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A +r 激光辐照对叮吮橙敏化人体宫颈癌

细胞的生物学效应
.

马淑鳃 谢 勤

(生物学系 )

摘 要

用不同剂量的氨离子激光照射经叮吮橙敏化的人体宫颈癌细胞后
,

与对照组细胞比较
,

观察到其生
一

长曲线下降
、

死亡率曲线上升
、

酸性磷酸酶迅速失活以及细胞显微结构与亚显微

结构的受损退行性变等效应
,

并对上述结果进行了讨论分析
.

关键词 激光生物学效应
,

叮院橙光敏化剂
,

H e L
a
细胞

利用光动力学效应 ( P h ot o d j n a m ic c f f ec t) 诊 治癌症是一种很有 前途 的 治 癌方

法
.

近年来在国内外对此研究均有较大的发展
,

尤其对以血叶琳衍生物 ( H P D )为光敏

化剂的激光光动力学疗法及其机理的研究较为详尽
〔 ”

。

本文报道以较高功 率密 度的氢

离子 ( A r 十

) 激光照 射经叮咙橙 ( A e r id i n e O r a n g e ,

简称 A o
) 放化的人体宫颈癌细

胞 ( H e L a o el l ) 的生物学效应
,

并讨论其作用机理
.

实验材料和方法

1
.

1 实验材科 ①实验用的光敏化剂为叮咤橙 ( A 。
瑞士 lF

u k a产品 ), 以生理盐 水 配制

成不同浓度的溶液
,

经过对细胞的毒性试验
,

最后选择的浓度为。
.

50 1̀ g / ml
。

② 实验用

的 A r +

激光器系由中山大学激光与光 谱 学 研 究 所 制 造 提 供 , 其 主 要 输 出 波 长 为
4 8 8。

、

5 1 4 5 A蓝
、

绿光
,

经 90
“

角转向扩束后
,

照射光斑直径为 o
.

6 C m
,

激光辐照剂量 分

别为
: 36 0

.

93
、

8 0 6
.

7 9和 10 82
.

8 o J /
。 m

2 .

③实验 用的癌细胞系由中山医科大 学 提 供的

H e L a
细胞株

,

按常规方法用加 15 肠小牛血清的 P R M l l 6 40 培养获得
.

1
.

2实验方法 ① A r 牛激光辐照对敏化 H e L a 细胞生长繁殖影响测定 系 以 剂量为 8 0 6
.

7 9

Jc/ m
Z

的 A r 十激光照射 A 。 敏化的H c L a 细胞后接种培养 ( 作照射组 )与无照射 的敏化细胞

(即对照组 )比较
.

以常规培养细胞计数方法绘 出其生长曲线和死亡率曲线
.

并用统计学方

法检验照射组与对照组细胞的生长繁殖数和死亡数的差异显著性
.

② A r +

激 光辐射敏化

H e L a 细胞的光
、

电镜标本制备
.

经 A 。 敏化 10分计后的 壬玩 L a 细地分别用 3 6 0
.

9 3) /
c lll

“ 、

80 6
.

7 9 J/
c m

:

和 I O8 .2 8 0 ) /
“ m

Z

不同激光剂量照射后继续培养
,

夕卜从 。
、

1
、

2
、

12
、

24 小
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时分别取样在倒置显微镜下或经 10 肠 G ie m s a 细胞染色后在光镜下观察
。

电镜标本制备系

以常规培养细胞标本制备
、

E p o
ns Zl 包埋

、

双色电子染色
、

超薄切片
,

在 H i t a c h H U
一

12

电镜下观察并摄影记录
.

③ A r +

激光辐照对敏化 H e L a 细胞内酸性磷酸酶 ( A C P as
e
)

与碱性磷酸酶 ( A K P ae )活性影响的组织化学标本制备
.

将 H e L a 细胞接种于培养瓶内的

盖玻片上
,

取出含培养细胞的盖玻片
,

以浓度 为 0
.

5 0 , g /m l的 A。
敏化和 剂量为 8 06

.

7 9)

c/ m
Z

的 A r +

激光照射处理后放回培养瓶内继续培养
,

分别以不同时间 ( 0 ,
2和 6小时 ) 取

样为不同照射组 ; 按改 良的 G o m or i钙钻法和硝 酸铅 法 分 别 检 测 细 胞内 A C P as e 和

A K aP
s e的活性

,

与无辐照的敏化细胞组 ( 即对照组 ) 比较
,

并摄影记录
.

结果和讨论

2
.

1 用 80 6
.

9 7 ) /
c m

“
的 A r 十激光剂量照射经 A 。

敏化的 H e L a
细胞后继续培养 1 ~ 7 天

,

与对照组比较
,

由图 1和图 2 得出其生长繁殖数 的 t = 3
.

51 9> t (。
. 。 : ) 3

.

0 5 5 ,

和 死亡 数

的 t 二 3
.

96 0> t 、 。
. 。 , ) 3

.

05 5 ,

即 P < 。
.

0 1 ,

差异显著
.

同时
,

照射组的细胞平均世代延长
,

细胞集落形成率降低和分裂指数下降
.
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照射组与对照组 H e L a细胞 :

的生长 曲线
G r o w t h e u r v e s o f H e L a

e e l l i n i r r a d i a t i o n g r o u P

a n d e o n t r o l g r o u P

图 2 照射组与对照组H e L a

细胞的死亡率曲线
F i g 2 D e a t il r a t e e u r v e s

o f H e L a e e l l i n

i r r a d i a t i o n g r o u P a n d

e o n t r o l g r o u P

J土g图iF

但对未敏化 H e L a细胞的 A r +

激光辐照实验中
,

照射组的上述各项生理指标 却 无显

著变化
.

这是因为细胞内核酸的强吸收光谱均在 2 6 o n m 附近的紫外 区
〔 “ 〕 ,

而对可 见 光

(如A r 十

激光 )无明显吸收
,

故其光辐照效应不显著
.

但若对细胞添加适当的光敏化剂
,

则细胞内核酸乃至整个机体
、

细胞将会受到可见光的光致损伤和破坏
〔 3 〕 。

经吸收光谱测

定表明所用的光敏化剂 A 。
对 A r +

激 光 的主要波长 4 8 8。入有较大的吸收
.

上述【实 验结
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果说明
:

经A 。浓度为。 ` 5 0召 g /m l
,

;

敏化作用时间 10 分钟
, A r +

激光照射剂量为 8 0 6
.

97 J/
c祖

“

处理的 H
e L a

细胞
,

其生长能有效地受到抑制
。

此外
,

生长的抑制程度还与 敏化剂
.

浓度和激光辐照剂量的大小有关
·

2
。
2 A r 于激光辐照对敏化H e L a

细胞形态的影响
.

在光学显微镜下观察 到 以 10 82
.

8 0) /
c m “
较高剂量的 A r +

激光照 射 A 。
敏化的 H e L a

细胞迅速变圆
、

脱壁并随之死 亡 , 以 激

光剂为 8 06
.

7 9 ) /
c m

“
照射的 A 。

敏化细胞出现小泡状突起
,

并变圆
、

脱壁
, 2 天后大量

死亡 ; 以 36 .0 9 3 ) /
“ m

,

较低激光剂量照射 A 。
敏化细胞

,

未见泡状突起
,

但其胞 核 胞质

逐渐萎缩
,

最终退化死亡
。

在电子显微镜下的观察结果表明
:

在激光剂量为 8 0 6
.

7 9 ) /
。 m

Z

下照射 的 A 。
敏化量

H e L a
细胞

,

用扫描电镜观察到其表面微绒毛 ( M i o r o vi ill ) 减少
、

变短
,

细胞变圆 , 用

透射电子显微镜 ( T E M ) 观察到细胞内腺粒体肿胀
,

基质透明
,

细胞膜形成异 样 囊状

凸起
,

胞质内空泡增多
,

细胞内出现不规则片层状膜结构 ( 图版一 1
, 2 )

。

上述结果表明这些形态学上的变异与在维持细胞的正常形态和生理活动中起着重要

作用的细胞内膜系统的破坏密切相关
。

2
.

3 从组织化学变化研究结果 表 明
,

A r +

激光照射的 A 。
敏化H e L a 细胞内的 A C P as e

活

性即时消失
,

而 A K P as e 活性却未发 现明显的变化 (图版一 3 , 4 , 5 , 6 )
.

因 为 A C P as e
主

要存在于细胞内担负防御与消化 功能的溶酶体中
,

而光敏化剂A 。
亦富集于溶酶体内

〔 ` 〕 ,

故溶酶体内A C P as e的迅速失活可能是 A 。直接与 A C P as e
分子结合

,

从而在光辐 照作用

下使A C P as e
分子结构破坏

,

酶活性消失
。

综上所述
,

A r 小

激光辐照对 A 。
敏化H e L a

细胞的生物学效应是 A r +

激光光 动力学

作用对敏化 H
e L a

细胞的损伤效应
。 `

白主要是由于在细胞中内膜系统包括线粒体
、

内质

网等超微结构成份以及溶酶体酶 ( 主要指酸性磷酸酶 ) 被破坏的结果
。
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