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　　［摘要］　目的　探讨焦脱镁叶绿酸ａ甲酯介导的光动力疗法（ＭＰＰａＰＤＴ）对人骨巨细胞瘤 ＳＧＣ
０４０４细胞自噬的影响，研究自噬与凋亡的关系。方法　ＳＧＣ０４０４细胞经 ＭＰＰａＰＤＴ处理后采用
Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８染色观察细胞凋亡，ＤＣＦＨＤＡ荧光探针检测细胞内活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）
水平，单丹磺酰戊二胺（ＭＤＣ）染色和透射电镜观察细胞内自噬体的形成，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＬＣ３Ⅱ／
ＬＣ３Ⅰ和Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的表达水平，流式细胞仪检测细胞凋亡率。结果　ＭＰＰａＰＤＴ处理 ＳＧＣ０４０４细
胞以后，Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８染色可观察到细胞核固缩、核碎裂等典型凋亡形态学改变；ＤＣＦＨＤＡ染色结果显
示ＭＰＰａＰＤＴ组细胞内ＲＯＳ水平分别是对照组、ＭＰＰａ药物组、ＬＥＤ光照组的２１．０７、１８．６８倍和１９．６６倍
（Ｐ＜０．０５）；ＭＤＣ染色及透射电镜下可见细胞内有典型自噬体形成；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果则显示ＬＣ３Ⅱ／
ＬＣ３Ⅰ和Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的表达明显高于各对照组（Ｐ＜０．０５）；流式细胞仪检测发现经３ＭＡ抑制自噬后
ＭＰＰａＰＤＴ所致的细胞凋亡率明显升高［（２７．６９±２．２３）％ ｖｓ（４３．１７±２．８７）％，Ｐ＜０．０５］。结论　
ＭＰＰａＰＤＴ能诱导ＳＧＣ０４０４细胞发生凋亡与自噬；自噬在ＭＰＰａＰＤＴ作用的早期可以延缓凋亡的发生，
具有抗凋亡的保护作用。
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　　骨巨细胞瘤（ｇｉａｎｔｃｅｌｌｔｕｍｏｒ，ＧＣＴ）是我国较常见
的原发性骨肿瘤之一，其发病率约占原发骨肿瘤的

２０％［１］。目前ＧＣＴ的治疗主要是手术刮除加植骨，但
是病损内刮除的复发率高达２５％［２］。广泛切除虽能

降低复发率，但却带来骨缺损修复与功能重建的问题。

理想的治疗方案是彻底清除肿瘤的同时又保存正常的

骨结构和关节功能。光动力疗法 （ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃ
ｔｈｅｒａｐｙ，ＰＤＴ）具有选择性好、创伤小、毒副反应少、可
重复治疗、可协同手术提高疗效等优点，目前已用于鼻

咽癌、肺癌、脑胶质瘤、骨肉瘤等多种恶性疾病的临床

治疗［３］。因此手术刮除联合 ＰＤＴ以消灭残存的瘤细
胞便成为一种可能的治疗策略。自噬是细胞内双层膜

性小泡吞噬胞内待降解的蛋白和细胞器等成分形成自

噬体，自噬体再与溶酶体融合，进而由溶酶体内的水解

酶将内吞物降解的代谢过程［４］。研究表明 ＰＤＴ能够
诱导口腔鳞状细胞癌、黑色素瘤、乳腺癌等多种肿瘤细

胞发生自噬，并且自噬在肿瘤的ＰＤＴ治疗当中可以起
到促存活和促死亡的双重作用［５］。本研究探讨ＭＰＰａ
ＰＤＴ诱导 ＳＧＣ０４０４细胞发生的自噬现象，分析自噬
在ＭＰＰａＰＤＴ处理过程中对 ＳＧＣ０４０４细胞是否具有
抗凋亡的保护作用。

１　材料与方法

１．１　试剂和仪器
　　人骨巨细胞瘤细胞 ＳＧＣ０４０４购于第四军医大
学，焦脱镁叶绿酸ａ甲酯（ＭＰＰａ）、单丹磺酰戊二胺
（ＭＤＣ）、ＤＣＦＨＤＡ、βａｃｔｉｎ、Ｂｅｃｌｉｎ１和微管相关蛋白
１的轻链３（ＬＣ３）抗体、Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８购于美国 Ｓｉｇｍａ
公司，ＤＭＥＭ细胞培养基购于美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司，胎牛
血清购于美国Ｇｉｂｃｏ公司，胰蛋白酶、羊抗兔辣根过氧
化物酶 ＩｇＧ购于上海碧云天生物技术有限公司，光动
力治疗仪购于重庆京渝激光生物研究所。

１．２　细胞培养
　　人骨巨细胞瘤ＳＧＣ０４０４细胞在含５０μｇ／ｍＬ青霉
素、５０μｇ／ｍＬ链霉素及１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基
（完全培养基）中，３７℃、５％ＣＯ２常规细胞培养、传代。
１．３　实验分组及处理
　　将对数生长期的 ＳＧＣ０４０４细胞分成对照组、

ＭＰＰａ药物组、ＬＥＤ光照组和 ＭＰＰａＰＤＴ组。换液后
ＭＰＰａＰＤＴ组及ＭＰＰａ药物组在避光条件下中加入终
浓度为２μｍｏｌ／Ｌ的ＭＰＰａ［６］，对照组和ＬＥＤ光照组则
加入等量ＤＭＥＭ培养基和等浓度的ＤＭＳＯ。于３７℃、
５％ＣＯ２条件下避光孵育２０ｈ后，各组去掉含 ＭＰＰａ或
ＤＭＳＯ的培养液，ＰＢＳ缓冲液冲洗３遍，加新的完全培
养基；ＬＥＤ光照组和 ＭＰＰａＰＤＴ组使用波长６３０ｎｍ、
连续输出方式、光功率密度为４０ｍＷ／ｃｍ２的集成 ＬＥＤ
特种光源照射１２０ｓ，使细胞接受的光能量密度达到
４．８Ｊ／ｃｍ２，后继续避光条件下培养至检测。
１．４　Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８染色观察细胞凋亡
　　取对数生长期的 ＳＧＣ０４０４细胞，按５×１０４个／孔
接种于２４孔培养板，培养２４ｈ待细胞贴壁后进行分组
并给予相应处理。处理后３、６、１２ｈ弃培养基，ＰＢＳ缓冲
液冲洗２遍，加入浓度为１０μｇ／ｍＬ的Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８染
料２００μＬ，３７℃避光孵育５ｍｉｎ，ＰＢＳ缓冲液冲洗３遍
后，荧光显微镜下观察细胞凋亡情况并拍照（激发波

长３５０ｎｍ、发射波长４６０ｎｍ）。
１．５　ＤＣＦＨＤＡ荧光探针检测细胞内活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ

ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平
　　取对数生长期的 ＳＧＣ０４０４细胞，按５×１０４个／孔
接种于２４孔培养板，培养２４ｈ待细胞贴壁后进行分
组并给予相应处理，处理后 ２ｈ各组加入浓度为
１０μｍｏｌ／Ｌ的ＤＣＦＨＤＡ荧光探针２００μＬ，３７℃避光
孵育１５ｍｉｎ，ＰＢＳ缓冲液冲洗３遍后，荧光显微镜下观
察并拍照（激发波长４８８ｎｍ、发射波长５２０ｎｍ）。采
用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件进行图像分析。
１．６　ＭＤＣ染色观察细胞内自噬体
　　取对数生长期的 ＳＧＣ０４０４细胞行细胞爬片，爬
片成功后进行分组并给予相应处理。处理后６ｈ，弃培
养基，ＰＢＳ缓冲液冲洗３遍，加入浓度为０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ
的ＭＤＣ染料２００μＬ，３７℃避光孵育４５ｍｉｎ，ＰＢＳ缓冲
液冲洗３遍，４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，荧光显微镜下
观察并拍照（激发波长４２５ｎｍ、发射波长５２５ｎｍ）。
１．７　透射电镜观察细胞超微结构
　　取对数生长期 ＳＧＣ０４０４细胞分组后给予相应处
理，处理后６ｈ，收集各组细胞并离心，２．５％戊二醛和
１％锇酸固定液依次固定后，梯度乙醇及丙酮进行脱
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水，然后行包埋、固化、超薄切片机切片，最后经３％醋
酸铀枸橼酸铅染色后，透射电镜观察并拍照。
１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测自噬相关蛋白 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ

和Ｂｅｃｌｉｎ１表达
　　取对数生长期 ＳＧＣ０４０４细胞分组后给予相应处
理，分别于３、６、１２ｈ后收集各组细胞，常规方法提取
细胞总蛋白，ＢＣＡ测定蛋白浓度，调整各组浓度为
５μｇ／μＬ，煮沸变性后取等量上述蛋白样品行 ＳＤＳ凝
胶电泳，经转膜、室温封闭后加入相应一抗４℃孵育过
夜，复温３０ｍｉｎ后洗膜，再加入辣根过氧化物酶标记
的二抗室温下孵育１ｈ，经 ＴＢＳＴ洗膜后，采用 ＥＣＬ化
学发光法显影。采用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．６．２软件进行图
像分析。

１．９　细胞凋亡检测
　　取对数生长期 ＳＧＣ０４０４细胞，按１×１０５／孔接种
于６孔培养板中，在ＭＰＰａＰＤＴ处理细胞前用５ｍｍｏｌ／Ｌ
３ＭＡ预处理细胞１ｈ，各组细胞经实验处理后３７℃、５％
ＣＯ２避光培养 ３ｈ，收集各组细胞，制成单细胞悬液，
ＰＢＳ液洗２次，经ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双染，采用流式细胞仪
检测细胞凋亡率。

１．１０　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，数据以珋ｘ±ｓ表示，多组
均数间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

ＳＮＫｑ法。

２　结果

２．１　ＭＰＰａＰＤＴ对人骨巨细胞瘤 ＳＧＣ０４０４细胞凋亡
的诱导作用

　　Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８染色观察结果显示，ＭＰＰａＰＤＴ作用
后３、６、１２ｈＳＧＣ０４０４细胞逐渐出现核染色质密度增
高，呈高亮蓝色，以及核固缩、凝聚、碎裂等典型的细胞

凋亡形态学改变，并且这类细胞的数量明显多于各对

照组（图１）。
２．２　细胞内ＲＯＳ水平变化
　　ＭＰＰａＰＤＴ细胞平均荧光强度依次是对照组、
ＭＰＰａ药物组、ＬＥＤ光照组的２１．０７、１８．６８、１９．６６倍，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图２）。
２．３　ＭＤＣ染色观察自噬体
　　ＭＰＰａＰＤＴ作用后，ＳＧＣ０４０４细胞胞质内的绿色
荧光斑点数量明显高于对照组、ＭＰＰａ药物组和 ＬＥＤ
光照组（图３）。
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Ａ：对照组；Ｂ：ＭＰＰａ药物组；Ｃ：ＬＥＤ光照组；Ｄ：ＭＰＰａＰＤＴ组３ｈ；Ｅ：ＭＰＰａＰＤＴ组６ｈ；Ｆ：ＭＰＰａＰＤＴ组１２ｈ
图１　Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８染色检测各组细胞凋亡　（荧光显微镜 ×２００）
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Ａ：对照组；Ｂ：ＭＰＰａ药物组；Ｃ：ＬＥＤ光照组；Ｄ：ＭＰＰａＰＤＴ组
图２　ＤＣＦＨＤＡ检测各组细胞ＲＯＳ水平　（荧光显微镜 ×２００）
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Ａ：对照组；Ｂ：ＭＰＰａ药物组；Ｃ：ＬＥＤ光照组；Ｄ：ＭＰＰａＰＤＴ组
图３　ＭＤＣ染色检测各组细胞自噬体　（荧光显微镜 ×２００）

２．４　透射电镜下细胞的超微结构
　　ＭＰＰａＰＤＴ处理 ＳＧＣ０４０４细胞后６ｈ，透射电镜
可见细胞胞质有大量包裹有胞质内成分的双层膜结

构———自噬体（图４）。

! "

!

Ａ：对照组；Ｂ：ＭＰＰａＰＤＴ组　↑：示自噬体

图４　透射电镜下２组ＳＧＣ０４０４细胞超微结构

２．５　自噬相关蛋白ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和Ｂｅｃｌｉｎ１的表达
　　对照组、ＭＰＰａ药物组、ＬＥＤ光照组ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ
的值差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而 ＭＰＰａＰＤＴ组
在ＰＤＴ处理后３、６、１２ｈ，与各对照组比较，均有统计
学差异（Ｐ＜０．０５）。对照组、ＭＰＰａ药物组、ＬＥＤ光照

组Ｂｅｃｌｉｎ１／βａｃｔｉｎ的值差异无统计学意义（Ｐ＞００５），
而ＭＰＰａＰＤＴ组在ＰＤＴ处理后３、６、１２ｈ与各对照组
相比，均有统计学差异（Ｐ＜０．０５，图５）。
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１：对照组；２：ＭＰＰａ药物组；３：ＬＥＤ光照组；４：ＭＰＰａＰＤＴ组
３ｈ；５：ＭＰＰａＰＤＴ组６ｈ；６：ＭＰＰａＰＤＴ组１２ｈ
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜
００５，与对照组、ＭＰＰａ药物组、ＬＥＤ光照组比较
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和Ｂｅｃｌｉｎ１

蛋白的表达
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Ａ：对照组；Ｂ：ＭＰＰａ药物组；Ｃ：ＬＥＤ光照组；Ｄ：３ＭＡ组；Ｅ：ＭＰＰａＰＤＴ组；Ｆ：３ＭＡ＋ＭＰＰａＰＤＴ组
图６　流式细胞检测各组ＳＧＣ０４０４细胞的凋亡率

２．６　细胞凋亡的变化
　　对照组（３．６４±０．９４）％、ＭＰＰａ药物组（４．２８±
０４８）％、ＬＥＤ光照组（３．０８±０．９４）％和 ３ＭＡ组
（４４９±０．６８）％之间细胞凋亡率比较，差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５），ＭＰＰａＰＤＴ组（２７．６９±２．２３）％细胞
凋亡率明显高于各对照组（Ｐ＜０．０５）；采用３ＭＡ抑制
自噬水平后，细胞凋亡率（４３．１７±２．８７）％较 ＭＰＰａ
ＰＤＴ组显著上升（Ｐ＜０．０５，图６）。

３　讨论

　　ＰＤＴ是采用特定波长的光激发富集在肿瘤细胞内
的光敏剂，诱导其与周围环境中的氧发生光化学反应，

生成大量的ＲＯＳ，并通过高水平的ＲＯＳ造成细胞内脂
质、蛋白、核酸等成分的氧化损伤，起到抗肿瘤的治疗

目的［７－９］。ＭＰＰａ是一种叶绿素降解产物衍生物，其成
分单一，性质稳定，光敏活性强，是一种有临床应用前

景的新型光敏剂［１０］。本研究主要探讨 ＭＰＰａＰＤＴ诱
导ＳＧＣ０４０４细胞发生的自噬现象以及自噬在 ＭＰＰａ
ＰＤＴ处理过程中对细胞是否具有抗凋亡的保护作用。
　　ＰＤＴ的细胞毒性作用有赖于高水平的 ＲＯＳ对细
胞造成的氧化损伤［７－９］。本实验通过 ＤＣＦＨＤＡ染色
的方法发现 ＭＰＰａＰＤＴ组细胞 ＲＯＳ水平明显升高，从
而证实 ＭＰＰａＰＤＴ能有效产生 ＲＯＳ。目前研究表明，

诱导细胞凋亡是 ＰＤＴ发挥其抗肿瘤作用的主要机
制［１１］。我们采用 Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８细胞核荧光染色发现
经ＭＰＰａＰＤＴ处理后细胞逐渐出现典型的细胞凋亡形
态学改变；同时流式细胞仪检测发现 ＭＰＰａＰＤＴ组细
胞凋亡率明显高于各对照组。这些结果表明 ＭＰＰａ
ＰＤＴ能诱导ＳＧＣ０４０４细胞凋亡。
　　近年研究发现，ＰＤＴ在诱导肿瘤细胞凋亡的同时
也能诱导细胞自噬［１２］。ＭＤＣ能够选择性地与自噬体
结合，将其标记为 ＭＤＣ荧光阳性的点状结构［１３］。本

实验发现经 ＭＰＰａＰＤＴ处理后，细胞胞质内有大量
ＭＤＣ阳性的点状结构聚集，而各对照组则未见类似现
象。电镜检测是目前研究自噬发生与否的金标准。我

们通过电子显微镜发现ＭＰＰａＰＤＴ组细胞胞质内存在
大量包含胞质成分的自噬体。ＬＣ３分为两型：ＬＣ３Ⅰ
和ＬＣ３Ⅱ，自噬发生时，ＬＣ３Ⅰ向 ＬＣ３Ⅱ转化，因此
ＬＣ３Ⅱ被认为是自噬的标志性蛋白，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ则
反映细胞自噬活性高低［１４］。本实验结果显示，ＳＧＣ
０４０４细胞经ＭＰＰａＰＤＴ处理后 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ明显高
于各对照组。以上结果表明，ＭＰＰａＰＤＴ在诱导 ＳＧＣ
０４０４细胞凋亡的同时也诱导细胞发生自噬。
　　目前自噬在肿瘤 ＰＤＴ治疗过程中的作用仍存争
议：一方面，自噬可以通过清除受损的细胞器、促进营

养成分再利用，而有利于细胞生存，具有抗凋亡的保护
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性作用；另一方面，自噬是细胞死亡的机制之一，即自

噬性细胞死亡（又称Ⅱ型程序性细胞死亡）［１５］。本研
究采用３ＭＡ预处理细胞以抑制细胞自噬水平后再行
ＭＰＰａＰＤＴ处理，细胞凋亡率明显增加。以上结果表
明在ＭＰＰａＰＤＴ作用中，自噬可能通过清除部分 ＲＯＳ
和受损的细胞器延缓凋亡的发生，从而对 ＳＧＣ０４０４
细胞起到抗凋亡的细胞保护作用。

　　自噬和凋亡调节通路的交汇点在Ｂｅｃｌｉｎ１与Ｂｃｌ２
蛋白的相互作用：Ｂｃｌ２抑制Ｂａｘ、Ｂａｋ等促凋亡因子起
到抗凋亡作用，同时也抑制自噬特异性因子Ｂｅｃｌｉｎ１，进
而抑制 Ｂｅｃｌｉｎ１介导的细胞自噬［１６］。我们在前期的

研究中已经发现 ＭＰＰａＰＤＴ处理后 ３、６、１２ｈＳＧＣ
０４０４细胞 Ｂｃｌ２表达逐渐降低［６］。本研究结果显示

ＭＰＰａＰＤＴ处理后３、６、１２ｈ细胞 Ｂｅｃｌｉｎ１的表达均高
于各对照组。这就提示在 ＭＰＰａＰＤＴ处理中，ＳＧＣ
０４０４细胞可能通过Ｂｅｃｌｉｎ１和 Ｂｃｌ２的相互作用调节
凋亡与自噬水平来维持自身稳态。

　　综上所述，本实验证实凋亡与自噬共同参与了
ＭＰＰａＰＤＴ对ＳＧＣ０４０４细胞的抗肿瘤效应，并且自噬
在ＭＰＰａＰＤＴ作用的早期可以延缓凋亡的发生，具有
抗凋亡的保护作用。但 ＭＰＰａＰＤＴ诱导 ＳＧＣ０４０４细
胞发生自噬的具体机制，以及如何调控自噬和凋亡来

提高ＭＰＰａＰＤＴ对骨巨细胞瘤的抗肿瘤效应，仍需进
一步研究。
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