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四磺基酞菁钴合成及其与牛血清白蛋白结合作用的研究
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摘　要　以高锰酸钾降解薛氏钠盐 (62羟基2β2萘磺酸钠)合成 42磺基邻苯二甲酸 , 并以此为原料“固相熔融

法”合成了四磺基酞菁钴 (Co PcS4 )。Co PcS4 在DMSO中发生解聚 ,随着 p H值的升高 ,解聚增加。Co PcS4 以

二聚体形式与牛血清白蛋白 (BSA)结合后具有更强的光敏活性。分别采用紫外和荧光光谱分析方法准确测

定了四磺基酞菁钴与BSA的结合位置数和结合常数。两种方法的结果基本一致 ,数量级皆为 105 L ·mol - 1。

Co PcS4 与 BSA的首要结合位置为 SiteⅠ和 SiteⅡ, 两种结合位置的结合能力差别不大。结果表明 , Co PcS4

可与牛血清白蛋白很好地结合 , 白蛋白起到存储与转运作用。
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引　言

　　磺基酞菁配合物具有良好的水溶性 , 作为一种有效的光

敏剂可以在肿瘤组织中有选择性地富集 , 从而对恶性肿瘤起

到荧光定位诊断和光动力治疗作用 [1 ]。此外磺基酞菁还可以

用于治疗 HIV [2 ] , 各种原因引起的脉络膜新生血管 [3 ]等一系

列非肿瘤性疾病。

白蛋白是血清中一种重要的蛋白 , 它对负电荷分子有较

大的亲和力 , 能与许多内源及外源性化合物结合 , 起到存储

与转运作用 , 因此研究磺基酞菁配合物与白蛋白的结合对阐

明其在体内的运输、分布和代谢具有重要意义 [4 ]。

合成磺基取代酞菁金属配合物通常采用“一锅煮”的方

法 , 即将无取代金属酞菁与发烟硫酸直接反应 , 产物为含不

同数目磺基的酞菁金属配合物的混合物 , 同时还形成磺基位

于 32位或 42位的异构体。由于反应条件不易控制 , 反应结果

难以重现 , 给分离和纯化造成困难 [5 ]。Ali等 [6 ,7 ]曾以邻苯二

甲酸 42磺基单钠盐为原料合成得到了四磺基氯化酞菁镓四
钠盐 , 但其所用的 42磺基邻苯二甲酸单钠盐中还含有 25 %

32磺基邻苯二甲酸单钠盐。
针对上述合成方法存在的问题 , 本文以高锰酸钾降解薛

氏钠盐 (62羟基2β2萘磺酸钠)合成 42磺基邻苯二甲酸 , 并以此

为原料“固相熔融法”合成了四磺基酞菁钴。此合成方法具有

原料易得 , 所得配合物组成确定 , 异构体少和结构明确等优

点。

分别用荧光猝灭法和紫外光谱法测定了四磺基酞菁钴与

牛血清白蛋白的结合常数和结合位置数 , 研究了它们之间的

相互作用。

1　仪器及试剂

　　英国 Perkin2Elmer PE2983 G红外光谱仪 ( KBr压片) , 美

国瓦里安公司 Cary 50紫外2可见吸收光谱仪 , 日本岛津公司

RF 540荧光分光光度计 ; 上海雷磁仪器厂 P HS23C精密 p H

计。四磺基酞菁钴 (Co PcS4 )以 42磺基邻苯二甲酸为“分子碎
片”, 经固相熔融法合成 , 产物经 IR , UV/ Vis , T G表征 ; 牛

血清白蛋白 (BSA) 、氯血红素 ( H E)、L2色氨酸 ( TRP)皆为中

国医药 (集团)上海化学试剂公司产品 , BSA分子量按 67000



计算 ; 布洛芬 ( IB)为哈尔滨滨凯制药有限公司出品 ; 其他试

剂均为分析纯 ; Co PcS4以水溶解配成 110×10 - 3 mol·L - 1的

储备液 ; BSA配成 11 0×10 - 4 mol ·L - 1储备液 ; 氯血红素、

布洛芬、L - 色氨酸分别配成 2×10 - 3 , 1×10 - 3 , 011 mol ·

L - 1的储备液 ; 缓冲溶液以 012 mol ·L - 1柠檬酸和 012 mol

·L - 1磷酸氢二钠按比例配置。

2　结果与讨论

211　CoPcS4 的紫外光谱

已有研究表明 , 四磺基酞菁的紫外光谱与溶液浓度、溶

剂、p H值等因素有很大关系 , 我们研究了这些因素对

Co PcS4 的紫外光谱的影响。

图 1表明 Co PcS4 在不同溶液中的紫外光谱有着很大的

差别 , 水溶液中 Co PcS4 在 625 nm处存在 Qd 吸收峰 , 一般

认为 Qd 带为磺基酞菁的二聚体特征吸收峰 [8 ] , 而表示单体

的 Q(0 , 0)峰在 666 nm处。在强极性溶剂二甲亚砜 (DMSO)中

Co PcS4 的 Qd 吸收峰位蓝移到 608 nm处 , 吸光度比水中小 ,

Q(0 , 0)峰位置红移到 671 nm , 吸光度比在水中大 , 可以认为

在 DMSO出现了明显的解聚现象。

　　图 2给出了溶液 p H 值对 Co PcS4 的紫外光谱的影响。

Co PcS4 的 Q(0 , 0)吸收峰的强度随着溶液 p H 值的增加而增

强 , 表明随着溶液 p H值的增加 , Co PcS4 解聚程度增加。

Fig11　Absorption spectra of CoPcS4

cCoPcS4 = 110×10 - 5 mol·L - 1

a : DMSO ; b : water

Fig12　Effect of pH on UV spectra of CoPcS4

cCoPcS4 = 110×10 - 5 mol·L - 1

a : p H 9 ; b : p H 7 ; c : p H 5 ; d : p H 3

212　CoPcS4 与 BSA的结合作用

21211　Co PcS4 与 BSA体系的紫外光谱

图 3为 Co PcS4 在 BSA体系中的紫外光谱图 , BSA滴定

Co PcS4 , 625 nm处的 Qd 峰强度减弱 , 红移至 627 nm ; 666

nm处的 Q(0 , 0)峰强度增强 ,红移至 675 nm ,体系出现明显的

解聚现象。说明 Co PcS4 以二聚体形式与 BSA结合 , 与 BSA

结合后的 Co PcS4 具有更强的光敏活性。

Fig13　UV spectra of CoPcS42BSA system

25 ℃p H 4 ; a : CoPcS4 ; b : CoPcS4 + BSA

cCoPcS4 : 11 0×10 - 5 mol·L - 1 ; cBSA : 110×10 - 5 mol·L - 1

　　我们利用 Scatchard模型 [9 ] , 对酞菁药物与 BSA的反应

体系进行了分析。该方程为 :

R/ [ D ]f = KA ( n - R) (1)

其中 R = [ D ]B / [ P] , 称为平均结合数 , 即与 1摩尔蛋白相结

合的药物量 , [ P]为蛋白浓度 , [ D ]B 为结合酞菁药物浓度 ,

[ D ]f 为游离酞菁药物浓度 , KA 为结合常数 , n为结合位数。

以 R对 R/ [ D ]f 作图 , 由直线斜率和截距可算出 K和 n [10 ]。

测量酞菁药物空白的吸光度 A0 和结合反应体系的吸光度 A ,

计算出[ D ]f 和 R。Co PcS42BSA体系的相互作用参数见表 1。

Table 1　Parameters of CoPcS4 binding with BSA ( pH 4)

Scatchard模型 荧光猝灭法

结合常数 KA / ×105 31 24 41 55

结合位置数 n 119 -

线性相关系数 r 01995 01997

21212　Co PcS4 与 BSA体系的荧光光谱

BSA上色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸的存在 , 使其具有内

源荧光 [11 ]。Co PcS4 (0～114×10 - 5 mol·L - 1 )滴定 BSA (1×

10 - 5 mol·L - 1 ) , 随着 Co PcS4 浓度的增大 , BSA 荧光强度

有规律地降低 , 但发射峰位及峰形不变 (如图 4)。可以认为

白蛋白带有较多游离氨基 , 在酸性介质中 (p H 4)由于质子化

而呈正电荷状态 , 与溶液中带负电荷的 Co PcS4 相互作用 ,

导致荧光物质 BSA荧光强度降低。引起 BSA 荧光猝灭的原

因可能有动态猝灭和静态猝灭 [12 ] , 猝灭原因可以通过计算

结合常数来判断为静态猝灭即结合形成了没有荧光的化合

物 , 计算过程见下文。图 5 表示的是在 Co PcS42BSA 体系随

p H值变化的荧光光谱 , p H 4的时候 , 荧光猝灭幅度最大。
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Fig1 4　Fluorescence quench spectra of CoPcS4

25 ℃p H 4 ,λex = 280 nm

cBSA : 11 0×10 - 5 mol·L - 1 ; cCoPcS4 : 110×10 - 5 mol·L - 1

a : 0 ; b: 012 ; c : 01 4 ; d : 016 ;

e : 01 8 ; f : 110 ; g : 112 ; h : 114

Fig15　Effect of pH on spectra of CoPcS42BSA system

25 ℃,λex = 280 nm

cBSA : 11 0×10 - 5 mol·L - 1 ; cCoPcS4 : 110×10 - 5 mol·L - 1

p H : a : 7 ; b: 6 ; c : 5 ; d : 4 ; e : 3

　　对于 BSA这样有多个彼此相同又互相独立的键合位置

的生物大分子 [13 ] , 有

F0 / F = 1 + KA [ Q] (2)

F0 为未加 Co PcS4 时 BSA 的荧光强度 , F表示加入浓度为

[ Q]的 Co PcS4 后 BSA 的荧光强度 , KA 为结合常数。可由

(2)式可推导得

( F0 - F) - 1 = F- 1
0 + F- 1

0 KD [ Q] - 1 (3)

由以 Co PcS4 的 ( F0 - F) - 1对 [ Q ] - 1作双倒数图 , 得图 6 , 由

斜率和 F - 1
0 求得 Co PcS4 与 BSA 的解离常数 KD , 由 KD 换

算出结合常数 KA (表 1) [14 ]。因为 KA = Kqτ0 ,τ0 为 BSA 的

荧光寿命约为 10 - 8 s , 求得 Co PcS4 的表观猝灭常数 Kq 数量

级都在 1013以上 [15 ] ,远大于猝灭剂对生物大分子的最大扩散

猝灭常数 , 说明静态猝灭是引起 Co PcS42BSA 荧光猝灭的主

要原因 , 进一步说明 Co PcS42BSA 结合形成了没有荧光的化

合物 , 导致 BSA的荧光强度降低。

Fig16　Lineweaver2burk curve of CoPcS4

fluorescence quenching

21213　H E , IB , TRP与 Co PcS4 竞争络合

血清白蛋白的三维晶体结构已探明 , 有 3个类似的结构

域 : SiteⅠ, SiteⅡ和 Site Ⅲ[16 ]。每个结构域又含有 A与 B 2

个亚结构域。6个区域以槽口相对的方式形成圆筒状结构 ,

分子探针对蛋白质不同区域有特异性的结合 [17 ]。SiteⅠ的探

针有华法令、保泰松、氯血红素等 ; SiteⅡ探针有布洛芬、氯

灭酸等 ; Site Ⅲ有 L2色氨酸。为了探明 Co PcS4 与 BSA 的结

合位置 , 以氯血红素 ( H E)、布洛芬 ( IB)、L2色氨酸 ( TRP)分

别作为白蛋白特定结合位置的标记药物 , 研究了它们对

Co PcS42BSA体系紫外和荧光光谱的影响 , 以确定 Co PcS4 在

BSA上的结合位置。为了使分子探针充分与体系结合 , 三种

标记药物与 Co PcS4 浓度比分别为 : Co PcS4 / H E 为 1/ 20 ,

Co PcS4 / IB为 1/ 20 , Co PcS4 / TRP为 1/ 1 000 [18220 ]。

由于 Co PcS4 在缓冲溶液体系中是以二聚体和单体两种

形式共存 , 而在 Co PcS42BSA体系中 , 由于与 BSA的相互作

用 , Co PcS4 出现了解聚现象。往相同浓度的 Co PcS42BSA (皆

为 1×10 - 5 mol ·L - 1 )体系分别滴加 H E (2 ×10 - 4 mol ·

L - 1 ) , IB (2×10 - 4 mol ·L - 1 ) , TRP (1 ×10 - 2 mol ·L - 1 ) ,

加入 H E和 IB后又都重新出现了二聚体的峰增强 , 单体峰

减弱的聚合现象。说明 Co PcS4 被置换 , 呈现游离态 ; 而加入

Fig17　( A) Effect of molecule probe on UV spectra of CoPcS42
BSA ( 1∶1) system; ( B) Effect of molecule probe on

fluorescence spectra of CoPcS42BSA ( 1∶1) system

a : Co PcS4 ; b : CoPcS4 + BSA + HE ; c : Co PcS4 + BSA + IB ;

d : CoPcS4 + BSA ; e : CoPcS4 + BSA + TRP

cIB : 2×10 - 4 mol·L - 1 ; cTRP : 1×10 - 2 mol·L - 1
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TRP后并没有观察到光谱变化 (图 7a)。在其荧光光谱

(图 7b)中 , H E和 IB会使被 Co PcS4 猝灭的 BSA 的荧光重

新增强。以上结果表明 , Co PcS4 与 BSA 的主要结合位置为

SiteⅠ和 Site Ⅱ。为了进一步确定 Co PcS4 与 BSA 主要结合

点 , 使 Co PcS4 与 BSA的浓度分别为 1×10 - 5和 1×10 - 4 mol

·L - 1 (1∶10) , 此时 Co PcS4 与 BSA几乎全部在主要的结合

点上与BSA结合 ,用 H E与 IB滴定 Co PcS42BSA的体系 ,都

出现了 Co PcS4 Q带单体吸收峰增强 , 二聚体吸收峰减弱的

现象 (见图 8) , 说明 Co PcS4 在BSA上的 SiteⅠ和 SiteⅡ两种

结合位置的结合能力差别并不大。

上述研究结果表明 , Co PcS4 可与牛血清白蛋白很好地

结合 , 白蛋白起到存储与转运作用。

Fig18　Effect of molecule probe on UV

spectra of CoPcS42BSA system

a : Co PcS4 ; b: Co PcS4 + BSA + HE ;

c : CoPcS4 + BSA + IB ; d : CoPcS4 + BSA

cCoPcS4 : 1×10 - 5 mol·L - 1 ; cBSA : 1×10 - 4 mol·L - 1

cHE : 2×10 - 4 mol·L - 1 ; cIB : 2×10 - 2 mol·L - 1
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Abstract　The tet ra2sulfonated phathalocyanine cobalt (Co PcS4 ) was synthesized by using 42sulfonic phthalic acid as raw material ,

CoCl2 as template agent and (N H4 ) 2 MoO4 as catalyst . Co PcS4 was demonst rated to be C4h mono2isomer by elementary analysis ,

IR , NMR and HL PC. Depolymerization of Co PcS4 was found in DMSO. The depolymerization increased with the p H value rai2
sing. The interaction of tet ra2sulfonated phathalocyanine cobalt with bovine serum albumin (BSA) was studied by UV2Vis and

fluorescence spect ra. The number of binding sites and binding constant were determined at equal pace of the order of magnitude

105 L ·mol - 1 . Co PcS4 binds with BSA at SiteⅠand SiteⅡ. In conclusion , Co PcS4 binds with BSA commendably and albumin

plays a role of storage and transport .

Keywords　Tetra2sulfonated cobalt phathalocyanine ; Bovine serum albumin ; Compete2binding ; Parameters of binding
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