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激光共聚焦扫描技术在滑膜细胞波形蛋白形态学研究中的应用
`

张正 治 刘正津 (第三军医大学基础部解剖学教研室 ) 重庆
,
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罗深秋 鲍永跃 张 薇 (第一军 医大学基础部中心仪器室 ) 广州
,
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提 要 激光共聚焦显微镜技术应用于 细胞内骨骼波形蛋白 ( Vi m en
t i n) 中间丝在人滑膜细胞中分布的

研究
。

该技术包括滑膜细胞的分离和培养
,

用抗 Vi m
e nt in 荧光抗体对细胞 内骨骼染色

,

在粘附式细胞 人选仪

( A C A S 5 7。 )上进行激光共聚焦扫描及三维图重建
。

获得了较理想的图像质量
。

本文对激光共聚焦扫描的光

学原理
,

各实验步骤及技术参数作了较详细的报道
。

关键词 激光共聚焦扫描技术
;
波形蛋白

;
三维图像重建

中图法分类号 R 32 9
.
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激光共聚焦显微镜 ( c 。 n f o e a l S e a n n in g L a s e r M i
-

e r o s e o p y
,

c s L M ) 自 5 0 年代初问世以来
,

较好地解决

了扫描过程中荧光标本的光漂 白等作用
,

图像清晰度

高
,

为定量研究提供的信息准确可靠
,

特别实用于观察

较大标本 的内部组织结构
,

已被广泛应用于 医学生物

学领域和工业 固体材料的显微结构研究
〔 , j 。

作者在粘

附式细胞仪 ( A d h e r e n t C e l l A n a l y s i s a n d S o r t i n g
,

A
-

C A S 5 7 0) 上采用 C S L M 和三维图像重建方法
,

对体外

培养 滑膜细胞 波形 蛋白 ( V i m e nt in )进行 了形态学观

察
,

取得较好效果
。

现将有关的方法介绍如下
。

间均经 P B S 漂洗 3 次
,

共 巧 m in
。

封片
,

待检
。

2 实验方法

2
.

1 A C A S 激光共聚焦扫描

将体外培养的成人滑膜细胞
,

经抗 iV m e nt in 抗体免疫荧

光染色后
,

置于粘附式细胞分选仪 ( A C A S 5 70 )上
,

打开激光共

聚焦扫描显微镜的激光光源
,

找针孔定位后
,

在可见光下寻找

待检细胞
。

本实验设置的激光共聚焦的各种扫描参数为
:

1 材料准备

1
.

1 滑膜细胞的分 离和培养

1
.

1
.

1 取材与细胞分离 滑膜细胞取材于成年男性截肢手

的尺侧滑膜囊
,

经注射消化法获得一次消化下来的细 胞
,

经离

心
,

去上清液后将沉淀的细胞悬液计数 (3 x l 。
`

)
,

进行细胞培

养
。

1
.

1
.

2 细胞培养 把消化
、

离心 出的滑膜细胞接种到无菌

培养皿中
,

加入含有 10 %小牛血清的 D M E M F一 12 培养液 (培

养基为 iS g m a

公司产品 )
,

置于 37 C
,
5 % C O Z

的孵箱内培养
。

每

2 ~ 3 d 更换一次培养液
。

在倒置显微镜下观察细 胞的生长 过

程
。

原代培养第 10 天
,

长满培养皿的底壁
。

用 。
.

25 %胰 蛋白酶

和 0
.

02 % E D T A I : 1 混合消化液消化
,

离心
,

进行传代培养

于有盖玻片的培养皿上
。

1
.

2 免疫组化标本制作

将传代培养第 4 天的盖玻片固定 24 h
,
P B S 漂洗 3 次

,

共
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0
.
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0
.
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闭 1 0 nr in ,
B S A 封闭 1 0 m i n ,

1
:

1 0 0 鼠抗猪 V i m e n t i n
抗体 4 ℃

孵育 2 4 h
,

再用 i
:

2 0 0 F I T C 标记的羊抗鼠 I g G (中国军事医

学科学院微生物流行病研究所提供 )
,

室温下反应 l h
。
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粘附式细胞分选仪 ( A C A S )将按指令对待检细胞进行激光

共聚焦 自动扫描
,

每个断层扫描厚度为 0
.

1 拜m
,

A C A S 将扫描

的信息自动存在计算机内
。

2
.

2 A C A S 三维图像重 建

将激光共 聚焦断层扫描的信息
,

用 s F P ( s i rn
u la t e d f lo u r e s -

c o n c e
rP oc es s )法进行伪彩色三维重建

,

重建图像的各种信息均

可在屏幕上显示
,

并可经视频打印机打印出结果
,

用计算机图

像记录仪将结果拍照 在彩色反转片上
。

本实验设置的参数为
:
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,

室温下反应 l h
。

各步之

P
a r a

m
e t e r s

f o r C : Z L 4

P M T S e t t l n g : 3 8 %

D e t e e t o r : 1

S t e P S l z e : 0
.

20拜m

2 S t e P : ()
.

10 拼m

X P o l n t s : 5 1 2

Y P o i n t s : 4 8 0

2 P o i n t s :

S t a g e
S p e e d :
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:

L a s e r P o w
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S
a

m P l
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C o n f仪
a

l
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P i n
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4 0

1
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I O m nr / s e e

3 0 %

I O O m w

3 2

Y E S

2 2 5群m

粘附式细胞分选仪 ( A C A S )将按指令对待检细胞进行激光

共聚焦 自动扫描
,

每个断层扫描厚度为 0
.

1 拜m
,

A C A S 将扫描

的信息自动存在计算机内
。

2
.

2 A C A S 三维图像重 建

将激光共 聚焦断层扫描的信息
,

用 s F P ( s i rn
u la t e d f lo u r e s -

c o n c e
rP oc es s )法进行伪彩色三维重建

,

重建图像的各种信息均

可在屏幕上显示
,

并可经视频打印机打印出结果
,

用计算机图

像记录仪将结果拍照 在彩色反转片上
。

本实验设置的参数为
:
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激光共聚焦扫描技术在滑膜细胞波形蛋白形态学研究中的应用
`

张正 治 刘正津 (第三军医大学基础部解剖学教研室 ) 重庆
,
6 3 。。 3 8

罗深秋 鲍永跃 张 薇 (第一军 医大学基础部中心仪器室 ) 广州
,

5 1 0 5 1 5

提 要 激光共聚焦显微镜技术应用于 细胞内骨骼波形蛋白 ( Vi m en
t i n) 中间丝在人滑膜细胞中分布的

研究
。

该技术包括滑膜细胞的分离和培养
,

用抗 Vi m
e nt in 荧光抗体对细胞 内骨骼染色

,

在粘附式细胞 人选仪

( A C A S 5 7。 )上进行激光共聚焦扫描及三维图重建
。

获得了较理想的图像质量
。

本文对激光共聚焦扫描的光

学原理
,

各实验步骤及技术参数作了较详细的报道
。

关键词 激光共聚焦扫描技术
;
波形蛋白

;
三维图像重建

中图法分类号 R 32 9
.

24

激光共聚焦显微镜 ( c 。 n f o e a l S e a n n in g L a s e r M i
-

e r o s e o p y
,

c s L M ) 自 5 0 年代初问世以来
,

较好地解决

了扫描过程中荧光标本的光漂 白等作用
,

图像清晰度

高
,

为定量研究提供的信息准确可靠
,

特别实用于观察

较大标本 的内部组织结构
,

已被广泛应用于 医学生物

学领域和工业 固体材料的显微结构研究
〔 , j 。

作者在粘

附式细胞仪 ( A d h e r e n t C e l l A n a l y s i s a n d S o r t i n g
,

A
-

C A S 5 7 0) 上采用 C S L M 和三维图像重建方法
,

对体外

培养 滑膜细胞 波形 蛋白 ( V i m e nt in )进行 了形态学观

察
,

取得较好效果
。

现将有关的方法介绍如下
。

间均经 P B S 漂洗 3 次
,

共 巧 m in
。

封片
,

待检
。

2 实验方法

2
.

1 A C A S 激光共聚焦扫描

将体外培养的成人滑膜细胞
,

经抗 iV m e nt in 抗体免疫荧

光染色后
,

置于粘附式细胞分选仪 ( A C A S 5 70 )上
,

打开激光共

聚焦扫描显微镜的激光光源
,

找针孔定位后
,

在可见光下寻找

待检细胞
。

本实验设置的激光共聚焦的各种扫描参数为
:

1 材料准备

1
.

1 滑膜细胞的分 离和培养

1
.

1
.

1 取材与细胞分离 滑膜细胞取材于成年男性截肢手

的尺侧滑膜囊
,

经注射消化法获得一次消化下来的细 胞
,

经离

心
,

去上清液后将沉淀的细胞悬液计数 (3 x l 。
`

)
,

进行细胞培

养
。

1
.

1
.

2 细胞培养 把消化
、

离心 出的滑膜细胞接种到无菌

培养皿中
,

加入含有 10 %小牛血清的 D M E M F一 12 培养液 (培

养基为 iS g m a

公司产品 )
,

置于 37 C
,
5 % C O Z

的孵箱内培养
。

每

2 ~ 3 d 更换一次培养液
。

在倒置显微镜下观察细 胞的生长 过

程
。

原代培养第 10 天
,

长满培养皿的底壁
。

用 。
.

25 %胰 蛋白酶

和 0
.

02 % E D T A I : 1 混合消化液消化
,

离心
,

进行传代培养

于有盖玻片的培养皿上
。

1
.

2 免疫组化标本制作

将传代培养第 4 天的盖玻片固定 24 h
,
P B S 漂洗 3 次

,

共

1 5 m i n ,

0
.

2 % T r i t io n
X 一 1 0 0 处理 3 0 m in ,

0
.

0 3 % H
:

O
:

/甲醇封

闭 1 0 nr in ,
B S A 封闭 1 0 m i n ,

1
:

1 0 0 鼠抗猪 V i m e n t i n
抗体 4 ℃

孵育 2 4 h
,

再用 i
:

2 0 0 F I T C 标记的羊抗鼠 I g G (中国军事医

学科学院微生物流行病研究所提供 )
,

室温下反应 l h
。
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粘附式细胞分选仪 ( A C A S )将按指令对待检细胞进行激光

共聚焦 自动扫描
,

每个断层扫描厚度为 0
.

1 拜m
,

A C A S 将扫描

的信息自动存在计算机内
。

2
.

2 A C A S 三维图像重 建

将激光共 聚焦断层扫描的信息
,

用 s F P ( s i rn
u la t e d f lo u r e s -

c o n c e
rP oc es s )法进行伪彩色三维重建

,

重建图像的各种信息均

可在屏幕上显示
,

并可经视频打印机打印出结果
,

用计算机图

像记录仪将结果拍照 在彩色反转片上
。

本实验设置的参数为
:

C 八二
z

\
2 1 1 \z L 3

F I F
l
】

e n a nr e
C

F 3 S t 5 1
一e e

F S E n d S L i e e

F 7 I l l
u

m A
n a

l

F g O P e l t y

Z L 3

10 0

0

60
0

25 %

O
u t n a

m e L I

P l o t N O

引 i e e
I

n o r l

B k g d B r i r e 25 %

R e P l le a t e N O
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置被重复照射
,

使样品遭受极少的光漂 白和极少的光

损伤
。

激光照明系统是在每一像素点上闪光高达 2 56

次
,

来测量极其暗淡模糊的样品进行扫描平均
,

而不是

多次扫描平均
,

从而极大的提高了信噪比
,

保证了扫描

过程中任一平面
,

任一点上保持着原有信息量不变
。

4
.

3 A C A S 三维 图像重建的应用及 其评价

立体形态结构研究是当代形态科学发展的重要方

向之一
。

三维立体图像能够原位地
、

直观地
、

精确地展

示出被研究对象
,

特别是微观结构 内部的空间构形
。

随

着 电子计算机 的问世
,

这一研究领域不断扩大蓬勃发

展
,

已广泛应用于生物 医学研究的许多学科
。

但是要获

得高质量 的三维图像还受到许多方面的限制
。

在硬件

方面
,

由于三维图像的数据信息量大
,

所以要求存储量

大
,

运算速度高的计算机
。

国外 目前大多采用中
、

小型

机或专用机 4j[
。

而国内大多采用微机
〔 5二。

六软件方面
,

目前大多数是针对某一特定的研究目的自行设计的非

商业性软件
,

通用性差
,

难以适应不同的研究目的
。

在

性能
、

质量
、

兼容性等方面都还不成熟
。

在信息输入方

面
,

大多采用切片
、

照片
、

幻灯片等
,

图像质量受到切片

的厚度
、

组织的固定与染色
、

人工操作的干扰等因素影

响
。

且重建的图像大多也仅是外形轮廓重建
〔` 〕 。

本实验在 A C A S 57 0 上
,

将体外培养 的成人滑膜

细胞骨架结构 vi m e nt in 进行三维图像重建
,

首次获得

了 vi m e n t in 中间丝在细胞 内形态分布的立体图像
。

该

图像准确逼 真地反 映了 vi m e nt in 细微的立体形 态特

征
。

这是因为在本实验中
,

① A C A S 5 70 较好地解决了

上述存在的问题
,

A C A S 57 0 匹配 的电脑是 4 86 微机

C P U 和 N P P 均 为 8 0 4 8 6 D X
,

速度快 ( 5 0 M H z )
,

内存

容量 大 ( 3 2M B )
,

外 围设备齐 全 ( 3 4 M B 硬盘
、

6 5 o M B

光盘
、

H P 彩 色绘 图机
、

在线照相 机
、

高频打 印机等 )
。

为图像数据处理提供了可靠的保证
。

②本实验的数据

采集过程是通过先进的 C S L M 进行 的
,

Z 轴步进距离

仅 。
.

1 拼m
,

整个数据采集过程完全是在电脑控制下 自

动进行的
。

③被显示结构特异性强
。

结构特异性取决

于特异性的荧光探针 (抗体 )
。

这是建立在免疫学的抗

原抗体结合的理论基础之上的
。

所得 的结果准确可靠
。

④ A C A S 57 0 备有丰富的普通软件及专业软件
,

微机

和用户直接对话全菜单操作
。
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