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摘要　化学疗法治疗癌症的主要机制是通过药物调控使无限增殖的癌细胞恢复到正常凋亡，因而实时检测用药过

程中癌细胞的凋亡情况对于临床治疗具有重要意义。以卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞作为研究对象，针对治疗药物（顺铂）

不同浓度培养液的条件下，利用搭建的动态光镊系统在微流控芯片上通过测量捕获效率参数对四组细胞的凋亡情

况分别进行检测。实验结果表明，该系统对不同药物浓度培养下ＳＫＯＶ３细胞凋亡情况的检测具有良好效果。与

传统的检测手段相比，该系统细胞用量小、耗时短、无需标记、并可实现活体细胞检测，因此为细胞凋亡的临床检测

提供了重要指导意义。
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１　引　　言

癌症是威胁人类生命健康最危险的疾病之一，

其产生的根本原因是控制细胞生长增殖机制失常，

即与细胞凋亡的异常有关［１－２］。近年来，研究表明

细胞凋亡是各种抗癌药物引发癌细胞死亡的主要方

式［３－５］。化疗是目前临床上治疗恶性肿瘤的最重要

手段之一，大多数化疗药物都能引起其敏感细胞的

凋亡，因而对细胞凋亡的检测在临床肿瘤治疗过程

１１０４００１１
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中具有十分重要的实际意义。

目前，肿瘤细胞凋亡的检测方法［６－１２］主要有：

１）形态学观察法，如光学显微镜、电子显微镜等，但

该类方法难于定量分析，且电镜样品制备过程复杂，

成本昂贵；２）细胞化学测定法，如流式细胞仪、酶联

免疫吸附法、ＤＮＡ琼脂电泳等，该类方法虽然可以

实现大通量定量检测，但易出现错检漏检以及不能

原位检测等缺点；３）活体分子功能成像法，如核素示

踪、光学与生物发光等，这些手段需要引入示踪元素

或标记物，因而不能实现活体检测。

光镊技术自２０世纪８０年代发明以来
［１３］，由于

其非接触无损伤的操作方式，在生物医学领域得到了

非常广泛的应用［１４－１９］。本文提出了一种基于动态光

镊系统［２０－２１］的细胞凋亡新型检测方法，并以女性常

见的卵巢恶性肿瘤细胞为研究对象，研究了化疗药物

（顺铂）４种不同浓度下培养的卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞的

凋亡情况。实验结果表明，该方法可以实现对癌细胞

凋亡程度的无标记快速检测，凋亡程度可以通过光镊

系统的捕获效率进行量化，因而具有较高的可靠性，

可为临床检测提供重要指导意义。

图１ 动态光镊系统结构示意图

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｈｅｄｙｎａｍｉｃｌａｓｅｒｔｗｅｅｚｅｒｓｓｙｓｔｅｍ

２　实验装置

图１所示为用于ＳＫＯＶ３细胞凋亡检测的动态

光镊系统示意图。由于红外光对生物组织的穿透深

度较大且伤害较小，因此系统采用１０７０ｎｍ的近红

外光束作为捕获光源。激光首先经透镜Ｌ１ 和Ｌ２ 进

行准直，后经透镜Ｌ３ 和Ｌ４ 进行缩束，以跟显微物镜

的孔径匹配。图中ＧＭ１ 和ＧＭ２ 为二维振镜系统，

两个振镜均可独立做轴向旋转，通过两个振镜配合

可以实现激光沿二维平面内任意轨迹的扫描，实验

选择以光轴为圆心的圆周运动轨迹。随后，激光经

倒置显微物镜聚焦进而实现对细胞的捕获，捕获细

胞的动态操纵通过软件控制振镜系统的振幅及速度

实现。最后，通过白光光源照射实验微流控芯片，经

物镜及透镜Ｌ５ 成像到电荷耦合器件（ＣＣＤ）上，经显

示器实时监测细胞的运动状态。

该动态光镊系统中对细胞的动态操纵是在微流

控芯片中进行的，如图２所示。首先利用聚二甲基

硅氧烷（ＰＤＭＳ）制作微流通道，然后将其粘到载玻

片上。芯片中心为边长为５ｍｍ的正方形样品池，

两侧为长为８ｍｍ，宽为１ｍｍ的微流通道，样品池

和通道高度均为１００μｍ，输入及输出管道的内径为

３２０μｍ，因此相对于直径只有１０～２０μｍ的细胞来

说，可以顺利流经微流控芯片。细胞样品经微泵系

统泵入样品池，聚焦的激光即可对细胞进行捕获及

动态操纵。实验时，微泵系统停止运转，因而细胞所

处液体环境可近似认为静止的水环境，测量结束后

可通过微泵系统泵入新的样品，重新捕获新的样品

细胞继续实验。

图２ 操纵细胞的微流控芯片结构示意图

Ｆｉｇ．２ Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｃｈｉｐ

ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇｃｅｌｌｓ

３　实验方法

实验中使用的１００×物镜的工作距离约为

０．２ｍｍ，此处使用载玻片厚度约为１８０μｍ，因而被

捕获细胞距离样品池上下表面及样品池壁保持有至

少几十微米的距离，细胞可近似为处于自由水环境

中。实验过程中，细胞沿直径约４５μｍ的圆周轨道

低速运动；同时，由于细胞内部的骨架结构也有维持

细胞特定形态的功能，因此将细胞形态简化为球形。

而球形物体在液体环境中运动时，将不可避免地受

到来自液体的粘滞阻力，即斯托克斯力，可表示为

犉ｄｒａｇ ＝６πη犪狏， （１）

式中η为液体的粘滞系数，犪为球的半径，狏为球相

对于液体的运动速度。实验中，细胞样品首先经生

理盐水稀释５０倍，因而周围水环境的折射率粘滞系

数可认为是常数，ＳＫＯＶ３细胞半径介于６～１０μｍ

１１０４００１２
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之间，对于确定细胞来说其所受到的液体阻力与其

运动的速度成正比。

光镊对球形微粒产生的捕获力，可表示为［２２］

犉ｔｒａｐ＝狀犙犘／犮， （２）

式中狀为周围液体的折射率，犘为捕获激光的功率，

犮为光速，犙为光镊系统对微颗粒的捕获效率。犙是

一个无量纲参量，对于确定的捕获对象来说，光镊

系统的捕获效率是一个常量［２０］。

动态光镊捕获微颗粒在液体中做低速圆周运动

时，光镊力大于粘滞阻力；而当颗粒运动速度增大到

一定数值时，其所受的光镊力与来自液体的阻力将

达到平衡；继续增大光镊的移动速度，微颗粒将脱离

光镊的捕获而逃逸，这里将该临界逃逸速度定义为

狏ｃｒｉｔｉｃａｌ。此时有

犉ｄｒａｇ ＝６π犪η狏ｃｒｉｔｉｃａｌ＝犉ｔｒａｐ＝狀犙犘／犮． （３）

　　由此，可以得到关于光镊捕获效率的表达式

犙＝６πη犪犮狏ｃｒｉｔｉｃａｌ／（狀犘）， （４）

即在平衡状态下，光镊的捕获效率取决于细胞的半

径犪，周围液体的折射率狀，粘度η，捕获功率犘，以及

逃逸速度狏ｃｒｉｔｉｃａｌ。

实验中，环境温度控制在２５℃，捕获功率限制

在６～２０ｍＷ 以尽量降低光热效应的影响，细胞样

品用生理盐水稀释５０倍，因而细胞周围水环境折射

率近似为１．３３、粘度近似取１．０×１０－３ Ｎ·ｓ／ｍ２，捕

获细胞的半径则进行三个方向测量取均值以减小误

差。前期的工作表明，微粒尺寸对系统捕获效率基

本没有影响［２１］，因此通过每次测量的捕获细胞尺寸

以及记录的细胞临界速度，即可根据（４）式得到对应

的捕获效率犙。

４　实验结果及讨论

人卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３源于卵巢癌患者腹

水，对于顺铂药物具有较高的敏感性，顺铂的中心以

二价铂离子同两个氯原子和氨分子结合，铂通过与

ＤＮＡ碱基配位以及 ＤＮＡ 链交联，抑制癌细胞的

ＤＮＡ复制并使之发生细胞凋亡
［２３］。实验中，将

ＳＫＯＶ３细胞株分为４组，在含有１０％（体积分数）

小牛血清（ＦＢＳ）、１００ｕ／ｍＬ青霉素（ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎＧ）以

及１００ｍｇ／ｍＬ链霉素的ＭｃＣｏｙ′ｓ５Ａ培养液中培养，４

组分别加入不同浓度的顺铂（０，３，１０，３０μｇ／ｍＬ），置

于３７℃培养２４ｈ，最后用０．２５％（质量分数）的胰

酶消化并过滤制成单细胞悬液。实验所用细胞购自

中科院上海细胞库。

图３所示为动态光镊操纵ＳＫＯＶ３细胞作圆周

运动的实验截图，图中虚线所示为操纵路径，该路径

及运动速度均通过软件（ＥｚＣａｄ２，金橙子公司）控制

振镜系统进行调控。实验中，每种浓度药物下培养

的细胞各随机选择２０～４０个进行实验，分别测量每

个细胞的直径（３次测量取均值，误差小于５％）并记

录捕获功率及对应的临界速度，然后根据（４）式计算

得到捕获效率犙。

图３ 动态光镊系统顺时针操纵ＳＫＯＶ３细胞实验截图

Ｆｉｇ．３ Ｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｆｒａｍｅｓｏｆａｖｉｄｅｏｒｅｃｏｒｄｉｎｇ，ｗｈｉｃｈｓｈｏｗａｓｉｎｇｌｅＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｒｏｔａｔｉｎｇａｌｏｎｇａｃｌｏｃｋｗｉｓｅｃｉｒｃｕｍｆｅｒｅｎｃｅｔｒａｃｅ

　　最后将计算得到的犙进行数值拟合，如图４所

示。柱状图所示为测量所得到的ＳＫＯＶ３细胞的捕

获效率犙的归一化分布，红色曲线为对应不加顺铂

条件下的拟合曲线，蓝色、绿色和黑色曲线分别为

３，１０，３０μｇ／ｍＬ三种质量浓度下捕获效率的拟合

曲线。其中，图中横坐标为捕获效率，纵坐标为对应

捕获效率在所有测量值中所占比例的归一化分布。

不难看出，对于４种条件下的ＳＫＯＶ３细胞，其测得

的捕获效率均近似符合正态分布，拟合得到的高斯

曲线跟实测结果吻合良好。

实验是将整个细胞作为研究对象，而细胞凋亡

是一个复杂的生物过程，顺铂通过与ＤＮＡ交联等

一系列作用可进一步影响细胞内蛋白的表达以及分

布，反映到细胞个体上就会使其整体折射率发生变
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图４ 动态光镊系统对ＳＫＯＶ３细胞株在不同浓度顺铂作

用下的捕获效率分布和高斯拟合曲线

Ｆｉｇ．４ ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄｆｉｔｔｅｄＧａｕｓｓｉａｎｃｕｒｖｅｓｏｆｍｅａｓｕｒｅｄ

ｔｒａｐｐｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＳＫＯＶ３ｃｅｌｌｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｉｓ

　　　　　ｐｌａｔｉｎｕｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

化，进而导致对应的捕获效率犙发生变化。通过对

比四组浓度下测得细胞捕获效率的拟合曲线可以看

出，低浓度的顺铂即可使光镊对ＳＫＯＶ３细胞的捕

获效率发生锐减，而对于较高浓度顺铂下培养的细

胞，光镊对其捕获效率下降平缓。为了验证该结果

的准确性，对相邻顺铂浓度下测量得到的细胞的捕

获效率进行了 Ｔ检验。结果表明，低顺铂浓度下

（０～３μｇ／ｍＬ）狆＝５．２８３×１０
－６，而高浓度下（１０～

３０μｇ／ｍＬ）狆＝０．０７２４，因此低顺铂浓度作用的细

胞凋亡程度具有明显差异。从生物学角度说，低浓

度的顺铂即可对ＳＫＯＶ３细胞的生存状态产生很大

影响，这与顺铂临床用于卵巢癌的治疗一脉相通。

通过动态光镊操纵细胞进行凋亡检测的方法，

需要细胞数量少，完成单个细胞测量只需几分钟时

间，并且避免了传统检测手段成本高、需要荧光标记

等弊端，更重要的是可以实现活体操作而对细胞不

产生任何损伤。实验结果表明，该方法可以对细胞

凋亡程度准确量化，对于细胞凋亡的检测具有足够

高的灵敏度，因而可通过与传统方法对比结合，对肿

瘤临床治疗过程中癌细胞凋亡情况的检测产生重要

指导意义。同时，由于该方法是将细胞整体作为研

究对象，因而具有较高普适性，适用于任何引起细胞

整体折射率参数改变的生物学现象检测，不仅仅局

限于细胞凋亡的研究［２１］。

５　结　　论

细胞凋亡的检测在癌症临床治疗中具有重要的

意义，提出了一种基于动态光镊操纵活体细胞检测

其凋亡程度的新方法。通过对在不同顺铂浓度下培

养卵巢癌ＳＫＯＶ３细胞的凋亡情况的检测，验证了

该方法的有效性。与传统方法相比，该方法具有成

本低、微用量、速度快、无标记、可活体检测等优势。

同时，由于该方法将细胞整体作为研究对象，具有较

高普适性，其研究对象可以拓展到任何引起细胞凋

亡的抗癌药物，而不局限于所述细胞和药物。接下

来的工作将与临床治疗结合，通过与传统检测方法

对比和结合，对肿瘤的临床治疗有重要指导意义。
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