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Abstract: With the development of the basic research of photodynamic therapy (PDT) and a wide range of 
potential clinical applications have be carried out. The monitoring of reactive oxygen species (ROS) which 
produced in PDT has become a hot issue of PDT research in recent years. In the paper, the status of ROS in 
HL60 cells were investigated by fluorescence spectra acquired during PDT. The results showed that the 
largest number of ROS in PDT was achieved at the optimized conditions(the cells incubation time is 4 hours, 
the added concentration of ALA is 10 mM/L), in which up to 93.2% PDT efficiency for the HL60 Cells can 
be obtained within 60 minutes. 
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摘  要：随着光动力学疗法(photodynamic therapy, PDT)基础研究的不断深入和临床应用的广泛开展，

对 PDT 过程中产生的活性氧的实时监测近年来已成为 PDT 研究的热点问题。实验采用荧光探针技术，

通过获得的荧光光谱研究了基于 ALA-PDT 的 HL60 细胞中活性氧产生的情况。实验结果表明在 ALA

浓度为 10 mM/L，孵育时间为 4 h，光照剂量为 60 min 的光学参数下，光动力反应中产生的活性氧是

最多，HL60 细胞灭活效果最佳，PDT 效率达 93.2%。 
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1. 引言 

光动力疗法(Photodynamic Therapy, PDT)，又称光

辐照疗法(Photoradiation Therapy, PRT)或光化学疗法

(Photochemotherapy)[1,2]，是利用光敏剂分子接受特定

波长的光能后通过光化学反应和能量传递将光能转化

为分子内能[3-5]，在有氧条件下，产生多种活性氧物质

(reactive oxygen species, ROS)，包括单线态氧、氧自 

由基、羟自由基、超氧阴离子等，具有细胞毒作用[5-7],

它们可进一步与细胞内成分发生光敏化反应，从而对

蛋白质、核酸和脂类等生物大分子产生破坏作用，使

细胞的结构和功能受到严重影响，导致细胞凋亡或死

亡，起到治疗作用[8,9]，同时光敏剂自身也会发生光敏

化自敏化反应[10-12]。目前相关研究已证实基于 PDT 过

程中的光敏剂光敏反应生成的活性氧是细胞杀伤的主

要媒介。光敏剂的光漂白也是由活性氧物质所引起的
[13-15]。因此，对 PDT 过程中活性氧的检测对于 PDT 原理

的研究以及光漂白现象的理解有着重要的意义[16,17]。 
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2. 实验材料与方法 

2.1. 主要试剂 

ALA(美国 Sigma 公司)，荧光探针 DCFH-DA(碧

云天生物科技)，CCK-8 试剂(碧云天生物科技)。 

2.2. 实验仪器 

PDT反应室(自行设计，以大功率LED作为光源)，

F-4500 荧光分光光度仪(日本日立)，XDS-1A 倒置显

微镜(广州光学仪器)，DG5031 型酶联免疫检测仪(南

京华东电子)， LPE-1A 激光功率能量计(北京物科光

电)，SW-CJ 型洁净工作台(苏州安泰空气技术)，

HH.CP-TW 80 升二氧化碳培养箱(上海一恒科技)， 24

孔培养板，细胞计数板及其他常规器皿。 

2.3. 细胞株 

人前髓细胞(早幼细胞)株 HL60(凯基生物)。 

2.4. 细胞培养 

HL60 细胞加 RPMI-1640 培养基(胎牛血清 FCS

含量 12%)，置于环境温度为 37℃，空气湿度为 95%，

CO2 体积分数为 5%的培养箱中培养，取对数生长期

(即生命力最旺盛时期)的细胞进行实验。 

2.5. 光谱分析 

在基于 ALA 介导的 PDT 中，被光诱导激发的“光

敏剂”是 PpIX (protoporphyrin IX)，PpIX 由 ALA 内源

生长合成，ALA 是其合成前体物。PpIX 的吸收光谱

如图 1 所示，由图可见，PpIX 在 410 nm 附近有个强

吸收峰。为了使 PDT 获得较好的光动力效应，光源光

波长应选择在 410 nm 附近。实验采用单色性好、光斑

面积大、光功率均匀稳定、热效应变化不显著、中心

波长在 410 nm 附近的大功率 LED 作为 PDT 光源。从

图 2 可以看到，蓝光 LED 的最大发射峰是 410 nm,半

带宽为 45 nm，能很好地满足实验中 PDT 光源的需要。 

3. 实验结果和讨论 

3.1. 单态氧检测实验方法与数据分析 

3.1.1. 不同 ALA 浓度下活性氧的检测实验 

采用 24 孔培养板，用其中的 18 个孔作试验孔， 

 

Figure 1. The absorption spectrum of PpIX 
图 1. P pIX 的吸收光谱图 

 

 

Figure 2. The emission spectra of the blue LEDs 
图 2. 蓝光 LED 的发射光谱 

 

分成六组，每孔注入 500 μl HL60(接种浓度为 1 × 

106/ml)细胞，然后按照 1:1 的比例各组分别放入浓度为

0 mM/L、5 mM/L、8 mM/L、10 mM/L、12 mM/L、15 

mM/L 的 ALA，孵育 4 小时，光照 1 小时。按照荧光

探针的使用方法装载活性氧检测探针 DCFH-DA，用荧

光分光光度计测量 DCFH-DA 的荧光强度。不同 ALA

浓度下，HL60 细胞的存活率如表 1 所示，DCFH-DA

荧光强度的变化如图 3 所示。 

由表 1 和图 3 得到：ALA 浓度小于 10 mM/L，细

胞存活率随 ALA 的浓度增加而降低；ALA 浓度大于

10mM/L，细胞存活率随 ALA 浓度的增加没有显著变

化，说明再增大 ALA 浓度对细胞灭活意义不大。综上

所述，当 ALA 浓度为 10 mM/L 时，细胞存活率最低，

根据 PDT 效率 = (1 – Livability ) × 100%，PDT 效率为

93.2%，灭活效果最佳。 
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 cells in the different ALA density 

ALA density OD Value Mean Value 
Mean 

Liva

Table 1. Survivability of HL60
表 1. 不同 ALA 浓度下 HL60 细胞存活率 

bility

A (C  
solution) 

0.787 0.797 0.800 0.795 ± 0.007 
ells + culture

1.000 

B ( M 
ALA) 

0.463 0.502 0.421 0.462 ± 0.041 0.581 

C (C mM 
0.194 0.195 0.188 0.192 ± 0.004 0.116 

D (Ce mM 
0.052 0.054 0.055 0.054 ± 0.002 0.068 

E (Ce mM 
ALA) 

0.055 0.057 0.060 0.057 ± 0.003 0.072 

F (Ce mM 
ALA) 

0.056 0.053 0.058 0.056 ± 0.003 0.070 

Cells + 5 m

ells + 8 
ALA) 

lls + 10 
ALA) 

lls + 12 

lls + 15 

 

 

Figure 3. Changes in fluorescence intensity variation of DCFH-DA 

3.1.2. 不同 A 孵 时间  

试验孔，

分成

细胞存

活率

ALA incuba
OD Value Mean Value 

Mean 

L

in the different ALA density 
图 3. 不同 ALA 浓度下 DCFH-DA 荧光强度 

 

AL 育 活性氧的检测下

采用 24 孔培养板，用其中的 24 个孔作

八组，每孔注入 500 μl HL60(接种浓度为 1×106/ml)

细胞，然后按照 1:1 的比例各孔放入 10 mM/L 的 ALA，

分别孵育 0 h、1 h、2 h、3 h、4 h、4.5 h、5 h、7 h，

光照 1 小时。装载探针，测量 DCFH-DA 荧光强度，

细胞存活率数据如表 2，得到的数据如图 4。 

由表 2 和图 4 可得，当孵育时间小于 4h，

随孵育时间的增加而降低，也就是说 PDT 效率随

着时间的增加而增大；DCFH-DA 的荧光强度也随着孵

育时间的增加而增强，并在 4 h 达到最大值。当孵育时

间大于 4 h，细胞 PDT 效率和荧光强度随孵育时间的

增加反而不断降低。这说明孵育 4 h 时细胞对 ALA 的 

Table 2. Survivability of HL60 cells in the different ALA incubation time 
表 2. 不同 ALA 孵育时间下 HL60 细胞存活率 

tion 

time(h) ivability

A ( h) 0.787 0.797 0.800 0.795 ± 0.007Cells + 0 1.000 

B (Cells + 1 h) 0.554 0.565 0.602 0.574 ± 0.025 0.722 

C (Cells + 2 h) 0.452 0.422 0.441 0.438 ± 0.015 0.551 

D (Cells + 3 h) 0.271 0.265 0.243 0.260 ± 0.015 0.327 

E (Cells + 4 h) 0.052 0.054 0.055 0.054 ± 0.002 0.068 

F (Cells + 4.5 h) 0.053 0.057 0.059 0.056 ± 0.003 0.070 

G (Cells + 5 h) 0.077 0.085 0.079 0.080 ± 0.004 0.101 

H (Cells + 7 h) 0.533 0.541 0.572 0.549 ± 0.021 0.690 

 

 

Figure 4. Changes in fluorescence intensity variation of DCFH-DA 

 

收最大，之后细胞自身的代谢作用会不断耗掉一部

3.1.3. 不同光剂 胞活性 测试验 

验孔，

分成

in the different ALA incubation time 
图 4. 不同 ALA 孵育时间下 DCFH-DA 荧光强度 

吸

分 ALA。综上可得，当孵育时间为 4 h 时，细胞存活

率最低，DCFH-DA 的荧光强度最强(产生活性氧数量

最多)，此时的 PDT 效率为 93.2%，灭活效果最佳。 

量下细 氧的检

采用 24 孔培养板，用其中的 21 个孔作试

七组，每孔注入 500 μl HL60(接种浓度为 1 × 106/L)

细胞，然后按照 1:1 的比例各孔放入 10 mM/L 的 ALA，

孵育 4 小时，分别光照 0 min、10 min、20 min、30 min、

Copyright © 2011 Hanspub                                                                                 OE 
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DCF

从图 DA 的荧光强度跟光照时间是

线性

过荧光探针技术，通过获得的荧光光谱研

究了

40 min、50 min、60 min、70 min、80 min。装载探针，

测量 DCFH-DA 荧光强度，得到的数据如下图所示。 

由图 5 和图 6 可得：辐照时间低于 60 min，

H-DA 荧光强度随辐照时间的增加而增强，即细

胞 PDT 效率随辐照时间的增加而增大；辐照时间高于

60 min 荧光强度随辐照时间的增加反而降低。综上可

得，辐照时间 60 min 时，细胞存活率最低(PDT 效率

最高)，灭活效果最佳。 

3.2. 单态氧检测分析 

7 看出 DCFH-

关系。在 ALA 浓度为 10 mM/ml，孵育时间为 4 h

时，细胞中生成的光敏剂 PPIX 的量最高，可认为此时

细胞中的光敏剂是充足的，此时随着光照时间的增多，

产生的活性氧物质逐渐增多，活性氧物质氧化

DCFH-DA,使之产生具有荧光的 DCF 也逐渐增多，而

DCF 的荧光强度反映的是活性氧物质的量，因此荧光

强度跟活性氧物质成正相关关系。同时，结合以上试

验可知，活性氧的荧光强度的变化基本表征了细胞

PDT 效率的变化。 

4. 结论 

本文通

基于 ALA-PDT 的 HL60 细胞中活性氧产生的情

况，PDT 实验中活性氧产生的数量跟 ALA 浓度、孵育

时间以及光照时间有关，它们是影响产生活性氧物的 
 

 

 

Figure 6. Changes in fluorescence intensity variation of DCFH-DA 
in the different radiation time 

图 6. 不同辐照时间下 DCFH-DA 荧光强度 

 

 

Figure 7. Fluorescence intensity fitting curve of DCFH-DA in the 
different radiation time 

图 7. 不同辐照时间下 DCFH-DA 荧光强度的曲线拟合 
 

量的 4 

、光照 60 min 时，光动力反应中产生的活性氧最多，

家自然科学基金项目(61072029)；广东省

自然科学基金项目(10151063101000025)；广州市科技

计划

主要因素。ALA 浓度为 10 mM/L、孵育时间为

h

HL60 细胞的灭活效果最佳，此时的 PDT 效率达

93.2%。证实了光动力反应中的活性氧跟 HL60 细胞的

灭活率有必然的关系，活性氧的荧光强度的变化基本

表征了细胞 PDT 效率的变化，因此，能够使用检测光

动力反应中活性氧的量来判断 HL60 细胞的灭活率，

为 HL60 细胞的 PDT 的灭活效率的间接检测提供了一

种简便易行的“隐形”方法。 

5. 致谢 

感谢国

Figure 5. Fluorescence intensity variation of DCFH-DA in the 
different radiation time 

图 5. 不同辐照时间下 DCFH-DA 荧光强度的变化 项目(2010Y1-C111)对本论文研究工作的支持，感
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