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[摘要 ]  脱镁叶绿酸 a可以作为光敏活性剂用于光动力治疗.从天然植物的叶绿素出发,采用酸选择性降解, 硅胶层析纯化

的方法制备脱镁叶绿酸 a.得到的产物经液相色谱、二极管阵列检测和质谱分析, 表明其光谱吸收和分子量均与脱镁叶绿酸 a

一致.利用荧光光度法研究了脱镁叶绿酸 a与牛血清白蛋白的相互作用,结果表明:脱镁叶绿酸 a与牛血清白蛋白形成 1: 1的

配合物,结合常数为 510@ 105 L /m oL.
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Abstrac t: A s a photosensitizer pheophorb ide a ( Pheide a) is used in pho todynam ic therapy. In th is study, preparation

o f phe ide a from a chlorophy llm ix ture utilizing the se lec tive hydro lys is and silica chrom atography separation w as invest-i

ga ted. The ana ly sis o f product using liquid chroma tog raphy-mass spectrom etry ( LC -M S) w ith photod iode array detector

showed that its absorption spectra and m o lecularw e ight w ere the sam e w ith phe ide a. Its interaction w ith bov ine serum

a lbum in( BSA ) was studied w ith fluorescence spectra. The resu lts ind icated tha t pheide a bound to BSA w ith a 1B1 ad-

duct form ed, wh ich caused the sta tic fluo rescence quench ing o f BSA. The b ind ing constan t is 510 @ 105 L /mo .l

K ey words: phe iphorbide a, bov ine serum a lbum in, liqu id chroma tog raphy-mass spectrom etry, fluorescence spectrosco-

py
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  卟啉化合物在生物体中具有氧化还原、电子传递等作用. 近年来, 天然以及合成卟啉作为光敏治疗药

物在杀伤癌细胞,消除血液中病毒污染方面得到广泛的研究与关注
[ 1-3]

. 卟啉化合物进入体内必然与细胞

膜、蛋白质等大分子物质发生作用.血清蛋白是血浆中最为丰富的蛋白,含有多种可配位基团,能与许多内

源及外源性化合物结合起到存储与转运作用. 因而研究卟啉类化合物与血清蛋白质之间的相互作用将有

助于了解其在血液中的存在形式及作用机制. 脱镁叶绿酸 a ( Pheide a)作为天然卟啉是叶绿素降解的中

间产物,结构明确、稳定,在红外区有较强的吸收,光敏活性更为有效. 但是该化合物与蛋白的结合方式尚

未见报道.虽然 Pheide a在茶叶、柑橘、老化叶中普遍存在,但含量低,分离困难.通过叶绿素酶催化叶绿素
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a水解可以得到 Pheide a,但该法需要制备纯度较高的底物及酶液, 反应后还必须将 Phe ide a从体系中分

离并进一步纯化. H ynn inen等曾根据叶绿素 a、b植醇基酸性水解能力的不同, 开发了直接从叶绿素 a、b混

合物制备 Phe ide a的简便方法
[ 4]
, 但 Phe ide a纯度不足.本文在 Hynn inen方法的基础上加以改进,酸法水

解后,经层析分离纯化产物.液质联用 ( LC- M S)分析表明, 产物的色谱吸收和相对分子质量均与 Pheide a

一致, 纯度达到要求. 采用荧光光谱法考察了上述 Pheide a与牛血清白蛋白 ( BSA )的相互作用,表明二者

能够以 1B1的形式形成复合物,结合牢固,并引起 BSA的静态荧光猝灭.该结果为研究蛋白质分子与卟啉

类小分子的作用机制,进一步了解 Phe ide a在体内的运输和分布情况提供了信息,也为临床用药提供了一

定的参考.

1 实验部分

111 仪器与试剂
  W aters P latform ZMD4000液 -质联用仪 (美国W aters公司 ) ;荧光分光光度计 650- 660(日本日立公

司 ) ; BSA( S igm a公司, 99% ), 相对分子质量 65 000, 加水配成 1 @ 10- 4
mo l/L储备液, 置于 1~ 4e 冰箱中

保存; GF254硅胶 (青岛海洋化工厂 ) ; 1, 4-二氧六环、丙酮、乙醚、盐酸 (分析纯 ); 甲醇 (色谱纯 ).

112 Pheide a的制备

参照 Iriyam a法
[ 5]
从菠菜中提取叶绿素, 采用 Hynninen法得到 Phe ide a和 b混合物, 经硅胶薄层层

析,将 Pheide a带溶于甲醇溶液,经 0145 Lm膜过滤后,用于液相色谱 /电喷雾离子质谱 ( LC /ESI- M S)和

荧光分析.

113 色谱质谱条件
色谱柱: W aters L ichrospher C18 ( 5Lm, 210 @ 250mm id) .流动相: A 100% 甲醇, B 70% 甲醇.洗脱程

序: 0~ 30m in 60% A.流速: 013mL /m in.柱温: 35e . 进样体积: 5 LL.二极管阵列检测器扫描范围 300~

750 nm,检测波长 666 nm.采用电喷雾离子源 ( ES I), 正离子方式检测;扫描范围: 500~ 1 200m /z,毛细管

电压: 3187 kV;锥孔电压 30V,离子源温度 120e ,脱溶剂气温度: 300e .
114 Pheide a与 BSA的相互作用

100LL BSA溶液 ( 1 @ 10- 4 mol/L )及适量的 Phe ide a储备液, 019% N aC l定容至 10mL, 绘制 300~

400 nm的荧光光谱,并记录激发波长为 280 nm时 340 nm处的荧光强度,激发和发射狭缝为 5 nm.

2 结果与讨论

211 Pheide a的制备及分析

  本实验采用选择性酸水解法制备 Phe ide a.但薄层层析 ( TLC )显示产物中仍含有少量 Phe ide b, 影响

后续分析, 为此进一步经硅胶层析, 纯化 Phe ide a. 纯化产物经色谱检测发现:在卟啉的特征吸收波长处出

现两个峰,保留时间分别为 3171m in和 3196m in(图 1A ) , 二极管阵列检测它们的可见吸收光谱性质相

同,相对分子质量均为 59213(图 1B、1C ).

卟啉化合物的光谱吸收是由于共轭环系统的 P电子离域造成的. 所分析的化合物在 300~ 700 nm处

含有 4个 Q带 ( 663、608、538、508 nm )和一个 Soret带 ( 410 nm ) (图 1B ). 吸收特征与相对分子质量均与

Pheide a相符.

212 Pheide a与 BSA的相互作用

荧光技术是研究生物大分子与小分子、离子相互作用的重要手段之一. 荧光测试中的发射峰特征、荧

光偏振、能量转移及荧光寿命等指标可以对蛋白质分子中荧光生色基团的结构及其所处的微环境提供有

用信息,在研究喹诺酮类抗菌药物
[ 6]
, 生物碱类抗癌药物

[ 7 ]
与 BSA的相互作用方面均有报道. 本文采用荧

光光谱法分析了 Pheide a与 BSA之间的相互作用.

21211 Phe ide a对 BSA的荧光猝灭效应

BSA的内源荧光来自于分子中色氨酸和酪氨酸残基, Pheide a的加入减弱了 BSA的荧光发射强度, 发

生了荧光猝灭,并且最大发射波长显著蓝移,表明二者之间存在相互作用,发生了能量转移 (图 2).

荧光猝灭过程通常有动态和静态猝灭之分.动态猝灭是猝灭剂与荧光体激发态分子之间的相互作用
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过程; 静态猝灭是猝灭剂与荧光体分子在基态

时生成不发光的复合物,从而导致荧光体强度

的降低. 固定 BSA的浓度, 改变 Pheide a的浓

度,根据 S tern-Vo lmer猝灭方程 F 0 /F = 1 + K

[Q ]绘制出荧光强度随 Phe ide a浓度变化的曲

线 (图 3), 其中 F0为猝灭剂不存在时的荧光强

度, F为加入猝灭剂后的荧光强度, Q为猝灭剂

浓度, 此处为 Phe ide a浓度, K 为猝灭常数. 结

果表明, F 0 /F与 Pheide a浓度之间存在良好的

线性关系,相关系数为 01996 1, 直线斜率 K 为

311 @ 105 L /mo.l由于生物大分子最大动态猝灭

过程的 K < 100 L /mo l
[ 8]
, 因此,判断 Pheide a造

成的是静态猝灭,即与 BSA形成配合物引起的

猝灭, 而非由碰撞引起的动态猝灭.

212. 2 BSA与 Phe ide a的结合数

根据冯喜增等
[ 9]
提出的有机分子对蛋白质

荧光的静态猝灭方程: lg ( F 0 - F ) /F = lgK +

n lg[Q ] , 其中 K为有机分子与蛋白质分子的结

合常数, n为结合数.以 lg( F0 - F ) /F对 lg[ Q ]

作图 (图 4)可得直线的斜率为 110,说明每一个
BSA分子与一个 Phe ide a分子结合形成配合

物.外推直线截距为 517, 求得结合常数为 510
@ 105 L /mo.l
综合以上结果可以得出, 在 Phe ide a与

BSA的相互作用过程中, 能以摩尔比 1B1牢固
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结合, 并且形成配合物,引起 BSA的静态荧光猝灭. 该结果

与同属于卟啉类化合物的胆红素 ( BR)相类似, 2007年郭兴

家等
[ 10]
采用荧光猝灭法分析了 BR与 BSA的作用形式为 1

B1复合物的静态猝灭, 37e 时结合常数为 2199 @ 106 L /mo.l
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