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摘要"核苷自由基在生物体内扮演着关键角色(特别是在
2̂ )

损伤过程中'为深入研究这些自由基的

性质,反应机制以及与其他生物分子的相互作用(确定其结构至关重要'质谱通过提供高真空环境(为

自由基离子创造了惰性的研究环境(在核苷自由基和碱基自由基的气相研究中展示了不可替代的作用'

此外(结合串联质谱和理论计算(能够更准确地分析自由基结构'本文总结了近
,'

年来基于质谱技术

的气相中碱基与核苷自由基的研究(详细介绍了自由基离子的产生方法,研究手段以及结构分析的最新

成果(提出了对于高活性自由基中间体的结构研究(以及自由基异构体的选择性产生仍然面临挑战(亟

需发展新的实验方法和技术手段'

关键词"质谱$核苷$自由基阳离子$气相结构$光解离光谱
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自由基在涉及蛋白质和
2̂ )

等生物分子

的反应中发挥着关键作用'核苷自由基在生物

体内可能引发一系列重要的反应(如氧化,还

原,自由基链式等(这些反应可以导致
2̂ )

和

Ĵ )

的进一步损伤(从而对细胞的正常功能和

遗传信息造成影响'近年来(有研究"

$#S

#表明(

核苷自由基是
Ĵ )

+

2̂ )

损伤的关键中间体'

以氮为中心的核苷自由基通常是暴露于
,

射线

或氧化剂的
2̂ )

产生的反应中间体(但对其

关键结构以及相关反应的细节仍不清楚'为研

究反应中形成的瞬态物种(科学家们开发了多

种产生核苷自由基的方法(然而(由于不同方法

产生的自由基可能具有不同的位点(因此对产

生的自由基及其异构体结构的精准确定非常重

要(但也非常困难'

一般情况下(

2̂ )

电离通过氧化或还原途

径进行(分别形成阳离子自由基和阴离子自由

基中间体'以腺嘌呤为例(目前公认的碱基自

由基形成机制有
,

种"

3

#

!一种是通过氧化电离

产生瞬态阳离子自由基(这些阳离子自由基通

过电子或质子转移后进一步反应$另一种是通

过还原电离捕获电子(形成短寿命的阴离子自

由基(通过阴离子消除或溶剂质子化转化为自

由基'在液相研究中(羟基自由基直接进攻核

苷是一种常用的方法"

I#%

#

(可以选择性地产生羟

基自由基(使其与核苷发生反应产生核苷自由

基'此外(一些研究人员利用其他自由基氧化

剂(如硫酸根自由基"

M#P

#

,氯自由基"

$'

#等(在适

当的实验条件下诱导核苷的氧化反应产生核

苷自由基(并利用瞬态吸收光谱对其结构进

行研究'这些方法均具有较高的选择性和灵

敏度(但需要准确控制实验条件和选择合适

的试剂'

在凝聚相中产生的这些不稳定自由基很容

易与所处的环境分子)如溶剂分子*发生一系列

反应(使它们的结构分析更复杂'利用气相中

的离子分子不受溶剂和抗衡离子效应干扰的优

势"

$$#$,

#

(科学家们在气相中对相关自由基进行

研究(通过比较实验结果与理论计算结果(能

够从分子水平上更加清晰地获得它们的结构和

动力学信息'近年来(随着质谱技术的发展(尤

其是串联质谱法以及电喷雾电离)

GH(

*

"

$S

#的广

泛应用(使气相自由基的相关研究取得了很大

进步'

本文将聚焦基于质谱技术的碱基自由基与

核苷自由基的气相研究(详细介绍它们的产生

方式,研究方法以及结构研究进展'

C

!

气相中碱基核苷自由基的产生方法

传统的电子轰击电离)

G(

*虽然可以用来产

生核苷自由基离子(但受产率的影响(难以进行

后续的结构研究'为揭示核苷自由基的结构和

性质(研究人员开发了一些新的自由基产生方

法(如利用碱基与金属离子和相关配体形成的
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配合物通过碰撞诱导解离)

;(2

*产生自由基离

子"

$3#$I

#

(使用不同的前体分子并结合各种离子

活化技术在气相中制备多种类型的自由基离子

等(示于图
$

'

图
C

!

气相中碱基#核苷和核苷酸阳离子自由基的形成方法

"#

$

%C

!

"0-9.,#029*,401(0/+.,#02#+/-**-.1#+.@(0/3.(*

(

26+@*0(#1*

(

.2126+@*0,#1*#2

$

.(

)

4.(*

C;C

!

<=

源直接产生

最早(研究人员采用高能电子撞击电离

)

G(

*技术产生核苷碱基的自由基阳离子(示于

图
$!

'由于含氮的核苷碱基是富电子体(在初

期形成核酸自由基时(电子空穴主要集中在碱

基上(产生以碱基为中心的自由基'在气相中(

核苷碱基的电离能量从低到高依次为鸟嘌呤

)

X

*,腺嘌呤)

)

*,胞嘧啶)

;

*,尿嘌呤)

0

*

"

$-#$M

#

'

有关核苷构建模块的报道大多数是基于高能电

子碰撞电离方法研究碱基自由基阳离子的碎裂

途径"

$P#,'

#

(然而(由于方法本身的局限性(缺乏

对自由基深入的研究'

C;:

!

三元过渡金属配合物

5

2

7!:@

等"

,$

#研究表明(一些核苷自由基

阳离子可以通过
GH(

形成的三元金属配合物

离子"

*

)

9S

*)

^

*#

,8

)

*

!

;N

)

#

*(

+B

)

#

*$

9

!

<:=.

(

B

AE

(

N̂

!

)

(

<)

(

X

(

<X

(

;

(

<;

*的碰撞

诱导解离引发分子内电子转移而产生(示于

图
$4

"

,$

#

'随后(研究人员先后研究了脱氧胞

苷
#

脱氧鸟苷配对,胞嘧啶,胸腺嘧啶,腺嘌

呤"

,,#,I

#

'以三联吡啶)

B=@

AE

*作为配体(将
GH(

产生的"

*

)

#

*)

9S

*

^

#

,8

)

=

+

L,$$

*作为前体

离子(通过
;(2

方法可以在其串联质谱图上

观察到胸腺嘧啶自由基阳离子)

=

+

L$,-

*(示

于图
,

'

C;!

!

引入自由基引发剂

RN@=D

n

=V

课题组"

,-

#报道了一种产生核碱基

阳离子自由基的非还原方法(有望应用于核苷

和核苷酸阳离子自由基(示于图
$D

'该课题组

通过在糖环
;Ie

上引入自由基引发剂(如
3

(

3e#

偶氮二)

3#

氰酸*)

)6;1

*(并利用
;(2

产生核

苷自由基阳离子(成功产生了腺苷和鸟苷自由

基阳离子'核糖核苷偶联物通过
GH(

产生单

图
:

!

&

J6

$

,*-

)5

%$

,4

5

9#2*

%'

:\

)离子的
J=8

质谱图&

:?

'

"#

$

%:

!

J0@@#(#02B#216+*11#((0+#.,#029.((

(

)

*+,-690/

&

J6

$

,*-

)5

%$

,4

5

9#2*

%'

:\

)&

:?

'

电荷离子(这些离子通过质量选择并进行
;(2

(

从阳离子
$

8

)

=

+

LI%'

*的腺苷
)6;1

复合物

;(2#*H

, 开始(导致
,̂

和
,#

甲基戊二腈自由

基的联合损失而形成
=

+

L3$-

自由基离子(示

于图
S!

'然后(选择该自由基离子并进行
;(2#

*H

S

(发现这一中间体的解离是从二氧戊环中

连续 消 除
,#

甲 基丙
#,#

烯腈 )

-%N

*和 丙 酮

)

IMN

*(分别形成
=

+

LS3P

,

,P$

自由基离子(示

于图
S4

'

=

+

L,P$

中间体的
;(2#*H

3 谱图示

于图
SD

(

)

8

.的丰度很高(是通过消除中性

Ie#H#

乙酰基形成的唯一产物'综上(该方法需

要
;(2#*H

3 才能产生自由基(过程较复杂'

C;?

!

电荷基团标记法

利用三元过渡金属配合物的方法产生的自

由基绝大多数是碱基自由基(少数是脱氧鸟苷
#

胞苷配对的自由基'

RN@=D

n

=V

课题组开发了一

种产生带电荷标记核苷自由基的新方法(示于

图
$<

"

,%#,P

#

'以腺嘌呤核苷为例(在腺苷
;I

2位

上引入固定电荷基团的
-#

三甲基己烷
#$#

胺羰

基铵(该带电复合物通过
GH(

进一步带电(形

,P
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成的双电荷离子通过质荷比选择并存储于四极

离子阱中(然后与荧蒽阴离子自由基经过离子
#

离子反应传递电子(将双电荷离子还原为阳离

子自由基(再次经过质荷比选择并存储在离子

阱中'该方法有望应用于与
2̂ )

和
Ĵ )

中

电子转移相关的其他核苷(提供与电离损伤早

期阶段相关的反应中间体的电子结构'

注!

!"*H

,

=

+

LI%'

$

4"*H

S

=

+

L3$-

$

D"*H

3

=

+

L,P$

图
!

!

多级串联质谱显示
L

\

)的形成过程&

:I

'

"#

$

%!

!

"0-9.,#02

)

-0+*((0/L

\

)

3

5

96@,#(,.

$

*,.21*99.(((

)

*+,-09*,-

5

&

:I

'

RN@=D

n

=V

课题组"

S'#S,

#还发现(此类自由基

的产生可依赖多重电荷寡核苷酸离子(示于

图
$=

'为促进产生稳定阳离子自由基
$

8

.和

,

8

.

(采用
$

,8和
,

,8与二苯并冠醚)

26;G

*配合

物进行电子转移解离)

GR2

*(导致电荷减少并

伴随
26;G

配体的损失(从而产生阳离子自由

基
$

8

.

)

=

+

L3-P

*(且未被解离副产物污染(示

于图
3!

'类似地()

,

,8

826;G

*在
=

+

LSP3"I

处的
GR2

导致
=

+

L3,P

处形成阳离子自由基

,

8

.

(示于图
34

'与引入自由基引发剂相比(电

荷基团标记法不需要
3

级以上质谱产生自由

基(但需要结合
GR2

(这在许多质谱仪中不容

易实现'

C;D

!

紫外光解离法

光解离法通过使用光能将分子激发到激发

态进而生成自由基"

SS#S3

#

'该方法具有灵活性和

可扩展性(通过调整激光的波长,强度和脉冲宽

度等参数(可以有效控制核苷自由基的产生'

孔祥蕾课题组"

SI

#通过在傅里叶变换离子回旋

共振)

OR#(;J

*分析池中对锂离子化或钠离子

化的
,#

碘代核苷阳离子进行
01

照射(使其发

生
;

-

(

键均裂(进而产生核苷及配对核苷自由

基阳离子(示于图
$W

'将锂离子化或钠离子化

的
,#

碘代核苷阳离子选择出来(然后引入紫外

激光(在紫外光解离
#

串联质谱)

01+2#*H

,

*图

中可以观察到相应的腺苷自由基阳离子"

S-

#

(示

于图
I

'该方法可以通过在不同位置灵活地引

入
;

-

(

键来制备不同自由基异构体'

C;I

!

中和
B

再电离质谱法

中和
#

再电离质谱)

Ĵ*H

*法是一种独特

的研究方法'

RN@=D

n

=V

等"

3

(

S%#SM

#利用
Ĵ*H

法

研究了阳离子通过碰撞电子转移产生相应中性

自由基的过程(其在气相中分为
,

个阶段!首

先(通过电喷雾电离)

GH(

*产生阳离子自由基(

经过质量选择后(离子被加速到较高的速度)以

尿嘧啶离子为例(其速度为
$$P'''/

+

>

*(并通

过与电子供体的二甲基二硫醚)

;7

S

HH;7

S

*的

掠射碰撞形成中性自由基$然后(通过再电离获

得相应的质谱信号'该方法也可通过在前体分

子中引入-

;

,

7

I

基团(选择性地生成相应的碱

基自由基'

:

!

气相中碱基核苷自由基结构的研究

方法

对于在气相中产生与
2̂ )

相关的自由基

离子(可以在质谱仪中进行质量选择(并利用串

联质谱和光解离光谱等方法进一步研究其结

构,反应性和动力学'对目标自由基离子进行

选择后(可以采用不同的离子活化方法进行活

化(并进一步利用串联质谱研究裂解通道和产

物'目前(离子活化手段主要有
;(2

,红外多光

子光解离光谱)

(J*+2

*以及紫外
#

可见光解离

SP
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图
?

!

+

!

,?C?;D

处$

C

:\

\8HJ<

%的
<V8B&'

: 质谱图$

.

%(插图为
+

!

,?IZ

处
C

\

)的
J=8B&'

!质谱图*

+

!

,!Z?;D

处$

:

:\

\8HJ<

%的
<V8B&'

: 质谱图$

3

%(插图为
+

!

,?:Z

处
:

\

)的
J=8B&'

!质谱图&

:W

'

"#

$

%?

!

<V8B&'

:

(

)

*+,-690/

$

C

:\

\8HJ<

%

.,+

!

,?C?;D

$

.

%(

,4*#2(*,(40O(,4*J=8B&'

!

(

)

*+,-69

0/C

\

)

.,+

!

,?IZ

*

<V8B&'

:

(

)

*+,-690/

$

:

:\

\8HJ<

%

.,+

!

,!Z?;D

$

3

%(

,4*#2(*,(40O(,4*J=8B&'

!

(

)

*+,-690/:

\

)

.,+

!

,?:Z

&

:W

'

注!

!"D"

分别为质量选择后的母离子
=

+

L3''"''

,

3$I"PM

$

4"<"

分别为
=

+

L3''"''

,

3$I"PM

对应的紫外光解离质谱图)

,M'./

(照射
I>

*

图
D

!

&

=

L1*\K#

'

\

$

.

(

3

%和&

=

L1*\M.

'

\

$

+

(

1

%的质谱图&

!I

'

"#

$

%D

!

&.(((

)

*+,-.0/

&

=

L1*\K#

'

\

$

.

(

3

%和&

=

L1*\M.

'

\

$

+

(

1

%

&

!I

'
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)

01#1:>+2

*(采用可调谐激光可进一步获得

自由基离子的
(J*+2

光谱或
01+2

光谱'

另外(还有一些结合质谱或串联质谱研究离子

结构和动力学的方法(如与相关物种的反应质

谱"

3

(

S%#SM

#

,光电子能谱)

+GH

*

"

SP#3I

#以及离子碰撞

横截面)

;;H

*测量"

3-#I$

#等(示于图
-

'其中(

+GH

在自由基研究中的应用较广泛(但主要集

中于小分子自由基(如丙烯自由基和苯胺自由

基等"

3'#3$

(

33

#

$基于离子迁移的
;;H

测量已逐渐

增多(但只有少数研究涉及若干阳离子自由

基"

3-#I$

#

(这是因为自由基的不稳定性导致其在

迁移过程中可能伴随
;;H

改变'

图
I

!

基于不同串联质谱方法的碱基与核苷自由基的结构研究

"#

$

%I

!

',-6+,6-.@(,61

5

0//-**-.1#+.@(0/3.(*(.2126+@*0(#1*(

3.(*1021#//*-*2,,.21*99.(((

)

*+,-09*,-

5

9*,401(

!!

由于目前大部分商品化质谱仪不提供

(J*+2

和
01+2

光谱的功能(为实现这一目

标(需要对其进行改造'这要求所选择的质谱

仪应具备较强的多级串联质谱能力或多种活化

手段(以便能够产生相应的自由基离子'其中(

基于离子阱的用于串联
*H

$

#01+2

光谱学研

究的实验装置主要有
,

种"

I,

#

!

$

种是基于

RK=@/?9RQ

质谱仪改造的(以实现将紫外光

束引入线性离子阱中(改造的主要方法是在用

于产生阴离子的辅助化学电离源的插入块中钻

出直径为
$//

的孔(并使用
$

块在入射光束

路径位置上有
$

个密封石英窗的铝板取代化学

电离源的背面真空法兰(示于图
%!

$另
$

种是

基于
6@NV=@!/!T?.

质谱仪改造的(将紫外光

束引入
S2

离子阱中(在环形电极上钻出
,

个

直径
$//

的孔)分别在顶部中心和底部中

心*(将改装后的环形电极正上方的真空法兰更

换为紫外线窗口法兰(同时将
,

个反射镜固定

在改装后的环形电极下方(示于图
%4

'

为了能够在同一台质谱仪上同时获得目标离

子的红外及紫外光解离质谱与光谱(孔祥蕾课题

组"

SI

#将
,

束可调谐激光引入到
$

台磁场强度为

%"'R

的
OR#(;J

质谱仪分析池中(示于图
%D

,

%<

'

其中(

$

台是紫外
#

可见
5+5

激光器(可用于产生

碱基自由基阳离子或核苷自由基阳离子(也可用

于研究紫外光解离质谱与光谱$另
$

台是可调谐

红外激光器(输出波长范围为
,%''

!

SM''D/

l$

(

可以对自由基离子的红外光解离光谱进行研

究'该装置虽然不具备
GR2

功能(但可以实

现
(J*+2

,

01+2

,

;(2

等
S

种离子活化方法

的任意结合(并共同作用于同一离子"

$$#$,

(

SI#S-

#

'

!

!

气相中碱基核苷自由基结构的研究

进展

近年来(科学家们基于以上自由基的产生

方法和结构研究手段"

,,#S,

(

S-#SM

#

(并结合理论计

IP
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算"

IS#I3

#

(对核苷自由基离子的结构和反应性

进行了较全面的研究'核酸中的核苷是由嘌

呤或嘧啶碱基与核糖或脱氧核糖缩合而成(

一般来说(核糖分子中的碳原子)

;$

*与嘧啶

分子中的氮原子)

$̂

*或嘌呤分子中的氮原子

)

P̂

*之间形成糖苷键(称为核糖核苷'为方

便文章阅读(对碱基及糖环上的原子进行编

号(示于图
M

'

注!

!"

改造后的
RK=@/?9RQ

质谱仪$

4"

改造后的
6@NV=@!/!T?.

质谱仪$

D"

实验装置示意图$

<

(

=b

实验装置实物图(

+X

表示脉冲发生器(

H;

表示快门控制器

图
U

!

通过引入可调谐激光(可获取
&'

'

BQRG8

光谱的仪器装置$

.

(

3

%

&

D:

'

*通过向
"VB=J7

质谱仪

引入可调谐激光(可获取
&'

'

BQRG8

和
=7&G8

光谱的仪器装置$

+

!

*

%

&

!D

'

"#

$

%U

!

=2(,-69*2,(*,6

)

(/0-03,.#2#2

$

&'

'

BQRG8(

)

*+,-.3

5

#2,-016+#2

$

,62.3@*@.(*-(

$

.

(

3

%

&

D:

'

*

#2(,-69*2,(*,6

)

/0-03,.#2#2

$

&'

'

BQRG8.21=7&G8(

)

*+,-.

3

5

#2,-016+#2

$

,62.3@*@.(*-(#2."VB=J79.(((

)

*+,-09*,*-

$

+B*

%

&

!D

'

图
W

!

碱基及糖环上的原子编号

"#

$

%W

!

7*/*-*2+*2693*-(/0-,4*.,09(023.(*.21(6

$

.--#2

$

(

!;C

!

腺嘌呤以及腺苷自由基

RN@=D=V

等"

,I

#利用三元过渡金属配合物通

过碰撞诱导解离形成腺嘌呤)

)

*和
P#

甲基腺嘌

呤的阳离子自由基(提出了腺嘌呤可能存在的

异构体(并通过紫外
#

可见光谱和基于理论计算

的振动光谱证明了离子化的嘌呤核碱基在气相

中倾向于形成经典互变异构体结构$为了研究

氢原子与腺苷结合位点(该课题组利用固定电

荷基团标记法在气相中产生带有固定电荷基

团的腺苷自由基(通过串联质谱,氘标记和

01

+

1:>

作用光谱对其进行结构表征(发现带

电荷标记的自由基在波长
,''

!

-''./

处有

紫外吸收$同时还考虑了
7

原子结合在
$̂

,

;,

,

Ŝ

,

%̂

,和
;M

这
I

种情况(通过开展氘标

记实验(得出
7

原子仅结合在
$̂

,

Ŝ

和
%̂

位

点上$进一步与分子动力学,从头计算和激发态

计算相结合(明确此处产生的腺苷自由基为
%̂

氢原子加合物'

X=@4!N_

等"

3

#利用
Ĵ*H

方

-P
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法产生腺嘌呤自由基(并将电喷雾电离,气相离

子化学和碰撞电子转移相结合(发现
$̂

氢原

子加合物最稳定(被认为是
2̂ )

放射性损伤

的初始中间体之一'

为了揭示碱金属离子与腺苷自由基的相互

作用(孔祥蕾课题组"

S-

#利用紫外光解离法产生

锂离子化和钠离子化的腺苷自由基(示于图
P

(

通过将红外多光子解离与理论计算相结合(确

定了
,

种自由基最稳定的异构体(它们具有金

属离子三配位模式的共同特征'对于这
,

种自

由基物种而言(最低能量的异构体都经历了氢

转移(但考虑到
;

-

(

均裂后直接形成的自由基

具有一些相似的光谱特性(不能排除存在经直

接均裂后生成的自由基异构体'

!;:

!

胸腺嘧啶以及胸苷自由基

RN@=D

n

=V

等"

,3

#利用胸腺嘧啶)

R

*自由基相

应的三元
;N

#络合物在气相中的解离反应产

生
R

自由基阳离子(并通过离子
#

分子反应,紫

外
#

可见光解离作用光谱,从头计算和密度泛函

理论计算进行表征(结果表明(传统的"胸腺嘧

啶#

8

.并非是能量最低的异构体(主要由含
;#%#

7,

基团的非经典互变异构体混合物)约占

%%]

*和作为次要成分的典型
,

(

3#

二氧代
#̂ $

(

Ŝ#7

异构体)约占
,S]

*构成'

!;!

!

鸟嘌呤以及鸟苷自由基

对于与腺嘌呤结构相似的鸟嘌呤)

X

*来

说(

*!@=V

等"

,P

#利用电荷标记法在气相中产生

)

X87

*.型鸟苷自由基(作者首先考虑了
$̂

,

%̂

,

Ŝ

,

5-

这
3

种质子化位点(然后通过
;(2

,

01+2

和紫外
#

可见光谱与理论计算相结合(

表征离子为
%̂#7

鸟苷自由基互变异构体(发

现可见光和近紫外区域的吸收带是
7

原子结

合在
%̂

位上特异性)

X87

*.型鸟苷自由基

的特征'

!;?

!

胞嘧啶以及胞苷自由基

RN@=D

n

=V

等"

SM

#在气相中特异性地产生了与

位于胞嘧啶)

;

*环
Ŝ

和
;I

位的氢原子加合物

相对应的瞬态自由基(发现这
,

种异构体自由

基是稳定的,不同物种的(其通过
7

原子或

;7

S

基团的损失和环断裂以及小分子的失去

发生特定的单分子解离'随后(该课题组"

,M

#利

用电荷标记法对胞苷自由基的紫外
#

可见光谱

和结构进行研究(发现双电荷胞苷复合物在

S$'

,

,%'./

处显示出分别归属于通过电喷雾

形成的
Ŝ#

和
5,#

质子化胞嘧啶互变异构体的

谱带'相反(在非共价络合物中(发现与二苯

并
#$M#

冠
#-#

醚)

26;G

*配位的胞苷偶联物有利

于
Ŝ

位被质子化(从而形成单离子互变异构

体(可以进一步通过配合物的电子转移解离形

成胞苷
Ŝ#7

自由基(并研究它们的作用光谱'

而胞苷自由基在光谱可见区没有显示出强吸收

带(使用分子动力学结合
2OR

计算(发现碰撞

诱导的胞苷自由基解离主要通过
$̂#;$e

糖苷

键断裂(具有胞嘧啶损失和
Ŝ

氢原子竞争性

损失的解离特征'

对于
$

8

.来说(通过监测
=

+

L3-M

)损失

7

*,

SIM

)损失胞嘧啶*,

S3S

)丢失甲基胞嘧啶*,

,%,

这
3

个主要的光碎片离子通道(从紫外光

谱图中观察到最强的吸收在
,I'./

处(而在

I''./

以上未观察到光解离(示于图
$'!

'对

于
,

8

.来说(主要吸收带在
,I'

,

S''./

处(有

=

+

L3,M

)损失
7

*,

,IP

,

,'S

等
S

个主要碎片离

子通道(示于图
$'4

'总体而言(胞苷自由基在

动力学和热力学上比先前报道"

,%

(

,P

#的类似腺

苷和鸟苷自由基更稳定'

RN@=D

n

=V

等"

,S

#利用三元
;N

#络合物在气相

中的解离产生胞嘧啶自由基阳离子(并通过指

纹区的
(J*+2

光谱,

01+2

光谱,离子
#

分子反

图
Z

!

&

L1*\K#SX

'

\

)

$

.

%和&

L1*\M.SX

'

\

)

$

3

%的红外实验光谱图&

!I

'

"#

$

%Z

!

<A

)

*-#9*2,.@=7&G8(

)

*+,-.0/

&

L1*\K#SX

'

\

)

$

.

%

.21

&

L1*\M.SX

'

\

)

$

3
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!I

'
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图
CP

!

C

\

)

$

.

%#

:

\

)

$

3

%自由基离子的紫外光解离光谱图&

:W

'

"#

$

%CP

!

<A

)

*-#9*2,.@QRG8(

)

*+,-.0/C

\

)

$

.

%

.21:

\

)

$

3
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应和理论计算)密度泛函
;

E

B

理论和从头计算*

进行表征'

(J*+2

实验光谱具有
,

个
;

E

B

的

烯醇氨基和
,

个酮氨基互变异构体的诊断谱

带'

01+2

作用光谱可以与文章中报道的
3

种最低能量互变异构体的组合相匹配(但不排

除存在非经典双离子自由基阳离子'

!;D

!

尿嘌呤以及尿苷自由基

对于与胞嘧啶结构相似的尿嘌呤)

0

*来

说(

RN@=D

n

=V

等"

S%

#利用
Ĵ*H

法研究发现氢原

子与尿嘧啶加成的
,

个关键中间体是在气相

中特异性产生的
,

个尿嘧啶异构体自由基'

其中(自由基
$

是尿嘧啶中
;#I

的
7

原子加

合物(是直接加成机制中难以捕捉的过渡中

间体$自由基
,

则是尿嘧啶中
5#3

的
7

原子

加合物(代表电子捕获质子化机制的瞬态中

间体'理论计算表明(自由基
$

是加合物中最

稳定的异构体(预计
,PMa

温度时占
7

原子

加成的
P-]

'

!;I

!

鸟嘌呤
B

胞嘧啶配对

相比于碱基自由基和核苷自由基(碱基配

对的结构较复杂'

RN@=D

n

=V

等"

S'

#利用电荷标记

法对
X;

配对的自由基紫外
#

可见光谱和结构

进行研究(并通过紫外
#

可见光解离作用光谱,

结构和相对能量的从头计算进行表征'理论计

算表明(由电子转移形成的)

<XX8,7

*

8

.阳离

子自由基经历了放热的构象坍塌(并伴随鸟嘌

呤环的堆积和核间氢原子的容易转移(形成

Se#

鸟嘌呤
;M#7

自由基'相反(在)

<;X8,7

*

8

.

中(从
Ie#

胞嘧啶自由基到鸟嘌呤环的放热氢转

移在动力学上受到阻碍(导致形成了
Ie#

嘧啶和

Se#

鸟嘌呤自由基的混合物(指示物中的冠醚络

合依赖于核碱基及其
Se

或
Ie

位置(并且稳定带

中含有
#̂%#

质子化鸟嘌呤和
#̂S#

质子化胞嘧

啶的二核苷酸质子体'

?

!

总结与展望

通过不同方法产生和研究核苷自由基(为

深入了解其形成机制,反应性质以及生物学

功能具有重要意义'质谱仪系统中的高真空

为高反应性瞬态分子和自由基等提供了惰性

环境(有利于它们的生成和结构研究'本文

总结了近
,'

年来基于质谱技术的碱基自由基

与核苷自由基的气相研究(详细介绍了产生

方式,研究方法以及结构研究进展(具体信息

列于表
$

'从产生方法来看(除早期使用的
G(

法外(目前已有多种方法被应用(如基于碱基

或核苷与
;N

#和配体形成的三元过渡金属配

合物或通过引入自由基引发剂的
;(2

方法(

基于电荷标记后的
GR2

方法(以及基于引入

碳碘键后的
01+2

法等'在结构研究中(既

可以通过基于串联质谱的离子活化法获得解

离碎片信息(又可以获得重要自由基离子的

紫外
#

可见或红外光解离光谱(并与理论计算

结果对比'基于以上方法(许多不同碱基与

核苷自由基离子的结构得以明确(但其高活

性自由基中间体的结构表征(以及不同自由

基位点的自由基异构体的选择性产生仍具有

挑战性'目前(相关自由基离子的研究主要

集中于阳离子(而对于阴离子的产生和研究

仍然非常困难(可以进一步利用反应质谱,光

电子能谱以及
;;H

测量等方法实现对这些物

种结构的精准分析'
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表
C
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气相中碱基与核苷自由基的产生以及结构研究方法
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产生方法
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自由基类型
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结构研究方法
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$P#,'

#
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;7Ĝ \

(

HdJHR)2 G )

(

X̂0dĜ * R
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9G5̂ Ĝ ;U)

(

;7)RRGJUGG

;

(

5̂1oa51o X

(

*)JGa )

(

R0JG;

n

Ga

ObR!DVC:.

L

!DN@:?N>D!>=

!

L

=.=@!B:?.?WDK!@

L

=#

B!

LL

=<

L

N!.?>:.=@!<:D!C>4

EL

!>#

A

K!>==C=DB@?.

B@!.>W=@!.< BK=:@DK!@!DB=@:F!B:?. 4

E

01#Y:>

A

K?B?<:>>?D:!B:?.!DB:?.>

A

=DB@?>D?

AE

!.<BK=?@

E

"

U

#

bU?N@.!C?WBK=)/=@:D!.H?D:=B

E

W?@*!>>

H

A

=DB@?/=B@

E

(

,',$

(

S,

)

S

*!

%%,#%MIb

"

S'

#

9(0d

(

a5Ĵ U)

(

2)̂ X)

(

R0JG;

n

GaOb

7

E

<@?

L

=.#@:DKD!B:?.@!<:D!C>?W2̂ )<:.NDC=?B:#

<=>

!

L

=.=@!B:?.!.<>B@NDBN@==CND:<!B:?.4

E

01#

Y:>!DB:?.>

A

=DB@?>D?

AE

"

U

#

bRK=U?N@.!C?W+K

E

>:#

D!C;K=/:>B@

E

6

(

,'$M

(

$,,

)

3,

*!

P--I#P-M'b

"

S$

#

70)̂ XHJ

(

9(0 d

(

R0JG;

n

GaOb01#Y:>

A

K?B?<:>>?D:!B:?. !DB:?. >

A

=DB@?>D?

AE

@=Y=!C>

D

E

B?>:.=#

L

N!.:.=K

E

<@?

L

=.B@!.>W=@:.2̂ )B=B@!#

.NDC=?B:<= D!B:?. @!<:D!C> N

A

?. ?.=#=C=DB@?.

@=<NDB:?.

"

U

#

bRK=U?N@.!C?W+K

E

>:D!C;K=/:>B@

E

6

(

,','

(

$,3

)

$%

*!

SI'I#SI$%b

"

S,

#

9(0d

(

70)̂ XHJ

(

R0JG;

n

GaObXN!.:.=#

!<=.:.=:.B=@!DB:?.>:.2̂ )B=B@!.NDC=?B:<=D!B#

:?.@!<:D!C>@=Y=!C=<4

E

01

+

Y:>

A

K?B?<:>>?D:!B:?.

!DB:?. >

A

=DB@?>D?

AE

!.< BK=?@

E

"

U

#

b +K

E

>:D!C

;K=/:>B@

E

;K=/:D!C+K

E

>:D>

!

+;;+

(

,','

(

,,

)

,P

*!

$-MS$#$-M3,b

"

SS

#

a7)̂ 20J( 2

(

;599(̂ H H

(

a0*)J )

(

)27(a)Jd)

(

HG1(99) * 2bO?@/!B:?.?W

>N

L

!@@!<:D!C>:. Ĵ ) /?<=C>
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