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溶液 pH 和阳离子对端粒 G-四链体 DNA 形成和结构的影响 

周  江    袁  谷* 
(北京大学化学与分子工程学院化学生物学系  北京分子科学国家实验室  生物有机与分子工程教育部重点实验室  

北京 100871) 

摘要  采用电喷雾质谱和圆二色谱研究了溶液 pH 和阳离子对人类端粒 G-四链体 DNA 的影响. ESI-MS 和 CD 谱图表

明, pH可以引起G-四链体DNA的构象转变和离解, 而K＋, 4NH＋阳离子对G-四链体DNA的形成有着重要的促进作用.  
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Effect of pH and Cations on the Formation and Structure of Human 
Telomeric G-Quadruplex DNA 

ZHOU, Jiang    YUAN, Gu* 
(Beijing National Laboratory for Molecular Sciences and Key Laboratory of Bioorganic Chemistry and Molecular Engineer-

ing of Ministry of Education, Department of Chemical Biology, College of Chemistry and Molecular Engineering, Peking 
University, Beijing 100871) 

Abstract  Electrospray ionization mass spectrometry and circular dichroism were used to investigate the 
factors which affect the motif of the human telomeric quadruplex, such as pH and cations. ESI-MS and CD 
spectra indicated that pH could induce both the conformational transition and the dissociation of the quadru-
plex. Moreover, K＋and 4NH＋  cations play an important role in the formation of the quadruplex. 
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端粒是染色体末端一类特殊的结构, 它是由富含鸟

嘌呤的重复序列构成 . 人类端粒 DNA 含有大量

TTAGGG重复单元, 除了其2～10 kb的双链部分外, 还
有约 200 b 的单链部分[1,2], 这部分单链富 G 序列可以缠

绕折叠形成 G-四链体的结构[3,4]. G-四链体是由 G-四分

体堆积形成的, 每个 G-四分体则是由一个平面上的四

个鸟嘌呤所构成, 每个鸟嘌呤都同时作为氢键的给体和

受体(图 1A). 端粒酶的活性与细胞的恶性转化具有密切

关系, 近年发现端粒富 G 序列形成的 G-四链体能够抑

制端粒酶的活性, 说明 G-四链体对控制癌细胞可起重

要作用. 探讨人体端粒 DNA G-四链体的形成、性质及

小分子特异性的结合对抑制端粒酶活性的研究有着重

要的意义[5～7].  

近年来, 电喷雾质谱(ESI-MS)被广泛地用来研究各

类生物分子的结构和性质, 如蛋白质、双链 DNA、RNA
等[8～16]; 但是用质谱研究 G-四链体 DNA 的报道[17,18]很

少, 对 G-四链体的形成、结构变化及影响因素用质谱法

研究的更少. 我们报道了质谱法研究 XGGGGX 序列

G-四链体特殊的“自组装”现象及小分子与 G-四链体

的相互作用[19,20]. 然而, 在液相中影响 G-四链体形成和

构象的因素不仅只有小分子, 溶液的 pH 以及阳离子都

可能参与并影响 G-四链体的结构. 为此, 本研究选取人

类端粒单链部分的 24 个碱基序列(5'-AGGGTTAGGG- 
TTAGGGTTAGGGTT-3')探讨 G-四链体的性质, 目的是

找出最能稳定化 G-四链体结构的溶液条件, 包括 pH 和 
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图 1  G-四分体平面 (A)及识别分子 (B)的结构 (Tel01 和

ImImImβDp) 
Figure 1  Structures of the G-quartet (A) and the ligands (B) 
(Tel01 and ImImImβDp) 

阳离子; 为了更好地研究端粒 DNA G-四链体构象的变

化 , 使用聚酰胺 (ImImImβDp)和二萘嵌苯的衍生物

(Tel01)作为 DNA G-四链体的结合分子(ImImImβDp 分

子对 G 碱基具有识别功能[21], 而 Tel01 分子的共轭芳环

能以 π堆积的方式与 G 平面有较强的亲和力[22], 图 1B).  

1  实验部分 

1.1  仪器和试剂 

质谱由Thermo Finnigan公司的LCQ DECA XP plus
质谱仪(ESI-MS)测定. CD 谱是由 JASCO 公司的 J-810
圆二色谱仪测定.  

寡聚酰胺分子(ImImImβDp)和二萘嵌苯的衍生物

(Tel01)由本实验室合成[23～25]. DNA 单链购自上海生工

(Sangon)公司及北京奥科(Augct)公司. 甲醇为色谱纯, 
醋酸和醋酸铵均为分析纯, 水为二次去离子水.  

1.2  试样的准备 

DNA 单链经过在 90 ℃保持 10 min, 然后缓慢冷却

至室温(超过 4 h)退火, 形成 G-四链体 DNA. G-四链体

DNA 试样是用 500 mmol•L－1 NH4OAC 溶液稀释制成

500 μmol•L－1 的溶液(NH4OAC 最终浓度为 100 mmol• 
L－1).  

小分子 ImImImβDp 和 Tel01 溶于甲醇/水(V∶V＝
1∶1)混合液中(Tel01 加入 0.1% HOAc 助溶), 配制成

500 μmol/L 的溶液.  
实验中将小分子的甲醇/水溶液和DNA的溶液等体

积(各 2 µL)混合, 用 MeOH 与 100 mmol•L－1的 NH4OAc 
(V∶V＝20∶80)混合溶液稀释到 40 μL, 稀释后保持醋

酸铵的浓度约为 100 mmol•L－1, 同时 DNA 的浓度为 25 
μmol•L－1.  

1.3  质谱条件 

质谱的测试是用 Finnigan LCQ DECA XP plus 离子

阱质谱仪(ESI-MS)进行测定, 均采用负离子模式检测. 
样品以 2 μL/min 的速度直接喷雾. ESI 源的各项参数如

下: 喷雾电压 2～2.5 kV, 加热毛细管温度 120 ℃, N2气

流 20 arb. 数据的采集和处理使用 Thermo Finnigan公司

的 Xcalibur 软件, 每张谱图由 10 次扫描平均所得.  

1.4  圆二色谱条件 

圆二色谱的测试是用 JASCO J-810圆二色谱仪进行

测定的. 采用的是 1 mm 样品池, 扫描范围 200～350 
nm, 步长 0.1 nm, 速度 100 nm/min, 每张谱图由 3 次扫

描平均所得.  

2  结果与讨论 

2.1  溶液 pH 对人类端粒 G-四链体 DNA 的影响 

研究 DNA 在水溶液中的行为离不开溶液 pH 的影

响, 利用不同 pH 的缓冲溶液(由 NH3/NH4OAc/HOAc 配
制, pH 由 3.5 到 12)可以研究溶液 pH 对 G-四链体形成

及构象的影响. 在不同 pH 下 G-四链体与小分子 Tel01
相互作用的质谱图如图 2 所示. 从图 2 可看出, 在 pH＝

6.5 的条件下, 谱图的峰形较好, G-四链体 DNA 较为稳

定; 而在 pH＝3.5 时, 质谱图上加合峰较多, 信噪比下

降明显, 但与小分子 Tel01 的结合峰较强(即使是退火以

后的 G-四链体 DNA, 仍然可以看到很强的结合峰); 在
较碱性的条件下(pH＝12), 质谱图信噪比很好, 但几乎

观察不到与小分子 Tel01 的结合峰.  
图 3 显示了 G-四链体 DNA 在不同 pH 下与

ImImImβDp 的相互作用质谱图. 对比 DNA 与 Tel01 结

合 峰的明显 变化 ,  G - 四链体 与寡 聚酰胺分 子

(ImImImβDp)在不同 pH 下的结合峰(图 3)没有明显的变

化, 只是在 pH＝6.5 时质谱图信噪比更好些; 这是因为

ImImImβDp 不仅可以与 G-四链体结合, 还可以与双链

甚至单链 DNA 结合[10], 因此 pH 引起的 G-四链体解链 
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图 2  G-四链体 DNA 在不同 pH 下与 Tel01 相互作用的质谱

图 
Q5－表示五电荷的 G-四链体离子, [Q＋Te101]5－ 表示 G-四链体和 Te101 的

五电荷复合离子 

Figure 2  ESI-MS spectra of Tel01 with G-quadruplex DNA at 
different pH 

对于 ImImImβDp 与 DNA 的结合影响不大.  
图 2, 3 显示的结果都说明 pH＝6.5 时有利于 DNA 

G-四链体的形成. 为了验证质谱的结果, 利用圆二色谱

对不同 pH 下的 G-quadruplex DNA 进行了测定.  
CD 结果(图 4)显示, 当 pH＝6.5 时, G-quadruplex 

DNA 在 260 nm 处有很强的正峰; 而 pH＝3.5 时, 正峰

出现在 295 nm 处. 295 nm 处的正峰对应于反向平行的

G-四链体构象; 而 260 nm 处的正峰则对应于正向平行

的 G-四链体构象. 因此 CD 谱图指出, G-quadruplex 
DNA 在 pH＝6.5 时主要是以正向平行的结构存在; 而
pH＝3.5 时 G-quadruplex DNA 转化为反向平行的构 
象[20]; 当 pH＝12 时, 260 nm 处原来强的正峰变成了弱

峰, 说明G-四链体受到破坏, 因此G-四链体与Te101的
结合峰也相应减弱或消失.  

 

图 3  G-四链体 DNA 在不同 pH 下与 ImImImβDp(标注为 III)
的相互作用质谱图 
Figure 3  ESI-MS spectra of ImImImβDp (marked as III) with 
G-quadruplex DNA at different pH 

 

图 4  G-四链体 DNA 在不同 pH 下的 CD 谱图 
Figure 4  CD spectra of G-quadruplex DNA at different pH 

2.2  阳离子对人类端粒 G-四链体 DNA 的影响 

对于 5'-AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTT-3'序
列, 图 5a 和 5b 列出了加入 4NH＋和 K＋后的质谱图. 与



 
 No. 16 周  江等：溶液 pH 和阳离子对端粒 G-四链体 DNA 形成和结构的影响 1731 

 

纯水中质谱图 ( 图 5c) 相比不难看出 , 在纯水中

5'-AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTT-3'序列主要是

以 6-和 7-电荷峰为主, 加合峰、电荷较多, 这说明该构

象的表面积较大, 应该以伸展的单链形式为主; 而引入

阳离子后, 7-和 8-电荷峰几乎不见, 6-电荷峰也明显减

弱, 谱图以 5-电荷峰为主, 且峰形锐利, 说明此时的构

象表面积减少, 以收敛的 G-四链体为主. 从 G-四链体

本身结构考虑, 2.1 节中 pH 变化引起的直接后果就是对

阳离子 4NH＋的影响, 在较高的 pH 下, 体系里的 4NH＋

都转化为NH3, 失去了在G-四链体中心参与G平面形成

的作用; 因此在 pH＝12 时 G-四链体的结构不稳定, 小
分子Tel01与G-四链体的结合更加弱了. NMR和分子模

拟计算的结果也指出, G-四链体结构中 G 平面的形成需

要阳离子的络合作用稳定其结构, 因此阳离子对 G-四
链体形成的影响是不可忽视的.  

 

图 5  端粒DNA在加入 4NH＋  (a)和K＋ (b)及纯水中(c)的质谱

图 
Figure 5  ESI-MS spectra of G-quadruplex DNA after adding 

4NH＋  (a) and K＋ (b) cations, and in water without adding 
cations (c) 

CD 谱图(图 6)也显示引入 4NH＋
和 K＋离子后, 260 

nm 处的正峰增强, 说明此时以正向平行的 G-四链体

DNA 增加; 而纯水中 260 nm 处正峰很弱, 说明纯水中

G-四链体 DNA 较少, 以单链为主.  

 

图 6  不同阳离子下 G-四链体 DNA 的 CD 谱图 
Figure 6  CD spectra of G-quadruplex DNA with different cen-
tral cations after annealing  

为了验证中心阳离子对于 G-四链体结构的作用, 
对其它相似序列 DNA (TAGGGT)4也进行了研究. 同样

4NH＋ 和 K＋离子的引入使得质谱图相比于纯水中电荷

数、加合峰都大大减少, 也说明阳离子使得 DNA 的构

象更加收敛聚拢, 以 G-四链体的构象为主.  
综上所述, ESI 质谱和 CD 谱的结果均表明 4NH＋

和

K＋对于稳定 G-四链体结构具有重要的作用.  

3  结论 

利用电喷雾质谱和圆二色谱研究了溶液 pH 和阳离

子( 4NH＋和 K＋)对人类端粒 G-四链体 DNA 形成和结构

的影响. 质谱和 CD 谱的结果指出, pH＝3.5 时, 构象转

化为反向平行 G-四链体, 与 Tel01 结合较强; 而 pH＝

12 时, 体系里的 4NH＋都转化为 NH3, G-四链体的结构

受到破坏, 与 Tel01 结合峰消失; 而在 pH＝6.5 的条件

下有利于 G-四链体 DNA 的形成. 此外, 在纯水中引入

4NH＋和 K＋离子后, DNA G-四链体极大增加, 说明阳离

子对于稳定和维持 G-四链体结构具有重要的作用. 

谨以此文敬贺张滂先生九十华诞. 
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