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新型光敏剂 Ｉ对头颈部肿瘤细胞的光动力活性
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（１．创伤、烧伤、复合伤国家重点实验室，第三军医大学大坪医院野战外科研究所第二研究室，重庆　４０００４２；２．西
华师范大学化学系，四川 南充　６３７００２）

　　摘　要：　目的　在光敏剂卟吩分子中通过 ＰＥＧ链引入靶向基团叶酸，构建了一个新型的光敏剂Ⅰ，
并评价光敏剂Ⅰ对喉癌 Ｈｅｐ２细胞和鼻咽癌 ＣＮＥ细胞的肿瘤靶向性和光动力活性。方法　利用 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ实验检测 Ｈｅｐ２细胞和 ＣＮＥ细胞的叶酸受体表达；采用荧光测定法评价两种细胞在有或无过量
叶酸存在时对光敏剂Ⅰ的吞噬作用；采用四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）试验检测光敏剂Ⅰ在有或无光照条件
下对 Ｈｅｐ２细胞和 ＣＮＥ细胞的细胞毒性，以及光敏剂浓度和光照剂量对细胞存活率的影响。结果 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ实验结果表明 Ｈｅｐ２细胞有较强的叶酸受体表达，而 ＣＮＥ细胞则为叶酸受体低表达。两种细胞
对光敏剂 Ｉ的摄取均随光敏剂浓度的增加而增强，但 Ｈｅｐ２细胞的摄取能力明显强于 ＣＮＥ细胞（Ｐ＜
０．０１），且过量自由叶酸的存在可竞争性地抑制 Ｈｅｐ２细胞对光敏剂 Ｉ的摄取（Ｐ＜０．０１）。ＭＴＴ实验
结果显示在光照时，光敏剂 Ｉ对 Ｈｅｐ２细胞和 ＣＮＥ细胞均有显著的光毒性，且其光动力活性与光敏剂浓
度和光照剂量呈正相关性。结论　光敏剂 Ｉ对叶酸受体阳性表达的喉癌 Ｈｅｐ２细胞有明显的靶向性和
光动力活性。
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　　头颈部肿瘤如鼻咽癌、喉癌等为我国常见
的恶性肿瘤之一。由于头颈部区域解剖复杂，

在此区域的肿瘤虽可通过手术、放疗等手段控

制，但通常导致周围实质器官的功能紊乱和损

坏。光动力治疗（ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ，ＰＤＴ）不
仅可取得较好的疗效，并可避免手术治疗引起

的毁容或功能丧失，因而近年来倍受关注［１２］。

鉴于叶酸受体在正常组织低表达但在恶性

肿瘤组织中高表达的差异性，利用叶酸对叶酸

受体的高亲和性而进行的肿瘤特异性治疗引

起了人们的兴趣［３］。为提高光动力治疗的靶

向性，本实验室在光敏剂卟吩分子中通过聚乙

二醇（ＰＥＧ）链引入靶向基团叶酸，构建了一
个新型的光敏剂 Ｉ。本研究旨在观察其对喉癌
Ｈｅｐ２细胞和鼻咽癌 ＣＮＥ细胞的靶向性和光
动力活性，以明确叶酸受体的介导作用，为新

型靶向性光敏剂的研究提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
人宫 颈 癌 ＨｅＬａ细 胞 株、人 表 皮 样 喉 癌

Ｈｅｐ２细胞株和人鼻咽癌 ＣＮＥ细胞株购于中
国科学院上海生命科学研究所细胞库，人正常

肝 Ｌ０２细胞株由第三军医大学大坪医院肿瘤
中心友情赠送；光敏剂Ⅰ由本实验室合成
（图 １），用 ＨＰＬＣ检测光敏剂 Ｉ的纯度达 ９８％
以上；细胞培养材料购于 Ｃｏｓｔａｒ（Ｄｕｔｓｃｈｅｒ，Ｂｒｕ
ｍａｔｈ，Ｆｒａｎｃｅ）；胎牛血清、青霉素、链霉素和
ＭＥＭ培养液购于 Ｈｙｃｌｏｎｅ（Ｌｏｇａｎ，Ｕｔａｈ，ＵＳＡ）；
胰 蛋 白 酶、ＭＴＴ、ＤＭＳＯ、叶 酸 购 于 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ；无叶酸 ＲＰＭＩ１６４０购于 Ｇｉｂｃｏ（ＵＳＡ）；
ＴＢＳ缓冲液、化学发光试剂、预染蛋白 ｍａｒｋｅｒ、
ＨＲＰ二抗、ＧＡＰＤＨ内参一抗及单去污剂裂解液
（Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ生 物 ）；一 抗 ａｉｔｉＦＲ
（ａｂ３３６１，ａｂｃａｍ）；显影液、定影液 （上海冠
龙）；ＢＣＡ试剂盒（南京建成试剂公司）；Ｘ光
胶片（柯达公司）；ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；其
他普通化学试剂为上海化学试剂厂生产的分

析级试剂。

图 １　光敏剂Ⅰ

　　ＨＥＰＡＣＬＯＳＳ１００型 ＣＯ２恒温培养箱和
１５００全波长酶标仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＥｌｅｃｔｒｏｎＣｏｒ
ｐｏｒａｔｉｏｎ）。ＶＪ２８７５型超净工作台为（苏净基团
安泰公司）。Ｆ２４５００荧光光谱（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ）。
ＫＤＨ１５０Ｂ红光治疗仪（北京科电微波电子有
限公司）。玻璃匀浆器（宁波新芝 ＤＹ８９１）、
高速离心机（湖南湘仪 Ｈ１６５０Ｗ）、分光光度
仪（上海欣茂 ＵＶ７５０４）、－２０℃低温冰箱、垂
直板电泳转移装置（上海天能生物）、电泳仪

（北京君意 ＪＹ３００Ｃ）、多用脱色摇床（苏州捷
美 ＳＹＣ２１０１）。
１．２　细胞培养

ＣＮＥ、Ｈｅｐ２和 Ｌ０２细胞由含 １０％胎牛血
清、青霉素（１００Ｕ ／ｍｌ）、链霉素（１００Ｕ／ｍｌ）
的 ＲＰＭＩ１６４０培养液于 ３７℃，５％ ＣＯ２孵箱中
培养至对数生长期，ＨｅＬａ细胞则由含 １０％胎牛
血清、青霉素（１００Ｕ／ｍｌ）、链霉素（１００Ｕ／ｍｌ）
的 ＭＥＭ培养液培养至对数生长期，所有细胞转
移到不同的培养板上培养至 ８０％细胞融合后
改用无叶酸 ＲＰＭＩ１６４０培养液培养 ２４ｈ后再
进行相应的实验，后续试验的培养液均为无叶

酸 ＲＰＭＩ１６４０。
１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试验

在培养瓶中的单层 Ｌ０２细胞、ＣＮＥ细胞、
Ｈｅｐ２细胞和 ＨｅＬａ细胞用冰的 ＰＢＳ洗涤，再用
含 ５０ｍＭＴｒｉｓＨＣｌ、１５０ｍＭＮａＣｌ、２ｍＭ乙二胺
四乙酸（ＥＤＴＡ）、０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００（ｐＨ７．２）
和 １０％蛋白酶试剂盒在冰上处理 ３０ｍｉｎ，４℃
离心 １０ｍｉｎ（７０００ｇ）。总蛋白浓度用 ＢＣＡ试
剂盒按说明书测定。等量蛋白样品（３０μｇ）用
１０％变性聚丙烯酰胺凝胶分离胶和 ４％浓缩胶
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进 行电泳，８０Ｖ跑过浓缩胶后转换电压至
１２０Ｖ，待溴酚蓝跑到胶版底部即可，采用湿法
转移到经甲醇活化的 ＰＶＤＦ膜上（恒流 ２００ｍＡ，
约１ｈ），取膜，ＴＢＳＴ中清洗 １ｍｉｎ后，封闭液封
闭过夜。抗叶酸受体抗体（抗体 １）用封闭液
稀释成 １∶５００的浓度，内参一抗稀释成 １∶
３０００，然后与膜在室温孵育 １．５ｈ，ＴＢＳＴ清洗
３次（每次 ５ｍｉｎ）后，与二抗（用稀释液稀释成
１∶５０００）再孵育 １．５ｈ，ＴＢＳＴ清洗 ４次（每次
５ｍｉｎ），然后于暗室化学发光、显影及定影。
１．４　光敏剂的吸收

将处于对数生长期浓度为 ５×１０４／ｍｌ的
Ｈｅｐ２和 ＣＮＥ细胞接种到 １２孔板中，用无叶
酸 ＲＰＭＩ１６４０培养 ２４ｈ后，于 ６个孔中分别
加入不同剂量的光敏剂Ⅰ使其终浓度分别为：
７９．１、３９．６、１９．８、９．９、５．０、２．５μｇ／ｍｌ，另外
６个孔中除分别加以上各浓度的光敏剂 Ｉ外还
分别加上叶酸，使其终浓度为各光敏剂 Ｉ浓度
的 １００倍，培养 ２４ｈ后，倾去培养液，ＰＢＳ洗涤
３次，每孔新加培养液５００μｌ和４％ＳＤＳ５００μｌ，
１０ｍｉｎ后（显微镜下已观察不到完整的细胞）
吸取上清液，于 ４℃离心 ２０ｍｉｎ（９０００ｇ），荧
光光谱仪测定各孔上清液的 ＯＤ值（Ｅｘ：４９８
ｎｍ；Ｅｍ：６６０ｎｍ），同时，按 ＢＣＡ试剂盒中说明
分别测定各孔细胞总蛋白量。重复实验 ３次。
１．５　ＭＴＴ实验

将 ５×１０４／ｍｌ的 Ｈｅｐ２细胞和 ＣＮＥ细胞分
别接种到 ９６孔培养板中，培养至对数生长期
后各自分为 １个不加药的正常对照组和 ５个
光 敏 剂 Ｉ浓 度 组 ，光 敏 剂 Ｉ终 浓 度 分 别 为
７９．１、３９．６、１９．８、９．９、５．０μｇ／ｍｌ，每组 ８个
复孔。培养 ２４ｈ后，移去培养液，冷 ＰＢＳ洗涤
３次，换用新鲜培养液继续培养 ２４ｈ，每孔加
ＭＴＴ溶液 ２０μｌ（５ｍｇ／ｍｌｉｎＰＢＳ），培养 ４ｈ后
弃去上清，加入 １５０μｌＤＭＳＯ，振动 １０ｍｉｎ，用
酶标仪测定５７０ｎｍ波长处吸收值，以 ＤＭＳＯ空
白孔调零，并按下式计算细胞存活率（ＳＲ）：ＳＲ
＝实验组 ＯＤ值／对照组 ＯＤ值 ×１００％。
１．６　光敏剂浓度对细胞毒性的影响

将 ５×１０４／ｍｌ的 Ｈｅｐ２细胞和 ＣＮＥ细胞分
别接种到可拆卸的 ９６孔培养板中，培养至对
数生长期后各分为 １个不加药的正常对照组
和 ９个实验组共 １０个组，除正常对照组外其
余各组分别加入不同浓度的光敏剂Ⅰ，使其终

浓度分别为７９．１、３９．６、１９．８、９．９、５．０、２．５、
１．３、０．６、０．３μｇ／ｍｌ，每组４个复孔。培养
２４ｈ后，移去培养液，冷 ＰＢＳ洗 ３次，换用新鲜
培养液，除正常对照组外，其余 ９个浓度组用
红光治疗仪照射 ３ｍｉｎ。照射时，光束均匀垂
直地照射到培养板上，光斑直径为 １２ｃｍ，检测
面的光功能密度为 ０．１Ｗ／ｃｍ２［４］。为保证光
照的均匀性，各组分别从 ９６孔板上拆下后单
独进行照射，样品置于光斑正中。光照后继续

于孵箱中培养 ２４ｈ，然后按如上相同的方法测
定细胞存活率。

１．７　光照剂量对光动力活性的影响
将 ５×１０４／ｍｌ的 Ｈｅｐ２细胞和 ＣＮＥ细胞分

别接种到可拆卸的 ９６孔培养板中，培养至对
数生长期后各分为 １个不加药的正常对照组
和 ７个实验组，除正常对照组外其余各组分别
加入光敏剂Ⅰ，使其终浓度均为 ９．９μｇ／ｍｌ，培
养２４ｈ后，移去培养液，冷 ＰＢＳ洗３次，换用新
鲜培养液，除正常对照组外，其余 ７个组分别
用红光治疗仪按上述方法照射 ０、１、２、３、４、５、
６ｍｉｎ，然后继续于孵箱中培养 ２４ｈ，再按与上
述 ＭＴＴ实验相似的方法测定细胞的存活率。
光照剂量按如下公式计算：光照剂量（Ｊ／ｃｍ２）
＝功能密度（Ｗ／ｃｍ２）×光照时间（ｓ）。
１．８　统计学分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５１０软件（ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｓｏｆｔ２ｗａｒｅＩｎｃ．ＳａｎＤｉｅｇｏ，ＣＡ）进行统计学分
析，结果以均数 ±标准差表示，Ｐ＜０．０５为差
异具有统计学意义。

２　结果

２．１　叶酸受体的表达
为了比较 ＣＮＥ细胞和 Ｈｅｐ２细胞上叶酸

受体的表达，笔者以人宫颈癌 ＨｅＬａ细胞作为
阳性对照，人正常肝 Ｌ０２细胞作为阴性对照，
采用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ实验考察了 ４种细胞的叶酸
受体表达，结果如图 １所示。在 ４种细胞中，
ＨｅＬａ细胞为叶酸受体高表达，与文献报道一
致［５］，Ｈｅｐ２细胞为叶酸受体中等表达，而 ＣＮＥ
细胞的叶酸受体表达接近于人正常肝细胞 Ｌ
０２，为叶酸受体低表达。
２．２　细胞对光敏剂的摄取

采用荧光测定法笔者考察了 Ｈｅｐ２细胞和
·０４·
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ＣＮＥ细胞对不同浓度光敏剂 Ｉ的摄取作用及过
量自由叶酸的存在对这种摄取作用的影响。为

排除细胞数不同带来的误差，笔者同时采用

ＢＣＡ法测定了细胞中的蛋白总量，并以单位蛋
白含光敏剂的量来表示两种细胞对光敏剂的摄

取能力。如图 ２所示，两种细胞对光敏剂Ⅰ的摄
取强度与光敏剂Ⅰ的浓度呈正相关性，且在相同
浓度时，Ｈｅｐ２细胞对光敏剂Ⅰ的吸收明显强于
ＣＮＥ细胞。如当光敏剂Ⅰ浓度为 ２．５μｇ／Ｌ时，
Ｈｅｐ２细胞对光敏剂Ⅰ的摄取量为 １．７×１０－５

μｇ／μｇ蛋白，而 ＣＮＥ细胞对光敏剂 Ｉ的吸收强
度仅为 ０．７×１０－５μｇ／μｇ蛋白，两者相比差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；当光敏剂 Ｉ浓度为
７９．１μｇ／Ｌ时，Ｈｅｐ２细胞的吸收强度增加到
９．５×１０－５μｇ／μｇ蛋白，但 ＣＮＥ细胞的吸收强度
仅增加到 ４．３×１０－５μｇ／μｇ蛋白，两者相比差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。另外，过量自由
叶酸的存在，明显抑制了细胞对光敏剂 Ｉ的摄
取，尤其是 Ｈｅｐ２细胞。当光敏剂 Ｉ浓度小于
１９．８μｇ／Ｌ时，由于叶酸与叶酸受体的竞争结
合，使 Ｈｅｐ２细胞对光敏剂 Ｉ的吸收几乎为零，
即使在本实验的最高浓度（７９．１μｇ／Ｌ），Ｈｅｐ２
细胞对光敏剂 Ｉ的吸收也仅为 ４．１×１０－５μｇ／μｇ
蛋白，与相同浓度条件下而无叶酸存在时的结

果相比，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
２．３　光敏剂浓度的影响

采用 ＭＴＴ法笔者考察了在有、无光照的条
件下光敏剂 Ｉ浓度对 Ｈｅｐ２细胞和 ＣＮＥ细胞
存活率的影响。如图 ３所示，在所试验的浓度
范围内，在无光照的条件下 Ｈｅｐ２细胞的存活
率和不加光敏剂的对照组一样，且不受光敏剂

浓度变化的影响，即使当光敏剂的浓度高达

７９．１μｇ／ｍｌ时，Ｈｅｐ２细 胞 的 存 活 率 仍 为
１００％。但光敏剂 Ｉ对 ＣＮＥ细胞的增殖却有一
定的影响，当光敏剂浓度从 ９．９μｇ／ｍｌ增至
７９．１μｇ／ｍｌ时，ＣＮＥ细胞的存活率从 ９８．６％
降到了８９．６％。然而在光照的影响下，光敏剂
Ｉ对两种细胞却表现出明显的光毒性，且光毒
性随其浓度的增加而增加，见图 ４。
２．４　光照剂量的影响

同样，采用 ＭＴＴ法笔者评价了光照剂量对
Ｈｅｐ２细胞和ＣＮＥ细胞存活率的影响。如图５所
示，两种细胞的存活率与光照剂量均呈负相关。

在无光照时，Ｈｅｐ２细胞和 ＣＮＥ细胞的存活率分
别为１００％和９８．６％，给予６Ｊ／ｃｍ２的光照（光照
１ｍｉｎ）后，两细胞的存活率分别降至 ８５．７％和
７５．４％，当光照剂量升至 ３６Ｊ／ｃｍ２后，两细胞的
存活率均分别急降至１６％和５．６％。

图 １　细胞叶酸受体表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果 ａ：Ｌ０２细胞；ｂ：ＣＮＥ细胞；ｃ：Ｈｅｐ２细胞；ｄ：ＨｅＬａ细胞　图 ２
细胞对光敏剂Ⅰ的摄取强度与其浓度的关系 （●）Ｈｅｐ２细胞；（■）ＣＮＥ细胞；实线为光敏剂；虚线为光敏剂加过
量叶酸　图 ３　无光照时光敏剂Ⅰ对细胞存活率的影响 （●）Ｈｅｐ２细胞；（■）ＣＮＥ细胞　图 ４　光照条件下，光
敏剂浓度对细胞存活率的影响　图 ５　光照时间对细胞存活率的影响
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３　讨论

　　目前，头颈部肿瘤的治疗手段仍以手术
切除、放疗和化疗为主，而手术切除易引起

毁容或功能丧失，放疗则易发生不可逆 转

的、难以治疗且预后较差的放射性脑病［６］，

特别是对于首次治疗失败、局部复发及远处

转移的晚期患者这些传统的治疗手段效果

均不够理想［７］。因此，新的毒副作用小且能

提高患者的生存率、改善生存质量的治疗方

法倍受期待。

肿瘤光 动 力 治 疗 （ＰＤＴ）是 现 代 肿 瘤 微
创或无创治疗领域的发展方向。与手术和

放、化 疗 等 传 统 手 段 相 比，其 具 有 特 异 性

高、创伤小、毒副作用小、适用性好、可重复

治疗和可协同治疗等优点。尤其是对皮肤

癌、口腔癌、阴茎癌、喉癌、宫颈癌等既可有

效杀伤癌组织，又可使创面愈合后保持器官

外形和功能的完整。迄今为止 ＰＤＴ已成功
用于治疗头颈部各种体表、口腔颌面部 肿

瘤。它既 可 单 独 使 用，使 早 期 癌 症 得 到 根

治，也可以配合手术、放疗、化疗及生物治

疗等其他综合治疗手段，对晚期肿瘤患者进

行姑息治疗，延长患者生存期和提高生存质

量［８］。

而光动力 治 疗 中 决 定 其 疗 效 的 重 要 因

素之一 是 光 敏 剂 的 靶 向 性 和 光 动 力 活 性。

如今进入临床试验阶段的 ｍ四间羟基苯基
卟 吩 （Ｔｅｍｏｐｏｒｆｉｎ）、苯 并 卟 啉 衍 生 物 单 酸
（ＢＰＤＭＡ）等第二代光敏剂与第一代光敏
剂相比，在 ６００～８００ｎｍ“治疗窗”内的吸
收系数及单线态氧产率等方面都有了极大

的提高，光动力活性明显加强［９］，但光动力

治疗中的主要副作用皮肤光毒性反应至今
仍没有得到满意的解决。因而如何进一步

提高此类光敏剂的肿瘤靶向性，减少正常组

织尤其是皮肤的光毒性反应，以实现肿瘤的

靶向性光动力治疗已成为该领域的研究焦

点［１０１１］。

叶酸受 体 （ｆｏｌａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＦＲ）是 一 种 糖
基化磷脂酰肌醇连接的膜糖蛋白，研究 发

现，ＦＲ在正常组织中为低表达，而在大部分
恶性肿瘤特别是卵巢、子宫、脑、肾、头颈及

间皮肿瘤中为高表达，甚至有些还高出正常

组织 １００～３００倍。ＦＲ对叶酸及叶酸类似
物具有很高的亲和力，可介导这些物质内吞

进入细胞，是生物细胞最具特点的转运过程

之一［１２］。本 实 验 室 在 前 期 研 究 中，利 用 这

一原理，将叶酸分子引入卟啉光敏剂结 构

中，有效地改善了卟啉光敏剂的肿瘤靶 向

性。但由于卟啉和叶酸两者在生理条件下

的溶解性都极为有限，使其终产物的溶解性

极不理想。为此，我们选择光动力活性已得

到认可的卟吩类光敏剂作为母体，利用 ＰＥＧ
二胺作为桥连剂，通过酰胺化反应实现 了

５，１０，１５三间羟基苯基２０对羧基苯基卟
吩与叶酸的键连，得到了一个水溶性的新型

靶向性光敏剂 Ｉ。
在本研究中，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果表明，

Ｈｅｐ２细胞叶酸受体高表达，ＣＮＥ细胞叶酸
受体低 表 达。而 荧 光 强 度 测 定 结 果 显 示，

Ｈｅｐ２细 胞 对 光 敏 剂 Ⅰ 的 吸 收 明 显 强 于
ＣＮＥ细胞，且这种吸收可被过量叶酸的加入
所抑制。两个实验的结果相互佐证了光敏

剂 Ｉ对 叶 酸 受 体 阳 性 细 胞 的 靶 向 性，即
Ｈｅｐ２细胞对光敏剂Ⅰ的摄取是通过叶酸受
体介导的胞吞作用实现的，所以叶酸分子的

存在可以竞争性地抑制叶酸受体对光敏剂

Ｉ的介导作用。ＭＴＴ实验结果表明，在无光
照条件下光敏剂Ⅰ对 Ｈｅｐ２细胞和 ＣＮＥ细
胞 的 生 长 无 明 显 的 抑 制 作 用，尤 其 是 对

Ｈｅｐ２细胞，说明光敏剂 Ｉ无光照细胞毒性
极低。但光敏剂 Ｉ却对两种细胞均表现出
满意的光动力活性，且这种光动力活性是与

光敏剂的浓度和光照剂量呈正相关。光敏

剂 Ｉ对 Ｈｅｐ２细胞表现出的良好光动力活
性可能源于 Ｈｅｐ２细胞表面叶酸受体的介
导作用使大量光敏剂 Ｉ内吞进入细胞，胞内
光敏剂 Ｉ浓度大，从而光动力活性强。但为
何光敏剂 Ｉ对 ＣＮＥ细胞表现出良好的光动
力活性还需进一步的研究。
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