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巴氏~足球 C60 (Buckyball ) 是新发现的元素

碳的第三种形式[1] (另两种形式是石墨和 金刚

石 ) 0 C60 具有很完美的结构对称性 ， 它是由 60

个碳原子通过单、 双键组成 20 个六边形和 12

个五边形的球状结构，具有很多奇特的性质，

因 而引起了国内外学者的普遍关注和兴 趣。

Arbogast 等人[盯在测定 C6 0 的光物理性质时意
外发现，它经光激发后可以产生很高的单线态氧
102 产率。由于 102 是生物系统中常见的一种很
活泼的活性氧分子，因而 C6 0 光激发后可能对
生物组织、细胞等产生很强的氧化损伤作用。国

外近年来巳有文章谈及 C60 对生物细胞、 DNA

和酶等的光敏效应[3，句， 但尚无有关研究的详

细报道。本文采用体外培养 HeLa 细胞作材料，

经 MTT 比色分析， 观察了不同光照强度下不

同浓度的 C60 的细胞光敏杀伤作用，从而为进

一步认识 C60 对生物系统的影 响以及 如何将
C60 的光敏特性应用到生物学有关研 究领域打

下基础。

材料 与 方法

1 、 C60 的制备和纯化
C60 的制备采用电弧法[川在真空度 10- 6Torr ，

电压 10-20 V，电流 1 00-20 0 A 的条件下通氧气使

石墨电极放电，可得到 C60 以及其他高分 子巴 氏碳球

混合物， 经柱色谱分离， 以活性碳和硅胶混合作固定

相 ， 甲苯为流动相，收集络紫色一条色带， 旋转蒸发

干，后即可获得纯度>99%的 C60 粉末。

2、 C60 溶液的配制

由于 C60 不易溶于水， 故先用少量日比览溶解 C60 ，

然后加入水配成 90μg/ml C60 浓度的溶液。 取少量此

溶液测其 UV-VIS 光谱。 实际用时采 用 RPMI 1640 

培养液(无盼红〉取代水，用 φ0 . 22 μm 的硝酸纤维素

薄膜过滤灭菌。

3、 HeLa 细胞的培养

用 RPMI 16 .1 0 培养液(含 10%胎牛血清， 1 00 单

位/ml 青苟.索-链霉素双抗液， 5 x 10- 6mol/ L 2-就基

乙醇和 2 mmol / L L-谷氨酸胶) ， 在 5 %C02 ， 37 'C, 

相对湿度 95 %的条件下培养至贴壁， 然后 用。 . 25 %

版蛋白酶消化后配成每瓶 S XI0 5/ml 细胞浓度。

4 、 C60 光激发条件

将灭菌的含不同浓度的 C60 RPMI 1 640 作用液分

别加到 50 ml 容量的细胞培养瓶中， 每瓶 2 ml。在培

养箱中放置半小时后， 倾去作 用 液， 换入 2 ml 不含

C60 的新鲜培养液， 分别以不同光强度的光照进行处

理。 光源采用 500 W 卤素灯， 经隔热玻璃距培养瓶

50 cm 高处垂直照射 10 分钟 ， 保持细胞液温度不超过

37 0C 。 整个实验过程在超净台上操作， 严格控制无菌

条件。

5、 MTT 检测 [6]

将处理好的 HeLa 细胞转移到 96 孔板上(100 忖1/

孔) ， 每个祥品作 8 个复份， 同时设置阴性对照 (不合

C60 的细胞培养浓)和空白对照(不含细胞的 C6o-RPMI

1640 培养基 ) ，经培养箱培养 24 小时使细胞贴壁后，

每孔吸去 20 μl 培养液， 加入 20 W MTT (5 mg/ ml , 

用 PBS ， pH 7.2 配制)继续培养 4 小时， 偌l弃培养

液， 加入终止液二甲亚帆(100 μ1月L)， 充分振荡 5 分

钟 ， 在倒置显微镜下观察， 待针状紫色结晶溶解后，

用酶联免疫检测仪测定每礼的光密度 (O .D . 570 n m) 。

6、扫描电镜观察

将 C60 浓度为 30 pg/ml ， 经不同光强处理后的

HeLa 细胞用膜酶消化， 离心 ( 800 转/分)弃上清液，

然后经固定 ， 脱水后用 Hitachi HCP-2 临界点干燥仪

干燥 ， EiKo lB-5 离子溅射仪镀膜 ，在 Hitachi S-570 

扫描电镜下观察。

结 果

1 、 Ce o 溶液的 uv-v阳 光谱

· 浙江省自然科学基金资助项目.
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Ceo 的日Lt览 j在液呈浅紫色 ， 加水后颜色变

为黄棕色。 测其 UV-VIS 光谱发现在 2 7 1 nm, 

339 nm 有两个强吸收峰 ， 在 45 0 11m 有一较弱

的吸收峰， 并且一直拖延到 600 nm 开外(图

1 ) 。 与 C6 0 的毗览溶液相比，水的加入改变

了 C6 0 的溶解格式， 使 C o o 光吸收产生溶剂效

应 ， 向长波长方向偏移， 这一结果说明 C6 0 溶

液有一较宽波长范围的光吸收。

2、 不同 C6 0 浓度对 HeLa 细胞的光敏杀伤

效应

由表 l 可以很清楚地看到， 当 Ceo 浓度为

20 问Iml 时即产业明显的光敏杀伤作用 ， HeLa 

细胞杀伤率接近 10 0 % ， 与阴性对照 有显著差

:; /\J\… 

'///÷ \ 、)!

，哇飞去 ( '1'"

回， C60 溶液的 UV-VIS 光潜

异。 另外我们做了 COO 浓度分别为 20 昭Im1 ，

.1. 0 吨Iml ， 6 0 吨Im1 时不光照的对照实验 ， 它

们最后的 O.D . 5 7o nm 值 分别 7";] ].10 士 0 . 0 4 ，

1. 06 土 0. 0 5 ， 1. 05 :t 0 . 04 ， 与阴性对照没有显

若差异 ， 说明 HeLa 细胞的死亡是 Ce o 光激发

我 1 不同 C60 浓度光激发对 HeLa 细胞的光敏杀伤效应 (O.D' S70nm )

C60 浓度 (μg/ml)

n
υ
 

号孔
10 20 30 40 50 

1 · 2 i1 · 080·890·170·20 。 . 1 8 0 · 1 6

3 . 4 I 1 . 11 0 . 92 0 . 17 0 . 22 0 . 18 0 . 16 

3 . 5 i 1.12 0 . 84 0 . 20 O.25 0 . 24 O.1 4 

7_:_8__1一二L一一卫L--lf一 0 . 22 一一 -r …卫L一
工里2主主L~:丘2LJ二二. 06 0 . 20兰兰L与主巳乙」二二tf03 · 川士立三

注: 每种 C60 浓度 8 个孔作随机选择， 表内数据为同一 C60 浓度的两个孔的平均值
阴性对照孔的平均 O.D. S70 n m 为1. 24土 0 . 0 4

空白对照孔的平均 O.D'S70nm 为 0 . 1 9 士 0 . 0 3
·与阴性对照组比较， P< O. Ol 

主运 2 c60 不同光照强度对 HeLa 细胞的光敏杀伤效应

光照强度 I ^ " • I 细胞浓度I O.D.570 nm . I (X100Lux) . 1 - ,-,,,UD m I ( x 1 0 4细胞/ml )

细胞存活与〈

( % ) 

AU

AU

nu 

1
』

n
J
"

1. 16 土 0 . 0 5

0 . 93 土 0 . 03

0 . 20 土 0 . 03 也

44 . 1 土 0 . 8

38 . 9 士 1 . 3

2 . 0 士 1 .0"

94. 2 

83 . 1 

4 . 3'. 

40 I 0 . 19土 0 . 04 "' . I 0. " 

70 i 0 . 18 土 O . 创刊 I 0 .... 

0. ' 

0... 

注 : * 表内为 8 个孔数据的平均 O. D.值士标准差
阴性对照组的 O.D'570nm 为 1. 19 士 0 . 06 ， 细胞浓度为 46 .8 士 1. 5 x 10.cells/ml 
细胞浓度采用 0 . 05%的台盼蓝染色， 用血球计数板计数， 每Æ<jJ样品 6 个复份

样品细胞平均浓市
细胞存活率计算公式z 丽嗣南耐细睽丽i哝旷lω
" 与阴性对照组比较， P < O. Ol 
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后p)Î"产生的效果 ， CõO 溶液本身对 HcLa 细胞

并不构成威胁.

3 、 不同光照强度的 C6 0 先敏杀伤效应
选用 CGO 浓度为 30 ~gl时， 月3调压器作不

同光强的选择 ， SZ-301 照度计测量光强 ， 光

照时间均为 10 分钟。由表 2 可以看到， 当光强

达到 4000 Lux 时 ， HeLa 细胞 巳按近 100 % 死

亡。 显微观察发现， 1000 Lux 光强处理后的

细胞开始因缩，脱壁(图版图 2 ) ， 400 0 Lux 光

强处理后的细胞内出现大军;颗粒 ， 大部分细胞

死亡(图版图 3 )。 扫描电镜观察表 明 ， 经 C6 0
光激发处理过的细胞，失去膜表面微绒毛状和

小泡状结构， 变得光滑不规则， 甚 至 破损(图

版图 5 ， 6) 。

讨 论

Cao 经光激发后从基态跃迁到活 泼的三重

态 ， 但很快被周围的氧分子猝灭，从而产生具

有很强生物损伤作用的单线 态氧 102 0 102 是

生物系统中常见的一种破坏力很强的活性氧分

子。 它一方面可以起保护作用 ， 杀伤细菌， 病

毒等; 另一方面又能引起生物体健康组织的损

害问。 由于 C60 正被逐步地应用到人们正常生
活中来， 所以研究 C6 0 光激发后对生物细胞等

的影响就显得很有必要。 另 外 ， C6 0 作为一种

新型光敏分子， 对许多有关的生物学研究如光

生物学和皑的光敏治疗 等 也有 很大的研究价

值。

由于 C6。不易 i在于水 ， 所以实验中我们使

用了既对 CûO 有较高溶解度又能与水任意混i窑

的毗 i应以帮助 Cao 溶于水中。 光谱分析表明 ，

Cao 在日比览- 7}(体系中光吸收往 长波长方向偏

移，有一较宽波长范围的光吸收， 这样有利于
Ca。 在可见光谱长范围的光源激发下产生 102 。
为了排除毗览对细胞生长的影响 ， 我们分别做

了 C6o- 11比 fý[:-RPMI 溶 液不光照以及 OrG 览

-RPMI 溶液光照处理对 HeLa 细胞生长影响的

实验。 结果表明在实验所用 口比 l庭浓度为 6 %

(体和、比)的条件下 ， HeLa 细胞的生民没有受

到明显影响. 因此 ， HeLa 细胞的光敏杀伤效

应是由于 Cao 受光激友产生 102 ， 进而氧化破

坏细胞质膜甚至细胞内的各种生物膜结构如线

拉体、 内质网等 ， 从而使细胞产生不可逆的死

亡。 当 Ceo 浓度为 30 昭Im1 ， 光强 40 0 0 Lux 

时， 可以基本上把 HeLa 细胞全部杀伤.

在实验中 ， 我们发现 Cao 的浓度和光照强

度是 C6 0 光敏杀伤细胞的两个主要限制因素。

Wenzhu , L. (8 ] 以及 Tsuchiya ， T . (町 等 人发

现 C6 0 在一定条件下有剌激细胞分裂或分化的

作用 ， 这主要可能是 Cao 浓度或光照强度尚未

达到激 活 Cao 分子 产生大 量 102 的程度。

Kuochu , H. [l町等人发现 Ca。在人工双层脂膜
中有很强的促电子传递的作用 ， 这也许是 Ca。
在一定条件下反而起到促进细胞生长作用的一

个原因。 另外，我们发现 Cao 的光敏损伤作用

与细胞的状态和时相也有一定的关系，正在分

裂的细胞受伤较明显。 由于处于正在分裂的细

胞内部代谢旺盛 ， 细胞表面活动也非常活跃，

对 Cao 分子的吸收以及对 102 的敏感性都较
高， 从而给 C6 0 的光敏作用提供了更大的机会。

同时， 从图版中还可 以看出，处于相同时期的

细胞受伤程度相当一致。

总之 ， 实验结果表明 C6。在一定浓度和适
当光照强度下对体外开?养的 HeLa细胞有很强

的光敏杀伤作用。如何避开 C60 有窑的一面，进

一步修饰、 改造 C60 分子，使其发展为一种有

益的生物光敏分子， 是 ú"i得进一步深入研究的。

摘要

采用 MTT 比色分析沽 ， 观察了不同 C60
浓度和不同光照强度下 Ca o 对体外培养的 HeLa

细胞的光敏杀伤效应。 结果表明 ， Ca。 在 30 附/

m1 ， 光强 40 0 0 Lux 的条件下即可杀伤大部 分

细胞。 受伤细胞圆缩、 Jl兑壁 ， 里面颗位增多 ，

失去表面微绒毛状结构。 当光强增大时，细胞

表面甚至出现破损。

关键饵. C6Q 光激发 HeLa 细胞

光敏杀仿效应
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THE PHOTODAMAGE EFFECT OF BUCKYBALL C60 ON 

THE HELA CELLS CULTURED IN VITRO 

H uang Wendong Qian Ka ixia n Li W cnzhu* 
(Department of Biological science & Technology, *Department 01 Physics, Zhejiang 

University , Hangzhou 310027) 

ABSTRACT 

The method of MTT colorimetric assay was used to detect th e photodamage effcct of C60 

on the HeLa cells cultured in vitro under diffe rent concentrat io ns i'_nd photo-intensity . The resu­
lt showed that whcn the concentra ti on of Cõo was 30 !lg/ ml and thc photo- intensity reached 4000 
Lux , C60 could damagc most of tho cell s. Thc damaged cells dctached from thc wall of bottles 
and their shape became round and contractive . Th巳 dark particl es were incr~ased in th巳 cells

and the microvi11 i were tl ecreasçri . The surface of th e cells was evcn damagcd whcn the photo­
intensity was increased. 

Key words, C60 Rrradiation HeLa cells Photodamage effect 

骨髓高增殖潜能集落形成细胞( !--IPP-CFC)

分化产生巨核细胞的研究

张学军蒋丽珍王新明 丰iJ 志朝

(中国科学院上海细胞生物学研究所 200031 ) 

巨核细胞形成是一个分多阶段的细胞分化

成熟过程。通过这些过程，原始干细胞分化并产

生巨核细胞祖细胞 ， 继而形成巨核细胞和血小

板。 近年来对于已定向的巨核细胞祖细胞的增

殖和成熟有广泛的研究。许多检测祖细胞的新

方法的应用和多种基因重组造血生长因子的使

用， 剌激和推动了该研究的进展[1 -3 ， 18 )。但是，

对于原始干细胞如何分化成巨核细胞祖细胞的

过程仍不很清楚。 小鼠造血干细胞的分化阶段

是不同的， 各个阶段的亚群可根据 5-FU 处理
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