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摘#要!用拉曼光谱技术比较血卟啉单甲醚CU/U和血卟啉衍生物CK4对肝癌细胞 .UUJZ

;;*+ 光敏化损伤# 实验测定了用两种光敏剂对 .UUJZ;;*+ 细胞光动力作用后的4)-和蛋

白质的光谱图# 结果显示&CUU/和CK4对4)-和蛋白质构象的光敏损伤特征是相同的"但

损伤程度不同# 经CUU/作用的 .UUJZ;;*+ 细胞的谱线"4)-各峰的位置和强度的变化

都比CK4大"有的峰消失"蛋白质主链的几条谱线强度与 CK4谱线相比大幅降低"表示

CUU/对4)-和蛋白质主链的损伤较大# 结果表明&CUU/对 .UUJZ;;*+ 细胞的光敏损

伤效应大于CK4#
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在光动力疗法"KT&L&PS7O>EMLT8NOKS!b4A#中!

光敏剂经特定波长的光激发!产生单线态氧"

+

F

*

#'

氧自由基'羟自由基等多种活性氧物质"NOPEMO'&WS9

H87 RK8ME8R!0F.#!攻击蛋白质'核酸'脂类等生物大

分子!破坏肿瘤细胞!在这个过程中!光敏剂的种类

对其杀伤效应有重大影响&

血卟啉单甲醚"CUU/#是我国率先研制的一

种单体卟啉光敏剂!激发波长为 $=" 7>& CUU/具

有成分单一'组成稳定'体内代谢清除速度快'避光
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时间短等优点!属于新一代光敏剂& 血卟啉衍生物

"CK4#是多种卟啉的混合物!是一种疏水性光敏

剂!CUU/和CK4均属卟啉类光敏剂!但理化特性

和组织吸收特点有所不同&

已有实验证实!卟啉类光敏剂作用的靶分子主

要是核酸和蛋白质(+)

& 本研究采用激光拉曼光谱

技术!观察 CUU/9b4A和 CK49b4A作用对人肝癌

细胞 .UUJZ;;*+ 核酸和蛋白质结构的微观光敏

损伤差异!从分子水平了解两种光敏剂对肿瘤细胞

敏化损伤的不同特性&

激光拉曼光谱的特征峰位置'强度和线宽可以

提供分子振动'转动方面的信息!通过物质的拉曼光

谱!可以从分子水平上了解组织'细胞的化学成分和

分子结构& 拉曼光谱技术在测量生物分子时!具有

结构信息量大!操作方便等优点!能提供快速'非侵

袭性的检测!给出专一性的光谱信息!使得在线分析

和实时检测成为可能& 本实验试图利用激光拉曼光

谱技术!寻找一种筛选适合肿瘤光动力治疗的优良

光敏剂的方法&

*#材料与方法

*(+#实验仪器和材料

仪器$JF

*

细胞培养箱%法国5&XE79cQ&7 A$!"""

型共焦显微拉曼光谱仪%氩离子激光器!激光输出波

长为 :+!(: 7>%奥林巴斯倒置显微镜!日本F'S>K6R

公司生产%光动力治疗激发光源C8Z)8激光器!波

长 $=*(< 7>&

材料$光敏剂血卟啉单甲醚"CUU/#!由上海红

绿光敏剂研究所提供%光敏剂血卟啉衍生物"CK4#!

购自北京制药工业研究所%肝癌细胞 .UUJZ;;*+!

购于中国医学科学院上海细胞库%含 +"l胎牛血清

的0bU2Z'$!" 培养液购自美国D2@JF公司&

*(*#实验方法

*(*(+#细胞培养

.UUJZ;;*+ 肝癌细胞培养于含 +"l胎牛血

清"加双抗#的 0bU2Z+$!" 培养液中!然后放在

=;f!:lJF

*

的培养箱中培养!每 * =̀ P 传代!取

对数生长期细胞进行实验&

*(*(*#实验方法

将细胞常规消化收集!随机分成对照组"不加

光敏剂'不照光#和光动力实验组& 以细胞浓度为

+ +̂"

:

_>,接种到培养板中!在 JF

*

培养箱中培养

*! T 后!实验组加入浓度为 :

!

H_>,的 CUU/和

CK4!每组设 = 个复孔& 在 JF

*

培养箱中继续培养

! T!然后用 C8Z)8激光器垂直照射培养板!能量

密度 +" 5_M>

*

& 光动力作用 $ T 后收集细胞!进行

拉曼光谱采集&

光谱采集用法国 5&XE79cQ&7 公司制造的

5c9A$!""" 型共焦显微拉曼光谱仪!用液氮冷却的

JJ4作为探测器!激发光源为氩离子激光器!功率

<" >Y!激光输出波长为 :+!(: 7>!测量时间 +"" R!

光谱分辨率 ! M>

Z+

!扫描步长 + M>

Z+

!曝光积分时

间 +" R!扫描范围为 $"" +̀<"" M>

Z+

& 实验重复 =

次!所得光谱用五次多项式扣除荧光本底后并

光滑&

=#结果和讨论

图 + `图 = 是对照组和光动力组肝癌细胞

.UUJZ;;*+ 的拉曼光谱& 图 + 是对照组!图 * 是

CK4光动力组!图 = 是 CUU/光动力组& 肝癌细

胞 .UUJZ;;*+ 拉曼光谱特征峰归属如表 + 所

示(* Z!)

& 从实验结果可知!与对照组相比!光动力

组细胞的谱线有明显的变化!同时也可观察到两

个光动力组细胞的谱线也有很大的差异!结果分

析如下&

##VOQ876>X8N_M>

Z+

"对照组#

图 +#人肝癌细胞 .UUJZ;;*+ 的拉曼光谱

##VOQ876>X8N_M>

Z+

"CK4组#

图 *#光动力作用后 .UUJZ;;*+ 细胞的拉曼光谱
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##VOQ876>X8N_M>

Z+

"CUU/组#

图 =#光动力作用后 .UUJZ;;*+ 细胞的拉曼光谱

表 +#人肝癌细胞 .UUJZ;;*+ 特征峰位置和归属
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##注!RLN伸缩振动%P8I弯曲振动%bT8苯丙氨酸%ASN酪氨酸%ANK

色氨酸%FZbZF磷酸二酯%bF

Z

*

磷酸离子%-腺嘌呤%D鸟嘌呤%J

胞嘧啶%A胸腺嘧啶%->EP8酰胺

*(+#4)-谱线分析比较

*(+(+#4)-骨架磷酸基团的损伤

代表4)-骨架磷酸基团振动的峰有两条$磷酸

二酯"FZbZF#对称伸缩振动峰 ;<; M>

Z+和磷酸

离子"bF

Z

*

#的对称伸缩振动峰 +"B* M>

Z+

& 光敏损

伤后! ;<; M>

Z+ 峰位移到 ;<: M>

Z+

" CK4# 和

;<= M>

Z+

"CUU/#!该谱线对 4)-构象的变化敏

感!谱峰位移表明 4)-双螺旋结构变为无序(:)

!其

峰强度也大幅下降!分别下降 *;l"CK4#和 !*l

"CUU/#!峰强度代表细胞内磷酸二酯键的含量!

峰强下降表明磷酸二酯受到损伤!从光谱图也可得

知!;<; M>

Z+峰型由尖峰变成一个宽峰!它可能是

4)-断裂产生的多个多核苷酸的磷酸二酯

"FZbZF#对称伸缩振动& 磷酸离子"bF

Z

*

#的对

称伸缩振动峰 +"B* M>

Z+谱线是构象不灵敏的($)

!

光敏损伤后!峰的位移不大!从 +"B* M>

Z+频移到

+"B+ M>

Z+

"CK4#!+"B" M>

Z+

"CUU/#!但是强度有

所下降& 这个峰的强度可以作为一种判断 4)-含

量的标准(;)

!峰强度减小!表明 4)-双螺旋结构被

破坏!4)-复制被抑制&

*(+(*#碱基的损伤

从图谱可知!CK4和CUU/对不同碱基的损伤

程度不同& 光动力作用后!碱基谱线的强度大部分

降低!但也有增加的& 因为属于碱基振动的拉曼谱

的强度受到碱基堆积的影响!在螺旋结构形成中碱

基的振动谱线强度会明显下降!产生减色效应(<)

&

光动力作用对大部分碱基的影响是先破坏碱基Z碱

基的堆积相互作用!然后损伤碱基& 光敏损伤后!代

表鸟嘌呤 D'胸腺嘧啶 A的 $$; M>

Z+ 峰移到

$;* M>

Z+

"CK4#和 $;: M>

Z+

"CUU/#!强度增强

=<l"CK4#!!Bl"CUU/#!发生了增色效应& 属

于腺嘌呤-'胞嘧啶J的 +="+ M>

Z+谱线!强度显著

增加!谱线也产生增色效应!说明有碱基的解堆积发

生& 代表腺嘌呤 -'鸟嘌呤 D振动的 +=;< M>

Z+

!

+!<= M>

Z+谱线! 强 度 下 降! 分 别 为 *+l! =*l

"CK4#和 ="l!=:l"CUU/#!峰位移到 +=<+ M>

Z+

!

+!<: M>

Z+

"CK4#和 +=<$ M>

Z+

!+!<< M>

Z+

"CUU/#!

拉曼光谱的强度与散射中心的数目成正比!强度下

降说明碱基受到损伤& 从图 = 可知属于腺嘌呤 -'

鸟嘌呤D的 J])伸缩振动 +:;: M>

Z+的峰几乎消

失!提示 CUU/对腺嘌呤 -'鸟嘌呤 D损伤严重&

+==; M>

Z+是腺嘌呤 -的振动峰!在图 * 中移到

+=*< M>

Z+

!在图 = 中该谱线消失& 代表胸腺嘧啶 A

的谱线 ;:* M>

Z+

!+*!" M>

Z+

!光敏作用后!;:* M>

Z+

移到了 ;:= M>

Z+

"CK4#和 ;:: M>

Z+

"CUU/#!而

+*!" M>

Z+的强度急剧下降!成为宽峰!谱线半高宽

度均减小& +$$B M>

Z+峰是包括碱基之间氢键在内

的胸腺嘧啶A的羰基 J]F伸缩振动!峰位向低波

数位移到 +$$+ M>

Z+

"CK4#!+$:B M>

Z+

"CUU/#!

峰强降低了 =:l和 :;l!峰强急剧减小!表明嘧啶

碱基强烈地扭曲!有碱基之间的氢键断裂!提示已有

部分的双螺旋4)-变成了无序的单链4)-

(B)

&

通过对4)-骨架磷酸基团'碱基的损伤比较可

知!CK4和 CUU/对肝癌细胞 .UUJZ;;*+ 中

4)-骨架磷酸基团和碱基均有损伤& 光敏作用后!

4)-的单'双链被切断!碱基之间氢键断裂!碱基

"-!D!J!A#的各个基团都有不同程度的损伤& 经

CUU/作用的细胞的谱线!各峰的位置和强度的变

化都比 CK4大!有的峰消失!表明 CUU/对 4)-

的光敏损伤要大于CK4&
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*(*#光敏损伤后蛋白质谱线的对比分析

蛋白质的拉曼谱峰可以得到关于其主链构象'

二级结构和侧链氨基酸构象变化的信息&

*(*(+#主链构象变化

表征蛋白质主链构象的谱线主要有 : 条$+*!"!

+*::! +="+! +=+=! +!:$ M>

Z+

& 归 属
#

折 叠 的

+*!" M>

Z+峰!光敏作用后!峰位移到 +*=; M>

Z+

"CK4#! +*=: M>

Z+

" CUU/#! 峰 强 下 降 *=l

"CK4#!=Bl"CUU/#& +="+ M>

Z+表征
.

螺旋!其

强度也有明显的减弱!峰位分别向低波段频移

= M>

Z+

"CK4#和 B M>

Z+

"CUU/#& 两谱线的明显

变化!可能是活性氧物质破坏了形成
.

螺旋和
#

折

叠的链内和链间氢键体系!使
.

螺旋和
#

折叠的有

序结构遭到破坏!蛋白的有序构象减少!两者谱线强

度也因此降低& 从图 * 和图 = 比较可知!CUU/谱

线降低得更多!说明蛋白质更加无序!CUU/对蛋

白质光敏损伤更大& +*:: M>

Z+属无规卷曲!峰位变

化不大!但峰强度增加!分别增加 !$l"CK4#!:<l

"CUU/#!表明蛋白质无序结构增加& 表征
#

回折

的 +=+= M>

Z+

!谱线大幅下降!原因可能是形成
#

回

折结构的 * 个氢键很容易被-FC攻击!使
#

回折

遭到破坏& +!:$ M>

Z+谱线表征亚甲基的非对称弯

曲振动!光敏损伤后! CK4组移到 +!$" M>

Z+

!

CUU/组移到 +!$* M>

Z+

!强度分别减少 *=l

"CK4#!:$l"CUU/#!表明蛋白质的JZC链和肽

链骨架发生断裂(+")

&

*(*(*#蛋白质侧链构象变化

表征侧链构象的谱线有 $ 条$+""!!<:*!<=+!

;:*!+=;<!+:;: M>

Z+

& 图 * 和图 = 光谱结果显示!

蛋白质侧链的变化也相当明显& +""! M>

Z+代表苯

丙氨酸的单基取代苯基环的伸缩振动!是构象不灵

敏的!在本实验中作为内标!峰位移到 +""* M>

Z+

"CK4#和 +""= M>

Z+

"CUU/#!峰强有所下降& 其

强度减弱可能是在-FC羟基自由基的作用下生成

邻位'间位和对位酪氨酸!从而自身的量减少(++)

&

<=+ M>

Z+和 <:* M>

Z+的两个峰是酪氨酸残基的

振动谱带!与环呼吸振动和面外弯曲振动倍频之间

的费米共振有关!随侧链微环境而变& 两个拉曼峰

的比值可以反映酪氨酸的外环境!当酪氨酸处于掩

埋状态时!两峰强比值小于 +!当酪氨酸完全处于暴

露状态时两峰强比值大于 +!该强度比对于氢键结

合的性质和酚羟基基团离子化的状态是敏感的& 从

图 * 和图 = 可知!它们从 <=+ M>

Z+和 <:* M>

Z+

!频移

到 <=! M>

Z+ 和 <:$ M>

Z+

" CK4#! <== M>

Z+ 和

<:< M>

Z+

"CUU/#!该双峰的比值为 +(*:"CK4#!

+(=+"CUU/#!说明酪氨酸外环境发生变化!变为完

全暴露的状态& ;:*!+=;<!+:;: M>

Z+属于色氨酸的

吲哚环的特征峰!谱线明显减弱!这可能是单线态氧

"

+

F

*

#同色氨酸的吲哚环 *!= 位双键产生加成反

应!使吲哚环开环(+*)

&

从实验结果表明!光敏作用造成蛋白质主链结

构的
)

螺旋'

*

折叠减少!无规卷曲增加!蛋白质侧

链结构的吲哚环'单基取代苯基环等明显减少!表明

蛋白质分子的主链和侧链基团受到损伤& 造成蛋白

质主链和侧链基团损伤的原因较多!其中之一可能

是单线态氧"

+

F

*

#'超氧阴离子自由基"F

Z

*

#'羟基

自由基"-FC#等氧化蛋白质分子!使蛋白质分子

空间结构的氢键受到了损伤!氢键体系有所变化&

氢键是稳定蛋白质二级结构的主要作用力!蛋白质

分子空间结构的氢键受到了损伤!会导致蛋白质空

间结构较明显的变化!蛋白质主链的氢键体系的损

伤也会改变酪氨酸'色氨酸的环境!影响侧链构象!

造成蛋白质侧链损伤&

实验结果表明 CUU/和 CK4对蛋白质的光敏

损伤特征是相同的!但两种光敏剂对蛋白质主链和

侧链的损伤层度不同!经CUU/作用后蛋白质主链

的几条谱线强度与 CK4谱线相比大幅降低!表示

CUU/对主链的损伤要大于CK4&

卟啉类光敏剂是由四个吡咯环和四个次甲基桥

联结起来的大共轭体系分子!对癌细胞有特殊的亲

和力!其光动力作用原理是光敏剂在光激发后!产生

的活性氧物质"0F.#同底物发生电子转移或抽氢作

用!产生底物或光敏剂的自由基或自由基离子!与周

围的氧反应生成氧化物!称为
+

型反应"氧化还原

反应#& 另一种是光敏剂的三重态氧与基态分子氧

发生能量传递产生单重态氧!它具有亲电性!能高效

的氧化生物分子!称为
,

型反应"能量转递反应#&

已有证据表明!卟啉类光敏剂的光动力疗效取决于

单重态氧!大多数情况下
,

型反应起主导作用!但超

氧阴离子自由基'羟基自由基等也参与了光动力损

伤的某些过程&

理想的光敏剂应符合以下特性$

"

化学组分单

一'结构明确且性质稳定%

#

暗毒性低%

$

能被靶器

官优先摄取%

-

副作用小%

.

单线态氧及其他活性氧

物质产量高&

光敏剂CK4是第一代光敏剂!是含多种卟啉成

分的混合制剂!对恶性肿瘤的亲和性较强!缺点是光

敏剂的单态氧量子产率偏低!在体内滞留时间长!避

;"$激 光 与 红 外#)&($# *"+"# #刘婉华等#两种卟啉类光敏剂对 .UUJZ;;*+ 细胞敏化损伤的拉曼光谱分析



光需较长时间& CUU/是第二代国产光敏剂!是单

体卟啉制剂!具有性质稳定'单态氧量子产率高'体

内排泄快'皮肤的光敏反应持续时间短'安全性较

大'避光时间短等优点&

本实验证明CUU/对4)-和蛋白质的光敏损

伤要大于 CK4!可能的原因是 CUU/产生单态

氧+

F

*

和超氧阴离子自由基'羟基自由基的能力强

于CK4

(+=)

& 已有实验证明!单态氧+

F

*

可以氧化碱

基!使碱基脱落'碱基破坏'单链双链断裂'4)-链

内交联和链间交联等!4)-受到严重损伤!所以血

卟啉单甲醚 CUU/对肿瘤细胞的体外光敏杀伤效

应高于光敏剂CK4&
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