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　　［摘要］　背景与目的：三磷酸腺苷结合转运蛋白G超家族成员2(adenosine triphosphate-binding 

cassette superfamily G member 2，ABCG2)在多种肿瘤细胞中表达，能通过外排抗癌药物参与肿瘤耐药。本

研究的目的旨在探讨人胶质瘤细胞对焦脱镁叶绿酸甲酯(pyropheophorbide-a methyl ester，MPPa)介导的光

动力疗法(photodynamic therapy，PDT)杀伤效应的敏感性及其与ABCG2的关系。方法：选取处于对数生长期

的胶质瘤细胞株U87、A172，分别经MPPa-PDT或MPPa-PDT+烟曲霉毒素C(fumitremorgin C，FTC)处理后，采用

CCK-8法检测细胞活性；采用蛋白［质］印迹法(Western blot)检测细胞内ABCG2的表达；流式细胞技术法检

测未光照前各组细胞内MPPa的含量；Annexin Ⅴ-FITC/PI双染流式细胞术检测细胞凋亡率；DCFH-DA染色观察

细胞内活性氧(reactive oxygen species，ROS)的产生。结果：MPPa-PDT能抑制A172、U87细胞的活性，且呈

一定的光能量依赖性，A172达到半数致死量所需光能量密度为U87的8倍；A172较U87细胞对MPPa-PDT不敏感；

A172细胞内高表达的ABCG2影响MPPa在细胞内的聚集；抑制ABCG2后，不仅可以增强MPPa-PDT对A172细胞的杀伤

作用，同时可增加MPPa-PDT触发产生的ROS的量及细胞对MPPa的摄取。结论：人胶质瘤细胞株A172对MPPa-PDT

相对不敏感，并且产生这种现象的机制可能是ABCG2外排MPPa，减少MPPa的细胞内聚集，进而减弱光敏剂活化

后对肿瘤细胞的杀伤作用。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Adenosine triphosphate-binding cassette superfamily G member 2 
(ABCG2), which has been found over-expressed in a variety of cancer cells, takes part in the drug resistance of cancer 
through efflux of anticancer drugs. The purpose of this study was to investigate the mechanisms of human glioblastoma 
cells sensitivity to pyropheophorbide-a methyl ester (MPPa)-mediated photodynamic therapy (PDT) eradicating tumour 
cells and its relationship to ABCG2. Methods: U87 and A172 glioma cell lines in the logarithmic growth phase were 
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selected and exposed to the treatment of MPPa-PDT and MPPa-PDT+fumitremorgin C (FTC) respectively. The cell 
viability was measured with the use of CCK-8 assay. The expression of ABCG2 was detected by Western blot. The 
intracellular contents of MPPa in each group without illumination were tested by flow cytometry. Flow cytometry with 
Annexin Ⅴ-FITC/PI double staining was used to detect the cell apoptotic rate. DCFH-DA staining was used to assess 
the generation of intracellular reactive oxygen species (ROS). Results: The MPPa-mediated PDT could eradicate A172 
and U87 cancer cells in an energy-dependent manner. The light energy density in A172 was 8 times of that in U87 when 
the cell viability reached median lethal dose after MPPa-mediated PDT. The high expression of ABCG2 in A172 cells 
affected the accumulation of intracellular MPPa. Inhibition of ABCG2, not only could enhance the eradicating effect 
of MPPa-PDT on A172 cells, but also could increase the yield of ROS triggered by MPPa-PDT and the accumulation 
of intracellular MPPa. Conclusion: The human glioblastoma cell line A172 is insensitive to MPPa-mediated PDT. The 
mechanism may relate to ABCG2, which decreases the MPPa content in cancer cells through efflux of MPPa, resulting 
in decline of cytotoxicity.
  　［Key words］ Adenosine triphosphate-binding cassette superfamily G member 2; Pyropheophorbide-a methyl 
ester; Photodynamic therapy; Sensitivity; Glioma

　　神经胶质母细胞瘤(glioblastoma multi-
forme，GBM)是最常见且侵袭性最强的原发性

脑肿瘤，导致GBM患者的中位生存期只有15个

月［1］，仅有3%~5%的患者能存活超过5年［2］。

常规治疗对大脑的损伤及药物难以通过血脑屏

障，导致胶质母细胞瘤的根治非常困难［3］。光

动力疗法(photodynamic therapy，PDT)作为一

种新型的肿瘤靶向治疗方式，因其特异性强、

敏感度高，被用于多种肿瘤的治疗［4］。光敏剂

可作为荧光染料对手术切除胶质瘤进行引导，

也可利用光敏剂在肿瘤组织的高聚集特点，在

手术中通过PDT直接对肿瘤细胞进行靶向查杀

以期达到“完全切除”［5］。研究表明细胞的异

质性及耐药性使用于GBM治疗的药物不能完全

渗透进入细胞，从而影响药物作用，也降低肿

瘤细胞对PDT治疗的敏感性，导致许多GBM复 

发［3］。ABCG2作为ABC转运蛋白家族的成

员，参与多种肿瘤的耐药过程［6］。近期有研究

报道抑制人基底细胞癌BCC-1/KMC细胞内高表

达的ABCG2后，可增强PDT对该肿瘤的治疗效

果。由此，笔者推测ABCG2在GBM对PDT不敏

感中可能起到了关键性作用。本研究选择同一

恶性程度来源的两株GBM细胞株A172、U87，

观察PDT对其作用效果，利用ABCG2特异性抑

制剂烟曲霉毒素C(fumitremorgin C，FTC)探讨

人胶质瘤细胞对PDT杀伤效应不敏感的可能机

制，为PDT更好地用于GBM的临床治疗提供实

验依据。

1　材料和方法

1.1　材料

　　光敏剂焦脱镁叶绿酸甲酯(pyropheophorbide 

-a methyl ester，MPPa)购自美国Sigma-Aldrich公

司，用二甲基亚砜溶解后过滤除菌，配制成终

浓度为10 mmol/L储存液避光储存于﹣20 ℃的

冰箱中；LED多波长光源由本课题组自行研制

(本实验选择波长630 nm、连续输出方式、光功

率密度30 mW/cm2)；DMEM高糖培养基、胰蛋

白酶购自上海碧云天生物技术有限公司；胎牛

血清购自德国PAN公司；CCK-8购自日本同仁

化学研究所；Anne Ⅴ-PI双染检测试剂盒购自南

京凯基生物技术有限公司；DCFH-DA购自美国

Sigma公司；ABCG2抗体购自美国Abcam公司；

β-actin抗体购自美国Proteintech公司；二抗购自

北京中杉金桥生物技术有限公司。GBM细胞株

U87、A172均由上海复旦大学生物医学研究院

培养。

1.2　细胞培养

　　GBM细胞株U87、A172在37 ℃、CO2体积

分数为5%及饱和湿度的条件下于DMEM高糖培

养液(含1%青链双抗和10%胎牛血清)中进行传

代培养。

1.3　实验分组及处理

　　MPPa-PDT处理：处于对数生长期的U87、
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A172细胞，与2 μmol/L的光敏剂MPPa共同温

育24 h后，按LED光能量密度：0、0.9、1.8、

3.6、7.2和10.8 J/cm2进行随机分组及光照； 

MPPa-PDT+FTC处理：将处于对数生长期的

A172细胞随机分为4组，其中A组为空白对照

组，B组为FTC组，C组为MPPa-PDT组，D组为

MPPa-PDT+FTC组。B、D组按参考文献要求选

择5 μmol/L FTC，A、C组加入含等浓度的二甲

基亚砜的培养基于37 ℃、CO2体积分数为5%的

条件下温育24 h后，更换培养基，按以上分组加

入MPPa浓度2 μmol/L继续避光温育24 h。以上

均使用波长630 nm、连续输出方式、光功率密

度为30 mW/cm2的集成LED特种光源照射。A、

B、C和D组细胞接受240 s的光照(光照能量=功

率×光照时间)。
1.4　检测指标

1.4.1　CCK-8法检测细胞活性

　　经上述分组处理后的细胞继续避光培养 

24 h后加入CCK-8试剂10 μL，于37 ℃、CO2体积

分数为5％的条件下温育30 min，用全波长酶标仪

于450 nm波长下测定各孔吸光度(D)值，取平均

值，并按公式计算细胞存活率：存活率=(D实验组平

均值-D阴性对照组值)∕(D空白对照组平均值－D阴性对照组值)×100%。

1.4.2　流式细胞技术检测细胞内MPPa的含量 

　　处于对数生长期的细胞用胰酶消化，以

1×105个/孔接种于6孔板中。待细胞贴壁后，每

孔加入2 μmol/L的MPPa温育24 h，PBS洗涤细胞

3次，收集细胞，采用流式细胞技术检测细胞内

MPPa含量。

1.4.3　蛋白［质］印迹法(Western blot)检测

ABCG2蛋白的表达

　　提取处于对数生长期的GBM细胞A172、

U87全蛋白，采用BCA法测各细胞蛋白浓度并

配平。取等质量上述蛋白进行聚丙烯酰胺凝

胶电泳(SDS-PAGE)，湿转法将蛋白质转移至 

0.45 μm的PVDF膜上，室温下摇床上封闭2 h、

温育ABCG2一抗(1∶1 000)、二抗(1∶5 000)后
采用ECL化学发光法显色，观察两细胞内相应

蛋白的表达情况。以β-actin为内参，采用Image 
J软件进行条带的量化。

1.4.4　膜联蛋白Annexin V-PI双染，流式细胞

仪检测A172细胞的凋亡率

　　取处于对数生长期的A172胶质瘤细胞，以

1×105个/孔的密度接种于６孔板培养。待其贴壁

后按以上分组进行光动力处理。24 h后离心消化

收集所有悬浮及贴壁细胞，AnnexinV-FITC/PI
双染，流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.4.5　DCFH-DA染色检测A172细胞内活性氧

(reactive oxygen species，ROS)水平

　　不带荧光的DCFH-DA可被细胞内的ROS氧

化为带绿色荧光的DCF，通过检测DCF的量可

以反应细胞内ROS的水平。将处于对数生长期

的A172细胞均匀接种于48孔板中，待其贴壁后

按以上分组进行光动力处理，倒掉原培养基，

用PBS轻轻洗涤细胞3次，加入含25 μmol/L的

DCFH-DA无血清培养基，用置于37 ℃、CO2

体积分数为5%的条件下温育30 min，弃掉培养

基后PBS洗涤细胞3次，荧光显微镜下观察并拍

照。细胞接种于6孔板中，用PDT处理后，按上

述方法进行DCFH-DA染色后用全波长酶标仪对

ROS水平进行定量检测(激发波长为488 nm；发

射波长525 nm)。
1.5　统计学处理

　　将所有实验重复3次，所得数据采用SPSS 
20.0统计软件分析。计量资料以x±s表示，分类

资料以率表示。A172与U87的细胞活性、细胞

内MPPa、ABCG2间比较采用成组设计t检验；

A172细胞不同处理组别间的细胞活性、细胞内

ROS及MPPa含量的比较采用2×2析因设计的方

差分析，组间两两比较采用Sidak法；A172细胞

不同处理组别间的细胞凋亡率比较采用χ2检验，

组间两两比较采用Bonferroni法。P<0.05为差异

有统计学意义。

2　结　　果

2 .1　CCK-8法检测A172、U87两细胞对

Mppa-PDT杀伤效应的敏感性

　　CCK-8法结果显示，同一MPPa浓度温育

后，MPPa-PDT对两细胞的杀伤效应存在光能
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量依赖性，光能量密度越大，细胞活性越低

(图1A)；A172半数致死量所需光能量密度值

为7.2 J/cm2，U87则为0.9 J/cm2(图1B)；采用 

7 . 2  J / c m 2 的 光 能 量 密 度 照 射 后 ， A 1 7 2
细 胞 活 性 为 0 . 5 5 3 ± 0 . 0 3 7 ， 而 U 8 7 仅 为

0.017±0.002(P<0.05，图1C)；提示与U87细胞

相比，A172对MPPa-PDT的杀伤效应相对不敏

感。故选择最终能量密度7.2 J/cm2用于A172细

胞株后续的相关实验。

2.2　两细胞株中ABCG2蛋白表达的鉴定及

MPPa含量的比较

　　Western blot检测结果显示，A172细胞内

ABCG2的表达明显高于U87(t=4.021，P<0.05，

图2A)；流式定量检测显示，A172细胞内MPPa
的含量明显低于U87，约为U87的1/4(t=24.61，

P<0.05，图2B)。
2.3　抑制ABCG2后，A172细胞对MPPa-PDT

杀伤效应敏感性的变化

　　CCK-8细胞活性检测发现，各组间细胞活性

比较差异有统计学意义(F=27.803，P<0.001)，但

A组与B组间差异无统计学意义(P>0.05)，加入

ABCG2特异性抑制剂FTC的D组细胞活性较C组

明显降低，且差异有统计学意义(P<0.001)；采

图 1　不同光能量密度照射对两细胞活性的影响

Fig. 1    The effect of different light energy on the two kinds of cells viability

 *: P<0.05, as compared with U87 cells

用流式细胞术对细胞凋亡进行测定发现，D组细

胞凋亡率也明显高于C组，且差异有统计学意义

(χ2=3 873.629，P<0.001，图3)。
2.4　抑制ABCG2后，对A172细胞内MPPa的

含量及PDT后ROS水平的影响

　　通过流式细胞术对各组细胞内MPPa红色

荧光强度及含量的检测均发现，D组细胞内

MPPa含量明显高于C组，差异有统计学意义

(F=527.8，P<0.001，图4)；对ROS进行DCFH-
DA染色发现，D组荧光强度最高，提示D组

产生ROS的量最多(图4)；采用流式细胞术对

ROS进行定量检测其结果也显示，4组中D组产

生的ROS的量明显高于其他各组(F=312.427，

P<0.001，图4)。
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图 2　两细胞株中ABCG2蛋白表达的鉴定及MPPa含量的比较

Fig. 2    Identification of the expression of ABCG2 protein and comparison the content of intracellular in the two cell lines

 A: Identification of the expression of ABCG2 protein by Western blot; B: Comparison the content of intracellular MPPa by flow cytometry; *: 
P<0.05, as compared with U87 cells

图 3　各组细胞活性和细胞凋亡率比较

Fig. 3    The comparison of cell viability and cell apoptosis rate in each group

 A: Blank group; B: FTC group; C: MPPa-PDT group; D: MPPa-PDT+FTC group; *: P<0.001, comparison between D group and C group
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图 4　流式定量检测各组细胞内MPPa含量并比较各组细胞内ROS水平

Fig. 4    The intracellular contents of MPPa in each group without illumination were tested by flow cytometry and comparison the level of 

intracellular ROS in each group

 A: Blank group; B: FTC group; C: MPPa group; D: Mppa +FTC; *: P<0.05, comparison between D group and C group

3　讨　　论

　　ABC转运蛋白利用ATP的绑定和(或)水解

的能量驱动跨膜结构域的构象变化来转运分 

子 ［7］。不同转运蛋白转运底物不同［8］，如

ABC转运蛋白家族成员ABCG2，又称乳腺癌

耐药蛋白，可以通过外排光敏剂，从而降低

细胞内光敏剂的积聚［9-11］。MPPa为叶绿素a
的衍生物，是第二代新型光敏剂，因具有明确

的化学结构、较长的吸收波长及较强的组织

渗透性等优点，使其在临床上有广泛的应用前 

景［12-14］。有研究发现，MPPa是ABCG2转运

蛋白的特异性底物，在高表达ABCG2的人结

肠癌细胞株、乳腺癌细胞株［15］、人类基底癌

细胞株［16］及骨髓瘤细胞［11］中均发现细胞内

MPPa外排现象。本实验中A172细胞内MPPa
明显低于U87细胞，而两者ABCG2蛋白含量

差异则为U87明显低于A172，提示A172细胞

内MPPa含量较低可能与其高表达的ABCG2外

排MPPa有关。已知PDT杀伤肿瘤的主要原理

为光敏剂在一定波长的光照激发下发生复杂的

光化学反应，通过产生ROS导致肿瘤组织不可

逆的损伤［17］。提示PDT杀伤肿瘤细胞的关键

是肿瘤细胞内光敏剂活化产生的ROS。所以，

细胞内光敏剂含量的减少将直接导致PDT对肿

瘤细胞的杀伤效应的减弱。在对早期肺癌患者
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进行PDT治疗中发现，肺癌细胞中ABCG2对

光敏剂的外排作用直接影响PDT的疗效［18］。

本研究也发现，A172与U87两细胞株在相同光

能量密度处理下，A172细胞活性均高于U87；

同时，两细胞株达到半数致死量所需的光能

量密度也存在差异，A172所需光能量密度为 

7.2 J/cm2，高于U87的0.9 J/cm2。提示A172对

MPPa-PDT的敏感性较U87差。结合此前两细胞

株中胞内MPPa浓度及ABCG2含量的差异，我们

推测A172对MPPa-PDT敏感性差可能与ABCG2
外排MPPa后引起MPPa-PDT所致的ROS减少 

有关。

　　FTC是一种从烟曲霉中分离得到的霉菌毒

素，通过增加耐药细胞内的药物积聚、改变拓

扑异构酶的活性等方式逆转由ABCG2介导的多

药耐药［19-20］。在表达功能性的ABCG2人胃癌

细胞S-120中加入ABCG2抑制剂FTC后，可逆

转S-120的耐药特性，增加抗肿瘤药物SN-38对

S-120细胞的毒性作用［21］。本实验也证实，加

入FTC抑制A172细胞高表达的ABCG2后，细胞

活性下降，而凋亡率显著升高，这说明A172细

胞中ABCG2被FTC特异性抑制后，MPPa-PDT
对A172细胞的杀伤效应增强。在PDT中，ROS
的产生源于MPPa的激活，细胞内MPPa的含量

将直接影响其被光照激活后ROS的产量，进一

步影响PDT对细胞的杀伤效果。本实验发现抑

制ABCG2蛋白的功能，细胞内MPPa的含量明显

增多，并伴随着ROS的产量的增加。这种现象

在人结肠癌HCT116和人肾癌A498两细胞系中也

得到证实，两细胞系中ABCG2表达的减弱，可

使PDT诱导的ROS的产生增多，增强PDT对这两

细胞系的杀伤效应［22］。另外Choi等［22］的研究

发现，ABCG2蛋白的表达受核因子E2相关转录

因子2(the transcription factor NF-E2-related factor 
2，NRF2)的调控。采用小干扰RNA技术敲除人

乳腺癌MDA-MB-231细胞内NRF2基因后，细胞

对光敏剂的摄取明显多于未敲除组，且细胞内

ABCG2蛋白表达量降低；而未敲除组经ABCG2
抑制剂处理后，与敲除NRF2基因的细胞相比，

两者在细胞内光敏剂浓度及产生的ROS水平间

比较，则差异无统计学意义［22］。Hajri等［23］

在结肠癌HT293细胞中也进一步证实NRF2-AB-
CG2通路参与HT293对MPPa介导的PDT的不敏

感。在相关实验中也证明NRF2还可通过下游分

子血红素氧合酶1、NADP(H)醌氧化还原酶等的

表达发挥强大的抗氧化及细胞保护作用，从而

对PDT产生耐受［24-27］。

　　综上所述，本实验证明，GBM细胞株A172
对MPPa-PDT相对不敏感，并且产生这种现象的

机制可能是ABCG2外排MPPa，减少MPPa的细

胞内聚集，进而减弱光敏剂活化后对肿瘤细胞

的杀伤作用。为临床提高PDT治疗GBM的治疗

效果提供一定的实验依据。
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