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　　［摘要］　目的　探讨芦荟大黄素（ａｌｏｅｅｍｏｄｉｎ，ＡＥ）介导的光动力（ａｌｏｅｅｍｏｄｉｎｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ，ＡＥＰＤＴ）诱导骨

肉瘤 ＭＧ６３细胞产生自噬，并探讨自噬和凋亡的关系。方法　将细胞分为 ＡＥＰＤＴ对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＡＥ组、ＬＥＤ组）和

ＡＥＰＤＴ实验组。ＡＥＰＤＴ作用于人骨肉瘤 ＭＧ６３细胞后，采用ＣＣＫ８法检测细胞活性，２’，７’二氯荧光二乙酸盐（２’，７’ｄｉ

ｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ，ＤＣＦＨＤＡ）荧光检测细胞活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平，单丹磺酰尸胺（ｍｏｎｏｄａｎｓｙｌｃａ

ｄａｖｅｒｉｎ，ＭＤＣ）染色检测细胞的自噬小体，透射电镜观察细胞的自噬体，流式细胞仪检测细胞凋亡情况，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测自噬

相关蛋白微管相关蛋白１轻链３（ＬＣ３）和Ｂｅｃｌｉｎ１的表达。结果　ＡＥＰＤＴ能明显抑制人骨肉瘤 ＭＧ６３细胞的活性，且其抑

制作用呈芦荟大黄素浓度光动力能量剂量依赖性。ＡＥＰＤＴ实验组细胞内ＲＯＳ水平和自噬小体均较３个对照组增高；透射

电镜下可见典型自噬体；ＡＥＰＤＴ能诱导细胞产生自噬和凋亡，３甲基腺嘌呤抑制自噬后能增加细胞的凋亡率（犘＜０．０５）；

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和Ｂｅｃｌｉｎ１／βａｃｔｉｎ的表达高于阴性对照组。结论　ＡＥＰＤＴ能诱导骨肉瘤 ＭＧ６３细胞产

生自噬。ＡＥＰＤＴ作用早期，自噬能延缓凋亡的发生可能起保护性作用。
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　　骨肉瘤在小儿恶性骨肿瘤患者中最常见，主要

发生在儿童期和青春期，严重影响患者的生活质

量［１２］。目前手术联合辅助化疗能提高患者生存率，

但对反复发作转移和产生耐药性的骨肉瘤患者的预

后仍然不佳［３４］。光动力疗法是通过肿瘤细胞吸收

光敏剂，随后在肿瘤部位进行局部光照，产生细胞活

性氧（ＲＯＳ）杀伤肿瘤细胞达到靶向治疗，已被用于

肿瘤的治疗中［５７］。光动力疗法由于其独特的优点

和良好的兼容性，在肿瘤的综合治疗中发挥重要作

用。芦荟大黄素是从传统中药中提取的新型蒽醌化

合物，已被证实具有抗肿瘤效应［８１０］。而且，研究表

明芦荟大黄素具有一定的荧光性，可以作为一种很

有前景的光敏剂［１１１２］。芦荟大黄素（ＡＥ）介导的光

动力疗法（ＡＥＰＤＴ）能降低药物使用浓度从而减少

药物毒性，同时能诱导细胞凋亡，具有一定的抗肿瘤

效应［１３１４］。

自噬是真核细胞进化保守的降解自身细胞器或

蛋白质的过程，在肿瘤的发生发展中起到重要作用。

本研究旨在观察 ＡＥＰＤＴ诱导人骨肉瘤 ＭＧ６３细

胞发生自噬现象，并初步探讨自噬在ＡＥＰＤＴ治疗

骨肉瘤中的作用及其与凋亡的关系。

１　材料和方法

１．１　试剂和仪器　人骨肉瘤细胞 ＭＧ６３（购于

ＡＴＣＣ，ＵＳＡ）；ＡＥ（Ｓｉｇｍａ）；ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基及

胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ）；胰蛋白酶（碧云天）；单丹磺酰尸

胺（ＭＤＣ，Ｓｉｇｍａ）；２’，７’二 氯 荧 光 二 乙 酸 盐

（ＤＣＦＨＤＡ，Ｓｉｇｍａ）；βａｃｔｉｎ、Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３兔抗

鼠抗体（Ｓｉｇｍａ）；羊抗兔辣根过氧化物酶ＩｇＧ（碧云

天）；细胞活力细胞毒性检测试剂盒（ＣＣＫ８，碧云

天）；ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＩ双染检测试剂盒（凯基）；光动力

治疗仪。

１．２　细胞分组及处理　将细胞分成光动力对照组

（Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＡＥ组、ＬＥＤ组）和 ＡＥＰＤＴ实验组。

ＡＥ组和ＡＥＰＤＴ组加入梯度浓度（０、５、１０、５０、１００

μｍｏｌ／Ｌ）的ＡＥ，在３７．０℃和５％ＣＯ２ 的细胞培养箱

避光孵育６ｈ后，用ＰＢＳ缓冲液洗３次，再换成等量

的培养基；ＬＥＤ组和ＡＥＰＤＴ组使用４３０ｎｍ波长、

连续输出方式、光功率密度为４０ｍＷ／ｃｍ２ 的ＬＥＤ

光源照射为０、６０、１２０和１６０ｓ，使细胞接受的光能

量密度达到０、２．４、４．８和６．４Ｊ／ｃｍ２。

１．３　ＣＣＫ８检测细胞活性　以细胞密度为５×１０
３

个／孔将 ＭＧ６３细胞接种到９６孔板，每组设置３个

复孔，每孔加入１００μＬ细胞悬液，在３７．０℃培养箱

内培养２４ｈ后使其贴壁，细胞处理２４ｈ后每孔加入

ＣＣＫ８试剂１０μＬ，避光培养１ｈ，用酶标仪检测４５０

ｎｍ波长处光密度（犇）值。按公式计算细胞生长抑

制率（％）＝ （空白对照组平均犇值－实验组平均犇

值）
!

空白对照组平均犇值×１００％。我们最终选择

ＡＥ的浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ、光照能量密度为 ４．８

Ｊ／ｃｍ２作为后续实验的处理条件。

１．４　ＤＣＦＨＤＡ荧光染色检测ＲＯＳ　将 ＭＧ６３以

细胞密度为５×１０４ 个／孔接种到２４孔板，处理后各

组细胞加入浓度为１０μｍｏｌ／ＬＤＣＦＨＤＡ染料２００

μＬ，３７．０℃孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次后直接荧光显微

镜下观察（激发波长４８８ｎｍ、发射波长５２０ｎｍ）。

１．５　ＭＤＣ染色观察自噬泡　将各组细胞进行爬片

处理后，弃培养基，ＰＢＳ冲洗３次，４％多聚甲醛固定

１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗２次，加入浓度为０．０５ ｍｍｏｌ／Ｌ

ＭＤＣ染料２００μＬ，３７℃孵育４５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗２次，

荧光显微镜下（激发波长４２５ｎｍ、发射波长５２５ｎｍ）

观察细胞自噬空泡积聚的变化。

１．６　透射电镜观察自噬体　ＥＰ管收集光动力实验

组细胞并离心，用２．５％戊二醛和１％锇酸进行固

定，梯度乙醇及丙酮脱水，包埋固化后切片，３％醋酸

铀枸橼酸铅双染色，透射电镜观察并摄片。

１．７　流式细胞术检测凋亡　将 ＭＧ６３细胞以１×

１０６ 个／孔接种于６孔板中，在ＡＥＰＤＴ处理细胞前

１ｈ用５ｍｍｏｌ／Ｌ３甲基腺嘌呤（３ＭＡ）预处理细胞，

收集所有组细胞进行ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＩ双染，采用流式

细胞仪检测。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３蛋白的表

达　收集各组细胞后按常规操作方法进行，βａｃｔｉｎ

和Ｂｅｃｌｉｎ１转至０．４５μｍ 的 ＰＶＤＦ膜，ＬＣ３转至

０．２０μｍ的ＰＶＤＦ膜，βａｃｔｉｎ抗体（１∶１０００）、Ｂｅｃ

ｌｉｎ１抗体（１∶１０００）和ＬＣ３抗体（１∶１０００）４℃孵

育过夜；辣根过氧化物酶标记二抗（１∶１０００），ＥＣＬ

发光显影。

１．９　统计学处理　应用ＳＡＳ统计软件分析，数据

以珔狓±狊表示，多组数据间比较采用单因素方差分析

及两因素方差分析，组内两两比较采用ＳＮＫ狇检验

分析。检验水准（α）为０．０５。
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２　结　果

２．１　芦荟大黄素介导的光动力对人骨肉瘤细胞

ＭＧ６３的细胞活性抑制作用　光敏剂ＡＥ介导的光

动力作用对人骨肉瘤 ＭＧ６３细胞的细胞活性有显著

抑制作用，且其抑制作用呈剂量依赖效应。在单纯

光敏剂ＡＥ浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ或单纯光照能量密度

为４．８Ｊ／ｃｍ２ 时对细胞活性无明显抑制作用，但光敏

剂ＡＥ的浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ联合光照能量密度为

４．８Ｊ／ｃｍ２ 光动力处理细胞时抑制细胞活性（犘＜

０．０５）。因此，我们最终选择芦荟大黄素的浓度为１０

μｍｏｌ／Ｌ，光照能量密度为４．８Ｊ／ｃｍ
２ 作为后续实验

的处理条件。

图１　犕犌６３细胞活性检测

犉犻犵１　犞犻犪犫犻犾犻狋狔狅犳犕犌６３犮犲犾犾狊犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犮犲犾犾犮狅狌狀狋犻狀犵犽犻狋８

犘＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

２．２　细胞内 ＲＯＳ水平变化　ＡＥＰＤＴ 对照组

（Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＡＥ组和 ＬＥＤ组）细胞基本无荧光；

ＡＥＰＤＴ作用 ＭＧ６３细胞３ｈ后，细胞变为圆形，荧

光染色信号显著增强。

图２　２’，７’二氯荧光二乙酸盐检测细胞活性氧水平

犉犻犵２　犔犲狏犲犾狅犳狉犲犪犮狋犻狏犲狅狓狔犵犲狀狊狆犲犮犻犲狊犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱

犫狔２’，７’犱犻犮犺犾狅狉狅犳犾狌狅狉犲狊犮犻狀犱犻犪犮犲狋犪狋犲狊狋犪犻狀犻狀犵

Ａ：Ｅｍｐｔｙｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｓｉｎｇｌｅａｌｏｅｅｍｏｄｉｎｇｒｏｕｐ；Ｃ：

Ｓｉｎｇｌｅｌｉｇｈｔｅｍｉｔｔｉｎｇｄｉｏｄｅｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ａｌｏｅｅｍｏｄｉｎｐｈｏｔｏｄｙ

ｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ

２．３　ＭＤＣ染色观察自噬泡　荧光显微镜下染上

ＭＤＣ荧光的自噬泡呈绿色点状结构，主要分布于核

周。光动力作用 ＭＧ６３细胞３ｈ后，核周积聚大量

自噬小泡，与对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＡＥ组和ＬＥＤ组）

相比显著增加。

图３　单丹磺酰尸胺染色检测细胞自噬体

犉犻犵３　犕狅狀狅犱犪狀狊狔犾犮犪犱犪狏犲狉犻狀狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳

犪狌狋狅狆犺犪犵狅狊狅犿犲狊犻狀犕犌６３犮犲犾犾狊

Ａ：Ｅｍｐｔｙｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｂ：Ｓｉｎｇｌｅａｌｏｅｅｍｏｄｉｎｇｒｏｕｐ，Ｃ：

Ｓｉｎｇｌｅｌｉｇｈｔｅｍｉｔｔｉｎｇｄｉｏｄｅｇｒｏｕｐ，Ｄ：Ａｌｏｅｅｍｏｄｉｎｐｈｏｔｏｄｙ

ｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ

２．４　透射电镜下细胞的超微结构　ＡＥＰＤＴ作用

ＭＧ６３细胞３ｈ后，胞质内可见大量囊泡状结构包裹

细胞器或蛋白质，与溶酶体融合形成典型的自噬溶

酶体，此超微结构明显区别于凋亡及坏死细胞。

图４　透射电镜下 犕犌６３细胞自噬体结构

犉犻犵４　犝犾狋狉犪狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犕犌６３犮犲犾犾犪狌狋狅狆犺犪犵狅狊狅犿犲狊

狌狀犱犲狉狋狉犪狀狊犿犻狊狊犻狅狀犲犾犲犮狋狉狅狀犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲

２．５　ＡＥＰＤＴ 对骨肉瘤细胞凋亡的影响　ＡＥ

ＰＤＴ对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＡＥ组、ＬＥＤ 组和３ＭＡ

组）之间差异无统计学意义（犘＞０．０５），ＡＥＰＤＴ处

理细胞３ｈ后凋亡率高于对照组（犘＜０．０５）；在ＡＥ

ＰＤＴ处理细胞前１ｈ用３ＭＡ 预处理细胞（ＡＥ
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ＰＤＴ＋３ＭＡ组）细胞凋亡率与对照组比上升（犘＜

０．０５）。

２．６　自噬蛋白ＬＣ３和Ｂｅｃｌｉｎ１的表达变化　ＡＥ

ＰＤＴ作用 ＭＧ６３细胞１ｈ后，ＬＣ３Ⅱ蛋白表达逐渐

增加，处理２４ｈ时 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值最高；ＡＥ

ＰＤＴ作用 ＭＧ６３细胞后Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达逐渐增

加，处理６ｈ时Ｂｅｃｌｉｎ１的表达达到峰值，此后随时

间延长而降低。

图５　不同处理组作用下 犕犌６３细胞的凋亡情况及定量比较（狀＝３，珔狓±狊）

犉犻犵５犃狀犪犾狔狊犻狊犪狀犱狇狌犪狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犪狆狅狆狋狅狊犻狊犻狀犕犌６３犮犲犾犾狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊犫狔犳犾狅狑犮狔狋狅犿犲狋狉狔

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ａｌｏｅｅｍｏｄｉｎｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｌｉｇｈｔｅｍｉｔｔｉｎｇｄｉｏｄｅｇｒｏｕｐ；Ｄ：３Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ａｌｏｅｅｍｏｄｉｎｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃ

ｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ；Ｆ：Ａｌｏｅｅｍｏｄｉｎｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ＋３Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅｇｒｏｕｐ；Ｇ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ，

ＡＥ：ａｌｏｅｅｍｏｄｉｎ，ＬＥＯ：ｌｉｇｈｔｅｍｉｔｔｉｎｇｄｉｏｄｅ，３ＭＡ：３Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ，ＡＥＰＥＤ：ａｌｏｅｅｍｏｄｉｎｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ

图６　犔犆３和犅犲犮犾犻狀１的蛋白表达

犉犻犵６　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犔犆３犪狀犱犅犲犮犾犻狀１狆狉狅狋犲犻狀犾犲狏犲犾狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狌狆狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲狆狅犻狀狋狊

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ａｌｏｅｅｍｏｄｉｎｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｌｉｇｈｔｅｍｉｔｔｉｎｇｄｉｏｄｅｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ａｌｏｅｅｍｏｄｉｎｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ，１ｈ；

Ｅ：Ａｌｏｅｅｍｏｄｉｎｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ，３ｈ；Ｆ：Ａｌｏｅｅｍｏｄｉｎｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ，６ｈ；Ｇ：Ａｌｏｅｅｍｏｄｉｎｐｈｏｔｏ

ｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ，９ｈ；Ｈ：Ａｌｏｅｅｍｏｄｉｎｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ，１２ｈ；Ｉ：Ａｌｏｅｅｍｏｄｉｎｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ

ｇｒｏｕｐ，２４ｈ
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３　讨　论

光动力疗法是近年来广泛兴起的一种非侵袭性

治疗肿瘤的方式，它是利用一定波长的可见光激发

聚集于肿瘤组织中的光敏剂，诱导光敏剂发生一系

列的光化学、光生物学反应，产生活性氧物质，进而

损伤细胞内的亚细胞器，引发一系列信号通路的激

活，导致细胞死亡，达到抗肿瘤的治疗效果。ＡＥ是

一种具有荧光性和广泛抗肿瘤效应的合成物。

Ｐｅｃｅｒｅ等
［１５］在小鼠动物模型中发现 ＡＥ的细胞毒

性作用呈剂量依赖性，神经外胚层肿瘤细胞系ＥＤ５０

为１～１３μｍｏｌ／Ｌ，上皮性肿瘤细胞系ＥＤ５０为４０１００

μｍｏｌ／Ｌ。Ｌｅｅ等
［１３１４］的研究表明，ＡＥ 浓度为５０

μｍｏｌ／Ｌ时不需要联合光动力就能诱导肺癌细胞凋

亡，而ＡＥＰＤＴ（ＡＥ浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ，ＰＤＴ能量

强度为１．６Ｊ／ｃｍ２）治疗对肺癌 Ｈ４６０细胞同样具有

较好的抗肿瘤作用。因此，ＡＥ介导的光动力疗法能

减少药物的副作用，小剂量即可达到抗肿瘤作用。

本研究发现ＬＥＤ光照激活 ＡＥ可以明显抑制骨肉

瘤 ＭＧ６３细胞活性，同时我们检测到了自噬现象的

发生。

ＭＤＣ染色常被用来检测自噬体的存在，我们的

研究结果显示ＡＥＰＤＴ处理细胞３ｈ后 ＭＤＣ阳性

细胞和自噬体数量增多，表明ＡＥＰＤＴ能诱导人骨

肉瘤 ＭＧ６３细胞产生自噬。电镜是证明自噬现象的

金标准，我们通过透射电镜证实光动力处理细胞后

可见胞质内大量囊泡状结构，包裹细胞器的双层膜

结构自噬体与溶酶体融合形成自噬溶酶体。

光动力治疗肿瘤过程中自噬可能起着双重作

用，自噬能通过清除ＲＯＳ和抑制凋亡过程来保护部

分肿瘤细胞，而部分肿瘤细胞则发生自噬性死

亡［１６１７］。本实验发现ＡＥＰＤＴ作用于骨肉瘤ＭＧ６３细

胞３ｈ时能诱导细胞发生自噬和凋亡，用自噬抑制剂

３ＭＡ预处理细胞后，细胞凋亡率增加。推测在ＡＥ

ＰＤＴ作用早期，自噬可能通过清除ＲＯＳ和部分损害的

细胞器延缓凋亡的发生，从而发挥保护性机制。

为进一步探讨细胞自噬保护性的机制，我们检

测自噬重要调控因子Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３的表达。ＬＣ３

以ＬＣ３Ⅰ和ＬＣ３Ⅱ两种形式存在，细胞发生自噬

时ＬＣ３Ⅰ向ＬＣ３Ⅱ转化，其中ＬＣ３Ⅱ被认为是自

噬体的标志分子，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ的比值反映自噬

强度［１８］。我们的结果显示ＬＣ３Ⅱ表达水平随 ＡＥ

ＰＤＴ处理细胞时间的延长而增加，ＡＥＰＤＴ作用２４

ｈ后ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值最高，提示在 ＡＥＰＤＴ处

理 ＭＧ６３细胞诱导自噬形成过程中自噬小体不断聚

集。Ｂｅｃｌｉｎ１是参与自噬的特异性基因，与多种蛋

白相互作用共同调控自噬的起始 ［１９］。研究表明自

噬因子Ｂｅｃｌｉｎ１能通过磷酸化的Ｂｃｌ２和Ｂａｘ结合

来降低细胞的凋亡水平，从而起到细胞保护性作

用［２０］。本实验结果显示 ＡＥＰＤＴ处理 ＭＧ６３细胞

后诱导Ｂｅｃｌｉｎ１的表达逐步增高，在处理６ｈ达到

峰值，之后表达逐渐降低。结果提示 Ｂｅｃｌｉｎ１在

ＡＥＰＤＴ处理早期可能通过与其他蛋白相互作用共

同调控自噬和凋亡来维持细胞稳态。

本实验表明 ＡＥＰＤＴ能诱导骨肉瘤 ＭＧ６３细

胞发生自噬，并且自噬在ＡＥＰＤＴ作用早期发挥抗

凋亡的保护性作用。自噬和凋亡共同参与了 ＡＥ

ＰＤＴ抗肿瘤治疗，如何调控自噬和凋亡水平来提高

光动力治疗骨肉瘤的抗肿瘤效应仍需进一步研究。

４　利益冲突
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