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摘要  将难溶性的锌卟啉(ZnTpHPP)与牛血清白蛋白(BSA)结合, 制得一类新型水溶性生物高

分子金属卟啉配合物(BSA-ZnTpHPP). 通过紫外可见光谱(UV-Vis)、圆二色谱(CD)及非变性聚

丙烯酰胺凝胶电泳(Native-PAGE)对  BSA-ZnTpHPP 的结构进行了表征, 发现二者以配位键结

合, BSA 与锌卟啉以较低比例结合时蛋白质二级结构保持. 考察了 BSA-ZnTpHPP 的光敏感性, 

发现 BSA-ZnTpHPP 在光照条件下易变成三重激发态, 可以将电子转移给甲基紫精(MV2+). 以

三乙醇胺(TEOA)为电子供体, 甲基紫精(MV2+)为电子中继体, 以 BSA-ZnTpHPP/MV2+/TEOA/

胶体 Pt 四组分体系考察了 BSA-ZnTpHPP 的光诱导水解产氢性能, 结果表明, 这类水溶性生物

高分子金属卟啉光敏剂具有良好的光解水产氢性能. 
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能源和环境是困扰当今及未来人类发展的关键

问题, 传统的化石能源不可再生, 同时对环境造成很

大的污染. 在新型能源中, 氢能[1]因具有无污染、碳

的零排放、可再生等特点, 被普遍认为是一种最有吸

引力的替代能源 [2]. 在诸多制氢方法中 [3], 以太阳光

为能源的光解水产氢体系是一种能量消耗较少[4], 成

本较低且无碳排放的高效产氢技术 [5,6]. 在此体系中

光敏剂的选择至关重要 . 典型的光敏剂有金属络合

物与半导体材料两大类 . 半导体材料包括  TiO2 及其

修饰型[7,8]、其他金属与金属氧化物的掺杂型[9]、离子

掺杂型 [10]等 [11,12]. 金属卟啉也是一种优良的光敏

剂 [13], 如叶绿素中的镁卟啉是绿色植物光合作用中

最有效的光能转换体系 [14]. 一些微生物也具有光解

水制氢功能 [15,16]. 在模拟生物电子转移反应的光解

水产氢 [17]体系中 , 金属卟啉作为光敏剂表现出优异

的性能. 然而, 在水相中进行的光诱导电子转移反应

体系 , 使用的金属卟啉光敏剂需要在水中可溶 [18]. 

而大部分人工合成的金属卟啉难溶于水 , 将其应用

于光解水产氢体系中需要有机溶剂或采用胶束 , 使

得金属卟啉在电子转移反应中的应用受到很大的限

制[19,20]. 

来源相对丰富且稳定性良好的水溶性白蛋白常

被用作天然高分子载体 , 其内部空腔可以与许多化

合物结合[21,22]. 将金属卟啉分子与白蛋白结合后, 所

得白蛋白金属卟啉结合体在水中有较好的溶解性[23], 

从而在水溶液中金属卟啉能更好的发挥其功能特

性 [24]. 本文将合成的水难溶性金属卟啉, 即中位-四

(4-羟基苯基)卟啉锌配合物(ZnTpHPP)与水溶性牛血

清白蛋白(BSA)结合, 制得了一类新型的水溶性生物

高分子光敏剂, 并将其应用于光解水产氢体系. 

1  实验 

1.1  试剂与仪器 

牛血清白蛋白(BSA, Mw=67000, 上海伯奥生物

科技有限公司, AR); 吡咯(国药集团化学试剂有限公

司 , 使用前新蒸 ); 对羟基苯甲醛 (AR); 甲基紫精

(MV2+, 购自 Sigma-Aldrich); 聚乙烯醇 (PVA, Mw= 

13000~23000, 醇解度 : 98%, 购自 Sigma-Aldrich); 

氯铂酸(H2PtCl6·6H2O); 三乙醇胺(TEOA)等均为 AR; 
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磷酸盐缓冲溶液(PBS: [PO43]=0.01 mol/L, pH 74). 

透析膜(MWCO: 3500, 三光纯叶株式会社)使用

前需处理 ; Agilent 8453 型紫外 -可见分光光度计 ; 

DYY-12C 型电泳仪(北京六一仪器厂); J-810 型圆二

色谱仪(日本 JASCO); MERCRY Plus 400 型超导核磁

共振波谱仪(美国 VARIAN); LS-55 型荧光光谱仪(美

国 PE 公司); GC-16 型 Shimadzu 气相色谱仪. 

1.2 锌卟啉配合物的合成 

中位 -四 (4-羟基苯基 )卟啉配体 (H2TpHPP)按文

献[25]方法合成. 其锌配合物(ZnTpHPP)的合成是以

DMF 为溶剂, H2TpHPP/Zn(OAc)2 为 1/5(摩尔比), 120℃

反应 45 min 后加入两倍体积的冷水, 冰水浴过夜, 

抽滤, 得紫色晶体, 用 200~300 目硅胶柱层析分离, 

得锌卟啉[ZnTpHPP]. H2TpHPP 的 1H NMR(DMSO-d6): 

 9.98(s, 4H, OH), 8.86(s, 8H, pyrrole); 7.20~7.22, 
7.99~8.01(16H, Ph-H), 2.89(s, 2H, NH). ZnTpHPP 
的 1H NMR(DMSO-d6):  9.85(s, 4H, OH); 8.81(s, 

8H, pyrrole); 7.16~7.18, 7.93~7.96(16H, Ph-H). 配体

中吡咯 NH 峰 2.89(s, 2H, NH)在配合物 ZnTpHPP

中消失, 说明吡咯中的 2 个 H 已经被 Zn 置换, 从而

证明 ZnTpHPP 已被成功合成. 

1.3  BSA-ZnTpHPP 的制备 

分别配制 BSA/PBS 与 ZnTpHPP/EtOH 溶液. 在

结合瓶中制备牛血清白蛋白与锌卟啉的结合体 , 即

在 1 mL ZnTpHPP/EtOH 溶液中加入一定量的 BSA/ 

PBS 溶液, 使 ZnTpHPP 与 BSA 的分子数比例为 5:1, 

避光条件下缓慢振荡 12 h. 取 3 mL 反应混合物移入

透析膜, 用 500 mL PBS 溶液透析 3 次除去 EtOH, 即

得到牛血清白蛋白锌卟啉结合体 (BSA-ZnTpHPP-5)

溶液. 其中, BSA 浓度为 0.091 mmol/L. 同法, 改变

BSA 与 ZnTpHPP 物质的量之比(BSA:ZnTpHPP=1:1, 

1:3, 1:10), 可分别得到锌卟啉/牛血清白蛋白结合比

例不同的 BSA-锌卟啉结合体(BSA-ZnTpHPP-n, n=1, 

3, 10). 

1.4  ZnTpHPP 与 BSA-ZnTpHPP 的结构表征 

(1) 紫外可见光谱 .  分别测定了 ZnTpHPP 和

BSA-ZnTpHPP 在含有 0.4%体积乙醇的 PBS(0.01 

mmol/L)中的 UV-Vis 光谱. 

(2) 圆二色谱.  以 PBS(0.01 mol/L)为溶剂分别

配制蛋白浓度均为 0.5 mol/L 的 BSA, BSA-ZnTpHPP-1, 

BSA-ZnTpHPP-3, BSA-ZnTpHPP-5, BSA-ZnTpHPP-10
溶液, 分别测定其圆二色谱(CD). 

(3) 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳(Native-PAGE). 

对白蛋白及其结合体, 分离胶选择 8%的丙烯酰胺溶

液, 积层胶选择 5%的丙烯酰胺溶液, 用考马斯亮蓝

R250 染色. 在染色液中浸泡 4 h 后, 将凝胶从染色液

中移出, 放入脱色液(约 100 mL)12 h, 进行脱色处理, 

其间每隔 2~3 h 更换脱色液一次. 得到白蛋白及其结

合体的 Native-PAGE 结果. 

1.5  BSA-ZnTpHPP 的光解水产氢性能 

(1) BSA-ZnTpHPP 的光敏性.  以 TEOA 为还原

剂, BSA-ZnTpHPP 为光敏剂, 采用荧光法考察甲基

紫精(MV2+)对 BSA-ZnTpHPP 的荧光猝灭及二者之间

的电子转移情况. 

(2) BSA-ZnTpHPP 光解水产氢性能.  以 BSA- 

ZnTpHPP 为光敏剂、MV2+为电子中继物、TEOA 为

电子供体、胶体 Pt为催化剂考察 BSA-ZnTpHPP/MV2+ 

/TEOA/胶体 Pt 四组分体系的光诱导水解产氢性能; 

其中, 胶体 Pt(PVA-Pt)自制[26]. 光解水产氢实验步骤: 

在特制的密封石英比色皿反应器中, 依次加入 BSA- 

ZnTpHPP-1(10 mol/L), [MV2+](4 mmol/L), TEOA 
(1.7 mol/L), 胶体 Pt(20 mol/L)), PBS(10 mmol/L). 向

密封体系中通氩气 1~2 h 以除去氧气, 用 450 W 高压

汞灯作为光源, 每间隔一定时间, 用进样器抽取反应

器中的气体, 并进行气相色谱分析, 测定 H2 的含量. 

2  结果与讨论 

2.1  BSA-ZnTpHPP 的表征 

首先考察了 ZnTpHPP 结合量对 BSA-ZnTpHPP

结合体溶解性的影响. 即将不同配比的 ZnTpHPP 与

BSA 结合, 制得水溶性锌卟啉结合比例不同的白蛋

白锌卟啉结合体(BSA-ZnTpHPP-n, n=1, 3, 5, 10). 其

中, 锌卟啉与 BSA 以低比例结合时(BSA-ZnTpHPP-n, 

n=1, 3)较为稳定, 能室温静置(避光)较长时间. 溶液

放置数日后发现析出沉淀的次序是 BSA-ZnTpHPP- 

10 > BSA-ZnTpHPP-5. 这说明水溶性生物高分子金

属卟啉配合物中 BSA 有特定的结合方式. 当二者比

例过大时 , 金属卟啉会破坏其二级结构 , 导致沉淀 

生成. 
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其次, 分别用 UV-Vis, CD, Native-PAGE 考察了

ZnTpHPP 与 BSA 的结合方式. 

(1) 紫外可见光谱(UV-Vis).  H2TpHPP, ZnTpHPP, 

BSA-ZnTpHPP-1 的 UV-Vis 如图 1 所示. 其中, 因小

分子卟啉配体(H2TpHPP)及其锌配合物(ZnTpHPP)在

水中难溶, 所以采用 EtOH 作溶剂; 水溶性白蛋白锌

卟啉结合体(BSA-ZnTpHPP)以 PBS 为溶剂. 从图中

可以看出, H2TpHPP 与 Zn 发生配位后, 卟啉特征吸

收峰 Soret 带红移, Q 带由 4 个减为 2 个, 表明形成了

金属卟啉配合物. 当 ZnTpHPP 与 BSA 结合后, Soret

带与 Q 带也有红移, 这是因为 BSA 中的咪唑基与

ZnTpHPP 发生了轴向配位. 

为了验证 BSA 中咪唑基与锌卟啉发生轴向配位

反应, 实验中考察了模型化合物间的配位性能, 即轴

向配体 1-甲基咪唑(MeIm)与锌卟啉(ZnTpHPP)的轴

向配位情况. 实验中选择极性较小的丙酮为溶剂, 测

定了 ZnTpHPP 与 MeIm 配位前后的 UV-Vis 吸收光

谱. 从图 2 可以看出, MeIm 可使锌配合物(ZnTpHPP) 

 

图 1  卟啉配体、卟啉锌配合物及其与 BSA 结合体 

的 UV-Vis 光谱图 

 

图 2  小分子配体和配合物与 MeIm 配位前后的 

UV-Vis 光谱图 

的 Soret 带与 Q 带发生明显的红移, 但 MeIm 对配体

(H2TpHPP)的 UV-Vis 光谱没有影响, 表明锌配合物

(ZnTpHPP)的中心金属与咪唑基团上的 N 原子发生

了轴向配位作用. 

由于 BSA 中有组氨酸残基, 因此, 根据上述实

验结果, 我们认为, ZnTpHPP 与 BSA 结合时, 首先进

入了 BSA 的子域疏水空腔中, 然后与空腔中组氨酸

残基咪唑环上的 N 发生轴向配位, 结合方式如图 3

所示. 

(2) 圆二色谱.  圆二色谱(CD)是观察生物大分

子(尤其是蛋白质)构象变化的敏锐工具[27]. 为了考察

金属卟啉结合比对 BSA 结构的影响, 分别测定了不

同结合比的 BSA 金属卟啉结合体及 BSA 的 CD 谱 

(图 4). 

从图中可知, 208 和 221 nm 处是 BSA 分子典型

的-螺旋结构, 208 nm 处是由-螺旋肽键-*跃迁引

起的 , 221 nm 峰为 n-*跃迁所致 [28]. BSA 结合

ZnTpHPP 分子后, 随着结合比的增大, 208 和 221 nm  

 

图 3  BSA 与 ZnTpHPP 轴向配位结构示意图 

 

图 4  BSA-ZnTpHPP 与 BSA 的 CD 谱图 
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处的强度减弱 , 说明二者结合后使 BSA 肽链伸展 , 

导致-螺旋结构减少 [29], 改变了 BSA 的二级结构, 

即 BSA 结合体中二级结构的含量减少 . 而在体系

BSA-ZnTpHPP-1, BSA-ZnTpHPP-3 中 , 蛋白质的结

构基本保持. 

(3) 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 .  非变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳(Native-PAGE)是分析蛋白质结构的

另一重要工具. 实验中选择 pH 8.3 的电泳缓冲液, 根

据所测蛋白的分子量 , 选择最佳的丙烯酰胺电泳分

离胶、积层胶浓度 , 结果如图 5 所示 . 可以看出 , 

BSA-ZnTpHPP-10 的电泳图与原料及低比例结合体

不同, 有脱尾现象, 这是因为当 BSA 结合金属配合

物(ZnTpHPP)的比例过高时, 会影响 BSA 的二级结

构 , 但在 BSA-ZnTpHPP-1, BSA-ZnTpHPP-3, BSA- 

ZnTpHPP-5中, BSA 结合金属配合物前后的电泳性能

未发生明显变化 , 说明结合后蛋白质原有的二级结

构继续保持, 这与 CD 结果一致. 

2.2  BSA-ZnTpHPP 的光解水产氢性能 

(1) 光诱导电子转移反应 .  以甲基紫精(MV2+)

为电子受体, 考察了水溶性 BSA-ZnTpHPP 的光诱导

电子转移反应活性. 首先, 在 BSA-ZnTpHPP-1 水溶

液中, 依次加入不同量的 MV2+溶液, 考察 MV2+对

BSA-ZnTpHPP 的荧光猝灭程度. 结果表明, 在激发

波长(Ex)为 430 nm 时, BSA-ZnTpHPP 的最强发射波

长(Em)为 618 nm. 随 MV2+浓度的增大, BSA-ZnTpHPP-1

的荧光强度逐渐降低, 说明 MV2+对 BSA-ZnTpHPP-1

的荧光有猝灭作用. 

 

图 5  BSA 结合 ZnTpHPP 后的 Native-PAGE 图 
2, 11 为 BSA; 1,3 为 BSA-ZnTpHPP-1; 4,5 为 BSA-ZnTpHPP-3;  

6, 7, 8 为 BSA-ZnTpHPP-5; 9,10,12 为 BSA-ZnTpHPP-10 

其次, 根据 Stern-Volmer 公式(式(1)), 利用实验

所得数据, 以 F0/F 对 C 做 Stern-Volmer 曲线(图 6), 得

到 Stern-Volmer 猝灭常数为 0.596×103, 曲线的相关

系数为 0.9921, 说明 MV2+对 BSA-ZnTpHPP-1 的荧光

猝灭属于动态猝灭. 

 0 0 sv1 1 ,qF F K t C K C     (1) 

式中, Kq 为 Stern-Volmer 双分子猝灭过程速率常数; 0

为无猝灭剂存在下荧光分子的平均寿命; Ksv 为猝灭常

数, C 为猝灭剂浓度, 即 MV2+的浓度. 

为了进一步考察 BSA-ZnTpHPP-1 在光照下对

MV2+的电子转移反应, 实验中测定了 BSA-ZnTpHPP- 

1/MV2+/TEOA 体系中 MV2+还原态(MV+)吸收峰强度

随光照时间的变化, 结果如图 7 所示. MV+的特征吸

收峰(605 nm)强度随光照时间的延长而增强, 3 h 后,  

 

图 6  MV2+对 BSA-ZnTpHPP-1 荧光猝灭的 

Stern-Volmer 曲线 

 

图 7  持续光照下 BSA-ZnTpHPP-1/MV2+/TEOA 体系的

UV-Vis 光谱图  
光照时间分别为 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 6 h 
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其吸收强度可达到未光照时的 60 倍. 

另一方面, BSA-ZnTpHPP 中金属卟啉的特征吸

收峰, 即 Soret 带(432 nm)的强度没有减弱, 表明光

敏剂 BSA-ZnTpHPP 没有被光降解. 而 MV+的特征吸

收峰吸强度在 605 nm 处呈线性增强, 表明体系中发

生了光诱导电子转移反应. 这说明 BSA-TpHPPZn 在

光照下 , 很容易被激发为三重态后将电子传递给

MV2+, 表现出了良好的光敏性质. 

结合文献[30]结果, 我们认为, 金属卟啉结合蛋

白质后 , 其氧化还原中心位于蛋白质子域的疏水腔

内, 电子不是经蛋白质的主链转移, 而是通过金属卟

啉环、芳香环等共轭体系转移. 

(2) BSA-ZnTpHPP 光诱导水解产氢性能.  任何

一个光解水产氢体系 , 总需要光敏剂吸收光能来驱

动一个电子传递系统, 使 H+还原为 H2. 本文以 BSA- 

ZnTpHPP-1 为光敏剂、MV2+为电子中继物、TEOA

为电子给体、胶体 Pt 为催化剂考察了 BSA-ZnTpHPP- 

1/MV2+/TEOA/胶体 Pt 四组分体系的光诱导水解产氢

性能, 体系在连续光照过程中, H2 的产量同光照时间

的关系如图 8 所示. 从图中可知, 在光照 5 h 后体系

产氢量达到 1.73 mL (H2)/L. 计算得生物高分子光敏

剂(BSA-ZnTpHPP)转化数(TON)为 7.7, 且在 5 h 内, 

光诱导还原水产氢活性未减弱. 

光解水产氢反应机理推测如图 9 所示. 在可见光

照射下, 光敏剂 BSA-ZnTpHPP 将电子转移给 MV2+

生成 MV+, 在催化剂胶体 Pt 存在下, MV+可以驱动水

中的 H+质子还原产生 H2, 而氧化态的光敏剂(BSA- 

ZnTpHPP+)被 TEOA 所还原, 最后, 氧化态的 TEOA

留在了反应体系中. 

3  结论 

将易合成但水难溶性的锌卟啉(ZnTpHPP)与生 

 

图 8  BSA-ZnTpHPP-1:1/MV2+/TEOA/胶体 Pt 四组分体系

连续光照下 H2 的产量与光照时间的关系 

 

图 9  BSA-ZnTpHPP/MV2+/TEOA/胶体 Pt 四组分体系的 

光解水产氢反应机理示意图 

物高分子 BSA 结合, 制得一类新的水溶性生物高分 

子光敏剂 . 白蛋白结合少量锌卟啉不会改变蛋白质

的二级结构、水溶性与稳定性; 这类生物高分子金属

卟啉光敏剂具有良好的光解水产氢性能, 在光照 5 h

后体系产氢率达到  1.73 mL(H2)/L, 光敏剂转化数达

到  7.7. 研究结果为太阳能的利用提供了新型的水溶

性光敏剂, 从而拓宽了光敏剂的选择范围. 
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Albumin/zinc porphyrin conjugates for photosensitized reduction of wa-
ter to hydrogen 

ZHU YongFeng, HE YuFeng, WANG RongMin, LI Yan & SONG PengFei 
Key Laboratory of Eco-Environment-Related Polymer Materials of Ministry of Education, Key Laboratory of Polymer Materials of Gansu Province, 
College of Chemistry and Chemical Engineering, Northwest Normal University, Lanzhou 730070, China 

A novel water soluble biopolymer metalloporphyrin complex (BSA-ZnTpHPP) was prepared by combination of insoluble 
meso-tetra(4-hydroxyphenyl) porphyrin zinc complex (ZnTpHPP) and bovine serum albumin (BSA). The complex was characterized 
by UV-Vis spectroscopy, circular dichroism, and native polyacrylamide gel electrophoresis. The secondary structure of BSA was 
maintained after coordination of the metalloporphyrin complex at a low ratio. The photosensitivity of BSA-ZnTpHPP was also 
investigated. Its fluorescence was quenched by methyl viologen (MV2+), which suggests that photo-induced electron transfer occurs 
from BSA-ZnTpHPP to MV2+ in the BSA-ZnTpHPP/MV2+/triethanolamine (TEOA) system. Under light, BSA-ZnTpHPP was easily 
excited to the triplet state, and then transferred an electron to MV2+. The BSA-ZnTpHPP/MV2+/TEOA/colloidal Pt system was applied 
to photosensitized reduction of water for preparation of hydrogen. The water-soluble biopolymer metalloporphyrin complex was an 
excellent biopolymer photosensitizer. 

biopolymer photosensitizer, albumin, metalloporphyrins, photoinduced electron transfer reaction, hydrogen production 
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