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血卟啉衍生物在3种肺癌细胞系中的细胞摄取和定位
马亿江1,丁晓倩1,隋爱华2,杨晓晖1,曹艺巍1,林存智1

(青岛大学附属医院,山东 青岛 266555 1 呼吸与危重症医学科; 2 医学研究中心)

[摘要] 目的 以支气管上皮BEAS-2B细胞系为对照,比较不同肺癌细胞系(肺腺癌A549、肺鳞癌 H520、肺
小细胞癌 H446细胞)之间血卟啉衍生物(HPD)的细胞摄取和定位差异。方法 用不同浓度 HPD测得的荧光值

绘制 HPD荧光值的标准曲线。将4种细胞分别与 HPD孵育不同时间后,用多功能酶标仪检测荧光强度。进一步

用流式细胞仪量化细胞摄取,比较4种细胞 HPD摄取差异。用激光扫描共聚焦显微镜观察比较细胞内 HPD摄取

和分布情况。结果 4种细胞系摄取 HPD随着时间增加而增加,但 HPD的累积速率有所差异。5mg/L的 HPD
孵育细胞24、48h,4种细胞内平均荧光强度差异有统计学意义(F=199.00、71.15,P<0.001),其中A549细胞内平

均荧光强度显著高于 H446、BEAS-2B、H520细胞,H446和BEAS-2B细胞内平均荧光强度显著高于 H520细胞

(P<0.05)。15mg/L的 HPD孵育细胞48h,4种细胞内呈现出强度不等的红色荧光信号,均呈点状分布于细胞

质内。结论 不同类型肺癌细胞系摄取 HPD存在差异,其中肺腺癌 A549细胞摄取 HPD的能力最强,支气管上

皮BEAS-2B细胞与肺小细胞癌 H446细胞次之,肺鳞癌 H520细胞摄取能力最弱;HPD细胞内定位均位于细胞质

内,呈点状分布。
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UPTAKEANDLOCALIZATIONOFHEMATOPORPHYRINDERIVATIVESINTHREELUNGCANCERCELLLINES MAYi-

jiang,DINGXiaoqian,SUIAihua,YANGXiaohui,CAOYiwei,LINCunzhi (DepartmentofRespiratoryandCriticalCare

Medicine,TheAffiliatedHospitalofQingdaoUniversity,Qingdao266555,China)

[ABSTRACT] Objective Tocomparethedifferencesincellularuptakeandlocalizationofhematoporphyrinderivatives
(HPDs)betweendifferentlungcancercelllines(lungadenocarcinomaA549,lungsquamouscellcarcinomaH520,andlungsmall

cellcarcinomaH446)usingthebronchialepithelialcelllineBEAS-2Bascontrol. Methods ThestandardcurveofHPDfluores-

cencevalueswasplottedusingvaluesmeasuredatdifferentconcentrationsofHPDs.ThefourcelllineswereincubatedwithHPDs

fordifferenttimeperiodsandthenmeasuredforfluorescenceintensityusingamultifunctionalmicroplatemeter.Flowcytometry

wasusedtoquantifythecelluptakeandcomparethedifferencesinHPDuptakebetweenthefourcelllines.Theuptakeanddistri-

butionofHPDsinthecellswereobservedandcomparedusingalaserscanningconfocalmicroscope. Results Theuptakeof

HPDsinthefourcelllinesincreasedovertime,withsomedifferencesintheaccumulationrateofHPDs.Aftercellswereincubated

with5mg/LHPDfor24hand48h,themeanfluorescenceintensitiesofthefourcelllinesweresignificantlydifferent(F=

199.00,71.15,P<0.001),withthemeanfluorescenceintensitysignificantlyhigherinA549cellsthaninH446,BEAS-2B,and

H520cells,andthemeanfluorescenceintensitysignificantlyhigherinH446andBEAS-2BcellsthaninH520cells(P<0.05).The

fourcelllinesshowedvaryingintensitiesofredfluorescentsignalsdistributedinadotpatterninthecytoplasmwhenthecellswere

incubatedwith15mg/LHPDsfor48h. Conclusion TherearedifferencesinHPDuptakebetweendifferentlungcancercell

lines,withthehighestuptakeinA549cells,followedbyBEAS-2BandH446cells,andthelowestuptakeinH520cells.HPDsare

locatedinthecytoplasmofallthecelllines,showingadotteddistributionpattern.
[KEYWORDS] lungneoplasms;hematoporphyrinderivative;photochemotherapy;cellularuptake;intracellularlocalization

  在中国,肺癌是最常见的癌症事件,也是癌症死

亡的主要原因[1-2]。光动力疗法(PDT)作为一种有

前景的、非侵入性的癌症治疗方式,在近几十年广泛

用于肺癌的治疗。PDT由3个基本成分组成,即
光、氧和光敏剂(PS)[3-4]。血卟啉衍生物(HPD)存
在化学纯度低、组织穿透性差、半衰期长等缺点,但
到目前为止仍是最常用、且是唯一一种被FDA批

准用于多种实体恶性肿瘤临床治疗的PS[5-6]。PS
的细胞摄取、胞内分布是决定PDT功效的重要因

素[7]。实体肿瘤由多种具有不同PS摄取特性的细
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胞组成。因此,细胞水平的药代动力学是优化PDT
效果的一个重要参数[8]。本实验以人支气管上皮

BEAS-2B细胞作对照,选取3种肺癌细胞系如人肺

腺癌A549、人肺鳞癌H520、人肺小细胞癌H446细

胞进行研究,在体外通过多功能酶标仪、流式细胞

仪、激光扫描共聚焦显微镜等仪器检测细胞内荧光

强度,比较分析 HPD在4种细胞内的摄取、定位差

异,以期为针对不同的肺癌类型选取特定方案(特定

的PS注射浓度和时间)来增强 HPD介导的PDT
疗效提供一定的指导。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

HPD由重庆迈乐生物制药有限公司生产,规格

为5mL:25mg;在超净工作台分装后于-20℃冰

箱避光保存,用含体积分数0.10胎牛血清和体积分

数0.01青霉素/链霉素双抗溶液的DMEM 高糖完

全培养液现配现用。DMEM 高糖培养液、胰蛋白

酶、青霉素/链霉素双抗溶液及40g/L多聚甲醛固

定液均购于大连 meilunbio公司,胎牛血清购于武

汉Procell公司,4',6-二脒基-2-苯基吲哚(DAPI)、
抗荧光淬灭封片液购于北京Solarbio公司。

1.2 细胞培养

人肺腺癌A549细胞系购于美国菌种保藏中心

(ATCC),人支气管上皮BEAS-2B细胞系、人肺鳞

癌H520细胞系、人肺小细胞癌 H446细胞系均购

于武汉Procell公司,于青岛大学附属医院中心实验

室液氮罐中保存。4种细胞系均使用含体积分数

0.10胎牛血清和体积分数0.01青霉素/链霉素双抗

溶液的DMEM 高糖完全培养液,于37℃、含体积

分数0.05CO2的饱和湿度孵箱中培养。

1.3 绘制HPD荧光值的标准曲线

取96孔板,将 HPD浓度设为5.0、7.5、10.0、

12.5、15.0mg/L,每个浓度设3个复孔,应用多功能

酶标仪检测不同浓度 HPD的荧光值(激发波长为

405nm,发射波长为630nm),取其平均值,从低浓

度开始绘制标准曲线。

1.4 多功能酶标仪检测4种细胞系对HPD的摄取

将4种细胞以每孔104个细胞的密度接种于5
块96孔板中,每组设4个复孔,12h后随机分为对

照组(无HPD孵育)和实验组(用 HPD孵育不同时

间)。实验组加入5mg/L的 HPD,分别于培养箱

内继续避光培养4、8、12、24、48h,后弃去未结合

HPD,加入完全培养液后用多功能酶标仪检测荧光

强度,激发波长为405nm,发射波长为630nm。

1.5 流式细胞仪检测4种细胞系对HPD的摄取

将4种细胞以每孔105个细胞的密度接种于12
孔板中,至12h细胞贴壁以后随机分为对照组(无

HPD孵育)和实验组(用 HPD孵育不同时间)。实

验组加入5mg/L的HPD,于培养箱内继续避光培

养24、48h,后弃去未结合 HPD。两组均用PBS洗

2次后收集细胞,以PBS重悬,各取400μL(每组细

胞总数为105个),过滤后用流式细胞仪检测细胞荧

光强度。

1.6 激光扫描共聚焦显微镜观察4种细胞系 HPD
的细胞定位

将盖玻片用体积分数0.75的乙醇浸泡、培养液

冲洗后置于24孔板中,4种细胞以每孔104个细胞

的密度接种,12h后随机分为对照组(无 HPD孵

育)和实验组(用 HPD孵育)。实验组加入15mg/

L的HPD,于培养箱内继续避光培养48h,后弃去

未结合HPD,用40g/L多聚甲醛常温固定20min,

PBS洗3次后用DAPI避光染8min,以PBS洗3
次。将染色好的盖玻片盖于滴有抗荧光淬灭封片液

的载玻片上并封片,于激光扫描共聚焦显微镜下观

察并拍照。

1.7 统计学分析

采用SPSS26.0和GraphPadPrism8统计软

件进行数据分析。本研究实验均独立重复3次及以

上,所得计量资料结果用􀭺x±s表示,多组均数比较

采用F 检验,组间两两比较采用Tukey检验,P<
0.05表示差异具有统计学意义。

2 结  果

2.1 HPD荧光值标准曲线绘制

利用5.0、7.5、10.0、12.5、15.0mg/LHPD测得

的荧光值绘制标准曲线(图1),同时做相关回归分

析,得回归方程Y=2276×X+17563(式中Y 表示

荧光强度,X 表示浓度),相关系数r=0.9920,P=
0.0009,95%CI=(0.8787~0.9995)。结果表明,
在一定浓度范围内 HPD浓度与荧光强度呈正相

关,可以用HPD的荧光强度来代表HPD含量。

2.2 多功能酶标仪检测4种细胞系对HPD的摄取

将5mg/LHPD与4种细胞分别共孵育4、8、

12、24、48h,多功能酶标仪检测荧光强度,绘制时间

依赖曲线(图2)。如图2所示,4种细胞系的HPD
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时间依赖曲线总体呈现上升的趋势,表明随着时间

增加细胞摄取HPD增加。4种细胞系摄取HPD在

4、8、12h无明显增加,BEAS-2B、A549、H446细胞

在12h之后HPD迅速积累,H520细胞则出现一定

的延缓,在24h后才表现出摄取速率的加快。

图1 HPD荧光值的标准曲线

2.3 流式细胞仪检测4种细胞系对HPD的摄取

为了排除细胞增殖差异的影响,进一步量化细

胞摄取,对5mg/LHPD孵育24、48h的细胞进行

流式细胞仪检测。结果显示,4种细胞在24、48h
表现出很强的荧光信号,表明 HPD在细胞内高效

累积,且48h累积量高于24h。随着孵育时间延长

细胞摄取HPD增加,但4种细胞系在48h均未达

到摄取饱和。见图3。HPD孵育24、48h时,4种

细胞内平均荧光强度差异具有统计学意义(F=
199.00、71.15,P<0.001),其中 A549细胞内 HPD
平均荧光强度显著高于 H446、BEAS-2B、H520细

胞,H446和BEAS-2B细胞内平均荧光强度显著高

于H520细胞(P<0.05),而 H446和BEAS-2B细

胞内平均荧光强度差异无统计学意义(P>0.05)。
所以,A549细胞摄取 HPD的能力最强,BEAS-2B
细胞和H446细胞次之,H520细胞摄取 HPD的能

力最弱。见图4。

2.4 HPD在4种细胞内的定位

本文激光扫描共聚焦显微镜观察结果显示,与

15mg/LHPD共孵育48h后,4种细胞系的实验

组细胞内呈现出强度不等的红色荧光信号,均呈点

状分布于细胞质内,而在对照组几乎观察不到。表

明4种细胞系摄取 HPD定位于细胞质中,且分布

未观察到明显差异。见图5。

3 讨  论

PDT治疗的原理是PS在符合其吸收光谱的光

波长照射下,吸收光子的能量转移给氧分子,产生超

氧阴离子、单线态氧等细胞毒性活性氧(ROS),导致

图2 4种细胞系摄取HPD的时间依赖曲线

BEAS-2B(a)、A549(b)、H520(c)、H446(d)细胞分别与 HPD共孵育24、48h,流式细胞仪检测细胞内 HPD荧光强度;4种细胞系在24、

48h时的 HPD摄取差异(e)。*、#:P<0.05;**、##:P<0.01;***、###:P<0.001。*:对照组与摄取 HPD24h比较;#:摄取

HPD24h与摄取 HPD48h比较。

图3 4种细胞系HPD摄取的时间差异
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HPD共孵育24h(a、b)和48h(c、d),流式细胞仪检测4种细胞系之间的摄取差异。*、#、△:P<0.05;**、##、△△:P<0.01;**

*、###、△△△:P<0.001。*、ns:与BEAS-2B实验组比较;#:与A549实验组比较;△:与 H520实验组比较。

图4 HPD共孵育24、48h时4种细胞系的摄取差异

氧化应激进而破坏肿瘤细胞。单线态氧的寿命极短

(10~320ns),其在细胞内的扩散范围仅为10~
55nm,因此PDT的效果在一定程度上取决于所使

用PS的细胞内分布、定位[6,9-10]。PS的细胞摄取、
细胞内分布和滞留取决于PS的化学性质、PS浓

度、孵育时间以及细胞特性,包括细胞体积、增殖状

态、细胞内靶位点与PS结合的亲和力以及细胞类

型等[7,11]。
已知一个特定的细胞类型有它自己的PS吸收

和清除的比例(即细胞动力学特征)。早在1990年

PERRY等[12]就研究证明了PhotofrinⅡ的细胞摄

取在不同细胞系间有所差异。随后FICKWEILER
等[13]的实验研究证明了另外一种PS(ATMPn)在
皮肤细胞系之间的细胞摄取差异。CHWIŁKOW-
SKA等[14]在2003年研究显示,PhotofrinⅡ在不同

肿瘤细胞(乳腺腺癌 MCF7细胞和白血病T细胞淋

巴瘤Jurkat细胞)之间存在着摄取差异。本研究探

讨临床上应用的 HPD(喜泊分)在不同组织学类型

肺癌细胞中摄取的差异性。多功能酶标仪检测结果

显示,支气管上皮BEAS-2B细胞、肺腺癌 A549细

胞、肺小细胞癌H446细胞与HPD共孵育12h后,

HPD迅速累积,而肺鳞癌 H520细胞摄取 HPD速

率缓慢,在24h后摄取加快。由于多功能酶标仪检

测的是细胞总的荧光强度,所以在24、48h进一步

用流式细胞仪量化细胞内平均荧光强度,结果显示,

4种细胞48h的细胞内平均荧光强度均高于24h。
以上结果表明,随着时间增加4种细胞系摄取 HPD
的速率不同,也进一步证实细胞类型不同,其PS摄

取存在差异。
本实验中细胞与 HPD共孵育48h后,肺腺癌

A549细胞内的平均荧光强度甚至达到了肺鳞癌

H520细胞的2倍,肺小细胞癌H446细胞内荧光强

度也远高于肺鳞癌 H520细胞,表明不同类型的肺

癌细胞之间 HPD摄取存在差异。可能随着孵育时

间的延长,细胞的增殖状态影响了PS的摄取。此

外,也可能是由于在HPD孵育初期,HPD更多地
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   红色表示 HPD荧光,蓝色表示DAPI荧光,比例尺=25μm。

图5 HPD在4种细胞内的定位

定位于线粒体,随后在溶酶体中表现出时间依赖性

的摄取[15]。这也解释了本研究4种细胞与 HPD共

孵育4、8、12、24、48h细胞内HPD荧光强度随着时

间延长而增强的现象。

PS的特性之一是选择性靶向肿瘤组织[16]。有

研究发现,肿瘤细胞中 HPD的摄取量甚至比相应

组织的正常细胞高5倍[17]。然而本研究结果显示,
正常支气管上皮BEAS-2B细胞内 HPD的摄取量

高于肺鳞癌 H520细胞,与肺小细胞癌 H446细胞

相比无统计学差异;虽然肺腺癌A549细胞内 HPD
的摄取量高于正常支气管上皮BEAS-2B细胞,但远

不到5倍。1990年,PERRY等[12]的实验也表明,
正常肺纤维母细胞CCL-210细胞内PS的浓度高于

肺癌细胞。这可能是由于体内体外实验条件差异所

引起,在体内情况下,多种因素可能促进 HPD对肿

瘤组织的高选择性。可能因素包括:肿瘤组织中的

肿瘤相关巨噬细胞(TAM)水平高于正常组织[18];
与正常组织相比,肿瘤毛细血管相对高的渗透性和

扩散作用[19];肿瘤组织存在增强渗透性和保留效

应[20]。也有研究表明,在体外单独肿瘤细胞中PS
的累积并不是都高于正常组织来源的细胞[21]。

PS在细胞内的定位对于确定PS的靶点很重

要,而PS的靶点可能决定了PDT产生光动力损伤

的位点和程度,并且决定了细胞死亡的途径和类

型[22-23]。卟啉主要通过被动扩散、与脂蛋白结合以

及与外周苯二氮 受体结合等方式在细胞中累积,
定位于线粒体、溶酶体、内质网、高尔基体、核膜等细

胞膜结构,在细胞中发出弥漫性荧光[24-26]。本研究

在激光扫描共聚焦显微镜下观察4种细胞系 HPD
的细胞内定位,结果显示,HPD在细胞质内弥漫性

分布,并未观察到明显的分布差异,其亚细胞定位是

否有差异需进一步研究。
综上所述,在体外控制一定条件的情况下,不同

的人肺癌细胞系摄取 HPD存在差异,HPD的细胞

摄取能力肺腺癌A549细胞>肺小细胞癌 H446细

胞>肺鳞癌H520细胞。然而是否所有的肺腺癌细

胞均具有高 HPD摄取能力,以及 HPD细胞摄取与

组织学分型的相关性,还需要进一步研究验证。未

来将在本实验的基础上选用动物移植瘤模型、类器

官模型等模拟体内环境,探究 HPD对肿瘤组织高

选择性的机制。
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