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Ξ  激光扫描共聚焦显微镜是以激光为光源o以照明

点和探测点共轭光路为探测系统对自发荧光样品或

可被荧光标记的样品进行共焦!实时!真彩色扫描的

一种新型光学显微镜o目前在生物学各领域已得到广

泛应用∀ 在海洋生物学领域主要用于海洋动物发育生

物学!胚胎学!受精细胞学及细胞分化的研究∀ 本文对

其原理!操作!优越性及在海洋生物学中的应用等内

容进行了综述∀

t 激光扫描共聚焦显微镜的原理

激光扫描共聚焦显微镜是以激光作为光源o通过

激光孔及物镜的聚焦作用形成一个光点照射到样品

上激发出荧光的一种光学显微镜∀ 物镜的质量决定了

共聚焦光学切片及图像的质量o有自发荧光或可被荧

光染料标记的样品被激光激发而发出荧光通过光学

路经达到光电倍增管kΠΜΤloΠΜΤ 可以检测出发射

光的波长及长度∀ 其光学系统采用照明点和探测点共

轭这一特殊结构o使分辨率和成像的质量大大提高∀

激光光点通过一个特殊的双面反射镜的移动以完成

扫描样品的过程o同时在光学路径中 ΠΜΤ 前方安装

了孔径可调的共聚焦点孔o可使任何非焦平面反射来

的光线被阻挡在 ΠΜΤ 之外o不能参与图像的形成o使

得共聚焦图像比一般荧光显微镜的图像的清晰度大

大提高o取得更好的图像效果∀

u 操作特点

随着激光扫描共聚焦显微镜制造技术的发展o其

操作的自动化也越来越高∀ 目前较为先进的 ΜΡ Χ−

tsss 型及 ΜΡ Χ−tsuw 型都已达到了操作的完全自动

化o即利用先进的计算机和专门的软件使操作更加方

便∀ 从激发光o发射光滤片的选择到自动聚集!图像处

理!三维重组及有关数据的测量等等都可由计算机来

完成∀以美国 Βιο−Ρ αδ 公司生产的 ΜΡ Χ−tsss型激光

扫描共聚焦显微镜为例o在打开机器以后o其成像及

数据处理o三维图像的构建及动画均由公司专门设计

的软件支持运行∀ 对于有自发荧光或被荧光标记的活

的或固定的样品o选择适当的激发光和发射光波长的

滤片o以合适的激光光强进行激发o便可得到初步的

图像o然后通过自动调焦!放大!图像背景灰度的调整

及背景干扰色的消除o便可以得到较为满意的图像o

这是操作的基础∀ 其他如三维图像的获得o整体样品

的光学切片o活体样品的生理生化成分的动态变化如

Χα
un oΗ

n 等离子!特定蛋白质或酶的变化和定位等o

都可通过适当的操作来完成∀ ΜΡ Χ−tsss 型配备的

ΧΟΜΟΣ 软件中包括以上操作的所有程序o如文件管

理!三维图像的构建!真彩色和伪彩色显示!图像处

理!激光波长的选择!实时动态测量及记录等o并配有

专门的 Χα
un 测量软件∀以上仅列举了激光扫描共聚焦

显微镜最常用的几种功能的操作程序o这些程序操作

简单o迅速o使用非常方便o而且可以得到一般光镜及

电子显微镜不易达到的结果∀

v 优越性

激光扫描共聚焦显微镜既利用了普通光学显微

镜及电子显微镜的优点o又克服了它们的许多缺点o

同时更有自身的优势o并且具有特殊的图像处理系统

的功能o现将其特性同光镜!电镜及一般图像处理系

统加以比较∀

vqt 与普通光学显微镜比较

与普通光学显微镜相比o激光扫描共聚焦显微镜

的横向分辨率大大提高o且具有纵向分辨能力o利用

共焦光路的深度探测能力对整体的样品进行光学切

片o从而实现三维结构的重组和立体结构的分析o这

种功能被形象地称作/ 显微 ΧΤ0∀ 另外o利用激光作光

源并结合反射镜及点扫描特性o可以探测对比度低的
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弱荧光样品的表面结构o而无需复杂的操作∀ 在对活

体的动态观察及细胞水平离子变化的动态测量中o激

光扫描共聚焦显微镜可以真实地反映活细胞内部的

生理生化的动态变化o并作出实时的记录∀ 在快速测

量和分析活细胞随时间及环境条件变化而发生的生

理生化成分的改变及细胞原位杂交图像的计数等方

面比普通光镜具有明显优势∀

vqu 与电子显微镜比较

激光扫描共聚焦显微镜虽然没有电子显微镜的

放大倍数和分辨率高o但它可以对活的样品进行实时

的跟踪观察!记录o对样品的自然动态特性反映真实o

能够对样品进行无损伤的光学切片o并对每一层面的

信息进行处理和分析o且操作方便o样品制备简单o视

野较大o易于观察样品的整体动态变化o弥补了电子

显微镜在宏观和动态实时研究等方面的不足o并克服

了电镜在操作和样品制备等方面的缺点∀

vqv 与一般图像处理系统比较

激光扫描共聚焦显微镜通过配以特殊的图像处

理软件及高强度!高灵敏度的光学探测系统o使其图

像处理功能更完备!更真实∀ 尤其光学切片和深层结

构观察分析定位功能更是一般图像处理系统所不具

备的∀ 由于目前该显微镜都配备有专门的图像处理软

件o所组成的实时图像处理系统已完全可以取代一般

图像处理系统∀

w 应用及前景

激光扫描共聚焦显微镜由于其操作方便!样品制

备简单!结果清晰度高!立体感强!尤其可以对活体进

行直接观察!测量及光学切片而在生物学各领域得到

越来越广泛的应用o特别是动物的发育生物学!胚胎

学的活体研究及生理生化成分的动态变化的研究中

有很大进展o在遗传学!神经生物学及生理学等方面

也有着较广阔的应用前景∀

wqt 在海洋动物发育生物学及胚胎学方面

wqtqt 细胞内 Χα
un 及其他离子的变化 目前主

要研究受精时卵子内 Χα
un 的变化及作用∀ Στριχκερ等

t||u 年在对海胆受精过程中 Χα
un 波的变化研究中o

使用 Χα
un 特异荧光染料 Φλυο−v 及 Χα−Γ ρεεν 对卵子

在受精过程中卵内 Χα
un 的分布变化进行了动态测量o

结果表明精子进入卵子内部会引起卵子胞质内 Χα
un

的迅速升高o受精过程还会引起卵子核内 Χα
un 的升高

并发生转移o正常卵裂之前会有第二次 Χα
un 波出现o

而在未受精卵中 Χα
un 基本保持稳定状态o未有大的波

动∀ Σηεν 等 t||v年对海胆卵子受精过程中 Χα
un 的来

源及作用进行研究o认为卵内的 Χα
un 波激发了精卵的

结合o卵内 Χα
un 的增加o一是由于卵外的 Χα

un 通过卵

膜内流o另外是卵内贮存 Χα
un 的释放∀ Λινδσαψ 等

t||u 年在对锐脊单肢虾卵子受精过程的研究中也得

出了相似的结论o与海胆不同的是对虾卵子内的 Χα
un

波是由海水中的 Μγ
un 激活了卵子引起的o而与受精

与否无关o受精卵和未受精卵在受海水激活后具有相

同的 Χα
un 变化过程o但卵子在正常海水中是单精受

精o而在无 Μγ
un 人工海水中则是多精受精o说明

Μγ
un 诱导的 Χα

un 波在调节精子入卵及阻止多精受精

上具有重要作用o这在动物的卵子激活中是比较特殊

的o其激活机理有待于进一步研究∀

wqtqu 卵子受精及胚胎发育过程的变化及细胞

分化  主要研究卵子受精时的皮层反应及胚胎发育

过程中主要的细胞器如纺锤体!内质网!高尔基体的

变化及作用o以及卵裂球的定向分裂及分化问题 ∀

• «¤̄ ¯̈ ¼ 等≈y 使用细胞膜荧光探针及共聚焦显微镜研

究了海胆卵子受精后发生皮层反应时卵膜的恢复o认

为在卵子皮层颗粒排出k胞吐l的同时o卵膜会立即恢

复其完整的结构∀而 �¬�∏²2± ¬¤±ª等≈t 的研究则表明

胞吐受 ≤ ¤
un 的调节o且这种调节作用与卵膜的重新形

成有关∀≥∏°° µ̈¶等≈x 通过对海胆卵子卵裂的研究中

认为海胆卵子的第 t次卵裂既没有细胞的分化o也不

能决定其未来发育的两侧对称轴∀ � ¤̄¬±§¤等≈w 使用

激光扫描共聚焦显微镜对海胆受精卵原肠形成进行

了其三维结构随时间的变化的研究∀ 在原肠形成过程

中o原间充质细胞从植物极向胚胎赤道面定向迁移o

尔后形成一环状结构o并进一步发育成幼体的骨骼∀

这些细胞在迁移过程中会不断伸出线状伪足o探测其

周围的环境o且距赤道面越近o细胞迁移越快∀ 定向细

胞迁移在后口动物的发育!成体的伤口愈合!炎症反

应以及肿瘤细胞的转移等方面都具有重要意义∀

≥¤µ§̈ ·等 t||u 年o≥³̈ ®¶±¬­§̈ µ等 t||v 年以及 �¤©©̈

等≈v 在对海鞘!海星等卵子在受精前后卵子的极性变

化!内质网的结构变化及在受精卵内的再分布也有报

道∀ 在对虾的胚胎发育方面o只在锐脊单肢虾受精卵

早期发育的研究上有一些报道∀� µ̈·½̄ µ̈等 t||u年对

锐脊单肢虾受精卵的卵裂特征及原肠形成进行了详

细研究o使用显微注射和免疫荧光技术o利用共聚焦

显微镜的光学切片和三维构建功能o对卵裂过程中中

内胚层细胞的运动及纺锤体的旋转和位置变化进行

细胞定位和三维重组o在对 u 细胞期进行荧光活体标

记的结果表明o引起原肠作用的中内胚层细胞来自 u

w 海洋科学



细胞期卵裂球的植物极ovu细胞期卵裂球表现出明显

的左右对称特性o原肠胚是在 yw 细胞期的两个中内

胚层细胞向囊胚腔内陷形成的∀ 在对卵裂过程的活体

观测中证实了卵裂球具有定向分裂的特性o这对发育

过程中一直未有定论的定向细胞分裂的问题有了明

确的证据∀ � µ̈·½̄ µ̈等≈u 又对去除孵化膜后分离的锐

脊单肢虾受精卵中内胚层细胞和原肠的形成进行研

究o仍然采用显微注射荧光指示剂及共聚焦活体观察

技术发现中内胚层细胞可能是通过在植物极的定位

而发生自动分化o并在胚胎进一步的发育过程中具有

信息指导作用∀

wqu 在遗传学中的应用及前景

目前在核酸的分子杂交方面有广泛的应用前景∀

传统的原位杂交多是通过同位素标记及放射自显影

技术对核酸进行研究o实验操作复杂o时间较长o并有

一定的毒性∀ 使用荧光标记的方法及共聚焦技术o可

以对样品进行双色标记和探测o使灵敏度和准确性大

大提高o这对小染色体原位杂交的定位特别有用∀ 利

用共聚焦显微镜光学切片及三维构建技术o不仅可以

看清标记样品的立体分布o还可以对整体样品或厚切

片中的核酸序列进行定位∀ 原位杂交的荧光共聚焦技

术操作简单!迅速o结果更清晰准确o适用性更广泛o

目前在生物学许多领域已得到广泛应用o在海洋生物

学方面虽然刚刚起步o但应有较快的发展∀

wqv 在神经生物学及生理学方面的应用及前

景

研究神经轴突及细胞膜上的具有传导功能的物

质的变化及定位∀� ¬µ̈2× «¬¥²§̈ ¤∏¬ 等 t||v年曾对海

葵触手细胞内的 ≤ ¤
un 在刺丝囊的释放过程中的调控

机制进行过研究∀ 认为刺丝囊中刺丝的释放同外界刺

激物有关o且释放的刺丝量的多少受 ≤ ¤
un 水平的调

节o与刺丝囊p 支持细胞复合体无关∀ 目前 ≤ ¤
un 作为

在机体内的信息传导中具有重要作用的物质已被广

泛研究o并逐渐深入到 ≤ ¤
un 的调控机理及影响因素等

方面∀ 共聚焦显微镜无疑是研究 ≤ ¤
un 及神经递质!受

体等很好的手段o但目前在海洋生物学领域有关这方

面的研究还比较少∀

wqw 在海洋生物学其他方面的应用前景

在海洋藻类学研究中共聚焦显微镜也有着较为

广阔的前景∀ 由于海洋藻类多具有自发荧光的色素体

或藻胆蛋白o因此可以用共聚焦显微镜直接对这些物

质进行分析o研究这些自发荧光物质的空间分布变化

及作用∀ 另外同样也可以对海洋藻类的细胞学!发育

及生殖生物学进行动态研究o或测量细胞以及组织内

的一些功能性物质的变化o如植物生长点 ³� 的梯度

变化及作用等∀ 在其他方面如生物体内的药物着靶!

海洋生物的细胞化学及体细胞生理生化及结构特性

的动态分析等都有广泛的应用前景∀

根据共聚焦显微镜自身的特点o其在如下几个方

面具有较大的应用前景} 如形态学方面细胞内特异蛋

白的定位及蛋白质不均匀性的研究o检测细胞内部微

管系统的运动变化o检测受精卵及胚胎中纺锤体的旋

转o利用三维重组对减数分裂过程中染色体的运动变

化进行研究o原位分子杂交的研究及原位基因 ° � ��

探测~动态研究方面对细胞生命活动过程及受精卵发

育过程中细胞内离子k≤ ¤
un o�

n 等l的变化进行测量o

神经生物学方面o刺激2反应细胞水平的研究o尤其刺

激后细胞内离子的变化及细胞膜电位的变化o胚胎发

育过程的动态变化及三维结构的重组等∀
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