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HpD 在诊治癌症过程中的光敏机理
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提要:本文就目前提出的几种 HpD 的光敏机制，通过离体培养的癌细胞p 在

‘ RpD 的浓度接近诊治癌症的临床条件下进行了比较。初步推断在 HpD-光敏诊治

癌症过程中起主导作用的机制仍是单态氧。
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Abstract: This paper compares photorensitization mechanisms of HpD suggested at prωent 

by means of vitro cancer cellular experiment. The concentrations of HpD are near to the clinical 

conditions for diagnosis and treatment of cancer. It is derived that the major mechanism in 

the process of HpD-photosensitized therapy of cancer is still the singlet oxygen. 
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对 HpD 光敏机理的研究已有比较多的

报道。当前学者们普遍认为有两种机制:

(1) 单态氧(102); (2) 自由基。认为 HpD

可通过两种途径产生十分活泼的自由基，引
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起生物分子一系列链锁反应，以致杀死癌细

胞。一种是激发态的 HpD 直接与生物分子

作用，产生 HpD 阴离子自由基和生物分子

自由基凶。另一种是激发态的 HpD 先把能

量转移给氧和水，使它们形成超氧阴离子

02~ OH 和水化电子等中介自由基来攻击

生物分子凶，sL

在这个基础上，意大利的 A.A丑drωni

用凡脉冲激光器验证了 HpD 的双光子效

应。提出了 HpD 两步激先激活作用模

型[4] 进而认为脉冲光源杀伤癌细胞的效率

高于连续光源。

但在 HpD-光敏诊治癌症过程中究竟哪

一种机制起主导作用，这对临床诊治和药物

的改进都是需要回答的问题。为此p 我们设

计了本实验，希望能对光源的选择和药物的

发展方向提供有益的信息。

• 

二、实验材料、装置和步骤

实验所用细胞为人胃癌细胞和宫颈癌

Hela 细胞两种。细胞浓度 :::::;4x 105 个/ml，

细胞培养液分别为 Hanks 液和加有小牛血

清的 RPMI-1640 两种。细胞样品装在内径

为 8mm 的试管中，被辐照的细胞样品体积

为 0.6ml。

实验所用的 HpD 为 1984 年 4 月初生

产的 SHpD (字头 "8"代表某单位生产的

HpD，该药已经临床试用过)0 HpD 的浓度

为 10μg/ml 和 20μg/ml 两种。所用的激

光光源为由调 QNd3+ :YAG 激光器经倍

频、调谐产生的 622 "，630 nm 的脉冲激光。

脉宽 7卫SJ 平均功率~200 和 400kW。重复

频率为 2 次/秒、 6 次/秒和 10 次/秒三种。

光斑直径 8mm。还用了波长为 647丑皿的

氮离子激光p 功率为 2.7W 和1.8W 两种，

光斑直径分别为 8皿m 和 6mm。

细胞在含 HpD 的培养基中(约 4x105

个细胞/ml) 孵育两小时后，即用激光辐照。
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辐照时间在使用脉冲激光时为 10 分钟，在使

用连续激光时辐照 1 分钟或 1 分半钟。激光

辐照后的样品立即经台盼蓝染色，在医用显

微镜下计数(每管重复计数 2"，4 次，各照射

管均有两个复管)求存活率。

三、实验结果

HpD 对癌细胞的光敏杀伤效应由图 1

明显可见。
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图 1 HpD 对癌细胞的光敏杀伤效应

图中 A 表示细胞样品不加 SHpD，不用

激光辐照的存活率 B 表示不加 SHpD，单

用激光辐照的存活率;0 为只加 SHpD，不用

激光辐照的存活率 D 为加SHpD，又用激

光辐照的存活率。

上述实验是用输出波长为 647nm，激

光功率为1.8W 的连续激光辐照宫颈癌

Hela 细胞 1 分半钟后，过半小时 (此时细胞

温度约为 3500) 的检测结果。用人胃癌细胞

分别在连续或脉冲器件上得到类似的结果。

由此不难看出，在用 HpD 光敏诊治癌症过

程中，只有在"光刀和 HpD 共同作用于癌细

胞时p 才会取得最佳疗效。

实验中发现，杀伤癌细胞的效率与受激

光辐照时细胞悬液的基质有关。该实验结果

示于图 2 和图 3。实验中各组辐照前的细胞

培养条件完全相同。

图 2 中 SHpD 的浓度均为 10μ，g/ml， A 

组样品为 SHpD+15%小牛血清+RPMI-
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图 2 不同细胞基质对杀伤癌细胞效率的影响(一〉
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图 3 不同细胞基质对杀伤癌细胞效率的影响(二〉

1640+ Hela 细胞 B 组样品为 SHpD 十 10 

Hanks 液+Hela 细胞。辐照光源为功率

1.8W、波长 647n皿的连续氮离子激光。辐

照时间为 l 分半钟。

图 3 中 A1 样品为 20 p,g/ml SHpD+含

20% 小牛血清的 1640 液+人胃癌细胞:

A2 样品是 20μg/ml SHpD+ Hanks 液+人

胃癌细胞 Bl 样品是 10μg/ml SHpD+含

20% 小牛血清的 1640 培液+人胃癌细胞;

B2 样品是 10μg/ml SHpD+HankB液+人

胃癌细胞。

实验中所用的 HpD 剂量为 10μg/ml，

和临床上用的 5 ，....， 10 mg/kg HpD 的剂量相

当。据动物实验报道阳，超过这个药物剂量

时，就会出现对生物体有害的 "SOE" (即诱

发细胞姐妹染色单体交换)。而 HpD 在生

物体中以什么状态存在，与在诊治癌症过程

中， HpD 的光敏渠道直接相关阳。在日本岛

津 "UV-360 分光光度计" (该仪器的测量波

段为 185 "，， 2500 nm)上测了含 SHpD 10μg/ 

ml 浓度的 PBS 溶液(即磷酸盐缓冲液)的紫

外-可见吸收谱，结果见图 4。发现 SHpD 在

这个浓度下的 Sore古峰在 390 丑m 至 400丑m

间。这表明 SHpD 这时是以单体或二聚体

的形式存在于溶剂中的Ln.
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图 4 SHpD 在 PBS 液内的紫

外-可见吸收谱

浓度 10μgjml SHpD; pH: 7 .4; 
样品池长: 10mm 

在同样的癌细胞孵育条件下，当用不同

能量密度的激光辐照时，杀伤癌细胞的效率

截然不同。结果见表 1。

表 1 不同能量密度的激光对癌细胞杀伤效率的影响

光 源 功(平均率) 功(率平均密)度 重复率 辐照时间 总(能Jj，量cm密2)度 细胞成活率

氮离子激光 647nm 2.7W 5.4 Wjcm2 / 1 分 324 15.71，?也

脉冲调谐光 622nm 400kW 8∞ kWjcm2 10 次/秒 30 分 100 55.79% 

注:实验所用样品为 20μgjmlSHpD 孵育的人胃癌细胞.
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四、分析和讨论

由图 1 见，只有吸收了光能后处于激发

态的 HpD 才对癌细胞具有杀伤作用。这个

结果与文献报道的凶，ω 完全相符。

图 2、图 8 的实验结果表明，小牛血清+

1640 等水解乳蛋白的存在，会赌塞激发态的

HpD 杀伤癌细胞的两个渠道(即通过单态氧

杀伤癌细胞的渠道和通过自由基杀伤癌细胞

的渠道〉。究竟赌塞的是哪一种渠道， 1979 

年 J. Moan等人认为小牛血清等猝灭的就是

单态氧【833 而在 1980 年以后， Moa卫和 John

等人认为它和癌细胞一样，两种机制都存

在[4 ， 9J。看来在诊治癌症过程中，究竟是哪一

种机制起主导作用，还需进一步的实验验证。

由图 4 的实验结果推断，在光敏诊治癌

症的临床中， SHpD 很可能接近以单体或二

聚体的形式存在于体内m。那么，这时 HpD

的光敏机制主要应是通过单态氧来杀死癌细

胞[6J 此即为 HpD 的光化动力学过程。根

据光化动力学反应过程的理论模型，在这个

过程中 HpD 的作用是传递光能，而直接杀

死癌细胞的是单态氧。也就是说，整个光敏

过程结束时， HpD 还原，即 HpD 的药量在

反应前后应接近不变(这是指离体癌细胞情

况。 实际临床时，还应考虑药物的代谢作用

损失药量，应采取必要的追加措施)。

对于激发态的 HpD 直接与生物分子作

用的自由基机制(通过 HpD 的自由基杀死

癌细胞〉在光敏过程中是要消耗 HpD 的。如

果是这种自由基的机制起主导作用，则药量

增加一倍时，其杀伤效率起码应有明显的增

加。而由图 8 中的岛、 B2 组数据对照所得

的结论是相反的。这就从反面证明了单态氧

机制起主导作用的推断。

那么 ， A. Andrωni 的双光子效应产生

自由基的机制能否与单态氧的机制抗衡?这

就要证明杀伤效率与激光功率有关。
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A. Andrω国的实验是用 337. 1 nm 的

N2 激光完成的，这个波段因其穿透深度太

浅，远远偏离目前的临床治疗波长，没有实用

价值。

我们的实验是在 630n皿附近做的。由

表 1 的实验结果可粗略看出，实验所用的

脉冲激光功率为连续激光功率的 105 倍;而

该脉冲光辐照癌细胞的"总能量密度口只低于

连续光约 3 倍，但杀伤效率反而低于连续光

的。这说明影响杀伤效率主要的是 "总能量

密度"而功率指标并不重要 (HpD 在 647

nm 与 622nm 的荧光发射谱谱值相近，由波

长之差引起对杀伤效率的影响甚小)。由此

推断在用 HpD 光敏治癌过程中，双光子效

应并不是主要机制。

就目前的实验结果看，因为是单态氧机

制起主要作用，在 HpD 的使用剂量达到临

床最佳值的前提下，为提高疗效又避免副作

用，就不需增加 HpD 的用药量，可以从提高

HpD 到单态氧的能量转移效率及增加"总能

量密度"上下功夫。 由累积能量出发选择光

源，自然是连续光源优于脉冲光源。

氮离子激光实验是在汪晨熙、周杰同志

的帮助下取得的。
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