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襄 2 移植胚胎的事活率
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昆明白♀ x 昆明白♂+昆明白♀×昆明白♂

2 昆明白♀ X CS7 黑♂+昆明白♀ x 昆明白♂ 4 I 俨 I 1 : 2 5 

3 昆明白♀×昆明白♂+昆明白♀ x 昆明白♂ 20 I 0 I 1 I 10 

4 C肌黑♀ X CS7 黑♂+昆明白♀×昆明白♂ 10 I o I 1 I 2 2 

总数 I 1 44 I 6 i 4 I 4 23 

*因本次实验仅有 4 个聚合胚泡，不足以移至一只小鼠，故在一侧移植了来自白色小鼠的未经聚合的

胚泡 6 个。
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一台自制的激光漂白荧光恢复测量装置来

张孔华孙伟利张伯新

〈中国科学院上海细胞生物学研究所〉

细胞表面的蛋白质是能够侧向运动的，那

末，它的运动方式是扩散还是流动?如果是扩

散，它的扩散系数是多少? 1974 年蒲慕明等

用光漂恢复法测出了视网膜视杆外节盘膜中视

紫红质的扩散系数(1].同年， Peters 等利用

荧光素能被光漂以及异硫篝基荧光素能与膜蛋

白结合的特点，测定了红细胞膜蛋白的扩散系

数川，从而扩大了光漂恢复技术的应用范围.

以后， Jacobson 等又改用了激光光源，改为激

光漂白恢复测定(fluorescence photo bleach

i吨 recovery，简称 FPR)或称荧光漂白后恢

复测定 (flouorescence recovery after pho

tobleaching 简称 FRAP) [3]; 并在理论上进

行了分析[4]和探讨了激光可能引起的生物效应

[町，使这一方法渐趋完善和可信，因此应用的

人也逐渐增多.但目前这种装置还没有商品出

售.我们根据以下原理完成了本装置柿。

基本原理

FRAP 方法的基本原理参见图1.先将

待测细胞的表面特定物质用荧光标记，洗去多

余的荧光物质.选择适当的激光束波长通过显

微镜聚焦在待测细胞表面的一个小区域上。光

电倍增管涮出标记荧光的荧光强度，即原始荧

光， Fi. 接着用强激光脉冲(光漂脉冲)在瞬

时， Tß，内照射上述小区域以破坏其荧光。光漂

脉冲结束时该区域荧光强度降为凡， Fo 的大

小显然与漂白程度有关.测定区域的荧光由于

该区域内外标记物质的彼此随机扩散运动而逐

渐恢复，最终趋于 F悟，恢复过程即告完成，
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图 1 用 FRAP 方法测定活细胞襄面荧光标记成

分侧向运动的图解
四边形表示细胞表面的一个部分细胞表面激光照

射， [丘域用大圈表示，细胞表面未经漂白的荧光分子
用小黑图表示，漂白后用小白圈表示。 Fh TB ， 凡，

F~ 的应义见文中说明。

由于光漂过程是不可逆的，荧光恢复过程

明显地反映了荧光标记物质及其结合物的运

动.从理论上说，这种复合分子运动可能是几

种运动的合成，如分子自身的随机运动，细胞

膜的运动以及整个细胞的移动等.根据恢复曲

线的形状，可以确定运动的类型是属于流动还

是扩散。扩版过程用荧光恢复至一半所需时

F_+F 二
间， τ1/2，来点征， 1:1iJ t =τ1/2时， F= 一些72-J.

恢复过程还与测量区域的大小有关.测量区

域大小用激光束的束腰， W.，来点示. W. 

定义为样品平面上激光束中心至强度为中心

去处的距离。为了使实验情况更符合理论分

析的条件， W，相对于细胞表面积来说应该足

够的小，一般取 W. 为 1一部m. 荧光标记物

质及其结合物的扩散系数 D ，可由 Axelrod
"'IXT2 

等人提供的表达式结出 [41. D:::;~主-y. 式
4τ1/2 • --

中 γ 是一常数，其大小由漂白量K决定.K值

则可根据下式求出， Fo=F,K-1 (l-e-K). 在

恢复曲线中 F∞常低于矶，即恢复不完全.这

是表示在测量区域中有一部分被荧光标记的分

子是相对不动的，其它未经漂白的荧光分子无

法占{儿卖国不动分子的比例，日p恢复率R%

F_-F 今
== _-=-!!_一一工 xl00%

F,-Fo 

实验装置

本装置由光学和电子两部分以万用显微镜

NU2 为中心组装而成. 生:物见因 2 上， 系统

方框图见图 2 下.

•C:aS UF 

)[浅一 →→ ::4-o 干-JKDF ii 
m，中OL 1, 

j_ 8A 

固 2 上戴光嚣臼荧光恢复测量辑置

固 2 1'激光漂白黄先恢复测量貌置方框固

AL，氢肖子激光器， LS，激光稳íË器I Mu 

Mzo 反射镜I SF ， 空间滤波器I CH，斩波器，

NF，中性滤色镜， ML，匹配透镜1 AP，光阑 1 DF , 

二!自j色镜IOL，物镜1 SA，样品I SUP，抑制滤色

镜， SH，电磁阀驱动快门， IF，干涉滤色镜， PMT , 

光电倍增管; A，放大器， SR，记录仪， EC，电子应

时装置.虚线所示为发射荧光，细实线为激友光

用 YJ-l 氧离子激光器〈上海亚明灯泡厂出

品)作为激激发光束及漂白脉冲的光源， 它能

*本文曾于 1981 年 9 月在上海激光学会年会上

宣读过。
本工作承顾国彦同志关心，厉才智芳同志赠送

FITC-ConA。谈曼琪和张志i马两同志提出了许多宝

贵意见，均此致谢。

制北京医学院和北京肿瘤研究所也各自装置了

激光穰白荧光恢复测量装置井已拉入仪月Jo
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产生 450-515nm 光谱范围内六条谱线之中的

任一条，旋动激光器谐振腔的分光棱镜可以选

择波长。实验中因为使用异疏嚣基荧光素(FI

TC)，故选择 496.5nm 或 488.0nm 谱线，并

尽量将激光输出光束调整至 TEMoo 模式。由

于激光器输出功率不稳定，因而在激光器输出

端安装一个激光功率稳定器〈上海计量测试技

术研究所制造〉。此系统采用锯酸钮电光开关，

用反馈电路控制作用于晶体的电场，以使激光

器的稳定性在一定范围内提高一个数量级.稳

定器输出的激光束经反射镜 Mh Mz 引入光具
座上一系列光学元件，再进入 NU2万用显微

镜〈东德 Zeiss 厂出品〉。光具座上装有光阑，由

电子定时装置控制的具有两个功能位的中性滤

色镜，转轮斩波器，匹配透镜等光学元件.光阑

用作空间滤波器，其功能是改善高斯光束的轮

廓并去除高频空间波动。中性滤色镜在两个功

能位上能分别产生测量荧光的激发光束和光漂

脉冲。为了消除测量荧光时激发光束的漂白作

用，使用转轮斩波器。由于激发光束强度比光

脉冲低 104-105 倍，激发光束的漂白作用可

以忽略不计.透镜(ML，焦距 460mm) 其功

能主要是将位于激光器谐振腔端部的分光棱镜

处的原始束腰， Wo，进行第一次高斯光束变

换，在透镜 ML 与显微镜之间的某个位置可以

得到第一次变换的束腰， W1 再经过物镜 OL

将 W1 变换成样品平面上的激光束的束腰，
飞N..

样品有ii 上测iTJ: Q{ J或发出的发射荧光远过物

挠，二币j 色镜. ~lp 11)1] V，草色镜和!干涉施:色镜，经

过一个由电子定lI，t装置控制的快门，再由光电

f{} 1曾币: EMI9789QB(英国 EMI 公司出品)加

以检测。二向色镜把来自激光器的激发光束反

射豆样品。样品的发射荧光则透过二向色镜。

抑制] il&色镜m来排除细胞内的白发荧光。用中

心波长 5280λ ，半宽为 100Å 的干涉滤色镜进

行滤色。由于实验在荧光标记后马上进行，胞

饮作用可忽略不计，这样就基本上保证于测到

的荧光为标记荧光素友射的特异荧光。光电倍

增管产生的光电流经一高阻抗集成运算放大器

放大送至 XWT 记录仪(上海自动化仪二点二厂

出品〉的一路.光电倍增管及放大器均装于一

个密闭的屏蔽罩壳内，放大器电子线路如图 8

所示.、光电倍增管由一负高压电源供电，放大

器则由一正负 15V 的直流稳压电源供电。为

了测定激光器的稳定程度，用 XWT 记录仪的

另一路记录来自激光功率稳寇器的采样信号，

以监视实验曲线.

为了进行 FRAP 测量，光具座上的中性

滤色镜和光电倍增管前的快门是由电磁铁驱动

而协调动作的，它们均由一电子定时装置所控

制.它可控制激光器输出的光漂脉冲的宽度，

并在光漂脉冲结束的瞬时，随即打开光电倍增

管前的快门以测量荧光恢复过程。

在 FRAP 测量之前，藉万用显微镜的明

视野聚焦样品并将样品待测区移至激光束照射

处然后进行 FRAP 测量。先手动开启快门测量

原始荧光，接着按下电子装置启动按钮，自动

发出一个光脉冲〈宽度为 300ms-4s 可调〉并

自动记录荧光恢复过程，一侠恢复完全，按下

电子定时装置复位按钮，测定过程即告完

成.

模型实验

为了证实本装置的可靠性，我们测量了荧光衍记

的伴刀豆球蛋白 A(F-ConA)在不同i灰皮的甘泊中的

扩散系数。

将 15 毫克/毫升的 F-ConA 分别溶于98% IliLlJ, 

2%磷酸缓冲盐溶液， 76%甘油， 24%PBS 和 26 ?/~时

油， 74 %PBS(V jV)三种溶液中。分别各耳X 32μ1 ìtxj于

载玻片并盖上 20mm x 20mm 扎盖玻片，使溶液!二日

度达 80μm。在 26"c下对三种样品分别进行 FRAP

测量，物镜为 25 倍，根据理论计算[61Ws 为1. 88μm ， 

近似取作 21Lm ， 漂白光束功率经J:.i~illtl:同测试所测

立功率为 5mW，光源脉冲宽)旦为 500ms ，中性泌也镜

衰减倍数为 14000。测起结果见去 1 • 实测荧光恢复

曲线见图 4 、 5 、 6 。上述结果与国外已发表的结果

基本相符。实验结果均能较好地rf.复。

不同浓度的 F-ConA i在于相同浓度的甘
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固 3 荧光值号检测和放大线路

表 1 不同浓度甘油中荧光标记糊的扩散系数之比较
ff边'刘是4>::义;结果，*参见文献[7J ， +参见文献[8J 。

T 二 26'Cδ= 80μm 

I * + I 
1，L山% I Djl'ab cm2çl I Ds-ConA cmZçl I D ConA cmZçl 

26 (12 川 0.54) x 1俨 im1俨 I (1 1 肚 O.22)xl俨

76 I (2.2 士 0. 4) xl0- 9 I 3.7x1俨 !(387士。如 1俨
98 - --1----(豆豆豆豆叶;~T-----~-xl-0::;---- --1 丁。 ιiiLLt9

;由 j容液中测得的结果相同。这说明恢复过程与

F-ConA 的浓度不怎么相关。

值得提出的是当甘油海液层厚薄不一时，

测量结果相差甚为悬殊，因此测定中须尽可能

准确地控制其厚度便与其它实验结果在相同条

件下作比较。测定过程中荧光恢复达不到 Fi ，
恢复率在 90% 左右，这可能是贴近玻片处的

甘油浴液中的 F-ConA 分子有粘附的情况，

因为原点重复 FRAP 测量 11;j ，该点的荧光恢

图 4 F-ConA 在 26% 甘油溶液中光漂荧
光恢复曲线， T=26'C 

复率增高了。

Saffman 和 Delbrück 曾对膜蛋白的流功

性作过理论分析[町，认为分子大小对其侧向运

动影响不大，扩散系数主要决定于介质的粘

度.在此前提下，我们将模型实验的结果与前

人巳友在的数据作比较。比较表明，在相同甘

油浓度下，我们所用的 F-ConA 与前人所用

的荧光标记玻甜酷伴刀豆球蛋白 A(F一S-Con
A)及荧光标记免疫球蛋白 Fab 具有相近的扩

图 5 F一ConA 在 76% 甘油溶液中光漂贾
光恢复曲线， T=26'C 
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图 6 F-ConA 在 98% 甘油溶液中光嚣黄先恢

复曲线， T=26 t: 

散系数.从而证实了本仪器的可靠性.

我们巳用此装置测定了肿瘤细胞表面伴刀

豆球蛋白受体的侧向运动[ 10 1 。
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