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离体血红细胞的活性衰变规律研究
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摘要　采用光镊技术研究了离体血红细胞的动力学过程即细胞活性的变化规律。当光镊中的半导体激光器发出

的高斯光束照射红细胞使其发生形变并反转，待细胞保持动态平衡后切断激光光路，得到形变血红细胞的自由回

复时间，该时间长短与细胞活性相关联。通过对比被小功率 ＨｅＮｅ激光器持续照射和正常离体血液的活性衰变规

律，结果表明，细胞活性均呈现出规律性的变化，波动之后逐渐减弱并最终趋向死亡。被激光持续照射的红细胞活

性衰变较缓，即激光照射的作用延缓了红细胞的衰弱。研究结果能为细胞的活性和动力学分析提供参考，为血液

疾病的临床检测和激光临床治疗提供帮助。
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１　引　　言

血红细胞在人类的健康与疾病中起到非常重要

的作用。血红细胞的结构和动力学（机械）的异常与

健康系统的严重紊乱有着密切关系。如具有镰刀形

红细胞状的贫血病和细胞骨架异常的遗传性疾

病［１］；恶性肿瘤和溶血性贫血会出现嗜碱性点彩、卡

波环、何 乔小体等红细胞结构异常等。

目前临床上通常采用生化方法检测红细胞的活

性。例如，最广泛使用的方法 四甲偶氮唑盐

（ＭＴＴ）比色法
［２，３］。其原理是活细胞中的线粒体脱

氢酶能将染料 ＭＴＴ转变为不溶的紫色甲瓒颗粒，

并沉淀在细胞中，而死细胞没有这种特性。继而计

算出活细胞所占总体的比例，间接反映出细胞群体

的活性。但是由于检测过程中必须使用有毒的有机

溶剂，不仅会增加工作量并且会影响实验结果的准

确度，并对实验者造成不必要的伤害［４］。此外使用

广泛的还有３Ｈ放射性同位素掺入法、台盼蓝染色

法、克隆（集落）形成法等。以上这些方法在测定细
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胞活性的过程中都有检测物质的介入，会对实验结

果产生一定干扰。而且均是从宏观上研究一群细胞

的活性，通过估算存活细胞占总细胞数的比例来确

定细胞的活性。虽然能够快速地了解整体的特征或

者整体所处于的状态，但是这些方法无法从微观上

研究个体细胞的活性，更无法对个体细胞进行衰变

研究。

早在１９８６年，Ａｓｈｋｉｎ发明了光镊，理论上是利

用光场的强度变化形成的梯度力，使得光子与微粒

之间产生动量传递［５］，将微粒稳定地捕获在光束的

最强位置。移动激光光束的焦点可以驱动微粒的移

动，进而达到准确控制微粒的目的［６］。

光镊技术可以进行纳米生物学的研究，分散体

系的研究，微精密器件的组装等［８～１０］。而借助光镊

研究细胞活性，具有以下的优点［１１～１３］：

１）可以对每一个细胞进行有目的的或者随机

性的检测，直观地研究细胞的形状和细胞体的结构

随着时间的变化；

２）光镊技术无需其他化学物质的介入；

３）采用非接触方式，可以对小微粒或者活细胞

进行无损伤的操纵。

本文用光镊技术对离体血液的活性变化规律进

行了研究，对比了被持续激光照射的离体血液的活

性改变，得到了激光对血细胞的生物学效应、热学效

应对细胞活性的影响，研究结果对细胞的动力学特

征以及激光对细胞的作用机理研究提供帮助。

２　实验装置与材料

实验仪器为上海中珂光镊科技有限公司生产的

ＬＯＴ３型光镊。光镊光源为７８０ｎｍ半导体激光器

（ＬＤ），最大输出功率为３６０ｍＷ，激光光束经一片

双向分束镜反射，进入１００倍油浸物镜（数值孔径为

１．２５），再会聚到观测点上形成光镊。７８０ｎｍ波长

的光被水和血红蛋白吸收较少，可避免对红细胞可

能的伤害。样品池置于三维操作平台上，通过控制

平台使被捕获粒子相对于样品池移动，从而实现对

粒子的操控。

样品取自健康家鸽的新鲜血液，加肝素钠溶液

抗凝。将上述血液样本用生理盐水稀释２０倍，分成

两组：样本 Ａ和样本Ｂ。其中样本 Ａ静置于试管

中，样本Ｂ用３ｍＷ 的 ＨｅＮｅ激光器连续照射。

３　实验结果与分析

实验中在光镊视野中选取并捕获一个红细胞，

在ＬＤ激光作用下使其开始反转，如图１（ａ）所示。

由于活的红细胞细胞膜具有弹性，在光阱力的作用

下细胞膜以至整个细胞都会被拉伸或者挤压，红细

胞的重心发生偏移，红细胞会发生翻转。接着在光

阱力的作用下，先是绕红细胞的长轴旋转至暂时平

图１ 红细胞在光阱力作用下翻转。（ａ）开始反转；（ｂ）绕长轴旋转；（ｃ）绕短轴旋转；（ｄ）达到动态平衡

Ｆｉｇ．１ Ｒｅｖｅｒｓａｌｏｆｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｂｙｏｐｔｉｃａｌｔｒａｐｐｉｎｇｆｏｒｃｅ．（ａ）ｓｔａｒｔｒｅｖｅｒｓｉｎｇ；（ｂ）ｒｏｔａｔｅａｒｏｕｎｄｌｏｎｇａｘｉｓ；

（ｃ）ｒｏｔａｔｅａｒｏｕｎｄｓｈｏｒｔａｘｉｓ；（ｄ）ｒｅａｃｈｄｙｎａｍｉｃｂａｌａｎｃｅ

２６３２
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衡位置，如图１（ｂ）所示。随后由于光阱力和细胞重

心的双重作用，红细胞又开始绕其短轴旋转如

图１（ｃ）所示，最终红细胞达到动态平衡位置，如

图１（ｄ）所示，其长轴与激光束方向相同，而短轴与

激光束方向垂直，并且扁平凹的平面方向与激光束

方向平行。此时迅速撤去激光束（细胞变化过程如

图２所示）同时开始记时。当切断ＬＤ的光路后，光

阱力随之消失，红细胞失去光阱力的作用开始慢慢

回复，被翻转的红细胞由于细胞本身回复的需要，重

心逐渐回到翻转前的位置，进而红细胞会缓慢回复

到被翻转前的形状和舒展状态，如图２（ｄ）所示。将

细胞从失去光阱力作用至完全回复至正常状态的时

间定义为该细胞的自由回复时间。该时间长短与细

胞活性相关联，细胞自由回复时间长则意味着细胞

活性低，回复能力差，即细胞自由回复时间能直观反

映细胞的活性。

图２ 光阱力消失时红细胞的自由回复

Ｆｉｇ．２ Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｗｉｔｈｏｕｔｏｐｔｉｃａｌｔｒａｐｐｉｎｇｆｏｒｃｅ

　　随机选择１０组红细胞重复以上实验步骤，记录

细胞的回复时间取平均记为该细胞的平均回复时

间。３０ｍｉｎ之后对样本Ｂ重复以上实验过程，获得

被小功率ＨｅＮｅ激光器照射后红细胞的自由回复

时间数据。样本Ａ与样本Ｂ交叉进行，１ｈ为一组，

持续检测８ｈ。每次取样本之前，都把样本轻轻摇

匀，以保证实验过程中的样本为同一均匀浓度。

离体红细胞在光阱力消失之后，回复时间的差

异是多种因素综合影响的结果。其中主要原因可分

为内因红细胞活性和外因环境。光阱力消失之后，

拉伸或者扭曲的红细胞恢复到形变前的状态，由于

活性的大小不同而产生不同的内力差异会导致回复

时间不同。外因环境的影响是，当红细胞离开高粘

滞性的体内环境到稀释的生理盐水环境后，细胞的

旋转能力逐步得到提高，回复时间逐渐减小。

图３为静置红细胞的回复时间和离体时间的变

化关系图。从图中可以看出，细胞从离体至死亡大

约经历四个阶段，先是离体后回复时间减少，然后增

加，接着再次减少，直至最后慢慢增长到最终值

图３ 静置红细胞的回复时间图

Ｆｉｇ．３ Ｒｅｃｏｖｅｒｙｔｉｍｅｏｆｔｈｅｓｔａｔｉｃｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓ

２１．３ｓ。相关实验证实此时红细胞趋于死亡。回复

时间在第２ｈ和第４ｈ有极小值，在第３ｈ有极大

值。分析认为，正常静置的血细胞，离体的环境使得

血细胞的旋转能力迅速增强，表现为自由回复时间

变小，且离体后血细胞的活性有所变化，只是相对外

部环境对旋转能力影响可忽略。离体后的４ｈ内表

现为血细胞对新环境的适应，虽然在第３ｈ左右旋

转能力有所反复，但是总体趋势仍是回复时间变小

的。４ｈ后血细胞适应了外部环境，此时回复时间

３６３２
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的变化主要体现为离体细胞的活性衰变，回复时间

逐渐变长，细胞活性减弱，直至最后细胞死亡。

图４为被激光持续照射的离体血细胞的回复时

间图，从图中可以看到，被激光照射的红细胞的回复

时间在开始的２ｈ左右很稳定，之后回复时间逐渐

减少，大约３ｈ后呈现慢慢增长到最终值为１９．９ｓ。

与回复时间相比，细胞活性在刚开始的两个小时保

持稳定，接着细胞活性增长，３ｈ后细胞活性逐渐衰

减到一个极值，并最终死亡。分析认为，激光照射所

产生的光热和光生物作用部分模拟了体内环境，从

而推迟了并减弱了血细胞适应外部环境导致的旋转

能力增强，表现为激光照射的血细胞在３ｈ内回复

时间变化很小，但是３ｈ后细胞的活性衰变成了主

导影响细胞回复时间的因素。由于低强度激光照射

可激活红细胞膜 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶，启动葡萄糖酵

解，释放ＡＴＰ能量供红细胞利用，提高膜流动性，

使红细胞易于恢复至正常形态［１４］。另外激光照射

能减少红细胞膜的弹性模量，使得红细胞膜的变形

指数变大而刚性指数变小，从而提高红细胞的变形

能力［１５］。结合上述两种原因，可以认为激光短时间

照射能起到增加细胞活性的作用。同期做的对应光

谱学实验也验证了这个结论。

图４ 激光照射红细胞的回复时间变化图

Ｆｉｇ．４ Ｒｅｃｏｖｅｒｙｔｉｍｅｏｆｔｈｅｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓｗｈｉｃｈａｒｅ

ｉｒｒａｄｉａｔｅｄｂｙＨｅＮｅｌａｓｅｒ

４　结　　论

为了详细分析红细胞离体后的动力学特征以及

激光对红细胞的活性的影响，采用光镊技术对离体

红细胞的活性及细胞的回复时间进行了测定，比较

了静置的正常红细胞和激光照射的红细胞在动力学

过程中的差异，可得到如下结论：

１）随着离体时间的增加，两种红细胞的活性均

呈逐渐减弱的趋势，直至最终死亡，实验上表现为红

细胞的回复时间逐渐趋于一个稳定值，离体红细胞

在第７～８ｈ开始大量死亡。

２）被激光照射的红细胞活性变化较平缓，并且

在部分对应时间点上，激光照射的细胞活性均比静

置的细胞活性稍强。

３）小功率激光器所带来的光热效应、光生物效

应等能起到增加细胞活性的作用。激光照射的结果

减少了红细胞膜的弹性模量，提高膜流动性，使得

红细胞膜的变形指数变大而刚性指数变小，从而提

高了红细胞的变形能力。

用光镊研究细胞的活性还可以从更多的角度进

行，如可以开展个体细胞力学行为（运动、变形、粘

附、分裂和铺展等）的定量检测及模型化研究，为血

细胞的功能检测开辟新的途径，为临床上血液的检

测提供更方便、快捷的相关研究。
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