
版
权

所
有

 ©
 《

激
光

技
术

》
编

辑
部

第 29卷 第 4期

2005年 8月

激 光 技 术

LASER TECHNOLOGY

Vo .l 29, No. 4

August, 2005

文章编号: 1001 3806( 2005) 04 0395 03

金丝桃素光动力作用诱导人鼻咽癌细胞凋亡
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摘要: 为了观察中药金丝桃素光动力作用对鼻咽癌细胞凋亡的影响, 应用膜联蛋白 Annex in V PI双染结合流式细

胞仪, 分析了中药金丝桃素光动力作用后, 人鼻咽癌细胞株 CNE2细胞发生凋亡和继发性坏死的比率。中药金丝桃素光

动力作用实验组人鼻咽癌细胞株 CNE2细胞发生凋亡和继发性坏死的比率分别增加到 53. 08%和 6. 77% ,且均显著高于

单纯光照射组、单纯金丝桃素光敏剂处理组和假照射组 (P < 0. 01), 而单纯光照组、单纯金丝桃素光敏剂处理组和假照

射组三对照组间无明显差异 (P > 0. 05)。中药金丝桃素光动力作用能有效诱导人鼻咽癌细胞株 CNE2细胞凋亡的发生,

这也可能是金丝桃素光动力作用杀伤鼻咽癌的重要机制之一。
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Study of hypericin m ediated photodynam ic therapy on human

nasopharyngeal carcinoma cells
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Abstrac t: To observe the effect o f hype ricin m ed iated photodynam ic therapy on apoptosis of human nasopharyngea l

ca rc inom a ce lls, the apopto tic and secondary necro tic rate of the nasopha ryageal carcinoma ( NPC ) CNE2 cells induced by

hyper ic in m ed iated photodynam ic therapy w as de term ined by flow cy tom etry w ith Annex in V P I sta ining. The apopto tic and

secondary nec rotic rate o f theNPC CNE2 cells afte r pho todynam ic the rapy sign ificantly increased to 53. 08% and 6. 77% , and

they w ere h igher than tho se of the controls respectively (P < 0. 01), but there was no sign ificance o f the apopto tic and secondary

necro tic ra te betw een the contro ls ( P > 0. 05). H yper ic in med iated pho todynam ic therapym ight obv iously tr igger the NPC CNE2

ce lls into apop to sis, which m ight be one of the m echan isms o f hyper icin m ed ia ted pho todynam ic therapy on nasopharyngea l

ca rc inom a.
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引 言

鼻咽癌是东南亚及我国南方各省常见的一种恶性

肿瘤, 严重危害东南亚及我国南方人民的身心健康。

光动力疗法 ( pho todynam ic therapy, PDT )为人类攻克

鼻咽癌提供新的手段。然而,现常用的光敏剂,如国外

的 Photo frin 和国产的血卟啉衍生物等均为多种卟

啉及其衍生物的混合制品、成分复杂、化学结构不稳

定、易受生物代谢因素的影响, 其光敏损伤作用的程度

不易控制,影响疗效的稳定性, 这严重限制了光动力疗

法的临床应用。目前,国内外均在致力于成分单一、化

学结构明确、性质稳定、在体内吸收代谢快、易于掌握

其作用途径和强度的新型光敏剂的研究应用
[ 1~ 3]
。于

是一系列化学合成光敏物质相继问世, 但化学合成药

物很难克服其本身的毒副作用。中草药是祖国医学宝

藏中的重要组成部分。近年来的研究发现,某些中草

药如姜黄酸、补骨脂素等具有一定的光敏活性和凋亡

诱导作用。鉴于我国有丰富的中草药资源,从中草药

提取物中研制高效、低毒的新型理想光敏剂正倍受人

们的普遍青睐。中药贯叶连翘是藤黄科金丝桃属多年

生草本植物,具有清心明目、调经活血、止血生肌、解毒

消炎之功效。金丝桃素是从中药贯叶连翘中提取的主

要活性成分。现代药理学研究表明: 金丝桃素这种稠

芳环类化合物可抑制蛋白激酶 C、酪氨酸激酶活性, 具

有抗炎、抗菌、抗病毒、抗抑郁和抗肿瘤等作用。且有

研究发现,金丝桃素在光照条件下能产生光化学反应
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且杀伤病毒和肿瘤细胞的作用较无光照条件下更显

著
[ 4, 5]
。表明金丝桃素具有光化学反应特性和光动力

治疗作用,是一种高效、低毒的新型中药光敏剂, 这使

其有可能作为一种新的光敏药物应用于病毒感染和恶

性肿瘤的光动力治疗。

近年来,香港浸会大学的梁博士已在新型光敏剂

介导的光动力治疗鼻咽癌方面进行了广泛深入的研

究,并取得许多有意义的成果
[ 3, 6]
。为保持我国在

PDT基础与应用研究中的领先地位, 最近梁博士正致

力开拓中草药光敏剂在 PDT防治鼻咽癌及机制的研

究,并以中药金丝桃素作为光敏剂开展了系列研究,初

步发现中药金丝桃素光动力疗法具有显著的杀伤鼻咽

癌细胞作用,但其作用机制有待明确阐明。研究通过

膜联蛋白 Annex in V PI双染结合流式细胞仪检测分析

金丝桃素光动力作用对低分化人鼻咽癌细胞株 CNE2

细胞凋亡的影响,为深入探讨金丝桃素光动力抗癌作

用机制提供实验资料。

1 材料与方法

1. 1 主要试剂及配制

金丝桃素是美国 FDA产品, 分子量为 504. 46, 其

可见光区最大吸收峰值位于 550nm和 590nm, 实验前

以二甲亚砜为溶剂配制成浓度为 1mm o l/L贮存液, 过

滤除菌后避光保存于 - 20 的冰箱中备用。小牛血

清、胰蛋白酶、RPM I1640细胞培养基: 美国 H yclone公

司产品。Annex in V PI双染检测试剂盒: V ybrant
TM

A p

optosis Assay K it# 3(M o lecular Probes)。

1. 2 细胞培养

人鼻咽癌细胞株 CNE2细胞 (香港浸会大学中医

药学院保存 )在含质量浓度为 0. 1g /mL的小牛血清的

RPM I1640细胞培养液中, 置于 37 、体积分数为 5%

的 CO2孵育箱中常规细胞培养、传代。

1. 3 实验分组及光动力处理

将对数生长期的 CNE2细胞随机分成实验组和对

照组。实验组为金丝桃素光动力实验组 (即加光敏剂

和照光 ) ;对照组包括单纯光照对照组 (不加光敏剂,

只照光 ) ,单纯金丝桃素对照组 (只加光敏剂不照光 )

和空白对照组 (不加光敏剂的假照射组, 除不加光敏

剂和照光能量密度为 0J/ cm
2
外,其余处理条件与光动

力实验组一致 )。每组设 3复孔, 换液后光动力实验

组及单纯光敏剂对照组在暗室中加入终浓度为

0. 5 m o l /L的金丝桃素, 单纯光照对照组和空白对照

组加入等量 RPM I1640培养液,置于 37 、体积分数为

5% CO 2孵育箱中孵育 4h, 去掉含金丝桃素的 RPM I

1640培养液, 用PBS缓冲液冲洗两遍后,再换成新的含

质量浓度为 0. 1g /mL的小牛血清 RPM I1640培养液;

光动力实验组及单纯光照组使用光源为 400W 的石英

卤素灯照射,照射光经中心波长为 590nm 的颜色滤光

镜过滤获得,调整光斑面积使各组细胞实际接受到的

光能量密度达到 2J/ cm
2
。

1. 4 检测细胞凋亡

选取对数生长期的人鼻咽癌细胞株 CNE2细胞,

质量浓度为 2. 5m g /mL的胰蛋白酶消化, 制成单细胞

悬液,按 2 ! 10
4

/mL接种于 24孔培养板, 继续培养

12h后进行分组及光动力处理。 4组细胞经实验处理

后置于 37 、体积分数为 5%的 CO2孵育箱中继续培

养 8h,质量浓度为 2. 5m g /mL的胰蛋白酶消化, 收集

细胞, A nnex in V PI双染严格按 Vybran t
TM

A poptosis As

say K it# 3 (M olecular Probes) 说明书操作,具体如下:

吸收细胞培养液至 1. 5mL离心管中 ∀加入 PBS缓冲

液 300 L,洗 2次 ∀质量浓度为 2. 5m g /mL的胰蛋白

酶消化收集细胞, 离心 1500rad /m in ! 10m in, 弃上层

液 ∀加入缓冲液, 吹打, 将三平行管细胞混和, 离心

1500rad /m in ! 10m in, 弃上层液 ∀加入缓冲液 200 L ,

吹打混匀, 加 5 L Annex in V和 10 L PI染液 ( 1m g /

mL) ,暗处染色 15m in ∀加入缓冲液 200 L, 吹打混

匀,上机检测,采用 E lite ESP流式细胞仪,使用单一氩

离子激光器, 其激发波长为 488nm, 发射波长分别为

530nm ( Annex in V FITC )和 570nm ( DNA PI), 每个标

本检测 1 ! 10
5
个细胞,用 CELLQUEST软件进行分析。

1. 5 统计学分析

资料用率的百分比来表示,采用 SPSS统计包进行

比较,显著性水平 一律取 0. 05。

2 结 果

Annex in V是一种 Ca
2+
依赖性磷脂结合蛋白, 对

磷脂酰丝氨酸有特殊的亲和力。在正常的活细胞中,

磷脂酰丝氨酸位于细胞膜内侧,在凋亡早期,磷脂酰丝

氨酸从膜内侧转到膜外侧 , 可以与荧光素标记的

Fig. 1 The sketch map of the resu lt analys is of flow cytom etery w ith Annex in

V /PI stain ing

Annex in V结合, 但此时细胞膜仍具有完整性, 使变性

染色质着色的荧光染料 PI不能进入细胞,借助流式细

396
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胞仪可以将细胞分为 4个亚群, 如图 1所示:第 1象限

表示机械性损伤细胞 (Annex in V
-

/P I
+

) , 第 2象限表

示继发 性坏死细 胞或晚 期凋亡细 胞 ( Annex in

V
+

/P I
+

), 第 3象限表示正常活细胞 ( Annex in V
-

/

P I
-

) , 第 4象限表示早期凋亡细胞 ( Annex in V
+

/

P I
-

)。结果直接用每个象限中细胞数占细胞总数的

百分比 (率 )分析比较, 简单方便且灵敏特异, 被认为

是目前检测细胞凋亡的首选方法
[ 7, 8]
。实验应用 An

nex in V PI双染结合流式细胞仪定量检测金丝桃素光

动力作用后 8h人鼻咽癌细胞株 CNE2细胞的凋亡发

生率的结果显示:金丝桃素光动力实验组人鼻咽癌细

胞株 CNE2的凋亡发生率达 53. 08%, 单纯光照对照

组、单纯金丝桃素对照组和空白对照组的凋亡发生率

分别为 0. 25%, 0. 71% , 0. 21%。金丝桃素光动力实

验组人鼻咽癌细胞株 CNE2的继发性坏死发生率为

6. 77%, 单纯光照对照组、单纯金丝桃素对照组和空白

对照组的继发性坏死发生率分别为 0. 11%, 0. 08%,

0. 07%。统计学分析结果表明, 对照组间凋亡和继发

性坏死发生率无明显差异 ( P > 0. 05), 而金丝桃素光

动力实验组凋亡率以及继发性坏死发生率与对照组相

比,差异非常显著性 (P < 0. 01)。

3 讨 论

随着分子生物学的迅猛发展, 人们发现肿瘤实际

上是一种凋亡异常的疾病, 本该发生凋亡的细胞未发

生凋亡是肿瘤发生的机制之一
[ 9 ]
。目前研究表明, 诱

导细胞凋亡是许多化疗药物和放射治疗方法杀伤恶性

肿瘤的重要机制
[ 9]
。在肿瘤光动力治疗过程中, 光敏

剂经光照后产生的活性氧物质 ( reactive oxygen spe

cies, ROS)是诱导肿瘤细胞死亡的主要原因。众多研

究表明,细胞内活性氧的氧化应激可以诱导细胞凋亡,

提高细胞内活性氧的水平, 细胞凋亡的发生率明显增

加,认为细胞内的 ROS作为一种信使分子在调控细胞

生存及凋亡过程中起关键作用
[ 10]
。因此,研究光动力

治疗诱导鼻咽癌细胞凋亡的生物学作用为深入探讨中

药金丝桃素光动力作用防治鼻咽癌的生物学效应和明

确阐明金丝桃素光动力作用抗癌效应的生物学机制开

创了新的领域。

目前检测细胞凋亡的方法很多, 但现已有的研究

表明, A nnex in V PI双染法既可检测早期凋亡细胞, 又

可区分早期凋亡与继发性坏死或晚期凋亡细胞, 较现

有的其它凋亡检测方法具有更高的灵敏性和特异性,

且不需要固定,省时省力, 是目前流式细胞仪定量检测

细胞凋亡的首选方法
[ 7, 8]
。实验就是在梁博士的指导

下,利用 Annex in V PI双染结合流式细胞仪检测了金

丝桃素光动力作用后人鼻咽癌细胞株 CNE2细胞凋亡

的发生情况。结果表明,金丝桃素光动力作用具有早

期诱导人鼻咽癌细胞株 CNE2细胞发生凋亡的生物学

效应。这为深入探讨金丝桃素光动力作用杀伤鼻咽癌

细胞的生物学机制提供了理论依据。

随着细胞凋亡分子机制的研究不断深入, 人们发

现细胞凋亡信号通路主要有两条
[ 11, 12]

: 即细胞凋亡的

线粒体依赖性途径和死亡受体途径。尽管有研究表明

线粒体不仅是新型光敏剂金丝桃素优先定位的靶标也

是光动力损伤的最先打击的靶点
[ 6]

, 但金丝桃素光动

力作用究竟是通过上述哪条途径诱导人鼻咽癌细胞株

CNE2细胞发生凋亡等一系列问题还有待于分子生物

学和光动力学领域学者们的深入探讨。

实验得到香港浸会大学 FRG课题的资助, 并得到

了该校中医药学院张若韶女士和生物系梁碧蓬小姐的

无私帮助,在此一并表示衷心感谢!
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