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硒代亚甲基蓝的合成及其 I/II 型光动力治疗的应用 

 

定浩宸，王佳萱，张智禹  

南京外国语学校，江苏，210018 

摘要：光动力疗法（PDT）由于其非侵入性、高选择性和低毒副作用等优

点，正在成为治疗肿瘤的重要手段，然而传统的光敏剂往往受限于治疗窗口

短、光漂白性严重、暗毒性大和依赖氧气等缺点，难以进一步应用。本研究将

商业化光敏剂亚甲基蓝（MB）进行单原子改造设计，合成了新型光敏分子硒代

亚甲基蓝（MBSe），并探究了其对癌细胞和拟肿瘤组织中的治疗效果。实验结

果表明硒原子的引入延长了亚甲基蓝光敏剂的最大吸收/发射波长，基于重原子

效应提高了光敏剂分子的单线态氧产率，还极大地增强了其 I 型光动力效应。

细胞实验结果表明 MBSe 光敏剂在常氧和乏氧条件下均能有效杀死肿瘤细胞，

这对于新型光敏剂研发以及 PDT 在肿瘤治疗中的应用具有重要意义。  

关键词：亚甲基蓝，光敏剂，光动力治疗，肿瘤微环境。 
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一 引言 

1.1 研究背景 

癌症是造成人类死亡的最主要原因之一。根据国际癌症研究中心（IRAC）

的数据，2020 年全世界因癌症而死亡的人数达到约 970-1020 万 [1]。目前癌症的

主要治疗手段包括手术切除、放射治疗、化学治疗等。然而，传统癌症治疗手段

一般不具有选择性且具有较大的毒副作用。具有细胞毒性的治疗药物在杀死癌细

胞的同时也会攻击正常的组织细胞，导致身体组织坏死、消化和免疫系统紊乱等

一系列问题[2]。光动力治疗（PDT）作为新兴的抗肿瘤治疗方法，具有非侵入性、

高选择性和低毒副作用等优点，有效克服了传统治疗方法的弊端[3]。 

 

1.2 PDT 原理 

在 PDT 中，富集在肿瘤部位光敏分子在特定波长的激光光照下激发后发生

一系列光化学反应，并与氧分子作用生成具有细胞毒性的活性氧物种（ROS），

从而杀死肿瘤细胞。其中光源、光敏剂与氧气是影响 PDT 疗效的三大要素。在

激光照射下，光敏剂分子吸收光子，被激发至单重激发态。单重态光敏剂分子可

以通过释放荧光的方式回归基态，也可以通过系间窜越的方式跨越到能量较低的

三重激发态，而处于三重态的光敏剂分子可以通过（1）通过转移电子或光子至

底物产生负离子或自由基，再与氧分子反应形成具有细胞毒性的超氧阴离子，并

进一步反应生成羟基自由基等 ROS（Type I PDT）；或（2）直接向氧分子转移能

量形成活性单重态氧（Type II PDT）。ROS 进一步诱导肿瘤细胞凋亡或坏死[4, 5]。 

 

1.3 光源 

用于 PDT 的激光波长一般在 600-900 nm 之间。血红蛋白等人体内源分子在

600 nm 以下有较强的吸收，因此会干扰光敏剂在体内对 600 nm 以下激光的吸

收。而波长大于 900 nm 的激光由于能量较低，单重态量子产率可能较低[6]。 

 

1.4 光敏剂 

理想的 PDT 光敏剂需要具有靶向肿瘤细胞的能力，同时应该在组织透光区

有着较强烈的吸收，并拥有较高的三重态量子产率。为防止在治疗过程中杀伤正

常细胞，光敏剂分子应在具有较强光毒性的同时保持较低的暗毒性[7]。用于 PDT

的第一代光敏剂以卟啉化合物及其衍生物为主。第一代光敏剂虽已被多国批准用

于临床治疗[8]，但此类光敏剂仍存在激发波长过短、低选择性、高毒副作用等缺

点。第二代光敏剂以卟吩衍生物、酞菁和萘酞菁化合物、非卟啉类吩噻嗪染料和

稠环醌类化合物等为主，其相比第一代光敏剂有着较大的吸收波长与较高的细胞

毒性物种量子产率等优势[9]。本文所关注的 MB 属于第二代吩噻嗪类光敏剂。MB

作为一种被广泛应用的商业染料，是最早用于临床抗菌研究的光敏剂之一[10]。实

验表明，其在红光照射下对结肠肿瘤等病变细胞的生长具有比较明显的抑制作用
[11]。 
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1.5 氧气 

对于肿瘤治疗而言，虽然 Type II PDT 由于生成单重态氧所需能量较少而可

能具有更高的 ROS 产率[12]，但肿瘤内极度乏氧的环境限制了单重态氧的生成[13]。

而在 Type I PDT 中，三重激发态光敏分子与底物作用生成的负离子和自由基等

物种与低浓度氧气反应生成超氧阴离子，并可以通过 Fenton 反应与 Haber-Weiss

反应等生成羟基自由基等 ROS[14]，因此在肿瘤内的乏氧条件下也能保持较高的

ROS 生成速率。 

Haber-Weiss 反应:   O2
·− + H2O2

 
→ OH− + O2 + OH 

·  

Fenton 反应[3]:   O2
·− + Fe3+

 
→ O2 + Fe2+ 

 

1.6 研究目的及方法 

PDT 非侵入性、高选择性和低毒副作用等优点在肿瘤治疗中具有较大应用

潜力，而传统光敏剂 ROS 产率较低、对氧气依赖程度较重的问题，为我们设计

新型光敏剂提供了思路。我们在商业染料 MB 的基础上用硒原子取代硫原子设

计了新型光敏分子硒代亚甲基蓝。硫原子的高核电荷增强了光敏剂分子的自旋-

轨道耦合作用，从而提高了单重态与三重态之间的系间窜越速率，进而提高了光

敏剂的活性氧产生效率，使其具有更强的抗肿瘤性能[15]。本课题合成了 MBSe，

对其光学性能、常氧/乏氧条件下的光/暗细胞毒性、ROS 产率等进行了检测，并

与 MB 进行了对比实验，证明了 MBSe 在抗肿瘤治疗领域具有较大的应用潜力。 

 

 
图 1.6.1 MB 与光敏剂分子 MBSe 结构对比及目标化合物 MBSe 合成路线 

 

 

 

二 材料与方法 

2.1 药品与试剂 

商业染料 MB 以及用于 MBSe 制备的所有试剂均为分析级，并从 Energy 

Chemistry 和 J&K Chemical 购买。检测 ROS 与超氧阴离子浓度的 DCFH-DA 探

针与 DHE 探针以及检测活死细胞的 Calcein AM 与 PI 试剂盒均购自 Beyotime 

Biotechnology。 

 

2.2 仪器 
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我们使用 Horiba FluoroMax-4 荧光分光光度计（日本堀场公司）检测荧光量

子产率；使用 Perkin Elmer E35 紫外分光光度计（美国铂金埃尔默公司）记录吸

收光谱并检测摩尔吸光系数；使用 Zeiss LSM710 荧光显微镜（德国蔡司集团）

进行细胞共聚焦成像。 

 

2.3 方法 

2.3.1 目标光敏剂分子（MBSe）的合成及结构表征 

将 3 g（6.6 mmol）双-（3-N，N-二乙氨基苯基）二硒溶解于 60 mL 1 M 盐

酸中，置于冰水浴中。将 0.91 g (13.2 mmol) NaNO2 溶于 15 mL 水中，缓慢滴入

冰水浴中反应体系，不断搅拌，反应 10 min 得到砖红色产物。用二氯甲烷（2*100 

mL）萃取反应液，合并有机相并用无水硫酸钠干燥，抽滤，取砖红色滤液，于旋

转蒸发仪中蒸干。加入 3.2 g（21.5 mmol）N,N-二乙基-苯胺，用三氟乙醇溶解，

加热至 90 摄氏度，搅拌，反应 1 h 得深蓝色溶液。溶液在旋蒸仪中蒸干溶剂后

由二氯甲烷/乙醇（v ：v= 19 ：1）做洗脱剂过硅胶柱，得蓝黑色产物。对所得

产物进行 1H NMR 图谱和 13C NMR 图谱结构表征。表征结果如下：1H NMR (400 

MHz, MeOD) δ 7.96 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 7.38 (dd, J = 9.6, 2.8 

Hz, 1H), 3.75 (q, J = 7.2 Hz, 4H), 1.37 (t, J = 7.2 Hz, 6H). 13C NMR (101 MHz, MeOD) 

δ 153.78, 141.64, 138.32, 136.48, 119.41, 110.76, 47.46, 13.23. 

 

2.3.2 重原子效应理论计算 

对于分子系间窜越速率有如下公式： 

𝑆𝑂𝐶 = 〈𝑆𝑛|𝐻𝑆𝑂|𝑇𝑚〉 

К
𝐼𝑆𝐶

∝  [〈𝑆𝑛|𝐻𝑆𝑂|𝑇𝑚〉/ 𝛥𝐸𝑆𝑛𝑇𝑚 ]2 

通过高斯密度泛函理论计算(DFT)，我们求得以下数据： 

 

Table 2.3.2.1. MB 和 MBSe 的单重态与三重态能隙以及自旋-轨道耦合常数 

 

 

 

Energy 

(eV) 

MB MBSe  〈Sn|HSO|Tm〉

（cm-1） 

MB MBSe  

S1 2.320 2.319  S1↔T1 0.050 0.308  

T1 1.137 1.131  S1↔T2 0.363 2.066  

T2 1.755 1.662  S1↔T3 0.233 0.905  

T3 2.600 2.575  S1↔T4 1.150 9.387  

T4 2.659 2.571      

ΔES1T1 1.183 1.188      

ΔES1T2 0.565 0.657      

ΔES1T3 -0.280 -0.256      

ΔES1T4 -0.339 -0.252      

仅
用
于

20
22
丘
成
桐
中
学
科
学
奖
公
示

20
22

 S.-T
. Y

au
 H

igh
 Sch

oo
l S

cie
nc

e A
ward

s



 

4 

 

Table 2.3.2.2. MB 和 MBSe 的[Sn𝐻SOTm𝐸SnTm]2 计算结果 

［〈Sn|HSO|Tm〉/ΔESnTm］2（×106） MB MBSe 

S1↔T1 0.00 0.010 

S1↔T2 0.064 1.527 

S1↔T3 0.107 1.930 

S1↔T4 1.776 214.179 

Sum 1.947 217.646 

（[Sn𝐻SOTm𝐸SnTm]2 计算结果无单位） 

 

2.3.3 光学性质测定 

以甲醇为溶剂，将 MB 与 MBSe 分别配成 1*10-5 M 待测液。用紫外-可见光

分光光度计及荧光分光光度计测定吸收光谱及荧光光谱（光栅=3，狭缝宽度=4  

nm，电压中等）。以耐尔蓝为荧光量子产率的参比物，测定 MB 与 MBSe 的荧光

量子产率。 

荧光量子产率（QY）根据以下等式测定： 

𝜙𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 = 𝜙𝐼𝐶𝐺 ×
𝐼𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒𝐴𝐼𝐶𝐺

𝐼𝐼𝐶𝐺𝐴𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒×[
𝜂𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

𝜂𝐼𝐶𝐺 ] 2 

摩尔吸光系数根据以下等式测定： 

𝜀 =
𝐴

𝑏 × 𝑐
 

选用波长匹配的亚甲基蓝(MB)作为标准单线态氧参照物(ΦΔ=0.52), DPBF

作为单线态氧捕获剂，用紫外分光光度法测试 MBSe 单重态氧产率。以甲醇为溶

剂，将 MB 与 MBSe 分别配成 1*10-5 mol/L 待测液，加入 DPBF 后用 2 mW/cm2， 

635 nm 激光器光照 10 s。用紫外分光光度计测定光谱。单重态氧产率根据如下

公式测定： 

𝜙𝛥(1𝑂2)𝑀𝐵𝑆𝑒 = 𝜙𝛥(1𝑂2)𝑅𝐵
𝑆𝑀𝐵𝑆𝑒𝐹𝑀𝐵

𝑆𝑀𝐵𝐹𝑀𝐵𝑆𝑒
 

 

以甲醇为溶剂，将 MB 与 MBSe 分别配成 1*10-5 M 待测液。加入 1*10-5 M 

DHR-1,2,3，用 10 mW/cm2，660 nm 激光器光照 30 s，用紫外分光光度计测定光

谱。 

 

2.3.4 光敏剂细胞毒性测定 

4T1 小鼠乳腺癌细胞（以下称“4T1 癌细胞”）复苏后，加入含有 10%胎牛

血清（FBS; Gibco）和谷氨酰胺（2 mM）的改良 Eagle 培养基（DMEM，Gibco），

置于 5% CO2、饱和湿度及 37 ℃的培养箱中培养 72 h。取对数生长期的上述细

胞接种于 96 孔板中，最外圈孔用 FBS 血清填充，内部 6*10 孔接种细胞，培养 

24 h 至每孔约 4500-5000 个细胞。制得的 MBSe 用配制成 10 mM 浓储液。取 1.2 

μL MBSe 浓储液，加入 DMEM 不完全高糖培养基配成 6 mL 2 μM MBSe 溶液。

在接种细胞的孔中从右至左分别加入 200 μL 2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625，

0.0313，0.0156，0.0078，0.0039 μM MBSe 溶液。最右侧为 2 μM,从右向左等比

递减，公比为 0.5。分别稀释，加入配好的药物溶液。避光培养 24 h。每孔中加
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入 40 μL 2.5 mg/mL MTT 溶液。避光培养 3-4 h。用 15 mW/cm2，635 nm 激光器

照射 5 min。光照后小心吸出培养基，每孔中加入 100 μL DMSO 溶解蓝色结晶。

用酶联免疫检测仪测定溶液吸光度。重复实验。实验获得的 3 组吸光度数据分别

以未加药组吸光度为 1 计算加药组吸光度百分比平均值以及标准偏差。计算

MBSe IC50值。 

 

 

图 2.3.4.1 吸光度数据处理 

 

另取一板，加药后装入乏氧袋并放入 anaeropouch 安宁片 1 片，模拟乏氧环

境。其他操作相同。 

暗毒性检测时无需光照，取 76.8 uL 10 mM MBSe 浓储液加入不完全高糖培

养基配成 6 mL 128 μM MBSe 溶液备用。在 96 孔板中从右至左分别加入 200μL 

128，64，32，16，8，4，2，1，0.5，0.25 μM MBSe。其他操作相同。 

选用 MB 做对比试验，操作相同。用酶联免疫检测仪分别测 490/570 nm 溶

液吸光度，处理数据。计算 MB IC50 值。其他操作相同。 

 

2.3.5 细胞内 ROS 水平与超氧阴离子水平检测 

4T1 癌细胞复苏后，加入含有 10%胎牛血清（FBS; Gibco）和谷氨酰胺（2 

mM）的改良 Eagle 培养基（DMEM，Gibco），置于 5% CO2、饱和湿度及 37 ℃

的培养箱中培养 72 h。取对数生长期的上述细胞接种于 30 mm 四格共聚焦皿内，

培养至皿底有一层细胞。四格内分别加入 500 μL 培养液，其中包含：1 uM MB 

+ 5 μM DCFH-DA; 1 μM MB + 5 μM DHE; 1 μM MBSe + 5 μM DCFH-DA; 1 μM 

MBSe + 5 μM DHE。培养 1 h 后，用 PBS 洗涤 3 次细胞，并用 15 mW/cm2，635 

nm 激光器光照 5 min。光照后用荧光显微镜 40 倍镜观察，488 nm 激发，检测

498-580 nm 波段 DCF 的荧光效应；用荧光显微镜 63 倍油镜观察，488 nm 激发，

检测 550-680 nm 波段 DHE 的荧光效应。 

另取一四格共聚焦皿做避光对照组，检测暗环境下细胞内 ROS 水平与超氧

阴离子水平。无需光照，其他操作相同。 
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另取两个四格共聚焦皿做乏氧对照组，检测乏氧条件下细胞内 ROS 水平与

超氧阴离子水平。接种细胞及药物后装入乏氧袋并放入 anaeropouch 安宁片 1 片，

模拟乏氧环境。其他操作相同。 

 

2.3.6 活死细胞检测 

4T1 癌细胞复苏后，加入含有 10%胎牛血清（FBS; Gibco）和谷氨酰胺（2 

mM）的改良 Eagle 培养基（DMEM，Gibco），置于 5% CO2、饱和湿度及 37 ℃

的培养箱中培养 72 h。取对数生长期的上述细胞接种于两只 30 mm 培养皿中，

培养至皿底有一层细胞。两培养皿中分别加入 1.5 mL 0.5 μM MB 和 1.5 mL 0.5 

μM MBSe 带药培养液，培养约 1 h。用 15 mW/cm2，635 nm 激光器光照 20 min。

取 Calcein AM 10 μL，PI 7 uL，配成 7 mL 带药培养基。吸出原培养基，加入带

药培养基，染色 30 min。用荧光显微镜 40 倍镜观察，490 nm 激发，检测 545 nm

波长处细胞内的荧光强度。 

另取两只 30 mm 培养皿做乏氧对照组，进行乏氧条件下活死细胞检测。接

种细胞及药物后装入乏氧袋并放入 anaeropouch 安宁片 1 片，模拟乏氧环境。其

他操作相同。 

 

2.3.7 模拟肿瘤细胞球实验 

4T1 癌细胞复苏后，加入含有 10%胎牛血清（FBS; Gibco）和谷氨酰胺（2 

mM）的改良 Eagle 培养基（DMEM，Gibco），置于 5% CO2、饱和湿度及 37 ℃

的培养箱中培养 72 h。取对数生长期的上述细胞接种于 96 孔超低吸附板中，边

缘孔用无菌 PBS 填充，每孔细胞数约 5000 个。培养 24 h 至细胞铺满板底部且呈

球状。将内部 6*10 孔分成从左至右共 10 组 3*2 孔，标号 1~10。如图 2.3.7.1 所

示。 

 

 

图 2.3.7.1 培养细胞球的 96 孔超低吸附板 

 

对每组分别做如下处理：1：加药 2 μM MBSe；2：不加药；3：加药 1 μM 

MBSe；4：加药 2 μM MBSe；5：加药 4 μM MBSe；6：加药 2 μM MB；7：不加

药；8：加药 1 μM MB；9：加药 2 μM MB；10：加药 4 μM MB。避光培养 24 h

后，2、3、4、5、7、8、9、10 组分别用 15 mW/cm2，635 nm 激光器光照 5 min，
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用荧光显微镜进行共聚焦成像。再次避光培养 24 h 并进行共聚焦成像。 

 

 

三 结果与讨论 

3.1 MBSe 的结构表征 

 

图 3.1.1 MBSe 核磁共振氢谱/碳谱结构表征 

 

在 MBSe 的 1H NMR 波谱中，在 7.38-7.97 ppm 出现了 6 个质子化学位移，

对应于吖啶环上的六个质子；3.75-3.78 ppm 出现了 8 个质子化学位移，对应于 4

个亚甲基上的 8 个质子；1.36-1.39 ppm 出现了 12 个质子化学位移，对应于 4 个

甲基上的 12 个质子。在 MBSe 的 13C NMR 波谱中，在-110.76~-155.78 ppm 出现

了吖啶环碳的信号；在-13.23~-47.46 ppm 出现了甲基与亚甲基碳的信号。上述结

构表征说明成功合成得到目标 MBSe 分子。 

 

3.2 重原子效应理论计算 

 
图 3.2.1 MB 与 MBSe 系间窜越速率对比 

 

通过理论计算，我们发现用重原子硒代替硫后，MBSe 的 SOC 常数明显增

加，单重态与三重态能隙(ΔEST)有些微变化，导致系间窜越速率(ISC)常数 K（∝

[Sn𝐻SOTm𝐸SnTm]2）显著增大（见 Table 2.3.2.1~2.3.2.2）。根据震荡强度（fOSC）

我们发现从 S1 状态到 T2 状态的是三重态形成的主要贡献者（fOSC=0.8788）。经

计算可知 MBSe 的常数 KISC 大约是 MB 的 24 倍，即光敏性能可能更加优异。以
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上结果说明 Se 原子的引入赋予了 MBSe 作为光敏试剂的极大潜力。 

 

3.3 MBSe 的光学性质 

我们用紫外-可见光分光光度计及荧光分光光度计测定了 MB 与 MBSe 的吸

收光谱及荧光光谱；以耐尔蓝为荧光量子产率的参比物，测定了 MB 与 MBSe 的

荧光量子产率；我们以 DPBF 作为单重态氧捕获剂，MB 作为参比测定了 MBSe

的单重态氧产率；以 DHR-1,2,3 作为超氧阴离子的捕获剂，测定了 MB 和 MBSe

的超氧阴离子的相对产率。DPBF 在 410 nm 激光激发下有着最大波长为 455 nm

的荧光效应，且极易与单重态氧发生反应生成在 410 nm 处吸光度较小且没有荧

光效应的氧化产物。通过检测溶液在 410 nm 处的吸光度变化，可以测定生成单

重态氧的产率[17]；DHR-1,2,3 本身不具有荧光效应，进入细胞后可以被超氧阴离

子物种氧化为 R-1,2,3。R-1,2,3 会富集于细胞内线粒体且具有绿色荧光。通过检

测细胞内荧光强度变化，可以测定超氧阴离子产率[18]。 

光谱实验结果如下图所示。 

 

 

图 3.3.1 MB，MBSe 吸收与荧光发射光谱 

 

 

图 3.3.2 MB，MBSe 光谱分析数据 

 

单重态氧与超氧阴离子产率检测结果如下图所示： 仅
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图 3.3.3 DPBF 荧光探针测定单重态氧产率紫外光谱（2 mW/cm2，10 s） 

 

 

图 3.3.4 DHR-1,2,3 探针测定超氧阴离子相对产率紫外光谱（10 mW/cm2，30s） 

 

由图 3.3.2 可见，MB 的最大吸收波长在 652 nm，荧光发射波长为 680 nm，

摩尔吸光系数为 8.34 *104 M-1cm-1；MBSe 的最大吸收波长在 662 nm，荧光发射

波长为 695 nm，摩尔吸光系数为 12.26 *104 M-1cm-1，以上数据表明 MBSe 的吸

收光波长向近红外区域红移，并在生物组织内具有更好的光吸收效率。由图 3.3.3

可以看出，MB 与材料 MBSe 在光照后皆能产生单重态氧，410 nm 的 DPBF 吸

收峰快速下降。根据公式我们可以算出材料 MBSe 在甲醇中的单重态氧产率达

到 0.81，高于商业染料 MB 的单重态氧量子产率 0.52。这说明 MBSe 相较于 MB

具有更为优异的 II 型 PDT 光敏剂效果，其主要原因是硒原子的重原子效应促进

了系间窜越。如此高的单重态氧产率能够保证 MBSe 可以用于光动力治疗。由图

3.3.4 可见，DHR-1,2,3 的荧光强度变化检测结果表明 MBSe 产生超氧阴离子的能

力也要大于 MB。其优异的 I 型 PDT 性能使其能更好地适应肿瘤内乏氧环境。综
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上，相较于 MB 而言，MBSe 在体外同时具有更好的 I/II 型 PDT 光敏剂效果，其

性质值得我们进一步的探究。 

 

 3.4 光敏剂细胞毒性测定 

我们使用甲基噻唑四唑（MTT）测定了 MB 与 MBSe 对 4T1 细胞的暗毒性

与光毒性作用。只存在于活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶（SDH）可以将 MTT

还原为蓝紫色甲臜晶体。将还原得到的蓝紫色晶体溶解于 DMSO 中，溶液的光

吸收值即反应了原活细胞数量。根据未加药对照组的光吸收值可以计算光敏剂半

致死浓度 IC50，从而反应光敏剂的细胞毒性。实验结果见下图。 

 

图 3.4.1 MB，MBSe 在不同浓度，不同条件下培养细胞后细胞的存活率 

 

 

图 3.4.2 不同条件下 MB，MBSe 的半致死浓度 

 

如图 3.4.1 所示，常氧情况下，在 15 mW/cm2，635 nm 激光器照射 5 min

后 2 μM MB 培养的细胞存活率近 90%。而经相同强度光辐射后 2 μM MBSe 培

养的细胞存活率已不足 10%。这体现了 MBSe 在常氧条件下具有更高的光毒

性。这可能是由硒原子取代硫原子带来的重原子效应导致的。在乏氧情况下，
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64 μM MB 培养的细胞在 15 mW/cm2，635 nm 激光器照射 5 min 后存活率仍超

过 80%。这说明 MB 在乏氧条件下光毒性受到限制。而在相同强度光辐射下，

乏氧条件下 1 μM MBSe 培养的细胞存活率已不足 10%。这说明 MBSe 在乏氧

条件下仍具有较强的光毒性，能较好地适应肿瘤内部的乏氧环境。如图 3.4.2，

比较两者半致死浓度 IC50。在光照条件下，MB 的 IC50值在常氧（IC50，38.66 

μM）和乏氧（IC50，>64 μM）条件下均较大，远超 MBSe。而 MBSe 的 IC50 值

则很小（IC50，常氧 0.033 μM，乏氧 0.087 μM）。这说明 MBSe 相较于 MB 具

有更强的光毒性和更好的抗肿瘤能力。如图 3.4.1 所示，在黑暗条件下，MB 与

MBSe 在浓度小于 16 μM 时都未表现出明显的暗毒性，而此剂量已远远超过一

般治疗中会使用到的剂量。比较两者半致死浓度 IC50，可见 MB 与 MBSe 在黑

暗条件下 IC50值均较大。这说明二者作为光敏剂都具有低毒副作用的特征。 

 

3.5 细胞内 ROS 水平与超氧阴离子水平检测 

我们利用 DCFH-DA 探针检测细胞内 ROS 水平。DCFH-DA 探针本身没有

荧光效应，进入细胞后被细胞内的酯酶水解生成无法透过细胞膜的 DCFH。

DCFH 会被生成的 ROS 氧化至有亮绿色荧光的 DCF[18]，因此我们可以通过检

测到的荧光强度反应细胞内 ROS 水平。我们用 DHE 探针检测了超氧阴离子水

平。DHE 探针进入细胞后会被生成的超氧阴离子氧化生成乙锭产物。产物与细

胞核内的 DNA 或 RNA 结合会产生红色荧光[19, 20]，因此我们可以通过检测到的

荧光强度反应超氧阴离子水平。 

 

 

 

图 3.5.1 小分子荧光探针 DCFH-DA 与 DHE 分子结构与检测原理 

 

细胞内 ROS 水平检测结果如下： 
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图 3.5.2 MB，MBSe 细胞内 ROS 水平检测共聚焦成像 

 

由图 3.5.2 可见，1 μM MB 与 1μM MBSe 培养的细胞在不光照条件下均未呈

现明显的荧光效应，说明黑暗条件下细胞内 ROS 水平较低，MB 与 MBSe 均无

明显暗毒性。经 15 mW/cm2，635 nm 激光器光照 5 min 后，1 μM MB 培养的细

胞仍不呈现明显荧光，而 1 μM MBSe 培养的细胞则在常氧和乏氧条件下均呈现

出较明显的绿色荧光效应。这说明 MBSe 培养的细胞经光照后细胞内 DCF 浓度

更高，其相比于 MB 在光照条件下具有更强的产生 ROS 的能力，具有更强的光

毒性与抗肿瘤疗效。MBSe 在乏氧条件下仍能保持较高的 ROS 产率，说明其对

肿瘤内部乏氧环境具有更强的适应能力。 

细胞内超氧阴离子水平检测结果如下： 

 

 

图 3.5.3 MB，MBSe 细胞内超氧阴离子水平检测共聚焦成像 
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图 3.5.4 乏氧条件下光照后 MBSe 培养细胞 DHE 荧光探针检测共聚焦成像 

 

由图 3.5.3 可见，1 μM MB 与 1 μM MBSe 培养的细胞在黑暗条件下均未呈

现明显的荧光效应，说明黑暗条件下细胞内超氧阴离子水平较低，MB 与 MBSe

均无明显的暗毒性。而经 15 mW/cm2，635 nm 激光器光照 5 min 后，1 μM MB

培养的细胞只呈现极弱的红色荧光效应，而 1 μM MBSe 培养的细胞则在常氧和

乏氧条件下均呈现出较明显的红色荧光效应。这说明 MBSe 培养的细胞经光照

后细胞内 DHE 氧化产物浓度更高，其相比于 MB 在光照条件下具有更强的生成

超氧阴离子的能力。这体现了 MBSe 具有更好的 I 型 PDT 性能，在肿瘤治疗中

能更好地适应肿瘤内部环境。图 3.5.4 中细胞中心部分区域的荧光强度要远远超

过细胞边缘区域，这是因为 DHE 被超氧阴离子氧化脱氢后生成的乙锭物种与细

胞核内的 DNA/RNA 结合而发出荧光导致细胞核区域荧光强度较大。 

 

3.6 活死细胞检测 

 

图 3.6.1 Calcein AM 探针和 PI 探针的分子结构 

 

我们用 Calcein AM/PI 探针进行活死细胞检测。Calcein AM 可以穿透活细胞

膜，并在细胞内被酯酶水解生成带有强绿色荧光的 Calcein 而无法再离开细胞。

而 PI（碘化丙啶）无法穿过活细胞膜，只可与死细胞的细胞核中 DNA 结合发出

强红色荧光。检测结果如下： 
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图 3.6.2 活死细胞检测结果共聚焦成像 

 

由图 3.6.2 可见，经 15 mW/cm2  635 nm 激光器光照 20 min 后， 0.5 μM 

MB 培养的细胞在常氧和乏氧条件下均呈现明显的绿色荧光而未呈现红色荧光。

而 0.5 μM MBSe 培养的细胞则在相同强度光辐射后，在常氧和乏氧条件下均呈

现出明显的红色荧光。这表明 MBSe 培养的细胞存活率低，MBSe 具有更强的光

毒性 。黑暗条件下，MB 与 MBSe 培养的细胞均呈现明显的绿色荧光而不呈现

红色荧光，这说明二者暗毒性皆较弱，作为光敏剂有着光选择性治疗能力与低毒

副作用。 

 

3.7 模拟肿瘤细胞球实验 

我们通过培养带药的 4T1 细胞三维细胞球来模拟肿瘤环境并检测 MB 与

MBSe 在肿瘤内环境下的细胞毒性[21]。 

 

图 3.7.1 4T1 细胞球不同条件下培养 24 h,48 h 时共聚焦成像 

 

由图 3.7.1 可见，对照组中，细胞培养 48 h 后无明显变化。2 μM MB 培养

的细胞球在不光照或光照情况下培养 48 h 后都无明显裂解现象，说明 MB 在肿

瘤内部的低透光度和乏氧条件下不能很好地生成 ROS 物种杀死肿瘤细胞。而 2 

μM MBSe 培养的细胞球在不光照条件下无明显裂解，而经 15 mW/cm2，635 nm

激光器光照 5 min 后细胞球明显裂解且失去清晰细胞轮廓。这说明 MBSe 在黑暗

条件下无明显毒副作用，且能很好地适应肿瘤内部环境。这可能与其较强的通过
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Type I PDT 产生超氧阴离子的能力有关。 

 

 

四 结论 

综上所述，我们基于重原子效应的原理，通过在传统商业化染料 MB 中引入

硒原子设计合成了具有 I 型和 II 型 PDT 效果的光敏剂分子 MBSe，并通过一系

列光谱分析与细胞实验检测了 MBSe 的光物理性质与肿瘤细胞毒性，并与 MB 进

行对比实验。通过测定 MB 与 MBSe 的吸收发射波长范围、单线态氧量子产率与

超氧阴离子产率，我们证明了 MBSe 相比 MB 具有更加优异的体外 I 型和Ⅱ型光

动力效果。通过分析 MTT 实验以及 4T1 细胞内小分子荧光探针检测的结果，我

们发现MBSe 在拥有较低暗毒性的同时，相比 MB具有更强的产生ROS的能力。

通过培养三维细胞球模拟肿瘤环境，我们发现 MBSe 能更好地克服肿瘤内部的

乏氧微环境，在光照下杀死肿瘤细胞。通过以上结果，我们证实了基于重原子效

应设计新型光敏剂的可能性，并成功设计出了具有更强抗肿瘤性能的新型光敏剂。

传统光敏剂 MB 已被多国用于临床医疗，这表明我们的设计在抗肿瘤治疗中具

有广阔的应用前景。 
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