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聚乙二醇化吲哚花菁小分子的合成及其抗肾癌细胞活性评价
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　　［摘要］　目的　在前期发现具有肿瘤靶向性的吲哚花菁小分子的结构基础上，对其进行聚乙二醇
（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，ＰＥＧ）水溶性修饰，并评价其理化性质和肿瘤靶向光动力治疗作用。方法 　分别
以２，３，３三甲基吲哚、聚乙二醇单甲醚为原料，设计并化学合成ＰＥＧ修饰吲哚花菁小分子，采用核磁氢
谱、质谱等检测、表征其化学结构；通过水溶性比较、光学性质表征、肾脏正常细胞 ＨＫ２与肿瘤细胞
ＲＥＮＣＡ摄入比较、细胞活力测试、单线态氧以及细胞活性氧测定等，评价其理化性质与肿瘤靶向光动力
作用。结果　通过汇聚合成策略，经过６步化学反应，成功合成ＰＥＧ修饰的吲哚花菁小分子 ＰＥＧ８０８
ＮＭ２，其结构经核磁氢谱、质谱等确证。与 ８０８ＮＭ２相比，ＰＥＧ８０８ＮＭ２水溶性显著增加，在甲醇和
ＰＢＳ中均表现出优异的近红外荧光特性。ＰＥＧ８０８ＮＭ２优先被肾癌细胞ＲＥＮＣＡ摄取，并在８０８ｎｍ激
光照射下，诱导产生大量的单线态氧和细胞内活性氧自由基。结论　合成的ＰＥＧ８０８ＮＭ２在保留吲哚
花菁小分子原有的肿瘤靶向、近红外成像作用基础上显著改善其理化及光敏特性，对肾癌细胞具有显著

的光动力治疗作用。
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　　聚乙二醇（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，ＰＥＧ）是一种高分
子聚合物，具有良好的水溶性、低毒性，并与许多有机

物有良好的相容性，主要通过肝脏和肾脏代谢［１］。

ＰＥＧ修饰是指通过化学键合的方式将 ＰＥＧ分子连接
到药物分子上的一种技术。ＰＥＧ修饰能改变免疫原
性，改善药物动力学［２］，明显提高水溶性差的药物的

溶解度，增强母体药物的生物利用度，同时降低药物毒

性［３－４］。药物的聚乙二醇结构修饰已经成为目前国内

外的研究热点，越来越多经聚乙二醇修饰的药物已进

入临床研究阶段，而这其中，抗肿瘤药物居多［５－７］。

　　本课题组前期发现了一类具有肿瘤靶向及抗肿瘤
活性的吲哚花菁小分子，如８０８ＮＭ２［８］，且具有独特的
光动力抗肿瘤作用［９］。但因该类分子具有长的七甲

川共轭链，使其疏水性强，水溶性差，导致其实际应用

受到限制。

　　鉴于ＰＥＧ分子量为５５０时，与各种溶剂（包括水）
具有良好的相容性，能发挥增溶作用以及提高亲水性，

而其低分子量的 ＰＥＧ修饰，不但合成更容易实现，成
本低，也利于目标化合物质量控制［１０－１１］。因此，本研

究拟通过 ＰＥＧ５５０修饰８０８ＮＭ２小分子，在保留其肿
瘤靶向作用的基础上，期望提高该类吲哚花菁小分子

的水溶性、近红外成像特性及肿瘤光动力治疗作用。

１　材料与方法

１．１　细胞、主要试剂与仪器
　　肾小管上皮细胞（ＨＫ２）、肾癌细胞（ＲＥＮＣＡ）来
源于武汉尚恩生物科技有限公司，ＲＰＭＩＭｅｄｉｕｍ１６４０
培养基、胎牛血清、链霉素／青霉素、线粒体荧光探针、
ＤＡＰＩ试剂、单线态氧荧光探针购自赛默飞世尔生物化
学制品有限公司，ＣＣＫ８试剂购自 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ，
胰蛋白酶购自格来赛生物科技有限公司，活性氧检测

试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司，凋亡试剂

购自Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ。２硝基咪唑、１，６二溴己烷、２，３，３三
甲基吲哚、乙腈、二氯甲烷、甲醇、聚乙二醇单甲醚

（ＰＥＧ５５０）、三溴化磷购自阿达玛斯试剂有限公司，正
己烷、乙酸乙酯、甲苯、正丁醇、乙酸钠购自西格玛奥德

里奇有限公司，碳酸钾购自上海普迈有限公司，Ｎ，Ｎ
二甲基甲酰胺购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司，无水硫酸钠购自上海沪试化工有限公司，吡啶购自

罗恩试剂，盐酸购自成都市科龙化工。烧瓶、油浴锅、

色谱柱、超速离心机、流式细胞仪、尼康荧光显微镜、共

聚焦显微镜为实验所需主要仪器。

１．２　ＰＥＧ８０８ＮＭ２合成
１．２．１　硝基咪唑溴化物（１ａ）的合成　　将２硝基咪
唑、１，６二溴己烷和碳酸钾（摩尔比 １∶２∶２）溶解于
Ｎ，Ｎ二甲基甲酰胺中。然后，将混合溶液升温至
６０℃，在氮气保护下回流 ３ｈ，薄层色谱法（ｔｈｉｎｌａｙｅｒ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＴＬＣ）监测反应过程。反应完成后，过
滤混合物，滤渣用乙酸乙酯洗涤，再次过滤，反复３次，
滤液用蒸馏水萃取３次。浓缩有机层，用无水硫酸钠
干燥，过滤。蒸发溶剂，残余物通过柱色谱法（乙酸乙

酯／正己烷：１／４）纯化，得到淡黄色固体。
１．２．２　硝基咪唑吲哚季铵盐（１ｂ）的合成　　将溴化
的硝基咪唑和２，３，３三甲基吲哚（摩尔比１∶１．５）加入
装有乙腈的圆底烧瓶中，在氮气保护下于１２０℃磁力
搅拌反应６ｈ，ＴＬＣ监测反应过程。反应完成后，蒸发
溶剂并通过柱色谱法（二氯甲烷／甲醇：４０／１）纯化，得
到吲哚季铵盐，得到吲哚季铵盐。

１．２．３　硝基咪唑吲哚季铵盐半缩合（１ｃ）的合成　　
将硝基咪唑、乙酸钠和缩合剂混合，加入无水乙醇作溶

剂，在氮气保护下将混合物升温至７０℃，回流３ｈ。反
应结束后，旋转蒸发仪除去溶剂，反应物通过柱色谱法
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（二氯甲烷／甲醇：４０／１）纯化，得到红色产物。
１．２．４　ＰＥＧ５５０单甲醚溴化物（１ｄ）的合成　 将吡啶
缓慢加入到聚乙二醇单甲醚（ＰＥＧ５５０）和三溴化磷
（１∶２．５）的混合物中，同时在氮气保护下 １２０℃搅拌
１６ｈ。反应完成后冷却至室温，向混合物中加入２％盐
酸和蒸馏水，再用二氯甲烷洗涤３次，有机层用无水硫
酸钠干燥并过滤。真空除去溶剂，得到粗产物，直接用

于下一步反应。

１．２．５　ＰＥＧ５５０吲哚盐（１ｅ）的合成　　将溴化的
ＰＥＧ５５０与２，３，３三甲基吲哚混合于乙腈中，混合液
在氮气保护下于１１０℃回流，ＴＬＣ监测反应过程。反
应完成后，蒸发溶剂，残余物通过柱色谱法纯化，用二

氯甲烷／甲醇（３０／１）混合物洗脱。
１．２．６　ＰＥＧ８０８ＮＭ２（１ｆ）的合成　　将 ＰＥＧ５５０吲
哚盐和硝基咪唑半缩合产物溶解于甲苯和正丁醇

（７∶３）的混合液中，混合液在 １１０℃氮气保护下回流
反应３ｈ，ＴＬＣ监测反应过程。反应完成后，旋转蒸发仪
除去溶剂，残余物通过柱色谱法（二氯甲烷／甲醇：１０／１）
纯化，得到绿色目标产物。

１．３　染料溶解性与稳定性测定
　　用千分之一天平（准确度 ｄ＝０．００１ｇ）准确称取
ＰＥＧ８０８ＮＭ２、８０８ＮＭ２，并用 ＤＭＳＯ（二甲基亚砜）配
置成１０ｍｇ／ｍＬ的溶液。分别用水溶液稀释配置成
１０μｇ／ｍＬ，观察其水溶性和近红外荧光特性。再分别
利用相应溶剂（磷酸盐缓冲液 ＰＢＳ、甲醇）稀释配置成
５μｇ／ｍＬ的溶液，用紫外可见近红外分光光度计
（Ｓｈｉｍａｄｚｕ，ＵＶ３６００）测其紫外吸收光谱，用荧光光谱
仪（Ｖａｒｉａｎ，ＣａｒｙＥｃｌｉｐｓｅ）测其荧光发射光谱。
１．４　细胞培养及细胞摄入
　　ＨＫ２细胞与ＲＥＮＣＡ细胞均培养在ＲＰＭＩ１６４０完
全培养基中（添加 １０％胎牛血清和 １％链霉素／青霉
素）中。细胞均在 ３７℃、ＣＯ２含量为 ５％的恒温孵育
箱中生长，常规传代培养。

　　ＨＫ２细胞和 ＲＥＮＣＡ细胞分别以１×１０５／皿接种
于共聚焦培养皿中。培养 ２４ｈ后，ＰＥＧ８０８ＮＭ２以
０．５μｇ／ｍＬ分别加入ＨＫ２细胞和ＲＥＮＣＡ细胞，再次
孵育２４ｈ。之后，用ＰＢＳ洗３次培养皿，ＤＡＰＩ染色细
胞１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×３次。最后，多聚甲醛固
定１５ｍｉｎ，甘油固定１０ｍｉｎ，通过激光扫描共聚焦显微
镜观察结果。

　　ＲＥＮＣＡ细胞以２×１０５／孔接种于６孔板中，ＣＯ２孵
箱培养 ２４ｈ后，在不同时间点 ＰＥＧ８０８ＮＭ２以
０．５μｇ／ｍＬ加入 ＲＥＮＣＡ细胞，胰酶消化，离心，ＰＢＳ
洗涤２次，得到１、２、４、６、１２、２４ｈ不同时间点摄入药

物的细胞，通过流式细胞仪进行测量。

１．５　线粒体定位
　　ＲＥＮＣＡ细胞以 １×１０５／皿接种于共聚焦培养皿
中，培养 ２４ｈ。ＰＥＧ８０８ＮＭ２以 ０．５μｇ／ｍＬ加入
ＲＥＮＣＡ细胞，孵育２４ｈ。用无血清培养基洗培养皿，
将按照说明书稀释好的线粒体荧光探针 （Ｍｉｔｏ
Ｔｒａｃｋｅｒ）装载到细胞中 ２０ｍｉｎ，无血清培养基洗涤
３次，ＰＢＳ洗涤。多聚甲醛固定 １５ｍｉｎ，甘油固定
１０ｍｉｎ，通过激光扫描共聚焦显微镜观察结果。
１．６　单线态氧及活性氧检测
　　用甲醇３３μＬ加入单线态氧荧光探针（ＳＯＳＧ）储
备液中，然后，用甲醇将 ＰＥＧ８０８ＮＭ２和８０８ＮＭ２稀
释成２μｇ／ｍＬ，各加入１μＬＳＯＳＧ稀释液，同时空白组
甲醇中也加入１μＬＳＯＳＧ稀释液。将３组溶液分别置
于８０８ｎｍ激光（２Ｗ／ｃｍ２）照射５ｍｉｎ，用荧光光谱仪
测其荧光发射光谱。

　　ＲＥＮＣＡ细胞以 ２×１０５／孔接种在 ６孔板上，培养
２４ｈ。在其中两孔分别加入 ０．５μｇ／ｍＬＰＥＧ８０８
ＮＭ２，另一孔加入１６４０完全培养基，孵育 １２ｈ。按照
１∶１０００用无血清培养基稀释活性氧荧光探针 ＤＣＦＨ
ＤＡ，使最终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ，去除细胞培养液，加入
１ｍＬ稀释好的 ＤＣＦＨＡ，在 ３７℃细胞培养箱中孵育
３０ｍｉｎ，然后用无血清细胞培养基洗涤细胞３次。将
３组分别选择 １个孔置于 ８０８ｎｍ的激光（２Ｗ／ｃｍ２）
下照射５ｍｉｎ，在荧光显微镜下观察。最后胰酶消化，
离心，ＰＢＳ重悬，通过流式细胞仪测量。
１．７　近红外激光照射介导的抗肿瘤作用
　　将 ＲＥＮＣＡ细胞以３０００／孔接种在９６孔平底板
中，孵育过夜。２４ｈ后，将 ８０８ＮＭ２和 ＰＥＧ８０８ＮＭ２
以０～０．５μｇ／ｍＬ的不同浓度分别加到９６孔板的细胞
中，再孵育１２ｈ。吸弃旧培养基，加入新培养基，再置
于８０８ｎｍ激光（２Ｗ／ｃｍ２）照射 ５ｍｉｎ，之后再孵育
２４ｈ。在每孔中加入１０μＬＣＣＫ８，孵育２ｈ后通过使
用酶标仪测量４５０ｎｍ处的光密度来确定细胞活力。
　　ＲＥＮＣＡ细胞以 ２×１０５／孔接种于 ６孔板中，孵育
２４ｈ后，将 ＰＥＧ８０８ＮＭ２以 ０．５μｇ／ｍＬ的浓度加到
６孔板的细胞，再孵育１２ｈ。吸弃旧培养基，加入新培
养基，再置于８０８ｎｍ激光（２Ｗ／ｃｍ２）照射５ｍｉｎ，之
后再孵育２４ｈ。吸弃旧培养基，胰酶（不含 ＥＤＴＡ）消
化５ｍｉｎ，离心，ＰＢＳ重悬 ２次，加入 １００μＬＢｉｎｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｕｒ重悬细胞，再加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和５μＬ
ＰＩ溶液混匀，室温下避光反应 １０ｍｉｎ，加入 ４００μＬ
Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｕｒ，最后通过流式细胞仪检测。
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１．８　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２６．０统计软件进行分析和制图，数据
以 珋ｘ±ｓ表示，采用独立样本 ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　合成与表征
　　ＰＥＧ８０８ＮＭ２的化学合成路线见图１。以硝基咪
唑为原料，经过溴代反应、取代反应、半缩合反应等合

成关键中间体１ｃ；同时，以聚乙二醇单甲醚（ＰＥＧ５５０）
为原料，经过溴代反应、取代反应等合成另一关键中间

体１ｅ；关键中间体１ｃ和１ｅ经过聚合反应，最后合成得
到目标产物１ｆ。本合成方法共６步，中间产物的化学
结构经氢谱确认，最终目标产物的化学结构通过氢谱、

质谱确认。１ａ的共轭氢峰出现在７．２ｐｐｍ左右，亚甲

基的氢峰出现在１．５～２．０ｐｐｍ和３．５～４．５ｐｐｍ；１ｂ
的共轭氢峰出现在６．５～７．５ｐｐｍ，亚甲基的氢峰出现
在 ３．５～４．０ｐｐｍ，甲基的氢峰出现在１．５～２．０ｐｐｍ；１ｃ
的共轭氢峰出现在７．０～７．８ｐｐｍ。因ＰＥＧ是混合物，故
做原料与产物的氢谱对照进行结构确认（图２Ａ）。聚乙
二醇单甲醚的氢谱分裂峰主要出现在３．５～３．７ｐｐｍ，硝基
咪唑吲哚盐（１ｂ）的氢谱苯环峰主要出现在７．２ｐｐｍ左
右，在ＰＥＧ８０８ＮＭ２氢谱上７．２ｐｐｍ左右能找到特征
苯环峰，且发现在 ＰＥＧ８０８ＮＭ２氢谱的３．０～５．０ｐｐｍ
范围内包含了吲哚花菁共轭链和苯环上的 １４个氢。
ＰＥＧ８０８ＮＭ２平均分子量为 １２００，通过质谱检测结
果（图２Ｂ）发现：最大单元分子量在 １２００左右，且符
合聚乙二醇质谱的正态分布，每个单元之间分子量相

差４４。基于上述分析，核磁和质谱结果提示成功合成
并获得了ＰＥＧ８０８ＮＭ２。

１ａ：溴化的硝基咪唑；１ｂ：硝基咪唑吲哚季铵盐；１ｃ：半缩合产物；１ｄ：溴化的ＰＥＧ５５０；１ｅ：ＰＥＧ５５０吲哚季铵盐；１ｆ：ＰＥＧ８０８ＮＭ２

图１　ＰＥＧ８０８ＮＭ２化学合成路线
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Ａ：ＰＥＧ８０８ＮＭ２及部分中间产物的核磁氢谱；Ｂ：ＰＥＧ８０８ＮＭ２质谱

图２ＰＥＧ８０８ＮＭ２化学表征

９５６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（７）



２．２　理化性质表征
　　将ＰＥＧ８０８ＮＭ２和８０８ＮＭ２（化学结构见图３Ａ、
Ｂ）配成 １０μｇ／ｍＬ的甲醇和 ＰＢＳ溶液。在甲醇和
ＰＢＳ中，通过紫外吸收光谱（图３Ｃ、Ｄ）、荧光发射光谱
（图３Ｅ、Ｆ）检测，结果显示：ＰＥＧ８０８ＮＭ２均表现出优
异的近红外荧光特性，而 ８０８ＮＭ２因水中形成聚集，
导致吸收和荧光发射受到严重影响。室温静置３０ｍｉｎ
后，观察到 ８０８ＮＭ２小分子在 ＰＢＳ中有明显沉淀析
出，但 ＰＥＧ８０８ＮＭ２溶液始终透绿清澈，未见沉淀析
出（图３Ｇ），表明 ＰＥＧ修饰后能有效增加其水溶性和
稳定性。通过近红外荧光成像，比较ＰＥＧ８０８ＮＭ２和
８０８ＮＭ２在ＰＢＳ中的荧光差别（图 ３Ｈ），进一步证明
ＰＥＧ８０８ＮＭ２有效增加了水溶性、稳定性和近红外荧
光成像特性。

２．３　ＰＥＧ修饰可促进肿瘤细胞对其摄入
　　通过共聚焦显微镜比较 ＰＥＧ８０８ＮＭ２在 ＨＫ２
细胞和ＲＥＮＣＡ细胞的摄入情况，发现ＲＥＮＣＡ细胞对
ＰＥＧ８０８ＮＭ２的摄入量明显高于 ＨＫ２细胞（Ｐ＜
０．００１，图４Ａ、Ｂ）。表明 ＰＥＧ８０８ＮＭ２优选蓄积于肿
瘤细胞，能增加肿瘤细胞对药物的摄入。

２．４　ＰＥＧ８０８ＮＭ２具有肿瘤线粒体靶向
　　为探究 ＰＥＧ８０８ＮＭ２的线粒体靶向性，将 ＰＥＧ
８０８ＮＭ２加入于 ＲＥＮＣＡ细胞，加入线粒体定位探针
（ｍｉｔｏｔｒａｃｋｅｒ），在共聚焦显微镜下观察，发现红色荧光
信号（ＰＥＧ８０８ＮＭ２）与绿色荧光信号（线粒体定位探
针）高度重合（图４Ｃ）。此外，ＩｍａｇｅＪ共定位分析表明

ＰＥＧ８０８ＮＭ２与线粒体定位探针的相关性（图 ４Ｃ），
皮尔森相关系数 ｒ及曼德拉斯（Ｍａｎｄｅｒｓ）共定位系数
Ｍ１、Ｍ２分别为０．９４、１．０００、０．８２２，表示ＰＥＧ８０８ＮＭ２
具有良好的线粒体靶向特性。

２．５　ＰＥＧ８０８ＮＭ２的最佳光照摄入时间
　　通过流式细胞仪测量并比较１、２、４、６、８、１２、２４ｈ
不同时间点的细胞摄入情况（图４Ｄ），发现 ＲＥＮＣＡ细
胞在１ｈ时便对ＰＥＧ８０８ＮＭ２有摄入，并在１２ｈ有较
大摄入，并且保持至２４ｈ，因此，可根据时间点摄入情
况，为后续实验选择治疗时间点。

２．６　ＰＥＧ８０８ＮＭ２光动力效应评价
２．６．１　单线态氧及ＲＯＳ的产生　　通过单线态氧探
针（ＳＯＳＧ）检测 ８０８ｎｍ激光照射后 ＰＥＧ８０８ＮＭ２的
单线态氧（１Ｏ２）生成水平。如图５Ａ所示：与对照组相
比，ＰＥＧ８０８ＮＭ２光照后能产生大量的１Ｏ２（５２６ｎｍ最
大荧光发射波长的荧光强度），表明 ＰＥＧ８０８ＮＭ２具
有显著的光动力效应。

　　此外，通过检测细胞内 ＲＯＳ水平来进一步验证
ＰＥＧ８０８ＮＭ２的光动力作用。利用活性氧指示剂
ＤＣＦＨＤＡ（无荧光）与 ＲＯＳ反应生成具有荧光 ＤＣＦ，
通过流式细胞仪定量分析ＲＯＳ水平（图５Ｂ）；同时，以
ＤＣＦ的绿色荧光强度作为ＲＯＳ水平高低评定标准，荧
光显微镜结果见图５Ｃ。两种实验结果趋势一致，即与
空白对照组、单纯光照组、单纯 ＰＥＧ８０８ＮＭ２药物组
比较，ＰＥＧ８０８ＮＭ２仅在光照后显著诱导细胞产生大
量ＲＯＳ。
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ＮＭ２和ＰＥＧ８０８ＮＭ２在ＰＢＳ中的紫外吸收光谱；Ｅ：８０８ＮＭ２和ＰＥＧ８０８ＮＭ２在甲醇中的荧光光谱；Ｆ：８０８ＮＭ２
和ＰＥＧ８０８ＮＭ２在ＰＢＳ中的荧光光谱；Ｇ：溶解于ＰＢＳ的８０８ＮＭ２和ＰＥＧ８０８ＮＭ２；Ｈ：溶解于ＰＢＳ的８０８ＮＭ２
和ＰＥＧ８０８ＮＭ２近红外成像

图３　ＰＥＧ８０８ＮＭ２的理化性质表征
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Ａ：ＨＫ２和ＲＥＮＣＡ细胞对ＰＥＧ８０８ＮＭ２的摄入；Ｂ：ＨＫ２和ＲＥＮＣＡ细胞对ＰＥＧ８０８ＮＭ２摄入的荧光强度分析
（ｎ＝１４）　 ａ：Ｐ＜０．００１，与 ＨＫ２细胞比较；Ｃ：ＰＥＧ８０８ＮＭ２的线粒体靶向作用及 ＰＥＧ８０８ＮＭ２与 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ
的荧光共定位分析　ｒ值：０．９４；曼德拉斯共定位系数Ｍ１：１．０００，Ｍ２：０．８２２；Ｄ：不同时间点的细胞摄入情况

图４　ＰＥＧ８０８ＮＭ２优先蓄积于肿瘤细胞及其线粒体

２．６．２　光动力抗肿瘤作用　　在同样条件的８０８ｎｍ
近红外激光光照下，通过细胞存活率测试，研究 ８０８
ＮＭ２和ＰＥＧ８０８ＮＭ２对ＲＥＮＣＡ细胞的抗肿瘤作用。
为了方便比较，两个药物均设置４个浓度梯度，分别是
０、０．１２５、０．２５０、０．５００μｇ／ｍＬ。ＣＣＫ８测试结果表明
（图５Ｄ）：单纯光照、单纯两种药物（无光照）对肿瘤细
胞无明显杀伤作用。然而，当ＰＥＧ８０８ＮＭ２在药物浓
度０．５００μｇ／ｍＬ时联合光照，肿瘤细胞存活率下降至
５０％，表现出显著的肿瘤光动力杀伤作用（Ｐ＜０．００１）。
而８０８ＮＭ２组，无论光照与否，对肿瘤细胞均无明显
光动力治疗作用（图５Ｅ）。进一步通过流式细胞仪检
测不同处理组的细胞凋亡程度（图５Ｆ），发现其趋势与
ＣＣＫ８检测结果一致。

３　讨论

　　光动力疗法（ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ，ＰＤＴ）在临床
主要应用于皮肤病［１２－１４］及肿瘤的治疗［１５－１７］。ＰＤＴ主
要由光敏剂、光和氧三部分组成，即用特定波长局部照

射病灶部位，能选择性使病灶组织的光敏药物活化，导

致大量反应活性氧（ＲＯＳ）的形成。这些 ＲＯＳ对光敏
剂积累的细胞具有高度的细胞毒性［１８］，可引发细胞凋

亡甚至坏死，从而发挥治疗病灶的作用。ＰＤＴ产生的
细胞毒性ＲＯＳ，也通过作用肿瘤血管和刺激抗肿瘤免
疫［１９］，协同增强了ＰＤＴ的抗肿瘤作用。然而，由于普
遍光敏剂的肿瘤靶向性不理想，严重影响了ＰＤＴ的临
床实际治疗效果。

　　有研究报道吲哚花菁小分子类光敏剂具有良好的
肿瘤靶向性［９］，但由于其七甲川长疏水性链，导致其

水溶性差，其光动力作用有限。鉴于ＰＥＧ修饰小分子
能有效增加其水溶性，提高在肿瘤组织及细胞中的蓄

积能力［２０－２１］，本研究通过 ＰＥＧ修饰合成该类小分子
得到ＰＥＧ８０８ＮＭ２，有效改善吲哚花菁小分子的溶解
性，有效避免其在水溶液中的团聚，从而被肿瘤细胞高

效摄入，增强了吲哚花菁小分子的光学成像特性，增加

了对肿瘤细胞的选择性摄入，展现出显著的光动力治

疗效应。更重要的是，ＰＥＧ８０８ＮＭ２通过靶向蓄积肿瘤

１６６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（７）
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Ａ：ＰＥＧ８０８ＮＭ２的ＳＯＳＧ曲线；Ｂ：流式细胞仪检测细胞ＲＯＳ水平；Ｃ：ＰＥＧ８０８ＮＭ２激光照射下诱导 ＲＥＮＣＡ肿
瘤细胞产生大量活性氧（绿色）；Ｄ：ＰＥＧ８０８ＮＭ２的光动力抗肿瘤效应　 ａ：Ｐ＜０．００１；Ｅ：８０８ＮＭ２的光动力抗肿
瘤效应；Ｆ：不同处理组的细胞凋亡检测

图５　ＰＥＧ８０８ＮＭ２的光动力效应

细胞线粒体发挥光动力治疗作用。由于线粒体是细胞

能源工厂，是介导凋亡、自噬等决定细胞生死的重要细

胞器，与肿瘤的发生、发展有着紧密联系［２２－２３］，因此具

备线粒体靶向的光敏剂为高效光疗肿瘤提供可能性。

线粒体靶向的光敏剂属于目前研究最新的第３代光敏
剂———细胞器靶向光敏剂［２４］。与其他线粒体靶向光

敏剂相比的［９，２５－２６］，一方面ＰＥＧ８０８ＮＭ２属于近红外
光敏剂，对肿瘤组织具有更深的穿透力和光动力治疗

作用，另一方面只有在光照下才会产生对肿瘤细胞杀

伤的ＲＯＳ，为肿瘤靶向的局部精确治疗，大大减轻毒
副作用提供可能性，其同时具有的肿瘤靶向蓄积与近

红外荧光成像作用，为将来应用于成像引导下的局部

精确光疗提供可能性。

　　值得注意的是，光动力疗效严重依赖于细胞内的
氧气水平。由于肿瘤固有缺氧微环境以及随着 ＰＤＴ
治疗，进一步加剧肿瘤局部缺氧，从而肿瘤细胞会逐渐

产生ＰＤＴ耐受［２７］。因此，寻找各种方法提高 ＰＤＴ疗
效也一直是本领域的研究热点。本研究中的 ＰＥＧ
８０８ＮＭ２由缺氧靶向的硝基咪唑化学基团和肿瘤靶向

的８０８ＮＭ２化学结构组成，通过增加缺氧肿瘤微环境
中光敏剂的蓄积量，从而提高ＰＤＴ治疗效果。更多研
究发现：硝基咪唑基团、醌、芳族氮氧化物和脂族氮氧

化物等乏氧敏感结构，与光敏剂相偶联，光动力反应虽

然会加剧肿瘤乏氧，但却显著活化乏氧敏感结构，反而

提高了治疗效果［２８－３１］。另外，ＰＥＧ８０８ＮＭ２属于肿瘤
靶向蓄积的硝基咪唑修饰的吲哚花菁小分子，而硝基

咪唑类小分子曾经作为临床放疗增敏剂，在抗肿瘤效

应方面发挥显著治疗作用［３２－３３］。因此，后续可以研究

ＰＥＧ８０８ＮＭ２在放疗增敏与 ＰＤＴ的联合抗肿瘤作用
研究，以进一步提高ＰＤＴ治疗疗效。
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