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前　言

后基因组时代生物医学的迅速发展，与生命科学的进步息息相关。今天的生

命科学已不仅仅是描述性、实验性的科学，定量科学成为了必然趋势，没有对生

命各类生命现象的精确测量，便难以对生命过程进行全方位的调控与干预，而精

确测量就完全要依靠分析测试仪器，所以医学实验仪器是医学科学研究的重要支

撑条件。近年来，质谱仪、测序仪、动物活体成像设备、激光共聚焦显微镜、双

光子显微镜、流式细胞仪、电子显微镜、超高速离心机等一系列大型精密仪器为

研究生物大分子的结构和功能提供了定位、定性、定量甚至实时的数据和多维的

图像，也为分子生物学、细胞生物学领域的重大发现提供了强有力的设备支撑。

通过这些大型仪器采集的数据和图像成为每一篇生命科学论文中最重要和核心研

究结果，诠释着生命现象的复杂本质，引领着相关研究领域的发展方向。

对生物医学研究中的大型仪器设备的开发利用和规范的管理，是对生命各类

生命现象进行精确测量的根本保证。标准操作程序（standard operation procedure，

SOP）是仪器管理中常用的一种标准的作业程序。SOP 在这里为“最优化”的概

念，是经过不断实践总结出来的在当前条件下可以实现的最优化的操作程序设

计。本书由多年承担广西医科大学研究生和本科生的科学研究指导和实验仪器设

备正确使用技能培训的老师撰写，不仅详细介绍了医学实验室常见大型仪器使用

的 SOP，而且结合大型仪器在医学中的应用，详细介绍了检测实例，体现了编写

者对相关仪器设备的了解和熟悉，更是编写者对开发利用大型仪器的宝贵经验的

分享。因此本书既可作为科学实验仪器设备学课程培训的教材，提供如何正确使

用相关实验仪器设备的教程，更是医学实验室管理和生物医学科学研究有价值的

参考书。

医学实验室高端仪器设备的开发利用和科学管理，需要具备较好的医学、生

物学、数学、计算机科学、信息学等多学科知识和掌握实验仪器设备正确使用方

法。由于编写人员理论水平和实验经验有限，书中难免存在不足之处，还望读者

提出批评和改进意见，以便今后进一步修订提高。

� 编者　　　

� 2014 年 10 月 22 日
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第一章　Nikon A1 激光扫描共聚焦显微镜系统

第一节　仪器操作规程

一、仪器的基本原理

激光扫描共聚焦显微镜（Laser Scanning Confocal Microscope，LSCM）采用激光作

为光源，逐点、逐行、逐面快速扫描成像，扫描的激光与图像信号收集共用一个物镜，

物镜的焦点即扫描激光的聚焦点，也是瞬时成像的物点。系统经一次调焦，扫描限制

在样品的一个平面内，即可获得样品某一焦面的平面图。若调焦深度不一样时，就可

以获得样品不同深度层次的图像，这些图像信息通过计算机叠加、分析和模拟，可显

示细胞样品的立体结构。

传统的光学显微镜使用的是场光源，样本上每一点的图像都会受到邻近点的衍射

或散射光的干扰；而激光扫描共聚焦显微镜利用激光束经照明针孔形成点光源对样本

内焦平面的每一点扫描，样本上的被照射点在探测针孔处成像，由探测针孔后的光电

倍增管（PMT）或冷电耦器件（cCCD）逐点或逐线接收，迅速在计算机监视器屏幕上

形成图像。照明针孔与探测针孔相对于物镜焦平面是共轭的，焦平面上的点同时聚焦

于照明针孔和发射针孔，焦平面以外的点不会在探测针孔处成像，这样得到的共聚焦

图像是标本的光学横断面，克服了普通显微镜图像模糊的缺点。

激光共聚焦扫描显微镜既可以用于观察细胞形态，也可以用于细胞内生化成分的

定量分析、光密度统计以及细胞形态的测量 , 配合稳定完美对焦系统可以实现长时间

活细胞动态观察。

二、仪器的结构

激光共聚焦显微镜主要由激光光源、全自动显微镜、扫描装置、检测器、计算机

系统（包括数据采集、数字信号处理和转换、应用软件）、图像输出设备、光学装置

和共聚焦系统组成（图 1-1）。整套仪器由计算机控制，各部件之间的操作切换都可在

计算机操作平台界面中方便灵活地进行。
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①

②

③

④

⑤

⑥

⑦

⑧

⑨

（注：①电动倒置荧光显微镜；②共聚焦显微镜扫描头；③共聚焦显微镜总控制器；④光谱探测模块；⑤检测器；⑥电源

开关；⑦激光器开关；⑧遥控操作系统；⑨共聚焦显微镜工作站 +检测器）

图 1-1　激光共聚焦显微镜

（一）显微镜光学系统

倒置荧光显微镜是 LSCM 的主要组件，它关系到系统的成像质量。物镜的转换、

滤色片的选取、载物台的移动调节、焦平面的记忆锁定都由计算机自动控制。

（二）扫描装置

LSCM 使用的扫描装置一般为镜扫描。通过计算机控制的步动电动机带动显微镜

移动，以实现在同一焦平面上的逐点扫描；或通过沿 Z轴方向逐渐改变焦平面，来完
成对样品不同层面的扫描；亦可对细胞或组织厚片进行类似 CT 断层扫描的无损伤连

续光学切片，经过计算机三维重建的处理，能够从任意角度观察标本的三维剖面或整

体结构。

（三）激光光源

LSCM 使用的激光光源有单激光和多激光系统。多激光器系统在可见光范围使用

多谱线氩离子激光器，常用的激发波长为 405 nm、488 nm、543 nm 和 633 nm。

（四）检测系统

LSCM 为多通道荧光采集系统，一般有三个荧光通道和一个透射光通道，能升级

到四个荧光通道，可对物体进行多谱线激光激发，样品发射荧光的探测器为感光灵敏
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度高的光电倍增管（PMT）。PMT 前设置针孔，由计算机软件调节针孔大小，光路中

设有能自动切换的滤色片组，满足不同测量的需要 , 也有通过光栅或棱镜分光后进行

光谱扫描功能的设置。

三、仪器操作规程

1. 打开显微镜：先打开周边设备电源（卤素灯、电动载物台、汞灯），再打开显微

镜电源到“On”。

2. 打开激光共聚焦系统：

（1）把激光共聚焦系统后面橘红色的开关打到“On” ，再把激光器电源的钥匙顺

时针转动到“On”。

（2）把 488 激光器控制板上的钥匙转到“On”，并把旁边的开关打到“AC”，等

待 20 s 左右的时间再把控制板左边的开关由“Stand By”打到“Operate”。

3. 打开共聚焦控制箱电源。

4. 打开电脑，待系统稳定后，鼠标左键双击桌面上“NIS-Elements”软件图标，

在弹出的下拉菜单选择“Confocal A1/C1”。

（1）当硬件初始化结束后，NIS-Elements 启动运行，随即 Camera Settings 自动打开，

该窗口也可以通过 View 菜单下 Acquisition 栏里找到。

（2）设定光路配置：点击“滤色片和染料”画面中的“Setting”按钮→选择探测

模式（［DU4］标准探测器）→激活自动光路（点击“AUTO”按钮）→为各个通道选

择被观察的染料→在需要使用的通道对应的复选框上打钩→选择是否使用透射探测器

→确认光路设置点击“Ok”按钮，光路设置窗口关闭。

（3）应用扫描设置：选择扫描方式（单向 / 双向）；选择图像精度；选择扫描速度；

选择隔行扫描；选择平均或累积方法。

（4）获取实时图像：按照所需的成像要求，选择表 1-1 所列出的按键。

表 1-1　 实时图像拍摄按键功能表

按键名称 功能

Live 按钮
用于显示活动图像。活动图像窗口自动打开并显示活动图像。所谓活动图像就

是当前显微镜上观察的实时图像

XY按钮
用于拍摄当前活动窗口所对应的正式图像，当进行拍摄时，会弹出一个独立于

活动图像的窗口

XYZ 按钮 用于拍摄当前活动窗口所对应的正式图像，再进行 XYZ 三维重建

XY Time 按钮
用于拍摄当前活动窗口所对应的正式图像，并给予时间序列，再进行 XY、T三

维重建

XYZ Time 按钮
用于拍摄当前活动窗口所对应的正式图像，并给予时间序列，再进行 XYZ、T

四维重建

Photo Activation 按钮 用于设定光刺激观察模式
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（5）图像调节：改变激光功率、探测器的电压获得良好的图像，相应的选择按钮

名称及功能见表 1-2。

表 1-2　图像质量选择按键功能表

按键名称 功能

HV 　设定 PMT 所加电压

Offset 　设定 PMT 的 BL Offset 值

Laser 　设定激光功率值

HV（TD） 　设定透射探测器上所加电压

Offset（TD） 　设定透射探测器的 Offset 值

5. CCD 操作：

（1）把 CCD系统前面的绿色开关打到“On”。

（2）打开电脑，待系统稳定后，鼠标左键双击桌面上“NIS-Elements”图标，在

弹出的下拉菜单选择“Confocal Ri”。

（3）在“Camera Settings”栏设定输出图像的格式：图像大小、拍摄方法以及帧的

比率。

（4）选取曝光模式（手动和自动）。

（5）在工具栏中点击“ ”按钮，显示活动图像，即实时图像。

（6）点击摄像头按钮，即可拍摄图片。

（7）关机顺序按照开机的反方向顺序。

四、仪器的维护及保养

1. 保持仪器室的干燥、整洁，尽量做到恒温恒湿。

2. 开机注意先后顺序。

3. 当镜头表面沾有油污或指纹时，可用脱脂棉蘸少许无水乙醇和乙醚的混合液

（3∶ 7）轻轻擦拭。

4. 在任何情况下操作人员不能用棉团、干布块或干镜头纸擦拭镜头表面，否则会

刮伤镜头表面，严重损坏镜头；也不要用水擦拭镜头，否则会在镜头表面残留一些水

渍，可能导致滋生霉菌，严重损坏显微镜。

5. 仪器工作的间歇期间，为了防止灰尘进入镜筒或透镜表面，可将目镜留在镜筒

上，或盖上防尘塞，或用防尘罩将仪器罩住。

6. 显微镜尽可能不移动，若需移动应轻拿轻放，避免碰撞。

7. 不允许随意拆卸仪器，特别是中间光学系统或重要的机械部件，以免降低仪器

的使用性能。

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com
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五、常见故障及排除方法

1. 如果在视野内看到的物像不符合实验要求（物像偏离视野），可慢慢调节载物

台移动手柄。调节时应注意玻片移动的方向与视野中看到的物像移动的方向正好相反。

如果物像不甚清晰，可以调节微动调焦手轮，直至物像清晰为止。

2. 卤素灯开启到光亮度稳定大约需要 2 s，在拍摄 DIC 图像时，如果直接拍摄会

导致曝光不一致问题。解决此问题可以配置透射光光闸或者在拍摄 DIC 图像之前利用

宏命令等待 2 s。同样，关闭卤素灯也需要约 2 s 时间，请将荧光通道拍摄放在 DIC 通

道之前，或者等待 2 s 拍摄。

3. 若物镜沾水或沾油，需用特殊镜头纸（光滑面朝向镜头）擦净方可使用。

第二节　采用激光扫描共聚焦显微镜 

观察线粒体膜电位变化

一、实验目的

线粒体作为细胞的产能中心、代谢中心和凋亡中心，在生命过程中发挥着重要的

生理功能，且参与了多种重要的细胞病理过程。线粒体 DNA 的结构异常、蛋白质数

量的变化，可导致线粒体电子传递链和氧化磷酸化功能失常，与细胞能量代谢、细胞

增殖、细胞凋亡以及癌变细胞恶性表型的维持有密切关系。本实验以特异性结合细胞

线粒体的荧光染料作为线粒体膜电位的荧光指示剂，采用激光共聚焦显微镜成像技术

观察并检测其膜电位荧光强度的变化，考察不同条件下线粒体膜电位的变化情况，以

探讨相关生理机制。

二、实验基本原理

罗丹明 123（Rhodamine 123）是一种可透过细胞膜的阳离子荧光染料，是线粒体

跨膜电位的指示剂。其在正常细胞中能够依赖线粒体跨膜电位进入线粒体基质 , 荧光

强度减弱或消失。而在凋亡发生时，线粒体膜完整性被破坏，线粒体膜通透性转运孔

开放，引起线粒体跨膜电位的崩溃, Rh123 重新释放出线粒体, 从而发出强黄绿色荧光，

可用激光共聚焦显微镜或流式细胞仪检测，通过荧光信号的强弱来检测线粒体膜电位

的变化和凋亡的发生，可用于培养的细胞或从组织中提取出的线粒体的膜电位检测。
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三、材料与设备

（一）试剂

含 10%新生牛血清、50 U/mL 青霉素和 50 U/mL 链霉素的 DMEM培养液，细胞膜

电位探针，荧光探针罗丹明 123，化疗药物。

（二）设备

激光共聚焦显微镜 Nikon A1。

（三）所需样本

细胞株或原代培养细胞。

四、实验方法

（一）细胞的提取及培养

从组织样品直接分离原代细胞或培养的细胞株，收集细胞悬液，细胞密度控制在

1×106~1×107 个 /mL 之间，用 10%新生牛血清、50 U/mL 青霉素和 50 U/mL 链霉素的

DMEM培养液培养。

（二）荧光探针的负载

1. 细胞膜电位探针负载：将制成的细胞悬液离心后，加入一定量细胞膜电位荧光

探针罗丹明 123，37 ℃避光负载 30 min。漂洗 3次，每次 5 min。

2. 线粒体膜电位探针的负载：同样将细胞悬液离心后，加入一定量的线粒体膜电

位探针，37 ℃避光负载 15 min。漂洗 3次，每次 5 min。

（三）激光共聚焦显微镜测定荧光强度

1. 用台盼蓝检测细胞活性，当细胞存活率大于 90% 方可上机测定。将负载好的细

胞悬液滴于载玻片上，盖片后固定于载物台上，在荧光显微镜下初调焦平面，观察细

胞形态及负载情况。

2. 预设扫描条件：根据荧光探针设定激发光波长和发射光波长。调节焦平面，调

节激光的强度和电压，选择最清晰的荧光图像，以点面 1 024 像素扫描。

（四）数据分析与处理

用图像处理系统进行数据处理，得出平均荧光强度。每个图像随机选择区域进行

测定，测定结果的均值为各区域的平均值，结果以均值±标准差 x±s表示，各组间
比较用方差分析中 t检验法。

五、实验结果分析

1. 膜电位荧光强度的变化：不同条件处理后，膜电位荧光强度的变化。
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图１-3　实验组图 1-2　对照组

2. 与对照相比是否有显著性差异。对照组为未经药物处理的细胞，实验组经化疗

药物处理后导致线粒体跨膜电位的降低。

3. 联系相关生理机制进行探讨。说明该药物具有疏水、亲脂的特性，它能够通过

细胞膜和线粒体膜的疏水屏障，并在线粒体内膜膜电位的电场力推动下，进入到线粒

体基质。而肿瘤细胞线粒体内膜膜电位远远高于正常细胞，因此所获得的推动力也就

远远大于正常细胞，进而造成了药物在肿瘤细胞线粒体基质内的积聚，从而引起线粒

体的膜电位降低。

第三节　激光共聚焦显微镜动态 

观察大黄素 β- 环糊精包合物在细胞内的分布

一、实验目的

研究药物在细胞的跨膜转运不仅可以揭示细胞对药物摄取规律，同时可为药物的

剂型研究、给药方案确定、药物作用机制等方面提供理论依据。大量文献报道，细胞

对药物的摄取常通过HPLC 方法测定。但该法在测定过程中，必须裂解细胞，同时难

以在间隔时间较短内动态观察细胞对药物的摄取，属于定态分析方法。而采用的激光

扫描共聚焦显微镜技术将定量分析与图像分析有机结合，研究药物的跨膜转运，可以

对活细胞、活组织内自发荧光的药物实时动态观察并定量分析，还可以获得细胞形态

学改变及药物在细胞内分布的三维图像。
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二、实验原理

大黄素 β- 环糊精包合物是一种荧光物质，能在激光的照射下发射出 530 nm 的绿
色荧光。激光扫描共聚焦显微镜是近代最先进医学图像分析仪器之一，广泛应用于细

胞分子生物学等各领域，由于其高清晰度成像，配备完美对焦系统和强大的图像分析

软件，可以实现对活细胞、活组织内自发荧光药物的定性、定量、定时、定位动态分析。

本研究利用大黄素 β- 环糊精包合物自发绿色荧光的特性，采用激光扫描共聚焦显微
镜研究大黄素 β- 环糊精包合物在细胞中的摄取和分布规律，观察不同透膜抑制剂如
NaN3、甘露醇和环孢菌素 A等对细胞摄取药物的影响，探讨药物的跨膜转运机制。

三、材料与设备

（一）试剂

大黄素 β- 环糊精包合物红外和紫外光谱鉴定（包合率为 66.93%，含药量为
20.53%）、RPMI-1640 培养基、小牛血清、胰酶、二甲基亚砜（DMSO）、NaN3、环孢

菌素 A、甘露醇、Hoechst 33258。

（二）仪器

激光共聚焦显微镜 Nikon A1、二氧化碳培养箱。

（三）细胞

人鼻咽癌细胞 CNE-1 细胞。

四、实验方法

（一）激光共聚焦显微镜工作条件

采用完美对焦系统动态双向扫描模式，选择激发波长 488 nm，发射波长 530 nm，

激光功率 9.0 mW，光电倍增管电压 110 V 条件下摄图。

（二）大黄素及大黄素包合物在细胞内的分布情况

取对数生长期细胞，以 5×104 个 /mL 密度接种于共聚焦培养皿，每皿体积 2 mL，

贴壁 24 h。加入工作浓度为 5 mg/L Hoechst 33258 对细胞核染色 30 min 后，分别加入

无细胞毒浓度为 20 mg/L 的大黄素和大黄素包合物 , 在激光共聚焦显微镜下摄图。

（三）药物浓度对细胞摄取特性的影响

取对数生长期细胞，以 5×104 个 /mL 密度接种于共聚焦培养皿，每皿体积 

2 mL，贴壁 24 h 后，分别加入无细胞毒浓度为 5 mg/L、10 mg/L、20 mg/L、40 mg/L

的大黄素及大黄素包合物的培养基 , 在激光共聚焦显微镜下摄图，记录药物进入细

胞的时间、荧光强度。

（四）内吞抑制剂NaN3 和甘露醇对细胞摄取特性的影响

取对数生长期细胞，以 5×104 个 /mL 密度接种于共聚焦培养皿，每皿体积 

2 mL，贴壁 24 h 后，撤去原培养基，除空白组外，分别以 50 mmol/L 甘露醇和 
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15 mmol/L NaN3 的培养基孵育 30 min 后，各组加入浓度为 5 mg/L、10 mg/L、20 mg/L

大黄素包合物，在激光共聚焦显微镜下摄图，记录药物进入细胞的时间、荧光强度。

（五）统计学处理

采用激光共聚焦显微镜系统荧光定量分析软件 NIS-Elements AR 测定细胞的荧光

强度。使用 SigmaPlot10.0 对实验数据进行分析，组间差异比较用 t检验。P ＜ 0.05 有

统计学意义。

五、实验结果分析

（一）CNE-1 细胞对不同浓度大黄素包合物摄取规律

大黄素包合物浓度在 5~40 mg/L 范围内，低浓度时随浓度增加，细胞摄取的荧光

强度值增加，但高浓度时细胞内荧光强度变化不明显，提示鼻咽癌 CNE-1 细胞对包

合物的摄取并不完全遵循被动扩散方式，可能同时存在某种载体的介导。结果见图

1-4。

图 1-4　不同浓度大黄素及其包合物对细胞摄取特性的影响（n=3）

在动态观察的 10 min 内，不同浓度大黄素在细胞内达到最大荧光强度所需的时间

较短，其最大荧光强度持续时间也较短；而包合物在到达最大荧光强度所需的时间较

长，其最大荧光强度持续时间也较长。结果见图 1-5、图 1-6。
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图 1-5　CNE-1 细胞对大黄素包合物的摄取曲线图

图 1-6　CNE-1 细胞对大黄素的摄取曲线图

（二）大黄素和大黄素包合物在CNE-1 细胞内的分布情况

激光共聚焦显微镜下可见大黄素和大黄素包合物在 CNE-1 细胞内均以颗粒的形

式主要分布于胞浆中，细胞核内基本无分布。结果见图 1-7、图 1-8。

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com


