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■背景资料
食管癌是世界上
六大常见的恶性
肿瘤之一, 目前仍
是引起人类死亡
的主要原因, 所以
寻求食管癌的综
合治疗方法是治
疗食管癌的方向
之 一 .  细 胞 分 化
疗法与PDT疗法
相结合能否提高
PDT疗效对临床
具有重要的指导
意义，因此食管
癌细胞的分化诱
导是否能影响光
动力学效应的探
究能对食管癌临
床治疗提供理论
指导.
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Abstract
AIM: To investigate the impact of all-trans reti-
noic acid (ATRA)-induced cell differentiation on 
photodynamic sensitivity of human esophageal 
cancer cell line KYSE-70.

METHODS: Both well and poorly differenti-
ated KYSE-450 cell lines were used in this study. 
KYSE-70 differentiation was induced with 1 
µmol/L ATRA and evidenced by cell morphol-
ogy and proliferation. Phototoxicity after pho-
todynamic therapy (PDT, 450 nm) was detected 
by MTT assay. Apoptosis was measured by flow 
cytometry, and morphology of apoptotic cells 
was visualized after Hoechst 33342 staining.

RESULTS: Cells after ATRA treatment exhibited 
increased size, reduced cytoplasmic and nuclear 
density, and nuclear enlargement. Cell growth 
was inhibited compared to control cells. After 
PDT treatment, the survival of well differentiated 
KYSE-450 cells and ATRA-treated KYSE-70 cells 
were reduced compared to poorly differentiated 
KYSE-70 cells. Cell viability differed significantly 
between ATRA-treated and non-treated KYSE-70 
cells after PDT treatment (54.28% ± 3.64% vs 
36.23% ± 7.43%, P < 0.001). The percentage of 
apoptotic cells in ATRA-induced KYSE-70 cells 
was less than that in non-treated KYSE-70 cells 
(18.1% vs 33.3%, P < 0.05).

CONCLUSION: ATRA-induced cell differen-
tiation decreases photodynamic sensitivity of 
esophageal cancer KYSE-70 cells possibly by in-
ducing resistance to apoptosis.

Key Words: Esophageal cancer; Cell differentiation; 
Photodynamic therapy; ALA
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摘要
目的: 研究全反式维甲酸(ATRA)对低分化食
管鳞癌细胞系KYSE-70的分化诱导作用及对
光动力学疗法(photodynamic therapy, PDT)的
应答敏感程度.
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■研发前沿
目前此领域的研
究热点、重点是 
有关PDT的作用
机制和影响PDT
疗效因素的研究, 
新型光敏剂的研
发 ,  P D T 治 疗 与
其他治疗方法的
结合.

方法: 以高分化食管鳞癌细胞KYSE-450和低
分化食管鳞癌细胞KYSE-70为研究对象, 用1 
µmol/L ATRA为诱导剂, 诱导KYSE-70细胞从
低分化状态向高分化状态分化, 通过细胞形态
学、增殖实验来验证; 细胞以1 mmol/L ALA 
处理, 不同剂量的450 nm蓝光照射, MTT法测
定PDT对细胞的光毒毒性; 流式细胞法测定
PDT诱导的凋亡水平, Hoechst 33342染色后观
察凋亡细胞的胞核形态.

结果: 经ATRA处理后, 诱导组与对照组相比, 
细胞变扁平、体积增大、胞质密度减低、核
变大、核密度亦减低、细胞生长缓慢. 高分
化KYSE-450、分化诱导后的KYSE-70细胞和
未诱导KYSE-70细胞用ALA处理后进行蓝光
PDT, MTT结果显示高分化KYSE-450和分化
诱导后KYSE-70的细胞存活率明显高于未诱
导细胞, 而高分化KYSE-450细胞敏感性略微
低于分化诱导后的KYSE-70细胞. 当光剂量
为225 mJ/cm2时, 诱导前后细胞存活率分别为
36.23%±7.43%和54.28%±3.64%, 有极显著
差异(P <0.001); 分化诱导后的KYSE-70细胞凋
亡率(18.1%)亦低于未诱导的细胞(33.3%).

结论: 经分化诱导后的食管鳞癌细胞PDT敏感
性明显差于未诱导的食管鳞癌细胞, 提示细胞
分化诱导疗法不仅不能增强PDT效应, 反而降
低疗效; 细胞分化诱导对PDT效果的影响部分
通过抑制凋亡而实现.

关键词: 食管癌; 细胞分化; 光动力学疗法; ALA
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0  引言

光动力学疗法(Photodynamic therapy, PDT)是近

20多年来应用于浅表肿瘤临床治疗的一种非手

术替代疗法[1]. 选择性存积于肿瘤细胞内的光敏

剂经特定波长的光照射激发后, 发生光物理化

学反应, 产生活性氧等[1-3], 导致肿瘤细胞凋亡或

坏死[4]; 或通过破坏肿瘤组织内的微血管循环系

统, 使肿瘤细胞缺氧或营养匮乏而衰竭. 虽然以

ALA为光敏剂的PDT(ALA-PDT)已经用于食管

癌变的治疗[5], 但其具体杀伤机制还不十分清楚, 
而且许多因素能影响PDT的效果[7-11]. 我们前期

实验初步发现食管癌不同分化状态具有不同细

胞内光敏剂合成蓄积能力并呈现PDT敏感性的

差异[6], 为进一步验证食管癌细胞分化对PDT疗
效的影响, 本研究利用公认的分化诱导剂全反

式维甲酸对低分化的食管鳞癌KYSE-70细胞进

行分化诱导, 并观察诱导分化后细胞对PDT处理

的敏感性变化, 以期为临床提供理论指导.

1  材料和方法

1.1 材料 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. 
5-ALA由PhotoCure ASA(挪威)提供. Bradford 
BCA蛋白质测定试剂盒购自Pierce公司. 流式双

染试剂盒购自Biovision公司, 流式细胞仪为EP-
ICS XL-MCL(Beckman Coulter公司, 美国). 荧
光显微镜为Nikon TS100. MTT为Promega产品, 
RPMI 1640培养液购自Solarbio, 全反式维甲酸

(ATRA)及其他试剂均购自Sigma.
1.2 方法 
1.2.1分化诱导的细胞增殖实验: 生长至80%左

右融合的KYSE-70细胞用胰蛋白酶-EDTA消

化, 按1.6×104个细胞/孔接种到96孔培养板, 
37 ℃ 50 mL/L CO2培养箱培养过夜, 使细胞充

分贴壁. 次日用含0.1 µmol/L、1.0 µmol/L、
10.0 µmol/L、50.0 µmol/L ATRA的无血清

RPMI 1640液孵育细胞, 并设血清组和无ATRA
空白对照, 分别孵育24 h、48 h、72 h、96 h后, 
每孔加入20 µL MTT液, 37 ℃ 4 h, 测定490 nm
处的光吸收值. 所有试验均设5个平行孔, 至少

重复2次. 以血清组对照孔设置为100%, 其他试

验孔以此为对照计算细胞存活率(%).
1.2.2 分化形态学鉴定: 生长至80%左右融合的

KYSE-70细胞用胰蛋白酶-EDTA消化, 接种4×
105个细胞至6孔培养板, 37 ℃ 50 mL/L CO2培养

箱培养过夜, 使细胞充分贴壁. 次日用含1 µmol/L 
ATRA的无血清RPMI 1640液孵育72 h, 隔天换

液, 在倒置显微镜下仔细观察并拍照, 记录细胞

状态. 之后利用Hoechst 33342染色, 工作浓度4 
µg/mL, 染色时间10 min, 收获细胞, PBS洗涤一

次后荧光显微镜观察. 以上操作须在弱光下进

行, 所有试验均设3个平行孔, 至少2次重复试验.
1.2.3 PDT处理及细胞存活率测定: KYSE-70、
KYSE-450细胞按1.6×104个细胞/孔接种到96孔
培养板, 次日用含1 µmol/L ATRA的无血清RPMI 
1640液孵育细胞72 h后, 吸去ATRA诱导液, 用含

1 mmol/L ALA的无血清RPMI 1640液孵育4 h后, 
立即PDT处理. 采用可见蓝光(波长450 nm)照射, 
光照剂量设定7.5 mJ/cm2, 75 mJ/cm2, 150 mJ/cm2, 
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■相关报道
本课题组曾以高
分化食管鳞癌细
胞KYSE-450和低
分化食管鳞癌细
胞KYSE-70为研
究对象, 利用荧光
分光光度法测定
不同浓度ALA处
理后细胞内PpIX
的 浓 度 ,  分 别 使
用不同剂量的红
光和蓝光对细胞
进 行 照 射 处 理 , 
MTS法测定PDT
对细胞的光毒毒
性 ;  发 现 高 分 化
KYSE-450细胞比
低分化KYSE-70
细胞具有更强的
PpIX合成或累积
水平, 高分化细胞
虽然PpIX产量高
于低分化细胞, 但
无论是红光PDT
还是蓝光PDT, 其
敏感性均明显差
于低分化细胞.

225 mJ/cm2, 300 mJ/cm2, 并设无光照射和无ALA
空白对照. 处理完毕立即更换新鲜含10%小牛血

清的培养液, 37 ℃ 50 mL/L C O2培养箱孵育24 
h. 然后每孔加入20 µL MTT液, 37 ℃ 4 h, 测
定490 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(%)并绘图.
1.2.4 细胞凋亡染色鉴定: 生长至80%左右融合

的KYSE-70细胞用胰蛋白酶-EDTA消化, 接种4
×105个细胞至6孔培养板, 37 ℃ 50 mL/L CO2培

养箱培养过夜, 使细胞充分贴壁. 次日用含不同

浓度ATRA的无血清RPMI 1640液孵育72 h, 隔
天换液, 并设KYSE-70和KYSE-450对照组, 孵育

72 h后用含1 mmol/L ALA的无血清RPMI 1640
液孵育4 h后, 立即PDT处理. 采用可见蓝光(波
长450 nm)照射, 光照剂量为225 mJ/cm2和270 
mJ/cm2(细胞杀伤率均为75%), 倒置显微镜观察

并拍照, 记录细胞状态. 之后利用Hoechst 33342
染色, 工作浓度4 µg/mL, 染色时间10 min, 收获

细胞, PBS洗涤1次后荧光显微镜观察并拍照. 以
上操作须在弱光下进行, 所有试验均设3个平行

孔, 至少2次重复试验.
1.2.5 细胞凋亡流式检测: AnnexinV-FITC/PI流
式法检测细胞凋亡率. 接种4×105个细胞至6孔

培养板, 1 µmol/L ATRA的无血清RPMI 1640液
孵育细胞72 h后, 1 mmol/L ALA处理4 h, 蓝光

光照, 光剂量分别为180 mJ/cm2, 225 mJ/cm2和

270 mJ/cm2(杀伤率均为75%的光剂量). 收获细

胞, 加入500 µL的BindingBuffer悬浮细胞; 加入5 
µL AnnexinV-FITC混匀后, 加入10 µL Propidium 
Iodide, 混匀, 室温避光反应10 min, 于1 h内流式

细胞仪检测细胞凋亡率.

2  结果

2.1 食管鳞癌细胞KYSE-70分化诱导形态 ATRA
诱导72 h后的细胞变扁平, 体积增大, 胞质密度减

低, 核变大, 核密度亦减低, 细胞间隙加宽(图1).
2.2 细胞分化诱导后的增殖曲线 KYSE-70细胞

用不同浓度的ATRA处理, 分别诱导24 h、48 h、
72 h、96 h后测得的细胞存活率曲线见图2A, 各
组的A值和抑制率相比差异分别有统计学意义

(P <0.05), 药物浓度越高、作用时间越长, 其抑

制作用越强. 1 µmol/L ATRA作用72 h时, 抑制率

为0.85±0.05, 利于后续实验的检测. 其后曲线

趋于平缓, l µmol/L ATRA作用96 h后, 抑制率为

0.86±0.07, 与72 h时的抑制率基本一致, 抑制率

达到最大. 以1 µmol/L的ATRA作用KYSE-70细
胞后的MTT结果显示能显著抑制细胞增殖, 细
胞生长缓慢(图2B). 后续实验均采用l µmol/L的
ATRA浓度, 作用时间为72 h.

图  1  KYSE-70 细胞ATRA诱导72h之后的镜检和Hoechst 33342染色结果. A: KYSE-70对照组; B: KYSE-70诱导组; C: 

KYSE-70对照染色组; D: KYSE-70诱导染色组.

A B

C D
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2.3 PDT的细胞光毒毒性 高分化KYSE450、分

化诱导后的KYSE-70细胞和未诱导KYSE-70细
胞用ALA处理后进行蓝光PDT, MTT结果显示

高分化KYSE-450和分化诱导后KYSE-70的细

胞存活率明显高于未诱导细胞(图3A), 而高分化

KYSE-450细胞敏感性略微低于分化诱导后的

KYSE-70细胞. 当光剂量为225 mJ/cm2时, 诱导

前后细胞存活率分别为36.23%±7.43%和54.28%
±3.64%, 有极显著差异(P <0.001, 图3B). 结果显

示肿瘤细胞的不同分化状态影响了PDT效果, 细
胞分化诱导后增强了对PDT的抵御能力.
2.4 细胞凋亡的流式检测结果 为了解ALA-PDT
对KYSE-450和诱导前后KYSE-70细胞的光毒

性诱导的细胞凋亡状况, 使用流式细胞仪测定

细胞凋亡率. KYSE-450、KYSE-70和分化诱

导KYSE-70分别使用的光剂量为270 mJ/cm2、

180 mJ/cm2和225 mJ/cm2光照强度, 在此光剂量

下三者细胞死亡率均为75%左右. PDT后24 h 
KYSE-450细胞凋亡率为16.3%, 诱导前KYSE-70
细胞凋亡率为33.3%, 诱导后则降至18.1%(图4), 
提示抑制细胞凋亡是细胞分化增强对PDT抵御

能力的重要机制之一. 
2.5 细胞凋亡形态学结果 为进一步验证PDT诱
导的细胞凋亡, PDT处理后24 h的细胞用Hoechst 
33342染色, 荧光显微镜观察, 结果见图5. 非凋

亡细胞核染色均一, 凋亡细胞核明显凝集变亮, 
呈边缘化或裂解. 显微镜下记数的细胞凋亡率

基本与流式法结果相符.

3  讨论

许多因素能影响PDT临床疗效, 这些因素除了光

敏剂、不同波长的光[12]及氧分子[13-15]以外, 还包

括凋亡相关基因的表达状况及肿瘤细胞的分化

状态等[16-19]. 阐明影响食管癌PDT疗效的因素与

机制, 对于探讨提高PDT临床疗效的新方法和

新思路, 为临床上能够预测PDT疗效, 针对不同

肿瘤患者制定合理的个体化治疗方案, 或通过

干预癌组织的生物学性状而提高肿瘤患者临床

PDT的疗效具有重要意义. 我们前期实验初步

发现高分化食管鳞癌KYSE-450细胞比低分化

KYSE-70细胞PDT敏感性差, 为进一步验证此结

果, 我们利用ATRA对低分化KYSE-70细胞进行

■创新盘点
虽然以ALA为光
敏剂的PDT已经
用于食管癌及癌
前病变的治疗, 但
其具体杀伤机制
还 不 十 分 清 楚 , 
而且许多因素能
影响PDT的效果. 
阐明影响食管癌
PDT疗效的因素
与机制, 对于探讨
提高PDT临床疗
效的新方法和新
思路, 为临床上能
够预测PDT疗效, 
针对不同肿瘤患
者制定合理的个
体化治疗方案, 或
通过干预癌组织
的生物学性状而
提高肿瘤患者临
床PDT的疗效具
有重要意义. 本研
究结果显示经分
化诱导后的食管
鳞癌细胞PDT敏
感性明显差于未
诱导的食管鳞癌
细胞, 提示细胞分
化诱导疗法不仅
不能增强PDT效
应 ,  反 而 降 低 疗
效. 结果对食管癌
临床PDT治疗具
有指导意义.

E

图  3  PDT对肿瘤细胞的杀伤作用. A: 不同剂量蓝光PDT(450 nm)对KYSE-70、KYSE-450和ATRA诱导72 h后的KYSE-70

细胞的光毒毒性; B: 光剂量为225 mJ/cm2时PDT后的细胞存活率. aP<0.05 vs  KYSE-70.
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图  2  细胞分化诱导后的增值曲线. A: 不同浓度ATRA对KYSE-70细胞生长的抑制率; B: 1 μmol/L ATRA对KYSE-70细胞

增殖的影响. aP<0.05 vs 血清组KYSE-70.
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分化诱导, 经ALA孵育后PDT处理, 发现分化诱

导后的KYSE-70细胞具有较低的细胞PDT光毒

毒性, 结果进一步显示食管鳞癌细胞的分化影

响了PDT效果.
ALA是一种内源性光敏剂[20], 之所以称为

内源性光敏剂是因为他是细胞合成血红蛋白的

前体, ALA本身无光毒性, 而是通过他的代谢产

物原卟啉IX(PpIXp)发挥作用[21]. ALA在胞质中

经过胆色素原、尿卟啉、粪卟啉、原卟啉原Ⅲ

等途径, 进入线粒体内形成PpIX, 最后在亚铁原
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图  4  PDT诱导的细胞凋亡率. A: KYSE-450细胞阴性对照; B: KYSE-450细胞PDT后凋亡率; C: KYSE-70细胞阴性对照; D: 

诱导前KYSE-70细胞PDT后凋亡率; E: ATRA诱导组KYSE-70细胞PDT后凋亡率; F: 各组细胞凋亡率对比. 
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■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.
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卟啉合成酶(Ferrochelatase)催化下成为血红素[22,23]. 
在此过程中ALA的产生受Heme的反馈抑制, 当
有外源性ALA存在的情况下则解除了这种反馈

抑制, 增强了PpIX的合成. 另外限速酶亚铁原卟

啉合成酶亦有PpIX合成调控作用[6,22]. 肿瘤细胞

内这些代谢酶活性可存在差异, 结果造成PpIX
在线粒体内的浓度有所不同, 这可以部分解释

不同肿瘤细胞的PDT敏感性差异的结果. 但本实

验分化诱导前后PDT结果表明, 分化诱导后肿瘤

细胞PDT效果较差, 况且我们前期实验结果表明

虽然高分化细胞含较高浓度的PpIX, 但具备一

定的抵御PDT毒性作用, 结果进一步提示分化程

度造成的不同PpIX积累能力并不是决定PDT效
应的唯一因素, 食管癌细胞的分化过程可能形

成了某一种机制, 增强了细胞对外界刺激的抵

御能力.
全反式维甲酸是维生素A的一种重要衍生

物[24,25], 随着全反式维甲酸治疗急性早幼粒细胞

性白血病的成功实践, 目前已广泛被作为分化

诱导剂应用于肿瘤治疗领域[26-28]. 随着分子生物

学研究的深入及对肿瘤多因素多阶段渐进发病

机理的认识, 肿瘤的临床治疗趋向于多学科综

合治疗. PDT亦能与肿瘤的其他疗法相结合, 如
手术切除后结合使用PDT杀死残留的癌细胞[29,31]. 
然而本实验中分化诱导后的KYSE-70细胞和未

诱导KYSE-70细胞用ALA处理后进行蓝光PDT, 
MTT显示经分化诱导后的食管鳞癌细胞PDT敏
感性明显差于未诱导的低分化食管鳞癌细胞, 
提示细胞分化诱导疗法不仅不能增强食管鳞癌

细胞PDT效应, 反而降低疗效. PDT对肿瘤细胞

的杀伤作用大多是通过诱导凋亡与坏死两种机

制的结合, PDT后肿瘤细胞死亡是以凋亡为主还

是以坏死为主与许多因素有关[5,16]. 本研究发现

ALA-PDT引起的分化诱导后的KYSE-70细胞凋

亡率由诱导前的33.3%降至18.1%, Hoechst 33342
染色后, 荧光显微镜下也可发现胞核凝集与裂解

等典型的凋亡特征, 显微镜下记数的细胞凋亡率

基本与流式法结果相符, 提示分化诱导后肿瘤细

图   5   K Y S E - 4 5 0 、 
KYSE-70和ATRA-KYSE-70
细 胞 A L A - P D T 处 理 后
的 H o e c h s t  3 3 3 4 2 染 色
结 果 .  A :  K Y S E - 4 5 0 细

胞 ;  B :  K Y S E - 4 5 0 细 胞

Hoechst 33342染色; C: 诱

导前KYSE-70; D: 诱导前

KYSE-70 Hoechst 33342

染 色 ;  E :  A T R A 诱 导 后

KYSE-70 细胞; F: ATRA

诱导后KYSE-70 Hoechst 

33342染色.

A B

D

E F

C

■同行评价
本实验设计合理, 
采用方法实用, 结
果 可 靠 ,  结 论 客
观, 对临床治疗有
指导意义.
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胞对PDT的抵御作用部分通过抑制凋亡而实现.
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和书眉, 修改作者的意见, 电子编辑进行三校. 责任科学编辑制作整期中英文摘要, 并将英文摘要送交英文编辑

进一步润色. 责任电子编辑再将整期进行二次黑马校对. 责任科学编辑审读本期的内容包括封面、目次、正

文、表格和图片, 并负责核对作者、语言编辑和语言审校编辑的清样, 负责本期科学新闻稿的编辑. 

第七步 印刷、发行: 编辑部主任和主编审核清样, 责任电子编辑通知胶片厂制作胶片, 责任科学编辑、电子编

辑核对胶片无误送交印刷厂进行印刷. 责任电子编辑制作ASP、PDF、XML等文件. 编务配合档案管理员邮寄

杂志. 

第八步 入库: 责任电子编辑入库, 责任科学编辑审核, 包括原始文章、原始清样、制作文件等.

《世界华人消化杂志》从收稿到发行每一步都经过严格审查, 保证每篇文章高质量出版, 是消化病学专

业人士发表学术论文首选的学术期刊之一. 为保证作者研究成果及时公布, 《世界华人消化杂志》保证每篇文

章16 wk内完成. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-18)
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