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　　［摘要］　目的　通过实时测定单态氧（ｓｉｎｇｌｅｔｏｘｙｇｅｎ，１Ｏ２）评估６３５ｎｍ和（或）６７０ｎｍ激光照射下盐酸氨基乙酰丙酸
（５ａｍｉｎｏｌｅｖｕｌｉｎｉｃａｃｉｄ，５ＡＬＡ）介导的光动力学治疗（ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ，ＰＤＴ）抗肿瘤效果。方法　以５ＡＬＡ为光敏剂，
在单波长（６３５ｎｍ或６７０ｎｍ）及联合波长（６３５ｎｍ＋６７０ｎｍ）下进行激光照射，利用新型高灵敏的检测系统测定ＰｐＩＸ溶液、肿

瘤细胞（９Ｌ神经胶质肉瘤细胞和 ＨｅＬａ细胞）及 ＨｅＬａ负瘤裸鼠中的１Ｏ２ 强度，ＨＥ染色法检测肿瘤组织坏死深度。结

果　接受单一的６３５ｎｍ或６７０ｎｍ波长激光照射时，ＰｐＩＸ溶液１Ｏ２ 强度在两者中无明显区别。６３５ｎｍ与６７０ｎｍ激光联合
照射下，９Ｌ细胞的１Ｏ２ 强度高于 ＨｅＬａ细胞；在两种细胞中６７０ｎｍ激光诱发１Ｏ２ 强度均远远低于６３５ｎｍ激光。在ＨｅＬａ细胞

裸鼠皮下移植瘤中，两种波长激光联合照射产生一定的肿瘤坏死深度，但低于６３５ｎｍ单波长照射。结论　在５ＡＬＡ介导的
ＰＤＴ中，６７０ｎｍ波长激光显示了一定的ＰＤＴ疗效。
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　　近年来，光动力学治疗（ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ，ＰＤＴ）受

到广泛关注和研究。该技术联合利用激发光、光敏剂及氧分

子来激发光化学反应，从而选择性地治疗肿瘤性、血管性及

组织增生性疾病。ＰＤＴ研究中最具挑战性的难题集中在如

何精确及有效地监测治疗过程，并对其照射条件及剂量进行

实时调控。盐酸氨基乙酰丙酸（５ａｍｉｎｏｌｅｖｕｌｉｎｉｃａｃｉｄ，５

ＡＬＡ），为人体中血红素合成的基本原料，是高效光敏剂原卟

啉（ＰｐＩＸ）的前体，已广泛应用于多种肿瘤的临床诊断及治

疗，如脑［１２］、膀胱［３］及皮肤肿瘤［４］。但因其最大吸收波长为

６３５ｎｍ，组织穿透性较差，对深层组织治疗效果欠佳，故目前

临床上主要应用于浅表病变及肿瘤的治疗，极大地限制了其

临床应用及发展。通过研究ＰｐＩＸ吸收光谱，发现除６３５ｎｍ
外，其在较长波长（６７０ｎｍ）处有一定强度的吸收峰，且峰值随

照射剂量的增加而增强。为了了解６７０ｎｍ波长激光是否能

在５ＡＬＡ介导的ＰＤＴ治疗中发挥抗肿瘤作用，本研究设计了

一系列体外及体内实验，以１Ｏ２ 作为评估工具，观察了６７０ｎｍ
波长及６３５／６７０ｎｍ联合波长下激光的抗肿瘤效应。

１　材料和方法

１．１　材料　（１）光敏剂：５ＡＬＡ来自ＣｏｓｍｏＢｉｏＣｏ，Ｌｔｄ，

Ｊａｐａｎ；ＰｐＩＸ 来自 ＡｆｆｉｎｉｔｉＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｄｕｃｔｓ，ＵＫ。（２）细

胞：９Ｌ神经胶质肉瘤细胞和 ＨｅＬａ细胞（ＪａｐａｎｅｓｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

ｏｆＲｅｓｅａｒｃｈＢｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅｓｃｅｌｌｂａｎｋ）。（３）动物：ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠

（雄性，４周龄，１８～２０ｇ）购买自ＳＬＣ，Ｉｎｃ．Ｈａｍａｍａｔｓｕ，Ｊａ

ｐａｎ。（４）仪器：近红外多光谱检测系统（ｎｅａｒｉｎｆｒａｒｅｄｐｈｏｔｏ

ｍｕｌｔｉｐｌｉｅｒｔｕｂｅｓｙｓｔｅｍ，ＮＩＲＰＭＴ）由日本国立滨松医科大

学光量子中心自主研发，用于１Ｏ２ 的监测。（５）光源：倍频

ＹＡＧ激光（Ｔｅｍｐｅｓｔ３０，Ｎｅｗ ＷａｖｅＲｅｓｅａｒｃｈ，Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ，

ＣＡ，ＵＳＡ，脉冲输出），用于１Ｏ２ 检测及ＰＤＴ试验；发光二极

管系统（ＴＣ３５４０２００４．５／１５；ＮｅｏＡｒｋ，Ｔｏｋｙｏ，Ｊａｐａｎ，多波

长连续输出），其中４０５ｎｍ用于ＰｐＩＸ荧光光谱的检测，６３５

ｎｍ用于吸收光谱的检测；多通道分光光度计（ＰＭＡ１１；

ＨａｍａｍａｔｓｕＰｈｏｔｏｎｉｃｓ，Ｈａｍａｍａｔｓｕ，Ｊａｐａｎ），分光光度计

（Ｕ３５０；ＨｉｔａｃｈｉＬｔｄ，Ｔｏｋｙｏ，Ｊａｐａｎ）。

１．２　细胞培养　９Ｌ和 ＨｅＬａ细胞培养于ＥＭＥＭ 培养液中

（１０％ＦＢＳ，５０ＩＵ／ｍｌ青霉素及５０μｇ／ｍｌ链霉素），置于

３７℃、５％ＣＯ２潮湿环境中。

１．３　ＰｐＩＸ溶液荧光及吸收光谱测定　ＰｐＩＸ溶液（溶于丙

酮，１０μｍｏｌ／ｍｌ）置于石英杯中，以４０５ｎｍ及６３５ｎｍ波长光

照射（１００ｍＷ／ｃｍ２），ＰＭＡ１１及 Ｕ３５０分光光度计测定其

荧光及吸收光谱。

１．４　ＰｐＩＸ溶液１Ｏ２ 测定　ＹＡＧ激光（６３０ｎｍ或６６０ｎｍ，３０

Ｈｚ，２０ｍＷ／ｃｍ２）照射ＰｐＩＸ溶液（１０μｍｏｌ／ｍｌ），ＮＩＲＰＭＴ
系统实时测定１Ｏ２ 发射光强度。

１．５　肿瘤细胞１Ｏ２ 测定　肿瘤细胞经５ＡＬＡ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）

处理４ｈ后，收集单细胞悬液（１×１０７／ｍｌ）于石英杯中进行

ＰＤＴ照射，ＮＩＲＰＭＴ系统实时测定１Ｏ２，每１０ｓ读取一次数

据，以ＰＢＳ溶液为阴性对照。功率为２４０ｍＷ／ｃｍ２不变，９Ｌ细
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胞的照射条件为：６３５ｎｍ（１８０ｓ，４３．２Ｊ／ｃｍ２）＋６３５ｎｍ或６７０

ｎｍ（６０ｓ，１４．４Ｊ／ｃｍ２）；ＨｅＬａ细胞的照射条件为：６３５ｎｍ（４０５

ｓ，９７．２Ｊ／ｃｍ２）＋６３５ｎｍ或６７０ｎｍ（１３５ｓ，３２．４Ｊ／ｃｍ２）。

１．６　裸鼠皮下移植瘤模型的建立　９Ｌ和 ＨｅＬａ细胞生长于

ＥＭＥＭ培养液中（１０％ ＦＢＳ，５０ＩＵ／ｍｌ青霉素及５０μｇ／ｍｌ
链霉素），置于３７℃、５％ ＣＯ２潮湿环境中。行细胞移植当

天，细胞经 ＰＢＳ清洗，收集单细胞悬液于５０ｍｌ离心管，

１０００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃去上清液，加入ＰＢＳ重悬细胞，以相

同转速再次离心５ｍｉｎ。弃上清，加入新鲜ＰＢＳ，重悬细胞成

单细胞悬液，计数，调整细胞悬液密度为５×１０７／ｍｌ。每０．１

ｍｌ细胞悬液分装于１ｍｌ细胞冻存管中，１０ｍｉｎ内使用。经

过约１周适应性喂养的裸鼠（５周龄，１８～２２ｇ）接种前４８ｈ
以１０％ 碘 仿 液 （ｐｏｖｉｄｏｎｅｉｏｄｉｎｅ，ＪｏｈｎｓｏｎＪｏｈｎｓｏｎＣｏ．，

ＵＳＡ）擦拭全身，指数生长期的 ＨｅＬａ细胞悬液（５×１０６）行

裸鼠背部皮下注射，肿瘤细胞在皮下形成局限性隆起团块，

观察裸鼠无不良反应后放回鼠笼，继续喂养；每天观察肿瘤

生长情况及动物反应。细胞移植后７２ｈ内，移植部位形成

隆起团块，２周后固体肿瘤包块形成，注射后４周，肿瘤生长

迅速；肿瘤移植后５～８周即可用于实验。在此过程中，实验

动物无不良反应。

１．７　肿瘤组织坏死深度测定　新鲜配制的５ＡＬＡ 溶液

（ＰＢＳ溶解，ｐＨ值５．０～６．５，一次性滤器过滤）由裸鼠尾静

脉注入，给药浓度３００ｍｇ／ｋｇ，避光饲养３ｈ后进行照射。照

射结束后动物继续饲养２４ｈ，经过量麻醉处死，完整分离肿

瘤组织，常规切片进行 ＨＥ染色，利用图像处理软件计算肿

瘤坏死深度（ｍｍ）。

２　结　果

２．１　ＰｐＩＸ溶液荧光及吸收光谱　总照射剂量为７００Ｊ／ｃｍ２

（７０００ｓ），ＰＭＡ１１系统检测１００、２００、３００、４００、５００、６００及

７００Ｊ时ＰｐＩＸ发射荧光，其强度随照射剂量增加而衰减，７００

Ｊ时荧光强度几乎为０，如图１Ａ所示。随后，本研究检测了

ＰｐＩＸ吸收光谱。总照射剂量为４００Ｊ／ｃｍ２，Ｕ３５０分光光度

计在５０、１００、２００及４００Ｊ时进行测定，结果提示３００～９００

ｎｍ范围内，ＰｐＩＸ吸光度随照射剂量增加而迅速升高，最大

峰值位于４００ｎｍ（图１Ｂ），其第二峰值出现在６７０ｎｍ附近

（图１Ｃ）。

图１　ＰｐＩＸ溶液荧光光谱和吸收光谱测定

Ａ：ＰｐＩＸ荧光光谱测定［连续激光（４０５ｎｍ，１００ｍＷ／ｃｍ２）］；Ｂ：ＰｐＩＸ在３００～９００ｎｍ范围内吸收光谱［连续激光（６３５ｎｍ，１５０ｍＷ／ｃｍ２）］；

Ｃ：ＰｐＩＸ溶液在６００～７００ｎｍ范围内吸收光谱［连续激光（６３５ｎｍ，１５０ｍＷ／ｃｍ２）］

２．２　ＰｐＩＸ溶液１Ｏ２ 测定　６３０ｎｍ激光照射下，１Ｏ２ 强度在

照射开始即达到峰值，维持较高水平直到照射结束（图２Ａ）；

６６６ｎｍ激光照射时，１Ｏ２ 强度随照射时间而逐渐上升（图

２Ｂ）。将不同浓度（０、２和４ｍｍｏｌ／Ｌ）的１Ｏ２ 猝灭剂叠氮化钠

（ＮａＮ３）加入ＰｐＩＸ溶液中，随后进行１Ｏ２ 检测，ＮＩＲＰＭＴ系

统在ＮａＮ３ＰｐＩＸ混合溶液中无法检测到波长为１２６０ｎｍ荧

光，提示该系统所检测到的荧光确实来自１Ｏ２（图２Ｃ）。

图２　ＰｐＩＸ溶液（１０μｍｏｌ／ｍｌ）１Ｏ２ 测定
Ａ：脉冲激光６３０ｎｍ，２０ｍＷ；Ｂ：脉冲激光６６０ｎｍ，２０ｍＷ；Ｃ：ＮａＮ３（２ｏｒ４ｍｍｏｌ／Ｌ）加入ＰｐＩＸ溶液（１０μｍｏｌ／Ｌ）中，激发光为６３５ｎｍ，３０
Ｈｚ，４０ｍＷ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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２．３　肿瘤细胞１Ｏ２ 测定　如图３所示，６３５ｎｍ及６７０ｎｍ激

光均在９Ｌ细胞中诱导产生一定强度的１Ｏ２。扣除背景噪声

后，６７０ｎｍ激光产生的１Ｏ２ 低于６３５ｎｍ，比值为３０９／７７１＝

０．４０。此外，ＮＩＲＰＭＴ系统在阴性对照组中也检测到了１Ｏ２
信号，但强度远低于实验组，且没有上升或衰退趋势，该信号

来自内源性ＰｐＩＸ发出的自体荧光以及背景噪声。因此，实

验组１Ｏ２ 计数减去对照组计数（表示为累积氧离子计数），即

为肿瘤细胞真实１Ｏ２ 水平。与此相似，在 ＨｅＬａ细胞中６７０

ｎｍ激光诱发１Ｏ２ 强度要远远低于６３５ｎｍ激光，其比值仅为

０．１４（２１２／１５３８），该比值也明显低于９Ｌ细胞（０．４０）。

图３　９Ｌ细胞和ＨｅＬａ细胞１Ｏ２ 测定

Ａ～Ｃ：９Ｌ细胞；Ｄ～Ｆ：ＨｅＬａ细胞；Ａ，Ｄ：６３５ｎｍ激光诱导１Ｏ２发生；Ｂ，Ｅ：６７０ｎｍ激光诱导１Ｏ２发生；Ｃ，Ｆ：６３５ｎｍ及６７０ｎｍ波长下累积氧

离子计数（实验组１Ｏ２计数－对照组１Ｏ２计数），以未经５ＡＬＡ处理的细胞悬液为阴性对照组．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．４　肿瘤组织坏死深度　照射剂量１００Ｊ／ｃｍ２，负瘤裸鼠

（ＨｅＬａ细胞）按照射光源的不同分为５组：６３５ｎｍ；６３５ｎｍ
（７５Ｊ／ｃｍ２）＋６７０ｎｍ（２５Ｊ／ｃｍ２）；６３５ｎｍ（５０Ｊ／ｃｍ２）＋６７０

ｎｍ（５０Ｊ／ｃｍ２）；６３５ｎｍ（２５Ｊ／ｃｍ２）＋６７０ｎｍ（７５Ｊ／ｃｍ２）；６７０

ｎｍ。每组各５只裸鼠进行实验，以肿瘤坏死深度来表示

ＰＤＴ的抗肿瘤效应（图４）。结果显示在照射剂量相同情况

下，各组诱导的ＰＤＴ疗效完全不同，其中６３５ｎｍ激光的抗

肿瘤效果最强，该组肿瘤坏死深度明显高于其他组；而加入

６７０ｎｍ激光照射后，ＰＤＴ的抗肿瘤效应开始减弱，并随着

６７０ｎｍ激光照射剂量的增加而减少。

图４　ＰＤＴ诱导的肿瘤组织坏死深度

ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　一般而言，波长越长的激光组织穿透性越高，但光敏剂

对其吸收度越小，激发效果差；而波长较短的激光其吸收度

较高，但组织穿透性差。本研究所选用的光敏剂５ＡＬＡ为

第二代光敏剂，与一代光敏剂相比，其安全性更高、组织选择

性更强、光敏化能力强、给药后避光时间短。但因其最大吸

收波长为６３５ｎｍ，组织穿透性较差，对深层组织治疗效果欠

佳，故目前临床上主要应用于浅表病变及肿瘤的治疗。

　　１Ｏ２ 是ＰＤＴ的主要细胞毒物质，检测１Ｏ２ 发生以评估

ＰＤＴ疗效已成为ＰＤＴ研究的前沿热点。１Ｏ２ 的检测方法有

间接法和直接法，间接法主要有荧光探针、磁共振成像等，其

特异性仍有待实验证实。ＰＤＴ过程中１Ｏ２ 由活性单态转变

为失活性三态时，发出波长为１２７０ｎｍ强烈的激发光，这是

检测１Ｏ２ 的金标准，本研究利用新型的、高灵敏的 ＮＩＲＰＭＴ
直接地、非侵入性地、实时地对ＰＤＴ过程中１２７０ｎｍ激发光

进行测量，并以此为工具，研究新的激光光源的抗肿瘤效应。

　　１Ｏ２ 是ＰＤＴ抗肿瘤的主要作用因子，其机制如下：（１）

对肿瘤细胞及组织的直接杀伤作用；（２）对光敏剂（即

ＰｐＩＸ）的猝灭作用［５６］。ＰＤＴ过程中，随照射剂量的累积，

ＰｐＩＸ结构改变而失去原有的光化学特性———即发生了光敏

剂猝灭，其转变为一种氯化物型的光化学产物，该产物在荧

光光谱、吸光度以及１Ｏ２ 发生等方面与ＰｐＩＸ完全不同，并在

某个特定波长下有吸收峰。本研究中，当照射剂量小于７００Ｊ
时，ＰｐＩＸ荧光峰值出现在６３５ｎｍ及７００ｎｍ，且随照射时间

而衰减；当照射剂量达到７００Ｊ时，其峰值出现在６７０ｎｍ，并

随时间而逐渐增强。此外，对ＰｐＩＸ吸收光谱的研究显示，

４００ｎｍ、５００ｎｍ、５４０ｎｍ、５８０ｎｍ及６３５ｎｍ处光密度差别不

大；在６６６ｎｍ附近其光密度在照射开始时几乎为０，但随照
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射时间而逐渐增强，１Ｏ２强度也随时间显著增强。尽管以上

结果分别来自完全不同的检测方法，但均提示ＰｐＩＸ的光敏

剂猝灭与光化学产物的产生存在十分密切的关系。

　　在６３５ｎｍ及６７０ｎｍ波长激光照射下，ＮＩＲＰＭＴ系统

在经５ＡＬＡ处理的９Ｌ及 ＨｅＬａ细胞中均检测到了１Ｏ２ 信

号，该信号来自ＰｐＩＸ本身及猝灭时所产生的光化学产物（最

大吸收波长为６７０ｎｍ）。对肿瘤细胞１Ｏ２ 测定结果提示，固

定光敏剂浓度、作用时间及细胞数不变时，较长波长激光

（６７０ｎｍ）在９Ｌ细胞要比 ＨｅＬａ细胞激发出更高水平的１Ｏ２，

提示神经胶质瘤细胞要比宫颈癌上皮细胞对６７０ｎｍ波长激

光吸收度高；无论在较长或是较短波长激光（６３５ｎｍ）照射

下，９Ｌ细胞１Ｏ２ 数量在各个时间段均高于 ＨｅＬａ细胞，即使

增加对 ＨｅＬａ细胞的照射剂量，其结果仍然相同；提示经外源

性输入光敏剂后，９Ｌ细胞能产生更多的ＰｐＩＸ。其原因可能

由于不同肿瘤类型对ＰｐＩＸ的敏感性不同所致。Ｍｏａｎ等［７］

曾报道５ＡＬＡ介导的体外ＰＤＴ实验中，体积较大的肿瘤能

产生更多的ＰｐＩＸ。９Ｌ细胞和 ＨｅＬａ细胞的体积分别为８０

μｍ和３０μｍ，体积较大的９Ｌ细胞能诱导出更多的
１Ｏ２，这与

Ｍｏａｎ等［７］的结果相一致。此外在９Ｌ细胞中，１Ｏ２ 随照射时

间的推移出现轻微下降的趋势，提示发生了光敏剂猝灭，而

ＨｅＬａ细胞没有出现类似现象。

　　ＨｅＬａ细胞是由人类乳突状瘤病毒第１８型转化的宫颈

癌细胞（又称实验用增殖表皮癌细胞），其特点是增殖迅速，

且可以无限分裂，现已广泛应用于癌症模型研究，是用于

ＰＤＴ研究较好的细胞模型，故本研究选用其作为体内试验的

细胞模型。前期研究发现体内实验中５ＡＬＡ给药剂量越低

（＜２００ｍｇ／ｋｇ），ＰＤＴ重现性越差，因此本研究设计３００ｍｇ／

ｋｇ为５ＡＬＡ的实验剂量。经５ＡＬＡ处理３ｈ的负瘤裸鼠

（ＨｅＬａ细胞）分组在不同激光下进行照射，照射剂量为１００

Ｊ／ｃｍ２，结果提示６３５ｎｍ激光的抗肿瘤作用最强，其诱导的

肿瘤坏死深度最大；６７０ｎｍ的抗肿瘤作用最弱，且ＰＤＴ的抗

肿瘤作用随６７０ｎｍ激光剂量的增加而减弱。关于６７０ｎｍ
波长激光的抗肿瘤效应仍然说法不一，目前尚无明确定论。

Ｋｎｉｇ等［８］将负瘤裸鼠经５ＡＬＡ 处理后，分别在６３３ｎｍ
（１５０Ｊ／ｃｍ２），６３３ｎｍ（７５Ｊ／ｃｍ２）＋６５５～６７０ｎｍ（７５Ｊ／ｃｍ２）

下进行ＰＤＴ实验，结果显示在加入６７０ｎｍ激光后，ＰＤＴ抗

肿瘤效应较单纯６３３ｎｍ激光明显减低。在本实验中，在不

同照射剂量及照射时间下，６７０ｎｍ波长激光诱导的１Ｏ２ 低于

６３５ｎｍ激光，且两者联合进行照射没有出现协同的抗肿瘤效

果，这与Ｋｎｉｇ等［８］的结果一致。然而在最近的日本ＰＤＴ学

会年会上，Ｍｉｙｏｓｈｉ等［９］报道了联合运用６３５ｎｍ及６７０ｎｍ
激光进行裸鼠皮下移植瘤的ＰＤＴ治疗，结果认为联合激光

照射能增强ＰＤＴ的抗肿瘤效果。导致结论不一致的原因可

能是ＰｐＩＸ发生光敏剂猝灭后新生成的光化学产物在结构上

不够稳定，在照射过程中会很快转化为其他中间产物而失去

光化学特性。

　　本研究利用新型、高灵敏度、高特异性的ＮＩＲＰＭＴ系统

在１Ｏ２ 发生水平对６７０ｎｍ波长激光及其与６３５ｎｍ激光的协

同作用进行了研究，６７０ｎｍ波长激光在神经胶质瘤细胞（９Ｌ

细胞）中能产生较多的１Ｏ２，而宫颈癌上皮细胞１Ｏ２ 水平较低，

提示不同肿瘤类型对６７０ｎｍ激光的敏感性不同；此外６７０

ｎｍ激光诱导的１Ｏ２ 及肿瘤组织坏死深度均无法与６３５ｎｍ激

光相比，但仍显示了一定的ＰＤＴ疗效，通过进一步优化其照

射条件，如照射时间、剂量、对现有光纤设备的改造（配备特

制透射滤光片［１０１１］用于ＰＤＴ照射）等，其未来应用于某些特

定类型肿瘤的ＰＤＴ治疗仍有可能。本研究通过实时检测

ＰＤＴ过程中１Ｏ２ 发生特性，为不同波长激光下５ＡＬＡ介导

ＰＤＴ抗肿瘤效应的研究提供了客观基础实验数据。
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