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摘要　通过在苄叉环戊酮分子骨架外围引入不同数目羧酸钠基团，合成了４种水溶性的苄叉环戊酮染料，系统研

究了它们的光物理和光化学性质。结果表明４种染料在修饰后水溶性都大幅提升。它们在近红外波段都具有较

大的双光子吸收截面，而且在可见光照射下均能快速产生单线态氧和超氧负离子两种活性氧物种。单光子光动力

实验结果表明４种新染料的暗毒性都较低，但只有Ｙ１展现出强的光动力活性，说明保持适度的脂溶性对光敏药物

非常重要。进一步的细胞实验显示，染料Ｙ１对人直肠癌１１１６细胞产生了明显的双光子损伤效应。这表明Ｙ１在

双光子光动力治疗上有很大的应用潜力。
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１　引　　言

光动力治疗（ＰＤＴ）是指光敏药物经光照产生活

性氧物种（ＲＯＳ），活性氧物种继而与肿瘤细胞发生

作用导致其死亡的过程［１］。典型的ＲＯＳ包括超氧

ｓ１００１１８１
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负离子（Ｏ－２ ）和单线态氧（
１Ｏ２）。不同波长的光对于

生物组织的穿透力不同，波长越长，对生物组织的穿

透性越大。光动力治疗所用的光源“医疗窗口”在

６５０～９００ｎｍ范围为宜。引入双光子激发（ＴＰＥ）能

将光敏剂的吸收波长移到“医疗窗口”。双光子激发

指光敏剂吸收两个光子达到激发态的过程。ＴＰＥ

技术已在许多领域展现出应用潜力，如三维微加

工［２，３］、荧光成像［４］。近年来，随着飞秒激光器的成

熟，ＴＰＥ在光动力治疗上的应用才逐渐引起关注。

与单光子ＰＤＴ相比，双光子光动力治疗具有良好的

空间选择性。此外，ＴＰＥ可采用穿透深度更大的长

波长激光作为光源，扩大光动力治疗的适用范围。

双光子吸收截面（ＴＰＡＣｒｏｓｓＳｅｃｔｉｏｎ）用于表征化

合物双光子吸收的性质。目前临床用的光敏剂大多

数为卟啉衍生物［５］，而单体卟啉由于双光子吸收截

面（σ）太低难以用于双光子光动力治疗。例如，

Ｖｅｒｔｅｐｒｏｆｉｎ在９００ｎｍ处的σ值为５１ＧＭ（１ＧＭ＝

１０－５０ｃｍ４·ｓ·ｍｏｌｅｃｕｌｅ－１·ｐｈｏｔｏｎ
－１）［６］。开发具

有大σ值的光敏剂成为双光子光动力治疗的突破

点。光敏剂被细胞摄取的过程涉及其在血液中运输

和扩散通过磷脂双分子层，这就要求光敏剂必需兼

有水溶性和脂溶性。脂水分配比（ＰＣ）常被用于评

估药物的两亲性，它是指光敏剂在正辛醇与磷酸缓

冲液（ＰＢＳ）中浓度比。

本课题组前期对苄叉环戊酮类染料进行了广泛

的研究［７，８］，发现其同时具有高的三线态量子产率

和大的双光子吸收截面。但这些光敏剂由于缺乏水

溶性导致给药困难。因此在苄叉环戊酮分子骨架外

围引入羧酸钠基团，合成了４种具有不同水溶性的

苄叉环戊酮染料。本文中将测试这４种光敏剂的光

动力活性，从中选出适合用于光动力治疗的新型光

敏剂。

２　实　　验

２．１　材料与仪器

羧酸盐类苄叉环戊酮染料Ｙ１～Ｙ４由本实验室

合成，其分子结构式如图１所示。５，５二甲基１吡

咯啉Ｎ氧化物（ＤＭＰＯ），２，２，６，６四甲基４哌啶酮

（ＴＥＭＰ）购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，９，１０二甲基蒽

（ＤＭＡ）、二甲亚砜（ＤＭＳＯ，分析纯）、甲醇（分析纯）

购于北京化工厂。

紫外 可见光谱、电子顺磁共振波谱（ＥＰＲ）分别

使用 ＨｔａｃｈｉＵ３９００型紫外 可见光谱仪和Ｂｒｕｋｅｒ

ＥＳＰ３００Ｅ顺磁共振仪测试。光敏剂的１Ｏ２ 量子产

率（ΦΔ）通过ＤＭＡ漂白法测定
［９］，５３２ｎｍ波长的二

极管激光器作为光源，采用孟加拉红二钠盐 Ｒｏｓｅ

Ｂｅｎｇａｌ（ＲＢ，ΦΔ＝０．１５６）作为参比样品。双光子吸

收截面采用上转换荧光法测量［１０］，罗丹明Ｂ作为参

比样品（浓度为１×１０－４ ｍｏｌ／Ｌ，溶剂为甲醇），所用

激发光源为光谱物理公司Ｔｉ：Ｓａｐｐｈｉｒｅ飞秒激光器

（Ｔｓｕｎａｍｉｍｏｄｅｌｏｃｋｅｄ，８０ＭＨｚ，小于１３０ｆｓ），光

纤光谱仪（ＯｃｅａｎＯｐｔｉｃｓＵＳＢ２０００ＣＣＤ）记录光谱。

脂水分配比测试参照文献［１１］完成。

图１ Ｙ１～Ｙ４的分子结构式

Ｆｉｇ．１ ＭｏｌｅｃｕｌａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆＹ１～Ｙ４

２．２　体外细胞实验

将培养的人直肠癌１１１６细胞调整细胞密度为

每毫升１×１０５ 个。接种在９６孔板后，置于３７℃含

体积分数５％ＣＯ２ 的孵育箱中培养２４ｈ。加入光敏

剂，调整最终给药质量浓度为５μｇ／ｍＬ。暗毒性测

试实验中，细胞孵育２４ｈ后采用ＣＣＫ８法
［１２］测量

细胞存活率（Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ）。光毒性测试实验中，细

胞继续孵育４ｈ后，用５３２ｎｍ二极管激光器（功率

密度为２０ｍＷ／ｃｍ２）照射２０ｍｉｎ，继续培养２４ｈ后

以ＣＣＫ８法测量存活率。

双光子光动力实验中，细胞与质量浓度为

２μｇ／ｍＬ的光敏剂一起孵育４ｈ。将其置于显微镜

下，经 ８００ｎｍ 波长的飞秒激光 （小于 １３０ｆｓ，

２０ｍＷ）照射１ｍｉｎ后观察细胞的变化。对照组中

不加光敏剂且光照时间为１０ｍｉｎ，其它条件相同。

３　结果与讨论

３．１　光物理性质与两亲性

光敏剂Ｙ１～Ｙ４在ＰＢＳ中归一化的紫外 可见

光谱如图２（ａ）所示。由于四种化合物具有相同的

分子骨架，它们的紫外光谱波形非常相似。Ｙ１～Ｙ４

的最大吸收波长分别是５１１，５１６，５０７和５１３ｎｍ。

在接下来的单光子光动力实验中，采用的激发光波

长为５３２ｎｍ，保证４种光敏剂都能有较大的吸收。

四种染料在甲醇中的双光子激发光谱如图２（ｂ）所

示，Ｙ１～Ｙ４的双光子吸收峰出现在８２０～８６０ｎｍ

范围内，处于“医疗窗口”内。此外，它们最大双光子

ｓ１００１１８２
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吸收截面（σｍａｘ）均超过１０００ＧＭ（波长８４０ｎｍ处），

其中Ｙ４甚至达到１４０１ＧＭ。与Ｖｅｒｔｅｐｒｏｆｉｎ相比，

４种羧酸钠盐类苄叉环戊酮染料的σｍａｘ值都达到其

最大值的２０～２８倍，这意味着它们在双光子动力治

疗上存在巨大的应用潜力。

图２ （ａ）Ｙ１～Ｙ４在ＰＢＳ中的紫外 可见光谱，

（ｂ）Ｙ１～Ｙ４的双光子激发谱

Ｆｉｇ．２ （ａ）ＵＶｖｉｓｓｐｅｃｔｒａｏｆＹ１～Ｙ４ｉｎＰＢＳ，

（ｂ）ｔｗｏｐｈｏｔｏｎｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＹ１～Ｙ４

表１中列出了４种光敏剂的脂水分配及在ＰＢＳ

中的溶解度。苄叉环戊酮外围引入羧酸钠基团后，

水溶性都得到了提高。表中可看出，染料的水溶性

随羧酸钠基团数目的增加而急剧上升。Ｙ１在ＰＢＳ

中的 溶 解 度 为 ０．８ ｍｇ／ｍＬ，Ｙ２～Ｙ４ 均 超 过

５ｍｇ／ｍＬ。染料Ｙ１的ＰＣ值的对数ｌｇ犳ＰＣ＝２．９２，

说明其仍保持较高的亲脂性。Ｙ２～Ｙ４在大多数有

机溶剂中的溶解度都较差，仅有Ｙ１表现为两亲性

分子。

表１ Ｙ１～Ｙ４的脂水分配及在ＰＢＳ中的溶解度

Ｔａｂｌｅ１ ＳｏｌｕｂｉｌｉｔｙｉｎＰＢＳａｎｄｏｃｔａｎｏｌｗａｔｅｒｐａｒｔｉｔｉｏｎ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ（犳ＰＣ）ｏｆＹ１～Ｙ４

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ＳｏｌｕｂｉｌｉｔｙｉｎＰＢＳ（ｍｇ／ｍＬ） ｌｇ犳ＰＣ

Ｙ１ ０．８ ２．９２

Ｙ２ ＞５ ０．２５

Ｙ３ ＞５ －０．６５

Ｙ４ ＞５ －０．７９

３．２　活性氧物种的产生

活性氧物种的产生通过电子顺磁共振自旋捕获

技 术 检 测。５，５二 甲 基１吡 咯 啉Ｎ氧 化 物

（ＤＭＰＯ）为超氧负离子捕获剂，单线态氧捕获剂为

２，２，６，６四甲基４哌啶酮（ＴＥＭＰ），样品浓度为５×

１０－６ｍｏｌ／Ｌ。图３为５３２ｎｍ 波长的激光照射 Ｙ１

与捕获剂的ＤＭＳＯ溶液产生的ＥＰＲ信号。图３（ａ）

为典型的 ＤＭＰＯＯ－
·

２ 复合物信号（αＮ＝１２．７Ｇ，

α
Ｈ

β＝１０．３Ｇ，α
Ｈ
γ＝１．３Ｇ）。图３（ｂ）中等高的三重峰

为ＴＥＭＰ１Ｏ２ 复合物信号（αＮ＝１５．９Ｇ）
［１３］。其余

３种光敏剂也检测到了相同的信号，说明羧酸钠修

饰后的苄叉环戊酮仍具有较高的敏化能力。４种化

合物均能敏化产生光动力治疗所需的活性氧物种。

图３ ＥＰＲ谱。（ａ）ＤＭＰＯＯ－
·

２ 复合物信号，

（ｂ）ＴＥＭＰ１Ｏ２ 复合物信号

Ｆｉｇ．３ ＥＰＲｓｐｅｃｔｒａ．（ａ）ＤＭＰＯＯ
－·
２ ＥＰＲｓｉｇｎａｌ，

（ｂ）ＴＥＭＰ１Ｏ２ＥＰＲｓｉｇｎａｌ

单线态氧是光动力治疗中最重要的活性氧物种

之一，采用ＤＭＡ漂白法测得Ｙ１～Ｙ４在ＤＭＳＯ中

的单线态氧量子产率分别为 ０．０６７０、０．０５５６、

０．０５８２和０．０５２６。结果表明，在ＤＭＳＯ中Ｙ１产生

单线态氧的能力比其他３种光敏剂更大。

３．３　单光子光动力实验

单光子光／暗毒实验结果如图４所示。暗毒性

是用于表征在治疗前光敏剂对细胞的毒性。可以看

出，４种光敏剂的暗毒性都很低，在给药质量浓度为

５μｇ／ｍＬ时，细胞存活率都在８５％以上。光毒性则

图４ 光／暗毒性实验

Ｆｉｇ．４ Ｄａｒｋｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙａｎｄｐｈｏｔｏｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｔｅｓｔ
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是用于表征治疗中光敏剂对肿瘤细胞的杀伤效应。

图中可知，Ｙ２～Ｙ４对细胞的杀伤效应较弱，细胞存

活率均在７５％以上。相比之下，Ｙ１显示出极高的

光毒性，实验中仅有３．９％的细胞能够存活。

虽然四种光敏剂都能敏化产生光动力治疗所需

的活性氧物种，但在细胞杀伤效应上呈现出很大的

差异。Ｙ１优良的光动力活性可归因于两个方面；１）

Ｙ１的单线态氧量子产率比其它三种光敏剂高；２）

Ｙ１具有更合理的脂水分配比。四种化合物都有较

好的水溶性，但 Ｙ１更倾向于聚集在脂中。这种特

性更有利于其透过细胞膜而被吸收。Ｙ２～Ｙ４由于

缺少脂溶性很容易被代谢出细胞而无法发挥敏化作

用。单光子光动力实验中Ｙ１表现出合适的脂水两

亲性和优良的光动力活性，是一种很有前景的光

敏剂。

３．４　双光子光动力实验

图５中接受双光子照射的细胞用圆形标出。

图５（ａ）～５（ｃ）为实验组细胞照片，所用光敏药物为

Ｙ１。图５（ｂ）和图５（ｃ）分别为照射后和照射结束

１０ｍｉｎ后细胞的照片。对比照射前细胞的照片

［图５（ａ）］可以看出，接受双光子处理的细胞出现了

明显的水肿，细胞形态也发生破损。目标细胞周围

没有接受双光子照射的细胞没有发生变化。这些都

证明了光损伤的产生。对照组照片中［图５（ｄ）～

５（ｆ）］，未与光敏剂孵育的细胞在光照前［图５（ｄ）］

与光照后［图５（ｅ）］无明显变化，照射结束１０ｍｉｎ后

［图５（ｆ）］细胞形态仍然完整。以上实验现象说明

光敏剂Ｙ１具有双光子光损伤效应。此外，激光与

光敏剂都是产生光损伤的必要条件。Ｙ２～Ｙ４也能

产生相同的现象（图片未列出）。

图５ 双光子光损伤效应

Ｆｉｇ．５ Ｔｗｏｐｈｏｔｏｎｉｎｄｕｃｅｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｅｆｆｅｃｔ

４　结　　论

引入羧酸钠基团后４种苄叉环戊酮染料的水溶

性得到提升，但仅有单羧酸钠修饰的 Ｙ１仍保持较

高的亲脂性。ＥＰＲ谱证实了４种化合物都能有效

产生超氧负离子和单线态氧。４种光敏剂在甲醇中

的最大双光子吸收截面都超过１０００ＧＭ，在双光子

光动力治疗中也产生了明显的杀伤效果。暗毒性实

验中，４种光敏剂孵育的细胞存活率均超过８５％，而

Ｙ１的光毒性表现非常突出，细胞存活率仅３．９％。

Ｙ１展示出优良的单光子和双光子光动力活性，值得

进行更深入的研究。
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