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摘要　由βＧ淀粉样蛋白(Aβ)生成的Aβ斑块是阿尔兹海默症(AD)产生的重要病理特征之一.在阿尔兹海默症治

疗的相关研究中,实现对Aβ斑块的有效检测和降解是需要解决的重要科学问题.由于Aβ单体聚集成斑块后具有

较强的自体荧光,因此本研究利用非线性光学成像方法实现对Aβ斑块的无标记成像,同时利用光敏剂的光动力效

应对Aβ斑块进行降解.比较了不同浓度下光敏剂对Aβ斑块的降解效果,制备了相应的脂质体并成功地将其用于

对Aβ斑块的降解.探讨了无标记光学成像及光动力疗法在阿尔兹海默症研究中的潜在应用价值,为优化阿尔兹

海默症的诊断和治疗提供了新的途径.
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１　引　　言

阿尔兹海默症(AD)是一种典型的中枢神经系

统退行性疾病,在我国现有约１０００万痴呆患者

中,AD占全部患者总数的５０％~７０％,其在全世

界范围内的患病率也在逐渐增加[１].在晚期 AD

患者的脑部中可以检测到大量的以βＧ淀粉样蛋白

(Aβ)沉积为核心的神经炎型斑块状聚集体及神经

纤维缠结.目前对 AD发病机制的解释仍在探索

中,但大多数研究主要支持淀粉样蛋白级联假设

(ACH),即认为沉积的斑块会引起神经细胞的损

伤和死亡,最终导致痴呆[２].研究表明,在 AD患
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者中,淀粉样蛋白前体(APP)会过度表达,随后通

过先后切割β分泌酶和γ分泌酶,再进一步自发聚

集形成低聚物或淀粉样纤维及聚集斑块,从而产

生神经毒性作用.因此,有效地检测并抑制 Aβ聚

集体的形成或对其进行降解有可能达到预防或治

疗AD的效果[３].除了传统的免疫荧光标记之外,
目前已有较多研究利用 Aβ斑块的光学性质对其

进行无标记成像,如利用多光子成像可以在近红

外波段对Aβ斑块实现活体的无标记成像[４],复旦

大学季敏标教授课题组[５]通过研究 Aβ斑块的非

线性光学性质,利用受激拉曼散射对斑块实现了

无标记成像.
光动力治疗(PDT)是一种联合光、光敏剂和组

织中的氧分子,通过光动力学反应选择性地破坏病

变组织的全新治疗技术[６].光敏剂只有在特定波长

的光照下才会被激发并与周围物质反应产生活性氧

(ROS),达到使细胞凋亡及组织坏死等作用,故其

具有良好的安全性、选择性和微创性,被广泛地应用

于眼底黄褐斑病变、鲜红斑痣、恶性肿瘤等疾病中,
具有广阔的医疗前景[７Ｇ８].目前应用较多的光敏剂

主要是单体化合物,大多为四吡咯类化合物的衍生

物,包括卟啉、卟吩、二氢卟吩、内源性卟啉前体等,
其他还有金属酞菁、稠环醌类化合物等.为了提高

对病灶的选择性,并提高其在体内的传递效率,通常

在光敏剂原有基础上进行修饰和纳米包载,如糖偶

联光敏剂、脂质体包载光敏剂等[９].光敏剂被激发

产生的ROS也能破坏碳骨架,使得蛋白质被降解,
因此近年来PDT也被应用于Aβ斑块的降解中,并
已通过原子力显微镜、电泳、圆二色性分析等方法证

实[１０Ｇ１１].除此之外,研究人员对多种光敏剂进行修

饰并将其与纳米粒子相结合,使之具有较高的选择

性、特异性和生物相容性,这在Aβ抑制剂的研究中

有重要意义[１２].
在本研究中,利用化学名为苯并卟啉衍生物一

元酸环ＧA(BPD)的光敏剂维替泊芬实现对体外Aβ
斑块 的 光 动 力 降 解,并 通 过 酶 联 免 疫 吸 附 测 定

(ELISA)定量检测降解效率.由于Aβ斑块具有明

显的自体荧光,利用双光子和谐波等非线性光学成

像方法对其降解过程进行实时成像记录,同时探讨

了不 同 BPD 浓 度 对 斑 块 的 降 解 效 率,并 利 用

ELISA检测方法进行了定量分析.为了更好地应

用到活体中,将BPD包载于脂质体中,为未来实现

在体的低细胞毒性Aβ斑块降解和实时检测提供了

新的途径.

２　方　　法

２．１　Aβ斑块的制备

称取１mg的Aβ１Ｇ４２冻干粉溶于２００μL预冷的

六氟异丙醇(HFIP)中,密封并涡旋混匀后,室温下

静置６０min,直到液体澄清,得到 AβＧHFIP溶液.
取４支无菌的１．５mL的EP管,每支分装５０μL
的 AβＧHFIP溶 液,使 用 真 空 冷 冻 干 燥 仪 挥 干

HFIP,得 到 无 色 透 明 的 Aβ肽 膜,并 将 其 置 于

－２０℃冰箱保存.每次临用前,取一支分装管,向
肽膜内加入１０μL的二甲基亚砜(DMSO),水浴超

声(功率为３００W,频率为３５Hz)处理１０min,得
到AβＧDMSO溶液;向 AβＧDMSO溶液中加入预冷

的 ４４０ μL 的 磷 酸 盐 缓 冲 液 (PBS),得 到

０．５mg/mL的Aβ溶液;将得到的溶液置于４℃冰

箱内孵育１d,使用高速冷冻离心机于４℃温度、

１３０００r/min的离心速度离心１０min以去除杂质;
最后将得到的溶液置于３７℃环境下孵育２周,取
样滴于共焦皿中进行实验.

２．２　BPD溶液和脂质体的制备

称取１mgBPD粉末溶于１mLDMSO溶剂中

配制成１mg/mL的BPD溶液,将其放于４℃冰箱

中保存.每次实验前将其常温融化后吸取适量配

制成所需浓度的溶液.对于脂质体的制备:先将

脂质体合成试剂１,２Ｇ二棕榈酰ＧsnＧ甘油Ｇ３Ｇ磷酰胆

碱(DPPC)、１,２Ｇ二油酰基Ｇ三甲胺丙烷甲基氯盐

(DOTAP)、二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺Ｇ聚乙二醇

２０００铵盐(DSPEＧPEG２０００)和胆固醇(cholesterol)
在氯仿中按１０∶１∶１∶５的物质的量比在玻璃试管中

混合,再在混合液中加入１００mmol/L溶于丙酮的

BPD,并混合均匀;利用氮气作为保护气在避光的

条件下用旋转蒸发仪将溶液中的氯仿和丙酮等有

机溶剂去除,使混合的物质在试管壁上形成脂质

薄膜;将试管壁上的脂质层振荡溶解于溶液中,并
进行１０次４５℃水浴和０℃冰浴各１０min的交替

循环,通过在不同温度相变下打开和闭合脂质体

层,使 BPD 包 装 在 脂 质 体 中;利 用 美 国 Avanti
PolarLipids公司的脂质体挤压装置将脂质体溶液

透过孔径为０．１μm的聚碳酸脂膜过滤１０次以上,
使其成为粒径均一的含 BPD的脂质 体;再 利 用

３００KD透析系统在４℃下将未包装在脂质体中

的游离BPD以１∶１０００的体积比放入磷酸盐缓冲

液中进行过夜透析,去除未包载在脂质体中的游

离BPD.制成的脂质体如图１所示.

０２０７０２９Ｇ２
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图１ 脂质体BPD结构组成图

Fig敭１ DiagramofBPDstructureofliposome

２．３　BPD吸收曲线及荧光发射曲线的测量

研究中,分别使用GBCCintra２０２０紫外Ｇ可见

分光光度计和 HORIBA３２０荧光光谱仪来测量

BPD的紫外吸收曲线及荧光发射曲线.配制的

BPD 质 量 浓 度 分 别 为 ０．３５,０．７０,１．４０,２．１０,

２．８０μg/mL.

２．４　成像参数

本实验采用自行搭建的多模态光学成像系统对

Aβ聚集体进行非线性光学成像,系统包括明场成像

通道、共聚焦成像通道、双光子荧光成像通道以及二

次谐波成像通道.明场成像采用汞灯进行照明,共
聚焦成像的激发波长为４８８nm,收集通道中心波长

为４７０nm,二次谐波成像及双光子荧光成像的光源

采用飞秒激光器,激发波长为９００nm,收集通道中

心波长分别为４５０nm和５５０nm.使用６０×油镜

进行成像.

２．５　光照实验

将形成斑块聚集的 Aβ溶液滴于共焦皿里,随
后加入不同浓度的BPD溶液充分混匀.先对光照

前的斑块进行成像,随后将６９０nm耦合二极管激

光器(MRLＧIIIＧ６９０,长春新产业光电子技术有限公

司提供)通过光纤固定于载物台上,保持样品不动,
以５０mW/cm２激光功率密度进行照射.

２．６　ELISA定量检测

配制质量浓度为６０ng/mL的Aβ溶液,并分为

实验组和对照组,其中实验组加入浓度为１μmol/L
的BPD溶液并以５０mW/cm２的激光功率密度分别

照射０,０．５,１,１．５h,对照组不加入BPD溶液并以相

同功率密度的激光照射１．５h,随后采用AβELISA
试剂盒(购于江莱生物)进行检测,通过测量其在

４５０nm处的吸光度来评估溶液中Aβ的含量.

３　实验结果与讨论

３．１　Aβ斑块的形成

许多蛋白质在合适的环境下会发生轻度变性,
并经错误折叠重组形成淀粉样纤维聚集的结构,如
升高相应的温度就能使得胰岛素和βＧ乳球蛋白聚集

形成球晶[１３].不同蛋白形成的聚集结构形状各异,
受蛋白种类及聚集环境的影响,这些聚集结构的纤

维轴骨架大部分由β键构成,并且在结构及化学性

质方面具有较好的稳定性[１４].对于 Aβ,其在模拟

的体外生理环境下(pH＝７,３７℃)也能自发形成聚

集体.目前普遍认为Aβ的聚集过程为一种成核的

聚集过程,但其具体过程十分复杂,人们希望用一些

聚集 机 理 如“dockＧlock机 理”[１５]、“stopandgo机

理”[１６]等对该过程进行解释归纳.已有文章报道Aβ
的聚集与其质量浓度密切相关[１７],根据预实验选取

了质量浓度为０．５mg/mL的Aβ溶液,将配制的Aβ溶

液置于３７℃的孵育箱中进行孵育并对其进行观察.
实验观察到,Aβ斑块的形成具有明显的时间过程,在
溶液孵育３d时,便能观察到Aβ已经从单体逐渐生

长成聚集核心,有的核心已经聚集生长出细小的纤维

状,如图２(a)所示.Aβ的C端不仅可以调节Aβ的

插膜,还能导致自身的聚集[１８],因此,实验配制的

Aβ１Ｇ４２溶液在孵育的过程中,可能会通过蛋白质的C
端相互作用来增强分子间的相互作用,从而形成寡聚

体及纤维.除此之外,研究报道Aβ在形成聚集过程

中,其内部分子电荷离域也会发生改变,所以形成聚

集核心之间的静电作用也会进一步诱导蛋白三级结

构的改变,从而促进Aβ的聚集[１９].在孵育时间达到

０２０７０２９Ｇ３
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７d时,观察到溶液中出现了Aβ蛋白的球晶结构,并
显现出了典型的马耳他交叉形状,如图２(b)所示,在

AD患者的脑组织切片中也有过类似的发现[１７].在

孵育时间达到１４d时,可发现斑块状的聚集,同时溶

液透明度发生了改变,逐渐变浑浊,这可能是由底部

的聚集物沉积造成的,如图２(c)所示.

图２ Aβ溶液的不同聚集状态.(a)Aβ纤维;(b)Aβ球晶;(c)Aβ斑块

Fig敭２ DifferentaggregationstatesofAβsolution敭 a Aβfibers  b Aβspherulites  c Aβplaques

３．２　BPD吸收和荧光曲线

对于光敏剂而言,吸光度是其最重要的光学

特征.为了确定本研究使用的光敏剂BPD的光学

性质,用分光光度计测量了其不同质量浓度下对

应的吸收光谱和荧光发射光谱,如图３所示.在

图３(a)、(b)中可以看到,不同质量浓度下的BPD
在４００~５００nm带宽内有最高的吸收峰,这与基

于卟啉类的其他光敏剂性质相似,BPD的次吸收

峰在６９０nm附近.由于４００~５００nm的吸收峰

接近紫外区域,此波段的光在组织中的透过性较

差,同时对细胞及人体伤害较大,通常情况下都将

此波长作为观察BPD荧光时的激发波长.而在

PDT中,光毒性为重要的考虑因素,故选择接近红

外区的次吸收峰对应的波长作为PDT的治疗波

长,该波段既能避免体内内源性色素团的干扰,同
时又能维持PDT过程中产生单态氧所需的能量.
图３(c)、(d)为４３０nm波长激发下不同质量浓度

BPD对应的荧光发射谱及其荧光强度随质量浓度

变化的线性曲线,可以发现 BPD荧光 发 射 峰 在

６９０nm附近,很好地避开了 Aβ斑块的荧光收集

通道,故在该实验中BPD可作为良好的光敏剂进

行使用.

图３ 不同质量浓度下BPD溶液的紫外吸收及荧光发射谱.(a)BPD紫外吸收谱;
(b)BPD吸光度随质量浓度变化的标准曲线;(c)BPD荧光发射谱;(d)BPD荧光发射强度随质量浓度变化的标准曲线

Fig敭３AbsorptionandfluorescenceemissionspectraofBPDsolution withdifferentmassconcentrations敭 a BPD
ultravioletabsorptionspectra  b standardcurveofBPDabsorbancevaryingwithmassconcentration  c BPD
fluorescenceemissionspectra  d standardcurveofBPDfluorescenceintensityvaryingwithmassconcentration
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３．３　不同浓度BPD对斑块的降解作用

研究中 将 终 值 浓 度 为１,１０,１００μmol/L的

BPD加入已形成斑块聚集的Aβ溶液中,并设置未

加BPD的Aβ溶液作为对照组,研究不同浓度BPD
对Aβ斑块的降解作用.实验原理如图４所示.

图４ BPD及其脂质体对Aβ聚集体的降解机理

Fig敭４ DegradationmechanismofAβaggregatesbyBPDanditsliposomes

　　实验结果显示,在没有加BPD的对照组中,经
过１．５h的光照,斑块没有出现减小或消失的趋势,
这也排除了Aβ斑块自发荧光漂白的可能性,如图５
所示.从图中也可以看到,相比于共聚焦成像,利用

双光子及二次谐波对Aβ斑块进行成像时其荧光强

度更强,更能突出斑块细节,这可能是由于Aβ斑块

有很强的双光子吸收截面[２０],同时,由于具有反演

非对称中心的纤维材料具有明显的二次谐波效应,
故实验中Aβ斑块的谐波信号也能较为灵敏地反映

出Aβ斑块的变化.通过对比不同质量浓度的BPD
对 Aβ 斑 块 的 降 解 作 用 可 以 发 现,当 浓 度 为

１μmol/L时,以６００nm 波长、５０mW/cm２光功率

密度辐射１．５h时,斑块荧光强度仍旧没有发生明

显变化,如图６所示.

图５ Aβ斑块在仅光照情况下的降解结果.(a)(e)明场图;(b)(f)共聚焦成像图;
(c)(g)二次谐波成像图;(d)(h)双光子荧光成像图

Fig敭５ DegradationresultsofAβplaqueswithonlyirradiation敭 a  e Brightfieldimages  b  f confocalimages 

 c  g secondharmonicgenerationimages  d  h twophotonexcitedfluorescenceimages

　　当 BPD的 浓 度 提 高 到１０μmol/L时,光 照

０．５h斑块已被明显降解,当光照时间持续到１．５h
时,区域内几乎观察不到荧光,证明大部分斑块已

被降解,如图７所示,其荧光强度随光照时间的变

化 如 图 ８ 所 示.继 续 将 BPD 浓 度 提 高 到

１００μmol/L时,发现斑块也能被顺利降解,如图９
所示.实验证明,BPD对斑块的降解作用是有一

定的剂量效应的,其降解效率与浓度的关系如图

１０所示.由于分子BPD无法直接靶向到Aβ斑块

上,而是散乱地分布在溶液中,所以当溶液中的

BPD浓度过低时,结合在 Aβ斑块附近的BPD由

于光照产生的单态氧太少,对斑块稳定的结构无

法造成明显的破坏,所以斑块的自发荧光强度几

乎没有改变.当BPD浓度提高时,单态氧的产量

也相应提高,因此足以破坏 Aβ的蛋白结构,使之

被降解.然而,在实验中,BPD浓度也不能无限提

高,一方面过高的BPD浓度在被光激发时,BPD产

生的单态氧也会破坏BPD分子本身的结构,降低

对Aβ斑块的降解效率;另一方面,BPD浓度过高

也会对细胞产生一定的毒性作用,因此实验中应

该选取能使 Aβ斑块降解的最低 BPD浓度进行

PDT.
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图６ BPD浓度为１μmol/L情况下光照Aβ斑块的降解结果.
(a)(e)明场图;(b)(f)共聚焦成像图;(c)(g)二次谐波成像图;(d)(h)双光子荧光成像图

Fig敭６ DegradationresultsofAβplaquesafterirradiationwhentheconcentrationofBPDis１μmol L敭 a  e Brightfield
images  b  f confocalimages  c  g secondharmonicgenerationimages  d  h twophotonexcitedfluorescenceimages

图７ BPD浓度为１０μmol/L情况下光照Aβ斑块的降解结果.(a)(e)(i)(m)明场图;
(b)(f)(j)(n)共聚焦成像图;(c)(g)(k)(o)二次谐波成像图;(d)(h)(l)(p)双光子荧光成像图

Fig敭７ Degradation results of Aβ plaques afterirradiation when the concentration of BPD is １０ μmol L敭

 a  e  i  m Brightfieldimages  b  f  j  n confocalimages  c  g  k  o secondharmonicgeneration
　　　　　　　　　　　images  d  h  l  p twophotonexcitedfluorescenceimages
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图８ Aβ斑块荧光强度随光照时间的变化图

Fig敭８ RelationshipbetweenfluorescenceintensityofAβ
plaquesandirradiationtime

３．４　ELISA检测

在使用ELISA试剂盒检测光照前后的 Aβ含

量的实验中发现,在未加BPD的 Aβ溶液中,即便

以５０mW/cm２的激光功率密度照射１．５h后,实验

结果的吸光度与光照０h的相差无几,证明Aβ的含

量几乎没有发生变化.随后加入BPD进行光照,在
相同的激光功率密度下,光照０．５h后其吸光度明

显降低,证明溶液中Aβ含量已经明显减少,如图１１
所示,这与上文利用 Aβ斑块的光学特征进行非线

性成像所观察到的结果一致,证明了PDT对Aβ结

构产生了破坏并使其降解,而利用非线性光学成像

方法无需标记且可直观地观察到其整个降解过程.

图９ BPD浓度为１００μmol/L情况下光照Aβ斑块的降解结果.
(a)(e)明场图;(b)(f)共聚焦成像图;(c)(g)二次谐波成像图;(d)(h)双光子荧光成像图

Fig敭９ DegradationresultsofAβplaquesafterirradiationwhentheconcentrationofBPDis１００μmol L敭 a  e Bright
fieldimages  b  f confocalimages  c  g secondharmonicgenerationimages  d  h twophotonexcitedfluorescenceimages

图１０ BPD对Aβ斑块的降解效率随浓度的变化关系

Fig敭１０ RelationshipbetweendegradationefficiencyofAβ
plaquesandconcentrationofBPD

３．５　脂质体对斑块的降解作用

相比于BPD分子,脂质体的BPD在临床应用

上具有更广阔的前景,应用纳米技术可以对脂质体

进行各种修饰,使之适应于不同的治疗环境[２１].在

本实验中,由于BPD属于疏水性药物分子,在水中

图１１ 不同剂量光照后Aβ含量变化的ELISA检测结果

Fig敭１１ ELISAdetectionresultsofAβcontentafter
irradiationwithdifferentdoses

溶解性差且易发生聚集,因此需要在 DMSO溶解

后,再用水稀释.而DMSO具有一定毒性,不利于

临床应用.而脂质体可在水溶性环境中稳定存在,
并已在临床上广泛应用,所以将BPD分子包载到脂

质体的磷脂双分子层中,可有效防止BPD聚集,提

０２０７０２９Ｇ７



中　　　国　　　激　　　光

高药物的运输效率和生物相容性.当脂质体与Aβ
溶液共同孵育时,BPD分子可在光照时通过光动力作

用破坏脂质层,并释放到溶液中与Aβ斑块相互作用.
同时对BPD分子进行包封还可以保护它不受光漂白

的影响,从而延长单线态氧的寿命,提高对Aβ斑块的

降解效率.如图１２所示,对加入脂质体的Aβ溶液进

行照射,发现斑块荧光完全消失,证明脂质体能够顺

利地释放出包裹的BPD分子并产生单态氧,成功降

解Aβ斑块.此外,在后续研究中还可以进一步对实

验中使用的脂质体进行改进,如通过对其表面修饰靶

向配体,使药物准确地靶向Aβ斑块,该操作在活体应

用中既能减小对其他非病变组织的伤害,又能提高其

降解效率;同时还可在脂质体表面修饰穿膜肽等物

质,使之能更好地克服血脑屏障.

图１２ 加入BPD脂质体情况下光照Aβ斑块的降解结果.
(a)(e)明场图;(b)(f)共聚焦成像图;(c)(g)二次谐波成像图;(d)(h)双光子荧光成像图

Fig敭１２ DegradationresultsofAβplaquesafterirradiationwithBPDliposome敭 a  e Brightfieldimages 

 b  f confocalimages  c  g secondharmonicgenerationimages  d  h twophotonexcitedfluorescenceimages

４　结　　论

基于Aβ斑块具有自体荧光的性质,采用双光

子荧光和二次谐波成像对其进行无标记成像观察,
实时观察斑块的变化,并利用光动力作用实现对Aβ
斑块的降解.之前的研究已验证光照激发后BPD
能够对肿瘤细胞起到一定的杀伤作用,并能通过光

声进行成像.此次研究对之前的研究进行扩展,通
过制备不同浓度的BPD溶液,研究BPD在斑块降

解中的量效关系,实验得到BPD浓度在１０μmol/L
的情况下能够成功地降解 Aβ斑块,并通过ELISA
实验得到了证实.除此之外,还制备了包裹BPD的

脂质体,并验证了其对Aβ斑块同样具有降解作用.
双光子荧光和二次谐波成像有利于活体检测,能够

对Aβ斑块实现无标记成像,而光动力治疗只有在

特定的激发波长条件下才能产生作用,能够以较小

的损伤实现对 Aβ斑块的降解,两者结合能够为阿

尔兹海默症的检测和治疗提供一种重要的研究

手段.
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