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摘要: 为了研究光动力抑癌作用机制, 采用流式细胞仪和 TUNEL法检测激光光敏化 BPD�M A后人膀胱癌细胞株

BIU�87细胞凋亡的发生状况。激光光敏化 BPD�M A后人膀胱癌细胞株 B IU�87组细胞凋亡发生率明显增高, 许多细胞核

呈棕黄色, 高倍镜下可见细胞核内有大量棕褐色颗粒, 与阳性对照中凋亡细胞核的特征相符合, 而对照组此种细胞少见。

TUNEL阴性对照中细胞核均呈蓝色。结果表明,激光激活 BPD�MA光动力作用明显诱导人膀胱癌细胞株 BIU�87细胞发

生凋亡, 这可能是其抑癌作用机制之一。
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Apoptosis of human bladder cancer BIU�87 cells after photodynam ic therapy

w ith laser�activated BPD�MA determ ined w ith TUNEL assays
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Abstrac t: In o rder to study them echanism of photodynam ic therapy on m a lignant tumo rs, pho to sensitization o f BPD�M A is

ac tivated by laserw ith red light( 632. 8nm ) delivered at 10mW / cm2 to g ive a to ta l dose o f 2. 4J/ cm2. Apoptosis of hum an bladder

cancer BIU�87 ce lls is dete rm ined w ith flow cy tom etry w ith P I sta in ing and te rm ina l deoxyuridine n ick end labeling ( TUNEL )

assays. Results show that photodynam ic therapyw ith BPD�M A sign ificantly increases the rate of apoptosis in BIU�87 ce lls. A lot of

the positive ce lls in wh ich the ir nuc leus is brown�ye llow fine particle shape or overflow ing�dispersed are observed afte r treatm ent of

ce lls w ith photodynam ic therapy w ith BPD�M A. How ever, laser irrad iation alone, BPD�MA alone and sham rad iation w ithout BPD�
M A can no t a ffect apoptosis o f hum an b ladder cancer B IU�87 ce lls. A conc lusion can be m ade tha t treatm ent o f ce lls w ith

photodynam ic the rapy obv iously induces hum an bladder cance r B IU�87 ce lls to apopto sis, wh ich m ay be one o f the im po rtant

m echan ism o f photodynam ic therapy on m a lignan t tum ors.
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引 � 言

光动力治疗 ( photodynam ic therapy, PDT)是随着

光纤技术、激光医学和内镜技术发展而兴起的一种治

疗恶性肿瘤的新方法,已在治疗支气管、膀胱和皮肤等

部位的肿瘤方面表现出良好的应用前景,但是光动力

抑癌作用机制有待进一步阐明
[ 1, 2]
。本试验选择人膀

胱癌细胞株 B IU�87细胞作为研究对象,应用流式细胞

仪和脱氧核苷酸转移酶介导 dUTP切口末端标记技术

原位 ( TdT�m ediated dUTP nick end labeling, TUNEL)观

察了激光激活新型光敏剂苯并卟啉衍生物单酸环 A

( benzopo rphyrin der ivative m onoacid ring A, BPD�MA )

光动力作用对人膀胱癌细胞株 B IU�87细胞凋亡的影

响,旨在进一步了解光动力抑癌作用的生物学机制。

1� 实验材料与方法

1. 1� 主要试剂及配制

光敏剂 BPD�MA是加拿大 QLT公司产品。碘化

丙啶 ( P I)是 S igm a公司产品,以 PBS配制成 50�g /mL

的 PI染液。小牛血清、胰蛋白酶、RPM I1640细胞培养

基为美国 H yclone公司产品。TUENL试验盒为武汉博

士德生物工程有限公司产品。DAB显色剂配制是
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DAB 5m g, 0. 01N PBS 10mL ( pH 7. 4 ), 用前过滤, 用

30%的 H2O2稀释至 0. 02%。H EPES是德国 B iom o l

公司产品。

1. 2� 细胞培养

人膀胱癌细胞株 B IU�87(由北京大学泌尿外科研

究所分离并建株,第三军医大学西南医院感染科邓国

宏博士惠赠 )在含 10%小牛血清的 RPM I 1640细胞培

养液中,置于 37� , 5% 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 B IU�87细胞随机分成实验前对

照组和实验组。实验组包括 BPD�MA光动力实验组

(加光敏剂, 照光 )、单纯激光照射对照组 (不加光敏

剂,只照光 )、单纯 BPD�MA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

625ng /mL的 BPD�MA,单纯激光照射对照组和空白对

照组加入等量不含小牛血清的 RPM I1640培养液, 置

于 37� , 5% CO 2孵育箱中孵育 90m in, 去掉含 BPD�
MA的 RPM I1640培养液, 用 D�H anks缓冲液 (去酚

红 )冲洗两遍后, 再换成新的含 10% 小牛血清 RP�
M I1640培养液, 将培养板放置于 37� 恒温水浴槽, 光

动力实验组及单纯激光照射组使用 632. 8nm H e�Ne

激光照射 ( HN�3型, 北京科学仪器厂产品, 输出功率

为 0mW ~ 100mW连续可调, 光导纤维连续输出 )。调

整激光功率和光斑面积使细胞实际接受到光功率密度

为 10mW / cm
2
, 使激光通过光导纤维均匀垂直地照射

到细胞培养板,使各组细胞实际接受到的光能量密度

达到 2. 4J/ cm
2
。照射前后监测激光输出功率的变化,

控制其变化幅度小于 5%。照射后置 37� , 5% CO2孵

育箱中连续培养 24h,进行以下指标检测。

1. 4� 流式细胞仪检测细胞凋亡率

选取对数生长期的人膀胱癌细胞株 BIU �87, 制成

单细胞悬液,按 5  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。各组细胞经实验

处理后置于 37� , 5% CO 2孵育箱中继续培养 8h,收集

细胞, 70%冷乙醇固定:置细胞于 0. 1m L PBS缓冲液

中,用注射器迅速注入 4� 冷乙醇中, 边注射边振摇,

以防细胞成团,把细胞贮存于 4� 冰箱中至少 12h, 检

测时 1500r /m in离心 5m in, 弃乙醇, 用 PBS缓冲液洗

涤 2次,悬细胞于 0. 5mL PBS缓冲液中, 加入 RNaseA

(每样品约 3000活性单位 ) 37� 冰浴中孵育 30m in后,

立即放入冰浴中 , 终止 RN aseA的作用 , 加入 0. 5mL

PI染色 ( 50�g /m L)行 DNA染色, 样品保存在黑暗处,

至少染色 30m in, 上机前用大于 100目的尼网过滤。上

机检测,用 Ce llQuest软件进行分析。

1. 5� TUNEL法检测细胞凋亡

TUNEL法按细胞凋亡检测试剂盒使用说明书所

示操作方法进行 DNA末端标记, 具体方法如下: 经

4%多聚甲醛固定好的样本片, PBS缓冲液洗 2m in  2

次,蒸馏水洗涤 2m in  2次!新鲜配制 3% H2O2,室温

处理 10m in,蒸馏水洗涤 2m in  3次 !标本片加 TBS

1∀100新鲜稀释 Pro te inase K, 37� 消化 3m in, 蒸馏水洗

涤 2m in  3次 !加标记缓冲液 ( labeling buffer) 20�L /

片,以保持切片湿润, 按每张切片取 TdT和 DIG�d�UTP

各 1�L, 加入 18mL标记缓冲液中, 混匀, 甩去玻片上

多余液后加标记液 20�L /片, 置标本片于湿盒中, 37�

标记 2h! TBS液洗 2m in  3次 !加封闭液 50�L /片,

室温 30m in,甩掉封闭液, 不洗 !用封闭液 1∀100稀释

生物素化抗地高辛抗体 50�L /片加至标本片上, 置于

湿盒中, 37� 反应 30m in, TBS液洗 2m in  4次 !每张
载玻片加入 50�L~ 100�L DAB显色液, 室温 15m in!

苏木素复染 45s,自来水冲洗, 室温下干燥 24h, 透明,

封片,光子显微镜下观察细胞核呈棕黄色者为阳性细

胞,细胞核为蓝色者是阴性细胞,同时设立阳性对照和

阴性对照;阳性对照每张片滴加 100�L DN ase I( 1m g /

mL) , 室温下放置 10m in, 操作同上, 阴性对照用

TUNEL标记液替代反应混合液,其余操作同上。

2� 结 � 果

应用流式细胞仪定量检测到光敏化 BPD�MA后

人膀胱癌细胞株 B IU�87的凋亡发生率从对照组的

( 5. 28 # 1. 49)% 显著增加到 ( 26. 11 # 2. 59)% ( P <

0. 01), 而对照组间比较差异不明显。同时 TUNEL

( POD )法染色,光学显微镜下观察到光敏 BPD�MA后

人膀胱癌细胞株 B IU�87组许多细胞核呈棕黄色,高倍

镜下可见细胞核内有大量棕褐色颗粒, 与阳性对照中

凋亡细胞核的特征相符合, 而对照组此种细胞少见。

TUNEL阴性对照中细胞核均呈蓝色 (见图 1~图 4)。

F ig. 1� TUNEL�positive control
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Fig. 2� TUNEL�negative contro l

Fig. 3� TUNEL sta in ing 8h post photodyn am ic therapy w ith BPD�MA

Fig. 4� TUNEL stain ing in experim en tal contro l

3� 讨 � 论

光动力治疗肿瘤是近 20年兴起并不断发展起来

的治疗恶性肿瘤的一项新技术。其原理利用恶性肿瘤

能选择性摄入并潴留光敏剂, 在特定波长的光激发下

产生一系列光化学反应导致肿瘤细胞的不可逆性损伤

达到治癌目的
[ 3 ]
。尽管光动力治疗的光化学机制不

外乎 ∃、%型机制
[ 4]

, 但光动力治疗肿瘤的生物学机

制仍需进一步阐明。

真核多细胞生物的细胞数目是通过细胞的增殖和

死亡二者的平衡来维持的, 而维持这种平衡的因素之

一的 &死亡 ∋在很大程度上是通过凋亡来实现的。肿

瘤实际上也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
[ 5~ 7]
。诱导细

胞凋亡为人类攻克恶性肿瘤提供了一条新途径
[ 5]
。

目前研究发现许多化学药物和放射治疗方法都是通过

诱导细胞凋亡发挥其抗癌作用的
[ 6, 8]
。探讨光动力作

用对肿瘤细胞凋亡的影响, 有助于全面深入地阐明肿

瘤的光动力治疗生物学机制。细胞凋亡又称细胞程序

性死亡,是指细胞在一定的生理或病理条件下,遵循自

身的程序,自己结束其生命的过程,它是一个主动的、

高度有序的、基因调控的过程。细胞凋亡发生时, 核

DNA 在内 源性 核 酸水 解酶 的 作用 下降 解 成

( 50~ 300)  10
3
bp( base pa ir,碱基对 )的大片段,然后

其中约 30%的在 C a
2+
和 M g

2+
依赖的核酸内切酶的作

用下在核小体之间被随机切断,形成 ( 180~ 200) bp及

整数倍碱基对的寡核苷酸片段, 在琼脂糖凝胶电泳上

呈典型的 &梯形带 ∋。在脱氧核糖核酸末端转移酶的

作用下,可将荧光标记的 dUTP标记到寡核苷酸的 3�
羟基末端,该荧光素与马辣根过氧化物酶标记的抗荧

光素抗体结合后,再加入显色底物反应,即可形成有色

沉淀,使凋亡的细胞核原位染色,在光镜下可以看到着

色的细胞核。且凋亡细胞表现为细胞体积变小、染色

质浓缩、边集,胞质、胞核固缩以及凋亡小体的形成,凋

亡细胞内 DNA含量减少,加之由于 DNA降解, 与荧光

染料结合减少,细胞 DNA荧光强度降低, DNA直方图

上显示在 G 0 /G1峰前出现一个 DNA含量减少的亚二

倍体峰, 或称亚 G 0 /G1峰,即凋亡峰。基于上述原理,

目前检测细胞凋亡的方法主要有超微结构的观察、

DNA电泳分析、流式细胞仪检测和 TUNEL 法检

测
[ 9~ 12]

。流式细胞仪结合 PI染色可通过检测在 G0 /

G1峰前出现的亚二倍体峰定量分析细胞凋亡的发生

率,目前较广泛地应用于细胞凋亡的检测。实验中 PI

结合流式细胞仪检测到光敏化 BPD�MA后人膀胱癌

细胞株 B IU�87细胞凋亡发生率较对照组明显增高, 提

示 BPD�MA光动力处理能显著诱导人膀胱癌细胞株

B IU�87细胞凋亡的发生 (具体资料另文发表 )。

TUNEL法是现代分子生物学与形态学相结合检测细

胞凋亡的新方法,能准确反映细胞凋亡的形态学和生

物化学特征。自 1992年 GAVRIELI首次将 TUNEL法

应用于细胞凋亡的检测以来, TUNEL检测法以其简

便、灵敏的特性赢得了广大研究者的普遍青睐
[ 13]
。因

此,本研究采用 TUNEL法检测 BPD�MA光动力作用对

人膀胱癌细胞细胞株 B IU�87凋亡发生状况, 为进一步

证实光敏化 BPD�MA促膀胱癌细胞凋亡的作用。结

果显示,光学显微镜下观察到 TUNEL阳性对照中细胞

核均呈棕黄色, TUNEL阴性对照中细胞核均呈蓝色。

BPD�MA光动力作用后人膀胱癌细胞株 BIU �87组有

较多细胞的核呈棕黄色,高倍镜下可见细胞核内有大

量棕褐色颗粒,与阳性对照中凋亡细胞核的特征相符

合,而对照组此种细胞少见。这不仅表明 TUNEL法是

一种重要的细胞凋亡检测手段, 而且进一步表明激光

活化 BPD�MA光动力作用能有效诱导人膀胱癌细胞

株 B IU�87细胞凋亡。可见,有效诱导人膀胱癌细胞株

B IU�87细胞发生凋亡可能是激光活化 BPD�MA光动

力作用抑制膀胱癌细胞的重要生物学机制。不过, 激

光活化 BPD�MA光动力作用能有效诱导人膀胱癌细
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胞株 BIU �87细胞凋亡的分子机制还有待今后探讨。

该研究得到了中国人民解放军北京军区总医院肿

瘤科刘爱琴博士、四川省泸洲医学院康复科余茜博士、

第三军医大学新桥医院唐建民教授、第三军医大学基

础部物理教研室的邓玲副教授、陈仕国讲师以及第三

军医大学西南医院感染科邓国宏博士的大力帮助, 在

此深表感谢!
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增加了薄膜对入射激光能量的热吸收, 使产生的温度

场分布不均匀,有利于激光对薄膜元件的损伤或破坏。

激光辐照 T iO2 /S iO 2薄膜元件出现薄膜起泡、膜

层脱落现象可能与元件镀膜的制备工艺有关。薄膜起

泡、膜层脱落可能意味着在薄膜制备工艺中形成膜层

与基体材料之间的附着力较差。此外, 激光辐照

T iO2 /S iO2薄膜元件形成薄膜与基体材料的热变形差

别也是薄膜起泡、脱落的主要原因之一。

通过实验, 得到 1. 06�m连续激光在不同激光强

度下辐照 T iO 2 /SiO2薄膜元件产生反射光信号随时间

的变化过程, 为确定 T iO 2 /SiO2薄膜元件激光损伤阈

值和破坏时间提供了依据。
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