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以高锰酸钾降解薛氏钠盐"

M+

羟基
+

-

+

萘磺酸钠#合成
)+

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"

G$>0.

)

#$

G$>0.

)

在
@U.F

中发生解聚!随着
(

Y

值的升高!解聚增加$

G$>0.

)

以

二聚体形式与牛血清白蛋白"

?.8

#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
?.8

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
*-

,

H

/

N$%

S*

$

G$>0.

)

与
?.8

的首要结合位置为
.91/

,

和
.91/

#

!两种结合位置的结合能力差别不大$结果表明!

G$>0.

)

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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!

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)

*

*

$此外磺基酞菁还可以

用于治疗
YC#

)

!

*

!各种原因引起的脉络膜新生血管)

D

*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)

)

*

$

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
D+

位或
)+

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)

,

*

$

8%9

等)

M

!

=

*曾以邻苯二

甲酸
)+

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
)+

磺基邻苯二甲酸单钠盐中还含有
!,J

D+

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"

M+

羟基
+

-

+

萘磺酸钠#合成
)+

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$
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仪器及试剂

!!

英国
>/2̀96+I%N/2>I+L"DZ

红外光谱仪"

A?2

压片#!美

国瓦里安公司
G52

4

,-

紫外
+

可见吸收光谱仪!日本岛津公司

c:,)-

荧光分光光度计&上海雷磁仪器厂
>Y.+DG

精密
(

Y

计$四磺基酞菁钴"

G$>0.

)

#以
)+

磺基邻苯二甲酸为,分子碎

片-!经固相熔融法合成!产物经
Cc

!

V#

%

#93

!

EZ

表征&牛

血清白蛋白"

?.8

#(氯血红素"

YI

#(

H+

色氨酸"

Ec>

#皆为中

国医药"集团#上海化学试剂公司产品!

?.8

分子量按
M=---



计算&布洛芬"

C?

#为哈尔滨滨凯制药有限公司出品&其他试

剂均为分析纯&

G$>0.

)

以水溶解配成
*&-R*-

SD

N$%

/

H

S*的

储备液&

?.8

配成
*&-R*-

S)

N$%

/

H

S*储备液&氯血红素(

布洛芬(

HS

色氨酸分别配成
!R*-

SD

!

*R*-

SD

!

-&*N$%

/

H

S*的储备液&缓冲溶液以
-&!N$%

/

H

S*柠檬酸和
-&!N$%

/

H

S*磷酸氢二钠按比例配置$

!

!

结果与讨论
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!

?2!5Z

G

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(

(

Y

值等因素有很大关系!我们研究了这些因素对

G$>0.

)

的紫外光谱的影响$

图
*

表明
G$>0.

)

在不同溶液中的紫外光谱有着很大的

差别!水溶液中
G$>0.

)

在
M!,6N

处存在
Q

7

吸收峰!一般

认为
Q

7

带为磺基酞菁的二聚体特征吸收峰)

"

*

!而表示单体

的
Q

"

-

!

-

#

峰在
MMM6N

处$在强极性溶剂二甲亚砜"

@U.F

#中

G$>0.

)

的
Q

7

吸收峰位蓝移到
M-"6N

处!吸光度比水中小!

Q

"

-

!

-

#

峰位置红移到
M=*6N

!吸光度比在水中大!可以认为

在
@U.F

出现了明显的解聚现象$

!!

图
!

给出了溶液
(

Y

值对
G$>0.

)

的紫外光谱的影响$

G$>0.

)

的
Q

"

-

!

-

#

吸收峰的强度随着溶液
(

Y

值的增加而增

强!表明随着溶液
(

Y

值的增加!

G$>0.

)

解聚程度增加$
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G

与
"ZK

的结合作用

!&!&*

!

G$>0.

)

与
?.8

体系的紫外光谱

图
D

为
G$>0.

)

在
?.8

体系中的紫外光谱图!

?.8

滴定

G$>0.

)

!

M!,6N

处的
Q

7

峰强度减弱!红移至
M!=6N

&

MMM

6N

处的
Q

"

-

!

-

#

峰强度增强!红移至
M=,6N

!体系出现明显的

解聚现象$说明
G$>0.

)

以二聚体形式与
?.8

结合!与
?.8

结合后的
G$>0.

)

具有更强的光敏活性$
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.

/+

!
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Q"ZK8
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894C

!,g

(
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,
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G$>0.

)
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-

'

G$>0.

)

K?.8

+

G$>0.

)

'

*&-R*-

S,

N$%

/

H

S*

&

+

?.8

'

*&-R*-

S,

N$%

/

H

S*

!!

我们利用
.0510P527

模型)

L

*

!对酞菁药物与
?.8

的反应

体系进行了分析$该方程为'

6

%)

8

*

e1

%

8

"

(

0

6

# "

*

#

其中
6Q

)

8

*

?

%)

H

*!称为平均结合数!即与
*

摩尔蛋白相结

合的药物量!)

H

*为蛋白浓度!)

8

*

?

为结合酞菁药物浓度!

)

8

*

e

为游离酞菁药物浓度!

%

8

为结合常数!

(

为结合位数$

以
6

对
6

%)

8

*

e

作图!由直线斜率和截距可算出
%

和
(

)

*-

*

$

测量酞菁药物空白的吸光度
7

-

和结合反应体系的吸光度
7

!

计算出)

8

*

e

和
6

$

G$>0.

)

+?.8

体系的相互作用参数见表
*

$

I7L340

!

!7(7C494(82:?2!5Z

G

L-<=-<

.

R-9@"ZK

"

)

VG

#

.0510P527

模型 荧光猝灭法

结合常数
%

8

%

R*-

,

D&!) )&,,

结合位置数
( *&L S

线性相关系数
3 -&LL, -&LL=

!&!&!

!

G$>0.

)

与
?.8

体系的荧光光谱

?.8

上色氨酸(酪氨酸和苯丙氨酸的存在!使其具有内

源荧光)

**

*

$

G$>0.

)

"

-

"

*&)R*-

S,

N$%

/

H

S*

#滴定
?.8

"

*R

*-

S,

N$%

/

H

S*

#!随着
G$>0.

)

浓度的增大!

?.8

荧光强度

有规律地降低!但发射峰位及峰形不变"如图
)

#$可以认为

白蛋白带有较多游离氨基!在酸性介质中"

(

Y)

#由于质子化

而呈正电荷状态!与溶液中带负电荷的
G$>0.

)

相互作用!

导致荧光物质
?.8

荧光强度降低$引起
?.8

荧光猝灭的原

因可能有动态猝灭和静态猝灭)

*!

*

!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
,

表示的是在
G$>0.

)

+?.8

体系随

(

Y

值变化的荧光光谱!

(

Y)

的时候!荧光猝灭幅度最大$
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G$>0.

)

'
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,
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'
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!

!

/W

Q!"-6N

+

?.8

'

*&-R*-

S,

N$%

/

H

S*

&

+

G$>0.

)

'

*&-R*-

S,

N$%

/

H

S*

(

Y

'

,

'

=

&

-

'

M

&

+

'

,

&

)

'

)

&

>

'

D

!!

对于
?.8

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)

*D

*

!有

9

-

%

9

1

*

5

%

8

)

Q

* "

!

#

9

-

为未加
G$>0.

)

时
?.8

的荧光强度!

9

表示加入浓度为

)

Q

*的
G$>0.

)

后
?.8

的荧光强度!

%

8

为结合常数$可由

"

!

#式可推导得

"

9

-0

9

#

0

*

1

9

0

*

- 5

9

0

*

-

%

@

)

Q

*

0

*

"

D

#

由以
G$>0.

)

的"

9

-

S9

#

S*对)

Q

*

S*作双倒数图!得图
M

!由

斜率和
9

S*

-

求得
G$>0.

)

与
?.8

的解离常数
%

@

!由
%

@

换

算出结合常数
%

8

"表
*

#

)

*)

*

$因为
%

8

Q%

h

)-

!

)-

为
?.8

的

荧光寿命约为
*-

S"

3

!求得
G$>0.

)

的表观猝灭常数
%

h

数量

级都在
*-

*D以上)

*,

*

!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
G$>0.

)

+?.8

荧光猝灭的主

要原因!进一步说明
G$>0.

)

+?.8

结合形成了没有荧光的化

合物!导致
?.8

的荧光强度降低$

,-

.

/P

!

E-<4R47A4(QL6(c56(A42:?2!5Z

G

:362(4854<54

S

64<5@-<

.

!&!&D

!

YI

#

C?

#

Ec>

与
G$>0.

)

竞争络合

血清白蛋白的三维晶体结构已探明!有
D

个类似的结构

域'

.91/

,

!

.91/

#

和
.91/

)

)

*M

*

$每个结构域又含有
8

与
?!

个亚结构域$

M

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)

*=

*

$

.91/

,

的探

针有华法令(保泰松(氯血红素等&

.91/

#

探针有布洛芬(氯

灭酸等&

.91/

)

有
H+

色氨酸$为了探明
G$>0.

)

与
?.8

的结

合位置!以氯血红素"

YI

#(布洛芬"

C?

#(

H+

色氨酸"

Ec>

#分

别作为白蛋白特定结合位置的标记药物!研究了它们对

G$>0.

)

+?.8

体系紫外和荧光光谱的影响!以确定
G$>0.

)

在

?.8

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
G$>0.

)

浓度比分别为'

G$>0.

)

%

YI

为
*

%

!-

!

G$>0.

)

%

C?

为
*

%

!-

!

G$>0.

)

%

Ec>

为
*

%

*---

)

*"+!-

*

$

由于
G$>0.

)

在缓冲溶液体系中是以二聚体和单体两种

形式共存!而在
G$>0.

)

+?.8

体系中!由于与
?.8

的相互作

用!

G$>0.

)

出现了解聚现象$往相同浓度的
G$>0.

)

+?.8

"皆

为
*R*-

S,

N$%

/

H

S*

#体系分别滴加
YI

"

!R*-

S)

N$%

/

H

S*

#!

C?

"

!R*-

S)

N$%

/

H

S*

#!

Ec>

"

*R*-

S!

N$%

/

H

S*

#!

加入
YI

和
C?

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$说明
G$>0.

)

被置换!呈现游离态&而加入

,-

.

/T

!

"

K

#

H::4592:C2345634
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Ec>

后并没有观察到光谱变化"图
=5

#$在其荧光光谱

"图
=;

#中!

YI

和
C?

会使被
G$>0.

)

猝灭的
?.8

的荧光重

新增强$以上结果表明!

G$>0.

)

与
?.8

的主要结合位置为

.91/

,

和
.91/

#

$为了进一步确定
G$>0.

)

与
?.8

主要结合

点!使
G$>0.

)

与
?.8

的浓度分别为
*R*-

S,和
*R*-

S)

N$%

/

H

S*

"

*B*-

#!此时
G$>0.

)

与
?.8

几乎全部在主要的结合

点上与
?.8

结合!用
YI

与
C?

滴定
G$>0.

)

+?.8

的体系!都

出现了
G$>0.

)

f

带单体吸收峰增强!二聚体吸收峰减弱的

现象"见图
"

#!说明
G$>0.

)

在
?.8

上的
.91/

,

和
.91/

#

两种

结合位置的结合能力差别并不大$

上述研究结果表明!

G$>0.

)

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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Ĉ60$60%<39$6

!

G$>0.

)

;9673b91P?.80$NN/675;%

4

5675%;<N96

(

%5

4

352$%/$e31$25

O

/56712563

(

$21̂

%4

*

R2(=8

!

E/125+3<%e$651/70$;5%1

(

P51P5%$0

4

5696/

&

?$d96/3/2<N5%;<N96

&

G$N

(

/1/+;96796

O

&

>525N/1/23$e;96796

O

"

c/0/9d/7./

(

L̂

!

!--M

&

500/

(

1/7\56̂ *M

!

!--=

#

!!

"

G$22/3

(

$6796

O

5<1P$2

**)

第
!

期
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

光谱学与光谱分析




