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·新技术应用·

激光扫描共聚焦显微技术在中医药研究中的应用

江 巍! 朱 泉! 黄春林#!

激光扫描共聚焦显微镜（’()*+,-.(//0/123/43.(5
60.,3).378，’-26）是上世纪9$年代发展起来的一

项具有划时代意义的高科技新产品，是当今世界上最

先进的分子细胞生物学分析仪器之一。它是在普遍荧

光显微镜成像基础上加装了激光扫描装置，并利用计

算机的图象处理技术，使用紫外或可见激光激发荧光

探针，从而得到细胞或组织内部细微结构的荧光图象。

它采用了能达到最高分辨率及重复性的无色差扫描技

术，克服了普通偏轴镜扫描因色差造成的低分辨率的

弱点，改进了定量采样时重复性差等缺点，从而不仅提

高了光学成像的分辨率，而且能产生真正具有三维清

晰度的图象，同时可在亚细胞水平上观察诸如2(#:、

7;值和膜电位等生理信号及细胞形态的实时动态变

化，成为形态学、分子细胞生物学、神经科学、药理学、

遗传学等领域中新一代强有力的研究工具（!）。

近几年来，激光扫描共聚焦显微技术这一先进的

检测手段被引入中医药研究领域，并取得了有价值的

研究成果，为中医药研究的现代化创造了条件。现将

激光共聚焦显微镜技术在中医药研究中的应用情况汇

总如下。

在中药单体或有效部位研究中的应用

艾静等（#）研究了苦参碱对豚鼠心肌细胞胞浆游离

钙离子的影响。采用<5=3>?／@6标记胞浆内游离钙

离子，激光扫描共聚焦显微镜动态测定胞浆游离钙浓

度变化。结果表明，苦参碱可剂量依赖性促进外钙内

流，但不具有促进内钙释放的作用，同时当细胞内钙增

高后又可使钙离子浓度下降。小檗碱是中药黄连的主

要有效成分，董德利等（?）研究了小檗碱对豚鼠心肌细

胞游离钙离子浓度的影响。采用<5=3>?／@6标记胞

浆内游离钙离子，激光扫描共聚焦显微镜实时测定细

胞内游离钙浓度变化。结果表明，低浓度小檗碱即能

抑制豚鼠心肌细胞电压依赖性钙通道，而高浓度时又

能激动细胞内钙库释放。小檗胺是中药十大功劳叶的

有效成分，赵艳玲（&）等应用激光扫描共聚焦显微技术，

以荧光探针<5=3>?／@6负载，研究了小檗胺对氯化钾

（A25）和哇巴因（B=(）诱导的体外培养家兔血管平滑

肌细胞（C-62）内游离钙的影响。研究结果显示，小

檗胺可拮抗A25或B=(升高C-62内游离钙的作用，

此抑制作用可能与小檗胺阻断电压依赖性钙通道及激

活D(:>A:>@EF酶的作用有关。金春华（%，G）等观察了

虎杖甙（FH）对人脐带动脉C-62内游离钙、细胞膜

电位的变化。用<5=3>?／@6、H0I@2&（?）标记培养的

C-62，在激光扫描共聚焦显微镜上测定细胞内游离

钙和膜电位变化。结果表明FH可通过细胞外钙内流

来增加细胞内游离钙浓度，并促进细胞外钠离子内流

而导致细胞去极化。另外他们还应用激光扫描共聚焦

显微镜探讨了FH改善休克动物微循环的作用机制。

采用 股 动 脉 放 血 复 制 休 克 模 型，取 肠 系 膜 微 动 脉

C-62，用不同荧光染料分别标记细胞，测定细胞内

钙、7;和膜电位的变化。结果显示FH对细胞内钙、

7;有双向调节作用：正常情况下FH增加细胞内游离

钙、升高7;以提高血管张力，休克时FH降低细胞内

钙浓度、降低细胞内7;以降低血管张力，使血管扩

张。FH还可能通过促进细胞外钠离子内流使细胞去

极化来调节血管。陈文东（J）等应用双波长荧光分光光

度计和激光扫描共聚焦显微镜测定了新生大鼠大脑皮

层神经细胞悬液和海马神经元原代培养在加入茯苓水

提液后细胞内钙离子浓度的变化，以探讨茯苓水提液

对神经细胞内钙稳态的影响。结果显示，茯苓水提液

可剂量依赖性的诱导细胞内钙离子浓度升高，但当浓

度大于或等于%$$K1／’时，则无明显升高胞浆内钙离

子浓度的作用。?!!#$$$K1／’茯苓水提液均有不同

程度抑制谷氨酸诱导的升钙作用。表明茯苓水提液对

神经细胞内钙离子浓度具有双向调节作用。阿魏酸是

中药川芎的有效成分，陆怡（9）等研究阿魏酸钠对;#B#
诱导人淋巴细胞凋亡的影响。采用免疫荧光标记L.5>
#和L(M基因，激光扫描共聚焦显微镜观察。结果显

示，;#B#处理后，细胞L.5>#基因表达明显减少，加入

阿魏酸钠后明显恢复。而;#B#对L(M基因表达略有

增加，加入阿魏酸钠后明显降低。表明;#B#能诱导

淋巴细胞凋亡，阿魏酸钠可减轻细胞凋亡，同时阿魏酸

钠可使;#B#诱导的细胞L.5>#基因表达明显恢复，对

L(M基因表达明显降低。
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在复方研究中的应用

蒙一纯（!，"#）等应用激光扫描共聚焦显微镜定量分

析了正常大鼠血清、免疫性肝纤维化大鼠血清和益气

活血复方（丹参、赤芍、炙黄芪、柴胡等）药物血清培养

的肝星形细胞（$%&）与其转化生长因子!"（’()*!"）

表达的关系，应用免疫组化荧光染色二步法对’()*!"
染色。结果表明益气活血方药通过拮抗血液中$%&
活化物质达到抗纤维化的作用。另外，他们还进行了

益气活血方剂抑制$%&合成"型胶原的作用和生物

学机制的研究，应用激光扫描共聚焦显微镜定量分析

了"型胶原的表达。结果显示益气活血药物血清可抑

制纤维化模型血清诱导的$%&"型胶原的表达，其作

用机制是改变了$%&的生活状态。王新月（""）等采用

激光扫描共聚焦显微分析技术，吖啶橙+,-、.,-荧

光染色，对大鼠酒精性肝损伤模型进行了肝细胞形态、

肝细胞内+,-与.,-含量变化分析，探讨了解酒口

服液（葛花、枳 子、黄连、砂仁等）对酒精性肝损伤的

防护作用机理。结果表明灌胃白酒可导致严重的肝细

胞代谢及形态异常，细胞内+,-和.,-代谢性损

害，解酒口服液对酒精所致的肝细胞形态和功能的改

变有显著的改善。黄有文（"/）等用流式细胞仪和激光

扫描共聚焦显微镜技术观察了补肾生血方剂（生地、熟

地、太子参、当归等）治疗!珠蛋白生成障碍性贫血的

疗效和对免疫功能的影响。采用流式细胞仪检测免疫

指标，激光扫描共聚焦显微镜观察淋巴细胞+,-、

.,-含量。结果显示治疗后病人外周血淋巴细胞总

数、辅助’细胞及抑制’细胞比值均有提高，+,-排

列整齐、分布均匀，含量较治疗前增加。表明补肾生血

方药治疗!珠蛋白生成障碍性贫血有比较稳定的疗

效，并能改善患者的免疫功能。

结 语

对已进行的研究进行的回顾可以看出，激光扫描

共聚焦显微技术在中医药领域的应用限于以下几个方

面：（"）中药单体或有效成分对心肌细胞、血管平滑肌

细胞及神经细胞细胞内游离钙、细胞膜电位及0$值

的影响；（/）中药单体对细胞凋亡研究中123*/及145
基因的影响；（6）中药复方保肝及抗肝纤维化的基础研

究；（7）中药复方治疗!珠蛋白生成障碍性贫血的临床

研究。而激光扫描共聚焦显微技术在现代医学研究中

得到了更为广泛的应用，特别是在细胞亚结构观察、细

胞凋亡、细胞内离子动态测定、细胞间通讯、三维重建、

细胞分选等方面，临床涉及心血管、神经、肿瘤、血液、

呼吸、内分泌、五官科、骨科等多个学科，并取得了可喜

的成果。激光扫描共聚焦显微技术在中医药研究中应

用的还比较局限，它的优势还没有得到应有的发挥，特

别是在中医的特色和优势学科中，如中医药抗肿瘤、中

医骨科，中医基础理论研究，包括针灸机理研究等，以

及中药药理及细胞内药物动力学等方面的研究中激光

扫描共聚焦显微技术应有更广泛的应用前景，有待中

医药工作者开发利用。
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