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犇犎犔细胞中５犃犔犃代谢犘狆Ⅸ的定位分析
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摘要　采用共聚焦显微技术中的双光子激发荧光方法获得 ＤＨＬ细胞中５氨基酮戊酸（５ＡＬＡ）代谢原卟啉Ⅸ

（ＰｐⅨ）荧光图像。结合Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３、ＤｉｏＣ６（３）和ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ三种细胞器荧光探针的使用，采用双标的

标记方法观察ＤＨＬ细胞中５ＡＬＡ代谢ＰｐⅨ在ＤＨＬ细胞的定位分布，进而利用 Ｍａｔｌａｂ软件对获得的定位的融

合荧光图像进行相关系数计算。通过 Ｍａｔｌａｂ软件编写程序对获得的定位图像进行边缘检测、提取和分割等处理，

计算获得的线粒体相关系数狉＝０．５６４；内质网相关系数狉＝０．４６５；溶酶体相关系数狉＝０．３６６；可以认为５ＡＬＡ代

谢ＰｐⅨ在线粒体、内质网、溶酶体三种细胞器区域均有分布，但ＰｐⅨ在不同细胞器聚集程度存在比较大的差异，经

过３ｈ的孵育代谢ＰｐⅨ主要积聚于线粒体，而溶酶体中积聚的最少。研究表明双光子激发荧光可成为定性或定量

研究ＤＨＬ细胞中５ＡＬＡ代谢ＰｐⅨ以及ＰｐⅨ在细胞定位的重要方法。
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１　引　　言

光动力诊断和治疗的效果很大程度上取决于光

敏剂的性能［１］。５氨基酮戊酸（犪犿犻狀狅犾犲狏狌犾犻狀犻犮犪犮犻犱，

５犃犔犃）在皮肤疾病、消化道癌和鼻咽癌等各种实体

瘤方面的光动力诊断和光动力治疗（犘犇犜）方面取得

良好的效果［２，３］。白血病自体移植研究中，应用

犘犇犜方法清除移植物中的残余肿瘤细胞的研究更

是当前生物医学光学研究的热点之一［４，５］。５犃犔犃

作为光敏剂原卟啉Ⅸ （狆狉狅狋狅狆狅狉狆犺狔狉犻狀Ⅸ，犘狆Ⅸ）的

前体，外加的５犃犔犃在血红素的合成通路上转化为

犘狆Ⅸ。由于肿瘤组织和正常组织在血红素合成通

路上一些关键酶的活性有显著的不同，通常犘狆Ⅸ积

聚在肿瘤细胞的浓度与正常细胞相比来得高［６］。积

聚的犘狆Ⅸ在可见光辐照下产生光动力效应
［７］。目

前白血病体外净化研究方面，应用５犃犔犃体外光动

力杀伤犎犔６０、犓５６２等白血病细胞，并获得有效的杀

伤效果［８，９］。

光敏剂在光辐照下产生活性氧物质［１０］，引起细

胞内结构损伤，其寿命极短只能对几十纳米范围内

的生物分子起作用，从而决定了光敏剂在细胞内的

作用范围被限制在其亚细胞分布位点。光敏剂在紫

外和可见光的照射过程中可能引起光敏剂的再分布

甚至在成像过程中对观察细胞的光损伤作用。双光

子激发和吸收的非线性决定了双光子荧光显微镜中

使用的双光子激发将光漂白和光损伤局限于激发光

的焦点区域。相关研究表明，光敏剂在细胞中的定

位形式与其产生光动力效果和光敏剂作用机理（光

敏剂 作 用 点）是 相 关 的［１１］。因 而 获 得 白 血 病

（犳狅犾犾犻犮狌犾犪狉犾狔犿狆犺狅犿犪，犇犎犔）细胞内５犃犔犃代谢犘狆Ⅸ

的定位对于进一步开展光动力杀伤实验研究具有重

要的指导作用。犇犎犔细胞是白血病细胞系中的滤

泡性淋巴瘤白血病细胞。本文尝试利用双光子激发

的方法，研究５犃犔犃对犇犎犔细胞的敏感性，即光敏

剂５犃犔犃代谢产物犘狆Ⅸ在犇犎犔细胞的定位分布情

况。

２　材料与方法

２．１　化学试剂与细胞培养

５氨基酮戊酸（５ＡＬＡ），ＲＰＭＩ１６４０购买于

Ｓｉｇｍａ公司；其中５ＡＬＡ样品溶液配制在暗室条件

下并使用无血清ＲＰＭＩ１６４０培养液，溶液均为当天

配制，使用前保存于４ ℃冰箱中。线粒体探针

（Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３），内质网探针［ＤｉｏＣ６（３）］，溶酶体

探针 （ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ）三 种 荧 光 探 针 购 于

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ公司。其他试剂均为分析纯。

滤泡性淋巴瘤细胞（ＳｕＤＨＬ４细胞）由福建协

和医院血液研究所提供，ＤＨＬ细胞用 ＲＰＭＩ１６４０

培养基培养，并往其中加入１０％灭活胎牛血清，

１００ＩＵ／ｍｌ的青霉素和５０ｍｇ／ｍｌ的链霉素，置于

３７℃，５％ＣＯ２，饱和湿度培养箱中培养，每周换液

三次，并保持指数增长。

２．２　犘狆Ⅸ亚细胞定位

２．２．１　光敏剂和探针的配制

５ＡＬＡ和荧光探针准备如表１所示。细胞器

特异性结合探针包括线粒体探针，内质网探针，溶酶

体探针。将５ＡＬＡ与ＤＨＬ细胞共同孵育３ｈ，离

心并吸弃上清，重悬细胞并加入探针。之后放入细

胞培养箱中继续孵育０．５ｈ。最终用冰的磷酸盐缓

冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）洗涤细胞，上

机前重悬ＤＨＬ细胞准备实验。

表１ ＤＨＬ细胞定位成像参数表

Ｔａｂｌｅ１ ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｆｏｒｉｍａｇｉｎｇｏｆｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｉｎＤＨＬｃｅｌｌ

Ｐｈｏｔｏｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ／ｐｒｏｂｅ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅ／ｈ Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ／ｎｍ Ｆｉｌｔｅｒ

５ＡＬＡ ４ｍｍｏｌ／Ｌ ３ ８２０ ＫＰ６５０ｎｍ

Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｒｏｂｅ） １０μｇ／ｍｌ ０．５ ４８８ ＢＰ５００－５５０

ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ（ｌｙｓｏｓｏｍａｌｐｒｏｂｅ） １００ｎＭ ０．５ ４８８ ＢＰ５００－５３０

ＤｉｏＣ６（３）（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｐｒｏｂｅ） ２μｇ／ｍｌ ０．５ ４８８ ＢＰ５００－５３０

２．２．２　光敏剂ＰｐⅨ细胞定位观察

本实验的实验装置如图１。图中４８８ｎｍ氩离

子激光以及８２０ｎｍ飞秒脉冲激光分别从上方与右

方进入二色波组合器 ＤＢＣ，再经过主二色光镜

ＭＤＢＳ，与物镜Ｏｂｊｅｃｔ，到达待观察细胞。而来自细

胞的荧光信号，沿原路返回，经过次二向色镜分光，

最终到达探测器。激发探针使用输出波长为

４８８ｎｍ的氩离子激光器，并根据表１选择设置滤色

片（发射滤光片的选择参考Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司提供荧

光探针的光谱数据）。使用波长为８２０ｎｍ的飞秒

脉冲激光激发ＤＨＬ细胞中５ＡＬＡ代谢的ＰｐⅨ。

使用ＰｌａｎＡｐｏｃｈｒｏｍａｔ６３×（犖犃＝１．４）的油镜来

聚焦激发光和收集来自细胞样品的后向反射荧光信

号。扫描时先激发荧光探针，获得探针的荧光图像
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以避免光敏剂在激发光照射下造成对其定位的细胞

器的损伤。使用两个独立的通道，分别用于接收细

胞器荧光探针信号和５ＡＬＡ代谢ＰｐⅨ的荧光信

号。同时分别调整各自通道下对应的系统参数：激

光强度，探测器增益，放大偏移，以获得最佳的图像

效果。为避免荧光探针的发射荧光的相互干扰，三

种不同的荧光探针分不同组加入孵育有５ＡＬＡ的

ＤＨＬ细胞中。ＭＥＴＡ 探测通道光谱范围设置为

５８６～７１４ｎｍ用于收集ＰｐⅨ的发射荧光。

图１ 实验光路示意图

Ｆｉｇ．１ Ｌｉｇｈｔｐａｔｈｏｆｔｗｏｃｈａｎｎｅｌｍｏｄｅｉｎ

ｔｗｏｐｈｏｔｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

３　ＤＨＬ细胞中ＰｐⅨ定位图像的定量

分析

在扫描共聚焦显微系统中观察经５ＡＬＡ孵育

和荧光探针染色的ＤＨＬ细胞，获得包含多个ＤＨＬ

细胞的５１２ｐｉｘｅｌ×５１２ｐｉｘｅｌ图像；ＰｐⅨ的荧光图像

通过红色分量显示，Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３；ＤｉｏＣ６（３）以及

ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ细胞器探针的荧光图像通过绿

色分量显示。红色和绿色分量的亮度均为０～２５５。

由于图像包含噪声，需对图像去噪。针对荧光图像

均为单个分量的图像，根据所获取多幅图像的平均

亮度进行估计，以２５作为图像中噪声的门限，各个

颜色分量中亮度低于２５的像素认为是背景，并通过

处理使之为０。ＰｐⅨ的荧光图像和细胞组织荧光图

像分别用红色和绿色分量表示且去除噪声后，由两

幅图像对应像素点共同决定重叠图像。当两幅图像

对应像素点同时具有红色和绿色分量时，重叠图像

中该点显示为黄色。如果两幅图像对应像素点只具

有红色或者绿色中一种分量，则重叠图像中该点保

持原先的红色或者绿色。在激光扫描显微镜中观察

经５ＡＬＡ和荧光探针共同孵育的ＤＨＬ细胞，ＰｐⅨ

的荧 光 图 像 和 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３，ＤｉｏＣ６ （３）以 及

ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ细胞器探针的荧光图像的相关

性通过互相关系数来表示。即计算同一个细胞内各

像素的ＰｐⅨ荧光灰度值与细胞器荧光探针荧光灰度

值之间的相关系数。具体计算关系公式如下

狉＝ ∑（犢ｇ－
－
犢ｇ）（犡ｒ－

－
犡ｒ）

∑（犢ｇ－
－
犢ｇ）

２

∑（犡ｒ－
－
犡ｒ）槡

２

， （１）

其中犡ｒ表示ＰｐⅨ的荧光图像中红色分量的亮度，

犢ｇ表示 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３，ＤｉｏＣ６（３）或 ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒ

Ｇｒｅｅｎ细胞器探针的荧光图像中绿色分量的亮度，
－
Ｘｒ与

－
犢ｇ分别为两种颜色分量的平均亮度。狉越大

相关性越强，光敏剂分布与细胞器分布的重叠程度

就越大，细胞器内光敏剂含量也就越高。如果相关

系数狉＝１，表示犡ｒ与犢ｇ具有理想的线性关系。相

反如果相关系数狉＝０，表示犡ｒ 与犢ｇ 不具线性关

系。通过使用相关系数狉，能够合理表示两幅图像

的重叠程度。即如果两幅图像重叠的像素点越多，

则狉越大，表明犡ｒ与犢ｇ越具线性相关性。同时，该

相关系数与两幅图片的亮度无关，即两幅图像的亮

度改变不影响该相关系数。

通过 Ｍａｔｌａｂ软件编写程序对获得的定位图像

进行边缘检测、提取和分割［１２，１３］等处理，计算获得

的线粒体相关系数狉＝０．５６４，内质网相关系数狉＝

０．４６５，溶酶体相关系数狉＝０．３６６。可以认为

５ＡＬＡ代谢ＰｐⅨ在线粒体、内质网、溶酶体三种细

胞器区域均有分布，但ＰｐⅨ在不同细胞器聚集程度

存在比较大的差异，经过３ｈ的孵育代谢ＰｐⅨ主要

积聚于线粒体，而溶酶体中积聚的最少。

光敏剂的亚细胞定位是决定ＰＤＴ效率的重要因

素。研究表明光敏剂定位在不同的细胞器产生的损

伤特点和杀伤效果不一样［１４］，而且研究光敏剂在细

胞中的定位有利于确定光动力初始杀伤细胞的作用

点，进而对于深入了解ＰＤＴ损伤机制有重要的意义。

５ＡＬＡ在线粒体代谢产生高浓度的ＰｐⅨ
［１５］，５ＡＬＡ

代谢后的ＰｐⅨ主要积聚于线粒体中；而且相比于膜

束缚的外源性的ＰｐⅨ，具有更高的ＰＤＴ效率
［１６］。但

应该注意到细胞中光敏剂的初始定位跟光敏剂的浓

度和光敏剂以及细胞的类型有关［１７］。为确定５ＡＬＡ

在ＤＨＬ细胞的分布情况，本文使用光敏剂和荧光探

针同时标记的方法［１８］。发现ＤＨＬ细胞与５ＡＬＡ孵

育３ｈ后，５ＡＬＡ代谢的ＰｐⅨ主要积聚在ＤＨＬ细胞

的线粒体和内质网中。此外也少量的定位于溶酶体

中，但相比于前两者更弱一些，如图２所示。
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图２ ＤＨＬ细胞定位图像的定量分析（ａ）原始图像，（ｂ）分割后图像，（ｃ）定量分析结果

Ｆｉｇ．２ ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｉｍａｇｉｎｇｏｆｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｉｎＤＨＬｃｅｌｌ（ａ）ｏｒｉｇｉｎａｌｉｍａｇｅ

（ｂ）ｓｅｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｉｍａｇｅ（ｃ）ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ

４　结　　论

通过对两种颜色分量的荧光图像去噪、分割，标

记各个细胞的边界并对各个分割出的细胞，计算对

应位置覆盖的原始两种颜色分量的荧光图像的相关

性，获得ＰｐⅨ在细胞器的分布关系为：线粒体中的

＞内质网中的＞溶酶体中的。光敏剂在细胞内的最

终定位分布情况可能会随着孵育时间不同而变化，

而且细胞中的光敏剂在光的分次照射后，在细胞内

的分布位置也会发生相应的变化，并最终对光动力

效果产生影响，进一步的研究正在开展之中。
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