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摘!要!基于生化反应机理的B)0计算机模型引起了科学领域内许多不同学科学者们的关注与兴趣9B)0计算
已经成为国际科学研究前沿领域内的一个新热点9B)0计算机的研制需要诸如生物工程&计算机科学&数学&物
理&化学&信息科学&微电子技术&激光技术以及控制科学等许多学科的共同协作攻关9作者以系列文章的形式拟对

B)0计算机的基本原理&研究进展&B)0计算的模型以及当前研究中的难点给予研讨9该文属第二篇$重点讨论

B)0计算机研制中B)0分子的合成问题9B)0分子的合成问题不仅是B)0计算中生物操作过程首先要处理的
问题$而且是B)0计算机研制中必须要解决的问题$因为最终实用化的B)0计算机应是一种全自动化的9如何将

B)0分子的合成过程与编码&其它生化操作自动地衔接起来是全自动化B)0计算机当前研究的关键难题9若要
解决这个问题$人们必须很熟悉有关B)0分子合成的基本原理以及合成技术9这也是该文的动机9

关键词!B)0计算"B)0分子的合成"化学合成"基因合成"4-0技术
中图法分类号 54A$#
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>!引!言

B)0计算必须有生物操作!生物操作可以没有
生物酶!但必须有作为信息处理"数据#的B)0分
子9在B)0计算中!作为"数据#的B)0分子不能
随机地产生!原因是由于B)0分子在杂交过程中
可能产生不希望出现的假阳性和假阴性 B)0 分
子9为了避免不必要的分子杂交现象!需要进行优化
编码9在编码过程中!存在问题的规模与B)0分子
长度的选择问题$如何给出最优长度的B)0序列
是一个组合最优化问题%等9在确定了问题的编码而
需进行生化操作时!首要的问题是对这些编码的

B)0链进行合成!如何合成？目前主要是在有些生
物制品公司用合成仪进行合成!所用的合成仪有

0P(公司生产的老式的A?!和A?>型合成仪&#’!也
有该公司生产的较先进的A?$$合成仪9而有些学者
则是利用一些新的研究成果进行合成!如 -HVDMT
等人&!’在建立求解图的最大图问题的B)0计算模
型时采用了由+;KCCKR等人&A"%’建立的平行重叠
组装$4DRD88K8-[KR8DS0JJKCU8V!4-0%技术进行9
当然!我们期望的是采用"电子计算机#方法对B)0
分子来进行合成("对编了码的B)0序列!按其顺
序!只需要单击电子计算机键盘上的>个英文字母

0!&!O!5即可合成#9这种设想目前还不能实现9何
时能实现？用什么方法来实现？将(5技术与B)0
计算机有机结合起来!是使B)0计算机走向"成熟#
的关键9
将(5技术!特别是电子计算机应用于B)0计

算机!使得B)0计算机走向全自动的实用化似乎
是一条"必由之路#!也是一条"艰难之路#9要完成这
个目标!我们不仅要非常熟悉有关B)0分子合成
的基本原理与技术!而且要对相关的(5技术中有
关控制系统)电子计算机的基本原理熟练掌握9本文
将主要对前者!即B)0分子合成的有关基本原理
与技术给予较为详细的讨论9

B)0分子的化学合成的开拓者是]I7RDMD!他
在#?=@年就提出了用人工合成基因!即化学方法合
成基因的想法!并赋予实践&=’9#?@?年!]I7RDMD在
*+:EKM:K+杂志上发表了题为"一个基因的合成#的
著名论文!为整个基因工程的发展起到了奠基的作
用9也促进了B)0计算机的研究9B)0计算机所
用的"数据#是大量的B)0分子9各种各样的B)0

分子的合成!只有当今的自动化合成仪才能"胜任#
此项庞大的工作9

B)0分子合成主要有%种方法(磷酸二酯键方
法!磷酸三酯键)亚磷酸三酯键方法以及在后二者基
础上发展起来的固相合成法和自动化合成法等9

?!核酸的生物合成

B)0计算所需要的B)0分子的合成是化学
合成方法!化学合成是在单个核酸的基础上进行
的9因而了解核酸的生物合成过程对于未来全自动
化B)0计算机的研究是有意义的9故在本节里!我
们将简要地介绍核酸的生物合成9当然!在自然界!
动物)植物和微生物体中通常都能本能地合成各种
嘌呤和嘧啶核苷酸9其生物机理本节将给予简要
介绍9

B)0计算中所用的"数据#是B)0分子!因而
本文主要关注有关B)0分子的合成9B)0分子的
基本单位是脱氧核糖核苷酸!而在生物体内脱氧核
糖核苷酸的合成是通过核糖核苷酸还原而成!其中
腺嘌呤)鸟嘌呤和胞嘧啶脱氧核糖核苷酸经过还原
后!将核糖中第二位&上的氧脱去!形成相应的脱
氧核糖核苷酸,胸腺嘧啶脱氧核糖核苷酸的形成需
要两步($#%由尿嘧啶核糖核苷酸还原成尿嘧啶脱氧
核糖核苷酸,$!%将尿嘧啶甲基化转变成胸腺嘧啶9
下面!我们仅以嘌呤核苷酸的合成为例!介绍核糖核
苷酸的生物合成!而嘧啶核苷酸的合成略去9
嘌呤核苷酸的合成

在生物体内!采用二氧化碳)甲酸盐)谷氨酰胺)
天冬氨酸和甘氨酸等来合成嘌呤环9嘌呤的分子结构
如图#$D%所示9嘌呤环中的第#位)来自天冬氨酸
的氨基,第A位及第?位 )来自谷氨酰胺的酰胺
基,第!位及第"位的&来自甲酸盐,第=位的&
来自二氧化碳,第>!%!@位的&来自甘氨酸!如图#
$U%所示9
核糖核苷酸的生物合成过程是(从 %̂=磷酸核

糖焦磷酸开始!经过一系列的酶促反应!生成次黄嘌
呤核苷酸!再转变成其它的嘌呤核苷酸9在图!中!
我们给出了磷酸核糖焦磷酸)次黄嘌呤核苷酸的分
子结构9在图A中!我们给出了嘌呤核苷酸合成的主
要过程9其中次黄嘌呤核苷酸的合成过程需要#$步
化学反应!限于篇幅!我们在这里不作详述!有兴趣
的读者可参阅文献&"’9
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图#!嘌呤环以及合成它的元素来源
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图!!次黄嘌呤核苷酸!%̂<磷酸核糖焦磷酸的分子结构
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图A!嘌呤核苷酸合成的主要过程

!!在次黄嘌呤核苷酸的基础上"生物体内由次黄
嘌呤核苷酸氨基化生成腺嘌呤核苷酸9其步骤如下#

#9次黄嘌呤核苷酸在 O54供给能量的条件下与天冬

氨酸合成腺苷琥珀酸$

!9腺苷琥珀酸在腺苷琥珀酸裂解酶的催化下分解成腺

嘌呤核苷酸和延胡索酸等9

@!!"#的化学合成

B)0合成是指一个核苷上的活性Â<磷酸基团
与另一个%̂<的羟基偶联9前者是在溶液中传送的单
体"后者被固定在固相载体上"核苷酸间的键因此形
成9为了下一步偶联"使B)0链增长"必须有另外

三个化学反应9
@9>!磷酸二酯法合成!"#分子
磷酸二酯法是由 ]I7RDMD以及同事首先创立

和发展起来的一种B)0化学合成方法9磷酸二酯
键法的基本原理是#将两个在%̂<或Â<末端各带有
适当保护基的脱氧单核苷酸连接起来"形成一个带
有磷酸二酯键的脱氧二核苷酸分子9合成所用的原
料是#脱氧核苷酸或脱氧单核苷酸9下面给出具体合
成的方法和步骤9

#9确定好要合成的B)0序列"并假定>种脱氧单核苷

酸均有无限的数量9对所有的 %̂<和 Â<末端加保护%如图>
和图%所示&$

!9按照要合成的B)0序列"先对第一个要合成的脱氧

%"%##$期 许!进等#B)0计算机#原理!进展及难点%#&



核苷酸脱去Â<端的保护!对序列中的第二个则脱去%̂<端的

保护!然后进行缩合反应"或称为偶联反应#!形成二者之间

的磷酸二酯键!所得的序列记为>?显然!序列> 的%̂<端和

Â<端均受到保护$

A9脱去>中的Â<端的保护!并脱去要合成的下一个要

合成的脱氧核苷酸的%̂<端的保护!进行缩合反应!仍将反应

后的序列记为>9
上述步骤A不断进行!直到要合成的B)0序列中的最

后一个字母被合成后终止9
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图%!B35<保护的核苷酸"其中N表示碱基0!O!&或5%#&#

注>9!保护基问题9
将不参加反应的集团用适当的保护基选择性地

保护起来!其具体做法是’将保护基加到 %̂或 Â的
羟基端!通常采用的保护基有

"##芳基磺酰氯"0R+7!&(#$

"!#二环己己碳二亚胺"B&&#$
"A#二甲氧基三苯甲基"B35#9
注?9!磷酸二酯法合成B)0分子的不足’
"##化学反应时间长$
"!#随着合成链的增长相应的产量逐渐下降!因

而在最初用人工化学合成时!最多只能合成#%US
的寡聚体$

"A#纯化步骤麻烦费时9
由于磷酸二酯法的上述缺点!它很快就被一些

先进的方法所取代!这些方法将在下面给予简介9
@9?!磷酸三酯法合成!"#分子
磷酸三酯法与磷酸二酯法在方法与技术上几乎

是完全一样的’它们均采用在单核苷酸的 %̂<端和

Â<端加保护基团的方法$不同的是’在磷酸三酯法
中!参加缩合反应的单核苷酸是一种核苷Â<单磷酸
的衍生物9在采用磷酸三酯法原理合成B)0分子
时!从技术上采用了一种称为固相合成的方法9固相
合成的原理是!$世纪%$年代由PRH:K3KRREXEK8J
为了合成多肽链而创造的一种技术9随后很快就将
该方法应用于合成寡核苷酸%?&9所谓固相合成法!是
指将要合成B)0序列中的最后一个寡核苷酸固定
在所谓的固相载体上!而把与它相连的!也就是进行
缩合反应的单核苷酸通过溶液进行传送9倒数第三
个要被合成的核苷酸通过溶液与已经被合成在固相

载体的倒数第二个进行缩合反应!如此反复进行!直
到所有的B)0链被合成为止9
@9@!亚磷酸三酯"亚磷酰胺#法合成!"#分子
亚磷酰胺方法是目前寡核苷酸合成的主要方

法!原因是其具有有效和快速的偶联以及开始物质
的稳定性%#$&9合成的B)0链连接在载体上!使液相
中过量的试剂过滤去掉9因而在每个循环过程间不
需要进行纯化9其中的载体是一种硅胶形式的控制
微孔玻璃珠9
亚磷酸三酯法合成寡核苷酸的每一个循环由脱

B35(偶联(封闭和氧化等>个步骤构成9这>个步
骤不断重复!直到最后一个单核苷酸被合成9当合成
结束后!将所合成的B)0链从固相载体上切割下
来并脱去保护9这样所得到的目的 B)0 链就是

B)0计算机存储库中所需要的9进而!可根据不同
的问题作进一步的生物操作9
下面!我们主要讨论基于亚磷酰胺法对 B)0

链进行化学合成的四个步骤9这种合成是采用固相
合成方法进行的9

#9用酸处理衍生的固相载体以除去保护集团B359更

具体地!用三氯乙酸"5&0#或二氯乙酸来处理!去掉%̂<端的

保护基 B35!露出 %̂<-’!以便与相邻的单核苷酸进行偶

联!图=给出此过程的一个说明9合成的具体方法为’

#9#用乙腈冲洗载体以除去上步留下的微量剂$

#9!将5&0或二氯乙酸输送到合成柱子上!切下B35

="%# 计!!算!!机!!学!!报 !$$%年



集团!并用5&1冲洗多次!以便使B35阳离子完全被冲洗

下来!这是因为B35阳离子具有高度的活性!可重新将任

何活性的亲核试剂B35化"

#9A每次冲洗后均用氩气从柱的底部到顶部进行B35
冲洗"

#9>将残留的5&0用乙腈洗涤9

!9偶联反应9偶联反应是用四唑这种弱碱作催化反应

促使加进来的第二个单核苷酸同已经附着在固相载体上的

核苷酸中暴露的%̂<-’基进行缩合9基本原理#亚磷酰胺与

四唑被送到有载体键合的核苷酸柱内9二异丙酰胺被质子化

且被四唑取代!当%̂<-’偶联到亚磷上去时!就形成了%̂"

Â核苷酸间的键9详细说明如图@所示9其具体步骤如下#

!9#用过量的乙腈对载体洗涤!对载体作无水处理!且

作清除亲核试剂$如水%处理"

!9!将合成柱子用氩气反冲干燥!除去残留的乙腈"

!9A将亚磷酰胺活化剂四唑输送到柱子9

A9封闭9把所有没有参加偶联反应的%̂<-’集团全部

封闭起来9其方法是加入乙酸酐9

>9氧化反应9由于在两个核苷酸之间新形成的Â<%̂亚

磷酸三酯键不稳定!容易被酸和碱切断9因此!封闭后的三价

亚磷酸三酯立即被氧化成稳定的五价磷酸三酯9

值得注意的是!当亚磷没有氧化时不要终止合
成9当氧化结束后!核苷酸合成的一个循环随即结
束9寡聚物的%̂<端被B35保护!再通过除掉%̂<端
的B35!重复上述>个步骤!直到所需的B)0完
全合成为止9
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图@!偶联基本原理图示&#’

!!注>9!当寡核苷酸用凝胶电泳和离子交换

’41&纯化时!通常以;RE;V8<7XX形式合成"而当用

-4&或指定B35$;RE;V8<JSK:EXE:%反相 ’41&纯化
时!其合成一般保留B35$;RE;V8<7M%9

注?9!对于要合成的B)0序列!在合成之后
一般可通过 4&/扩增等方法来检测合成的准
确性9
有关这方面的详细讨论可参见文献&#’9

@"%##$期 许!进等#B)0计算机#原理(进展及难点$#%
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图"!重叠扩增技术!一个长的B)0串"例如"从短片递归组装的一个基因"允许Â端结束杂交"被聚合酶延伸9
粗箭头描述单链B)0进入反应的每一个阶段9细箭头表示加入聚合酶的B)0#

A!基因合成!"#方法

上述所讨论的化学合成方法合成 B)0片断
的能力在#%$"!$$US之间9然而在B)0计算机的
研究中"一般都超过了这个范围"例如"在文献$##%
中所建立的用于解决!$个变量A=+05 问题的

#$>"%=个长度为A$$US的B)0序列&我们最近给
出的用于求解具有!#个顶点的图的A=顶点着色问
题的#$>=$A%A!$A个长度为A#%US的B)0序列$9
当然"随着B)0计算机研究的不断深入"所需要的

B)0链会更长"并且量会更多"因而单纯用上述化
学合成方法肯定是不行的9而应该用所谓的基因
合成寡核苷酸方法9在这里"我们将这方面的主要
研究概括如下基于寡核苷酸合成和制备 B)0序
列的方法"该方法主要是以连接酶为工具$#!"#@%&

#?""年发表的27Z(方法$#"%&!$世纪?$年代早期
发表的自引物4&/$#?"!!%方法&#??%年发表的4&/
制备方法$!A%和!$$!年的进一步改进$!%%&#??=年的
模版定向配位连接!5B1#方法$!>%9最近又有两种合
成和制备长B)0序列!约%]U#的方法问世9一种
是基于4&/的热力学内外平衡5P(-基因合成方

法"它是利用新的引物设计方法实现长基因的高保
真制备$!=%9另一种是+CE;I等人所提出的装备4&/
方法的改进版本"它可以通过合成寡核苷酸来精确
制备%"=]U的B)0片段9
当前基因合成的主要途径是通过B)0合成仪

来实现"关于这方面的理论方法可参见相关的文献"
这里不再讨论9

B!,C#方法合成!"#分子

平行重叠组装方法4-0!4DRD88K8-[KR8DS0J<
JKCU8V#是一种合成B)0分子的方法"过去主要应
用于诸如基因的构造’基因重组和B)0重组等$!%9
#??@年"]DS8DM等人将4-0方法应用于B)0计
算的研究之中$!"!=%9在这一节里"我们将给出4-0
方法合成B)0分子的主要原理"并通过实例给予
讨论说明9
在合成过程中"先准备好一个初始有序的重叠

低聚核苷酸!如图"所示#"这样便于退火后低聚核
苷酸可以通过一个B)0聚合酶得到扩增9通过反
复的融化’退火和扩增"就可以由小的片段构成长的

B)0分子9只有在B)0的每个片段都包含有它只

""%# 计!!算!!机!!学!!报 !$$%年
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能与邻近的片段退火的信息才能达到完全正确的组

装!这样才能在最终的链中找到它的正确位置9另一
方面!如果一个片断与它的不邻近的片段退火!则

4-0会产生差异9
在4-0中!通过最后分子长度的中间扩展进

行并行扩增而得到长的分子"见图"#9随着4-0的
进行!每个分子伸长!变成最后产物的一个大的部
分9这种组合的动力学与4&/或者表示不同分析的
不同的扩增方法相关但是不同94-0的并行构建和

B)0聚合酶只对多核苷酸的Â端进行扩展的情况
形成的一个直接结果是稀释和4&/的完全重叠扩
增9为了论证这一观点!考虑图"中标记了的分子

@?通过组装的第A步!@延伸到最终产物的AA端?但
由于%A端没有延伸!@并不是我们期望的最终产物
的成分9另外!对图"的仔细检查可以看出随着链的
增长!链的数目并没有发生变化9在#$个起始链中!
只有从两个低聚核苷酸 %̂端形成的两个链被延长
以形成最终产物9因此通过重叠扩增的组装必须通
过稀释以移除不完全的产物和通过采用%̂终端的低
聚核苷酸作为引物的4&/来充实完全分析的集合9
#??@年!-HVDMT等人在建立图的最大团问题
的B)0计算模型时!对如图?"D#所示的=个顶点
的图进行了生化实验9其中在数据池时采用了4-0

技术9文中所给出的算法共>步!其中的第一步是$
对于B 个顶点的图!每一个可能的团用一个B 位
二进制数来表示9如果某一位的取值为#!表示该顶
点在所求的团中%如果一位的取值为$!表示相应的
顶点不在团中9例如!团">!#!$#被二进制数$#$$##
表示!而团"%!>!A!!#是图?"D#中的最大团!由二进
制数字####$$表示9这样!我们把B 个顶点的图中
所有可能的团的集合映射成了所有可能的B 位二
进制数的集合9
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图?!文献&!’中给出的实例图与它的补图

为了完成此步!采用4-0技术!具体如下$以
双链B)0的形式设计数据结构9一个二进制数中
的每一位数被两个B)0片段表示!一个叫做该位
的值"C%#!另一个叫做该位的位置"D%#?对于代表=
位二进制数的B)0分子来说!存在=个位值片段
"C$"C%#及@个位置片段"D$"D=#!它们交替有序
地排列"如图#$所示#?
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*
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图#$!B)0数据编码

!!最后的位置片段D=对聚合链反应"4&/#放大
是必需的?如果C%a#!则C%的长度为$US!如果

C%a$!则C%长度为#$US!这样!最长的B)0链有

!$$US!它对应数字$$$$$$!而最短的 B)0 只有

?"%##$期 许!进等$B)0计算机$原理(进展及难点"##



#>$US!对应数字######?这种设计是简单而有效
的!因为只需知道答案中数字#的个数就行了?为了
以后操作方便!我们在每个C%a#对应的序列中嵌
上控制序列!以便利用相应的控制酶进行剪切?每个
低聚核苷酸由两个位置元和一个值元组成!当%为
偶数时它为D%C%D%b#的形式!当%为奇数时它为

D%b#C%D%的形式!其中上面的横线代表补序列!C%的
值可以是$或#?这#!种片段核苷酸混合起来进行
热循环!在每轮热循环中!一个核苷酸位置元上的链
与另一个核苷酸上的补链退火结合!在聚合过程中!

AA端逐渐延伸!形成一较长的双链B)0?经过几轮
热循环之后!含有C$C#C!CAC>C%的所有组合的数
据池就构造出来了"见图#$#?

D!总!结

本文主要讨论了 B)0 计算中作为$数据%的

B)0分子的合成问题!这是每个B)0计算在实验
或者生化操作中必须首先进行的问题9文章从B)0
分子合成的生化原理到 B)0 分子的化学合成原
理!基因合成原理到4-0合成都进行了论述9由于
当前的B)0计算研究主要是通过合成仪进行的!
如0L8KCDM等人关于!$个变量+05问题的求解
以及我们最近建立的图的顶点着色问题的解空间的

$数据%构造上!均采用了合成仪进行合成9所以!在
基因合成方面!主要给出了文献性的综述9而对于

4-0技术!则通过 ]DS8DM等人用于求解图的最大
团问题进行了介绍9
希望本文的介绍能对B)0分子合成问题的进

一步研究提供参考9
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