
第
!"

卷!第
#"

期
! !!!!!!!!!!!

光 谱 学 与 光 谱 分 析
$%&'!"

!

(%'#"

!

))

*.G.-*.G,

*"#"

年
#"

月
!!!!!!!!!!! !

/

)

0123%41%

)5

678/

)

01236&976&

5

4:4 ;12%<03

!

*"#"

!

全内反射双通道观察双标记荧光染色的非洲绿猴肾细胞
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北京大学医学部人体解剖与组织胚胎学系分子细胞生物学与肿瘤生物学实验室!北京
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摘
!

要
!

在像增强型电荷耦合器件$

NTTP

%荧光显微成像装置上用双通道成像方法观察了非洲绿猴肾细胞

$

T;/-G

%中由
X@AB

转染的肌球蛋白
?

5

%4:7#+6

!以及
SK%86D:70

标记的细胞微丝#为观察微丝尖端的肌球

蛋白
?

5

%4:7#+6

!采用了高灵敏"低损伤的全内反射激发荧光显微成像技术!并在双通道中选用合适滤光片

组合消除两种荧光染料间的光谱串扰#实验观测到非洲绿猴肾细胞内过表达的肌球蛋白
?

5

%4:7#+6

和伸长

的微丝的分布情况!尤其是清晰观察到
?

5

%4:7#+6

在微丝上的分布#为全内反射双通道荧光成像技术在生

命科学中的应用展示了广阔的前景#

关键词
!

全内反射荧光$

VNSA

%&双通道&肌球蛋白&微丝

中图分类号!
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基金项目!国家自然科学基金项目$

#"=G>",,

!

,",#,"#*

!

!"=!"">=

%和教育部博士点基金项目$
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%资助
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作者简介!刘晓晨!女!
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年生!清华大学物理系原子分子纳米科学教育部重点实验室博士生
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肌球蛋白$

?

5

%4:7

%是肌原纤维粗丝的组成单位!在肌肉

运动中起重要作用#已有文献表明+

#

!
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!肌球蛋白家族成员

?
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%4:7#"

可通过与整合素$

:720

I

3:7

%相互作用!整合素$

:7-
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3:7

%重新定位并促进微丝$或丝状尾足!

H:&%
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%8:6

%形成#过

表达的肌球蛋白
?

5

%4:7#"

在细胞体内有分布!在细胞微丝

尖端也有分布#肌球蛋白
?

5

%4:7

家族成员有多种!因此!观

察肌球蛋白在细胞内分布的情况对研究肌球蛋白和整合素相

互作用有重要意义#在培养细胞时!细胞微丝附着在培养皿

底!因此微丝尖端的肌球蛋白也附着在皿底!且微丝尖端的

肌球蛋白很小!信号很弱!需要高灵敏"低损伤的成像手段#

常规宽场荧光显微镜由于细胞内激发背景中大量荧光分子干

扰!图像信噪比差!极难观察细胞微丝尖端上的肌球蛋白

?
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%4:7

#

全内反射荧光成像技术$

2%26&:720376&30H&012:%7H&L%304-
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VNSA

%利用入射光发生全内反射的隐失波$或衰逝波

0̀67041072J6̀0

%激发荧光分子!隐失波强度在光疏介质中

随界面距离以指数关系衰减!一般仅能激发界面附近厚
*""

7D

左右的薄层区域!即只有此
*""7D

左右薄层区域内荧光

分子才能被激发!更深层的荧光分子不会激发!从而避免了

深层荧光分子的荧光干扰!使图像信噪比和灵敏度都得到很

大提高+

!

!

>

,

!非常适合进行界面成像观察#近年来
VNSA

技

术在生命科学研究中!尤其是在界面附近探测得到了广泛应

用!比如
P(9

分子观测"细胞囊泡释放观测"膜上蛋白观测

等+

+-G

,
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本文用
X@AB

转染非洲绿猴肾细胞肌球蛋白中的另一家

族蛋白
?
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%4:7-#+6

!在本实验室搭建的增强型电荷耦合器件

$
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NTTP

%荧光显微成像装

置+

=

,上!采用
VNSA

成像方法观察转染
X@AB

的肌球蛋白

?
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在非洲绿猴肾细胞中的分布#为说明肌球蛋白和

微丝相对位置关系!同时用荧光染料
SK%86D:70

标记细胞微

丝!使用双通道对
X@AB

和
SK%86D:70

两种不同荧光染料染

色标记的非洲绿猴肾细胞同时成像#
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等其他化学试剂均购

自中国北京化工厂#直径
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的细胞培养皿购自丹麦
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细胞样品制备
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细胞传在细胞培养皿中!
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内
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转染试剂
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E

混匀!室温下孵育
*"

#

!"D:7

#弃掉细胞培养皿内原培养

基!加入无血清培养基
#'+DE

!再加入孵育好的质粒转染试

剂混合物混匀!

!GQ

培养
G

#

=K

后补约
*DE

全培$

P?X?

R#"eAT/

%#

转染
)

X@B-?
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的细胞
!.K

后!将细胞用胰酶

消化!用
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悬!接种在用浓度
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型胶原$
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下包被
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洗
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次后的玻片上!培养
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#

吸弃
10&&68K04:%7
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洗
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次!
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多聚甲醛固定细胞
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洗
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次#
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作用细胞
#"D:7
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洗
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次#

SK%86D:70

标记的鬼笔环肽
)

K6&&%:8:7

$

#d*"""

稀

释%常温染色
!"D:7

!

BO/

洗
*

次#将玻片倒扣在载玻片上!

细胞面朝下!用
H&L%3041072D%L2:7

I

<LHH03

封片!放
>Q

保存

备用#

)

K6&&%:8:7

鬼笔环肽在微丝上!所以荧光染料
SK%86-

D:70

标记的是微丝#

('?

!

成像系统

采用
VX*"""

倒置显微镜$

(:W%7

!日本%!配合
."j

('9'#'>+

的
VNSA

专用油浸物镜进行
VNSA

成像!激发光

源采 用 氩 离 子 激 光 器 $

?0&&04 @3:%2

!美 国(型 号 为

!+E9E>#+

%!输出波长
>==7D

#汞灯$

(:W%7

!日本%额定功

率
#""^

!显微镜内滤光片
P#

(

B%&
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D6

!美国%和
A

(

XD:2203=*#"#D

$

TK3%D6

!美国%#激光通过

光纤引入显微镜!调节使其沿物镜边缘入射!可在样品界面

发生全内反射产生隐失波并激发诱导样品发光#激发和成像

系统装置图如图
#

$

6

%所示!虚线方框内为
VNSA

光路图#汞

灯宽场激发滤光片
X
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+++f#*'+

%

7D

$
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!美国%!激

发光路如图
#

$
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%虚线方框内所示!采集成像光路与图
#

$
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中采集成像光路相同#荧光信号由
?026?%3

)
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软件$
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%采集成像#双通道荧光成像系统装置图

如图
#
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双波长分光器$

;

)

2:16&N74:

I

K24

!美国%滤光

片选择
P*

(

+.+7DPTbS

!通道
#

$

TK#

%滤光片
A#

($

+!+f

#+

%

7D

$

TK3%D6

!美国%!通道
*

$

TK*

%滤光片
A*
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+=+f#+

%

7D

$

TK3%D6

!美国%#

*
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结果与讨论
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!

双通道荧光成像

X@AB

和
SK%86D:70

的吸收谱和发射谱见图
*

$

6

%和$

<

%#

我们选择
>==7D

激发
X@AB

!汞灯$

+++f#*'+

%

7D

激发

SK%86D:70

!对
X@AB

和
SK%86D:70

双染色的非洲绿猴肾细

胞双通道成像#荧光显微镜中使用滤光片组
P#

和
A

+光谱图

见图
*

$

1

%,!

PL6&-$:0J

双波长分光器通道
#

$

TK#

%接收的荧

光发射光谱范围在
+*"

#

+!*7D

!由于只有
X@AB

荧光分子

具有该波段的发射荧光!如图
*

$

6

%中阴影部分所示!故通道

#

$

TK#

%接收的信号就是
X@AB

荧光分子的荧光&通道
*

$

TK*

%接收的荧光光谱范围在
+=+

#

.""7D

!

SK%86D:70

荧

光分子在该波段荧光发射光谱明显比
X@AB

的荧光发射光谱

强!如图
*

$

<

%中阴影部分所示!故通道
*

$

TK*

%接收的信号

绝大部分是
SK%86D:70

荧光分子的荧光#

8'8

!

Y)$=

和
P.+31<%7;

染色标记的细胞荧光成像

X@AB

和
SK%86D:70

双染料染色的两个非洲绿猴肾细胞

成像如图
!

$图像已用
?026?%3

)

K

软件去卷积处理%#通道
#

$

TK#

%显示的是
X@AB

荧光信号!表示肌球蛋白
?

5

%4:7#+6

在细胞内的分布!除在胞体有分布外!胞体周围也有$图
!

TK#

中白色箭头指示的绿色亮点%#通道
*

$

TK*

%显示的是

SK%86D:70

荧光信号!即表示微丝
H:&%

)

%8:6

的分布#图
!

中

的
;̀03&6

5

是
TK#

和
TK*

的重叠像#从重叠像可以看到肌球

蛋白
?

5

%4:7#+6

除分布在胞体外!还分布在微丝尖端上$图

!;̀03&6

5

中白色箭头指示的绿色亮点%#

实验表明
?

5

%4:7

家族中的
?

5

%4:7#+6

和微丝在细胞中

的分布位置与文献+

#

,中
?

5

%4:7#"

的分布相似!揭示
?
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4:7#+6

的作用可能与
?
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%4:7#"

相似#对
?

5

%4:7#+6

的生物 意义还需要进行更深入的研究#

$%

&

'8

!

9

4

;:-*1+/-.;-,+/6>+*+:.*+<;5173!($$%6-;*>5;3%7-.;,+*O'

$

1

%

025+*

4

-%+7173/6>+*;5:;7:;;<%55%+75

4

;:-*1+/Y)$=

$

2

%

025+*

4

-%+7173/6>+*;5:;7:;;<%55%+75

4

;:-*1+/P.+31<%7;

$

:

%

9

4

;:-*1+/!(

!

$$%6-;*>5;3%7-.;,+*O

$%

&

'?

!

$6>+*;5:;7:;%<1

&

;5+/N"9QD:;663+>26;Q5-1%7;32

J

Y)$=173P.+31<%7;'N.(

(

$6>+*;5:;7:;+/Y)$=%55.+,7%7

&

*;;7

!

%73%:1-%7

&

S

J

+5%7(A1

&

N.8

(

$6>+*;5:;7:;+/P.+31<%7;%55.+,7%7*;3

!

%73%:1-%7

&

/%6+

4

+3%1

&

"F;*61

J

(

"F;*61

J

%<1

&

;5+/

N.(

!

N.8'

$

1**+,5

(

S

J

+5%7(A16+:16%V;31--.;-%

4

5+//%6+

4

+3%1

%

9:16;21*

(

(K

!

<

!!

近年!多色成像技术$

DL&2:1%&%3:D6

I

:7

I

%迅速发展!并

在生命科学中得到广泛应用+

G-#"

,

!本实验室
NTTP

实时荧光

显微系统双通道成像能同时对不同荧光分子进行成像!为下

一步跟踪观测多荧光染料标记的活细胞内分子运动打下基

础#

!

!

结
!

论

!!

利用高灵敏成像
VNSA

技术和双通道成像方法!选用合

适滤光片组合消除了
*

种荧光染料间的光谱串扰!实现了

X@AB

和
SK%86D:70

双标记染色的非洲绿猴肾细胞成像#清

晰观察到过表达的肌球蛋白
?

5

%4:7#+6

和微丝在细胞内相

对位置分布情况!以及分布在微丝尖端上的肌球蛋白的状

况#该方法还可以满足长时间高灵敏观测活细胞的要求!在

生命科学中具有重要的应用前景#
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