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)*%+*激光照射巨噬细胞对胞内钙浓度

及其免疫活性的影响

徐朝阳!谭石慈!邢!达"
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摘要!用 )*%+*激光辐照巨噬细胞#实时观测活体单细胞内钙浓度!$./"0%!"分 布 和 细 胞 免 疫 活 性 随 激 光 功 率 和

照射时间的变化&实验结果表明#随激光照射时间的增加#$./"0%! 出 现 上 升 达 到 最 大 值 后 又 下 降#逐 渐 回 复 初 始

状态#且呈现中心最强#径向衰减的环形梯度分布&不同激光剂量对巨噬细胞内$./"0%! 及其免疫活性有着不同的

影响#同一波长激光#当剂量不同时#可以表现为完全相反的效应&同 时 激 光 功 率 也 是 影 响 巨 噬 细 胞 内$./"0%! 及

其免疫活性的一个重要因素#同一波长’同一剂量情况下#如果激光功率不同#巨噬细胞内$./"0%! 及其免疫活性的

变化也有着显著的差异&当照射功率为!1,-23 时#胞 内$./"0%! 峰 值 是 照 射 功 率 为!1’!23 时 的 近-倍&最

大值时对应细胞免疫活性最高&对其机理作了初步探讨&

关键词!免疫病理学(激光共焦扫描显微镜()*%+*激光(巨噬细胞(钙浓度!$./"0%!"(免疫活性
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,!引!言

!!有报道表明#激光作用于生物体或细胞可以调

节机体的免疫能力$,%&巨噬细胞作为机体免疫系统

的重要组成细胞#其胞内第二信使及其生理活性状

态是机体免疫系统的重要指标#./"0 处于多种细胞
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信息传递途径的中心位置!它与细胞的许多生理和

病理状态的改变密切相关!细胞内钙浓度"#./"0$!%
的变化是钙 信 使 系 统 调 节 细 胞 各 种 反 应 的 重 要 因

素#"$&呼吸爆发是巨噬细胞完成机体防御功能的主

要手段之一!它通过产生大量超氧阴离子来消灭外

来细菌与异物!呼吸爆发强弱是表征巨噬细胞免疫

活性的重要指标之一#($&
生物学通常采用统计的方法研究群体的行为!

但是这种方法只是宏观粗略地了解群体!对于个体

的微观情况无法了解清晰!特别是影像的变化情况

更难以研究&利用激光共焦扫描显微镜"R>.S%可

以直观’实 时 观 测 激 光 照 射 后 的 活 体 单 个 细 胞 内

#./"0$! 的时空变化!以及#./"0$! 的变化如何调节

巨噬细胞 免 疫 活 性&本 研 究 工 作 利 用 同 一 细 胞 体

系!在相同生物环境条件和不同激光剂量处理下!对
巨噬细胞内#./"0$! 的变化及其呼吸爆发特性同时

进行了研究&实验中利用了新型选择性化学发光试

剂 S.R5!它的 最 适 发 光I) 值 在 中 性!而 且 是 水

溶性的!适应于中性生理条件下细胞的活体研究&

"!材料和方法

! ! 试 剂(WEK9%()5S "D?<2/%*YEKF9;?@W%,"&
"29E*@KE/FIF9J*D%*培 养 液 4YSA,-’!"D?<2/%!

S.R5"海 萤 荧 光 素 类 似 物!"%2*G8:E@:IF?H?;/
EK2?;*D@*;G/;/E9<!D?<2/%!YS5"佛波酯!I89FJ9E
,"%2:F?DG/G*,(%/@*G/G*!D?<2/%&

仪器(R>.S!Z?9%F/H*)*%+*激光器*单光子计

数超弱发光测量仪">Y.%&
巨噬细胞培养("!<左右的昆明小白鼠腹腔注

射不含血清的4YSA,-’!,2R)天!注射(天!暂停

,天 后 抽 提 腹 腔 液!离 心!得 到 巨 噬 细 胞 !用

4YSA,-’!在(&[!#\.V" 条件下培养"天后!用
浓度为,!"29E)R的WEK9%()5S"./"0 特 异 标 记

物%标记细胞’!2?;!加入!1,\浓度的YEKF9;?@W%
,"&辅助WEK9%()5S进入细胞#’$&

R>.S观测 胞 内#./"0$! 变 化(照 射 处 理 好 的

巨噬细胞!用R>.S观测单细胞内 #./"0$! 的分布

及其时空的变化&显微镜物镜用-!倍的水镜!观察

时可保留培养液!以避免干燥导致细胞死亡!在与生

理条件最接近的实验条件下进行观测!从而使观测

结果与正常活体状态最大程度地接近&
细胞免疫活性测定(巨噬细胞经不同激光剂量

处理后!放入自制的高灵敏度的单光子计数超弱发

光 测 量 仪!检 测 巨 噬 细 胞 的 发 光 强 度!先 加 入

S.R5"浓度为""29E)R%!,2?;后再加入刺激剂

YS5"浓度为"!!;29E)R%!使细胞产生呼吸爆发!
产生 大 量 的 活 性 氧&其 中 V+]" !,V" 能 特 异 和

S.R5结合反应而发光&

(!实验结果与讨论

!!从图,中"/%#"?%各 细 胞 获 得 荧 光 强 度")!")
的大小代表#./"0$! 的高低!激光功率为!1,-23!
光斑直径为!1#@2!照射时间;!#"/%#"?%$分别为

!!,!!"!!(!!’!!#!!-!!&!!$!2?;&图"为;!<") 曲

线图!各数据均为#次独立实验结果的平均值!对实

验各组数据采用%检验进行统计分析!=#!1!#为

有显著差异!=#!1!,为有极显著差异&

图, 巨噬细胞内#./"0$! 空间分布随 )*%+*
激光照射时间的变化图

W?<N, A2/<*D9LG8*H?DGF?JKG?9; 9LG8* #./"0 $! 9L

2/@F9I8/<*D/LG*F?FF/H?/G*HM?G8H?LL*F*;GH9D*9L

!!!!!!!)*%+*E/D*F

图,中!当 ;! 为,!2?;时"图,"J%%!胞 内

#./"0$! 没 有 明 显 变 化&当;! 达"!2?;时"图,
"@%%!胞内#./"0$! 明显上升!而且细胞中间荧光强

度的增高大 大 高 于 周 围&当;! 达(!2?;时"图,
"H%%!胞 内#./"0$! 出 现 显 著 变 化 "= #!1!,%(
#./"0$! 显著 上 升 并 呈 现 出 环 形 梯 度 分 布!中 心 最

强!径向 衰 减&当;! 达’!2?;时"图,"*%%!胞 内

#./"0$! 达峰值!约为初始值的-倍 "=#!1!,%&当

;! 进 一 步 加 大 时"图,"L%#"?%%!巨 噬 细 胞 内

#./"0$! 开始减少!逐渐回复到初始状态&
对比图"曲线/和J!有激光照射时!巨噬细胞

内#./"0$! 有 一 个 很 明 显 的 变 化(先 升 高 达 到 峰 值

后又慢慢下降!最后回复到初始值"曲线/%*而无激

光照射时!巨噬细胞内#./"0$! 没有明显的上升!总
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图" 巨噬细胞内!./"0"! 荧光强度随

)*%+*激光照射时间的变化曲线

/#有激光照射$J#无激光照射

W?<N" .8/;<?;< 9L @9;@*;GF/G?9; 9L @/E@?K2 9L

2/@F9I8/<*DKD?;< R>.S /LG*F?FF/H?/G*H M?G8

!!!!!H?LL*F*;GH9D*)*%+*E/D*F
/#M?G8E/D*F?FF/H?/G?9;$J#M?G89KGE/D*F?FF/H?/G?9;

体大致一 样%曲 线J&’实 验 结 果 提 示 )*%+*激 光

能够激活启动细胞内钙库中钙离子的释放与回收’
改变激光功率(并用同一方法获得图(和图’’

当 )*%+*激光的功率增高到!1’23 时(光斑直径

不变(;!!%/&#%<&"分别为!(#(,!(,#("!("#((!
2?;’;! 仅#2?;时(胞内!./"0"! 明显上升 %= #
!1!,&’当;! 达,#2?;时(胞内!./"0"! 达峰值(约

为初始值的#倍 %=#!1!,&’当;! 进一步延长时(
!./"0"! 下降(并慢慢回复到初始状态甚至更低’

对比 图"与 图’(可 以 看 到 照 射 功 率 为!1,-
23 比!1’!23 更有效地刺激巨噬细胞自由钙(当
照射功率为!1,-23 时(胞内!./"0"! 峰值是照射

功率为!1’!23 时的近-倍’如果照射功率=不

同(即使照射时间;! 或照射剂量>!!>!%U)@2"&?
=%3&@;!%D&)/F*/%@2"&"相 同(!./"0"! 显 著 不

同(可见不 同 激 光 功 率 对 巨 噬 细 胞!./"0"! 的 状 态

有着明显不同的影响’两曲线的形状非常相似(只

是曲线上升沿开始时斜率有些不同(表明在不同激

光功率*不同细胞及 其 初 始 状 态 下(胞 内!./"0"!在

激光作用下随剂量的变化规律是相同的’

./"0 作为一种胞内信使(它仅起到传递低强度

激光对巨噬细胞的生物刺激效应的信号作用(这信

号代表什 么 生 物 效 应(!./"0"! 的 变 化 与 巨 噬 细 胞

免疫活性有何联系？它们之间的信号传导通路是什

么？为此(我们设计下列实验来进一步研究这些问

题’巨噬细胞免疫活性的大小主要由巨噬细胞产生

活性氧能力的大小来体现’吞噬细胞呼吸爆发增加

非线粒体氧消耗(分子氧经+5CY)氧化酶的作用

图( 不同剂量 )*%+*激光照射时巨噬细胞内

!./"0"! 的空间分布图

W?<N( A2/<*D9LG8*H?DGF?JKG?9; 9LG8* !./"0 "! 9L

2/@F9I8/<*DM8?@8?FF/H?/G*HM?G8H?LL*F*;GH9D*

!!!!!!! )*%+*E/D*F

图’ 不同剂量下随 )*%+*激光照射时间的变化巨噬

细胞内荧光强度的变化曲线

W?<N’ .8/;<* 9L 2*/; LEK9F*D@*;G ?;G*;D?G: 9L

2/@F9I8/<*DKD?;<R>.S /LG*F?FF/H?/G?9; M?G8

!!!!H?LL*F*;GH9D*9L)*%+*E/D*F

形成超氧阴 离 子(超 氧 阴 离 子 歧 化 产 生 过 氧 化 物#

V+]" ()"V"(,V"(+V)’这些物 质 在 参 与 消 灭 外 来

异物与杀菌的同时(还能与被吞噬颗粒或细胞内成

分结合(形成电子激发态物质(当其恢复到基态时(
释放能量产生光’因此被刺激吞噬细胞的发光强度

一定程度上反应了细胞产生活性氧的能力(它属于

一种生物超弱发光’生物超弱发光是灵敏*快速反

映生命体生命状态的物理指标(它是有机体本身具

有的一种属性(和机体内氧化代谢等过程有关’但

这种发光非常微弱(需要高灵敏度的仪器才能检测

到’为了便于检测这种超弱发光(研究者们加入发

光增强剂(如EK2?;/E%鲁米诺&(S.R5和W.R5%一
种海萤荧光素类似物&等(EK2?;/E是 最 常 用 的 一 种

发光增强剂(但它是脂溶性的(其最适发光I)值在

碱性(当I)在中性 时 其 发 光 效 率 很 低’我 们 在 实

验中选用 S.R5(它 是 水 溶 性 的(其 最 适 发 光I)
值在中性(能够 特 异 性 地 与 V+]" 和,V" 反 应(生 成
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一个激发态的中间物质!此物质退激发产生光!这一

反应效 率 非 常 高"所 以 S.R5比EK2?;/E更 加 适

合用于在生理条件下的实验研究"其反应发光机制

为

S.R50V#]" $,V" $%%% S.R5"$激发态%

S.R5"$激发态 $%%% S.R5A/!
!!图#为 )*%+*激光照射后 S.R5增强的巨噬

细胞呼吸爆发产生的化学发光强弱的统计图"$/%
是激光功率为!1,-23!照射时间分别为!!"!!’!!

-!!$!2?;"图中各组数据都是#次 不 同 细 胞 实 验

结果 的 平 均 值!并 进 行 统 计 处 理!第(组 照 射’!
2?;时!经统计和显 著 性 分 析 表 明 对 巨 噬 细 胞 免 疫

活性有极其显著效应 $=#!1!,%!第’组照射-!
2?;时对 巨 噬 细 胞 免 疫 活 性 有 较 显 著 效 应 $= #
!1!#%!对于第"和第#组!巨噬细胞免疫活性无明

显提高$=&!1!#%"

图# )*%+*激光照射巨噬细胞呼吸爆发产生的

化学发光

W?<N# .8/FG9L@8*2?EK2?;*D@*;@*9L2/@F9I8/<*D

?FF/H?/G*HM?G8)*%+*E/D*F
$/%= !̂N,-23&$J%= !̂N’!23

当照射’!2?;时!胞内./"0 明显升高!是初始

时的近’倍!发光强度明显升高!发光强度表征的是

巨噬细胞活性的 大 小"由 此 可 知!适 当 低 剂 量 )*%
+*激光可能通过第二信使./"0 的介导激活巨噬细

胞!提高其免 疫 活 性!进 而 达 到 治 疗 某 些 疾 病 的 作

用"

)*%+*激光照射功率改为!1’!23!照射时间

分别为!!#!,#!"#!(!2?;!同 样 方 法 处 理 得 图#

$J%"经统计和显著性分析得第(组照射,#2?;时

对巨噬 细 胞 免 疫 活 性 有 极 其 显 著 的 提 高 $= #
!1!,%&第"与第’组分别照射#2?;与"#2?;时!
对巨噬细胞免疫活性有明显的提高 $=#!1!#%"

低剂量 )*%+*激光作为一种刺激剂!作用于特

异光受体后!通过7! 或7$ 蛋白作用于细胞膜特异

的YR.!影响膜YAY" 的分解!进而通过AY(%./"0 信

号传递途径和C5B%Y_.信号传递途径调节细胞的

免疫活性’"("

./"0 已和AY(!C5B一起被确认为第二信使联

合体"AY( 的作用是通过 胞 内./"0 的 动 员 进 行 的!
而C5B对Y_.的 激 活 需 要./"0 的 参 与!YR.活

性也对./"0 具有依赖性!./"0 可反馈调节AY( 的产

生"反过 来!AY()C5B系 统 中Y_.可 通 过 激 活 水

解AY( 的酶及 激 活 膜 上 的 钙 抽 运 而 减 弱./"0 的 动

员!AY( 的磷酸化产物AY’ 也可能 参 与./"0 的 跨 膜

内流’"("所以!激光刺激细胞后!可能通过AY( 作用

于胞内钙 库 导 致 胞 浆 内’./"0(! 增 高!当 有 外 界 刺

激时!胞内C5B激活蛋白激酶.$Y_.%使钙由胞浆

移向质膜并激活+5CY)氧化酶!使电子从膜内的

+5CY)转移至膜外的分子氧!形成超氧阴离子’#("
巨噬 细 胞 通 过 超 氧 阴 离 子 及 其 歧 化 产 物 V#]" !

)"V"!,V"!#V)等 活 性 氧!它 们 具 有 强 大 的 吞 噬

外界异物与杀菌能力!行使着机体的防御功能!消灭

外界入侵病毒"实验表明!这是低强度激光通过提

高机体免疫功能来治疗疾病的可能途径之一"
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