
硫代修饰-反义寡核苷酸合成

赛百盛可以为客户提供在定制寡核苷酸中加入硫代磷酸酯键的服务。这种修饰很有趣，

因为它不是添加某种化学物质，比如非常规的碱基或淬灭剂，而是一种特殊的碱基之间的键。

在自然界中，标准的 DNA骨架上碱基之间是磷酸二酯键，这个寡核苷酸骨架上的键可以被

改为硫代磷酸酯键（图 1）。

图 1 - 左图是一个标准的寡核苷酸磷酸二酯键连接图，两个五碳糖是通过磷酸键形成典型的寡核苷酸骨架。

右图中可以看到硫代磷酸酯键，其中硫原子取代了寡核苷酸中碱基之间的磷酸酯键中的一个氧原子。

寡核苷酸的硫代修饰是将原有磷酸键中一个非桥连的氧原子用硫原子来置换。这种置换

实际上改变了寡核苷酸的整体化学性质，使其更适用于一些分子和细胞生物学的研究。其中

特别的一点是，加入硫代磷酸酯键后寡核苷酸的稳定性更好，能抵抗核酸酶的降解，因此有

效地增强了寡核苷酸在细胞环境中的半衰期。这使得这种修饰的键在产生反义寡核苷酸方面

非常有用，当反义寡核苷酸被引入细胞或生物基质中时，可以与靶核酸相互作用以沉默特定

转录物的表达。含有硫代磷酸酯键的寡核苷酸通过直接阻断翻译过程或通过 RNA酶 H介导

的机制实现靶转录物的酶促降解来实现这一功能。

尽管这些特殊键赋予针对无差别核酸酶消化的稳定性，但这些键的重复引入也可能对它

们作为反义寡核苷酸的功能产生限制。引入寡核苷酸的每个硫代磷酸酯键在每个键处产生

“Sp”或“Rp”构性的手性中心。这最终导致合成期间会产生寡核苷酸的多种异构体。这

些单独的异构体已被证实会具有不同的特征和功能特性。幸运的是，通过仔细定位修饰或通

过与硫代磷酸酯键一起使用额外的修饰，可以减轻反义寡核苷酸上的大部分异构体效应；显

著减少对非外消旋混合物的忧虑。

基本上，设计使用硫代磷酸酯键的寡核苷酸可能需要大量的试验和误差才能达到预期的

结果，因为修饰的键合效应是难以预测的。但是，我们对这些寡核苷酸有一些一般性建议，

应在设计过程中予以考虑。对于需要对核酸外切酶作用进行保护的寡核苷酸，需要在寡核苷



酸的 5'和 3'末端附近加入硫代磷酸酯键。但是，如果针对的是核酸内切酶，建议将这些键包

含在整个寡核苷酸序列中。无论在哪种情况下，重要的是要认识到，硫代磷酸酯键修饰不应

该被用于寡核苷酸中的每个可用位置。相反，应谨慎使用它们，并仔细考虑每个键可能对上

述手性问题产生影响的因素，也因为此键对寡核苷酸杂交动力学具有轻微的不稳定作用。增

加寡核苷酸中硫代磷酸酯键的数量往往会降低寡核苷酸对其预期靶标的解链温度（Tm）。

因此，在设计这些寡核苷酸时，考虑所需的核酸酶抗性是必须仔细平衡其对靶序列进行有效

和特异性杂交的需要。
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