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摘要　观察新型光敏剂５ 氨基乙酰丙酸（ＡＬＡ）介导的光动力学疗法（ＰＤＴ）治疗Ｆｉｓｃｈｅｒ３４４大鼠９Ｌ胶质瘤的效

果并探讨其作用机制。２０只雄性Ｆｉｓｃｈｅｒ３４４大鼠颅内种植９Ｌ脑胶质瘤细胞后，随机分为对照组、ＰＤＴ治疗组

（４０Ｊ／ｃｍ２组、８０Ｊ／ｃｍ２ 组和１２０Ｊ／ｃｍ２ 组）。接种９Ｌ细胞７天后治疗组接受相应的ＡＬＡＰＤＴ治疗。治疗后第７天

处死所有动物，通过 ＨｅｍａｔｏｘｙｌｉｎＥｏｓｉｎ（ＨＥ）染色法检测颅内肿瘤的生长情况；利用免疫组化法检测肿瘤细胞的

增殖活性（Ｋｉ６７）和ＴＵＮＥＬ法测定肿瘤细胞的凋亡。结果表明利用不同能量的 ＡＬＡＰＤＴ治疗后大鼠的生存状

态明显改善，脑胶质瘤的体积减小，其治疗效果在一定范围内随着能量的增大而增强，但８０Ｊ／ｃｍ２ 和１２０Ｊ／ｃｍ２ 的

治疗效果基本相同。通过对肿瘤细胞增殖和凋亡的检测发现，ＡＬＡＰＤＴ对细胞的增殖无影响，但可诱导肿瘤细胞

的凋亡。ＡＬＡＰＤＴ通过诱导肿瘤细胞的凋亡可有效治疗脑胶质瘤。

关键词　医用光学；光动力学疗法；５氨基乙酰丙酸；脑胶质瘤
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１　引　　言

光动力学疗法（ＰＤＴ）是利用光敏剂特异地潴留于肿瘤组织内，用特定波长的光激发这些光敏剂产生光

化学反应，从而靶向破坏肿瘤组织。因此，光敏剂的选择在ＰＤＴ的治疗中至关重要。目前在临床上广泛使

用的光敏剂是血卟啉制剂（ＨｐＤ），但 ＨｐＤ有很多不足之处，如皮肤光毒性很大，治疗后患者需避光至少

６周
［１］。５氨基乙酰丙酸（ＡＬＡ）是新一代的光敏剂，其本身没有光敏活性，只有转变成血红素合成过程中的

产物 原卟啉ＩＸ（ＰｐＩＸ）才具有光敏作用。ＡＬＡ给药方便安全，而且在体内无毒性作用，其引起的皮肤过

敏作用只需２天即可被消除。目前，ＡＬＡＰＤＴ以局部或全身给药的方式被广泛用于治疗皮肤癌、食道癌、

肺癌和胃肠道癌症，但关于其对脑胶质瘤的治疗作用报道并不多见［２］。本研究通过建立９Ｌ／Ｆｉｓｃｈｅｒ３４４大

鼠原位脑胶质瘤模型，观察ＡＬＡＰＤＴ治疗大鼠颅内脑胶质瘤的效果并初步探讨其作用机理，为临床治疗提

供有效的实验和理论依据。

２　材料与方法

２．１　实验细胞

９Ｌ胶质瘤细胞购自美国型培养菌种集（ＡＴＣＣ）。

２．２　实验动物

无特定病原体（ＳＰＦ）雄性近交系Ｆｉｓｃｈｅｒ３４４大鼠，体质量２５０ｇ±２５ｇ，购于北京维通利华实验动物中心。

２．３　仪器和试剂

脑立体定向仪购自美国Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ公司；ＡＬＡ购自美国ＳｉｇｍａＣｈｅｍｉｃａｌ公司；半导体激光器由加拿大

ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＨｅａｌｔｈＮｅｔｗｏｒｋ提供，波长６３５ｎｍ±５ｎｍ，输出功率０～１Ｗ，连续可调；兔抗大鼠Ｋｉ６７的多克

隆抗体、生物素标记的羊抗兔二抗、３，３′二氨基联苯胺（ＤＡＢ）试剂盒、原位末端转移酶标记（ＴＵＮＥＬ）试剂

盒购于武汉博士德生物技术公司。

２．４　９犔细胞体外培养及接种前准备

９Ｌ胶质瘤细胞于体积分数为５％的ＣＯ２、温度为３７℃条件下，在体积分数为１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的细

胞培养基ＤＭＥＭ中培养至对数生长期。经胰酶消化后，计数细胞并调整细胞悬液细胞浓度为１０８ｍＬ－１，经

台盼蓝染色检测活细胞比率大于９５％。待种的细胞悬液置于碎冰中保存。

２．５　立体定向大鼠脑内接种细胞

２０只Ｆｉｓｃｈｅｒ３４４大鼠氯胺酮（８０ｍｇ／ｋｇ）和甲苯噻嗪（１３ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉后，固定于脑立体定向

仪上。头部去毛，常规消毒后沿中线纵向切开头皮约１ｃｍ，暴露前囟，用直径为１ｍｍ的牙科钻小心钻穿颅

骨并切除部分颅骨（直径约为５ｍｍ）。取颅骨开窗的中心（前囟中点前１．５ｍｍ，矢状缝向右旁开２．５ｍｍ），

以１０μＬＨａｍｉｌｔｏｎ注射器抽取配好的９Ｌ细胞悬液５μＬ（５×１０
４ 个细胞），缓慢垂直颅骨进针３ｍｍ，回退

０．５ｍｍ，以１μＬ／ｍｉｎ的速度注入细胞悬液，留针５ｍｉｎ后缓慢拔针，用聚氯乙烯膜封闭骨孔，缝合头皮，常

规饲养。

２．６　实验分组

２０只大鼠脑内接种９Ｌ细胞后随机分为４组：对照组、４０Ｊ／ｃｍ２ 组、８０Ｊ／ｃｍ２ 组和１２０Ｊ／ｃｍ２ 组，每组５只。

除对照组外，其余各组大鼠在接种９Ｌ细胞后第７天接受相应能量的ＰＤＴ治疗。治疗后第７ｄ处死所有大鼠，

用体积分数为１０％中性福尔马林溶液固定，行ＨｅｍａｔｏｘｙｌｉｎＥｏｓｉｎ（ＨＥ）染色，免疫组化和ＴＵＮＥＬ检测。

２．７　犘犇犜治疗

９Ｌ细胞种植后第７天，给予ＰＤＴ治疗的大鼠治疗前３ｈ腹腔注射３００ｍｇ／ｋｇＡＬＡ，ＰＤＴ组的１５只大

鼠按上述方法麻醉、固定后，剪开原切口，去除聚氯乙烯膜，６３０ｎｍ 波长的激光照射肿瘤，激光功率为

１００ｍＷ，光斑直径为７ｍｍ，照光时间分别为１５４、３０８、４６２ｓ，对应的能量密度分别为４０、８０、１２０Ｊ／ｃｍ２。治

疗结束后再用聚氯乙烯膜封闭骨孔，缝合头皮，常规饲养。

２．８　组织处理及肿瘤体积计算

９Ｌ细胞种植后第１４天，利用断头器，采取断头法处死所有动物，完整取出脑组织。拟行石蜡切片的标
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本用质量分数为１０％中性甲醛固定后冠状切成２ｍｍ厚的组织块。含有脑瘤或术后创腔的组织块常规石

蜡包埋。间隔０．５ｍｍ连续切片（６μｍ厚），行 ＨＥ染色。光镜下应用 ＭＣＩＤ图像分析软件中的多边形测

量工具，在 ＨＥ染色的切片上勾画脑瘤的病灶范围，记录软件自动计算的相应区域面积，采用面积总和乘以

切片间隔厚度的方法计算出脑瘤的体积。

２．９　免疫组化及犜犝犖犈犔染色

选取每个动物肿瘤面积最大的组织块，间隔０．５ｍｍ连续切片（６μｍ厚）２张，分别行Ｋｉ６７免疫组化染

色（ＤＡＢ法）和ＴＵＮＥＬ染色。实验步骤按试剂盒说明书进行。Ｋｉ６７以细胞核出现黄色颗粒为阳性。Ｋｉ６７

指数指１００个细胞中Ｋｉ６７的阳性细胞数。其计算方法为每张切片于４００倍镜下肿瘤组织内选定３个视野，

计算每张切片上的阳性表达百分数即为Ｋｉ６７指数。ＴＵＮＥＬ染色结果计算方法为每张切片于４００倍镜下

肿瘤组织内选定３个视野（第个视野面积为０．０７６ｍｍ２），计数其中的ＴＵＮＥＬ染色阳性细胞个数，计算得出

每平方毫米内的阳性细胞个数。

２．１０　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，概率犘＜０．０５表示统计学上有显著性差异。

３　结　　果

３．１　大鼠生存状态

各组大鼠ＰＤＴ治疗后第２天，因手术和ＰＤＴ的创伤导致进食及活动减少，随后逐渐恢复。与对照组比

较，各不同能量的ＰＤＴ组的大鼠活动、进食均增加，体重也有增加，８０Ｊ／ｃｍ２ 和１２０Ｊ／ｃｍ２ 组大鼠的一般状

态最佳。

３．２　犃犔犃犘犇犜对大鼠脑内胶质瘤生长的影响

各组ＨＥ染色的切片上均可见肿瘤组织，未见明显出血和坏死。对照组的肿瘤体积为１０３．２７ｍｍ３±

８．８３ｍｍ３，ＡＬＡＰＤＴ治疗后，４０Ｊ／ｃｍ２ 组、８０Ｊ／ｃｍ２ 组和１２０Ｊ／ｃｍ２ 组的肿瘤体积分别为７３．９３ｍｍ３±

７．５５ｍｍ３、５７．８９ｍｍ３±７．５３ｍｍ３、４８．５７ｍｍ３±６．８６ｍｍ３（图１，图中黑色箭头所指为肿瘤）。与对照组比

较，４０Ｊ／ｃｍ２ＡＬＡＰＤＴ明显减小了肿瘤的体积，差异具有显著性（犘＜０．０５）。与对照组和４０Ｊ／ｃｍ
２ 相比，

８０Ｊ／ｃｍ２ 和１２０Ｊ／ｃｍ２ 组的肿瘤体积减少得更明显，差异具有显著性（犘＜０．０５）；但两组间肿瘤体积无统计

学差异（犘＞０．０５）。

图１ 不同能量ＡＬＡＰＤＴ照射７天后种植９Ｌ细胞Ｆｉｓｃｈｅｒ３４４大鼠的全脑切片（８×）。（ａ）对照组；

（ｂ）４０Ｊ／ｃｍ２；（ｃ）８０Ｊ／ｃｍ２；（ｄ）１２０Ｊ／ｃｍ２

Ｆｉｇ．１ ＷｈｏｌｅｂｒａｉｎｐａｒａｆｆｉｎｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆＦｉｓｃｈｅｒ３４４ｒａｔｓｉｍｐｌａｎｔｅｄｗｉｔｈ９Ｌｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ７ｄａｙＡＬＡＰＤＴｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｎｅｒｇｉｅｓ（８×）．（ａ）Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；（ｂ）４０Ｊ／ｃｍ
２；（ｃ）８０Ｊ／ｃｍ２；（ｄ）１２０Ｊ／ｃｍ２

３．３　不同能量犃犔犃犘犇犜对胶质瘤细胞凋亡的影响

对照组、４０Ｊ／ｃｍ２ 组、８０Ｊ／ｃｍ２ 组和１２０Ｊ／ｃｍ２ 组的 ＴＵＮＥＬ 染色阳性细胞数分别为（２４．１５±

８．７５）／ｍｍ２、（４６．０５±１０．３２）／ｍｍ２、（７４．３６±１２．１５）／ｍｍ２、（８１．６４±１４．５６）／ｍｍ２（图２，图中黑色箭头所

指为 ＴＵＮＥＬ染色阳性细胞）。与对照组相比，ＰＤＴ 治疗组的凋亡细胞数明显增加（犘＜０．０５），其中

８０Ｊ／ｃｍ２组和１２０Ｊ／ｃｍ２ 组的凋亡细胞数明显多于４０Ｊ／ｃｍ２ 组（犘＜０．０５），而８０Ｊ／ｃｍ
２ 组和１２０Ｊ／ｃｍ２ 组两组

间ＴＵＮＥＬ染色阳性细胞数无统计学差异。这些结果提示ＰＤＴ可通过肿瘤细胞的凋亡来抑制肿瘤的生长。
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图２ ＡＬＡＰＤＴ照射７天后各组肿瘤组织中ＴＵＮＥＬ染色图像（４００×）。（ａ）对照组；

（ｂ）４０Ｊ／ｃｍ２；（ｃ）８０Ｊ／ｃｍ２；（ｄ）１２０Ｊ／ｃｍ２

Ｆｉｇ．２ ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇｉｍａｇｅｓｉｎｔｕｍｏｒａｆｔｅｒ７ｄａｙＡＬＡＰＤＴｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｅｒｇｉｅｓ（４００×）．

（ａ）Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；（ｂ）４０Ｊ／ｃｍ
２；（ｃ）８０Ｊ／ｃｍ２；（ｄ）１２０Ｊ／ｃｍ２

３．４　不同能量犃犔犃犘犇犜照射后肿瘤组织犓犻６７表达情况

对照组、４０Ｊ／ｃｍ２ 组、８０Ｊ／ｃｍ２ 组和１２０Ｊ／ｃｍ２ 组的 Ｋｉ６７指数分别为（４９．０６±７．８７）％、（５１．８４±

５．９６）％、（４８．４２±６．５８）％、（４６．６２±６．０２）％（图３，棕色区域为Ｋｉ６７阳性细胞）。ＰＤＴ治疗组与对照组的

Ｋｉ６７指数相比，各组间无统计学差异，提示ＰＤＴ的治疗作用并不是通过抑制肿瘤细胞的增殖来实现的。

图３ 不同能量ＡＬＡＰＤＴ照射后７天各组肿瘤组织中Ｋｉ６７的表达（４００×）。（ａ）对照组；

（ｂ）４０Ｊ／ｃｍ２；（ｃ）８０Ｊ／ｃｍ２；（ｄ）１２０Ｊ／ｃｍ２

Ｆｉｇ．３ Ｋｉ６７ｉｍｍｕｎｏｒｅａｔｉｖｅｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ（ｂｒｏｗｎａｒｅａ）ｉｎｔｕｍｏｒａｆｔｅｒ７ｄａｙＡＬＡＰＤＴｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｅｒｇｉｅｓ（４００×）．

（ａ）Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；（ｂ）４０Ｊ／ｃｍ
２；（ｃ）８０Ｊ／ｃｍ２；（ｄ）１２０Ｊ／ｃｍ２

４　讨　　论

颅内胶质瘤是临床上常见病、多发病。约占成人原发性颅内肿瘤的５０％～６０％，其主要生物学特性为

局部侵袭性生长，因此临床手术难以完全切除，残留的肿瘤细胞是造成肿瘤复发的根本原因，而且术后放、化

疗的副反应大，临床预后差，据统计恶性脑胶质瘤的平均生存期不到一年［３，４］。因此积极寻找其他的治疗方

法，对提高胶质瘤的治疗效果具有重要意义。ＰＤＴ做为治疗肿瘤的局部治疗方法之一，已应用于脑胶质瘤

的治疗。

目前在ＰＤＴ治疗中，临床上广泛应用的是第一代光敏剂 ＨｐＤ和Ｐｈｏｔｏｆｒｉｎ，虽然它们已取得了肯定的

疗效，但仍有很多不足之处，如价格昂贵，给药至光照的时间间隔长，皮肤光敏副作用大等［１，５］。第二代光敏

剂ＡＬＡ与第一代光敏剂不同，它是一种光敏剂前体物质，只有转变成ＰｐＩＸ才具有光敏作用。ＡＬＡ是机体

许多细胞的正常成分，是血红素的前体，经 ＡＬＡ脱水酶及其他一系列酶促作用，生成ＰｐＩＸ。在正常情况

下，机体通过负反馈调节机制严格控制ＡＬＡ的合成，如果给予大量外源性ＡＬＡ，代谢旺盛的肿瘤细胞吸收

ＡＬＡ明显增加，产生大量的ＰｐＩＸ，并蓄积在细胞内，经ＰＤＴ照射后发生光化学学反应，杀伤肿瘤细胞
［６］。

外源性ＡＬＡ所产生的ＰｐＩＸ在人体内半衰期短，一般ＡＬＡ进入体内２～４ｈ后组织中ＰｐＩＸ的含量达高峰，

６ｈ后逐渐下降，２４ｈ后组织中ＰｐＩＸ恢复到用药前水平，所以病人只需避光２４～４８ｈ，同ＨＰＤ比较，避光时

间大大缩短。而且在此期间病人的血、尿常规及肝功能无明显变化，使用安全。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［７］。目前，ＡＬＡＰＤＴ已被应用于治疗多种恶性肿瘤的实验研

究，并展示出良好的治疗效果［２，８］。在实验中，着重观察了ＡＬＡＰＤＴ在照射后的亚急性期对９Ｌ脑胶质瘤

的治疗作用，结果发现ＡＬＡＰＤＴ可以明显地减小肿瘤的体积，尤其以８０Ｊ／ｃｍ２ 和１２０Ｊ／ｃｍ２ 作用最为明
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显，而且实验动物在ＰＤＴ治疗之后一般情况明显优于对照组，形态学在周围正常脑组织中也并未发现出血、

坏死等副反应，说明ＡＬＡＰＤＴ在治疗肿瘤的同时，无明显的副作用。

在ＡＬＡＰＤＴ治疗的过程中，ＰｐＩＸ能够产生具有细胞毒性的超氧化物，这些超氧化物直接作用于肿瘤细胞

导致细胞死亡。Ｙａｍａｍｏｔｏ等
［９］认为ＰＤＴ导致细胞死亡的途径主要取决于ＰＤＴ治疗过程中所产生的单态氧

浓度：高能量的ＰＤＴ产生的单态氧浓度高，引起肿瘤细胞的坏死；低能量ＰＤＴ产生的单态氧浓度不足以造成细

胞的坏死，但可诱导细胞的凋亡。研究中三种不同能量的ＰＤＴ照射后第７天，治疗区域未观察到明显的坏死，

结果显示不同能量的ＰＤＴ照射后均可明显的诱导肿瘤细胞的凋亡，以８０Ｊ／ｃｍ２ 和１２０Ｊ／ｃｍ２ 能量的ＰＤＴ治疗

作用最为明显。Ｗａｋｕｉ等
［１０］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
［１１］发现ＡＬＡＰＤＴ通过激活细胞内促凋亡的ＪＮＫ 和Ｐ３８α通路，同时抑制了促

进细胞存活的Ｐ３８β和ＥＲＫ１／２通路，从而导致乳腺癌细胞凋亡。本课题组前期有关ＰｈｏｔｏｆｒｉｎＰＤＴ治疗

９Ｌ脑胶质瘤的研究表明ＰｈｏｔｏｆｒｉｎＰＤＴ通过诱导肿瘤细胞凋亡来抑制肿瘤的生长
［１２］。

肿瘤细胞增殖活性的检测对于判断肿瘤的恶性程度，预见其生物学行为，评估预后及检测治疗效果等方

面是很重要的。Ｋｉ６７蛋白是一种增殖抗原，出现于细胞周期的Ｇ１、Ｓ、Ｇ２和 Ｍ 期，而Ｇ０期的细胞不表达

Ｋｉ６７抗原。因此，测定Ｋｉ６７的表达是判断肿瘤细胞增殖的有效指标
［１３，１４］。Ｋｉ６７免疫组化研究被广泛用于

中枢神经系统肿瘤，Ｏｚｅｎ等
［１５］认为Ｋｉ６７染色指数与脑膜瘤的复发及患者的预后有关，Ｋｉ６７染色指数越高，

患者越容易复发，生存时间越短。本课题组前期研究表明Ｐｈｏｔｏｆｒｉｎ介导的ＰＤＴ对９Ｌ胶质瘤细胞的增殖

无影响［１２］。在本实验中，Ｋｉ６７免疫组化半定量分析结果显示不同能量的ＰＤＴ治疗７天后，与对照组比较，

ＰＤＴ治疗对肿瘤细胞的增殖无统计学差异。换言之，ＰＤＴ并不是通过减少肿瘤细胞的增殖来发挥作用的。

５　结　　论

综上所述，ＡＬＡＰＤＴ可有效治疗脑胶质瘤，其治疗效果在一定范围内随着ＰＤＴ能量的增大而增强。

ＡＬＡＰＤＴ可诱导肿瘤细胞的凋亡，但对肿瘤细胞的增殖无影响，因此ＡＬＡＰＤＴ是通过诱导脑胶质瘤细胞

的凋亡而发挥治疗作用的。
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