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生物技术与方法                                                              

两种藻胆蛋白对人肝癌 SMMC-7721细胞的光动力体外
杀伤效应 

王源, 蔡春尔, 李柏林, 刘承初, 何培民 
上海海洋大学, 上海 201306 

摘  要: 用 3-(4, 5-二甲基噻唑-2)-2, 5-二苯基四氮唑溴盐(MTT)法测定提取自条斑紫菜的R-藻红蛋白(R-PE)和C-藻蓝蛋

白(C-PC)经激光介导对人肝癌 SMMC-7721 细胞的杀伤率, 并检测细胞凋亡率。结果显示在 120 mg/L 浓度下, R-PE 在

氩离子激光器 100 J/cm2 辐照下对应的细胞存活率为 27%, C-PC 在 He-Ne 激光器 35 J/cm2 辐照下对应的细胞存活率为

47%; 单用 2 种激光器辐照对应的细胞存活率分别为 65%和 70%; 单用 2 种蛋白处理细胞在 72 h 后出现对细胞生长的

显著抑制, 最大抑制率分别为 31%(R-PE, 120 mg/L)和 27%(C-PC, 250 mg/L)。120 mg/L 的 2 种藻胆蛋白在对应激光辐照

下, 于照后 8 h 达到细胞凋亡率最大值, 分别为 31.54%(R-PE)和 32.54%(C-PC)。本实验证明条斑紫菜 R-PE 和 C-PC 具

有可开发成为光敏剂的应用前景。 

关键词 : 条斑紫菜 , R-藻红蛋白 , C-藻蓝蛋白 , 光敏作用 , 细胞凋亡 , 肝癌细胞  

Photodynamic effect of two kinds of phycobiliproteins on 
human liver cancer cell line SMMC-7721 in vitro 

Yuan Wang, Chuner Cai, Bailin Li, Chengchu Liu, and Peimin He 

Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China 

Abstract: We studied the effect of photodynamic therapy with phycobiliproteins on human liver cancer cells in vitro. With 3-(4, 
5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide assay (MTT assay), we used two phycobiliproteins, R-phycoerythrin 
(R-PE) and C-phycocyanin (C-PC) prepared from Porphyra yezoensis, to determine the killing rates and apoptosis rates of human 
liver cancer cells (SMMC-7721) mediated by laser. When the concentration of R-PE was 120 mg/L, the survival rate of human liver 
cancer cells was 27% after treated by Argon laser with 100 J/cm2 doses, while the survival rate in the control group (without adding 
R-PE) was 65%. When the C-PC concentration was 120 mg/L, the survival cell rate was 47% after treated by He-Ne laser with    
35 J/cm2 dose, while the survival rate in the control group (without adding C-PC) was 70%. After handled only with these two kinds 
of phycobiliproteins for 72 h, the growth of cancer cells presented significant inhibition. The maximal inhibition rates reached up to 
31% with R-PE (120 mg/L concentration) and 27% with C-PC (250 mg/L concentration) respectively. After irradiated by laser for 8 h, 
the maximal cell apoptosis rates were 31.54% with R-PE and 32.54% with C-PC, respectively. It indicated that R-PE and C-PC 
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extracted from Porphyra yezoensis could develop to new photosensitizers for cancer photodynamic therapy. 

Keywords: Porphyra yezoensis, R-phycoerythrin, C-phycocyanin, photodynamic therapy, cell apoptosis, liver cancer cell 

据世界卫生组织(WHO)统计, 全世界每年新发

生的癌症病人约 650万, 死于癌症者约 430万, 死亡

率仅次于心血管疾病而位居第 2。在现阶段, 几近半

数的癌症患者还是单独或结合采用外科手术、放射

疗法和化学疗法进行治疗, 其复发率以至死亡率很

高。此外, 传统的细胞毒性抗肿瘤药物毒副作用大, 

易产生耐药性。因此寻找新的结构类型或新的作用

机制的抗肿瘤活性成分成为当前抗肿瘤药物研究的

趋势[1]。 

光动力疗法(Photodynamic therapy, PDT)是近 20

年来建立和发展起来的一种新型肿瘤疗法[2] 。其原

理主要通过光敏剂富集于病灶处, 并在光照下产生

光敏损伤来实现对肿瘤细胞的杀伤作用[3]。1993年, 

加拿大政府首先批准了 Photofrin(商品名 Porfimer 

sodium, 卟吩姆钠)治疗膀胱癌和晚期食管癌[4] 。目

前至少有近 20 个国家对光动力疗法诊治癌症进行

实验和临床研究[5]。 

光动力治疗在很大程度上取决于采用的光敏剂

的性质[6]。第一代光敏剂代表血卟啉(HP)光敏副作用

大, 成份复杂, 原料难以得到。第二代光敏剂代表

5-氨基酮戊酸(Delta-aminolevulinic acid, ALA)是一

种体内血红素合成的前体物[7]。目前筛选新型光敏

剂的基本要求是癌细胞靶向选择性、系统毒性低、

无副作用、无诱变潜力、代谢周期短[8]。 

作为多亚基的蛋白色素复合物, 海藻藻胆蛋白

作为光敏剂所具有的一些天然的优越性逐渐被人们

发现。研究人员经过大量实验证实, 藻胆蛋白荧光

量子产率高, 对游离组织的杀伤力强, 是一类理想

的光敏剂[9-10]。自 1988 年 Morcos 等[11]用 0.25 g/L

的藻蓝蛋白光动力杀伤小鼠骨髓瘤细胞获得成功以

来, 藻胆蛋白光敏杀伤肿瘤细胞的研究逐渐成为热

点。制备藻胆蛋白的传统原料螺旋藻养殖成本高 , 

主要含藻蓝蛋白和变藻蓝蛋白, 紫菜作为中国三大

经济海藻之一, 产量位于世界之首, 且藻红蛋白和

藻蓝蛋白含量丰富, 从紫菜中提取上述蛋白, 可以

大幅度降低成本, 并能促进紫菜的栽培业发展和海

洋生态修复[12]。笔者前期研究发现提取自条斑紫菜

的 R-PE和 C-PC经碘钨灯辐照可在体外对人咽喉癌

细胞株 Hep-2产生杀伤作用[13]。 

本实验以 He-Ne 激光器为光源, 以提取自条斑

紫菜的高纯度 R-PE和 C-PC为光敏剂研究其对人肝

癌 SMMC-7721 细胞株的抑制作用, 并检测了 PDT

后细胞凋亡率, 进一步研究藻胆蛋白的光敏作用。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
条斑紫菜 (Porphyra yezoensis)采自江苏吕泗 , 

海水洗涤阴干后备用。 

人肝癌 SMMC-7721 细胞株购自中科院细胞库; 

Vivaflow 200 超滤膜包购自 Vivascience 公司 ; 

RPMI-1640购自Gibco公司; Napco 6500二氧化碳培

养箱购自 Thermo 公司; A30 倒置显微镜购自 Motic

公司; 630型酶标仪购自 Biorad公司; INNOVR 400

氩离子激光器购自 Coherent 公司 ; He-Ne 激光器

(QHP型)购自上海玻璃仪器一厂。 

1.2  藻胆蛋白提取与光谱分析 
条斑紫菜藻胆蛋白提取纯化方法参照文献[14]。

应用“溶胀”和“组织捣碎”组合法制备藻胆蛋白

粗提液, 经硫酸铵多次盐析后脱盐、离心, 所得上清

用羟基磷灰石柱层析, 梯度洗脱并经超滤膜包浓缩

后分别得到 R-PE和 C-PC。测定紫外可见吸收光谱, 

鉴定纯度, 置于 4oC下避光保存备用。 

藻胆蛋白纯度按以下公式计算 [15]: R-PE 纯度

=OD565/OD280; C-PC纯度=OD615/OD280。 

1.3  肿瘤细胞培养方法 
人肝癌 SMMC-7721 细胞培养方法参考文献

[12]。当细胞生长旺盛时, 用含 EDTA的胰酶消化细

胞, 洗涤吹散细胞稀释至 109/L, 每孔 1×10−4 L接种

于 96孔板。 

1.4  藻胆蛋白经激光激发对 SMMC-7721 细胞生

存率的影响 
将含藻胆蛋白不同终浓度(30、60、120、250 mg/L)
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的培养基分别替代 96孔板内 SMMC-7721细胞原培

养基, 培养 4 h后, 用波长 514 nm的氩离子激光器

逐孔照射 R-PE 组, 激光器输出功率 100 mW, 每孔

15 min, 累计能量密度 100 J/cm2。632.8 nm的 He-Ne

激光器逐孔照射 C-PC 组, 激光器输出功率 30 mW, 

每孔 20 min, 累计能量密度 35 J/cm2。辐照结束后继

续培养 24 h, 用 MTT法测定各孔吸光度。以不加任

何处理的培养细胞为空白对照, 以单用藻胆蛋白或

光源辐照的培养细胞作为阴性对照。每个浓度梯度

均设置 12个平行组, 按照以下公式计算存活率:  

存活率=(实验组吸光度平均值/对照组吸光度平

均值)×100% 

采用 SPSS12.0 统计软件和 t 检验进行统计分

析。 

1.5  激光单独辐照对 SMMC-7721 细胞生长的影

响 
同上方法收集培养细胞, 培养液中不含藻胆蛋

白, 直接用激光辐照, 氩离子激光器照射剂量分别达

到 50、100、150 J/cm2, He-Ne激光器照射剂量分别达

到 20、35、50 J/cm2。每个能量梯度均设置 12 个平

行组, 分别计算细胞存活率, 并进行统计学处理。 

1.6  藻胆蛋白本身对 SMMC-7721 细胞生长的影

响 
同上方法收集培养细胞, 分别换入含藻胆蛋白

终浓度为 30、60、120、250 mg/L的培养液, 不接

受光源辐照, 但保持同样的培养环境和换液条件继

续培养 24、48、72 h。每个能量梯度均设置 12 个

平行组 , 分别计算细胞存活率 , 并进行统计学处

理。 

1.7  藻胆蛋白经激光激发对 SMMC-7721 细胞凋

亡率的测定 
胰酶消化收集经激光辐照 (激光累计能量   

100 J/cm2(PE)和 35 J/cm2(PC), 蛋白浓度 120 mg/L)

处理后不同时间点(4、8、12 h)的 SMMC-7721细胞, 

加入预冷的 PBS缓冲液 2000 r/min, 5 min离心洗涤

3次弃上清。每个样品加 2×10−3 L Carnoy固定液(甲

醇:冰乙酸=3:l), 吹散细胞使每个样品含 1×106个细

胞后测定细胞凋亡率。以单用激光辐照和单用蛋白

(120 mg/L)不加激光辐照为对照。 

2  结果 

2.1  藻胆蛋白光谱分析及纯度鉴定 
提取纯化的条斑紫菜 R-PE和 C-PC经紫外分光

光度计测定吸收光谱 , 显示 R-PE 在 498 nm 和   

565 nm各有一个吸收峰, 最大吸收峰为 565 nm, 在

540 nm有 1个吸收肩, 此即条斑紫菜的“双峰型”

R-PE 的特征吸收光谱 [16], 而 C-PC 的吸收峰位于

615 nm, 无吸收肩, 此为 C-PC 的特征吸收光谱[17] 

(图 1 和图 2)。测定的条斑紫菜 R-PE 和 C-PC 的吸

收 光 谱 纯 度 分 别 达 到 5.5(OD564/OD280) 和

4.0(OD615/OD280)。 

 

图 1  藻红蛋白吸收光谱 
Fig. 1  Absorption of R-Phycoerythrin. 

 

图 2  藻蓝蛋白吸收光谱 
Fig. 2  Absorption of C-Phycocyanin. 
 
2.2  R-PE 和 C-PC 经激光激发对 SMMC-7721 细

胞的杀伤效果 
R-PE 在 60 mg/L 时的对应细胞存活率为 40%, 

到 250 mg/L时仅为 20%。C-PC组在 35 J/cm2辐照

下对癌细胞的最大杀伤率为 59%(250 mg/L)(表 1)。 
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表 1  藻胆蛋白光动力杀伤对 SMMC-7721 细胞存活率的影响 
Table 1  Survival rates of SMMC-7721 under phycobiliproteins PDT 

Concentration of PB (mg/L) 0 (Control) Laser only 30 60 120 250 

Survival rates of R-PE group (%)( X ±S) 100% 65±6.8* 59±5.0* 40±6.1** 27±6.4** 20±5.6** 

Survival rates of C-PC group (%)( X ±S) 100% 70±4.5* 73±6.1* 65±4.8* 47±6.7** 41±7.1** 

t-test, *P<0.05, **P<0.01. 

2.3  激光辐照能量对SMMC-7721细胞生长的影响 
氩离子激光器 514 nm波长单独对 SMMC-7721细

胞辐照, 累计能量分别达到 50、100、150 J/cm2时对

应的细胞存活率均在 65%上下浮动, He-Ne 激光器

632.8 nm波长单独辐照, 累计能量达 20、35、50 J/cm2

时对应的细胞存活率均在 70%上下(表 2、3)。 

2.4  R-PE和C-PC对 SMMC-7721细胞生长的影响 
单用藻胆蛋白培养 24 h后, 实验组细胞存活率

与对照组相比未出现显著性差异 ; 48 h 后 , 仅

C-PC250 mg/L组出现显著性差异; 72 h后, 蛋白高

浓度梯度组(60、120、250 mg/L)出现对细胞生长的

显著抑制, 最大抑制率分别为 31% (PE, 120 mg/L)和

27% (250 mg/L)(表 4)。 

2.5  R-PE 和 C-PC 经激光激发对 SMMC-7721 细

胞凋亡率的影响 
单用 120 mg/L蛋白培养, R-PE、 C-PC孵育细

胞 8 h 后凋亡率分别为 9.55%和 9.91%(图 3)。单用

对应激光器辐照, 细胞凋亡率分别为 8.0%(R-PE)和

10.9%(C-PC) (图 4)。而 120 mg/L R-PE、C-PC经各

自对应激光器累计辐照能 100 J/cm2, 于辐照后 4、8、 

 

图 3  单用 120 mg/L 藻胆蛋白处理细胞凋亡率 
Fig. 3  Apotosis ratio of cells 8 h later treated only by 120 mg/L 
phycobiliproteins. C-PC is above, R-PE is below, same below. 

表 2  514 nm 氩离子激光器单独辐照对 SMMC-7721 细胞生存率的影响 
Table 2  Survival rates of SMMC-7721 under different irradiation of 514 nm Argon laser alone 

Accumulated radiation dose (J/cm2) 0 (Control) 50 100 150 

Survival rates(%)( X ±S) 100% 66±3.8* 65±6.8* 66±3.5* 

t-test, *P<0.05. 

表 3  632.8 nmHe-Ne 激光单独辐照对 SMMC-7721 细胞生存率的影响 
Table 3  Survival rates of SMMC-7721 under different irradiation of 632.8 nm He-Ne laser alone 

Accumulated radiation dose (J/cm2) 0 (Control) 20 35 50 

Survival rates (%) ( X ±S) 100% 73±5.2* 70±4.5* 68±3.8* 

t-test, * P<0.05. 

表 4  藻胆蛋白本身对 SMMC-7721 细胞存活率的影响 
Table 4  Survival rates of SMMC-7721 under different concentration of phycobiliproteins alone 

Concentration of PB (mg/L) 0 (Control) 30 60 120 250 

Survival rates of R-PE group after 24 h (%) 100% 99±1.2 96±2.1 92±0.9 89±1.9 

Survival rates of R-PE group after 48 h (%) 100% 90±2.7 91±2.1 85±1.4 85±3.5 

Survival rates of R-PE group after 72 h (%) 100% 84±4.1 80±4.2* 69±2.7** 75±6.7** 

Survival rates of C-PC group after 24 h (%) 100% 98±1.3 98±1.8 95±2.1 86±2.4 

Survival rates of C-PC group after 48 h (%) 100% 97±3.1 91±2.6 88±2.6 82±3.7* 

Survival rates of C-PC group after 72 h (%) 100% 87±5.3 75±3.6* 78±7.0* 73±6.3** 

t-test, *P<0.05, **P<0.01. 
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图 4  单用 100 J/cm2 激光处理的细胞凋亡率 
Fig. 4  Apotosis ratio of cells 8 h later after 100 J/cm2 illumination of laser. 

 
图 5  PDT 处理 4 h 后的细胞凋亡率 
Fig. 5  Apotosis ratio of cells 4 h later after PDT treatment. 

 
图 6  PDT 处理 8 h 后的细胞凋亡率 
Fig. 6  Apotosis ratio of cells 8 h later after PDT treatment. 

 
图 7  PDT 处理 12 h 后的细胞凋亡率 
Fig. 7  Apotosis ratio of cells 12 h later after PDT treatment. 

12 h 分别固定后, 凋亡率为 25.6%、31.5%、31.1%

和 27.6%、32.5%、29.6(图 5~7)。可知条斑紫菜 R-PE、

C-PC经激光激发后均能引起肿瘤细胞的凋亡。 

3  讨论 

前人用提取自螺旋藻的 100 mg/L 藻蓝蛋白经

12 J/cm2铜泵激光器辐照对人大肠癌细胞HR8348杀

伤率达到 78%[18], 经 28.8 J/cm2He-Ne激光器辐照对

人乳腺癌 Bcap-3的杀伤率达到 72%[19]。提取自多管

藻的 100 mg/L藻红蛋白在 25.6 J/cm2氩离子激光辐

照下对 S180 肿瘤细胞的杀伤率达到 76%[10], 对

8113 人口腔上皮癌细胞的杀伤率达到 75%[9]。提取

自坛紫菜的 100 mg/L藻红蛋白和藻蓝蛋白分别经多

波长风冷氩离子激光器和 He-Ne 激光器辐照对人乳

腺癌 Bcap-3的杀伤率达到 85%和 79%[19]。本实验所

用藻红蛋白和藻蓝蛋白分别经氩离子激光器和

He-Ne 激光器辐照在 120 mg/L 时对人肝癌

SMMC-7721 细胞的杀伤率达到 73%和 53%, 在  

250 mg/L时分别达到 80%和 59%, 表明条斑紫菜藻

胆蛋白具有较强的光敏杀伤性, 为藻胆蛋白光敏剂

制备原料提供了新的方向。 

也有人以藻胆蛋白酶解产物为对象并找到了杀

伤效率甚至更高的小分子物质。如从多管藻藻红蛋

白分离出的色基多肽经 28.8 J/cm2 氩离子激光辐照

对小鼠肉瘤 S180 细胞的杀伤率达到 79%~88%[20], 

从螺旋藻藻蓝蛋白分离出的色素肽对体外培养的

S180 细胞的光敏杀伤率达 69%~80%, 对荷瘤小鼠

的抑瘤率达到 46%~81%[21]。但藻红蛋白色基肽本身

在相同浓度下 4 h 后对 S180 细胞抑制率在

31%~65%[20], 藻蓝蛋白色基肽本身在 4 h 后的细胞

抑制率为 28%~68%[21]。表明这类小分子的肿瘤杀伤

机制可能主要不在于光敏作用。相比之下, 藻胆蛋

白大分子本身对肿瘤细胞的影响不显著。本实验中, 

在大于 30 mg/L 时 , 条斑紫菜藻红、藻蓝蛋白对

SMMC-7721细胞存在抑制作用, 且随蛋白浓度增加

和作用时间延长呈增强趋势, 但在 120 mg/L下作用

24 h 后的抑制率分别仅为 8%和 5%, 而细胞加藻胆

蛋白后至光照前的时间间隔为 4 h, 尚不足以受到显

著抑制, 因此促使癌细胞大量死亡的根源应为藻胆

蛋白光动力作用。其他研究也表明, 在添加坛紫菜
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和钝顶螺旋藻藻胆蛋白培养基 24 h 后, 当 R-PE<  

25 mg/L, R-PC、C-PC<50 mg/L时, 对 Bcap-37细胞

具有一定的促进生长作用, R-PE≥25 mg/L, R-PC、

C-PC≥50 mg/L 时, 抑制细胞生长[19]。而多管藻藻

红蛋白对 S180细胞始终存在抑制作用[10]。 

本实验中 2 种蛋白经激光器辐照可使

SMMC-7721 细胞凋亡率达到 31.54%和 32.54%, 表

明藻胆蛋白杀伤肿瘤细胞机制之一为诱导细胞凋

亡。凋亡(Apoptosis)是组织器官发育和细胞死亡的

一种积极的可调节的死亡方式 [22]。各种外来刺激 , 

包括: 辐射、热和一些药物均能在一定条件和一些

基因的调控下诱导细胞凋亡[23]。李冠武等[24]曾报道

100 mg/L R-PE经 PDT处理后 4、8、12 h对应的细

胞凋亡率分别达到 56.2%、82.2%和 98.1%。鉴于凋

亡的过程一般分为启动、效应和降解 3 个阶段, 是

一个动态发展的阶段, 故考虑在后续实验中增设更

多时间点并配合形态观察以期更确切地阐明藻胆蛋

白的光动力学杀伤机制。 

对肿瘤细胞的选择性杀伤是光敏剂筛选的基本

要求, 但目前即使是临床所用的光敏药物对癌细胞

的选择性仍不够强, 即使是新型的酞菁类等, 经脂

质体包裹, 也只是相对更多地被癌细胞摄取, 而第

一代光敏剂 HpD主要依靠在正常组织中代谢快, 肿

瘤组织因其 pH较低、血管通透性增高, 较有利于光

敏剂的积累 , 而淋巴引流很差 , 又使其清除缓慢 , 

从而在静脉注射后 1~2 d 时, 肿瘤组织与正常组织

中所含 HpD形成显著的浓度差[25]。同样有报道证明

藻红蛋白在 pH 5(大多数肿瘤组织所处 pH环境)时比

在 pH 7(正常组织所处 pH环境)时更易进入细胞[26], 

至于其是否在正常组织中代谢更快则有待进一步研

究。当然最直接的方法是给藻胆蛋白安上一个癌细

胞特异性抗体以提高其选择性, 这是目前新一代光

敏剂的修饰方法, 也是后续实验的方向之一。 
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