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实验技术

活细胞内的单分子荧光成像方法!

林丹樱! ! 马万云4

（清华大学物理系原子分子纳米科学教育部重点实验室! 北京! ’%%%56）

摘! 要! ! 文章介绍近年来新发展的几种重要的活细胞内单分子荧光成像方法，如转盘式共聚焦显微术、全内反射

荧光显微术、荧光共振能量转移技术等。 通过介绍它们的原理、特点和在活细胞内单分子行为研究中的应用实例，展

示了这些新方法在生命科学领域广阔的应用前景。
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’! 引言

在原子和分子水平上观测和操纵物质曾是几代

科学家的梦想。 直到 $% 世纪 5% 年代扫描隧道显微

术（G213303= ).33B/03= C02JDG2D*L，AN>）的发明，这

一梦想才被实现。 近二十年来，单分子技术迅速发

展，从一开始只能在低温、真空条件下实现单分子探

测，发展到能在常温的溶液中或界面上研究单分子

的反应动力学过程和机制，甚至实时记录这些过程。

将这些单分子技术进一步应用到生物分子体系，人

们发现了很多用传统的基于分子浓度变化的生物化

学或药理学实验所得不到的现象，获得了很多被以

往的系综平均（B3GBCH/B 1MBJ1=03=）方法所掩盖的信

息，使得离体情况下和活细胞内的生物单分子研究

越来越受到重视。

活细胞内的生物单分子研究尤其重要。 然而这

意味着要在不影响细胞正常生命活动的前提下去实

现单分子的探测，因而在众多单分子技术中，人们首

先想到的是光学方法，因为只有光子对待测体系的

扰动最为轻微；而在各种光学方法中，最有发展潜力

的是荧光成像方法，一则荧光检测的灵敏度高，二则

成像可以实现“ 可视化”（ M0G.1/0T1)0D3），实现人们

“亲眼目睹”活细胞内生物单分子动态行为的梦想。

但是，活细胞内的单分子荧光成像仍然面临着前所

未有的挑战，因为活细胞不仅是个高散射体，而且含

有大量自发荧光物质。 所以，活细胞内的单分子荧

光成像方法不仅要求高灵敏度和高分辨率，而且还

要求有足够高的图像信噪比和足够快的成像速度。

近年来在活细胞内的单分子荧光成像研究中取

得显著应用成果的方法有：转盘式共聚焦显微术

（G*03303= E0GK 2D3ID21/ C02JDG2D*L，A:U>）、全内反

射荧 光 显 微 术（ )D)1/ 03)BJ31/ JBI/B2)0D3 I/.DJBG2B32B
C02JDG2D*L，N8VW>）、荧光共振能量转移术（ I/.DJBG;
2B32B JBGD3132B B3BJ=L )J13GIBJ，WVRN）等。 本文主要

介绍这三种方法的原理、特点以及它们在活细胞内

单分子行为研究中的一些应用实例。

$! 转盘式共聚焦显微术（A:U>）

9- :5 A:U> 的原理及其特点

·;<=·



!""#：$$%%%& %’()& *+& +,- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 物理

./01 是把共聚焦激光扫描显微术（+2,32+*( (*4
567 5+*,,),8 9)+725+2#:，0;.1）的高纵向分辨率和

普通宽场荧光显微术的成像速度快两个优点集于一

身的一种新技术，要阐明它的原理，首先要从 0;.1
的原理入手。

<& =& =- 0;.1 的基本原理

0;.1 的基本原理是利用一对共轭的针孔（#),4
!2(6）进行“空间滤波”，从而将焦平面以外的杂散光

滤除以提高纵向分辨率，实现非侵入式的“ 光学切

片”（2#")+*( 56+")2,),8）（图 =（*））。 这两个针孔分别

位于光源和探测器之前，称为光源针孔和检测针孔；

所谓“共轭”，是指物镜焦平面上的点发出的光通过

一系列的透镜最终可同时聚焦于这两个针孔，此即

“共焦”之意。 目前常用的 0;.1 多以光电倍增管

（#!2"29’(")#()67 "’>6，?1@）为探测器，以激光为激

发光 源，利 用 大 数 值 孔 径（ ,’967)+*( *#67"’76，!"
#" ）的显微物镜将通过光源针孔的入射光聚焦在物

镜焦平面上一个很小的点上，由于探测针孔的存在，

?1@ 只收集处于物镜焦点上的样品发出的荧光。 利

用光学扫描振镜使入射光点在物镜焦平面上进行逐

点逐行扫描，就能得到焦平面样品的荧光图像，称为

一张“光学切片”（2#")+*( 56+")2,）；再利用步进马达

控制样品台纵向移动，即改变物镜焦平面在样品中

的位置，便可采集到样品中不同深度的一系列光学

切片，从而获得样品的三维信息。 0;.1 的横向分辨

率约为 =AA—<AA,9，纵向分辨率可达 BAA,9，大大

优于普通非共焦方式的荧光显微成像技术；同时共

焦针孔的应用也极大地提高了图像信噪比。 这些优

点使 0;.1 被广泛应用于细胞生物学的研究，尤其

是亚细胞层次空间结构和功能的研究［=］-。
然而 0;.1 采用的是逐点扫描成像方式，成像

速度受到很大限制（ 目前多数商用的 0;.1 扫描一

张图像约需 =5），因而尽管它具有很高的分辨率和

图像信噪比，可以实现单分子荧光成像，但要想捕捉

到活细胞中单个荧光分子的运动还是很难。 近年来

出现的 ./01 是利用 0;.1 中最关键的共焦针孔原

理发展起来的，但采用了面成像方式，成像速度达到

甚至超过视频速度的要求，成为活细胞内单分子荧

光成像的有力工具［<］-。
<& =& <- ./01 的原理及其特点

./01 最基本的指导思想就是保留 0;.1 的共

焦针孔原理，同时将一次只能激发一个点改为同时

激发焦平面上尽可能多的点以形成面照明，得到的

荧光信号可用高分辨率、高灵敏度的电荷耦合器件

图 =- 共聚焦激光显微术（0;.1）和转盘式共聚焦显微术（./4

01）原理示意图- （*）0;.1 原理示意图；（>）./01 原理示意

图

（+!*786 +2’#(6C C6D)+6，00/）采集。 具体的实现方

法有多种形式，但基本上都是在普通倒置显微镜上

加上相应的转盘装置即可，目前较常用的转盘装置

有日本 E2F28*%* 公司的共聚焦旋转单元（ +2,32+*(
5#),,),8 ’,)"，0.G）、日本 H(:9#’5 公司的转盘扫描

单元（C)5F 5+*,,),8 ’,)"，/.G）等。

以 E2F28*%* 公司的 0.G 为例。 0.G 由两个盘

片（C)5F）组成，其中一个盘片上以特殊的方式（旋转

对称的多组螺旋形分布，称为 I)#F2% C)5F）分布着

约 <AAAA 个微透镜（9)+72(6,5），另一个盘片上对应

地分布着相同数量的针孔，入射激光照射在前一盘

片上的若干个微透镜上，并聚焦在相应针孔处（图 =
（>））。 两个盘片在电动马达驱动下同时旋转。 这

样，入射光被微透镜阵列分成了很多“ 束”，而每个

针孔则同时充当 0;.1 中的光源针孔和检测针孔，

即其中一束光从针孔出来后由显微物镜聚焦到样品

中物镜焦平面的一点上，该点发出的荧光由同一显

微物镜收集，沿原路返回后再次通过该针孔，并由位

于两盘片之间的二色片反射到探测器上。 因此，这

些旋转着的针孔阵列便组成了许多对共焦针孔，实

现了去除非焦平面杂散光的共焦效果，相当于很多

个 0;.1 在同时工作。 由于盘片旋转速度可达每秒

几千转，相当于光源按光栅格式高速扫描样品（ 7*54
"6745+*,），实现扫描区域内焦平面上由无数个点组

成的面照明，所得荧光信号可用 00/ 采集，成像速

度仅取决于 00/ 速度，可达每秒几百帧图像，因而

在保持图像质量达到传统 0;.1 水平的同时可以检

测到活细胞内的瞬间变化。

H(:9#’5 的 /.G 则是利用盘片上的狭缝条纹快
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速旋转形成的虚拟共焦针孔来实现 4567 的。 由于

光通量得到很大程度的提高，使用 548 的系统可以

采用弧光灯作为激发光源，与激光相比，荧光染料的

选择范围更为广泛，但同时由于单色性较差等原因，

分辨率不及传统 6947。

基于图像质量高和成像速度快的双重优势，目前

4567 方法已被应用于活体生物样品的检测［"—:］，同

时也有不少研究者将其应用于活细胞内的单分子荧

光成像研究，并取得了一些初步成果［#，&］!。

!- !" 应用举例

$%%’ 年，;0<1<(0 =1>1?.@1 等首次利用 4567
方法以视频速度记录了溶液中单个荧光分子的实时

运动［#］!。 他们利用 =7A 标记驱动蛋白（?03B<03）分

子，用另一种荧光染料 C6: 标记固定在玻璃表面的

微管（@02DE).F./B），实时记录了单个驱动蛋白分子

沿着微管的二维滑行运动（图 $（1），（F））以及单个

驱动蛋白在粘稠的蔗糖溶液中的三维布朗运动（ 图

$（2），（>），（B）），预言了该方法应用于实时研究活

细胞内单分子事件的可能性。 $%%# 年，他们利用同

样的装置对单个信使核糖核酸（@AGH）分子在活细

胞的细 胞 核 内 的 运 动 进 行 了 单 分 子 荧 光 成 像 研

究［&］!。 在真核细胞中，大部分的 @AGH 需要先被转

录成前体 @AGH（*DB I @AGH），经过 :J端加帽作用

（:J I 21**03K，在 *DB I @AGH 分子的 :J端加上甲基

核苷酸的“ 帽子”）、剪接（ </0203K）去除内含子（ 03L
)DE3）和 "J端聚腺核苷酸化作用这一系列加工过程

后，成熟的 @AGH 才能通过核膜孔（3.2/B1D *EDB）进

入细胞质去参与翻译过程。 而转录、加工和出核转

运这三个过程是密切相关的，@AGH 是如何从其合

成部位被转运到核膜孔处的，这是基因表达和调控

中的一个关键问题。 =1>1?.@1 等制备了荧光染料

6M" 标记的 ! 珠蛋白（! I K/EF03）@AGH 和增强型

绿色荧光蛋白（ B3(132B> KDBB3 N/.EDB<2B32B *DE)B03，

OPQR）@AGH，并将它们显微注射（@02DE03SB2)0E3）到

活的 H# 爪蟾细胞的细胞核内。 利用 4567 方法，可

视化地记录了单个 @AGH 分子在细胞核内的运动，

并详细分析其运动轨迹和特征，结果发现 @AGH 分

子在细胞核中有两种不同的运动状态，其中超过半

数的 @AGH 在细胞核中核仁以外的核质中做布朗

运动，其扩散系数为 %- $"@$ T <，仅为水中扩散系数

的 ’ T ’:%；这么慢的扩散速度无法用 4)E?B< I O03L
<)B03 扩散理论解释，可能是细胞核里的异质环境

（ 3E3(E@EKB3BE.< B3U0DE3@B3)）造 成 的，也 可 能 是

@AGH 在这个过程中与细胞核中的某些结构或成分

发生了相互作用。 另一部分 @AGH 则被局限在直径

约 "%%3@ 的隔室（2E@*1D)@B3)）内，其平均停留时间

长达 "%< 左右，且与 @AGH 序列和长度均无关；而对

于那些做布朗运动的 @AGH 来说，在 "%< 时间内它

们以 %- $"@$ T < 的扩散系数移动约 :"@ 的距离，相

当于细胞核的半径大小，也就是说，在这段时间内，

@AGH 可以从其合成部位通过扩散运动到达核膜孔

处。 同时他们观察到 @AGH 还可以从其中一种运动

状态突然转变成另一种状态（图 "）。

图 $! 利用 4567 方法记录溶液中单个荧光分子的实时运动［#］

! （1）单个驱动蛋白分子沿微管的二维滑行运动：C6: 标记的单

根微管；（F）=7A 标记的单个驱动蛋白分子每隔 ’< 在微管上

的不同位置；（2）单个驱动蛋白在蔗糖溶液中的三维布朗运动：

时间序列（单位为 @<）；（>）均方位移与时间的关系（ 可计算出

扩散系数为 %- &:"@$ T <）；（B）驱动蛋白分子在焦面上的停留时

间（箭头所指为平均停留时间，约为 %- ’"<）- 图中标尺均表示

$"@

"! 全内反射荧光显微术（=CAQ7）

=CAQ7 是近年来用于离体生物单分子研究最

热门的方法之一，同时也有不少关于活细胞内单分

·#$%·
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子荧光成像研究的报道，但与 ./01 不同的是，2345
61 多被用于研究活细胞膜表面和细胞内膜附近区

域的生物单分子行为［7—89］-。 这是由 23461 的原理

所决定的。

!& "# 23461 的原理及其分类

当一束光从光密介质（高折射率，!8 ）射向光疏

介质（低折射率，!: ）时，在界面处入射光将有一部

分被反射，另一部分发生折射，入射角 !8 和折射角

!: 满足 .,;(( 公式，即 !8 <),!8 " !: <),!: 。 由于 !8 #
!:，故 !: # !8 -。 当 !: 增大到 =9>时，入射光将沿着界

面传播，此时的 !8 称为临界角 !+，即 !+ ? <), @ 8（,: A
,8）。 若 !8 继续增大，则入射光将发生全内反射（ "B5

"*( ),";C,*( C;D(;+")B,，234）（ 图 E（ *））。 由于光的波

动效应，入射光发生 234 时仍有少量的光能量会穿

透界面渗透到光疏介质中，并沿着平行于界面的方

向传播，称为隐失波（ ;F*,;<+;," %*F;）（ 图 E（G））。

隐失波的振幅 $% 在光疏介质中随界面距离 % 指数

衰减，即 $% " $9 ;H#（ & % ’ (#），其中 $9 为隐失波在

界面处的振幅，(# 为隐失波振幅衰减到 $9 的 8 ’ ) 时

离界面的距离，称为穿透深度，它由入射波长 "、光

密介质折射率 !8、入射角 !8 和临界角 !+ 共同决定，

即 (# ? " ’ :#!8（<),:!8 & <),:! +）
8 A : -。 对于可见光来

说，(# 约为 899—:99,I，并且随着 !8 对 !+ 的偏离

程度而急剧减小，故可通过选择合适的入射角度来

选择合适的穿透深度。

图 J- 利用 ./01 方法记录单个 I4KL 分子在活细胞的细胞核内的实时运动［M］- （ *）—（ +）为 单个 NO6P I4KL

及其运动轨迹；（Q）@（ D）为单个 !5R(BG), I4KL 及其运动轨迹- （其中（G）和（;）分别为（*）和（Q）白色方框所示

区域的放大图像，图（*）和（Q）的标尺表示 89"I，其他标尺均表示 8"I）

- - 23461 就是利用入射光发生 234 时所产生的

隐失波来激发样品荧光的。 由于隐失波穿透深度一

般只有几百纳米，仅能激发样品中一小薄层的区域，

因而纵向分辨率和图像信噪比均大大提高。 常见的

23461 分为棱镜型（#C)<I5"S#;）和物镜型（BGT;+")F;5
"S#;）两类。 棱镜型 23461 可以在倒置显微镜上利

用棱镜等普通光学元件搭建而成（ 图 E（ +）），激发

光以一定角度射入棱镜，通过调整入射角度使其在

紧贴棱镜底部的玻璃片（其间以折射率匹配的物镜

油连接）下表面产生隐失波，激发出的荧光由倒置

显微镜的物镜收集并被探测器接收。 棱镜型 23461
最大的优点是，可以在很宽的范围内精确改变激发

光的入射角以选择合适的穿透深度；但在棱镜型

23461 中，样品被激发的是紧贴其上方的玻璃片部

分，荧光信号要通过样品本身的整个厚度才能被显

微物镜所收集，样品中的吸收和散射很大程度地削

弱了这些本来就很微弱的荧光信号，同时由于棱镜

及样品上方玻璃片的阻碍，限制了成像过程中对样

品的操作（如实时加入药物刺激等），所以这种棱镜

型 23461 并没有在活细胞研究中被广泛采用。
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图 4! 全内反射荧光显微术（56789）原理示意图（ 1）全内反射

（567）及临界角 !2；（:）隐失波（ ;<13;=2;3) ,1<;）；（ 2）棱镜型

56789；（>）物镜型 56789

在物镜型 56789 中，显微物镜既用于收集荧光

信号，同 时 又 是 发 生 全 内 反 射 的 光 学 器 件（ 图 4
（>））。 入射激光通过光纤引入并由二色片反射后，

沿着物镜边缘入射，从物镜出射后经物镜油照射在

样品下方的玻璃片上，并在玻璃片上表面发生全内

反射，反射光经物镜边缘的另一侧返回，并被导出或

吸收掉。 为了能发生 567，物镜油及玻璃片的折射

率均要与物镜的数值孔径 !" #" 相匹配，并大于被测

样品的折射率。 细胞的折射率一般为 ’- ""—’- "?，

故物镜型 56789 通常需要使用 !" #" @ ’- 4 的油浸

物镜。 虽然物镜型 56789 只能在很小角度范围内

产生全内反射，产生的隐失波穿透深度偏大，纵向分

辨率和图像信噪比均不及棱镜型 56789，但由于其

样品制备简单，成像时可以方便地对样品进行实时

操作，特别适合活细胞的动态研究，因而在活细胞内

生物单分子的研究方面得到了广泛应用。 然而由于

567 的激发区域仅限于 ’%%—$%%3A 的一小薄层区

域，这些应用多集中在研究细胞膜或膜内附近区域

的动态过程（如信号转导等）。

!- "# 应用举例

$%%’ 年，7BC)1 603C 等利用物镜型 56789 首次

观察到了活细胞内的单个 D8E 分子［?］!。 他们将小

鼠成纤维细胞中的 FG钙粘蛋白（FG21>(;H03）用 D8E
标记（FG21>GD8E），并根据 56789 得到的单个荧光

点的荧光强度发现自由细胞表面大多数 FG21>GD8E

分子形成了不同大小的多种寡聚物，其中多数大于

二聚物（图 I），说明 FG钙粘蛋白的寡聚化在其聚集

于细胞 J 细胞粘合位点之前就已经发生了，而正是

这些大于二聚物的寡聚物构成了细胞间粘附连接的

基础。 同时，他们还发现寡聚化后 FG21>GD8E 分子

的平移扩散系数减小为原来的（’ K ’%）—（’ K 4%），这

个数据不能仅由寡聚物半径的增大来解释，所以他

们提出一个模型，认为寡聚化后寡聚物将与细胞膜

骨架结合或者被细胞膜骨架所形成的隔室围起来。

图 I! 利用物镜型 56789 观察活细胞内的 D8E 标记的单个 FG

钙粘蛋白分子（FG21>GD8E）［?］（ 1）FG21>GD8E 分子形成不同大

小的多种寡聚物；（:）相应的运动轨迹- 图中标尺表示 $I%3A

$%%" 年，DH;LCHB 6- 91=(13C< 等从技术角度详细

介绍了利用倒置显微镜搭建物镜型 56789 的过程和

实验条件的优化，以及他们为 56789 得到的多个单

分子荧光像点进行同时精确定位所编写的算法。 利

用该方法，他们实现了活细胞的细胞膜内侧单个 FDG
8E 融合蛋白分子的自动识别和精确定位［M］!。 在此基

础上，91=(13C< 等研究了位于肌球蛋白 N 尾部的

E/;2O=)H03（一种血小板蛋白激酶 P 的底物）同源结构

域（*/;2O=)H03 (CAC/CLB >CA103，EQR）与质膜结合的

动力学过程［’%］!。 他们利用 FD8E 标记特定的 EQR，观

察了单个 EQR 与细胞膜结合、解离等过程，并计算出

结合速率（%- %" K !9·!A$ ·=）、解离速率（%- %I K =）
及其在质膜上的平均停留时间（$%=），认为这些动力

学参数可能与控制肌球蛋白 N 对信号的响应，以及对

细胞功能的调节有关。 同时，他们还发现，在所研究

的小鼠成肌细胞中，结合到质膜上的 EQR 几乎没有

横向运动，由此推断 EQR 与细胞骨架相连或者被限
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定在某些磷脂形成的隔室中（图 .）。

图 .- 利用物镜型 /0123 在单分子水平研究肌球蛋白 4 尾部的

5(6+78"9), 同源结构域（5:;）与质膜结合的动力学过程［<=］（ *）活

细胞质膜上 >?25 标记的 5:; 的时间序列；（@）单个 5:; 在质

膜上的停留

A- 荧光共振能量转移（21>/）

!& "# 21>/ 的原理及其特点

前面所讲的 B;C3 和 /0123 均是通过改进激

发方式提高分辨率和图像信噪比来实现单分子探测

的，其观察对象均是样品中荧光标记的单个生物分

子的空间位置（ 用荧光点 ()D!" 8#E" 代表）及其运动

轨迹。 然而由于衍射效应，点光源的像不是点像，而

是形成以爱里斑（F)9G H)87）为主的衍射图样。 根据

瑞利判据（1*G(6)D! +9)"69)E,），如果一个点光源的爱

里斑中心刚好和邻近的另一个点光源的爱里斑边缘

重合，则这两个点光源恰好能被分辨，这就是我们通

常所说的光学显微镜分辨率的衍射极限（H)II9*+")E,
()J)"），约为 =! .<!" # $! %! ，其中 !"为荧光波长，$!
%! 是物镜数值孔径，一般可以粗略地取 !" # K 作为衍

射极限的估计值，对于可见光来说，大约为几百纳

米。 为了研究分子之间的相互作用，需要突破该极

限，发展空间分辨率更高的荧光检测手段。 21>/ 便

是这样一种方法。

21>/ 是指两个携带不同荧光基团的大分子之

间或同一分子的不同荧光团之间，通过电偶极相互

作用所发生的非辐射 2L98"69 能量转移（2L98"69 6,69M
DG "9*,8I69，2>/）（图 N（*））。 提供能量与接受能量

的分子或者荧光团分别称为供体（ HE,E9）与受体

（*++6#"E9）。 21>/ 直观的表现是，当供体荧光分子

和受体荧光分子相互靠近到合适的距离时，若激发

供体，其荧光强度比其单独存在时要低得多，而受体

荧光却大大增强。 21>/ 的效率（&）与供 ’ 受体间

距离（ (）的六次方成反比，即 & ) *=
. #（*=

. + (.）（图

N（@）），其中 *= 是 & ) O=, 时的供 P 受体距离，称

为 2L98"69 距离或临界转移距离，对于特定的供 P 受

体对，*= 是个常量。 因此，21>/ 效应是一个强烈依

赖于供 P 受体之间距离的物理过程，它的发生一般

要满足四个条件：供 P 受体间距离不超过 <=,J；供

体的发射光谱与受体的激发光谱有一定重叠；供 P
受体偶极矩具有合适的相对取向；供体量子产率和

受体光吸收系数足够高。

- - 正因为 21>/ 效率 > 对供 P 受体距离 ( 有强烈

的依赖性，因此其空间分辨率非常高，可以达到 ,J
量级，突破了光学衍射极限的限制。 利用 21>/ 方

法可以 研 究 两 种 分 子 之 间 的 相 互 作 用（ 分 子 间

21>/，图 N（+）），或单一分子内两亚基之间的结合

或分子构象的改变（分子内 21>/，图 N（H））等。 在

实际应用中，可以定性地观察 21>/ 的发生与否，也

可以定量地测量供体、受体荧光强度的变化，得到

21>/ 效率 &，以得到供 P 受体距离 (。 21>/ 成像既

可以在普通双通道荧光显微镜上实现，也可以利用

CQB3 等方法实现。 然而 21>/ 虽然具有固有的纳

米级物理分辨率，但要想可视化地实时研究活细胞

内单分子对的相互作用，还需要利用前面提到的提

高图像信噪比的快速成像方式如 B;C3、/0123 等。

近年来 21>/ 技术（ 特别是与 /0123 的联用）已在

活细胞内单分子荧光成像的研究中得到了广泛的应

用［<<，<K］-。

!& $# 应用举例

K=== 年，R*8’8!) B*7E 等首次利用 /0123 方式

的 21>/ 研究了活细胞膜蛋白受体与配体的相互作

用过程［<<］-。 他们在利用 /0123 观察和分析了 FAS<
人表皮样癌细胞质膜上荧光染料 CGS 标记的单个表

皮生长因子（6#)H69J*( D9E%"! I*+"E9，>?2）的荧光强

度变化，并得出 >2? 受体（>?2 96+6#"E9，>?21）二

聚化及相关信号转导过程的主要机制是一个 >?2
分子先与 >?21 的二聚体结合，形成 >?2 P >?21
复合物然后再直接捕获另一个 >?2 分子，即 >?21
的二聚化。 在第二个 >?2 分子与其结合之前就已

经形成的推论后，又进一步利用 /0123M21>/ 直观

地观察到了单个 >2?M>?21 复合物的二聚化过程。

他们将荧光染料 CGS 标记的 >?2 作为供体，用另一

种荧光染料 CGO 标记的 >?2 作为受体，同时加到细
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图 &! 荧光共振能量转移（4567）原理示意图（1）489:);9 能量转移（467）；（<）4567 效率 ! 与供 = 受体间距离 " 的

关系；（2）分子间 4567；（>）分子内 4567

胞培养液中，用 ?@" 的激发光 A"$3B 激发，分别接

收 ?@" 和 ?@A 的荧光（ 中心波长分别为 AC%3B 和

#&%3B），观察到同一个荧光点处 ?@" 荧光减弱的同

时 ?@A 的荧光相应增强（ 图 C），说明 ?@"D6E4 和

?@AD6E4 之间发生了 4567，从而直观地在单分子水

平观察到了 6E4 分子的相互作用。

$%%F 年，G0>;H0 I.91JK:(0 等用类似的方法在单

分子水平研究了活细胞内 51: 蛋白的活化过程［’$］!。
51: 蛋白是一种小 E 蛋白，51: 信号途径是一种很

常见的细胞分子信号转导途径。 I.91JK:(0 等利用

E4L 的 衍 生 物 黄 色 荧 光 蛋 白（ @;//K, M/.K9;:2;32;
*9K);03，N4L）标记两种 51: 蛋白（GD51: 和 OD51:）

作为供体，利用能够发荧光的三磷酸鸟苷（E7L）的

类似物 PK>0*@75 = E7L 作为受体，再利用 64E 作为

刺激因子诱导 PK>0*@75DE7L 与 N4LDG Q O = 51: 结

合，并在该过程中观察到了单分子 4567 现象（ 图

R）。 他们发现，51: 蛋白一旦被激活，其扩散将被大

幅度抑制甚至被固定不动，说明形成了体积较大的

51: 信号转导复合物（ :0S31/03S 2KB*/;T），这些复合

物在将 51: 的信号转导到相关信号接受因子（;MM;2D
)K9）的过程中可能起到一个平台的作用，进一步说

明 51: 信号转导不是只通过信号接受因子之间的简

单碰撞来实现的。 同时他们还发现，聚集到细胞膜

上的 E4L 标记的 EUL""F 分子也静止不动，以此推

测它们结合在这些信号转导复合物上。

图 C! 利用 4567 方法在单分子水平研究活细胞膜蛋白受体与

配体的相互作用［’’］（ 1）分别用 ?@" 和 ?@A 标记的表皮生长因

子（6E4）同时与膜上受体结合，用 A"$3B 激发光激发 ?@" 并观

察到由于 4567 作用而产生的 ?@A 荧光（ 箭头所指）；（<）单个

?@"D6E4 和 ?@AD6E4 之间发生的 4567 现象，同一荧光点处

?@" 荧光减弱的同时，?@A 荧光增强-（图中标尺原文未给出其代

表长度）

A! 其他相关技术和方法

!- "# 其他荧光检测方法

除了前面介绍的 4567，活细胞中的单分子荧
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图 .- 利用 /012 方法在单分子水平观察活细胞内 0*3 蛋白的

活化过程［45］（ *）激发 6/78980*3 时观察到由于 /012 作用而

产生的 :;<)#=208>27 荧光（ 箭头所指），图中标尺表示 ?!@；

（A）单个 6/789 B 0*3 和 :;<)#=20 B >27 之间发生的 /012 现

象，同一荧光点处 6/7 荧光减弱的同时 :;<)#=8>27 荧光增强

（图中标尺表示 C& ?!@）

光还可通过其他方式进行检测或成像，如：荧光寿命

成像 显 微 术（ D(’;EF3+F,+F ()DF )@*G),G @)+E;3+;#=，

/HIJ），可通过测定单分子荧光的寿命来研究其所

处细胞微环境或与其他分子的相互作用［4K］；荧光相

关光谱（ D(’;EF3+F,+F +;EEF(*");, 3#F+"E;3+;#=，/LM）

技术，可通过检测分子的扩散系数、化学反应速率等

动力学参量来研究生物单分子的扩散、聚集和翻转

等过程［4N］；光漂白后荧光恢复（ D(’;EF3+F,+F EF+;OFE=
*D"FE #!;";A(F*+!),G，/0P7）技术，可通过检测进入

特定光漂白区域的未漂白荧光分子来研究生物单分

子的扩散、转移或透膜等运动过程［4?］；光漂白中的

荧光损失（ D(’;EF3+F,+F (;33 ), #!;";A(F*+!),G，/HI7）

技术，可通过检测邻近重复光漂白区的特定区域内

荧光的减少或消失来研究细胞膜或细胞内生物单分

子的运动［4?］；等等。

!& "# 多种方法的联用

每一种方法均有其优越性，也有其局限性，例如

2I0/J 只能观察细胞膜表面和附近区域，而无法观

察细胞质或细胞核内部。 所以，利用两种甚至多种

方法的联用来实现优势互补也成为近年来发展的趋

势之一。 前面提到的 2I0/J 与 /012 的联用就是一

种多方法联用的方式。 这两种方法分别属于不同的

激发方式和检测方式的范畴，是最容易实现的一种

联用方式，类似的还可以有 LHMJ 或 MQLJ 与 /012
的联用，2I0/J、LHMJ 或 MQLJ 与 /HIJ 或 /0P7 的

联用等。 另一类联用方式是采用不同激发方式的方

法之间的联用，如 2I0/J 与 LHMJ 或 MQLJ 的联

用［4R］，可同时观察细胞膜和细胞质或细胞核，实现

观察对象的互补。 还有一类联用方式则是将这些荧

光成像方法与其他非光学检测技术联用，如 2I0/J
或 LHMJ 与原子力显微术（*";@)+ D;E+F @)+E;3+;#=，

P/J）［4S］联用，可同时得到相关的力学信息，如粘附

力等。

R- 结束语与展望

综上所述，近年来发展迅速的单分子荧光成像

方法，特别是转盘式共聚焦显微术（MQLJ）、全内反

射荧 光 显 微 术（ 2I0/J）和 荧 光 共 振 能 量 转 移

（/012）技术，在活细胞内单分子的运动轨迹、动力

学特征、相互作用以及单个生物大分子的构象变化

等研究中均已取得了比较显著的应用成果。 并且，

随着应用于活细胞的荧光标记技术，以及高灵敏、快

速检 测 成 像 单 元 如 基 于 微 通 道 板（@)+E;8+!*,,F(
#(*"F，JL7）电子倍增技术的像增强型 LLQ（ ),"F,3)8
D)F< LLQ，ILLQ）、基于芯片增益放大（;,8+!)#8@’(8
")#()+*");, G*),）技术的级联 LLQ（+*3+*<F LLQ）等的

进一步发展，这些新方法和技术在该领域必将具有

更广阔的应用前景。
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