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荧光标记的微管经激发光照射会引起微管的断裂，但其断裂过程及机理并不清楚 *通过光镊研究了微管光敏

断裂的动态过程 *实验结果表明组成微管的原丝并不是同时断裂的，而是相继断裂最终导致微管的断裂 *经过一系

列生物学实验，确定了活性氧中的自由基是造成微管光敏断裂的主要因素 *根据光镊研究的结果推测了自由基作

用于微管的机理 *
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! = 引 言

微管是普遍存在于真核细胞中的一种重要的蛋

白骨架，它由!和"两种微管蛋白的异二聚体首尾

相接形成原丝，再由 !) 根原丝围成一根中空的微

管 *微管外径只有 "( 51，超过一般光学显微镜的分

辨率因而无法看到 *用免疫荧光的方法虽然可以观

察到细胞内的微管，但是不能应用在活体研究上 *而
用荧光染料标记微管蛋白或使微管蛋白与荧光蛋白

融合，则可以研究微管的动态和功能 *
虽然这种方法便于活体研究，但是有文献报道

荧光 标 记 的 微 管 在 激 发 光 下 会 发 生 断 裂 * >36;?@
等［!］将荧光染料标记的微管蛋白注射到细胞内或在

体外聚合成微管，在相应的激发光下均观察到微管

的断裂现象，并发现抗坏血酸能减缓这种断裂 * A3B3C
和 -7?［"］也观察到荧光显微镜对植物细胞的破坏作

用 *他们以各种内源荧光蛋白标记的烟草悬浮细胞

为材料，以细胞周期被阻滞为指标统计被激发光照

射而遭到破坏的细胞，发现分裂期停滞与光照剂量

有关 *光动力疗法是近年来兴起的一种治疗肿瘤的

方法 *它利用一些光敏剂在肿瘤细胞中大量滞留的

特性，通过光照使光敏剂产生光毒性，杀死肿瘤细

胞 *有文献报道这些光敏剂能破坏微管网络［)—(］*但
到目前为止还没有直接的证据来说明微管光敏断裂

的过程和机理 *
近年来已有不少文献报道未经荧光标记的微管

的一些力学特性 *如 D2E4F 等［+］用扫描力学显微镜研

究了切断微管的力和过程 * G;?@@;12H;?@ 等［,］用多光

镊系统测定了微管聚合时产生的力 *但是还未见对

荧光标记微管力学性质研究的报道 *然而目前对微

管的研究多数都需要对微管进行荧光标记，因此对

荧光标记微管力学性质的研究有助于对相关实验结

果提供合理的解释 *
本文利用双光镊技术测定了荧光标记微管光敏

断裂的动态过程，测量结果表明形成微管的原丝的

断裂不是同时发生的 *并对荧光标记的微管在不同

波长光照射下以及不同处理条件下发生的现象作了

较为详细的研究 *研究表明微管的断裂与激发光的

强度以及荧光的标记率密切相关，染料与相应激发

光发生光化学反应释放出的自由基是造成微管断裂

的主要原因 *自由基对微管各原丝的攻击是相互独

立的，且首先使微管的结构变松懈 *

" = 材料和方法

实验所用微管蛋白从猪脑中纯化［’］* (（25<0+）

:2?EFB7C;C?201;CI740?IF<2135; @8::35313<74 ;@C;?（JKL0
MIF<2135;）标记的微管蛋白的制备见文献［%］的方

法 *用同样方法使微管蛋白标记上 JKL0生物素 * 标
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记时可同时加入 !"#$%&’()*+,- 和 !"#$生物素，使

微管蛋白同时标上两种分子 .在观察不同标记率的微

管的断裂现象时用没有标记的微管蛋白与标记的微管

蛋白以一定比例混合以达到不同的标记率梯度 .加入

聚合缓冲液：/00 **’123 /，4$5+5-6)7+,-(+-8&),-9:1;’,+<
)<+(（=>=?#），/**’123 @A#B4，/ **’123 -8&C1-,- A1C<’1$
D+9（E$)*+,’$-8&C1-8&-6）$!，!，!’，!’，$8-86)$)<-8+< )<+(

（?FGH），/ **’123 FG=，/0I二甲基亚砜（J@#B），5"
KLM，将标记好的微管蛋白稀释到 /0!*’123，于 NOP
聚合 N0—K0 *+,. 然 后 加 入 预 热 的 Q 倍 体 积 的

=?@G：0L/*’123 =>=?#， /**’123 ?FGH， /**’123
@A#B4，/0!*’123 紫杉醇，/0I J@#B，5" KLM，轻轻

混匀，于 NQP，Q0000A 离心 N0*+,，再用适量 =?@G 重

悬微管沉淀，室温放置 .
实验中使用的双光镊系统主要由倒置荧光显微

镜（3-+<) J@>%R 型，德国，Q0S 汞灯）和 !($TUB4 激

光（/0K4 ,*，V’&-6-,8，美国）组成 .两束平行的激光

束 从 显 微 镜 物 镜（"VWH=B /00 X ，/LN0!H，’+1
+**-69+’,）的后瞳进入，聚焦在样品上，形成双光阱 .
主光阱是固定的，副光阱可以通过超声波马达转镜

系统 在 !$" 方 向 移 动 . 四 象 限 探 测 器（ Y:)(6),8
(-8-<8’6，ZJ）用来测量主光阱中微球的位移，VVJ

（V’’1#!H=$;[，美国）可以采集微球和微管的完整图

像 .每束光在物镜后瞳处的功率分别为 /K0 *S，光

阱的刚度为 0L04E 5!2,*.
光镊通常以微米级的微球为手柄间接操作生物

材料 .本实验采用的微球为 /!* 的聚苯乙烯荧光小

球（*’1-<:1)6 56’D-），其表面包被的抗生物素可与微

管上的生物素相结合，从而使光镊通过微球操作微

管 .聚合好的微管用 =?@G 稳定并稀释后加入适量

微球和 \ **’123 抗坏血酸 . 样品小池预先用 NI牛

血清蛋白溶液封闭 E&，防止微管和微球粘在池底 .
使用前吸去封闭液，加入上述样品溶液 . 移动载物

台，让两个光阱分别抓住两个微球，右边的是主光

阱，主光阱中的微球为 # 球，左边是副光阱，副光阱

中的微球为 $ 球 .在荧光下移动载物台使一根微管

与 #，$ 两球表面接触 .微管上的生物素与微球表面

的抗生物素相互作用可以使微球粘住微管 .此过程

大约在 /Q9 内完成 . 以 /Q\ ,*29 的速度向左移动副

光阱拉伸微管，当施加到微管的外力达到约 Q 5!
时，停止副光阱的移动，通过用 ZJ 探测主光阱小球

的位移信号来观察微管断裂的动态过程，并用 VVJ
连续拍摄的整个微管和小球的图像来了解微管的

形变 .

N L 实验结果

图 / 是 ZJ 探测到的主光阱中的小球位移随时

间变化的关系曲线，由于此小球与微管相连，所以这

一位移直接反映了微管被拉伸的动态过程 .图线一

开始有些波动（ %& 段），是由于 #，$ 球之间的微管

还处于松弛状态，微管的漂动使微球略有晃动 .之后

的一段图线呈平滑的上升趋势（ &’ 段），表示此时微

管受到了光阱力的作用，而从 VVJ 拍摄的微管的

动态变化可以看出微管在此外力作用下发生了形

变，所以 &’ 段反映的是外力与微管形变之间的关

系，即反应了微管的弹性这一特性 .当光阱力达到 Q
5! 时停止移动副光阱（对应于此曲线中的 ’ 点），观

察微管在一外力作用下的变化过程 .从图中可以看

出，# 球分 N 次逐步回到光阱中心，图线呈“台阶式”

下降（ ’( 段）.每一个“台阶”表示 # 球向光阱中心回

弹一次 . # 球还未完全回到光阱中心之前的每一次

回弹都表示微管又被拉长了一点 .这种拉长不同于

之前 $ 球移动过程中的拉长，这是一个瞬间的过

程，说明微管发生了一次突变，其中的一根或者几根

原丝发生了断裂，剩下的原丝相对而言就承受了更

大的外力所以会产生一定的形变，结果造成了 # 球

的瞬时回弹 .每个“台阶”都是一次微管原丝的断裂，

直到最后一根原丝断裂，# 球才完全回到光阱中心 .

图 / 用 ZJ 探测的 # 球的位移随时间变化的关系图 （ %& 段

由于微管尚未拉直，图线略有波动；&’ 段反映外力与微管形变之

间的关系，’( 段图线呈“台阶式”下降，显示微管各原丝的相继

断裂过程）

通过对 &’ 段的分析以及结合 VVJ 拍摄的微管

的动态变化照片，可知微管最初的长度以及形变量 .
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此实验中，微管的初始长度为 !"#!$，被拉伸后的微

管长度为 %"!!$，由此得出微管被拉伸了 &!’ (微管

本身是一个比较刚性的结构，紫杉醇的存在会使微

管变柔软［)*］(由于本实验中使用了紫杉醇，微管在

拉伸时有 &!’的伸长更直观地说明在紫杉醇作用

下微管弹性发生的变化 ( 从 ! 点以后，副光阱停止

移动，所以微管断裂时所受拉力不变 (因此微管的断

裂不是由拉力直接造成的，而是激发光照造成的 (此
外，由于此状态下的微管原丝之间的相互作用力很

小，其中一根或几根断裂以后，就不再分担拉力，剩

下的原丝平均受力变大，整体比较均匀的被拉长 (因
为如果原丝之间的相互作用力很大的话，已经有断

口的原丝在断口以外的其他部分仍可以分担拉力，

未发生断裂的原丝应仅在断口位置受到的平均拉力

会变大，所以微管的伸长应只发生在断口位置 (从图

中前 & 个台阶所表示的 " 球回弹位移可知微管分

别伸长了 #*+$ 和 !,+$，而组成原丝的基本单位

———微管蛋白异二聚体的长度仅 -+$，如此长的拉

伸距离仅发生在断口位置几乎是不可能的 (因此未

发生断裂的原丝的伸长应是比较均匀的，也说明原

丝之间的相互作用力很小 (
从图 ) 还可以看出，当副光阱停止移动后，原丝

断裂之前，即曲线的“平台区”，有一个缓慢下降的趋

势，说明微管在被缓慢拉长 (当微球粘住微管以后，

在关闭激发光的情况下拉伸微管，可以看见“平台

区”的缓慢下降趋势是比较稳定的 (为了验证光照对

微管弹性的影响，我们在“平台区”的中间再打开激

发光以观察微管拉伸情况的变化 (图 & 为截取的微

管断裂过程中的一个“平台区”，在箭头所指位置处

打开激发光，发现 #. 以后图线下降趋势明显变陡，

说明微管被拉伸的速度变快 (由此可见，激发光的照

射可以加剧微管结构的变化，即使得微管结构更加

松懈 (
基于以上通过光镊观察到的荧光标记微管的光

敏断裂过程，我们对其机理进行了比较深入的研究 (
首先用能量大大高于绿色激发光的氦氖激光（,!&"-
+$，功 率 )/ $0，能 被 生 物 体 有 效 吸 收［))］）和 与

12345$6+7受绿光激发后所发射荧光波长相接近的

钠灯（#-8 +$）照射微管 #—)*$6+，都不造成微管的

断裂，说明微管断裂不是由光的能量直接打断的，而

是与特定波长的激发光有关 (因为单根微管在透射

光下无法观察，我们在微管聚合溶液中加入一种微

管结合蛋白———9:;,#［)&］（*"%!$3<=>），使微管聚合

图 & 用 ?@ 探测的 " 球位移信号中截取的一段“平台区”(
（箭头所指处之前关闭激发光，之后打开激发光，可见“平台区”

的下降趋势变陡，说明微管拉伸速度变快）

成束 (微管束可以在透射光下观察到 (经过标记的微

管束照射后很快变成碎片而散掉，而没有经过标记

的微管束用激发光照射同样甚至更长时间后，结构

仍不变 (说明微管断裂同时还由于染料分子的存在 (
为了探索微管断裂速度与激发光强度和染料浓

度的关系，我们做了激发光衰减实验和不同标记率

的实验 (图 !（5）为微管断裂时间与激发光强度的关

系曲线，横座标是激发光强度，设未经衰减的光强为

)，图中 # 个点分别表示激发光衰减了 &*’，#*’，

,*’，8*’，88’ (纵座标是微管断裂时间，根据 AA@
连续拍摄的照片统计每种处理下最先断裂的 )* 根

微管的断裂时间，以其平均值作为该处理的微管断

裂时间 (当激发光衰减到原来的 )’时，微管断裂时

间大约为 &-*.，比未衰减时延长了约 #* 倍 (图 !（B）

是微管断裂时间与微管蛋白不同标记率的关系曲

线，从图中可以看出标记率越高断裂越快 (以上实验

结果进一步验证了微管的断裂是由于激发光作用于

染料所致 (
微管用激发光照射 )—!. 后关闭激发光，!*—

#*. 后再打开激发光观察，发现微管已经开始断裂 (
说明在最初的短时间照射过程中已经发生了某种光

化学反应，产生了某种物质，这种物质在关闭激发光

以后仍然能够作用于微管使之断裂 (如果在关闭激

发光后使样品温度升至 #,C，#$6+ 后观察，发现微

管断裂的区域由不加热时的原视野扩展到原视野周

围的区域，且离原视野越远断裂情况越轻 (说明加热

促使了这种物质的扩散 (
光化学反应常常产生活性氧，活性氧的种类很

多，它们对生物分子有很强的破坏作用 (双氧水是活

性氧的一种 (在微管溶液中加入 *"%% $3<=> 双氧水，

-*& 物 理 学 报 ## 卷



图 ! 微管断裂时间与光照强度和微管蛋白标记率的关系 （"）

微管断裂时间与光照强度的关系，（#）微管断裂时间与微管蛋白

标记率的关系（结果显示激发光强度越低或者微管蛋白标记率

越低，微管断裂越慢）

不经照射在 $%&’ 内对微管基本不会造成影响 (但一

经激发光照射，微管立刻发生断裂，$) 内完全断裂

并漂白（图 *）(加入 +,$ %-.%/ 过氧化氢酶使双氧水

充分分解后，微管断裂速度减慢很多，但仍比不加双

氧水时快 (将氮气通入微管溶液排掉溶液中的氧后，

发现微管断裂速度也减慢 (因此，双氧水可能为光化

学反应提供了底物 (一方面双氧水即使被过氧化氢

酶分解后，仍然可以使水中的溶解氧含量有所增加 (
而另一方面，降低溶液中的溶解氧浓度又能减缓微

管断裂 (所以，溶液中的氧气分子可能是一种反应底

物，而不是双氧水本身 (
叠氮化钠可以猝灭单态氧［0!］( 加入 $+ %%12./

叠氮化钠以后发现，在从开始照光的前 0+) 内微管

几乎不发生断裂，但是从约 0$) 时，微管开始迅速发

生大量断裂（图 *），大约在 !) 内几乎完全断裂 (而不

像对照中在最初的一定时间（$—0+)）内发生少量的

断裂，随着时间的延长微管断裂的频率逐渐增高 (可
见叠氮化钠只能在短时间内抑制微管断裂，我们推

测可能是单态氧以外的其他活性氧导致微管断裂 (

抗坏血酸是自由基消除剂 (在微管溶液中加入

* %%12./ 抗坏血酸，可使微管断裂时间延长到 3+ 多

秒（图 *），且漂白也减慢 (当抗坏血酸浓度为 4 %%12.
/ 时，照射 ! %&’ 后只有轻微漂白，且无断裂；照射

5 %&’后已基本漂白，但仍未见断裂 ( 说明自由基是

导致微管断裂的主要原因 (

图 * 双氧水和活性氧抑制剂对微管断裂的加速或延迟作用

（+,** %12./ 双 氧 水 加 速 微 管 断 裂，而 $+ %%12./ 叠 氮 化 钠 和

* %%12./抗坏血酸减缓微管断裂 (以 6789 为缓冲液的荧光标记

微管作为对照）

由此可见，自由基是造成微管光敏断裂的主要

因素 (结合前面光镊实验的结果可以看出微管各原

丝受自由基的攻击不是均衡和相互关联的，而是相

互独立的 (另外，激发光与染料分子的相互作用，也

可以使微管的结构发生变化，这也可能是自由基对

微管的破坏作用的一种，或者说自由基对微管的破

坏作用可能首先是使微管的结构变松懈 (

* , 结 论

本实验用光镊测定了荧光标记微管的光敏断裂

过程，发现这种用荧光标记并经紫杉醇稳定后的微

管的光敏断裂，实际上是各原丝分别受到自由基的

攻击相继断裂而造成微管的最终断裂，微管各原丝

之间的相互作用力很小 (该状态下的微管易被拉伸，

可以伸长达 :+;，这与紫杉醇的作用有关，也包括

自由基使微管的结构变松懈的作用 (因此，不论是紫

杉醇还是荧光染料，都对微管的性质有一定的影响 (
如果在研究微管功能的过程中加入了这两种物质，

应该考虑所得到的结论是否涉及微管力学性质的改

变 (研究结果在方法学上告诉我们在观察样品时如

何防止得到因微管断裂而产生的假象 (对理解细胞

<+:0 期 徐春华等：荧光标记微管的光敏断裂及机理



中活性氧的作用机理也有一定的意义 !此外，我们利

用光镊技术的研究也为研究微管动态提供了新的手

段和思路，为更深入系统地研究细胞骨架分子力学特

征及其他生物大分子的分子力学特征奠定了基础 !
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