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VP 16与DNA分子间电子转移的光谱学研究
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摘 要 运用脉冲辐解和圆二色谱技术, 对用于治疗肿瘤的依托泊甙( VP 16)与鸟苷酸( GM P )和小牛胸腺

DNA 分子间电子转移的光谱进行了探讨。用脉冲辐解技术发现了 VP 16 与 GM P 之间的电子转移, 测得两

者之间的反应速率常数为 3 16 107 L  mol- 1  s- 1, 并对它们的吸收光谱进行了归属, 同时用圆二色谱技

术发现了 VP 16与小牛胸腺 DNA 之间相互作用。从而为医学工作者进一步了解和探讨 VP 16 的抗肿瘤机

理提供了直接的理论依据。
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引 言

鬼臼毒素 ( podophyllo tox in, PPT )是从小劈科鬼臼属植

物鬼臼的根茎中分离得到的一种木脂素, 用于民间药物治疗

已有 1000 多年历史[ 1] 。1972 年, 半合成的依托泊甙( etopo

side, VP 16) (结构如图 1)研究成功并进入临床, 证明了 VP

16 是一种高活性的抗癌药物。有的文献报道 VP 16 的抗癌

机理可能与拓扑异构酶 !有关; 而 Ross 等人提出 VP 16 类

化合物对 DNA 的一种自由基作用机理, 即在生物体内, 通

过对结构中 E 环的生物氧化反应, 生成一种半醌酮式的自由

基中间体而进一步发挥作用, 但上述两种说法的作用机理至

今都还没有直接证据进行解释。本实验室在鬼臼毒素及其衍

生物 VP 16 分子本身有关活性的研究方面已做了大量的工

作[2 5] , 已观测到 VP 16 与酪氨酸( T y r, 拓扑异构酶!的关

键氨基酸)之间的电子转移反应, 证实了 VP 16 的抗癌机理

与拓扑异构酶!有关, 通过破坏酶中的酪氨酸起到抗癌作

用[6] , 与第一种提法相吻合。本文运用脉冲辐解和圆二色谱

技术, 对用于肿瘤治疗的依托泊甙 ( VP 16) 与鸟苷酸

( GM P)、小牛胸腺 DNA 分子间的电子转移进行了探讨。发

现了 VP 16 与 GM P, Ty r 之间的电子转移和 VP 16 与小牛

胸腺 DNA 分子间的相互作用, 从而对 VP 16 类化合物在生

物体内的自由基作用机理进行了进一步证实, 从另一方面揭

示了其抗癌机理。

Fig 1 Molecular structure of VP 16

1 实验部分

1 1 仪器与试剂

VP 16、鸟苷酸( GM P )和小牛胸腺 DNA 皆从 Sigma 公

司购置, 购入后用高效液相色谱检测未发现任何杂质, 直接

使用; 叔丁醇使用前经蒸馏纯化; 高氯酸、氢氧化钠和磷酸

盐均为分析纯, 用于调节溶液的 pH 值; N2 O 和 N2 为

99 99%的高纯气体, 用于溶液脱氧或将水合电子转换成羟

基自由基, 所有的溶液均用三次蒸馏水配制。所有的实验都

在室温(约 20 ∀ )下进行。

1 2 仪器和方法

脉冲辐解所用的电子束脉冲由电子加速器产生, 能量为

10 M eV , 脉冲宽度为 8 ns。单脉冲剂量为 10~ 50 Gy 连续可

调, 用 N 2 O饱和的 0 01 mo l dm- 3 KSCN 水溶液作为脉冲



电子计量剂, 在 480 nm 处取摩尔消光系数 [ ( SCN ) 2 ]为 7

600 L  mol- 1  cm- 1 , 本工作选用的脉冲电子平均剂量为

10 Gy, 检测和数据处理方法见文献[ 7, 8] 。本实验所用到的圆

二色谱仪是由日本 JASCO 公司生产, 型号为 J 715。

2 结果与讨论

2 1 依托泊甙( VP 16)与 SO -
4 的作用

取浓度为 2 10- 5 mo l  L - 1的 VP 16, 加入 2 10- 2

mol L - 1的过硫酸钾( K2 S2 O8 )和 2 10- 2 mo l L- 1的特丁

醇, pH 为 7, 通氮气饱和 20 min, 进行脉冲辐解实验, 可得

到如图 2 所示的瞬态吸收光谱图。

Fig 2 The transient absorption spectra af ter pulse radiolysis of

2 10- 5 mol  L- 1 VP 16 aqueous solution with 2

10- 2 mol  L- 1 t BuOH and 2 10- 2 mol  L- 1

K2S2O8 saturated with N2 at pH 7

1: 10 s ; 2: 50 s

由图 2 可以看出, 其瞬态吸收谱图在 290nm 和 450nm

两处有吸收峰。氢自由基的量子产额在 pH 等于 7 时可忽略

不计, 羟基自由基与特丁醇反应如( 2)式所示, VP 16 水溶液

经电子束激发后, 初级粒子只剩下水合电子, 且过硫酸钾与

水合电子反应速率常数为 1 2 1010 L  mo l- 1  s- 1 , VP 16

与水合电子反应的速率常数为 2 71 109 L  mol- 1  s- 1 [4] ,

在本实验条件下, 水合电子应先与过硫酸钾反应生成

SO  -
4 , 氧化性自由基 SO  -

4 再氧化 VP 16 生成 VP 16 的阳

离子自由基。450 nm 处吸收峰为 SO  -
4 的特征吸收峰, 因此

290 nm 处吸收峰应为 VP 16 的阳离子自由基, 该阳离子吸

收峰的位置与激光光解的实验结果相符[ 9] 。其反应机理如下

所示。

H2 O
电子束

e-
aq ,  OH ( pH 7) ( 1)

 OH + t BuOH H2 O+ t BuO  ( 2)

e-
aq + S2 O2-

8 2SO  -
4 ( 3)

SO  -
4 + VP 16 VP 16  + + SO 2-

4 ( 4)

改变 VP 16的浓度分别为 1 10- 4 , 8 10- 5 , 6 10- 5 ,

4 10- 5 , 2 10- 5和 1 10- 5 mol  L- 1 , 可得到一系列 290

nm 吸收峰的表观生成速率常数, 然后用表观速率常数对浓

度作图, 其斜率即为 VP 16 与 SO  -
4 反应的绝对速率常数,

其值为 4 04 109 L mo l- 1  s- 1。

2 2 VP 16 与 GMP之间的电子转移

取浓度为 1 10- 3 mo l  L - 1的 VP 16, 加入 2 10- 2

mo l  L- 1的过硫酸钾、1 10- 4 mol L- 1的 GM P和 1 mol  
L - 1的特丁醇, pH 为 7, 通氮气饱和 20 m in, 进行脉冲辐解

实验, 可得到如图 3 所示的瞬态吸收光谱图。

Fig 3 The transient absorption spectra after pulse radiolysis of

1 10- 3 mol  L- 1 VP 16 aqueous solution with 2

10- 4 mol  L- 1 GMP, 1 mol  L- 1 t BuOH and 2

10- 2 mol  L- 1 K2S2O8 saturated with N2 at pH 7

1: 10 s; 2: 15 s

以上各浓度的选择是根据竞争原理。初级粒子水合电子

既同溶质分子 VP 16 反应又同溶质分子过硫酸钾、GM P 反

应, 本实验的设计思路是首先让水合电子与过硫酸钾反应生

成氧化性自由基 SO  -
4 , 再让氧化性自由基 SO  -

4 氧化 VP

16 生成 VP 16 的阳离子自由基, VP 16 的阳离子再氧化

GM P。过硫酸钾与水合电子反应的 k1 为 1 2 1010 L  
mo l- 1  s- 1 , VP 16 与水合电子反应的 k 2 为 2 71 109 L  

mo l- 1  s- 1 , 选择 VP 16 的浓度为 1 10- 3 mo l L - 1 , 过硫

酸钾的浓度为 2 10- 2 mo l L - 1 , 使水合电子绝大部分与过

硫酸钾反应生成氧化性自由基 SO  -
4 ; SO  -

4 与 VP 16 反应

的 k为 4 04 109 L  mol- 1  s- 1 , SO  -
4 与 GM P 反应的 k

为 2 3 107 L  mol- 1  s- 1 , 选择 VP 16 的浓度为 1 10- 3

mo l L - 1 , GM P 的浓度为 1 10- 4 mo l  L - 1 , 使 SO  -
4 绝

大部分与 VP 16 反应生成 VP 16的阳离子自由基, 此 VP 16

阳离子自由基再氧化 GM P。

由图 3可以看出, 其瞬态吸收谱图的最大吸收在 320,

450 nm。380 nm 处有一小的生成, 在图 4 与图 5 中可以更清

楚得观察到 380 nm 处有一新的瞬态粒子的生成。在本实验

条件下, pH 等于 7, 氢自由基的量子产额可忽略不计, 羟基

自由基与特丁醇反应(如式 2 所示) , VP 16 水溶液经电子束

激发后, 初级粒子只剩下水合电子, 水合电子与过硫酸钾反

应生成 SO  -
4 , 氧化性自由基 SO  -

4 再氧化 VP 16 生成 VP

16的阳离子自由基, VP 16 的阳离子自由基再氧化 GM P。

450 nm 处吸收峰为 SO  -
4 的特征吸收峰 , 320 nm 处吸收峰

为 VP 16 的阳离子自由基, 380 nm 的吸收峰应为 GM P 阳离

子的吸收峰, 且与文献报道的一样[10]。其反应机理如下所

示。

H 2 O
电子束

e-
aq ,  OH( pH 7) ( 1)

 OH + t BuOH H 2 O+ t BuO  ( 2)

e-
aq + S2 O 2-

8 2SO  -
4 ( 3)

SO  -
4 + VP 16 VP 16 + + SO2-

4 ( 4)

VP 16 + + GM P VP 16+ GM P  + ( 5)
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Fig 4 The transient formation and decay traces of 1 10- 3

mol L- 1 VP 16 aqueous solution saturated with 1 mol

 L- 1 t BuOH and 2 10- 2 mol  L- 1 K2S2O8 saturat

ed with N2 at pH 7 at 380 nm

1: GMP; 2: No GMP

Fig 5 The net contribution of transient

formation traces at 380 nm of Fig 4

由图 4 所示, 加入 GM P 后 380 nm 的生成较未加 GM P

时缓慢得多, 可见 380 nm 处的 GM P 阳离子自由基吸收峰是

VP 16 阳离子与 GM P 之间的发生电子转移生成的, 从图 4

中可以看到扣除 VP 16影响的 GM P阳离子的生成曲线, 其

生成曲线符合一级反应, 按一级动力学拟合得其表观生成速

率常数为 4 60 104 s- 1 , 拟合系数为 0 974。

改变 VP 16 的浓度, 可得到一系列 380 nm 吸收峰的表

观生成速率常数, 如表 1所示, 用表观速率常数对浓度作图,

直线斜率即为 VP 16 + 与 GM P反应的绝对速率常数, 其值

为 3 16 107 L mo l- 1  s- 1。

Table 1 The Kobs at different concentration

VP 16 at 380 nm by pulse radiolysis

c / mmol L- 1 0 8 1 0 1 25 1 5 1 7

K obs / s- 1 0 038 8 0 046 0 051 0 061 2 0 069 2

由以上实验结论可知, VP 16 的阳离子自由基可氧化

DNA 中的 GM P, 从而导致肿瘤细胞 DNA 的损伤, 因而 VP

16 的抗肿瘤机理可能是体内的一种电子传递过程, 即体内

氧化电位高的酶(如核黄素的氧化电位为 2 04 V[ 11] , 被称为

体内生物氧化还原的架桥酶) , 可氧化 VP 16 为 VP 16 的阳

离子, VP 16 的阳离子再氧化 GM P, 导致肿瘤细胞的损伤。

2 3 VP 16 与小牛胸腺 DNA间的相互作用研究

取浓度为 10- 4 molL- 1的小牛胸腺 DNA, 加入磷酸缓冲

溶液, 使溶液的 pH 值为 7, 进行圆二色谱实验。为减少误

差, 每个样品进行两遍扫描, 最后由计算机处理得出的 CD

谱如图 6 所示 , 其中 , 在 260~ 300 nm 之间有一强正峰, 在

250 nm 左右有一强负峰, 200~ 240 nm 之间有一弱的正峰,

与文献中报道的小牛胸腺 DNA 相吻合[12]。

Fig 6 The Circular dichroism spectra of

10- 4 mol  L- 1 DNA

取浓度为 3 10- 5 mo l L - 1的 VP 16, 加入磷酸缓冲溶

液, 使溶液的 pH 值为 7, 进行圆二色谱的实验。所得圆二色

谱图如图 7所示: VP 16 在 210 nm 处有一强正峰。

Fig 7 The Circular dichroism spectra of

3 10- 5 mol L- 1 VP 16

若取含有 3 10- 5 mo l  L- 1 VP 16, 10- 4 mol  L - 1

DNA 的溶液, 加入磷酸缓冲溶液, 使溶液的 pH 值为 7, 进

行实验, 其圆二色谱图如图 8 所示。

Fig 8 The Circular dichroism spectra of 10- 4 mol L- 1

DNA with dif ferent concentration of VP 16

1: VP 16( 0 02 mmol L- 1) ; 2: VP 16( 0 03 mm ol  L- 1) ;

3: DNA
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由图 8 可以看出, 加入 VP 16 后, DNA 在 250 nm 处的

负峰和 270~ 300 nm 处的正峰都同时显著的增大, 这可能是

由于 VP 16 与 DNA之间的某种相互作用而引起的图形的变

化。随着溶液中 VP 16 浓度的提高, DNA 的正峰与负峰的

峰高依次增加。从圆二色谱的实验结果来看, VP 16 与 DNA

之间存在着某种相互作用, 这种相互作用使得 VP 16 对

DNA 分子的电荷转移氧化变得更有效, 从而可解释为较好

的治疗肿瘤效应。
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Studies on the Electron Transfer between Etoposide ( VP 16) and DNA
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Abstract In the pr esent study, the electron tr ansfer bet ween Etopo side ( VP 16) and GM P or DNA was investig ated using pulse

radiolysis and circular dichro ism techno lo gy . The electr on tr ansfer between VP 16 and GM P w as found, and the r eact ion rate

constant w as determined as 3 16 107 L  mol- 1  s- 1 by pulse r adio ly sis. The author s found the inter action of VP 16 and DNA

using the t echnolog y of cir cular dichr oism. This study has pr ov ided theo retical refer ence for fur ther study on t he anti tumo r

mechanism of VP 16.
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