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三联毗咤钉 �����光敏损伤 ��� 的

凝胶电泳研究
�

张连文 林维真 韩镇辉 姚思德 林 林念芸
�中国科学院上海原子核研究所辐射化学开放实验室 上海 �������

摘要 采用琼脂糖凝胶电泳研究了以可见光引发的三联毗吮钉 �����与 ��� 之间的光敏反

应
。

发现在有氧气条件下
，

三联毗陡钉 ����经 ��������� 光照可导致 ��� 的光敏损伤
，

其途

径主要是通过单线态氧与 ��� 反应引起的碱基损伤
，
另外则是通过 ��� 与三联毗吮钉阳离子

自由基 ����
�������

�
����� �

��
“ 十�反应导致碱基损伤而产生的

，
而且损伤与 ��� 和联毗陡钉

之间的浓度比存在着一定关系
�

对照单链 ��� 及双链 ��� 光敏损伤结果后发现
，

单链 ���

较双链 ��� 更易于产生光敏损伤
，

这可能是由于单链 ��� 中碱基较双链 ��� 中的更为暴露

的缘故
。

关扭词 三联毗吮钉 �����
，
光敏损伤

，

凝胶电泳
，
�����

，

�����

中图分类号 ����
�

����
，

����
�

��

随着肿瘤光敏治疗研究的深入
，

需要开发光敏效率高
、

增敏作用强
、

选择性好
、

低毒及

激发波长向红光延伸的新型光敏剂
。

具有位点选择性的光敏剂更是其中热点之一
。

钉类配合

物
，

作为阳离子型配合物的一种
，

能够与 ��� 通过静电作用或者嵌入 ��� 双链的大小沟之

间而结合 【�一��。

研究发现
，

多种钉的配合物可以在光激发下
，

诱发 ��� 的链断裂 【�一��。

文

献 ���
，

��报道
，

三联毗吮钉 ���� 及二价钉的其它配合物光敏损伤 ��� 主要是通过单线态氧

的过程
，

它并不镶嵌入 ���双链而只是通过静电引力与之结合
，

三联毗吮钉 ���� 三重激发态

在水溶液中被氧气碎灭的速率常数为
� ��二�

�

�� ����������
一 ‘ �一 ‘ 【‘�】 。

通过对光敏损伤核酸

大分子的研究后发现
，

这种损伤主要与氧气

的存在
、

光敏剂与核酸分子之间的浓度比及

离子强度等有关 ���
。

光化学研究发现
，

三联毗吮钉 ����水溶

液在光照下发生分子内电子转移反应
�

�结

构式见图 ��
。
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在光激发下
，

电子从配体联毗吮上转移到中心原子 ��
” � 形成 �� “十 ，

同时在联毗吮上出

现阳离子自由基
，

这一反应的过渡态为激发态
，

它的寿命约为 ���
，

无辐射衰减速率常数为
�又 ��“ �一 ‘ ，

激发态能量为 �
�

�����
‘��

。

三联毗陡钉极易水溶
，

决定了在体内能较快代谢
�这类

物质有着很强的光敏活性
，

应用于光敏治疗所需剂量少
，

这些特点说明其较低的生物毒性
。

与叶琳类光敏剂相比
，

三联毗吮钉在 ��� 、 ����� 范围内存在着两个很强的吸收峰
，

而叶琳类

物质的最大吸收在 ��������� 处
，

较长的吸收波长意味着其较强的组织穿透性
。

但是
，

关于

三联毗吮钉 ����与 ��� 的光敏反应研究还未见报道
。

本文采用凝胶电泳方法检测三联毗吮

钉 ����光敏损伤 ���
，

旨在定性地阐明损伤机制及影响这一损伤的因素
。

实 验 样 品 和 方 法

�
�

�药品

采用链长大约 ����� 的人工构建双链闭环质粒 ����

�����
，

从克隆此质粒的大肠杆菌

��℃摇床培养 ��� 抽提而得
，

纯化后以 ����� 处吸光度确定其最终浓度为 �
�

����一������一 �

碱基对 �����取
。 ��。 � �������一 ‘

·

��一 ‘
��
���

。
�

�

�����限制性核酸内切酶及相应的缓冲溶液购

自生工生物工程有限公司
� 呱咤

、

叠氮化钠为 �����
公司产品

，

联毗吮钉由山东师范大学化

学系付红燕博士馈赠并经两次重结晶纯化
。
����

、

重水 ���
�

��� 均购自上海化学试剂公司
。

样品用 �次蒸馏水配制
，

电泳过程使用普通蒸馏水
。

����� 在使用前用 �
，

�
��� �酶线性化

。

通过在 �� ℃加热 ��� ����
，

然后用冰盐水冷却的方法制取
�����

。

除非特别说明
，

实验所

用 ��� 浓度一般指碱基对浓度
。

�
�

� 实验装置和检测方法 实验采用自制

氛灯 ������作为光源
，

其构造见图 �
。

目科一
�

催三溯
���������� ������ ����� ������

���
�

� ����������� ����������

在光源与样品池间放二凸透镜
，

在样品池

前放置中心透过波长为 �����
、

波带宽为

���� 的干涉滤色片
，

无干涉滤光片时测得

焦点处光强为 �
·

��� ��一 “ ��������
�

�一 ‘
�

�一 ‘
�以

�
�

�������
一 ‘
的 ��溶液经光照后测 工�的浓

度标定
，

参考 ������� 的工作曲线 〔‘ ���
，

联毗

吮钉紫外
一

可见吸收光谱在岛津 ��
一

���� 双

波长分光光度计上测得
。

采用常规琼脂糖凝胶电泳检测 ��� 光照前后的变化
，

结合荧光照相
，

得到电泳结果
。

� 实 验 结 果

�
·

�三联毗咤钉的吸收谱

用岛津 ��
一

���� 双波长分光光度计测得三联毗吮钉在紫外
一

可见部分的吸收光谱如图

�
。

从图 �可看出
，

三联毗吮钉水溶液 �浓度为 �
�

���������
一 �
�在可见光范围内主要有两个吸

收带
，

其吸收峰分别位于 ����� 和 �����
。

由此
，

光照时选择一中心透射波长为 �����
、

波

带宽为 ���� 的干涉滤色片滤光
。

�
，

�光照量的影响

以 ��������
·

�一 � ��� ��娜�和 �
�

�������
一 �
三联毗咤钉水溶液 �如�于离心管混合后

，
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取 ��拼�于样品池中
，

通氧气 �����
，

光照一定时间后取样 ��拼�
。

光照结束后以 �
�

�����一 � 的

呱睫在 ��
“
�孵育 ������

，

然后作凝胶电泳分析 �见图 ��
，

选择的最佳光照时间为 �����
。

八匕��习�

。����﹄����

��� ��� ���

������������� ���� �

���
�

����������� �������� �����������
�������

��������������

�
�

�氧气的影响

配制浓度 比 �����
��

�� 为 ��� 的

�����
�

�������
一 ‘
�与联毗吮钉的混合溶液

，

取 �如� 于样品池中
，

分别通氮气及氧气

��而
� ，

然后光照 �����
，

以无光照的样品作

对照
，

经呱陡处理后作凝胶 电泳分析 �见图

��
。

结果发现
，

在有氧气存在的条件下光敏损

伤效果增强
。

���
�

� ����������� ���� �仟��七

���������� ��� �������� ��������� ���
�

�������

���
�一

�����
�������

一��������������
����

�

生����
·

�一 ‘

���
，
��� ������ ����� ��� �仔��� �� ��� ������

���������� �� ��任������������七��� ����

���� ���� ��� �������� 入 ������ ��� �����
��

�����������
，
��， ��

，
��， ��

，
����������

���
�

� ������ �

琅
��

������� ��� ���� ������ �������� ����

��价
������� ������������� ���� ��� ���������

���� �
一
� �������� 久 ������

， ������ ��七������
，

�������� ��������� ��� �

��
��� ������������������

����������

�
�

� 单线态氧的验证

配制浓 度 比 ��������� 为 ��� 的

�����
�

�������
一 ‘
�与联毗陡钉的混合溶液

，

取 ��户� 于样品池中
，

分别通氧气 ��������
，

其

中一样品中加人 ���� 的叠氮化钠
� 另用重水

配制上述浓度比的溶液以空气饱和
，

并以相同

配比的空气饱和水溶液作为对照
。

各样品的光

照时间均为 �����
，

光照处理后用凝胶电泳检

测
，

结果见图 �
。

�
�

� 浓度比的影响

配制不同浓度比的 ��� 和联毗咤钉的混

合溶液
，

各通氧气 ������
，

光照 �����，
，

经呱睫

处理后做凝胶电泳
，

结果如图 �
。

由图 �可

见
，

当浓度比 �������� 的值约为 ���时
，

样品

��� 特征条带消失
，

而在前方出现一条 ���

碎片亮带
，

标志着 ��� 的断链
，

而其他几种

浓度比的样品电泳后则没有类似现象
。

这表明

当浓度比 �����
� 的值约为 ���时

，

光敏的效果

最显著
。
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� ������������� ���������

��� ��� ������� ���������� �
�

�������
·

�一 �

���
��

�����
�������

一��������������
����

·

����������

���� ���������� ���������
�

���� � �������� ���

久 ������
，
���� �

， ������ ��� ��� ������� ����
�

����� 杭�� ������ ��� �� �������
，
����

���
���

��� ��������� ��� ��
�

� ������
�

��
�

� ���������

���� �������� ��� ���������
，
��

�

� ���� ��� ����

��� ��������� ��� �������� ����� �������������

����������

� � � � �

����

� � �

����

���
�

� ����� �������� ������

���� ��� ������� ���������� �
�

�������� ���

�
�

�����叭�
�一

�����
�������

一��������� ������
���

���������� ��� �����
�

���� � ����� ��� 入 ���

����
，
���� � ����� ��� ��� ������ ���� ����

������
�

�一 � ����������������
�������

���
�

� ��� ����
��� ����� �

依
������ ��� ����

������������� �� ���
�一

�����
�������

�

����������������
�

�������
·

�一 ‘
�
， �������

��� ��� ������������� �� ��������� ����� �月’���
�

���� �
一

� �������� ��� �

�����
������

，
�

，
�

�

�， �， �

����������
， �������� �������� 入������

�
�

�离子强度的影响

取一定量的 ��� 和联毗陡钉溶液
，

使两者的终浓度分别为 ���������
一 ‘

和

�
�

�����
·

�
一

‘

�，

在该混合溶液中加入 ���� 溶

液使其终浓度为 �������一 ‘ ，

经光照
、

电泳

后拍照得到如图 �的结果
。

结果表明
，
����

的加入
，

对 ��� 的光敏损伤产生了负影响
，

从一定程度上减弱了这种损伤
。

�
�

�三联毗咤钉 ����光敏单链 ��� 和双

链 ��� 损伤的比较

各配碱基浓度为 �
�

，�
�����

一 �
的�����

和
����� 溶液

，

都加入 �
�

�

��
��

·

�一 �的联毗

咤钉
，

通氧气 ����� 后
，

光照 �����
，

经呱睫

孵育处理
，

做凝胶电泳分析
，

以经同样处理

的 ����� 作对照
，

结果见图 �
。

图 �表明
，

在同样的处理条件下
，
����� 较之 �����

更容易发生光敏损伤
。
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� � � � � �

����

� �� ��

���
�

� �����
一

������ ����� ��� �����

������ ������� ����滋��� ��� ���� �������������
， 【����」��

�

�����
·

�一， ��� ��� ��� �
�

�����
·

�一 ‘

���

叭�
�一

�����
�������

一��������������
， ������� ������������� ���������

�

������� 久������
，
���� �

一

�

�������
� ����� ����

一
��扔了 �����

�

���� �
，
� �������� ��� ������������������� ��� � �������

� ���

������� �����������
一
�������������� � ���� ��������� ����

“
� ��� ����������� ��� �� ������� ����

�������������� ��
�

����
·

�一 ‘
���

��� ������ ������
�

����
·

�一 ‘ ���������� ������������毗 。��� ���

���������

� 讨 论

在通氧条件下测定 ���损伤程度与样品光照量的关系
，

发现光照 ��而
� 已显著引发 ���

的光敏损伤
，

而且随着光照时间延长
，

即光照量增加
，
��� 损伤量增多

。

在氧气饱和的条件下
，

经光照的 ��� 电泳后发现其特征条带消失
，

而在同样实验条件下

通氮气及不光照的两个对照样品电泳图谱中仍然存在着这一条带
。

这一现象表明氧气的存在

促进了这种损伤
。

推测这种损伤的主要途径是
�

�

��“ ‘
�����孟

� 二骂 ��
�“ ‘
�����孟

��
‘

�
�助

“ ‘
�����孟

��
‘
� ��

一
‘ �鑫

，�鑫� ��� � �一
��� 一 ���

一
��� 氧化性损伤产物

而由联毗吮钉的激发态直接与 ��� 的碱基组分发生反应的可能性很小
。

叠氮化钠是单线态氧的有效碎灭剂之一 ���〕， 图 �结果表明
，

在同样的条件下
，

加有叠氮

化钠的 ��� 样品在凝胶电泳过程中
，
��� 亮迹的速度较不加叠氮化钠的样品明显减慢

，

表

明含叠氮化钠样品中 ��� 链断裂片段较同样条件下无叠氮化钠的大
，

损伤程度小
。

单线态氧

是损伤 ��� 的主要活性物质之一
，

叠氮化钠对单线态氧的摔灭减弱了这种光敏损伤的程度
，

这说明单线态氧是导致联毗吮钉光敏损伤 ��� 的主要途径
。

单线态氧在重水中有着较普通水

中更长的半衰期
，

在一定的时间里
，
��� 会与更多的单线态氧发生作用而受到损伤 ����

。

从

图 �中可以看出
�

光照相同时间
，

通氧的 �号样品比氧气饱和的 �号样品损伤程度显著
� 且

��� 在重水中比水中受损伤程度深
，

这进一步验证了单线态氧在这一损伤过程中的作用
。

同

时
，

在通氮条件及叠氮化钠碎灭的条件下
，

光敏损伤仍然在一定程度上发生
，

暗示了单线态以

外的损伤途径的存在
。
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由图 �可以看出
，

当浓度比 ����
��� 的值为 ���时

，

样品 ��� 的特征条带消失
，

在电泳

方向的前方出现一条 ��� 碎片的亮带
，

而其他几种浓度比的样品电泳后则没有类似现象
。

在

样品 �、 �号中
，

随着 ��� 量的增加
，

光敏损伤的程度加深
，
�号样条带很模糊是由于 ���

量太少
，

而并不是损伤的原因
� �号样所加 ��� 量的增加使得其特征条带十分明显

，

这并不
声

麦示发有任何的损伤产生
，

但极少的刀��碎片亮带出现说明其损伤的效率显著减弱
。

这表明

��� 的损伤不仅受氧气存在的影响
，

与光敏剂和 ��� 的浓度比也存在着一定的关系
。

当这

一浓度比为
二����时

，

光敏损伤效率最佳
，

而小于或大于这一比例则损伤效率降低
。

这可能

是因为当大于这浓度比时
，

增加了溶液中光敏剂分子相互碰撞的机会
，

光敏剂三重态发生自

碎灭
，

从而降低了瞬态产物的实际浓度
，

并不随之增加 ��� 光敏损伤量
。

而小于这一浓度比

时
，

由于 ��� 量的增加
，

增加了溶液的豁度
，

在一定程度上限制了瞬态产物的运动
，

反而降

低了实际参加反应 ��� 的浓度
，

使得 ��� 光敏损伤量降低
。

改变离子强度从一定程度上对光敏损伤效率产生了负影响
。

这表明联毗睫钉与 ��� 间存

在静电相互作用
，

也可能通过激发态电子转移氧化 ����

��“ ‘
�����孟

�

织 ��
��������

�
�����

‘

��
” �

【��������������� ’

��
” � � ���

一
����

‘

一
���

氧化性损伤产物反应物之间的距离对于它们的反应速度影响很大
。

由于离子强度的增加
，

阳离子型的联毗吮钉与 ��� 分子变得相对疏远
，

使光敏损伤的程度减弱
。

实验结果发现
，

联毗咤钉主要产生 ��� 链上某些碱基位点的光敏损伤
，

根据文献报道这

些位点主要集中在鸟嗓吟碱基上 【���，而不是链的直接断裂
。

因此
，

光照后的 ��� 未经呱陡处

理而直接电泳
，

其特征条带并未消失
。 ����� 比 ����� 在同样的处理条件下

，

产生更多的

光敏损伤
，

这主要因
����� 的碱基较之 ����� 更为暴露而导致更多碱基光敏损伤的缘故

。

综上所述
，

三联毗吮钉 ����在氧气存在的条件下
，

经 ��� 、 ����� 波长的可见光激发而诱

发 ��� 链上碱基损伤
，

这种损伤主要通过其激发三重态与氧作用产生的单线态氧的途径
，

氧

气的存在是产生这种损伤的关键因素
，

另外由三重激发态通过分子内电子跃迁产生的自由基

可能是导致这种损伤的因素之一
。

三联毗吮钉 ���与 ��� 分子之间的浓度比也是影响这种

光敏损伤的重要因素
，

实验显示
，

当这一浓度比值 �����
� ”
�� 为 ���时

，

即一个光敏剂分子对

五个碱基对时光敏损伤最为显著
。

在同样的反应和处理条件下
，
����� 较之 ����� 更易被

光敏剂所损伤
。
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