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摘要 本文比较了血叶琳
、
�一���及 ���������一��对 � ���瘤细胞和 ����细胞光动力学杀伤作用

、

并定量测定了细胞及脂质体内叶琳化合物的浓度
。

结果表明
�

在体外 �一���对肿瘤细胞的杀伤作用显

著高于 ���������一��和 ��
，
其生物活性顺序是 �一���

、
��������卜��

、
��

。

与 ��和 ���������一��相比
、

�一���所含组分在细胞及脂质体内的浓度最高
。

由此可见细胞内外琳化合物的水平是评价不同的血叶

琳衍生物制剂生物活性的重要参数之一
。

关键词 血叶琳衍生物
�

光敏剂
�

光动力学作用
�

光敏化
�

脂质体
。

前
、 �

阵班

自从 ����年 ��������� 等人
【” 首次提出血外琳衍生物�����加激光照射治疗恶性肿瘤后

，
近

几年来已发展成为一种新的诊治癌症方法� 光敏剂的选择一直是光敏治疗的一个重要环节
，
目前

临床上使用的血叶琳衍生物是一种外琳的混合物
。
������

��� 等人认为以双叶琳醚�����为主要

成分的 ���������一 丑��一 丑�具有疗效高
、

光敏付作用低的优点�“ �。 。

最近几年我国扬州生产的血

外琳衍生物��一���� 已获得满意 的疗效
。

一些研 究者指 出它比 �一 亚有更强 的杀伤癌 细胞的作

用�“ 一 ‘ ’ 。 而血叶琳衍生物在光物理和光 化学性质上差 别不大
，
那末杀伤能力的大 小与什么有关

呢� 本文利用可见光源
，
选择国产 �一��

， �一 亚和血外琳����三种光敏剂
，
以体外培养的肿瘤

细胞为材料
，
在光敏剂加光辐照对细胞杀伤能力进行比较的基础上

，
研究了细胞摄取与光敏损伤

之间的关系
。

证明了对双分子脂膜有较高渗透能力的 �一��� 能较多地浓集于细胞中
，
可能是它

有较强杀伤肿瘤细胞能力的主要因素
。

目的在于为临床前评价光敏剂的效力从生物物理学的角度

提供理论依据
，
有助于提高光敏治疗效果

。

材 料 和 方 法

�
�
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扬州光外琳二钠盐��
一����

、

扬州生物化学制药厂赠送
。

血外琳二盐酸盐 ���艳
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美国 ����“ 公

司产品
。 �
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，
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细胞培养

����瘤细胞�腹水型�
、

接种于小鼠腹腔中生长 �一 �天后取其腹水
、

离心收集
，

甩磷酸盐缓冲

液�����洗涤 �次
、

制成细胞悬液备用
。

人子宫颈瘤 ���
�

’

细胞株
，
培养在含有 ���小牛血清的

���� 培养基的培养皿中
，
含 �������谷氨酞胺

、

青霉素 ��� 单位加�
，
链霉素 �

�

��叮��，

在 ��℃ ，
���

含量 ��温箱中培养
。

�
�

脂质体

含 ��� ��提纯的大豆磷醋的氯仿一甲醇溶液真空抽干后
，
加 �

�

����
「

的 ���缓冲液密封后使

其膨胀
，
然后用 ��� 超声波发生器针形探头进行超声处理

，
功率 ����

。

一般处理 �
�

�分钟
。

上述制备的脂质休或细胞悬液加入光敏剂�最终浓度 �� 协�����
，

��℃ ，
保温 �小时

。

离心收

集细��包
、

用 ���洗去没有结合 的光 敏剂
。

脂质体经 �������� � ��分子筛的柱�����
、 �����

分离得到已结合光敏剂的脂质体
。

然后进行荧光或吸收光谱测定
。

礴
�

细胞杀伤力的测定

按 �������� 的 ������ ���� 染料排除法测定细胞活力 〔�，， 活细胞以排斥染料 的细施占细胞总

数的百分比表示
。
���� 细胞的存活曲线测定

�

每个皿中��� ���含 �� �
�

丁一��
‘
细胞

、

加含光敏

剂���协�����
、
��小牛血清的 ���� 培养基

、

保温 �小时后
、

在 ���缓冲液中照光
、

照后立

即换上新鲜的培养基
，
培养 �� 天

，
计数活存的细胞数

。

�
�

辐照光源

灯源为 ���� 的氨灯
，
用水冷滤光装置滤掉紫外线和红外线

，

再经透镜聚焦照射到含 ����

瘤细���的样品上
、

样品池内温度为 ��士�℃ ，
光强度为 �

�

�����
“ 。

或者以嗅钨灯 �������为灯

源照射 ���
“ 细胞

、

含细胞的平皿置于冰浴上
，
光强度为 �

�

�����
“ ，
光强度的测定用 ���一����

型光辐射仪进行
。

年 含盘测定及数据分析

目前各国所使用的血外琳衍生物制剂并非单一的化合物
。

其有效成分是具有叶琳基本骨架的

混合物
。
�一���

、
�一 丑及 ��在缓冲液中其最大 吸收峰分别为 �����

、
����� 及 ��� ��

，
荧光

发射最大峰均为 �巧 ��
。

结合于细胞 或脂质 体后
、

最大吸收峰 分别为 ��� ��
、
����� 及 ���

�

图 � 外琳化合物加光照对 ���� 细胞活存率
��。丙不二一一，�二之，，�碗产��

‘
的影响

。

每点代表 �批实验的平均数
。

一△一
一�一

一�一

一▲一
���

�������
，

对照组
，

未经光敏剂处理
�

��
，
照光前用血叶琳

，
��卜����

，

��℃处理 �小时
。

�一��
，
照光前用 ���������一��

�

��“ ����
，
��℃处理 �小时

。

�一���
，
照光前用扬州光叶哄

，

��卜����
，
����处理 �小时

。

��� ������ ������������ ���� �����

�甘︵。�、么︶七。口裕上

��������
，︸止谓节还艺路件龙

加 �� �� ��� ���

吕考时间�秒� ������ �������� ������� �弓���� ��冬�� ��������
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表 � 细胞及脂质体内外琳化合物的含量

����� �
�

������ �������� ����
，

卜��� ��� �一���� ���������������

外咐化合物

����������

细 胞 ����� ���������

完整的 ������ 破裂的 ��������

脂质体 �拼�����

�������� �卜�����

��

�一��

�一���

���士�
。

�

���士�
。
�寄

���士��
�

�击 辛△

���士��
�

�

���士��
�

�
辛 介

�仓�士��
�

�来
�

�
。
��士�

。
��

�
。
��士�

�

��帝
�

�
。
��土�

�

��二△△
与 ��组比较
��������� ���� ��

�
���

。
��

二���几��

与 �一��组比较
��������� ���� �一��

△����

��

△△����

��

�
�

通过双分子脂膜的能力

脂质体仅含双分子脂膜与细胞膜有相似的特性
。

脂质体加光敏剂 ��� 姊�����
，
在

、

��℃保温 �

小时后
，
用 �������� �一

�� 柱分离得到结合光敏剂的脂质体
，
再分别进行荧光扫描和吸收光谱测

定
。

当用 ��� 乒� 波长激发
，
其荧光发射峰在 ������见图 ��

。

测定 ����� 的光吸收值
，
对照相

应的标准曲线计算每毫克脂质体所结合的光敏剂的重量�见表 ��
。

经方差分析
，
各组间均有非常

显著差异����
�

���
。

比较表 �内细胞吸收与脂质体结合的光敏剂量有类似的规律
。

如将结合光敏剂的脂质体用 ������ ��� 处理半小时
、

处理组与对 照组再经 �������� �一��

柱分离
，
两组样品所得结果无明显差别

。

表明光敏剂已进入脂质体内
。

倘若在相同的条件下
，
用相同量 �� � �。 一 �

������ 的光敏剂碎灭细胞蛋白质内源性荧米����

���
，
对应于 ��

、
�一���和 �一 亚

，
其细胞蛋白质荧光强度分别是原来的 ���

、

���和 ���
。

碎灭荧光的能力是 �一 亚最强
，
表明 �一��� 和 �一 亚结合于蛋白质的部位及其结合量可能有差别

。

讨 论

在以前的工作中
，
我们曾观察到 �一 丑与组蛋白的结合常数大于 �一���

、

照光后与蛋 白质反

应生成的新的荧光衍生物的荧光强度也较高 〔“ �。 由于该试验是在纯蛋 白质的系统中进行的
。

因此

并不能反映细胞体系与血叶琳衍生物的相互作用
。

在研究光敏剂对细胞的光敏损伤时
，
细胞内的

剂量是不可忽视的一个重要因素
。

本文采用了细胞的存活曲线
、

台盼兰排斥试验
、

观察光敏剂的生物学作用
，
同时利用活细胞

和人工双分子脂膜与光敏剂的相互作用
，
分析光敏剂进入细胞内的剂量

。

两者之间有很好的柏关

性
。

证明国产扬州光叶啦在体外对肿瘤细胞杀伤作用较 �一 亚强
，
与 �一��� 能较多地通过细胞双

分子脂膜
、

细胞内含量高相关
。

各种血叶琳衍生物在光物理和光化学性质上差别不大
，
在体内肿

瘤组织的光敏损伤的重要因素之一是它们在细胞内的浓集能力
。

因此
，
通过细胞双分子脂膜的能

力是细胞摄取的基础
，
而光敏剂与蛋白质的结合能力与光敏剂在 细胞内的滞留有关

。
�一��� 与

�一 亚与蛋白质的结合能力相差不大
，
而通过双分子脂膜的能力 �一���却明显优于 �一 且

。
��上述

两方面的性质均差
，
故杀伤肿瘤细胞能力最差

。 一

， �

本文所用的 �一���含 ���左右的 ���
，
而 �一 亚含有近 ���的 ���

，
���������认为 ���

是血外琳衍生物的有效成分
【�’， 从本文的结果米看

、
生物活性的排列顺序与��� 的含量似无明



第这期 血外琳
、

�����和 ������
�认一 亚对肿瘤细胞光敏损伤的比较

�
‘

细胞摄取与光敏化作用 ”

显联系
。

最近沈询等人用高压液相色谱法将 �一��� 分成不同组分
，
发现细胞对组分 �的摄取量

最多
，
其结构可能与 ��� 不同���

。

当然体外实验的结果不一定完全表示在整体情况下各��� 制剂的活性顺序
。

细胞体外培养由

于能控制在比较严格的相同条件下进行试验等优点
、

已发展成为一种与体内研究相结合的重要实

验技术方法
。

小牛血清的含量以及 ��� 与细胞温育的时间对细胞摄取有影响
。

小牛血清对细胞有

一定的保护作用
，
血清中的一种糖蛋白与叶琳有很强的结合力

，
使与细胞结合的叶琳量下降

。

为

减少这一影响
，
本实验使用含 ��小牛血清培养基

、

采用保温 �小时
，
延长保温时间未观察到结

果有明显的变化
。

本工作对我国已经或正在研究试制的各种光敏剂从另一角度提出科学依据
，
并

为提高临床光敏治癌效果提供理论基础
。
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