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摘要      多炔彩虹探针(Carbow)是一种基于聚炔支架的超多路复用拉曼探针, 通过受激拉曼散

射(stimulated Raman scattering, SRS)显微技术可以对振动频率不同的20余种彩虹探针分子进行区

分。利用探针分子的特异性修饰, Carbow可以对活细胞内的多种细胞器, 以及蛋白质和脂质等大

分子进行同时成像。多炔分子的高光稳定性与低细胞毒性结合SRS的多通道光学检测将使Carbow
在生物学领域具有巨大的应用潜力。该文综述了基于SRS平台的拉曼标记技术和Carbow的设计

合成原理与优势, 并对Carbow在活细胞中不同细胞器的特异性标记成像以及在细胞与组织免疫染

色、细胞分选与高通量分析中的生物学应用进行总结。最后, 对拉曼标记技术的提升改进及其在

植物学领域中的应用进行了展望。
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Abstract       Carbow (carbon rainbow) is a super-multiplexed Raman probe based on polyyne scaffolds, which 
can distinguish more than twenty kinds of rainbow probe molecules with different vibrational frequencies through SRS 
(stimulated Raman scattering) microscopy. Using the specific modification of probe molecules, Carbow can simulta-
neously image multiple organelles within living cells, as well as macromolecules such as proteins and lipids. The high 
photostability and low cytotoxicity of polyacetylene molecules combined with multi-channel optical detection of SRS 
will enable Carbow to have great application potential in the biological field. This article reviews the Raman labeling 
technology based on the SRS platform and the design synthesis principles and advantages of Carbow. Furthermore, 
the article summarizes the biological applications of Carbow for the specific labeling imaging of different organelles 
in living cells, cell and tissue immune-labeling, cell sorting and high-throughput analysis. Finally, the improvement of 
Raman labeling technology and its application in the field of plant science are prospected.
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自上世纪30年代印度物理学家RAMAN[1]发现

拉曼效应后, 随着显微、激光与纳米技术的引进, 拉
曼光谱技术不断发展完善, 其中拉曼光谱与成像分

析技术在生物成像、物质鉴定与分子结构解析等研

究中取得了重大成果[2]。2008年, 当时在哈佛大学

工作的谢晓亮教授[3]带领团队开发了受激拉曼散射

(stimulated Raman scattering, SRS)显微技术, 该技术

相比过去的共聚焦拉曼显微术提供了更快的成像速

度与更高的灵敏度, 将微弱的拉曼信号提高了3~5
个数量级[4]。华人学者如哥伦比亚大学闵玮教授[5]、

普渡大学程继新教授[6]和复旦大学季敏标教授[7]等

分别在多色拉曼探针标记技术、高光谱相干拉曼散

射(hyperspectral coherent Raman scattering, HS-CRS)
以及光敏拉曼探针开发等方面作出了巨大的贡献。

SRS作为一种多通道光学成像技术可通过外源

类似物标记或拉曼探针对生物体内的不同细胞, 细
胞内的不同细胞器以及多种蛋白质、脂质和核酸等

大分子进行同时成像[8-10]。利用SRS区分特定化学

键的生物正交化学成像技术特点, 通过设计由不同

类型与数量化学键组合的化学分子作为振动标签

可以突破荧光标记的“颜色限制”[11]。为进一步提高

SRS成像的特异性, 通过化学合成拉曼探针染料的

方式可以极大地扩展通道检测数量。当时在哥伦比

亚大学闵玮课题组工作的胡昉昊等[12]开发的多炔彩

虹探针Carbow(carbon rainbow), 通过掺杂不同数量

的炔烃与稳定同位素等方法合成20余种Carbow探

针分子, 使用不同的Carbow探针并结合荧光通道可

以做到对细胞内十种以上物质进行同时成像。除此

以外, 利用不同拉曼强度的探针组合, Carbow结合纳

米粒子在活细胞分选与高通量分析领域将具有巨大

的发展前景。

1   SRS成像原理与优势
拉曼光谱作为一种无损分析技术, 主要利用激

光与样品在相互作用时发生的弹性散射效应, 对分

子振动能级进行检测得到物质结构信息, 其与红外

光谱同属于分子振动光谱[13]。两者差别在于: 红外

光谱是使用中红外光为主的吸收光谱, 拉曼光谱则

是使用可见光或近红外光的散射光谱[14]。傅里叶变

换红外光谱(Fourier transform infrared spectroscopy, 
FTIR)是获取物质红外吸收光谱的常用技术, 在实际

应用中常因为其强吸水背景与有限的空间分辨率而

受限[15]。荧光光谱与拉曼光谱同是发射光谱, 都由

激光激发造成一个波长更长的光, 拉曼光谱仪在收

集散射光时连带荧光也会大量收集, 荧光效应也因

此成为拉曼光谱应用中最常见的信号干扰问题。两

种光谱间的差别在于: 荧光光谱是通过分子吸收能

量产生的电子态跃迁, 而拉曼光谱是光发生散射后

的振动态跃迁[16]。在生物学研究中, 拉曼光谱可以

提供多种条件下的无损定性定量分析, 因此逐渐成

为分析生物样品内源化学结构的主要工具。

自发拉曼散射(spontaneous Raman scattering)是
使用拉曼光谱仪对样品化学键进行检测的常用技

术。其劣势在于: 仅有极少数的光子(约千万分之一)
可以发生自发拉曼散射, 因此其得到相应全光谱信

息所需的时间很长, 并且无成像信息。为提高拉曼

成像灵敏度, 多种信号增强技术被开发[17], 以相干反

斯托克斯拉曼散射(coherent anti-stokes Raman scat-
tering, CARS)和SRS为主的相干拉曼散射(coherent 
Raman scattering, CRS)显微技术借助相干分子振动

所激发的非线性相干拉曼效应使拉曼信号得到大幅

增强[18]。与自发拉曼散射相比, CRS振动激发提高

107倍, 检测与成像速度都大幅提高。

SRS显微技术的发展极大地提高了成像的速度

与探测灵敏度, 使其在面对各种体系时都能够满足

其研究需要。为大幅提高振动激发率, SRS采用两束

同步激光: 泵浦光(pump beam)和斯托克斯光(stocks 
beam), 当两束光同时作用于样品表面且它们之间的

振动频率差与样品分子振动频率相匹配时, 可以发

生共振耦合, 形成受激拉曼散射效应。分子从基态

跃迁至激发态, 泵浦光子与斯托克斯光子转移, 泵浦

光强度降低, 发生受激拉曼损失(stimulated Raman 
loss, SRL), 斯托克斯光强度增强, 发生受激拉曼增益

(stimulated Raman gain, SRG)。通过对SRL和SRG进

行检测, 可以得到样品的拉曼位移信息, 分析可得拉

曼光谱图[19]。得益于上述设备造成的受激拉曼散射

效应, SRS的拉曼信号得到极大提升, 成像时间也相

应被大幅缩短。以成像单细胞范围为例, 普通拉曼技

术使用点扫描所需成像时间通常在三小时以上, 而
SRS则可将时间缩短至数秒。可见, 以上多种优势使

SRS在实际应用中能够满足不同特定环境体系中高

速显微成像的需求。CARS作为CRS显微技术的另外

一种, 其同样采用两束激光进行共振激发。与SRS相
比, CARS的不足之处在于非共振背景的影响使图像
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信噪比受到限制, 导致其在实际使用过程中很难进行

共振分析。而SRS只有在严格满足共振条件的情况

下才会发生受激过程, 这一特点使其很好地规避了非

共振背景的干扰。总的来说, 相较于自发拉曼散射技

术与CARS, SRS不必浪费大量时间去收集全光谱信

息, 只需根据实际需求对感兴趣的单一波数进行高速

成像, 其最大优势在于不存在非共振背景的干扰、极

快的成像速度与多通道光学检测等。

2   基于SRS等平台的标记技术
SRS成像系统是一种打破传统常规标记的无

标记成像技术, 通过对含有大量内源化学键信息如

400~1 800 cm–1范围内的指纹区(fingerprint region)
的C−C、C=C、C=O、酰胺键以及2800 cm–1以上的

CH伸展区(CH stretch region)的碳氢键等进行检测

并成像[20]。使用拉曼显微技术对样品进行观察时, 
指纹区内提供细胞内源信息的化学键众多, 彼此之

间形成干扰, 在拉曼图谱上表现为拉曼峰交错重叠。

因此, 无标记技术除具有非侵入性等优势外, 相比于

探针标记仍具有特异性差、灵敏度低以及拉曼信号

弱的局限性[21]。普渡大学程继新课题组[22]开发的高

光谱SRS(hyperspectral SRS)通过使用非线性谱压缩

将拉曼峰宽度由50 cm–1降至9 cm–1, 使指纹区化学

键特异性大大提升到能够观察并区分木质素官能团

的高分辨率。除了使用高光谱SRS提供内源化学键

信息方法, 还可以将化学合成方法与SRS显微技术

结合, 通过合成具有独特振动频率的外源性探针, 在
1 800~2 800 cm–1范围内的拉曼静默区(Raman-silent 
region)提供灵敏度极高、特异性极强的拉曼信号用

于SRS特异标记的生物成像(表1)。
2.1   稳定同位素标记

稳定同位素是一些元素中原子质量不同而化学

性质相同的一类原子, 其放射性衰变极难发生。稳定

同位素常作为示踪剂应用于质谱、核磁共振成像等

分析技术之中[23], 超小尺寸及高稳定性使其在标记过

程中对分子的理化性质及整个生物学过程的影响微

乎其微。在SRS标记成像中, D(氘)、13C与15N等常作

为经典的稳定同位素, 应用于生物标记与过程观察。

稳定同位素的原子质量差异导致振动频率不同, 进而

使拉曼峰发生偏移, 如C−H处于2 900 cm–1的高波数

段, 而使用氘标记的C−D键, 拉曼峰则位于2 100 cm–1

波段即拉曼静默区, 振动光谱区的改变大大加强了氘

标记生物成像的特异性与灵敏性[24]。在生物标记观

察中, 研究人员应用SRS平台通过氘代氨基酸成功对

小鼠各组织器官中的蛋白质合成代谢过程进行可视

化, 并得到了肿瘤组织中蛋白质合成代谢异质性的观

察结果[25]。PASCUT等[26]使用拉曼显微镜在植物根部

截面进行线扫描, 使用重水(D2O)替代普通水, 以重水

对植物根部吸收水的流动速度与流动方向进行测定, 
进而得到植物根吸水的动力学机制。

2.2   三键及三键衍生物标记

以炔烃(C≡C)、腈(C≡N)以及多炔链为代表的

三键及三键衍生物作振动标签与稳定同位素相比, 
其尺寸略大但拉曼信号极强且同样位于拉曼静默

区。使用炔烃作为标签, 既可以与叠氮化物结合发

生环加成反应, 也可与用于检测的荧光基团耦合用

于标记成像[27]。因此, 利用炔烃在拉曼标记成像中

具有的极高特异性与灵敏性优势, 可以设计合成各

类含有炔烃的小分子类似物。5-乙炔基-2’-脱氧尿

苷(Edu)是闵玮课题组[11]设计的核苷类似物, 将Edu
等作为前体观察其代谢结合过程, 可以对大分子如

核酸等的从头合成进行可视化。YAMAKOSHI等[28]

设计合成了炔烃标记的辅酶Q(coenzyme Q, CoQ)类
似物, 成功对细胞中CoQ浓度进行了半定量估算并

对CoQ类似物进行了活细胞拉曼标记成像。为进一

步提升炔烃的应用范围与灵敏度, 武汉大学胡继明

教授课题组[29]开发了一组用于表面增强拉曼散射

(surface-enhanced Raman scattering, SERS)技术的炔

烃调制探针组, 其具有窄峰宽、拉曼峰可调移以及

高度增强的拉曼信号等优势, 即使用于观察存在细

胞壁、叶绿体与色素等自发荧光的巨大干扰环境下

的植物花粉细胞, 仍能保持灵敏度极高的多重细胞

成像。可见, 以炔烃等为代表的常用三键标签在生

物学标记成像中表现出理想的化学与光谱学特征, 
同时这类标签具有良好的外源性与生物正交性, 可
以保证标记过程的结合稳定性与高度特异性。

2.3   拉曼探针染料标记

为进一步利用SRS的高灵敏度和超多路复用

光学成像优势, 一些拉曼探针染料被成功开发。华

中科技大学罗亮教授课题组[30]开发的聚乙二炔(de-
ca-4,6-diynedioic acid, PDDA)提供了极强的炔烃拉

曼信号, 同时具有优秀的水溶性和生物相容性。与

传统的炔标记相比, PDDA的振动激发增强了104倍, 
其在拉曼静默区的信号强度大幅提升。Carbow是碳
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彩虹(carbon rainbow)的简称, 作为闵玮课题组[31]开

发的最新一代彩虹探针, Carbow分子采用不同的外

源性化学键如炔烃等, 可以在拉曼静默区得到极高

灵敏度的拉曼信号, 同时消除大量细胞内源背景信

号的影响。中性支架使Carbow具有高度的膜渗透性, 
因此可以进入细胞内部对不同的细胞器等进行多色

成像, 且具有良好的特异性。与掺杂单个三键标记

的类似物或单个炔标记的拉曼探针相比, 以Carbow
为代表的超强拉曼探针组具有以下优势: 首先, Car-
bow等通过将多个具有拉曼静默区信号的小分子如

三键等共轭聚合, 形成强度远高于单个标记的长链

探针分子, 其信号强度最高可提升四到五个数量级。

其次, 超强拉曼探针分子的设计合成采用功能化策

略, 如Carbow在合成中通过在端基如苯环的结构上

预留不同的接头, 以用来靶向不同细胞结构, 这种方

法极大地扩展了探针组的应用范围。最后, 利用不

同的合成策略改变探针分子的结构性质, 如PDDA
通过主客体拓扑化学聚合(host-guest topochemical 
polymerization)策略使其成为水溶性分子, 而Carbow
通过采用中性支架策略使其能够透过细胞膜进入胞

内进行标记。以上超强信号、结构功能化与材料灵

活性等优势使Carbow等超强拉曼探针在生物学领

域中受到广泛关注并展示了巨大的研究潜力。

2.4   拉曼活性纳米粒子标记

对分析物进行高通量分析与筛选需要大量可

提供信息的识别标签, 依靠一组小分子探针无法满

足这一庞大数量的需求。将纳米粒子应用到生物学

研究中, 具有信号增强放大、表面功能化以及可作

存储传递信息的载体等多个优势[32]。最近开发的将

有机物聚合形成的活性无金属纳米材料可以克服光

淬灭等问题, 闵玮课题组[33]在2017年合成的三色拉

曼活性聚合点通过将炔烃、腈和碳氘键等拉曼静默

区振动标签结合到苯乙烯单体之上并聚合成聚苯

乙烯形成新的纳米粒子。南开大学刘定斌课题组[34]

使用炔烃与腈等三键标记作拉曼探针与金纳米粒子

结合, 通过SERS获得了一系列可用于分析癌细胞表

达的多种标记物。拉曼信号区分性极强的振动标签

提供高灵敏性, 配合纳米粒子本身的高稳定性、低

毒性以及载体作用, 使拉曼探针结合纳米粒子在细

胞分选、内吞作用以及表面蛋白的特异性成像等方

面具有极大的优势[35-36]。除此之外, 将大量同一或

不同组合的Carbow探针置于聚苯乙烯粒子内, 根据

Carbow探针生成的不同拉曼强度信息可以得到大

量的编码组合以提供不同信息[[31]。因此, 将耦合拉

曼标签或探针的纳米粒子用于SRS成像, 可以在保

持高灵敏度、高特异性的同时, 解决传输稳定性及

高容量问题。凭借以上优势, 具有拉曼活性的结合

纳米粒子可以在细胞表型分析及SRS的高通量筛选

分析中提供更快速更准确的信息。

3   多炔彩虹探针的设计与合成原理
聚炔材料是将碳碳单键与三键交替组合, 具有

表1   基于SRS平台的不同拉曼探针标记方法比较

Table 1   Comparison of different Raman probe labeling methods based on SRS platform
标记方法

Labeling methods
标记尺寸

Label sizes
标记类型

Label types
优点

Advantages
缺点

Disadvantages

Label-free Image endogenous chemical bonds 
without the need for synthetic 
probes

Relatively poor signal, low 
sensitivity and specificity

Stable isotope labeling ≈0.1 nm D, 13C, 15N Suitable for high abundance spe-
cies without altering the biochemi-
cal properties of the target

Average Raman intensity, 
moderate sensitivity and 
specificity

Triple-bond and their 
derivatives labeling

<1 nm alkyne (C≡C), diyne, nitrile 
(C≡N)

Strong Raman signal, suitable for 
low abundance species

Need to design synthetic 
probes to target different 
subcellular structures

Super-multiplexed Raman 
dyes

1-10 nm Carbow, MARS High membrane permeability and 
super multiplexed optical imaging

Lack of ability to track 
target dynamics

Raman-active nanomateri-
als

>10 nm Carbow probes in polysty-
rene 
Beads, three color Raman-
active polymer dots

Raman signal is extremely strong, 
surface functionalization, and car-
rier of information

Carrier size limits flex-
ibility in practical applica-
tions
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sp杂化碳原子的线性碳原子链[37]。目前的化学合成

技术已经能够合成20个以上的炔烃所聚合形成的化

学链, 这些碳链同时具有优秀的高导热性、高拉伸

性和高强度等物理特性。因此, 将多炔链作为拉曼

静默区振动标签用于SRS成像平台进行多通道光学

成像将具有巨大的应用前景与优势。

闵玮课题组[38]设计合成的第一代超多路复用探

针: MARS(Manhattan Raman scattering), 通过将炔烃

和腈与近红外的呫吨共轭, 采取调整呫吨中心原子、

环数变化与同位素替换等三种方式, 结合电子预共

振受激拉曼散射(electronic pre-resonance stimulated 
Raman scattering, epr-SRS)技术放大其散射信号, 与
普通SRS技术相比, MARS在epr-SRS的电子预共振

增强下, 信号可以提升四到五个数量级。通过结合

商业染料, MARS能够在成像中提供24种以上的可

分辨颜色。与MARS不同, 多炔彩虹探针Carbow并

不需要电子预共振获得信号增强, 其设计合成主要

通过对探针分子进行不同端基取代、多炔链炔烃数

量调制以及稳定同位素: 13C掺杂组合等三种方式。

在化学合成Carbow探针流程中, 首先通过Glaser-
Hay和Cadiot-Chodkiewicz耦合方法合成一系列长度

不一的, 端基由苯环取代的多个聚炔链[39]。将共轭

炔基的数量从二炔到六炔逐渐增加, 具有高强度信

号窄峰宽(13 cm–1)的拉曼峰在拉曼静默区的2 226 
cm–1到2 066 cm–1区间内呈现线性的变化, 这些峰彼

此间并不存在串扰, 可以很好的分离。随着炔键数

目和拉曼位移的改变, 多炔链的横截面也随之超线

性增加, 与二炔链相比, 六炔链强度增强大约30倍。

另外, 尽管多炔链是由几个炔烃共轭形成的, 但是这

些炔烃在拉曼静默区并不是各自呈现单独的拉曼

峰, 而是聚炔共轭形成一个信号更强的单一拉曼窄

峰, 这对于区分不同Carbow探针分子更为简便也是

十分必要的。可见, 通过增加更多的炔键数量对多

炔链的长度进行调制的方式不仅可以提供更多具有

独特振动频率的探针分子, 还可以增强信号进而极

大的提高探测灵敏度[31]。

为进一步增加Carbow的静默区标记组合多样

性以实现超多路复用设计原则, 同位素掺杂方法可

使多炔链的质量发生变化进而改变其振动频率。
13C作为一种常用的稳定同位素被用于多炔分子的

合成之中, 因此可以将13C分别掺杂到不同数量的三

键之中取代常规的12C[40]。例如, 在四炔链探针分子

中可以分别在炔烃两侧掺杂单个、二重以及三重的
13C标记, 通过增加13C标记炔烃的数量改变多炔链整

体的质量, 进而使其振动频率发生变化。对拉曼信

号进行检测可以发现在20~80 cm–1小范围内, 四炔

链的拉曼峰强度与13C标记的数量增加呈线性相关。

除此之外, 为了消除13C掺杂所带来的粗调影响, 可
采用端基取代的方法, 通过不同的给电子或吸电子

基团如氨基等替代苯环以进行约2~20 cm–1内的频率

微调, 通过这种小范围的调整使不同Carbow探针分

子在光谱图上的位置分布更为均匀。

基于以上不同组合的调制方式, Carbow探针

的数量可以增加到20个以上, 且不同探针分子的拉

曼峰被固定在相应波数, 彼此间分布更加平均, 串
扰被大大减少(图1)。在拉曼光谱上, 根据它们拉曼

峰位置所对应的波数, 可以分别对其进行相应命名, 
如对应2172 cm–1的Carbow探针分子被命名为Car-
bow2172等。将以上位于拉曼静默区的20种不同的

Carbow探针与常用的荧光染料以及在振动指纹区

内已报道的多种商业染料结合, 总计可以达到20种
颜色以上的光学通道检测能力, 这几乎是现在光学

检测领域内可达到最高颜色区分的数量最高值[41]。

Carbow探针的高膜渗透性、高灵敏度、高稳定性以

及多色成像能力使其在SRS的多通道超复用光学成

像中将得到最大程度的发挥。

4   多炔彩虹探针在生物学中的应用
4.1   活细胞中细胞器多色成像

细胞器是活跃于细胞质中的具有特定结构与

功能的亚细胞结构, 对细胞器进行特异性定位观察, 
是研究其功能联系与蛋白细胞器互作关系的重要手

段[41-42]。常规荧光标记技术对某些细胞器的标记研

究已广泛报道, 但由于荧光光谱存在相互干扰而无

法同时对十种以上的细胞器及大分子物质进行多色

成像[43]。依靠多种Carbow探针分子端基的不同基团

接头以靶向相应亚细胞结构, 可以成功对活细胞内

包括线粒体、溶酶体和内质网等在内的10余种细胞

器进行不同颜色标记的多通道光学成像。

Carbow探针分子凭借其中性支架结构所具有

的高膜渗透性, 因此可以高效地透过细胞膜进入细

胞内, 对胞质中不同的细胞器进行成像。依靠链长

调制、端基取代以及稳定同位素的引进, Carbow探

针系列的种类被扩大到20种以上。因此, 通过设计
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合成Carbow探针分子的不同端基, 例如对连接到苯

环不同位点的化学基团进行取代, 凭借基团间连接

的特异性靶向不同的细胞器, 进而可进行多通道精

准成像。

Carbow2141是一个在端基苯环上引入氨基甲

酸酯的具有四个炔烃连接的多炔链分子 , 通过使用

不同的化学基团对氨基甲酸酯进行取代 , 可以精

准靶向不同亚细胞结构。携带正电荷的三苯基膦

(TPP+)是与线粒体基质具有高度亲和力的一段结构

序列 , 通过使用TPP+取代Carbow2141端基的氨基

甲酸酯 , 可以对线粒体进行特异成像。在对其他亚

细胞结构进行探针分子的设计合成和靶向方法中 , 
Carbow2141的氨基甲酸酯可被二甲胺基团取代 , 进
而靶向酸性溶酶体腔中的质子化单元做到对溶酶体

的标记成像。另外 , 也可以在Carbow2141端基的氨

基甲酸酯上引入携带阳离子的二胺基团 , 进而与细

胞膜上的阴离子磷酸盐基团进行相互作用完成对

质膜的成像。如表2所示 , 基于此原理 , 使用不同的

Carbow探针分子如Carbow2226与Carbow2202等分

别利用其端基的特异化学基团以靶向内质网、脂滴

等多种亚细胞结构。以上的SRS多通道成像结果与

荧光标记结果呈现高度共定位 , 这充分体现出Car-
bow的良好灵敏性[31]。

4.2   细胞与组织免疫成像

细胞免疫染色是对固定生物样本中的蛋白质等

大分子进行亚细胞定位的常用研究手段, 通过抗体

与抗原之间的特异性结合进行直接或间接染色[44]。

在直接免疫染色中, 只需使用荧光显微镜对连接荧

光团的一抗进行检测; 在间接免疫染色中, 使用未结

合一抗的荧光团结合二抗之后再进行荧光观察[45]。

以上的荧光检测方式面临抗体质量效率不稳定、荧

光通道信号灵敏度差与背景影响等多种问题[46]。对

生物体内复杂系统进行结构功能与物质间的相互

作用关系研究时, 采用具有高分辨率与灵敏度的光

学系统对组织或细胞进行动态成像解析是十分重要

的。常用的荧光标记技术由于荧光光谱的发射峰过

宽(约50 nm)导致峰之间存在相互干扰的问题, 因此

荧光成像在实际应用中存在四到五种不同颜色的标

记上限[47-48]。与荧光光谱相比, 拉曼光谱的峰要窄

得多, 为了提供更多的通道以加强检测深度, 对拉曼

A: Carbow探针的化学结构和拉曼峰; B: Carbow探针的合成原理; C: Carbow与苯乙烯材料的纳米粒子合成聚苯乙烯颗粒的方法。

A: the chemical structure and Raman peaks of the Carbow probes; B: the synthesis principle of the Carbow probes; C: the method for the synthesis of 
polystyrene particles by Carbow and styrene material nanoparticles.

图1   Carbow探针的化学结构、拉曼峰强度、合成原理以及与纳米粒子结合方式(根据参考文献[31]改编)
Fig.1   Chemical structure, Raman peak intensity, synthesis principle and binding method of the Carbow probes 

(modified from reference [31])
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静默区临近的不同拉曼峰或指纹区内重叠繁杂的拉

曼峰进行区分。可以采用不同调制手段对SRS进行

技术更新[49]。

可见, 相较于拥挤重叠的荧光通道, SRS的分子

振动通道成像提供了窄峰宽的优势, 可提供的检测

通道数也大大增加。然而, 与常规的荧光免疫染色

相比, 拉曼散射截面(Raman scattering cross-section)
远小于荧光染料所能达到的染色效率[50], 因此, 使
用普通的Carbow探针对细胞进行染色效果并不明

显。为增强拉曼信号强度, 除了使用SRS加快成像

速度以外, 还需要增加Carbow探针的浓度。闵玮课

题组采用了一种将聚苯乙烯材料制成的纳米粒子与

Carbow探针非共价结合的方式, 依靠两种材料的疏

水性与独特的溶胀吸附方式将几千个Carbow探针

包裹于纳米颗粒之内, 进而使纳米粒子极小尺寸(约
20 nm)与聚集在纳米粒子中Carbow探针高浓度的优

势结合, 进而达到皮摩级的SRS光学检测尺度[51]。

闵玮课题组[52]采用溶胀扩散法, 将具有疏水性

的聚苯乙烯纳米粒子加入到含有四氢呋喃 (tetrahy-
drofuran, THF)的溶液中, 纳米粒子发生膨胀使Car-
bow探针能够扩散到粒子内部。之后, 再通过补充过

量的水使纳米粒子收缩为原始尺寸, 进而使Carbow

探针封闭在粒子内部。通过这一方法, 极大地降低

了探针与纳米粒子结合的复杂性, 进一步简化了相

关实验操作[53]。经过验证, Carbow纳米粒子的亮度

高于普通Carbow探针两到三个数量级。为到达特

异性的细胞染色目的, 通过EDC/NHS偶联化学反应, 
将纳米粒子表面上的羧基与端基连接氨基与羟基的

由多个聚乙二醇(polyethylene glycol, PEG)聚合而成

化学链进行连接, 进而将不同的二抗与聚乙二醇链

的羧基相连, 借助这种组合加强抗体抗原的特异性

结合强度以支持对亚细胞结构进行染色[12]。通过使

用多种Carbow探针分子与不同的一抗进行孵育, 二
抗结合, 借助SRS显微技术成功对Cos-7细胞中的α-
微管蛋白、波形蛋白与肌动蛋白进行标记, 获得了

微管、微丝与中间丝在细胞中的位置信息。除此

之外, 将细胞骨架的三色SRS成像与使用NucGreen
对细胞核进行的荧光染色成像进行通道结合, 结果

发现各通道亮度正常、分布均匀且没有荧光染料的

干扰。同时, 基于结合荧光二抗的结果, 可以得到: 
SRS观察到的Carbow纳米粒子的染色结果与荧光结

果具有良好的相关性。这充分说明了Carbow在光学

成像中的多通道优势以及在细胞染色过程中的可靠

性与应用潜力[53]。

表2   用于不同细胞器标记成像的Carbow探针种类和化学结构式(根据参考文献[31]改编)
Table 2   Carbow probe types and chemical structures for imaging different organelle labeling (modified from reference [31])
Carbow探针类型

Types of Carbow probe
炔烃数目

Number of alkynes
稳定同位素掺杂数目

Number of stable isotopes
化学结构式

Chemical structures
细胞器类型

Organelle types

Carbow2062 Mito Tetrayne 3 Mitochondria

Carbow2086 Lyso Tetrayne 2 Lysosome

Carbow2141 PM Tetrayne 0 Plasma membrane

Carbow2226 ER Diyne 0 Endoplasmic reticulum

Carbow2202 LD Diyne 1 Lipid droplets
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在复杂体系中获得高分辨率信息, 需要在了解

组织体系的结构功能的基础上得到样品的全局信息, 
组织免疫染色提供了一条探测组织结构与生理功能

的完整路径[54]。在组织免疫实验样本中, 介导特定

的细胞间黏附相连的细胞膜相关糖蛋白: 上皮钙黏

蛋白(E-cadherin)被选择, 其特异性在于仅在上皮细

胞中表达[55]。为验证Carbow在组织免疫染色过程中

的灵敏性与特异性, 采用常规的免疫荧光染色与Car-
bow2220介导的免疫染色作为对照。结果显示, 在小

鼠的结肠组织切片中, 与荧光免疫染色等结果一致, 
Carbow免疫染色仅能在靠近管腔的上皮细胞中显示

上皮钙黏细胞的染色模式, 而在周围的结缔组织等

部分并未观察到染色结果。同时, 这也与上皮钙黏

蛋白在细胞中的亚定位分布呈现相同预期[31]。可见, 
Carbow结合纳米粒子在组织样品中可以达到良好

的特异性。除了使用Carbow探针结合纳米粒子, 北
京大学汤新景课题组[56]研发的拉曼纳米粒子采用具

有独特振动频率的炔烃和叠氮化物等标记物作为纳

米粒子内的高密度信号源, 结合新型纳米材料极适

用于活细胞的拉曼高光谱检测与成像。通过对纳米

粒子进行表面修饰靶向不同受体, 功能化的纳米载

体与多色高灵敏度拉曼探针可用于肿瘤组织靶向成

像与拉曼光谱检测。

4.3   细胞分选与高通量分析

除了用于多通道光学成像, Carbow也可以凭借

其高灵敏性与特异性用于分子与细胞功能的高通量

数据分析。为加强数据存储强度, 具有生物亲和性与

超小尺寸的纳米粒子被用于Carbow的信息载体[57]。

通过将Carbow非共价掺杂聚合物纳米粒子以制备超

亮纳米颗粒, 根据收集的拉曼光谱信息并按照同一

振动频率下的拉曼强度值大小的不同, 将每个强度

数据量化为0、1和2等不同的数字表达方式。因此, 
根据自发拉曼光谱下的10个不同振动频率结合3种
不同的强度变化值, 在SRS窄光谱不存在串扰的优

势下, 可以得到310-1即59 048种不同的排列组合, 这
些组合用于光学记录即可成为数据并转化为被测量

物质的光谱条形码[31]。

在细胞分选过程中, 不同的编码组合可以用来

标记每一单个细胞, 而细胞吸收Carbow纳米粒子的

能力可以达到3个数量以上。以细胞同时吸收3个
纳米粒子为例, 编码组合就可以扩大到313个, 如此

庞大的光学条形码数量远超现在所能使用的任何

有机染料或普通纳米粒子等常用的分选技术方法。

同时, 这些条形码足以编码包括人体在内的多个体

系中的所有细胞。因此, 使用Carbow纳米粒子用于

体外检测、细胞分选与高通量分析已经成为值得

关注的前沿技术。除此之外, 相比于荧光细胞分选

和快速无标记SRS分选[58]等方式, Carbow、纳米粒

子与SRS技术的结合提供了高可分辨频率以及超多

编码的优势, 同时消除了荧光能量转移与光漂白等

问题的影响。

在高通量活细胞分析与表型分析中, Carbow纳

米粒子拉曼探针组凭借极强的信号与高可分辨性可

以对单细胞多参数数据进行测量。通过采用不同抗

体对Carbow纳米粒子表面进行功能化, 接着与全细

胞自发拉曼光谱数据进行耦合, 依靠14个表面功能

化的Carbow探针对单个活细胞的表面蛋白表达水

平、内吞作用机制与代谢动力学等进行量化。在药

物作用分析中, 通过Carbow纳米粒子对多种化疗试

剂进行标记, 通过对使用化疗试剂不同处理情况下

的人乳腺癌细胞进行测量, 对比已报告的文献结论, 
全细胞拉曼光谱信息得到的结果一致并进一步获得

了如化疗药物对线粒体膜电位具有变化作用等新结

论[59]。

综上所述, Carbow在结合表面功能化的纳米粒

子后, 不仅可以对特定的蛋白进行标记, 还可以在单

细胞高通量测量领域, 对生物系统中的复杂细胞功

能与分子结构进行高通量分析, 为药物作用多参数

分析提供有效工具以及联用活细胞流式细胞仪等进

行多路复用测量与聚类网络分析。

5   展望
SRS作为一种免标记显微成像技术, 凭借良好

的成像速度与非共振背景, 在材料、化工与生物医

学等领域已有广泛的应用[60-61]。近年来, 拉曼探针

的开发与应用进一步提升了SRS显微成像的灵敏度

与特异性。Carbow作为新型的多色拉曼探针, 是具

有多个特异化学基团的多炔链, 利用拉曼静默区以

及窄光谱的优势可对细胞内不同物质进行超复用多

通道的特异光学成像。

在常规拉曼探针标记中, 采用掺杂炔烃或稳定

同位素的类似物标记如Edu等在生物成像过程中仍

存在可分辨程度低与化学合成复杂等劣势, 普通拉

曼探针虽然拉曼信号强但是也存在成像通道数量少
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的不足。一方面, Carbow探针通过将多个具有高拉

曼强度的外源化学键进行共轭形成多炔链分子, 使
所得到的拉曼信号得到极大的增强, 亮度也大大提

升。另一方面, Carbow在化学合成过程中通过采用

在端基预留氨基甲酸酯接头以便于后续连接不同化

学基团的方式, 增加了生物学应用的普适性, 减少了

针对不同亚细胞结构以重新合成靶向探针的成本。

在植物学领域, 植物细胞壁成分结构与类型研

究是当前的热点与难点, 密歇根州立大学的丁士友

教授及其团队[62]通过双色SRS显微镜成功得到了木

质素和植物多糖的分布与含量信息, 这对细胞壁成

分与组装机制解析具有重要意义。高光谱SRS在对

木质素化学结构分析研究中取得了对多种官能团如

醛、醇和芳环等在不同时期细胞壁中的分布与浓度

信息的成果, 并对木质素醛还原为醇的过程进行实

时监测[[22]。尽管成功得到了木质素官能团的定量定

性分析结果, 然而成像分辨率能力和特异性程度仍

有待提高, 木质素类型也无法准确鉴定。而Carbow
探针分子的开发, 对细胞壁合成过程中多种大分子

物质如纤维素、半纤维素、果胶和木质素等进行标

记, 对细胞壁组装过程进行可视化分析将成为新的

研究重点。虽然目前使用多色拉曼探针在解决植物

高聚物不同单体构型与组装过程的区分与标记研究

方面还处于起步阶段, 但是拉曼标记成像已经在动

物、微生物以及癌症研究领域取得了重大进展, 这
为未来的植物拉曼标记研究奠定了基础, SRS拉曼

标记技术如Carbow等在植物领域将会有更深的推

进和更广泛的应用。
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