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光动力疗法对人肺腺癌细胞系A549凋亡的影响

孙燕妮,李　强3 ,刘忠令 (第二军医大学长海医院呼吸内科,上海 200433)

[摘要 ]　目的: 探讨光动力疗法 (pho todynam ic therapy, PD T )对体外培养的人肺腺癌细胞系A 549凋亡的影响。方法: 以人肺

腺癌细胞系A 549为研究对象,用M T T 法筛选最佳PD T 参数。实验分为对照组 (不进行PD T )和PD T 组,在PD T 24 h 后,采用

DNA 琼脂糖凝胶电泳检测细胞凋亡的梯形条带、流式细胞术检测细胞周期及凋亡率、TUN EL 标记法测定细胞凋亡指数 (A I)。

结果: 血卟啉衍生物 (H PD )浓度 10 m göL、激光剂量 10 Jöcm 2是 PD T 对A 549细胞杀伤作用的最佳条件。当激光剂量均为 10

J öcm 2时,采取 6组不同的功率时间组合测得的D 492值无统计学差异。在最佳 PD T 条件下,琼脂糖电泳结果可见 PD T 组产生了

特征性的DNA 梯形条带;流式细胞术检测显示 PD T 组发生了 G0öG1期生长停顿,凋亡率为 (18. 443±7. 122) % ,显著高于对照

组的 (0. 301±0. 361) % (P < 0. 01) ; TUN EL 标记法也证实该组可见明显的棕黄色凋亡细胞,A I为 (18. 480±9. 555) % ,明显高

于对照组的 (0. 880±0. 944) % (P < 0. 01)。结论: PD T 通过诱导凋亡对体外培养的A 549细胞产生杀伤作用。
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Photodynam ic therapy induc ing apoptosis of human lung adenocarc inoma cell l ine A549

SUN Yan2N i, L IQ iang3 , L IU Zhong2L ing (D epartm en t of R esp irato ry D iseases, Changhai Ho sp ita l, SecondM ilitaryM edi2
cal U n iversity, Shanghai 200433, Ch ina)

[ABSTRACT ]　Objective: To observe the effect of pho todynam ic therapy (PD T ) on apop to sis of hum an lung adenocarcinom a

cell line A 549. M ethods: H um an lung adenocarcinom a cell line A 549 w as used and the op tim al param eters of PD T w ere se2
lected by M T T co lo rom etric assay. T he experim en t w as divided in to 2 group s: con tro l group and PD T group. Tw en ty2fou r

hou rs after PD T (H PD concen trat ion 10 m göL , laser do sage 10 J öcm 2) , cell cycle and apop to sis rate w ere est im ated by flow

cytom etry; agaro se gel electropho resis and TUN EL w ere used to observe the DNA fragm en ts and apop to sis index (A I). Re2
sults: T he k illing effect w as satu rated w hen H PD w as 10 m göL and laser w as 10 J öcm 2. U nder the sam e laser (10 J öcm 2) ,

A 549 cells w ere expo sed to 6 differen t du ty t im e fab ricat ions and the ou tcom es show ed that their D 492 had no stat ist ical differ2
ence. A garo se gel electropho resis of DNA show ed DNA ladder, a b iochem ical hallm ark of apop to sis in the PD T group. F low

cytom etry show ed that PD T group had G0öG1 stage arrest. T he apop to sis rate w as (18. 443±7. 122) % in PD T group vs

(0. 301±0. 361) % in con tro l group (P < 0. 01). TUN EL revealed that m any cells w ere dyed b row n in PD T group , w ith A I

being (18. 480±9. 555) % vs (0. 880±0. 944) % in con tro l group (P < 0. 01). Conclusion: PD T has a sign ifican t k illing effect

on A 549 cells by induction of apop to sis.
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[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (7) : 7292732 ]

〔1〕 原发性支气管肺癌是当今严重威胁人类健康

与生命的恶性肿瘤之一,在我国的许多大城市肺癌

已成为排列第 1位的死亡原因。虽然近年来对肺癌

的诊断和治疗有了长足的进步,但由于多数患者起

病隐匿,待症状明显时多已丧失手术时机,从而制约

其 5年生存率的提高。除了传统的手术、放化疗外,

光动力疗法 (pho todynam ic therapy, PD T )以其高

度的选择性和组织特异性、较低的不良反应重新受

到人们青睐。目前国内外学者对 PD T 的研究多局限

于肿瘤临床,本实验旨在从细胞水平探讨 PD T 对体

外培养的人肺腺癌细胞系A 549凋亡的影响。

1　材料和方法

1. 1　试剂和仪器　人肺腺癌细胞系A 549 购自中

国科学院上海细胞生物化学研究所。血卟啉衍生物

(hem atopo rphyrin deriva t ive, H PD )针剂 5 göL 为

天津医科大学激光所馈赠。碘化丙啶 (P I)、RN ase A

购自上海华舜生物公司, 基因组DNA 抽提试剂盒

由 Gen tra 公司出品, TUN EL 试剂盒由RD System

公司出品,D IOM ED 630 PD T 治疗仪由重庆华鼎公

司出品,M u lt iskan A scen t 自动酶联免疫检测仪由

L ab system s公司出品,流式细胞仪由Becton2D ick2
in son 公司出品, F luo r2S M u lt iIm ager 多功能图像

分析仪由B io R ad 公司出品。
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1. 2　M T T 法筛选最佳 PD T 作用参数　将 H PD

用无血清DM EM 培养液稀释至 5、10、20 m göL 质
量浓度,设 10、20、30 J öcm 2 3个照射剂量,每个培养

板均设有单独培养液的空白对照组、A 549细胞对照

组 (不照射)和实验组,每组均 3复孔。每板只接受 1

种激光剂量,光斑直径 3 cm。调节A 549细胞密度至

2×105öm l,取 100 Λl接种于 96孔培养板, 37℃孵育

24 h 后弃去原培养液,加入不同浓度H PD 溶液 200

Λl,避光培养 24 h 以使细胞对H PD 的吸收达到饱

和。予不同剂量激光照射后立即换新鲜的DM EM

培养液,继续避光培养 24 h。每孔加入M T T 溶液

(5 göL ) 20 Λl, 37℃避光培养 4 h 后去除孔内培养

液,每孔加入 150 Λl DM SO ,恒温振荡 10 m in 后进

行酶标仪检测。在 492 nm 处以空白对照组调零,测

定各组D 492值,重复 2次取均值,每孔D 492值为实测

值减去空白对照孔值。

根据上述筛选结果得知H PD 浓度 10 m göL、激
光剂量 10 J öcm 2是本实验最佳 PD T 作用参数。由于

受所用光纤最大承受功率为 800 mW 的限制,在能

量密度均为 10 J öcm 2条件下, 设计了 6 组不同功

率2时间组合 (mW ×m in) : 214×10、268×8、357×

6、428×5、535×4、714×3。M T T 法测定D 492值。

1. 3　实验分组及处理　实验分为对照组和 PD T 治

疗组。将 105个A 549细胞分别接种于直径 3. 5 cm

培养皿中,常规培养 24 h。PD T 治疗组根据M T T

法筛选的结果加入 10 m göL 的 H PD 溶液 1 m l,

37℃避光孵育 24 h 后进行激光照射,激光波长 630

nm , 所用能量密度 10 J öcm 2 (729 mW ×4 m in) ,光

斑直径 3. 5 cm。对照组不进行 PD T。PD T 后 24 h

检测细胞的凋亡情况。

1. 4　DNA 琼脂糖电泳检测细胞凋亡　按基因组

DNA 抽提试剂盒说明书操作, 取 20 Λl所得DNA

溶液上样电泳, F lou r2S成像仪成像。
1. 5　流式细胞术检测细胞周期及凋亡率　胰酶消

化后收集 106 个细胞,离心后悬浮于 PBS 中制成单

细胞悬液; 用预冷至- 20℃的 70%乙醇固定, 4℃过

夜, 2 000 röm in 离心洗涤; 将细胞沉淀悬浮于 300

Λl P I染液 (含 P I、RNA ase A 各 50 m göL )中, 37℃

避光温育 1 h 后上 FA CScan 流式细胞仪检测细胞

核DNA 含量,激发光波长 488 nm , CELL QU EST

软件分析细胞周期及凋亡率。

1. 6　TUN EL 标记法检测细胞凋亡指数　按

TUN EL 试剂盒说明书操作: 细胞消化后种入含消

毒盖玻片的 3. 5 cm 培养皿中, PD T 后 24 h,取出盖

玻片,用 PBS洗涤 5 m in; 4%多聚甲醛固定 20 m in;

0. 1% T riton X2100 PBS 洗 10 m in; 20 m göL 蛋白
酶 K 37℃消化 20 m in; TUN EL 混合液 37℃,反应

1 h; Strep tavid in2HR P 37℃,反应 1 h; TBS 洗涤后

DAB 显色 30 m in, 水洗; 苏木精衬染, 常规树脂封

片。阳性结果细胞核呈棕黄色。200倍高倍显微镜

下,随机观察 5 个视野,每个视野计数 500个细胞,

计数细胞核染色呈棕黄色的阳性细胞所占的百分

数,计算其平均值即为凋亡指数 (A I)。

1. 7　统计学处理　所有数据均以 xθ±s表示,使用

SPSS 10. 0统计软件进行方差分析。

2　结　果

2. 1　M T T法筛选A 549细胞最佳PD T作用参数　在相

同的H PD 浓度下, 10、20、30 J öcm 2 3 组之间 PD T 效

应的增加不明显; 在相同的激光照射剂量下, H PD 为 5

m göL 时基本无治疗作用,但是超过 10 m göL PD T 效

应增加有限。因此, H PD 10 m göL、激光剂量10 J öcm 2

是本实验的最佳作用参数,见表 1。在能量密度均为 10

J öcm 2条件下,功率2时间组合(mW×m in)为 214×10、

268×8、357×6、428×5、535×4、714×3的 6组D 492

值分别为 ( 0. 304± 0. 034 )、( 0. 278± 0. 021 )、

(0. 254±0. 019)、(0. 260±0. 014)、(0. 253±0. 040)

和(0. 252±0. 021) ,组间无明显差异。说明在最佳能量

密度基础上,不管采用何种功率2时间组合对治疗效果都
无明显影响。

表 1　M TT法测定不同 HPD 浓度和激光剂量对A549细胞D 492值的影响

Tab 1　Effects of d ifferen t HPD concen tra tion s and laser dosages on D 492 of A549 cells by M TT

(n= 3, xθ±s)

H PD (ΘB öm g·L - 1)
L aser do se (J·cm - 2)

0 (Contro l) 10 20 30

0 (Contro l) 0. 721±0. 086 0. 799±0. 215 0. 776±0. 082 0. 661±0. 066
5 0. 630±0. 195 0. 537±0. 110 0. 494±0. 1403 0. 510±0. 083

10 0. 603±0. 051 0. 364±0. 1093 △ 0. 322±0. 1033 3 △ 0. 301+ 0. 0573 3 △△

20 0. 650±0. 053 0. 309±0. 0813 △△ 0. 261±0. 0243 3 △△ 0. 308±0. 0483 3 △△

　　3 P < 0. 05, 3 3 P < 0. 01 vs contro l group; △P < 0. 05, △△P < 0. 01 vs 0 m göL H PD
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2. 2　DNA 琼脂糖凝胶电泳检测细胞凋亡　对照组

未见小片段DNA 梯形条带,仅见距点样孔不远的 1

条大分子基因组DNA 条带; 而 PD T 治疗组可见特

征性的 200 bp 不同倍数的DNA 梯形条带 (图 1)。

2. 3　流式细胞术检测细胞周期及凋亡率　流式细

胞术对细胞周期及凋亡率的分析结果表明: PD T 组

G0öG1期细胞所占比例增加, S 期细胞减少,发生了

G0öG1期生长停顿, G2öM 期细胞比例两组无明显差

异; PD T 组凋亡率明显高于对照组 (P < 0. 01,

表 2)。

2. 4　TUN EL 检测细胞凋亡　TUN EL 法检测发

现,对照组细胞核呈紫蓝色,基本未见细胞核染成棕

黄色的凋亡细胞 (图2A ) ; PD T治疗组可见明显的

棕 黄 色 凋 亡 细 胞 (图 2B ) , A I 为 (18. 480±

9. 555) % , 显著高于对照组的 (0. 880± 0. 944) %

(P < 0. 01)。

图 1　D NA 琼脂糖凝胶电泳
F ig 1　Genom ic D NA electrophoresis

M : DNA m arker (200 bp) ; 1: Contro l group; 2: PD T group

表 2　两组细胞周期及凋亡率

Tab 2　Cell cycle and apoptosis ra te of 2 groups
(xθ±s, % )

Group
Cell cycle

G0öG1 S G2öM
A pop to sis rate

PD T 72. 493±4. 0203 20. 570±3. 162 6. 940±1. 951 18. 443±7. 1223 3

Contro l 60. 487±4. 742 24. 087±3. 410 15. 430±8. 154 0. 310±0. 361

　　3 P < 0. 05, 3 3 P < 0. 01 vs contro l group

图 2　对照组 (A)和 PD T组 (B)的 TUNEL 染色结果

F ig 2　TUNEL sta in ing of con trol group (A)

and PD T group (B) (×200)

3　讨　论

PD T 是随着激光医学、光纤和内镜技术发展而

兴起的一种治疗恶性肿瘤的新方法。与传统放、化疗

相比,它最大的优点在于可选择性杀伤肿瘤细胞,对

正常细胞损害小,并可与其他疗法联合使用。目前,

这一疗法已在支气管、膀胱和皮肤等部位肿瘤的治

疗中显示出良好的应用前景[ 1 ]。光敏剂与激光是

PD T 的核心问题。H PD 是目前应用最广泛且疗效

肯定的光敏剂。

本实验观察到H PD 为 5 m göL 时不管激光剂
量如何, PD T 对A 549的杀伤效应不明显。当H PD

浓度增加为 10 m göL、激光剂量为 10 J öcm 2时, PD T

效应达平台期,此时再增加光敏剂浓度和激光剂量

也无益于疗效的显著提高,反而有可能因组织内光

敏剂浓度过高而带来光毒性等不良反应。国内对

PD T 最佳作用参数报道不一[ 2, 3 ] , 考虑与选择的细

胞类型、光敏剂种类、激发光波长不同等因素有关。

为保证疗效, 避免不必要的不良反应, 在选择足够

PD T 剂量的基础上宜采用较小光敏剂浓度和较大

激光剂量的组合[ 4 ]。此外,本研究还表明,在选择最

佳能量密度时,大功率短时间照射与小功率长时间

照射的 PD T 效应无明显差别。所以从临床角度出

发,本实验在光纤允许的功率范围 (0～ 800 mW )内

采用大功率短时间的照射方式 (729 mW×4 m in)。

肿瘤细胞选择性摄取H PD 后经适当波长的激

光激发,从基态转变为激活的单线态,再与周围的氧

起反应, 产生激发态活性单态氧, 作用于细胞膜系

统,导致肿瘤细胞的崩解破坏[ 5 ]。近年来研究发现,

PD T 作用的靶位除了细胞膜系统外, 还包括蛋白

质、酶、核酸等生物大分子及其组成氨基酸、碱基等。

作用机制除了单线态氧的细胞毒作用外,还可诱导

细胞凋亡[ 6 ]。PD T 后凋亡发生的早晚随细胞种类而

异,大多数细胞 PD T 后需经过长短不同的潜伏期,

在 1～ 3 d 内发生凋亡。有些细胞凋亡发生得较早,

·137·第 7期. 孙燕妮,等. 光动力疗法对人肺腺癌细胞系A 549凋亡的影响



在 PD T 后 3 h 就可发生[ 7 ] ,但也有些细胞则表现出

对 PD T 凋亡的抵抗[ 8 ]。本实验联合使用DNA 琼脂

糖凝胶电泳、流式细胞术、TUN EL 标记法 3种方法

证实 PD T 后 24 h A 549细胞发生了显著的凋亡。
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·个案报告·
先天性冠状动脉瘘一例报告
Congen ita l coronary artery f istula: a ca se report

韩庆奇,徐志云 (第二军医大学长海医院胸心外科,上海 200433)

[关键词 ]　冠状动脉;血管瘘;畸形

[中图分类号 ]　R 54111　　　[文献标识码 ]　B　　　[文章编号 ]　02582879X (2004) 0720732201

〔1〕1　临床资料　患者,男, 40岁。活动后胸闷、心悸 2个月入

院。幼时体检发现心脏杂音。体检:一般情况可,心界向左右

扩大,胸骨右缘第 2肋间连续性杂音。心电图示窦律,右心室

肥厚劳损。X 线胸片示肺野清晰,心影向两侧扩大,以右侧为

著。超声心动图示右冠起始部增宽 (内径约 2. 1 cm ) ,中部在

右房室沟内形成巨大瘤样扩张 (内径约 6. 2 cm ) ,经二尖瓣后

叶瓣根穿入左室 (内径约 1. 3 cm )。升主动脉及选择性冠脉造

影示右冠始部增宽,中部形成巨大动脉瘤,成管状进入左室。

全麻体外循环下手术,术中探查见: 右冠主干在右房室沟处

呈瘤样扩张,直径约 7 cm。建立体外循环后,经主动脉根部顺

行灌注停跳后改经冠状静脉窦逆灌,切开瘤壁,内无血栓,瘤

体内径约 6. 5 cm ,右冠开口直径约 3 cm ,远端出口直径约 2

cm ,切除瘤体, T eflon 补片封闭右冠开口,缝闭出口,经房间

隔探查左室,在后瓣下近前后交界处见冠状动脉瘘口,直径 2

cm ,切开后瓣根部, T eflon 补片修补瘘口。然后行升主动脉2
大隐静脉2右冠状动脉远端旁路移植术。术后心电图无心肌
缺血表现,心脏杂音消失。患者恢复良好,术后 10 d 痊愈出

院。

2　讨　论　先天性冠状动脉瘘 (CA F)是一种罕见的先天性

心血管畸形, 其发病率极低, 约占先天性心脏病的 0. 3%以

下。目前认为CA F 是由于心脏胚胎发育过程中心肌窦状间

隙未能退化而持续存在所形成的冠状动脉主干或其分支与

心脏或血管间的异常通道。瘘管来自右冠状动脉多于左冠状

动脉,少数可来自双侧冠状动脉。90%的瘘管开口于右心系

统,以右心室最多,右心房和肺动脉次之,其血液动力学改变

类似于左向右分流。而开口于左心室者最少,其血液动力学

改变类似于主动脉关闭不全。本例CA F 开口于左心室并形

成巨大动脉瘤实属罕见。

本病大多临床症状不典型。多数病例可闻及心前区连续

性杂音,其最响部位根据瘘道及其交通的心腔不同而异,大
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