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摘要　扩散对于细胞内生物分子的运输至关重要，是各种生命过程的物理基础. 由于细胞内部微环境的复杂性，其

内部生物大分子的扩散呈现出异常扩散、空间异质性、各向异性等新奇动力学特性. 然而，细胞内扩散动力学与胞内微

环境空间维度之间的关系并不清楚. 利用活细胞单分子荧光跟踪技术研究了细胞内量子点探针的扩散，定量分析了细胞

内准二维扩散和丝状伪足内准一维扩散的动力学特征. 研究发现相比于细胞内的准二维扩散，丝状伪足内的扩散速度更

快，且扩散加速现象与丝状伪足的直径成反比，表明丝状伪足提供了一种更加有效的胞内物质运输途径. 本研究不仅阐

明了细胞内扩散动力学与胞内空间维度的关系，而且揭示了细胞通过亚细胞结构调控生物大分子运输的复杂机制.
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0    引言

细胞质是细胞内各种生化反应发生的场所，由大

量生物大分子、细胞骨架和细胞器构成拥挤且复杂

的环境. 细胞内扩散是细胞质中生物大分子运输的

主要途径，受到细胞质内拥挤微环境以及细胞内结构

特征的影响 [1−2]
. 由于细胞内扩散是分子间相互作用

及实现各种生命活动的物理基础，理解扩散动力学在

细胞内的调控规律十分重要.

在过去的 30年中，研究人员对细胞内扩散已经

进行很多研究，测量了细胞内不同大小颗粒的扩散动

力学特征 [3−6]
. 通过分析分子的扩散动力学，可以探究

到无法直接观察到的细胞内微纳尺度的结构信息，以

及细胞内微环境的物理特征. 相比传统的光漂白后

荧 光 恢 复 （fluorescence  recovery  after  photobleaching，
FRAP）和 荧 光 相 关 光 谱 （fluorescence  correlation
spectroscopy，   FCS）技术 ，单分子 （颗粒 ）跟踪 （single
molecule tracking）方法可以直接观测活细胞中单个分

子的运动，不仅可以研究细胞膜上的跨膜蛋白及生物

分子，还可以研究细胞内的生物大分子及细胞器，例

如膜蛋白质扩散、膜泡内吞、定向运输以及病毒侵袭

等 [7−10]
. 荧光探针的选取对于实现活细胞内的单分子

跟踪十分重要. 量子点（quantum dot， QD）作为一种半

导体荧光探针，因其量子产率高、与细胞内生物大分

子的尺寸类似，以及修饰后的高生物相容性等，已成

为单分子荧光测量活细胞内各种动力学活动的理想

探针 [11−12]
. 我们在过去的研究中发现了细胞内扩散的

空间异质性 [13−15] 以及准二维特征 [16−17]
. 然而，细胞外

围存在一种称为丝状伪足 （filopodium）的纤细状突

起，由微丝骨架向外聚合以改变局域细胞膜形貌所形

成，其参与了细胞迁移、形态发生、内吞等生物过程.

丝状伪足的直径<1 μm（0.1~0.3 μm），构成了类似一维

的管状空间 [18−19]
. 尽管丝状伪足的生物学功能已经发

现了很多年，但对其内部空间维度约束下的准一维扩

散动力学特征并不清楚. 因此，进一步揭示细胞内扩

散动力学与胞内空间维度的复杂关系，有助于理解细

胞内物质运输的调控机制. 

1    材料与方法
 

1.1    主要试剂及仪器    细胞实验使用DMEM（dulbecco’s
modified  eagle  medium）培养基、胎牛血清、链霉素、

青霉素和 0.25%胰酶 -EDTA（均购自 Gibco公司），单

分子跟踪实验使用量子点 QD 655（购自 Thermo Fisher
公司）.

实验使用本实验室自己搭建的全内反射转盘共

聚焦显微成像系统，包括激光光源、温度控制器、活

细胞培养室、EMCCD、电脑控制系统及倒置显微镜，

显微镜型号为 IX83（Olympus）. 

1.2    A549细胞培养    实验中使用的细胞为人肺癌肺

泡基底上皮细胞（A549），来源于北京协和细胞资源 
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中心，培养在含有 10%胎牛血清和 1%青霉素、链霉

素的 DMEM培养基中，置于 37 ℃、5% CO2 条件的培

养箱内. 当细胞密度达到 70%左右时，使用 0.25%胰

酶 -EDTA消化 A549细胞 ，按照 1∶4的比例进行传

代，以保持细胞在培养瓶中生长的良好状态. 

1.3    活细胞的量子点导入    实验中选取量子点 QD655
作为探针来研究细胞不同空间维度上的扩散动力学

特征. 首先将量子点 QD655以 1∶100的体积比稀释，

通过高渗溶液诱导胞饮囊泡内吞入 A549细胞中，而

后借助低渗溶液引发囊泡裂解，将量子点以单个分子

分散的形式导入细胞质中. 

1.4    单分子荧光跟踪成像及数据分析     使用 561 nm
激光进行激发，通过斜掠射薄层照明（highly inclined
and laminated optical sheet imaging，  HILO）成像方式对

细胞内的量子点进行观察，以 30 ms的时间分辨率对

量子点在细胞内的运动进行实时记录.

随后使用 ImageJ软件中的插件提取出长于 40帧

的量子点运动轨迹，通过 matlab程序对运动轨迹进行

分析，包括计算轨迹的均方位移（mean square displace-
ment，  MSD），拟合得到量子点的扩散速率 D 和扩散

指数 α，以表征扩散的动力学特征. 

2    结果
 

2.1    细胞内准一维和准二维的扩散现象     为了测量

细胞内的扩散，通过胞饮技术向 A549细胞内导入量

子点探针 QD655，其表面带有 PEG修饰，避免与细胞

内其他结构的非特异性结合. 通过斜掠射薄层照明

技术观测跟踪细胞内的单个量子点探针（图 1-a、b）.
为了保持实验中细胞的活力，细胞培养皿置于显微镜

载物台上的活细胞培养盒中 ，并维持环境条件至

37 ℃、5% CO2. 为了降低荧光背景，显微成像时使用

无血清、无酚红的 DMEM培养基. 以 30 ms的时间分

辨率对细胞内的量子点进行连续 1 min的图片采集，

以获取量子点的运动录像. 进一步地，通过软件提取

出整个细胞内长于 40帧的量子点扩散轨迹（图 1-c）.
我们发现，处于细胞边缘丝状伪足区域的量子点呈现

出准一维的往复运动（图 1-d左），而细胞内的量子点

进行的是准二维扩散运动（图 1-d右），从它们的典型

轨迹可以看出，丝状伪足区域中的量子点运动轨迹狭

长，而细胞内的量子点呈类似于布朗运动的二维随机
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a. 导入量子点 QD655的 A549细胞明场图像；b. 导入量子点 QD655的 A549细胞荧光场图像；c. 导入于细胞内>40帧的全部量

子点轨迹，浅蓝色方框圈出的为部分细胞中心准二维扩散的量子点轨迹，黄色方框圈出的为部分丝状伪足内准一维扩散的量

子点轨迹；d. 丝状伪足内的量子点运动轨迹（左）和细胞内的量子点运动轨迹（右）.

图 1    细胞内准一维和准二维的扩散现象
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扩散. 

2.2    细胞内准一维和准二维扩散的动力学特征比较

    为了探究细胞内及丝状伪足区域中量子点扩散的

动力学特征，首先通过轨迹形态的线性拟合，以筛选

出 丝 状 伪 足 区 域 符 合 准 一 维 运 动 的 轨 迹 （阈 值

>0.85）. 随后，分别将丝状伪足和细胞 2个区域内的

量子点运动轨迹沿垂直的 x 和 y 方向进行分解. 对于

准一维扩散，将所有沿着丝状伪足延伸方向的量子点

运动定义为 x 方向，垂直于丝状伪足为 y 方向；对于

细胞内的准二维扩散，由于其轨迹没有偏向性，直接

对其按原始的实验坐标系进行 x 和 y 方向分解. 对细

胞内及丝状伪足区域的量子点轨迹分别分析在 x 和

y 方向上的均方位移：

MSD(τ) = ⟨|r(t+τ)− r(t)|2⟩, （1）

式中：r 为坐标；τ 为间隔时间.

结果表明：丝状伪足内呈线性准一维运动的量子

点在 y 方向上的扩散远小于 x 方向（图 2-a），而细胞内

呈准二维扩散的量子点在 2个方向上的扩散几乎完

全相等（图 2-b）；丝状伪足内量子点表现为 x 方向为

主的准一维布朗运动，而在 y 方向则为受限运动. 通
过观察图 1-d所示例的特征轨迹，其在 y 方向并非固

定在某个位点，因而可以排除附着于丝状伪足膜上的

可能；通过丝状伪足内 y 方向扩散的均方位移在 1 s
后达到稳定，可以估算出丝状伪足的内径尺寸，约为

0.07 μm，与过去报道的丝状伪足大小一致 [18]
.
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图 2    细胞内准一维和准二维扩散在 x和 y方向的均方位移
 

更进一步地，我们通过拟合 MSD曲线的前 3个

点，以测定量子点的 D，即

MSD(t) = 2dDt+ c, （2）

式中 d 表示维度.

如图 3-a、b所示：细胞丝状伪足内量子点运动的

时间扩散速率在 x 方向为 0.195 μm2·s−1，在 y 方向上

为 0.006 μm2·s−1；细胞内量子点运动的时间扩散速率

在 x 方向为 0.155 μm2·s−1，在 y 方向上为 0.146 μm2·s−1.
细胞丝状伪足 y 方向上的扩散速率远小于 x 方向上

的扩散速率，也显示出丝状伪足区域内的量子点运动

在 2个方向上存在着巨大的差异. 有趣的是，我们发

现丝状伪足内量子点沿 x 方向上的扩散速率明显高

于细胞内准二维扩散的速率.

还可以通过拟合来确定量子点的运动模式

MSD(t) = Atα， （3）

式中 α 代表了 MSD和 t 之间的非线性关系. 已知 α =
1表示布朗运动；α < 1表示亚扩散；α < 0.5表示受限

运动 . 由图 3-c可知 ，细胞丝状伪足内的量子点在

y 方向上的运动明显受到限制，被丝状伪足束缚；而

其在 x 方向上的运动与细胞内的准二维扩散模式相

当（图 3-d）. 以上结果表明：细胞内的准二维扩散在

x 和 y 方向的扩散速度是相似的，并且扩散类型均为

接近布朗运动的亚扩散，即细胞内的扩散是二维各向

同性；而丝状伪足内，量子点的扩散在垂直于伪足的

方向严重受限，但是在沿伪足的方向则较为自由，且

其扩散速度相比细胞内的准二维扩散更快. 

2.3    丝状伪足内的准一维扩散速度与伪足直径呈负

相关    基于丝状伪足内的准一维扩散加速，进一步研

究该现象是否与丝状伪足的直径有关，即 y 方向的空

间约束是否影响了 x 方向的准一维扩散. 为此，我们

分析了量子点沿 x 方向的扩散速率（Dx）与其在 y 方向

上可到达空间长度（Ly）的关系. 如图 4-a、b所示，根

据准一维与准二维扩散的运动特点，把量子点的运动

轨迹以 y 方向的可达空间长度（Ly）分为 2组. 准一维

扩散分组为 0~0.075 和>0.075~0.150 μm；准二维扩散

分组为 0~0.750 和>0.750~1.500 μm，以观察丝状伪足

内径的大小对于其垂直方向运动的影响. 我们发现，

随着 Ly 的减小，量子点沿伪足方向的扩散速率 Dx 在
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增加. 对比细胞内的准二维扩散，x 方向的扩散速率

与 y 方向的扩散距离呈现正相关，表明 x 和 y 方向的

扩散是正相关，与前文结果中的准二维各向同性结论

一致. 以上结果表明对于丝状伪足内的准一维扩散，

伪足的直径与内部扩散速率呈现负相关，即在更细的

伪足内部，量子点的准一维扩散更快. 

3    讨论

本研究基于活细胞单分子跟踪技术，以量子点为

探针，研究了细胞内准二维扩散与丝状伪足内准一维

扩散的动力学特征，并发现相比于细胞内的准二维扩

散，丝状伪足内的准一维扩散速率更快，而且丝状伪

足内的扩散加速与该伪足的直径成反比关系. 结果

表明丝状伪足提供了一种更加有效的胞内物质运输

途径：由于丝状伪足的亚微米纤维状结构特征，能够

对其内部分子的扩散起到空间整流的效果，即通过削

弱垂直于伪足方向的随机扩散，增强沿丝状伪足方向

的运输效率；并且我们发现丝状伪足内部的扩散速率

也更快，其原因可能与丝状伪足内的骨架结构及微环

境拥挤程度有关. 综上所述，本工作不仅阐明了细胞

内扩散动力学与胞内空间维度的关系，而且揭示了细

胞通过亚细胞结构调控生物大分子运输的复杂机制.
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Dynamics of intracellular diffusion under various intracellular
spatial dimensions

GAO Bo　ZHOU Yuxuan　ZHANG Mingli　LI Hui
（ School of Systems Science and Institute of Nonequilibrium Systems，Beijing Normal University，100875，Beijing，China）

Abstract　Diffusion  is  crucial  for  biomolecule  transportation  in  cells  and  is  the  physical  basis  for  various  life
processes.  Due  to  complexity  of  intracellular  microenvironment，   biomolecule  diffusion  inside  cells  exhibits  novel
dynamic characteristics such as anomalous diffusion， spatial heterogeneity， and anisotropy. The relationship between
intracellular  diffusion  dynamics  and  spatial  dimensions  of  intracellular  microenvironment  is  not  well  understood.
Live-cell  single-molecule  fluorescence  tracking  techniques  were  used  in  this  study  to  investigate  the  diffusion  of
quantum dots inside cells， to quantitatively analyze dynamic features of intracellular quasi-two-dimensional diffusion
and  quasi-one-dimensional  diffusion  in  filopodia.  Compared  to  intracellular  quasi-two-dimensional  diffusion，
diffusion  within  filopodia  was  found  to  exhibit  higher  rate，   and  the  phenomenon  of  diffusion  acceleration  was
inversely proportional  to the diameter of the filopodia，  suggesting that  the filopodia is  a more efficient  pathway for
intracellular substance transport. The relationship between intracellular diffusion dynamics and spatial dimensions of
intracellular environment is elucidated， mechanisms of cellular regulation of biomolecule transport through subcellular
structures are clarified.

Keywords　diffusion；spatial dimension；filopodium；single molecule tracking
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