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利用一种基于时间相关单光子计数器的双光子激发荧光寿命显微成像技术，对猪眼底视网膜色素上皮层细胞

内的脂褐素和氧化黑色素颗粒的空间分布及其荧光寿命特性进行了研究，尤其对于这些色素颗粒在光致氧化环境

中的荧光寿命差异进行了分析 +结果表明，利用荧光寿命测量能有效区分视网膜色素上皮层细胞中的多组分荧光

团，利用荧光寿命的衰减参数可分辨正常及异常的荧光现象 +该方法有望发展成为一种用于眼科临床诊断及病理

学研究的高灵敏度的工具，对眼底细胞随年龄增长的衰老机理的研究具有重要的意义 +
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! ? 引 言

视网膜色素上皮层（@,-）位于视网膜锥、杆体

细胞层及 AB7=C 膜（玻璃膜）之间，由六角形、圆形或

长圆形细胞组成，是排列整齐的单层细胞层 + @,- 细

胞最主要的功能之一就是维持光感细胞对光信号的

接收和传导，从而保证视觉功能的正常发挥 +当 @,-
细胞新陈代谢发生异常时，光感细胞功能失常，继

发性的损伤将对视功能造成严重影响 +虽然其具体

的发病机理还不清楚，但离体荧光研究和组织学研

究证实，@,- 细胞中最重要的荧光团成份0脂褐素

（43DEF79=3>）会随着年龄的增加而增多，大量堆积的

代谢最终产物将造成 @,- 细胞的严重损伤甚至死

亡 + @,- 细胞中还存在着许多其他的内源荧光团，如

GHI，JHIK 和黑色素等，这些荧光团能够被一定波

长的光激发后产生自体荧光 +由于这些荧光信号携

带有关于眼底代谢状态的信息，因此眼底荧光成像

已经 成 为 一 种 眼 科 临 床 常 用 的 视 网 膜 疾 病 诊 断

手段 +
但一般的视网膜眼底成像技术是基于荧光强度

的测量，不但容易受影响光强度变化因素的影响，而

且只能提供荧光的空间分布信息［!］，难以提供早期

的诊断 +荧光寿命的测量不受激发光强度变化、荧光

团的浓度、光漂白等因素的影响，而且不受其他限制

强度测量的因素的制约，只与荧光团所处的微环境

密切相关 +因此利用荧光寿命成像技术，可准确反映

细胞内如新陈代谢状况等功能信息，无疑将在生物

及医学领域发挥极大的作用［#，(］+
本论文利用双光子激发（L,-）［*］荧光寿命成像

（GMNO）技术研究了猪眼底视网膜色素上皮细胞内

脂褐素和氧化黑色素颗粒的荧光寿命特性及其空间

分布，实现了一种用于眼底组织新陈代谢状态监测

的新方法，并通过分析眼底自体荧光团光氧化状态

前后荧光寿命的差异，有望为眼底细胞随年龄增长

的衰老机理的研究提供可能的依据 +

# ? 实验系统

双光子激发荧光寿命显微成像实验系统如图 !
所示 +系统采用钛宝石锁模飞秒激光器作为激发光

源，用激光扫描共焦倒置显微系统实现 @,- 细胞的

显微成像，并采用时间相关单光子计数器对视网膜

色素上皮层细胞的自体荧光寿命进行测量和成像 +
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图 ! 双光子激发 "#$ 细胞自体荧光寿命成像系统

钛宝石锁模飞秒激光器（%&’( )**+，,-./’/01）输

出激发光的脉冲宽度 !2* 34，重复频率 56 %78，平均

输出功率 !9: ;，可调谐波长范围在 5**—)<* 0=范

围之间 > 飞秒激光器与一台激光扫描共焦显微镜

（?/&@( A,B B#2，?/&@(）耦合，并使飞秒激光光路与显

微镜内原内置激光光路重合 >所有实验采用放大倍

率为 6: 倍，数值孔径为 !9:2 的油浸物镜 >在显微镜

的备用外探测信号输出端口，采用微通道板增强光

电倍增管（%,#C#%A）（":<*)DCE*，7(=(=(14F）作为

接收单光子荧光信号的探测器 >实验中，从激光器输

出的 <6* 0= 的超短脉冲激光被分束装置分为两路：

一路进入双光子激发共聚焦扫描显微镜系统，用于

激发样品台上的 "#$ 细胞，到达样品上的光功率大

约为 E =;，它受到 GHBI 关于人眼激光安全使用的

限制［E］>截至滤光片将感兴趣波长的荧光信号滤出

后，由 %,#C#%A 探测，%,#C#%A 工作在 : JK 电压

下，输出信号由前置放大器预放大后再进入时间相

关单 光 子 计 数 器（ A,B#,）（ B#,C5:*，L/@J/’ M
7&@JN）；另一路光作为时间相关单光子计数测量的

停止脉冲，被快速光电二极管接收后进入 B#,C5:*
计数器板 >我们采用的这种以探测到的单光子信号

作为时间相关单光子计数器的触发模式被称为反转

脉冲基准模式（’/O/’4/P 41(’1 41-Q），这种模式有别于

传统的时间相关单光子计数技术，确保了高效的光

子计数率，提高了寿命测量的准确度［6］>整个系统响

应小于 :* Q4，且 A,B#, 成像模块最小的时间通道宽

度为 <!: 34 > 通过记录图像上每一个像素点的荧光

衰减信号，并由 B#,I=(R/ 图像处理软件分析，可得

到荧光强度随时间的衰减曲线及 "#$ 的自体荧光

寿命图像 >本文中所有荧光寿命图像的像素数均为

!2< S !2< >

: 9 样品制备及方法

本试验所采用的样品全部取自健康成年猪的眼

球，T 摄氏度湿房保存，并保证在宰杀后 6 . 之内将

样品制作完毕 >
取新鲜眼球，剪去眼球周围组织及结膜，在超净

台内将猪眼球用 5EU乙醇浸泡 !* =&0，用 #LB 液清

洗 : 次 >无菌处理后将眼球角膜向上置于眼球托上，

自赤道部环形剪开眼球壁，去除眼前节、房水、玻璃

体 >由于离体猪眼的视网膜神经上皮经光照后有自

由基产生，而 "#$ 细胞被活性氧攻击后发生的脂质

过氧反应会破坏细胞膜结构［5］，因此样品制备过程

在室内进行，并要及时剥离视网膜（若视网膜不易剥

离，可将眼杯置于 Q759!6 的冷 #LB 中再进行剥离）>
剥离视网膜后的眼杯置于环钻基座上，用环钻切割

出黄斑周围 EV—!EV区域（此区域为 "#$ 细胞高密度

区）作为样品，放置在适用于倒置显微镜的载波片进

行测量 >

T 9 结果与讨论

荧光寿命显微成像技术不但能够提供有关荧光

团的微环境的功能信息，而且提供了一种鉴别光谱

交叠的多组分复杂样品的手段 >利用基于 A,B#, 的

荧光寿命成像，不仅使微弱荧光信号的采集成为可

能，而且通过选择合适的时间窗，使不同荧光团的时

域荧光特性对全光谱的贡献得以鉴别 >
图 2 所 示 为 用 <6* 0= 超 短 脉 冲 激 光 激 发，
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!"#$%&’( 数据处理软件得到的 )"* 自体荧光寿命

图像，原始图像的获取时间为 +, %-./

图 0 )"* 细胞自体荧光寿命图像 图中可偶见 )"* 细胞特有

的双核结构（如白色箭头所示）以及不规则的条索状荧光（如图

中灰色箭头所示），图中十字交叉是样品上进行荧光寿命拟合分

析的位置 / ! 表示细胞核，图中标尺为 +,!%

成熟的 )"* 细胞中存在两种最主要的色素颗

粒———黑色素颗粒及脂褐素颗粒 /电镜下超微结构

表明，)"* 细胞是一种具有极性细胞：靠近基底部胞

质中可见较大的细胞核；脂褐素颗粒存在于细胞底

侧部；黑色素颗粒存在于细胞中央和上部，呈椭圆

形或杆状［1］/我们利用倒置激光扫描共聚焦显微镜

的光学切片特点，将聚焦层定位在 )"* 细胞下部，

采用 12, .% 超短脉冲激光激发样品 / 实验发现在

)"* 的细胞质中，有明显的自体荧光现象；由于细胞

核不具有荧光特性，因此在图像中呈现黑色（细胞核

如图 0 中 ! 所示位置），并在一些细胞中可见 )"*
特有的双核结构（如图 0 中白色箭头所示）/ 同时我

们也发现，在每个 )"* 细胞质中有着不尽相同的自

体荧光强度 /其原因是，)"* 细胞中主要的荧光物质

（脂褐质）是 )"* 细胞吞噬光感受器外节盘膜后代

谢产物堆积形成的［3］；但当细胞处在不同的代谢状

态下时，细胞质中溶酶体对光感受器外节盘膜的吞

噬及消化能力不同［+］，因此在每个 )"* 细胞中产生

了不同的脂褐素颗粒密度 /另外我们发现，绝大多数

脂褐素呈现为 +—0!% 的颗粒状，但在灰色箭头所

示的 )"* 细胞中，却有另一种杆状的荧光色素团也

产生明显的荧光现象（如图 0）/
图 4（&）为聚焦于 )"* 细胞中上部（避开细胞核

所在层）、电子放大 1 倍时得到的荧光寿命和荧光强

度复合图像，原始图像的采集时间为 +, %-./在此位

置成像的 )"* 细胞中，存在着颗粒状和杆状两种荧

光色素颗粒，这两种色素颗粒无规则地分布在细胞

质中，并在一个 )"* 细胞中发现自体荧光强度明显

强于其他部分（如白色圆圈所示）/图 4（5）是图 4（&）

的寿命分布直方图，图中的灰度信息代表不同的寿

命值分布，其灰度代表的寿命值信息同样也体现在

图 4（&）的细胞中 /从对荧光寿命分布直方图的分析

中可以得到，所有自体荧光色素成分的寿命集中在

6,, 78—0 .8 之间 /其中有两种主要的荧光色素成分：

短寿命成分的分布峰值为 96, 78，长寿命成分的峰值

为 +:6 .8/较之以前报道的 )"* 细胞中单纯颗粒状的

脂褐素荧光寿命分布来说，长短两种寿命值均有增

加［+,］/当激光照射 4, %-. 后，杆状荧光消失，图中只

可见颗粒状荧光分布（图 4（;）），此时寿命分布直方图

的变化相当明显：从具有长短两种寿命的双峰分布，

变为集中分布在 06,—996 78 的单峰（图 4（<））/
虽然一般认为，脂褐素荧光是眼底最主要的自

体荧光来源［++］，但 =>-;?%&. 等人［+0］的研究发现 )"*
细胞中的黑色素、脂褐素及黑色脂褐素颗粒具有十

分活跃的自由基，尤其当其被可见光或紫外线照射

后易被激活 / "(@(A 等人［+4］的研究也证明了 )"* 和

脉络膜中氧化黑色素强黄光荧光团的性质 / 在活体

中黑色素的氧化导致多聚黑色素的降解，形成可溶

的荧光素 /自然发生的原位黑色素氧化可表现为类

似脂褐素样的金黄色自体荧光，且过多的曝光会使

黑色素荧光性增加 /图 4（&）)"* 细胞中杆状荧光以

及非正常的自体荧光现象证明了这一结论 / 同时表

明，黑色素颗粒作为一种 )"* 细胞中能够吸收外界

强烈光线、保护视网膜的色素颗粒较之脂褐素颗粒

更容易发生光致氧化反应 /
荧光寿命测量反映的是分子受到光脉冲激发后

返回基态之前在激发态平均停留的时间［+B］，荧光强

度的衰减可用数学式表达为负指数函数：

"（ #）C $+(D7（E # F!+）G $0(D7（E # F!0）G ⋯，（+）

其中，"（ #）是样品受到光脉冲激发后 # 时刻测量得

到的强度，$+，$0，⋯及!+，!0，⋯分别是各拟和组分

在 # 时刻的荧光强度和荧光寿命 /
)"* 细胞中脂褐素及氧化黑色素荧光寿命衰减

参数的测量结果如表 + 所示 / 衰减曲线模型建立在

双指数拟和基础上，短寿命为几十至几百 78，长寿

命可达几个 .8；$% 为荧光强度峰值；!% 为荧光寿命

值；"
0
& 为 评 估 拟 和 程 度 优 劣 的 参 量 / 除 此 之 外，
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图 ! （"）#$% 细胞中部光学横截面切片荧光寿命图像，采集时间 &’ ()*；（+）图（"）荧光寿命图像的寿命分布直方

图；（,）激光照射 !’ ()* 后荧光寿命图像；（-）图（,）荧光寿命图像的寿命分布直方图 .图中的尺度为 &’!(. 图（+）

和（-）中的横坐标为荧光寿命，单位为 /0，纵坐标为荧光寿命的分布频率

!"·!"作为一种权重系数用来比较不同组分荧光在

总强度中的贡献 .从表 & 中可知，脂褐素长短两组分

荧光寿命值（1231 和 &45436 /0）都小于氧化黑色素

的荧光寿命（&6532 和 &65736 /0）；对比正常荧光现象

的氧化黑色素"和明亮荧光现象的氧化黑色素#，短

寿命 值 基 本 一 致，而 过 度 曝 光 后 的 氧 化 黑 色 素

长 寿命有明显增加；经过激光照射!’()*后，同样

的颗粒状脂褐素荧光寿命值都缩短了（短寿命组分

从 1231 减小到 7434 /0，长寿命组分从 &45436 减小

到 &2’!36 /0）.从 !"·!" 的变化规律来分析，无论长

短寿命的值，脂褐素颗粒的 !"·!"（1&32，473&，7!34
和 6232）都要小于氧化黑色素颗粒，过度曝光后的

氧化黑色素长寿命的 !"·!" 值甚至达到 55&37 .
#$%细胞中的黑色素颗粒主要形成于动物体的

表 & 脂褐素及氧化黑色素荧光寿命衰减参数

荧光色素颗粒 !& 89 !& 8/0 !&·!& !5 89 !5 8/0 !5·!5 "
5
#

$ :4 1231 1&32 2 &45436 473& &3&&

" :532 &6532 &7:3! 634 &65736 &!&35 &3&!

# 163: &6535 &7&32 &53& &1!’3! 55&37 &364

% :236 7434 7!34 73! &2’!36 6232 &3&&

注：$———脂褐素颗粒（图 2（"）中颗粒状荧光）；"———氧化黑色素颗粒（图 2（"）中杆状荧光）；#———氧化黑色素颗粒（图 2（"）中白色圆圈内

荧光）；%———脂褐素颗粒（图 2（,）中颗粒状荧光）

胚胎时期，出生后就不再进行黑色素的合成，并有报 道指出黑色素体随着年龄的增长还处在退化过程
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中［!"］：它可与初级溶酶体结合，被消化后成为二级

溶酶体，而未被消化的成为残渣物（#$%&’()* +,’-），

贮留在胞体内，最终转变为脂褐质颗粒 .由此可知，

/01 细胞中这两种重要的色素颗粒之间存在着必然

的关联，同时在发生和功能上也有着本质区别 .由以

上分析可知，利用时间分辨荧光显微成像的方法，可

反映出 /01 细胞中脂褐素及氧化黑色素颗粒在不

同环境下其不同状态之间的联系，其荧光寿命衰减

参数可用于分辨正常及异常的荧光现象 .这对于监

控 /01 细胞中荧光色素团的新陈代谢状态，研究

/01 细胞的衰老机理有着重要意义 .

" 2 结 论

/01 细胞在发挥生理功能时易受光致氧化损

害，同 时 /01 本 身 也 具 有 强 大 的 抗 氧 化 损 伤 能

力［!3］.其原因目前并无定论，但可以肯定的是，这与

/01 细胞中两种重要的色素颗粒———脂褐素及黑色

素有直接联系 .若 /01 细胞中的脂褐素越多沉淀在

黑色素体表面，则越容易导致低阈值的光氧化反

应［!4］.临床上 /01 与光氧化损伤的关系在老年性黄

斑变性的发病和预防中起着重要作用 .本论文首次

采用双光子激发荧光寿命成像的方法，对视网膜色

素上皮层细胞内的脂褐素和氧化黑色素颗粒的空间

分布及其荧光寿命特性进行了分析，该方法有望发

展成为一种高灵敏度的眼底功能成像工具 .
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