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摘要 

 

生命科学是研究生命现象、生命活动的本质、特征和发展规律的自然科学，

与人类生存、人民健康以及社会发展有着密切的关系，是当今全球范围内 受关

注的基础自然科学。其中，细胞生物学是生命科学的基础学科之一，它是以细胞

为研究对象，从细胞的整体水平、亚显微水平以及分子水平等三个层次，研究细

胞和细胞器的结构和功能。活细胞的新陈代谢、跨膜转运、信号转导等生命活动，

都是细胞与其他生物大分子（如蛋白质、多糖、核酸等）相互作用的结果，在这

些相互作用过程中，细胞和大分子的力学行为会发生不同的变化，换句话说，细

胞和大分子的力学行为变化可以反映其功能及活动规律。传统的细胞生物学和分

子生物学研究，大都是基于生物化学或药理学实验中的一些分子浓度变化而做出

的，是许多细胞或分子活动的一个平均结果，往往掩盖了各个分子的个性，因此

特别需要从单细胞、单分子的层次上研究其活动规律。  

生物学研究不但依赖物理、化学知识，同时还依靠后者提供的实验仪器和研

究手段，例如蛋白质电泳仪、光学和电子显微镜、断层扫描仪等等。而在单细胞、

单分子层次上进行细胞生物学研究，光镊是一项非常适合的技术。事实上，光镊

自诞生起就和生物学紧密相连，由于其独特的技术特点，一直以来被生物学家所

青睐。目前，光镊已成为细胞生物学和分子生物学研究中重要的工具。 

光镊可以捕获和操控几十纳米到几十微米大小的粒子，它还可以作为微小力

力的探针，测量皮牛亚皮牛量级的力，正好可以用来研究生物细胞的力学行为，

以及细胞与生物大分子如蛋白质等的相互作用等，进而从单细胞层次上揭示细胞

生命活动的基本规律。 

在本文的工作中，将光镊技术应用于细胞生物学力学行为的研究领域，即利

用实验室的光镊技术平台，进行细胞力学性质的测量研究，主要研究了免疫细胞

对靶细胞的特异性识别，对细胞表面受体分子与抗体分子间的相互作用进行了测

量，从理论和实验两个方面研究了渗透压对红细胞变形性质的影响，另外，为了

更加方便的研究生物细胞的膜弹性行为，发展了新型的光镊技术。 

免疫是人体的一种生理功能，人体依靠免疫细胞识别外来抗原，产生特异性

免疫应答，来维持机体健康。NK 细胞是免疫细胞的一种，自发现以来逐渐成为
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免疫学领域的一个热点。NK 细胞活化过程的分子基础非常复杂，简单可以描述

为效应细胞与靶细胞相互作用，效应细胞表面分子识别靶细胞上的配体，形成免

疫突触， 终杀伤靶细胞。K562 是 NK92 细胞的杀伤敏感细胞，然而对于这对细

胞的识别和杀伤机制一直不清楚，我们利用光镊捕获 NK 细胞与靶细胞接触，实

时观察 NK 细胞对靶细胞 K562 的杀伤作用，发现 K562 细胞发生形变，表面出现

巨大囊泡，但细胞膜没有破裂。研究结果可能有助于揭示 NK92 对 K562 的杀伤机

制。 

免疫细胞的活化与其表面受体分子有紧密的关系。淋巴细胞功能相关抗原-1

可能是 NK 细胞识别杀伤靶细胞的早期参与者，LFA-1 是在 CTL 介导靶细胞杀伤

实验中发现的，它与机体自身免疫疾病以及肿瘤复发等密切相关。我们利用光镊

研究了 NK 细胞表面 LAF-1 的单分子行为，发现 NK 细胞与包被了 LFA-1 抗体的小

球之间的结合力随二者接触时间的延长而增强，表明 NK 细胞表面 LFA-1 分子可

能会受 LFA-1 抗体影响而发生局部聚集。我们的研究不仅提供了一种实时观察

单细胞间相互作用的方法，还建立了研究单分子对细胞活动影响的研究方法，推

测存在一种新的诱导 LFA-1 分子活化的信号传导模式。 

人类的红细胞没有细胞核，有着相对简单的结构，同时具有轴对称的形状，

经常作为细胞力学模型而被研究。红细胞的变形对血液流动有着重要的影响，与

一些疾病也有着直接的关联。由于红细胞的变形受到周围环境如渗透压、pH 值

等因素的影响，因此我们利用光镊技术对不同渗透压下红细胞的形变特征进行了

研究，发现等渗条件下双凹形的红细胞形变能力 强，渗透压降低时，红细胞形

变能力下降，其主要是由于细胞形状的改变造成的，而在高渗条件下，细胞变形

能力同样减弱，主要原因是细胞内液粘度呈指数增加。另外，我们还利用

ABAQUS 有限元软件对不同形状的红细胞变形进行了模拟，模拟结果与实验结

果基本相符。 

 光镊研究细胞膜弹性常用的方法是利用小球做手柄来拉伸细胞，实际上，

细胞被光阱捕获时形状会发生微小变化，如果细胞处于阱位不断变化的光阱中，

其形变就会比较大而可以很容易的测量。根据这个思想，我们利用旋转玻片实现

了分时复用多光阱，利用该分时复用多光阱研究了红细胞的变形特点，同时还实

现了多粒子的捕获，并从理论和实验两方面研究了不同切换频率下的有效光阱刚
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度。 

本实验室一直以来以光镊技术研究为主，在生物学应用中，一直采取物理学

提供工具、生物学提供样品的合作方式，但由于受到样品条件的限制，很多研究

未能继续深入下去就草草结束。因此我们建立了自己的生物细胞培养室，创造生

物样品制备条件。目前已经可以成功的培养 Hela 细胞并进行相关实验。 

本论文的创新点在于利用光镊技术在单细胞层次上研究生物细胞的力学行

为，包括细胞膜的变形规律、免疫细胞的特异性识别机制以及细胞表面分子和抗

体分子间的相互作用，研究结果可以为阐明细胞生命活动的基本规律提供帮助。

另外，还发展了新的产生多光阱的方法，可以在细胞力学行为研究中得到应用。 

 

关键词：光镊、NK 细胞、红细胞、力学行为、多光阱 
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ABSTRACT 

Life science focuses on the phenomenon of life, the nature, characteristics and 

developmental rules of life activities. It has close relation to human existence, health, 

and development of society, and attracts most worldwide attentions in basic sciences. 

Cell biology, which aims to study the cells, is one of the basic topics in life sciences, 

and it researches on the structure and function of cell and organelle from the cellular, 

sub-micron and molecular level. The metabolism, trans-membrane transport and 

signaling of live cells are all the results of the interaction of cell and other 

macromolecules such as protein, polysaccharides, and nucleic acid. In these 

interactions, the mechanical property of cell and molecule may change, and this 

change reflects the function and rules of cell activities. Traditional cell biological and 

molecular biological researches, which are based on the variation of concentration of 

some molecules in biochemical and pharmacological experiments, are the average 

results of the activities of many cells and molecules. The traditional research cannot 

reveal the performance of a single molecule; therefore, study of activities of a single 

molecule in cellular and molecular level is of great importance. 

Biology not only relies on physical and chemical rules, but also relies on the 

experimental apparatus and research methods, such as protein electrophoresis, optical 

microscopy, electron microscopy, section scanner etc. Optical tweezers is a proper 

technique in cell biological research in cellular and molecular level. Factually, since 

its invention, optical tweezers has played important roles in biology and because of its 

technical uniqueness. Optical tweezers has attracted wide attention from biologists. 

Recently, optical tweezers becomes an important tool in cell biological and molecular 

biological researches. 

Optical tweezers is able to trap and manipulate particles ranging in tens of 

nanometers to tens of microns, and can be used as probes to detect the forces of 

protein interaction or cellular forces in the range of pico-Newton to subpico-Newton. 

Furthermore, results from optical tweezers can be used to reveal life activity in 

cellular level. 
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In this thesis, we expand the application of optical tweezers into the areas of cell 

biology. The detailed researches lie in the measurements of the mechanical property 

of cells, specific identification of immune cell to target cell, interaction of antigen and 

antibody, theoretical and experimental research on the influence of osmotic pressure 

to the formation of cell membrane, and developed novel optical tweezers’ technique 

to further study the mechanical property of cell membrane. 

Immune is a physiological function of human body, which sustains healthy by 

identifying foreign antigen and generating specific immunological response. Natural 

Killer cells (NK cells) are one kind of immunological cells. Since its discovery, it 

gradually becomes hot topic in immunology. The activation of NK cell is very 

complex, and a simple description may goes as follows surface molecule on effective 

cell identifies ligand on target cell, forming immune synapse, and finally kill target 

cell. K562 cell is the sensitive cell of NK92, but the mechanism of identification and 

kill of this pair of cells hasn’t clear. We utilize optical tweezers manipulate NK cell 

contact target cell, observing the kill effect of NK cell to target cell in real time. 

Experimental results show that K562 cell deforms with a vesicle on the surface, and 

the cell membrane hasn’t broken. Our results help to reveal the kill mechanism of 

NK92 to K562. 

The activation of NK cells has close relation with the surface receptors. 

Lymphocyte function associated antigen-1 (CD11a/CD18, LFA-1) is a member of the 

integrin family of cell surface receptors. It is possible one of the early actors in 

process of the recognition and killing of NK cells. LFA-1 was found in the killing 

experiment mediated by the CTLs and was likely to be involved in some 

immunological diseases and tumour recurrence. To study the activation mode of 

LFA-1 on the NK cell surfuse, a platform based on optical tweezers was constructed 

to observe the molecular behavior of LFA-1. According to the results, the adhesion 

force between an NK cell and a polystyrene microsphere coated with anti-LFA-1 

antibody was confirmed to be time-dependent. And the force was increased with the 

time of contact between the cell and sphere which indicated the LFA-1 on cell surface 

has clustered induced by anti-LFA-1 antibody. So, a new method is developed in our 
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works to study the interaction between two cells in real time and to observe the single 

molecular behavior. Our results may provide a clue to explore the activation 

mechanism of LFA-1 on NK cells. 

The human red blood cell has a relatively simple structure, and it does not 

contain a nucleus. Consequently, it has often been regarded as ‘model system’ in the 

study of single living cells. The formation of RBC greatly influences the flow of 

blood, and relates with some diseases. Naturally, the RBC is in a surroundings with 

many physical parameters such as osmotic pressure, pH etc. We adopt optical 

tweezers to study the formation characteristics of RBC under different osmotic 

pressure. The cell has large deformation ability under isotonic pressure; while the cell 

has low deformation ability under hypotonic environment because of change of cell 

shape; and the cell also has low deformation ability under hypertonic pressure due to 

the exponential increase of concentration of intracellular liquid. Additionally, a 

simulation adopting ABAQUS software to simulate the deformation of RBC with 

different shapes is conducted, and the results agree well with our experimental results. 

Traditional method adopting optical tweezers to measure the elasticity of cell is 

to use micro bead handle to stretch cell. In fact, the form of cell suffers tiny changes 

under the trap. When a cell exposed in a jumping optical tweezers, this change may be 

larger that can be easily measured. We realized time-sharing multiple optical tweezers 

utilizing tilt rotating glass plate to further manipulate multiple particles and to study 

the formation characteristic of red blood cells. Meanwhile, we utilize this novel 

technique to investigate the effective stiffness under different trap switching 

frequencies both theoretically and experimentally 

The main researches of our lab focus on the optical tweezers’ technique. In 

biological applications, we adopt the means of providing instruments by physicist and 

sample prepared by biologists. In many of the applications, because of the limitation 

of sample preparation, many researches cannot go in deep. Therefore, we setup our 

own cell cultivation room to independently cultivate cells in our lab. Recently, we can 

cultivate Hela cells and perform relative experiments. 

The highlights of this thesis lie in research of the mechanical property of 
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biological cell in cellular level utilizing optical tweezers. The main results include 

formation of cell membrane, specific identification of immunological cells and 

interaction of antigen and antibody in cell membrane. Our results help us understand 

the basic rules of life activities of cells. Additionally, we developed novel methods to 

generate multiple optical tweezers, which will find applications in the researches of 

mechanics of cells. 
Keywords: optical tweezers, NK cell, red blood cell, mechanical behavior, multiple traps
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第一章 绪论 

 

在科学迅猛发展的今天，单一学科的研究已不能适应科学自身发展的逻辑和

满足生产发展的需求。数、理、化及生物等大学科间多学科、多角度的交叉联合

研究已成为当今自然科学发展的大趋势。尤其是，生命科学的发展不断向数学和

物理等学科提出更多、更深层次的新问题，要求发展新概念和开拓新研究领域。 

生物学是目前国际上炙手可热的研究方向，它跟人类自身生存和整个世界的

生态系统都息息相关，它的许多研究成果逐渐地直接或间接地影响和应用到了医

学、化学和农业等方面。例如，重组 DNA 技术和淋巴细胞杂家瘤技术的出现，

带动了生物技术的迅猛发展，并且对人类生活和经济活动产生了深刻的影。目前，

随着研究手段越来越先进，人们对生物学研究已经深入到了单细胞、单分子的层

次，不但研究生物细胞的结构，还研究在生命过程中生物分子的运动过程，生物

学研究正逐渐向细微的方向发展。 

传统的细胞生物学和分子生物学研究，大都是基于生物化学或药理学实验中

的一些分子浓度变化而做出的，是许多细胞或分子活动的一个平均结果，即系综

平均。系综平均的结果无疑是正确的，但它往往掩盖了各个分子的个性，因此很

需要从单细胞、单分子的层次上研究其活动规律。这样的现状又对研究工具和实

验方法提出了更高的要求，于是，开发新的实验技术、方法和手段成为一个重要

的研究方向，新的实验手段往往成为学科交叉的切入点，新研究方向的生长点。

而一种技术在另外一个学科领域得到实际的应用，不仅是对另外学科的贡献，更

能促进自身技术的不断发展。 

物理学的发展，无疑给生物学研究提供了非常有力的帮助。目前，使用光学

的手段，例如荧光显微镜，可以观察生物大分子，不过不能分辨其结构，而利用

电子显微镜和扫描探针技术，人们甚至可以直接看到单个的生物大分子，利用原

子力显微镜可以直接或间接的操控一些大小合适的生物体，也可以进行拉伸和挤

压来研究生物体的力学特性【1-3】。 

而在进行活体单细胞研究时，以上技术还存在一些局限性，例如电镜或激光

共聚焦技术要求所研究的生物样品经过化学或物理处理固定后再进行观察，显

然，处理后的生物细胞将失去活性，研究得到的图像无法反映活细胞的活动特点。
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而作为操控技术的原子力显微镜，由于对生物样品进行近距离直接接触操控，会

对研究对象产生干扰。随着激光技术的发展，一项新的研究手段——光镊技术诞

生了，并且自诞生起就和生物学紧密相连，由于光镊独特的技术特点，一直以来

被生物学家所青睐。目前，光镊已成为细胞生物学和分子生物学研究中重要的工

具。 

 

1.1 光镊技术简介 

光镊是以激光的力学效应为基础的一种物理工具，是利用强会聚的光场与微

粒相互作用时形成的光学势阱来俘获粒子的【4】。1969 年，A. Ashkin 等首次实

现了激光驱动微米粒子的实验。此后他又发现微粒会在横向被吸入光束（微粒的

折射率大于周围介质的折射率）。在对这两种现象研究的基础上，Ashkin 提出了

利用光压操纵微粒的思想，并用两束相向照射的激光，首次实现了对水溶液中玻

璃小球的捕获，建立了第一套利用光压操纵微粒的工具。1986 年，A. Ashkin 等

人又发现，单独一束强聚焦的激光束就足以形成三维稳定的光学势阱，可以吸引

微粒并把它局限在焦点附近，于是第一台光镊装置就诞生了【5，6】。也因此，

光镊的正式名称为“单光束梯度力势阱” （single-beam optical gradient force trap）。 

由于使用光镊来捕获操纵样品具有非接触性、无机械损伤等优点，这使得光

镊在生物学领域表现出了突出的优势。这些年来，随着研究的深入和技术的不断

完善，光镊在生物学的应用对象由细胞和细胞器逐步扩展到了大分子和单分子

等。目前，光镊常被用来研究生物过程中的细胞和分子的运动过程【7-10】，也

常被用来测量生物过程中的一些力学特征【11-14】。 

 

1.2 光镊的原理与特点 

众所周知，光具有能量和动量，但是在实际应用中人们经常利用了光的能量，

却很少利用光的动量。究其原因，这主要是因为在生活中我们接触到的自然光和

照明光等的力学效应都很小，无法引起人们可以直接感受到或观察到的宏观效

应。而科学家们利用激光所具有的高亮度和优良的方向性，使得光的力学效应在

显微镜下显现了出来，在这里我们要介绍的光镊技术正是以这种光的力学效应为

基础发展起来的。 
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         图 1.1 单光束梯度力光阱 

1.2.1 光压与单光束梯度力光阱 

光与物质相互作用的过程中既有能量的传递，也有动量的传递，动量的传递

常常表现为压力，简称光压。1987 年，麦克斯韦根据电磁波理论论证了光压的

存在，并推导出了光压力的计算公式。1901 年，俄国人 П.Н.列别捷夫用悬在细

丝下的悬体实现了光压的实验测量【15】。此后，美国物理学家尼克尔、霍尔也

分别测量了光压【16】。20 世纪 70 年代，人们开始研究激光的辐射压力，并发

展了原子束的激光偏转【17】、激光冷却【18】、光子粘团【19】等实验技术。在

宏观微粒的光压力研究方面，由光悬浮发展到光捕获、光致旋转等【20】。1970

年，A.Ashkin【21】首次实现了水溶液中的光悬浮。随后的一些研究【22-25】

终导致了光镊的发明。 

通常光对物体的作用力都是推力。但是，在一定条件下光也可以对物体产生

拉力，或更一般的，产生束缚力。这就牵涉到光对物体作用的梯度力。 

为了阐明梯度力的概念，以透明介质

小球为例说明。如图 1.1 所示，一个透明

介质小球处于一个高斯分布的非均匀会聚

光场中，小球的折射率大于周围介质的折

射率。当会聚激光束照射到微粒上时，激

光发生折射和反射，也包括一部分吸收。

被微粒反射和吸收的光作用就是光辐射压

力，或者称散射力，其方向与光传播方向

一致，它趋向于使小球沿光束传播方向运

动。与此同时，光束经过微粒会发生多次

折射，有些会聚光线折射后传播方向更趋

向于光轴（即光束传播方向），从而增大了

轴向动量，因而给与微粒与光传播方向相

反的作用力，表现为拉力，这就是轴向梯

度力的本质，由于此拉力的作用，导致粒子在轴向可以稳定在激光焦点附近。而

微粒在横向的偏离，由于光场的非均匀性，也会受到指向激光焦点的回复力，即

横向梯度力。在梯度力和散射力的共同作用下，微粒被稳定束缚在激光焦点附近。
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这就是单光束梯度力光阱。 

1.2.2 光镊技术的特点 

光镊是对单光束梯度力光阱的形象的称呼，因为它与宏观的机械镊子具有相

似的操控物体的功能。但与宏观的机械镊子相比，或者与传统的操控微纳米粒子

的显微微针或原子力显微镜等相比，光镊具有不可比拟的优越性。光镊对微粒的

操控是非接触的遥控方式，不会给对象造成机械损伤。这使得光镊在生物学研究

特别是单细胞单分子研究领域应用非常合适。首先，光镊捕获微粒的尺度在几十

纳米到几十微米，正好是生物细胞、细胞器以及生物大分子的尺度范围。其次，

光镊的温和操控不会损失细胞，虽然激光会产生热，但可以通过选择合适的波长，

避开细胞对光的吸收波长，将热效应降到 低。另外，由于大部分细胞膜是透明

的，光可以穿过细胞膜操控细胞内部微粒，这是其他操控手段无法做到的。 

光镊不仅可以操控微粒，还可以进行微小力的测量，粒子偏离捕获中心的距

离和其受到的回复力成正比，类似与弹簧，在操控过程中能实时感应俘获粒子的

微小负荷。因此，光镊是极其灵敏的力传感器，其作为微小力的探针，可以进行

细胞和生物大分子之间的相互作用的定量测量，进一步揭示细胞的功能以及活动

规律。 

 

1.3 光镊技术在生物学中的应用 

随着物理技术手段的不断进步，物理学和生物科学的结合使得对生命活动规

律的认识逐步深入。从原来器官、组织的层次逐渐发展到细胞、生物大分子的层

次。分子生物学概念、方法和技术的引入使得生物学研究取得了突破性进展，产

生了许多新的生长点，并逐步形成新的概念与新的领域。其中特别是人们对生命

规律的认知，从过去的对分子整体平均行为的宏观研究，发展到现在能对分子个

体行为进行微观研究，使人们对生命规律的认知更深入、更本质，进而又促进了

对生命宏观规律的认识。生物大分子之间如何相互作用及调控是当前生命科学面

临的 基本问题之一，也是解释生命本质与奥妙的重要组成部分。而光镊技术由

于其独特的优越性，对于了解生物大分子间相互作用及动力学过程无疑扮演着不

可替代的作用。 

1.3.1 光镊进行水稻单条染色体分选 
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2003 年，王浩威等人报道了一种基于光镊技术的单条染色体分选技术【26，

27】，该技术利用光镊与光刀结合，辅以微吸管技术，分选了水稻的单条染色体。

用该方法得到的水稻染色体样品经过分子克隆，制备出了染色体特异的 DNA 片

段，可以用于水稻基因组的测序工作。这种方法与其它几种分选单条染色体的方

法，如玻璃微针挑取、激光弹射以及流式细胞仪等技术相比，具有液相环境分离、

操作简单、选择性高、损伤小和无污染等优点。 

 

图 1.2 光镊操纵染色体的过程，图片中十字标记对应的就是染色体 

 

图 1.3 微吸管吸取染色体的过程 

实验中，首先将水稻根尖组织分离成单个细胞，并使细胞沉降到样品池底，

并对细胞中的染色体进行特异性染色。然后寻找合适的处于细胞分裂中期的细

胞，使用激光光刀逐点击打细胞膜边缘直到细胞解体，从而使染色体从细胞内释

放出来。利用光镊选择并捕获合适的染色体，并将其移出细胞残骸所在区域之外

（如图1.2所示）。 后使用微吸管将被光镊操控分选出来的染色体吸走（如图1.3

所示）。这样就完成了单条染色体的分离，使用光镊将单条染色体移开还有效地

避免了细胞残骸的干扰。 

1.3.2 光镊研究马达蛋白运动过程 

从上世纪九十年代初开始，Nature和Nature Cell Biology杂志几次报道了

Princeton大学Steven M. Block等人的有关kinesin马达蛋白（驱动蛋白）在微管上
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行走的实验研究【28-31】。在这些实验中，光镊首次被成功地应用到了生物大分

子的力学和运动学研究中，取得了一系列具有开创性意义的成果，其中的一些实

验方法和思路也被后来许多人所借鉴。 

Kinesin是一种由ATP水解提供能量的，具有双头的马达蛋白分子，它可以用

这两头在微管上移动。Block等人的工作包含了研究kinesin分子在微管上移动的

方式、移动的步长和移动时可承受的 大负载等。1993年，Block等人使用光镊

与双光束干涉仪结合，首次观察到了kinesin分子的运动过程【29】。Kinesin分子

在微管上以8nm的步长前进，每步的间隔在1ms的量级，这个实验证明了kinesin

分子的运动过程是非连续的。1997年，Block等人进一步研究得出了kinesin分子

每运动一步需要水解一个ATP分子的结论【30】。1999年，Block等人又再一次通

过实验【28】得到了以下的结论：第一，kinesin分子运动时的负载能力具有很宽

的范围；第二，具体负载的大小则由环境中的ATP分子浓度来决定；第三，分子

负载越大运动的 大速度就会降低。 

 

 
图 1.4 光镊研究 Kinesin 马达蛋白在微管上行走 

在这一系列的实验中，光镊不仅被用作一个控制微粒的工具，而且具有了研
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究微粒运动和受力的功能。如图1.4所示，微管被粘在样品池底的盖波片上，通

过处理将kinesin分子修饰在硅小球的表面，使用光镊捕获并操纵硅小球使得

kinesin分子的另一端（双头的一端）粘接到微管的表面，只要ATP水解提供能量，

kinesin分子就可以在微管上移动。通过改变光镊的激光功率，改变小球所受到的

光阱力，从而改变kinesin分子运动时所承受的负载，还可以精确测量kinesin分子

在运动时能承受的 大的负载力。 

1.3.3 光镊研究蛋白质折叠与去折叠过程 

 
图 1.5  光镊和微针操控微球拉伸 titin 分子 

1997 年，Science 杂志上发表了华盛顿州立大学 Kellermayer 等人的文章【32，

33】，文章报道了利用光镊研究 titin 分子（肌肉蛋白分子）的一些力学性质的实

验和结果。Titin 是一种丝状的大分子，它在维持肌小节结构的完整性以及缓冲

外力冲击时起重要的作用。实验中，titin 分子的两端分别粘接两个高分子小球，

一个球用光镊捕获，另一个微针固定（如图 1.4 所示），通过匀速移动微针使固

定在光镊和微针间的 titin 分子的长度改变。这里，光镊不单是操控 titin 分子的

工具，更重要的是它可以被用来测量 titin 分子所受到的拉力。用这样的方法就

可以研究 titin 分子的长度的拉伸量与受力大小的关系。实验结果表明，titin 分子

的弹性性质并非线性，它在被折叠与去折叠的过程中表现出了不同的性质，导致

了力的“磁滞”效应，如图 1.5A 所示。另外，实验也表明了随着拉伸次数的增

加，该“磁滞”效应也会逐渐减弱。 

2009 年，张晓晖等【34】利用光镊和微针相结合，研究了血管性假血友病因

子（vWF）蛋白的去折叠和折叠过程。凝血是一个重要的生理过程，凝血过少会
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引起流血致死，而凝血活动过多则导致血栓形成，凝血能力与 vWF 蛋白的长短

有关。张晓晖利用光镊和微针操纵单个蛋白分子并实时观测其细微的结构变化，

研究发现，该蛋白 A2 结构域对拉力非常敏感，在一定拉力作用下 A2 会失去其

三维结构而去折叠，展开后的 A2 则会被 ADAMTS13 蛋白酶剪切导致 vWF 长度

减少。人体通过 A2 这一精确的力传感器来调节血液中 vWF 的长短，该研究成

果不但加深了对人体凝血机制的理解，还可为深入了解出血性疾病和血栓形成以

及对于凝血有关的各类疾病的诊断和治疗提供帮助。 

 
图 1.6 光镊研究 vWF 蛋白 A2 结构域的去折叠过程 

 

1.4 生物单细胞和单分子力学行为研究的意义 

19 世纪中期，细胞学说的出现使生物科学有了一个飞跃的发展，细胞是生物

体和生命活动的基本单位。研究生命活动过程的本质，需要从生命有机体的基本

单位——细胞入手。活细胞的新陈代谢、跨膜转运、信号转导等生命活动，都是

细胞与其他生物大分子（如蛋白质、多糖、核酸等）相互作用的结果，在这些相

互作用过程中，细胞和大分子的力学行为会发生不同的变化，换句话说，细胞和

大分子的力学行为变化可以反映其的功能及活动规律。 

免疫淋巴细胞对肿瘤细胞的杀伤过程，涉及到免疫细胞对肿瘤细胞的特异性

识别、活化、迁移以及杀伤。从单细胞层次，研究免疫细胞的识别和杀伤机制，

可以更深刻的揭示免疫细胞行使功能的过程，并可以在更高层次解读机体免疫系

统特异性识别的分子机理。 
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生物分子马达是将化学能转化为力学能的生物大分子。这些大分子广泛存在

于细胞内，它们可以是蛋白质，也可以是 DNA，它们通过消耗 ATP 水解所释放

的化学能，进而改变自己的构象，一旦与轨道结合，马达分子在可以通过构象变

换产生于轨道间的相对运动。生物马达将化学能转换为机械能，其转换效率非常

惊人，驱动蛋白可达 60%，而 ATP 合成酶接近 100%，其中的力学化学耦合机制

令科学家着迷。研究马达分子和轨道的相互作用，不仅有助于解读马达分子转换

能量的机制，理解生物体某些宏观运动的本质，还有助于指导我们设计新型的能

量转换纳米机器。 

生物单细胞或者大分子的功能研究是生命科学研究的精髓，而分子的功能是

由其结构所决定的，研究细胞与细胞、大分子与大分子之间相互作用的力学行为，

可以探索其结构特征，进而有助于其功能的研究。 

 

1.5 本文主要内容简介 

本文的研究工作是利用实验室的光镊技术平台，进行细胞及生物分子的力学

性质的测量。主要研究了免疫细胞对靶细胞的特异性识别相互作用，以及细胞表

面因子与抗体分子之间的相互作用。还利用光镊对红细胞的膜弹性进行了测量，

另外，为了更方便的研究细胞膜弹性，发展了新的多光阱技术。 

论文第二章内容为 NK 细胞特异性识别的研究。介绍了 NK 细胞的识别假说

以及研究现状，利用光镊捕获 NK 细胞和靶细胞接触，实时观测对靶细胞杀伤过

程，从中获得 NK 细胞杀伤机制的线索。 

论文第三章内容为 NK 细胞表面受体和抗体之间相互作用的测量。介绍了淋

巴细胞功能相关抗原-1（LFA-1）分子的结构及其在免疫反应中的功能，为进一

步研究 LFA-1 分子的功能，设计了相应的实验方案，建立了细胞-分子相互作用

测量平台，并测量了 LFA-1 分子和对应的抗体之间的相互作用，推测存在一种

新的诱导 LFA-1 分子活化的信号传导模式。 

论文第四章内容为红细胞膜弹性测量研究。首先介绍红细胞变形性的测量方

法，然后利用光镊技术对正常的人血红细胞的膜弹性进行了测量，通过改变渗透

压，红细胞的形状即随之改变，测量了不同渗透压下的膜弹性模量。另外，还利

用有限元软件对不同形状的红细胞形变特征进行了模拟进一步认识了红细胞的
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形状对其形变能力的重要性。 

论文第五章为旋转玻片法实现分时复用多光阱。介绍了目前已有的多光阱实

现方法，并进行了对比；介绍了利用旋转玻片实现多光阱的原理、参数选择以及

实验结果，对光阱切换频率对分时复用多光阱的等效刚度的影响规律进行了测量

和理论模拟； 后介绍了利用设计的分时复用多光阱在细胞取向定位和力学行为

研究中的应用。 

论文第六章为实验室细胞培养室的建立。从光镊实验室自主进行生物学研究

出发论述了建立细胞培养室的重要性，介绍了细胞培养室的建立过程、主要设备

的使用方法以及简单细胞的培养方法。细胞培养室的建立为实验室以后在生物学

领域的应用打下基础。 
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第二章 光镊技术研究 NK 细胞的识别及杀伤 

 

免疫是指机体的免疫系统识别自身与异己物质，并通过免疫应答排除抗原性

异物，以维持机体生理平衡的功能。机体的免疫系统包括两部分，由皮肤、黏膜

以及体液中的杀菌物质、吞噬细胞组成天然防御系统，而免疫器官和免疫细胞是

人体出生以后逐渐建立起来的后天防御系统。 

免疫细胞主要是指能识别抗原，产生特异性免疫应答的淋巴细胞，在体内分

布很广泛，包括 T 淋巴细胞、B 淋巴细胞、K 淋巴细胞和 NK 淋巴细胞。NK 细

胞，即天然杀伤细胞(Natural Killer Cells, NK Cells)，自 70 年代初被发现以后，

逐渐成为国际国内免疫学领域的一个热点。学者们提出 NK 细胞是机体天然免疫

力（Innate Immunity）的主要承担者，并发现 NK 细胞不仅对癌细胞,对病毒, 胞

内寄生菌和老化变异细胞亦具有极强的清除能力，充分证实了 NK 细胞作为免疫

监视第一道防线所担负的重任【1，2】。 

2.1 NK 细胞简介 
NK细胞是免疫系统中不同于T细胞和B细胞而存在的第三种免疫细胞，占淋

巴细胞5％－10％，其体积较大，平均直径10~16微米，胞浆丰富，内含大量嗜苯

胺颗粒，故称为大颗粒淋巴细胞。因为NK细胞没有T细胞和B细胞的特征和表面

标志，所以又被称为裸细胞。NK细胞可以不经过初次免疫，又无须抗体参与，

就可以直接非特异性的杀伤被病毒感染的细胞和肿瘤细胞，具有抗肿瘤和抗感染

的作用。以上特征使NK细胞成为非特异性免疫的重要成员之一。 

 
图2.1 NK细胞及其结构 
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NK细胞活化过程中的信号转导（signal transduction）及其分子基础极为复杂，

是目前分子免疫学研究的热点【3-7】。NK 细胞活化过程可以简单得描述为：效

应细胞与靶细胞相互作用，效应细胞上的表面分子识别其在靶细胞上的配体，表

面分子发生运动并重新定位，免疫突触形成，效应细胞信号通路活化并 终介导

细胞效应的产生，包括杀伤作用，细胞因子的分泌，淋巴细胞的进一步活化等等。 

正常情况下，NK细胞主要存在于外周血，脾脏和骨髓中，但可以在不同的

趋化因子的作用下向感染部位迁移并执行功能。NK细胞还可以通过分泌细胞因

子和趋化因子来调节机体的免疫应答。另外NK细胞还参与移植排斥反应，自身

免疫疾病和超敏反应。 

因为 NK 细胞具有天然杀伤效应功能，所以就必然要求 NK 细胞不对自身的

正常的细胞进行攻击，也就是说对自身的细胞耐受。NK 细胞表面活化性受体和

抑制性受体（表 1）的平衡控制着 NK 细胞的细胞毒活性【8-10】。 

表 1  NK 细胞表面受体 
Receptor Species Class Motif/Adaptor Ligand
Adhesion receptor 

  CD2 (LFA-2) H, M IgSF Proline-rich domain CD48, CD58 (LFA-3) 

  CD11a (LFA-1) H, M IgSF Src family kinases, PI3K CD54 (ICAM-1), CD102 (ICAM-2) 

  CD11b (Mac-1) H, M IgSF ? CD54 (ICAM-1) 

  CD43 (sialoadhesin) H, M IgSF ? ? 

  CD44 H, M IgSF ? Hyaluronic acid 

  CD49b (DX5) M IgSF ? ? 

  CD56 (N-CAM) H IgSF ? ? 

  Lag3 H IgSF ? HLA class II 

Activating receptor 

  CD16 (FcγRIII) H, M IgSF ITAM/FcγR Immune complexes 

  CD25 (IL-2Rα) H CytoR ? IL-2 

  CD27 H, M TNFRSF TRAF CD70 

  CD28 H, M IgSF YXXM/PI3K CD80, CD86 

  CD69 H, M C-lectin ? ? 

  CD94/NKG2C, E H, M C-lectin ITAM/DAP12 HLA-E (H), Qa-1b (M) 

  CD122 (IL-2Rβ) H, M CytoR JAK1, 3/STAT5a, 5b IL-2, IL-15 

  CD161 H, M C-lectin ? Clr-g (NKR-P1F) 

  CD226 (DNAM-1) H IgSF ? CD112 (Nectin-2), CD155 

  CD244 (2B4) H, M SLAM TXYXXV-I/SAP, Fyn CD48 

  NKG2D H, M C-lectin YINM/DAP10, PI3K MICA, B, ULBs (H), Rae1s(H, M), H60 (M)

  KIR2S, KIR3S H IgSF ITAM/DAP12 HLA class I 

  Ly49D, H, P M C-lectin ITAM/DAP12 H-2 class I, MCMV m157 (Ly49H) 

  NCR (NKp30, 44, 46) H, M (NKp46) IgSF ITAM/FcγR, CD3ζ (H), DAP12 Viral hemagglutinins (?) 

  ILT-1 (Ig-like transcript 1) H IgSF ITAM/FcγR, DAP12 ? 

  IFN-α/βR H, M CytoR JAK1, Tyk2/STAT1, 4 Type I interferons 
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  gp49A M C-lectin ITAM ?

Inhibitory Receptor 

  CD85 (ILT-2) H IgSF ITIM/SHP-1 HLA-A, -B, -G 

  CD94/NKG2A H, M C-lectin ITIM/SHP-1, -2 HLA-E (H), Qa-1b (M) 

  CD161 M C-lectin ITIM/SHP-1, -2 Clr-b (NKR-P1D) 

  CD244 (2B4) H, M SLAM TXYXXV-I/SAP, Fyn CD48 

  KIR2DL, KIR3DL H IgSF ITIM/SHP-1, -2 HLA class I 

  Ly49 A-C, E-G, I-O M C-lectin ITIM/SHP-1, -2 H-2 class I 

  KLRG1 M C-lectin ITIM/SHP-1, -2 ? 

  TGF-βR H, M CytoR Smad2 TGF-β family 

  IL-10R ? CytoR JAK2, Tyk2/STAT3 IL-10 

 

2.2 NK 细胞识别假说 

2.2.1  Missing Self 模型 

与 T、B 细胞不同，NK 细胞对靶细胞的反应性不是由单一的抗原受体决定

的，而是由 NK 细胞表面一系列的活化型和抑制型受体决定。 初的 

“Missing-self”模型认为，那些表达 MHC-I 类分子对应的抑制型受体的 NK 细

胞在遇到不表达 MHC-I 类分子，或者是 MHC-I 类分子下调的靶细胞时，NK 细

胞的抑制状态就会被解除。事实上，病毒感染以及细胞的恶性转化通常会导致细

胞表面的 MHC-I 类分子的下调从而逃避 CTL 的攻击，而 NK 细胞的这种 

“missing-self”识别恰好对免疫系统起到补充作用。 

NK 细胞表面并不只有抑制型受体，还存在活化型受体。实际上，NK 细胞

表面的抑制型受体起着一个可变电阻的作用，调节活化型受体的信号。实验证据

表明，抑制型受体只能够削弱，而不能全部终止 NK 细胞的效应功能，并且靶细

胞表面 MHC-I 类分子的数量与抑制效果是相对应的。有实验表明，当多个活化

型受体被同时刺激，或者是给与一个活化型受体的信号足够强的时候，即使靶细

胞表面的 MHC-I 类分子与 NK 细胞表面的抑制型受体结合，NK 细胞也能够对靶

细胞进行攻击。所以，近来 “missing-self”模型被修改成为“NK 细胞会攻击那

些缺乏 MHC-I 类分子或者是高表达 NK 细胞活化型受体配体的靶细胞”。这个

模型也被称为“信号平衡”模型。 
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图 2.2  NK 细胞的免疫角色与刺激/抑制型受体信号平衡 

“Missing-Self”假说的一个合理推论是 NK 细胞对潜在靶细胞不进行杀伤

要么是由于抑制型受体介导的主动抑制，要么是由于缺乏持续有效的活化信号来

激起反应（图 2.3）。后一种情况的一个代表性例子是循环外周血 NK 细胞与人红

细胞之间的相互作用。尽管人红细胞不表达 MHC-I 类分子，NK 细胞依然不对

其进行攻击；因此，红细胞缺乏能够刺激 NK 细胞表面活化型受体的配体。当然，

对于那些表面不表达或低表达 MHC-I 类分子的正常组织细胞来说，通过表达 NK

细胞表面抑制型受体的非 MHC-I 类分子配体也可以起到保护作用。 

 

图 2.3  Missing-Self 假说示意图 
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2.2.2  At least one 模型 

既然 NK 细胞只通过 MHC-I 类分子特异性的抑制型受体与靶细胞表面的

MHC-I 类分子作用来达成自身耐受，这就必然要求每个 NK 细胞都必须表达自

身 MHC-I 分子特异性的抑制型受体。所以就有一种模型认为每个 NK 细胞表面

至少表达一种 MHC-I 类分子对应的 NK 细胞的抑制性受体，这就是“at least 

one”模型。可能的原因有两个：第一，那些不表达的 MHC-1 类分子对应的抑制

型受体的 NK 细胞在发育的时候被清除掉了；第二，对于单个的 NK 细胞，在发

育的时候会持续不断的表达抑制型受体，直到该细胞至少表达一个抑制型受体。 

 

2.3 NK 细胞识别和杀伤机制 

1、抗体依赖性细胞介导的细胞毒作用（ADCC） 

NK 细胞低亲和力的 CD16 分子与靶细胞-IgG 抗体复合物结合后，活化蛋白

酪氨酸激酶（PTK）使 PLC-γ的酪氨酸磷酸化，裂解膜磷酯酰肌醇为三磷酸肌

醇（IP3）和二酰甘油，IP3 增加细胞内游离钙浓度，进而释放细胞毒性物质（如

穿孔素和颗粒酶）。研究发现，IgG1 抗体与凝集抗原作用能增强 IgG1 与 NK 细

胞的结合，且去除岩藻糖的 IgG1 抗体更易募集和活化 NK 细胞，从而减少诱导

ADCC 所需的抗原量并且明显提高 ADCC 作用【11】。 

2、天然细胞毒性 

与 ADCC 不同，该作用需要多个表面受体结合靶细胞传递溶细胞信号。例

如 CD11a/CD18、CD2、CD44、CD54、CD58、CD69 均有利于 NK 细胞与靶细

胞建立稳定连接，形成免疫突触。在动物模型中，Lck、Fyn、ZAP-70 分子的缺

失会引起 T 细胞缺陷，但却不影响天然细胞毒性，表明 NK 细胞发挥细胞毒性不

一定需要这些激酶。 

3、NK 细胞介导的凋亡 

靶细胞对 NK 细胞诱导的凋亡很敏感，尤其大多数对自然杀伤不甚敏感的肿

瘤细胞对 NK 细胞诱导的凋亡却很敏感。NK 细胞直接通过胞吐作用释放穿孔素、

颗粒酶、颗粒溶素等细胞毒性颗粒，活化 caspase 途径诱导靶细胞凋亡；此外，

颗粒酶还可以通过受体介导的胞吞作用而摄入，颗粒酶摄入靶细胞后，穿孔素破

坏核内膜，通过线粒体、caspase 途径及不依赖 caspase 途径诱导细胞凋亡【12】。 
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4、NK 细胞产生的细胞因子 

除了直接释放细胞毒性颗粒发挥溶细胞效应外，NK 细胞还能合成和分泌多

种细胞因子，如 IFN-γ、TNF-α、L-1、L-5 和 G-CSF 等。其中 IFN-γ是研究

多的因子，它能抑制肿瘤细胞增殖，杀伤感染细胞，通过增加 MHC-Ⅰ及Ⅱ类分

子的表达和巨噬细胞的活化激发天然和获得性免疫反应【13】。Agerberth 等【14】

还建立的活化 NK 细胞趋化因子库，包括 XCL1、CCL1、CCL3、CCL4、CCL5、

CCL22、α-防御素和 CXCL8，这些因子在 NK 细胞发挥免疫功能和调节造血方

面起着重要作用。 

5、NK 细胞受体 

尽管 NK 细胞杀伤靶细胞的信号通路很多，但 NK 细胞受体的作用仍值得重

视。目前认为抑制 NK 细胞活性需要 MHC-Ⅰ类抑制受体的识别。NK 细胞识别

自我与非我并不需要体细胞基因重排产生识别不同抗原的克隆，而是表达多种受

体执行功能。NK 细胞受体主要包括免疫球蛋白超家族（如 KIR），天然细胞毒

性受体（NCR），C 型凝集素家族如 Ly49 和 NKG2 受体。 

不同 NK 细胞表达不同的活化抑制受体和共刺激受体，决定了 NK 细胞的反

应多样性。关于 NK 细胞受体-配体的研究一直是 NK 细胞研究的热点。新的受

体和配体的发现和作用机制的探讨将进一步揭开 NK 细胞的奥秘，为深入研究

NK 细胞在免疫系统和疾病的作用提供理论基础。 

 

2.4  光镊研究 NK 细胞特异性识别的优势 

在单细胞、单分子水平对生物单分子行为（包括构象变换、相互识别、相互

作用等）的实时动态检测以及在此基础上的操控、调控等，是分子生物学的自然

延伸和必然趋势。目前 NK 细胞与调控细胞、靶细胞以及调控分子（如识别受体

的配体、细胞因子的配体）的相互作用的研究方法大都不是单细胞或单分子的行

为观察，也无法达到实时动态的效果，更多反映的是复杂生物体系的整体反应。

因此，进行单细胞单分子研究，对弄清 NK 细胞的识别、活化和杀伤机制至关重

要。 

单分子研究技术如光镊技术、AFM、近场光学技术等的发展对生物单细胞

单分子行为研究有重要的帮助。由于光镊是基于光学显微镜的微纳米操控技术，
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非常适合进行活体单细胞单分子的实时动态研究。利用光镊技术可以将拟观察

“对象”或“对象们”以研究者的意愿进行“配对”或“配群”并观察“配对”

或“配群”后的新变化，以往对细胞或单分子的观察依赖于“微粒”之间自由运

动而随机“配对”或“配群”，无法进行“科学设计”，故所获得信息并不全面。

光镊技术用于 NK 细胞的特异性分子识别研究不仅可以验证传统方法的结果，而

且很可能纠正或弥补传统方法的不足，并提出新的观点。此外，在操控细胞的同

时，光镊还可以进行微小力的测量，可以实现 NK 细胞表面受体与配体之间的相

互作用力的测量。 

 

2.5 实验材料与实验装置 

2.5.1  实验材料 

1、细胞株 

人慢性骨髓性白血病细胞系 K562, 人天然杀伤细胞细胞系 NK92, 中国科

学技术大学免疫研究所培养。人慢性骨髓性白血病细胞系 K562 被认为是人天然

杀伤细胞系 NK92 的杀伤敏感细胞，然而对于这对细胞的识别方式一直不清楚。 

2、细胞培养试剂 

RPMI-1640 培养液（GIBCO 公司），三蒸水 1000ml，电磁搅拌 30 分钟，加

入 NaHCO3 2g，加 HCl 调 PH 到 7.2~7.4，过滤除菌，作无菌试验，4℃保存，使

用时加入灭活新生牛血清至浓度为 10%。 

αMEM 培养基（GIBCO 公司），三蒸水 1000ml，电磁搅拌 30 分钟，加入

NaHCO3 2.2g，加 HCl 调 PH 到 7.2~7.4，过滤除菌，4℃保存，使用时加入灭活

新生牛血清和马血清至浓度为 12.5%。 

新生牛血清（四季清公司），无支原体污染，使用前 56℃水浴 30 分钟灭活，

4℃保存，即用即加。 

3、其他实验仪器 

CO2 细胞培养箱        3111 series Thermo Forma 

常温台式离心机     Sigma公司 

1.5mL低温冷冻离心机    ZENTRIFUGEN公司 

二氧化碳培养皿        MIU-IBC-IF-2 Olympus 

27



中国科学技术大学博士学位论文  第二章 光镊技术研究 NK 细胞的识别及杀伤 

流式细胞仪（FACS 仪）    BD 公司 

4、悬浮细胞培养技术 

K562 细胞为悬浮生长的细胞，可在完全 RPMI-1640 培养液中培养，该培养

液由 90％不完全 1640 培养液[RPMI-1640 液 95mL；0.1M 丙酮酸钠 1mL；0.2M

谷氨酰胺 1mL；1M Hepes 1mL；7.5％ NaHCO3 1mL；青霉素、链霉素(各 1

万单位) 1mL]和 10％灭活胎牛或新生牛血清。传代时直接传代或离心收集细胞后

传代。通常采用离心方法传代，即将细胞连同培养液一起转移到离心管内，离心

800～1000 rpm 5min，然后去除上清,加新的培养液到离心管内，用吸管吹打使之

形成细胞悬液，然后传代接种.根据细胞数量，可采用 1 瓶传 3 瓶或其它比例传

代。NK92 细胞也为悬浮生长细胞，传代方法类似，不同之处在于使用完全 αMEM

培养基，同时加入重组人 IL-2 至终浓度 100U/mL。 

5、K562 细胞 CFSE 染色 

（1）将分离的单个核细胞悬液调至 2×106 细胞/ml，取 1ml 细胞悬液加入

15ml 离心管； 

（2）取 1ml PBS/0.1%BSA，加入 4ul 5mM CFSE 溶液，充分混匀（终浓度

为 20uM）； 

（3）将 20uM CFSE 溶液加入细胞悬液中，用吸管充分混匀，37℃ 5% CO2

培养箱避光孵育 10min，使 CFSE 与细胞充分结合； 

（4）加入 10mL 冰浴的完全培养基，4℃避光孵育 5min，中止 CFSE 与细胞

的结合； 

（5）离心 1200rpm×10min，再用冰浴的 PBS/0.1% BSA 洗涤 3 次，用完全

培养基重悬。 

 

2.5.2  实验装置 

光阱光源采用 He-Ne(λ=633nm，P=35mw Polarized, Coherent, USA)激光器。

He-Ne 激光经过耦合光路进入倒置显微镜 (Olympus IX70)，由 100 倍的油浸物

镜（N.A.=1.35）强汇聚在样品池内形成光阱。样品被直径 1cm，厚 2mm 的玻璃

样品池密封，防止样品泄漏和流动。小球的动态图像由 CCD（Coolsnap cf）相

机采集并显示在计算机屏幕上。激发光源使用的是生物显微镜（Olympus IX70）

自带的激发光源（100w 汞灯，USH102D）。它发出的激发光由显微镜荧光通道进
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入镜体，然后激发光再进过分光镜进入 100 倍油浸物镜，照射到样品池中。通过

选择显微镜镜体中不同型号的分光镜可以得到不同波长的激发光。 

 

图 2.4  实验设备图 

为了保持细胞较长时间的活性，以延长可供实验操作的时间，我们在实验平

台上安装了二氧化碳培养皿，获得 37 摄氏度的恒温以及 5%的二氧化碳浓度，维

持细胞生存。 

 

2.6 NK 细胞对靶细胞杀伤过程的实时观测 

2.6.1 NK92 细胞 

由于 NK92 细胞和 K562 细胞的大小均在 10～15 微米的范围，为了能在显

微镜下区分两种细胞，将 K562 细胞用非特异性染料 CFSE 进行荧光标记。CFSE

染色效率由流式细胞仪进行检测，结果显示染色效率接近 100％。 

 

图 2.5  K562 细胞染色效率流式检测结果 
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明场图像                   荧光图像 

图 2.6 荧光染色法分辨靶细胞和效应细胞 

首先，利用生物常规放射性实验检测效靶比（NK92 与 K562 的比例）10：1

时 K562 细胞被杀伤比例大于 50％，表明 NK92 对 K562 有比较强的杀伤作用。

然后，我们利用光镊技术研究单个 NK 细胞对单个 K562 细胞的杀伤过程。将

K562 和 NK92 细胞按照 1:1 的比例混合，加入到样品槽中。在显微镜下找到合

适的细胞，并通过荧光变换确定细胞的种类（能被激发荧光的为 K562 细胞）。

利用光镊操控一个 NK92 细胞接近 K562 细胞，并使两细胞紧密接触，如图 2.7

（A）所示。两细胞接触经过约 10 分钟时间，观测到 K562 细胞开始发生膨胀，

见图 2.7B 所示，该现象表明细胞膜对杀伤过程有所响应。随着两细胞接触时间

的增加，K562 细胞突起处逐渐增大变为囊泡如图 2.7（C，D），整个过程约 25

分钟完成，如图 2.7 B—C—D 所示。膨胀突起的囊泡，内部不含细胞质，透光性好。  

 
A、NK92 与 K562 接触；B、K562 表面开始出现突起 

C、突起变为囊泡；D、囊泡增大到接近原细胞体积大小 

图 2.7  NK92 细胞对 K562 细胞的杀伤 
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观察整个样品，发现未与 NK92 细胞接触的 K562 细胞，其表面没有突起或

囊泡。 

 Calcein-AM 荧光检测 Ca 离子流失情况： 

NK92 细胞对 K562 细胞作用后，K562 细胞表面出现囊泡，为了检验细胞膜

的通透性是否遭到破坏，我们利用 Calcein-AM 荧光检测细胞内 Ca 离子是否流

失。Calcein-AM 是一种特殊荧光染料【15】，可标记细胞中的 Ca 离子，当细胞

膜选择通透性遭到破坏，导致 Ca 离子流失时，荧光将迅速减弱，该方法可以检

测细胞是否具有完整的膜结构。将 K562 细胞用 calcein-AM 荧光染料处理，按

10：1 效靶比（NK92 细胞与 K562 细胞数量比）混合，置于荧光显微镜下观察

（图 3A），四个小时后再次观察，发现荧光强度未明显降低，K562 细胞数量也

未明显减少（图 2.8B）。 

 

图 2.8  Calcein-AM 荧光检测结果 

 

2.6.2 人外周血 NK 细胞 

人外周血 NK 细胞约 5 微米，与 K562 细胞在形态上可以区别，如图 2.9 所

示。用光镊使两细胞接触后，K562 细胞表面出现一个小的突起，人外周血正常

NK 细胞对 K562 细胞也有一定的杀伤效果如图 2.9（C）所示，但此突起比 NK92

细胞对 K562 细胞杀伤时所出现的囊泡小很多。经过较长时间的接触，K562 细

胞表面的突起没有变化；当 NK 细胞离开 K562 细胞时，即两细胞分开后，发现

K562 表面囊泡迅速减小并消失，如图 2.9D。 
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A.光镊捕获 NK 细胞；B.移动平台，使 K562 细胞靠近 NK 细胞； 

C.K562 表面出现突起；D.两细胞分开后，NK 细胞表面突起消失。 

图 2.9  人外周血正常 NK 细胞对 K562 的杀伤 

另外，实验中还观察到 K562 被杀伤后，表面并未出现突起，而是体积增大

（图 2.10），增大幅度可达原体积的 10～20％。 

 

A. K562 细胞与 NK 细胞接触；B. K562 细胞体积增大 

图 2.10  NK 细胞对 K562 细胞杀伤 

 

2.7 讨论 

实验中发现，NK92 细胞和人外周血正常 NK 细胞对 K562 细胞都有杀伤效

果，被杀伤的 K562 细胞形态上发生了变化，表现为细胞表面出现突起、囊泡或

者体积增大。该现象与文献报道 T 细胞对靶细胞杀伤现象不同【16】，与 NK 细

胞对 YB 细胞的杀伤也不同【17】，K562 细胞被 NK 细胞攻击后没有坏死解体，

而是细胞表面出现囊泡。可见不同的淋巴细胞攻击不同的靶细胞时，杀伤现象和

机制都不尽相同。 

单个 NK92 细胞和单个 NK 细胞对 K562 杀伤程度不同，NK92 细胞对靶细

A B 

5μm 

32



中国科学技术大学博士学位论文  第二章 光镊技术研究 NK 细胞的识别及杀伤 

胞杀伤后，靶细胞表面会出现囊泡，而且囊泡体积会逐渐增大，当 NK92 细胞远

离靶细胞后，囊泡不会消失即靶细胞形态无法恢复；而 NK 细胞杀伤作用只会让

靶细胞表面产生小的突起，且 NK 细胞远离后，靶细胞可以恢复原来形态。这表

明 NK92 细胞对 K562 细胞的杀伤程度比 NK 细胞强，单个 NK 细胞对单个 K562

细胞没有致命效果，K562 细胞被 NK 细胞杀伤后可以自我修复。 

本研究中，多例实验观察到被杀伤的 K562 细胞表面出现突起或囊泡现象（图

2.7，图 2.9），囊泡内部无细胞质。但也观察到少数特别现象：即人外周血正常

NK 细胞与 K562 细胞接触后，K562 表面并未出现突起，而是细胞体积增大，其

增大幅度可达原来体积的 10～20％，如图 2.10 所示。该结果与 Mikael Eriksson 观

察到现象相近。这可能意味着 NK 细胞征对同一种靶细胞有着不同的杀伤方式，

可能 NK 细胞与靶细胞在不同部位接触时，受到的激活信号不同而导致杀伤机制

不同。 

NK92 细胞对 K562 细胞作用后，K562 细胞表面出现囊泡，为了检验被杀伤

的 K562 细胞膜的通透性是否遭到破坏，我们利用 Calcein-AM 荧光检测靶细胞

内 Ca 离子是否流失。结果发现经过 4 小时的杀伤作用后，K562 细胞内荧光强度

未明显降低，K562 活体细胞数量也未明显减少。这说明 NK92 细胞对 K562 细

胞杀伤后细胞膜通透性未受到破坏。 

根据生物常规放射性实验检测结果，我们观察到的 K562 细胞表面出现囊泡

现象确实是 NK92 细胞对它的杀伤作用导致的，而且 K562 被杀伤后，细胞膜的

通透性并未受到破化，具体杀伤机制有待进一步探讨。 

 

2.8 本章小结 

我们利用光镊技术捕获了 NK 细胞，并移动 NK 细胞使其与 K562 细胞互相接

触了一段时间，并且观察到了 K562 细胞的形变：即 k562 细胞出现了巨大的囊泡。

这可能是 NK 细胞对 K562 细胞的杀伤效应。但是因为 K562 细胞并没有出现破裂、

细胞质流出等更明显的现象，故在判断 K562 细胞是否死亡时遇到了困难。经过

更换实验方法，对 K562 细胞染上特殊荧光材料 Calcein 后发现，K562 细胞出现

囊泡后在激发光照射下仍会发出荧光，这很可能说明 NK 细胞对 K562 的杀伤仅限

于破坏 K562 的部分结构，但无法使其完全破裂。 
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我们利用光镊技术在单细胞层次研究了NK92/NK细胞对K562细胞的杀伤，

所观察到的实验现象及其分析讨论，对认知 NK92/NK 细胞对 K562 细胞的宏观

识别杀伤机制及细胞表面分子微观作用机理提供重要实验基础。 

利用光镊技术研究 NK 细胞杀伤过程，与流式细胞术、免疫组化等方法相比

有很多优点，可以方便的操控两个细胞，使他们接触并实时观察杀伤现象，从单

细胞层次研究 NK 细胞的杀伤，更有助于理解杀伤的机制。 
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第三章 光镊技术研究 LFA-1 分子与其抗体间相互作用 

     

3.1 LFA-1 分子结构及其在免疫反应中的功能 

淋巴细胞功能相关抗原-1(lymphocyte function associated antigen-1, LFA-1, 

CDlla/CD18) 初是在 CTL 介导靶细胞杀伤实验中发现的与 CTL 功能相关的膜

蛋白分子。LFA-1 属白细胞整合素(leukocyteintegrin)家族，或白细胞黏附分子

(leukocyte cell adhesion molecule)家族，局限在白细胞上表达，分布广泛。LFA-1

组成型地表达于淋巴细胞、中性粒细胞、单核细胞和巨噬细胞等多种免疫细胞表

面，可参与细胞毒 T 细胞(cytotoxic T lympholyte，CTL)，自然杀伤细胞和淋巴细

胞激活的杀伤细胞（lymphokine activated kill cell，LAK 细胞）的杀伤效应；辅

助性 T 淋巴细胞对外来抗原和丝裂原的增生反应；粒细胞及单核细胞介导的抗

体依赖性细胞介导的细胞毒作用（antibody dependent cell-mediated cytotoxicity，

ADCC）；白细胞的定位、渗出和迁移、淋巴细胞向外周淋巴结的归巢(homing)

等【1，2】。CD18(β2 整合素)基因缺陷导致 LFA-1 等整合素分子功能不全，白细

胞不能黏附和穿过血管内皮细胞，由此引起一种称之为白细胞黏附缺陷症

(leukocyte adhesion deficiency，LAD)的严重免疫缺陷病。欧洲开展的一项研究表

明，应用 LFA-1 抗体阻断 LFA-1/ICAM-1 协同刺激信号可减少抑制物被排斥和

GVHD 发病率，但该法同时造成了严重感染率和白血病复发率的增加。可见，

LFA-1 与器官移植的排斥、感染、自身免疫疾病以及肿瘤复发等临床密切相关

【3-6】。 

3.1.1  LFA-1 的分子结构 

LFA-1 是 β2 家族整合蛋白，整合素是一大类异源二聚体膜糖蛋白，由不同

种 α和 β亚基组合而成，其 N 端为配体结合位点。LFA-1 为 α链 CD11a 和 β链

CD18 组成的异二聚体，两条多肽链通过非共价键连接而成，分子质量为 180／

95KDa。α亚单位是一典型的跨膜蛋白，包括 1 个 15～25 氨基酸的引导序列，1

个 1 063～1 089 氨基酸的胞外区，1 个大约 26 氨基酸的胞浆区。其 mRNA 为

5.2Kb，基因位于 16 号染色体 pl1.1～13。成熟的 β亚单位是一典型的 I 型跨膜蛋

白，由 747 氨基酸组成，包括胞外区(678 氨基酸)，跨膜区(23 氨基酸)，胞浆区

(46 氨基酸)，其 mRNA 为 3.0Kb，基因位于 21 号染色体 q22.3。尽管 αLβ2 的胞

外区结构复杂，但是其配体结合位点全部位于 αL 的 180 个残基所组成的插入(I)
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结构域。CD11a I-domain 包括一个五股平行 β折叠构成的核心，周围被 α螺旋所

包围(图 3.1)。 

 
图 3.1  CD11a I-domain 结构示意图 

 

3.1.2 LFA-1 在免疫系统中的功能 

1、T 细胞的激活与调节 

T 细胞的活化不仅取决于其 TCR/CD3 复合体对抗原提呈细胞（APC）表面

主要组成组织 MHC 分子-抗原多肽的特异性双识别，还需要其他协同刺激信号。

LFA-1/ICAM-1，LFA-1/ICAM-2，LFA-1/ICAM-3 等分子对之间的相互作用，可

以提高 T 细胞对抗原刺激的敏感性，稳定细胞间接触，从而提高 T 细胞激活所

不可缺少的协同刺激信号。T 细胞活化后，上述多种粘黏附分子表达水平均增高，

而 LFA-1/ICAM-1 等表达增高又可增强树突状细胞、单核细胞等抗原提呈细胞的

功能。 

2、B 细胞的激活与调节 

B 细胞表面所表达的黏附分子（LFA-1/ICAM-1 等）与滤泡树突状细胞表面

相应配体相互作用，有助于 B 细胞的存活。静止的 B 细胞可借助 LFA-1/ICAM-1

黏附分子对之间的相互作用与活化 T 细胞黏附，使 T 细胞得以向 B 细胞传递活

化信号。黏附分子介导的 T 细胞-B 细胞相互作用可调节 B 细胞向浆细胞分化并

产生抗体。 

3、参与细胞凋亡 
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大部分细胞需要与胞外基质黏附才能增生，组织一旦与基质分离，即可发生

凋亡。LFA-1 与配体的有效结合可阻抑凋亡【7】，其主要是通过骨架蛋白发

生重排和通过衔接蛋白影响细胞的生长和分化。 

4、LFA-1 与免疫性疾病 

在炎性反应和免疫应答方面，LFA-1 具有关键作用。Borthwick NJ 等【7】

用实验方法确定炎性信号刺激 LFA-1 持续高表达，使激活的 T 淋巴细胞不能正

常凋亡，进而导致自体免疫性疾病。Richadson BC【8】认为自体免疫性疾病、

炎症、早衰、肿瘤均与 T 淋巴细胞 DNA 去/低甲基化而引起的 LFA-1 过高表达

密切相关。 

3.2 NK 细胞表面的 LFA-1 分子研究 

目前为止，没有发现某个受体在 NK 细胞毒作用中是必须或者足以激起免疫

应答。一些重要的受体，如 NKG2D 和天然细胞毒受体 NKp46，在肿瘤和病毒感

染细胞裂解中的重要作用在一些特定的 NK 细胞靶细胞组合中被很好的描述，提

示 NK 细胞活化受体和活化途径中存在可能的冗余。LFA-1 分子在 NK 细胞毒作

用过程中可能是一个重要的信号受体。在小鼠双 Syk 和 ZAP70 缺失的 NK 细胞

以及针对缺乏NKG2D配体的靶细胞细胞毒作用中观察到 ITAM-和NKG2D-非依

赖的天然杀伤活性。这种杀伤活性对 Src 家族激酶的抑制和 PI3K 的抑制敏感。

同时有报道观察到了 LFA-1 触发的靶细胞杀伤。 

需要强调的是，LFA-1 对 NK 细胞毒作用早期信号的贡献与整合素介导的 T

细胞活化是完全不同的。T 细胞并不黏附到 ICAM 阳性的细胞上，除非有一个

inside-out 信号上调黏附亲和力。与 T 细胞相比,NK 细胞利用 LFA-1 直接和靶细

胞接触，传递信号激发细胞毒作用。在这一点上，NK 细胞毒作用的触发更类似

于中性粒细胞的天然反应，即 LFA-1 的聚集可以诱导脱颗粒。 

由于每个 NK 细胞可同时表达多个或多种受体分子，这些分子在与相应配基

结合后分别传递着阴性或阳性的信号，NK 细胞究竟是整合（或怎样整合）这些

信号，抑或以某些为主某些为辅，抑或某一信号决定“全或无”，均将依赖于单

分子单细胞行为观察得出结论。从单细胞、单分子层次研究 NK 细胞表面受体的

活化机制可能更有利于揭示其本质。本章利用光镊技术研究 LFA-1 分子与其抗

体间相互作用，不仅建立了一种测量细胞表面受体分子与其抗体或配体结合能力
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的定量评价方法，研究结论还可为 NK 细胞活化信号的数理模型的形成， NK

细胞活化/阻遏之迷的全面揭开奠定基础。  

 

3.3 NK 细胞表面 LFA-1 分子与 Anti-LFA-1 分子的结合测定 

3.3.1 样品试剂 

1、血液来源 

由安徽省立医院血液科提供,抽取正常人外周血,去血清后 4℃保存，并保证当

天进行 PBMC（Peripheral blood mononuclear cell）分离。血液供者没有病毒感染

或者其他慢性感染，在进行 PBMC 分离前，均对血液提供者性别、年龄、血型

等进行了记录，以保证血液来源的可靠性和代表性。 

2、淋巴细胞分离试剂 

1×PBS 溶液：KH2PO4 0.144g + NaCl 9.00g +Na2HPO4•12H2O 1.062 g, 溶于

1L 蒸馏水中。 

聚蔗糖-泛影葡胺（Ficoll-urografin）分层液：比重 1.077±0.001  天津灏洋

生物制品科技有限责任公司。 

3%冰醋酸：冰醋酸由中国医药集团上海化学试剂公司生产，蒸馏水稀释配制。 

3、MACS 细胞分选试剂 

MS Columns :Miltenyi Biotec Inc.公司生产 

Buffer(degassed): PBS pH7.2 含 0.5%BSA，2mM EDTA，过滤除菌 

CD56 MicroBeads (human): Miltenyi Biotec Inc.公司生产 

4、羧基聚苯乙烯微球包被试剂 

3um 单分散羧基聚苯乙烯微球[5%（W/V）]: 天津倍思乐有限责任公司 

EDC·HCl: BBI 公司 

NHS: Sigma 公司 

MES: Sigma 公司 

Quench buffer：40mM 甘氨酸 + 1％BSA 

 

3.3.2 实验装置与实验方法 

1、实验装置 
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图 3.2 光镊装置示意图 

 本设备采用钛宝石激光器作为光镊光源，激光器由脉冲激光改造为连续激

光，输出功率可达 2W，波长 780nm；显微镜为 Olympus IX70，100X 油浸物镜，

数值孔径 1.35；荧光采用汞灯激发，激发谱线包括：330~385nm，460~490nm，

520`550nm；CCD：实验动态图像由 CCD（MediaCybernetics Coolsnap cf）相

机采集并显示在计算机屏幕上；样品置于显微镜平台上，平台为计算机控制的电

动平台，精度为 0.2um。由于本设备采用高功率钛宝石激光器作为光镊光源，测

量范围比较大，可以达到 100pN，表 3.1 是该系统的元件说明。 

表 3.1 光镊系统元件说明 

A 钛宝石激光器泵浦源 10W~P        533nm max=
−

λ  

B-1 后腔镜 780nm 0 度全反 
B 

B-2 输出腔镜 780nm 0 度 部分反 

C 钛宝石晶体  

D-1 
D 

D-2 
腔内反射镜 780~810nm 全反 

E 电子快门 计时 

F-1 凹透镜 f=-10mm 

F-2 凸透镜 f=50mm F 

F-3 显微镜辅助透镜 f=120mm 

G-1 二色镜 45 度反 780nm，透白光 
G 

G-2 二色镜 45 度反荧光，透 780nm 
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H 1.5×透镜组  

I 显微镜物镜 ×油浸物镜100 ，NA＝1.30 

J 电动平台 精度：0.1um 

K 照明灯  

L 荧光光源  

M-1 

M-3 

M-4 

反射镜片 780nm  45 度全反 

M-2 反射镜片组 光路高度调节 

M 

M-5 反射镜片 反射光进入 CCD 

N CCD 相机 MediaCybernetics CoolSNAP cf 

 

2、实验方案 

本实验利用光镊测量NK细胞表面LFA-1分子与其抗体间的相互作用，LFA-1

抗体分子利用分子偶联技术修饰在聚苯乙烯小球表面。包被了抗体分子的微球被

光阱俘获，细胞通过微针进行固定，移动微针与微球接触并结合，然后移动微针

使二者分开，直到二者分开，在此过程中光阱中的小球将离开激光捕获中心，利

用其离开光阱中心的距离可以得到细胞和微球之间的作用力，微球和细胞分开瞬

间，可以测量出细胞和微球之间的结合力。实验中，为了避免微针对细胞的损伤，

利用微针的毛细作用先固定一个微球，利用这个微针-微球为“手柄”固定细胞

（图 3.3）。通过分析实验录像，可以得到细胞与微球的接触时间以及微球偏离光

阱中心的位移，将位移量带入公式 F= -kx·x 即可求得微球与细胞结合力。 

   

    
图 3.3 微球与细胞结合力测量示意图 
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3、微球表面分子偶联技术【9】 

 
图 3.4 羧基聚苯乙烯微球蛋白耦联示意图 

（1）吸取 100μL 5%(w/v)的单分散羧基聚苯乙烯微球于 1.5ml EP 管中，分别

用三蒸水和 MES buffer 洗一次，转速 12000rpm 5min； 

（2）用 100μL 三蒸水重悬微球，并在 EP 管中先后加入 50μL 10×MES buffer

（PH=6）、100μL NHS、100μL EDAC、150μL 三蒸水； 

（3）将 EP 管置于摇床里，室温 300rpm 摇动 30min； 

（4）用三蒸水将 untreated NHS 和 EDAC 洗去，转速时间同上； 

（5）吸取 20μL 蛋白重悬微球后即用振荡器进行振荡，然后放入摇床中，

200rpm 室温振摇 2h，振摇中要多次使用振荡器振荡以防微球沉淀； 

（6）加入 1mL quench buffer 洗涤微球，离心去上清后 500μL quench buffer 4

℃封闭微球过夜； 

（7）使用前吸取适量微球用 1×PBS 洗涤除去 quench buffer。 

3.3.3  实验测量 

1 NK 细胞 MACS 分选纯度鉴定及其 LFA-1 分子表达检测 

新鲜分离的人 PBMC 细胞，使用 CD3-Cy5、CD56-FITC 荧光标记进行流式

细胞检测，可以简单的将人 PBMC 细胞分为 CD3-CD56+NK 细胞，CD3+CD56-T

细胞和 CD3+CD56+NKT 细胞三个亚群（图 3.5）。 
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图 3.5 新鲜分离的人 PBMC 细胞的 FACS 分析结果 

采用 MACS 分选以后，使用流式细胞术检测，可见分选后 CD56＋细胞比

例达到 90％（图 3.6）。利用 CD11a-PE 荧光抗体标记 MACS 分选后的细胞，由

图 3.7 可见其全部高表达 CD11a。 

 
图 3.6  MACS 分选 CD56+ NK 细胞纯度图 

 
图 3.7 LFA-1 分子在 CD56+NK 细胞表面表达情况 
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2 羧基聚苯乙烯微球包被效率检测 

利用羧基聚苯乙烯微球包被技术，我们在 3μm 的聚苯乙烯微球上包被 LFA-1

分子的荧光抗体，分别在荧光显微镜和流式细胞仪上进行检测，发现包被的阳性

率可达 100％（图 3.8），同时从荧光强度上来看蛋白包被均一程度很好。 

        

（a）                     （b） 

（a）为荧光显微镜照片，上图为明场，下图为荧光观察；（b）为流式细胞仪结果 

图 3.8 聚苯乙烯微球表面蛋白包被检测 

3 光镊刚度标定 

光镊在势阱中心附近一定范围内可以近似看出一个简谐势阱，即在这个范

围内粒子偏离光阱中心的位移 x 与粒子受到的光阱力成正比： 

trapping xF k x= − ⋅                         （3.1） 

其中比例系数 k 称之为光阱刚度。这样，光阱力的精确测量转化为对小球偏移量

x 的精确测量，同时，光阱刚度 k 的标定也成为光镊测力的重要环节。 

光镊刚度标定方法有很多种，常用的有流体力学法、热运动分析法、功率

谱法和外加周期驱动力法等【10-14】。本实验采用流体力学法进行刚度标定。利

用光镊捕获一个标准的聚苯乙烯小球，通过电动平台驱动样品池来获得液体以一

定速度相对小球运动。实验中平台先朝一个方向匀速运动，然后改变方向再朝相

反方向匀速运动，平台加速和减速过程中小球的位移信号不予处理。在平台匀速

运动过程中，光阱中的小球将偏离光镊中心稳定在一个新的平衡位置，此时，小

球受到液体的粘滞力与光阱力相平衡，而在一定流速的稳恒流场中，粒子受到的
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粘滞力可由流体力学中的 Stokes 公式给出： 

6StokesF avπη=                        （3.2） 

实验采用 CCD 图象分析法进行数据的采集和分析处理，CCD 相机记录若干周期

的运动图象，然后通过图象分析法计算小球的两个新平衡位置距离，其距离的二

分之一就是小球受到流体粘滞力而偏离光镊中心的位移 x，根据式 3.1 和 3.2 即

可求出光镊刚度 kx： 

6
x

rk
x

πη ν
=                         （3.3） 

4 微球与细胞结合力测定 

实验中，先利用负压在微针尖端固定一个聚苯乙烯小球，在样品中寻找合

适的 NK 细胞，移动微针靠近细胞，使小球与细胞接触直到二者结合。利用光阱

捕获另外一个小球，调节显微镜，使小球中心距离样品池高度为 15um，调整微

针高度，使细胞中心与小球保持一致。然后移动微针让细胞靠近并稍微挤压光阱

中心的小球，二者结合一段时间后，缓慢移动微针带动细胞拉动小球远离光阱中

心直到细胞和小球分开，见图 3.9。 

 

A B

C D

 

A、NK 细胞靠近被光阱捕获的小球；B、NK 细胞与小球接触一段时间 

C、移动微针，光阱中小球偏离光阱中心；D、细胞与小球分开，小球回到光阱中心 

图 3.9 微球与细胞结合、分离过程 

45



中国科学技术大学博士学位论文 第三章 光镊技术研究 LFA-1 分子与其抗体间相互作用 

 
图 3.10 细胞与微球结合时间及微球偏离光阱 大位移 

通过分析实验录像，可以得到在细胞和小球接触、结合、拉伸和分离整个

过程中，光阱中小球的位置信号，测量小球偏离光阱中心 大位移量 x，代入公

式 3.1 即可求出结合力，从数据结果中还可以得到细胞和小球的结合时间，见图

3.10。此例中微针移动方向为 x 方向；黑色和红色点分别表示光阱中小球 x、y

方向位置。a-b 为细胞靠近小球的过程，b-c 为细胞开始接触并挤压小球，小球偏

离位移 L，c-d 为细胞与小球结合阶段，d-e 为细胞在微针带动下开始远离光阱中

心，在 e 点细胞与小球分开，f-g 表示小球与细胞分开后回到光阱中心位置。从

图 3.10 中可以得到，小球和细胞接触时间为 14s，分开时，小球偏离光阱中心距

离为 0.58um，光阱刚度为 57.8pN/um，所以小球和细胞结合力为 33.5pN。 

5 不同结合时间下的结合力测量 

改变细胞和小球的结合时间，测量二者的结合力，测量结果如下： 

 
图 3.11 不同结合时间下的结合力测量 
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 由图 3.11 可以看出，包被了 LFA-1 抗体的小球与 NK 细胞表面 LFA-1 分子

的结合力随接触时间的延长而增大，为排除小球与细胞非特异性结合，我们在小

球表面包被了鼠 IgG 的同种类型对照抗体，结果发现，这种对照组微球与细胞不

结合。 

3.3.4 实验结果与分析 

利用光镊测量了细胞和小球不同结合时间时的结合力大小，发现随着细胞和

包被了 LFA-1 抗体分子的小球的接触时间延长，二者结合力增强。一个可能的

原因是抗原、抗体形成化学键需要一定的时间——时间越长形成化学键的可能性

就越大。另一种可能的原因是，细胞表面 LFA-1 分子受到包被在小球上的抗体

刺激后，局部发生招募导致接触面分子密度随时间的推移而增大。 

为了验证这两种可能，我们采用多聚甲醛固定过的 NK 细胞进行对照实验。

光镊测量结合力的结果发现，预先固定后的细胞与微球之间的结合力大幅降低，

时间依赖性不复存在。多聚甲醛固定是流式细胞仪检测胞内分子的一个重要步

骤，流式细胞术检测结果证明多聚甲醛固定后的细胞表面仍能结合大量 LFA-1

的荧光抗体。因此，多聚甲醛固定后的细胞和小球之间结合能力的降低不能用抗

原抗体结合受限解释，而应该用细胞表面分子成簇受限来解释。由此可见，NK

细胞与微球结合的时间依赖性很可能是由于局部 LFA-1 分子发生招募聚集所产

生。 

LFA-1 的配体 ICAM-1 在细胞表面以二聚和多聚体形式存在。ICAM-1 的二

聚能提高其结合 LFA-1 的能力。事实上，表达 LFA-1 的淋巴母细胞能更有效的

结合表达野生型二聚 ICAM-1 的细胞，而与表达等量糖基磷脂酰肌醇交联

ICAM-1（单体 ICAM-1 形式）的细胞结合能力较弱。然而另一方面，有研究证

明单个 ICAM-1 单体足以结合 LFA-1，而 ICAM-1 的二聚对于形成一个完整的

LFA-1 结合位点并不是必须的。我们猜想，LFA-1 抗体与 LFA-1 分子的结合能力

在此可能模拟了 ICAM-1 的二聚，引发细胞表面 LFA-1 分子发生交联，这种交联

传递信号导致更多的 LFA-1 分子聚集在接触面。这也可以解释为什么蛋白水平

上 ICAM-1 本身的二聚不影响其与 LFA-1 分子的结合，但显著影响细胞与细胞之

间的结合。换句话说，可能存在一种新的诱导 inside-out 信号产生模式，即 LFA-1

分子交联后直接诱导引发 LFA-1 分子的局部活化招募。 
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3.4 本章小结 

本章检测结果表明人外周血 NK 细胞表面高表达 LFA-1 分子，而且 LFA-1 有

可能是 NK 细胞的识别杀伤的早期参与者，我们利用光镊来研究 NK 细胞表面

LFA-1 的单分子行为。在研究中，我们发现 LFA-1 抗体包被的小球与 NK 细胞的

结合力随接触时间的延长而增强。我们的研究提示 NK 细胞表面 LFA-1 分子可能

会受 LFA-1 抗体影响而发生局部聚集。 

我们的研究不仅提供了一种实时观察单细胞间相互作用的方法，还建立了研

究单分子对细胞活动影响的研究方法，推测存在一种新的诱导 LFA-1 分子活化的

信号传导模式。 
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第四章 光镊研究人类红细胞的力学行为 
 

红细胞是悬浮于血浆中数量 多的有形成分，主要功能是给机体组织器官输

送氧气，这一功能的发挥要求细胞具有良好的变形能力以便通过各种毛细血管。

300 年前，卢文-虎克首次报道了红细胞在通过毛细血管时发生形态变化，但未引

起重视，直到 20 世纪六、七十年代微循环和血液流变学开始发展起来，医学界

对红细胞变形性的重要性才逐渐有所了解。 

4.1 红细胞简介 

4.1.1 红细胞特点 

红细胞在体内可以存活 120 多天，在血液循环过程中，要经历很大的形变，

尤其是在穿过一些内径小于 3μm 的毛细血管时，红细胞的双面凹形状就会变成

子弹形、降落伞形或拖鞋形，当约束解除时，其形状又会恢复正常。此外，红细

胞特有的形状还被认为与运输气体有关，即气体可以更快的通过较大的弥散表面

进入细胞内。 

正常红细胞是双面凹的圆盘形，直径 7~8.5μm，中央厚度 1μm，边缘厚度

2.4μm，表面积 103~163μm2，容积 85~90μm3，其特点是具有较大的表面积和较

小的容积。红细胞这一几何形态曾引起许多学者的兴趣和关注。在正常情况下，

红细胞表面积与体积之比高于 1.5，这有利于红细胞经历各种变形而不需要增加

其表面积。如果比表面 S/V 为 1.0，红细胞呈球形，S/V 为 0.7 左右，红细胞呈

椭球形【1】，这些情况均使红细胞变形性下降。 

 

图 4.1 电镜下的红细胞 
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4.1.2 红细胞变形性的生理学意义 

红细胞变形性是指红细胞能自主通过比其自身直径小的微血管的能力，是一

种重要的流变现象，也是影响血液循环的主要因素之一【2】，具有重要的生理学

意义。 

1、红细胞变形性是保证微循环灌流的重要条件。人体内毛细血管直径一般

小于 小红细胞直径，故红细胞只有变形才能通过狭细管道。不难理解，大量血

细胞在微血管内堆积和聚集，必然导致局部的血流停滞， 终组织缺血、缺氧。 

2、红细胞变形性是影响血液粘度和血流阻力的重要因素。实验证明，正常

红细胞比积高达 95%~99%时血液仍保持流动状态，而刚性颗粒的悬浮，浓度在

65%以上就呈混凝土样不能流动。这是由于红细胞能够随着流场内的剪切力而发

生变形，并随着流线方向而取向流动，从而降低血液粘度，加强血液流动性。 

3、红细胞变形性是决定红细胞寿命的重要因素。正常红细胞从成熟到消失

经历幼、中、老各期，寿命平均 120 天。衰老的红细胞，比表面积降低，变形能

力降低，在碰到微循环孔道时，变形能力降低的红细胞就被扣押，被吞噬细胞清

除。一些遗传性红细胞异常的疾病发生贫血，就是因为这些红细胞过多的被破坏

所造成。 

4.1.3 红细胞变形性的固有因素 

决定红细胞变形性的固有因素有：细胞的几何形状、细胞膜的粘弹性以及细

胞内液的粘度。 

1、正常红细胞在静止状态下呈双凹圆盘形，平均表面积与体积之比高于 1.5，

这样使红细胞非常容易变形。正常红细胞可以拉伸至原长的 230%左右。球形红

细胞由于表面积与体积之比降低，故其变形能力较差。刘凝慧【3】曾分析了脊

椎动物各纲共 21 种动物的红细胞形态和变形能力的关系，结果发现哺乳动物红

细胞的变形能力比低等动物的高，而 主要的原因就是红细胞形态从有核双凸椭

圆形改变为无核双凹圆盘形，前者的比表面要低于后者。体外实验也证明：在低

渗溶液中，红细胞膨胀为近球形，比表面降低，变形能力也下降【4】。 

2、红细胞膜的粘弹性在很大程度上决定了红细胞的粘弹性。红细胞通过毛

细血管时产生很大变形，要求细胞膜有着高度的可变形性和稳定性，即膜必须具

有较大的曲度变化，在变化过程中不发生破裂并且能恢复原状。红细胞膜由脂双
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层和骨架蛋白构成。脂双层具有流动性，若膜中胆固醇和磷脂之比升高，其流动

性变小。冠心病、糖尿病、高血压及高脂血症等患者血胆固醇浓度明显增高，使

红细胞膜胆固醇与磷脂比值增大，膜流动性降低，变形性减弱，从而导致血液流

变性障碍【5】。红细胞膜的骨架主要由膜血影蛋白、肌动蛋白及锚蛋白等构成，

研究证明，膜的剪切弹性模量、弯曲模量及表面粘性系数等力学参数均与膜骨架

有直接关系。膜骨架蛋白的分子结构或它们之间连接上的缺陷和异常均可引起临

床一系列的疾病。 

3、红细胞内液的粘度是决定红细胞变形性的又一重要因素，内液粘度受平

均血红蛋白浓度和血红蛋白物理化学性质影响。正常情况下，红细胞内液粘度对

它的变形性影响不大。当血红蛋白浓度增高到一定时，如高于 37g/dl，红细胞内

液粘度呈指数增长，使红细胞“坦克履带运动”阻力增加，细胞适应流场的能力

降低，故使细胞变形能力降低【1】。当血红蛋白分子病变及糖化血红蛋白增高时，

细胞内液粘度也增大，导致变形性降低。未成熟的人红细胞和成熟的非哺乳类红

细胞，由于细胞核的存在，使红细胞可变形性降低。网织红细胞由于胞浆内仍然

包含有核的残留物质，其可变形性也低于成熟的正常红细胞。 

另外，外在因素也会影响红细胞的变形能力，如细胞浓度、血流速度、毛细

血管直径、介质的粘度以及 PH 值和渗透压等，所以在红细胞变形能力测量中，

必须注意控制实验条件。 

 

4.2 红细胞变形能力的测量方法 

测量红细胞的变形性有重要的理论和实际意义。目前已发展了许多方法和仪

器，有的是利用在大的几何系统内由于流动红细胞发生变形，引起悬浮液的一些

物理特性（粘度、透光性、导电性等）的变化，通过测量这些物理特性的变化间

接估计和比较细胞群体的平均变形性的好坏，有的方法是通过测量红细胞变形过

程中应力-应变之间的关系拉力研究单个细胞或细胞膜的力学性质。所以可以将

这些方法分为宏观法和微观法两大类，宏观法有粘度法、微孔滤筛法、激光衍射

法、光度法以及电测量法等，微观法有微吸管法、底部附着法以及光镊牵拉法等。 

4.2.1  粘度法 

粘度法是利用红细胞悬浮液的表观粘度随剪切率的增高而降低这一物理特
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性来间接的估计和比较红细胞的变形性的。其原理是正常红细胞在悬浮液中随着

所受切应力增加，变形和定向程度增加，使红细胞的有效体积浓度降低，从而使

悬浮液的表观粘度降低，而硬化了的红细胞则无此效应。在较高剪切率下，表观

粘度降低越明显，红细胞的变形能力越好。粘度法测量仪器可采用毛细管粘度计

或旋转式粘度计。著名的澳大利亚血液流变学家 Dintenfass 对此方法作了多年的

研 究 ， 总 结 出 如 下 公 式 作 为 红 细 胞 刚 性 或 变 形 性 的 量 度 【 6 】：

0.4 0.4TK ( 1) / *Hr r tη η= − ，式中 TK 为细胞刚性值， rη 为血液相对粘度，Ht为红细

胞体积浓度。正常情况下 TK 值约 0.9，TK 值越大，表示变形性越差，病理状态

下可高达 1.3。 

粘度测量法设备和操作简单，优点是一次测量可以获得红细胞群体的平均变

形性，并且把变形性与血液流动性直接联系起来，适合于临床研究，缺点是不能

分辨单个红细胞和细胞亚群体的变形行为，不能获得物理测量和实际变形之间的

定量关系【2】。 

4.2.2  激光衍射法 

激光衍射测量红细胞变形性的方法是 Bessis 和 Mohandas【7】在 1975 年提

出的，已得到国际流变学界的公认。后来很多研究者对此方法进行了改进【8-10】。

其原理如图 4.2 所示。红细胞悬浮液注入内外圆筒的间隙中，当外筒旋转时有流

体切应力作用于红细胞，使其在切应力方向上被拉伸成椭圆形。当激光束通过红

细胞悬浮液时，可产生衍射，得到反映细胞形状变化的细胞群体衍射叠加图。根

据衍射图像不同可以测定红细胞的可变行性【11-13】。静态双凹盘形的红细胞产

生圆形的衍射图；而切应力作用下变成椭圆形的细胞产生椭圆形衍射图，两者具

有相同椭圆度，根据 Bessis 提出的经验公式 0 0 /f fd d a a= ⋅ , fd 和 0d 分别为红细胞

变形后的长轴和静态下的平均直径， 0a 为静态衍射图中心亮斑的直径， fa 为动

态衍射图中心亮斑横轴长度。 

激光衍射法获得的衍射图，是细胞群体衍射的叠加，反映的是红细胞的平均

形变性。该方法有用血量少，重复性好，对同一样品 10 次重复测量，变异系数

只有 1%。但由于红细胞在悬浮液中悬浮的形态不同，不能分析不同年龄或不同

受损程度的红细胞群。 
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透镜

激光束

内圆筒

血标本

外圆筒

 
图 4.2 激光衍射仪工作原理示意图 

4.2.3 微孔滤筛法 

Gregersen 等【14】在 1976 首先介绍应用聚炭酯膜作过滤器研究红细胞的可

变形性，后来 Reid-Dormady 等加以改进。方法是测量一定量的红细胞悬浮液通

过一定大小筛孔的滤器需要的时间或从细胞悬浮液通过滤器时的压力~流量关系

来测量红细胞的变形性。此法优点是仪器简单，在一定程度上可模拟红细胞通过

微血管时的流动状态，缺点是影响红细胞滤过的因素较多，重复测定的变异系数

较大。 

Rosasco 等【15】曾比较了激光衍射法和微孔过滤法的结果，发现激光衍射

法测得的红细胞变形指数 DI 值与过滤法中红细胞悬浮液滤过时间呈双曲线关

系，DI 越大，滤过时间越短，反之，滤过时间延长。如将被滤过的红细胞作激

光衍射测定，发现 DI 值明显大于未能通过滤膜的红细胞 DI 值。 

4.2.4  微管吸吮法 

微吸管法是用内径 3~5μm 的微管在一定的负压下吮吸红细胞，测量在一定

负压下红细胞被吸入管内所需要的 小直径，或者测量在一定管径下细胞被吸入

管内所要求的 小吮吸负压，以此在比较红细胞的可变形性的好坏。此方法首先

由 Micthison 和 Swann【16】发明，后来 Lacelle【17】和 Burton【18】进行了改

进并用来研究红细胞的可变形性。Evans【19，20】等利用它对红细胞的力学性

质做了理论分析。若管径小于 3μm，则红细胞仅部分吸入管内，由吸入部分的长

度和所采用的负压可计算红细胞膜的切边模量和其他力学参数。还可以根据吮吸

期间红细胞被吸入的时间过程，或放出之后形状恢复的时间过程计算细胞膜的表

面粘性系数。 

微吸管法的优点在于能定量计算单个红细胞的可变形性及膜的一些力学参
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数，应力-应变关系十分清楚。缺点是只能测量单个细胞，要估计细胞群体的特

点必须测量大量细胞，因此不适宜临床检查，主要适用于实验研究。另外，红细

胞膜在微吸管实验中的变形相当复杂，并且在微吸管端头附近很可能有显著的弯

曲阻力，微吸管法测得的可能是弯曲和拉伸弹性的综合效应。 

       
图 4.3 微管吮吸红细胞 

4.2.5  光镊牵拉法 

光镊技术可以捕获、移动细胞、细胞器或胶体颗粒等，且对它们的损伤很小

【21】，更重要的是光镊还是微小力的探针，可以对细胞的力学特性进行定量研

究【22，23】。光镊牵拉实验中，先利用光镊捕获两个小球（聚苯乙烯或者硅球）

黏附在细胞直径两端，其中一个小球附着在平板上，另一小球作为手柄被光镊操

控，然后对红细胞进行拉伸。拉伸中任一瞬间，拉伸力通过小球偏离光镊光阱中

心位移量来计算得到，细胞直径可以通过两个小球间距来获得，这样可以得到细

胞的拉力-拉伸关系。Sylvie【24】利用光镊对人的红细胞进行单轴拉伸，在小变

形情况下，测量细胞横向直径大小与拉伸力的关系，测得细胞膜的剪切模量为

2.5±0.4μN/m，比微吸管法测量结果稍小。 

光镊拉伸有两种方式：单光镊和多光镊。单光镊法中细胞两端的小球一个被

光镊操控，另一个附着在样品池底部平板上【24，25】。而多光镊系统中，小球

都被光镊捕获，这样可以消除单光镊法中样品池底面的影响。Guillaume 等【26】

从红细胞膜上萃取了血影蛋白骨架（skeleton），对其面积扩张模量和剪切模量进

行了测量。实验中将硅球加入溶液中会粘于细胞膜表面，当脂双层被分解后，硅

球仍联结在膜骨架上，寻找粘有三个硅球的膜片，通过三光镊分别操控三个硅球

（图 4.4），并对血影蛋白骨架进行拉伸变形，测得等渗条件下，红细胞膜骨架面
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积扩张模量 Kc为 6.1μN/m，剪切模量为 μc=2.7μN/m。 

      
图 4.4 三光镊研究红细胞膜骨架变形 

光镊牵拉法只能对单个红细胞膜弹性进行测量，但该方法原理简单、精度高

且可靠性强。光镊拉伸法测量红细胞膜剪切模量数值比微吸管法的结果小，因为

微吸管法，细胞经历了大的形变，细胞应变与应力关系超出线性范围，而且在微

吸管和细胞的接触区域，细胞受力复杂，简化分析时将导致测量结果偏差。另外，

利用光镊技术也可以很方便的进行细胞形变恢复能力的检测，当细胞被拉伸后，

撤掉光镊，细胞将会慢慢恢复原来形态，由此获得细胞的松弛特点 

红细胞的变形能力与血液循环有着很大的关系，其变形能力的改变是一些疾

病的主要原因或重要临床表现，所以对红细胞变形性的测量和研究有着重要的意

义。红细胞与一般粘弹性体的 大区别是具有一定的聚集性（由于红细胞膜表面

的蛋白带有一定量的电荷），因此红细胞在流动中会发生一定的聚集，这也是红

细胞流变形的一个重要性质，在激光衍射法的红细胞变形仪中，可检测红细胞的

聚集和解聚过程，从而测出红细胞的聚集性。变形性、松弛性和聚集性三者结合

起来，才能完全反应红细胞在机体中的流动性。另外，对红细胞变形能力的深入

了解有助于人们阐明具有更复杂结构的细胞的力学性质。同时，深入研究红细胞

的相关特性，可为人工红细胞的构建提供实验依据，推进人工红细胞替代红细胞

应用研究的步伐。 

 

4.3 光镊测量红细胞形变的渗透压谱 

红细胞的变形能力受到细胞所处环境的很大影响，例如血液粘度、pH 值以

及渗透压等。在这方面的研究大都使用的是宏观测量方法，没有以单个红细胞为

对象进行研究。前面关于红细胞变形能力的测量方法中已经提到了光镊技术，光
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镊技术的优点在于可以对单个红细胞的力学行为进行研究测量。研究者们已经利

用光镊技术研究并测量了单个红细胞膜的弹性模量，但渗透压对细胞弹性模量的

影响还没有人进行测量。下面介绍的研究工作主要是测量不同渗透压下红细胞膜

的弹性模量。 

4.3.1  材料与方法 

1、材料 

红细胞在校医院化验室现场采集获取。细胞处理方法：血红细胞加入适量 0.9

％的 NaCL 溶液后，放入离心机离心三次（800 转 10 分钟）。 终，细胞置入不

同渗透压的 NaCl 溶液（PH=7.4）中。 

2、实验方案 

 
图 4.5 单光镊法拉伸红细胞 

实验中利用光镊拉伸红细胞的方法如图 4.5 所示，在细胞直径两端分别固定

一个小球，其中一个小球固定在样品池底部，另外一个小球被光阱所捕获。由于

细胞很靠近样品池底部，会因为非特异性作用受到底面吸引，所以事先要把样品

池表面用聚赖氨酸处理，避免红细胞与样品池玻璃表面的结合。实验中光镊所操

纵的小球为直径 3μm 的聚苯乙烯小球，其表面包被一层人体 IgG 抗体蛋白，以

便更容易与细胞结合。在测量低渗或者高渗下红细胞膜弹性时，细胞和小球都事

先用相应渗透压的 NaCl 溶液进行稀释，再加入样品池中。然后用玻片覆盖密闭，

以减少实验过程中溶液蒸发导致的渗透压变化。 

将处理好的样品池放在显微镜载物台上，利用捕捉一个小球，调整光阱高度，

将小球压在样品池底面约 1min，然后关闭光镊观察小球是否还动，确认小球与

载玻片粘合。调整光镊光源功率（<100mw）， 避免激光功率过高将红细胞损伤。

开启光镊捕获红细胞，移动红细胞，以使细胞膜与固定在载玻片上的小球粘连；

粘连后，保持 2min 左右，关闭光镊以确认细胞膜与小球粘合。再用光镊捕获另

外一个小球，靠近红细胞，与细胞膜粘合。需要注意的是，要尽量使两小球粘合
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点分别位于细胞长轴直径的两个端点。 

用一定功率的光镊操控粘在细胞可移动端的小球拉伸细胞，随着小球的移动, 

细胞也被拉长, 当细胞被拉伸到一定长度时, 细胞反弹并带动小球从光镊中逃逸, 

并回复到初始形态。 

整个实验过程用计算机直接显示和控制，同时录像。分析图像可以测量细胞

拉伸过程的每一帧中两个小球球心的距离，该距离减去细胞平衡状态时的直径D , 

即为细胞被拉后的伸长长度 L ，定义 L / D 为细胞的相对伸长ε。用光镊操控

小球的力 F 除以相对伸长ε，得到拉力与伸长比值: F/ε。逐步加大光镊操控力

F，细胞相对伸长ε也加大，可得到一系列 F/ε值，即拉力-伸长关系曲线，根据

拉力-伸长曲线可以计算得到细胞膜的剪切弹性模量。配制不同渗透压溶液，分

别进行拉伸实验，可得到膜弹性模量与渗透压的关系曲线。 

4.3.2  实验结果 

    下图为等渗（300mOsmol/L）条件下，红细胞拉伸过程。实际拉伸红细胞是

通过水平移动样品台来实现的，为了使拉伸力沿水平方向，光阱中的小球要尽量

靠近样品池底面，使其与固定在样品池底面的小球高度接近。由于拉伸过程是一

个准静态过程，所以阱位靠近样品池底面影响不大（流体力学法进行光阱刚度标

定时，光阱中小球距离底面不能太近，否则要对 Stokes 力进行修正）。 

 

图 4.6 红细胞拉伸过程 

通过对拉伸录像的分析，可以得到拉伸力 F 与细胞的相对伸长ε的关系，如

图 4.7 所示（激光功率 P=60mW），从图中可以看出，拉伸力与细胞相对伸长成

正比。改变激光功率进行拉伸实验，结果如图 4.8，同样，拉伸力与相对伸长成

正比，与激光功率没有关系。 
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图 4.7 拉伸力与细胞相对伸长的关系             图 4.8 不同功率下的 F~ε曲线 

    从图中可以看出，当拉伸力大于 7pN 时，F 与不再随ε线性变化，在 F 小于

7pN 时，细胞的形变小于 30%，这是红细胞在等渗条件下的线性形变区，根据

F/ε的值可以得出红细胞膜的剪切模量 μ，μ的大小可以反映红细胞的变形能力。

其值越大，表明细胞越“硬”，越不容易形变，反之，细胞越容易变形。红细胞

膜的剪切模量 μ 与（F/ε）3/2 成正比【25，27】，所以 F/ε的值直接可以反映细

胞形变能力，其值越小，细胞越容易变形。直接从 F/ε本身的意义也可以得到这

个结论，F/ε越小，表示细胞产生一定的形变，需要的拉力也越小，显然说明细

胞容易发生形变。 

 

图 4.9 不同渗透压下的 F/ε 

为了研究渗透压对细胞变形性的影响，我们测量了不同渗透压下，红细胞膜

的 F/ε，结果如图 4.9，发现渗透压在 200mOsmol/L 以上时，F/ε的值在等渗条

件下 低，这意味着细胞在等渗条件下变形性 好，这与传统研究结果一致。 

4.3.3  分析与讨论 

红细胞的变形能力与细胞膜的粘弹性有很大关系。在红细胞未受外力时，

spectrin（血红蛋白）分子聚集至团状，发生变形时，在可逆变形范围内，细胞
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膜骨架网络重新分布，仅部分 spectrin 分子收缩和折迭，随着应力的增加，这种

伸展和压缩都达到 大限度，这就是可逆形变的临界状态，再增大应力，骨架蛋

白之间薄弱的连接处就会发生断裂，膜内复合物联结的任何损伤都将破坏膜的机

械完整性，这正是红细胞膜在其表面积增大 2~3%时膜就会破裂的原因。由此可

见，在光镊拉伸红细胞的线性形变范围内，细胞膜的面积可以认为保持不变。另

外，在等渗条件下，红细胞内血红蛋白浓度约 33g/dl，内粘度约为 7mpa.s，它对

红细胞的变形影响可以忽略，所以，在等渗以及低渗条件下，细胞变形时能量主

要消耗在膜上。因此在等渗及低渗条件下，细胞膜的弹性模量可以直接反映红细

胞的变形性。 

由图 4.9 可以看出，渗透压在 220~300mOsmol/L 范围内，随着渗透压的降

低，F/ε在增大，细胞膜弹性模量增大，细胞变形能力减弱，这主要是因为渗透

压降低后，细胞外面的水分子进入细胞内，细胞体积增大，同时细胞膜表面积不

变，所以比表面减小，所以红细胞的变形能力减弱。当渗透压低于 200mOsmol/L

时，细胞膜弹性模量急剧降低，这是由于随着渗透压的降低，红细胞膜发生损伤，

细胞发生溶血，细胞膜骨架的破坏导致细胞变形及其容易。 

当渗透压高于 300mOsmol/L 即高渗条件时，随着渗透压升高，F/ε先缓慢

增加，然后开始急剧增大，即细胞变形能力先缓慢减弱，当渗透压超过

500mOsmol/L 后，细胞变形能力急剧降低。事实上，高渗条件下细胞膜弹性模量

并没有很大变化，之所以细胞变形能力下降，是因为细胞内液粘度变化引起的。

前面提到，在等渗和低渗条件下，细胞内液粘度很低，对细胞形变影响很小，但

随着渗透压升高，细胞内水分子不断通过细胞膜进入体液中，细胞内血红蛋白浓

度将会 呈指数增加，这时候，内粘度逐渐成为影响红细胞变形能力的重要因素。

从图中可以看出 F/ε随渗透压呈指数增加，由此可见，在高渗条件下，F/ε可以

直接反应红细胞的变形能力，但不能反映细胞膜的剪切模量。 

 

4.4 有限元法模拟红细胞的变形 

为了更容易理解形状不同对红细胞变形能力的影响以及双凹形对红细胞变

形能力的重要性，我们利用有限元法对不同形状的红细胞变形进行模拟。有限元

（Finite Element Analysis, FEA）是一门以结构力学和弹性力学为理论基础，以计
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算机为媒体，以有限元程序为主体，对结构工程的数值计算方法。有限元是工程

技术领域进行科学计算的极为重要的方法之一，利用有限元分子可以获得很多复

杂工程结构的各种机械性能信息，还可以直接就工程设计进行评判，对各种工程

事故进行技术分析。 

自从 1960 年波音公司提出有限元这一概念以来，有限元方法在工程技术领

域得到了广泛的应用，从简单的弹性力学到复杂的弹塑性非线性分析，从 初只

在航空工业中使用到目前广泛应用于机械设计制造、航空、汽车、土木工程、生

物力学、生物医学等领域，从 初的结构静力学分析到现在的结构动力学、热学、

电磁学、流体力学以及多种物理场耦合分析。短短 40 多年，有限元分析方法在

各个领域都得到了广泛应用。 

4.4.1 有限元法的基础原理简介 

有限元的概念早在几个世纪前就已经产生并得到了应用，例如用多边形逼近

圆来求得圆的周长，但作为一种方法被提出，则只有几十年。有限元法的实质是

把具有无限个自由度的连续系统，理想化为只有有限个自由度的单元集合体，使

问题转化为适合于数值求解的结构型问题。有限元分析是物理现象的模拟，是对

真实情况的数值模拟，通过对分析对象划分网格，把具有无限个自由度的连续系

统离散成有限个自由度的单元集合体，通过求解有限个数值来近似模拟真实环境

的无限个未知量。 

有限元方法和其他求解边值问题近似方法的根本区别在于它的近似性仅限

于相对小的子域中。不同于求解满足整个定义域边界条件的允许函数的 Rayleigh 

Ritz 法，有限元法将函数定义在简单的几何形状的单元域上，不考虑整个定义域

的复杂边界条件，这是有限元法优于其他近似方法的原因之一。 

对于不同物理性质和数学模型的问题，有限元求解问题的基本步骤通常为; 

1、 问题及解域定义：根据实际问题近似确定解域的物理性质和几何区域。 

2、 求解域离散化：将求解域近似为具有不同有限大小和形状且彼此相连的

有限单元组成的离散域，习惯上成为有限元网络划分。显然单元越小近似程度越

好，计算结果也越精确，但计算量和误差都将增大。 

3、 确定状态变量及控制方法：具体的物理问题通常可以用一组包含问题状

态变量边界条件的微分方程式表示，为适合有限元求解，通常转化为等价的泛函
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形式。 

4、 单元推导：对单元构造一个合适的近似解，建立单元试函数，从而形成

单元矩阵。为保证问题求解的收敛性，单元推导有许多原则要遵循，例如每个单

元的解题性能和约束。 

5、 总装求解：将单元总装形成离散域的总矩阵方程，放映对近似求解域的

离散域的要求，即单元函数的连续性要满足一定的联系条件。总装是在相邻单元

结点进行，状态变量及其导数连续性建立的结点处。 

6、 联立方程组求解和结果解释：联系方程组的求解可用直接法、迭代法和

随机法。求解结果是单元结点处状态变量的近似值。 

大型通用有限元商业软件有：NASTRAN、SAP、ANSYS、ABAQUS 等。

这里，我们采用 ABAQUS 软件。 

 

4.4.2 红细胞力学模型 

Evans 和 Fung 在 1972 年测量了大量人类红细胞的形状，并给出了一个描述

红细胞双凹形的函数： 
22 2 2 2 2 2

0 0 1 22 2 2
0 0 0

0 0 1 2

0.5 1

3.91 , 0.207, 2.00, 1.12

X Y X Y X YZ R C C C
R R R

R m C C Cμ

⎡ ⎤⎛ ⎞+ + +⎢ ⎥= ± − + + ⎜ ⎟
⎢ ⎥⎝ ⎠⎣ ⎦

= = = = −

     （4.1） 

其中 2R0 为细胞的平均直径，不同红细胞的直径跨度为 7~8.5um。由于细胞形状

的对称性，可以只取一半细胞作为模型进行计算。在光镊拉伸实验中，过细胞中

心垂直于拉伸方向的平面将细胞分为对称的两部分，在横截面上，每一点在拉伸

方向是不受力的。 

1、基本假设 

ABAQUS 软件中没有规定单位，所有单位由使用则自行设定，在本文模拟

中，单位制取为 pN，μm。理论模拟不可能完全接近实际情况，该力学问题中用

到以下基本假设，在简化模型的同时力求接近实际情况： 

（1） 假设细胞膜材料性质不变，用均匀的不可压缩的标准

Neo-Hookean 和 Yeoh 模型进行描述； 

（2） 假设拉伸的小球是刚体，小球和细胞的接触面积不变； 
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（3） 忽略周围流体的粘弹性和温度变化的影响。 

2、材料属性 

人的红细胞的细胞膜由磷脂双分子层、血影蛋白网络和膜蛋白组成。膜中的

脂质主要包括磷脂、胆固醇脂和糖脂，脂双层具有流动性，可以影响红细胞的变

形性。膜骨架蛋白对脂双层起着支撑作用，其成分变化或者膜的其他成分变化均

可改变膜流动性。根据红细胞膜的性质，我们采用连续的超弹性材料来模拟。 

 

图 4.10 红细胞膜结构及连续介质模型示意图 

超弹性材料的性质一般在橡胶材料中出现，其应力-应变关系是非线性的。

在小形变状态下，超弹性性质退化为弹性性质，在大形变状态下，超弹性材料会

出现非线性。在这里，我们使用 neo-Hookean 模型，该模型是超弹性模型中 简

单的，只使用剪切模量 G0 一个参数。Neo-Hookean 材料的应变能密度函数为 

2 2 20
1 2 3( 3)

2
GU λ λ λ= + + −                    （4.2） 

其中 G0 是初始剪切模量， 1i iλ ε= + ，εi（i=1，2，3）是名义应变的主应变。在

不可压情况下，有 1 2 3 1λ λ λ = 。在单轴拉伸情况下，拉伸方向上的膜应力 T1 可以

表示为 

1.5 1.5
1 0 0 1 1

1

( )UT h G h λ λ
λ

−∂
= = −

∂
                   （4.3） 

h 是瞬时的膜厚，h0 是初始膜厚度，因此，膜的剪切应力为 
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1.5 1.5
1 2 0 0 1 10.5( ) ( ) / 2ST T T G h λ λ−= − = −                    （4.4） 

故膜的剪切模量为 

0.5 2.5
0 0 1 1

1 3
1 1

3 ( )1( )
2 4( )

S

S

T G h λ λμ λ
γ λ λ

−

−

∂ +
= =

∂ +
                   （4.5） 

当 1 1λ = 时，由上式可得 

0 0 0
3
4

G hμ =                       （4.6） 

查 ABAQUS 用户手册得到 C10=0.5G0，其中 C10 为 ABAQUS 中表征 neo-Hookean

模型的参数。 

4.4.3 模拟计算 

1、几何模型的创建 

在 ABAQUS/CAE 中创建三维可变性实体模型： 

Modeling Space：3D  Type:Deformable 

Shape：Solid  Type：Revolution/Extrusion    Approximate size：20 

根据式（4.1）所示红细胞形状方程画出半个红细胞模型，膜厚取 0.0075μm，

然后旋转 180°得到所需细胞模型。然后画直径 1μm 的圆柱，与细胞模型进行布

尔差运算，在细胞表面截得椭圆区域，模拟聚苯乙烯小球与细胞接触的区域。

后模型图如图 4.11。取细胞膜弹性模量 μ0=2.0pN/μm，则 C10=0.5G0=2μ0/3h0=178。 

 

图 4.11 红细胞几何模型示意图 

2、材料属性的定义 

选择超弹性属性并赋予给上一步所画模型，参数如下： 
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Mechanical Elasticity Hyperelastic(超弹性) 

    属性：Strain energy porential:Neo Hooke 

C10    D1 

178       0 

3、边界条件设定 

细胞拉伸方向设为 z 方向，中心截面为 x-y 平面，且长轴方向为 x 方向。在

中心截面上各点只有 x 和 y 方向的自由度，z 方向自由度被限制，长轴直径两端

点只有 x 方向自由度。负载加在圆柱截出的椭圆形区域上。 

4、网格划分 

这里采用三角形网络自由划分，布点密度与模型形状有关，正常红细胞形状

比较复杂，为了保持网络的对称性，布点密度应适当增大。网格划分结果如下图，

建立任务后即可提交进行计算。 

 

图 4.12 模型网络划分示意图 

5、不同形状的细胞模型 

    为了与实验结果比较，选择不同形状的细胞进行拉伸模拟，在考虑到细胞表

面积不变的情况下，选取各种不同形状来来对正常双凹形红细胞逐渐变为球形的

过程进行模拟。  

 

4.4.4 模拟结果 

1、双凹形正常红细胞 
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正常红细胞的形状由式 4.1 确定，通过模拟得到在不同的拉伸力作用下，细

胞轴向直径（沿拉伸放方向）的变化情况，如图 4.13 所示，图 4.14 为红细胞变

形过程图示。当拉力比较小时，细胞直径与拉伸力成正比，随着拉伸力增大，细

胞发生非线性形变，曲线斜率变小，说明细胞变硬，与小变形情况相比，大变形

时细胞变得不容易被拉伸，细胞变形能力逐渐变弱。 

 

图 4.13 正常红细胞的拉伸曲线 

    

    

图 4.14 红细胞变形过程模拟 

2、椭球形细胞 

当红细胞外环境渗透压降低时，细胞体积增大，细胞会逐渐变成椭球形，
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后变为球形。由于红细胞膜的面积扩张模量很大，所以在细胞变形中细胞膜的表

面积保持不变。假设红细胞变成椭球时为 aab 型旋转椭球，用长短轴之比为 2：

1 的椭球来模拟红细胞由双凹形变成球形过程中的某个状态。由式 4.1 决定的红

细胞表面积约为 135μm2，变为长短轴之比为 2 的旋转椭球后，根据表面积不变，

可以计算得到 a=3.87μm，b=1.94μm。通过 ABAQUS 模拟该形状的细胞在拉力作

用下的变形情况，结果如图 4.15。当拉力比较小时，细胞直径与拉伸力成正比，

随着拉伸力增大，细胞发生非线性形变，曲线斜率变小，说明细胞变硬，与小变

形情况相比，大变形时细胞变得不容易被拉伸，变形能力稍微变弱，但与小形变

时的变形能力差别不是很大。 

 

图 4.15 椭球形细胞的拉伸曲线 

3、球形细胞 

当红细胞周围环境渗透压降低到一定程度时，细胞逐渐变为球形，仍然假设

细胞膜表面积为 135μm2，则半径为 3.28μm。细胞膜由双凹形涨大为球形，表面

各处的变形能力并不相同，为简化模型，假设球形细胞膜处处均匀，每个地方变

形能力多相同。模拟结果如图 4.16 所示，发现在 0 到 50pN 拉伸力范围内，细胞

直径和拉伸力都是成线性关系，也就是说在大形变时，细胞的变形能力没有减弱。 
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图 4.16 球形细胞拉伸曲线 

4.4.5 讨论 

从以上模拟结果发现，不同形状的红细胞，其变形能力有很大差别。对于正

常的双凹形细胞和椭球形细胞，当拉伸力小于 10pN 时，细胞发生弹性形变，当

拉力再增加时，细胞发生非线性形变，形变量不再随拉力呈线性增加，而且随着

拉力增加，细胞变形能力减弱，细胞形状越接近球形，变形能力减弱的越慢。这

个结果从另一方面也说明了双凹形细胞的变形能力 强。 

根据红细胞直径随拉力的变化关系可以得到细胞相对伸长量随拉力的关系，

从而得到细胞的拉力-相对伸长曲线，如图 4.17(a)、(b)，从图中可以明显的看出

来，双凹形红细胞的 F/ε值 小，也就是说 容易发生形变。在小形变范围内

（F<20pN），球形细胞变形能力 弱。当拉力进一步增大时，球形细胞变形能力

超过椭球形细胞，这与预期不相符合，可能是由于模型过于简单所造成。由图

4.17(b)可看出，当拉伸力小于 10pN 时，各种形状的细胞的型变量与拉力都呈线

性关系。以上模拟结果与实验结果（图 4.8）都比较符合。 
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(a) 

 
(b) 

图 4.17 不同形状细胞的力-伸长曲线模拟结果 

4.5 本章小结 

长期以来，人类的红细胞就是科学家研究的一个焦点，红细胞有一个相对简

单的结构，没有细胞核，同时具有轴对称的形状，红细胞的变形特征一直为研究

者所感兴趣，因为红细胞的变形对血液流动有着重要的影响，与一些疾病也有着

直接的关联。在这一章中，我们利用光镊技术对等渗条件下的正常双凹形红细胞

的膜弹性进行了测量研究，测量结果与以往报道结果接近。由于红细胞的变形受

到周围环境如渗透压、pH 值等因素的影响，这方面的实验报导很少，因此我们

对不同渗透压下红细胞的形变特征进行了研究，发现等渗条件下双凹形的红细胞

形变能力 强，渗透压降低时，红细胞形变能力下降，其主要是由于细胞形状的
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改变造成的，细胞由双凹形逐渐变为椭球形、球形时，表面积与体积之比值增大，

细胞变形能力下降；而在高渗条件下，细胞变形能力同样减弱，主要原因是细胞

内液粘度呈指数增加。另外，我们还利用 ABAQUS 有限元软件对不同形状的红

细胞变形进行了模拟，模拟结果与实验结果基本相符，该结果有助于理解红细胞

双凹形的形状对其形变能力的影响。 

红细胞的长期保存对临床医学研究的重要课题，目前红细胞的冻干保存引起

了人们的广泛关注，其机理是通过加入保护剂后冻干减少水分来降低酶活性，有

效延长细胞存活时间，干燥过的细胞可以在常温下长期保存或远距离运输。在红

细胞冻干之前需要利用高渗法加入保护剂（如海藻糖等），而保护剂的保护机理

人们还未真理理解。利用光镊技术研究高渗状态下加入保护剂前后红细胞的力学

性质，有助于揭示保护剂对细胞结构和功能的保护机理。 
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第五章 旋转玻片实现分时复用多光阱 
 

光镊可以捕获几纳米到几十微米的微粒，在很多领域已经有所应用。然而单

束激光只形成一个光阱是光镊应用的一个限制因素，很多研究中需要操控多个粒

子，如研究胶体粒子相互作用【1】，复杂流体的流变学性质【2】，拉伸 DNA 丝

【3】以及测量蛋白质间的相互作用【4】等，这些研究都需要多光阱技术。随着

光镊应用领域的不断扩大，研究者们已经不再满足于用单光镊对物体进行简单的

操控，应用上的需求引导光镊研究向多光阱光镊转移。Arthur Chiou 等【5】利

用 AOM 实现分时复用的跳跃光阱来拉伸红细胞，测量红细胞的变形特点。而目

前发展较快的全息光镊技术有望在细胞及药物分选等领域得到应用。 

5.1 多光阱的实现方法及应用 

5.1.1 多光阱的实现方法 

目前实现多光阱的方法有很多，如采用多个光镊光源分别形成光阱、利用偏

振分束器将单光源分束形成双光阱、利用声光调制器切换光束实现多光阱、采用

全息衍射光学元件形成复杂多光阱等。下面分别对各种方法进行介绍。 

1、采用多束激光作为光镊光源：每束激光波长各不相同，这种方法形成的

多光阱比较稳定，每路光镊可以独立操控，使用比较方便。但是成本过高，如果

每路光源都选择功率高、模式好的激光器，显然价格昂贵，即使可以选择价格较

低的半导体光源，但多波长光源同时耦合进入显微镜，要求加工满足多波长反射、

透射的光学元件，对光学元件镀膜要求很高。 

2、偏振分束形成双光阱：为避免同种波长激光干涉，利用偏振分束棱镜将

光源分解成偏振方向互相垂直的两束光，然后再耦合进入显微镜形成双光阱。两

个光阱可以独立操控，由于两路光波长相同，对光学元件镀膜要求不高，缺点是

只能形成两个光阱。在实际应用中，偏振分束法经常与多光源法相结合，形成更

多数量的光阱，例如我们小组的纳米三光镊设备【6】。 

3、利用声光调制器偏转光束实现多光阱 

声光设备可以看作是一种媒质，光和声波的相互作用产生光束的衍射。当超

声波在声光晶体材料中传播时，导致晶体密度的变化，从而导致折射率发生变化，
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这样折射率就可以被周期性的调制，形成可变化的相删，在一定条件下，光束穿

过声光晶体的相删时会发生布拉格衍射，如下图， 

 
图 5.1 拉布格衍射 

满足布拉格衍射时有 

sin B
s

λθ
λ

=                         （5.1） 

由于λ<<λS，所以布拉格角θB很小，因此偏转角为 

2 B sfn
λθ θ
ν

Δ = =                       （5.2） 

其中，λ为入射光波长，n 为介质折射率，fs 为超声波频率，ν为介质中的声速。

当声光调制器工作于布拉格模式时，衍射光束的偏转角与超声波的频率呈线性关

系。改变超声波的频率，即可达到控制激光束的目的，这就是声光偏转器的原理。 

在光镊光路中加入声光调制器，对光束进行偏转，实现光阱位置的改变，通

过改变超声波的频率，可以改变光束偏转方向。利用声光调制器，可以产生线扫

描光阱，实现多粒子的线状排布【7】以及拉伸红细胞【5】等。另外，也可以利

用快速反射镜（FSM）实现光束偏转，只是带宽没有声光调制器大。 

4、全息光镊 

全息光镊是利用全息元件构建的具有特定功能的光场而形成的光镊，如多粒

子操控的阵列光镊，旋转粒子的涡旋光镊以及 近几年发展起来的三维阵列光

阱。 好的全息光镊是芝加哥大学 Eric R.Dufresne 等【8】与 1998 年实现，他们

利用 DOE 将准直的激光束分成多个独立的光束，通过强会聚透镜聚焦后形成多

75



中国科学技术大学博士学位论文  第五章 旋转玻片实现分时复用多光阱 

光镊。目前全系光镊的全息元件多由空间光调制器（SLM）形成，其中由计算机

寻址的液晶空间光调制器 为常见。实现全息光镊的常见光路有菲涅尔型【9】

和傅里叶型【10-12】，如图 5.2 所示。 

  

（A）菲涅尔型光路；（B）傅里叶型光路 

图 5.2 实现全息光镊的典型光路 

利用全息光镊可以实现各种复杂的操控，光阱数量可以多达 400 个【13】。

动态全息光镊可以操控粒子沿着任意设定的轨迹运动，实现各种复杂的操控【10，

14，15】，在药物分选等领域有很大的应用价值。然而昂贵的价格使得 AOM 与

动态全息等技术的发展受到一定的限制。此外，动态全息光镊稳定束缚多个粒子

要求入射激光的功率很高。 

5.1.2 多光阱的应用 

1、测量胶体粒子间相互作用势 

胶体体系是一种相当广泛的物质体系，在日常生活和生产活动中，人们都会

不断的和胶体打交道，例如牛奶、油漆以及化妆品等都属于胶体。对胶体体系中

粒子之间的相互作用的研究一直是该领域的活跃的方向。光镊在胶体领域也有了

很多的应用。任洪亮等【16】利用双光镊测量了胶体粒子间的长程相互作用势，

所得结果与 DLVO 理论相符合。Pantina 等【6】利用扫描光镊捕获和操控多个胶

体粒子，依靠粒子间的相互作用吸引力，排列成线性小球链，如图 5.3，然后利

用双光镊沿小球链方向拉伸小球，如图 5.4，直到小球链中某处断开，测量该状

态下粒子间的结合力。另外，他们还对小球链的弯曲力学性质进行了测量【17】。 
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图 5.3 利用扫描光镊把粒子排布成线性小球链 

 

图 5.4 双光镊测量胶体小球间的结合力 

2、拉伸红细胞 

上一章详细介绍了光镊技术拉伸红细胞的方法，普通的方法是在红细胞直径

两端粘两个小球，光镊操控小球来拉伸红细胞。Arthur Chiou 等【7】发展了一

种新的拉伸红细胞的技术，他们利用声光调制器产生一维跳跃光阱，光阱之间的

距离通过超声波频率来控制，用这种跳跃光阱来拉伸红细胞，同样可以研究红细

胞膜的力学特性。 
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图 5.5 一维跳跃光阱拉伸红细胞 

3、多粒子的复杂运动 

全息光镊可以形成各种功能的光阱，对粒子实现复杂的操控，科学家 Grier

【10】预言，全息光镊将引发光学操控的一场技术革命。利用光波前校正技术所

产生的力可以实现快速控制，对多粒子进行实时动态的捕获和操控【18，19】。

Jesacher A.等【20】利用全息光镊产生了圆形、椭圆、多边形和笑脸等形状的振

幅分布、相位分布，还操控微小粒子在光阱中逆时针运动。全息光镊发明之前，

光镊技术的应用主要侧重在基础研究方面，由于全息光镊在多粒子操控方面的优

势，将会为光镊走向实用化、规模工业生产打开新局面。全息光镊的不足是目前

采用的空间光调制器的衍射效率还比较低，而且同时形成光阱数量很多，平均到

单个光阱中的激光功率比较低，会导致光阱捕获能力下降。 

 

图 5.6 全息光镊形成各种形状的光镊 
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5.2 旋转玻片实现分时复用多光阱 

本章介绍一种在普通单光镊装置上实现分时复用光阱（time sharing optical 

tweezers, TSOT）的新方法，利用光经过一定厚度的倾斜玻片产生微小偏移来实

现光阱位置的变化。将不同厚度的玻片放置于转盘中并倾斜安置在光镊光路的合

适位置，当转盘旋转时即可实现多光阱。旋转玻片实现多光阱的方法新颖巧妙，

与转镜或 AOM 实现分时复用技术相比，该方法装置更加简单，成本更加低廉，

很容易推广应用。 

5.2.1  原理设计 

光线斜入射到平板玻片上，经过两次折射，出射光线会发生一定平移，如图

5.7(a)所示，出射光线相对于入射光线的平移量 x0 与入射角度 θ、玻片厚度 t 以及

玻璃折射率 n 间满足如下关系： 

0 2 2

sin cos(sin )
sin

x t
n
θ θθ

θ
⋅

= ⋅ −
−

                （5.3） 

由式（5.3）可知，光线平移量 x0 与 t、θ、n 都呈单调递增关系。 

       
图 5.7  (a)单束光线和(b)微发散光线束经过平板玻璃的传播示意图 

考虑 x-z 平面内 A 点发出的两条光线，如图 5.7(b)所示，它们与 z 轴夹角分

别为±α（α<<1），入射到倾斜角为 θ的玻片上（玻片表面法线在 x-z 面内），则入

射角分别为 θ±α，经过玻片后两条光线都发生平移，设平移量分别为 x±。当 α<<θ

时，一级近似下有 x±=x0±α·dx/dθ，x0 为发散角为 0°的光线经过玻片后在 x 方向的

平移量。由图 5.7(b)可知，两条微发散光线斜入射玻片后都发生平移，但出射光

线反向延长线的交点 B 与 A 点不重合，交点 B 相对于 A 在 x、z 方向上都有偏

移，分别为：    

(a) (b) 
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0 2 2

sin cos(sin )
2cos sin
x xx x t

n
θ θθ

α θ
+ −+ ⋅

Δ = ≈ = ⋅ −
−

                   （5.4） 

2
0

2 2 2 2 3

cos 2 sin 2(cos )
2sin sin 4 ( sin )

xx xz t
n n

θ θθ
α θ θ θ

+ − ∂−
Δ = ≈ = ⋅ − −

∂ − −
   （5.5） 

由于 α<<θ，一级近似下，偏移量与发散角 α无关。由此可知从 A 点出发的发散

角在±α范围内的所有光线经平板平移后均反向会聚于 B 点。当入射光线不在 x-z

平面内时，需要考虑光线在 y 方向的发散角所造成的影响，经分析可知，y 方向

发散的光经玻片后，出射光线反向延长线同样会聚于 B 点。根据光路可逆原理，

对于微会聚的光束照射到倾斜玻片上，也会造成会聚点的偏移，且偏移量与会聚

角度没有关系，大小仍由式(5.4)、(5.5)决定。 

由显微镜光路可知，对于放大倍率为γ 的物镜，共轭点处的物横向和纵向偏

移 Δx、Δz，对应物镜焦平面上的象横向和纵向分别偏移 δx、δz，它们的关系为： 

/x xδ γ= Δ                         （5.6） 

2/z zδ γ= Δ                         （5.7） 

于是，在共轭点后方放置倾斜玻片，使入射光束发生横向及轴向偏移，可造成物

镜焦平面上光斑的偏移。根据这个思想可以实现光阱位置的改变。 

单光镊光路如图 5.8 所示，平行光经过阱位透镜 L 聚焦在显微镜共轭成像面

C 处，然后以微发散的光束耦合进入显微镜，通过辅助透镜 T(f=150mm)后以平

行光进入物镜 O 中。在光镊设计中，要求物镜后瞳的光束直径 d 为 3~5mm【21】，

由此可知 C 点前后光束的发散角 2α约 0.03rad，属于微发散光束。在显微镜共轭

成像面后方（也可以在前方，但要在 L 之后）放置倾斜玻片，如图 5.8 中 P1，玻

片表面法线方向与光束传播方向保持夹角 θ，则光束通过玻片会产生微小偏移，

造成光镊阱位发生横向变化。当玻片绕与表面垂直的轴旋转时，以一定的频率对

激光进行斩波，可以实现光镊阱位的横向跳动。当斩波频率大于一定值时，跳动

的两个光阱都可以稳定俘获粒子，此时单光镊变成了分时复用的双光镊。将图

5.8 中 P1 换为转盘 P2，并在转盘内安置不同厚度的玻片，转盘转动时可产生多个

光阱。 
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（实线：没有玻片；虚线：光线经过玻片发生偏移） 

图 5.8  分时复用多光阱原理示意图 

 

5.2.2  实验结果 

实验采用典型的光镊设备：包括倒置显微镜(Olympus IX-70，100×油浸物

镜 NA=1.3，1.5×辅助成像透镜)和激光器(Spectra-Physics，CW，λ=780nm)，

样品为分散于水中的直径为 1μm 和 3μm 的聚苯乙烯小球（Duke Scientific 

Corporation, USA）。设计了如图 5.8 所示的八孔转盘，通光圆孔直径为 10mm。

所用直流电机的额定电压为 24V，转速 高可达 5000rpm，通过电机带动转盘绕

中心轴旋转实现对激光束的斩波，加载不同厚度的玻片后，可以实现多光阱。改

变转盘转轴方向，可以改变阱位间距。实验所用玻片材料为 K9 玻璃，折射率 

n=1.51，玻片直径为 12mm。 

1、 玻片对横向阱位的控制 

在光镊光路中插入玻片后，通过改变玻片的厚度和倾斜角度可以实现对光阱

横向位置的控制。 

 
图 5.9 放置倾斜玻片后阱位发生变化（t=2mm, θ~20°） 

    将厚度为 2mm 的玻片放置于显微镜共轭点处，倾角为 20°时，光阱横向偏

移 1.5μm，如图 5.9 所示。玻片倾角不同时，光阱阱位偏移也不同，如图 5.10(a)
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所示，阱位偏移量随倾角增大而增大，图中实线为根据式（5.3）计算的理论结

果，点为实验测量数据，实验与理论符合很好。通过改变玻片厚度也可以实现阱

位控制，图 5.10 (b)为玻片倾角 30°时光阱偏移量随玻片厚度的线性变化关系。   

 
(a)                             (b) 

图 5.10 阱位横向偏移量随玻片(a) 倾角 θ和 (b) 厚度 t 变化关系（γ=150，n=1.51） 

 

2、 旋转玻片实现多光阱 

将两块厚度 4mm 的玻片置于转盘中心对称的两圆孔内，旋转转盘可以实现

双光阱。当玻片与入射光夹角 θ为 25°时，两光阱相距 3.6μm。利用此双光阱同

时捕获了两个 1μm 小球，如图 5.11(a)，也可以同时捕获一个 3μm 小球和一个 1μm

小球，如图 5.11(b)。改变夹角 θ为 40°时，两光阱间距 6μm，同时捕获了两个 3μm

小球，如图 5.11(c)。实验中，电机转动频率在 25~75Hz 之间改变，即光阱切换

频率为 50~150Hz，两个光阱都能稳定捕获小球。 

 

 (a) 两个直径为 1μm  (b) 直径 3μm 和 1μm  (c) 两个直径 3μm   

(d) 三个直径 3μm 的聚苯乙烯小球 

图 5.11 分时复用光阱同时捕获 
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取 2mm 和 4mm 的玻片各两块，间隔放入转盘中，电机转动频率大于 25Hz

时实现了三光阱。利用产生的三光阱同时捕获了三个 3μm 小球，如图 5.11(d)。 

5.2.3 参数选择与讨论 

1、玻片位置 

在图 5.8所示光路中，将倾斜玻片放置在阱位透镜L和显微镜之间任何一点，

都可以实现光阱横向位置的变化。若将玻片放置在透镜 L 前面的平行光光路中，

光束经过玻片将发生微小平移，经过物镜仍会聚于物镜焦点，但焦点后方的光束

不再关于物镜光轴对称，光束强度中心偏离光轴。事实上，由于被捕获粒子的中

心并不在物镜焦点处，而是处于焦点之外大约一个粒子半径处的光束强度中心

【22】，所以光束中心的离轴会造成光阱横向位置变化。下面将详细讨论玻片放

在平行光路中对阱位变化的影响。 

设沿 z 方向传播的平行光经过厚度 t、倾斜角度 θ的玻片后偏移 Δx，如图 5.12

所示。光束中心光线 3 经过阱位透镜 L 后与 z 轴夹角为 φ，经过物镜后出射光线

3’与 z 轴夹角为 β。图中 F 为物镜焦点即激光会聚点，A 和 B 分别为光阱变化前

后被捕获小球的球心，易知 A 点在物镜光轴上，到 F 的距离等于小球半径 R，

而 B 点位于光线 3’上，到 F 距离也是 R。设物镜放大倍率为 γ，阱位横向偏移量

设为 δx’。根据图 5.12 中几何关系有 

/x fϕ ≈ Δ   β γ ϕ≈ ⋅   'x Rδ β≈ ⋅               （5.8） 

于是有 

' /x x R fδ γ≈ Δ ⋅ ⋅                      （5.9） 

取 t=1mm，θ=30°，n=1.51，γ=100，R=1.5μm，f=350mm，代入式（5.9）可得 δx’=75nm。

若将同样的玻片以相同倾角放置于显微镜共轭点处，阱位偏移 δx=Δx/γ=1.8μm。

由此可见，倾斜玻片应当放在阱位透镜 L 后方的光路中，才能产生更大的横向

阱位偏移。 

另外，旋转玻片对光束切割会造成光阱捕获粒子不稳定，切割时间与捕获时

间之比越小，捕获越稳定，因而玻片 佳位置为光束直径 小处，即阱位透镜的

焦点位置。 
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图 5.12 玻片在平行光光路中对阱位的影响 

 

2、玻片厚度 

实验中，根据光阱阱位偏离距离的需要来选择玻片的厚度。由式(5.4)易知，

玻片厚度越大，造成的阱位偏移量也越大。取玻片折射率 n=1.51，厚度 t=1mm，

倾斜角度 θ=45°，由式(5.4)得：Δx=0.3mm。当物镜放大倍率 γ=100 时，光阱阱位

横向偏移 δx 为 3.1μm。若需要增大阱位扫描范围，则根据需要增加玻片厚度。 

由于玻片的引入，光阱在轴向也会发生偏移。由式（5.7）知，轴向偏移量与物

镜放大倍率 γ的平方成反比，可见玻片对阱位轴向位置影响相对比较小。但当玻

片厚度增加时，由于轴向阱位改变，与未加玻片时相比粒子成像将变模糊。在形

成多光阱时，不同光阱中的粒子成像清晰度差别较大，将不利于后续数据处理。

由式（5.5），Δz/t（θ=45°）≈0.6，则玻片厚度 t=Δz/0.6=δz*γ2/0.6。取 γ=100，若

要求 δz<1μm，则玻片厚度 t<17mm。事实上，17mm 厚的玻片可以产生阱位横向

偏移 51μm，假设产生多光阱时，光阱间距 4μm，则可以形成多达 12 个光阱。

由此可见，采用倾斜玻片法实现多达 12 个光阱时，由于不同厚度的玻片引起的

轴向阱位变化可以忽略。 

3、玻片倾角 

光束通过倾斜玻片（放置于共轭点处）后发生偏移，导致光阱横向和轴向位

置都发生变化。而光阱轴向位置的改变会造成被捕获粒子成像发生变化，所以设

计中应当设法减小阱位轴向变化的影响，即降低 δz/δx 的值。由式（5.6）和式（5.7）

得： 
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1 ( )
( )

z z
x x

δ θ
δ γ θ

Δ
= ⋅

Δ
                    （5.10） 

由式(5.10)可知，物镜倍率越高，轴向影响越小。当物镜选定后，δz/δx 的值由玻

片倾斜角度 θ决定。Δx，Δz 和 Δz/Δx 随 θ的变化关系如图 5.13 所示，Δz/Δx 随 θ

单调递减，也就是说，相对于阱位的横向变化来说，玻片倾斜角越大，轴向变化

越小。 

 
图 5.13 Δx、Δz 和 Δz/Δx 与 θ的关系 (n=1.51)  

但玻片倾斜角度并非越大越好，根据菲涅耳反射折射公式可知，入射角 θ

较大时（>60°），玻片表面反射率急剧增大，将造成激光功率不同程度的浪费。

斜入射时，不同偏振态的光反射率不同，θ小于 30°时，s 光（偏振方向与入射面

垂直）和 p 光（偏振方向在入射面内）反射率都比较小，大于 30°且小于 θB时，

s 光反射率增大，而 p 光反射率降低。所以要降低玻片反射率的影响，玻片倾斜

方向要选择让激光以 p 光接近 θB 入射。考虑到阱位改变大小和激光功率利用率，

玻片倾斜角度可以在 20°~60°范围内改变，如果入射光中 s 分量更多，则玻片倾

斜角度应该小于 50°。 

4、玻片转速 

当光阱距离小于粒子直径时，相邻光阱无法同时捕获两个粒子。当光阱捕获

一个粒子后，粒子会受到两个光阱的作用。如果玻片转速很低，即光阱位置切换

很慢，那么粒子将跟随光阱的切换而运动。随着玻片转速增大，当光阱位置切换

后，如果粒子还未到达光阱中心，光阱已经切换到原来位置，粒子的运动将会落
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后于光阱的切换，且粒子振荡幅度小于光阱间距。当光阱切换频率足够高时，粒

子将稳定在两光阱中间的平衡位置。 

如果光阱距离大于粒子直径，那么相邻光阱都可以稳定捕获粒子。如果玻片

转速过低，在光阱切换过程中，原先光阱中的小球由于布朗运动将可能离开捕获

位置，所以如果需要光阱可以稳定捕获粒子，玻片转速不能过低，即有一个临界

转速。而对于不同大小的粒子，由于其布朗运动幅度不同，临界转速也将不同。

另外，由于此多光阱设计依靠直流电机带动转盘转动，如果电机转速过高，会产

生较大的振动，影响多光阱的稳定捕获。实验中发现，当电机转速小于 4200rpm

（70Hz）时，产生的振动可以忽略。 

以上讨论了玻片位置、厚度、倾斜角度以及转动速度等因素对光阱位置控制

的影响，发现玻片放置在阱位透镜后面比前面可以实现更大的光阱位置改变；而

需要不同大小的阱位变化，可以通过选择玻片的厚度和倾斜角来实现；为了降低

玻片表面反射而造成的激光功率损失，需要选择合适的入射光偏振方向以及合适

的玻片倾斜角度；同时，应该选择合适的电机转速，使多光阱可以稳定捕获粒子，

同时避免电机高速转动带来的振动影响。 

 

5.2.4  利用分时复用多光阱实现红细胞的取向定位和拉伸 

1、红细胞的取向定位 

人的红细胞很容易被光镊捕获，被偏振光捕获的红细胞在光阱中会发生旋

转，取向不定，这对红细胞的观察和实验造成不便。例如在利用小球作为手柄拉

伸红细胞的实验中，需要将小球粘在细胞的直径两端，由于被捕获的细胞取向不

定，所以小球不太容易粘在对称的两端，如果作为手柄的两个小球的连线不是细

胞的直径，那么拉伸细胞得到的细胞膜弹性模量就会产生很大误差。利用分时复

用多光阱可以很容易实现红细胞的取向定位。 

本实验是在实验室的纳米光镊平台上做的。光源为 HeNe 激光器，波长为

633nm，功率为 35mW；显微镜为 OlympusIX70，物镜为 100X 油浸物镜，加 1.5X

的辅助透镜，总放大倍率为 150X。实验过程由 CCD 相机（Cool snap，cf）记录。

利用倾斜玻片实现分时复用双光阱，玻片厚度为 2mm，改变玻片倾斜角度可以

实现多光阱距离的调节，玻片通过直流电机带动旋转。红细胞为当天采样的新鲜
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血液，加入抗凝剂防止细胞聚集，并用生理盐水稀释。 

实验结果如图 5.14，图中 A 和 B 分别为没有玻片和加入倾斜玻片后的光阱

单独捕获红细胞的结果，由于捕获光为偏振光，红细胞在光阱中会发生旋转。当

玻片开始旋转后形成分时复用双光阱，光阱间距为 4μm，此时红细胞沿光阱跳跃

方向取向，且长度有所伸长。 

     
A        B        C 

图 5.14 双光阱实现红细胞取向定位 

2、红细胞的拉伸 

分时复用双光阱的每个光阱都可以单独捕获红细胞，当玻片开始低速转动切

换阱位时，红细胞就会随着阱位跳跃而跟随运动，当光阱切换频率继续增大时，

红细胞将会沿光阱连线方向伸长。改变光阱之间的距离，细胞伸长量也会改变，

结果如图 5.15 所示，图 A 为玻片未旋转时单光阱捕获的红细胞，细胞长轴直径

为 7.40μm。玻片旋转后细胞被拉长，光阱间距离为 2μm、3μm 和 4μm 时，红细

胞长轴直径增大到 7.62μm、7.80μm 和 8.04μm。与文献报道的利用 AOM 分时复

用光阱拉伸红细胞的结果对比发现，我们实验中细胞伸长量比较小，可能是由于

光阱切换频率较低所导致，文献中 AOM 切换光阱频率为 100Hz，而我们利用电

机带动玻片旋转，光阱切换频率只有大约 50Hz。 

 

    

A       B       C        D 

图 5.15 分时复用双光阱拉伸红细胞 

7.40μm 7.62μm 7.80μm 8.04μm 
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5.3 TSOT 光阱等效刚度的理论模拟与实验测量 

上一节中讨论了玻片转速对分时复用多光阱捕获稳定性的影响，被捕获粒子

在光阱中做受限布朗运动，运动幅度比较小，但是当激光从捕获粒子的位置移开

时，粒子开始做自由布朗运动，在激光再次切换回来前，粒子有可能离开光阱捕

获范围，从而影响光阱捕获粒子的稳定性。因此，被分时复用光阱捕获的粒子，

其运动是受限布朗运动和自由布朗运动的叠加，光阱的实际刚度（等效刚度）与

相同功率激光形成的非扫描光镊相比有所降低，而且等效刚度与光阱切换频率有

很大关系。我们在实验上对扫描光镊等效刚度进行了测量，由于受到电机转速的

限制，只能测量到光阱切换频率低于 100Hz 的情况，对于高频时切换频率对等

效刚度的影响，我们从用 Monte-Carlo 方法进行了模拟。 

5.3.1  实验测量 

TSOT 是利用不同位置共享一束激光而形成多光阱的，对某一个捕获位置来

说，激光周期性的开或者关，图 5.16 为激光开关的序列图，定义占空比为激光

开关时间之比 
a
b

β =           （5.11） 

于是，激光切换频率为 
1 1

swf
T a b

= =
+

       （5.12） 

Start

ON

OFF

a
b

T T
 

图 5.16 激光开关序列示意图 

光阱刚度测量的常用方法之一是热运动法，也就是分析处于光阱中的粒子的

受限布朗运动的情况来得到刚度。在这里我们也采用热运动法进行刚度测量，在

TSOT 光阱中的粒子，其运动是受限布朗运动和自由布朗运动的叠加，等效刚度

为 

2
B

eff
k Tk
x

=
< >

       （5.13） 

下图为实验测量装置图，光源为波长 780nm 的钛宝石激光，激光通过显微
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镜的 100X 物镜后形成光阱，在显微镜入光口附近放置倾斜 8 孔转盘，转盘通过

直流电机带动进行转动从而形成分时复用多光阱，电机 大转速为 5000rpm。在

转盘后方放置小角度倾斜玻片，玻片反射很少一部分激光进入探测器 PD，PD 的

信号通过示波器（DS05012A, Agilent）分析可以得到激光切换频率。实验中使用

的样品为 3μm 聚苯乙烯小球（Duke Scientific Corporation, USA），被光阱捕获的

小球运动图像由 CMOS 相机（Falcon 1.4M100,Dalsa）记录，通过分析小球的运

动信息利用式（5.13）可以得到光阱的等效刚度。以下实验都是在室温下

（T=298K）进行的。 

Halogen

Filters

Chamber

Moterized
translation stage

100× objective

CMOS camera

Ti Sapphire:

M1

M2 M3

Millennia Xs J

M4

Tube lens
MR

P

Oscillograph PD

Lens 1 Lens 2 Lens 3

filter  

图 5.17 TSOT 等效刚度测量实验装置图 

实验中，我们在 8 孔转盘沿某直径方向的相对的两孔内放入玻片，其他六孔

空着。这样可以形成双光阱，两个光阱的激光占空比分别为 3：1 和 1：3。激光

持续照射时的光阱刚度 k0=20pN/μm，激光切换频率从 5Hz 开始到 70Hz。keff/k0

的测量结果如图 5.18，图中光阱 A 的激光占空比为 3：1，光阱 B 为 1：3，随着

激光切换频率的增加，光阱等效刚度也在增加，在同样切换频率下，激光占空比

大的光阱，其等效刚度更大，这是因为在光阱位置激光存在时间越长，被捕获的

小球受限布朗运动时间越长，而与自由布朗运动相比，小球的受限布朗运动使小

球更趋向于光阱中心，从而导致<x2>减小，根据式 5.13 可知，等效刚度会变大。 
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图 5.18 激光切换频率对光阱等效刚度的影响 

5.3.2  理论模拟 

从图 5.18 发现，随着激光切换频率增加，光阱等效刚度并非线性增加，增

加的速度在减慢，有逐渐饱和的趋势，可能在频率达到某个值以后稳定在一个值

附近。为了研究等效刚度随光阱切换频率变化的变化规律，特别是切换频率比较

高的情况，我们进行了 Monte-Carlo 模拟。 

处于 TSOT 中粒子的运动是受限布朗运动和自由布朗运动的叠加，激光开的

时候小球受限布朗运动方程为 

( ) 0x randmx x k x F tγ+ + − =          （5.14） 

其中 6 aγ πη= ， a 是微粒的半径，η是液体的粘滞系数（与温度有关）， xk 是激

光照射时的光阱刚度， ( )randF t 是时间平均等于 0 随机力。在低 Reynolds 数的情

况下，粒子的运动可以近似成一个过阻尼振子，此时的惯性力相对粘滞力来说可

以忽略，因此方程 5.14 可以简化为： 

( )x randx k x F tγ + =                         （5.15） 

当激光切换到其他阱位时，小球运动仍满足上式，只是此时 xk 为 0。通过分析小

球布朗运动可以得到 TSOT 光阱的等效刚度（式 5.13）。 
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我们使用 Monte-Carlo 方法【23，24】来模拟小球的运动，从而获得 TSOT

的等效刚度。Monte-Carlo 方法要将运动过程细化成许多步，每一步的时间步长

假设为 tΔ ，这个模拟过程可以计算出每一个时间步长后微粒所处的位置，这个

位置我们称为“元位置”。我们采用的具体的算法公式如下： 

( ) ( )

1 1

1
1 1

                                            
6

12
2 2

n n n

x n
n n n

B

x x v t
k x t av v v t

m m
k T a t

ln u cos v
m

Δ
Δ πη Δ

π η Δ
π

− −

−
− −

= +⎧
⎪
⎪ = − −⎪
⎨
⎪
⎪ + × −
⎪⎩

   （5.16） 

这里，n 为时间步的序号， nx 表示第n 个时间步长后的元位置， nv 是第n 个时间

步长后微粒的速度，u 和 v是在[ ]0 1, 空间内均匀分布的随机数，它们与随机力有

关。在模拟中，温度取为室温 298K，η取为 298K 下水的粘滞系数 0.894×10-3 

kg/m·s，小球质量取为 1.05×10-3 kg/m3，激光开时光阱刚度为 18pN/μm，步长 tΔ 取

为 10ns。 

为了可以与实验进行比较，我们还需要模拟数据采集系统来对小球布朗运动

过程的记录。假设位移探测系统（比如 CCD 或者 QD）的采集带宽为 1
0t
− （指探

测器的曝光时间，不包括采集数据后的保存时间），那么模拟过程中 0t 时间内的

小球元位置的平均值，就是探测系统得到的一个小球运动位置。光阱有效刚度通

过分析 10000 个布朗运动位置得到。模拟过程中， 0t 取为 0.1ms。 

图 5.19 为小球布朗运动模拟结果，光阱切换频率 f=100Hz，求出小球布朗运

动高斯分布拟合参数 σ =25.55nm，因此等效刚度 keff=kBT/σ2 =6.3pN/μm。当光阱

切换频率改变时，等效刚度也发生变化，模拟结果如图 5.20，其中激光持续照射

小球时的刚度 k0=18pN/μm。 
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(f=100Hz  σ=25.55nm  k=kBT/σ2 =6.3pN/μm) 

图 5.19 小球布朗运动模拟结果 

 

图 5.20  TSOT 等效刚度随光阱切换频率变化模拟结果 

从图 5.20 可以看出，随着光阱切换频率 f 的增加，TSOT 的等效刚度先增加

然后逐渐稳定在某个值。当 f 超过 1000Hz 以后，keff 基本不再随 f 改变，只和激

光占空比有关。此时，激光关闭状态的影响为捕获小球的平均激光功率下降到原

来功率的β/（β+1），因此 keff 等于激光全部照射小球时的刚度的β/（β+1）倍，

即 

01effk kβ
β

=
+

      （5.17） 

而在低频区，激光关闭时小球自由布朗运动时间增加，小球的平均运动位置
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更加远离光阱中心。由布朗运动的朗之万理论和爱因斯坦关系可知，Δt 时间内

布朗粒子位移的平方平均值为【25】 

2 2 2
6

B Bdk T dk Tr t t
aπη α

< >= Δ = ⋅Δ      （5.18） 

其中 2 2
1

1

1 | |
n

i i
i

r r r
n −

=

< >= −∑ ，d 为布朗粒子的运动维数，kB为波尔兹曼常数，T 是

绝对温度，η为液体粘滞系数，a 为粒子半径， 6 aα πη= 为粒子所受粘滞阻力。

只考虑 x 维度且注意到小球自由布朗运动的时间 1/[( 1) ]t fβΔ = + 时，上式变为 

2 2 2
( 1)

B Bk T k Tx t
fα α β

< Δ >= ⋅Δ =
+

       （5.19） 

式中 f 为光阱切换频率。在光阱切换的低频区，自由布朗运动使得粒子远离光阱

中心的概率增加，根据布朗运动方向的随机性，有一半几率粒子平均运动远离光

阱中心，那么在计算等效刚度时，<x2>会增加<Δx2>/4，再考虑到激光平均功率

的下降（式 5.17），可以得到低频区粒子的平均位置为 

2
2

0 0

1 1
4 2 ( 1)

B B Bk T k T k Txx
k f k

β β
β α β β

< Δ > + +
< >= + = +

+
   （5.20） 

于是，等效刚度为 

2
0

1
1/[2 ( 1) ] 1/[ /( 1) ]

B
eff

k Tk
x f kα β β β

= =
< > + + +

    （5.21） 

根据上式来拟合 TSOT 等效刚度随激光切换频率的关系，如图 5.20，与

Monte-Carlo 模拟结果符合的很好。 

以上讨论没有考虑持续光照射时的光阱刚度 k0 的影响，我们对此也进行了

模拟，k0 分别取 4.5 pN/μm、9.0 pN/μm 和 18 pN/μm，激光占空比都取 1：1。模

拟结果如图 5.22A 所示，在高频区，等效刚度都稳定在 k0/2 的附近，不同 k0主

要影响低频区，为了更容易看清其影响，将等效刚度用 k0 无量纲化，如图 5.22B，

用式 5.21 对数据进行拟合，从图中可以看出 k0 越小，keff/k0 随 f 增加的越快，越

早达到饱和值。这是由于 k0 变小的时候，小球在光阱中受限布朗运动范围扩大，

当激光关闭时自由布朗运动造成的小球运动范围扩大的影响变小。 
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A 

 

B 

 
图 5.22  k0对 TSOT 等效刚度的影响 

5.4 本章小结 

在单光镊装置中的显微镜共轭成像面处放置平板玻片可以实现光镊阱位横

向与轴向的改变，通过改变玻片的厚度和倾斜角度，可以实现光阱位置的控制。

快速改变玻片厚度则可以实现阱位的快速切换。在旋转转盘内放置不同厚度玻

片，可以将单光阱变为分时复用多光阱。利用设计的装置，进行了两个小球和三

个小球的稳定捕获，实现了双光阱和三光阱。进一步，放置多种厚度的玻片，将

能够获得更多的光阱位。旋转玻片法实现分时复用多光阱方法简单,成本低廉，

实施易行，可以在胶体粒子相互作用的测量、小球链的排布以及细胞拉伸等方面
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得到应用。 

利用设计的分时复用多光阱进行了红细胞的取向定位和拉伸实验。由于偏振

光捕获红细胞是，细胞在光阱中会旋转，无法取向在某个方向，不利于观察和实

验，利用设计的分时复用光阱可以实现红细胞的取向定位，细胞长轴将稳定在光

阱跳跃的方向上。同时，细胞长轴方向还会被拉伸，拉伸长度与光阱切换频率和

光阱间距离多有关系。 

分时复用光阱的等效刚度是衡量光阱捕获粒子稳定性的一个很重要的参数。

我们实验上测量了低频情况下，等效刚度随光阱切换频率的变化规律。然后用

Monte-Carlo 方法进行了模拟，发现高频情况下，等效刚度主要由激光平均功率

决定，而低频情况下光阱等效刚度更低是由粒子布朗运动所造成的。 
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第六章 生物细胞培养室的建立 
 

目前，随着细胞生物学和分子生物学的发展，迫切需要物理学在测量技术和

方法上提供定量测量的手段。生物学领域的很多发现和研究结果都是生命科学

基本的问题，例如 2009 年诺贝尔生物学或医学奖的获得者的研究——端粒和端

粒酶的机理，这些发现对生命医学发展甚至对人类攻克癌症等疾病，有着深远的

影响。这些生化专家的一系列重大发现为单分子生物物理研究提供了无限的研究

前景与巨大的挑战。不过，生化专家往往只是从实验上论证了这些分子在生物学

过程中起作用以及起什么作用，但可能并不知道如何起作用，而后者正是单分子

生物物理要回答的问题。利用物理学的方法，对转录调控、蛋白质折叠、生物分

子结构功能等的定量测量研究，往往可以揭示更深刻的生物物理机制。光镊技术

从发明开始就在生物学领域广泛应用，目前，光镊技术已经成为生物研究的重要

工具，而生物学研究也是光镊技术未来发展的主要应用领域。 

对于生物学实验室，可以直接购买光镊技术成品进行测量研究。但对于不同

的生物学系统，设计不同的研究方案，可能需要对光镊系统进行改造，而这些工

作又需要靠物理学科来完成。同理，对于以光镊技术研究为主的实验室，在生物

学应用研究中需要依靠生物学合作者提供样品。本实验室即属于这种状况，然后

在与生物学研究人员合作过程中逐渐发现，生物样品制备周期长成为实验进展缓

慢甚至停滞不前的主要因素。因此，在以光镊技术为主的实验室，不能完全依靠

生物合作者提供样品，需要自主进行生物学研究。 

本实验室一直以来以光镊技术研究为主，同时将光镊技术在胶体化学和生物

学领域进行应用。在生物学研究中，一直采取物理学提供工具、生物学提供样品

的合作方式，虽然得到了一些研究结果，但由于受到样品条件的限制，很多研究

未能继续深入下去就草草结束。这些现象迫使我们不得不采取措施，在物理实验

室建立生物细胞培养室，创造生物样品制备条件。 

 

6.1 细胞培养室的建立 

组织细胞培养技术与其他一般实验室工作的主要区别在于要求保持无菌操

作，避免微生物及其他有害因素的影响。目前超净工作台的广泛使用，很大程度
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上方便了组织细胞培养工作，并使一些常规实验室有可能用于进行细胞培养。细

胞培养实验室应能进行六方面的工作：无菌操作、孵育、制备、清洗、消毒灭菌

处理、储藏【1】。 

6.1.1 细胞培养室的设置 

1、 无菌操作室：无菌操作室只限于细胞培养及其他无菌操作的区域， 好

能与外界隔离，不能穿行或受到其他干扰。理想的无菌操作室应划分为三部分：

（a）更衣室：供更换衣服、鞋子及穿戴帽子和口罩；（b）缓冲间：位于更衣间

和操作间之间，目的是为了保证操作间的无菌环境；（c）无菌操作间：专用于无

菌操作、细胞培养。无菌操作间需要有空气消毒装置，包括紫外线灯和空气过滤

的净化器。在隔离好的无菌间中，还应有更加洁净环境的超净工作台。 

2、 孵育区：该区对无菌的要求没有无菌区严格，但仍需要洁净无尘。孵育

可在孵育箱或可控制温度的温室内进行。 

3、 制备区：在该区主要进行培养液及有关培养用的液体等的制备。 

4、 储藏区：主要存放各类冰箱、干燥箱、液氮罐、培养瓶等，此环境也需

要清洁无尘。 

5、 清洗和消毒灭菌区：清洁和消毒灭菌区应与其他区域分开，主要进行所

有细胞培养器皿的清洗、准备、消毒和三蒸水制备等工作。 

6.1.2 细胞培养室的主要设备 

１、 倒置显微镜：这是组织细胞培养室所必需的日常工作常规使用设备之

一，便于掌握细胞的生长情况并观察有无污染等。如有条件，可以配置带有摄像

系统的相差、荧光显微镜等，以便随时观察、记录、摄影细胞生长情况。 

２、 培养箱：体外培养的细胞和体内细胞一样，需要在恒定的温度下生存，

大多数情况是 37℃，因此需要有能控制温度的培养箱。目前多数的细胞培养室

广泛采用 CO2 培养箱，在细胞培养时提供一定量的 CO2，易于使培养液的 pH 保

持稳定，适用于开放或半开放培养。同时培养箱内应放置无菌蒸馏水，放置培养

液蒸发，使箱内相对湿度保持 100%。 

３、 干燥箱：用于细胞培养的器械和器皿需要烘干后才能使用。 

４、 水纯化装置：细胞培养对水的质量要求较高，用水必须事先严格纯化处

理，水纯化可以采用离子交换装置或蒸馏器。进行细胞培养时配置各种培养液以
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及试剂均需使用三次蒸馏水。玻璃器皿的冲洗，至少应使用双蒸水。 

５、 冰箱：细胞培养室必须配备。普通冰箱用于存放培养液、生物盐水等培

养用的物品及短期组织标本。低温冰箱（-20℃）用于储存需要冷冻保存生物活

性及较长时期存放的制剂，如酶、血清等。 

６、 离心机：进行细胞培养时，常规需要进行制备细胞悬液、调制细胞密度、

洗涤、收集细胞等工作，通常需要离心机。 

７、 消毒器：直接或间接与细胞接触的物品均需要消毒灭菌处理。常用设备

为手提式高压蒸汽灭菌锅。 

８、 培养器皿：供细胞接种和生长的器皿，常用的有玻璃培养器皿和一次性

使用的塑料制品。 

９、 其他用品：不同规格的移液器，收集细胞的离心管、试管，酒精灯，装

消毒液的喷壶等。 

6.1.3 无菌操作室的建立 

由于无法单独建立理想的细胞培养室（包括更衣室、缓冲间和无菌室），本

实验室在原来光镊实验室中隔离出一个房间来建立细胞培养室。在培养室内，安

装有苏州净化的空气过滤器，用来净化房间的空气，同时安装两支紫外灯进行消

毒灭菌。整个房间完全密封，与光镊实验室隔离开来。目前培养室和光镊室之间

还未设缓冲间，将来有必要建立。 

     

图 6.1 细胞培养室（空气过滤器和紫外灯） 

6.1.4 常规设备订购、布置 

1、显微镜：Olympus BX50 

2、培养箱：Thermo Fisher Scientific THM#3111；控温范围和精度：高于室

温 5~55±0.1℃；T/C 检测 CO2 浓度； 
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3、超净工作台：SW-CJ-2F 单人双面超净台，垂直风； 

4、冰箱：实验室原有冰箱，有 4℃、0℃和-20℃三种冷藏室； 

5、离心机：TL-04，4000rpm；TGL-16k，16k rpm； 

6、手提式高压灭菌锅：SYQ-DSX-280B，18L，上海申安； 

7、移液器：20ul、200ul 的小容量移液器，5ml 大龙移液器，100ml 电动移

液器； 

8、混匀器：VORTEX-5； 

在无菌操作室内放入细胞培养操作需要的必需设备：二氧化碳培养箱、冰箱、

超净工作台、显微镜和离心机等。 

 
图 6.2 常规设备布置 

几种常规设备的使用说明： 

1、二氧化碳培养箱 

（1）第一次使用时加满循环水（~45L 纯净水），以后使用中缺水报警时应

及时加水； 

（2）通入 CO2 气体，压力：0.08MPa<P<0.1MPa； 

（3）设置：箱内温度 37℃，CO2 浓度 5%，过温保护 42℃； 

（4）校正：在培养箱内放入温度计，与温度探头测量结果比较，进行温度

校正；CO2 浓度校正需要使用专用探头进行测量，在该设备安装测试时已经校正

过，无须再校正； 

（5）清洗与消毒：用消毒酒精溶液擦拭箱内每处地方，不留死角，有条件

时可以用紫外灯照射消毒； 

（6）湿度：在培养箱内放入盛有无菌蒸馏水的水槽，防止培养液蒸发，使
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箱内相对湿度始终保持 100%； 

（7）培养：放入细胞培养，每次开关箱门时间尽量短，注意保持培养箱内

空气清洁； 

（8）培养箱应该定期消毒、加水，当 CO2 气体压力不足时应该更换气瓶。 

2、超净工作台 

（1）75%酒精擦洗台面； 

（2）紫外线灭菌灯照射 30min； 

（3）启动风机运转 3~5min； 

（4）点燃酒精灯，开始培养细胞操作； 

（5）操作完毕后，取出工作台上物品； 

（6）风机运转 2min 后关闭。 

3、高压灭菌锅 

（1）需要灭菌的器皿用蒸馏水清洗，然后吹干； 

（2）用干净报纸将器皿包扎好，放入灭菌锅内胆中，摆放不要太挤，以免

妨碍蒸汽流通而影响灭菌效果； 

（3）灭菌锅外层锅内加入适量水，水面比三角搁架稍微即可； 

（4）加盖，并将排气软管插入排气槽内； 

（4）根据灭菌物品的要求设置灭菌时间和温度； 

（5）开机，灭菌； 

（6）灭菌完毕后，断电，等待自然冷却后再打开锅盖，取出器皿； 

（7）灭菌后的器皿放入烘干箱内干燥； 

（8）清洗灭菌锅。 

 

6.2 细胞培养 

体外培养的细胞，按其生长方式可以分为贴附型和悬浮型两大类。目前本实

验室已开展贴附型细胞的培养。下面以 Hela 细胞的培养为例介绍细胞培养的一

些基本方法。 

6.2.1  Hela 细胞培养 

Hela 细胞株是由正常子宫颈细胞被一种人类乳突状瘤病毒（Human 
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Papillomavirus 18 或 HPV18）转型成癌细胞的，与正常子宫颈细胞有很多不同。

Hela 细胞株因被用作癌症研究而广为流传，至今已经被视为不死的，而且可以

不限次数的分裂下去。目前 Hela 细胞株被大量应用于很多疾病研究试验中，如

药物对 Hela 的作用【2，3】，转染试剂对细胞的毒性及作用【4】等。细胞培养

成功与否，细胞的功能与活性直接关系到实验的成败。 

1、正常培养 

（1）放在培养皿中培养，使用 DMEM 培养基培养； 

（2）更换培养液：（平时培养，当细胞没有覆盖培养皿 80%以上时，视细胞

状态，可以进行换液，以维持其健康生长）。倾斜培养皿，用移液器将培养液

吸出扔掉。用少量 PBS 缓冲液（1ml 左右）清洗细胞（轻轻倾斜培养皿数次

即可，严禁剧烈摇晃），放入新的培养液。培养液从冰箱拿出后需要加温至

37 摄氏度才能使用； 

（3）放入培养箱中继续培养。 

2、传代培养，当培养皿中的细胞长得比较密集时，需要传代培养。 

（1） 倾斜培养皿，用移液器将培养液吸出扔掉； 

（2） 放入胰酶 200-500ul 消化使细胞脱壁，放入培养箱中 1~2min，使得

胰酶发生作用，当细胞成片从培养皿底部脱落时为消化完成； 

（3） 加入培养液中止胰酶作用； 

（4） 用吸管吸取培养皿中的溶液反复冲洗培养皿的拐角，因为那里细胞

长的比较多； 

（5） 吸出含有细胞的溶液，放入离心管，离心（转速 800，时间 3min）； 

（6） 经离心后，细胞沉淀在离心管底部，成胶状。用吸管将上层培养液

吸掉丢弃，注意不能碰到细胞层； 

（7） 在新的培养皿中加入培养液，以覆盖皿的底部合适（大约 2ml）； 

（8） 在离心管中加入培养液，用移液器加吸管吹匀称，将其吸出，在上

一步加好培养液的皿里滴入 2~5 滴细胞悬液，反复吸出使其均匀（经验来说，一

般滴入 2 滴左右三天可以长满；5 滴隔天就可以长满）； 

（9） 放入培养箱培养。 
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6.3 本章小结 

光镊技术在生物学领域有着广泛的应用，但在与生物学合作研究过程中，一

旦样品制备遇到困难，合作实验将会停滞下来，为此，我们自己建立了生物细胞

培养实验室，创造生物样品制备条件。细胞培养室对无菌环境要求非常严格，因

此我们建立了无菌操作室，安装了空气过滤器和灭菌紫外灯，对培养室内环境进

行净化和消毒。购买了细胞培养需要的常规设备后，现在已经可以成功的培养

Hela 细胞。接下来将会研究药物对 Hela 细胞膜弹性的影响，药物通过脂质体包

裹，接触细胞后，与细胞膜融合，并将药物释放到细胞内部，进而对细胞进行作

用。 
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论文的总结与展望 

 
传统的细胞生物学和分子生物学研究，大都是基于生物化学或药理学实验中

的一些分子浓度变化而做出的，是许多细胞或分子活动的一个平均结果，往往掩

盖了个体的信息，从单细胞、单分子的层次上研究其活动规律，更能反映活细胞

的新陈代谢、跨膜转运、信号转导等生命活动的微观机制。 

在单细胞以及生物大分子层次上研究生物学，首先要实现对细胞和生物大分

子的操控，而光镊是一项非常适合的技术。光镊可以捕获和操控几十纳米到几十

微米大小的粒子，它还可以作为微小力的探针，测量皮牛亚皮牛量级的力，正好

可以用来研究生物细胞的力学行为，以及细胞与生物大分子如蛋白质等的相互作

用等，进而从单细胞层次上揭示细胞生命活动的基本规律。目前，光镊已成为细

胞生物学和分子生物学研究中重要的工具。本论文的主要工作是围绕“光镊技术

在生物细胞力学行为研究中的应用”这一课题展开的。 

在本文的工作中，将光镊技术应用于细胞生物学力学行为的研究领域，即利

用实验室的光镊技术平台，进行细胞力学性质的测量研究：1、研究了免疫细胞

对靶细胞的特异性识别及杀伤过程，对 NK 细胞表面受体分子与抗体分子间的相

互作用进行了测量，发现二者结合力对接触时间存在依赖关系，我们认为 LFA-1

分子交联后会直接诱导引发 LFA-1 分子的局部活化聚集。2、利用光镊拉伸红细

胞，研究了不同渗透压下细胞的变形规律，并通过 ABAQUS 有限元方法模拟了

渗透压引起的细胞形状变化对红细胞变形性质的影响。3、为了更加方便的研究

生物细胞的力学行为，发展了新的光镊技术，利用旋转倾斜玻片的方法实现了分

时复用多光阱，对该调制光阱的等效刚度进行了测量，并从理论上模拟了光阱切

换频率对等效刚度的影响。利用分时复用光阱可以实现红细胞的取向定位和拉

伸，在细胞力学行为研究方向可以得到应用。4、 后介绍了细胞培养室的建立

过程，由于在和生物研究者合作中经常遇到样品制备的困难，从而影响实验进度，

因此我们建立了细胞培养室，为实验样品制备提供条件，也为将来实验室在生物

学领域的发展打下基础。 

随着物理学观测和操控技术的快速发展，物理学和生物学在细胞和生物大分

子研究领域的交叉已经快速推进到了单分子水平。单分子生物物理研究已经揭
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示，在转录调控、蛋白质折叠、酶催化以及生物分子结构功能进化等一些重要生

物学功能背后，存在着一些以前被忽略或者由于技术和方法局限无法精细刻画，

但发挥着重要甚至关键性作用的物理机制。生物体系在单分子水平体现出来的微

观结构和动力学涨落，往往在生物学功能上具有重要的意义。这些信息只有依靠

单分子生物物理研究技术才能得到。光镊技术在单分子操控以及单分子力谱测量

方面有着很大的优势，几乎是进行活细胞体系中单分子研究的唯一工具。 

然而进行单分子研究单纯依靠光镊技术还不够，生物单分子研究还要求发展

超高分辨率的成像技术，从而在分子尺度上探测生命活动的细节。目前单分子荧

光观测技术发展迅速，如近场显微术、全内反射荧光显微术、4Pi 显微术、受激

辐射损耗显微术（STED）以及单分子定位的超分辨率荧光显微术（STORM、

PALM）等，在与光镊技术平台的整合中，有些技术存在一些局限性，在光镊系

统中可以借鉴 SRORM 和 PALM 两种技术来整合单分子荧光显微观测系统。 

另外，激光拉曼光谱技术与光镊技术的结合也可以很大程度上提高光镊技术

的应用范围。拉曼光谱技术本身已经很成熟，与光镊的结合也有所报道，二者结

合可以在探测单分子力谱过程中获取分子的结构和构象变化信息。 

总之，光镊与单分子成像及光谱测量等技术相结合后，在分子生物学领域将

有很大的应用前景，这个领域的研究将会揭示更多的生命科学规律的本质。 
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染着我。郭老师学识渊博，每次听他指导总是让我醍醐灌顶，让我能够在学习和

科研上快速地进步。李老师工作极其认真敬业，给我们做了 好的榜样，在她腰

部扭伤的日子里，还带病上班，对工作的认真是我们每个学生都要好好学习。她

还总是教育我们做事情要有恒心和信心，只要下功夫，一切困难都可以克服。我

的每一点进步和成绩都凝聚了她的心血。在此，谨向两位导师表示崇高的敬意和

衷心的感谢。 

特别感谢的是曾经在实验室工作过的王浩威老师，是他将我引入生物学领

域，给予我很多指导和帮助，让我能够在这一领域进行研究，完成我的毕业论文。

王老师实验动手能力非常强，每次实验之前的方案都准备的非常充分，从他身上

我学到了很多东西，也就是那时候开始养成了科研工作需要的好的习惯。再次感

谢他的帮助。 

我还要特别感谢何立群教授，何老师总是那么的平易近人，想问题时思路非

常开阔，每次与他讨论问题，总是收益颇丰，然后对科研之路充满十足的信心。

何老师经常自己到实验室找我讨论，从他身上可以看出他对科研的执着和热情。

在此向他表示衷心的感谢和致敬。 

感谢在实验室默默奉献的姚焜老师和王自强老师，姚老师人老心不老，虽然

退休了但仍保持一颗年轻的心，跟年轻人一起工作，一起吃苦，给我们做出了很

好的榜样。王老师在实验室兢兢业业，做事情不求回报，在我的研究工作中给了

很大的支持。 

感谢实验室师兄弟姐妹们对我的帮助和支持，实验室融洽的工作氛围和良好

的科研环境让我在这一段时间里感受到了大家的真诚，也感受到了科研的乐趣所

在。感谢曾经一起工作过的谷勇强和孟炳寰师兄，我论文的一部分是跟他们合作

完成的，正是跟他们一起工作中，我才打下了扎实的实验技能基础，这将是我一

生的财富。感谢周金华和钟敏成师弟，他们给我提出了很多宝贵的建议，感谢你

们的帮助。特别要感谢任煜轩师弟，在我的后期研究工作中给予了鼎力支持，相

信他将来在科研上会做出不平凡的成就。 

感谢我的父母、姐姐、姐夫和妻子，是你们给了我 无私的关心、帮助和

110



中国科学技术大学博士学位论文  致谢 

鼓励，没有你们我不可能顺利完成我的工作。在这里我想说：“我永远爱你们！” 

还要感谢在科大认识的好朋友刘小勇、廖致刚、李统藏、李彦波、毛王君……

是你们陪伴我读过了科大近十年的生活，在这人生 美好的阶段，你们都给我留

下了难忘的欢乐和回忆。 

感谢那些所有我应该感谢但却无法在这里一一列出的人。 

铁打的营盘流水的兵，虽然很舍不得，但是还是要毕业说再见了。真心祝愿

实验室可以继续蓬勃发展！祝愿老师们身体健康！祝愿各位同学学业有成、工作

顺利！祝愿所有的朋友心想事成！ 

 

吴建光       

二零零九年十一月于中国科学技术大学 
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