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(57)摘要

本发明公开了一种基于叶绿素荧光信号的

显微分选方法。所述显微分选方法包括如下步

骤：将待测样品滴加至弹射分选放样芯片上，并

使待测样品朝下，然后将弹射分选放样芯片放置

到放样台上；调整显微物镜使其对准待测样品；

采用叶绿素荧光动态显微成像设备观测待测样

品，记录叶绿素荧光动力学变化情况，计算叶绿

素荧光参数，并根据叶绿素荧光参数的不同变化

情况，选择需要分选的目标细胞；使目标细胞移

动至弹射光斑所在位置，调整分选收集部件使其

位于待测样品的下方；触发激光弹射部件弹射激

光进行弹射分选并收集目标细胞。本发明分选方

法可实现对复杂生物样品中单细胞的精准分选，

为细胞异质性研究、光合作用突变体筛选、光合

作用机理及抗逆研究提供了有力的工具。
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1.一种基于叶绿素荧光信号的显微分选方法，在显微分选装置上进行，所述显微分选

装置的结构如下：

包括激光弹射显微分选系统和叶绿素荧光动态显微成像设备；所述激光弹射显微分选

系统包括激光弹射部件、三维微动调节平台、弹射分选放样芯片、分选收集部件、显微物镜

和光路转接耦合部件；

所述激光弹射部件设于所述弹射分选放样芯片的上部，所述分选收集部件和所述显微

物镜设于所述弹射分选放样芯片的下部；

所述三维微动调节平台与所述激光弹射部件连接，实现对所述激光弹射部件位置的调

节；

通过所述光路转接耦合部件将所述叶绿素荧光动态显微成像设备的光路引入至所述

激光弹射显微分选系统中，实现对所述弹射分选放样芯片上样品的观察和分选；

所述光路转接耦合部件包括反射镜Ⅰ、转换透镜Ⅰ、转换透镜Ⅱ和反射镜Ⅱ；

通过所述反射镜Ⅰ、所述转换透镜Ⅰ、所述转换透镜Ⅱ和所述反射镜Ⅱ的依次配合，实现

对光路的转换；

显微分选方法包括如下步骤：

S1、将待测样品滴加至所述弹射分选放样芯片上，翻转所述弹射分选放样芯片，使所述

待测样品朝下，然后将所述弹射分选放样芯片放置到放样台上；

所述待测样品为微藻、植物细胞或光合细菌；

S2、调整所述显微物镜使其对准所述待测样品；

S3、采用所述叶绿素荧光动态显微成像设备观测所述待测样品，记录叶绿素荧光动力

学变化情况，计算叶绿素荧光参数；

S4、根据所述叶绿素荧光参数的不同变化情况，选择需要分选的目标细胞；

所述叶绿素荧光参数包括Fo、Fo’、Fm、Fm’、Fv、Fv/Fm、ΦPSII、NPQ、qP、qN和qL；

S5、通过所述光路转接耦合部件将所述叶绿素荧光动态显微成像设备的光路与所述激

光弹射部件的光路进行耦合；

S6、基于上述光路的耦合，通过调整所述三维微动调节平台，移动所述激光弹射部件，

使弹射光斑对准所述目标细胞所在位置；

S7、调整所述分选收集部件，使其位于所述待测样品的下方；

S8、通过控制软件，触发所述激光弹射部件弹射激光，进行弹射分选，采用所述分选收

集部件收集目标细胞。

2.根据权利要求1所述的显微分选方法，其特征在于：步骤S7之前，所述方法还包括如

下步骤：

根据所述目标细胞的形态和大小，确定用于弹射分选的激光能量。

3.根据权利要求1或2所述的显微分选方法，其特征在于：所述弹射分选放样芯片为一

载玻片，所述载玻片上镀有金属薄膜。

4.根据权利要求3所述的显微分选方法，其特征在于：所述分选收集部件和所述显微物

镜通过螺纹连接于一转接模块物镜转盘，所述转接模块物镜转盘可转动。

5.根据权利要求4所述的显微分选方法，其特征在于：所述转接模块物镜转盘通过螺纹

连接安装于所述反射镜Ⅰ的安装口上；
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所述转换透镜Ⅰ通过螺纹连接于所述反射镜Ⅰ上；

所述反射镜Ⅱ通过螺纹连接于一物镜转盘上，所述转换透镜Ⅱ通过螺纹连接于所述反

射镜Ⅱ上。

6.根据权利要求5所述的显微分选方法，其特征在于：所述转换透镜Ⅰ和所述转换透镜

Ⅱ的焦距均为25~250mm；

所述转换透镜Ⅰ与所述转换透镜Ⅱ之间的间距为50~500mm。
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一种基于叶绿素荧光信号的显微分选方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种基于叶绿素荧光信号的显微分选方法，属于显微分选技术领域。

背景技术

[0002] 光合作用是植物包括藻类及光合细菌吸收光能、将CO2和水转化为有机物并释放O2
的过程。获得光能的叶绿素分子从基态跃迁到激发态，激发态的叶绿素分子可通过三种途

径释放能量，回到基态：由天线色素传递到反应中心，引起电荷分离、电子传递和光合磷酸

化，推动光化学反应；以热的形式耗散掉，即非辐射能量耗散；释放光子，产生荧光。这三种

途径的总和是一定的，它们互相竞争、此消彼长，因此叶绿素荧光的变化反映了光化学效率

和热耗散能力的变化。叶绿素荧光信号与光能吸收与转换、能量传递与分配、反应中心状

态、过剩光能及耗散、光抑制与破坏等几乎光合作用所有过程都密切相关，因此叶绿素荧光

技术是光合生理研究的重要探针，能快速、无损地进行检测。

[0003] 叶绿素荧光技术发展出了很多不同的测量程序，例如慢诱导荧光动力学曲线、瞬

态荧光诱导动力学曲线、QA再氧化曲线等。以慢诱导荧光动力学曲线为例，通过测量光

(ML)、光化光(AL)、饱和光(SP)激发样品，记录动力学曲线并计算叶绿素荧光参数。常用的

叶绿素荧光参数包括Fo、Fo’、Fm、Fm’、Fv、Fv/Fm、ΦPSII、NPQ、qP、qN、qL等。这些参数可以用于反

映植物光合作用机理和光合生理状况，其中Fv/Fm改为Fv/Fm反映了光系统II最大光化学效

率，当受到胁迫时发生下降，是研究各种环境胁迫及功能突变对光合作用影响的应用最为

广泛的重要指标。

[0004] 从二十世纪80年代开始，CCD成像技术被引入叶绿素荧光动力学测定，叶绿素荧光

不再仅仅测量单一位点荧光信号随着时间的线性变化数据，而是记录整个叶片、植株、藻类

群体等样品不同区域的荧光动力学分布变化。目前该技术已在植物光合作用、植物环境胁

迫及响应、植物病理及抗性分析、水生生物学、海洋学、生态学等研究领域得到了广泛的应

用。叶绿素荧光成像由于其无损、高通量的技术特征，在光合作用相关突变体筛选领域成为

了普遍应用的重要技术，对光合作用机理及抗逆研究提供了强大的技术支持。

[0005] 2000年，Küpper等人在微观尺度上应用叶绿素荧光成像技术原理，发展了叶绿素

荧光动态显微镜，可以在细胞水平、亚细胞水平观测微藻、植物细胞、光合细菌等样品叶绿

素荧光信号的空间及时间差异性分布情况。该系统至少包括三种光源：1.低强度脉冲的测

量光(ML)；连续的光化光(AL)；饱和脉冲辐射(SP)。

[0006] 常用的叶绿素荧光测量步骤编程存储于测量程序中，并根据研究课题及实验材料

进行选择。通过计算可以得到Fv/Fm、ΦPSII、NPQ、qP、qN、qL等叶绿素荧光参数。目前叶绿素荧

光动态显微成像技术已经应用于藻类细胞异质性、重金属胁迫(如镉等)、叶片特异光合结

构等研究中。目前市面上没有基于叶绿素荧光信号的显微分选技术，尤其是单细胞分选技

术，导致无法对叶绿素荧光参数出现差异的微藻、植物细胞、光合细菌等样品进行筛选，严

重影响了相关材料的突变体筛选与光合作用机理研究。因此需要提供一种基于叶绿素荧光

信号的显微分选方法。
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发明内容

[0007] 本发明的目的是提供一种基于叶绿素荧光信号的显微分选方法，本发明能够根据

叶绿素荧光信号来判别细胞，并通过激光弹射技术实现精准显微分选的方法，对于光合作

用机理研究与突变体筛选有重要意义。

[0008] 本发明显微分选方法采用的显微弹射分选技术是单细胞研究的创新工具和有力

武器，其原理为：应用激光与物质相互作用的原理，非接触性地对附着在芯片上的目标样品

进行弹射，将其从复杂的生物样本中精准分离至收集器中，从而实现直观、准确的显微分

离。相比于传统的显微分离技术，显微弹射分选技术具有无标记、可视化、准确率高等优势。

同时，显微弹射分选技术可以保留细胞的原始状态，尽最大可能减少细胞的损伤，更适合分

选后对样品进行测序、培养等后续研究，具有广泛的应用前景。

[0009] 本发明提供的基于叶绿素荧光信号的显微分选方法，在显微分选装置上进行，所

述显微分选装置的结构如下：

[0010] 包括激光弹射显微分选系统和叶绿素荧光动态显微成像设备；所述激光弹射显微

分选系统包括激光弹射部件、三维微动调节平台、弹射分选放样芯片、分选收集部件、显微

物镜和光路转接耦合部件；

[0011] 所述激光弹射部件设于所述弹射分选放样芯片的上部，所述分选收集部件和所述

显微物镜设于所述弹射分选放样芯片的下部；

[0012] 所述三维微动调节平台与所述激光弹射部件连接，实现对所述激光弹射部件位置

的调节；

[0013] 通过所述光路转接耦合部件将所述叶绿素荧光动态显微成像设备的光路引入至

所述激光弹射显微分选系统中，实现对所述弹射分选放样芯片上样品的观察和分选；

[0014] 所述显微分选方法包括如下步骤：

[0015] S1、将待测样品滴加至所述弹射分选放样芯片上，翻转所述弹射分选放样芯片，使

所述待测样品朝下，然后将所述弹射分选放样芯片放置到放样台上；

[0016] S2、调整所述显微物镜使其对准所述待测样品；

[0017] S3、采用所述叶绿素荧光动态显微成像设备观测所述待测样品，记录叶绿素荧光

动力学变化情况，计算叶绿素荧光参数；

[0018] S4、根据所述叶绿素荧光参数的不同变化情况，选择需要分选的目标细胞；

[0019] S5、通过调整三维微动调节平台，移动所述激光弹射部件，使目标细胞移动至弹射

光斑所在位置；

[0020] S6、调整所述分选收集部件，使其位于所述待测样品的下方；

[0021] S7、通过控制软件，触发所述激光弹射部件弹射激光，进行弹射分选，采用所述分

选收集部件收集目标细胞，可用于测序、培养等后续研究。

[0022] 上述的显微分选方法中，所述待测样品可为微藻、植物细胞或光合细菌。

[0023] 上述的显微分选方法中，所述叶绿素荧光参数包括但不限于Fo、Fo’、Fm、Fm’、Fv、Fv/
Fm、ΦPSII、NPQ、qP、qN、qL等。

[0024] 上述的显微分选方法中，步骤S7之前，所述方法还包括如下步骤：

[0025] 根据所述目标细胞的形态和大小，确定合适的用于弹射分选的激光能量。

[0026] 上述的显微分选方法中，所述弹射分选放样芯片为一载玻片，所述载玻片上镀有
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金属薄膜，具体可为50～500nm的铂金薄膜，优选200nm。

[0027] 上述的显微分选方法中，所述分选收集部件和所述显微物镜通过螺纹连接于一转

接模块物镜转盘，所述转接模块物镜转盘可转动，切换所述显微物镜用于成像观察、所述分

选收集部件用于接收弹射掉的细胞。

[0028] 上述的显微分选方法中，所述光路转接耦合部件包括反射镜Ⅰ、转换透镜Ⅰ、转换透

镜Ⅱ和反射镜Ⅱ；

[0029] 通过所述反射镜Ⅰ、所述转换透镜Ⅰ、所述转换透镜Ⅱ和所述反射镜Ⅱ的依次配合，

实现对光路的转换，即使得所述显微物镜所观察到的图像通过转接进入所述叶绿素荧光动

态显微成像设备中，通过这种方式将光路引到所述激光弹射显微分选系统中。

[0030] 上述的显微分选方法中，所述转接模块物镜转盘通过螺纹连接安装于所述反射镜

Ⅰ的安装口上；

[0031] 所述转换透镜Ⅰ通过螺纹连接于所述述反射镜Ⅰ上；

[0032] 所述反射镜Ⅱ通过螺纹连接于一物镜转盘上，所述转换透镜Ⅱ通过螺纹连接于所

述反射镜Ⅱ上；

[0033] 所述转换透镜Ⅰ和所述转换透镜Ⅱ的焦距均为25～250mm，优选为100mm；

[0034] 所述转换透镜Ⅰ与所述转换透镜Ⅱ之间的间距为50～500mm，优选为200mm。

[0035] 本发明显微分选方法可以从无到有地实现微藻、植物细胞、光合细菌等材料的基

于叶绿素荧光信号的快速、精准显微分选，将极大地促进光合突变体的筛选，在光合作用机

理研究、环境及毒理胁迫与抗性筛选、优良品系选育等领域得到广泛应用。

[0036] 本发明方法可以与市面上普遍应用的叶绿素荧光动态显微成像设备兼容，实现更

广泛的应用。此外，如将叶绿素荧光显微成像分选模块与藻类气候培养箱联用，还能实时监

控突变体的光合表型，为藻类光合作用研究提供更强大、更便利的技术支持。

[0037] 本发明显微分选方法可实现对复杂生物样品中单细胞的精准分选，为细胞异质性

研究、光合作用突变体筛选、光合作用机理及抗逆研究提供了有力的工具。

附图说明

[0038] 图1为本发明显微分选方法采用的显微分选装置的结构示意图。

[0039] 图2为图1所示显微分选装置中光路转接耦合部件的结构示意图。

[0040] 图中各标记如下：

[0041] 1激光弹射部件、2三维微动调节平台、3弹射分选放样芯片、4分选收集部件、5光路

转接耦合部件、6显微物镜、7叶绿素荧光动态显微成像设备、8转接模块物镜转盘、9反射镜

Ⅰ、10转换透镜Ⅰ、11转换透镜Ⅱ、12反射镜Ⅱ、13物镜转盘。

[0042] 图3为本发明基于叶绿素荧光信号的显微分选方法的流程示意图。

[0043] 图4为莱茵衣藻的叶绿素荧光动态显微成像。

[0044] 图5为集胞藻PCC6803的叶绿素荧光动态显微成像。

[0045] 图6为嗜热蓝藻的叶绿素荧光动态显微成像。

具体实施方式

[0046] 下述实施例中所使用的实验方法如无特殊说明，均为常规方法。
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[0047] 下述实施例中所用的材料、试剂等，如无特殊说明，均可从商业途径得到。

[0048] 本发明显微分选方法采用的显微分选装置的结构示意图如图1所示，包括激光弹

射显微分选系统和叶绿素荧光动态显微成像设备7，激光弹射显微分选系统包括激光弹射

部件1、三维微动调节平台2、弹射分选放样芯片3、分选收集部件4、显微物镜6和光路转接耦

合部件5，其中，激光弹射部件1设于弹射分选放样芯片3的上部，用于产生并控制激光，该激

光作用与弹射分选放样芯片3相互作用产生向下的推力，弹射细胞，分选收集部件4和显微

物镜6设于弹射分选放样芯片3的下部，弹射分选放样芯片3为一普通载玻片，其上镀有一层

200nm的铂金薄膜，该薄膜可与激光产生相互作用，分选收集部件4用于接收弹射下来的细

胞。三维微动调节平台2与激光弹射部件1连接，实现对激光弹射部件1在在x、y、z三个方向

上的调节，使其出射光斑准确聚焦到弹射分选放样芯片3指定位置，从而实现弹射分选功

能。通过光路转接耦合部件5将叶绿素荧光动态显微成像设备7的光路引入至激光弹射显微

分选系统中，在不影响原有功能正常使用的情况下，实现对弹射分选放样芯片3上样品的观

察和分选。

[0049] 具体地，光路转接耦合部件5的结构如图2所示，分选收集部件4和显微物镜6通过

螺纹连接于一转接模块物镜转盘8上，该转接模块物镜转盘8可转动，切换显微物镜6用于成

像观察、分选收集部件4用于接收弹射掉的细胞。光路转接耦合部件5包括反射镜Ⅰ9、转换透

镜Ⅰ10、转换透镜Ⅱ11和反射镜Ⅱ12，具体地，转接模块物镜转盘8通过螺纹连接安装于反射

镜Ⅰ9的安装口上，转换透镜Ⅰ10通过螺纹连接于反射镜Ⅰ9上，反射镜Ⅱ12通过螺纹连接于一

物镜转盘13上，转换透镜Ⅱ11通过螺纹连接于反射镜Ⅱ12上，其中，转换透镜Ⅰ9、转换透镜

Ⅱ10的焦距均为100mm，二者之间距离通过安装固定在200mm，通过反射镜Ⅰ9、转换透镜Ⅰ10、

转换透镜Ⅱ11和反射镜Ⅱ12的依次配合，实现对光路的转换，即使得显微物镜6所观察到的

图像通过转接进入叶绿素荧光动态显微成像设备7中。

[0050] 利用上述显微分选装置，通过软件控制，在对待测样品完成叶绿素荧光成像、动态

分析及数据处理后，对叶绿素荧光参数发生变化的样品实行显微分选、接收，用于后续培养

与研究，流程图如图3所示，具体步骤如下：

[0051] 1、将待测样品(微藻、植物细胞、光合细菌等)滴加到弹射分选放样芯片3上，翻转

弹射分选放样芯片3，样品朝下，将弹射分选放样芯片3放置到放样台上；

[0052] 2、选择合适放大倍数的显微物镜6，安装在光路转接耦合部件5的转接模块物镜转

盘8上，并将分选收集部件4安装在转接模块物镜转盘8上其他位置；

[0053] 3、调整好光路转接耦合部件5，转动转接模块物镜转盘8，使显微物镜6对准待测样

品；

[0054] 4、用叶绿素荧光动态显微成像设备7观测样品，记录叶绿素荧光动力学变化情况，

通过专业荧光分析软件对样品中不同细胞进行分析，计算Fo、Fo’、Fm、Fm’、Fv、Fv/Fm、ΦPSII、

NPQ、qP、qN、qL等叶绿素荧光参数，图4、图5、图6分别为莱茵衣藻、集胞藻PCC6803、嗜热蓝藻

的叶绿素荧光动态显微成像；

[0055] 5、根据叶绿素荧光参数的不同变化情况，选择需要分选的目标细胞；

[0056] 6、通过调整三维微动调节平台2，移动激光弹射部件1，将目标细胞移动到显微镜

视野中心(弹射光斑所在位置)；

[0057] 7、转动转接模块物镜转盘8，使分选收集部件4位于样品正下方；
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[0058] 8、不同的细胞种类，其形态、大小不尽相同，其质量和重心也有所差别。通过控制

软件，调节合适的激光能量，以便在不损伤细胞又能成功弹射的情况下进行精准分选；

[0059] 9、通过控制软件，触发弹射激光，启动显微分选；

[0060] 10、通过分选收集部件4收集弹射出来的目标细胞，显微分选完成；

[0061] 11、再继续进行其他目标细胞的显微分选，接收到的目标细胞可进行测序、培养等

后续研究。
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图1

图2
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图3
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图4

图5
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图6
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