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物理学和高新技术

非损伤微测技术及其在生物医学研究中的应用!

丁亚男. - - 许 越/，.，0

（/- 美国 麻省州立大学生物学系，12!345" 61 7/778，美国）

（.- 旭月（北京）科技有限公司- 北京- /77797）

摘- 要- -“非损伤微测技术”或称“无损微测技术”是上世纪末产生的一种用非损伤性的方法获取物体表面特异
性离子和分子动态信息的新技术平台。该技术平台是微电子、计算机、精密机械加工、物理、数学、高分子化学、纳米

技术及光学显微技术等多学科优秀成果的集成。“非损伤微测技术”可使研究人员在被测样品上获得其他技术难以

测到的生理特征和生命活动规律，从而在理论研究和应用领域方面产生实质性的突破。“非损伤微测技术”平台还可

以方便地与细胞和分子生物学技术、其他电生理技术和显微荧光成像技术配合使用，从而更全面地揭示各种生命现

象及其本质。目前，“非损伤微测技术”平台已被多家科研机构、医院和制药公司所采用，其应用范围涵盖了生物学、

生理学、神经生物学、环境科学、药理学、材料科学等诸多领域。文章较详细地介绍了非损伤微测技术及其在生物医

学中的应用，其中包括植物、动物研究领域中与生物医学相关问题研究中的应用以及与其他技术结合的应用等。

关键词- - 非损伤微测技术，液体离子交换剂（:;<），=)+>第一扩散定律，离子 ?分子选择性微电极
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3! 非损伤微测技术概述
非损伤微测技术（ 2425/2607/68 9/1:45(87( (81’5

2/;-8，<=>）或称无损微测技术，是一种选择性离
子 ?分子微电极技术，是由 @A’(:8/B8: 和 C0DD8 在
3EE% 年设计的一套由计算机控制的自动定位测量
系统演变发展而成［3，$］。非损伤微测技术以其特有

的非损伤性测量方式逐渐被广泛应用到基础生物

学、生理学、神经生物学、环境科学、药理学、材料科

学等诸多领域。目前，非损伤微测技术不但可以测

量 F G，H0$ G，@ G，<FI G，J." G，<0 G，HK$ G，<L" M，氨

基酸，H. M和 L$，HL$，<L 及温度等参数，而且可以
同时采集多种离子及参数，为获得生物样品分子或

离子运动的有关信息提供了良好的实验平台［"—N］。

!, !" 什么是非损伤微测技术？
非损伤微测技术是一项具有世界尖端水平的特

异离子 ?分子检测技术，主要是在电脑自动控制下，
利用选择性微电极，在不接触被测样品的情况下获

得进出样品的各种分子 ?离子的浓度（9=级）、流速
（3%—3$94.·7 M 3·19 M$）及其三维运动方向的信

息。被测样品可以是非生命物体（如金属）或生物

活体（如细胞器、单个或多个细胞、组织甚至器官）。

测量不仅方便、快捷、三维和实时，而且对被测对象

不会产生任何伤害。

选择性微电极种类包括玻璃离子选择性微电

极、纳米碳纤维微电极，铂铱合金丝微电极和光纤维

电极等等。

离子选择性微电极通常以玻璃微电极为载体，

是用液体离子交换剂（ ./;-/K /42 8O1’02P8:，QRS）制
成的液体膜选择性微电极。液体膜可分为两类：一

类主要由可电离的离子交换剂组成，如钙离子微电

极；另一类则由不带电荷的大环状化合物，即中性载

体组成，如钾离子微电极。

!, #" 非损伤微测技术的原理
物质在液体环境中有从高浓度向低浓度扩散的

趋势。对于带电粒子而言，还有从高电化学电势向

低电化学电势运动的趋势。如果离子选择性微电极

的移动距离 K! 在几十微米以内，生物材料实验证
明，影响带电粒子运动的电化学电势梯度可忽略不

计，该离子的扩散运动速率可以通过 T/1U 第一扩散
定律计算出来（图 3）。也可根据能斯特方程计算。
图 3 以 H0$ G浓度梯度和 H0$ G微电极为例，说明非损

伤微测技术的物理学原理。

图 3! 非损伤微测技术的物理学原理

离子选择性微电极由玻璃微电极、JP ? JPH. 导
线、电解质（3%%9= H0H.$）及液态离子交换剂（QRS）
四部分组成。该微电极在待测离子浓度梯度中以已

知距离 K!进行两点测量，并分别获得电压 "3 和 "$。

两点间的浓度差 K# 则可以从 "3，"$ 及已知的该微

电极的电压 ?浓度校正曲线计算获得。$是离子 ?分
子特异的扩散常数（单位：19 M$· 7 M 3），将它们代入

T/1U第一扩散定律公式：%4 V & $·K# ? K!，可获得
该离子的移动速率（单位：)94.· 19 M$· 7 M 3），即：

每秒钟通过一个平方厘米的该离子 ?分子摩尔数 。
非损伤微测系统可同时提供两种前置放大器：

极谱前置放大器和电压前置放大器（图 $）。极谱前
置放大器是配合固体微电极的一种前置放大器，如

铬铂合金微电极（用于测量 L$ 和 F$L$ 等）或碳丝

微电极（用于测量 <L等）。尽管两种放大器所使用
的微电极及其工作原理不同，但它们测量分子和离

子流动速率的原理和方法是相同的。因此，它们可

以共享后续的电子电路以及计算机软件系统。值得

一提的是，非损伤微测系统具有两个放大器通道，可

以将极谱前置放大器和电压前置放大器进行任意形

式的组合并进行同时测量，在非损伤微测技术的应

用部分将举例介绍如何利用这一优势对生物材料进

行 L$（利用极谱前置放大器）和 F G（利用电压前置

放大器）的同时测量［#］。

图 $! 非损伤微测系统极谱放大器和电压放大器的电子线路简图

!, $" 液体离子交换剂
液体离子交换剂是基于大型中性分子载体

（901:4 28-(:0. 10::/8:7）的一类有机化合物。目前可
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以购买到的一些常见的 ./0（例如 1*2 3，142 3，5 3，

6 3，1( 7等），其他的种类还在不断地开发中。
此外还有部分选择性微电极使用了纳米碳纤维

和铂铱合金丝。前者经卟啉和 8，2 苯二胺修饰可以
选择性地测量 9:。而后者则是利用固定的氧化还
原电位通过氧化还原的程度来选择性测量 :2。最

新的发展已出现了酶反应微电极和光纤维微电极。

!& "# 非损伤微测系统的组成及原理图
日新月异的微电子和计算机技术，不但是非损

伤微测技术诞生的基础，而且非损伤微测技术也必

然会随着计算机的发展而不断完善和进步。三维运

动、显微成像和信号放大三个子系统（图 ; 和图 <）
同时受到计算机的控制，加上强大的数据分析软件，

真正实现了多学科技术的集成。

图 ;- 非损伤微测系统组成（ *）组成非损伤微测系统的三大子

系统；（=）非损伤微测系统的原理图

电极组成包括参比电极和选择性微电极，选择

性微电极可以是单电极也可以是多电极。图中的多

电极在计算机控制的步进电机的带动下，沿被测样

品做三维运动并实时采集离子 >分子的运动信息，所
采集的信号经信号放大子系统输入计算机数据处理

系统进行分析处理；在测量的同时，显微成像子系统

可以从水平和垂直两个方向实时观察微电极和样

品，并可以定时抓拍图像供计算机记录和分析。

!& $# 选择性微电极的灵敏度及分辨率
- - 选择性微电极尖端 ./0的高阻抗产生的热力学

图 <- 非损伤微测系统的结构示意图（双电极同时测量）

电子噪音（?@!,A@,噪音）是非损伤微测技术灵敏度
的决定性因素。非损伤微测技术通过动态调整采样

频率和数字化平均值来降低系统噪音，使其灵敏度

能够接近理论极限［B］。

选择性微电极在测量位点停留的时间通常为

8—8CA，而且选择性微电极移动过快将使被测样品
周围的溶液受到干扰而破坏离子 >分子梯度，另外
./0需要一定的时间才能稳定下来，这些因素决定
了非损伤微测技术的时间分辨率。选择性微电极的

尖端在 2!D左右，而空间分辨率一般在 E!D左右。
下面是在电生理研究领域非损伤微测技术与其

他常见技术时间分辨率及空间分辨率的比较（见图

E）。

图 E- 选择性微电极和非损伤微测技术的时间和空间分辨率分布

非损伤微测技术作为一个开放式的实验平台，

在生物医学研究过程中，较好地填补了整体组织研

究过程中的化学分析方法与荧光染料标记或膜片钳

等局部研究方法两者之间的技术空白。

!& %# 影响非损伤微测技术正确使用的主要外部因素
8& F& 8- 缓冲溶液的影响
被测离子周围的缓冲溶液对稳定被测离子尤为

重要。如果离子缓冲剂选择或者使用不当，被测离

子会与缓冲剂相互干扰，破坏被测离子的浓度梯度

或者被大幅度压缩，从而严重影响到非损伤微测技

·&$$·
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术的应用效果。在使用非损伤微测技术过程中，通

常要在溶液中加入一些缓冲剂成分，如：345，67/8
或 496:等，用以稳定被测离子，以便离子选择性微
电极进行测量。;-2<=. 等人通过系统地比较试验，
找到了一些最适合于非损伤微测技术的溶液、)>缓
冲剂及其使用方法，并证明通过使用这些方法，可以

将非损伤微测技术测知离子流动速率的能力达到最

大化［?］。因此，在非损伤微测技术试验设计过程

中，不但要考虑到测量溶液中各种成分对被测样品

生物活性的影响，还要充分考虑到缓冲剂成分对被

测离子梯度的作用以及对 @AB 有无严重干扰。
C, #, $! 空间几何构型的影响
在现有的 C—$!D直径的选择性微电极距离被

测材料 $—$%!D及 E! 为 F—"%!D 的技术条件下，
被测材料离子流动的空间几何分布可以大致分为三

类：点、平面及球体。在微电极距离被测材料小于

F!D时，通常认为离子是以平面方式运动。
值得一提的是，非损伤微测技术是目前世界上

唯一能够按照研究人员的设定，以手动或编程的方

式，对被测样品的任意角度（相对于被测表面）用选

择性微电极进行测量的系统。在 G07E=208 等人对
植物花粉管生长过程中尖端 G0$ H内流的研究中，不

但能够测量出 G0$ H的内流速率，而且还计算出该花

粉管尖端一个圆盘式的结构是 G0$ H进入区域的形

状［I］，这是一个经典的利用非损伤微测技术灵活的

空间测量方式的例子。

!, "# 非损伤微测系统数据分析
自从非损伤微测技术诞生以来，数据分析方面

一直是较为薄弱的环节，在一定程度上也制约了非

损伤微测技术的推广和应用。这主要是由于各个实

验室在选择性微电极的制作、校正、测量效率、相对

于被测材料的位置、运动方式的定义以及缓冲溶液

成分等方面存在着或多或少的差异；而且，即使在同

一实验室，由于某一因素的改变也将对最后的结果

产生影响，从而很容易在数据分析上造成偏差，甚至

错误［C%］。

为此，美国扬格科技公司与旭月（北京）科技有

限公司联合开发设计了一套 A2(=72=( 多用户共享的
数据分析软件———30J=K.-L［CC］（’(()：M M +++, NO-2JP
=7-80, 1OD M D0J=Q.-L）。30J=K.-L通过将试验参数利
用计算机软件进行跟踪和管理，不但将数据的分析

过程标准化，而且还可以将数据以三维、互动的形式

展现在科研人员面前，真正将非损伤微测技术灵活

的空间测量方式体现出来，并且为进出被测材料的

离子 M分子流的精确定位提供了最直接、最形象的依
据。

!, $# 非损伤微测技术的特点
C, ?, C! 非损伤性测量
采用该技术测量时，选择性微电极不接触被测

材料，只是在被测材料周围做三维运动测量，因此克

服了传统的将微电极插入到细胞或组织中所带来的

损伤，以及损伤所造成的测量数据不真实或出现假

象的可能性。

C, ?, $! 三维运动中测量特异离子 M分子的浓度、运
动方向及运动速率

选择性微电极在计算机控制的步进电机带动下

进行三维运动测量，只要在被测材料周围存在离子

或分子的规律性运动，该技术就可以检测到，检测位

点的浓度、运动方向和速率均可以获得。

C, ?, "! 可多个微电极同时测量
采用单一微电极即单通道测量是最常用的检测

方式，但随着技术的不断改进，可以实现两个甚至多

个微电极的同时测量。多个微电极同时测量的优势

在于能够同时分析多个参数，尤其是当这些参数存

在相关性时更加有利，例如 R$ 和 > H在研究植物花

粉管生长过程中的测量［#］。

C, ?, S! 可长时间测量
一支微电极可以持续使用几小时至十几个小

时，因此可以进行长时间的连续测量，只需根据用户

的需要更换样品，在此期间如无特殊情况一般不需

要更换微电极。

C, ?, F! 实时智能化数据采集，强大的数据分析及管
理软件

非损伤微测系统所使用的软件可以实现智能化

数据采集，并实时记录所进行的操作。可以将三维

测量数据输入计算机数据处理软件进行分析。数据

分析软件（30J=Q.-L）将采集的数据以动态三维形式
展示，同时研究者可以使用项目或文件管理系统来

实现数据的观察、共享、下载以及删除等功能。

$! 非损伤微测技术的应用

分子和离子在生物体内运输机制的阐明始终是

生命科学领域非常重要的一个方面。随着电生理技

术的迅猛发展，配合日新月异的各种生物学技术，必

然会加快离子 M分子的跨膜生物信息传递机制的阐
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明以及各种生物信息的整体研究。膜受体与配体，

离子通道与离子，不同信号分子在膜水平的作用等

都是生命科学的热点问题，也是膜生物学的中心课

题。我们知道膜蛋白是生物膜功能的主要体现者，

面对周围环境的改变，细胞会通过复杂的调控网络

改变膜的通透性，结果是出现了细胞膜周围分子 .离
子信息的改变。而记录细胞膜周围分子 .离子信息
的变化，不仅能够对膜蛋白的功能起到验证的作用，

而且能为研究膜蛋白的功能提供了重要信息。非损

伤微测技术作为一种综合性较强的电生理技术已成

为生物膜研究的重要工具。

!& "# 非损伤微测技术在植物研究领域中的应用
在该技术的诞生以及发展过程中，非损伤微测

技术在植物学研究中的应用始终占有相当大的比

例。这可能与植物细胞的细胞壁对于像膜片钳这样

的技术来讲在操作上较为困难有关。利用非损伤微

测技术特有的不接触被测样品测量的功能，可以在

不对细胞、组织甚至器官造成任何损伤的情况下测

知离子 .分子的运输情况，从而克服了由于损伤造成
的测试结果无法合理解释甚至造成研究假象的问

题。正是意识到非损伤微测技术的这一优势，

/0+!)*, 等人在原有的 1*2 3 选择性微电极的基础

上，又相继开发出了 4 3，/ 3，5(6 3
和 172 3选择性微

电极，并将其应用于玉米根和植物毒理学的研究，并

为这些微电极在动物研究中的应用开辟了道

路［8，96，9:］。随后，非损伤微测技术被应用于整体根、

根毛及花粉管的研究，阐明了钙离子运输与样品内

部活动及生长的相关性［;，9:，9<］。=>??>@() 等人于
9;;< 年进行了一项出色的非损伤微测技术的应用
工作，将脉动式的花粉管生长所体现的周期与离子

流动速率表现出的频率相互联系了起来［9;］。

分子遗传学的进展使得我们能够对这些运输载

体分子结构加以确定、克隆和进行可控制的表达。

当这些运输载体在分子水平方面通过在酵母、卵细

胞等系统中的表达予以鉴定，或者某些细胞成分的

物理结构和生理功能被阐明之后，非损伤微测技术

的非损伤性，多离子 .分子同时测量以及灵活的空间
测量方式，将在细胞和组织水平上的功能鉴定方面

发挥重要的甚至是无法替代的作用。

下面介绍非损伤微测技术在植物研究领域中具

有代表性的三个应用实例。

2& 9& 9- 离子与分子流动的同时测量证明了花粉管
碱化带的存在

A>)B0等发现不断生长的百合花粉管前端存在
一个碱化带，之后他们提出该碱化带可能是区域的

线粒体的密集所致（图 C）［9:］。许越等［C］应用非损
伤微测技术所特有的双微电极同时测量的功能，发

现 4 3的外流和 D2 的内流是引起该碱化区的主要

原因。花粉管的生长需要大量的能量，能量来源于

线粒体的氧化磷酸化。D2 的内流伴随 4 3的外流是

形成能量的主要驱动力，也正是由于 4 3的外流造

成了花粉管前端局部的碱化带，从而证明了 4>#(>@
等的假说是正确的（图 8）。

图 C- 百合花粉管前端推测存在的碱化带

图 8- 采用非损伤微测技术在花粉管周围进行 D2 微电极和 4 3

微电极同时测量，获得了花粉管持续性碱化带周围测量的结果。

应用非损伤微测技术特有的双电极同时测量的功能，发现了

4 3的外流和 D2 的内流是引起该碱化区的主要原因（生长速率

为 9:& C6:!E . E),）

2& 9& 2- 多离子微电极的同时应用证明 1*2 3及 4 3

在植物感知重力变化中起作用

美国北卡罗来纳州立大学植物系 FG1DHI 研
究组受美国宇航局资助，研究植物感知重力的遗传

及生理机制，通过对重力非敏感的拟南芥突变体的

研究，许越等［2J］发现植物根部在相对于地球重力不

同的位置的情况下，其 4 3和 1*2 3的流动在根部的

不同位置呈现出不同的变化，显示出 4 3和 1*2 3可

能在植物感知重力变化的过程中扮演一定的角色

（图 <）。
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图 3! 利用非损伤微测技术，采用 4 5和 60$ 5双电极，对拟南芥

野生型（78）和重力非敏感植物突变体（9:;<）进行测量。重力

非敏感植物突变体（9:;<）在重力变化刺激下的 4 5和 60$ 5活

动的变化与野生型拟南芥有明显的区别。（6%<=% 是植株代码）

$, <, "! 蚕豆叶肉细胞中离子机制的研究
8’0>0.0等使用非损伤微测技术测量了蚕豆叶

肉细胞 4 5，? 5，60$ 5，@0 5以及 6. A的离子流动，以
揭示盐胁迫的离子机制［$<］。使用 B%CD 的 @06. 处
理样品，可导致 ? 5外流显著地增加，同时增强质膜

上 4 5泵的活性。然而当溶液中存在高浓度的 60$ 5

（<%CD）时，两现象均被抑制。同时，高 E低 60$ 5处

理对 @0 5 的流动并没有显著效果。这说明了在

60$ 5改善盐对蚕豆叶肉细胞的负面影响过程中，是

? 5和 4 5的转运蛋白而不是 FG6通道起核心的作用
（图 B）。使用等渗甘露醇证明，细胞对高渗处理的
离子性反应是具有高度胁迫特异性的。反应最显著

的是 ? 5，由 ? 5净外流（@06. 处理）转为净内流（甘
露醇处理）（图 <%）。综上所述，在盐胁迫中，离子性
组分和渗透性组分造成的现象，其离子机制是完全

不同的。

!, !" 非损伤微测技术在动物研究领域中的应用
$, $, <! 软体动物平滑肌在神经介质和激素刺激下
产生的 60$ 5外流

肌肉可以产生运动的特性使得许多生理学技

术，特别是需要插入细胞内的电极技术都一筹莫展。

可喜的是，非损伤微测技术的无损性，为其在研究肌

肉运动中的离子迁移过程提供了用武之地。HI.1 利
用非损伤微测技术测量到了 DJ(/.-K IL-./K（一种软
体动物）平滑肌在 10M>01’N.（一种刺激物）刺激下收
缩时大量的 60$ 5内流。在 <CD 60$ 5背景浓度的条

件下，其值高达 3% )CN.·1C A$·K A <［$$］。HI.1 还成
功地从单个离体肌细胞 CJN1J(IK 中测量到了 60$ 5

流动［$"］。

在 OIP./2 等人的研究中，较容易地测量到了

图 B! 蚕豆叶肉组织经过高渗处理后 4 5（0）、60$ 5（>）、? 5（ 1）

离子流的瞬时变化（空心圆圈表示加入 B%CD @06<，实心圆圈表

示加入 <Q%CD甘露醇，加药时间均为 Q 分钟）

81.IMNL01(J.0 >M/0MI-K（一种生物）平滑肌在神经介质
和激素刺激下产生的 60$ 5外流（图 <<）［$R—$#］。
应该指出的是，在不存在诸如 PIM0)0C/.、L/.(/=

0SIC（T A (J)I 1’022I.K）、6N$ 5或 T0" 5等拮抗剂的情

况下，非损伤微测技术测量不到 60$ 5 速率信号变

化。这一点在应用非损伤微测技术时需要十分注

意。因为非损伤微测技术的工作频率在（%, <—
<%4S）之间，所以快速的离子变化是检测不到的，即
使测到也将是瞬时的。因此，非损伤微测技术不适

合于检测离子通道，而适合那些相对较慢的运输机

制，比如与膜紧密相连的 9UH酶（9UH0KIK），以及一
些不宜于被其他技术研究的系统。因此非损伤微测

技术的测量结果是运输载体活性的反映，或膜运输

过程的结果，而不是单独个别运输载体的活性。

$, $, $! 干细胞保存影响因素的研究
美国麻省 V0J8(0(I医院利用非损伤微测技术对
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图 ./ - 蚕豆叶肉组织在低钙（/& .01，空心圆圈）和高钙

（./01，实心圆圈）中经过盐胁迫处理后，2 3（*），4*5 3（6），7 3

（+），8* 3（9）以及 4. :（ ;）离子流的瞬时变化。< 分钟后加入

=/01 8*4.

影响人体干细胞（ >";0 +;((>）保存期限的若干外部
环境及细胞内部因素进行研究，试图克服由于冷冻

图 ..- 1’>+*?),)+ @+!A 拮抗剂 !)06*+),; 对 4*5 3外流的促进作

用。（*）!. 段和 !B 段为肌肉自发的 4*5 3流动，!5 段为 !)0C

6*+),;诱导下的 4*5 3流动，DE 为背景信号；（6）!F 段和 !G 段

为肌肉自发的 4*5 3流动，!< 段为钙释放激动剂咖啡因对 4*5 3

流动的影响

造成的高达 </H以上的损失率，为人体细胞培养、
分化及人体器官再生扫清技术障碍。

5& 5& B- 迁徙鱼类的离子调节机制的研究
台湾中研院应用非损伤微测技术，结合显微荧

光染色技术，对鱼类卵黄细胞在从 ! 水（! 水 I .J
K ./ :BL M 0N(）到海水的双向转换过程中，氯离子细
胞（4!(N?)9; 4;((>）吸收和释放氯离子过程进行研
究，为阐明迁徙鱼类的离子调节机制提供了有利证

据（图 .5）。
5& 5& F- 应用非损伤微测技术研究视网膜细胞的离
子运输机制

非损伤微测技术的应用为离子运输机制的研究

提供了方便。例如，在近乎实时的情况下，在细胞表

面的运输过程以及由离子泵和其他运输载体活性所

产生的离子信号［5O，5J］可以被较全面地记录下来。

在单细胞研究中，4*5 3和 2 3选择性微电极被应用

于研究单个视网膜细胞，而 7,NP等人利用神经元作
为材料研究在钙释放激活钙电流（ Q4A@4）、自由
基、重金属及第二信使存在的条件下 4*5 3的调节机

制［5=，B/］。5//F 年，1N(),*. 等人证明 2 3流动存在于

>R*"; 视网膜细胞神经介质的生理活动中（图
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图 3$! 非损伤微测技术与荧光显微技术的结合应用! （ 0）通过

荧光染色定位 40./)/0（卵黄细胞 56.7 18..）氯细胞；（9）鱼类组织

观察区；（1）鱼鳃细胞荧光染色前；（:）鱼鳃细胞荧光染色后；

（8）;0$ <和 ;. =双电极测量；（ >）非损伤微测技术的 !"平面测量

3"）［"3］。
$, $, ?! 应用非损伤微测技术研究小鼠胚胎的氧消耗

4@/A0@1’/等［"$］证实非损伤微测技术可以有效
地用来分析植入前胚胎的氧消耗和利用，并且证明

了氧消耗与重大生理活动息息相关，如小鼠的发育、

对药物的反应或者细胞死亡。非损伤微测技术可以

被用来快速无损地测量发育中的小鼠胚胎周围的介

质中溶解的氧的梯度，从而鉴定发育过程中氧的消

耗和利用。该技术可以测量胚胎周围超过 ?%!A 范
围消耗的氧的梯度。囊胚期的胚胎周围介质消耗氧

浓度为 %, # B %, 3!A6.，而卵裂期为 %, " B %, 3!A6.，
这说明囊胚期氧的消耗增加了一倍。

$, $, #! 非损伤微测技术应用于神经损伤导致快速
的 CD外流的研究

E’02(0等［""］采用最新的 CD 微电极，检测到水
蛭中枢神经元损伤导致 CD 快速的外流，证明在水
蛭中枢神经元受到损伤的瞬间，同时损伤激活了已

经存在于中枢神经元的一氧化氮合成酶，并且作为

小胶质细胞富集于受损部位的上游步骤，证实了

CD充当了阻止小胶质细胞从受伤处迁移的角色。
$, $, &! 采用非损伤微测技术研究铅离子和药理学
试剂对海兔神经元钙流动的影响

铅离子作为环境中一种重要的重金属元素，对

人和动物的神经系统起到慢性毒副作用。在铅摄入

后的代谢过程中，神经细胞钙离子的代谢也发生改

变。;0(’8@/28等［"F］采用非损伤微测技术中的钙离
子微电极，研究了铅离子和药理学试剂对海兔神经

元钙流动的影响，证实了铅离子浓度的增加造成相

应的钙离子外流信号的增加，钙离子通道拮抗剂

G8@0)0A/.（GHIJ）显著降低了铅离子诱导的钙外
流。

图 3"! 在非损伤微测技术中采用 K < 微电极测量分离的 L70(8

K6@/M62(0. 细胞!（0）通过酶解方法得到的一个细胞。图中左面

K <微电极正在靠近突触，双箭头代表从近端到远端运动的位

置；（9）加入 $?AI KNHNE（缓冲液）后，K <流动减弱了；（1）O 个

细胞测量的数据分析

$, $, O! 采用非损伤微测技术研究葡萄糖浓度、胰岛
素分泌和氧消耗之间的关系

H6@(8@>/8.:等［"?］使用克隆 " 细胞系 #$%P%P3?
来研究葡萄糖浓度、胰岛素分泌和氧消耗之间的关

系，证明钙离子在葡萄糖诱导的氧消耗变化中的作

用。在单克隆 "细胞中，用一个氧电极来测量氧的
消耗情况，发现在葡萄糖的刺激下发生了大幅度的

振荡，而对偶联剂（是一种羰基氰化物，用 Q;;H 表
示）解偶联呼吸可以阻断这一过程。同样，呼吸链

复合体 RRR 抑制剂抗霉素 S 可以阻断整个呼吸过
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程，也可以阻断这一振荡。大约一半细胞样品（大

约 .// 个）在葡萄糖刺激下表现出了氧振荡的增
加。即使没有钙离子的存在，葡萄糖也可以诱导氧

振荡，而且氧振荡的振幅在恢复正常细胞外钙离子

水平的情况下会增大。这些研究表明，振荡的氧消

耗并不受钙离子调控，而氧振荡的振幅在钙离子存

在的情况下有所提升，这可能需要对胰岛素分泌和

钙离子泵做进一步研究来加以解释。这些研究首次

证明了氧气消耗和胰岛素分泌之间的直接联系，单

细胞中的氧消耗振荡使人们可以用高分辨灵敏的非

损伤的自参比氧电极来观测单个 ! 细胞呼吸的可
行性。

!& "# 非损伤微测技术与其他技术的结合应用
非损伤微测技术的技术路线是从被测材料外周

测量离子 0分子的活动信息，因此该技术是从被测材
料的外部信息来直接或间接分析被测材料内部的活

动信息，这一点在被测材料是生物材料时尤为明显。

由于非损伤微测技术的出现，人们对于生物体特异

离子转运系统的研究，在实验的灵敏度上和时间、空

间分辨率上已经大大地提高了，并已成功地与细胞

和分子生物学技术、其他电生理技术以及显微荧光

成像技术配合使用。人们普遍认为，非损伤微测技

术将在主动运输离子或分子泵和协同运输载体的研

究方面发挥重大的作用。

许多情况下，生物信息在细胞内部与细胞外部

的变化是相呼应的，因此非损伤微测技术结合分子

生物学或细胞生物学的其他技术，共同分析，来验证

实验结果，这更能够真实地反映细胞的生物信息变

化机制。下面的研究实例是非损伤微测技术结合荧

光显微技术共同应用于突变体功能的研究。

该实例是非损伤微测技术与荧光显微技术结

合，证明了磷脂酰肌醇转运蛋白与根毛发生有关。

1),+2,"等在鉴定出拟南芥磷脂酰肌醇转运蛋白家
族（34536）的一种成分 7"68!(# 之后，将显微荧光技
术与非损伤微测技术结合，从细胞的内部和外部同

时证明 7"68!(# 在根毛顶端生长过程中，具有调节细
胞内质膜磷酸肌醇极性运输、9*: ;信号传递和细胞

骨架的功能，从而在植物细胞的极性生长机理研究

方面向前推进了一步［<=］。

拟南芥缺失根毛突变体（7"68!(#）不仅在根毛形
态上有变化（如不规则弯曲，失去重力极性），而且

在 9*: ;信号传递方面也有异常。利用 9*: ;荧光显

微技术可测定细胞内部 9*: ;浓度梯度，而利用非损

伤微测技术可测得外部 9*: ;的流动情况。结果表

明，野生型的根毛只有在生长旺盛的顶尖区，9*: ;的

内流速度快，而突变株的根毛 9*: ;流动的方向和大

小明显不同于野生型的根毛。非重力方向的根毛，

四周表面都可以检测到 9*: ;的内流，而且流速高于

野生型的两倍左右（见图 .>）。

图 .>- 非损伤微测技术与激光共聚焦荧光染色技术相结合，研

究植物细胞极性生长-（*）荧光染色结果显示，突变体细胞内部

9*: ;与正常细胞相比，呈现不均匀的非极性分布；（?）突变体细

胞外部 9*: ;内流与正常细胞相比，同样呈现不均匀的非极性分

布；（+）9*: ;流数据分布计算（来自 ./ 次独立试验结果，试验中

是以试样顶部 @点为中心取检测点）

<- 非损伤微测技术与膜片钳技术的区别

膜片钳技术是从分子水平研究跨膜离子移动和

其他功能的主要方法之一，并且在不断改善［<A，<B］。

但该技术仅限于单一离子通道的记录和分析，不适

合从整体上分析跨膜分子 0离子的信息，并且存在封
接成功率低、记录时间短和封接不稳等问题。非损

伤微测技术作为膜片钳技术的一项重要补充，并以

其特有的时间和空间分辨率，为鉴定或验证某些生
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物膜运输系统的功能提供了非常有力的工具。表 3
对非损伤微测技术与膜片钳技术进行了比较。

表 3! 非损伤微测技术与膜片钳技术的比较

非损伤微测技术 膜片钳技术

测量样品外的分子或离子

的流动速率及其方向
测量跨膜的离子通道或载体信息

被测材料可以是细胞器、单细胞、

细胞层、组织、离体器官甚至是

小型植物整体

被测材料为细胞膜或质膜

不与被测材料接触，

植物不需去除细胞壁
与被测材料接触（需形成高阻封接）

可进行几小时乃至

十几小时以上的连续测量
可进行几小时的测量

可以检测离子、分子及其他特异

选择性电极可以探知的物质的

流动速率及其方向

主要检测离子通道

研究覆盖的时间区域

是秒以上，分钟、小时
毫秒级的离子通透变化

研究覆盖的最小空间

分辨率是 $—4!5
最小空间分辨率是 3!5左右

可以对被测材料外部的分子 6

离子活动进行三维立体扫描
不能

设备对环境抗干扰能力强 设备对环境抗干扰能力弱

7! 总结与展望

非损伤微测技术是一项特异离子 6分子检测技
术。该技术是当今微电子、计算机、精密机械加工、

物理、数学、高分子化学、碳纳米技术及光学显微技

术等多学科优秀成果的集成，经过多年的改进和完

善，为科研人员提供了一个较易操作的软硬件环境。

同时，非损伤微测技术以非损伤性、多离子 6分
子同时测量及灵活的空间测量方式，借助强大的数

据分析软件，实时、三维、动态地记录进出被测材料

的分子 6离子变化的信息，在数据的生成、采集以及
校准等方面极大地方便了研究人员。非损伤微测技

术以其特有的时间和空间分辨率，使研究人员不仅

可以获得其他离子 6分子检测技术无法测到的被测
样品某些点的特异活性［&］，而且更有利于从整体上

分析分子 6离子携带的活动信息。非损伤微测技术
不仅在细胞和组织水平上的功能鉴定方面以及跨膜

生物信息传递机制方面将发挥重要的作用，而且也

为其他研究领域（如材料腐蚀研究）提供了极有价

值的技术平台。

非损伤微测技术应用领域不断扩展，已被广泛

应用于诸多领域，作为一个开放性的实验平台以其

独特的优势发挥更大的作用。比如在临床病理学的

韧带过度拉伸损伤研究中，尽管利用荧光染色技术

可检测到成纤维细胞内钙离子浓度的变化［"8］，但不

能确定细胞在受力情况下是胞内钙库释放还是细胞

膜离子通道开放引起的细胞外钙内流？将荧光技术

与非损伤微测技术相结合，则可以很好地回答这个

问题。

基因组研究后期所面临的一个挑战就是如何理

解和确认那些未知的或者人工表达的蛋白质功能，

特别是细胞质膜上的离子的运输载体本身的研究，

以及由这些蛋白质所产生的众多信息是如何被细胞

正确地整合到一起的，非损伤微测技术作为一个综

合性较强的电生理技术成为迎接这一挑战的理想工

具。

基因组学的进展使得我们能够对这些运输载体

分子加以确定、克隆和进行可控制的表达。当这些

运输载体在分子水平方面通过在酵母、卵细胞等系

统中的表达予以鉴定，或者某些细胞成分的物理结

构和生理功能被阐明之后，非损伤微测技术的非损

伤性、多离子 6分子同时测量及灵活的空间测量方式
将在细胞和组织水平上的功能鉴定方面发挥重要的

甚至是无法替代的作用。

离子组学和分子组学是将生物体基因组信息与

其微量元素和分子组成建立生物学意义关联的研

究。将非损伤微测技术应用于离子组学和分子组

学，有可能把离子组学和分子组学从静态研究推进

到动态研究水平，从而将二者与生物体生理变化建

立直接联系。因此，引入非损伤微测技术将形成全

新的，更具有实际生物学意义的动态离子组学和动

态分子组学。
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封面说明

北京正负电子对撞机（<9A;）于 KL.. 建成后，成为 ! c粲能区国际领先的对撞机，在 K& .L81Y 的亮度为

K& I d KJOK +E cI F c K，取得了诸如 !轻子质量精确测量、R值测量和新粒子 5（K.O\）的发现等举世瞩目的物理成
果。为了争夺在 ! c粲能区的物理成果，美国康奈尔大学于 IJJJ 年提出了 ;9HR+ ‘ ;39G+ 的计划，把束流能

量从原来的\& ]81Y降低到 K& \\—I& \81Y，在 K& .L81Y时的亮度达到 ] d KJOK +E cI F c K，超过了 <9A;。
面对 ;9HR+ ‘ ;39G+的挑战，中国科学院调整了 <9A;重大改造项目（<9A;66）的方案。科学家决定采用

双环方案，即在 <9A;隧道里安装两个储存环，正负电子在各自的环里运动，只在对撞区交叉对撞，其设计亮

度比现有的 <9A;高两个数量级，达到 K d KJOO +E cI F c K，为 ;9HR+的 O—P 倍。<9A;66作为同步辐射光源的性
能也将大幅度提高。

目前 <9A;66设备的制造和安装已基本完成，同步辐射环经过调试已向用户开放，现正在进行对撞束流调
试，整个工程计划在 IJJ.年完成。<9A;66建成后，有望在相当长的时间里保持在 ! c粲能区的国际领先地
位，做出一批原创性的物理成果。

（中国科学院高能物理所 张闯）
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