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摘要 作为一种新型的光学显微成像手段, 单分子、单颗粒光学显微成像技术具有高分辨率、高通量、高灵

敏度、非接触、无损伤等优点, 在各个学科领域得到了广泛应用. 结合本课题组的研究方向, 本文综述了单分

子、单颗粒光学显微成像研究中的单分子检测, 单颗粒光学显微成像追踪, 超分辨成像以及单颗粒催化四个方面

的重要研究进展, 并展望了该成像技术在生物医学应用中的发展前景与挑战.
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1 引言

近年来, 随着研究技术的进步, 对各种疾病的诊

断、检测以及机理研究不断深入, 在单个分子、颗粒

以及细胞层面统计分析目标物的物理、化学特性及生

物学效应已成为趋势
[1~8]. 然而, 许多关键问题依然存

在. 例如, 传统的分析方法主要考察的是宏观层面对复

杂体系中大量分子的整体或平均行为, 忽略了掩盖在

整体平均下的局部差异以及个体行为. 这些个体行为

间的差异性, 在许多生理过程和化学反应过程中发挥

着至关重要的作用, 如生命体内各种蛋白、基因对生

命体的调控, 某些化学反应中间态的变化等. 与此同

时, 某些疾病的出现需要研究者将目光转移到单个细

胞、亚细胞层甚至分子层面, 如基因突变和蛋白质的

错误折叠等. 因此, 实现对个体差异性的分析, 在单分

子、单颗粒层面研究分子、颗粒的动力学特征, 对诸

多生物、物理学过程的揭示和疾病的高灵敏检测具有

重要的指导意义.
光学显微成像技术以光学显微镜为成像平台, 对

微观物体结构进行放大成像, 以供人们提取细微结构

信息, 进而为重要生命过程的揭示以及疾病的诊断和

治疗提供新的思维和新的方法. 根据显微镜的成像原

理主要分为以下4种显微技术: 暗场显微镜(dark-field
microscopy, DF)、荧光显微镜(fluorescence micro-
scope, FM)、共聚焦显微镜(confocal microscopy, CM)
以及微分干涉显微镜(differential interference contrast
microscope, DIC). DF主要利用颗粒的散色光成像, 一
般适用于溶液体系中贵金属纳米颗粒及微生物的动态

追踪
[9,10]; FM一般以近单色、光强较强、波长较短的

紫外光作为激发光源, 是生物、医学以及材料科学研

究中一种重要的成像手段
[11]; CM具有控制景深的能

力、消除和减少焦平面外的背景干扰、逐点成像、分
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辨率较高等特点, 在细胞、组织及亚细胞层成像方面

有着广泛应用
[12~14]; DIC成像具有较强的立体感, 主要

被用于细胞器成像、单颗粒追踪等生物医学研

究
[15~17].
与一般的分析检测手段相比, 光学显微成像技术

具有高灵敏度、高通量、高时空分辨率、非接触、无

损伤等优点. 光学显微镜的发展, 催生了一系列的成像

方法, 为原子、分子水平化学反应的监测, 活细胞内颗

粒、蛋白的追踪以及单细胞尺度形态结构的分析开辟

了道路. 其中, 单分子、单颗粒显微成像技术在物理、

化学、生物、医学等研究领域都得到了广泛的应用.
结合本课题组的研究方向, 本文主要从单分子检测、

单颗粒追踪、超分辨成像及单颗粒纳米催化四个方面

对单分子、单颗粒光学显微成像的最新研究进展进行

了综述, 最后展望了该技术在复杂生物体系中的应用

前景和挑战.

2 单分子、单颗粒光学显微成像技术

单分子、单颗粒光学显微成像技术是基于普通光

学显微成像手段, 在单个分子、颗粒或单个细胞层面

研究纳米材料与生物分子的相互作用、反应机制、运

动规律, 或者利用分子及纳米颗粒作为探针在活细胞

水平上探索复杂生物学过程的机理, 从而为高效治疗

手段的开发以及微观生命过程的揭示提供有力证据,
是从宏观到微观、从整体到个体探索研究的强有力工

具, 主要具有以下3个优点: (1) 高时空分辨率, 能够实

现对单个分子、颗粒以及单个细胞水平的实时、原位

监测, 在获得大量分子或颗粒的测量数据后, 可针对个

别感兴趣或反常的分子或颗粒进行单独的信息分析;
(2) 研究的是复杂体系中的个体行为或者整体中的局

部差异, 可以进一步揭示掩藏在宏观测量下的微观动

力学; (3) 在测量的时间变量中, 不要求大量分子或颗

粒的行为保持同步一致, 允许不同分子、颗粒的反应

路径或状态演变的差异. 单分子、单颗粒光学显微成

像技术可以通过实时原位监测来获得个体行为信息,
捕捉到被宏观测量所掩没的极少数的中间体或过渡状

态, 在生物医学应用以及生物化学反应中存在较大的

潜在价值
[6,18~22].

借助于单分子、单颗粒光学显微成像技术, 研究

者在生物检测、遗传信息传递、药物传输等领域均取

得了重要进展
[23]. 例如, 利用单分子、单颗粒光学显

微成像技术, 通过单颗粒计数, 研究者实现了对重金

属离子以及生物大分子超高灵敏检测
[24~30]; 通过单颗

粒追踪技术, 进一步揭示了功能化的纳米颗粒与细胞

膜的相互作用行为以及在细胞内的代谢过程
[18,19,31,32];

利用单分子、单颗粒的光学特性进行超分辨成像研

究, 细胞结构得到了进一步揭示
[33]; 单颗粒催化研究

揭示了隐藏在整体宏观层面下单个颗粒的异质性

等
[21,24]. 这些研究结果都有利于生物医学中疾病的诊

断与治疗、化学反应中反应机理以及物理学中分子的

运动机制的揭示.

3 单分子、单颗粒显微成像技术的主要
应用

3.1 单分子检测

疾病的早期诊断为各种重大疾病的治疗提供了可

能, 近年来得到了人们越来越多的关注. 开发快速、高

通量、超灵敏疾病标志物的检测方法一直是分析化学

领域的热点. 传统的信号放大技术可以实现疾病标志

物的高灵敏检测, 但是扩增技术通常会使背景值增高,
影响检测结果的重现性. 与此同时, 其反应时间长并可

能出现假阳性输出, 这阻碍了扩增技术在实际样品测

定中的进一步应用. 随着高性能检测器的普及以及各

种光学测量方法的涌现, 单分子光谱技术由于其无需

信号放大就可以实现单分子水平上的超灵敏分析, 被

广泛应用于生物医学以及分析化学等领域. 单分子、

单颗粒的检测方法主要可以分为两大类: 基于散射模

式的检测方法和基于荧光模式的检测方法.

3.1.1 基于散射模式的检测方法

基于散射模式的检测方法主要是通过改变贵金属

纳米粒子的材料组成和局部环境的介电常数, 引起贵

金属纳米粒子局域表面等离子体共振(LSPR)的变化,
从而达到检测目标物质的目的. 利用贵金属纳米粒子

较好的散射性能, 结合单颗粒检测的方法, 研究者在

生物医学以及分析化学等领域取得了一系列研究成

果
[34~37]. 其中, 龙亿涛教授课题组利用贵金属纳米颗

粒的散射成像取得了一系列的研究成果, 例如, Shi
等

[38]
利用14 nm金纳米颗粒(GNPs)和60 nm GNPs耦合

导致GNPs的LSPR的变化, 实现了暗场模式下在单颗
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粒水平上对点击反应的实时监测. Zhang等[39]
基于Cu

壳对GNPs局部环境的介电常数的调控, 实现了细胞内

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NADH)代谢相关生物过程的

单颗粒监测. Jing等[40]
基于金棒(GNRs)周围介电常数

和电子密度的变化, 实现了单颗粒电催化反应的成像

监测. 此外, Ma等[41]
利用金、银纳米颗粒的散色特性,

实现了两种癌症标志物的同时检测; Li等[42]
使用单颗

粒计数的方法, 基于GNPs的光学特性, 检测了与阿尔

茨海默症相关的核酸序列, 检测下限达到3 fM. 近年

来, 本课题组
[43~45]

在基于单颗粒的分析检测领域也取

得了一些研究成果. 基于金、银纳米粒子耦合效应,
Poon等[44]

实现了对血清中癌症标志物的定量测定. 如

图1(A)所示, 在目标抗原存在下, 由一抗修饰的GNPs
和由二抗修饰的银纳米粒子可以发生耦合, 形成的夹

心免疫复合物的LSPR散射信号较单个探针有显著增

强. 通过暗场显微镜测量探针颗粒的散射强度, 目标蛋

白的含量可以被准确量化. 为了验证这种方法的可靠

性, 癌胚抗原(CEA)、前列腺特异性抗原(PSA)和甲胎

蛋白(AFP)的测量结果与通过常规酶联免疫吸附测定

(ELISA)试剂盒获得的结果进行了比较, 测量结果显示

这两个数据集的一致性很好. 这3种抗原的检测限分别

为1.7、3.3和5.9 pM, 线性动态范围为0~300 pM. 由于

该方法简单且准确, 它可以适用于未来临床试验中的

疾病筛查.
Qi等[45]

基于Cu2+诱导的GNPs表面介电常数的变

化设计了一种方便、灵敏、彩色编码的单颗粒焦磷酸

盐(PPi)检测方法. 实验设计如图1(B)所示, 在NADH的
存在下, GNPs可以将Cu2+催化沉积在GNPs的表面, 引
起GNPs周围介电常数的变化, 从而使其LSPR光谱红

移. GNPs的暗场成像也由绿色变成黄色. 而当焦磷酸

盐存在于体系中时, 焦磷酸盐可以与Cu2+络合形成复

合物, 阻止催化沉积的发生, 从而GNPs的LSPR光谱不

会发生改变. 通过测量溶液在暗场成像下的黄色颗粒

占全部颗粒的比重, 即可实现溶液中焦磷酸盐的定量

测量.

3.1.2 基于荧光模式的检测方法

荧光探针一般具有激发波长可调、尺寸可调、表

面功能基团多等优点, 基于此, 许多荧光探针被成功应

用于各种生物分子以及金属离子的检测. 其中, 张春阳

课题组
[46]

利用荧光探针的光学性质在单分子检测研

究领域取得了一系列的研究成果. 该课题组在早期利

用单颗粒计数法测定了量子点(Qdots)的浓度
[47]. 随后,

该课题组利用Qdots的荧光特性检测了肾素和蛋白激

酶等生物分子
[48,49]. 作为本课题组的重要研究方向之

一, 为了实现生物分子的超灵敏检测, 本课题组一直

致力于新颖纳米探针的开发以及超灵敏检测方法的优

化. Li等[50]
合成了尺寸均一、分散性良好的上转换纳

米颗粒(UCNPs). 该上转换纳米颗粒具有较好的光学

稳定性、抗漂白性、低毒性以及较高的量子产率等优

点. 此外, 近红外光激发还可以有效屏蔽复杂生物环境

下生物样本的背景荧光, 从而提高成像的信噪比, 进而

增强检测的灵敏度. 如图1(C)所示, 在该工作中, 修饰

有捕捉抗体的GNPs (GNPs-Ab2)与修饰有检测抗体的

上转换纳米颗粒(UCNPs-Ab1)因为待检测物PSA抗原

与抗体间的特异性结合作用而相互靠近. 根据抗原含

量水平的高低, 两颗粒之间的作用力随之变化, 当作

用力达到一定水平, 两颗粒之间的距离足够近时, 基

于能量共振转移原理, 上转换纳米颗粒的荧光发生猝

灭, 从而达到对PSA高灵敏检测的目的.
利用团聚作用引起信号变化的策略已经成功实现

了多种生物传感器的开发. 然而, 这些方法是在系综层

面上, 很容易掩盖细微的信号变化, 不利于提高方法的

检测限. 如何设计生物传感策略进一步挖掘细微信号

变化所对应检测目标物的量, 是研究者提高检测灵敏

度所努力的方向. Shi等[51]
巧妙设计“裂开型”核酸适配

体, 结构如图1(D)所示, 利用单分子漂白技术, 在单分

子水平上考察荧光团聚体的团聚程度, 根据荧光团聚

程度与目标检测分子的相关性, 计算目标分子的浓度,
并以腺苷为检测对象, 成功实现了皮摩尔级的高灵敏

检测(44.5 pM). Su等[52]
开发了一种新型的非扩增单分

子成像方法, 用于体外端粒酶活性检测(端粒酶在多数

肿瘤细胞内的高表达, 可以作为一种新的治疗诊断靶

点). 如图1(E)所示, 该方法基于核酸短暂杂交的单分

子检测策略, 利用短链荧光DNA探针与真正靶标的动

态随机结合产生与背景噪音不同的动力学特征信号.
通过提取单分子动态结合动力学曲线定量测定端粒酶

的反应产物(TRP), 实现低至0.5 fM的检测限和0.5~
500 fM的动态范围. 用这种方法, 从癌细胞中提取的

端粒酶的灵敏度低至10个细胞. 此外, TRPs的长度分

布也通过多重核酸杂交被确定, 这对深入研究端粒酶

的催化机理有重要意义.
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与传统的宏观检测相比, 单分子、单颗粒检测法

具有灵敏度好、分辨率高等优点. 迄今为止, 基于该

方法, 许多生物(纳米纤维和蛋白纳米颗粒)以及非生

物纳米颗粒(量子点以及其它荧光纳米颗粒)已经被成

图 1 单分子检测机理图. (A) 基于金、银纳米粒子耦合效应检测多种癌症标志物的机理图
[44]; (B) 基于Cu2+在GNPs表面的催

化沉积检测焦磷酸盐
[45]; (C) 基于单颗粒计数法检测PSA的机理图

[50]; (D) 基于单分子荧光漂白技术超灵敏检测腺苷
[51]; (E) 基

于核酸短暂杂交检测端粒酶的示意图、在端粒酶存在和不存在时的单分子荧光随时间变化曲线
[52] (网络版彩图)

Figure 1 Schematic diagram of single-molecule detection. (A) Schematic illustration of biomarker detection using scattering-based single particle
intensity measurement with a dark-field microscope [44]. (B) Schematic diagram of the light path for the optical microscopic imaging of single
nanoparticle and the principle of the color-coded SPD for PPi assay [45]. (C) Schematic diagram of the light path for the optical microscopic imaging
of UCNPs and the principle of digital immunosorbent assay by single-particle enumeration [50]. (D) Detection of adenosine molecules based on the
single molecule photobleaching measurement [51]. (E) Telomerase detection by single molecule stochastic binding of the telomeric repeats, single-
molecule fluorescent trajectories in the presence and absence of telomerase [52] (color online).
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功用于生物分子如癌症标志物以及重金属离子的检

测
[53~56]. 另外, 值得注意的是, 高灵敏检测方法的开发,

除了检测技术上的选择还要考虑所使用材料的光学特

性, 如好的抗漂白性、化学稳定性以及较高的量子产

率等. 这些优良的光学特性可以有效规避生物样本的

自荧光, 进而提高分析检测的灵敏度, 降低样本的检

测下限. 因此, 具有较好光学性质的纳米探针是单分

子、单颗粒检测的关键.

3.2 单颗粒追踪

单颗粒追踪技术(single-particle tracking, SPT)是
一种非侵入式、具有超高灵敏度以及高时空分辨率的

显微成像手段, 能对细胞膜、细胞内的一些动力学过

程进行长时间的成像追踪. 结合物理学中的动力学分

析模型, 活细胞内单个分子、颗粒的动态变化行为可

以从一般的可视化转变为可量化, 在空间和时间两个

维度度量单个颗粒的动态行为, 被广泛应用于生命体

内的许多生理过程, 如细胞内分子信号的传递, 细胞

内外分子或颗粒的黏附、迁移等. 目标探针的光物理

学特性决定了分子或颗粒在SPT成像中的成像品质,
进而决定了揭示的动力学规律的准确性. 大量研究成

果显示, 贵金属纳米颗粒和具有较好光学稳定性的荧

光分子或颗粒是SPT中应用较广的探针材料. 通过对

探针材料位移轨迹和强度轨迹的提取和分析来揭示细

胞膜和细胞内的一些重要生理代谢过程. 近年来, SPT
主要被应用于以下两个方面.

3.2.1 利用SPT研究细胞膜上的动态行为

利用单颗粒追踪技术研究功能化的纳米载体入侵

细胞时与细胞膜的相互作用, 有利于纳米载体的开发

和功能化基团的合理设计, 为药物传输和基因转染等

生物医学研究提供帮助. 颗粒在细胞膜上的扩散行为

主要与细胞膜本身的结构组成有关. 如图2(A)所示,
细胞膜上的多糖、蛋白分子以及空间拥堵状况对颗

粒、分子在细胞膜上的迁移、扩散均有较大的影响,
一般被划分为3种扩散方式:随机扩散、受限扩散和超

级扩散
[57].

GNPs由于其独特的光物理特性, 较大的负载量,
较好的生物相容性等特点被广泛地应用于药物、基因

的传输
[17,58~60], 然而人们对其在细胞膜上的扩散行为

还不甚了解, Wei等[32,61]
利用暗场显微成像技术, 研究

了不同浓度穿膜肽修饰的GNPs在磷脂膜上的迁移行

为(图2(B)). 研究发现, 不同浓度穿膜肽(TAT)修饰的

GNPs与磷脂膜相互作用的强弱不同. 在一定条件下可

将纳米颗粒限制于二维平面, 但纳米颗粒仍然可以发

生平动迁移. 不同于传统的随机扩散和完全受限行为,
其在界面处呈现跳跃式迁移行为, 该跳跃式的迁移行

为有助于纳米颗粒在磷脂膜上以高效的方式寻找合适

的强作用位点. 具有较好生物相容性的DNA纳米结构

也是常用的纳米载体之一, Liang等[62]
利用SPT研究了

四面体结构的DNA在哺乳细胞中的内化机制以及在

进入细胞前的动态迁移过程. 研究发现, 穿膜过程中

Cy3标记的DNA纳米结构主要经历了两种运动状态:
在最开始的45 s内, 颗粒基本保持静止并拥有较强的

荧光强度; 随后的15 s, DNA纳米结构迅速迁移并伴随

荧光强度的急剧降低. 均方位移分析进一步揭示了这

一运动过程: 在前45 s, DNA纳米结构与细胞膜存在较

强的相互作用, 导致颗粒的运动受限, 因此均方位移随

时间的变化较小; 随后的15 s, 由于DNA纳米结构的内

化作用, 脱离了细胞膜的束缚, 颗粒迅速扩散到细胞质

中, 因此均方位移随时间变化迅速增大. 许多类似的工

作通过SPT均得到了一定的揭示. 例如, 荧光染料和荧

光量子点标记的配体分子与细胞膜上受体分子间相互

作用的研究, 研究发现根据受体与配体分子间作用力

的不同, 受体分子在细胞膜上表现出不规则的扩散行

为
[63~66], 这些研究结果对了解纳米载体在细胞内代谢

过程中的横向扩散具有一定的指导意义.
许多重要的生物、物理学过程除了与目标物的横

向扩散密切相关, 其运动过程中的空间转动信息也同

样重要. Fang课题组
[17,67]

利用DIC显微成像, 追踪了金

纳米棒在磷脂膜和细胞膜上的转动行为. 近期, 该课题

组发展了一种自动化的单颗粒追踪技术用来追踪各向

异性的金纳米棒在活细胞膜上的五维(5D) (x、y、z坐
标, 方位角, 仰角)信息

[68]. 研究发现在细胞膜上, 颗粒

表现出典型的转动扩散行为, 当颗粒与细胞膜上的网

格蛋白发生作用时, 颗粒运动受限, 保持一段静默状

态, 随后恢复扩散能力并逃脱原始的作用位点. 该研

究利用单颗粒追踪技术获得的三维轨迹信息和二维转

动扩散信息更详细地揭示了活细胞膜上的传输过程,
为纳米载体的合理设计提供了一定的指导. 本课题组

也一直致力于SPT的研究并取得了一定的研究成果.
Xiao等[69]

以双波长的暗场显微镜为实验平台, 如图2
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(C)所示, 利用SPT研究了转铁蛋白修饰的金纳米棒在

活细胞膜上的平动与转动扩散. 研究发现颗粒的平动

扩散主要与细胞膜表面的结合位点有关, 而转动扩散

则主要与内吞途径中配体与受体的聚集有关, 这两种

扩散在时间和空间上是相互独立的, 转动扩散的揭示

有利于对扩散迁移中方位角和极角变化的掌握. 此外,
我们还将SPT拓展于微生物体系, 以大肠杆菌为载体,
研究了其在界面处以及基因转染后与细胞膜的相互作

用过程, 这一研究有助于进一步了解活性颗粒与刚性

纳米颗粒运动行为的差异性.

3.2.2 利用SPT研究活细胞内的动态过程

细胞内的动态过程主要包括颗粒、分子的内化作

用, 信号分子的传递与转导, 基因调控等, 这些动态过

程利用SPT均得到了一定的揭示. 例如, 病毒入侵细胞

主要包括3个过程:病毒与受体细胞膜表面发生相互作

用; 病毒通过细胞内吞作用进入细胞并迁移到一定的

细胞器进行基因的释放; 基因在细胞液和细胞核的合

适位置进行复制和表达. 对病毒入侵细胞这一过程的

动力学研究有助于病毒感染性疾病的预防和治疗
[70].

Liu等[71]
利用SPT检测和分析了量子点标记的流感病

毒颗粒在活细胞内依赖于细胞微管的迁移机制. 如图2
(D)所示, 研究发现病毒在单个微管上发生迅速迁移,
而且沿着细胞外围单向迁移到微管中心, 在网格状微

管处, 病毒的迁移发生改变并伴随长时间的停滞. Li
等

[72]
使用SPT研究了量子点封装的HIV-1颗粒感染人

类巨噬细胞的过程, 研究发现在感染过程中, 病毒颗粒

主要依赖于网格蛋白介导的内吞途径进入细胞, 随后

通过肌动蛋白的协同作用进入核内体并与其发生融

合, 最后在胞液中进行基因的释放和复制. 基于SPT,

图 2 单颗粒追踪. (A) 细胞膜表面分子横向扩散的代表性机理图
[57]; (B) 多肽修饰的GNPs在磷脂膜上的跳跃式迁移机理

图
[61]; (C) 单个金纳米棒平动和转动扩散追踪的双波长光学显微成像原理图

[69]; (D) A~D流感病毒颗粒在不同结构的微管上
的动态追踪

[71] (网络版彩图)
Figure 2 Single-particle tracking. (A) Schematic representation of the diverse lateral diffusion of molecular components on the cell surface [57]. (B)
Schematic diagram of TAT-modified GNPs diffusion on lipid membrane [61]. (C) Dual-view optics for single particle translational and rotational
tracking [69]. (D) Influenza viruses moving along different configurations of microtubules [71] (color online).
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研究者还对病毒侵染细胞的路径进行了考察和分析.
例如, 量子点标记的疱疹病毒主要通过非小窝蛋白和

非网格蛋白介导的路径侵染细胞, 量子点标记的逆转

录病毒则依靠网格蛋白介导的内吞进入细胞, 研究表

明病毒侵染细胞的途径不仅依赖于病毒表面的膜蛋

白
[73]. 因此, 可以通过相应的抑制剂来阻碍病毒对细

胞的入侵, 如网格蛋白、小窝蛋白、肌动蛋白以及膜

融合抑制剂等.
探针材料在细胞内化后的代谢过程的研究也依赖

于单颗粒追踪技术. Liu等[74]
使用DNA修饰的GNPs作

为一种双波长发射和等离子体探针, 研究了其在细胞

内的迁移行为以及聚集状态. 研究表明, 在内吞作用

前期, 颗粒主要以单颗粒状态存在, 在随后的囊泡运

输过程中发生聚集, 颗粒迁移的速率主要与颗粒的聚

集大小有关而与细胞内细胞器的种类(如核内体、溶

酶体)无关. 此外, 许多被荧光分子标记的蛋白、基因

以及细胞内的分子动力学也得到了广泛的研究
[75], 如

分子马达在细胞内的传输和分配.
SPT开拓了人们对于细胞内外各种生理过程中动

态调控机制的认识, 在单分子、单颗粒水平上揭示了

分子或颗粒的扩散迁移行为, 得到了分子生物学家、

生物化学家以及物理学家的广泛关注, 但对于细胞内

外各种分子间相互作用下的动态行为以及代谢过程的

归纳总结仍需要更多动态行为机制研究的进一步深入.

3.3 超分辨成像研究

传统的光学显微成像技术虽然在许多学科领域得

到了广泛的应用, 但因光学分辨率极限(~200 nm)的掣

肘, 使用范围也受到了一定的限制. 例如, 复杂环境下

细胞内精细结构以及动态变化的研究, 许多医学难题

的攻克都需要借助更高分辨率的成像手段. 基于此,
超分辨成像打破了光学显微镜的衍射极限, 为生命科

学研究提供了前所未有的工具, 在生物医学领域得到

了高度的认可和广泛的应用.
超分辨成像技术主要包括单分子定位显微镜技术

(single-molecule localization microscopy, SLM)、光激

活定位显微镜技术(photoactivated localization micro-
scopy, PALM)、随机光学重建显微镜(stochastic optical
reconstruction microscopy, STORM)和直接光学重建显

微镜技术(direct stochastic optical reconstruction micro-
scopy, dSTORM)等[76~79]. 超分辨成像技术的关键在于

荧光探针“on”和“off”即有荧光和无荧光之间的调制.
在成像捕捉的某一时刻, 小部分荧光探针处于“on”的
状态, 而在下一时刻, 这些荧光探针的荧光熄灭或被

漂白, 而处于黑暗状态下的其他部分荧光探针被点亮,
两种状态在长时间的成像过程中反复交替存在, 再通

过相应的二维高斯拟合获得时间分辨率下荧光探针的

精准位置, 最后通过多张成像结果重构即可获得密集

样本内的精密结构和动态变化.
荧光探针“on”和“off”的交替切换, 主要通过以下

几种途径实现: 荧光探针本身的闪烁特性、光漂白、

吸附和解吸附、化学反应和光激发等. 例如, 有氧条

件下, 罗丹明、 嗪染料自身具有一定的荧光闪烁特

性; 无氧的条件下, 通过加入硫醇可调制Alexa647、
Cy5的荧光闪烁性; 基于光活化和光转换可以实现蛋

白分子如mEos 3.1和mEos 3.2的荧光切换; 利用化学

反应如分子内的螺化反应控制分子荧光等
[80~84]. 基于

这些荧光探针的开发和使用, 超分辨成像在生物成像

中取得了一系列的研究成果. 2005年, 量子点(Qdots)
因其自身的光学闪烁性第一次被成功应用于超分辨成

像
[85]. 利用类似的原理, He等[86]

合成了具有光学闪烁

性的碳点(Cdots)并用其对管状多肽的自组装和细胞微

管进行了超分辨重构, 定位精度可以达到25 nm. 细胞

内、外的结构组成以及一些生物分子的自组装过程通

过超分辨成像技术也取得了一定成果, 如Kaminski
Schierle等[82]

利用超分辨荧光成像研究了细胞内外多

肽的自组装行为, 分辨率可以达到20 nm左右. 通过超

分辨重构可以区分不同的形态包括多肽单体的聚集和

成熟的纤维状多肽, 还可以区分溶液体系和细胞内多

肽, 这一研究有利于蛋白聚集引起的疾病分子机制的

研究(图3(A)); 该课题组还通过双色单分子定位显微

镜监控纤维的生长机制, 研究发现单个纤维生长速率

的异质性
[87]; Letschert等[88]

利用正交化学反应有效标

记了细胞膜上的多糖复合物, 通过超分辨成像技术研

究了细胞膜上多糖的分布(图3(B)). 此外, 超分辨成像

技术还被应用于微生物的重构, Jiang等[89]
用聚合物

PFBT和富勒烯衍生物PCBM合成了一种半导体纳米

颗粒, 通过光驱使纳米颗粒表面电子的电离和自发重

建来实现颗粒荧光的切换, 该课题组使用该材料对大

肠杆菌进行了超分辨成像重构, 定位精度可达到5 nm,
如图3(C)所示. 近年来, 本课题组在超分辨成像研究中

也取得了一定的进展. Wei等[90]
利用罗丹明B在银纳米
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线上不断地吸附和脱附转换实现了超分辨重构, 进而

研究了在这一过程中单个荧光分子的斯托克斯位移.
研究发现纳米颗粒对荧光热点的荧光光谱的调制效应

是一个非匀致的过程, 该方法可以用来研究单个纳米

谐振器的光学特性(图3(D)). 近期, 本课题组
[91]

借助于

超分辨成像所具有的超高定位精度对纳米对(GNPs和
金纳米棒)之间的间距进行了定位研究, 通过高精准定

位可以准确测定纳米颗粒为的间距进而研究其等离子

体耦合效应.
超分辨显微成像实现了密集样本下对生物结构、

组成和一些动态生物过程的超高精度揭示, 超越了普

通光学显微技术的分辨率, 为生物医学难题的攻克提

供了强有力的帮助.

3.4 单颗粒纳米催化研究

多相催化在化学反应中扮演着重要的角色, 包括

有机合成、能源反应以及污染物的清除等
[92~94], 因此,

在近几十年, 得到了研究者的广泛关注. 金属纳米颗粒

具有较小的尺寸和较高的化学势, 在催化反应中表现

出优异的催化性能, 是一种重要的多相催化剂, 被广

泛地应用于各种催化反应中
[24,95~97]. 传统的催化反应

研究主要聚焦于对催化反应整体平均的测量, 假设多

相催化剂和催化反应在时间和空间上是异质性的. 然

而, 对于任意催化反应中单个催化剂催化活性异质性

的实际分析与表征仍然是个巨大的挑战: 首先, 颗粒

之间普遍存在的异质性, 颗粒的尺寸、形状以及表面

催化位点的类型和数量都会存在差异性; 其次, 即使

是针对单个颗粒而言, 颗粒表面位点也存在差异性,
如角、边、面等; 最后, 当催化剂纳米颗粒足够小时,
它们的结构动力学(包括形态变化以及表面重构)会随

时间的变化而变化、随颗粒的不同而不同
[98,99]. 因此,

实现对催化反应单颗粒水平的实时原位表征, 对揭示

图 3 (A) 溶液中及细胞内纤维的原位超分辨成像
[82]; (B) 细胞膜上多糖的超分辨成像及分布

[88]; (C) 用PCBM封装的BFBT纳
米颗粒标记的大肠杆菌的超分辨成像

[89]; (D) 单分子在热点区域的超分辨成像
[90] (网络版彩图)

Figure 3 (A) Super-resolution imaging permits the nature and morphology of intracellular Aβ1-42 aggregates to be probed in situ [82]. (B) Super-
resolution imaging and analysis of cell-surface glycoproteins [88]. (C) A sequence of fluorescence microscopy images showing the blinking behavior
of an E. coli labeled with 20% PCBM-doped PFBT CPNs [89]. (D) Super-resolution imaging of single molecules in a conjugated hotspot region [90]
(color online).
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单个纳米颗粒在催化反应中的异质性和动力学行为有

着重要意义.

3.4.1 基于单分子荧光显微成像技术的单个纳米颗
粒催化动力学研究

单分子荧光显微成像技术具有高灵敏度、高时空

分辨率等优点, 被广泛地应用于单分子、单颗粒水平

的催化反应研究. 单分子荧光显微成像技术首先被应

用于单个酶分子的催化动力学研究
[100], 随后被应用于

半导体金属氧化物以及现在的金属纳米颗粒的催化反

应. Chen和Xu课题组
[97,101,102]

利用单分子荧光显微镜

在单颗粒催化研究中取得了一系列的研究成果. 2008
年, 两课题组首先研究了GNPs在单分子水平的催化活

性
[102]. GNPs作为催化剂, 可以使没有荧光的树脂天青

迅速的被羟胺还原并生成有荧光的试卤灵分子, 根据

对试卤灵荧光分子的实时追踪, 可以分析单个GNPs的
催化反应活性. 图4(A)中强度随时间的变化轨迹图中,
τoff表示每个产物分子(试卤灵)形成的时间, τon表示产

物形成后从GNPs上脱附需要的时间. 轨迹中每一次强

度的骤然增强和消失代表一个催化反应周期. 单个的

τoff和τon值是随机的, 但它们的统计结果(如平均值、分

布)具有一定的规律性. 如图所示, 随着反应物浓度的

增加, 产物形成速率τoff
−1
和τon

−1
逐渐增加, 随后保持不

变, 存在一定的浓度依赖性. 之后, 该课题组又先后研

究了尺寸大小对于纳米颗粒在催化反应中的影响, 如

尺寸大小对球形GNPs以及Pd纳米立方体的催化活性

影响等
[96,103]. 研究表明, 不同的颗粒拥有不同的表面

重建时间; 纳米颗粒的尺寸越小, 表面能越高, 催化反

应活性越高, 动力学表面重建越容易(图4(B)). 除了尺

寸效应以外, Xu等[95]
还考察了形状对Pd纳米颗粒催化

效率的影响, 研究表明Pd八面体催化活性比Pd立方体

更高. 单颗粒催化反应还被用于研究二氧化钛纳米棒

的光学氧化催化反应以及光催化产生活性氧的反应系

统中
[104,105].
基于单分子水平的纳米催化研究, 许多催化剂的

异质性在单颗粒水平得到了一定的揭示, 有助于提高

人们对单颗粒多相催化的认识和了解.

3.4.2 单颗粒纳米催化的超分辨成像研究

对于尺寸在100 nm以上或者微米级的催化剂颗

粒, 它们的表面结构和活性位点一般可以通过电子显

微镜获得, 但对于光学显微镜而言, 由于其光学衍射

极限的限制, 我们很难获得这些信息. 利用超分辨成

像技术, 对催化反应中产生的荧光热点进行二维高斯

拟合, 得到相应的单分子荧光点扩散函数(point spread
function, PSF)可以使单个纳米颗粒在催化反应中的单

个产物成像达到10 nm左右的分辨率,由此可以进一步

得到单个颗粒表面的催化活性分布.
Chen课题组

[106]
先后使用超分辨成像的方法研究

了一维(1D)的金纳米棒和二维(2D)的金纳米片的催化

活性. 在一维金纳米棒的催化性能研究中, 通过对产物

荧光分子的重构结果分析, 研究表明, 金纳米棒的晶面

不同,催化活性不同;催化活性从棒的中间向两端呈现

线性增强, 两端的催化活性最强; 相同晶面, 不同颗粒

间的催化活性不同(图4C)). 在二维金纳米片的催化活

性研究中, 研究表明, 角区域的催化活性大于边缘区

域, 边缘区域大于平面(图4D))[107]. 此外, Xu等[108]
利用

超分辨成像的方法研究了单个Sb包裹的二氧化钛纳

米棒和金三角片随时间变化的空间催化活性分布. 研

究发现, 与表面较光滑的纳米颗粒相比, 表面粗糙的

纳米颗粒具有更强的催化活性; 在同一个纳米颗粒上,
角的催化活性要高于面, 但活性高的区域稳定性也越

差. 因此, 对长时间分析而言, 催化活性较稳定的区域

在整个催化反应中占主导地位. Fang等[109]
基于单颗粒

催化超分辨的传统研究, 开拓性地将三维(3D)超分辨

成像技术应用到单颗粒催化研究中, 揭示了SiO2@
Pt@mSiO2纳米颗粒的催化活性以及催化活性位点的

分布. 超分辨成像技术还被广泛地应用于沸石晶体的

单颗粒催化反应中, 如ZSM-22沸石颗粒、ZSM-5晶
体、H- ZSM-5晶体

[110,111].
超分辨成像技术在单颗粒催化反应中的使用, 可

以更有效、更直观地揭示单个颗粒表面不同位点催化

活性的差异性, 使单颗粒催化异质性的研究得到进一

步深化.

4 总结与展望

随着单分子、单颗粒光学显微成像研究的深入发

展, 单分子、单颗粒光学显微成像技术被成功应用于

物理、化学以及生物医学领域, 并取得了一系列的研

究进展, 但其自身也存在一定局限性. 如在普通光学
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成像模式下, 对于复杂生物体系内的单颗粒追踪和精

确定位需要颗粒本身具有优越的光学特性来规避样本

中的自背景和其他干扰等. 未来可能需要从以下几个

方面来进一步深化单分子、单颗粒光学显微成像研

究:开发多模态光学显微成像系统,将具有不同功能的

成像技术融合成多模态一体化成像,实现功能互补;基

于单分子、单颗粒成像技术, 发展具有高通量和高灵

敏度的分析检测技术提高成像的分辨率; 合成适用于

单分子、单细胞成像的具有优良光学物理特性的探针

材料, 提高探针材料的生物相容性. 单分子、单颗粒光

学显微成像因其自身的优点适用于多个交叉学科的使

用, 具有较大的发展潜力.

图 4 单颗粒催化及超分辨成像. (A)单个GNPs的催化原理图和催化动力学机制
[102]. (B) (a, b)单个GNPs (9.1 nm) τon和τoff的自

相关函数，插图为相关时间分布; (c, d) 金颗粒的活性波动速率与催化周转速率的关系图
[96]. (C) 单个Au@mSiO2纳米棒的空

间催化活性定量分析
[106]. (D) 单个Au@mSiO2纳米片的催化活性定量分析

[107] (网络版彩图)
Figure 4 Single-particle catalysis and super-resolution imaging. (A) Single-turnover detection of single-Au-nanoparticle catalysis [102]. (B)
Autocorrelation functions of the τoff (a) and τon (b) from the turnover trajectory of a single 9.1 nm Au-nanoparticle; dependence of the activity
fluctuation rate of the τoff reaction (c) and the τon reaction (d) [96]. (C) Quantitative reaction kinetics of a single Au@mSiO2 nanorod at subparticle
resolution [106]. (D) Spatially resolved activity quantitation on single Au@mSiO2 nanoplates [107] (color online).
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Recent advances of single molecule/particle imaging with optical
microscopic methods
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Abstract: Single-molecule and -particle imaging with optical microscopic methods have been widely used in various
fields with the advantages of high resolution, high throughput and excellent sensitivity. This review summarized recent
progresses of optical microscopic imaging of single-molecule and -particle in the areas of molecular detection, super-
resolution imaging and single-particle catalysis. At last, we outlined the challenges and prospect of optical microscopic
imaging techniques for single-molecule and -particle assay in biomedical applications.

Keywords: single-molecule detection, single-particle tracking, super-resolution imaging, single-particle catalysis,
optical microscopic imaging
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