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5-氨基酮戊酸声动力疗法诱导人骨肉瘤细胞凋亡的研究 *
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摘要 目的：探讨 5-氨基酮戊酸声动力疗法(5-ALA-SDT)对人骨肉瘤细胞株 U2-OS细胞凋亡的影响。方法：对数生长期的 U2-OS

细胞随机分为空白对照组（control）、声敏剂组（5-ALA）、超声组（ultrasound），声动力组（5-ALA-SDT）。采用流式细胞术检测细胞凋

亡率，荧光探针及共聚焦激光扫描显微镜检测细胞内荧光定位，用 DCFH-DA检测活性氧(ROS)的产生情况。结果：与单纯超声

组，单纯 5-氨基酮戊酸组和对照组相比较，5-氨基酮戊酸介导的声动力组细胞存活率（40.18%± 1.35%）均明显下降（P约0.01），细
胞内荧光定位表明 5-ALA扩散在细胞质和主要累积在 U2-OS细胞线粒体内，并且 5-氨基酮戊酸介导的声动力组 ROS产生的百

分率(34.3± 2.4)%较单纯超声组、单纯 5-氨基酮戊酸组和对照组明显升高,差异有统计学意义（P约0.01）。结论：5-氨基酮戊酸介导
的声动力作用可能通过线粒体途径对诱导 U2-OS细胞凋亡。
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5-Aminolevulinic Acid Sonodynamic Therapy Induces Apoptosis of
Human Osteosarcoma Cells*

To investigate whether 5-aminoketovaleric acid sonodynamic therapy（5-ALA-SDT）can promote apoptosis

of human osteosarcoma cell line u2-os cells and its mechanism. U2-os cells in logarithmic growth period were randomly

divided into control group, acoustic sensitization group (5-ala), ultrasound group (ultrasound), and sonodynamic group (5-ala-sdt).

Apoptosis rate was detected by flow cytometry, fluorescence probe and confocal laser scanning microscope were used to detect

fluorescence localization in cells, and the production of reactive oxygen species (ROS) was detected by dcfh-da. With simple

ultrasound group, pure 5-amino ketones pentanoic acid group compared with control group, 5-amino ketones pentanoic acid mediated the

acoustic power group cell survival rate (40.18%+/-1.35%) were significantly decreased (P<0.01), intracellular fluorescence localization
showed that 5-ALA diffusion in the cytoplasm and mainly accumulated in U2-OS cell mitochondria, and 5-amino ketones pentanoic acid

percentage of ROS mediated the acoustic power group (34.3+2.4) % is relatively simple ultrasound group, 5-pure amino ketones

pentanoic acid group and the control group obviously higher. The 5-aminoketovaleric acid mediated sonodynamic effect may

induce U2-OS cell apoptosis through the mitochondrial pathway.
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前言

骨肉瘤(osteosarcoma)是一种起源于间叶组织的恶性肿瘤，

主要发生在儿童[1]。随着新辅助化疗的开展，骨肉瘤患者的五年

生存率有了明显提高[2]。然而，化疗仍然存在问题，特别是化疗

不敏感、化疗耐药、肿瘤复发和肿瘤远处转移及化疗耐药性也

是临床难以避免的难题[3]。因此，是否有取代骨肉瘤化疗的替代

方法，一直是临床上迫切的需要。近年来，声动力治疗(Sonody-

namic Therapy，简称 SDT)成为肿瘤治疗一种新选择。其可以迅

速和有效地杀死癌细胞，并且无创伤、可重复[4]。本研究主要探

讨了 SDT对人类的骨肉瘤 U2-OS细胞增殖和凋亡的影响，来

作为 SDT用于治疗骨肉瘤提供更多的参考依据。

1 资料与方法
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图 2不同声敏剂浓度处理的 U2-OS细胞存活率

Fig. 2 Survival rate of U2-OS cells treatded by different concentrations of

sound sensitizer

注：与对照组相比，实验组差异具有统计学意义，P约0.05。

1.1 材料

人成骨肉瘤 U2-OS 细胞来自美国标准生物品收藏中心

（ATCC）；5-氨基酮戊酸(5-ALA)由第二军医大学研制，规格

10 mg/m；二甲基亚砜（DMSO）购于美国 Sigma公司；四甲基偶

氮唑盐（MTT）购于美国 Sigma公司；单丹黄酰尸胺（MDC）购

于美国 Sigma公司；线粒体绿色荧光探针购于上海碧云天公

司；Annexin-FITC/PI凋亡试剂盒购于上海碧云天公司；电镜、

流式细胞仪（美国 BD公司）；酶标仪（美国 Thermo 公司）；倒

置荧光显微镜（德国 LEICA公司）；低温高速旋转离心机（美

国 Beckman公司）；细胞培养孔板（美国 NEST公司）；声动力

仪器（哈尔滨工业大学自主研发，自制的超声换能器：直径：

3.5 cm；共振频率：1.0 MHZ；占空比：10%；重复频率：100 HZ；

超声辐射频率为 1 MHZ，功率为 2 W／cm2）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 U2-OS 细胞系在改良 Eagle 培养基培养

（DMEM, Gibco, USA)，添加 10%胎牛血清 (FBS, Hyclone,

USA)、100U/mL青霉素和 100滋/mL链霉素在 37℃，湿度 5%CO2

环境下培养，在对数生长期的细胞进行实验，随机分为 4组：空

白对照组（control）、声敏剂组（5-ALA）、超声组（ultrasound）及

声动力组（5-ALA-SDT），每组个 8块培养板。

1.2.2 细胞活力检测 噻唑蓝（MTT）分析法一种常用的检测

细胞活力和增殖能力工具。将细胞接种到 35 毫米培养皿和

5-ALA孵育浓度（20 滋g/mL）在黑暗中放置三小时。然后他们被
辐照于超声波中 30秒。用MTT法测定细胞存活率。将细胞悬

液按每孔 200 滋L 移入 96 孔板，立即加入 MTT（5 mg/mL/）

20 滋L/孔 /，继续培养 4 h，离心，小心吸掉上清液，加入 DMSO

每孔 200 滋L，振荡 10 min，用自动酶标仪检测在 490 nm波长

下各孔 OD值。本实验重复 3次。依据计算公式计算细胞存活

率，细胞存活率（%）＝（OD样品 / OD对照）× 100%），然后绘

制相应曲线。

1.2.3 5- 氨基酮戊酸的细胞内荧光定位 U2-OS 细胞与

20 滋g/mL 5-ALA孵育 4 h，将标记 10 nm线粒体绿色荧光探针

(MT-G, Molecular Probes) 和 1 滋g/mL 细胞核探针 Hoechst

33342 (Ho, Molecular robes) 放入加载后，5-ALA 在骨肉瘤

U2-OS 细胞中转化 PpIX ，在紫外光激发下产生红色荧光，

PpIX主要聚集在胞浆及细胞膜中。细胞用倒置的共聚焦激光

扫描显微镜在多通道成像，观察结果。

1.2.4 Annexin-V/PI染色结合流式细胞仪检测细胞凋亡率 取

对数生长期 U2-OS细胞，常规胰酶消化离心，制备单细胞悬

液，调整细胞浓度为 1× 106个细胞 /mL，超声辐照条件：1.0

W/cm2× 30s，5-ALA终浓度：20 滋g/mL。超声辐照后，将各组细
胞分别转入 50 mL培养瓶中继续培养。常规操作，上流式细胞

仪检测。

1.2.5 DCFH-DA检测活性氧(ROS)的产生 将 4组骨肉瘤细

胞照射后 2 h后加入 DCFH-DA，最终质量浓度为 10 mol/L，在

5%CO2孵箱中避光培养 30 min后流式细胞仪检测。

1.3 统计学分析

数据以均数± 标准差 (x依s) 表示。全部数据经统计软件
SPSS 13.0处理，多组间比较采用单因素方差分析，进一步两组

间比较采用 SNK-q检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 5-ALA -SDT抑制 U2-OS细胞的增殖

如图 1所示，随着超声照射时间的延长，u2-OS细胞存活率

逐渐降低，与对照组相比，实验组差异有统计学意义（P约0.05）。
如图 2所示，随着 5-ALA浓度的增加，u2-OS细胞存活率显著

下降，与对照组相比，实验组差异有统计学意义（P约0.05）。

如图 3 所示，单独应用 20 滋g/mL5-ALA 处理时，细胞存
活率为 94.70%± 0.58%，提示其对 U2-OS细胞没有明显的细

胞杀伤作用。当细胞被 1.0 w/cm2超声辐照后，细胞存活率为

77.68%± 0.89%。但是当细胞在 20 滋g/mL 5-ALA中被超声辐

照处理后，细胞存活率下降到 40.18%± 1.35%（P约0.01），显示
5-ALA -SDT对 U2-OS细胞有杀伤作用，由此可见，实验组与

其他三组相比，细胞存活率差异有统计学意义（P约0.05）。
2.2 5-ALA在细胞内的定位情况

U2-OS细胞与 20滋g/mL5-ALA孵育 4h，插入标记为 10nm

的线粒体绿色荧光探针和核探针（蓝色），如图 4所示，5-ALA

荧光（红）与线粒体绿色荧光存在，但没有蓝色荧光重叠，表明

5-ALA扩散在细胞质和主要累积在 U2-OS细胞线粒体内。

2.3 5-ALA -SDT诱导 U2-OS细胞凋亡

采用 Annexin-V/PI染色检测 U2-OS细胞的凋亡情况[5]。结

果显示在频率为 1MHz、强度为 2 W的单纯超声波照射下，骨

图 1不同超声照射时间 U2-OS细胞存活率

Fig.1 Survival rate of U2-OS cells treated for different time

注：与对照组相比，实验组差异具有统计学意义，P约0.05。
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图 3各组对 U2-OS细胞存活率

Fig. 3 The survial rate of U2-OS cells in each group

注：与其他 3组比较,实验组 P约0.05。

图 4 5-ALA的细胞内荧光定位

Fig.4 Intracellular fluorescence localization of 5-ala

图 6各组活性氧的产生率

Fig.6 Production rate of reactive oxygen species in each group

注：与其他 3组比较,*P 约0.05.

肉瘤 U2-OS细胞发生了凋亡和坏死，在 5-氨基酮戊酸介导的

声动力治疗组凋亡率明显增高。而单纯 5-氨基酮戊酸组和对

照组中凋亡率明显降低（图 5）。

2.4 5-ALA -SDT诱导 U2-OS细胞活性氧的(ROS)的产生

声动力组 (ROS) 产生的百分率 (33.6± 2.5)%，对照组

(11.3± 1.5)%，5-氨基酮戊酸组 (11.6± 1.6)%和单纯超声组

(14.2± 1.7)%（图 6）。声动力组与其他 3组比较差异有显著性

意义（P 约0.05）。

3 讨论

细胞凋亡是一个复杂的机制，调节细胞数量是必不可少

的[4，5]。诱导细胞凋亡可能是对抗肿瘤的最有效的防御。本研究

表明 5-ALA介导的 SDT疗法对人成骨肉瘤 U2-OS细胞显著

的抗肿瘤作用。5-氨基酮戊酸（5-ALA）是目前声动力领域用的

比较多的声敏剂之一。5-氨基酮戊酸可以在体内代谢并合成原

卟啉 IX（ProtoporphyrinIX，PpIX），原卟啉 IX 是非常强的内源

性声敏剂，它在组织中清除较快，而且对正常生物组织光毒性

低，同时还有给药后避光期短等优点。有学者发现在肿瘤等异

常组织中比正常组织中聚集更多 PpIX，为声动力这种选择治

疗提供基础条件 [6-9]。我们用 MTT法检测细胞存活率，发现

U2-OS细胞减少是随着 5-ALA浓度和超声波照射时间的增加

存活率下降，显示 5-ALA -SDT对 U2-OS细胞有杀伤作用。

本实验通过用低强度超声联合 5-氨基酮戊酸诱导人骨肉

瘤 U2-OS细胞发生凋亡，结果提示 5-ALA-SDT具有良好的诱

导人骨肉瘤 U2-OS细胞凋亡作用。关于声动力疗法如何诱导

骨肉瘤细胞凋亡机制目前有很多种，研究比较多的有单线态氧

机制,单线态氧的激发态分子具有氧化性，扩散半径大，使细胞

通透性增加，导致线粒体肿胀破坏内质网结构，并且使胞膜脂

质过氧化，从而破坏肿瘤细胞的分子结构，最终促进肿瘤细胞

凋亡[10-13]；还有学者认为超声空化作用激活声敏剂或空泡，从而

产生大量的氧自由基，可对肿瘤细胞产生杀伤作用；并且在声

动力诱导人骨肉瘤 U2-OS 细胞凋亡过程中有大量活性氧

（ROS）的产生。活性氧在机体内处于动态平衡，是细胞有氧呼

吸过程中产生的小分子，当细胞受到外来刺激时，ROS的产生

和清除出现障碍，导致 ROS在细胞内异常增多，还原氧化过程

失去平衡，细胞结构破坏，从而诱导肿瘤细胞凋亡[13-16]。本实验

中声动力组(ROS)产生的百分率(33.6± 2.5)%，与其他 3组比较

差异有显著性意义（P约0.05）。声动力组 ROS大量增加，提示超

声波激活肿瘤细胞内的 5- 氨基酮戊酸产生的大量原卟啉

PpIX，从而使大量 ROS在骨肉瘤细胞内产生，它们破坏细胞膜

使其通透性明显增强，并且损伤线粒体膜，造成膜电位下降，从

而诱导肿瘤细胞凋亡。

图 5 5-ALA-SDT诱导 U2-OS细胞凋亡率

Fig.5 The apoptosis rates of U2-OS cells were induced in each group

注：与其他 3组比较,*P 约0.05.
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还有一种说法是线粒体损伤可能是 5-ALA -SDT诱导的

细胞毒性的主要原因。本实验首先检测 U2-OS细胞 5-ALA亚

细胞定位，如图 4所示，5-ALA荧光（红）与线粒体绿色荧光存

在，但没有蓝色荧光重叠，表明 5-ALA扩散在细胞质和主要累

积在 U2-OS 细胞线粒体内，这意味着 5-ALA 主要定位在

U2-OS细胞线粒体，这表明卟啉物质存在丰富的线粒体内，这

往往是在 SDT处理最有效的破坏位置。作为主要能源的发电

机，5-ALA -SDT介导的线粒体细胞凋亡是一个广泛的刺激。细

胞凋亡有两个主要的凋亡途径：第一是外源性途径，由 TRAIL，

FAS/FasL等死亡受体介导[17-20]；第二是内源性途径，由线粒体

相关因子介导，内在的细胞凋亡途径可能是通过内部和外部的

刺激引起的，包括许多介质，可以促进或抑制的过程[21-25]。线粒

体损伤可能是 5-ALA -SDT 诱导的细胞毒性主要积累在

U2-OS细胞的线粒体，表明卟啉物质丰富的线粒体，而 5-ALA

往往是在 SDT处理最有效的破坏点 [26-28]。在一些实验中发现

SDT能影响基因的表达，诱导细胞凋亡，改善肿瘤治疗的基因

转染，诱导细胞凋亡[29，30]。

本实验研究表明低强度超声联合 5-氨基酮戊酸对人骨肉

瘤 U2-OS细胞具有促进凋亡作用，其机制主要是声敏剂特异

性聚集在肿瘤细胞内，特别是在线粒体内，超声波作用于肿瘤

细胞并且活化声敏剂，使肿瘤细胞发生内源性凋亡，具体机制

还要进一步的研究及在体内试验证实。
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复，值得在临床上借鉴应用。
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