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中文摘要

本论文共包括三部分，第一章是单个生物分子的检测，第二章是全内反射荧

光法检测溶液中单个抗体分子，第三章是无标准溶液作参比的绝对单分子计数定

量分析法。

第一章对单分子检测的研究现状进行了综述。介绍了单分子检测的意义、原

理、主要研究内容以及所使用的荧光显微镜的构造和原理，从单分子的追踪、分

子构象动力学、马达蛋白的运动、离子通道、细胞信号转导、单分子酶学、特

定序列核酸的单分子检测、单分子计数等方面介绍了单分子检测的现状、方法，

本章共引用文献8I篇。

第二章对全内反射荧光显微镜检测溶液中羊抗鼠IgG(H+L)单分子的方法

进行了研究。讨论了在单分子成像中，降低杂质荧光的方法和激光功率、曝光时

间等条件的选择。选择激光功率为2．4 kw，曝光时间为100 ms，将缓冲溶液过

滤后再进行光漂白、对盖玻片进行光漂白，有效地降低了杂质荧光。使用全内反

射隐失场激发，减小激发体积，并使用适宜的滤波片，提高了检测的灵敏度，采

用高灵敏度的检测器ICCD可对PBS溶液中的单个羊抗鼠IgG(H+L)分子进行

成像。使用两种方法对单分子进行了证明．在1．0X 10"10mol／L-4．0X 10"9mol／L的

浓度范围内，检测到的单分子的数目与溶液浓度有良好的线性关系，这不但可作

为单分子证明的依据，还可作为一种检测溶液浓度的方法。

第三章提出了一种新的检测溶液浓度的方法。将盖玻片使用环氧丙氧丙基三

甲氧基硅烷处理，在玻片表面生成环氧集团，将Alexa488标记的羊抗鼠IgG

(H+L)的PBS缓冲溶液滴在硅烷化的盖玻片上，静置30 min左右，待溶剂挥

发后，溶液中的蛋白分子全都沉积在盖玻片表面，环氧集团可和蛋白分子中的氨

基反应，从而将蛋白分子共价结合在盖玻片上．滴加蒸馏水，溶解掉结晶在盖玻

片表面的无机盐，非常有效地去除了背景荧光，在此基础上利用全内反射荧光显

微镜结合ICCD对固定在盖玻片表面的蛋白分子成像并计数，可直接计算出溶液

的浓度．检测范围为浓度5．0X 10"”tool／L-5．0X 10．14mol／L．

关键词：单分子成像，单分子计数，全内反射，羊抗鼠IgG(H+L)
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Abstract

This thesis includes tkree parts：Detection of single biomolecules．Detection of

single antibody molecules in solution by total internal reflection flunresccnce

microscopy,Determination ofgoat and-rat IgG(H十L)by counting single molecules．

In the chapter one of this dissertation，the detail review of detection of single

biomolecules was delivered．Significance，principle and basic content of single

molecules detection and strucRn'e，principle of microscope in single molecules

detection were introduced．Actuality,method of single molecules detection w眦

introduced in aspect of tracing single molecules，single molecules enzymology,

dynamics of molecular conformation,motion of motor protein,ion channels，cell

signal conduction,detection of specific DNA sequences at the sin#e-molecule level，

counting ofsingle molecules．In the chapte‘81 references have been referred．

In the chapter twO，the method of detection single goat anti-rat IgO(H+L)

molecules by total interm／reflection fluorescence microscopy Was investigated．

Several parameters including laser power,exposure time was optimized for imaging

of single goat anti-rat IgG(H+L)molecules．The following conditions w般suitable

幻f the imaging of single molecules：laser power,2．4 kW；exposure time,100 ms．

Reduce background fluorescence by pre—photoblunching buffer after filtration,

pre-photoblanching coverslip，reducing excited volume，making use of fitting cubes，

increase detection sensitivity,then imaging single goat anti-rat IgG m+L)molecules

by ICCD．There are two evidences for proving single molecules．The molecular

number is liner with goat anti-rat IgO(H+L)concentration in the range of I,OX 10。10

moYL-4．O×10"qmol／L,TIlis is not only a potem evidence for single molecules,but

also a method for determination ofprotein．

hl the chapter three,A novel method for determination of protein was presented,

coverlips WerO dealed with glycidoxypropyltrimethoxysilane and epoxy group Was

created OR the surface of covcrlips，Aiexa488 goat anti-rat IgG饵+L)in

phosphate-buffered saline(PBS)buffer were added on a coverslip,30 minute later,

protein molecules were deposited to the简H{．ace of coverslips by evaporation solvent,
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distilled water ura5 added to the surface of coverslips to dissolve the salt deposited to

the surface of covesrlips，reduce background fluorescence efficiently,then imaging

and counting single goat anti-rat IgG(H+L)molecules absorbed to the surface of a

coverslip by total internal refection fluorescence microscope and ICCD，calculate

concentration directly．Determination range is 5．0 X 10。”mol／L．5．O×10’H mol／L．

Keywords：single molecules imaging，counting of single molecules，total internal

reflection,goat anti-rat IgG口+L)．
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第一章单个生物分子的检测

1．1单分子检测的原理及意义

单分子检测(Single molecules detection，SMD)就是在单分子水平上对物质

的性质进行检测，得到单个分子的信息。传统的化学实验都是以分子的聚合体为

研究对象，得到的是物质的平均性质。而平均性质往往掩盖了许多特殊的重要信

息。只有在单分子水平上进行实验，才能得到分子的性质分布，研究复杂体系中

的个体。化学反应中，各个过程是不同步的，如果使用大量分子进行实验，会掩

盖个别的反应途径。因此也只有使用单分子检测的方法，才能跟踪观测化学反应

途径，并能检测到反应中间状态。过去十多年分子生物学和遗传学的发展留下了

许多未知的问题。例如：蛋白质的结构和它们的功能有什么联系?生物分子之间

是怎样反应的?蛋白质怎样折叠?要解决这些问题，单分子检测方法是一个非常

有力的工具【1】。单分子的检测方法主要有激光诱导荧光、拉曼光谱、扫描探针

技术和质谱法等。其中激光诱导荧光方法以其高灵敏度成为单分子检测的重要方

法，本综述也主要介绍激光诱导荧光方法在单个生物分子检测中的应用。

因为大多数生物分子是不发荧光的，所以利用激光诱导荧光方法对单个生物

分子进行检测，需要在一个生物大分子(蛋白质分子或核酸分子)上标记一个或

多个荧光染料分子，染料分子在激光的激发下发射出的荧光被检测器检测到。检

测器可测得染料分子荧光的强度、波长、荧光寿命、荧光各向异性、荧光猝灭等

参数。荧光有一个很重要的性质，就是非常容易受周围环境如：pH值、离子浓

度、电荷、氧化．还原状态等的影响，荧光强度等参数对周围微环境的变化是非

常敏感的。周围微环境的变化会引起这些荧光参数的变化。因此，反过来，可以

通过测得这些荧光参数以及它们的变化，来得到有关单个生物分子的信息，如分

子运动、酶动力学、蛋白质的构像和功能、化学反应的过程、分子的性质等．现

在有这样一种趋势，那就是尽可能多的同时获得这些参数，也就是所谓的多维检

测方法[2】。

在激光诱导荧光法单分子的检测中，为降低背景噪音，一般采用激发体积较

小的激光扫描共聚焦显微镜和全内反射荧光显微镜。激光扫描共聚焦显微镜是近

10多年来发展起来的一种新型高精度显微铙系统，辅以各类荧光探针或荧光染
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料与被测物质特异性结合，不仅可观察固定的细胞、组织切片[3，4】，还可对活

细胞的结构、分子、离子进行实时动态地观察和检测【51。激光扫描共聚焦显微

镜具有非常小的检测体积(工)，因此具有很高黔灵敏度。共聚焦的成像原理是

采用点光源照射标本，在焦平面上形成了一个轮廓分明的小的光点，该点被照射

后发出的荧光被物镜收集，并沿照射光路回送到由双向色镜构成的分咒器。分光

器将荧光直接送到探测器。光源和探测器前方都各有一个针孑L，分别称为照明针

孔和探测针孔，约为0．1～O．2岬，相对于焦平面上的光点。两者是共轭的，即

光点通过一系列的透镜最终会同时聚焦于照明针孔和探测针孔(图1-1)。全内反

射荧光显微镜则是通过激光的逝波激发，只探测离界面200 11111以内的范围，因

此也具有很高的灵敏度。

1．非焦两2．共焦两，．嚣焦掰光绒柬4．针孔5．焦衙光束6．光耀7．目镜s．物镜

图1．1共聚焦光路图

利用激光诱导荧光法检测单分子，最早是在1976年，Hirschfeld【6】在一个

抗体分子上结合80到100个荧光分子，在低温下第一次探测到液体中单个抗体

分子的荧光，直到1989年，Moemer【7】在低温下首次观测到分子晶体中掺杂的

单个荧光分子的荧光。1990年，Shera等f8】首先在液体中检测到了单个荧光分

子，检测率为85％。Trautman等人【9】到1994年利用近场显微镜首次在室温下

检测到了单个分子。Macldin等人【10】用远场显微饶检测到了单分子。现在，

随着光学显微镜技术、探针技术的发展以及灵敏检测器的出现，单分子检测已成

为人们检测分子性质的重要工具，在化学、生物学、医学以及物理学等领域发挥

着重要的作用。

1．2单个生物分子检测的主要内容
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对单个生物分子的检测，主要是检测蛋白质分子和核酸分子，主要包括以下

内容：单分子追踪、生物分子构象变化、酶动力学、核酸序列以及单分子计数等。

1．2．1单分子扩散轨迹的检测

在细胞内，很多生物分子是在运动过程中完成其生理功能，如信号转导等．

因此，研究分子在细胞内的运动方式，对了解它们的功能有很重要的作用。分子

在细胞内部不同部位、不同结构区域内，扩散方式是不同的，观测细胞中单分子

的扩散方式还有利于探测细胞结构。

检测单分子的运动轨迹，必须使用宽场的显微镜，如果观测分子膜或细胞膜

上的单分子应使用全内反射荧光显微镜，而观测溶液中或细胞内的单分子应使用

落射荧光显微镜，成像使用ICCD。因为光的衍射作用，在ICCD上单分子的图

像为一直径大约250 nin的点，而生物分子只有几个纳米或十几个纳米。因此要

对单个分子的扩散轨迹进行检测，首先要对单分子进行定位。利用点传播函数

(Point spread function，PSF)可对分子进行精确定位，精度有几十个纳米．对

选定的某个运动中的分子，用CCD以一定的频率进行连续拍照，可得到这个分

子的一系列的照片。对每祯照片中的分子精确定位，标出它的坐标(x，y)。分

析相邻的两祯照片中分子的位置，计算出分子在这段时间内的位移c。并根据公

式计算出扩散系数(D)

萨√(x¨I．xn)2+(yn+I-yn)2
‘

<△x2+△y2>=4D△t Ax=xn+loXn， △y=yI件I-y．

xn，yn分别为追踪的单分子在某祯照片中的横坐标和纵坐标，xn+1．Yn+t为这个分

子在t时间后所拍的照片中的横坐标和纵坐标。△t为拍摄相邻两张照片的时间

间隔。

通过分析分子的扩散常数的大小、分布以及分子的扩散方向，可得出分子的

扩散方式。如果分子的扩散常数分布窄，则分子为自由扩散，如果分子的扩散常

数分布很宽，则分子为不规则扩散，如果分子在一段时间内扩散方向不变，说明

分子在作定向运动。

单分子追踪的研究最初是研究缓冲溶液中【1l，12】或双分子脂膜上【13，14】

单个分子的运动轨迹，现在已发展到观测细胞内单分子的运动。与体外易于控制
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的干净环境相比，细胞内有许多生物分子和荧光物质，象卟啉、四羟酮醇等，这

种复杂的环境会产生很强的背景荧光，既所谓的自发荧光。细胞中的单分子检测

最主要的就是在细胞内背景荧光的基础上检测出发自单分子的相对较弱的信号。

Byassee等【15】分男q将TMR标记的铁传递蛋白、罗月明6G(R6G)、R6G标记

的寡核营酸导入宫颈癌细胞中，在活细胞的细胞质中检测到了它们的单分子。这

个实验说明虽然细胞内的背景荧光比缓冲溶液中的要高，但它是稳定的、连续的，

不会对检测细胞内单分子的光子爆发产生太大的影响。但使用ICCD作检测器，

对分子精确定位，须进一步提高检测的灵敏度。这可通过下方法实现：(I)、使

用具有高的吸光系数和量子产率的荧光染料分子，如：藻红蛋白、量子点等。(2)、

使用具有较长的吸收波长和发射波长的荧光染料分子，这样有利于与细胞中的自

体荧光信号分离。(3)、多标记。就是一个蛋白分子上标记多个荧光分子，但这

样可能会影响蛋白分子本身的性质，改变它的运动。(4)选择荧咒背景拔低的细

胞，或选择细胞中荧光背景较低的位置进行单分子的观测，如：细胞核中。(5)、

观测细胞膜上的单分子时，使用探测体积小的全内反射荧光显微镜。

Schutz等【16】观测了标记了荧光分子的油脂分子在肌细胞膜上的运动。位

置精度有50 nm。Iino等【：7】用全内反射荧光显微镜观NT单个绿荧光蛋白分

子在纤维原细胞膜上的运动。通过对荧光分子的追踪发现，绿荧光蛋白分子容易

形成低聚物，形成低聚物后，扩散系数下降了10％到40％。Goulian等人[18】将

藻红蛋白分子注射到非洲绿猴肾表皮细胞中，观测了单个蛋白分子在细胞质、细

胞核中的扩散，记录下了分子的二维运动轨迹(对应分子三维运动轨迹在焦平面

上的投影)，计算出分子的扩散系数，并对扩散系数的分布进行了统计。他们发

现扩散系数的分布比在甘油溶液中的扩散和简单扩散的理论分布要宽很多，这说

明不能用简单扩散特定系数的模式来说明分子在细胞内的运动。Kues等【19】将

单个P4K分子标记上4．6个Alexa荧光分子，观测了单个P4K分子在3T3细胞

核内的扩散。他们发现有的分子在细胞陔内扩散运动，有的分子固定在某一位置

不动(图1-2)。这同以前荧光漂白后恢复实验的结果是一致的。但他们还发现，

在细胞核内扩散的分子也可分为两部分，一部分扩散距离较远，而另一部分在一

个相对很小的区域内运动，这可能是因为一些结合．分离的反应造成的。他们还

检测了单个富含鸟苷酸的核蛋白颗粒(UsnRNP)在33"3细胞核内的运动【201，

4
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发现UsnRNP在细胞核内至少有三种不同的扩散动力学，对应着高、中、低三

种不同的扩散系数。

图I-2 P4K分子在31"3细胞核内的扩散轨迹图tlgl。

Seisenberger等人【2l】用单分子追踪技术研究了单个病毒对细胞的感染过

程。他们在腺体联合病毒上只标记了一个荧光分子Cy5，发现病毒运动到细胞膜

表面的过程为自由扩散，对细胞膜撞击几次后，有大约15％的病毒分子进入细胞，

进入细胞的过程在60 ms内完成，比预想的要快．通过对细胞内单分子运动轨

迹的观测以及扩散系数的计算，他们发现有的病毒在细胞质和细胞核内运动较

慢，这可能是因为它们包含在内涵体中；有的病毒作自由扩散，运动较快；还有

大约10％的病毒是通过马达蛋白或管状结构物质作定向运动。单病毒追踪技术对

于人们认识病毒对细胞的感染过程有很大的作用。Lakadamyall等人[221用荧

光显微镜研究了单个流感病毒对细胞的感染以及与内涵体融合的过程，实验发

现，流感病毒的运动明显分为三个阶段：首先是在细胞外周由肌动蛋白介导的运

动，其次是动力蛋白控制的快速运动到达细胞核周围，最后是在细胞核周围区域

在微管上的运动。这个发现证实了以前病毒内吞过程的假设，说明内涵体的成熟、

酸化主要是在细胞核周围进行的。

1．2．2分子构象动力学

分子的性质和构象是密切相关的．研究分子的构象对了解它的功能至关重

要。分子的构象变化主要包括分子折叠和分子旋转。

分子的折叠分子的折叠指的是分子的一部分相对于另一部分的距离发生变

化。迄今为止，测蛋白质总体折叠．展开的实验已经进行了许多，但是由于分子的
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折覆反应是不同步的．因此，这些实验不能得到详细的动力学信息。只有在单分

子水平上对分子的构象变化进行检测，才能检测到分子构象变化的中『自J状态，并

检测到分子构象变化的不同途径。荧光共振能量转移(FRET)是一种非常有效

的测定距离的方工。它一般用来测量2-8 nm的距离，因为它可提供分子两点之

间距离变化的信息，因此成为研究分子折叠的主要方法【23】。在这种方法中，

在分子的两个特定位置分别标记上荧光共振能量转移的供体(D)和受体(A)

(图1．3)，当分子处于折叠状态，供体和受体之间距离近，能量转移效率大，

供体的荧光强度小，而受体的荧光强度大。分子处于展丌状态时，供体和受体间

距离变大，能量转移效率低，供体的荧光强度大，而受体的荧光强度小。能量转

移效率E=I／[I+(R+Ro)6]，R为供体和受体分子之间的距离，Ro为能量转移50％

时供体和受体分子之『日J的距离，它与荧光染料分子的性质有关。因此。我们可以

根据供体和受体荧光强度的变化和能量转移效率的变化束推断分子折叠状态的

变化．

圈=函
Vh咄n口m

錾
vvdnhWn

图l-3 利用FRET检测分子构象变化示意图。

利用FRET检测分子折叠，一般使用激光共聚焦扫描显微镜，用两个APD

傲检测器．它们在两个通道上分别检测供体和受体分子的光子爆发。检测溶液中

的单分子和检测表面固定的单分子的方法并不完全相同。通过吸附或共价结合将

分子固定在玻片表面，然后用激光共聚焦扫描显微镜或全内反射荧光显微镜对分

子进行长时间的检测，检测时间长度取决于分子的光漂白，一般有几秒的时间。

这种方法的优点是能得到分子性质的时间轨迹曲线(图l-4上图)，但分子的表

抑_竽。芒
§gpi_k
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面圆定容易对分子的性质形成干扰。对溶液中的单分子进行检测时，激光激发溶

液内部一个区域，激光激发的体积很小(凡)，当溶液浓度足够稀时(nmolJL)，

可保证激发区域只有一个分子，在大多数时间内，激发区域内没有分子。因此检

测不到信号，当有分子通过激发区域时，会检测到光子，这种现象叫做光子爆发，

通过对光子爆发的强度、持续时间等进行检测，就可以分析分子性质。这种方法

的优点是不会因为分子与玻片的接触而影响分子性质，但因为分子通过激光激发

区域的时间很短(J】s)，不能得到分子的时间轨迹曲线，只能得到分子的性质分

布(图l-4下图)【2】。

250

2∞
'50

1∞
∞
O
0．OO 0．25 O．50 o．75

—链丁ar鼬mo／

图t一4检测不同位置分子构象示意图。上图为检测固定的分子，可得到荧光强度的时间

轨迹。下图为检测溶液中作扩散运动的分子，可得到能量转移效率的分布．

Jia等124]用spFRET研究了酵母转录因子(GCN4)的折叠和展开．他们

将GCN4分子固定在玻璃片表面上，因为尿素能使蛋白酵母转录因子变性，他们

观察了在不同浓度尿素的作用下，单个分子折叠与展开的反应。这个实验说明了

可以使用FRET在单分子水平上研究蛋白分子的折叠．Jia等人【25】使用FRET

进一步研究了GCN4的分子折叠，他们得到了单个分子在不同浓度的尿素溶液

暑Is委卫uI
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中。供体和受体分子的荧光强度时间轨迹曲线，通过对供体和受体分子信号进行

相关分析，揭示了蛋白分子在1-100 nm的时间范围内性质的波动，并说明性质

波动是由于结构的波动造成的．为了避免表面固定给分子折叠性质造成干扰，

Deniz等【26】研究了溶液中自由扩散的单个胰蛋白酶抑制剂分子2(C12)的折

叠反应。在缓冲溶液中。加了不同浓度的氯化胍，使蛋白质变性，然后比较了它

们的折叠反应。通过鉴别不同氯化胍浓度下能量转移效率的柱状图，就可直接观

察折叠状态和交性状态的亚分布。因为每个分子在激发光柱内停留时间很短(大

约为1微秒)，所以不能得到分子的时间轨迹曲线。Schuler等人[271也使用

．FRET研究了在不同浓度的变性溶液中，自由扩散的蛋白分予的折叠反应，通过

对能量转移效率柱状图的分析，得出了蛋白分子在折叠过程中要经过一个能垒，

能垒包括活化能，这与蛋白折叠的理论统计结果是一致的。最近Boukobza等人

【28，29】将单个腺苷酸激酶的分子放入表面固定的脂质小泡中，小泡体积足够大，

可使蛋白质分子在其内部自由扩散，避免了表面固定给分子性质造成的干扰，丽

小泡又固定在玻璃表面上(图1．5)，所以蛋白质分子在激发光柱内停留较长时

间，有利于长时间地观察它的折叠反应。他们得到了各种条件下能量转移效率的

分布图，也得到了单个分子时间轨迹曲线。

-∞m
●}—-——————_．’

图1．S脂泡与盖玻片连接示意图【28】．

利用荧光共振能量转移对分子折叠的研究除应用于蛋白质分子外，还可应用

于RNA分子。Ha等人【30】用这种方法研究了RNA分子在结合核糖体蛋白S15
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和M92+以后的构象变化，在实验中观察到RNA的构象分布很宽，说明不同的

RNA分子的折叠能力是不一样的。在改变M矿+浓度时，得到的荧光共振能量转

移效率分布也随Mf+的浓度改变而改变，因此可用单个RNA分子在20 rlls的时

间分辨上检测瞬时的M92+浓度。Zhuang等人【31】用这种方法研究了单个四膜

虫核糖酶分子的构象动力学，核糖酶是一种含有约400个核苷、具有催化作用的

RNA，它的催化活性受构象状态的影响．他们在核糖酶分子的特定部位上标记上

荧光供体和受体分子，进行表面固定，然后观测了FRET的时间轨迹．FRET时

间轨迹很清楚地显示出这种RNA分子的折叠动力学．在折叠的起始阶段，荧光

共振能量转移效率逐渐增加，在达到折叠状态的水平之前，在一个中间水平上停

留短暂的时间，这说明存在一个中间折叠状态。由多次荧光共振能量转移效率的

时间轨迹统计，得出两个不同的折叠速率常数，其中快的折叠方式，在以前的研

究中没有发现，说明发现了RNA分子有一种新的折叠途径．Bartlcy等人[32】

进一步研究了单个四膜虫核糖酶分子的折叠动力学，他们发现折叠有几个途径，’

不同途径之间的转换须克服能量，这样就阻止了不同途径之间的转换。Zhuang

133】还利用这种方法研究了另外一种RNA酶，发夹核糖酶的折叠动力学和功能

之间的关系。他们发现配合物分子有四种不同的折叠状态，这四种折叠状态的稳

定性各不相同，而核酸酶分子具有记忆功能，每个分子在展开后，趋向子再折叠

回原来的状态。

对单分子折叠构象的研究，除了利用荧光共振能量转移方法外，还可以利用

荧光的自猝灭，电子转移猝灭、荧光成像、荧光寿命等方法来研究蛋白质的折叠

反应。Zhuang等f34】利用荧光的自猝灭研究了单个Titin分子的折叠反应．当

两个特定的荧光分子靠近时，由于分子间的相互反应而使荧光猝灭，增加它们的

距离，就会减弱它们的反应，使荧光强度增加．将两个荧光分子标记在同一个分

子的不同的两个部位，就可以观测它们的构象变化。由于在自猝灭实验中，只需

要一种荧光染料分子，荧光分子的标记过程要比FRET简单。1997年，Jia和合

作者【35】将tRNA进行荧光标记，通过观测荧光的衰减来研究RNA的构象动

力学。他们在实验中发现，荧光的衰减是非指数形式，这是因为RNA分子的构

象在两种状态之间波动，其中一种构象状态对荧光探针分子有猝灭作用。说明

tRNA分子经历了两个不同荧光寿命的构象状态。将电子转移荧光猝灭应用于研

9
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究单分子DNA的构象实验在1996年首次被报导。Edman等【36】在单分子水平

上将四甲基罗丹明(TMR)分子标记在DNA分子上，利用共聚焦显微镜检测到

有两种不同荧光寿命的TMR分子，说明有两种不同构象状态的DNA分子。1998

年，Eggeling等【37】利用电子转移荧光猝灭研究了DNA分子的构象变化，他

们在DNA分子的一条链的一端标记了荧光染料TMR，当DNA分子处于折叠状

态，荧光分子TMR与DNA链上的鸟苷酸靠近，发生从TMR到鸟苷酸的电子转

移，使TMR的荧光被猝灭，这时荧光分子TMR的荧光强度弱，荧光寿命短。

当DNA分子处于展开状态时，荧光分子TMR与DNA链上的鸟苷酸分开，荧光

分子TMR的荧光强度强，荧光寿命长。他们第一次在单分子水平上同时测得了

荧光强度和荧光寿命，检测出了TMR标记的DNA分子有三种构象状态。(图

1-6)

A

一觚
囱一豳

+图l-6利用电子转移猝灭检测DNA分子构象示意图【37]。

A．荧光寿命的分布图；B．三种不同的荧光寿命所对应的三种构象。

B

分子的旋转分子旋转是指整个分子或分子的一部分相对于另一部分做旋

转运动。对于获得方向变化的动力学信息来说，单分子荧光偏振(smFPA)是一

种很有效的方法．由于单个荧光分子具有唯一的固有吸收和发射偶极距，可以通

10
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过使用偏振激发光或通过测荧光的偏振或将两者相结合，来确定单个荧光分子的

空间取向。将荧光分子标记在生物大分子的某一特定部位，实时地分析单个荧光

分子的偏振状态的变化，就可以了解生物大分子的构象状态及其变化的动力学过

程。在smFPA中，荧光分予的标记主要有两种方式【38】：一是将荧光分子紧密

的标定在生物大分子上。这种标记可通过使用蛋白质内的疏水囊、在核酸内嵌入

染料分子、或同时在两个部位用共价键连接来实现。由于荧光分子紧密的固定在

生物大分子上，它将随生物分子的某一部位一起旋转，因此通过测荧光偏振，就

可得出有关生物分子方向变化的信息。还有一种标记方式是“系留标记”，将荧

光分子“系”在生物分子上，这时候荧光分子旋转运动的自由程度受周围微环境

的影响，因此我们可以通过观测荧光分子旋转运动的自由程度的变化来研究生物

分子的性质。

在这方面研究比较多的分子是肌动蛋白丝和ATP酶。Sase等【39】首次将

smFPA应用于生物系统。他们研究了肌动球蛋白马达分子中肌动蛋白分子沿着

固定予玻璃表面的肌球蛋白的轴向转动。肌动蛋白用四甲基罗丹明荧光分子标

记，记录垂直与水平偏振荧光的像来分析每个发光点的发射偏振。结果显示肌动

蛋白的旋转比它本身的螺旋要侠得多，因此说明肌球蛋白不是沿着肌动蛋白“走

动”而是“跳动”前进。很多人[40,41]用smFPA研究7 ATP水解酶的分子旋转

运动。Adachi等人t421用两种方法检测了ATP水解酶的分子旋转运动．

A

B
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圈1．7 A旋转分子荧光幽象的时间轨迹；B．标记在无活性的y甄基上的分子荧光圈象

的时问轨迹；C．荧光强度的时问轨迹和计算出来的荧光分子的角度：D．分步旋转的时问过程。

E．两步间停留时间的分布圈[421。

他们在ATP合成酶的旋转亚基(Y亚基)上紧密地标记上一Cy3荧光分子．荧

光探针分子的旋转代表着y亚基的旋转．单个探针分子的旋转，可使用两个方法

测定：(1)基于吸光效率的偏振(2)基于发射荧光的偏振。在第一种方法中。

激发光偶极在样品平面内连续旋转，荧光探针分子的发射偶极和激发偶极平行

对，分子发出荧光。从图l-7A可明显地看到荧光分子的旋转。根据图1-7A计算

出荧光强度，分子角度随时问的变化(图1．7)，通过许多时间轨迹曲线，得出

两步旋转之间停留时间的柱状图。这些结果有力地说明了ATP合成酶Y亚基旋

转是120‘一步的．在第二种方法中，荧光被分解为垂直光(v)和水平光(H)，

并且同时测量。从图4A可看出y亚基的旋转。根据荧光强度的记录可计算出荧

光偏振(IV-HI／IV+HI)。荧光偏振显示三个水平a、b和c(图l-8)，说明旋转

方向被120‘分开，再一次说明了．r亚基的旋转是每一步旋转120’． 一 一

图I-SA．荧光分子的荧光圈象；B．垂直偏振光和水平偏振光强度的时间曲线。C．总荧光

强度(v+H)和荧光偏振的时问曲线；D．a、b和c表示的方向示意圈【421．

12



山东大学硕士学位论文

1．2．3酶动力学

对于单个分子催化过程的研究被称为单分子酶学。按荧光物质的不同．可将

单分子酶实验分为四种方法【43】：

(1)测底物的荧光。小的底物分子在溶液中扩散停留在激发光体积内的时

间大约为10 n s．1ms。如果具有荧光特性的底物分子能和酶结合较长时间，就能

被检测。Yanagida小组【44】用具有荧光特性的ATP衍生物观测了单个肌动蛋白

分子上的ATP水解酶。这种方法的缺点是为抑制噪声，必须保持较低的底物浓

度(叫M)，这样就限制了转化率。

(2)测产物荧光的组合。

Xue和Yeung[45】研究了毛细管中的单个乳酸脱氢酶分子，乳酸脱氢酶是

一种能将肝脏和心脏内的乳酸盐转变为丙酮酸盐的酶，在这个催化过程中伴随着

有从NAD+到NADH的反应，NADH是能发荧光的，这样就可以很容易地检测

它的形成。实验发现不同的酶分子催化效率也不相同。Craig等人[46】用同样

的方法检测了碱性磷酸酶。他们将单个碱性磷酸酶分子置于毛细管中，毛细管中

充满反应底物，底物在酶的催化作用下生产能发荧光的产物，通过对产物荧光强

度的检测，就能检测出对应的单个碱性磷酸酶分子的催化活性。实验证明，在相

同的孵育温度下，不同的酶分子活性是不同的，活性最强的分子是活性最弱分子

活性的10倍。Edman等[47】通过测产物的荧光检测了单个辣根过氧化物酶分

子。他们将单个辣根过氧化物酶分子固定在玻片表面，加入底物二氢罗丹明6G，

底物在辣根过氧化物酶的催化下，被氧化为罗丹明6G，然后使用CLSM结合

APD检测产物罗丹明6(3的荧光。实验证明，在不同位置，罗丹明6G的荧光强

度是不同的，这说明不同的酶分子催化效率是不同的，这是因为它们的构象不同

造成的。很多酶的反应受产物释放的限制，不能用这种方法来检测。这种方法的

优点是不须考虑光漂白，因为可以产生荧光的产物分子不断生成，并且不断扩散

到激发光体积以外。

(3)测酶的荧光．Lu等f48】在1998年第一次研究了酶自身的荧光，通过

检测胆固醇氧化酶中发荧光的活性部位(FAD)发出荧光的变化，研究了酶的反

应。胆固醇氧化酶(E)包括一个活性部位FAD，FAD在它的还原态不发荧光，

但在它的氧化态发荧光，在催化反应中，FAD首先被胆固醇还原为FADH2，然



“l东人学耐|l。擘付论殳

后又被02氧化，产生H202．通过实时检测单个酶分子发出的荧光变化，就可监

测酶的催化反应速率(图1．9)。实验发现了酶分子的记忆现象，即酶分子的翻

转与前一次的翻转是有联系的，这是因为蛋白分子构象的缓慢波动造成的．Xie

研究的为酶活性的动力学混乱提供了有力的证据。

图l母胆崩酵氧化酶催化反应以及单个酶分子荧光强度随时间的变化图【481。

(4)因为生物分子一般不发荧光，所以在大多数酶的催化反应中，底物分

子、酶分子和产物分子都是不发荧光的，以上方法受到很大限制。这就需要对生

物分子进行荧光标记。而分子间的荧光共振能量转移特别适合用来研究酶分子和

底物的结合和分离。和分子内的FRET不同，分子蚓的FRET是将荧光共振能量

转移对的供体和受体标记在两个不同的分子上，当两个荧光标记的分子结合时，

供体和受体之问距离近，能量转移效率大，供体荧光强度小，受体荧光强度大．

当两个荧光标记的分子分离时，供体和受体之间距离变大，能量转移效率小，供

体荧光强度大，而受体荧光强度小。因此，通过监测供体和受体荧光强度的变化，

就可推知催化反应的状态及酶的催化机理。Ha等【49]用分子问spFRET研究了

葡萄球菌核酶(SNase)的催化。SNase是一种催化DNA或RNA水解成单核苷

酸或二核营酸的酶。他们将SNase的衍生物D40G标记上TMR。底物DNA标记

上Cy5，然后固定在玻璃表面上．酶和底物结合时，能量转移效率大，供体荧光

强度小，受体荧光强度大．酶和底物分离时，供体荧光强度大，受体荧光强度小。

通过监测能量转移效率的变化就可直接观测到酶和底物结合、分离的时『自J轨道曲

奢善导Ii。孟
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线。受体持续发光的时间，或者结合时间用T。。表示。将Cy5分别标记在57端

和37端。在多次spFRET事件中得出T。。的柱状图，计算出-。。的平均值分别

为257微秒和110微秒。用SNase的衍生物D21Y作同样的时间，则对于

5CCy5DNA和3CCy5DNA来说，T。。的平均值相差极小，分别为169微秒和

162微秒。因为D21Y对DNA的水解不起催化作用，说明5J-Cy5DNA和

3CCy5DNA与酶的结合时间不同，是因为酶在催化过程中从3t到5t的方向将DNA

劈开的。

在对DNA解螺旋酶的研究中，可将荧光共振能量转移对的供体和受体分别

标记在DNA分子的两条链上【50】，当DNA解螺旋酶进行催化作用时，DAN两

条链解旋，供体和受体分离，能量转移效率降低，供体荧光强度大，而受体荧光

强度小。当DNA解螺旋酶没有催化功能时，供体和受体距离近，能量转移效率

高，供体荧光强度小，而受体荧光强度大。因此，通过监测荧光能量转移效率的

变化，就可推断酶的催化状态。实验证明，当酶分子浓度低时，荧光能量转移效

率高，说明酶不起催化作用。增大酶的浓度。荧光能量转移效率降低，酶起催化

作用。这说明当酶的浓度增大时，酶单体再要与其它的酶单体分子结合，酶的构

象发生了变化，酶的功能也发生了变化，由原来的不具催化作用变为具有催化作

用。

FRET虽然在研究酶动力学中发挥重要作用，但是也有缺点：在选择荧光染

料分子时，荧光染料分子不能干扰酶的反应；染料分子的光漂白也限制了时间轨

迹的长度。

1．2．4特定序列核酸的单分子检测

DNA序列的检测在基因工程、法医学、药物研究等领域有非常重要的作用，

为了提高检测的灵敏度，常在检测前利用聚合酶链反应(PCR)将目标物质浓度

增大，但是这种方法会因为引入杂质、放大效率的变化和其它一些原因造成检测

结果的不准确[sq。近年来，单分子检测技术的发展为核酸的序列鉴定提供了

一种有力的手段。在单分子水平上对特定序列的核酸进行检测，一般是将被检测

的核酸标记上一种荧光染料分子，而用与特定序列的核酸互补的、标记了另外一

种波长的荧光染料的寡核苷酸作探针，当被检测的核酸有要检测特定序列时，被
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检测核酸和探针分子结合，两种不同波长的荧光染料分子就会在同一位置被检测

到，或同时被检测到．特定序列核酸的单分子检测主要有以下几种检铡方法。

1．被检测核酸标记上一种荧光染料，固定在玻片表面，然后加入荧光探针，

探针分子中有与特定序列互补的序列，如果被检测核酸中有要检测的特定序列，

探针分子和被检测核酸分子结合，用CCD成像时，两种不同波长的荧光染料分

子回出现在同一位置。Trabesinger等人【52】用这种方法检测特定序列的DNA，

证明这种方法有很好的识别率。他们将目标DNA标记上TMR，固定在玻片表面，

然后加入Cy5标记的探针分子，分别用波长为514 nm和630 nln的激光激发，

在514 nln激光激发下，在ICCD上对TMR单分子成像，再在630 nnl的激光激

发下，在ICCD上对Cy5单分子成像，如果两个检测渠道的单分子图像出现在同

～个位置，证明探针分子和被检测核酸结合，被检测核酸中有要检测的特定序列。

2．对溶液中的DNA分子进行检测，可选用两种寡核苷酸作探针分子[53，54]。

这两种探针分子在不同的位置与目标DNA的特定序列互补，它们分别标记上不

同波长的芡咒染料分子。当将这两种探针分子与含有目标DNA的样品混合时，

它们分别在自己的结合位置和同一个目标DNA分子结合，然后用两种不同波长

的激光同时激发，用两个APD在两个不同波长的检测通道上同时检测。因为两

种标有不同波长荧光染料分子的探针结合在同一个目标DNA分子上，所以它们

的信号是同时出现的．如果样品中没有目标DNA，得到的游离的两种不同波长

的信号之间是不相关的(图1-10)．

一r、脚
、、 ．—／
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图1．10 A．xX探fl"检测溶液中核酸序列示意图；B．光子爆发示意图【54】。

虚线上下的光子爆发是在两个检测通道上同时进行的．表明有待测序列核酸。

16
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3．电子转移荧光猝灭．Tyagi等【55】介绍了一种通过使荧光强度增强而说

明有特定序列核酸的探针，这种探针是一种具有茎环结构的单链DNA，其中环

的结构足～段和日标DNA的特定序列互补的核苷酸，茎足由两段互补的寡核苷

酸结合而成，茎的核苷酸序列与目标DNA的特定序列无关。茎的一条链的端部

为鸟苷酸，另一条链的端部标记上荧光分子JA242，当茎的两条链结合时，鸟苷

酸和JA242之间距离近，发生从JA242到鸟苷酸的电子转移，使JA242发生电

子转移荧光猝灭。当探针的环部与目标DNA分子的特定序列结合时，环状结构

被迫打开，JA242和鸟苷酸分离，不再发生从JA242到鸟苷酸的电子转移，因此，

JA242的荧光强度增大，荧光寿命延长。Knemeyer等人【56】利用电子转移荧光

猝灭法在单分子水平上对特定的DNA序列进行了检测。在实验中，通过检测荧

光分子JA242的光予爆发强度，爆发时间及荧光寿命，可判断探针分子是否和具

有特定序列的DNA分子结合。

4．在检测核酸序列时，缩氨酸核酸(PNA)经常替代DNA做为探针分子使

用【57】。和DNA相比，在PNA中，DNA分子中的脱氧核糖磷酸盐被同样结构

的氨基乙酸骨架所代替(图1．1l左图)，PNA与目标DNA的结合更紧密。Carlsson

【58】利用PNA作探针分子检测了单核苷酸。

A B

图1-11 A．PNA和DNA结构的比较图：B．发夹形的PNA分子和DNA分子形成三聚物的示

意图f59】．

Castro等【59】使用发夹形的PNA分子标记上荧光染料做探针，与含有特定序列

的目标DNA分子结合，形成三聚物(图1-11右图)。在目标DNA分子上内嵌
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另外波长的荧光染料。在激光激发下，双通道检测，如果两个通道的光子爆发是

同时的，说明探针分子和被检测DNA分子结合。这种方法还有两个优点，一是

PNA可直接和双链DNA结合，不需要将DNA变性，使检测时间缩短。再就是

内嵌染料荧光强度和DNA分子的长度成正比【60]，还可以对DNA进行定量检

测。

5．将含有和日标DNA的特定序列互补的序列的-,b段寡核苷酸做引物，同

时在溶液中加入聚合酶和荧光标记的游离的核苷酸，引物和目标DNA结合后，

在聚合酶的催化作用下，荧光标记的游离的核苷酸和被检测的DNA单链结合形

成双链的DNA分子，而生成的DNA分子上带有大量的荧光染料分子。它的光

子爆发强度比游离的核苷酸的光子爆发强度大得多。因此，强的光子爆发代表着

样品中的DNA分子有要检测的特定序列(图1-12)。
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图1．12 A．样品的准备过程：B．光子爆发．

上图中强的光子爆发说明有被检测的序列通过激发区域。下幽说明没有被检测的序列【S9]。

1．2。s马达蛋白的运动

Kinesin是一种马达蛋白，它沿微管传送不同的细胞器官。用单分子荧光研

究肌肉马达蛋白的主要是Yanagida：i,tll【6l】。他们在Kinesin蛋白的尾部进行无

损荧光标记后加到微管上，微管在ATP存在下吸附到玻璃片表面上，用全内反

射荧光显微镜观测了单个Kinesin分子沿微管的运动。
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肌浆球蛋白负责肌肉收缩运动，也已在单分子水平上进行了研究。对这种马

达蛋白的研究也其始于Yanagida小组【62]，他们用玻璃微针测量了单个肌浆球

蛋白分子在肌动蛋白细丝上的运动。

1．2．6离子通道

离子通道控制离子通过细胞膜，产生离子梯度，这种离子梯度是神经和肌

肉产生兴奋的原因。在离子通道标记上一个荧光强度与离子流量有关的探针分

子，就可以对离子通道成像，并监测离子的流量。1995年，Yanagida小组【63】用

这种方法在人工双分子膜上同时得到离子通道的荧光图像和离子的流量变化，并

测出了离子通道的布朗运动(图1-13)。2001年，Harms等人[64】在单分子水

平上观测了活细胞上L型Ca2+通道。他们将黄荧光蛋白融合并在人细胞的离子

通道上表达，通过荧光强度的变化，对细胞膜上L型Ca2+通道成像，并对离子

通道埋入细胞膜的位置进行了定位，他们还观测到L型Ca2+通道在细胞膜上运

动，易于形成大的聚合体。2000年，Schutz等【65】将cy5标记的HgTXI连接

到淋巴细胞的K+通道上，在活细胞中测到了单个离子通道的三维图象。离子通

道在三维方向的定位精度都达到了40 am。他们通过对离子通道的成像计算出了

细胞膜上离子通道的密度，并观测到了它的运动。人们希望能用FRET研究离子

通道的构象变化，同时用第三个荧光探针分子来监测离子的流量，这比较困难．

因为直角标记两个荧光探针分子就很困难，第三个荧光探针分子的引入需要蛋白

质化学的进一步发展。

图l—13离子通道的荧光图象(左)和它的布朗运动【63】．

I．2．7细胞信号转导

在人体内部，各种功能的运行，都离不开细胞与细胞间的信号联系，在大多

19
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数情况下，这种联系是依赖化学分子即胞间信号分子来实现的。这种通过化学信

号分子而实现对细胞的调节及其作用过程称为细胞信号转导。Sako等【66]用

1rIRFM检测了A431癌细胞细胞膜上表皮生长因子(EGF)和受体(EGFR)的

二聚反应。在EGF分子上标记Cy3荧光分子，观测了单个EGF-Cy3分子的荧光

点在细胞膜表面的扩散，少数情况下，两个点在细胞膜上运动到一起，多数情况

下，是一个荧光点的强度突然增大一倍，然后分两步减弱，这表明EGRR的二

聚是在结合第二个EGF分子之前进行的。并且通过加入EGF．Cy3和EGF-Cy5

的混合物，用spFRET研究了在细胞膜上单个EGF．EGFR分子的构象变化，还

研究了EGF．EGFR分子的自磷酸化反应。后来，他们又检测了细胞膜上神经生

长因子(NGF)和受体(NGFR)的二聚反应【671。神经生长因子和细胞膜表面

的受体的结合导致神经突长出。这个结果对认识二聚机理以及神经生长因子受体

的活化作用非常重要．Lidke等【68】用激光扫描共聚焦显微镜和细胞流式仪研

究了在跨膜受体酪氨酸激酶家族的介导作用下，上表皮生长因子(EGF)的内吞。

酪氨酸激酶家族包括erbBl、erbB2、erbB3和erbB4。这些跨膜蛋白发动了很多

细胞信号的转导。将酪氨酸激酶与荧光蛋白融合，上表皮生长因子标记上单个量

子点，对酪氨酸激酶介导的信号成像，发现了以前未报导的内吞机制，EGF与

erbBl结合后是倒退进入细胞。Ueda等【69】在单分子水平上检测了细胞中的趋

药性信号。他们在一磷酸腺苷上标记～个Cy3分子，然后和它们的细胞膜表面

受体结合，实验发现受体在细胞膜表面分布均匀，并且运动很快。Nie【70】将转

铁蛋白分子标记上量子点，转铁蛋白分子和细胞表面的受体结合，通过内吞进入

细胞内部，观测了转铁蛋白在细胞内的分布．

1．2．8单分子计数

单分子计数是通过对单位体积溶液中的分子数目进行清点、统计，来检测溶

液浓度。迄今为止，单分子计数主要是在毛细管中进行，利用毛细管电泳使被检

测分子分离，当分子通过激光激发区域时，分子信号被检测器检测到，在一段时

间内，对检测到的分子进行统计，分子数目与溶液浓度成正比，可作出分子数日

与溶液浓度的标准曲线，从而对溶液浓度进行检测。A．rlazawa等【71]通过毛细

管电泳结合CCD成像检测了13．肌动蛋白DNA溶液。将13．肌动蛋白DNA标上
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YOYO．1荧光分子，然后使溶液通过一个方形的毛细管，使用落射荧光显微镜对

溶液进行检测。激光通过两个透镜后形成一个水平的薄层，激光在溶液中形成一

长、宽均为75 Ilm，高为10 Ilm的检测区域(图1．14左图)，DNA分子通过

激发区域，发出荧光，使用CCD对分子成像。实验证明，溶液中产生荧光的杂

质移动速率分布较宽，而B．肌动蛋白DNA的电泳速率主要分布在3242像素，

祯之间，只对这一速率问的分子计数，消除了杂质荧光的干扰。对溶液检测了

10 min，得3500张照片，统计到的分子数目与溶液浓度有良好的线形关系(图

1．14右图)。检测范围达4个数量级，检测浓度最低为3X 1015mollL．

A B

图1．14A．毛细管电泳榆测8．肌动蛋向DNA溶液的装置示意图．B．检测B-肌动蛋白DNA

溶液所得的标准曲线【71】。

．Fistcr等f72]利用芯片和激光扫描共聚焦显微镜检测罗丹明6G的溶液，

当罗丹明6G分子进入激光激发区域时，用APD检测单个罗丹明6G分子的光子

爆发。使用不同浓度的溶液，统计一秒内经过激发区域的分子数目，得到分子数

随溶液浓度的变化曲线，它们有良好的线性关系(图1．15左图)。因为芯片有很

高的分离效率，他们还实验了对两种分子的分离和计数。将罗丹明6G分子和罗

丹明B分子同时加入溶液，因为这两种分子的迁移速率不同，可利用芯片将它

们分离，并对两种分子分别计数(图l-15右图)。
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图1．15 A刑用芯片检测罗丹明6G的溶液的工作曲线；B．检测罗丹明6G剽罗丹明B的混合

溶液的光子爆发【721。

Chen等人f73]用激光诱导荧光结合毛细管电泳检测了藻红蛋白溶液。通过

向毛细管中注入不同数量的分子，检测单个分子的光子爆发并对单分子计数，计

算出检测效率为50％。对检测结果的误差进行了分析，说明检测分子数目的误

差主要是由分子波动噪音造成的。因为在样品中只含有很少量的分子，对Y tool

的分子的分析总是有很低的精确度。分子数目的波动是造成分析误差的基本原

因，只有增加分析的分子数目，才能减少这种误差。他们还用同样方法检测了碱

性磷酸酶[741，溶液体积较大但浓度很小，实验结果表明检测仍受到分予波动噪

音的影响。

单分子计数除了在毛细管中进行外，还可以将溶液形成薄膜，然后利用激光

共聚焦扫描显微镜或全内反射荧光显微镜对薄膜上的分子计数。Loseher等人

【75】将抗原分子固定在盖玻片表面，检测了抗原的浓度。他们先利用

Langmuir-Blodgett技术在盏玻片上形成肉桂酸．三甲基甲硅烷乙醚纤维素

(CTMSC)的薄膜，再用Lemieux氧化法将表面的CTMSC的肉桂酸集团转变

为羰基集团，通过氨基反应产生的亚氨基将抗体共价结合。准备好的薄层用来捕

获抗原并特异结合上荧光标记的二级抗体。通过形成夹心复合物的方法在玻片表

面固定上结合了荧光分子的抗原分子。利用激光扫描共聚焦显微镜对玻片表面的

抗原分子进行扫描，并使用APD收集光子爆发的信号。实验结果表明，当抗原

浓度大于1045mol／L时，光子爆发的强度与溶液浓度成J下比，可以通过对光子计

一基2翌af{80-墨5§
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数来检测溶液的浓度。当抗原浓度小于或等于10-15moFL时，光子爆发的强度与

溶液浓度没有关系，这说明在浓度较小时，光子爆发是由单个分子产生的。这时，

可通过对单分子计数来检测溶液浓度，最低可检测到溶液的浓度为10"17mol／L，

在这个浓度下，找到一个分予需2分钟．Hanley铎【76】利用基底退出技术将罗

丹明6G的溶液在石英基底形成薄膜，使用落射荧光显微镜和CCD对薄膜上的

单个罗丹明6G分子成像，并对荧光点计数。根据溶剂的表面张力、基底退出的

速率等可计算出膜的厚度，再根据膜的厚度和溶液浓度和计算出膜上单分子密度

的理论值，浓度较低时，检测到的荧光点数目和理论推导的结果基本一致。溶液

浓度较高时，会发生分子的重叠现象，使检测到的荧光点的数目偏少，在这种情

况下，可通过泊松分布统计模型进行校正．实验结果表明，这种方法具有很高的

检测率(96％)。Schultz【77】利用PRPs在单分子水平上进行了免疫分析．PRPs

是一种能发荧光的微粒，大小为纳米级别。他们在玻片上加生物素连接的BSA

来捕获抗体分子，然后加入各种浓度的GAB抗体溶液，最后在加标记了PRPs

的RAG溶液，RAG与GAB结合后，通过清点PRPs的总数，来检测GAB溶液

的浓度，实验结果表明，PRPs的数目与GAB溶液的浓度有良好的线性关系，线

性范围有4个数量级(图1-16)。
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图1．16通过清点PRPs数目检测GAB溶液的浓度的工作曲线【771．

Fang等【78】利用光纤的隐失波探测了罗丹明6G的溶液。荧光信号用ICCD

收集，他们检测到了单个罗丹明6G分子，并发现检澳4到的单分子的数目与溶液

浓度有良好的线性关系。将溶液中被检测的分子上同时标记上两种不同波长的荧

光染料分子，当被检测分子进入激光激发区域，荧光分子被激发时．可在两个不
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光染料分子，当被检测分子进入激光激发区域，荧光分子被激发时。可在两个不

同的检测通道上同时检测到两种不同波长的荧光染料分子的信号。因此，如果在

不同的检测通道上同时检测到两种不同波长的光子爆发，说明有一个被检测分子

通过激发区域。可通过对单分子在两个不同的检测通道上同时产生的光予爆发进

行计数，来检测溶液的浓度。这种检测一般使用激光扫描共聚焦显微镜，检测器

为APD。这种方法的优点是将分子标记后，不须将游离的荧光染料分子进行分

离。即可对溶液进行检测。因为激光激发体积很小，当溶液浓度很小时，两个分

子同时进入激光激发区域的机会非常小，如果同时检测到不同波长的光予爆发，

只能是标记了两种不同波长的荧光染料分子的被检测分子进入了检测区域，而不

是两个不同波长的荧光染料分子同时进入．检测区域。Li等人【79]利用这种方法

检测了DNA的溶液。在一个DNA分子上同时标记了一个罗月．明G分子(最大

发射波长为532 rim)和一个Alexa 647分子(最大发射波长为666 rim)，用波长

为488 nnel的氩离子激光和波长为633 nm的氦氖激光同时激发，用两个APD在

两个检测通逆t．司时检测光子爆发。图为50 pM的DNA溶液的光予爆发，两个

通道同时产生的光子爆发用星号标出。通过对不同浓度的DNA溶液进行检测，

对它们在不同的检测通道上同时产生的光子爆发进行计数，可看出同时产生的光

子爆发数目与溶液浓度有良好的线形关系，检测范围有3个数量级。用这种方法

检测的DNA溶液的浓度可低达50 fM。实验说明了双标记检测法有很高的灵敏

度，并且特别适于对生物分子的聚合物的检测。2004年，他们又用这种方法检

测了G蛋白溶液和HSVI病毒溶液【80]。通过G蛋自与IgG的结合，在一个G

蛋白分子上同时标记上Alexa 488和Alexa 647两种荧光染料分子，通过对不同

的检测通道上同时产生的光子爆发进行计数，可检测G蛋白溶液的浓度。对于

HSVl病毒溶液，是通过HSVI病毒和单克隆抗体LP2的结合，在一个HSVI病

毒上同时标记上Alexa 488和Alexa 647两种荧光染料分子，检测方法与检测G

蛋白溶液的方法相同(图I-17)．
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图l一17 A．双标记双通道检测溶液的示意图；B．DNA溶液的工作曲线：c．G蛋白溶液的

工作曲线；D．HSVI病毒溶液的工作曲线【80】。

1．3展望

近十多年来，单分子检测技术进展十分迅速，但由于其历史较短，目前

仍有许多问题需要进一步发展。在仪器方面需要高量子产率、低噪声、快速

读数的检测器。在检测时间上向微秒以至纳秒甚至皮秒延伸，了解更加快速

的过程。进一步发展构像化学，能够进行多个荧光探针的特定部位的标记．

还应该发展新型的荧光探针分子[8l】，如半导体纳晶或半导体量子点，与

传统荧光团(有机染料)相比，它们具有窄的、可调的、对称的发射光谱，

高的发光亮度和光化学稳定性。对生命过程的研究应向细胞质甚至细胞核内

延伸。现在，单分子检测的研究正以很快的速度向前发展，并在许多学科领

域发挥着越来越大的作用。
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第二章全内反射单分子荧光法检测溶液中的抗体

2．I引言

全内反射荧光显微术是当今世界上最具前途的新型生物光学显微技术之一，

利用仝内反射产生的隐失场来照射样品，使在百纳米级厚的光学薄层内的荧光团

受到激发，而范围外的荧光团不受影响。所以全内反射荧光显微术具有其他成像

方法无法比拟的高的信噪比，并且细胞的光损伤和光漂白也很小【l】。全内反射

的成像原理是光在折射率较大的介质中传输，如果它以大于临界角的角度入射到

另一个折射率较小的介质上，光就会发生全反射。临界角依赖两种介质的相对折

射率。细胞在玻璃盖玻片上或高折射率的介质上生长，激光光束由棱镜或物镜耦

合进盖玻片。如果光束以大于临界角的角度入射到液体介质中，光束会全部反射

回玻璃中。根据经典几何光学原理，光发生全反射，光会在玻璃界面上完全反射

而不进入液体溶液中，那么，它不会对细胞进行照明。而实际上，光具有波粒二

相性，由于波动效应，仍然会有--+部分能量穿透到液体介质中，这就是所谓的

隐失波(evanescent wave)，在“近场”情况下，光沿平行界面传播。这种“遂

穿效应”可以通过绝缘介质表面的电磁场麦克斯韦方程组来解出。隐失波的光强

度厶在光疏介质中随界面距离z按(2．1)式以指数关系衰减。

1：=，o exp卜∥d，】
’

(2—1)

dp=2／4,删l Isi．2儡-(n2／％)2(2-2)

式中而为逝波在界面的入射光强度，而，厶与巩有关。卫是入射光的波长，

d沩透射深度，它等于界面处光强度衰减到10／e时离界面的距离，以(2—2)式

表示。西随A、岛及n2／nl值的增加而增大。廓一般小于200 nln，对于可见光约

为100ILrfl。
‘

全内反射荧光显微术正以其独特的优势成为研究细胞表面科学最有前途的

光学成像技术。这一技术已被广泛用于实时观察单个肌球蛋白分子的运动【2】、

单个蛋白分子对之间的荧光共振能量转移(FRET)【3】，ATP酶的翻转【4】，聚

合物中单个分子的结构变化及等离子体膜附近的神经分泌的颗粒运动【5】等方

面。但是TIRFM不可能做到深度层析成像。它可以和其它的显微术，例如明场



山东大学硕士学位论文

图2-1全内反射荧光原理

显微术、荧光显微术、共聚焦显微术、原子力显微术和荧光寿命成像显微术等结

合起来，达到特殊要求的成像效果。

本文使用全内反射荧光显微镜对单个羊抗鼠IgG(H十L)分子成像，具有非

常高的灵敏度，通过单分子计数，可对1×10。1 mol／L--4×1 o．10mol／L之间的溶液

浓度进行测定，比文献中类似方法的检测减少了2个数量级【6】。

2．2实验部分

2．2．1仪器

全内反射荧光显微镜系统(Olympus Optical Co．Ltd，Tokyo，Japan)，主要

包括倒置荧光显微镜(OlympuslX91)，卤素灯(Olympus LG．PS2)，倒置荧光显

微镜控制单元(OlympusIX2．UCB)，multi．Ar激光器(Melles Griot，America)，

ICCD(Image-intensified charge·coupled device，Cascade，512B，America)精密

净化交流稳压电源(中川电气科技有限公司，上海)：精密光学隔振平台(上海

亿奥信息光学科技有限公司，上海)；超声清洗机(Branson200型，中美合资必

能信超有限公司，上海)。

2．2．2材料与试剂

Alexa488标记的羊抗鼠IgG(H+L)(AlexaFluor 488 goat anti—rat lgG(H+L)，

2me／mE，分子量，148000。)(Molecularprobe，Eugene，OR，USAh丙酮(分

析纯，天津市富字精细化工有限公司，天津)；乙醇(分析纯，天津市鑫达医药
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化工试剂有限公司，天津)；NaCI(分析纯，天津市塘沽化学试剂厂，天津)；

Na2HP04·12H20(分析纯，汕头市化学试剂厂，汕头)；NaH2P04"2H20(分析

纯，西安化学试剂厂，西安)；混合纤维素酯微孔滤膜(孔径0．22 gm，上海兴

亚净化材料厂，上海)，盖玻片(厚度O．17咖，Cole-parmer，VernonHills，111．，
USA)。

PBS(pH=7．4，含O．15 mol l的NaCI，7．6xl矿moi l的Na2I-IP04，2．4×104

moFL的NaH2P04)：称取NaCl 1．709，Na2HPO,·12H20 O．516 g，NaI-12P04·2H20

O．087 g溶于水中，然后定容于200 ml的容量瓶中，现用现配。

除注明外，溶液均用亚沸蒸馏水配制

2．2．3实验方法

2．2．3．1盖玻片的洗涤方法

将盖玻片依次在30％沈涤液中l h，蒸馏水中5 min，丙酮中15 min，蒸馏

水中5 min。l moFLKOH中15 rain，乙醇中15 min，1 moFLKOH中15 min，

蒸馏水中15 min进行超声处理，每两步间都要用蒸馏水冲洗。

2⋯2 3 2全内反射检测单分子

在物镜上面滴加一滴镜油，将盖玻片放在物镜上面，使盖玻片未进行光漂白

部分正对物镜中心，打开ICCD，根据盏玻片在ICCD上的成像调焦。焦距调好

后，移动盖玻片，使盖玻片进行光漂白部分正对物镜中心，然后往盖玻片上滴加

溶液，利用溶液在ICCD上的成像精确调好焦距．旋动手柄，调节激光入射角度，

达到全反射状态。

2．2．3．3全反射状态的调节

在滤波片和物镜之间放一张半透明的纸，入射光和反射光在纸上形成两个光

斑，分别为光斑l和光斑2。当激光未达到全反射状态时，折射光和反射光的强

度和等于入射光的强度。因为这时反射光的强度还比较弱，所以光斑2亮度也比

较小(图2-2A图)。当达到全反射状态时，激光完全被反射回来，这时，光斑2

亮度最强，两个光斑之间的距离最远(图2．2B图)．在实验中，≯节激光的入
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射角度，当观测刭光斑2亮度最强时，即达到了全反射状态。

A

B

图2-2判断全反射状态的示意图

A图为未达到全反射状态；B图为全反射状态。

2．3结果和讨论

2．3．1背景荧光的去除

2．3．I．I单分子信号与杂质荧光的区分方法
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要检测到单个分子，就是在一定的背景之上检测到单分子的信号。检测单分

子的关键，与其说是要提高单分子信号的强度，不如说是要尽可能减小背景噪声。

在单分子检测中，噪声主要来自于激光的瑞利、拉曼散射，杂质荧光，光学元件

荧光和检测器噪声等。

杂质荧光的主要来源是缓冲溶液和盖玻片，在激光的激发下，缓冲溶液和盖

玻片除了能产生一定强度的荧光外，还会产生一些光斑。这些光斑主要是由盖玻

片表面的颗粒杂质、缓冲溶液中不溶的杂质以及蛋白试剂中的杂质造成的。用不

同波长的激光激发，使用不同的滤波片对盖玻片成像，证明了盖玻片的荧光光谱

范围很宽。用波长为488 nnl的激光激发，在发射波长为510．550姗之间收集荧

光，用落射荧光显微镜结合ICCD对盖玻片成像(图2．3A)．然后保持检测区域不

变，再使用波长为543 nm的激光激发，收集发射波长大于580 nm的荧光，用落

射荧光显微镜结合ICCD对盖玻片成像(图2-3B)。将2儿的PBS缓冲溶液滴在

盖玻片上，待水挥发后，缓冲溶液中的杂质沉积在盖玻片表面。杂质的沉积区域

为一半径大约为1 mm的圆形，使用波长为488 nm的激光激发，在发射波长为

510．550 am之间收集荧光，用全内反射荧光显微镜结合ICCD成像(图2-3C)。

然后保持检测区域不变，再使用波长为543 nm的激光激发，收集发射波长大于

580 nm的荧光．用全内反射荧光显微镜结合ICCD成像(图2-3D)．从以上四图

可以看出，对于缓冲溶液和盖玻片，使用不同波长激光激发，在不同的发射波长

范围内收集荧光，均可得到它们的图像，都能检测到背景荧光。将2此浓度为

l x 1001 mol／LAlexa488标}己的羊抗鼠IgG ffI+L)的PBS缓冲溶液滴在盖玻片上，

使用波长为488 11111的激光激发，在发射波长为510．550 nm之间收集荧光，用全

内反射荧光显微镜结合ICCD成像，得到了单个蛋白分子的图像(图2-3E)。然后

保持检测区域不变，再使用波长为543 nm的激光激发，收集发射波长大于580 nm

的荧光，用全内反射荧光显微镜结合ICCD成像，没有得到蛋白分子图像(图

2-3F)。以上实验表明，大多数杂质荧光的荧光光谱范围较宽，使用不同波长的

激光激发，在波长很宽的光谱范围内都能检测到杂质产生的荧光。而荧光染料分

子的荧光光谱范围很窄(Alex 488的荧光光谱见图2-4)。它们的荧光只能在适宜

的波长激光的激发下，在适宜的波长范围内检测到。这是区分单分子信号与杂质

荧光的重要手段。

37
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图2-3缓冲溶液、盖玻片和羊抗鼠IgG∞+吩子用不同波长激光和滤波片的成像(标尺，
20埘吡)

A．盖玻片落射图像。激光波长为488 nm，功率为4 mW，使用60X物镜，分光镜505，

发射滤波片BA510-550，像素为512×512，ICCD曝光时问为100 1115，阈值为680--1050

B．盖玻片落射图像。激光波长为543砌，功率为l mW，分光镜565，发射滤波片BASS01F，

3窖
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其它条件同图2-3A：C．2儿缓冲溶液挥发后全内反射图像．激光功率为2．4 mW，其它条

件同图2-3A=D．2 ttL缓冲溶液挥发后全内反射图像．条件同图2-3B；E．2 ttL Alexa488

标记的羊抗鼠IgG(H+L)的PBS缓冲溶液全内反射图像，条件同图2-3C=E 2皿Alexa488

标记的羊抗鼠lgG(H+L)的PBS缓冲溶液全内反射图像，条件同图2-3D·
、

350 400 450 500 550 600 650

Wavelength(hi)

图2-4 Alexa488的荧光光谱图

2⋯31 2缓冲溶液的过滤

将3止缓冲溶液滴在盏玻片上，用波长为488 nnl的激光激发，并使用全内

反射荧光显微镜对缓冲溶液成像(图2-5 A)。从图2-5 A可以看出，缓冲溶液

中的杂质颗粒荧光为点状，会给单分子的成像形成干扰。为降低这些颗粒杂质产

生的背景荧光，将缓冲溶液过滤。使用孔径为0．22 pin混合纤维素酯微孔滤膜过

滤两遍，将过滤后的缓冲溶液再用以上方法成像(图2-5B)。由图2—5可看出，

缓冲溶液过滤后所产生的点状背景荧光明显减少。我们还对过滤前后的缓冲溶液

的荧光强度进行了测量，结果见表2-l。过滤后，缓冲溶液的平均荧光强度和最

大荧光强度分别从682、978下降到493、759，分别降低12．5％和220·所以，

对缓冲溶液进行过滤，是降低背景噪声的一个重要手段。在以后蛋白溶液的配制

中，对于缓冲溶液均过滤两遍后再进行使用。

coIss一吞m。l_19。∞e宝C

墨一dJQsq《
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A B

图2-5缓冲溶液过滤前后图像比较。(标尺，20 tan)

A．过滤前缓冲溶液全内反射图像；B．过滤后缓冲溶液全内反射图像。条件同图2．3c。

表2-1缓冲溶液过滤前后荧光强度的变化表．

2⋯3I 3缓冲溶液的预漂白

用作激发光的强紫外光辐射，有时甚至是可见光辐射，可引起某些荧光化合

物发生光化学变化而受到破坏，结果使得荧光强度的测量信号随着光照的时间而

逐渐下降阴，这种现象叫做光漂白。预漂白是降低背景荧光的重要手段，在配

制溶液前，将缓冲溶液预先用强激光照射，使其中的荧光物质发生光漂白，可大

大降低溶液的背景噪声。将缓冲溶液用4 mW的激光照射，每隔一分钟测一次缓

冲溶液的荧光强度，得到缓冲溶液的荧光强度在强激光照射下随时间的变化曲线

(图2—6)。由图2-6可知，缓冲溶液漂白8分钟后，平均荧光强度下降21％，并

随时间延长基本不再变化。漂白10分钟后，最大荧光强度下降27％，并随时间

延长基本不再变化。在以后的实验中，我们将缓冲溶液漂白lO分钟后再用来配

制溶液。
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图2-6缓冲溶液漂白曲线．

A．缓冲溶液荧光强度随时闽的变化曲线；B．缓冲溶液相对荧光强度随时问的变化曲线．

使用10x物镜，激光波长为488 11111，功率为4 mW。(fF5)

2．3．1．4盏玻片的预漂自

在向盖玻片上滴加溶液之静，将盖玻片用强激光照射一段时间，可使盖玻片

造成的背景荧光明显降低。盏玻片在4 raW的激光照射下，荧光强度的变化见图

2-7。从图2—7可以看出，漂白7分钟时，盖玻片的平均荧光强度下降30％，漂

4I

毒∞c93

uf皿^I荟aJ
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白8分钟时，盖玻片的最大荧光强度下降35％。图2—8为盏玻片漂白前后的荧光

t(min)

A

t(min)

B

图2-7盖玻片漂白曲线．

A，盏玻片荧光强度随时间的变化曲线；B．盖玻片相对荧光强度随时问的变化曲线。实验

条件同图2-6．

誊竹co_c—m￡_娜一mc
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图2-8盖玻片漂白前后图像，实验条件同图2-3A。(标尺，20 fan)

成像，两图的阈值范围相同，由图可看出在漂白前，盖玻片上存在荧光点，漂自

8分钟以后，盖玻片上的荧光点全部漂白。在实验中，我们用10×物镜将盖玻片

漂白8分钟后，再在漂白处滴加溶液。

2．3．2全内反射单分子成像

2⋯3 2 l单分子检测中信噪比的计算方法

单分子检测是要在一定强度的背景之上能检测到单分子的信号，关键是提高

检铡灵敏度。在单分子成像中，通过选择最佳条件来获得高的信噪比。在单分子

检测中，信噪比的计算方法如下：对于一个像素为aXb的分子，选取宽度为a

Xb个像素的长方形，延长为长度是100个像素的直线区域，使该分子位于直线

上，并使直线上只有这一个分子．例如对于图2-9A中箭头所指分子，它所占的

像素为2X2，选取宽度为2个像素、长100个像素的直线区域(图2-9B)，然

后用软件Meta_,Morph做出这条直线的荧光分布图(图2-9C)。由图2-9C可以计

算出分子的强度为675，噪音为90，从而求出信噪比为7．5。用同样的方法可计

算出其它分子的信噪比。
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图2-9单分子检测中计算信噪比的方法．(标尺，10岫)

2．3．2．2激光功率的选择

荧光染料分子的荧光强度随着激光功率的增大而增大，同时，随着激光功率

的增大，激发光造成的瑞利散射等噪音也会变大。通过实验选择了适宜的激光功

率。将2止5×10-15 mol／L的羊抗鼠IgG(H+L)溶液滴在盖玻片上，待溶剂挥

发后，蛋白分子吸附在盖玻片表面，然后再在滴加蛋白溶液处滴加2此二次蒸

馏水，溶解掉缓冲溶液中结晶出的无机盐，使用不同功率的激光激发，用全内反

射对吸附在盖玻片表面的单个羊抗鼠IgG(H+L)分子成像，并测量了5个羊抗

鼠IgG(H+L)分子的荧光强度。单个羊抗鼠IgO(H+L)分子的荧光强度随激

光功率的变化曲线见图2．10，由图2．10可以看出，当激光功率较小时，随着激
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光功率的增大，单个分子的平均荧光强度增长幅度较大，当激光功率大于60％

时，随着激光功率的增大，单个分子的平均荧光强度变化不大．激光功率从60％

增大到100％时，单个分子的平均荧光强度从545增大到587，只增加了7．7％。

在以后的单分子检测中，我们选择60％的激光功率，即2．4kW，这样既可以使

分子有较大的荧光强度，而且信噪比也比较大。

G
主
=
宝
里

誊
o

laserpower(％)

图2一10羊抗鼠IgO(H+L)分子的荧光强度和噪音随激光功率的变化曲线图．

激光功率为0．04至4 kW。其它实验条件同图2．3E。(n_5)

2⋯3 23曝光时间的选择

将2儿浓度为5×1045 mol／L的羊抗鼠IgG的PBS缓冲溶液滴在盖玻片上，

待溶剂挥发后，蛋白分子吸附在盖玻片表面，然后再在滴加蛋白溶液处滴加2 I．tL

二次蒸馏水，溶解掉缓冲溶液中结晶出的无机盐，用全内反射对吸附在盖玻片表

面的单个羊抗鼠IgG分子成像。曝光时间选择10至800ins。所得图像见图2·11。

再求出每祯照片的分子的荧光强度和信噪比。重复5次以上实验，做出分子荧光

强度，噪音以及信噪比随曝光时间的变化曲线(图2-12)。由图2．12可以看出，

随着曝光时间的延长，蛋白分子的荧光强度越来越大，但噪音也越来越大。由图

2．11可以看出，曝光时间为10Ills时，只检测到了3个分予，信号较弱的分子还

没有被检测到，所以为了能得到单分子的荧光信号，应选择长的曝光时间，但随

着曝光时问的延长，信噪比基本是越来越小。所以为了能使单分子信号同背景噪
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音区分开，提高检测的灵敏度，应选择信噪比最大时的50 nlS。曝光时间为50 ms

时，随着曝光时间的延长，检测到的分子数目5个不再增加。但是在曝光时间

50 ms时，荧光点较暗，而曝光时间100 ms时，既有较大的信噪比，又有较强的

荧光分子的信号，因此在以后的实验中，为了保证所有的分子都能被检测到，并

且有较高的灵敏度，单分子成像的曝光时间均选择为100 ms。

图2-11 Alexa488标记的羊抗鼠IgG(H+L)分子在不同曝光时间条件下的图像。

曝光时间(ms)，A，10；B，50；C，100；D，2001 E，300；F，400；G，600；H，800；

像素为150x 150，其它条件同图2-3E．(标尺，10 Um)
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exposure time(ms)

A

t(ms)

B

图2·12A．荧光强度随曝光时问的变化图：B．信噪比随曝光时间的变化图。

2．3．2．4单分子成像

(fI=5)

对于单分子成像，选择的最佳条件是使用全内反射荧光显微镜，60X物镜，

激光波长为488nm，功率为2．4 kW，分光镜505，发射滤波片BA510．550，像

一6^mv

Ia>o二9Jo
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素为150X150，ICCD曝光时间为100ms。在此条件下，将2uL的PBS缓冲

溶液滴在盖玻片上，对缓冲溶液成像(图2-13A)，缓冲溶液和盖玻片的背景

荧光非常低。图2-13B是在最佳条件下，l×10’10 mol／L的溶液中单个羊抗鼠

IgG分子成像。从单分子图像中可以看出，每个单分子的亮度并不是相同的。

对139个分子的荧光强度进行统计，得到单分子荧光强度分布图(图2-14)。

A B

图2一13 A．缓冲溶液全内反射图像；B．单个羊抗鼠IgG(H+L)分子的全内反射图像。

像素为150X 150，其它实验条件同图2—3E。(标尺，10 mn)

700 750 800 850 900拍O 1000 1050

fluor器eenee inlensity

图2一14单分子荧光强度分布图。

从图2·14中可以看出，分子的荧光强度分布较宽，荧光强度从680到1040。造

成分子之间荧光强度不同的原因主要有以下几个：l、所用蛋白分子上标记的荧

48

为

∞
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光染料分子数目是不同的，每个蛋白分子上标记了2．8个荧光染料分子，平均每

个蛋白分子上有6个荧光染料分子．2、激光强度是不均匀的，造成不同位置的

激发光强度不同，不同位置的分子的荧光强度也不相同。图2-15A是PBS缓冲

溶液的图像，从图中可以看出，荧光强度从中心向四周逐渐变弱。B图是直线上

的荧光分布图，由此图也能看出荧光强度分布是不均匀的。

A

图2-15A．PBS缓冲溶液的图像；B．A图中直线上的荧光分布图．

实验条件同图2．13。

2．3．2．5单分子的证明

首先证明了图像中的亮点是要观测的蛋白分子而不是背景荧光。证明方法见

本篇论文2．3．1．1部分，即荧光染料分子只有在488 nm波长的激光激发下，用适

宜的滤波片成像，而背景荧光不仅在488 m波长的激光激发下，用适宜的滤波

片成像，还可在543 nm波长的激光激发下，使用其它的滤波片均成像。然后再

用两种方法可证明图像中的亮点为单个IgG(H+L)分子，而非多个分子聚合

体。第一种方法，用泊松方程(2．3式)计算出两个以上分子同时出现在检测体

积中的的几率非常小【8】。

嘏∞：掣 ‘2-3)

式中P(r’x)为在给定的范围内检测到r个分子的几率，x为理论上在给定范围

内分子的平均数目。根据实验结果统计，单个分子占据最大的像素为6，证明在

6×6像素中最多只有一个分子。使用台微尺定标，测出60×物镜时，每个像素
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尺寸大约为0．33岬，则计算出每个像素的面积为0．11 pm2，全内反射隐失场的

渗透深度大约为100 nm【9】，每个像素面积上的检测体积为1．1 X 10。17 L。使用浓

度为l X 10"10mol／L的溶液时，在6×6像素中平均含有分子的个数为1．1×10"17

×6X6X 1 X 10。10×6．02×1023印．025个．在6×6像素中同时存在2个分子的几

率为O．000，在此浓度下，绝大多数像素中没有分子。根据泊松方程计算出在不

同浓度下，多个分子重合的几率。结果列于表2—2。从表2—2可看出，在检

测所使用的浓度(1×10"¨mol／L--4X 1040mol／L)下，两个分子重合的几率非常

小，几乎为0，可保证在此浓度下，检测到的一个光点为单个羊抗鼠IgG(H+L)

分子。浓度继续增大，2个分析同时出现在检测体积中的几率变大，不能再保证

每个亮点为单个分子。

表2—2不同浓度溶液中，检测体积中同时出现不同分子数目的儿率。

第二种方法，检测到的单个亮点的数目与溶液浓度成正比，进一步说明每个亮点

为一个分子【61。检测结果见本论文2．3．3部分。

2．3．3全内反射单分子计数检测溶液浓度

因为在一定浓度范围内，用全内反射检测到的单分子的数目与溶液浓度成正

比，我们可以用这种方法检测溶液浓度。将3 pL浓度为l×10。1 mol／L的

Alexa488标记的羊抗鼠IgG(H+L)的PBS缓冲溶液滴在盖玻片上，用全内反射

荧光显微镜对溶液中的羊抗鼠IgG(H+L)单分子成像，任意选择10个位置照

相(图2-16)，使用软件MetaMorph对每张照片的单分子数目进行统计，然后计

算出平均值为6个。这个数值就是在这个浓度下，在选取的检测区域中所检测到

的单分子的平均数目。在相同的条件下，用同样的方法分别对浓度为l×lO。o
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mol／L，2x 10邶mol／L以及4×10"10mol／L的Alexa488标记的羊抗鼠培G(H+L)

的PBS缓冲溶液成像，通过每个浓度的溶液任取十个位置照像(图2-17)。

图2·16 Alexa488标记的羊抗鼠lgG(H+L)的分子图像。

浓度为I X 10州mol／L．实验条件同图2-13。(n=lO)
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图2—17 Alexa488标记的羊抗鼠[gG(H+L)的分子图像．

浓度(×10”moFL),A，1．0；B,2．0；C，4．0。其它实验条件同图2-13。(1F10)

对于每个浓度的溶液，均计算出每张照片所含的分子数目。在选取的检测区域中

所检测到的单分子的平均数目分别为12个、16个和32个．每个浓度下测得的

分子数目，相对标准偏差以及理论相对标准偏差列于表2．3。从不同浓度的溶液

获取的图像的单分子平均数目与溶液浓度有良好的线性关系(图2-18)。线性范

围为l X 10"11 mol／I．t-4×10～omol／L．相关系数为0．995。

表2-3单分子计数的相对标准偏差和理论相对标准偏差的比较

·根据文献【10】算出．
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Z

幽2-18羊抗鼠IgG(H+L)溶液的标准曲线图

2．4结论

通过小心地去除缓冲溶液、盖玻片等造成的荧光背景，采用全内反射的隐失

场激发，减小激发体积，可对Alexa 488标记的羊抗鼠IgG(H+L)的缓冲溶液

中的单分子成像。在一定浓度范围内，检测到的单分子的数目与溶液浓度有良好

的线性关系，这不但可作为单分子证明的依据，还可作为一种检测溶液浓度的方

法。
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第三章无标准溶液作参比的绝对单分子计数定量分析法

3．1引言

因为溶液浓度表示的是单位体积内分子数日的多少，所以通过对单位体积溶

液巾分子数目的计数，可直接检测溶液的浓度。但是因为荧光显微镜的检测体积

较小。很难将一定体积溶液中分子全都检测到。迄今为止，单分子计数都是将溶

质分子标记上荧光染料分子，然后对检测体积内的分子进行计数，检测到的分子

越多，溶液浓度也越大。对于单分子的计数，大多是在毛细管中进行的，单分子

计数方法达到分析灵敏度的极限。被检测分子在毛细管中通过检测区域时，利用

激光共聚焦扫描显微镜和APD对分子进行检测，对一段时间内通过捡测区域的

分子进行统计，分子的数目与溶液浓度是成正比的。做出分子数目与溶液浓度的

标准曲线，从而对溶液浓度进行检测。Anazawa等【1】通过毛细管电泳结合CCD

成像检测了B．肌动蛋白DNA溶液。Fister等【2J利用芯片和激光扫描共聚焦显

微镜检测罗丹明6G的溶液，Chen和Dovichi【3j用激光诱导荧光结合毛细管电

泳检测了藻红蛋白溶液。Loscher等【4】和Schultz等【5】分别利用免疫反应将

蛋白分子固定，然后对吸附在盖玻片表面的单个蛋白分子检测并计数。Li等人

【6，7】利用双波长激发，双通道检测，直接对溶液中的DNA分子进行计数。以

上方法都是对一定体积溶液中所检测到的一部分分子进行计数，通过测出分子数

日与溶液浓度的标准曲线，对溶液浓度进行测定。Hanley等[8】建立了一种新

的测定方法，他们检测范围在将溶液制成薄膜，然后利用落射荧光显微镜对薄膜

上的分子成像并计数。根据溶剂的表面张力、基底退出的速率等可计算出膜的厚

度，再根据膜的厚度和膜上单分子的密度计算出溶液浓度。检测范围在2．0X 10¨

到4．0X10以o mol／L之间。本文提出了另一种无标准溶液作参比的绝对单分子计

数法测定溶液中分子的浓度，这种方法的原理示意于图3-I。先将盖玻片硅烷化，

在盖玻片表面形成环氧基团(图3-1B)，把小池粘在盖玻片上(图3-It)，将抗

体溶液滴加在小池内(图3-1D)，水挥发后，溶液中的蛋白分子与环氧基团共价

结合，全都固定在盖玻片表面，无机盐也在盖玻片表面结晶出来(图3-IE)，在

检测之前向检测区域滴加蒸馏水，溶液掉盖玻片表面的无机盐，降低了背景荧光

(图3-iF)。这样就能够检测出到检测面积内所有的蛋白分子。然后根据检测面
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积和溶液横截面积的比值，就可计算出一定体积溶液内所含有的分子数目，直接

计算出溶液的浓度。这种方法直接对溶液中的分子计数，更加简便。检测的灵敏

度比较高，检测范围浓度更低(5X 10彤mol／I．“X lO’14mol／L)。

盖玻片、 。。。 环琶磐团 粘上—兰当4些坠＼ ．，．．． ．． ． ． 1、他亡=======二]亡===>匕==========]匕===>
A B

／ “f 。i一丛篓尴驽
C D

丛兰迥
E F

图3-1检测固定在盖玻片表面的羊抗鼠IgG(H+L)分子的流程示意图

3．2实验部分

3．2．1仪器

激光共聚焦检测系统(Olympus Optical Co．Ltd，Tokyo，Japan)，主要包括

multi-Ar激光器(Melles Griot，America)，卤素灯(Olympus LG—PS2)，倒置荧光

显微镜(OlympuslX81)，倒置荧光显微镜控制单元(OlympuslX2-UCB)；数显

电热恒温干燥箱(上海阳光实验仪器有限公司，上海)。
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其它仪器同2．2．1。

3．2．2材料与试剂

环氧树脂胶(JC．311型，江西省宜春市化工二厂，宜春)；甲苯(分析纯，

天津市富宇精细化工有限公司，天津)；3-环氧丙氧丙基三甲氧基硅烷

(3-glyeidoxypropyltrimethoxysilane)(Sigma-Aldrich,Louis，MO，USA)．其它

材料与试剂同2．2．2。

3．2．3实验方法

3．2．3．1小池的制作

打开环氧树脂胶的A、B两管，取出同等体积胶的混合均匀．将Eppendorf

枪头(1)的上半部分切下一个内径约1舢、高5姗的圆环(2)，切口要齐，绕
(2)的底部均匀的涂上一层混合好的粘胶剂，将其粘到盖玻片(3)上，如图3-2

所示，室温下固化24小时。

2
3

图3-2小池的制作

1 Eppendorf枪头；2切下的圆环部分；3盖玻片

2

3．2．3．2盖玻片的硅烷化

将盖玻片放在10％(v／v)环氧丙氧丙基三甲氧基硅烷的甲苯溶液中孵育24

小时，然后在烘箱中110"E下烘焙3-4个小时．

3．2．33对固定在盖玻片表面的单个蛋白分子成像
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取2此Alexa488标记的羊抗鼠IgG(H+L)的PBS缓冲溶液，注入小池中，

调好焦距和全反射状态，然后静置30 rain左右，待溶剂挥发后，向小池中加入2

皿蒸馏水，立即使用ICCD对蛋白分子成像。移动载物台至另外一个位置，再

立即对这个位置的蛋白分子成像。

3．3结果和讨论

3．3．1无机盐背景荧光的产生及消除

对一定体积溶液中的分子进行统计，然后计算溶液浓度，关键是要提高检测

效率，即要把这一定体积溶液中所有蛋白分子产生的信号全都检测到。因为全内

反射荧光显微镜只能检测到离界面大约100帆以内的物质【91，所以要想将溶

液中的蛋白分子全部检测到，必须将溶液中的蛋白分子全部沉积在盖玻片表面，

这可通过将水全部挥发的方法来实现。将2止浓度为5×10以5 moFL的

Alexa488标记的羊抗鼠IgG(H+L)的PBS缓冲溶液滴在盖玻片上，得到一直

径大约为2 111111，厚度为0．5 rain液滴，静置30 mitt左右，待水挥发后，溶液中

的蛋白分子全都沉积在盖玻片表面，再使用波长为488 Rill的激光激发，用全内

反射荧光显微镜结合ICCD对吸附在盖玻片表面的蛋白分子成像(图3-3)。由

图3．3可看出，水挥发后，会造成背景荧光的增大，背景荧光的图像主要是呈现

图3．3沉积在盖玻片上羊抗鼠IgG(H+L)的单分子图像。

激光波长为488 nm，功率为2．4 mW，使用60×物镜，分光镜505，发射滤波片BA510-550，

像素为512X512，ICCD曝光时间为100 Ills。(标尺，20 lUn)

有规则的形状，所以推测这主要来由水挥发后结晶出的无机盐造成的。另外，还
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有一些亮度比较大的光斑，这可能是因为溶液表面吸附的灰尘杂质在水挥发后也

会沉积在盖玻片表面。这些背景荧光对单分子的检测造成极大的干扰。为消除这

些因素造成的荧光背景，拟采用以下方法：将溶液滴加在盖玻片上，待水挥发后，

在检测蛋白分子之前，先在盖玻片的检测区域滴加2止。蒸馏水，溶解掉盖玻片

表面的无机盐，并使可能沉积下来的灰尘杂质重新浮起。为检验这种方法的可靠

性，进行以下实验：将2 ttL PBS缓冲溶液滴在盖玻片上，静置30 min左右，待

水挥发后，缓冲溶液中的无机盐结晶析出，使用波长为488 hiD．的激光激发，用

ICCD对吸附在盖玻片表面的物质成像(图3．4A)。然后再在滴加溶液处滴加2“L

蒸馏水，再用ICCD对吸附在盖玻片表面的物质成像(图3-4B)。由以上两图的

比较可以看出，加水后，无机盐的图像消失，荧光背景明显降低。对加水前后的

荧光强度进行了测量，加水前平均荧光强度和最大荧光强度分别为752和2487，

而加水后平均荧光强度和最大荧光强度分别为544和794，所以，当水在盖玻片

挥发后，在检测之前加水，将杂质溶解或解吸，是去除杂质荧光的一个很有力的

手段。

图3-4加PBS到盖玻片上，水挥发后的全内反射图像。

A．水挥发后，直接对吸附在盖玻片表面的物质全内反射成像；B．摄取A图像后在同一位

置加蒸馏水后的全内反射图像．实验条件同图3-3。(标尺，20 I．tm)

将蛋白溶液滴加在盖玻片表面，水挥发后，在检测之前加水，将杂质溶解或

解吸，也有可能会使吸附在盖玻片表面的蛋白分子解吸。为了证明蛋白分子是否

还会全部吸附在盖玻片表面，用激光共聚焦扫描显微镜进行以下实验。将2皿
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PBS缓冲溶液滴在盖玻片上，立即对溶液中盖玻片以上100 lun部分进行扫描。

利用软件Fluoview(Olympus Optical Co．Ltd，Tokyo，Japan)对图像进行分析，得

出平均荧光强度为317(图3-5A)．将2皿浓度为1 X 10。10 mol／L的Alexa488

标记的羊抗鼠IgG(H+L)的PBS缓冲溶液滴在盖玻片上，立即对溶液中盖玻片

以上100 tun部分进行扫描，利用软件Fluoview对图像进行分析，得出平均荧光

强度为3107(图3-5B)。静置30 rain左右，待水挥发后，再在滴加溶液处滴加

2儿蒸馏水，然后立即对溶液中相同位置进行扫描，并每隔1分钟扫描一次，

共扫描3次。荧光强度分别为498、1126和1610(图3．5C．E)。荧光强度依次

增加，说明加水后，蛋白分子不断进入溶液中。为将蛋白分子紧密固定在盖玻片

表面，采用将盖玻片硅烷化的方法，盖玻片使用环氧丙氧丙基三甲氧基硅烷处理

后，在玻片表面生成环氧基团，室温下，环氧基团可和蛋白分子中的氨基反应，

从而将蛋白分子共价结合在盖玻片上【明。将2儿浓度为l X 10。10 mol／L的

Alexa488标记的羊抗鼠kG(H+L)的PBS缓冲溶液滴在硅烷化的盖玻片上，

立即对溶液中盖玻片以上100岬部分进行扫描，得出溶液的平均荧光强度为

3362(图3-5F)。静置30 rain左右，待水挥发后，再在滴加溶液处滴加2皿蒸

馏水，然后立即在同样位置进行扫描，并每隔1分钟扫描一次，共扫描3次。溶

液的平均荧光强度分别为331，343和312(图3-5G．I)。溶液的荧光强度基本不

变，且与不存在抗体分子的缓冲溶液的荧光强度相差不大。说明将玻片硅烷化以

后，可将蛋白分子牢固地结合在盖玻片上。再向盖玻片上滴加蒸馏水，蛋白分子

不会进入水中，因此荧光强度较小。
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图3-5缓冲溶液及羊抗鼠IgG(H+L)溶液的共聚焦图像以及它们的荧光分析图像。

A．缓冲溶液；B．羊抗鼠IgO(H+L)溶液；C．D．E．在未硅烷化盖玻片上水蒸干后再加水

后三次扫描；F．羊抗鼠IgO(H+L)溶液；GH．I．在硅烷化盖玻片上水蒸干后再加水后三次

扫描。物镜，40X；激光波长。488 nJrn；功率，2．4 mw；电压，'740；增益，2．5，针孔直径，

80I．Un·(标尺，20岬)
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将Alex a488标记的羊抗鼠IgO(H+L)溶液滴在硅烷化的盖玻片上，水挥

发后，向盖玻片上加水，溶解掉结晶在盖玻片表面的无机盐，分别对加水前后固

定在盖玻片表面的羊抗鼠IgG(H+L)单分子成像并进行了对比，进一步验证这

种方法的可靠性。将2灿浓度为5X 10。15 mol／L Alexa488标记的羊抗鼠lgG

(H+L)的PBS缓冲溶液滴在硅烷化的盖玻片上，静置30 min左右，待水挥发

后，溶液中的蛋白分子全都沉积在盖玻片表面，再使用波长为488 nm的激光激

发，用全内反射荧光显微镜结合ICCD对吸附在盖玻片表面的蛋白分子成像(图

3-6A)。由图3-6A可以看出背景荧光较大。保持检测位置不变，用波长为543姗

的激光激发，得到图像(图3-．6B)，由图3．6B可以看出条纹状的荧光为背景。

然后在检测位置滴加蒸馏水，溶解掉结晶在盖玻片表面的无机盐后，再分别使用

波长为488 nm和543 nm的激光激发，用全内反射荧光显微镜结合ICCD对吸附

在盖玻片表面的蛋白分子成像(图3．6C和D)。由图3．6C和D可以看出，在蛋

白分子沉积处滴加蒸馏水后，无机盐造成的条纹状图像消失，这样就可非常有效

地去除背景荧光。在以后的实验中，将Alcxa488标记的羊抗鼠堙o(H+L)溶液

滴在硅烷化后的盖玻片上，溶剂挥发后再在滴加溶液处滴加蒸馏水，蛋白分子不

会进入溶液，可以对固定在盖玻片表面的蛋白分子进行检测。
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图3-6水挥发后吸附在硅烷化盖玻片上羊抗鼠IgG(H+L)的全内反射图像。

A，B．水挥发后直接对羊抗鼠lgG(H+L)分子成像；C。D．摄取A，B图像后在同一位置

加蒸馏水后的全内反射图像。像素为150)<150，A，c其它条件同图3-3；B，D．激光波长

为543啪，功率为l mW，分光镜565，发射滤波片BA5801F．(标尺，10 tun)

3．3．2像素大小的选择

因为激光的激发是不均匀的，在512×512像素范围内，不同位置荧光强度

相差很大，从照片的中心向四周逐渐变弱(图2-14所示)。图3．7中的A图和

B图是同一张吸附在硅烷化盖玻片上Alcxa488标记的羊抗鼠IgG(H+L)的全内

反射图像，它们所选的阈值范围不同。在图3．7 B中画一条通过箭头所指分子的

竖直的直线，用软件MaaMorph做出这条直线的荧光分布图(图3-S)，由图3—8

可以看出，箭头所指分子处于激光激发较弱的区域，它的荧光强度还要小于中心

背景荧光的强度。要使中心位置的蛋白分子与背景区分开来时，必须选取较大的

阙值范围，但这样因为四周的激光强度较弱，蛋白分子的荧光强度较小，就不能

成像(图3．7 A所示)。当选取较小的阈值范围使四周荧光强度较弱的蛋白分子

能够成像时，中心位置的蛋白分子不能和背景区分开来(图3．7 B所示)。造成

这种现象的原因就是激光激发不均匀，四周的蛋白分子的荧光强度要小于中心背

景荧光的强度。因此，在对分子进行计数时，图像必须选取一定数目的像素，在

所选取的一定面积的图像上，激光的不均匀程度较小，这样在一定的阈值范围内，

可使照片上不同位置的分子全都被检测到。我们在选择像素时，使激光激发的不

均匀程度小于5％。如图3-8所示，中心位置背景荧光的平均值为651，要使激

光激发的不均匀程度小于5％。照片边缘位置背景荧光的平均值要大于612，背

景荧光的平均值大于612的位置对应着从第158个像素到第336个像素，长度为

178个像素。所以选择图3-7B中方框内150X 150个像素可以确保激光激发的不

均匀程度小于5％。在以后的单分子图像中，以灰度值最大处为中心，选择像素

150×150．
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A B

图3-7固定在盖玻片表面的羊抗鼠lgO(H+L)单分子图像。

浓度为2X 10"“mol／L，像素为512X512，其它条件同图3．6c。阈值范围，A，808—842，

B，483-699。(标尺，20岬)

各

差
面

墨
誉
》

图3-8荧光分布图．

所选区域为图3．7 B中通过箭头所指分子的竖直的直线。

3．3．3单分子计数

首先利用泊松方程对单分子进行了证明。对于固定在盖玻片表面的羊抗鼠

IgG(H+L)溶液，根据泊松方程计算出在不同浓度下，多个分子重合的几率。

结果列于表3--1．从表3--1可看出，在检测所使用的浓度(5X10"坫mol／L--6
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×10。4tool／L)下。两个分子重合的几率非常小，几乎为0，可保证在此浓度下，

检测到的一个光点为单个羊抗鼠IgG(H+L)分子。

表3—1不同浓度溶液中，检测体积中同时出现不同分子数日的几率。

取2此浓度为5×10。5 mol／LAlexa488标记的羊抗鼠IgG(H+L)的PBS缓冲

溶液，注入小池中，蛋白分子中的氨基与硅烷化的盖玻片表面的环氧基共价结合，

使羊抗鼠kG(H+L)分子固定在盖玻片表面，静置30 min，待水挥发后，然后

再向小池中加2 1，T蕉馏水，溶解掉结晶在盖玻片表面的无机盐，立即使用全内

反射荧光显微镜结合ICCD对吸附在盖玻片表面的蛋白分子成像。然后移动载物

台至下一个位置，再对这个位置的蛋白分子成像。对于这个浓度的溶液，任意换

取lO个位黄，得到十张蛋白分子的照片(图3—9)。使用MetaMorph软件，统

计每张照片上单分子的数目，求出它们的平均值为5。所以对于浓度为5×1005

mol／L的溶液，在150X 150像素的检测面积上，平均含有5个蛋白分子．下面

再计算出理论上检测面积内所含有的蛋白分子的数目。2此浓度为5×10-15

mol／L的蛋白溶液中含有的蛋白分子数目为2×1驴X5X10-isX6．02×1023=6．0X

103个。小池的半径为1 nlm，截面积为Ⅱr2；3．14X 106岬12。每个像素的面积为

0．II pm2，像素取150X 150时，检测面积为2．47X 103叫12。理论上检测面积内

所含有的蛋白分子的数目为6．0X 103X(2．47X 103／3．14X 106)卅．7个。实验结

果和计算的理论结果基本吻合，相对误差为6．4％。使用同样的方法测定了浓度

分别为2，3，5，6×10。14 mol／L的Alexa488标记的羊抗鼠埯G(H+L)溶液，

所得照片见图3．10。在150X 150像素的检测面积上的分子数，理论上单分子的

数目，标准偏差，理论相对标准偏差以及相对误差列于表3-2中·
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图3-9固定在盖玻片表面的羊抗鼠IgG(H+L)单分子图像。

浓度为5×10。15 mol／L，实验条件同图3-6C．(n=10)
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D

图3-10固定在盖玻片表面的羊抗鼠IgO(H+L)单分子全内反射图像。

■■■■■■



坐查叁兰堡!兰堡堕苎——
浓度(×10”tool／L)，A，20；B，30；C．50；D，60。其它实验条什同|!fI 3-6C·(IFlo)

表3-2单分子计数检测结果和理论值的比较。

(fmol／L) 偏差(％) 标准偏差 数目 差(％)

(％)‘

·根据文献【31算山。

m
．o

E
3
Z

圈3-11单分子计数法检测到的分子数日和理论数目和溶液浓度的关系曲线

73
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detection(fmol／L)

I!}I 3．12单分子计数测定溶液浓度中测定浓度和理论浓度的关系图。

图3-1l是检测浓度和分子数的曲线图。根据检测到的分子数目计算出测定浓度，

做出测定浓度和理论浓度的关系图(图3-12)，图3．12中直线为测定浓度和理

论浓度相等时的直线。由图3．1l和图3．12可以看出，在浓度5×10“5mol／1．“

×10。4mol／L之间，检测结果和理论值基本符合，证明这种单分子计数法可作为

检测溶液浓度的一种方法。

3．4结论

将盖玻片硅烷基化，向盖玻片上滴加蛋白溶液，待溶剂挥发后，再在蛋白沉

积处滴加蒸馏水，溶解掉结晶在盖玻片表面的无机盐，非常有效地去除了背景荧

光，在此基础上利用全内反射荧光显微镜结合ICCD对固定在盖玻片表面的蛋白

分子成像并计数，可直接计算出溶液的浓度。这种方法不需要做工作曲线，非常

简便，在一定浓度范阿内误磬较小，具有较高的精确度。
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