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低功率激光对 Raji细胞膜
生物学效应的研究

⒇
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(中山大学生命科学学院 , 广州 510275) (中山医科大学生物室 )

摘　要　报道了 He- Ne激光 ( 0. 007 5, 0. 38, 0. 75, 1. 5, 4. 5 J/cm2 )照射对培养 Ra ji细胞

的作用 . 发现 0. 38 J /cm2的激光使膜表面- SH基增加 , 大于或小于此剂量时 , 膜的 - S H基的

变化都不明显 ; 0. 38 J/cm2及大于此剂量的各剂量组均使细胞电泳率 ( EPM ) 下降 , 膜表面电

荷减少 ; 4. 5 J /cm2的激光可使膜脂微粘度升高 , 膜流动性下降 , 较小的各剂量的作用不明显 .
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本世纪 60年代末 , 国外就已开始研究低功率激光的生物刺激作用 , 目前已取得一系列

成果并应用于临床 . 但有关低功率激光对细胞膜作用的研究国内外报道较少 . 本实验以荧

光偏振、 细胞电泳及分光光度等方法分别测定 He- Ne激光 ( 0. 007 5, 0. 38, 0. 75, 1. 5,

4. 5 J/cm
2 )对膜脂流动性 ,膜表面电荷及膜表面- SH基的影响 ,了解低功率激光对癌细胞

作用的膜生物学效应 .

1　材料和方法

1. 1　材料和试剂

Raji细胞由中山医科大学肿瘤研究所提供 . DPH( 1, 6- 二苯基 1, 3, 5- 己三烯 ) Sigma

产品 , 用四氢呋喃配成 2× 10- 3 mol /L的储备液 , 4℃避光保存 , 临用前用 PBS稀释成 2×

10
- 6

mol /L的应用液 . Ellman试剂 ( 5. 5’ -二硫代双硝基苯甲酸 ) Serva产品 ,用时称取 39. 6

mg, 溶于 10 mL 0. 2 mol /L磷酸缓冲液 ( pH 8. 0) , 在棕色瓶中保存 .

1. 2　激光处理

He- Ne激光λ= 632. 8 nm , P出 = 10 mW ,功率密度为 2. 21 mW /cm
2 ,照射距离 5. 5 cm,

光斑直径 2. 4 cm , 培养瓶侧起 , 光从上而下垂直照射 , 48 h照一次 , 分 3次照 , 最后一次照

后 24 h测量各项指标 .
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1. 3　膜脂流动性的测定

取 Ra ji细胞 ( 106 /mL, 95%为活细胞 ) 液 4 mL, 离心 100 r /min, 10 min) PBS洗 1次 ,

离心 , 加 2 mL DPH应用液 , 25℃温育 30 min, 离心 , PBS洗 1次 , 最后悬浮在 4 mL PBS液

中测量 . 测量仪器为荧光分光光度计 MPF- 4型 , 光源为 150W氙灯 , 激发波长为 360 nm,

发射波长为 432 nm, 加 390 nm的滤光片 , 分别测出 Iw , IV H, IHV , IMH, 按公式计算出

荧光偏振度 P及微粘度η
[1 ] .

1. 4　膜表面 SH的测定

取 Raji ( 10
6
/mL, 95%的活细胞 )液各 3 mL于甲、乙两试管 , PBS洗 1次 ,各加 pH8. 0

的 0. 02 M的磷酸缓冲液 2 mL, 在乙管中加 Ellman试剂 20μL, 待 3 min显色完全后 , 两管

同时离心 ,分取两管上清液 3 mL,于另两支试管 , 再在甲管上清液中加 Ellman试剂 20μL,

3 min充分显色后 , 在 412 nm处测两管的消光度 , 二者之差为细胞表面 - SH产生的消光

值 . 按前文计算出细胞表面的 - SH量
[2 ]
.

1. 5　 EPM的测量

细胞离心后 , 悬浮在生理盐水中 , 浓度为 109 /mL左右 . 采用微量细胞电泳装置测量 ,

按文献 [3] 提供的公式计算出 EPM值 .

2　结　果

2. 1　低功率激光对 Ra ji细胞膜脂流动性的影响

不同剂量的 He- Ne激光 ( 0. 007 5, 0. 38, 0. 75, 1. 5, 4. 5 J/cm
2
) 照射后其膜脂微

粘度的变化见表 1.

表 1　 He- Ne激光对 Raji细胞膜流动性的影响

激光剂量

( J /cm2 )
膜脂微粘度

变化百分率

(% )
P值

0 0. 877± 0. 065 - +

0. 0075 0. 772± 0. 059 - 12. 0 > 0. 05

0. 38 0. 761± 0. 068 - 13. 2 > 0. 05

0. 75 0. 804± 0. 089 - 8. 3 > 0. 05

1. 5 0. 863± 0. 064 - 7. 6 > 0. 005

4. 5 1. 110± 0. 101 + 6. 6 < 0. 05

　　结果显示 , 4. 5 J/cm
2
的 He- Ne激光可使 Raji细胞膜脂微粘度增加 ,其膜流动性下降 .

较小的各剂量组的作用不明显 .

2. 2　低功率 He- Ne激光对 Raji细胞膜表面- SH的影响

表 2表明: 0. 38 J /cm
2
的 He- Ne激光可使 Raji细胞膜表面 - SH含量增加 , 而其他各

剂量组的作用不明显 .
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表 2　 He- Ne激光对 Raji细胞膜表面- SH的影响

激光剂量

( J /cm2 )

膜表面 SH量

× 10- 3μmo l /L

变化百分率

(% )
P值

0 2. 56± 0. 27 - -

0. 0075 2. 28± 0. 21 - 10. 9 > 0. 05

0. 38 5. 19± 0. 95 14. 5 < 0. 05

0. 75 2. 5± 0. 35 - 3. 9 > 0. 05

1. 5 2. 78± 0. 48 8. 6 > 0. 05

4. 5 2. 38± 0. 39 7. 0 > 0. 05

2. 3　低功率的 He- Ne激光对 Raji细胞 EPM的影响

　　表 3显示 . 0. 38 J /cm
2及较大各剂量的 He- N e激光均使 EPM明显下降 , 0. 007 5 J/

cm
2的 He- Ne激光对 EPM无显著影响 .

表 3　低功率的 He- Ne激光对 Raji细胞 EPM的影响

激光剂量

( J /cm2 )

EPM

× 10- 3μmo l /L

变化百分率

(% )
P值

0 1. 584± 0. 044 - -

0. 0075 1. 508± 0. 066 - 4. 8 > 0. 05

0. 38 0. 857± 0. 074 45. 9 < 0. 05

0. 75 0. 954± 0. 054 - 39. 8 < 0. 05

1. 5 0. 967± 0. 032 - 40. 0 < 0. 05

4. 5 0. 828± 0. 047 - 44. 7 < 0. 05

3　讨　论

　　本实验显示出 4. 5 J /cm
2的 He- Ne激光可使 Raji细胞膜流动性下降 .其原因可能是该

能量的 He- Ne激光作用于细胞可产生氧化自由基 ,可引起膜脂质过氧化 ,使膜中不饱和双

键减少 ,导致膜流动性下降 .值得注意的是实验中用 4. 5 J/cm
2
的激光处理 Raji细胞其 EPM

显示下降 , 即细胞表面的电荷密度降低了 . 这必然会减弱细胞表面带电基团之间的静电斥

力 , 增强磷脂疏水侧键间的相互作用 , 导致膜脂堆积密度增大 , 流动性降低 .
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细胞膜存在有许多含 SH基的蛋白 , 膜蛋白有 - SH与膜的许多重要功能有关 . 本次实

验显示出 0. 38 J /cm
2的 He- Ne激光使表面- SH基增加 ,正说明 0. 38 J/cm

2是含 - SH基膜

蛋白的适宜刺激量 . 需要注意的是用 0. 38 J/cm2的激光处理 Raji细胞时 , 其 EPM下降 ,细

胞表面负电荷减少可能是由于膜表面唾液酸基团的脱落或移位 , 导致膜- SH基暴露增加 .

肿瘤细胞普遍存在着细胞表面糖蛋白糖脂的酸化
[ 4, 5]

, 其表面负电荷增加 , EPM升高 .

本实验显示当 He- Ne激光达到或超过 0. 38 J/cm
2时 , 均引起 EPM下降 , 其原因可能有两

方面: 一方面是由于激光的热效应使膜通透性增加 , 导致细胞周围正离子增多 , 中和了部

分负电荷使 EPM下降 ; 另一方面是由于低功率激光的共振效应可能引起细胞表面唾液酸

基的丢失 , 从而导致膜表面负电荷减少 , EPM下降 .
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The Bioeffect of Low Energe Laser Irradiation on Raji M embrane

Zhang Qing
 
　 Zhang Mengdan　 Ruan Xuzhi　 Lai Fuchan

Abstract　 The effect o f He- Ne Laser ( 0. 007 5, 0. 38, 0. 75, 1. 5, 4. 5 J/cm
2
) i rradiate

on Raji cel l was studied in this paper. A obvious increase o f- SHamount on the membrane

surface w as found when 0. 38 J /cm2 was used. He- Ne Laser equal to or higher than 0. 38

J/cm
2
can make EPM decreased, but has no prominent effect on- SH amount. 4. 5 J/cm

2

can make membrane fluidity decreased.

Keywords　 He- Ne laser, membrane f luidi ty , EPM, - SH amount on membrane surface
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