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　　摘　要 :　介绍了激光扫描共聚焦显微镜 (CL SM)成像系统的构成和工作原理 ,并对应用其研

究生物膜的微生物群落结构和空间构型的一些实例进行了综述 ,同时指出了其应用于生物膜研究

的优、缺点及今后的发展前景。
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　　目前 ,对生物膜空间结构的探测主要有两个方

向 :一个是通过微型传感器或者基因探针来了解生

物膜内部的生理、生化特性 ;另一个是直接通过显微

镜进行观察分析和成像。可以观察生物膜的技术很

多 ,按照生物膜被分析时的状态可以分为三类 :脱水

观察、半脱水观察和不脱水观察。一般来说 ,进行电

子显微镜 (如透视电镜和扫描电镜)观察都要预先对

生物膜进行脱水 ,这样生物膜中的大部分水分都会

丧失 ,使得整个生物膜的框架收缩 ,因而很难得到生

物膜原有的三维结构信息。当采用原子力显微镜

(AFM)进行观察时生物膜处于半脱水状态 ,故只能

观察到生物膜的外在轮廓 ,而对其内部的结构无法进

行观察。使用激光扫描共聚焦显微镜 (CLSM)则可以

观察到生物膜原有的、不脱水状态下的三维结构。

1 　CL SM的工作原理
111 　CL SM的历史

CL SM是由美国麻省理工学院 (M IT)的 Minski

于 1957 年发明的 ,他在其美国专利中首次阐明了

CL SM技术的某些基本原理。由于当时没有合适的

光源 ,仪器所产生的图像质量较差 ,因此当时 CL SM

并未引起人们的重视。直到 1977 年 ,牛津大学的

Sheppard和 Wilson研究小组才对 CL SM 工作的原

理有了较清楚的认识 ,他们将一种新型的共聚焦显

微镜与构成共聚焦成像的几何学基础理论结合起

来 ,首次描述了光与被照明物体的原子之间的非线

性关系和激光扫描的拉曼光谱学[1 ]。10年后 (1987

年) ,第一台商业生产的 CL SM 问世。起初 ,CL SM

主要应用于医学领域 ,Lawrence 及其同事于 1991

年首次将 CL SM应用于生物膜的研究。

112 　CL SM的主要构件

共聚焦的含义就是将聚焦区域以外的成像信息

过滤 ,使其不在最终的成像结果中显示。首先 ,将光

线聚焦于一点或者一线 ,然后对所要观察的平面进

行扫描。聚焦区以外的光线通过检测针孔来隔除。

一个完整的 CL SM 系统由几个主要的硬件和一些

成像分析软件组成 (如表 1所示) 。
表 1　CLSM系统的组成

分　类 名　称

硬件

表面荧光显微镜

激光光源及冷却系统

定位扫描装置

分辨系统

计算机控制系统

显示器 (2个)

图像输出打印设备

软件
三维图像分析系统

三维图像文件管理系统
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113 　CL SM的成像原理

激光扫描共聚集显微镜以激光作为光源[2 ] ,其

成像基本原理如图 1所示。

图 1　CLSM成像基本原理

光源发出的光通过光源针孔并经分光镜和物镜

反 (透)射后将聚焦为一点 (形成一个点光源) ,这样

在物镜的聚焦平面上将只有一个点被光源照射。该

点处的反射光或被激发出来的荧光将会沿着原光路

通过物镜反射上去 ,再通过分光镜的折射照射在检

测针孔中 ,这样就保证了只有这一点的光信号穿过

针孔而被针孔后的光倍增管接收 ,其他非聚集光所

产生的杂散噪音信号则均被针孔挡住 ,从而克服了

传统光学显微镜有大量杂散光信号干扰的缺点。而

后 ,再通过一个分光镜和计算机控制 ,将这一点光源

在物镜的焦平面上来回扫描 ,便可按照指定的分辨

率得到这个焦平面的图像 ,再利用载物台在垂直方

向上的移动就可以得到一系列的三维图像。

在检测针孔后面有一系列分光滤色片或一个三

棱镜 ,其作用是让某一特定波长以上的光通过 ,而这

一波长以下的光则被反射到相应的光倍增管上 ,从

而在计算机显示器上形成这一点的像。每个这样的

光倍增管称为一个通道 ,在扫描头中装上足够多的

光电倍增管后就可以得到所需要看到的所有颜色的

光。计算机根据扫描程序在显示器上画出相应的图

像 ,这就是样品的真实图像。

由于激光的穿透力极强 ,因而可以得到用传统

光源看不到的样品深部的图像 ,也得以看到样品真

实的三维结构图像 ,同时也能对活体细胞和组织细

胞进行实时观测。用 CL SM 得到的图像分辨率基

本上达到了光学显微镜的极限 ,图像的对比率也大

大增强。

2 　CL SM在生物膜研究中的应用
Lawrence及其同事率先将 CL SM 应用于生物

膜研究 ,通过对未脱水的、纯培养的生物膜进行观

察 ,发现生物膜是由胞外聚合物 (构成框架)和其间

的孔道构成的立体结构[3 ]。他们还对微生物细胞

的负染色进行了具体研究 ,结果发现载体表面附着

的和在生物膜形成初期 ,游动型和非游动型的

Pseudomonas f l uorescens (假单胞菌)细胞具有不同

的行为。他们将光漂白荧光恢复技术 ( FRAP)与

CL SM联用 ,对生物膜内扩散系数进行了测定。而

后 ,又对由六种微生物组成的降解氯代有机物的生

物膜群落进行了研究 ,发现生物膜群落的各成员之

间具有密切的相互联系 ,且 EPS (胞外聚合物)对有

机污染物具有吸附和富集作用。他们还对天然河流

中的生物膜群落进行了调查 ,结果发现天然环境中

的生物膜具有一些独特的性质。在将活体正负染色

技术与 CL SM 联用时发现 , Thiobacill us spp (产硫

酸杆菌)选择性地聚集在含有硫化物的矿石表面 ,如

细胞优先聚集在电化学活性较高的磁黄铁矿石

上[4 ]。最近 ,他们实现了对生物膜的细胞间信号、

多糖信号以及光合细菌的自荧光信号的三通道同时

或者依次记录[5 ] ,并对多菌种生物膜中的胞外聚合

物进行了原位定位 ,发现氯代有机物的存在可促使

微生物分泌出某些特定的胞外聚合物。

将荧光原位杂交技术 ( FISH)应用到生物膜研

究中时也会用到 CL SM。该技术特别适用于记录复

杂微生物群落中单个细胞的行为信号。通过 FISH

与 CL SM联用 ,可以考察生物膜系统中不同微生物

群体之间的空间关系。通过微生物染色体染色 (对

遗传物质进行显微镜定位)不仅能得到不同微生物、

不同种群之间的演化关系 ,而且还可得到有关微生

物代谢和遗传方面的信息[6 ]。然而 , FISH 技术应

用于生物膜研究中也有其局限性 ,这主要是由于在

进行原位杂交之前 ,必须用乙醇或者多聚甲醛对样

品进行固定 ,以增强基因探针对微生物细胞的渗透

性。在固定过程中生物膜将缩水 ,从而会丢失某些

关于生物膜立体结构的信息。所以 ,在增强基因探

针对微生物细胞渗透性的同时 ,不损坏生物膜的空
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间结构仍然是目前生物膜结构研究的一个热点。有

些学者尝试在进行荧光染色之前用琼脂来固定生物

膜 ,但该方法尚不成熟。

扩散系数是研究生物膜传质过程的一个重要参

数。Beer等人[7 ]首先采用微量注射技术将荧光染

料注射到生物膜表面 ,然后采用 CL SM跟踪定量染

料的传质扩散过程 ,最后计算出扩散系数。

Stewart等人[8 ]通过 CL SM 观察和检测实验室

中培养的两种微生物共存形成的生物膜 ,认为生物

膜中微观的非均匀性以及两菌种附着和脱落能力的

不同 ,是造成两者共存形成生物膜的主要原因。

Jayaraman等人[9 ]利用 CLSM对抑制好氧生物膜

腐蚀钢铁的方法进行了机理探讨 ,他们认为是生物膜

的代谢和更新给其中的微生物 (如 Pseudomonas f ragi

或者 E. Coli)提供了保护作用 ,使其能够长期停留在钢

铁表面上 ,进而造成对钢铁的腐蚀。

3 　CL SM用于生物膜研究的优点和不足
CL SM用于生物膜研究的一个显著优点就在于

可以对较厚的生物膜进行分层聚焦成像而不受聚焦

区域外光线的干扰。用 CL SM 研究生物膜的主要

优点如下 :

①　可以对几百微米厚的、无水分损失的、活的

微生物群落进行观察 ;

②　不受聚焦区域外光线的干扰 ;

③　可以进行三维及时间序列成像 ;

④　可用的荧光或者非荧光探针较多 ;

⑤　可以同时应用多个探针 ,并能同时记录多

方面的图像数字信息 ;

⑥　可以对有机大分子、单个细胞或者微型菌

落的三维结构进行静态的或者动态的量化分析 ;

⑦　可进行三维断层摄影 ,形成彩色立体图像

及计算机动画演示。

然而 ,CL SM用于生物膜分析也存在一些不足

之处 :①CL SM系统的价格比较昂贵。②扫描过程

耗时较长 ,而且只能扫描不动的微生物 ,许多活动的

大型微生物 (原生动物等)因运动比较剧烈而会对成

像造成一定的影响。③某些荧光染料可能会对某些

活体细胞的活性造成一定的负面影响。因而 ,许多

研究者正努力通过采取一些措施来避免这些不利的

因素。例如通过选择一些合适的荧光染料来减少对

微生物活性的影响 ,同时适当地调整激光的光强 ,用

最弱的光对样品进行照射扫描等[10 ]。

4 　应用前景展望
虽然 CL SM 可以获得未脱水生物膜的三维信

息 ,在生物膜结构的研究过程中发挥着很重要的作

用 ,但是该技术仍有许多不足之处有待进一步改进 ,

如非毒性荧光染料的开发、新型物镜的研制、三维图

像处理软件的优化以及与光漂白荧光恢复技术

( FRAP) 、荧光催化 ( PAF) 、拉曼光谱等技术的联用

等。随着显微成像技术的不断完善 ,人们对生物膜

结构及其功能的研究也将不断地深入。
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