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亚甲蓝光动力疗法联合阿霉素治疗乳腺癌的实验

研究*

佟仲生 刘晓东 史业辉 李淑芬 王 忱 郝春芳

摘要 目的：探讨亚甲蓝介导的光动力疗法联合阿霉素对小鼠乳腺癌细胞系4T1的体外及体内抑瘤效应及其相关机制，为

临床应用提供理论依据。方法：本研究分为空白对照组、阿霉素组、光动力治疗组及联合治疗组。MTT法检测光动力疗法联合阿

霉素对乳腺癌细胞增殖的影响。流式细胞术检测细胞凋亡及坏死情况。Rhodamine123检测线粒体膜电位变化。建立乳腺癌荷

瘤小鼠模型，绘制肿瘤生长曲线，观察治疗效果。结果：体外实验表明光动力疗效与光敏剂呈剂量依赖性，而联合阿霉素可以增

强抑瘤效应。阿霉素组细胞死亡率较低，光动力治疗组以早期及晚期凋亡为主，联合治疗组以晚期凋亡及坏死为主。与空白对

照组比较，光动力治疗组及联合治疗组线粒体膜电位显著降低，差异均有统计学意义（P<0.05），联合治疗组较光动力治疗组线粒

体膜电位更低（P<0.05）。体内实验显示光动力疗法可以显著抑制小鼠乳腺癌皮下移植瘤生长，而联合阿霉素可以增强抑瘤作

用。结论：亚甲蓝介导的光动力疗法对乳腺癌细胞及移植瘤的生长抑制作用明显，联合阿霉素可增强抑瘤效果。光动力疗法以

细胞凋亡为主，其机制可能与降低肿瘤细胞线粒体膜电位相关。
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Abstract Objective: This work aimed to investigate the therapeutic efficacy of methylene blue (MB)-mediated photodynamic

therapy (PDT) with adriamycin (ADM) on 4T1 mouse mammary carcinoma cells in vitro and in vitro, thereby providing a theoretical ba-

sis for clinical applications. Methods: The experimental study was divided into four groups, namely, control (Group One), ADM

(Group Two), PDT (Group Three), and therapeutic alliance or PDT+ADM (Group Four). Methyl thiazolyl tetrazolium assay was em-

ployed to determine the effects of the combined therapy on the proliferation of breast cancer cells. Cell apoptosis and necrosis were

measured by flow cytometry with Annexin V-FITC/PI double staining. Rhodamine123 was used to test the change in the mitochondrial

membrane potential (MMP) of the 4T1 cells. A 4T1-bearing BALB/c mice model was established, and the tumor volume was measured

to draw the growth curve. Results: In Groups Three and Four, cell survival rate gradually decreased as the concentration of the photo-

sensitizer increased. A low death rate was exhibited by Group Two, whereas early and late apoptosis were observed in Group Three and

late apoptosis and necrosis were found in Group Four. The results of the MMP detection showed that Groups One, Three, and Four had

significant changes (P<0.05), with the highest MMP decrease in Group Four (P<0.05). The in vivo experiments demonstrated that PDT

significantly inhibited the growth of 4T1-xenografted tumor and that the inhibitory action can be further enhanced with ADM. Conclu-

sions: MB-mediated PDT, which is strengthened by the combination of PDT and ADM, has a significant lethal effect on 4T1 cells in vi⁃
tro and in vitro. The lethal effect of PDT on cancer cells is shown in the apoptosis and can be attributed to the decrease in MMP.

Keywords: photodynamic therapy, breast cancer, methylene blue, adriamycin

近年来，随着新型光敏剂和激光设备的研制开

发迅速发展，光动力疗法（photodynamic therapy，PDT）
因其特异性高、选择性强、并发症少以及不良反应小

等优点，使其成为继手术、放疗和化疗后的又一项治
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疗肿瘤的重要方法。亚甲蓝（methylene blue，MB）作

为一种古老的药物，目前已广泛应用于解毒、镇痛、

染色标记等临床工作中［1-3］。自发现其光动力治疗作

用以来，因其经济、无需避光、吸收光谱宽、安全等优

势，成为光动力治疗研究的热点之一。PDT联合化疗

已经成为世界研究的热点，但是大部分研究主要限

于空腔脏器肿瘤，对于乳腺癌等实质脏器的研究尚

少，且其抗肿瘤的机制尚未完全清楚［4］。本研究通过

体外及体内实验研究，初步探讨亚甲蓝介导的光动

力疗法及联合阿霉素对乳腺癌的抗肿瘤作用及其机

制，为其治疗乳腺癌的临床应用提供新思路。

1 材料与方法

1.1 材料

632 nm半导体激光光动力治疗仪购自天津市雷

意激光技术有限公司。亚甲蓝购自美国Sigma公司，

4℃避光保存，PBS配制成 10 mM的母液，使用时以

RPMI 1640稀释成不同浓度工作液。胎牛血清、胰蛋

白酶、RPMI 1640 细胞培养基购自美国 Hyclone 公

司。MTT购自美国 Sigma公司。Rhodamine 123购自

江苏碧云天公司。凋亡流式试剂盒购自美国BD公

司。小鼠乳腺癌细胞系 4T1由天津医科大学附属肿

瘤医院免疫室馈赠。BALB/c小鼠购自军事医学科学

院。

1.2 方法

1.2.1 MTT比色法检测细胞生长抑制情况 将对数

生长期的 4T1细胞随机分为空白对照（control）组、阿

霉素（adriamycin，ADM）组、光动力治疗（PDT）组及

联合治疗组（PDT+ADM）。每组设 3复孔。ADM组：

加入使用完全培养基（含90%RPMI 1640及10%胎牛

血清）配制的不同浓度梯度（0.25、0.50、1.00、2.00、
4.00 μg/mL）的阿霉素；PDT组：加入使用RPMI 1640
培养液配制的不同浓度梯度（5、10、15、20、25 μM）的

亚甲蓝，孵育 3h后给予激光照射；联合治疗组：加入

使用完全培养基配制的浓度为 0.50 μg/mL的阿霉素

孵育 24h，再加入使用RPMI 1640培养液配制的不同

浓度梯度（5、10、15、20、25 μM）的亚甲蓝，孵育3 h后
给予激光照射。PDT组及联合治疗组光照能量密度

为2.5 J/cm2，光照结束后更换为完全培养基继续培养

16 h。各孔加入 5 mg/mL MTT溶液 20 μL，孵育 4 h，
弃上清，加入DMSO 150 μL，置摇床上充分震荡10 min，
使结晶充分溶解。选择562nm波长，在酶联免疫检测

仪上测定各孔OD值。

1.2.2 流式细胞术检测细胞凋亡及坏死 取对数生

长期的 4T1细胞，接种于 6孔板，孵育过夜。给予不

同组别相应处理：ADM组浓度为 0.50 μg/mL，PDT组

MB浓度为 15 μM，联合治疗组ADM及MB浓度分别

为0.50 μg/mL及15 μM，具体给药方法及激光照射参

照上述 MTT 实验。激光照射结束后弃去原 RPMI
1640培养液，换加完全培养基 3 mL，继续孵育细胞

24h。24 h后消化收集细胞，1 000 rpm离心 5 min，
PBS洗涤 2次；加入Annexin V-FITC及PI各 5 μL，避
光孵育15 min，加入缓冲液400 μL，送检。

1.2.3 线粒体膜电位变化检测 取对数生长期的

4T1细胞，接种于 6孔板，孵育过夜，给予不同组别相

应处理（同凋亡及坏死检测实验），激光照射结束后

继续避光孵育细胞 2 h，PBS冲洗 3次，加入终浓度为

10 μg/mL 的线粒体探针 Rhodamine123，避光孵育

30 min，孵育结束后，弃去所有孔内的培养基，PBS洗
涤3次。消化并离心细胞，PBS清洗细胞2次，于荧光

显微镜下观察，或行流式细胞仪检测。

1.2.4 小鼠荷瘤实验 选取清洁级雌性 BALB/c小
鼠，鼠龄6～8周，体质量17～20 g。取对数生长期乳

腺癌4T1细胞，将单细胞悬液接种于小鼠左后肢腹股

沟内侧皮下。待小鼠瘤体长至近 1 cm3的实体瘤，取

皮下移植瘤，在无菌条件下去包膜，剪成0.001 cm3的

均匀组织块备用。选取24只雌性BALB/c小鼠，脱毛

液将小鼠左侧腹股沟毛脱净，再将肿瘤组织块植入

小鼠左后肢腹股沟内侧皮下，待移植瘤直径达到

0.6～0.8 cm，进行随机分组。将24只荷瘤小鼠随机分

为4组（每组6只）：空白对照组；ADM组（ADM 2 mg/kg），

1次/周，共 3次；PDT组（亚甲蓝 50 mg/kg），总照射剂

量为 240 J/cm2，同时避光 24 h，1次/周，共 3次；、联合

治疗组（ADM 2 mg/kg+亚甲蓝50 mg/kg）。每次化疗药

物注射时间相同，化疗药物注射12 h后腹腔注射亚甲

蓝，12 h后进行激光照射，总照射剂量为 240 J/cm2。

在治疗前测量小鼠肿瘤体积，治疗后每2d测量1次，

直至治疗后的第 21d。瘤体体积的计算公式：V
（cm3）=d2（cm2）×D（cm）/2，d和D分别为肿瘤的最短径

和最长径［5］。至治疗后的第 21d，采用颈椎脱位术处

死每组小鼠并取肿瘤组织大体标本。

1.3 统计学方法

采用 SPSS17.0软件进行统计分析。计量资料以

x±s表示，统计学采用 t检验方法，以P<0.05为有显著

性差异。采用金正均 q值法［6］判断ADM和PDT联合

治疗的协同性，其中Q=实际联合药效R'（A+B）/理论

联合药效R（A+B），R（A+B）=RA+RB-（RA×RB），RA、

RB为单独用药药效。Q<0.85为拮抗，0.85≤Q<1.15
为相加，Q≥1.15为协同。

2 结果

2.1 PDT及联合治疗对细胞增殖的抑制作用

ADM组抑制乳腺癌细胞 4T1生长呈浓度依赖

性，浓度为0.50、1.00、2.00及4.00 μg/mL，各组组间比
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较差异均有统计学意义（P<0.05，图 1A）。计算出

ADM组半数药物抑制浓度（IC50）为 0.67 μg/mL，选取

0.5 μg/mL为联合给药及后续研究给药浓度。PDT组

亚甲蓝浓度为 10、15、20、25 μM，各组与空白对照组

比较差异均有统计学意义（P<0.05，图 1B）。计算出

PDT组 IC50为17 μM。选取15 μM为后续实验给药浓

度。联合治疗组各组与空白对照组比较差异均具有

显著统计学意义（P<0.05）。联合治疗组与PDT组进

行组间比较，各浓度组间比较差异均具有统计学意

义（P<0.05，图 1B）。本研究浓度为 0.50 μg/mL ADM
组抑瘤率为26%（0.68/2.62），浓度为15 μM PDT组抑

瘤率为 40%（1.06/2.64），联合治疗组抑瘤率为 71%
（1.90/2.67），经计算联合治疗 Q 值约为 1.28，显示

ADM及PDT具有良好的协同增效作用。

A：ADM inhibits the growth of 4T1 cells；B：Therapeutic alliance of PDT
and ADM inhibits the growth of 4T1 cells
图1 PDT联合ADM对小鼠乳腺癌4T1细胞体外生长抑制作用

Figure 1 In vitro inhibitory action of PDT and ADM on mammary carci⁃
noma cell growth in 4T1 mouse

2.2 细胞凋亡检测

流式细胞术检测显示，ADM组细胞凋亡及坏死

率均较低，PDT组以早期及晚期凋亡为主，联合治疗

组细胞死亡率较高，主要以晚期凋亡及坏死为主，早

期凋亡细胞较少。与空白对照组比较，ADM组、PDT
组及联合治疗组细胞总死亡率比较差异均具有统计

学差异（P<0.05）。联合治疗组细胞总死亡率高达

（87.1%±1.9）%，与ADM组及PDT组比较均具有显著

性差异（P<0.05，图2）。
2.3 线粒体膜电位变化

荧光显微镜观察：空白对照组细胞状态良好，线

粒体荧光探针定位于胞浆内，显示为绿色荧光，胞浆

着色深；ADM组胞浆荧光强度与空白对照组比较未

见明显变化；PDT组部分细胞荧光强度减弱；联合治

疗组大部分细胞荧光强度明显减弱（图 3）。流式细

胞术结果显示：ADM组和空白对照组比较，线粒体膜

电位未见明显变化（P>0.05），而PDT组及联合治疗组

与空白对照组差异均具有统计学意义（P<0.05），联合

治疗组与 PDT 组组间差异均具有统计学意义（P<
0.05，图4）。

A：Control group；B：ADM group；C：PDT group D：Therapeutic alli⁃
ance（PDT+ADM）group
图2 流式细胞术检测各组细胞死亡情况

Figure 2 Cell death determined by flow cytometry with Annexin V-FITC/
PI double staining

A：Control group；B：ADM group；C：PDT group D：Therapeutic alli⁃
ance（PDT+ADM）group
图3 荧光显微镜下观察各组细胞线粒体膜电位变化

Figure 3 Change in MMP observed under a fluorescent microscope after
Rhodamine123 staining
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A：Control group；B：ADM group；C：PDT group D：Therapeutic alli⁃
ance（PDT+ADM）group
图4 流式细胞术检测各组线粒体膜电位变化

Figure 4 Change in MMP measured by flow cytometry after Rhoda⁃
mine123 staining

2.4 荷瘤小鼠肿瘤生长情况

空白对照组及ADM组可见肿瘤增长较快，PDT
组及联合治疗组早期可见肿瘤表面红肿，2～3d瘤体

表面出现局部坏死，坏死程度加深，坏死组织脱落，

结痂，因肿瘤基底部仍继续生长，坏死肿瘤边缘隆

起，肿瘤呈火山口状，部分肿瘤逐渐缩小甚至完全消

失。PDT组及联合治疗组分别有1只及2只小鼠肿瘤

达到完全缓解，且连续观察 10周未见肿瘤复发。治

疗前，各组小鼠的肿瘤体积无明显差异，治疗第 7、9
及15d，各治疗组和空白对照组比较差异均具有统计

学意义（P<0.05），各治疗组组间比较差异均无统计学

意义（P>0.05）；第 11及 13d，仅 PDT组及联合治疗组

和空白对照组比较差异有统计学意义（P<0.05），而各

治疗组间比较差异均无统计学意义（P>0.05）；第 17
及19d，PDT组及联合治疗组与空白对照组及ADM组

比较差异均有统计学意义（P<0.05），ADM组与空白

对照组比较差异无统计学意义（P>0.05）；第21d，PDT
组仅与空白对照组比较差异有统计学意义（P<0.05），
联合治疗组与空白对照组及ADM组比较差异有统计

学意义（P<0.05）。整个治疗过程中，联合治疗组瘤体

明显小于 PDT组，但差异无统计学意义（P<0.05，图
5A）。治疗后第 21d处死小鼠，均剥离肿瘤称重（图

5B），空白对照组肿瘤体质量（3.21±1.01）g，ADM组肿

瘤体质量（2.09±0.86）g，PDT 组肿瘤体质量（1.18±
0.61）g，联合治疗组肿瘤体质量（0.74±0.53）g。

A：Growth curves of tumor volume at different times；B：Gross specimen
of the tumors
图5 PDT联合ADM对小鼠乳腺癌4T1细胞移植瘤生长的影响

Figure 5 PDT and ADM inhibition on cell growth of 4T1 mouse mamma⁃
ry carcinoma in normal BALB/c mice

3 讨论

随着对 PDT治疗肿瘤研究的深入，近年来许多

学者不断尝试各种 PDT联合方案，旨在进一步提高

PDT的抗肿瘤疗效，其中PDT联合化疗受到越来越多

的关注。Khdair等［7］发现亚甲蓝介导的 PDT联合阿

霉素能够对耐药的肿瘤细胞显示出强大的细胞毒

性，这两种药物在耐药细胞中的浓度较前明显增高，

同时发现P-糖蛋白的表达下降以及活性氧簇的大量

聚集，最终导致耐药肿瘤细胞的坏死或者凋亡。本

研究中亚甲蓝介导的光动力治疗显示良好的抗肿瘤

效应，并呈剂量依赖性。体外及体内结果均提示联

合治疗优于单纯化疗或光动力治疗，符合临床综合

治疗要求。两种治疗方法相互作用，也可能是联合

治疗组治疗效果明显的一个重要原因。PDT和化疗

均能促进细胞凋亡和肿瘤的坏死，但是其具体的作

用机制是不同的，可能存在交叉的信号通路，因此两

种治疗方法联合可以弥补各自的缺点，发挥较强的

抗肿瘤作用。

Canti等［8］以低剂量的化疗药物联合PDT治疗小

鼠荷瘤模型，发现尽管单独应用低剂量化疗药物并

无抑瘤作用，但联合 PDT治疗可大大增强抗肿瘤效

果。最近的研究报道，观察苯卟啉衍生物单环酸A介

导的光动力疗法联合阿霉素治疗小鼠移植瘤，发现

两者具有显著的增效作用，且能明显延长小鼠生存

期，虽然联合治疗组存在一定的不良反应，但是小鼠
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可以耐受，未见小鼠异常死亡［9］。本研究中采用PDT
联合低剂量阿霉素治疗，结果显示小鼠耐受性良好，

毒副反应轻，而抑瘤效果得到加强，说明给予低剂量

阿霉素亦可达到增效作用，与国外文献报道类似［8］。

ADM组在治疗初期肿瘤生长较缓慢，而在第15d后肿

瘤增长加快，提示单纯化疗在肿瘤体积较小时具有

良好的抗肿瘤效应，而在瘤体较大时疗效欠佳。而

PDT组在整个治疗过程中抑瘤效果显著，显示PDT有

良好的肿瘤局部控制作用。联合治疗组抑瘤率达到

76.95%，高于ADM组及 PDT组，显示出良好的增效作

用，与其他文献报道类似［10-11］。Ahn等［12］采用EMT6乳
腺癌细胞系建立荷瘤小鼠模型，给予光敏剂血卟啉

衍生物腹腔内注射，以不同光照剂量分组治疗，结果

显示高于 90 J/cm2光照剂量时瘤体可以达到完全缓

解。本研究 PDT组及联合治疗组分别有 1只及 2只

小鼠治疗效果达到完全缓解，说明 PDT联合化疗能

有效治疗乳腺癌，部分肿瘤可能达到完全缓解，为临

床综合治疗乳腺癌提供一项新的选择。阿霉素在心

肌细胞中聚集而导致心肌毒性，限制了该药物的临

床应用。在之前的研究中，研究人员观察到联合治

疗极大改善了光敏剂及阿霉素在敏感性细胞中的细

胞毒性，而且还增加对耐药性细胞的联合细胞毒性

作用［7］。联合治疗一方面可以降低阿霉素的有效剂

量，另一方面导致耐药性肿瘤细胞的凋亡及坏死比

率增加。本研究结果显示PDT联合ADM达到较好的

肿瘤抑制作用，同时可以降低阿霉素剂量，减低心肌

组织内的分布，从而减少其心肌毒性。

线粒体是细胞内死亡信号途径调控网络中重要

的细胞器，凋亡过程中的许多关键过程集中于线粒

体上。线粒体膜电位在维持线粒体膜的完整性和功

能方面起重要的作用，而线粒体膜电位下降被认为

是细胞凋亡早期的标志［13］。本研究发现亚甲蓝介导

的光动力疗法及联合治疗可显著降低细胞的线粒体

膜电位，提示线粒体途径在 PDT诱导细胞凋亡中发

挥着重要的作用。阿霉素主要作用部位是细胞核，

药物进入细胞核与DNA结合，从而抑制核酸的合成

和有丝分裂，而光动力治疗主要作用于胞浆，尤其是

线粒体，因而光动力联合阿霉素化疗可以通过不同

途径来达到增效的目的。

综上所述，亚甲蓝介导的光动力疗法对乳腺癌

细胞及移植瘤的生长抑制作用明显，联合阿霉素可

增强抑瘤效果。体外实验表明光动力疗法抑制小鼠

乳腺癌细胞增殖呈浓度依赖性。体内实验表明光动

力疗法可以明显抑制小鼠乳腺癌皮下移植瘤生长，

而联合阿霉素可以增强抑瘤作用。细胞水平光动力

治疗以凋亡为主，其机制可能与降低肿瘤细胞线粒

体膜电位相关。
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