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提要:利用 XJX-2 型红宝石激光显微仪对模式组织和犬亘胞株3 小家鼠及兔

2-细胞期胚胎等动植物细胞进行了激光显微照射的生物学试验。 在利用生物细胞天

然发色团或进行活体染色的基础上，对供试的几种动植物细胞产生了有效的选择性

损伤。

Application of ruby Iaser microbeam irradiation in ceII biology 
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Abstract: Study of laser microbeam irradiation of biological model tissue and the living ce11s 

of plant耳 as well as animals such as soybeanω卫 line， protoplast of mesophyll cells in ωbacco， 

Chinese Hamster Ovary Cell Line (CHO) , the 2-cell stage embryos of mouse and rabbit, have 协en

carried out by using XJX-2 ruby laser microbeam system. On the basis of using either naturel 

chromophore or vital staining, the e:ffective and selective destructions in living cells of plants and 

animals tested were produced su∞四sfully .

激光通过显微镜聚焦，能获得亚微米大

小的光点，这一特性对诸如染色体、核仁、线

粒体、叶绿体和细胞表面等细胞器已可能进

行细胞显微外科手术。 近十多年来，国内外

一些研究者致力于发明多种激光微束照射仪

并利用激光显微照射这一新技术开展令人振

奋的新试验，已取得了可喜的进展[l-lOl 。 本

文试验目的是为建立显微照射的实验程序，

对所用的 XJX-2 型红宝石激光显微仪及其

对模式组织和几种动、植物细胞进行显微照

射测定必要的参数，为进一步开展细胞显微

外科手术提供依据。

-、试验材料和方法

本试验所用 XJX-2 型红宝石激光显微

仪由吉林市光机实验厂制造。 激光器最大输

出能量为 588 毫焦耳。 进行显微照射试验

时，把样品放在载物台上，先用氮-氛激光定

位，在指定部位发射 6943 埃波长的红宝石激

光。 红宝石激光有 3% 的能量透过干滤光

片，用不同工作电压测定能量并换算成输出

总能量。

收稿日期 1980 年 7 月 29 日 .
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能量密度的测定是使用 4 倍目镜对不同

工作电压与各物镜 (3.2 倍、 10 倍、 16 倍、 40

倍)组合下的入射能量3 并根据样品经激光辐

照后产生的损伤光斑的面积进行计算。

试验材料有以下几种: (1)模式组织p 由

特制的薄膜如琼脂糖等组成，薄膜溶液含有

0.05% 的快绿染料3 薄膜固定在载片上，不

加盖片。 (2) 中国地鼠卵巢细胞株 (CHO) 细

胞染色体分裂相制片。 (3) CHO 培养细胞，

经膜酶消化后在无菌条件下注入培养小J室，

照射前用烟鲁绿活性染料染色。 (4jSB-l 野

生型大豆细胞株，制备成细胞悬液用烟鲁绿

染色，然后注入培养小室准备照射。 (5) 烟草

叶肉细胞原生质体。取幼嫩叶片，撕去下表l

皮用 1% 的纤维素酶液处理，制备成原生质

体悬浮液。然后注入培养小室中P 准备照射。

(6) 小家鼠 2-细胞期胚胎p 培养液是用改良

的 Whi协en 民液，用亚甲蓝溶液(0.05 毫克/

毫升培养液)染色后，再移入新鲜培养液内进

行激光显微照射。 (7) 家兔 2-细胞期胚胎，

培养液用 PBS+50% 兔血清溶液，染色和照

射方法同小家鼠。

二、试验结果和讨论

1 . 激光对模式组织的损伤

模式组织的试验为生物学试验提供了可

供参考的实验依据和参数。 这种方法对于初

级效应是热性质时是非常有用的p 因为模式

组织的性质对于热效应引起温度的局部增高

而使之凝结易于观察和测量。如果初级效应

是光化学性质时是不合适的凶。

图 1 表示模式组织上产生明显激光损伤

效应的典型光斑p 一种弹坑似的凹陷。这与

Leppard [10] 报导的"管子效应"基本相符。

2. 激光对动、植物细胞的显微照射

我们首先用红宝石激光显微照射 CHO

细胞染色体分裂相固定制片，结果在染色

体上形成小的颜色变淡的损伤光斑(见图
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图 1 激光微束产生的典型光斑

d一气化部分， B一严重损伤部分 l'

C一次严重损伤部分
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图 2 红宝石激光微束照射在 CHO

细胞上引起的损伤

(0) 、 (a') 为染色体制片，箭头表示照射后的损伤光斑

(b) 、(的为培养的细胞，箭头表示照射后的损伤光斑

2(时， (α') ) 。 当然，固定制片的染色体因低渗

处理而比存活细胞的大许多倍，而实际上红

宝石激光产生的最小光斑约为 2"， 3 个微米。

激光显微照射 CHO 培养细胞的情景见图

别的，侈') 。 照射后在细胞中产生一明显可

见的损伤光斑。

，SB-1 大豆细胞株培养细胞在光斑直径

为 2.10 微米，能量 0.82 毫焦耳3 能量密度

0 .24 毫焦耳/微米2情况下进行辐射，从图 3

(α) 、 (α川 (b) 、 (b'); 但)、 (c') 可见三种损伤

情况:一种是损伤光斑中央发白，外圈黑色镶

边;第二种是整个光斑呈明显的黑点凝聚，细
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图 3 红宝石激光微束照射在大豆细胞株

悬浮细胞上引起的损伤光斑

(a) 、 (b) 、 (c) 为照射前的细胞; 但')、 (b') 、 (d) 为

相应的细胞在照射后出现的损伤光斑(箭头表示)。
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图 4 红宝石激光微束照射在烟草叶肉细胞

原生质体上引起的损伤

(α) 、 (b) 分别是照射前的细胞， (α') 为 (a) 经高
能量 (1300 伏)照射后出现的炸裂现象， (的为

(b)经照射后开始凝聚.

胞收缩;第三种是在长形细胞的细胞壁上击

穿成裂口 。

烟草叶肉细胞原生质体在相同的条件

下3 辐射后原生质体发生凝聚 (图町的、

(的) 。 如果用高能量 (4.22 毫焦耳) 辐射，原

生质体如图也(的， (α') 所示出现炸裂现象。

这显然因为原生质体具有自然发色团，叶绿

体能充分吸收 6943 埃的红光波段的能量而

引起的。

小家鼠和兔 2一细胞期胚胎在能量密度

为 0.14 毫焦耳/微米2的辐照后p 可以有效而

有选择性地破坏一个卵裂球而不影响另一个

卵裂球的正常发育。 同时，胚胎的透明带是

完整无损的，这在哺乳动物胚胎早期发育中

(a) 

(c) 

i 
非

(b) 

当 接飞
(e) (j) 

图 5 红宝石激光微束在小鼠和兔 2-细胞

期胚选择性破坏后的发育

(α)为正常小鼠 2-细胞期胚， 一个卵裂球经激光破

坏后，另一个卵裂球继续分裂成二个细胞 (b)并继续

发育直至胚泡期 (c); (à)为正常兔 2-细胞期， 一个

卵裂球经激光破坏后，另一个卵裂球继续分裂成二

个细胞 (e)并继续发育直至桑榕胚 (f) . (箭头表示
自经激光照射的卵裂球)
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是重要的。实验结果表明， 2-细胞期胚胎经

激光显微照射后，未受损伤的另一个卵裂球

在体外培养下按正常发育时相发育到桑棍胚

(兔)或胚泡期(鼠)(图助 。

为使激光显微照射技术在细胞生物学应

用中得到一定的生物学效应，必须发生光的

吸收p 因而必须有天然的或人工的发色团。

红宝石激光被蓝、绿发色团所吸收p 这些人工

发色团中已经采用的活性染料有烟鲁绿和亚

甲蓝等，具有天然发色团的叶绿素也能吸收

红光。 所以p 波长和发色团的正确结合是激

光显微照射实验成功的关键。 Berns 等阳认

为在激光波长里如果没有相应的发色团P 就

不可能有吸收峰值，因为激光的高功率或高

能量也仅是一种弱吸收，可以直接影响生物

学效应。在我们的试验中也证实了本身无天

然发色团又没有染色的动、植物细胞，即使使

用很高能量，对细胞也不产生可见的损伤效

应，细胞通常能继续存活发育，与未经激光照
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射的没有明显差别。因此，在激光显微照射

时必须根据试验目的选择适宜的能量密度，

特定的活性染料和染料浓度，才能产生预期

的坐物学效应。
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