
书书书

第１１卷　第３期
２０１８年６月 　

　　　　　　　　　　　 　　中国光学　　　　　　　ＣｈｉｎｅｓｅＯｐｔｉｃｓ　 　 　　 Ｖｏｌ．１１　Ｎｏ．３
　 Ｊｕｎ．２０１８

　　收稿日期：２０１８０１０８；修订日期：２０１８０２１４

文章编号　２０９５１５３１（２０１８）０３０２８１１５
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摘要：单颗粒示踪（Ｓｉｎｇｌｅｐａｒｔｉｃｌｅｔｒａｃｋｉｎｇ，ＳＰＴ）技术是应用显微镜系统对细胞内单个特定荧光或散射颗粒的定位和追
踪。由于ＳＰＴ能够实时监控活细胞内复杂、高度动态的组织结构的变化并提供结构—功能间的动力学关系，因此在细胞
生物学上有重要的应用。本文总结了 ＳＰＴ的机理以及在细胞上的应用，首先介绍了 ＳＰＴ的动力学原理，包括单颗粒定
位，轨道重建以及轨道分析，然后总结了ＳＰＴ技术现阶段重点发展的光学材料及仪器，最后阐述了ＳＰＴ在细胞膜、细胞内
信号通路、分子转运机制、遗传信息表达以及病毒感染机制的应用。此外，本文还对ＳＰＴ技术未来的发展进行了展望。
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１　引　言

　　细胞是生物体基本的结构和组成单位，了解
细胞功能复杂性首先要清楚细胞内分子和颗粒的

动力学特征。在活细胞中，分子和颗粒的运动具

有时空多样性，因此要分析它们的具体特征需要

对其进行高时空分辨率的长时间追踪。在过去的

３０多年里，各种各样的技术被用于探究细胞内分
子和颗粒的动力学特征，其中，光漂白后的恢复技

术 （Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｃｏｖｅｒｙａｆｔｅｒｐｈｏｔｏｂｌｅａｃｈｉｎｇ，
ＦＲＡＰ）［１２］和荧光相关光谱技术（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＦＣＳ）［３４］被人们广泛使
用。ＦＲＡＰ技术是将荧光标签与靶分子偶联，然
后用强激光束小范围内照射带有标签的分子，被

激光束照射的部分会发生荧光漂白现象，当激光

照射停止后，该范围内的荧光强度被记录下来，而

周围环境中的荧光分子由于布朗运动会扩散至漂

白区域，通过计算该区域内随时间而变化的荧光

强度，可以得到靶分子的扩散速率［５］。ＦＲＡＰ可
以用于探究细胞膜上蛋白质的运动［１］和细胞内

蛋白质的动力学［２］。而 ＦＣＳ则是通过测定由于
粒子进出微小的检测体积而造成的荧光信号的涨

落来获取粒子的动态参数，如扩散系数，以及通过

ＳｔｏｋｅｓＥｉｎｓｔｅｉｎ方程计算分析物浓度，流体力学半
径［６７］。ＦＣＳ也可以用于活细胞内的动力学研
究［３４］。尽管ＦＲＡＰ和 ＦＣＳ可以实时的监测活细
胞内快速的动态过程（时间分辨率小于毫秒），但

是空间分辨率存在衍射极限的限制。此外，ＦＲＡＰ
和ＦＣＳ只能提供分子的平均信息，不具有功能上
的异质性。

另一种既具有高时间分辨率也能达到高空间

分辨率的方法是单颗粒示踪技术（ＳｉｎｇｌｅＰａｒｔｉｃｌｅ
Ｔｒａｃｋｉｎｇ，ＳＰＴ）。利用ＳＰＴ技术，研究人员可以获
得ＦＲＡＰ和ＦＣＳ不具备的信息，因为 ＳＰＴ是在纳
米精度上精确地定位每个单独的颗粒，并测量其

个体动力学作为时间的函数，而不是在一定时间

内整体的平均水平。ＳＰＴ技术起源于２０世纪８０

年代，Ｂｒａｂａｎｄｅｒ课题组第一次在活细胞内观察到
大小为４０ｎｍ的胶体金颗粒［８９］。将胶体金颗粒

附着于靶分子上，借助具有视频功能的微分干涉

差显微镜，通过连续记录获得颗粒中心的空间坐

标。该方法比较简单，常用来追踪细胞膜上分子

或颗粒的动态过程［１０］。但是金颗粒尺寸比较大，

常常会影响细胞内生物分子正常的生理功能。

１９９３年，关于荧光显微镜的研究取得重大突破：
可以在室温条件下检测单分子［１１］，该技术推动了

ＳＰＴ的发展，荧光分子和荧光蛋白逐渐作为 ＳＰＴ
的分子标签［１２１３］。１９９６年，使用有机染料作为荧
光标签，可以在合成膜上观察脂质的运动［１４］。

２０００年，能够在活细胞内观察到信号受体和脂质
的运动［１２，１５］。２００３年，Ｄａｈａｎ第一次使用量子点
（ＱＤｓ）作为荧光标签，在活细胞膜上追踪单个甘
氨酸受体的扩散过程［１６］。自此，量子点广泛用于

ＳＰＴ技术，例如细胞膜以及细胞内动态过程的追
踪［１７２０］，最近也用于脑切片中分子表面动力学的

研究［２１］。在ＳＰＴ中，ＱＤｓ是使用最广泛的荧光标
签，近些年也有其他几种荧光标签兴起，例如，

２０１１年，ＳａｎｇＨｗａｎＮａｍ第一次在活细胞内追踪
上转换纳米颗粒（ＵＣＮＰｓ）的内吞过程，时间长达
６ｈ［２２］。

尽管ＳＰＴ技术发展迅速，可以在活细胞内监
测许多生物分子的动态行为，例如细胞内分子马

达的运动［２３２４］；细胞膜上分子的内吞机制［２５］等，

这些发现帮助我们了解活细胞内生物分子的时空

分布。但是，大多数都是有关细胞膜的研究，对于

细胞内狭窄区域或者是更复杂的分子环境（例如

细胞核，组织）则很难追踪，因此，研究人员也在

算法，光学技术以及光学材料方面不断优化 ＳＰＴ
技术，从而获得更多的生物信息。

本文主要介绍 ＳＰＴ技术动力学原理和其在
活细胞内的应用，首先介绍了 ＳＰＴ技术的基础知
识，包括单颗粒的定位，运动轨迹的重建以及数据

分析，重点介绍了光学材料、显微镜的种类以及优

缺点，然后分析了ＳＰＴ在细胞内不同结构病毒上
的应用，最后给出ＳＰＴ未来可能的发展方向。
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２　ＳＰＴ技术

２．１　动力学原理
２．１．１　运动轨迹重建

对 ＳＰＴ数据进行分析最主要的目的就是获
得单个粒子的运动轨迹，进而通过对轨迹分析获

得相应的生物信息，因此当高速摄像机采集到一

系列连续的图像后，需要对每一帧图像中的颗粒

进行定位，从而重建运动轨迹（图１）。

图１　ＳＰＴ轨迹重建示意图［２７］。（ａ）借助 ＰＳＦ确定
颗粒的位置；（ｂ）只和邻近的点进行连接；
（ｃ）按照时间顺序连接形成一个轨迹；（ｄ）对
轨迹进行数据分析，提取出动力学信息

Ｆｉｇ．１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＳＰＴ［２７］．（ａ）Ｐａｒｔｉ
ｃｌｅｓａｒｅｌｏｃａｌｉｚｅｄｂｙｆｉｎｄｉｎｇｔｈｅｃｅｎｔｒａｌｌｏｃａｔｉｏｎｓ
ｏｆｔｈｅｉｒｐｏｉｎｔｓｐｒｅａｄｆｕｎｃｔｉｏｎｓ；（ｂ）ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｓ
ｂｅｌｏｎｇｉｎｇｔｏｔｈｅｓａｍｅｐａｒｔｉｃｌｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓ
ａｒｅｃｏｎｎｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇａｌｇｏｒｉｔｈｍｓｓｕｃｈａｓｎｅａｒｅｓｔ
ｎｅｉｇｈｂｏｒ；（ｃ）ｃｈｒｏｎｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｒｉｅｓｏｆｌｉｎｋｅｄｌｏ
ｃａｌｉｚａｔｉｏｎｓｆｏｒｍａｔｉｍｅｓｅｒｉｅｓｔｒａｊｅｃｔｏｒｙ；（ｄ）ｄｙ
ｎａｍｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｂａｓｅｄｏｎａｓｔａｔｉｓ
ｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｔｒａｊｅｃｔｏｒｉｅｓ

目前常用的定位方法大多是通过点扩散函数

（Ｐｏｉｎｔｓｐｒｅａｄｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＰＳＦ）进行定位［２６］，公式如

下：

ＰＳＦ（ｒ）＝ ２Ｊ１（
２πＮＡｒ
λ
）






ｒ

２

， （１）

式中，ｒ是点扩散函数 ＰＳＦ中心的距离，Ｊ１是一级

贝塞尔函数，λ是入射光的波长，ＮＡ代表数值孔
径。在此基础上，有两种方法比较常用：质心

法［２７］和高斯拟合法。质心法比较简单，直接计算

选定区域的光斑强度，单次迭代，运算速度快，常

用来追踪过程中即时的反馈，但是由于其边缘敏

感性高，背景干扰多等因素，所以定位精确度较

差。另一种方法是高斯拟和法［２８］，常用的高斯曲

线的公式：

Ｉ（ｘ，ｙ）≈Ｉ０ｅｘｐ［－
（ｘ－ｘ０）

２

２ω２
］·

ｅｘｐ［－
（ｙ－ｙ０）

２

２ω２
］， （２）

式中，Ｉ０是光斑中心的强度，ω是标准偏差，因此，
光斑强度的分布可以很好的用高斯曲线拟合。该

方法定位准确度高，常用于超分辨成像领域，缺点

是计算过程中需要反复迭代，步骤繁琐，计算速度

慢。

针对某一时间内连续的图像进行定位，可以

得到多个点的精确位置，将各个点连接起来，即可

以得到该颗粒完整的运动轨迹。但是在连接点时

存在一个问题：每个点都可以和多个点连接，常用

的处理办法是只允许相邻的点进行连接［２９］。

２．１．２　运动轨迹分析
分子在细胞膜上的运动模式多种多样，有静

止（Ｉｍｍｏｂｉｌｅ）、正常扩散（Ｐｕｒｅｄｉｆｆｕｓｉｏｎ）、异常亚
扩散（Ａｎｏｍａｌｏｕｓｓｕｂｄｉｆｆｕｓｉｏｎ）、局限性运动（Ｃｏｎ
ｆｉｎｅｄｍｏｔｉｏｎ）以及定向运动（Ｄｉｒｅｃｔｅｄｍｏｔｉｏｎ）等多
种类型。对运动轨迹进行分析可以清楚颗粒的运

动模式并获得相关的运动参数，例如扩散系数，运

动速度，异常扩散指数，围栏类型等。

最常用的一种数据分析方法是均方位移法

（Ｍｅａｎｓｑｕａｒｅｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ，ＭＳＤ）。ＭＳＤ指的是
在整条轨迹内具有相同时间间隔的所有点对间距

离的平均值［２８３０］，因此我们可以借助ＭＳＤ与时间
间隔的依赖关系对运动模式进行分类，分类如下：

〈ｒ２〉＝４Ｄｔ，　　　　 　正常扩散 ， （３）
〈ｒ２〉＝４Ｄｔａ，　　　　　异常扩散， （４）
〈ｒ２〉＝４Ｄｔ＋（Ｖｔ）２，　　定向扩散， （５）

〈ｒ２〉≈〈ｒ２ｃ〉｛［１－ａ１ｅｘｐ（－４Ａ２Ｄｔ／〈ｒ
２
ｃ〉）］｝，

　　　　　　　围栏运动， （６）
式中，〈ｒ２〉是ＭＳＤ，ｔ是时间，Ｄ是扩散系数，α是
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小于１的常数，Ｖ是拟合得到的平均流速，〈ｒ２ｃ〉是
围栏大小，Ａ１、Ａ２是常数。

正常扩散（Ｎｏｒｍａｌｄｉｆｆｕｓｉｏｎ）即为布朗运动，
扩散系数恒定不变，我们可以根据公式（３）的斜
率得到扩散系数 Ｄ；定向扩散模式（Ｄｉｒｅｃｔｅｄｍｏ
ｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｕｓｉｏｎ）是指细胞内物质沿细胞骨架的
运动，对应公式（５），将 ＭＳＤ作为时间的函数可
以拟合得到一条二次函数曲线，进而可以算出扩

散系数 Ｄ和流速 Ｖ；异常扩散模式（Ａｎｏｍａｌｏｕｓ
ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ）存在两种情况，一种是颗粒受到阻碍而
减速，另外一种是颗粒被捕获并发生相互作用，如

公式（４），大多数情况下 α是在０２～０９之间，
此时属于异常亚扩散。对异常扩散的研究可以帮

助我们了解细胞膜的结构。最后一种运动模式是

围栏运动（Ｃｏｒｒａｌｌｅｄｄｉｆｆｕｓｉｏｎ），是颗粒在小范围区
域内的运动（公式（６））。每种运动模式不是单独
存在，在一条轨迹中可能存在多种运动模式，因此

我们需要将轨迹拆分成几段，每段单独进行 ＭＳＤ
分析。

２．２　ＳＰＴ的光学材料
在ＳＰＴ实验中，针对单颗粒的光学检测仍然

很困难，我们需要从复杂的背景信号中找到靶分

子的信号，最直接的方法是将靶分子贴上标签。

理想的标签又小又亮，既能在光学显微镜下看得

见又不影响靶分子的生理功能［３１３２］。

起初，ＳＰＴ使用的是散射标签，例如：乳胶微
珠，聚苯乙烯微球，二氧化硅微粒以及金颗粒［３３］。

这些标签的优点是稳定，既不存在光漂白现象，也

不存在生物降解，散射面较大，因此可以长时间监

测单分子的运动（时间尺度可以达到分钟级），而

且具有较高的时间分辨率 （帧速率可达到

４０ｋＨｚ）和空间分辨率（１～１０ｎｍ）。然而，由于
标签的体积较大以及瑞利散射，限制了它在生物

领域的应用［２８］。

ＳＰＴ的另一类标签是荧光标签。有机荧光染
料可能是最小的荧光标签，直径在１ｎｍ到２ｎｍ
之间，可以对脂质、蛋白质、ＤＮＡ分子等进行荧光
标记，但是具有细胞毒性［２７］。荧光蛋白的尺寸略

大于有机染料，它可以通过基因编码的方式整合

到生物分子上，避免对生物分子进行化学修饰。

然而，荧光蛋白具有光闪性［３４］且稳定性差，追踪

时间最多只有１ｓ，不能长时间观察细胞内生物分
子的运动。另一个使用比较广泛的荧光标签是量

子点（ＱｕａｎｔｕｍＤｏｔｓ，ＱＤｓ）［１６］，它是一种纳米级的
半导体，发出的波长可以随着尺寸改变而变化，因

而通过调节半导体的尺寸就可以控制其发出的光

的颜色。与有机荧光染料与荧光蛋白相比，ＱＤｓ
具有较好的光稳定性［３５］，可以对标记的分子长时

间观察（时间尺度长达几分钟），而且具有宽的激

发谱和窄的发射谱，可以进行多色检测［３５］。ＱＤｓ
的缺点是具有光闪性［３６］，大量存在无辐射的粒

子［３６］以及潜在的毒性［３７］，因此研究人员也在努

力寻找其他具有更好光学性能的标签。

近几年，新兴起的标签正在逐渐引起人们的

关注，有碳量子点（Ｃａｒｂｏｎｎａｎｏｄｏｔｓ，ＣＤｓ），纳米钻
石（Ｎａｎｏｄｉａｍｏｎｄｓ，ＮＤｓ），碳纳米管（ｓｉｎｇｌｅｗａｌｌｅｄ
ｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｓ，ＳＷＮＴｓ）以及镧系掺杂的上转换
纳米颗粒（ｌａｎｔｈａｎｉｄｅｉｏｎｄｏｐｅｄｕｐｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｎａｎｏ
ｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＵＣＮＰｓ）。ＣＤｓ是直径小于１０ｎｍ的碳纳
米颗粒，与传统的 ＱＤｓ相比，ＣＤｓ具有很多优点，
例如发光强度高，水溶性好，低毒，抗漂白能力强，

因此ＣＤｓ有很好的应用潜能［３８３９］。ＮＤｓ具有很
高的光稳定性，不存在光闪性和光漂白，可用于细

胞内长时间追踪（长达几小时）［４０］。据报道，在同

等条件下激发，ＮＤｓ要比有机染料亮很多［４１］。然

而，ＮＤｓ的激发波长是４８８ｎｍ或５３２ｎｍ，会对细
胞造成光损伤而且组织穿透力较差［２２］，此外，由

于本身结构的问题，ＮＤｓ无法做特异性标记。相
比之下，ＳＷＮＴｓ则更适用于细胞内成像，因为它
的激发和发射光谱都在近红外光谱区域，但是

ＳＷＮＴｓ长达１００ｎｍ左右，体积太大不适合做生
物标签［４２４３］。ＵＣＮＰｓ因其独特的光学特性，逐渐
引起人们的关注。它被近红外光激发，却发射可

见光，不具有光闪性和光漂白，毒性低，最重要的

是近红外光激发不会引起细胞内的自发荧光，也

不会对细胞造成光损伤［２２，４４４５］。虽然与其他几种

荧光材料相比，ＵＣＮＰｓ具有稳定的光学性能，但
是随着颗粒尺寸减小它的发光强度也会相应减

弱，因此研究人员也在尝试用不同的合成策略改

善ＵＣＮＰｓ的性质（例如增大发光强度并缩小颗粒
大小）［４６］，期望可以更好的用于生物领域。

ＳＰＴ的发展与标签库的丰富息息相关，每种
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标签都有优缺点以及适用的范围，研究人员应该

根据研究对象，合理选择标签。

２．３　单分子判定原则
在ＳＰＴ实验中，我们要追踪和分析的是细胞

内单个分子的动力学行为，所以确保研究对象是

单分子极其重要。依据分子标签和检测方式的不

同，单分子判定原则也略有差别。有以下３个原
则［４７］：

（１）被标记的靶分子在特定波长下发射荧
光，而杂质的散射光波长范围很宽，可以通过更换

不同的滤镜进行区分，在多个滤镜下均有信号的

是杂质，反之，则为靶分子。

（２）对于ＱＤｓ，可以通过是否闪烁进行判断。
如果是多个ＱＤ聚合在一起，荧光强度彼此互补，
很难观察到闪烁现象。

（３）荧光分子存在光漂白现象，在发生光漂
白之前，每个荧光团发射的光子数是一定的，可以

统计每个光斑的光子数，如果数值与理论光子数

一致，则说明是单分子。

满足的条件越多，则越能确定是单分子。目

前，在判定单颗粒方面还存在一定的难度，科研人

员也在尝试从多方面进行检验。

２．４　ＳＰＴ的光学系统
２．４．１　单分子宽场成像

由于常用荧光分子作标签，所以高灵敏度的

检测器也是 ＳＰＴ成像装置的重要组成部分。最
基本的检测器是宽场检测器（Ｗｉｄｅｆｉｅｌｄｄｅｔｅｃ
ｔｏｒｓ）［４８］，多数是基于电荷耦合装置的照相机
（ＣＣＤ）。宽场检测可以提供分子的位置，轨迹，
光谱等信息，既具有单分子检测的高灵敏优势，又

具有操作简单，结果直观，实时监测的特点。按照

照明方式的不同，主要可以分为落射式荧光成像，

全内反射荧光成像和大入射角光学薄层照明成

像。

２．４．１．１　落射式荧光成像
在常规荧光显微镜基础上安装高灵敏度的检

测器，合适的滤镜和高数值孔径的物镜以后，即可

以用于单分子检测。如（图 ２（ａ）），一般情况下，
激光束聚焦在物镜的后焦面上以便得到平行光

束，可以在局部区域内穿透样品，然后将样品发射

的荧光经滤镜过滤，最后用 ＣＣＤ检测。在 ＣＣＤ

前面放置一个像增强器，即为 ＩＣＣＤ［２７］，时间分辨
率可以达到纳秒级别，但是量子效率很低

（２０％～５０％）。其他比较灵敏的 ＣＣＤ有电子倍
增ＣＣＤ（ＥＭＣＣＤ）［４９］和科学型互补金属氧化物半
导体（ｓＣＭＯＳ）［２７］，ＥＭＣＣＤ量子效率能够达到
９０％以上，但是时间分辨率却远低于ＩＣＣＤ，而ｓＣ
ＭＯＳ的量子效率是７０％，稍微低于 ＥＭＣＣＤ，但是
帧速很高，可以达到每秒几百帧。单光子雪崩光

电二极管检测器（ＳＰＡＤ）是目前新兴的光子检测
器，灵敏度极高，读出噪声为零，可以检测到极弱

的信号，时间分辨率能够达到微秒级，非常适合活

细胞内成像［５０］。

图２　宽场成像的方法［２８］。（ａ）ＴＩＲＦ或者 Ｅｐｉ方法
的简单装置图；（ｂ）不同的照明方案，包括
Ｅｐｉ、ＴＩＲＦ以及ＨＩＬＯ

Ｆｉｇ．２　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｐｔｉｃａｌｓｃｈｅｍｅｓｆｏｒｗｉｄｅｆｉｅｌｄｉｍａ

ｇｉｎｇ［２８］．（ａ）ＳｉｍｐｌｅｓｔｉｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＥｐｉ
ｏｒＴＩＲＦ ｍｏｄｅ；（ｂ）ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ
ｓｃｈｅｍｅｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇＥｐｉ，ＴＩＲＦａｎｄＨＩＬＯ

２．４．１．２　全内反射荧光成像
对于活细胞内的 ＳＰＴ实验，大多数背景干扰

来自于细胞的自发荧光，所以如何减少背景干扰

是当务之急，最简单的方法就是减少照明。全内

反射荧光（Ｔｏｔａｌｉｎｔｅｒｎａｌｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，
ＴＩＲＦ）就是利用这一原理成像（图 ２（ｂ））。当激
发光在玻璃水界面处全反射后产生衰逝波，衰逝
波成指数形式衰减，因此只有靠近全反射的样品

区域才会产生荧光，观测深度通常在 ２００ｎｍ以
内，避免了细胞内的自发荧光［５１］。ＴＩＲＦ确保了
高信噪比，并且由于基底细胞膜通常与玻璃表面

接触，因此ＴＩＲＦ非常适合细胞膜的研究。然而，
这也是该技术的局限，因为只有基底细胞表面和
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质膜下方的细胞质区域才能被激发到。

２．４．１．３　大入射角光学薄层照明成像
大入射角光学薄层照明成像（ＨｉｇｈｌｙＩｎｃｌｉｎｅｄ

ａｎｄＬａｍｉｎａｔｅｄＯｐｔｉｃａｌＳｈｅｅｔ，ＨＩＬＯ）可以观察到细
胞内的不同区域［５２］。与全内反射荧光不同，ＨＩ
ＬＯ是激光束以一个倾斜的薄层光束穿过样品中
心（图 ２（ｂ））。因为只有细胞内薄薄的一层被激
光照射到，因此在很大程度上减少了背景噪声，但

同时该方法也限制了其在细胞内检测的深度，而

且只能观察到样品的中心，在样品的边缘处，由于

倾斜的激光束分别照在焦平面的上方和下方，导

致图像模糊。

２．４．２　共聚焦成像
传统的宽场荧光显微镜在观察细胞结构时可

以达到亚微米级空间分辨率以及较好的时间分辨

率，但是无法规避掉焦平面外的荧光信号，当对样

品进行三维成像时，会导致图像模糊。共聚焦显

微镜解决了这个问题，激光束经照明针孔形成点

光源，然后点光源对样品内焦平面的每一点进行

扫描，最后在探测针孔处成像，有效的消除了焦平

面以外的荧光（图３）。虽然这种方法在一定程度
上提高了信噪比，但是图像的重建需要对样品或

者激 发 光 进 行 扫 描，致 使 采 集 速 率 降 低

（＜１０帧／秒），因此只适用于比较缓慢的动态分
析。目前发展比较迅速的是转盘式共聚焦显微镜

（Ｓｐｉｎｎｉｎｇｄｉｓｋｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ），不仅保留了
激光共聚焦的优点，而且还可以对样品快速成像，

专门用来解决快速的动态检测问题，与激光共聚

图３　共聚焦显微镜原理示意图［５３］

Ｆｉｇ．３　Ａｓｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｏｐｔｉｃａｌｐａｔｈｉｎ

ａｃｏｎｆｏｃａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ［５３］

焦相比，图像的采集速率可以提高一个数量

级［５４５５］。

２．４．３　超分辨成像
光学显微镜的成像系统存在衍射限制，即显

微镜的分辨率具有物理极限，为了获得更多细胞

内的细节信息，科研人员迫切需要超高分辨率的

显微镜。发展最早的是受激发射损耗荧光显微镜

（Ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ Ｅｍｉｓｓｉｏｎ Ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，
ＳＴＥＤ），一个典型的 ＳＴＥＤ需要两束光，一束为激
发光，一束为损耗光，激发光照射使荧光分子被激

发，损耗光则使部分处于光斑外围的电子以受激

发射的方式回到基态，而位于光斑中心的电子仍

以自发荧光的形式回到基态，因此检测器只能收

集到来自光斑中心的光，从而实现超高分辨率。

２００９年，Ｓｃｈｍｉｄｔ借助 ＳＴＥＤ观察到线粒体嵴结
构，分辨率为３０ｎｍ［４４］。

另一种超分辨显微镜是光激活定位显微镜

（ＰｈｏｔｏａｃｔｉｖａｔｅｄＬｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎＭｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＰＡＬＭ），
１９９４年由ＥｒｉｃＢｅｔｚｉｇ提出。当ＰＡＬＭ用于ＳＰＴ时
（ｓｐｔＰＡＬＭ），通过激活、定位、光漂白多种可光活
化的荧光蛋白子集来获得单分子的位置信息［５６］。

通过探测分子的不同子集，ｓｐｔＰＡＬＭ可以提供细
胞膜在空间和时间上的异质性［５６５８］。ｓｐｔＰＡＬＭ的
缺点是荧光蛋白的光学物理性质较差，而且，需要

高转染效率的荧光蛋白。

通用点积累纳米成像（ＵｎｉｖｅｒｓａｌＰｏｉｎｔｓＡｃｃｕ
ｍｕｌａｔｉｏｎｆｏｒＩｍａｇｉｎｇｉｎｎａｎｏｓｃａｌｅＴｏｐｏｇｒａｐｈｙ，ｕＰ
ＡＩＮＴ）利用溶液中的荧光配体对少量的生物分子
进行连续、随机标记，然后通过倾斜照明成像［５９］。

该方法使用传统的有机染料作为荧光标签，因此

得到的轨迹（几十秒）要长于 ＰＡＬＭ，但是成像速
度比ＰＡＬＭ慢，而且，只适用于活细胞的体外标
记。用于ＳＰＴ技术中的显微技术多种多样，我们
可以在上述显微技术的基础上进行改造升级，从

而推动ＳＰＴ的发展。

３　ＳＰＴ在活细胞中的应用

３．１　细胞膜表面蛋白动力学的研究
细胞膜由磷脂层和蛋白质组成，将细胞内物

质与外界环境隔离并控制物质的进出。细胞间的
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交流以及细胞与周围环境的交流都是通过细胞膜

上特定的蛋白质（也叫受体）完成，但是对于细胞

膜的结构以及作用机制人们还不是很清楚。ＳＰＴ
的发展为研究细胞膜的结构及表面蛋白动力学提

供了便利［１７］。

近些年ＳＰＴ的研究结果表明，细胞膜是一个
高度分层的结构：膜隔室，筏域和由膜相关蛋白、

整合蛋白的低聚物组成的部分，不同的层次在不

同的空间内发挥各自的作用［１７，６０６２］。细胞膜上最

大的区域是“膜隔室”，由靠近细胞内膜的肌动蛋

白骨架和锚定在细胞膜骨架的跨膜蛋白组成

（图 ４（ａ））［１７，６３］。１９９５年，ＹａｓｕｓｈｉＳａｋｏ和 Ａｋｉｈｉ
ｒｏＫｕｓｕｍｉ用乳胶微珠（直径为２１０ｎｍ）和金颗粒
（直径为４０ｎｍ）标记转铁蛋白受体，对膜隔室的
边界进行了研究，结果表明，膜隔室确实是由膜相

关的细胞骨架组成［６４］。２００２年，ＡｋｉｈｉｒｏＫｕｓｕｍｉ
将荧光染料Ｃｙ３标记的不饱和磷脂转入大鼠成纤
维细胞中，观察它们在细胞膜上的运动，发现它们

被限制在不同的隔室内，隔室大小在３０～２５０ｎｍ
之间［１７，５５］。该发现解释了为什么细胞膜上的长

距离扩散速率要远远慢于在人造脂膜上的扩散速

率，因为跨膜蛋白在膜骨架上排成一排，分子很难

跨过不同的隔室边界，以“跳跃”扩散的形式跨过

隔室需要一些时间［６５］。在每个隔室内的短距离

扩散则很快，可能是布朗运动。

第二个区域是“筏域”（图 ４（ｂ）），由脂质和
蛋白质组成，与细胞膜之间存在相互作用，可以被

“筏”相关的受体调节［１７］。２０１２年，ＡｋｉｈｉｒｏＫｕｓｕ
ｍｉ课题组用荧光染料 Ｃｙ３标记“筏”相关的糖基
磷脂酰肌醇锚定蛋白（ＧＰＩＡＰｓ）并追踪其在
ＣＨＯＫ１细胞中的动态过程，发现 ＧＰＩＡＰｓ可以
在几百毫秒内快速形成同源二聚体筏，而且该同

源二聚体筏是极其动态的结构，存在时间短

暂［６６］。第三个区域由膜相关蛋白以及整合蛋白

的低聚物组成，大小在 ３～１０ｎｍ之间（图 ４
（ｃ））。这些复合物可以与脂筏［６７６８］，肌动蛋白骨

架［６９］等发生相互作用。同时观察 ＱＤｓ标记的
ＦｃεＲＩ和ＧＦＰ标记的肌动蛋白的运动轨迹表明，
肌动蛋白将ＦｃεＲＩ限制在了微米级的结构域内，
而且肌动蛋白可以在几秒内重组，因此由肌动蛋

白划分的 ３种结构域的位置、维度与时间相

图４　细胞膜的分层结构［１７］。（ａ）膜隔室层，由肌动
蛋白骨架分隔整个细胞膜形成，并且跨膜蛋白

锚定在肌动蛋白骨架上；（ｂ）“筏域”，富含胆
固醇，尺寸受到膜隔室的限制；（ｃ）由膜相关
蛋白以及整合蛋白的低聚物组成，存在时间非

常短

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｒｅｅｔｉｅｒｅｄｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｍｅｓｏｓｃａｌｅ

ｄｏｍａｉｎｓｉｎｔｈｅｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅ［１７］．（ａ）
Ｍｅｍｂｒａｎｅｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔｓｗｈｉｃｈｓｔｅｍｆｒｏｍｔｈｅ
ｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇｏｆｔｈｅｅｎｔｉｒｅｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅｂｙ
ｔｈｅｍｅｍｂｒａｎｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｃｔｉｎｂａｓｅｄｍｅｍｂｒａｎｅ
ｓｋｅｌｅｔｏｎ（ｆｅｎｃｅ）ａｎｄＴＭｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｃｈｏｒｅｄｔｏ
ｔｈｅｍｅｍｂｒａｎｅｓｋｅｌｅｔｏｎｆｅｎｃｅ（ｐｉｃｋｅｔｓ）；（ｂ）
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｒａｆｔｄｏｍａｉｎｓ，ｗｉｔｈｓｉｚｅｓ
ｌｉｍｉｔｅｄｂｙｔｈｅｍｅｍｂｒａｎｅｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔｓ；（ｃ）ｄｉ
ｍｅｒｓａｎｄｇｒｅａｔｅｒｏｌｉｇｏｍｅｒｓｏｆｍｅｍｂａｎｅａｓｓｏｃｉ
ａｔｅｄａｎｄｉｎｔｅｇｒａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｗｈｉｃｈ
ｍｉｇｈｔｅｘｉｓｔｏｎｌｙｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙ

关［６７］。

正是由于细胞膜独特的结构，脂质和蛋白质

在膜上的运动是极其复杂的，多数情况是异常扩

散。随着分子大小不同，持续时间不同，扩散也随

之改变［１７，６３，７０］。Ｆｕｊｉｖａｒａ认为，分子在细胞膜上以
受限运动和跳跃式的扩散形式在运动［６５］。但是，

ＳｔｅｆａｎＷｉｅｓｅｒ用单分子荧光显微镜追踪活细胞
Ｔ２４膜上ＧＰＩ锚定蛋白ＣＤ５９时，并没有观察到直
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接的跳跃式扩散［７１］。因此，ＳＰＴ的发展将帮助我
们获得更多的细节信息，不同课题组提出不同的

观点，使研究更加深入。

除此之外，科研人员也利用 ＳＰＴ技术对细胞
膜上的受体进行研究，例如甘氨酸，表皮生长因子

受体（ＥＧＦＲ），ＧＡＢＡ，人表皮生长因子受体２
（ＨＥＲ２），神经生长因子（ＮＧＦ），干扰素，不同的
跨膜蛋白和水通道蛋白等［７２］。基于金纳米颗粒

的ＳＰＴ技术用来追踪 β３干扰素［７３］和 ＥＧＦＲ［７４］。
２０１７年，ＫｕａｎｇｃａｉＣｈｅｎ利用示差—微分干涉差显
微镜实现了５ＤＳＰＴ，追踪转铁蛋白—金纳米棒在
人肺癌细胞 Ａ５４９细胞膜上的运动，发现转铁蛋
白—金纳米棒在做横向扩散运动，同时又在做自

旋运动［２５］。

３．２　细胞内信号通路和分子转运机制的研究
信号通路是指能将细胞外的分子信号经细胞

膜传入细胞内并发挥效应的一系列酶促反应通

路。这些细胞外的分子信号也可叫做配体，当配

体特异性结合在细胞膜或者细胞内受体后会引起

细胞内的信号传导过程，因此了解膜蛋白活化后

的内化和转运机制对于理解信号通路至关重要。

通过对ＱＤｓ进行修饰，并作为配体与细胞膜上的
受体结合从而激活通路，实现了对转运以及内化

过程的观察［７５７６］。ＤｈｉｒａｊＢｈａｔｉａ将 ＱＤｓ包裹在
ＤＮＡ多面体中，从而可以定量地修饰上配体（例
如叶酸，半乳糖苷凝集素３），追踪了细胞的内吞
途径［７７］。ＳａｎｇＨｗａｎＮａｍ等人第一次在单囊泡
水平上观察 ＵＣＮＰｓ的内吞过程，追踪时间长达
６ｈ，发现 ＵＣＮＰｓ内吞后存在３种运动方向：（１）
受动力蛋白影响的 ＵＣＮＰｓ，运动方向从细胞质向
核周区；（２）受驱动蛋白影响的 ＵＣＮＰｓ，运动方向
从核周区向细胞质；（３）还存在一些 ＵＣＮＰｓ，具有
双向运动的特点［２２］。

ＳＰＴ技术也可以用于探究细胞内不同分子的
动力学特征，例如对分子马达的追踪［２３２４，７８］，Ｆａ
ｋｈｒｉ课题组用 ＳＷＮＴｓ标记 ＣＯＳ７细胞内的驱动
蛋白，观察到驱动蛋白运输过程中的新型运动模

式—一种主动的随机“搅拌”模式［７９］。ＤａｖｉｄＭ．
Ｗａｒｓｈａｗ用两种具有不同发射光谱的ＱＤｓ标记同
一个肌球蛋白的两个头部，发现当肌球蛋白在肌

动蛋白丝上运动时，它的两个头部以７２ｎｍ的步

长交替出现在肌动蛋白丝上，而且，在停止运动

时，头间距为３６ｎｍ，这说明肌球蛋白在肌动蛋白
丝上的运动模式是两头交替运动式（Ｈａｎｄｏｖｅｒ
ｈａｎｄ）［１８］。Ｎａｎ等人用 ＱＤｓ追踪人类肺癌细胞
Ａ５４９中的马达蛋白，发现驱动蛋白和动力蛋白在
微管上运动时步长为８ｎｍ，然而有时候还能观察
到步长为１６ｎｍ或者２４ｎｍ的情况，可能是因为
多个马达蛋白在运输同一个物质时存在相互合

作［１９］。

将 ＳＰＴ技术与超分辨成像结合可以观察细
胞内微管的运输［８０］以及细胞器内蛋白复合物的

动态组织过程［８１］。Ｙｏｏ等人将 ＡｎｔｉＴｕｂｕｌｉｎ抗体
修饰的 ＱＤｓ转入到细胞内并与微管结合，发现
ａｎｔｉｔｕｂｕｌｉｎＱＤｓ向前或向后运动，平均速度为
５０．３ｎｍ／ｓ，揭示了微管的动态运动［８２］。Ｃｏｕｒｔｙ
用ＱＤｓ标记Ｈｅｌａ细胞内的驱动蛋白，发现驱动蛋
白在微管上做定向运动（图 ５），平均速率是
（０．５７±０．０２）μｍ／ｓ［２０］。据ｎａｔｕｒｅ报道，ＡｌｅｘＭ．
Ｖａｌｍ利用共聚焦显微镜和栅格激光层照显微镜
（ｌａｔｔｉｃｅｌｉｇｈｔｓｈｅｅｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）实现了对细胞器

图５　单个 ＱＤ驱动蛋白在活细胞内的运动［２０］。

（ａ）Ｈｅｌａ细胞的明场图像；（ｂ）将连续的６００
帧图像叠加得到的最终图像，线性轨迹表示

单个ＱＤ驱动蛋白做定向运动（实心箭头），
空心箭头表示的是其他一些 ＱＤ驱动蛋白做
随机运动

Ｆｉｇ．５　ＳｉｎｇｌｅＱＤｋｉｎｅｓｉｎｍｏｔｉｏｎｓｉｎａｌｉｖｉｎｇｃｅｌｌ［２０］．
（ａ）ＢｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄｉｍａｇｅｏｆａＨｅＬａｃｅｌｌ；（ｂ）ｉｍ
ａｇｅｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｓｕｐｅｒｉｍｐｏｓｉｎｇｔｈｅ６００ｃｏｎｓｅｃｕ
ｔｉｖｅｓｆｒａｍｅｓｉｎｔｈｅｉｍａｇｅｓｅｑｕｅｎｃｅ．Ｔｈｅｌｉｎｅａｒ
ｔｒａｊｅｃｔｏｒｉｅｓａｒｅｉｎｄｉｃａｔｉｖｅｏｆｄｉｒｅｃｔｅｄｍｏｔｉｏｎｓｏｆ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌＱＤｋｉｎｅｓｉｎ．Ｅｘａｍｐｌｅｓａｒｅｍａｒｋｅｄｂｙ
ｔｈｅｆｕｌｌａｒｒｏｗｓ．ＴｈｅｔｒａｊｅｃｔｏｒｉｅｓｏｆｄｉｆｆｕｓｉｎｇＱＤ
Ｋｓ（ｍａｒｋｅｄｂｙｅｍｐｔｙａｒｒｏｗｈｅａｄｓ）ｈａｖｅａｒａｎ
ｄｏｍｓｈａｐｅｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒｉｍｐｏｓｅｄｉｍａｇｅ
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（内质网，高尔基体，溶酶体，过氧化物酶体，线粒

体和脂滴）数量、体积、速度、位置以及动态膜接

触的观察，发现每个细胞器都有各自的分散特点，

而且受微管和细胞内营养状态的影响，细胞器间

的膜接触处于重复循环的模式［８３］。

３．３　遗传信息表达过程的研究
ＳＰＴ也用于细胞核结构和动力学的研究，通

过ＳＰＴ追踪我们了解到细胞核是一个高度复杂、
拥挤的环境［８４８６］，因此分子在细胞核内的扩散也

很复杂。研究人员开发了不同的光学技术以便探

究细胞核的动力学，例如 Ｌｅｖｉ课题组使用双光子
显微镜与轨道追踪方法跟踪细胞核内的染色质的

运动，发现染色质的运动交替出现限制性布朗运

动，快速曲线运动以及跳跃式的扩散［８７］。还可以

借助反光片显微镜（Ｒｅｆｌｅｃｔｅｄｌｉｇｈｔｓｈｅｅｔｍｉｃｒｏｓｃｏ
ｐｙ）观察细胞核内转录因子的动态过程，而且通
过双色ＳＰＴ可以同时观察不同的转录因子以及
它们的激活因子［８８］。Ｌｏｗｅ和 Ｓｉｅｇｅｌ监测了蛋白
修饰的ＱＤｓ进入细胞核的过程，发现核孔复合物
（ＮＰＣ）控制颗粒进出细胞核的机制［８９］：（１）胞质
丝增加了捕获颗粒的面积；（２）运输过程中存在
大小的选择；（３）颗粒在核孔中央通道内的运动
属于异常亚扩散，而且颗粒表面受体越多，越容易

进入细胞核；（４）中央通道在功能上是不对称的，
颗粒从中央通道进入细胞核需要 Ｒａｎ（小分子
ＧＴＰ结合蛋白）的帮助，而且 Ｒａｎ只存在于核表
面。与ＳＰＴ在细胞膜上的研究相比，对于细胞核
的研究还不是很透彻，但是相信随着光学技术的

成熟，标签库的丰富等一些技术的快速发展，人们

会获得更多有关细胞核的细节信息。

３．４　病毒感染机制的研究
病毒是由一个核酸分子与蛋白质构成的非细

胞形态，通过感染宿主细胞进行自我复制，但是对

于病毒的感染机制还不是很清楚。近些年，ＳＰＴ
的发展使研究人员明确了解多种病毒内化的机

制，例如传染性造血组织坏死病毒（ＩＨＮＶ）［９０］、包
膜病毒［９１］、后代伪狂犬病病毒（ＰｒＶ）［９２］、无包膜
的腺相关病毒（ＡＡＶ２）［９３］等等。Ｌｉｕ用 ＱＤｓ标记
Ｈ９Ｎ２病毒，发现流感病毒进入细胞主要有５个
阶段，首先病毒在细胞表面受到限制，然后慢慢地

向细胞周边区域移动，紧接着快速移向细胞核，在

核周区做间歇性的运动，最后在该区域做局限运

动［９４］。ＬｉＱｉｎ等人将ＱＤｓ包裹在ＨＩＶ１中，追踪
ＨＩＶ１病毒感染巨噬细胞的过程（图 ６），发现
ＨＩＶ１以网格蛋白介导的方式被内吞，然后移位
至内体，最终通过病毒包膜介导的内体融合将核

酸分子释放到宿主细胞中。他们还发现，ＨＩＶ１
进入细胞需要内体和肌动蛋白的协助，对内体和

肌动蛋白的抑制可以阻断 ＨＩＶ１进入细胞［９５］。

因此了解病毒内吞的机制能够帮助人们发展新型

阻断剂，有效阻断病毒入侵人体。

图６　ＨＩＶ１病毒侵染巨噬细胞的过程［９５］

Ｆｉｇ．６　ＰｒｏｃｅｓｓｏｆＨＩＶ１ｅｎｔｒｙｉｎｔｏｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ［９５］

４　结束语

　　ＳＰＴ技术是研究活细胞内复杂的分子动态过
程的重要手段，揭示了活细胞内生物分子的动力

学特征。在过去３０多年里，ＳＰＴ技术的快速发展
是物理、化学、材料、工程、生物等各个学科共同努

力的结果。本文从基础技术和细胞内应用两方面

介绍ＳＰＴ，在基础技术中介绍了 ＳＰＴ轨迹追踪原
理，光学材料以及光学仪器，使人们了解 ＳＰＴ是
如何实现对复杂的细胞内环境进行实时的监控并

提供生物信息；在应用方面重点介绍 ＳＰＴ在单细
胞内的研究进展，基于这些研究，人们揭示了细胞

内分子的运输特性，分子间的相互作用以及结构

与功能间的机制等，帮助我们更好的了解活细胞

内分子的时空分布。

虽然 ＳＰＴ在单细胞研究上取得了很大的成
就，但是它的发展还不是很成熟，仍有许多需要完

善的地方，例如在光学材料方面，我们可以对荧光
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蛋白进行突变，从而获得具有更优异的光学物理

性质的蛋白；通过优化ＵＣＮＰｓ的合成策略进而提
高发光强度、降低粒径；还可以将不同的荧光材料

组合，例如对于一些共轭聚合物，不仅对它们的表

面进行修饰，还可以将有机染料小分子包裹进去

（例如ＮＩＲ染料［９６９７］），用于多光子检测。更亮、

更稳定、低毒、多功能的光学材料必定会推动力

ＳＰＴ技术的发展。
而为了更好的利用这些新型材料，我们也需

要引入更有效和更高分辨率的光学技术，例如利

用宽场追踪与超分辨的共定位测量。近几年，应

用结构光照明超分辨显微技术（ＳＩＭ）可以实现活
细胞内二维和三维实时超分辨成像。将光片照明

技术与ＳＩＭ结合，实现了对厚样品的三维超分辨
成像和活细胞内双色三维快速成像，分辨率也有

了很大的提高。因此将不同的成像技术例如 ＳＩＭ
跟ＳＰＴ进行组合、改造，会进一步完善 ＳＰＴ的光
学系统，光学的发展可以让我们在新的尺度上分

析问题。

复杂的光学系统可以实现快速超分辨成像，

同时也需要自动化的数据处理来支持。我们需要

对算法进行优化，减少计算时间，从而实现实时数

据处理，获得更多的细节信息，例如实时分析追踪

的颗粒数目以及颗粒所处的周围环境等。

借助具有优异的光学物理性质的荧光材料，

超高分辨率的光学显微系统，以及自动化的数据

处理，可以对细胞内或者组织中高度局限、复杂的

分子环境进行实时追踪，从而获得任意时间长度

的３Ｄ轨迹或者是小范围内超多个单颗粒的运动
轨迹。同时，还可以将 ＳＰＴ扩展到其他领域，例
如化学、物理等学科。最近报道用 ＳＰＴ探究自由
基的聚合机理［９８］以及纳米材料中的扩散、吸收、

分配以及测量的动力学问题［９９］。了解纳米材料

合成以及运输机制可以帮助我们设计出先进的材

料体系，进一步推动ＳＰＴ的进步。
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