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5-甲基胞嘧啶水解反应机理的理论研究
张爱华* ，杨宝华，李 琳

( 首都医科大学 燕京医学院，北京 顺义 101300)

摘 要:采用密度泛函理论方法，在 B3LYP /6-31G＊＊水平下研究了 5-甲基胞嘧啶( m5C) 水解反应的微观
机理和势能剖面．计算结果表明，5-甲基胞嘧啶的水解反应有两条反应途径: ( A) 水分子进攻 m5C 生成中间体
IM1，然后氨分子充当桥生成终产物胸腺嘧啶; ( B) 水分子进攻 m5C首先生成四配位的中间体 IM2，然后中间体
分解成终产物胸腺嘧啶和氨分子．能量计算结果表明，5-甲基胞嘧啶的水解反应决速步的活化能垒较高，在自
发状态下，5-甲基胞嘧啶的水解反应难于进行．

关键词: 5-甲基胞嘧啶;水解反应;胸腺嘧啶
中图分类号: O64 文献标志码: A 文章编号: 1003-0972( 2014) 03-0341-03

Theoretical Study on the Hydrolysis Ｒeaction Mechanism of 5-methylcytosine
Zhang Aihua* ，Yang Baohua，Li Lin

( Yanjing Medical College，Capital Medical University，Beijing 101300，China)

Abstract: The hydrolysis reaction mechanism and potential energy surface of 5-methylcytosine ( m5C) were inves-
tigated using density functional theory ( DFT) at the B3LYP /6-31G＊＊ level． The results show that the hydrolysis reac-
tion of m5C includes two pathways: ( A) With the water attacking at m5C，thymine is formed; ( B) This pathway is as-
sociated with a tetracoordinated intermediate formed and decomposed． Because the hydrolysis reaction of m5C has a
higher barrier，the hydrolysis reaction of m5C does not take place for the opening system，which is agreement with the
experimental result． The present calculations have rationalized and verified all the possible reaction channels．
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0 引言
DNA 分子复制是由碱基配对完成的，由于碱

基之间形成的氢键具有固定的数目，碱基对任何

结构上的重大变化都有可能导致链的断裂、碱基对

的错配以及突变，从而导致 DNA 的损伤［1-2］． DNA
碱基水解脱氨势必会造成碱基配对情况的改变，碱

基的这种变化将改变基因的序列． DNA 的这种损

伤有可能遗传给子代，因此被认为是生物机体衰老

和人类各种遗传性疾病、癌症的主要诱因［3-4］． 理论

化学工作者对几种常见碱基( 胞嘧啶、腺嘌呤和鸟

嘌呤) 的环外氨基的水解机理已经进行了理论研

究［5-7］，而对稀有碱基 5-甲基胞嘧啶水解反应机理

则研究的相对较少． 5-甲基胞嘧啶作为稀有碱基，

是许多动物、植物 DNA 的脱氧核苷酸的嘧啶碱基

之一，在 DNA 中有大量存在，在动物、植物的 ＲNA
中也含有微量，其在控制基因表达方面起重要作

用，5-甲基胞嘧啶也出现在脊椎动物基因的转录起

始点附近高度密集的 CpG 序列中． 虽然 5-甲基胞

嘧啶自发的水解反应进行得很慢［8］，反应后生成

的胸腺嘧啶( T) 是 DNA 中正常的碱基，其转化过

程见图 1，所以没有一种修复机制能觉察和改正这

种突变．

图 1 5-甲基胞嘧啶的水解反应示意图

Fig． 1 The profile of hydrolysis reaction for 5-methylcytosine

5-甲基胞嘧啶脱氨基结果是 m5C-G 对转换成

一个 T-A，产生了碱基转换突变，且 m5C 脱氨基突

变不能通过修复机制得到校正． 因此对 5-甲基胞

嘧啶的水解反应进行研究，具有重要的意义． 采用

密度泛函理论方法，在 B3LYP /6-31G＊＊水平下研
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究了 5-甲基胞嘧啶水解反应的微观机理．

1 计算方法

本文采用 B3LYP 方法［9-11］，在 6-31G＊＊水平上

对所研究反应的反应物、过渡态和产物的几何构型

进行了全优化计算，得到各反应的活化能垒． 同时

计算振动频率，以确认所得到的构型为能量极小点

或过渡态． 根据过渡态的虚振动模式判断它们位于

正确的反应途径上． 用同样的方法计算了内禀反应

坐标( IＲC) ［12-13］，得到了随反应进程的能量变化和

几何参数的变化，详细了解了反应过程，进一步确

认了过渡态连接相应的驻点． 用极化连续介质模型

( PCM) ［14-21］和水溶剂( 介电常数 ε = 78． 39) ，温度

298． 15 K 时对反应途径中的各点做了单点能计

算． 所有计算均采用 Gaussian 09［22］程序完成．

2 结果和讨论

图 2 给出了本文所研究的目标分子 5-甲基胞

嘧啶的水解反应涉及的主要几何构型的关键键参

数． 为了便于讨论，只有复合物 COM1 给出了所有

原子的元素符号和标号，其余的只给出了发生反应

关键部位的原子的元素符号和标号． 图 3 为基态下

各反应途径的相对势能面，其中，相对能量是以反

应物的零点校正能为标准，各驻点的能量均经过零

点能校正．
我们总共找到了两条可能的反应途径如下:

m5C + H2O→COM1→TS11→
IM1→TS12→COM2 ， ( 1)

m5C + H2O→COM1→TS21→
IM2→TS22→COM2． ( 2)

我们的坐标计算表明反应途径( 1 ) 可以认为

是一个两步历程的反应． 第一步反应是水分子的氧

原子进攻 5-甲基胞嘧啶的 6C 原子，吸收 254． 14
kJ /mol 能量，经过过渡态 TS11，生成了胸腺嘧啶的

烯醇式结构和氨分子，其间水分子上的一个质子

( 15H) 转移给了 11N 原子，水分子上的氧原子逐

渐向 5-甲基胞嘧啶的 6C 原子靠近． 第二步反应是

中间体胸腺嘧啶的烯醇式结构和酮式结构的转换．
中间体 IM1 要吸收 22． 61 kJ /mol 的能量经过过渡

态 TS12，变成胸腺嘧啶的酮式结构． 这是一个氨分

子充当桥的协同的氢迁移反应，反应的能垒比较

低． TS11 是 一 个 四 元 环 结 构，在 该 结 构 中，6C—
11N，11N—15H，15H—14O 和 14O—6C 的键距分

别为 0． 154 3、0． 111 7、0． 145 9 和 0． 184 0 nm． TS12

是一个六元环结构，经过过渡态，16H 从 14O 迁移

到 11N，15H 原子从 11N 原子迁移到 1N 原子; 同

时 14O—6C ( 0． 127 8 nm) 键具有了双键的性质．
胸腺嘧啶( T) ，在 DNA 中它是一个正常的碱基，所

以没有一种修复机制能觉察和改正这种突变． 5-甲
基胞嘧啶水解的结果是 m5C-G 对转换成一个 T-A，

产生了碱基转换突变，且 m5C 脱氨基突变不能通

过修复机制得到校正．

图 2 反应物、产物、中间体和过渡态

的分子结构( 键长: nm; 键角: °)

Fig． 2 Molecular structures of the reactants，products，
various intermediates and transition states

反应途径( 2 ) 则为一个真正的两步历程的反

应． 水分子进攻 m5C 首先生成生成四配位的中间

体 IM2，然后中间体经过氢原子的扭转最终分解成

终产物 胸 腺 嘧 啶 ( 酮 式 结 构) 和 氨 分 子． 过 渡 态

TS21 和过渡态 TS22 均是四元环状结构．
反应( 1) 与反应( 2) 都是水和 5-甲基胞嘧啶作

用最终生成胸腺嘧啶和氨，微观机理方面的区别在

于反应( 1) 先脱氨，反应( 2) 先生成中间体，再发生
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脱氨反应; 势能剖面方面研究表明 5-甲基胞嘧啶发

生水解反应的能垒很高，区别在于反应( 2 ) 决速步

的能垒是 221． 06 kJ /mol 比反应( 1 ) 的低． 因此，5-
甲基胞嘧啶的水解反应在气相条件下是很难进行

的，这与实验研究相符［8］．

图 3 反应的相对势能剖面图

Fig． 3 The relative potential energy profile of the reaction

另外，5-甲胞嘧啶比胞嘧啶水解反应决速步的

能垒( 223． 16 kJ /mol) 低，这从理论上证明胞嘧啶

被甲基化后增大了基因突变的概率． PCM 模型计

算的溶剂化能( 单点能) 与气相中的吻合，不容忽

视的一点是，TS11 和 TS21 之间的能垒在气相中之

差为 33． 08 kJ /mol，PCM 模型的计算结果( 13． 82
kJ /mol) 对二者的能垒起拉平作用．

3 结论

本文采用 DFT-B3LYP /6-31G＊＊方法研究了 5-
甲基胞嘧啶水解反应，中间体胸腺嘧啶的醇式与其

烯酮式结构转化的能垒较低，易发生碱基转换突

变，且 m5C 脱氨基突变不能通过修复机制得到校

正，从理论上证明了胞嘧啶被甲基化后增大了基因

突变的概率．
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