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摘  要   近年来 单分子探测在许多学科领域的研究取得了显著的进展 它为科学家提供了一种新的手段来研究

这些领域的前沿课题 光学和光谱技术是单分子探测 常用的方法之一 单个分子的荧光强度的涨落及其荧光的偏

振特性是单分子荧光的重要特征 在单分子探测的广泛应用中 人们正是利用这种单个分子的重要特征来研究和推

测生物大分子的结构和功能 文章简要介绍了单分子的荧光特点 !探测方法及其在生物学中的应用

关键词   单分子探测 单分子对荧光共振能量转移 单分子荧光偏振
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  近年来 科学家在单分子探测 ∏

≥ ⁄ 和单分子操纵 ∏ 2

∏ 等方面的研究取得了显著的进展≈ )

单分子探测在许多学科领域具有非常重要的意义

如分子生物学 !化学 !医学以及纳米材料的研究等

它为科学家提供了一种新的手段来研究这些领域的

前沿课题

在单分子探测技术发展之前 大多数的分子实

验是探测分子的综合平均效应 √

即探测大量由一种 或多种 对象组成的一个整体所

表现出的平均响应和平均值 这一平均效应掩盖了

许多特殊的信息 而这些特殊的信息有时是非常重

要的 尤其是当我们在研究具有非均 特性 2

∏ 的凝聚相物质和生物大分子结构的时

候 相比之下 单分子探测可以逐个地对体系中的单

个分子进行研究 因为在给定的某一时刻 集团中的

任何一个成员只能处于一种状态 通过时间相关的

方法 可以得到某一分子特性的分布状况 这样 我

们就可以研究分子的某些特殊的过程 如底物结合

!水解 以及催化过程等 这种与时

间相关的过程的探测可以实时地了解生物大分子在

生化反应过程中的构象态变化的信息

光学和光谱技术是单分子探测 常用的方法

为我们提供了生物大分子的结构 功能的关系的大

量信息 这些信息用传统的技术是无法获得的 由于

在非常稀的溶液中透射的变化微乎其微 探测单个
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分子的吸收光谱是非常困难的 而探测单个分子的

荧光光谱则较为容易 这就是为什么近年来的单分

子探测大多使用荧光探测的方法 本文简要介绍单

分子荧光的主要特点及其在生命科学中的一些应

用

 单分子的荧光特点及其探测方法

111  单分子的荧光特点

单个分子的荧光产生的原理如图 所示 它直

观地给出了基态荧光分子吸收光子后分子激发态的

一系列弛豫过程 ≥ ≥ ≥ 分别为基态 !第一激发单

线态 !第二激发单线态 × 为激发三线态 表

示电子态振动能级 分子吸收一个光子 ηΜ 后 被激

发到较高的电子态 ≥ 或 ≥ 然后快速弛豫到 ≥ 的

低振动能级 这一过程称作内转移 然后发射一个

荧光光子 ηΜƒ 同时使分子弛豫到 ≥ 的较高振动能

级 后快速弛豫到 ≥ 的 低振动能级 由于弛豫

阶段而造成能量损失 因此荧光光谱产生红移

≥ 红移 振动弛豫的发生时间 远

小于吸收和激发态寿命 所以分子的荧光发

射循环主要决定于吸收和发射过程≈ 在激发能量

较低时 荧光强度随激发光的强度线性增加 在激发

能量较高时 荧光主要决定于分子固有的激发态寿

命 荧光发生饱和 此时 即使增加激发光强 荧光光

强也不增强 同时 分子也可能从 ≥ 无辐射跃迁到

× 即系间窜越 ≥≤ 过程 由

于自旋禁阻 其速度远低于从 ≥ 到 ≥ 的辐射跃迁

时间 然后从三重态弛豫到基态并发射一个磷光

光子 单重态向三重态的跃迁会

降低分子的荧光量子产率和缩短分子的荧光寿命

图  分子的激发态弛豫过程示意图 图

当处于 ≥ 态的电子弛豫到 × 态时 分子的荧光很

弱 乃至没有荧光 暗态 一旦当电子从 × 态回到

≥ 态时 分子处于新的一轮激发和发射的循环过

程 因而形成一个发射 暗态交替的量子跳跃

∏ ∏ ∏ 过程 这种量子跳跃过程是单分子

荧光的主要特征之一≈ 这一重要特征导致了实验

中观察到的单分子荧光光谱和荧光强度的涨落

∏ ∏ 现象 其主要取决于单分子的局域环境

及其猝灭途径 因而测量这种单分子的荧光量子跳

跃过程 !荧光寿命和荧光量子产率可以提供很多关

于单个荧光分子所在的局域环境的特性和变化情况

的信息≈ 图 是典型的单个绿荧光蛋白 ∏2

ƒ° 的荧光 现象 态主

要来源于单个 ƒ° 分子的光化学诱导的长寿命的

暗态≈

图  单个绿荧光蛋白 ƒ° 分子的典型的荧光 现象

曝光时间 帧 激发

单个荧光分子具有其唯一的固有荧光和吸收跃

迁偶极矩 分子只吸收那些偏振方向与其吸收跃迁

偶极矩方向一致的光子 并发出具有一定偏振方向

的荧光 荧光的偏振特性是单分子的另一重要特征

在单分子探测的广泛应用中 人们正是利用这

种单个分子跃迁偶极矩的方向以及分子所处的环境

的差异来研究和推测生物大分子的结构和功能的

112  单分子荧光的探测技术

自从 年 第一次尝试探测液体

中的单个分子的荧光以来≈ 单分子探测 ≥ ⁄ 及

其单分子光谱 ∏ ≥ ≥ 技

术就一直在分析化学 !生命科学等领域受到广泛注

意 随着光学和探测技术的发展 直到 年 2

等人才成功地在低温下首次观察到分子晶体

中掺杂的单个分子的荧光≈ 此后通过进一步改善

荧光收集效率和探测器技术 室温下探测单个分子

才成为现实≈ )

对单分子荧光的探测必须满足两个基本要求
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在被照射的体积中只有一个分子与激光发生相

互作用 这一点可以很方便地通过调整研究体系的

浓度 密度 来达到 确保单分子的信号大于背景

干扰信号 ∏ 其中关键的问题是要

有效减少拉曼散射 !瑞利散射及其杂质荧光所造成

的干扰 一般来说 背景的吸收截面与激发体积成正

比≈ 因此 要获得理想的信噪比需要将激发体积

小化 近场光学扫描显微镜

≥ 和共焦激光扫描显微镜

≤ ≥ 是探测

单分子荧光的两种主要方法 显微镜物镜焦点的

小体积约 Λ 近场扫描显微镜的焦点的 小激发

体积小于 Λ
近场光学扫描显微镜是在扫描探针显微镜基础

上与光学探测方法相结合而发展起来的≈ 探针通

常是用一个单模光纤制成 其制作方法是 用激光加

热光纤的中部并且缓慢地将其拉伸 使其中部逐渐

变细直至分开 要求其尖端的小孔直径小于

探针的周边镀铝以防漏光 虽然近场扫描显微镜具

有较高的分辨率 在单分子探测的研究中发挥了很

重要的作用 但在扫描时需要通过复杂的控制系统

来保持适当的样品与探针针尖之间的距离 在实际

应用时还受到了很多其他的限制 比如 由于光

纤及其尖部的限制 使光子的输出率非常低 每

个入射光子中有一个光子从尖部输出 而增加激光

的强度又会使尖端发生熔化 因此 它的输出光的强

度受 到 了 限 制 ) 的 尖 端 功 率 约 为

• ≈ 探针尖的再生率非常低 因为探针尖

的形状 !收缩角 及长度都有严格的要

求 镀铝的探针尖对样品的探测会产生干扰≈

主要影响荧光的发射寿命和强度 这是由于金属铝

对分子的激发态有淬灭作用 实验结果证明 当分子

位于探针尖的中心时荧光的寿命较长 而当分子移

向探针尖的边缘时荧光寿命减小≈

在生命科学的研究中 由于 ≥ 探针的近场

激发对所研究生物体系的微扰作用 尤其是在生理

或活体条件下 给研究带来许多限制 这就需要发展

一种无损的单分子探测方法 共焦激光扫描显微镜

≤ ≥ 的发展给单分子探测技术带来了新的生

机≈ 同时 当我们研究的主要目的是探测单分子

且不要求高于衍射极限的分辨率时 共焦激光扫描

荧光显微镜将是一个很好的选择 在共焦激光扫描

荧光显微镜的光学设计中 激光光束经物镜聚焦到

样品上形成一个接近衍射极限的光斑 利用同一物

镜收集样品反射回的光 或荧光 经一个共焦小孔

后 被探测器接受 而非焦面的光则被共焦

小孔过滤掉 这样的光学设计保证了很好的光学收

集效率和高的信噪比 同时 共焦激光扫描荧光显微

镜的激发强度不受限制 其光学设计及操作相对简

单 并且对样品没有侵害性

探测器技术是单分子荧光探测的关键部分 由

于单个分子的荧光很弱 这就要求荧光探测器具有

较高的量子效率和很低的暗计数 目前常用的超敏

探测器是 ≤≤⁄ ≤≤⁄ 和单光子计数模式

的雪崩光二极管 √ °⁄ ≈ 将

超敏探测器与 ≥ 和 ≤ ≥ 及其相关的电子系

统进行合理的组合 人们可以进行多种形式的单分

子荧光特性的研究≈ 包括 单分子荧光成像 !单分

子荧光光谱 !时间分辨的单分子荧光寿命及其单分

子对间的共振能量转移 ∏

ƒ ∞× 的研究

 单分子荧光探测在生物学中的应用

211  单分子对荧光共振能量转移(σπΦΡΕΤ)

荧光共振能量转移 ƒ ∞× 已被广泛地应用于

生物化学和生物物理学的研究 随着单分子技术的

发展 单分子对间的荧光共振能量转移 ƒ ∞× 已

成功地应用于许多实验中≈ ƒ ∞× 方法在研

究生物大分子催化 !折叠等过程中构象变化的动力

学过程时是相当有效的 所谓单分子对荧光共振能

量转移 就是在一个生物大分子或两个相互作用的

分子上标记两个不同的荧光基团 ∏ ∏ 2

一个是在能量转移过程中提供能量 即供

体 ⁄ 另一个接受能量 即受体

受体的吸收光谱与供体的发射光谱相重叠 由于偶

极 偶极相互作用 能量

从供体传递到受体 这样 通过探测能量转移效率

可确定两点间的距离 并且通过监测能量转移效率

随时间的变化来推测由生物大分子在生命活动中构

象的变化所引起的两点间距离的变化 在弱相互作

用的范围内 ƒ ∞× 的效率为 Ε / [ ( Ρ/

Ρ ) ] 其中 Ρ 为供体与受体间的距离 Ρ 是临界

半径 即传递效率为 时 ⁄ 之间的距离 Ρ

与供体和受体的光谱的重叠积分及它们之间的跃迁

偶极矩 的相对取向有关 和他

的同事们分别用 × 荧光

分子作为供体和 × ¬ 荧光分子作为受体来标
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记相隔 到 个碱基对的 ⁄ 片段的两端≈

利用近场显微镜观测位于硅烷化玻璃上的干 ⁄

样品 用 的激光激发供体 得到了供体和受

体的线性叠加的光谱 在一方光漂白后 得到纯供体

或受体的光谱 由光漂白引起的能量转移的终止不

仅证实了 ƒ ∞× 的存在 而且能够在单对供体

受体的基础上确定能量转移的效率 对于不同的

⁄ 对 由于供体和受体的距离不同 光谱的重叠

积分以及相对取向都不相同 Ε 的分布范围很广

) 虽然由于相对取向和光谱重叠积分

等不确定因素而不能准确确定绝对距离 Ρ 但用这

一方法可以在研究生物大分子的构象时 通过监测

供体 受体相对距离的变化 来判断和推测生物大

分子的构象的变化情况 等人同时还利用

ƒ ∞× 方法 探测均衡蛋白的结构的涨落特性以

及在催化过程中酶 底物相互作用时的构象状态以

及溶液中单个底物和催化产物的亚布居态 ∏ 2

∏ 在利用 ƒ ∞× 方法对葡萄球菌核酸酶蛋

白分子进行探测时 观察到了 ƒ ∞× 效率的涨落特

性 并结合单分子荧光偏振探测方法及其模拟实验

证实了 ƒ ∞× 效率涨落是由于蛋白自身的构象的

变化所造成的≈ 他们还通过单分子荧光的偏振特

性和 ƒ ∞× 方法研究了蛋白 抑制剂

的结合 并证实这些方法具有足够的精度

来区分单个酶分子是否与抑制剂结合时酶的构象

态≈ 图 是一典型的单对 ⁄ 体系标记的单个

无抑制剂蛋白的能量转移的情形 它直观地给出了

供体与受体之间的能量转移过程 供体的荧光有效

地转移给受体 当受体发生光漂白时 能量转移被阻

断 供体自身发出荧光

图  单对 ⁄ 体系标记的单个无抑制剂蛋白的能量转移过程

212  单分子的荧光偏振光谱

由于单个荧光分子具有唯一的固有吸收和发射

跃迁偶极矩 因而在线偏振激光的激发下 通过测量

单个分子的吸收和荧光的偏振方向 可以完全确定

单个荧光分子的空间取向 通过将荧光分子标记到

生物大分子比如蛋白质 !⁄ 或酶分子的某一特定

的位置 实时的分析单个荧光分子的偏振状态的变

化 人们就可以了解生物大分子的构象的状态及其

变化的动力学过程 图 为吸附在玻璃表面上的一

个荧光分子 × ¬ 在偏振方向作 β

重复变化的激光的激发下荧光强度的变化≈ 分子

只吸收那些偏振方向与其吸收跃迁偶极矩方向一致

的光子 并发出具有一定偏振方向的荧光 从图中可

以看出分子的荧光强度受到偏振方向连续变化的激

发光的调制 反之 如果固定激发光的偏振方向 对

于标记于生物大分子的某一特殊位置的荧光分子

其荧光强度就会随着生物大分子在生化反应过程中

构象的涨落 旋转 !扩散等 的变化而变化 等人

利用此方法观察到了 × 标记的吸附在玻璃表面

上的 ≥ 酶 ∏ 蛋白在反应

过程中构象的涨落情况 证实了由于酶蛋白分子链

的强的刚性结构导致了化学反应过程中的快的构象

的涨落≈ ) 同时他们还观察了 × 分子标记的

单个 ≥ 酶分子在具有不同粘度的脂环境中的扩

散过程 通过分析大量单个荧光分子的荧光各向异

性值分布的涨落特性 获得许多关于单个 ≥ 酶

分子在生物化学反应过程中实时的构象态的信息

比如转动的自由度 !折叠的方式等

图  单个荧光分子 实线 在偏振方向作 β重复变化 虚线

的激光的激发下荧光强度的变化情形

213  单分子荧光动力学

正如上一节指出的那样 单分子的荧光寿命对

它的局域环境非常敏感 因此可以通过荧光标记生

物大分子的某一特殊位置 检测生物大分子构象的

运动 等人≈ 观察到了 ° 中掺杂

的单个 χ χ χ 2

荧光分子的荧光寿命 发现单

## 物理



个 荧光分子的寿命分布在平均寿命 1 附近

的 1 ) 1 的范围内 我们近来也利用远场共焦

光学的方法观察到分散在载玻片上的单个 分

子的荧光成像≈ 并进一步观察到单个 分子

荧光寿命的变化情况 发现单个 荧光分子的寿

命分布在平均寿命 1 附近的 1 ) 1 的范

围内 这种单个荧光分子荧光寿命的涨落与单个分

子所处的局域环境有关 ∞ 等人≈ 利用

× 分子标记了一个 ⁄ 测序引物 并

研究了其寿命的变化情况 结果表明其宏观的荧光

动力学曲线显示出其荧光寿命分别为 1 和

1 的一个等幅的双指数衰减过程 而对单个的

荧光分子而言 测得的荧光衰减仍是双指数的 但其

幅值随不同的分子而在 ) 的范围内变化 这一观

察结果表明在单荧光分子标记的 ⁄ 中存在两种

构象 并在探测时间的范围内相互转化 长寿命现象

表明荧光分子被水分子紧紧包围 短寿命现象表明

荧光分子与 ⁄ 碱基发生了相互作用 鸟苷

∏ 碱基猝灭了荧光分子的荧光 两种构象

态的转化导致了荧光发射强度的涨落特性 这一涨

落发生的时间范围与三重态的寿命 或扩散

时间 不一致 它来源于 ⁄ 分子本征的构

象的变化 因此 可以借助荧光相关光谱的统计方法

测得这种 ⁄ 分子构象的转化时间 结果约为

? 同样 等人研究了在硅烷化玻璃表

面上由 × 标记的 的构象 结果表明

× 分子同样表现出双指数衰减的过程 对应于在

探测过程中两种构象的相互转换过程≈

单分子探测在生物学上还有许多应用 如基于

单分子探测的快速 ⁄ 片段长度分析≈ 快速

⁄ 分子测序 ⁄ ∏ ≈ 等 总之

单分子的荧光探测技术是单分子探测技术中的 灵

敏的方法之一 由于每次仅以一个分子作为研究对

象 因而可以获得许多有别于分子聚集态的特殊现

象 这些现象为人们研究单个分子的特殊局域环境 !

分子的涨落 !生物大分子的柔性及其生物大分子的

运动等提供了很有价值的信息 随着生命科学研究

中的荧光标记技术的日益成熟 人们可以通过在生

物大分子中单个标记的荧光分子来研究生命过程中

的生物大分子 比如 ⁄ ! ! ×° 等 的结构

和功能 为促进生命科学的发展起到了巨大的推动

作用 同时 单分子实验技术的发展为单分子统计理

论的发展带来了新的机遇 近年来单分子探测的研

究正以极快的速度向前发展 并在许多学科领域发

挥着越来越大的作用
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