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特约专稿

活细胞内单个大分子的行为!

陈! 宜! 张3

（第二军医大学神经科学研究所! 上海! $%%4""）

摘! 要! ! 以往细胞内大分子活动的研究，多数是许多分子活动的一个平均结果，即一种集群平均（526578.5 095:0;
</2<）的结果，随着各种技术，特别是光学及荧光检测技术的成熟，实时视见活细胞内单个大分子的时代已经到来,在
现时条件下，有许多方法可供选择，如荧光共振能量转移、原子力显微镜、全内反射显微技术、荧光相关光谱法等等,
“活细胞内单个大分子的行为”的研究有可能为了解活细胞内单个分子的活动带来完全新的认识，但目前还存在不少

方法学上的局限性，有待进一步提高，如有效的特异标记物、细胞深部荧光的检测、新型显微镜的开发等,
关键词! ! 生物大分子，实时检测，细胞内，活细胞
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O! 引言

活细胞内单个大分子的行为研究的目的是在活

体情况（ /2 9/9D）下对细胞内单个生物大分子（蛋白
质与核酸）的动态（EF207/16）以及动力学（K/25(/16）
过程进行研究,本文主要以蛋白质分子为例进行讨
论,

OPS$ 年，薛定谔（ T1’:UE/2<5:）曾说过：我们决
不可能用一个电子、原子或分子做实验, 仅仅过了 Q
年，费恩曼（L5F2702）就指出：在如何排列原子方

面，并无物理学上的困难,我们可以在原子和分子水
平上操纵并控制物质［O］, OPQ% 年代，早期发明的隧
道显微镜（TMV）方法就实践了对单个原子、分子的
观察,到现在，甚至也已经能在活细胞表面、胞液内、
细胞核内等条件下进行单个大分子行为的研究了,

OPQ% 年代后期及 OPP% 年代初期的单分子工
作，都是在低温（1:FD<52/1）下做的，后来很快发展到
能在常温下观察；人们把分子放在溶液中或涂在固

体表面来观察它的行为, 有许多方法可用来研究单
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分子，如隧道显微镜、原子力显微镜（./0）、1 射线
衍射技术、纳米技术等等&人们对结晶状态的单分子
进行了观察，对它的结构有许多新认识&
但是在活体条件下（活细胞，整体）对单个分子

的活动进行研究，是从未有过的&如果以活细胞为对
象，光学技术最常被选用&这是因为只有光子对被研
究分子的扰乱最轻微，因此结果更为可靠和直截了

当&在光学技术中，荧光最多被选用，因为它的测量
灵敏度高&就活细胞单分子实时视见（2)3’*()4*")5,）
研究而言，则光学技术在目前几乎是唯一的方法了&

6777 年，由欧洲分子生物学组织（809:）在法
国 ;5’<3 召集的研讨会上［=］以及 >+)?,+? 杂志（第
=@A 卷）以《化学前沿：单分子》（“!"#$%&’"( &$ )*’+,
&(%"-：.&$/0’ 1#0’230’(”）为题的 B 篇专论中，对单分
子研究，特别是它的生物物理学作了系统回顾，其中

提到活细胞内单个大分子的研究& =CCA 年，>+)?,+?
（第 ACC 卷）出了“前景明亮”的专刊；D*"’<? E?(( 9)F
5(5GH（第 I 卷）与 D*"’<? J?2)?%3 05(?+’(*< E?(( 9)5(F
5GH（第 B 卷）联合出了《细胞生物学中的成像问题》
专刊；D*"’<? 9)5"?+!,5(5GH（第 =6 卷）出了《光学成
像聚焦》专刊& 这些专刊强调了成像研究，也就是
6777 年所提出的光学探查方法，再一次提出了活细
胞内单个大分子的问题，也联系了分子影像学问

题6）&
国内在 =CC6 年和 =CC= 年开过两次小型讨论

会，不少实验室对此颇有兴趣&

6）- 有兴趣的读者可以参阅（6）>+)?,+? K5(& =@A：6LMC N 6LML；6LML

N 6L@A；6L@A N 6L@@；6L@7 N 6L7I（6777）（=）>+)?,+? K5(& ACC：MI；

ML N MM；M@ N M7；@C N @6；@= N @L；@M N 76；76 N 7L；7L N 6CC；6CC

N 6C=（=CCA）（A）D*"’<? E?(( O)5(5GH K5(& I：36 N M；3M N 6B；36B N 67

（=CCA）（B）D*"’<? J?2)?%3 05(?+’(*< E?(( O)5(5GH K5( B：336 N I；33L N

6C；336C N 6L；336L N =6（=CCA）（I）D*"’<? 9)5"?!,5(5GH K5( =6：6=I6；

6=L7 N 6=M6；6=M= N 6=MA；6ACA N 6ACB；6ABM N 6AII；6AIL N 6ALC；

6AL6 N 6ALM；6AL7 N 6AMM；6AM@ N 6A@L；6A@M N 6A7I（=CCA）

又，作者校稿时读到 =CCM 年 I 月 =I 日 >+)?,+?及 I 月 =7 日 >;P8的

“>),G(? 05(?+’(?”专辑&

=- 为什么要重视活细胞内单个大分子
研究

人们总是希望眼见为实，因此很容易理解人们

想更直观地看到大分子在细胞内是如何活动的& 另
外，迄今为止，几乎细胞及分子生物学中的所有重要

理论，诸如受体激活、细胞内信号转导、蛋白亚单位

的寡聚化、QD. 的转录等等，大都是基于生物化学
或药理学实验中某种分子的一定浓度变化而作出

的，是许多分子活动的一个平均结果，即集群平均

（?,3?RO(? *2?<*G),G）结果& 集群平均"往会掩盖各
个分子的个性，因此很需要从实际的单个分子活动

加以验证&因此，为了深入地了解细胞及分子生物学
的基本问题，并企望在化学及物理学基础理论的水

平上阐明这些问题，人们对活细胞内单个大分子研

究寄予厚望&如果做成了单分子水平的实验，至少有

以下一些可见到的好处：

（6）实时看到标记的分子：用荧光标记的方法，
有可能记录或演示以前未曾实时看到的大分子动态

变化及动力学过程，如大分子的定位、运动轨迹、寡

聚体的分子比等等，当然，看到的是一群分子中被

标记的一个大分子&
（=）揭露被集群平均掩盖的分子活动特点：单
分子研究将可完全排除以前集群平均方法中不同分

子处于基态（G<5’,S 3),G(?" 3"*"?）、第一激发态（ T)<3"
?U+)"?S 3),G(?"），最低三重态（ (5%?3" "<)#(?" 3"*"?）等
三种电子态（图 6）而被不合理地平均的情况［A］&

图 6- 单分子光学研究中电子能量水平结构的图解［A］

图 6 中，>C 为基态，>6 为受激态，;6 为最低三重

态&每一电子能量水平都可以有几个振动能级水平&
典型的低温研究用的波长 !V;把 >C 泵到 >6，而在室

温条件下需要更短的波长 !J;& 系统间交连产率为
4W>E，其衰减率为 4; & 荧光发射用带点的虚线表示，
它从 >6 发出，终止于 >C 的不同振动水平或 >C 本

身&
（A）反映细胞异质微环境：细胞不是一个匀质
的系统，细胞浆内有许多细胞器，大分子是在非匀质

系统环境中活动的，单分子研究有可能把分子在细

胞异质微环境中的行为清晰地揭示出来& 以细胞膜
为例，上面有“筏（ <*T"）”，有蛋白质的“篱笆
（ T?,+?）”，以及与细胞骨架（+H"53X?(?"5,）的联系［B］，
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图 $!（0）细胞膜结构示意图；（3）膜蛋白移动的轨迹［4］

因此膜上蛋白质分子或脂质分子的活动是跳动的，

而不是通常在溶液情况下的布朗（567+2）运动（见
图 $）,
图 $（0）中，细胞质膜为脂双层结构，埋植有胆

固醇和蛋白，有的蛋白可以自由运动，有的可以结合

到膜底下以肌动蛋白为基础的细胞骨架网络上，这

是不能移动的,即便是能够移动的蛋白，也可能同肌
动蛋白细丝有相互作用，蛋白可以是跨细胞的，也可

以是糖基磷脂酰肌醇（89:）锚著的,图 $（3）是显微
镜下看到的用胶体金标记的膜蛋白 ;<44 颗粒的移
动轨迹,每 $=>一帧图，按前进方向作出它的轨迹，
时间先后是从暗到明亮, 带虚线的卵圆形范围提示
存在一个可能的区隔，它限制蛋白弥散, 某些 ;<44
分子只有相对固定的小范围运动，可能是由于它与

底下的肌动蛋白骨架或者其他膜的较大结构联系在

一起,

"! ?@@@ 年以来活细胞内单个大分子
研究的重要进展

!, "# 重要技术进展与应用
?@@@ 年以来，活细胞内单个大分子研究有许多

重要进展,这些进展与新技术的应用有直接关系，其
中许多是与光学方法及荧光标记技术的改进相关联

的，这些方法是：（?）全内反射（A:B）术［C］（图 "）；
（$）绿色荧光蛋白（8D9）的构建；（"）荧光共振能量
转移（DBEA）术（图 4）, DBEA 是指两个非常靠近的
发光团分子 F和 5，当 F的发射波长与 5 的激发波
长重叠时，则在 F 接受激发光时，它的能量转移到
5，所以发射的是 5的发射波长,例如绿色荧光蛋白
（8D9）与另一个黄色荧光蛋白（GD9），又如无机小
分子染料 ;H" 和 ;HC 都各组成一对可以实现 DBEA
的分子，只要它们之间的距离足够近［#］；（4）原子力
显微镜（FDI）等,

图 "! 全内反射（A:B）术原理图［C］! （ 0）光线在两个不同介质

中行进时，入射角 !和出射角 "的关系（!16/(为临界角）；（3）完成

A:B的两种方式：光线可以从显微镜的物镜进入标本，如果入射

角达到一定角度时，全部光线都折射回来，这就完成了全内反

射,也可以通过一个棱镜把光引导到标本表面，同样可以达到全

内反射的效果；（1）表示具体做实验时盖玻片下面摆上做实验用

的细胞标本

$%%4 年以来，光学显微技术有明显突破，例如

·"$%·
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图 .- 荧光共振能量转移（/012）实验［3］-（*）456 7 18/（18/

为表皮生长因子）和 459 7 18/的混合物加到培养的 :.6; 细胞

悬液中&样本用绿光（96<,=）激光波束激发，同一观察野中，用

456 通道（939—9>9,=）和 459 通道（39?—3>?,=）收集荧光像

（456 和 459 通道是指两种分子发荧光的波长检测的通道，而

456 和 459 本身是无机小分子染料），459 通道中收集到的荧光

点代表 456 7 18/ 与 459 7 18/ 之间的 /012（箭头所指）；（@）

三排图显示一段时期内通道 456 及 459 两个通道获得的荧光点

（箭头所指处）强度的变化，光点的缓慢移动可能反映了与细胞

骨架相关的膜蛋白的缓慢布朗运动；（ +）456 和 459 两个通道的

荧光强度随时间的变化曲线（校正到峰强度的百分比），456 与

459 两个荧光强度的反方向变化表示 /012的效果

A21B（C")=’(*"DE D=)CC)F, ED#(D")F,）方法，把空间分
辨率提高了一个数量级［G］（图 9）& 该方法将一个波
长位于荧光分子的发射光谱以内，且中心光强为零

的环形聚焦光斑（即所谓淬灭光束（ ED#(D")F,
@D*=））叠加在理想的荧光激发光斑之上&该淬灭光
束可引起荧光分子的受激发射，从而抑制荧光激发

光斑外围的激发效率，使得仅在激发光斑中心极小

范围内的荧光得以保存&理论分辨率为无穷小，实际
分辨率最高为 H <?,=&不仅 A21B 方法，其他方法也
在发展之中&如：（;）干涉光路照明超分辨荧光显微
术，该方法的特点是采用干涉光路对所观察物体进

行照明&以荧光显微成像为例，利用激发光束所形成
的干涉条纹对荧光分子进行线性激发，在成像后再

对图像解码，可以实现 ;??,=级的超分辨图像；（<）
.I) 荧光显微术，该方法的特点是采用经高倍透镜
聚焦的相向传播的两路光束所形成的驻波场进行荧

光激发，在光传播方向可以实现优于 ;??,= 级的超
分辨率；（6）非线性干涉光路照明显微术，该方法是

在第一种方法的基础上引入非线性光学效应，即对

荧光分子采取饱和激发手段，从而拓宽激发光斑的

傅里叶频谱范围，实现超分辨& 理论分辨率为无穷
小，实际分辨率为 6?,=；（.）光激发定位显微术，该
方法采用对小范围内荧光分子的重复激发与漂白，

实现分子尺度的定位& 目前可实现的分辨率为 <—
<9,=，但成像时间过长& 光学显微技术不但对活细
胞内单分子研究十分重要，对生命科学其他领域也

十分重要，这点值得很好注意&
- - 在标记条件下，显微镜下看到的单分子常常是
一个个 ?& <!=左右的小点&因此这类实验被称为斑
点（C#D+J(D）分析，可以分析斑点的位置、移动、闪光
及灭光的瞬变等等&

!& "# 细胞内单个大分子行为的新认识
有关活细胞内单分子研究，代表性的进展如下：

（;）实时视见了标记的单个腺病毒颗粒与细胞
膜接触并进入细胞内的动力学过程［K］&
（<）测定、分析了活细胞粘附力及顺应性（+F=L

#()*,+D）：活细胞粘附也是一种受体与配基之间的相
互作用，它的动力学分析借助于原子力显微镜

（:/M）［>］（图 3）&
- -（6）细胞骨架纤维的动态过程：肌动蛋白是成
纤维细胞的细胞骨架成分，用 8/I 标记单分子肌动
蛋白，可以观察到单个肌动蛋白分子向细胞中心的

运动以及它的脱落，由此弄清了肌动蛋白的聚合及

解聚的动力学过程&
（.）用 2N0/M 的方法研究细胞表面受体的活
动：如对单细胞生物 B)+"5FC"D()’= 来说，+:MI 是它
的激动剂，它促使细胞趋向 +:MI（图 G）&单分子实
验结果表明，当细胞向 +:MI作趋向活动时，细胞的
前沿（趋向那一侧）与后沿的 +:MI受体与 +:MI的
结合活性是不同的，前沿结合活性高于后沿［;?］&
（9）受体的新结合特性：荧光相关光谱法（/4A）
是一种研究分子相互作用的有效生物物理学方法，

具有很高的特异性& 实验中单个染料标记分子在一
个很小体积中被一个聚焦的激光光束所激发，这里，

荧光强度的波动是由于激光照射体积中分子数目的

变动，因此这个体积中的平均分子数目可以由强度

相关函数求得&而且，根据相关时间，动态过程如布
朗运动可以分析&这个方法在 ;>G? 年代早期已经有
了，但是最近它在生命科学中得到更多应用，因为灵

敏度大大增加了&所照射的体积一般为 ?& <OP& 应用
/4A法分析了甘丙肽（8*(*,),）与甘丙肽受体的结

·""$·
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图 3! 4567显微镜分辨出原代培养海马神经元上个别突触终扣上的突触囊泡［&］! （ 0）4567 工

作原理：激发光束聚焦到一个衍射限制的激发点，另一个 4567 光束能够使分子去激活, 4567 光

束是相位调制的，聚焦形成圆煎饼形，如右上方的正方形中所显示的那样, 当这两个聚焦的点重

叠在一起时，使得发荧光的区受到了限制，显示于右上方的图中，以上两个聚焦的光点产生了一

个有效荧光点，即仅是“圆煎饼”中心位置，它小于衍射极限，显示于右下方左边的正方形中,所有

的点的数值都是测得的，并按比例画上去的,有效荧光点的侧面剖示，达到 ##28,聚焦面积是激发

衍射值的 99 分之一,（:）神经元突触囊泡中的突触结合蛋白（;<20)(=(0>8/2）与抗突触结合蛋白抗

体相结合，再用 ?((=@3"$ 第二抗体标记后加以显示,左边是共聚焦显微镜的观测结果，右边是同一

个样品 4567的结果,标尺为 3%%28

合，由此发现，可能有一种新的结合特性［99］（见图

A）,在用 BC4方法分析的结果中，有 " 个弥散时间：
%, 9#8;，$$8;，&%%8;, 第一个代表自由弥散，即不
结合的那一部分，后两个时间代表甘丙肽与甘丙肽

受体可能的两种结合状态，而这是以前所不知道的,
近来的工作又把 5DEBF与 BC4 结合起来（5DEBF G
BC4）研究膜蛋白的侧向移动［9$］,

!, !" 相应的离体（ /2 H/(I=）研究
目前活细胞内单个大分子视见（H/;-0./J0(/=2）研

究，研究的是色团（1’I=8=)’=IK）或其他标记物所显
示的大分子的位置或轨迹, 要想了解单分子活动所
反映的功能，必须同时配以能够显示大分子功能的

其他检测方法，实际上已有不少工作, 例如：（9）把
光镊与 LBM标记的肌动蛋白联用，观察了肌球蛋白

在肌动蛋白上的移动及移动时的力；（$）把膜片钳
技术与荧光标记技术相结合，研究了单个电压敏感

离子通道的离子电流；（"）把原子力显微镜（?BF）、
生物膜力探针（NBM）、激光光镊（OP5）应用于单分
子间的力的测量，分析力 G生存时间（ ./QK G (/8K）关
系及化学关系,近来把 ?BF 与单分子力谱相结合，
测定了细菌视紫红素蛋白的去折叠（-2Q=.R/2>）过
程,

S! 前景及展望

活细胞单分子行为研究的发展前景非常诱人，

它将可能推动整个细胞及分子生物学的发展，成为

一个新的研究时代的标识,
有许多工作可以做，但工作首先要结合自己的
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图 .- 用原子力显微镜测定细胞粘附时的分子力［/］-（*）原子力显微镜组装的各部件；（0）用原子力显微镜测量 12/ 细胞上

的白细胞功能相关抗原 3（45263），与玻璃板上的细胞间粘附分子63（ 782963）粘附后被拉开的力& 细胞先已粘着在原子力显

微镜上的经功能化处理的悬臂上，第一步是把悬臂靠近底物，然后依次是细胞与底物相接触，悬臂回缩，最后悬臂与底物分离，

箭头表示悬臂运动方向；（+）第二条和第五条曲线显示有粘附，单个 45263 与 782963 结合被拉开时的力为 #:级（图中 !; 为脱

结合力（’,0),<),= >?;+@））

基础和争取可能的最好条件&例如：
（3）硬件建设，包括高灵敏度的 88A 相机等；

（B）生物信息技术的应用；（1）多种技术的联用，如
259、电子显微镜、结构生物学技术、膜片钳、光镊的
联用；又如纳米技术与量子点技术的联用；（C）四维
（三维加时间）记录的建立&
此外，我认为应抓住两个重点：一是要做生命科

学中最基本的问题；二是在技术上要有所创新&
（3）生命科学中的基本问题& 例如，抗原与抗
体，配基与受体的相互作用；两种相关大分子的特异

辨认，A:2的转录等等& 试举受体与配基的相互作
用为例，这个反应最基本的表述方式就是 D+*"+!*;<
作图，它来源于化学反应中的质量作用原理（E*FF
*+")?, #;),+)#(@），与酶反应中的米氏方程有类似之
处&如果我们把相应于 D+*"+!*;< 作图的单分子水平
的表述搞清楚了，就应该是一个重大问题&
（B）基本技术上有所创新&例如：
（*）特异小分子荧光标记物的创造& G5H 是目
前用得最多的标记物，它的优点的确很多，最重要的

是，它可以用遗传工程的方法标记所感兴趣的蛋白

分子&但它也有缺点，分子量太大，含 BII 个以上氨
基酸，用它来标记分子量小的分子，很有问题& 所以
创造小分子荧光标记物，实在非常重要&
（0）辨识来自细胞深部（ J BII,E）的光源& 前
面所述的 K7L59技术，仅适用于细胞表面深度不超

过 3II—BII,E 的分子的显示& 但是许多细胞内的
反应都发生于细胞深处&所以，如何检测细胞深部的
单分子活动，已成了一个迫切的问题&
（+）提高点光源的高定位的分辨& 现在已有用
反卷积（ <@+?,M?(’")?,）技术和 HD5（ #?)," F#;@*<
>’,+")?,）原理，获得点光源的高分辨定位，我们能否
改进与提高&
（<）克服显微镜光学折射极限& 光学显微镜的
折射极限是 I& B!E，超过此，两个点光源即无法分
辨&现在国际上已提出 DKNA（F")E’(*"@< @E)FF)?, <@6
#(@")?,），O8K（ ?#")+ +?!@;@,+@ "?E?=;*#!P）等方法&
我们能否创造新的光学显微方法，以求达到更高的

分辨&
技术上的创新，实际上也包括了新型精密仪器

的创造与研制&历史上，重要的技术及仪器创造，都
是得诺贝尔奖的，例如电子显微镜，Q 光显影、8K、
核磁共振，等等&当然，做到这一点很不容易&我们能
不能从单分子研究所提出的问题中，得到一些启发

与推动，研究和解决这些问题，实在令人心向往之&

R- 结束语

为了进一步深入地研究活细胞内单个大分子的

行为，我们应当关注相应的物理学与化学问题，应当

关注分子影像学的发展，并将它应用于活细胞内单
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图 &! 网柄菌属（3/1(456(7./-8）细胞表面受体的侧向运动［9%］!

（0）染料分子 :4" 与 1;<=结合的化学结构；（>）:4" ? 1;<= 及

其受体复合物在细胞表面侧向运动的情况，:4" ? 1;<= 点的移

动过程可以看作为是从开始到最后的位置，:4" ? 1;<= 点以

""86的间隔联起来（右下）, 标尺为 9!8；（ 1）结合于细胞上的

:4" ? 1;<=点的数目随时间的改变，表示在细胞伪足端和尾巴

端的结合数目不同（图中 ! ? 9为速率常数）

个大分子研究,活细胞内单个大分子的研究离不开
单分子的离体研究，一定会牵涉到许多物理、化学基

础问题,例如，有关化学键的力学，单分子事件的统
计学表现，分子间相互作用过渡到单分子细胞生物

学行为的变迁等等,具体说来，是否可能有如下一些
问题：

（9）大分子构象变化及蛋白折叠等的功能意义
及过程,
（$）两个单分子相遇（ 7215-2(7@）与结合（>/23A

/2B）的关系和区别；结合与生物学效应的关系和区
别；化学反应中间步骤的性质；非共价键（如范德瓦

尔斯力）、氢键的性质及特征, 应该说，结构生物学

图 C ! D:E 的装置及培养细胞膜上谷丙肽受体的多样

性［99］!（0）D:E 装置原理, 激光束经二色镜及透镜投射

到铺有单层细胞的小室，形成一个非常小体积（%, $FG）的

激发范围，配基谷丙肽以罗达明（ @’5308/27）（H’ ? I0.）标

记,标记的配基被激活后发射的光通过二色镜，滤波器及

针孔引导激光到光检测器,待测的样品位置调节到激光束

的焦点,检测到的信号输入至数字信号相关器, 它负责实

时作出自相关函数,（>）表示培养胰岛素细胞膜上谷丙肽

的结合及其位移，上图（"）为游离谷丙肽，下图（#）为结

合谷丙肽的 I（ !）, 两组数据经计算后的弥散时间为

（"#）和相应组分（4），JK9 为 %, 9#86，49 为 "LM，JK$ 为

$$86，4$ 为 L"M，JK" 为 &%%86，4" 为 9$M，后两项属于

N，即结合丙谷胺

已经为上述问题提供了许多宝贵信息与基础，如果

单分子研究的分辨能够达到与结构生物学结果互补

的程度，我们对于生命过程的认识将更深入,
（"）单分子激动水平的标定，单分子荧光计数
的波动、闪烁或随机行为的统计学分析，比较单分子
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与集团平均结果的关系&
与活细胞内单个大分子视见研究密切相关的另

一端是分子影像学［./］&分子影像学的任务是要在活
体（ ), 0)01）情况下和在分子水平对细胞活动进行远
程成像&分子影像学并不一定要求研究单个分子，但
却十分重要&从基础理论看，它将大大促进对细胞活
动的理解&近年来由于慢性植入技术、多光子成像技
术和、光纤维内镜术（ 2)34561#")+“7)+514,819+1#:”）
的应用，已能够在大鼠身上连续半个月在体观察仅

几个微米尺度的单个树突棘的形态及其变化& 从实
际应用看，它将可能改变医学诊断、药物筛选等工作

的面貌，已有不少研究肿瘤细胞转移的报道，及对具

有癌变性质分子的影像学示踪&
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