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荧光源自恢复技术在细胞生物学中的应用警

张孔华

(中国科学院上海细胞生物学研究所)

近十几年来， 荧光冻白恢复( Fluorescence 

photobleaching recovery , FPR ) 技术的迅速发

展， 并与其它新技术的结合， 为研究院的流动

性提供了新的手段[IJ 。 目荫， FPR 技术巳广

泛应用于定量测定人工膜、 细胞膜以及细胞质

分子的二维运动。

FPR 技术的基本原理是用荧光探针进行

标记，强激光脉冲照射， f吏待测细胞表面的微

区(小于 10 μm2 )上的标记分子产生不可逆的

光化学琛在1 ，随即用微弱激光束监测漂白区域

的荧光恢复过程。由于该区域内外标记荧光分

子的彼此随机扩散或流动， 从而可获得一条以

时间为函数的 FPR 动力学曲线。通过 Axelrod

等 [2J的理论模型， 从 FPR 曲线可获得以下的

信息:1. 运动过程 的类型是 随机扩散还是定

向流动。 2. 计算出扩散系数(D ) (本方法测量

的有效扩散系数范围在 10→_-10- 12cm2j时， 或

流切速度。 3 . 测定出被 标记分子的可动及不

可动部分的比例。这些信息将有助于了解它们

的运动方式、功能以及与其他分 子的相互关

系。

关于 FPR 的方注- 学丰1] FPR 别 细胞的影响

等问题可参阅盲íjy，y ， 3 J 。 本文拟就 FPR 技术在

细胞生物学中的应用 ， 刊简略地i仓注。

}、姐胞膜!fl分子的运动

1.膜组分的扩散速度[4J FPR 测量表明 ，

人工膜和绝大多数细胞膜上脂j贞的扩散系数均

为 10- 8cm2js ， 个别的 << 10- 10cm2js(见后) ， 这

与电子顺磁共振波谱测量的值相同。细胞膜蛋

白质的扩散系数则 在 10- 9-10- 1 2cm 2js 之间。

大部分蛋白肤的扩散系数;:s 10-lOcm2js ， 可动

组分三580%，少数的 < 10 - 1 2cm 2js ， 日11 在 FPR

测量时间 内几乎不动。这些结果反映了生物膜

结构流体性的特征和动态性质。同时也说明大

多数膜蛋臼质在膜平面上的扩散温动， 是有一

定限制的。 Suffman 和 Delbuck 通过一个简单

的流体动力学模型，求解蛋白质的侧向扩散速

率。计算表明，蛋白质分子的大小刘扩散速率

的影响很小，仅受磷脂双分子层的粘滞度限制。

常 本文承蒙fvpj国彦教授指导，特比致谢.
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Hughes 等[ 5 ]发展了 Suffman 模型，进一步证

实当缓冲溶液的粘泊度为 1-2Pq白 )~介质粘

沛度为 0.1-0 . 2 P I时， 模型 预测的扩散系数

(1 0- 9一 l O - Bcm 2 fs)接近于某些蛋白质的测量伯 η

因此，从理论和实验 上弄洁楚限制膜蛋白分子

扩散运动的因京， 布生物学上是很有意义的 。

2 . 阻滞膜蛋白分子扩散运动的因素 [6 斗]

(1) 膜的粘精度和蛋白质浓度的影响 对

DMPC(二豆去眈磷脂眈阻碱) 双分子层中的细

菌视紫红民的 FPR 测量表明 ， 增加膜的粘滞

度 12 倍， 蛋 白质的扩散系数降低约 5 0 % 。 同

样， 减少脂质/蛋白版的克分子比 ( 2 1 0~..3 0) ，

相应的扩散 系数也减少 ( 3.4->O.15X 10 - !Ocm2 

/时 ， 这完全与模型预测的值相吻合， 但对脂

质流动性的影响就小街多。 又如11. 泣用冰凉蚀

刻电镜观察证明 ， 在线;性体内膜上， 当膜 |气颗

粒 ( IMPs )密度从 G400/μm2 减少至 2 4 00'/μm2 ，

IMPs 的扩散系数却明显增大(1 . 3 x 10 - 1ocm2/ s 

• 3 . 35 x 10 - 9cm2/的。 新近 Chaztte 和J Hacken­

brock 的 FPR 研究进一步证实， 通过纯脂质囊

j包与线粒体内快的融合，使脂质浓 度增加 7

倍 ， 结果脂月!-t牙[ 1 纠合物 E 中蛋白质的扩散系数，

分别从 4 x 1 0-9cm2/s 和 7 x 10- 1ocm2/ 1iì 增加 至

约 1.3 x 10 -scm 2/s，此{在接近于蛋白质分子的

"自 由 "扩散系数。

(2) 蛋白质分子之间的聚合相聚集(aggre­

gation )作用 人为地加入国己休(植物凝集素 、

抗体、 激素和毒京等) , 使相应的受体结合或

聚集可抑制l糖蛋白受体的扩散运动。

( 3) 细胞'首架和外周结梅可直接限制和调

控膜蛋在I J0分子的扩散速率 表 1 提供了充分

有力的证据并得出以下结论: (1) 最大的限制

来自细胞骨架。以红细胞对例 ，使细胞骨架中的

血影蛋白 (Spectrin) 缺缸， 或者降低磷酸级冲

液的 J虱子强度 和增加Üi且度 ， 以解聚 Spectri n ，

都会使区甜; 3 (Band :-l)蛋内的扩散宗数Jf/，'快 5 0

倍左右， 按 j1Î视紫红质的扩散系数。 Tsu j i 和

Ohnishi 研究了'红细胞的骨 架网络对 Band 3 扩

散的限制模式， 进一步证实 Band 3 的运动与

Spectr_in 的聚合状态有关。实验表明 ， HJ膜蛋

白酶酶解 Band 3 的细胞质 区段， w下 内段约

110 kD 的多肤， fì6 1")1 显地使 Bnnd :3的扩 散这

二字增加至 4. 0x 10-locm2/ s, 近似于 Spectrin

iI!R:损型中的数值。 (2 ) Jlti外同结构限制 的 )~

响。 视紫红质可视为特例， 没有外归结构不受

任何干扰与限制， 衷:扩散系数达到蛋白质分于

扩散速半的极限。 (3) 民蛋白山在:[f ~n腕上的

扩散速卒远大于天然膜上的缸，接近于脂质的

扩散系数。 Webb 及其同事， 在:Ni经肌内的乙

眈胆碱受休， 淋巴细胞的 H-:2 Jù~Vf{ 和成 纤住

细胞的 LDL 受体上， 通过解除微丝与细胞膜

的连接，使民膜形成膜炮(membrane bkbs ) ，测

知膜j包上膜蛋白的扩散汪汪东均为之 10- 9cm 2/s ，

并可消除不可扩散 部分， 佼荧光 恢 复 达

100% 。

最近报道， 有些实验室m基因克隆的位点

突变技术(Site-directed mutngcnes is ) 造成膜上

胞质区域的位 点片断的缺失， 通过 FPR 研究

胞质区段突变对膜蛋白质 侧向扩散 运动的影

响。实验表明，鼠组织相容性抗mq日表皮生长因

子 ( EGF)的胞质区段中践基的缺失，对抗原和

EGF 受 休的扩 散 系数有弱的影 响。例 如

A 4.31:细胞 膜上 EGF 受体 赴一和fl 分子量为

170 kD 的糖蛋白 ， 它的胞质区段是: 由 542 个

袋 1 膜噩白质在腹上的扩散速率的比较[7 J

扩散系数(cm2/s)

膜蛋白质 天然膜 细胞骨架缺损 DMPC 重组膜
区带 3 (红细胞) 5 XIO - 11 2 XI0-9 (1 -2)X I0- 8 

乙限阻础受体(横纹肌) 王三 10 - 12 ~3 X 10 -9 (1 - 3) X ]0- 8 

7阻紫红质 (视杆细胞夕|、段 ) 4X IO -9 4X I0 -9 2;< 10-8 

---喃-- ‘--_._----……---叩句叫"山宁叩伊担-~~-..._.. .山a町-响血--_. -息"由--喃--、-白白--.--幽幽翩--帽蝇---嘈.桐'‘且'圃._-
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l;i ru~以 :1 '. {:i l_J!\~ 的投JJiJJt 区段， 通过突变使其

i只 白 干J 9 个{;，( ~，~耻 ， 这种 fiìl~失不会影响 EGF

受休突变件的侧向扩散系数， 但降低 EGF 受

体介写的的吞边字。类似的实验也用于研究疤

痊性口炎航导(VSV )突变基因编码的 G蛋白 ，

突变休G 蛋白的扩散东数为 2 x 10 - l ocm 2/ s, 

接近于讲巳细1自由:膜上免疫球蛋白的扩散系

数。

3 . JWf脂和~~蛋白分子扩散运动变化的生

物学意义

( 1)受住的研究[ 1] 微光电视观察表明 ，

照鸟去和表皮生沃因子与受f，i':1.iJ 互作用后形成

的自己作一去抖'复合物， 在 23 0CI发 37 0C，随机分

散在院 . t 扩散运动， 并快边只ilL在被 j民凹 ( coated

pit s )处聚集戊挠， 随后通边内吞过程进入细胞

内。受体在细胞内右'过程中经榕酶体被降解。

FPR 对七述的配休一受休复合物的扩散运动进

行了定市训立， 结果表明膜岛素和表皮生长因

子的扩散系数是相同的，均为 3---' 5 x 10- 10cm2 / 

s(2 3 0C) ， 可动组分在 40-80% 。当温度上升至

37 0C的几分钟后， f: :ì.堂的去休运动变为不动，

扩散三数i;1' 低为 10 -11__10 -- 1Ûcm2 / s ， 受体可动

组分小于 10%。显然， 实验表明受休扩散iEE

率是由于市!{+:一受体复合物的聚集和内吞作用 ，

或朽元两者兼而有之的作用所引起的。激素一

受休42合驰的聚集和|与吞对温度是灵敏的 ， 在

温度 11 oC !I才杖完全抑制。例如对癌细胞 A 431 

表皮~J:. -l乏!到 平受体阿进行的侧向手I阶Óf: 4'0扩散之

间相关性的研究， 证实了占有受体 ( occupied 

reCf'pt or) 的 JI:]， I: J主也聚集和 l 内吞作用对温度也是:

敏感的。在'! oc 时，扩散相关f时间为 25-50 闷，

只有单个;文元 一 3 个受体分子形成聚集， 而在

高温 22 0C 扰 :noc ， 扩îi'( 相关时间为 30 0μs，

估计右 10-50 寸受体分 子形成究集， 随后 r;']

吞。 k这主说明 王寻羊茨、J乙牛'-皮生长因子受f休拉不存在扩口散k速豆卒率F严-

的限i击制打扣圳Ij儿， :t注c\~矛利i才|咛、三皮生长因子受体的聚集一一司内

石荠.才{刊作1乍:川 被i认，\人飞飞、 ;二vLUU4， 7芫可巴-一 =11'Z:俨"

tion川lο) "的机i制1)归削Jf刮h11iυ， iJ对fíl1!发细胞生物效应可能是

有意义的 。

另:JJrf 报道， Eariséls[ 9] J!.ìïJll FPR 、 流式细

胞计和 'Ì;- ! 算机棋拟的方浊， 1iJ I 究淋巴细胞在抗

原(Ag) 刺激下所形成的复合批以 及细胞的反

应。例如用抗体 (R)组合的小鼠细胞m DNP­

Ags( 包括 DNP 聚合的鞭 王蛋白和 DNP-线性

萄聚糖)剌激后 ， 106个细胞中有 420 0 0 个 细

胞分化为分泌 19 的细胞， FPR 实验表明 R-Ag

复合物的侧向扩散和恢复与 Ag 浓度有关， 扩

散系数在 (1。一 5 ) x 10 - 11 cm2/ s 时细 胞激 活效

果最佳。

(2) 在细胞周期和生长中的研究 成神经

细胞瘤在整个细胞周期中，质!民脂质的侧向扩

散系数有成倍的变化， 这一结果与荧光偏振法

测定膜微粘滞度 ( 司) (:1(1 结果相一致 [10] 。在M期

时膜脂的 D最小 (3.1 X 10 -9cm2/S ，有为 3.5 P) 

而在 S 期时最大 ( 6.2 x 10 - 9cm2/ s ， 可 为 1. 9 P) 

膜蛋白的 D亦在M期是小， G 1 期达到最大，

在 S 期逐步减少。 以上结果提出:在M期至 Gl

期膜)]旨和!使蛋白的扩散系数都是逐渐增加，说

明它们的流动性受到-个共同机制的险制。 通

过膜ífJ~拟结构的分析， 证明有二 0 1 J~ lJl~~ 内颗拉

(lMPs)密度最小 '100/μm2 ， 而在M期 IMPs 密 .

度则 为 1100/μm2 ， 这表明在 G 1 期有 一个特

殊机制控制脱蛋白的流动性。

我们选用有能在常温和高温下生长特性的

人鼻咽原上皮细 胞 CNE 株分别测定其表面

ConA 受体复合物的侧向扩散芳:数[II] ， 发现它

们在各自 ，匠活:诅}![ Ili!可扩阳系数是相同的。当

?在温味放入高温时， 扩散系数明显增加， 反之

略有下降。

(3) 蛇卵 的胞 质分裂 Dictus 等 [ 12] 研究

了爪蜡卵受精前后动物极和植物极表面脂质分

子的侧向流动性， 发现附质流动性与动物极/

植物极的极性有关。受柏前爪除9P动物极上脂

质的扩散系数比植物极低 5 倍， 表示质膜内形

成两个不同的极'区。受精后， 极性增强 <>1 00 . 

倍)扭;即是大量皮质 颗粒捕入动物极!剧院中。

动物极区表面脂质的扩散边率在测量时间内完

全不动 (D<< 10-10cm2/吟， 而在植物极一侧脂质
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的流动性仅有 1;!({小 I(:i~ 1r~ 0 爪 11;!卵裂时， 蚓:卵表

面可简单划分为动物极老膜、植物极老J1~~和新

膜等 3 个区域 。 经测定， 动物极老膜_t. 荧光显

示非均匀分布， 没有脂质流动性。在植物极老

膜和分裂沟的主1膜区域上， 荧光分布均匀，有

高度流动性[ 13 ] 。 木实验主测定了林蛙卵裂前和

卵裂时表面凝集素 (SBA 和 WGA )受体的运

动 [14 ， 1 5 ]。在卵裂前动物极上的 荧光分布相当

均匀。测定表明 ， 不论在卵裂前和卵裂!时， 绝

大部分受休的扩散运动:黑极其小的，表面蛋白

质的 扩散 系数: ;S 4. ô x 10- 1 ?'cm2/s ， 主要是流

动。经激光定位 多次光漂， 所有 FPR 曲线都

是 S %， 说明蛙卵的表面分子在不停 地流动

着， 这可能起着协助或反映细胞质的运动。以

后， 我们应用激光漂白荧光图你技术结合微光

电视，观察与记录林蛇卵第一次卵裂时卵表面

分子的运动 [ 1 6] 。 观察到在与分裂沟长轴平行

的方向上引起收缩， 和垂直于分裂沟的扩张。

这种扩张是被动的还是部分主动，正是目前有

争议的问题，仍有待321'-步探索。
4 . )!i电何 分的流动性 Koppel 等 [ 1 7 ]用微光

. 电视和激光一荧光 扫描技术观察和分析了在

胞质分裂过程中，大白鼠巨噬细胞表面 F-S­

ConA (玻咱耻伴刀百球 蛋白 A)聚集向分裂沟

的运动， 由 ! ~!'提出流动和扩散两个运输模型交

替j{~定量分析5号:惊)") ' :市和运动的数据。经计算

获得 F-S-ConA 受休聚集运动的流动速度是

~1 μm/min ， 或~lO -9cm2/s ， 与此比较 FPR测

量， 在中期细胞土植物凝集素受件的扩散系数

____10 - l ocm 2/s, lt扩散模型计 算的扩散系数慢

一个数量级。同时 又证实在的质分裂时受体同

样发生单向运动。这些结果说明 F-S-ConA 受

体复合物聚集到j分裂沟的运动， 很可能是一个

定向流动的机制。

我们的测 定表明 [ l 5 1 ， 如前面所述， 林蛙

卵裂前和卵裂 i时 F-SBA 和 F-WGA 的荧光恢

复曲线都是 S 形，提示受件:运动主要是流动。

卵裂前细胞表团分子的 流动速度为 10- 7cm/s ，

在归一化时问 0 . 9 左右流动速度减慢，可能和

胞质分裂有关。 卵裂时受体分子流动速度可增

大至 lO- 6cm/s o 流动速度 有区域性的差异，

并随着时间而变化。

二、 细胞质中分子的运动

细胞质有大量的蛋白质， 有些蛋白质如肌

动蛋白和微管蛋白是构成细胞饵'架的主要组

分， 这对细胞的运动非 常重要。近几年来，

FPR 技 术 结合荧光类似物细胞化学探针

(Fluorescrnt ana log cytochemistry, FAC) , 
标记法， 用于 Jl位内蛋白质和骨架的动 力学检

测。

1. 细胞质内 蛋白 !到的扩散 迈过显微注

射和红血球介导等方法将荧光标i己的 多种蛋白

质如荧光素标记牛血清查i 白质 (F-BSA)等注入

各种细胞中。测量结果， 注入蛋白质的扩散系

数大多数为 l O -8cm2/s ( 25 0C) (表 2 ) [ 18 ] 。

实验证实， 扩散系数大小与细胞的能量代

谢、 标记分子的分子最无关， 而主要受胞质粘

表 2 细胞质肉蛋臼质的扩散系踉[18 ， 191
ι .. ..ω_ '... _~ . w勤 …白'一 . . ' _ -

，_ . _ - …吁'…………_..~ ~ _. . . .咄咄何一，_ ……-一，一'一…………… _，<… 町…...... ..，..刷 、 …一

细胞类型 荧光探针 分子量 D x l08, cm2 j s 温度℃
一一一一 ，一一一~

鸡Td、菇'细胞 F-BSA 68 , 000 0.6 37 
Rh-G-act in 43 ,000 0. 3 37 

入成纤维细胞 F-BSA 67 ,000 1.7 25 
巨噬细胞 F-Ovalbumin 45 , 000 3.5 25 
海胆卵 F-BSA 68 , 00 0 ~9. 2 25 

F-TubuJin 110.000 ~7 . 5 2!'i 

阿*巴 F-BSA 68 , 000 ~40 25 
F-G-actin 43 , 000 ~10-50 25 

肝癌细J!包 F- BSA 67 , 000 1. 0 23 
一一…

唱 ~.世飞-胃骂-‘嗣同_.撞4凰，_--..ι-也.~也矗.......... ι.，... ..-.....-副…-旦~' -，惆""，"，，，"习- 十一

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



第11卷第 3 期 细胞生物学杂志 119 

il:f ìt ι~ ~JiL iu.l)1. t : x日也 Stokes--Einstcin 方程，

计算出 肝 癌 细 )!0~ )岚 的树i i'Mi 度为 6 . 6 cP, 
(23 "C ) [ 19 ] 。 用 Video FPR 测定 出海胆卵蛋白

质的粘由度大约是水的 ö {t'f (水粘滞度是 1 cP , 

20 0C )[ 20) 。

2. 微丝中肌动蛋白 (actin)的动力学 Kreis

等[ 21 ]用纯化的 罗丹明标记的 actin 注入 鸡 胚

砂囊细胞内， 以研究细胞骨架动力学特性。他

们用激光 漂白罗丹归标记的应力纤维 (stress

fiber时， 然后通过微光电视观察荧光的恢复，

测出标记actm 的扩散系数为 (2-3) x 10-9cm2 

/日， 荧光恢复半时为 5 -10 分钟，可动组分小

于 20% (在纤维中间 区域的 actin 可动组分约

70%)。为此，Kreis 等提出应力纤维中荧光的恢

复不是由于 actin 的侧向扩散以及沿着应力纤

维进行的线性运动， 而主要-是应力纤维与其周

围可扩散的 actin 之间的化学反应引起的， 所

以即使家骨架那样的思定结构， 它还是在聚合

和解聚的稳 态平附中 。 以上 实验结果以后为

Wang Yu-Li[ 22 ]所证实。 用罗丹明-phalioidin

(Rh-pha) 标记 3 T3 细)]包 的 actin， 在应力纤

维巾的失光恢复半 !H 约为 8 分钟。

此外， Wang Yu-Li 通过图像增强荧光显

微术检测了 3 T 3 细胞分裂 !l才收缩环的快速连

续运动。 记录表明， 在H包质分裂中 间阶段

(mid-cytokinesis ) 收缩 环的荧光强度达到最

大, J儿1乎 3ω0 % Rh-……-咀抖‘

j蛇L吨飞，推测是~，'，~ )'二 ~m， x主的集合所引起， 随后荧光

强度逐步减小。胞JJ):!分裂即将结束时， 荧光纤

纯又重新 出现在整 个胞质巾。这些结 果提出

Rh-pha 标记 actin 纤维可参与收缩环的连续运

动， 进行重新装町、 解聚。

3 . 微营的动力学 微管在有 丝分裂过程

中的作用 早为人们 所注意。 按微管踏 车模型

(tl'eadmilling m ode 1)解释[23 ] ， 在有丝分裂中期

微管蛋白亚基从半纺锺休中连练均匀地向极区

流动， 染色体也向纺锺体极区移动。以前有人

用紫外光照射纺þ]休立现被照射区是向极区移

动的， 但紫外线对纺缉体有损伤作用，而 FPR

避免了这种缺JJJJ 为此， Wadsworth 和 Salmon

将荧光标记的做轩击 I~I注入 BSC-1 细胞使纺

维体标记，然后用激光漂白 ， 在微光电视下监

视漂白区的运动。图 1 是 激光 线形漂白荧光

图像预测踏车模型机制的图解。在赤道区， 箭

头表示微管蛋白亚 主:在位点 上掺入纺捶体微

管，在极区则为微管蛋白亚基拆卸 (图 1 A) 。

激光线形漂白区垂直于纺纯体长轴， 其宽度为

1. 6μm 横跨于半纺纽体区域( [茎] 1 B)。在漂白

区域的荧光恢复时， 没有发现线j{;荧光图像有

任何易位(图 1 C ) ， 大多数细胞在 2 分钟内达

到荧光恢复， 荧光恢复 率约为 70% ， 这与

FPR 测量的结果相符合， 从而否定 了踏车模

型。

lA 
--:71、

lC 

回 1 激光漂白荧光图像预测徽管挡在模型的图解[231

纺理体是由许多微管组成， 单根{敖管的动

力学过程又是怎样的呢? Sammak 等[叫开! 荧光

素标记微管蛋白注射至人成纤维细胞内，然后

进行光i粟， 经过不同时间固定，用荧光去标记

的抗微管蛋白抗体和先疫荧光间按1去染包后，

带有荧光素的做管漂臼后则不再与上述荧光素

标记的抗体结合， 从而可分别测定单根微管纤

维。这方法可直接检测漂白区域中做管的动力

学过程。 各根微管纤维荧光的恢复不是同时的

和均 匀的， 这 符 合于非稳态动 力学 模型

(dynamic instability model)的推测， 即假设

微管蛋白在做管末端的交换， 做管的增长和缩

短是同时存在的。

三、结束语

应用 FPR 技术己在细胞生物 学研究领域
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中取得了一些引人注目的结呆。 jtt，J;粗略统 计，

发表的有关文献有百篇以止， 而且召开了 FPR

技术应用于细胞生物学的国际讨论会 [ 4 ] 。国内

的一 些单位于 1982 年前后也开展了 FPR 工

作。 目前， FPR 技术已应用于测定荧光标记

分子在各种系统的侧向扩散， 除测定细胞膜和

人工膜之外， 还可用于 细胞质分子、核膜透

性 、 Na +通道 、 细胞融合、 染色体运动和榕液

中蛋白质分子聚合作用的动力学变化等方面的

测定。从本文所述也可以看出 FPR 已发展成

为测定生物膜流动性的方法之一。有关 FPR

对细胞的影响，以前尚有争议， 主要是激光可

能对细胞产生损伤效应，从而影响 FPR 结果。

损伤作用可能来源于热效应和光化学效应[1] 。

为此， 许多人已作了一系列实验进行论证， 或

者用不同方ii~测定同一样品作类比印证。结果

表明 ， FPR 的结果是可信的， 光漂所引起的人

为;影响是可以避免的 。 另方面， 荧光探针对膜

结构的干扰可以认为是外源标记物对被标记分

子运动的影响 ， 使 FPR 测得的扩散系'数偏低。

这 说明 FPR 泪rJfF还有其局限性。最近几年，

随着现代光电!支术和电子计算机技术的结合与

开发 ， i克 FPR 技术和装置又有了改进和创新 ，

正在向多用途和多功能 的数 字荧光显微术

( Digitized F luorescence Microscopy, DFM) 

的方向发展， 井已形成了一系列方法，可统一

组建于同 一个激光显微术系统。这种系统装置

具有检测灵敏度高，可从分子和细胞水平上快

速地定量检测活细胞荧光图像的分子运动和分

布图，获得有关的空间和时间动力学 ，在细胞生

物学和医学研究领域内有着潜在的应用前景。

摘 要

荧光漂白恢复(FPR) 技术已发展成为定量

测定细胞膜分子的流动性的方法之一。本文着

重介绍了 FPR 技术应用于测定细胞膜中和细

胞质 内分子的运动， 这些测定将有助于研究活

细胞中脱分子的运动方式 、 功能及其相互关

系。
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