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式中: y 一一"静止!主"深度， fl , x 一毛细管

直径， fl; 常茹;项 (]3)为靠近节'壁的红细胞与

管壁的距离，为反映实在情况，常数项是必要

的。处在这一层上的红细胞的电泳率，健康人

为 0.875土 0.0邸， 患者为 0.744士 0.073 ， 与

国内文献[白 '7] (电泳率是我们根据文献提供的

条件算出的:健康人 0.878士 0.067，患者

0.794士 0.064) 结果一段.

应该说明，式(剑的数值未按血浆的折射

率进行几何光学校正t 校正后应为 z

y = -11.2 +0.1059x 

‘ .. 
... 
, ,, 

结

1.本文介绍了一套简化细胞电泳装置，

包括稳压电源、同步计时器及联电极等，结构

简单、造价低、性能稳定可靠。

2. 用容易得到的圆柱形毛细管做观察小

室，用折光被弥合毛细管外壁一一盖玻片之间

的缝隙，造成-个平面， 以纠正细胞显像畸

变，效果是好的。

3. 用本装置及方法测量了一批健康人及

血栓闭塞性脉管炎患者的悬于自家血浆中的红

细胞电沫率，结果分别为: 1.12 女 0.072 ，

0.95士 0.094，两者差异非常巨著(P<O.OOl) , 

与文献一致。

以上情况表明，简化细胞电泳装置及方法

是可用的:合理的方法·比复杂的设备更为重

要。
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荧光漂白恢复动力学分析来

张耀远

(中国科学院上海细胞生物学研究所〉

引言

荧光漂白恢复测量技术(FPR)，作为测量处于微小系统中(如位于单个活细胞上)的经过荧光

染色的分子、分子团块制等迁移率的有力工具而得到迅速发展。目前不少生物研究人员用 FPR

来测量细胞胶、脂质体中的分子迁移率等问题[1] ，这是因为细胞膜中分子的侧向运动反映了膜中分

子的运动行为，越来越得到人们的兴趣。我所也自行装备了荧光漂白恢复测量装置[Z]，并用此装

置测定了人鼻咽癌细胞表面 ConA 受体的侧向扩散系数[3]。本文对 FPR 技术的理论过程作一详

细介绍，从中导出膜中分子侧向迁移率所遵循的规律及定量分析的关系式.

来 10页国彦同志对本文提出了许多宝贵意见，在此致谢。

"以下简称被测物质。
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FPR 1安术的原理如下:在实验中将包含可移动的被测物质的-小部分暴露在微弱的光脉冲

之中.然后在这个小区域内瞬间使被测物质产生一个不可逆的光化学漂白过料。迁移宅是由被测

物质的运动(如流动和扩散)使该区域的荧光增强的过程推算出来的。Axelrod 等人首先提出 FPR

实验的理论公式[町，我们对此作了重新推导及验证。尽管处理方法略有不同，但两者的结果是一

致的，部分公式在形式上有些出入，但两者是可以互换的。

通常实验中用一个单束的轴对称的可聚焦的激光束作为漂白光源，经过适当衰减之后又兼作

在恢复时期的测量光源。在下述的理论分析中，不仅使人们能确定侧向迁移象， 而且也能够(])

区别扩散过程和系统迁移过程情况(系统迁移过程因素包括电泳作用、对流以及其它的迁移因素)。

(2) 测量在异质样品一一如细胞表面上的可动的及不可动的被测物质的比率。这一比率具有一定

的生物学意义。

以下分别就三种理想情况下的荧光恢复理论曲线作一介绍o (a)纯粹为一个用光场为 Gaus

sian(高斯)分布或圆分布的激光束来测量的二维扩散过程; (b)单纯的进入和穿越高斯或圆分布

光场的流动过程; (c)通过高斯分布光场的既有扩散又有流动的过程。

对于光漂白过程我们将它看作是一个简单的具有反应速率常数为 α1 (r)的不可逆→级反应.

由于漂白光脉冲持续时间 T相对于迁移的特征时间来说是极短的，于是在静止状态位于 r 处， t 

时刻的没有被漂白的被测物质浓度 C(r ， t)能按下式计算=

dC(r ，。
一(Jf一=一 αI(r)C(r ， t)

其中 1 (r)是漂白光束强度.经求积后得

C(r ,0) = coexp[ 一 αTI(r)] (1) 

这里 C(r ， 0)为荧光恢复测量刚开始时的被测物质浓度 ， c。为被测物质浓度的初始值， 它是

一个常数.

我们定义参数K为时间间隔T之中的光漂白程度2

K三αTI(O)

对于一个高斯分布光场， 1 (r)有下列形式 z

I(r) = (2Po/πω2)exp( - 2r2/ω2) 

其中 ω 为 1 (r) =去 1 (毗的半宽度， Po 为激光的总功率。
下式所示g

( Po/πω2 rζω 
I(r)=~ 

l 0 r>ω 

(2) 

(3) 

对于一个圆分布的光场 ， 1 (r) 由

(4) 

其中 ω为圆的半径。对于一个高斯分布光束，在不同K值下漂白后由(1)式所示的初始浓度C(r ,0) 

如图 1 所示。

二、方程的建立、栩始值及边界条件

对于某种单一的被测物质，以扩散系数D扩散及沿X轴方向以 Vo 匀速流动的侧向迁移过程，

我们作如下分析。容易看出，系统中的被测物质浓度流的强度将由于扩散 -DVC(r ，t)及流动

VoC仆， 0所贡献，民想在所研究的区域内划出一小块位于 x ， x+dx; Y , y+dy 之间的面积
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固 1 不同K值 c (r/o)/co 与 r/ω

关系曲线

35 

=.......w.O,C.>L r n ðC(r , t) I . Tr r<__ ù/ 1 
元[气 dt 时间内从线段 dy 处流入面积兀的浓度为L-D 丁';" 1", +VoC(r ， t)l .，J dydt ， 而失去

r nðC(r , t) I . Tr r</__ 1\ I 1 
的浓度为卜 D一百豆→ I Il! +d", + VoC(r , t) I"+d'" J dydt ， 此外从线段 dx 处流入的浓度流强度为

ð2C(r , t) "" --->--= _'1 n-'_ -r.,I=;tn= J_.J.. .-J-.，..，._......'*'Il~->L. ðC(r , t) - -ðl? 丁另一方面 dt 时刻面积元 dxdy 内浓度的变化为-丁J-dtdxdu，于是便有

ðC(r , t) n~2r<， l' Tr ðC(r ,t) 
一一百F一一 =DVZCU ， t 〉 -Yo--b王二一 (5) 

(5)式描述单一物质以扩散系数D扩散以及沿X轴方向以 Vo 流动的迁移过程.方程的边界条件为

C(∞，0 = CO ， 其初始条件 C(r ， 0) 由(1)式所决定.从而在时间 t~O 时所测得的荧光强度 F，， (t)

如下=

F,,(t) =去JI川川仇 (6) 

其中 C，， (r ， t)为方程(5)在给定的初始条件和边界条件下，有赖于K值的解。参数 q 为光吸收、发

射以及检测的所有量子效率的乘积:A为测量恢复荧光过程时激光束衰减因子.显然在光漂自之

前的荧光强度 F" = qP OCO/ A. 

光漂白之后， t=O 时的荧光强度 F，，(O)依赖于测量激光束的光场分布，但与荧光恢复的模式

无关j激光束为高斯型时，从阳出发作一变量替换就可得 Fμ0) =咛旦K-l (1- 川.
coPoq _-K 一

当激光束为圆型时 F，，(ü) = ~UAU"1 e-K• 通过这一个结果可确定实验中K值的大小.为了更简洁

地表达荧光漂白恢复曲线，从而定义相对荧光强度 /，，(t).

F队 (t)-F，， (O)
fk(hFLf∞}-FK(O〉

三、偏微分方程的求解以及 F，，(t)的表达式

(7) 

从方程(5) 、 (6)可见问题的关键是求解偏微分方程(5) ，而(5)能获得级数解和封闭形式解或

积分解两种形式.

A、偏微分方程的级戴帽形式

为获得(5)式的解，首先对(5)式进行 Fourier 变换g

n，~ _, ~ r-/"1, .,.., 1 (00 f roo 

O( Jl .t) = F ï' [C(r ,t)J = 2'1t J_..dxJ_..dyexp[i(机叫 (8) 
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其中 Fi1[C(r ， t)J 表示一个变换至 μ 空间的变换， ~L = (!l.L， 山， n). 其逆变换为

C(r，加去j二叫:ωxp[一肌+川〕C〈71)
将(9)式代入(5)式，即得 Fourier 变换后的微分方程

ðO( IJ., t) 
二jt一=一 (Dμ2_iμ.，vo) 0忡，1)

方程(1.0)的解为2

Ô(言 ， t) = Ô("7t ， 0)叫E 一 (μ2D-iμ .• ,vo)tJ 
其中

C(10)=去[.. dx [ .. dyexp以阳+YIJ.II)JC(r ，
这样就可获得

F7<仲

其中中(μ)是一个只依赖于激光束模式，而与迁移模式无关的函数.

今山三j 俨仇rI川I

显然方程(口10ω)只要分别置 D=O， Vo=O 便可用来处理纯粹流动或纯粹扩散问题.

(1)对于激光光场为高斯分布时机 μ)有下列结果C附录(1) J

•-今制(μ川) =1nτ÷一-一丁豆E二二二e
4 n_o n!n 

(a) 纯扩散过程 F，，(t)的级数解(Vo=O)

将(15)式代入(13)式，经运算E见附录(2)J后得 z

qcoPo ζ( _K)n 
F ,,(t) = 立一u;' .u .2:一一一-''-[1 + ;;'(1 + 2t/TD)]-1 

Aζ飞 n!

其中 τD=OO2/4D ， 称特征时间。当K<<1时 ， F 7<(t) = 坐监{1一一互→}- A l .J. -2(1+t/τD)Jo 

(b) 纯流动过程 F.，， (t)的级数解(D=O)

将(15)式代入(13)式，经运算后得

qcoP。三( -:-K)n 
F7<(t)二r;二丽布叫{[-如/(1+川/"Ì:J!' )2}

其中 TJ!'三 ω/1气，称为该过程的特征时间.

(c) 扩散和流动同时存在过程的 F7<(刊的级数解

1982 年

(9) 

(10) 

(11) 

(12) 

(13) 

(14) 

(15) 

(16) 

(17) 

qcoPo ..;. (- K)"exp{ - 2n (t/TJi') 2/口 +n(1+2t/τD)J}
FK(t〉 =-7j二十二丁![1+而豆i7丽一一→一→一 (18) 

(2) 激光光场为圆分布时机 μ 〉的表达式

中(μ) = 1 (0) { 8πSω[1，( μω)/μJ õ(μ )- (1-~~1!)\2πω)2Cl. (ωμ)/μJ2} (19) 
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其中 J1 ( μω〉为一阶第一类 Bessel 函数[8'71 ， &(μ 〉为 8 函数.

(a) 纯扩散过程的 F，. (t)级数解

F凡kμ〈σ仲t

+ω(0'ζ忑飞〈←-)严K(ω2 + 2K) ,(K + 1) ， (ω(02/4)严K)口l 丁EdL-TZ豆工K) ， J2(K , )2-(Dt)日-ss

31 

(20) 

/ωZ 、 /ωZ 飞 qcoPo
其中 I切以及12\2Dt)为变型 Bessel 函数.从哪)可得 Fdm)=-21 而此种情况下荧光

恢复过程中荧光相对强度 J，，(t)为 2

I 1o(t) = 1 一 (TD/叫[-2TD/t] [l o(蒜)+叫蒜)]
+2忑(- ) K (2K + 2) , (K + 1) , (τD/t)K+2 

ho(K!)ZE(K+2>!1Z

(b) 纯流动过程的 F，，(t)级数解

(21) 

此过程可作如下考虑，漂白后 t 时刻被漂白的圆形区域移动了 Vot 的距离，此刻荧光强度将

由图 2 所示的两个区域所贡献.这两个区域内的物质浓度分别为 Co 及 C，， (O) = coe-K ， 于是

Y 

白， S1 : Ck(o)凸

回 2 纯流动远程图示

X 

Vot 

F ,,(t) =且严{π川叫∞S -1(右)一二zJZZ言]

+ 2e -K [ω-1(古)一itd王若]}

其中 Tp=ω/Vo ，

J,,(t )=l--: [∞S -1(主)- 2~~， J 1 -4~f] 
且 t "，三2τF 时成立.从中可见 J，，(t)与K无关. (图 8 ) 

(/ 
z' (\ tj-
、._/、，.

句叫

2 

/流动

*-1 

图:3 .光光束为圃形分布、纯施动、纯
矿散 f ( t )对 t/τ 曲线

(22) 

(28) 
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B 、偏微分方程的积分解(仅限于西斯型激先束〉

(a) 纯扩散过程(Vo=O)

由微分方程的基本性质问以及适当的数学处理可由(5)式得到如下结果: [见附录( 3 月

r2 广 1 .1"\' _-川 r" 立Lmd-e ，，， 60poqF ,.(t) =百万te-4ñtJ 0 C(r' ，伽 EFjJ ZDS( }仙 dr=-rvKJF(V)P(2KAV}

其中 r(叫「函数， p 悦/2们 [2厅川f旷le寸dt. 由 (2时得图 4 曲线.

( 
嘈S

~o. 
、4

2 否一1一一一

%。
(b) 纯流动过程(D=Oω>

K吃吧1

1EL 
K=lα} 

回 4 激光束为南斯分布，纯扩触过程 !K(t)

对 t/白的曲线

F 1o(t) =与rbdρd9叫一K叫_ p2)_ρ'勺
其中 p'2=ρ2 + 2 (t/-rF)2 - 81 /2 (t/τ.r)pcos9，且-rF三ω/Vo •

四、扩融系数D和流动速度 Vo 的确定

对于激光光场为高斯分布的纯扩散过程，由(7)式和(16)式得

~ [( -K)"/nr][1 +n(1+2t/τD)J -l- K-l(l- e-K ) 

!1o(t) = n-。 1-K-l(1-e-K) 

(24) 

(25) 

(26) 

令 !1o(t) = 1/2 时 t= τ 112; K == 1 时由 (26)式作一级近似便得到D~旦与e-1) ， 其中 (e-l)为 rD
-4τ 1/2 

的一级近似值(rD........1.718); rD 的二级近似值为 1.133. rD= τ1/2/τD. 

对于激光光场为高斯分布的纯流动过程，由 (7)式和(17)式有

主立旦川/(，，+I)][t /τ.r]2_ (1-州K-l
n 飞 n+1)!

!,.(f) = 归。:: ' ~_. _ (27) 

~ ，(_-，~r -K 咱←一一一一__K-l(1-e-K)
"田。 (n+1)r -- ,-

ω 1. 2e 
考虑 K=1， 做零级近似得 VO = 百二rF; rF'-J~ ln'2三王........0.451; r，.=-r 1/dτF。这样我们便得到

如下定量分析式z

D=(舌τ)rD
V.=-竖一rll'
"τ1/2 -

(28) 

(29) 

一般说来 rD、 rF 与激光束模式、迁移模式及K值有关.而由电子计算机处理可得 rn、 rF 与K之
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h 固 5 激光束为南斯分布 rn rp 对K曲线

间的关系曲线E图 5 J. 
这里所作的理论分析仅限于扩散和流动的理想过程，由理论分析所得的理论曲线与实验结果

基本相符，说明这一数学模型的引人是合宜的.为此我们就能依据文中所得到的公式来进行实验

数据处理，来定量分析细胞膜表面分子扩散运动及流动过程的程度。然而细胞膜表面的运动情况

除了分子本身的扩散、流动之外还存在着其膜本身的运动(如膜的波动)，这些现象尚待进一步分

析.

附 录制*

(1)对于高斯型激光场中(μ)的计算

中(τ)=J 庐川

卡r(332)deJ 俨jωH 铲，{主[-αTrwm}

=主fp(-KYj♂r e- !z-r 

二、 1(0) …"，21'2 r f. _ 2 _2 1 =吹万(- K)" e斗 . e-守二lJ dxe- ;!z-æ2 J 

π2(1)'1(0) 忑 (_K)n _"，2，.211+川
=←一一一丁一一一- J>. 一→一-一一-e ←一一D_--.

4 ,Zon!nom 

广 2"，2 J __ _ '" -.jn -.jn 其中应用到 I e-a2
",2dx = 2 . "'~一=一一

J_~ ~αG 

A、
、4

(2) 高斯型激光场纯扩散过程 F，，(t)的级数解

将(30)代入(13)整理后得g

F1I(t) =非毛气俨Je-哗~+DfJI-L叫川中叫

自 2(1 +n}= ~ '::: . .., +Dt 
也n

(30) 
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F..( t) =~叫IPOωz 二(二KY Ir12 
,,(t) =丁ZTA7n才4l J 0 e-ßa;

2dx J 

1
二F

K
-川一

←
n

-
2
山

mw-A P

一
加

n
m一

。(， oP o 立 ( _K)n 
=iz一主丁广[1 +n(l+ 到/ω丁l (31) 

其中 τD三ω2/4D.

(3) 高斯型激光场 F，.(t)的积分解

纯扩散过程 vo=O，由 (5)式即得s

θC(r , t) 
一一一一= D'\l2C(r ，。

θt 
(32) 

对于(32)式有一个特解

+7 
e 1

百
-
a
n
吐

FU 
(33) 

因为方程(32)为线性的，因此特解的任意线性之和仍为方程之解

川1年JC(r' ， O)e-(芒芷驴旦d2r'

=亘古JC川e工叫:严哑d2r'

1 俨2 r∞川2 r'" rr' 
一一土-:-e-面-1 C(r' , O)e-4Dt I e 2Dt "OS(8 ' -B) d8'r'dr' - 4 'Jt Dt'" .~.Jo '-'\1 , v/'" .~.J-宵

[%e磊eos(川)dMj:efLO叽且按照公式[飞

Jω万马王}=÷j:e叫∞s忡。)d8

I AmedhIo(茹);于是

C(r , t) =在叫(一革)[叫(→石I~Z )1o(磊 )C(人。问' 倒
考虑到 C(r!O) = coexp[-αT1(r')J; 于是

FK(t 〉 =2j33e去 e舌Je-母叫岳)coe-aT1 ( 口}← 2.r 12 f-m 2. 川仇

=去ztj:eι产斗'2'ldj:e-仕示)r2叫举 r )rdrd8r'dr' 
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***目前最为常用的是高斯型激光场及纯扩散过程， 因此这里仅列出这方面的数学推导，其他情况推导从
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