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摘　要　合成了四 (对甲氧基苯基)钴卟啉,利用荧光光谱法研究了四 (对甲氧基苯基)钴卟啉与牛血

清白蛋白的相互作用,由实验数据计算求得该卟啉与牛血清白蛋白的双分子猝灭过程速率常数 K q= 9. 619

×1012L·mo l- 1·s- 1、结合常数K A = 3. 475×103L·mo l- 1、结合数 n= 0. 6893,结果表明: 四 (对甲氧基苯

基)钴卟啉与牛血清白蛋白之间发生了较强的静态荧光猝灭作用。
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1　引言
卟啉化合物广泛存在于自然界的生命体中,如叶绿素、血红素、维生素B 12等,卟啉分子的特殊

刚性大电子离域结构以及易形成金属卟啉的性质使得卟啉参与生命现象中O 2、CO 2 的传输和光合

作用等生物物理过程,它们在生命过程中对氧的传递、贮存、活化和光合作用等起着十分重要的作

用。有关蛋白质的各类研究是当前生命科学、药学、化学及临床医学研究中所共同感兴趣的课

题[1, 2 ]。血清白蛋白是血浆中最为丰富的蛋白质,含有多种可配位基团能与体内许多物质作用,卟啉

化合物进入人和动物机体后,可与血清白蛋白结合,其体内聚集状态及在机体中的分布、代谢等生

理过程都受到血清白蛋白的影响。对卟啉化合物与蛋白质之间的相互作用研究有助于了解其在血

液中的存在形式,从而探索其抗癌机制,并为设计卟啉类新型抗癌药物提供有益的信息[3, 4 ]。因此,

金属卟啉与血清白蛋白的相互作用研究,已引起了人们的极大兴趣[5 ]。本文以对甲氧基苯甲醛与吡

咯为原料、丙酸为溶剂、氯乙酸为催化剂合成了四 (对甲氧基苯基)卟啉及其钴配合物, 利用

UV 2V is, IR , 1H NM R 及元素分析对其结构进行了表征,利用荧光法研究了四 (对甲氧基苯基)钴

卟啉对牛血清白蛋白荧光光谱的影响,从而初步探索其猝灭机理。

2　实验部分
2. 1　仪器与试剂

C in tra 10型紫外可见分光光度计 (澳大利亚GBC 科学仪器公司) ; N EXU S 470红外光谱仪 (美

国N ico let 公司) ,条件:温度24℃,湿度67% ,分辨率4cm - 1,D T GS检测器; BRU KER A vanceD PX2
400兆赫超导核磁共振波谱仪 (瑞士B ruker 公司) ,条件: 溶剂为氘代氯仿,四甲基硅烷 (TM S)为内

标,谱宽30ppm ,观测频率400. 162M H z; V ario EL Ë型 元素分析仪 (德国E lem en ter 公司) ,条件:

燃烧管温度 1150℃,还原管温度850℃; Cary Eclip se型荧光分光光度计 (美国瓦里安公司)。
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对甲氧基苯甲醛、吡咯 (瑞士F luka Chem ika 公司)、丙酸、N , N 2二甲基甲酰胺 (DM F )、甲醇、

三氯甲烷、乙酸钴、三 (羟甲基)氨基甲烷,以上试剂均为分析纯;氯乙酸 (化学纯) ,中性A l2O 3 (100—

200目) ;牛血清白蛋白 (BSA ,分子量65000)。实验用水为二次蒸馏水。

2. 2　配制溶液

牛血清白蛋白储备液: 1. 003×10- 4mo l·L - 1水溶液,工作液为 1. 003×10- 5mo l·L - 1; 四 (对

甲氧基苯基)钴卟啉 (TM O PPCo)储备液: 8. 588×10- 4mo l·L - 1DM F 溶液,工作液为8. 588×10- 5

mo l·L - 1、8. 588 ×10- 6mo l·L - 1; 以上溶液均置于 1- 4℃冰水浴中保存。三 (羟甲基)氨基甲烷

(T ris) : 0. 1mo l·L - 1水溶液; HC l: 0. 1mo l·L - 1水溶液。

2. 3　四 (对甲氧基苯基)卟啉及钴卟啉的合成

向安装有电动搅拌器、滴液漏斗、回流冷凝管和温度计的250mL 的四口烧瓶中加入 150mL 丙

酸及少量氯乙酸,电炉加热。瓶中液体沸腾后,开始自滴液漏斗滴入 2. 1mL (0. 03mo l)吡咯 (新蒸

馏)和 3. 8mL (0. 03mo l)对甲氧基苯甲醛的混合液, 5m in 内滴完,溶液颜色由无色→淡红色→红色

→深红色→紫黑色,逐渐加深,反应温度为141℃。继续加热搅拌回流2h,移去加热装置,自然冷却至

室温,抽滤,并用水洗涤固体数次,烘干。经薄层层析 (TL C)检测为单一组分,用柱层析纯化 (CHC l3

洗脱, 100—200目A l2O 3) ,得蓝紫色固体,产率23. 6%。经UV 2V is、IR、1H NM R 和元素分析表征确

认为四 (对甲氧基苯基)卟啉C 48H 38N 4O 4 (TM O PP)。

向250mL 三颈烧瓶中加入0. 148g 四 (对甲氧基苯基)卟啉和0. 150g Co (OA C) 2,并加入100mL

DM F 为溶剂,搅拌使固体物质溶解,加热回流100m in。薄板追踪,当卟啉完全反应后,蒸出约80mL

DM F, 停止加热,余液冷至室温后倾入 200mL 水中,静置 1h,抽滤,用大量水洗涤,烘箱 120℃干燥

4h,得产品,产率为95. 98%。经UV 2V is、IR、1H NM R 和元素分析表征确认为四 (对甲氧基苯基)钴

卟啉C 48H 36N 4O 4Co (TM O PPCo)。

图 1　样品的荧光光谱

　C (BSA ) = 1. 003×10- 5mo l·L - 1;从a到g 曲线表示四 (对甲氧基苯基)

钴卟啉的浓度分别为: 0, 4. 294×10- 7, 2. 576×10- 6, 4. 294×10- 6,

8. 588×10- 6, 2. 576×10- 5, 4. 294×10- 5mo l·L - 1。

2. 4　实验方法

在 10mL 的比色管中,依次加入适

量的四 (对 甲 氧 基 苯 基 ) 钴 卟 啉

( TM O PPCo ) 溶液、1. 5mL HC l 和

1. 0mL T ris、BSA 工作液 1. 0mL、并用

水稀释至10mL。混匀10m in 后于荧光

光谱仪上扫描其荧光激发和发射光谱,

并记录发射波长Κem = 280nm、激发波长

Κex= 337nm 处的荧光强度F。

3　结果与讨论
3. 1　TMOPPCo与BSA 的荧光光谱

按 2. 4 实验方法配制溶液, 固定

BSA 的浓度,改变四 (对甲氧基苯基)钴卟啉的浓度,扫描荧光光谱。图1中A 为荧光激发光谱,其中

曲线a 为BSA 的荧光激发光谱; B 为荧光发射光谱。由图1可知,BSA 有两个荧光激发峰227nm 和

280nm。若以280nm 为激发波长,随着BSA 中加入的TM O PPCo 浓度逐渐增大,体系的荧光激发峰

逐渐降低; 若以 227nm 为激发波长,BSA 中加入TM O PPCo 后,体系的荧光激发峰几乎消失,并且

与TM O PPCo 的浓度几乎无关。因此选择280nm 为荧光发射波长。由图1中B 可看出, TM O PPCo
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对BSA 有较强的荧光猝灭作用。

3. 2　TMOPPCo与BSA 的相互作用

牛血清白蛋白的内源荧光来自于分子中色氨酸残基和酪氨酸残基,金属卟啉的加入能使其荧
光规律性猝灭。荧光猝灭过程通常有动态和静态猝灭两种,动态猝灭是猝灭剂与荧光激发态分子之
间的相互作用过程。静态猝灭是由于猝灭剂与荧光体分子在基态形成不发光的配合物或分子间复
合物,从而导致的荧光体发光强度降低的过程。动态猝灭遵从Stern2V o lm er方程[6 ]:

F 0öF = 1+ K qΣ0C = 1+ K svC (1)

式中: K q (L·mo l- 1·s- 1)——双分子猝灭过程速率常数; Σ0——无猝灭剂时生物大分子的平均寿
命Σ0= 10- 8 s; K sv (L·mo l- 1)——Stern2V o lm er 猝灭常数; F 0——未加入猝灭剂时牛血清白蛋白的
荧光强度; F——加入猝灭剂四 (对甲氧基苯基 ) 钴卟啉后牛血清白蛋白的荧光强度;

C (mo l ·L - 1)——四 (对甲氧基苯基)钴卟啉的浓度。
如图1所示为四 (对甲氧基苯基)钴卟啉与牛血清白蛋白相互作用的荧光光谱曲线。牛血清白
蛋白一般有两个紫外吸收峰: 210nm 附近的吸收峰主要由肽键上的羰基 n→Π3 电子跃迁产生,

278nm 附近的吸收峰由BSA 中色氨酸和酪氨酸残基的芳环Π→Π3 产生[7 ]。由此可知,图1中A 的曲
线a 为BSA 的荧光激发光谱,其中227nm 为肽键上的羰基n→Π3 电子跃迁产生, 280nm 为BSA 中色
氨酸和酪氨酸残基的芳环Π→Π3 产生。当四 (对甲氧基苯基)钴卟啉TM O PPCo 加入,以227nm 为荧
光发射波长时,BSA 中加入TM O PPCo,体系的荧光激发峰几乎消失,与TM O PPCo 的浓度大小无
关,只可得到BSA 的荧光发射光谱。由此可知,以227nm 为荧光发射波长时, TM O PPCo 作为猝灭
剂可能与BSA 荧光体激发态分子之间相互作用,产生了动态猝灭;以280nm 为荧光发射波长时,随
着BSA 中加入的TM O PPCo 浓度逐渐增大,体系的荧光激发峰逐渐降低,可得图1中B 曲线荧光发
射光谱,此时TM O PPCo 猝灭剂可能与BSA 在基态时生成了不发光的复合物,从而导致荧光体荧
光强度降低,产生了静态猝灭。
为确认TM O PPCo 对BSA 荧光猝灭的机理,按照图1中B 的各曲线在Κex= 337nm 处的荧光强
度,利用 (1)式对各实验结果进行处理,得TM O PPCo 对BSA 荧光猝灭的Stern2V o lm er图 (图2) ,得
拟合直线方程为:

F 0öF = 1. 194+ 9. 619×104
C , r= 0. 9961

即 Stern2V o lm er 猝灭常数 K sv = 9. 619× 104 (L ·mo l- 1 ) , 双分子猝灭过程速率常数 K q =

9. 619×1012 (L·mo l- 1·s- 1)。根据Stern2V o lm er方程计算得到四 (对甲氧基苯基)钴卟啉对牛血
清白蛋白的荧光猝灭Stern2V o lm er 曲线均有良好的线性关系,这是静态猝灭的迹象之一,由于各
类猝灭剂对生物大分子最大扩散控制的碰撞猝灭常数为2. 0×1010L·mo l- 1·s- 1 [8 ] ,而本文得到的
K q 远大于这一数值,说明四 (对甲氧基苯基)钴卟啉对牛血清白蛋白的荧光猝灭并非分子间动态碰
撞所致,而是形成复合物所引起的静态猝灭[9 ]。

3. 3　TMOPPCo与BSA 的结合常数KA 和结合数n

在静态猝灭中,可以利用何锡文等[10 ]推导的下列公式求出TM O PPCo 与BSA 相互作用的结合
常数K A 和结合数n.

lgF ö(F 0- F ) = lg1öK A + n lg1ö[Q ] (2)

式中: K A——结合常数; n——结合数; Q——TM O PPCo 分子。由图1B 曲线读取Κex= 337nm 处的荧
光强度,利用 (2)式进行处理,得TM O PPCo 浓度与BSA 荧光强度的关系图 (图3)及拟合方程:

lgF ö(F 0- F ) = - 3. 541+ 0. 6893lg1ö[Q ], r= 0. 9935

由此可算出结合常数K A = 3. 475×103L·mo l- 1,结合数n= 0. 6893。
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图 2　TM O PPCo 对BSA 荧光猝灭的Stern2V o lm er图 图 3　TM O PPCo 浓度与BSA 荧光强度的关系图

4　结论
通过对四 (对甲氧基苯基)钴卟啉与牛血清白蛋白相互作用的荧光光谱的研究,发现四 (对甲氧
基苯基)钴卟啉对牛血清白蛋白的荧光具有良好的猝灭作用,该猝灭过程为静态猝灭,其猝灭常数
为 K sv = 9. 619×1012L·mo l- 1。四 (对甲氧基苯基)钴卟啉与牛血清白蛋白的结合常数K A =
3. 475×103L·mo l- 1,结合数n= 0. 6893。该卟啉化合物中电负性较大的O、N 原子,可与蛋白质分
子中位置合适的某些酰胺基团形成氢键,还有金属与牛血清白蛋白的氨基酸残基中的N、O 和S 形
成复合物的范德华力等,其作用机理有待进一步的研究。
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In teraction of M eso-Tetram ethoxyphenyl Porphyr in Coba lt Com plexes
w ith Bov ine Serum A lbum in by Fluorescence

LV Yan2Yang　ZHA I Q iu2Ge　L I Xue　CH EN W ei2X ia
(Colleg e of Chem istry and Chem ica l E ng ineering , X iny ang N orm a l U n iversity , X iny ang , H enan 464000, P. R. Ch ina)

Abstract　M eso tetram ethoxyphenyl po rphyrin cobalt comp lexes w ere syn thesized. T he
in teract ion betw een m eso tet ram ethoxyphenyl po rphyrin cobalt comp lexes and bovine serum
album in (BSA ) w as ob served by fluo rescence spectrum. T he quench ing ra te con stan t and the
b inding con stan t and the com b inat ion num ber w as calcu la ted acco rd ing to the date: K q= 9. 619×
1012L ·mo l- 1· s- 1 , K A = 3. 475×103L ·mo l- 1, n = 0. 6893. T he p roduct has st rong ab ility of
quench ing the fluo rescence of BSA. T he quench ing belongs to sta t ic quench ing.

Key words 　M eso T etram ethoxyphenyl Po rphyrin Cobalt; Bovine Serum A lbum in;
F luo rescence Spectro scopy; Sta t ic Q uench ing
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