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带核酸碱基侧臂的联吡啶铂配合物的合成
及其与DNA作用研究
张伟滨，毛宗万*
 (中山大学化学与化学工程学院生物无机与合成化学教育部重点实验室，广州 510275)

摘要    对5,5'-二(甲基)-2,2'-联吡啶的甲基位进行修饰，分别设计、合成了带有核酸碱基侧臂的四种联吡啶配体，并获得了它们的铂配合物，通过圆二色谱、DNA凝胶电泳实验，初步研究并证明了配合物3、4与DNA的作用方式是非插入方式；配合物3、4对DNA的解旋能力较高，其作用大小顺序依次是：3 > 4 > 顺铂；配合物3、4与DNA的结合位点主要是DNA的小沟区。
关键词    抗癌药物   2,2'-联吡啶衍生物   铂(II)配合物   核酸碱基
1  前言
癌症是长期困扰人类的难题之一。20世纪60年代，化学界、药学界便开始了对抗癌铂配合物的研究，自1971年顺铂(Cisplatin)作为第一例有效抗癌药物被推荐与临床以来[1-2]，抗癌铂配合物的研究已成为生物无机化学的一个重要课题[3-4]。

目前对于铂(II)类配合物的研究主要在以下两个方面：(1)修饰顺铂上的离去基团，使其具有较高的水溶性、运输性，如第二代顺式铂类配合物卡铂(Carboplatin)[5-6]便是修饰Cl位的成功例子，卡铂以亲水性的1,1-环丁二酸作为离去基团，很好的解决了顺铂水溶性较小的问题，而且螯合环也增强了配合物的稳定性，从而在一定程度上降低了毒副作用，但由于其结构与顺铂极其类似，两种药物有着很高的交叉耐药性。(2)修饰顺铂上的稳定基团，提高其抗癌活性，如第三代顺式铂类配合物奥沙利铂(Oxaliplatin)便是一个较好的例子，它以1,2-环己二胺(DACH)作为稳定基团，它的出现解决了交叉耐药性的问题[7]，奥沙利铂也是第一个上市的抗癌手性铂配合物。还有一些学者研究了反式铂(II)作为抗癌、抗肿瘤药物的可能性[8]，以及多核铂[9]、具有长链结构的铂配合物[10]也是研究的方向之一。

本文对具有平面富电子结构的5,5'-二甲基-2,2'-联吡啶的甲基位进行修饰，分别设计、合成了带有四种核酸碱基侧臂的联吡啶配体，并获得了它们的铂配合物，通过与DNA作用的多个实验研究了所设计合成的配合物与DNA作用的方式、活性、位点。

2 实验部分

2.1 试剂与设备

5,5'-二甲基-2,2'-联吡啶、DMAP(分析纯，Sigma-Aldrich公司)；双叔丁醇碳酸酯(Boc2O，97%，AlfaAesar公司)，N-溴代丁二酰亚胺、氯亚铂酸钾(分析纯，上海国药集团)；腺嘌呤、胞嘧啶、胸腺嘧啶、尿嘧啶(>99%，上海生工生物工程有限公司)；小牛胸腺DNA(生物试剂，华美生物工程公司)；溴乙锭(化学纯，Fluka公司)；三羟甲基氨基甲烷(Tris)、N-2-羟乙基哌嗪-N-2-乙磺酸钠(HEPES)、EDTA(Ultra Pure Grade，上海生工生物工程有限公司)；氯化钠、硼酸(分析纯，广州化学试剂厂)；其它溶剂均为未经处理的分析纯商品试剂。

2.2配体的合成

按文献[11]合成配体L1前体N6,N6-Bis-(tert-butoxycarbonyl)adenine(ABoc2)，合成路线如图1。按文献[12]合成配体前体L，配体前体L与对应的核酸碱基反应得到配体L1、L2、L3、L4的合成路线如图2，所有的产品均经过NMR、EA、ESI-MS表征并证实获得目标产物。
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图1 配体L1前体的合成
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图2 配体L1、L2、L3、L4的合成路线

2.3配合物的合成

合成路线如图3，在三口烧瓶中加入87 mg (0.21 mmol) K2PtCl4、配体0.2 mmol，加入20 ml H2O，在氮气/氩气的保护下，70~80 ℃于暗处反应24 h，所得产物离心分离，水洗两次后再用丙酮洗数次，干燥。产物性状、产率如下：1(R=A)暗黄色，0.111 g，77%；2(R=C)暗黄色，0.106 g，80%；3(R=T)棕黄色，0.107 g，77%；4(R=U)橙黄色，0.112 g，84%。

配合物1、2溶解性极差，基本不溶于任何溶剂，暂时无法获得其质谱、核磁图谱，但元素分析表征获得目标产物。其他的配合物均经过NMR、EA、ESI-MS表征并证实获得目标产物。
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图3 配合物的合成方法

2.4 配合物3、4与DNA作用的圆二色谱研究
用HEPES缓冲液(HEPES 20 mM，NaCl 5 mM，pH = 7.2)配制小牛胸腺DNA浓度为50 μM 的DNA工作液。用DMSO溶解配合物3、4，使其浓度为3 mM。DNA工作液中加入20 μL DMSO作为空白样，实验样品分别在DNA工作液中加入20 μL配合物溶液；10 μL 配合物溶液、10 μL DMSO。所有样品在4℃下孵化10小时后直接用于测量。

2.5 配合物3、4与DNA作用活性的凝胶电泳研究
2.5.1氯化钠浓度(离子强度)对配合物3、4与DNA作用活性的影响

分别配制含20 mM HEPES和不同浓度NaCl(0、5、10、15、20、25、30、40、60 mM)的pH=7.2的缓冲溶液作为反应缓冲液。分别取8.5 μL缓冲液，加入1 μL 200 mM配合物含5%DMSO的水溶液、0.5 μL pBR322 DNA，在37 ℃下反应时间1 h，然后加入4 μL终止液终止反应，反应液冷冻0.5 h左右，然后以TBE为电泳缓冲液进行凝胶电泳，电泳结束后用EB溶液染色5 min，取出在紫外灯下照相。
2.5.2配合物浓度对配合物3、4与DNA作用活性的影响
取8.5 μL HEPES缓冲液(HEPES 20 mM，NaCl 5 mM，pH = 7.2)，分别加入1 μL不同浓度的配合物溶液(10、30、60、90、120、150、200、300、400、500 μM)、0.5 μL pBR322DNA，在37 ℃下反应时间1 h，然后加入4 μL终止液终止反应，反应液冷冻0.5 h左右，然后进行凝胶电泳，电泳结束后用EB溶液染色5 min，取出在紫外灯下照相。
2.5.3反应时间配合物3、4与DNA作用活性的影响
取8.5 μL缓冲液，分别加入1 μL 200 mM配合物含5%DMSO的水溶液、0.5 μL pBR322 DNA，在37 ℃下反应时间指定时间，然后加入4 μL终止液终止反应，反应液冷冻0.5 h左右，然后进行凝胶电泳，电泳结束后用EB溶液染色5 min，取出在紫外灯下照相。

2.6 配合物3、4与DNA作用位点的研究
取8 μL缓冲液，加入0.5 μL pBR322DNA，其中一个反应液中加入200 μM DAPI(4',6-二脒基-2-苯基吲哚)水溶液0.5 μL，另一个加入200 μM 甲基绿水溶液0.5 μL，对照组加0.5 μL缓冲液。在37 ℃下反应15 min后加入1 μL 200 mM配合物溶液，继续反应1 h，然后加入4 μL终止液终止反应，反应液冷冻0.5 h左右，然后进行凝胶电泳，电泳结束后用EB溶液染色5 min，取出在紫外灯下照相。

3 结果与讨论

3.1 配合物3、4与DNA的作用方式
实验结果如图4、图5：

[image: image4]
图4.  3 与DNA作用的CD光谱

[image: image5]
图5.  4 与DNA作用的CD光谱
CT-DNA的CD光谱在275 nm处有一个正的吸收峰，这个吸收峰可以归结为碱基的堆积作用；在245 nm 处有一个负的吸收峰，这个吸收峰可以归结为B-DNA的双螺旋结构。

可以看出DNA溶液中加入铂配合物以后CD光谱并没有多大改变，这说明在加入铂配合物后，CT-DNA的构像改变较小，可能的原因有：(1)铂配合物的浓度较低，未能使DNA构象有较明显的改变；(2)铂配合物与DNA的作用时间较短，仍未得到稳定的铂-DNA复合物；(3)铂配合物与DNA的作用方式是非插入作用方式。
3.2氯化钠浓度(离子强度)对配合物3、4与DNA作用活性的影响
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图6  NaCl离子浓度(离子强度)对配合物与DNA作用活性的影响

由上图可以看出，在低浓度的NaCl缓冲液中，配合物与DNA的作用活性较高，这是因为在高浓度的NaCl缓冲液中，配合物的水解被大大抑制了，而在低浓度的NaCl缓冲液中水解抑制不明显，因此可以说明只有配合物的水解产物才能与DNA作用。事实上，在人体中，血液中NaCl的浓度较高，约150 mM，此时配合物(药物)的水解被抑制，一旦配合物进入细胞内，胞内NaCl浓度大大降低，只有4 mM左右，此时配合物水解并与DNA发生作用。
3.3配合物浓度对配合物与DNA作用活性的影响
[image: image7.emf]4

3

C      1    3     6    9    12  15  20   30   40  50

μ

M

顺铂


图7  配合物浓度对配合物与DNA作用活性的影响

由上图可以看出随着配合物浓度的增加，DNA的电泳条带逐步向线状DNA条带移动，随后又向前移动，所有条带呈倒钟形排列。一般来讲，致断剂作用于DNA时，随着浓度的增加，线状DNA的电泳带的光密度积分会逐渐增加，而超螺旋DNA的电泳带的光密度积分会逐渐降低。而由本实验的结果来看，DNA断裂带并未处于对照DNA的Form I或Form II位置平行处，而是处于它们之间。这说明配合物对DNA造成断裂损伤的同时，更主要的是造成了DNA单链内或双链间的交叉联结，甚至造成DNA局部结构的解旋[13]，其中DNA单链内或双链间的交叉联结使DNA结构浓缩，导致Form II电泳迁移速率增加[14-15]，DNA局部结构的解旋使超螺旋DNA(Form I)的电泳迁移速率降低。由于断裂和交叉联结的方式和数量是没有规律的，这使得实验结果的DNA的电泳条带呈现拖尾状且条带位置位于对照DNA的Form I与Form II之间。随着配合物浓度的增加，DNA条带Form I与Form II之间距离逐渐缩短，并在某个浓度下重合，该浓度点对应着DNA超螺旋结构的完全解旋，在合并点之后继续配合物增加浓度，DNA迁移速率增加[16]。

由上图还可以看出，配合物3在浓度20 μM时，使DNA解旋达到最大值；而配合物4在浓度为30~40 μM之间使DNA解旋达到最大值；在当前实验条件下，未能测得顺铂使DNA解旋达到最大值的最低浓度。这样可以初步判断，这三种配合物与DNA作用的活性在本实验条件下的大小顺序为3 > 4 >顺铂。
与同一研究领域的成果对比，配合物3、4与DNA的作用活性较高[17-22]。
3.4 配合物3、4与DNA的作用方式
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图8 反应时间对配合物与DNA作用的影响

由上图可以看出，配合物3在1 h时使DNA解旋达到最大值；而配合物4、顺铂在时间条件下均未能使DNA解旋达到最大值，但由实验结果图可以看出，配合物4对DNA的作用活性要大于顺铂。这样可以初步判断，这三种配合物与DNA作用的活性在本实验条件下的大小顺序为3 > 4 > 顺铂。
3.5 配合物3、4与DNA的作用位点
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图9 配合物与DNA作用位点实验结果

由上图可以看出，小沟结合剂DAPI明显地抑制了配合物与DNA的作用，大沟结合剂甲基绿对配合物与DNA的作用也有抑制作用，可以初步得出结论，配合物3、4及顺铂，主要与DNA的结合方式是沟面结合。由图可见，DAPI的抑制作用强于甲基绿的抑制作用，因此可以得出初步结论配合物3、4及顺铂优先与DNA的小沟结合。

4 结论
对5,5'-二甲基-2,2'-联吡啶的甲基位进行修饰，分别设计了配体二-3-[5,5'-二甲基-2,2'-联吡啶]腺嘌呤(L1)、二-3-[5,5'-二甲基-2,2'-联吡啶]胞嘧啶(L2)、二-3-[5,5'-二甲基-2,2'-联吡啶]胸腺嘧啶(L3)、二-3-[5,5'-二甲基-2,2'-联吡啶]尿嘧啶(L4)，并获得了它们的铂配合物(1、2、3、4)。通过圆二色谱、DNA凝胶电泳实验，初步研究了证明了配合物3、4与DNA的作用方式是非插入方式；配合物3、4对DNA的解旋能力较高，其作用活性大小顺序依次是：3 > 4 >顺铂；配合物3、4与DNA的结合位点主要是DNA的小沟区。
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Pt(II) Complexes of 2,2'-bipyridine with Nucleobases Pendants and Their Interactions with DNA
ZHANG WeiBin, MAO ZongWan*

MOE Key Laboratory of Bioinorganic and Synthetic Chemistry, School of Chemistry and Chemical Engineering Sun Yat-Sen University, Guangzhou 510275, China
Four 2,2'-bipyridine derivatives with adenine, cytosine, thymine and uracil groups as well as their platinum(II)complexes, have been synthesized and characterized by elemental analysis, mass spectrometry and nuclear magnetic resonance technology. The interactions between DNA and the complexes 3 and 4 indicate that the interaction mode is not intercalation. By gel electrophoresis experiments with the different ionic strength(NaCl), different concentration, different reaction time, it indicates the sequence of activities of complexes is 3 > 4 > cisplatin. Minor grooves area of pBR322 DNA are the sites that complexes 3、4 preferential binding with.
.
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