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摘要　将自主研发的新型光敏剂叶绿酸ｆ与Ｔ２４细胞共同孵育后，以６５０ｎｍ激光照射，通过 ＭＴＴ法检测光动力

处理后Ｔ２４细胞的生长抑制率，流式细胞术检测凋亡情况，同时利用激光共聚焦显微镜４８８ｎｍ和４０５ｎｍ双波长

激发，应用线粒体探针，进行叶绿酸ｆ的亚细胞定位。结果显示叶绿酸ｆ为浓度２．５，５，１０μｇ／ｍＬ对Ｔ２４细胞生长

抑制率在光能量密度４Ｊ／ｃｍ２ 下为１７．６８％，４９．３５％和８４．４２％，在１Ｊ／ｃｍ２ 时为４．３４％，３７．４２％和７８．３８％；流式

细胞术显示Ｔ２４细胞光动力处理后，凋亡率为（４５．２３±１．２）％，显著高于对照组；激光共聚焦显微镜显示５０４ｎｍ激

发叶绿酸ｆ发出的红光与４８８ｎｍ激发线粒体探针产生的绿光分布基本一致。实验证明叶绿酸ｆ对Ｔ２４细胞杀伤

效果明显，主要是通过作用于线粒体，诱导细胞凋亡来完成的。
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１　引　　言

膀胱癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤之一，无

论是发病率还是死亡率均在我国男性泌尿生殖系统

肿瘤中居首位。在美国仅 ２００８ 年膀胱癌新增

６８８１０例，１４１００例死亡
［１］。２００９年膀胱癌在我国

最常见恶性肿瘤中排名第１０，约占全年新发恶性肿

瘤的３．０％
［２］。表浅性膀胱肿瘤占初发肿瘤的７０％

左右，具有明显的“多中心发生”特点，虽然传统的手

术、化疗、放疗乃至生物疗法已有很大的进步，但膀

胱癌的预后仍然较差，最终有１０％～１５％的表浅性

膀胱癌最终发展成肌层浸润性膀胱癌或发生转

移［３～５］。

光动力学疗法（ＰＤＴ）是继手术、放化疗之后一

种特色肿瘤治疗方法，其利用肿瘤细胞对光敏剂的

特异性吸收和潴留，结合特定波长的激光照射，达到

选择性杀灭肿瘤细胞的目的［６］。目前ＰＤＴ常用波

长为６３０～６５０ｎｍ的激发光，在某些组织的穿透深

度可达５～１０ｍｍ，理论上可以完全消灭膀胱粘膜

或粘膜下的表浅性膀胱癌。膀胱自身的解剖特点加

上ＰＤＴ良好的肿瘤特异性、较小的副作用而应用于

表浅性膀胱癌的治疗。

叶绿酸ｆ是从中药蚕砂中提取加工后制得最新

合成的光敏剂。本实验以叶绿酸和人膀胱癌 Ｔ２４

细胞为研究对象，对其光动力学作用体外杀伤膀胱

癌Ｔ２４细胞的效应进行初步探讨。

２　材料与方法

２．１　材　　料

膀胱癌Ｔ２４细胞株购自中科院上海生命科学

研究院细胞所。ＲＰＭＩ１６４０培养基、二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ），购自Ｔｈｅｒｍｏ公司，胎牛血清为杭州四季

青生物制品研究所产品。细胞培养瓶、２４孔、９６孔

细胞 培 养 板 为 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公 司 产 品。四 唑 氮 蓝

（ＭＴＴ）试剂盒、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ凋亡试剂盒、线粒

体 荧 光 探 针 （ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ? Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ

ＳｅｌｅｃｔｉｖｅＧｒｅｅｎＰｒｏｂｅ），购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

２．２　主要仪器

６５０ｎｍ半导体激光发生器为美国ＩｎｔｅｌｉｔｅＩｎｃ

公司产品。ＬＰＥ２ＩＢ型激光功率计购自上海恒进光

电子 公 司。ＦＡＣＳｏｒｔ型 流 式 细 胞 仪 购 自 美 国

ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司。ＢｉｏＴｅｋＥＬＸ８００通用型酶

标仪，ＯＬＹＭＰＵＳＦＶ３００型激光扫描共聚焦显微镜

（ＣＬＳＭ）。

２．３　叶绿酸ｆ的制备

根据专利发明说明书（专利号ＺＬ２００５１００２４９８４．８）

制备。取中药蚕砂中提取得到的叶绿素粗品，加入体

积分数８０％的丙酮，搅拌均匀后加入体积分数２０％的

ＮａＯＨ溶液，水解６０ｍｉｎ，蒸去丙酮，放置分层后取碱

性液，用 ＨＣｌ调溶液的ｐＨ值到１０左右。提取去杂

质，再用ＨＣｌ调溶液的ｐＨ值到３，有沉淀析出，滤取沉

淀，干燥得墨绿色固体。经硅胶柱层析得叶绿酸ｅ６。

将叶绿酸ｅ６溶于吡啶中，加体积分数２５％ＫＯＨ甲

醇溶 液，反 应 ６０ ｍｉｎ。在 通 氮 气 条 件 下 回 流

６０ｍｉｎ，减压蒸去吡啶，用ＨＣｌ溶液调ｐＨ值到３有

沉淀析出。滤取沉淀，用水洗涤，真空干燥得叶绿酸

ｆ。叶绿酸ｆ为双亲性光敏剂，采用无菌ＲＰＭＩ１６４０

培养基配制成２．５，５和１０μｇ／ｍＬ避光保存在４℃

冰箱备用。

２．４　细胞培养

Ｔ２４细胞置于含体积分数１０％胎牛血清、１００

Ｕ／ｍＬ青霉素、１００Ｕ／ｍＬ庆大霉素的ＲＰＭＩ１６４０

培养液中，３７℃，５％的ＣＯ２ 孵箱内培养。培养细

胞至对数生长期、生长状态良好、约８０％贴壁融合

时进行试验。

２．５　犕犜犜法测细胞生长抑制率

选择对数生长期细胞，用０．２５％胰酶消化并调

整浓度以每孔１０４／１００μＬ细胞接种于９６孔板中，

每组均设４个复孔。设不加药物处理不照射激光的

细胞空白对照组，单加药物不照射激光的药物对照

组和不加药物仅照射激光的激光对照组。作用组分

为７组，第１组：叶绿酸ｆ２．５μｇ／ｍＬ＋１Ｊ／ｃｍ
２ 激

光；第２组：２．５μｇ／ｍＬ＋４Ｊ／ｃｍ
２ 激光；第３组：

５μｇ／ｍＬ＋１Ｊ／ｃｍ
２激光；第４组：５μｇ／ｍＬ＋４Ｊ／ｃｍ

２ 激

光；第 ５ 组：１０μｇ／ｍＬ＋１Ｊ／ｃｍ
２ 激 光；第 ６ 组：

１０μｇ／ｍＬ＋４Ｊ／ｃｍ
２激光；第７组：２５μｇ／ｍＬ＋８Ｊ／ｃｍ

２

激光。实验组接种细胞后２４ｈ弃去旧的培养基，分别

加入２．５，５和１０μｇ／ｍＬ的叶绿酸ｆ溶液１００μＬ，继续

培养２ｈ，换新鲜培养基，以４０ｍＷ／ｃｍ２ 的功率密度照

射，再培养１２ｈ，每孔加入５ｍｇ／ｍＬ的ＭＴＴ５０μＬ，细

胞培养箱内培养４ｈ，弃去培养基，每孔加入ＤＭＳＯ

１５０μＬ，振荡器上振荡１０ｍｉｎ，选用波长４９０ｎｍ测吸光

密度（ＯＤ）值并计算相对抑制率犚ｉ：

犚ｉ＝
犳ＯＤＲ－犳ＯＤＥ

犳ＯＤＲ
×１００％， （１）

式中犳ＯＤＲ，犳ＯＤＥ分别为对照组和实验组ＯＤ值。

２．６　犃狀狀犲狓犻狀犞／犘犐流式细胞术检测细胞凋亡

按照试剂盒说明书操作。选择对数生长期Ｔ２４
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细胞，用０．２５％胰酶消化并调整浓度以每孔１０５ 个

细胞接种于２４孔板中，每组设置８个复孔。设空白

对照组、激光对照组、药物对照组和实验组。实验组

接种细胞后２４ｈ弃去旧的培养基，加入１０μｇ／ｍＬ的

叶绿酸ｆ，继续培养２ｈ后，换新鲜培养基，照射激光

能量密度为４４Ｊ／ｃｍ２，照射完后以不含ＥＤＴＡ的胰酶

消化收集细胞，用ＰＢＳ洗涤细胞二次（２０００ｒ／ｍｉｎ离

心５ｍｉｎ）后和５００μＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ悬浮细胞，加入

５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ混匀后，再加入５μＬ碘化丙

啶（ＰＩ），室温避光反应１５ｍｉｎ，进行流式细胞检测。

２．７　犆犔犛犕观察叶绿酸ｆ亚细胞分布

将Ｔ２４细胞转移至放有无菌盖玻片的培养皿

内，培养２４ｈ使细胞于盖玻片上贴壁生长至对数生

长期，除去旧培养液加入５０μｇ／ｍＬ叶绿酸ｆ，５ｈ后

去除叶绿酸ｆ加入线粒体探针 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ

工作液，再与细胞３７℃共孵育３０ｍｉｎ后，加入３７℃

预温育的新鲜细胞培养液。随后ＣＬＳＭ４０５ｎｍ和

４８８ｎｍ 双波长激发进行观察，其中线粒体探针

ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ的激发波长为４８８ｎｍ，叶绿酸

ｆ的激发波长为４０５ｎｍ。

２．８　统计学方法

数据用珚狓±狊表示，采用ＳＰＳＳ１２．０软件进行单

因素方差分析，狆＜０．０５为差异有显著意义。

３　实验结果

３．１　犕犜犜比色法检测

Ｔ２４细胞抑制率 ＭＴＴ比色法检测各组细胞于

波长为４９０ｎｍ的ＯＤ值（见表１），计算相对抑制率

结果如图１所示。在能量密度为１Ｊ／ｃｍ２ 激光照射

下时，各浓度２．５，５和１０μｇ／ｍＬ叶绿酸ｆ细胞生长

抑制率分别为４．３４％，３７．４２％和７８．３８％；在能量

密度为４Ｊ／ｃｍ２ 激光照射下时，各浓度２．５，５和

图１ 叶绿酸ｆ介导ＰＤＴ作用Ｔ２４细胞的存活率

Ｆｉｇ．１ ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｆｔｅｒＰＤＴｗｉｔｈｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｉｎ

ｆｉｎＴ２４ｃｅｌｌｓ

１０μｇ／ｍＬ叶绿酸ｆ细胞生长抑制率分别为１７．６８％，

４９．３５％和８４．４２％。实验组随着激光能量和光敏剂

浓度的增加，Ｔ２４细胞的生长抑制率逐步增加。增加

叶绿酸ｆ浓度和激光能量至２５μｇ／ｍＬ和８Ｊ／ｃｍ
２ 后，

生长抑制率为８４．５６％，与１０μｇ／ｍＬ和４Ｊ／ｃｍ
２ 时无

统计学差异（狆＞０．０５）。

表１ ＭＴＴ法检测各组ＯＤ值

Ｔａｂｌｅ１ ＯＤｖａｌｕｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭＴＴ

Ｇｒｏｕｐｓ ＯＤｖａｌｕｅ

Ｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌ ０．６９１５±０．１１０６

２．５μｇ／ｍＬ＋１Ｊ／ｃｍ
２ ０．６３０５±０．０７６６

２．５μｇ／ｍＬ＋４Ｊ／ｃｍ
２ ０．５６９３±０．０４１０

５μｇ／ｍＬ＋１Ｊ／ｃｍ
２ ０．４３２８±０．０１６３

５μｇ／ｍＬ＋４Ｊ／ｃｍ
２ ０．３５０３±０．０１４１

１０μｇ／ｍＬ＋１Ｊ／ｃｍ
２ ０．１４９５±０．００５８

１０μｇ／ｍＬ＋４Ｊ／ｃｍ
２ ０．１０７８±０．００３０

２５μｇ／ｍＬ＋８Ｊ／ｃｍ
２ ０．１０６８±０．００４９

Ｐｈｏｔｏｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒａｌｏｎｅｇｒｏｕｐ ０．６９１５±０．０８６５

Ｌａｓｅｒａｌｏｎｅｇｒｏｕｐ ０．７０１８±０．０２８３

　　 统计分析表明，在１Ｊ／ｃｍ
２ 激光照射下５，

１０μｇ／ｍＬ和４Ｊ／ｃｍ
２ 激光照射下２．５，５和１０μｇ／ｍＬ

同细胞对照组、光敏剂对照组和激光对照组相比较，差

异有显著意义（狆＜０．０１）。而在１Ｊ／ｃｍ
２ 激光照射下

２．５μｇ／ｍＬ实验组与细胞对照组、光敏剂对照组和激光

对照组之间均没有统计学差异（狆＞０．０５）。

３．２　犃狀狀犲狓犻狀犞／犘犐流式细胞术检测细胞凋亡

浓度１０μｇ／ｍＬ叶绿酸ｆ在在激光能量４Ｊ／ｃｍ
２

条件下，光动力处理Ｔ２４细胞后，行流式细胞检测结

果如图２所示。流式细胞术结果显示，细胞死亡以凋

亡为主，少量坏死。细胞凋亡率为（４５．２３±１．２）％、

坏死率为（７．１２±０．７）％，细胞对照组凋亡率为

（２．０３±０．２）％、坏死率为（２．４５±０．４）％，而单加叶

绿酸ｆ对照组凋亡率为（４．３±０．３）％、坏死率为

（２．５９±０．５）％，单照射激光对照组 凋亡 率为

（３．７７±０．３）％、坏死率为（２．６１±０．６）％。实验组

与细胞对照组、光敏剂对照组和激光对照组之间差

异有显著性意义（狆＜０．０１）。

３．３　叶绿酸ｆ亚细胞分布

Ｔ２４细胞与叶绿酸ｆ和特异性线粒体探针共同

孵育后行ＣＬＳＭ检测，用４０５ｎｍ和４８８ｎｍ激光同

时激发，得到结果如图３所示。图３（ａ）为Ｔ２４细胞

底片；图３（ｂ）为标记线粒体的特异性探针在４８８ｎｍ

激光激发下发出的绿色光；图３（ｃ）为在４０５ｎｍ激光

激发下，叶绿酸ｆ发出的红色光，可以看出位于细胞

浆内，胞核内未见分布；图３（ｄ）为软件融合图３（ｂ）

和图３（ｃ）得到的图像，黄色光表示叶绿酸ｆ发出的
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图２ 叶绿酸ｆＰＤＴ处理Ｔ２４细胞流式细胞图。（ａ）细胞对照组；（ｂ）处理组；（ｃ）单加叶绿酸ｆ对照组；

（ｄ）单照射激光对照组

Ｆｉｇ．２ ＰｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｉｎｆｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＴ２４ｃｅｌｌｓ．（ａ）Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；（ｂ）ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ；

（ｃ）ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｉｎｆａｌｏｎｅ；（ｄ）ｌａｓｅｒａｌｏｎｅ

图３ 激光共聚焦显微镜下叶绿酸ｆ的细胞内定位。（ａ）Ｔ２４底片；（ｂ）线粒体探针发出的绿光；

（ｃ）叶绿酸ｆ发出的红光；（ｄ）融合（ｂ）和（ｃ）的结果

Ｆｉｇ．３ ＩｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｆｕｎｄｅｒＣＬＳＭ．（ａ）Ｐｈｏｔｏｐｌａｔｅ；（ｂ）ｇｒｅｅｎｌｉｇｈｔｅｍｉｔｔｅｄｆｒｏｍｍｉｔｏｔｒａｃｋｅｒ

ｐｒｏｂｅ（ｃ）ｒｅｄｌｉｇｈｔｅｍｉｔｔｅｄｆｒｏｍｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｉｎｆ；（ｄ）ｆｕｓｉｏｎｉｍａｇｅｏｆ（ｂ）ａｎｄ（ｃ）

红色荧光和线粒体探针发出的绿色荧光重叠的

结果。

４　讨　　论

光动力学疗法是继手术、放化疗之后一种特色

的肿瘤治疗方法。它具有特异性杀伤肿瘤细胞的特

点，现在已经证明对多种实体肿瘤有效。相对于传

统的治疗肿瘤的方法，ＰＤＴ的优点包括：对肿瘤细

胞选择性杀伤；可以局部应用，全身毒副作用小；可

反复应用，不产生耐药性等。在特定波长的激光照

射下，光敏剂会产生具有细胞毒作用的活性氧类物

质（ＲＯＳ），从而破坏细胞的结构和功能
［６］。由于膀

胱独特的囊状解剖结构且通过尿道与外界连通，以

及膀胱癌表浅性、多发性、易复发并伴发恶性度高的

原位癌的特点，使得膀胱癌非常适宜行 ＰＤＴ 治

疗［７］。目前美国、法国、日本、德国和英国等发达国

家均已批准ＰＤＴ临床治疗肿瘤
［８］。

ＰＤＴ须具备三个基本要素：光敏剂，激发光和

氧气。光敏剂是最基本也是最重要的环节，同时也

是制约ＰＤＴ发展的关键
［９］。本实验所用光敏剂叶

绿酸ｆ属于二氢卟吩类化合物，化学结构式见图４，

具有以下优点：１）叶绿酸ｆ是成分单一的化合物，化

学、光学性质明确，容易大量合成。而国内自主研发

的叶绿素类光敏剂如ＣＤＨＳ８０１
［１０］和ＣＰＤ４

［１１］等也

从中药蚕沙中提取后加工制得，但均是含多种光敏

活性物质的混合物，成分多样，物理化学特性复杂。
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２）配方简单，价格低廉，容易保存。国际常用的光敏

剂如２０００年被美国ＦＤＡ批准用于肿瘤临床治疗的

苯并卟啉衍生物单酸环 Ａ（ＢＰＤＭＡ），是来源于天

然产物的半合成产物，总体产率低，合成的成本很

高，造成其成品药物维替泊芬（Ｖｅｒｔｅｐｏｒｆｉｎ）的制剂

成本也非常高，这就极大增加医疗负担，影响其临床

应用。３）有完全的自主知识产权，专利号 ＺＬ

２００５１００２４９８４．８。４）在可见光的红光区均有很强的

吸收峰，λｍａｘ（ｎｍ）：６６４．５，６０７．５，５０６．５，４０５，质谱线

ＭＳｍ／ｚ：５５０（Ｍ ＋ Ｈ＋１）＋，５３９（Ｍ ＋ Ｈ）＋，

５３８（Ｍ＋Ｈ－１）＋。５）目前实验或临床应用过程中

应用光敏剂如苯卟啉衍生物单环酸 Ａ（ＢＰＤＭＡ）、

５ 氨基酮戊酸（５ａｍｉｎｏｌａｅｖｕｌｉｎｉｃａｃｉｄ，ＡＬＡ）等，

需要避光一段时间待光敏剂从正常组织中代谢以后

才能治疗，而叶绿酸ｆ由于二氢卟吩环结构的相对

稳定，并且此次实验的所有操作都是在可见光条件

下进行的，并且实验结果显示出良好的效果，为彻底

解决实验或光动力学治疗过程中病人需要待在暗室

的缺点提供了可能。

图４ 叶绿酸ｆ化学结构式

Ｆｉｇ．４ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｉｎｆ

同时对叶绿酸ｆ进行光谱分析，得到其吸收光谱

如图５所示。可以看出，叶绿酸ｆ在６６４．５，６０７．５，

５０６．５和４０５ｎｍ有较强的吸收峰，其中４０５ｎｍ的吸

收峰是较强的，因此ＣＬＳＭ中选择４０５ｎｍ作为叶绿

酸ｆ的激发光。另外，在ＰＤＴ临床治疗中一般采用

光敏剂吸收峰附近波长的光源，使激光波长与所选用

的光敏剂吸收峰之间有最大限度的重叠，同时要考虑

所选激光的组织穿透性，激光的组织穿透深度与其波

长成正比，常用发射红光（６３０～６５０ｎｍ）的激光，它

的组织穿透深度可达１ｃｍ，所以在本实验中检测叶

绿酸ｆ对Ｔ２４细胞的ＰＤＴ作用时，使用６５０ｎｍ的

激发光。

ＭＴＴ在许多肿瘤的化疗中被用作药物敏感性

图５ 叶绿酸ｆ的吸收光谱

Ｆｉｇ．５ Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｉｎｆ

的检测手段，是一种简单快速精确的半自动药物筛

选方法［１２］。实验发现，单用药物不照射激光的药物

对照组和不加任何处理的细胞对照组比较，差异无

显著意义（狆＞０．０５）。单独应用光敏剂叶绿酸ｆ对

细胞无杀伤作用，提示叶绿酸ｆ的暗毒性很小。单

独照射能量密度为４Ｊ／ｃｍ２、波长为６５０ｎｍ激光的

对照组，细胞生长抑制率同细胞对照组比较，差异也

无显著意义（狆＞０．０５）。随着激光照射剂量和光敏

剂药物浓度的增加，对Ｔ２４细胞的抑制率也是逐渐

增加的。

对于叶绿酸ｆ，在浓度为１０μｇ／ｍＬ，激光能量

密度为４Ｊ／ｃｍ２ 条件下，对Ｔ２４细胞生长抑制率最

高达到８４％以上。与目前国际上常用的光敏剂如

间 四羟基二氢卟吩 （ｍＴＨＰＣ）、贯叶连翘提取物

（ＨｙｐｅｒｉｃｕｍｐｅｒｆｏｒａｔｕｍＬ）等体外杀伤效果相比

（分别为８６％和８０％）
［１３，１４］，达到同等或相似的杀

伤效果，显示出良好的研究和应用前景。当加大浓

度和激光能量至２５μｇ／ｍＬ和８Ｊ／ｃｍ
２ 后，细胞抑

制率与在１０μｇ／ｍＬ和４Ｊ／ｃｍ
２ 条件下没有统计学

差异，认为在１０μｇ／ｍＬ和４Ｊ／ｃｍ
２ 时是有效作用

条件。

通过对叶绿酸ｆＰＤＴ处理Ｔ２４细胞后行流式

细胞术检测，发现ＰＤＴ处理后Ｔ２４细胞凋亡率为

（４５．２３±１．２）％，坏死率为（７．１２±０．７）％，而单加

叶绿酸ｅ４对照组凋亡率为（４．３±０．３）％，坏死率为

（２．５９±０．５）％，单照射激光对照组凋亡率为

（３．７７±０．３）％，坏死率为（２．６１±０．６）％。实验组

与细胞对照组、光敏剂对照组和激光对照组之间差

异有显著性意义（狆＜０．０１），显示叶绿酸ｆ介导的

ＰＤＴ杀伤Ｔ２４细胞是以诱导凋亡为主要途经。

ＰＤＴ过程中起细胞毒作用杀死细胞的主要为

ＲＯＳ。ＲＯＳ半衰期极短，小于０．０４μｓ，在细胞内的

０１１７００２５
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播散距离大约２００ｎｍ左右
［１５］，仅能破坏其附近的

组织结构，因此叶绿酸ｆ进入细胞后定位的细胞器

就是其作用靶点。不同的荧光物质具有不同的激发

光谱和发射光谱，发出不同颜色的荧光，因而把荧

光与生物分子联系在一起可以研究许多生物医学问

题［１６，１７］。随着荧光标记探针的发展和探测技术的

进步，ＣＬＳＭ已经在生物医学以及临床病理检测研

究领域得到广泛的应用［１８，１９］。通过ＣＬＳＭ 对叶绿

酸ｆ的亚细胞定位进行进一步的分析，结果表明：

４０５ｎｍ激光激发叶绿酸ｆ发出的红色荧光和

４８８ｎｍ激光激发线粒体特异性探针发出的绿色荧

光，均位于细胞浆内，细胞核内未见分布，显示红光

和绿光位置基本一致，而且重合良好形成黄光，表明

叶绿酸ｆ是定位在线粒体上发挥杀伤作用的。

５　结　　论

综上所述，可以认为新型光敏剂叶绿酸ｆ结合

６５０ｎｍ激光ＰＤＴ处理膀胱癌Ｔ２４细胞，可有效地

抑制肿瘤细胞的生长，其机制推测是叶绿酸ｆ定位

并作用于线粒体，引起肿瘤细胞的凋亡，显示出叶绿

酸ｆ光动力学治疗膀胱癌较好的应用前景，但其作

用和效果需进一步的动物实验和临床试验。
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