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Abstract
AIM: To study the ef fects of subcel lular 
localization pattern of PpIX on photodynamic 
efficiency in esophageal cancer cell lines.

METHODS: KYSE-450, KYSE-70 and Het-1A 
cells were treated with ALA, exogenous PpIX 
and MitoTracker, respectively. The subcellular 
localization patterns of PpIX were observed 

using fluorescence microscopy. Mitochondrial 
transmembrane potential (ΔΨm) after ALA-PDT 
and PpIX-PDT was measured using JC-1 flow 
cytometry. The morphological study of mito-
chondria after ALA-PDT and PpIX-PDT was 
performed with electron microscopy. MTS was 
used to examine the cell survival rate.

RESULTS: The granular patterns and distribution 
of fluorescence in the extranuclear fraction of the 
cells were similar for both ALA-derived endog-
enous PpIX and the MitoTracker in all cell lines; 
however, exogenous PpIX was diffusely distrib-
uted in the whole cytoplasm of cells. After 12 h of 
ALA-based PDT, the percentages were increased 
to 22%, 52% and 33% in the KYSE-450, KYSE-70 
and Het-1A cell lines, respectively; where only 
15%, 14% and 18% of the depolarized cell fractions 
were seen following PDT with exogenous PpIX. As 
early as 1 h after photodynamic treatment, some of 
the mitochondria were already damaged by ALA-
PDT with unclear cristae, vacuoles and swelling; 
while the mitochondrial ultrastructure was still 
well preserved 1 h later following PDT with exog-
enous PpIX. ALA-mediated PDT was significantly 
more efficient than PDT with exogenous PpIX in 
killing cells in all the 3 cell lines.

CONCLUSION: Different subcellular location 
of photosensitizer may affect the PDT efficacy. 
Mitochondria are more sensitive and may be 
important targets for PDT. This finding suggests 
that new photosensitizers with mitochondrially-
localizing property may be designed for im-
provement of PDT effectiveness in the future.

Key Words: Esophageal cancer; Photodynamic ther-
apy; Photosensitizer; δ-aminolevulinic acid; PpIX
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摘要
目的: 探讨不同来源的光敏剂PpIX在食管癌

®

■背景资料
食管癌是世界范
围内常见的消化
系恶性肿瘤之一, 
提高食管癌治疗
效果的关键是早
期发现、早期诊
断、早期治疗. 但
早期癌术后远期
死亡原因中复发
癌是主要的, 所以
早期食管癌的综
合治疗对提高生
存率非常重要. 

■同行评议者
沈琳 ,  主任医师 , 
北京大学临床肿
瘤医院消化内科
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细胞中的亚细胞分布与光动力学效应的关系.

方法: KYSE-450、KYSE-70和Het-1A细胞
分别用ALA和外源性PpIX以及MitoTracker 
Green处理, 相差荧光显微镜观察不同来源
的PpIX在细胞内的定位. 利用JC-1-流式细胞
方法检测ALA-PDT和PpIX-PDT后细胞线粒
体膜电位(ΔΨm)的改变. 利用电镜观察ALA-
PDT和PpIX-PDT后细胞线粒体的超微结构, 
观察PpIX的不同细胞分布形式对线粒体损伤
的形态学改变. MTS法测定PDT处理后的细胞
存活率. 

结果: 由ALA产生的内源性光敏剂PpIX荧光
主要分布在线粒体, 与MitoTracker Green显示
的线粒体荧光分布在相同的区域, 而外源性
PpIX荧光信号则弥漫性分布于整个细胞质. 
KYSE-450、KYSE-70和Het-1A细胞经ALA-
PDT 12 h后, 膜电位受损细胞分别达到22%、

52%和33%, 而外源性PpIX-PDT别12 h后线粒
体受损细胞率仅分别为15%、14%和18%. 电
镜观察结果显示, ALA-PDT后仅1 h一些线粒
体即已出现受损状态, 可见线粒体内嵴不明
显, 出现空泡和膨胀. 但外源性PpIX-PDT后1 
h细胞内大部分线粒体仍保持完整结构. ALA-
PDT的细胞杀伤效果明显好于外源性PpIX-
PDT.

结论: 光敏剂的不同亚细胞定位影响了食管
癌细胞PDT的功效, PDT造成的线粒体的损伤
在肿瘤细胞杀伤过程中起非常重要的作用, 提
示以线粒体为靶点的光敏剂是未来光敏剂研
制的重点.

关键词: 食管癌; 光动力学; 光敏剂; 氨基酮戊酸; 原

卟啉IX

汲振余, 范天黎, 赵立群, 杨小静, 裘一兵, 张聚真, 张亚冰, 孙

予, 裘宋良, 杨观瑞. 光敏剂PpIX亚细胞分布方式对食管癌细

胞光动力学效应的影响.  世界华人消化杂志  2009; 17(16): 

1602-1608

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/1602.asp

0  引言

光动力学疗法(photodynamic therapy, PDT)是利

用一定波长的光激发光敏剂, 在分子氧存在下

产生光化学或光物理学反应, 导致存积光敏剂

的病变部位产生不可逆的损伤[1], 因而PDT的细

胞毒性效果则依赖于光敏剂在细胞内的选择性

累积. 但以往一些研究证实这些选择性累积是

不同的, 细胞内线粒体、溶酶体、质膜、内质

网、高尔基复合体及肿瘤组织的血管系统都可

能成为PDT的结合位点[2]. 光敏剂在肿瘤细胞内

的亚细胞分布方式也决定了光动力学效应作用

位点[3], 因而有可能影响到PDT细胞毒性的差

异. 本研究拟利用氨基酮戊酸(δ-aminolevulinic 
acid, ALA)以及外源性原卟啉IX(PpIX)作为光敏

剂, 研究不同来源的PpIX在人食管鳞癌细胞系

KYSE-450、KYSE-70及人食管上皮永生细胞系

Het-1A中的分布特征以及与光动力学效应的关

系, 为新光敏剂的开发和治疗手段的改善提供

依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 5-ALA和PpIX由PhotoCure ASA(挪威)
提供. 避光下称取100 mg PpIX, 加至20 mL二甲

亚砜(DMSO)内, 磁力搅拌器搅拌后, 超声波处

理2 h以上, 使其充分溶解, 然后用细胞培养液稀

释至所需浓度, DMSO终浓度不超过10 g/L. 高
分化食管鳞癌细胞KYSE-450和低分化食管鳞

癌细胞KYSE-70由美国ATCC提供. 荧光分光

光度计为LS-5型(Perkin Elmer). PDT光辐射仪

为PCI Biotech公司(挪威)生产. 流式细胞仪为

BD FACSDiVa Option(BD Biosciences公司. 美
国). 荧光显微镜为Nikon Eclips E800, 附带-60℃ 
高分辨率CCD成像设备. MTS为Promega产品. 
JC-1由美国Biotium公司生产. ATP定量测定试剂

盒来自Sigma公司. RPMI 1640培养液及其他试

剂均购自Sigma.
1.2 方法 
1.2.1 PpIX亚细胞定位的观察: 生长至80%左右

融合的KYSE-450、KYSE-70和Het-1A细胞用

胰蛋白酶-EDTA消化, 接种4×105个细胞至6孔
培养板, 每孔含4 mL RPMI 1640培养基(含100 
g/L小牛血清). 37℃ 50 mL/L CO2培养箱培养过

夜, 使细胞充分贴壁. 次日用无血清RPMI 1640
培养基洗涤2次, 分别用含1.5 mmol/L ALA的无

血清培养液孵育细胞3.5 h, 用含1 µmol/L PpIX
的无血清培养液孵育细胞2 h. 各培养板孔内再

加入500 nmol/L MitoTracker Green FM, 37℃ 
CO2培养箱继续孵育细胞30 min. 弃培养液, 细
胞用冷PBS洗涤2次, 荧光显微镜观察结果. 激
发波长为380-420 nm, 散射波长为630±20 nm. 
MitoTracker Green FM荧光信号激发波长为

465-495 nm, 散射波长为515-555 nm. 
1.2.2 线粒体膜电位(ΔΨm)测定: 细胞接种至6
孔培养板. 用1 mmol/L的ALA处理细胞, 方法

■研发前沿
目前有关PDT的
作用机制和影响
PDT疗效因素, 特
别是新型光敏剂
的研发并了解其
在肿瘤组织内的
不同分布和亚细
胞分布方式、光
敏作用的具体靶
细胞器及对光动
力学效应的影响
成为关注热点. 
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同上. KYSE-450细胞用0.4 µmol/L的PpIX处理, 
KYSE-70和Het-1A用0.2 µmol/L的PpIX处理, 以
使其能在细胞内产生相同水平的PpIX. 用ALA
处理的细胞(红光, 波长>600 nm), KYSE-450的
光照射剂量为7.2 J/cm2, KYSE-70和Het-1A的光

照射剂量为3.6 J/cm2. 用PpIX处理的3种细胞, 光
照射剂量均为14.4 J/cm2. 光处理完毕后弃去原

培养液, 加入100 µL含100 g/L小牛血清的新鲜

培养液, 暗处37℃ CO2培养箱孵育12 h. 刮取细

胞, 14 000 r/min离心5 min, 弃上清, 细胞沉淀用

0.5 mL 1×反应缓冲液重悬, 14 000 r/min离心5 
min, 弃上清. 加入0.5 mL JC-1工作液使细胞沉

淀重悬, 37℃温箱内孵育15 min. 用1 mL 1×反

应缓冲液洗涤2次, 最后用0.5 mL 1×反应缓冲

液重悬细胞, 流式细胞仪测定. 
1.2.3 线粒体结构的电镜观察: K Y S E-450、 
KYSE-70和Het-1A细胞分别用ALA、PpIX处理

和光照射, 方法和剂量同1.2.2. 对照组细胞不用

ALA或PpIX孵育, PDT处理方法相同. 光处理完

毕后加入4 mL含100 g/L小牛血清的新鲜培养液, 
暗处37℃ CO2培养箱孵育1 h后收获细胞. PBS洗
涤, 细胞沉淀用含10 g/L戊二醛和40 g/L甲醛的

二甲基砷酸盐(cacodylate)缓冲液悬浮, 固定细胞

过夜. 用10 g/L四氧化锇(osmium tetroxide)的二

甲基砷酸盐缓冲液再固定细胞1 h. 脱水处理: 分
别于700、900、960 mL/L的乙醇浸泡各3次, 每次

10 min, 最后浸泡于环氧丙烷(propylene oxide)中. 
细胞包埋入环氧树脂(Epon/Araldite), 玻璃刀切片, 
于玻片上以甲苯胺蓝(toluidine blue)染色, 普通光

镜观察定位. 用钻石刀做超薄切片, 乙酸双氧铀

(uranyl acetate)和柠檬酸铅染色, 电镜观察. 
1 .2 .4  光动力学处理和细胞存活活性的测定

(M T S法): 接种1×104个细胞至96孔培养板 ,  
37℃ 50 mL/L CO2培养箱培养过夜, 用200 μL无
血清RPMI 1640培养基洗涤2次. 加入100 μL含1 
mmol/L的ALA或各浓度的PpIX的无血清RPMI 
1640培养液, 暗处37℃ CO2培养箱孵育4 h. PDT
光辐射仪进行光处理, 波长>600 nm, 光流速15 
W/m2. 光处理完毕后立即弃去原培养液, 加入

100 μL含100 g/L小牛血清的新鲜培养液, 暗处

37℃ CO2培养箱孵育24 h. 经光动力学处理的细

胞, 每孔加入20 μL MTS液(浓度为5 g/L), 37℃温

箱内孵育1 h后, 取出冷至室温, 酶标仪测定492 
nm处的光吸收值. 所有试验均设6个平行孔, 至
少重复2次. 以无ALA但用相同光剂量处理的对

照孔设置为100%, 其他试验孔以此为对照计算

细胞存活率(%).
统计学处理 采用SigmaPlot软件Student's 

t -test, 所有数据以mean±SD表示, P <0.05为有显

著差异.

2  结果

2.1 ALA产生的内源性PpIX和外源性PpIX的亚

细胞分布 由于PpIX与蛋白质有很高的亲和能力

而造成PpIX外分泌至细胞外介质, 我们使用含

ALA或PpIX的无血清培养液处理细胞. 由ALA
产生的内源性光敏剂PpIX荧光主要分布在胞质

内, 与MitoTracker Green FM显示的线粒体荧光

分布在相同的区域, 说明由ALA产生的内源性

PpIX主要分布于线粒体. 然而外源性PpIX由于

主要是靠渗透作用进入细胞, 其荧光信号弥漫

性分布于整个细胞质, 完全区别于MitoTracker 
Green FM荧光显示的线粒体位置(图1).
2.2 ALA-PDT和PpIX-PDT对线粒体膜电位的破

坏 对照组细胞无光敏剂孵育, 仅用光处理, 测定

结果发现仅有不足10%的细胞线粒体膜电位消

失(图2). KYSE-450、KYSE-70和Het-1A细胞经

ALA-PDT 12 h后, 线粒体受损的细胞分别达到

22%、52%和33%, 而外源性PpIX-PDT12 h后线

粒体受损细胞率仅分别为15%、14%和18%, 表
明ALA-PDT比外源性PpIX-PDT更趋向于破坏

线粒体.
2.3 PDT后线粒体结构的电镜观察 由图3可见, 
ALA-PDT后仅1 h, 一些线粒体即已出现受损状

态, 图中可见线粒体内嵴不明显, 出现空泡和膨

胀. 但外源性PpIX-PDT后1 h, 细胞内大部分线

粒体仍保持完整结构. 图中显示的应用不同光

敏剂而出现的线粒体形态学上的变化差异, 进
一步证实ALA-PDT初始的细胞内损伤是源于对

线粒体的破坏作用. 3种细胞系均出现相同的实

验结果.
2.4 ALA-PDT和PpIX-PDT对细胞的不同杀伤作

用 KYSE-450用0.4 µmol/L外源性PpIX处理、

KYSE-70和Het-1细胞用0.2 µmol/L的外源性

PpIX处理, 能与1 mmol/L的ALA处理后产生相

同浓度的胞内PpIX, 以比较ALA-PDT和PpIX-
PDT之间的光动力效果. 细胞PDT处理后, 随光

剂量的增强, PDT后24 h细胞的存活率逐渐下

降(图4). 虽然ALA和外源性PpIX在细胞内产生

相同水平的胞内PpIX, 但ALA-PDT的细胞杀

伤效果明显好于以外源性PpIX作为光敏剂的

PDT(P <0.01), 所有3种细胞均有相同的结果. 由

■相关报道
Morgan et al 报道
ALA-PDT主要诱
导线粒体的损伤, 
这是由于ALA是
细胞内血红素合
成途径中的中间
产物, 而血红素的
合成是在线粒体
内进行的. 细胞吸
收的光敏剂或内
部合成的内源性
光敏剂并不总位
于光化学敏感位
点 ,  研 究 这 些 光
化学敏感位点与
PDT的关系有助
于寻找提高PDT
效能的手段.
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于由ALA产生的内源性PpIX主要分布于线粒体, 
而外源性PpIX弥漫性分布于整个细胞质, 因而

本结果提示线粒体的损伤在细胞杀伤过程中

起非常重要的作用, 线粒体是PDT的一个重要

■应用要点
本研究利用能在
细胞内产生内源
性 光 敏 剂 P p I X
的ALA和外源性
PpIX作为光敏剂
处 理 细 胞 ,  研 究
不同来源的PpIX
在人食管鳞癌细
胞系KYSE-450、
KYSE-70及人食
管上皮永生细胞
系Het-1A中的分
布特征以及与光
动力学效应的关
系, 以期为新光敏
剂的开发和治疗
手段的改善提供
实验依据.

图  2  ALA-PDT和PpIX-PDT对线粒体膜电位(ΔΨm)的破坏. A-C: KYSE-450; D-F: KYSE-70; G-I: Het-1A; A、D、G: 对照

组; B、E、H: ALA; C、F、I: Exo-PpIX; 图中的百分数为ΔΨm消失细胞的百分比.
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图  1  ALA产生的内源性PpIX和外源性PpIX在KYSE-450细胞中的亚细胞分布(×600). A: ALA-PpIX; B: Exo-PpIX; C: 

MitoTracker; D: MitoTracker; E: Phase-contrast; F: Phase-contrast.
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靶细胞器.

3  讨论

PDT虽已被广泛应用于一些肿瘤组织及癌前病

变组织的治疗[4-6], 然而其确切机制仍不十分清

楚. 研究开发更理想的新光敏剂以提高PDT的
临床疗效是目前PDT领域研究的重点之一[7], 因
此关于光敏剂在肿瘤组织内的不同分布方式和

其亚细胞不同分布方式、光敏作用的具体靶

细胞器及对光动力学效应的影响, 仍需更多的

了解. ALA本身不具备光敏作用, 是内源性光敏

剂PpIX前体. 内源性光敏剂PpIX是细胞内血红

素(Heme)生物合成的中间产物, 在线粒体内形

成[8-9]. 本研究利用能在细胞内产生内源性光敏

剂PpIX的ALA和外源性PpIX作为光敏剂处理

细胞, 观察PpIX在食管鳞癌细胞(KYSE-450、
KYSE-70)和食管上皮永生细胞(Het-1A)内的亚

细胞分布形式、PDT作用位点及与PDT细胞杀

伤效果之间的关系. 研究发现用ALA和外源性

光敏剂作用细胞后, 细胞内PpIX的分布方式明

显不同. 由ALA产生的内源性光敏剂PpIX主要

分布在线粒体, 少部分结合于胞质膜, 而外源性

PpIX由于其脂溶性的特性, 被细胞吸收后主要

由渗透和扩散作用, 弥漫性分布于整个细胞质. 
因光敏剂受光的激发所产生的对肿瘤细胞起主

要毒性作用的单态氧(singlet oxygen, 1O2)的寿命

和扩散距离非常短(寿命小于0.05 µs, 扩散半径

小于0.02 µm), 因而PDT的作用位点就仅限于光

敏剂所处的位置[4,10-11]. 
线粒体是细胞有氧呼吸的基地和供能的场

所, 对维持细胞的生命活动功能至关重要, 而且

也对细胞凋亡信号途径的起始起中心作用[12-13], 
因此不难理解线粒体应是潜在的PDT重要靶位

点. 线粒体具有丰富的内膜, 内膜向内凹陷形成

线粒体嵴(crista), 是实现电子传递的支架, 在电

子传递过程中将氧化反应的能量转变成ATP的

■名词解释
光动力学疗法: 经
口服或局部应用
的光敏剂能选择
性积蓄于肿瘤细
胞和组织内, 在分
子氧的存在下, 经
特定波长的可见
光激发能产生单
态氧和氧自由基
等活性物质, 导致
肿瘤细胞凋亡或
坏死.

图  4  ALA-PDT和PpIX-PDT后细胞的存活活性. A: KYSE-450; B: KYSE-70; C: Het-1A. bP<0.01 vs  ALA-PDT组.
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图  3  电镜显示的PDT对线粒体超微结构的损伤. N: 细胞核; 箭头: 线粒体. A: KYSE-450用ALA处理; B: KYSE-450用Exo-

PpIX处理; C: KYSE-70用ALA处理; D: KYSE-70用Exo-PpIX处理; E: Het-1A用ALA处理; F: Het-1A用Exo-PpIX处理.
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形式为细胞供能. 由于PDT效应对参与氧化磷

酸化过程的一些成分作用, 如ATP合成酶复合

体的光氧化作用(photooxidation)[10], 导致线粒

体内膜膜电位(ΔΨm)消失, 氧化磷酸化解体, 能
量合成能力受损, 线粒体膜的通透性增加, 转运

复合孔开放释放出一些与凋亡相关的因子, 如
凋亡诱导因子(AIF)、caspase和SMAC(second 
mitochondria-derived activator of caspases)等而

启动了细胞凋亡的产生[14]. 除结合于线粒体上的

光敏剂对线粒体的直接破坏外, 其他间接途径

也可影响线粒体功能, 如溶酶体上的光敏剂受

光激发后也能释放出某些蛋白酶, 裂解Bid产生

较短的具有促凋亡活性的tBid, 参与了线粒体凋

亡途径[15]. 为探讨光敏剂的不同亚细胞分布形式

对线粒体的损伤及与PDT的细胞杀伤能力之间

的关系, 我们分别用PpIX的前体ALA(PpIX主要

产生并定位于线粒体)和造成弥漫性分布的外源

性PpIX处理细胞, 结果发现ALA-PDT后出现更

多的细胞线粒体膜电位去极化, 表明内源性光

敏剂PpIX能更有效地破坏线粒体功能. PDT后线

粒体超微结构的形态学变化如线粒体内嵴减少

或消失, 出现空泡和肿胀等, 进一步证实线粒体

是ALA-PDT的主要靶作用位点. 这些结果与内

源性PpIX的亚细胞分布相互印证. 
但在3种细胞, ALA-PDT对细胞的杀伤效

果均显著高于外源性PpIX-PDT. 由于本实验使

用的ALA和外源性PpIX的浓度能产生相同水平

的细胞内PpIX, 因而光动力学效果的差异可能

与内、外源性PpIX在细胞内的分布方式不同有

关, 说明线粒体对PDT刺激更加敏感. 由于脂溶

性光敏剂易于被血清中的低密度脂蛋白结合而

利于运输和被肿瘤细胞吸收, 因此Barge et al [16]

利用脂类取代基如胆固醇基(cholesteryl)和辛氧

基(octyloxy)与光敏剂SiPc作用合成新的SiPc衍
生物(Chol-O-SiPc和Octo-O-SiPc), 以增强其脂

溶性, 发现其PDT效果大大增强. 脂类基团不仅

能增强其运输能力和细胞的吸收能力, 而且能

结合到与细胞凋亡和/或坏死有关的主要细胞

器如线粒体, 内质网和高尔基复合体等, 推测这

可能是增强PDT细胞杀伤能力的主要原因. 另
外光敏物质在细胞内的定位也决定了是以凋亡

为主还是以坏死为主. 因为研究发现, 结合到线

粒体上的光敏剂通过释放一些凋亡诱导因子

和细胞色素C能结合并活化caspase-9, caspase-9
又激活caspase-3, 通过对Caspase活化DNA酶

(caspase-activated dnase, CAD)的抑制子(inhibitor 

of caspase-activated Dnase, ICAD)的蛋白水解作

用而激活CAD[17]. 活性形式的CAD从胞质转至

胞核, 引起染色质凝集和DNA片断化, 主要诱导

凋亡[4,18], 而结合到溶酶体上或胞质膜上的光敏

剂, 则在受光激发后破坏细胞膜的完整结构, 造
成肿胀和膜泡形成, 并破坏溶酶体膜结构, 释放

出组织蛋白酶[19], 主要以引起细胞坏死为主. 由
于诱导凋亡是PDT的主要机制之一, 因此我们认

为这种光敏剂不同的亚细胞定位造成的不同细

胞杀伤效果可能与是否有效诱导细胞凋亡有关. 
光敏剂、合适波长的光和分子氧已知是

PDT效应的3个必要因素. 然而越来越多的证据

表明, PDT的临床治疗效果也依赖于光敏剂在肿

瘤组织和肿瘤细胞内的分布形式[2]. 线粒体由于

在能量新陈代谢中的重要作用, 使其成为PDT的
重要靶位点. 本研究表明光动力学效应对细胞

线粒体的损伤与PpIX在细胞内的分布有关, 而
且分布于线粒体的PpIX比弥漫分布于细胞质的

PpIX具有更强的PDT效应. 结果提示能作用于

线粒体的光敏剂是未来新光敏剂研制的重点. 
因而一种光敏剂的PDT效果不能单纯靠细胞积

聚程度和光激活敏感性来判断, 更重要的是在

细胞内的分布位置, 研究这些光化学敏感位点

与PDT的关系有助于寻找提高PDT效能的手段.
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第二十一次全国中西医结合消化学术会议征文通知   
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性肠病和消化内镜新技术临床应用演示)新技术新理论继续教育学习班. 学习班招收对象: 中西医结合、

中医或西医的消化专业医师、科研人员、研究生等. 参加学习班者授予国家级1类继续教育学分; 大会论

文报告者另授继续教育学分6分. 
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功能性胃肠病、炎症性肠病中西医结合基础与临床治疗研究; 幽门螺杆菌相关疾病的中西医结合基础与治疗

研究; 脂肪肝、慢性肝炎与肝硬化等常见肝病的中西医结合基础与临床研究; 消化系肿瘤中西医结合诊疗; 脾

胃学说及其临床应用; 其他消化系统疾病(包括食管、胃、肝、胆、胰腺等疾病)的基础研究、临床研究与实

践等.
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3      联系方式 
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