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ＨＭＭＥＰＤＴ诱导皮肤微血管内皮细胞损伤的作用
及机制研究

［摘要］　目的：探讨血卟啉单甲醚光动力治疗（ｈｅｍａｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎｍｏｎｏｍｅｔｈｙｌｅｔｈｅｒｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ，ＨＭＭＥＰＤＴ）
对人真皮微血管内皮细胞氧化应激损伤的具体作用及可能涉及的机制，为ＨＭＭＥＰＤＴ治疗葡萄酒色斑的临床应用
提供理论依据。方法：采用ＨＤＭＥＣｓ１０～１５代用于本次实验。通过 ＣＣＫ８检测细胞活性变化；流式细胞术检测各
组细胞凋亡比例及细胞内活性氧簇（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平；分光光度计法检测各组细胞培养上清液乳酸
脱氢酶水平及丙二醛水平；采用方差分析比较各组差异。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ｃＪｕｎ氨基末端激酶（ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉ
ｎａｌＫｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）、Ｐ３８、细胞外信号调节激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）总蛋白及磷酸化蛋白表达。结
果：ＨＭＭＥＰＤＴ能明显降低人真皮微血管内皮细胞活性，诱导细胞凋亡（Ｐ＜０．０５）。ＨＭＭＥＰＤＴ能诱导人真皮微血
管内皮细胞产生大量ＲＯＳ（Ｐ＜０．０５）。ＨＭＭＥＰＤＴ可以诱导Ｐ３８、ＥＲＫ磷酸化。结论：ＨＭＭＥＰＤＴ能诱导人真皮微
血管内皮细胞的氧化损伤，其机制可能与激活ＭＡＰＫｓ通路有关。
［关键词］海姆泊芬；光动力治疗；人真皮微血管内皮细胞；氧化应激
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ｉｎｄｕｃｅｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎＨＤＭＥＣｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＭＡＰＫｓ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｈｅｍｏｐｏｒｆｉｎ；Ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ；ＨＤＭＥＣｓ；Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ

　　光动力疗法（ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ，ＰＤＴ）是一
种利用光敏剂联合光照后产生靶细胞杀伤力的新型

组织消融疗法。它作为一种高选择性、安全性好、副

作用小的新治疗技术，已越来越多地应用于多种皮

肤疾病的治疗，包括：日光性角化、基底细胞癌、鳞状

细胞癌、鲍温病、尖锐湿疣、寻常疣、扁平疣、痤疮等。

ＰＤＴ的理论基础是光动力反应，广义概念系指有分
子氧参与的光敏剂吸收光子引发的一系列光化学反

应。在系统或局部应用光敏剂后，病变组织吸收并

蓄积外源性或内源性光敏性物质，组织细胞中的光

敏性物质受到相应波长（可见光、近红外光或紫外

光）的非致热性光线照射时，通过光动力反应产生

单线态氧等细胞毒性产物，这些活性物质与相邻的

生物大分子及亚细胞器相互作用，损伤和破坏组织

及细胞，最终导致肿瘤细胞及增殖旺盛细胞的死亡

或凋亡，达到光动力治疗目的［１５］。

葡萄酒色斑（ｐｏｒｔｗｉｎｅｓｔａｉｎｓ，ＰＷＳ），又称鲜红
斑痣，属于毛细血管瘤的一种，是一类常见的先天性

血管畸形。该病新生儿发病率约为０．３％ ～０．５％，
大部分患儿为先天性局部微静脉异常发育所致。皮

损初发可表现为浅红或粉红色斑疹，后颜色渐加深，

可呈鲜红或紫红；部分皮损增厚，可出现丘疹、结节，

甚至软组织肿大，形成畸形或皮肤出血。此外，由于

７０％～８０％的皮损都位于面颈部，严重影响了患者
的容貌，给患者及家属带来了巨大的社会心理压

力［６］。目前，脉冲染料激光治疗仍是鲜红斑痣的主

要治疗方法。尽管该治疗方法是安全、有效的，但仅

有１０％～２０％的患者皮损能够完全清除，而２０％～
３０％的患者几乎无效［７８］。因此，寻求更多相对安全

有效的ＰＷＳ治疗方法成为目前需要解决的问题。
近来，新型光敏剂海姆泊芬（血卟啉单甲醚，ｈｅ

ｍａｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎｍｏｎｏｍｅｔｈｙｌｅｔｈｅｒ，ＨＭＭＥ）的ＰＤＴ治疗
开始在ＰＷＳ的治疗领域崭露头角。ＨＭＭＥ是一种
单体卟啉类药物，以被动运输的方式通过血管内皮

细胞膜，经过一定波长和能量的激光照射激活，产生

光动力效应［９］。与第一代光敏剂（如：光卟啉）相

比，ＨＭＭＥ具有组份单一、结构明确、光敏化力强、
光动力效应高、代谢迅速、毒副作用更低等优点。Ｉ
期临床试验已证实，ＨＭＭＥ单剂量注射（２．５～１０
ｍｇ／ｋｇ）安全且耐受性良好［１０］。后续的临床试验也

充分证实ＨＭＭＥＰＤＴ治疗ＰＷＳ的有效性［１１１２］。

本项目拟通过研究 ＨＭＭＥＰＤＴ对人真皮微血

管内皮细胞（ｈｕｍａｎｄｅｒｍａｌｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ，ＨＤＭＥＣｓ）损伤作用及机制，深化对 ＨＭＭＥ
ＰＤＴ治疗ＰＷＳ的药理作用及分子水平作用机制的
认识，为ＨＭＭＥＰＤＴ治疗 ＰＷＳ提供进一步科学的
实验证据及理论依据。

１　材料和方法

１．１　材料
注射用海姆泊芬购自泰州复旦张江药业有限公

司；Ｈ２Ｏ２ 购自美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；ＣＣＫ８
（ＡＲ１１６０）试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公
司；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣＫｉｔ（ＦＡＫ０１５．５０）购自深圳欣博
盛生物科技有限公司；细胞外信号调节激酶（ｅｘｔｒａ
ｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）、ｃＪｕｎ氨基末
端激酶（ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌＫｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）、Ｐ３８抗体均
购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。人真皮微
血管内皮细胞 ＨＤＭＥＣｓ来源于美国疾控中心
（ＣＤＣ，Ａｔｌａｎｔａ，ＧＡ，ＵＳＡ）。
１．２　方法
１．２．１　ＨＤＭＥＣｓ培养及传代　使用添加有１０％热
灭活胎牛血清、１％双抗（１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００Ｕ／
ｍＬ链霉素）的ＤＭＥＭ高糖培养基进行培养与传代。
１．２．２　药物处理　细胞传代培养４８ｈ后以不同浓
度ＨＭＭＥ溶液（５μｇ／ｍＬ、１０μｇ／ｍＬ、２０μｇ／ｍＬ）分
别处理细胞３０ｍｉｎ、１ｈ、２ｈ、３ｈ、４ｈ、５ｈ、６ｈ后ＰＢＳ
冲洗细胞，通过荧光显微镜观察 ＨＭＭＥ进入细胞后
所发荧光，确定最佳光照时间点。本实验根据观察

结果选取３ｈ为药物处理时间。
１．２．３　确定光照强度　２０μｇ／ｍＬＨＭＭＥ处理细
胞３ｈ后予功率密度 ２５ｍｗ／ｃｍ２、５０ｍｗ／ｃｍ２、７５
ｍｗ／ｃｍ２、１００ｍｗ／ｃｍ２，波长在４４２～４６５ｎｍ波段绿
光照射３０ｍｉｎ。分别于处理后即刻、１ｈ及１２ｈ用
普通倒置显微镜观察细胞形态，并结合 ＣＣＫ８结果
确定合适光照强度。

１．２．４　细胞处理分组　以浓度为 ０．３１μｇ／ｍＬ、
０．６２５μｇ／ｍＬ、１．２５μｇ／ｍＬ、２．５μｇ／ｍＬ、５μｇ／ｍＬ、
１０μｇ／ｍＬ、２０μｇ／ｍＬ、４０μｇ／ｍＬ、８０μｇ／ｍＬ、１６０μｇ／
ｍＬＨＭＭＥ培养基处理细胞 ３ｈ后予功率密度 ７５
ｍｗ／ｃｍ２波长在４４２～４６５ｎｍ波段绿光照射３０ｍｉｎ。
恒温孵箱静置培养。

将该组分为低浓度处理组（ＨＭＭＥ浓度为０．３１
μｇ／ｍＬ、０．６２５μｇ／ｍＬ、１．２５μｇ／ｍＬ、２．５μｇ／ｍＬ、５
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μｇ／ｍＬ）及高浓度处理组（ＨＭＭＥ浓度为 １０μｇ／
ｍＬ、２０μｇ／ｍＬ、４０μｇ／ｍＬ、８０μｇ／ｍＬ、１６０μｇ／ｍＬ）。
不同浓度单纯 ＨＭＭＥ处理组及单纯光照组（ＰＤＴ
组）为阴性对照，２００μＭＨ２Ｏ２处理细胞１ｈ为阳性
对照组，不予处理细胞为空白对照组。

１．２．５　细胞损伤情况调查
１．２．５．１　ＣＣＫ８检测细胞活力　将传代后的 ＨＤ
ＭＥＣｓ接种入９６孔板中，使每孔细胞数约为１×１０４

个。分别于处理后１ｈ、１２ｈ及２４ｈ吸出原始培养
基，ＰＢＳ清洗后每孔加入 １００μＬ新鲜培养基及
１０μＬＣＣＫ８溶液放入细胞培养箱内继续孵育，１ｈ
后酶标仪４５０ｎｍ波长检测ＯＤ值，从而判定ＨＭＭＥ
对细胞活力的影响。

１．２．５．２　流式细胞术检测细胞凋亡及坏死比率的
变化　将传代后的ＨＤＭＥＣｓ接种入６孔板中，使每
孔细胞数约为１×１０６个，按照上述方法处理细胞
１２ｈ后，弃上清液、ＰＢＳ冲洗、胰酶消化、离心清洗３
次后制成３００μＬ细胞悬液。避光双染 ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ及碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）２０ｍｉｎ后流
式细胞术检测荧光强度。ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ检测早期
凋亡，ＰＩ检测中晚期凋亡，荧光强度与细胞凋亡量
呈正比。

１．２．５．３　分光光度计法检测细胞培养上清乳酸脱
氢酶水平变化　将传代后的 ＨＤＭＥＣｓ接种入６孔
板中，使每孔细胞数约为１×１０６个，按照上述方法
处理细胞１２ｈ后收集细胞上清液。按照试剂盒操
作步骤处理上清，使用分光光度计法检测各组细胞

培养上清乳酸脱氢酶水平变化。

１．２．６　细胞氧化应激状态调查
１．２．６．１　细胞内活性氧簇（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）产生　将传代后的 ＨＤＭＥＣｓ接种入 ６孔板
中，使每孔细胞数约为１×１０６个，按照上述方法处

理细胞１２ｈ后弃上清，收集细胞洗涤后制成３００μＬ
细胞悬液，避光单染二氯荧光素二乙酸酯２０ｍｉｎ，流
式细胞术检测荧光强度。荧光强度与细胞内 ＲＯＳ
量成正比。

１．２．６．２　细胞脂质过氧化产物的变化　按照检测
细胞上清液乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＬＤＨ）水平步骤培养处理细胞并收集培养上清液。
按丙二醛（ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）检测试盒说明书操
作，分光光度计法检测各组脂质过氧化产物 ＭＤＡ
水平。

１．２．７　细胞 ＭＡＰＫｓ家族蛋白活化　将传代后的
ＨＤＭＥＣｓ接种入直径１０ｃｍ平皿，各组细胞按上述
方法处理１５ｍｉｎ后去除培养基，用冷 ＰＢＳ洗３次，
加３００μＬ裂解液，裂解完成后提取总蛋白。在
１２％的 ＳＤＳＰＡＧＥ胶上进行分离，并转到聚偏氟乙
烯中空纤维膜上。用含 ５％ＢＳＡ的 ＴＢＳＴ液封闭
１ｈ后，膜上加入一抗（ｔＥＲＫ、ｐＥＲＫ、ｔＪＮＫ、ｐＪＮＫ、
ｔＰ３８、ｐＰ３８）孵育过夜，再与辣根过氧化物酶标记
的二抗孵育１ｈ。其后，用增强化学发光法显色，并
在胶片上进行曝光。以βａｃｔｉｎ表达作为内参对照。
１．３　统计学处理

使用ＳＰＳＳ２２．０统计学软件进行统计分析，全
部数据均以均数±标准差表示，组间比较使用单因
素方差分析。Ｐ＜０．０５示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＨＭＭＥＰＤＴ对ＨＤＭＥＣｓ损伤的影响
２．１．１　ＨＭＭＥＰＤＴ改变细胞形态　将细胞置于普
通光学显微镜下观察细胞形态。正常生长ＨＤＭＥＣｓ
为梭形，细胞间排列紧密，予 ＨＭＭＥＰＤＴ处理后细
胞皱缩、变形，排列松散，单纯给药组及单纯光照组

细胞形态正常（图１）。

图１　ＨＭＭＥＰＤＴ处理细胞后细胞形态改变
Ｆｉｇｕｒｅ１．ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌＣｈａｎｇｅｓｏｆＣｅｌｌｓａｆｔｅｒＴｒｅａｔｅｄｂｙＨＭＭＥＰＤＴ
Ａ：Ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＴｈｅＨＭＭＥＰＤＴｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＴｈｅＨＭＭＥｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＴｈｅＰＤＴｇｒｏｕｐ．
ＨＭＭＥ：Ｈｅｍａｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎｍｏｎｏｍｅｔｈｙｌｅｔｈｅｒ；ＰＤＴ：Ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ．
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２．１．２　ＨＭＭＥＰＤＴ降低细胞活力　以不同浓度
ＨＭＭＥ预处理细胞３ｈ后光照３０ｍｉｎ。与空白对照
组相比，低浓度 ＨＭＭＥＰＤＴ组（０．３１μｇ／ｍＬ、０．６２５
μｇ／ｍＬ、１．２５μｇ／ｍＬ、２．５μｇ／ｍＬ、５μｇ／ｍＬ）处理细
胞后１ｈ、１２ｈ及２４ｈ细胞存活率均明显降低（图
２Ａ～Ｃ）。低浓度 ＨＭＭＥ组（０．３１μｇ／ｍＬ、０．６２５
μｇ／ｍＬ、１．２５μｇ／ｍＬ、２．５μｇ／ｍＬ、５μｇ／ｍＬ）处理细
胞后细胞存活率差异均无统计学意义（图２Ｄ）。高

浓度 ＨＭＭＥＰＤＴ组（１０μｇ／ｍＬ、２０μｇ／ｍＬ、４０μｇ／
ｍＬ、８０μｇ／ｍＬ、１６０μｇ／ｍＬ）处理细胞后细胞存活率
均明显降低（图 ２Ｅ）。高浓度 ＨＭＭＥ组（１０μｇ／
ｍＬ、２０μｇ／ｍＬ、４０μｇ／ｍＬ、８０μｇ／ｍＬ、１６０μｇ／ｍＬ）处
理细胞后细胞存活率差异均无统计学意义（图２Ｆ）。
ＰＤＴ单独处理对细胞存活率无明显影响，２００μＭ
Ｈ２Ｏ２可致细胞存活率明显降低。

图２　不同浓度的ＨＭＭＥＰＤＴ均可致细胞活力明显降低
Ｆｉｇｕｒｅ２．ＨＭＭＥＰＤＴＬｅａｄｓｔｏＤｅｃｒｅａｓｅｄＣｅｌｌＶｉａｂｉｌｉｔｙ
Ａ．Ｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｏｆｃｅｌｌｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ１ｈａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｂｙＨＭＭＥＰＤＴ（０．３１μｇ／ｍＬ，０．６２５μｇ／ｍＬ，１．２５μｇ／ｍＬ，
２．５μｇ／ｍＬａｎｄ５μｇ／ｍＬ）（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）；Ｂ．Ｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｏｆｃｅｌｌｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ１２ｈａｆｔｅｒｂｅｉｎｇ
ｔｒｅａｔｅｄｂｙＨＭＭＥＰＤＴ（０．３１μｇ／ｍＬ，０．６２５μｇ／ｍＬ，１．２５μｇ／ｍＬ，２．５μｇ／ｍＬａｎｄ５μｇ／ｍＬ）（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜
０．００１）；Ｃ．Ｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｏｆｃｅｌｌｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ２４ｈａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｂｙＨＭＭＥＰＤＴ（０．３１μｇ／ｍＬ，０．６２５μｇ／ｍＬ，１．２５
μｇ／ｍＬ，２．５μｇ／ｍＬａｎｄ５μｇ／ｍＬ）（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）；Ｄ．Ｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｏｆｃｅｌｌｓｄｉｄｎｏｔｖａｒｙａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒｅａ
ｔｅｄｗｉｔｈＨＭＭＥ（０．３１μｇ／ｍＬ，０．６２５μｇ／ｍＬ，１．２５μｇ／ｍＬ，２．５μｇ／ｍＬａｎｄ５μｇ／ｍＬ）ｏｒｔｒｅａｔｅｄｂｙＰＤＴｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５），ａｎｄｉｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２（２００μＭ）（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）；Ｅ．Ｔｈｅｓｕｒ
ｖｉｖａｌｏｆｃｅｌｌｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｂｙＨＭＭＥＰＤＴ（１０μｇ／ｍＬ，２０μｇ／ｍＬ，４０μｇ／ｍＬ，８０μｇ／ｍＬａｎｄ１６０μｇ／ｍＬ）
ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＰＤＴｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．００１）；Ｆ．ＴｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｏｆｃｅｌｌｓｄｉｄｎｏｔｖａｒｙａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＨＭＭＥ
（１０μｇ／ｍＬ，２０μｇ／ｍＬ，４０μｇ／ｍＬ，８０μｇ／ｍＬａｎｄ１６０μｇ／ｍＬ）ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＰＤＴｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．
ＡｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓａｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎＦｉｇｕｒｅ１．

２．１．３　ＨＭＭＥＰＤＴ诱导细胞凋亡　通过流式细胞
术发现，与空白对照组相比，ＨＭＭＥＰＤＴ组（０．３１μｇ／
ｍＬ、０．６２μｇ／ｍＬ、１．２５μｇ／ｍＬ、２．５μｇ／ｍＬ、５μｇ／ｍＬ）
处理细胞后１２ｈ细胞凋亡率均明显增高；ＰＤＴ单独
处理组及ＨＭＭＥ单独处理组细胞凋亡率差异均无
统计学意义；２００μＭＨ２Ｏ２阳性对照组细胞凋亡率

明显增加（图３）。
２．１．４　ＨＭＭＥＰＤＴ致细胞 ＬＤＨ释放　检测细胞
上清液发现，与空白对照组相比，ＨＭＭＥＰＤＴ组
（０．３１μｇ／ｍＬ、０．６２５μｇ／ｍＬ、１．２５μｇ／ｍＬ、２．５μｇ／
ｍＬ、５μｇ／ｍＬ）处理细胞后１２ｈ细胞ＬＤＨ释放量明
显增多（图４Ａ）。ＰＤＴ及ＨＭＭＥ单独处理细胞后细
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图３　不同浓度ＨＭＭＥＰＤＴ均可诱导细胞凋亡（Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）
Ｆｉｇｕｒｅ３．ＨＭＭＥＰＤＴ ＳｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙＩｎｄｕｃｅｓＡｐｏｐｔｏｓｉｓ
Ｒａｔｅ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）
ＡｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎＦｉｇｕｒｅ１．

胞上清 ＬＤＨ含量无明显变化（图 ４Ｂ）。２００μＭ
Ｈ２Ｏ２可致细胞释放大量ＬＤＨ。
２．２　ＨＭＭＥＰＤＴ对ＨＤＭＥＣｓ氧化应激状态的影响
２．２．１　ＨＭＭＥＰＤＴ诱导细胞内产生ＲＯＳ　通过流
式细胞术发现，与空白对照组相比，不同浓度

ＨＭＭＥＰＤＴ组（０．３１μｇ／ｍＬ、０．６２５μｇ／ｍＬ、１．２５
μｇ／ｍＬ、２．５μｇ／ｍＬ、５μｇ／ｍＬ）处理细胞后１２ｈ细胞
内ＲＯＳ产量明显增多；ＰＤＴ单独处理组及 ＨＭＭＥ
单独处理组未见细胞内ＲＯＳ产生量发生明显变化，
２００μＭＨ２Ｏ２阳性对照组细胞 ＲＯＳ产生量明显增
加（图５）。

图４　ＨＭＭＥＰＤＴ组细胞上清ＬＤＨ含量明显增多
Ｆｉｇｕｒｅ４．ＨＭＭＥＰＤＴＳｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙＩｎｄｕｃｅｓＩｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＬＤＨ
Ａ．ＴｈｅＬＤＨｒｅｌｅａｓｅｉｎＨＤＭＥＣｓｍａｒｋｅｄｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｂｙＨＭＭＥＰＤＴ（０．３１μｇ／ｍＬ，０．６２５μｇ／ｍＬ，１．２５μｇ／ｍＬ，
２．５μｇ／ｍＬａｎｄ５μｇ／ｍＬ）ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）；Ｂ．ＴｈｅＬＤＨｒｅｌｅａｓｅｉｎＨＤ
ＭＥＣｓｄｉｄｎｏｔｖａｒｙａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＨＭＭＥ（０．３１μｇ／ｍＬ，０．６２５μｇ／ｍＬ，１．２５μｇ／ｍＬ，２．５μｇ／ｍＬａｎｄ５μｇ／ｍＬ）ｏｒｔｒｅａｔｅｄ
ｂｙＰＤＴｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５），ａｎｄｉｔｍａｒｋｅｄｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２（２００μＭ）ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏ
ｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）．
ＬＤＨ：Ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ；ｏｔｈｅｒａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎＦｉｇｕｒｅ１．

图５　ＨＭＭＥＰＤＴ可致细胞产生ＲＯＳ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）
Ｆｉｇｕｒｅ５．ＨＭＭＥＰＤＴＳｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙＩｎｄｕｃｅｓＩｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＲＯＳ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）
ＲＯＳ：Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ；ｏｔｈｅｒａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎＦｉｇｕｒｅ１．
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２．２．２　ＨＭＭＥＰＤＴ致细胞内产生 ＭＤＡ　检测细
胞上清液发现，与空白对照组相比，不同浓度

ＨＭＭＥＰＤＴ组处理细胞后１２ｈ细胞产生ＭＤＡ量明

显增多（图６Ａ）。ＰＤＴ单独处理组及ＨＭＭＥ单独处
理组细胞内ＭＤＡ产量无明显变化（图６Ｂ）。２００μＭ
Ｈ２Ｏ２可致细胞产生大量ＭＤＡ。

图６　ＨＭＭＥＰＤＴ组ＭＤＡ含量明显增加
Ｆｉｇｕｒｅ６．ＨＭＭＥＰＤＴＳｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙＩｎｄｕｃｅｓＩｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＭＤＡ
Ａ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＤＡｉｎＨＤＭＥＣｓｍａｒｋｅｄｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｂｙＨＭＭＥＰＤＴ（０．３１μｇ／ｍＬ，０．６２５μｇ／ｍＬ，１．２５
μｇ／ｍＬ，２．５μｇ／ｍＬａｎｄ５μｇ／ｍＬ）ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）；Ｂ．ＴｈｅＭＤＡｒｅｌｅａｓｅｉｎ
ＨＤＭＥＣｓｄｉｄｎｏｔｖａｒｙａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＨＭＭＥ（０．３１μｇ／ｍＬ，０．６２５μｇ／ｍＬ，１．２５μｇ／ｍＬ，２．５μｇ／ｍＬａｎｄ５μｇ／ｍＬ）ｏｒ
ｔｒｅａｔｅｄｂｙＰＤＴｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｉｔｍａｒｋｅｄｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２（２００μＭ）ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｏｔｈｅｒ
ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１）．
ＭＤＡ：Ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ；ｏｔｈｅｒａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎＦｉｇｕｒｅ１．

２．３　ＨＭＭＥＰＤＴ诱导细胞ＭＡＰＫｓ家族蛋白的活化
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测结果显示：与空白对照

组比较，ＨＭＭＥＰＤＴ处理组磷酸化的 Ｐ３８及 ＥＲＫ
表达增高。ＰＤＴ单独处理组及 ＨＭＭＥ单独处理组

未见明显促磷酸化作用（图７Ａ）。半定量统计分析
灰度值结果显示 ＨＭＭＥＰＤＴ处理组磷酸化的
ＥＲＫ、Ｐ３８表达增高，磷酸化ＪＮＫ表达未见明显变化
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１， Ｐ＜０．００１）（图７Ｂ）。

图７　ＨＭＭＥＰＤＴ可以诱导Ｐ３８、ＥＲＫ磷酸化
Ｆｉｇｕｒｅ７．ＨＭＭＥＰＤＴＩｎｄｕｃｅｓＰ３８ｏｒＥＲＫＰｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ
Ａ．ＨＤＭＥＣｓｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＨＭＭＥＰＤＴｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎａｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＥＲＫａｎｄＰ３８，ｂｕｔｎｏｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎＪＮＫｐｈｏｓ
ｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ；Ｂ．Ｔｈｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｙ（Ｐ＜０．０１）．
ＡｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎＦｉｇｕｒｅ１．
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３　讨　论

ＨＭＭＥ是一种单体卟啉类光动力药物。与第
一代光敏剂相比，海姆泊芬具有光动力效能更强、代

谢迅速、毒副作用更低等优点，已开始在临床应用中

崭露头角。现有资料显示ＨＭＭＥＰＤＴ治疗ＰＷＳ安
全、有效［１０１２］。本研究发现，ＨＭＭＥＰＤＴ可致 ＨＤ
ＭＥＣｓ产生大量 ＲＯＳ，诱导细胞凋亡。这一作用可
能与其细胞ＭＡＰＫｓ蛋白家族的磷酸化，进而激活炎
症信号通路有关。

ＲＯＳ是细胞在有氧代谢过程中产生的具有高
生物活性含氧化合物的总称，包括超氧阴离子

（·Ｏ２－）、羟自由基（·ＯＨ）、过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）、氢
过氧自由基（ＨＯ２·）、一氧化氮（ＮＯ）等。目前普遍
认为ＲＯＳ是一种具有生物学活性的毒性分子，参与
调控了多种因子的细胞生物学效应［１３］。ＲＯＳ可以
通过脂质过氧化反应、蛋白质变性、ＤＮＡ损伤、线粒
体膜电位改变以及调控细胞信号转导等途径引起细

胞损伤［１４１８］。相关研究表明 ＨＭＭＥＰＤＴ作用机制
可能是药物进入循环，并在高浓度时，由于光化学反

应诱导血管内皮细胞活性氧产生，选择性地损伤血

管内皮细胞所致［１０，１９２３］。

本次研究通过对细胞损伤情况的调查发现，低

浓度ＨＭＭＥＰＤＴ就能使细胞活力显著下降，凋亡细
胞明显增多。并且药物浓度越大，细胞凋亡率越高。

这说明在光照强度一定的情况下，ＨＭＭＥ对 ＨＤ
ＭＥＣｓ的损伤作用呈浓度依赖。同时我们发现，完
成处理后继续培养细胞，随着培养时间的延长，细胞

的凋亡现象更加明显，且早凋亡及中晚凋亡细胞比

例均明显增加。由此我们可以推测，ＨＭＭＥＰＤＴ对
细胞的损伤作用存在时间依赖性。即在光照处理后

的一段时间内 ＨＭＭＥ对目的细胞的损伤作用能持
续进行。以上结果说明 ＨＭＭＥ具有较高的光反应
性及较强的光动力效能，接受相应波长的可见光照

射后能有效地杀伤目的细胞。随后我们发现，阴性

对照组细胞在接受高浓度 ＨＭＭＥ单独处理后与空
白对照相比并未出现明显凋亡现象，这说明 ＨＭＭＥ
本身并不使细胞发生损伤，进一步证实了 ＨＭＭＥ的
安全性。ＬＤＨ存在于细胞质中，当细胞受到损伤时
会通过受损的细胞膜释放到胞外。由于释放出的

ＬＤＨ性质较稳定，所以培养基中 ＬＤＨ的含量可以
作为判定细胞死亡和受损程度的相对指标。本次研

究通过检测处理组与对照组细胞上清 ＬＤＨ含量也
再次证实ＨＭＭＥＰＤＴ能导致ＨＤＭＥＣｓ损伤。

之后的研究结果表明 ＨＭＭＥＰＤＴ能导致细胞
产生大量 ＲＯＳ并引起脂质过氧化反应。且随着药
物浓度的增加及处理后培养时间的延长氧化应激损

害越明显，与其致细胞损伤结果一致。这也证明

ＨＭＭＥＰＤＴ是通过氧化应激途径杀伤目的细胞。
ＭＡＰＫｓ途径是主要的细胞内信号转导途径之

一，在细胞增殖及凋亡方面具有重要作用［２４］，包括

ＥＲＫ、ＪＮＫ和Ｐ３８［２５２６］。大量研究表明，ＲＯＳ能活化
血管内皮细胞，使得 ＥＲＫ、Ｐ３８、ＪＮＫ等蛋白磷酸
化［２７３０］；而这些 ＭＡＰＫｓ家族蛋白的活化，可诱导下
游凋亡相关转录，促进细胞死亡。

本研究结果证实了 ＨＭＭＥＰＤＴ可以明显促进
ＥＲＫ、Ｐ３８磷酸化，但并未见促进ＪＮＫ磷酸化。这提
示ＨＭＭＥＰＤＴ可能是通过调控 ＭＡＰＫｓ通路中的
ＥＲＫ、Ｐ３８两种激酶从而诱导ＨＤＭＥＣｓ凋亡的发生。
有研究表明 ＲＯＳ能活化 ＭＡＰＫｓ途径，并诱导凋亡
蛋白酶 ｃａｓｐａｓｅ３产生，促进细胞凋亡［３１］。Ｃａｓｐａｓｅ
家族被认为与细胞凋亡密切相关，通过基因敲除技

术发现Ｃａｓｐａｓｅ还参与了细胞的成熟、生长和分化
及免疫的调节［３２３４］。之前，Ｗｅｉ等［３５］的研究显示，

ＨＭＭＥ可进入细胞线粒体，在光照后通过线粒体膜
电位改变及ｃａｓｐａｓｅ家族蛋白活化，介导卵巢癌细胞
株３ＡＯ细胞死亡。细胞凋亡还可通过细胞色素 Ｃ
途径。细胞色素 Ｃ从线粒体内释放是关键的一
步［３６］。在细胞凋亡信号的刺激下，细胞色素Ｃ从线
粒体内释放到胞浆内，在 ｄＡＴＰ存在下与凋亡分子
Ａｐａｆ１形成复合体，并招募细胞内 ｃａｓｐａｓｅ９的前体
ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ９到复合体上并发生自身切割活化；从
而促进ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３切割活化，ｃａｓｐａｓｅ３产生并诱
导细胞凋亡［３６３７］。ＨＭＭＥＰＤＴ促进血管内皮细胞
凋亡作用是否与活化ｃａｓｐａｓｅ家族相关，值得后期的
进一步研究与验证。

综上所述，本项研究显示：ＨＭＭＥＰＤＴ可诱导
ＨＤＭＥＣｓ产生 ＲＯＳ，致其发生氧化应激损害和细胞
凋亡。其机制可能是通过调控 ＭＡＰＫｓ通路中的
ＥＲＫ和Ｐ３８磷酸化从而诱导凋亡相关转录来实现
的。总之，海姆泊芬因其较强的光敏性及光动力效

能、较高的安全性、药物处理时间相对较短等特点对

于治疗因血管畸形造成的葡萄酒色斑等相关皮肤疾

病具有独特的优势。

本课题以体外细胞模型为研究对象，从分子水

平部分阐明了海姆泊芬治疗葡萄酒色斑的作用机

制，其结果为ＨＭＭＥＰＤＴ治疗葡萄酒色斑的可靠性
及安全性提供了科学的实验证据，并为 ＨＭＭＥＰＤＴ
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临床应用提供了理论依据和线索。
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学术不端检测。

同行评议：经同行专家双盲外审，达到刊发要

求。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。

文章版权：本文出版前已与全体作者签署了论

文授权书等协议。
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·读者·作者·编者·

《肿瘤预防与治疗》文章荐读：具有乳头样核特征的

非浸润性甲状腺滤泡性肿瘤诊治进展

近年来，具有乳头状核特征的非浸润性甲状腺滤泡性肿瘤逐渐被临床及病理学者加以重视。由于此种

类型的甲状腺肿瘤具有甲状腺乳头状癌的细胞核特征，之前归属为甲状腺乳头状癌的一个特殊病理亚型，临

床处理依据分化性甲状腺癌诊疗规范进行，但由于该类型肿瘤预后好，很少出现复发和转移，因此有学者建

议此种肿瘤应从“癌”重新界定为极低度恶性潜能癌从而避免过度诊断及过度治疗。但如何正确诊断该类

型肿瘤并规范处理国内外仍存在认识不足而出现不平衡现象。《具有乳头样核特征的非浸润性甲状腺滤泡

性肿瘤诊治进展》一文对这类肿瘤的临床特征、诊断及鉴别诊断、治疗及预后的最新研究进展进行综述性报

道，旨在为提高甲状腺肿瘤相关临床医生对该病的重视程度及诊疗水平提供参考。
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