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摘要&

?<

四链体是通过富含鸟嘌呤的
./0

或
1/0

序列形成的非典型核酸二级结构!存在于多种生物

系统中!发挥着调控基因表达的作用!目前已成为潜在的药物治疗靶点"质谱技术因其灵敏度高'准确

度高'样品消耗少等特点!成为研究
?<

四链体结构和
?<

四链体*小分子配体结合的强大工具"本文将对

?<

四链体的形成'结构'稳定化和碰撞解离行为'小分子识别及结合亲和力'化学计量比的质谱研究!

1/0?<

四链体结构特征的质谱研究!以及其他用于
?<

四链体构象分析的质谱技术进行综述"

关键词&质谱法,

?<

四链体,核酸,配体分子
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核酸是由核苷酸单体组成的生物大分子!

是生物体重要的遗传物质!其结构具有多样

性的特点!除了能够形成经典的
./0

双螺旋

结构(

2

)

'

1/0

发卡结构(

+

)外!还可以形成诸如



?<

四链体(

!

)

'

%<V8B%Y

(

#

)

'

)<./0

(

3

)等非典型的

高级结构"

?<

四链体最早由
.6Z%H&

等(

!

)在对

鸟嘌呤核苷酸凝胶结构进行
J

射线衍射实验

中发现!其结构是富
?

核酸序列的
?

碱基之

间通过
$88

[

&BHH*

氢键首先形成
?<

四分体平

面!再由
+

层及以上的
?<

四分体通过
0

<

0

键堆

叠而成"因
?<

四链体在癌基因的调控与表达

过程的重要作用!引起了研究者们极大的兴

趣"在人体内有许多可能形成
?<

四链体的富

含鸟嘌呤的核酸序列!这些富
?

序列主要存

在于端粒'基因启动子区及功能基因组等区

域(

5<2"

)

"目前!

?<

四链体已经成为癌症等相关

疾病的重要靶标!同时还在化学不对称催

化(

22<2#

)

'生物传感器(

23<2;

)等相关领域被深入

研究"

?<

四链体结构与性质的研究方法较多!如

表面等离子体共振#

&FRY6MH

7

L6&V8*RH&8*6*MH

!

=A1

$

(

2><+"

)

'圆 二 色 光 谱 #

M%RMFL6RX%MIR8%&V

!

'.

$

(

+2<+#

)

'差示扫描量热法#

.='

$

(

+3<+5

)

'

J

射线晶

体学#

J<R6

(

$

(

+9<+>

)

'核磁共振#

*FMLH6RV6

[

*HB%M

RH&8*6*MH

!

/G1

$

(

!"<!+

)等!但是大多存在核酸样

品用量大'数据不直观'操作复杂等局限性(

!;

)

"

而质谱因其灵敏度高'准确度高'样品量少'分

析速度快的特点!已成为研究
?<

四链体及
?<

四链体与小分子配体之间的非共价相互作用不

可或缺的工具(

!!<#!

)

"

!

!

T%

四链体形成'结构的质谱研究

!?!

!

T%

四链体的形成与结构特征

2>>!

年!

=V%BI

等(

!9

)利用电喷雾质谱在乙

二胺四乙酸和磷酸钠溶液中观察到
?<

四链体

的存在"后来!

A6F\

等(

!!

)在
$

+

E<'$

!

E$<

/$

#

E0M

体系条件下进一步开展了
?<

四链体

结构的质谱研究!发现
?<

四链体序列与
/$

#

,

的结合峰可作为判断
?<

四链体平面层数的依

据!示于式#

2

$+

.

?M

四分体平面层数
N

2

O

.铵离子的个数 #

2

$

!!

SF6*

等(

!>

)同样利用电喷雾质谱研究了四

链体
./0

的形成性质!发现
P????P

序列

#

Pt@

!

0

!

'

$会自组装形成单纯的四链体!而

不是杂链四聚体!并且再次通过质谱验证了中

心配位的铵离子数目为
?<

四分体平面层数

减
2

"此外!

?<

四链体自身的序列变化乃至碱基

突变对自身的二级结构影响也非常重要"周江

等(

##

)采用电喷雾质谱#

:=N<G=

$和圆二色谱法

研究了
KR6&

基因
?<

四链体在部分碱基突变的

构象转变!碱基突变使得
?<

四链体的结构构象

发生变化!稳定性明显降低"

!?(

!

中心阳离子对
T%

四链体形成的影响

?<

四链 体 可 以 由
./0

'

1/0

'

O/0

和

A/0

通过静电引力相互作用形成!但形成
?<

四

分体平面的内侧氧负离子会造成静电排斥作

用!一般会导致形成的
?<

四链体结构稳定性

差'多态性增加"而加入合适的阳离子恰巧能够

中和
?<

四链体腔体内的负电荷!提高
?<

四链体

结构的稳定性"

=V%BI

等(

!9

)通过
:=N<G=

首次

观察到
K

,

'

'6

+,

'

/6

,和
O%

,对
X

#

'?'?

#

?'?

$

#

?<

四链体的结合情况!随后报道了
/$

#

,

'

K

,

'

/6

,

'

'6

+,

'

G

[

+,

'

46

+,

'

AW

+,等阳离子与
?<

四

链体结合的质谱研究!且这些结果在大多数情

况下与通过核磁共振获得的结果相近"其

中!大多数阳离子都能起到稳定
?<

四链体结

构的作用!然而并不是所有阳离子都能够稳

定
?<

四链体"研究发现!阳离子对
?<

四链体

的稳定能力主要与阳离子的半径'阳离子与

鸟嘌呤
E5

的结合强度!以及阳离子水和自由

能有关(

#3<#5

)

"通常!阳离子对
?<

四链体的稳

定性表现为
=R

+,

"

46

+,

"

K

,

"

'6

+,

"

/6

,

'

/$

#

,

'

1W

,

"

G

[

+,

"

O%

,

&

'&

,

"阳离子除

了能够稳定
?<

四链体外!不同的阳离子还可

能诱导
?<

四链体形成不同的结构类型"

OF

等(

#9

)通过
:=N<G=

和
'.

发现!

AU29?<

四链

体能够在同一体系条件下与
AW

+,和
K

,竞争

结合并形成不同构型的
?<

四链体"此外!阳

离子浓度也可能影响
?<

四链体的结构类型"

例如!在
/6

,低浓度条件下!

AU29?<

四链体

形成反平行结构,而在
/6

,高浓度条件下!则

形成杂合
?<

四链体结构"

!?+

!

=

\

值对
T%

四链体形成的质谱研究

?<

四链体结构的形成与稳定除了与阳离

子有关外!还与溶液
7

$

值有关"

SF6*

等(

#;

)

通过设置
!

种不同
/$

#

E$

*

/$

#

E0M

*

0ME$

的缓冲溶液!研究了溶液酸碱性对
4ML<+?<

四

链体(

X

#

?

!

'?'?

!

0?

+

0

+

?

3

'?

!

$)形成及质谱

检测的影响"在
/$

#

E0M

缓冲溶液条件下!通

过
:=N<G=

检测到自由缠绕的单链
./0

以及

32>
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四链体研究中的进展



分子内的
?<

四链体基峰!缠绕的
./0

单链离

子峰的相对强度为基峰的
9"r

"在碱性溶液

中!

?<

四链体
./0

的离子峰仍为基峰!但是自

由缠绕的
./0

单链离子峰的强度有所增加"

然而!与中性条件和碱性条件不同之处是!在酸

性条件下#

7

$#s"

$的
:=N<G=

谱图中只观察到

?<

四链体的分子离子峰!但信号强度相对减

弱!几乎看不到自由缠绕的
./0

单链离子峰

的存在"这表明!虽然碱性条件下不利于分子

内
?<

四链体的形成!但酸性条件也会抑制带负

电荷
./0

的质谱信号!不利于
?<

四链体的质

谱检测"因此!通常选择接近生理条件
7

$9s#

的
/$

#

E0M

缓冲溶液作为质谱研究
?<

四链体

的溶液条件"

!?I

!

与质谱兼容的有机溶剂对
T%

四链体形成

的影响

在
?<

四链体的质谱分析过程中!通常需要

向样品溶液中添加一定比例的挥发性有机溶剂

以发挥去溶剂化作用!并提高
?<

四链体检测的

信噪比"目前已报道的用于
?<

四链体
:=N<G=

分析 的 常 用 有 机 溶 剂 有 甲 醇(

#><3+

)

'异 丙

醇(

3!<3#

)

'乙腈(

33

)等!但有机溶剂对提升
?<

四链

体的检测能力各不相同"通常情况下!有机溶

剂的去水合作用越强!其诱导能力越显著!越

有利于
?<

四链体的检测"

?6WHL%M6

等(

35

)研究

发现!当与
:=N<G=

兼容的有机溶剂#甲醇'乙

醇'异丙醇'乙腈$加入到含有端粒
./0

序列

#

X

#

@0???@@0???@

$$的
/$

#

E0M

水溶液

中!除了会增加二聚体
?<

四链体的形成速率和

稳定性!还能够使其从反平行结构向平行结构

转变"另外!

SF6*

等(

39

)在对
V%1<23;9?<

四链

体的研究过程中发现!常见的
!

种有机溶剂去

水合作用及分子拥挤效应的顺序为+甲醇
"

乙

醇
"

乙腈"而在这
!

种高浓度有机溶剂条件

下!并不能促使
V%1<23;9

形成单链的
?<

四链

体!而是促使
V%1<23;9

形成二聚
?<

四链体!并

且分子拥挤试剂的去水合作用越强!其诱导能

力越显著"此外!该课题组还发现!提高有机溶

剂的比例虽然有利于
V%1<23;9

形成
?<

四链

体!但是过高的
?<

四链体浓度会影响
?<

四链

体的结构转换和解离"因此!合适浓度的有机

溶剂和富
?

核酸序列对
?<

四链体的质谱检测

非常重要"

!?F

!

类生理条件下
T%

四链体的研究

?<

四链体作为非典型的核酸二级结构!表

现出重要的结构多态性!不同的结构可能与其

功能密切相关"因此!研究生理和病理条件下

?<

四链体的真实结构!对于了解相关致病机理

及以
?<

四链体为靶标的前药筛选极为重要"但

是!生理条件下的
?<

四链体处在高浓度的
K'L

和
/6'L

中!而要通过质谱实现类生理条件下
?<

四链体结构与性质以及小分子配体的筛选研究!

首先要克服
K'L

'

/6'L

对
?<

四链体的检测和数

据质量的影响"目前!通常采用离子半径与
K

,

接近的挥发性
/$

#

,

#

/$

#

E0M

$模拟高浓度

K'L

'

/6'L

条件!然而
/$

#

E0M

中的
?<

四链体比

K'L

溶液中
?<

四链体的稳定性更差'多态性更

强"同时!

/$

#

,还易与磷酸基团进行特异性结

合!导致谱图复杂性增加!与生理状态下
?<

四链

体的真实结构存在较大差异(

3;

)

"因此!该条件

不能真实反映
?<

四链体在细胞环境内的真实构

型"对此!

?6WHL%M6

等(

3;

)开发了与
:=N<G=

兼容

的
@G00,K'L

缓冲体系!用于
:=N<G=

研究

?<

四链体在生理条件下的拓扑结构!与等效的

/$

#

E0M

相比!

@G00,K'L

混合物通过抑制

?<

四链体外部的非特异性加合物从而降低谱

图复杂性!有利于形成与生理状态下高浓度

K'L

和
/6'L

#生理相关阳离子$类似的拓扑结

构"此后!

1%MIBHR

等(

3>

)检测了
@:0

*

$-NA,

NA0,K'L

体系下
K

, 与
?<

四链体的结合状

态!相比于
@G00

*

K'L

体系!能够在不影响生

理折叠的情况下提高对
?<

四链体的检测灵敏

度及有序性#相比于
/$

#

E0M

!

K'L

的多电荷

峰消失$!实现对亚微摩尔级别
?<

四链体和小

分子配体复合物的分析"最近!

46RBLHBB

等(

5"

)

采用九氟叔正丁醇#

/-@4

$和辛胺#

E0

$体系

进行了
?<

四链体的质谱研究!相比于含六氟异

丙醇#

$-NA

$和三乙胺#

@:0

$的传统流动相组

合!能够进一步降低
/$

#

E0M<'$

!

E$<$

+

E

条件下
?<

四链体的质谱图复杂性!提高对
?<

四链体的灵敏度!有望用于
K'L

条件下
?<

四链

体拓扑构型的研究"

!?@

!

T%

四链体的碰撞
%

解离行为

研究
?<

四链体在质谱条件下的碰撞解离

行为!可以进一步了解其在气相条件下与配体

以及阳离子的结合比例及稳定性"

+""+

年!

52>
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@I8V6&

等(

52

)首次通过质谱
'0.

碎裂模式研

究
?<

四链体及其小分子配体的结合"此后!

G6CC%BHLL%

等(

5+

)发现!具有不同链数量和不同

结构的
?<

四链体在
'0.

碰撞模式下会产生不

同的断裂途径"在一定的能量碰撞情况下!四

条链组成的
?<

四链体会被解离成三链和单链!

相应核酸序列的碱基也会存在不同程度掉落的

情况!而双链组成的
?<

四链体主要通过前体离

子的鸟嘌呤碱基丢失而仅存在部分解离"此

外!在三条链组成的
?<

四链体
'0.

谱图中观

察到更低的单链分离比例"这表明!四链体的

不同序列或方向可能会影响
?<

四链体的碎裂

途径"

SF6*

等(

5!

)发现!

!

种对
4ML<+V1/0 ?<

四链体具有高结合亲和力的天然生物碱#两面

针碱'黄藤素和麻黄碱$会导致
?<

四链体不同

碰撞解离现象"在低能量状态下!

?<

四链体及

其配合物在较低的碰撞能量下均丢失
/$

#

,

"

当碰撞能量增加时!复合物中碱基的丢失比小

分子丢失更容易!这表明!生物碱分子与
V1/0

?<

四链体之间的非共价结合作用较强!并不是

依靠简单的静电吸附发生结合"近期!

OHH

等(

5#

)观察到
/6

,一种有趣的碰撞诱导解离行

为!其特征是在低能量状态下优先同时丢失
+

个
?

配体!在碰撞激活
/6

,结合的
?<

四分体

时!可以轻松产生中性氢键二聚体!再次丰富了

对
?<

四链体结构及性质的认知"

(

!

Q[KT%

四链体结构的质谱研究

1/0?<

四链体是细胞内主要的非常规

1/0

二级结构!具有重要的生物学和病理学作

用!受到研究者们的重视(

53<9+

)

"

K%V

等(

9!

)最早

在大肠杆菌中发现长度为
2>

个碱基的
1/0

片段能够形成
?<

四链体结构!随后又陆续报道

了在
V1/0

'长链非编码
1/0

和端粒末端中

存在
1/0?<

四链体"与
./0?<

四链体结构

不同的是!

1/0

为单链结构!主要存在于细胞

质中!不存在像
./0

一样的双链竞争平衡!能

够稳定存在于细胞结构中!可以更直接地参与

很多生理过程"因此!探索
1/0

的高级结构

对解释诸多关键生物学过程尤为重要"

在常规条件下!

./0

一般可形成
!

种不同

的
?<

四链体构型!但是
1/0

由于呋喃糖环上

+

/

<

羟基的存在限定了糖苷键的取向!增加了

1/0?<

四链体与水分子以及分子内作用力!

使
1/0?<

四链体通常只能形成热稳定性更高

的正平行结构(

9#<99

)

"因此!在电喷雾质谱实验

中!

1/0 ?<

四链体通常表现为较低加和电荷

的现象!一般为
+

!

#

电荷!而长链序列电荷一

般为
3

!

22

"通常!

1/0?<

四链体能够被小分

子稳定并调控!从而达到抑制致病基因表达的

目的"

1%MIBHR

等(

9;

)通过质谱'

'.

等仪器手段

研究发现!

$N_<2

核衣壳蛋白
/'

7

9

能够结合

并展开
$N_<2 1/0 ?<

四链体促进
./0

*

1/0

双链体形成!从而允许逆转录进行"但小

分子配体的加入却阻碍逆转录过程在逆转录酶

和
/'

7

9

的作用!这种新的机制将为研制抗

$N_<2

药物提供一定的帮助"另外!

1/0

容

易发生二聚现象"

SF6*

等(

39

)在对
V%1<23;9

与小分子配体的质谱研究中发现!

V%1<23;9

可

以在较高浓度
/$

#

,和分子拥挤环境的诱导下

形成上下堆叠的二聚
?<

四链体结构!并能够与

+

种药根碱衍生物按照
2~+

的比例结合!但药

根碱本身不能够诱导
V%1<23;9

形成
?<

四链体

二聚结构"此外还发现(

9>

)

!与
V%1<23;9

具有

相同序列的
./0<23;9

和
XT<./0<23;9

均不

能形成二聚
?<

四链体结构!说明
1/0?<

四链

体发生二聚可能会受到阳离子'核苷酸'小分子

配体等多种因素的影响"

O%

等(

;"

)利用电喷雾

电离质谱与圆二色光谱发现!与乳腺癌相关的

V%1<>+6

启动子区域的富含
?

序列能够在
K'L

或
/$

#

E0M

溶液中形成平行的
?<

四链体结

构"在高浓度
/$

#

E0M

情况下!

:=N<G=

显示

具有
#

个铵离子的二聚
?<

四链体结构的峰"

此外!通常需要使用退火处理以解开
1/0

的其他二级结构!从而使
1/0?<

四链体的结

构更偏向于单一结构!但也存在少数情况(

;2<;!

)

"

例如!

JF

等(

;#

)借助
/G1

'

'.

和
:=N<G=

等仪

器!发现含有
;<

溴鸟苷修饰的人类端粒
1/0

序列形成反平行结构的
1/0?<

四链体"这些

研究增加了我们对于
1/0?<

四链体结构性质

更深层次的了解"

+

!

T%

四链体配体分子的质谱筛选

筛选高亲和力和选择性结合诱导
?<

四链

体形成并稳定
?<

四链体的配体小分子对于相

92>
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关疾病的治疗具有重要的意义!目前已有文献

报道通过
?<

四链体小分子配体调控癌症基因

的表达(

;3<;5

)

"质谱在非共价相互作用的检测方

面具有高灵敏度'高准确度!并可获得化学计量

比等优势!因此广泛应用于
?<

四链体的小分子

识别研究"根据
?<

四链体的特征来看!

?<

四链

体与小分子可能的结合位点包括+

?<

四链体平

面'

?<

四链体中心通道'侧链碱基'磷酸骨架及

其临近沟区等(

;9

)

"因此!将
?<

四链体配体分

子按照其结构特征以及作用力类型的方式分为

!

类(

;;<;>

)

+

2

$平面堆叠结合的分子,

+

$沟区结

合分子,

!

$侧链结合分子"

+?!

!

配体分子结合亲和力的质谱算法

配体对
?<

四链体的亲和力和选择性可以

根据质谱中
?<

四链体及其结合离子峰强度的

特定参数进行评估"为了评价小分子配体与

?<

四链体的结合能力!常使用参数
N16

值定义

小分子配体与
?<

四链体结构结合能力的强

弱(

!!

!

#;

)

!示于式#

+

$+

N16

O1

NR

(

?

Q

$A

)

7

N

*

1

NR

(

?

Q

$A

)

7

N

Q1

NR

(

?

)

7

N

#

+

$

其中!

7

为电荷数!

$

为结合小分子的个数"分

子部分表示
?<

四链体与小分子配体复合物所

有谱峰的相对强度之和!分母部分表示所有包

含
?<

四链体峰的相对强度之和"因此!

N16

值

表示所有结合占总
?<

四链体的比例!该值越

大!表示
?<

四链体
<

小分子配体复合物的比例

越高!即
?<

四链体与小分子配体的亲和力越

强"根据这一评价算法!后续就可以利用质谱

对配体小分子的结合亲和力进行评价"

+?(

!

高亲和力配体分子的质谱筛选

目前已报道的
?<

四链体配体分子大多属于

平面堆叠结合小分子!其母核包括喹啉'吖啶'蒽

醌等芳香基团!主要以
0

<

0

键与
?<

四链体的
?<

四分体平面相互作用"

SF6*

等(

!;

)利用电喷雾

质谱法研究了端粒
?<

四链体'双链
./0

与二萘

嵌苯类衍生物#

@HL"!

$'

A

(

A

(

A

(-

NVNVNV

.

.

7

'

NVNVNV

.

.

7

等小分子之间的相互作用!首次在

同一体系中检测到小分子对双链'

?<

四链体

./0

特异性的识别!发现
@HL"!

分子与端粒

?<

四链体的结合最强!且有特异的选择性识

别"质谱图中同时显示出多种核酸结构及相应

结合物的峰!凸显了质谱的化学专一性"

SF6*

等(

#;

)还利用前述
N16

质谱算法研究了
9

种小

分子与
WML<+

序列四链体之间的亲和性强弱顺

序!并找出了
+

个能够引起四链体与双链

./0

转化的小分子"

+?+

!

高选择性配体分子的质谱筛选

在平面结合的分子基础上!加入能够增强

配体分子结合力'选择性和亲水性的正电荷或

易于质子化的氨基团等亲水基团!可以增强沟

区或侧链区的静电力'氢键或范德华力"例如!

/H%XLH

等利用质谱发现!

@GA

(

#

(

>"

)

'

4=T5"!>

(

>2

)

'

四取代萘酰亚胺分子能够与
X

#

@0???@<

@0???

$

+

?<

四链体的平面进行堆叠以及与侧

链结合"当配体小分子的共轭平面大于双链中

互补碱基对的平面时!会增加小分子配体与
?<

四分体的
0

<

0

堆叠作用!使
?<

四链体的稳定性

增加!同时实现对
?<

四链体的选择性识别"

'6RL6

等(

>+

)利用
:=N<G=

与
J1.

对人类端粒

./0?<

四链体与具有平面结构'带有正电荷

以及具有芳香基团的(

0F

#

><VHBI

(

LM6YYH%*<

;<

(

L%XH*H

$

+

)

, 形成的复合物进行表征!发现

(

0F

#

><VHBI

(

LM6YYH%*<;<

(

L%XH*H

$

+

)

, 能够在双

螺旋
./0

存在下选择性地结合
./0?<

四链

体结构"

0LH&&6*XR8

等(

>!

)通过
:=N<G=

对
!

种不同的
?<

四链体结构#人类端粒重复序列的

寡核苷酸
$@HL8+2

'

+

种人类致癌基因启动子

M<V

(

M

'

M<D%B

$'双链
./0

#

.K55

$与苯并吡喃类

生物碱塔斯品碱及其合成类似物的非共价相互

作用进行研究!发现塔斯品碱对人类端粒重复

序列
$@HL8+2

和双链寡核苷酸
.K55

具有不

同化学计量比的结合"这一研究展示了质谱技

术在化学计量比确定方面直观'准确的特性"

SF6*

等(

>#

)在具有旋光异构的分子对
/<

V

(

M?<

四链体识别的质谱研究中发现!当
./0

样品与粉防己碱配体分子的浓度比为
2~#

时!

可以观察到
/<V

(

M?<

四链体结合
2

个和
+

个

粉防己碱分子的
?<

四链体复合物峰!最终结合

+

个配体分子的复合物峰为基峰!几乎无法观

测到不结合小配体分子的
?<

四链体峰"在相

同的实验条件下!异粉防己碱与
/<V

(

M?<

四链

体结合峰的相对强度较弱!在
3"r

以下!不结

合配体分子的
/<V

(

M?<

四链体为基峰"实验

结果表明!配体小分子的旋光异构性对其与
?<

四链体的结合有着重要影响"

;2>

质 谱 学 报
!!

第
#+

卷



当配体分子骨架具有一定柔性!其分子结

构与
?<

四链体不规则沟区相匹配时!也会增大

结合选择性"例如!

O%

等(

>3

)在利用质谱对
M<

V

(

M?<

四链体的研究中发现!双苄基异喹啉类

生物碱...粉防己碱和防己诺林碱能够选择性

地与
M<V

(

M?<

四链体的单碱基螺旋桨侧链形

成中等尺寸的沟区进行结合!同时具有显著的

?<

四链体*双链
./0

选择性和平行链*杂交链

?<

四链体选择性"此外!粉防己碱还能够诱导

端粒
?<

四链体序列发生构象转变"另有报道

发现!偏端霉素
0

也能够与
X

#

@????@

$

#?<

四链体的沟区进行结合(

>5

)

!而芳香族化合物

X%6V%X%*H.4;!+

与 特 殊 的
?<

四 链 体 结 合

时(

>9

)

!会有
+

个小分子堆叠在
?<

四链体平面

上!此外还会有
!

!

#

个分子结合在该
?<

四链

体的沟区"

SF6*

等设计了
2

个环状分子
M

.

!

利用质谱验证其可以高选择性地识别
M<V

(

W

原癌基因
?<

四链体(

>;

)

"理论计算显示!

M

.

环

状分子是在大沟区与
M<V

(

W

四链体侧链部分

以氢键相互作用"

I

!

其他用于
T%

四链体构象分析的质谱

技术

常规的质谱技术很难确定
?<

四链体的构

型!将传统质谱与其他技术联用将有助于
?<

四

链体 结 构 的 解 析!包 括
$

*

.

交 换 质 谱 法

#

$.J<G=

$'红外多光子解离质谱法#

N1GA.<

G=

$'离子淌度质谱法#

NG<G=

$等"

I?!

!

\

%

E

交换质谱

尽管氢
<

氘交换质谱已被广泛用于分析蛋

白质的结构和动力学(

>>

)

!但该技术用于
?<

四

链体结构与性质分析的报道较少"理论上!寡

核苷酸上的
$

*

.

交换可能包含以下几个交换

位点+核糖的
3

/

<

和
!

/

<

羟基末端'核糖的
+

/

<

羟

基末端'磷酸基团'以及碱基的氨基和亚氨基"

因此!

$

*

.

交换可用于
?<

四链体的结构分析"

研究表明(

2""

)

!

./0?<

四链体在三甲基乙酸铵

溶液和
:=N

源的条件下!磷酸基团完全
$

*

.

交换!而交换的碱基会保持标记状态!不会进行

反向交换"

$

*

.

交换率不取决于它们的电荷

状态和非特异性加合物的存在!而是在很大程

度上取决于寡核苷酸的二级结构#氢键状态$"

此前!

_6%R6V6*%

和
?R8&&

(

2"2

)报道了凝血酶结

合适体
??@@??@?@??@@??

的
$

*

.

交

换!在气相
$

*

.

交换条件下!与不带阳离子的

适配体相比!带有
K

,或
=R

+,结合的适配体具

有更紧凑的结构"

?6WHL%M6

等(

2"+

)研究发现!四

链体(#

@????@

$

#

1

!/$

#

,

)与相应的单链

@????@

!

./0

双链体和其他测试的四链体

相比!在正离子和负离子模式下能实现较快的

$

*

.

交换"此外还发现!

?<

四链体的
$

*

.

交

换主要取决于基本位点对氘化溶剂的可及性"

与液相条件下不同的是!气相状态下结构越紧

凑的
?<

四链体更容易发生快速的
$

*

.

交换"

I?(

!

红外多光子解离质谱

一直以来!人们对
:=N<G=

产生的气相多

电荷
?<

四链体离子能否保持其在溶液状态下

的结构持有疑问"红外光谱是研究溶液中核酸

二级结构的理想方法之一!其已广泛应用于蛋

白质的构象分析"

?6WHL%M6

等(

2"!

)通过
N1GA.<

G=

对人端粒序列
?<

四链体进行结构分析研

究!在
255"

!

259!MV

w2处观察到鸟嘌呤
'5<

E5

拉伸强度很强!与气相谱带相比!存在着

明显的红移"此外!通过对比单链
X@?

#

@

和

X

#

@@0???

$

#

的
?<

四链体的红外特征发现!

?<

四链体结构和随机螺旋状态的
./0

在

N1GA.

质谱中显示出不同的特征"与无规卷

曲
./0

相比!在
?<

四链体
./0

中观察到鸟

嘌呤
' E

拉伸模式区域显著红移!这是因为

' E

基团与
?<

四链体
./0

中的其他碱基和

铵离子形成氢键"实验证明了人类端粒序列

X

#

@@0???

$

#

中
?<

四链体氢键的保守性"

I?+

!

离子淌度质谱

离子淌度质谱是基于离子在飘移管中与缓

冲气体碰撞时的碰撞截面不同!将离子按大小

和形状进行分离!实现对蛋白质'多肽'核酸及

复杂化合物异构体分析的重要工具!因此可以

用来对
?<

四链体结构进行构象分析"

+""3

年!

48\HR&

等(

2"#

)首次利用离子淌度质谱进行

了
?<

四链体的结构研究!并成功得到了
#

种不

同
?<

四链体的碰撞横截面积#

''=

$!而平行结

构和反平行结构具有不同的碰撞横截面积"

?6WHL%M6

等(

2"3

)发现!

?<

四链体碰撞横截面积与

末端堆积和嵌入模型明显一致!末端堆积是具

有
?<

四链体结构与配体分子的首选结合模式"

周江等(

2"5

)利用离子淌度质谱验证了
M<V

(

M

序

>2>

第
3

期
!!

谭
!

江等+质谱技术在
?<

四链体研究中的进展



列退火后构象从单体四链体转化形成二聚四链

体"最近!

?6WHL%M6

等(

2"9

)比较了
@G00

*

K'L

体系中端粒
1/0

和
./0?<

四链体!并对离子

淌度质谱是否有助于分析
?<

四联体拓扑结构

进行了评估!发现气相高电荷状态下的
?<

四链

体结构更接近溶液状态下
?<

四链体的真实结

构"但是在液相条件下的低电荷
?<

四链体在

气相条件下的结构将进一步紧缩!与真实状态

下的
?<

四链体结构具有差异"

F

!

展望

在过去的
+"

多年!已经对
?<

四链体有了

较为广泛深入的研究!表明
?<

四链体结构在调

控许多疾病基因的表达过程中发挥着重要的作

用"当前的质谱技术在表征核酸高级结构方面

具有快捷'灵敏'直观!以及能够实现化学计量

比等检测优势"但是!

?<

四链体结构具有动态

多样性!容易受到多种因素的影响!质谱能够提

供的构象信息有限!因此在
?<

四链体的结构及

性质研究中!常联合搭配使用
/G1

'

'.

'

=A1

等技术对质谱结果进行验证!从而获得更加全

面的结构信息"今后!随着解析
?<

四链体多样

性结构的质谱技术与算法的突破!以及用于区

别不同构型'不同核苷酸类型的
?<

四链体探针

的开发!将会为
?<

四链体的质谱研究带来更大

的突破"
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