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金纳米颗粒介导的细胞光穿孔表征方法
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摘要　提出了一种新的表征方法———膜电位测量.膜电位恢复时间与膜穿孔尺寸相对应,因此建立起细胞膜穿孔

尺寸的大小与激光能量阈值之间的关系,可为准确地向细胞内递送不同分子量的外源物质提供理论支持.将金纳

米颗粒与胃癌细胞共同培养,在保证细胞不受金纳米颗粒毒性影响的前提下,选择不同能量纳秒脉冲激光照射共

孵育后的胃癌细胞,并采用碘化丙啶(PI)和钙黄绿素乙酰甲酯(CalceinＧAM)对穿孔后的细胞进行染色验证.结果

发现:当加入直径为１００nm的金纳米颗粒,其数量与细胞数比为４００∶１,激光能量密度在２０mJ/cm２时,可以在保

证细胞活性的前提下成功实现５３２nm脉冲激光的细胞膜穿孔;在穿孔条件下,采用光标测技术测量细胞膜电位,

发现细胞膜电位先增加后复原,最大增量为５０mV,恢复时间为２５０s.膜电位结果再次验证,光穿孔造成的细胞

膜损伤是可以恢复的,而且可以用膜电位变化来表征.
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Abstract　Anewcharacterizationmethod namelymembranevoltagemeasurementmethod isproposed敭Because
therecoverytimeofmembranepotentialisdependentonthesizeofoptoporation establishingtherelationship
betweenthesizeofcytomembraneoptoporationandthelaserenergythresholdcanprovidetheoreticalsupportfor
importingdifferentexogenoussubstancesintocells敭Inthisstudy gastriccancercellsareculturedwithgold
nanoparticles敭Onthepremisethatcellsarenotaffectedbythetoxicityofgoldnanoparticles gastriccancercells
incubatedwithgoldnanoparticlesareirradiatedusingananosecondＧpulsedlaserwithdifferentenergies敭Propidium
iodideandcalceinＧAMareusedforstainingverificationofperforatedcells敭Theresultsindicatethatoptoporationof
cellmembranecanbesuccessfullyachievedwith４００nanoparticles diameterof１００nm percelland２０mJ cm２

energydensityby５３２nm pulsedlaser withoutobviousdeadcells敭Duringtheoptoporation themembrane
potentialismeasuredusingopticalmappingtechnique敭Itisfoundthatthemembranepotentialfirstlyincreasesand
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１　引　　言

细胞是生命体的基本活动单元,细胞膜作为分

割细胞内外的物理屏障,不仅保证了细胞的完整性,
还参与了信息和能量传递等多种细胞活动.但在很

多情况下,例如基因治疗、药物递送、人工授精等跨

膜递送技术中,由于细胞膜的保护机制,目标物质难

以进入细胞内[１Ｇ２].因此,实现细胞膜穿孔是进行外

源物质向细胞内导入的技术关键.
目前,实现细胞穿孔并将外源物质导入细胞的
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方法可分为机械、生物、化学和物理方法,常用的方

法有机械微注射、电穿孔等,但这些方法都有各自的

不足.机械微注射[３]存在费时、易污染样品、对操作

人员技术要求高等缺点;生物学方法大部分采用重

组病毒基因载体,其毒性和免疫原性,以及大规模制

备的困难,限制了其在医学上的应用,并且该方法受

细胞类型限制[４];物理方法中电穿孔方法虽然穿孔

率高,但是穿孔后的死亡率也高[５].与其他方法相

比,激光辅助的光穿孔方法由于具有非接触、高效和

专一性等优点,受到了广大学者的青睐[６].细胞膜

光穿孔的改变一般是瞬时、微小的,故在基因转染、
药物递送等方面具有重大的科学应用价值,例如可

在不 影 响 细 胞 活 性 的 情 况 下,将 脱 氧 核 糖 核 酸

(DNA)质粒、信使核糖核酸(RNA)、重组基因或其

他物质(如蛋白质、治疗药物等)导入到活细胞中[７].
对于金纳米颗粒介导的纳秒激光诱导细胞光穿

孔,由于金纳米颗粒具有表面等离子体共振效应[８],
激光照射金纳米颗粒时,金纳米颗粒的电子通过共

振吸收入射激光光子,此时局域能量沉积引起的热

效应会导致纳米颗粒周围物质发生相变,形成微纳

尺度空化气泡,空化气泡破裂形成微小射流,射流产

生的机械力会使细胞膜表面形成微孔[９Ｇ１０],从而让

外源性物质进入细胞内.本课题组曾经利用准静态

理论对金纳米颗粒的光场增强效应进行模拟[１１].
目前对细胞膜光穿孔的表征方法主要为荧光物质导

入法,通过荧光显微镜成像以及流式细胞仪来分辨

穿孔的效率.此外,细胞膜穿孔与金纳米颗粒的性

质以及金纳米颗粒的热效应密切相关,因此很多科

学家通过各种方法来测量金纳米颗粒的热效应[１２],
通过热效应获得空化气泡的尺寸信息,进而获得细

胞膜穿孔的信息.目前虽然可采用时间分辨瞬态吸

收光谱仪和时间分辨X射线光谱仪[１３]进行金纳米

颗粒热效应的测量,但是仪器昂贵,操作复杂.采用

脂质体和冰的相变也可获得金纳米颗粒热效应温

度,通过建立模型获得细胞膜穿孔信息[１３],这种方

法获得的结果与所建立模型有关,而且分辨率有限.
由于每种细胞都有自己特定的细胞膜电位,当细胞

膜穿孔时,细胞膜内外的离子就会发生交换,细胞膜

电位会随之发生变化,而当细胞恢复到原始状态时,
细胞膜电位又恢复到正常水平,所以本研究拟采用

激光照射后细胞膜电位变化以及细胞膜电位恢复时

间来表征细胞膜的穿孔信息,理论上还可通过细胞

膜电位恢复时间获得穿孔尺寸信息[１４].
传统测量细胞膜电位的方法有电极和膜片钳技

术,但是基于电极和膜片钳技术对细胞光穿孔信息

进行实时监测时,不仅操作复杂,而且每次只能处理

单个细胞,费时费力,此外电极法测量准确度也不够

高,不能满足本实验的需求.光标测技术是借助于

电压敏感染料和数字成像技术将细胞膜电位的变化

转换成光学信号进行记录的一种新的功能成像方

法.该方法通过电压敏感染料对细胞进行染色,在
外部刺激下使细胞的膜电位发生改变,利用光学标

测系统来检测细胞的膜电位变化,可以通过膜电位

变化的过程推测出穿孔之后膜电位的恢复时间,并
间接得出细胞穿孔的大小,达到精准测量细胞穿孔

的目的,为细胞光穿孔技术在基因治疗及细胞基础

研究领域的应用提供有效的支撑手段.与电极和膜

片钳技术方法相比,光标测技术可以以非接触、高效

快速的方式来测量细胞群体甚至同一细胞的不同位

点电 信 号 的 变 化 过 程,不 会 对 细 胞 造 成 机 械 损

伤[１５],并且具有较高的时间分辨率和空间分辨率,
更适用于细胞光穿孔过程细胞膜电位信息的实时

追踪.
本研究采用纳秒脉冲激光器对金纳米颗粒介导

的细胞光穿孔技术进行探索,以细胞膜穿孔引起的

膜电位变化作为测量对象,得出光穿孔过程中细胞

膜电位的变化过程.

２　细胞光穿孔及细胞膜电位光学标测
系统

实验中使用的细胞光穿孔及细胞膜电位光学标

测系统原理如图１所示,也称为双激光荧光显微系

统,包括明场照明模块、激光照射模块、三维微调模

块、成像模块和电压敏感染料激发模块.该系统可

分为４条共轴光路:１)激发金纳米颗粒的５３２nm
脉冲激光光路;２)激发电压敏感染料的５３２nm连

续激光光路;３)相机成像光路;４)明场光路.
将细胞培养皿固定在三维调节平台上,通过上

下前后左右微调,进行调焦和成像区域选择.其中,
激光照射模块中用于细胞光穿孔的激光器为调Q
倍频 Nd∶YAG 固 体 激 光 器(型 号:QＧsmart４５０,

Quantel),激光器发射中心波长为５３２nm,半峰全

宽为５ns,泵浦脉冲的最大重复频率为１０Hz.该

激光器的输出光束经过二向色镜的反射后被分束镜

分束:一束进入功率能量计(OphirPE５０ＧDIFＧC),
实现对入射泵浦激光能量的实时监测与记录;另一

束经４０倍５３２nm波长脉冲激光聚焦镜(数值孔径

０．６)聚焦到样品溶液中,使５３２nm波长的脉冲激光

０２０７０２１Ｇ２
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图１ 双激光荧光显微系统示意图

Fig敭１ Schematicofduallaserfluorescence
microscopysystem

从上至下射入到细胞培养皿中,实现细胞穿孔.明

场照明模块中光纤钨卤素灯为明场光源,光经过二

向色镜和激光聚焦镜并与５３２nm波长脉冲激光合

束后一起射入到细胞培养皿中.电压敏感染料激发

模块用于激发电压敏感染料,使之产生荧光,随着细

胞穿孔Ｇ恢复过程中膜电位的变化,电压敏感染料会

表现出不同强弱的荧光,该部分核心部件为５３２nm
连续激光器,该激光器输出的激光经二向色镜反射

后,经１０×物镜聚焦到样品溶液中.电压敏感染料

发出的荧光,经过二向色镜、限波片和滤光片后进入

到电子倍增CCD(EMCCD,X８９７,Andor)显微成

像装置中用于成像.时序控制模块核心部件为八通

道数字延时脉冲发生器(DG６４５,StanfordResearch
SystemsInc．),用于调控各个模块之间的触发时间.

３　实验材料和方法

３．１　细胞培养

本实验的研究对象为胃癌细胞S７９０１(购买于

军事医学科学院细胞库),细胞培养液由８９％的

RPMI培养液(购买于美国 Hyclone公 司)加 入

１０％胎牛血清溶液(购买于四季青生物工程材料有

限公司)和１％双抗(购买于海门碧云天生物技术研

究所)混合而成.将细胞培养液置于温度为３７℃、

CO２ 浓度为５％、空气湿度为９５％的细胞培养箱中

培养.

３．２　金纳米颗粒及染料暗毒性实验

所用金纳米颗粒(购买于BBI公司)的粒径为

１００nm,吸收峰为５６７nm.由于在５３２nm处仍然

有强吸收,用５３２nm纳秒脉冲激光器激发金纳米

颗粒产生空化气泡.测量金纳米颗粒暗毒性实验,
在９６孔板上的每个孔中铺８×１０３ 个细胞,将其置

于细胞培养箱中孵育１２h后再加入不同浓度的金

纳米颗粒,理论上使每个细胞上金纳米颗粒的个数

N 分别为０、２５、５０、１００、２００、４００、８００、１６００个,再
孵育３h后采用细胞增殖Ｇ毒性检测试剂盒(CCKＧ８,
购于日本同仁化学研究所)测量不同金纳米颗粒数

目对胃癌细胞存活率的影响.
电压 敏 感 染 料 选 取 diＧ４ＧANEPPS(购 买 于

Invitrogen公司)[２],其被广泛用于心脏细胞和神经

细胞的电生理学研究[１６Ｇ１７],其激发波长和发射波长

分别约为５３２nm和６２０nm.同样采用CCKＧ８测

量其不同浓度对胃癌细胞存活率的影响,并设计梯

度实验,取５mgdiＧ４ＧANEPPS并将其溶于４mL二

甲基亚砜(DMSO)中制成电压敏感染料原液,然后

吸取不同体积的原液加入至磷酸缓冲盐溶液(PBS)
(购买于海门碧云天生物技术研究所)中进行稀释,
调整每毫升PBS中的电压敏感染料的含量,使得染

料质量浓度分别为０,３．１２５,６．２５,１２．５,２５,３７．５,５０,

７５μg/mL.进行细胞毒性实验时,将上述含有不同

质量浓度电压敏感染料的PBS与细胞孵育２０min
后,再用CKK８进行细胞活性测量.

３．３　光穿孔实验方法

利用CalceinＧAM/PI双染法对胃癌细胞是否

成功 实 现 光 穿 孔 进 行 验 证,取 ５μL 浓 度 为

１．５mmol/L的CalceinＧAM 溶液(购买于上海翊圣

生物科技有限公司)和１５μL浓度为２mmol/L的

碘化丙啶(PI)溶液(购买于上海翊圣生物科技有限

公司),分别加入到５mL的PBS中制成染色工作

液,封装放入４℃冰箱冷藏备用.
在９６孔板上的每个孔中铺８×１０３ 个细胞后将

其置于细胞培养箱中孵育１２h,待细胞附着在培养

皿底部时,分别以每个细胞上平均含有０,２５,５０,

１００,２００,４００,８００,１６００个金纳米颗粒数量的比例

加入到金纳米颗粒溶液中,孵育３h后,大部分金纳

米颗粒沉积到细胞膜上[１８];再将与金纳米颗粒孵育

后的细胞和PI溶液进行混合,将培养皿放置在上述

系统中的三维调节平台上,采用不同能量密度的

５３２nm脉冲激光照射,激光能量密度梯度分别设为

０,１０,２０,５０,１００,２００,５００mJ/cm２,去激发细胞膜

上的金纳米颗粒,使其产生空化气泡,导致细胞膜穿

孔;此时若细胞膜成功穿孔,PI会顺利进入细胞,染
色１０min后洗掉PI,再孵育２h;细胞如果穿孔程

０２０７０２１Ｇ３
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度不剧烈,细胞膜的微小损伤会使细胞仍然保持活

性,这时再用CalceinＧAM 对细胞进行染色,１５min
后洗去染料,并加入PBS,在荧光显微镜下观测.若

细胞膜成功穿孔或者细胞死亡,PI会进入细胞,在

４９０nm的激发波长激发下,细胞产生红色荧光,若
细胞保持活性,细胞被CalceinＧAM染色,在５３５nm
的激发波长下呈绿色荧光,所以当同一个细胞在两

种激发波长下分别可以显示出红色和绿色,说明该

细胞成功实现了无损光穿孔.

３．４　细胞光穿孔细胞膜电位测量实验方法

对于细胞膜电位测量实验,首先配制体积浓度

为１２．５μL/mL的diＧ４ＧANEPPS电压敏感染料溶

液工作液,封装放入４℃冰箱冷藏备用.
对照组不加金纳米颗粒,实验组加金纳米颗粒,

并使得每个细胞上金纳米颗粒平均个数为４００.实

验开始前以同样密度铺好细胞,孵育１２h后,对实

验组加入直径为１００nm 的金纳米颗粒培育３h,再
对两组细胞进行diＧ４ＧANEPPS避光染色２０min,将
细胞培养皿放置于三维调节平台上,利用DG６４５控

制各个模块的时序进行细胞穿孔和膜电压测量,时
序控制图如图２所示.为了去掉激光照射下荧光光

漂白的影响,在光穿孔前,先打开连续激光和相机并

使其处于外触发模式,调整样品台待细胞轮廓清晰;
然后用数字延迟脉冲发生器DG６４５控制相机和连

续激光器,以工作模式相同的状态对细胞进行测量,
获取１５０帧图像,对图像进行图像处理获取荧光染

料变化的基线,用于校正实验结果;然后将相机和连

续激光关掉,利用纳秒脉冲激光对金纳米颗粒进行

照射,使细胞膜穿孔,同时给数字延迟脉冲发生器

DG６４５一个开始信号,使其输出不同延迟时间的两

路脉冲信号,将两路脉冲信号分别用于触发相机和

连续激光器(激发电压敏感染料),并进行膜电位测

量.如图２所示,相机工作时刻比穿孔激光器延迟

１０ms,曝光时长为１５０ms,用于激发电压敏感染

料的连续激光器工作时刻比相机延迟１０ms,工作

时长为１００ms,期间相机获取一幅图像.间隔不同

时间后再次启动下一个周期,获取另一幅图像,以此

类推,一共获取几百帧图像,然后对每帧图像中的荧

光信号进行分析,获取膜电位变化信息.每个工作

周期的时间长短根据实验经验获取,周期太短,荧光

染料有可能会产生严重的光漂白,信噪比太低,周期

相对于膜恢复时间过长,就测量不到膜恢复时间.
根据前期实验结果,细胞膜恢复时间为几百毫秒到

几十秒.

图２ 光穿孔实验同步时序示意图

Fig敭２ Diagramofsynchronoustimingofoptoporationexperiment

３．５　细胞光穿孔膜电位变化图像预处理及基线校准

将采集到的图片存储为tif格式,以保留荧光图

像原始的灰度值,排除人为调节白平衡的影响.通

过上述实验,得到了几十到上百个相同位置的细胞

荧光图像,由于细胞膜上荧光强度变化很微弱,为了

得到细胞膜上膜电位的变化信息,即细胞膜上的荧

光强度变化,就必须降低其他非细胞部分的影响,用

Matlab编程,实现如下功能:１)先圈定一个背景区

域,计算背景区域的平均灰度值;２)选择目标区域,
选取整个细胞;３)利用边缘提取算法,选择细胞边缘

为有效区域;４)计算边缘提取后有效区域内的荧光

灰度值,用该值减去背景的灰度值,以减小背景变化

带来的误差;５)基于获得的灰度值画出灰度值随时

间变化的图像;６)以穿孔前的膜电位变化曲线为基

准,对穿孔后的膜电位变化曲线加以去基线校正;

７)得到最终细胞膜荧光强度随时间变化的曲线.
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将１５０帧基线图片编号命名后循环读取,计算

目标区域内的平均灰度值,１５０幅图像代表１５０个

时间节点,进而得到目标区域灰度值随时间变化的

拟合直线,算出直线的斜率K,再用穿孔后的点的Y
值都减去K×(X－１５０),然后对整幅图像进行基线

校准,得到一条总体趋势水平的直线,结果如图３所

示.通过基线校正后,脉冲激光对电压敏感染料的

影响也被消除.

图３ 膜电位变化基线校准结果

Fig敭３ Baselinecalibrationresultofmembrane

potentialchange

４　实验结果与分析

４．１　金纳米颗粒及染料毒性结果

金纳米颗粒暗毒性结果如图４所示,金纳米颗

粒和细胞共孵育３h,每个细胞上的金纳米颗粒为

０~１６００个时,对细胞均无特别强烈的毒性,细胞存

活率均在９０％以上,但是随着浓度的增加,毒性有

变大的趋势,因此,在能达到穿孔条件的前提下,应
尽量降低金纳米颗粒浓度,来保证更高的细胞活性

和存活率.

diＧ４ＧANEPPS染料暗毒性检测结果如图５所

示,其体积浓度在３．１２５,６．２５,１２．５μL/mL下细胞

存活率均在１００％左右,可以认为此体积浓度下几

乎没有毒性,而体积浓度高于２５μL/mL时细胞存

活率有所下降,因此,后续实验可以选择体积浓度为

１２．５μL/mL的电压敏感染料溶液,这样既能达到

染色要求,又不影响细胞活性.

４．２　细胞穿孔及膜电位变化趋势

为了探索金纳米颗粒介导的细胞光穿孔以及光

穿孔后细胞膜电位的变化趋势,选择直径为１００nm
的金纳米颗粒作为介导体,根据实验结果,当选择激

光能量密度为２０mJ/cm２,且每个细胞中金纳米颗

粒平均个数为４００时,穿孔效果最好.得到的细胞

穿孔的图像如图６所示.

图４ 金纳米颗粒数对胃癌细胞存活率的影响

Fig敭４ Effectofnumberofgoldnanoparticlesonviability
ofgastriccancercells

图５ diＧ４ＧANEPPS浓度对胃癌细胞存活率的影响

Fig敭５ EffectofdiＧ４ＧANEPPSconcentrationon
viabilityofgastriccancercells

图６(a)是PI染色的结果,部分细胞被染成深

色,证明细胞膜已经出现损伤;图６(b)是CalceinＧ
AM染色结果,几乎所有的细胞都被染成了深色,证
明大多数细胞状态都良好;图６(c)是明场图像;图６
(d)是图６(a)和６(b)的合成图像,图中浅色部分的

细胞实现了穿孔,并且能保持活性,达到了实验对细

胞膜无损穿孔的预期.
细胞膜在穿孔到恢复过程中,跨膜电位会表现

出微小的波动.采用自主搭建的细胞穿孔及膜电位

光学标测系统进行了细胞膜电位变化的探索.分别

对加入金纳米颗粒的实验组和不加金纳米颗粒的对

照组进行细胞膜电位检测.图７为未加入和加入直

径为１００nm粒径、表面电性为阴性的金纳米颗粒

在受到５３２nm 纳秒脉冲激光照射前后的电位变

化.其中小方框代表圈中的背景区域,大方框代表

选择的目标区域,即要处理的细胞,通过 Matlab程

序处理之后得到细胞膜荧光强度随时间变化的曲

线,经过基线校正之后,分别获得图７(b)和图７(d).
可以明显看出,实验组在用５３２nm纳秒脉冲激光

照射后会立即有一个荧光强度的突变,随后逐渐恢

复至原来的水平,穿孔过程比较迅速,膜电位上升较

快,在本实验中恢复过程比较缓慢,需要大约２５０s,
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大致４min.细胞膜上的电压敏感染料的荧光灰度

值在穿孔前的平均值为２２７,穿孔后的峰值为２３４,
荧光强度变化了３％.通过标定,diＧ４ＧANEPPS的

特性为每１００mV的电压变化会引起７％的荧光强

度变化,因此图中荧光强度实际变化了３％,则实际

上细胞膜电位的变化在５０mV左右.

图６ 金纳米颗粒介导的细胞光穿孔结果.(a)PI染色结果;(b)CalceinＧAM染色结果;
(c)明场细胞图像;(d)PI和CalceinＧAM染色图像的结合图

Fig敭６ ResultsofgoldnanoparticleＧmediatedcelloptoporation敭 a PIstainingresult 

 b CalceinＧAMstainingresult  c brightfieldcellimage  d combinationofPIandCalceinＧAMstainingimages

图７ 未加金纳米颗粒(对照组)和加金纳米颗粒(实验组)激光诱导细胞膜电位变化检测.(a)对照组的荧光图像;
(b)加入激光脉冲后细胞膜的电位变化图;(c)实验组的荧光图像;(d)加入激光脉冲后细胞膜的电位变化图

Fig敭７DetectionoflaserＧinducedchangesincellmembranepotentialwithoutgoldnanoparticles controlgroup andwith

goldnanoparticles experimentalgroup 敭 a Fluorescenceimageofcontrolgroup  b imageofcellmembrane

potentialchangeafterintroducingpulselaser  c fluorescenceimageofexperimentalgroup  d imageofcell
　　　　　　　　　　 membranepotentialchangeafterintroducingpulselaser

５　结　　论

利用PI和CalceinＧAM双染试剂对细胞是否穿

孔进行检测,通过金纳米颗粒和染料暗毒性实验,在
保证细胞不受金纳米颗粒毒性影响的前提下对细胞

光穿孔的条件进行探索和参数剂量优化.利用自主

搭建的细胞光穿孔及膜电位光标测系统实现了在

２０mJ/cm２能量密度下对细胞的无损可恢复穿孔;
并且得到了细胞穿孔后膜电位的变化趋势,发现对

于胃癌细胞而言,穿孔的瞬间膜电位会有５０mV的

变化,穿孔约４min后,膜电位才能完全恢复.膜电

位结果表明,细胞膜电位测量方法可以表征细胞膜

穿孔,而且光穿孔造成的细胞膜损伤是可以自行恢

复的.由于每种细胞的膜电位具有一定的差异性,
因此后期考虑用不同的细胞进行实验.
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