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Abstract
誗AIM: To study the mechanism of SiPc ( C35 H27 O5 ) 8

mediated PDT on retinal pigment epithelial cell (RPE) .
誗METHODS: hRPE cells were divided into blank control
group, laser group, photosensitizer SiPc ( C35 H27 O5 ) 8

group, PDT 1J group, PDT 2J group. CCK- 8, fluorescent
microscopes blue excitation were applied in the
experimental groups, and active oxygen level of RPE cell
mitochondria and RPE cell apoptosis rate were detected
by DCFH-DA.
誗 RESULTS: Different concentration photosensitizer
[SiPc (C35 H27 O5 ) 8 ] mediated PDT on RPE had different
effects, in which 5 滋g / L of concentration had the most
serious damage.
誗CONCLUSION:New photosensitizer SiPc ( C35 H27 O5 ) 8

mediated PDT on RPE has certain damage effect, its
possible mechanism is that the increasing RPE cell

mitochondria reactive oxygen species level caused by
photosensitizer [SiPc(C35H27O5) 8] mediated PDT results
in cell apoptosis.
誗 KEYWORDS: phthalocyanine silicon; fluorescence;
light dynamics; apoptosis; flow cytometry
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摘要

目的:探讨 SiPc(C35H27O5) 8介导的 PDT 对人 RPE 影响的
可能机制。
方法:将hRPE细胞分空白对照组、激光组、光敏剂SiPc(C35H27O5)8

组、PDT 1J 组、PDT 2J 组,对各实验组应用 CCK-8、荧光
显微镜蓝光激发、DCFH-DA 检测 RPE 细胞线粒体活性
氧水平与 RPE 细胞凋亡率。
结果:不同浓度光敏剂[SiPc(C35H27O5) 8] 介导的 PDT 对
RPE 产生的作用不一样,其中以 5滋g / L 的浓度对 RPE 的
杀伤作用最大。
结论:新型光敏剂 SiPc(C35H27O5) 8介导的 PDT 对 RPE 具
有一定的杀伤作用,其可能机制为光敏剂[SiPc(C35H27O5)8]
介导的 PDT 对 RPE 细胞线粒体活性氧水平增加导致细
胞凋亡。
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0 引言

摇 摇 金属钛晶配合物作为一种新型的光敏剂,具有以下
特点:成分明确;最佳吸收峰在近红外;单线态氧产率高;
在运用于光动力治疗中具有一定的优点[1]。 然而,由于
靶向性和特异性的不专一,周围组织必然会受到或多或
少的损害。 视网膜色素上皮(RPE)具有复杂而重要的生
理功能,包括维生素 A 的储存、转运和代谢,药物解毒,合
成色素和细胞外基质,在视网膜外层和脉络膜之间选择
性转运代谢物质,吞噬和消化光感受器外界脱落的膜盘,
起到光感受器活动的色素屏障及环境维持等作用,鉴于
其吞噬作用,对光敏剂具有一定的摄取,继而导致 RPE
层的损伤。 本文重点研究新型光敏剂对 hRPE 的损伤及
机制。
1 材料和方法

1. 1 材料摇 本实验用第二代 hRPE 细胞株,购自上海锐聪
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表 1摇 光敏剂[SiPc(C35H27O5)8]浓度与 PDT激光能量对 hRPE细胞凋亡率的影响

SiPc(C35H27O5)8

浓度(滋mol / L)
OD 值(軃x依s)

光敏剂组 激光组 PDT(1J) PDT(2J)
抑制率(% )

光敏剂组 激光组 PDT(1J) PDT(2J)
2. 5 0. 936依0. 009 0. 874依0. 013 0. 819依0. 016 0. 802依0. 018 1. 37 7. 90 13. 70 15. 49
5 0. 917依0. 010 0. 856依0. 006 0. 704依0. 042 0. 622依0. 005 3. 37 9. 80 25. 81 34. 46
10 0. 934依0. 012 0. 866依0. 006 0. 804依0. 032 0. 714依0. 006 1. 58 8. 75 15. 28 24. 76

摇 摇 摇 图 1摇 蓝光激发 hRPE荧光强度摇 A: PDT 组; B:激光组; C:光敏剂组。

科技发展有限公司(编号 407);DMEM / F12培养基,胎牛血
清,胰酶,青链双抗,CCK-8 试剂盒,活性氧检测试剂盒,
逆转录试剂盒,Real-time 试剂盒。
1. 2 方法
1. 2. 1 细胞培养与实验分组 摇 采用培养瓶培养 hRPE 细
胞,用 10% DMEM-F12 培养基加入 10% 胎牛血清培养
hRPE 细胞,细胞一般 4 ~ 6h 可贴壁,呈长梭形, 2 ~ 3d 可
贴满瓶底,取指数生长期的细胞进行实验。 培养瓶中细胞
消化后种于 96 孔板,每孔约 5000 个细胞,分空白对照组、
激光组、光敏剂组、PDT 1J 组、PDT 2J 组,过夜培养贴壁
后,加入三种浓度光敏剂[SiPc(C35H27O5) 8]共培养,分别
是 10,5,2. 5滋mol / L。 在确定细胞摄取高峰时间点进行激
光照射,激光能量分别为 1,2J / cm2。 激光照射完成后,细
胞培养 1h,然后吸出光敏剂和培养液,加入 100滋L 新鲜培
养液和 10滋L CCK-8,于 2h 后进行酶标检测细胞凋亡率。
1.2. 2光敏剂 SiPc(C35H27O5)8介导的 PDT 作用后 hRPE
细胞线粒体活性氧水平检测摇 培养瓶中细胞消化后种于
6 孔板,密度为每孔 1伊106个细胞,设 PDT 组、空白对照组。
过夜培养贴壁后,加入最佳摄取量光敏剂[SiPc(C35H27O5)8]
共培养。 在确定细胞摄取高峰时间点进行激光照射后培
养 1h。 按照 1 颐1000 用无血清培养液稀释 DCFH-DA,使
终浓度为 10滋mol / L。 在激光照射后立即、20min,40min 装
载探针,去除细胞培养液,加入适当体积稀释好的 DCFH-
DA。 加入的体积以能充分盖住细胞为宜,通常对 6 孔板
的一个孔加入稀释好的 DCFH-DA 不少于 1mL。 37益细
胞培养箱内孵育 20min。 用 PBS 洗涤细胞 3 次,以充分去
除未进入细胞内的 DCFH-DA。 荧光显微镜蓝光激发,观
察荧光,检测 hRPE 细胞线粒体活性氧水平。
1. 2. 3 光敏剂 SiPc(C35H27O5) 8介导的 PDT 作用后流式
细胞仪检测 hRPE细胞凋亡率摇 培养瓶中细胞消化后种
于 6 孔板,密度为每孔 1伊106个细胞,设 PDT 组、激光组、
光敏剂组、空白对照组。 过夜培养贴壁后,加入 5滋mol / L
光敏剂共培养。 在确定细胞摄取高峰时间点进行 2J / cm2

能量激光照射后培养 1h。 按照 1颐1000 用无血清培养液稀
释 DCFH - DA,使终浓度为 10滋mol / L。 在激光照射后
30min,去除细胞培养液,加入适当体积稀释好的 DCFH-DA。

加入的体积以能充分盖住细胞为宜,通常对 6 孔板的一个
孔加入稀释好的 DCFH-DA 不少于 1mL。 37益细胞培养
箱内孵育 20min。 用 PBS 洗涤细胞 3 次,以充分去除未进
入细胞内的 DCFH-DA,加入胰酶消化细胞,细胞变圆后
加入培养液终止反应,离心 1000r / min,5min,离心完后去
培养液,0. 5mL PBS 悬浮细胞后流式细胞仪检测 hRPE 细
胞凋亡率。
摇 摇 统计学分析:运用 SAS 6. 12 统计学软件,采用 Student-t
检验进行数据分析,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 CCK-8 检测 hRPE 细胞凋亡率摇 结果显示,空白对
照组OD值为 0. 949依0. 15,不同浓度光敏剂[SiPc(C35H27O5)8]
对 RPE 产生的杀伤作用不一样,其中以 5滋mol / L 浓度对
RPE 的杀伤作用最大,1J 的能量照射 RPE 凋亡率达到
25郾 81%,10滋mol / L 和 2. 5滋mol / L 的凋亡率分别是 15郾 28%
和 13. 70%;而 2J 的能量照射细胞凋亡率达到 34. 46%,
10滋mol / L 和 2. 5滋mol / L 的凋亡率分别是 24郾 76%和 15. 49%,
光敏剂组 10,5,2. 5滋mol / L 的凋亡率分别是 1. 58%,3. 37%,
1. 37% ;激光组 10,5,2. 5滋mol / L 的凋亡率是 8. 75% ,
7郾 90%和 9. 80% 。 经统计学分析,空白对照组与光敏剂
组、激光组无统计学差异(P>0郾 05),与 PDT(1J)和 PDT
(2J)均有统计学差异(P<0郾 05,表 1)。
2. 2 荧光显微镜蓝光激发摇 检测 hRPE 细胞线粒体活性氧
水平荧光显微镜蓝光激发检测 hRPE 细胞线粒体活性氧
水平,分别观察三种装载方式(激光照射后即刻、20min,
40min)装载探针后荧光强度,三种装载方式均可产生绿色
荧光(图 1A),但是即刻装载探针荧光强度稍弱,而 20min
和 40min 装载探针组荧光强度稍强且两组的强度相当。
激光组及光敏剂组均可见荧光(图 1B,C),但强度明显低
于 PDT 组,空白对照组无荧光显影。
2. 3 PDT 后 DCFH-DA定量检测 hRPE 细胞凋亡率摇 流
式细胞仪检测 DCFH-DA 荧光强度,正常对照组为 1. 59依
0. 16,光敏剂组为 2. 69依0. 27,激光组为 5. 32依3. 29,PDT
组为 30. 9依10. 15,而空白对照组与光敏剂组、激光组均无
统计学差异(P>0. 05),与 PDT 组具有统计学差异( t =
5郾 775,P<0. 01,图 2)。
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 2摇 流式细胞仪检测 DCFH-DA荧光强度摇 A:空白对照组;B:光敏剂组;C:激光组;D:PDT 组。

3 讨论

摇 摇 PDT 是一种利用光化学反应进行治疗的技术,它是用
激光照射被光敏剂积存的靶组织,产生光化学效应、损伤
靶组织而达到治疗目的,其优点在于对正常组织损伤
小[2]。 然而光敏剂从其发展至今,对正常组织尤其是 RPE
层的损伤是 PDT 治疗中的一大软肋。 因而光敏剂的靶向
性一直也是研究的热点,靶向性强的光敏剂自然对正常组
织产生的副作用要小,光敏剂的靶向性与光敏剂在靶组织
中的积存和激光对靶组织的照射有关,光动力治疗的机制
主要是凋亡,而促使细胞凋亡的介质是活性氧,且活性氧
存在的时间极短,所以只有光敏剂进入到靶细胞中才能更
好地发挥光动力作用[3],而进入到靶细胞中的光敏剂越
多,光动力效力自然更强。
摇 摇 对靶向性的研究主要是指载体,包括牛血清白蛋白、
纳米载体等[4-6]。 Wachtlin 等[6] 报道 PDT 对 RPE 损伤的
病例,观察 PDT 后患者视敏度有所提高,但是治疗后 6wk,
荧光造影显示出明显的同轴性 RPE 萎缩。 现今维替泊芬
作为唯一可用于 CNV 治疗的光敏剂,其治疗作用已经得
到大众的认可,然而,研究显示 RPE 和血管内皮细胞对维
替泊芬有相似的吸收功能,从而对 RPE 也会造成一定损
伤[7]。 因而,学者都致力于研究新型光敏剂或是减少光敏
剂对RPE 损伤的方法[8,9]。 作为新型光敏剂的 SiPc(C35H27O5)8

具有其自身优点,本研究旨在探讨其在治疗过程中对 RPE
所造成的损伤。 当然,此结果需要与 SiPc (C35H27O5) 8的
治疗结果,也就是对于血管内皮细胞的作用进行比较,从
而才能更好地诠释新型光敏剂所具备的治疗意义,所以仍
需要进一步的研究为新型光敏剂的研发提供理论依据。
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