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5-氨基酮戊酸立方液晶联合光针治疗基底细胞癌的研究
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摘要: 本文评价了局部光动力学疗法与二氧化碳点阵激光-“光针”联合用于治疗基底细胞癌 (basal cellcarcinoma,

BCC) 的药效。以单硬脂酸甘油酯 (glyceryl monostearate, GMO) 为基质制备了 5-氨基酮戊酸 (5-aminolevulinic acid,

5-ALA) 立方液晶, 评价了其体外细胞毒性。动物实验获得军事科学院军事医学研究院伦理委员会批准后, 以裸鼠

死亡率、肿瘤体积和肿瘤转移率为指标评价了 5-ALA立方液晶与不同能量光针联合治疗BCC的效果。结果表明,

5-ALA立方液晶呈各向同性, 为双菱性晶格结构 (PN3M)。5-ALA立方液晶联合光针细胞毒性明显大于单独使用5-

ALA或光针。5-ALA立方液晶与高能量光针联合应用可防止BCC转移; 与低能量光针联用可显著促进药物渗透,

抑制BCC生长。综上, 5-ALA立方液晶联合光针可有效治疗BCC、防止其转移, 为临床治疗提供一种新选择。
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Abstract: The article was to study the effect of local photodynamics therapy combined with carbon dioxide

lattice laser - "light needles" for the treatment of basal cell carcinoma (BCC). 5-Aminolevulinic acid (5-ALA) cubic

liquid crystal using glyceryl monostearate (GMO) as the substrate was prepared. The cytotoxicity of 5-ALA cubic

liquid crystal combined with light needles in vitro were evaluated. The pharmacodynamics study of 5-ALA cubic

liquid crystal combined with light needles of high or low energy for BCC was carried out based on the pathological

changes, tumor volume, vascular endothelial growth factor (VEGF) expression and the recurrence rate, which has

been approved by the Ethics Committee of Beijing Institute of Radiation Medicine. The cubic liquid crystal was

isotropic with the lattice of PN3M. The cytotoxicity of 5-ALA cubic liquid crystal combined with light needles was

much higher than that of 5-ALA or light needles alone. Compared with light needles or photodynamic therapy

alone, 5-ALA cubic liquid crystal combined with light needles of high energy could prevent the BCC metastasis

and of low energy could inhibit BCC growth. It demonstrated the obvious therapeutical effects for BCC. 5-ALA

cubic liquid crystal combined with light needles can effectively treat BCC, which provides a new choice for clinical

BCC treatment.
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基底细胞癌(basal cell carcinoma, BCC) 是常见皮

肤肿瘤[1], 是一种生长缓慢、具有基底分化性能的局部

破坏性上皮肿瘤[2], 多发于老年。近年来, 40岁以下人

群患病率逐年增加。BCC会使抑制肿瘤生长的基因
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功能丧失或促进 G 蛋白偶联受体 (G protein coupled

receptor) 发生突变 , 使肿瘤细胞增殖失去控制[3]。目

前BCC主要治疗方法包括手术切除、液氮冷冻、激光

治疗、新型免疫疗法、化学治疗和光动力疗法等 (图1)。

目前临床常用治疗方法是手术切除病变组织, 但如果

初次切除不完全极易导致BCC复发; 而复发性BCC相

较于原发性BCC肿瘤组织变大, 治疗难度增加。显微

外科手术可提高肿瘤完全切除率, 3 mm手术切缘可安

全地用于非形态BCC[4], 对于2 cm及更小病变, 治愈率

可达 95%, 且复发率低; 但显微外科手术对设备要求较

高, 并未在全世界内通行[5]。液氮冷冻疗法是将液氮

涂抹于肿瘤及其周围 5 mm以内正常皮肤上以达到杀

死肿瘤细胞的目的, 但不适用于直径较大的肿瘤, 且会

导致皮肤萎缩、出现疤痕。辐射疗法可能对皮肤及机

体产生严重不良反应; 而化疗方案中局部乳膏涂抹的

药物穿透性能一般较差[6]。因此, 有必要探讨一种新

型BCC治疗方案。

光动力学疗法 (photodynamic therapy, PDT) 是

基于光敏剂在局部病理组织中积累, 在吸收适当波长

的光后破坏肿瘤细胞从而达到抑制其生长的目的[7]。

其主要机制是光敏剂接受适当波长的光照射后 , 会

激活特定物质产生活性氧 (主要是单线态氧); 当单线

态氧达到一定浓度时 , 会选择性促使肿瘤细胞凋

亡[8]。PDT 治疗有三要素 , 即光敏剂、光和组织内氧

含量 , 可作为一种现代无创疗法用于治疗浅表性

BCC (图1)。

5-氨基酮戊酸 (5-aminolevulinic acid, 5-ALA) 是

一种天然的血红蛋白生化前体, 经一系列酶促反应后

可在各种上皮和肿瘤组织中生成光敏物质-荧光卟啉

(主要是原卟啉 IX)[9]; 卟啉与氧、光结合可产生高活性

单线态氧, 选择性导致肿瘤细胞死亡。5-ALA也可通

过激活外源性凋亡机制 (如 JAK-STAT信号通路) 达到

促进肿瘤细胞凋亡的目的[10]。

立方液晶是溶致液晶中的一种, 是两亲性分子在

水或其他极性溶剂中形成的液晶。该剂型包容能力

强, 水溶性药物可存在于立方液晶水道中、脂溶性药物

可存在于双分子层膜中、两亲性药物位于界面处。因

此, 立方液晶作为一种生物黏附性制剂是理想的经皮

给药新剂型[11], 比软膏渗透性更强[12]。

CO2点阵激光作用于皮肤后可形成微小孔洞, 促

进药物渗透扩散, 该机制类似于经皮微针。因此, 作者

首次提出“光针 (light needles)”的概念 (图 2)。由于

BCC表层有一层硬痂会阻挡药物进入, 而光针则可利

用光损伤作用穿透硬痂促进药物渗透。此种光损伤由

光热效应引起, 灼伤区域直接扩展并深入真皮层[13], 可

开放药物渗透途径, 之后胶原凝固, 可在几周内愈合,

Figure 1 Techniques for the treatment of basal cell carcinoma (BCC) and the therapeutical principles of photodynamic therapy
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是治疗皮肤和浅表皮下转移瘤的有效方法[14,15]。光针

通过调节能量可控制致孔深浅以调控药物渗透能力。

基于上述分析, 本研究将光针与光动力学结合, 首

先制备 5-ALA立方液晶, 通过光针促渗透作用, 使药

物穿透BCC硬痂进入肿瘤内部, 最大限度发挥细胞毒

作用。本研究为临床BCC治疗提供了一种高效、便捷

和可防止转移的新思路。

材料与方法

材料 5-ALA (批号: 20170228, 南京康满林生物

医药科技有限公司); 单硬脂酸甘油酯 (glyceryl mono‐

stearate, GMO, 批号: 116703, DANISCO公司); 无水乙

醇 (40021292, 国药集团化学试剂有限公司); DMEM

培养基 (批号 : 8117162)、0.25% trypsin-EDTA (批号 :

1868583)、磷酸盐缓冲液 (phosphate buffer, PBS, 批号:

8117157) (Gibco公司); 胎牛血清 (南京贝瑞吉生物科

技有限公司); 罗丹明B (批号: 13656, 上海晶纯试剂有

限公司); 氯化钠注射液 (批号: 1703193102, 石家庄四

药有限公司); 10% 甲醛溶液 (批号 : 20170712, 自制);

细胞计数试剂 (Cell Counting Kit-8, CCK-8, 批号 :

7802010130, Genview 公司)。人皮肤鳞癌细胞 A431

(货号: CBP60330, 南京科佰生物科技有限公司)。

动物 SPF级雌性裸鼠购自北京维通利华实验动

物技术有限公司 , 动物合格证号 : SCXK-(京) 2016-

0006。本动物实验经军事科学院军事医学研究院伦理

委员会批准, 且操作均按相关指导原则和规定进行。

仪器 射频管超脉冲CO2点阵激光治疗仪 [LS-X6,

雷斯光电 (中国) 科技发展有限公司]; 美国微雕点阵激

光 (AcuPulse, Lumenis公司); 激光共聚焦显微镜 (Carl

Zeiss LSM 510 META, 德国蔡司公司); 激光器 (750 nm,

660 nm, 宁波远明激光技术有限公司); 酶标仪 (EL×800,

美国伯腾仪器有限公司)。

光针设备对裸鼠皮肤致孔及药物渗透测定 取

4只裸鼠平均分为 2组: AcuPulse微雕点阵激光组和射

频管超脉冲CO2点阵激光组。两种设备设置相同能量

密度在裸鼠背部左、右侧皮肤进行激光致孔, 皮肤镜观

测致孔情况。两组各取 1只裸鼠涂抹 1 mg·mL-1罗丹

明水溶液于右侧背部, 30 min后处死裸鼠, 右侧皮肤制

备冷冻切片, 倒置荧光显微镜下观察罗丹明B渗透量

及渗透深度; 左侧皮肤于 10%甲醛溶液中保存, 石蜡

包埋, 苏木精-伊红 (H.E.) 染色, 制作病理切片, 于显微

镜下观察。

5-ALA 立方液晶的制备与表征 精密称取无水

乙醇 0.15 g与GMO 1.6 g于 60 ℃中水浴加热, 作为油

相; 精密称取 5-ALA 0.625 g加入 0.75 mL超纯水溶解,

作为水相。将水相缓慢加入涡旋混合的油相中制得

20% (w/v) 5-ALA立方液晶。将制得样品分别于偏光

显微镜和小角X 射线衍射仪下观察。

5-ALA联合光针体外癌细胞毒性实验 将A431

细胞培养至 80%左右, 胰酶消化, 计数, 稀释细胞数至

105个/mL, 加入96孔板中, 每孔加入细胞混悬液100 μL,

放入CO2培养箱中培养 24 h, 分为 5组: 低能量光针组

(53 mJ·cm-2)、高能量光针组 (238 mJ·cm-2)、5-ALA组、

5-ALA/低能量光针组和 5-ALA/高能量光针组。含

5-ALA 组每孔加入 10% 5-ALA 20 μL 混匀 , 4 h 后用

660 nm激光器照射。5-ALA/低能量光针组和 5-ALA/

高能量光针组分别用 53和 238 mJ·cm-2光针处理, 之后

放入 CO2培养箱培养 12 h, 每孔再加入 CCK-8 10 μL,

继续培养 1 h, 用酶标仪测定吸光度A值, 按公式 (1) 计

算细胞存活率 (cell survival rate, CSR)。

CSR (%) = (A实验-A空白)/(A对照-A空白)×100% (1)

5-ALA立方液晶结合不同能量光针治疗BCC的

药效学评价 将所培养A431细胞加入 1 mL胰酶消化

2 min, 待细胞消化至 80% 时停止 , 100×g 离心 5 min

后, 弃除上清液, 用 0.2 mL培养液吹打分散均匀, 进行

裸鼠皮下注射[13]。待裸鼠皮下肿瘤生长至 2 cm3左右

时, 取下瘤块, 置于 PBS中将瘤块剪至 5 mm3左右, 采

用瘤块接种装置将其接种于裸鼠背部[16]。当背部肿瘤

体积至 50～100 mm3时开始治疗[17]。实验分为 5组: 模

型组、低/高能量光针组、5-ALA立方液晶联合低/高能

量光针组, 每组5只裸鼠。模型组除接种瘤块外不进行

任何干预; 低、高能量光针组分别用 53和 238 mJ·cm-2

Figure 2 Principle of light needles
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光针处理局部肿瘤; 5-ALA立方液晶结合低/高能量光针

组先于肿瘤处施加5-ALA立方液晶 (0.2 g·cm-2), 暗孵育

4 h后, 分别用 53和 238 mJ·cm-2照射局部肿瘤 5 min。

记录裸鼠生活状态; 于0、1、5、10和25天拍照肿瘤局部

外观; 于 35天处死裸鼠后, 取肝、肺、脾和肿瘤部位皮

肤于10%甲醛中固定, 石蜡包埋, H.E.染色后于显微镜

下观察主要病变; 取肿瘤部位皮肤, 采用免疫组化测定

血管内皮生长因子 (vascular endothelial growth factor,

VEGF) 表达情况。对死亡裸鼠进行解剖, 取主要脏器

观察肿瘤转移情况, 按公式 (2) 计算转移率 (%)。

转移率 (% ) =
肿瘤转移裸鼠只数

裸鼠总数
× 100% (2)

数据分析 实验数据以
-
x ± s表示, 采用单因素方

差及 t检验进行统计学分析, 采用 SPSS16.0软件进行

统计分析, P < 0.05认为具有统计学差异。

结果

1 光针致孔及促药物渗透

经光针处理的大鼠背部皮肤出现排列整齐、大小

均匀的孔道 (图 3), 表明点阵激光作为“光针”, 具有良

好致孔性, 与微针类似。H.E.切片表明两组裸鼠皮肤

致孔直径分别为 105.7 ± 2.67 μm 和 103.5 ± 1.93 μm,

且光致孔均能到达皮肤真皮层; 荧光照片也证明光针

致孔作用明显, 罗丹明B能进入皮肤表皮层和真皮层,

并向周围组织扩散 (图3)。

2 5-ALA立方液晶性质

小角度X射线散射可获取特大晶胞物质的结构信

息及材料内部缺陷的数量和尺寸分布信息, 也可检测

极小物质结构信息。5-ALA立方液晶的峰位比为 6 :

8 , 表明其为双菱性晶格结构 (PN3M) (图4)。

偏光显微镜可用于均质体与非均质体的定性分

析, 通过实时观测光学效应表征非均质体 (如液晶) 的

结构。如果各个方向物理性质测量结果相同, 称为各

向同性, 相反则为各向异性。结果表明偏光显微镜视

野内图像均一、无明显片层状结构, 说明呈各向同性,

证明5-ALA立方液晶制备成功。

3 5-ALA立方液晶联合光针具有显著细胞毒性

5-ALA主要通过特定波长光激发后产生活性氧而

发挥细胞毒作用。各组A431细胞存活率顺序为: 低能

量光针组 > 高能量光针组 > 5-ALA组 > 5-ALA立方

液晶/低能量光针组 > 5-ALA 立方液晶/高能量光针

组。其中单纯低能量光针组细胞存活率为 100%, 没有

明显细胞毒性作用; 而 5-ALA立方液晶联合高能量光

针组细胞存活率不到20%, 其细胞毒性最强 (图5)。

4 5-ALA立方液晶联合低能量光针抑制BCC生长

模型组裸鼠肿瘤处于持续生长状态; 低能量光针

Figure 4 The small angle X-ray graph of 5-ALA cubic liquid

crystal

Figure 3 Two instruments of light needles on the back skin of

naked mice. H.E. section (100 ×); fluorescence section (100 ×)

Figure 5 The survival rate of A431 cells treated with different

treatments. n = 3,
-
x ± s. **P < 0.01 vs low energy light needle; ##P <

0.01 vs high energy light needle
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组肿瘤体积在第 10天后迅速增长最终超过模型组, 并

处于持续快速生长状态; 5-ALA立方液晶结合低能量光

针组肿瘤体积变化不明显, 说明此种方法能显著抑制

肿瘤增长。实验中观察到BCC局部有结痂现象, 可暂

时保护肿瘤周围局部环境, 有利于最终恢复 (图6A)。

从H.E.病理切片看, 模型组裸鼠肝组织出现大量

肿瘤癌细胞浸润; 肺出现黑色区域, 肺泡萎缩, 间隔增

大, 证明肝、肺是基底细胞癌转移最易侵袭组织; 肿瘤

局部皮肤正常结构消失, 瘤块由一层膜包被。低能量

光针组肺泡出现部分萎缩, 正常结构消失。5-ALA立

方液晶联合低能量光针组肝、肺组织均与正常组织接

近 (图6B)。

VEGF 是一种具有促血管生成活性的活性因子 ,

可促进内皮细胞有丝分裂, 还可抗凋亡、增加血管通透

性、促进细胞迁移[18]。VEGF高表达表明肿瘤增长迅速,

可反映肿瘤本身生长状况。本研究中模型组和低能量光

针组裸鼠肿瘤部位出现VEGF高表达, 5-ALA立方液

晶联合低能量光针组肿瘤局部仅有少量 VEGF 表达

(图6C、D), 表明二者联用能有效抑制肿瘤快速增长。

5 5-ALA立方液晶联合高能量光针能抑制BCC转移

模型组肿瘤随时间延长一直快速增长。单纯高能

量光针组后期出现个别肿瘤转移现象, 但相较于低能

量光针组, 转移率已大大降低, 且主要转移组织为肝和

肺。5-ALA立方液晶联合高能量光针组未出现 BCC

转移至肝和肺的现象, 且 15天后肉眼观察肿瘤已不明

显 (图6A)。

从H.E.病理切片看, 模型组和高能量光针组均出

现肿瘤细胞浸润。模型组肺泡萎缩、间隔增大和正常

肺结构消失, 说明肿瘤细胞已转移至肺部; 高能量光针

组相较于模型组表现减轻, 但仍有部分正常肺结构消

失。5-ALA立方液晶联合高能量光针组肝、肺组织接

近于正常 (图 6B)。这说明高能量光针本身具有杀灭

肿瘤细胞和抑制肿瘤生长的作用[19,20], 与 5-ALA联用

可能是一种协同作用: 光针高能量进一步激发光敏剂

Figure 6 The effects of 5-ALA cubic liquid crystal combined with the light needles of low and high energy on the macroscopic changes

(A), H.E. pathological changes (B, 100×) and vascular endothelial growth factor (VEGF) expression by immunohistochemistry (C, 100×)

and quantification (D). IOD: Integral optical density. n = 5,
-
x ± s. **P < 0.01 vs normal; ##P < 0.01 vs model
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细胞毒性, 强强联手, 达到彻底杀灭细胞和抑制肿瘤转

移的目的, 但这种治疗方式安全范围还需进一步研究。

VEGF高表达说明肿瘤快速增长。本研究中, 高

能量光针抑制了VEGF高表达从而抑制了肿瘤生长;

5-ALA立方液晶联合高能量光针组VEGF表达和正常

组织相近, 说明肿瘤快速增长被有效抑制 (图 6C、D)。

模型组和高能量光针组BCC转移率为 60%; 高能量光

针组肿瘤转移率为 40%, 明显低于模型组和高能量光

针组; 而 5-ALA立方液晶联合高能量光针组未出现肿

瘤转移现象。

讨论

光动力学用于肿瘤治疗研究较多, 如基于生物配

位化合物和仿生金属蛋白的概念, 将组氨酸修饰的光

敏剂功能化序列与锌离子配位, 形成仿生金属纳米粒,

在高谷胱甘肽和低 pH值肿瘤微环境条件下可被降解

释放, 进而实现肿瘤光动力学治疗[21]。藻蓝蛋白亚基

制备成脂质体后, 可很好地保持藻蓝蛋白亚基的生物

活性, 在相同蛋白浓度时藻蓝蛋白亚基脂质体比藻蓝

蛋白亚基更快地转染, 进入肿瘤细胞; 在相同浓度及光

照剂量的情况下, 藻蓝蛋白亚基脂质体对肿瘤细胞的

光动力学作用略强于藻蓝蛋白亚基[22]。

近年来, BCC发病率逐年递增, 其发病率占所有

角蛋白细胞癌的 70%～80%。现有治疗方法存在不良

反应多、易复发和治疗费用较高等缺点[23], 但有关光动

力学治疗 BCC 的系统研究较少 , 且 BCC 表面硬痂也

严重影响药物渗透。而不同能量光针则可直接影响致

孔深度, 进而决定了药物到达皮肤层的具体部位。本

研究巧妙地结合了激光致孔和光敏剂产生活性氧发

挥细胞毒作用两种机制, 实现治疗BCC并防止其转移

的目的。作者发现光针能量不同直接影响其效果不

同: 高能量光针 (238 mJ·cm-2) 与光敏剂联用可直接消

除肿瘤, 并抑制进一步肝和肺部转移; 而低能量光针

(53 mJ·cm-2) 主要穿透硬痂促进药物高效渗透, 具体二

者应用时机、场合还需进一步探讨。本研究为临床BCC

治疗提供了一种高效、便捷和可防止转移的新思路。

作者贡献: 麻培培负责具体实验; 李祺、欧歌负责数据整

理和统计分析; 张圆圆、李倩负责部分实验、论文撰写; 杜丽

娜负责实验设计和总结分析。
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