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摘 要
: 【目的】研究光动力疗法 ( P D )T 在体外对视网膜色素上皮细胞和血管内皮细胞的影响

。

【方法】将

体外培养的视网膜色素上皮 ( R P )E 细胞和血管内皮细胞与 P DT 治疗年龄相关性黄斑变性时血药浓度 (l
.

0 卜留

m )L 相当的光敏剂 ve ert oP 币
n

共同孵育
,

根据孵育时间的不同
,

每种细胞分成 7 组
,

即 0 m in 组
、

5 m in 组
、

巧

m in 组
、

30 而
n

组
、

60
n il n

组
、

12 0 n
il

n
组和对照组

,

孵育至上述时间后
,

分别用光敏剂最大吸收波长的光照

( 68 9 nn
l 、

功率密度为 60 0 m w lc 时 的二极管激光 )
,

能量密度为 2
.

4 lJ
c

时
,

用 MTT 法检测 24 h 后各处理组细胞

的存活率
。

所有实验数据均以均数 士标准差的形式表述
,

数值为 3 次独立重复实验的平均值
,

资料统计采用方

差分析和 ` 检验
。

[结果 】PD T 后 2 4 h
,

R P E 细胞在 0 m i
n

组
、

5 m i
n
组

、

15 m i
n

组
、

3 0 m i
n

组
、

60 m i
n

组 和

12 0 m in 组的细胞平均存活率分别为
: 0

.
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.
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4 9士0
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11 和 0
.

2 1土0
.

1 1
,

细胞

的存活率随与光敏剂孵育时间的延长而下降
。

经单因素方差分析
,

不同时间组的细胞存活率有显著性差异 (尸

= 0
.

0 00 )
,

SN K
一。 检验

,

5 m i n 组
、

1 5 m in 组
、

30
: , l i n 组

、

60 m i
n
组

、

120 m i
n

组与 0 m in 组 比较都有统计学差

异 ;血管内皮细胞在上述各时间组的平均存活率分别为
:
1

.

02士 0
.

0 5
、

0
.

75土 0
.

0 5
、

0
.

7一土 0
.

1 1
、

0
.

6 9土 0
.

05
、

0
.

6 2士 0
.

0 9

和 .0 2 3士 0
.

11
,

细胞的存活率随孵育时间的延长而下降
,

经单因素方差分析
,

不同时间组的细胞存活率有显著

性差异 (尸
= 0

.

0 00 )
,

S N K
一。 检验

,

5 m in
、

1 5 m in
、

30 m i
n 、

60 m i
n 、

12 0 m i
n

组与 0 m i
n

组比较都有统计学差异 ;

P DT 后两种细胞在相同时间组的细胞存活率经 `检验均无统计学差异 (所有 尸 >0 .0 5 )
。

【结论】PDT 在体外对

R P E 细胞和血管内皮细胞均有快速地杀伤作用
,

两种细胞对 PDT 有相似的敏感性
。

提示临床上与脉络膜新生

血管密切相关的 R P E 细胞可能受到 P DT 的损害
,

提出早期脉络膜新生血管进行 PDT 治疗可能减少对邻近的

R P E细胞或神经细胞的损害
。
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光动力疗法 (p h o to d y n a m i e t h e r a p y
,

p DT )可 以

有效降低中心凹下新生血管性年龄相关性黄斑变

性 (
a g e 一 r e l a te d m a e u la r d e g e n e r a t i o n ,

A M D )中等和

严重视力下降的危险 I’ ]
,

其主要优点在于它选择性

地破坏脉络膜新生血管 (
c h o r o id a l n e o v a s e u l a r i z a -

ti o n ,

CN V )而 B r u e h 膜和视网膜神经组织几乎不

受伤害l2]
。

然而术后 C N V 再通和复发的比率较高
,

有资料表明
,

PD T 使脉络膜新生血管关闭的 同时

有时伴随视网膜色素上皮 ( r e ti n a l p i gm e n t e p i t h
e
l i

-

u m
,

R P E )的损害 l ,
一 , ,。 AM D 患者术后 CN v 较高的

复发率可能与色素上皮的损害有一定关系
。

在相

同的条件下
,

P DT 对血管内皮细胞和 RP E 细胞的

影响如何尚不清楚
。

本研究通过在体外对色素上

皮细胞和血管内皮细胞行 P DT
,

比较两种细胞对

P DT 的敏感性和反应异同
,

以揭示 R PE 并发性损

害及 CN v 复发的可能原因
。

l 材料和方法

1
.

1 材 料

光敏剂
: V e r t e p o fr i n 商品名 V i s u d y n e ,

由诺华

公司生产
。

激光器
: OaP l 6 89 nl n

二极管激光器
,

由

美国 lu m in e s
公司生产

。

细胞
: R PE 细胞由美国 rD

R i e h a dr C
.

H u n t (U
n i v e r 、 i t y o f S o u t h C a r o l i n o

S e h o o l o f M e d i e i n e
) 友情提供的 D

一

4 0 7 细胞系
,

人

脐静脉内皮细胞由中山大学实验动物中心提供
。

试剂
: D M EM 培养基 (美国 iG bc 。

公司 )
、

胎牛 血清

(杭州产 )
、

胰蛋白酶 (美国 S ig m a
公司 )

、

M rT (美

国 iS g m a
公司 )

、

二甲基亚矾 (广州化学试剂厂 )
。

1
.

2 方 法

1
.

2
.

1 细胞培养 人视 网膜色素上皮细胞 系 D
-

4 0 7 和人脐静脉内皮细胞系 E CV 304 均为贴壁 生

长细胞
,

在 D M EM 培养基中生长
,

其中含 l o o m日

L的胎牛血清和 100 U/ m L 青霉素和链霉素
,

置人

含体积分数 5%二氧化碳和温度为 37 ℃的二氧化

碳培养箱中
,

细胞融合后
,

用 2
.

5 9L/ 的胰蛋白酶

消化传代
。

取第 3一 5 代细胞以 s xl o叮m L 的密度均

匀接种在 9 6 孔板中
,

每孔含培养液 0
.

2 m L
,

置人

培养箱中继续培养 4 0 卜
。

1
.

2
.

2 分组与加样 按照加人药物 (光敏剂 )后孵

育时间的不同
,

分成 7 组
,

即
: o

、

5
、

15
、

3 0
、

6 0
、

12 0

m i n 组 以及对照组
。

每组 4 孔
,

加人
v e rt e p o币 n

使

其终浓度为 1 林以m L
,

相当于临床治疗水平的 血

药浓度
。

1
.

.2 3 光动 力治疗 以波长为 6 89
n m 的记时二

极管激光器照射
,

功率密度为 600 m w c/ 时
,

能量为

2
.

4 J/ c
砰

。

照射完毕后
,

更换新的培养液
,

继续培养

2 4 h
。

1
.

.2 4 P DT 后 2 4 h 细胞活力检测 ( M TT 法 ) 按

上述方法处理后
,

每孔加人 MT’T (5 m幼
n
)L 液使其

终浓度为 0
.

5 m g /m L
,

3 7℃再孵育 4 h
,

加人二甲基

亚矾 ( D M S o ) 15 0 卜L 每孔
,

置于微量震荡器 上震

荡 10 而
n ,

使结晶物充分溶解
,

选择 4 9 0 n m 波长
,

在酶联免疫检测仪上测定各孔光吸收值
。

细胞存

活率计算方法
:

实验组吸光度值

细胞存活率
=

—
x 1OO%

对照组吸光度值

1
.

.2 5 重复实验 进行 3 次独立实验
。

1
.

.2 6 细胞学检查 按上述方法行 P D T
,

24 h 后
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细胞 H E 染色镜检
。

1
.

3 统计处理

数据统一 以均数士标准差表示
,

为 3 次独立重

复实验的平均值
,

数据统计采用方差分析和 t 检

验
。

统计软件采用 SA S 6
.

12 版软件包
。

对 P D T 的敏感性无显著差异
。

表 1 各时间两种细胞存活率

T a
b l

e 1 Th
e m e a n e e

ll
v ia b il ity

o
f d iffe

n t t im e g or
u p s

PDT g r o u Ps VE e e
ll

s 尸 v a
l
u e s

2 结 果

2
.

1 两种细胞的存活率比较

血管内皮细胞和视网膜色素上皮细胞在 P D T

后 2 4 h 的存活率如表 1
。

应用单因素方差分析
,

不

同时间组细胞存活率存在显著差异
,

随着孵育时

间的延长
,

细胞存活率呈下降的趋势 ; SN K
一

q 检

验
,

不同时间组别两两比较
,

5一 60 m in 组间细胞存

活率无统计学差异
,

0 m in 组和 120 m in 组均与其

余各组间有显著差异
。

两种细胞在相同时间组细

胞存活率经 t 检验均无统计学差异
,

尸值均大于

.0 05
,

表明血管内皮细胞和视网膜色素上皮细胞

0 m in

5 m in

15 m i n

30 m i n

60 m in

12 0 m i n

1
.

0 2士 0
.

0 5

0
.

7 8士0
,

0 8

0 7 1士0
.

1 1

0
.

6 9士0
.

08

0 6 2土0
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09
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.

2 3士0
.

1 1
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ll

s
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.

9 4士0
.

07

0
.

6 8士0
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1 3

0
.

6 8士0
.

1 1

0
.

65 士0
.

1 2

0
.

4 9 士0
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1 1

0
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2 1土0
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1 1

0
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14

0
.

2 9

0
.

77

0
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6 7

0
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2 0

0
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8 5

P D T
: p h o t o d y n a m i e rh e r a py : V E : V a s e u l a r e n d o t h e l i a l ; R P E

:

r e t i n a l p i g n 一e n t e p i t h e l i a l

.2 2 细胞的形态学改变

R P E 细胞和血管内皮细胞 P D T 后 24 h 都随

时间组的不 同分别出现凋亡样和坏死状的形态改

变
,

5 m i n 至 3 0 m i n 组细胞呈凋亡样改变
,

6 0 m i n

至 1 20 m in 出现坏死状改变
,

与光敏剂作用时间

的增加
,

细胞损害逐渐加重 (图 1 )
。

图 1 P D T 后血管内皮细胞和 R P E 细胞形态改变

F ig
·

1 T h e m o r Ph o lo g ie a l c h a n g e o f
v a s e u la r e n d o t h e lia l e e ll s a n d R P E c e l ls

A
,

B
,

C : r e p re s e n t v a s e u l a r e n d o th e l i a l e e l l s
,

H E
,

x 4 0 0 : D
,

E
,

F
: r e l } re s e n t R p E e e ll s

,

H E
,

x 4 0 0

hT
e e e l l s i n 0 m i n 邵 o u p ( A

,

D ) d i sp l a y a n o r m a l p o l y g o n a l o r s h o rt s p l n d l e 一 sh a p e d p r o if l e
,

a n d t h e n u e l e u s

e o n d e n s e e e ll s w i t h th e d e e p dy e d n u e l e u s ( a

rro
w s ) w e re o b s e vr e d i n 5 m l n g r o u p ( B

,

E )
.

a n d i n t h e 12 0 m in

n u e l e u s b e e a m e s w o ll e n a n d e v e n d i s s o l v e d ( a orr w s )
.

R PE : er t i n al p ig m e n t e p i th e lial ; p D T : p h o t o d y n a m i e t h e r a p y

a ft e r P D T

g or u p ( C
,

F )
,

; A gr e a t d e al o f

t h e e e ll s a n d t h e

3 讨 论

P DT 的主要机理是光化学反应中产生的活性

氧和 自由基破坏血管内皮以及继发的血流淤滞和

血管阻塞
。

活性氧的形成
,

特别是单态氧对细胞的

毒性作用
,

被认为是其主要作用机制 ;光动力疗法

的选择性是通过光敏剂选择性地聚集于靶组织和

将光照限制在靶区域这种双重选择来实现的 6[,7 ]
。

对继发于 AM D 的 c N v 来说
,

光照区域的选择容
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易实现
,

光敏剂的选择性聚集则取决于靶组织细

胞的优先摄取
。

有研究表明 181
,

ve ert oP iff
n
进人细

胞的途径主要是通过细胞膜表面的低密度脂蛋白

( l
o w d e n s i ty l i p o p r o t e i n

,

L D L )受体
,

而 l爪管内皮细

胞和 RP E 细胞都含有丰富的 LD L 受体 9I]
,

因此可

以迅速地摄人光敏剂
。

本实验中
,

RP E 细胞和血管

内皮细胞与光敏剂作用 5 m in 即产生较强 的反

应
,

说明相同条件下 P DT 对两种细胞均有作用
。

本研究还显示
,

两种细胞在 O 而 n
组

,

细胞存

活率接近 1
,

表明单纯 的低能量光照射对细胞的

活力几乎没有影响
,

而其余各组细胞的存活率与

0 im
n
组相比均有显著差异

,

表明光敏剂被光激活

后产生 了强大的光动力效应
。

两种细胞的存活率

均与光敏剂共同孵育的时间有关
,

时间越长
,

存活

率越低
,

表明光动力效应有一定的时间依赖性
,

这

种变化的根本原因在于细胞对光敏剂的吸收的变

化
,

因此
,

我们可 以通过选择光照时机
,

来达到治

疗的目的
。

本实验中
,

P D T 后 24 h
,

两种细胞均发生 了明

显的形态学改变
,

在 5
一

30 而
n 组

,

细胞呈典型的凋

亡样改变
,

而 60
一

120 im
n 组

,

则成坏死样改变为

主
,

表明损害的程度是随光敏剂作用的时间延长

而加重的
,

不难想象
,

随时间的延长
,

进人细胞内

光敏剂含量增加
,

PD T 后
,

产生更多的活性氧自由

基
,

细胞的损害必然加重
。

P D T 诱导眼组织细胞损

伤的报道较多
,

200 1 年
,

金 陈进等
” 01报道 P DT 可

致视网膜母细胞移植瘤显著地坏死
,

最近
,

陈慧怡

等发现 PD T 可诱导结膜成纤维细胞的凋亡 `, ”
。

由

于组织坏死后 往往伴随炎症 反应
,

在治疗 CNv

时
,

严重的炎症反应对视力恢复不利
,

因此本研究

亦提示
,

临床上应注意药物的剂量和光照时机
,

避

免严重的坏死发生
。

本研究按 目前临床治疗协议所测得的血药浓

度水平给药【” l
,

在不同的时间行 P DT
,

以模拟体内

治疗 CNv 的 P D T 方法
,

选择指数生长期细胞
,

与

体内快速增殖的新生血管内皮细胞有相似的特

性
,

使实验更接近体内情况
。

本研究结果表明
,

P DT 在体外对血管内皮细胞和视网膜色素上皮细

胞都有较强的杀伤作用
,

两种细胞的敏感性相似
,

提示临床上与 CN V 密切相关联的 R PE 细胞可能

受到 P DT 的损害
,

因为这些 R PE 细胞与 CN V 内

皮细胞处于相近的微环境
,

摄取光敏剂的条件也

相似
。

基于上述结果
,

我们提出 P D T 应强调早期

治疗对那些处于初期尚未长人 R PE 的 C N v 应该

是最佳适应症
,

这样可以避免对邻近 R PE 细胞或

神经细胞的损伤
。
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