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摘要 研究了脱氧鸟苷酸(dGMP)及仅有一个配位位 的类似物——眯唑和磷酸氢二钠 、磷酸二氢钠与探针的作 

用．结果表明：dGMP与探针的结合并非咪唑氮和磷酸氧与探针配位结果的简单加和 采用核磺和紫外 ～停留手段研 

究了药剂 M~Snc ，Bu2 sr|c 在不同浓度下与探针竞争 dGMP配位位点的溶液化学及其反应动力学，得到了探针和 

药物与 dGMP的结台位点、结合常数以及其动力学结果，对一些反应的机理作出了诠释 
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Kinetic Study on the Coordination of the Agents 

with Nucleotides Using Os—-H2 Complex as a Probe 

YANG Pin MENGXiang—Li ’ ELi—Jun XI Xiao—Li 

(hutizate of?, g itdeetdar Science，Shar~"Un~,'s ，Taiyua．~．030006) 

~Alamet Interaclion between dGMP or its One—binding—site analogues—imidazale，NaHzPO4，Na2HP04 

and the probe ltrat~一en20s( 一 ) O J̈ were studied．The results suggested thatthe coordination 

between dGMPandthe probeWaS notthe simple SUIIII ofthe coordinationof probe titimidazoleandtim+witit 

NaH2PO4 or Na2HPO4．The solution chemist~,and the d~mamics of anticaneer agents Me2SnC12，Bu2SnC12 

eompethg for the binding sites of dGMP t}l the probe at diffferent concentrations were studied using H NMR 

and UV—slopped—now instruments．Binding sites．equilibrium eonstmlts and the d
．

,marnic results of the protxe 

and the anticancer agents th dGMP Were thus obtained Some reaction mechanisms is also proposed．

Keywords Os—H2 complex，nucleofide，dGb1P，probe 

锇胺分子氢配合物 l_一 [trans—en2Os( 一 

)](c so])2溶于水后可生成[fⅫ 一en20*(~一 
) O]“，本文称它为探针，记做 Pr( 0)或 Pr这 

个与D20结合形成的配合物可被多种生物分子(如 

核苷酸、1CqA、氨基酸、多肽、磷脂)的氧、氮、硫等给 

体原子(记做 L)所置换，如下所示．其置换产物被记 

做Pr(L)，若与磷酸氧配位形成的配合物记做 Pr

(口hOS)探针与不同生物分子配体配位或与同一配 

体的不同位点配位都会使探针的分子氢配体产生 

⋯ 0 20的特征负区化学位移、偶合常数及弛豫 

时间．另一方面，由于 DNA是大多数抗癌剂作用的 

靶分子 J，因此，金属抗癌剂与 DNA的结构单元 

dGMP的配位作用研究是阐明其与DNA作用方式的 

重要步骤．
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H—H 

~厂 NH2] 
L～ NH

，

／ I、 Nit —  

[trarls一即2Os( 一H2)L] 的结构式 

李在威首次运用[眦一eIl20s(可2一H2)D20： 

作为 HNNtl探针在 pI)：7．0的近生理条件下研究 

了一些单核苷酸与探针中 0s(Ⅱ)的配位情况lI-2，

但对其动态过程未作深入研究，特别是对于加入药 

剂后的三元体系未作实验探索．

dGMP分子中含有可与探针 配位的碱基 

和磷酸氧⋯两个配位位点，当体系中加入药物时，不 

同组分间的相互作用变得更为复杂．为了更确切地 

了解可与 os(1I)配位的双配位基团dGNP的特征 

及在三元体系中药物与 dGMP配位的情况，我们运 

用超导核磁和紫外 一停留两种手段研究了dGNP及 

其单配位位点类似物咪唑和磷酸二氢根及磷酸氢根 

与探针的作用，进而研究了加入药剂后三元体系中 

药剂金属与探针的中心金属 0s(1I)竞争结合 dGMP 

中碱基氮、磷酸氧配位位点的动态过程，得到了这些 

体系的配位状态及动力学数据．由于这种竞争结合 

状态符合软硬酸碱中“软亲软，硬亲硬”的反应规律，

因此为两极互补原理中的“作用方式的两极互补”l3

提供了一个佐证．

1 实验 

1．1 试剂 

探针[m —eIl20s( 一 )](CF3$O3)2(简记作 

er)按文献：5]方法合成，二氯二甲基锡、二氯二丁基 

锡、NaOTf(三氟甲基磺酸钠)为 Aldrich试剂，dGMP 

(脱氧鸟苷酸)、DSS(4，4一二甲基 4一硅代戊磺酸 

钠)为Sigma公司产品，咪唑(hn)、磷酸氢二钠、磷酸 

二氢钠为分析纯试剂．

1．2 分析方法 

在无水无氧系统中合成探针；向重水中通入高 

纯氮以除去溶解氧；所有溶液均在严格除氧充氮的 

手套箱中配制；同时为保证恒定的离子强度．所有待 

测体系均加入过量 1O倍以上的三氟甲基磺酸钠，运 

用核磁进行测定的体系中三氟甲基磺酸钠的最终浓 

度为0．1 mol／L，实验温度为 27℃；用紫外停留研究 

动力学时，三氟甲基磺酸钠在体系中的最终浓度为 

1．0 mot／L；实验温度为25℃．

N

本文应用核磁共振主要研究下面二元和三元共 

12个反应体系，其中两个 pH值分别为反应前和反 

应后测定的．

二元体系 1：[Ira]：：Pr]=0．01mo]·L 

：NaOTf]：0．1 mo]·L～ pH：7 44～3 267 

二元体系2：[Ira：： NaOTf]：0．1 mo]·L 

[Pr]：O．01 mo]·L～ pH：8．43～7．7O 

二元体系3：[Na2HPO4]=[Pr]-0．01mo]·L 

lNaOTfJ=0．1me]‘L pH：7．06—6．26 

二元体系4：[~zHPO4]=[NaOTf]=0．1 me]·L 

lPr一=0．01 mo]·L pH：7．97—7．81 

二元体系5：[Natf2PO4]=[Pr]_0．01 mo]·L 

lNaOTfJ：0．1mo]·L～ 口H：2．87～2．58 

二元体系6：[Natf2PO4]=[NaOTf]_0．1 me]·L 

【Pr J=0．01 mo]·L DH：3．71～ 3．63 

二元体系 7：[dGNP：=：Pr]=O．O1 mo]·L 

【NaOTfJ=0．1mo]‘L～ pH：6．46～4．81

二元体系8：[dGMP：：：NaOTf]=0．1mo]·L 

【Pr J：0．01 mo]‘L～ pH：7．42～7．13 

三元体系 9：

[dGMP]_[Pr]_[1~eaSnC]2：：0．01 me]·L 

lN删 J=0 1mo]·L～

N

pH：3．14～3．46 

三元体系10_ldGMP]=[NaOTf]-0．1m卜I 

[~SnCI2]-[Pr]-0．01mo]·L 

pH：6．81—6．73 

三元体系 11：

[dGMP]-：Pr]=[Bu2SnC]2]：0．O1mol·L 

【NaOTfJ：0．1mo]‘L～ pH：2．66～2．45 

三元体系 12：dGNP]-[NaOTf ：0．1mo]·L 

[Bu2SnC]2]=[Pr]=0 01 mo]·L 

pH：6．06～7．O7 

此外，我们还通过紫外 一停留系统，研究了探针 

与 hn以及探针与 Natf2PO4反应的动力学．

1．2．1 H NNR测定法 在除氧充氮的手套箱里 

将溶液配制于 5 nⅡn桉磁管后 ，加盖，用封 口膜将盖 

封紧．以I)SS作内标在 Bruker DltX一3O0 NI4z NNtl 

谱仪上测核磁谱．将 DsS的积分值定为 1．O0o，所有 

的负区峰以此为标准进行积分，由积分值按式(1)可 

求出各配合态物种 er(L)的浓度 

(SL／S )×lPr：0=[Pr(L)] (1) 

式中 sL为物种 Pr(L)的特征峰积分值，s 为总的 

负区积分值．有关反应体系及其相应的平衡函数如 

式(2)一(6)：

PKD20)+dGMP(Im)=Pr( )+D20 
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Pr( )]=：Pr(N7) ／{[Pr( 0)][dGMP]} (2)

Pr【 0j+dGMP(Na：He04，Nail2POaj 

= Pr(phos1+D：o 

f(Pr(phos))=[Pr(ph0s)]／l『Pr(D20)][dGMP]：

(3) 

Pr【 0j+CI一=Pr(C1)+D20 

厂(Pr(c1))=[Pr(c1)]／{[Pr(D20)儿c1]： (4)

trcl~13一Pr(N7)~->cis—Pr( ) 

A = [ 一Pr(N7)]／[ti"ost

a

s—Pr( )] (5)

tr~13一Pr(ph0s)Hc —Pr【口h0s) 

= [c／ cs—Pr(ph~)]／ zmm—Pr(phos)] (6) 

在某时刻对上述某体系进行测定时，如果反应 

Pr(D20)+L=Pr(L)+D20尚未达平衡，则利用式 

(2)～(6)所得到的是反应的平衡函数 r．若反应 已 

达到平衡，则其，值即为该反应的平衡常数 I值．

为了研究各体系的反应动力学，如对于咪唑氨 

与探针的配位反应，可设计以下计算方式：将 traxts 

Pr( )与 c／s—Pr(N)当成一个整体，则氮与探针的配 

位反应：式(2)]又可表示为 

k， 

PKD20)+Im PKN)+D20 (7)
ad 

对于咪唑与探针浓度均为0．01mol·L 的体系 

(体系 1)，由于配体咪唑与探针浓度相同，只可按二 

级反应处理，反应速率式为 

一 a[im~／dt=kf『Im]：Pr] (8) 

在咪唑浓度是探针浓度 lO倍的体系中(体系 

2)，计算时可将反应过程中的咪唑浓度看作一常数 

而按准一级反应处理，其反应速率常数为 k ，反应 

速率式为 

一 dlPr]／dt=k lPrJ (9) 

~o

同样，对于磷酸氧与探针的配位，亦可将磷酸 

氢二钠、磷酸二氢钠与探针反应的体系中的 1o~一 

Pc(ph0s)与 一Pr(phos)当成一个整体[式(3)]，并 

可表示为 

， 

cPr(D20)+Na2HPO4 告Pr(ph~)total+D20 (1O) 

对于磷酸氢二钠与探针的作用，其二级反应速 

率式为 

d[Na21-IPO4~／dt=Kf[PKD20)][Na2nPO4](11) 

由于 dGMP与探针的二元体系及加人试剂后的 

三元体系核磁谱中均未出现 一Pr(phos)信号，因 

此可按式(3)处理，其准一级反应速率式为 

一 d[1rarts—Pc(p}l∞)]／d k[Iran$一Pr(phcs)](12) 

对于咪唑氨或磷酸氧与探针配位的顺式反式构 

型问的转化[式(5)，(6)]动力学，其一级反应速率式 

分别为 

d：c —Pr(N7)]／dt=k2[cis—Pr( )] (13)

d：出一Pr(ph0s)]／dt=k2[ 一Pr(phOS)] (14)

对于配体浓度与探针浓度相等的体系(体系 l，

3，5，7，9，l1)，原则上其反应动力学过程可以按照二 

级反应处理，这些体系反应的平衡常数 ，可以利用式 

(2) (6)中得到 在配体浓度是探针浓度 lO倍的体 

系中(体系 2，4，6，8，10，12)，计算时可将反应过程中 

的供氯配体或供氧配体的浓度看成一常数而按准一 

级反应处理．先分别从核磁谱上得到 mm—Pr(N)，

c —Pr(N)，Pr(N)． 的平衡浓度，利用式(2)一(6) 

可求出相应反应的平衡常数，进而用 

Inl[Pr(L)] 一：Pr(L)] l

对时间 f作图得反应速率曲线，由曲线斜率，得相应 

配位形式的表观速率常数．

由于探针与磷酸氧的配位反应[式(3)]很快就 

达到平衡，运用超导核磁无法测知 № —Pr(phos) 

的形成反应的表观速率常数，对此，我们借助快速 

反应检测装置紫外 一停留装置来解决这一问题．

1．2．2 紫外 一停留测定法 应用紫外 一停留装 

置，我们测定了Pr与Im及Pr与 NaH2e04(溶液中离 

子强度控制在 =lmol·l。。NaOTf)两个反应体系的 

动力学 ．

该实验是在配有 HI—TECH SEa．一20停留仪的 

HP 8453紫外可见光谱仪上进行的．

单纯的探针体系在 204[1ii1处有一个紫外吸收 

峰，加人咪唑或磷酸二氢钠后，最大吸收峰分别红移 

至 412 rim及 290 rim．对新吸收峰进行监测 ，得一吸 

收曲线，并由此得出吸光度 A 和d 值．再由速率曲 

线 ln d 一4 一z的斜率求得反应的准一级表观 

速率常数k ，由 

／ 一 =K (15) 

又可求出逆向反应速率常数 k一 ．改变眯唑、磷酸二 

氢钠的浓度，得反应表观速率常数 一浓度曲线，由该 

曲线斜率可知反应的二级速率常数 k ，利用公式 

f／kd=K (16) 

可求出相应解离反应的表观速率常数 k ．

我们规定形成 tra?ks—Pr(N)(对于 Im和 dGMP) 

的速率常数为 k1；由 traxt$一Pc(N)形成 c／s—Pr(N) 

的速率常数为 k2；由 mm —Pr(phcs)形成 一 

PKphOS)的速率常数都记 为 k2；由 Pr(D20)形成 

Pr(N)总的速率常数为 k ，由 Pr(phcs)形成 mm— 

Pr(N)的速率常数为 k ．
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2 结果与讨论 

2．1 探针与眯唑的配位作用及动力学 

在[Im]=『Pr]=0．Ol mol·L 的体系(体系1) 

中，反应进行 l5 min时(图 la)，探针主要以 Pr(D2O)

这种配位形式存在，在核磁谱中其化学位移为 = 

一 l3 15；同时有少量探针与咪唑氮配位形成 lrar~一 

n

n

Pr(N)，其特征峰位于 ：一9．006处．反应 2—3 h，

在 =一8．124处出现一小峰，这是少量 tra~一 

n(N)转化为 c／s—Pr(N)的结果．随着反应的进行，

顺式构型信号峰逐渐增强(图 la)．反应 43 h后，

Pr(D20)仍没有全部转化，但是平衡函数已趋于稳 

定 ，由表 la数据可算得，tra~一Pr(N)的形成反应 

[式(2)]的平衡函数为2．8o×lO2，Pr(N)的 trans— 

c 转化反应『式(5)]的平衡函数为2 43 

在[Inn]=0．1 mol·L ，Pr]=0．Olmol-L 的体 

系中(体系2)，咪唑氮与探针的配位峰及峰位均与 

体系 1中的相似，只是反应进行到 3O～55 min时 

如一n( )峰就已出现 反应6 h后，探针全部与咪唑 

氮配位(图 lb)，由表 lb数据可得，trar~一Pr( )的 

形成反应 (式 2)在 4 h时平衡 函数为 1．76×lO2，

Pr(N)的反顺式转化反应(式 5)在 24 h的平衡函数 

为6．80．如将探针与咪唑氮配位的顺式和反式构型 

当成一个整体[式(7)]，由于咪唑浓度是探针浓度的 

lO倍，因此可按准一级反应处理 ．由反应速率曲线 

斜率求得表观速率常数为 2．21×lOI4 s-。．而应用 

紫外一停留测定中，当咪唑浓度为 0．105 mol·L 

时，求得表观速率常数为 2．18×10I4 s～，可见两种 

方法所得结果十分接近 

表 1a 体系 1眯唑与探针c1：1)中各溶液组分在不同时刻的浓度cle"c)和，值 

Tablela rIt concentrations(103c)ofthe species andf values at diffferenttimeinthe system[Ittt1]：[Pr( O)]=l：1 

表 体系2眯唑与探针c10：1)中各溶液组分在不同时列的浓度【 c】和，值 

Tablelb The concenfrafio／N(103c)ofthe spedes andf values at ditttenenttimeinthe system[Ittt1]：[Pr(D2O)]=10：1 
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』 iI ：

J  
一 8 -10 -12 8 一【0 —12 

占 

a

图 1 咪唑与探针(不同浓度比下)二元体系 

在不 同反应时间的 H NMR 

(A】浓度比1 I；(。lm]=[Pr]：0 01Ⅱd·L [Nafffff]= 

0 【m ·L )a 15～ ，b．3 h，c 41 h 

(B)蔽度比10：1 ([1mj-[Na0Tf]=0 1 ·L [PrI- 

0．01tool·L ) a．20 rain，b 3 h，C 10 h，d 24 h 

F ．1 The H m  SprY[IS at diffferentm ~ontime 

the binary system lmidamle and Pmbe 

(with diffferent co1]ceatration ratio) 

(Aj c0 朗Ⅱ 【．刖ratio 1 1；(B)concentr~ ratio 10：1 

图 2给出眯唑与探针(体系 2，浓度比 10：1)二 

元体系中组分 Pr(D20)，irons—Pr(N)和 蕊 一Pr( ) 

的浓度随时间的变化曲线．可以看出，Pr(D20)，trans 

— Pr( )和 cis—Pr(N)三者符台连续反应的条件，可 

用式(17)表出：

， 

Pr(1)2O)+Ira0  一Pr(N)~ c／s—Pr(N)

(17) 

以氮配位反式构型的浓度变化为基准，所得的 

速率曲线为一折线，我们认为这是由于此构型同时 

参与了由Pr(D：O)的生成及向 西 一Pr( )的转化两 

个反应的结果，即在 Pr(D20)向trart3一Pr( )转化的 

同时，出现反式构型 n —Pr( )向顺式构型 c 

Pr(N)的转化，故而得到 l：3．63×10～s一 和 2 

6．0O×10一 S 两个表观速率常数．

1 0 

0 S 

0 6 

O 2 

0 0 

0 J0 2O 3O 40 50 60 

图2 眯唑与探针(浓度比 10：I)二元体系中组分 

Pr( 0)(●)， 一Pr(N)(▲)和 一Pr(N)(■) 

的浓度随时同的变化曲线 

(．1m]=[Na(~f]⋯0 1 1．L ，[Pr]=0 01 ·L ) 

F ．2 Concentration time plot the system of imidazole 

and probe(with concentration ratio 10：1) 

在探针的紫外吸收光谱中，204-一 处有一个强 

吸收峰，该峰被指认为是 (Os)一d (H2)跃迁产生 

的最大吸收峰⋯．当体系中加人咪唑时，最大吸收波 

长红移至 412 rlllfffl处，摩尔吸光系数为 1．28×lO3 

mo1．L ·cm-。．改变咪唑浓度，用停留监测该体系的 

反应 ，分别求得体系的表观速率常数如表 2，据此可 

得相应的表观速率常数 一浓度曲线(图 3)，该曲线 

斜率为 )：(1．60±0．06)×10 mol。L ‘s～，

即该反应的二级表观速率常数为(1．60±0 06)× 

10—3(mo1．L )一 ·s～．

襄2 咪唑与探针作用的表观速率常数 

Table 2 The inthe s)~tem ofimidnzole and probe 

L 

二_j
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图3 探针与咪唑结台的表观速率常数 一 

眯唑浓度的曲线 

= (1 60±0 06)×l0 Trd ·L一 ·s～，

“=0 l ·L Na0Tf．T=25℃ 

F ．1 The 。 措[Im]p10【of 

the svatem of infidazole and probe 

2．2 探针与磷酸氢二钠的配位作用 

我们研究[Na2HPO4]=【Pr_=O．O1 mol·L 的二 

元体系(体系3)表3．由于磷酸氢二钠仅有一个位点 

可与探针结合，故而核磁谱负区只有 ：一13．162 

的 Pr(D2O)峰和 =一13．439的 Pr(phO8)峰．从峰强 

度看，反应开始时 Pr(phos)峰比 Pr(D)O)峰大得多．

当反应进行 3～4h时，在核磁谱上，在 Pr(phos)峰右 

面极近处 出现一个小峰，且随反应的进行而逐渐增 

大；体系3的pH值呈中性，氢氘交换较弱，我们将此 

小峰指认为探针与磷酸氧配位的顺式构型(图4a)．

由表3a可知，10 h时Pr(ph08)总的形成反应[式 

(1O)]的平衡函数 F(ph0s)=3．84×lO2，反顺构型的 

转化L式(6)]平衡常数为o．19．

~

表3a 体系3磷酸氢二钠与探针f1：1)中各溶液组分在不同时刻的浓度【1 c)和，值 

Table3a The concentrations(10c)ofthe species andf vaiue8 at diffferenttimeinthe system[NazHPO4]：!Pr( O)：=1：1 

表 3b 体系4磷酸氢二钠与探针c10：1)中备溶液组分在不同时刻的浓度f1 c)和，值 

Table 3b The concentrations(10％)ofthe species andf values at diffferenttimeinthe system[Na2HP04]：[Pr( 0)J：10：1 
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当 Na2I-IP04j=0．1tool‘L ，【PrJ=0 01l ’

L 体系(体系4)表4反应进行到 l～1．5 h时，探针 

与氧结合的顺式构型已出现，㈣ 一Pr(phos)与 

一 Pr(ph0s)的积分值之和与Pr(D，0)积分值之比 

始终保持不变(图4b)，由于3 h以后体系衰减得比 

较大，式(10)并未达平衡，故据此只可得 Pr(phos)

的形成反应[式(10)]的平衡函数 Kt(。h衄)=1．32 X 

10z；顺反式构型转化[式(6) 的平衡函数为0．124，

与体系 3中的0．19接近．由于探针与磷酸氧配位的 

反式与顺式构型之间的转化发生在式(3)达到平衡 

之后，所以体系 3，4中存在 m—Pr(phos)的形成 

和 Pr(ph,~)的顺、反式转化 式(3)，(6)]两个分立的 

反应，而不象体系 1，2中那样存在～个连续反应．与 

体系 l，2相比，在体系3，4中，探针与磷酸氧结合的 

反式构型比较稳定；而在体系 l，2中，探针与咪唑氮 

结合的顺式构型为最终结合状态．

由于探针与磷酸氧配位为动力学优先反应，在 

利用核磁进行第一次测定时，Pr(phos) 的形成反 

应[式(10)]即已达到平衡．所以利用核磁手段只可 

得到顺反构型转化反应[式(6) 的表观速率常数为 

， 
= 2=1．94X10一 s～ ．

fL L 

止  

N

a

圈4 磷酸氢二钠与探针(在不同浓度比下)二元体系 

在不同反应时间下的 H NMR 

(̂j维度比 1：1；[N H1)04]=[Pr]=0 0l IIH】1·L～，

~；aO3"f =0 1 m —L ．a 15rain，b 3 h 

(B)维度 10：1；[~HP04]=[NaOI'f]⋯0 1 _．L 

[Pr]=0 01I 一L～ a．23mln，b．3 h 

ng．4 The H NMR spec'~at diffferent reactiontime 0f 

the bird "systemN日2Hl ar-d probe 

( th diffferent c0nce刀h址i 0Il ratio) 

(A)o∞0印t叫i傩 ratm 1 1；【B)啊J 朗trat啪 ratio 10 1 

2．3 探针与磷酸二氢钠的配位作用及其动力学研 

究 

在磷酸二氢钠与探针作用的体系(体系 5，6) 

~

中，HNMtt谱上的吸收峰位与磷酸氢二钠体系中 

的峰位相同．只是无论在[Nal-I~PO4：：[pT：=1：1体 

系中(体系5)，还是在[NaH2PO4：：[Pr]=10：l体系 

(体系 6)中，Pr(pls)的峰强度均小于 n( 0)的峰 

强．这 可能是 由于 PO4一上 的负 电荷数 少于 

H} ，而使亲核性减小，与探针的中心金属 0s的 

配位作用减弱的缘故．

在探针与磷酸二氢钠的紫外光谱中有3个最大 

吸收峰，它们分别位于 240Irlnfl，290 nm和 322Irlnfl处，

利用停留监测 290 nm处的峰(e=2．71×l03 tool·

L 一C1TI )，所得探针与磷酸氢二钠的反应动力学 

数据见表4，与同浓度的含咪唑体系相比，磷酸二氢 

钠体系反应表观速率常数显然大得多．该反应的二 

级表观速率常数为 F (2．25±0．067)×100(tool·

L ) ·s。。(图 5)．

表 4 磷酸二氢钠与探针作用的裹观速率常数 蠢 

TabIe 4 The v~．1uesinthe~．'stem ofN äd probe 

~

0．0 O 2 0 4 0 6 0 8 10 11 

【H2PO；,]／(motL。‘) 

图 5 探针与磷酸二氢钠结合的表观速率常数 

磷酸二氢钠浓度曲线 

h=(2 25±0．067)×10一 L·tool一0自～． 

Ⅱ=0 iⅡ 。L a0耵，pH=3 99 

F ．5 1l 郴[alt2PO4 pl0t nf 

the system ofNail2PO4 and probe 

2．4 探针与脱氧鸟苷酸(dGMP)的配位及动力学 

探针可与 dGMP(体系 7)的磷酸氧及碱基氮发 

生配位作用川，前者是动力学优先，反应 15 min即 
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可完成，由表5实验结果，可算得其结合常数为3 07 

×102
，其特征峰在 =一13．5处；探针与碱基氮配 

位(在 =～9．7处出现其特征峰)为热力学优先，反 

应 24 h后 ，探针全部与碱基 N，配位．探针与碱基氮 

配位在 40 h的平衡常数经我们多次实验证明为 

2．5l×l，而不是文献[2]中报道的2．9×103．含双 

配位基的dGMP体系与只含单配位基眯唑及磷酸氢 

二钠的体系相比，Pr(D20)，trart3一Pr(N7)，Pr(phcs)

的核磁化学位移向高场移动，而 c —Pr(N7)的核磁 

化学位移向低场移动(见表6)．同时峰强、反应表观 

速率常数以及探针与氮的结合平衡函数也有很大的 

不同．含 dGMP体系的反应初始阶段，Pr(phOS)的峰 

强度弱于 Pr( 0)和 trarts—Pr(N7)的峰强．随着反 

应的进行，Pr(phcs)峰逐渐减弱，48 h内没有顺式氧 

峰的出现；反应 2～3 h时，顺式氮峰出现(见图6a)，

40 h Pr(N7)的反式构型向顺式构型转化的平衡函数 

为 0．15．含双配位基体系 8反应进行 15 min时，

Pr(口h )的峰强度近似于 trtlr~一Pr(N )的峰强，而 

远大于 Pr( 0)的峰强，Pr(phcs)和 Pr(D20)逐渐向 

Pr(N )转化．反应 2 h后，探针全部与碱基 配位；

在2—3 h之间出现了顺式氮峰(图6b)．

表 5 体系7脱氧鸟苷酸与探针【1：1)中各溶液组分在不同时刻的裱度103 c和，值 

Table 5 The concentrations(103c)ofthe species and，values atdiffferenttimeinthe system[dGNP]：[Pr( 0 ]

表 6 各体系中核磁峰的化学位移c6) 

Table6 The chemical shifts(a)ofthe NMR peakof t nhe syste~1～12 
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图7给出dGMP与探针(体系 8，浓度比 10：1)

二元体系中组分 Pr( O)，Pr(phos)，trar~一Pr(N)和 

c —Pr(N)的浓度随时间的变化曲线 ．从 图 7可知，

含双配位基体系7，8存在着两个链式反应：

1 

Pr【D O)+dGMP；= Pr(phos)+ O一  

trans—Pr( ) cis—Pr(N7) (18) 

Pr(D20)+dcMP； 一Pr(N，) 

c —Pr(N7) (19) 

由于探针与磷酸氧的配位：式(3)]，即 Pr(phos)

的形成反应速度太快，无法用超导核磁谱仪测知其 

表观速率常数，在式 (3)达到平衡后，Pr( O)，

Pr(phos)均 向 一Pr(N )转化，因此我 们将 

Pr(D2O)，Pr(phos)看成一体，测定了反应(2o)，(21) 

在此浓度比下的表观速率常数(见表 8)．

Pr(D20)+Pr(phos)+dcMP__ m
— Pr(N7)

-兰+础
一 er(N ) (20) 

f 目t 

Pr【 O)+dGMP~ Pr(D2O)+Pr【phos)+ 

dGMP0 Pr( ) l

f21) 

与单配位基的咪唑和磷酸氢二钠体系相比，含 

脱氧鸟苷酸体系中探针与碱基氨结合的反应平衡函 

数要大得多，这可能是由于脱氧鸟苷酸分子中存在 
一 个 比咪唑分子大得多的共轭体系及一个推电子的 

糖环．从而使得碱基氮上的电子云密度增大，更易与 

正性的 Os(Ⅱ)配位的缘故；探针与磷酸氧结台很快 

达到平衡后，咪唑氮与磷酸氧竞争结合探针的第六 

配位位点，在桉磁谱上表现为磷酸氧与探针的结合 

减弱，而咪唑氨与探针的结合增强，于是，磷酸氧与 

探针的配位，逐渐转化为探针与碱基氮的配位 

2．5 用探针以竞争模式研究二氯二甲基锡、二氯二 

丁基锡与脱氧鸟苷酸的配位及其动力学 

由于 Sn(Ⅳ)为硬 Lewis酸，而 Os(Ⅱ)则为软 

Lewis酸，磷酸根氧原子与 Sn(Ⅳ)键合能力强而优 

先与其键合，故而在 l：l：1的含甲基和丁基锡的三 

元体系 9和 ll的棱磁谱上 (图 8a，8b)，探 针中 

(k(Ⅱ)与磷酸氧原子在 d=一13．56处的配位峰几 

乎检测不到，这个现象表明锡与磷酸根更易配位．反 

应4 h左右，顺式氮峰出现．由于有机锡的氯离子在 

水溶液中离解，在谱图上出现一个新的 Pr(c1)峰，其 

化学位移在 d=一13．23处．由实验数据(表7a，b)可 

算得。在含甲基锡(体系9)三元体系中，48h探针与 

眯唑氨结合的 trar~一cis顺构型转化平衡函擞 为 

1．226；在含丁基锡(体系 l1)三元体系中，48 h Pr 

( )／raFts—c／s式转化的平衡函数为0．99．

在dGMP浓度高出另二组分 1O倍的含甲基锡 

(体系 lO)和丁基锡 (体系 12)的三元体系．由于 

dGMP浓度大，反应初始阶段，探针与磷酸氧的结合 

峰很明显．但抗癌剂与探针竞争磷酸氧，而咪唑氮也 

与探针竞争磷酸氧．因此反应 24 h后，探针全部与 

咪唑氮配位(图 9a，9b)48 h，Pr( )的反式构型向 

顺式构型转化的平衡函数分别为0．56和0．39．加入 

药剂后，仍然存在与二元体系 8完全相同的链式反 

应．对于反应(19)～(21)，分别求得表观速率常数见 

表 8．

i． il
．． ． ．  ．  L  ．— 1．．．．． ． ～  

图6 脱氧鸟苷酸与探针(不同浓度比下)---元体系 

在不同反应时间的‘H NMR 

(A)难度比1：1i[dGMP]=[Pr=：0 01 ·L～， 

[NaOIT’=0 1 ·L。。

a 15min．b．1 h、c 15 h，d．24 h 

(B)难度比10：1；[dGMP]=[NaOTf==0 1『lH]1．L ．

Pr1=0．01 tml-L 

a 17 min，b 1 5 h、C 15 h．d 24 h 

啦 ．6 The H NMR spectra at diffferent reactiontime of 

the hir衄 system dGMP and probe 

(with diffferent eoneetm-ation ratio) 

(A)c∞o∞L目u_1n ratio I：1：(B)㈣ 【 ∞ ratio10 I 
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0 l0 20 30 40 5O 60 

z

图7 脱氧鸟苷酸与探针(浓度比10：1)二元体系中 

Pr(D：O)(■)，tra~一Pr(N)(̂ ) 一Pr(N)( )和 

Pr(phos)(●)的浓度随时间的变化曲线 

(『dcⅦ1_=： a0州 ：0 1tool·L [h =O 01tool·L ) 

． 7 ' olhe c~cetra'at ~lon ofthe sleies time pJ0t in 

the birm~：system ofdGMP and probe 

(wjth∞ncerⅡ阳 0n ra 0 lO：1) 

i

表 7a 体系9在不同时刻各物种的浓度(1 c 

Table 7a coztoentrat~s flo％)of spe,-ies 

atthe~fffemm timeinthe system 9 

M sncb]= Pr [dGMP：=1 x10。 tool·L 

表7b 体系 ll在不同时间下各物种的浓度c1 c 

Table 7b Re c咖cenLrd60I (10s o)of species 

atthe diffferenttimeinthe system I1 

B~2SnCI2]=：Pc]： dGMP]=1×10。Ⅻ1．L 

表 8 反应的表观速率常数殛平衡常数 

Table 8 "lhe values a eqI1llibriIl珈 constants ofthe reactioas 

本文的结果表明：当体系中仅有磷酸氧一个结 

合位点时，探针与磷酸氧的配位结合很快达到平衡，

Pr(phos)的浓度保持稳定不变．当仅有咪唑氮或咪 

唑氮和磷酸氧两个配位位点同时存在时，体系最后 

配合状态为Pr( )，且 Pr( )的顺式构型与反式构 

型达到平衡．顺式构型的出现时间及反 一顺转化的 

平衡常数大小与体系的 pH有很大关系．实验表明：

碱性越强，顺式构型出现得越早，顺反转化平衡常数 

越大 这说明碱性条件下，顺式构型稳定．

含药体系 10，l2与不古药体系8在相同反应时 

间下比较，P~(phos)的浓度相差很大，说明有机锡药 

物主要与探针竞争磷酸氧，与眯唑氨仅是微弱的结 

合．这是因为 Sn(Ⅳ)为硬路易斯酸，0s(Ⅱ)为软路 

易斯酸，磷酸氧为硬碱，眯唑氮是软碱的缘故 符合 

硬亲硬，软亲软的原则，由于此二种含锡药物与眯唑 

氮仅有极微弱的结合，不能对 DNA造成严重损伤，

所以它们不是好的抗癌剂，此结果为杨频提出的两 

极互补原理” 中的“作用方式的两极互补”提供了证 

据．文中还阐明了探针与咪唑、磷酸氢二钠、脱氧鸟 

苷酸的配位作用及动力学过程，为药物及二聚核苷 

酸、寡聚核苷酸甚至 DNA体系的定量或半定量研究 

奠定了基础 ．

2 0  8  6  4  2  0  
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图8 脱氧鸟苷酸与探针、二氯二甲基锡和脱氧 

鸟苷酸与探针、二氯二丁基锡三元体系 

在不同反应时间的 H NMR(浓度比 1：1：1) 

(A)[df~lP]=[Pc]=． cb]=0 0lr ·L～ 

[NaOTt"]=0 l『 ·L。。

a．1i⋯ b 4 h，e 24 3 h．d 47 5 h 

tB)dGNP]= n]=[Bu2SnCl2]=0．01mot·L ，

[NaOT~]=0 l nml·L。。

a l5 min．}’ 4 h一 25 b．d 47 5 h 

F ．8 The H 3,IR 。p。ch  at diffferer~reaetintime of 

lenlat'y ~ em：dGNP，probe and M S ，

and the tema~．system：dC,Mp，probe and Bu2SnC1, 

(co~entration r l0 1：1：1) 
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图9 脱氧鸟苷酸与探针 、二氯二甲基锡和脱氧 

鸟苷酸与探针、二氯二丁基锡三元体系 

在不同反应时间的 H NMR(浓度比 l0：1：1) 

(A)[dGMP_=[Na(Ylt =0 l m 一1． ．

[Pc]=．Ne28n ]=0 01Ⅱm【一L。。

a 12 nfin，b．4 h，c 24 3 h，d 48 h 

cB)[d~IP =[i'laOTt"]⋯0 1 1．L ， 

[Pr：=[BLI2 s【Ic】2’=0 01 】一L一。

a 17 nfin．b 3 h．c 24 h．d 49 h 

．
9 H NMIt spectra atdiffferentreaetointime 0f 
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