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摘要: 提出构建一种用于生物细胞操作的激光微束系统。即由 NdBYAG激光经物镜聚焦形成的光

刀和He- Ne激光器经物镜聚焦形成的光镊组成的激光微束系统,进行了总体设计、关键部件设计和选

择。在构建的激光微束操作实验系统上实现了非接触细胞操作,验证了光镊的力学效应。采用 NdB
YAG经显微物镜会聚形成光刀可以对细胞或细胞器进行打孔或切割染色体。
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Abstract: A laser miro- beam system for cell manipulation is introduced in the paper. It consists of

an optical scalpel, which is a NdBYAG laser beam focused tightly by an objective and an optical trap, the

focused He- Ne laser beam. Not only the overall design of the laser micro-beam system but also the design

and the choice of the critical components of the system are r ev iew ed. T he optical trap can manipulate cells

in suspension, it validates t he kinetic per formance of the laser trap. The optical scalpel can concise

chromosome and punch holes in cells or or ganelles.
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引    言

在目前的基因工程中,国内外所使用转基因仪器基本上都是/ 显微操作仪0。现有显微操
作仪因为是手动和接触工作方式, 成功率受操作者自身因素的影响大,刺破细胞膜时易对细胞

或胚胎造成机械损伤,效率低;而且胚胎或细胞在体外的操作时间过长,容易致死;准确度不够

高,压入细胞的 DNA数目不能控制。所以, 科研人员普遍希望能够实现非接触的操作。

利用激光微束操作可实现非接触细胞操作,它主要包括/光镊0和/ 光刀0。与现在用得最

多的机械式显微操作仪的接触操作不同,我们要建立的激光微束细胞操作系统在细胞操作时

没有任何接触, 正是由聚焦的激光束靠其光动力/抓住0细胞(光镊) , 再是激光聚焦微束在细胞

膜上开孔(光刀) ,然后是另一激光束(第 2 把光镊)将细胞内质粒移出或外质粒(如带有 DNA

的金粒或大肠杆菌)移入, 移动迅速、准确、定量。因此,采用激光提供的动量和能量, 控制、操

纵细胞将 DNA 导入细胞实现基因转移, 可以大量节约资源, 缩短转基因时间, 提高成功率。

所以,激光束操纵细胞技术是当前最先进的一种转基因技术。

Fig. 1  Schemat ic diagram of a laser micro-beam cell

manipulat ion system

1  实验系统的建立

经方案分析和比较, 参考国内外现有激光微

束系统,并考虑到我们以后的研究方向,我们设计

了一套激光微束细胞操作系统, 本系统是光刀和

光镊的组合系统。设计方案如图 1所示,其中, P1

为倍频晶体, P2 为混频晶体, L1 为聚光镜, L2 为

扩束镜, M3 为光束耦合器, OF 为衰减片。图中,

激光光源使用了 NdBYAG 激光器和 He-Ne激光

器。

1. 1  系统中激光器的选择设计

激光微束系统中的光刀采用电光调 Q 非稳

腔NdBYAG激光器(波长为 1064nm)。经 KD* P 晶体倍频后获得 532nm 的绿光。倍频光和

剩余的基频光经第 2块 KD* P 晶体混频,产生 354. 7nm 的紫外光。另外, 也可将 532nm 的倍

频光经第 2块 KD* P 晶体再混频获得 266nm 的紫外光。所以, 我们具有 1064nm, 532nm ,

354. 7nm, 266nm 4种激光波长可供选用。

紫外光具有较大的光子能量, 容易获得所需要的相互作用。此外,波长越短理论上可聚焦

的光斑就越小。同时,我们还要考虑激光对生物的损伤应尽量小。激光辐射切割的安全性也

已得到证实: 一般的紫外区被分为 3个区, UV-A( 200nm~ 290nm ) , U V-B( 290nm ~ 320nm) ,

U V-C( 320nm~ 400nm)。只有 UV-A 被认为能引起 DNA 的变异。我们使用的激光波长为

354. 7nm,它的波长在 U V-C区。在几个生物应用中,包括单一细胞操作,已经证明此激光器

的安全性。因此,我们选用 354. 7nm 的紫外光作为工作波长。

紫外激光输出能量在 0~ 30mJ可调,稳定性优于 ? 5% ,发散角小于 0. 5m rad,脉宽为 5ns,

触发频率 1Hz~ 20Hz可调,光场分布为高斯光束。

YAG激光器的输出经四棱镜分光后获得 354. 7nm 的紫外光, 也可以采用透镜镀膜方法
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将其它波长的光滤掉,而只剩下 354. 7nm 的紫外光。紫外光再经物镜强会聚后, 形成圆形光

刀,可用于细胞打孔等操作。也可采用棱镜将其由圆形变换成椭圆形再会聚,形成线形光刀,

可用于切割染色体等操作。

激光微束系统中的光镊采用H e-Ne激光器聚焦后捕获细胞或细胞器。

我们使用的 He-Ne 激光器的腔长为 1. 17m, 功率大于 40mW,发散角小于 1. 2m rad, 光束

直径为 1. 1m m,功率稳定性 [ 5% ,模式为 TEM00。

He-Ne激光器的波长是 632. 8nm,为可见光。由于激光的高强度, 激光在通过显微系统中

的各个光学元件以及入射到液体时,漫反射造成的杂散光将充满整个视场,严重影响生物样品

的观察清晰度。为了消除此杂散光,必须在观察通道中加入相应的滤光片。但是,照明光中的

相当一部分光也被滤掉了,因此,视场着色并且变暗。

由于我们的目标是研制出一台激光微束的科学仪器,因此, 我们必须要考虑其实用性和经

济性。NdBYAG激光器价钱昂贵,不利于推广,因此,我们最终将用较便宜的氮分子激光器取

代它。氮分子激光器的工作波长为 337. 1nm,脉冲宽度为 5ns,脉冲能量大于 6mJ,光斑尺寸为

6mm @ 24mm, 发散角为 2 @ 5mrad,脉冲能量稳定性小于 10%。由于氮分子激光器的光斑为

矩形,不能直接耦合到显微镜中,因此, 必须将其转化为高斯光束,这是研究课题的一部分。

我们要用的另一台激光器是波长为 808nm 的半导体激光器来取代 He-Ne激光器作为光

镊捕获细胞或细胞器。这样, 解决了视场内杂散光的问题,而且半导体激光器的功率远大于

He-Ne激光器的功率,可以解决功率不足的问题。

1. 2  捕获聚焦镜

捕获聚焦镜是能够把非均匀光场的激光会聚成衍射极限光斑并实现对粒子捕获的会聚透

镜。捕获聚焦镜一般都采用高倍显微物镜。因为高倍显微物镜具有高的数值孔径, 即高的空

间分辨率, 同时,产生强的光场梯度分布,从而满足形成三维光学阱的需要。选择显微物镜的

另一重要原因是,以显微物镜为核心的显微镜的光学成像系统正是光镊微米级操作的显微观

察所必备的装置。

高倍率大数值孔径的物镜在实现强梯度光场的同时,也具有高的放大倍率,这有利于光镊

操纵和分辨物体的精细结构。同时,我们需要的高倍显微物镜应适用于紫外到近红外波段,具

有大数值孔径。由于大数值孔径的物镜工作距都很短,不利于生物样品操作,因此, 最好采用

倒置显微镜,而我们采用的正好是倒置显微镜,利于实验的进行。

1. 3  操作阱台

阱台就是显微镜的操作台,它用于承载样品室。操作台在 x-y 平面和沿光轴方向都可以

连续地调节,所以,同时也可用来调节光阱与待捕获粒子之间在三维空间上的相对位置。

由于光镊作用的粒子都是微米量级,相应的要求三维阱台的操作精度在微米或亚微米量

级。我们使用的显微镜操作台在 z 向的调整精度为 1Lm, 基本可以满足要求。而 x-y 平面的

调整精度很低, 因此,需要建立精密的调整平台。我们采用了压电陶瓷( PZT )驱动的精密工作

台,其机械部分为弹性铰链结构,根本上消除了其它类型的工作台间隙造成的运动误差, 其x-y

调整精度为 1Lm ,并将该精密工作台置于显微镜操作台之上,实现粗动精动一体化。

1. 4  扩束镜、物镜的选取

系统中 He-Ne激光器的光束直径为 1. 1mm, 我们使用的显微镜的 100倍物镜的参数为:

后光阑孔径为 3mm ,物镜外露孔径为 3mm, 数值孔径(物镜浸在蔗糖溶液中)为 1. 25, 工作距
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为0. 17mm。40倍物镜的后光阑孔径为 8mm ,外露孔径为 8mm。按照理论,只有当激光束充满

物镜后瞳时,激光束才能在物平面上聚焦最小。显然 1. 1mm< 3mm,因此, 我们必须将其扩束

  

Fig. 2  S implif ied opt ics of object ive and eyepiece

后再使用。物镜和目镜的光路示

意图如图 2所示。

由此可以计算出入射光的发

散角为: H= 3/ 160 = 0. 01875。

入射光经 3倍扩束镜扩束后光束

直径为 D = 3. 3mm , 所以, 选用

的会聚透镜的焦距为: f c= D/ H

= 3. 3/ 0. 01875 = 176mm 。故

我们选用的扩束镜为 3倍,会聚透镜焦距为 176mm。当光束充满物镜后瞳时, A, B 两点被聚

焦得最小。出射点位于物镜后瞳通过目镜所成的像上。通过 Ac, Bc的光线方向不同但都充满

物镜后瞳,AB平面与 AcBc平面互为共轭。

1. 5  显微动态检测系统

实验中,我们采用由 CCD连接的图像处理系统。它可以实时观察、连续记录, 也可以随时

进行调整。该系统具有很高的时间和空间分辨率,它能够进行静态和动态记录。

由于系统中采用了大功率的 NdBYAG激光器和 H e-Ne 激光器,为了保护 CCD,同时避免

人眼受到伤害, 我们在系统中加入了衰减片。同时,我们还为成像系统建立相应的图像处理系

统,便于对激光微束操作所录制的图像进行剪辑处理。

1. 6  光耦合器

光耦合器是将激光耦合到显微镜的重要部件, 它的质量的好坏将直接影响到实验结果。

光耦合器能够保持原来的成像系统的分辨率和清晰度, 实现个光路自己的功能并且与显微镜

齐焦。我们的系统中采用的光耦合器是一个与光轴成 45b角的双色分束器, 它上面镀的膜可

  

Fig. 3  A yeast cell w as t rapped using a H e- Ne laser( indicated by

an arrow )

以同时把 NdBYAG 激光器和 He-Ne激

光器的光耦合到显微镜中,保证其足够

的功率和高的成像质量。

2  实验内容与结果

2. 1  光镊捕获酵母细胞实验

Fig. 4  A yeast cell w as t rapped using a H e- Ne laser

( indicated by an arrow )

  图 3所示是使用 H e-Ne 激光陷阱捕获处于

马铃薯培养基中的出芽酵母菌孢子的情形。图中

捕获始终为同一个的酵母菌孢子。载物台由右往

左再往上移动。捕获速度6. 122Lm/ s; 陷阱功率

约 7mW;物镜 40倍; 放大 5000倍。

图 4所示是使用 He-Ne 激光陷阱捕获处于

马铃薯培养基中的出芽酵母菌孢子的情形。与图

3不同,图中捕获的酵母菌孢子在变化。图 4a是

Y2 在激光陷阱中;图4b是载物台向下移动Y1 进入陷阱, Y2 被挤出陷阱; 图4c和图4d是载物
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台由左边往右边移动时, Y1 在陷阱中不动,而 Y2 随载物台同步运动, 远离了 Y1 的情形。图

4e和图 4f是载物台由右边往左边移动时, Y1 在陷阱中不动,而 Y2 随载物台同步运动,靠近

Y1 的情形。捕获速度3. 42Lm/ s; 孢子尺寸8. 30Lm @ 11. 67Lm; 陷阱功率约 7mW;物镜 40倍;

总体放大 5000倍。

2. 2  光刀显微操作

采用 NdBYAG经显微物镜会聚形成光刀可以对细胞或细胞器进行打孔或切割。我们用

  

Fig. 5  T he process of ryes. ch romosome incision

a) the picture of chromosome in 100 @ objective b ) the process of th e f irst chromosome incision

激光微束

实现了切

割染色体

的实验,

如图 5所

示。图中

为黑麦细胞的染色体,图中给出切割标示为 1的染色体的切割前后的详细过程,切割后的效果

清晰可见。实验中脉冲 NdBYAG激光微束采用的线形切口, 而非圆形切口。圆形切口是由激

光直接由显微物镜聚焦后,进行切割。而线形切口, 则是由激光先经过一个棱镜,将圆形光斑

转化为椭圆形光斑后,再经显微物镜聚焦后(聚焦后为一条线,而非一个圆形会聚斑) , 进行切

割。线形光刀和圆形光刀各有优缺点。线形光刀用于切割则效率高, 操作简单, 能量控制得

好,则一刀可以到位,但是不能用它进行打孔。圆形光刀则用于给细胞或细胞器打孔, 操作较

为容易,不能用它切割染色体, 因为一般染色体都有十几微米, 而圆形光刀一般只有 1Lm 左

右,要切割完成需要连续切割多次操作复杂, 效率低下。

3  结束语

我们采用 NdBYAG激光器和H e-Ne激光器组合构建的激光微束操作实验系统实现了非

接触细胞操作。通过实验验证了光镊的力学效应。光镊能实现对生物粒子的捕捉、旋转和翻

转,能同时捕获多个粒子。通过实验我们也验证了光刀的作用, 采用 NdBYAG经显微物镜会

聚形成光刀可以对细胞或细胞器进行打孔或切割。

该研究工作得到了沈子威教授的指导和尚鹤龄老师的帮助。作者在此深表感谢。
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