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摘要：在食品科学领域，以广泛应用的高分辨率共聚焦激光显微镜（Confocal laser scanning

microscopy, CLSM) 和共聚焦拉曼光谱仪（Confocal Raman microscopy, CRM)为应用基础，

建立 CLSM中荧光漂白恢复技术(Fluorescence recovery after photobleaching，FRAP)定量分析

方法学和 CRM成分及键态的原位可视化与量化分析方法学。该案例研究了共聚焦类仪器在

食品结构表征中的新实验方法和新应用，新增了食品体系中单个特定分子（包括脂质、蛋白、

多糖等）的流动性和稳定性的精准评价指标；通过分解、拟合、重构拉曼化学指纹，新增了

实时环境条件下原位量化复杂食品成分的动态空间结构分析手段。
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Abstract：Confocal instruments widely used in food science include Confocal laser scanning

microscope (CLSM) and Confocal Raman microscope (CRM), which were the basis of the

development and application of methods. Fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) and

CRM in-situ visualization of components and bond states quantitative analyses were established.

In this case, new methods and applications of confocal instruments in food structure

characterization were studied. The case added an accurate evaluation index for the fluidity and

stability of specific single-molecule (including lipids, proteins, polysaccharides, etc.) in the

complex food system. Through decomposition, fitting and reconstruction of Raman chemical

fingerprints, added analysis method for the dynamic spatial distribution of in-situ quantitative

complex food components under real-time environmental conditions.
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recovery after photobleaching

食品成分具有复杂的空间结构，食品结构对质地、感官特性和功能特性等研究非常重要。

本案例研究共聚焦类仪器结构表征的新方法，探索研究结构特性的变化规律，拓展共聚焦类

仪器应用领域。以高分辨率共聚焦激光显微镜（Confocal laser scanning microscopy, CLSM) 和

共聚焦拉曼光谱仪（Confocal Raman microscopy, CRM)为基础，深入探索结构精准解析的原

位定量分析法。

1 共聚焦类仪器测试的主要问题

1.1 CLSM未开展定量分析研究

CLSM 只有直观的图片结果供分析，CLSM 的荧光漂白恢复技术(Fluorescence recovery

after photobleaching，FRAP)定量分析方法学在分子流动性重要指标表征上具有重大潜力，

但是主要问题在于：常用荧光团的荧光特性、耐受性和光漂恢复特性差异巨大，生物样品体

系中的测试方法参数空间巨大，定量指标的计算与分析受分子的自由扩散和互相作用等因素

的影响巨大[1]。

1.2 CRM的适用面过窄

CRM之前仅进行单点的拉曼光谱谱带的定性及定量分析，仅利用表面增强拉曼

（Surface-Enhanced Raman Scattering, SERS）效应，大多用于快检食品有害小分子物质、食

源性致病菌、重金属污染和真菌毒素等[2]。将CRM用在高光谱成像和多维纳米级拉曼成像的

结构分析可以极大的拓展其应用领域，但是存在诸多硬件限制，主要体现在显微平台的x，y，

z步径精度低、检测器的灵敏度不足，无法提取生物类样品拉曼光谱中的弱信号；缺少重要

数据支撑，主要体现在食品类的拉曼标准谱图库不全，无法区分复杂食品成分的特征化学键。

1.3 新测试方法能力生成不佳

多数实验技术人员对测试方法的体系化研究不足，对领域应用的深层次需求理解不够，

没有发挥精密贵重仪器“高、精、深”的真正效益。多数实验技术人员缺乏对新测试方法分析

和总结，缺少工具去探究能力生成路径，导致大型仪器设备的新测试方法应用较少、较散、

较难。

2 共聚焦类仪器原位定量分析方法的研究

2.1 建立 CLSM中荧光漂白恢复技术 FRAP定量分析方法学

FRAP定量分析方法学原位准确测定乳液或空间网状结构中单个分子上特定成分（包括
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脂质、蛋白、多糖等）的流动性，为乳液运载体系（包括芯材、油相和乳化剂等）的稳定性

和功能因子在传递过程中的作用机理，为固态和半固态食品体系中溶质分子的运动及其迁移

情况的研究提供新的表征手段[3]。

1）在常规 CLSM的测试基础上，确定 FRAP方法学中荧光团的荧光特性及耐受性。确

定样本的背景、漂白和对照区域（点或条或是有效的几何形状）的像素点，高强度的荧光漂

白激光功率，激光重复扫描次数和低强度的漂白恢复激光功率等，通过优化常规荧光团的

FRAP的多参数变量，确定不同粒径在分子水平上的相对漂白区域，最大限度地减少漂白区

域周围的荧光分子光漂白的现象。

2）确定 FRAP方法学中成像荧光恢复的条件。确定荧光分子在高强度激光淬灭后，荧

光团的漂白恢复特性，并保持对照区域中的光漂白在最低限度。

3）标准化FRAP表征参数。根据原理图1，优选双指数拟合法（生物样本），减少分子

的自由扩散和相互作用等因素影响，计算出动力学的表征参数见表1。该特征参数值能够直

观计算出被特异性标记的单个分子中特定成分的流动性指标[4-5]。

图1 FRAP原理示意图（以乳脂肪球膜NBD-PC、Rh-DOPE、NBD-SM计算为例）

表1 FRAP 动力学曲线参数表征及说明

参数名称 参数定义 参数意义

半衰期

t1/2（s）

指荧光恢复后的最大稳定值与漂白所达到

的最小值之差的一半与最小值的和所对应

的时间减去最小值所对应的时间值。

代表了荧光恢复速率的快

慢。

动态分子比例

Mf （%）

Mf =（F∞-F0）/（Fi-F0）

指荧光恢复后的最大稳定值与最小漂白值

之间的差与漂白起始值与最小值之间的差

代表了所测特定成分的动态

分子比例。
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之比。

扩散系数

K（1/s）

K=1/(T1− T0 )，

指对应于最大稳定值的对应时间和最小漂

白值的对应时间之间差值的倒数。

表征了每单位时间的均方位

移的量度，代表了所测分子

扩散程度的物理量。

目前该方法已在乳脂肪球膜成分及乳液运载体系的功能因子传递、脂肪结晶对乳液消化

性能的影响及机理研究、在蛋白质凝胶结构的保水机制研究、工艺条件下蛋白凝胶形成机理

研究中等初步应用[6-8]。

2.2 建立 CRM成分及键态的原位可视化与量化分析方法学

CRM成分及键态的原位可视化与量化分析方法学，从常规单点光束转变为矩阵扫描的

测试方式，准确测量焦平面的光谱定量指标，弥补生物样品成分分布不均匀造成的光谱信号

强弱差异性大的缺陷。将共聚焦拉曼光谱技术、显微成像技术和迭代曲线拟合算法结合，转

变成像数据生成模式，弥补在荧光探针技术中未能有效标记的成分而无法获得结构分布的缺

陷，为原位量化食品的结构参数提供直观、无损、实时的表征手段[9-11]。

1）建立食品成分的标准拉曼光谱谱库，包括水和氢键状态分析、碳水化合物中淀粉和

纤维分析、蛋白质分析（酰胺带）、脂质分析（脂肪酸、三酰基甘油、胆固醇/胆固醇酯和

复合磷脂)等大类。对于特殊功能成分，可用标准物质和多维矩阵对体系中成分的进行原位

定量分析。

2）优化样品固定方式，建立多维矩阵的空间位点，通过NavMap和NavSharp的确定明场

图像中各像素的最佳焦点，通过CRM基础表征方法的测试，获得矩阵区域内的每个空间位

点的光谱映射。

3）参照标准拉曼谱库，单一且特定的化学特征峰优选夹峰法重构化学图像。生物或食

品中拉曼特征峰重叠的波段或弱信号特征波段，需先用校正算法 ICS（intensity correction

system ) 降低仪器噪声，再通过如经典最小二乘法和高斯-洛伦兹混合函数等算法进行峰位

固定和拟合，将复杂和重叠的光谱分解成子峰，通过拟合误差和决定系数获取准确的峰强、

半高宽、峰面积等峰参数。结合矩阵点的空间位置和子峰光谱信息，将成分的峰强、峰位或

峰面积等作为像素，用于各成分的含量和键态的定量化学图像分布。

目前该方法已在乳脂肪球膜成分和淀粉成分改性的研究中初步应用[12-13]，见图 2。本案

例根据研究组明确的测试需求，拟在油炸食品体系吸油与调控理论研究、果蔬冷冻干燥特性

的机理研究，糙米的综合利用及米成分(功能性成分)改良研究等方向开展进一步应用研究。
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图2 CRM原位定量分析法在乳脂肪球的应用示意图（甘油三脂1730-1743 cm-1；不饱和磷脂845-895 cm-1 ；

蛋白质the amide III′936-990 cm-1）

2.3共聚焦类仪器原位定量分析方法能力生成工具研究

综合比较知识图谱工具的数据库来源、查询速度、可视化速度和关联推理能力，前期

优选 CiteSpace软件。该软件可对江南大学图书馆中的 web of science、Elsevier ScienceDirect

等核心合集数据库以纯文本数据形式进行实体信息抽取和关系可视化[14-15]，包括作者、来源

出刊物、摘要、关键词和研究方向等三十多个实体点，例如图 3和图 4。

图3 Food和CLSM初级知识图谱

A B

A

中
国
仪
器
仪
表
学
会



图4 Food和CRM初级知识图谱

基于以图3和图4为例的共聚焦类仪器的初级知识图谱，通过“领域迁移”和“方法融合”，

直观、快速的找到新方法在各学科方向应用的可能性，并在推广应用中积累大量案例。例如，

图3A将高被引论文中CLSM在蛋白，淀粉，生物膜，皮克林乳液等结构表征方向的应用可视

化，在图3B查找到FRAP的多频关键词“Dynamic diffusion coefficient”，可以简单的推理得出

FRAP中的动态扩散系数有应用于图3A中的相关研究方向的可能性。但是动态扩散系数有一

系列具有相似性的参数（例如稳定性、流动性等），它们逻辑关联必需依靠其他知识图谱进

行关联分析。图4A直观的发现CRM已经从核心区域的材料表征迁移到了边缘区域的蛋白质

表征，提供了进一步去研究食品成分中水、碳水化合物、脂质等方向的思路，图4B直观显

示多频关键词“compostite and distribution”，可以简单的推理出CRM可用于成分的结构及分

布研究，其表征手段有应用于图4A中提示的研究方向的可能性。

3 结论

本案例以CLSM和CRM等共聚焦类仪器的长期实践为基础，重点突破结构表征方面的关

键技术，提出测试方法领域的专用知识图谱，支撑食品化学及相关交叉领域全面应用，案例

成果包括：

（1）CLSM原位定量分析方法研究：研究适用于常规体系的FRAP定量分析方法，对单

个分子的荧光漂白和恢复区域（像素点）进行精准定位，形成“原位”测试能力；形成动力学

曲线表征参数的标准化算法，实现“定量”分析。

（2）CRM原位定量分析方法研究：建立适用于食品学科的标准拉曼光谱谱库；通过多

维度的矩阵点映射，准确计算界面区域内的各分子间相互作用的指标参数，实现“定量”分析；

将矩阵内的空间位点“原位”关联至各成分的特征化学键，综合运用曲线拟合算法，重构CRM

食品成分含量和键态的成像分布图。
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（3）新测试方法能力生成工具研究：以共聚焦类仪器为代表，构建体系化的测试方法

知识图谱，总结出“领域迁移”和“方法关联”的测试方法能力生成范式，挖掘CLSM、FRAP、

CRM、食品学科、可视化与量化的交叉研究热点，拓展新方法的应用领域。
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