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Abstract
AIM: To investigate the expression of calmodulin (CaM) 
and mutant p53 in human colon carcinoma SW480 cell 
lines after induced by delta-aminolevulinic acid (ALA)-
based photodynamic therapy (PDT).

METHODS: SW480 cells were divided into control, laser 
light, ALA, and ALA-PDT group. The expression of CaM3 
and mutant p53 in SW480 cells were detected by reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR).

RESULTS: The relative contents of CaM3 in the contr-
ol, light, ALA group, and ALA-PDT 30, 60, and 90 min 
group were 3.97±0.29, 4.28±0.39, 4.51±0.44, 12.60±
1.84, 11.39±1.13, and 12.77±1.35, respectively. The 
expression of CaM3 in the ALA-PDT 30-90 min group 
was significantly increased in comparison with that in 
the control, light, and ALA group (P  <0.001). The relati-
ve expression of p53 gene in the control, light, ALA 
group, and ALA-PDT 30, 60, and 90 min group were 
1.12±0.083, 1.53±0.191, 1.23±0.145, 0.47±0.04, 0.42±

0.06, and 0.49±0.38, respectively. The expression of 
p53 in the ALA-PDT 30-90 min group was significantly 
decreased in comparison with that in the control, light, 
and ALA group (P  <0.001).

CONCLUSION: The increase of calmodulin expression 
and decrease of mutant p53 expression may be involv-
ed in the mechanism of ALA-PDT-induced apoptosis in 
SW480 cells.
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摘要

目的: 探讨δ氨基酮戊酸-光动力疗法(ALA-PDT)诱导SW480
细胞钙调素(CaM)和突变型p53基因表达变化. 

方法: 将SW480细胞分为4组: 对照组、光照组、ALA组、

ALA-PDT组, 采用半定量逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)方
法检测各组细胞中CaM3和突变型p53基因的表达. 

结果: 空白对照组, 激光照射组, ALA组, ALA-PDT后30 min
组, ALA-PDT后60 min组以及ALA-PDT后90 min组的CaM3
的相对表达量分别为3.97±0.29, 4.28±0.39, 4.51±0.44, 
12.60±1.84, 11.39±1.13和12.77±1.35, 空白对照组、激光

照射组和ALA组CaM3的相对表达与ALA-PDT组比较具有

显著差异(P <0.001), 即ALA-PDT后30-90 min, CaM3表达显

著升高; 空白对照组, 激光照射组, ALA组, ALA-PDT后30 
min组, ALA-PDT后60 min组以及ALA-PDT后90 min组的

p53的相对表达量分别为: 1.12±0.083, 1.53±0.191, 1.23±
0.145, 0.47±0.04, 0.42±0.06和0.49±0.38, 空白对照组、激

光照射组和ALA组p53的相对表达与ALA-PDT组比较具有

显著差异(P <0.001), 即p53表达显著下降. 

结论: δ氨基酮戊酸-光动力疗法诱导SW480细胞凋亡机制之

一可能与钙调素表达升高和突变型p53表达降低有关. 
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0  引言

光动力疗法(photodynamic therapy, PDT)是指光敏剂选

择性地聚集在肿瘤组织中, 接受光照后在细胞内产生活

性氧物质, 而导致肿瘤细胞凋亡或坏死的一种治疗方法. 
迄今为止, 加拿大、美国、法国、荷兰、德国和日本等

国家已先后批准PDT用于一些恶性肿瘤[1].  δ氨基酮戊酸

(aminolevulinic acid, ALA) 光动力疗法(ALA-PDT)的优

势在于使用了δ氨基酮戊酸, 一种血红素生物合成的前

体物质. 在大多数类型的癌细胞中, 由于胆色素原脱氨

基酶活性增加而亚铁鳌合酶活性降低[2], 导致原卟啉Ⅸ

(protoporphyrin Ⅸ, Pp Ⅸ)在癌细胞内积累, Pp Ⅸ具有极

好的光敏特性, 用与之吸收波段相应的光照射后将导致

癌细胞的破坏[3]. ALA-PDT的临床应用主要在于其对癌细

胞具有高度特异性且全身应用后的皮肤光敏的副作用时

间短[4]. PDT能诱导许多不同细胞系发生凋亡[5], 其细胞毒

机制主要依赖于细胞类型、光敏剂及其在细胞内的分布

位置. ALA-PDT诱导细胞凋亡的研究也有报道[5], 但其所

诱导的细胞凋亡是否存在钙信号途径还不清楚. 我们以

前的研究表明ALA-PDT作用SW480细胞后存在细胞内钙

离子浓度瞬时升高[6], 并发现细胞凋亡与细胞内钙离子浓

度变化密切相关, 为此我们对ALA-PDT作用SW480后细

胞内钙调素(calmodulin, CaM)基因CaM3和p53 mRNA的

含量变化进行探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 光敏剂ALA购于Sigma公司; SW480由第四军医

大学实验中心提供; 引物由上海生工合成; RT-PCR试剂盒

购于北京鼎国生物技术公司.   
1.2 方法

1.2.1 PDT处理 用含有青霉素和链霉素(分别1×105 U/L)
和100 mL/L小牛血清的RPMI 1640培养基培养人结肠癌

细胞(SW480), 37℃, 50 mL/L CO2, 饱和湿度, 单层贴壁

生长. 实验分为4组: 空白对照组, 激光照射组, ALA组及

ALA-PDT处理组. 光敏剂ALA用PBS配制成400 mg/L的储

存液, 过滤待用, 工作液用无血清培养基稀释为40 mg/L(终
浓度). ALA组和ALA-PDT处理组在暗室按预定时间加入

ALA, 严格避光条件下继续孵育4 h, 激光照射组和ALA-
PDT处理组使用半导体激光仪(西南师范大学激光所, 波
长532 nm, 距光斑3 cm处输出功率12 mW)垂直照射培

养板30 min. 空白对照组不加ALA且不受激光照射, ALA
组加入ALA不受激光照射.  
1.2.2 总RNA提取 取对数生长期2×105个细胞接种到6孔
培养板中, 分别为ALA组、激光照射组、空白对照组、

ALA-PDT后30 min组、ALA-PDT后60 min组及ALA-

表 1  CaM3和p53基因的引物序列及PCR反应条件

                                                                                  退火        PCR产
                                                                                  温度        物长度

CaM3   上游: CTTGGCGCCGCTTCCTCACATCTG    63℃        

             下游: GCCTCACGCCTACCTGCCCTTACC     

p53       上游: TCTGGGACAGCCAAGTCTGT            58℃        

             下游: GGAGTCTTCCAGTGTGATGA

基因                          引物序列 (5'-3') 

PDT后90 min组. 48 h后进行PDT处理, 按预定时间加入

1 mL Trizol(北京鼎国生物技术公司)/孔, 适当吹打, 室
温放置5 min, 将细胞吸入1.5 mL EP中, 加入0.2 mL氯
仿. 用力震荡15 s后室温放置15 min, 4℃, 12 000 g离心

15 min, 将上层水相移入新的EP管后加0.5 mL异丙醇, 用
力混合后室温放置10 min, 4℃, 12 000 g离心10 min, 弃
上清后加入750 mL/L乙醇洗涤2次, 室温干燥5-10 min, 
加入20 μL高压灭菌的DEPC水溶解RNA沉淀. 然后用紫

外分光光度计测定浓度和纯度, 并用甲醛变性凝胶电泳

检测RNA的完整性.  
1.2.3 RT-PCR 每组取1 μg总RNA于一支0.2 mL的EP管
中, 65℃保温10 min, 离心数秒, 放置冰浴中, 按照RT-
PCR试剂盒操作说明进行RT反应, 结束后将cDNA放入

-20℃备用. PCR体系为25 μL: RT反应产物2 μL、10×
PCR buffer 2.5 μL、dNTP 0.5 μL、上下游引物(上海生

工合成)各25 pmol、通用引物(GAPDH, 594 bp, 试剂盒

自带)0.25 μL、Taq酶0.5 μL, 加高压灭菌的DEPC水补足

25 μL. 引物序列、PCR反应条件及产物长短见表1.  
1.2.4 PCR产物的检测及扩增量的测量 CaM3和p53分别

与GAPDH采用Touch-down PCR方法同管扩增, PCR结束

后, 取5 μL扩增产物与6×loading buffer 1 μL混合后, 用
20 g/L琼脂糖凝胶(含EB)在100 V恒电压下电泳60 min
后, 用凝胶成像仪在紫外线照射下直接将电泳图像输入

计算机, 用图像分析软件测量目的条带灰度值/单位面积, 
结果与相应的GAPDH灰度值/单位面积相除后, 所得的商

作为各组被检测基因mRNA的相对含量. 
统计学处理 每组重复8次, 所得数据以mean±SD表

示, 显著性检验采用c2检验, 采用SPSS 11.5统计软件进行

数据处理. 

2  结果

2.1 RNA样品的鉴定 A 260/A 280值在1.8-2.0之间, 说明RNA
有较高的纯度. 1 μL RNA的量为0.5-1.5 μg之间. 10 g/L
甲醛变性琼脂糖凝胶变性电泳结果说明RNA没有降解, 
较完整. 
2.2 RT-PCR产物半定量分析 经20 g/L琼脂糖凝胶电泳后, 
CaM3、p53以及GAPDH基因的产物长度与理论长度一

致(图1, 图2). 空白对照组、激光照射组、ALA组、ALA-
PDT后30 min组、ALA-PDT后60 min组以及ALA-PDT
后90 min组的CaM3相对表达量分别为3.97±0.29, 4.28
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±0.39, 4.51±0.44, 12.60±1.84, 11.39±1.13和12.77±
1.35, 空白对照组、激光照射组和ALA组CaM3的相对表

达与ALA-PDT组比较具有显著差异(c2 = 63.45, P <0.001), 
即ALA-PDT后30-90 min, CaM3表达显著升高; 空白对

照组、激光照射组、ALA组、ALA-PDT后30 min组、

ALA-PDT后60 min组以及ALA-PDT后90 min组的p53相
对表达量分别为: 1.12±0.083, 1.53±0.191, 1.23±0.145, 
0.47±0.04, 0.42±0.06和0.49±0.38, 空白对照组、激光

照射组和ALA组p53的相对表达与ALA-PDT组比较具有

显著差异(c2 = 61.23, P <0.001), 即ALA-PDT后30-90 min, 
p53表达显著下降. 

3  讨论

细胞内游离钙作为重要的第二信使参与多种细胞功能的

调节, 钙浓度的改变是细胞生理功能的重要物质基础, 也
是多种受体激活后信号传递过程的中心环节. Ca2+信使的

靶分子或感受体是Ca2+结合蛋白(CaBPs), CaBPs种类极

多, 按照从Ca2+调节反应的性质上分, 有的是起缓冲Ca2+

或运输体的作用, 有的是Ca2+直接调节的、与传递信号

相关的酶蛋白, 最多的一类是与Ca2+结合后产生构象变

化而后作为中介体, 可耦合激活一些下游蛋白激酶、蛋

白磷酸酶、钙通道和钙泵等活性, 即钙信号的感受体, 在
钙信号途径中起重要作用, 特别是钙信号的多功能感受

体-CaM, 是细胞中分布最广、功能最多的一种钙信号的

感受体. CaM可以两种方式调节靶蛋白的活性: 一是直接

与靶酶结合, 诱导靶酶的活性构象而调节他们的活性, 如

图 1  CaM3在各组细胞中的表达. 1: ALA-PDT后30  min组; 2: ALA-

PDT后60  min组; 3: ALA-PDT后90  min组; 4: 空白对照组; 5: 激光照射

组; 6: ALA组.

图 2  p53在各组细胞中的表达. 1: 空白对照组; 2: 激光照射组; 3: ALA

组; 4: ALA-PDT后30  min组; 5: ALA-PDT后60  min组; 6: ALA-PDT后

90  min组.

Ca2+-ATP酶、PDE 酶、cAMP环化酶等; 二是通过活化依

赖Ca2+-CaM的蛋白激酶, 间接影响其活性, 如磷酸化酶、

糖原合成酶等, 这种方式在钙信号传递中起着重要作用. 
细胞内游离钙离子(Ca2+)浓度异常升高是导致细胞

死亡的重要信号[7], 我们以前的实验表明ALA-PDT对 
SW480细胞具有很强的杀伤作用, 并能引起细胞内Ca2+ 
瞬时生高[6]. 本研究表明ALA-PDT后30-90 min, CaM3 
mRNA含量显著高于其他对照组. Grebenova et al [8]用

ALA-PDT处理HL60人白血病细胞, 结果发现ALA-PDT
处理组细胞的CaM蛋白表达增高, 并导致caspase-3激活. 
因此ALA-PDT对SW480细胞的强细胞毒效应可能机制

之一是: Ca2+浓度升高刺激CaM从mRNA水平到蛋白水

平表达增加, 从而激活caspase-3, 其底物包括Ras-GTP
酶激活蛋白(R as-G A P)、聚腺苷二磷酸核糖基聚合酶

[poly(adenosine diphosphate-ribose)polymerase, PARP]和
Bap-31[9], DNA依赖的蛋白激酶C[10], caspase活化的DNA
酶抑制物(inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease, 
ICAD)[11], 病灶黏附激酶(focal adhesion kinase, FAK)和核

纤层蛋白[12]等; 通过上述蛋白的裂解或活化, 切断与周围

细胞的联络、关闭DNA复制和修复、破坏DNA和核结

构, 最终造成ALA-PDT对SW480的强细胞毒作用. 另外, 
Ca2+浓度升高可能直接激活Ca2+依赖核酸内切酶[13], 导致

单链和双链DNA断裂, 引起p53表达增加. p53在细胞凋亡

中起着重要作用[14], 并对DNA修复有直接和间接作用[15]. 
p53基因分为野生型和突变型两种, 其产物也有野生型和

突变型. 野生型蛋白具有反式激活功能和广普的肿瘤抑

制作用, 针对许多不同原因(紫外线照射, 化疗等)的DNA
损伤, 野生型p53从转录水平激活或抑制p53反应基因(如
Bax、Fas/Apol、p21等). 突变型p53能减少野生型p53特
定DNA结合序列并降低野生型p53转录激活[14], 改变细胞

对DNA损伤的敏感性, 促进肿瘤细胞恶化. 野生型p53是
人类肿瘤中突变率最高的基因, SW480细胞主要表达突变

型p53[16], ALA-PDT对SW480细胞的p53是否有抑制作用

呢? 我们的实验表明, ALA-PDT后30-90 min, p53 mRNA
含量显著低于其他对照组. Zacal et al [17]用PDT处理人结肠

癌细胞HT29, 结果发现突变型p53表达降低, 与我们的实

验结果一致. 说明ALA-PDT能抑制突变型p53的转录, 从
而具有抗肿瘤的作用. 
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                   消化道肿瘤外科治疗2006年高级论坛征文通知

本刊讯　《中华胃肠外科杂志》与浙江省人民医院定于2006-04-21/25在杭州共同举办“消化道肿瘤外科治疗专题”高级论坛，主

要探讨消化道肿瘤手术治疗的有关问题，包括不同术式的选择及手术的规范化问题、腹腔镜下进行各种手术的选择及相关问题. 

为活跃学术论坛，促进消化道肿瘤外科治疗的发展，特向广大普外科工作者征稿.

1 会议具体内容

论坛的具体内容包括：(1)肝移植手术适应证及相关问题(黄洁夫主讲); 肝胆系统肿瘤手术的选择(郑树森主讲); (3)消化系统肿

瘤的综合治疗(樊代明主讲); (4)胰腺肿瘤外科治疗进展(赵玉沛主讲); (5)胃癌的根治性手术(詹文华主讲); (6)腹腔镜下的胃癌

根治术(余佩武主讲); (7)胃癌腹膜转移的外科治疗(朱正纲主讲); （8）低位直肠癌的保肛手术(汪建平主讲); (9)腹腔镜下的结

直肠癌手术(郑民华主讲); (10)规范的TME手术及相关问题(顾晋主讲); (11)胃癌外科治疗的新进展(叶再元主讲).

2 征文要求

内容应与消化道肿瘤(以胃肠道为主)外科治疗有关. 采用word文档格式, 字数3500字符左右, 摘要500字左右(宋体、小四号).

3 文章投送形式

分两种：(1)电子邮件投稿: 将征文以附件形式提交, 注明“消化道肿瘤外科治疗2006年高级论坛”征文, 文件名为会议名称加第

一作者姓名; 电子信箱: zhwcwk@21cn.com. (2)邮寄: 打印稿用A4纸(附软盘), 软盘请注明研讨题目、作者.

4 联系地址及截稿

截稿日期：2006-01-31(以当地邮戳为准).联系地址: 广州市中山二路58号(510080)中山大学附属第一医院《中华胃肠外科杂志》

编辑部一室, 电话：020-87335945.


