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激光散射技术在细胞计数及分类中的应用

杨 � 晔 � 张镇西 � 蒋大宗

(西安交通大学生物医学工程研究所,西安, 710049)

摘要: 系统地概述了近年来激光散射技术在血细胞计数及分类中应用的进展。介绍了多角

度散射法、散射强度曲线法、两角度强度比值法、多向散射法、90�散射法, 并对这些方法进行了评

价。同时还论述了血细胞的理论散射模型。指出了需要解决的问题和研究发展方向。
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Application of laser light scattering techniques

in cell counting and classification

Yang Ye, Zhang Zhenx i , Jiang Dazong

( Inst itute of BME, Xi� an Jiaotong University, X i� an, 710049)

Abstract: I n this paper , the development of laser light scattering technique applied in blood cells�

classification and counting in recent years is r eview ed. Methods o f multiangle light scattering, light

scattering curve, ratio of light scattering intensities, mult idir ection light scattering and r ight angle

scattering are introduced and evaluated, respect ively. The theoretical lig ht scatt ering models of blood cells

are discussed. Finally , the problems to be solved and the research directions are pointed out.
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一、引 � � � 言

血细胞计数及分类是医学常规检查项目之一。目前测量血细胞的方法有计数板计数法、

光电比浊法、库尔特( Coulter)计数器法、激光流式细胞光度计法[ 1~ 3]等。以上方法各有利弊。

计数板计数法是利用带有刻度的载玻片进行人工计数,也有电子显象人工计数, 价格便宜,但

工作量较大;光电比浊法是根据红细胞在一定量的稀释液中, 其浊度与光密度成正比的关系,

在标准曲线表上查得结果。这种方法只可用于正常红细胞的计数, 不适于红细胞自相凝集和

冷凝集患者以及贫血患者;库尔特计数器利用库尔特原理[ 3] , 可以测量血液中红细胞、白细胞

和血小板的数目,也可用于其它微粒的计数。这种方法的缺点是只可根据细胞的大小进行分

类计数
[ 4]

;且悬浮液中的杂质易堵塞仪器测定管下端的微孔,从而给测量带来不便。激光流

式细胞光度计可对单个细胞逐个地进行高速和定量分析,从一个细胞可同时测得多种参数,如

细胞的体积、细胞内 DNA, RNA,蛋白质的含量等。它将表面标记有荧光染料的细胞置于含有

特殊生物分子的悬浮液中,通过让单个细胞在一定时间内流过一聚焦激光束的照射区来激发

荧光染料分子, 最后测量激发出来的荧光对细胞分类计数。可根据细胞的外在和内在特性进

行多参数数据处理, 计数精度很高。为了进一步提高仪器的性能,人们使用了许多新技术,如

傅里叶变换技术( Fourier Transform)、相位敏感检测技术( Phase Sensit ive Detect ion)、大规模数

据采集与分析技术( H igh Data Acquisit ion and Analysis)、高速分选技术( High Speed Sort ing)以

第 21 卷 � 第 4 期

1997 年 8 月

激 � � 光 � � 技 � � 术

LASER T ECHNOLOGY

Vol. 21, No. 4

August , 1997



版
权

所
有

 ©
 《

激
光

技
术

》
编

辑
部

及激光散射技术( Laser Light Scat tering) [ 5]。本文将对激光散射技术在激光流式细胞光度计

中用于血细胞分类和计数的发展加以介绍和讨论, 同时还将论述血细胞的理论散射模型。并

指出需要解决的问题和研究发展方向。

二、激光散射技术在血细胞分类计数中的应用

光线在均匀介质中是按直线传播的,但当其通过不均匀介质(如含有细胞的悬浮液)时,除

了透过及吸收外,入射光的一部分偏离其原来方向而投射到其它方向,这种现象即为光的散

射。任何一个单散射物体(指它的再次散射可以忽略不计)被光照射后产生的散射光形式代表

了这个物体独特的物理描述。因此流式系统中细胞的散射光可用来分辨非均匀细胞群中的不

同细胞。被细胞散射的全部散射光以及散射光的角度分布不仅跟细胞的大小,而且跟细胞的

折射率有关[ 6]。同时细胞的非对称性和生存性也影响散射光[ 7, 8]。研究表明[ 9] ,在散射角(散

射方向与入射方向的夹角)小于 90�范围内的散射光强分布(相对于散射角)的极大值和极小

值主要和细胞的大小有关; 而在更大散射角范围内, 其对应值主要与细胞内部的介电

(Dielect ric)结构有关。因此, 不但可以用激光散射技术来确定细胞的大小, 还可以按细胞形

态、内部成分而不只是按大小来对细胞进行分类计数; 并可识别细胞的非对称性以及它在流式

系统中的取向情况, 还可将活细胞从死细胞中区分出来。

对于窄带分布的悬浮液,可用一个探测器探测一定角度范围内的细胞散射光
[ 10~ 12]

来决

定细胞的大小和折射率, 探测器探测的是这个角度范围内的累积散射光。对于宽带或双峰大

小分布的细胞群来说,由于产生同样累积散射信号的细胞有可能具有很不一样的大小、折射率

或其它细胞参数,这样做就有可能产生计数误差并失去许多对细胞分类和计数十分有用的信

息。细胞的散射形式( Scattering Pat tern,指散射光强与散射角的关系曲线)在 0�与180�间有许

多极大值和极小值
[ 6]

, 故许多学者采用了多种不同方法以从散射光信号中得出更丰富信息。

1� 多角度散射法

为了从散射光中得出更多有关细胞的信息,许多学者采用了多角度散射法。文献[ 13, 14]

在两个角度探测散射光。文献[ 15]采用一个多环同心圆环光电探测器探测与激光光轴成 0�

~ 30�范围内 32个散射角处的光强来得到每个细胞的散射形式, 将每个细胞的散射形式都放

在同一坐标系中,得到一散射图。使用一个数学集聚算法( M athematical Clustering Algorithm )

来确定细胞可分为几类, 同时采用一个线性分离算法( L inear Separat ion Algorithm)来决定散

射图上每类细胞之间的分界线,从而把细胞分为几类。这种方法的缺点是算法比较复杂。

2� 散射强度曲线法

这种方法以一定波长的激光光束照射悬浮液中的颗粒或细胞,在全部散射角(或一定散射

角)范围内测量散射光强的角度分布,将 M ie 理论[ 16]的散射图形与之进行比较来确定颗粒或

细胞的大小和折射率。在比较中,一些极大和极小的角度位置尤其有助于颗粒或细胞大小和

折射率的确定。Kaye等人
[ 17]
让单个细胞流过激光照射区,记录 0�到 180�内多个散射角度上

(角度分辨率为 1�5�)的散射光强分布,通过寻找极小光强角度位置并与计算机中存储的理论

值相比较而得到该细胞的大小和折射率,进而根据多个细胞的大小和折射率对此细胞群分类

和计数。这种方法预先假定细胞是球对称的,并且为了减少计算机中理论值的存储量,需对被

测细胞的形态如大小极限,典型壁厚与半径的比率等有所了解, 否则需要存储的理论值太多;

同时仪器也比较庞大。这些不足限制了这种方法的应用。

232� 激 � � 光 � � 技 � � 术 1997年 8 月
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3� 两角度强度比值法

用激光照射散射体,同时测出两个不同散射角 �1 和 �2 处的光强 I 1( �1, �, m )和 I 2( �2,

�, m )。定义一比率函数 R ( �1, �2, �, m ) = k�I 1( �1, �, m ) / I 2( �2, �, m ) ,其中 �是尺寸参数

(粒子周长/光在介质中的波长) , m 是粒子的相对折射率, k 是一个规一化常数。通过与理论

计算的 R ( �1, �2, �, m ) ~ d ( d 是粒子的直径)关系曲线相比而得出粒子的直径和折射率,或

直接对 R ( �1, �2, �, m )进行频谱分析得出颗粒群的分布来。文献[ 18]测量了三种不同尺寸

的聚苯乙烯微珠( 0�48�m~ 2�m 直径)在不同散射角上的比率函数, 结果表明,比率函数曲线

比光强分布曲线更窄并且更对称。当不同微粒的光强分布曲线间有严重的重叠情况时, 比率

函数却可以很好地分辨出不同尺寸的微珠来。这种方法也可用于血细胞。

4� 多向散射法

可以通过同时测量前向散射( Forw ard Scatter, FS)、后向散射( Back Scat ter, BS)或侧向散

射( Side Scat ter, SS)的方法对细胞进行分类计数。Salzman 等人[ 13]在 1975年通过同时测量

FS和 SS成功地分辨出人体周围血液中的淋巴细胞、单核细胞和粒细胞。许多测量系统也测

量了 FS 和 SS [ 9, 19]。Sloot等人[ 20] ( 1986年)的研究表明, FS 主要和细胞的整体大小有关,而

和细胞核与细胞质厚度之比无关;同时细胞核的折射率变化也影响 FS。BS由细胞核与细胞

质的大小比率以及细胞核或细胞质的光密度决定, 而 SS 对上述所有变化都很敏感。这也证

明了 Salzman等人的方法是可行的。

5�90�散射法
Salzman等人[ 13] ( 1975 年)的实验结果显示人体周围血液中的淋巴细胞、单核细胞和粒细

胞具有不同的 90�散射特性。Hoffman 等人[ 21] ( 1980年)用这种方法对人体周围血液中的白细

胞进行分类,但当用标记单克隆抗体( M onoclonal Antibodies) OKM-1的方法来检验时,发现用

90�散射法分出的淋巴细胞中含有的 30%的单核细胞。1983年, Ritchie等人[ 22]将 90�散射法

与荧光标记单克隆抗体的方法相结合, 从人体周围血液中的单核细胞和粒细胞中分辨出淋巴

细胞,准确度有了很大的提高。

以上各种方法都不是绝对独立的, 有时可同时采用几种方法来提高测量结果的可靠性,文

献[ 21]还采用了同时探测 90�和前向散射光强的方法将 T 淋巴细胞从其它白细胞中分辨出

来,并通过细胞免疫荧光分辨 T 淋巴细胞的亚群, 其中细胞免疫荧光信号由单克隆抗体作用

于T 细胞表面不同抗体时产生。常规方法计数 T 淋巴细胞亚群需 2d时间, 20�l全血,还需要

E 染色质纽浓缩( E Roset te Enrichment ) ,而文献[ 21]中报导的方法仅需 2h和 50�l全血。

除上述方法外, 新的方法在不断探索之中。文献[ 23]研究了同时被两个不同波长的激光

器照射产生的散射光。文献[ 24]研究了散射光的偏振态。此外,将光散射法与诸如吸收、荧

光、容积、荧光非均匀性等方法结合起来,也能进一步提高测量的敏感性、专门性和分辨率。

三、利用光散射进行血细胞分类与计数的理论模型

1� 各向同性球型颗粒的散射理论
当光强为 I 0,在颗粒周围介质中波长为 ��( ��= �0/ n2, �0 为光在真空中的波长, n 2 为介

质的折射率)的自然光(完全非偏振光)平行照射到一半径为 r 的均匀球形颗粒上时, 散射角

�,距离散射体 R 处的散射光强为 � � I s = [ ��2/ ( 8�2R
2
) ] I 0( i 1+ i 2) ( 1)
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散射光一般是部分偏振光,散射光方向和入射光方向构成的平面称为散射面,散射光垂直

偏振光矢量(其矢量垂直于散射面)的强度 I �和平行偏振光矢量(其矢量平行于散射面)的强

度 I �分别为: I �= [ ��2/ ( 8�2R
2
) ] I 0 i 1 ( 2)

I �= [ ��2/ ( 8�2R
2
) ] I 0 i 2 ( 3)

散射光的偏振度 �= ( I �- I �) / ( I �+ I �) (4)

式中, i 1 = S 1( m , �, �) � S
*
1 ( m , �, �) (5a)

i 2 = S 2( m , �, �) � S
*
2 ( m , �, �) (5b)

i 1, i 2称为散射光的强度函数; S 1, S 2 称为散射光的振幅函数; S
*
1 , S

*
2 分别为 S 1, S 2 的共轭

复数; m= n1/ n2( n 1为球形颗粒的折射率) ; �为尺寸参数( �= 2�r / ��)。

光散射现象是由吸收、衍射、透射与折射、镜面反射以及粒子-介质界面的平面波传播之间

的相互作用引起的。严格的光散射的电磁场理论是将光波看作电磁波,在一定的颗粒的形状

和尺寸所决定的边界条件下, 对颗粒内部和外部区域的 Maxwell方程求解,得到振幅函数和强

度函数的表达式。M ie理论即是在这种情况下对均匀介质中的均匀球体在平面单色光照射下

求得的严格数学解, 适于任何粒子尺寸, 但它的解的形式比较复杂。因此, 在球形颗粒的某些

范围内,人们用一些近似的公式来描述。

文献[ 26]指出, 当 �� 1(即球粒直径远小于光波波长) ,并且颗粒是非导体时, M ie理论的

近似解是 Rayleigh公式,这种情况下的散射称 Rayleigh散射,当 �� 1(即球粒直径比光波波长
大得多)时, 由衍射理论得到的结果与 Mie的解一致,此时的散射称衍射散射。介于 Rayleigh

散射和衍射散射之间的球粒散射一般只能由 Mie 理论给出, 但只要 �( �- 1) � 1, 可用

Rayleigh-Debye-Gans( RDG)近似式。

2� 用于血细胞的理论散射模型
虽然第二部分中所述的许多散射方法可用于血细胞分类及计数,但它们中的大部分是根

据实验现象来进行分类,描述血细胞光散射的理论却很有限。瑞利散射( Rayleigh Scattering )

不能用于哺乳动物细胞中,因为这种理论只适合于大小与入射光波波长不相上下的粒子,而有

核血细胞却大得多( 3�m~ 30�m 直径)。Mie理论可适合用于任何直径和折射率大小的球形

颗粒, 但这种方法却有一个严重的缺点,即太复杂。此外, M ie 理论描述的是各向同性球体的

弹性光散射( Elast ic L ight Scat tering) , 正常红细胞近似符合这一要求,然而有核血细胞是各向

异性的(细胞质、细胞核) ,并且它们有可能具有不规则的形状。

1972年, Kerker等人
[ 27, 28]

提出一种镀膜球模型( Coated Sphere M odel) , 这种模型可以说

明细胞内的不均匀状况, 比较接近实际情况。然而这种模型的算法比 Mie理论更复杂。由于

人体血细胞的相对折射率接近于 1,则 �( �- 1) � 1,可考虑使用 RDG近似式。1986年, Sloot

等人[ 20]通过改进 RDG 近似式的形状因子( Form Factor) P ( �) , 即使用改进的 RDG近似式

( Modified Rayleigh-Debye-Gans, MRDG) , 给出了一个球壳模型来描述尺寸范围在血细胞大小

范围内的弹性光散射。这个模型由两个同心球组成, 里面的球代表细胞核(半径为 a, 相对折

射率为 ma ) ,外面的球代表细胞质(半径为 b, 相对折射率为 mb )。由于对有核血细胞特别感

兴趣,因此,细胞核和细胞质的大小和折射率都有限制[ 28] ,外球的半径为 1�m � b � 7�m, 相对

折射率 ma �1+ 10
- 6

, mb � 1+ 10
- 1
且 m a> mb ,内球半径/外球半径之比定为 3�0/ 3�5�m,因

为这代表了人体周围血液中淋巴细胞的典型值。实验结果
[ 29]
显示这种简单模型在前向散射
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上很适合任何形状和大小的有核血细胞,并且跟那些复杂理论也符合得很好。然而这一模型

没有考虑生物分子的(消)偏振[ ( De) ( polarizat ion) ]作用, 许多文献[ 30, 31]的实验结果对这一点

提出了质疑。Sloot 等人[ 24]在 1989年对这种模型作了进一步的改进,考虑了血细胞的(消)偏

振作用,并计算了血细胞的散射矩阵元素( Scattering Matrix Element) , 并尝试根据这些(消)偏

振信息对人体血细胞进行分类,目前这一研究还在进行之中。

四、结 � 束 � 语

在过去的 20余年中, 激光散射技术在血细胞自动计数及分类的应用中取得了很大的进

展。然而由于血细胞的形态各异和不均匀性,要建立血细胞的散射理论模型比较困难,而现有

的模型仍待进一步完善。由于血细胞的聚集和细胞碎片的存在, 要求单位体积中的血细胞数

也比较困难。现有的方法多是采用让细胞逐一流过激光照射区(激光流式细胞光度计)或小孔

(库尔特计数器)来得到血液样品中细胞的分布情况。这样既增大了仪器的体积又增加了其造

价和复杂性。为了简捷、方便地对血细胞进行分析,迫切需要建立完善的血细胞激光散射理论

模型。多分散细胞群的研究也有待进一步深入。此外,从散射光的偏振性、相移、强度、能量及

其分布中得出更多对血细胞计数及分类有用的信息,减少计算量,与其它手段并用, 以便快速、

有效地对血细胞进行计数及分类也是今后研究的方向。
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激光在男性节育方面的应用

孙朝晖

(滨州医学院,滨州, 256603)

摘要: 通过对不同专家学者用不同激光分别作用于输精管或睾丸的动物实验和临床应用的

阐述,说明激光能产生一系列生物效应, 达到男性节育的目的。各学者分别从物理、病理、功能等

不同方面证实了激光用于男性节育的可靠性。最后笔者认为, 若把氩离子激光通过光纤引导到输

精管中进行照射, 输精管便产生纤维瘢痕而堵塞, 且不影响输精管周围的其它组织 ,粘连、水肿等

近期副作用将大为减少。

关键词: 激光 � 输精管 � 睾丸 � 节育

Application of laser in male birth control

Sun Zhaohui

( Binzhou Medical College, Binzhou, 256603)

Abstract: This paper describes the animal experiment and clinical application o f different kinds of

lasers affecting respectively defer ent duct or testis. I t showed that laser could produce a ser ies of biological

effects and achieve male birth control. And the r esult was reliable and the operation w as simple. T hus the

author considers that vas deferens, if irradiated with argon- laser which is conducted by the optical fibr e,

w ill be coagulated by the fibre spots, w hich can� t influence the peripheral tissues o f vas defer ens and such

side-effects as adhesion and oedema w ill g reatly decrease.

Key words: laser � deferent duct � testis � bir th contro l

一、引 � � � 言

迄今为止, 已有多种计划生育方法成功地应用于男性节育中[ 1~ 4]。随着激光技术的发

展,利用激光技术作男性节育的实验研究和临床应用, 国内外许多专家学者已做过大量的工作
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