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或击自 ，质合成的能力有关; 而胞质中各种结构

成分的休岳皮， 也反映了细胞的生物丰收征。

在研究细胞形态变化时， 首先求出细胞的全部

体密度数值， 得到最基本的定量资料 ， 这对客

观地准确地分析细胞，无疑是很有意义的。

2. 体密度是无量纲的比值 ，不包含细胞结

他绝对大小的数值。用不同的方法做细胞包埋

块， 可能有不同程度的收缩， 但由于体密度是

相对值 ， 基本 l二不受收缩的影响。不同的实验

室做 1- 1:1的结果 可以互相比较， 有利于资料的积

累与 稳1型。

3. J巴细胞的体密度特征参数绘制成图，更

加形象化 ， l!l 1 是 LACA 小鼠正常肝细胞的体

密度 |茎l。其绘制原则是 z 核与细胞的大小，以

相对的球径为比例。球径比等于体积比的三次

方根 ， 这但就是核的休密度的三次方根。胞质

中各结构成分的体密度，用扇形面积的大小代

表。这种 VF图法 ， 相 当于把细胞与细胞核按同

体积原则变换为同心球，胞质中各种结的成分

分类集巾成桔瓣状 ， 然后通过赤道作Ø:X I百|所得

出的结果。

~H各种细胞的体峦度恃征参数进行分析比

较， 有可能找到细胞结构的一些规律，但这有

待于资料的积累。

LY 

回 1 细胞的体密度特征参徽图

图中符号:N一核， MIT一线粒体， LY一溶
酶休， PER-微休， GO一高尔基体， MAT 
-基质， FD一脂漓， GLY一糖原， SER­
滑而内质闷， RER→粗而内质网
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FPR 实验装置的一些改进*

张 :;L华徐成汤蔡，"k-和张跃i在

( 1 归 国 f:.! i. ':~'7:~;~上海细胞生物学研究所)

荧光漂白恢复 (FPR)技术最初由 Peters 等

(1 974)提出[汀， 后经 Koppel 和 Smith[2-.]等加

以改进和发展， 目前已广泛用于测量细胞展和

人工膜分子的侧向运动。

根据 FPR 原理， 我们于 198] 年组装了­

台 FPR 测 量装置 [町 ， 并用它测定了人鼻咽癌常

温和高温细胞株表面伴刀豆球蛋白受体的侧向

扩散系数[6 ]。 在工作中我们感到实验装置本身

能引起一定程度的系统误差。例如，激光器

件的波动性和激光模式，光学元件的不完整性

和光电接收器件的噪声等都会 降 低 FPR 数据

的精度。为了进一步提高其精度和灵敏度，完

善实验装置，我们对光学和电子系统作了改进。

另外，为了提高实验系统的可 靠 性，采用了

DBJ-Z80 单板微处理机控制实验程序。现分述

如下z
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-、光学系统

FPR 技术的基本原理 z 是一束强激光脉冲

漂白细胞表面微区域上(小于 1 0 平方微米)的

荧光标记分子 ， 然后经衰减 1 0 3-10 4 倍的同一

激光束监测漂白区荧光浓度不均匀分 布的过

程， 获得荧光漂白恢复动力学曲线， 根据曲线

可计算出扩散系数(D阶〉 或流动速度 (V)严['川7η11

测量过程中引起扩散系数的一个系封纠统'i:误差

是漂白光束军和口测量光束不能完全重合，从而人

为地延长了荧光恢复时间 ， 计算出的D偏小。

为了使这一·步引起的 D误差小于 10% , Barisas 

提出了测量光束相对于漂白光束的位移 d 值不

能超过 0.3W[8 1 0 (W是样品平丽上聚焦光束强

度为 1/e2 处的半径) 。我们原来的装置是用电磁

阀驱动中性衰减片平移插入光学系统以控制光

漂和测量光束的衰减比，由于中性衰减片的光

学不完整性，如衰减片的模角和位置取向，均会

使在样品平面聚焦的漂白光束手口测量光束的重

合带来不利影响。据计算要保证 d 小于 0.3W ，

中性衰减片的棋角不能大于 16 秒，要加工这种

高质量的中性滤片在光学上是困难的。为此，

改用了 KoppeF4 1 在多点分析系统提出的光 学

分束法 ， 如图 1 所示。

氧离子激光器发出的 488nm 激光束，通过

一组平行平面玻璃 BS} 和 BS2 (平整度 λ/20 ，

平行度3 秒 ，厚6 毫米)组成的测量光束分束器，

使激光入射光束分为两束 z 其中透过的主光束

作为漂白光束 ， 由 电子快门 SH} 控制; 另-束

是先后在 BS } 和 BS2 的玻璃-空气分界而上经

过四次反射的弱光束作为测量光束， 这样总的

衰减系数为 10 3-10 4 0 为了 灵活地控制测量光

束的衰减系数 ， 在弱光路中还可固定插入中性

衰减片 NF，以减少慢漂白。最后漂白光束与测

量光束又重新调整成共轴， 经匹配透镜 ML 和

AL2 、 二向色镜 DM 引入显微镜聚焦在样品的

平面上。 AL2 是显微镜的辅助透镜，能使激光

聚焦点与样品共焦。 光阑 D} 和 D2 可限制杂散

光。本装置经激光功率器校验测得漂白和测量

圈 ， FPR 实验缝置图

AL，氧离子激光器; LS ， 激光稳应器1 M]. 
M2' 反射镜 1 DJ.D2 ' 光阁 ; NF ，中性衰减
片1 BS] 、 BS2 ，平行平板破1离 ;ML ， 匹配透镜 ;

AP，可变光阑 1 AL] 、 AL2'辅助透镜1 DM , 
二向色镜10L，物镜 ; SAM ，样品 1 SUP ，抑

制滤片1 RP ，反射棱镜 1 CAM ， 照相机 1 IF , 
干涉滤片1 PMT，光电倍增管1 SH 1 、 SH2 ， 电

子快门 1 A ，放大器1 LF , í!H1i ìtb ì~(器 ， SR , 
记录仪。

的光强比为 1:3500。

为了能实时拍顷细胞表而测量 区域的照

片， 实验装置还自己备了照相机， 照相机位于显

微镜的物象平而上，使 ;I~v. 品经物馆 OL 和辅助

透镜 AL} 直接成象于底片上。 _~il~ iJ技镜的双筒观

察目镜与照相机具有互换性。

二、电子系统

一般说来，FPR 技术检测生物样品时 ，待测

的荧光强度是相当微弱的，因为 (l )FPR 技术巾

采用了荧光微探针技术， 激发光仅对直径约为

2μm 光斑的微区进行照明， I盯在这样一个微小

的区域内， 荧光分子是很少的 ;(2) 在测 量时为

了避免测量光束对荧光染料产生慢漂白而导致

测量误差， 测量用的光强度通常是很低的， 仅

约 10-1 00rtw ， 再加上荧光量子产额和光学接

收系统的损失， f寺测荧光是很微弱的 。据报道 ，

光电倍增管靶面所接收到的光子流甚至低于每

秒 1 05 个光子[叫 ， 这接近在流出训IJ 量极限的微

弱光了，这样的微弱光在采取-定措施以后，

直流浩还能够取得十几一几十的信l噪比 [1 01 。

我们知道， 对于按高斯分布的光电场， 通

过光电效应进行检测时， 其光电流的功率谱由
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三部分组成[11] : 正比于平均光电流的 shot 噪

声 F 和平均光也流的平方成正比的直流成分以

及一个场的相关部分。它的功率谱如图 2 所示。

因此在入射光强的时候，光电倍增管的输

出波形是一个叠加有交流成份的直流，随着入

射光强度的减弱， 交流成份渐渐地相对变大，

使信噪比下降。从图 2 可以看出，在用直流法

进行微弱光检测时，只要压缩通频带就可以有

效地降低噪声水平，相对地提高信噪比。因此，

我们在原有的光电测量系统中加入了一个截止

频率 fo 约为 4 HZ、截止特性达 26 dbjoct 的低

通滤器。此外，在微弱直流信号检测时，系统的

慢漂移往往是一个较为严重的问题。为此我们

一方面尽量提高光电倍增管的输出 ，另一方面，

把原来的放大器改为电流一电压转换器。光电

测量系统如图 3 所示。 其中电流一电压转换器

由 IC 1 (5G28)构成，这样不仅由于电流一电压

转换器的输入阻抗和输出阻抗都很低，不易感

受外源噪声，而且充分发挥了场效应管输入高

增益运算放大器 5 G28 的失调电流和失调电流

漂移小的特点。

分成流直• 
(
3
)
岛

、础。t噪声

ω 

回 2 光电流的功率滔[11 J 

图 3 光电检测系统

为了提高信噪比，必须使信号在测量通带

以外取得较大的衰减，采用四个 5 G28 组成了

一个带零传输点的三阶有源低通隐波器， i虑波

器的传输特性如图 4 所示。图中， Y;;: fj鸟， 这

、

、

ξ「

.. GO 
υi 

固 4 .波娼的传输特性

回 5 光电灌输出波形图 (X 轴 O.5msj格，

y 轴 10 mvj稽〉图 5 (时 不使用远波

蟹，圈 5(b)使用法波锺

里 fo::::::: 4HZ。

从图 5 可以看出该滤波器具有较强的抑制

噪声能力。图 5 (a)是不使用滤波器的情况。这

时光电倍增管的输出波形是在很小的直流上叠

. 加有很高的脉冲 z 图 5 (的是使用捻波器后的情

况，可以看到高脉冲都消失了，只剩下平滑的

直流成份。

三、实验程序的控制

在 FPR 技术测量实验中，实验装置测量的

死时间 [12] (即漂白结束和第一次测量时间的间

隔)对于快速扩散测量是很重要的。 因此测量

光束和漂白光束的开启和关闭必须非常精确的

谐调，不然既影响测量精度，还可能损伤光电
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倍增管。

一般认为在开启漂白光束的同时，应立即

关闭光电倍增管的电子快门， 而当漂白光束结

束的瞬间又应立即开启光电倍增管 的电子快

门。由于电流驱动的机械快门存在着不可避免

的开启和闭合时间迟延，而且不同类型的电流

驱动快门之间本身又有较大的离散性，因此在

这两个快门之间必须加谐调控制。在实验过程

中，我们采用了 DBJ-Z80 单板微处理机(福州l

电子计算机厂生产)来协调控制电子快门 SH 1

和 S矶，测量的死时间为 120 毫秒。经实验使

用实行单板机来控制实验， 在改变实验程序时

由于只须改变软件不需要更动硬件，因此在使

用时显得方便和可靠。又考虑到实验过程要求

漂白光束的时间选取连续可调，因此时间确定

还是由外电路来完成。 于是在 DBJ-Z80 单板微

处理机和外电路之间通过 Z-80 系列的接口芯

片 (Z 80-PIO)来连接。图 6 和图 7 分别是这一

控制部的连接示意图及其控制程序的框图。

四、结语

用上述改进的 FPR 实验装置与原先装置

广-!!R< qJ 4! ~~户1tJ!i 1 ~ 1!， 1 

IID-k，snl 'I(?-~什卢一一「
」-E旦旦亏一寸旦旦!:l

圈 6 控制部分的连接示意图

图 7 程阵德固

在全部相同的条件下进行了比较模型试验。测

量样品是陷于 76% 甘脑海液中的荧光标记的

伴刀豆球蛋白σ一ConA) ，它们的光漂荧光恢复

曲线见图 8 。

改进后的 FPR 实验装置的信噪比较原来

的可提高约 5 倍。在信噪比 2 : 1 情况下，光电

接收系统测量荧光(5300 Å ) 的灵敏度可达到

图 8 F-ConA在 76 %甘油溶液中光漂荧光恢复曲线
图 8 (a)是原先的系统， 图 8 (b)是改进后的系统
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3 X 10- 1 5W。此实验装置用于测量林蛙卵表面

凝集素受体在卵割前和卵割时的运动 [13) 。
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j 基础知i口;
一 ，兰兰外源环核苦酸与植物细胞分裂、分化的关系

张述祖

(北京师范大学生物系〉

环核苦酷的细胞生物学意义

近年来大量研究工作表明，环腺音酸(c­

AMP) 与J:;，F 鸟昔酸(c-GMP)分别是调节控制细

胞分化和分裂的物质。 1957 年 Sutherland 首先

发现 c-AMP 的生理效应，随之 Sutherland 和

RaII 分离与鉴定了该化合物为扩， V J町、腺苦酸，

并阐明其有激素第二信使的功能。

近几年的研究表明 ， c-AMP 的作用远远超

过动物激素及神经递质第二信使的作用范围，

而具有广泛的生理效应。 ·这些效应大多是通过

对酶的影响， 经由两种途径来实现的。一方面

是对酶活性的影响。在高等动物中， c-AMP 通

过激活"蛋白激酶飞进而催化糖原磷酸化酶、

糖原合成酶、脂酶等的磷酸化来调节这些酶的

活性。另一方口可是通过训节控制基因的表达，

进一步影响某些酶的形成。

通过下列反应生成 c-AMP:

腺苦环化酶
~~+'+- c-AMP + ppi(脱磷酸作用 〉

g 

催化这一反应的腺昔环化酶， 存在于一切

动物、微生物及某些植物细胞的质膜上。氟化

制能促进它的活性F 囚氧唔吭可抑制其活性。

c-AMP 在机体内经下列反应分解 z

c-AMP 磷酸二脂酶
c-AMP+Hz。 一一一一 ;Þ. 5' AMP 

Mg++ 

催化这一反应的磷酸二脂酶可被甲基黄嘿

哈类化合物(如咖啡因、茶碱等) 所: ;JíP 击IJ ，膜岛

素等能促进它的活性。细胞内 c-AMP 的水 子

决定于腺背环化酶和磷酸二醋酶的活性大小，

也就是决定于 c-AMP 生成和分解之间的相互

关系。
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