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摘要　研究癌光啉（ＰｓＤ００７）诱导的光动力疗法（ＰＤＴ）对人喉癌细胞 Ｈｅｐ２的杀伤作用，初步探索其杀伤机制。用

噻唑蓝（ＭＴＴ）法测定在不同光敏剂浓度、光照剂量以及抗氧化剂作用下的ＰＤＴ杀伤效果；用共聚焦显微镜观察光

敏剂的亚细胞定位；用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染法检测凋亡率；用ＤＣＦＨＤＡ探针检测活性氧（ＲＯＳ）产量。ＭＴＴ结果

显示ＰＤＴ对 Ｈｅｐ２的杀伤效果可高达８５．４％，光敏剂浓度和能量密度都与细胞死亡率呈正相关；三种抗氧化剂均

能不同程度拮抗ＰＤＴ对细胞的杀伤效应，以叠氮钠效果最好；光敏剂主要定位在线粒体；ＰＤＴ２ｈ后ＲＯＳ产量是

对照组的２．７１倍；ＰＤＴ４ｈ后凋亡率可达４９．５％（能量密度为１．２Ｊ／ｃｍ２）和７０．２％（能量密度为４．８Ｊ／ｃｍ２）。

ＰｓＤ００７ＰＤＴ对 Ｈｅｐ２细胞有明显的杀伤作用，并可诱导细胞凋亡，线粒体可能是其起始靶点。
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１　引　　言

喉癌是来源于喉粘膜上皮组织的恶性肿瘤，其

发生率约为１０万分之１０
［１］，最常见的喉癌为喉鳞

状细胞癌［２］，平均发病年龄为６４岁，且男性多于女

性［１，３］。近年来喉癌发病率呈明显上升趋势，吸烟

饮酒被公认为是喉癌的主要诱导因素［４～６］。虽然近

几十年来传统的治疗方式如手术、放疗和化疗等有

了很大的改进，但手术对喉功能的破坏以及放、化疗

的严重副作用仍使以上治疗方式受到极大限制。喉

癌特别是晚期鳞状细胞癌对辅助性放、化疗敏感性

较差，根治性手术加术后放化疗对晚期喉癌的治疗

效果欠佳［７］。对于晚期和复发喉癌，国内外都相继

开展了多种多样的生物治疗，比如光动力治疗等，能

够减轻患者痛苦，取得良好治疗效果［８］。

光动力疗法（ＰＤＴ）主要是利用肿瘤细胞及正常

组织细胞对光敏剂有不同的亲和特性，肿瘤组织摄取

和存留的光敏剂较多，经特定波长的光照射，在生物

组织中氧的参与下发生光化学反应，产生单线态氧

（１Ｏ２）和（或）自由基，破坏组织和细胞中的生物大分

子，最终引起肿瘤细胞死亡，从而达到治疗的目的［９］。

ＰＤＴ已被多个国家批准可用于某些肿瘤的治疗，在

口腔、皮肤性病和病毒灭活等多个方面都有研

究［１０～１３］。影响ＰＤＴ效果的关键因素不仅体现在光

敏剂在肿瘤组织或细胞的选择性积聚和特定光照波

长及强度的选择上，而且还与光敏剂进入的亚细胞结

构和积聚程度有关［１４，１５］。因此探索ＰＤＴ治疗的合适

条件，能相对特异性地杀伤肿瘤细胞、减少对健康组

织的损害、降低并发症以及毒副反应等，使其成为一

项非常有前途的肿瘤治疗方法。本文将通过研究癌

光啉（ＰｓＤ００７）诱导的ＰＤＴ对人喉癌细胞Ｈｅｐ２的杀

伤效应，初步探索其对肿瘤细胞的杀伤机制。

２　材料和方法

２．１　材　　料

光敏剂ＰｓＤ００７购于上海张江生物科技有限公

司；ＲＰＭＩ１６４０和胎牛血清为 Ｇｉｂｃｏ公司产品；磷

酸盐缓冲液、噻唑蓝（ＭＴＴ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）

均 购 自 Ｓｉｇｍａ 公 司；ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ Ｇｒｅｅｎ、

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色液、细胞膜红色荧光探针（ＤｉＩ）、

叠氮钠、过氧化氢酶（ＣＡＴ）和活性氧（ＲＯＳ）检测试

剂盒均购自上海碧云天生物技术有限公司。光源为

６３５ｎｍ半导体激光器，由中国医学科学院生物医学

工程研究所激光医学实验室研制。人喉癌细胞株

Ｈｅｐ２购于中国科学院上海细胞库。

２．２　方　　法

２．２．１　细胞培养

采用含１０％灭活胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养

液 （含 有 双 抗：青 霉 素 １００μｇ／ｍＬ，链 霉 素

１００μｇ／ｍＬ），在５％ＣＯ２、湿度饱和、温度为３７℃的

培养箱中传代培养。含０．２５％的胰酶和０．０２％的

乙二胺四乙酸的消化液消化。每２～３ｄ传代１次，

取对数生长期细胞进行实验。

２．２．２　光敏剂的孵育时间

将处于对数生长期的 Ｈｅｐ２细胞接种到２４孔

板中，细胞密度为２×１０５／ｍＬ。调整光敏剂浓度为

２０μｇ／ｍＬ，分别与 Ｈｅｐ２细胞避光孵育０．２５、０．５、

１、２、４、８、１６、２４ｈ，荧光显微镜紫外光激发并观察

记录。

２．２．３　ＭＴＴ法检测ＰＤＴ不同剂量下细胞活性的

变化

将Ｈｅｐ２细胞接种到９６孔板中，细胞分子浓

度为２×１０５ｍＬ－１，分别加入质量浓度为３．１２５、

６．２５、１２．５、２５、５０、１００μｇ／ｍＬ的光敏剂，每组３个

复孔。避光孵育２ｈ后，用６３５ｎｍ激光均匀照射，

功率密度为２０ｍＷ／ｃｍ２，能量密度分别为１．２、２．４、

４．８Ｊ／ｃｍ２。同时设单纯光敏剂组和单纯照光组。

ＰＤＴ处理后，继续培养２４ｈ，然后每孔加２０μＬ

ＭＴＴ（质量浓度为５ｍｇ／ｍＬ），４ｈ后弃上清液，每孔

加入１００μＬＤＭＳＯ溶解１５ｍｉｎ终止反应。酶标仪

５７０ｎｍ处检测吸光度（犃）。按公式计算细胞存活率

犛＝
犃ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｏｐ
犃ｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌｇｒｏｏｐ

×１００％． （１）

２．２．４　光敏剂的亚细胞定位

与光敏剂ＰｓＤ００７共孵育的细胞在完全避光条

件下分别与 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ和 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２

染色液共孵育。共聚焦显微镜对应波长激光激发并

观察记录。

２．２．５　ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡

将分子浓度为２×１０５ｍＬ－１的细胞接种到６孔

０５０４００３２
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培养板中，培养２４ｈ后，加入１０μｇ／ｍＬ的ＰｓＤ００７

孵育２ｈ，功率密度为２０ｍＷ／ｃｍ２，光照能量密度为

１．２Ｊ／ｃｍ２和４．８Ｊ／ｃｍ２，同时设空白对照组。照光

后避光孵育４ｈ，用ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染试剂盒分组

染色细胞，流式细胞仪进行凋亡检测。

２．２．６　３种抗氧化剂对ＰｓＤ００７ＰＤＴ的抑制作用

实验前用无血清培养基配制各种抗氧化剂和

ＰｓＤ００７，其 终 浓 度 分 别 为 叠 氮 钠 １０ ｍｍｏｌ／Ｌ，

Ｄｍａｎｎｉｔｏｌ４０ ｍｍｏｌ／Ｌ 和 ＣＡＴ １００ μｇ／ｍＬ，

ＰｓＤ００７为１０μｇ／ｍＬ。将细胞接种于９６孔板，２４ｈ

后加入已配置的光敏剂和抗氧化剂，共同孵育２ｈ，

功率密度为２０ｍＷ／ｃｍ２，能量密度为１．２Ｊ／ｃｍ２ 和

４．８Ｊ／ｃｍ２。照光后避光孵育２４ｈ，ＭＴＴ法检测细

胞存活情况。

２．２．７　流式细胞仪检测细胞内活性氧

将细胞接种到６孔板，光敏剂孵育，于照光前

２０ｍｉｎ加入终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ的２′，７′二氯荧光

黄双 乙 酸 盐 （ＤＣＦＨＤＡ），调 整 功 率 密 度 为

２０ｍＷ／ｃｍ２，能量密度为１．２Ｊ／ｃｍ２ 和４．８Ｊ／ｃｍ２。

光照后不同时间收集细胞，随即用流式细胞仪检测

二氯荧光素（ＤＣＦ）的荧光。

２．２．８　统　　计

应用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，各组数据用珔χ !狊（均

数
!

标准差）来表示，用单因素方差分析，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

３　结　　果

３．１　光敏剂的孵育时间

如图１所示，随着光敏剂ＰｓＤ００７孵育时间的

延长，细胞内光敏剂含量增高，从而荧光强度逐渐增

强，本实验选择孵育２ｈ后进行ＰＤＴ处理。

图１ 光敏剂的孵育时间图

Ｆｉｇ．１ Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｐｈｏｔｏｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ

３．２　光敏剂的亚细胞定位

光敏剂、线粒体和细胞核探针的共聚焦显微镜

荧光图像分别用红色、绿色和蓝色表示。如图２所

示，图２（ａ）和（ｂ）分别为线粒体探针和ＰｓＤ００７的荧

光效果图，对两图进行图像融合为图２（ｃ），色彩重

叠部分设为黄色，表示ＰｓＤ００７在线粒体上有分布；

图３（ａ）和（ｂ）分别为细胞核探针和ＰｓＤ００７共孵育

的荧光效果图，图３（ｃ）是图３（ａ）和（ｂ）的融合，两个

颜色没有重合，表示光敏剂ＰｓＤ００７不进入细胞核。

图２ 光敏剂的亚细胞定位图。（ａ）线粒体探针荧光图；（ｂ）光敏剂荧光图；（ｃ）融合图

Ｆｉｇ．２ ＳｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＰｓＤ００７．（ａ）ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅ；

（ｂ）ＰｓＤ００７ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅ；（ｃ）ｆｕｓｅｄｉｍａｇｅ
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图３ 光敏剂的亚细胞定位图。（ａ）细胞核探针荧光图；（ｂ）光敏剂荧光图；（ｃ）融合图

Ｆｉｇ．３ ＳｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＰｓＤ００７．（ａ）Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅ；

（ｂ）ＰｓＤ００７ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅ；（ｃ）ｆｕｓｅｄｉｍａｇｅ

３．３　犕犜犜法检测细胞活性

如图４所示，单纯光敏剂组细胞存活率均在

９０％及以上，说明光敏剂ＰｓＤ００７无暗毒性；随着光敏

剂浓度的增加，细胞的存活率逐渐下降；光敏剂浓度

大于３μｇ／ｍＬ时，ＰＤＴ组的细胞存活率与对照组相

比均有统计学差异（犘＜０．０５）；浓度范围在６．２５～

５０μｇ／ｍＬ时，两个高能量密度组优于低能量密度组，

但两个高能量密度组之间无显著差异（犘＞０．０５）。

３．４　细胞凋亡的检测

ＰＤＴ作用４ｈ后，与对照组相比，ＰＤＴ组细胞

出现明显的凋亡和凋亡后死亡，如图５所示象限Ｄ１

表示机械损伤的细胞，象限Ｄ２表示坏死或凋亡后

死 亡的细胞，象限Ｄ３表示存活细胞，象限Ｄ４表示

图４ ＰｓＤ００７ＰＤＴ处理后 Ｈｅｐ２细胞存活率

Ｆｉｇ．４ ＳｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＨｅｐ２ａｆｔｅｒＰｓＤ００７ＰＤＴ

早期凋亡细胞，ＰＤＴ１．２Ｊ／ｃｍ２ 和４．８Ｊ／ｃｍ２ 组凋

亡率分别是４９．５％和７０．２％。

图５ 流式细胞仪ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染法检测ＰＤＴ后４ｈＨｅｐ２细胞的凋亡。（ａ）对照组；

（ｂ）ＰＤＴ能量密度为１．２Ｊ／ｃｍ２；（ｃ）ＰＤＴ能量密度为４．８Ｊ／ｃｍ２

Ｆｉｇ．５ ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨｅｐ２ｃｅｌｌｗｉｔｈＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇ４ｈａｆｔｅｒＰＤＴ．（ａ）Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；

（ｂ）ＰＤＴｗｉｔｈｅｎｅｒｇｙｄｅｎｓｉｔｙｏｆ１．２Ｊ／ｃｍ
２；（ｃ）ＰＤＴｗｉｔｈｅｎｅｒｇｙｄｅｎｓｉｔｙｏｆ４．８Ｊ／ｃｍ

２

３．５　抗氧化剂对犘狊犇００７犘犇犜的抑制作用

从图６中得知，加入叠氮钠未照光的ＰＤＴ对照

组显示叠氮钠对细胞有一定的损伤；在ＰＤＴ剂量为

ＩＣ５５条件下，叠氮钠能完全拮抗ＰＤＴ对 Ｈｅｐ２细

胞产生的杀伤效应（犘＜０．０５），其他两种抗氧化剂

使细胞存活率提高１０％～１５％；增强激光的能量密

度到３．０Ｊ／ｃｍ２，与ＰＤＴ组相比，叠氮钠能使细胞存

活率提高２０％左右（犘＜０．０５），其他两组则未能拮

抗ＰＤＴ效应；当能量密度达到４．８Ｊ／ｃｍ２，即ＰＤＴ

对细胞杀伤率超过６０％时，三组抗氧化剂均未能拮

抗ＰＤＴ的杀伤效应。

３．６　细胞活性氧的检测

ＤＣＦＨＤＡ可相对特异性地检测胞质内活性氧

活性氧的变化。如图７所示，用流式细胞仪检测在

ＰＤＴ后不同时间点的ＤＣＦ荧光强度来检测细胞内

活性氧含量。从图可知，ＰＤＴ组细胞内活性氧含量

０５０４００３４
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图６ 抗氧化剂对ＰＤＴ效应的影响

Ｆｉｇ．６ ＥｆｆｅｃｔｏｆａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｏｎＰＤＴ

显著提高，是单纯对照组的２．０８倍，ＰＤＴ后２ｈ更

是升至对照组的２．７１倍。

图７ 流式细胞仪ＤＣＦＨＤＡ探针法

检测ＰＤＴ后２ｈ内活性氧产量

Ｆｉｇ．７ ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＲＯＳｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｗｉｔｈＤＣＦＨＤＡｉｎ２ｈａｆｔｅｒＰＤＴ

４　讨　　论

ＰＤＴ过程中产生活性氧物质，破坏组织和细胞

中的生物大分子，最终引起肿瘤细胞死亡。实验用

荧光探针ＤＣＦＨＤＡ进行活性氧检测。ＤＣＦＨＤＡ

本身没有荧光，可以自由穿过细胞膜，进入细胞内

后，可以被细胞内的酯酶水解生成 ＤＣＦＨ，而

ＤＣＦＨ不能通过细胞膜，从而使探针很容易被装载

到细胞内，细胞内的活性氧可以氧化无荧光的

ＤＣＦＨ生成有荧光的ＤＣＦ。通过检测ＤＣＦ的荧光

来确定细胞内活性氧的水平［１６］。流式细胞仪的检

测结果显示ＰＤＴ组细胞内活性氧含量显著提高，是

单纯对照组的２．０８倍，ＰＤＴ后２ｈ更是升至对照组

的２．７１倍。

光敏剂吸光以后，从基态经寿命极短的单重态，

系间窜越到三重态（寿命１０－３～１０ｓ）。受光激发的

三重态敏化剂可进行两种形式的反应［９，１７］：１）经过

氢原子或电子转移，直接同底物或溶剂反应，形成自

由基或自由基离子，并进一步与周围的氧反应生成

氧化产物，叫Ⅰ型反应。２）转移能量到分子氧，形

成单线态氧１Ｏ２，
１Ｏ２ 是高活性的氧化剂，并进一步

与周围的底物发生反应生成氧化产物，叫Ⅱ型反应。

在ＰＤＴ过程中由于组织中含氧量的不同，其反应机

制可表现为Ⅰ型和Ⅱ型两种完全不同的路径。在含

氧量充足的体系中，Ⅱ型反应占主导地位；而当组织

中的含氧量降低到一定水平时，尤其是当狆Ｏ
２
＜

２ｍｍＨｇ（１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ）时，将抑制
１Ｏ２ 的

生成［１８］，此时Ⅰ型反应则占主导作用
［１９］。

为进一步探讨是哪种类型的ＲＯＳ引起了细胞

的死亡，本实验用三种抗氧化剂来分别淬灭不同成

分的活性氧，当ＰＤＴ杀伤率达到５５％时，以单线态

氧的淬灭剂叠氮钠效果最明显，能完全拮抗ＰＤＴ对

Ｈｅｐ２细胞产生的杀伤效应（犘＜０．０５），其他两种

抗氧化剂与ＰＤＴ组相比使细胞存活率提高１０％～

１５％；说明在这个ＰＤＴ剂量时，确实产生 ＲＯＳ，主

要是通过Ⅱ型反应产生单线态氧以杀伤肿瘤细胞。

增强光照能量，提高ＰＤＴ杀伤效应，抗氧化剂拮抗

效应下降，以叠氮钠组的拮抗效果最好。当能量密

度达到４．８Ｊ／ｃｍ２，即ＰＤＴ对细胞杀伤率超过６０％

时，三组抗氧化剂均未能拮抗ＰＤＴ的杀伤效应。可

能是因为Ⅰ型反应和Ⅱ型反应交互影响，当我们抑

制其中某一种ＲＯＳ时，并未能抑制产生其他的物

质。ＰＤＴ效应Ⅱ型反应产生的单线态氧是瞬间大

量产生的，此时抗氧化剂的含量并不能完全消耗

ＰＤＴ产生的活性氧，或者是淬灭单线态氧后，氧的

大量消耗使细胞处于乏氧状态，从而又以ＰＤＴ的Ⅰ

型反应为主将肿瘤细胞杀死。这也说明ＰｓＤ００７

ＰＤＴ对Ｈｅｐ２细胞的作用是迅速而剧烈的。

Ｍｏａｎ等
［２０］研究显示光动力效应产生的单线态

氧的寿命很短，使其在生物系统中作用范围受到限

制（半衰期小于０．０４μｓ，作用半径小于０．０２μｍ），

表明光动力过程主要的分子靶向是在染料周围几纳

米范围内。光敏剂的亚细胞定位主要取决于光敏剂

的亲疏水性，也与其带电性、苯环数、四吡咯结构中

心原子的存在和聚集状态等有关。亲脂性较强的光

敏剂主要定位在各种膜结构（细胞膜、线粒体膜、核

膜和内质网膜），此类光敏剂的荧光一般是均匀地分

布在核外胞浆中，偶尔在核膜和线粒体可见荧光，在

极少数细胞中可见到荧光呈颗粒状分布于胞浆，它

０５０４００３５



中　　　国　　　激　　　光

们一般不引起ＤＮＡ损伤。亲水性较强的光敏剂主

要定位于溶酶体。也有文献报道［２１］，长链和高浓度

的光敏剂更易于定位于溶酶体，而短链的光敏剂则

主要积聚在线粒体。戴维德等［２２］的研究表明，ＰＤＴ

可导致亚细胞结构产生不同数量的单线态氧，其中

线粒体区域内产生的单线态氧数量较多，可能是

ＰＤＴ的主要作用靶点之一。本实验使用的光敏剂

ＰｓＤ００７是由我国第二军医大学研制的第二代新型

卟啉类光敏剂，几乎囊括了血卟啉衍生物［２３］（ＨｐＤ）

所有的活性物质。细胞器探针结果显示该光敏剂并

不能进入细胞核，线粒体是其主要靶向定位的细

胞器。

细胞的死亡方式主要包括坏死和凋亡，细胞在

ＰＤＴ作用后究竟是发生哪种死亡方式，受多种因素

影响，如细胞种类、状态以及光敏剂在细胞内的定

位［２４］。细胞凋亡有多种诱导途径［２５］。一是细胞表

面受体介导途径，某些生物因子通过细胞膜表面的

凋亡相关受体诱导细胞凋亡。这些受体主要是肿瘤

坏死因子受体（ＴＮＦＲ）家族，比如ＴＮＦＲ、Ｆａｓ和肿

瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体 受体（ＴＲＡＩＬ

Ｒ）。二是线粒体介导途径，这是一条快速凋亡途

径，凋亡所需要的各种因子都已存在，只需被激活。

ＰＤＴ产生的活性氧物质可以激活线粒体多种通道，

使其释放凋亡蛋白或刺激钙依赖酶的活性等。还有

可能是ＰＤＴ处理后引起凋亡细胞的溶酶体应激反

应，或者是凋亡蛋白酶介导的凋亡途径。因此，确定

光敏剂在亚细胞中的定位对于研究ＰＤＴ对细胞作

用后发生的凋亡和坏死很有意义。

实验中 ＭＴＴ 结果显示在一定范围内，随着

ＰｓＤ００７质量浓度（０～１００μｇ／ｍＬ）的增加或光照能

量（０～４．８Ｊ／ｃｍ
２）的增强，其诱导的ＰＤＴ效应增

强，对喉癌细胞的杀伤率可达８５．４％。凋亡检测实

验显示，在光照能量密度为１．２Ｊ／ｃｍ２ 和４．８Ｊ／ｃｍ２

的ＰＤＴ参数下，诱导的细胞凋亡率分别是４９．５％

和７０．２％。高浓度的活性氧能够触发细胞内的氧

化应激，引起氧化损伤，致使线粒体丧失功能，并最

终引发细胞凋亡［２５～２７］。Ｎｉｅ等
［２８，２９］研究表明，超氧

阴离子和过氧化氢等形式的活性氧可以直接氧化修

饰Ｂａｘ蛋白上６２位和１２６位的半胱氨酸残基，激活

Ｂａｘ并使其向线粒体转移，引发后续的凋亡。国内

外大量文献表明［２５，２６］，ＰＤＴ引起的细胞死亡包括凋

亡、坏死和自体吞噬的细胞死亡，因此在一些体系

中，抑制某种特殊的死亡信息并不足以阻止ＰＤＴ引

起的细胞死亡。凋亡只是细胞死亡的首选途径，但

并不是唯一途径，如果凋亡路线被挽救，那么光动力

损伤的细胞将通过自体吞噬或者坏死方式死亡。这

也解释了本实验中为什么提高ＰＤＴ效应，抗氧化剂

并不能完全挽救损伤的细胞。

５　结　　论

综上所述，本实验中ＰｓＤ００７ＰＤＴ对Ｈｅｐ２细胞

杀伤效应的主要机制是细胞凋亡，凋亡发生可能是通

过产生活性氧诱发线粒体凋亡途径引起的，同时也伴

随着其他死亡方式。照光瞬间产生的单线态氧对生

物体内的组织和细胞产生杀伤作用，这早已成为人们

的共识，但由于其寿命之短、作用范围之小，因此最初

的单线态氧在整个治疗过程中的贡献可能只是一小

部分，而其后续继发生的活性氧光化学产物，继续发

挥杀伤破坏作用，在整个治疗过程中具有重要意义，

而这一点往往是人们不甚关注和容易忽视的。本实

验检测到的照光后２ｈ的活性氧数据，为这种后续的

治疗效应提供了有力的佐证。研究ＰＤＴ诱导细胞凋

亡的机制和规律，在临床治疗或基础研究中，增加组

织或细胞中氧含量，提高ＰＤＴ作用时活性氧的产率，

将有助于拓展ＰＤＴ在临床治疗领域中的应用。
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