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激光参数对纳米金靶向细胞膜通透性的影响
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摘要　激光参数，比如脉宽、照射能量、脉冲数目以及照射方式等在各个方面尤其是在生物医学应用中对生物组织

的不同效应都起着重要作用。采用纳米金颗粒靶向细胞，激光照射后细胞膜的通透性会发生改变。采用不同的激

光光源和不同的照射方式（直接照射和扫描照射）、调整不同的激光参数照射细胞微粒结合体，通过流式细胞仪测

量细胞对异硫氰酸荧光素葡聚糖 （ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅＤｅｘｔｒａｎ，ＦＩＴＣＤ）和碘化丙啶 （ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅＰＩ）

的吸收量来判断细胞膜的暂时通透性和细胞的死亡率，用以研究激光参数变化对细胞膜通透性的影响。采用传热

模型对其机理进行了分析，结果表明通过调整激光参数，采用这种方法有可能进行基因转染。
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１　引　　言

光吸收性纳米微粒绑定到细胞上，激光照射后细

胞的损伤只局限在特定的范围内。通过这种方法，细

胞膜的通透性可以得到提高，或者特定的蛋白质可以

被选择性地灭活［１，２］。把纳米金颗粒结合到何杰金氏

病细胞（犔４２８）和人患恶性淋巴瘤细胞犓犪狉狆犪狊２９９

上，激光照射后可以使外源分子进入细胞［３］。

激光的参数，比如波长和脉宽在生物组织的应

用中是重要的两个参数，激光照射峰值在激光与生

物组织的相互作用中也起到了决定作用［４］。在采用

微粒辅助激光照射使细胞膜通透性提高的研究中，

不同课题组采用了不同类型的激光把外源物质转入

细胞内［１，２］。采用纳米金作为吸收性微粒结合在细

胞上，采用不同的激光照射方式以及不同脉宽的激
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光进行照射，系统地研究了激光参数对细胞膜通透

性的影响。实验中使用的细胞为犔４２８和 犓犪狉狆犪狊

２９９。其中，细胞膜的通透性以及细胞的活性通过流

式细胞仪测量进入细胞的异硫氰酸葡聚糖（犉犐犜犆

犇）和碘化丙啶（犘犐）来确定。

２　材料与方法

采用了三个激光源，分别为不同功率的两个

５３２狀犿波长６狀狊脉宽的犙开关倍频的犖犱∶犢犃犌纳

秒激光和一个５２７狀犿波长３５狆狊脉宽的锁模犖犱∶

犢犔犉皮秒激光。样品池专门定做（犎犲犾犾犿犪）。在规格

为２５犿犿×７５犿犿的一片玻璃板上制作了直径为

２犿犿的１８个样品池。样品量为４．０μｌ。两个纳秒

激光光束输出具有１０％的标准方差。其中一个激光

（ＳｕｒｅｌｉｔｅＩ，Ｃｏｎｔｉｎｕｕｍ，ＣＡ，ＵＳＡ）光束直径大约为

２ｍｍ光束聚焦在样品上，根据测量和计算可知光束

中心的功率密度为３０ｍＪ／ｃｍ２。照射频率大约为

１Ｈｚ，照射的频率可以任意改变。另一激光光束为直

径是１．０ ｍｍ 的 ＴＥＭ００ 高 斯 光 束 （ＹＧ６７１１０，

Ｃｏｎｔｉｎｕｕｍ，ＵＳＡ），同样把光束聚焦在样品上，但是

激光的出射频率固定，为２０Ｈｚ。皮秒激光（ＩＳＬ２００１

ＭＰＬ，ＩｎｔｅｌｌｉｇｅｎｔＬａｓｅｒＳｙｓｔｅｍｓＩｎｃ．）由眼科手术用

激光器改造而成。光束直径为０．５ｍｍ，具有１５％的

标准方差。细胞膜的通透性和细胞的活性通过流式

细胞仪（ＦＡＣＳＣＡＮ，ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ）测量不同荧光

（绿色荧光对ＦＩＴＣＤ和红色荧光ＰＩ）的强度确定。

使用的两种细胞均由柏林富兰克林本杰明学院

烧伤病理科的 ＨｏｒｓｔＤüｒｋｏｐ提供，都是悬浮生长在

含有４羟乙基哌嗪乙磺酸（Ｈｅｐｅｓ）和Ｌ谷氨酸盐并

加入 了 １０％ 的 胎 牛 血 清、抗 生 素 和 抗 菌 药 物

（ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ／ａｎｔｉｍｙｃｏｔｉｃｓｏｌｕｔｉｏｎ１００×）的 培 养 基

ＲＰＭＩ１６４０（１×）中（所有这些培养基都是从奥地利

ＰａｓｃｈｉｎｇＰＡＡ实验室购买），并置于培养箱中进行培

养，３７℃，５％ ＣＯ２、９５％ 空气、９５％～１００％湿度。

在细胞达到指数增长期时，从培养皿中取出细胞。对

细胞进行计数，然后取出一定量的细胞溶液，以

１４００ｒ／ｍ的速度在２０℃条件下离心５ｍｉｎ，重新以一

定的密度（４×１０７／ｍｌ）悬浮于磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）中。

接着以一定的浓度加入由１５ｎｍ、３０ｎｍ纳米金

（ＢｒｉｔｉｓｈＢｉｏｃｅｌｌＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ公司生产）和对应于抗原

分化簇ＣＤ３０的ＢｅｒＨ２抗体、对应于 ＣＤ２５的ＡＣＴ１

抗体组成的免疫金颗粒，在培养箱中３７℃温度下培

养２０ｍｉｎ后冲洗掉多余的免疫纳米金。在临照射前，

加入ＦＩＴＣＤ。最后把细胞纳米微粒结合体和ＦＩＴＣ

Ｄ的混合液移入样品池进行照射。照射结束后，把样

品池重新放入培养箱中培养至少３０ｍｉｎ后，用ＰＢＳ

冲洗一遍并悬浮于包含有ＰＩ的ＰＢＳ中。最后用流式

细胞仪和荧光显微镜测量细胞的荧光以判断细胞膜

的通透性和细胞的死亡率。

３　实验结果

采用了两种不同的激光源以两种不同的方式照

射两个不同的细胞系（Ｋａｒｐａｓ２９９和Ｌ４２８）。其中

由两种抗体ＢｅｒＨ２、ＡＣＴ１分别和不同尺寸的纳米

金颗粒（１５ｎｍ，３０ｎｍ）合成的四种免疫胶体金结合

体用于分别与细胞结合。由于两种细胞都存在

ＣＤ３０抗体，所以都可以与 ＢｅｒＨ２纳米金结合；

Ｋａｒｐａｓ２９９细胞表面存在ＣＤ２５还可以与 ＡＣＴ１

纳米金结合。采用不同的照射方式和不同的脉宽照

射样品来研究激光参数对细胞膜通透性的影响。一

种方式为扫描照射，即激光束直径小于样品池直径，

通过不断移动样品池达到激光束对整个样品的完全

照射。这种情况下，可以选择不同的照射能量和照

射时间以获得细胞转染的最佳条件。另外一种照射

方式为直接照射，即激光束的直径等于样品池的直

径，样品池不需要移动，并且脉冲的频率和数目可以

任意改变。通过不同的激光，不同的照射条件可以

得到每种细胞不同的最佳转染效率。

３．１　激光能量对细胞通透性的影响

采用两种不同的照射方式照射两种结合有纳米

金颗粒的Ｋａｒｐａｓ２９９细胞。在两种方式下，都采用相

同脉冲而变换能量策略。图１和图２给出了采用上

面策略两种方式下得到的流式细胞仪的测量结果。

点图中四个象限的细胞分布分别代表的是：完整的未

受到任何损伤的细胞对ＦＩＴＣＤ和ＰＩ都呈阴性（左下

角四象限），也就是没有任何荧光出现。细胞膜出现

暂时通透性提高的细胞对ＦＩＴＣＤ呈阳性，而对ＰＩ呈

阴性（右下角Ｉ象限）。造成永久损伤的细胞或者死

亡细胞对ＰＩ呈阳性（ⅡⅢ象限）。此前的对照实验中

对ＦＩＴＣＤ和ＰＩ的阈值进行了确定，ＦＩＴＣＤ为５％，

ＰＩ处于活性细胞和死亡细胞平均值的中间部分。照

射后细胞转染率的统计特性分别在图１（ｆ）和２（ｅ）中

给出。结果表明随着照射能量的增加，通透性暂时提

高随后又恢复的细胞和死亡细胞的比例都会增加。

实验中也对Ｌ４２８细胞采用相同的策略进行实验，得

到相似的结果。而采用１５ｎｍ的金纳米时，与３０ｎｍ

的相比需要更高的能量才能达到细胞的死亡或者细

胞膜通透性的暂时提高［３］。
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图１ 不同能量激光（ＳｕｒｅｌｉｔｅＩＮｄ∶ＹＡＧｌａｓｅｒ）一个脉冲照射Ｋａｒｐａｓ２９９与３０ｎｍ纳米金结合体后，采用流式细胞仪测量

的细胞被碘化丙啶和异硫氰酸荧光素葡聚糖标记的结果，（ａ）对照组，无光照射；（ｂ）７．５ｍＪ；（ｃ）１．０ｍＪ；（ｄ）１５ｍＪ；

　　　　　　　　　　　　　（ｅ）２０ｍＪ，（ｆ）死亡细胞和被转染细胞的比例分布

Ｆｉｇ．１ ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｅｒｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆＫａｒｐａｓ２９９ｃｅｌｌｓｓｔａｉｎｉｎｇＰＩａｎｄＦＩＴＣＤ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅａｔｔａｃｈｅｄｂｙ３０ｎｍ ＡＣＴ１

ｉｍｍｕｎｏｇｏｌｄｐａｒｔｉｃｌｅｓａｎｄｉｒｒｄｉａｔｅｄｂｙａｓｉｎｇｌｅｐｕｌｓｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｅｒｇｉｅｓ（ＳｕｒｅｌｉｔｅＩＮｄ∶ＹＡＧｌａｓｅｒ）．（ａ）Ｃｏｎｔｒｏｌ，ｎｏ

　　ｌｉｇｈｔ；（ｂ）７．５ｍＪ；（ｃ）１．０ｍＪ；（ｄ）１５ｍＪ；（ｅ）２０ｍＪ．Ｔｈｅｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｄｅａｄａｎｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｉｓｓｈｏｗｎｉｎ（ｆ）

图２ 采用大约２５００个脉冲对Ｋａｒｐａｓ２９９细胞与３０ｎｍ纳米颗粒结合体扫描照射后，采用流式细胞仪测量的细胞被碘化丙

啶和异硫氰酸荧光素葡聚糖标记的结果，（ａ）对照组，无光照射；（ｂ）０．５ｍＪ；（ｃ）０．８ｍＪ；（ｄ）１．２ｍＪ；（ｅ）死亡细胞和

　　　　　　　　　　　　　　　　被转染细胞的比例分布

Ｆｉｇ．２ ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｅｒｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆＫａｒｐａｓ２９９ｃｅｌｌｓｓｔａｉｎｉｎｇＰＩａｎｄＦＩＴＣＤ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅａｔｔａｃｈｅｄｂｙ３０ｎｍ ＡＣＴ１

ｉｍｍｕｎｏｇｏｌｄｐａｒｔｉｃｌｅｓａｎｄｓｃａｎｎｉｎｇｉｒｒａｄｉａｔｅｄｂｙａｂｏｕｔ２５００ｐｕｌｓｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｅｒｇｉｅｓ（ＵＧ３７１１０Ｎｄ∶ＹＡＧｌａｓｅｒ）．（ａ）

　Ｃｏｎｔｒｏｌ，ｎｏｌｉｇｔｈ；（ｂ）０．５ｍＪ；（ｃ）０．８ｍＪ；（ｄ）１．２ｍＪ．Ｔｈｅｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｄｅａｄｃｅｌｌｓａｎｄｔｒｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｉｓｓｈｏｗｎｉｎ（ｅ）
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　　通过实验结果可以观察到，对于激光光束较宽

（直径与样品池直径相同）而采用一个脉冲不同能量

照射时，细胞的转染率最高可以达到４０％（见图１）。

而对于激光光束较细，采用扫描照射时，完全对样品

进行扫描一次，大约需要２５００个脉冲。图２中的结

果是每个样品都采用２５００个脉冲３个能量等级的实

验结果。细胞的转染效率最高可以到３２％左右。

对于两种不同的细胞和不同的照射方式，可得到

同样的结论，随着脉冲能量和脉冲数目的增加，细胞

膜通透性暂时提高的细胞数目和死亡细胞的数目都

会增加。在一定的范围内，膜通透性暂时提高的细胞

数目的增加程度远远大于死亡细胞数目的增加程度；

而当能量或者脉冲数目超过一定的范围后，膜通透性

暂时提高的细胞大大减少，而死亡细胞则大大增加。

３．２　不同照射方式的影响

为了观察不同照射方式对细胞膜通透性的影

响，在两种照射方式下分别采用相同能量，不同脉冲

数目对细胞进行照射，然后用流式细胞仪观察细胞

转染效率。对于直接照射方式，采用的照射能量为

１０ｍＪ，脉冲数目从１～５０之间变化；对于扫描方式，

采用 的 能 量 为 ０．８ ｍＪ，而 脉 冲 数 目 分 别 为

２５００的倍数（对样品完全扫描一遍需要２５００个脉

图３ 采用流式细胞仪测量的死亡细胞和被转染细胞的

比例作为脉冲数目函数的结果（ＳｕｒｅｌｉｔｅＩＮｄ∶

　　　　　　　ＹＡＧｌａｓｅｒ）

Ｆｉｇ．３ Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄａｎｄｄｅａｄｃｅｌｌｓａｓａ

ｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｕｌｓｅｎｕｍｂｅｒａｓｓａｙｅｄｂｙｆｌｏｗ

　　ｃｙｔｏｍｅｔｅｒ（ＳｕｒｅｌｉｔｅＩＮｄ∶ＹＡＧｌａｓｅｒ）

冲）。对于两种照射方式得到了完全不同的结果 。

直接照射时，随着脉冲数目的增加，死亡细胞不断增

加，而膜通透性暂时提高的细胞呈正态分布特性，如

图３所示；对于扫描照射方式，当分别以２５００，

５０００，７５００和１００００个脉冲照射时，死亡细胞和膜

通透性暂时提高的细胞比例基本上保持不变，如图

４所示。

图４ 扫描方式照射Ｌ４２８细胞后的结果，其中能量为一个常数０．８ｍＪ而脉冲数目改变（ＹＧ６７１１０Ｎｄ∶ＹＡＧｌａｓｅｒ）。（ａ）

　　对照组，无光照射；（ｂ）大约２５００个脉冲；（ｃ）大约５０００个脉冲；（ｄ）大约７５００个脉冲；（ｃ）大约１０４ 个脉冲

Ｆｉｇ．４ ＩｒｒａｄｉａｔｅＬ４２８ｃｅｌｌｓｂｙＳＭｗｉｔｈａｃｏｎｓｔａｎｔｅｎｅｒｇｙｏｆ０．８ｍＪａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｕｍｂｅｒｏｆｐｕｌｓｅｓ（ＹＧ６７１１０Ｎｄ∶ＹＡＧｌａｓｅｒ）．

　 （ａ）Ｃｏｎｔｒｏｌ，ｎｏｌｉｇｈｔ；（ｂ）ａｂｏｕｔ２５００ｐｕｌｓｅｓ；（ｃ）ａｂｏｕｔ５０００ｐｕｌｓｅｓ；（ｄ）ａｂｏｕｔ７５００ｐｕｌｓｅｓ；（ｅ）ａｂｏｕｔ１０
４
ｐｕｌｓｅｓ
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　　采用相同的能量相同的脉冲数目对细胞进行照

射。但是，在样品完全被扫描一遍后（２５００个脉

冲），间隔不同的时间后再对样品进行第二遍扫描，

结果如图５所示。首先，先对样品进行一遍全面扫

描（２５００个脉冲），接着对样品连续进行第二遍扫描

（相当于连续采用５０００个脉冲照射样品），结果和图

４一样。再次对相同的一批样品进行一次扫描后，

间隔１ｈ后再进行一次扫描（同样相当于５０００个脉

冲），但是结果却迥然相异，这种方式下，细胞死亡率

大大增加，而转染率减小很多，如图６所示。

为了对脉宽的影响进行研究，采用了皮秒激光进

行实验。但是由于１５ｎｍ的金微粒在采用皮秒脉冲

照射时，转染效果较差，这里只给出细胞结合３０ｎｍ

微粒的实验结果，如图６所示。基于这些结果，可以

认为不论是在皮秒脉冲还是纳秒脉冲照射下，只要调

整到最佳条件下转染效率与脉宽的相关性不是很大。

图５ 扫描方式照射结合有３０ｎｍＢｅｒＨ２抗体的细胞后，激光脉宽对细胞膜通透性和死亡的影响。其中（ａ）和（ｂ）是皮秒激

　　　　　　　　光照射结果，（ｃ）和（ｄ）纳秒激光照射结果（ＹＧ６７１１０Ｎｄ∶ＹＡＧｌａｓｅｒ）

Ｆｉｇ．５ Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｐｕｌｓｅｗｉｄｔｈｏｎｍｅｍｂｒａｎｅｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｆｏｒ３０ｎｍＢｅｒＨ２ｇｏｌｄａｎｄｃｅｌｌｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ

ｗｉｔｈｓｃａｎｎｉｎｇｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ，（ａ）ａｎｄ（ｂ）ａｒｅｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｐｉｃｏｓｅｃｏｎｄｌａｓｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ，（ｃ）ａｎｄ（ｄ）ａｒｅｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ

　　　　　　　　　ｏｆｔｈｅｎａｎｏｓｅｃｏｎｄｌａｓｅｒ（ＹＧ６７１１０Ｎｄ∶ＹＡＧｌａｓｅｒ）ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

　　这里只给出了Ｋａｒｐａｓ２９９细胞被照射的结果，

对于Ｌ４２８通过ＢｅｒＨ２免疫纳米金结合时可得到

类似的结果。

５　结　　论

纳米金颗粒通过特定抗原抗体结合到细胞后，

通过激光的照射，细胞膜的通透性可以暂时提高，而

后复原。这时通常情况下不能进入细胞的１０ｋＤａ

的分子可以被送入细胞内。采用不同的激光参数不

同照射方式对两种细胞系进行了研究，以获得最佳

的转染条件并对其中的机理进行揭示。

对于纳秒激光，两种细胞系结合两种粒径的纳

米金后，采用不同的照射方式都可获得较好的转染

效果。与此相比较，皮秒激光采用扫描方式也可以

或得一定的转染效率。但是实验结果表明，转染效

率差于纳秒激光。尤其对于１５ｎｍ的金纳米，几乎

达不到转染的效果。

对于激光直接照射方式，细胞的转染率和死亡

率都与激光的脉冲数目存在密切的联系；但是，对于

扫描的照射方式，一定范围的脉冲数目照射后，再增

加脉冲的数目对细胞几乎没有什么影响。而当间隔

一定时间后，再次对前面照射过的细胞进行照射，细

胞的死亡率大大增加，转染率大大减小。
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图６ 采用２５００个脉冲扫描照射一次式者两次后死亡细

胞和被转染细胞比例（ＹＧ６７１１０Ｎｄ∶ＹＡＧｌａｓｅｒ）。

１表示完全扫描一次结果，２表示连续扫描两次的

　 结果，３表示在间隔一小时后扫描两次的结果

Ｆｉｇ．６ Ｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄａｎｄｄｅａｄｃｅｌｌｓｉｒｒａｄｉａｔｅｄ

ｏｎｃｅ ｏｒｔｗｉｃｅ ｗｉｔｈ ２５００ ｐｕｌｓｅｓ （ＹＧ６７１１０

Ｎｄ∶ＹＡＧｌａｓｅｒ）．（１）ｓｃａｎｎｉｎｇｏｎｃｅ（２）ｓｃａｎｎｉｎｇ

ｔｗｉｃｅｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙ，（３）ｓｃａｎｎｉｎｇｔｗｉｃｅｗｉｔｈａｂｏｕｔ

　　　　　　ａｎｈｏｕｒｉｎｔｅｒｖａｌ

　　激光的参数比如，脉宽、激光光束的模式，照射

频率，以及照射方式对细胞的死亡率和转染率的影

响都很大。通过模拟纳米金颗粒周围的温度增量来

分析其相关机理。

在温度模拟计算中采用了把一个均匀球插入无

限大均匀介质的热传输模型［５］。为了简单起见，假

设在整个脉冲期间，激光的辐射强度是一个常数；纳

米金颗粒的参数与温度无关，并且忽略纳米金颗粒

与周围物质的相位变化。根据这个假设，就可以利

用与参考文献［１，６］类似的方法来分析温度的增量。

当激光脉宽分别为τ＝６ｎｓ和τ＝３５ｐｓ时，细胞表

面的温度增量如图７所示，图中表示的是功率密度

为１ｍＪ／ｃｍ２ 的增量。当３０ｎｍ的纳米金颗粒被结

合于细胞，激光照射能量为１０ｍＪ时（ＳｕｒｅｌｉｔｅＩ

Ｎｄ∶ＹＡＧｌａｓｅｒ），在脉宽为τ＝６ｎｓ期间细胞表面

的温度增量根据其能量密度计算可得最大可达约

３６００Ｋ。采用扫描方式照射，同样的激光脉宽，能量

为０．８ｍＪ时（ＹＧ６７１１０Ｎｄ∶ＹＡＧｌａｓｅｒ），细胞表

面的最高温升为１２００Ｋ。由于皮秒激光与纳秒激

光相比，脉宽可以忽略，可以采用格林函数对方程求

解，当照射能量为８０μＪ时 （ＩＳＬ２００１ＭＰＬＹＬＧ

ｌａｓｅｒ），计算得到细胞表面的最高温升为３６００Ｋ。

计算发现细胞表面的最高温度已经超过了汽化

温度，因此细胞表面肯定会发生汽化。已知［７］通常

情况下，材料表面要发生汽化时所需要的时间为狋ｖ：

狋ｖ＝ （π／４）（犓ρ犮／犉
２）（犜ｖ－犜０）

２， （１）

其中犓，犮，ρ，和犉分别为物质的热传导率、每单位

物质的热容、密度以及激光的通量密度，犜ｖ和犜０分

别为汽化温度和初始温度。通过式１可知前面实验

中激光脉宽足以使细胞发生汽化。而温度计算也表

明微粒周围的细胞发生汽化时会产生一个很快扩张

的气泡［８］，此外，纳米金颗粒也会溶解并变成更小的

微粒［９］。有研究组实验发现４０ｎｍ的微粒当照射

密度达到８０ｍＪ／ｃｍ２时粒子出现碎化
［１０］。在纳秒

脉冲照射下微粒的温度与微粒的直径成比例，当微

粒直径小于某个值时，激光照射后微粒的温度达不

到融化温度。因此，一定数量的脉冲照射后微粒发

生破碎，再对原细胞照射就不会产生进一步的效果。

然而，当细胞被照射后，相隔一定时间，破碎的微粒

有可能重新聚集成团，很容易造成细胞的死亡。

Ｋｏｔａｉｄｉｓ等人也得出和我们一致的结论，即强烈的

热作用、液体局部的爆炸性沸腾及其所造成的压力

是造成微粒靶向细胞选择性损伤的机理［１１～１４］。

图７ 采用（ａ）６纳秒激光和（ｂ）皮秒激光照射结合有

３０ｎｍ纳米金的细胞后，距离细胞表面不同点处，

５ｎｍ和１０ｎｍ处的温度随时间变化的模拟结果，其

　　　　 中激光能量密度为１ｍＪ／ｃｍ２

Ｆｉｇ．７ Ｓｉｍｕｌａｔｅｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｃｈａｎｇｅｗｉｔｈｔｉｍｅａｔｔｈｅ

ｓｕｒｆａｃｅ，ａｔ５ｎｍａｎｄ１０ｎｍｄｉｓｔａｎｃｅｓｆｒｏｍｔｈｅ

ｓｕｒｆａｃｅ，ｗｈｅｎ３０ｎｍｉｍｍｕｎｏｇｏｌｄｐａｒｔｉｃｌｅｓａｎｄ

ｃｅｌｌｃｏｎｊｕｇａｔｅｓｗｅｒｅｉｒｒａｄｉａｔｅｄｂｙ（ａ）６ｎｓａｎｄ

　　　（ｂ）ｐｉｃｏｓｅｃｏｎｄｌａｓｅｒｗｉｔｈ１ｍＪ／ｃｍ
２
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６期 姚翠萍等：　激光参数对纳米金靶向细胞膜通透性的影响

　　如果采用扫描方式，由于纳米金颗粒达不到汽

化温度，多数纳米金颗粒不能被碎化。因此，当采用

短脉冲照射细胞微粒结合体时，微粒周围会有物质

（细胞膜或细胞内物质）从表面喷射出来［８］。这种喷

射出来的物质会改变表面与激光的相互作用。而

且，喷射物还会吸收光能从而屏蔽细胞表面对光的

吸收。由于这时细胞膜温度很高，从而在细胞表面

会产生一个向外的推力。当这些物质被喷射出来

后，纳米金颗粒就会脱离开细胞，因而当细胞温度恢

复原态后，下个脉冲不会再对细胞产生任何影响。

而当间隔一定的时间后，纳米金颗粒会重新附着在

细胞膜表面从而激光继续照射会造成细胞的相继损

伤。由于会出现上述表面物质喷射的现象，因此当

能量适当时，细胞膜会出现局部损伤从而提高其通

透性。

能量很大时，与能量小时相比不容易出现物质

汽化的现象，而是从表面直接喷射出一些物质，同时

喷射物质的反弹力是造成细胞损伤的重要原因。

Ｚｈａｒｏｖ等人也发现，激光照射能量越大，微粒周围

出现的气泡也越大［８］。他们证明当能量足够大时，

气泡可以达到１～１．５μｍ。在这种情况下，细胞就

会死亡。

６　结　　论

实验观测了照射方式、能量密度、以及脉宽等激

光参数不同时，对细胞膜造成的影响，并对其机理进

行了一定的分析。对于细胞转染来说，照射方式和

能量密度是两个重要的参数。而在研究金纳米的性

质时脉宽起到了主要作用［１０，１２］。实验也说明对于

转染脉宽并不是一个主要参数。由于条件有限，并

没有对飞秒激光做任何研究。

致谢　本文的工作得到了德国吕贝克医学激光中心

及ＧｅｒｅｏｎＨｕｅｔｔｍａｎｎ博士的帮助，特此感谢。
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