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·组织光学·

激光扫描共聚焦显微镜在蛋白质晶体
生长研究中的应用

Ξ

代连花 , 戴国亮

(中国科学院力学研究所国家微重力实验室 ,中国 北京 100080)

摘　要 : 激光扫描共聚焦显微镜与普通光学显微镜相比 ,其分辨率高 ,同时具有可对样品进行非侵入性无损伤断

层扫描 ,以及对样品形貌进行三维成建等特点 ,因此 ,可作为研究晶体生长强有利的工具。本文介绍了其在定量测

量晶体的个数 ,重组三维图像以获得晶体生长的过程信息及测定晶体生长台阶动态变化等方面的应用。还对激光

扫描共聚焦显微镜在晶体生长研究的其它方面应用前景作了展望。
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The Applications of the Laser Scanning Confocal Microscopy

in the Protein Crystal Growth Studies

DAI Lian2hua , DAI Guo2liang

(National Microgravity Laboratory , Institute of Mechanics , Chinese Academy of Sciences , Beijing 100080 ,China)

Abstract : The confocal laser scanning microscopy (CLSM) can be a powerful tool for in situ observation and analysis of protein

crystal growth kinetics , because of its high2resolution , noninvasive scanning for crystal and 32D reconstruction. In this paper , we

introduce the function of the confocal laser scanning microscopy in the studies of protein crystal growth kinetics , such as measuring

the numbers of crystal , reconstruction 32D image to acquire the information of crystal growth process. In addition , we have expect2
ed the applications of the confocal laser scanning microscopy in the other research of protein crystal growth.
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0 　前言

蛋白质是生物体内最重要的物质之一 ,是生命

的物质基础 ,了解蛋白质的结构和功能已成为后基

因组时代日益关注的焦点 ,但是面对成千上万的未

知蛋白质结构 ,如何精细测量其三维结构 ,进而探索

结构与功能的关系是许多生物学家迫切需要解决的

问题。蛋白质晶体学在可预见的将来仍然是得到蛋

白质精细结构的主要技术 ,了解蛋白质的生长情况

(如生长方式、缺陷种类等) 对于蛋白质晶体有重要

的意义。最近二十年来 ,人们已经借助于很多仪器

如传统光学显微镜、激光散射仪 [1 ] 、原子力显微

镜[2 ] 、干涉仪[3 ] 等来研究蛋白质晶体。蛋白质结晶

可分为两个阶段 :一个是晶核形成阶段 ,另一个是晶

体不断长大阶段。前一阶段是自发的 ,由于主要受

热力学参数的控制 ,在时间上和空间上不可预测 ,因

此很难用成像的方法来观察与描述它 ,一般来说可

用中子散射仪或小角度 X2射线散射仪[4 ] 、光散射等
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方法来研究这一成核过程 ;后一阶段是生长基元从

液体相中不断通过界面进入晶格座的过程 ,晶格座

的点是可预测的 ,并且晶体尺寸大小和生长的时间

量程是可以观察和记录的 ,因此可用显微镜来研究

晶体的生长过程 ,并直接观察与之相关联的现象。

随着科学研究的发展 ,普通光学显微镜由于其

固有的缺陷已经不能满足科研的要求 ,取而代之是

用可形成立体图像的激光扫描共聚焦显微镜 (laser

scanning confocal microscopy ,LSCM) 。

LSCM是近十几年来才发展起来的图像分析仪

器 ,其性能与普通光学显微镜相比是一个质的飞跃 ,

是电子显微镜的一个补充。它是在荧光显微镜成像

的基础上加装激光扫描装置 ,使用紫外或可见光激

发荧光探针 ,利用计算机进行图像处理 ,从而得到晶

体组织内部的微细荧光图像以及晶体生长的形态变

化。LSCM 的成像原理如图 1 所示 ,从工作原理可知

由于其分辨率不受物体衍射的限制 ,在一定情况下 ,

可以显现分子大小的物体图像。同时 ,LSCM 可以

在不同的观察方向上对不同深度层次的样品进行非

侵入性无损伤断层扫描 ,不会对样品造成物理和化

学特性的破坏 ,并且可对样品形貌进行三维成建 ,重

现立体图像。由于这些特点 ,使 LSCM 成为晶体生

长领域新一代强有利的研究工具。

图 1 　LSCM 工作原理

Fig. 1 　The working principle of a laser scanning mi2
croscopy

1 　LSCM 在蛋白质晶体生长研究中的应用

用LSCM 来观察样品时需要有能产生荧光的物

质 (或能产生荧光的氨基酸残基) 作为示踪物 ,并且

要求样品中荧光物质浓度不应当过高 ,才能保持在

线性响应区内。蛋白质在晶核形成和晶体生长过程

中浓度是非常高的 ,本身具有的内源荧光不能直接

应用于LSCM 观察中 ,解决这一问题的方法是在蛋

白质分子上用共价的方法连接上一荧光探针 ,该荧

光探针必须不参与晶体成核和生长过程。选择合适

的荧光探针的要求是荧光标记物的紫外 - 可见吸收

特性、荧光发射和激发光谱、荧光寿命和荧光探针激

发态的猝灭等物理性质要和原来蛋白质分子相符

合[5 ] 。

P. Mühlig 等在 2001 年首次用 LSCM 对胰岛素

晶体的早期生长阶段进行了观察 ,样品型号为 Des2
Thr30

[6 ] 。2003 年他们又用 LSCM 对型号为 Glargine

的胰岛素进行了实验[7 ]
,进一步阐明了晶体的动力

学特征。实验中的晶体用改进的批量法制备 :先在

一个密闭容器内的盖玻片上滴入几滴蛋白质溶液

(液滴为坐滴状态) ,几小时后 ,用 LSCM 观察 ,观察

时把密闭容器倒置 (此时液滴呈悬滴态) ,使观察视

野更加明亮。LSCM 在晶体生长研究中有以下几个

方面的应用 :

1. 1 　定量测量晶体的个数

在晶体相互间隔较好阶段时 ,用 LSCM 观察晶

体 ,然后推算出每平米晶体的数目 ,来确定晶体与胚

芽之间的定量信息。通过观察可以确定出生长的蛋

白质晶体的数目与溶液中所含的胚芽数目和胚芽大

小的关系 ,并且可以观察到出现第一个晶体的时间

与溶液中胚芽的存在之间的关系。

1. 2 　重组三维图像以获得晶体生长的过程信息

借助于LSCM系统 ,可以获得晶体样品多层面光

学切面的二维图像 ,通过这些反差大、分辨率高的图

像可得到晶体各层面的信息 ,利用计算机图像处理及

三维重建软件将各光学切片的图像组合成一个三维

图像 ,并且可以从任意角度观察 ,也可以借助改变照

明角度来突出其特征 ,产生更生动逼真的三维效果。

三维重建后的图像可以揭示晶体结构的空间关系 ,能

测定晶体光学切片的物理特性的变化 (如单个晶体的

边长 (edge length)和高度 (height)随时间的变化) ,也可

以对这些动态变化来进行准确的定时、定量、定性及

定位分析。P. Mühlig 等用 LSCM 得到了 Des2Thr30 胰

岛素单斜晶体的三维构建图像 (如图 2) 。图 3 为 Des2
Thr30胰岛素晶体的边长和高度随时间变化的曲线

图 ,从图中可以看到 Des2Thr30 胰岛素晶体在长度大

约 2μm处有一明显的拐点 ,这一拐点揭示了晶体中台

阶并聚现象出现时晶体的最小尺寸。而在 Glargine 胰

岛素单斜晶体中却没有产生拐点 ,说明在其生长过程

中没有发生宏观的台阶并聚现象。
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图 2 　Des2Thr30 胰岛素单斜晶体的三维构建图

Fig. 2 　Des2Thr30 insulin monoclinic crystallite 32D

reconstruction

图 3 　Des2Thr30 胰岛素单斜晶体长度与时间的曲

线图

Fig. 3 　Des2Thr30 insulin monoclinic crystallite time

dependence of crystal lengths

1. 3 　晶体生长台阶动态变化的测定

LSCM 能对蛋白质样品进行点、线、面的二维图

像扫描 ,测量出晶体内部台阶随时间的动态变化 ,直

接得到台阶的切线生长速率。图 4 为 P. Mühlig 等

在 2003 年用 LSCM 观察的 Glargine 胰岛素晶体

(010)晶面台阶生长图。通过 LSCM 的进一步观察

可以得到 : Glargine 胰岛素晶体层首先在边缘产生 ,

接着便蔓延到整个晶体面。台阶的法向速度被限

定 ,几乎与位置无关 ,沿着晶体面的任何方向 ,台阶

速度几乎保持不变 ,没有发生台阶并聚的现象。

另外 ,通过研究各种不同条件下晶体生长机理 ,

可获得晶体生长速度和生长驱动力之间的关系 ,得

到晶体生长动力学参数。晶体生长速度是实验和物

质参数的函数 ,一旦选好这些参数 ,就可借助于现有

的晶体生长动力学理论来分析判断实际晶体中的微

观生长机制 , 也可以通过图像来判断 ,然后比较理

论数据与实验数据相吻合的程度。

2 　展望

LSCM是近十几年来发展起来的观察与分析的

图像仪器 ,与传统的光学显微镜相比 ,大大提高了分

辨率 ,可以得到真正的高清晰度的三维的原色图像。

图 4 　Glargine 胰岛素晶体 (010)晶面的台阶变化图。a :010 晶面的层状结构图 ; b :a 图经过 120 秒后台阶

的变化 ; c :a、b 图的电子减弱图 ,黑色条纹代表了在 120 秒内台阶的位移。

Fig. 4 　CLSM image of the layer structure of the upper (001) face of a monoclinic Insulin Glargine crystalliteImage ;

b : was recorded 120 s after recording of image a. Image ; c : is the electronic subtraction of images a and b. The black

strips in c indicate the step shifting during 120 s.

但在蛋白质晶体研究领域 ,LSCM 技术应用尚处于

初期探索阶段 ,我们可以利用其非介入无损伤连续

光学切片、三维图像、实时动态等优势来观察嫁接了

荧光探针的蛋白质分子结晶的情况 ,以获得其生长

动力学参数 ,并分析晶体生长的机理。但是利用

LSCM对晶体的成核阶段以及蛋白质晶体的缺陷结

构的研究 ,尚未见文献。另外 LSCM 自身也需要在

发展中不断完善和更新 ,而且它只能够用来研究蛋

白质的某一方面的性质 (如生长动力学) ,要全面了

解蛋白质晶体的生长过程与机理 ,还必须与其它仪

器 ,如原子力显微镜、动态光散射仪等联合使用。
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《分子光子学———原理及应用》简介
Molecular Photonics Fundamentals and Practical Aspects

屈晓超 ,张镇西
(西安交通大学生物医学信息工程教育部重点实验室 生命科学与技术学院 ,中国陕西 西安 710049)

内容简介 :

本书绪论回顾了分子光子学的发展历程 ,并概述了相关的研究领域。第一章根据光学原理、分子学理

论、辐射理论和分子场与辐射场的相互作用 ,介绍了分子光子学的基本原理。第二章总结了光化学反应的特

性。第三章讨论了受激发能量转移和光诱导电子跃迁等典型物理化学过程。第四章展示了在电场、磁场或

声学场的作用下 ,光的散射现象和材料诱发变性。第五章介绍了由光辐射引起的光变性 ,并讨论了非线性光

学现象和相干光谱学。

该书从分子的角度介绍了分子光子学理论、光化学作用、光物理过程 ,以及光和物质的相互作用等项内

容 ,结构紧凑 ,内容充实。

本书引进的重要意义 :

生命科学是当今世界科技发展的热点之一 ,光子学也是随着近代科学技术的进步而日益蓬勃发展的学

科。近年来 ,一个以光子学与生命科学相融合的学科新分支 —生物医学光子学 (Biomedical Photonics) ,也随着

激光技术、光谱技术、显微技术以及光纤技术的发展而飞速发展起来 ,成为本世纪的一个研究热点。一些发

达国家 ,如美国和日本等 ,一致认为光子学是电子学 ,光电子学发展的高级形式 ,是科学发展的必然与飞跃。

1991 年 ,美国政府将光子学确定为国家发展的重点 ,美国国防部、能源部将它列入当前二十项关键技术 A 组

的第五项。日本也在光子学领域做出巨大投资 ,并制定了一系列促进其发展的重大举措。德国科学家也对

光子学给予了足够的重视 ,将它列入 21 世纪 9 大关键技术之一。
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