
第４４卷　第３期 中　国　激　光 Vol．４４,No．３
２０１７年３月 CHINESEJOURNALOFLASERS March,２０１７

锌酞菁体外光动力学疗法体外抗肿瘤细胞量效关系
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摘要　探讨光敏剂锌酞菁体外光动力疗法(ZnPcＧPDT)抗肿瘤细胞的量效关系,为合理使用ZnPc提供参考.采用

人脑胶质瘤细胞(U８７MG细胞)作为研究对象,用噻唑蓝(MTT)实验考察细胞存活率.采用单一变量的研究方

法,分别考察了ZnPc浓度、激光功率密度、光照时间、体系氧含量和组织厚度等参量与 U８７MG细胞存活率的关

系.利用１,３Ｇ二苯基苯并呋喃(DPBF)和DCFHＧDA活性氧探针分别检测了ZnPcＧPDT过程中单线态氧的产量,

并通过倒置显微镜观察经ZnPcＧPDT治疗后的细胞形态和死亡细胞比例.结果表明,随着参量设置的变化,ZnPcＧ
PDT对U８７MG细胞的杀伤力具有差异,通过调节参量,可达到较好的ZnPcＧPDT治疗效果.
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１　引　　言
光动力疗法(PDT)是一种利用特定波长的激光照射光敏药物,使其与周围的氧分子发生光化学反应,产

生单线态氧或氧自由基,从而引起靶组织和靶细胞损伤的一种治疗方法[１].PDT的抗肿瘤作用机制主要包

括三个方面[２]:１)直接细胞杀伤.产生单线态氧或氧自由基,导致细胞膜或蛋白质、核酸和脂类大分子的氧

化损伤,直接杀伤肿瘤细胞[３];２)脉管损伤.破坏肿瘤的血液供应导致肿瘤缺血缺氧,延缓肿瘤的生长;３)
免疫应答机制.激活机体的抗肿瘤免疫反应,增加炎症及免疫介质的释放,损伤肿瘤组织[４].

PDT作用效果与所用光敏剂类型、照射条件、组织氧代谢状态和细胞类型有关[５].选择人脑胶质瘤细
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胞株U８７MG为研究对象,探讨光敏剂锌酞菁(ZnPc)的抗肿瘤作用.ZnPc属于第二代光敏剂,拥有稳定的

理化性质,在６５０~７００nm波段有较强的吸收峰,体内动力学作用较快,２４h即可从体内代谢清除[６].ZnPc
接受６５０~７００nm波段的光照后,从基态被激发为激发单重态并在很短时间内通过非辐射衰变或发出荧光

回到基态,或者通过系间跨越形成存在时间较长的激发三重态并将能量传递给其他分子而产生单线态氧,从
而发挥PDT作用[７].

ZnPc介导的PDT(ZnPcＧPDT)的治疗效果与ZnPc的浓度、光照时间、激光功率和体系内氧含量有

关[８].由于人体肿瘤部位与外部激光光源之间存在组织间隔,如皮肤、肌肉、脂肪、血管、血液和组织液等,激
光经过这些组织屏障后会出现不同程度的削弱[９].选择新鲜猪肉(肌肉组织)模拟组织屏障[１０],探讨了不同

厚度的猪肌肉组织屏障对ZnPcＧPDT效果的影响.为解决激光穿透力问题,本课题组构建了多种上载了

ZnPc的上转换纳米载药系统[１１Ｇ１２],利用组织穿透力较好的９８０nm激光激发上转换纳米粒子,上转换纳米

粒子受激发后产生６４０~６８０nm波段的荧光激发ZnPc,以此增强PDT效果.ZnPc等光敏剂被大量用于载

药系统的构建,它们多用于抗肿瘤研究,然而ZnPc自身抗肿瘤效果的量效关系却没有被充分研究.本文探

讨了不同氧含量和不同厚度的组织屏障对于体外ZnPcＧPDT效果的影响,并采用正交实验多参量地研究了

ZnPcＧPDT对U８７MG细胞体外抗肿瘤效果的量效关系,为上转换纳米载药系统的应用提供参考.

２　材料和方法
２．１　材料与仪器

ZnPc(百灵威科技公司);杜尔伯科改良伊格尔培养基(DMEM)不完全高糖培养液、锥虫蓝染色试剂盒、
噻唑蓝(MTT)、即用型２′,７′Ｇ二氯二氢荧光素双乙酸酯(Hoechst３３３４２)染色液(凯基生物公司);２′,７′Ｇ二氯

二氢荧光素双乙酸酯(DCFHＧDA)活性氧检测试剂盒(翊圣生物公司);胎牛血清(天杭科技公司);二甲基亚

砜(DMSO);１,３Ｇ二苯基苯并呋喃(DPBF,AlfaAesar公司);医用氧气(南京宁卫医用氧气有限公司).

６６０nm光纤耦合激光系统(长春新产业光电技术有限公司);Lambda３５型紫外可见分光光度计(Perkin
Elmer公司);倒置荧光显微镜(AxioObserverA１公司);酶标仪(BioＧRad公司);氧含量传感器(Ocean
Optics公司);循环水式真空泵(予华仪器公司);激光共聚焦荧光显微镜(Olympus公司).

２．２　方法

２．２．１　细胞培养

人脑胶质瘤细胞株U８７MG用含１０％(质量分数)灭活胎牛血清的DMEM 不完全高糖培养液在CO２
体积分数为５％、饱和湿度、３７℃的培养箱中传代培养.

２．２．２　ZnPc的细胞定位

在避光条件下,１０μmol/L的ZnPc与U８７MG细胞共孵育４h,之后与 Hoechst３３３４２染色液共孵育

３０min,用磷酸盐缓冲液(PBS)洗去多余染料,用激光共聚焦荧光显微镜观察两种染料的细胞定位.

２．２．３　不同剂量下ZnPc对U８７MG细胞的PDT杀伤力

１)６６０nm激光的细胞杀伤力检测

细胞过夜贴壁后,于暗室中用６６０nm的激光均匀照射细胞５min,激光功率密度分别为０,５,１０,１５,２０,

４０mW/cm２.避光培养２４h,用 MTT法检测细胞存活率.

２)ZnPcＧPDT量效关系的初步探究

设两组实验,第１组的激光功率密度为１０mW/cm２,第２组的激光功率密度为２０mW/cm２,其他实验

参数相同.具体实验设定如下:待细胞过夜贴壁后,分别加入含有０,５,１０,１５,２０,２５μmol/LZnPc的新鲜细

胞培养液,每个浓度设６组.孵育４h后,加入新鲜细胞培养液,每个浓度小组分别接受０,１,２,３,４,５min
的６６０nm激光照射.避光培养２４h,用 MTT法检测细胞存活率.

２．２．４　不同厚度组织屏障下的ZnPcＧPDT效果

１)激光功率密度与PDT效果关系实验

设６组实验,待细胞过夜贴壁后,加入含有１８μmol/LZnPc的细胞培养液,避光孵育４h后更换新鲜培

养液,并于暗室中用６６０nm激光均匀照射１８０s,６组激光功率密度分别为０,５,１０,１５,２０,４０mW/cm２,避
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光培养２４h,用 MTT法检测细胞存活率.设４个条件小组:第１组直接光照,第２组、第３组和第４组分别

在９６孔板上方放置一块无皮新鲜猪肌肉组织(厚度分别为０．８,１．５,２cm).

２)ZnPc浓度与PDT效果关系实验

设６组实验,待细胞过夜贴壁后,加入含有ZnPc的细胞培养液,６组ZnPc浓度分别为０,１．５,４．５,９,

１３．５,１８μmol/L,避光孵育４h后更换新鲜培养液,并于暗室中用６６０nm激光均匀照射１８０s,激光功率密

度为２０mW/cm２,避光培养２４h,用 MTT法检测细胞存活率.设４个条件小组:第１组直接光照,第２~４
组分别在９６孔板上方放置一块无皮新鲜猪肌肉组织(厚度分别为０．８,１．５,２．０cm).

２．２．５　不同溶解氧含量下的ZnPcＧPDT效果

在２５℃,１０１．３２５kPa下用氧含量传感器测量溶解氧含量,经仪器测得细胞培养液中溶解氧含量为

８．３mg/L.向培养液中通医用氧气(纯氧),使培养液中的溶解氧含量到达饱和状态,经测量得此时的溶解

氧含量为４０．５mg/L.经计算得,未通氧培养液的溶解氧含量占饱和溶解氧含量的２０％.向细胞培养液中

通医用氧气,使培养液溶解氧含量分别维持在８．３,２０．３,３２．４,４０．５mg/L,用溶液中溶解氧含量占饱和溶解

氧含量的百分比分别计为２０％,５０％,８０％,１００％,建立不同溶解氧含量体系[１３].

１)光照时间与PDT效果关系实验

设７组实验,待细胞过夜贴壁后,加入含有１８μmol/LZnPc的细胞培养液,避光孵育４h后更换新鲜培

养液,并于暗室中用６６０nm激光均匀照射,激光功率密度为２０mW/cm２,７组光照时间分别为０,１８,３６,７２,

１０８,１４４,１８０s,避光培养２４h,用MTT法检测细胞存活率.设４个条件小组:第１~４组的体系氧含量分别

为２０％,５０％,８０％,１００％.

２)不同厚度组织屏障下溶解氧含量与PDT效果关系实验

设４组实验,待细胞过夜贴壁后,加入含有４．５μmol/LZnPc的细胞培养液,避光孵育４h后分别更换

氧含量不同的新鲜培养液,４组氧含量分别为２０％,５０％,８０％,１００％.于暗室中用６６０nm激光均匀照射

１８０s,激光功率密度为２０mW/cm２,避光培养２４h,用 MTT法检测细胞存活率.设４个条件小组:第１组

直接光照,第２~４组分别在９６孔板上方放置一块无皮新鲜猪肌肉组织(厚度分别为０．８,１．５,２．０cm).

２．２．６　细胞存活率检测

采用 MTT法检测细胞存活率.将 PDT 处理后的细胞避光培养２４h后,每孔加入２０μL MTT
(５mg/mL)溶液,３７℃恒温培养箱避光孵育４h后,吸除培养液,每孔加入１５０μLDMSO,避光摇匀,待蓝

紫色结晶充分溶解后,用酶标仪测量４９０nm处实验组和对照组的光密度值Dexperiment和Dcontrol.按公式计算

细胞存活率为S＝Dexperiment/Dcontrol×１００％.

２．３　溶液中活性氧产率的测定

取６孔板,每孔加入２．８mL细胞培养液和２００μL２mmol/L的DPBF乙醇溶液,分别加入ZnPc,使其

终浓度为０,１．５,４．５,９．０,１３．５,１８．０μmol/L.每个浓度组共设５组实验:第１组在真空条件下进行光照(水
泵抽真空),第２组直接光照,第３~４组分别在板上方放置一块无皮新鲜猪肌肉组织(厚度分别为０．８cm和

１．５cm)再进行光照.第５组的细胞培养液中通医用氧气使氧含量维持在８０％再进行光照.于暗室中用

２０mW/cm２的６６０nm激光均匀照射６孔板１８０s,然后用紫外分光光度计测量溶液在４１５nm处的光密

度值.

２．４　细胞内活性氧产量的检测

将细胞接种到共聚焦皿中,细胞贴壁后加入ZnPc(０,５,１０,２０μmol/L),４h后吸除培养液加入含

１０μmol/LDCFHＧDA的无血清培养液,孵育３０min,用PBS清洗３次,并用２０mW/cm２ 的６６０nm激光照

射２min,用激光共聚焦荧光显微镜采集DCF和ZnPc的荧光信号.

２．５　倒置荧光显微镜观察细胞

将细胞接种到６孔板中,细胞贴壁后加入ZnPc(０,１．５,４．５,９．０,１３．５,１８．０μmol/L),４h后更换新鲜培

养液,并于暗室中用６６０nm激光均匀照射１８０s,激光功率密度为２０mW/cm２,避光培养２４h.
倒置显微镜观察细胞形态:用倒置荧光显微镜明场采图,放大倍数为４００倍,观察不同光敏剂浓度条件

下经PDT处理后的细胞形态.
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锥虫蓝染色法观察死活细胞比例:用胰酶消化细胞,后加入锥虫蓝染色液,用倒置荧光显微镜明场观察

死细胞数量与比例,显微镜放大倍数为４００.

２．６　统计学方法

应用GraphPadPrism６统计软件处理分析数据,各组数据用􀭺x±s表示,􀭺x 表示平均值,s表示标准差,
采用t检验分析,以P＜０．０５为差异有统计学意义.

３　实验结果
３．１　ZnPc的细胞定位

ZnPc和Hoechst３３３４２的荧光分别为红色和蓝色,图１(a)和图１(b)分别为ZnPc和 Hoechst３３３４２的

荧光图,图１(c)为两图的融合图,其中两种颜色没有重合;图１(d)为U８７MG细胞的Z 轴扫描图,可观察到

不同焦平面的细胞图中两种颜色均无重合现象,图１(e)为U８７MG细胞的三维立体图.以上结果表明光敏

剂ZnPc主要定位在细胞质中,不进入细胞核.

图１ ZnPc在U８７MG细胞中的定位.(a)核染料 Hoechst３３３４２荧光;(b)ZnPc荧光;
(c)Hoechst３３３４２和ZnPc荧光融合图;(d)不同焦平面的荧光融合图;(e)三维立体图

Fig敭１ LocalizationofZnPcinU８７MGcells敭 a FluorescenceofHoechst３３３４２  b fluorescenceofZnPc 

 c fluorescenceHoechst３３３４２＋ZnPc  d fluorescenceofdifferentfocalplanes  e ３Dplot

３．２　６６０nm激光的细胞杀伤力

如图２所示,不同光功率密度组与对照组相比,细胞存活率差异均无显著差异(P＞０．０５).即使光功率

密度高达４０mW/cm２,U８７MG细胞存活率依然为９２％.结果表明,０~４０mW/cm２ 的６６０nm激光照射

U８７MG细胞５min,无明显细胞杀伤力,可排除后续实验中６６０nm激光对细胞存活率的影响.

图２ ６６０nm激光对U８７MG细胞存活率的影响

Fig敭２ Effectsof６６０nmlaseronviabilityofU８７MGcells

３．３　ZnPcＧPDT体外杀伤U８７MG细胞的量效关系

图３考察了在１０mW/cm２ 的光功率密度下,ZnPc浓度和光照时间对于ZnPcＧPDT杀伤U８７MG细胞的影
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响.由图可知,当光照时间为０min时,不同ZnPc浓度组和对照组相比,细胞存活率均无显著差异(P＞０．０５),表明

２５μmol/L浓度以内的ZnPc对U８７MG细胞无暗毒性.图３结果表明,在相同ZnPc浓度下,随着光照时间的增

加,细胞存活率逐渐下降;而在相同光照时间下,随着ZnPc浓度的增加,细胞存活率也逐渐下降.当ZnPc为

２５μmol/L,光照时间为５min时,细胞存活率最低,仅为１９％.图４的光功率密度为２０mW/cm２,其他实验设定同

图３.图４所呈现的实验结果趋势与图３类似,只是在相同光照时间和ZnPc浓度下,图４的细胞存活率均不同程

度地低于图３,当ZnPc为２５μmol/L,光照时间为３min时,图４的细胞存活率仅为１５％,而图３的高达５６％.

图３　１０mW/cm２ 下ZnPcＧPDT对

U８７MG细胞存活率的影响

Fig敭３　EffectofZnPcＧPDTonviabilityof

U８７MGcellsat１０mW cm２

图４　２０mW/cm２ 下ZnPcＧPDT对

U８７MG细胞存活率的影响

Fig敭４　EffectofZnPcＧPDTonviabilityof

U８７MGcellsat２０mW cm２

图５考察了在不同厚度猪肌肉组织屏障下激光功率密度对ZnPcＧPDT细胞杀伤作用的影响.由图５可

得,在无猪肌肉组织遮挡时,随着激光功率密度的增加,细胞存活率逐渐减小,且相邻两组的细胞存活率差异

均存在统计学意义(P＜０．０５),当激光功率密度为１５mW/cm２ 时,细胞存活率仅为１７％.但随着猪肌肉组

织厚度的增加,同一功率密度下的细胞存活率逐渐上升:在０．８cm的猪肉组织的遮挡下,ZnPcＧPDT依然发

挥着一定效果的细胞杀伤力,相邻组间的细胞存活率间差异依然具有统计学意义(P＜０．０５);而在１．５cm和

２cm的猪肉组织的阻挡下,ZnPcＧPDT细胞杀伤力被进一步削弱,相邻组间的细胞存活率差异均不具有统计

学意义(P＞０．０５).其中１０,１５,２０,４０mW/cm２ 组中不同厚度组织屏障间的细胞存活率差异均具有统计学

意义(P＜０．０５),表明不同厚度猪肉组织的遮挡对ZnPcＧPDT的细胞杀伤力有削弱作用.图６考察了在不

同厚度组织屏障下ZnPc浓度对ZnPcＧPDT细胞杀伤作用的影响,实验结果类似图５.在无猪肉组织屏障

时,ZnPcＧPDT表现出较好的细胞杀伤作用,１３．５μmol/L以内的相邻浓度组间的细胞存活率差异均具有统

计学意义(P＜０．０５),而１３．５μmol/L组和１８μmol/L组间差异不具有统计学意义(P＞０．０５);而当存在猪

肌肉组织屏障时,ZnPcＧPDT的细胞杀伤力被削弱,猪肉组织越厚,杀伤力越低:０．８cm组织屏障组的相邻组

间细胞存活率差异均具有统计学意义(P＜０．０５),而在１．５cm和２cm的组织屏障下相邻组间的细胞存活率

差异均不具有统计学意义(P＞０．０５).
图７考察了在不同氧含量下光照时间对ZnPcＧPDT细胞杀伤作用的影响.在氧含量为２０％时,随着光

照时间的增加,细胞存活率逐渐下降,０,１８,３６,７２,１０８s组的相邻组间细胞存活率差异均具有统计学意义

(P＜０．０５),而１０８,１４４,１８０s相邻组间的细胞存活率差异不具有统计学意义(P＞０．０５).而当细胞培养液

中氧含量增加时,每个时间组的细胞存活率均随之下降.７２s组随着氧含量的增加可观察到明显的细胞存

活率下降趋势,其中２０％、５０％和８０％组的相邻组间细胞存活率差异具有统计学意义(P＜０．０５),８０％和

１００％组的细胞存活率差异不存在统计学意义(P＞０．０５).图８为不同厚度组织屏障下,不同氧含量对细胞

存活率的影响.由图可知,在无组织遮挡下,当２０％组的ZnPc浓度为４．５μmol/L时,用２０mW/cm２ 的

６６０nm激光照射细胞１８０s,细胞存活率为５１％;５０％、８０％和１００％组的细胞存活率与２０％组的细胞存活

率差异均有统计学意义(P＜０．０５),当体系氧含量达到１００％时,细胞存活率仅为１６．５％.而当有猪肌肉组

织遮挡时,每组的细胞存活率均高于８５％,随着溶解氧含量的增加,细胞存活率并没有表现出明显的下降趋

势(P＞０．０５).
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图５　不同组织厚度屏障和光功率密度下

ZnPcＧPDT对U８７MG细胞存活率的影响

Fig敭５　EffectofZnPcＧPDTonviabilityofU８７MGcells
atdifferentpowerdensitiesandporktissuethicknesses

图６　不同组织厚度屏障和ZnPc浓度下

ZnPcＧPDT对U８７MG细胞存活率的影响

Fig敭６　EffectsofZnPcＧPDTonviabilityofU８７MGcells
atdifferentconcentrationsandporktissuethicknesses

图７　不同氧含量和光照时间下ZnPcＧPDT
对U８７MG细胞存活率的影响

Fig敭７　EffectofZnPcＧPDTonviabilityofU８７MGcells
atdifferentirradiationtimeandoxygencontents

图８　不同组织厚度屏障和氧含量下

ZnPcＧPDT对U８７MG细胞存活率的影响

Fig敭８　EffectofZnPcＧPDTonviabilityofU８７MGcells
atdifferentoxygencontentsandporktissuethicknesses

３．４　活性氧验证

DPBF是一种常用的检测溶液中单线态氧产率的高效化学探针,能够快速与单线态氧发生反应,破坏原

本的共轭结构并生成无色产物,其降解速率与单线态氧的生成速率成正比[１４].图９为DPBF于乙醇中的紫

外吸收光谱,可看出４００~４２０nm为DPBF的最大吸收峰位.DPBF在４００~４２０nm处的最大光密度与单

线态氧产率成反比,可以通过检测DPBF光密度的变化来定量分析溶液体系中单线态氧的产率.如图１０所

示,真空组的溶液在４１５nm 处的光密度几乎没有变化,表明没有单线态氧产生;无组织屏障组的溶液

４１５nm处光密度随着ZnPc浓度的增加呈现明显的下降趋势;而通氧组随着ZnPc浓度的增加,溶液４１５nm
处光密度表现为更加明显的下降趋势,尤其在ZnPc浓度为１３．５μmol/L和１８μmol/L时与无组织屏障组

的差距较大,表明充足的氧气使体系产生了更多的单线态氧;而对于０．８cm组织屏障组,溶液４１５nm处光

密度值只表现出较小的下降趋势,１．５cm组织屏障组的４１５nm处光密度值随着ZnPc浓度的增加下降幅度

更小,说明相同条件下组织屏障的遮挡严重影响了溶液体系中单线态氧的生成.

DCFHＧDA是一种常用的检测单线态氧的荧光染料,根据其荧光强度的变化,可定量检测细胞内单线态

氧水平.DCFHＧDA本身没有荧光,可自由穿过细胞膜.进入细胞后,可以被细胞内的酯酶水解成不能通透

细胞膜的２′,７′Ｇ二氯二氢荧光素(DCFH).DCFH 经细胞内的单线态氧的氧化作用会生成有绿色荧光的

２′,７′Ｇ二氯荧光素(DCF),DCF荧光强度与细胞内单线态氧的水平成正比[１５].如图１１所示,对照组细胞内

没有DCF的绿色荧光信号和ZnPc的红色荧光信号;５μmol/LZnPc组细胞呈现微弱的绿色荧光和红色荧

光;１０μmol/LZnPc组细胞的绿色荧光和红色荧光较５μmol/LZnPc组有明显的增强,而２０μmol/LZnPc
组细胞的绿色荧光和红色荧光强度最大.表明随着加入ZnPc浓度的增加,细胞摄取ZnPc的量逐步增多,
经照射后产生的单线态氧也逐步增多.
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图９　DPBF乙醇溶液的紫外吸收光谱

Fig敭９　UVspectrumofDPBFinethanol

图１０　DPBF指示的ZnPcＧPDT水溶液中的单线态氧产生量

Fig敭１０　Productionofsingletoxygenfrom
ZnPcＧPDTinthepresenceofDPBF

图１１ ZnPcＧPDT治疗后在U８７MG细胞中被DCFHＧDA染色的单线态氧的产生量

Fig敭１１ DetectionofsingletoxygenbyDCFHＧDAstaininginU８７MGcellsafterZnPcＧPDT

３．５　ZnPcＧPDT治疗后的细胞形态和死亡细胞比例

图１２为无组织屏障时,经不同浓度的ZnPc所介导的PDT治疗后的细胞形态图.由图所示,无ZnPc
孵育的U８７MG细胞密度高达９５％,细胞呈长梭形,细胞膜完整,细胞透亮.而随着ZnPc浓度的增加,细胞

密度逐渐变小,细胞形态也发生了改变.１．５μmol/L组的细胞明显变稀疏,细胞密度约为６０％,部分细胞形

态变圆,但并未观察到死亡细胞.４．５μmol/L组的U８７MG细胞形态几乎全部变圆,细胞密度约为４０％,
并可观察到少数细胞膜的破裂以及少量细胞碎片.９μmol/L组的细胞密度约为２０％,只有少部分维持圆

形,大部分呈细胞膜破碎现象,而１３μmol/L和１８μmol/L组的细胞密度约为１０％,所有细胞均出现细胞膜

破碎现象,细胞皱缩变小,细胞呈现死亡状态.

图１２ ZnPcＧPDT治疗后的U８７MG细胞形态

Fig敭１２ MorphologyofU８７MGcellsafterZnPcＧPDT

图１３为无组织屏障时,经不同浓度ZnPc所介导的 PDT 治疗后的死亡细胞比例图.由图可知,
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０μmol/LZnPc组的U８７MG细胞经锥虫蓝染色后,细胞密度较高,细胞呈无色透亮圆形分布,并未出现蓝

色细胞,说明并无细胞死亡.而随着ZnPc浓度的逐渐增加,细胞逐渐变稀疏,未着色细胞数量渐少,着色细

胞渐多;ZnPc浓度为９μmol/L时,细胞死亡率已高达８０％,而细胞密度仅为０μmol/L组的一半;ZnPc浓

度为１３μmol/L和１８μmol/L时,细胞基本已全部着色,细胞密度仅为１０％,细胞出现不规则形状,表明此时

细胞已全部死亡.

图１３ ZnPcＧPDT治疗后的U８７MG细胞死亡细胞比例图

Fig敭１３ ProportionofdeadU８７MGcellsafterZnPcＧPDT

４　分析与讨论
单线态氧在水溶液中的存在时间不超过４μs,扩散范围约为１２５nm,是第二代光敏剂ZnPc在PDT过

程中产生的主要细胞毒性物质.在生理环境下,单线态氧可能与其扩散范围内的任何生物分子发生反应,导
致其存在时间的缩减和扩散距离的减小.因此,单线态氧在细胞中的存在时间一般仅为１０~４０ns,作用半

径也小于２０nm[１６].这意味着ZnPcＧPDT造成的损伤范围极小,一般仅发生在光敏剂分子聚集的亚细胞结

构中.亲脂性光敏剂易结合于细胞的内质网、高尔基体、溶酶体和线粒体等多种膜性结构中,此类光敏剂的

荧光一般均匀地分布在核外胞质中.ZnPc属于亲脂性光敏剂,图１结果显示ZnPc均匀地分布在细胞质中,
并不进入细胞核,可推断出其主要定位在线粒体和内质网等膜结构中,经PDT作用后,可能引起线粒体和内

质网以及一些大分子物质的损伤,从而导致细胞的凋亡或坏死[１７].
过大的激光功率、光照时间和ZnPc浓度都会对细胞产生伤害,首先研究了对细胞不产生伤害作用的光

剂量和ZnPc剂量.图２结果表明本次研究中所使用的激光能量对U８７MG细胞均不产生伤害作用,图３
中０min组的实验结果表明,本次研究中所使用的ZnPc浓度对U８７MG细胞无暗毒性.图３和图４的实验

结果是对于ZnPcＧPDT对U８７MG细胞的体外杀伤效果的初步探索,图中结果表明,在光照时间、激光功率

密度和ZnPc浓度这三个参量中控制任何两个参量值,增加第三个参量值都可以达到较好的细胞杀伤效果.
在ZnPc介导的PDT中,可根据具体情况设置参数,如果细胞或组织对于激光强度较敏感,则可通过降低激

光功率、增加光照时间的方法以达到较好的杀伤效果;如果治疗部位ZnPc积聚较少则可通过调节激光功

率、增加光照时间的方法以达到较好的杀伤效果.

PDT治疗深层肿瘤组织的主要障碍是光敏剂的激发光无法有效穿透组织屏障到达治疗部位,因此激发

光的组织穿透力是影响PDT效果的一大重要因素.波长范围６００~１２００nm通常被称为人体组织光学窗

口,这一波段的光线拥有较强的组织穿透力,而且随着波长的增加,光线的组织穿透力也逐渐增加[１８].ZnPc
的激发波长６６０nm位于人体组织光学窗口内,拥有较强的组织穿透力,实验采用厚度分别为０,０．８,１．５,

２cm的猪肌肉组织研究组织屏障对ZnPcＧPDT效果的影响.图５和图６的结果显示,在没有组织屏障时,

ZnPcＧPDT发挥着有效的细胞杀伤效果,但随着组织厚度的增加,细胞存活率也逐渐增加,导致PDT作用不

能有效发挥.虽然６６０nm激光的组织穿透力有限,但适当增加激光功率,依然可以达到较好的细胞杀伤效

果.图５中４０mW/cm２ 组相较于其他功率组拥有更低的细胞存活率,另外在此条件下适当增加光照时间

也可以达到较好的治疗效果.因此,在治疗深层肿瘤时,可通过适当提高激光功率和光照时间的方法增加
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PDT作用,以此破坏肿瘤组织达到治疗效果.
图７是在控制ZnPc浓度和激光功率密度的条件下光照时间和体系氧含量对细胞存活率影响的正交实

验结果.在体系氧含量为２０％时,３６s组的细胞存活率已低至５５％,说明在ZnPc浓度较高、激光功率密度

较高的条件下,短时间光照可使ZnPc迅速产生大量的单线态氧发挥细胞杀伤作用.但在光敏剂浓度和光

功率密度均较高的情况下,体系氧含量将被PDT作用快速消耗,导致氧含量不足引起的PDT效果的削弱.
在此情况下,如果及时向体系中补充氧气可增强PDT的作用效果.如图７的７２s组,可观察到在补充氧气

后,细胞存活率出现明显的趋势下降,当体系氧含量维持８０％时,细胞存活率低至１５％.针对PDT治疗中

的氧耗竭问题,间断性PDT、节律性PDT、高压氧呼吸、常压氧呼吸等PDT治疗模式被相继提出,但是,这些

PDT治疗模式对于不同类型光敏剂和病灶组织的有效性及其临床效果都有待于进一步研究[１９].
图８的结果显示,虽然增加体系氧含量可提高ZnPcＧPDT的细胞杀伤力,但当存在组织屏障时,增加体

系氧含量对ZnPcＧPDT的细胞杀伤力已经没有明显贡献.虽然无组织屏障、１００％氧含量组的细胞存活率低

达１６％,但有组织屏障的１００％氧含量组的细胞存活率均高于８５％.原因在于较低的ZnPc浓度和较低的

光功率密度下,体系溶解氧消耗量小,多余的氧气并不被消耗,外加的氧气没有明显的PDT增强效果.

５　结　　论
研究了光敏剂ZnPc的体外抗肿瘤量效关系,为其他光敏剂的体外抗肿瘤量效关系研究提供了参考.

考察了ZnPc光动力治疗的体外抗肿瘤量效关系,发现通过增加光敏剂浓度、光照时间、光功率密度、体系氧

含量可以增加PDT的治疗效果,而组织屏障厚度的增加可削弱ZnPcＧPDT的细胞杀伤效果.利用ZnPc构

建了多种载药系统,ZnPc体外抗肿瘤量效关系的测量为这些载药系统的参数设置和治疗效果提供了参考.
目前由８０８nm激光激发的上转换纳米载药系统和包含ZnPc在内的双光敏剂上转换纳米载药系统正在研

究中[２０],更多结果将在以后报道.
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