
I-IpD 加激光里做照射 Hela 单细胞的超微结构研究来

:1 1\ 燕华欧笑兰;在 宏 陆仲康徐正平

(中国科学院遗传研究所)

血日忖林衍生物( HpD)结合激光照射处理恶

性肿瘤 ， 是近几年发展起来的一种诊油癌症的

新疗洁即光动力疗法( PDT )，从 19 7 8 年美国

的 Dougherty 等人提出用光激活 HpD 治疗肿

瘤后， 许多学者对血口 i、琳光动力学杀伤肿瘤的

机fhi l ill行丁大量:深入细致的研究[1-4 J。但是，

对 于 HpD一一激光光敏效应的杀伤机理，虽有

种种研究 ， 但尚不完 全 清楚。国内 外 关于

HpD 加激光对癌细胞作用的超微结构研究陆

续有所报道 [ 3-3 ] ，但是尚未见到有关在 单细胞

水平上研究 HpD 与激光照射的超微 结 构的研

究。 :;1;:实验室曾 用激光微束照射体外培养单细

胞的方法， 在光镜下揭示了经辐n百激活细胞内

jll入的 HpD 光敏物质所说发的细胞损伤的变

化及其进程[3 J。并在此基础仨用扫描电镜术对

单细胞摄入国内外几种 HpD 光敏剂后的细胞

表面结构的变化及受激光微束照射后的损伤进

行了观察和研究(待发表 )。 为更深入地从植微

结构方面研究细胞内的早期病变， 我们参考苏

俐辉等人的单细胞连续切片的电i竞技术[町 ， 结

合 HpD 加激光微束照射单细胞的技术，对体

外培养的 Hela 单细胞摄入 HpD 光敏剂后再受

激光辐照的损伤进行了透射电镜观察。用单细

胞电镜切片术进行了本项研究 ， 其目的是用激

光微束照射单细胞的方法把在光镜下观察过的

特定的单细胞经透州 也镜重新找出来进行对比

分析。 因此 ， 实验必须在单层培养细胞上原位

固定、 包埋 、 市11 作 电镜观察的标本，此种方法

可以更好地保挎细胞原米的生活状态，使被研

究的细胞的细微Sill 构精确地保存下来，能在亚

细胞水平 t时示出入 HpD 光敏剂的单细胞受

激光损伤后的形态结构以及细胞 U~ (I甘细微结构

山 变 化。这些基本问担心!马示， 对于了解诊治

机理是I-':$~重要的。本文将报道用此技 术对

HpD 加激光显微照射 Hela 单细胞的超微结构

的观察结果。

材料与方法

HpD 和细胞培养

HpD 光敏剂为扬州生化制药厂提供的扬州、|光哈琳

(Y-HpD) ， 批号 861112。药物使用浓度为 25 问Iml

培养液，现自己现用 。细胞选用已达株的人宫颈癌 Hela细

胞。 细胞生长在含/白. 1刊5% /小j卜、'\乍，

培养瓶旦里J ， 当细胞长ìlUJ l~在段时，用 o . l25 ;浮 F(J 1 1句酶消

化f!JU成细胞 ~k 1手液注入~jtt R ose 小芫。 于午细胞贴~'1

生长 1 - 2 天后， 将 Rose 小宝分成如 F三个实验组。

1. 对照组z 未经任何处J~ü i'i ~j音养细胞 ; 2 . 给药组g

j百合 Y-HpD 药物的J音养浪处理 4 - 6 小时后 ， 再 i故

除 i实培养液 ， 换入不合 HpD 的地养液l 3 .HpD )]口

激光组: 经 Y-HpD 药;在J!.处理 .1 -- 6 小时町的养细胞 ，

次日进行激光微束照射实验。

激光微束照射

激光照射使用 主l 氛 激光 显 ?YPl 仪 ， 输出功 率

1. 5 mW， 发射波长 632 . 8nm ， 激光束边过干涉滤光

片直接引入到一台 Amplival i'[]差显微镜 ， 经 1 0 倍目

镜 ‘ 16 倍物镜聚焦;成1\[径约 3 微米的光川 、 非巴 1*细胞

的物象通过显微镜观察， 采用变执照射时I'flJ 控制 )'t剂

量。将 Rose 小室置于显微镜载物台上 ， 先用 激光微

束{义上的照归设备对欲照射的靶细胞进村观察。 然后

用金刚钻石物镜谅i己 mi在盖玻片外表面围绕细胞画 一

小!到 (直径约 0. 5 mm ;é，C:有)以朽、 i己细胞的也宣。再用

石靖铅笔:在第一个阎外 iDTI 第二个较大的闷(宦径约 " -

3 mm ) 。 细炮经标 i己与 J!让f!J后 ， Iliù ;甘二丰巴比 ~W )阳某一音lì

华才2、工作曾得到美国 )JI;H :7;，学 !次文 JJ'"':之 Beckman

Laser Institute and Medical CIinic ;jJ;削 ;'['1' tiJf 究员的

技术指导和中国医学科学院基础医学研究所李昆、 司

iitl如教授的建议与 Ji?助 ， 川及 I干I fJ习科学院生物物剧所
1M主豆 、 ;支离所 I tJA运主及且J ijí J LL lJ;;飞:f j '，丁 j、: )J女 ~::f ' 在

此-并致:射。
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位 ， 主安在核仁或胞民部位， 发射激光定位照射。

固定与照相

供试 Rose IJ 、室内的细 胞经 HpD 或/和 激光微束

照射后 主 UPJ有注射器Ji{(除小室叶!的培养液， 将含有

3 %的j戈二陆 llo'i] íô夜注入小豆， 经固定后的 Rose 小室

放在 OLYMPUS íilJ 盯 ;Ú}.tT~拉下， 根据j '，ç 个同心巴I l!:

毫Jr找到Jr)l!:~M的4I~"UI胞 ， 以 :;\:(I(]姑笔|至i可以 illìl且在位

出总的HHjj包 1I 域 ， iìü1主小的仑山讪石杯i己器 i凹的因可

以更粘的 三 位 H: l:i~~ fflliJi:;。 然J[订/i二低{击战下;i、j 靶细胞进

行!照HI I ， 以便对飞 ~Uilj~;' n}i'd 口，i 邻近细胞有一精确的记

求 。

包理与这位

将阻 '，ì.)口 [J (J 110:' (， 小宝拆开 ， 经 l % í我自主 Jã-固定 ，

醋酸铀染色，梯度丘~JHí;~脱水 ， 递增 Epon 8 12 -一酒精

溶液浸i茧， ~~:Ir~. 用H Epon 81 2 混合液被:à~整个盖破片

(厚 2 ，-3 mm ) . 6 0 cC聚合 3 天成细胞F~ 聚 合认。

将trn Jji>.\V聚合~k:j快 1':': lG 倍物馆下进行 J三位。 因

为蜡 2引;召i].i主凹}γ，丁i-.iι、

易定位 f出t扫l 总总、 {仿休才木i叶纠细耳 !胞血区 j域或。 ，1 民据较小的全F!IJ 行罔和固k:

JA 在低倍镜下所n~iiJ甘 !照片 ， 就可以 íË位山预边碎的细

胞。 一且J.i二位 IH祀细胞， 可用一又锐利的金刚钻石笔

直按A Epon UJ i_l二口;1 绕此细胞用于主IJ 出第二 个 i丑 ， 这

样就 "J:!各细n22 户 ( I(也目标 i己在 Epon 坎土。

细胞层聚合iJt与磁片的分离

í~~ J~ FZ Yr j丘;;(}手%树脂综合块 Jr_î 浸八议主[数秒，

JYí到 li!l :;~j~' i;1l j川 110 ! '~ ):J Epo口 ，\刊安}民之间的热膨胀

与收指丰的主J干，白色仪 flH)归国聚合1):: 1'0 )交片白 然分 r~'<J 。

将具有细胞的细胞日黑合块的另jl →Titi ， ' 在显微镜下再

次豆豆位出 jjt边楼的靶细胞。

修块与切l片

用金 Kitl日;笔以卢;有'JJlí jM，& I J0靶纳 1世 ;在j 中心画­

个 5 mm 正心 J;; ， 抒己从细胞)z_; 聚合 t，k正活下， 但细

胞而!~YJ外 (J -j~;~ f.皮片J立J，Þr;i接的丑i~个而 ) 直撞粘在空白

的 Ep归011 块J上__:_ ， i泼告钊f忖、斗I I

Z坦巴切片片A斗利札l比LI川l巳m飞\J~忖才训、;才本f仨、J2架1占旦 !h , 使I坎i夫t(白的I山}丧E田j L与j L_以切jρJ片刀的j边在?绿基完

企平行 |ι;υ; fl肖j i进，1)丘1:1忖r !坦山?越夺 l川叩i)吵}片「 。 捞山 旬切片的铜网经染色

后·在 JEM- I O OC X 型电镜下观察。

结 果

对实验中的三 个红1 ( )(J 照组 、 f合 药 住l 、

HpD }JU激 jt组 l )}ví'进行 IJ~i i左剖 电岱观 察结果报

~L 丸 l 丁二

对照组人的子肖 奇\f;~;i Hela 细胞外形不

规则， 细胞!亥较大 ， 核腆规则，核仁数目 不

定， 大小不等。核质中有大量常染色质， 有时·

可以看到染 色质问颗粒， 并分布于常染色质之

间。 线粒体分散在细胞质内， 主圆形或杆状，

内膜的不同部位向内 J斤叠， 形成咐， 线粒体内

充满均一致密的基质， 胞质内还可见到一些核

糖体 、 j在酶体( 图版 I 因 1 )和 微丝(图版 I 图

2 )等 。

给商组 其细胞形态结构特点与上述对照

细胞相似。

HpD 加激光组 我们以前的工作 [ 3 ， 4 ， 10] 已

经证明 ， 当用激光微束Jl哥身J m 入 HpD 的 Hela

单细胞时， 能激活细胞内的光敏物质而杀伤细

胞。 细胞在光ifi下出现可见 j川万到fû'r，体死亡可

分为初 :'i，~可见损伤 ， 明显可J't!. l占) ()j ， 严 重可见

损伤三个阶段。 ~光剂量为1. 88 毫焦/微米z

时， Hela 细胞在光镜下见到初级可见 jbl伤的时

间为照射后 .1- 5 分 'pII ， 当光剂量 力11 大到

.]. 5 0 毫黑/微米z 时 ， 则为 n~射后 2 3 分'j;rl '.

与此同时， 梁;玄等 [ 3 ] 也观察到在阳同光剂量条

件下， 细胞质受 Rli射的细胞出现切汲可见损伤

的时间似乎比细胞核'支 H制J ， I~细胞要 m:i为提早

一些。 本研究使用光剂量为 L. 88 ~{).U敝米z ，

照射核仁后约 5 秒内立即ill:行问定。在透射电

镜下观察到， 核仁的也做茹向发生了 显著变

化，出现了透 ';~f:. 区。接受光激i泞的 "1\巳细胞的核

仁在光镜下开始出现洼，但区 ， 这些透Jt区逐步

扩大，以至最后整个核仁出现一个很大的透4元

区。 在 电镜下肯定了上述亢~J~下的改变。 当损

伤的初级阶段， 核{三的核仁 丝 ( nucleo l on ema)

结构开始不i霄， 界限悦阳 ， 核仁的纤维 中心

(fibrillar center)增大且透明应用 )JII (囱版 1 ，

图 3 )。随着 H寸问的延长， 1头透明民逐步扩大 ，

核仁丝结构十~~1Wj不清JIII\ J儿 ' ::J J引发记区域。核

的病变不仅限于敞光微束直接J!时射的惊仁， 核

内的染色质也逐i听浓捕，后来形成致密的四

块， 最后整个核收捕， 核映出现榈L挝 、 呈外形

不规则状态。光动力损伤 U使胞质成份发生了
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严重改变 ， 其巾线粒体最早出现损伤， 线粒体

出现/J111 胀 ， 有州少， 基质密度降低，并呈现不

均---的灶性空化，但内质网变化不大(图版 I

匹I 4 )。

另一实 !J:~ ill用光剂量 '1. 50 毫 f三/微米z 对

Hc!a 细胞进fj- JJ当质J!，~肘，同样 ， 在照射后约 J

秒钊1 内立即 lilj;屯 ， 受 JKiM lj甘部位出现i] j 显的裂

解， J1自射区域外的其他细胞器均tli到破坏。值

的注意的是， 我们发现~1~Wi~才的一端 u.!.u-\ 现明

显的裂解。在整个细胞质中 ， 只发现压民盯着

少数几个线粒体，这些线来\ì:休除基质的灶性空

化和 ~I肯残W!:不全外， 吾上去体积也略有Jllll 胀。

胞质内的其他成价 也发生了很大变化， 如|内质

网明显扩忧，做2士 ;' ì~ 失 ， 切级 i在 N~体 Jtl多 ， 出

现许1? i水 f) \ /i'~大的 议 :"1) ;f; if，f 休， 1忖 古 平均一的

密度较大 1I与忻'f，'! ;jv', {"j ( I 乱 g反 111主l 马 - (， ) 。 整个

月包质的 :11 附注 到 IJI丁î:ìW:1: ， 1lJ.iiO :; { ， ';j让变化较

小。

讨 论

的人对 I1pD JJn 光 ]!0， !H ìjljl拍 二lI\fJ包 :不J 研究表

明 ， 单纯 í lpD 处Jfil .<:iZ 巾 H光 J!(~ JH ;}c; 13 接杀

伤 fl: J! J ， 川 J HpD 处血 I:I() ~ 1II iJ ~! ， 币 11 子在的情

况下 经 -jj二 ;1主I.:: !I:) )',: , J!('身J i可刁;" ~t. Iv.ii J不作

用 ， J! 1 ll'在态'叫 '(1: 光敏反)lì.i_ rl:.J i怪了 U~ 注'.'H :作肘 。

有的学者认为 ! I '.物膜赴 HpD 光敏反应的主要

靶体， 生物!院是由脂质 、 蛋白质和少量多糖组

成的具有多平' 11 J))能的动态结构， 它结合 HpD

后破坏了膜的正常结构与功能。 另一些研究者

从分子水平的研究结果表明主要的影响是核内

DNA 或线性体。有的则认为 HpD一一激光光

敏作用对路细胞的杀仿效应是多方面 (1 '1 [勺。我

们的观察结果和可 ii1f V!在 [ Î J 与安闹[町等人全细胞

照射结果相近，同样证实了 只有 J巴 HpD 和激

光J!的才结合赳米处理肿瘤细胞，才能起到采 1写

作用。 实验中单纯给药组， êji 只以 HpD 处理

细胞 ， 未进行激光照射， 结果没有引起细胞超

做结均的变化， 基本与对J!(1细胞相仰。只有经

注 Y-HpD 加激光的实验纽 ， 主照射的细胞才

发生一系列的超微结悔的破坏性变化。并且，

我们采用的是单细胞定杭州剧的电销出术， 激

光所照射的把区是二的胞的某一特定部位即细胞

核仁政细胞质， 不仅可直接在光~:~~~下观察、 选

择 、 照相 ， 而且还可击切阳fT 光院与电饶的观

察。 这进一步时示γ HpD Jé为力 对细 胞核和

细胞质影响的差抖。 从此们的实验均以来右 ，直

接H切才核仁， 造成核仁丝~;j构棋 {i1JJ，权仁纤纹

中心扩大， 这说 I]JJ 核仨音15 i立 吸收 一 定茧的

HpD 分子 ， 在光敏反应 I-!I 坊、区域 的 RNA 和

DNA 等卦物分子受到了破坏。 同 时 ， 未照射

的胞质内的线拉体也有很大的变化，这可能是

在激光照射核仁时， 放射 到j胞质 rll \，:;j 少量激光

使钱机体发生光敏化反应， ì 5~ I盯线;也体是细胞

巾聚集较多 HpD I ， ~i 1~I ; i\'，。 在:. iL f1';: ]1(\ 川 JJ~I.J.iJ1 I'I~

实验巾，战们去:现三台激光]1，1:~ fH )斤， JJí.:IJ.iJ1发且 丁

裂解 J注 :民丝 ì ì 'j 失 飞i~ 圳 址 ， [f l j 似的 fJI fJ 主 止 '民

小。我们 j lf( 且川、: :'-'I:'I'I~I )~体 川、 j ~;. ji~ j':':j {!~γ~ , !的 ， 细

胞质内的细胞器(I :J ;可L L-~JJ 性变 i' ~ 1bυ'( ， ß, L2J, ~ 
激光做月之照射后 ， :~、十立体 扩U'éí立反应 \ fl [tjip 休，

1)才 质 问扩 张以及由做丝 ~g;~!l}戊川|叫约二占构的破

坏，使 N!J包!员内出现裂f町 ， 这说 IYJ 主11 \ )] [.2 1 1 、j 光'办

力损伤的部位主 :ii: 是 i][:I，顷 ， 尤其μ也质 l! i 的主与

粒体。 梁立等在光i立下 I~(_j (1) 1 元左. JJ\!, [ ;' ， 在相同

光剂量J!但射下， 经扫pD 处 卫[' j' !甘 PTK2 丰1 1 l lcla 

细胞的细胞质出现损伤 (1<I IHfn] 比如 nEI 忙~ !ni~~ 早，

这可提供生物膜的做坏， ïn1二均生体 hl为以感的

启示，并与本文超战结构 \ :I(_j ~Yi. s仨 jl，吻合的。

:4>: lín究对于- i句D 处卫Jl. J ，丁去 J!日川的 i(' 细胞·

的透肘也镜观察结;社衣 I Y1 : J创刊 光以)1川n光杀

。i 体中|、 j 自 非Ji'~ t~廿fEI :j包 ， 1'(，但心 "f(Ú: )'(:1/1:反应 l丰l 起

一定 i1j ; 1; : 月j 0 它不 i归u可 uω以J，、ll~{七~ {ιυμ-)1川!t/

丁币可!叶l 以 使 f泪H1H胞包 1内)斗!才 多 f利种: 1中1 '厅?细|旧H )J胞包 ~ ; γ注乡主引引1斤!飞f i . j:川U叹l 王纠Iji以议 i士刘才不ι{乎" HpD 

JJ ii激光尤以作用刘 已由J i胞的术伤效应， 是乡和11

损伤的纣果。 hIJ lì ~ ' 也树示 ]' 能 (1二 l扛iJγi: 观察到

在 J'é!lJ~下 舌习、豆1] \1甘 I~JM.I 内 Jiij i;出 ;2i i与 11甘 蚓 {妇。

-j 咄
邱
尸

'

'
屿，
， EE 

本文叙述了一，忡龄Ij 于 二pD )1[1 激光做点
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照射单细胞的电子显微镜技术。在光学显微镜

下，预选择的单细胞受激光照射后， 单层细胞

经过固定、包埋、切片等一系列过程，仍然能

在电镜下重新找到所选悖的单 细胞。 Y-HpD

加激光照射后的 Hela 单细胞电镜研究表明z

光剂量为1. 88 毫焦/微米z 照射核仁时，不仅

受照射部位出现透亮区，而且未受照射的胞质

内的线斗立体等也发生异常病变。当光剂量增加

到 4.5 毫焦/微米2 照射胞质时，其损伤不仅在

受照射部位明显可见，并且，另一部分未受照射

的细胞质也发生裂解，而细胞核无显著变化。

研究结果表明，胞质与核相比，胞质更易受到

损伤， 而细胞质内的线粒体对 HpD 加激光有

较大的敏感性。

图版说明

圈版 I

1. 正常培养的人子宫二flU~;号 Hela 细胞。 细胞 的核(N)

较大， 核{二 (Nu )数目不定， 大小不等。核膜清晰，

核质中常染色质多，另染色1!Jl少。胞质内有丝粒
体(M) 、 洛晦体、 核糖体等。 x 4600 

2. 示 Hela 细胞的胞质内有丰富的微丝 (MF). x 430 00 

3. 经 Y-HpD 加激光照射的 Hela 细胞的超显微变化。
核仁的纤维 i↓_1{;、增大， 核仁丝结构模糊不洁。胞

质内的线性体等其他细胞器也发生异常。 左上图
为细胞的光学照片 ， i甜头所示位于被照 射的核仁
部位。 x 6000 

4 . 示细胞胞质内线性体(M) 的dJj!+遭致破坏，出现不均

一的灶性空化等。 x 55000 

圈版 E

5. 经 Y-HpD 力rl激光照射细胞中的胞质，受照射部位

(箭头所示)与未照射部位均发裂解， 而核 (N ) 没有

显著变化。 左上图为细胞的光学照片， 箭头所示
位于被照射的胞质部位。 x 3300 

6 . 显示出胞质内线粒体(M)的灶性空化与 哨残缺不
全。 SLY 为次级溶酶体。 PLY 为 初级 i容 酶体­

x 37000 
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小鼠乳癌细胞淘式离心后 G1 相部分

的生物学特征及放射敏感性

4呈丈英用锦锋徐萍罗伟华丁忐圣

(上海医科大学放射医学研究所)

从肿瘤生长动力学观点， 实体肿瘤不是均

一的群体， Hü是由以下三部分所组成，即快

速增挺进入细胞周期的部分、处细胞周期之外

相对11争止的部分和无增殖能力及濒临死亡的部

分ω。 在离体培养条件下，接种 2 → 3 天呈指

数型生长的细胞群 P 中有相当比例的增殖 期

细胞，以后 5-10 天进入坪区的细胞群Q 中大

部分为相对静止期细胞。 P 细胞和 Q细胞的生

本工作在美国 Utah 大学医学中心 L . A. Dethle­
fsen 教授协助下进行， 特此致谢。
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