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題目: 探討光敏潛力材料對乳癌細胞毒殺的分子機制 

中文摘要 

        根據政府衛生福利部統計處的調查顯示，民國106年的國人十大死亡原因依照死亡

率排列，第一名即為惡性腫瘤。癌症治療的方式包含化學治療、外科手術、免疫治

療、輻射治療、光療法等，其中光動力療法(Photodynamic therapy，PDT)，相較於其他

治療方式，沒有手術傷口癒合的顧慮，也可有效的控制治療範圍及時間，光敏藥物的

選擇也可降低副作用，在癌症治療上有相當多的安全性及優點。 

        本研究中，我們探討可以同時吸收400nm波長及750-800nm近紅外光的菌綠素類

(Bacteriochlorin type)人工合成材料 LS-01’/LS-01”，是否對於 MCF7乳癌細胞具有光敏

效應，以及可能參與的分子機制。我們首先發現，LS-01’或 LS-01”的暗室毒性測試顯

示，在沒有其他提高效能的複合材料下，分別在濃度3.125 μM、12.5 μM對於 MCF7乳

癌細胞僅有約20%的細胞毒性效果，符合光敏物質的低暗室毒性條件。我們也將 LS-

01’或 LS-01”在加入細胞培養液的30分鐘後移除，並以波長為405nm之藍紫光雷射二

極體作為激發光源照射後，顯示在405nm波長的光輔助下，兩種菌綠素材料有增強細

胞毒殺效果，並以 LS-01’效果較為顯著，這表示此光敏潛力材料確實有進入細胞內且

具光敏劑效果。此外我們進一步發現，兩種菌綠素材料在405nm波長的光輔助下，可

降低MCF-7乳癌細胞內存活蛋白 Survivin的表現。同時我們也探討了 LS-01’對於

MCF-7細胞的細胞週期影響性，發現接受 LS-01’以及光照後停於細胞週期之 G2/M期

比例下降，進一步研究也發現經 LS-01’光照處理的MCF-7細胞之細胞週期蛋白 Cyclin 

E1表現增加伴隨 CDK2表現下降。未來，我們將嘗試利用近紅外光作為激發光源，探

討能否誘發 LS-01’、LS-01”的光敏效應；另外將以 LS-01’或 LS-01”合併其他化療藥

物，或與高分子材料 denderimer結合以增加細胞吸收力，並測試對MCF7細胞的毒殺

效果，探討成為癌症治療組合物的可能性。 

 

文獻回顧 

        乳癌，是女性最常見的惡性腫瘤，全球每年新增上百萬的乳癌個案，並造成數十

萬人死亡。其是由乳房組織發展成的癌症，乳腺管細胞或是乳小葉細胞產生不正常分

裂、繁殖而形成之惡性腫瘤。乳癌的特徵包括乳房腫塊、乳房形狀改變、皮膚凹陷或

是皮膚出現紅色鱗屑狀斑塊等等。乳癌除了局部侵犯乳房組織外，更可能轉移到遠處

組織，而出現遠端轉移的病患，可能會有骨痛、淋巴結腫大、呼吸困難或黃疸的情形

〔1〕。 

https://zh.wikipedia.org/wiki/乳房
https://zh.wikipedia.org/wiki/癌症
https://zh.wikipedia.org/wiki/酒窩
https://zh.wikipedia.org/w/index.php?title=骨痛&action=edit&redlink=1
https://zh.wikipedia.org/wiki/淋巴結
https://zh.wikipedia.org/wiki/呼吸困难
https://zh.wikipedia.org/wiki/黃疸


        光動力療法(Photodynamic therapy，PDT)在臨床上已經運用於治療許多疾病，而要

產生光動力療法首先需要三個元素：光敏感物質、光源、氧分子。治療的第一步是光

敏劑的分佈管理，使光敏劑集中於目標細胞，與正常細胞產生濃度差異。接著將特定

波長的光源照射於患部，使光敏劑接收到光子的能量而活化了光化學反應，將能量轉

移給周邊的氧分子，使氧分子激發成活性較高的單重態氧(Single oxygen，1O2)
〔2〕。而

單重態氧即為活性氧物質(Reactive oxygen species，ROS)，過多的活性氧物質進入細胞

且累積後，會對細胞和基因結構造成損壞，造成細胞的凋亡，達到治療的效果〔3〕。 

        光敏劑(Photosensitizers，PSs)是光動力療法中不可或缺的要素之一，光敏劑的發展

一直是被廣泛研究的方向。Photofrin®是第一代的光敏劑，被應用於許多類型的癌症治

療上，但它也存在幾項缺點，例如不易被身體代謝、光感性強導致易引起額外的皮膚

光敏作用等等問題，都使之在臨床的使用受到了限制。因此，發展出具有較佳特性及

效能的光敏劑，例如：Porphyrin-type PSs、Chlorin-type PSs、Phthalocyanine-type PSs…

等，都是相當值得被關注且探討的項目。而我們在本研究中所使用的光敏潛力材料 LS-

01’、LS-01”則是屬於Bacteriochlorin-type(附圖一)。一般來說，天然的Bacteriochlorin的

結構不太穩定，因此限制了其應用價值，但是 North Carolina State大學的 Lindsey教授

與其團隊，利用有機合成策略進行 Bacteriochlorin 的改質，因此讓人工合成的菌綠素衍

生物可以被穩定的操作與使用。另外，相較於一般 Chlorin-type PSs (如 Ce6)，LS-01’與

LS-01”在相對無害的近紅外光區域(750-800nm)有明顯的吸收能力(附圖二)，因此可以

深入滲透到生物組織中，降低光敏劑對正常細胞的傷害〔4〕。此外，在試管中利用

405nm 波長雷射光對 LS-01’或 LS-01’’做光照反應後偵測單態氧的生成，確實隨著光照

時間增加，試管內單態氧有逐漸增加的情形(附圖三)，顯示可能具有成為光敏劑的潛力。 

 

研究動機 

        雖然光動力療法與其他治療方式相比有明顯的優勢，但仍存在一些有待解決的問

題。例如，在深層的治療上，光的穿透深度一直是光動力治療的一大問題，不論是傳

統光療法所使用的可見光，亦或是目前醫療上使用的紅光來做為光源，當它們遇上腫

瘤內的組織或血塊所增加光線穿透屏障的因素時，都會顯示光動力療法的成效不彰。

此時在光敏感藥物的選擇上，能有效的進入癌症細胞，且具有產生單態氧的良好能

力，其重要性都相對的提高。 

        在本次研究中，我們選用了與目前廣泛運用於光動力療法的光敏劑 Chlorin e6 

(Ce6)
〔5〕結構相似的菌綠素(Bacteriochlorin)衍生物 LS-01’與 LS-01”，這兩個分子是由合

作團隊所設計與合成出來，其最特別之處是具備近紅外光波段750-800 nm的吸收能

力，比 Ce6的 Q-band吸收波長紅位移了100 nm左右。我們首先以405 nm的藍紫光雷射

來激發材料的 Soret-band以驅動光動力行為。在實驗的過程中我們發現，兩個光敏潛

https://zh.wikipedia.org/wiki/细胞
https://zh.wikipedia.org/wiki/基因
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/photosensitizer
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/absorption-pharmacokinetics


力材料有低的暗室毒性，符合光敏感藥物的選用條件。而在藍紫光雷射的照射下，也

有明顯的增強毒性效果。再來我們也以西方點墨法Western blot來探討兩個材料在細胞

凋亡途徑的影響，發現乳癌細胞MCF-7的蛋白 Survivin在藍紫光照射下，對比於無照

光的細胞，有顯著地減少。已有文獻顯示，在光動力療法所治療的乳癌細胞中，透過

載體增加蛋白 Survivin的表現量會使乳癌細胞的活性上升且降低了細胞的死亡〔6〕。 

本研究的目標包含: 

(1) 分析 LS-01’或 LS-01’’是否對 MCF7乳癌細胞具有光敏劑特性； 

(2) 探討 LS-01’或 LS-01’’在光照下對 MCF7細胞內存活蛋白 survivin表現的影響； 

(3) 探討 LS-01’或 LS-01’’在光照下對 MCF7之細胞週期及細胞週期相關蛋白表現的影

響。 

 

實驗材料與方法 

材料合成與照光實驗設計 

        菌綠素衍生物 LS-01’與 LS-01”是由合作團隊設計且合成得到，前者的 Soret-band

最大吸收波長主要在372 nm，Q-band的兩個吸收波長主要在546、742 nm；後者的

Soret-band最大吸收波長主要在396 nm，兩個 Q-band的吸收波長分別在578、770 nm。

在照光實驗設計上，我們首先使用405-nm的雷射二極體來激發光敏材料的 Soret-

band，而我們將會使用高功率的燈源，透過濾光鏡後得到約700-800 nm波長的光來激

發材料的第二個 Q-band。 

細胞培養(Cell culture) 

        MCF-7乳癌細胞株，以 DMEM/Insulin medium (含10%胎牛血清、1μM glutamine、

1μM sodium pyruvate、100μg/ml penicillin / streptomycin / amphotericicin B、non-essential 

amino acid、0.5 ‰ insulin) 培養於37℃含5% CO2之培養箱。A549肺癌細胞株培養基與

MCF7細胞類似，但須額外添加 non-essential amino acids。 

MTT assay 

I. 先以不同濃度的光敏潛力材料LS-01’、LS-01”加於MCF-7乳癌細胞或A549肺癌細

胞，種於96孔盤培養48小時後，加入MTT放置2小時，並測其在單波長570 nm下的

OD值，得出不同濃度對細胞生長的影響差異。 

II. 選出適當光敏潛力材料濃度(3.125 μM LS-01’、12.5 μM LS-01”)後，將光敏潛力材

料加於細胞並放置於石英管，接著以波長405 nm的雷射光照射處理，每組細胞皆

照射20分鐘，每5分鐘pipetting一次，最後再種於96孔盤中培養48小時，加入MTT

放置2小時，並測其在單波長570 nm下的存活率，且進行光敏潛力材料效果的比較。 

III. 選出適當光敏潛力材料濃度(3.125 μM LS-01’、12.5 μM LS-01”)，將光敏潛力材料



加於細胞並放置30分鐘等細胞吸收後，離心下細胞並更換成不含光敏潛力材料的

medium，再取出至石英管，接著以波長405 nm的雷射光照射處理，每組細胞皆照

射20分鐘，每5分鐘pipetting一次，最後再種於96孔盤中培養48小時，加入MTT放

置2小時，並測其在單波長570 nm下的存活率，再進行光敏潛力材料效果及是否洗

掉材料之效果比較。 

西方點墨法(Western Blot) 

       在分別加入 LS-01’ (3.125 μM)以及 LS-01” (12.5 μM)，使細胞與吸收光敏潛力材料

30分鐘後，離心下細胞並更換成不含光敏潛力材料的 medium。將每一樣品接受20分鐘

的405 nm藍紫雷射光照射，每5分鐘 pipetting。再來將細胞種於3.5公分培養盤，分別於

培養後的3、6、24小時後，以細胞裂解液 NETN buffer (含150 mM NaCl、20 mM pH 

8.0 Tris-HCL、0.5% NP40、1 mM EDTA)將細胞裂解收下後進行蛋白質定量。每個樣品

取30 μg蛋白跑 SDS-page電泳，轉漬於 PVDF膜後以5%脫脂牛奶 blocking一小時，並

以一級抗體於4oC反應過夜，隔天以含0.5%脫脂牛奶之二級抗體反應一小時，之後加入

冷光試劑反應，以冷光照像儀擷取訊號後進行分析。 

細胞週期染色(PI staining) 

        將貼附於培養盤上的細胞，以 trypsin-EDTA分解部分細胞骨架使其變為懸浮，收

集至 eppendorf後以1300 rpm、5分鐘離心收集，以剩餘之上清液將細胞打散，在 vortex

上緩慢加入500 μl、70%酒精後，至於冰箱保存。欲以流式細胞儀測定前，先將細胞以

0.7G、6分鐘離心，除去上清液後加入 1 ml PBS 清洗細胞，再次離心且去除上清液並

拍散細胞，而後加入300 μl BD pharmingenTM PI/RNase staining buffer，置於室溫30分

鐘，隨後放置冰上等待以流式細胞儀測定。 

 

結果 

1. 光敏潛力材料 LS-01’、LS-01”對乳癌細胞 MCF-7的有低的暗室毒性 

        要成為良好光敏劑必須符合幾項特點，其中一項不外乎是要在無光照射時，對細

胞的毒性低，避免在仍有藥劑殘留的狀態下，持續作用而造成正常細胞的損傷。因

此，我們先測試了乳癌細胞MCF-7在加入不同濃度的光敏潛力材料 LS-01’、LS-01”，

於暗示培養後的生存狀態，並選出接下來適合近一步實驗的濃度。透過 MTT分析，我

們得出 LS-01’或 LS-01’’分別在3.125 μM(圖一)或12.5μM(圖二)為較適合的濃度，其暗

室條件下造成的細胞毒性控制在30%以下。 

 

2. 在接受405 nm的藍紫光雷射照射後，光敏潛力材料 LS-01’、LS-01”對乳癌細胞

MCF-7的毒性增加 



        由於光敏潛力材料 LS-01’、LS-01”在經測試後，得知除在遠紅外光波段有吸收

外，其在波長約400 nm左右的藍紫光照射下，也有相對較高的吸收峰，因此我們先選

用405 nm藍紫光雷射來作為驅動光動力療法的光源波長。為了確認 LS-01’、LS-01”是

否真的有進入細胞進行作用，我們也比對了有無將光敏潛力材料移除的條件，並測試

在此藍紫光雷射照射下，LS-01’、LS-01”對乳癌細胞MCF-7的毒殺能力。我們發現，

暗室條件下無論是 LS-01’或 LS-01’’，造成的細胞毒性約25%；而兩個潛力材料在

405nm藍紫光雷射處理後，無論是否將材料移除，皆能增強其細胞毒性，尤其 LS-01’

的細胞抑制效果在光照後可達約65% (圖三)。此結果顯示 LS-01’對於 MCF-7乳癌細胞

具有較好的光敏劑特性。 

 

3. MCF-7細胞接受 LS-01’以及光照後細胞存活蛋白 Survivin的表現受到抑制 

        為了進一步找出 LS-01’、LS-01”影響細胞生存的機制，我們將目標放在細胞存活

蛋白 Survivin。過去研究發現，當以 RNA干擾技術抑制MCF7細胞內的 survivin表

現，可以抑制細胞的生長[7]。並以西方點墨法Wesrern blot去測定蛋白表現量的差異。

初步的結果顯示，MCF-7乳癌細胞當處理 LS-01’並接受405nm雷射照光後，其細胞內

Survivin蛋白的表現在第3小時即明顯下降(圖四)，而接受 LS-01’’並照光的細胞則要等

到第24小時才有看到 Survivin下降(圖四)，這暗示 LS-01’之所以較有細胞毒性，可能與

快速造成 Survivin下降有關，值得進一步探討。 

 

4. MCF-7細胞接受 LS-01’合併光照後使細胞位於 G2/M期比例下降 

        我們接著探討 LS-01’是否參與了 MCF-7的細胞週期調控，透過 propidium iodide 

(PI)染色處理已接受 LS-01’及405 nm藍紫雷射光照射後並培養48小時的MCF-7細胞，

接續以流式細胞儀進行細胞 DNA含量測定。相較於只加了 DMSO的控制組，經過 LS-

01’處理的MCF-7細胞，其在細胞週期之 G2/M期細胞下降了約26.5% (比例由12.1%下

降至8.9% )(圖五)，這表示 LS-01’可能透過影響MCF-7的細胞週期來抑制期生長，也值

得進行後續的了解。 

 

5. MCF-7細胞接受 LS-01’以及光照後其細胞週期蛋白 CDK2下降而 Cyclin E1增加 

         為了瞭解 LS-01’如何使MCF-7細胞停留於細胞週期之 G1期，我們挑選了一些與

G1期相關的蛋白，並以西方點墨法Wesrern blot去測定蛋白表現量的差異。結果顯示

MCF-7細胞在處理 LS-01’及接受405nm雷射照光並培養48小時後，其細胞內 CDK2表

現下降，以及 Cyclin E1蛋白表現明顯增加(圖六)。而有文獻顯示，過度表現 Cyclin E1

在MCF-7乳癌細胞會增加由細胞激素 TNF-或 TNF-related apoptosis inducing ligand 



(TRAIL)所誘導的細胞凋亡能力〔8〕，未來將可以透過 LS-01’合併 TNF-或 TRAIL的方

式探討此種組合對MCF7生長抑制的效果。 

 

討論 

        LS-01’及 LS-01’的處理以及405 nm的藍紫光雷射照射之後，都可以對MCF-7產生

一定的細胞毒性 (圖一~三)。為了確認 LS-01’的作用機制，我們挑選了一些與細胞凋亡

相關的蛋白作為方向，以 Western測其表現量後發現存活蛋白 Survivin在接受 LS-01’及

LS-01’及光照處理後，表現量皆有下降的趨勢，尤其以 LS-01’的效果更為明顯(圖表四)，

因此LS-01’的將作為我們著重了解的目標，而於此部分我們預計將 Survivin之表現質體

先送入 MCF-7細胞後，再處理 LS-01’及以405nm 雷射光處理，探討細胞存活情況是否

受到改善，並分析細胞凋亡相關蛋白或基因的表現是否與細胞存活情況有相關性。 

         光動力療法主要機制為產生能量轉移，使氧分子得到能量激發成活性較高的單重

態並進入細胞並累積，進而促使細胞凋亡發生，而為了增加 LS-01’的作用能力，我們

也將嘗試提高氧氣在細胞培養液中的濃度，提高足夠的氧氣反應物，接著預計以經過

LS-01’處理MCF-7細胞後以 ROS Detection Assay分析 ROS在有無接受405nm雷射光的

MCF-7細胞中的變化量，來瞭解 LS-01’是否藉由細胞內 ROS 的累積調控基因表現。此

外，我們也預計使用 ROS 抑制劑 NAC (N-acetyl-L-cysteine)來嘗試降低細胞內 ROS 含

量，分析 LS-01’照光導致的細胞毒性是否受到抑制，來釐清 ROS在 LS-01’對 MCF-7之

光敏劑效果的角色。 

         有文獻指出 SMAC
〔9〕、p53

〔10〕、TGF-β
〔11〕…等蛋白會藉由抑制 Survivin 的表現量，

來促進細胞凋亡。因此，我們想瞭解Survivin在處理LS-01’之MCF-7細胞中的表現量，

是否由 SMAC、p53、TGF-β…等蛋白所調控，我們預計以 LS-01’處理 MCF-7細胞，接

著分析 SMAC、p53、TGF-β…等蛋白的表現情況，以瞭解 ROS是否藉由提高 SMAC、

p53、TGF-β…等蛋白的活性，來促進細胞凋亡。 

         除了確認 MCF-7細胞受到的細胞凋亡影響，我們也同時探討 LS-01’是否參與了

MCF-7細胞的細胞週期調控，藉由 PI staining 及流式細胞儀的分析，我們初步發現了

LS-01’使MCF-7細胞在細胞週期之 G1期停留的比例提高(圖五)，因此我們以Western來

測定調控 G1期的相關蛋白表現量，發現 CDK2表現下降同時提高 Cyclin E1的表現(圖

六)。CDK2原本作用為 S期的 CDK，但有研究指出，CDK2在非 p53依賴性的 G2/M 細

胞週期檢查點扮演一定角色，若在 p53缺失的細胞剃除 CDK2則使得放射線導致的

G2/M arrest無法進行〔12〕。而有文獻顯示，過表現的 Cyclin E在 MCF-7乳癌細胞會使由

TRAIL 誘導的細胞凋亡敏感性增加〔8〕，因此我們也將嘗試讓 MCF-7細胞接受 LS-01’並

照光處理後加入 TRAIL，確認 LS-01’是否透過增加 Cyclin E表現量而促進細胞凋亡。 

         為了能夠提高 LS-01’進入癌症細胞的效率，高分子 dendrimer常用於藥物攜帶，增

加細胞對藥物的吸收〔13〕。未來我們將以 dendrimer 裝載 LS-01’方式提高其進入細胞能

力，再分析此組合物對於MCF7的生長抑制效果和相關蛋白之表現量。 

        由於後期實驗發現處理 LS-01’且照光的毒殺效率下降，於是我們嘗試在實驗用之



培養液體先進行打氣，以增加培養液中的含氧濃度，結果確實有回復 LS-01’的作用效

果，可得知細胞處於的環境氧濃度有一定程度的影響光敏藥物的效率。再後來我們也

察覺到後期雷射光儀器功率下降而影響 LS-01’ 的毒殺效率，由此發現了原先忽略到的

問題，光動力療法除了須配合光敏藥物的吸收波長外，照光的功率也是需要注意的一

項環節，才能使光敏藥物發揮到其效能。 

 

實驗數據 

 

圖一、不同濃度的光敏潛力材料 LS-01’對乳癌細胞MCF-7的暗室毒性測試。先以不同

濃度的 LS-01’加於乳癌細胞 MCF-7，種於96孔盤培養48小時後，加入MTT放置2小

時，測其在單波長570 nm下的 OD值，並比較細胞存活度。  

 

 

圖二、不同濃度的光敏潛力材料 LS-01”對乳癌細胞 MCF-7的暗室毒性測試。先以不同

濃度的 LS-01”加於乳癌細胞 MCF-7，種於96孔盤培養48小時後，加入 MTT 放置2小時，

測其在單波長570 nm下的 OD值，並比較細胞存活度。 

 



 

圖三、LS-01’對乳癌細胞MCF-7具有光敏效果 

(1)在分別加入 LS-01’ (3.125 μM)以及 LS-01” (12.5 μM)，使細胞與光敏淺力材料接觸30

分鐘後，將Wash組離心移除光敏淺力材料，並補入新的細胞培養液。(2)Light組則是

每一樣品接受20分鐘的405 nm藍紫雷射光照射，過程中每5分鐘 pipetting，確保細胞有

均勻受到光照。最後將細胞種於96孔盤培養48小時後，加入MTT放置2小時，測其在

單波長570 nm下的 OD值，並比較細胞存活度。Ctrl: 無處理對照組；NW: 未移除材料

組；W: 20分鐘後移除材料組；X: 未照光組；Light: 照光組。 

 

 

圖四、乳癌細胞MCF-7經 LS-01’及405nm光照處理使 Survivin蛋白表現下降。 

在分別加入 LS-01’ (3.125 μM)以及 LS-01” (12.5 μM)，使細胞與光敏淺力材料接觸30分

鐘後，離心移除光敏淺力材料，並補入新的細胞培養液。將每一樣品接受20分鐘的405 

nm藍紫雷射光照射，過程中每5分鐘 pipetting，確保細胞有均勻受到光照。再來將細胞

種於3.5公分培養盤，分別於培養後的3、6、24小時後收下蛋白，進行西方點墨法實

驗。Ctrl: 無處理對照組；X: 未照光組；Light: 照光組。 

 



 

圖五、乳癌細胞MCF-7經 LS-01’及405nm光照處理後於細胞週期之 G2/M期比例下

降。在MCF-7細胞處理 LS-01’ (3.125 μM)後，將每一樣品接受20分鐘的405 nm藍紫雷

射光照射，過程中每5分鐘 pipetting，確保細胞有均勻受到光照。再來將細胞種於6公

分培養盤，培養後的48小時後收下細胞，進行細胞週期染色 PI staining實驗，並以流式

細胞儀進行測定及分析。 

 

圖六、乳癌細胞MCF-7經 LS-01’及405nm光照處理後 CDK2表現下降而 Cyclin E1表現

量增加。 

在 MCF-7細胞處理 LS-01’ (3.125 μM)後，將每一樣品接受20分鐘的405 nm藍紫雷射光



照射，過程中每5分鐘 pipetting，確保細胞有均勻受到光照。再來將細胞種於3.5公分培

養盤，並於培養後的48小時後收下蛋白，進行西方點墨法實驗。 X: 未照光組；Light: 

照光組。 

 

附圖 

 

 

附圖一、LS-01’與 LS-01”之結構及化學式。(由中山醫學大學醫學應用化學系朱智謙老

師提供) 

 

 

附圖二、LS-01’與 LS-01”之吸收光譜。(由中山醫學大學醫學應用化學系朱智謙老師提

供) 

 



 

附圖三、LS-01’與 LS-01’’溶液受405nm光照可產生單態氧 (由中山醫學大學醫學

應用化學系朱智謙老師提供) 
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