
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.15 NO.6 FEB.2015

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2015.06.008

血卟啉单甲醚对食管癌细胞 Eca-109的光动力学杀伤效应 *
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摘要目的：探讨血卟啉单甲醚(HMME)介导的光动力疗法(PDT)对人食管癌细胞杀伤效应的最佳作用参数，为 HMME-PDT的临

床应用提供一定的参考依据。方法：以 4 滋g·mL-1HMME与人食管癌 Eca-109细胞孵育不同时间后，利用形态学软件分析其荧光

强度；进一步予不同浓度(0.5 滋g·mL-1~8滋g·mL-1)HMME与细胞孵育 1.5小时后，在特定波长下以不同能量的激光(2、4、8 J·cm-2)

照射，采用 CCK8法检测细胞的存活率。结果：HMME在细胞内的荧光强度于给药 1.5 h后达到高峰。在一定范围内，随着 HMME

浓度与激光剂量的增加，细胞存活率逐渐下降，当 HMME浓度增高到 4 滋g·mL-1时，光照强度增高到 4 J·cm-2，进一步提高药物浓

度与激光剂量，细胞存活率并不随之降低。结论：不同的孵育浓度、不同的孵育时间及不同的光照剂量密度可以显著的影响

HMME-PDT对人食管癌 Eca-109细胞的体外效应。
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Photodynamic Effect of Hematoporphyrin Monomethyl Ether on Esophageal
Cancer Cell Line Eca-109*

To discuss the optimal interaction parameters of hematoporphyrin monomethyl ether (HMME)-mediated

photodynamic therapy (PDT) on the killing effect on human esophageal cancer cells and provide references for the clinical application of

HMME-PDT. The fluorescence intensity of human esophageal cancer Eca-109 cells induced by 4 滋g·mL-1HMME for different

incubation time was analyzed using morphological software. Furthermore, CCK8 assay was used to detect the cell viability of Eca-109

cells irradiated at specific wavelength and different energy (2, 4, 8 J·cm-2) laser irradiation after being induced by different concentrations

(0.5 滋g·mL-1~8 滋g·mL-1) of HMME for 1.5 h. The intracellular fluorescence of HMME intensity peaked after treatment for 1.5h.

Within a certain range, the cell viability decreased with the increasing of the laser dose and HMME concentration. When the HMME

concentration increased to 4 滋g·mL-1 and the light intensity increased to 4 J·cm-2, the cell viability hadn't decreased with the increase of

drug concentration and laser dose. Different incubation concentration, incubation time and light doses density could
significantly affect the in vitro effect of HMME-PDT on human esophageal cancer Eca-109 cells.
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前言

食管癌指食道上皮组织异常增生形成的一种恶性肿瘤，在

我国其发病率仅次于胃癌，在上消化道肿瘤中居于第二位[1]。光

动力疗法自从 20世纪 70年代进入临床研究以来，经过多年来

的改进与优化，其技术已趋于成熟[2]，在临床上不仅可治愈一些

良性疾病如微血管病变、痤疮、鲜红斑痣、息肉、不典型增生组

织及良性肿瘤等，还可以用于恶性肿瘤的诊断与姑息治疗[3]。

光动力疗法(hotodynamic therapy，PDT)的基本原理为利用

特定波长的激光激活定向分布于新生物组织中的光敏剂，从而

产生单线态氧或氧自由基，进一步对肿瘤细胞产生毒杀效应，

破坏肿瘤组织的血管，达到治疗肿瘤的目的[4]。HMME是第二

代血卟啉衍生物类光敏剂 [5]，多年的研究及临床实验表明

HMME与第一代光敏剂相比具有价格低廉、体内代谢快、避光

时间短、靶向作用强、副作用小、活性氧产量高、吸收波长范围

大等优点 [6-9]。但由于光动力治疗的多样性及光敏剂种类的不

同，血卟啉单甲醚介导的光动力疗法 (hematoporphyrin

monomethyl ether-mediated photodynamic therapy，HMME-PDT)

治疗食管癌的最佳参数仍未明确，因而其疗效的不稳定性是我

们目前面临的一个难题。本研究将探讨随着孵育时间的变化

HMME在细胞内的分布量，并进一步分析光动力疗法对人食

管鳞状细胞癌 Eca-109细胞体外杀伤效应与 HMME孵育浓度
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图 1 HMME在食管癌细胞内的代谢情况

Fig.1 Metabolism of HMME in esophageal cancer cells in vitro

图 2不同光照剂量密度与不同 HMME孵育浓度的生存率间的交互效

应

Fig.2 The interactive effects of survival by different doses of light density

and different HMME incubation concentrations

及光照剂量密度之间的关系，以期为临床应用血卟啉单甲醚介

导的光动力疗法治疗食管癌提供更多的参考依据。

1 材料和方法

1.1 实验材料
人食管癌 Eca-109 细胞系购自哈尔滨医科大学细胞库；

HMME为冻干粉剂，购自上海先锋医药有限公司。主要试剂有

胎牛血清(FBC)、RPMI-DMEM 培养基(Clone 公司)，细胞增殖

及细胞毒性检测试剂盒(Cell Counting Kit-8，简称 CCK-8试剂

盒)购自武汉博士德生物工程有限公司。全自动酶免工作站(瑞
士 TECAN freedomevolyzer)；CO2培养箱；LXJ-II离心沉淀机；

倒置相差显微镜；均由哈尔滨医科大学附属第四医院实验室提

供；半导体激光器(630 nm)；荧光光谱分析仪；均由哈尔滨工业

大学提供。

1.2 人食管癌细胞 Eca-109的培养
将 Eca-109 细胞株培养于含 50 滋g·mL-1青霉素、50 滋g·

mL1链霉素及 10 %胎牛血清的 RPMI-DMEM培养液中，在 37
℃、5 %CO2的饱和湿度培养箱中培养，用含 EDTA的 0.25 %胰

酶常规消化传代，2～ 3天传代 1次。取对数生长期细胞，培养

瓶长满 80 %左右时，用含 EDTA的 0.25 %胰蛋白酶消化约 1

min，在显微镜下观察大部分细胞形态变圆形后，弃掉消化液，

及时用含 10 %胎牛血清的 DMEM培养液终止消化，轻柔吹打

使贴壁细胞完全混到培养液中，在离心机上以 1200 r·min-1离

心 3 min，丢弃上清液，加入含 10 %胎牛血清的 DMEM培养

液，计算细胞数量并稀释其密度为 1.0× 105/L，在 96孔板上每

孔加入 150 滋L培养液，尽量使每孔的细胞数量均匀，静置于
37 ℃、5 %CO2培养箱中培养，24 h后进行干预。
1.3人食管癌细胞 Eca-109吸收 HMME光谱探测

将培养在 96孔板的 Eca-109 细胞用 4 滋g·ml-1的 HMME

溶液分别孵育 0.5、1、1.5、2、2.5、3、3.5、4、4.5、5和 5.5 h后(每一

组设置四个复孔)，弃去孔内培养液，用 PBS冲洗 3遍。在室温、

避光条件下用 λ =405 nm激光器分别照射每孔的中间位置，其

发出的荧光由与电脑连接的光纤接收，用 Origin软件进行荧光

光谱分析。

1.4 CCK8法检测 Eca-109细胞的活性

将培养在 96孔板内的 Eca-109细胞随机分为对照组和光
动力实验组，每组设置四个复孔。将光动力实验组的 HMME孵

育浓度分别调整为：0、0.5、1.0、2.0、4.0、8.0 滋g·mL-1，在恒温保

湿培养箱内避光静置培养，待培养时间满 1.5 h后，弃去含有光

敏剂的培养液，PBS反复冲洗 3次，加入全培养基的 DMEM培

养液，立即给予不同的光剂量密度照射(0、2、4、8 J·cm-2)，光源

采用 DIOMED 630 PDT系统，波长为 630 nm。光动力作用后，

弃去培养液，加入新的 DMEM全血清培养液继续在 37 ℃、5 %

CO2培养箱内避光孵育 24小时，弃去孔内培养液，每孔加入 10

滋L 的 CCK-8 溶液及 90滋L RPMI-DMEM 培养液，37 ℃、5 %
CO2培养箱内继续避光孵育 2 h。用酶标仪检测各孔吸光度
(A)，吸收波长设置为 450 nm，记录结果，并计算细胞的存活率。

细胞存活率计算公式为：细胞存活率 =(实验组 A值－空白对
照组 A值)/(对照组 A值－空白对照组 A值)× 100 %。
1.5 统计学分析

所有数据运用 SAS9.2软件，应用析因设计的方差分析进

行统计分析，以 P＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 血卟啉单甲醚孵育 Eca-109细胞不同时间的光谱探测
将 Eca-109 细胞恒温避光孵育 (HMME 孵育浓度均为 4

滋g·mL-1)0.5、1、1.5、2、2.5、3、3.5、4、4.5、5 和 5.5 h后，用激发波

长为 405 nm的激光器，分别进行荧光探测，在电脑屏幕上可以

接收到 HMME激发出的荧光，结果显示随着孵育时间的增加

荧光强度先迅速增加，1.5 h时达到高峰后开始缓慢下降，表明

细胞内 HMME的含量先迅速增加后被细胞缓慢排出体外，因

此在其后的光动力实验中，加入 HMME1.5 h时进行光照可达

最佳的治疗效果，因此其后的光动力治疗选择 1.5 h为孵育时

间(图 1)。

2.2 光动力治疗对 Eca-109细胞活力的影响

不同光照剂量密度及不同浓度 HMME-PDT对 Eca-109细
胞生存率的影响见表 1及图 2。食管癌 Eca-109细胞在三种不

同光照剂量密度及 HMME 的不同孵育浓度 (浓度为 0.5 滋g·
mL-1组除外)下的生存率均有显著差异(P<0.01)，且光照剂量密

度及 HMME的孵育浓度之间有显著的交互效应，P<0.01)。当

固定同一光照剂量密度不变时，Eca-109细胞的生存率在不同
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Light dose density

（J·cm-2）

MHHE concentration (滋g·mL-1)
Total F value P value

0 0.5 1 2 4 8

0 — 0.88± 0.05 0.83± 0.12 0.76± 0.07 0.75± 0.09 0.40± 0.03 0.77± 0.20

2 0.70± 0.07 0.77± 0.11 0.60± 0.11 0.40± 0.02 0.28± 0.05 0.12± 0.01 0.48± 0.25 49.35 <0.0001

4 0.95± 0.07 0.75± 0.06 0.54± 0.04 0.20± 0.01 0.12± 0.01 0.13± 0.01 0.45± 0.33 297.25 <0.0001

8 0.85± 0.15 0.64± 0.12 0.29± 0.04 0.15± 0.01 0.12± 0.01 0.12± 0.01 0.36± 0.30 59.10 <0.0001

Total 0.87± 0.15 0.76± 0.12 0.57± 0.21 0.38± 0.25 0.32± 0.27 0.19± 0.12 0.51± 0.31 29.02 <0.0001

F value 4.62 27.10 223.30 148.64 196.45 10.03 72.91

P value 0.0226 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

表 1不同光照剂量密度及不同浓度 HMME介导的 PDT作用 Eca-109细胞的生存率(%)比较(f± s)

Table 1 The comparison of Eca-109 cell survival rate (%) between different light doses densities and different HMME concentrations mediated PDT effect

HMME孵育浓度下 (除浓度为 0 滋g·mL-1组外) 均有显著差异
(P<0.01)，且当固定同一 HMME孵育浓度(除浓度为 0.5 滋g·mL
-1组外)不变时，Eca-109细胞的生存率在不同光照剂量密度(除

光照剂量密度为 0 J·cm-2组外)下亦有显著差异(P<0.01)，且孵

育浓度为 0.5 滋g·mL-1组的细胞在三种光照剂量密度下有明显

差异(P<0.05)。由此可见，HMME-PDT对 Eca-109细胞的生长

有明显的抑制或杀伤作用，且在一定范围内，其抑制或杀伤作

用随着光照剂量密度及孵育浓度的增加而逐渐增强。当

HMME的孵育浓度由 4 滋g·mL-1升高至 8滋g·mL-1，光照剂量密

度由 4 J·cm-2延长至 8 J·cm-2时，A值无明显下降，即其对细胞

的抑制或杀伤作用没有提高，表明当 HMME孵育浓度和光照

剂量密度达到一定程度时，其对食管癌细胞的杀伤效应为最

大，即达到平台期。因此，HMME-PDT对人食管癌 Eca-109细

胞体外效应的最佳孵育浓度为 4 滋g·mL-1，最佳光照剂量为 4

J·cm-2。

3 讨论

目前，全世界每年死于食管癌的患者高达 20多万，而我国

食管癌的发病率居世界首位，且约 90%的病理类型为鳞状细胞

癌[1]。由于大部分食管癌确诊时已是中晚期，有些甚至存在远处

转移，失去了手术切除治疗的最佳时机，甚至无法耐受放、化

疗，因而我们迫切需要探索一种创伤小、副作用少的治疗手段

应用于中晚期食管癌的姑息治疗。

研究表明[10]HMME可以高浓度的聚集在肿瘤组织表面，而

周围正常组织仅一过性吸收或不吸收 HMME，且正常组织中
HMME排泄较快，故与传统的放、化疗治疗相比，光动力疗法

能够选择性杀伤肿瘤细胞，而对正常细胞影响小，既避免了放、

化疗给患者带来的痛苦，又给肿瘤的治疗提供了一种新的途

径。光动力疗法自从应用于临床以来，已被证实具有较好的临

床疗效，因其创伤小、副作用少，易于被患者接受，已较好地应

用于上消化道肿瘤的治疗[11]。研究表明[12]PDT对食管癌的一些

癌前病变的有效率可高达 60%以上。关于 HMME-PDT对人食

管癌细胞凋亡的具体作用机制，目前国内外尚缺乏有力的研

究。但 HMME-PDT对其他肿瘤的作用研究表明[13，14]HMME定
位于线粒体可能是其诱导凋亡的基本途径，PDT诱导产生的活

性氧物质首先造成线粒体损伤、内膜通透性增加，导致线粒体

肿胀破裂，细胞色素 c释放，caspase激活，细胞进入凋亡途径；

同时，细胞内 Ca2+作为第二信使可同时参与多种细胞功能的调

节，研究已证实胞浆内 Ca2+浓度的改变与细胞凋亡有密切的关

系。研究发现[15]HMME-PDT可使细胞内 Ca2+浓度迅速增高，并

可促进细胞的死亡。因此，细胞内 Ca2+ 浓度也可能是

HMME-PDT导致细胞凋亡的机制之一。

本研究对人食管癌细胞 Eca-109的体外光动力效应结果

显示，影响 HMME介导的光动力疗法效应的主要因素为光照

剂量密度、HMME孵育浓度及 HMME孵育时间。随着孵育时

间的变化，HMME在 Eca-109细胞中的量不是一成不变的，其

在细胞中的量表现为一种吞吐现象，因此首先需找出其最佳孵

育时间。结果显示加入同一浓度的 HMME后，孵育时间为 1.5

h时，细胞中的 HMME浓度达到最大(在表中表现为其下的面

积最大)；其后，随着孵育时间的增加，其量开始减少，由此我们

以 1.5 h为 HMME对 Eca-109细胞的最佳孵育时间。在特定孵

育时间下(1.5 h为本实验的最佳孵育时间)，三种不同光照剂量

密度及不同孵育浓度下细胞的生存率均有显著差异，当固定光

照剂量密度不变时，细胞的生存率在不同 HMME孵育浓度间

均有显著差异；而当固定 HMME孵育浓度不变时，细胞的生存

率在不同光照剂量密度间也均有显著差异，但 0.5 滋g·
ml-1HMME孵育浓度除外；且光照剂量密度与孵育浓度之间也

有明显的交互效应。当其孵育浓度为 4 滋g·mL-1，光照剂量密度

为 4J·cm-2时细胞的生存率最低，此时进一步提高孵育浓度及

光照剂量密度并不能增强其杀伤效应，即杀伤效应达到了平台

期。由此可见，孵育浓度为 4 滋g·mL-1，光照剂量密度为 4 J·cm-2

时 HMME达到其 PDT治疗的最佳效应。因此，应避免过强的

光照剂量密度及过高的光敏剂浓度，以防对正常组织造成不必

要的损伤。本研究为临床上应用 HMME-PDT治疗食管癌提供

了一定的参考依据。
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