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氢离子激光显微照射对细胞损伤的研究

陆{中康胡应和 邓燕华 王兰岚宋桂英孙宝霞梁 宏

(中国科学院遗传研究所)

提要z 利用 Y飞N-1 型氢离子激光显微仪对 prrKl~ p'rK2 和人红血球细胞进行

显微照 ~t，最小有效损伤光斑仅 0.5 微米。 细胞化学分析表明 ， 在不用任何活性染

料敏化细胞的情况下， 激光照射能够破坏核仁内的 DNA 和 RNA 。

Study of a rgon laser m icrobeam irradiation on ce ll damage 
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A bstract: A YW- l argon laser was used for micr oirradiation of P TK1, PTK2 æ II 

lines and human red blood ceIIs. The smallest lesion spots were only 0.5μm. Cytochemistry 

anaJysis demonstrated that the laser microbe也m irradiation can destruct both nucleolar DN A 

and RN A withou仁 any vital staining. 
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激光能够通过显微镜光学系统聚焦到很

小的光点3 因而可以对单细胞甚至细胞内某

一细胞的特殊位点进行照射P 以研究细胞核、

染色体、核仁及其各种细胞器的功能口， 2] 。

从 60 年代开始，就有许多研究者使

用激光显微照射研究发育生物学问题。

Mokinnell [3] 用红宝石激光显微照射研究了

两栖类动物卵细胞的发育情况。 Mims 等[4]

研究了鸡胚早期发育中细胞的分化2 得到了

用传统显微操作方法所难以获得的结果。

Da丑iel 和 Takahashi[5] 用红宝石激光显微照

射 2、生 8 和 16 细胞时期兔胚的卵裂球，只

留一个不照射， 然后把它进行体外培养，研究

早期卵裂球发育的全能性。

近十年来， 激光显微照射在遗传学中的

作用越来越明显。 Berns 等(G]用茧离子激光

显微照射染色体上的特定基因位点一一核仁

组织区的 rDNA 基因 3 使它失去转录活性。

细胞有丝分裂后p 子细胞中不再形成核仁，或

者所形成的核仁数目减少。 用激光照射染色

体的着丝点部位，则染色体向两极的移动发

生异常，细胞产生缺体或三体[飞 另有些研

究者用紫外激光显微照射研究染色质的损伤

及修复机制[830 这些工作为细胞遗传 学及

染色体工程的研究提供了新的手段。

收稿日期 1983 年 岳月 27 日 .
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二、材料和方法

1 . 激光功率

本工作使用的 YW-1 型氧离子激光显

微仪发射的激光主要波长为 5145 埃 于114880

挨，多模输出功率 6 瓦p 脉宽范围从 0.001 r:1、

至无穷大。

用东德 AMPLIVAL 相差显微镜 40 倍

物镜或 100 倍泄l镜聚焦激光束p 物镜数值孔

径分别为 0.65 和 1. 25 0 激光经中性滤色镜

向下反射p 最后由物镜聚焦到生物样 lEl 上。
干涉滤色镜对波长小于 5200 埃的光反射率

大于 98%，对波长大于 5200 埃的光透过率

大于 90%。 本实验使用 5145 埃的绿色激光，

激光器在这个波长上的最大输出功率为

2.56 瓦。 激光经光学显微系统后用 40 倍物

镜聚焦时3 到达样品表面的光功率为原输
出功率的 80仇用 100 倍油镜聚焦的仅占

45 呢 。 用十字线瞄准法对激光所要照射的细

胞结构进行定位。

2 . 实验材料

(1) 长血路 (Po Lorous tridac七yli日)肾脏

上皮细胞株 (PTK1 和 PTK2) ，经膜酶消化

后在无菌条件下注入卫ose 培养小室。 培养

30 小时左右，用相差显微镜选择生长良好的

细胞， 做成特殊小室进行实验。

(2) 中国仓鼠卵巢细胞株 (0且0) 的

。iomsa 制片。

(3) 人红血球细胞制片。

3 . 激光照射方法

由于本仪器具有较高的激光输出功率，

所以激光照射活细胞时，不 需用任何活性

染料对细胞进行敏化。 我们对组织培养的

P':CK1 和 PTK2 细胞的核仁进行了照射。 所

用激光波长为 5145 埃p 脉宽用 0.01 至 0.05

秒，激光输出功率为 0 .7 至 2.1 瓦。 激光照

射后2 测定了 PTK1 细胞核仁上的光斑直径。

PTK2 细胞经照射后立即固定染色，用 细胞
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化学方法分析激光对核仁内 DNA 及 RNA

的损伤情况。

激光照射 P'l'K1、 OHO 及人红血球细胞

后，用显微测微尺对损伤光斑进行测量。

4. 细胞化学分析方法

激光照 射 PTK2 细胞 核仁后， 参 照
Haenol[10l 的方法用亚甲蓝在一定 pH 条件

下对 RNA 进行特异染色7~细胞踊.ZêzK 乙醉

固定 10 分钟后，用 pH4.9 的亚 11'1蓝染色 10

分钊IP 空气干燥。在显微镜下重新找到激光

照射过的细胞进行观察。

采用常规的孚尔根染色法对核仁受过照

射的细胞进行染色。然后用西德 MPV-II 型

显微分光光度计对孚尔根染色后的样本进行

了测定，根据 Lambert-Beer 定律计算实验
数据， 并对计算结果进行统计分析。

三、实验结果

图 1 和医1 2 分别是用激光显微照射人红

卫11球细胞及 OHO 细胞核得到的结果。结果

图 1 入红血球细胞经激光照射后的

光斑， 最小有效损伤光斑仅 0.5 微米。

格值为 0.55 微米

图 2 中国仓鼠卵巢细胞经激光

照射后的光斑
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表明， 最小有效损伤光斑直径在 0.5 微米左

右。 图 3、 图 4 是激光照射活体 P'l'K1 细胞

核仁得到的结果，激光可在活细胞上形成损

伤，而且损伤光斑直径也在 0.5 微米左右。

细胞经激光照射之后并不影响它们的存 活，

这与国外文献报导相一致[llJ
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." 图 5 正常活体 PTK2 间期细胞

矿'. 

5学

图 3 正常活体 PTK1 细胞
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图 4 活体 PTI巳细胞核仁经激光照

射后的光斑(箭头所示〉
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为了研究激光显微照射能否损伤核仁内

的 RNA， 我们采用亚甲蓝液在 pH4 . 9 的条
图 7 核仁 HNA 经染色p 箭头所示为

激光照射核仁后， RNA 染色呈负反应

表 1 显微分光光度计测定的光强度值

光强度 光强度 光强度 光强度
核仁序数 核仁序数 核仨序数

1, 1c 10 1, 1c 10 1, 1c 10 1, 1c 10 

1 1. 6 0.9 1. 7 10 1. 5 0 .8 1. 5 19 1.8 0.6 1. 9 28 1.2 0 . 7 1. 9 

2 1. 5 0.9 1. 7 11 1.1 0.9 ] .6 20 1.1 0 . 5 1. 岳 29 1.1 。 .4 1.8 

3 1.1 0.7 1. 3 12 1.3 J. 1 1.4 21 1 .4 0 . 8 1. 7 30 1.3 0.3 1. 5 

是 1.2 0.8 1. 5 13 1.3 1. 0 1. 7 22 1. 7 0 . 7 1. 6 31 1.4 0.5 1.8 

5 1. 7 0.9 1.4 14 1. 5 0.8 1. 6 23 1.5 。 . 4 1. 9 32 l. 7 0.7 l.8 
二』

6 1. 3 l. 0 15 l. 2 0 .4 1. 9 2韭 1.2 0. 5 l. 7 33 l. 5 0. 5 l. 8 

7 1. ] 0 . 7 l.1 16 l.1 0 . 5 1.7 25 l. 4 0 . 7 l.8 3韭 l. 4 0.6 l. 7 

8 l. 0 0. 8 17 1.3 0.7 J. 7 26 1. 5 0 . 7 l.8 35 l. 3 0.7 l.9 

9 l. 3 0 .7 18 l. 5 0.3 1 盈 27 l.8 0 .9 l. 9 平均数 1 .4 。 .7 l. 7 

10 表示空白对照的光强度; 1，表示激光照射过的核仁的光强度; 1c 表示正常核仁的光强度.
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表 2 显微分光光度计测定的光密度值

光密度
核仁序数 核仁序数

E. Ec 

1 0.0263 0 . 2762 1岳

2 0 . 05韭3 0.2762 15 

3 0.0725 0.2688 16 

4 。 .2733 工7

5 一0.0843 0.1919 18 

6 0.16岳8 0. 2788 19 

7 。 0.1963 20 

8 0.1761 0. 2731 21 

9 0.0322 0. 3010 22 

10 。 0. 2730 23 

11 0.1627 0. 2499 24 

12 0. 0322 0 . 10韭7 25 

13 0 .1165 0.2BO韭 26 

表中 E，=loglO 丰 Ec=l馆10辛 。
""' s .L c 

件下对核仁 RNA 进行特异性染色。在光学

显微镜下p 我们观察到p 激光照射后核仁的染

色明显变浅3 但细胞质的颜色则和正常细胞

投有区别 (见图反 6、 7) 。 由此可见，激光照

射破坏了核仁内的 RNA。

为确定激光显微照射对核仁 DNA 的损

伤情况，我们采用了孚尔根染色法。为了能

精确测定核仁内 DNA 的相对含量，我们 使

用显微分光光度计测量法。 测出的光强度 I

值 (表 1)经 Lamberb-Beer 定律计算得出光

密度值 E(表 2) 。 核仁的染色越深，光密度

值就越大。正常核仁的光密度值远比激光照

射过的核仁光密度值要大(二者平均值分别

为 0 . 3136 和 0.0891) 。 统计分析的结果表

明，二者的差异极显著(P<O.OOl)。这说明，

激光照射确实使核仁内的 DNA 受到了损

伤，导致孚尔根染色几乎呈负反应。 由此证

明，激光显微照射间期核仁能破坏核仁组织

区基因。
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光密度 光密度
核仁序数

E s Ec l!:. Ec 

0 .0280 0 . 3010 27 0.0235 0 .3245 

0.1996 0 . 6767 28 0 .1996 0 .4337 

。 .1890 0~5315 29 0.2139 0 . 6532 

0.1165 0.3854 30 0.0621 0.699υ 

- 0 . 0300 0 . 6690 31 。 .1091 0 . 5563 

0.0235 0.5006 32 0.2009 0 .4102 

0.10韭7 0. 4472 33 0.0792 0. 5563 

0.0843 0. 3274 34 0 .0843 0 .4533 

一 0 .0263 0. 3590 35 。 .1648 0.4337 

0.1027 0 . 6767 平均数 0 .0891 0 . 3136 

0. 1516 0.5315 方 主主 0 .0055 0.0270 

0.1091 0 .4102 

0.0792 0 .4102 

四、 讨论

激光对生物体的作用机制是一个复杂的

问题。 激光要对所照射的细胞产生生物学效

应s 首要条件必须是生物体对激光有吸收

性口21。 生物体内吸收激光的发色团包括有吸

收各种波长激光的自然发色团或人工发色

团。 发色团吸收激光光子之后在细胞内产生

热效应或发生一系列光化学反应。 其结果是

细胞里的各种重要的生物大分子一一-DNA、

RNA 或蛋白质-一→发生变化。 激光对生物

体所起的作用还有多光子吸收、压力效应和

电磁场效应等。

激光显微照射的生物学效应在很大程度

上取决于激光照射到生物样IEI上的能量。 由

于激光通过显微镜的光学系统时， 有光的反

射、散射和镜片对光的吸收p 所以只测定激光

器的输出总能量还不够， 尚应考虑生物样品



表面的能量。激光的能量在生物样品上呈高

斯分布，只有照射到中心部位的能量才会产

生引起生物学效应的损伤。 所以，激光在生

物样品上造成的有效损伤光斑可以 很 小。

Berns 等口创 指出，激光聚焦光点的直径是激

光波长、 聚焦物镜放大倍数以及数值孔径的

函数3 但由于能量的高斯分布，激光在生物样

/.I~I上所造成的有效损伤光斑可以比理论上最

小值还要小(理论上最小值为激光波长的一

半)， 其直径可以在 0.25 微米以下。

根据我们的实验结果，利用本氧离子激

光显微仪进行照射可以在细胞及细胞器上造

成 0.5 微米左右的微小损伤光斑，经细胞化

学分析p 激光照射后能够破坏核仁内的 DNA

和 RNA。 因此，利用氧激光显微照射可以在

超微米的选择性损伤的条件下研究细胞内某

一细胞器3 甚至细胞器上某一特殊位点的功

能3 其优越性超过国内目前使用的红宝石激

光显微照射。 此外，使用不同的激光能量、波

长以及用不同的活性染料处理细胞3 还可以

选择性地使细胞内不同的生物大分子受到损

伤3 进而研究其后代的变异情况。 这一特点

使激光显微照射成为生物学研究中的一个非

常有效的工具。
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在体内外都易产生多肤链变性，影响 Rb-H

中 Fe++→Fe+++，形成低氧亲和力。 经实测，

样品 中的 Me←Hb 竟高达，，-，60% 。

b . α 型患者的 Hb-A 的激光共振喇曼

光谱(图 8) 也较复杂p 但仍能记录到 1387 厘

米-1 喇曼谱线3 通 O2 则向高频移至 1392 厘

米-1。 同时还能记录到 572 厘米-1 喇曼谱线。

这表明 α 型患者的 Hb-A 与正常人的 Hb-A

有相同的分子结构3 日卡琳环中心铁离子 为

Fe+\ 仍有携 O2 功能。 本例 Hb-H 占 309丸

所以 Hb-A 约占 70笋，患者可以元明显的缺

氧症状。
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