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&之间超分子主客体识别作用

制备表面
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甘露糖修饰的高负载光敏剂胶束%
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&' 利用透射电镜和动态光散
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胶束形貌(粒径和稳定性进行表征)并采用
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细胞毒性评价方法考

察其对人乳腺癌
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细胞的摄入( 光动力治疗效果和光毒性' 结果表明
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粒径均一! 在溶液中稳定性良好) 甘露糖受体过度表达的乳腺癌细胞
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能够特异性识别并大量摄取
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灯照射下表现出对
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细胞靶向光动力治疗的效果'
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$是治

疗肿瘤疾病的一种非侵入性新技术23456

% 这种治疗策

略主要依赖于单线态氧#

3

7

5

&的产生 286

"当低暗毒性

光敏药物在肿瘤组织区域富集后!向肿瘤部位给予

特定波长的光照!光敏药物吸收特定波长的光跃迁

至激发态'此时处于激发态的光敏药物会将能量传

递给周围肿瘤组织和细胞中的基态氧!产生活性很

强的单线态氧!单线态氧和相邻的生物大分子发生

氧化反应!产生细胞毒性作用进而导致细胞受损和

死亡294:;

%

目前!用于光动力疗法的光敏剂种类已经被广

泛开发!主要包括卟啉(二氢卟酚(酞菁(氟硼二吡

咯)简称
<71=0>

&等2?4@6

% 这些光敏剂具有高荧光量

子产率(高光稳定性(良好化学稳定性和易于化学

修饰等性质!但其在水中溶解性较差!而且缺乏对

肿瘤细胞的靶向性2A4B;

!因此严重制约了其在光动力

疗法临床上的应用% 近年来!已有许多报道利用新

型靶向输送系统在改善光敏剂性能方面取得了很

大的进步!但仍需进一步开发安全高效的新型输送

载体材料用于靶向光动力治疗研究%

胶束是一类药物输送系统% 具有良好生物相容

性的两亲性大分子能在水中自组装形成胶束23C;

% 对

疏水性的光敏剂进行亲水性修饰!或以包载的形式

构建成具有光敏特性的胶束!可以满足光动力治疗

的要求%同时!由于肿瘤区域增强渗透与滞留#

D0E

&

效应 F33;的存在!通过构建适宜粒径的具光敏特性的

胶束可以实现很好的被动靶向作用!进一步提高光

动力治疗的效率!减少对正常细胞的毒副作用% 但

仅依靠
D0E

作用不足以实现对癌细胞选择性光动

力治疗'通常采用对光敏剂修饰靶向性分子或用具

有靶向性的胶束包载光敏剂的方式!实现靶向光动

力治疗的目的% 由于癌组织区域细胞的特殊的生长

性质! 其会在细胞膜表面过度表达多种靶向受体'

而一些功能性靶向分子!例如透明质酸 F35;

(抗体 F38;

(

多肽 F39;

(叶酸 F3:;等!能特异型识别这些受体!所以表

面修饰有靶向分子的胶束能被癌细胞通过受体介

导识别方式大量摄取!从而达到靶向输送光敏剂进

行光动力治疗的目的!降低光动力治疗对正常细胞

的毒性%

甘露糖作为一类靶向性小分子已被应用于靶

向药物输送的研究中F3?;

%近年来!已有研究表明修饰

有甘露糖的纳米载体能够特异性识别甘露糖受体F3@;

!

而达到靶向给药的目的' 但利用甘露糖的靶向作

用!实现选择性光动力治疗的研究鲜有报道% 本文

以
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分子!利用
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之间主客体识别F3A;原理制备

高负载光敏剂的胶束!考察其理化性质和光动力治

疗性能% 以表面甘露糖受体高表达的人乳腺癌细胞

J1H4J<4583

作为细胞模型!考察了负载光敏剂聚

合物胶束通过甘露糖受体识别作用被
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A) GTV]G

A

&分别对上述溶液进行
B)

(

A)

(

>)

(

() G24

照射!在激发波长为
>Z) 4G

的条件下!分别测定上

述各溶液在荧光波段#

>?)YP)) 4G

&处的荧光光谱'

!"6

甘露糖受体介导的细胞内吞

将人乳腺癌细胞
*!0"*+"A>B

接种于细胞培

养皿内!置于
>H "

(

PW &L

A

的培养箱孵育
A( R

!使

其贴壁生长' 加入含有
+C0O&

>

"&!"*64

H

#

BU) !1V

G:

&的培养液继续培养
A( R

'弃去培养液!用
ES HQ(

磷酸盐缓冲液#

F+9

&清洗
A

次'将癌细胞用
(Q)W

甲

醛在室温下固定
BP G24

后! 移除甲醛溶液!

B G:

F+9

清洗
A

次! 再用
(

*!

U"

二脒基
"A

*

"

苯基吲哚

#

!0FM

!

B !1VG:

&对细胞核进行染色
BP G24

IAAJ

!最后

用
F+9

溶液清洗
A

次 ' 利用激光共聚焦显微镜

#

&:9*

&观察
+C0O&

>

"&!"*64

H

在细胞内部的分布

状态#激发波长)

()ZVPUB 4G

"发射波长)

(BHY(HHVPH)Y

B ))) 4G

&'

!"7

小分子甘露糖竞争性实验

与上述细胞摄取实验相似!先将
*!0"*+"A>B

癌细胞接种于细胞培养皿内! 让其贴壁生长
A( R

'

然后再加入含过量小分子甘露糖的新鲜培养液继

续于孵育箱中培养
( R

' 移除旧的培养基!加入含有

()
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!"#$%

&

'%(')*+

,

!

-./ !0123

"的培养液继续培养

45 6

#弃去培养液$用
78 ,95

的磷酸盐缓冲液!

:!;

"

清洗
4

次#对细胞样依次经
5<=>

甲醛固定$

(#:?

染

色
-@ 2A+

$

:!;

缓冲液清洗处理# 最后$利用激光共

聚焦显微镜!

%3;)

"观察
!"#$%

&

'%(')*+

,

被癌细

胞吸收的情况 !激发波长%

5=B1@.- +2

& 发射波长%

5-,C5,,1@,=C- === +2

"#

!"#

细胞毒性评价

采用
)""

法对空白胶束和负载光敏剂胶束的

光暗细胞毒性进行评价D4&E

# 将人乳腺癌细胞
)(#'

)!'4&-

种植于
F.

孔板内$每孔约
-= ===

个细胞#

在
&, !

'

@> %G

4

的培养箱中孵育细胞
45 6

后$加

入含
!"#$%

&

H%(')*+

,

或
%

&

'%(')*+

,

的
-=>

胎

牛血清培养基$确定体系中所含光敏剂
!"#

的质量

浓度为
4= !0123

$ 继续于孵育箱中培养一段时间#

待
45 6

后$分别进行
..@ +2 3I(

光源照射
&= 2A+

和黑暗环境处理后$移除培养液$用
78 ,<5

的
:!;

缓冲溶液清洗
4

次$ 每孔中加入
-== !3 )""

培养

液!

=<@ 20123

"继续培养
5 6

#移除每个孔内
)""

培

养液$再加入
-== !3 ();G

$振荡
-= 2A+

$用多功能

酶标仪测量
5F= +2

处各孔的吸光值!

G(

"$计算细

胞存活率#

!"$ %&'()

*

+),+-./

0

的设计制备及其光动力

治疗策略

通过
"'%(

和金刚烷超分子识别作用将甘露

糖功能化
"'%(

固定到光敏剂纳米聚集体表面$从

而制备了表面甘露糖功能修饰的光敏剂纳米粒

子 D4=E

# 然而由于上述研究的纳米粒子在水溶液中的

长期稳定性较差$因此需要进一步开发具有高稳定

性的负载光敏剂输送载体材料# 为了实现这一目

标$本研究希望通过
%

&

'%(')*+

,

自组装形成胶束$

同时包载
!"#

进入胶束的疏水性空腔$从而提高负

载
!"#

胶束的稳定性$并将其应用于靶向光动力治

疗的研究中#

通过透析冻干法制得新型负载光敏剂胶束

!"#$%

&

'%(')*+

,

$ 并将其应用于靶向光动力治疗

人乳腺癌细胞
)(#')!'4&-

的研究中# 如图
-

所

示$ 将所获具有靶向作用的
!"#$%

&

'%(')*+

,

与

)(#')!'4&-

癌细胞共培养#利用甘露糖受体识别

介导光敏剂
!"#

被癌细胞内吞$ 并在
..@ +2 3I(

灯照射下诱导胞质内的基态氧产生单线态氧$进而

氧化杀伤癌细胞&这里细胞中基态氧主要以三线态

氧!

&

G

4

"形式存在#

图
$ %&'()

*

+),+-./

0

的结构及其应用于靶向光动力治

疗的示意

1234 $ 56789.:26 2;;<=:>.:2?/ ?@ %&'()

*

+),+-./

0

@?>

:.>38:8A B,&

!"!

胶束的
,C5

与
&D-

表征

优良的两亲性纳米载体需具有良好的结构外

形和稳定性# 通过
"I)

观察胶束的形貌和粒径$用

(3;

测定胶束的水合粒径分布以及一段时间内在

生物溶剂中的稳定性$ 结果见图
4

# 根据
"I)

与

(3;

的结果$ 空白胶束
%

&

'%(')*+

,

在负载光敏剂

!"#

后$平均粒径明显增大# 由于在溶液中胶束表

面会形成水合层$ 其流体力学粒径明显大于
"I)

测得的真实粒径$ 对比空白胶束的
"I)

和
(3;

的

结果可知$ 其由
"I)

测得真实直径
&= +2

左右变

为
(3;

测得的流体力学直径
--= +2

左右!图
4

!

*

"

和图
4

!

J

""&负载光敏剂胶束
!"#$%

&

'%(')*+

,

也

呈现类似的结果!图
4

!

K

""# 而图
4

!

J

"则表示两种

胶束的动态光散射实验结果$ 其中
%

&

'%(')*+

,

的

:(?

值为
=<4-=

$

!"#$%

&

'%( ')*+

,

的
:(?

值 为

=<4F-

$这表明两者均一性较好# 另外$选取
& L

来考

察空白胶束
%

&

'%(')*+

,

以及负载光敏剂胶束

!"#$%

&

'%(')*+

,

在含
-=>

胎牛血清的培养基中

稳定性$ 一般
& L

是药剂在生物体内循环作用的时

间&从图
4

!

L

"中则可以看出$在培养基中两种胶束

流体力学直径波动较小$在这段时间内胶束的整体

结结结结结果果果果果与与与与与分分分分分析析析析析
;;;;

;

ST
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结构较稳定!满足光动力治疗的要求"

图
! "

#

$"%$&'(

)

和
*+,-"

.

$"%$&'(

)

的透射电镜照

片!水溶液中的流体力学直径分布图以及在
/01

胎牛

血清培养基中的长期稳定性

2345 6 +7& 38'49:

!

;<=>?=<('83@ :3A9 =3:B>3CDB3?(: 3(

E'B9> '(= F?(4GB9>8 @?FF?3='F :B'C3F3B< 3( @DFBD>9

89=3D8 E3B; H01 2*I ?J B;9 83@9FF9:

6K. *+,-"

.

$"%$&'(

)

中
*+,

含量的测定

胶束仅作为输送载体!介导光敏剂在肿瘤组织

中富集并用于光动力治疗时需明确光敏剂的量" 通

过紫外分光光度计分别测定一系列浓度下光敏剂

#$%

在最大吸收
&&' ()

处的最大吸光度! 制定出

*$%

的标准工作曲线!从而表征
*$%

浓度与吸光度

之间的线性关系" 结果如图
+

所示#从图
+

$

,

%中可

以明显看出不同浓度下
*$%

在
-&' ()

处均有最大

吸光度&进而绘制其标准工作曲线!见图
+

'

.

%"这一

实验结果表明光敏剂的浓度与其最大吸收处的吸

光度两者之间具有良好的线性关系" 根据朗伯比尔

定律科#

!/01

'

23"

%

4#$%

'

2

%

式中#

&

为吸光度&

"

为透射比&

$

为吸收层厚度&

%

为吸光物质的质量浓度&

#

为吸光系数!只与物质本

身性质相关"光敏剂
*$5

的吸光系数
#

为
6789: &

"

根据上述测定方法 ! 取负载光敏剂胶束

*$5;<

+

=<!=>,(

?

加入
2 )@ !>AB

中破坏胶束!

测定其吸光度!即可知道胶束中光敏剂
*$5

浓度与

吸光度之间的关系" 通过计算!可知负载光敏剂胶

束
*$5;<

+

=<! =>,(

?

中
*$5

的质量百分比为

29C

" 另外 ! 本文对末端未共价键连金刚烷的

*B!DEF

光敏剂! 按上述相同的方法制备另一种载

光敏剂胶束!并对其确切的包载量进行测定" 结果

发现其包载率仅为
'C

左右!这些结果表明由于
!=

<!

与金刚烷之间的超分子识别作用! 由
<

+

=<!=

>,(

?

自组装形成胶束包载
*$5

的能力明显增强"

图
. *+,

的紫外可见光谱图和标准工作曲线

234K . LM $N3: :O9@B>D8 '(=B;9 :B'(='>= @D>N9 ?J

O;?B?:9(:3B3A9> *+, 3( %&IP

()
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!"# $%&'(

)

*(+*,-.

/

产单线态氧的研究

光敏剂产单线态氧!

!

"

#

"的能力是衡量其光动

力治疗效果的重要指标# 光敏剂在特定波长的光照

下产生的单线态氧能将其捕获剂
$%&$

氧化$进而

导致
$%&$

在其特征吸收光带!

'()*+)) ,-

"处荧

光强度降低$通过这种方式间接地表征单线态氧的

产生#

实验结果如图
.

所示%在有机溶剂
&/0"

中在

光照条件下下不断产生有单线态氧 !

1

"

2

" 产生$而

$%&$

捕获 3

"

2

后导致结构改变$荧光猝灭$荧光强

度下降$通过连续阶段的光照$

$%&$

的荧光强度不

断的降低!图
.

!

4

""&而在去离子水中$即便给予长

时间光照$也不能产生单线态氧$故而单线态氧捕

获剂
$%&$

的荧光强度不变!图
.

!

5

""#这一现象主

要是由于
%6$78

'

98&9/4,

:

在两种溶剂中存在形

式的不同引起% 其在
&/0"

中以分子状态存在$而

在水中则以胶束的形式存在#

图
#

不同时长
01+

灯光照下在
2

!

3

或
+,43

中
&$+&

的荧光光谱

567" # 589:;<=><.>< =?<>@;- :A &$+& 6. @B< C6AA<;<.@

=:89@6:. -A@<; @B< 6;;-C6-@6:. A:; 2

!

3 -.C +,43

以上实验证明
%6$78

'

98&9/4,

:

以分子状态

存在时能够在近红外光照射下不断产生单线态氧$

满足光动力治疗杀伤癌细胞的条件# 为了考察溶剂

因素对实验结果的影响$另做两组空白对照实验验

证%

!$%&$

的水溶液在连续光照下荧光光谱&

"

$%&$

的
&/0"

溶液在连续光照下荧光光谱# 结果

表明了单线态氧捕获剂
$%&$

在水相或油相中稳

定$荧光强度不会改变$也证实了上述实验中
$%&$

荧光强度的改变仅是光敏剂在起作用#

!"D

甘露糖受体介导的细胞内吞

利 用 激 光 共 聚 焦 显 微 镜 !

8;0/

"$ 考 察

%6$78

'

98&9/4,

:

经甘露糖受体介导被人乳腺癌

细胞
/&$9/%92'3

内吞的性能$ 研究甘露糖的靶

向作用#

%6$78

'

98&9/4,

:

与
/&$9/%92'3

癌细

胞在
+< 8"

2

的孵育箱中共培养
2. =

后$ 依次用

.<

甲醛固定$

! #>?-; &$@A

染色$

BC :D. @%0

溶液

清洗保存$然后使用激光共聚焦显微镜观察# 结果

见图
+

$ 癌细胞的细胞核经过
&$@A

染色而呈现蓝

色$光敏剂
%6$

呈现红色荧光$通过两者叠加图$可

以明显地看到
%6$

被内吞进入细胞#

由于甘露糖受体介导的细胞内吞$负载光敏剂

胶束
%6$78

'

98&9/4,

:

具有良好的靶向性 # 将

%6$78

'

98&9/4,

:

与人乳腺癌细胞
/&$9/%92'!

共培养
2. =

后$在癌细胞内有大量红色荧光$这些

红色荧光是由于
%6$78

'

98&9/4,

:

被内吞入细胞

后解组装释放
%6$

分子所产生的!图
+

!

4

""# 而通

过提前用过量的小分子甘露糖对癌细胞表面的甘

露糖受体进行竞争性实验$发现胶束靶向内吞受阻

和光敏剂
%6$

的内吞量减少$表现为细胞内红色荧

光强度明显降低!图
+

!

5

""#上述靶向性细胞摄取实

验和小分子甘露糖竞争性实验充分证实了甘露糖

分子具有良好的靶向作用$也表明了负载光敏剂胶

束
%6$78

'

98&9/4,

:

能够靶向识别乳腺癌细胞

/&$9/%92'!

表面的甘露糖受体$并通过受体识别

内吞的方式进入癌细胞内$实现了良好的靶向输送

光敏药物的目的#

!"E

光动力治疗的细胞评价

细胞水平上的光动力治疗效果$作为衡量光敏

剂用于光动力疗法的必要指标# 利用激光共聚焦显

微镜!

8;0/

"$研究
%6$78

'

98&9/4,

:

被内吞进入

癌细胞的情况$进而在光动力治疗后对人乳腺癌细

胞
/&$9/%92'!

进行细胞形态观察'评价#

S8
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图
! "#$%&

'

(&)(*+,

-

!

./0 !1234

" 与癌细胞
*)$(

*"(5'.

共培养
56 7

后分别在无甘露糖环境和有小

分子甘露糖竞争下的激光共聚焦显微镜图

891: ; &4<* 93+1=> ?@ *)A B*" (5'. C+,C=D C=EE>

9,CFG+H=I @?D 56 7 J9H7 "#A%&

'

B&)B*+,

-

!

./K

!1234

"

+> 9,I9C+H=I

结果如图
#

所示!在不对癌细胞给予
$%!

"

##&

'(

#

)* (+,-(

)

$灯照射的条件下%光敏剂不会产生

单线态氧而杀伤细胞%此时细胞形态饱满%细胞核

圆润%可以清晰地看见细胞整体外形&图
#

&

.

$$'而

当对癌细胞给予
$%!

光照
/* (0'

时% 光敏剂
123

将能量转移给胞质中的基态氧而产生单线态氧

&

4

5

)

$%进而杀伤癌细胞%表现为细胞整体形态萎缩%

细胞明显变小%细胞核也严重蜷缩变小%出现明显

的光动力治疗效果&图
6

&

7

$$(

实验通过
8$9:

直接观察到
:!3;:1;)/4

癌

细胞在黑暗环境和给予光照条件下%癌细胞大小与

形态以及细胞核大小与形态均出现明显差异( 表明

123<8

/

;8!;:.'

=

在体外细胞水平上有明显的光

动力治疗效果%初步满足光敏剂用于光动力治疗的

要求(

图
L "#AM&

'

B&)B*+,

N

N

!

./K !1O34

"与癌细胞
*)AB

*"B5'.

共培养
56 7

后在黑暗环境或
LL; ,3 4P)

灯光照
'K 39,

条件下的激光共聚焦显微镜图

891: L &4<* 93+1=> +G?FH Q)# ?@ *)A B*" B5'.

C+,C=D C=EE> 9,CFG+H=I J9H7 "#AM&

'

B&)B*+,

N

!

.LK !1234

"

@?D 56 7 @?EE?J=I

5:N

细胞毒性评价

用于光动力治疗的光敏剂应具有低的暗毒性%

以及高的光动力治疗性能>)?@

( 实验采用
:22

法分别

考察空白胶束
8

/

;8!;:.'

=

和负载光敏剂
123

胶

束
123<8

/

;8!;:.'

=

分别在黑暗和
66& '( $%!

灯光照
/* (0'

条件下对人乳腺癌细胞
:!3;:1;

)/4

的毒性%实验结果见图
=

(

由图
=.

可知%随
8

/

;8!;:.'

=

和
123<8

/

;8!;

:.'

=

剂量的增加% 在不给予
$%!

灯光照的黑暗条

件下%

:!3;:1;)/4

癌细胞存活率略有降低' 当胶

束的质量浓度达到
)** !A,($

&此时
123<8

/

;8!;

:.'

=

中
123

的质量浓度约为
)& !A,($

$时%细胞存

活率仍大于
B*C

( 这表明
8

/

;8!;:.'

=

具有良好的

生物相容性% 是一种优良的靶向输送载体' 而且

123<8

/

;8!;:.'

=

表现为低暗毒性%满足光敏剂低

暗毒性的条件( 而由图
=

&

7

$可知%将甘露糖受体过

度表达的人乳腺癌细胞
:!3;:1;)/4

分别与相同

剂量的两种胶束共同孵育后% 在
66& '( $%!

光照

条件下% 癌细胞存活率表现出明显差异' 孵育有

123<8

/

;8!;:.'

=

的癌细胞存活率大大降低%当其

浓度达到
)** !A,($

时%细胞存活率仅为
=C

%表现

出极高的光疗效果' 而
$%!

灯光照对孵育有
8

/

;

8!;:.'

=

的癌细胞几乎无毒副作用(

由于
123<8

/

;8!;:.'

=

能通过甘露糖受体介

导的内吞作用将光敏剂
123

输送进入癌细胞内%在

特定波长&

66& '(

$光照下%

123

能大量诱导单线态

氧的产生%进而杀伤癌细胞%表现出优良的光动力

治疗性能( 因此%

123<8

/

;8!;:.'

=

是一种优良的

光动力治疗材料%可以靶向性地光动力治疗人乳腺

癌
:!3;:1;)/4

细胞(

($
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图
! "

#

$"%$&'(

!

和
)*+,"

#

$"%$&'(

!

分别与
&%+$

&)$-#.

癌细胞共培养
-/ 0

后黑暗环境或
112 (3

45%

灯照射
#6 37(

的细胞存活率#

!81

$

97:; ! <7'=7>7?@ AB &%+ C&) $-#. DE>>F 'B?EG -/ 0 AB

7(DH='?7A( I7?0 "

#

C"%C&'(

!

AG )*+,"

#

C"%C

&'(

!

'? J7BBEGE(? JAFEF BA>>AIEJ =@7(DH='?7A( 7(

?0E J'GK AG 7GG'J7'?7A( I7?0 45% >7:0? BAG #6 37(
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!81

&

借助具有良好生物相容性的药物输送载体!靶

向性地将用于光动力治疗的光敏剂输送进入到肿

瘤细胞中! 减少其在正常组织和细胞中的分布!可

以提高光动力治疗效率!同时降低毒副作用" 本研

究利用
!!"#

与
$%

之间主客体识别原理制备

&'()"

*

+"#!,-.

/

! 其负载
&'(

的量明显提高!并

将
&'()"

*

+"#+,-.

/

应用于人乳腺癌
,#(+,&+

0*1

细胞的光动力治疗! 考察其用于光动力治疗的

性能"结果显示!

&'()"

*

!"#!,-.

/

能与
,#(!,&!

2*1

癌细胞表面的甘露糖受体特异性识别! 而被人

乳腺癌细胞
,#(+,&+2*1

大量摄入并释放
&'(

!

在
334 .5 67#

光照下! 表现出对乳腺癌细胞的靶

向光动力治疗效果" 因此!利用甘露糖的靶向作用

以及环糊精与金刚烷的特异识别作用!新型高负载

&'(

胶束
&'()"

*

8"#+,-.

/

在乳腺癌的光动力治

疗中具有极大的应用潜力"

结结结结结 语语语语语
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会议名称!中国化学会第二十届全国有机分析及生物分析学术研讨会

会议时间$

#$%&

年
%%

月
''"'(

日

会议地点$海南省海口市

主 办 方$中国化学会

承 办 方$

%

'中国化学会有机分析专业委员会(

'

'海南师范大学(

)

'热带药用植物化学教育部重点实验室(

*

'海南省

化学化工学会(

会议主题$有机及生物分析新时代新作为

大会主席$潘远江 预计规模$

'($

联 系 人$陈光英

电子邮箱$

+,-./0-%')1%2)3+45

电 话$

%)%67&'$(2)
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&&

号

会议内容$本次会议以)有机及生物分析新时代新作为*为主题!展示近年来有机分析与生物分析及相关研究领域的

新成就和新进展!探讨有机分析与生物分析领域所面临的机遇+挑战及未来发展方向!促进和活跃我国有机分析与生物分

析以及交叉领域科学和技术事业的发展,

('


