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摘 � 要 � 双光子激发生物组织荧光, 激发光仅作用于焦点区域, 对生物样品的光漂白性和光毒性都很小, 因

而双光子荧光显微技术已成为细胞生物学研究的一种新技术。文章采用波长为 820 nm 飞秒激光激发孵育有

5�ALA 的 DH L 细胞, 在激光扫描显微镜的 Lambda模式中获得单个 DH L 细胞的双光子荧光光谱, 并测量

DHL 细胞内积聚的卟啉九( PpIX)特征荧光值。获得了浓度分别为 2, 4 和 10 mmol � L - 1的 5�ALA 溶液中,

细胞代谢的 PpIX 含量随孵育时间的变化情况。DH L 细胞内积聚的 PpIX处于动态变化过程, 并呈现出两阶

段性的特点: 细胞内积聚的 PpIX含量随着孵育时间增长而增加, 在 3 h 附近达到最大值, 随后随着孵育时

间增长反而下降。结果表明, 基于激光扫描显微的双光子荧光光谱可成为 DH L 细胞等白血病细胞摄取 5�
ALA 并生成 PpIX的动力学研究的有效方法。
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引 � 言

� � 细胞内摄取并积聚的光敏剂含量及其随时间的变化, 即

细胞药代动力学, 是 PDT 研究的关键问题。光敏剂在细胞中

代谢规律, 以往研究主要是利用荧光分光光度计测量在不同

孵育时间, 细胞内积聚的光敏剂特征荧光峰强度值, 然后对

比标准曲线间接获得细胞中的光敏剂含量。此类方法的缺点

是操作烦琐[1] , 而且并不能直接测量出单个细胞的实际光敏

剂含量, 误差较大。

双光子激发扫描显微术是细胞生物学研究采用的技术,

由于激发光源采用超快飞秒红外激光器, 具有非常高的峰值

功率和较低的平均功率, 且对于双光子非线性激发, 它仅作

用于 1 �m 左右的区域[2] , 与常规荧光激发技术相比具有对

样品的光漂白区域和光毒性小, 高信噪比和成像亮度。因此

更适合于细胞和生物组织活体的观察与研究[ 3]。

5�ALA( 5�amino levulinic acid, ALA )是一种内源性光动

力诊断和治疗药物, 它对白血病系肿瘤细胞有特殊的亲和

性[4]。对 ALA�PDT 杀伤 K562 细胞和 H L60 细胞的实

验[5, 6]表明, 在 ALA�PDT 中 ALA 在细胞内合成具有光敏

性物质的 PpIX, 而 PpIX 与铁离子结合, 在一系列酶的作用

下又会被转化合成血红素, 即细胞内合成的 PpIX 处于动态

平衡, 因此细胞中加入 5�ALA 后的孵育时间是影响 PpIX 积

聚的重要考虑因素。本文尝试用双光子激发孵育有 5�ALA
的 DHL 细胞, 获得 DH L 细胞的荧光光谱, 希望研究孵育有

不同浓度 5�ALA 的 DHL 细胞中, 代谢产物 PpIX 含量随时

间的变化情况, 并寻找研究细胞药代动力学的新方法。

1 � 材料和方法

1� 1 � 试剂与仪器
5�氨基酮戊酸 ( 5�aminolevulinic acid, ALA )购于 sigma

公司; RPM I�1640 培养基购于 Gibco 公司; 胎牛血清购于四

季青公司。其他试剂均为分析纯。

激光扫描共聚焦显微镜( Carl Zeiss LSM 510) ; 双光子激

发光源: M ir a900�F 钛宝石飞秒激光器 ( Coher ent, USA )波

长可调范围: 700~ 980 nm, 重复频率 76 MHz, 脉宽 110 fs;

CO2 培养箱; 离心机。

1� 2 � 溶液配制和细胞培养

DH L 细胞是滤泡性淋巴瘤细胞株(由福建协和医院血液

研究所提供)在 RPMI�1640 培养液(灭活胎牛血清含 100 mL

� L - 1 , 青霉素 100 ku� L - 1 , 链霉素 50 g� L - 1 )中培养 , 并



置于 CO2 培养箱中, 37  , 5%的 CO2 , 饱和湿度条件。细

胞隔天换液, 取对数生长期的细胞用于实验。

光敏剂溶液配制在暗室环境下进行, 溶剂为无血清的

RPMI�1640培养液[ 7] , 并用 0� 22�m 滤膜过滤, 配制成浓度

为20 mmol � L - 1的母液。并在无菌的条件下, 将母液浓度分

别稀释成 2, 4 和 10 mmol � L - 1 , 5�ALA 溶液均为当天配

制, 使用前保存于 4  冰箱中。不同浓度的 5�ALA 与 DHL

细胞共同孵育时间为 0~ 7 h, 时间间隔为 1 h。孵育过程在

CO 2 培养箱中进行。

1� 3 � 双光子荧光光谱

用 0� 01 mol � L- 1 PBS 洗涤 DHL 细胞 3 次, 取 DHL 细

胞微量滴放在 Petr i皿上进行显微观察。采用 40 ! 0� 75 物

镜, 通过 H FT KP 650 滤片检测激发出的荧光, 针孔大小为

1 000 �m, 探测器增益为 900, 放大增溢 1� 00, 扫描图像大

小为 512! 512 像素, 扫描总时间为 1� 57 s, 飞秒激光器激发
波长调节为 820 nm, 激发功率为 43% 72 mW。在实验过程

中利用软件自带参数设置的∀ Reuse#功能, 始终保持激发的

功率不变。DH L 细胞内积聚的 PpIX 含量通过共聚焦扫描显

微镜自带的软件( LSM5 so ftwar e, Ver sion 3� 2)来间接测量,

在 Lambda 模式下获得 20~ 30 个细胞的荧光光谱图, 通过软

件附带的圈选工具, 测量细胞中某个横断面的荧光强度值,

并统计细胞的平均荧光强度( MF I)。

2 � 实验结果

� � 图 1 为在 Lambda扫描模式下, 激发波长为 820 nm, 在

418� 7~ 719 nm 范围内扫描获得的单个 DH L 细胞的荧光光

谱, 光谱中有 3 个荧光峰, 分别为: 499, 543, 632 nm。其中

499 和 543 nm 可能为细胞内脂类的荧光光谱[ 8] , 632 nm 为

PpIX的特征荧光峰。而在 Lambda扫描模式下, 双光子激发

荧光光谱中并未出现 PpIX 的另一个荧光峰 673 nm [ 9]。

Fig� 1� Two� photon fluorescence spectrum of DHL cell incuba�
ted with 5�ALA excited by 820 nm femtosecond laser

� � 通过对 PpIX特征荧光峰值 ( 632 nm)进行测量, 获得在

2, 4 和 10 mmo l� L - 1的 5�ALA 浓度下, 0~ 7 h 的孵育时间

段, DH L 细胞某一截面荧光的平均强度值, 并统计 20~ 30

个细胞的平均荧光强度。测量时间间隔为 1 h, 所得的荧光

强度随时间变化曲线, 如图 2 所示。

Fig� 2 � Alterations of PpIX fluorescence intensity in DHL cell

( incubated with various concentration of 5�ALA solu�

tion)

( a) : Incub ated w ith 2 mm ol � L- 1 of 5�ALA solut ion;

( b ) : Incu bated w ith 4 mmol� L- 1 of 5�AL A solu tion ;

( c) : Incub ated w ith 10mmol� L- 1 of 5�ALA solut ion

� � 在测试的光敏剂浓度中, DH L 细胞内 PpIX 含量的变化

呈现两阶段性的分布特点。在前 3 h 时间内, 浓度为 2 和 4

mmo l� L - 1的 5�ALA , 代谢的 PpIX 荧光强度随孵育时间的

增加而增强。在 3 h 处达到最高值, 分别为 1 310 和 1 562

e� u ( e� u 为软件自带的单位)之后随着孵育时间的增加, 逐

渐下降。对于 10 mmol � L - 1的浓度, 荧光强度在 4 h 处达到

1 278 e� u 的强度最高值 , 次之分别为 2 和 3 h 处。在 4 h 后

随孵育时间的增加而逐渐下降。尽管浓度差异较大, 但荧光

强度的最大值差异不是很大, 而且荧光强度并未与孵育的光

敏剂浓度呈正比关系。

2637第 11 期 � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � 光谱学与光谱分析



3 � 讨 � 论

� � 研究光敏剂在细胞内的代谢规律对于光动力体外净化白

血病细胞是十分重要的, 选择合适的光敏剂浓度和合适的孵

育时间是取得好的光动力效果的前提。虽然 5�ALA 本身并

不是光敏剂, 但相比于正常细胞具有跟肿瘤细胞更高的亲合

性, 进而在细胞内转化为光敏性物质 PpIX。PpIX 的主要吸

收峰在 410 nm 左右[ 10] , 因此实验中将飞秒脉冲激光器波长

调为 820 nm, 从而产生双子激发细胞中的 PpIX。实验过程

中保持激发光功率、扫描模式和扫描面积等参数不变。在

Lambda模式下, 扫描获得单个 DH L 细胞的一定截面厚度层

面上产生的荧光强度值( PpIX特征峰, 632 nm)。虽然不是整

个细胞所激发出来的所有荧光值, 但通过选取多个细胞仍具

有统计意义。

肿瘤细胞内5�ALA 代谢PpIX的过程是处于动态变化的

过程, 主要包含: 5�ALA 在线粒体内经过一系列的化学反应
过程合成 PpIX[10] , 同时由于PpIX与铁离子等结合生成血红

素从而消耗了部分 PpIX。不同的肿瘤细胞系, 5�ALA 跨膜
进入细胞的能力和所受的影响因素不同[11] , 对于同种细胞

影响细胞内积聚的 PpIX的主要因素有 5�ALA 的浓度和培养
液中血清的浓度[12] , 其他的因素有细胞密度, 周围微环境的

pH 值[ 13]等。细胞外部加入较高浓度的 5�ALA 通常被认为
有利于加快 5�ALA 合成 PpIX, 有利于 PpIX 在细胞内的积

聚。实验中我们发现 DH L 细胞在与浓度分别为 2, 4 和 10

mmol� L - 1的 5�ALA溶液共同孵育过程中, 细胞内积聚的

PpIX 并未与 5�ALA 浓度成线性的关系, 相反当 5�ALA 浓度
达到 10 mmol � L - 1时 , DH L 细胞内 PpIX 含量反而比浓度

为 2 和 4 mmol � L- 1时的含量来得低。其中可能的原因是由

于高浓度的 5�ALA 影响到细胞的活性, 使得细胞中线粒体

合成 PpIX的活性降低[ 10] , 影响 PpIX 的合成; 也可能是 5�
ALA 浓度增加的同时 PBGD的活性并未增强, 而铁红素酶

的活性增强, 从而加快消耗细胞内积聚的 PpIX。具体的原因

以及对于本次实验 DHL 细胞密度的选择是否在 5�ALA 浓

度为 4 和 10 mmo l� L- 1之间存在某个饱和浓度值, 还有待

于进一步研究。

本文首次开展了 DH L细胞中 5�ALA 代谢 PpIX光动力

学研究, 实验中首次采用波长为 820 nm 飞秒激光激发孵育

有 5�ALA 的 DH L 细胞, 在激光扫描显微镜的 Lambda 模式

中获得单个DH L 细胞的双光子荧光光谱, 并测量 DH L 细胞

内积聚的 PpIX 特征荧光值。获得了浓度分别为 2, 4 和 10

mmo l� L - 1的 5�ALA 溶液, 细胞代谢的 PpIX 含量随孵育时

间的变化情况, DH L 细胞内积聚的 PpIX 处于动态变化过

程, 并呈现出两阶段性的特点: 细胞内积聚的 PpIX 含量随

着孵育时间增长而增加, 在 3 h 附近达到最大值, 随后随着

孵育时间增长反而下降。实验表明, 基于激光扫描显微的双

光子荧光光谱方法具有实时、快速和无损地获得单个活体细

胞内积聚的 PpIX荧光强度值的特点, 因此它可成为 5�ALA

在 DHL 细胞等白血病细胞光动力体外净化研究中的一个有

效方法。
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Two�Photon Excitation Fluorescence of 5�ALA Induced PpIX in DHL

Cells
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Abstract� T wo�pho ton fluo rescence micr oscopy is a novel imaging t echnique, which is pr imarily sensitiv e to a specimen∃ s re�
sponse coming fr om an in�fo cus plane, thus has low photo�bleaching and photo�damage to bio log ical samples. 5�ALA induced

production of PpIX in DHL cells w as excited by 820 nm femt osecond laser; two�photon excitation fluo rescence of sing le cell was
obtained in Lambda mode of laser scanning confocal micro scope. T he specific fluo rescence intensity of PpIX which accumulated in

DHL cells was measur ed at 2, 4 and 10 mmol � L- 1 concentrat ion of 5�ALA w ith different incubation t ime, w hich r eflected t he

kinetics of 5�ALA accumulated in DH L cells. Accumulation of PpIX in DHL cells was a dynamic change process. Biphasic alter�

ations of PpIX accumulation w ere noted: PpIX content enhanced w ith the increasing time and reached the max ima l value ar ound

3 h, how ever PpIX content decreased in the subsequent incubat ion time. Result s indicate that two�phot on f luor escence based on

laser scanning micro scope can be a useful technolog y fo r study ing the kinetics of 5�ALA induced PpIX production in DHL cells

and other leukemia cells.

Keywords� Tw o�photon excitation f luorescence; 5�aminolevulinic acid; Pr otoporphy rin IX ; DH L cells
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