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基于 light-oxygen-voltage（LOV）结构域
光敏剂的细胞毒性研究
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摘要 目的　光敏剂被特定波长的光激发后，产生的活性氧类能破坏细胞组织，介导细胞死亡，对微生物感染、肿瘤等相

关疾病的治疗具有重要意义。方法　基于粳稻类向光素 1B （Oryza sativa japonica phototropin-1B-like） 的 LOV （light-

oxygen-voltage）结构域，设计得到光敏剂LovPSO2及其突变体LovPRO2。在 445 nm、70 µmol·m-2·s-1蓝光照射下，每隔    

2 min测量LovPSO2和LovPRO2的单线态氧产量，持续10 min，每隔1 min测量其超氧阴离子产量，持续5 min，并研究温

度、光照对其稳定性的影响，最后将其转入E. coli BL21（DE3）和HeLa细胞中表达并分析光毒性效果。结果　在445 nm、

70 µmol·m-2·s-1蓝光照射下，LovPSO2是一种能产生大量单线态氧的 II型光敏剂（ΦΔ=0.61），LovPRO2是一种能够同时产生

单线态氧和超氧阴离子的光敏剂。蛋白质稳定性分析结果表明，LovPSO2 和 LovPRO2 具有较好的温度稳定性，其中

LovPRO2的光稳定性更好。蛋白质的光毒性分析结果表明，445 nm、30 mW/cm²蓝光照射30 min后，LovPSO2和LovPRO2

对E. coli BL21（DE3）菌株有较好的光毒性，致死率高达90%。结论　LovPSO2和LovPRO2可作为抗菌光敏剂，在食品和

医疗等方面均有较为广阔的应用前景。
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光动力治疗（photodynamic therapy，PDT）是

在光敏剂、特定波长的光和氧气的协同作用下，对

目标组织进行选择性破坏［1］，是一种很有前途的

治疗微生物感染的方法。在 PDT中，光敏剂被特

定波长的光激发后，从基态转变为单线态激发态，

这种单线态激发态非常不稳定，可以通过光发射

（荧光）或热产生（内部转换）衰变回基态，也可

以通过系间跃迁至三线态激发态。处于三线态激发

态的光敏剂可以产生具有细胞毒性的活性氧类

（reactive oxygen species，ROS），根据作用原理可

将其划分为通过电荷转移反应产生氧自由基，如超

氧阴离子（O2
•−）、羟基自由基（HO•）和过氧化氢

（H2O2）的 I 型光敏剂及直接光敏氧气产生单线态

氧（1O2）的 II型光敏剂（图1）［2-5］。

PDT 作为一种创新的治疗方法，不仅能用于

治疗细菌生物膜感染［6-7］，还能克服传统的耐药机

制，降低耐药的发生率［8-9］。研究发现，光敏剂产

生的 ROS 对细菌［10-11］、真菌［12］、病毒［13］、寄生

虫［14］、甚至细菌孢子和包囊等休眠体［15-16］都有毒

杀效果，它们不仅可以结合并破坏细菌的细胞膜和

细胞壁，还可以破坏细胞的内部环境和生理活

动［17-18］。在临床上，PDT 已经被证实能有效地治

疗由耐药微生物引起的疾病［19］，且到目前为止还

没有任何关于细菌对PDT产生耐药性的报道［4］。

已开发的光敏剂主要有化学光敏剂和基因编码

的光敏剂［20］。在PDT中，化学光敏剂需要使用抗

体偶联［21-22］或使用与修饰的光敏配体有亲和力的

转基因编码标签，如FlAsH［23］、ReAsh［24］或Halo 

Tag［25］，才能特异性靶向细胞组织，继而发挥作

用。与化学光敏剂不同的是，基因编码的光敏剂可

以直接特异性地靶向到目标细胞区室或细胞器

中［2，26-29］。然而，目前开发的基因编码的光敏剂具
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有ROS产量低和细胞光毒性低等问题。因此，需

要进一步的开发并获得 ROS 产量更高的光敏剂，

应用于微生物感染和肿瘤治疗等方面。

目前研究较多的基因编码光敏剂是基于 LOV

（light-oxygen-voltage）结构域开发设计的光敏剂，

如 基 于 拟 南 芥 向 光 素 2 （Arabidopsis thaliana 

phototropin 2）的LOV结构域开发而来的miniSOG

（mini Singlet Oxygen Generator）［30］ 及在其基础上

设计得到的单线态氧光敏蛋白 （singlet oxygen 

photosensitizing protein， SOPP）［31］ 和 SOPP3［32］。

我们之前基于粳稻向光素 2 的 LOV 结构域设计了

一种能光敏氧气产生 1O2的光敏剂 LovPSO （LovP 

for singlet oxygen） 和一种产生 ROS 的光敏剂

LovPRO （LovP for reactive oxygen species）［33］。本

工作基于粳稻类向光素1B的LOV结构域开发了一

种在445 nm蓝光激发下能产生大量 1O2的 II型光敏

剂 LovPSO2 （ΦΔ=0.61），然后基于 LovPSO2 合理

设计得到一种能同时产生 1O2 和 O2
•− 的光敏剂

LovPRO2。进一步对光敏剂 LovPSO2 和 LovPRO2

的 光 稳 定 性 和 温 度 稳 定 性 进 行 分 析 ， 发 现

LovPSO2和LovPRO2具有较好的温度稳定性，其

中LovPRO2的光稳定性更好。此外，我们还分析

了 光 敏 剂 LovPSO2 和 LovPRO2 对 E. coli BL21

（DE3） 及 HeLa 细胞的光毒性，发现 LovPSO2 和

LovPRO2在蓝光激发下产生的ROS对E. coli BL21 

（DE3）菌株有较好的光毒性。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

大肠杆菌菌株 BL21 （DE3）和哺乳动物细胞

（HeLa） 由本实验室保存；LB 液体培养基：1%

（w/v） 蛋白胨、0.5% （w/v） 酵母粉和 1% （w/v）

NaCl；LB 固体培养基：1% （w/v）蛋白胨、0.5%

（w/v）酵母粉、1% （w/v） NaCl和 1.5% （w/v）的

琼脂粉；TB 培养基：1.2% （w/v） 蛋白胨、2.4%

（w/v）酵母粉和 0.4% （w/v）甘油；30 g/L 的卡那

霉素（kanamycin，Kana）储备液；50 g/L 的氨苄

青霉素（ampicillin，Amp）储备液；200 g/L 的异

丙基硫代-β-D-硫代半乳糖苷（isoprophylthio-β-D-

galactoside， IPTG） 储 备 液 ； Tris-HCl 缓 冲 液  

（pH 8.0）： 50 mmol/L Tris 和 500 mmol/L NaCl；       

50 mmol/L咪唑和500 mmol/L咪唑（pH 8.0）；PBS

缓冲液 （pH 7.4）：137 mmol/L NaCl、2.7 mmol/L 

KCl、10 mmol/L Na2HPO4和 2 mmol/L K2HPO4。蛋

白胨、酵母粉购自 OXOID 公司； Tris、 Kana、

Amp 及 IPTG 均购自 Amesco 公司；咪唑购自阿拉

丁公司；NaCl、KCl、Na2HPO4、K2HPO4及其他无

机盐和有机溶剂均购自上海实验试剂有限公司；

Ni2+亲和层析柱购自 Amersham Biosciences 公司；

定点诱变试剂盒 MutanBEST Kit 购自 Takara 公司；
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Fig. 1　Schematic illustration of photodynamic reactions
3LovPs return to the ground state by emitting phosphorescence, or directly photosensitize 3O2 to produce 1O2 (type II) and undergo charge transfer to 

produce O2
•−, HO•, and H2O2 (type I)[2-5].
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质粒提取试剂盒和DNA凝胶回收试剂盒购自康为

世纪生物科技有限公司；单线态氧荧光探针

（singlet oxygen sensor green，SOSG； Invitrogen）、

DEME 培 养 基 （Gibco）、 胎 牛 血 清 （Gibco）、

0.25% 胰 蛋 白 酶/EDTA （Gibco）、 Opti-MEM®

（Gibco） 、 Lipofectamine® 3000 转 染 试 剂

（Invitrogen）均购自Thermo Fisher公司；动物细胞

培养瓶和培养板购自 Corning 公司；二氢乙锭

（dihydroethidium，DHE，超氧化物阴离子荧光探

针）和Annexin V-Alexa Flour 647/PI细胞凋亡检测

试剂盒购自翌圣生物科技（上海）股份有限公司。

1.2　实验方法

1.2.1　质粒的构建

文中提到的质粒均由本实验室购买及构建保

存，引物由武汉天一华煜基因科技有限公司合成。

LovPSO2 基因源自粳稻的类向光素 1B （对应

氨基酸 437~541），由武汉天一华煜基因科技有限

公司合成后，用 NcoI 和 XhoI 酶切位点设计引物，

通过酶切连接法将其克隆到具有 Kana 抗性的

pET28a（+）载体中， 得到pET28a（+）-LovPSO2。

LovPSO2 的 蛋 白 质 结 构 是 以 拟 南 芥 的

AtPhot2LOV2 （PDB： 6QQH）［34］ 为模板，先用

SWISS-MODEL 进 行 建 模［35-36］， 再 用 PyMOL

（https://pymol. org） 进行创建和分析。然后以

pET28a（+）-LovPSO2 为模板，在突变位点处设计

引物，使用 MutantBEST Kit 试剂盒构建相应的突

变体质粒。

以pET28a（+）-LovPSO2和pET28a（+）-LovPRO2

为模板，用HindIII和XhoI酶切位点设计引物，通

过 酶 切 连 接 法 将 其 克 隆 到 具 有 Amp 抗 性 的

pcDNA3.1 载体中，得到 pcDNA3.1-LovPSO2 和

pcDNA3.1-LovPRO2。引物序列和相关反应体系分

别见表S1~S5。

1.2.2　蛋白质的表达与纯化

将表达质粒的目的蛋白菌液接种至含有Kana

（30 mg/L） 的 TB 培养基中培养，加入终浓度为

120 mg/L的 IPTG后避光诱导表达16~18 h。收集细

胞，置于-20℃储存备用［37］。

将收集的细胞用Tris-HCl缓冲液重悬，破碎细

胞，4°C、12 000 r/min离心。将蛋白质上清液加样

至Ni2+亲和层析柱中。先用含有 50 mmol/L咪唑的

Tris-HCl缓冲液洗涤5遍，再用含有500 mmol/L咪

唑的Tris-HCl缓冲液将Ni2+亲和层析柱上的目的蛋

白质洗脱下来并收集。

1.2.3　蛋白质的光谱分析

使用UV-9000S分光光度计（上海元析仪器有

限公司）记录蛋白质的吸收光谱，F-320型荧光光

谱仪（天津港东发展科技股份有限公司）记录蛋白

质的荧光光谱。将纯化的蛋白质样品进行酸性尿素

变性（8 mol/L，pH 1.5），使黄素单核苷酸（flavin 

mononucleotide，FMN）从蛋白质中游离出来。测

量蛋白质变性前后的吸收和荧光光谱 （λex=

420 nm，λem=440 nm），并以SOPP3 （ФF=0.41［32］）

为对照，根据吸收值、荧光值和FMN的摩尔消光

系数 （ε=12.3 L·mol-1·cm-1［31］） 得到 LovPSO2 和

LovPRO2的荧光量子产率及摩尔消光系数［32］。

蛋白质的光稳定性分析：将纯化的蛋白质样品

用Tris-HCl缓冲液稀释后，在445 nm、30 mW/cm²

的蓝光下照射20 min，分别记录蛋白质的吸收和荧

光光谱。使用OriginPro 2021将蛋白质的最大荧光

强度值拟合为F = A·2-x/t，其中，F表示荧光强度，

x表示持续光激发时间（min），t表示半衰期，A为

常数，A=1。

蛋白质的温度稳定性分析：将纯化的蛋白质样

品用 Tris-HCl 缓冲液稀释后，分别置于 37℃和

45℃恒温金属浴 （上海培清科技有限公司） 中    

20 min，每隔 2 min分别记录蛋白质的吸收和荧光

光谱，并使用OriginPro 2021对最大吸光度值和荧

光强度值进行分析。

1.2.4　单线态氧和超氧阴离子的分析

将纯化的蛋白质样品定至A445=0.063±0.003后，

加入 3 µmol/L 的单线态氧探针 SOSG，充分混匀

后，在 445 nm、70 µmol·m-2·s-1的蓝光下分别照射

10 min，每隔 2 min 记录其在 500~800 nm 范围内

SOSG 氧化产物的荧光光谱 （λex=490 nm； λem=  

500 nm）；

将纯化的蛋白质样品定至A445=0.063±0.003后，

加入5 µmol/L的超氧阴离子探针DHE，在445 nm、

70 µmol·m-2·s-1的蓝光下照射 5 min，每隔 1 min记

录其在550~800 nm范围内DHE氧化产物的荧光光

谱（λex=525 nm；λem=550 nm）。

将纯化的蛋白质样品稀释至一定浓度后，每隔

2 min测量其在445 nm、70 µmol·m-2·s-1蓝光照射下

的吸收光谱，并记录其在 445 nm 处的吸光度值。

将数据归一化为光照前的吸光度。数据拟合为 y =
a e-bt，其中 a 和 b 是拟合系数，t 是持续光激发时

间。光敏剂的实际吸光度为 A = A0 ∫ 0

td

ae-btd( t )，其
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中A0是光照前的吸光度，td是持续光激发时间。以

SOPP的 1O2量子产率（ΦΔ=0.19）［31］作为对照，计

算LovP的 1O2量子产率：ΦL= rL/AL

rS/AS
Φs，其中，rL

和 rS是蓝光照射下光敏剂的SOSG氧化速率，AL和
AS 是光敏剂的实际吸光度，ΦS 是 SOPP的 1O2量子

产率。所有的拟合和计算均在 OriginPro 2021 中

执行。

1.2.5　大肠杆菌菌株中光毒性实验

将等量的表达pET28a（+）、 pET28a（+）-LovPSO2、

pET28a（+）-LovPRO2 质粒的 E. coli BL21 （DE3）

菌液接种至 100 ml 含有 Kana （30 mg/L）的 TB 培

养基中培养，加入终浓度为120 mg/L的 IPTG后避

光诱导表达 16~18 h。分别取 100 µl过夜表达的细

胞悬液与无抗生素的LB液体培养基混匀，梯度稀

释至合适浓度。设置两组平行实验，一组置于黑

暗，另一组置于445 nm、30 mW/cm2的蓝光下分别

照射 10 min 和 30 min，取光照前后稀释液各 40 µl

涂布于含有Kana的LB固体培养基上，37℃恒温培

养，观察细胞在LB固体培养基上的菌落生长情况，

进行菌落计数。根据光照前后菌落的数量判断蛋白

对 E. coli BL21 （DE3）的光毒性效应，并根据公

式计算光毒性致死率。光毒性致死率= （光照前细

胞数-光照后细胞数） /（光照前细胞数）。

1.2.6　哺乳动物细胞中光毒性实验

本 实 验 使 用 Cytoflex-LX 流 式 细 胞 仪

（Beckman Coulter，USA）分析光敏剂LovPSO2和

LovPRO2对HeLa细胞的光毒性［38-40］。首先将HeLa

细胞在含有 DEME 培养基（含 10% 胎牛血清）的

12孔细胞培养皿中培养（设置两组平行实验）。当

细胞密度达到80%左右时，使用Lipofectamine® 3000

转染试剂与 DNA 以 2∶1 （v∶m） 的比例进行转

染，在Opti-MEM®中混匀，室温孵育 10 min后直

接添加到细胞中并孵育 5~6 h。用新鲜的DEME培

养基 （含 10% 胎牛血清） 换液，置于 37°C、5% 

CO2含量的细胞培养箱 （Thermo Fisher Scientific）

中培养24~36 h，将光照组置于445 nm、30 mW/cm2

的蓝光下照射 60 min 后继续培养 24 h。之后，用

0.25% 胰蛋白酶/EDTA 溶液消化并收集贴壁细胞，

PBS 缓冲液 （pH 7.4） 洗涤细胞 3 遍，1×Binding 

Buffer 溶液重悬细胞后，使用 Annexin V-Alexa 

Fluor 647/PI 染色并置于黑暗中室温孵育 15 min。

最后，在样品中加入 400 μl PBS缓冲液（pH 7.4），

混 匀 ， 流 式 细 胞 仪 检 测 细 胞 样 品 （分 别 用          

488 nm 和 638 nm 的激光激发，每个样品收集      

10 000个细胞）。使用FlowJo软件（LLC）对数据

进行分析。

2　结 果

2.1　LovPSO2突变体的筛选

研究发现，LovPSO2 在蓝光激发下能光敏氧

气产生大量的 1O2，但其 O2
•-产量较低（表 1）。为

了提高 LovPSO2 的 O2
•-产量，将与其发色团 FMN

直接相连的弱电子效应氨基酸，如Gln（Q）和Arg

（R），突变为具有供电子或供质子效应的氨基酸，

如 Ala （A）、Val （V）、Leu （L）、 Ile （I）、Phe

（F）、Tyr （Y）、Trp （W）、Asp （D）、Glu （E）、

Ser （S）、Thr （T）、Asn （N）和 His （H）［41］，以

减少三线态激发态光敏剂的浪费，使更多的处于三

线态激发态的光敏剂用于产生O2
•−。首先，我们突

变了Q43位点和R56位点。对这些突变体进行表达

与纯化分析，发现 Q43 位点的突变会导致色素

FMN的丢失，说明Q43位点是使FMN与蛋白质保

持结合的关键位点，它与FMN的C（2） O形成

氢键（图 2），突变该位点后，蛋白质与FMN的结

合被破坏。在 R56 位点的突变体中，只有突变体

R56H 不会破坏色素 FMN 与蛋白质的结合，且在

445 nm、70 µmol·m-2·s-1蓝光下照射5 min后，突变

体 LovPSO2-R56H 的 O2
•−产量有所提高 （图 S1），

L103T

Q43

2.8

3.0

R56H

FMN

Fig. 2　Structure model of LovPRO2 and site-directed 
mutagenesis targeting amino acids based on the 
phototropin-1B-like from Oryza sativa japonica

The LovP structure was simulated based on the crystal structure of 

AtPhot2LOV2 (PDB: 6QQH) using SWISS-MODEL, created and 

analyzed  using  PyMOL  (https://pymol.org):   FMN  (yellow),  proton 

donor residues (green), residues that may be involved in the formation 

of water channel residues (magenta), dashed lines indicate possible 

HBs.
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导致这一结果的原因可能是，将R突变为H后，可

能促进了FMN的光还原过程，从而促进了其光加

合物的形成。已有研究表明，L103残基能调节O2

猝灭三线态激发态FMN的双分子速率常数 kq，从

而影响氧气通过蛋白质的扩散速率［32，42］，因此，

我们在 LovPSO2-R56H 的基础上，将 L103 位点突

变为含醇羟基的氨基酸（S和T），以探索突变体在

蛋白质内部水通道的形成中引起的结构发生微妙变

化的可能性［32-33］。结果表明，突变体 LovPSO2-

R56H-L103T容易纯化且不会丢失FMN，此外，与

LovPSO2 相比，突变体 LovPSO2-R56H-L103T 的

O2
•− 产量相对较高 （图 3b）。我们将该突变体

（LovPSO2-R56H-L103T） 命名为 LovPRO2，与之

前基于粳稻向光素 2 开发而来的 LovPRO （ФΔ=

0.44，Ф (O2
•-)=0.22） 相比［33］，LovPRO2 的 1O2 和

O2
•−产量及量子产率更高（图3，表1）。

2.2　蛋白质光谱分析

我 们 对 miniSOG、 SOPP3、 LovPSO2、

LovPRO2 的吸收和荧光光谱进行分析，发现

miniSOG、LovPSO2、LovPRO2的吸收和荧光光谱

相似，与 SOPP3相比，它们的吸收光谱均红移了

约6 nm，荧光光谱均红移了约8 nm（图4）。

2.3　光敏剂单线态氧和超氧阴离子的产量及量子

产率

我们分别使用 SOSG 探针和 DHE 探针分析了

光敏剂在445 nm、70 µmol·m-2·s-1蓝光照射下的 1O2

和 O2
•−产量 （图 3）。结果显示，持续光照 10 min

后，LovPRO2 的 1O2 产量分别是 LovPSO2 的 1.24

倍、SOPP3 的 1.23 倍和 SOPP 的 5.29 倍 （图 3a），

Table 1　Comparison of biochemical and biophysical characteristics of LovPs1）

Protein

LovPSO2

LovPRO2

SOPP3

miniSOG

SOPP 8)

Absorption

λmax/nm2)

446

447

440

448

440

ε/(L·mol-1·cm-1)3)

16.6

16.7

17.6

16.9

14.5

Emission

λmax/nm4)

503

504

495

504

487

ФF
5)

0.15

0.16

0.41

0.38

0.45

ФΔ
6)

0.61

0.49

0.50

0.058)

0.19

Ф (1O2) (vs SOPP3)

1.22

0.98

1.00

—

—

Ф (O2
•−) (vs LovPSO2)

1.00

1.46

—

—

—

Ф (O2
•−)

0.24

0.35

—

—

—

t1/2/min7)

2.4

7.1

2.7

22.2

—

1)All data were measured in H2O-based Tris-HCl buffer (50 mmol/L Tris, 500 mmol/L NaCl; pH 8.0). 2)Estimated accuracy of ±1 nm. 3)The molar 

extinction coefficients of FMN (ε =12.3 L·mol-1·cm-1) was used as a reference to calculate the molar extinction coefficient of LovPSO2 and 

LovPRO2. 4)Estimated accuracy of ±2 nm. 5)The fluorescence quantum yield of SOPP3 (ФΔ =0.41) was used as a reference to calculate the 

fluorescence quantum yields of LovPSO2 and LovPRO2, for an estimated accuracy of ±0.02. 6)Estimated accuracy of ±0.02. 7)The fluorescence half-

life of proteins under blue light irradiation (445 nm, 30 mW/cm2). 8)Data from Westberg et al.[31].
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Fig. 3　Singlet oxygen and superoxide anion yields of the proteins
The changes of fluorescence intensity of SOSG oxidation products of SOPP, SOPP3, LovPSO2, LovPRO2 (a) and DHE oxidation products of 

miniSOG, LovPSO2, LovPRO2 (b) under blue light irradiation (445 nm, 70 µmol·m-2·s-1). The error bars show the SDs (n=3).
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持续光照 5 min 后，LovPRO2 的 O2
•−产量分别是

LovPSO2 的 1.84 倍和 miniSOG 的 1.90 倍（图 3b）。

这表明，在 445 nm、70 µmol·m-2·s-1蓝光照射下，

LovPRO2有较高的 1O2和O2
•−产量。

先前的研究表明，随着光照时间的延长，光漂

白会影响光敏剂的 1O2产量［31，43］。为了避免光漂白

对光敏剂随光照时间的 1O2 产量的影响，我们对

SOPP、SOPP3、LovPSO2 和 LovPRO2 在 445 nm、

70 µmol·m-2·s-1蓝光照射下的光稳定性进行分析，

发现它们在 400~500 nm范围内显示出较小程度的

光漂白（图 5）。结合光敏剂在 445 nm处吸光度值

的变化（图6a）及蓝光照射下SOSG氧化产物的速

率 （图 6b），并以 SOPP 在 H2O 基缓冲液中测得

的 1O2 量子产率 （ФΔ =0.19［31］） 为对照来计算
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Fig. 5　Photostability analysis of the proteins
The changes in the absorption spectra of SOPP (a), SOPP3 (b), LovPSO2 (c), and LovPRO2 (d) were recorded under blue light irradiation (445 nm, 

70 µmol·m-2·s-1) for 10 min.
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Fig. 4　Spectral analysis of the proteins
Normalized absorption (a) and fluorescence spectra (b) of SOPP3, miniSOG, LovPSO2, and LovPRO2.
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SOPP3 和 LovP 光敏剂的 1O2量子产率，根据公式

ΦL = rL /AL
rS /AS

ΦS，得出SOPP3的 1O2量子产率为 0.50，

LovPSO2 的 1O2 量子产率为 0.61，LovPRO2 的 1O2

量 子 产 率 为 0.49 （表 1）。 此 外 ， 为 了 确 定

LovPSO2 和 LovPRO2 的 O2
•−量子产率，我们假设

LovPSO2 和 LovPRO2 的 3FMN 只用于生成 1O2 和

O2
•− ， 根 据 公 式 Ф (O2

•-) = 1 - ФF - ФΔ［33］， 得 出

LovPSO2 的 O2
•−量子产率为 0.24，LovPRO2 的 O2

•−

量子产率为0.35（表1）。以上结果表明，LovPSO2

是一种 1O2 量子产率较高的 II 型 LOV 光敏剂，

其 1O2量子产率分别是LovPRO2的1.24倍和SOPP3

的1.22倍；LovPRO2是一种O2
•−量子产率相对较高

的光敏剂，其O2
•−量子产率是LovPSO2的1.46倍。

2.4　蛋白质稳定性分析

蛋白质的稳定性对于药物开发和药物递送等方

面的研究都至关重要［44］。温度、光照是影响光敏

蛋白产生ROS及其稳定性的关键因素，而细胞培

养和哺乳动物体内的温度约在 37℃，肿瘤细胞内

部的温度约在42~45℃。因此，我们进一步分析了

miniSOG、SOPP3、LovPSO2、LovPRO2的光稳定

性及在37℃和45℃条件下的温度稳定性。

为了探究蛋白质的光稳定性，我们分别对

miniSOG、SOPP3、LovPSO2、LovPRO2在445 nm、

30 mW/cm²蓝光照射下的吸收光谱和最大荧光强度

值进行了分析。吸收光谱分析结果显示，蛋白质在

400~500 nm范围内的特征峰随着光照时间的延长

逐渐降低（图 7）。其中，SOPP3在 400~500 nm范

围内的吸收光谱在蓝光照射 10 min 后消失 （图

7b），LovPSO2在400~500 nm范围内的吸收光谱在

蓝光照射 4 min后消失（图 7c），LovPRO2在 400~

500 nm范围内的吸收光谱在蓝光照射 15 min后消

失 （图 7d）。最大荧光强度值分析结果显示，

miniSOG、SOPP3、LovPSO2 和 LovPRO2 的荧光

半衰期 （t1/2） 分别为 22.2、 2.7、 2.4 和 7.1 min  

（图8，表1）。以上结果表明，在445 nm、30 mW/

cm²的蓝光照射下，与 SOPP3 和 LovPSO2 相比，

LovPRO2的光稳定性更好，其 t1/2分别是LovPSO2

的 3.0 倍和 SOPP3 的 2.6 倍，说明在持续高强度光

照下，SOPP3和LovPSO2中的发色团FMN更容易

被破坏，即更容易发生光漂白［45］。

为了探究蛋白质的温度稳定性，我们分别对

miniSOG、SOPP3、LovPSO2、LovPRO2在37℃和

45℃条件下的吸收和荧光强度进行了分析。结果显

示 ， 光 敏 剂 miniSOG、 SOPP3、 LovPSO2 和

LovPRO2具有较好的温度稳定性（图 9），说明在

37℃和 45℃条件下，蛋白质与发色团 FMN 结合

较好。

2.5　LovPSO2和LovPRO2的光毒性分析

为了确定光敏剂LovPSO2和LovPRO2的光毒

性效应，我们分析了 LovPSO2 和 LovPRO2 在    

445 nm、30 mW/cm2 的蓝光照射下分别对 E.coli 

BL21 （DE3）和HeLa细胞的光毒性。大肠杆菌菌

株的光毒性分析结果显示，与对照组相比，在蓝光

分别照射 10 min和 30 min后，表达了LovPSO2和

LovPRO2 的 E. coli BL21 （DE3） 数量明显减少
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Fig. 6　Quantum yield of singlet oxygen of the proteins
The changes in absorption intensity at 445 nm, all data were normalized to the initial absorbance (a), and SOSG oxidation rates (b) of SOPP, SOPP3, 

LovPSO2, LovPRO2 under blue light irradiation (445 nm, 70 µmol·m-2·s-1) for 10 min. The error bars show the SDs (n=3).
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（图10a）。光照10 min后，LovPSO2对E. coli BL21

（DE3） 的光毒性致死率为 91.3%，LovPRO2 对    

E. coli BL21 （DE3）的光毒性致死率为 82.2%；光

照 30 min 后，LovPSO2 对 E. coli BL21 （DE3） 的

光毒性致死率为 96.2%，LovPRO2 对 E. coli BL21

（DE3）的光毒性致死率为 90.0% （图 10b）。以上

结果表明，在蓝光照射下，LovPSO2 和 LovPRO2

产生的ROS对大肠杆菌菌株有较好的光毒性，致

死率高达 90%。因此，LovPSO2 和 LovPRO2 可作

为抗菌光敏剂，有可能为食品消毒和治疗由细菌感

染引起的疾病等方面提供新的研究工具。

使用流式细胞仪分析光敏剂 LovPSO2 和

LovPRO2对HeLa细胞的光毒性，结果显示，在黑

暗和蓝光持续照射 60 min 的条件下，表达了

LovPSO2和LovPRO2的HeLa细胞的死亡率均较低

（图 11）。这表明，在 445 nm、30 mW/cm2的蓝光

照射下，LovPSO2和LovPRO2对HeLa细胞的光毒

性较弱，导致这一结果的原因可能是细胞内环境分

别加剧了LovPSO2和LovPRO2包裹的FMN的光漂

白，减轻了ROS对细胞组织的破坏［45］。
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Fig. 7　Absorption spectral analysis of the proteins
The changes in the absorption spectra of miniSOG (a), SOPP3 (b), LovPSO2 (c), and LovPRO2 (d) were recorded under blue light irradiation      

(445 nm, 30 mW/cm²) for 20 min.
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3　讨 论

本工作是基于粳稻的类向光素 1B，开发得到

一种 1O2量子产率较高的基因编码的 II型LOV光敏

剂 LovPSO2 （ФΔ=0.61） 和一种能同时产生 1O2 和

O2
•− 的 光 敏 剂 LovPRO2。 研 究 发 现 ， LovPSO2

的 1O2量子产率分别是LovPRO2的1.24倍和SOPP3

的1.22倍，LovPRO2的O2
•−量子产率是LovPSO2的

1.46 倍，导致这一结果的原因可能是，LovPRO2

是在LovPSO2的基础上首先将 56位点的R突变为

H，这一突变可能促进了 FMN 的光还原过程，从

而促进了其光加合物的形成。然后将 103位点的L

突变为具有亲水性T，这可能会增强基于电荷转移

的氧自由基的产生。因此，LovPSO2 具有较高

的 1O2量子产率，LovPRO2 具有较高的 O2
•−量子产

率。对光敏剂的光稳定性进行分析发现，在      

445 nm、30 mW/cm²蓝光照射下，LovPSO2在400~

500 nm 范围内的吸收光谱在蓝光照射 4 min 后消

失，SOPP3在 400~500 nm范围内的吸收光谱在蓝

光照射 10 min后消失，LovPRO2在 400~500 nm范

围内的吸收光谱在蓝光照射 15 min 后消失，

miniSOG、SOPP3、LovPSO2 和 LovPRO2 的 t1/2 分

别为22.2、2.7、2.4和7.1 min，LovPRO2的 t1/2分别

是 LovPSO2 的 3.0 倍和 SOPP3 的 2.6 倍。这表明，

在445 nm、30 mW/cm²的蓝光照射下，miniSOG和

LovPRO2 的 光 稳 定 性 相 对 较 好 ， SOPP3 和

LovPSO2 的光稳定性较差，说明在持续高强度光

照下，与 miniSOG 和 LovPRO2 相比，SOPP3 和

LovPSO2中的发色团FMN更容易被破坏，即更容

易发生光漂白［45］。对光敏剂的温度稳定性进行研

究发现，在37℃和45℃条件下，随着时间的延长，

LovPSO2和LovPRO2的吸收和荧光峰值波动较小，

说明蛋白质与FMN结合较好，因此，LovPSO2和

LovPRO2 具有较好的温度稳定性，在细胞中表达

时温度对蛋白质稳定性的影响较小。

以上结果表明，LovPSO2具有较高的 1O2量子

产率和较好的温度稳定性，而LovPRO2不仅具有

较高的O2
•−量子产率还具有较好的光稳定性和温度

稳定性。为了进一步确定光敏剂的光毒性效应，对

LovPSO2和LovPRO2的光毒性进行研究具有重要

意义。首先将光敏剂LovPSO2和LovPRO2分别在

E. coli BL21 （DE3） 中表达，发现其在 445 nm、

30 mW/cm²蓝光照射下产生的ROS对大肠杆菌菌株

有 较 好 的 光 毒 性 ， 致 死 率 高 达 90%。 因 此 ，

LovPSO2和LovPRO2可作为抗菌光敏剂，在环境

中不仅可以用于植物病原体的管理［46］、鱼类养殖

中水生病原体的控制［47］、医院废水中多重耐药细

菌的灭活［48］和去除食品生产过程中的污染物（通

常是细菌或真菌）［49］，还可以将其作为光抗菌材

料，通过提供光激活的表面来加强卫生保健环境中

的环境感染控制［50-51］等。

此外，我们还发现LovPSO2和LovPRO2介导

的HeLa细胞的光毒性较弱，导致这一结果的原因

可 能 是 细 胞 内 环 境 分 别 加 剧 了 LovPSO2 和

LovPRO2包裹的FMN的光漂白，减轻了ROS对细

胞组织的破坏，限制了LovPSO2和LovPRO2作为

研究氧化应激的机制工具的使用范围［45］。因此，

后续开发和设计应用于细胞内部的 LOV 光敏剂，

应该以提高LOV光敏剂的光稳定性为着力点进行

进一步的研究。

4　结 论

本研究中，LovPSO2 是一种在 445 nm 蓝光激

发下能产生大量 1O2 的 II 型光敏剂 （ΦΔ =0.61），

LovPRO2是一种能够同时产生 1O2和O2
•−的光敏剂。

蛋白质的稳定性分析结果表明， LovPSO2 和

LovPRO2 均 具 有 较 好 的 温 度 稳 定 性 ， 其 中

LovPRO2 的光稳定性更好。蛋白质的光毒性分析

结果表明，在 445 nm、30 mW/cm²的蓝光照射下，
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Fig. 11　Phototoxicity analysis of the proteins in HeLa cells
The phototoxicity of LovPSO2 and LovPRO2 on HeLa cells were 

measured via flow cytometry in the dark or under blue light irradiation 

at 445 nm, 30 mW/cm2. ** Indicates the light group significantly 

difference from the dark group (P<0.01), and the error bars show SDs 

(n=3).
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LovPSO2 和 LovPRO2 对 E.coli BL21 （DE3） 菌株

有 较 好 的 光 毒 性 ， 致 死 率 高 达 90%， 因 此 ，

LovPSO2和LovPRO2可作为抗菌光敏剂，在食品

和医疗等方面均有较为广阔的应用前景，但

LovPSO2和LovPRO2介导的HeLa细胞的光毒性较

弱，后续还需进一步开发和设计应用于细胞内部的

光稳定性较好的LOV光敏剂。
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Cytotoxicity Studies of Light-oxygen-voltage (LOV) Domain Photosensitizers
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Abstract　Objective  At present, the most commonly used photosensitizers in photodynamic therapy are still 

chemical photosensitizers, such as porphyrin and methylene blue, in order to specifically target cellular tissues, 

and thus poison cells, chemical photosensitizers need to use antibody conjugation or a transgenically encoded tag 

with affinity for the modified photosensitizing ligand, e. g. FlAsH, ReAsh or Halo Tag. Gene-encoded 

photosensitizers can directly poison cells by targeting specific cell compartments or organelles. However, 

currently developed gene-encoded photosensitizers have low reactive oxygen species production and low 

cytotoxicity, so it is necessary to continue to develop and obtain photosensitizers with higher reactive oxygen 

species production for the treatment of microbial infections and tumors. Methods  In this study, we developed a 

photosensitizer LovPSO2 based on the light-oxygen-voltage (LOV) structural domain of phototropin-1B-like 

from Oryza sativa japonica. LovPSO2 was expressed in E. coli BL21(DE3) and purified to obtain protein 

samples, the purified protein samples were added 3 µmol/L singlet oxygen probe of SOSG and 5 µmol/L 

superoxide anion probe of DHE after fixed to A445=0.063±0.003, respectively, then measured every 2 min of 

singlet oxygen production for 10 min and every 1 min of superoxide anion production for 5 min under blue light 

irradiation at 445 nm, 70 µmol·m-2·s-1. Results  The results showed that LovPSO2 could produce a large amount 

of singlet oxygen under blue light irradiation at 445 nm, 70 µmol·m-2·s-1, and its singlet oxygen quantum yield 
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was 0.61, but its superoxide anion yield was low, so in order to improve the superoxide anion yield of LovPSO2, a 

mutant with a relatively high superoxide anion yield was obtained by further development and design on its basis 

LovPRO2. The stability of proteins is crucial for research in drug development and drug delivery, among others. 

Temperature and light are the key factors affecting the production of reactive oxygen species (ROS) by 

photosensitive proteins and their stability, while the temperature in cell culture and mammals in vivo is about 37°

C, and the temperature inside tumor cells is about 42-45°C. Therefore, we further analyzed the photostability of 

miniSOG, SOPP3, LovPSO2, and LovPRO2 and their thermostability at 37℃ and 45℃. The analysis of proteins 

thermostability showed that LovPSO2 and LovPRO2 had better thermostability at 37℃ and 45℃ , respectively. 

Analysis of the photostability of the proteins showed that LovPRO2 had better photostability. In addition, to 

further determine the phototoxic effects of photosensitizers, LovPSO2 and LovPRO2 were expressed in E. coli 

BL21(DE3) and HeLa cells, respectively. The results showed that LovPSO2 and LovPRO2 had better 

phototoxicity to E. coli BL21(DE3) under blue light irradiation, and the cellular phototoxicity lethality was as 

high as 90% after 30 min of continuous light irradiation, but the phototoxicity was weaker in HeLa cells. The 

reason for this result may be that the intracellular environment exacerbated the photobleaching of FMN 

encapsulated by LovPSO2 and LovPRO2, respectively, which attenuated the damage of reactive oxygen species to 

animal cellular tissues, limiting its use as a mechanistic tool to study oxidative stress. Conclusion  LovPSO2 and 

LovPRO2 can be used as antibacterial photosensitizers, which have broader application prospects in the food and 

medical fields.
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