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简介

本报告目标对象为研究果蝇 (通常果蝇属) 的科学家和技术

人员，希望能够为他们提供有用的信息，帮助提高日常实验

室工作，提高果蝇分选、荧光筛选、解剖和记录/成像的效
率，并详细介绍了果蝇实验室正确配备立体显微镜的各种

可行方案。

100 多年以来，黑腹果蝇一直是基因研究的模式生物，直到

今天，它们仍广泛用于遗传学、生理学、病理学和进化 [1,2] 
领域的发育生物研究中。果蝇的大规模培育相对容易，也比

较经济。它们繁殖快，产卵多，但寿命周期短，仅有 2 周 [1,2]。

果蝇只有 4 对染色体 [3]，大多都很大，易于发现基因突变 [4] 
和基因缺失 [5]。它的整个基因组 [6] 已经被测序，有许多突变

基因可供使用。黑腹果蝇中与癌症和疾病相关的基因与人

类的这类基因具有高度同源性 [7,8]。

使用果蝇 (通常为黑腹果蝇) 执行日常工作有几个常见步骤

1. 果蝇分选”，即通过对可见标记进行立体显微观察，对

果蝇进行基本分选，通常这项工作每天都要进行。

2. 荧光筛选，与果蝇分选类似，但通常涉及通过荧光立体

显微镜对胚胎或幼虫进行观察，以便将成功转染的基因

表达个体与非表达个体分离开来。

3. 通过立体显微镜执行解剖；

4. 记录或成像，通常使用共聚焦或复式显微镜完成，也可

使用高性能立体显微镜。

为便于说明，在本文中，以上所述的日常果蝇工作步骤顺序

将被称为“工作流程” (参见图 1)。

果蝇 (黑腹果蝇) 工作流程

果蝇分选 荧光筛选 解剖 记录/成像

工作步骤

图 1：描述果蝇实验室中常见工作步骤顺序的工作流程。
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优化果蝇工作流程效率的重点考虑事项

要制定高效的工作流程，必须要考虑以下几项要点：

>>确定特定研究的关键任务，例如，选择育种时使用可见标记或荧光蛋白标记来分选果蝇；
>>每个步骤所花费的时间以及步骤总数：通常，工作流程是一项日复一日、冗长耗时的工作，但必须可靠、精确完成，才能得到所

需的果蝇谱系。
>>普通立体显微镜：照明好，分辨率高，采用人体工学设计，效率更高；
>>样品特性：通常，果蝇和其它昆虫主要由多糖甲壳素和各种蛋白质分子组成，它们可能会产生自体荧光 (来自样品多余的背景

荧光信号) [9]，从而降低使用荧光显微镜观察时的信噪 (S/N) 比；
>>荧光立体显微镜：快速切换滤镜，快速切换荧光场和明场，并可快速缩放，加快工作流程进度；
>>解剖：照明和显微镜支架选件十分灵活，可实现具有人体功效性的工作流程；
>>记录/成像：记录突变体表现型、拍摄行为变化、测量解剖特性 (例如翅膀或腿的尺寸) 以及细胞迁移的间隙成像 (通常使用共

聚焦显微镜执行)。使用立体显微镜记录通常需要对数字彩色相机进行不同的设置。

使用立体显微镜系统进行果蝇分选和荧光筛选

果蝇分选

果蝇分选指的是通过解剖特性和表现型 [10] 对果蝇进行

日常分选。果蝇一般使用 CO2 麻醉，然后放置在 CO2 灌流垫

上进行分选。通常，分选工作使用立体显微镜完成。

Leica Microsystems 的多种立体显微镜均可用于对果蝇 (通常是

黑腹果蝇) 进行分选，特别是 Leica M50、M60 和 M80 CMO (通用

主物镜) 立体显微镜 [11]。

这些显微镜的优势包括：

>>光学部件透光率极高，各种细节纤毫毕现，一目了然，无

需使用可能会形成阴影或亮斑的超亮照明； 图 2：与 Leica M80 的 30.7 mm (红圈) FOV 直径相比，在最低放大倍率
下，Leica M60 可提供 36.5 mm (蓝圈) 的 FOV 直径 (通过目镜)。Leica M60 
的 FOV 较大，是提高果蝇分选工作效率的一项优势。但 Leica M80 能
提供更高的放大倍率和分辨率。果蝇图像使用 0.5x 物镜和 0.63x 缩
放设置的 Leica M60 摄取。原始图像显示的视场 (FOV) 较大，该图为后
期截取图像。
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>>目镜视场直径 (FN) 23 mm，可提供更大视场 (FOV)/视野 (OF)，

方便用户快速总览大面积灌流垫上的果蝇，高效进行分选

操作；

注意，Leica M80 的 FOV 比 M50 和 M60 小 (请参见第 3 页图 2)；

>> Leica M80 可实现比 M60 和 M50 (最大值 NA 达 0.15) 更高的分辨率 

(最大值数值孔径 [NA] 达 0.206) - 高分辨率便于识别微小的表

现型，例如，刚毛形态；

>>对于 FOV 更大的 Leica M50 和 M60，根据应用情况，通常建议

使用平场消色差物镜，而对于 M80 [12,13]，消色差物镜便已

足够；

>> Leica M50、M60 和 M80 可配备 Leica LED2000 或 LED2500 多合一显微

镜支架和照明系统，不会有零乱的电缆和外接光源，让台面

工作区整洁无比

图 3：典型的果蝇实验室，使用带入射光 (电光源照明) 的 Leica M60 和 
M80 立体显微镜进行果蝇分选。

图 4：果蝇分选工作站，使用带有鹅颈点光源照明的 Leica M80 立体显微
镜、用于麻醉小瓶内果蝇的 CO2 管 (1)、使果蝇在分选期间保持麻醉的 
CO2 果蝇垫 (2)、捆束管子的橡胶带和可以贴在管子上的粘性标贴。

2

1

注意，通常果蝇被存放在数百个塑料小瓶中，它们在工作区

中摆得满满当当，用户不经意碰到设备电缆可能会意外将

小瓶撞落到地面上。

>>立体显微镜的人体工学配件 (例如，Leica ErgoWedge) 可减轻重

复工作导致的肌肉紧张；

注意，如果显微镜用户在实验室完成一整天的果蝇分选工

作后，仍感到轻松舒适，会大大提高他们的效率，人体工学

配件可进行改装 (只需很小的花费)，以匹配旧的徕卡显微镜

型号；

>>支架上配备紧凑型 LED 光源，方便自由移动立体显微镜，轻

松完成清洁工作，为用户提供更多自由工作台空间。

下面的照片显示了使用立体显微镜进行果蝇分选的典型果蝇实验室 (照片来源：奥地利维也纳大学，神经生物学系，T. Hummel)。
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有用信息 (提示和技巧)

显微镜底板尺寸

显微镜的占用空间是每个实验室都要考虑的关键问题。

用于 CO2 麻醉的果蝇垫有多种尺寸，但在果蝇分选时，它们都容

易从显微镜底座上滑落，因为底座太小。

这种潜在问题的解决方案：

>>使用中等尺寸的底座；或

>>使用小摇臂 (吊杆) 支架，直接在工作台上工作 (请参见图 5)。

带有鹅颈的 Leica LED3000 电光源照明 (SLI) 可直接安装在摇臂

支架上，所有照明控件都可在鹅颈上直接操作，因此，它们

不会挤占工作台。

图 5：安装在摇臂 (支臂) 支架上、下方有果蝇垫的徕卡立体显微镜的
照片。来源：B. Reversade，IMB，A*STAR，新加坡。

用于果蝇分选的 Greenough 和 CMO (通用主物镜) 立体显微镜的利弊对比

Greenough 的优势：
>>工作距离通常比 CMO 立体显微镜长；

>>解决方案比较经济。

Greenough 的劣势：
>>组合有限；

>>物镜系统的光轴 (每只眼) 汇聚样品所在的中心点。每只眼睛有两个独立的焦平面，双眼无法对远离中心的样品清晰聚焦 

(请参见第 6 页图 6)。

CMO 的优势：
所有样品都位于双眼的同一焦平面上，与 Greenough 立体显微镜 [14,15] 相比，在特定放大倍率下，有更大的可用视场，从而能够：

>>获得更大范围概览，减少调焦次数和四处移动果蝇垫的次数；

>>更快识别果蝇；

>>更顺畅的工作流程，降低果蝇分选过程的枯燥性。

图 6 对 Greenough 和 CMO 立体显微镜的光学部件作了对比。
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图 6：立体显微镜观察的两只果蝇：A) 和 C) Greenough 光学部件，其中，两条物镜光束路径汇聚点中心的样品清晰聚焦，提供优质的 3D 视图，但远
离中心的样品无法双眼同时清晰聚焦；B) 和 D) CMO (通用主物镜) 光学部件，果蝇在整个视场中都处于同一焦平面中，双眼都能清晰聚焦，从而
可以更高效地进行果蝇分选。

A：Greenough 立体显微镜 B：CMO 立体显微镜

目镜观察的顶视图样品平面

C：视场中心区域：
双眼清晰聚焦

D：整个视场：
双眼清晰聚焦

单眼或双眼
模糊

Greenough 物镜

样品观察平面

左侧 (红色)、 
右侧 (绿色)  
物镜焦平面

物镜焦平面和
样品观察平面

CMO 
(通用主物镜)
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荧光筛选

许多实验室使用了特殊品系的果蝇 [17,18]，它们具有被修饰的

基因型 [16]，可以表达绿色 (GFP)、红色 (RFP)、青色 (CFP) 和黄色 

(YFP) 荧光蛋白等标记。通常，果蝇幼虫或胚胎使用荧光立体显

微镜进行观察和分析，然后根据荧光标记是否存在于预期器

官中进行选择。使用荧光蛋白标记 (如 GFP) 使突变幼虫和非突

变幼虫的分选变得更加简单。然而，为了收集足够多的分析数

据，必须筛选和分析许多果蝇幼虫。

Leica Microsystems 提供了多种可用于果蝇荧光筛选的立体显微

镜：Leica M165 FC、M205 FA 和 MZ10 F (参见图 7 中的实例图像)。各种

显微镜提供的用户优势如下：

Leica M165 FC、M205 FA 或 MZ10 F 荧光立体显微镜提供果蝇筛
选器：

>>采用独特的三光束设计，可实现荧光显微镜的最佳信噪 

(S/N) 比；

>> Leica M205 FA 分辨率最高 (最大 NA 0.349)，其次是 M165 FC (最大 

NA 0.3)，最后是 MZ10 F (最大 NA 0.25)；
>> Leica M165 FC 和 M205 FA 使用平场复消色差物镜，而 MZ10 F 通常

使用消色差物镜；
>> Leica M165 FC 和 M205 FA 配备编码光学部件，能够可靠测量果蝇

解剖构造 (例如，腿、翅膀、眼等的尺寸和表面积)；
>> Leica M205 FA 采用 FusionOptics 技术 [19]，可通过目镜实现 3D 视觉

效果，即使在最高放大倍率下，也可实现最高分辨率和最大

景深，这对于荧光筛选来说非常实用；
>> Leica M205 FA 是一种全自动荧光立体显微镜，因此还可用于复

杂成像，如 Z 轴堆叠和多通道摄取；
>>人体工学配件 (例如，Leica ErgoTubes)，可调节目镜高度和角度，

减轻重复工作导致的肌肉紧张，提升用户舒适度，增进效率

图 7：使用 Leica M205 

FA 记录的被麻醉的

地中海果蝇荧光立

体显微镜图像。果

蝇表达 RFP (红色荧

光蛋白)。
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解剖

完成对果蝇及其幼虫的解剖，以便详细研究器官和组织 [20]。

通常，解剖时使用高性能立体显微镜。

要解剖果蝇和幼虫，通常使用 Leica M80 立体显微镜便已足够，

但 M125 的放大倍率和分辨率更高，还有良好的视场，对于制

备果蝇器官 (例如大脑) 更为方便实用 (请参见图 8 中的实例)。

一般情况下，器官使用高分辨率共聚焦、复式或立体显微镜后

期成像。

果蝇大脑

图 8：使用 Leica M125 立体显微镜获取的 3 个果蝇解剖大脑图像。果蝇
大脑表达 RFP (红色荧光蛋白)。图像使用 Leica 荧光立体显微镜摄取。
大脑在立体显微镜下被摆放至特定位置用于后期共聚焦成像方向观
察。来源：奥地利维也纳大学，神经生物学系，L. Geid 和 T. Hummel。

记录/成像

果蝇眼、腿、身体和翅膀的突变表型特性通常使用编码立体显微镜记录，这种显微镜通常都是高性能系统，例如，Leica M205 FA、 

M165 FC、M205 A、M205 C、M165 FC 或 M165 C。

要拍摄视频，观察果蝇行为，可使用 Leica DMS1000 或 DMS300 等数字式宏观镜，只要简单设置即可摄取高帧频和大概览视图。此外， 

Leica Application Suite X (LAS X) 软件可提供扩展景深 (EDOF) 或图像 Z 轴堆叠等功能，快速生成日常果蝇特性测定的 3D 视图。将编码 Leica 
立体显微镜和 LAS X 软件组合使用，可正确校准所有图像，进而确保精确测量翅膀尺寸、腿长、眼表面以及其它表现型相关变化。

在许多研究中，必须在亚细胞层面 [21] 对果蝇表型进行特性测定。通常使用共聚焦或复式显微镜 (例如，Leica TCS SP8 或 SPE (共聚

焦) 或 DM6 (复式)) 来记录解剖的果蝇器官部位的图像，以此获取详细的亚细胞层面信息。

Leica M205 FA 是一种全编码自动显微镜，让复杂的成像工作变得轻松简单。编码和自动化操作可实现细胞和亚细胞层面的可靠测

量。Leica M205 FA 使用 FusionOptics 技术 [19]，并提供配套人体工学配件。
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结论

一个多世纪以来 [1,2]，果蝇 (黑腹果蝇) 一直是发育生物学研究的模式生物。它的基因组已完全测序，疾病相关基因显示，它与人

类的疾病相关基因 [7] 之间同源性具有很高的研究价值。

果蝇 (通常为黑腹果蝇) 常规工作流程涉及多个使用立体显微镜的步骤：

>>果蝇分选，果蝇日常基本分选；

>>荧光筛选，观察胚胎或幼虫；

>>解剖，供后期记录或成像。

果蝇的解剖或整个器官的记录或成像通常使用立体显微镜完成，解剖下来的器官部位使用共聚焦或复式显微镜获取亚细胞细节

该报告引用了科学家和技术人员的果蝇 (例如，黑腹果蝇) 研究实例，显示了大量显微镜和附件可以实现的不同设置。每个实验

室的需求各不相同，因此，我们提供了各种丰富的配置和仪器来应对各种工作流程的特殊任务，甚至还可以使用一台仪器执行多

个工作步骤。这份简要报告以多所优秀果蝇实验室的经验为基础，给出了建议的工作流程，在创建或扩大果蝇实验室方面有很

积极的参考或指导意义。
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