
是否激活。与电泳迁移率变化分析方法相比 ,一方面避免了核

蛋白抽提过程中因应激效应(如冷刺激)所造成的假阳性结果 ,

另一方面 ,对于 CREB这类在非激活状态下仍可与 DNA序列产

生结合的 TFs而言[ 2] ,以磷酸化状态来判定它是否活化更为简

捷。④精确反映活化细胞的比率:大多数情况下刺激因素对细

胞的激活作用具有剂量-时间依赖性 , 这与单一细胞的激活程

度及激活细胞的数量即占群体细胞的比率有关。

　　我们应用 ICC 技术对 LPS 刺激后 ECV-304内多种信号分子

的激活进行了筛选研究[ 3] , 为今后相关工作的深入开展打下了

坚实的基础。总之 , ICC 技术是一种特异 、敏感 、经济而又操作

简便的方法 ,可以广泛地应用于信号转导研究 。
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显微摄影的几点体会

Experiences in microphotography
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　　在医学形态学研究领域中所得到的照片质量是决定实验

结果可靠性的重要依据 , 尤其对一些细微结构的显示 , 显微摄

影以其独特的直观性 、可视性使结果更具说服力[ 1] 。

　　目前许多单位都有自己的显微照相系统 ,怎样使这些仪器

设备更好地为医学科研服务 ,充分发挥其作用 , 获取清晰 、满意

的图片 ,下面以 0lympus Bx—50 生物显微镜 、PM—AD 照相系统

为例介绍我们的一些体会。

1　照相显微镜结构简介 ,见图 1

1.1　视度校正
　　通过调节摄影目镜来完成。视力存在个体差异 , 同一个人

两眼视力也不尽相同 ,在拍摄前进行视度校正调节是必不可少

的步骤。方法是用一只眼(左眼或右眼)通过调节摄像目镜上

的屈光调节环 ,使目镜视野中心的“十”字由单线变成清晰的双

线 ,见图 2。同时要注意在拍摄过程中要保持用同一侧眼进行

观察 ,不可左 、右眼互用 ,若要更换还需重新调节。

图 1　显微镜结构简介

　　作者简介:孙建森(1966-),男 ,河南省许昌县人 ,实验师 ,主要从事显微摄影

及图像分析方面的研究。电话:(023)68752225

　　收稿日期:2001-10-20;修回日期:2002-05-16

图 2　视度校正

1.2　柯勒氏照明系统调节
　　柯勒照明系统的调节是保证获得完美 、清晰照片必不可少

的步骤 , 有些操作者往往忽略了该步调节 , 以至于所得到照片

有偏光 、偏色等不良结果。方法是通过调节轴中心螺丝钉来完

成:①放置标本于载物台;②10×物镜聚焦;③关小孔径光栅和

视场光栅 , 此时视野出现多边形影像:④升降聚光镜 , 调清多边

形边缘;⑤调节轴中心螺丝钉使多边形置于视野中心 , 见图 3;

⑥打开光栅。光栅的大小以刚刚超出视野边缘为佳 ,见图 4 , 太

大会产生散射光从而影响照片质量 , 太小视场周边会不清晰 ,

造成照片周围曝光不足。

图 3　轴中心调节　　　　　　图 4　光栅调节

1.3　标本焦距的调节
1.3.1　瞳距调节　　合适的瞳距便于进行视野选取 、观察以

及准确地聚焦 ,在长时间操作中可减轻眼睛的疲劳。
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1.3.2　屈光度调节　　①左 、右眼无视差,视度调节环置于“0” ;

②有视差则要转动目镜上调节环以较正左、右眼的视度差。

1.3.3　焦距调节　　通过粗调及微调来使组织切片清晰聚

焦。与生活摄影一样 , 显微摄影也存在焦深(同生活摄影的景

深)。所谓焦深是指组织结构在清晰范围内的上下距离。低倍

物镜由于放大倍率小 , 焦深就长 , 比较容易聚焦。相反高倍物

镜的焦深就小 ,聚焦相对比较困难 , 在操作时一定要小心谨慎 ,

以便准确聚焦。摄像时要以摄像目镜聚集清晰为准。

2　摄影照片反差的调节

　　组织切片制备的优劣决定着照片质量的好坏。这就要求

在制作组织片时一定要注意制作的每一个环节 , 尤其要注意染

色及封片等环节 , 以保证制作出结构清晰 、干净 、无气泡 、反差

强烈 、透明度良好的组织片。但通常情况下组织片总存在不同

程度的问题 ,拍摄时可通过以下调节进行弥补:

2.1　设置孔径光栅
　　孔径光栅的设置应满足公式(1)的要求:

　　公式(1):NA聚光镜=(0.6～ 0.8)·NA物镜。 　　NA为数

值孔径数 , NA值越大空间分辩率越高 ,物镜的 NA 值取决于所

购显微镜的档次的高低 , 物镜的 NA 值在镜头上有所标识

(BX50 生物显微镜各物镜的 NA 值 10×为 0.25 、20×为 0.4、

…)。在进行显微摄影时 , 聚光镜孔径光栅开合的位置应该在

物镜 NA值的基础上再乘以 0.7 为最佳 , 这样可使组织片达到

最佳的反差效果。开得太大会降低照片的反差 , 太小会使图象

分辨率降低 。其计算方法为:例如用 20×物镜拍摄时 , 聚光器

NA值应调到 0.4×0.7=0.28的位置。以获得最佳的效果。 若

组织片制备效果不好 ,还可通过进一步缩聚光镜 NA 值以及进

一步缩小视场光栅等办法来提高照片的反差[2] 。

2.2　色温的调节
　　进行彩色摄影时此调节是获得高质量照片必不可少的步

骤:打开电源 , 加 LBD蓝色滤镜 , 将组织片放置于载物台 , 色温

表设置到”D”(日光型)。旋转载物台移动旋纽 , 选取组织片空

白处进行调节 ,调整显微镜电压至对应于色温表“D”的黄色三

角形指示灯亮 ,完成色温调节。

3　显微照片的放大倍率

　　多数情况下 , 科研工作者所关心的是摄影照片的放大倍

率 ,而拍摄冲扩等工作由辅助或专业人士去完成。目前国内期

刊所载照片的放大倍率仍有很多作者以肉眼观察倍率来代替 ,

实际上观察倍率与摄影倍率是不同的概念[3 ,4] 。

3.1　显微镜观察的放大倍率
　　M=物镜倍率×目镜倍率。

3.2　显微照片的放大倍率
　　照片的放大倍率取决于物镜的倍率 、摄影目镜的放大倍率

以及用胶片所冲扩照片尺寸的放大倍率。

　　物镜倍率乘以摄影目镜倍率所得为胶片的放大率。而照

片的实际放大倍率应通过胶片放大倍率乘以胶片扩放成照片

的放大倍率(Fe)来计算。 135胶片扩放成照片的放大倍数(Fe)

通过公式(2)来计算:

　　公式(2):Fe=×/ 36 mm

　　36 mm 为 135 底片长边的长度 , ×代表所扩放照片长度的

毫米数。如 4英寸照片约为 101.6 mm , 5 英寸约为 127.0 mm。

　　例如计算用 20X 物镜 , 3.3 倍摄影目镜拍摄的 135 胶片扩

放成 5 英寸照片的放大倍率(MF)计算方式是:MF=20×3.3×

127 36=233。相同物镜 5X摄影目镜所拍照片倍数:MF=20×5

×127 36=353。表 1 是常用摄影照片的放大倍率 ,可供查阅。

表 1　显微镜照片放大倍数计算表

底片放大倍数×物镜倍数

(mo)

摄影目镜倍数

×(mp)

装置系数

×(mi)

图象倍数

=(ml) 3 4 5 6英寸

76.2 101.6 127.0 152.4 mm

2.12 2.82 3.53 4.23倍数
4× 3.3× 1 13.2 28 37.2 46.6 55.8

10× 3.3× 1 33 70.0 93.1 116.5 139.6

20× 3.3× 1 66 140 186.2 233.0 279.2

40× 3.3× 1 132 28 372.2 466.0 558.4

100× 3.3× 1 330 700 930.6 1 165.0 1 396.0

4× 5× 1 20 42.4 56.4 70.6 84.6

10× 5× 1 50 106.0 141.0 176.5 211.5

20× 5× 1 100 212.0 282.0 353.0 423.0

40× 5× 1 200 424.0 564.0 706.0 846.0

100× 5× 1 500 1 060.0 1 410.0 1 765.0 2 115.0

4　显微摄影的其他环节

　　滤色片的应用:彩色摄影一般加蓝色滤片 LBD(Bx50 已内

置于底座), 一般认为 9 V 电压加 LBD滤片可使灯丝色温达到 1

400 K , 接近日出或日落时的色温(1 800 K), 从而使日光型彩色

胶片得以最佳的色温补偿;而黑白胶片应加绿色滤片(IF550),

该滤片可使黑白胶片分光感度与人眼的接近。

　　组织玻片及摄影胶片的选择:显微摄影所用玻片要求是正

规厂家的合格产品 , 厚度:载玻片 0.9 ～ 1.4 mm , 盖玻片 0.17

mm ,玻片厚度同样影响照片质量。胶片选用日光型如 IS0/ASA

为100 210的胶卷 ,在荧光拍摄时应选 200 240 以上的高感度胶

片 ,以获得更佳的感光效果。

　　熟练掌握拍摄操作键 ,正确设置倒易率失效补尝以获得准

确的曝光时间。倒易率失效补尝(Reciprocity)可根据胶片的型

号 ,从照相装置所带表中查取(Fuji100 , Kodakl00均为 1)。

　　请图片社合作正确印制照片:把自己的要求告知图片社 ,

或者是拿样品到图片社参照冲扩。同时彩色摄影照片建议使

用平纹像纸 ,这样效果更佳 , 不满意时建议进行调色。
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