
中国人民解放军军医进修学院;中国人民解放军总医院

硕士学位论文

应用荧光探针活性氧检测技术对细胞光生物学效应的初步研究

姓名：李晓松

申请学位级别：硕士

专业：激光医学

指导教师：刘凡光;顾瑛

20040501



军医进修学院硕士学位论文 缩略词表

英文缩写

CCD

DCF

DMEM

DMSO

ESR

H，DCF

缩略词表

英文全名 中文译名

charge·coupled device 电荷耦合器件

dicllloronuoresceill 双氟荧光素

⋯cco⋯nea咄sMeai岫霉黑慧的
Dinlemyl sulfoxide 二甲基亚砜

Elec拓on sph resonance 电子自旋共振法

2’，7。-dichlorodihydronuorescein 双氯双氢荧光素

H2DcF枞2’，di洲orod．mydronuoresc豳
dlaCet￡Ite

HN眦

HO’

H202

Hp D

LSCM

双氯双氢荧光素
双乙酸盐

Hematopoq岫monomenlyl eIher 血卟啉单甲醚
hydro珂l radical 羟自由基

hydrogen peroxide 过氧化氢

Hematopoq)h)砬l deriva：tive 血卟啉衍生物

Laser scann；ng c。nrocd—sc卵e羹囊袈釜微镜
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英文缩写

LLI。T

Ⅳm佃

NADH

02’一

102

PBS

PMT

PDT

ROS

英文全名 中文译名

Low Level LaSer Therapy 弱激光疗法

mitochondrial meⅡlbrane pemeabil时 线粒体膜通透性

Reduced fonn of

nicotinamide．adenirle dinucleotiiIe

还原型烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸

superoxide aIlion radical 超氧阴离子

sillglet oxygen 单线态氧

Phosphate Bu船red SaliIle 磷酸盐缓冲液

Photo舢ltiplier tube 光电倍增管

Photodynamic Thefapy 光动力疗法

Reactive oxygen speices 活性氧
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应用荧光探针活性氧检测技术对细胞
光生物学效应的初步研究

摘 要

目的： 应用荧光探针活性氧检测技术对单纯光照过程以及血卟啉单甲醚

介导的光动力反应(HMME—PDT)过程中人脐静脉血管内皮细胞株Ecv 304

细胞内的活性氧产生情况进行检测。

方法：(1)实验系统的建立：分别利用激光扫描共聚焦显微镜和ccD荧

光显微镜采集EcV 304细胞的DcF荧光图像，并比较两者的成像质量，实验

可操作性等技术指标；主要测量输出功率、功率稳定性以及光斑直径这三个指

标，考察荧光显微镜的高压汞灯作为本研究中照射光源的可行性；比较并选择

合适的荧光图像的分析与处理方法。 (2)单纯光照时ECV 304细胞内活性氧

产生位置的确定：将细胞接种于35mm培养皿中，孵育24h，孵育结束前30min

加入H2DCF．DA(孵育浓度为10邺nD儿)，同时加入线粒体标记探针MitoFluor

Red 589(孵育浓度100衄ol／L)。利用荧光显微镜的激发光源作为照射光源，

分别采集同一细胞的DCF的荧光图和MitoFluor Red 589的荧光图，通过比较

各细胞分区内DcF荧光的平均强度(Ij)与细胞内DcF荧光的平均强度(12)

之比来确定DcF分布位置。(3)埘mdE—PDT和单纯光照时ECV 304细胞内

活性氧产量的监测：在孵育结束前4 h前加入HMME(孵育浓度为lO n∥m1)，

不加入探针MitoFluor Red 589，其他实验步骤与上部分研究相同。在光照的同

时连续采集两组细胞的DcF荧光图，采用图像分析和处理技术，求得两组细

胞内不同照射时间点DcF平均荧光强度随时间的变化情况，据此绘制荧光强

度．时间曲线。

结果： (1)CCD荧光显微镜采集到的DCF荧光图像的质量优于共聚焦

显微镜，同时综合考虑包括采图质量、光照射剂量的可控性、实验成本和操作

简便性等诸多因素，最终确定了cCD荧光显微镜作为实验研究的工具；荧光
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显微镜的汞灯输出功率稳定，光斑均匀，经本实验所选取的光路系统后输出波

长范围为460～490姗，功率密度约为100 mw／cm2；细胞器一细胞荧光强度比
值法对于荧光分布位置的确定优于其他方法。(2)单纯光照时Ecv 304细胞

内DcF荧光缓慢增强，经统计分析，参数m取不同值时线粒体区内Il／12值均

明显高于细胞核区和细胞质非线粒体区；m=20％时的线粒体区、细胞质非线

粒体区内Il／12值与细胞核区内Ilm值分别为1．949士0．221，0．725土0．083，

1．1 13土0．226，经方差分析显示三者之间的差异有显著意义。(3)HMME—PDT

组细胞内DcF荧光分布区域与单纯光照组类似，尽管单纯光照的因素参与其

中，但通过比较两者的变化趋势，发现此区域内DcF荧光变化的速度

HMh伍一PDT组较单纯光照组快，前者在第28 s时即上升至第2 s时5．98倍，

且由于ROS的大量产生，荧光淬灭迅速，而后者第60 s时上升至第2 s时的

4．69倍。间接证明HMME—PDT早期DcF荧光的分布的主要位置是线粒体。

结论； 利用荧光探针活性氧检测技术检测细胞内的活性氧，方法简便可

靠。单纯光照可致Ecv 304细胞内活性氧的产生，且主要位于线粒体内，这可

能与线粒体内源性光敏物质丰富有关，内源性光敏物质在光照激发时所产生的

活性氧可能是引起弱激光生物学效应的重要物质。m订ME—PDT时细胞线粒体

内活性氧产量明显高于其他区域，线粒体微环境可能影响了光化学反应的速

率，线粒体是HMME介导的光动力反应早期损伤的靶位点。

关键词 活性氧；H2DCF—DA；光动力疗法；弱激光治疗

线粒体；荧光显徼镜
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Preliminary study on Cellular Photobiological Effbct

By ReactiVe oxygen Species Detection Through Fluorescent

Probe Technique

Abstract

D巧Pc咖P To lem the generation of reactiVe oXygen species(Ros)during
l远ht-only irradiation and dllriIlg photodynamic reaction induced by

hematopoIpllyrin monome吐1yl emer(}IMⅧ-PDT) witll nuorescem
microscope aIld H2DCF—DA．

肘a咖Dd譬(1)The deVice for study was detemined by comparing me

fluorescent images obtained by laser scalllling confocal microscope and CCD

fluorescem microscope respectively．The mefcury-arc lamp of fluorescent

microsc叩e was studied to Value its possibilit)，to be used as也e irradiation

light sollrce．Ⅵlrious iIllage analyzing aIld process讪g metllods were

compared to dctemine which one was tlle best to be applied iIl mis study．

(2)ECV 304 cells were subcultured fbr 24 h．H2DCF-DA was added into it

for 30 miIl witll me final concerl仃ation of 10阻nol／L，and吐1e other probe

M“oFluor Red 589，which dis廿ibutes协mnochondria specifically，waS

added s曲ultalleously witll t11e丘nal concenⅡation of 100nmol／L．The

procedure of light irradiation was carried out dllring c01lecting me fluorescent

image of DCF．The nuorescent images were collected by CCD fluorescent

micmscOpe．The distributed site of DCF waS dete衄ined by comparing me

nuorescence images of MitoFluor Red 5 89 and DCF of ttle s锄e cell．The

value ofll／12 r印resented me啪ount ofDCF in di行erem cellular regions．
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(3)HMN皿was added into it for 4 h wi也me final concen廿ation of lO斗∥m1．

MitoFluor Red 589 was unnecessary in mis pan，a11d omer procedure aIld

0peration were similar to me f确er pan．The mean nuorescence intensity of
DCF ill ceIls and its Variety witll time were caIcuIated by image anaIyzing

and processing technique．

R甜H凰(1)CCD nuorescent microscope was superior to 1aser scaJlning

confocal microscope in collecting me nuorescent image of DCF．CCD

nuOrescent micmscope w鹊chosen to be the system applied in this research

wim廿le consideration of operation，cost and et a1．The mercury-arc l锄p of

nuorescent microscope w船fit for me requiremem of our study．The

wavelengm range of me light output was 460-490 nm and me power densi够

was about 100mW／cm2 in me condition of our sttldy． O曜anelle．cell

nuorcscence imensity mtio a11alysis w韶mo∞suitable t11an onler metllods．

(2)The nuorescence of DCF in ECV 304 cen increased slowly dllring tlle

early stage of li曲t．only irradiation and distributed mainly in mitochondria．

The value of Il／12 in mitochondria region w船much hi曲cr tllan mat in

nucleus region aIld non-mitochondria cytosol rcgion，aIld me Value of each

were 1．949士O．22l，1．113士O．226，0．725士O．083 respectiVely，when pa】．锄eter
m was 20％．(3)The site ofDCF in ECV 304 cell during也e early stage of

HMA伍·PDT seemed to be me s锄e witll mat of DCF dllring light-only

irradiation，aIld me nuorescence intcnsit)r of me fomer incrcased more

rapidly man血e 1眦er．The fluorescence mensi哆ofⅡle fonner at 28m second

was 5．98 times of也at at me 2Ⅱd second，but nuorescence intensi哆of the

latter at 60也second was 4．69 times ofmat at me 2nd second．

Cb刀dl心如一s In mis stlldy we set up a series of method to detect me

i11tracellular reactive oxygen species wim nuorescent microscope aIld

H2DCF-DA，which is simpIe aIld reIiable．The Iight irradiation can induce t11e
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generation of ROS，a11d tIle generated site waS mamly in mitochondria，which

may be associated with its abundant endogenesis photosensitizeL The ROS

generated durillg t11e photodynamic reaction mduced by endogenesis

photosensitizer may be the matter mat causes t量le biological efrect of 10w

leVel 1aser merapy．The generation of ROS in mitochondria during

HMNm·PDT was much hi曲er man that in o也er cellular regions．The

口henomena indicated the efrect of mitochon“a inner enviroment on tlle
velocit)，of photodyn咖ic reaction．Mitochondria are也e main site for me

eady stage OfⅧ心伍-PDt

丘砂 ’．，D，凼 H2DCF—DA； reactive oxygen species；photodynanlic

merapy；low 1evellaser mer印y；mitochorldria；fluorescent microscope
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刖 菁

1．活性氧及其在激光医学中的重要意义

活性氧是指氧的某些代谢产物和一些反应的含氧产物，包括102、02一、

HO+、H202等。ROs对于维持细胞正常的生理功能和代谢具有极其重要的作

用。

目前大多数学者认为光动力治疗的机制是由于光敏剂被细胞或组织吸收

后在特定波长激光的照射下产生ROS，后者具有细胞毒作用，它们可进一步与

细胞内成分反应，从而引起细胞损伤。RoS是细胞杀伤的主要介质，这一点已

经十分的明确。了解光动力反应过程中ROS的产生情况，也就了解了光动力

损伤的情况。但是由于ROS自身性质活跃，目前对于其产生情况尚缺乏足够

的认识。可对光动力反应过程中的ROs产生情况进行实时动态的、单细胞水

平检测，有助于深入理解光动力反应的损伤效应。

弱激光治疗的应用和探索一直是激光医学研究的热点之一，国内外相关的

激光医学科研机构投入了大量的人力、物力和财力，得到了有一定科学价值的

实验结果，但是目前对于其效应机制尚不明确。许多的假说缺乏实验依据。在

总结了大量的实验数据的基础上，国外学者对于光子对细胞非损伤作用的初始

过程形成了一定的共识：细胞有两类光子受体，～类是细胞色素，一类是含有

生色团的分子，它们接受光子的能量，并在弱激光生物学效应方面发挥重要作

用。联系到光化学反应的普遍性，以及光动力治疗与弱激光治疗在细胞生物学

效应上的许多相似性，我们提出RoS是否是弱激光生物学效应的主要介质，

发挥重要作用，这须通过对单纯光照过程中细胞内的ROS产生情况进行检测

来验证。

深入了解光动力反应以及gB激光照射过程中的ROS产生情况，对RoS进

行检测，对于理解光动力治疗和弱激光治疗的效应机制均具有积极的意义。

2．RoS的常规检测方法
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第一部分荧光探针活性氧检测技术应用于

细胞光生物学研究的实验系统的建立

一、荧光图像采集系统

与实验光照系统的建立与评价

引 言

随着自由基研究的迅速发展，活性氧作为十分重要的自由基I”，在激光医

学相关研究中的作用日益凸显出来。然而常规的ROs检测方法的缺陷限制了

我们对ROS进一步的深入研究12’”。荧光探针的使用历史迄今已有一百余年，

出现了近千种不同功用的荧光探针【4】。在荧光图像采集技术上，共聚焦显微成

像技术和CcD显微图像技术作为目前比较成熟的技术，已得到广泛的应用

”，6，7】。本部分拟针对激光医学实验研究的特殊性并结合本研究的特点，选择合

适的荧光图像采集设备和实验照射光源。

实验材料

1．细胞株

人脐静脉内皮细胞株EcV 304：由本室保存。

2．实验试剂

二甲基亚砜(DMsO)：北京石鹰化工厂产品。

DMEM培养基：美国Gibco公司产品。

胎牛血清：美国Gibco公司产品。

PBS液：北京化学试剂公司产品。

胰蛋白酶：美国Gibco公司产品。
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2．汞灯作为照射光源的可行性

2．1汞灯输出功率的测试

以Olympus IX71型生物荧光显微镜为研究对象，使用激光功率计测量汞

灯经显微镜光路系统(不同衰减片、不同物镜)并透过35 mm培养皿后的最

终输出功率。

2．2汞灯输出功率稳定性与光斑直径的测试

在实验进行过程中不同的时间点：0min、10mill、20rain、30 rain、40min、

50 min、60 min，使用功率计测量的输出功率，共计测量3次，取平均值，以

考察汞灯输出功率稳定性。并使用直尺测量35 mm培养皿内细胞可实际接受

照射的光斑直径，测量3次取平均值。

实验结果

1．两套系统采集荧光图像的比较

利用LSCM和CCD荧光显微镜两套系统采集得到的荧光图像见图1．3。

通过对图1．3中的A与B的比较，显示两者采集的荧光图像强度适中，均

清晰的呈现了DCF荧光的分布位置，CCD荧光显微镜在对于DCF荧光的成像

质量上优于LSCM。但是由于LSCM采集荧光图像所需的时间较长，激光照射

的强度高，此时的荧光图像为光照20余秒后的情况，无法抓取早期变化，在

荧光图像上表现为细胞内整体的DCF荧光强度增高，图像对比度稍差；而CCD

荧光显微镜采集荧光图像的时间短，成像质量较高，在作连续快速的采集时，

仍能清晰的呈现细胞内的细节信息。
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图1-1 CCD荧光显微镜实验系统照片

1．电源2．CCD 3．Olympus IX 71型荧光显微镜4计算机5激光功率计

图1-2激光扫描共聚焦显微镜实验系统照片

1电源2,Nikon TE300型荧光显微镜3馓光光源4．计算机

图l_3共聚焦显徽镜和CCD荧光显微镜采集的DCF荧光图的比较

A：共聚焦显微镜成像图(×100油镜)B：CCD荧光显微镜成像图(×60荧光物镜)
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2．汞灯作为照射光源的可行性评估

2．1汞灯输出功率的测试

汞灯经显微镜光路系统(不同衰减片、不同物镜)并透过35 mm培养皿

后的最终输出功率列子表1—1。

表1-1不同物镜不同激发模块输出功率(roW)

2．2汞灯输出功率稳定性与光斑直径的测试

因为在采集DCF荧光中所使用的激发光源为蓝色，观察细胞时采用的是

×60荧光物镜，所以此条件下，抽取了7个实验时间点测量此时的输出功率，

三次的平均值列于表1-2。

表1-2不同时间点汞灯蓝色激发模块输出功率(mW)

(×60荧光物镜，强衰减片)

经测量x60荧光物镜时，蓝色激发模块输出时，35 iIlirl细胞培养皿内受到

光照的直径约为1 mm。计算培养皿内细胞所实际接受的光照功率密度约为100

mW／em2。经过上述粗略的测量，证明荧光显微镜的汞灯输出功率稳定，光斑

均匀，x60荧光物镜时，蓝色激发模块输出的功率密度完全符合实验中作为照

射光源的要求。

一16一



军医进修学院硕士学位论文 第一部分

讨 论

LscM系统与ccD荧光显微镜系统相比，优点在于纵向空间分辨率及对

激发波长与荧光探测波长的精确选择上。LscM对细胞内单一薄层切面的亚细

胞结构聚焦成像，也即实现单细胞的光学断层成像；而荧光显微镜则不可避免

地存在物镜焦面前后多层切面干扰光的混叠误差。在对多种荧光信号的选择激

发、光谱分离与选择探测方面，LscM采用单一波长的激光器光源与窄通带的

带通型滤光片，而此系统采用带通型激发滤色镜选择汞灯的激发波长，荧光信

号的选择探测依靠长波通型吸收滤色镜外加ccD面阵前的RGB三通道选择。

相比之下，LscM系统既能更好地避免对荧光物质的交叉激发，又能对激发出

的荧光信号在进入探测器前进行更加精细的光谱选择与分离，更有利于彻底消

除多种荧光间的光谱串色干扰。

但LSCM的参数较多，包括Cor怕cal(共聚焦)、Pinholc(针孔)、Detector

(检测器)、PMT(光电倍增管)、step size(扫描步长)等十余个，这些参数

的选择或设置，彼此之间有着非常密切的关系，因而，对各个参数的选择应当

综合考虑。而且除了要考虑各个参数之间的关系外，还要考虑所要观察的细胞

类型及大小、荧光染料种类及浓度、是做形态学观察还是做细胞的生理、生化

指标的动态变化观测等诸多因烈¨。参数选择的好坏最终决定了采集到的荧光

图像的质量。

ccD荧光显微镜在对于DCF荧光的成像质量上优于LscM，究其原因可

能是由于本研究中DcF荧光强度变化相对较快，LscM在成像时，由于PMT

点扫描时间较长，激光照射强度高，很难抓取DcF荧光的早期变化；在进行

连续动态采集时，使用LSCM成像，由于缩短了扫描时间，其采集的图像只能

用于图像分析时使用，而无法分辨细胞内的细节。而ccD荧光显微镜由于其

ccD的面阵大，使其成像视野大，成像时间大大缩短，细节呈现效果较好【2】。

另外考虑到设备普及率、操作使用的便捷性、实验费用成本、以及采图时间等

方面比较，CCD荧光显微镜均较LSCM具有明显优势。
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综合考虑已上种种因素，我们在本实验研究中选择了CcD荧光显微镜作

为主要的研究工具。

激光作为特殊的光源，具有单色性好、方向性好、相干性好、偏振性好、

亮度高等特点口】。狭义的激光医学中所应用到的光源指的激光光源。不过这对

于实验条件的要求高，一个实验室很难具备所有应用于激光医学研究中所需的

不同波长的光源，而且涉及到光源照射系统与显微镜的吻合问题等诸多问题。

实际上，只要光强度足够，包括激光(脉冲或连续)、氙灯、汞灯在内的

许多光源均可激发光敏剂而产生活性氧。我们在实验中拟将荧光显微镜的荧光

采集激发光作为照射光源，这里即对荧光显微镜的汞灯经其光路和物镜系统后

的各项指标进行了检测，以衡量其作为光源照射的可行性。测量激光功率的方

法最常用的是光热法和光电法，但是两者所使用的激光功率计都有一定的响应

波长范围【4】，由于受到实验仪器的限制，我们选用了LLM．3型激光功率计

(532nm时的校正系数为2．03)，对其进行了粗略的测试。

在激光医学的实验中，光源的照射剂量是十分重要的。可是在应用荧光探

针技术时，无论是CCD荧光显微镜还是激光扫描共聚焦显微镜，在采集荧光

图像的时候都需要激发光的参与，而且为了保证采集到的荧光图像的质量，激

发光的强度往往很高，这对于准确计量光照射剂量是不利的。所以在本研究中

光源照射的时机最好选在荧光图像采集的同时，两者同步进行。如果将荧光显

微镜用于荧光采集时的激发光源作为照射光源，对受试细胞进行照射，同时采

集DcF的荧光图像。这种方法使得实验过程更为简单，光照射剂量容易准确

控制，实验的精确性高，并可对照光过程中的DcF荧光产生情况进行实时动

态观察。

生物荧光显微镜除了具有一般光学显微镜的机械结构外，它具有激发光

源，滤片系统和特殊的光学镜头。荧光显微镜在装置上的重要部件就是要有能

提供充分的特定波长的光源装置，使受照射的物体得到理想的激发而发出强的

荧光。为达到这一要求，需借助滤光片把激发光的光谱限定在这一特定的波长

区域内，而把伴随发出的可见光全部吸收或反射掉。荧光显微镜的激发光源常

选用大功率超高压汞灯，它是用石英玻璃制作，中间呈球形，内充一定数量的
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汞，工作时由两个电极间放电，引起水银蒸发，球内气压迅速升高，当水银完

全蒸发时，可达50～70个标准大气压力，这一过程一般约需5～15 min。超高

压汞灯的发光是电极间放电使水银分子不断解离和还原过程中发射光量子的

结果。它发射很强的紫外和蓝紫光，足以激发各类荧光物质，因此，为荧光显

微镜普遍采用。

大功率超高压汞灯的光源中波长380 Ilnl、449 nm、550 m、600 rlm的谱

线为主，还含有少量的红外线(详见图1．4，图l。5)。

400 500 600 700 800

九(nm)

图1．4高压汞灯的发光波长曲线

(引自；舍英。伊立齐，呼和巴特尔主编

摹
一

筒 ；

沁A么L
300 350 400 450 500 5so 600 650 700

九(nm)

图1．5高压汞灯光源的相对能量分布曲线

《现代光学显微镜》北京；科学出版社．1996)

从某种意义上看，光动力学反应与荧光探针技术有很大的相似性。两者都

需要光源辐照来提供能量，吸收一定能量的光敏剂和荧光探针都从基态跃迁到

激发态。不同的是最终能量的转化方式，激发态光敏剂可经过氢原子或电子转

移，直接同底物或溶剂反应，或者将能量传递给分子氧，分别发生I型、II型

光敏反应‘51{而激发态荧光探针发生无辐射跃迁，发射出比激发光波长长的荧

光。

实际上发生无辐射跃迁和辐射跃迁是相互竞争，又同时出现的。光敏剂在

较高的浓度时可以发射肉眼可见的荧光，而荧光探针在一定的条件下，也可以

发生光敏化反应。在光动力学研究中，这种相似性可以使我们更好地理解荧光

探针技术。然而，同时也为我们制造了种种麻烦和限制，两者掺杂在一起，有
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二、荧光图像分析与处理技术

引 言

对于DCF荧光强度的动态监测的研究可通过对原始图像的计算获得各时

间点的细胞内DCF的平均荧光强度，方法简单准确。但是为确定DCF荧光在

细胞内的分布位置，须对同一细胞内DCF荧光分布图像与细胞器探针荧光分

布图像进行分析与处理。目前对于荧光图像的分析与处理方法有多种方法，本

部分研究分别对其作一简单介绍，比较各种方法之间的优缺点，并根据本实验

采集到的荧光图像的特点，应用Matlab 6．1编写程序【20，2l，⋯，创建了细胞器．

细胞荧光强度比值法，实现DCF荧光亚细胞定位研究的定量分析处理。

1．荧光图像的预处理

首先需对采集到的荧光图像进行预处理[23,24,25]，目的是提高图像显示质

量，突出有用图像信息。

1．1荧光图像输出类型与格式

荧光显微成像系统输出的结果图像文件为TIF格式。CCD荧光显微镜系

统的输出结果为16位灰度图像，灰度范围0-65535，而LSCM系统的输出结

果为8位灰度图像，灰度范围0-255。

1．2荧光图像裁剪

CCD荧光显微镜系统与LSCM系统的视野范围很大，一幅原始结果图像往往

包含众多细胞。为方便快捷地显示与处理单细胞图像，以及去除多余背景而节

省存储空间，通过图像裁剪分割出各个单细胞图像。

1．3荧光图像滤波去噪

应用中值滤波等图像滤波方法，可有效去除细胞荧光图像中的噪声。

1．4荧光图像增强

细胞荧光图像固有的特点为灰度水平较低，对比度较差。应用灰度变换等
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图像增强手段，可有效改善图像对比度，突出图像中的有用信息，获得便于人

眼观察的视觉效果。

1．5伪彩色显示

人眼对彩色的分辨能力远远高于对灰度级的分辨能力。选用适合人眼视觉

特性的伪彩色调色板，对单细胞荧光图像进行伪彩色显示，可更有效地强化对

图像细节部分的表达。

为适应对荧光物质的观察习惯，还采用红、绿两种调色板，对荧光图像进

行符合其荧光发射波长的伪彩色显示，以达到与显微镜下直接目视观察相同的

视觉效果。在本研究中，绿色调色板用于显示发射绿色荧光的DCF的荧光图

像，红色调色板用于显示发射红色荧光的线粒体探针的荧光图像。此种伪彩色

显示方法是下文所述伪彩色融合定性分析方法的基础。

图1-6即是按照上述方法在实验中对采集到的原始图像进行荧光图像预处

理的示例。

图1-6图像预处理的示例

图A；原始图像：B：A中箭头所指细胞经处理后的图像

2．荧光分布定位技术

对于一种荧光在细胞内分布位置进行定位，需要通过和另一种己知分布位

最的探针的荧光进行比较。包括定性方法和定位方法。
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2．1定性方法

截止目前，国外大多数同类研究对荧光图像的分析与处理均采用定性分析

方法[260”。主要方法包括有以下三种：

2．1．1直接观察比较法

即对同一单细胞的两幅荧光图像进行直接目视观察，比较细胞内光敏剂的

空间分布与细胞器位点空间分布的相似性。

2．1．2伪彩色融合法

将同一单细胞的两幅荧光图像融合为一幅RGB格式的真彩色图像。一般

将其中一幅荧光图像数据送入RGB图像的R通道，将另一幅荧光图像数据送

入RGB图像的G通道。红色的高灰度区域和绿色的高灰度区域分别表示两种

荧光探针的分布区域。融合后的RGB图像中，红色亮区域与绿色亮区域重叠

的区域经过红绿互相混色而显示为黄色亮区域，即明显标示出两种荧光探针细

胞内位置分布的空间重叠区域。

2．1．3改进型伪彩色融合法

上述伪彩色融合方法中，由于两幅图像的灰度水平、灰度分布直方图存在

差异，可能导致以下两种情况：

一方面，某区域在一幅图像中属高灰度区域，而在另一幅图像中属低灰度

区域，或在两幅图像中均属低灰度区域，说明此区域本不属于两种荧光物质分

布的重叠区域：但两幅图像在此区域的灰度水平却相同或相近，使得融合图像

在此区域也显示出表示重叠区域的黄色。

另一方面，某区域在两幅图像中均属高灰度区域，说明此区域本来属于两

幅图像荧光分布的重叠区域，融合图像中本应在此区域出现表示熏叠区域的正

黄色；但两幅图像在此区域的灰度水平却有一定差异甚至相差很大，使得融合

图像中此区域无法醒目地显示出正黄色，而是明显地偏红色或偏绿色，与周围

其它区域混杂在一切不容易分辨。

以上两种情况均会严重干扰对融合图像中重叠区域的视觉观察与判断，导

致错误的分析结果。为此，将此方法做如下改进：

设A、B两种探针的荧光图像分别为A和B。某区域在图像A中灰度为
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IA，在图像B中灰度为IB，在融合图像中RGB三通道的灰度分别为R、G、B

(其中B=0)。

设定闽值m，划分出两幅图像中的高灰度区域，也即：

(1)将图A中细胞轮廓内所有像素按灰度高低排序，以灰度最高的前m％像素为高

灰度区域A1，即探针A有分布区域；其余像素为低灰度区域—A1，即探针A无

分布区域。

(2)将图B中细胞轮廓内所有像素按灰度高低排序，以灰度晟高的前mO／'o,ftR素为高

灰度区域B1，即探针B有分布区域；其余像素为低灰度区域胡1，即探针B无

分布区域。

据此可将细胞区域内部划分为四种子区域，并在融合图像中根据四种子区

域的不同意义，分别施以不同的融合方法。即：

(1)A1与B1的交集区域AIOBl，即为探针A与B的分布重叠区域。融合图像中

此区域灰度值不再简单取做；R=IA，G=IB，而是改为：R=G=(IA+IB)／2。如此

可保证此区域以正黄色显示，而不会偏红色或偏绿色。

(2)—Al与Bl的交集区域—A1nBl，即为探针A无分布而探针B有分布区域。融

合图像中此区域灰度值取做：R=0，G=IB。

(3)A1与—Bl的交集区域AIA～BI，即为探针A有分布而探针B无分布区域。融

合图像中此区域灰度值取做：R=IA，G=0。

(4)～A1与—BI的交集区域—Aln—B1，即为探针A与B均无分布区域。融合图像

中此区域灰度值取做：R=0，G=0。

上述方法中，通过适当调节阈值133．的大小，可获得最满意的融合效果，

一般m取值在10一20左右。通过编程对细胞轮廓内图像的灰度分布直方图进行

计算，可简便快捷地确定细胞轮廓内荧光灰度最高的m％像素。此前只须用鼠

标在细胞荧光图像上勾勒出细胞轮廓即可。

伪彩色融合方法经过以上改进，融合图像中将只显示出探针A有分布区域

和探针B有分布区域，且只有在两区域重叠处才显示黄色，从而有效避免了干

扰信息对正确观察判断的影响。
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2．1．4波形比较法

另一种简便易行的定性方法是，在细胞内部感兴趣区域画一条直线路径，

画出这条路径上所有像素在两幅图像中的灰度值相对空间坐标的变化起伏曲

线，观察比较两条曲线之间的相似程度和相关性。

2．2定量方法

定性分析方法主观性强，缺少精确量化结果，信息特征不够鲜明，推断结

果困难。而定量分析方法可有效弥补定性方法的上述缺陷，深入挖掘图像中蕴

含的有用信息特征和动态变化。尤其对于某些具有荧光分布位置弥散的图像，

超过人眼分辨力，单纯的定性观察方法往往不易或无法捕捉到具有重要意义的

信息，定量方法的优势就更能体现。截止目前，已经报道的此类研究的文献中

仅有极少数采用了定量分析的方法【2引。

2．2．1相关系数法

采用相关系数法，此方法计算同一单细胞内两幅荧光图像A与B内备像

素的荧光灰度值之间的相关系数。图像A与图像B的相关系数r的计算公式

定义如下：

∑∑(一。一j)(四。一百)
／．-=——：=======二!!=：!：================================
、／(∑∑(爿。。一j)2)(∑∑(％一确
V 卅 H 蜥 “

(其中，不-mH-'Ei了Za⋯百=lzz曰m一)

以此相关系数r表征两种荧光探针分布的线性相关性。相关系数越接近1，

表示相关性越强，两种荧光探针分布的重叠程度就越大。

2．2．2细胞器．细胞荧光强度比值法

本课题组提出的细胞器．细胞荧光强度比值法已成功应用于光敏剂弧细胞

内分布定位的研究[29,30,31l。通过定量计算细胞器探针高荧光区域的DCF平均

荧光强度和细胞区域内的DCF平均荧光强度，以两者之间的比值作为衡量细

胞器区域DCF产量的指标。
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对于同一单细胞，具体算法如下：

(1)确定细胞区域，也即整个细胞所占像素范围：

(2)计算细胞区域内DCF荧光灰度均值12；

(3)细胞区域内所有像素按探针荧光灰度由高至低排序，依次计算

前m％(m-2，4⋯6．．，20)像素范围内DCF荧光灰度均值11；

(4)计算m取不同值时的11，12。

以上步骤中，第(1)步细胞区域的确定，通过在细胞荧光图像上用鼠标

手工勾勒细胞整体轮廓实现，其余各步通过设计Matlab程序自动执行。

对于荧光分布位置的确定，国内外大多数文献仅使用图像融合技术，利用

肉眼观察重合情况，但是这种方法缺乏客观的评价指标，无法进行统计学的分

析和处理。本研究设计并采用了细胞器．细胞荧光强度比值法对DCF在细胞内

的分布位置进行研究。本方法基于： (1)DCF荧光图像中各像素灰度反映细

胞内各位置的DCF的含量； (2)细胞器探针荧光图像的灰度分布反映探针所

标记细胞器的分布，高灰度像素为细胞器聚集区域； (3)细胞器探针荧光高

灰度像素范围内的DCF荧光平均灰度，与整个细胞所占像素范围内的DCF荧

光平均灰度之比，反映细胞器聚集区域与整个细胞内的DCF含量之比，因此

可用于表征细胞器聚集区域的DCF相对含量。

划定细胞器聚集区域，即确定探针荧光高灰度像素范围的分割阈值111，细

分出不同程度细胞器聚集区域(探针荧光灰度最高的前m像素)，聚集程度

随111增大而降低。Il／12值随m变化，全面反映细胞器不同程度聚集区域的DCF

相对含量，因此可作为考察DCF在细胞内分布位置的量化指标。在所设的各

聚集程度下，利用统计学分析考察取到的像素点位置的平均荧光强度比值与细

胞平均荧光强度比值的差异是否显著。
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小 结

本部分研究对于活性氧检测探针技术应用于激光医学研究涉及到的荧光

图像采集设备、光源照射以及荧光图像的分析与处理等问题，分别进行阐述和

研究。

由于DcF荧光的变化速度较快，而激光扫描共聚焦显微镜的成像时间较

长，激发光功率较高，无法反映DcF荧光的早期变化，ccD荧光显微镜却弥

补了上述不足，可以得到较为满意的荧光图像，而且在光照射剂量的可控性、

实验成本以及操作的简便性、实验仪器的普及程度等方面，ccD荧光显微镜

似乎均优于激光扫描共聚焦显微镜。综合以上种种，选择ccD荧光显微镜作

为本研究的荧光图像采集系统。

使用荧光显微镜的高压汞灯作为本研究中的照射光源，功率输出稳定，光

斑直径满足实验要求，光照射剂量准确，方法简便可靠。

本研究创建的细胞器一细胞荧光强度比值法，可实现对DCF荧光亚细胞定

位的研究，定量分析处理的结果可靠，优于国内外文献报道中使用的方法。
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第二部分单纯光源照射致刚304细胞内
活性氧产生情况的初步研究

引 言

根据国外学者提出的假说以及预实验的结果[32l，对单纯光照过程中ECv

304细胞内活性氧的产生情况进行观察，并进一步确定其产生位置。选择线粒

体特异标记探针——MitoFluor R鲥589，主要通过将其与H2DcF．DA共同孵育

Ecv 304细胞，利用荧光显微镜的分光滤色系统分别采集细胞DcF和

MitoFluor Rcd 589的荧光图像，通过后者确定3个细胞区域，即线粒体区、细

胞质非线粒体区、细胞核区，使用细胞器．细胞荧光强度比值法，计算DcF荧

光在以上各区的分布情况，最终确定DCF荧光在细胞内分布的主要区域，以

反映单纯光照时细胞内ROS的产生位置。

实验材料

1．细胞株

人脐静脉内皮细胞株Ecv 304：由本室保存。

人肺癌细胞株A549：由中国科学院生物物理所提供。

2．实验试剂

二甲基亚砜(DMSO)：北京石鹰化工厂产品。

DMEM培养基：美国Gibco公司产品。

胎牛血清：美国Gibco公司产品。

PBS液：北京化学试剂公司产品。

胰蛋白酶：美国Gibco公司产品。

0．9％氯化钠注射液：北京双鹤药业股份有限公司产品。

3．荧光探针
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H2DCF—DA：美国Flul(a公司产品，用DMsO配制成lⅡ1Inol，L的贮存

液，．20。C下避光保存备用。

线粒体定位探针MitoFluor Red 589：美国Moleclllar Pmbes公司产品，

用DMSO配制成0．1 mMol／L的贮存液，．200C下避光保存备用。

4．实验仪器

Olympus I)(7l型荧光显微镜：日本奥林巴斯株式会社产品，由解放军

总医院医学实验测试中心提供使用。

SPOTRTColor型致冷CCD：美国Diagnostic公司产品，由解放军总医

院医学实验测试中心提供使用。

LLM．3型激光功率计：中国计量院产品。由中国人民解放军激光计量测

试研究总站标定，532 nm时的校正系数为2．03。

35 mm荧光显微镜专用培养皿：美国CoIlling公司产品。

超净工作台：北京四达净化技术研究所产品。

cO：恒温孵育箱：美国NAPcO公司产品。

数字式超级恒温浴槽：成都仪器厂产品。

实验方法

1．细胞培养

取生长状态良好的细胞，用O．3％胰酶消化后，吹打制成单细胞悬液，用

含5％血清的DMEM培养液将细胞密度调整为5．Oxl03个，ml，并将之接种于

35 nun培养皿中，每皿加入2 m1，置于370C、含5％C02孵箱中孵育24 h。

2．探针孵育

在孵育结束前30 miIl更换DMEM培养液，将H2DCF-DA加入35 mm培

养皿中，使其孵育终浓度为10哪!几。探针双染实验组，同时加入MitoFluor Red
589，孵育终浓度为100 nrnol／L，共同孵育30 miIl。孵育结束后，用PBs冲洗

三遍，并弃去残液。
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点按灰度大小由高到低排列，取灰度最高的前m象素，作为线粒体位置所在

象素；细胞浆非线粒体区为细胞轮廓内除去细胞核以及线粒体的区域。

(3)计算细胞内不同区域中DCF荧光的平均灰度：根据(2)分割出的

不同细胞区域象素，计算图B中相应位置象素的灰度均值Il。

Il／12为细胞分区内DCF荧光的平均强度与细胞内DCF荧光的平均强度之

比，用于表征DCF分布于此细胞器的情况，数值越大表示分布越多。

5．统计学处理

实验数据用SPSS 11．0统计软件处理，各组之间的比较分别采用两因素及

单因素方差分析，P<0．05表示差异显著，有统计学意义。每组选取的细胞样

本数为14。

实验结果

图2-1中由A到H显示的是同一视野中各时间段ECV 304细胞内DCF荧

光的变化情况，曝光时间5 8，共计观察时间40 s。随着照射时间的延长，细

胞内DCF荧光强度逐渐增加，线性结构的呈现亦逐渐清楚，细胞质核周区域

在光源照射后荧光强度明显高于细胞内其它区域。但是随着照射时间进一步延

长，其分布失去特异性，逐渐由集中的区域向周围弥散。

线粒体定位探针MitoFluor Red 589，其在绿光激发下发射红色荧光(激发

峰588 nnl，发射峰622 nm)，利用荧光显微镜和CCD的分光系统可以很好地

将其与DCF的绿色荧光区分开，DCF与MitoFluor Red 589之间不存在相互串

色。

图2．2为使用探针H2DCF．DA与MitoFluor Red 589共同孵育ECV 304细

胞得到的荧光探针双染图。比较其中的图A和图B，可以看到两者的荧光分布

位置十分相似。图C为使用改进型伪彩色融合法得到的图A与B的融合图，

这幅图中的黄色部分代表了两者重合的区域，清楚的显示两者的大部分区域是

重合的。在另一种细胞系——八肺癌细胞株A549细胞中，我们也观察到同样

的现象(见图2．3)。
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图2-2 ECV 304细胞H2DCF-DA与MitoFluor Red 589双染图

A：MitoFluor Red 589荧光图the fluorescent image ofMitoFluor Red 589

B：DCF荧光圈廿m fluorescent image ofDCF

C：A与B融和之后的图像the overlay image ofA and B；

Fig．2-2 The double labeled images ofll2DCF-DA and MitoFluor Red 589 ofECV 304 cell

图2．3 A549细胞H2DCF．DA与MitoFluor Red 589双染图

A：MitoFluor Red 589荧光图the fluorescent inlage ofMitoFluor Red 589

B：DCF荧光圈the fluorescent image ofDCF

C：A与B融和之后的图像theoverlayimageofAandB；

Fig．2-3 The double labeled images ofHzDCF-DA and MitoFiuor Red 589 ofA549 cell

不同参数m取值时不同细胞区域的IIm值列于表2．1，并根据上述数据绘

制图2-4，显示：随m增大，计算区域由探针高荧光区域向低荧光区域扩展，

细胞器聚集程度降低，两个区域内11f12值亦相应的减小。通过对m不同取值

时两个区域内I。／I：值进行两因素方差分析，两者之间差异有显著意义(|P=

0．0000．<O 05)。
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表2-1不同参数m取值时不同细胞区域的Il／12值

2．5

2

芝1．5
—

1

0．5

O

+线粒体区 +
Mitochondria region

细胞质非线粒体区
non-Mitochondria cytosol region

n；2％4％ 6％ 8％lO％12％14％16％ 18％20％

图2-4不同m取值时ECV304细胞内不同区域Ii／12值

Fig．2-4ThevalueofIdIzindifferentcellular regions ofECV304 cell

with the variatiOn of m value

将m=20％时的线粒体区、细胞质非线粒体区内11／12值与细胞核区内Ii／12

值进行两两比较，经统计分析，显示三者之间的差异有显著意义(P2

0．0000。<0．05)，见图2．5。据此，推断DCF荧光增强的区域明显集中于线粒体。
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图2-5ECV304细胞内不同区域ldl2的比较(m一20％)

Fig．2-5The comparisonofIl／12valuein different cellular uegions ofECV304 cell

图2-6 ECV 304细胞HzDCF-DA与MitoFluor Red 589双染图
A：MitoFluor Red 589荧光圈the fluorescent image ofMitoFluor Rod 589

B：DCF荧光图the fluorescent image ofDCF

Fig．2-6Thedoublelabeledimages ofH2DCF-DAandMitoFluorRed589 ofECV304 ceil

需要指出的是上述现象并不是出现于所有被观察的细胞内，部分细胞内并

无明显的DCF荧光，如图2-6中所示，位于同一视野内的ECV 304细胞，其

中黄色箭头标记的细胞在MitoFluorRed 589的荧光图(图A)中十分清晰的显

现出来，而在DCF荧光图(图B)中却仅有微弱的荧光甚至没有荧光。
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讨 论

随着照射时间的增加，DcF荧光强度不断增加，证明细胞内ROs产量增

加，又根据所确定的DCF分布位置，证明了线粒体是细胞内ROS产生的主要

位置；但随着照射时间的进一步延长，荧光强度开始下降，这可能系由于探针

淬灭引起，而分布逐渐弥散可能是由于某种原因引起的线粒体通透性增加，导

致DCF探针从线粒体中扩散出去，而这很有可能是线粒体内ROS产生所引起

的变化。DcF的产生有赖于ROs，是什么原因使细胞内ROS产生增多?分析

其原因可能是：(1)探针受到光源照射因素的影响。自身发生光敏化反应产生

ROS：(2)细胞自身尤其是线粒体内某种物质在单纯光源照射的情况下产生了

ROS。

首先来讨论第一种原因的可能性。这种RoS检测探针己被广泛应用于细

胞内ROS的检测，并不只针对于线粒体；目前尚未见有此探针特异定位于线

粒体的文献报道，理论上讲H2DcF应当均匀地分布于细胞内，那么在接受光

照时就不应该出现DcF荧光特异分布的现象，而这却与我们的实验结果相违

背，借此也可以排除探针原因致RoS生成的可能；由于无辐射跃迁和辐射跃

迁是相互竞争的，荧光探针的性质决定了其在光照激发下以发生无辐射跃迁为

主，发生光敏化反应的能力较弱，其单线态氧产率较低，其所产生的ROs从

数量上可以忽略不计。据此，我们推测光照可致缨熙内ROS产生，且集中于

线粒体，那么，是什么样的物质基础决定了光照致细胞内ROs产生，且以在

线粒体内为主呢?

我们提出了“内源性光敏物质致活性氧产生”假说：细胞内的各种细胞器

尤其是线粒体内的某些具有与光敏剂结构类似的物质可被视为“内源性的光敏

物质”，在光照过程中充当了光受体，发生光敏化反应，产生活性氧类物质，

并通过后者发挥生物学效应。弱激光的生物学效应主要依赖于细胞内源性光敏

物质发生光敏化反应生成的活性氧类物质。
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1．线粒体的组成

线粒体一般呈粒状或杆状，但因生物种类和生理状态而异，可呈环形，哑

铃形、线状、分权状或其它形状。主要化学成分是蛋白质和脂类，其中蛋白质

占线粒体干重的65．70％，脂类占25，30％。数目一般数百到数千个，植物因有

叶绿体的缘故，线粒体数目相对较少；肝细胞约1300个线粒体，占细胞体积

的20％；单细胞鞭毛藻仅1个，酵母细胞具有一个大型分支的线粒体，巨大变

形中达50万个：许多哺乳动物成熟的红细胞中无线粒体。线粒体作为细胞内

代谢活动旺盛的细胞器，在正常生理状况下其内含有～定数量的ROs，并在调

节细胞功能状态方面发挥着重要的作用。

在植物细胞的叶绿体内，主要包含有两种色素：叶绿素(主要吸收红光和

蓝紫光)和类胡萝p素(主要吸收蓝紫光)，光敏色素在植物的个体发育过程

中扮演着重要的作用吲。线粒体内含有众多的酶系，目前得到确认的有120余

种，是细胞中含酶最多的细胞器【341。而某些酶类在结构上与上述光敏色素和临

床使用中的光敏剂十分相似，有实验已经证明此类物质可产生活性氧类物质

【”1。从某种意义上看，线粒体内的各种物质尤其是酶类可被视为内源性的光敏

物质，尽管它们的单线态氧产率等指标远不如HMME等外源性的光敏剂。

2．活性氧的生物学效应及其信号转导通路

可以说活性氧对于细胞来说是一把“双刃剑”。极低水平活性氧对于维持细

胞正常的生理功能和代谢具有极其重要的作用，它可对某些基因进行调制，参

与某些酶促反应，参与前列腺素、胶原蛋白等物质的合成，发挥解毒、杀菌作

用。在生理情况下，生物体内产生的活性氧在抗氧化酶及外源性和内源性抗氧

化剂的协调作用下不断地被清除，活性氧可维持于平衡浓度，此时的活性氧也

将会导致细胞损伤，不过损伤的程度较轻，受损伤的分子可以得到修复、置换、

降解代谢和重新合成，而不会对机体造成损害。而在衰老、应激、某些病理情

况及光敏化反应时，活性氧产生增多或机体的清除能力减弱，活性氧就将对机

体造成损伤。

在细胞水平，氧化应激可直接激活多种细胞信号通路，导致细胞的不同反

应。已有证据证明，细胞旁分泌或自分泌的Ros在神经、内分泌、循环免疫
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等生理活动中作为信号分子发挥着重要作用，在细胞稳态的调节等细胞生命活

动中作为第二信使参与多种因子细胞生物学效应的启动【361。Ros在真核生物

中的信号传导机制比较复杂，目前尚未搞清。ROs的信号转导途径具有细胞种

类和刺激因子的特异性，通过下列传导途径实现【1】：1．环鸟苷酸相关信号传导

途径：2．蛋白酪氨酸激酶相关信号传导途径；3．ca2+相关信号传导途径；4．蛋

白激酶c相关信号传导途径；5．转录因子NF．诏相关信号传导途径；6．转录

因子AP．1相关信号传导途径。ROs的信号传导作用与以还原型谷胱甘肽

(GsH)和氧化型谷胱甘肽(GssG)比例为标志的细胞氧化还原状态有判3”。

一方面它们对细胞的氧化还原势能的调节、信号转导和基因表达调控发挥着必

不可少的作用：另一方面，又可造成细胞的氧化应激和氧化损伤，破坏氧化还

原平衡，从而引起细胞衰老和死亡，以及在相关的疾病中起加重病势的作用[38】。

3．弱激光治疗的简介及其效应规律的特点

所谓弱激光是指用这种激光直接照射时，不会对靶组织造成不可逆性损伤

的弱反应水平的激光。弱激光治疗的方法包括激光理疗、激光针灸、弱激光内

镜照射和血管内照射等【10】。LLu’对于患者一般无痛苦或痛苦较小，无副作用，

而且治疗费用较低，易于被患者所接受，其治疗范围广泛，遍及I临床各科，治

疗各种急性炎症、溃疡、高血压、肌肉及骨组织的损伤、胎位不正、幼儿腹泻、

带状疱疹、三叉神经痛、神经衰弱、前列腺肥大以及急性心脑血管疾病、闭塞

性动脉内膜炎等疾病。

其生物刺激作用规律的特点如下：

(1)剂量依赖效应：激光照射剂量对于决定最终的效应十分重要，小剂

量时表现为激励效应，大剂量时表现为抑制效应。

(2)累积效应：剂量相等时，一次大剂量照射和多次小剂量照射，两者

的生物学效应大致相同。但累计效应与治疗的间隔时间有关，超过一定时间后，

即无此种效应。

(3)抛物线特征：刺激作用并不是在开始光照即刻即开始出现效应，而

是呈抛物线形，通常在开始治疗后3天起逐渐增强，至第lO～17天达最大值，

然后刺激作用逐渐减弱，直至某一天变为抑制作用。
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(4)波长效应：几乎可见光波段的每一种单色光都可以产生细胞效应，

但相同光剂量不同波长的光照所产生的生物学效应的强度不同，与所使用的照

射波长密切相关。

(5)主要对处于病理状态下的细胞起作用，对于正常细胞的作用甚微。

(6)效应的多样性：已得到专家公认的弱激光的生物效应包括消炎、止

痛，改善血液循环，促进细胞再生、毛发生长、伤口愈合、组织修复，调整神

经和免疫功能，提高机体的抗病能力等多种。

4．关于弱激光治疗机理的各种假说

弱激光生物学效应的作用机理仍不清楚，尚未得到成熟、公认的科学解答。

目前各种关于激光生物刺激作用的假说有：生物电场假说、色素调节假说、细

胞膜受体假说、偏振刺激假说等[391。但是上述学说缺乏实验依据，不能解释临

床治疗和实验中的所有现象。

Kam等提出【32】：光受体分子在光照激发下跃迁至激发态氧的过程中，至

少伴随着四种反应，包括氧化还原状态的改变和电子传递加速、单电子自氧化

(生成02。一)、光化学反应(生成102)以及由于局部热传导引起的光受体分

子生化活性的改变，其中最主要的是光受体分子氧化还原状态的改变。他们还

认为在真核细胞内细胞色素c氧化酶是红光和近红外光的光受体，而NADH

脱氢酶是可见光区紫色至蓝色波段的光受体。但是我们认为这种假说过于狭

隘，细胞内与光敏剂在结构上相似的物质有许多，并不能只限定于某一种物质，

而且细胞氧化还原状态的改变在产生各种细胞生物学效应方面是否具有重要

作用尚有待商榷。

5．“内源性光敏物质致活性氧产生”假说

本研究利用新型荧光探针活性氧检测技术，直接观察到了单细胞内活性氧

的产生，并通过图像分析的方法确定了线粒体是ROs产生的主要部位。实际上

本研究中所应用到的光照条件(约100 mw／cm2)相当于弱激光治疗中较高功

率密度时的情况。

根据我们提出的“内源性光敏物质致活性氧产生”假说，包括细胞核、溶

酶体、内质网在内各种细胞器内含有的各种结构与外源性光敏剂类似的大分子
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物质(如各种酶类)均可被视为内源性光敏物质，发生光敏化反应，每种物质

被不同波长的光照激发，产生I的s的效率各不相同。既然属于内源性光敏物质

的光敏化反应，就应该遵守光化学反应的规律，反应过程受到光照射剂量、光

照波长、光敏物质含量、光敏物质的单线态氧产率的影响。由于此类物质的含

量十分微小，产生ROs的数量有限，且R0s扩散距离十分有限【40】，因而其直接

的效应亦很微弱；但是这属于一个级联反应，RoS可以通过上述提及的各种信

号转导通路发挥作用，影响其他细胞内的成分，如引起MMP增加、线粒体膜

电位增高、pH增高和ca2十浓度的增高等，从而间接发挥生物学效应作用，ROs

浓度的轻微变化即可引起较为明显的生物学效应。

内源性的光敏物质遍布于各细胞器内，但由于各细胞器在物质含量上的差

异，发生光化学反应生成R0s的数量并不一致，线粒体作为细胞内含酶类最丰

富的细胞器，产生的ROs最多，其所引发的生物学效应也最为显著。

第三部分的讨论中提出的——线粒体微环境的特殊性对于光敏化反应速

率的影响——亦可能与此实验现象有一定的关联，既然外源性的光敏剂的光敏

化反应受其影响，那么其对线粒体内源性光敏物质所发生的光敏化反应同样会

具有一定的作用。光照也可能同时引起线粒体呼吸链中某些酶促反应加速，从

而导致部分Ros的产生增多。

我们提出的理论可以解释弱激光治疗在临床中的种种现象：

(1)前面提到的剂量依赖效应、累积效应和抛物线特征均与ROs产量有

关。ROS产量小时表现为刺激作用，并随着ROS累计量的增加其效应星非线性

的增强，但是超过一定的水平后即表现为抑制效应。

(2)波长效应正是由于各种波长的激光对各种细胞内源性光敏物质的激

发效率不同，以往报道的细胞增殖效应一波长曲线可能是不同波长激光对于各

种内源性光敏物质激发产生活性氧的综合效应。

(3)在病理状态下，细胞的功能状态异常，对于ROS的清除能力较正常

细胞弱；而且，病理状态时细胞内线粒体的数量增加，这种增生实际上是对慢

性非特异性细胞损伤的适应性反应或细胞功能升高的表现⋯J，这样造成的结果

是细胞内“内源性光敏剂”数量增加，因而光敏化反应产生的Ros数量也较
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处于正常状态下的细胞多。上述或许可以解释临床治疗中表现出的对处于病理

状态的细胞产生作用，而对于正常细胞作用不明显的现象。

(4)因为ROS作为生物体内重要的自由基物质，参与体内很多的生化反

应过程，引起细胞内多种细胞信号物质的含量变化，从而产生多种效应，如调

节细胞状态和功能、刺激细胞增殖等。这是弱激光生物刺激效应多样性的原因。

另外，实验结果中图3．5中现象的出现可能系由于细胞自身状态的影响，

导致进入细胞内的H2DcF数量有限或是光照致细胞内R0s产生的数量较少。

虽然我们并不清楚探针H2DcF．DA进入细胞的途径，但是，从探针MitoFluor

Rcd 589的荧光图像标记良好，如果两种探针进入细胞的途径类似，则

H2DCF．DA进入细胞的量似乎应与周围细胞在同一水平，那么最可能的原因就

是光照致细胞内R0s产生的数量较少，这种情况说明了细胞自身状态在弱激

光生物学效应中的重要作用。国内外很多文献报道对于弱激光照射时的生物学

效应说法不一，实验结果也大相径庭，分析其原因似乎正是与这种细胞状态的

干扰密切相关。

国外已有的文献报道似乎也支持我们的推断。AJexandratou等利用共聚焦

显微镜进行单细胞水平的观测，647砌激光照射后的人纤维细胞所出现的改

变包括：Ros产生、pH增高、线粒体膜电位增高和ca2+浓度的增高【42l。Lavi

等观察到当使用普通光源(400～800衄)，以功率密度40 mw／cm2，照射1～
5 m协时，3．6 J／cm2的能量密度只导致游离钙浓度缓慢的一过性的增高，而

12J／cm2则导致游离钙浓度的线性增高，并引起细胞损伤，向未接受照光处理

组中加入外源性的H202，浓度为12 umol／L时可模拟出类似前者的效应【43l。

GrossmaIl等发现780珊激光(能量范围O～3．6 J／c脚2)照射刺激角化细胞的

增殖，其中0．45～O，95 J／cm2对于细胞的增殖效应明显(1‘3～1．9倍)，而加入

酶的抗氧化剂、超氧化物歧化酶、过氧化氢酶以及超氧阴离予和过氧化氢的清

除剂等都将抑制这种增殖效应⋯】。还有报道近红外飞秒激光、准分子激光照射

同样可导致细胞内ROS的产生以及细胞的凋亡样坏死或凋亡f45’4“。

哺乳动物的红细胞内没有线粒体，但有实验证实：淋巴细胞在全血环境中，

接受660眦光照(功率密度40 mw／cm2)处理后，细胞增殖明显较淋巴细胞
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分离组(即离开全血环境，接受相同条件的光照)高，红细胞内超氧化物歧化

酶的活性亦明显增高，提示了血红蛋白在接受光照的情况下产生H202，而后

者在淋巴细胞增殖中扮演着重要的作用【47】。

我们根据实验结果提出的解释弱激光生物效应的“细胞内源性光敏物质”

假说，这对于理解细胞光生物学效应具有积极的意义。尽管我们提出的理论尚

缺乏足够的实验依据，甚至也许若干年之后被证明是错误的，但是我们相信这

对于开拓激光医学的研究思路和研究手段，揭示激光医学中本质的规律，解决

激光医学I临床和科研中的问题不无裨益。

小 结

在荧光图像中往往存在某些具有重要意义的信息特征，由于超过人眼分辨

力，单靠定性观察方法是不易或无法获知的。本研究建立的此种计算细胞器．

细胞荧光强度比值的定量分析方法，可有效应用于荧光分布的定位研究，弥补

定性方法的不足，能够深入有效地挖掘图像中蕴含的有用信息，获得更为精确

的量化结果。

本研究对此探针应用于激光医学领域的实验进行了初步的尝试，然而我们

对于此探针自身的性质尚不完全了解，我们在讨论中初步排除了其自身性质造

成此实验现象的可能。对于此探针知识的积累和再认识将对于我们理解实验结

果具有很大的帮助。

经细胞器．细胞荧光强度比值法的计算，并作统计分析，线粒体区内DcF

荧光强度明显高于细胞核区和细胞质菲线粒体区。本研究利用新型荧光探针活

性氧检测技术，直接观察到了单细胞内的ROS产生，并通过图像分析的方法

确定了线粒体是Ros产生的主要部位。

针对光照致ROS的产生机制，我们提出：细胞内尤其是线粒体内的某些

具有与光敏剂结构类似的物质可被视为“内源性光敏物质”，在光照过程中充
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当了光受体，发生光敏化反应而产生ROS。弱激光的生物学效应主要依赖于

ROS而发挥作用。我们提出的假说将线粒体、活性氧、光化学反应有机的结合

在一起，成功的解释了关于弱激光生物学效应的各种现象。当然我们的实验结

果尚不足以证明Ros在弱激光生物学效应中所具有的重要作用，欲完善此假

说，还需大量深入的实验研究工作。
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第三部分HMME—PDT致EcV 304细胞内

活性氧产生情况的动态监测

引 言

活性氧在光动力治疗中的作用已十分明确，在光动力生物学效应中起着举

足轻重的作用，研究光敏化过程中活性氧的产生对于理解光动力的生物学效应

具有重要意义H矾。本研究拟应用新型活性氧检测荧光探针和图像分析与处理技

术，对由血卟啉单甲醚所介导的光动力反应(HMME—PDT)过程中ECV 304

细胞内的活性氧产生情况进行研究。

实验材料

1．细胞株

人脐静脉内皮细胞株EcV 304：由本室保存。

2．实验试剂

二甲基亚砜(DMs0)：北京石鹰化工厂产品。

DMEM培养基：美国Gibco公司产品。

胎牛血清：美国GibcQ公司产品。

PBS液：北京化学试剂公司产品。

胰蛋白酶：美国Gibco公司产品。

0。9％氯化钠注射液：北京双鹤药业股份有限公司产品。

3．光敏剂

血卟啉单甲醚：深暗红色溶液，规格：20 m∥ml，批号：2001—01．1l，

上海复旦张江生物医药股份有限公司产品，置于一200C下避光保存。使用前用

生理盐水及不含血清的D删培养液稀释至所需浓度。
4．荧光探针
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H2DCF—DA：美国Fluka公司产品，用DMso配制成l mmol／L的贮存

液，．200c下避光保存备用。

5．实验仪器

Olmpus Ix 7l型荧光显微镜：日本奥林巴斯株式会社产品，由解放军
总医院医学实验测试中心提供使用。

SPOTRTc010r型致冷CCD：美国Diagnostic公司产品，由解放军总医

院医学实验测试中心提供使用。

LLM一3型激光功率计：中国计量院产品。由中国人民解放军激光计量测

试研究总站标定，532脚时的校正系数为2．03。

35咖荧光显微镜专用培养皿：美国comillg公司产品。
超净工作台：北京四达净化技术研究所产品。

c02恒温孵育箱：美国NA_PCO公司产品。

数字式超级恒温浴槽：成都仪器厂产品。

实验方法

1．细胞培养

取生长状态良好的细胞，用O．3％胰酶消化后，吹打制成单细胞悬液，用

含5％血清的DMEM培养液将细胞密度调整为5．Oxl03个，ml，并将之接种于

35mm培养皿中，每皿加入2ml，置于370c、含5％c02孵箱中孵育24h。

2．光敏剂孵育

在孵育结束前4h更换DMEM培养液，将HMME加入35 nun培养皿中，

使其孵育终浓度为10蜡／m1。

3．探针孵育

在孵育结束前30 min将H2DcF—DA加入35 nⅡn培养皿中，使其孵育终浓

度为10“mol／L。孵育结束后，用PBs冲洗三遍，并弃去残液。

4．光源照射

采用60倍荧光物镜，荧光激发光源为100 w超高压汞灯，光照同时完成
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荧光图像的采集。选择激发滤色镜为BP460--490，输出波长范围为460～490

n／l'l。汞灯输出光经过荧光显微镜的光路系统及培养皿底部后细胞所实际接受

的功率密度约为100 mW／cm2。实际光源照射时间为曝光时间乘以曝光次数。

5．连续采集DCF探针的荧光图像

CCD作为图像采集设备，接于荧光显微镜的侧面光口，并通过控制卡与

计算机连接，所采集图像经控制卡进行模数转换后送入计算机供存储和处理。

CCD输出的图像文件为16位灰度图像(TIF格式)，灰度范围0-65535。

选择激发滤色镜为BP460--490，吸收滤色镜为BA51 5，分光镜为DM500，

另加一绿通道液晶滤光片，增益1，曝光时间2 S或5 S，间隔时间0 s。

6．DCF平均荧光强度动态变化曲线的绘制

应用图像处理技术，从图像背景中分割出细胞的形态轮廓，计算此轮廓范

围内象素的灰度总值，进而得到细胞内的平均荧光强度值；分别计算同一细胞

的不同时间段细胞内平均荧光强度值，共计选择不同视野中的14个细胞，求

得同一时闻点，14个细胞的平均荧光强度僵。以此平均荧光强度值为Y轴，

以照射时间点为x轴，绘制平均荧光强度一照射时间曲线。

7．统计学处理

实验数据用SPSS 11．0统计软件处理，各组之间的比较分别采用两单因素

方差分析，P<0．05表示差异显著，有统计学意义。

实验结果

图3-1、图3．2中l～30分别显示的是同一ECV 304细胞内各时间段DCF

荧光的变化情况，曝光时间2 s，间隔时间0 s，共计观察时间60 s。其中图3-1

为单纯照光组，图3．2为HMME—PDT组。

随着照射时间的延长，单纯光照组的细胞内DCF荧光强度随着光照时间

的延长而缓慢增加。但是，为了进行图像分析与定量计算，方便与HMME—PDT

组进行比较，必须保证两组的采图条件完全一致，此时采集到的荧光图像并不
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是最佳的，曝光不够充分(曝光时间2 s)，导致图像的显现并不如第二部分研

究中(曝光时间5 s)清楚。

HMME—PDT组中的细胞内DCF荧光强度随照射时间的变化幅度迅速，线

性结构的呈现清楚，细胞质核周区域在光源照射后荧光强度明显高于细胞内其

它区域，DCF荧光变化的速度明显快于单纯光照组。但是随着照射时间延长，

DCF荧光强度迅速下降，其荧光分布位置失去特异性，逐渐弥散。

图3—3和图3．4中为分别根据不同视野内14个细胞内的DCF荧光图像计

算并绘制的DCF强度一时间曲线(两组的采图条件完全一致)。将图3．3和图

3-4的数据汇总，计算平均值和标准差，并将两组的平均值相减得到另外一组

数据，见表3-1，经两因素方差分析，单纯光照组与HMME．PDT组之间平均

DCF强度值差异有显著意义(P=0．0000，<O．05)。

图3—5为根据表3—1的数据绘制的单纯光照与HMME—PDT时不同照射时

间点ECV 304细胞内DCF平均荧光强度随时间变化的曲线。

单纯光照组的曲线在照射的开始阶段，DCF荧光强度增加较快，在第10 s

时便上升至第2 s时的2．17倍，但是随着照射时间逐渐延长，增幅逐渐变小，

到第60 s时上升至第2 s时的4．69倍。HMME—PDT组的曲线表现为快速的上

升，从照光开始到第28 S时即上升至第2 s时5．98倍，但随着照光时间的进一

步延长迅速下降。HMME—PDT组数据减去单纯光照组数据得到的曲线，反映

了去除光照影响后外源性光敏剂的光敏化反应致成细胞内DCF平均荧光强度

的变化情况，曲线的末端部分同样出现了迅速的下降。

HMME—PDT组与单纯光照组的DCF荧光分布具有相似性，且前者较后者

变化迅速，实际上细胞内平均DCF强度的变化主要反映的是线粒体内DCF荧

光强度的变化情况，证明HMME—PDT早期DCF荧光的分布的主要部位是线

粒体。
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图3-1单纯光照时不同时间段同一ECV 304细胞内的DCF荧光图

(曝光时问2 s，间隔时间0 s)(exposuretime 2 s，timeinterval 0 s)

Fig．3-l The fluorescent images of DCF at different light irradiation time

in the same ECV 304 cell during light irradiation
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图3-2 HMME—PDT时不同时间段同一ECV304细胞内的DCF荧光图

(曝光时间2 s，间隔时间0 s)(exposurotime 2 s，tmlemterval 0 s)

Fig．3-2 The fluorescent images of DCF at different tight irradiation time

in the same ECV 304 cell during HMME—PDT
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图3-3单纯光照时不同照射时间点ECV304细胞内DCF平均荧光强度随时间的变化情况

Fig．3-3 The variation curve ofthe mean fluorescence intensity in ECV 304 cells

at different tight irradiation time

图3．4 HMME—PDT时不同照射时间点ECV 304细胞内

DCF平均荧光强度随时间的变化情况

Fig．3-4 The variation curve ofthe mean fluorescence intensity in ECV 304 cells

at different light irradiation time during HMME—PDT

一50—



军医进修学院硕士学位论文 第三部分

表3-1各光照时间点ECV 304细胞内平均DCF荧光强度值
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图3．5单纯光照与HMME．PDT时不同照射时间点ECV 304细胞内

DCF平均荧光强度随时问的变化情况

Fig．3-5 The variation curve ofthe meAm fluorescence intensity in ECV304 cells at

different light irradiation time daring HMME·PDT and light-irradiation—only

讨 论

光敏化反应致ROS产生的机理：基态光敏剂吸收光子的能量后，经单重

态(寿命1～1000 ns)系间窜越到三重态(寿命l～1000吣)，受光激发的三

重态敏化剂可进行以下两种形式的反应【49’50】：①经过氢原子或电子转移，直

接同底物或溶剂反应，形成自由基或自由基离子，后者可与氧作用产生氧化产

物，此型反应叫类型I(Type I)反应：②将能量转移给分子氧，形成102，102

是高活性的氧化剂，可使底物被氧化，此型反应叫类型Ⅱ(Type II)反应。有

时也出现从敏化剂到氧的电子转移，给出氧化了的敏化剂和O：～，这个过程

也属于类型Ⅱ反应，过去常被定义为类型I反应。类型I和类型II反应可同时

出现，二者的比例受敏化剂、底物、氧浓度以及敏化剂同底物的结合程度的影
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响。

HMME是一种国产新型第二代卟啉类光敏剂，其化学全名为：[3(或8)(1．

甲氧基乙基)．8(或3)．(1-羟乙基)]次卟啉Ⅸ【51】。它是用柱层析法分离去除HDD

中大部分血卟啉所得到的两种互为位置异构体的单体卟啉的异构体混合物，其

主要成分为相对疏水性卟啉，光动力效应较强。临床上已应用于鲜红斑痣的治

疗，具有避光时间短，光敏化效果好等优点[52,53]。一般认为其以II型反应为主，

生成102。

图3．5中HMME—PDT组和单纯照光组的曲线显示，HMME—PDT细胞内

DCF荧光强度的变化要较单纯照光组快许多，在光照的开始阶段上升幅度较

大，DCF大量生成，说明此时细胞内HMME介导的光敏反应产生了大量的活

性氧物质；与此同时H2DCF被大量的消耗，而且随着照射时间的进一步延长

荧光探针淬灭迅速，因而在光源照射的后期，细胞内DCF平均荧光强度曲线

开始出现下降，在后期的DCF荧光图像上表现为荧光强度的下降以及荧光分

布的弥散。

虽然荧光探针在长时间照光后发生淬灭现象，但是比较HMME-PDT组与

单纯照光组细胞内DCF荧光的早期变化，两者在DCF荧光分布位置上具有相

似性，而且此区域内HMME—PDT组DCF荧光的强度明显较单纯光照组快。

第二部分的研究中已证明此区域为线粒体，说明HMME介导的光动力反应早

期所产生的活性氧亦主要集中于线粒体内。然而，本课题组已证实HMME并

不特异的分布于任何一种细胞器内【30·3”，线粒体内HMME的含量并不明显高

于其他细胞器，那么线粒体与其他细胞器之间的什么差异导致这种现象的出

现?

线粒体是对各种损伤最为敏感的细胞器之一【4”。国内外已有文献报道线粒

体在光敏化反应中常常易受到损伤lS4,Ssl。单纯光源照射致线粒体内活性氧的产

生是一部分原因，但不是主要的，所占的比重应该很小。植物细胞的叶绿体是

光合作用发生的部位，作为接受光而转移能量的部位，其自身必然具有某种有

效促进此种光化学反应进行的特性。动物细胞内没有叶绿体，其线粒体是否会

与植物的叶绿体有着某种相似性呢?
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光化学反应是地球上最普遍、最重要的过程之一，绿色植物的光合作用，

动物的视觉，涂料与高分子材料的光致变性等，无不与光化学过程有关，有很

多因素影响了光化学反应的速率[56]。

我们推测：细胞线粒体内微环境与其他细胞器之间的差异——包括氧浓

度、pH值和电位梯度等——使得其内的光化学反应中激发态分子的寿命延长，

光化学反应速率的加快，从而导致了线粒体内ROS产生的显著性，ROS产量

的明显增加最终使线粒体成为光动力早期损伤的靶位点。

线粒体的主要功能是对糖、脂肪、氨基酸等能源物质的氧化，线粒体是细

胞内物质被彻底氧化的最终部位。在生物体内，90％以上的氧分子在线粒体中

被消耗【57】。

线粒体外膜(outer membrane)含40％的脂类平n60％的蛋白质，具有孔蛋白

构成的亲水通道，允许分子量为5KD以下的分予通过，1KD以下的分子可自由

通过。线粒体内膜(innermembrane)含100种以上的多肽，蛋白质和脂类的比

例高于3：l。心磷脂含量高(达20％)、缺乏胆固醇，类似于细菌。通透性很低，

仅允许不带电荷的小分子物质通过，大分子和离子通过内膜时需要特殊的转运

系统。如：丙酮酸和焦磷酸是利用}r梯度协同运输。线粒体氧化磷酸化的电子

传递链位于内膜，因此从能量转换角度来说，内膜起主要的作用。线粒体结构

模型见图3—6。

图3-6线粒体结构模型简图

Fig．3-6 Diagram ofmitochondria structure

根据英国生化学家Mitchell P提出的化学渗透假说(chemiosmotic coupling
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hypothesis)：当高能电子沿呼吸链传递时，释放出的能量使质子(H+)从线粒

体内膜的基质侧泵至膜间隙，由于线粒体内膜对离子是高度不通透的，从而使

膜间隙的质子浓度高于基质，在内膜的两侧形成pH梯度(ApH)及电位梯度

(叫)，两者共同构成电化学梯度(electrochemical proton gradient)，即质子

动力势(zSP)f5鲋。上述种种都是线粒体的特殊之处，可能也是此处光化学反

应速率较高的原因。

HMME—PDT组(孵育浓度10 I_tg／ml，孵育时间4 h)时荧光变化的过程可

以较为清晰的展现。在实验中尝试着增加HMME的孵育浓度至160 I．tg／ml，孵

育时间仍为4 h，此种情况下，光照一开始，细胞内DCF极其迅速的增加，却

缺少了上述逐渐变化的过程，整个细胞内遍布均匀强度的DCF荧光。当HMME

的孵育浓度为160肚咖1，而孵育时间为30 min时，DCF荧光的变化情况介于
前两者之间。在激光照射条件不变的情况下，观察到了孵育浓度和孵育时间对

于光敏反应致活性氧产生的影响，当然这部分实验结果尚不够精细，有待进一

步的深入研究。应用本方法还可以比较不同光敏剂介导的光化学反应过程中

ROS产生情况，揭示各种光敏剂在光动力损伤效应上的差异性。

众所周知，光敏剂的亚细胞定位不同导致亚微结构之间光敏剂含量的差

别，但是我们认为光敏剂含量在各细胞器之间的差别并不是决定其生物学效应

的唯一因素，因为还有以下几个方面决定其最终效应：

①光敏剂含量相同并不代表产生的活性氧的量相同，因为不同细胞器内

的亚微环境不同，其活性氧产生情况也不可能相同，即使在同一细胞器内，位

于膜上的光敏剂与基质中的光敏剂产生ROS的情况也存在差异；

②由于组成成分含量上的差异造成了不同细胞器结构对于ROS敏感性的

千差万别，如核膜与线粒体膜在组成成分上基本相同，但是在各组分的含量上

却存在种种差别；

③不同细胞器结构对于光敏反应生成的活性氧的清除能力迥异，那些定

位接近ROS清除剂产生位置的光敏剂，其产生的ROS可很快地被清除掉，而

很难发挥杀伤作用【59】；

④对于已经造成的损伤，不同细胞器的修复能力亦不尽相同，例如在相
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同的活性氧损伤条件下，线粒体DNA的损伤常重于核D咐A，主要因为前者的

修复能力较后者低【60】。

小 结

通过ccD荧光显微镜连续采集EcV 304细胞的DcF荧光图像，比较

HMME—PDT组与单纯光照组之间的相似性与差异性。并计算细胞内平均荧光

强度值，绘制DCF强度一时间曲线，反映}玎“ME介导的光动力反应时细胞内

的活性氧产生情况。

HMME—PDT时ECV 304细胞内的DCF平均荧光强度表现为快速的上升，

从照光开始到第28 s时即上升至第2 s时5．98倍，但随着照光时间的进一步延

长迅速下降。单纯光照组的曲线在照射的开始阶段，强度增加较快，在第10 s

时便上升至第2 s时的2．17倍，但是随着照射时间逐渐延长，增幅逐渐变小，

到第60 s时上升至第2 s时的4．69倍，两组之间的差异有显著意义。两实验组

细胞内DcF荧光均主要集中于细胞质内核周区域内，但HMME—PDT组出现

此现象的速度较单纯光照组快。单纯光照时荧光主要集中于线粒体区域，则

H僦．PDT组的DCF荧光同样主要存在于线粒体区域。
通过实验间接证明了线粒体是HMME介导的光动力反应早期损伤的靶位

点。上述现象的出现，单纯光照因素的影响是一部分原因，我们猜测主要的原

因是细胞线粒体内包括氧浓度、pH值和电位梯度等微环境与其他缨胞器之间

的差异，使得光化学反应中激发态分子的寿命延长，光化学反应速率的加快。
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综 述1

荧光图像采集技术

普通光是由发光质点的热运动所引起的辐射；而荧光是非温度辐射，是～

种冷光。在自然界中荧光现象极为普遍。荧光有多种，包括有光致荧光(由光

源激发而产生的荧光)、放射荧光(由放射性物质激发而产生的荧光)、生物

荧光(生物体发出的荧光)、化学荧光(如磷的氧化时发出的荧光)等等。

荧光的图像采集主要依赖于荧光显微镜镜，用短波长的光线照射用荧光素

染色过的被检物体，使之受激发后而产生长波长的荧光，然后在荧光显徽镜下

观察。在生物医学领域的研究，特别是在激光医学光动力治疗领域的研究中得

到了广泛的应用【l—j。

1．荧光显微镜pJ

荧光显微镜是一种对能发荧光的物质或经荧光色素染色后能发荧光的物

质进行观察的显微镜。

1．1荧光显微镜的分类：

根据其光路的不同可分为透射式和落射式两种类型：

(1)透射式：激发光来自被检物体的下方，聚光镜为暗视野聚光镜，使

激发光不进入物镜，而使荧光进入物镜。它在低倍情况下明亮，而高倍则暗，

在油浸和调中时，较难操作，尤以低倍的照明范围难于确定，但能得到很暗的

视野背景。透射式不适用于非透明的被检物体。

(2)落射式；透射式目前几乎被淘汰，新型的荧光显微镜多为落射式，

光源来自被检物体的上方，在光路中具有分光镜，所以对透明和不透明的被检

物体都适用。由于物镜起了聚光镜的作用，不仅便于操作，而且从低倍到高倍，

可以实现整个视场的均匀照明。

1．2荧光显微镜的组成与使用：

生物荧光显微镜除了具有一般光学显微镜的机械结构外，它具有激发光
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源，滤片系统和特殊的光学镜头。

荧光显微镜在装置上的重要部件就是要有能提供充分的特定波长的光源

装最，使受照射的物体得到理想的激发而发出强的荧光。为达到这一要求，需

借助滤光片把激发光的光谱限定在这一特定的波长区域内，而把伴随发出的可

见光全部吸收或反射掉。荧光显微镜的激发光源常选用大功率超高压汞灯，它

是用石英玻璃制作，中间呈球形，内充～定数量的汞，工作时由两个电极问放

电，引起水银蒸发，球内气压迅速升高，当水银完全蒸发时，可达50～70个

标准大气压力，这一过程一般约需5～15 min。超高压汞灯的发光是电极间放

电使水银分子不断解离和还原过程中发射光量子的结果。它发射很强的紫外和

蓝紫光，足以激发各类荧光物质。因此，为荧光显微镜普遍采用。

滤片系统是荧光显微镜的重要组成部分，是获得特定波长激发光，清晰的

荧光影像和发挥显微镜最佳性能的关键，包括激发滤片、阻断滤片、隔热滤片、

分光镜和其他一些中性滤片。

荧光显微镜必须有效地激发样品中的荧光物质和尽可能地收集荧光，显微

荧光图像的质量主要决定于像的亮度和反差。像的亮度受激发光光源和样品中

荧光物质等决定，为此常选用宽波带滤光片激发，后者不仅增强特异荧光也会

导致非特异荧光的升高：像的反差则由特异结构荧光与本底光之比来决定。本

底光包括透过阻断滤光片的杂散激发光，组织细胞的自发荧光和其他杂光。而

增加反差的措施往往会导致荧光图像变暗。因此在实际操作中必须兼顾特异荧

光和非特异荧光的相对允许限度。

在使用荧光显微镜时需根据所用的光源、染料的激发波长和发射波长综合

分析，加以选择搭配，选取不同的分色镜和滤光片。如果分色镜和滤光片的选

取合适，可提高特异信号的强度，降低非特异信号的强度，最大限度地提高检

测灵敏度和分辨率。此外，为了提高荧光镜检的效果，对聚光镜(透射式用)、

载玻片、盏玻片和物镜等均有一定的要求。在采集荧光图像时，还需要选择合

适的激发滤色镜、吸收滤色镜以及分光镜，调整好增益值和曝光时间。

1．3荧光显微镜具有以下特点H：

(1)由于标本发出的荧光与背景反差很大，荧光显微镜在暗背景下观察图
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像，比普通明视场显微镜有更好的对比度，更强的反差，可以观察到普通显微

镜观察不到的结构、细节。

(2)在荧光显微镜下观察时标本会发出荧光色素特有的荧光，呈现标本

的真彩色图像，易于鉴别，减轻疲劳。

(3)用于染色的荧光色素只需很低的浓度(1～100岫ol／斗L)就能发出明亮
的荧光，一般对机体无毒，有利于活体观察。正因为实现了活体观察，所以使

研究组织细胞内变化成为可能，某些荧光物质具有特异性染色作用，即荧光强

弱、分布的变化代替了细胞内物质、离子的分布与变化。

(4)荧光还有助于分析物质的化学成分，荧光色素的特殊基团能特异地

与某些化学物质官能团发生结合，可间接分析物质官能团的结构。

几乎所有的有机分子都能直接或经过适当的化学处理后发出荧光而被观

察分析，荧光色素染色法不仅可用于精细观察一般的细胞组织，也可用于微生

物诊断。

2．CcD荧光显微镜

ccD荧光显微镜是在生物荧光显微镜的基础上加装ccD构成的。CcD

(charge-coupled dcvice)称为电荷耦合器件，是一种用于探测光强分布的新型

半导体器件，可分为一维(线阵)或二维(面阵)光电列阵。它以电荷量表示光量

大小，用耦合方式传输电荷量。具有自动扫描、灵敏度高、动态范围大、光谱

响应范围宽、体积小、功耗低、寿命长和可靠性高等一系列优点pJ。其结构简

图见图1叫。

1969年，美国贝尔实验室

Bovle和SIllitll利用当时已发展得

很好的硅技术研制成第一个CCD，

至今CCD技术已发展了三十多

年。利用面阵CCD作像感器的

CcD摄像是现代测试技术中具有

广泛应用前景的新技术，由它建立 图1 ccD荧光显微镜的结构筒图

的ccD显微图像处理系统，能将计算机的数字图像处理技术应用于显微图像
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的CCD 显微图像处理系统，能将计算机的数字图像处理技术应用于显微图像
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处理中去，大大提高了对显微镜图像观察的直观性和图像分析的灵活性。整个

系统具有ccD管理、图像测量、图像编辑、图像增强、图像分割、真彩色图、

伪彩色图、图像连续采样等多种图像处理功能。本系统经实际应用，在光谱分

析、医疗诊断和微循环参数测量方面，取得极好的应用效果【7’8】。

3．激光扫描共聚焦显微镜【9，10】

激光共聚焦扫描显微镜(1ascr sc黜illg confocal microscope，LScM)是20
世纪80年代发展起来的一种新型的显微镜。它是在荧光显微镜成像的基础上

装有激光扫描装置，以单色激光作为光源，使样品被激发出荧光，利用计算机

进行图像处理，从而得到细胞或组织内部微细结构的荧光图像。近年来起来的

双光子成像技术，以其独具的优势迅速得到了应用【11j

3．1LSCM的原理

传统的光学显微镜使用的是场光源，标本上的每一点的图像都会受到l}缶近

点的衍射光或散射光的干扰，而降低图像的清晰度，尤其是观察较厚的样品时。

激光扫描共聚焦显微镜利用激光扫描束经照明针孔形成点光源对标本内焦平

面上的每一点扫描，标本上的被照射点在检测器的检测针孔处成像，由检测器

逐点收集，并在计算机显示器上形成荧光图像。

由于照明针孔和探测针孔相

对于物镜焦平面是共轭的，焦平

面上的点同时聚集于照明针孔和

检测针孔，焦平面以外的点不会

在检测针孔处成像，这样得到的

共聚焦图像是标本清晰的光学切

面图，克服了普通光镜图像模糊

的缺点。另外，在显微镜的载物

台上加一个微量步进马达，使载

物台上下移动，改变焦平面，其

最小移动距离为O．1微米。不同 图2共聚焦显微镜的工作原理图

层次的光学切面图像经计算机图像三维重建，就能得到一定厚度样品的全层立
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佳，实验结果更为准确可靠。这些参数包括Confocal(共聚焦)、Pinhole(针

孔)、Detector(检测器)、PMT(光电倍增管)、step size(扫描步长)、x

points、Ypoims(X轴、Y轴方向扫描点数)、LaSerPⅥ(激光功率)、Scan

str(激光扫描强度)、speed(扫描速度)、s锄ples／pt(点重复扫描次数)、

Bk SubVal(背景消除)，以及Auto Zoom和Display。

由于共聚焦激光显微镜涉及激光、光学、精密仪器、计算机、荧光光谱和

生物学、细胞化学、形态学等许多学科的知识，因而，要设计一个好的实验方

案，必须对该仪器有一定的了解。这些参数的选择或设置，彼此之间有着非常

密切的关系，因而，对各个参数的选择应当综合考虑。而且除了要考虑各个参

数之间的关系外，还要考虑所要观察的细胞类型及大小、荧光染料种类及浓度、

是做形态学观察还是做细胞的生理、生化指标的动态变化观测等诸多因素。

3．3．5 LSCM的用途【13，¨|5，16】

1、图像处理功能：(1)组织光学切片； (2)三维图像重建； (3)细胞

物理和生物化学测定； (4)荧光的定量、定位分析； (5)及其它细胞内离子

的实时定量测定。

2、细胞生物学功能： (1)粘附细胞的分选：它有两种方式：Abla廿on方

式和C00l(ie c眦ing方式； (2)激光细胞显微外科及光陷阱技术； (3)荧光

漂白恢复(FI№P)技术： (4)胞间通讯的研究； (5)细胞膜流动性； (6)

光活化技术。

4．荧光图像采集的注意事项【⋯7】

(1)激发光长时间的照射，会发生荧光的衰减和淬灭现象，因此尽可能

缩短观察时间，暂时不观察时，应用挡板遮盖激发光。

(2)作油镜观察时，应用“无荧光油”，尤其是在u、V激发时因香柏

油带有青色荧光。

(3)荧光几乎都较微弱，应在较暗的室内进行。

(4)因照明光源含有紫外线，应避免直视照明光源，常在载物台前上方

有黄色遮光板予以保护，以防止紫外线对视网膜的损伤。

(5)电源应装置稳压器，否则电压不稳不仅会降低汞灯的寿命，也会影
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响镜检的效果。
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综 述2

活性氧与光动力疗法

自1900年医学生Oscar Raab偶然发现丫啶橙(Acridine oraIlge)染色使草履

虫发生光敏致死现象，揭开了人们对于光敏化反应研究的序幕。此后的一个多

世纪，对于光动力过程的研究逐步深入，特别是近二十余年，随着激光技术的

发展和新型光敏剂的出现，光动力治疗作为一项新型诊疗技术，逐渐被各国学

者接受。PDT的临床适应证也在不断的扩大，在某些疾病的治疗上，光动力治

疗已经成为首选的方案口”。

目前大多数学者认为PDT的治疗机制是由于光敏剂被细胞或组织吸收后

在特定波长激光的照射下产生活性氧，后者具有细胞毒作用，它们可进一步与

细胞内成分反应，从而引起细胞损伤。因此，目前认为光敏反应生成的活性氧

是细胞杀伤的主要介质。研究光敏过程中活性氧的产生对于理解光动力的生物

学效应具有重要意义。

1．活性氧的种类及其检测方法峙31

所谓活性氧(Rcactive oxygen species，R0s)是指氧的某些代谢产物和一

些反应的含氧产物。除了单线态氧(silld。t 0xygen，102)、超氧阴离子(superoxide

anionradi列，02。一)、羟自由基(hydro)【yl radical，HO。)、过氧化氢(hydrogen

peroxide，H202)外，还包括脂质过氧化的中间产物LO。、LOO‘和LOOH。。

也有人还把臭氧03和几种氮的氧化物包括在内。

正常生理状态下人体细胞内会通过某些反应产生一定数量的活性氧。如体

内的102主要产生于嗜中性粒细胞与巨噬细胞在吞噬细菌时髓过氧化物酶的催

化反应中，以及脂质(LH)过氧化过程中L02。与L02。的相互作用，而眼角膜

中柱细胞含有的视黄醛亦可通过光敏化反应产生102。

ROS对于细胞来说是一把“双刃剑”。极低水平RoS对于维持细胞正常的

生理功能和代谢具有极其重要的作用，它可对某些基因进行调制，参与某些酶
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单线态氧产率公式如下18】：

出=卉织。=办(
忽。[0：]

岛+盔。+幺[02]

其中卉是光敏剂的三线态产率；‰是能量转移的效率；k是能量转移的速

率常数，‰是被氧淬灭的三线态光敏剂的总速率常数。

102淬灭剂对于PDT生物效应的抑制作用也证实102在PDT光损伤中的重

要作用。经证实许多化合物均可以与102竞争性反应，从而起到保护细胞免受

102损伤的作用。它们包括叠氮化钠(sodi啪azide)，组氨酸(histid【ine)，二

甲基呋喃(2，5一dime也y1矗lrall)，p．胡萝h素(p．carotene)及DABcO

(1，4一diazabicyclo[2，2，2]octaIle)等，但这些淬灭剂的专一性不强，也可清除

H0‘。重水可延长102的半衰期，102在重水中的寿命可达65 us【16】。

由于102的反应活性强，寿命短，检测生物体系内102水平较为困难。探

测102的最直接的方法是利用当其从单线态回到基态时，可辐射能量而发射波

长为1270胁红外光的原理，利用瞬态光谱技术观察【2】。

电子自旋共振(E1ec的n spiIl re蚴ce，EsR)又称电子顺磁共振(Elec们n
p盯锄aglletic resonance，EPR)可以直接检测含有不配对电子的物质(自由基)。

不过由于有些自由基性质非常活泼，寿命极短，浓度又低，使用顺磁共振法难

以查到，可采用在标本中加入自旋捕捉剂(自旋捕捉剂是一些氮酮或亚硝酸类

有机化合物，如ABN、PBV、DMPO等)，它们可与标本中活泼自由基反应生

成稳定的氮氧化合物自由基。后者寿命较长，可以用顺磁共振法检测出。利用

EsR间接检测生物体内102时，利用TMPD(2，2，6，6一tetramet}lylpiperidone)在

102的氧化下生成TAN(2，2，6，6-te恤吼ctllyl-4-piperidone-N．oxyl)，后者是一种

相对稳定的氮氧化合物，可由ESR检测其电子自旋共振光谱，从而对单线态

氧进行定量12】。此法已用于检测溶酶体、红细胞、支气管内皮细胞内102水平，

目前技术已较为成熟。还有报道利用此方法检测活体皮肤内‘02．为102活体

研究提供了可行的技术。但本方法对样品制备要求较高，同时仪器昂贵、操作

复杂【16]。
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1．2其它活性氧物质及其检测方法

正如前面介绍的102是PDT过程中较为重要的ROs，但是起作用的还有

02一、H202、HO‘等活性氧成分。HO。是化学性质最活泼的活性氧，它几乎与

细胞内每一类的有机物反应，并且有非常高的速率常数，因此其破坏性极强[2】。

同时，值得注意的是活性氧之间可以相互转变、相互反应，对于光动力过

程中所产生的任何一种活性氧对生物体的危害都不能孤立的看待【“。

许多生物物质如NADH、维生素c、半胱氨酸、酪氨酸和尿嘧啶等可提供

电子而与光敏剂反应【9】。光敏剂的阴离子自由基与分子氧发生电子交换，而生

成超氧阴离子。理论上讲02’一也可通过分子氧与三线态的光敏剂发生反应来

生成，但是实验证明在热动力反应中能量更易被用于生成102【16】。

HO+在水中的寿命极短，一般不易用EsR的方法直接检测。而利用ESR

直接检测02’一时，必须在低温条件下进行。但是可以通过使用DMP0

(5，5一dimetllyl-1—p)∞lidine一1一oxide)等自旋捕捉剂所显示的自旋共振波谱间接

检测02’一和HO。，虽然两者均可与之生成稳定的加合物，加入乙醇可以区分

02一和HO‘。

细胞色素c还原法是通过计算高铁细胞色素c(fbrricytocl啪me c)转变为

亚铁细胞色素c(fermc”ochronle c)的量可以得到PDT过程中产生的02～。

化学发光法检测H202是利用其与化学发光剂如鲁米诺(Lumin01)反应，

在碱性条件下，H202氧化鲁米诺产生内过氧化物，后者分解时部分能量以光

子的形式释放，利用化学发光仪即可检测。比色法利用过氧化氢酶(catalase)

也可检测H202。

Gilaberte等报道使用流式细胞仪检测02’一和H202，以hydroe也idille和

dihydrorhadaIlline 123作为标记探针，其中hydmemidine与02’～反应生成发射

红色荧光的e“dium broInide，而dihydrorhadaminc 123可与H202反应生成发

射绿色荧光的rhadamine 123⋯。

2．光动力疗法中Ros的产生

光动力疗法(Photodynamic therapy，PDT)是由可见光、近红外光或紫外

光所驱动的，通过生物组织中激发态光敏物质的退激而引发的一系列物理、化
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图l光敏化I型与Ⅱ型反应的示意图

矾g．1 Diagrammatic pMsentation oftype I aⅡd type lI photos朗sitized
假idanon m8ctions．胁m C．S．Foote， notochem．Photobiol， 1991。 54(5)： 659

2．2两型反应之间的竞争

尽管我们对于I型、II型反应之间相互竞争的影响因素已了解的比较清楚，

然而由于生物体系环境的复杂性，光敏剂的定位及其与组织和细胞成分的结合

位点的不确定性，以及组织甚至细胞亚微结构内氧浓度的波动，使我们很难预

计某一给定体系的光动力反应类型。

反应体系的环境因素在决定光动力反应的类型方面十分重要。理论上讲，

氧浓度高时以II型反应为主，反之则以I型反应为主。PDT时的组织氧摄量的

变化可改变光动力反应的类型，当肿瘤血管受到破坏、组织氧浓度下降到一定

水平时，光动力反应应该可以从II型变为I型。I型反应易于在极性环境中发

生，而II型反应易于在脂质环境中发生，此时102的寿命也相对变长，然而实

验结果显示即使是在相对极性的环境中II型反应仍然占主要地位[141。

前面提到的各种活性氧的淬灭剂可用于鉴别特定系统的反应机制。然而淬

灭剂并不十分特异，它不只可与102反应，也可与光敏化反应时产生的其他活

性氧分子相互作用。例如102的有效淬灭剂——叠氮化钠，也可与羟基自由基

反应(虽然其效率不高)。Korytowski等在实验中发现叠氮化钠对脂质过氧化

的抑制作用仅为预期值的l／50，究其原因可能是叠氮化钠未能有效的清除胞膜

内产生的102，而羟基自由基也与叠氮化钠反应而使其消耗㈣。因而只有仔细
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分析反应的产物才能合理的鉴别出光敏反应的具体类型。

Fe仃audi等使用tetrasulfonated c1110rgallim(III)phmaIocyaIIine类光敏剂观
察到在低氧浓度时，主要是I型反应引起膜成分和氨基酸的光氧化‘18】。由于

anthracyclines低的三重态量子产率和102产率，推测其光动力作用的以I型反

应为主【11]。竹红菌素B(Hypocrellin B)的光敏化反应同时通过I型、II型反

应起作用，但似乎I型反应占主导地位【19】。Ⅵola等在实验中发现phtllalocyanine

在DMF的均一溶液中同时发生I型、II型反应，但以I型反应为主。在同样的

人工膜反应体系中，轴配合基的存在与否决定着反应的类型，无轴配合基的以

I型反应为主、而有轴配合基的以II型反应为主【201。上述试验结果都证明环境

因素在决定PDT反应机制上的重要作用。

光敏剂 copper(II)一a—meso-N，N—dimetllyloctaethylbenzochlom iⅡlini啪

c11loride已证明在鼠膀胱上皮癌动物模型上光动力效应十分有效，这种光敏剂

的三线态寿命小于20 ns，如此短的时间不足以将其能量传递给氧而生成102。

使用SOD和过氧化氢酶也证明此种光敏剂的细胞损伤作用主要由除102以外

的其它活性氧成分所介导。推测可能是由于光敏剂接近亦或是连接某一重要的

生物分子，而且很短的电子传递的时间比例(tiIne scale)促进了I型反应，才

使得此种光敏剂具有如此高效的光动力治疗作用[2”。Hadjur等认为BPD．MA

(Benzopo咄yrin derivative monoacid A m喀)的光动力作用是类型I和类型II
的共同结果【22】。

2．3活性氧的产生位置

我们知道光动力治疗的选择性主要依赖的是光敏剂在不同组织之间的浓

度差；而在亚细胞水平，同样存在着选择性分布。光敏剂在不同组织的分布、

光敏剂对细胞的亲和性以及光敏剂进入亚细胞结构并聚集的情况都将影响

PDT的效应强度。现在已知的具有高度选择性定位的光敏剂有定位于细胞膜的

monocationjc po讪如n【23】、定位于线粒体的porphycene monomer㈣以及定位于

溶酶体的lysyl clllo血p6【251。有学者认为：光敏剂的亚细胞结构定位决定了细

胞死亡的类型。定位于线粒体的光敏剂一般引起细胞的凋亡，如Photo丹in和

原卟啉Ⅸ(protoporphyrinⅨ，PpⅨ)，后者由5一氨基酮戊酸(5一锄ioJaeⅦ1inic
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acid，5-ALA)在线粒体内合成转变而来；而定位于膜和溶酶体的光敏剂则导

致细胞的坏死【26l。

由于光敏剂具有荧光特性，可以使用荧光显微镜或共聚焦显微镜来研究光

敏剂在细胞内的分布情况，从而间接的反映活性氧的产生位置。因为通常光敏

剂的荧光性均较弱，因而要求探测的灵敏度高，同时还需要考虑光漂白现象、

光损伤以及光敏剂的再分布等问题，而且光敏剂的荧光量子产率亦会随着周围

环境的不同而发生变化口61。需要引起注意的是光敏剂分布的选择性只是一个相

对的概念，其实细胞内的任何结构内均会存在一定量的光敏剂，只是含量上存

在差别。

光敏剂的亚细胞定位不同导致亚微结构之间光敏剂含量的差别，但是我们

认为光敏剂含量的差别并不是决定其生物学效应的唯一因素，因为还有以下几

个方面决定其最终效应：

①光敏剂含量相同并不代表产生的活性氧的量相同，因为不同细胞器内的

亚微环境不同，其活性氧产生情况也不可能相同，即使在同一细胞器内，位于

膜上的光敏剂与基质中的光敏剂产生ROS的情况也存在差异；

②由于组成成分含量上的差异造成了不同细胞器结构对于ROs敏感性的

千差万别，如核膜与线粒体膜在组成成分上基本相同，但是在各组分的含量上

却存在种种差别；

③不同细胞器结构对于光敏反应生成的活性氧的清除能力迥异，那些定位

接近I的s清除剂产生位置的光敏剂，其产生的Ros可很快地被清除掉，而很

难发挥杀伤作用【27】；

④对于已经造成的损伤，不同细胞器的修复能力亦不相同，例如在相同的

活性氧损伤条件下，线粒体DNA的损伤常重于核D咐A，主要因为前者的修复

能力较后者低【2肌。

3．PDT过程中Ros产生的影响因素

参与光动力反应的多种因素均影响活性氧的产生，在前面我们已经提到了

一些，概括起来有以下几个主要方面：

3．1光敏剂
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得到迅速的补充，活性氧产量大，杀伤效应强，而那些远离血管的组织则不能

取得良好的治疗效果。而在光动力治疗时，PDT致血管损伤将使氧含量下降，

同时光敏化反应生成活性氧物质亦消耗作为原料的氧，这些都必将影响到光动

力治疗的效果旧。

有些因素是通过影响其它因素而起作用的。良恶性组织细胞外pH值的差

异被认为有可能是引起光敏剂在肿瘤组织中富集的原因之一。在实验中已经证

实酸性环境的确有利于细胞摄取光敏剂，不过并不是所有光敏剂的摄取都受

pH值的影响∽35]。这种内环境pH值对光敏剂的摄取所造成的影响最终关系到

活性氧的生成情况。Moan等发现可以通过提高温度来提高治疗靶组织内PpIx

的水平，而加强光动力的选择性治疗作用口6，矧。

3．4细胞种类与细胞状态

细胞的种类也对发生的光动力反应的类型起着至关重要的影响。实验证明

革兰氏阴性细菌与革兰氏阳性细菌对于光动力反应所产生的ROS敏感性不同。

Rywkin等使用各种淬灭剂，在实验中证明红细胞的杀伤效应通过I型、II型反

应共同实现，而与红细胞处于同一反应体系中的病毒的杀伤效应则通过II型反

应进行删。

细胞自身的状态也影响光动力反应中Ros对细胞的杀伤作用。wyld等发

现膀胱癌细胞HTll97在ALA孵育l小时后，细胞内PpⅨ的荧光在G1期、s

期、G2期存在明显的差异，相应各期的细胞存活率亦存在差异，这或许可以

解释在PDT的临床治疗肿瘤时出现的治疗不敏感或治疗无效等现象【39】。

3．5各因素之间的相互影响

上述提到的各种因素彼此之间彼此影响，互为作用，构成了影响细胞内光

敏反应的网状系统。如：细胞种类不同，对于光敏剂的吸收就存在差别；细胞

状态和内环境pH等都将直接影响到进入细胞内的光敏剂的数量。光照强度与

光敏剂的浓度是两个最重要的影响因素，降低前者而增加后者可以取得合适的

杀伤效应，而提高前者而降低后者仍可取得相似的效应。所以说光动力反应杀

伤效应的调节机制十分复杂，仍有大量的规律性的知识亟待探索。
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总而言之，光动力反应是一个比较复杂的过程鸪玛茎基善
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者在光动力治疗时光敏剂

的摄入量，避免毒副作用。目前光动力治疗的发展在很大的程度上依赖于新型

光敏剂的研发，杀伤效应强、毒副作用轻微、剂型方便使用和价格合理的光敏

剂对于光动力治疗未来的发展至关重要。

3．2 光源

只要光强度足够，包括激光(脉冲或连续)、氙灯、汞灯在内的许多光源

均可激发光敏剂产生活性氧。活性氧的产生与光源的波长，工作方式，照射方

式，照射光剂量(功率密度、能量密度)等密切相关，从而影响到光动力治疗

的效果。目前在临床治疗中激发波长的选取往往是一对矛盾，因为波长与穿透

深度成正比，为了有效地治疗肿瘤，选取长波长的光源可以治疗深部的肿瘤，

而此时往往远离光敏剂的最佳激发波长，ROs的产率降低，而影响光动力的杀

伤作用 。

双光子激发技术的出现有望解决上述问题【2⋯。在研究竹红菌素A和竹红菌

素B的实验中发现双光子激发光谱分别与单光子激发光谱相近，提示双光子与

单光子激发光敏剂的反应过程类似【3 01。

3．3 细胞内外环境

前面已经提到了环境因素在决定光动力反应类型方面的重要作用，这里仅

列举几个常见的因素，包括组织氧浓度、内环境pH值、温度等。

氧分子在光敏反应中均扮演着重要的作用，组织氧浓度的重要性越来越引

起学者的关注。无论是I型还是Ⅱ型反应，均需氧的参与，缺氧条件下，PDT

介导的生物学效应完全被抑制。对于Photomn⑩，当以50 m、Ⅳ／cm2的功率密度
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