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监测化学发光评估光敏效应对生物分子的氧化伤害

魏言春　邢　达　杨利勇　陈　群
（华南师范大学生物光子学研究院激光生命科学研究所暨激光生命科学教育部重点实验室，广东 广州５１０６３１）

摘要　活性氧对生物活性分子如蛋白质、脂类等具有强烈的氧化作用，从而对生物细胞产生杀伤作用。光敏反应

过程会产生大量的活性氧，利用光子监测判断光敏反应的氧化伤害程度和光敏作用剂量具有重要意义。实验表

明，体外人血清白蛋白在光敏氧化反应后具有长寿命的化学发光过程，这种氧化损伤的滞后特性可实现暗背景下

的低噪声光子监测；光敏作用后光子检测证明，不同的光敏剂都存在生物分子的氧化化学发光（ＣＬ）。同时，肿瘤细

胞的光敏作用实验中也观测到较强的化学发光信号，且信号的积累与光敏作用剂量有相关性。因此检测化学发光

的实时信号和积累可以评估光敏作用对生物活性分子和细胞造成的损坏程度，将有望应用到光动力肿瘤治疗等光

敏效应的剂量监测上。
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１　引　　言

活性氧包括单态氧、超氧阴离子、羟自由基等具

有强氧化性的高能分子。活性氧可以氧化多种生物

分子，如蛋白质，ＤＮＡ，脂类
［１］等，破坏分子的结构，

使分子失去生物活性，丧失生物功能。生物细胞在

正常生理条件下会有少量的活性氧产生，由于生物

细胞具有抗氧化自我保护机制，少量的活性氧不会

造成细胞的伤害［２］。但是当活性氧产生过多超过细

胞本身的保护能力时，则会造成细胞功能的破坏，甚

至细胞的死亡。

生物体存在生物发光、化学发光、超微弱生物光

子三种发光［３］。实验发现，生物分子氧化反应过程

中常常伴随着光子的产生［４，５］。生物分子被活性氧

氧化后，会形成激发态的产物，激发态的分子进而退
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激发发出光子，因此此类发光属于化学发光（ＣＬ）。

研究表明，活性氧和蛋白质，ＤＮＡ，脂类等反应均会

有可见波段的光子产生。这种光子的产生可能是直

接的或者是后继的分子自解离形成的激发态产物产

生的，波长一般在４００～６００ｎｍ范围
［６］。一般情况

下，由于活性氧的浓度低，氧化反应过程缓慢，因此

由此导致的化学发光也很微弱，造成检测的困难。

但是对于一些大量产生活性氧的过程，如光动力过

程，则会产生高浓度的活性氧，并因此导致一个剧烈

的生物分子的氧化过程，形成强烈的化学发光［７］。

光动力肿瘤治疗就是主要利用光敏作用产生大量的

活性氧去在位杀伤肿瘤的疗法［８］。光动力肿瘤治疗

过程中首先对患者施用可以特异定位于肿瘤细胞的

光敏剂，当肿瘤细胞中的光敏剂达到一定剂量后再

施以光照，利用光敏分子将光子的能量直接或间接

传递给氧导致活性氧的产生。细胞内产生的大量活

性氧可以氧化破坏细胞器、细胞信号传导分子、细胞

膜分子等最终使细胞无法自我修复从而启动凋亡或

坏死。此时，由于生物分子的氧化反应，大量的氧化

产生的光子就会被释放。

相比其他的检测方法，如检测活性氧的产量的

方法，由于这种化学发光和生物分子结构的损伤、破

坏直接相联系，所以能够更直接地反映生物伤害程

度，提高判断剂量的准确性。在光敏反应过程中，通

过检测化学发光的产率和产量用于直接判断生物分

子的损伤程度和损伤数量，从而判断氧化进程，预测

细胞伤害程度，这对于预防氧化伤害和提高活性氧

医学的疗效等都具有重要意义。

２　材料与方法

２．１　试剂和仪器

实验 中 的 光 敏 剂 卟 啉 ＩＸ （ｐｈｏｔｏｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ

ＰｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎＩＸｄｉｓｏｄｉｕｍｓａｌｔ，ＰＰＩＸ）是人工合成

物，购自ＡｌｄｒｉｃｈＣｈｅｍ．Ｃｏ．Ｍｉｌｗ．Ｗ公司。光敏剂

Ｎｐｅ６由Ｃ．Ｊｕｌｉｅ博士（ＬｉｇｈｔＳｃｉｅｎｃｅＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）赠

送。光敏剂ｐｈｏｔｏｆｒｉｎ（ＡｘｃａｎＰｈａｒｍａＬｔｄ，Ｉｒｅｌａｎｄ）是

一种被批准用于临床的光敏剂。这三种光敏剂都能

被红光激发。

光动力过程光激发由１００ｍＷ，６３５ｎｍ半导体激

光器及其功率控制器ＬＤＣ２０００（ＴｈｏｒＬａｂ）和温度控

制器ＴＥＣ２０００（ＷａｖｅｌｅｎｇｔｈＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ）组成。该激

光器可以被 ＴＴＬ电平调制。光子计数由计数卡

ＰＣＬ８３６（ＡｄｖａｎｔｅｃｈＣｏ．，Ｌｔｄ．Ｔａｉｗａｎ）和数字式光

电倍增管ＭＰ９５２（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ，Ｗｉｅｓｂａｄｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）

完成。整个系统用Ｌａｂｖｉｅｗ （ＬａｂＶＩＥＷｖｅｒｓｉｏｎ６．１

ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，ＵＳＡ）编写的程序控制以实现

单光子计数测量。

２．２　化学发光延迟测量实验

在ＰＢＳ（ＰＨ．７．４）条 件下，配 置终 浓度为

ｐｈｏｔｏｆｒｉｎ２０μｍｏｌ／Ｌ，人血清白蛋白 ＨＳＡ５μｍｏｌ／Ｌ

的溶液１ｍＬ，用６０ｍＷ／ｃｍ２，６３５ｎｍ 激光照射

５ｍｉｎ，然后停止激发检测化学发光光子信号。

２．３　不同光敏剂化学发光实验

在ＰＢＳ（ＰＨ．７．４）并包含５μＭ的 ＨＳＡ溶液中

分别配置光敏剂 ＰｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎＩＸ２０μｍｏｌ／Ｌ，

Ｎｐｅ６２５μｍｏｌ／Ｌ，Ｐｈｏｔｏｆｒｉｎ２０ｍｇ／Ｌ的溶液１ｍＬ，

用０．１ｍＷ／ｃｍ２，６３５ｎｍ激光照射，并置于单光子

计数系统下检测化学发光。光电倍增管采用ｇａｔｅ

技术控制，使光激发时，光电倍增管停止工作，激发

光停止时立即开始计数。光照时间为３ｓ，光子检测

时间为０．０５ｓ。每种光敏剂用三个样品。

２．４　细胞光敏过程化学发光实验

肺腺癌细胞（ＡＳＴＣａ１从暨南大学医学部获

取）用ＲＭ１６４０培养液，将培养皿中的细胞置于５％

ＣＯ２，９５％空气，３７℃的培养箱中孵育。化学发光

检测 前 １６ｈ 加 入 光 敏 剂 Ｐｈｏｔｏｆｒｉｎ 以 终 浓 度

２０ｍｇ／Ｌ孵育。实验前将细胞用培养液清洗三次，

然后置于仪器下进行光照（０．１ｍＷ／ｃｍ２，６３５ｎｍ）

并检测光子。

图１ 光动力作用５ｍｉｎ后（Ｐｈｏｔｏｆｒｉｎ２０μｍｏｌ／Ｌ，ＨＳＡ

５μｍｏｌ／Ｌ，激光６０ｍＷ／ｃｍ
２，６３５ｎｍ），化学发光信

　　　　　　号强度的衰减

Ｆｉｇ．１ Ａｆｔｅｒｐｈｏｔｏｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎｆｏｒｆｉｖｅｍｉｎｕｔｅｓ（ｐｈｏｔｏｆｒｉｎ

２０μｍｏｌ／Ｌ，ＨＳＡ５μｍｏｌ／Ｌ，ｌａｓｅｒ：６０ｍＷ／ｃｍ
２，

　６３５ｎｍ）ｔｈｅｄｅｃａｙｏｆｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ

３　结　　果

光敏剂被强激光激发后会导致大量的活性氧产

生，活性氧和溶液中的血清蛋白发生氧化反应，进而
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产生化学发光。实验表明（图１），在光照结束后的

１０ｍｉｎ内，都能观测到较强的化学发光信号。且光子

信号强度呈指数下降。

不同光敏剂的光动力实验结果表明（图２），当光

敏作用导致活性氧产生后，加入 ＨＳＡ的溶液检测到

的光子比未加的有了明显的提高，说明血清蛋白的氧

化产生了化学发光。图２中各参数：ＨＳＡ：５μＭ；

ＰｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎＩＸ：２０μｍｏｌ／Ｌ；Ｎｐｅ６：２５μｍｏｌ／Ｌ；

Ｐｈｏｔｏｆｒｉｎ：２０ｍｇ／Ｌ。用０．１ｍＷ／ｃｍ
２，６３５ｎｍ激光

照射。光子信号取自光敏过程中前２０次检测数据的

平均，每类实验样品量狀＝３。

图２ 不同光敏剂参与的光敏作用下氧化人血清白蛋白

产生的化学发光信号

Ｆｉｇ．２ ＣｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｏｆｏｘｉｄｉｚｉｎｇＨＳＡｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｐｈｏｔｏｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ

图３ 光敏作用下细胞氧化产生的化学发光。（ａ）化学发光

光子强度；（ｂ）化学发光光子积累和光敏作用光剂量

的关系。Ｐｈｏｔｏｆｒｉｎ以终浓度２０ｍｇ／Ｌ孵育１６ｈ。

　　　　０．１ｍＷ／ｃｍ２，６３５ｎｍ激光激发

Ｆｉｇ．３Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｏｆｃｅｌｌ ｗｉｔｈ ｐｈｏｔｏｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ．

（ａ）Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ；（ｂ）ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

ｂｅｔｗｅｅｎｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅａｎｄｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｄｏｓｅ．

Ｐｈｏｔｏｆｒｉｎ ２０ ｍｇ／Ｌ ｆｏｒ １６ ｈ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ；ｌａｓｅｒ

　　　　　０．１ｍＷ／ｃｍ２，６３５ｎｍ

细胞实验结果如图３。在没有光敏剂和有光敏

剂情况下，光激发后检测的光子强度有显著性的差

异［图３（ａ）］。吸收了光敏剂的细胞的光子强度明

显上升，表明光子的产生来自于光敏作用下的生物

分子氧化的化学发光。图３（ｂ）则说明检测的光子

累积值（减去本底）和光敏作用的剂量（光剂量）存在

线性关系，相关系数犚＝０．９９。

４　讨　　论

生物分子的化学发光是由于氧化反应导致的。

氧化过程本身会生成激发态的产物，但是氧化产物

后继的自分解过程也会产生激发态［９］。这些激发态

退激发会相继发射出光子。另外有许多活性氧，如

超氧阴离子、羟自由基具有较长的寿命，从而导致较

长的延迟化学发光产生，延迟时间甚至可以长达几

分钟（图１）。激发时直接监测化学发光往往由于激

发光的干扰，造成本底很高，降低了监测的灵敏度。

这种延迟特性使在激发光的间隙进行光子的检测成

为可能，可以大大提高检测的灵敏度。

实验２采用了延迟测量化学发光的方法，在光

照停止的间隙进行光子检测有效地提高了信噪比。

结果表明不同的光敏剂参与下都有化学发光光子的

产生（图２）。而且结果同时显示光子强度存在差

异，导致此现象的原因有多种，除了直接与使用的浓

度有关外，还与光敏剂量子效率的不同，产生的活性

氧种类及比例也不相同等原因有关，但这不会影响

检测的目的，因为化学发光的光子是和生物分子损

伤直接关联的。图３则在肿瘤细胞水平确认了光子

检测和光敏剂量的关系。结果表明，化学发光光子

累积和光敏作用的光剂量可以很好地相关，用光子

累积可以监测光敏的剂量，而且比单纯监测激发光

剂量更加直接。

当然，对于生物细胞，考虑到不同的光敏剂定位

的细胞器不同［１０，１１］，因此导致细胞伤害的氧化剂量

也会有所差异。但是光敏作用依赖光氧化作用本质

是相同的，当把光子信号作为细胞伤害的判断依据

时，同种光敏剂完全可以建立一个剂量的标准。所

以，用检测化学发光光子的方法检测判定氧化程度，

作为杀伤剂量监测是可行的。同一般的采用监测光

敏剂浓度和激发光剂量的方法，或者采用监测活性

氧产量的方法［１２］监测光敏氧化对生物细胞或生物

体的伤害方法相比，监测生物分子的化学发光，因为

反映的是生物分子的氧化伤害，所以更加直接、

有效。

另外，化学发光强度与活性氧浓度有直接关系，

通过检测化学发光也可以推知活性氧的产率，也可

以了解损伤的快慢等信息。

７０３
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５　结　　论

本方法可以用于监测包括光动力肿瘤治疗在内

的光敏过程对生物分子的氧化伤害和氧化进程。利

用延迟化学发光信号作为活性氧产率及氧化作用的

监测标准，既可以避开激发光的干扰又可以检测到

较强的发光信号，可以大大提高检测的信噪比，使检

测具有相当的灵敏度。治疗肿瘤时，在整个光动力

治疗过程中用灵敏的光电检测装置同步检测延迟产

生的化学发光光子产率和产量作为判断氧化进程，

预测疗效的依据，用来判断生物分子的损伤数量、细

胞的损伤程度，进而得知治疗的剂量，具有直接、灵

敏、关联性高等优点。
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