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激光与光电子学进展
５０，０８００１１（２０１３） 犔犪狊犲狉牔犗狆狋狅犲犾犲犮狋狉狅狀犻犮狊犘狉狅犵狉犲狊狊 ○Ｃ２０１３《中国激光》杂志社

飞秒激光对人类细胞内钙信号的调控作用
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摘要　飞秒激光以其独特和优良的光学性质，为生物光子学的研究带来了全新的研究领域和技术手段。在细胞和

分子生物学的研究中，飞秒激光可以精确地在亚细胞或衍射极限水平上对细胞实现精确的刺激和操作。对于飞秒

激光调控人类细胞内钙信号这一全新的现象进行了回顾和综述，讨论了飞秒激光释放细胞钙存储的可能机制，分

析了飞秒激光释放细胞钙信号的物理和生理过程，在细胞生物学和分子生物学的水平上探讨了细胞对飞秒激光刺

激的应激反应可能的原理，并阐述了由此而来的一系列后续分子和生理过程。这种纯光学的分子信号调节对于相

关细胞信号通路的研究具有重要意义，并有望进一步应用于基于飞秒激光的基因表达调节和干细胞分化的研究。
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１　引　　言

飞秒激光特别是光子晶体光纤飞秒激光技术的发展［１－２］，给生物光子学的研究带来了全新的研究角度

和技术手段［３－６］。超短的飞秒脉冲使得人类首次可以对生物样本实现在时间分辨上达到飞秒量级的无创式

精确激发，特别地，飞秒脉冲内超高的峰值功率使得光与物质的相互作用以非线性过程为主，这种相互作用

的有效范围仅仅是非线性区域，使得空间分辨率突破了衍射极限而达到了百纳米量级，在相关的生物研究中
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具有非常高的空间精度和生物安全性［７－８］。从２０世纪９０年代开始，人们已经开始利用飞秒激光的非线性

过程用于细胞成像的荧光非线性激发。基于飞秒激光的多光子成像以及多种利用飞秒激光非线性特性的特

殊成像方式已经在细胞和分子生物学研究中取得了很多重大进展［９］。

进入２１世纪以来，利用飞秒激光对细胞的精确手术和离子调控也取得了很多进展。飞秒激光的长脉冲

间隔和波长对于生物样品较为安全，可以对生物样品进行较长时间的照射，因此在衍射极限精度的精密细胞

手术以及转基因、细胞生理过程和骨架的研究、细胞融合、神经组织再生、分子信号调控等多领域都得到了很

好的结果［１０－１１］，例如，基于飞秒激光的非线性成像［１２］是基因表达、基因调控、癌症检测等分子水平生物研究

的最为重要有效的手段；飞秒激光转基因技术首次使得生物大分子，如核糖核酸（ＲＮＡ）、一些特殊的蛋白质

等被转染到细胞内成为可能［１３］，通过这项技术，人们可以有效地研究一些特殊疾病的机理，控制干细胞分

化，控制诱导细胞变种，生产单克隆抗体等，这将有可能在癌症治疗、干细胞科学等领域实现突破。

因此，飞秒激光这种技术手段打开了前所未有的生物光子学研究的新局面，人们可以在细胞内的任意一

个时空点进行精确的刺激，将复杂的细胞生命过程在空间和时间上清晰地解析出来，并可控地加以诱导和控

制，从而使很多对于基因、癌症以及细胞生物学的研究不仅摆脱了传统生物化学手段的限制，而且具有了革

命性的技术手段和研究角度，为进一步深刻研究探索生命科学中的新问题、新现象提供了可能。

本文着重探讨了飞秒激光在细胞内离子信号调控方面的进展。在传统的生化研究中，人们只能使用传

统的生物化学试剂对细胞内的离子进行调节，在时间、空间精度和安全性上都存在很多问题，限制了相关亚

细胞水平的分子和细胞生物学的研究。飞秒激光为无接触地精确调控细胞离子信号提供了一种全新的方

法。本文介绍了飞秒激光对于细胞内钙信号精确调控这个全新的现象，分析了相关的物理过程和细胞生理

过程。通过一系列飞秒激光脉冲在衍射极限范围内释放出一定的钙离子，这些钙离子会由于其浓度、飞秒激

光对细胞的损伤等因素放大，并最终引发一系列特定的生理过程。这种细胞钙存储的调节对于多种生理过

程，如基因转录与表达、细胞发育、凋亡、细胞信号传导等具有重要的作用。

２　钙在细胞内的作用与存储

几乎所有的生命活动都受到钙信号的调控，包括细胞水平上细胞功能的实现，以及生命组织个体水平上

的生理活动，如细胞分裂、细胞凋亡、免疫反应、信号转导、肌肉伸缩及人类的思考与行为过程［１４］。在神经系

统和脑科学中，钙信号作为最重要的信号传导途径，已经形成独立的重要研究领域。例如在脑科学的研究

中，通过对海马体内神经元的动态观测发现，钙离子可参与形成长期记忆的过程［１５－１６］。钙信号对于发育也

具有非常重要的调节作用，比如人类受精卵可能由于激素或者生长因子的刺激导致细胞内１，３，５三磷酸肌

醇（ＩＰ３）的变化，从而形成一定振 荡形式以及持续达数小时的钙信号，这些钙离子可以与相关的酶系统作用

并启动细胞生长的相关程序。其他生物过程如细胞增殖、凋亡、分化也都会有钙信号的参与，并且在这些生

理活动中钙信号可以呈现保持、放大、闪烁、振荡等多种变化形式。

钙信号对基因表达的调控作用是调控细胞生命活动的核心。钙离子可以引发必要的信号分子转移到核

内并激活特定基因，也可以激活特定转录子的表达，又或者钙离子本身直接激活细胞核内特定基因表达［１７］。

例如钙离子可以调节钙调磷酸酶的活性，进而影响和激活转录因子的迁移变化［１８］，从而达到调控基因表达

的目的。钙离子在细胞质与细胞核上的位置不同以及浓度变化也会对基因的表达有着不同的影响［１９］。更

加复杂的是，由细胞内钙信号形成的振荡以及振荡的频率构建而成的钙信号编码，对于特定基因的表达无论

是在表达效率上还是在选择针对性上都有着重要影响［２０－２１］。

在一个正常的细胞中，对应于不同的生理信号刺激，钙离子的升高主要有两种途径，一种是释放细胞内

的钙存储［２２－２４］，另一种是由于细胞内外本身具有的钙浓度差，通过打开细胞膜上的相关通道引起细胞外钙

离子的内流［２５－２７］。在细胞内，内质网由于具有很大的膜面积以及存储能力，可作为一个理想的储存钙的细

胞器。在细胞膜和内质网等膜结构上，有很多钙通道，调节控制细胞内的钙释放和钙水平。比如肌浆网钙三

磷酸腺苷（ＡＴＰ）酶（ＳＥＲＣＡ）
［２８－２９］可以作为钙泵，将细胞质内游离的钙离子转移到内质网中存储，同时消耗

一定能量。与此相对应的，细胞膜上也存在着质膜钙ＡＴＰ酶（ＰＭＣＡ），可以把细胞质内的钙转移至胞外。

而钙的释放可以通过钙通道蛋白１，４，５ 三磷酸肌醇受体（ＩＰ３Ｒ）
［３０］、兰诺定受体（ＲｙＲ）

［３１］、烟酸腺嘌呤二核
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苷酸磷酸受体（ＮＡＡＤＰＲ）
［３２］等来进行，如图１所示。

图１ 细胞膜结构上的钙通道示意图

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｃａｌｃｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｏｎｔｈｅｍｅｍｂｒａｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

这种钙信号存储调节模式对于细胞的生理活动具有重要意义。当存在外界信号例如特定的生长因子、

荷尔蒙、或者神经递质的刺激时，会导致在细胞膜上磷脂酶Ｃ（ＰＬＣ）催化磷脂酰肌醇４，５二磷酸（ＰＩＰ２）水解

产生ＩＰ３
［３３－３４］，ＩＰ３ 从细胞膜扩散到细胞质，与相应受体ＩＰ３Ｒ相结合，打开内质网上的钙释放通道，使钙离

子释放到细胞质中。在细胞内，除了内质网，其他细胞器比如线粒体、高尔基体也会充当储存钙、调控胞内钙

浓度的角色。在内质网释放钙的过程中，胞内增加的钙离子会被线粒体所吸收［３５－３７］，并且会被返回到内质

网中，或由ＳＥＲＣＡ、ＰＭＣＡ等钙泵把钙转移到细胞外或内质网中。如果钙释放导致细胞质内钙释放过快或

浓度过高，超过线粒体负载钙的能力，这种平衡便会崩溃，线粒体膜电势会去极化，释放出一系列信号物质而

导致细胞走向凋亡［３８－３９］。调节细胞钙内流的钙通道主要是两类：一类是细胞膜上的电压调控的钙通道

（ＶＯＣ）
［４０］、受体调控的钙通道（ＲＯＣ）

［４１］，使得胞外钙在特定的条件下流入细胞内；另一类是钙存储调控的

钙通道（ＳＯＣ），近些年来钙释放激活钙通道（ＣＲＡＣ）被广泛报道
［４２－４４］，相关的分子机制得到了比较透彻的

研究。ＣＲＡＣ可以在内质网上的钙存储降低时被激活，而其中最重要的传感分子是基质交感分子１

（ＳＴＩＭ１）
［４５］单次跨膜蛋白，它能够感测内质网中钙离子的浓度，进而把钙离子浓度降低的信息传递给细胞

膜上的蛋白Ｏｒａｉ１
［４６］，进而打开ＣＲＡＣ通道

［４７－４８］。也有一些研究表明，抗凋亡分子Ｂｃｌ２也可以通过定位

在内质网上导致钙离子释放［４９］。

除了在细胞器内有钙的存储，近期有些研究表明细胞核也是一个重要的储存钙、参与钙信号传导的重要场

所［５０］。细胞核膜是将细胞核完全包覆的双层膜，这种结构在某些地方融合形成膜孔复合体（ＮＰＣ），允许小于

９ｎｍ的粒子自由地通过，而水中的钙离子半径约为０．４ｎｍ，因此钙离子可以很容易地进入。有的观点认为，钙

离子是否能够通过ＮＰＣ是受核状态决定的，当ＡＴＰ增加或者核膜钙存储下降的时候会增加ＮＰＣ的通透性。

此外，细胞核区域内也存在着与内质网对应的结构［５１－５２］，可以认为这种核质网是内质网向核浆区域的延伸

（事实上，这种核质网结构更像是核膜向核内形成的凹陷，所以这种网状或管状结构也可以看成是与内质网

连接一体的，其内部是细胞质，包括线粒体），并存在与在内质网相似的钙通道，例如ＩＰ３Ｒ，ＲｙＲ等
［５３－５４］。细

胞核中的ＩＰ３，烟酸腺嘌呤二核苷酸磷酸（ＮＡＡＤＰ）等分子将核膜和核质网上的ＩＰ３Ｒ、ＲｙＲ受体激活后，可

以向细胞核内释放钙［５５－５６］。所以从细胞膜结构上看，细胞核内钙离子的浓度变化是与细胞质相关联的，但

信号关联相对来说比较弱，所以一些研究也依然认为细胞核内单独存在钙离子的传导机制。核膜可以作为

一种储存钙的场所［５７］，并且也有ＲｙＲ，ＩＰ３Ｒ
［５８］等钙离子通道。细胞内钙存储与调节机制如图２所示。
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综上所述，细胞内钙调节的生理过程如表１所示。

图２ 细胞内钙存储与调节示意图

Ｆｉｇ．２ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｃａｌｃｉｕｍｓｔｏｒａｇｅａｎｄｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ

表１ 细胞内钙调节的生理过程

Ｔａｂｌｅ１ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓｅｓｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｃｅｌｌｕｌａｒｃａｌｃｉｕｍ

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

Ｃａ２＋ ＡＴＰａｓｅ Ｃａｌｃｉｕｍｐｕｍｐｏｎｍｅｍｂｒａｎｅ

Ｎａ＋／Ｃａ２＋ｅｘｃｈａｎｇｅｒ ＥｘｃｈａｎｇｉｎｇＣａ
２＋ｆｏｒＮａ＋ａｃｒｏｓｓｔｈｅｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅ

Ｃａ２＋ａｃｔｉｖａｔｅｄＫ＋ｃｈａｎｎｅｌ Ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｉｎｇｉｎｍｅｍｂｒａｎｅｈｙｐｅｒｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ

Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ Ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇｍｕｌｔｉｆｏｌｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

Ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ

ＩｎｏｓｉｔｏｌｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓｐｅｃｉｆｉｃＰＬＣ ＭｏｄｕｌａｔｉｎｇＩＰ３ａｎｄｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ

ＩＰ３ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｒｅｌｅａｓｉｎｇｃｅｌｌｕｌａｒｃａｌｃｉｕｍ

Ｒｙａｎｏｄｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｒｅｌｅａｓｉｎｇｃｅｌｌｕｌａｒｃａｌｃｉｕｍ

ＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ Ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｉｎｇｉｎｍｕｌｔｉｆｏｌｄｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｉｎｇ

Ｔｒｏｐｏｎｉｎ Ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇｍｕｓｃｌｅｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ

Ｃａｌｄｅｓｍｏｎ Ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇｍｕｓｃｌｅｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ

ｃＡＭＰ Ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

ＣＡＭＫＩＩ Ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｍｕｌｔｉｆｏｌｄｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓｅｓ

ＮＡＤ ＰｒｏｄｕｃｉｎｇＮＡＤＰ

ＰＩ３Ｋ Ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｉｎｇｉｎｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｉｎｇ

Ａｎｎｅｘｉｎ Ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｉｎｇｉｎｖｅｓｉｃｌｅｔｒａｎｓｐｏｒｔａｔｉｏｎａｎｄａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｌａｔｅｄｔｏｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ

… …

３　飞秒激光释放细胞内钙信号的物理和生物机制

由于钙离子参与了几乎所有的细胞生命过程，因此对细胞内和细胞间的钙信号进行精确可控的调节，对

于相关的生命科学研究具有非常重大的意义。传统的生化方法比如使用ＩＰ３ 刺激或强制打开、关闭膜结构

上的钙通道，在时间上不太利于短时间的精确控制，在空间上也难于实现在亚细胞的范围内对钙离子的精确

调控，同时也有可能产生对细胞其他生理过程、信号传导失控的影响，因此限制了对于钙信号调节过程的进

一步研究。而飞秒激光由于其独特的高时空分辨率，可以有效地对生物样本进行精细控制，并且不接触生物
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体、没有毒副作用，可作为一种洁净安全的全新研究手段［５９］。

飞秒激光与细胞相互作用主要有两类过程：热效应和非线性效应［６０］。热效应由两个因素决定：单个脉

冲内的热产生和多个脉冲间的热累积。其中单个脉冲产生热主要包括线性吸收和非线性吸收，线性吸收由

波长决定，非线性吸收由脉冲的峰值功率密度决定；而脉冲之间的热叠加则取决于脉冲之间的时间间隔、聚

焦紧致程度以及热扩散速度。可以通过调节脉冲的波长、重复频率、平均功率来影响热效应的程度。在近红

外波段，如果将脉冲重复频率降低到１ＭＨｚ以下，由于两个脉冲的时间间隔较长，加之很短的脉冲宽度，脉

冲之间的热作用积累可以忽略不计。而在紧致聚焦的条件下（通常认为数值孔径犖犃＞１），脉冲引起的热扩

散效应也被束缚在很小的范围，对周围环境影响很小。非线性效应有以下可能的过程：多光子吸收激发，谐

波产生，以及强场电离。由于细胞环境类似于水，自由电子较少，形成的等离子体密度较低，而当光子密度足

够高时，其电场强度可以使得电子势垒产生较大的弯曲，因此飞秒激光作用于细胞时产生等离子体主要通过

强场导致的隧穿电离，其热产生则取决于自由电子密度。通过调节飞秒激光脉冲的峰值功率的大小可以有

效控制对生物组织或细胞的破坏程度。在实际实验过程中，一般认为飞秒激光脉冲峰值处的光子密度高于

１０１２ Ｗ／ｃｍ２ 时，聚焦椭球内区域以非线性过程为主，可以产生约１０１７ｃｍ－３量级的自由电子。而远离焦点的

区域，光子密度会发生显著的下降，飞秒激光几乎全部透射过去而不发生任何相互作用。因此在空间上飞秒

激光与生物组织的相互作用将会被限制在一个很小的非线性区域，达到亚衍射极限的水平。聚焦飞秒激光

脉冲的时域、空域和非线性过程如图３所示。

图３ 聚焦的飞秒激光脉冲时域、空域及非线性过程示意图

Ｆｉｇ．３ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｆｏｃｕｓｅｄｆｅｍｔｏｓｅｃｏｎｄｌａｓｅｒｉｎｔｉｍｅ，ｓｐａｃｅｄｏｍａｉｎａｎｄｔｈｅｎｏｎｌｉｎｅａｒｃｏｕｒｓｅ

基于这种作用机制，近年来的研究发现飞秒激光可以安全、可控地对细胞内钙信号进行释放。这个现象

首先在２００１年由Ｓｍｉｔｈ等
［６１］发现。他们将脉宽１４０ｆｓ、平均功率３０ｍＷ、波长７８０ｎｍ的飞秒激光通过６０

倍、数值孔径０．９的显微物镜聚焦在单个ＨｅＬａ细胞进行０．５ｓ的曝光，胞内钙离子用Ｆｌｕｏ４／ＡＭ进行染色

标记，预处理３０ｍｉｎ后进行观察，发现了飞秒激光能触发单个细胞的钙水平升高，并且能够引发相邻细胞间

的钙信号传递。随后，在２００３年，Ｅｃｈｅｖａｒｒíａ等
［５１］利用飞秒激光的二次谐波，在细胞内通过谐波光子的解

笼锁过程来释放钙。实验中将钛宝石输出的８６０～９２０ｎｍ的飞秒激光先倍频到４３０～４６０ｎｍ，然后对含有

笼锁钙的细胞进行激发。实现光解与ＮＰＥ（Ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ）结合的的ＩＰ３ 分子所对应的单光子吸收

光波长最大值为２６０ｎｍ，因此倍频钛宝石激光在ＮＰＥ分子上再次产生二次谐波的波长为２１５～２３０ｎｍ，可

以实现光解笼锁释放ＩＰ３ 分子而释放钙。这种对钙的释放方式使得人类首次分别在细胞质和细胞核这样的

亚细胞（亚微米）和毫秒量级的精确时空精度上对细胞内钙信号进行调节，研究钙信号在亚细胞水平上的扩
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散、传输和对细胞的影响等过程，发现了细胞核释放钙可以导致核中蛋白激酶Ｃ（ＰＫＣ）迁移至核膜，然而细

胞质中钙释放可以导致ＰＫＣ迁移至细胞膜，进而证明了细胞核与细胞质相互独立的钙释放机制以及信号传

导过程。２００６年，Ｉｗａｎａｇａ等
［６２］发现对细胞不同位置进行曝光释放钙信号和细胞内钙增长的机制也不同。

当激光曝光在细胞核、细胞质、细胞膜上时，观察到的细胞钙响应也不同。通过在培养基中加入钙离子螯合

图４ 利用飞秒激光释放钙的典型实验装置

Ｆｉｇ．４ Ｔｙｐｉｃａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｅｔｕｐｆｏｒｒｅｌｅａｓｅｏｆ

ｃｅｌｌｕｌａｒｃａｌｃｉｕｍｂｙｆｅｍｔｏｓｅｃｏｎｄｌａｓｅｒ

剂ＥＧＴＡ与在普通培养基条件下培养的细胞进行对比，

他们提出了三种飞秒激光释放钙的可能机制：１）飞秒激

光导致细胞膜物理性损伤，钙离子从胞外流向胞内；２）由

飞秒激光对细胞膜的某种损伤或刺激，使得钙通道的通

透性收到了某种影响，导致钙离子从培养基中流入细胞

内而使胞内钙增加，或由曝光位置产生的冲击波的直接

物理损伤刺激致使钙增加；３）由飞秒激光直接引起细胞

内钙存储区的破坏导致钙的释放。在后续的研究中，通

过改变光参数或者更换不同种类的细胞，此项研究在技

术上得以进一步地细化。同年，他们的工作表明，用飞秒

激光对ＰＣ１２细胞进行激发，也可以触发钙信号，并且与

ＨｅＬａ细胞相同，曝光的平均功率越大，越容易引起钙信

号的释放。将飞秒激光在细胞神经突的某一位置进行曝

光，发现在ＰＣ１２细胞中钙信号会沿着神经突向曝光点

的两侧传播，一个方向可以传导至细胞体附近，另一个方

向传播到神经突末端［６３］。利用飞秒激光科放钙的典型

实验装置如图４所示。图５（ａ）给出飞秒激光作用不同时

间后钙释放的情况。

图５ （ａ）飞秒激光在细胞内释放钙；（ｂ）不同细胞的钙信号

Ｆｉｇ．５ （ａ）Ｃａｌｃｉｕｍｔｒｉｇｇｅｒｅｄｂｙｆｅｍｔｏｓｅｃｏｎｄｌａｓｅｒ；（ｂ）ｃａｌｃｉｕｍｓｉｇｎａｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｌｌｓ

飞秒激光激发的钙释放以及钙传播是与光脉冲的重复频率相关的。维持脉冲能量不变，在１０～１００ｋＨｚ

量级的重复频率下，能够产生钙信号的脉冲数量要远大于在１ＭＨｚ量级产生同等钙信号所需的脉冲数，至于脉

冲光产生钙信号是否依赖于重复频率，存在一个阈值，在阈值之上，钙的产生与重复频率相关，而在阈值之下，

钙产生与重复频率的相关性比较小，并且胞内钙信号的传播速度也与重复频率相关，１００ＭＨｚ量级飞秒激

光引起的钙传播速度要大于在１００ｋＨｚ量级时钙传播速度
［６４］。当然，对于飞秒激光，平均功率、重复频率和

单脉冲能量无法让仅仅一个参数变化而其余参数不变，这种重复频率的对比并不严格，仅有一定参考价值。

２０１０年，Ｈｅ等
［６５］使用飞秒激光发现细胞内的钙大部分存储于细胞质，而细胞核储存相对少的钙，并且从这

两部分释放的钙可以互相渗透、互相影响。在细胞凋亡初期，细胞核内会有线粒体向内迁移以降低核内的钙

水平。有报道提出飞秒激光引起的胞内钙浓度升高是与培养基环境相关的，在正常培养基条件下胞内钙浓
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度与胞外钙浓度相差大于４个数量级，而飞秒激光可以造成细胞膜的穿孔造成胞外钙内流，这种对于胞外钙

的吸收很大程度依赖于飞秒激光的重复频率以及照射时间，内质网是储存钙的区域，光聚焦在恰当的位置可

以导致钙水平迅速升高［６６］，在有些细胞如肌细胞或内皮细胞中，钙引起的钙释放（ＣＩＣＲ）
［６７－６８］可以产生或增

强胞内钙的聚集。这些研究表明，飞秒激光使得亚细胞水平上的精确地释放、调节、测量钙信号等相关研究

成为可能，基于这些发现，飞秒激光可以进一步地应用于钙信号参与的生物信号链路的调控中。

钙信号不仅能在被曝光的细胞中产生，在周围的细胞内也可以观察到钙离子浓度的升高，并且呈现一定

形式的钙振荡，如图５（ｂ）所示。对于非应激性细胞，这是一种非常特别的现象。２００６年，Ｄａｙ等
［６９］发现在

用飞秒激光实现对目标细胞的钙释放的同时，其相邻细胞不仅也会有钙释放，而且会有钙振荡。在被飞秒激

光刺激的 ＨｅＬａ细胞周围，可以有多种振荡规律，比如以峰值增大或峰值减小的趋势振荡，持续数分钟，也可

以只出现一次钙信号的闪烁，周围细胞钙信号的闪烁可以提前或滞后于被刺激细胞的钙闪烁。这种细胞间

钙信号传播的行为主要受ＡＴＰ调节，当在培养基中加入ＡＴＰ受体阻断剂之后，便观察不到这种细胞间钙

信号的传播行为［７０］。

４　飞秒激光对神经元和星形胶质细胞的钙释放

早在２０世纪８０年代，已经有研究将激光作用到神经系统上
［７１］，并在随后的研究中广泛地应用于神经

科学领域［７２－７４］。２００８年，华中科技大学研究组将飞秒激光应用于神经细胞的钙释放，观察并分析了神经细

胞中的钙信号的释放和细胞间互相传播的特点，取得了一系列重要的研究成果。飞秒激光作用于神经元，被

刺激的细胞周围的神经元也会观察到钙信号的变化，而刺激周围的神经元，之前被刺激的神经元也会有钙信

号的变化，这种现象说明，神经元的信号是相互影响的，利用这种光学刺激、光学探测的方法可以构建出神经

网络功能上的拓扑结构［７５］。将飞秒激光作用于星形胶质细胞，可引起细胞的钙水平升高，被刺激细胞周围

也会观测到钙信号，并伴有振荡现象［７６］。改变飞秒激光的功率，可以发现被刺激细胞的钙信号升高以及周

围钙信号振荡的强度是与飞秒激光的强度相关的。将星形胶质细胞与神经元混合培养，在一定刺激功率以

及曝光时间下，刺激一个星形胶质细胞，不仅能在星形胶质细胞之间观察到钙信号的传播，神经元也会有钙

信号响应，并且随着与被刺激细胞间距的增加，周围细胞的响应时间也相应加长［７７］。

飞秒激光释放细胞内钙存储的物理和生物过程目前依然尚未完全阐明，大致有三种主要猜想。１）当飞

秒激光聚焦于细胞时会造成细胞膜的穿孔，而细胞外培养基的钙离子浓度远大于细胞内钙离子浓度，因此胞

外钙可以通过穿孔引发胞内钙离子浓度升高，同时这些钙离子又可以引发ＣＩＣＲ机制，从而进一步导致钙离

子浓度的变化；２）内质网是细胞内储存钙的主要场所，飞秒激光聚焦于内质网可以造成对内质网的物理破

坏，导致大量钙离子释放，同时线粒体等其他细胞器也是钙储存的场所，飞秒激光可以使这些细胞结构遭到

破坏，从而引起细胞内钙离子浓度的变化；３）Ｃａ２＋、ＩＰ３ 等可以与一些化学物质形成笼锁化合物，当飞秒激光

作用于细胞时，由于其非线性作用，形成的高能量的光子可以导致这些笼锁化合物的解锁，形成自由的分子

或离子，这些分子或离子可与细胞内的其他分子或蛋白质受体发挥作用，进一步导致细胞内钙离子浓度的升

高。而这些机制在细胞内又不是单一存在的，飞秒激光引起细胞内钙增加的诸多物理生物机制可以是并存

并相互影响的，如图６所示。另外，细胞质细胞核之间、细胞器之间的钙释放与调控也会相互作用，因此无论

是在时间上还是空间上，关于飞秒激光引起细胞钙离子变化的具体机制还有待进一步深化研究。

基于上文所述，飞秒激光经物镜聚焦于细胞特定位置时可以触发此局部区域内的钙释放，并且释放量与

飞秒激光参数有关，通常来讲激光峰值功率越高、曝光时间越长，对细胞的物理伤害就越大，而释放钙离子相

应地就越多。另外脉冲重复频率、波长、聚焦程度都可以对钙离子的释放产生影响。多种细胞器参与此过

程，内质网是储存钙的主要场所，也是光触发钙的主要作用对象，较高浓度的钙离子可以引起细胞内钙存储

区释放更多的钙，从而维持胞内较高的钙水平。线粒体在胞内钙增加量较少的的情况下可以通过 ＡＴＰ能

量支持的 Ｈ＋／Ｃａ２＋交换通道吸收过量的钙，维持细胞内正常的低钙水平。调节飞秒激光的作用参数，可以

产生被刺激细胞的钙振荡，也可以在较长时间内维持细胞的高钙水平。因此，飞秒激光在技术上可以较为精

确地调节控制细胞内的钙水平，利用飞秒激光可研究多种细胞内的钙信号的变化，进而深入控制细胞钙调信

号链路和生理过程，影响和控制相应的细胞反应和生理活动。
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图６ 飞秒激光释放钙示意图
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５　光调钙信号触发的后续细胞生理过程

５．１　对线粒体的影响：活性氧簇的释放

细胞内的分子传导是广泛联系的，飞秒激光触发钙信号会同时引起细胞其他信号的变化，并且会伴随着

复杂的后续信号传导。在细胞内，与钙相互影响相互调节最重要的一类信号分子是活性氧簇（ＲＯＳ）。ＲＯＳ

是需氧细胞代谢过程中产生的一系列含氧的副产物，主要由线粒体在呼吸作用的电子传输链释放，包括超氧

阴离子（·Ｏ－２ ）、过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）、羟基自由基（·ＯＨ）、一氧化氮（ＮＯ）等。在分子层面，ＲＯＳ可以破坏脱氧

核糖核酸（ＤＮＡ）、ＲＮＡ，也可以氧化氨基酸、多重不饱和脂肪酸以及特定的酶。在生理层面，ＲＯＳ与癌症的

产生、炎症、细胞凋亡、细胞增殖、癌症的治疗有着密切的联系。当光与细胞内生的特定分子比如黄素、辅酶

ＮＡＤＰＨ相互作用时就会有ＲＯＳ的产生
［７８］。

细胞中钙离子与ＲＯＳ是密切联系的。当细胞质中的钙浓度升高时，一部分钙离子会沿着分别位于线粒

体外膜（ＯＭＭ）和线粒体内膜（ＩＭＭ）上的电压依赖性阴离子通道（ＶＤＡＣ）和单向转运体（Ｕｎｉｐｏｒｔｅｒ）通道进

入线粒体，激活线粒体内钙敏感的基质脱氢酶（ＣＳＭＤＨ），增加线粒体内 ＡＴＰ，促进呼吸作用，产生ＲＯＳ。

细胞质中的钙离子和ＲＯＳ进入线粒体时也会导致线粒体膜电势（ＭＭＰ）以及线粒体膜通透性转运孔（ＰＴＰ）

的变化，这些变化又会使ＲＯＳ进一步释放从而形成钙引起ＲＯＳ释放以及ＲＯＳ引起ＲＯＳ释放（ＲＩＲＲ）的机

制。ＲＯＳ在一定程度上也可以调节ＳＥＲＣＡ、ＩＰ３Ｒ、ＲｙＲ以及与这些通道相关蛋白的活性，从而调剂钙离子

浓度。在此基础上，高钙水平会刺激呼吸作用从而进一步加速钙释放。

飞秒激光直接释放ＲＯＳ也有大量报道
［７９－８０］，主要产生机理是热效应的积累以及飞秒激光导致的自由

电子产生［８１］。ＲＯＳ的产生对于细胞既有正面作用又有负面作用：在细胞保持正常浓度下的ＲＯＳ时，它可以

调节如ＲｙＲ等Ｃａ
２＋离子通道的活性［８２］、调节心肌细胞中的钙信号［８３］、调控基因表达［８４］等；当细胞内ＲＯＳ

过量时，可引起细胞衰老、凋亡以及坏死［８５－８６］，也可以导致诸如神经退行性变、癌症等疾病［８７］。飞秒激光飞

秒激光对线粒体的直接破坏也可导致ＲＯＳ的释放。

５．２　多种信号链路与凋亡

除了钙释放，飞秒激光会对细胞造成一系列复杂的影响，引起多种信号和生理活动的的激活。在极端的

情况下，飞秒激光对细胞的强物理损伤可以使得细胞直接死亡，也可以由于过量的飞秒激光刺激引起细胞内

的钙和ＲＯＳ水平过高引起凋亡过程。飞秒激光相对的弱刺激引起的信号链路目前研究较少，一般认为它与
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连续的低能量激光照射（ＬＰＬＩ）
［８８］对细胞的影响是相似的。华南师范大学研究组在此领域进行了大量的研

究，ＬＰＬＩ也可以引起细胞内钙离子升高、ＲＯＳ升高、线粒体膜电势变化等生理变化。ＬＰＬＩ通常作用于蛋

白激酶Ｃ（ＰＫＣ）、外周信号调节激酶（ＥＲＫ）、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）等信号蛋白来执行生物效应。

５．３　激光进一步调节钙信号及多种细胞生理过程

由于飞秒激光可以引起细胞内钙离子、活性氧簇等第二信使的释放，而这些第二信使可以参与到下游的

酶类、ＤＮＡ、ＲＮＡ、转录因子以及相关蛋白分子的传导，进一步可以定性甚至定量地调控细胞生长、细胞凋

亡、基因表达、干细胞分化等生理过程。从这个层面来说，飞秒激光为我们带来了一种全新的探究生物问题

的角度，并且可以精细地揭示一些特定分子事件的过程。这将是飞秒激光深入研究生命科学问题，特别是与

细胞生物学、分子生物学进一步深入结合的主要方向。

６　结束语

飞秒激光可以在衍射极限的空间尺度和极短的时间尺度上对细胞内的钙存储进行精确的释放调节。在

飞秒激光作用过程中，飞秒脉冲的超高峰值对应的光子密度起到了决定性的作用，刺激细胞释放出钙存储。

在这个阶段，多种细胞钙调节机制、钙通道、钙库以及细胞器都参与了这个过程，其物理和生物机制都非常复

杂，使得飞秒激光释放钙的机制目前依然尚未阐明。这种激光释放细胞钙的过程与传统的生化方法完全不

同，不需要任何生物化学试剂材料的参与，并且对细胞相对安全，因此为相关细胞内钙信号的研究提供了全

新的技术手段。这种思路对于相关钙调节细胞过程的研究和控制也同样具有重要意义。

飞秒激光以其优良的时空分辨率、便于操控、清洁无污染、多参数可调谐等特点在生物光子学这一领域

取得了一定的进展，对于一些用传统办法难于观测或难于操控的生物过程可以在一定程度上发挥激光的优

势并加以解决。利用飞秒激光，可以对单细胞进行穿孔、细胞融合、转基因、靶向蚀除特定细胞器、研究神经

组织的再生性质，也可以在分子水平上相对定量地调控如Ｃａ２＋、ＲＯＳ等离子分子以及下游ＤＮＡ、蛋白分子

的传导过程。除此之外，飞秒激光还在众多科学领域诸如脑神经科学、干细胞科学、蛋白质组学、多光子成

像、超分辨显微等领域都有着很好的应用前景，有待于从各个角度进一步加深理论与应用的研究。
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