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摘要　在活体细胞内研究其亚细胞结构以及细胞器和分子之间或不同分子之间的相互作用过程是目前生命科学

研究的主要挑战,而发展一种能够实时检测完整细胞内多个生物分子随时空变化的单分子探测和追踪技术对于研

究生命过程中的分子机制具有重要意义.设计并搭建了基于变形光栅和双螺旋点扩展函数的显微成像系统,实现

了在三维空间内扩展景深和纳米定位功能,极大地扩展了成像深度.通过模拟分析,该系统在高定位精度下可实

现１２μm厚样品的动态探测,并实现了完整活细胞中动态粒子的实时定位和追踪.
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１　引　　言

细胞内外生物大分子间的相互作用是细胞参与

生命活动的基础,只有理解细胞生命过程中分子机

制的交互作用才能更深入地了解生命活动的本

质[１].随着人们对细胞内蛋白质等生物大分子功能

的探索研究,利用离体表征方式已经无法满足研究

需求,这主要是由于脱离了实际微环境,细胞检测很

难反映细胞内部真实的相互运作的关系,不利于信

息的提取.因此,对活细胞成像方法的研究是揭秘

细胞内分子运转以及亚细胞结构变化必不可少的工

具[２].
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由于细胞内大分子处于纳米级别,因此对于成

像的分辨率要求非常高[３].目前可用于细胞成像的

纳米分辨方法已有多种,比如随机光学重建显微、受
激发射损耗显微成像、结构光照明显微成像等[４Ｇ６],
这些方法可以将分辨率提高到几十纳米,这对于活

细胞成像而言至关重要.而在此基础上,由于其轴

向深度不够,扫描时间过长等问题限制了活体细胞

的实时监测,因此对于理解活细胞内分子间的交互

作用以及分子的动态追踪而言具有很大局限性[７],
由此发展了多种具有轴向分辨能力的方法,如柱面

镜像散、双焦面成像、双螺旋点扩展函数法、荧光干

涉方法等[８Ｇ１１],这些方法可以很大程度地提高轴向

分辨率,进一步推动了细胞三维成像的发展.
三维成像方法突飞猛进,实现厚度达到１０μm

的完整活细胞探测也有了一定的进展,比如基于多

焦面衍射光栅方法的多焦面成像(MFM)技术,通过

引入一个特殊设计的光学元件—多焦面衍射光栅

(MFG)将样品分割为 N×N 个图像阵列,通常分

割为９等份,但因此成像范围会缩小,分光后光能利

用率太低.而另一种 MFM方法则是利用多个成像

探测器来完成,成本太高,系统过于复杂.因此这些

方法不能完全满足现实要求[１２Ｇ１３].
为了满足生物学家研究完整细胞内的动态状态

以及胞内分子间交互作用的需求,自主设计和搭建

了基于双螺旋点扩展函数(DHＧPSF)与变形光栅

DG相结合的三维动态追踪荧光成像 DDCＧFT系

统.该方法利用双螺旋点扩展函数的三维纳米定位

能力以及变形光栅扩展景深的能力,不需要扫描层

析即可实时获取轴向１２μm深度的动态分子的三

维空间信息,该精度在目前的成像系统当中都是非

常少见的.

２　DDCＧFT系统原理

双螺旋点扩展函数基于自成像原理,通过拉盖

尔Ｇ高斯(LG)模式的特定排序叠加所获得,具有随

离轴发生连续旋转且模式不变的特性[１４Ｇ１５].该函数

利用相位变换将点扩展函数变换成两个围绕光轴旋

转的旁瓣,通过旁瓣的旋转角度和相对位置信息计

算得到相应的三维位置信息,使得三维成像具有纳

米级的定位能力[１６Ｇ１８].
而变形光栅Ｇ[１９Ｇ２０]本质上就是离轴的二元菲涅

耳波带片,它同时具有普通光栅的分光效果以及菲

涅耳波带片聚焦的能力,使得入射光发生衍射后按

照不同衍射级分束传播和聚焦,将不同轴向深度的

信息进行分割后同时并行成像到同一个像面,具有

扩展景深的能力.
通过将上述方法进行相位函数级联和优化,获

得了同时具有DHＧPSF和DG功能的复合型相位函

数,即φ＝φDG＋φDH,所形成的相位模式具有DHＧ
PSF和DG的双重特性,即同时具有DHＧPSF三维

纳米定位的能力和DG扩展景深的能力.前期工作

中已 经 实 现 了 该 相 位 模 板 的 理 论 设 计 与 研

制[１６,２１Ｇ２３].按照具体的成像深度进行设计,其中

DHＧPSF的三维成像范围设定为４μm;结合变形光

栅,将厚样品按照０级和±１级衍射级次分层,并同

时成像于同一个像面上的不同横向位置,成像系统

的有效景深扩展至传统的３倍,每一个级次经过

DHＧPSF效 应 实 现 高 精 度 定 位,最 终 形 成 具 有

１２μm成像深度的高精度探测,如图１所示.
利用所制备的复合相位片搭建成像系统,其设

计参数如下:成像系统通过Olympus８１×显微镜实

现,其中浸油物镜数值孔径为１．４,放大倍数为１００;
激发光波长为４８８nm.激光光束经过扩束准直光

路后由物镜激发样品产生荧光,由物镜收集后经过

管镜TL２(焦距fTL２＝１８０mm),然后再通过一组

４f 系统,其中复合型相位片放置于傅里叶面位置,
最终信号经过４f 系统成像到探测器(EMCCD)
(DU８９７,Andor公司,美国)上,如图１(a)所示.其

中图１(c)所示为１２μm成像深度下的荧光微球成

像结果,按照变形光栅的分层形成三级次并行显示

４μm成像空间,每一个级次利用DHＧPSF获得三

维空间定位.
首先对系统进行标定以获得该系统的定位精度

信 息. 利 用 １００ nm 荧 光 微 球 (T８８７２,

ThermoFisher公司,美国)作为标准具进行标定实

验,激发光波长为４８８nm,发射光波长为５６０nm,
发射谱宽为３０nm,探测器曝光时间为３０ms,增益

为１０.将三维纳米位移台固定在显微镜载物台上,
荧光微球通过纳米位移台进行高精度位移,同时纳

米位移台与探测器相结合,通过位移台的步进触发

探测器进行曝光采集,如图１(c)所示.每一个步进

位置采集１００幅,步进量设定为１００nm,由此得到

不同级次上的荧光信号.步进量与荧光微球成像所

形成的双螺旋点的旋转角度一一对应,通过拟合可

以获得轴向位置与角度相应的标定曲线,如图１(d)
所示.
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图１ (a)DDCＧFT动态追踪成像系统图;(b)复合相位片模拟结果及光刻制版结果;(c)荧光微球成像显示图;
(d)不同级次下荧光信号经过系统形成的双螺旋点旋转角度随z轴连续移动的对应曲线

Fig敭１  a SchematicdiagramofDDCＧFTsystem  b simulationalimageofthecompositephaseplateandimage
ofphotolithographyplate  c imagesoffluoＧspheres  d calibrationcurvesofDHＧPSFrotatingangleversusthe

depthofthesampleforthe０thandthe±１stdiffractionorders

　　相同曝光条件下,同时不同级次中各轴向位置处

(x,y,z)所对应的定位精度如图２所示,在３０ms曝
光时间下,荧光微球移动到０级和±１级空间旋转角

度为０位置处时总光子数分别为４１００和３５００.０级

位置的精度要高于±１级,这是由于变形光栅的衍射

效率所引起.计算得到所对应级次的平均定位精度

(单位为nm)分别为σ－１st(x,y,z)＝(６．５,９．２,２３．４),

σ０th(x,y,z)＝(３．７,２．８,１０．３),σ＋１st(x,y,z)＝(５．８,

６．９,１８．４).当０级总光子数降低到１０００时,０级位置

的定位精度分别会降低到(２０,２８,４８).系统定位精

度和理论定位精度之间的差异,主要来自样品台在成

像过程中的微小漂移及系统噪声.

图２ DDCＧFT系统定位精度标定

Fig敭２ LocalizationprecisioncalibrationofDDCＧFTsystem

０３０７０１７Ｇ３
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　　为进一步验证成像方法适用于动态追踪实

验,利用三维纳米位移台设计追踪模型,验证动态

追踪的精确度.同样利用１００nm荧光微球作为

样品并固定,以纳米位移台为载体,通过程序写入

既定轨迹曲线控制纳米位移台,进而带动荧光微

球按照指定轨迹移动,同时进行步进相机的采集.
纳米位移台的移动轨迹按照直角坐标系定义参数

{１００t,１００t,１００t},步进的起始位置需通过双螺旋

图像来确定,因此对纳米位移台(x,y,z)总步进量

的设置需要大于成像范围,程序设定为１４μm,样
品随位移台移动,时间t随相机的采集频率而定.
为了避免纳米位移台步进中发生抖动引起采集数

据产生偏差,每一组步进位置采集５幅,以中间数

据作为结果,得到不同时序的动态图像,如图３所

示.图３(a)所示为不同时序下荧光微球采集图

像,上排为样品在－１级次位置处的运动轨迹,随
三轴方向逐步移动,x、y 为平面运动,z 轴由图像

显示为双螺旋形式.荧光微球在－１级移动４μm
量程时双螺旋点旋转１８０°,继而在０级位置显示,
依次旋转１８０°后在１级位置显示并移动,整个过

程通过相机同步记录和存储.采集数据处理结果

如图３(b)和图３(c)所示,其中红色线条表示样品

台轨迹移动的原始路线,蓝色点表示荧光微球沿

轨迹移动获得图像并重构后所得到的结果.计算

结果显示与既定轨迹匹配,标准差为０．０１４μm,成
像深度满足理论计算的１２μm轴向范围.该实验

验证了系统的准确性,证明了能够将其用于实际

的活细胞动态追踪实验中.

图３ 荧光微球移动轨迹.(a)不同时刻的采集图像;(b)荧光微球的程序给定轨迹和实际轨迹;(c)截取轨迹部分的图像对比

Fig敭３ TrackofthefluoＧspheres敭 a Imagescapturedatdifferenttime  b tracksofthefluoＧspheres

 thedesignedtrackisredandthecapturedtrackisblue   c zoomintheredboxareainFig敭 b 

３　实验结果

根据上述结果将系统应用于活细胞的实时监测

当中.实验对象为巨噬细胞.巨噬细胞属于免疫细

胞,具有免疫调节的作用,可通过吞噬杀灭微生物.
当细胞遇到外源异物时所触发的生物信号能使其在

异物局部形成板状伪足将其包围,巨噬细胞表面膜

发生内陷,可摄入异物到细胞后形成吞噬体,在动力

蛋白作用下吞噬体与溶酶体靠近并融合,异物在胞

内被杀灭和分解,而最终不能消化的病原或者异物

则通过胞吐作用被排出胞外.实验将通过动态系统

实时观测巨噬细胞的内吞过程.

实 验 系 统 以 倒 置 荧 光 显 微 镜 (IX８１,

OLYMPUS公司,日本)为基础,物镜放大倍率为

１００,数值孔径为１．４;激发波长为４８８nm,发射波长

为为５６０nm;探测器采用EMCCD,其有效像元大

小为１６μm,制冷温度为－８０℃.源图像采集时,
单幅曝光时间为４０ms,使用４０nm荧光微球作为

标记物来观察巨噬细胞的内吞过程.为了精确控制

荧光微球的内吞时间,采用温控方式改变细胞的活

性,先在１０℃下让细胞处于休眠状态,将稀释的荧

光微球加入培液让其布朗扩散,微球贴附在细胞上

又不发生内吞,细胞冷却５min后换液,去除培液悬

浮的荧光微球,重新加入培液后成像,成像过程中样

０３０７０１７Ｇ４
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品台保持３７℃,以保证细胞的活性状态,每个细胞

成像时间约２０min.

DDCＧFT 系 统 的 成 像 结 果 如 图 ４ 所 示.
图４(a)图像是白光照明下巨噬细胞的轮廓,说明细

胞状态良好;图４(b)是暗场情况下巨噬细胞的荧光

图像,此时荧光分子被激发后成像,并按照不同的成

像深度同时显示在探测器的不同区域,由图像可以

看出在不同的轴向范围内均有荧光分子发光;图４
(c)即为探测器采集１０００幅图像后重构得到的三维

轨迹图,采集时间为３min,将重构后的荧光分子坐

标位置按照时序进行标注,得到不同时序下荧光分

子的轨迹路线;在图４(b)中用箭头指示不同位置处

的荧光微球,与图４(c)对应颜色箭头所指示的轨迹

一一对应,其中用黄色框图框出红色箭头标记的荧

光微球进行放大,经过图像处理后得到该微球的大

范围运动轨迹,如图４(d)所示,能够清晰查看到该

荧光微球的运动情况,通过数据分析得到荧光微球

在细胞内的平均运动速率为１μms－１,最大速率为

３μms－１.从实验结果不难得出,显微成像系统实

现了将３个不同深度的空间信息同时呈现在同一平

面上,每个平面具有４μm景深的成像深度,结合变形

光栅景深达到１２μm.该系统成功实现了活细胞内

的三维纳米精度的分子追踪,为研究厚样品三维纳米

精度的单粒子追踪和定位提供了便利条件.

图４ 巨噬细胞的动态追踪成像.(a)白光照明下巨噬细胞的轮廓;(b)暗场情况下巨噬细胞的荧光图像;
(c)重构得到的三维轨迹图;(d)放大(c)黄色方框

Fig敭４ Dynamictrackingofmacrophage敭 a Profileofmacrophageunderwhitelightillumination  b fluorescentimageof
macrophage  c dynamictrackingreconstructionoffluoＧspheres  d zoomintheyellowboxareainFig敭 c 

４　结　　论

设计具有高定位精度的三维动态追踪成像系统

来实现目前暂未解决的全细胞内多粒子动态追踪的

问题.利用双螺旋点扩展函数的三维纳米定位能力

实现４μm的三维小范围空间的高精度定位,同时

结合变形光栅的分层成像方式,能够将成像深度扩

展到３倍即达到１２μm的成像深度,能够实现完整

细胞内荧光分子的动态追踪探测.通过实验验证了

系统的定位精度以及所能达到的成像深度,与理论

设计相吻合,验证了该方法的可行性;同时初步对巨

噬细胞内吞行为进行动态追踪成像,利用荧光微球

实现在细胞内的动态捕捉,并最终利用重构算法获得

在细胞内粒子的运动轨迹以及在细胞内的动态细节,
数据分析可以获取荧光微球在细胞内的运动速率以

及运动量,对研究细胞内部作用关系的变化差异、细
胞衰老等问题提供便利的手段,为研究其他各项生命

活动和癌细胞的药理研究等工作奠定一定基础.
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