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FPR实验结果的计算机分析

i余成汤 张:;L 华

(中国科学院上海细胞生物学研究所〉

自 1976 年 Axelrod 等人川首先建立了荧光漂白恢复(简称 FPR)理论以来，该理论已被广泛用

于研究细胞膜中脂类和蛋白质的侧向运动向3 ]。我们实验室于 1980 年建立了 FPR 实验装置凹 ， 并

测定了鼻咽癌细胞膜表面受体的扩散系数[町，和研究了林蛙卵表面受体的 运动方式 [6 ， 7]。在数据

处理过程中， 感到漂白后的初始荧光强度 Fk( O) 、 漂白后荧光恢复的渐近值 Fk (∞)以及漂白参量

K 的不确定性均会增加实验结果计算的误差。 Yguerabide[ 8]首先注意到了这一问题，提出了减小计

算误差的线性化方法。并指出，对于高斯分布光束，在荧光恢复是单一扩散(无流动)时，在一定

的条件下，倒易函数 (reciprocal function)R(t) = Fk ( ∞ )/ [Fk ( ∞ ) ~Fk( t)J和时间 t 的关系非常接

近于直线，且该直线的截距与斜率之比等于荧光恢复到全部恢复值 Fk ( ∞)的一半所需的时间 τ1/2 ; 

扩散系数 D 可以通过 D =龄2/4τ1/2 来求得(其中 自 是一个限定参数、 ω 是聚 焦激光束的有效半

径 ) 0 Van Zoelen 等人 [9 ]又在他的基础上指出，可以用一个参考荧光强度 FRer 来代替 Fk (∞)，从

而消除了 Fk (∞ )不确定性的影响。

我们在数据处理时采用了多元非线性优化法， 对 Fk ( ∞〉 、 K 和 τD 进行拟合。这样不仅提高了

数据处理的精度，而且在实验中毋需测量 Fk( O)和 Fk ( ∞)(事实上是测量不到的)，从而能缩短测

量时间 ， 降低对实验装置的要求。本文通过对理论模拟函数、甘油薄层实验数据以及林蛙卵细胞

膜实验数据的拟合处理， 表明了这一数据处理方法的实用性。

原理和方法

关于 FPR 实验方法的理论在此不予赘述， 详情可参阅文献[1 J。对于激光光束为高斯分布的单一纯扩散过程，

荧光强度的恢复和时间 t 的关系由下式给出[1]

Fk(t) =F; L; [( - K)D/ nIJ[l +n (1 + 2 t /τD)J- 1 

n-O 

其中 ， τD =(1)2/4 D， 是特征扩散时间

ωz 激光光束的强度降到中心强度 1/θ 处的半宽

D: 荧光标记分子的侧向扩散系数

Fi: 漂白前的原始荧光强度

K: 漂白参量， 它和剩余荧光率叫有关，又和凛白后的初始荧光强度 Fk(O)有关

(1) 

η= Fk(O) / F i = (1- e-k)jK (2) 

对于荧光不能完全恢复的情况g 假设激光束对荧光标记分子的可动组分和不动组分都具有相同的漂白率， 则

Fk (t)可由下式表示
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Fk ( t) = [Fk (∞ ) - FI皿]I:;日 -K)D/n! ] [1+n(1 +2 价)) )] -1 + F 1m (3) 
D-O 

其中，凡〈∞ 〉为当 t 趋于∞时 Fk(t)的渐近值

F;皿 为漂白后荧光分子中不动组分的剩余荧光强度

各参量间的关系示子图 1 。

将实验数据和式 ( 3 )的理论表达式进行拟合，使实验数据 YI 和理论函数 fl(X)的方差 S( X)为最小[10]

量'-1

S(X) =汇 [YI - f l(X) ] 2 (4 ) 
1-1 

其中， X 是拟合参量的集合， X = {xo, x h …Xm-!} , m 是

待拟合参量数， n' 是数据数。

为了用数值计算法求满足 S(X) 最小的 X，必须求解方

程组

2.协__， FI 

3355 ←一:-- ( X' + 1 - xzh = - 一-
ðx.δx... - OX. 

k - O ,J - ,J 

(5) 
~ r-t一---一 …一-一…一_ J'.zJ_"' ) 

革 1.0

j = 0 , 1, …, m - 1 

X， 是等 1 次迭代后的近似解， 而
0.5 

δS ~! ðf, 
一 一一一 =2 ) .-:>:工-'-[y ; -f; (X) ] (6) 

V^ j τõ V^J 

。2S 210fl ofiλ2ft f__ I! ...,,'\., I 
町汇2 ~l 否可 瓦-丽主{y; - fl(X) 

圈 1 荧光漂白恢复的理论模拟函敛曲线

原始荧光强度 FI 为 2 ，可动组分和不动组
分之比为 1 ， K =4 , Fk (∞ 〉和 Fim 见上 ， F l< (O) 

为漂白后初始荧光强度.j = 0 , 1,…, m-l 

k = 0, 1,…, m-l 

显然， 为了解方程组(5 )，必须求理论函数的二次微商。理论函数是→个如式(3)所示的无穷级数。我们采用了可

以忽略函数二次微分项的高斯-牛顿法。这样方程(5)就变为

白昼-~ I ðf: ðf. I …气 δf.

呈却是是|他XJK== 芮[y; -川 (8) 

j = 0, 1,…, m-1 

(.ó.x') l< = (Xo+l- x.h 

对于我们的情况， 具体的方程组为

A. ,iX=B (9) 

这里

I~-[最27rE段:271[嗖?]

A = ! 扭扭旦][蒜叫乞[与叫2

出[与合2_][悲到艺[气TLl阻止]

川一何时一…
川
Z
M

El[非r

(1 0) 仙一比
ι
Z
H
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乞 ðf叽川F凡阳fk(tlρ队(付仙tl
一一→一一[Fk旷'(tt) - F,,(tj )] 

l川-0δF凡Ir. ( ∞ }九J ‘

F 
K 

F OE 
-旦
、

O

F
‘

一

δ

-
h
Z川

B 
(11 ) 

Ei105(ti>一---一[FIl'(tj) - Fk (t t)] 
l-oOVD / 

4:了) (12) 

式中， VD = l j'rD 

Fk (t j) =Fk(tl, Fk ( ∞)， K , VD) , 即理论函数式。〉。

F~ (tl)是实验数据， IlP时刻 tt 的荧光强。 度由式(3)可以求得

ðFk (t t ) " 一~一 =立~ [( -K)njnl][1+n (1 +2 VDt)]-l 
ðFk(∞}工

(13 ) 

òFk (t ，、"一~一 = [(Fk (∞) - F'm)jK] L.; n.[( - K沪jn I J[1 + n( 1 + 2 VDt] -1 
。K --L. ' -ö,'--' -lllJ',--..Jí--J 

n-O 

(10 

。Fk(tl ) ~ .rT:' , ~~， T:' ,,, 一丁了一 = - 2 t [F，，(∞) - F'mJ 之~n.[(-K户jn!J 【 1 + n (1 + 2 VDt)]-J 
VVD 二b

(15) 

这样，我们用计算机通过迭代求解方程组(9 )， 就能求得在给定控制误差下的拟合参量 Fk (∞ 〉、 K 、 VD，而最终求

得扩散系数。与此同时还可求得不动组分百分数、 漂白率和 Fk (的。在所用的程序中， Fk ( ∞〉、 K、和 Vn 的控制

误差均选为 0.01. 图 2 给出了程序的流程图。

为了防止发散并尽量不使拟合速度下降， 在程序设计上采取了两个措施， (1)设置了人机会话试解判断程序，

以便于选择较合理的试解) (2)在经过每次迭代， 获得修正矢量{ðF，，(∞ )， ðK , ðVn}后 ， 都要进行一次一维搜

索，以找到沿修正矢量方向的 S 曲面的极小值， 来确定修正步长。这里选用了 。 .61 8 法 [11]进行一维搜索。

实验与结果

我们从两个方面验证了本方法。(1)根据式 (3)设计了一个理论模拟函数， 由本程序进行拟合) (2) 测定了异

疏氨基荧光素标记的伴刀亘球蛋白 A(F-ConA)*在 76%甘油浓度(VjV)中的扩散系数。

-、摸拟画敏

该函数的参量为 ， K =4 ) F i = 2 )τn = 1 s) 可动组分和不动组分之比为 1 。 对应予激光光束为 高斯分布的单

一纯扩散过程的不完全恢复扩散。该函数的 Fk(t)~tjτD 曲线示于图 1 。 验证时， 对 Fk (∞ 〉、 K、 τD 分别偏离土

20%进行拟合。拟合结果示于表 1 。可以吾到，拟合值和理论函数值之间的偏差在 0.2% 以 内 。

二、 F-ConA 在甘油薄层中的扩散

样品制备 用微量注射器把 24.2 μ1 ， 浓度为 3 μM 的 F-ConA 甘油溶液滴子载玻片上， 然后将 22 x 22 mm' 

的盖玻片覆盖其上， 从而使甘油薄层厚度为 50μm。静置于干燥缸内 12 小时待用 。

实验条件 氧离子激光器(中国科学院电子学研究所制〉光强稳定度优于 2%) 波长 4.880!) 单模 F 光斑半

径 1.7 士 0.04 μm(物镜 25 X ))光漂功率~1 mW; 光漂时间 100 ms) 温度 22 'C.

· 向厉梅芳同志提供。
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费 1 理论模拟函敏的拟合结果

理论- i I +H 1 -.. I 1I+.. I 1I - •• m +.. + 

169 

m _.. 

Fk (∞-) -1~ . 2454; 109-T~~雨丁 1… | 127岳jEl--L函川iiiii4 [ 1M48077

k I 4 I 4.0141871 I 4.013 83 88 1 3.97创7 I 4.015539] I 3.ω87009 I 3.9769457 

Tn I 1 I 0.997864221 0.9则叫 1.0139199 I ωm叫 1. 0阳61 I 1. 01阳5
F I | 0 ·川叫 。 . 243 7398Bl 0·川569 Iω73叫 。 .244川 I 0.2455叫 0.2473川

1M岛lOBILE 1 I 1 I I I 
FRACTION I 50 1 49.820514 I 50.024337 I 50.085893 I 49.9488 24 I 50 .015008 1 50.128024 

% I I 1lI I 
ßLEACH 1 I一一一一一一一一一一 1 _- , ____ 1 __ 

i 3 8201 | 川36235 I 川川3 ! 75.5tl5 83 I 川5川 | 川26362RATIO % , ,, . q ,,,,, I ，，， .""O L. V~ ! ,,,.,, ,,,,"',, ,, I | 

MAX % i 0.138907381 0.1669034 1 ^ '^^^'^^nl ^ ， ^^^nn~~1 ^ ^ ~n nn ^^ ， ^ 1 j 1 v '~:， u "，v~~ u i v:~ uu:v:~ 1 0.100810361 0.120366751 0.0788833121 0.18906662 DEVIA TIONI I I ( t = 10) I (t=0.5) I v. l. VVO l. V0U j v. l..c.. v o,) u U ' lJl V.VIOOOù O) ~41 

主艺工1 0. 25 i 0. 25053叫 。 . 2川13 I 0. 2465叫 Y些型 。 .24 90叫。.246217
Fk(t= 0) I 0. 49 0 842叫 ω川叫 。 .4四2叫 0.493阳41 0.4 890834 I ω0川4 1 0.49347277 

· 理论曲线是按 Axelrod 所描述的(其中令 Fk (∞ ) = 1 、 K =4 、 τD=l的单扩散曲线和荧光强度为 1 的不动组

分叠加而成， 即其漂白前的原始荧光 飞 =2
• 1 , 1I、 E 表示分别对 Fk (∞ )、 K 和 τ。 偏离士 20%来进行拟合， 其中下标"+"为偏离 +20% ， " -"为偏
离 - 20%

... 在计算扩散系数时假定了激光束腰 ω= 1 X 10-4 cm 

襄 2 图 5 所示实验曲线的拟舍结果

。 1 2 3 4 5 6 

阶)1 2 4 6 8 10 15 20 

:1 l 川 | 川 ! 再.6 1 63.0 1 ω I 6川 | ω i 69.4 1 川 | 川
F可50.269632 157.3793叫:ι;ζ口币:王忑L豆;豆副二司|雨雨λ均i函;Z凶函:马k川马……1四叫9

i : 数据标号，可(tl ): 实验荧光强度， Fk(i):理论拟合值

采用本方法对实验曲线进行理论拟合后， 求得扩散系数 D = (0.51 士 0.15) x 10 .. scm2js ，拟合曲线和实验数据

的最大偏差为 1 .08%。典型的实验曲线及其拟合结果分别示于图 3 和表 2 。

讨论

从实验所得的荧光漂白恢复曲线求扩散系数，如果按照 Axelrod[门的理论，首先要确定荧光恢

复半时 τ1/2' 即从实验曲线求出对应于荧光强度等于 F(τ112) = [Fk ( ∞ ) -Fk (0)]/2 的时间。实际
上 Fk(O)和 Fk ( ∞)都是很难测到甚至是无法测到的，从荧光恢复曲线上只能估计出它们的近似值。

因为在实验中，漂白比测量光强 3~4 个数量级，为了防止漂白光损伤光电倍增管，必须有一个测量

的延迟时间 τ 。因此，在实验中无法测到 Fk (O ) ，而只能测得 民(吟。数据处理时，如用 Fk (τ)代替
Fk(O) ， 势必对扩散系数的计算引入误差。而且由于记录仪的机械惯性，在快扩散情况下，凡(τ〉

本身的测量误差也很大。我们对因 Fk (τ)代替 Fk(O)给扩散系数带来的影响进行了初步考察，发现

对于 K=5 、 τ/τp = 0.1 时，引入扩散系数的误差约为 11.7% ，如果 τlτ0=0.2，则为 23.8%. 据
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回 2 FPR 实验戴蟹的三元非线性优化法流
程回

副

~ O. 1R 
i! 

。-

一-nh'l扩

图:3 F-ConA 分子在 76 %甘ìIB浓度(VjV)

中的荧光源自恢复曲线
F!=16.8 , Fk (∞ )=11.58 1632 ， K=2 . 3136111 , 

τD = 1.1106009 s, D = 0.4 223662 X 10-8 crn2j s, 
Fk(O) =29.911711 

拟合的最大偏差10.614 68399(t =15 S )

Jacobson 等人[ 1 2 ] 的报道，在他们的实验中，由于

修正了这一延迟时间，使扩散系数由原 计算出的

1. 2 X 1O- 8cm2/s 变为 5.6 x10 - 8cm2/s。表明这一因

素使计算得的扩散系数偏小 78% 。 同样的理由，将

使实验测得的 K 偏小。对于扩散较快的情况，这一

因素的影响将变得相当严重。

对于慢扩散的情况， Fk ( ∞)的影响较大。由于

Fk( t) 随 t 的变化很慢，特别是 K 较大时则更甚。

根据我们用计算机计算的结果表明，在 K == 5 时，为

了使 Fk(t)和 Fk (∞)的偏差小于 1 %，测量时间需

达 τD 的 108 倍。在实验过程中，如 当 t/τD 值较小

时就误认为荧光已基本恢复而中断实验，则将引进

较大的误差。计算表明， K == 5 时， 若测量时间取 10

句，引进的误差约 20.8% ， 5τD 时约为 34.5% 。

由上述可知， 合理的实验数据处理方法对于 FPR 实验是十分重要的。本文介绍了 FPR 实验

数据的三元非线性优化法。尽管非线性优化法有容易发散的困难，但是在我们的情况下，因变量

较少且在程序设计中注意了试解的选择和一维搜索，在实际应用中尚未发生过发散现象。

为验证本方法，我们考虑图 1 所示的理论模拟函数。结果表明，拟合值和模拟函数值之间的

偏差不到千分之二(见表 1 )。 其次，从 F一ConA 在 76%甘油浓度中的荧光漂白恢复实验来看，拟

合值和实验数据的最大偏差也仅为1. 08%(见图 3 和表 2 )。由此求得的 F-ConA 的扩散系数为

0.51 X 10- 8cm2/s。这和 Jacobson[12]经时间校正后玻甜酌 F-ConA 的扩散 系数 0.45 X 10-8cm2/s 

很接近。可见本方法有较高的拟合精度。如果想进一步提高拟合精度，还可以通过改变拟合的控

制精度来获得。

在高斯光束的情况下，本方法漂自参量 K 的适用范围为 0乓K~ 10。因此， 对各种不同漂白
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量的数据一般都能适用。 此外求扩散系数时，毋需求所谓i限定参量 自[ 8 1 ， 而可由 D =兰直接求
经 "D

得 。

此方法已被应用于测定林蛙卵表面受体的扩散系数[7] 。
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以琼脂糖胶为载体的 DNA 分子杂交*

张志新研弥力陆溢孙毓麟

(中国科学院上海细胞生物学研究所〉

以硝基纤维素滤膜或二偶氮莘氧甲基纸

( diazobenzyloxymethyl paper，简称 DBM 纸〉

为载体转移核酸分子，并以此载体进行分子杂

交是广为应用的生化技术之_[1- 2 ]。由于现在

使用的各种载体吸附核酸分子的能力都存在一

定的局限性， 所以核酸分子转移杂交技术仍在

不断改进[ 3 - 5]。尤其引人注目的是 PurreIlo 以

及 Tsao 等人利用琼脂糖(agarose) 胶进行核酸

分子杂交的报道， 其杂交效果较为显著[← 7] 。 最

近， 我们采用和上述方法类似的杂交技术，直

接用琼脂糖胶替代硝基纤维素滤膜或 DBM 纸

作为载体、DNA 电泳后不经过转移过程而是将

胶干燥， 然后用放射标记探针在干燥胶上直接

进行分子杂交，同样获得了较好的结果。本文

以定量分析的方法进一步证明 了 杂交的专一

性， 特别是对单拷贝基因 DNA 顺序的杂交显

示了高效、专一的特性。

材料和方法

-、实验材料

DNA样品分别从经过小球菌核酸酶(micrococcal

nuclease)水解的莱亨鸡红血球细胞核以及经过限制性

内切酶 ECoRI 水解的红血球 DNA iM备 [8]。质粒 pBR

· 本工作得到国家科委应用基础理论研究基金和
中国科学院研究费用资助。

.. 感谢2 周维影同志参加了部分技术工作。
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