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激光扫描共聚焦显微镜在生物科学研究中的应用

杨子贤，王洪星，易小平
( 中国热带农业科学院 热带生物技术研究所 /农业部热带作物生物学与遗传资源利用重点实验室，海南 海口，571101)

摘 要: 介绍了激光扫描共聚焦显微镜的工作原理和特点，在此基础上，综述了激光扫描共聚焦显微镜在生

物科学研究中的应用和应用技巧。
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激光扫描共聚焦显微镜( LSCM) 是目前应用最广泛和光学图像分辨率最高的分子细胞生物学分析仪
器，它是在荧光显微镜成像基础上加装了激光扫描装置，利用计算机进行图像处理，使用紫外光或可见

光区激发荧光探针，得到细胞或组织内部微细结构的荧光图像，在亚细胞水平上观察 pH值、钙离子、膜电
位等生理信息及细胞形态的变化，是分子细胞生物学研究领域中的新工具。目前，激光扫描共聚焦显微
技术已应用于细胞形态定位、立体结构重组、动态变化过程等研究，并提供定量荧光测定、定量图像分析
等实用研究手段，在形态学、生理学、免疫学、遗传学等分子细胞生物学领域得到广泛应用［1 － 3］。它不仅能
观察固定的细胞、组织切片，还可以对活细胞的结构、分子、离子进行实时动态观察和检测，是研究分子细
胞生物学、遗传学、免疫学以及病理学的良好的实验手段和分析工具［4］。

1 LSCM的原理和特点

对于一个在传统显微镜下观察的生物样品来说，其结构往往是非常复杂的，而且又互相重叠，给观察

带来很大困难。特别是在荧光显微镜观察中，由于荧光标记物质和自发荧光结构重叠，使其紧密地结合
在一起，而传统的落射荧光显微镜物镜，不但收集来自焦平面的光线，而且还收集焦平面上下的散射光

线，结果大大降低了图像的分辨率和对比度［5］。
共聚焦成像仅检测反射自焦平面的光线部分，从而解决上述问题。光源通过一个针孔使在焦平面上

形成一个小而精细的光点，从焦平面上发射出的光线通过物镜收集，绝大部分物镜焦平面上面或下面点

发射的荧光不能会聚到小孔，只有位于焦平面的荧光以及一小部分离焦荧光能够通过小孔，而焦平面外

的光束会聚于针孔板前或后，被阻挡不能通过针孔进入探测器。探测到的图像就是来自焦平面的图像，
所以最终的图像质量大大提高［6 － 7］。共聚焦显微镜的光分辨率以及 Z 轴上的光切厚度，不但取决于光的
波长，而且也决定于物镜的数值孔径和针孔的直径，其中针孔孔径的大小与分辨率成反比。通过精细平
面光切，形成生物样品不同平面的精细图象，同时将 1 个连续的光切图象 Z 轴重叠就可形成 1 个三维图
象。另外，在同一平面上进行连续扫描，就可分析细胞结构、内含体和标记等的动力学变化。现在最先进
的激光共聚焦显微镜已经能够同时扫描多重标记的荧光标记，并加以精确的区分，同时也可以观察随时

间的变化荧光标记，由于各种生物学因素的影响，这些荧光标记发生了波长改变，从而能研究到组织和细

胞内分子间的相互作用关系。
激光扫描共聚焦显微镜主要由光学显微镜部分、激光发射器、扫描装置、光检测器、计算机系统( 包括
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数据采集、处理、转换、应用软件) 和图像输出设备 6 个部分组成( 见图 1) 。根据研究需要，可以选择不同
的激光器: ArUV( 351． 364 nm) 、HeCd( 442 nm) 、AＲ( 457，488，514 nm) 、ArKr( 488，568，647 nm) 、Kr( 568
nm) 、HeNe( 543 nm) 和 HeNe( 633 nm) 等，它具有多个荧光通道，可同时对样品进行多种标记，也可以采取
点照明、逐点扫描的方式逐点成像，成像后可以实时观测、进行数字化图像处理和定量分析多重染色样
品。
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图 1 激光共聚焦显微镜的光学结构和原理
Fig． 1 The optical structure and theory in a laser scanning confocal microscope

2 LSCM的应用

激光扫描共聚焦显微镜的功能，主要分为图像处理功能和细胞生物学功能，由于激光扫描共聚焦显

微镜的功能具有多种优越性和实用性，因此，在细胞生物学、植物学以及细胞研究领域中都得到了广泛的
应用。
2． 1 图层处理功能
2． 1． 1 组织光学切片 激光扫描共聚焦成像，是利用照明点与探测点共轭的特性，有效地抑制同一焦点
平面上非测量点的杂散荧光以及来自样品中非焦平面的荧光，从而获得普通光学显微镜无法达到的分辨

率。这种分辨率具有深度识别率和纵向分辨率，它以 1 个微动步进马达控制载物台的升降，可以逐层获
得高反差、高分辨率、高灵敏度的二维光学横断面图像，从而对活的或固定的细胞及组织进行无损伤的系
列“光学切片”( Optical sectioning) ，得到各个层面的信息。这种功能也被称为“细胞 CT”或“显微 CT”［8］。
李林光等［9］采用组织光学切片的方法对二倍体富士苹果及其四倍体芽变品种的胚胎发育特征进行了观

察，胚囊经取样固定后，梯度复水，用 w = 4%的蔗糖曙红溶液染色 12 ～ 48 h，水洗 3 次后再经脱水、透明化
处理，最后用水杨酸甲酯封片观察，发现二倍体富士苹果及其四倍体芽变品种天星的胚囊均为蓼型，二者

均存在异常胚囊现象，天星的异常胚囊现象包括极核位置异常、极核数目异常、卵器结构异常、胚囊内有
多个发育滞后的细胞等，而在富士中仅发现少数胚囊结构不完整的现象。
2． 1． 2 三图像重建 激光扫描共聚焦显微镜通过薄层光学切片功能，可获得真正意义上的三维数据，经
过计算机图像处理及三维重建软件，沿 X、Y和 Z轴或其他任意角度来观察标本的外形及剖面，得到三维
的立体结构，从而能十分灵活、立体直观地进行形态观察，并揭示亚细胞结构的空间关系。在此基础上的
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光谱扫描，也叫 XY-λ扫描，是用来扫描 XY平面图像在整个发射波段内的荧光强度变化。通过该扫描方
法，可以查看标本荧光光谱，可以确定最佳荧光谱段，也可以拆分发射峰值极为接近的染料或从较强背景

荧光中提取染料荧光，这对热带植物的细胞学研究显得尤为重要，可用来消除热带植物的自发荧光，大大

提高荧光探针定位的准确性，避免了其他荧光的干扰。WANG Dongmei 等［10］采用荧光分子探针与 LSCM
技术相结合，观察了大蒜鳞片细胞间期核中是否存在 F肌动蛋白，结果表明: 细胞核经荧光免疫染色后呈
黄绿色，含有肌动蛋白，在经过 TＲTTC-phalloidin标记后，细胞核发出明亮的红色荧光，利用激光扫描共聚
焦显微镜对处理好的样本作光学切片及三维结构重组成像，发现细胞核中有 1 个三维网络结构，所以，F
肌动蛋白存在于大蒜的细胞核中，并以 F 肌动蛋白纤束形成三维网络结构。YE Xiulin 等［11］应用免疫荧
光标记技术及 LSCM技术观察了鹤顶兰胚囊发育过程中微管分布的变化，结果表明: 鹤顶兰的胚囊发育为
单孢子蓼型，当孢原细胞初形成时，细胞内的微管呈网状分布; 之后，孢原细胞体积增大发育为大孢子母

细胞，大孢子母细胞延长，进入减数分裂Ⅰ; 微管由分裂前的网状分布变为辐射状排列，二分体的 2 个细
胞内的微管分布一样，呈辐射状; 四分体的近珠孔端的 3 个大孢子解体，细胞内的微管消失; 靠合点端的
功能大孢子内有许多微管呈网状分布，当功能大孢子进入第 1 次有丝分裂时，细胞内的微管由网状变为
辐射状，从核膜伸展至周质; 再经 2 次有丝分裂形成八核胚囊，在核分裂之前微管一般是呈网状分布并紧
包围着核。
2． 1． 3 细胞物理生物化学测定 激光扫描共聚焦显微镜可进行低荧光探测、活细胞定量分析和重复极
佳的荧光定量分析，从而能对单细胞或细胞群的溶酶体、线粒体、内质网、细胞骨架、结构性蛋白质、DNA、
ＲNA、酶和受体分子等细胞特异结构的含量、组份及分布进行定性、定量、定时及定位测定; 同时可测定分
子扩散、膜电位、氧化 －还原状态和配体结合等生化反应变化程度。另外，还可以对细胞的面积、平均荧
光强度、积分荧光强度、细胞周长、形状因子及细胞内颗粒数等参数进行自动测定［12］。
2． 1． 4 荧光的定量、定位分析 激光扫描共聚焦显微镜可对单标记或双标记细胞及组织标本的共聚焦
荧光进行定量分析，并显示荧光沿 Z 轴的强度变化; 同时可自动将荧光图像与象差图像重叠以显示荧光
在形态结构上的精确定位，也可测量标本深层的荧光分布，适用于高灵敏度的快速荧光测定，准确地监测

抗原表达、荧光原位杂交斑点及细胞结合和杀伤的形态学特性，并作定量分析。激光光束在振镜的控制
下，可作 XY的平面扫描，以获取更清晰的单层面、多通道的细节结构，由于排除了非焦平面的荧光干扰，
因此，可应用于热带植物细胞中多种荧光定位即共定位研究等［13 － 14］。生化成分精确定位观察，对于要检
测的成分不仅可以定位到细胞水平，还可以定位到亚细胞水平和分子水平。朱洪亮［15］等运用 LSCM对多
胚水稻不同类型品系胚囊形成过程中的微管骨架进行了比较分析，发现 2 份材料多胚品系 AP Ⅳ和单胚
品种 IＲ36 大孢子发生所经历的阶段具有一致性，每个阶段微管骨架各具特点: 孢原细胞微管为随机状排
列，大孢子母细胞在进入减数分裂前微管呈现极性分布，而在细线期微管呈独特的“旋状”排列，终变期出
现明显的微管组织中心，二分体和四分体核周围主要为辐射状微管，功能大孢子内存在少量随机状微管。
LI Yan等［16］以川百合为材料，利用免疫荧光定位结合激光共聚焦显微镜，对花粉及花粉管中类红膜分布
进行了观察，进而用免疫金标方法在电子显微镜下证明，类红膜主要存在于花粉及花粉管内基体附近的

囊泡膜上。
2． 1． 5 Ca2 +，pH及其他细胞内离子的实时定量测定 利用 Flu-3，Indo-1，Fura-Ｒed等多种荧光探针，激光
扫描共聚焦显微镜能完成活细胞生理信号的动态监测，可对单个细胞内各种离子( Ca2 +，K +，Na +，Mg2 +和
pH) 的比例及动态变化作毫秒级实时定量分析; 可以定量探测胞质中 Ca2 +对启动因子、化学因子、生长因
子及各种激素等刺激反应; 使用荧光探针 Flu-3 和 SNAＲF可同时测定 Ca2 +和 pH值。DONG Fa-cai等［17］

以拟南芥叶片下表皮为材料，分别用表皮生物分析法和 LSCM 技术研究茉莉酸甲酯( JA-Me) 在气孔关闭
过程中胞质 Ca2 +浓度的变化及其与气孔关闭的关系，发现在一定浓度范围内，Ca2 +能促进拟南芥叶片的

气孔关闭，而且加入胞质 Ca2 +通道的阻断剂和螯合剂 EGTA，能明显地降低 JA-Me 对气孔关闭的促进作
用，因此，胞质 Ca2 +可能是 JA-Me 促进气孔关闭的重要信号转导因子。
2． 2 细胞生物学功能
2． 2． 1 荧光光漂泊恢复( FＲAP) 技术 激光扫描共聚焦显微镜能借助高强度脉冲式激光照射细胞的某
一区域，造成该区域荧光分子的光淬灭，其周围的非淬灭荧光分子将以一定速率向受照区域扩散，扩散速

率可直接进行监测，由此揭示细胞结构和各种变化的机制，用于研究细胞骨架构成、核膜结构和大分子组
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装等［18］。CHUONG S D X 等［19］用免疫荧光技术和 LSCM 观察藜科植物的 C4 光合系统的各种细胞器的
分布，发现肌动蛋白纤维和微管形成具有高度组织结构的网络，这些网络结构与叶绿体的分布有关，其

中，微管对叶绿体和其他一些细胞器的极性定位有重要作用。藜科植物通过在单个细胞中划分 2 个不同
的区域，将拥有 2 种形态的叶绿体以及其他一些细胞器、光合作用酶分配到细胞的不同区域，从而达到典
型 C4 植物花环结构的效果，从而提高了植物的光合作用速率。
2． 2． 2 胞间通讯的研究 激光扫描共聚焦显微镜通过测量细胞缝隙连接介导的分子转移，观察相邻细
胞之间的胞间通讯，用于研究肿瘤启动子、生长因子以及细胞内 Ca2 +，pH 和 cAMP 对缝隙连接和胞间通
讯的影响。
2． 2． 3 细胞膜流动性测定 LSCM 可通过专用计算机软件，对细胞膜流动性进行定量和定性分析，在研
究膜的磷脂酸组成分析、药物效应和作用位点、温度反应测定及物种比较等方面有重要作用［20］。
2． 2． 4 光活化技术 LSCM 具有光活化测定功能，可以控制探针分解的瞬间光波长和照射时间，从而掌
握多种生物活性产物及其他化合物发挥作用的时间和空间，以此研究可形成化合物的许多重要活性物质
( 如神经递质、细胞内第二信使 cAMP、核苷酸、Ca2 +及某些荧光素等) 在细胞增殖、分化等生物代谢过程中
的作用［21］。
通过上述介绍，共聚焦显微镜强大的功能可见一斑，与其他的生物学技术( 如免疫组化技术、原位杂

交技术等) 相配合，它的检测范围可进一步扩大。利用共聚焦显微镜几乎都能定性、定量地检测细胞内的
任何一种生化成分。

3 LSCM的应用技巧

3． 1 样品制备
3． 1． 1 切片 实验标本要求单层，并能很好地贴附在样品池中。组织标本无论是石蜡切片还是冰冻切片，
均为越薄越好。常用的贴附剂有:多聚赖氨酸、伴刀豆球蛋白、蛋清、琼脂明胶 cell-Tak和 vectabond等。
3． 1． 2 培养细胞 选用购置仪器时所带的薄底培养瓶进行培养效果更佳。
3． 1． 3 激光共聚焦观察样品处理注意事项 需尽量保持生物材料的天然状态，避免赝像、变形和失真，
因此，须将生物材料做固定处理; 制片必须薄而透明，才能在显微镜下成像，除将材料切成薄片或通过轻

压或其他手段使之分散外，还需采用其他方法使它透明和染色，以便更好地观察到结构的细节。需长期
保存的制片，还应进行脱水和封固。显微制片法一般包括切片法、整体封片法、涂片法和压片法 4 类［22］。
3． 2 荧光探针的选择 激光扫描共聚焦显微镜对标本的成像模式非常依赖于荧光探针所发出的荧光，
不同的实验要求不同的分子探针，选择合适的荧光探针是有效地进行实验并获取理想实验结果的保障。
荧光探针的选择主要从以下几个方面考虑: 1 ) 现有仪器采用的激光器。如热带生物技术研究所购进的
LSCM( FV-1000) 采用氩离子激光器，激发波长为 351 ～ 364 nm，488 nm 或 514 nm，可激发多种荧光探针。
2) 荧光探针的光稳定性和光漂白性。在进行荧光定量和动态荧光监测时，要求荧光探针有较好的光稳定
性，甚至越高越好，也可通过减少激光扫描次数或降低激光强度的方法，来减轻光漂白的程度。但在进行
膜流动性或细胞间通讯检测时则需要荧光探针既有一定的光稳定性又要有一定的光漂白性［23 － 24］。3) 荧
光的定性或定量。仅做荧光定性或仅是观察荧光动态变化时，选择单波长激发探针，无需制作工作曲线。
做定量测量时，最好选用双波长激发比率探针，利于制定工作曲线［25 － 26］。4 ) 荧光探针的特异性和毒性。
尽量选用毒性小、特异性高的探针，如绿色荧光蛋白( GFP) 是从北大西洋水母( Aequorea victoria) 中发现
的三肽衍生物，随后的研究表明，编码 GFP蛋白的基因可以在其他生物中表达，如植物、哺乳动物等，并且
没有任何细胞毒性。事实上，通过 DNA重组技术，荧光蛋白可以和任何其他生物的细胞蛋白融合，产生
具有荧光信号的融合蛋白，而且不需要任何其他的激发因子［27 － 28］。5) 荧光探针适用的 pH。大多数情况
下，细胞的 pH在生理条件下，但当 pH不在此范围时，考虑适用该环境 pH的荧光探针是有必要的，同时，
应注意染液自身的 pH值会影响带电荷的荧光探针与胞内组份之间的结合，因此，在染液的配备时需加以
考虑。不同的荧光探针在不同标本的效果常有差异，除综合考虑以上因素以外，有条件者应进行染料的
筛选，以找出最适的荧光探针。此外，许多荧光探针是疏水性的，很难或不能进入细胞，需使用其乙酰羟
甲基酯( acetoxymethyl，AM) 形式，也就是荧光探针与 AM结合后变成不带电荷的亲脂性化合物方易于通
过质膜进入细胞，在细胞内荧光探针上的 AM被非特异性酯酶水解，去掉 AM后的荧光探针不仅可与细胞
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内的靶结构或靶分子结合且不易透出质膜，从而能有效地发挥作用。另外，从海洋生物分离出的其他荧
光蛋白也拓展了荧光蛋白在红外光谱区域的应用［29］。如 DsＲed 荧光蛋白及其衍生物，可以在 575 ～ 650
nm的区域进行分析，这是从海葵( Discosoma Striata) 中分离的蛋白［30］。荧光蛋白 HcＲed 是从紫海葵中得
到的 1 种蛋白，可以在更长的波谱中激发。
随着荧光探针设计和共聚焦分析技术的日益进步，一些在热带植物研究中的疑难问题，如发射光干

扰、激发光强度等问题，将得到进一步解决，这将为收集和分析更复杂的荧光图像数据提供更大的帮助。

4 LSCM的使用与选择

1) 根据标本选择的荧光探针用激发波长这种参数选择激光器类型。
2) 根据荧光探针的发射波长选择相应的滤片，但 K 凌镜无滤片扫描则不需要这一步，最好根据现有
的仪器配制选择荧光探针。

3) 根据实验目的选择合适的软件。一般仪器的软件分静息状态度图像分析软件、动态测量软件和特
殊软件。

4) 按软件要求设置有关参数，进行观察和分析。

5 结 语

激光扫描共聚焦显微镜是 20 世纪 80 年代发展起来的高科技医学图像分析仪器，与传统的荧光显微
镜相比，分辨率有了进一步提高，最重要的是清晰度大为提高。激光扫描共聚焦显微镜的发明，是对电子
显微镜的一个补充，在生物学尤其是细胞生物学领域有着广阔的应用前景。LSCM 在不损伤细胞的前提
下，对活组织、活细胞进行观察和测量，这不仅省去了繁琐的样品前期处理过程( 如脱水、脱蜡、染色等) ，
而且观察过的样品还可以继续用于其他的研究。这种功能对于细胞培养、转基因研究尤为重要，可以说
是 LSCM最大的优势。当然，LSCM 也存在一些不足，比如激光管有使用寿命的限制; 检测过程中需要使
用荧光染料，增加了检测成本; 激光存在荧光漂白作用及细胞毒性，应在使用过程中加以关注。随着生命
科学研究的深入，生物医学研究已进入后基因组时代，基因组学的研究从结构基因组学过渡到功能基因

组学，对功能蛋白质组学的研究也不断深入，与其他生物技术相结合，LSCM 必将在大分子结构与功能等
新兴研究方向上得到广泛的应用。
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Future Prospects of Laser Scanning Confocal Microscope in Bioscience

YANG Zixian，WANG Hongxing，YI Xiaoping
( Key Laboratory of Biology and Genetic Ｒesources of Tropical Crops，Ministry of Agriculture / Institute of Tropical Bioscience and
Biotechnology，Chinese Academy of Tropical Agricultural Science，Haikou 571101，China)

Abstract: The principle and features of laser scanning confocal microscope ( LSCM) are described，based on
which the application of laser scanning confocal microscope ( LSCM) in bioscience studies and some application
skills is summarized．
Key words: laser scanning confocal microscope; fluorescence probe; bioscience
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