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!!摘!要"间四苯基卟啉"8ZZ#溶解性较差!导致其在光动力治疗中生物利用率低!且季铵化后对细胞的生长存
在一定毒性!为解决该问题!合成了以六碳脂肪链为桥基’以共价键连接的新型季铵化卟啉光敏剂"i8ZZ#!通过质
谱’核磁共振氢谱对其结构进行表征!紫外G可见吸收光谱对其进行理化性质测试!并采用动态光散色仪’透射电子
显微镜’02<-电位仪对两亲性脂质体">;[2&ZJI!"""#包覆i8ZZ形成的脂质体纳米粒子的"i8ZZ!>;[2&ZJI!"""#

分散液进行测量与分析!进一步测试了无光照条件下i8ZZ和i8ZZ!>;[2&ZJI!"""对人正常乳腺OTNGA"S细胞
的毒性以及光照条件下i8ZZ!>;[2&ZJI!"""对小鼠乳腺癌细胞"#8A#的毒性(结果表明$i8ZZ在甲醇中的溶解
性较好!i8ZZ!>;[2&ZJI!"""分散液具有良好的稳定性!平均粒径为CE,K!表面形貌为规则球形!02<-电位为G
A$B!FKc(无光照条件下i8ZZ对人正常乳腺OTNGA"S细胞的毒性较大!而i8ZZ!>;[2&ZJI!"""对正常乳腺

OTNGA"S细胞的毒性较低!但在光照条件下i8ZZ!>;[2&ZJI!"""对小鼠#8A细胞表现出较强杀伤效果(上述结
果表明!8ZZ经过季铵化后溶解性得到有效提高!用两亲性脂质体>;[2&ZJI!"""对i8ZZ进行包覆可以有效降低

i8ZZ对健康细胞的毒性!表明i8ZZ在光动力治疗方面具有应用前景(
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9!引!言

光动力治疗是一种治疗肿瘤疾病的非侵入性新
技术’A&#(%因其具有非侵入性)局部靶向)与其他治疗
方法兼容性强等优点而成为目前肿瘤治疗研究的热
点’F&$(&光动力治疗依赖A?! 的产生&在特定的激
光照射下%光动力疗法中的光敏剂通常可以吸收激
光的能量而跃迁至激发态$处于激发态的光敏剂将
能量传递给肿瘤组织周围的基态氧"?!#%进而诱导
产生强氧化性A?!$

A?!与各种生物大分子"如蛋白
质)核酸等#发生氧化反应%促使肿瘤区域癌细胞凋
亡和坏死%从而抑制肿瘤生长’E(&肿瘤细胞中线粒
体的跨膜电位为负值%带正电荷的亲脂性光敏剂在
穿过癌细胞的脂质双分子层后%受静电吸引作用%易
于与线粒体膜结合’C(%破坏线粒体膜电位导致细胞
凋亡%提高光动力治疗效果&

季铵盐离子通过化学键连接至8ZZ分子%可以
提高光敏剂对肿瘤细胞的杀伤效果’A"(&如 P*4
等’AA(合成了一种以酯键为桥基的季铵化卟啉光敏
剂"8ZZ&iS6#%并用柱状芳烃"QZF#对其进行包
覆%从而使季铵盐修饰的卟啉衍生物光敏剂在无光
照条件下对细胞的毒性在血液循环中保持沉默状
态%提高光敏剂随血液循环的半衰期%增加光敏剂在
肿瘤组织附近的积累%有效提高光动力治疗效果&
_*等’A!(将以四碳链为桥基共价键连接的季铵化卟
啉光敏剂用于光动力治疗%通过静电相互作用力将

其负载至叶酸修饰的氧化石墨烯"I?#中%使其能够
与癌细胞表面的叶酸受体进行特异性结合%有效提
高了光动力治疗效果&然而%上述两种季铵化卟啉
光敏剂对细胞暗毒性较大%柱状芳烃与氧化石墨烯
为疏水性基团%致使两者在光动力治疗方面受到了
一定的限制&

本文为解决8ZZ溶解性较差及季铵盐修饰的
卟啉光敏剂对细胞的生长存在一定毒性的问题%首
先%合成了抗肿瘤效果的新型光敏剂i8ZZ%用两亲
性脂质体对i8ZZ包覆改性进一步提高其水溶性
及生物利用率%降低其细胞毒性$然后%对比i8ZZ
与8ZZ的理化性质%以及i8ZZ在激光照射条件
下单线态氧"A?!#的产生和其自身光稳定性%分析
脂质体对i8ZZ进行包覆过后的粒子粒径)02<-电
位)形貌影响$最后%进一步测定i8ZZ和i8ZZ!
>;[2&ZJI!"""对人正常乳腺OTN&A"S细胞的毒性
和光照条件下i8ZZ!>;[2&ZJI!"""对小鼠#8A细
胞的光毒性杀伤效果&本文结果可为i8ZZ在光
动力治疗应用研究提供理论依据&

:!实验部分

:;:!实验材料及仪器
实验材料!b%b&二甲基甲酰胺">ON#)乙酸乙

酯)石油醚"ZJ#)二氯甲烷">TO#)三氯甲烷)三甲
胺溶液)无水乙醇)四氢呋喃"8\N#)无水硫酸钠)
无水碳酸钾)甲醇等均为分析纯%购于杭州高晶精细
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化工有限公司$苯甲醛)对羟基苯甲醛)A%%&二溴己
烷)正己烷)A%’&二苯基异苯并呋喃">ZaN#)四苯基
卟啉"8ZZ#)丙酸等均为分析纯%购于上海麦克林生
化科技有限公司$吡咯"分析纯#购于天津希恩思生
化科技有限公司&

实验仪器!ScSbTJSc#""O\]型核磁共振
波谱仪"瑞士布鲁克公司#$HTi&N.22<型质谱仪"美
国赛默飞公司#$9c&!%""型紫外分光光度仪"日本
岛津公司#$N&$"""型荧光光谱仪"日本日立公司#$
(JO&!A""型透射电子显微镜"日本电子株式会
社#$02<-;4]2+b-,)06型动态光散射仪"英国
O-.:2+,公司#&
:;<!季铵化卟啉光敏剂的合成
AB!BA!光敏剂i8ZZ的合成

-#中间体A的合成与表征&将苯甲醛"ABE’KH#
和对羟基苯甲醛""B$’5#溶于!"B""KH丙酸溶液%搅
拌升温至A’"g&再将新蒸馏的吡咯"AB%%KH#溶于
"BF"KH丙酸溶液中%通过恒压漏斗将其缓慢滴加至
上述混合液中%持续滴加AFK4,&混合物在A’"g下
加热回流F1%反应完成后%将反应混合物冷却至室
温&在反应混合物中加入’"B""KH甲醇%密封放置
在#g冰箱中冷藏一夜%减压过滤得深紫色固体
"!BF$5#&粗产物通过硅胶柱层析分离"SZJ!SJSp
’fA#获得深紫色中间体A为"B%$5%产率!FB’‘&A\
bOP"#""O\]%>O6?#+CBC%";%A\#%EBEA";%
C\#%EB!E"V%*pEB#\]%C\#%$BE""V%*p
EB#\]%A"\#%G!B$#";%!\#DJ6@&O6"T*\%
A""‘#!%!CBFF’O&\(G&

M#中间体!的合成与表征&将步骤"-#中得到
的化合物A""BF"5#溶解于!"B""KH无水>ON
中&向混合液中加入A%%G二溴己烷"AB!’KH#和
无水Y!T?’粉末"AB""5#%室温下搅拌!#1&反应
结束后%向反应液中加入!"B""KHT\!T.!%用超纯
水"%""B""KH#萃取%去除>ON和无水 Y!T?’&
所得有机相用b-!6?#干燥%过滤%旋蒸除去溶剂&
粗产物通过硅胶柱层析分离"SZJ!S>TOp#fA#得深
紫色固体""BFF5#%即中间体!%产率为E%BF‘&A\
bOP"#""O\]%T>T.’#+EBC!";%E\#%EB!%"V%

*pEB"\]%%\#%EBAF"V%*pEB!\]%!\#%$BE"
"V%*p$B!%C\#%$B’A"V%*p$B%%!\#%’BF%"<%
*Ap*!p%BE\]%!\#%’B#$"<%*Ap*!p%BE\]%
!\#%!B’EG!B!A"K%!\#%!B"$G!B"A"K%%\#%
G!B$#";%!\#DJ6@&O6"T*\%A""‘#!$C’BF#
’Ol\(l&

7#i8ZZ的合成与表征&将步骤"M#中所得化
合物!""B"!5#溶解于!"B""KH"AFB""KH8\Nl
FB""KHT\T.’#溶液中%向反应液中加入’"‘的三
甲胺水溶液"’B""KH#%加热回流反应AC1&反应完
成后%反应液冷却至室温%旋蒸除去溶剂&向反应物
中加入AB""KH甲醇和A"B""KH己烷%静置AE1%
有紫色沉淀析出&离心)过滤%称重得到深紫色固体
"A#K5#%即 i8ZZ%产 率 为 $’B%E‘&A\ bOP
"#""O\]%T>T.’#+EBEE";%E\#%EB!%"V%*p
$B%\]%%\#%EBA%"V%*pEB#\]%!\#%$BE""V%*p
EB#\]%C\#%$B!E"V%*p$B%%!\##B!E"<%*Ap*!

p%B"\]%!\#%’B$’"<%*Ap*!p$B!\]%!\#!B$!G
!BF!"K%E\#%!B"#GABFC"K%E\#%G!B$#";%!\#D
J6@&O6"T*\%A""‘#!$$!BE%’O&a+(l&
AB!B!!i8ZZ!>;[2&ZJI!"""的制备

第一步取i8ZZ"AK5#%加入甲醇""B’"KH#
和三氯甲烷""B$"KH#%超声#"K4,$第二步取脂质
体"AK5#溶解于三氯甲烷"AB""KH#中%超声处理
A"K4,$第三步向第二步脂质体溶液中加入三氯甲
烷""B$C KH#及第一步超声后的 i8ZZ 溶液
""B!AKH#$第四步将所得混合液超声ABF1%旋蒸
除去液体%并在’"g烘箱中烘A!1除去残留液体%
向烘干后混合物中加入#B""KHZa6缓冲液%超声
ABF1$第五步在GE"g条件下冷冻A1%再次超声
’"K4,%重复冷冻和超声步骤’次$第六步在’F""
透析袋中透析!#1%取出透析液再用#F",K和
!!",K滤头分别过滤’次%得到 i8ZZ!>;[2&
ZJI!"""分散液&

:;=!光敏剂结构表征测试方法
AB’BA!质谱法

用甲醇作为流动相%采用美国HTiN.22<质谱
仪%离子源!J6@$离子化模式!正)负离子%质荷比
T*\在AF""!"""内分别测试i8ZZ合成过程中
的一缩产物)二缩产物和i8ZZ&

制样方法!取待测样品!K5于离心管中%加入
甲醇AKH%超声助溶%!!",K滤筛过滤制得滤液样
品%待测试&

AB’B!!紫外G可见光吸收光谱法
通过紫外G可见分光光度仪测试配制成一定浓

度的样品溶液%得到吸收光谱曲线%记录最大吸收波
长处的吸光度&光敏剂的摩尔消光系数可根据朗伯
比尔定律计算%公式为!

%@+G8
%
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其中!+为吸光度$G为光敏剂质量浓度%#5*KH$8
是比色皿的厚度%7K&

制样方法!取定量光敏剂溶解于>ON或者水
中%定容%摇匀%待测&
AB’B’!光稳定性测试法

以>ON为溶剂%配置一定浓度的光敏剂%用激
光"%F",K%’’KQ*7K!#照射光敏剂溶液%照射一
定时间后取样用紫外G可见分光光度计进行测试%
对比照射前后的谱图变化&
AB’B#!单线态氧测试方法

选用>ZaN作为单线态氧捕捉剂检测单线态氧
的产生%将>ZaN溶于>ON中配制成E"#5*KH的
>ZaN溶液%i8ZZ溶于>ON中配制成%"#5*KH
的i8ZZ溶液%采用激光"%F",K%’’KQ*7K!#分
别对>ZaN溶液与加入##Hi8ZZ溶液的>ZaN
进行’")%")C")A!";和AF";的照射%采用紫外
G可见分光光度计对照射过后的溶液测试其吸光
度%测试方法参考文献’A’(&
AB’BF!动态光散射仪法

将i8ZZ!>;[2&ZJI!"""溶于去离子水中%配

成A"#5*KH的溶液%取!BF"KH溶液加至比色皿%
通过动态光散射仪对其粒径测试&
AB’B%!纳米粒子02<-电位表征测试法

将i8ZZ和i8ZZ!>;[2&ZJI!"""分别溶于去离

子水中%配成A"#5*KH的溶液%加至测电位的比色
皿容器中%通过02<-电位仪对其进行02<-电位测试&
AB’B$!透射电子显微镜法

将冻干后i8ZZ!>;[2&ZJI!"""溶解于去离子

水中配成A"#5*KH的溶液%用"BFKK毛细管吸
取溶液滴于铜网上%待其干燥后%在A!"Wc电压透
射电子显微镜下扫描观察粒子形貌&

<!结果与讨论

<;:!中间体:#<和[R@@质谱分析
中间体A)!和光敏剂i8ZZ进行质谱分析测

试%结果如图A所示&图A"-#是中间体A在质谱
J6@负模式下测试谱图%由图A"-#可知%在质谱
J6@负离子模式下中间体A出现较强的’O&\(G

分子离子峰T*\%!CBF$C%与中间体A的理论分子
量%’"B!#"相吻合&图A"M#是中间体!在质谱
J6@正离子模式下测试谱图%由图A"M#可知%在质
谱J6@正模式下%中间体!有较强的’Ol\(l分
子离子峰T*\$C’BFC#%与中间体!的理论分子量
$C!B!F"相吻合&图A"7#是i8ZZ在质谱J6@正
离子模式下测试谱图%由图A"7#可知%在质谱J6@
正模式下%i8ZZ有较强的’O&a+(l分子离子峰
T*\$$!BE#%%与i8ZZ的理论分子量$$!B#""相
吻合&
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图A!中间体与i8ZZ质谱谱图

<;<!R@@#[R@@和[R@@!B%41F@AX<999理化学
性质

!B!BA!8ZZ)i8ZZ和 i8ZZ!>;[2&ZJI!"""紫
外G可见光吸收光谱分析

通过紫外G可见光吸收光谱仪对 i8ZZ与

8ZZ分别溶解于 >ON 溶液中)i8ZZ!>;[2&
ZJI!"""溶解于水中配成的’"#5*KH溶液进行测
试%结果如图!所示%8ZZ)i8ZZ在%F",K处出现
吸收信号%符合光动力治疗%"""C"",K激光治疗
窗口$8ZZ以六碳脂肪链为桥基季铵化后%由于强
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吸电子基团的引入使光敏剂i8ZZ较8ZZ出现了
微弱的红移现象%脂质体包覆过后由于i8ZZ被包
覆于纳米球内增加了’G’效应%使包覆过后的
i8ZZ!>;[2&ZJI!"""较i8ZZ发生较为明显的增
色位移现象&

图!!8ZZ#i8ZZ与i8ZZ!>;[2&ZJI!"""
紫外G可见光吸收光谱图

!B!B!!i8ZZ在甲醇中随浓度变化对溶解度的影
响分析

采用紫外G可见分光光度计对溶解于甲醇中配
成梯度浓度的i8ZZ溶液进行测试%结果如图’所
示&图’表明!i8ZZ光敏剂在波长为#AF,K处吸
收峰值的相关系数M!为"BCCC#%符合朗伯G比尔
定律%而8ZZ在甲醇中难以溶解$8ZZ经过季铵化
后其在甲醇中溶解性得到有效的提高%为后续的脂
质体包覆性试验提供了良性溶剂的参考依据&

图’!不同浓度i8ZZ溶液的紫外G可见吸收光谱图
注!内插图为i8ZZ在波长#AF,K处的

吸收峰值与浓度变化之间的相关性&

!B!B’!i8ZZ单线态氧性能的测试分析
采用紫外G可见分光光度计对激光"%F",K%

’’KQ*7K!#照射过后的>ZaN溶液与加入i8ZZ
溶液的>ZaN溶液测试其吸光度%结果如图#所示&
图#"-#表明!仅有>ZaN存在时%随激光照射时间
的延长%>ZaN在#AF,K处的吸收峰值无较大幅度
变化%图#"M#表明!当向>ZaN溶液中加入i8ZZ
溶液后%随激光照射时间延长>ZaN在#AF,K处
的吸收峰值显著下降%结果表明%采用激光
"%F",K%’’ KQ*7K!#照射 i8ZZ 能有效产
生A?!&

图#!不同激光照射时间下含&不含光敏剂i8ZZ的>ZaN溶液的紫外G可见吸收光谱图

!B!B#!i8ZZ光稳定性分析
对溶于甲醇中配成A""#5*KH的i8ZZ溶液

进行光稳定性测试%结果如图F所示&由图F"-#可
知%在激光"%F",K%’’KQ*7K!#照射条件下%随着
照射时间增加%在EAK4,内%i8ZZ的紫外G可见
吸收光谱吸收峰值几乎无变化$图F"M#为光照
EAK4,后的i8ZZ产生A?!的紫外G可见吸收光

谱%由图F"M#可知%光照并没有对i8ZZ产生A?!
的能力产生影响%表明i8ZZ受激光照射"%F",K%
’’KQ*7K!#的影响较小%光稳定性较好&
!B!BF!i8ZZ!>;[2&ZJI!"""的 粒径表征

采用动态光散色仪对i8ZZ!>;[2&ZJI!"""水
溶液进行粒径测试%结果如图%所示&i8ZZ!
>;[2&ZJI!"""在水溶液中的平均流体力学直径为
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图F!含i8ZZ的甲醇溶液与含i8ZZ的>ZaN溶液的紫外G可见吸收光谱图

CE,K%粒子粒径随时间延长在AFV内并未发生明
显变化%结果表明该纳米粒子的水溶液在AFV内可
以稳定地存在%具有良好的稳定性%i8ZZ!>;[2&
ZJI!"""粒子粒径完全符合光动力治疗所需颗粒的
纳米尺寸范围要求&

图%!i8ZZ!>;[2&ZJI!"""水溶液的粒径谱图

!B!B%!i8ZZ和i8ZZ!>;[2&ZJI!"""的02<-电
位分析

将i8ZZ和i8ZZ!>;[2&ZJI!"""各自溶于水
中%分别对i8ZZ和i8ZZ!>;[2&ZJI!"""溶液进
行02<-电位测试&测试结果显示%i8ZZ在被脂质
体包覆前02<-电位为l#B’%Kc%而经脂质体包覆
后02<-电位为GA$B!FKc&02<-电位结果表明%
i8ZZ!>;[2&ZJI!"""表面电荷为负值%可以有效避
免带正电荷的i8ZZ随血液循环与血液中某些含
负电荷的蛋白质结合’A#(%减小i8ZZ对健康细胞的
毒性%提高i8ZZ在血液中的循环时间%使i8ZZ
在肿瘤部位有效富集%提高光动力治疗效果&
!B!B$!i8ZZ与 i8ZZ!>;[2&ZJI!"""的 8JO

表征
i8ZZ和i8ZZ!>;[2&ZJI!"""的水溶液进行

8JO测试&结果如图$"-#所示%i8ZZ在水中形
成不规则的聚集体%且该聚集体不能长期稳定存
在%存放E1后有沉淀产生&由图$"M#知%当
i8ZZ被脂质体包覆形成 i8ZZ!>;[2&ZJI!"""
后%在水中形成规则的球形纳米粒子%平均粒径为
CE,K%粒径大小与动态光散射测试结果相符%可
以长期稳定存在于水溶液中%且粒径符合光动力
治疗纳米粒子粒径的大小范围%为光动力治疗提
供了理论依据&

图$!i8ZZ和i8ZZ!>;[2&ZJI!"""水溶液的8JO图

<;=![R@@与[R@@!B%41F@AX<999的细胞毒性
研究
为评价i8ZZ和i8ZZ!>;[2&ZJI!"""的生物

相容性%采用噻唑蓝溴化四唑"O88#法考察i8ZZ
和i8ZZ!>;[2&ZJI!"""无光照条件下对人正常乳
腺OTN&A"S细胞的毒性以及光照条件下i8ZZ!
>;[2&ZJI!"""对#8A细胞的光毒性进行测试&无光
照条件下当i8ZZ作用于人正常乳腺 OTN&A"S
细胞时%结果如图E"-#所示%随i8ZZ浓度增大其
对乳腺OTN&A"S细胞毒性逐渐增大%当质量浓度
大于!"#5*KH时%i8ZZ分子间自我聚集速度加
快致使其对健康细胞的毒性较低浓度变化不明显%
而i8ZZ!>;[2&ZJI!"""对正常乳腺OTN&A"S细
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胞的毒性较低且随浓度的增加细胞存活率保持在
CF‘以上%用两亲性脂质体>;[2&ZJI!"""对i8ZZ
进行包覆可以有效降低i8ZZ对健康细胞的暗毒
性%提高i8ZZ的生物相容性&当i8ZZ!>;[2&
ZJI!"""作用于小鼠#8A细胞%并且在%F",K激光

照射A"K4,后%由图E"M#所示%随i8ZZ!>;[2&
ZJI!"""浓度增大#8A细胞存活率显著降低%质量浓
度达到’"#5*KH后#8A细胞存活率低于’F‘%表
明i8ZZ对#8A细胞光毒性较高%在光动力治疗方
面具有潜在的应用前景&

图E!O88法检测结果

=!结!论

本文为解决8ZZ溶解性较差及季铵盐修饰的
卟啉光敏剂对细胞的生长存在一定毒性的问题%设
计合成了季铵化卟啉光敏剂i8ZZ%并将i8ZZ负
载于脂质体中形成纳米粒子%主要结论如下!
-#合成了季铵化卟啉光敏剂i8ZZ%通过 A\&

bOP和O6证明了目标化合物的成功合成$i8ZZ
在甲醇有较好的溶解度%在%F",K激光照射下能
有效的产生A?!%且自身光稳定性良好&

M#i8ZZ能被脂质体包覆形成球形纳米粒子%
其在水溶液中可以长期稳定存在%平均粒径为
CE,K%粒子粒径符合光动力治疗所需颗粒的纳米
尺寸范围要求$i8ZZ!>;[2&ZJI!"""的02<-电位
为负值%增加了i8ZZ在血液中的循环时间%有利
于i8ZZ!>;[2&ZJI!"""在肿瘤部位有效富集&
7#无光照条件下 i8ZZ!>;[2&ZJI!"""作用于

人正常乳腺OTN&A"S细胞的毒性低%光照条件下
对小鼠#8A细胞的光毒性杀伤效果高%表明i8ZZ
在光动力治疗方面有潜在的应用前景&
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