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二氢卟吩 e6脂质体介导的光动力疗法治疗肺癌的
动物实验研究

巨薇 1,2 龙景婷 1,2 王妮 2 王晓旭 2 冯玫 2* 张宽收 1*

摘要

目的 研究二氢卟吩 e6（chlorin e6，Ce6）及Ce6脂质体（Liposomes）对肺癌的光动力作用效果。

方法 采用薄膜蒸发法制备Lip@Ce6，检测其表征、形态、包封率。将 45只实验裸鼠随机分为 9组，每组 5只，分别为空白对照

组、模型对照组（A组）、激光组（B组）、Ce6-PDT组根据光敏剂浓度 2. 5 mg/kg、5 mg/kg、10 mg/kg设置三组（C1组、C2组、C3组）、

Lip@Ce6-PDT组根据光敏剂浓度 2. 5 mg/kg、5 mg/kg、10 mg/kg设置三组（D1组、D2组、D3组）。给药 1 h后经皮穿刺导入光纤行

瘤内组织激光照射治疗，激光波长 665 nm，治疗 10 min/次，每 3 d治疗 1次，共治疗 5次。通过绘制瘤体体积生长曲线、计算抑

瘤率，分析光动力疗法（Photodynamic therapy）对肺癌的抑制作用；常规HE染色，在光镜下观察肿瘤组织病理学的变化并对实

验结果进行分析。

结果 （1）实验制得的Lip@Ce6的粒径为 196. 3 nm左右，具有良好的分散性和稳定性，Ce6的包封率为 94. 2%。（2）肿瘤增长速

率为A组>B组>C1组>D1组>C2组>D2组>C3组>D3组；前三次PDT治疗后差异无统计学意义（P>0. 05）；从第四次治疗后，各

组差异具有统计学意义（P<0. 05）；第五次治疗后，B组、C1组、C2组、C3组、D1组、D2组、D3各组的抑瘤率分别为 15. 3%、

31. 3%、40. 3%、46. 5%、35. 9%、45. 1%、53. 9%。（3）组织病理学改变，光镜下观察到各组呈现不同程度的坏死，且Lip@Ce6-PDT
各组比Ce6-PDT各组的坏死程度高。

结论 本研究成功制备了纳米光敏剂Lip@Ce6，相比于普通光敏剂Ce6可更有效的抑制瘤体的生长，增强细胞坏死程度。
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ABSTRACT
Objective To study the photodynamic effects of Chlorin e6（Ce6）and Ce6 liposomes on lung cancer.
Methods Lip@Ce6 were prepared via thin film evaporation，and its characterization，morphology and encapsulation rate were
detected. Totally 45 experimental nude mice were randomly divided into 9 groups（5 mice in each group）：the blank control group，
model control group（group A），laser group（group B），3 Ce6-PDT groups（group C1，C2 and C3），which were formed by
photosensitizer concentrations（2. 5 mg/kg，5 mg/kg and 10 mg/kg）and 3 Lip@Ce6-PDT groups（group D1，D2 and D3），which were
formed by photosensitizer concentrations（2. 5 mg/kg，5 mg/kg and 10 mg/kg）. Upon the administration of the photosensitizer for an
hour，665 nm percutaneous fiber laser was introduced into the tumor for an irradiation of 10 min. The treatment was conducted 5 times
in total at an interval of 2 days. The inhibition effect of photodynamic therapy on lung cancer was analyzed by drawing the tumor
volume growth curve and calculating the tumor inhibition rate. Routine HE staining was performed to observe the morphological
changes of tumor tissues under a light microscope and the experimental results were analyzed.
Results （1）Lip@Ce6 had a particle size of about 196. 3 nm，with good dispersion and stability，and the encapsulation rate of Ce6
was about 94. 2%.（2）The tumor growth rates declined in the following order：group A，group B，group C1，group D1，group C2，
group D2，group C3 and group D3. There was no significant difference in tumor growth rate between different groups after the first
three treatments（P>0. 05），but remarkable differences appeared after the fourth treatment（P<0. 05）. The tumor inhibition rates of
these groups were 15. 3%，31. 3%，40. 3%，46. 5%，35. 9%，45. 1% and 53. 9%.（3）Histopathological changes were observed.
Different degrees of necrosis were observed under light microscope in each group，and the degree of necrosis in Lip@Ce6-PDT groups
was higher than that of Ce6-PDT groups.
Conclusions Nano photosensitizer Lip@Ce6 was successfully prepared. Compared with ordinary photosensitizer Ce6，it inhibited
the growth of the tumor more effectively，enhanced the degree of cell necrosis，and improved the efficacy of photodynamic therapy for
lung cancer.

Key words Photodynamic therapy； Lung cancer； Chlorin e6； Liposomes

肺癌是全球范围内发病率和死亡率最高的恶

性肿瘤之一，每年全球有 180多万人死于肺癌［1］。
目前，常规的治疗肺癌的方法仍是手术切除、化疗

和放疗。但是手术切除是一种侵入性的治疗方法

且易复发；化疗不仅作用于肿瘤细胞，对正常细胞

损害也较大；放疗有烧伤肿瘤区域的皮肤以及由于

肺活量萎缩而出现的呼吸困难等不良反应［2］。光动

力疗法（photodynamic therapy，PDT）是一种现代的、

非侵入性的治疗癌症的方法［3］，具有微创性、靶向

性、不良反应少、可重复治疗、易恢复等优势，可作

为肺癌早期的治疗及晚期的姑息治疗［4］。PDT主要

导致肿瘤细胞直接死亡（即细胞坏死、细胞凋亡和

自噬性相关细胞死亡）；激活炎症、免疫反应；破坏

肿瘤血管这三种途径使肿瘤细胞死亡［5-7］，经不同的

损伤途径破坏肿瘤细胞及组织，从而达到治疗效

果。但是目前大多数光敏剂都为疏水性光敏剂，具

有容易在血管内聚集、靶向性弱等不足之处，所以

脂质体、聚合物、金属纳米颗粒等纳米材料作为药

物载体逐渐发展起来。其中脂质体是以磷脂和胆

固醇为原料所形成的类脂质双分子层，具有良好的

生物相容性、靶向性、缓释性等特性而应用于生物

医学各个领域［8］。本实验设计合成了Lip@Ce6药物

递送系统，以裸鼠为实验对象，通过观察瘤体大体

和组织病理学变化、计算抑瘤率，比较其与普通光

敏剂Ce6介导的PDT疗效。

材料与方法

一、材料

1.实验对象 裸鼠Balb/c-nu 45只，雌性，7~8周
龄，体质量 16~20 g，饲养于中国辐射防护研究院药

物安全评价中心。肺癌A549细胞购于丰辉生物科

技有限公司。

2.主要材料 二氢卟吩 e6（Ce6）购于北京百灵

威科技有限公司，F12K培养基购买于博士德生物工

程有限公司，胎牛血清购于杭州四季青生物材料科

技有限公司，HE染色试剂盒购于 Sigma公司，水合

氯醛购于上海酶联生物科技有限公司。

3.仪器 FC-665-500-MM型温控型多模光纤耦

合激光器，波长 665 nm，输出功率 0 ~500 mW，连续

可调，购于上海熙隆光电科技有限公司。透射电子

显微镜，日本 JEOL公司产。紫外分光光度仪，美国

Agilent公司产。Mastersizer3000型马尔文激光粒度
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仪，马尔文帕纳科公司产。

二、方法

1. Lip@Ce6的制备与形态学观察 Lip@Ce6采
用薄膜蒸发法制备所得［9］。精密称取磷脂HSPC、胆
固醇和二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇（DSPE-

PEG2000）与Ce6溶解于无水甲醇中，振荡使完全溶

解。再将溶液加入至 250 ml茄形瓶中，将茄形瓶置

旋转蒸发器上，于 45℃减压旋蒸溶剂使类脂溶液形

成一层均匀薄膜。向薄膜中加入磷酸盐缓冲液

（PBS溶液）（pH=7. 4），轻摇水化获得载药脂质体，

再经过 400 nm、200 nm、100 nm、80 nm滤膜过滤，过

Sephadex G75 凝胶柱除去游离状态药物，获得

Lip@Ce6，置于冰箱4℃保存备用。

激光粒度仪检测样品在纯水中的粒径大小；铜

网蘸取少量的 Lip@Ce6，以 2%磷钨酸负染，干燥后

透射电子显微镜观测。紫外分光光度计测定Ce6的
标准曲线，从而计算其包封率。

2. 实验分组 除空白对照组的 5只裸鼠，将剩

余 40只裸鼠随机分组，分为模型对照组（A组），激

光对照组（B组），Ce6-PDT组根据药物浓度分为 2. 5
mg/kg低剂量组（C1组）、5 mg/kg中剂量组（C2组）、

10 mg/kg高剂量组（C3组），Lip@Ce6-PDT组根据药

物浓度分为 2. 5 mg/kg低剂量组（D1组）、5 mg/kg中
剂量组（D2组）、10 mg/kg高剂量组（D3组），每组

各5只。

3. 建立动物模型 肺癌A549细胞在含有 10%
胎牛血清的 F12K培养基中培养，置于 37℃、5% CO2
的恒温培养箱中。常规细胞传代培养，待细胞生长

到对数生长期时进行实验。用灭菌的生理盐水将

细胞个数调整为 2×106个/mL的细胞悬液，取 0. 1 mL
细胞悬液注射在裸鼠的右前肢下方。经过 1周的潜

伏期，可见裸鼠皮下有圆形或椭圆形的移植瘤出

现，表明裸鼠肺癌模型造模成功，可进行实验。待

移植瘤体积长至280 mm3左右，开始进行实验。

4.PDT治疗方法 研究表明，在肿瘤组织中

Lip@Ce6的浓度在给药 1 h后达到最高［10］。根据裸

鼠体重，按照不同给药剂量 2. 5 mg/Kg、5 mg/Kg、10
mg/Kg计算出相应的药量，经尾部静脉注射，1 h后
进行PDT处理。

将光纤前端剥离露出 8 cm左右的裸光纤，插入

10 ml注射器针芯内，构成照射所用的经皮穿刺

针［11］。治疗前用 4%的水合氯醛（10 ml/kg）腹腔注

射麻醉裸鼠，防止治疗过程中裸鼠活动导致光纤断

裂或滑出瘤体。照射光剂量为：功率 108 mW，功率

密度 137. 5 mW/cm2，照射时间 10 min；治疗完成后，

将裸鼠放回饲养笼中。每 3 d 治疗 1 次，共治

疗5次。

各组处理后观察，每组处理后 3 d，经颈椎脱臼

法处死所有裸鼠并取其瘤体组织，固定于 10%的中

性福尔马林溶液中。固定 24 h后，进行常规HE染

色，通过在光镜下观察细胞坏死情况来评价瘤体组

织的损伤程度。

三、观察指标

每次治疗前后，用数显游标卡尺测量瘤体的长

径（a）和短径（b），计算瘤体体积（V）和抑瘤率。

V=ab22

抑瘤率=模型组瘤体体积 - 治疗组瘤体体积

模型组瘤体体积
×100%

四、统计学方法

采用 SPSS23. 0来分析实验结果，瘤体体积以及

抑瘤率的实验结果用均数±标准差（x̄±s）来表示。用

单因素分析法处理实验结果，多组均数多重比较方

差齐时采用 SNK法，方差不齐时采用Dunnett T3法，

P<0. 05表示差异具有统计学意义。

结 果

一、Lip@Ce6的表征。

1.Lip@Ce6的粒径和形态 使用粒径仪检测合

成的 Lip@Ce6的粒径大小，结果显示测得的粒径比

较均一，平均粒径为 196. 3 nm。透射电镜观察到

Lip@Ce6的形态为大小均一的球状物，且均匀分布

在溶液中。

2.Lip@Ce6的包封率 精密称取Ce6约 1 mg，用
甲醇配制成 100 mg·L的对照品储备液。用流动相

稀释成浓度 0. 2、0. 4、0. 8、1. 6、3、6 mg/L的系列对

照品溶液，各取 20 L进样，以峰面积对质量浓度进

行线性回归，得回归方程 y=71. 545x-2. 4902（r2=
0. 9989），表明Ce6药物浓度在 0. 2~3 mg/L与峰面积

呈良好的线性关系。本研究计算得出Lip@Ce6的包

封率为94. 2%。

3.紫外分光光度计表征 分别将 Ce6溶液和

Lip@Ce6溶液分散于超纯水中，用紫外分光光度计

测定其吸收光谱（图 1见第 238页），Ce6溶液和

Lip@Ce6溶液均在波长 403 nm处和 665 nm处有吸

收峰，说明Ce6已经包裹在脂质体内。考虑到波长

··189



中国激光医学杂志 2021年 8月第 30卷 第 4期 Chin J Laser Med Surg，August 2021，Vol 30，No. 4
665 nm的穿透深度比 403 nm的穿透深度深，所以选

用波长665 nm激光仪进行PDT治疗实验。

二、瘤体体积变化。

C3组在第一次治疗后，瘤体无明显变化，第二

次治疗后瘤体处皮肤变黑，且每次治疗后皮肤变黑

范围越来越大，瘤体缩小不明显（图 2见第 238页）。

D3组在第一次治疗后，瘤体处开始皮肤变黑；第二

次治疗后开始结痂且瘤体缩小（图 2见第 238页）。

前 3次光动力治疗后，模型组与各治疗组间瘤体体

积进行比较，差异无统计学意义（P>0. 05）；第4次治

疗后，各组间比较差异均具有统计学意义（P<
0. 05）。PDT治疗期间裸鼠瘤体生长曲线，瘤体变化

为 A组>B组>C1组>D1组>C2组>D2组>C3组>D3
组（图3见第238页）。

三、抑瘤率。

第五次治疗后B组、C1组、C2组、C3组、D1组、

D2组、D3各组的抑瘤率分别为 15. 3%、31. 3%、

40. 3%、46. 5%、35. 9%、45. 1%、53. 9%（图 4 见第

238页）。

四、光镜下瘤体组织形态变化。

从光镜下观察HE染色结果，A组肿瘤细胞分布

较为密集，几乎没有坏死；B组呈小灶状坏死；C1
组、C2组、C3组以及D1组、D2组、D3组呈不同程度

的坏死，随着药物浓度的增加，坏死程度增加，呈现

大片灶坏死，伴有炎症反应且向组织浸润性生长，

并且Lip@Ce6-PDT各组比Ce6-PDT各组的坏死程度

高（图5见第239页）。

讨 论

在 PDT治疗的发展过程，光敏剂经历了三代，

第一代多为血卟啉衍生物类，第二代多为卟吩、卟

啉等以及在第二代的基础上进行化学修饰的第三

代合成化合物类。目前，应用于临床的大部分为二

代光敏剂，二氢卟吩类光敏剂作为第二代光敏剂代

表，其中Ce6应用较为广泛。Ce6是植物提取物，其

优点为在正常组织中代谢快，在红光区 665 nm处有

吸收峰、对组织的穿透力强、光照下的量子产率高

等，但是存在靶向性弱等缺点。为了解决光敏剂靶

向性弱这一问题，故将纳米材料作为靶向递送药物

载体。由于肿瘤组织特有的高渗透高滞留效应（en⁃
hanced permeability and retention effect，EPR），负载

光敏剂的纳米药物可被动的到达肿瘤组织，将光敏

剂递送至肿瘤处，提高了光敏剂的被动靶向性［12］。

本实验选用Ce6为光敏剂，脂质体为药物载体，

采用薄膜蒸发法合成Lip@Ce6。根据粒径仪测量实

验制备的 Lip@Ce6粒径在 196 nm左右，从透射电镜

中可以看出制备的Lip@Ce6大小均一、分散性好，且

计算其工艺包封率达 94. 2%。根据紫外分光光度

计检测Ce6和Lip@Ce6吸收峰的结果可以看出，Ce6
脂质体在403 nm和665 nm处有明显的吸收峰，说明

Ce6已成功负载到脂质体上，可进行下一步的实验

研究。

为了比较 Ce6与 Lip@Ce6的 PDT治疗效果，本

实验构建了皮下接种肺癌A549细胞的动物模型，将

动物模型分为模型对照组（A组）、激光治疗组（B
组）、Ce6-PDT组（C1组、C2组、C3组）、Lip@Ce6-PDT
组（D1 组 、D2 组 、D3 组）。 其 中 Ce6-PDT 组 和

Lip@Ce6-PDT组按照浓度分为低剂量（2. 5 mg/kg）、

中剂量（5 mg/kg）、高剂量（10 mg/kg）三组进行实验

研究。采用尾静脉注射的方法注射药物，注射药物

1 h后通过经皮穿刺光纤导入瘤内的方法进行激光

照射。实验结果表明，Ce6-PDT组和 Lip@Ce6-PDT
组均有较好的 PDT治疗效果，在一定程度上抑制了

瘤体的生长，随着药物剂量的增加抑瘤率增加，且

Lip@Ce6-PDT各剂量组均比Ce6-PDT各剂量组的疗

效好，即 C1组>D1组>C2组>D2组>C3组>D3组。

Lip@Ce6-PDT组中的D3组在第一次治疗完成后，瘤

体处皮肤变黑，且两次治疗后开始结痂。从组织病

理学变化可以看出随着药物剂量的增加坏死程度

亦增加且Lip@Ce6-PDT各组效果均优于Ce6-PDT各
组，结果表明Lip@Ce6的靶向性更强，富集在肿瘤组

织中的药物更多，PDT效果更好。但是在每次治疗

后裸鼠的体重有所下降且随着药物剂量的增加体

重下降更为明显。且实验显示，C3组注射药物一段

时间后，裸鼠在 10 mg/kg的浓度设置下皮肤表面有

轻微的脱皮；而浓度设置在 2. 5和 5 mg/kg时皮肤无

明显改变。说明 10 mg/kg的药物浓度可能过高，需

进一步进行实验观察最佳光敏剂浓度以提高疗效，

从而减少不良反应的发生率。

综上所述，本实验制备的纳米光敏剂 Lip@Ce6
相比于普通光敏剂 Ce6，可有效增强了 PDT治疗肺

癌的疗效，实现了药物递送与治疗。
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图1 Ce6溶液及Ce6脂质体紫外可见吸收光谱

Fig. 1 UV-Vis spectrophotometry of Ce6 solution and Ce6 liposome

图2 治疗C3和D3组的瘤体变化

Fig. 2 Tumor changes in C3，D3 group the PDT

图3 各组裸鼠瘤体生长曲线

Fig. 3 Tumor growth curve of
nude mice in each group

图图44 各组裸鼠瘤体抑瘤率曲线

Fig. 4 Tumor inhibition rate curve of
nude mice in each group
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图5 各组瘤体组织学变化 HE×40

Fig. 5 The histological changes of tumors in each group HE×40
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