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摘  要 

目的：探讨630 nm激光诱导的血卟啉衍生物(Hematoporphyrin Derivative-Photodynamic Therapy 
HPD-PDT)与顺铂(Cisplatin DDP)单独或联合应用对人肺腺癌A549细胞株的增殖抑制作用及HPD-PDT
对DDP化疗的增敏作用。方法：将对数生长期的A549细胞分为HPD-PDT组、DDP组、联合组(DDP + 
HPD-PDT组)和对照组。CCK-8法检测各组细胞的增殖抑制率，Hoechst33342染色、annexinV-FITC/PI
双染法检测细胞的凋亡，RT-PCR检测各组Bcl-2、Bax、cleaved-PARP及Caspase-9 mRNA的表达。结

果：CCK8结果显示：对照组、DDP组、HPD-PDT组、DDP + HPD-PDT组A549细胞成活率分别为100%，

(88.56 ± 3.57)%，(84.61 ± 3.18)%、(74.34 ± 3.54)%。各用药组对人肺腺癌A549细胞株均有增殖抑

制作用，尤其以联合组抑制作用最强；组间比较(除HPD-PDT组和DDP组)有统计学意义(均P < 0.05)；
Hoechst33342染色显示：HPD-PDT组，DDP组，DDP + HPD-PDT组均可见明显的凋亡细胞，以DDP + 
HPD-PDT组凋亡细胞数最多；流式细胞术检测结果显示：对照组、DDP组、HPD-PDT组、DDP + HPD-PDT
组细胞早中期细胞凋亡率分别为(6.38 ± 0.36)%、(13.68 ± 0.67)%、(15.72 ± 0.56)%、(22.94 ± 0.55)%。

各用药组与对照组比较，联合用药组与单独用药组比较，细胞凋亡率增加，差异均有统计学意义(均P < 
0.05)，DDP + HPD-PDT组凋亡细胞数最多；RT-PCR显示：HPD-PDT和DDP作用细胞后可以上调Bax和
PARPmRNA及下调Caspas9、Bcl-2mRNA的表达，组间比较(除HPD-PDT和DDP组)有统计学意义(均P < 
0.05)。结论：光动力治疗联合化疗对肺腺癌A549细胞的杀伤效果最明显。血卟啉衍生物介导的光动力

治疗可增强A549细胞对顺铂化疗的敏感性。 
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Abstract 
Objective: To investigate the proliferation inhibitory effect of 630 nm laser-induced hematopor-
phyrin derivative photodynamic therapy (HPD-PDT) and cisplatin (DDP) alone or in combination 
on human lung adenocarcinoma A549 cell line and the sensitization effect of HPD-PDT on DDP 
chemotherapy. Methods: A549 cells in logarithmic growth phase were divided into HPD-PDT 
group, DDP group, combined group (DDP and HPD-PDT group) and control group. The prolifera-
tion inhibition rate of cells in each group was detected by CCK-8 method, and the apoptosis of cells 
was detected by Hoechst33342 staining and annexin V-FITC/PI double staining method, and the 
expression levels of Bcl-2, Bax, PARP and caspase-9 mRNA were detected by RT-PCR. Results: The 
results of CCK8 showed that the survival rate of A549 cells in the control group, DDP group, 
HPD-PDT group, DDP and HPD-PDT group was 100%, (88.56 ± 3.57)%, (84.61 ± 3.18)%, (74.34 ± 
3.54)% respectively. Each group had a proliferation inhibitory effect on the human lung adeno-
carcinoma A549 cell line, especially the combined group had the strongest inhibitory effect; The 
comparison between the groups (except the HPD-PDT group and the DDP group) was statistically 
significant (both P < 0.05). Hoechst33342 staining showed that HPD-PDT group, DDP group, DDP 
and HPD-PDT group had obvious apoptotic cells. The results of flow cytometry showed that the 
early and mid-term cell apoptosis rates of the control group, DDP group, HPD-PDT group, DDP and 
HPD-PDT group were (6.38 ± 0.36)%, (13.68 ± 0.67)%, (15.72 ± 0.56)%, (22.94 ± 0.55)% respec-
tively. The apoptosis rate between each medication group with the control group or the combina-
tion medication group with the single medication group was increased, and the difference was 
statistically significant (P < 0.05), and the number of apoptotic cells in the DDP and HPD-PDT 
group was the largest; RT-PCR showed that HPD-PDT and DDP can up-regulate the expression of 
Bax, PARPmRNA and down-regulate the level of caspase-9 and Bcl-2mRNA after acting on cells. 
The comparison between groups (except HPD-PDT group and DDP group) was statistically signifi-
cant (P < 0.05). Conclusion: The killing effect of photodynamic therapy and chemotherapy on lung 
adenocarcinoma A549 cells is the most obvious, and hematoporphyrin derivative-mediated pho-
todynamic therapy might enhance the sensitivity of A549 cells to cisplatin chemotherapy. 
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1. 引言 

肺癌是全球最常见的癌症，GLOBOCAN 数据显示：2020 年有约 220 万新发癌症病例和 180 万例死

亡。肺癌诊断病例约占全球癌症的十分之一(11.4%)，仅次于乳腺癌，为第二位，而死亡病例居首位[1]。
肺癌亦是我国最常见的癌症类型和死亡的主要原因[2]。非小细胞肺癌是肺癌最常见的亚型，约占肺癌的

80% [3]，尽管手术、放疗、化疗及生物靶向等联合治疗取得了一定的进展，但是由于早期无特异的症状，

大多数患者诊断时已经到中晚期，以致五年生存率比较低[4] [5] [6]。光动力疗法(photodynamic therapy 
PDT)越来越广泛地应用于临床治疗，PDT 是以活性氧(reactive oxygen species ROS)的产生为基础，诱导

细胞毒性作用。PDT 共需要三个成分：光敏剂、分子氧和光[7]；光动力治疗是利用光敏剂癌细胞高浓度

分布的特性，在特定激光波长照射下使光敏剂激发，产生不可逆的光化学反应，从而导致肿瘤细胞死亡

[8]。它有毒性低[9]、微创[10]、选择性高及可重复等优势[11]，治疗肺癌时取得了好的效果。PDT 已用

于治疗各种形式的肺癌[12]。光动力治疗后亦复发，且受限于光在组织内的穿透力。DDP 是临床上常用

的化疗药物，70%~80%的联合化疗方案中要用到顺铂[13]。研究证实，顺铂通过多种途径[14]来发挥其抗

癌作用。它通常与基因组 DNA (gDNA)或线粒体 DNA (mtDNA)结合，以产生 DNA 病变，阻止 DNA、

mRNA 和蛋白质的产生，阻止 DNA 复制，激活几个转导通路，最终导致坏死或凋亡[15] [16] [17] [18] [19]。
然而，由于副作用和耐药性，顺铂没有表现出其最大的潜力。联合应用不同毒性作用的治疗是提高肿瘤

疗效的策略。目前国内外对抗肿瘤药物和光动力疗法的协同作用机制研究不多[20] [21]，本实验通过 630 
nm 激光诱导血卟啉衍生物联合顺铂对肺腺癌 A549 细胞的体外实验研究，探讨联合治疗中光动力治疗对

化疗的增敏作用，为肺癌的临床治疗提供指导。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

1) 人肺腺癌 A549 细胞株由青岛大学附属医院科研中心实验室收藏提供。 
2) 仪器 LED-IIB 光动力治疗仪，武汉亚格光电技术有限公司生产。本实验所用红光输出波长(633 ± 10) 

nm，激光功率选择 50 mW/cm2光斑直径约为 10 cm，照射时间 120 s，照射发射口与孔板底部垂直距离约

10 cm，本实验所用药物浓度及实验条件根据课题组之前实验结果及预实验结果选定[22]。 
3) 主要试剂 DMEM 高糖培养基、胎牛血淸购于普诺赛生命科技有限公司；胰蛋白酶、青霉素/链霉

素溶液(100×无菌)，CCK8 化学发光试剂盒购自大连美仑生物技术有限公司。Hoechst33342 试剂盒、

Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒购于北京索莱宝科技有限公司；RNAiso plus RNA 提取试剂购于

日本 TaKaRa 公司；反转录试剂盒、SYBR qPCR Green 荧光定量 PCR 试剂盒均购于南京诺唯赞生物科技

股份有限公司。 
4) 光敏剂 血卟啉衍生物(HPD)用血卟啉注射液(Hematoporphyrin Injection)配制，购于重庆迈乐生物

制药有限公司，顺铂注射液购于江苏豪森药业集团有限公司，分装后于−20℃避光冷藏，用含 1%的青链

双抗、10%的灭活胎牛血清的 DMEM 高糖培养基现配现用。 

2.2. 方法 

1) 细胞培养 肺腺癌 A549 细胞在含 10%血清的培养基中，5% CO2，37℃饱和湿度的孵育箱中培养。 
2) CCK8 检测细胞增殖–毒性以 1 × 104/孔细胞数接种于 96 孔板中，设 3 个复孔，培养 24 小时，待

细胞贴壁状态稳定后弃废液，实验设有对照组(无加药照光处理)、HPD-PDT 组(加入含血卟啉衍生物 5 
ug/ml 的培养液培养 4 小时后在 630 nm 激光下 50 mW/cm2照射 2 min)、DDP 组(加入含顺铂 0.50 ug/ml
的培养液培养 4 小时)、DDP + HPD-PDT 组(先加入顺铂培养 4 小时后按 HPD-PDT 组处理)。所有组均需
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避光培养，用药处理后继续培养 24 小时，每孔更换 100 ul 含 10%CCK8 的培养液，增加空白对照组(仅
有含 10% CCK8 培养液)，避光培养 30 分钟后，自动酶标仪检测吸光度值，波长 450 nm，实验重复三次，

结果以均数 ± 标准差表示。存活率 = [(A实验组 − A空白对照组)/(A对照组 − A空白对照组)] × 100%。

比较各组药物对肺腺癌 A549 细胞的存活率影响，筛选出最适药物浓度用于后续实验。 
3) Hoechst33342 染色检测细胞凋亡 将对数生长期的 A549 细胞接种于 24 孔板培养过夜，贴壁后随

机分组，分组及处理同 CCK8，处理完成后更换培养液继续孵 24 小时，各孔先后加入 500 ul 的细胞染色

缓冲液、5 ul 的 Hoechst 染色液，混匀后 4℃孵育 30 分钟，PBS 洗后倒置荧光显微镜下观察细胞变化。 
4) AnnexinV-FITC/PI 双染检测细胞凋亡 将细胞铺于 6 孔板中，过夜后给予相应处理(分组及处理同

上)，处理完成后培养 48 小时，收集细胞并计数，离心、PBS 洗 2 次后用 100 ul 1 × Binding buffer 重悬细

胞，按分组避光加入 5 ul 的 AnnexinV-FITC 和 10 ul 的 PI 染色剂，并设立双阴，单染 AnnexinV-FITC 组

和单染 PI 组，混匀后避光孵育 15 min，再加 300 ul 的 1 × Binding buffer，过滤后用流式细胞仪进行检测。 
5) RT-PCR检测 检测Bcl-2、Bax、cleaved-PARP及Caspase-9 mRNA的表达水平。分组处理同CCK8，

细胞处理 24 小时后 PBS 洗 1 次，各孔加入 1 ml RNAiso Plus 静置 5 min，然后加入 200 ul 氯仿，混匀后

离心，将上清移入新的离心管中，加入与异丙醇后离心，倒掉上清液，加入乙醇混匀后离心，弃上清，

加入 DEPC 水检测浓度，根据诺唯赞反转录试剂说明书及 PCR 仪(37℃ 15 min; 85℃ 5 s; 4℃)逆转录得到

cDNA 第一链，以 cDNA 为模板，在 RT-PCR 20 ul 反应体系下用 FIC-3000 溶解曲线细胞仪对 cDNA 为

模板进行目的片段的扩增。分析每个组别内模板的循环数(Ct)，以 GAPDH 为内参计算各组各基因的起始

拷贝数(2−ΔΔCt)。结果以均数 ± 标准差表示。 

2.3. 统计学方法 

所有实验均独立重复至少 3 次，所得计量资料用(X ± S)表示，采用统计学软件 SPSS 26.00 版进行数

据分析，多组之间比较均数用单因素方差分析，P < 0.05 有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. CCK8 检测结果 

 

 
注：与对照组相比*P < 0.05；HPD-PDT 组、DDP 组与联合组相

比^P < 0.05。 

Figure 1. The effect of different groups on the survival rate of lung 
adenocarcinoma A549 cells after 24 hours 
图 1. 不同分组处理 24 小时后肺腺癌 A549 细胞存活率的影响 
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DDP、HPD-PDT 均可杀伤肺腺癌 A549 细胞，联合组的杀伤效应明显优于单独用药组。比较观察各

组细胞吸光度值及成活率(见图 1)，五组细胞处理 24 小时的存活率分别为：对照组：100%，DDP 组：(88.56 
± 3.57)%；HPD-PDT 组：(84.61 ± 3.18)%；DDP + HPD-PDT 组：(74.34 ± 3.54)%；组间比较(除 DDP 组和

HPD-PDT 组)有统计学意义(P < 0.05)，以 DDP + HPD-PDT 组成活率最低，其细胞增殖抑制率最明显。计

算两药相互作用系数(CDI)值，24 小时的 CDI 值为：0.99，表明两药联合有协同作用。 

3.2. Hoechst33342 染色 

各组细胞处理 24 小时后在倒置荧光显微镜下观察，对照组无明显亮蓝染的细胞，HPD-PDT 组、DDP
组及联合用药组都能观察到呈致密浓染颜色发白的凋亡细胞，核固缩及核碎裂明显，DDP + HPD-PDT 组

最多见，且细胞密度较其他组也最低(见图 2)。 
 

 
注：(A) 空白对照组；(B) DDP 组；(C) HPD-PDT 组；(D) DDP + 
HPD-PDT 组 

Figure 2. Comparison results of each group of cells stained by 
Hoechst 33342 under an inverted fluorescence microscope. 
图2. 倒置荧光显微镜下各组细胞经Hoechst33342染色对比结果 

3.3. 流式双染检测 A549 细胞凋亡率 

对照组、DDP 组、HPD-PDT 组、DDP + HPD-PDT 组凋亡率分别是(6.38 ± 0.36)%、(13.68 ± 0.67)%、

(15.72 ± 0.56)%、(22.94 ± 0.55)%，除了 HPD-PDT 组与 DDP 组之外(P > 0.05)，组间比较差异均有统计学

意义(P < 0.05) (见图 3)联合组、HPD-PDT 组、DDP 组与对照组比较，细胞凋亡率均升高(P < 0.05)，以

联合组(DDP + HPD-PDT 组)细胞凋亡率最高。表明联合组诱导凋亡的效果较各单独用药组好，差异有统

计学意义(P < 0.05)。 

3.4. RT-PCR 检测结果 

与对照组比较，DDP 组、HPD-PDT 组及 DDP + HPD-PDT 组细胞中 Bax、cleaved-PARP 的相对表达

量均升高，Bcl-2、Caspase-9 蛋白的表达量均降低。尤以联合组 DDP + HPD-PDT 的差异性最明显，各组

之间(除 DDP 组和 HPD-PDT 组外)蛋白表达差异均有统计学意义(P < 0.05) (见图 4)。 

https://doi.org/10.12677/acm.2022.124458


李吉燕 等 
 

 

DOI: 10.12677/acm.2022.124458 3180 临床医学进展 
 

 
注：与对照组相比*P < 0.05；HPD-PDT 组、DDP 组与联合组相比^P < 0.05。 

Figure 3. The effect of combined treatment of PDT and DDP on A549 cell apoptosis 
图 3. PDT 和 DDP 联合治疗对 A549 细胞凋亡的影响 
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注：各组与对照组相比*P < 0.05；HPD-PDT 组、DDP 组与联合组相比^P < 0.05。 

Figure 4. The expression levels of cleaved-PARP, Bcl-2, Bax, Caspase-9 mRNA after PDT and DDP 
treatment 
图 4. 经 PDT、DDP 治疗后 cleaved-PARP、Bcl-2、Bax、Caspase-9 mRNA 的表达水平 

4. 讨论 

肺癌是中国癌症相关死亡的主要原因[23]，NSCLC 约占目前全世界观察到的肺癌病例的 85% [24]。
因其被发现时大都处于晚期，化疗仍然是其主要的治疗方式。而顺铂(DDP)是 NSCLC 治疗[25] [26]的主

要化疗剂之一。联合疗法，PDT 和化疗可以促进协同作用，提高癌症治疗的功效[27]。王丽[28]等通过体

外实验研究证实 PDT 或联合 DDP 对肺癌 A549/DDP 细胞具有明显杀伤作用，主要通过 ROS‒线粒体途径

促进细胞凋亡；PDT 与 DDP 具有相加效应。滕理送等[20]通过研究光动力疗法与化疗药物联合对人直肠

腺癌细胞 HR8348 的作用，验证了顺铂确实能增加光敏剂的光敏杀伤作用，两者联合有协同增效作用。

张建桥[29]等通过观察了顺铂联合光动力对荷 H22 肝癌小鼠移植瘤的影响亦证实了光动力疗法与顺铂作

用于不同的周期细胞，具有协同增效作用。以及许多研究[30] [31] [32]已经证明，PDT 与化疗相结合可以

提高疗效。但是在肺癌的治疗中，光动力治疗对化疗的增敏作用少有研究。 
本实验结果显示：顺铂和光动力单独或联合治疗对肺腺癌 A549 细胞均有杀伤作用，联合组 A549 细

胞成活率明显降低，细胞集落数量明显减少，以 DDP + HPD-PDT 组成活率最低，表明联合组杀伤作用

优于单药组。Hoechst33342 染色结果看出，用药后可见 A549 细胞染色质固缩，细胞核呈致密浓染或呈

碎片状致密浓染，颜色发白及高蓝光改变，而对照组细胞则未见明显凋亡改变，提示 DDP 及 HPD-PDT
的抗肿瘤作用与细胞凋亡密切相关。AnnexinV-FITC/PI 双染法测凋亡结果显示联合组凋亡细胞明显多于

对照组、DDP 组及 HPD-PDT 组，进一步提示两者的抗肿瘤作用通过诱导细胞凋亡而实现。 
淋巴细胞瘤-2 基因(B-cell lymphoma-2, Bcl-2)家族蛋白通过形成异源或者同源二聚体，在线粒体凋亡

途径中占有重要地位，Bcl-2 是该家族中重要的抗凋亡蛋白，Bax 是重要的促凋亡蛋白，Bcl-2 和 Bax 在

细胞凋亡的调节中起着重要的作用[33] [34]，本研究显示，DDP、HPD-PDT 单独和联合作用后，肺腺癌

A549 细胞中的 Bax 基因 mRNA 表达上调，Bcl-2 基因 mRNA 表达下调、Bax/Bcl-2 比值增高，从而促进

了肺腺癌 A549 细胞的凋亡。Bcl-2 表达增加，可以稳定细胞线粒体膜，避免细胞内蛋白水解，抑制线粒

体膜电位的变化及抑制细胞色素 c 从线粒体内膜释放[35]，抑制 caspase-9 (Cysteine aspartic acid specific 
protease-9)自活化后激活 caspase-3，从而抑制细胞凋亡[36]。而 PARP 是 caspase-3 作用底物的一种 DNA
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损伤传感器，是典型的蛋白质翻译的后修饰酶，对 DNA 断端非常敏感。病理状态下，DNA 损伤严重时，

细胞内 PARP 被大量激活，致使多聚 ADP 核糖积聚，凋亡诱导因子核转位等一系列病理改变，进一步诱

导 DNA 断裂，导致细胞凋亡的发生[37]。本实验结果中 DDP、HPD-PDT 作用 A549 细胞后 Bcl-2 基因

mRNA 表达降低，促进了 caspase-9 的活化，从而激活 caspase-3，进而激活 PARP，最终促进 A549 细胞

的凋亡。因此，DDP 与 HPD-PDT 联合主要是通过诱导线粒体途径凋亡而抑制肺癌细胞的增殖。 

5. 结论 

综上所述：HPD-PDT 或与 DDP 都能促进 A549 细胞的凋亡、抑制 A549 细胞增殖，两者联合作用明

显，即 HPD-PDT 能增加 A549 细胞对 DDP 化疗的敏感性。其对顺铂化疗增敏作用产生的机制可能与上

调 cleaved-PARP、Bax 的基因 mRNA 的表达以及下调 Bcl-2、caspase-9 的基因 mRNA 的表达有关 ，从

而影响细胞线粒体凋亡通路及促进 DNA 损伤。但具体机制需进一步实验验证。该研究只采取一种肺癌细

胞株，亦未能在动物上进行相关验证，需要进一步实验证实。 

声明  

该实验获得医院伦理委员会批准。 
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