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全内反射荧光显微术在活细胞单分子检测中的应用
周璇王磊*
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摘要 全内反射荧光显微术(total internal reflection fluorescence microscopy , TIRFM)是一种

灵敏、快速的单分子成像和检测技术，近年来得到迅猛发展。 该技术己广泛应用 于生命科学、化学 、

物理学等领域。 本文综述了全内反射荧光显微术的原理及其在活细胞单分子检测中的应用，并对其

发展前景进行了展望。
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全内反射荧光显微术(TIRFM)是 20 世纪末发展

起来的用于单分子成像和检测的光学显微成像技术

之一。它利用全内反射产生的隐失波来激发样品，

将激发区域限定在样品表面百纳米级厚的范围内，降

低了背景荧光的干扰，极大地提高了显微成像的信噪

比和分辨率。基于 TIRFM 的单分子成像和检测技术

可以在单分子水平上研究细胞的结构、功能，阐述

核酸、蛋白质、糖等生物大分子在生命活动中的地

位和作用 。 该方法己广泛应用于生物单分子在离体

以及活体细胞内的生命过程机理的研究 。 本文对

TI盯M 原理及其在活细胞单分子研究领域的应用进

行了总结，并对其发展前景进行了展望。

1 全内反射荧光显微镜的原理及其构成

1.1 原理

当入射光从高折射率(n l )的光密介质传播进低折
射率(n2)的光疏介质时， 入射光在界面上一部分发生

反射， 另一部分发生折射，入射角 。l 与折射角 ()2 满足

Snell定律:

n l sin ()1=n2 sin θ2 

入射角 θl 逐渐增大至某一角度，折射角 ()2= 900 

时，该入射角称为临界角 θc 。

民=sin. l (n/n2)

当入射角 。l 大于临界角 矶 时，光线完全被反射，

不再透射到光疏介质中，即发生了全内反射(图 1) 。

然而由于波动效应存在，有少量的光能量会穿透

界面渗透到光疏介质中，并沿平行于界面的方向传播，

这部分透过的能量被称之为"隐失波"(或"隐失场") 。

隐失波能够激发界面附近的荧光分子， 产生全内反射

荧光。隐失波的光强度 Iz 随离开界面的垂直距离 z

呈指数衰减:

Fig.l Theory of total internal reflection 

Iz=/oexp [-z/d] 

其中，

d=(ÀJ4均 (nI 2sin2Ø-n22) ω

式中 10 表示界面处的入射光强度。 d 为隐失波

的理论透射深度， 等于从界面到光强度衰减到界面处

lIe 的距离。 d 与入射光波长 λ。 、 入射角 。l 及两种

介质的折射率 n 有关 。 其大小与入射光波长为同一

数量级或更小 [ IJ 。 一般小于 200 nm，对可见光约为

。

m n nu nu '
EA 

1.2 全内反射荧光显微镜的构成

目前，全内反射荧光显微成像系统有多种配置方

法， 其中最常见的是棱镜型和物镜型。棱镜型系统

在实现上相对容易，成本相对较低，它只需要有激光

光源、棱镜和显微镜。棱镜材料的选择受限较小，

在不要求较小透射深度的情况下可使用普通光学玻

璃棱镜;从探测角度来看，它不易受入射光信号的影 户
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响，所以其成像的信噪比较高 。 但是放置样品的空

间受到棱镜的限制 。 物镜型系统中，物镜既是全内

反射的光学器件又是收集荧光信号的收集器。为了

能发生全内反射，物镜的数值孔径必须大于被测样品

的折射率。 水和细胞的折射率分别是 1. 33 和 1. 38 ，

所以常用物镜的 NA 值大于 1.4 0 其最大的优点是在

进行实验时可对样品进行其他操作(如改变样品介质，

进行细胞微注射及微操作等)，并且可以与纳米操

纵、光慑技术相结合 。 此外，还可以测定活细胞上

表面和下表面的生物单分子， 也可以用油浸物镜摄取

细胞的微分干涉图像。 这种构造特别适合于活细胞

的观测，所以具有更广阔的生物学应用前景 [1] 。

2 应用

TIRFM 的特征非常适用于活细胞表层单分子检

测，如受体 - 配体相互作用、细胞信号转导的研究，

离子通道、膜组分动力学和细胞骨架等研究 。

TIRFM用于活细胞单分子检测主要有以下几点优势:

( l )TIRFM 具有时间和空间分辨率高、信息量大 、

损伤小、可应用于活体探测等优点，而且光子对细

胞的扰乱最轻微 ， 实验结果更为真实 、 可靠 。 (2)

TIRFM是一种表面分析技术，它利用隐失波来激发细

t 胞表层的荧光分子，不受来自细胞深层区域荧光信号

的干扰。 在所测范围内，荧光分子光嫖白程度小，光

激发的量子效率高，因此可获得高信噪比的荧光图

像 。 (3)隐失波的强度随着扩散深度的增加呈指数衰

减，激发厚度一般小于 200 nm，这就大大降低了对细

胞的光损伤，从而能够长时间实时示踪活细胞内单个

生物分子 。 (4)TIRFM 不采用扫描成像， 大大提高了

成像速度，可以满足实时成像的要求，而且对图像的

解释相对于近场，干涉显微图像来说也较为简单 。

下面我们重点介绍 TIRFM在活细胞单分子检测方面

的研究成果 。

2.1 细胞信号转导机制的研究

在单分子水平上研究活细胞内信号转导机制是

近几年生命科学研究的一大热点 。 TIRFM 单分子成

像技术能够实时观测活细胞内单个信号分子的定

位、运动、翻转以及复合物的形成， 是阐述细胞信

号转导机制的有力手段。 这类研究中最具代表性的

是对表皮生长因子受体(EGFR)的研究。 Sako 等[2 ]最

早将 TIRFM单分子成像技术用于活细胞膜蛋白受体

EGFR 与配体 EGF 的结合及其相关的信号转导过程

的研究 。 首先证实溶液中的 cy3-EGF 在细胞表面
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EGFR上的定位，然后测定每个光斑荧光强度的变化，

确定观测到的光斑反映的是单个分子;再对荧光强度

直方图进行分析，发现有些光斑具有双倍荧光强度，说

明这些光斑是 EGF-EGFR 的二聚体。 他们还用 Ca2+

浓度变化实验和 TIRFM 的单分子荧光共振能量转移

(FRET)实验证实了二聚过程[3 ] 。实验观察到加入

cy3-EGF 30-60 s 后细胞表面二聚物明显增加， Ca2+ 

浓度在 1 min 后也突然增加 。 在观察 EGFR 二聚化

过程中发现大多数情况下光斑的荧光强度突然增加

一倍，而且分两步升高再两步降低。 这说明先有 EGFR

的二聚化，即细胞表面形成了 Cy3-EGF-(EGFR)2 ， 然

后第二个Cy3-EGF与之结合; 只有少数二聚物是两个

Cy3-EGF-EGFR 沿细胞膜侧向运动相遇后形成的 。

这表明 EGFR 的二聚体在第二个 EGF 与之结合前就

已经形成。 Uyemura等[41研究了 EGFR受体信号转导

中信号输入与输出的定量关系 。 研究中发现 300 个

EGF分子便可以诱发一半细胞发生钙响应， EGF结合

数与信号响应概率之间是 S 形曲线关系 。 这种开关

式的高灵敏钙响应依赖于 EGFR 动态聚集形成二聚

体和侧向运动。 Teramura 等[5]使用 TIRFM 单分子成

像对单个 EGF 分子结合 EGFR 动力学过程进行了探

讨，发现EGF与二聚体EGFR位点结合速率常数比与

单体EGFR位点结合速率常数高两个数量级， 这证明

了 EGF 和 EGFR 结合与 EGFR 二聚化之间存在正协

同作用，这种作用促进 EGF-EGFR 复合物的形成，这

也保证了 EGF 在极低浓度下就可以快速地引发细胞

内信号[6] 。 实际上在细胞信号转导过程中细胞受体

的聚集现象十分常见，功能相关的受体在细胞表面聚

集或者被限定在一个微区域内能够作为信号发布和

放大的平台，在信号转导过程中起重要作用 。 对于

细胞信号转导过程中受体相互作用的研究，传统的测

量方法只能反映出平均化的结果， 而单分子研究能反

映在细胞信号转导早期只有少数几个分子参与的重

要事件和信号转导的分子机制，这对更加深刻准确地

揭示活细胞内信号转导机制有十分重大的意义。

利用TIRFM单分子成像技术， Hibino等[7]对活细

胞膜上 H-Ras 向 cRaf-l 信号转化的单分子和多分子

动力学过程进行了研究。 Douglass 等[8]对 T 细胞内

绿色荧光蛋白 (GFP)标记的酣氨酸激酶LcK进行了研

究，发现单个LcK蛋白在不同阶段呈现出不同的运动

模式。 Miyanaga 等[9]使用 TIRFM 单分子成像技术通

过信号分子的观测对盘基网柄菌属细胞的趋化性进

行了研究。他们发现化学诱导剂和受体的结合是随
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机的而且下游的信号分子也是随机出现的，这些都说

明趋化性信号过程的随机性。 Sohn 等 [ 10]将 TIRFM

结合 FRET技术研究了抗原与 B 细胞受体(BCR)结合

后引发的免疫应答反应的机制。 通过对 BCR 早期信

号事件的观测和分析证明细胞膜微环境在 BCR-Lyn

复合物形成及 B 细胞免疫应答中起重要作用 。 Elzie

等[ 1 1 ]使用 TIRFM对活细胞内的 G蛋白进行了动态定

位 。 研究发现， 未激活的 G 蛋白和激活的 G 蛋白在

胞质和质膜间快速循环。

2.2 分子马达的研究

分子马达是指肌球蛋白 、驱动蛋白 、 动力蛋

白、核昔酸聚合酶等能够沿着纤维型肌动蛋白、微

管 、 RNA 和 DNA 等丝状轨道分子运动的蛋白 。 目

前大部分实验采用 TIRFM 或原子力显微术(AFM)对

离体的单个分子马达进行操纵和检测 。 在离体实验

中人为地排除了生物系统内复杂因素的干扰，因此无

法获知 目标分子在活体内是否与其他分子相互作用，

是否定位于某个区域等相关信息 。 活细胞内单分子

实验所获取信息更能代表分子马达真实的运动特

征 。 Courty 等 [ 1 2]采用 TIRFM 单分子成像技术对活

细胞内量子点(QDs )标记的单个驱动蛋白进行了研

究，实验发现驱动蛋白的运动不受微管相关蛋白和其

他蛋白竞争结合位点的影响， 在细胞内的运动并不依

赖 F-actin 蛋白骨架，而是依赖微管蛋白 。 运动轨迹

显示，驱动蛋白在细胞内总体上是定向线性运动，期

间也伴随着非定向的布朗运动 。 Kerber 等 [ 1 3 ]利用

TIRFM 单分子成像技术对活细胞丝状伪足内肌球蛋

白 -10 (Myo10)的运动进行了研究 。 通过实验发现

GFP标记的 MyolO以大约 600 nmJs 的速率沿丝状伪

足快速运动，而 Myo5a 和 Myo1 a 以较慢运动速率移

动 。 研究者认为 Myo10 快速 、 定 向地沿丝状伪足

运动是一种新型的远程运输方式 。 C a i 等 [ 1 4 ]使用

TIRFM 研究了活细胞内单个驱动蛋白的运动 。 他们

将驱动蛋白尾部标记了三个 串联的单体荧光蛋白

Citrine ， 通过分析单个荧光点的光漂白行为， 证实现

测到的荧光点为单个驱动蛋白分子，而且测得驱动蛋

白分子在胞浆中的平均速率和平均移动长度 。

2.3 生物大分子相互作用的研究

对生物大分子间相互作用的研究不仅能揭示生

命活动的基本规律，而且有助于疾病的治疗和新药的

开发。 基于 TIRFM 的单分子检测技术在不影响蛋白

质和 DNA 性能的前提下，对活细胞内的生物大分子

进行荧光标记，通过单分子荧光成像技术，可以实时、

- 综述

动态、 原位地得出分子间相互作用的信息。 Mashanov

等11 5]观测了活小 鼠成肌细胞内 GFP 标记的蛋白分子

和具有蛋白分子结构域的分子的侧向扩散运动并计 τ
算了其光漂白动力学。 他们提出在 TIRFM 的单分子

检测中确定了鉴别噪声和单个荧光分子的 4 条标准:

(1 )光斑的大小有一定限制 。 (2)光强度与单个荧光分

子的荧光强度相对应 。 (3)有单步光漂白(只适用于荧

光蛋白 ) 0 (4 )半衰期正比于发射强度 。 在此基础上，

该小组对血小板白细胞 c 激酶底物同源性 (PH) 结构

域在小鼠成肌细胞膜上扩散的时间和空间动力学进

行了研究[1 6] 0 2007 年， Mashanov 等[ 1 7]提出了一种数

字图像处理方法， 这种方法可以同时自动检测和示踪

数百个荧光分子。 通过这种方法可以识别和表征单

个大分子的行为，并且可以测得光漂自动力学参数和

膜结合蛋白的扩散系数 。 Fan 等[ 1 8]使用 TIRFM 对肝

细胞质膜上膜岛素受体进行了研究，他们使用QDs标

记的膜岛素定位细胞膜上的Jl夷岛素受体， 实时观测膜

岛素受体在细胞膜上的运动 、 聚集、内吞及内涵体

的生成过程 。 Murakoshi 等[ 1 9 ]对活细胞内小 G 蛋白

Ras 的信号转导机制进行了研究。 在单分子水平上

揭示了 Ras 蛋白激活后与其效应分子、折叠蛋白之

间的相互作用 、 动力学以及在特殊区域的定位 。 未

激活的 Ras 在细胞膜上扩散迅速，而激活后的 Ras 几

乎是静止的，这种变化可能是形成了大的信号转导复

合物引起的 。

2.4 聚合物分子组成的研究

细胞中的蛋白为了实现其功能会形成大小不一

的聚合物，这些聚合物的分子比(stoichiome町)受到精

确控制 。 传统的细胞生物学通过复合物的分子量或

者宏观功能分析推测其分子比 。 随着单分子技术的

发展， 人们己成功的利用单分子技术研究聚合物的分

子组成。 Ulbrich 等1 20]利用荧光蛋白的一步光漂白的

性质， 通过判断荧光蛋白分子光漂白的步骤，来确定

蛋白聚合物亚单位的个数。 实验采用 TIRFM 观测荧

光信号的变化，排除细胞质内 自发荧光的干扰。 他

们将蛋白亚单位标记上 GFP 通过观察复合物中所含

GFP 的荧光强度以及其漂白步骤就可以判断 GFP 的

个数， GFP 的个数代表了亚单位的个数 。 此方法能 r'

够在活细胞内通过计数 GFP 漂白步骤来快速确定亚 J 

单位的分子比，而且分析过程不需要特殊的软件， 只

需要装备有灵敏相机的 TIRFM 。 这种方法还能够用

来检测信号转导复合物的功能 。

2 .5 离子通道的研究
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离子通道的研究在生命科学研究中占有十分重

要的地位，目前对离子通道的孔道特征、 功能表达

，- 和调节、动力学的研究己深入到分子水平。 TIRFM

单分子检测技术可以对活细胞膜表面的电压门控型

和配体门控型离子通道进行单通道记录，而且有可能

实现高通量的单通道功能分析。 Demuro 等[2 1]使用

TI盯M无损地监测了细胞膜上多个钙离子通道的活

性和定位，通过对离子通道中钙离子信号进行高空间

和时间分辨率成像，对其定位井测得电压依赖性、

门控动力学参数。 结果表明 N 型钙离子通远不均匀

地分布在细胞膜上，而且是不移动的，非常邻近的通

道之间也表现出不一样的门控动力学。 Ide 等 [22 ] 设

计了用 TIRFM单分子成像技术观测单个钙活性饵通

道的荧光信号，并同时用生物电技术记录单个离子通

道电流的方法。 该技术与 FRET 或者双屏光学系统

结合能够进一步观察离子通道与其配体的相互作用，

同时也可以研究离子通道的构象变化和离子电流 。

将光学显微技术和电生物技术结合既可以实时观测

离子通道结构的变化，同时又可以检测通道电压和

电流的变化，两者结合能更清楚地研究离子通道的

机制， 是离子通道研究技术的一大突破。 Bal 等[231将

J、.

TIRFM与 FRET技术结合研究了活细胞中饵离子通

道 KCNQ2--4 型通道和 CaM 的相互作用与钙离子的

依赖关系 。 在此基础上对M 型的饵离子通道五种亚

基KCNQl-5之间异源组装能力进行了系统而详细的

研究。 Mashanov 等问使用 TIRFM 在活细胞表面直

接观察 KCNQl 离子通道的分布特点 。 他们使用荧

光蛋白标记离子通道蛋白并在 HL-l 和 HEK293 细胞

内表达。为了证明离子通道在细胞膜上的性质 ， 他

们追踪单个离子通道的运动而且比较了两种类型的

制离子通道(KCNQl ，KCNE l)的分布特性 。 发现饵

离子通道的运动依赖离子通道的类型、细胞种类和

温度。

2.6 病毒入侵活细胞的实时动态观测

病毒入侵活细胞是个十分复杂的过程。 研究病

毒感染活细胞的实时动态过程有助于人们更加深入

地认识病毒侵染、 复制、释放的过程， 这对设计抗

病毒药物以及研发基因治疗载体都是非常重要的 。

单病毒示踪(single-viru s tracking)技术利用荧光显微

镜示踪单个病毒在活细胞内运动并实时成像 。 用于

单病毒示踪的荧光显微镜主要有落射荧光显微镜、

LSCM 和 TIRFM 。 其中落射荧光显微镜由于背景荧

光太高限制其广泛应用 。 LSCM 虽然能获取三维图

665 

像，但是信号丢失太大。 TIRFM 以其独特的优势广

泛应用于示踪发生在活细胞表面病毒入侵的早期事

件[叫 。 哈佛大学庄小戚实验小组研究方向之一就是

使用单病毒示踪技术研究病毒侵染细胞过程中的转

运、 酸化和融合机制[26，27J 0 2003 年 Lakadamyali 等[26]

应用单病毒示踪技术观察了单个流感病毒入侵活细

胞的动态过程 。 2007 年 他们用同样的装置结合生

化分析技术对登革热病毒入侵活细胞的早期事件进

行了研究[2飞 2∞8 年， 美国洛克菲勒大学的 Jouvenet

等[28]使用TI盯M记录了 HIV病毒在HeLa细胞表面产

生的过程。他们将 GFP 融合到 HIV 病毒的 Gag 基因

上，让发光的 HIV 病毒侵染 HeLa 细胞。实验结果表

明每个病毒的组装过程平均需要 8 ， 5 分钟， 而大部分

在 5-6 分钟之内就能完成。 这是人类第一次在活体

细胞表面定量地观测单个病毒的组装过程 。 至此，

在显微镜下观测病毒的整个生活史己经成为可能 。

组装和释放是病毒复制的基本步骤。在 HIV- l 病毒

中， Gag 蛋白对调节病毒的组装和释放发挥重要的作

用 。 2009 年， Ivanchenko 寄\ [29]为了更清楚地了解 Gag

蛋白调节 HIV 病毒在活细胞膜表面组装和释放的动

力学过程，使用 TIRFM 观测荧光标记 HIV 病毒结构

蛋白 。 实验发现在核糖体合成 8-9 分钟后， Gag 蛋

白直接到达胞膜或内含体膜的结合位点进行组装并

且形成单个的病毒颗粒，大概 25 分钟后释放 。 组装

过程非常迅速，从细胞表面出现组装位点到病毒释放

平均时间为 1500:t700 s 。

3 展望

短短二十几年中， TIRFM 单分子检测技术经历

了一个飞速发展的过程。 从最初低温下检测水溶液

中的单个分子，到室温下活细胞内实时视见单分子并

进行单分子示踪。 该技术今后的研究内容和方向主

要表现在: (1 )使用 TIRFM 长时间、实时、原位、

动态观测活细胞内单个生物大分子的运动， 在分子水

平阐明生命活动的本质 。 (2)利用 TIRFM 研究单个分

子的个体行为，探索单个分子与细胞整体功能的关系

以及单个分子如何发挥其功能。 (3 )通过 TIRFM 结合

各种荧光标记技术同时示踪活细胞内多个分子的动

力学行为，研究细胞等复杂体系中各种大分子的相互

作用以及产生的生物效应。 (4)TIRFM 单分子检测技

术的微型化、双色或多色化以及与其他的显微成像

技术(原子力显微术、扫描电化学显微术和荧光相

关光谱技术)联用 。 新型纳米荧光探针和高分辨率
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Applications of Total Internal Reflection Fluorescence 岛1icroscopy for 

Single-molecule Detection in Living Cells 

Xuan Zhou, Lei Wang* 
(School of Pharmaceutical Sciences, Shandong University, Jinan 250012, China) 

Abstract Total internal reflection fluorescence microscopy (TIRFM) is a sensitive and fast single-

molecule detection and imaging technique. It has been successfully applied to the fields of life science, chemistry 

and physics, particularly the area of single-molecule detection in living cells. In this paper, we reviewed the principle 

of TIRFM and the applications of TIRFM for single-molecule detection in living cells. We also prospected the 

development of TIRF肌1 .

Key words single molecule detection; total intemal reflection fluorescence microscopy; living cell 
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