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生物打印HepG2细胞用于二氢卟酚 e6的声动力抗癌活性研究
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摘要: 本研究利用生物打印技术构建了HepG2三维肿瘤组织用于声敏药物二氢卟酚 e6 (chlorine e6, Ce6) 的声

动力抗癌活性研究。以海藻酸/明胶/羟乙基纤维素的复合生物材料作为生物墨水 , 3D 打印了 HepG2肿瘤细胞 ,

Live-Dead试剂盒检测细胞存活率, MTT法检测细胞增殖情况, 考察打印后细胞活力。自主搭建了微型超声装置,

利用声能转换热能引起的温度改变, 估算装置不同功率下的超声强度。14.3和 28.6 μg·mL-1的Ce6作用于二维培养

和三维打印的HepG2细胞, 以 0.15 W·cm2的超声强度作用 60 s, MTT法检测Ce6的抗肿瘤活性。结果显示, 打印的

HepG2细胞活性高达 95%, 培养 7天开始形成肿瘤微球。装置最大超声强度低于 3 W·cm2, 对正常肝细胞LO2无损

伤。通过比较Ce6对 2D培养和打印的HepG2细胞抗癌活性大小, 发现三维HepG2肿瘤的Ce6声动力抗癌活性较

2D培养降低了63.4%, 显示了三维肿瘤的耐声敏药性, 为声动力疗法体外三维肿瘤模型的发展提供了可能性。
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Abstract: This paper showed bioprinted HepG2 tumor tissues used for studying the sonodynamic anticancer

activity of chlorine e6 (Ce6). HepG2 cells were printed by using alginate/gelatin/hydroxyethyl cellulose composite

biomaterial as bio ink and cell viability was detected with Live-Dead assay and MTT proliferation. The ultrasonic

intensities of self-built micro ultrasonic device under different powers were estimated by using the temperature

change caused by the conversion of acoustic energy to heat energy. Ce6 of 14.3 and 28.6 μg·mL-1 were acted on

two-dimensional cultured and three-dimensional printed HepG2 cells, and the antitumor activity of Ce6 was detected

by MTT method with ultrasound intensity of 0.15 W·cm2 for 60 s. The results showed that the activities of bioprinted

HepG2 cells were as high as 95%, and tumor microspheres were formed after 7 days of culture. The ultrasound

intensity was lower than 3 W·cm2, which belonged to low ultrasound intensity and had no damage to normal

hepatocyte LO2 cells. By comparing the antitumor activity of Ce6 on 2D cultured and printed HepG2 cells, it was

found that the anticancer activity of Ce6 on bioprinted HepG2 cells was 63.4% lower than that on 2D culture cells,

indicating the acoustic drug resistance of three-dimensional tumor model. Bioprinted tumor tissues show the

potential in the application of in vitro activity evaluation models for sonodynamic therapy.
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恶性肿瘤是现今威胁人类健康与生命的重大疾病

之一, 死亡率较高[1]。常规的治疗手段如手术、化疗、

放疗、生物治疗等虽有一定效果, 但均有些弊端[2]。声

动力疗法 (sonodynamic therapy, SDT), 即患者口服或注

射声敏剂, 能够特异性地聚集在肿瘤部位, 然后对该部位

给予一定的超声照射, 进而激活声敏剂, 致使肿瘤细胞损

伤及其死亡[3,4]。该方法具有特异性强、穿透力强和不良

反应少等特点, 在临床治疗中有良好的应用前景[5,6]。

目前, 用于声动力疗法的体外模型主要有二维培

养细胞模型和动物模型。然而, 动物模型和人之间差异

较大, 不能准确地反映药物在人体内的作用效果。在肿

瘤不断发展过程中, 始终贯穿着与微环境的相互作用和

适应性调节, 因此二维培养不足以准确模拟肿瘤细胞的

体内环境, 需要三维肿瘤模型研究药物抗癌活性[7-9]。

3D生物打印是一种集生物学、机械学、材料学及

计算机学等多种学科于一体的综合性技术, 可根据需

要精确定位三维组织中细胞和细胞外基质, 重现体内

组织三维微环境[10,11]。由于 3D生物打印技术高效率、

低成本、高通量和高精准度的优点, 应用不同种类的生

物墨水对细胞类型和细胞外基质成分进行空间分布,

精确模拟组织的几何结构以及肿瘤微环境, 构建体外

三维肿瘤模型[12,13], 应用于肿瘤表型研究[14,15]和体外药

物抗癌活性研究[16]。

3D打印以蜂窝状结构模拟肝组织的几何结构, 用

于构建含活细胞的三维仿生肝组织[17]甚至模拟人工肝

表现毒素清除功能[18]。本研究首先应用 3D生物打印

技术构建了三维肝肿瘤组织, 以海藻酸/明胶/羟乙基

纤维素复合生物材料作为生物墨水模拟细胞外基质,

HepG2细胞作为肿瘤细胞, 蜂窝状结构模拟组织几何

结构, 并检测了打印的HepG2细胞活力; 其次, 自主搭

建了微型超声装置, 估算并确定了实验超声强度; 最

后, 声敏药物二氢卟酚 e6 (Ce6) 作用于打印的HepG2

肿瘤组织, 比较了Ce6对 2D培养和打印的HepG2细胞

声动力抗癌活性大小。

材料与方法

药品与试剂 实验所用的 HepG2 细胞购自中国

科学院细胞库; LO2细胞、LX2细胞和HUVEC细胞是

大连医科大学赠予; MEM (minimum essential medium)

培养基、DMEM (Dulbecco's modified eagle medium)

培养基、胎牛血清 (FBS)、谷氨酰胺 (glutamax)、非必

需氨基酸、丙酮酸钠和青霉素/链霉素 (ThermoFisher

Scientific 公司); 明胶 (gelatin, Gel,G1890)、海藻酸钠

(sodium alginate, SA, A0682)、羟乙基纤维素 (hydroxy‐

ethyl cellulose, HEC, 434965)、氯化钠 (NaCl, S7653) 和

氯化钙 (CaCl2, C7902) (Sigma-Aldrich 公司); Ce6 (北

京百灵威科技有限公司); Live-Dead 试剂盒和 MTT

(江苏凯基生物技术股份有限公司)。

仪器 3D生物打印机型号HoriTM (大连芯鸿生物

科技有限公司); 等离子体机型号 PDC-002 (美国迈可

诺技术有限公司); 倒置荧光显微镜型号 IX71 (美国奥

林巴斯有限公司); 酶标仪型号H1MFD (美国基因有限

公司)。

细胞培养 HepG2细胞的培养液是MEM, 其中含

有 10% FBS、1% glutamax、1%非必需氨基酸、1%丙酮

酸钠及 1% 青霉素/链霉素。LO2 细胞、LX2 细胞和

HUVEC细胞的培养液是DMEM, 添加 10% FBS和 1%

青霉素/链霉素。细胞于 37 ℃、5% CO2的培养箱孵育

培养, 每两天换液1次。

生物墨水制备 称取明胶4 g、海藻酸钠0.8 g和羟

乙基纤维素 0.5 g, 暴露在紫外线中超过 24 h, 于 70 ℃

磁力搅拌完全溶解在 0.9% (质量体积比) NaCl水溶液

30 mL中, 最终形成SA/Gel/HEC生物墨水。室温冷却

2 h, 70 ℃水浴 1 h, 如此往复 3次, 紫外线灯照射过夜,

储存于4 ℃中, 使用前37 ℃水浴1 h。

生物相容性检测 制备直径为 1cm、高度为 3 mm

的圆柱样凝胶样品, 并将其浸没在 2 mL含血清培养液

中 24 h。收集浸提液, 并与培养液按不同比例混合, 将

其配制为体积百分比分别是 0%、5%、10%、25%、50%

和 100%的浸提液。HepG2细胞种植在 96孔板中, 每

孔 4 000 个细胞 , 用不同浓度的浸提液培养 24、48 和

72 h。

生物打印肝肿瘤 HepG2 细胞悬液和 SA/Gel/

HEC以 1∶10的比例混合形成细胞数为每毫升 107个的

生物墨水。3ds MAX 2015软件设计蜂窝状三维结构,

置于切片软件Repetier-host 2.1.6进行层层切片, 保存

为 gcode 文件导出至 SD 卡。将 SD 卡装载至打印机 ,

生物墨水加入生物打印机墨盒中。选取 200 μm的打

印喷头, 设置打印温度为 22 ℃, 打印速度为 5 mm·s-1。

打印完成后, 浸没在 1.5% (质量体积比) CaCl2的 PBS

溶液中 1 min, MEM空培养基漂洗 3次, 加入MEM培

养液, 放置在培养箱中培养。

超声装置搭建 采用频率 1.7 MHz 的超声雾化

器、控制电板、功率旋钮和 10 kΩ的电阻等搭建微型

超声装置。超声过程中细胞的载体是 2层经等离子体

机键合而成的聚二甲基硅氧烷 (polydimethylsiloxane,

PDMS) 芯片。PDMS芯片放置在超声装置上, 在芯片小

孔中加入 150 μL超纯水作为超声介质, 超声时间 60 s,

超声功率旋钮示数是 20%、30%、40%、50%、60%、70%

和 80%分别进行超声, 每次超声前更换芯片小孔中和
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超声介质的水, 每组测量 8个数据, 计算平均值, 根据

超 声 产 生 的 热 量 , 计 算 得 出 超 声 强 度 。 I =

CM (T - T0 )

tS
, 式中 : I 为声强 (W·cm-2); C 为水的比热

容值 (4 200 J·kg-1·℃-1); M 为小孔中水的质量 (kg); T

为超声后小孔中水的温度 (℃); T0为超声前小孔中水

的温度 (℃); t为超声时间 (s); S为小孔底部与超声介

质接触面积 (cm2)。

Ce6 浓度选取实验 将质量浓度为 14.3、28.6、

35.75 及 71.5 μg·mL-1 的 Ce6 作用于 96 孔板培养的

HepG2细胞、LO2细胞、LX2细胞和HUVEC细胞, 24 h

后检测细胞活性。

超声实验 单独超声组: 二维培养HepG2细胞和

LO2细胞, 以不超声作为空白对照。加药超声组: 二维

培养HepG2细胞和 3D打印HepG2细胞, Ce6质量浓度

为 14.3和 28.6 μg·mL-1, 以加药不超声作为相应空白对

照。超声完成后, 继续培养24 h。

细胞活力检测 打印的 HepG2 细胞在培养的第

1、4、7和 11天, 吸除培养液, 更换为 Live-Dead试剂盒

中的 calcein-AM和PI, 避光作用 30 min, PBS漂洗 3次,

于荧光显微镜下观察细胞存活情况, 并用 Image J 1.8.0

分析细胞存活率。

MTT检测 生物相容性检测、打印细胞增殖、Ce6

浓度选取实验和超声实验细胞活性均用MTT法检测。

实验终点时, 吸弃培养液, 加入MTT工作液避光作用

4 h, 吸弃 MTT, 加入 DMSO 溶解结晶 , 用酶标仪检测

490 nm处吸光值。

数据分析 采用 IBM SPSS Statistics 22.0进行统

计处理, P<0.05具有统计学差异。

结果

1 SA/Gel/HEC对HepG2细胞生物相容性

从图 1中可看出, HepG2细胞在SA/Gel/HEC不同

浓度浸提液中 24、48和 72 h的 MTT吸光度值均没有

统计学差异。SA/Gel/HEC不同浓度浸提液的相对增

殖率 (relative proliferation rate, RGR) 是以 0% 浸提液

的细胞MTT吸光度值作为 100%计算而得, 如表 1所

示。医疗器械生物学评价 (GB/T 16886.5-2003) 中, 根

据 RGR 大小对细胞毒性分级 (cytotoxic classification,

CTS) 进行了分类 : 100% < RGR, CTS 为 0 级 ; 75% <

RGR < 100%, CTS为 1级; 50% < RGR < 75%, CTS为

2 级 ; 25% < RGR < 50%, CTS 为 3 级 ; 1% < RGR <

25%, CTS为 4级; RGR < 1%, CTS为 5级。48和 72 h

的RGR大于 100%, CTS均为 0级; 24 h细胞毒性分级

均在 1级以下 , 说明 SA/Gel/HEC 对培养 HepG2来说 ,

符合国家医用生物材料细胞毒性要求, 生物相容性良

好, 满足生物打印中对生物墨水的基本要求。

2 打印的HepG2可形成肿瘤微球

打印的三维 HepG2肿瘤组织的几何结构是蜂窝

状结构, 如图 2A～D所示, 细胞在第 1、4、7和 11天的

活性均超过 95% (图 2E), 在第 7天可观察到细胞开始

聚团生长 (红色箭头指示), 培养 11天以后, 出现球状

HepG2细胞, 表明打印的HepG2细胞可以形成肿瘤微

球, 不再是单一的细胞, 生物打印的HepG2细胞更接

近体内肿瘤微环境。作者计算了培养 11天以后细胞

活性图像中所有微球面积与总细胞面积比例, 并取平

均值, 得到HepG2细胞的肿瘤微球形成率为 60%。图

2F显示了打印HepG2细胞的MTT检测吸光度值随着

培养时间的推移不断上升, 为期 11天的培养时间内,

增殖情况良好。

3 微型超声装置对正常肝细胞无损伤

搭建的超声装置如图 3A所示, 工作区分为芯片区

和超声旋钮区 , 其中芯片区的 PDMS 芯片分为 2 层 ,

上层 PDMS中心有直径为 8 mm 的贯穿圆孔 , 下层是

0.7 cm厚的 PDMS基板。图 3B显示了不同超声强度

下超声 60 s的温度效应测试结果, 随着超声旋钮功率

示数的上升, 温度逐渐上升。根据超声作用全部转化

Figure 1 MTT absorbance value of HepG2 cells with different

extract concentrations of SA/Gel/HEC. SA: Sodium alginate; Gel:

Gelatin; HEC: Hydroxyethyl cellulose. n = 4,
-
x ± s

Table 1 RGR and CTS of HepG2 cells with different extract concentrations. RGR: Relative proliferation rate; CTS: Cytotoxic classifica‐

tion. n = 4,
-
x ± s

Time/h

24

48

72

100%

RGR

101.94%

106.48%

103.81%

CTS

0

0

0

50%

RGR

100.76%

107.43%

106.05%

CTS

0

0

0

25%

RGR

97.71%

106.43%

110.20%

CTS

1

0

0

10%

RGR

95.63%

104.48%

102.66%

CTS

1

0

0

5%

RGR

104.30%

109.44%

102.21%

CTS

0

0

0
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为热量推算而得的超声强度如图 3C所示, 旋钮示数超

过 40%, 超声强度即显示显著性差异, 表明此超声装置

不同的功率旋钮示数可以代表不同的超声声强, 最高

超声强度为 0.4 W·cm-2。旋钮示数为 50%和 60%的超

声强度, 对正常肝细胞LO2作用 1 min, 没有造成损伤,

然而 HepG2的 MTT 吸光度值明显降低 , 如图 4所示 ,

显示了低强度超声对癌细胞生长的抑制作用。

4 Ce6单独作用于肝癌组织多细胞

肝癌组织中有正常肝细胞、肝肿瘤细胞、成纤维

细胞及血管内皮细胞等多种细胞, 声敏剂Ce6的体外

作用浓度应选择对细胞活性没有抑制作用的浓度范

围。本研究将不同浓度的Ce6单独作用于LO2细胞、

HepG2 细胞、LX2 细胞和 HUVEC 细胞 , MTT 法检测

24 h后细胞活性, 结果如图5所示。35.8和71.5 μg·mL-1

Ce6会影响肝成纤维细胞系 LX2细胞, 细胞活性明显

降低; 而14.3和28.6 μg·mL-1 Ce6与对照组相比, 没有显

著性差异, 表明不影响这 4种细胞的生长。因此, 在超

声实验中Ce6的质量浓度选用14.3和28.6 μg·mL-1。

5 打印的HepG2有耐声敏药性

如图 6A所示, 3D打印的HepG2肿瘤三维组织放

置在芯片中, 添加培养液, 芯片下方即为超声源。Ce6

Figure 3 Micro ultrasonic device. A: Practicality picture; B: Temperature change caused by ultrasound; C: Ultrasonic intensity corresponding

to different power indications. n = 4,
-
x ± s .*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

Figure 4 Effect of ultrasound alone on HepG2 and LO2 cells.

n = 4,
-
x ± s.*P<0.05, ***P<0.001

Figure 5 Effect of chlorine e6 (Ce6) alone with different concen‐

trations on liver tumor associated cells. A: Normal hepatocytes

LO2 cells; B: Liver tumor HepG2 cells; C:Liver tumor associated

fibroblasts LX2 cells; D:Vascular endothelial cells HUVEC cells.

n = 4,
-
x ± s.***P<0.001

Figure 2 Bioprinted HepG2 cells. A1-D4: Live-dead image. A: live cells; B: dead cells; C: Merge image; D: Live cells with 10× objective

lense, red arrow indicates tumor microsphere; E: Cell viability; F: MTT absorbance for HepG2 proliferation. Scale bar = 200 μm. n = 4,
-
x ± s.

***P<0.001
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作为声敏剂 , 对 2D 培养 HepG2 细胞 (图 6B) 和 3D 打

印的 HepG2细胞 (图 6C) 的声动力抗癌活性, 与未超

声情况进行对比, 可看出功率为 60%的超声 (声强为

0.15 W·cm-2) 对 2D和 3D打印的HepG2细胞增殖均有

明显的抑制作用。图 6C表明, Ce6浓度的升高, 没有

引起打印的HepG2细胞吸光度值的明显升高或降低,

即对声动力疗法抗癌活性没有显著性影响。超声对

2D 培养的 HepG2 细胞的抗癌活性为 88.9%, 而对 3D

打印的HepG2细胞的抗癌活性为 32.5%, 相较于 2D培

养的抗癌活性降低了 63.4%, 表明 3D打印的HepG2细

胞的声动力抗癌敏感性降低。

讨论

Ce6及其衍生物作为无细胞毒性光敏剂, 被应用于

肝肿瘤的光动力治疗 (photodynamic therapy, PDT)[19]。

同时, Ce6也可用于SDT的声敏剂, 结合低强度的超声

可抑制人癌细胞系迁移生长[20-22], 对动物肿瘤模型中的

肿瘤组织生长有抑制作用[23,24]。自制的微型超声装置

产生的超声强度小于 3 W·cm2, 属于低强度的超声[25],

在超声治疗的范畴, 对正常肝细胞LO2细胞没有损伤,

却可以抑制癌细胞有丝分裂。实验结果表明Ce6结合

0.15 W·cm2的低超声强度, 可抑制 2D培养和 3D打印

的HepG2肝肿瘤细胞的生长。

临床试验的抗癌药物中只有 7.5% 最终获得批

准[26], 对抗肿瘤新药研发有很大的挑战性。这是因为

体内的肿瘤微环境复杂[27], 在肿瘤发生发展的过程中,

是多细胞且有细胞外基质参与影响的, 临床前的体外

活性评价模型不足以体现准确的药物效果。明胶是胶

原的衍生物, 海藻酸钠含有糖胺聚糖结构, 羟乙基纤维

素凝胶可形成弹性纤维网络, 因此海藻酸/明胶/羟乙

基纤维素是胶原/糖胺聚糖/弹性纤维的相似复合生物

材料, 作为生物墨水可以重现肿瘤间质的细胞外基质

主要成分。为了获得Ce6在临床肿瘤治疗中更具准确

性和指导意义的体外实验结果 , Farrakhova 等[28]以

HTB-43肿瘤微球模型作为口烟鳞状细胞癌模型, 考察

了Ce6在肿瘤中的分布及富集程度; A549细胞的肿瘤

微球被用来评价Ce6共轭物的 PDT体外抗癌活性[29]。

3D生物打印技术构建的HepG2肝肿瘤模型, 可以形成

多细胞的肿瘤微球, 且含有模拟细胞外基质的生物材

料, 相较贴壁或悬浮的 2D培养HepG2细胞而言, 更接

近体内肝肿瘤微环境。与针对 2D培养的HepG2细胞

的抗癌活性相比, 3D的HepG2肿瘤的Ce6声动力抗癌

活性的敏感度较 2D培养有所降低, 可能是因为打印后

形成了 HepG2肿瘤微球, 微球增加了其耐声敏药性。

而耐药性是癌症治疗中的一大阻碍[30], 因此在抗癌药

物的体外活性评价更需要能够反映肿瘤耐药性这一特

征的肿瘤模型。

综上所述, 生物打印的HepG2细胞可形成肝肿瘤

微球, 且对于Ce6声动力疗法有一定的耐药性, 这揭示

了体外 3D肿瘤模型在声动力疗法发展中的潜力。然

而, SDT抗肿瘤机制尚不清楚, Ce6结合超声抗生物打

印的 HepG2肿瘤的其他生物学行为和具体机制还需

进一步的研究探索。
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