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崖中明 周志芬 林华宽
�

朱守荣 刘天府 陈荣佛

�南开大学化学系
,

天津 �� �� �� �

以 �
,

�
一

二 甲基
一

�
,

� �
一

菲咯琳为初始原料
,

合成 了 �
,

�
一

二 甲基
一

�
,

��
一

菲咯琳的 ��
一

丙氨酸衍生物
� �

,

��
�

菲咯琳
一

�
,

�
一

二亚 甲基 亚氨基
一

��
,

�
’ 一

二 甲基 �二 乙 酸 ���
。

该配体经过元素分析
、

红外光谱
、

核磁共振氢谱表

征
。

在 �� 士 �
�

�℃
、

� � �
�

�� ��
·

� �
一 �� �� � �

的条件下
,

用 �� 电位滴定 法测定 了该配 体的质子化常数及 其与

�� ��功的配合物 的稳定常数
。

通过电子光谱研究 了 肠 �� 的配合物与小牛胸腺 � �  的相互作用
。

用嗅化 乙锭作

为荧光探针研究 了 �� 咖
一

� 配合物与小牛 胸腺 � � � 的相互作用 的过程
。

作为对 比
,

也研究了 �� 伽分别与

�
,

��
一

菲咯琳 �����  
、

��
一

丙氨酸 ���
�
�的配合物与小牛胸腺 � �� 的相互作用

。

结果表明 �
�

卿
一

� 配合物与小牛

胸腺 � �  作用既有共价键合
,

又有插人作用
。

关键词
�

分类号
�

�
,

��
一

菲咯啦

� � ��
�

� �

��
一

丙氨酸衍生物

� � �

�� 侧配合物 � � � 光谱

几十年来
,

�
,

��
一

菲咯琳作为重要的配体
,

相应的许多配合物在很多领域 内起重要的作

用川
。

如在分析化学
〔“’、均相催化

‘”中
,

以及作为化学核酸酶
‘�’和重要的电子传递剂

‘� ’。 而且
,

�
,

��
一

菲咯琳与联毗陡一样
,

在超分子配位化学 �� � �中也占据 了相当重要的地位
,

很多结构新颖

的超分子配合物都包含有 �
,

� �
一

菲咯琳结构单元
。

�
,

� �
一

菲咯琳衍生物的配合物如 � � ��� �配合

物因其独特的稳定性
、

氧化还原性
、

荧光激发的寿命以及与 � � � 极好的作用等
,

在生物化学生

物物理中人们表现出特别的兴趣
,

成为研究核酸二级结构和设计以核酸为靶的抗癌药物的一

类重要的化合物
「“一 ’“� 。

氨基酸是形成蛋 白质的基本结构单元
。

基于氨基酸的抗癌药物设计是一个重要的方向
。

这主要是考虑到肿瘤组织是细胞分裂的活跃部位
,

需要 的营养较正常细胞多
,

� �� 含量也相

对较高
,

在氨基酸的衍生物中以 � �� 为靶标的抗癌药物与 � �� 作用时
,

能影响其复制
、

合成

等
,

从而抑制肿瘤细胞的恶性生长
。

另外
,

基于氨基酸的抗癌药物有可能具有较高的选择性和

较低 的毒性
。

一些氨基酸的 ���  !! 碱配合物表现出明显的抗肿瘤和抗菌活性
【”

,

川
。

但是
,

据报

道氨基酸 的 �� �� �� 碱及其配合物可能是不稳定 的
,

其 �
一

位上能进一步发生烷基化反应
、

聚合

反应和 � �� �� � �加成反应等 � ’�
一 ‘� � 。

因此
,

在本文 中
,

我们结合 �
,

��
一

菲咯琳和氨基酸的各 自优势
,

设计和合成了非 ����  !! 碱

类的 �
,

� �
一

菲咯琳的丙氨酸的衍生物
� �

,

��
一

菲咯琳
一

�
,

�
一

二亚 甲基亚氨基
一

��
,

�
’ 一

二甲基 �二

乙酸 ���
,

并进行了相应的 �� 皿配合物与 � � � 的键合情况研究
。

� 实验部分

收稿 日期 � �� � �
一

��
一

��
。

国家自然科学基金资助项 目 ��
�

�

� � � � �� � ��
,

天津市 自然科学基金资助项 目
。

� 通讯联 系人
。

第一作者
� 汪中明

,

男
,

� � 岁
,

博士研究生 �研究方 向 � 抗肿瘤药物设计
。
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�
�

� 仪器与试剂

�� � ��� � �� � � �� � � 元素分析仪
,

� �� � �� � �� � � � ��
一

�� 红外分光光度计
,

� � �� � � � � � !
一

� �� �

� �  ! ∀ � 核磁共振谱仪
,

���� � � � � � �
一

� � � 荧光分光光度计
,

� � �� � � �� � � � �
一

� � � 停流分光光度

计 �配有 � �
一

�� � 数据处理系统和 � �
一

�� � 恒温系统 �
,

��  ! �� �� � �
一

�� � 紫外分光光度计
,

美国

��
� � � � � 巾

一

�� 型数字 �� 计 �配有 � �  �� 型复合电极 �
,

超级恒温槽 �� �� 型
,

上海 �
。

�
,

�
一

二甲基
一

�
,

��
一

菲咯琳 ��
�

�
� ,

��� � � 公司
,

瑞典 �
,

嗅化乙锭 �� � � ��
�

�
� ,

��� � � 公司
,

瑞典 �
,

小牛胸腺 � �  ����  
�
公司

,

美 国�
,

三 �轻甲基 �氨基 甲烷 ��
�

�
� ,

� �� � � ���� �
� 公司

,

美

国 �
,

�
,

��
一

菲咯琳 ��� �� ���
�

�
� ,

天津市医药工业技术研究所
,

天津 �
,

��
一

丙氨酸 ���  ! ∀�
�

�
� ,

东方卫生材料厂
,

天津 �
,

未进一步提纯而直接使用
。

氧化斓 ��
�

�
� ,

巨能化学试剂公司
,

天津 �
,

称取适量 的氧 化斓溶于适量 的浓盐酸经水蒸汽浓缩 得到 � � ��
�

固体
,

配成浓度 为 �
�

�� �

��
一 ’� ��

·

� �
一 �

的溶液备用
。

其它试剂均为分析纯或化学纯
。

在测试过程中所用的水均为二次

蒸馏水
。

� � ��
一

� ��缓 冲溶液 �含 � ���� �� � � �
·

� �
一 ’,

� � �� �� � � � �
·

� �
一 ’

��� 值为 �
�

� �
。

适量小牛

胸腺 � �  溶于上述 �� ��
一

� �� 缓冲溶液中
,

其浓度用 �� �� � 处 的吸光度确定 �� � ��
。� � � �� ��

�
�

� �
, 二 � � � , 、� , � � � � � � � � �

一 ’
·

d
m

3
·

C
m

一 ’

)

。

L
a

(III) 与 Phe n 的配合 物按 照文献
L’“,
合 成

,

经 元素 分析 和摩 尔 电导率测试
,

其 结构 为

[L a (Ph
en )
2
]C 1
3 ,

配成浓度为 1
.
00 x 10

一 ’
m

o
l

·

d
m

一 ’

的溶液备用
。

L
a

皿与 Al
a 的配合物溶液用

I
Ja
(llI) 与 A l

a 的摩尔 比为 l:2
,

加 N ao H 溶液调 pH 到 4
.
8 而成

。

1

.

2 配体 1,

10

一

菲咯琳
一

2

,

9

一

二亚甲基亚氨基
一

(
2

,

2

’ 一

二甲基)二乙酸(L) 的合成

配体 L 的合成路线如图 1 所示
。

1

,

1 0

一

菲咯琳
一

2

,

9

一

二 甲醛按照文献
[’9 ]
合成

。

S e O
Z

- - - - - 月卜

i) C } I
3 C r l(N

H Z) C O O ll + N
a O H

- - - - - - - - - - - - - - - -

11) N
a B I为

N H H N

O H C

《 卜COOll 卜IO O C

图 1 配体 L 的合成路线

Fig
.
1 Synthesis of Ligand L

dl
一

丙氨 酸和氢氧化钠各 10 m m ol 溶解 在 20 m L 水 中
,

l

,

10

一

菲咯琳
一

2

,

9

一

二 甲醛 固体

sm m ol 在电磁搅拌下 2 小时内逐渐加人到该溶液中
,

然后在室温下继续搅拌 10 小时
。

过滤
,

除

去未反应的固体
。

滤液在冰水浴下逐渐加人 2
.
59 硼氢化钠

,

然后体系缓慢升至室温
,

继续搅拌

12 小时
,

得亮黄色溶液
。

向此溶液中缓慢滴加浓盐酸使其 pH 值到 7
.
5 左右

,

过滤除去白色固

体
。

向滤液 中继续滴加浓盐酸使 pH 值到 3 左右
,

又有少量浅黄色 固体析出
。

向其中加人约

80 m L 乙醇
,

这时有大量的浅黄色固体析出
。

过滤
,

用 95 % 的乙醇洗涤几遍
,

将此固体用乙 醇
-

水的混合溶剂重结晶
,

在氯化钙上真空干燥
。

产率 40
一
50 %

。

元素分析结果
: C 2oH 22N 40 4

·

3

.

5
H

2

0

,

理论值 (% )
: C

,

5 3

.

9 3
;

H

,

6

.

5 1 ;
N

,

1 2

.

5 7

,

实测

值 (% )
: C

,

5 4

.

1 7 :
H

,

6

.

4 6
:

N

,

1 2

.

5 4

。

,
H N M R

(
D

Z
O

)

: 占1
.
6 2 (d

,

6 H

,

C H

3

)

; 占4
.
0 0 (q

,

Z H

,

C H

3

C H
(

N H
一
) C 0 0 H )

: 占4
.
7 0 (

s ,

4 H

,
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:2 ,

9

一

二 甲基
一

1

,

1 0

一

菲咯琳的 dl
一

丙氨酸衍生物的合成

ph enC H
Z
N H )

;占7
.
7 9 (d

,

Z H

,

P h
e n 环

,

H

一

3
a n

d H

一

8
)

; 占7
.
8 8 (

s ,

Z H

,

P h
e n 环

,

H

一

5
a n

d H

一

6
)

: 占

8
.
4 6 (d

,

Z H

,

P h
e n 环

,

H

一

4
a n

d H

一

7
)

。

I R
(
K B

r
,

e
m

一 ’

)

:
3 4 4 2

(

。(N
.H ) / e m

一 ’

(

v s
,

b

r

) )

,

1 6 2 1 和 14 59 (。 (
plle。一

r
;
。g )

/
e n ;

一 ’

(
S
) )

,

1 7 1 9

(

。(C 二 0 )
/

e
m

一 ‘

(

S
,

b
r

) )

,

1 3 1 7
(

, 。e
一

。)
/
e
m

一 ’

(

s

) )

。

1

.

3 实验方法

1
.
3
.
1 pH 电位滴定

配体 L 溶液用称量法配制
,

在滴定时体系中配体 L 的浓度为 5
.
00 x 10

一 4
m al

·

d m

一 ’
;活度

系数 下 = 0
.
8 2 5; 凡

二 1
.

0 08
x 1 0

一 ’

412 0]; 所有滴定实 验均在高纯氮气保 护之下
,

在 25
.
0 士

0
.
1℃

,

I
=

0

.

1 m ol

·

d
m

一 ’

Na
N O

。

条件下进行的 ;所测 pH 值均经过校正 ;在二元体系中
:L a (llI)

:

L = l: l; 数据处理采用 SC M A R 程序
l川 在 IB M 58 6 计算机上进行 曲线拟合和参数优选 ;所有的

误差至多为 10
一 3

;所测得 的稳定常数值至少是三次测量的平均值
,

物种分布曲线用 SC M A R 程

序所带 的 D P 程序绘制
。

1

.

3

.

2 电子吸收光谱和快速荧光光谱研究

在 Icm 的比色皿中加人浓度为 8
.
0 x 10

一 5
m

o
l

·

d m

一 3

的小牛胸腺 D N A 溶液 3m L
,

以空 白

的 pH = 7
.
0 的 Tr is

一

H CI 缓冲溶液作参 比
,

记录 200 一
5 0 0

n m 的电子吸收光谱
。

然后以相应的配

合物溶液作参比
,

逐渐加人配合物溶液
,

每次 10协L
,

用分光光度计测量 200
一
5 0 0n

m 的电子吸

收光谱
。

由于所加的溶液体积很小
,

可以忽略体系体积改变带来的影响
。

将 浓度 为 4
.
9 64 x 10

一 6
m ol

·

d m

一 ’

的小 牛胸 腺 D N A 溶 液事 先 与浓 度为 6
.
117 x 10

一 ’

m ol

·

d
m

一 3

的 EB 溶液避光作用 10 小时
,

然后与配合物溶液相互作用
,

以 5 4On m 作为激发波

长
,

在停流分光光度计上监测 590n m 处荧光随时间的变化
。

2 结果与讨论

2.1 pH 电位滴定

对于本文所研究 的配位化学平衡
,

可用如下关系式表示
:

m L a + IL + h H = La
。 ,

L

,
H
。

( 1 )

为简便起见
,

在全文中均略去电荷
。

其 中 La
、

L

、

H 分别代表金属离子 La
3+ 、

配体
、

氢离子
,

m

、

l

、

h 分别代表相应物种在形成配合物时的计量系数
。

这样形成配合物 La
、
LI H

,、

的累积常数 (对数

形式)表示为 19风
”, ,

当 h 为 O 时表示在配合物中没有氢离子
,

当 h 为负整数时表示在形成配

合物时失去氢离子或加上氢氧根离子
。

在 m = 0
,

即体系不含金属离子
,

所测定结果即为该配

体 L 的质子化常数
。

2

.

1

.

1 配体 L 的质子化常数

配体 L 有包含有两个竣基
、

两个仲胺基和邻菲咯琳环上的两个叔氨氮原子
,

一般条件而

言
,

邻菲咯琳环上能有一级质子化
。

在我们的测定的 pH 范 围内 (2
.
0 一 n

.

2 )能测得五级质子

化常数
。

分别应是配体 L 的两个仲胺基 N
、

邻菲咯琳环上叔氨 N 和两个竣基上的质子化常数
。

结果如下
:

L + H = H L KI 二
[ H L ] / 〔H ][LI

19乃
= lgKI = 9

.
79 士 0

.
0 9 (

2 )

H L
+

H
=

H
Z
L 凡 = [H

ZL ]/ 「H ]〔H L ]

19尽 = lg KI + 19凡 = 18
.
3 6 士 0

.
1 2 (3 )
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飞
、

l!

沙

5 4
6
了
了万,、
、
了J胜、

H

Z

L
+

H
=

H

3

L K3

=

[
H

3

L ]
/

[
H ] 「H

ZL ]

19尽 二
lg K

,
+

l g
KZ

+
l g

K3
=

2 4

.

9 3
土 0

.
2 0

H
3
L +

H
=

H
4
L 凡 =

[H
4L ]/ [H ] [H

3L ]

19 B 4 二
lg K

: +
19 凡 + 19凡 + 19凡 = 27

.
0 3 士 0

.
2 6

H
;
L +

H
二

H
S
L 凡 = [H

SL〕/ [H ]〔H
4L ]

19尽 = 19 K
l + 19 凡 + 19凡 + 19凡 + 19凡 二

2 9

.
1 6 土 0

.
1 7

H 3L 陈L

门甘n甘
0
0�刁.

.

6040

-
O

/为OLJ

�
p

l山6

‘
4

‘

!

resesL

0 Z
八11�

2

各物种的分布曲线如图 2 所示
。

从 (2)
一

( 6) 式
,

配 体 的逐级 平 衡常 数 能 被求 出
,

l g K

, 二
9

.

74

,

1 9 凡 = 8
.
57

,

1 9 凡 二
6

.

2 7
,

l g
K4

=
2

.

1 0

,

1 9 凡 二

2
.
1 3

。

从 lgK
:
和 19凡 的值来看

,

这两级平衡 当发

生在两个仲胺基上 ;对于第三级平衡
,

从 2
,

9

一

二

甲基邻菲咯琳的质子化常数为 5
.
851 22) 来看

,

这

一级 当发生在邻菲咯琳环的叔胺上 ; 从 19凡 和

19凡 的值来看
,

显然这两级当发生在两个梭基

上
。

2

.

1

.

2 L
a

皿
一

L 配合物的稳定性

根据配体 L 的结构和 L
a
皿离子的配位特点

,

在我们所滴定 的 pH 范围内(2
一
8

.

3 )

,

计算时的配

合物的化学模型可确定为 112
、

1 1 1

、

1
10

。

将此模型在

差仅为 5
.
9 x 10

一 4 ,

相应的 19月
l, 2 =

2 3

.

6 7 士 0
.
0 6

,

1 9 刀
1

图 2 配体 L 的物种分布曲线

Fig
.
2 D istribution eurv es ofthe ligand L

SC M A R 程序中计算
,

程序收敛得很好
,

误
】, =

1 8

·

7
3

士 0
.
0 7

,

1 9 刀
11。 二 1 1

.

0 7 士 0
.
1 4

。

在

溶液中相对应的可能结构如图 3 所示
。

各物种 的分布曲线如图 4 所示
。

华 字
H
z+,O-飞 夕一
O

--
一 N H
\b

丰 牛O O0,,,’’
’

\
b

牛
112 111 110

图 3 La侧
一

L 配合物的可能结构

Fig
.
3
Pro
posed Stru etures 。f th

。

压卿
一
L

C o
m p l

e x

2

.

1

.

3 配合物与 DN A 作用 的电子光谱和快速荧光光谱研究

具有双螺旋结构的 D N A 分子 由于含有芳环碱基和磷酸生色基 团
,

其 电子吸收光谱在

26On m 左右有一强的吸收峰
。

由于 D N A 的碱基及磷酸氧是许多药物的作用位点
,

作用后会导

致上述特征峰发生位移
,

因而在 D N A 溶液中加人很少量的化合物后观察 DN A 的特征峰是否

发生位移可粗略判断化合物是否与 D N A 发生了作用
。

一般说来
,

化合物与 DN A 发生 了作用大

多数会在 电子吸收光谱有所表现
,

但电子吸收光谱的明显变化并不 一定表示化合物与 D N A

发生了作用
。
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80oo
光谱研究 和 D N A 的结构特点表明

,

本研究

中单纯的配体与 D N A 没有任何作用
。

当把 La 伽
一

L La 皿
一

P
he

n
、

La 伽
一

Al

a 三种

配合物溶液分别加人 D N A 溶液中时
,

La 皿
一

L

使 之在 23 0
.
3nm 处 产生一新峰

,

且使 D N A 在

25 8
.
Znm 处的峰位移到 27 4

.
Inm 处 ;La 皿

一

P h
e n

使之在 227
.
Zn m 处产生 一新 峰

,

且使 D N A 在

258
.
Znm 处 的峰位移到 262

.
7 nm 处 : L a皿

一

A l
a

配合物的加入对 D N A 溶液的电子光谱无论在峰

的强度还是位置均没有影响
。

以 E B 为荧光探针
,

记录 DN A 与配合物作

用的快速荧光光谱
。

对 La皿
一

L 配合物
,

在 75 秒

LaL日

, 6 。

{ /

日3L

4 0 卜V

l‘....卜几lesL勺‘n甘n�,�

图 4

F ig
.
4

止之未一/ 坦念奉肖山
3 4 5 6 7 8

PH

La 哑
一

L 配合物体系的物种分布曲线

D istri bution eurv es fo r La皿
一

L
s
y
s t e m

内进行快速跟踪
,

发现荧光强度发生三次变化
,

即使延长时间也是一样的
,

这说明 75 秒完全可

以代表该配合物与 D NA 作用的全过程
。

在 巧℃ 时
,

第一步荧光强度降低
,

在 250 毫秒内完成
,

第二步则是在第一步完成 10
.
5 秒后荧光强度即开始升高

,

持续到 23 秒左右完成
,

回到第一步

降低前的荧光强度
,

然后荧光强度又立即开始缓慢降低
,

一直持续到 70 秒才完成
,

但是降低的

幅度约第一步的 1/ 4; 对于 La 皿
一

Ph en 配合物
,

作用过程也为三步
,

变化情况与第一步大体相

同
,

第一步约在 巧0 毫秒内完成
,

第二步是在完成第一步后约 16 秒即开始
,

持续到 35 秒左右

完成
,

回到第一步降低前的荧光强度
,

然后荧光强度又立 即开始缓慢降低
,

一直持续到 80 秒才

完成
,

但是降低的幅度约第一步的 1/ 3; 对于 La 卿
一

Al

a 配合物
,

作用过程仅为两步
,

第一步也

为荧光强度降低
,

在 225 毫秒内完成
,

第二步则是在第一步完成 36 秒后荧光强度即开始升高
,

持续到 65 秒左右完成
,

回到第一步降低前的荧光强度
,

然后荧光强度不再降低
,

即使延长时间

亦然
。

从 电子光谱和快速荧光光谱可以看出
,

上述三个配合物都与小牛胸腺 D NA 能发生作用
,

但是它们的作用是有差别 的
。

电子光谱研究结果表明
,

La 伽
一

Al

a 配合物对 D N A 的双螺旋结构

不引起任何变化
。

相应的快速荧光光谱表明该配合物与 DN A 发生了作用
。

从 La 伽的配位特

点和该配合物的结构可以推测
,

配合物 中的金属离子与 DN A 的磷酸氧发生 了配位作用
,

使

D NA 的构象发生某种扰动
,

使 E B 分子从 D N A 的碱基对间被
“

挤出
” ,

使体系的荧光发生降低
,

不久 由于 D N A 分子构象稳定
,

E B 又插人到 D N A 的碱基对间
,

使荧光强度提高
。

这样
,

整个体

系趋于稳 定
,

荧光强 度不再发 生变化
,

配合物仍然结合在 DN A 的磷 酸氧上
。

La 皿
一

L

、

La 皿
一

P
he

n 配合物能使 D NA 的特征峰发生位移
,

它们可以肯定与 D NA 的碱基对之间发生了

某种作用
,

相对于 La 侧
一

Al

a 配合物而言
,

它们所产生 的这种作用必然 由邻菲咯琳环引起
。

有

研究表明
〔9. 23 ’,

含有刚性环如邻菲咯琳环的化合物与 D NA 作用时
,

是插人到 D N A 的碱基对之

间而发生作用 的
。

对于 L
a
皿

一

L

、

L
a

四
一

P h en 配合物与 D N A 分子发生作用
,

从相应的快速荧光

光谱来看
,

可以推测它们与 DN A 作用在第一步和第二步与 La 皿
一

Al

a 配合物与 D NA 作用一

样
。

但是它们除了具备 La 卿
一

Al

a 配合物与 D N A 作用的光谱特征外
,

还发生了第三步荧光强

度 的降低
。

在 pH
二
7
.
0 时

,

从 图 4 可以看出
,

L
a

皿
一

L 的主要存在结构为图 3 中的 刀川
,

约占

80 %
,

与相应的 刀
:1。
结构相比

,

带有两个正电荷
,

且可配位的方向多一个
,

因此 刀
:, ;

当是与

D N A 作用的主要物种 ;La 卿
一

Ph en 上带有三个正电荷
,

而且 La 皿配位都未达到饱和
,

当 La 皿
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与 DN A 上的磷酸氧配位后
,

邻菲咯琳环就具备了与 D N A 的碱基对作用的空间和位置条件
,

邻

菲咯琳环与碱基作用势必将插在碱基对间
,

E B 部分被
“

挤 出
” ,

造成第三步的荧光强度下降
。
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