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摘要 生物学的发展对传统的研究方法提出了挑战, 其深入研究依赖于方法学的发展. 同步辐射光源具有高亮

度、高准直、宽频谱等性质, 在从细胞到生物体的多尺度生物学研究中具有独特的优势. 本文结合本实验室以及

国内外的研究工作, 详细介绍了同步辐射相关技术包括X射线显微CT成像(Micro-CT)、纳米CT全场成像

(TXM)、扫描透射软X射线显微成像(STXM)、X射线荧光成像(XRF)等在纳米-生物界面、细胞功能以及脑成像

分析等方面的最新进展.

关键词 同步辐射X射线, 纳米-生物界面分析, 细胞功能分析, 脑成像分析

1 引言

成像技术提供了人类认知世界的工具, 1665年罗

伯特·虎克用制造出的第一台光学显微镜观察到了植

物细胞, 开启了人类对生命科学中显微世界的认识. 19
世纪, 电子显微镜的发明实现了对生命体系中各种超

微结构的超高分辨成像观测
[1]. 1895年, 德国物理学家

伦琴在进行阴极射线管试验时发现了X射线, 并在同

一年拍摄了其夫人的手部X射线图像. X射线因其短波

长和深穿透可以实现生命体系中多尺度样品的三维高

分辨成像, 弥补了现有光学显微镜和电子显微镜成像

的不足
[2,3].

1947年, 美国通用电气公司实验室在调试新建成

的70 MeV电子同步加速器时, 首次观察到了同步辐射

现象
[4]. 相较于传统光源, 同步辐射光源拥有高亮度、

高准直性和高偏振等优势, 并且覆盖了从远红外到X
射线波段的连续光谱

[5]. 21世纪, 随着第三代同步辐射

光源的建成和开放运行, 基于同步辐射光源的成像分

析技术也取得了长足的发展. 例如, 基于吸收衬度和

相位衬度的X射线显微CT成像, 分辨率在亚微米到微

米量级; 基于椭球聚焦系统和波带片放大系统的纳米

CT全场成像, 分辨率在二三十纳米; 基于波带片的扫

描透射软X射线成像, 分辨率在三十纳米量级; 基于纳

米聚焦探针和微米聚焦探针的X射线荧光成像, 分辨

率在数十纳米到微米量级; 新近发展起来的无透镜的

X射线相干衍射成像, 分辨率可以达到几个纳米. 这些
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模式众多的同步辐射X射线成像分析技术为生物大分

子聚集体、细胞器、细胞、组织、动植物个体等不同

尺度生命体系的研究提供了强有力的工具
[6]. 同时, 同

步辐射X射线成像分析线站探测器技术不断改进, 可

以记录更多的数据并且更快地进行数据处理和分析.
可以预见, X射线技术在生命科学领域的广泛应用, 在
未来将为生命科学的研究和发展带来更多的突破和

创新.
本文介绍了常见生物成像技术的局限性和生物成

像的新需求, 阐述了基于同步辐射的生物成像技术在

现代生物学分析中的优势, 重点综述了本实验室以及

国内外相关研究组在应用同步辐射技术开展生物成像

分析中的最新进展.

2 常见生物成像技术的局限性及生物成像
的新需求

光学显微镜和电镜技术的发展, 极大地推动了生

物学领域的发展, 实现了革命性的研究成果, 并仍然

起着不可替代的作用. 在生命分析领域, 光学显微镜

用红外、可见光、紫外光等作为光源, 是最直接有效

的生物样品成像技术. 光学显微镜可以实现活细胞动

态成像分析, 通过绿色荧光蛋白(GFP)和各类荧光染

料, 实现对细胞生命活动中生物分子、亚细胞结构的

实时动态监测
[7]. 电子显微镜用电子束取代可见光, 具

有纳米级甚至埃级空间分辨率, 对细胞内各种微小结

构的观察尤为适合
[8]. 但是两者之间仍然存在成像技

术上的空白, 生命科学的观察分析在要求高分辨率的

同时又要求生物样品的完整性, 如纳米材料-生物界面

相互作用的分析研究、细胞的生命活动的分析研究.
此外, 在组织特别是脑成像分析中, 光镜和电镜由于穿

透深度有限, 都需要采用对样品进行切片处理, 整个过

程费时费力, 同时还限制了垂直切片方向的分辨率, 导
致结构信息的损失, 影响最终的研究结果. 快速发展的

生物学领域对成像技术正在不断提出新的需求: 在兼

顾分辨率的同时保证生物样品的非破坏性成像.

3 基于同步辐射X射线的生物成像技术

X光的波长介于可见光和电子之间, 理论上可以

填补二者的空白. 近几十年, 基于同步辐射X射线的成

像技术快速发展, 其相比于光学和电镜成像技术有着

不可比拟的优势
[9]: (1) 各向同性分辨率, 无须减少切

片的厚度来提高Z轴的分辨率. X射线微米CT的各向分

辨率可以达到亚微米 , 纳米CT的分辨率可以达到

30 nm. (2) X光穿透能力强, 可对数毫米厚度的生物样

品进行快速三维(3D)成像, 且样品制备简单, 无须透明

化及薄切片处理, 可保留组织完整性. (3) 不存在光漂

白现象, 可以对样品进行长时间成像. (4) 可开展跨尺

度成像, 跨越从宏观到微观的多个尺度范围.
目前, 基于同步辐射X射线的生物成像分析模式

有多种: (1) X射线显微CT成像(Micro-CT), 通过不同

物质对X射线的吸收和透射性能不同, 不同介质对X射
线传播速度差异导致的相位改变不同, 实现生物医学

样品的低剂量、无损、高分辨、动态、三维成像, 空

间分辨率在亚微米到微米量级
[10]. (2) 纳米CT全场成

像(TXM), 又分软X射线纳米CT和硬X射线纳米CT, 通
过一次曝光即可获得样品的完整二维投影信息. 该方

法能够以二三十纳米的分辨率获得完整细胞的三维结

构信息
[11]. (3) 扫描透射软X射线成像(STXM), 用波带

片将软X射线聚焦到三十纳米, 用逐点扫描方式获得

样品的结构成像信息
[12]. 通过双能吸收衬度法, 能够

获得高分辨的细胞内元素分布信息. (4) X射线荧光成

像(XRF), 用波带片、多层膜劳厄透镜、K-B镜等元件

将硬X射线聚焦到十纳米到微米量级并照射在样品上,
激发样品中元素的特征X射线荧光, 能够同时获得多

种元素的分布和定量信息
[13]. (5) X射线相干衍射成像

(CDI), 以相干X射线为光源, 用相位恢复算法对样品

的相干衍射图样进行相位恢复和图像重建的成像方

法, 其理论分辨率仅受到X射线波长的限制, 可达原子

水平
[14].
针对上述成像方法, 国内外光源近些年都取得了

一系列进展. 上海光源成像线站根据动态实验需求,
结合压缩感知的CT重构算法, 发展了一种基于单色光

的动态Micro-CT方法, 能在1 s内完成两套成像分辨率

6.5 μm/pixel的CT数据采集
[15]. Wu等[16]

基于此方法在

原位高温电磁环境下实现了金属铝微波烧结过程的动

态CT成像, 提出了新的局部微波等离子体驱动的烧结

机制. 美国国家同步加速器光源II (NSLS-II)发展了一

种快速TXM成像方法,能在1 min内完成空间分辨率优

于50 nm的TXM数据采集, 将成像时间减少了一个数

量级, 为样品的高分辨动态研究打下了良好的基础
[17].
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在提升TXM的空间分辨率上, 上海光源
[18]

和美国阿贡

实验室先进光子源(APS)[19]等均做了一系列工作, 目

前TXM已可实现空间分辨率优于10 nm的三维成像.
美国劳伦斯伯克利实验室ALS光源组建了世界上第一

台用于生物成像的软X射线断层扫描显微镜(SXT), 实
现了在水窗内通过线性吸收系数值(LAC)区分未染色

细胞内的细胞核、线粒体、内质网, 甚至脂滴和胰岛

素囊泡等结构, 并对全细胞内细胞器进行快速三维重

构, 揭示了胰岛β细胞中胰岛素分泌的细节
[20]. Ptycho-

graphy是一种基于衍射的X射线成像方法, 可以对样品

进行定量成像, 同时消除成像光学元件带来的分辨率

限制, 上海光源将其与STXM结合起来, 发展了具有

10 nm空间分辨的软X射线扫描相干衍射成像(ptycho-
graphic coherent diffraction imaging, PCDI)方法, 其与

传统STXM相比, 辐射剂量更低
[21]. 在合肥光源软X射

线成像线站上, 田扬超团队
[22]

利用软X射线对Fe元素

吸收边成像, 对生物硫化铁纳米颗粒的生物合成及分

布进行研究, 并利用合成的FeS开展了生物自组装治

疗癌症机制的研究.

4 纳米-生物界面分析

纳米-生物界面相互作用指纳米材料与生物分

子、细胞、组织等生物系统之间的相互作用. 其高度

异质性以及非平衡的动态生理环境, 使得纳米材料进

入生命体系后, 持续与生物体系内的分子、离子等相

互作用, 引起表面理化特性改变, 进一步影响其进入

细胞的途径、在生物体内的行为及其最终的命运. 因

此, 全面了解纳米-生物界面相互作用是纳米材料安全

性效应的研究基础, 是纳米材料安全性设计以及纳米

产业可持续发展的重要保障, 有助于推动纳米生物学

领域的发展. 目前, 纳米材料-生命体系相互作用的检

测和分析方法有限, 随着上海光源等各大光源的建成

以及实验线站运行水平的日益提高, 同步辐射X射线

先进成像技术为纳米-生物界面分析提供了一个强有

力、甚至不可替代的工具.

4.1 纳米-细胞界面

基于同步加速器的X射线显微镜可以以纳米分辨

率对细胞内的纳米材料进行成像. 因此, 它适合于研究

纳米材料的细胞内分布 . 例如 , 本课题组
[ 23 ]

利用

STXM, 通过探测碲元素的亚细胞分布, 研究了CdTe/
CdS/ZnS核壳结构量子点(QDs)在HeLa细胞内的定位.
结果表明, 量子点主要分布在细胞质中, 并且呈现不均

匀的不同强度的点状分布. 其中, 高强度点集中在细胞

的核周区域, 这一结果与我们之前在荧光成像研究中

的观察结果一致
[24]. 这种水性合成量子点的不均匀分

布导致细胞核周围Cd2+的局部浓度异常增高, 造成对

细胞核的损伤, 这种局部浓度效应是所观察到的CdTe
量子点比CdCl2呈现更高的细胞毒性的主要原因. 本课

题组
[11]

使用同步辐射透射X射线显微镜(TXM)研究了

TiO2纳米颗粒在HeLa细胞中的生物分布. 重建的断层

扫描图像显示, TiO2纳米颗粒主要分布在细胞膜表面

(图1), 这与透射电子显微镜观察到的结果相一致. 类

似地, 我们利用该技术研究了粒径为1~2 nm金纳米粒

子和不同长宽比的单分散金纳米棒在EMT-6细胞内的

摄取和分布. TXM成像结果显示, 金颗粒主要分布在

细胞质中, 尽管金颗粒很小, 并未发现它们到达细胞核

内
[25]. 金纳米棒的长宽比影响其细胞摄取, TXM三维

重构结果清晰地呈现了纳米金棒细胞内的三维分布情

况
[26].
除了高空间分辨率外, X射线显微镜还具有优异

的能量(元素)分辨, 适合于纳米颗粒-离子复合物与细

胞的相互作用研究. 本课题组重点研究了纳米金刚石

(NDs)-金属离子复合物与细胞之间的相互作用. 在

NDs的细胞毒性评估中, 我们发现当细胞暴露于分散

在完全细胞培养基中的NDs时, 没有检测到细胞毒性.
然而, 在暴露于分散在无血清培养基中的NDs后, 发现

了严重的细胞死亡现象. 因此提出, NDs在无血清培养

基中的细胞反应与NDs对钠离子的吸附有关
[27]. 为了

验证这一假设, 我们通过同步辐射STXM双能成像技

术研究了NDs与钠离子的相互作用
[28], 发现无血清培

养基中钠离子大量吸附到NDs上. 随后, 将细胞与分散

在含有或不含有血清的细胞培养基中的NDs一起孵育

2 h. 使用相同的技术, 我们观察到大量NDs被内化到

在两种培养基中孵育的细胞中, 无血清培养基中的细

胞内钠含量远高于完全培养基. 并且, 在细胞中可以

看到钠离子主要附着在NDs上, 说明钠离子以ND-Na
复合物的形式进入细胞. 无血清培养基中, 细胞中过

量的钠离子诱导渗透压升高, 细胞肿胀, 细胞内钙和

活性氧(ROS)水平增加, 从而导致严重的细胞损伤. 然
而, 在完全培养基中, 包裹在NDs周围的血清蛋白可有
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效地防止钠离子吸附到NDs上, 因此NDs没有表现出

细胞毒性
[28]. 进一步地, 我们证明了NDs作为多种金

属离子细胞内递送载体的潜力
[29]. 以铜离子Cu2+为例,

从细胞的同步辐射双能STXM图像中, 我们发现与单

独暴露于Cu2+组相比, 暴露于ND-Cu2+混合物时, 细胞

内Cu2+的量显著增加. 并且, NDs-Cu2+暴露组细胞内大

量的Cu2+附着在NDs上, 说明Cu2+以ND-Cu2+复合物的

形式进入细胞. 与此同时, 我们开展了另一个基于同步

辐射的微区X射线荧光(μXRF)分析, 元素图谱显示, 用
ND-Cu2+混合物处理的细胞中Cu2+浓度显著高于单独

用Cu2+处理的细胞, 并且在单独用NDs处理的细胞内

未检测到Cu2+信号. STXM和μXRF图像都表明, NDs
的加入使细胞内的富铜区变得更加集中, 导致铜的相

应细胞效应, 如细胞内ROS水平升高, 从而触发细胞

毒性.
除了纳米毒性, 同步辐射X射线显微成像技术也

可用于细胞水平的纳米医药研究. 我们研制了用于化

疗药物递送的海藻酸钠功能化NDs (fNDs)载体, 选择

顺铂(DDP)作为模型药物. 同步辐射μXRF成像结果显

示, fNDs能够增强药物在肿瘤细胞中的积累和保留时

间, 而且fNDs-DDP复合药物在细胞内具有缓释效应,
其和肿瘤细胞作用一段时间之后依然可以持续发挥细

胞杀伤效果, 提高了治疗效果和药物安全性
[30]. 超顺

磁性氧化铁纳米颗粒(SPIOs)作为磁共振成像造影剂

在生物医学研究和临床应用中得到了广泛的应用, 但

人们对SPIOs在细胞, 尤其是干细胞中的代谢过程了

解较少. 苏州纳米所王强斌课题组
[31]

应用同步辐射

XRF成像和X射线吸收谱(XAS)技术, 原位研究了

Fe3O4和Fe3O4@SiO2磁性纳米粒子在人脊髓间充质干

细胞(hMSCs)中的命运. 结果显示, 包覆SiO2外壳的

Fe3O4@SiO2纳米颗粒在hMSCs干细胞中表现出更高

的稳定性, 该研究有助于设计更安全有效的干细胞追

踪SPIOs. 另一项纳米医药研究围绕中国研究者发现

的白血病特效药三氧化二砷展开. 我们发现, 在应用

砷剂药物对实体瘤开展治疗时效果不理想, 砷剂在实

体瘤细胞中自噬水平较高, 与凋亡形成拮抗, 阻碍了

实体瘤细胞进入程序性死亡. 为了解决这个难题, 我

们提出了一种将NDs与砷剂联用的方案, 并在肝脏肿

瘤的治疗中展示出很好的效果. 这种联合治疗方案在

肝原位肿瘤小鼠模型上的结果显示, 肿瘤缩小达91%,
而单用砷剂药物的对照组仅缩小28%. 同步辐射μXRF
技术直观地揭示, 有无NDs存在情况下砷元素在肿瘤

细胞/组织中的分布和浓度不变, 为证明NDs和砷剂药

物在肿瘤组织/细胞中相互分离, 在功能上靶向不同的

细胞途径, 即自噬与凋亡, 且纳米金刚石本身不是药物

载体提供了关键证据
[32].

4.2 纳米-活体界面

在纳米-活体界面研究中, 同步辐射XRF技术提供

了亚微米的空间分辨率和ppb (part per billion, μg/L)级
的元素检测灵敏度

[33], 可便利地表征纳米材料在动植

物体内的行为和最终命运
[34]. 例如, 本课题组

[35]
检测

了气管内滴注20 nm TiO2颗粒在小鼠体内的分布和肺

毒性, 结果显示该纳米颗粒主要保留在肺部,并逐渐代

谢清除, 但3个月后肺内仍有少量纳米TiO2残留. 不同

的气管内灌注方法会影响纳米TiO2从肺部的清除速

度, 同时, 纳米颗粒的存在也会干扰K、Ca、Fe、Cu和
Zn等组织原生元素在肺部的自然分布. XRF技术为研

究金属纳米材料和原生金属元素在组织和器官中的作

用和分布提供了有效的方法, 并能进一步辅助揭示纳

米材料的纳米毒性机制. 在另一项纳米-动物界面作用

的研究中, 我们将纳米碳黑(CBs)和金属离子混合形成

复合物, 作为细颗粒物(PM2.5)的模型材料, 以微米级

的分辨率对该复合物造成肺组织内金属及重要生命元

素分布的变化进行研究
[36]. 在小鼠气管内灌注模型中,

吸附在CBs上的过量金属促成了肺部毒性效应, 自噬

和溶酶体功能障碍是CBs和金属协同肺部毒性效应的

主要原因, 同步成像技术为揭示PM2.5毒性机制提供

了关键证据.

图 1 HeLa细胞的三维重构图像
[11]. (a) 对照组细胞; (b) 经

过6 h TiO2孵育的细胞(红色颜色表示钛信号) (网络版彩图)
Figure 1 The three-dimensional (3D) reconstructed tomography
images of HeLa cells [11]. (a) Control cells; (b) cells after incubation
with TiO2 NPs for 6 h (red color indicates the Ti signals) (color online).
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在纳米-植物界面的研究中, 我们以油菜为模型,
利用同步辐射XRF成像方法追踪了Au元素和植物

体内营养元素(K、Ca、Fe、Zn等)在油菜茎和叶片

中的分布和含量变化
[ 3 7 ] , 直观揭示了纳米金

(AuNPs)在植物组织中的积累和传输过程. 结果显

示, AuNPs不会影响油菜种子的发芽和幼苗的生长,
它能够在植物组织中有效运输, 且不会干扰金属营

养元素在植物组织中的自然分布. AuNPs对油菜幼

苗生长的温和影响, 提示其可被用做植物中的基因

传递载体.
除了纳米毒性, 同步辐射X射线显微成像技术也

可应用于动物水平的纳米医药研究. 在NDs-ATO联合

治疗的研究中, 我们发现NDs的加入有效抑制了肝、

脾和肠中砷剂引起的癌症转移, 其抑制效力与NDs在
不同器官中的生物分布密切相关

[38]. 从治疗开始的

135~174天, NDs联合治疗将ATO治疗小鼠的存活率从

0%提高到100%, 并且20%的小鼠存活率超过10个月.
通过利用同步辐射XRF成像和电感耦合等离子体质谱

(ICP-MS)技术研究给药后小鼠体内砷元素的水平, 发

现NDS和ATO共处理对各组织中砷的浓度没有显著影

响(图2), NDS没有改变ATO在组织中的生物利用度, 这
避免了As在体内的积累. 同步辐射X射线成像技术为

揭示这种纳米颗粒介导的抗肿瘤转移新策略提供了关

键证据.
此外, 同步辐射X射线技术也广泛应用于生物医

学成像和癌症放射治疗领域
[39]. 例如, 澳大利亚光源

的研究人员在成像和医学光束线站设计并安装了一套

全面的放射治疗装置, 以推动图像引导的同步辐射微

束放射疗法在不同类型肿瘤治疗中的发展
[40,41].

5 细胞功能分析

亚细胞结构多处于10 nm~1 μm尺度, 如重要的细

胞器核糖体直径仅有25 nm; 细胞内多种生物大分子

尺度多处于1~100 nm, 蛋白质分子及复合物则更是在

10 nm以下, 这要求分析技术满足纳米空间分辨. 同步

辐射的X射线显微镜具有内在的高分辨和强穿透能力,
可以对完整细胞进行纳米分辨成像. 值得指出的是, 现
代细胞生物学研究更关注细胞内多种生物分子的定

位、分布及其相互作用, 也就是细胞的功能分析(不同

于传统的细胞“结构”分析).

5.1 遗传标记

绿色荧光蛋白(GFP)是由钱永健等发展的荧光成

像遗传编码探针, GFP及其衍生物的发展是分析细胞

内重要蛋白质定位、分布和相互作用的重要工

具
[42,43]. 我们基于同步X射线显微技术, 将经过基因改

造的过氧化物酶(APEX2)用作X射线遗传编码探针. 在
哺乳动物细胞中, 带有APEX2标签的特定蛋白质表达

后, APEX2可以原位催化二氨基联苯胺(DAB)单体形

成X射线显微镜下可见的聚合物, 从而实现成像(图
3)[44]. 使用新探针APEX2, 研究者能够以25~30 nm的

超高空间分辨率观察到细胞内多种蛋白质分子和亚细

胞结构, 其成像能力优于EGFP标记的荧光共聚焦显微

镜, 二者的半峰全宽(FWHM)分别为20~30 nm和超过

200 nm. 此外, X射线标签具有优越的光稳定性, 可以

长时间观察细胞内和细胞间发生的分子事件. 而利用

X射线的高能量分辨性质, 还可以实现对细胞内多种

蛋白质的同时观测. 美国加州大学洛杉矶分校Gu教
授

[45]
指出, X-ray “GFP”技术建立了一个高通用性的

同步辐射细胞功能成像平台. 该工作在国际上率先实

现了X射线遗传标记探针“0”的突破.

5.2 纳米探针标记

2001年, 加州大学旧金山分校Larabell教授等
[46]

使

图 2 NDs介导的生物分布依赖性抗转移作用在ATO治疗
中的研究. 裸鼠携带HepG2肿瘤, 每天静脉注射ATO或ND-
ATO混合物, 连续五天. 同步辐射XRF技术检测主要组织中
的砷分布

[38] (网络版彩图)
Figure 2 ND-mediated biodistribution-dependent anti-metastasis in
ATO-based therapy. HepG2 tumor-bearing nude mice were adminis-
tered ATO or NDs-ATO mixture intravenously (i.v.) daily for five
consecutive days. Arsenic distribution in major tissues by XRF [38]
(color online).
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用粒径为1.4 nm的金纳米颗粒连接抗体, 使其能够通

过Triton通透的细胞质膜, 靶向标记细胞质和细胞核

中的蛋白, 再诱导银离子还原包覆于探针表面增强X
射线成像信号. 在517 eV能量, 使用X射线显微镜在

50 nm的分辨率下获得了细胞内蛋白定位的二维分布

信息. 之后, 西北大学Woloschak教授团队
[47]

发展了

TiO2-寡核苷酸纳米复合材料作为X射线探针, 通过使

用XRF技术对Ti元素成像, 以此观察探针上寡核苷酸

在细胞内的定位. Larabell等[48]
报道了TiO2-链霉亲和

素偶联纳米结构能够靶向标记生物素孵育的细胞微

管, 并且, 通过联用Au纳米探针, 应用双能STXM成像

能够获得两种不同靶标蛋白的细胞内分布. X射线显

微镜能对三维结构的二维投影以数十纳米分辨率成

像, 但三维分辨率却远低于这一水平, 仅有~400 nm[49].
双能STXM相衬成像与等斜率重建算法的结合提高了

同步辐射X射线三维成像能力
[50]. 基于此, 中国科学院

国家纳米科学中心赵宇亮团队
[51]

构建了一种白蛋白-
多肽(BSA-CV)生物矿化的AuGd@BSA-CV纳米探针,
能够靶向定位于细胞膜上的整合素, 该探针同时具有

荧光和同步辐射X射线吸收信号. 中国科学院国家纳

米科学中心陈春英团队
[52]

将这一探针和HEL细胞孵

育 , 通过STXM双能相衬成像在Gd元素吸收边前

(1174.0 eV)和吸收边(1179.3 eV)能量下获得不同投影,
使用等斜率断层重建算法重建以及元素定量计算准确

地获得了单细胞上整合素的三维分布及定量信息. 此

外, Wang等[53]
以白蛋白铁纳米颗粒Fe@BSA为模板,

将荧光基团FITC和HER2蛋白靶向短肽KL6修饰至其

表面, 得到探针Fe@BFK. Zhang等[54]
利用该探针通过

硬X射线纳米CT技术获得了HER2在乳腺癌细胞上的

二维分布.

5.3 大尺寸细胞无标记成像分析

在细胞生命活动的功能分析中, 通过各种标记技

术处理的细胞样品虽然能够增强对比度, 却不利于对

原始细胞自然结构的成像分析. 在同步辐射硬X射线

波段, 纳米颗粒的吸收衬度随其原子序数的增大而增

加, 而无标记细胞对X射线的相位改变能力很强. 因此

硬X射线通过吸收和相位相衬技术能够对纳米药物等

在细胞内的功能和命运进行原位分析
[55]. 陈春英团

队
[56]

利用纳米锰佐剂构建了新冠病毒RBD抗原自组

图 3 X射线成像遗传编码探针对细胞内特定蛋白质的内源标记和原位纳米分辨成像
[44] (网络版彩图)

Figure 3 Genetically encoded X-ray cellular imaging for nanoscale protein localization [44] (color online).
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装纳米疫苗, 为了理解其摄取过程和免疫调控路线, 通
过同步辐射硬X射线纳米CT技术对树突状细胞中

RBD和锰的时空分布进行成像,结果显示,纳米锰佐剂

可以被树突状细胞摄取并随时间积累, 验证了该纳米

疫苗细胞内抗原呈递和激活特异性免疫的可能性. 该

研究获得的完整单细胞及纳米颗粒的无标记同步辐射

三维成像能够清晰分辨细胞核、核仁、核膜、细胞质

膜等细胞原始结构, 直观展示出纳米颗粒在细胞内的

自然分布, 为大尺寸细胞内的纳米颗粒功能分析提供

了新的技术支撑.

6 脑成像分析

近年来, 在大脑中神经元、血管和金属元素等的

成像分析中, 同步辐射X射线成像技术为其打开了新

思路. 同步辐射X射线的高分辨、深穿透等一系列性

质, 使得其对神经元细胞和脑组织块的研究具有独特

的优势.

6.1 脑内金属元素成像及分析

金属元素在大脑中发挥了重要的生理和病理学作

用. 例如, 在神经退行性疾病中, 对Fe、Ca、Zn等多种

金属元素进行定量或定性的分析将有助于阐明发病机

制
[57,58]. Colvin等[59]

通过同步辐射XRF技术实现了对

大鼠海马原代神经元细胞中金属含量及分布的研究,
发现了Ca、Fe和Zn在齿状回和CA1区的高浓度分布

以及Mn在CA1区的高浓度分布.
XRF技术结合合适的探针, 还可以实现对脑组织

块中的特定神经元成像. 我们发展了一种以赤藓红B
(Erythrosine B)和免疫球蛋白G (lgG)为基础的双模态

探针, 并通过XRF实现了对黑质致密区(SNc)和腹侧被

盖区(VTA)中多巴胺能神经元的成像
[60]. 其中XRF的

信号来源于赤藓红B, 其分子中含有四个碘原子, 具有

较强的X射线吸收. 该探针具有荧光成像和XRF成像

的双模态成像能力, 为通过XRF区分不同类型的神经

元细胞提供了新思路.

6.2 神经元及血管成像

同步辐射X射线具有深穿透的特性, 这使得对毫

米到厘米及较厚脑组织块的完整成像成为可能. 2011
年, 胡宇光课题组

[61]
通过同步辐射Micro-CT对高尔基

染色法处理的神经元进行成像分析, 发现了reeler小鼠

(一种大脑皮质发育畸形小鼠)中浦肯野细胞三维分形

维数的减少. 随后, 该课题组进一步优化成像线站的参

数, 发展了神经元的加速X射线成像(accelerated X-ray
observation of neurons, AXON)策略, 实现了最快成像

速度达1 mm3
组织/min的快速三维成像, 且各向同性分

辨率达到0.3 μm, 这也是同分辨率下目前最快的三维

成像技术
[9,62]. 近期, 通过“AXON”策略, 胡宇光课题

组
[63,64]

已实现了对果蝇全身和小鼠脑成像, 并对其轴

突和树突等结构进行成像(图4a, b).
在同步辐射X射线神经元成像方面, 我们通过优

化染色过程中的各项参数, 建立了一种适用于完整全

脑组织的快速高尔基染色新方法. 该染色方法对多种

模式动物具有普适性, 并与同步辐射X射线Micro-CT
具有高匹配度, 通过此方法染色的神经元在同步辐射

X射线下具有优秀的成像效果. 近期, 我们获取了斑马

鱼、小鼠、大鼠、兔和猪脑组织的X射线三维成像结

果.更重要的是,同步辐射Micro-CT成像具有在灵长类

动物以及人脑的介观神经联接图谱的绘制中提供技术

支持的潜力. 但目前适用于同步辐射X射线的全脑成

像策略较缺乏, 我们发展了大体积脑组织的同步辐射

Micro-CT成像策略, 成功实现对小鼠脑和猪脑部分脑

区的大范围成像.
同步辐射X射线相衬成像(XPCI)可利用软组织对

X射线相位信息的响应获得良好的X射线对比度, 从而

实现对脑组织的无标记成像
[67]. Töpperwien等[68]

通过

XPCI技术实现了对无标记的人小脑的成像, 成功从数

据集中重建了分子层和颗粒层的细胞, 并自动提取了

浦肯野细胞的结构. 而在此基础上提出的X射线纳米

全息层析成像(XNH)则拥有更高的各向同性分辨率,
目前通过XNH已实现了对人脑组织的各向同性25 nm
分辨率的无标记成像, 并可清晰分辨浦肯野细胞和锥

体细胞的亚细胞结构
[69~73]. 结合10组部分重叠的XNH

扫描, 研究者们还实现了对果蝇肌肉到中枢神经系统

的单根运动轴突成像
[74].

无标记成像的另一优势在于易实现对多结构的

成像. 早在20世纪80年代, 同步辐射技术就已经被用

于研究人类的心血管. 时至今日, 小鼠和大鼠等模式

动物的在体或离体血管也得以在同步辐射上实现成

像 , 但 这 些 结 果 大 多 都 是 基 于 碘 造 影 剂 (图
4c)[65,75~78]. 通过XPCI可实现对神经元系统和血管系
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统的同时成像, 并具有较好的区分效果, 目前小鼠和

大鼠的血管与神经元系统的同时成像均得以实

现
[66,78,79]. 此外, 通过XPCI还可实现植入脑区与植入

设备的同时成像
[80].

随着同步辐射光源的飞速发展, 2020年1月, 同步

辐射神经科学亚太联盟(Synchrotrons for Neu-
roscience-an Asia-Pacific Strategic Enterprise, SY-
NAPSE)成立, 旨在绘制全世界首幅人全脑介观X射线

联接图谱
[81], 赵振堂、胡钧和樊春海为联盟执委. 目

前, 基于第四代同步辐射光源的分层相位层析成像

(hierarchical phase-contrast tomography, Hip-CT)也已

问世, 其可在多尺度下对人脑组织进行成像
[10,82]. 因

此, 同步辐射X射线成像技术可为脑科学研究提供重

要的技术支持.

7 总结与展望

迄今, 本课题组以及国内外诸多团队在应用同步

辐射技术开展生物成像分析领域取得了显著的成果.
在纳米-生物界面分析研究中, 实现了纳米-细胞/亚细

胞界面、纳米-动/植物组织等多种界面的追踪, 为纳

米安全性研究、纳米药物输送以及纳米装置的开发提

供了重要保障;在细胞功能分析研究中,实现了细胞表

面/内部多种生物分子的定位、分布分析, 结合完整单

图 4 神经元与血管的同步辐射X射线成像. (a) 两种用于AXON的同步辐射线站示意图; (b) 果蝇神经元的高分辨断层扫描重
建图像

[9]; (c)小鼠大脑血管系统的三维体积重建图像
[65]; (d)在纵向虚拟组织切片中提取的三维微血管网络; (e)基于不同血管

直径渲染的脊椎血管三维清晰框架
[66] (网络版彩图)

Figure 4 Synchrotron-based X-ray imaging of neurons and blood vessels. (a) Schematic picture of the two types of synchrotron beamlines used for
AXON; (b) high-resolution tomographic reconstruction image of neurons of Drosophila [9]; (c) volume-rendered 3D image of the cerebral vasculature
in mice [65]; (d) the 3D micro-vascular network extracted from longitudinal virtual tissue sections; (e) a clear framework for 3D characteristic labeling
of the spinal cord vasculature based on the different diameters of the vessels [66] (color online).

中国科学: 化学 2023 年 第 53 卷 第 11 期

2203



细胞的无标记三维结构成像分析, 为现代细胞生物学

研究提供了强有力的工具; 在脑成像分析研究中, 实

现了大尺度脑组织厚样品中神经元与血管的成像分

析, 未来还将在人全脑介观联接图谱的绘制中发挥不

可替代的作用. 但是, 仍然存在一些亟待解决的科学

问题. (1) 辐射剂量: 生命体系含有碳、氮、氧等轻元

素, 对X射线的辐射非常敏感, 目前通过冷冻样品可以

使生物样品最接近生理状态, 未来应通过进一步改进

实验装置加上算法的改进减少实验数据的收集以降低

辐射剂量, 从而最大程度保持生物样品的自然形貌及

完整性. (2) 成像分辨率: 在细胞功能分析中, 亚细胞

结构多处于10 nm~1 μm尺度, 细胞内生物大分子尺度

多处于1~100 nm, 这要求分析技术满足纳米空间分辨.
未来对波带片的加工工艺提出更为苛刻的要求, 应进

一步减小波带片最外环的宽度以实现更高的空间分辨

能力. 此外, 上海光源成像线站新近发展起来的X射线

相干衍射成像(coherent diffraction imaging, CDI)方法

摆脱了由成像元件所带来的对成像分辨率的限制, 目

前成像分辨率已达到8 nm, 并有进一步提升的空间,
可以很好地满足细胞功能分析的需求. (3) 图像处理

速度: 在生物样品成像尤其是脑成像分析中, 往往获

得海量数据(TB级), 这对数据处理提出了挑战. Amira
等软件中提供的LDA (large data access)格式转化为TB
级的数据处理提供了极大的便利. 未来在保留信号框

架前提下最大程度去除冗余信息的算法若能得到进一

步的发展, 将能大幅度加快大尺寸生物样品诸如全脑

的数据处理速度.
值得指出的是, 与商业化的激光共聚焦、电子显

微镜等相比, 依托于大科学装置的同步辐射分析技术

机时有限, 一定程度上限制了同步辐射技术在生命分

析中的应用. 随着上海光源二期建设的推进, 北京新

光源、合肥新光源、武汉光源以及南方光源的建成和

对外开放, 从成像线站数量到实验条件都将有长足的

进步, 各种基于大科学装置的成像分析技术也将不断

发展和完善, 未来一定能够为现代生物学研究提供更

多更可靠的技术保障.
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Application of synchrotron radiation in biological imaging analysis
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Abstract: The development of biology has posed challenges to traditional research methods, and its in-depth study
relies on the development of methodology. Synchrotron radiation sources are light sources with properties such as high
brightness, high collimation, and wide spectral range, which have unique advantages in multi-scale biological research
from cells to organisms. This review combines the research work of our laboratory with domestic and foreign research to
introduce in detail the latest advances in synchrotron -based technologies, including X-ray micro-CT imaging, nano-CT
full-field imaging (TXM), scanning transmission soft X-ray microscopy (STXM), and X-ray fluorescence imaging
(XRF), in the fields of nano-bio interfaces, cell functions, and brain imaging analysis.
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