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光照条件下核黄素对宫颈癌细胞的毒性作用

王　飞，许　青

复旦大学附属中山医院药剂科，上海　２０００３２

　　［摘要］　目的：观察核黄素对宫颈癌细胞的光敏损伤作用，并初步探讨其可能的作用位点。方法：体外培养宫颈癌细胞，

ＭＴＴ法观察无光照状态及光照状态（３６５ｎｍ，照射４５ｍｉｎ）下１０、５０、１００、１５０、２５０μｍｏｌ／Ｌ核黄素共孵育对宫颈癌细胞存活率

的影响；荧光显微镜法观察１０、５０、１００、１５０、２５０μｍｏｌ／Ｌ核黄素共孵育后核黄素在宫颈癌细胞中的亚细胞定位；光学显微镜下

观察单独核黄素（１００μｍｏｌ／Ｌ）、单独光照（３６５ｎｍ，照射４５ｍｉｎ）、核黄素（１００μｍｏｌ／Ｌ）＋光照（３６５ｎｍ，照射４５ｍｉｎ）及正常培

育组宫颈癌细胞的形态学变化。结果：与正常培育组细胞相比，无光照条件下，不同浓度核黄素共孵育组宫颈癌细胞存活率无

明显改变；光照条件下，不同浓度核黄素共孵育组宫颈癌细胞存活率明显降低（犘＜０．０５）。荧光显微镜观察结果表明，当浓度

较低（２５μｍｏｌ／Ｌ）时，核黄素主要集中在核膜上和核内；当浓度较高（２００μｍｏｌ／Ｌ）时，细胞膜上也有分布。结论：光照条件下核

黄素体外对宫颈癌细胞具有毒性作用，其损伤位点既涉及细胞核也涉及细胞膜，是一种综合损伤机制。

　　［关键词］　核黄素；光敏损伤；宫颈癌细胞
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　　光动力疗法是目前临床上较新的肿瘤治疗方

法，对皮肤癌具有较好的疗效，但对实体肿瘤效果

一般，主要原因为多数光敏剂存在对肿瘤靶体选择

性低、能量利用率低、易受实体肿瘤乏氧环境影响

且患者治疗后易受阳光伤害等缺点［１２］。核黄素

（ｒｉｂｏｆｌａｖｉｎ，ＲＦ）是构成生物氧化过程中所必须的黄

素核苷酸（ＦＭＮ）、黄素腺嘌啉二核苷酸（ＦＡＤ）的主

要活性基团，以自由态或共轭态广泛存在于人体各

器官和各类水果中，对促进代谢、维持皮肤和视觉

的正常功能具有一定作用［３］。核黄素作为一种内源

性光敏剂，具有较高的系间窜越系数，易从短寿命

的单重激发态转化为长寿命的三重激发态，且量子

产额较高，从而能诱发一系列的光化学和光生物学

反应［４］。

一系列研究［５７］表明，在可见光和紫外线

（ＵＶＡ）照射下，核黄素可抑制癌细胞生长，导致上
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皮细胞凋亡。文献［８］认为，核黄素是导致肿瘤细胞

损伤较为重要的内源性光敏剂之一，具有潜在的临

床应用价值。因此，本研究采用噻唑蓝溴化四唑

（ＭＴＴ）法及荧光显微镜观察核黄素体外对宫颈癌

细胞的光敏损伤作用，并初步探讨其可能的作用位

点，为后续研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器　细胞培养基ＲＰＭΙ１６４０、

胰蛋白酶、小牛血清、双抗均为Ｇｉｂｃｏ公司产品；

ＭＴＴ、二甲亚砜（ＤＭＳＯ）购自Ｓｉｇｍａ公司；ＰＢＳ缓

冲液购自鼎国生物。细胞培养瓶、培养皿、９６孔板、

６孔板均为Ｇｒｅｉｎｅｒ产品。酶标仪为Ｒａｙｔｏ产品；

ＣＯ２培养箱购自一恒科技有限公司；洁净工作台为

苏州净化设备厂产品；台式紫外灯购自巩义予华仪

器有限公司；荧光显微镜为ＺＥＩＳＳ公司产品。

１．２　细胞培养及计数　宫颈癌细胞培养于含１０％

新生牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，３７℃、５％ＣＯ２

饱和湿度培养。细胞于对数生长期时，经ＰＢＳ缓冲

液洗涤２次，而后用０．２５％胰酶消化收集细胞，制

成细胞悬液。吸取５０μＬ细胞悬液滴于血细胞计数

板上，稳定后计数４个角大格内的细胞数。细胞数

（个／ｍＬ）＝４大格细胞数／４×稀释倍数×１０４。

１．３　ＭＴＴ法测定正常及光敏状态下核黄素对宫

颈癌细胞存活率的影响

１．３．１　正常状态下核黄素对宫颈癌细胞存活率的

影响　收集对数生长期的宫颈癌细胞，用含１０％新

生牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基配成单细胞悬液（细

胞密度约１×１０４个／ｍＬ），接种于９６孔细胞培养板

中，每孔体积１００μＬ，６个复孔，培养过夜。对照组

加入培养基、给药组加入不同浓度的核黄素，置于

５％ＣＯ２培养箱内，３７℃培养４８ｈ。每孔中加入１０

μＬＭＴＴ溶液于相同条件继续培养４ｈ。小心吸弃培

养基，每孔加入ＤＭＳＯ１５０μＬ，震荡１０ｍｉｎ，用酶标

仪测定各孔的光密度值（犇值），选用４９０～６３０ｎｍ双

波长系统，重复３次，计算各组细胞的存活率。细胞

存活率＝（实验组犇值÷对照组犇值）／％。

１．３．２　光敏状态下核黄素对宫颈癌细胞存活率的

影响　将对数生长期的宫颈癌细胞配成细胞悬液

（细胞密度约１×１０４个／ｍＬ），接种于９６孔板，６复

孔，培养过夜。每孔中加入１０、５０、１００、１５０、２００、

２５０μｍｏｌ／Ｌ终浓度的核黄素，置于５％ＣＯ２培养箱

内，３７℃培养２４ｈ。然后，光照组用２４Ｗ紫外灯（中

心波长３６５ｎｍ）照射４５ｍｉｎ，光照后采用培养基润

洗２次，每孔中加入正常培养基１００μＬ、５％ＣＯ２培

养箱内３７℃培养２ｈ。ＭＴＴ法检测细胞存活率。

１．４　荧光显微镜检测核黄素在细胞内的亚细胞定

位　收集对数生长期的宫颈癌细胞，调整细胞密度

为１×１０５个／ｍＬ，接种于２０ｍｍ×２０ｍｍ盖玻片，

置于６孔细胞培养板中，培养４８ｈ。用不同终浓度

的核黄素溶液作用２４ｈ，弃去培养液，ＰＢＳ缓冲液

冲洗３次，荧光显微镜（激发波长４５０ｎｍ，发射波长

５２０ｎｍ）下观察其亚细胞定位、拍照。

１．５　不同作用条件下核黄素对宫颈癌细胞形态的

影响　收集对数生长期的细胞，调整细胞密度为

１×１０５个／ｍＬ，接种于２０ｍｍ×２０ｍｍ盖玻片，置

于６孔细胞培养板中，培养２４ｈ。加入无血清培养

基配制的１００μｍｏｌ／Ｌ的核黄素，在３７℃、５％ＣＯ２

培养箱中培养。其中，光照组予以光照，光源中心

波长３６５ｎｍ，光照时间４５ｍｉｎ。培养２４ｈ后移去

培养基，ＰＢＳ冲洗３遍，加入正常培养基，３７℃、５％

ＣＯ２培养箱中培养２ｈ。取出盖玻片，ＰＢＳ冲洗３

次，荧光显微镜下观察，拍照。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２３．０与ＧｒａｐｈＰａｄ

Ｐｒｉｓｍ６．０进行统计分析。所有数据以珔狓±狊表示，

两组间比较采用狋检验，多组间比较采用方差分析。

检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　无光照条件下核黄素对宫颈癌细胞存活率的

影响　结果（图１）表明：无光照条件下，与正常培养

细胞相比，１０、５０、１００、１５０、２００、２５０μｍｏｌ／Ｌ核黄素

孵育４８ｈ后，宫颈癌细胞存活率无明显改变，未出

现明显的细胞毒性，且核黄素在较低浓度范围内

（１０、５０、１５０μｍｏｌ／Ｌ）对细胞的生长有一定促进

作用。

２．２　光敏状态下核黄素对宫颈癌细胞存活率的影

响　结果（图１）表明：光照４５ｍｉｎ，不同浓度的核黄

素孵育２４ｈ后，宫颈癌细胞存活率明显降低，且宫

颈癌细胞存活率随核黄素浓度的增加而降低，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．３　核黄素在宫颈癌细胞内的亚细胞定位　结果

（图２）表明：当浓度较低（２５μｍｏｌ／Ｌ）时，核黄素主

要集中在核膜上和细胞核内部，提示光敏损伤的主

要位点是细胞核；当浓度较高（２００μｍｏｌ／Ｌ）时，细

胞膜上也有核黄素的分布。
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图１　犕犜犜法测定核黄素对宫颈癌细胞存活率的影响

图２　光敏条件下核黄素作用２４犺后在

宫颈癌细胞中的定位

　　Ａ：核黄素２５μｍｏｌ／Ｌ；Ｂ：核黄素２００μｍｏｌ／Ｌ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．４　光学显微镜观察不同条件下核黄素对宫颈癌

细胞形态的影响　结果（图３）表明：单独核黄素和

单独光照作用下，细胞形态变化不明显；核黄素＋

光照作用下，细胞形态发生了明显变化，同时从培

养瓶壁大量脱落。

图３　不同条件下核黄素对宫颈癌细胞形态的影响

　　Ａ：正常培养；Ｂ：单独３６５ｎｍ紫外光照射；Ｃ：单独１００μｍｏｌ／Ｌ

核黄素；Ｄ：１００μｍｏｌ／Ｌ核黄素，光照波长３６５ｎｍ，光照时间４５

ｍｉｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

３　讨　论

尽管目前光动力治疗肿瘤的研究已经取得一

定成果，一系列光敏剂（血卟啉类混合物、红紫素、

海棠素、紫菜碱等）已在临床得到应用，但该方法仍

有很多局限［９１０］。多数光敏剂存在对肿瘤靶体选择

性低、能量利用率低、易受实体肿瘤内乏氧环境的

影响，且患者治疗后易受阳光伤害等缺点。本研究

发现，光照条件下，核黄素孵育４８ｈ后，宫颈癌细胞

存活率明显降低，且随核黄素浓度的增加而降低，

提示作为内源性光敏剂的核黄素可能在一定浓度

范围内促进细胞新陈代谢。为了从根本上克服光

动力疗法的弱点，有必要开拓有别于传统光动力疗

法的新型光敏氧化疗法，即按照Ⅰ型反应机制选择

氧化性强、能量利用率高、选择性好、治疗后患者不

易受阳光伤害且不受乏氧环境影响的光敏剂。

荧光显微镜是生物学常用仪器，可以观察细胞

内蛋白、ＤＮＡ及其他生物大分子的位置、结构和状

态。由于核黄素作为一种光敏剂，可被激发产生较

强的荧光，利用这一特性，可以观察其在细胞中的

亚细胞定位，并以此作为对光敏氧化作用机制进行

准确判断的依据。亚细胞定位决定了光敏剂在细

胞中发生作用的位置，不同的光敏剂对生物组织的

损伤机制因其作用位点差异而不同［１１１２］。本研究

表明，核黄素在宫颈癌细胞内的分布因其浓度不同

而有所差异，其中细胞核及细胞膜均可能是其光敏

化细胞的作用位点，提示核黄素光敏损伤细胞基于

一种综合的光敏氧化损伤机制。此外，光学显微镜

观察发现，核黄素光敏损伤细胞形态的变化与其细

胞存活率相似，即无光照时，核黄素对宫颈癌细胞

的生长可能有促进作用，但在３６５ｎｍ光照条件下

对宫颈癌细胞有明显的杀伤效果。

综上所述，作为一种内源性光敏剂，核黄素自

身对宫颈癌细胞无毒性，但在光敏状态下无需氧参

与即能损伤细胞。本研究结果提示，核黄素有望成

为应用于临床治疗宫颈癌的潜在光敏药物。
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