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同方式进入细胞，细菌与宿主细胞之间的相互作用

始终贯穿其中。同时，在进入宿主细胞过程中细菌

所分泌的一些毒力因子已成为进行细胞微生物学研

究的工具，有助于人们进一步探索肌动蛋白细胞骨

架系统的功能，同时也为发现新一代抗菌药物靶点

提供了方向[刑。

摘 要

细菌进入非吞噬细胞的机制包括拉链式机制和

触发式机制 。 细菌的效应因子或毒力因子激活宿主

细胞信号转导系统，引起肌动蛋白细胞骨架改变，从

而进入非吞噬细胞。拉链式机制中，细菌通常需与

宿主细胞相应受体结合，且不引发宿主细胞骨架大

规模重排;触发式机制中，有更多细菌成分参与其

中，且迅速引发大规模宿主细胞骨架反应，引起宿主

细胞形态发生明显改变。 两种机制中均贯穿着细菌

因子与宿主细胞肌动蛋白细胞骨架成分之间的相互

作用。 这些机制为研究细菌致病以及探索新一代抗

菌药物提供了理论基础。
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单个活细胞分析技术进展 祷

肖松山 范世福 李小兵江圣栋

(天津大学生物医学工程与科学仪器系 天津 300072) (中国科学院生物物理研究所北京 100101) 

一、单个活细胞分析的重要意义

一切生物从单细胞到高等动、植物都是由细胞

组成的，细胞是生物体和生命活动的基本单位。因

此，研究生命活动过程的本质 ，需要从生命有机体的

基本单位一一细胞着手。 ló65 年英国物理学家

Robert H∞ke发现细胞结构，将人类的认知视野史

无前例地带进细胞这个微观世界[ 1 ] 。 随着生命科学

的不断发展，人们不仅可以在"死"的状态下研究细

胞的结构和组成，而且已经开始在"活"的状态下研

究细胞的功能以及生命活动现象。细胞的新陈代

谢、呼吸作用、光合作用、信息传递、跨膜运输等生命

活动都与细胞"活"的状态有关[2] 。研究活细胞的性

质是研究生命活动规律和本质的关键所在。 单个活

细胞分析对于研究细胞的结构和功能、生命活动的

规律和本质、疾病的诊断、药物的设计具有十分重要

的意义，甚至有望回答生命的起源等一些悬而未决

的问题。 单个活细胞分析不论对细胞生物学基本理

费国家重点自然科学基金资助项目 (397301760 - II )。
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论研究还是对实际应用都具有十分重要的意义和价

值。因此，用于研究单个活细胞的分析技术本身也

已成为生命科学中的一个重要课题。

二、单个活细胞分析技术进展

活细胞是一个由电磁场能量转换支配着的互相

联系着的时空结构，细胞处于时间和空间的多维空

间，细胞分析具有多维性[2] 。细胞的体积小，细胞内

的生化反应速度快，一些重要的生物活性分子的含

量低，不具有传统检测和分析方法所熟知的典型物

理化学性质。因此，单个活细胞分析手段的基本要

求和特点是:实时 、连续、快速、高灵敏度、高分辨率、

无损或微损检测。

目前已用于单个活细胞分析的技术和方法主要

有显微分析及显微操作技术、数字图像技术、荧光分

析技术、流式细胞技术、微电极技术、膜片钳技术、光

慑技术、蒙特卡洛方法等。

1.显微技术

显微镜一直是观测细胞形态、结构和生命现象

的有力工具。 Robert H∞ke首先运用自制显微镜观

察到标树皮具有细胞结构。 在此后的 300 多年里，

各种显微设备在细胞生物学和分子细胞生物学实验

中得到了广泛应用。 最早发展起来的可见光显微镜

将人们引人到一个以前一无所知的单细胞世界。后

续发展起来的暗视野显微镜、相差显微镜和微分干

涉显微镜可以观察到较大细胞器及其运动。结合活

体染料或荧光染色可以对核酸、蛋白质和一些酶或

受体等生物大分子进行定位观察。近年来，显微技

术在空间分辨率、检测灵敏度、图像与数据的记录和

处理等方面获得了长足发展。

(1)共焦显微镜 共焦显微镜以激光扫描技

术为基础，其照明光经过光源针孔再聚焦，在透明或

半透明样品中某一深度形成一个光点。 其反射光经

聚焦后需通过观察针孔才能到达像平面。在样品中

高于或低于焦平面的反射光以及杂散光都被滤掉。

由于针孔非常小，甚至挡住了光点的衍射环，因而使

得共焦显微镜的空间分辨率超过了常规光学显微镜

分辨率的极限[3] 。共焦显微镜已成为活细胞结构和

细胞生理行为研究中重要的检测和分析工具。

利用共焦显微镜进行单个活细胞分析，一般来

说，首先应获得试样的系列"光学切片"，然后对这些

"光学切片"进行三维图像重建，给出观测对象的三

维空间信息。结合荧光探针、时间分辨荧光技术、寿

命荧光技术，能够提供 200nm 空间分辨率、毫秒级

时间分辨率和 10 - 9 mollL离子浓度变化的三维重

构图像。 可以获得单个活细胞尺寸、形状、细胞膜和

细胞器等结构信息，也可以获得细胞膜及细胞质流

动性、膜电势、细胞内及细胞器内离子浓度如Ca2 +

的三维空间分布图像[4] 。

(2) 扫描隧道显微镜和原子力显微镜 扫描

隧道显微镜(STM)利用"隧道效应"实现对生物试

样表面形貌的观测[5] 。当 STM 探针在试样表面上

方附近作扫描运动时，隧道电流对空气隙的宽度存

在指数依赖关系，因此隧道电流的变化可以反映试

样表面的形貌。应用 STM 进行单个活细胞分析，

往往需要在生物试样表面沉积一层极薄的导电膜 ，

以增加 STM像的可视性。

与 STM 不同，原子力显微镜(AFM)可以观测

绝缘试样[6] ，它的探针安装在柔软且具有弹性的微

悬臂上，扫描过程中探针与试样表面原子的相互作

用力使微悬臂偏转，通过检测悬臂状态的变化可以

测得试样结构。

STM 和 AFM 具有独一无二的原子尺度超高

分辨率，己能直接用于亚细胞结构和 DNA、RNA 和

蛋白质等生物大分子构像的研究[7] 。因此，在单个

活细胞的分析中，可以获得这些生物大分子构象的

动态变化信息 ，为活细胞的生命活动、生化反应等提

供分子水平的解释。

(3) 软 X 射线显微镜 软 X 射线显微镜的

空间分辨率处于光学显微镜和电子显微镜之间[2] 。

与传统的电子显微镜成像不同 ， X 光显微镜成像术

可以使分析试样保留在空气或水中，因此成像 X 射

线显微镜可以对单个活细胞的动态过程进行检测，

并对单个细胞的元素分布进行定量测量[8] 。 此外，

配合 X射线晶体学方法，还可以获得蛋白质等大分

子的三维结构信息，但进行检测时，首先必须制备能

对 X 射线产生强衍射作用的晶体， 因此具体应用时

受到一定的限制。

(4) 双光子激发荧光显微镜 由于非线性激

光技术的发展，特别是飞秒激光的应用使得双光子

激发荧光成为可能。双光子激发荧光是指一个荧光

分子同时吸收两个光子的能量经内部转换后发出荧

光，其原理如图 1 所示 。

由于双光子激发的特殊性使得其只能在焦平面

上才能得到激发荧光，不但图像的杂散光少而对比

度高，而且还同共焦显微镜一样具有纵向分辨能

力 [9] 。由于双光子激发荧光显微镜激发光一般采用

700 - 900nm 的近红外光，而生物试样对近红外光
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激发态

基态
(a) (b) 

图 1 单光子吸收和双光子吸收示意图[9J

(a)单光子吸收， (b)双光子吸收。

几乎是透明的，从而有效地去除了杂散光的影响，同

时大大降低了光毒性，使试样褪色的时间大为延长，

更加适合"活"细胞的分析，给活细胞的荧光图像带

来了革命性的变化[9] ，使荧光分析方法焕发了青春。

值得一提的是，尽管双光子荧光显微镜十分昂贵，但

我国目前至少已经拥有三台，为研究人员提供了必

要的技术设备保障。

(引起声显微镜 超声显微镜是利用超声波

与物体相互作用时能透过物体的特性，结合激光、压

电换能和信息处理等技术发展起来的一种新的显微

工具。 它能将超声信息变换为电信息，加以放大后，

可以在电视或计算机屏幕上对超声显微图像进行直

接的观察。 超声显微镜能够用于观察细胞的细微组

织结构。 工作时，一般将样品放在水中，因此有利于

活细胞的分析，但如何解决亲水性生物大分子带来

的不利影响还值得深入研究。 此外，在观测过程中，

超声波对于活细胞的损伤同样值得关注。

除以上介绍的这些典型的显微设备之外，近场
光学显微镜[ 10.11 ] 和一些自制的特殊显微设备[12] 在

单个活细胞的检测和分析中也得到了很好应用。

2. 数字图像技术

用于单个活细胞分析的数字图像技术是在显微

镜基础之上，随着光电检测技术 、计算机技术、图像

处理与识别技术的进步而逐渐发展起来的。 由于

CCD 在分辨率、动态范围、灵敏度、实时传输等方面

具有较大优越性[ l3] ，因此目前数字图像技术主要是

运用 CCD将显微镜所成的图像按照一定速率和精

度通过图像采集卡采集到计算机内存或硬盘，然后

利用特定的图像处理和分析软件对图像进行处理和

分析，得到相应的结果，如图 2 所示 。

图 2 是我们研制的一套数字荧光显微图像系

统。 其中摄像器件采用的是 PI 公司的 MicroMAX-

5MHz-782Y 型致冷 CCD[ 1 4 ] 。 随着电子技术和半导

体制造技术的不断发展，目前科学级的 CCD 单项性

能指标可以分别达到[ 1 5. 1 6] . 空 间分辨率: 4096 x 

-es . -. . . . . ' -' 
啕

-''''' 

样品

图 2 数字荧光显微图像系统的框图

4096 像素;时间分辨率 :4000 幅句l、以上;数据精度:

"位;检测灵敏度: 10- 5 Lux 以下。 CCD 的优越性

能使得其在单个活细胞的检测和分析中得到了广泛
应用[ 1 7 ] 。

数字图像技术的最大优势在于可以方便、客观

地记录和分析观察对象，特别是"活"的对象的二维

动态信息。 利用其进行单个活细胞分析，首先要实

时记录运动对象的动态过程或观测区域随时间的变

化过程，然后再利用"动态图像分析技术"或"时间序

列图像分析技术" [ 1 8]得到相应结果。 利用数字图像

技术，我们实现了对 LDL 受体等膜生物大分子实时

运动状况的跟踪，以及对细胞内有关离子浓度随时

间变化状况的检测。

3. 荧光分析技术

荧光的灵敏度高、特异性好，在细胞生物学中的

应用已有多年。 但其强大的分析功能在单个活细胞

结构和功能的研究中真正得以应用还要归功于特异

结构荧光探针及其装载方法的进展，同时，微弱荧光

信号的检测 、分析和处理方法的发展也为其提供了

必要的技术支持。

荧光探针将活细胞光学特性与生物学特性紧密

地联系起来，对研究细胞结构、生理行为、物理化学

特性极为重要。 目前荧光探针技术已发展得相当完

善，利用适当的荧光标记物，可以对细胞器、细胞膜

元素的运动 、细胞膜电位、离子浓度、酶活性和基因

转移等进行有效的观测[ 1 9] 。 将荧光标记了的蛋白

质、多肤、激素、毒素、抗原等生物大分子注入细胞体

内，通过检测荧光来研究活细胞的结构，研究细胞内

生物大分子之间的相互作用及其机理。 利用绿色荧

光蛋白 (GFP)及其衍生物研究细胞内反应动力学、

原位跟踪细胞的运动、选择性地杀死被 GFP 表达的
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细胞已成为荧光分析技术应用研究的热点[20] 。此

外利用荧光分析技术，配合电泳等分离手段，还可有

效检测细胞的化学组成。

荧光分析技术作为单个活细胞最基本的分析方

法之一，伴随着染色技术和检测技术的不断发展，必

将焕发出新的活力 。

4. 流式细胞术

流式细胞仪集激光技术、计算机技术、机械、电

子学 、流体动力学和细胞化学染色技术等技术于一

体，是能够对高速流动的单粒子样品进行快速多参

数定量测定和"群体"细胞分离的现代生物医学仪

器。 它的发展和应用给生物和医学研究带来新的动

力 。 用传统的显微镜进行细胞测量需要几小时才能

测出上百个细胞，而用流式细胞仪进行细胞测量和

分析的速度可达到 3 X 105 个/分钟。目前国内引进

的商品化 FACS 流式细胞仪已达 200 多台。 我国科

学家林波海等也于 20 世纪 80 年代成功地研制出了

具有自主知识产权的流式细胞仪[2 1 . 22 ] ，并通过对仪

器本身和细胞样品制备技术的不断改进，使得其能

对细胞试样进行快速定量测量。 基于流式细胞术，

利用特定的荧光染料可以实现对特定参数的测定，

如细胞周期和倍体分析、细胞表面标志的检测、细胞

内 pH值、细胞内离子浓度 、细胞膜电位 、DNA 和蛋

白质含量的分析等[2 1 -23] 。 荧光探针的发展还将进

一步拓宽流式细胞仪的应用，但其对同一细胞的连

续观测及其动力学的测定仍难以解决。

5. 微电极、电压钳和膜片钳技术

微电极具有响应速度快、灵敏度高和能够准确

定位检测等优点。 随着精密制造技术和检测技术的

不断发展，现在微电极的探头可制作到微米级甚至

纳米级国] ，最小检测电流可达到 1O - 16 A。 应用微电

极技术进行单个活细胞分析的关键问题之一是要降

低微电极对活细胞的损伤。 80 年代中后期，显微操

作技术的发展使得微电极可以在不影响细胞生理功

能的情况下插入细胞体内，从而实现了对单个活细

胞的微损检测。 微电极技术非常适合细胞或亚细胞

微环境分析、实时定点定量检测单个活细胞内电活

性物质的含量及其变化。 活细胞具有多种维持细胞

生物活性的电化学活性物质，所以微电极技术在单

个活细胞分析中的应用对阐明细胞内发生的生化反

应具有重要意义。 利用微电极技术不但可以实现对

细胞内自由离子和电活性物质的测定，而且能够对

外排作用[25 ] 、受激释放作用[26] 、光合作用[川 、细胞

膜渗透作用和细胞内神经信息的传递[圳 等生物学

事件进行深入研究，并且取得了一些富有意义的研

究成果。

电压钳一般使用两根微电极，其中一根电极插

入活细胞内，以记录跨膜电位;用另一根微电极注人

适当电流。 当跨膜电位突然变化到某个选定的电压

值时，通过负反馈放大电路输出电流注入到细胞内，

使膜电位在一定时间内维持在一定水平上。 观察在

这个过程中跨膜电流的变化，从而得到电流和电位

的关系以及电流的动态变化规律。 用这种方法可以

测量钙 、铀等离子通道电流[却] 。

膜片钳技术是在电压钳技术的基础之上发展起

来的一种新技术，是将尖端仅为 1 微米的玻璃微电

极吸附到细胞表面上，对微电极施加负压，微电极与

细胞膜形成高于 10G 欧姆的高阻封接，可记录到膜

上皮安级的离子通道电流。 膜片钳不仅可以观察离

子通道电流，而且可以方便地对细胞进行电压钳制

和电流钳制，与分子生物学技术相结合还能进行离

子通道和受体分子结构和功能的研究[5 ] 。

需要说明的是:如何避免微电极对活细胞的直

接微小损伤以及电压钳和膜片钳的间接损伤仍然值

得认真研究。

6. 光摄

当具有梯度光强分布的激光光源垂直照射到可

极化材料如生物大分子等物质时，由于生物组织对

光的吸收、反射和折射作用，使得光源中光子动量的

方向发生改变，并产生水平方向上的分量[约3] ，其

效果相当于在水平方向上生物组织获得了一个推

力。 尽管它的大小只有几 10 - 12 N ，但如果能够排除

分子热运动的影响，对于操控细菌和生物大分子已

经足够。利用光慑进行单个活细胞分析，正是通过

检测这些"力"的分布状态来确定有关信息。

AT&T贝尔实验室的 Ashin 和他的同事首先

研制出了能对显微粒子进行操控的"光慑叫到]。 现

在，光慑已成功地用于实时、高分辨地观察单个活细

胞骨架的三维网络结构、细胞连接和细胞间相互作

用。 定量检测细胞骨架张力和弹力是近年来光慑技

术在单个活细胞检测和分析中的又一重要应用[到] 。

7. 利用蒙特卡罗方法进行单个活细胞分析

蒙特卡罗方法，又称随机抽样技巧或统计实验

方法，是随着科学技术的发展和电子计算机的发明

而被独立提出来的。 蒙特卡罗方法不是通过真实的

实验来完成的，而是抓住事物运动过程的数量和几

何特征，利用数字方法来加以模拟，即进行一种数字

模拟实验。
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蒙特卡罗方法可直接用于具有随机性质问题的

分析，如对 LDL 受体运动状况的研究。 对于不具有

随机性质的问题，首先要转化为随机问题，然后再建

立其运行过程的理想模型。活细胞系统本身的复杂

性，特别是一些问题目前难以通过实验方法加以解

决，为蒙特卡罗方法提供了广阔的应用空间。Sax­

ton 首先将蒙特卡罗方法用于单粒子追踪实验，并

取得了丰硕的研究成果[32-剖，如对 LDL 受体在细

胞膜"栅栏"中运动状况的分析，对 LDL受体扩散常

数分布的研究，对细胞膜表面"地形"的研究和 LDL

受体与细胞骨架之间的相互作用关系等，取得了科

学实验难以取得的研究成果，达到了与科学实验相

得益彰的目的。 可以预见，蒙特卡罗等计算机模拟

方法将在生命的起源、思维的过程等异常繁难的研

究领域发挥重要的作用。

8. 其他检测和分析方法

除用光衍射分析、光散射分析、Coulter 换能器、

电阻脉冲技术测量悬浮细胞的大小外，还可用离子

选择性微电极测定细胞的体积，利用细胞形态生物

传感器[2 ] 实时、连续、定量检测细胞的形态变化;利

用色谱、质谱和色-质联用技术实现对细胞的分类、

筛选和细胞器 、细胞质各组分的测定;利用中子反射

法研究蛋白质与细胞膜的相互作用;利用表面质粒

共振旋光原理[2] 的生物传感术还能对蛋白质，蛋白

质、蛋白质-DNA、配体-受体间特异相互作用的动力

学和功能进行实时和无标记测定[2 ] 等。

三、展望

展望 21 世纪，生命科学将发展到基因和分子生

物学水平，从而对单个活细胞的分析提出新的要

求[2] 。单个活细胞内各组分的联系及其作用机理研

究将推动生命本质的探索;活细胞之间的通信和识

别、单个活细胞生物学事件和生命活动过程的研究

可能对思维的研究，特别是对生物计算机的研制具

有重要指导意义。 联合多种检测和分析手段，有望

获得单个活细胞更为丰富的结构和组成信息以及生

命活动的动态信息。 配合计算机模拟技术，可能在

细胞水平上对生命起源的过程和条件进行解释。 经

过各学科科学工作者的共同努力，发扬"大科学"时

代所需要的紧密协作精神，甚至有望为细胞建立一

套类似于"数字地球"的数据信息系统一一"数字细

胞"，从细胞整体水平、亚显微结构水平和分子水平

等不同层次和学科将目前关于细胞研究的成果有机

地结合、集成起来，最大限度地为相关工作人员提供

信息和服务，以为单个活细胞的分析乃至整个生命

科学研究的进展奠定坚实的基础。

摘要

单个活细胞的分析是生命科学领域的研究热点

之一。 本文叙述了单个活细胞分析技术的现状，并

对其发展方向进行了展望。
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肝细胞培养方法研究进展

陈慧梅廖红高静

(南京大学医学院南京 210093)

肝细胞分离、培养是一种研究肝脏和肝细胞的

良好方法。 虽然离体培养的肝细胞没有完整机体所

存在的神经体液调节作用的影响，却可利用控制其

外环境的理化因素实现稳定条件下药物和其他作用

的观察及监测，从而用于多方面的研究:肝细胞和其

他细胞之间的作用;肝细胞对外界剌激的反应、药物

对细胞的作用、细胞内产物的分泌;细胞内胞质的活

动和胞质与胞核之间的流动等。事实上肝细胞培养

是简化、分析肝细胞功能的有效方法之一，已广泛应

用于病毒学、免疫学、细胞毒理实验、临床医学及生

物技术等各方面[ 1 ) 。

60 年代初， HilI is 等人成功地培养了人胚胎肝

细胞。 30 多年来，肝细胞培养技术已由外植块培养

发展到单一细胞成分培养、由短期培养到现在的长

期培养。 本文就肝细胞分离及培养技术的发展、演

变、特点和面临的问题作一综述。

一、肝细胞分离方法

1.机械分离法

(1)直接剪切法 1961 年， Hillis 等最早进行

了人胚肝细胞培养(2) 。 将手术取得的肝组织切成小

块，直接置于简单培养液中即可。此方法操作简单 ，

成本低，所分离的细胞膜上的蛋白质成分性质不易

改变。 但外植块上长出的上皮细胞时间长，各部分

间不均一，获得的肝细胞数量也有限。成纤维细胞

也会迅速增殖，在其增殖与分化的过程中，与肝实质

细胞形态相似，不易区分，从而难以观察肝细胞的数

目和生长 、分化程度。 此外，未分化的细胞在培养过

程中其分化及功能的获得与正常肝细胞有一定差

异，因而此法显得比较局限(3 ) 0 Watanabe , Alexader 

等也进行了类似的培养，在细胞呼吸作用研究及形

态观察方面有一定进展。

(2) 剪切消化法 此法将肝脏直接分离置于

冷的培养基中，剪碎，加入溶解的酶(多为膜酶或胶

原酶)破坏肝细胞间的连接，再经震荡、沉淀，最后在

上清液中得到游离的肝细胞悬液(4) 。此法操作简

单，在成年肝与胎肝中均有采用，仅在酶的浓度和消

化时间上有细微的差别。 一些实验室采用该法，用

于肝细胞功能和对外界的反应等少部分研究，但有

许多不足之处。 若采用成年鼠肝脏:由于成年的肝

组织连接多而紧密，分离困难，刀剪的机械损伤，使

得细小组织块周围的肝细胞多受损，不易成活;消化

时，中心的细胞未分离，周边的常消化过分而被破

坏。 若用胚肝培养时，又有细胞未分化的缺点，成纤

维细胞大量增生。 此外，细胞多呈团块，混有大量血

细胞，故不常采用。

2. 门静脉灌流消化法

分离肝细胞的关键是破坏细胞之间的紧密连

接，以获得实质细胞。 Howard 等首创用胶原酶和透

明质酸酶共同灌流肝脏，提高了分离的肝细胞的存

活率。以后，又发现胶原酶也可消化 、分解大白鼠胎

肝以及人胚肝[5) 。 此法不断被改进及应用，将分离

的肝细胞存活率提高到了 80% 。

1971 年， Williams 等建立了用胶原酶、EDTA 联

合灌流分散肝细胞的方法。 许多学者也随后进行了

研究， Segalen 首先将 EDTA 先灌流过肝脏，后用胶

原酶分离肝连接，形成了经典的门静脉二步灌流

法[6];现在，各种肝脏灌流的基本方法多为:先从门
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