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摘要　观察了低能量５氨基乙酰丙酸介导的光动力学疗法（ＡＬＡＰＤＴ）对脑组织新生血管形成和胶质瘤生长的影

响。用１０Ｊ／ｃｍ２ 的ＡＬＡＰＤＴ照射２７只裸小鼠大脑皮层后第１、５、１０天，利用二维、三维图像观察新生血管形成，

ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）表达。另将１２只裸小鼠分为对照组（无

特殊处理）和ＡＬＡＰＤＴ预处置组（１０Ｊ／ｃｍ２），ＡＬＡＰＤＴ预处置后第１０天，颅内接种 Ｕ８７胶质瘤细胞，２１天检测

肿瘤体积。结果发现，以照射区对侧大脑相应区域为对照，低能量ＡＬＡＰＤＴ照射后第１和５天，血管形态无明显

变化，第１０天有新生血管形成；ＶＥＧＦ在照射后第５和１０天显著增高；ＨＩＦ１α在照射后第１天即开始增高，随后

越发明显。低能量ＡＬＡＰＤＴ可通过 ＨＩＦ１α诱导ＶＥＧＦ高表达和新生血管形成，这种微环境的改变有助于 Ｕ８７

脑胶质瘤细胞的生长。
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１　引　　言

５氨基乙酰丙酸介导的光动力学疗法（ＡＬＡ

ＰＤＴ）是一种新兴的局部治疗肿瘤的方法，以诱导肿

瘤细胞死亡为主要手段，在治疗卵巢癌和胶质瘤等

方面取得了良好的效果［１，２］。最近的研究表明，

ＰＤＴ 照射可引起局部组织血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）表达增高
［３，４］，但机制并不清楚。ＰＤＴ在

治疗过程中会消耗大量氧气，同时因破坏血管使供

氧减少，所以ＰＤＴ照射后局部组织处于缺氧状态。

研究表明在ＰＤＴ照射或二氧化钴诱导组织缺氧后，

缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）被激活，表达增高，ＨＩＦ

１α是一种核转录调控因子，激活后由胞浆转至胞

核，调节靶基因的转录，ＶＥＧＦ是其重要的下游靶基

因之一［５，６］。因此可以推测 ＡＬＡＰＤＴ可能通过激

活 ＨＩＦ１α来诱导 ＶＥＧＦ的表达，并由此促进新生

血管形成，但迄今为止未见相关报道。

ＡＬＡＰＤＴ，尤其是低能量可否可通过诱导

ＨＩＦ１α／ＶＥＧＦ途径来诱导新生血管形成与其治疗

胶质瘤的效果密切相关。胶质瘤细胞的侵袭能力很

强，体积较大的肿瘤常伴有深部浸润［７］，但因为ＰＤＴ

的能量随组织深度的增加而衰减，而低能量ＰＤＴ的

杀伤能力很差，所以ＡＬＡＰＤＴ不能杀伤这些深部浸

润的细胞［８］。若低能量ＡＬＡＰＤＴ尚可诱导新生血

管形成，那么新生的血管将会为残存的肿瘤提供氧气

和营养物质，加速胶质瘤的生长和复发。

本文将检测低能量ＡＬＡＰＤＴ照射后局部组织

新生血管形成、ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ的表达情况，同时

观察这种局部微环境的改变对 Ｕ８７脑胶质瘤细胞

生长的影响，为正确评价ＡＬＡＰＤＴ治疗胶质瘤提

供实验依据。

２　材料与方法

２．１　实验动物及主要试剂

Ｎｕ／Ｎｕ裸小鼠（２０～２５ｇ，北京维通利华实验

动物中心）。Ｕ８７胶质瘤细胞（美国密歇根州亨利·

福特医院姜丰研究员惠赠）。ＡＬＡ（美国 Ｓｉｇｍａ

Ｃｈｅｍｉｃａｌ公司）；ＶＥＧＦ、ＨＩＦ１α、βａｃｔｉｎ抗体（武汉

博士德生物技术公司）。半导体激光仪（加拿大

ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＨｅａｌｔｈＮｅｔｗｏｒｋ）；激光扫描共焦显微镜

（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；振荡切片机（美国Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ

公司）；ＭＣＩＤ图像分析系统（英国 ＭＣＩＤ公司）。

２．２　实验分组

２７只裸小鼠接受１０Ｊ／ｃｍ２ 的ＡＬＡＰＤＴ照射

右侧大脑皮层，照射后第１、５、１０天分别检测照射区

域新生血管形成、ＨＩＦ１α和ＶＥＧＦ表达，以对侧相

应区域的脑组织为对照组。

另１２只裸小鼠分为对照组和 ＡＬＡＰＤＴ预处

置组。对照组无特殊处理，ＡＬＡＰＤＴ预处置组在

接受１０Ｊ／ｃｍ２ＡＬＡＰＤＴ照射后，第１０天在照射区

种植Ｕ８７细胞，第２１天观察肿瘤生长情况。

２．３　犃犔犃犘犇犜照射

半导体激光仪发射（６３５±５）ｎｍ波长的红色激

光，经光导纤维输出，并在输出端接直径７ｍｍ的

微凸镜。ＰＤＴ照射前３ｈ小鼠腹腔注射３００ｍｇ／ｋｇ

ＡＬＡ。ＰＤＴ的照射中点为前囟中点前１ｍｍ，矢状

缝向右旁开２ｍｍ。照射时激光发射仪的输出端功

率为１００ｍＷ，光斑直径７ｍｍ，照光时间为３８ｓ，用

时间（ｓ）与光斑面积（ｃｍ２）之积除以输出功率（Ｗ）得

到对应的能量密度１０Ｊ／ｃｍ２。照射后常规饲养。

２．４　脑内种植犝８７胶质瘤细胞

Ｕ８７胶质瘤细胞在体积分数为１０％胎牛血清

的细胞培养基（ＤＭＥＭ）中培养，消化后调整细胞悬

液浓度为１０８ｍＬ－１，台盼蓝染色检测活细胞比率大

于９５％。裸小鼠麻醉后固定于脑立体定向仪上，在

照射区域注射细胞悬液５μＬ（５×１０
５ 个细胞）。

２．５　冰冻切片的制备及脑血管二维图像的采集

小鼠拟处死前２ｍｉｎ，尾静脉注射异硫氰酸荧

光素（ＦＩＴＣ，质量浓度为５０ｇ／Ｌ）０．１ｍＬ。脑组织

经 ＯＴＣ包埋后冰冻切片，在免疫荧光显微镜下

ＦＩＴＣ在血管内发出波长为４９５ｎｍ的绿色荧光。

２．６　振荡切片的制备及脑血管三维图像的采集和

分析

小鼠尾静脉注射ＦＩＴＣ。脑组织经 ＯＴＣ包埋

后用振荡切片机连续切片，切片厚度为１００μｍ，每

间隔１ｍｍ选取１张切片，共选取５张。激光扫描

共焦显微镜扫描切片后，通过重构程序建立三维立

体图像，并用定量分析程序测量血管的分支点数目、

每段血管的长度和直径。

２．７　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测犞犈犌犉和犎犐犉１α的表达

脑组织在组织裂解液中经匀浆后低温高速离心

３０ｍｉｎ，收集上清。考马斯亮蓝染色检测总蛋白浓

度，取６０μｇ总蛋白按常规方法进行８％ ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳并转膜，５％脱脂奶粉室温下封闭１ｈ，

加入封闭液稀释的抗 ＶＥＧＦ，ＨＩＦ１α和βａｃｔｉｎ的

Ⅰ抗，４℃过夜。次日漂洗后加入稀释的相应的Ⅱ

抗，室温反应１ｈ。二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色，

Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件分析灰度值。
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２．８　肿瘤体积

脑组织经石蜡包埋、Ｈ．Ｅ．染色后，光镜（８×）下

完整勾画脑瘤的病灶范围并记录病灶的面积，面积

总和与厚度之积即是肿瘤体积。

２．９　统计学处理

采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计学处理，测量所

得数据以珚狓±狊表示，用方差分析检验（ＡＮＯＶＡ），

并用ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ法进行两组间均数比

较，犘＜０．０５表示统计学上有显著性差异。

３　结　　果

３．１　脑血管二维图像的分析

脑血管发出绿色荧光；当有新生的血管形成时，

表现为管径增粗、分支增多，而每段血管的长度下

降。与对侧相应区域（对照组）比较，照射后第１、５

天，脑血管仅略增粗，但在照射后第１０天，血管结构

明显紊乱，直径增粗的血管增多，提示有异常的新生

血管形成，如图１所示。

图１ 低能量ＡＬＡＰＤＴ对裸鼠脑组织新生血管形成的影响（二维图像，×４）

Ｆｉｇ．１ ＥｆｆｅｃｔｏｆｌｏｗｅｎｅｒｇｙＡＬＡＰＤＴｏｎｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅ（２Ｄｉｍａｇｅ，×４）

图２ 低能量ＡＬＡＰＤＴ对裸鼠脑组织新生血管形成的影响（三维图像）

Ｆｉｇ．２ ＥｆｆｅｃｔｏｆｌｏｗｅｎｅｒｇｙＡＬＡＰＤＴｏｎｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅ（３Ｄｉｍａｇｅ）
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３．２　脑血管三维重建图像的分析

由图２和表１可见，与对照组比较，照射后第１

和５天脑血管略增粗，每段血管的长度略下降，但差

异不明显；在照射后第１０天，照射区的血管直径和

分支点数目显著增加，而长度显著下降，表明有新生

血管形成。这些结果与脑血管二维图像的结果一

致，说明低能量ＡＬＡＰＤＴ确可诱导正常脑组织产

生新生血管。

表１ 低能量ＡＬＡＰＤＴ对正常裸鼠脑组织新生血管形成的影响（－狓±狊，狀＝３）

Ｔａｂｌｅ１ ＥｆｆｅｃｔｏｆｌｏｗｅｎｅｒｇｙＡＬＡＰＤＴｏｎｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅ（－狓±狊，狀＝３）

Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｄａｙ１ Ｄａｙ５ Ｄａｙ１０

Ｓｅｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ／μｍ ３５．４４±３．１６ ３０．３７±２．９５ ２９．８９±２．８６ ２８．３７±２．５５

Ｎｏ．ｏｆｂｒａｎｃｈｐｏｉｎｔｓ ２４．２３±３．８５ ２１．４２±４．２６ ２８．５７±４．２６ ３３．４７±３．５１

Ｂｒａｎｃｈｄｉａｍｅｔｅｒ／μｍ ４．３８±２．０２ ６．０２±１．１６ ７．５８±２．１４ ９．８２±２．７８

犘＜０．０５ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ

３．３　低能量 犃犔犃犘犇犜照射后脑组织 犞犈犌犉的

表达

正常脑组织 ＶＥＧＦ的表达极低，与对照组比

较，ＡＬＡＰＤＴ照射后第１天照射区ＶＥＧＦ的表达

无明显变化，但在照射后第５天，ＶＥＧＦ的表达开始

增高，第１０天增高进一步明显，说明低能量 ＡＬＡ

ＰＤＴ照射可促进脑组织ＶＥＧＦ的表达，具有一定的

实效关系，如图３所示。

图３ 低能量ＡＬＡＰＤＴ对裸鼠脑组织ＶＥＧＦ

表达的影响

Ｆｉｇ．３ ＥｆｆｅｃｔｏｆｌｏｗｅｎｅｒｇｙＡＬＡＰＤＴｏｎＶＥＧＦ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅ

３．４　低能量 犃犔犃犘犇犜照射后脑组织 犎犐犉１α的

表达

正常脑组织 ＨＩＦ１α的表达很低，与对照组比

较，ＡＬＡＰＤＴ照射后第１天照射区内 ＨＩＦ１α的表

达即明显增高，而且随照射后时间的延长增高越发

明显，说明低能量 ＡＬＡＰＤＴ照射可促进脑组织

ＨＩＦ１α的表达，如图４所示。

３．５　低能量犃犔犃犘犇犜预处置对裸鼠脑内胶质瘤

生长的影响

由图５可见，裸鼠脑内立体定向种植 Ｕ８７细胞

图４ 低能量ＡＬＡＰＤＴ对裸鼠脑组织 ＨＩＦ１α

表达的影响

Ｆｉｇ．４ ＥｆｆｅｃｔｏｆｌｏｗｄｏｓｅＡＬＡＰＤＴｏｎＨＩＦ１α

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅ

后第２１天有脑胶质瘤的生长，体积为（８．２９±

２．１２）ｍｍ３。ＰＤＴ预处置组的肿瘤体积为（１６．８７±

３．９３）ｍｍ３，明显大于对照组，说明低能量 ＡＬＡ

ＰＤＴ照射所诱导的新血管形成有助于胶质瘤细胞

的生长。

４　讨　　论

ＡＬＡ是一种新的光敏剂前体物质，在体内经尿

卟啉原合成酶（ＰＢＧＤ）等酶的作用合成光敏剂原卟

啉ＩＸ，因ＰＢＧＤ在多种恶性肿瘤细胞中的活性和表

达远高于正常细胞，所以原卟啉ＩＸ在肿瘤组织中

的含量也远高于正常组织，具有特异性。另外，

ＡＬＡ成分单一、皮肤光毒性小、体内半衰期短，患者

只需避光２４～４８ｈ。因此 ＡＬＡＰＤＴ是一种具有

良好发展前景的肿瘤治疗或辅助治疗手段［９］。

Ｗａｋｕｉ等
［２］报道ＡＬＡＰＤＴ可抑制大鼠卵巢癌的进

展，这种作用与其诱导卵巢浆液性腺癌细胞凋亡有

关。Ｂｈｏｗｍｉｃｋ等
［１０］进一步研究发现，在 ＡＬＡ
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图５ 低能量ＡＬＡＰＤＴ预处置后对裸鼠Ｕ８７脑胶质瘤生长的影响

Ｆｉｇ．５ ＥｆｆｅｃｔｏｆｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｃｈａｎｇｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｌｏｗｅｎｅｒｇｙＡＬＡＰＤＴｏｎｇｌｉｏｍａｇｒｏｗｔｈｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅ

ＰＤＴ抑制乳腺癌细胞凋亡的过程中，ＡＬＡＰＤＴ激

活了细胞内促凋亡的ＪＮＫ和Ｐ３８α通路，同时抑制

了促进细胞存活的 Ｐ３８Ｂ和 ＥＲＫ１／２通路，说明

ＡＬＡＰＤＴ除直接杀伤肿瘤细胞外，还可通过调节

细胞内凋亡途径来促进细胞凋亡。另外最近的研究

发现ＡＬＡＰＤＴ还可激活巨噬细胞，使巨噬细胞释

放反应性氧物质和肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα），从而杀

伤肿瘤细胞［１１］。本课题组的前期实验表明 ＡＬＡ

ＰＤＴ治疗脑胶质瘤有效，可明显地延长荷瘤鼠的生

存时间，尤其是与手术切除联合使用，治疗效果更

佳［１］。

但是最近的研究发现ＡＬＡＰＤＴ在治疗的过程

中会引起一些不良反应，尤其是低能量的 ＡＬＡ

ＰＤＴ
［１２，１３］。本实验发现低能量的 ＡＬＡＰＤＴ照射

后，照射区域内有新生血管形成，而且随着照射后时

间的延长，新生血管也逐渐增多；更重要的是这些新

生的血管有助于胶质瘤的生长。ＡＬＡＰＤＴ正常治

疗剂量是８０Ｊ／ｃｍ２，可实现对不超过２ｃｍ厚的肿瘤

进行杀伤［８］，所以在此范围内即使有新生血管形成

也不会引起胶质瘤的复发；但是激光的能量会随着

穿透深度的增加而衰减，因此对那些浸润深度超过

这个范围的肿瘤细胞而言，ＡＬＡＰＤＴ的能量不足，

不能杀伤这些细胞，相反低能量的ＡＬＡＰＤＴ通过

诱导新生血管促进这些细胞生长，因此会最终导致

胶质瘤复发，严重影响治疗效果。

探寻低能量ＡＬＡＰＤＴ诱导新生血管形成的发

生机制可为今后减少或避免这种不良反应提供治疗

依据。研究表明不同光敏剂介导的ＰＤＴ可引起照

射区域内炎症反应和多种细胞因子表达增高，其中

包括促血管形成的多种细胞因子，如 ＶＥＧＦ、ＴＮＦ

α，ｂＦＧＦ等
［１４］。ＶＥＧＦ被认为具有强烈的促进血

管形成的作用，因此检测了 ＶＥＧＦ的表达，结果发

现ＡＬＡＰＤＴ照射后第１天，ＶＥＧＦ蛋白表达略有

增高，在照射后第５天增高更为明显，并可持续到第

１０天，说明ＡＬＡＰＤＴ可诱导ＶＥＧＦ的表达。与此

结果相似，Ｄｅｉｎｉｎｇｅｒ等
［１５］用竹红菌甲素 Ａ和Ｂ介

导的ＰＤＴ照射细胞后，发现 ＶＥＧＦ在提取细胞的

培养上清中高表达，说明红菌甲素 Ａ／ＢＰＤＴ也可

诱导 ＶＥＧＦ 的 表 达。Ｂｈｕｖａｎｅｓｗａｒｉ等
［１６］利 用

ｈｙｐｅｒｉｃｉｎＰＤＴ治疗膀胱癌时发现，ＰＤＴ照射后１

天，肿瘤照射区域内 ＶＥＧＦ的表达即明显增高。

ＮｏｗａｋＳｌｉｗｉｎｓｋａ等
［１７］利用Ｖｉｓｕｄｙｎｅ介导的ＰＤＴ

照射鸡绒毛尿囊膜６ｈ，ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦｍＲＮＡ表

达即上升，并可随后刺激ＶＥＧＦ受体１和２ｍＲＮＡ

表达增高，由此推测ＰＤＴ可迅速地刺激促血管形成

的细胞因子表达增高，并通过诱导这些细胞因子的

受体表达增高来维持局部血管形成的环境。

虽然大量的研究说明ＰＤＴ诱导的新生血管形

成与促血管形成的细胞因子表达增高有关，但深入

的作用机制目前并不清楚。Ｇｏｍｅｒ等
［１８］曾报道

ＰＤＴ诱导的细胞因子表达与组织缺氧有关。ＰＤＴ

在治疗过程中需消耗大量的氧气，同时ＰＤＴ破坏血

管引起氧气供应减少，因此会造成局部组织缺氧。

研究表明缺氧可诱导 ＨＩＦ１α的表达增强，本实验

也证实低能量ＡＬＡＰＤＴ照射后 ＨＩＦ１α的表达增

高。ＨＩＦ１α是近年来发现的一种转录调控因子，在

缺氧条件下表达增高及被激活，激活后的 ＨＩＦ１α

在细胞核内与ＨＩＦ１β结合形成稳定的二聚体ＨＩＦ

１，并通过与靶基因结合调控靶基因转录
［１９］。ＨＩＦ

１α可上调多种缺氧反应基因的转录，以改善组织的

缺氧环境及使组织和细胞适应缺氧环境，ＶＥＧＦ是

其中最重要的靶基因之一［２０］。本研究中 ＨＩＦ１α和

ＶＥＧＦ均随着ＰＤＴ照射后时间的延长而表达逐渐

增高，整体上具有一致性，只是在照射后第１天，照

射区内 ＨＩＦ１α的表达已增高，但ＶＥＧＦ并未有明

显变化，分析这可能与 ＨＩＦ１α是ＶＥＧＦ的上游调

０８０４００１５



中　　　国　　　激　　　光

控因子有关，虽然缺氧已诱导 ＨＩＦ１α的表达，但细

胞仍需一定的时间合成ＶＥＧＦ。

５　结　　论

低能量ＡＬＡＰＤＴ可通过 ＨＩＦ１α诱导照射区

域ＶＥＧＦ高表达和新生血管形成，这种局部微环境

的改变有助于胶质瘤的生长。因此在ＡＬＡＰＤＴ治

疗时，应与以抑制ＶＥＧＦ为主的抗血管形成药物联

合使用，以减轻ＡＬＡＰＤＴ的这种不良反应。
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