程中 P原子要经过一个 

三角双锥构型的五配位中间体 
 

研究发现 , 移去金属酶中的金属离子会导致酶
失活 , 用其他金属离子取代酶中原有的金属离子也
会引起酶的活性下降或失活 . 这说明特定的金属离
子对于金属酶正常发挥活性至关重要 . 因此不难理
解 , 用金属配位化合物来尝试模拟磷酸酯酶的活性
就成为生物无机化学重要的研究内容之一. 

2  核酸水解性断裂的配位化学模拟 
人工合成具有水解断裂DNA性质的配位化合物

的最早报道见诸于 1987年[34]. Barton等合成了一个大
环多臂式Ru(Ⅱ)配合物(Ru(DIP)2Macron+)(DIP = di-
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phenyl-1,10-phenanthroline, Macro = 4,7-[(NH2CH2 

CH2)2NCH2CH2NHSO2C6H4]-1,10-phenanthroline), 配
位中心的结构与Co(DIP)3(Ⅲ)的类似, 并包含两个多
胺臂. 在金属离子Cu(Ⅱ)、Co(Ⅱ)、Zn(Ⅱ)、Cd(Ⅱ)、
Pb(Ⅱ)等存在下, 配合物可以断裂质粒DNA pBR322, 
作用方式与酶切反应类似 . 所涉金属离子的切割有
效性顺序为: Cu(Ⅱ) > Co(Ⅱ) > Zn(Ⅱ) ≈ Cd(Ⅱ) ≈ 
Pb(Ⅱ). 对照试验表明, Ru(DIP)2Macron+能够将高浓

度的金属离子带到DNA双螺旋周围, 以便亲核进攻
DNA的磷酸二酯键. Barton等人的体系效率不高, 断
裂产物可被连接的约 40%, 但却是用金属配合物模
拟核酸酶使磷酸二酯键发生水解断裂的先驱工作. 

1994 年 , Que等人 [36]用Fe2(HPTB) (OH)(NO3)4 

(HTPB = N,N,N′,N′tetrakis (2-benzimidazoly(methyl)- 
2-hydroxy-1,3-diaminopropane), 在H2O2 或O2 加还原

剂二硫苏糖醇(DTT)或抗坏血酸存在下, 实现了对质
粒DNA pBR322的“水解性”断裂. 反应条件虽然与典
型含铁配合物氧化降解DNA的条件类似, 但发现切
割产物符合水解性断裂, 因为断裂产物经T4 DNA连
接酶连接后, 与由内切酶切割后再经T4 DNA连接酶
连接所得结果完全相同 . 并且 , 连接后的两种
pBR322 转化到大肠杆菌JM109 菌株进行表达的结果
也相同 . 这说明 , 利用人工合成试剂模拟核酸酶对
DNA进行水解切割是完全可能的. Que等人的工作是
化学核酸酶成功所在的一个突出例子. 

20 世纪 90 年代, 人们发现镧系离子及其配合物
具有催化核酸水解的作用 [20,37,38,40~52], 研究体系包括
核苷酸二聚体、寡聚核苷酸及超螺旋质粒DNA等 .  

1994年, Chin等[41]发现Ce(Ⅳ)能使脱氧核苷酸二聚体
dApdA发生断裂. 引人注目的是, 在通常采用Ce(Ⅲ)
的反应中 , 需要O2 才能使核苷酸二聚体断裂 ; 而 
Ce(Ⅳ)却不需O2, 并且得到的产物属于水解产物而非
氧化产物, 说明Ce(Ⅳ)可作为活性物种, 催化核酸磷
酸二酯键发生水解. Schneider等人[49]发现Eu(Ⅲ)盐也
能有效地切割双链质粒 DNA及核苷酸二聚体 , 
在[Eu(Ⅲ)] = 5 mmol/L条件下, 二聚体水解速率促进
因子高达 107. 

镧系离子催化核酸水解的作用也受到我国化学

家的关注. 倪嘉缵等[50,51]用 1H NMR, 31P NMR, HPLC
等方法研究了镧系离子对多种单核苷酸(3′-AMP, 3′- 
GMP, 5′-AMP, 5′-GMP, 3′5′-cAMP以及 3′5′-dcAMP)的
水解断裂作用, 发现镧系元素对 3′-核苷酸的断裂作
用远大于 5′-核苷酸. 沈鹤柏等利用电泳及Raman光
谱研究了Ce(Ⅳ)离子水解断裂含 26 个碱基的单链寡
聚脱氧核苷酸(Oligers DNA)的行为[52], 发现对Ce(Ⅳ)
离子在酸性、碱性条件下均可切断Oligers DNA, 在
近中性时切断能力最强; 而Ce(Ⅲ)离子则 需要有氧
气存在, 生成Ce(Ⅳ)离子才能产生切割作用. 

最近, Komiyama 研究组对Ce(Ⅳ)作用机理进行了
研究, 得出双金属-氢氧配离子物种[Ce(Ⅳ)2 (OH)4]4+  

是水解切割DNA的活性物种, 并提出如下机理[16] (图
3). 

两个 Ce(Ⅳ)与磷酸基配位, 使 P原子的电正性增
大, 并且 Ce(Ⅳ)的 4f 轨道与磷酸基的有关轨道形成
新的杂化轨道, 使 P 更易接受与 Ce(Ⅳ)配位的 OH−

的亲核进攻而形成五配位中间体. 与 Ce(Ⅳ)配位的 

 
图 3  Komiyama等人提出的 Ce(Ⅳ)水解断裂 DNA的机理 
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水发生解离并起催化作用, 进一步促使 P-O(5′)键或
P′-O(3′)键发生断裂. 

RNA的断裂机理有别于 DNA的情况. RNA的戊
糖环 2’-OH 参与形成 P 原子组构的五配位中间物(图
4). 在镧系离子中, Tm(Ⅲ), Yb(Ⅲ), Lu(Ⅲ)对 RNA水
解的效果最佳 , 但活性中间物却类似 , 即 [Ln(Ⅳ )2- 
(OH)4]4+是水解切割 RNA的活性物种. 

 
图 4  重镧系离子 Tm(Ⅲ), Yb(Ⅲ), Lu(Ⅲ)水解断裂 RNA的

机理 
 

Komiyama 等强调, 在镧系催化过程中, 无论是
DNA还是 RNA水解都包含着酸催化(由金属离子和/
或结合金属的水 )和碱催化 (金属结合羟基 )的协同  
作用. 

另有报道表明, 锕系元素Th(Ⅳ)的大环配合物[53]

以及铀酰离子UO2
2+[54]也具有催化断裂磷酸二酯键的

作用. 
镧系金属离子配合物作为核酸断裂剂的缺点在

于这些金属本身不是生命元素 , 这样的体系应该具
有相当大的细胞毒性, 难用于体内. 但这类体系往往
活性很大, 用于活体外是可行的. 

许多过渡金属离子配合物能使磷酸二酯键发生

水解断裂 [18~20,44,55~76], 所涉及的金属离子包括 : 
Cu(Ⅱ)[23~33,55~57], Zn(Ⅱ)[18,19,58,59,76], Fe(Ⅲ)-Fe(Ⅱ)[36,60], 
Co(Ⅲ )[61,62,74,75], Ni(Ⅱ )[63,64], Zn(Ⅱ )-Fe(Ⅲ )[65,66], 
Zr(Ⅳ)[67,68], V(Ⅲ)[69]等. Burstyn研究室[55,56]的结果表

明, Cu(Ⅱ)的胺类配合物能够水解切割单、双链DNA、
RNA以及含有磷酸二酯键的模型化合物(最常用的模
型化合物有 : 双 -(对硝基苯基 )磷酸盐BNPP和双 - 
(2,4-二硝基苯基)磷酸盐BDNPP), 但速率低于镧系配
合物. Fujii等人[57]报道的研究体系速率令人瞩目, 他
们选用铜的顺-1,3,5-环己三氨配合物对噬菌体DNA
进行了有效的切割, 在pH 8.1, 35℃下, 速率常数高
达 4.35±0.77 h−1, 速率增长因子达 108. 近来有人等
报道Zr(Ⅳ)盐(ZrCl4)[65,66]和Zr(Ⅳ)的配合物 [67,68]能够

水解断裂磷酸二酯键. 在pH 7.0, 37℃下水解脱氧核
糖核苷酸二聚体dTpdT的反应速率可与Ce(Ⅳ)相比 , 
为(1.32±0.2)×10−7s-1[67,68]. 

近年来 , 杨频课题组致力于磷酸二酯键水解断
裂的配位化学模拟, 陆续发现一些具有水解DNA或
磷酸二酯键模型化合物的体系 [23~30]. 我们发现 , 
Cu(Ⅱ)-L-组氨酸配合物能够有效地水解DNA[23], 合
成的Cu(Ⅱ)-L-His配合物在生理pH及 37℃条件下, 可
以有效切割双链质粒DNA和单链核苷酸二聚体
dApdA. 通过采用在体系中加入自由基捕捉剂、无氧
充氮实验及酶连接等手段 , 发现切割反应符合水解
途径, 水解切割的准一级动力学反应速率常数在 37℃
下为 0.76 h−1(对超螺旋构型而言), 反应速率加速了
108倍. 用放射性 32P同位素标记, 核酸测序中启动子
延伸方法对Cu(Ⅱ)-L-His切割DNA的位置确定表明 , 
Cu(Ⅱ)-L-His配合物对DNA切割具有一定的序列选
择性(优先选择 5′-GT-3′)[23]. 值得注意的是, 组氨酸
与金属离子(Cu(Ⅱ), Ni(Ⅱ), Zn(Ⅱ)等的反应已经被
用于蛋白质的纯化、连接, 标记蛋白到类脂双层等生
化反应. 

国内外许多研究组试图寻找能水解切割DNA的
小分子. 而已发现的这些试剂的大部分中, 要么几乎
无效 , 要么是靠含有毒性元素来帮助活化水分子来
推动水解反应. 因而发展可以水解切割DNA的镁配
合物在这个领域是一项有意义的工作 . 我们还首先
发现, 二乙基三胺-镁(Ⅱ)配合物(Mg-dien)具有很好
的引发双链DNA的水解断裂的活性 [39]. 这一体系不
仅可以在准生理条件下水解切割双链DNA, 也可以
切割二核苷酸dApdA, 甚至可以有效地水解切割单
核苷酸 5′-dAMP和 3′-dAMP. 将二核苷酸dApdA的水
解切割产物用HPLC系统进行检测, 发现产物是dA和
5′-dAMP, 而无其他副产物 . 用电喷雾离子质谱法
(ESI-MS)得出反应的活性物种为[Mg(dien)(OH)]+. 镁
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是最重要的生命金属之一 . 虽然镁出现于诸多核酸
酶的活性中心 , 但用镁的简单配位化合物模拟核酸
酶水解断裂DNA的迄今尚无报道. 我们的工作对于
寻找用s-区生命金属为基础的人工核酸酶做出了有
益的探索. 

鉴于天然核酸酶分子的活性中心多为双核金属

或三核金属(通常是Mg(Ⅱ), Ca(Ⅱ)及一些过渡金属
离子)的配位结构, 人们对双核金属配合物模拟酶水
解切割核酸格外关注. Sissi等[58]合成了侧链上含有三

氮杂环的七肽-双锌金属配合物, 作为人工核酸酶试
剂并考察了其生物学活性. 将质粒DNA pBR322(按碱
基对计算浓度为 12 µmol/L)在 37℃, pH 7.0 的 20 
µmol/L HEPES缓冲溶液中同合成的锌双核配合物一
起温育 24 h, 质粒DNA pBR322由超螺旋的Ⅰ型转变
为缺刻状的(nicked)Ⅱ型和线状的Ⅲ型. 发现活性与
双核配合物的浓度有关 , 但在金属配合物的浓度降
至 2.5 µmol/L时仍具活性. 在 12 µmol/L (bp) pBR322, 
3.6 µmol/L 双锌金属配合物条件下, 测得速率常数
为 1×10−5 s–1. 同DNA的非酶催化水解反应相比, 反
应速率增大了一千万倍. 这说明, 利用天然核酸酶中
最常见的锌离子和多肽来形成配合物是提高人工核

酸酶活性的有效手段 . Zn2+子是一个软硬度适中的

Lewis酸, 而多肽可以较好地去模拟蛋白质分子在调
整构象时发挥刚柔相济、动静结合的特点, 从而可获
得较大的生物学活性. 

Yamaguchi等人 [ 63]以N,N,N′,N′-tetrakis(6-methyl- 
2-pyridyl)methyl)-1,3-diaminopropane-2-ol为配体, 制
备了具有O H桥和C O O桥结构的双核镍配合物 
[Ni2(Me4-tpdp)(MeCO2)(H2O)](ClO4)2, 作为镍取代的
磷酸二酯酶模型化合物 , 发现比相应的 Cu2(Ⅱ ), 
Zn2(Ⅱ)配合物(浓度为 2.0 mmol/L)具有更大的促使磷
酸二酯键(用模型化合物 BNPP)发生水解的催化活性. 

Schneider等[77]发现, Pr(Ⅲ), Eu(Ⅲ)等与含氮大环
配体的双核配合物可使pBR322质粒DNA发生单股水
解断裂的速度增快 107 倍. Komiyama等人 [46]研究了

Ce(Ⅳ)和La(Ⅲ)对质粒DNA的水解作用, 发现对二核
苷酸 , Ce(IV)的水解能力远大于La(Ⅲ); 而对质粒
DNA的水解, Ce(Ⅳ)又不及La(Ⅲ)有效. Que等人[22]合

成了一种双铈化合物C e 2 ( H X TA ) ( H X TA =  5 - 
methyl-2-hydroxy-1,3-xycene-α,α-diamine-N,N,N′N′- 
tetraacetic acid), 能在 pH 8, 37℃下水解 DNA, 并具
有一定的 DNA片段区域选择性. 

Chin等合成了一些羟基和磷酸二酯或磷酸单酯
桥连的双核Co(Ⅱ)配合物, 来模拟某些磷酸酶的“双
金属钻石核”活性部位, 使磷酸二酯键水解断裂的速
度比非配位的磷酸二酯大约快 1011倍[74,75]. 磷酸单酯
类似物的 18O标记和pH-速率曲线表明, 桥连羟基对
磷的分子内亲核进攻引起酯键的断裂. Komiyama等
用一个双核Zn(Ⅱ)配合物DNA寡聚体相连对RNA进
行了定位切割[76]. 

利用三核金属甚至四核金属配合物模拟核酸酶

的功能也有报道[32,72,73]. 
自然界中存在的某些抗肿瘤物质如博雷霉素分

子中含有糖单位, 有的则含有氨基酸残基. Myers等
人 [78]的研究表明, 新制癌菌素(neocarsinostatin)中的
糖残基有助于DNA的有效断裂和增加速率, 可能与
糖残基协助识别核酸有关 . 这启发Cowan等人 [31]设

计了铜-氨基糖作为DNA切割试剂, 发现这类化学核
酸酶无需其他试剂的协助就能够有效地对质粒DNA
进行水解性断裂, 生成的产物带有 5′-磷酸基和 3′-羟
基. 图 5是Cowan等人设计并合成的新霉素(neamine)和
卡那霉素A(kanamycin A)作为配体的Cu(Ⅱ)配合物的
结构, 分子中带有邻位-羟基氨基的糖残基. 

 
图 5  Cowan等人[31]合成的新霉素(neamine)和卡那霉素

A(kanamycin A) 
 

Franklin等人考虑到, DNA结合蛋白中与DNA产
生结合作用的部分往往是含有螺旋 -转角 -螺旋
(helix-turn-helix, HTH)基序的一个超二级结构, 钙结
合蛋白中的EF手与Ca(Ⅱ)离子形成配位结构 , 而镧
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系离子具有断裂核酸的活性并且与钙离子的化学性

质十分相似. 若将三者有效组合, 则可望制备出具有
序列识别能力的DNA断裂体系Ln(Ⅲ)-HTH/EF. 按此
思路, 他们制备了含有HTH/EF超二级结构的两个多
肽P3和P3W[79], 在 37℃, pH 6.9, pH 8.0, 50 mmol/L 
Tris-硼酸缓冲溶液中 , 将Eu(Ⅲ)或Ce(Ⅳ)离子与P3, 
P3W按 1︰1混合, 对质粒DNA pUC19试样温育 24 h
后 , 使质粒DNA发生了序列选择性水解切割断裂 . 
这样的化学核酸酶体系无论从组成结构上 , 还是从
作用模式上都和天然核酸酶十分类似 , 惟活性方面
尚显逊色. 
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近年来迅速发展的组合化学方法使短时间内同

时合成大量相关化合物并测试它们是否具有水解磷

酸二酯键活性成为可能. Janda等人[80]用组合化学方

法合成并考察了携有不同取代基的含氮冠醚与各种

镧系离子生成的配合物(图 6)对模型化合物双-(对-硝
基苯基)磷酸酯(BNPP)、对-硝基苯基-2-羟基丙基磷酸
酯及双链DNA的水解活性 , 发现β-萘取代含氮冠醚
的Gd(Ⅲ)配合物水解双链DNA的活性最大 . 采用组
合化学中的固相混合裂分合成法(split-mix synthesis), 
Berkessel和Herault[81]制备了含 625 种十一肽的配体
库, 并筛选出在Zr(Ⅳ)存在下能够水解磷酸酯的多肽
配体, 活性多肽的N-端均为丝氨酸, 与 10-组氨酸一
起参与同金属离子的配位. 

 
图 6  Janda等人合成的含氮冠醚-镧系离子配合物[80]

 
组合化学技术使化学家的合成制备能力空前提

高 , 同时也带来了如何对这些化合物进行高效筛选
的挑战. 但可以肯定, 组合化学技术在人们发展水解

性断裂核酸试剂这一领域中将获得很大应用与发展. 

3  双核金属配合物的核酸酶活性[2]

天然核酸酶分子中常含有桥联的双金属或三金

属配位结构充当活性中心, 并为酶发挥活性所必需.
例如 , 催化磷酸单酯水解作用的紫酸性磷酸酯酶
(PAP, 在pH 4.9～6.0 时活性最大)分子中含Fe(Ⅲ), 
Fe(Ⅱ)或Fe(Ⅲ), Zn(Ⅱ)活性位点 [82], 碱性磷酸酯酶
(AKP, pH～8时活性最大)分子中含有 2个Zn(Ⅱ)及 1
个Mg(Ⅱ)[82], 而催化双链DNA磷酸二酯骨架发生选
择性水解断裂的DNA内切酶EcoRⅠ及EcoRⅤ需要有
2 个Mg(Ⅱ)(或Mn(Ⅱ))离子并与酶形成配位结构, 作
为活性位点[82,83]. 又如, 催化环核苷酸发生水解断裂
的磷酸二酯酶(PDE4B2B)的X射线衍射晶体结构表明
[84], 其活性中心含有双桥联的双金属核Me1, Me2, 
其中Me1 是Zn(Ⅱ), 而Me2 可以是Mg(Ⅱ), Mn(Ⅱ)或
Zn(Ⅱ). Me1 是五配位的, 参加配位的原子有来自蛋
白质上Asp-392(2.2 Å)的羧基Oδ, His- 238(2.0 Å)及
His-274(2.1 Å)的咪唑Nε, 另外Asp-275的羧基通过两
个氧原子分别与Me1和Me2配位, 充当桥联配体; 另
一个桥联配体则由H2O或OH−充当, Zhan等人的理论
计算表明后一种情况更为合理[85]. Me2为六配位, 除
了两个桥联配体, 其余 4 个均为水分子. Me1 和Me2
相距 3.9 Å. 

双金属中心可以发挥协调相关的生理化学性质, 
特别是当两个金属离子通过桥联配体(如氢氧基或水
分子)进行配位时更为有效. 假如不是桥联, 或通过
一个较大的多原子桥联基团(如羧基或咪唑基桥联)
进行桥联, 或者是两个金属原子相距很大时, 它们之
间协调相关性便受到限制 , 这时两个金属离子在酶
中分别发挥不同的功能 , 或者在酶催化过程的不同
步骤中起作用 . 双核金属中心具有如下优点 [86]: (1) 
有利于电荷的离域化; (2) 由于电荷离域化而使反应
的活化能变小; (3) 有利于结合较大的底物分子; (4) 
有利于底物分子的静电活化或水分子的电离; (5) 减
小反应过渡态的能量. 据估计, 双核静电效应可使水
分子质子解离作用的pKa值至少下降 3～4单位. 这些
特征使双核金属酶适合于促进某些特殊反应的进行.
双金属中心协作功能促进以下过程: (1) 底物的活化, 
(2) 水分子的电离, (3) 过渡态的稳定化, (4) 底物的
识别与选择. 

金属酶及其模型化合物研究中最主要的问题是

阐明酶的催化机理 , 认识金属离子在其中所起的作
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用.金属离子在促进磷酸酯发生水解过程中所起的作
用可归结为直接活化作用和间接活化作用 , 前者占
主导地位 [87]. 直接活化作用发生于金属离子的内配
位球或称第一配位球; 包括: (1) Lewis酸活化作用(图
7中的 1, 涉及磷酰基上的氧向金属配位); (2) 亲核体
活化作用(2, 涉及亲核体如氢氧根向金属配位);  (3) 
离去基团活化作用(3, 涉及离去基团上的氧原子向金
属配位). 

 
图 7  磷酸酯发生水解过程中的直接活化作用(1, 2, 3)和间

接活化作用(4, 5) 
 

同时 , 金属离子还可以影响发生于外配位球的
间接活化作用, 包括: (1) 配位于金属离子的氢氧根
同金属一起充当分子内广义碱催化剂(4); (2) 配位于
金属离子的水分子充当分子内广义酸催化剂(5); 另
外 , 未参与配位的磷酸酯部分和金属离子之间的静
电相互作用也会在某种程度上促进水解反应 . 以下
重点讨论直接活化作用. 

(1) Lewis酸活化作用.  研究表明[82], 酶催化磷
酸酯发生水解时 , 磷酸基首先以桥联方式同磷酸酯
酶(如EcoRⅤ 核酸内切酶, 哺乳动物蛋白质磷酸酶, 
果糖-1,6-二磷酸酯酶)中的双金属活性中心发生结合. 
原则上 , 双核金属配合物可以通过其上的两个金属
中心与磷酰基上的氧原子桥连(图 8, 6), 从而为水解
磷酸酯提供双重Lewis酸活化作用 . 然而要对双重
Lewis酸活化作用进行定量描述相当困难, 因为水解
反应可以按不同的机理进行, 如单Lewis活化/金属氢
氧化物活化(7)或单Lewis活化/离去基团活化(8).但由
于这三种取代活性的金属配合物在发生水解作用之

前即处于快速平衡之中, 结果使得机理 6, 7, 8在动力
学上不可区分. 

 
图 8  Lewis酸活化作用 

 
Chin等人对模型化合物中出现的磷酸二酯键断

裂过程中双重Lewis酸活化作用作了定量分析. 他们
取含有两个取代惰性的Co(Ⅲ)中心的磷酸二酯模型
物 9a(图 9)所经历的反应为研究对象[2], 测得在 25℃
下 9a的氢氧根催化酯基转移反应的二级速率常数为
430±20 L·mol−1·s−1; 而相比之下, 溶液中游离二
酯由氢氧根催化的酯基转移反应二级速率常数为 9.8
×10−4 L·mol−1·s−1[87]. 由此可知, 模型化合物中的
双重Lewis酸活化作用使磷酸二酯的断裂加速了 4×
105倍, 而且与离去基团的碱度无关. 

 
9a: X = p-NO2 
9b: X = H 

图 9  Co(Ⅲ)中心取代惰性的磷酸二酯模型物[87]

 
Sargeson研究组对Co(Ⅲ)中心单Lewis酸活化作

用促进磷酸三酯水解断裂研究结果表明 , 速率常数
增大约 400 倍[88], 还得出Co(Ⅲ)中心的单Lewis酸活
化作用对配位状态下的磷酸二酯的水解反应加速 50
倍[89]. 对照可知, 促进体系 9 发生水解的双重Lewis
酸活化作用的速率增大是促进磷酸三酯水解反应的

单Lewis酸活化作用速率增大倍数的平方(4002)倍数, 
而与单Lewis酸活化作用引起磷酸二酯的水解加速相
比, 速率增大因子比平方倍数(502)还要大. 由此可见, 
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双金属中心在发挥双重Lewis酸活化作用, 引起磷酸
二酯发生酯交换过程中具有相当大的协作性 . 这种
增速作用的产生在一定程度上起因于O—P—O键角
中存在的张力 , 因为晶体结构数据表明 , 该键角
(117.4°)比正四面体结构中的角度(109.5°)明显地大 , 
更接近于过渡状态所要求的三角双锥构型的角度 . 
双核Co(Ⅲ)配合物 9 中不仅产生了明显的速率加强, 
而且两个金属离子在向磷酸基的配位过程中也表现

出很大的协作性. 
Co(Ⅲ)配合物对于不同类型的活化作用进行定

量化处理很有用, 因为它们是取代惰性的, 但通常难
于获得转换数(turnover number). 

双重 Lewis 酸活化作用对于断裂 RNA 和 DNA
所能提供的速率增强在数量级上大致相同 . 但不应
忘记, 断裂 DNA所需要的速率增强幅度比断裂 RNA
要高 9个数量级. 

(2) 亲核活化作用.  金属羟化物及金属醇盐或
酚盐可以在断裂磷酸酯和胺类化合物中充当亲核试

剂, 如在氨肽酶和磷酸酯酶中, 羟基向两个金属离子
的配位就起这种亲核体作用. Co(Ⅲ)配合物特有的慢
速配体交换性质, 使之不仅可用于定量处理Lewis酸
活化作用 , 而且在研究反应机理细节时也成为一个
理想的体系. Chin等人[75]利用 18O同位素标记方法证
明: 在如下一类化合物 10(图 10)中, 桥式羟基在水解
桥联配位的磷酸二酯中可作为非常有效的亲核催化

剂 [ 76]. 羟基同一个金属离子配位可望比同两个金属
离子配位更具亲核性, 但在另一方面, 第二个金属离 

 
10a: X = m-F  
10b: X = p-NO2 
10c: X = m-NO2 
10d: X = H 

图 10  在亲核活化作用中, 桥式羟基在水解桥联配位的 
磷酸二酯中作为有效的亲核催化剂 

子的配位可降低桥式羟基的pKa值, 使其上的质子解
离而产生额外的亲核作用. 综合而言, 双重Lewis酸
活化作用, 再加上产生桥式氧带来的活化作用, 总共
可以使模型物 10b中磷酸二酯键的水解作用增速约
11个数量级[2, 75]. 然而更详细的机理研究表明, 要使
上述活化作用引起磷酸二酯键水解速率的明显增强, 
要求底物含有好的离去基团. 倘若离去基团很差, 速
率增强幅度仍然很小. 

对三类亲核体, 即金属桥联氧化物、金属羟化物
和金属醇(酚)盐)进行研究后发现, 对于携有差的离
去基团的底物, 要求含有可脱去质子的亲核体(如金
属羟化物, 而不是金属醇(酚)盐或金属桥联氧化物). 
对于差的离去基团从底物上的解离(这正是 DNA 水
解作用遇到的情况, 其中无离去基团的活化作用)要
求伴随着金属羟化物发生脱质子作用 , 这种作用可
能与离去基团氧的质子化作用相偶联. 

亲核活化作用对 DNA的水解很重要, 但对 RNA
水解则不甚重要, 因为 RNA 上特有的 2′-OH 能为促
进离去基团被取代提供大约 9 个数量级的速率增强
作用. 因此不难得出, 对于 DNA 情况, 要想设计一
个携带有极其高效亲核体的催化剂 , 使其作用能够
与 RNA上 2′-OH所能提供的速率增强作用相匹敌是
十分困难的. 

(3) 离去基团的活化.  磷酸酯上离去基团的氧
直接与金属离子发生配位相当困难 , 但还是可以对
磷酸酯的水解发挥增速作用 . 磷酸二酯水解速率对
离去基团上醇的pKa值颇为敏感. 当水或醇与金属离
子发生配位时, pKa值最多可能下降 10 个单位[2], 如
在Co(Ⅲ), Cu(Ⅱ), Ln(Ⅲ)情况下, 离去基团活化作用
对速率增加幅度可望达 6个数量级, 这还是未考虑空
间效应和静电效应时的贡献[2]. 在碱性磷酸酯酶(AKP)
催化的磷酸单酯水解中 , 离去基团上的氧原子与活
性中心上的Mg(Ⅱ)离子发生配位. 

(4) 不同类型活化作用的积累性.  假设上述几
种活化作用具有累积性 , 就可以对它们促进磷酸酯
键水解作用所贡献的速率常数的对数值 , 即引起速
率常数增大的数量级做出估计: 其中Lewis酸活化作
用(1)约贡献 102, 亲核活化作用(2)108, 离去基团活
化作用(3)106, 三者共计 16 个量级[2]. 这样一来, 就
有可能使 25℃、中性水溶液条件下DNA中磷酸二酯
水解反应的半衰期缩短到几十分钟 . 但上述几种活
化作用的加和性在有些情况下成立 , 而在另一些情
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况下又不成立. 前面提到, 金属酚(醇)盐及金属桥联
氧(化物)可以对携有好的离去基团的磷酸酯水解发
挥很大的速率增强 , 而对于携有差离去基团的磷酸
酯则否 . 金属对差离去基团上氧原子的配位作用会
使离去基团的碱性降低, 使亲核体的反应活性提高. 

上述研究是对金属离子在较简单的模型化合物

水解过程中所发挥的作用进行剖析的 , 有助于人们
对金属离子在磷酸二酯酶中所起的作用做出分析 , 
并对它们在速率加强中的贡献做出估计. 

关于金属促进的 RNA 或 RNA 模型物的水解机
理, 包括用取代惰性的双核 Co(Ⅲ), 取代活性的双核
Cu(Ⅱ)及 Ln(Ⅲ)配合物, 似乎都具有相关的统一机理. 
对于 RNA, 仅双重 Lewis 酸活化作用就足以使之快
速水解; 对于 DNA, 除双重 Lewis酸活化外, 还需要
亲核体活化和离去基团活化, 才能使其有效水解. 

综上所述, 要使 DNA 在十几分钟内发生水解, 
需要大幅度(～1017)的速率增强. 对于水解磷酸二酯, 
金属离子能够提供三种活化作用, 即 Lewis酸活化作
用, 分子内亲核活化作用和离去基团活化作用, 累计
三者可望使水解速率常数增大 16个量级. 

4  水解性断裂模式的确定 
一种核酸断裂试剂是以水解断裂模式起作用 , 

还是以氧还断裂模式起作用 , 需要得到实验上的证
实. 通常可按两类方法进行确定: 一类是分析反应产
物, 另一类是加入自由基消除剂. 假如反应按水解模
式进行 , 则由于核酸链上仅发生了磷酸二酯键的切
断, 组成原来核酸的诸核苷酸未遭到破坏, 水解断裂
部位生成相应的 3′-OH和 5′-OPO3末端, 并分属于两
个片断, 通常还是黏性的, 有可能用核酸连接酶进行
连接 ; 在实践中 , 常采用T4 DNA连接酶进行操作 , 
将已被断裂的DNA片段用DNA连接酶连接, 然后将
连接产物分离进行电泳分析; 或者更进一步, 将连接
了的DNA用电穿孔(electroportation, 利用强电流将外
源DNA引入细胞的基因转移技术)方法重新植入细菌
体内并进行表达. 假如原来的断裂不是水解性的, 那
么连接就不能成功, 更谈不上进行正确的表达. 因此, 
切割产物能够被连接酶重新连接是标志水解性切割

最强有力的证据.另一方面, 假如断裂是按氧化还原
机理发生的 , 则在严格消除氧化还原活性物种的条
件下, 反应应该受到阻碍而不能进行, 或者说不再具
有切割作用 .例如 , Que等人在验证 Fe2(HPTB)- 
(OH)(NO3)4 对质粒DNA pBR322 的断裂产物是否符

合水解模式时 [36], 将断裂产物用T4 DNA 连接酶连
接, 发现与经内切酶切割后再用T4 DNA连接酶连接
所得结果相同 . 杨频等在确认合成的铜(Ⅱ)-L-组氨
酸DNA断裂体系中, 也进行了基因工程中的连接实
验 [23]. 鉴于限制性内切酶断裂的的多具有 3′-OH和
5′-OPO3末端, 利用T4噬菌体DNA连接酶能够使断裂
产物重新连接形成磷酸二酯键, 将Cu(Ⅱ)-L-His断裂
切割的线形DNA纯化, 再用T4DNA连接酶连接. 

Komiyama等[46]利用高压液相色谱分析反应产物

来确认水解切割方式 . 他们在研究连接有 15-mer 
DNA的Lu(Ⅲ)亚胺二乙酸配合物(15-mer DNA-IDA)
切割RNA过程中, 用反相高压液相分离手段发现, 在
1︰1的LuCl3和浓度为 10 mmol/dm−3的亚胺二乙酸的

混合物中培育腺(嘌呤核)苷酰(基)(3′-5′)(嘌呤核)苷时, 
仅有腺苷和它的 2′-和 3′-磷酸酯形成. 产物中既没有
腺嘌呤 , 也没有其他的氧化性切割模式中应当释放
的副产品, 从而证实发生了RNA的水解型切割. 实验
还发现 , 可充当金属中介反应的助催化剂二硫苏糖
醇对水解 39-mer RNA几乎不发生影响. 更进一步, 
采用冷冻-抽空-融化循环法(Freeze-pump-thaw cycle)
彻底去除分子氧, 水解作用非但没有阻断, 反而更加
有效. 

Fujii等人 [57]利用无氧充氮实验来表征水解性断

裂反应.在进行cis, cis-1,3,5-triaminocyclohexane-Cu(Ⅱ)
配合物对DNA的切割(pH 8.1, t = 35℃)实验中, 为了
验证配合物对噬菌体DNA断裂的水解机理, 在充氮
手套箱中进行了严格的无氧反应 , 发现在有氧和无
氧条件下, 在琼脂糖凝胶电泳误差范围内, 切割效率
几乎不变. 换句话说, 切割过程不依赖于O2 的存在, 
即不按照氧化还原机理进行. 

核磁共振方法也能用于表征磷酸二酯键的水解

断裂反应. 在探讨Mg-dien体系水解切割双链DNA活
性时, 我们用 1H, 31P{1H} NMR手段分析 5′-dAMP的
切割产物. 随着时间的推移, 底物的信号逐渐减小, 
最后消失; 而产物的信号则从无到有并逐渐增大, 从
而得知水解断裂的确发生[39]. 

我们还建议了可能的反应机理. 在 Mg-dien 配
合物断裂二核苷酸 dApdA 反应中 , 金属镁同时起
Lewis 酸活化作用和促进产物离去作用 . 与金属
Mg(Ⅱ)离子发生配位结合的水分子的 pKa 值下降并

发生解离, 生成的氢氧根或高度极化趋于解离的H2O
分子进攻 P原子并形成了五配位过渡态中间体(图 11), 
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此中间体结构由受生成的氢键所稳定 , 碱基起定位
作用 . 分子力学模拟给出了磷原子五配位中间体的
能量变化情况(图 12), 对于底物 5′-dAMP来说, 中间
体中有 4个氢键生成, 而如果 3′-dAMP为底物则仅有
2 个氢键生成. 在整个水解反应过程中, Mg(Ⅱ)离子
起 Lewis 酸活化作用, 组构形成并稳定过渡态中间 
体, 促进水解产物 3′-氧片断的离去. 类似的机理可
能也适用于催化 DNA 发生水解性断裂过程, 其中活
性物种Mg-dien 配合物一定是参与了与 DNA一起形
成具有较大反应活性的构象. 
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图 11  活性物种[Mg(dien)(OH)]+促进底物二核苷酸

dApdA及 DNA水解断裂的可能机理 
 

向反应体系中加入自由基清除剂也是排除氧  
化性切割模式的一种方法 .  Que等人 [ 3 6 ]在研究 

Fe2(HPTB)(OH)(NO3)4/H2O2对pBR322的切割反应时, 
在向反应体系中加入断裂助剂H2O2 之前先加入反应

活性物种羟基自由基的清除剂如二甲基亚砜、甲酸, 

硫脲或甘油 , 发现切割作用在实验误差范围之内几
乎不受影响, 说明反应中没有羟基自由基的产生. 他
们还利用产物分析法印证推断机理 [36]. 在质粒DNA 
pBR322 的切割实验中, 为了确认有无碱基脱落, 将
0.1 M的哌啶加入到切割体系中, 接着在 65℃下加热
混合物 5 min后进行电泳实验, 然后再在混合物反应
液中加入 0.6%的 2-硫代巴比妥酸, 加热煮沸 20 min, 
观察反应前后 532 nm处的吸光度值的变化.假如反应
过程中有碱基脱落 , 则会生成哌啶置换相应碱基并
与核糖结合的产物 , 这些产物可用分光光度法测定
[90]. 

5  总结 
迄今, 人类已发现不少核酸断裂试剂, 但是水解

性断裂试剂相对来说较少, 效率也较差. 随着基因工
程的飞速发展, 有关人工核酸酶, 特别是能够有效水
解断裂 DNA 体系的研究引起人们的极大关注. 在所
发现的具有水解断裂核酸能力的金属配合物中 , 有
单核金属配合物, 也有双核金属配合物, 涉及的金属
离子有过渡金属离子, 也有镧系金属离子, 但反应速
率同天然酶相比仍差几个数量级 . 这说明磷酸二酯
键水解断裂的化学模拟任重而道远 , 是对化学家的
极大挑战. 同时也应当看到, 在人类孜孜不倦的努力
探索下, 这一领域不断有所进展. 利用双核、多核金
属配合物来模拟核酸酶对磷酸二酯键的水解断裂应

当是一个有前途的方向 , 因为天然核酸酶分子中就
含有双金属乃至三金属活性中心 . 和单金属中心相 

 
图 12  分子模拟说明, 在过渡态中间体中活性物种[Mg(dien)(OH)]+同底物 5′-dAMP  

(a)的作用大于同底物 3′-dAMP (b)的作用 



 
 
 
 
 
 
 
评 述  第 49卷 第 15期  2004年 8月   

www.scichina.com  1481 

比, 双核金属中心可以更好地协调活性中心的结构, 
使之有利于结合底物分子并进一步活化它; 其中的
一个金属离子(较强的 Lewis酸)使结合在其上的水分
子在生理 pH 条件下活化, 解离一个质子产生 OH−离

子, 后者是对 P原子发动亲核进攻的活性物种; 而另
一个金属离子则发挥结合底物 , 促进产物离去的作
用. 另外, 双金属中心有利于其上电荷的离域化, 降
低反应活化能, 并且有利于过渡态的稳定化作用, 为
产物的离去创造有利条件. 更进一步, 鉴于天然酶活
性中心上双金属离子的配位环境并非等同 , 发展具
有不对称配位环境的异核金属配合物可能有较大的

突破, 应当引起我们的重视. 另一方面, 稀土离子的
引入对于提高磷酸二酯键的水解速率效果明显 , 也
应当进一步予以深入探索. 同国外相比, 我国开展磷
酸二酯键水解断裂化学模拟的研究在强度、广度、深

度诸方面尚感不足, 应当迎头赶上. 
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