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水溶性阳离子卟啉与 ctDNA的相互作用及其聚集行为研究
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摘 � 要 � 水溶性阳离子卟啉作为多功能 DNA 结合试剂在光动力学疗法、抗病毒药物等方面得到了越来越多

的应用, 因此研究阳离子卟啉与 DNA 的相互作用引起人们极大的兴趣。文章采用吸收光谱、荧光光谱和共

振光散射技术研究了 meso�四( 4�三甲铵基苯基)卟啉( TM AP)和 5�苯基�10, 15, 20�三( N�甲基�4�吡啶基)卟啉

( T riM PyP )两种水溶性阳离子卟啉在水溶液中的聚集状态及与小牛胸腺 DNA( ctDNA)的相互作用。在 R> 1

时(R= cTM AP / cDNA ) , TM AP在 DNA 分子表面发生聚集, 吸收光谱有明显的减色效应, 卟啉的荧光被猝灭。

在 R< 1 时, TM AP 与 DNA 以外部结合方式结合, 荧光得到增强, 共振光信号减弱。DNA 的加入, 使

T r iM PyP的聚集程度进一步增加。考察了离子强度对卟啉与 DNA 相互作用的影响, 离子强度增大, 卟啉的

荧光得到增强, 卟啉与 DNA 的结合方式发生改变。
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引 � 言

� � 水溶性阳离子卟啉不但可以作为核酸、蛋白质的结构和

动力学探针[1] , 而且在光动力学疗法[2] 、病毒抑制[3] 、人工

核酸酶[4] 等方面都有潜在的应用, 因此水溶性阳离子卟啉及

其金属配合物与 DNA 的相互作是用多年来人们感兴趣的问

题。一般认为阳离子卟啉与 DNA 主要有三种结合方式: 插

入到碱基对之间、沟槽结合和外部自堆积结合[ 5]。卟啉的结

构、DNA 碱基组成以及卟啉与 DNA 的相对浓度决定了两者

之间的结合方式, 同时其稳定性受静电作用、范德华力、疏

水作用以及空间张力等因素的影响。卟啉自身的聚集状态也

将影响其与 DNA 的相互作用。阳离子卟啉中研究最多的是

meso�四( N�甲基�4�吡啶基)卟啉( T M PyP )及其衍生物[6, 7] 。

meso�四( 4�三甲铵基苯基)卟啉( TM AP)与 DNA 的相互作用

近年来也有报道[8, 9] , 但研究结果并不一致, 并且对具体的

结合方式等仍不能确定。近来已发现三价阳离子卟啉 5�苯

基- 10, 15, 20�三( N�甲基�4�吡啶基)卟啉( T r iM PyP)对白色念

珠菌等有很好的光灭活作用[10] , 但关于其与 DNA 相互作用

的报道较少[11] 。本文采用吸收光谱法、荧光光谱法和共振光

散射法研究了 T M AP 和 T riM PyP 两种阳离子卟啉 (结构如

图 1 所示)与小牛胸腺 DNA( ctDNA)的相互作用, 重点考察

卟啉聚集行为的变化。同时本文用光谱软件将吸收光谱进行

解析, 定量分析了不同 DNA 浓度下卟啉结合方式的分布情

况。

Fig� 1� Structures and abbreviations of cationic porphyrins

1 � 实验部分

1� 1 � 仪器与试剂

Lambda 35紫外�可见分光光度计(美国 Perkin�Elmer ) ;

LS 55 荧光光度计(美国 Perkin�Elmer) ; PH S�3C 型精密 pH

计(上海雷磁)。

ctDNA ( Sigma)用二次水配制成 100�g � mL- 1, 于 0~ 4

 保存, 其浓度由 �260 = 1� 31 ! 104 L � mo l- 1 � cm- 1计算得

到。TM AP 和 T r iM PyP 按文献方法合成, 溶于二次水配成

溶液, 其浓度分别由�413= 4� 16 ! 105 L � mol- 1 � cm- 1 [12] 和

�420 = 1� 58! 105 L � mol- 1 � cm- 1 [ 10] 计算得到。用混合磷酸



盐缓冲溶液控制溶液的酸度, pH 为 6� 8。其他试剂均为分析

纯。

1� 2 � 实验方法
吸收光谱的测量采用 1 cm 石英比色皿, 扫描范围为 350

~ 700 nm, 狭缝 2� 0 nm。荧光光谱测量采用 R928 红敏光电

倍增管( H amamatsu) , 扫描范围为 600~ 750 nm, 扫描速度

为 500 nm � min- 1。共振光散射在荧光光度计上以  != 0 同

步扫描模式进行。吸收光谱使用 PeakF it 软件( V4� 12, Sea�

so lve)自动拟合功能进行解析。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 卟啉在溶液中的聚集状态
由于卟啉具有大的共轭体系, 在水溶液中可以通过范德

华力形成分子聚集体。对于水溶性卟啉, 阴离子卟啉如

TSPP 4 等在中性水溶液中以二聚体形式存在, 并已被很多光

谱法所证明, 但关于阳离子卟啉在水溶液中的聚集状态却有

很大争议。研究最多的 T M PyP 曾被报道在水溶液中以二聚

体形式存在[13] , 二聚体模型提出后, 人们对 ∀∀ ∀堆积作用
能否克服正电荷在卟吩环上离域产生的静电斥力表示怀疑,

后来研究表明电荷离域阻碍了卟啉二聚体的形成, T M PyP

在水溶液中以单体形式存在[ 14] 。TM AP 在水溶液中一般也

认为以单体形式存在[13] , 尽管正电荷不能在大环上离域, 但

外围基团体积较大, 空间阻碍较大, 限制了聚集体的形成。

由吸收光谱(图略) 可以看出, TM AP 最大吸收峰位于 413

nm, 呈现出与有机溶剂中单体相似的光谱特征, 同时也没观

察到强的共振光散射信号。与 TM AP 相比, T riM PyP 的吸

收光谱强度较弱, 最大吸收峰位于 420 nm, 峰型变宽, 在

445 nm 处有肩峰出现, 说明部分 T r iM PyP 在水溶液中以聚

集体形式存在, 同时强的共振光散射信号说明有高级聚集体

的存在。这可能是由于分子结构的不对称性, 在静电斥力的

作用下分子发生扭曲所致[15] , 与最小能量立体构型优化结

果一致( Chem3D, M opac)。

2� 2 � 卟啉与 DNA的相互作用

不同 DNA 浓度下 TM AP 和 T riM PyP 吸收光谱如图 2

所示。随着 DNA 的加入, T M AP 吸收光谱发生明显的减色

效应, 并略有红移, 当 DNA 的加入量为 2� 1 �mo l� L- 1时,

即R# 1 时( R= cT MAP / cDNA ] ) , 最大吸收峰位于 416 nm, 红移

约 3 nm, 减色达36% , 同时 Q带也有明显红移。吸收光谱的

扰动说明 TM AP 与 DNA 发生了结合作用, 但在这个过程中

没有出现文献提到的等吸收点[8] , 说明两者之间不是简单的

结合, 强的减色效应表明卟啉的 ∀电子体系受到了微扰。当

DNA 浓度为 4� 3�mo l� L - 1时, 开始出现新的吸收峰, 最大

吸收峰位于 420 nm, 红移约 7 nm。随 DNA 浓度的进一步增

加(R 减小) , 吸光度开始增加, 同时伴有轻微的蓝移, 当

DNA 浓度为 54 �mol � L - 1 ( R# 0� 04)时, 吸收峰强度基本

保持不变。与 T M AP相似, 加入 DNA 后, T riM PyP 的吸收

光谱发生减色现象, 峰位红移, 同时 Q 带也发生红移, 当

DNA 的浓度为 3� 2 �mo l� L- 1 ( R# 1)时, 减色达 15%。随

DNA 浓度的增加, 吸光度略有增加, 峰位进一步红移。与

T M AP不同的是, T riM PyP 的吸收光谱没有明显的增色现

象, 但红移程度大, 同时峰型变宽。插入图为不同 DNA 浓度

下 T riM PyP的吸收光谱 Sor et 带解析结果相对浓度的变化

情况。

Fig� 2� Absorption spectra of porphyrin solutions with

diff erent DNA concentrations

( a) : c TM AP = 2� 0 �mol� L- 1; concen t rat ions of DNA from 1 to 15:

0, 0� 8, 1� 2, 1� 6, 2� 1, 4�3, 8� 6, 10� 8, 13� 0, 17� 2, 21� 5, 25� 8,

43� 0, 53� 8 and 64� 5 �mol � L- 1� ( b ) : cT riMPyP = 3� 0 �m ol� L- 1 ;

con cent rat ions of DNA fr om 1 to 6: 0, 1� 6, 3� 2, 8� 0, 12� 8 and 28� 8

�mol� L- 1 ; Insert is th e decomposit ion resu lt s of ab sorpt ion spect ra;

pH 6� 8

� � 图 3 为 TM AP 和 T r iM PyP 与 DNA 相互作用的荧光光

谱图。TM AP 的最大发射峰位于 641 nm, 加入 DNA 后荧光

强度开始下降, 峰位逐渐红移, 同时 Q ( 0, 0)和 Q ( 0, 1)两个

发射带变得模糊, 当 DNA 的浓度为 2� 1 �mol � L - 1时, Q

( 0, 1)带发生明显红移。与文献 [ 8]不同的是, 当进一步增加

DNA 的浓度时, 荧光开始增强, 同时最大发射峰位略有蓝

移, Q( 0, 0)和 Q( 0, 1)两个发射带能很好的分开。当 DNA 的

浓度为 65 �mo l� L - 1时, 荧光强度基本保持不变, 最大发射

峰位于 644 nm, 但仍小于未加入 DNA 时的荧光强度。在较

低 DNA 浓度下, T riM PyP 的荧光强度被猝灭, 增大 DNA 的

浓度, 荧光略有增强, 但峰位变化变得没有规律。与 T M AP

不同的是, 在较高 DNA 浓度下, T riM PyP 的荧光强度大于

原来的未加入 DNA 时的荧光强度, 两个荧光发射带进一步

模糊(图略)。

� � 共振光散射是检测卟啉分子高级聚集体的有效手段, 由

于生色基团间强的电子耦合, 在吸收波长处共振光散射信号

得到大大加强。T M AP共振光最大散射峰位于445 nm, 在最

大吸收峰附近散射信号最低(如图 4 所示) , 这是由于卟啉分

子在最大吸收处摩尔吸光系数大, 但分子散射小的缘故。在
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DNA浓度下, TM AP 的散射信号得到加强, 当 DNA 的浓度

为 2� 1 �mol � L- 1 时, 共振光强度开始下降, 但总体上

TM AP 的散射强度变化不大。T r iM PyP 由于在溶液中部分

以聚集体形式存在, 自身的共振光散射强度较大, 加入 DNA

后没有明显的变化。

2� 3 � 离子强度的影响

实验考察了离子强度对卟啉与 DNA 相互作用的影响。

对于 T M AP 考察了两种 DNA 浓度下离子强度的影响, 在

DNA 浓度为 1� 2�mol � L - 1情况下, 吸光度随离子强度增大

逐渐增加, 峰位没有明显变化。图 5( a)为 DNA 浓度为 24� 0

�mol� L- 1时不同 NaCl 浓度下 TM AP 的吸收光谱, 加入

NaCl后, 吸光度开始降低, 吸收峰位略有蓝移, 随着离子强

度的进一步增大, 吸光度开始增加, 同时峰位进一步蓝移,

当 NaCl浓度达到 0� 4 mol � L- 1时, 吸收光谱变化不大。图 5

( b)为不同 NaCl浓度下 T r iM PyP 的吸收光谱, 当 NaCl浓度

小于0� 03 mol � L- 1时, 随着离子强度增大, 峰位不变, 吸光

度逐渐降低。当 NaCl浓度大于 0� 03 mol � L- 1时, 随离子强

度的增大吸光度增加, 吸收峰位从 441 nm 蓝移至420 nm, Q

带没有明显的变化。插入图为不同离子强度下吸收光谱

So ret带解析结果相对浓度的变化情况。实验还考察了离子

强度对卟啉荧光光谱的影响, 对于 TM AP 和 T riM PyP , 增

大离子强度, 荧光都得到增强, 发射峰位有不同程度的蓝

移。通过实验可以看出, 离子强度对卟啉与 DNA 相互作用

影响很大, 在中性条件下, 阳离子卟啉所带正电荷与 DNA

磷酸根所带负电荷之间的静电引力是两者结合的主要作用

力。

Fig� 5 � Absorption spectra of porphyrin solutions

under dif ferent ionic strength

( a) : c TM AP = 2� 0 �mol� L- 1; cDNA= 24 �mol � L- 1 ; concent ration s

of NaCl: 0, 0� 05, 0� 1, 0� 15, 0� 2, 0� 3, 0� 4 and 0� 5 m ol � L- 1�

( b) : c TriM PyP= 3� 0 �mol� L- 1 ; concent rat ions of NaCl : 0, 1� 6, 3� 2,

8� 0, 12� 8, 16�0 and 28� 8 �m ol � L- 1 ; Insert is the decom posit ion

result s of absorpt ion spect ra; pH 6� 8

2� 4 � 相互作用机理

由以上讨论可知, 具有不同结构, 带不同电荷的两种阳

离子卟啉在中性条件下与 DNA 有明显的相互作用。DNA 的

加入对卟啉的吸收光谱有较大影响, 存在明显的减色和增色

现象, 峰位也有明显的移动, 但从吸收峰减色和移动程度来

看[ 16] , 两种卟啉都没有明显的插入作用。对 TM AP 来讲,

在 R> 1的情况下, DNA 浓度较低, 卟啉分子在 DNA 表面

发生聚集作用, 吸收光谱有明显的减色效应, 峰位有较大红

移, 卟啉的荧光被猝灭, 但从共振光增强的程度看, T M AP

分子之间耦合程度小, 分子聚集程度较小。当 R < 1 时,

DNA 浓度较高, 卟啉结合位点增加, TM AP 分子逐渐以外

部结合方式与 DNA 结合, 吸收光谱有明显的增色效应, 卟

啉荧光得到增强, 两个发射带分辨率提高, 共振光信号减
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弱。随 DNA 浓度的增加, 吸收峰位和荧光发射峰位有较小

的蓝移, 可能是随结合位点数目的增加, 结合部位发生了变

化, 部分 T M AP分子插入到沟槽中与 DNA 结合, 疏水环境

改变所致。在较高 DNA 浓度下 TM AP 的荧光强度仍小于未

加 DNA 时的荧光强度, 可能是因为卟啉与鸟嘌呤间发生了

电子转移[16] 。离子强度增大, 电荷屏蔽作用使卟啉与 DNA

间的静电作用力减弱, 使部分 TM AP 分子从 DNA 结合位点

脱落, 同时降低了卟啉分子间的静电斥力, 在 DNA 表面发

生聚集。继续增大离子强度, 使卟啉分子几乎全部从 DNA

上脱落, 在溶液以单体分子形式存在。对于 T riM PyP, 在溶

液自身以单体和聚集体两种形式存在, DNA 的加入, 使卟啉

分子聚集程度增加, 宵收光谱发生减色效应。但 T riM PyP分

子扭曲使空间位阻增大, 阻碍了其与 DNA 的进一步结合。

荧光增强可能是因为 DNA 的加入, 使溶液的粘度增大, 单

体分子的荧光猝灭程度减小所致。同样, 离子强度的增大,

使卟啉分子的聚集体形式减少, 单体分子数目增多, 这可以

从吸收光谱解析结果不同存在形式的相对浓度变化得出。

3 � 结 � 论

� � 卟啉的结构、卟啉与 DNA 的相对浓度决定了两者之间

的结合方式。在较低 DNA 浓度下, TM AP在 DNA 分子表面

发生聚集, 随 DNA 浓度的增加, TM AP与 DNA 以外部结合

方式结合。由于 T riM PyP分子的不对称性, 空间位阻使其不

能与 DNA 有效地进行插入或外部结合, DNA 的加入, 使

T riM PyP聚集程度增加。离子强度对卟啉与 DNA 的相互作

用影响很大, 离子强度的增大, 减弱了分子间的静电引力,

使卟啉与 DNA 的结合方式发生了改变。
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Study on the Aggregation Behavior of Cationic Porphyrins and Their

Interaction with ctDNA

M A Hong�min, CH EN Xin, SUN Shu�ting , ZH ANG L i�na, WU Dan, ZH U Pei�hua, L I Yan, DU Bin* , W EI Q in

Schoo l o f Chemistr y & Chemical Eng ineer ing, Univer sity o f Jinan, Ji∃ nan� 250022, China

Abstract� I nter est in the interaction between cationic porphy rins, par ticular ly deriv ativ es of meso�tetra ( N�methy lpyr idinium�4�

yl) porphy rin( T M PyP) , and DNA abounds because they are versatile DNA�binding agents that could find applicat ion in pho tody�
namic therapy, cancer detection, artif icial nucleases, v irus inhibition and so on. The inter act ion of two w ater�so luble cat ionic

po rphyr ins, meso�tetr akis( 4�N, N , N�tr imethylanilinium) po rphyr in ( TM AP) and 5� phenyl�10, 15, 20�tris[ 4�( N�methyl) py ridini�
um] po rphyr in ( T riM PyP) , w ith calf t hymus DNA ( ctDNA ) was studied by UV�Vis abso rption spectro scopy , fluo rescence

spectro scopy and resonance light scatter ing technique. T r iM PyP fo rms agg regat e in water due t o the molecular asymmetr y while

TM AP ex ists as monomers. At low er concentrations o f ctDNA ( R > 1, R = cTM AP / cDNA base pair ) , the interaction o f T M AP

with DNA leads to signif icant hypochromicity and bathochr omic shift of abso rption spectr a. And the fluorescence of TM AP was

quenched while it show ed enhanced resonance light scatter ing signals. But the ex tent of enhancement of resonance light scattering
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signals is v ery small, so the agg regate of TM AP is no t very high. T hese observ ations indicate the self�stacking of T M AP along

the DNA surface. A t higher concentrat ions of ctDNA ( R< 1) , T M AP association w ith DNA is via outside binding w hich is ac�

com panied wit h hyper chr omic effect and fluo rescence enhancement while the resonance light scatter ing signals is reduced. DNA

addition decreases the fluo rescence intensit y of T r iM PyP and it shift s the peak to the higher w aveleng ths ( red shift) . The inter�

action wit h DNA promotes the agg regat ion of T riM PyP and no simple outside binding is observed even at higher concentr ations

of ctDNA . The steric effect o f molecular disto rtion constrains the int ercalation o r furt her binding to DNA . The effect of ionic

st rength on the interaction w as investig ated at tw o DNA concentr ations, 1� 2 and 24� 0�mo l� L - 1 , for T M AP. The Int eractions

of both porphyr ins wit h DNA show high sensit ivity to ionic strength. By addition of NaCl, electro static attraction is decreased,

resulting in the change of binding mode.

Keywords� Cationic porphy rin; ct DNA; Int eraction; Agg regat e
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