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摘要 合成并表征丁 三(4一N一甲基毗啶基)卟啉为母体，带有乙氧糍基甲氧基或援基甲氧基侧链的承溶正电性 

卟啉及其金属配合物(M=cu， )，并研究丁它们与DNA的相互作用．卟啉对 EB—DNA荧光猝灭研究表明：卟啉与 

DNA作用存在单一结合模式．EB荧光竞争法测得它们与 DNA作用的结合常数介于 3×io5～3×i0s L-mol 电子吸 

收研究谱表明：DNA引起卟啉 Soret带的不同程度的红移(≤9 nm)和减色(≤35％)．卟啉及其金属配台物都引起 

DNA的熔点升高(≤2 5℃)和DNA粘度的略微下降 所有这些研究表明：这些带较长侧链的承溶性卟啉及其金属配 

合物与 DNA作用不存在插入作用模式，只是在DNA的外部结台．
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vcarbonv1)method-一or cad~xylmethoxy—tris(mefiaylpyfidiny1)wtphyrlns and their metal
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complexes have be既1 synthesized and characterized．AⅡ of flaem Wel~"sufilci,~th water— soluble for DNA 

binding studies．Tl ir apparent afllln~ binding constant for CT DNA varied from 3×lO5 to 3×1 L-mol。。as 

measured by competition with EB 11】e porph)Tir~as welll as theirCu(II)andNi(II)derivatives decreasethe 

viscoc~of CT DNA gI1dy and increase the melting po'mtof DNA hy only up to 2．5℃ atDNA base pair／ 

ligand ratios of 60．11】e factthatDNA cau8es a red shift(≤9 run)and weak hypochromic efffect(≤35％)Oil 

the sorer band of porph)ains shOWS that all these porphyrins interaet th DNA without intercaXation．

自从 1924年 Policard发现血卟啉在癌组织中 

富集以来，卟啉作为癌症的诊断剂已进行了广泛的 

研究[】，．由于带正电荷性的卟啉作为潜在的抗癌 

和抗菌药物，它们的金属配合可作为 DNA的选择性 
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切割试剂．因此，正电荷性的水溶性卟啉与 DNA的 

作用研究，已引起人们极大 趣．当这种水溶性卟啉 

与其它一些 DNA插A剂或药物如：嘧啶和嘌呤类药 

物t31或9一metho xyelllipticine相连时 ，具有良好的 

抗癌和抗 HⅣ 活性 ．1997年 Mirisola等人合成了四 

(4一羧基苯基)卟啉有机锡酯衍生物 一，发现它们在 

生物活体中具有较好的抗肿瘤活性 我们合成了新 

型侧链带酯基的不对称水溶性卟啉，其酯基水解后，

可连接金属抗癌剂．为了解这类化合物的抗癌机理，

同时研究了它们和 DNA的相互作用．

R—O—OC2H COOCHiCIt 

P OCH2COOCH 2CH】

a

1 实验 

1．1 仪器与试剂 

HewlettPackard一8453E型二极管矩阵式 uv— 

vis光谱仪；PE—Ls 50B型荧光光谱仪，Bruker—DRX 

300型核磁共振仪，Shim~u FIIR 80(10型红外光谱 

仪．PE一2000型元素分析仪，乌贝路德粘度计，4一 

吡啶甲醛，吡咯购自 Fluka公 司，小牛胸腺 DNA购 自 

华美公司，吡咯用前重蒸，其余试剂均为分析纯．合 

成路线及合成化合物如下所示：

RI =屯 、 
R = PhOCH 2COOCH CH 

- phOCH COOCH2 

。 。

Rl~  R*
=  =R一=———-《：： c RI= R1=—G CH 

图式 1 合成路线及化合物 

Sdl目m 1 syathedc route and compounds 

a)prupionic acid埘 砒 2．5 h；(b)DMF／MAqM：Cu．Ni；(c)~,IeI／CHCI3 48 h；(d1 6m L一 ItCI

1．2 配体合成 

。一，P一乙氧羰基甲氧基苯甲醛按文献方法 

以相应的羟基苯甲醛与溴乙酸乙酯反应得到，产物 

未经进一步提纯直接进行下一步反应．相应的乙氧 

羰基甲氧基苯甲醛，4一吡啶甲醛，吡咯按 l：3：4(摩 

尔比)l7J在丙酸中回流反应 2．5 h．减压蒸除溶剂，用 

氨水中和，反应物溶于氯仿，用硅胶柱提纯，氯仿／甲 

醇淋洗．收集产品溶液、浓缩、加石油醚沉淀，甲醇洗 

涤3次．产品烘干后溶于氯仿，再用硅胶柱提纯，产 

物真空50 干燥．

15一对(乙氧羰基甲氧苯基)一lO，l5，20一(4一 

毗啶基)]卟啉(P一 PPE)产率 (2％)Ana1．Caled 

for‰ H33N7o3：C 75．10，H 4．58，N 13．62；found C 

74 74，H 4．56．N 13．12．0H NNIt(CDCI ．300Mtttz) 

6：9．05(d，6H，2，6一pyricline)，9．0l(d，2H，B一 

．pyrmle)，8．95(m，6H，8一p．,m~le)，8．17(d，6H，3，5一 

pyridine)，8．12(d，2H，2，6一pheny1)，7．33(d，2H，3，5 

一 pheny1)，4．94(s，2H，0c )，4．44(q，2H，COOCH2)，

1，26(t，3H，CH3)，一2．92 s，2H，NH pyrmle) 一 ：

3318cm (m，NH—p~Trole)，1756em (rrl，C一0)．

[5一邻(乙氧羰基甲氧苯基)一10，15，20一(4一 

吡啶基)]卟啉 (O—triPvPPE)产率 (1．8％)Ana1．

C01ecl for( HB 03：C 75．10，H 4．58，N 13．62；found 

c 74．68，I{4 58，N l3 23．H NNtl(CDCI3，300Mtttz) 

：9．09(s，6H，2，6一p~dine)，9．0l(s，2H，B— 

p~Trole)，8墙7(d，6H，B—pyrmle)，8．24(d，6H，3，5一 

pyridine)，8．02(d，1H，6一pheny1)，7．81(m，1H，5一 

pheny1)，7．44 tm，lH，4一pheny1)，7．23(d，lH，3一 

pheny1)，4．56(s，2H，OCH2)，4．23(q，2H，COOCH2)，

1．24(t，3H，CH3)，一2．78(s，2H，Nit—p~Trole) 一 ：

3317cm 【m，Nit—pⅡT0Ie)，1756 cm (m，C一 0)．

1．3 金属配合物的合成 

金属卟啉的合成按通用方法l6 合成，在 DNF溶 

液中，相应的金属醋酸盐与卟啉在 8O 反应，紫外 

㈣ 

㈣ 

一
黧 
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检测，直到反应完全(cu 3h，Ni 12h)，反应完全后，体 

系中加人水，用氯仿提取、水洗、干燥、浓缩后在硅胶 

柱色谱提纯，以 CHC13／CH3OH为淋洗剂，收集主色 

带，减压浓缩，加人石油醚沉淀，收集产品，真空干 

慢 ．

[5一对(乙氧羰基甲氧苯基)一10，l5，20一(4一 

吡啶基)]卟啉镍(P—tri i)产率 (80％)Ana1．

Ca]cd for C45 【 03Ni：C 69．68，H 4．O0，N 12．64；

found C 69．29．I-I 3．89，N l2 29 H NNR (CDC13，

3OMHz)a：9．O1(s，6H，2，6一pyridine)，8．87(d，

21-I， 一pyrrole)，8．73(s，4H，p—p~role)，8．70(d，

2H，B—pyrrole)，8．04(d，6H，3，5一pyridine)，7．93 

(d，2H，2，6一pheny1)，7．24(d，2H，3，5一ph。nv1)，

4 88(s．2H，0C )，4．40(q，2H，COOCH2)，1．42 

(t，3H，CH3)．y一：1755 em (m，c—O)．

[5一邻(乙氧羰基甲氧苯基)一l0，l5，20一(4一 

吡啶基)]卟啉镍(0一tiil~：Ni)产率(80％)Ana1．

Ca]edfor Q5 】N7o3Ni：C 69．68，H 4．O0，N 12．64；

found C 69．29，I-I 3．89， 12．29．H NMIR(CDC13，

300MHz)a：9 04(d，6H，2，6一p~dine)，8．97td，

2H，口一pyrr

C

ole)，8．81(s，4H，p—pyrrole)，8．76(d，2H，

S—pyrrole)，8．14 td，6H，3，5一p~clinej，7．97(m，

2H，5，6一pheny1)．7．33(m，1H，4一pheny1)，7．20(d，

lH，3一pheny1)，4．46(s，2H，0c )，4．13(q，2H，

COOC：H2)，1．24(t，3H，c ) 一：1756 cm (1111，C一 

0)． 

[5一对(乙氧羰基甲氧苯基)一10，15，20一(4一 

毗啶基)]卟啉铜(P—triPycu)产 率(93％)Anal，

Calcd for‰ H3【N703Cu：C 69 14，H 3，97，N 12．55；

f0und C 68，82，H 3．84，N 12．22． ．一：1756em (m， 

C一 0)， 

[5一邻(乙氧羰基甲氧苯基)一10，15，20一(4一 

吡啶基 )]卟啉铜(0一triPyCu)产率(90％)Anal

Ca]edfor C45H3【 03Cu：C 69．14，H 3．97，N 12．55； 

found C 68．77，H 3．79，N 12．28．y一 ：l755em (1111， 

C一 0)．

1．4 水溶性卟啉的台成 

卟啉或卟啉的金属配合物溶于氯仿中，加人过 

量的碘甲 ，室温反应48 h，抽滤，真空干燥 ，得水 

溶性卟啉化合物 ．

5一对(乙氧羰基甲氧苯基)一10，15，20一(4一 

Ⅳ一甲基吡啶基) 卟啉(p—TMPyr')产率(95％)，

Ana1．CaIcd for ~H42N7O313。3H20：C 48．04，H 4．0o，

(DNSO一出，300MHz)~：9．49(d，6H，2，6一pyridine)，

9．22～9．O1(b，14H，8一pyrrole+3，5一pyridine)，8．20 

(d，2H，2，6一pheny1)．7．46(d，2H，3，5一pheny1)，5．04 

(s，2H，0c )，4．74 L s，9H，N 一Me)，4．34(q，2H，

COOC )，1．33tt，3H，CH3)，一2．99t s，2H，NH— 

pyrrole)．̂一 (H20)：424(10 ．4)，521(3．2)，56O 

(2．9)，645(2．7)rllll"J． 一 ：3317 cm (1111，NH— 

pyrrole)，1756 cm (m，c一0)．

[5一邻(乙氧羰基甲氧苯基)一10，15，20一(4一 

Ⅳ一甲基吡啶基)]卟啉(0一TM P)产率(91％)．

Ana1．Ca]ed for C48}{42 o3I3 3H20：C 48．o4，H 4．O0，N 

8．17：found C 47．58．I-I 3．92．N 7．97 H删 R(DNSO 

一 出，300MHz)~：9．44(d，6H，2，6一 ,pyridine)，8．96(b，

14H，0一pyrmle+3，5一p?,

~

Ticline)，7．79(1111，2H，5，6一 

pheny1)，7．34(1111，1H，4一pheny1)，7．23(d，1H，3一 

pheny1)，4．69(s，l1H，N 一Me+0c )，4．24(q，2H，

COOCH2)，1．26(t，3H，cH3)，一2．86(s，2H，NH— 

pyrrole)．̂一 (H20)：423(1唔5．4)，519(3．2)，557 

(2．7)，585(2．8)，645(2．5)nm．y一：3315 cm。。(1111，

H—pa'ro]e)，1755 cm (1111，C一0)．

[5一对(乙氧羰基甲氧苯基)一10，15，20一(4一 
一 甲基吡啶基)]卟啉镍(P—TMPyPNi)产率 

(89％) Ana1．Ca]ed for C48}I|0N7o3NiI3 3H20：c 

45．9o，H 3．66 ．N 7．81；found C 45．56 ，H 3．60 ， 

N 7．72．H NMR(DMSO一 ，300MI-Iz)6：10．54～ 

l0，22(b，8H，B—pyrmle)，9．47(s，6H，2，6一pwicline)，

8，91(s，6H，3，5一pyricline)，8，05(d，2H，2，6一 

pheny1)，7．43(d，2H，3，5一pheny1)，5．05(s，2H，

OCH2)，4．75(s，9H，N 一Me)，4．54(q，2H，COOCH2)，

l，27(t，3H，CH3) ～ (H20)：420(1o ．2)，533(3．3) 

nm，一 ：1755 cm (m，C一0)．

[5一邻(乙氧羰基甲氧苯基)一10，l5，20一(4一 

Ⅳ一甲基吡 啶基 )]卟啉镍 (0一TMPyl'Ni)产率 

(92％) Ana1．Calcd for C48}I|0N7O3NiI3‘3H20：C 

45．9o，H3，66，N7．81；foundC45．61，H3．59，N7．69．

H NMIt(DMSO一 ，300MHz)6：10．24～10．12(b，

8H，p—pyrrole)，9．39(s，6H，2，6一p dine)，8 83(s，

6H，3，5一p
．~Tidine)，7．75(m，2H，5，6一pheny1)，7 37 

(m，2H，3，4一曲eny1)，4．65(s，11H，N 一Me+ 

OCH2)，4．24(q，2H，COOCH2)，1．27(t，3H，CH3) 一 

(H20)：418((10 ．3)，533(3，3)nm，一 ：1754 em 

(m，C一0)．

[5一对(乙氧羰基甲氧苯基)一10，15，20一(4一 

N 8．17；found C 47．62，H 3．89，N 7．96． H NI~IR Ⅳ一甲基吡啶基)]卟啉铜(p—TNPyPcU)产率 

 

http://www.cqvip.com


化 学 学 报 V ．59．200l 

(90％)．AnaI．Caleclfor(=48H4o N703CuI3。3H20：C 

45 68，H3．65．N7 77；found C 45 35，H 3 62，

N 7．67．一(H20)：423(10 3)，548(3．3)Illll!．一 ：

1756 cm (m，C—O)．

[5一邻(乙氧羰基甲氧苯基)一lO，15，20一(4一 

Ⅳ一甲基吡啶基)]卟啉铜 (0一 PyPCu)产率 

(92％)．?mal Calcd for(=48 H40 o3CuI3’3H20：

C 45．68，H 3 65．N 7．77；found C 45．27，H 3 54， 

N 7 71． 一 (HzO)：423(I呼5．3)，547(3．4)nn1．

v一 ：1754 cm (ITI，C— O)．

1．s 按文献【7b]方法进行酯基水解 

[5一对(羧基甲氧苯基)一1O，15，20一(4一Ⅳ一 

甲基吡啶基)]卟啉(P—TMPvPC)产率(90％) Anal

CalcdforC46 N703I3’4H20：C46．42，H3．87，N 

8．24；found C 46．02．H 3．73．N 8．14． H NNR 

(DNSO—d6，300MHz) ：9．51(d，6H，2，6一pyridine)，

9．22～9 O1(b，14H，口一pyrrole+3，5一pyridine)，

8．20 (d，2H，2，6一pheny1)，7．46(d，2H，3，5一 

pheny1)，5．05(s，2H，OcH2)，4．74(s，9H，N 一Me)，一 

3 0o(s，2H，NH—pyrrole)． 一(H20)：425(10 ．4)，

522(3．2)，560(2 9)，585(2 9)，645(2．7)nnl，～：

3316 cm (w，Nil—pyrrole)，1733∞ (m，c—O)．

[5一邻(援基甲氧苯基)一10，15，20一(4一Ⅳ一 

甲基吡啶基)]卟啉(0一TNPyPC)产率(91％)．Anal

CalcdforC46H38M03I3’4H20：C46．42，H3．87，N 

8．24；found C 46．13．H 3 80．N 8．16 H NNR 

(DNSO—d6，300MHz) ：9．46(d，6H，2，6一pyridine)，

8．96(b，14H，8一pyrrole+3，5一p．vridine)，7 91(m，

2H，5，6一pheny1)，7．35(m，2H，3，4一pheny1)，4．66(8，

11 H，N 一Ne+OCH2)，一2．90(s，2H，Nit—pyrrole)

～ o(HzO)：423(1~_5．5)，520(3 3)，585(3 0)，645 

(2．7)rim．～：3315 em (w，Nit—p．vrrole，1733 cm 

(m，c—O) 

四(4一Ⅳ一正丙基吡啶基)卟啉(TP P)按文献 

[9]合成和表征．

1．6 研究方法 

EB—DNA荧光猝灭研究 ：在一系列的含有约 

2 1×10一 mol·L一 EB的 3．4×10一 mol·L 的 

DNA溶液中，加入不同浓度的卟啉，反应 30 min后，

测其荧光光谱 在 3．3×10I4tool·L 的 DNA溶液 

中，加入不同浓度的卟啉，反应 30 min后，用乌贝路 

德粘度计测其相对牯度，每个浓度下测量 5次，舍去 

晟大晟小值，求得平均值．热变性研究：在 DNA熔点 

附近，每升温 1℃测一次 A2田值，每个温度恒温 2 

min，作图法求熔点．

2 结果与讨论 

2．1 卟啉对 EB—IONA荧光猝灭方式的判断 

溴化乙锭(EB)作为一个具有芳香平面型的分 

子，能平行地插入 DNA的双股螺旋内部碱基对之 

间，形成堆积．EB本身具有较弱的荧光，当插入 DNA 

后其荧光显著增强．如果 EB从 DNA中游离出来或 

DNA双螺旋减少时．荧光显著降低 利用 EB的这一 

特点，可用 EB荧光探针法研究 DNA的结构 在一系 

列的 EB—DNA溶液中加入不同浓度的卟啉，以荧光 

强度 F对卟啉浓度作图，见图 1．根据经典的荧 

光猝灭理论 无论静态猝灭或动态猝灭，n／F对 

猝灭剂浓度作图均得直线 我们所得猝灭曲线符台 

经典猝灭理论，因带正电荷的卟啉对 EB荧光不产 

生猝灭 8．据此，我们认为，本文报道的卟啉与 DNA 

只存在单一作用模式 、 

固 1 不同浓度的卟啉对 EB—DNA荧光猝灭 

(Fo／F vs Cp) 

F ．1 Fluorescence “c}IirIg ofEB—DNA diffferent 

c0rla如虹 吼 pc叩 血 (Fo／F v8 cP) 

● TM ，▲一P—TMI％Pc，

■～ I'MPy I．P．T一口一TN~P 

2．2 电子吸收谱研究 

所有的电子吸收谱在 pH=7．4的 Tris—HCI的 

缓冲溶液内([DNA碱基对]／[卟啉]=60)，用Ill?一 

8453A型 uv—v 仪测试 卟啉及其金属配合物与 

DNA作用后其soret带都有不同程度的红移和减色，

见表 1．这是因为带正电的卟啉通过静电与 DNA的 

磷氧根作用，进而与 DNA的碱基发生范德华作用，

引起卟啉环系的 电子跃迁变化之故 ．由于卟啉环 
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侧链在苯基上的取代位置的位阻效应不同，位阻越 

大，与 DNA作用就越弱 所以，对位取代的红移及减 

色要比邻位取代的红移及减色明显．

2．3 平衡常数研究 

虽然许多研 究者 “。 一对四 (4一Ⅳ一甲基 吡啶 

基)卟啉(TMP4)，四(3一 一甲基吡啶基)卟啉 

(TRP3)与 CT DNA的表观结台常数的测定采用了紫 

外 一可见光谱法 但用吸收谱测定有局限性 ，而利用 

Eli与研究物分别与 DNA的竞争结合，测量 EB的荧 

光强度变化求得研究物与 DNA的表观结合常数的 

方法 ，lO几乎适用于所有无论是以插人模式或非插 

入模式与 DNA作用的物质．因此，我们采用该法测 

定卟啉与 DNA的表观结合常数，表 l结果表明，其 

结合常数介于3×1 05～3×lo6 L·mol 之间，这和其 

他作者测得的类似卟啉与 DNA的结合常数相似，并 

且对位取代的卟啉结合常数比邻位取代的卟啉的要 

大，约是邻位取代卟啉的2倍．与电子吸收谱研究结 

果相对应 ．

2．4 DNA的热变性研究及粘度研究 

熔点和粘度是 DNA的重要物理参数．当 DNA 

与药物发生插人模式作用时，DNA的双螺旋结构更 

加稳定，并且链增长，因此熔点及相对粘度都有明显 

地升高．通过对 DNA的熔点及相对牯度的测量，可 

得 DNA与药物作用的信息．监测 DNA的Axe值随温 

度的变化([DNA碱基对]／[卟啉]=60)，求得 DNA 

的熔点变化，结果列于表 1．用乌贝路德粘度计在 

20~E测定粘度，相对粘度(q／q )随 值([DNA碱基 

对]／[卟啉])的变化如图2所示．

表 1 配合物与 DNA作用性质 

Table1 Interaction resuhs of porphyfim ard CT DNA 

(a)Ol m ·L trls—HE1，0 03tool‘L haClpH=7．4．(b)0ltool‘L 日一HE1，0 03 nM·L NaQ pH=7 4 CD ̂base／CP=60．(c)0ltool‘L 

tds—HE1．0 1咖卜L haCI pH=7．4．H％代表卟啉与DNA作用后其Soret带的减色百分比 

图2 DNA相对粘度 9／90随 R值的变化 

R=cP／cu 在 0．Imol·L一 

ng．2 Variation ofthe relalive viscosity 0fDNA withR 

●—T仲 ．■一 P一"fICIPyPu，▲一 P—TMPyF'Eu，T～ TMPyPc 

结果表明，我们合成的卟啉与 DNA作用，引起 

的熔点变化不超过 2．5 ；对粘度的影响也不象四(4 

一 Ⅳ一甲基吡啶基)卟啉ITM P(4)]及四(3一!v一甲 

基吡啶基)卟啉[TMP (3)]引起 CT DNA牯度升高，

而是引起 DNA的粘度略微下降．表 l结果表明这些 

卟啉与DNA不存在插人模式作用．

带正电的卟啉及金属卟啉与 DNA作用有以下 

几种模式：(1)混合作用模式，既有插入作用又有外 

部作用模式，插人作用发生在 5 一CG一3 一碱基对，

外部作用 在 AT碱基对 富集 区，如 TMPyP(4)和 

CuTMPyP(4)；(2)外部作用模式，如 TMPyP(2)，主要 

通过 静 电与 范德 华力 结 合在 AT 富集 的小 沟 

区_I5l ；(3)一些容易聚合的卟啉在较高浓度及高 

盐浓度下，在DNA表面发生长程堆积作用_l·” ．

卟啉与DNA发生插入模式结合有以下几点 ，14．

判据(1)卟啉吸收带红移大于 15 nm，减色大于35％，

(2)有较大的熔点升高(3)粘度升高[1og(r／／rio)／log(1 

+2R)>1．1，R=CP／CDN̂base)．根据卟啉与DNA发 
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生插入作用的几点判据，又因为在我们的实验条件 

下，不可能发生卟啉的长程堆积作用．因此，我们认 

为这些带较长侧链的卟啉与 CTDNA作用，主要是通 

过静电及范德华力结合在 DNA的小沟 AT富集区的 

外部作用模式，并不象四(4一Ⅳ一甲基吡啶基)卟啉 

及四(3一 一甲基吡啶基)卟啉与 DNA作用，有插入 

模式也有外部结合模式．
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