
第3 1卷 , 第4期 � � � � � � � � � � � � 光 谱 学 与 光 谱 分 析 Vol� 31, No� 4, pp1052-1 056
2 0 1 1 年 4 月 � � � � � � � � � � � � Spectro scopy and Spectr al Analysis April, 2011 �

白蛋白对单取代酞菁锌光谱性质和存在状态的影响

肖荣平, 张 � 娜, 黄剑东* , 张汉辉*

福州大学化学化工学院, 福建 福州� 350108

摘 � 要 � 研究了单取代酞菁锌( 1- [ 4- ( 2-羧基乙基)苯氧基]酞菁锌, 即 ZnPcC1)与白蛋白(人血清白蛋白 HSA

和牛血清白蛋白 BSA )的共价和非共价结合作用, 进而研究了结合方式对 ZnPcC1 的光谱性质和存在状态的

影响。结果表明, ZnPcC1 可以通过成酰胺键的方式与白蛋白构成共价结合物(摩尔组成比大约为 7� 1) ;

ZnPcC1与白蛋白之间存在较强的非共价相互作用 , 结合常数大约为 1� 0 � 105 mol- 1 � L。结合位点竞争实验

表明, 非共价相互作用的结合位点位于人血清白蛋白的亚域� B。ZnPcC1 与白蛋白结合后, 无论是共价结合

还是非共价结合, 均展现出比游离酞菁更明显的单体特征吸收, 这是一个有利于光动力治疗的性质。共价结

合导致 ZnPcC1 的单体特征吸收峰红移约 5 nm, 而非共价结合则没有导致红移。
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引 � 言

� � 酞菁衍生物不仅仅是一类传统的染料, 而且是一类重要

的功能化合物, 在多个高新技术领域获得实际应用或显示了

诱人的应用前景[1, 2] 。近年来, 酞菁衍生物作为抗癌光敏剂

应用于肿瘤的光动力治疗的研究十分活跃[ 3, 4] 。已有的构效

关系研究表明, 取代基的类型、数目和中心离子的特点对酞

菁化合物的光动力活性有明显的影响, 不对称的单取代酞菁

锌因显示出高的细胞摄取率和活性氧产率而备受瞩目[ 4-8] 。

但是, 目前还缺乏对这类酞菁锌与白蛋白相互作用的研究。

水溶性的白蛋白是血液中的主要蛋白, 也是主要的药物运载

蛋白,研究白蛋白与光敏剂的相互作用、了解白蛋白对光敏

剂性质的影响, 对于深入探讨抗癌光敏剂的作用机理、提高

光敏剂的光敏活性和靶向性具有重要的意义[ 9-11]。酞菁化合

物与白蛋白的相互作用, 已有文献报道, 但关注的是对称的

多取代酞菁与白蛋白的非共价相互作用[ 10- 15] 。本文在间二羧

基苯氧基取代酞菁锌与白蛋白共价结合物的合成与光谱性质

研究的基础上, 拓展以一种新的不对称单取代酞菁锌, 即 1-

[ 4- ( 2-羧基乙基) 苯氧基]酞菁锌 (简称 ZnPcC1 , 结构如图 1

所示)为研究对象, 考察其与白蛋白之间的非共价和共价结

合, 并着重探讨在不同的结合方式下, 白蛋白对单取代酞菁

的光谱性质和存在状态的影响, 期望为这类光敏剂的优化和

实际应用提供依据。

1 � 实验部分

1� 1 � 仪器与试剂

T 6紫外-可见分光光度计, 北京普析通用仪器有限责任

公司; FL900/ FS920 型稳态与瞬态荧光光谱仪, 英国 Eding-

burgh 公司; 冷冻离心机, T hermo Scientific公司; PB- 20 型

pH 计, 北京赛多利斯仪器系统有限公司。

N, N �-二环己基碳二亚胺 ( dicyclohexy lcarbodiimide,

DCC) , 96% ( w ) , 中国医药集团上海化学试剂公司产品; N-

羟基琥珀酰亚胺 ( N- H ydroxy succinimide, NHS) , 98% ( w ) ,

A lfa 公司产品 ; 牛血清白蛋白 ( bovine serum album in,

BSA) , 中国医药集团上海化学试剂公司产品, 生化试剂级;

人血清白蛋白( human serum albumin, HSA ) , Sigma公司产

品, 生化试剂级; 氯化血红素( H emin) , A lfa公司产品; 水杨

酸钠, 中国医药集团上海化学试剂公司产品; 布洛芬, 山东

新华制药有限公司产品; 葡聚糖凝胶 Sephadex G- 100, Sigma

公司产品; 考马斯亮蓝 G- 250, Fluka 公司产品; 透析袋, 分

子量范围 8000~ 12 000, 北京沃德塞斯生物公司产品; 1- [ 4-

( 2-羧基乙基)苯氧基]酞菁锌 ( ZnPcC1 ) , 为本课题组研制;



所用溶剂为中国医药集团上海化学试剂公司分析纯产品。

1� 2 � 酞菁-白蛋白共价结合物的制备

将 4� 8 mg 1- [ 4- ( 2-羧基乙基) 苯氧基] 酞菁锌 ( 即 Zn-

PcC1 )和 2� 5 mg 的 N, N�-二环己基碳二亚胺( DCC)溶解于 1

mL的 N, N�-二甲基甲酰胺中, 避光搅拌约 2 h 后, 加入 1� 5

mg 的 N-羟基琥珀酰亚胺 ( NH S) , 连续避光搅拌反应 4 h,

得到 ZnPcC1 的 N-琥珀酰亚胺酯衍生物。称取 40� 3 mg 牛血

清白蛋白( BSA)溶解到 4 mL 的磷酸盐缓冲液中, 在冰水浴

中充分搅拌使之混合均匀。之后将上述得到的 ZnPcC1 的 N-

琥珀酰亚胺酯衍生物溶液缓慢地滴加到此 BSA 溶液中, 在

冰水浴中持续搅拌, 避光反应过夜。

6 � 下离心除去不溶的沉淀物, 移取上层溶液过凝胶色

谱柱( Sephadex G- 100) , 用磷酸盐缓冲溶液洗脱分离, 收集

第一蓝色洗脱带。将收集液装入透析袋中用双蒸水于 6 � 下

透析 2 d (每 12 h 换一次水) , 经冷冻干燥后得到 ZnPcC1-

BSA 共价结合物。

以 H SA替代上述方案中的 BSA , 获得相应的 ZnPcC1-

HSA 共价结合物。

1� 3 � ZnPcC1- Albumin共价结合物的摩尔组成比的测定

共价结合物中白蛋白的含量用考马斯亮蓝法(简称 CBB

法)测定[ 16] 。酞菁配合物的含量则通过电子吸收光谱法测

定: 将共价结合物稀释到 DM F 溶液中, 通过测量 Q 带最大

吸收峰的吸光度来计算酞菁的含量, ZnPcC1 在 DM F 中的摩

尔吸光系数为 1� 52 � 105 mol- 1 � L� cm- 1 ( 675 nm)。

1� 4 � ZnPcC1 与白蛋白非共价相互作用的结合常数和结合位

点数的测定

室温 25 � 下, 移取 2� 0 mL 蛋白质( 2� 0 �mol � L - 1 )的

T ris- H Cl缓冲溶液(浓度为 0� 05 mol � L - 1 , pH 7� 4, 内含

0� 1 mol � L- 1的 NaCl以维持离子强度)至 1 cm 石英比色池

中, 逐次滴加 500 �mol � L- 1 ZnPcC1 的 DM F 溶液 (累加体

积小于 0� 2 mL , 以减少体积变化引起的影响 ) , 测定体系在

290~ 450 nm 之间的白蛋白特征荧光光谱 (激发波长为 280

nm)。

考察 ZnPcC1 对白蛋白内源荧光的影响。根据文献方

法[ 17] , 如果 ZnPcC1 的浓度与 BSA 特征荧光强度满足下式,

可以得出 ZnPcC1 与蛋白质的结合常数( K A )和结合位点数

( n)。

lg
F0 - F

F
= lgK A + nlg cQ ( 1)

� � 其中, F0 为猝灭体(本文中即为酞菁 ZnPcC1 ) 不存在时

蛋白的内源荧光强度, F 为加入猝灭体后的蛋白荧光强度,

cQ 为猝灭体的浓度。

1� 5 � 电子吸收光谱和荧光光谱
室温 25 � 下, 以 PBS 缓冲溶液( pH 7� 4)为参比, 用稀

释法配制 ZnPcC1 及其共价结合物的 PBS 稀溶液, 记录 300

~ 800 nm 的电子吸收光谱。用逐步稀释法配制 ZnPcC1 的

PBS 溶液( 2�mo l� L - 1 ) , 滴加蛋白质的 PBS 溶液( 500 �mol

� L - 1 ) , 观察 ZnPcC1 的 Q 带吸收变化情况。

室温 25 � 下, 测量 ZnPcC1 在 630~ 800 nm 的荧光光谱

(以 610 nm 为激发波长)。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 白蛋白与 ZnPcC1 的共价结合

白蛋白含有自由氨基( H SA和 BSA 分别含有 59 个和 61

个赖氨酸残基[18, 19] , 因此可提供 59 个和 61 个自由氨基) ,

而 ZnPcC1 含有羧基, 因此本文通过羧基和氨基之间成酰胺

键的方式来构建两者的共价结合物, 所采取的合成路线如

图 1所示。这是一条常见的获得小分子与蛋白质大分子偶合

物的制备路线[20] , 其实质是通过 DCC 将 ZnPcC1 的羧基活

化, 并用 NH S 将其进一步转化为活泼的琥珀酰亚胺酯中间

体, 进而与白蛋白上的氨基在温和条件下成键。

Fig� 1 � Synthesis of ZnPcC1-albumin conjugates

� � 目标产物经凝胶色谱分离纯化后, 通过电子吸收光谱法

和考马斯亮蓝法进行表征和含量测定。结果表明, 酞菁/白

蛋白的摩尔投料比为 10 � 1 时, 所获得的共价结合物中酞

菁/白蛋白的摩尔组成比为 7� 7� 1( ZnPcC1- BSA )和 6� 8� 1
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( ZnPcC1- HSA )。换言之, 在一个白蛋白大分子上大约共价

键合了 7 个 ZnPcC1 分子。

2� 2 � 白蛋白与 ZnPcC1 的非共价结合

小分子与白蛋白大分子之间的非共价相互作用可以利用

荧光分析法来考察[13-15, 17] 。

如图 2 所示, 随着 ZnPcC1 的不断加入, 白蛋白在 340

nm 附近的特征荧光逐渐被猝灭。图 3 给出了 ZnPcC1 猝灭

BSA 荧光的拟合曲线, ZnPcC1 的浓度与 BSA 的荧光降幅很

好地符合式 1 的关系。类似地, ZnPcC1 对 H SA 的荧光猝灭

也满足式 1 的关系。拟合结果列于表 1, 从中可见, ZnPcC1

对 H SA 和 BSA 均存在较强的非共价相互作用, 结合常数分

别为 1� 25 � 105 mo l- 1 � L 和 0� 82 � 105 mo l- 1 � L , 结合位点

数均为 1。

Fig� 2 � Change in f luorescence spectrum of BSA in Tris-HCl

buffer upon titration with ZnPcC1

cBSA= 2� 0 �mol � L - 1; cZnPcC1
: 0, 0�55, 1� 1,

1�65, 2� 2, 3� 3, 4� 4, 5� 5, 8� 8, 11 �mol� L- 1

Fig� 3� Fitting curve of BSA fluorescence

quenching caused by ZnPcC1

cBSA= 2� 0 �mol � L - 1; cZnPcC
1
: 0, 0�55, 1� 1,

1�65, 2� 2, 3� 3, 4� 4, 5� 5, 8� 8, 11 �mol� L- 1

Table 1� Parameters of phthalocyanine bound to albumins

Album in
Bin d con stants

K A / ( 105 mol- 1 � L)

Binding

sites ( n)

Correlat ion

coef f icients

HS A 1� 25 1� 07 0� 993 6

BSA 0� 82 1� 18 0� 995 7

2� 3 � 结合方式对 ZnPcC1 光谱性质和存在状态的影响

2� 3� 1 � 共价结合

如图 4 所示, ZnPcC1 在 DM F 溶剂中显示了典型的酞菁

单体吸收光谱性质[ 21] , 强而尖锐的单体 Q 带最大吸收位于

675 nm 附近。相比较而言, 在 PBS 溶液中, ZnPcC1 的单体

吸收峰红移至 682 nm 附近, 且吸收强度显著下降, 同时在

632 nm 附近出现一个明显的吸收带。这样的光谱特征, 表明

ZnPcC1 在 PBS 溶液中形成面对面聚集体[ 21] 。

Fig� 4 � Eletronic absorption spectra of ZnPcC1 in DMF(3 �mol

� L- 1 ) , ZnPcC1-BSA and ZnPcC1-HSA in PBS( 4

�mol� L- 1 )

� � 共价结合物 ZnPcC1- BSA 和 ZnPcC1- H SA 具有良好的水

溶性, 本文比较了它们与 ZnPcC1 在 PBS 溶液( pH 7� 4)中的

电子吸收光谱的异同。图 4 显示, ZnPcC1 与白蛋白 BSA 共

价结合后, 其单体特征吸收峰红移至 687 nm 附近(红移了约

5 nm) , 而聚集体特征吸收峰红移至 637 nm 附近(红移了约

5 nm) , 且单体吸收峰强度明显大于聚集体吸收峰强度, 说

明共价键合在 BSA 上的酞菁, 相比于游离酞菁 , 更不易发生

聚集现象。ZnPcC1- H SA 与 ZnPcC1- BSA 在 PBS 溶液中的光

谱性质几乎一致 , 说明 ZnPcC1 在 HSA 中的结合环境与在

BSA 中的结合环境基本相同。

2� 3� 2 � 非共价结合
上文研究已表明 ZnPcC1 与白蛋白存在较强的非共价相

互作用, 于是我们进一步考察该相互作用对 ZnPcC1 光谱性

质的影响。实验结果表明, 在 PBS 溶液( pH 7� 4)中, 随着

BSA 浓度的递增, ZnPcC1 在 682 nm 附近的单体峰吸收强度

逐渐增加, 但是峰位基本不变, 说明酞菁与白蛋白非共价结

合后, 部分酞菁由聚集体转化为单体。图 5 给出了 ZnPcC1

在 682 nm 附近的吸收强度与 cBSA / cZnPcC1
的关系图。从中可

见, 当 cBSA/ cZnPC1
= 1 时, 曲线出现拐点, 在这个浓度比之

后, ZnPcC1 吸收强度随 BSA 增加的变化趋于平缓, 说明 Zn-

PcC1 与白蛋白可能形成物质量之比为 1� 1 的非共价结合

物。

� � 如图 6所示, ZnPcC1 在 PBS 溶液( pH 7� 4)中的荧光强

度很弱, 但随着 BSA 的加入, ZnPcC1 的荧光发射峰逐渐增

强, 而峰位基本不变 (处于 688 nm 附近 )。由于 ZnPcC1 在

PBS 溶液中存在严重的聚集行为, 所以荧光极弱 (聚集体的

酞菁几乎不发荧光[22] ) , 随着 BSA 的加入, ZnPcC1 与 BSA
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形成非共价结合物, 导致部分酞菁由聚集体转化为单体, 因

而荧光增强。BSA对 ZnPcC1 荧光强度的影响方式, 与对其

Q 带吸收强度的影响方式基本一致。

Fig� 5 � Q-band maximum absorbance change of ZnPcC1 with

cBSA / cZnPcC1
ascending

cZnPcC1
= 2 �mol� L- 1, cBSA: 0, 0�2, 0� 4,

0�6, 0� 8, 1� 6, 2, 4, 8, 20 �mol� L- 1

Fig� 6� Change in fluorescence spectrun of ZnPcC1

in PBS upon titration with BSA

cZnPcC
1
= 2 �m ol � L- 1, cBSA : 0, 0� 2,

0� 4, 0� 6, 0� 8, 1� 6, 2, 4, 8, 20 �mol� L- 1

� � HSA 对 ZnPcC1 电子吸收光谱和荧光光谱的影响规律与

BSA 几乎一致。在 H SA 存在下, ZnPcC1 在 PBS 溶液中也出

现较强的 Q 带单体吸收峰和荧光发射峰, 峰位分别位于 682

和 688 nm 附近。

2� 4 � 酞菁 ZnPcC1 在白蛋白中的非共价结合位点

由于酞菁 ZnPcC1 通过非共价相互作用与白蛋白大分子

结合前后, 其荧光发射强度发生明显变化。本文进一步通过

荧光光谱法利用竞争位点标记物分析了 ZnPcC1 在白蛋白中

的非共价结合位点。

选择氯化血红素( H emin)、水杨酸钠及布洛芬分别作为

HSA 蛋白亚域� B、亚域�A(位点� )和亚域�A(位点� )

的竞争位点标记物[ 14, 23] 。结果表明, 当 HSA 不存在时, 三

种竞争位点标记物对单独的 ZnPcC1 的荧光发射光谱和电子

吸收光谱都没有明显影响。但是, 在 H SA 存在下, 如图 7 所

示, 当加入 H em in( H emin, ZnPcC1 和 HSA 的浓度都为 2

�mo l� L - 1 )时, ZnPcC1 的荧光强度大幅降低(降低幅度约为

80% ) ; 在同样的加入量下, 水杨酸钠和布洛芬却对 ZnPcC1

的荧光发射峰强度没有明显影响。荧光强度大幅度降低, 说

明 ZnPcC1 已脱离白蛋白的结合, 成为荧光较弱的游离 Zn-

PcC1。可见, 结合在 H SA 中的 ZnPcC1 能被 Hemin 置换出

来, 而不能被水杨酸钠和布洛芬所置换。这表明 ZnPcC1 可

能结合在 H SA 的 Hemin 位置上, 即结合在白蛋白 H SA 的

亚域� B。

Fig� 7 � Influence of hemin on fluorescence spectra

of ZnPcC1 and ZnPcC1 � HSA in PBS

cHemin= cHSA = cZnP cC1
= 2 �mol� L- 1

3 � 结 � 论

� � 本文研究了 ZnPcC1 与白蛋白 ( BSA 和 HSA)的共价结

合和非共价相互作用。结果表明, ZnPcC1 可通过其取代基末

端上的羧基与白蛋白上的氨基成酰胺键, 从而构建 ZnPcC1-

BSA或 ZnPcC1- H SA 共价结合物(摩尔组成比大约为 7� 1) ;

ZnPcC1 与白蛋白( BSA 和 H SA)存在较强的非共价相互作用

(结合常数大约为 1� 0 � 105 mol- 1 � L) , 结合位点位于白蛋

白的亚域� B 上。

ZnPcC1 与白蛋白结合后, 无论是通过共价结合方式还

是通过非共价结合方式, 都展现出比单独的 ZnPcC1 更为明

显的单体特征吸收。这一现象有利于光动力治疗, 因为只有

以单体形式存在的光敏剂才能有效地发挥其光敏活性[3, 22]。

当共价结合到白蛋白上后, ZnPcC1 的单体吸收峰发生

明显的红移(红移至 687 nm) , 而非共价结合方式没有导致

峰位红移现象。相对而言, 光动力治疗的作用光谱红移是一

个有利的变化, 因为波长更长的光能更好地穿透人体组

织[ 24] 。
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Influence of Albumin on the Spectroscopic Properties and Existence State

of Mono-Substituted Phthalocyanine Zinc( �)

XIAO Rong- ping, ZH ANG Na, HU ANG Jian- dong* , ZH ANG H an- hui*

Co llege of Chemistr y and Chemical Engineer ing , Fuzhou Univer sity, Fuzhou� 350108, China

Abstract � Inter action betw een 1- [ 4- ( 2- ca rboxy-l et hy-l ) phenoxy] phthalo cyanine Zinc( � ) ( ZnPcC1 ) and albumin ( human serum

albumin o r bovine serum album in) was studied. ZnPcC1 can be covalently bound to album in thr ough amide bond fo rmation. The

mola r ratio s o f ZnPcC1 to albumins are found to be about 7� 1 in the cova lent bio conjugates. On the other hand, there are strong

non- covalent interactions between ZnPcC1 and a lbumins w ith a binding constant of ca. 1. 0 � 105 mol- 1 � L. Binding sites

competitio n exper iments suggest that the binding site locates in subdomain � B o f human serum albumin. When conjugated t o

albumin, no matter co valent conjugation o r non- covalent conjugation, the ZnPcC1 exhibit more distinctive cha racterist ic monomer

absorption than the free ZnPcC1 , w hich is a pr operty beneficial to photodynamic therapy. Covalent conjugation r esults in the

Q- band o f ZnPcC1 r ed- shifting about 5 nm, w hereas non- covalent conjugat ion does no t lead to r ed- shift.

Keywords� Phthalocyanine; A lbumin; Conjugate; Spectr oscopic propert y; Photo sensitizer
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