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激光细胞微手术的发展和应用
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摘要　现代生命科学的发展在很大程度上依赖于对活细胞的加工和操纵，比如切除细胞内的某些特定蛋白或细胞

器等。激光细胞微手术是一个强有力的工具，近年来在细胞微手术精度控制方面取得很大的进展。综述了激光细

胞微手术的最新发展及其在生物学和生物医学工程中的应用，对目前激光细胞微手术中存在的主要问题进行了讨

论，对比了普通激光聚焦法、飞秒激光聚焦法以及纳米金辅助的激光照射法的优点和不足。相对来说，纳米金辅助

的激光照射法具有同时对多个细胞进行操作，并且不需要复杂的辅助仪器等主要特点。
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１　引　　言

世界上第一台激光器问世不久，激光技术就在细

胞生物学的研究基础上得到广泛的应用，并出现了一

门新学科 激光细胞生物学。细胞本身的体积小，

直径只有几个微米到十几微米，细胞内部的结构则更

加精细复杂，所以在揭示生命功能的过程中，借助于

现代化的研究工具成为不可缺少的手段。激光由于

具有强度高，方向性和单色性好等优点，经过透镜聚

焦后可形成功率密度高而光斑直径仅为微米量级的

微光束，利用激光微光束可以对细胞进行俘获、打孔、

融合、切段、转移和移植等操作，在细胞生物学的研究

中形成了激光光镊术、激光显微照射术、激光细胞融

合术以及激光细胞打孔术等激光微光束技术。

把聚焦光用于生物学和医学的微处理始于
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１９１２年
［１］。激光的出现，使微处理的分辨率得到很

大的提高。１９６２年，Ｍ．Ｂｅｓｓｉｓ等
［２］第一次把一台红

宝石激光聚焦到显微镜上对细胞进行了微处理。此

后激光对细胞和亚细胞层次的微处理在整个生命科

学的科研和应用中引起了人们的关注并得到了很大

的发展，已经成为现代医学和生物学中一个不可或

缺的工具。

目前激光的微操作和处理方法分为两种：光镊

和光切除。在很多情况下光镊和光切除结合处理同

一个细胞。光切除也被称为激光微手术。由于现代

生物学很大程度上是基于一种简约式的“解剖”方

法———大多细胞生物学家尝试通过移除生物系统的

某个部分，并且研究移除这个部分后对整个系统的

影响来研究生物系统整体的复杂运动。各种各样的

酶方法和机械方法已经被用于解剖大型细胞集合，

如组织和器官。单个蛋白可以通过基因操控，如核

糖核酸干扰（ＲＮＡｉ）或基因去除使其在细胞内失活

或移除。因此，对于不同细胞器水平的细胞内操控

工具的需求在不断增加。而激光微手术可以理想地

实现该目的，并且在细胞生物学家中的流行性呈上

升趋势。因此现代生物学几乎各个方面都离不开激

光微手术。

本文综述了激光细胞微手术的最新发展及其在

生物学和生物医学工程中应用，讨论了目前激光细

胞微手术中存在的主要问题，对比了普通激光聚焦

法、飞秒激光聚焦法以及纳米金辅助的激光照射法。

２　激光细胞微手术现状

自从激光微手术出现以来，生物学和医学领域

的很多课题组都把这种技术作为最基本的工具，用

于满足自己的研究需求。同时，人们也不断地对这

种技术进行改进，以适应细胞生物学的发展。目前

存在以下几种激光细胞微手术方法。

２．１　普通激光光源

早期的激光微手术方法中采用的光源是紫外

（１９３～３５５ｎｍ）和可见光（５３２ｎｍ）的连续激光或者

纳秒及皮秒脉宽的脉冲激光。但是由于细胞内的蛋

白质和核酸等都对近紫外光具有强烈的吸收，样品

光束路径上焦平面以外的成分也会吸收光能。这样

就很难做到在活细胞内蚀除亚细胞器的同时不破坏

细胞活性。聚焦纳秒绿色激光微手术的作用效果随

细胞结构及类型的不同而定，有报道称在激光焦点

处和焦点外均有蛋白质分子的变性［３］。其次，由于

单个活细胞的体积仅有飞升（１０－１５Ｌ）级，在如此小

的体积上，严格控制作用在目标上的辐照度，进而确

定激光引起的细胞的各种生物效应的界限，是当前

激光细胞操作手术研究的重点和难点，也是曾经制

约激光细胞操作手术研究进一步发展的“瓶颈”。为

了克服这个缺点，人们采用了飞秒激光作为光源。

２．２　飞秒激光光源

与紫外、可见光相比，近红外飞秒激光具有以下

优点：适用于任何类型的生物组织，精度高，三维方向

可控；不影响细胞的活性，在近红外区细胞对热的吸

收小、焦点体积周围的热损失小，蚀除仅发生在焦点

体积处及其周围很小的区域内（目前报道的最小分辨

率可达到３６０ｎｍ）
［４］。因此飞秒激光目前被认为是

进行细胞微手术的最佳工具，已经被应用于基因转

染，细胞器切除等领域的研究［５，６］。国内天津大学精

仪学院超快激光研究室和江苏大学光子制造科学中

心对飞秒激光细胞微手术进行了系统的研究［７，８］。但

这种方法的精度依然受到光衍射极限的限制，焦点尺

寸通常最小大于半个微米，而且飞秒激光的系统复

杂，通常与光镊一起使用。

２．３　染料辅助激光照射方法

激光微手术还存在另外一种方法，即如果所需要

处理的物质的光吸收率远远大于周围的环境，激光直

接照射后这种物质就会被损伤。如光动力疗法

（ＰＤＴ）、染料辅助激光失活法（ＣＡＬＩ）以及选择性光

分解作用就是这种方法的典型应用。ＰＤＴ和ＣＡＬＩ

方法的共同之处在于目标区域内以光化学活性物质

作为光吸收性物质。ＰＤＴ方法已广泛应用于肿瘤的

治疗；而在ＣＡＬＩ方法中光化学染料借助抗原抗体结

合反应，通过光化学反应有效地灭活抗原蛋白。这两

种方法的机理都是氧化反应的发生，所作用的空间精

度与光化学物质的扩散和光化学反应的微环境有关。

针对普通激光光源、飞秒激光光源和染料辅助

激光照射方法的优缺点，研究组发展了一种激光细

胞微手术的新方法———纳米金辅助的激光细胞微手

术方法［９～１１］。

２．４　纳米金辅助的激光照射法

在染料辅助激光照射方法中，使用强光吸收性

微粒代替染料，并采用相应波长的激光照射，则细胞

损伤的程度只与光吸收性微粒的直径和激光照射时

间有关。通过把照射时间调整到与组织的热弛豫时

间匹配可以把热损伤控制在毫米甚至微米量级范围

内。这样就可以达到所需要的精度要求。通常最大

照射时间应该小于或等于组织的热弛豫时间，即

０９００１２４２
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式中犱为吸收体的半径，κ为吸收体周围的热散射

系数。通过（１）式可知，在热弛豫时间内组织受到了

一定的热损伤。

图１ 吸收体大小与照射时间的关系总结。在图中选定的Ａ区域范围内，可以产生选择性损伤而不会出现热弹性膨胀造成

的空化现象。如果照射脉冲比图中的时间长，则会造成更大的损伤。如果照射脉冲小于图中给出的时间，即Ｂ区

　　　　　　　　　　　　　　　　　　域，则会造成压力波以及空化气泡造成的机械损伤
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ｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈｏｕｔｔｈｅｒｍｏｅｌａｓｔｉｃｃａｖｉｔａｔｉｏｎ．ＷｈｅｎｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｔｉｍｅｉｓｂｅｙｏｎｄｔｈｅＡｒｅｇｉｏｎ，ｌａｒｇｅｒｄａｍａｇｅｒａｎｇｅｗｉｌｌｂｅ

ｉｎｄｕｃｅｄ．Ｗｈｅｎｔｈｅｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｔｉｍｅｉｓｓｈｏｒｔ，ｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｃｍｅｃｈａｎｉｃａｌｄａｍａｇｅｗｉｌｌｏｃｃｕｒｄｕｅｔｏｐｒｅｓｓｕｒｅｗａｖｅｓａｎｄ

　　　　　　　　　　　　　　　　　ｃａｖｉｔａｔｉｏｎｂｕｂｂｌｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｔｈｅＢｒｅｇｉｏｎ

　　对于直径为１０ｍｍ的血管，照射时间应该控制

在毫秒之内；对于微米级的物质其照射应该控制在

微秒之内。如果要得到更高的损伤精度，不仅吸收

体体积需要减小，照射时间也需要缩短。根据不同

组织的热弛豫时间，图１对吸收体的大小和照射时

间做了一个汇总，其中组织的热学参数都以水的性

质为参考。如果加热（照射）时间特别短，则热弹性

膨胀造成的压力会导致空化气泡的产生。当物体被

迅速加热时，物体就需要通过热膨胀产生的压力波

来释放能量，从而产生光声效应。在水中的光声效

应时间，应该超过体积被加热期间空化气泡产生的

时间等汇总在图１中。根据理论计算，微粒的半径

越小，相应的热弛豫时间越短，在相应照射时间内其

损伤程度就越小。通过相应的研究可知，采用纳米

金作为光吸收性微粒，激光照射后理论上对组织的

损伤可以达到纳米精度。

综上所述，激光细胞微手术可以表示为图２所

示的激光紧聚焦法和纳米微粒辅助激光照射法。本

课题组对纳米尺度激光紧聚焦光穿孔技术进行了详

细的论述［１２］。通常，在利用连续激光聚焦照射实现

细胞微手术时，由于激光脉宽长于激光焦点处的热

扩散时间并且激光强度相对较弱，因此需要在细胞

培养液中添加线性吸收染料。无论是长脉宽还是连

续波激光，它们与生物材料的作用都依赖于线性吸

收，平均输出功率要达到１Ｗ或更高，高功率将会对

细胞本身造成较大影响。同时，连续波或长脉冲主要

依靠热分解和瞬时气泡的形成来对细胞产生作用，其

中热分解作用的发生要求温度必须达到１００℃以上，

这会对细胞膜造成一定的伤害。但是利用此光源的

一个显著的优点是紫外二极管激光器成本相对较低。

图２ 两种不同的激光细胞微手术方法原理示意图。

（ａ）激光聚焦方法；（ｂ）纳米金辅助激光照射方法

Ｆｉｇ．２ Ｃｅｌｌ ｍｉｃｒｏｓｕｒｇｅｒｙ ｂｙｔｈｅｌａｓｅｒ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｍｅｔｈｏｄｓ．（ａ）Ｔｉｇｈｔｆｏｃｕｓｉｎｇｏｆｔｈｅｌａｓｅｒｂｅａｍ；

（ｂ）ｕｓｉｎｇｇｏｌｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎｔｈｅｔａｒｇｅｔｃｅｌｌｓ

飞秒激光的激光强度非常容易达到１０１６ Ｗ／ｍ２

数量级，它与水或生物介质的相互作用呈非线性，可

在生物介质中产生高度局部化的非线性吸收，被吸

收的激光能量非线性的积累在焦点处，这种能量由

激光转移到介质的过程称为非线性能量沉积。研究

表明这一过程是高度可控的。由于是非线性作用，

一旦光强达到阈值强度，即刻产生大量的等离子体，
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对光子的吸收急剧增加。所以实验中飞秒激光的平

均输出功率可以小到几十毫瓦，使得它对细胞的影

响较小。同时，飞秒激光产生的非线性能量沉积在

作用过程中伴随有自由电子诱导的化学效应、热效

应和热弹性机械效应等，综合利用这些效应将更有

利于对细胞进行微操控，但是其操控精度仍然受到

衍射极限限制。

而在纳米颗粒辅助的（例如纳米胶体金和纳米

棒）激光照射法中，纳米颗粒通过受体和配体结合，

靶向标记到细胞特定的部位。特定波长的激光通过

表面等离子体共振效应加热纳米颗粒。能量沉积引

起的热效应在纳米颗粒周围形成微小空化气泡，空

化气泡在弹性界面上引起的机械效应可以在细胞特

定部位造成微损伤，从而实现细胞微手术。这种方

法与紧聚焦光照射方法处理单个细胞相比，纳米颗

粒辅助方法中可以采用小数值孔径的物镜，这样通

过大面积的激光辐射可以同时处理大量的细胞，而

细胞的选择性吸收是通过具有特异性的抗体靶向获

得的。而且，这种方法中不需要其他辅助的复杂昂

贵的系统，因此这是一种非常有吸引力的激光细胞

微手术方法。

３　激光细胞微手术的应用

自从激光微手术出现以来，生物学和医学领域

的很多课题组都把这种技术作为最基本的工具，用

于满足自己的研究需求。２０世纪６０年代，贝克曼

激光研究中心的创建者Ｂｅｒｎｓ教授就利用激光细胞

微手术致力于细胞遗传学和细胞运动学的研究，有

关 ＭｉｃｈａｅｌＷ．Ｂｅｒｎｓ教授的介绍，可参考美国激光

医学会董事会的介绍［１３］。１９７２ 年，Ｄｉａｃｕｍａｋｏｓ

等［１４］采用这种技术进行细胞融合，目前细胞融合技

术已经广泛应用于单克隆抗体的制备等领域。激光

细胞微手术通过多年的发展，主要应用于以下三个

领域。

３．１　细胞器去除

细胞器是细胞中通过生物膜与细胞中其他部分

分隔开来的、功能上独立的亚细胞结构。人们已经

意识到由于生物体在生理和病理上的变化，将会对

细胞器的形态产生一定的影响；反之，通过对细胞器

形态的观察，在一定程度上也可以反映生物体生理

和病理上的改变。而通过对细胞器的切除，人们不

仅能够分析研究细胞内各种结构和功能的关系，探

讨细胞的合成、分裂和遗传等生命活动，还能研究一

些病理信息。目前，人们可以采用激光细胞微手术

选择性改变活细胞中的亚细胞器，比如染色体切除，

中心粒、着丝点等与有丝分裂相关的细胞器等的切

除。通过对这些特定部位或者细胞器的操作，科学

家们可获得生物学各个层次的重要信息。

Ｂｅｒｎｓ等
［１５］把一束低功率的氩离子激光聚焦到

一个用吖啶染料染色的活细胞的染色体上，结果发

现在染色体的照射区域出现了一个０．５ !ｍ 的损

伤。随后的研究表明，激光微光束可以用来选择性

地损伤基因的特定位置。在这些研究中用到了３种

激光：低功率氩离子激光，需要对细胞器染色；高功

率氩离子激光，不用染色（相当于多光子过程）；四倍

频的 Ｎｄ∶ＹＡＧ激光（２６５ｎｍ）。他们的实验证明，

这种方法不仅可以选择性地去除核仁里的基因，而

且核仁区域中相应没有染色部分的基因能够从单个

照射的细胞中克隆出来。此外，现在还可以相对简

单地对ＲＮＡ基因进行操作，用来研究变异果蝇中

ＲＮＡ基因的调控作用和功能以及两栖动物卵母细

胞的基因增殖。他们还通过对中心粒的切除发现处

于中心体区域的ＲＮＡ的第二构象在有丝分裂时纺

锤体的组织功能方面起了很重要的作用。而且有丝

分裂后期染色单体的最初分离并不是由微管介导

的［１６］。由于这种方法可以使某段基因失活而不表

达，从而用于基因调控、功能基因组学以及靶向基因

治疗等基础研究领域［１７］。

除了选择性地去除某些染色体以外，一些研究

组还对有丝分裂期间细胞的整个染色体进行了去除

操作。在有丝分裂中期时对着丝点进行照射就可以

完成对整个染色体的去除。这是因为当着丝点的微

管动粒附件被破坏时，染色单体就不再附着在有丝

分裂的纺锤体上。Ａｉｓｔ等
［１７］利用激光微手术去除

星状体某部分研究了细胞有丝分裂中纺锤体与星状

体的相互关系，研究发现，星状体的拉力会对中心纺

锤体产生压力，纺锤体由此产生的反作用力就会限

制细胞分裂的速度。Ｃｈｅｎｇ等
［１８］通过对干细胞中

中心体的加工，发现干细胞中中心体的定向对于正

常的细胞分化起了关键作用。

人们通过激光照射细胞可以造成单个线粒体的

明显损伤，从而能够分析其收缩反应、电学反应和形

态学反应。实验证明，通过照射细胞器，激光能量能

够直接被捕获并储存在三磷酸腺苷中。另外的研究

表明，在照射前细胞已经被电极刺穿，照射一个线粒

体后细胞膜会发生明显的去极化。细胞被照射后最

终总会恢复到以前的静息电位状态，从而说明细胞

膜上的激光效应是暂时的，这可能是由于暂时的细
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胞膜对某种离子的通透性改变造成的。通过这种方

法，还阐明了包括收缩性能、电反应以及形态反应等

影响心肌细胞收缩的多种因素，并借此可以研究心

率失常。由于这种方法对亚微米以下的靶细胞可造

成选择性的损伤，细胞微手术技术也是研究细胞功

能，神经电流，神经损伤以及神经重建的有力工

具［１９］。

３．２　细胞膜手术

细胞膜是防止细胞外物质自由进入细胞的屏

障，它保证了细胞内环境的相对稳定，使各种生化反

应能够有序运行。但在很多情况下，人们需要某些

物质可以穿过细胞膜进入细胞，从而达到基因转染

或者药物、抗体等转入的目的，从而进行疾病的治

疗。目前激光细胞微手术已被证实是一种有效的非

病毒基因递送并能永久表达的手段。２００２年，Ｕ．

Ｋ．Ｔｉｒｌａｐｕｒ等
［５］把钛蓝宝石飞秒激光器聚焦在细

胞膜上，从而使细胞膜产生了单个特定位置的瞬时

穿孔，允许ＤＮＡ通过并保存了细胞的完整性，而且

转染率可以达到１００％。２００５年，Ｋｏｈｌｉ等
［２０］采用

１０ｆｓ的飞秒激光对活的哺乳动物细胞进行了亚微

米细胞膜切割和细胞分离并且保持了细胞的活性。

ＥｖｅｌｙｎｅＺｅｉｒａ等
［２１］采用相干辐射钛蓝宝石锁模激

光（频率为７６ＭＨｚ，脉宽为２００ｆｓ，波长为７８０ｎｍ）

进行了非病毒的在体基因细胞内转入实验。他们通

过激光照射把外源基因转入老鼠体内，并成功表达

了７个月。他们认为这是一种非常有效的用于在体

基因表达和接种疫苗的方法，并可以进行基因治疗。

与飞秒激光相比，采用纳米金介导的细胞膜微

手术方法，可以采用纳秒激光或皮秒激光光源，而且

同时可以处理较多的细胞。本课题组在２００５年就

明确提出了纳米金介导的细胞膜微手术方法，并且

进行了系统的研究［９］。到目前为止，采用这种方法

实现了不同大小分子的细胞内转入，包括１０ＫＤ的

异硫氰酸葡聚糖分子，１５０ＫＤ的 ＭＩＢ１抗体以及

３０００ＫＤ的绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）质粒载体，而且

ＧＦＰ能够成功表达。其中抗体的转入率达到７０％

以上。对于质粒载体，本课题组目前的任务就是提

高其转入率，并保证能够永久表达。如果这种方法

能够成功实施，有望发展为一种新的基因转染和基

因治疗的方法。

此外，细胞融合是细胞工程中的一项重要技术手

段，激光细胞融合术是利用短脉冲激光微光束同时照

射在两个或者两个以上相邻的细胞膜上，在适当的条

件下微光束可以在细胞膜上诱发瞬间的可逆性损伤，

这种瞬间的变化可以把相邻的细胞膜融合在一起形

成新型细胞，现在激光细胞融合术已经成为人工定向

创造新品系细胞的重要手段和制成单克隆细胞系的

关键技术，对生物遗传工程的研究也具有重要意义。

２００６年，天津大学邢岐荣课题组
［２２］采用中心波长为

８１０ｎｍ，脉冲重复频率为１００ＭＨｚ，脉冲宽度为４０ｆｓ

的飞秒激光对酵母细胞进行融合，以ＣＣＤ录像系统

监测靶细胞的融合过程，在靶细胞被曝光１６０ｍｉｎ后

成功实现了细胞的融合。上述实验均采用的是高重

复率的飞秒激光脉冲，且激光脉冲能量在０．５～

１．２ｎＪ之间，略低于冲击波形成阈值，因此细胞膜破

坏的机理是多脉冲产生的热累积效应使细胞膜产生

瞬时穿孔。由于细胞膜具有流动性，损伤的细胞膜

会在短时间内得到修复，从而再次形成完整的屏障。

在现代医学领域，激光细胞微手术通常被用于人工

受精等研究。

３．３　植物细胞中的应用

与动物细胞不同的是，植物细胞有一层厚厚的

由纤维素等组成的细胞壁。通常情况下很难不损伤

细胞活性而又越过这层机械屏障进入细胞内部。为

了克服这个问题，人们通常采用酶对细胞进行处理，

从而将外源物质，如ＤＮＡ等，转入细胞。然而，这

种方法通常会破坏原生质，而不能用于进行特殊细

胞功能分析的实验。现在，激光细胞微手术是用于

植物细胞的一种理想的方法，该方法也普遍被应用

于植物细胞的研究。比如，研究植物细胞分裂过程

中胞质束的行为与分裂的关系［２３］，研究植物细胞壁

与细胞膜之间的Ｈｅｃｈｔｉａｎ带的功能、位置以及物理

性质［２４］，或者在完整的植物细胞上打破部分细胞

壁，从而使基因质粒等的外源物质进入植物细胞，并

完成基因表达［２５］。

总之，现代生命科学的发展在很大程度上依赖

于对活细胞的加工和操纵。利用细胞微手术切除细

胞内的某些特定蛋白或细胞器，或者极短的时间内

在细胞膜上造成可逆损伤，导入外源物质（例如基

因、抗体和大分子等），对研究活细胞内部各蛋白质

以及细胞器的功能、外界大分子对细胞功能的影响

以及转基因动物的培养具有重要的实际意义和科学

价值。

４　激光细胞微手术的机理

最早应用普通激光光源实现细胞微手术的机理

是激光对细胞的热效应。对于飞秒激光其作用机理

目前有三种：１）脉冲能量较低的条件下产生的化学
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反应发生累积效应，从而使细胞产生局部的损伤；２）

飞秒激光脉冲能量较高时，其诱导的样品内等离子

体密度较高，将对样品产生热致损伤；３）飞秒激光的

脉冲能量远超过冲击波形成阈值时，激光诱导的样

品内等离子体密度很高，对生物样品会产生快速的

物理破坏效应。这三种效应在杨海峰等［２６］的文章

中有详细的论述。

１９９９年，Ｈｕｅｔｔｍａｎｎ等
［２７］最早对纳米颗粒介

导的激光细胞微手术机理进行了研究 ，他们认为造

成细胞损伤的根本原因是由纳米金累积的光热效应

导致的蛋白热变性。随着各种先进实验手段的出现

以及研究的深入，研究者们发现不同脉宽段的激光

与纳米颗粒及细胞作用的机理是不同的。飞秒到纳

秒脉宽的激光由于加热（照射）时间特别短，则热弹

性膨胀造成的压力会导致空化气泡的产生，从而会

造成细胞膜穿孔［２８，２９］。Ｈｕａｎｇ等
［３０］利用实验确定

了这种方法中能够破坏肿瘤细胞的最低温度，

Ｚｈａｒｏｖ等
［３１，３２］分别利用光热技术和声光成像检测

了这种方法中细胞内的纳米金周围的局部热效应，

观察到了气泡的产生，如图３所示。Ｋｉｔｚ等
［３２］认为

细胞的损伤程度与气泡的大小有关。

图３ （ａ）１００μＪ照射后的Ｋ５６２肿瘤细胞的光热成像；（ｂ）２０μＪ照射后的含有２０ｎｍ的纳米金Ｋ５６２肿瘤细胞的光热技

术成像；（ｃ）与纳米金培养１ｈ后相同细胞的电镜照片（放大１９０００倍），箭头指向纳米金；抽运激光：波长

　　　　　　　　　　　　　　５２５ｎｍ，脉冲宽度８ｎｓ，延迟时间５０ｎｓ，脉冲能量１００ｍＪ

Ｆｉｇ．３ （ａ）ＰＴｉｍａｇｅｓｏｆａＫ５６２ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌａｎｄ（ｂ）ａｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｗｉｔｈ２０ｎｍｇｏｌｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄｉｎｔｏｉｔ；（ｃ）

ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆｔｈｅｓａｍｅｃｅｌｌｓａｆｔｅｒａ１ｈｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｗｉｔｈｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ（１９０００ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ）．

Ｗｈｉｔｅａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｐａｒｔｉｃｌｅｓ；ｐｕｍｐｌａｓｅｒｏｆ５２５ｎｍ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ，８ｎｓｐｕｌｓｅｗｉｄｔｈ，５０ｎｓｔｉｍｅｄｅｌａｙａｎｄ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１００ｍＪｐｕｌｓｅｅｎｅｒｇｙ

　　采用脉宽更宽的脉冲时，照射时间大于吸收物

质的热弛豫时间，纳米金吸收光能后对细胞的损伤

难以控制，基本上都会造成细胞的死亡。其机理主

要是由于热效应导致的蛋白质变性［３３］。

本课题组也对其机理进行了探索。以结合有纳

米金的牛肠硷性磷酸脂酶为研究对象，采用不同脉

宽的激光（纳秒和皮秒）对结合有纳米金的蛋白质进

行照射，通过实验获得能够使蛋白质全部失活的阈

值，并初步建立了光热效应模型，结合阿列纽斯方程

对其中的机理进行了前沿性的探讨［１０］。研究了激

光的不同参数以及激光不同的照射方式对纳米金靶

向的两种细胞损伤的影响，针对不同的脉冲宽度采

用不同的理论，模拟了纳米金周围介质的温度分

布［１１］。此外，还通过蒙特卡洛模拟分析了短脉冲激

光照射下纳米颗粒表面的温度变化以及纳米颗粒使

蛋白质失活的机理［３４］。由上述研究获得结论，能量

密度为１ｍＪ／ｃｍ２ 的单个纳秒或者皮秒激光脉冲都

可以使纳米金周围的温度达到气化程度，从而造成

细胞膜的可逆损伤，实现一些外源物质细胞内转入

效果。

５　结　　论

综上所述，目前激光细胞微手术中，普通激光光

源紧聚焦方法由于其精度不可控等缺点几乎不再使

用，而主要的方法就是飞秒激光紧聚焦照射法和纳

米金辅助的激光照射法。这两种方法有各自的优

势，在细胞微手术中都具有很大的应用前景。两种

方法都可以在不破坏细胞活性的条件下蚀除和切割

细胞器，为研究不同细胞器对细胞功能的影响提供

一种有效的方法。也为研究生命科学中很多关键的

问题，比如基因治疗、神经功能再生、胚胎发育等提

供一种有效的方法。然而，两种方法在机理方面都

存在需要进一步解释的科学问题，如等离子体诱导

蚀除的机理、高重复率激光辐照下由能量累积引起

的热效应和脉冲与脉冲之间的相互作用、空化气泡

的产生与细胞膜损伤精度的关系等，仍需要进一步

的研究和探索。
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