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摘	 	 	 	要	

近年来，超分辨荧光成像技术的快速发展革新了生物学研究方法，因为它通过突破

传统荧光显微镜的光学衍射极限，实现了超高的分辨率。超分辨成像技术的建立依赖于

高性能的荧光染料，而其中的定位型超分辨成像对染料要求更高，染料分子需具备在时

空中稀疏的光转换能力。作为适用于定位型超分辨成像的核心染料，罗丹明染料被广泛

应用于超分辨成像研究，然而该染料的关键性质仍然表现不理想。为此，有必要通过理

性的分子设计为完成高质量超分辨成像开发基于罗丹明的荧光染料。 

荧光染料在定位型超分辨成像中的适用性可以通过分析其单分子光物理性质来加

以预测和评价，为此本论文首先解决单分子分析算法开发的关键问题，建立了一种单分

子分析算法。该算法由三部分构成：（1）单分子的识别，通过超分辨定位和分子聚类的

方法排除在空间上重叠的单分子信号；（2）状态轨迹的拟合，采用隐匿 Markov 模型分

析亮暗态；（3）单分子光物理性质的测量，给出每种单分子性质的物理定义。基于 Matlab

将上述算法转换为具有图形化界面的软件，自动化分析的单分子光物理性质特征，为准

确评价单分子光物理性质提供重要工具。 

罗丹明螺内酰亚胺具备可逆光激活特征，可以实现稀疏发光的控制，适用于光激活

定位显微成像。然而，其关键的亮态时间性质目前仍有待于优化。本论文提出通过构建

分子内酸性环境来延长该类染料亮态时长的策略,通过将羧基引入邻近螺环位置构建了

新型罗丹明螺内酰亚胺 Rh-Gly。光激活、pKa证实了新策略对罗丹明螺内酰亚胺亮态的

稳定性；对基于该策略染料及其类似物应用上述单分子分析算法和软件实现了单分子光

物理性质计算和测量，分析结果显示邻接羧基将螺内酰亚胺的亮态时间从~30 ms 延长至

~60 ms，并预期该策略染料具备良好的超分辨成像性能。通过基于该策略的 Rh-Gly 染

料及其标记功能性探针，实现了 10 s 时间分辨率和~50 nm 空间分辨率的活细胞线粒体

超分辨成像，以及对活细胞细胞核 H2B 蛋白和固定细胞微管超分辨成像。 

其次，为了改善传统四甲基罗丹明（TMR）在水溶液中不理想的发光效率，本论文

开发了一种季铵化哌嗪策略来抑制 TICT 态的形成，提升罗丹明染料的亮度，提高其超

分辨成像能力。光谱实验结果表明季铵化哌嗪取代的罗丹明 MPR（Φ = 0.93; ε = 8.7 × 104 

L×mol-1×cm-1）相比于 TMR（Φ = 0.47; ε = 7.8 × 104 L×mol-1×cm-1）显示出大于两倍的亮

度提升。通过建立的单分子分析方法对 MPR 和 TMR 的单分子光物理性质统计，其结果

显示 MPR 具有更好的单分子亮度且预测其定位型超分辨成像能力更优。通过对基于该

策略标记衍生物的开发，实现了对固定细胞的微管以及活细胞的细胞膜和溶酶体的超分

辨成像。 
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本论文发展的两种罗丹明染料分子优化策略为开发适用于超分辨成像的染料提供

了平台分子，促进未来超分辨成像技术的发展和进化。 

 

关键词：超分辨成像；单分子定位；单分子算法；罗丹明；罗丹明螺内酰亚胺 
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ABSTRACT	

The rapid evolvement of super-resolution imaging techniques has revolutionized the 

biological studies in recent years. Super-resolution imaging provides unprecedented resolutions 

by breaking the diffraction limit of conventional fluorescent microscopies. The establishment 

of this technique relies on superior fluorophores, especially for localization-based super-

resolution imaging which further requires sparse photoswitching behaviors of fluorophores in 

terms of both space and time. As core fluorophores for localization super-resolution imaging, 

rhodamines have been widely deployed for super-resolution imaging. However, these 

fluorophores exhibit suboptimal properties for these advanced imaging techniques. Therefore, 

it is necessity to update rhodamine fluorophores to facilitate high-quality super-resolution 

imaging through rationalized strategy of molecular design. 

Since the single-molecule characteristics predetermine the localization-based super-

resolution imaging capabilities of a fluorophore, the establishment of standardized algorithm 

and the development of applicable software for analyzing single-molecule data emerge as a 

critical problem. In this dissertation, a single-molecule algorithm has been established, which 

is constituted by three components: 1) the identification of single-molecule signals, which 

utilizes the super-resolution localization and molecular cluster methods for excluding spatially 

overlapped signals; 2) the transition-state fitting of fluorescent trajectories, which adopts the 

hidden Markov model to analyze bright and dark states; 3) the measurement of single-molecule 

photophysical properties, which defines the physical meanings of single-molecule 

characteristics. Following the established algorithm, a MATLAB based software with GUI 

interface has been developed for automatically analyzing single-molecule characteristics. The 

development of algorithm and software for single-molecule analysis would set a stage for 

evaluating single-molecule photophysics in the future. 

Ring-closed forms of rhodamine spiroamides are photoactivated to highly fluorescent 

ring-opened forms, providing sparse dark to bright transforms in a controllable fashion, suitable 

for photoactivated localization imaging. However, one of its key properties, the duration of on-

states, i.e. on time, has never been optimized previously. In this dissertation, a molecular design 

strategy is developed to lengthen the on time of photoactivaed zwitterionic state through an 

intramolecular acid microenvironment, and a new rhodamine spiroamide, Rh-Gly, is obtained 

by introducing a carboxylic acid group in proximate to the lactam location. Photoactivation and 

pKa studies substantiate the the stabilization effect of adjacent acid group. The established 

single-molecule algorithm and software enable the measurement of single-molecule 

photophysics of fluorophores developed through the acidic strategy. Single-molecule results 

demonstrate that acid strategy lengthens the on time from ~30 ms to ~60 ms, and predict that 
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these fluorophores permit high-quality super-resolution imaging. Furthermore, through Rh-Gly 

and its probes derived following acid strategy, high-quality super-resolution imaging of 

mitochondria in living cells is obtained at ~50 nm spatial resolution in 10 s, and super-resolution 

imaging of nucleus H2B proteins in living cell and microtubule filaments in fixed cells are 

realized. The development of this strategy would benifit the future development of high-

performance rhodamine spirolactams for photoactivation localization microscopies as well as 

insipire the improvement of other fluorophores. 

Conventional rhodamines, like tetramethylrhodamine (TMR), show suboptimal 

fluorescence in aqeous solution. The nonradiative process of these fluorophores probably 

correlates to the formation of twisted intramolecular charge transform (TICT) state. In this 

dissertation, a quaternary piperazine strategy is developed to suppass the TICT formation and 

improve the brightness of rhodamine fluorophores. The quaternary piperazine substituted 

rhodamine, MPR (Φ = 0.93; ε = 8.7 × 104 L×mol-1×cm-1), exhibites over two-fold brightness 

enhancement compared to its analog TMR (Φ = 0.47; ε = 7.8 × 104 L×mol-1×cm-1) in ensemble 

spectrum studies. Single-molecule photophysic properties of MPR and TMR are measured 

through the priorly established single-molecule algorithm and software. The results 

demonstrate that MPR shows increased single-molecule brigthness and holds an enhanced 

capability of super-resolution imaging. Moreover, through biological functional derivatives of 

MPR, these quaternary piperazine substituted rhodamines enable super-resolution imaging of 

microtubules in fixed cells and plasma membrane or lysosomes in living cells. 

Rhodamine fluorophores, developed from the two new molecular designs in this 

dissertation, would serve as scaffolds for the development of super-resolution imaging probes, 

promoting the future envolvement of super-resolution techniques. 

 

Key Words：Super-resolution imaging; Single-molecule localization; Single-molecule 

algorithm; Rhodamine; Rhodamine spirolactam. 
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1  绪论 

1.1  研究背景与意义 

荧光显微镜是人们理解和认识微观世界的重要工具，然而由于光学衍射极限（Abbe 

diffraction limit）的限制，传统的远场显微镜不能分辨尺寸小于 200 nm 的结构。如图 1.1

所示，将点光源置于二维空间中心位置，由于衍射以及光的统计特征，其发射的光子并

不能精确在远端相机上提供准确的位置信息；在收集几百甚至几千个发射光子后，将获

得点光源的光斑，其中心结构艾里斑的直径大约与发射波长相等；而当两个点光源空间

距离过近（小于艾里斑的半径时，< 200 nm），显微镜相机上只能显现出一个光斑，无

法分辨两个发射源的存在。 

 

 
图 1.1 衍射极限限制远场光学显微镜的分辨率，标尺：100 nm 

Figure 1.1 Diffraction limit restricts the resolvability of far-field optical microscopy. Scale 

bar: 100 nm. 

 

为了改善显微镜的分辨率，科学家开发了去卷积（deconvolution）、共聚焦成像

（confocal imaging）等成像技术，但这些成像方法所能够取得的分辨率（xy， 150-200 

nm；z，500-800 nm）仍然十分有限。另一方面，为了更精确的获得高分辨率的信息，研

究者使用波长更短的电子显微镜和 X-射线显微镜，但这些技术通常要求对样本进行特

殊的固定，不能够实现活体实时观察。不仅如此，这些技术通常缺乏有效的标记手段，

难以多维度选择性的获取样品信息。因此，研究者致力于发展突破光学显微极限的先进

光学成像技术。 
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超分辨显微成像（Super-resolution imaging）的发展极大的突破了传统的衍射极限，

提供了分子水平的细节信息，改革了生命科学乃至材料科学的研究方法，极大促进了这

些领域内科学研究的进步。这些先进光学显微镜的平面（xy）分辨率达到了 10-100 nm，

轴向（z）分辨率也达到了 20-150 nm，结合荧光染料的高特异性靶向标记功能以及发射

光谱的多色可选择特征，可以从多维度对目标结构进行超高分辨率的成像测量（图 1.2）。

因此，2014 年诺贝尔化学奖授予了超分辨成像领域的三位重要科学家 Eric Betzig，

Stephen Hell 和 William Moerner，以表彰他们为超分辨显微镜的开发做出的杰出贡献。 

 

 
图 1.2 多维度超分辨光学成像，图来源于文献[1]–[3] 

Figure 1.2 Multidimensional super-resolution imaging. Images reproduced from references[1]–

[3]. 
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超分辨成像技术包括受激发射损耗（Stimulated emission depletion, STED）显微镜[4]、

光激活定位显微镜（Photoactivated localization microscopy, PALM）[5]、随机光学重建显

微镜（Stochastic optical reconstruction microscopy, STORM） [6]以及结构照明显微镜

（structured-illumination microscopy, SIM）[7]等。从超分辨的原理出发，上述显微镜可划

分为三类：1）通过引入中心强度为零的环状（doughnut-shape）饱和光，将除中心之外

的染料分子限制在基态，因而建立超越衍射极限的极小的激发空间限域，通过对整个样

品进行扫描最终完成超分辨成像，这种模式可称之为 STED；2）在频率域（frequency 

space）改造激发光，形成与莫尔条纹（Moiré patterns）类似的干涉条纹，收集经过上述

激发光频率调制后的样品荧光信号，重构出超越衍射极限的结构特征，这类的技术可统

称为 SIM；3）控制染料在时空中稀疏的发光（图 1.3），对每一个单分子信号进行点扩

散函数（PSF）的统计学近似拟合，获取其在空间中的准确位置，最终通过积累足够的

定位信息描绘出结构的微观细节，这一类技术包括 PALM 和 STORM 等，可归纳为单分

子定位超分辨显微镜（SMLM）或简称为定位型超分辨显微镜。 

 

 
图 1.3 单分子定位超分辨成像的原理 

Figure 1.3 Schematic illustration of the principle of single-molecule localization super-

resolution imaging. 

 

相较于超分辨技术 STED 和 SIM，定位型超分辨成像具有成像分辨率高和设备要求

低的优势。定位型超分辨成像基于对单分子的信号统计学分析，从原理上已经达到逐个

对分子的定位水平，因此是分辨率最高的超分辨成像技术之一。同时从单分子直接读取

数据，可以挖掘整体平均成像研究丢失的单分子亚族群信息。另外，由于不依赖复杂的

激发光改造，定位型超分辨成像在普通的宽场荧光显微镜上即可完成，对设备的要求较

低。 

定位型超分辨成像对荧光染料提出了极高的要求。该技术建立在染料的稀疏发光上，

需要具有光转化（photoswitching）能力的染料[8],[9]。如图 1.4a 所示，染料必须能够在被

漂白前完成至少一次从暗态到亮态的转换，且不同染料形成的亮态需在时空中孤立，避

免产生重叠。图 1.4b 展示了一个发生多次闪烁的染料分子的荧光强度轨迹图。这个分子
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在记录初始阶段处于暗态（或未被激活），随着记录时间的延长，分子从暗态转换到亮

态（或激活到亮态），其后发生多次亮暗态间的转化，并且每次亮态和暗态的过程具有

不同的时间，从而形成了闪烁的特征（图 1.4c）。 

 

 
图 1.4 单分子光转换模型（a）、单分子荧光轨迹图（b）及实验中单个分子的闪烁

（c），标尺：500 nm。 

Figure 1.4 Photoswitching model of single molecule (a), single-molecule fluorescence 

trajectory (b) and experimental blinks of a single molecule (c). Scale bar: 500 nm. 

 

为实现染料有效的光转化，研究者提出了不同的控制方法，其中包括 STORM[6]、

PLAM[5]、FPALM[10]、GDSIM[11]、dSTORM[12]等。上述方法按照染料进入转化的方式大

致分成两类：其一，染料在初始时候处于亮态，通过高功率激光的“漂白”以及相应的

成像环境控制将染料分子压制到稀疏的随机发光，这一类可归纳为压制型，包括 STORM、

GDSIM 和 dSTORM；其二，染料初始处于暗态，在成像中随机的转化到亮态继而实现

染料整体的持续稀疏发光，这一类可归纳为激活型，包括 PALM 和 FPALM。然而，在

压制型成像中，成像增强剂具有细胞毒性且通常需要使用除氧体系，因此该技术通常不

适用于活细胞成像；第二种方式虽可免于有毒害的成像液体系，但是在该技术广泛应用

的荧光蛋白相比于有机小分子染料的亮度和稳定性弱[13]，而有机小分子染料的分子设计

策略仍然十分有限，需要改善染料较弱的生物相容性。 

超分辨技术也对染料的标记性能和稳定性提出了很高的要求。为了在活细胞标记成

像中应用，染料需要具有良好细胞膜通透性和亚细胞器结构（以及蛋白、生物活性分子）

的准确靶向以及选择性标记能力。同时，染料也应具有良好的稳定性，可以在目标结构
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上形成稳定闪烁的单分子信号，通过这些信号的收集定位反应结构的细节特征。相较于

普通光学成像，超分辨成像总是需要更多的荧光信号来重构解析出更高分辨率的微观信

息。 

总之，超分辨成像，尤其是单分子定位超分辨成像，显现出对高性能的荧光染料显

著的依赖性。下文将对影响定位型超分辨成像的染料性质进行详细讨论。 

1.2  影响单分子定位超分辨成像的荧光染料性质 

1.2.1  荧光染料的亮度 

荧光染料的亮度影响定位型超分辨成像的定位准确度[14]。在定位型超分辨成像中，

单分子的定位是通过分析其光斑的点扩散函数（Point spread function, PSF）获得。由于

光具有统计特征，因此增加单分子发射光子数量，能够减少光子随机分布对光斑 PSF 的

干扰，从而更准确的给出单分子的定位。图 1.5a 和 d 展示了两个光子收集总数分别为

100 和 1000 的单分子信号，图 1.5b 和 e 给出了这两种单分子信号 1000 次单分子定位模

拟的结果，而在图 1.5c 和 f 中给出了定位结果中心区域的放大图。模拟的结果显示：当

单分子信号的收集光子数增加时，单分子拟合算法的准确性和精确性将会极大提升。因

此，单个分子的收集光子数，即单分子亮度或者荧光染料的亮度，决定了最终成像的定

位精确度和准确性。 

基于上述事实，Thompson 等[15]推导出单分子定位的不确定程度（σ）近似与单分子

收集光子的个数的平方根（√ܰ）成反比，见公式 1.1： 

σଶ ൌ ௦మା௔మ/ଵଶ

ே
൅ ସ√గ௦య௕మ

௔ேమ
    (1.1) 

其中，s 为 PSF 的标准方差（Standard deviation），a 为图像上每个像素点的实际尺

寸，b 为背景噪音信号。 

总之，单分子的亮度，即荧光染料的亮度是提升定位型超分辨成像的关键。在光谱

研究中，染料的亮度定义为量子产率和摩尔消光系数的乘积。因此，提高染料的摩尔消

光系数或量子效率，或者同时提高两个参数，将提高单分子的亮度，提升染料超分辨成

像应用的潜力。 

另一方面，单分子的亮度也受到染料荧光发射的持续性影响。单分子亮度的提升来

源于收集荧光光子绝对数量的增加，因此荧光染料多次充分的激发将扩大其发射的光子

数从而提高单分子亮度。然而因为受到定位型超分辨成像原理的限制，荧光染料的亮态

延长需要与其闪烁稀疏度综合考量。在能够保证单分子信号稀疏度的前提下，延长荧光

染料的亮态时长，也可以提高荧光染料单分子亮度。 



单分子定位超分辨成像专用罗丹明染料优化设计 

- 6 - 

 

 

 
图 1.5 单分子亮度影响定位的精确度和准确性，标尺：200 nm（b 和 e）、20 nm（c 和

f） 

Figure 1.5 The effect of single-molecule brightness towards the precision and accuracy of 

localizations. Scale bar: 200 nm (b and e); 20 nm (c and f). 

 

1.2.2  荧光染料的闪烁特征 

定位型超分辨成像的实现依赖于在时空上分隔的染料单分子信号。虽然近年来改进

的超分辨算法能够从高密度甚至重叠的单分子数据中挖掘分子定位信息[16]–[18]，但是这

些算法的定位准确度受到贝叶斯信息准则的限制，因而它们对高密度单分子数据定位准

确度始终低于低密度稀疏数据的定位准确度。因此想要提升定位型超分辨成像质量，染

料必须具备形成稀疏孤立单分子信号的能力。 

影响单分子信号稀疏程度的决定性因素就是染料的闪烁特征。按照与文献相似的光

转换模型[8]（图 1.4a），染料的闪烁特征可用两个关键的速率来反映：1)染料从亮态到

暗态的转换速率 kd = 1/τon（τon 是染料在亮态持续的平均时间）；2)染料从暗态到亮态的

转换速率 kr = 1/τdark（τdark 是染料在暗态持续的平均时间）。两个速率之比（kd/kr）决定

了在达到平衡态时，染料的单分子信号密度；而两个速率的绝对值则决定了达到平衡态

所需要花费的时间。 
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图 1.6 染料闪烁特征影响超分辨重构结果，标尺：300 nm 

Figure 1.6 The impact of blinking characteristics towards super-resolution reconstruction. 

Scale bar: 500 nm. 

 

图 1.6 展示具有不同闪烁特征（染料 1 vs 染料 2）的两种染料的模拟结果。模拟的

染料分布见图 1.6a，假定所有染料遵循压制型染料的成像特征，在开始阶段处于亮态，

且假定在成像中荧光染料不发生光漂白。在达到稀疏单分子发光前，染料需要通过随机

光转换达到亮暗态平衡，图 1.6b 和 c 给出了达到平衡态过程中亮态和暗态分子比例的变

化。两种染料的闪烁特征（kd/kr = 1 vs kd/kr = 100）不同，具有较大的 kd/kr比例值的染料

2 在达到平衡时，处于亮态的分子比例更低，更符合定位型超分辨成像在时空中稀疏和

孤立单分子的要求。图 1.6d 和 e 给出了在达到平衡态时染料分子的模拟信号。由于染料

1 在平衡态的亮态比例过高，其在成像中不能够产生稀疏的单分子信号，模拟结果显示

染料 1 的平衡态的分子信号叠加，对染料 1 的模拟信号定位重构不能解析染料标记的结
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构特征（图 1.6f）。而染料 2 的单分子信号在时空中稀疏分布（图 1.6e），其超分辨定

位重构的结果与染料分布真实情况相符（图 1.6g）。 

此外，虽然染料 1 不适用于定位型超分辨成像，但是其平衡态特征可能适用于其它

超分辨成像（如 RESOLFT[19]、SOFI[20]等）。 

另外，在压制型成像过程中，染料进入平衡态消耗的时间也是影响超分辨成像质量

的重要因素。染料在进入平衡态前，往往不能够形成稀疏的单分子信号，在此阶段染料

被激发产生的荧光信号通常不能够用于定位分析而直接损耗。因此缩短达到平衡时间，

将提高荧光染料的光子利用率。对比两种模拟染料，由于染料 1 的转换速率较慢（kd = 

0.1 s-1），染料 1 达到平衡态的时间消耗（2 s）要长于染料 2（kd =10 s-1; < 1 s），因此

在定位型超分辨成像中染料 1 的适用性更弱。 

1.2.3  荧光染料的稳定性 

超分辨成像需要比普通荧光成像更多的光子信息来获得微观的细节信息，因此染料

的稳定性是影响超分辨成像质量的另一个关键因素。在定位型超分辨成像中染料的稳定

性可以用三个关键参数来反映：1）染料在猝灭前可收集到的总光子数；2）染料的光漂

白速率；3）染料的闪烁次数（Nblinks，亮暗态转换次数）。 

在不考虑成像系统收集效率的前提下，染料可收集的总光子数等价于其荧光量子产

率与被激发到激发态的次数的乘积。因此，在染料的荧光量子产率确定的情况下，总光

子数与染料在成像中发生漂白前，可被激发的次数成正相关，反映了染料的总体稳定性。 

染料的光漂白速率（kb）反映了染料在成像中不可逆漂白过程发生的快慢。染料在

亮态和暗态均有可能发生漂白过程，因此该速率对应的绝对光漂白过程包括从两种状态

发生的漂白。然而，暗态不能被直接测量（只能通过测量亮态来间接反映），因此通常

情况下测量报告的速率表征了染料最后一次从亮态转换到暗态过程的发生快慢。 

光漂白过程也影响染料的闪烁持续性，并对定位型超分辨成像重构的质量有较大的

影响。图 1.7a 展示了不同漂白速率的染料（1、2 和 3）逐步达到闪烁平衡状态的时候，

亮态、暗态和光漂白态所占比例的变化。三种染料的预设 kd 与 kr完全相同，并且采用与

图 1.6 中染料 2 相同的值以便分析漂白过程对超分辨成像结果的影响。从图 1.7a 中可以

观察到，当染料的光漂白速率（kb）逐渐增加时，染料在进入平衡闪烁状态前发生完全

光漂白的比例也在增加。当 kb（50 s-1，染料 3）是 kd 5 倍的时候，达到平衡时只有< 20%

的染料没有发生光漂白。在这种情况下，这些处于暗态的染料在转换到亮态发光时，很

快将发生漂白而失去被多次定位的可能性。因而，对于具有较高漂白速率的染料，其超

分辨成像的重构质量将下降，并且很有可能不能够获得完整的标记结构信息（图 1.7b）。 
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图 1.7 光漂白速率影响超分辨成像的重构质量，标尺：300 nm 

Figure 1.7 Photobleaching rate correlates to the reconstruction quality of the super-resolution 

imaging. Scale bar: 300 nm. 

 

染料的光漂白过程也影响与染料的亮暗态转换次数（闪烁次数），因此染料的闪烁

次数也反映了其稳定性。在定位型超分辨成像中，单个分子多次有效的亮态可以增加定

位次数，提升超分辨重构分析结果的连续性和完整性。这一点对于压制型闪烁策略的染

料来说尤为重要，因为这些染料进入稀疏闪烁的平衡态前，需要在压制过程消耗掉染料

不少的闪烁循环，因此遵循该策略的成像对染料的闪烁次数提出了更高的要求。然而闪

烁次数不能直接用作染料稳定性的指标，必须与染料闪烁特征一起考虑。例如，在比较

两个染料的稳定性时，当其中染料 1 的转换速率（kr和 kd）显著的快于染料 2 时，即使

染料 1 的漂白过程发生比染料 2 更快，但由于染料 1 的 kr 和 kd 过大，其亮暗态转换发

生过于迅速，染料 1 可能拥有更多的闪烁次数。 

如果假设光漂白过程仅发生在亮态，根据近似的单分子闪烁数学模型，染料的平均

闪烁次数可以通过亮态到暗态的转换速率（kd）和漂白速率（kb）计算获得： 

〈 ୠܰ୪୧୬୩ୱ〉 ൌ
௞ౚ
௞್

  (1.2) 

方程 1.2 也同样验证了上面关于染料闪烁次数不能独立表征染料稳定性的情况。 

总之，染料可收集的总光子数越高，光漂白速率越慢，闪烁次数越多，对于其定位

型超分辨成像越有利。 
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1.2.4  荧光染料的标记能力 

染料的标记能力决定了其超分辨成像定位结果的价值。相较于其它超分辨成像，定

位型超分辨成像最具优势的特征是从单分子的水平上给出其定位信息，这种分子水平的

分辨率对染料标记的选择性和准确性提出了极高的要求。非特异性的染料标记所产生的

定位信息只能给成像带来干扰，只有准确靶向目标结构的染料分子的定位才能准确重构

出未知的微观结构信息。因此，适用于定位型超分辨成像的染料必须具备有优越的标记

的选择性与准确性。 

标记选择性可用染料在靶标结构上的荧光信号与基底背景噪音信号之比来反映。对

细胞进行标记的过程中，几乎所有的染料都会形成非特异的背景吸附：脂溶性较好的染

料吸附于细胞的各种膜结构，带正电荷的染料倾向分布于线粒体与溶酶体，而染料在成

像介质玻璃表面会有不同程度的吸附。在普通荧光成像中，由于采用的激发光源能量较

低，这些背景干扰往往不明显；而在超分辨成像中，因为高能量光源的放大效应，这些

背景噪声信号很可能对结果产生非常严重的干扰（尤其在非靶标结构上的单分子信号更

亮且数量更多的情况下）。因此，超分辨成像要求染料具有非常高的靶向特异性，并且

需要染料即使在高能量的激发光源照射条件下，也尽量避免在非标记结构上形成干扰的

单分子信号。 

标记准确性则决定了定位信息反映微观结构的准确性[14]。标记准确性可以用两个参

数来衡量：1)染料在目标结构的标记密度；2)标记后染料距离目标结构的距离。首先，

准确的标记需要使用匹配结构细节复杂度的标记密度。越复杂的结构越需要更高的标记

密度，通过更密集的分子标记对结构进行采样，最终这些定位密集标记的分子反映微观

复杂的结构特征。其次，染料与标记结构之间的距离影响了定位分析的精确程度。由于

定位型超分辨成像可以达到< 10 nm 的分辨率，因此染料与标记结构的距离也会对定位

重构的结果产生显著影响。例如，在免疫荧光染色中通常使用的两级抗体标记技术，因

为抗体较大的实际尺寸，会造成染料与结构 20-30 nm 的空间位移偏差。这种偏差最终

导致在使用两级甚至单级免疫标记微管时，通过定位型超分辨成像估计的微管直径尺寸

（~ 50 nm）比微管的真实尺寸要大~ 30 nm。 

另外，在活细胞成像中，染料的透膜性对定位超分辨成像质量产生较大的影响。在

细胞膜和细胞膜表面的成像研究中，染料最好不具备膜通透性，以减少细胞内非特异性

着色的干扰；对细胞内各种组分以及亚细胞器结构研究，则需要染料具备良好的膜通透

性，以利于在活细胞的动态生理变化过程中对各种组分特异性染色成像。因此，染料在
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设计时，需要考虑其标记对象的生物学特征，按照不同的设计完成染料的开发，以最大

化程度优化标记成像结果。 

1.2.5  其它影响超分辨成像的染料性质 

由于闪烁机制的多样、单分子物理性质的差异和标记对象成像要求的差别，染料的

超分辨成像质量也与其它上面未讨论的染料性质有关联。例如，对于激活型染料，其光

激活效率、光激活波长都会影响单分子的闪烁模式。通常在活细胞成像中，倾向于使用

可见光激活且激活效率较高的染料，因为紫外照射或者强光照射会对细胞的生理过程产

生干扰。又比如，在多色超分辨成像实验中，多种染料的闪烁同步性，影响成像的信号

收集效率；同步化闪烁的染料可以更有效率完成多色超分辨成像。再比如，未共价键连

目标结构的染料的扩散运动也会对定位型超分辨成像产生较大的影响。在小分子染色成

像实验中，单分子信号收集的时间不能太长，否则由于分子的快速扩散过程，单分子信

号会产生动态模糊（Motion blur），干扰成像定位[3],[21]。 

1.2.6  总结 

定位型超分辨成像对荧光染料的光物理性质提出了很高的要求。由于定位机理的要

求，染料需要能够形成高亮度的单分子信号，同时在成像中完成尽可能多的有效闪烁；

而由于标记准确性的要求，染料需要避免形成背景单分子信号，同时需要按照与目标结

构细节匹配的密度近距离标记。然而到目前为止，真正能够完全满足上述要求的染料仍

然十分缺乏，限制了定位型超分辨成像的拓展应用和深入开发。 

此外，对于绝大部分超分辨染料，实际成像往往需要较高毒性的成像增强剂以及除

氧体系来实现染料稳定的闪烁，因此，这些染料在活细胞成像中的应用十分有限。为此，

开发不依赖于成像液体系的超分辨染料具有十分重要的实际应用价值，将推动定位型超

分辨成像技术在活细胞成像中的应用。 

1.3  定位型超分辨成像的荧光染料研究进展 

定位型超分辨成像技术的诞生与荧光染料闪烁现象的发现密切相关。早在上世纪 90

年代初，在低温单分子荧光的研究中，科学家已经发现单分子荧光发射强度的波动现象
[22],[23]。在 1995 和 1997 年，Trautman 和 Macklin[24]、Lu 和 Xie[25]在室温下观察到荧光

染料的单分子荧光强度波动；1997 年，Moerner 等人[26]也发现绿色荧光蛋白（GFP）在

单分子发光时会出现闪烁和亮暗态转换的现象。虽然这些早期的研究已经揭示了荧光染

料的单个分子可以发生的亮暗态的光转换，但是未找到有效的手段对这些转换进行控制。

2002 年，Lippincott-Schwartz 等[27]发展了可光激活的荧光蛋白；2005 年，Zhuang 等[28]
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和 Saeur、Tinnefield 等[29]第一次实现了荧光染料单分子可控亮暗态光转换。这些可控荧

光染料闪烁的实现，才真正建立了定位型超分辨成像的基础。基于以上发现，翌年（2006

年），三个研究团队（Betzig[5]、Hess[10]和 Zhuang[6]）分别独立的开发了单分子定位型超

分辨显微镜。由于采用了不同的激活技术，他们开发的显微镜被称为 PALM、FPALM 和

STORM，其中的 PALM 和 FPALM 均采用了可激活的荧光蛋白（PA-FP）作为检测底

物，而 STORM 采用了有机小分子（Cy3 和 Cy5）配对体系。虽然底物不同，但这些方

法均通过控制荧光染料的亮暗态光转换过程，形成时空中稀疏的单分子信号，通过 PSF

的数学模型对每个分子信号定位，最终通过收集所有分子的定位获得高分辨率图像。 

定位型超分辨依赖于荧光染料的亮暗态光转换过程，然而当时使用的荧光染料非常

局限，仅有 Cy3 和 Cy5 配对染料体系和一种 PA-FP 光激活荧光蛋白，不能够满足不同

样品的成像需求。为此，研究者迫切地寻找具有亮暗态光转换功能的小分子荧光染料。

在 2007 年，Bossi、Hell 等[30]利用罗丹明螺内酰亚胺的光激活特性实现了稀疏化的闪烁

信号，第一次成功的将罗丹明染料应用到定位型超分辨成像中。在 2008 年，Heilemann、

Sauer 等[12]通过成像液成功控制单一 Cy5 染料进行闪烁，第一次提出了 dSTORM 的技

术理念；同年，Tinnefield 等[31]通过对成像环境中氧化还原体系的改造，进一步揭示了

成像液对染料亮暗态光转换调控的能力。这些结果进一步激励研究者对其它有机荧光染

料进行定位型超分辨成像的尝试，在 2009 年，Heilemann、Sauer 等[32]对一系列商品化

的基于罗丹明荧光团的荧光染料进行了定位型超分辨成像尝试；同年，Zhuang 等[33]尝

试对 Cy5 染料的亮暗态转换机理进行了研究，揭示了还原性巯基对染料双键加成可获得

稳定的暗态。在 2010 年，Sauer 等[34]基于融合蛋白标签技术，在活细胞中利用小分子染

料实现了细胞核定位型超分辨成像。在 2011 年，Zhuang 等[35]对商品化小分子荧光染料

完成了系统性的定位型超分辨成像能力评估，筛选出部分适合完成多色超分辨成像的小

分子荧光染料。至此，通过对传统荧光染料的系统性挖掘，定位型超分辨成像应用广度

也得到进一步的提高。 

上述研究仅仅完成了小分子荧光染料在超分辨成像的初步应用尝试，定位型超分辨

成像研究的深度、可适用性范围的拓展、应用潜力的开发仍需要比传统染料更高效的小

分子荧光染料。因此，染料开发工作者进一步尝试从分子设计角度出发对染料进行分子

加工，提升染料的定位型超分辨成像性能。2010 年，Hell 等[36]设计了重氮盐式的新型笼

化（Caged）罗丹明，具备定位型超分辨成像的潜力。2012 年，Zhuang 等[37]使用硼氢化

钠对已标记的染料分子进行还原，从而避免了压制型成像达到闪烁平衡前的消耗，提升

了超分辨成像质量。2013 年，Johnsson 等[38]首次将长波长的硅基罗丹明（肖义等[39]首次



大连理工大学博士学位论文 

- 13 - 

开发了该染料）标记到细胞内蛋白结构，完成了定位型超分辨成像。2014 年，Urano 等
[40]通过改造硅基罗丹明的螺环取代基的亲核能力，构造了不依赖于激光和成像液体系，

通过自身开关环动态平衡实现稀疏单分子信号的自闪烁长波长荧光染料。他们通过这些

染料的标记，在活细胞内实现了微管的动态超分辨成像。2015 年，Lavis 等[41]使用氮杂

环丁烷取代传统罗丹明的二甲氨供体，提升了罗丹明染料的亮度。2017 年，Belov、Irie、

Hell 等[42]通过对二芳烯的结构修饰与优化获得了不依赖于成像液体系闪烁的定位型超

分辨成像染料。2018 年，Winter、Smith 等[43]将开发了一种可光激活的 BODIPY，并成

功将该染料应用到定位型超分辨成像中。近年来，有机荧光染料分子结构的优化工作受

到广泛关注，新型染料的开发将进一步推动定位型超分辨成像的进化和应用。 

高性能的荧光染料是完成高质量超分辨成像的前提。然而，目前染料研究领域仍然

缺乏荧光染料超分辨成像相关光物理性质（例如，闪烁特征）的研究，应当深入挖掘染

料分子结构与这些性质的关联，优化提升荧光染料的超分辨成像能力，从理论上和应用

上同时推进荧光染料在定位型超分辨成像中的开发应用。下文将按照染料的光物理性质

分述领域内的重要贡献。 

1.3.1  单分子亮度的提升 

如 1.2.1 节所述，单分子信号的亮度决定了超分辨成像定位的精确性和准确性。荧

光染料发射的光子越多，其定位分析的结果越准确。而染料的单分子亮度与其荧光量子

产率成正相关。因此，许多研究者致力于优化染料分子结构提高其荧光量子产率，改善

其单分子亮度，提升染料的超分辨成像质量。 

其中最具代表型的研究当属 Lavis 等[41],[44],[45]使用氮杂环丁烷替换传统二甲氨供体

的分子设计策略。传统提高罗丹明荧光量子产率的策略需要对供体胺取代基进行扩环固

定，导致染料的水溶性和生物相容性变差，不利于在生物相容的水环境下进行染料的标

记和成像。2015 年，Lavis 等[41]对一系列氮杂多元环（三元环—七元环）取代的罗丹明

进行了光谱研究，最终发现氮杂环丁烷取代的罗丹明（图 1.8，1-2）展现出两倍于四甲

基罗丹明(1-1，TMR)的荧光量子产率，并且其单分子亮度也远高于传统的罗丹明。通过

开发染料 1-2 的融合标签蛋白配体衍生物，他们证明了上述的取代策略可以应用于活细

胞蛋白标记超分辨成像，并且该染料完成标记的信噪比优于传统染料标记结果。在这篇

开创性工作中，他们还证明了这种氮杂环丁烷取代策略在不同种类荧光染料上的通用性。

2016 年，他们[44]将上述强化亮度的策略迁移到重氮盐笼化的罗丹明上，获得了具有光激

活特性的 PA-JF549(1-3)，进一步拓展了氮杂四元环策略在活细胞蛋白标签超分辨成像中

的应用。2017 年，他们[45]继续通过控制氮杂环丁烷取代基的电子效应，获得了多种颜色
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的罗丹明染料(1-4)。这些染料在透膜性、吸光性或者亮度上显现出相比于传统染料的优

势，并且可以覆盖商品化激光的波长范围。 

 

 
图 1.8 氮杂四元环类罗丹明染料（Jenelia Fluor） 

Figure 1.8 Azetidine substituted rhodamines (Jenelia Fluor) 

 

Liu、Xu 等[46]对吖丙啶取代的荧光染料也进行了细致的光物理研究工作。他们通过

计算发现吖丙啶取代的萘酰亚胺（图 1.9a，1-5）在基态时处于上-上构型（图 1.9b-c，up-

up），抑制了在激发态供体氨基的扭转（图 1.9d）与分子内扭曲电荷转移态（TICT）态

的形成，使萘酰亚胺在水中的荧光量子产率有显著的提高。这一策略也成功拓展到香豆

素（coumarin）、邻苯二酰亚胺（phthalimide）、不对称罗丹明、硝基苯并二噁唑

（nitrobenzoxadiazole，NBD）染料上。不过由于这些荧光染料的摩尔消光系数相对较小，

它们在定位型超分辨成像中的表现，仍需后续应用实验进一步的验证。 

 

 
图 1.9 氮杂三元环萘酰亚胺通过上-上构型压制分子内扭曲电荷转移态，（b-d）引自文

献[46] 

Figure 1.9 Aziridinyl naphthalimide suppresses the formation of TICT state through an up-up 

conformation. (b-d) reproduced from reference[46]. 

 

此外，Foley 等[47]报道 7-氮杂双环[2,2,1]庚烷取代的罗丹明（图 1.10，1.9，1-6）也

具有接近于 1 的荧光量子产率，并且具有极佳的光稳定性。罗丹明 101（1-7），由于将

可转动的氨基取代基固定成环，也具有~1 的荧光量子产率。上述所有策略均通过环张力
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或者空间位阻抑制可能与 TICT 态相关的非辐射跃迁，实现了荧光染料的荧光量子产率

的大幅提升。 

 

 
图 1.10 通过位阻抑制罗丹明的非辐射跃迁 

Figure 1.10 Inhibitation of non-radiative decay of rhodamine fluorophore through steric 

effect. 

 

除此之外，取代基诱导效应的改变，也可以提升荧光染料的荧光量子产率。典型的

例子是罗丹明 6G（图 1.11，1-8）以及罗丹明 110（1-9）：相比于四甲基罗丹明，由于

烷基取代基的减少，氨基的供电子能力降低，罗丹明染料的非辐射跃迁得到抑制，获得

接近于 1 的荧光量子产率。 

Belov、Eggeling、Hell 等[48]也应用类似的策略，将具有强吸电子诱导效应的氟原子

及三氟甲基修饰到罗丹明的结构上，获得了与罗丹明 110 近似光谱特征的高荧光量子产

率的罗丹明系列衍生物（1-10）。这系列染料同时还具有很高的光稳定性，并被进一步

修饰和应用于 STED 超分辨成像技术。这些染料的高亮度也适合于定位型超分辨成像，

Belov、Bossi、Hell 等[49]在 2014 年对这种染料进行了叠氮笼化，并成功进行了 PALM 超

分辨成像。 

 

 
图 1.11 取代基供电子能力减弱的罗丹明染料 

Figure 1.11 Rhodamine fluorophores with weakened electron-donating groups. 

 

另外，通过位阻和诱导效应的组合设计，Joo、Rhee、Kim、Jung、Ahn 等[50]开发了

N-（6-羟基环己基）氨基取代基，可以同时提高 1-（6-二甲氨基萘-2-基）乙酮（acedan）

在水中的荧光量子产率和摩尔消光系数。这种取代基也可以拓展应用到萘酰亚胺和NBD
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染料中。然而这类荧光染料母体结构的摩尔消光系数较低，且该策略并不能抑制所有重

要的非辐射跃迁过程，只能将染料在水中荧光量子产率提升到 0.4 左右，因而其在定位

型超分辨成像中应用仍需要进一步的探索和研究。 

抑制染料的双键顺反异构化的过程也可以提高染料的亮度。研究者很早就已经对菁

染料的双键构型变化过程进行了抑制尝试[51]–[53]，通过三个并联的六元碳骨架抑制了

Cy3 染料的双键的旋转，获得了在水中也具有较高的荧光量子产率和较长荧光寿命的

Cy3B 染料（图 1.12a，1-11）。然而并环的结构合成开发难度很高，对于 Cy5 的改造直

到 2017 年，才由 Schnermann 等[54]开发实现。在他们的研究中开发的染料 1-12 结构见

图 1.12b，在水中具有比 Cy5 更高的荧光量子产率和荧光寿命。通过这个染料，他们成

功的进行了细胞骨架蛋白的三维超分辨成像（图 1.12c）。 

 

 
图 1.12 双键构型固定的菁染料，（c）来源于文献[54] 

Figure 1.12 Conformational restrained cyanine. (c) reproduced from reference[54]. 

 

综上所述，研究者从分子设计策略角度开发了一些提升荧光染料亮度的策略，但许

多策略还缺乏单分子分析以及成像标记的检验，因此其超分辨成像适用性暂未能确定。

同时，许多目前的策略仍然存在生物相容性较弱，合成较为复杂的特点，研究者仍需要

在平衡染料生物相容性及控制合成复杂度的情况下，开发提升亮度的分子设计策略。 

1.3.2  荧光染料闪烁特性的增强 

定位型超分辨成像的实现需要荧光染料具有稀疏闪烁的特征。虽然染料研究者已经

开发了相当数量的荧光染料，但是其中绝大多数荧光染料缺乏对其闪烁性质的研究；同

时，对部分已知荧光染料的研究结果显示，绝大多数的染料需要成像液的配合才能完成

高质量的成像。为了摆脱成像液的限制，研究者在近年来也在发展具备良好闪烁特性的

荧光染料。这些尝试主要从两个方面进行：（1）探索具备亮暗态光转换能力的新荧光染

料；（2）对传统荧光染料分子结构修饰提升其闪烁性质。 
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目前染料研究领域内为提升闪烁特性开发的绝大多数染料类型为激活型。如 1.1 节

所述，按照染料进入转化的方式可将应用于定位型超分辨成像的荧光染料分为两类，第

一类是压制型，而第二类是激活型。由于压制型染料在成像前处于亮态，因此需要使用

高功率激光进行压制，促使染料大量转换到暗态达到稀疏闪烁的平衡。然而在达到平衡

前的染料的分子荧光信号相互重叠，很难用于定位分析，因而这部分光子信息被耗损了。

为此，研究者在改良荧光染料的闪烁特征时，倾向于开发激活型的染料，避免染料光子

在压制过程的消耗。 

激活型染料（图 1.13）按照其可逆性可划分为两类：1）不可逆激活荧光染料；2）

可逆亮暗态光转化的染料。下文将按照该分类顺序对研究领域内的重要进展进行综述。 

 

 
图 1.13 染料激活的模式 

Figure 1.13 Photoactivation pattern of fluorophores 

 

（1）不可逆激活荧光染料 

为了提高普通荧光染料的光子收集效率，一种有效的设计策略是对荧光团进行笼化

（caged）。通过笼化，限制荧光染料在成像初始阶段处于不发光的暗态，因而实现稀疏

化激活，最大化的利用染料发出的光子。2008 年，Moerner 等[55]开发了一种叠氮笼化策

略，对 2-二氰基乙烯基-3-氰基-2,5-二氢呋喃（DCDHF）的氨基进行改造（图 1.14，1-

13）。叠氮基具有弱的吸电子诱导效应，在取代发色团的供体后，DCPHF 失去了供电-

共轭-吸电（D-π-A）的推拉电子体系，因而吸收由 570 nm 缩短到 424 nm。在 407 nm 的

可见光激活后，叠氮基发生光催化分解，绝大多数分子的叠氮基转化为氨基，从而恢复

较长波长的吸收和荧光发射。2010 年，Moerner 等[56]将叠氮笼化策略应用到其它推拉体

系荧光团（NBD、DCDHF 类似物等）上，验证了该策略的拓展性。 
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图 1.14 叠氮基笼化的 DCDHF 染料 

Figure 1.14 Azido-caged DCDHF fluorophore. 

 

罗丹明的传统笼化策略通过紫外光敏感的邻硝基苄基取代罗丹明的供体氨基（图

1.15a, 1-14）[57],[58]，但是该取代基的体积较大，合成较为复杂，且在激活后产生有毒性

的副产物。2010 年，Belov、Wurm、Hell 等[36]开发了一种重氮化的笼化策略，对罗丹明

的羧基进行修饰（图 1.15b，1-15）。该策略衍生的笼化基团体积小，不会对染料的膜通

透性、水溶性产生较大影响；激活后产生的氮气副产物不会对活细胞产生毒害效应，在

活体生物成像中具有较好的应用潜力。该研究中完成多色荧光成像证明了染料 1-15 的

成像应用价值（图 1.15c）。在 2014 年，Belov、Hell 等[49]为不同颜色的罗丹明按照上述

策略开发了可光激活的探针，并用于对细胞骨架的定位型超分辨成像。 

 

 
图 1.15 重氮笼化罗丹明的策略，（c）来源于文献[36] 

Figure 1.15 diazo-caging strategy of rhodamine. (c) reproduced from reference[36]. 

 

此外，研究者也开展了针对传统的邻硝基苄基笼化策略的优化。2011 年，Lavis 等
[59]发展了通过还原进行邻硝基苄基衍生的合成策略，提高了传统的合成策略的收率。该

研究中还将通过新合成方法获得的笼化罗丹明应用于细胞核 DNA 的 PALM 超分辨成
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像。2012 年，Johnsson 等[60]使用单边笼化策略（更早该策略的应用可参见文献[61]），保

留了罗丹明 110 另一侧的芳香胺，并通过这个伯胺衍生了标签蛋白的配位底物，开发了

可用于蛋白特异性标记的光激活罗丹明染料（图 1.16a，1-16）。单边笼化，可以避免传

统笼化罗丹明的两次脱笼（uncage）过程，提升染料在 PALM 激活中的效率；另一侧的

衍生为染料提供了选择性标记融合标签蛋白的功能。通过该染料，研究者实现了对固定

细胞线粒体的融合 SNAP 蛋白标签的特征蛋白的标记（Mito-SNAP）。2016 年，Lavis 等
[62]将传统的笼化策略应用到硅基罗丹明，开发了长波长的光激活硅基罗丹明（图 1.16b，

1-17）。他们将这个染料与鬼笔环肽（phalloidin）连接，完成了对细胞的肌动蛋白（F-

Actin）的超分辨成像（图 1.16c）。 

 

 
图 1.16 改良的笼化罗丹明染料，（c）来源于文献[62] 

Figure 1.16 Optimized caged rhodamines. (c) reproduced from reference[62]. 

 

2018 年，肖义、杨有军等[63],[64]为罗丹明引入了一种新型的亚硝基笼化策略，并成

功开发了两种探针（图 1.17a，c，1-18 和 1-19）。这种新型的策略的笼化基团体积很小，

其激活后释放的一氧化氮具有生物学活性，可以用来进一步观察一氧化氮对细胞生理过

程的影响。通过探针 1-18 和 1-19，研究者完成了对线粒体（图 1.17b）和溶酶体的超分

辨成像（图 1.17d）。 
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图 1.17 亚硝基笼化的罗丹明，（b,d）来源于文献[63],[64] 

Figure 1.17 Nitroso-caged rhodamines. (b,d) reproduced from reference[63],[64]. 

 

 
图 1.18 其它笼化策略 

Figure 1.18 Other caging strategy 

 

不仅针对罗丹明，研究者同时也在尝试为其他染料母体开发新笼化策略，并尝试将

笼化染料用于定位型超分辨成像中。2018 年，Winter、Smith 等[43]通过对氟硼吡咯

（BODIPY）的硼取代基烷基化，实现了一种新型的基于 BODIPY 的笼化染料（图 1.18，

1-20）。这种染料用 488 nm 的可见光即可激活，激活前后有 3 倍的荧光差异。在研究

中，他们通过染料的 meso-位置衍生紫杉醇（Paclitaxel）结构，实现了在活细胞中对微

管的超分辨成像。2019 年，Wensel、Xiao 等[65]对一系列羰基参与共轭的染料开发了硫

取代型笼化策略（图 1.18，1-21 和 1-22）。这些染料可以被与母核染料吸收接近（或波
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长更长一些）的光激活，并且其中的一些染料具有较好的生物相容性。在研究中，他们

使用硫取代的尼罗红（Nile red，1-22）成功对脂滴进行了定位型超分辨成像；通过硫取

代的 4-（二甲基氨基）邻苯二甲酰亚胺（1-21）的蛋白标签底物衍生标记物，他们完成

了对细胞核组蛋白 H2B 的超分辨成像。 

（2）可逆激活的染料 

相比于不可逆激活的染料，可逆激活的染料在成像中可以给出更多的定位信息，更

有利于定位型超分辨成像，而更为受到研究者的关注。一种可逆亮暗态转换的染料母体

是罗丹明螺内酰亚胺[66],[67]。如图 1.19a 所示，罗丹明螺内酰亚胺的闭环结构不具备罗丹

明的共振平面结构，不具有可见光区的吸收和发射。紫外光激活后，这类染料会发生从

关环到开环的转变，从完全无荧光闭环形式转变为荧光发射的开环形式。而这种结构转

换是可逆的，开环形式可通过热振动弛豫回到关环形式。这种可逆的光激活平衡具有亮

暗态光转换特征，可以应用于定位型超分辨成像。2007 年，Bossi、Hell 等[30]第一次将

这种类型罗丹明应用于定位型超分辨成像，并为此开发了修饰有可标记基团的染料 1-23

（图 1.19b）。如图 1.19c 所示，他们将这种染料应用于微管的超分辨成像，并进一步使

用双光子激活光完成了微球表面结构的三维超分辨成像。 

 

 
图 1.19 可光转换的罗丹明螺内酰亚胺，（c）图来源于文献[30] 

Figure 1.19 Photochromic rhodamine spiroamides. (c) reproduced from reference[30]. 

 

由于传统的罗丹明螺内酰亚胺的激活需要使用对活细胞产生较大毒性的紫外光，因

而并不适用于活细胞超分辨成像。2014 年，Moerner 等[68]通过螺环衍生结构优化，开发
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了新型罗丹明螺内酰亚胺的衍生物（图 1.20a，1-24）。新螺内酰亚胺的光激活波长提升

至可见光区（> 400 nm），极大的提升了这系列染料的生物相容性。通过该染料，研究

者成功对活细菌细胞膜的三维结构进行了超分辨成像重构（图 1.20b）。罗丹明螺内酰

亚胺的另一个劣势是其较弱的水溶性，因此不利于生物标记应用。为此，2018 年，Belov、

Bossi 等[69]改良了他们开发的染料 1-23，为其衍生了水溶性非天然氨基酸，获得了具有

较好水溶性的染料 1-25（图 1.20c）。通过该染料的标记染色，他们成功提高了微管超

分辨成像质量（图 1.20d），并且利用染料 1-23 的 Halo 融合蛋白配体衍生物完成了活细

胞内质网结构的超分辨成像。同年，Tetin 等[70]也对罗丹明螺内酰亚胺进行了水溶性修

饰的衍生，不过在研究中他们认为拥有恰当 pKa的这类染料可以通过在中性环境开关环

的动态平衡形成自闪烁模式的亮暗态变化（关于自闪烁的详细讨论见本节后文），不需

要紫外激活光的参与。 

 

 
图 1.20 改进的罗丹明螺内酰亚胺衍生物，图（b、c）来源于文献[68],[69] 

Figure 1.20 Optimized derivatives of rhodamine spiroamides. (b,c) reproduced from 

references[68],[69]. 

 

第二类具有超分辨成像应用潜力的光转换染料是二芳烯（diarylethene，图 1.21，1-

26）。早在 2002 年，Irie 等[71]发现这类染料的衍生物在室温可记录到单分子闪烁现象。

在 2005 年和 2007 年，他们[72],[73]继续开发了新型二芳烯类染料，分别展示了二芳烯类

染料的双光子激活特性以及聚合物环境对其光致开关过程的影响。然而，由于二芳烯染

料并不具有很好的亮度，因此，在这些研究中，二芳烯染料需要共价连接高亮度的报告
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荧光团（或直接接入荧光团共轭体系），通过能量转移过程（或者荧光团的荧光变化）

来检测二芳烯染料的开关环过程。这种双染料体系，由于具有多芳香结构，很难保证分

子整体的水溶性，并且其复杂的合成也为生物学应用带来了巨大的挑战。 

 

 
图 1.21 二芳烯染料的结构及其光致开关变化机理 

Figure 1.21 Molecular structures of diarylethene fluorophores and schematic illustration of 

their photoswitching mechanism. 

 

 
图 1.22 水溶性二芳烯衍生物 1-28（a）以及其超分辨成像结果（b），（b）来源于文

献[42] 

Figure 1.22 Water-soluble diarylethene derivative 1-28 (a) and its super-resolution imaging 

results (b). (b) reproduced from reference[42]. 

 

2011 年，Irie 等[74]开发了具有高亮度的新型二芳烯染料（1-27）。这种染料将传统

二芳烯噻吩环替换为噻吩砜，并且在二芳烯苯并噻吩砜的 6,6’位置进行了芳香基取代。

这些染料在二氧六环溶液中具有高的荧光量子产率（0.61-0.88）。2016 年，Wöll 等[75]使

用上述染料作为母核在 6,6’位置修饰了萘基，第一次成功应用单一二芳烯染料完成定位

型超分辨成像。2017 年，Belov、Irie、Hell 等[42]进一步对这种新型二芳烯的水溶性以及
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闭环到开环转换速率进行了优化。如图 1.22a 染料 1-28 的分子结构所示，他们在苯并噻

吩砜的 6,6’-苯基取代基的对位引入了供电子的甲氧基，并且进一步对染料修饰了 8 个羧

基。这样获得染料的单分子亮度更高，并且具有较好的水溶性。最终利用开发的染料 1-

28，他们对微管（图 1.22b）以及其它的结构蛋白进行了成功的免疫标记和定位型超分

辨成像。 

同时，研究者也尝试将传统二芳烯染料应用于超分辨成像，按照传统策略为二芳烯

连接上高亮度的荧光团，通过荧光团与二芳烯闭环结构之间的能量转移猝灭效应，形成

有效的亮暗态光转换过程。2013 年，Huang、Zhu 等[76]将四苯基乙烯与二芳烯连接，并

应用该染料进行了定位型超分辨成像尝试。2014 年，Zhu 等[77]将三个二芳烯荧光团连接

在苝酰亚胺上，通过多个二芳烯分子更好的猝灭苝酰亚胺的荧光，通过该策略开发的染

料具有更好的亮暗态对比度，有利于定位型超分辨成像应用。同年，Huang、Li、Zhu 等
[78]将哌嗪萘酰亚胺与二芳烯连接在水溶性高分子聚合物上，并对溶酶体进行了超分辨成

像。2017 年，Zhu 等[79]再次将两个二芳烯与苝酰亚胺连接，并为染料衍生了功能性聚乙

二醇链，利用新染料完成了脂质体的超分辨成像。虽然报道指出传统的二芳烯染料开发

的探针具备超分辨成像的能力，但是通过上述策略开发的染料分子体积庞大，生物相容

性较弱，且合成较为复杂，因此，研究者仍需要对这些染料进一步改良，以增强其生物

标记能力与定位型超分辨成像能力。 

其它十分有潜力的光致变色型染料包括螺吡喃（spiropyrane，图 1.23，1-29）和螺

噁嗪（spirooxane）。虽然这些染料本身的荧光量子效率较低，但是基于与传统二芳烯类

似的策略，为这些染料连接高亮度荧光团，可以获得具有亮暗态光转换能力的荧光染料。

2010 年，Sauer 等[80]将罗丹明（Atto590 和 Atto594）与螺吡喃连接（1-30），并对在聚

合物薄膜中分散的染料进行了单分子定位成像的尝试。2012 年，Bossi、Sortino、Raymo

等[81]设计并合成了一系列染料-螺噁嗪共轭结构的双染料（1-31），并尝试应用染料进行

了单分子定位成像。2016 年，Raymo、Bossi 等[82]为该染料衍生了可生物共价标记的功

能性羧基，并利用免疫标记方法成功对细胞的微管进行了标记和超分辨成像。 

此外，研究者也在寻找和开发基于其他荧光团母体的具备亮暗态光转换的荧光染料，

例如，Tang 等[83]开发的可用于活细胞超分辨成像的四苯乙烯（tetraphenylethylene）衍生

物。 

虽然在超分辨成像领域研究者已经报道了一些可逆光转换的染料，但是仅有极少数

染料真正展现了生物标记与高质量超分辨成像功能；此外，绝大多数的染料水溶性较弱，
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光激活效率较低并且亮暗态对比度（或者亮态的单分子信号强度）有限，这些性质的提

升仍有待于未来研究者对这些荧光染料进一步的优化开发。 

 

 
图 1.23 螺吡喃和螺噁嗪染料 

Figure 1.23 Spiropyran and spirooxane fluorophores. 

 

为了解决大部分可逆光转换染料对活细胞样本进行超分辨成像的困难，2014 年，

Kamiya、Urano 等[40]开发了自闪烁的硅基罗丹明染料（图 1.24，1-32）。事实上，罗丹

明染料的开关环平衡是动态过程，其开关环转换在平衡控制下在染料不同分子中随机发

生，因此作者认为如果能够开发在成像中性条件下，稀疏处于亮态的罗丹明，便可以利

用上述特征完成不依赖光激活的亮暗态转换，实现染料的自闪烁。为此，作者首先开发

一系列 pKa 为 5-6 的罗丹明染料，这些染料在中性成像环境中大部分处于没有可见发射

的闭环（暗态）而少部分随机的转换到亮态，满足定位型超分辨成像的稀疏性要求。然

而定位型超分辨成像不止对染料的亮态稀疏度提出要求，还需要染料能够稳定在亮态并

发出足够的光子形成单分子信号。因此，作者进一步研究了这些染料的开环亮态时间，

他们发现仅有染料 1-32 具备较长的亮态时间，能够为成像提供单分子信号。为了验证该

染料的标记和成像能力，研究者开发了染料 1-32 的 Halo 蛋白底物衍生物，并通过该探
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针成功完成了对活细胞微管的动态超分辨成像。2018 年，Kamiya、Urano 等[84]开发出发

射波长在可见光区的自发闪烁的罗丹明染料，并成功对固定细胞的微管进行了定位型超

分辨成像。 

 

 
图 1.24 自闪烁的硅基罗丹明，图来源于文献[40] 

Figure 1.24 Spontaneously blinking silicon-rhodamine. Reproduced from reference[40]. 

 

荧光染料在靶标结构上的动态结合过程也可以形成定位型成像的稀疏单分子信号。

2006 年，Hochstrasser 等[85]开创性的提出了利用染料与靶标结构的动态可逆结合来实现

定位型超分辨成像，他们将之命名为点累积纳米形貌成像（Point accumulation of imaging 

nanosacle-topography, PAINT）。其机理如图 1.25a 所示，染料对目标结构进行可逆动态

标记，在目标结构上的短暂驻留的染料被激发后获得其单分子信号，而随着染料的动态

解离，信号消失，完成单分子亮暗态转换；目标结构周围的所有染料在时空中都可以对

结构进行标记，因此该成像不易被染料的光稳定性影响；当积累足够数量的单分子信号

后，可以通过这些信号的定位重构出微观结构。如图 1.25b 所示为 PAINT 成像中闪烁的

荧光信号轨迹图，它展示了环境敏感的尼罗红（Nile red）染料对膜结构的随机动态标记

过程。 

由于单分子信号来源于染料在目标结构上的瞬态标记，因此染料在结构上的驻留时

间需要匹配成像的收集时间，而单分子信号的稀疏度由溶液中染料的浓度控制。因为该

方法不需要染料提前共价限域标记在结构上，可以利用环境中的染料分子，因此最终可

获得的定位密度不受限于染料本身的亮暗态转换次数。但在该技术中染料并没有通过牢

固的共价键连于目标结构，染料在结构上的扩散过程会模糊单分子信号，并影响定位型

成像的精度。 
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图 1.25 点累积纳米形貌成像的机理，（b）来源于文献[85] 

Figure 1.25 Schematical illustration of PAINT mechanism. (b) reproduced from reference[85]. 

 

PAINT 技术的关键问题是实现动态可逆的结构标记，然而有限的实现策略限制了早

期该技术的发展。为了获得解决标记过程的可逆性并保证标记的短暂稳定性，研究者最

初利用了脱氧核糖核酸（DNA）短序列的碱基对配对技术[86],[87]（图 1.26a）。直到 2015

年，才由 Kiuchi、Watanebe 等[88]发展了新的小分子探针 PAINT 成像，他们利用商品化

的细胞骨架标记短肽链（LifeAct）连接的有机小分子染料对固定细胞的肌动蛋白进行了

定位型超分辨成像（图 1.26b）。在成像中使用了高度倾斜的照明模式，将激发光限制在

有限的成像空间内，减少来自非焦面的自由小分子探针的背景干扰；同时，在溶液中的

小分子探针染料以较快的速度随机扩散，很快的在照明区域和非照明区域之间动态迁移，

不能够在单一位置累积发射足够的光子而形成单分子信号；相反地，探针可逆的结合到

肌动蛋白上，激发这些在结构上短暂驻留的分子可以获得有效的单分子信号。基于上述

原理，作者完成了肌动蛋白的超分辨成像，因该成像不需要染料拥有受环境影响的亮暗

态转换过程，研究者将该成像技术命名为 IRIS。但本论文认为其可逆交换成像的原理与

2006 年报道的 PAINT 成像一致，因此也将其归属于 PAINT 成像。2016 年，Betzig 等[89]

结合小分子荧光染料与片层光（lattice sheet illumination）技术，在大的三维空间尺度上

对活细胞的膜结构进行了 PAINT 成像。2017 年，Schepartz、Toomre 等[90]进一步挖掘了

Urano 等在 2014 年开发的自闪烁的罗丹明染料 1-32 开关环状态的环境敏感性。如图

1.26c 所示，利用在脂溶性的膜结构中染料倾向于闭环的暗态以及染料分子在膜结构与

水环境的扩散交换平衡，实现了长程的各种亚细胞结构的定位型超分辨成像。2019 年，

Xu、Klymchenko 等[91]为了改善尼罗红对细胞膜的 PAINT 超分辨成像，开发了一系列衍

生有不同链长的磺酸盐尼罗红衍生物。他们发现短链的尼罗红具有对细胞膜可逆标记的

特征，更有利于实现细胞膜的 PAINT 超分辨成像。 
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图 1.26 点累积纳米形貌成像方法的改良及应用，图来源于文献[87],[88],[90] 

Figure 1.26 Optimization and applications of PAINT strategy. Reproduced from 

reference[87],[88],[90]. 

 

综上所述，研究者为提升染料的亮暗态闪烁特征做出了许多努力，其相关的策略包

括对染料的笼化结构设计，光致变色染料与高亮度报告荧光团结合的双染料的开发，自

闪烁及环境敏感染料的开发，发展染料的可逆标记等。在未来，研究者应当继续发展新

光转换机制，优化这些染料结构，开发更好的超分辨成像染料，并利用这些染料探针拓

展定位型成像的应用。 

1.3.3  荧光染料稳定性的增强 

荧光染料的稳定性也对定位型超分辨成像的质量有较大的影响，具有更高光稳定的

染料可以延长定位型超分辨成像的时间窗口，并且这些染料可激发次数增加，其发射的

荧光光子总数更多，为成像提供充足的光子统计信息。而相较于传统的荧光显微成像，

超分辨成像需求更大规模的光子统计信息来实现超越光学衍射极限的成像。因此，超分

辨显微镜对染料的稳定性提出了很高的要求。 

荧光染料的稳定性受到其光漂白过程的限制，染料的漂白过程主要是其三重态与环

境中氧化还原物质的不可逆光化学反应过程。当荧光染料被激发到激发态时，可以经过

系间穿越进入三重态。这些三重态的寿命比激发态的寿命要长几个数量级，因而易与环

境中的氧气以及其它可能的氧化还原物质进行反应，从而导致荧光染料的荧光猝灭。 

一种稳定荧光染料设计模式是通过对染料结构分子改造，限制氧化还原物质与荧光

染料的反应，提升荧光染料的光稳定性。如图 1.27a 所示，氟代荧光素（Fluorinated 

fluorescein，1-33）[92]，通过氟原子的引入，抑制染料与氧气等其他活性物质的反应，提
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高染料的光稳定性；1.3.1 节所展示的四元环[41]、三元环[46]以及双环氨基[47]作为供电子

基的染料，具有更高的荧光量子产率，同时也具有更高的光稳定性；另外对菁染料的双

键异构过程进行抑制[51]–[53]，也可以获得光稳定性更好，荧光亮度更高的染料。 

荧光染料漂白过程的中间体可能会干扰多色成像光谱拆分的准确性。例如，罗丹明

染料的光漂白过程包括多步光化学反应。这些反应产生的中间体具有相对其母体结构蓝

移的荧光信号，使得标记染料的光谱信息出现位移偏差，导致多色成像的光谱拆分准确

性下降。为了抑制罗丹明染料光谱位移的发生，2019 年，Butkevich、Hell 等[93]开发了新

氨基取代基的罗丹明染料，并将这些新染料与已知罗丹明进行了光谱位移的比较研究。

结果显示叔丁基（图 1.27b，1-34）及金刚烷(1-35)罗丹明、7-氮杂双环[2,2,1]庚烷罗丹明

（图 1.10，1-6）、罗丹明 110（图 1.11，（1-9）、三氟乙基氨基罗丹明（图 1.11，（1-

10）表现出抗光漂白诱导位移的特征，而最近报道的明星染料四元环罗丹明并不能完全

抑制光漂白的发生。研究者也验证了新开发的罗丹明染料 1-34 的细胞成像潜力，通过这

些染料成功地对活细胞的波形蛋白（vimentin）进行了 STED 超分辨成像。 

 

 
图 1.27 结构修饰改进染料的光稳定性，图来源于文献[88]–[90] 

Figure 1.27 Structural modifications enhanced photostability of fluorophores. Reproduced 

from reference[88]–[90]. 

 

除了对荧光团结构修饰的策略外，将荧光稳定剂在分子内直接与染料近距离连接也

可以提高染料的光稳定性[94],[95]。早期的单分子研究揭示了染料的光稳定性受三重态猝

灭剂（triplet state quencher，TSQ）的影响，按照其猝灭机制可将这些猝灭剂分为三种：

1）通过三重态-三重态湮灭消耗染料三重态的氧气（图 1.28a）；2）通过三重态能量转

移机制的环辛四稀（COT，图 1.28b）；3）通过光诱导电子转移猝灭的维生素 C（asorbic 

acid）、甲基紫晶（methylviologen）、对硝基苯甲醇（NPA）、水溶性维生素 E（Trolox）

等（图 1.28c）。如图 1.28d 左图所示，研究者推测这些猝灭剂分子以一种碰撞的方式与

染料的三重态发生能量转移或者是光电子转移，调控染料的发光稳定性。虽然在溶液中
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使用稳定剂能够提升染料的单分子发光光稳定性[28],[96],[97]，但是绝大部分这些稳定剂在

其工作浓度下（> 1 mmol·L-1）具有较高的毒性，会对活细胞样品造成损害；另一方面，

这些稳定剂在细胞内分布的不均匀，很难为不同目标结构上的标记染料提供可靠稳定剂

浓度来保证染料的单分子发光稳定性。为了解决上述问题，2012 年，Blanchard 等[98]开

发了一种新的提升染料光稳定的策略，通过分子内的三重态猝灭剂稳定染料的单分子荧

光发射（图 1.28d 右图），他们将采用这种策略的染料称为自修复（Self-healing）染料。

按照该策略，他们开发了通过短链直接连接 TSQ 的新型 Cy5 染料 1-36，其结构如图

1.28e 所示。进一步通过比较不同的三重态猝灭剂在分子内工作的效率，他们发现 COT

相连的染料的单分子亮态时间最长，进入暗态的可能性最低，可进行长时间的单分子追

踪（图 1.28e 右图）。同年另外一篇报道中，他们[99]通过激光闪光光解技术对上述染料

的三重态寿命进行了研究。基于连接有 COT 的 Cy5 染料三重态寿命显著降低的实验结

果，他们认为 COT 可以作为 Cy5 染料的三重态能量受体，从而快速消耗了染料的三重

态，使染料迅速回到基态，稳定 Cy5 染料的单分子发光。2013 年，Cordes 等[100]也对

Trolox 对 Cy5 的稳定机制进行了研究，他们针对分子内自修复和分子间诱导自修复进行

了对比研究，他们认为 Trolox 也会对 Cy5 的三重态暗态过程进行抑制，从而提升染料

的单分子发光光稳定性。为了克服自修复染料合成的复杂和难度，2016 年，Cordes 等
[101]开发了一种非天然氨基酸（图 1.28f，1-37）作为稳定基团和荧光团的连接基团。2017

年，Blanchard 等[102]进一步优化了 COT 与 Cy5 染料之间的连接链长，提高了自修复染

料在有氧气存在的活细胞环境的单分子发光光稳定性。2019 年，Cordes 等[103]进一步对

分子内和分子间的自修复的竞争机制进行了研究。他们发现分子内的自修复过程起主导

作用，并且在适当优化成像液添加剂浓度（三羧基乙基膦，TCEP）的条件下，自修复染

料具有进行定位型超分辨成像的潜力。 

其它的研究者也在尝试开发新型的荧光染料光稳定剂。2015 年，Cosa 等[104]发现 Ni2+

也可以提高染料的单分子发光光稳定性，随后在 2018 年，他们[105]利用 NTA 螯合 Ni2+，

实现了分子内的自修复策略，提升了 Cy5 染料的单分子发光寿命。 

综上所述，研究者在尝试提升染料的光稳定性上作了许多的努力，并提出了一些分

子设计思路，但绝大多数的设计策略在定位型超分辨成像的适用性仍有待研究。如 1.2.2

节所述，定位型超分辨成像要求染料能够有效的在亮态和暗态之间转换，因此该成像要

求的染料稳定性不仅是对染料亮态的稳定，染料的暗态（与染料的三重态相关）也要有

效的保留，且尽可能减少亮暗态转换过程中漂白的发生。然而染料的暗态不具备荧光发

射，且其过程与三重态的形成正相关，与提升稳定性的抑制三重态的染料设计策略相反。
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基于以上事实，为定位型超分辨成像开发光稳定性提升的染料是十分具有挑战的，研究

也是十分匮乏的。 

 

 
图 1.28 自修复染料，（d, e）图来源于文献[98],[103] 

Figure 1.28 Self-healing fluorophores. (d, e) reproduced from reference[98],[103]. 

 

1.3.4  染料标记能力的优化 

荧光染料的标记能力也制约了染料的定位型超分辨成像潜力。染料的标记能力包括

两个方面：首先是对靶标结构准确而特异的标记，这样染料分子能够在定位型超分辨成

像中提供准确的结构位置信息，最终实现精确的微观结构重构；第二，对于活细胞的成

像，染料应当具备细胞膜甚至核膜通透性。因此，自从定位型超分辨成像的概念提出，

研究者便在不断尝试寻找和发展适合于高分辨率成像的活细胞染料标记方法。 

定位型超分辨成像的一种经典的标记方法是免疫荧光标记方法。基于抗体和抗原特

异性结合的机制，免疫荧光标记的特异性和灵敏度很高，不易形成背景噪音信号干扰，
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满足高分辨率成像的标记需求。此外，免疫标记方法中对细胞固定的过程使得结构保持

稳定，而抗体和抗原的解离常数很小，其标记也具备良好的稳定性，这样超分辨成像过

程不会受到结构变化和标记解离的干扰。然而，由于抗体分子较大，不具备膜通透性，

免疫标记方法在活细胞成像的应用潜力较弱，少数报道的活细胞免疫标记需要在染色过

程中改变细胞膜的通透性，干扰活细胞的正常生理活动。另外一方面，虽然免疫标记的

特异性和灵敏度非常适合于高分辨率成像，但这种标记方法需要用到物理尺寸相对较大

的抗体蛋白（5-10 nm），其二级的标记方法使得染料标记的实际位置距离结构有大约

10-15 nm 的距离，扩大了超分辨成像技术解析结构的尺寸误差。而这些误差与定位分析

方法的准确性误差卷积后，将最终降低定位型超分辨成像的精确度。例如，对微管进行

二级免疫标记，通过超分辨成像重构分析的微管直径比真实尺寸扩大 20-30 nm。 

 

 
图 1.29 绿色荧光蛋白结构（a）及荧光蛋白的 PALM 成像（b），蛋白晶体数据来源于

文献[106]，数据处理软件是 Chimera[107]；（b）图来源于文献[21] 

Figure 1.29 Structure of a green fluorescent protein (a) and PALM imaging from fluorescent 

proteins (b). Crystal data of GFP was from reference[106] and reproduced with Chimera[107]. 

(b) reproduced from reference[21]. 

 

基因修饰的标记方法因其良好的特异性也被广泛应用于超分辨成像技术中。这种技

术将靶标蛋白与荧光蛋白基因以适当的方式剪切连接，通过外源基因转染技术使得活细

胞内源性的表达融合有荧光蛋白（典型绿色荧光蛋白结构见图 1.29a）的靶标蛋白，获得

了准确标识靶标蛋白的荧光信号。由于该技术极高的标记准确性，定位型超分辨成像的

三篇开创研究论文中有两篇[5],[10]采用了基因修饰的技术，利用可光转换的荧光蛋白实现
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了高分辨率成像。如图 1.29b 所示，2008 年，Betzig 等[21]再一次运用 EcosFP 动态的追

踪了活细胞的粘连复合物（adhension complexes）。然而，具有光转换能力的荧光蛋白

仍旧十分稀少，因此研究者最近十年仍在尝试不断开发新型光激活[108]、发射光谱更长
[109]、亮度更高[110],[111]、转换次数更多[112],[113]的荧光蛋白。虽然新型荧光蛋白已经改善

了其在波长区间及光转换次数方面的劣势，但是荧光蛋白的单分子荧光亮度及其光稳定

性仍然低于有机染料[13],[44]，其结构可修饰性也较弱，限制了其在定位型超分辨成像尤其

是在活细胞定位型超分辨成像上的应用。 

另外一方面，有机荧光染料由于其较高的亮度以及广泛的可修饰性，具有良好的定

位型超分辨成像潜力。但是有机荧光染料缺乏选择性标记能力，并不能够提供有价值的

定位信息。一种解决的策略是将荧光染料共价连接到免疫荧光标记的抗体上，为染料提

供标记特异性，然而如前所述，这种方法并不适用于活细胞成像。为了解决合成小分子

荧光染料的标记选择性，研究者开发了自标记蛋白标签技术（TMP-tag[114]–[116]，SNAP-

tag[117]，Halo-tag[118]等）及特定位点非天然氨基酸修饰技术[119]。这两种技术均通过基因

编辑方式，准确的对靶向蛋白的标记位点进行修饰，因而具有极高的标记选择性。如图

1.30 所示，蛋白标签技术中，靶标蛋白在修饰位点融合标签蛋白，而标签蛋白可以选择

性与弱亲核底物结合，将合成荧光染料标记到靶标蛋白上；非天然氨基酸编辑技术中，

靶标蛋白在修饰位点处连接具有生物正交标签的非天然氨基酸，利用生物正交标记的方

法将合成荧光染料连接到靶标蛋白。因此，这些共价蛋白标记技术兼具小分子荧光染料

的可灵活化学修饰且光物理性质良好的特性与内源性表达融合蛋白的专一性特征，适用

于定位型超分辨成像。 

 

 
图 1.30 自标记蛋白标签技术及特定位点非天然氨基酸修饰技术的原理，图来源于文献

[120] 

Figure 1.30 Schematic illustration of self-labeling protein tags and site specific incorporation 

of non-natural amino acids techniques. Image was reproduced from reference[120]. 

 



单分子定位超分辨成像专用罗丹明染料优化设计 

- 34 - 

 

自标记蛋白标签包括 Halo-tag、TMP-tag、SNAP-tag 和 CLIP-tag 等，其对应的反应

配体或底物如图 1.31 所示。其中，Halo-tag、SNAP-tag 和 CLIP-tag 通过自催化反应，不

可逆的将染料连接到自身蛋白结构上，从而实现对其融合蛋白的标记；TMP-tag 则通过

对配体的选择性识别连接有配体的染料，染料与蛋白之间的连接非共价键连而是通过分

子间作用力连接。在过去这些标签蛋白的配体通常都是利用酰胺键实现与染料的连接，

2015 年，肖义等发展通过“Click”点击化学策略连接的新方式，成功将 SNAP 配体与

合成荧光染料连接（图 1.31c，Linkers），并通过新的染料成功对细胞线粒体 Cox-8A 蛋

白和细胞核 H2B 蛋白进行了标记成像。 

 

 
图 1.31 自标记标签蛋白反应配体结构 

Figure 1.31 Structures of ligands of self-labeling protein tags. 

 

自标记蛋白标签技术在近年来逐渐应用到先进光学成像中。2010 年，Moerner 等[121]

将他们开发的 DCDHF 类染料连接上 Halo 标签蛋白底物，获得了染料 1-38（图 1.32a），

对表达有标签蛋白的细菌进行了超分辨成像。同年，Heilemann、Cornish、Sauer 等[34]通

过 TMP-Atto655（染料 1-39，图 1.32b）以及 TMP 标签蛋白技术成功在高分辨率尺度下

展示了活细胞的细胞核组蛋白 H2B 的分布。如图 1.32c 所示，2011 年，Sauer 等[122]通过

商品化的 SNAP-Cell TMR-Star（染料 1-40）与 SNAP-tag 蛋白标签技术再一次对 H2B 蛋

白成功进行了定位型超分辨成像。 

2013 年，Johnsson 等[38]将硅基罗丹明连接 SNAP，CLIP，Halo 蛋白标签底物（染

料 1-41，1-42，1-43，图 1.33），实现了对细胞核组蛋白 H2B 的定位型超分辨成像，以

及中心体 Cep41 蛋白的 STED 超分辨成像；他们还将硅基罗丹明连接了四嗪基团，开发

了染料 1-44 适用于生物正交标记成像。另外，许多具备良好成像潜力的染料也利用自标

记蛋白标签技术实现了活细胞的选择性标记成像。如 1.3.1 节中的染料 1-2、1-3，1.3.2



大连理工大学博士学位论文 

- 35 - 

节中染料 1-16、1-23 和 1-32 也通过衍生蛋白标签底物，利用蛋白标签技术成功对细胞

进行了选择性的标记染色及超分辨成像。 

 

 
图 1.32 自标记蛋白标签技术的合成荧光染料结构及其超分辨成像结果，（c）图来源

于文献[122] 

Figure 1.32 Structures of synthetic fluorophore dyes deployed for self-labeling protein tags 

and their super-resolution imaging results. 

 

 
图 1.33 适用于自标记蛋白标签技术及生物正交反应的硅基罗丹明，图来源于文献[38] 

Figure 1.33 Silicon-rhodamine derivatives for self-labeling protein tags and bioorthongonal 

reaction. Images were reproduced from reference[38]. 

 

非天然氨基酸修饰技术也逐步被应用到超分辨成像研究中。对于有机合成染料与非

天然氨基酸之间标记反应，传统的策略是通过铜（I）催化的叠氮与乙炔基的“点击”
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（Click）反应（图 1.34a）。但这种反应的反应速率较慢，且高浓度的铜离子会对细胞

造成毒害作用，因此研究者在近年来逐渐发展了四嗪-环辛烯/环辛炔的标记方法[123]–[125]。

如图 1.34b 所示，该方法基于四嗪与环辛烯或者环辛炔之间 Diels-Alder 环加成反应的良

好选择性和极高的反应速率，实现对靶标结构的共价特异标记。由于正交标记体系的模

块化特征，基于该策略的荧光染料分子只需为其衍生四嗪或者环辛烯/炔，可以实现对不

同结构的标记，其标记的选择性由衍生有配对底物的非天然氨基酸（通常是环辛烯/环辛

炔）建立。在四嗪-环辛烯/环辛炔正交标记体系中，四嗪还可以通过能量转移或者电子

转移的方式猝灭染料的荧光，而正交反应后，由于四嗪结构被破坏，染料被猝灭的荧光

得以恢复，因而可以实现高成像对比度。如前所述，Johnsson 等[38]开发了与四嗪相连的

染料 1-44（图 1.33），通过非天然氨基酸修饰技术，成功对大肠杆菌（E. coli）表达的

GFP 蛋白进行了标记成像。2014 年，Lemke 等[126]开发了一系列连接有环辛烯或环辛炔

的非天然氨基酸（图 1.34c，1-45、1-46、1-47、1-48 和 1-49），并且尝试比较了这些生

物正交标记底物在还原环境中的稳定性以及与四嗪的反应速率。根据上述研究结果，他

们实现了对胰岛素受体蛋白（insulin receptors，图 1.34c）和病毒类似颗粒（virus-like 

particles）的超分辨成像。2015 年，Barry、Chin 等[127]优化了非天然氨基酸在波形蛋白

和肌动蛋白的修饰位点，第一次成功在这两种微管相关蛋白上修饰衍生有环辛炔的非天

然氨基酸，成功实现了这两种蛋白的定位型超分辨成像。2017 年，Kele 等[128]衍生了一

系列四嗪硅基罗丹明染料（图 1.34d，1-50、1-51 和 1-52），并成功运用这些染料对波

形蛋白进行了超分辨成像。2018 年，Doose 等[129]也利用四嗪-环辛烯体系与非天然氨基

酸技术，成功对 NMDA 受体蛋白进行了准确的标记和定位型超分辨成像。2019 年，Sauer

等[130]对跨越全可见光区光谱的 22 种四嗪染料（染料与四嗪的连接方式见图 1.34e，1-

53、1-54）的生物正交反应进行了研究，发现光诱导电荷转移是四嗪对吸收红光的噁嗪

及罗丹明染料猝灭的主要机制，使用这些染料对肌动蛋白（图 1.34e）、细胞膜的 GluK2

以及 TNER1 受体蛋白、微管蛋白进行了标记及超分辨成像。以上论述的生物正交标记

以及非天然氨基酸标记技术的内容进展仅覆盖该领域内与超分辨成像相关的内容，更详

细的内容讨论可参见领域内的重要综述[131],[132]。 

直接使用具有靶向能力的有机小分子荧光探针进行标记，也是实现亚细胞结构超分

辨成像的有效标记策略。为了实现对特定结构的标记选择性，小分子荧光染料需要衍生

靶向配体（例如，紫杉醇、三苯基膦、Hoechst 等），而衍生位点的选择（同时包括对靶

向配体及荧光团的修饰位点选择）会影响最终探针的靶向能力以及荧光团的光物理性质。

如图 1.35 所示为常见的靶向配体结构，及其典型的连接位点：靶向肌动蛋白的鬼笔环肽



大连理工大学博士学位论文 

- 37 - 

（phalloidin）、jasplakinolide；靶向线粒体的三苯基膦、罗丹明；靶向微管的紫杉醇及

其衍生物；靶向溶酶体的天冬氨酸蛋白酶抑制剂（pepstatin A）、吗啉；靶向细胞核 DNA

的 Hoechst 等。目前探针研究领域内的靶向配体种类仍然有限，并且其连接修饰位点和

连接方式缺乏对超分辨成像应用的优化，这些问题仍有待研究者解决。 

 

 
图 1.34 特定位点非天然氨基酸修饰技术中的生物正交反应，（c,e）成像结果来源于文

献[126],[130] 

Figure 1.34 Bioorthongonal reactions in the technique of site-specific incorporation of non-

natural amino acids. (c,e) Imaging results were reproduced from reference[126],[130]. 
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图 1.35 细胞亚细胞结构的靶向配体 

Figure 1.35 Targeting ligands of subcellular structures. 

 

绝大多数商品化的亚细胞器探针就是有机小分子荧光染料，并具备较好光谱性质与

选择性标记能力。2012 年，Zhuang 等[3]成功应用商品化的亚细胞器探针（图 1.36a，

MitoTracker Red，1-55；LysoTracker Red，1-56；DiI，1-57；ER-Tracker Red，1-58）对

活细胞的线粒体、溶酶体、细胞膜和内质网进行了定位型超分辨成像（图 1.36a），为了

促进这些染料的单分子闪烁，研究者在成像体系中添加了成像液。2013 年，Manley 等
[133]尝试利用其它的商品化小分子探针实现活细胞定位型超分辨成像，并且进一步探究

了成像液对这些染料的超分辨重构解析结果的影响。结果显示绝大部分商品化的亚细胞

器探针需要额外使用成像液系统，才能实现较为准确而完整的靶标结构的超分辨成像。

2015 年，Gerlich、Johnsson 等[134]开发了具有细胞核 DNA 靶向能力的硅基罗丹明（图

1.36b，1-59），这种染料通过衍生 Hoechst 靶向基团而获得了细胞核的选择性标记。通

过这种染料，研究者实现了细胞核的 STED 超分辨成像（图 1.36b）。2016 年，Lukinavičius、

Reymond、Johnsson 等[135]在硅基罗丹明共轭结构外的苯环 5 位羧基衍生了不同的靶标

基团，成功开发了一系列具备亚细胞器靶向功能的荧光探针（图 1.36c，1-60），并利用

这些探针实现了相应亚细胞的选择性 STED 超分辨成像（图 1.36c）。2018 年，Lukinavičius  
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图 1.36 小分子荧光标识物用于超分辨成像 

Figure 1.36 Small-molecule fluorescent markers for super-resolution imaging. 
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等[136]为多种罗丹明（普通、碳基、锗基和硅基罗丹明）开发了靶向微管的探针（图 1.36d，

1-61），其标记能力通过为染料连接紫杉醇及其衍生物获得。他们从毒性、膜通透性和

标记动力学对这些探针进行了评估，并通过这些新探针，实现了对黑腹果蝇（Drosophila 

melanogaster）幼虫活体组织微管结构的 STED 超分辨成像（图 1.36d）。 

小分子荧光探针的染色策略与 PAINT 成像技术具有共同的标记方式。如 1.3.2 节中

关于 PAINT 成像技术所述，PAINT 技术要求染料非稳态结合到靶标结构或者生物大分

子上，而小分子荧光探针依靠色散力等分子间亲和力，通过非共价的方式实现对靶标结

构的标记，且具备标记可逆性。当标记结构的周围发生微环境变化时（如 pH、电位等），

标记的小分子可以可逆离开标记位置。因此，小分子荧光染色方法天然就具备有 PAINT

型超分辨成像的特征。基于该特征，PAINT 型超分辨成像中绝大多数研究报道应用的染

料是小分子荧光探针，如 Nile red[85]，Atto488-LifeAct[88]等。然而，并非所有小分子荧光

探针都可以有效的实现 PAINT 型成像，因为后者还要求荧光染料具有与单分子信号收

集时间相匹配的标记驻留时间[91]，并且在成像中实现多次可逆的标记过程。这些特征的

开发仍有待研究者对小分子探针的分子结构设计优化，以增强有机荧光染料在定位型超

分辨成像的应用潜力。 

近年来，为了优化小分子探针的开发策略，研究者在也将前文所述的四嗪-环辛烯/

环辛炔的生物正交的标记方法用于这类探针的开发。该方法通过模块化分子设计策略，

避免了因为染料母体结构特征不同，单一靶向配体需要为不同染料设计独立连接策略的

难题。基于四嗪-环辛烯体系，荧光染料分子只需要共价衍生四嗪（绝大部分情况下）或

者环辛烯，而探针的标记选择性则通过为靶向配体衍生配对的正交底物实现。因此，该

策略降低了小分子荧光染料探针的设计难度及合成复杂度。2018 年，Kele 等[137]优化了

Cy5 染料衍生四嗪的方式，获得的四嗪 Cy5 染料在正交标记前后展现出更大的荧光亮度

差异。通过新的 Cy5 染料以及连接有鬼笔环肽（phalloidin，图 1.35）的环辛炔的靶向配

体，他们成功以免洗方式对肌动蛋白进行了 STED 超分辨成像。前文所述的染料 1-53 和

染料 1-54 也通过连接有鬼笔环肽的环辛烯靶向到肌动蛋白进行了超分辨成像。 

改善染料的生物相容性，即提升染料的膜通透性以及水溶性，也是荧光染料设计和

开发的重点。这些性质的改良有利于提升染料在活细胞成像的应用潜力。比如，2014 年，

Zhang 等[138]通过引入穿膜肽链，将光激活的罗丹明螺内酰亚胺染料以及传统“Caged-

Rh110”导入活细胞的亚细胞器结构上，并实现了活细胞的超分辨成像。在 1.3.2 节介绍

的染料 1-25 和 1-28 也衍生有磺酸基和羧基，这些衍生基团改善了染料的水溶性以及生

物相容性。 
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1.3.5  研究进展总结 

自定位型超分辨荧光显微成像技术开发以来，研究者逐步地扩大了可适用的染料库

中染料的种类。超分辨成像荧光染料已经从最初的有限单一荧光染料配对体系以及极个

别光转换荧光蛋白发展成多样化的具有不同吸收发射波段、具备不同母体结构的以及使

用不同标记方法的染料库。在此过程中，也迸发出包括硅基罗丹明在内的多种明星染料，

研究者对它们进行了从发光、光激活转化策略、标记策略等广泛的优化尝试，并且取得

了丰富的对细胞内结构超分辨成像结果。与此同时，这些荧光染料的发展同时也促进定

位型超分辨成像的进化，超分辨成像的维度逐步从二维静态逐步扩展到三维动态，极大

的提升了人们对于生命微观结构以及生命过程的认知。 

然而，虽然超分辨荧光染料已经取得了相当的进展，但是真正能够实现活细胞超分

辨成像的荧光染料仍然有限，并且荧光染料研究领域内缺乏设计超分辨荧光染料的方法，

绝大多数的超分辨荧光染料仍然有相当的生物学应用局限性。 

1.4  本文主要研究思路 

1.4.1  染料母体选择 

作为传统激光染料之一，罗丹明染料具备有较为优秀的荧光亮度以及较好的光稳定

性。因此，罗丹明染料被广泛应用于定位型超分辨成像（见 1.3 节），是适用于该成像

的核心染料之一。例如，罗丹明染料中的罗丹明螺内酰亚胺具备可逆激活的特性，可以

稀疏转换到两性离子的亮态，适用于定位型超分辨成像。但是这些染料的性质（如亮态

时间和亮度）仍然不够理想，在活细胞超分辨成像中的适用性能较弱，仍需要研究者优

化罗丹明的分子设计来解决该染料的性能缺陷。因此，本论文选择的染料研究母体为罗

丹明。 

1.4.2  研究策略 

影响荧光染料的定位型超分辨成像性能的三个关键性能，即亮度、闪烁特征和稳定

性，均可以通过单分子光物理性质测量获得，而荧光染料的标记功能可以通过对高性能

荧光染料进行生物标记功能衍生开发而获得。因此，本论文从罗丹明平台出发，尝试对

该染料分子结构进行优化设计，提升其定位型超分辨成像性能；对优化后的染料进行单

分子分析，预测评估其定位型超分辨成像能力；最后通过对染料生物功能衍生化，实现

活细胞不同靶标结构的定位型超分辨成像。 

然而，目前染料研究领域内无标准一致的单分子分析算法，且绝大多数算法存在准

确性低以及统计通量小的问题。为此，本论文首先尝试提出和建立完整的单分子分析算
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法，并为此开发相关的自动化、易用型软件。通过算法和软件的开发，确定荧光染料的

评价方法，对本论文开发的荧光染料进行单分子分析研究和超分辨成像能力预测。 

罗丹明染料中的螺内酰亚胺类型罗丹明具备适应于定位型超分辨成像的可逆光激

活特征。然而其关键性能，光激活后亮态持续时间到目前为止未有优化策略。而在探针

研究领域中，研究者的广泛共识是酸性环境质子及金属离子可以稳定罗丹明螺内酰亚胺

的两性离子态亮态，并基于该机理开发了大量的荧光探针。受此启发，本论文尝试为罗

丹明螺内酰亚胺在分子内引入内酸性环境，通过在螺环处邻接羧基策略延长这类染料的

亮态时间；通过单分子光物理性质研究验证这些设计策略的有效性；最后通过开发相关

的具有生物标记功能的染料衍生物，完成对活细胞亚细胞器结构的超分辨成像。 

传统罗丹明染料受分子内扭曲电荷转移态（TICT）影响，在水中的发光亮度不理想，

不利于定位型超分辨成像。本论文尝试从电子诱导效应出发，通过吸电子诱导效应的季

铵化哌嗪基团取代传统二甲氨供体取代基，降低供体的电子诱导效应，从而抑制 TICT

的发生。对基于该策略开发染料进行光谱学研究、单分子研究，确定策略提升亮度的有

效性，并预测评估这些染料的超分辨成像应用潜力。最后，通过开发具有生物标记功能

的染料衍生物，尝试对活细胞亚细胞器结构进行超分辨成像，确定该策略于超分辨成像

的价值。 
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2  单分子分析算法的建立和软件的开发 

2.1  引言 

单分子定位超分辨成像技术源于单分子荧光研究。在这些研究针对的信号是单个分

子的时间合并光子统计信息（time binned photon collection），同时这些信号也是超分辨

成像定位对象，单分子分析具备有与定位型超分辨成像相同的基础分析对象。连续收集

的时间合并光子统计信息构成了单分子分析中的单分子荧光轨迹。这些轨迹反映了单个

染料分子在成像过程的亮暗态（或其它更复杂的状态）变化过程，揭示了染料在定位型

超分辨成像应用的闪烁特征。因此，针对荧光轨迹分析的单分子分析可以实现对染料定

位型超分辨成像能力的评估和预测。 

实现对荧光染料的单分子分析，需要合适的数学模型算法以及相应的分析软件。然

而，在荧光染料研究领域内缺乏完善解决上述问题的软件和方法。在以往的研究中，研

究者采用的简单域值过滤分析方法缺乏确定的标准，不同研究报告的数据缺乏可对比性，

且统计通量较小，分析的准确性较低，误差较大。这些方法缺乏准确分析染料单分子光

物理性质及评估预测其超分辨成像应用潜力的能力。因此，在开发有效的超分辨成像荧

光染料前，亟待针对上述的问题进行相关的数学模型优化以及处理软件的开发。 

2.2  单分子分析算法的设计 

单分子分析由单分子识别、状态轨迹拟合和单分子光物理性质分析三部分构成。 

首先，需要识别单分子测量数据中的单分子信号。由于单分子与天文学无限远星体

的近似点光源发光特征，可以通过天文图像处理的小波变换[139]或者高斯滤波之差[140]

（定位型超分辨成像的候选信号识别算法）实现对单分子候选信号的识别。为了去除单

分子信号重叠（空间距离过于接近）的候选单分子，可以通过定位型超分辨成像算法确

定单分子信号位置，继而采用聚类算法归属分子的定位信息，实现距离过近分子的筛选。 

单分子分析的第二步，需要实现对荧光轨迹的状态拟合。近年来，研究者广泛发展

了荧光共振能量转移（FRET）荧光轨迹的拟合方法[141],[142]，而 FRET 荧光轨迹由两个

染料的荧光轨迹构成，因而这些拟合方法可以迁移到后者的拟合分析上。假定单分子荧

光轨迹对应的染料亮暗态为隐匿态，基于贝叶斯信息准则确定染料转换状态个数，通过

向前向后（Forward backward algorithm）算法和 Baum-Welch 算法拟合出状态转换隐匿

Markov 模型的参数，通过 Viterbi 算法实现荧光轨迹可能状态轨迹的分析。 



单分子定位超分辨成像专用罗丹明染料优化设计 

- 44 - 

 

最后，从单分子荧光轨迹和拟合的亮暗态序列提取单分子光物理性质，并实现对单

分子光物理性质的后处理挖掘分析。这一步需要建立统一的标准，从而实现不同染料的

单分子光物理性质乃至超分辨成像潜力对比。 

2.3  单分子数据结构 

 

 
图 2.1 提取单分子信号过程的数学模型包含的数据结构 

Figure 2.1 Data sets in mathematical model for extraction of single-molecule signals. 

 

单分子实验测量获得的是堆栈的图序列（۷ ൌ ሼܫଵ, ,ଶܫ … , ,ி௡ሽܫ n ∈ Ժା，图 2.1a），Fn

是测量的图像总帧数，每帧成像图均由像素点 p(x,y)构成，并且在每帧图上散布着单分

子的 PSF({S1,S2,…}, 图 2.1b)。对单分子信号进行分析，首先要将这些单分子 PSF 在图

像所在的位置识别出来，接着将空间距离过近的单分子信号选出并排除在候选分析信号

之外，最后确定每个候选信号的采样像素并提取出其荧光轨迹信息。 

2.4  单分子信号的识别 

准确的单分子识别需要有效的提取单分子信号特征，避免收集的单分子成像图中的

背景噪音的干扰。 

2.4.1  背景噪音过滤及单分子候选信号初选 

（1）阈值过滤的方法 
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最常见的识别方法是对一帧图像 Ik上的所有像素点进行阈值过滤，将强度高于背景

噪音信号（通常由研究者自行设定和优化）几倍的极值选定为候选单分子信号。这一过

程可用方程 2.1 描述： 

௜ሻ݌௞ሺܫ ൐ ݊ ൈ ܾ  (2.1) 

其中 b 为图像的背景噪音信号强度，n 为设定的倍数（通常取值 2‒4）。 

然而，这种方法要求准确的测量图像的背景噪音信号，阈值的高低选择也会影响不

同样品获取的单分子信号候选的准确度。过高的阈值将丢失强度较弱一些的单分子信号，

而较低的阈值则会极大的增加候选信号中的噪音干扰。另一方面，非均匀的噪音会严重

影响获取单分子候选信号的准确度。 

（2）高斯滤波 

高斯滤波的算法平滑了背景噪音，减少了背景噪音对候选单分子信号的干扰。该方

法首先对图像进行如方程 2.2 的高斯卷积运算： 

ܫீ ሺݔ, ሻݕ ൌ ∑ ∑ ݔሺܫ െ ݇, ݕ െ ݈ሻீࡷሺ݇, ݈ሻ
ஶ
௟ୀିஶ

ஶ
௞ୀିஶ           (2.2) 

其中 KG(k,l)为高斯滤波核函数: 

,ሺ݇ீࡷ ݈ሻ ൌ ݁ି
ೖమశ೗మ

మ഑మ   (2.3) 

σ为高斯滤波函数的方差，这个方差的预设值应当接近样品的单分子信号半径。在

实际工程分析中，会对高斯滤波进行离散化近似，采用 7×7 或者 9×9 大小的一个小矩阵

存放高斯滤波核函数，而 k 和 l 的取值也整数化。通过这种算法可以减轻背景噪音对单

分子信号的干扰。 

（3）高斯滤波之差 

虽然高斯滤波已经去除了随机噪音的干扰，但并不能完全摆脱成像视野噪音不均匀

分布造成的干扰。为了进一步降低这部分背景噪音的干扰，还可以进一步对图像信号的

高斯卷积结果求差来更准确的获得单分子候选信号: 

,ݔ஽ைீሺܫ ሻݕ ൌ ܫீ ଵሺݔ, ሻݕ െ ܫீ ଶሺݔ,  ሻ         (2.4)ݕ

这两个高斯滤波的核函数预设了不同的半径（σ），分别设定了分析特征尺寸的上

界和下界，而滤波结果的差值则给出尺寸处于上下限之间的信号特征。不仅如此，差值

的计算可以有效的减少样品本身的非均匀性的背景噪音干扰。 

（4）小波变换 
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小波变换也可以从频率域提供单分子特征信息，这种方法已经被广泛用于分析天文

学中的星体光谱信息[139]。基于单分子信号与无限远星体发光特征的相似性（都在物理

模型中近似为点光源），研究者近年来逐步将稳态小波变换（a trous wavelet transform or 

`a trous wavelet transform）的算法用于定位型超分辨成像识别单分子信号以及对定位中

心的分析。 

本论文中采用的小波尺度函数（scale function）是 B-Spline 函数，其一维一级（k = 

1）形式为： 

ሻݐଵሺܤ ൌ ቄ1
0
						 0 ൑ ݐ ൏ 1

݁ݏ݅ݓݎ݄݁ݐ݋
        (2.5) 

高级形式为： 

ሻݐ௞ାଵሺܤ ൌ
௧

௞
ሻݐ௞ሺܤ ൅

௞ାଵି௧

௞
ݐ௞ሺܤ െ 1ሻ         (2.6) 

每级的 B-Spline 函数同时满足下面的双尺度（two-scale relation）关系： 

ሻݐ௞ሺܤ ൌ ∑ 2ି௞ାଵ൫௞௜൯ܤ௞ሺ2ݐ െ ݅ሻ
௞
௜ୀ଴         (2.7) 

基于上述 B-Spline 函数本身满足的双尺度关系（方程 2.7），以及小波变换的尺度

函数满足双尺度关系方程 2.8，可以获得小波变换的尺度函数的ሼ݄ሺ݈ሻሽ系数。在本论文中，

采用其四级形式（cubic B-spline）作为小波分析的尺度函数，而一维四级 B-Spline 函数

作为尺度函数的小波变换的系数ሼ݄ሺ݈ሻሽ为（
ଵ

ଵ଺
, 
ଵ

ସ
, 
ଷ

଼
, 
ଵ

ସ
, 

ଵ

ଵ଺
）（l 分别取 0, 1, 2, 3, 4），用

矩阵形式表述为ܐ ൌ ሾ ଵ
ଵ଺

, 
ଵ

ସ
, 
ଷ

଼
, 
ଵ

ସ
, 

ଵ

ଵ଺
ሿ。 

ଵ

ଶ
߶ ቀ௧

ଶ
ቁ ൌ ∑ ݄ሺ݈ሻ߶ሺݐ െ ݈ሻ௟     (2.8) 

对于二维的数据，这个系数可以拓展为： 

 (2.9) ்ܐܐ

而这个系数可以从原始信号（ܿ଴ሺݔ, ሻݕ ൌ ,ݔሺܫ 卷积逐步计算出各级小波变换的尺(（ݕ

度函数系数： 

௝ܿାଵሺݔ, ሻݕ ൌ ∑ ∑ ݄ሺ݇ሻ݄ሺ݈ሻ ௝ܿሺݔ ൅ 2௝݇, ݕ ൅ 2௝݈ሻ௟௞            (2.10) 

通过这个尺度函数系数就可以求解出每一级小波变换系数： 

,ݔ௝ାଵሺݓ ሻݕ ൌ ௝ܿሺݔ, ሻݕ െ ௝ܿାଵሺݔ,  ሻ      (2.11)ݕ



大连理工大学博士学位论文 

- 47 - 

通常第一级（j = 1）的小波变换系数中包含图像中的高频率分量，这些高频分量主

要来源于样品测量的噪音，因此可以求出其统计意义上的平均值或者方差作为识别单分

子信号的阈值。而在相应的识别研究中，一般用对第二级（j = 2）的数据进行分析，因

为这一级包含有接近于单分子信号特征频率。 

相对于阈值分析和单一高斯滤波方法，高斯滤波之差以及小波变换对背景噪音具有

更好的容忍度，因而后两者在本文中被采用作为单分子信号的识别方法。而后者的区别

是，高斯滤镜之差的方法对单分子信号的尺寸均一性要求更高，焦面接近成像焦面的单

分子信号才能够被识别；小波变换对不同焦面的单分子信号均有较好的识别作用，但这

种增强的识别效应会导致一些背景的单分子信号（例如，来源于玻璃表面的非特异性结

合的染料噪音信号）。但单分子研究的样本具有非常高的均一性（单分子接近分布于同

一焦面），因此这两种方法在识别单分子研究的单分子信号时候，区别较小。 

2.4.2  重叠单分子信号的排除 

准确的单分子分析要求单分子荧光轨迹来源于单个分子，而空间距离过近的单分子

信号会互相干扰各自的荧光轨迹，因此需要在下一步处理前进行排除。由于单分子染料

并非在成像时处于亮态，即便是压制型染料，也有可能有极少一部分染料分子处于暗态，

因此最佳的单分子分析应当包括对收集成像图的所有帧的单分子信号进行分析。这一过

程可以通过定位型超分辨成像的分析方法，首先获得在成像过程中收集到所有单分子定

位的信息，然后利用聚类分析的方法，对这些单分子信号进行分子归属。最后按照聚类

的质心位置进行距离（本论文中采用欧式距离）分析，将过于靠近的两个分子候选信号

排除。 

单分子的发光形成的 PSF，可以利用二维高斯分布进行近似的拟合，而从拟合的高

斯函数的参数可以获得单分子定位以及亮度信息。二维高斯函数的形式如下： 

,ݔሺܩ ሻݕ ൌ ଵ

ଶగఙమ
݁ି

ሺೣషೣబሻ
మశሺ೤ష೤బሻ

మ

మ഑మ      (2.12) 

由于相机的像素化效应，直接用高斯函数对单分子离散的像素强度值进行拟合的数

学模型的偏差较大。按照之前文献的方法[143]，采用积分型二维高斯函数作为 PSF 的近

似数学模型： 

,ݔሺܩ݅ ીሻ|ݕ ൌ ௬ܧ௫ܧேߠ ൅  ௕        (2.13)ߠ

E௫ ൌ
ଵ

ଶ
erf ቀ௫ିఏೣାଵ ଶ⁄

√ଶఏ഑
ቁ െ ଵ

ଶ
erf ቀ௫ିఏೣିଵ ଶ⁄

√ଶఏ഑
ቁ        (2.14) 

E௬ ൌ
ଵ

ଶ
erf ቀ

௬ିఏ೤ାଵ ଶ⁄

√ଶఏ഑
ቁ െ ଵ

ଶ
erf ቀ

௬ିఏ೤ିଵ ଶ⁄

√ଶఏ഑
ቁ        (2.15) 
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其中ી是所有拟合参数的列矩阵：θN 是信号的亮度（即单个 PSF 的发出光子数），

θb 是背景的噪音强度，θx、θy 是二维高斯函数的中心坐标（即单分子的定位位置坐标），

θσ是二维高斯函数的方差（反映单分子 PSF 的尺寸），这些参数同时给出了拟合单分子

信号对象的特征信息。 

本论文中采用非线性最小二乘法来对原始信号与积分型二维高斯函数进行拟合分

析： 

Find	ી	݉݅݊݅݉݅݁ݖ	ሺ݅ܩሺݔ, ીሻ|ݕ െ ,ݔሺܫ  ሻሻଶ         (2.16)ݕ

使用 Levenberg–Marquardt 算法，通过方程 2.17 获得每一迭代的参数优化变量列矩

阵 δ。当算法计算的优化变量或者拟合与真实图像的差距小于一个设定的极小值时，则

认为找到拟合的参数完成迭代。 

ሺ۸்۸ ൅ λ۷ሻ઼ ൌ ,ݔሺܫሾࢀ۸ ሻݕ െ ,ݔሺܩ݅  ીሻሿ          (2.17)|ݕ

۸ ൌ

ۏ
ێ
ێ
ێ
ۍ
డ௜ீ൫ݔଵ, ଵหી൯ݕ

డ஘భ
⋯

డ௜ீ൫ݔଵ, ଵหી൯ݕ
డ஘೙

⋮ ⋱ ⋮
డ௜ீ൫ݔ௠, ௠หી൯ݕ

డ஘భ
⋯

డ௜ீ൫ݔ௠, ௠หી൯ݕ
డ஘೙ ے

ۑ
ۑ
ۑ
ې
         (2.18) 

迭代计算中需要积分型二维高斯函数的偏导数，在本论文中采用的偏导数如下： 

డ௜ீ൫ݔ, หી൯ݕ
డ஘౮

ൌ ஘ొ
√ଶగ஘഑

۳௬ሺ݁
ି
ሺೣషಐೣషభ మ⁄ ሻమ

మಐ഑
మ െ ݁

ି
ሺೣషಐೣశభ మ⁄ ሻమ

మಐ഑
మ ሻ          (2.19) 

డ௜ீ൫ݔ, หી൯ݕ
డ஘౯

ൌ ஘ొ
√ଶగ஘഑

۳௫ሺ݁
ି
൫೤షಐ೤షభ మ⁄ ൯

మ

మಐ഑
మ െ ݁

ି
൫೤షಐ೤శభ మ⁄ ൯

మ

మಐ഑
మ ሻ         (2.20) 

డ௜ீ൫ݔ, หી൯ݕ
డ஘഑

ൌ ஘ొ
√ଶగ஘഑

మ ሺE
ᇱ
௫E௬ ൅ E௫E′௬ሻ            (2.21) 

డ௜ீ൫ݔ, หી൯ݕ
డ஘ಿ

ൌ E௫E௬            (2.22) 

డ௜ீ൫ݔ, หી൯ݕ
డ஘್

ൌ 1            (2.23) 

其中 E’x与 E’y为： 

Eᇱ௫ ൌ ሺݔ െ θ௫ െ 1 2⁄ ሻ݁
ି
ሺೣషಐೣషభ మ⁄ ሻమ

మಐ഑
మ െ ሺݔ െ θ௫ ൅ 1 2⁄ ሻ݁

ି
ሺೣషಐೣశభ మ⁄ ሻమ

మಐ഑
మ   (2.24) 

Eᇱ௬ ൌ ൫ݕ െ θ௬ െ 1 2⁄ ൯݁
ି
൫೤షಐ೤షభ మ⁄ ൯

మ

మಐ഑
మ െ ൫ݕ െ θ௬ ൅ 1 2⁄ ൯݁

ି
൫೤షಐ೤శభ మ⁄ ൯

మ

మಐ഑
మ   (2.25) 
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逐帧进行上述超分辨定位分析，可以获得所有单分子信号的精确坐标，在此将 L 定

义为所有单分子信号定位坐标的集合。由于单个分子的亮态能够持续在多帧

（ሼ1, 2, … , ݊ሽ, ݊ ൑ ,݇ ,的成像图中形成多个单分子信号（Sk, Sk+1, …, Sl（݊ܨ ݈ ∈ Ժା），并

且荧光分子也可能会出现多次亮暗态的转换形成多个单分子信号，因此收集的单分子精

确定位信息需要进行分子归属。 

本论文中采用 dbScan 聚类算法，基于定位的二维坐标的欧式距离进行聚类分析，

其扫描半径（eps = 0.4 pixel, 64 nm）与定位精度接近，而每一个类的最少个数 minPts 是

2 个。在聚类分析后，所有不能够归属的单次出现的信号被归属于背景噪音类 Cb，从而

被排除出后续的分析算法。经过聚类分析后，L 中剩余的定位数据被归属于 m(݉ ∈ Ժାሻ

个分子类 C 中: 

ܮ ൌ ൜
௕ܥ

ܥ ൌ ሼܥଵ, ,ଶܥ … , ௠ሽܥ
						 ݀݊ݑ݋ݎ݃݇ܿܽܤ

ݎ݁ݐݏݑ݈ܿ	ݎ݈ܽݑ݈ܿ݁݋ܯ
           (2.26) 

每个分子类中也包含有若干个分子信号： 

௜ܥ ൌ ൛ܵ஼೔,ଵ, ܵ஼೔,ଶ, . . , ܵ஼೔,௝ൟ				ܥ௜ ∈ ܥ ∩ ݆ ∈ Ժ
ା ∩ 	݆ ൒ 2         (2.27) 

这些信号处于不同帧的成像图上。 

最后计算各分子类之间的欧式距离，将距离过近（<4.5 pixel，大约 2-3 倍单分子的

半峰宽）重叠分子类排除出后续的分析。最终剩余的分子类 C={C1, C2, …, Ck}(݇ ∈ Ժାሻ

就作为候选的单分子信号进行后续的荧光轨迹信息挖掘和后处理分析。图 2.2 展示了对

序列单分子成像结果的聚类分析结果。左图是单分子成像第一帧采集到的信号，而中间

图则展示了整个成像周期获得的图栈叠加计算的整体信号图，右图展示了对成像图栈的

定位和聚类分析结果。第一帧与叠加图的对比显示有部分分子信号很快的发生了漂白的

过程，因而在整体叠加图上并未能显现其单分子信号特征。所有信号的定位信息均在聚

类分析图上显现，并且归属到对应的分子类中。在图中显示了两个分子类之间的空间距

离过近，他们的单分子信号将会产生相互干扰，因而在后续的单分子分析中被排除。另

外，图中还显示了几个在成像过程中仅有一次的定位信息，其定位没有与其它的定位在

空间或者时间上产生相关性，因此在本研究中倾向于将其归属与随机出现的背景噪音信

号，因而没有归属到任何一个分子类中，也被排除在后续分析之外。 
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图 2.2 单分子成像结果的聚类分析 

Figure 2.2 Cluster analysis of single-molecule imaging results. 

 

2.4.3  单分子信号采样像素的确定 

在提取单分子荧光轨迹信息前，需要确定单分子信号集合 S(ࡿ ⊂ ࡿ）每个信号(ܥ ൌ

ሼ ଵܵ, ܵଶ, … ௟ܵሽ, ݈ ∈ Ժା）主要分布的像素单元集合 P： 

௜ࡼ ൌ ൛݌௜,ଵ, ,௜,ଶ݌ … , ݊௜					௜,௡೔ൟ݌ ∈ Ժ
ା, ௜ࡼ ∈ ௜ܵ           (2.28) 

为此，对一帧图像ܫ௝去除单分子信号周围 3 格像素（7×7）后剩下的背景噪音信息求

中位值： 

௝ܾ ൌ ݉݁݀݅ܽ݊൫൛ܫ௝ሺࡼ′ሻൟ൯	           

ሺࡼ′ ൌ ሼ݌ଵ, ,ଶ݌ … , ௡ሽሻ݌ ∉ ܥ ∩ ′ࡼ ⊂ ,௝ܫ ݊ ∈ Ժା           (2.29) 

计算结果 bj定义为每帧图像的背景噪音信号。 

然后，以 1.5 倍的上述噪音信号作为阈值，对每帧的单分子信号及其周围的像素单

元的荧光信号强度进行筛选，将高于阈值的像素单元选出作为每帧单分子信号的候选像

素单元。 

௜ሻࡼ௝ሺܫ ൐ 1.5 ൈ ௝ܾ						ࡼ௜ ∈ ௜ܵ, ݆ ൌ ሺ݁݉ܽݎ݂ ௜ܵሻ           (2.30) 

frame 函数可以给出给定单分子信号所在帧的帧序号。通过上述筛选，对于所有的

单分子信号 S均获得了其主要分布的像素集合ࡼ෱௜ ൌ ሼࡼଵ, ,ଶࡼ … , ෱௜ࡼሺ		௜ሽࡼ ∈ ௜ܵሻ。 

接着，根据 2.4.2 节已经给出单分子信号归属信息，将归属于同一分子类ܥ௠(݉ ∈ Ժାሻ

的 n 个单分子信号的像素集合（൛ࡼ෱௠,ଵ, ,෱௠,ଶࡼ . . , ,෱௠,௡ൟࡼ ݊ ∈ Ժା ∩ ݊ ൒ 2）合并成具有 k 个

像素点的像素集合： 

஼೘ࡼ ൌ ⋃ ෰ܲ௠,௜
௡
௜ୀଵ            	

ൌ ሼ݌ଵ, ,ଶ݌ … , ,௞ሽ݌ ݇ ∈ Ժା  (2.31) 
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计算 PCm 每一个像素点在该分子类中所有单分子信号中给出的荧光强度的中位值： 

௜ሻ݌ሚሺܫ ൌ ݉݁݀݅ܽ݊൫ሼܫ௝ሺ݌௜ሻሽ൯			݌௜ ∈ ஼೘ࡼ ∩ j ൌ  ௠ሽሻ      (2.32)ܥሺሼ݁݉ܽݎ݂

再计算该分子类的信号所处帧的噪音中位值： 

ܾ஼೘ ൌ ݉݁݀݅ܽ݊ሺሼܾ௡ሽሻ, ࢔ ൌ  ௠ሽሻ         (2.33)ܥሺሼ݁݉ܽݎ݂

以方程 2.33 计算的噪音值的 1.5 倍作为阈值，与方程 2.32 计算的像素点荧光强度

中位值进行比较: 

௜ሻ݌ሚሺܫ ൐ 1.5 ൈ ܾ஼೘, ௜݌ ∈  ஼೘      (2.34)ࡼ

筛选出荧光信号较强的像素点集合ࡼ஼೘
௙௜௡௔௟

作为最终提取该分子（ܥ௠）的采样像素。

对所有 2.4.2 节的分子总类 C 中每个分子按照方程 2.31-2.34 进行计算，提取出每个候选

分子的采样像素，然后从成像的所有帧图中提取其荧光强度轨迹。方程 2.35 展示了对分

子ܥ௠提取荧光轨迹的计算方法： 

஼݂೘ ൌ ൤∑ ಴೘ࡼ௜ሻ݌ଵሺܫ
೑೔೙ೌ೗ , ∑ ಴೘ࡼ௜ሻ݌ଶሺܫ

೑೔೙ೌ೗ , … , ∑ ಴೘ࡼ௜ሻ݌ி௡ሺܫ
೑೔೙ೌ೗ ൨        (2.35) 

2.5  单分子荧光强度轨迹的拟合 

在发生光漂白前，荧光染料分子持续在亮暗态之间发生随机的转换。在亮态时，荧

光染料分子发出光子，形成单分子信号，而暗态时荧光染料分子通常不发出或者给出极

少的光子信息。因而通过对单分子信号的持续测量获得的荧光强度轨迹反映了单个荧光

染料分子在漂白前的亮暗态转换光物理特征。然而，荧光染料的荧光发射过程具有自然

的涨落；分子由于距离绝对焦面的距离以及分子偶极方向不同，其单分子信号的形态也

具有差异；所有的荧光轨迹测量都卷积了测量系统的误差，对其亮暗态转换的对比度产

生了影响。因而，简单通过“人眼”判断设定阈值的方法并不能够完全反映出测量单分

子样品的亮暗态转换特征。 

在荧光共振能量转移单分子研究中，研究者提出利用隐匿马尔可夫模型可以更为有

效地分析隐藏在荧光轨迹背后的分子发光强度转换过程[141],[142]。基于以上研究结果，本

论文中也采用隐匿马尔可夫模型（hidden markov model）对单分子荧光强度轨迹进行拟

合，分析单分子发光的亮暗态转换过程。 

首先假定整个荧光轨迹的测量时长（帧数）为܂ ൌ ሼ1,2, … , ܶሽሺ݊ ∈ Ժ௡ሻ。按照隐匿马

尔可夫模型，单个分子荧光轨迹为模型中的对隐匿状态的观察测量序列，可以用方程

2.36 描述： 
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ሻݐሺܨ ൌ ௧݂, ݐ ∈  (2.36) ܂

而单分子发光的亮暗态则对应于模型中的隐匿状态 s，有 k 个隐匿状态ܵ ൌ

ሼ1,2, … , ݇ሽሺ݇ ∈ Ժାሻ。而隐匿状态的各种不同荧光发射的可能性则用观察函数来描述，在

本论文中荧光随机涨落的观察概率采用高斯分布函数描述： 

ܱሺ݂, ݅ሻ ൌ ଵ

√ଶగఙ೔
e
ି
൫೑షഋ೔൯

మ

మ഑೔
మ        	

ൌ ,௙,௜݋ ݂ ∈ ,ܨ ݅ ∈ ܵ (2.37) 

按照隐匿马尔可夫模型，各个时刻发生的状态变化的概率不与前一时刻的状态变化

过程相关，是时间独立的。因此，各个隐匿状态之间相互转换的概率（以及隐匿状态保

持的概率）用一个转换矩阵（ܣ ൌ ሼܽ௜,௝ሽ, ݅, ݆ ∈ ܵ）来描述，即从 i 状态转换到 j 状态的可

能性是ܽ௜,௝。而初始的荧光染料状态分布的概率可以用ߨ来描述。按照上述模型，在时刻

t 的处于 j 状态的可能性为： 

ଵ,௜ߙ ൌ 	        ௙భ,௜݋௜ߨ

௧,௝ߙ ൌ ∑ ܽ௜,௝ߙ௜,௧ିଵ݋௙೟,௝௝∈ௌ , ݅, ݆ ∈ ܵ, ݐ ∈  (2.38)   ܂

整个模型与荧光轨迹的相似匹配程度可用方程 2.39 衡量： 

Pሺܵ, ሻܨ ൌ ∑ ܽ௜,௝ߙ௜,்݋௙೅,௝௝∈ௌ , ݅ ∈ S   (2.39) 

按照上述的数学模型，确定荧光轨迹中荧光分子亮暗态变化的过程变为寻找隐匿马

尔可夫模型中对应的隐匿状态序列的过程。要获取隐匿状态序列，首先要对马尔可夫模

型的转换矩阵和观察函数进行求解。本论文中采用 Baum–Welch 算法，通过预设接近最

优解的初始值，迭代进入模型估算出新的相关参数，再根据新的参数进一步迭代，直到

整个体系的相似匹配程度不再变化，即可完成对模型参数最优解的求解过程。迭代计算

中需要用到向前-向后（forward-backward）算法，其中向前计算的计算由方程 2.38 完成，

而向后计算，则假定最终（时刻 T）的概率为 1 向前逆推计算各个状态的概率： 

௜,்ߚ ൌ 1       	

௧,௜ߚ ൌ ∑ ܽ௜,௝݋௙೟శభ,௝௝∈ௌ ,௧ାଵ,௝ߚ ݐ ∈ ܂ ∩ ݐ ് ܶ  (2.40) 

由此，可以推算出基于整个模型和荧光轨迹测量结果，在 t 时刻观察到状态 i 的概

率为： 

௧,௜ߛ ൌ
ఈ೟,೔ఉ೟,೔

∑ ఈ೟,ೕఉ೟,ೕೕ∈ೄ
  (2.41) 
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而在 t 时刻发生状态 i 转换为状态 j 的概率为： 

௧,௜,௝ߦ ൌ
ఈ೟,೔௔೔,ೕఉ೟శభ,ೕ௢೑೟శభ,ೕ

∑ ∑ ఈ೟,೔௔೔,ೕఉ೟శభ,ೕ௢೑೟శభ,ೕೕ∈ೄ೔∈ೄ
   (2.42) 

进一步可以估算出新的模型参数： 

෤௜ߨ ൌ ,ଵ,௜ߛ ݅ ∈ ܵ  (2.43) 

෤ܽ௜,௝ ൌ
∑ క೟,೔,ೕ
೅
೟సభ

∑ ఊ೟,೔
೅
೟సభ

   (2.44) 

෤௜ߤ ൌ
∑ ௙೟ఊ೟,೔
೅
೟సభ

∑ ఊ೟,೔
೅
೟సభ

  (2.45) 

෤௜ߪ ൌ ට
∑ ఊ೟,೔ሺ௙೟ିఊ೟,೔ሻమ
೅
೟సభ

∑ ఊ೟,೔
೅
೟సభ

  (2.46) 

再用新参数带入模型，根据方程 2.38-2.39 求出新的模型匹配相似度。当匹配相似度

不再增加（前后两次相似度之差小于一个极小值时），参数的优化迭代过程完成。基于

上述参数优化后的模型以及荧光轨迹数据，采用 Viterbi 算法就可以计算出可能性最大

的荧光染料分子的状态变化轨迹。 

然而上述的分析方法并没有真正确定单个分子轨迹究竟包含有多少状态转换。因此，

需要再引入贝叶斯信息准则（Bayesian information criterion，BIC），对整个体系的最终

包含的状态个数进行约束，避免过度拟合同时预测出体系中隐藏的状态总数。 

ܥܫܤ ൌ െ2 log൫ܲሺܵ, ሻ൯ܨ ൅ 2ሺ݊݉ܽݎܽܲ݉ݑሻ        (2.47) 

在计算中，从假定单一状态迭代递增加状态的个数，每增加一种状态，进行隐匿马

尔可夫模型分析，并计算出该条件下的 BIC 值，并与前一次较少状态条件下的值进行比

较，如果新 BIC 值没有出现降低，则选用前一次分析采用的状态个数以及相应的模型分

析的结果作为最终结果；如果 BIC 值降低，则存储该此迭代的 BIC 值，并增加状态数

量，进行下一轮的迭代运算。最终，通过这些算法，本论文给出荧光轨迹隐藏的荧光染

料分子的状态转换轨迹： 

ܵሺݐሻ ൌ ,௜,௧ݏ ݅ ∈ ܵ, ݐ ∈ ܶ  (2.48) 

为了进一步降低由多个分子发光形成的荧光轨迹对单分子光物理性质统计带来的

误差，本研究中仅对状态个数 k=2（ܵ ൌ ሼS୭୬, Sୢୟ୰୩ሽ，即只有亮态 on 和暗态 dark）的荧

光强度轨迹进行下面的数据挖掘分析。 
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2.6  单分子光物理性质的测量 

如序章 1.2.1-1.2.3 节所述，荧光染料单分子的光物理性质极大程度上决定了其在定

位型超分辨成像中的应用潜力。图 2.3 展示了从单分子荧光轨迹曲线以及拟合的状态转

换序列（State fit）中测量单分子光物理性质的方法。这些性质包括单分子亮度（光子收

集速率、单次亮态过程的光子数），单分子闪烁特征（亮暗态转换速率、亮态持续时间、

暗态持续时间、占空比），单分子光稳定性（总收集光子数、总闪烁次数）。 

 

 
图 2.3 单分子光物理性质的测量示意图 

Figure 2.3 Schematical illustration of measurement of single-molecule photophysical 

properties. 

 

2.6.1  单分子亮度的测量 

单分子亮度可以用两个测量量来反映，其一是单分子处于亮态时的发出光子速率

（对应于测量时的对单个信号的光子收集速率）；其二是单次亮态过程的光子数，即单

次亮态的分子转换到暗态前总收集到的光子数。前者反应了荧光染料分子在一定光强条

件下的光子发出快慢。具有较高发出光子速率的荧光染料分子在相同光强条件下可以在

更短的时间内给出更多的光子统计数据，十分有利于提高整个成像过程的光子收集效率，

以至于可能提高时间分辨率。而后者单次亮态过程的光子数，则反应了荧光染料分子的

单个信号能够收集到的最大可能的光子数。因此，具有较高此参数的荧光染料分子具备

形成高亮度的单分子信号的能力。然而，单次亮态过程的光子数并没有反映出荧光染料

分子的光子发射速率。如果荧光染料分子仅仅具有较高的单次亮态光子数，而其荧光光

子发射速率较慢的时候，超分辨成像时需要增加光强以及延长曝光时间才能够获得该分
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子的高亮度单分子信号，但是增加光强可能会对活细胞产生更大的光毒性，同时延长单

个分子信号的成像曝光时间也会牺牲整体的时间分辨率。 

对于提取出的单分子荧光轨迹，结合 2.5 节拟合获得的整个成像过程的亮暗态序列，

可以获得该分子处于亮态时在轨迹上单帧的收集光子数量݂ሺݐ୧ሻ(ݐ୧ ∈ ሺܵ୭୬ሻ)，其单݁݉ܽݎ݂

位是 photons/frame。这个参数同时也被称为光子收集速率（photon count rate）、单分子

光子发射速率（photon emissive rate，在忽略收集的损失情况下）或者单分子每帧光子数

（Photons per single-molecule per frame）。在确定实验中每帧的时间ݐ୤୰ୟ୫ୣ后，可以很容

易转换为绝对光子的收集速率： 

୧ሻݐሺݎ ൌ
௙ሺ௧౟ሻ

௧౜౨౗ౣ౛
, ୧ݐ ∈  ሺܵ୭୬ሻ      (2.49)݁݉ܽݎ݂

而单次亮态的光子数，则可以通过累加处于连续亮态（在转换到暗态前）的收集光

子数量获得： 

Photons	per	switching	cycle ൌ ∑݂ሺ݅୭୬ሻ , ݅୭୬ ∈  ሻ (2.50)ݏ݁ݐܽݐݏ	ݐ݄݃݅ݎܾ	݁ݒ݅ݏݏ݁ܿܿݑሺܵ݁݉ܽݎ݂

2.6.2  单分子闪烁特征的测量 

如 1.2.2 节所述，单分子的闪烁特征可以通过单分子亮暗态的转换速率来描述。然

而，这些转换速率并不能够直接测量，需要先完成对单分子亮态时间、暗态时间的测量，

然后通过一定的亮暗态转换的动力学模型计算出这些速率。 

单分子亮态时间可定义为单个分子在亮态持续的时长ݐ୭୬，从暗态转换到亮态到下

一次亮态转换到暗态的时间。而暗态时间则定义为单个分子在暗态持续的时长ୢݐୟ୰୩，即

从亮态转换到暗态到下一次从暗态转换到亮态的时间。当简单假定单分子亮暗态转换过

程满足自然指数分布，在 t 时刻发生亮态到暗态转换的概率 ୭ܲ୬ሺݐሻ或者发生从暗态到亮

态的概率ܲୢ ୟ୰୩ሺݐሻ为： 

௢ܲ௡ሺݐሻ ൌ ୭̅୬݁ݐ
ି ೟
೟ത౥౤  (2.51) 

ܲୢ ୟ୰୩ሺݐሻ ൌ ୢ̅ݐ ୟ୰୩݁
ି ೟
೟തౚ౗౨ౡ    (2.52) 

该过程的转换速率可以用其亮态时间期望值获得： 

݇୭୬ ൌ
ଵ

ா൫௉೚೙ሺ௧ሻ൯
         	

ൌ ଵ

௧̅౥౤
      	

ൌ ݇ୢ ൅ ݇ୠ (2.53) 
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݇୰ ൌ
ଵ

ாሺ௉ౚ౗౨ౡሺ୲ሻሻ
ൌ ଵ

௧̅ౚ౗౨ౡ
  (2.54) 

另外一个单分子闪烁的物理性质是占空比，其定义为单分子在其生命周期（或者成

像周期内）处于亮态的时间占比： 

Duty	cycle ൌ
∑ ௧౥౤ೄ౥౤

்౪౥౪౗ౢ
 (2.55) 

2.6.3  单分子光稳定性的测量 

单分子光稳定性相关的单分子光物理性质有总收集光子数，亮暗态转换次数（总闪

烁次数），光漂白发生时间以及光漂白速率等。总收集光子数在本论文中定义为单分子

荧光轨迹所有亮态帧的总收集光子数： 

Total	cellected	photons ൌ ∑ ݂ሺ݅୭୬ሻ௜౥౤∈௙௥௔௠௘ሺௌ౥౤ሻ              (2.56) 

亮暗态转换次数݊ୠ୪୧୬୩ୱ,则定义为在单分子状态轨迹中，亮态转换到暗态以及暗态转

换到亮态的次数总和。 

光漂白的过程可能发生于亮态或者暗态，然而荧光轨迹只能够收集到亮态发出的光

子信号，暗态不能直接测量，因此绝对的光漂白时间无法获得。在本论文中定义的光漂

白时间ݐୠ୪ୣୟୡ୦为从染料激活或者第一次处于亮态作为起始时间到最后一次亮态到暗态的

转换的时间间隔。 

再一次使用自然指数衰减模型，假定荧光染料分子的光漂白在 t 时刻发生的概率： 

ୠܲ୪ୣୟୡ୦ሺݐሻ ൌ ୠ̅୪ୣୟୡ୦݁ݐ
ି ೟
೟തౘౢ౛౗ౙ౞     (2.57) 

则光漂白速率可以估算为： 

݇ୠ୪ୣୟୡ୦ ൌ
ଵ

ாሺ௉ౘౢ౛౗ౙ౞ሺ௧ሻሻ
ൌ ଵ

௧̅ౘౢ౛౗ౙ౞
     (2.58) 

2.6.4  单分子信号的其它特征 

除前文所述的单分子光物理性质外，单分子信号仍有其它的特征参数，包括定位精

度和信噪比。在本论文中，定位精度的计算采用 Thompson 公式 1.1，分析的数据来源于

2.4.2 节的超分辨定位数据 L。 

因为在相机上的光子收集过程满足泊松分布的随机特征，因而信噪比则定义为单分

子信号的采样像素的最高信号强度，在减去背景噪音信号后与其平方根之比[144],[145]： 

SNR ൌ ௙ሺ௧೔,௣೘ೌೣሻି௕

ඥ௙ሺ௧೔,௣೘ೌೣሻ
, ௜ݐ ∈  ሺܵ௢௡ሻ         (2.59)݁݉ܽݎ݂
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2.6.5  单分子光物理性质的统计学特征 

2.6.1-2.6.3 节定义在本论文中单分子光物理性质的参数含义，然而上述所有的测量

仅实现了孤立荧光轨迹的性质测量。因此，上述的测量结果会极大地受到不同单分子信

号自然涨落的影响，而更具有现实意义的是对亚群（subset）单分子信号特征的统计分

析。通过统计亚群的一系列单分子轨迹的测量结果，反映出荧光染料的单分子光物理性

质。 

以荧光轨迹为统计单元，估计每个轨迹的光物理性质，即总收集光子数、闪烁次数、

光漂白时间、光漂白速率，通过统计亚群中所有轨迹的相关性质，给出荧光染料的光物

理性质。由于该统计模式的最小采样单元为单个分子，将该统计方法称为分子采样

（Molecule sampling）。 

在分子采样方式下，对于基于单次状态的性质，即亮态时间、暗态时间、亮暗态转

换速率、单次亮态光子数，和基于单帧的性质，即光子收集速率，需要对每个荧光轨迹

求出该特征的平均值（或其它统计特征值），然后再对亚群中所有的荧光轨迹进行计算

获得染料分子的光物理性质。 

例如，对单个荧光轨迹的所有亮态帧的光子收集速率取平均值，即可获得该分子处

于亮态时的平均光子收集速率： 

݂̅ ൌ
∑ ௙ሺ௧౛ౣሻ౛ౣ∈ೄ౛ౣ

௡౛ౣ
, ݊ୣ୫ ൌ  ሺܵୣ୫ሻ          (2.60)ݐ݊ݑ݋ܥ

Count 函数计算给定集合中元素的总个数，在此即为在单分子荧光轨迹中亮态出现

的次数。 

将单分子成像中所有提取的荧光轨迹的光子收集速率去平均值，则可以给出荧光染

料的期望光子收集速率： 

݂̿ ൌ
∑ ௙̅ሺ௜ሻ೔∈಴೘

௡಴೘
, ݊஼೘ ൌ  ௠ሻ        (2.61)ܥሺݐ݊ݑ݋ܥ

在这种统计方式下，由于单分子实验中单分子总数的局限性，仅对单次测量进行统

计，其结果存在较大的误差。为了更精确地给出荧光染料的光物理性质，在测试时对样

品不同区域进行单分子荧光成像和分析，获得多组成像的统计结果，再进一步对这些统

计结果进行统计分析，可以获得更准确的荧光染料的光物理性质特征。例如对多组成像

结果的光子收集速率进行分析，可以获得对荧光染料更准确的单分子亮度评价 ሚ݂： 

ሚ݂ ൌ
∑ ௙̿ሺ௝ሻೕ

௡ౠ
, ݆ ∈ ሼ݃݊݅݃ܽ݉ܫ	ݏ݁݉݅ݐሽ       (2.62) 
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另一方面，对于这些基于单次状态或者单帧计量的光物理性质，忽略不同荧光轨迹

的区别，直接统计亚群分子中所有状态或者帧的测量值，直接给出荧光染料的光物理性

质。这种统计方式忽略了不同分子之间的个体差异，直接将所有的测量结果作为统计对

象，将该统计方法称之为最大化采样（Maximized sampling）。 

例如，对所有荧光轨迹中的亮态帧的光子收集速率取平均值，也可以得到荧光染料

的期望光子收集速率： 

݂′̿ ൌ
∑ ∑ ௙൫௧೎೘,౛ౣ൯౛ౣ∈ೄ೎೘,౛ౣ೎೘∈಴

∑ ௡೎೘,౛ౣ೎೘∈಴
, ݊௖೘,ୣ୫ ൌ  ሺܵ௖೘,ୣ୫ሻ        (2.63)ݐ݊ݑ݋ܥ

上述两种统计方法的不同之处在于采样的对象不同，前一种将每条荧光轨迹及其对

应的单个分子作为光物理性质测量的最小的统计对象，而后一种方式的采样统计的最小

对象是每帧或者每次状态转换的过程。相对来说，前一种方式考虑同一荧光染料分子的

分子间差异性，而后一种方式从整体角度上将同一荧光染料的所有分子视为完全相同的

对象，从而以更小的单元进行统计采样。图 2.4 所示为按照不同的采样标准对不同照射

光强下某种荧光染料的单分子亮度以及亮态时间的统计结果。两种采样方式给出的结果

并不完全一致，通过分子采样统计方式获得的数据相对于最大化采样数据偏高。因此，

研究者在比较不同染料的单分子数据时，应当注意其统计方式，避免比较来源不同统计

方式的结果。同时，研究者在报告其单分子统计结果时，应当准确的描述其统计方式，

为后续研究提供参考。同时，图 2.4 可以观察到两种不同统计方式下的数据趋势近乎一

致，说明两种方式都可以准确的反应单分子光物理性质的内在特征。 

 

 
图 2.4 采样方式对单分子性质统计结果的影响 

Figure 2.4 Impact of sampling approaches to single-molecule statistical results. 

 

2.7  单分子分析软件的开发 
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图 2.5 单分子分析软件流程图 

Figure 2.5 Flow chart of the.single-molecule analysis software. 

 

基于建立的单分子分析算法以及统一定义的单分子光物理性质定义及统计方法，实

现了具有图形化界面的自动单分子分析软件的开发。图 2.5 展示了为本研究设计的单分

子分析软件的流程图，展示了软件从输入到输出完成的每一步计算和操作。图中椭圆框

为输入与输出，菱形框为选择节点，圆角矩形框是每步分析获得的数据，实线箭头指示

了软件内部运行的流程（从开始的冷深色到最后的暖亮色），虚线指示了该步操作同时

需要提供的额外的数据。 

单分子分析实验的原始数据是成像图栈，而时空中随机分布的各个分子的单分子数

据散布其中。这些成像图堆栈是单分子分析软件的输入端，接着由用户决定使用恰当的

预处理滤镜（方法包括 2.4 节中的高斯卷积、高斯滤镜之差以及小波变换），对图像进

行去噪音处理寻找局部极值获得候选分子（Molecular candidates）。结合这些分子位置

以及原始的图栈，利用超分辨定位分析的方法给出所有单分子信号的准确位置
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（Localization sets），然后再通过聚类分析的方法将这些单分子信号进行分子类归属，

获得整个成像的所有分子类（Molecular clusters）。再利用这些分子类以及原始图栈，按

照 2.4.3 节论述的算法获得每个分子的实际采样像素坐标（Molecular sampling pixels）。

利用这些坐标在原始图栈上提取出每个分子的荧光轨迹（Fluorescent trajectories），利用

隐匿马尔可夫模型拟合出轨迹中暗藏的状态轨迹（State trajectories）。最后，结合分子

的荧光轨迹和状态轨迹按照 2.6 节给出单分子的光物理性，输出为单分子光物理性质数

据。 

 

 
图 2.6 单分子分析软件界面 

Figure 2.6 Interface of single-molecule analysis software. 

 

图2.6显示了为本研究开发的单分子分析软件的界面。软件基于Matlab（MathWorks）

平台开发，大体上可以分为 A-G 六个模块。其中 A、B 模块对应于流程图中的前处理卷

积、寻找分子类以及确定分子采样像素的流程，在软件界面上将这两部分合并为一个模
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块界面（PreFilter, Find Candidates）。C 模块包含提取荧光轨迹的操作按钮，以及相应的

对荧光轨迹进行拟合的操作按钮。D 模块包括一系列的单分子光物理性质测量按钮。E

模块是实时的数据展示界面，包括每一帧单分子实验数据的展示窗口、展示荧光轨迹信

号的坐标图。F 模块包含针对单分子光物理性质统计信息复杂的分析处理工具。G 模块

展示了通过分子采样统计口径获得的分子光物理性质统计结果。 

图 2.7 显示了单分子分析软件的输出结果，软件将所有的处理结果整理在一个独立

的尾缀为“SingleMoleculeResults”的文件夹内。按照最大化采样的统计口径，对于每一

个测量的单分子光物理性质，软件将其性质数值与对应的分子坐标同时输出为 txt 的单

独文件，例如，“bleachtime.txt”存储了单分子的漂白时间ݐ௕௟௘௔௖௛。而按照分子采样投机

口径获得的单分子光物理性质数据则统一在单独的“moleculecharacteristics.csv”文件中

给出。“GlusterGroupedResult.bmp”文件是单分子聚类分析结果的图像，“smdata.mat”文

件存储了后处理过程中所有的数据，包括每一条荧光轨迹数据以及其状态轨迹数据。软

件的大部分输出结果可以直接被 Origin、Excel 等数学分析软件读取，并进行进一步的

后处理分析。 

 

 
图 2.7 单分子分析软件输出结果 

Figure 2.7 Output results of single-molecule analysis software. 

 



单分子定位超分辨成像专用罗丹明染料优化设计 

- 62 - 

 

 
图 2.8 单分子统计分析软件界面（a）及其典型分析结果（b） 

Figure 2.8 Interface (a) of a statistical software for single-molecule and its typical analytical 

results (b). 

 

为了进一步有效比较不同荧光染料之间的光物理性质，或者在不同实验条件（如照

射强度）下多种荧光染料的光物理性质的统计学比较，本研究还开发了如图 2.8a 所示的

单分子比较分析软件。该软件可以在设定好读取目录（文件地址）时，自动化分析不同

染料在不同条件下的单分子光物理性质统计性息。图 2.8b 展示了通过该软件的自动化

分析处理得到的多种染料的统计学比较结果以及多种荧光染料比较结果的不同统计学

展示方式（柱状图、箱图）。 

2.8  本章小结 

为了准确评估荧光染料的单分子光物理性质，以及进一步评价其定位型超分辨成像

潜力，本论文完整的建立了单分子光物理性质分析算法并给出在本论文中各项单分子光

物理性质的定义。基于该分析算法，实现了具有图形化界面的单分子分析软件的开发。 

完善的单分子分析算法的建立以及软件的开发，提升了单分子光物理性质分析的准

确度，减少了人为因素导致的误差。该方法的建立为本论文中后续发展的罗丹明染料优

化设计策略提供了定位型超分辨成像潜力评估和预测工具。同时，该方法的建立和开发

为在同一标准下对所有荧光染料的单分子光物理性质评估提供了可能性，为探究分子结
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构与单分子光物理性质规律以及发展和寻找适合于定位型超分辨成像的荧光染料提供

了有价值的测量及评估平台。  
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3  超长亮态时长罗丹明螺内酰亚胺的设计、合成和超分辨成像性

能 

3.1  引言 

定位型超分辨成像需要高性能的荧光染料。定位型超分辨显微镜中的光激活定位显

微镜（PALM）的必备要素就是具备激活特征的荧光染料。为了进一步提升光激活定位显

微镜的成像能力和生物使用范围，开发新型的激活型荧光染料并且为染料开发标记功能

变得日趋重要。 

罗丹明衍生物在近年来被广泛用于光激活定位显微成像。其中，罗丹明螺内酰亚胺

就是第一种被应用于光激活定位显微镜的小分子激活型荧光染料[30]。罗丹明螺内酰亚胺

具有适用于活细胞超分辨成像的潜质：1）罗丹明螺内酰亚胺在激活后发生从关环到开

环的结构变化，并不会产生毒性产物；2）因为罗丹明关环结构不具有可见光吸收和荧光

发射，因此这种开关环的过程具有极佳的亮暗对比；3）同时这种激活过程是可逆的，可

以在成像中被多次定位，从而提升最终成像的定位密度和定位精度。 

基于以上的优秀性质，研究者针对罗丹明螺内酰亚胺进行了一系列的优化
[68],[69],[138],[146]。然而，定位型超分辨成像，包括光激活定位显微成像，始终存在时间和

空间分辨率的平衡。早期的定位型超分辨成像需要分钟，甚至小时的时间来累积充分的

单分子信号，实现高分辨率的定位成像。这种时间分辨率不适用于动态的较快的活细胞

成像，因而研究者尝试改善显微镜的硬件（如采用速率更快的 cMOS 相机[147]），发展

高密度单分子信号的分析算法（贝叶斯分析等[147]），以提升成像的时间分辨率来实现对

活细胞的快速超高分辨率的成像。为了改善定位型超分辨成像的时间分辨率，化学领域

的研究者也通过改善荧光染料的发光效率来扩大成像中收集的光子信号统计数量[41],[46]。

但是荧光染料的单分子亮度不仅仅取决于其荧光量子效率，同时也与其发光稳定性密切

相关。每个单分子信号是多次（百次-万次）的光子分布的统计结果，收集这些光子信息

的速率则极大的受到荧光染料的亮态发光持续性的影响，而荧光染料的亮态发光持续性

则由其亮态时长反应。因此提升荧光染料亮度的另一个非常重要，但是往往被忽视的策

略是提升其亮态时长。亮态时长的提升可以改善单分子信号的信噪比，在成像周期内为

每个分子信号积累更充分的光子统计数据。从而，在相对缩短的时间内，完成等质量的

超分辨成像。 
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对于罗丹明螺内酰亚胺的亮态时间延长的设计策略未出现在之前的相关研究中。根

据上述的结果，本章尝试发展一种罗丹明螺内酰亚胺的分子设计策略，用以改善该荧光

染料的亮态的稳定性，并尝试将该策略的荧光染料用于选择性标记的活细胞光激活定位

超分辨成像。 

3.2  超长罗丹明螺内酰亚胺亮态时长的分子设计策略 

图 3.1a 所示，罗丹明螺内酰亚胺的隐色体闭环结构在光激活后会形成开环的两性离

子亮态，该结构具有可见光区的吸收和荧光发射。但是这种亮态持续时间较短，通常很

快通过热弛豫方式回到关环的状态。因此，提升罗丹明螺内酰亚胺亮态稳定性的关键就

需要改善瞬态开环结构的稳定性。事实上，罗丹明螺内酰亚胺类染料已经在化学传感领

域被广泛研究，在该领域内一个广泛的共识是酸性环境或者是过渡金属离子可以稳定开

环结构（图 3.1b）。基于上述机制，研究者已经开发了庞大数量的罗丹明螺内酰亚胺荧

光探针[148]–[155]。同理，如果能够将酸性环境或者过度金属离子引入罗丹明螺内酰亚胺的

结构，就可以延长激活后两性离子亮态的持续时间。但是在活细胞成像中，不可能安全、

准确和选择地在罗丹明螺内酰亚胺所处位置降低 pH 或者引入上述重金属离子。 

如果能直接将羧基直接连接到罗丹明螺内酰亚胺的螺环结构处，这样激活后亮态不

稳定的氮负离子被邻近的分子内质子中和（图 3.1c），形成的氧负离子具有比氮负离子

更弱的亲核能力，从而提升两性离子结构的稳定性并延长亮态寿命。因此，这种直接在

螺环位置引入甘氨酸从而获得的甘氨酸罗丹明（Rh-Gly），可能拥有更长的亮态，更好

的潜力来实现活细胞光激活定位成像。 

3.3  超长罗丹明螺内酰亚胺亮态时长的分子合成方法 

所有化学中间体及溶剂均直接采购自化学品供应商，如不作说明则未经过预处理直

接使用。柱层析色谱的固定相为 200-300 目硅胶。反相高效液相色谱（HPLC）分析使用

Venus C18 5 μm 色谱柱（Φ 4.6 mm, 150 mm），流动相通过 Elite P230 高压恒流泵输送，

装配的进样环的型号是 Rheodyne models 7725i。产物通过 Elite UV230-II 检测器检测，

设定的检测波长为 254 nm。在不额外说明的情况下，通常的分析流速为 0.8 mL/min，使

用的流动相为甲醇和水（包含 0.6%乙酸）。制备级高效液相色谱（prep-HPLC）分析使

用 Sinochrom ODS-BP 10 μm 色谱柱（Φ 30 mm, 250 mm），流动相通过 Elite P270 高压

恒流泵输送，装配的进样环的型号是 Rheodyne models 3325i。产物也通过 Elite UV230-

II 检测器检测，设定的检测波长为 254 nm。制备级色谱分析的流速是 40 mL/min，流动

相为水和甲醇（0.6%乙酸）。 



单分子定位超分辨成像专用罗丹明染料优化设计 

- 66 - 

 

 
图 3.1 稳定激活后罗丹明螺内酰亚胺双离子结构的机理。（a）常见罗丹明螺内酰亚胺

的光致变色机制。（b）一个通过锌离子稳定的罗丹明螺内酰亚胺的光致变色机制。

（c）本论文提出的 Rh-Gly 光致变色过程可能机制，Rh-Gly 在光激活条件下转换到荧

光发色状态（两性离子态），同时可以通过热弛豫振动回到非激活的状态（螺环

态）。 

Figure 3.1 Mechanism of stabilizing the photoactivated zwitterionic form of 

rhodaminespirolactam. (a) Photochromic mechanism of common rhodamine spirolactam, e.g., 

Rh-Pht and Rh-MGly. (b) Photochromic mechanism of a rhodamine spirolactam stabilized by 

zinc ion.[154] (c) Proposed hypothesis on photochromic reaction of Rh-Gly with light-induced 

activation (hν) of fluorescence (zwitterion) and thermal relaxation (∆) to the deactivated state 

(spirolactam). 
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1H NMR 和 13C NMR 谱图测量设备是 Bruker Avance II 400，Bruker Avance III 500

和 Varian Mercury 400 核磁共振波谱仪。耦合常数（J）的单位是 Hz。质谱测量设备是

HP 1100 LC-MSD, Thermo Scientific LTQ Orbitrap XL, Waters Synapt G2-Si HDMS and the 

UPLC/Q-TOF 质谱仪。 

所有反应通过薄层色谱层析（TLC）监测。HATU 是 O-(7-氮杂苯并三唑-1-基)-

N,N,N’,N’-四甲基脲六氟磷酸酯的缩写；DMF 是 N,N-二甲基甲酰胺的缩写。 

3.3.1  超长罗丹明螺内酰亚胺亮态时长的分子合成路线 

图 3.2 展示了在本章中研究的化合物的合成路线。 

路线图首先展示了分子内酸性策略的模型化合物甘氨酸罗丹明（Rh-Gly，（3-3），

天冬氨酸罗丹明（Rh-Asp，（3-5）和丝氨酸罗丹明（Rh-Ser，（3-7）的合成方法。它们

的起始原料是商品化的罗丹明 B，通过三氯氧磷与羧酸的反应，获得了高反应活性的罗

丹明酰氯衍生物 3-1，然后与甲酯保护的天然氨基酸（甘氨酸、天冬氨酸、丝氨酸）的

氨基发生取代反应，获得对比化合物甘氨酸罗丹明甲酯（Rh-MGly，3-2），天冬氨酸罗

丹明二甲酯（Rh-dMAsp，3-4）和丝氨酸罗丹明甲酯（Rh-MSer，3-6）。最后通过水解

甲酯保护基，获得了最终的模型化合物 Rh-Gly（3-3），Rh-Asp（3-5）和 Rh-Ser（3-7)。 

路线图展示了对甘氨酸罗丹明 Rh-Gly 进行生物标记功能化修饰的方法。染料 3-11

即为衍生 Halo 蛋白标签配体的甘氨酸罗丹明 Rh-Gly-Halo，可以通过它选择性的对细胞

内表达的 Halo 融合蛋白的进行标记。Rh-Gly-Halo 的合成需要首先按照文献的方法，合

成 4,5-溴取代的罗丹明 B，3-8。然后通过活性酯活化 3-8 的羧基，与甘氨酸乙酯缩合获

得中间体 3-9。通过 Sonogashira 偶联反应，将 Halo 蛋白配体衍生到罗丹明上，获得中

间体 3-10。最后通过水解乙酯保护基，获得 Halo 融合蛋白标签染料，Rh-Gly-Halo(3-11)。 

为了将 Rh-Gly 标记到具有活性氨基的生物大分子上，可以对母体染料 Rh-Gly 衍生

具有标记活性的异硫氰酸结构：化合物 3-16 为具有生物标记功能的异硫氰酸甘氨酸罗

丹明 Rh-Gly-NCS。首先合成 4,5-硝基取代的罗丹明 B，3-12。然后，通过活性酯活化的

方法，合成连接有甘氨酸乙酯的中间体 3-13。然后通过水解乙酯保护基获得中间体 3-14，

再还原硝基获得氨基衍生中间体 3-15。最后将中间体 3-15 与硫光气反应，将氨基转换

为异硫氰酸酯，获得最终可生物标记的染料 Rh-Gly-NCS(3-16)。 
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图 3.2 本章中研究化合物的合成路线 

Figure 3.2 Synthetic route of studied compunds in this chapter. 
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3.3.2  Rh-Gly、Rh-Asp、Rh-Ser 及其甲酯对比物的合成 

 

 
 

甘氨酸甲酯罗丹明 B（Rh-MGly，3-2）以及甘氨酸罗丹明（Rh-Gly，（3-3）由合作

者辽宁大学于海波教授提供。 

 

 
 

天冬氨酸二甲酯罗丹明 B（Rh-dMAsp，3-4）以及天冬氨酸罗丹明（Rh-Asp，（3-

5）的合成及表征由合作者边辉师弟完成，其具体合成方法见下文。 

天冬氨酸二甲酯罗丹明 B（Rh-dMAsp，3-4）：罗丹明酰氯（3-1）通过与文献[156]相

同的方法合成。将 3-1（从 1 g，2.08 mmol 罗丹明 B 获得）配成 50 mL 乙腈溶液。同时，

将天冬氨酸二甲酯盐酸盐（618 mg，3.13 mmol）溶解在 100 mL 乙腈与 10 mL 三乙胺混

合溶剂中。待上述氨基酸溶液变澄清后，将紫色酰氯溶液逐滴加入其中。整个反应混合

溶液在室温下搅拌 10 h。在反应结束后，减压除去乙腈溶剂。最后用硅胶柱层析色谱纯

化粗产品，流动相采用乙酸乙酯与石油醚的混合体系（v/v，1:10）。最终产物为白色固

体（1.02g，产率 81%）。HRMS (ESI, TOF) m/z calcd for C34H40N3O6 [M+H]+: 586.2917; 

found: 586.2917 (z = 1). 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.89 (d, J = 6.4 Hz, 1H), 7.51 – 7.40 

(m, 2H), 7.08 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 6.61 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.38 (d, J = 8.8 Hz, 3H), 6.27 (dd, 

J = 26.5, 8.9 Hz, 2H), 4.34 (dd, J = 9.7, 3.8 Hz, 1H), 3.54 (s, 3H), 3.51 (s, 3H), 3.34 (dq, J = 

14.0, 7.0 Hz, 8H), 3.23 (dd, J = 16.5, 9.8 Hz, 1H), 2.06 (dd, J = 16.6, 3.6 Hz, 1H), 1.16 (dt, J = 

14.3, 7.0 Hz, 12H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 171.27, 170.33, 167.32, 153.77, 153.74, 

153.45, 149.00, 148.83, 132.77, 130.66, 130.63, 129.02, 128.09, 124.02, 122.90, 108.07, 

107.49, 104.78, 103.95, 98.07, 97.62, 65.56, 52.26, 51.62, 50.52, 44.37, 44.34, 34.77, 12.63, 

12.58. 
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天冬氨酸罗丹明（Rh-Asp，（3-5）：将 3-4（1g）溶解在 20 mL 甲醇和 10 mL 氢氧

化钠（70%水溶液）的混合溶剂中。然后将反应混合物加热至沸腾直至 TLC 监测显示反

应已进行完毕。待反应混合物降至室温，减压除去甲醇并将剩余混合物溶于水中。向混

合溶液中加入浓盐酸，将析出的白色固体过滤收集并晾干。获得的产物是白色或粉红色

固体（0.80 g，产率 84%）。HRMS (ESI) m/z calcd for C32H35N3O6 [M-H]-: 556.2453; found: 

556.2455 (z = 1). HPLC (甲醇/水 = 90/10, 含有 0.6%乙酸), tR = 5.13 min; 峰面积 > 93% 

(254 nm). 

 

 
 

丝氨酸罗丹明甲酯（Rh-MSer，3-6）：按照相同文献从罗丹明 B（250 mg，0.52 mmol）

合成了罗丹明酰氯 3-1。将 3-1 配成乙腈溶液，同时将丝氨酸甲酯盐酸盐（81 mg，0.52 

mmol）溶解在 2 mL 三乙胺和 10 mL 乙腈的混合溶液中。将氨基酸溶液滴加到酰氯的乙

腈溶液中，并搅拌过夜。粗产品通过硅胶柱层析色谱分离，流动相为二氯甲烷和甲醇（v/v，

100:1）。产物为无色透明粉末（113 mg，产率 40%）。HRMS (ESI, TOF) m/z calcd for 

C32H38N3O5 [M+H]+: 544.2806; found: 544.2816 (z = 1). 1H NMR (500 MHz, DMSO) δ 7.79 

(d, J = 6.2 Hz, 1H), 7.57 – 7.48 (m, 2H), 7.00 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 6.34 (d, J = 4.8 Hz, 6H), 4.89 

(s, 1H), 3.82 (dd, J = 6.9, 4.8 Hz, 1H), 3.78 – 3.67 (m, 1H), 3.32 (q, J = 6.7 Hz, 9H), 3.27 (s, 

3H), 1.08 (t, J = 6.8 Hz, 12H). 13C NMR (126 MHz, DMSO) δ 169.00, 166.79, 153.25, 152.75, 

152.73, 148.45, 148.41, 133.06, 130.00, 129.77, 128.89, 128.36, 123.75, 122.39, 108.02, 

107.50, 104.11, 103.56, 97.01, 96.94, 65.13, 60.11, 56.86, 51.36, 43.65, 43.62, 12.39, 12.35. 
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丝氨酸罗丹明 B（Rh-Ser，（3-7）：将 3-6（200 mg，0.37 mmol）与氢氧化钠（148 

mg，3.7 mmol）溶解于甲醇和水的混合溶剂（10 mL/10 mL）中，并置于回流条件下反

应 7 h。当通过 TLC 监测到反应终点时，停止反应并通过减压除去甲醇。获得的粗产品

进一步通过硅胶柱层析色谱分离，流动相为二氯甲烷和甲醇（v/v，25:1）。获得产物再

进一步通过制备反相高效液相色谱纯化，流动相为 83%（v/v）甲醇和 17%（v/v）水（包

含 0.6%乙酸）。最终收集产物部分，减压除去溶剂，获得纯化产物为粉色粉末（0.22 mg，

产率 0.1%）。HRMS (ESI) m/z calcd for C31H36N3O5 [M+H]+: 530.2649; found: 530.2646 (z 

= 1). HPLC (甲醇/水 = 83/17, 含有 0.6%乙酸), tR = 15.0 min; 峰面积 = 90%（254 nm）。 

3.3.3  Rh-Gly-Halo 的合成步骤 

 

 
 

4’/5’-溴甘氨酸乙酯罗丹明 B(3-9)：按照文献[157]的方法合成 4’/5’-溴代罗丹明 B(3-

8)。将 3-8（异构体混合物，230 mg，0.44 mmol），甘氨酸乙酯盐酸盐（61 mg，0.44 mmol）

与 HATU（168 mg，0.44 mmol）溶解在干燥的 5 mL 二氯甲烷与 0.1 mL 二异丙基乙胺

混合溶液中。将反应混合物置于室温下搅拌反应 12 h。反应完成后，反应混合物经过盐

水洗涤，无水硫酸钠干燥，过滤并蒸干溶剂。对粗产品进一步通过硅胶柱层析色谱纯化，

流动相是乙酸乙酯和石油醚（v/v，1:5）。最终获得的产物（180 mg，产率 67%）是 4’/5’-

溴取代异构体混合物，其两种异构体的比例为 1:1。HRMS (ESI, TOF) m/z calcd for 

C32H36N3O4NaBr [M+Na]+: 628.1787; found: 628.1794 (z = 1). (4'-异构体在 1H NMR 中特征

峰尾注*) 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 8.06* (s, 0.5H), 7.79 (d, J = 8.1 Hz, 0.5H), 7.60 – 7.49 

(m, 1H), 7.22 (s, 0.5H), 6.97* (d, J = 8.1 Hz, 0.5H), 6.53 (t, J = 9.0 Hz, 2H), 6.35 (s, 2H), 6.28 

(t, J = 8.2 Hz, 2H), 3.89 (p, J = 6.9 Hz, 2H), 3.81 (s, 2H), 3.33 (p, J = 11.2, 6.7 Hz, 8H), 1.16 
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(q, J = 6.7 Hz, 12H), 1.08 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 167.07, 167.04, 

165.96, 165.32, 154.30, 152.36, 152.31, 151.23, 147.92, 147.89, 134.52, 131.54, 130.55, 

128.36, 128.28, 128.25, 126.22, 126.14, 125.16, 124.56, 123.58, 121.07, 106.95, 106.93, 

102.80, 102.73, 96.60, 64.07, 63.88, 59.91, 43.34, 40.71, 40.67, 13.10, 12.94, 11.58, 11.56. 

 

 
 

Halo 配体衍生的甘氨酸乙酯罗丹明 B（3-10）：将 3-9（异构体混合物，150 mg，

0.28 mmol）与四（三苯基膦）钯（60 mg，52 μmol）加入 Schlenk 瓶中，然后将瓶内抽

真空置换氩气三次。在完成惰性氛围置换后，5 mL DMF 与三乙胺的混合溶液（v/v，3:1），

再置换氩气三次。最后将 Halo 配体（120 μL）加入反应混合溶液中。反应在惰性环境搅

拌反应 4 h，控制反应温度为 80℃。待反应完成后，将反应体系降至室温，减压除去溶

剂。粗产品使用硅胶柱层析色谱纯化，流动相为乙酸乙酯和石油醚（v/v，1:1）。最终获

得的产物（100 mg，产率 67%）为 4’/5’的异构体，其比例为 1:1。HRMS (ESI) m/z calcd 

for C45H59ClN3O7 [M+H]+: 788.4036; found: 788.4039 (z = 1). (4'-异构体在 1H NMR 中特征

峰尾注*) 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.98* (s, 0.5H), 7.86 (d, J = 7.8 Hz, 0.5H), 7.53 – 7.45 

(m, 1H), 7.15 (s, 0.5H), 7.03* (d, J = 7.9 Hz, 0.5H), 6.51 (dd, J = 8.9, 6.2 Hz, 2H), 6.34 (t, J = 

2.3 Hz, 2H), 6.26 (dt, J = 8.3, 2.5 Hz, 2H), 4.44* (s, 1H), 4.33 (s, 1H), 3.88 (qd, J = 7.2, 2.9 Hz, 

2H), 3.81 (d, J = 2.8 Hz, 2H), 3.77 (dd, J = 6.1, 3.5 Hz, 1H), 3.72 (dd, J = 6.0, 3.5 Hz, 1H), 

3.70 – 3.63 (m, 3H), 3.65 – 3.56 (m, 2H), 3.55 (dd, J = 5.8, 3.6 Hz, 1H), 3.50 (td, J = 6.7, 4.7 

Hz, 2H), 3.44 (dt, J = 13.7, 6.7 Hz, 2H), 3.32 (q, J = 6.5 Hz, 8H), 1.75 (h, J = 6.6 Hz, 2H), 1.57 

(dp, J = 18.1, 6.7 Hz, 2H), 1.50 – 1.31 (m, 4H), 1.15 (td, J = 7.0, 2.6 Hz, 12H), 1.08 (td, J = 7.1, 

1.5 Hz, 3H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ 167.16, 167.15, 166.15, 165.95, 152.63, 152.36, 

152.35, 152.32, 147.88, 147.86, 134.90, 130.56, 129.79, 129.21, 128.33, 126.28, 125.83, 

125.39, 122.90, 122.02, 121.71, 106.94, 106.92, 103.09, 96.62, 86.46, 84.95, 84.78, 84.58, 

70.22, 70.18, 69.67, 69.64, 69.49, 69.43, 69.10, 69.06, 68.21, 68.17, 64.11, 63.98, 59.88, 58.11, 

57.96, 44.03, 44.00, 43.34, 40.72, 40.68, 31.54, 31.52, 28.46, 28.43, 25.69, 25.66, 24.42, 24.40, 

12.95, 11.59, 11.58. 
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Halo 配体衍生甘氨酸罗丹明（Rh-Gly-Halo，3-11）：将 3-10（异构体混合物，50 

mg，63 μmol）溶解在 4 mL 甲醇中，并向其中加入 5 mol/L 氢氧化钠水溶液。反应温度

控制在 30℃，保持搅拌 2 h。在反应结束后，通过减压除去多余的溶剂，获得的粗产品

用硅胶柱层析色谱纯化，其流动相为二氯甲烷和甲醇（v/v，20:1）。最终获得的产品（40 

mg，产率 83%）为 4’/5’异构体混合物，其比例大约为 1:1，并直接用于后续的标记成像

实验。HRMS (ESI) m/z calcd for C43H55ClN3O7 [M+H]+: 760.3723; found: 760.3726 (z = 1). 

(4'-异构体在 1H NMR 中特征峰尾注*) 1H NMR (500 MHz, DMSO) δ 7.81 (d, J = 7.9 Hz, 

1H), 7.57 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.04 (t, J = 3.9 Hz, 1H), 6.55 – 6.30 (m, 6H), 4.43* (s, 1H), 4.33 

(s, 1H), 3.66 (dd, J = 11.1, 6.5 Hz, 2H), 3.62 – 3.53 (m, 4H), 3.56 – 3.47 (m, 2H), 3.47 (q, J = 

5.3 Hz, 2H), 3.43 – 3.38 (m, 2H), 3.40 – 3.35 (m, 2H), 3.35 – 3.29 (m, 8H), 1.67 (dp, J = 13.8, 

6.9 Hz, 2H), 1.52 – 1.40 (m, 2H), 1.40 – 1.23 (m, 4H), 1.08 (td, J = 7.0, 2.4 Hz, 12H). 13C NMR 

(126 MHz, DMSO) δ 168.59, 165.87, 165.75, 153.62, 152.63, 152.60, 135.96, 131.55, 131.53, 

130.23, 129.68, 128.94, 126.43, 126.18, 125.08, 124.17, 122.97, 122.11, 88.89, 87.14, 84.66, 

70.13, 70.06, 69.76, 69.70, 69.58, 69.52, 69.44, 69.40, 68.67, 68.65, 64.31, 64.13, 58.04, 57.90, 

45.29, 45.26, 41.15, 31.97, 31.95, 29.01, 28.97, 26.06, 26.03, 24.88, 24.85, 12.24. 

3.3.4  Rh-Gly-NCS 的合成步骤 

 

 
 

4’/5’-硝基罗丹明 B（3-12）：将间（N,N-二甲氨基）苯酚（2 g，12.10 mmol），4-

硝基萘酐（1.17 g，6.05 mmol）以及多聚磷酸（几滴）共同溶解在 15 mL DMF 中。反应

在 120℃进行 8 h。在将反应液的温度降至室温后，将其倒入冰水中，产生紫色固体沉
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淀。这些固体通过硅胶柱层析色谱纯化，流动相为二氯甲烷和甲醇（v/v，20:1）。最终

获得的产品（1.3 g，产率 49%）为 4’/5’异构体混合物，其比例大约在 10:9。HRMS (ESI) 

m/z calcd for C28H30N3O5 [M+H]+: 488.2180; found: 488.2197 (z = 1). (4'-异构体在 1H NMR

中特征峰尾注*) 1H NMR (500 MHz, DMSO) δ 8.65* (s, 0.53H), 8.53* (d, J = 8.4 Hz, 0.53H), 

8.47 (d, J = 8.3 Hz, 0.47H), 8.24 (d, J = 8.4 Hz, 0.47H), 8.04 (s, 0.47H), 7.55* (d, J = 8.4 Hz, 

0.53H), 6.66 – 6.42 (m, 6H), 3.38 (q, J = 6.4 Hz, 8H), 1.10 (t, J = 6.8 Hz, 12H). 13C NMR (126 

MHz, DMSO) δ 166.82, 166.60, 153.07, 152.89, 151.78, 149.85, 148.83, 133.05, 129.51, 

129.43, 129.03, 127.03, 126.33, 125.20, 120.49, 119.72, 108.81, 104.76, 104.55, 96.79, 43.91, 

12.31, 12.29. 

 

 
 

4’/5’-硝基甘氨酸甲酯罗丹明 B（3-13）：将 3-12（异构体混合物，200 mg，0.41 mmol），

甘氨酸乙酯盐酸盐（42 mg，0.41 mmol）与 HATU（156 mg，0.41 mmol）溶解在干燥的

二氯甲烷（4 mL）和二异丙基乙基胺（100 μL）混合溶剂中。反应混合物在室温下搅拌

反应 12 h。反应完成后，使用盐水洗涤反应混合物，无水硫酸钠干燥。获得的粗产品使

用硅胶柱层析色谱纯化，流动相为乙酸乙酯和石油醚（v/v，1:5）。最终获得的产品（150 

mg，产率 64%）是 4’/5’异构体混合物，其比例大约为 1:1。HRMS (ESI) m/z calcd for 

C32H37N4O6 [M+H]+: 573.2708; found: 573.2708 (z = 1). (4'-异构体在 1H NMR 中特征峰尾

注*) 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 8.77* (s, 0.5H), 8.30 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 8.08 (d, J = 8.2 

Hz, 0.5H), 7.91 (s, 0.5H), 7.24* (d, J = 8.5 Hz, 0.5H), 6.51 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.42 – 6.33 (m, 

2H), 6.28 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 3.92 (q, J = 6.8 Hz, 2H), 3.86 (s, 2H), 3.34 (q, J = 6.5, 5.8 Hz, 

8H), 1.16 (t, J = 6.0 Hz, 12H), 1.10 (t, J = 7.0 Hz, 3H). 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 166.72, 

166.65, 164.66, 164.59, 157.97, 153.84, 152.39, 152.29, 150.02, 148.15, 148.13, 147.22, 

134.49, 130.78, 128.04, 127.95, 126.61, 124.07, 123.28, 122.69, 118.55, 118.01, 107.07, 

107.03, 101.67, 101.52, 96.82, 96.73, 64.61, 64.48, 60.07, 43.37, 40.90, 40.84, 12.95, 11.56, 

11.54. 
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4’/5’-硝基甘氨酸罗丹明（3-14）：合成方法与中间体（3-5 的合成方法一致。从 100 

mg，3-13（异构体混合物，0.17 mmol）获得 79 mg，14（产率 83%）。产品也是 4’/5’异

构体混合物，其比例大约为 1:1。HRMS (ESI) m/z calcd for C30H33N4O6 [M+H]+: 545.2395; 

found: 545.2391 (z = 1). (4'-异构体在 1H NMR 中特征峰尾注*) 1H NMR (500 MHz, DMSO) 

δ 8.46* (d, J = 1.9 Hz, 0.5H), 8.32 (dt, J = 8.4, 2.2 Hz, 1H), 8.06 (d, J = 8.3 Hz, 0.5H), 7.70 – 

7.62 (m, 0.5H), 7.27* (d, J = 8.4 Hz, 0.5H), 6.52 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.42 – 6.25 (m, 4H), 3.56 

(d, J = 3.9 Hz, 2H), 3.31 (q, J = 7.0 Hz, 8H), 1.11 – 1.06 (m, 12H). 13C NMR (126 MHz, DMSO) 

δ 164.72, 164.68, 158.88, 154.52, 152.70, 152.59, 150.57, 148.56, 148.54, 147.81, 135.14, 

131.11, 128.93, 128.87, 127.88, 125.20, 124.24, 124.08, 118.28, 117.73, 107.84, 102.80, 97.08, 

64.78, 45.16, 43.60, 12.39, 12.37. 

 

 
 

4’/5’-氨基甘氨酸罗丹明（3-15）：将 3-14（异构体混合物，50 mg，0.092 mmol）的

3mL 甲醇溶液与 Pd/C（10%，1 wt%）混匀，并加入高压反应釜中。再置换完反应釜中

空气后，充入 3 Mpa 氢气。反应在 30℃搅拌条件下进行 8 h。待反应完全后，将反应液

过滤除去 Pd/C，并减压除去溶剂，即可获得产物 3-15（39 mg，产率 84%）。HRMS (ESI) 

m/z calcd for C30H35N4O4 [M+H]+: 515.2653; found: 515.2651 (z = 1).  

4'-3-15: 1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 6.89 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 6.68 (dd, J = 8.1, 2.1 Hz, 

1H), 6.62 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.46 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.31 (d, J = 8.8 Hz, 4H), 5.42 (s, 2H), 

3.47 (s, 2H), 3.38 – 3.13 (m, 8H), 1.08 (t, J = 6.9 Hz, 12H). 

5'-3-15: 1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 7.40 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.70 – 6.48 (m, 3H), 6.36 

(d, J = 11.9 Hz, 4H), 6.04 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 3.52 (s, 2H), 3.32 (q, J = 7.0 Hz, 8H), 1.08 (t, J 

= 6.9 Hz, 12H). 
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异硫氰酸甘氨酸罗丹明（Rh-Gly-NCS，3-16）：将硫光气（15 μL，0.20 mmol）溶

解于干燥的丙酮中，并预冷至 0℃。将 3-15（异构体混合物，20 mg，0.040 mmol）溶解

于三乙胺（27 μL）与干燥丙酮的混合溶液中，并加入到上述的预冷溶液中。反应混合物

在室温条件下搅拌反应 12 h。粗产品为反应混合物中析出的固体，通过过滤收集。滤饼

进一步通过乙醚洗涤三次，干燥后获得紫色固体，即为 3-16。上述产物直接用于标记，

并不再进行进一步的纯化。HRMS (ESI) m/z calcd for C31H33N4O4S [M+H]+: 557.2217; 

found: 557.2200 (z = 1). 

3.4  实验方法 

3.4.1  Rh-Gly 和 Rh-MGly 的光谱测量 

紫外吸收光谱的测量设备是 Agilent 8453 紫外可见分光光度计，荧光光谱的测量设

备是 Agilent Cary Eclipse 荧光分光光度计。吸收测量的容器是 10 mm 光程的二通石英比

色皿，荧光测量的容器是 10 mm 光程的四通石英比色皿。 

固体薄膜的光谱分析方法：将染料以 200 μM 浓度溶解于 1%（wt %）聚乙烯醇（PVA）

水溶液中，混匀后覆盖到盖玻片的表面。将盖玻片置于 37℃的恒温箱干燥 12 h，即可制

备获得分析所需的固体薄膜样品。样品的荧光光谱测量设备是 Olympus FV-1000 共聚焦

显微镜，测量的激发波长是 488 nm，测量的范围是 510-640 nm（带宽：10 nm），步长

5 nm。对于样品在相同的实验条件下测定其激活前后的荧光光谱，激活光是持续时长为

5 s 的 375 nm 激光。 

3.4.2  定位型显微镜的配置 

单分子成像及超分辨成像采用冷泉公司（ColdSpring Science Co., Ltd.）基于 Olympus 

IX71 搭建的显微成像系统。系统配备有 405 nm（Coherent OBIS 405，100 mW），488 

nm（Coherent Sapphire 488，200 mW），532 nm（Coherent Sapphire 532，200 mW），

588 nm（Coherent Sapphire 588，100 mW）和 640 nm（Coherent OBIS 640，150 mW）激

光光源。从光源产生的激光由声光可调滤光器（an acousto-optic tunable filter，AOTF）
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控制功率，通过光纤导入显微镜系统。激光通过带通滤光片（FF01-390/482/532/640, 

Semrock）过滤，并聚焦于×100 物镜（UAPON 100XOTIRF，数值孔径 NA：1.49）的背

焦面。光的入射角度由机械化的全内反射显微镜照明器（motorized-TIRFM illuminator，

Olympus, IX2-RFAEVA2）控制。375 nm 激光（长春新产业，50 mW，MLL-III-375L）

则通过机械快门（mechanical shutter，Uniblitz）控制，并在进入显微镜前进行了信号扩

大。样品发出的荧光信号通过二色分光镜（Di01-R405/488/532/635，Semrock）与激光信

号分离，再进一步通过带通滤镜（FF01-446/510/581/703，Semrock）清洁，最终信号通

过 EMCCD 相机（iXon DU-897U）收集。在成像中发生的 Z 轴漂移由 CRISP 自动准焦

系统（ASI）校正。成像的方法倍数由显微镜内建放大镜（1.6/1.0 ×）控制，成像的像素

尺寸对应于 1.6 和 1.0 倍放大系统分别为 104 nm 和 160 nm。 

3.4.3  Rh-Gly 的光激活实验 

将盖玻片依次置于乙醇、1 M KOH 和 MilliQ 超纯水（Millipore）中超声清洁，氮气

吹干。配置 2 μM Rh-Gly 的聚合物水溶液（含有 0.1% PVA），以 3000 rpm/min 速度旋

涂到盖玻片（Fisherbrand, 12-545-102）表面，完成样品的制备。激活成像是在 3.4.2 节描

述的显微镜系统中完成，激活光为~ 3 s 持续时间的脉冲紫外激活光（375 nm，~ 80 W/cm2），

脉冲周期大约为 0.1 Hz，荧光激发光为持续照明的 532 nm 激光（~ 2 kW/cm2）。成像激

发光及激活光的照明模式为宽场成像模式（Conventional mode or wide-field imaging 

mode），相机单帧图像收集频率为 50 Hz。获得的图像栈数据通过 ImageJ 软件[158]的

ThunderStorm 插件[140]进行定位信号分析。每个定位数据直接统计为激活事件。 

3.4.4  聚合物薄膜中的单分子成像 

每种荧光染料均通过聚合物溶液（0.1% PVA 水溶液）稀释，保证最终在样品薄膜

上形成近似密度的稀疏的单分子信号（为了避免相邻分子信号出现交盖，邻近单分子信

号之间距离大于 670 nm，显著大于单个分子信号的峰宽 330 nm）。将上述溶液以 3000 

rpm/min 速率旋涂在预先清洁过的盖玻片（清洁方法与 3.4.3 节方法相同）表面，即获得

分散在高分子聚合物薄膜里的单分子分散样品。 

单分子成像在 3.4.2 节描述的显微镜上进行，成像的照明模式为宽场成像模式。成

像时保持～1 kW/cm2 532 nm 激光和~30 W/cm2 375 nm 激光持续照射样品，相机的像素

尺寸为 160 nm，单帧收集频率为 100 Hz，一次单分子成像收集 2000 帧数据。对于每个

样品，收集 5 个视野场的数据，每个视野场大小为 40.96 × 40 μm2。为了进一步验证实

验的可重复性，对于每种荧光染料按照完全一致的方法制备 5 个样品，并且每个样品重

复按照上述相同的成像策略完成单分子成像。 



单分子定位超分辨成像专用罗丹明染料优化设计 

- 78 - 

 

获得的单分子成像数据采用第 2 章开发的软件进行后处理分析，最终的统计数据采

用 Bustamante 等[159]报道的数学模型进行动力学拟合分析（模型见附录 B）。 

3.4.5  细胞培养与 Rh-Gly 及其生物功能衍生物的染色方法 

HeLa（helacyton gartleri）细胞和 MCF-7（human breast cancer）细胞来源于中国科

学院细胞库，按照文献的方法[63]对细胞进行培养。细胞培养的培养基为包含 10% 胎牛

血清（FBS，Hyclone）的 DMEM（Dulbecco’s modified Eagle’s medium，Gibco），细胞

在细胞培养箱（CO2 incubator, Thermo Scientific）加湿的气氛中培养，培养采用的气体

体系是 5% CO2/95% 空气。 

在本章的共聚焦成像实验中，HeLa 或者 MCF-7 细胞预先转移到玻璃底细胞培养皿

（Cellvis, D29-20-1.5-N）培养 1-2 天，染色前细胞的汇合度达到 70-90%。使用含有 10 

μM Rh-Gly 的培养基对细胞进行染色，染色时间为 5 min；在染色过程中，同时加入

Mitotracker Deep Red（染色浓度为 0.1 μM），染色时间为 2 min。在完成染色后，使用

PBS 洗涤细胞三次，成像培养基为新鲜的 DMEM（10% FBS）。 

在本章的超分辨成像实验中，HeLa 或者 MCF-7 细胞预先转移到预清洁的盖玻片上

培养 1-2 天，在染色前细胞的汇合度达到 70-90%。 

在线粒体超分辨成像实验中，使用含有 10 μM Rh-Gly 的培养基对细胞（HeLa 或者

MCF-7）进行染色，并且不经过洗涤直接进行定位型超分辨成像。染色和成像使用的培

养基是含有 10%胎牛血清的无酚红 DMEM（Macgene）。 

在细胞核组蛋白超分辨成像实验中，HeLa 细胞提前利用脂质体转染试剂

（LipofectamineTM 3000）转染 H2B-Halo 质粒。在转染 24 h 后，这些细胞转移到盖玻片

上。继续培养 12 h，待细胞完全贴壁后，使用 10 μM Rh-Gly-Halo培养基进行细胞染色，

染色时长 2 h。染色结束后，使用 PBS 洗涤三次，除去大部分未标记的游离染料；并替

换新鲜的 DMEM 培养基培养 30 min，重复替换培养两次，尽可能的除去游离的染料。

成像前，替换含有 10%胎牛血清的无酚红 DMEM 培养基。 

在细胞微管成像实验中，HeLa 细胞按照文献描述的方法[160]进行固定和抗体标记染

色。在预处理、固定和还原除背景后，使用 1:100 稀释的兔源抗 α-tubulin 一抗（Beyotime, 

AF0001）在 4℃下标记细胞 12 h。标记完成后，使用 PBST（PBS 含有 0.1%吐温-20）洗

涤细胞三次，除去游离的抗体蛋白。使用山羊源抗兔二抗（Bioss，bs-0295G；提前标记

有 Rh-Gly-NCS）在 4℃下标记细胞 1.5 h，未标记的二抗也通过 PBST 洗涤三次除去。

成像介质是 PBS，未加入任何额外的成像增强剂。 
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3.4.6  Rh-Gly 与 Mitochondrial deep red 的双色共聚焦荧光成像 

共聚焦荧光成像的设备是 Olympus FV-1000 共聚焦显微镜。使用过滤后 330-385nm

波段的汞灯光作为 Rh-Gly 的激活光（2.4 mW，持续 5 s）。共定位成像中，两束激光

（559 nm，Rh-Gly；635 nm，Mitochondrial deep red）以序列模式照射样品，避免两种染

料之间的串色效应。样品的信号通过二向分色镜 DM 405/488/559/635 分除激发光，并进

一步通过二向分色镜 SDM 640 拆分其短波长和长波长组分。检测器收集荧光信号波长

最后通过电流控制衍射光栅控制，设定波长稍短的 Rh-Gly 荧光信号接受波长为 575-620 

nm；而波长较长的 Mitochondrial deep red 荧光信号的接受波长为 655-755 nm。获得的共

定位成像数据在制造商提供的软件上完成分析。 

3.4.7  Rh-Gly 和其生物功能衍生物的光激活定位超分辨成像 

光激活定位超分辨成像是在 3.4.2 节描述的全内反射荧光显微镜上进行，照明模式

为倾斜照明模式（inclined illumination）[161],[162]。在超分辨成像前，先在若激光照射强度

下记录一张普通宽场荧光成像图。 

在活细胞线粒体成像中，通过持续的 375 nm 激光（~2 W/cm2）与 32 nm 激光（~2 

kW/cm2）照射获得 Rh-Gly 的光致亮暗态转换，在 10 s 内记录大约～2000 帧图像数据。

记录数据中每个像素的尺寸为 104 nm。 

在活细胞细胞核组蛋白 H2B 成像中，先通过 532 nm 激光漂白部分已经处于开环两

性离子的 Rh-Gly。超分辨成像数据的记录是在持续的 375 nm 激光（~2 W/cm2）和 532 

nm 激光（~2 kW/cm2）照射下完成的，记录速率为 33 Hz，最终记录有～5000 帧。记录

数据中每个像素的尺寸为 160 nm。 

在固定细胞微管成像中，532 nm 激光（~2 kW/cm2）保持持续的对样品的照明。在

成像的起始阶段，375 nm 激活光（~110 W/cm2）通过人为的控制脉冲地激活样品信号，

保证单分子信号稀疏分布。在成像的后期，调整 375 nm 激活光到持续照明的模式以最

大化的激活 Rh-Gly，获得单分子信号。以 20 ms 的曝光时间收集大约～15000 帧图像。

记录数据中每个像素的尺寸为 160 nm。 

3.4.8  Rh-Gly 和其生物功能衍生物的定位型超分辨成像数据处理 

超分辨成像数据分析通过 ImageJ 软件[158]的 ThunderStorm 插件[140]完成。通过对成

像图像进行小波变换分析（级别：3，尺度：2），完成样品的单分子信号的候选分析。

针对每个单分子信号的 PSF，以二维高斯函数的积分形式作为数学模型，通过权重最小

二乘法[143],[163]拟合获得定位数据。对于微管成像，定位数据中连续重复出现的定位信息

进一步合并处理。所有获得的定位数据通过一个合适的定位密度滤镜过滤[164]，除去背
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景噪音干扰。使用 Average shifted histograms 方法（水平位移：2）将所有的定位数据绘

制到新图上，对于线粒体成像，超分辨重构图相较于原始数据的放大倍数为 10.4×，单

个像素尺寸为 10 nm；而对于其他的成像，重构图的放大倍数为 8×，单个像素尺寸为 20 

nm。定位数据中估算定位精度通过 Thompson 方程 1.1 完成。对于每组线粒体超分辨成

像数据，Nyquist 分辨率是从> 16 区域的平均值计算获得，按照 1 s 的时间尺度计算定位

数据随成像时间增加累积的获得分辨率。不同区域分辨率的统计方差以橙红色的条带展

示在绘制的分辨率随时间变化的图（图 3.10 和 52）中。傅立叶环相关分析（Fourier ring 

correlation (FRC) analysis）是通过文献[165]提供的 Matlab 代码完成的。 

3.5  结果与讨论 

3.5.1  Rh-Gly 和 Rh-MGly 的光激活性质测量 

 

 
图 3.3 Rh-Gly 在薄膜和溶液中的吸收光谱。（a）Rh-Gly 和 Rh-MGly 在甘油（含有

30%甲醇，浓度为 20 μM）中的吸收光谱，插图为 300-425 nm 波段的放大光谱。（b）

Rh-Gly 和 Rh-MGly 在 PBS 溶液的吸收光谱（浓度为 3 μM），插图显示了 300-425 nm

（I）以及 500-600 nm（II）波段的放大光谱。（c）Rh-Gly 在固相 PVA 聚合物薄膜中

的吸收光谱，插图显示了 300-425 nm 波段的放大光谱。 

Figure 3.3 Absorption spectra of Rh-Gly in solution and solid film. (a) The absorption spectra 

of Rh-Gly and Rh-MGly in glycerol solution (contained 30% methanol, dye concentration: 20 

μM). Inset shows the magnified spectra from 300 to 425 nm. (b) The absorption spectra of 

Rh-Gly and Rh-MGly in PBS solution (dye concentration: 3 μM). Inset shows the magnified 

spectra from 300 to 425 nm (I) and 500 to 600 nm (II), respectively. (c) The absorption 

spectrum of Rh-Gly in solid PVA film. Inset shows the magnified spectrum from 300 to 425 

nm. 
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图 3.3 展示了 Rh-Gly 和 Rh-MGly 的吸收光谱。Rh-Gly 和 Rh-MGly 的吸收光谱具

有超越 350 nm 的尾吸收，可以满足 PALM 成像实验的稀疏激活特征[146]。 

Rh-Gly 在溶液和薄膜中均展示了良好的光激活特征（图 3.4）。在溶液中的激活荧

光发射光谱测量由合作者于海波教授课题组完成。大部分的 Rh-Gly 分子在甘油（含有

30%甲醇）处于无荧光发射的状态；然而，在紫外光照射过后，溶液的颜色加深为橙红

色（图 3.4a 插图），同时伴随着显著增强的 585 nm 的罗丹明特征荧光发射光谱（图

3.4a）。该结果显示出罗丹明螺内酰亚胺结构在光激活过程中转换到开环的两性离子发

色团结构。Rh-Gly 的光激活前后展示了 6.1 倍的荧光增强，而 Rh-MGly 在相同条件下

没有展现出荧光发射的增强。此外，两种染料在固相 PVA 高聚物薄膜中的光激活光谱

展现出相似的差异性。如图 3.4b 所示，在 375 nm 照射后，Rh-Gly 在 PVA 膜（λfl = 570 

nm）上展现出 7 倍的荧光增强；而同等条件下，Rh-MGly 的增强比例只有 3.5 倍。上述

结果表明 Rh-Gly 具有比 Rh-MGly 更好的光激活能力。 

 

 
图 3.4 甘氨酸罗丹明及其甲酯类似物的光激活前后光谱研究。（a）Rh-Gly 和 Rh-

MGly（5×10-7 M）的甘油（预先混合 30%甲醇）溶液在紫外光（Ac 代表激活后, λuv= 

365 nm）前后的发射光谱变化。插图：（左侧）（a）中框出区域的放大光谱图；（右

侧）5×10-4 M Rh-Gly 的甘油（预先混合 30%甲醇）溶液在紫外光照前后的照片。

（b）Rh-Gly 和 Rh-MGly 分布的 PVA 聚合物薄膜在紫外光照前后的发射光谱变化。 

Figure 3.4 Spectral study of Rh-Gly and Rh-MGly before and after photoactivation. (a) 

Emission spectral changes of Rh-Gly and Rh-MGly (5×10-7 M) in glycerol (containing 30% 

CH3OH, mixed well) before and after UV irradiation (Ac stands for after activation, λuv= 365 

nm). Inset: (left) magnified spectrum of the boxed region in (a) and (right) photographs of Rh-

Gly solutions (5×10-4 M) in glycerol (containing 30% CH3OH, mixed well) before and after 

UV irradiation. (b) Emission spectral changes of Rh-Gly and Rh-MGly in thin PVA film 

before and after UV irradiation. 
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为了验证 Rh-Gly 的重复激活性质，将 Rh-Gly 分散于固相 PVA 薄膜中进行了光激

活实验研究。在实验中，Rh-Gly 持续性的被较强的 532 nm 激光（~2 kW/cm2）激发，同

时周期性的被 375 nm 的紫外激活光激活。如图 3.5a 所示，第一次被紫外光激活后，新

形成的两性离子分子将总体被检测到的激活事件数量提升至 6.0 × 102；在大部分分子漂

白前，Rh-Gly 的激活循环重复了 46 次，持续超过 10 min。图 3.5b 展示了在不同时刻激

活前后的荧光成像图。在激活前观察到部分荧光信号是由于质子控制的开环平衡（图

3.6a）。综上所述，Rh-Gly 展现了重复可激活的特征，这种由光控制 Rh-Gly 的亮暗态转

换特性满足光激活定位成像的光致变色特征。 

 

 
图 3.5 Rh-Gly 的光激活实验。（a）在周期循环控制的 375 nm 激光和持续照明的 532 

nm 激光条件下，Rh-Gly 的激活事件随时间的变化。插图显示了 0-100 s 的放大曲线。

（b）对应于（a）图中罗马数字标注时刻的时序的荧光成像图。标尺：5 μm。 

Figure 3.5 Photoactivation experiment of Rh-Gly. (a) Time trace of numbers of activation 

events of Rh-Gly upon periodically controlled 375 nm laser and continuous irradiation of 532 

nm laser. Inset demonstrates the magnified plot from 0 to 100 s. (b) Time course fluorescence 

images corresponding to the moments indicated by Roman numerals in (a). Scale bar: 5 μm. 
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3.5.2  Rh-Gly 和 Rh-MGly 的 pKa测量 

不仅罗丹明螺内酰亚胺染料的可逆光激活过程可以在定位型超分辨成像中提供单

分子亮态信号，其螺环质子随机开关换平衡过程也可能为成像提供稀疏的亮态分子
[40],[70],[84],[166]。图 3.6a 展示了罗丹明螺内酰亚胺的质子关联螺环开关环平衡过程的结构

变化。该过程具有动态的特征，每个罗丹明螺环分子在时间轴上动态处于开关环的平衡

过程。同时，该过程具有平衡的特征，在稳态环境下对于分子整体来说，相对固定比例

的分子处于开环的亮态，而剩余的分子处于暗态。因此，将罗丹明螺内酰亚胺的 pKa控

制在 6 以下，降低在中性环境下该分子质子化开环的比例，实现该条件下稀疏的罗丹明

开环亮态，从而为定位型超分辨成像提供稀疏的单分子亮态信号。 

 

 
图 3.6 质子加成的 Rh-Gly 与 Rh-MGly 的螺环开关环平衡。（a）罗丹明螺内酰亚胺的

随机自开环平衡。（b）Rh-Gly 在甲醇/水（v:v=3:7）体系中随 pH 变化的发射光谱。

（c）Rh-MGly 和 Rh-Gly 在甲醇/水（v:v=3:7）体系中随 pH 变换发射强度积分的变

化。 

Figure 3.6 Protonation-induced spirocyclization equilibrium of Rh-Gly and Rh-MGly. (a) 

Spontaneous spirocyclization equilibrium of rhodamine spirolactam. (b) Emission spectral 

changes of Rh-Gly vs pH in C2H5OH/H2O (v:v=3:7). (c) Integrated emission intensity vs pH 

of both Rh-MGly and Rh-Gly in C2H5OH/H2O (v:v=3:7). 

 

图 3.6b 展示了在质子滴定过程中，Rh-Gly 的荧光发射光谱变化。当环境 pH 从 10.45

逐渐降低到 3.87 时，染料展现了显著提升的荧光发射（186 倍）。在中性环境中（图 3.6b

中标注的曲线），染料仍然具有较弱的荧光发射，显示出在此条件下，有少部分染料分
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子处于两性离子状态。这一点也可以被从图 3.3b 中 Rh-Gly 在 PBS 溶液中观察到的弱可

见光区吸收证实。因为罗丹明螺内酰亚胺在中性环境中持续性的随机开环[70]，Rh-Gly 略

偏酸性的 pKa保证了绝大部分荧光团分子处于无荧光发射的螺环状态，减少在光激活型

超分辨成像中单分子信号重叠的可能性。 

另一方面，pKa 特征也侧面反映了分子内酸性对罗丹明螺内酰亚胺的开环两性离子

结构的影响。如图 3.6c 所示，Rh-Gly 的 pKa是 5.86，大约比 Rh-MGly 高一个 pH 单位。

这个结果说明 Rh-Gly 转换到两性离子状态需要的酸性比 Rh-MGly 更弱，同时这种减弱

的酸性需求证实 Rh-Gly 转换产生的两性离子能够通过“自稳定”的结构（图 3.1c）稳

定，而 Rh-MGly 则没有上述的稳定作用。这种稳定作用延长两性离子的寿命，并可用来

解释在图 3.4 中 Rh-Gly 更强的光激活效率。 

3.5.3  Rh-Gly 单分子亮态时间测量和超分辨成像能力评价 

本论文在单分子水平上研究了 Rh-Gly、Rh-Pht（结构见图 3.1a）和 Rh-MGly 的光

致转换行为。在单分子研究中，所有染料均稀疏的分散在 PVA 薄膜中，避免单分子信

号发生重叠，同时在研究中，紫外光持续照射样品保持对罗丹明螺环分子的激活。这些

罗丹明螺内酰亚胺的光致转换行为可以用 Bustamante 提出的数学模型[159]来描述，模型

细节详见附录 B。荧光团可以被激活，从暗态转换到亮态；而在持续激发光的照射下，

激活态会转变为暗态或者发生漂白。基于上述的模型，光致转换的速率可以通过对四个

单分子光物理特征密度分布数据的拟合获得，这四个特征参数是亮态的时间（ton），无

荧光发射暗态的时间（tdark），染料激活后的闪烁次数（nblinks）和光漂白时间（tbleach）。

对于罗丹明螺内酰亚胺染料，其暗态到亮态转换不能使用单自然指数的模型（݇୰݁ି௞౨௧），

需采用双自然指数拟合（݇ߙ୰ଵ݁ି௞౨భ௧ ൅ ሺ1 െ αሻ݇୰ଶ݁ି௞౨మ௧）。虽然单指数模型更为简单、

参数更少，但对罗丹明螺内酰亚胺染料单分子数据使用该模型拟合后，不能准确给出这

些染料的漂白时间分布（R2 < 0.70，Rh-Gly 和 Rh-MGly；R2 = 0.81， Rh-Pht）。而基于

双自然指数的拟合结果可以准确给出漂白分布的预期（R2 > 0.90），因此对于所有的罗

丹明螺内酰亚胺从暗态到亮态转换使用了双自然指数的模型。 
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图 3.7 基于罗丹明螺内酰亚胺单分子性质完成的拟合和预测。从左到右：单自然指数

函数良好的匹配亮态时间（ton）分布；双自然指数函数良好的匹配了暗态时间（tdark）

分布；几何分布良好的拟合了闪烁次数（nblink, c）；按照模型获得动力学参数预测的

漂白时间（tbleach）分布匹配实验的真实数据（统计宽度：2 s） 

Figure 3.7 Fittings and predictions for four single-molecule parameters in characterization 

experiments of seven comparing rhodamine spirolactams. From left to right column: on time 

(ton) distributions fit well to a single-exponential function; dark time (tdark) distributions match 

a double-exponential fitting; the numbers of blinks (nblink) are in good accordance with a 

geometric distribution; the theoretically estimated bleach time (tbleach) distributions; the 

dashed red line) from the model are in well aggreement with the experimental data (bin width: 

2 s). 

 

如图 3.7 所示，理论模型良好的匹配了实验数据（R2 > 0.90）。这些获得的实验结

果允许本论文提出结构变换的模型去解释罗丹明螺内酰亚胺的光致转换行为。如图 3.8

所示，罗丹明螺内酰亚胺的激活过程包括两条从暗态到亮态的转换（kr1 和 kr2）途径。较

慢速率的转换（kr1）对应于通过紫外光激活获得的未质子化的两性离子结构（A1），其

中包括一个不稳定的酰胺负离子；而较快速率的转换（kr2）则对应于通过紫外光激活或

者随机开环转换获得质子化的两性离子结构（A2）。然而，一旦荧光团进入激活态（亮

态），这两种状态（A1 和 A2）就无法区分了，因为它们代表了相同的开环两性离子结

构亮态。在经过一小段亮态的停留时间，这些两性离子或者以速率 kd 转换到关环的暗态

或者以速率 kb 发射漂白。为了准确的比较实验中不同的罗丹明螺内酰亚胺的光致转换性

质，本研究对每种染料独立重复进行了 5 次单分子实验，其结果总结在表 3.1 中；因为

结果展现出一致的趋势，下面的分析将以表格中灰色底色标记的一组接近中间值的结果

为基准进行。 

为了减少高值数据带来的偏差，平均亮态时长（ݐ୭̅୬）通过拟合亮态时长概率分布（图

3.7 最左侧一列图）及方程 2.53 计算获得。Rh-Gly 展现延长的亮态持续时间ݐ୭̅୬ ൌ 68.5 

ms，显著长于另外两种类似物（Rh-MGly，37.7 ms；Rh-Pht，29.9 ms）。Rh-Gly 延长

的亮态持续时间证实了其处于两性离子态的稳定效应，与 3.5.1 节的整体光谱分析结果

一致。因为平均亮态持续时间是通过速率之和（kd + kb）的倒数求得，亮态持续时间的

增加可以进一步从三种罗丹明螺内酰亚胺的光转换速率上分析解释。对于 Rh-Gly，激

活态短寿命的负氮离子可以被紧接着的分子内质子转移过程稳定，因此其亮态到暗态

转换速率 kd = 12.7 s-1，相对较慢；而对于 Rh-MGly 和 Rh-Pht，激活态的氮负离子的稳
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定依赖于可能性较低的分子周围 PVA 分子上的羟基氢质子分子间质子转移，因而其亮

态到暗态转换速率相对更快（Rh-MGly，kd = 23.8 s-1；Rh-Pht，kd = 29.9 s-1）。Rh-Gly 的

关环过程因为分子内质子转移而变慢。此外，Rh-Gly 展现出较慢的漂白速率（kb = 1.9 

s-1），支持其通过分子内方式强化的稳定效应。相比较于它们的漂白速率 kb（< 4 s-1），

比较的类似物展现出更快的亮态转换到暗态的速率 kd（> 12 s-1），因此从亮态到暗态螺

环的转换相对于光漂白过程对亮态时间的影响更大。总之，分子内质子转移稳定了亮态

的两性离子结构，并且延长了 Rh-Gly 的亮态持续时间。 

 

 
图 3.8 本研究中提出的解释罗丹明螺内酰亚胺闪烁的机制 

Figure 3.8 Proposed mechanism explains the blink behavior of rhodamine spirolactam. 

 

单分子荧光信号伴随着亮态时间延长也出现了增强效应。如表 3.1 所示，Rh-Gly 展

示了良好的单分子亮度（光子发射速率：3.57 × 104 光子/s），比两种对比类似物显著增

强（Rh-Pht，2.44 × 104 光子/s；Rh-MGly，2.85 × 104 photons/s）。Rh-Gly 的单分子亮度

显示出与亮态时间延长正相关的增强特征，源于分子内氢键对两性离子的稳定作用。随

单分子亮度的增强和亮态时间的延长，Rh-Gly 的单分子信号也展现出最高的信噪比

（5.48）。另外一方面，延长的亮态持续时间和增强的光子发射速率增加了染料在单次

亮态过程中被激发的次数。这些激发次数的累加也扩大了染料在单次亮态过程被漂白的

可能性，因此与其类似物展现的亮暗态转换次数（闪烁次数，Rh-Pht，9.3；Rh-MGly，

9.8）相比，Rh-Gly 显示出减少的亮暗态转换次数（7.7，表 3.2）。尽管如此，这些闪烁

次数的数值仍然可与报道结果相比较，因为过去的结果是在成像增强剂的存在条件下完

成的[35],[167]。虽然 Rh-Gly 展现出较少的闪烁次数，它的整体光稳定性仍然是提高的，与
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它的类似物（总收集光子数 Rh-Pht，1.47 × 104；Rh-MGly，2.57 × 104）相比，Rh-Gly 的

总收集光子数有显著的提升（4.32 × 104）。这种增强与亮态时间延长的原因一致，来源 

表 3.1 七种罗丹明螺内酰亚胺的单分子表征实验 

Table 3.1 Single-molecule characterization experiment of seven rhodamine spirolactams. 

染料 
 ୭̅୬ݐ

(ms) 
kd  

(s-1) 
kb  

(s-1) 
kr1  

(s-1) 
kr2  

(s-1) 
α 

ୢ̅ݐ ୟ୰୩ 
(s) 

ୢ̅ݐ ୟ୰୩
 ୭̅୬ݐ/

亮度 
(× 104

光子/s) 
SNR 

总收集光

子数(× 
104) 

Rh-Gly 

69.4 12.5 1.9 1.5 14.1 0.21 0.49 7.1 3.70 5.64 4.48 
68.5 12.7 1.9 1.7 14.3 0.27 0.40 5.9 3.57 5.48 4.32 
53.5 16.3 2.4 1.6 15.5 0.31 0.37 6.9 3.57 5.51 3.85 
73.0 12.0 1.7 1.8 15.0 0.22 0.41 5.6 3.84 5.78 5.06 
62.1 14.1 2.0 1.6 14.5 0.24 0.44 7.0 3.70 5.65 4.79 

Rh-Asp 

67.1 12.5 2.4 1.3 12.9 0.26 0.51 7.6 3.34 5.14 3.77 
65.8 13.2 2.0 1.5 14.4 0.28 0.43 6.5 3.36 5.41 4.16 
66.7 13.0 2.0 1.7 14.3 0.32 0.36 5.3 3.81 5.70 4.41 
59.2 14.7 2.2 1.5 13.2 0.30 0.43 7.3 3.24 5.10 3.75 
80.6 10.7 1.7 2.1 15.4 0.24 0.35 4.3 3.82 5.68 5.27 

Rh-Ser 

57.8 15.4 1.9 1.4 12.6 0.27 0.48 8.3 3.50 5.39 4.38 
63.3 13.9 1.9 1.6 13.9 0.26 0.43 6.8 3.55 5.41 5.12 
49.0 18.2 2.2 1.4 12.3 0.34 0.38 7.8 3.21 5.04 3.63 
69.9 12.5 1.8 1.5 14.1 0.24 0.47 6.7 3.48 5.35 5.00 
55.2 16.2 1.9 1.4 13.2 0.31 0.45 8.1 3.35 5.18 4.21 

Rh-Pht 

32.8 26.3 4.2 1.4 13.0 0.39 0.32 9.8 2.43 4.15 1.42 
30.2 29.8 3.3 1.8 16.3 0.46 0.13 4.4 2.56 4.28 1.64 
29.9 29.9 3.6 1.7 15.6 0.47 0.12 4.1 2.44 4.30 1.47 
29.5 30.0 3.9 1.6 16.1 0.48 0.11 3.8 2.57 4.30 1.55 
33.1 27.4 2.8 1.6 15.1 0.45 0.17 5.0 2.49 4.17 1.74 

Rh-
MGly 

38.0 24.3 2.0 1.4 12.4 0.39 0.30 7.9 2.74 4.47 2.53 
45.5 19.7 2.3 1.4 13.2 0.37 0.34 7.4 2.78 4.48 2.57 
37.2 24.3 2.6 1.5 13.4 0.40 0.28 7.6 2.97 4.74 2.45 
37.7 23.8 2.7 1.4 12.9 0.36 0.36 9.5 2.85 4.59 2.57 
36.2 25.0 2.6 1.6 14.4 0.38 0.29 8.0 3.30 5.09 2.66 

Rh-
dMAsp 

46.1 19.5 2.2 1.3 11.6 0.36 0.38 8.3 2.56 4.20 2.85 
41.3 21.7 2.5 1.6 14.1 0.37 0.29 7.1 2.82 4.51 2.57 
37.9 24.5 1.9 1.5 13.2 0.41 0.26 7.0 2.84 4.57 2.88 
40.0 23.0 2.0 1.4 12.4 0.37 0.34 8.6 2.80 4.57 2.82 
34.5 26.3 2.7 1.6 13.9 0.43 0.21 6.2 2.62 4.37 2.11 

Rh-
MSer 

36.4 24.5 3.0 1.4 12.6 0.39 0.30 8.3 2.59 4.35 1.84 
36.1 24.8 2.9 1.5 12.8 0.38 0.31 8.5 2.50 4.22 1.83 
36.5 24.6 2.8 1.6 13.8 0.42 0.23 6.3 2.62 4.35 1.90 
34.1 26.6 2.7 1.6 13.4 0.44 0.21 6.0 2.45 4.14 1.74 
34.7 26.3 2.5 1.6 14.0 0.42 0.23 6.6 2.33 4.06 1.75 
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于分子内氢键对两性离子状态的稳定作用。更重要的是，增强的单分子信号进一步提升

了定位的精确度。在单分子研究中，Rh-Gly 的定位精度为 22.1（表 3.2），比它的类似

物（Rh-Pht，26.1; Rh-Pht，24.6）定位结果更为精确。综上所述，由于拥有邻近螺环的

羧基，Rh-Gly 的单分子荧光发射被分子内质子转移与分子内氢键协同强化，使得这种染

料具有定位型超分辨成像的潜力。 

 

表 3.2 罗丹明螺内酰亚胺的单分子单帧收集光子数、闪烁次数、定位精度的比较 

Table 3.2 Comparison of photons per single molecule per frame, numbers of switching cycles 

and localization uncertainties of investigated rhodamine spirolactams. 

染料 
单分子单帧

收集光子数 
闪烁次数
ത݊௕௟௜௡௞௦ 

定位精度(nm) 

Rh-Gly 357 7.7 22.1 
Rh-Asp 334 6.2 22.6 
Rh-Ser 355 8.3 22.0 
Rh-Pht 244 9.3 26.1 

Rh-MGly 285 9.8 24.6 
Rh-dMAsp 282 9.7 26.2 
Rh-MSer 262 9.8 26.2 

 

为了进一步分析酸性取代基和亮态时间延长之间的关系，本研究在同样的成像条件

下增加比较了四种罗丹明螺内酰亚胺类似物 Rh-Asp、Rh-Ser、Rh-dMAsp 和 Rh-MSer。

根据它们取代基的种类，四种染料分为两组：一组是具有酸性基团的罗丹明螺内酰亚胺，

另一组是甲酯化的类似物。如表 3.1 所列，相比较于甲酯类似物（Rh-dMAsp，ݐ୭̅୬ ൌ 41.3 

ms；Rh-MSer，ݐ୭̅୬ ൌ 36.5 ms），酸性螺内酰亚胺的亮态持续时间显著延长（Rh-Asp，

୭̅୬ݐ ൌ 67.1 ms；Rh-Ser，ݐ୭̅୬ ൌ 63.3 ms）。这些数据证实了分子内质子转移对于罗丹明

螺内酰亚胺的两性离子结构的稳定作用。另外，Rh-Asp 和 Rh-Ser 与 Rh-Gly 的亮态时间

接近，这说明额外的亲水性基团并没有延长两性离子亮态持续时间。另外一方面，如表

3.1 所列，这些酸性螺内酰亚胺也展现出显著增强的单分子亮度（Rh-Asp，3.34 × 104 光

子/s；Rh-Ser，3.55 × 104 光子/s），而他们的酯化类似物的单分子亮度则相对更弱（Rh-

dMAsp, 2.82 × 104 光子/s；Rh-MSer，2.62 × 104 光子/s）。这些统计数据进一步的证实

了分子内氢键的稳定效应。不仅如此，这种稳定效应也改善了酸性罗丹明螺内酰亚胺其

它单分子光物理性质，包括提高的单分子信号信噪比（Rh-Asp，5.14；Rh-Ser，5.41 vs 

Rh-dMAsp，4.51；Rh-MSer，4.35）、增加的光漂白前总收集光子数（Rh-Asp，3.77 × 104；

Rh-Ser，5.12 × 104 vs Rh-dMAsp，2.57 × 104；Rh-MSer，1.90 × 104）和强化的定位精度

（Rh-Asp，22.6；Rh-Ser，22.0 vs Rh-dMAsp，26.2 ；Rh-MSer，26.2）。综上所述，由
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于邻近螺环的羧基对两性离子态的加固稳定效应，酸性罗丹明螺内酰亚胺显著地展现出

延长的亮态持续时间以及增强的单分子荧光信号。 

邻近螺环的羧基同时也对暗态到亮态的恢复过程产生了影响。如表 3.1 所列，虽然

所有研究的罗丹明螺内酰亚胺展现出近似的恢复速率（kr1 = 1.3 - 2.1 s-1 和 kr2 = 11.6 – 16.1 

s-1），但是它们暗态到亮态的两条转换途径的占比（α是速率 kr1 的占比；1 – α是速率

kr2 的占比）显示出较大的区别。酸性螺内酰亚胺显示出更高比例的质子化转换（D 到

A2，图 3.8；Rh-Gly、Rh-Asp、Rh-Ser，1 - α ≥ 0.68），而类似物的相关比例更低（Rh-

Pht、Rh-MGly、Rh-dMAsp、Rh-MSer：1 - α ≤ 0.64）。这种增强的质子转移过程可以归

结于分子方式对于质子转移的增强效应，因为对于没有分子内羧基的其它螺内酰亚胺

结构，质子转移的过程依赖于不稳定的环境质子供体，例如 PVA 分子上的羟基。在所

有染料中，Rh-Pht 显示出较低的质子化转换比率（1 - α ≤ 0.61），因为邻苯二甲酸酰亚

胺的空间位阻效应抑制了分子间的质子转移过程。 

酸性罗丹明螺内酰亚胺的延长亮态时间并没有降低这些染料的闪烁性质。在假定其

它单分子光物理性质不改变的前提下，延长染料的亮态时长，可能会降低染料的平衡闪

烁单分子稀疏度，即降低闪烁特征（ሺ݇ௗ ൅ ݇௕ሻ/ത݇௥ ൌ ୢ̅ݐ ୟ୰୩/ݐ୭̅୬）。但是如表 3.1 所列，

Rh-Gly、Rh-Asp 和 Rh-Ser 的闪烁特征与其它罗丹明螺内酰亚胺类似物的结果接近，重

复测量的结果显示这些染料的闪烁特征ୢ̅ݐ ୟ୰୩/ݐ୭̅୬处于 4-9 之间。酸性罗丹明螺内酰亚胺

延长的亮态时长并没有影响它们的单分子信号稀疏度，因为它们展现出比对比物更长的

暗态持续时间（表 ୢ̅ݐ，3.1 ୟ୰୩列）。因此，分子内酸性策略没有降低这些染料的闪烁性

质，并且延长亮态持续时间将提高单个分子定位次数，提高成像的定位密度，利于光激

活定位超分辨成像。 

综上所述，酸性罗丹明螺内酰亚胺具备优秀的单分子光物理性质，这些染料具有比

对比物更长的亮态持续时间以及更优秀的单分子亮度、总收集光子数和稳定性，且具备

更优秀的光激活定位超分辨成像潜力。 

3.5.4  Rh-Gly 染色的活细胞线粒体光激活定位超分辨成像 

在应用 Rh-Gly 于活细胞超分辨成像前，对该染料在不同细胞系中的分布进行了研

究。紫外光激活后，在 HeLa 和 MCF-7 细胞中，Rh-Gly 的荧光信号展示了线粒体的网

状结构特征。如图 3.9a 和 b 的叠加图所示，在两种细胞中，Rh-Gly 的荧光信号与

Mitotracker Deep Red（商品化线粒体标识物）展现了良好的重合性。图 3.9a 和 b 的强度

刨线分析也显出两种染料的同步化的强度信号分布特征，这证明了两种染料的荧光信号

的同现性。此外，在附图 50（附录 C）中进一步展示了来自共定位分析实验更多的视野
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场数据。染色相关性的定量计算结果显示，两种染料染色具有较高的 Pearson 相关系数

（Pearson’s coefficients）：0.86±0.07（MCF-7 细胞，n = 52）和 0.83±0.06（HeLa 细胞，

n = 67）。上述结果说明 Rh-Gly 具有对活细胞线粒体较好的选择性染色能力，同时其非

特异性的荧光信号较少。 

 

 
图 3.9 Rh-Gly 在 HeLa 和 MCF-7 细胞系的双色共定位分析。在每组分析中，从左往

右：紫外光激活后 Rh-Gly 的共聚焦荧光成像图，着色为红色；Mitotracker Deep Red

（Mitotracker）的共聚焦荧光成像图，着色为蓝色；两张荧光成像图的叠加图；沿着叠

加图中黄色线标注区域的两个荧光图的荧光强度刨线。标尺：25 μm。 

Figure 3.9 Two-color colocalization analysis of Rh-Gly in HeLa (panel a) and MCF-7 (panel 

b) cell lines. In each panel, from left to right: confocal fluorescence image of Rh-Gly after UV 

irradiation, colored in red; confocal fluorescence image of Mitotracker Deep Red 

(Mitotracker), colored in blue; merged image of two fluorescent images; intensity profiles 

from two fluorophores along the yellow line marked in the merged image. Scale bar: 25 μm. 

 

Rh-Gly 在线粒体中的聚集可能与罗丹明螺内酰亚胺结构的质子平衡（开关换平衡，

图 3.6a）相关。在中性的细胞基质环境中（pH = 7.2）[168]，Rh-Gly 分子部分质子化处于

带有正电荷的两性离子状态；这部分正电荷分子被线粒体内膜的负电荷[169]所吸引，从
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而转移到线粒体中。一旦它们进入线粒体，线粒体内的亲脂微环境将转换它们回到无色

无电荷且亲脂的螺环形式，这样这些分子就将持续的在线粒体中停留。因此，Rh-Gly 在

线粒体中以关环形式聚集，能够被紫外光激活到两性离子的亮态。 

 

 
图 3.10 Rh-Gly 染色的活 HeLa 细胞（组 a）和 MCF-7 细胞（组 b）的线粒体聚集区域

超分辨成像。在每组分析中，顶端左边的图是感兴趣区域的宽场荧光成像图；顶端右

边的图是在倾斜照明条件下[161],[162]从～2000 连续帧（10 s 采集时间）图像重构获得的

相同区域光激活定位成像图，黄色箭头标注了具有高定位密度的区域，而绿色箭头指

示了低定位密度的区域。每组分析的底端行，从左往右：单分子亮度的直方图；定位

精度的直方图；Nyquist 分辨率的时间跟踪分析（橙色条带展示了在光激活定位型成像

中>16 个区域的分辨率标准方差）。标尺：2 μm。 

Figure 3.10 Super-resolution imaging of mitochondria-enriched regions in live HeLa (panel a) 

and MCF-7 (panel b) cells stained with Rh-Gly. Inside each panel, the top left image is a 

wide-field fluorescence image of the region of interest and the right image is a PALM image 

of the same region reconstructed from ~2000 consecutive frames (10 s total duration) under 

inclined illumination[161],[162]; yellow arrows mark the regions with high localization density, 

whereas green arrows indicate domains with low localization density; bottom row, from left 

to right: histogram of single molecule brightness, histogram of localization precisions and 

time trace analysis of Nyquist resolutions (orange color band shows the standard deviations of 

the resolutions estimated from >16 domains during the PALM imaging). Scale bars: 2 μm. 
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图 3.10 展示了 Rh-Gly 染色的活细胞线粒体超分辨成像。在 532 nm 激光和 375 nm

紫外激活光的持续照射条件下，荧光团在靶标区域展现了良好的闪烁特征。尤其值得注

意的是，这些闪烁是在正常细胞培养基中完成的，不依赖于额外的除氧体系和有毒的还

原剂[12],[32],[35]，后者很可能会抑制细胞内 ATP 的合成过程[170]。虽然光激活定位成像需

要紫外激活光，但在实验中采用的激光光强较弱（~2 W/cm2），并且在短的成像时间内

并没有带来严重的细胞损伤。与模糊的线粒体宽场荧光图对比，光激活定位成像显示了

线粒体形态的细节特征（图 3.10a 和 b）。此外，超分辨成像结果也显示了线粒体的活

性。因为罗丹明螺内酰亚胺的酸诱导开环趋势和 Rh-Gly 在质子化后的延长的亮态，在

质子泵活性较高的区域，其荧光团亮态的定位数量也将增加。因此，成像图中的定位密

度也反映了线粒体的活性。在图 3.10a 和 b 中，黄色箭头标注的高密度区域具有较为强

烈的线粒体呼吸作用，而绿色箭头标注的低密度区域的线粒体活性较低。为了更进一步

的展示 Rh-Gly 的线粒体超分辨成像能力，每一种细胞系额外进行了六次超分辨成像，

其结果可见附图 51（附录 C），对应的超分辨成像定量分析结果可见附图 52。综上所

述，Rh-Gly 展示了极佳的超分辨成像活细胞线粒体潜力。 

两个定量化衡量光激活定位成像的性质是定位精度和重构图中靶标结构的定位密

度（ρ）。定位精度描述了每个定位的精确程度[15],[163]。如图 3.10（底端行第二张图）和

附图 52 所示，Rh-Gly 在线粒体成像中的平均定位精度为 25 nm，对应的平均单分子亮

度为 400-800 光子/（分子×帧）。另一方面，定位密度决定了重构成像图的采样间隔。

根据 Nyquist-Shannon 标准[21],[171]，对于靶标结构的离散型采样间隔（定位间隔）必须小

于成像所需分辨率的一半。因此，二维成像基于 Nyquist 标准的分辨率（Nyquist 分辨率）

可以按照方程 3.1 计算： 

ܴே௬௤௨௜௦௧ ൌ 2/ඥ(3.1)   ߩ 

而计算出的 Nyquist 分辨率反映了超分辨成像的整体空间分辨率。通过方程 3.1，以秒为

时间间隔单位，为超分辨成像计算了成像周期内累积的 Nyquist 分辨率（图 3.10 底端右

侧图和附图 52）。随着成像时间的增加，定位数量逐渐积累，直至在 10 s 时 Nyquist 分

辨率提升至大约 50 nm。对于在 10 s 获得重构成像进行的傅立叶环相关分析（Fourier ring 

correlation analysis，FRC analysis）[165],[172]也显出相当高的空间分辨率，如图 3.11 所示，

HeLa 细胞成像（图 3.10a）的 FRC 分辨率为 128 nm，而 MCF-7 细胞成像（图 3.10b）

的 FRC 分辨率为 122 nm。综上所述，通过 Rh-Gly 的染色，在 10 s 内，对活细胞线粒体

的超分辨成像获得了平衡的 25 nm 定位精度和~50 nm Nyquist 分辨率。 
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图 3.11 对图 3.10a（a）和图 3.10b（b）的定位的傅立叶环相关曲线分析[165]。蓝色的

线展示了随着空间频率提高而出现的相关性衰减。红色的线展示了按照文献[165]设置的

截止域值 0.143。 

Figure 3.11 Fourier ring correlation curve analysis[165] of localizations in Figure 3.10a (a) and 

Figure 3.10b (b). The blue line shows the decay of the correlation with spatial frequency. The 

red line represents the cut-off threshold of 0.143, following the reference[165]. 

 

虽然超分辨成像存在空间和时间分辨率的取舍[21]，通过 Rh-Gly 染色的光激活定位

成像并没有牺牲成像速度来获得高质量的成像。如表 3.3 所列，本论文汇总线粒体的超

分 辨 成 像 时 间 分 辨 率 缩 短 到 10 s ， 可 以 与 前 人 最 好 的 成 像 结 果 相 比 较
[3],[21],[133],[147],[164],[166],[173]。虽然之前的线粒体超分辨成像可以实现 2 s 的时间分辨率，但

该成像需要毒性的闪烁增强添加剂或者高强度的激光。表 3.3 序号为 5 和 6 号的成像使

用了有毒的成像增强剂，而 4、6 和 7 号成像使用了高强度的激光。虽然 3 和 4 号成像

结果给出了 2 s 的时间分辨率，但在这些研究中并没有报道相应的空间分辨率，这可能

是由于在有限的时间内获得的空间分辨率较低。2 号结果使用了一种一氧化氮笼化的罗

丹明，这种罗丹明在成像时会不断释放具有潜在生物活性的一氧化氮，可能会干扰成像

的结果。因为 Rh-Gly 染色的成像不依赖于过高的激光光强且不需要任何额外的成像添

加剂，所以该染料具备较好的活细胞超分辨成像能力。 

活细胞线粒体超分辨成像的高时间分辨率是 Rh-Gly 的亮态时间延长的结果。亮态

时间的延长以及 Rh-Gly 两性离子态的稳定效应增加了光子发射速率，强化了单分子亮

度（表 3.2）。亮度的提升提高了单次定位的质量，同时亮态时间的延长可以在连续成像

帧提供对结构的多次定位，最终扩大了成像中定位数量，导致在缩短的时间内获得较高

的空间分辨率。因此，Rh-Gly 的亮态时间延长的内在特性使得该染料成为光激活定位成

像活细胞线粒体的良好标识物。该染料在保持定位精度及提升光激活定位成像的时间分
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辨率方面展现了平衡的折衷。此外，延长的亮态持续时间也为获取活细胞单分子追踪轨

迹提供了可能性。 

 

表 3.3 活细胞线粒体单分子定位超分辨成像比较 

Table 3.3 Comparison of single-molecule localization super-resolution imaging of 

mitochondria in living cells. 

序

号 
参考文献 染色方法 

时间分

辨率 
(s) 

空间分

辨率
(nm)1 

采集

频率
(Hz) 

照明强度
(kW/cm2)2 

是否添

加成像

增强剂 

1 本论文 
小分子标

识物 
10 ~50 200 

532: 2 
375: 0.002 

- 

2 
(He et al. Anal. Chem. 

2018)[63] 
小分子标

识物 
10 未报道 150 

532: 2 
375: 0.0007 

- 

3 
(Takakura et al. Nat. 
Biotechnol. 2017)[90] 

小分子标

识物 
2 未报道 400 642: 4.4 - 

4 
(Gu et al. Adv. Mater. 

2016)[83] 
小分子标

识物 
2.5 未报道 

未报

道 
561: 10 
405: 0.11 

- 

5 
(Carlini and Manley ACS 

Chem. Biol. 2013)[133] 
小分子标

识物 
6-17 20-50 500 561: 1-5 + 

6 
(Shim et al. Proc. Natl. 

Acad. Sci. U. S. A. 2012)[3] 
小分子标

识物 
2 30 

503; 
909 

561: 10 
405: 0.003 

+ 

7 
(Appelhans et al. Nano Lett. 

2012)[174] 
TOMM20-
HaloTag 

6-16 未报道 33 561: 25 - 

1 通过 Nyquist-Shannon 标准估算的空间分辨率。 
2 375、405、532、561 和 642 分别对应于 375 nm 激光、405 nm 激光，532 nm 激光，561 nm 激光 
和 642 nm 激光。 
 

3.5.5  Rh-Gly 标记 HaloTag 的活细胞融合蛋白超分辨成像 

通过 HaloTag 标签蛋白技术[118]实现了 HeLa 活细胞细胞核组蛋白的超分辨成像。标

记靶标蛋白（HaloTag 蛋白）需要在 Rh-Gly 分子上衍生蛋白的氯烷烃配体，为此本论文

合成了 Rh-Gly-Halo（图 3.12a）。该探针具有膜通透性，可以共价标记到活细胞 H2B-

Halo 融合蛋白上（图 3.12b 插图）。与宽场荧光图像相比，组蛋白 H2B 超分辨重构图

（图 3.12b）展现出显著提升的分辨率，其定位信号的单分子亮度为 1040 光子/（分子×

帧）（图 3.12c），定位精度为 21 nm（图 3.12d）。此外，更多的 H2B 蛋白超分辨成像

展示在附图 53（附录 C），其定位精度及单分子亮度统计数据在附图 54（附录 C）中给

出。所有成像与宽场荧光成像相比展现出显著清晰度提升，这些超分辨成像具有高的定

位精度及单分子亮度，这些结果证实了 Rh-Gly-Halo 具备实现有效 H2B 蛋白超分辨成像
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的能力。综上所述，Halo 配体连接的 Rh-Gly 衍生物展示了标记除线粒体外其它亚细胞

结构的功能性，并且保持了在活细胞进行光激活定位成像的能力。 

 

 
图 3.12 对活 HeLa 细胞细胞核的组蛋白超分辨成像。（a）左：Rh-Gly-Halo 的分子结

构；右：HaloTag 蛋白共价连接 Rh-Gly-Halo 的模型。Rh-Gly-Halo 标记卤代烷脱卤酶

（1BN6）[175]的图像是通过 chimera 软件[107]设计的。（b）在倾斜照明模式下活细胞中

Rh-Gly-Halo 标记的 H2B-Halo 融合蛋白的光激活定位超分辨成像。插图显示了标记有

Rh-Gly-Halo 的相同 H2B-Halo 融合蛋白的宽场荧光成像图。（c）单分子亮度直方图。

（d）定位精度直方图。标尺：3 μm。 

Figure 3.12 Super-resolution imaging of histones in nucleus of live HeLa cell. (a) Left: 

molecular structure of Rh-Gly-Halo; Right: model of HaloTag protein covalently bounded to 

Rh-Gly-Halo. Image of Rh-Gly-Halo coupled haloalkane dehalogenase (1BN6)[175] is 

designed with chimera.[107] (b) PALM image of H2B-Halo fusion proteins labeled with Rh-

Gly-Halo in live HeLa cell under inclined illumination. Inset shows the wide-field image of 

the same H2B-Halo fusion proteins labeled with Rh-Gly-Halo. (c) Histogram of single 

molecule brightness. (d) Histogram of localization uncertainties. Scale bars: 3 μm. 

 

3.5.6  Rh-Gly 标记抗体的微管超分辨成像 

为了更进一步拓展 Rh-Gly 的功能，开发了该染料的异硫氰酸衍生物，Rh-Gly-NCS

（图 3.13a），并将其用于微管的超分辨成像。将抗原为 α-tubulin 的一抗和标记有 Rh-

Gly-NCS 的二抗通过免疫荧光标记到固定细胞微管结构上，成功实现了对微管的超分辨

成像（图 3.13b）。由于 Rh-Gly 的良好的光激活定位成像能力，成像中使用的成像液为 
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图 3.13 固定 HeLa 细胞中微管的超分辨成像。（a）Rh-Gly-NCS 分子结构。在倾斜照

明模式下对免疫荧光标记的微管的超分辨成像（b）和对应的宽场荧光成像图（c）。

免疫标记的一抗抗原为 α-tubulin 而二抗则标记有 Rh-Gly-NCS。超分辨成像是对~15000

帧原始数据重构获得，成像液是磷酸缓冲液（PBS）。（d）定位精度直方图。（e）在

超分辨图（b）和宽场图（c）上蓝线标注区域的强度刨线分析，用单高斯函数拟合相

关的数据，并给出了微管半峰宽的为 62 nm（超分辨图）和 396 nm（宽场成像图）。

标尺：3 μm。 

Figure 3.13 Super-resolution imaging of microtubules in fixed HeLa cell. (a) Molecular 

structure of Rh-Gly-NCS. Super-resolution image (b) and corresponding wide-field image (c) 

of microtubules immunolabeled with primary antibody against α-tubulin and secondary 

antibody labeled with Rh-Gly-NCS under inclined illumination. Super-resolution image was 

reconstructed from ~15000 frames. The imaging media is phosphate buffer saline (PBS). (d) 

Histogram of the localization precisions. (e) The intensity profiles of microtubule filament in 

super-resolution image (b) and wide-field image (c) indicated with blue lines. A single 

gaussian function was fitted to the data, estimating that the full width at half maximum 

(FWHM) of microtubule filament was 62 nm in the super-resolution image and 396 nm in the 

wide-field image. Scale bar: 3 μm. 

 

普通 PBS 缓冲液，不添加任何额外成像添加剂。与模糊的宽场成像图（图 3.13c）相比，

超分辨重构图显现出引人注目的清晰度提升。定量统计分析显示 Rh-Gly-NCS 的单分子
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亮度为 981 光子/（分子×帧）（图 3.14），而成像的平均定位精度为 15 nm（图 3.13d）。，

通过 Rh-Gly-NCS 标记抗体实现的微管超分辨成像展示出极大的分辨率提升，该结果的

测量显示抗体标记的微管纤维尺寸为 62 nm，与前人报道匹配[1]，而同一区域的宽场成

像仅能粗略给出的 396 nm 的尺寸估计值（图 3.13e）。更多细胞微管的超分辨成像结果

可见附图 55（成像重构定量分析见附图 56），这些结果验证了 Rh-Gly-NCS 微管超分辨

成像的可重复性。简而言之，通过对 Rh-Gly 的标记功能衍生实现了固定细胞微管超分

辨成像。 

 

 
图 3.14 图 3.13 重构图的单分子亮度直方图 

Figure 3.14 Histogram of single-molecule brightness of reconstrunction image in Figure 3.13. 

 

3.6  本章小结 

本章提出将羧基引入罗丹明螺环的策略，构建分子内酸性环境，实现罗丹明螺内酰

亚胺亮态持续时间的延长。基于该策略发展的甘氨酸罗丹明 Rh-Gly 展现了比甲酯类似

物（Rh-MGly）更好的光激活能力以及紫外光控制的重复光激活特征。单分子分析结果

显示包括 Rh-Gly 在内的具有分子内酸性罗丹明螺内酰亚胺在单分子水平展现出延长的

亮态寿命，羧基对两性离子态的稳定效应将亮态持续时间从 30-40 ms 延长至 60-70 ms；

分子内酸性染料同时展现了增强的单分子亮度、扩大的总收集光子数以及更好的超分辨

成像潜力。细胞染色的共聚焦荧光成像结果显示 Rh-Gly 具备在不同细胞系中对线粒体

的选择性染色功能，并且由于该染料延长的亮态持续时间以及良好的单分子光物理统计

特征，通过 Rh-Gly 染色实现的活细胞线粒体超分辨成像具有平衡的时空分辨率（时间

分辨率为 10 s，空间分辨率为~50 nm）。通过为 Rh-Gly 衍生 Halo 蛋白配体及异硫氰酸

酯，拓展了该染料标记亚细胞器的功能性；通过自标记蛋白标签技术和免疫荧光染色技

术，实现了对 HeLa 细胞细胞核组蛋白和微管的选择性标记和超分辨成像。综上所述，
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本章的分子内酸性设计策略为未来开发适用于光激活定位成像的罗丹明螺内酰亚胺开

辟了一条新的延长染料亮态持续时长的道路。 
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4  超亮季铵化哌嗪罗丹明的设计、合成及超分辨成像性能 

4.1  引言 

近年来，高级荧光显微技术迅速发展[5],[6],[10]，尤其是其中的单分子定位显微镜，提

供了超越 Abbe 衍生极限的超高分辨率。然而，与显微技术的快速进化相反，高亮度和

光稳定性的染料的开发仍然缓慢，严重限制了活细胞动态成像的研究[176],[177]。因此，研

究者迫切需要基于理性的分子设计策略开发具备高亮度和高稳定性的染料。 

罗丹明染料已经被广泛用于超分辨成像研究 [40],[41],[90],[93],[133],[138],[178]–[180],[44],[62]–

[64],[70],[84],[88],[89]。由于这些广泛的应用，研究者对改善罗丹明染料的性质倾注了大量努力
[181]。虽然罗丹明的非辐射跃迁过程不能排除氢键作用等其它的机制，但过去的实验研

究已经表明一些罗丹明染料的非辐射跃迁有可能与分子内扭曲电荷转移状态（twitsted 

intramolecular charge transfer，TICT）的形成模型相匹配[182]–[185]。因此，一个提高新罗丹

明亮度的重要策略便是压制其 TICT 态的形成[186]。在 TICT 状态，染料的供体基团经历

相对于荧光团核心~90 度的扭转（图 4.1），因此不具备荧光发射且具有较高活性。为了

抑制 TICT，化学研究者曾经通过环固定的方式限制氨基供体的旋转，然而这种方法经

常导致较大的分子结构且生物相容性较弱。在几篇里程碑的文章中，Lavis 等[41],[44],[45]替

换了二四甲基罗丹明（TMR）的二甲氨基取代基为氮杂环丁烷。通过抑制 TICT，这种

简单的修饰显著的提升了染料的亮度和光稳定性。之后，徐兆超和刘晓刚等[46]进一步展

示氮杂环丙烷也可以有效的抑制 TICT 形成。因为防止 TICT 的形成对发展高亮度和高

稳定性染料具有重要意义，寻找新的抑制 TICT 并利于超分辨成像策略具有重要意义。 

4.2  季铵化哌嗪罗丹明分子设计策略 

染料的 TICT 形成受两个因素控制：空间位阻和电子效应。减少氨基的供电子性将

降低 TICT 状态的稳定性，提升进入 TICT 态的能垒，从而抑制 TICT 态形成。因此，具

有吸电子诱导效应的季铵化哌嗪基是合适的抑制可能 TICT 态形成的供体取代基。如图

4.1 所示，正电荷的季铵盐增强了吸电子诱导效应并且降低邻近氨基的供电子能力，因

此将二甲氨基替换为季铵化哌嗪基将降低 TICT 态的可能性。 
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图 4.1 季铵化哌嗪罗丹明分子设计策略 

Figure 4.1 Molecular design strategy of quaternary piperazine substituted rhodamines. 

 

4.3  季铵化哌嗪罗丹明的合成方法 

化学品的购买和处理方式，反应的纯化方式、产物的表征方法可参见 3.3 节。本章

合成应用了 3.3 节描述的高效液相色谱系统，包括系统 A：Agilent 1100 高效液相分析系

统，检测波长设定为 290 nm；系统 B：Elite 高效液相色谱分析系统（配备 P230 柱塞泵），

使用 Venus C18 5 μm 色谱柱（Φ 4.6 mm，150 mm），检测波长设定为 254 nm，典型的

流速为 0.8/1 mL/min；Elite 制备级别高效液相色谱系统（配备 P270 柱塞泵），使用

Sinochrom ODS-BP 10 μm 色谱柱（Φ 30 mm，250 mm），检测波长为 254 nm，典型流

速为 30/40 mL/min。 

BINAP 是（±）-2,2’-双（二苯基膦）-1,1‘-联萘的缩写。EDCI 是 1-(3-二甲氨基丙基)-

3-乙基碳二亚胺盐酸盐的缩写。 

4.3.1  季铵化哌嗪罗丹明的合成路线 

图 4.2 和图 4.3 展示了在本章研究的所有分子的合成路线。 

图 4.2a 展示了季铵化哌嗪取代的罗丹明及其衍生物的合成路线，通过商品化的间溴

苯酚与邻苯二甲酸酐在甲基磺酸催化下反应获得溴取代的罗丹明类似物（4-1）。该中间

体可通过 Pd 催化的碳氮偶联反应获得哌嗪罗丹明（Lyso-R，4-2），再通过卤代烷烃的

季铵化反应获得季铵化哌嗪（MPR，4-3）以及细胞膜探针 Mem-R(4-4)。 
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图 4.2 季铵化哌嗪罗丹明的合成路线 

Figure 4.2 Synthetic route of quaternary piperazine-substituted rhodamine. 
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图 4.3 季铵化哌嗪染料及其二甲氨对比染料的合成路线 

Figure 4.3 Synthetic route of quaternary piperazine-substituted fluorophores and dimethyl 

amino-substituted compared fluorophores. 

 

图 4.2b 展示了可生物标记的季铵化哌嗪取代罗丹明的合成路线。通过商品化的间

甲基哌嗪苯酚与间羧基邻苯二甲酸酐在甲基磺酸催化下反应获得羧基衍生哌嗪罗丹明

异构体，通过液相分离的方法获得其中 4-位置取代的单一异构体（4-PR-COOH，4-5）。

碘甲烷对中间体 4-PR-COOH 季铵化，获得羧基酯化的季铵化哌嗪罗丹明(4-6)，再水解

酯基即可获得具有生物分子标记功能的羧基衍生季铵化哌嗪罗丹明（4-MPR-COOH，4-

7）。 

图 4.2c 展示了对比化合物：具有细胞膜标记功能的四甲基罗丹明的合成方法。从羧

基衍生的四甲基罗丹明异构体（TMR-COOH，4-8）出发，与甲基哌嗪进行反应获得哌

嗪衍生的四甲基罗丹明异构体（4-P-TMR，4-9 和 4-10）。对 4-P-TMR 进行季铵化，获

得一对衍生季铵化哌嗪基团的四甲基罗丹明异构体，最后通过液相纯化获得 4 位置单一

异构体，Mem-TMR(4-11)。 

图 4.3 给出了季铵化哌嗪取代的萘酰亚胺和苯并噁二唑（NBD）染料及二甲氨取代

的对比物合成方法。从萘酰亚胺或者 NBD 合成中间体(4-12 和 4-16)出发，与二甲氨发

生取代反应可以获得二甲氨对比物（DM-Naph，4-13；DM-NBD，4-17），而与甲基哌

嗪发生取代反应获得哌嗪萘酰亚胺（P-Naph，4-14）或者哌嗪 NBD（P-NBD，4-18）。
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最后对荧光团的哌嗪基非芳香氨季铵化，获得季铵化哌嗪萘酰亚胺（MP-Naph，4-15）

与季铵化哌嗪 NBD（MP-NBD，4-19）。 

4.3.2  Lyso-R、MPR 和 MEM-R 的合成步骤 

 

 
 

哌嗪罗丹明（Lyso-R，4-2）：中间体（4-1 按照文献的方法合成[187]。将中间体（4-

1（300 mg，0.65 mmol），醋酸钯（29 mg，0.13 mmol），BINAP（125 mg，0.20 mmol）

和碳酸铯（847 mg，2.6 mmol）加入到 50 mL Schlenk 瓶中，真空置换氩气三次。再将甲

苯（20 mL）和 N-甲基哌嗪（0.5 mL，3.81 mmol）加入体系，并混合均匀。反应混合物

在惰性气体氛围中 110℃搅拌反应 24 h。在 TLC 确定反应抵达终点后，将反应液降至室

温，并用饱和碳酸钠水溶液洗涤三次，无水硫酸镁干燥有机层，并减压除去溶剂。剩余

固体通过硅胶柱层析分离色谱纯化，流动相为二氯甲烷、甲醇和三乙胺的混合溶液

（v/v/v=40: 1: 1），获得最终产物 Lyso-R（136 mg，42%）。HRMS (ESI, TOF) m/z calcd 

for C30H33N4O3 [M+H]+: 497.2553; found: 497.2549 (z = 1). 1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 

8.01 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.79 – 7.61 (m, 2H), 7.17 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 6.76 (d, J = 1.6 Hz, 2H), 

6.74 – 6.59 (m, 4H), 3.31 (s, 8H), 2.58 (s, 8H), 2.34 (s, 6H). 13C NMR (100 MHz, CD3OD) δ 

171.0, 153.8, 135.5, 130.6, 129.6, 126.0, 125.2, 113.0, 110.7, 102.6, 96.9, 55.2, 48.2, 45.9. 

 

 
 

季铵化哌嗪罗丹明（MPR，4-3）：将 Lyso-R（6.3 mg，0.013 mmol）溶解于 2.5 mL

乙腈，加入 4 mL 离心管中，然后逐滴加入碘甲烷（37.5 μL，0.17 mmol）。将离心管至

于摇床上室温反应 2 d。在反应结束后，将 5 mL 乙醚加入反应液中，析出的白色固体通
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过离心收集，离心转速为 3000 rpm/min，持续时间为 10 min。收集的粗产物通过甲醇和

乙醚（v/v = 1: 2）混合液体洗涤三次，并真空干燥获得 MPR（浅粉色粉末，6.1 mg，产

率 61.6%）。HRMS (ESI) m/z calcd for C32H38N4O3 [M2+]: 263.1467; found: 263.1462 (z = 

2). 1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 8.00 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.79 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.72 (t, J 

= 7.5 Hz, 1H), 7.19 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 6.87 (s, 2H), 6.80 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.62 (d, J = 8.8 

Hz, 2H), 3.61 (s, 8H), 3.53 (s, 8H), 3.18 (s, 12H); 13C NMR (126 MHz, DMSO) δ 168.69, 

152.39, 151.78, 151.14, 151.11, 135.62, 130.16, 128.66, 126.09, 124.73, 123.77, 111.87, 

109.40, 101.65, 82.70, 59.79, 50.28, 41.24. 

 

 
 

季铵化哌嗪罗丹明细胞膜探针（Mem-R，4-4）：将 Lyso-R（82.3 mg，0.17 mmol）

溶解于 9.7 mL 乙醇，加入碳酸氢钠（174 mg，2.1 mmol）和 1-溴代十六烷（1.52 mL，

5.0 mmol）。混合物搅拌回流反应 36 h。通过 TLC 监测反应进行完毕后，真空除去溶

剂。粗产品使用硅胶柱层析色谱分离，流动相为二氯甲烷、甲醇、正己烷和乙酸（v/v/v/v，

30:1:5:1）。获得的产物再进一步用制备级高效液相色谱（设备 C）纯化，流动相为甲醇、

水和三氟乙酸的混合溶剂，梯度淋洗条件：0-4 min，90:10:0.1（v/v/v）；4-∞ min，94:6:0.1

（v/v/v）。收集的产物溶液在真空中干燥后，获得 Mem-R（粉红色粉末，15 mg，产率

7.7%）。高效液相色谱分析显示产物纯度为 91.3%，采用设备 A 梯度淋洗，溶剂为甲醇

和水（包含 0.1%乙酸和 0.1%三乙胺）混合体系，比例从 9:1 到 10:0（v/v），1 mL/min，

tR = 8.28 min。HRMS (ESI) m/z calcd for C62H98N4O3
2+ [M2+]: 473.3814; found 473.3813 (z 

= 2). 1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 8.02 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.85 – 7.70 (m, 2H), 7.21 (d, J = 

7.6 Hz, 1H), 6.90 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 6.83 (dd, J = 9.0, 2.2 Hz, 2H), 6.65 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 

3.76 (s, 8H), 3.56 (s, 8H), 3.48 – 3.40 (m, 4H), 3.13 (s, 6H), 1.72 (s, 4H), 1.24 (s, 52H), 0.87 – 

0.82 (m, 6H). 13C NMR (126 MHz, DMSO) δ 168.65, 151.87, 151.22, 135.54, 130.12, 128.60, 

126.15, 124.76, 123.82, 118.01, 115.64, 111.85, 109.49, 101.60, 62.74, 58.44, 45.72, 41.05, 

31.25, 29.01, 28.98, 28.96, 28.90, 28.78, 28.66, 28.47, 25.76, 22.04, 20.89, 13.86. 

4.3.3  4-MPR-COOH 的合成步骤 
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羧基衍生哌嗪罗丹明（4-5，4-PR-COOH）：将间（N-甲基哌嗪）苯酚（500 mg，

2.60 mmol）与间羧基邻苯二甲酸酐（250 mg，1.30 mmol）溶解于甲基磺酸中（2 mL）。

反应混合物在 150℃搅拌反应 12 h。反应完毕后，降至室温，将反应混合物倒入乙醚，

并分离生成的紫色沉淀。粗产品使用硅胶柱层析色谱纯化，流动相为二氯甲烷、甲醇和

三乙胺的混合溶液（20:1:0.1，v/v/v）。获得的产品（400 mg，产率 56%）是 4'/5'位置异

构体混合物，比例约为 3:1。单一异构体 4-PR-COOH 通过制备级高效液相色谱（设备

C）纯化，流动相为甲醇和水（含有 0.1%三氟乙酸）混合溶液。4-PR-COOH: HRMS (ESI) 

m/z calcd for C31H33N4O5
+ [M+]: 541.2445; found 541.2428 (z = 1). 1H NMR (400 MHz, 

DMSO) δ 8.38 (s, 1H), 8.27 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.73 (d, J = 12.3 Hz, 

4H), 6.57 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 3.23 (s, 8H), 2.47 (s, 8H), 2.24 (s, 6H). 13C NMR (101 MHz, 

DMSO) δ 168.67, 166.92, 155.80, 153.08, 152.38, 136.50, 128.97, 127.11, 125.67, 124.59, 

112.11, 108.27, 101.38, 84.05, 54.64, 47.46, 45.98. 

 

 
 

羧基衍生季铵化哌嗪罗丹明（4-7，4-MPR-COOH）：将 4-PR-COOH（100 mg，0.18 

mmol）和碳酸钾（512 mg，3.70 mmol）溶于 20 mL DMF 中，向混合溶液中滴加碘甲烷

（460 μL，7.40 mmol）。反应混合物在室温搅拌下反应，并使用 TLC 监测反应进程。

当反应结束后，将 40 mL 乙醚加入反应混合液中，收集析出的粉色固体。粗产品用 30 

mL 甲醇和 60 mL 乙醚的混合溶液清洗三次，获得产物 4-6 溶解于 4 mL 甲醇溶液，加入

5 mol/L NaOH 水解。混合物于 30℃搅拌反应 4 h。接着，真空除去反应混合物中的溶剂，
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通过制备级高效液相色谱（设备 C）纯化，流动相为 35%（v/v）甲醇和 65%（v/v）水

（含有 0.1%三氟乙酸）。产物的阴离子通过离子交换树脂（Sangon，A501840）置换为

氯离子。纯化干燥完毕的产物 4-MPR-COOH 为粉红色粉末（20 mg，产率 15%）。HRMS 

(ESI) m/z calcd for C33H38N4O5
2+ [M2+]: 285.1416; found 285.1411 (z = 2). 1H NMR (500 MHz, 

DMSO) δ 8.41 (s, 1H), 8.30 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.23 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.89 (s, 2H), 6.82 (d, 

J = 9.0 Hz, 2H), 6.69 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 3.63 (s, 8H), 3.54 (s, 8H), 3.20 (s, 12H). 13C NMR 

(126 MHz, DMSO) δ 168.27, 166.42, 151.72, 151.18, 136.16, 128.81, 126.32, 125.26, 123.64, 

118.56, 116.16, 111.87, 109.03, 101.62, 82.79, 59.79, 50.25, 41.21. 

4.3.4  Mem-TMR 的合成步骤 

 

 
 

哌嗪衍生四甲基罗丹明（4-9；4-10，4-P-TMR）：四甲基罗丹明羧基衍生物 TMR-

COOH（4-8）按照文献[36]的方法合成。将 TMR-COOH（异构体混合物，200 mg，0.46 

mmol），碳酸氢钠（196 mg，2.32 mmol），HOBt（76 mg，0.56 mmol）和 EDCI（107 

mg，0.56 mmol）溶解于干燥的二氯甲烷（4 mL）中，再加入 N-甲基哌嗪（93 μL，83 

mmol）。将反应混合物于室温条件下搅拌反应 12 h。待反应结束后，使用饱和食盐水洗

涤反应混合液，无水硫酸钠干燥，真空除去溶剂。获得的粗产品使用硅胶柱层析色谱纯

化，流动相为二氯甲烷、甲醇和三乙胺（100/1/1，v/v/v）。获得的产品为 4'/5'-位置异构

体混合物(4-9 和 4-10)。单一异构体 4-P-TMR 可通过制备级高效液相色谱（设备 C）纯

化，流动相为水（0.1%三氟乙酸）和甲醇（41:59，v/v）的混合溶剂。HRMS (ESI) m/z 

calcd for C30H33N4O4
+ [M+]: 513.2496; found 513.2500 (z = 1). 1H NMR (400 MHz, DMSO) 

δ 11.70 (s, 1H), 8.26 (s, 1H), 7.92 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.18 – 7.05 (m, 

4H), 6.99 – 6.95 (m, 2H), 4.60 (s, 1H), 3.43 (s, 20H), 2.80 (s, 3H). 13C NMR (126 MHz, DMSO) 

δ 167.70, 165.67, 156.83, 156.71, 136.70, 131.41, 130.83, 130.78, 130.52, 129.39, 114.54, 

112.86, 96.20, 51.79, 41.97, 40.51. 
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四甲基罗丹明膜探针（4-11，Mem-TMR）：取上一步获得的异构体混合物（4-9 和

4-10，30 mg，0.06 mmol），NaI（26 mg，0.17 mmol）溶解于干燥的乙醇（3.45 mL）

中。当异构体完全溶解后，向混合液中加入溴代十六烷（45 μL，0.15 mmol）。将反应

混合物加热至回流，搅拌反应 36 h。通过 TLC 确定反应终点后，减压除去溶剂。粗产品

使用硅胶柱层析色谱纯化，流动相为二氯甲烷、甲醇和冰乙酸（60/1/3，v/v/v）的混合溶

剂。异构体混合物通过制备级高效液相色谱（设备 C）分离，流动相为甲醇、水和三氟

乙酸（85:15:0.1，v/v/v）的混合溶剂。产品 Mem-TMR 是深红色油状液体（~5 mg，产率

~9%）。HPLC（设备 B）鉴定纯度大于 99%，鉴定流动相为甲醇、水和三氟乙酸（83:17:0.1，

v/v/v）的混合溶剂，0.8 mL/min，tR = 10.9 min。HRMS (ESI) m/z calcd for C46H65N4O4
+ 

[M+]: 737.5006; found 737.4999 (z = 1). 1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 8.20 (s, 1H), 7.91 (d, 

J = 9.4 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.20 – 7.04 (m, 4H), 7.00 (d, J = 2.2 Hz, 2H), 3.88 (t, 

J = 6.1 Hz, 2H), 3.34 (s, 8H), 3.28 (s, 12H), 2.77 (s, 3H), 1.29 – 0.82 (m, 31H). 

 

4.3.5  季铵化哌嗪取代萘酰亚胺及其二甲氨基对比物的合成步骤 

 

 
 

二甲氨萘酰亚胺（4-13，DM-Naph）：中间体 4-12 按照文献[188]的方法合成。将中

间体 4-12（200 mg，0.55 mmol）溶解于 6.5 mL 的乙二醇甲醚中，并加入 33%二甲胺溶
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液（3.75 g，27.46 mmol）。将反应混合物置于 40℃下搅拌反应 1 h，然后升温至 90℃继

续反应。当 TLC 监测反应到终点后，减压除去溶剂，获得深红色油状产品。粗产品使用

硅胶柱层析色谱纯化，流动相为二氯甲烷。产物 DM-Naph 为亮黄色固体（88 mg，产率

48.8%）。HRMS (ESI) m/z calcd for C18H21N2O4
+ [M+H]+: 329.1496; found: 329.1489 (z = 

1). 1H NMR (500 MHz, DMSO) δ 8.50 – 8.45 (m, 1H), 8.43 (dd, J = 7.3, 0.9 Hz, 1H), 8.30 (d, 

J = 8.3 Hz, 1H), 7.73 (dd, J = 8.4, 7.4 Hz, 1H), 7.18 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.59 – 4.52 (m, 1H), 

4.21 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.63 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.46 (d, J = 2.7 Hz, 4H), 3.08 (s, 6H). 13C 

NMR (126 MHz, DMSO) δ 163.61, 162.92, 156.54, 132.27, 131.53, 130.55, 129.58, 124.92, 

124.12, 122.16, 113.10, 112.90, 72.06, 66.96, 60.15, 44.33, 38.47. 

 

 
 

哌嗪萘酰亚胺（4-14，P-Naph）：在惰性气体氛围下，将中间体 4-12（500 mg，1.37 

mmol）于干燥的碳酸钾（296 mg，2.14 mmol）共同加入到 schlenk 反应瓶中，加入干燥

的 DMF 作为溶剂。待中间体溶解后，在惰性气体氛围下加入 N-甲基哌嗪（1.58 mL，

13.73 mmol）。将反应混合物加热至 60℃，搅拌反应 1 h，接着再加热至 80℃，再搅拌

反应 1 h。利用二氯甲烷萃取混合物中的产物，收集有机相，饱和食盐水洗涤，无水硫

酸镁干燥，减压除去溶剂。粗产品使用硅胶柱层析色谱纯化，采用梯度流动相：二氯甲

烷，二氯甲烷和甲醇（30:1，v/v）混合溶剂。产品 P-Naph 为黄色固体（156 mg，产率

29.6%）。HRMS (ESI) m/z calcd for C21H26N3O4
+ [M+H]+: 384.1918; found: 384.1913 (z = 

1). 1H NMR (500 MHz, DMSO) δ 8.45 (dd, J = 7.2, 0.8 Hz, 1H), 8.43 – 8.39 (m, 1H), 8.37 (d, 

J = 8.1 Hz, 1H), 7.79 (dd, J = 8.3, 7.4 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 4.55 (s, 1H), 4.22 (t, J 

= 6.6 Hz, 2H), 3.64 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.46 (d, J = 2.4 Hz, 4H), 3.23 (s, 4H), 2.64 (s, 4H), 2.31 

(s, 3H). 13C NMR (126 MHz, DMSO) δ 163.54, 162.99, 155.66, 132.20, 130.64, 130.52, 129.10, 

125.95, 125.23, 122.44, 115.33, 115.01, 72.06, 66.93, 60.14, 54.58, 52.46, 45.68, 38.55. 
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季铵化哌嗪萘酰亚胺（4-15，MP-Naph）：将 P-Naph（30 mg，0.078 mmol）溶解于

1.45 mL DMF 中，加入碘甲烷（98 μL，1.78 mmol）。将反应混合物加入至 30℃，搅拌

反应 6 h。待反应完毕后，离心收集生成的固体析出物，离心转速为 6000 prm/min，时间

为 5 min。用二氯甲烷洗涤析出沉淀三次，粗产品通过丙酮（含有 10%水）重结晶，产

品 MP-Naph 为黄色固体（11.8 mg，产率 28.7%）。HRMS (ESI) m/z calcd for C22H28N3O4
+ 

[M]+: 398.2074; found: 398.2075 (z = 1). 1H NMR (500 MHz, DMSO) δ 8.51 (d, J = 8.1 Hz, 

2H), 8.48 – 8.44 (m, 1H), 7.86 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.56 (s, 1H), 4.22 

(t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.78 (s, 4H), 3.65 – 3.57 (m, 6H), 3.46 (s, 4H), 3.34 (s, 6H); 13C NMR (126 

MHz, DMSO) δ 163.48, 162.97, 153.69, 131.92, 130.85, 130.38, 128.95. 126.51, 125.37, 

122.57, 116.83, 116.35, 72.06, 66.91, 60.79, 60.14, 46.04, 38.66. 

4.3.6  季铵化哌嗪取代硝基苯并二噁唑及其二甲氨基对比物的合成步骤 

 

 
 

二甲氨 NBD（4-17，DM-NBD）：将商品化中间体 4-16（200 mg，1.00 mmol）溶

解于 9.6 mL 二氯甲烷中，依次加入三乙胺（208 μL，1.50 mmol）和 33%二甲胺水溶液

（205 mg，1.5 mmol）。反应混合物于室温搅拌反应 1.5 h。在反应完成后，加入正己烷，

离心收集析出的沉淀，离心转速为 4000 rpm/min，离心时间为 5 min。粗产品通过硅胶

柱层析色谱纯化，流动相为二氯甲烷。真空除去溶剂并干燥后获得产品，产品为橙色固

体（110 mg，产率 52.7%）。HRMS (ESI) m/z calcd for C8H9N4O3
+ [M+H]+: 209.0669; found: 
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209.0666 (z = 1). 1H NMR (500 MHz, DMSO) δ 8.46 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 6.36 (d, J = 9.2 Hz, 

1H), 3.60 (s, 6H). 13C NMR (126 MHz, DMSO) δ 146.58, 144.83, 144.75, 136.14, 119.69, 

102.14, 54.87. 

 

 
 

哌嗪 NBD（4-18，P-NBD）：将中间体 4-16（500 mg，2.51 mmol）溶解于 24 mL

二氯甲烷中，依次加入三乙胺（522 μL，3.76 mmol）和 N-甲基哌嗪（420 μL，3.76 mmol）。

反应混合物于室温搅拌反应 1.5 h。在反应完成后，加入正己烷，离心收集析出的沉淀，

离心转速为 4000 rpm/min，离心时间为 20 min。粗产品通过硅胶柱层析色谱纯化，流动

相为二氯甲烷和甲醇（30:1，v/v）混合溶液。真空除去溶剂并干燥后获得产品，产品为

深红色固体（190 mg，产率 28.8%）。HRMS (ESI) m/z calcd for C11H14N5O3
+ [M+H]+: 

264.1091; found: 264.1085 (z = 1). 1H NMR (500 MHz, DMSO) δ 8.45 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 

6.66 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 4.12 (s, 4H), 2.58 – 2.54 (m, 4H), 2.25 (s, 3H). 13C NMR (126 MHz, 

DMSO) δ 145.28, 144.79, 144.73, 136.22, 121.09, 103.55, 54.15, 49.20, 45.20. 

 

 
 

季铵化哌嗪 NBD（4-19，MP-NBD）：将 P-NBD（50 mg，0.19 mmol）溶解于 1.18 

mL DMF 中，加入碘甲烷（236 μL，3.80 mmol）。反应混合物于 30℃搅拌反应 2 h。在

反应结束后，加入乙醚，3000 rpm/min 离心收集析出沉淀。粗产品用乙醚洗涤一次，二

氯甲烷洗涤三次，真空干燥。最终产品 MP-NBD 为红褐色固体（58 mg，产率 75.4%）。

HRMS (ESI) m/z calcd for C12H16N5O3
+ [M]+: 278.1248; found: 278.1240 (z = 1). 1H NMR 

(500 MHz, DMSO) δ 8.61 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.83 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 4.51 – 4.41 (m, 4H), 
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3.76 – 3.68 (m, 4H), 3.29 (s, 6H). 13C NMR (126 MHz, DMSO) δ 144.76, 144.61, 144.52, 

136.14, 123.27, 105.10, 59.69, 50.92, 43.14. 

4.4  实验方法 

4.4.1  季铵化哌嗪染料及其二甲氨类似物的光谱研究 

染料通常预先配制成 1 mM 的 DMSO 溶液，而光谱测试的样品通过在预设的溶剂

内稀释上述溶液获得。对于绝大多数本章的光谱研究，样品的浓度为 0.5 μM，减少重吸

收等荧光分子之间的互相干扰过程的影响。所有的测量都在 1 cm 光程的比色皿中完成。

紫外可见吸收光谱和荧光光谱的测试仪器与 3.4.1 节描述的仪器相同（精确度为± 1 nm）。

荧光寿命的测量设备是 DeltaFlex 时间分辨单分子计数系统（time correlated single photon 

count system，TCSPC system），装配有脉冲 NanoLED-455 光源。 

MPR 和 MP-NBD 在超纯水（MilliQ water）以及 HP-Naph 在 pH = 4.0 水溶液中的荧

光量子产率的测量设备是绝对荧光量子产率仪（Hamamatsu C11347）。其余染料的荧光

量子产率测量结果为相对值，其参比为上述已获得绝对荧光量子产率的三种染料及在乙

醇中的罗丹明 B(酸性形式，0.49)[189]。通过文献[190]推倒的相对荧光量子产率计算方程如

下： 

Φୱ ൌ Φୱ୲ ൈ
୅౩౪
୅౩
ൈ ୍౩

୍౩౪
ൈ ௡౩మ

௡౩౪
మ       (4.1) 

Φs 和 Φst 分别为样品和参比的荧光量子产率。Ast 和 As 为在激发波长处参比及样

品的吸收值。Is 和 Ist为样品及参比在被激发后的荧光光谱积分面积。ns 和 nst 为样品和

参比溶剂的折光率。 

在光谱实验中，PBS 是磷酸缓冲液（10 mM，pH 7.4），水为超纯水（pH ≈ 7）。通

过盐酸和氢氧化钠水溶液调节相关溶液的 pH 到 4.0 或者 12.0。 

非辐射跃迁速率通过下面的方程组计算： 

݇୰ ൌ
஍

ఛ
  (4.2) 

݇୬୰ ൌ
ଵ

ఛ
െ ݇୰   (4.3) 

其中，kr 是染料的辐射跃迁速率；Φ 是染料的荧光量子产率；τ 是染料的荧光量子

产率；knr是染料的非辐射跃迁速率。 
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4.4.2  成像显微镜的类型 

单分子与超分辨成像均通过 3.4.2 节描述的全内反射倒置荧光显微镜完成。共聚焦

成像及共定位分析的显微镜为 Olympus FV1000 共聚焦显微镜（3.4.6 节描述显微镜）或

者 Olympus FV1000MPE 共聚焦显微镜（工作于单光子模式）。当使用 FV1000MPE 显

微镜时，工作的物镜为 UPLASAPO 60x 油镜。 

4.4.3  MPR 和 TMR 的抗体标记方法 

4-MPR-COOH 通过两步反应标记到抗体蛋白分子上：1）通过 N-羟基琥珀酰亚胺活

化羧基；2）连接抗体蛋白的 α-氨基。下文介绍一例典型的标记实验流程。 

将 4-MPR-COOH 的 DMSO 溶液（2.5 μL，20 mg/mL）与 NHS（1.2 e.q.）及二异丙

基乙基胺（1.2 e.q.）混合，加入 EDCI（1.2 e.q.）。将装有反应混合物的离心管置于摇床

（ZWY-100H，ZHICHENG）摇晃反应 1 h。同时，将 0.1 mg 山羊源抗兔抗体（Solarbio 

or Bioss）溶解于 40 μL PBS 中，加入 5 μL 0.9 M 碳酸氢钠水溶液，将其 pH 值调节至

8.0-8.5。按照设定的蛋白和染料的反应比例，计算好需要转移的染料反应液的体积。在

酯缩合反应完毕后，按照预先算好的比例将活性酯反应液加入到蛋白溶液中。蛋白标记

也是在相同的摇床上进行，室温反应 1 h。不稳定的标记通过 1.5 M 盐酸羟胺水溶液（pH 

= 8.0，10 μL）猝灭，猝灭反应在室温下进行 0.5 h。多余为标记的染料通过装有 Sephadex 

G25 树脂的离心式蛋白纯化柱纯化，纯化进行多次直至样品测量的染料蛋白比不再变化。 

单分子分析实验和超分辨成像实验需要使用不同标记比例的抗体[35],[40]。单分子实

验需要标记比例较低的抗体，减少不同分子信号重叠的可能；超分辨成像实验需要高标

记密度的抗体，提升最终重构的完整性。 

在单分子分析实验中（图 4.10、4.11 和 4.12 及表 4.5）使用的 MPR-IgG 的染料蛋白

比为 0.33，图 4.17 的微管免疫标记也使用了该标记比的抗体；剩余所有的超分辨成像实

验（图 4.14、4.15 和 4.16）使用的 MPR-IgG 的染料蛋白比为 2.1。 

对比四甲基罗丹明标记的二抗的标记使用了商品化的 5-羧基四甲基罗丹明 N--羟基

琥珀酰亚胺酯（s42973，yuanye），按照标准的标记方法标记。在单分子分析实验中（图

4.10、4.11 和 4.12 及表 4.5）使用的 TMR-IgG 的染料蛋白比为 0.31，图 4.17 的微管免

疫标记也使用了该标记比的抗体；剩余所有的超分辨成像实验（图 4.14、4.15 和 4.16）

使用的 MPR-IgG 的染料蛋白比为 3.0。 

4.4.4  MPR-IgG 和 TMR-IgG 的单分子实验 

标记有荧光团的抗体分子在 PBS 中稀释，并吸附到预先清洁（按照 3.4.3 节描述方

法清洁）过的盖玻片（Fisherbrand, 12-545-102）上。未吸附的抗体分子通过三次 PBS 洗
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涤除去。成像时的单分子信号密度为 0.03-0.11 μm-2，避免了不同单分子信号之间的重叠。

单分子成像时使用了两种成像缓冲液体系：（A）磷酸盐缓冲液（PBS，pH = 7.4），不

含有其它成像增强剂；（B）成像液体系，TN 缓冲液（50 mM 三羟甲基氨基甲烷（tris），

pH 8.0；10 mM NaCl）含有 200 mM 巯基乙胺（MEA）。单分子成像采用 3.4.2 节描述

的全内反射倒置荧光显微镜。单分子成像帧收集频率为 100 Hz，在每种缓冲液体系中，

每个样品在每种 532 nm 激光照明条件（100, 200, 500, 1000 和 2000 W/cm2）下成像三

次。 

获得的单分子成像数据采用第 2 章开发的软件进行后处理分析；统计按照第 2 章

的分子采样方式完成。 

4.4.5  HeLa 细胞培养及 LAMP1-mGFP 质粒转染 

HeLa 细胞按照 3.4.5 节描述的方法培养。 LAMP1-mGFP 质粒由 Esteban 

Dell'Angelica[191]贡献（Addgene plasmid 34831）。溶酶体共定位实验中（图 4.23），HeLa

细胞按照标准方法通过 Lipofectamine 2000（Invitrogen）脂质体瞬时转染 LAMP1-mGFP

质粒。 

4.4.6  溶酶体共定位分析及细胞膜共聚焦成像的染色方法 

HeLa 细胞预先转移到玻璃底细胞培养皿（Cellvis, D29-20-1.5-N）培养 1-2 天，染色

前细胞的汇合度达到 70-90%。成像前使用含有 0.2 μM Lyso-R、5 μM Mem-R（0.5% DMSO）

或者 10 μM Mem-TMR（0.5% DMSO）的培养基对 HeLa 细胞染色 5 min。对于细胞膜成

像，多余的未标记染料通过 PBS 洗涤三次除去。成像采用的培养基为含有 10%胎牛血

清的 DMEM。 

4.4.7  季铵化哌嗪染料及其对比标识物超分辨成像的染色方法 

在超分辨成像实验中，HeLa 或者 MCF-7 细胞预先转移到预清洁的盖玻片上培养 1-

2 天，在染色前细胞的汇合度达到 70-90%。 

（1）微管免疫荧光标记 

HeLa 细胞按照文献给出的方法进行固定及免疫标记[160],[192]。具体方法如下： 

固定：首先使用补充有 4 mM EGTA 的 BRB 缓冲液（0.25% Triton X-100, 80 mM 

PIPES, pH = 6.8, 1 mM MgCl2 and 1 mM EGTA）处理 HeLa 细胞 10 s，螯合清除细胞内

的钙离子。待处理完毕后，迅速加入含有 0.5%的戊二醛 BRB 缓冲液在室温下固定细胞

10 min。固定过程产生的背景噪音荧光信号通过新鲜配置的 0.1%硼氢化钠（PBS）猝灭，

处理时间为 7 min。在进行免疫标记前，剩余的固定液通过一次 PBS 洗涤除去。 
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免疫染色：将一抗（rabbit polyclonal antibody against α-tubulin，Beyotime，AF001）

在 30% NGS 中以 1:100（v/v）体积比稀释后对 HeLa 细胞微管进行标记，在 4℃下标记

12 h。未标记的一抗蛋白通过三次 PBST（含有 0.1% Tween-20 的 PBS 缓冲液）洗涤除

去。采用 4.4.3 节中荧光染料标记的抗体作为二抗，对一抗饱和标记，标记浓度为~20 

mg/L，在 4℃下标记 2 h。未标记的二抗通过三次 PBST 洗涤除去。成像液为含有 200 

mM 巯基乙胺的 TN 缓冲液（50 mM Tris，pH 8.0，10 mM NaCl）。 

（2）活细胞细胞膜和溶酶体标记 

细胞膜：成像前使用含有 20 μM Mem-R 的培养基（含有 5% DMSO）对 HeLa 细胞

染色 5 min。未标记上的游离染料通过三次 PBS 洗涤除去。成像液是普通的细胞培养基，

并且不包含任何成像添加剂，例如，不含有酚红的 RPMI 1640（10%FBS）。 

溶酶体：成像前使用含有 0.5 μM Lyso-R 的培养基（含有 0.05% DMSO）对 HeLa 细

胞染色 5 min。染色完毕后，直接替换普通细胞培养基进行成像观察，不额外添加任何

成像添加剂。 

亚细胞器成像比较实验：对于图 4.20 的实验，成像前使用含有 1 μM Mem-R（0.5% 

DMSO）或者 1 μM Mem-TMR（0.5% DMSO）的培养基对 HeLa 细胞染色 5 min。在染

色完毕后，将多余染料通过 PBS 洗涤三次除去。在成像前，细胞培养基替换为新鲜配置

的含有 10% FBS 的普通细胞培养基，不添加任何成像添加剂。 

对于图 4.25 的比较实验，成像前使用含有 0.5 μM Lyso-RH（0.05% DMSO）、0.5 

μM LysoTracker Red（0.05% DMSO）的培养基对 HeLa 细胞染色 5 min。成像时，替换

新鲜不含有酚红的 RPMI 1640（10%FBS）培养基，不添加任何成像添加剂。 

4.4.8  溶酶体共定位分析及细胞膜共聚焦荧光成像 

在细胞膜成像实验中，分别使用 515 nm 和 559 nm 激光激发 Mem-R 和 Mem-TMR。

在溶酶体共定位成像实验中，使用 488 nm 和 559 nm 激光激发 mGFP 和 Lyso-RH，两束

激光在序列模式下工作，减少两种荧光染料光谱重叠对共定位带来的干扰。在共定位实

验中，收集到的荧光信号通过 SDM 560 二向色镜拆分成双通道长短波长的荧光信号。

检测器收集荧光信号波长最后通过电流控制衍射光栅控制，设定 mGFP 接收波长范围为

500-530 nm，Mem-R 接收波长范围为 530-590 nm，Lyso-RH 接收波长范围为 570-600 

nm，Mem-TMR 接收波长范围为 565-640 nm。共定位实验的相关分析通过 Olympus 显

微镜供应商提供的软件完成。 

4.4.9  季铵化哌嗪染料及其对比标识物的超分辨成像 

（1）微管超分辨成像 
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在成像前，在弱的 532 nm 激光照明条件（< 1 W/cm2）下拍摄传统宽场荧光成像图。

超分辨成像使用 2 kW/cm2 532 nm 激光照明，激光的模式为倾斜照明模式[161],[162]。将绝

大多数荧光团分子转换到暗态后，于 50 Hz 频率记录样品的单分子闪烁信号，总计收集

15000 帧（图 4.14）或 20000 帧（图 4.15、4.16 和 4.17）数据。对比实验（图 4.16）中，

每种染料的成像在五个不同的细胞上进行，减少细胞之间的差异性给染料对比带来的干

扰。 

（2）活细胞细胞膜和溶酶体成像 

细胞膜：在全内反射照明模式下，以弱 532 nm 激光（< 1 W/cm2）激发收集传统荧

光成像图。收集完毕后，将激光器激发功率提升至~2 kW/cm2，并以 50 Hz 频率收集～

15000 帧图像数据。 

溶酶体：在倾斜照明模式下，以弱 532 nm 激光（< 1 W/cm2）激发获得传统荧光成

像图。将激发光功率提升至~2 kW/cm2，并在短时间内（<10 s）大部分荧光团转换至暗

态后，以 100 Hz 频率收集 10000 帧图像数据。将前 1000 帧数据用来重构（图 4.24b）

的溶酶体结构信息。 

亚细胞器成像比较实验：在 532 nm 激光（~2 kW/cm2）照明激发条件下，以 100 Hz

频率收集 10000 帧图像数据。对于细胞膜比较实验，激光工作于全内反射照明模式；对

于溶酶体比较实验，激光工作于倾斜照明模式。对于 Mem-R 与 Mem-TMR 及 Lyso-R 与

LysoTracker Red 比较实验，每种染料收集 10 组成像数据。 

4.4.10  季铵化哌嗪染料及其对比标识物超分辨成像的数据分析 

超分辨成像数据分析通过 ImageJ 软件[158]的 ThunderStorm 插件[140]或者自编写的

Matlab 代码完成（按照 ThunderStorm 的方法开发）。过对成像图像进行高斯滤镜差值

或者小波变换分析（级别：3，尺度：2），完成样品的单分子信号的候选分析。针对每

个单分子信号的 PSF，以二维高斯函数的积分形式作为数学模型，通过最小二乘法、权

重最小二乘法[143],[163]或者最大似然方法拟合获得定位数据。对于微管成像，定位数据中

连续重复出现的定位信息进一步合并处理。在部分成像中，获得的定位数据通过一个合

适的定位密度滤镜（2-5 定位/50 nm）过滤[164]，除去背景噪音干扰。定位数据中估算定

位精度通过 Thompson 方程 1.1 完成。定位数据中将不在焦面的数据过滤，将宽度过大

（> 1.3×median(sigma)）以及过小（< 0.7×median(sigma)）的数据排除。傅立叶环相关分

析（Fourier ring correlation (FRC) analysis）是通过文献[165]提供的 Matlab 代码完成的。 

为了分析图 4.24k 成像过程中荧光团分子存活率，该成像定位数据被分割成 10 组

横跨 10 s 时间的定位数据。统计每组定位数据的个数，以第一组数据的统计值作为基准
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归一化。图 4.24k 展示了获得数据的趋势线，表明了超分辨成像过程中存活单分子信号

的衰减过程。 

图 4.15、4.17 和 4.20 中的定位密度地图的分析软件是自编写的 Matlab 软件。密度

地图中每个位置的定位密度是以 100 nm 尺寸的圆统计定位方式计算获得。对于每个超

分辨成像结果，其结构上的定位密度定义为微管区域或者细胞膜边缘区域（从对应的宽

场荧光成像定义）定位密度平均值。在图 4.17a 和 4.21 的箱图展示了每种染料来源于 n 

≥ 5 成像结果的结构定位密度的统计分布。 

在图 4.25 和 4.16 中报道的单分子亮度和定位精度统计数据来源于 n ≥ 5 成像结果，

以减少不同细胞间差异带来的干扰。例如，图 4.25 的每组成像结果中，Lyso-RH 一致性

发出比 LysoTracker Red 更多的光子；为了减少干扰，将每个染料的所有结果一起统计

分析给出图 4.25 的结果，即 Lyso-RH 的平均单分子亮度为 650 个光子而 LysoTracker 

Red 的值为 449 个光子。作为对照，图 4.24h 的数据是由相对应的单次成像结果统计获

得。 

单分子追踪分析通过 U-Tracker[193]软件完成。对于单个分子追踪的上限距离为 3 个

像素点，对应于 480 nm。后续的数据处理以及图像给出分析是在自编写 Matlab 软件上

完成的。为了计算扩散系数，对所有持续时间超过 10 帧的单分子轨迹计算每个时刻的

均方位移（square displacement），按照单分子追踪实验的传统标准[3],[194],[195]，对前四个

时间间隔的数据进行线性拟合（MSD (0 < Δτ < 80 ms)）。为了简化最终的结果，持续时

间为 10-20 帧的单分子轨迹展示在图 4.19f 中。 

4.5  结果与讨论 

4.5.1  哌嗪取代染料的 pKa测量 

图 4.4 展示了对季铵化哌嗪罗丹明的质子化平衡过程的研究结果。因为罗丹明两边

取代的哌嗪基团是对称的，因此它们的质子化过程并不能够被区分[196],[197]，在滴定过程

中仅对应于一个转换过程。因为有两个可质子化的位点参与质子化过程，这个转换过程

使用 Hill 方程完成拟合[198],[199]。Lyso-R 和 4-PR-COOH 展示了相近的质子化平衡过程，

它们的 pK1/2 分别为 6.56 和 6.59。同时，Lyso-R 和 4-PR-COOH 的可见光吸收峰在滴定

过程中出现了蓝移，证实了季铵化的哌嗪的供电子性将会下降。 

图 4.5 展示了对 P-Naph 和 P-NBD 的质子化过程 pKa 的测量。P-Naph 和 P-NBD 的

pKa分别为 7.77 和 6.70，两种染料在质子化后均展现出良好的荧光增强。 

所有的哌嗪取代染料都可以在 pH = 4.0 的水溶液中几乎完全质子化，转换为对应的

质子季铵哌嗪染料（Lyso-RH、4-HPR-COOH、HP-Naph 和 HP-NBD）。 
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图 4.4 哌嗪罗丹明（Lyso-RH，左侧，a-d；4-PR-COOH，右侧，e-h）在 PBS 中的质子

化过程的 pK1/2 测量。光谱测定样品浓度为 0.5 μM。（a 和 e）展示了质子化过程的结

构变化示意图。随 pH 变化的荧光强度及荧光光谱分别展示在（b 和 f）以及（c 和

g）。蓝色线标示了 Hill 方程对荧光强度信号的拟合结果。（d 和 h）展示了随 pH 变化

的吸收光谱。 

Figure 4.4 Protonation pK1/2 measurements for piperazine rhodamines, Lyso-RH (left panel, 

a-d) and 4-PR-COOH (right panel, e-h) in PBS. Spectra were recorded at at a concentration of 

0.5 μM. Schematic illustrations of protonation processes are presented in (a) and (e). The 

normalized fluorescence (b and f) and the corresponding fluorescent spectra (c and g) as a 

function of pH. The blue line shows the fit acquired from the Hill equation[198],[199]. The 

absorption spectra (d and h) as a function of pH. 
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图 4.5 HP-Naph（a）和 HP-NBD（b）在 PBS 中的质子化 pKa测量。每组图的左侧展示

了质子化过程的结构变化示意图。中间列图展示了随溶剂 pH 变化的归一化荧光强度。

蓝色线展示了对相关强度使用 Henderson-Hasselbalch 方程拟合的结果。右侧图展示了

随 pH 变化的荧光光谱。 

Figure 4.5 Protonation pKa measurements for (a) HP-Naph and (b) HP-NBD in PBS. Left 

column shows the schematic illustration of the protonation process of HP-Naph and HP-NBD. 

Middle column plots the normalized fluorescence as a function of the pH of the solvent. The 

blue line shows the fit acquired from Henderson-Hasselbalch equation. Right column shows 

the corresponding fluorescent spectra upon a series of pH. 

 

4.5.2  季铵化哌嗪取代染料与二甲氨类似物的光谱测量及亮度比较 

新加坡科技设计大学刘晓刚教授课题组对季铵化哌嗪取代的罗丹明及二甲氨罗丹

明进行了理论计算。根据计算结果，季铵化哌嗪取代基显示出较高离子化能（vertical 

ionization energey），因此其供电子能力较通常的氨基取代基更弱；并且季铵化哌嗪取代

染料比传统二甲氨取代染料更难以进入 TICT 状态。理论计算结果显示季铵化哌嗪取代

染料可能具有更高的亮度。 

与理论计算结果预期一致，光谱研究结果显示采用季铵化哌嗪策略的染料在水中

的亮度比其二甲氨取代对比物的亮度更高。表 4.1 列出了在本章中研究的季铵化哌嗪策

略母体染料及其对比化合物二甲氨取代染料在水中光谱性质。 
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表 4.1 季铵化哌嗪取代染料在水中的光谱性质 

Table 4.1 Spectroscopic properties of quaternary piperazine substituted fluorophores in 

aqueous solution. 

荧光团 NR2 染料 
λAb 

(nm) 
λEm 

(nm) 
Φ 

ε (× 104 
M-1cm-1) 

 

 
TMR 548 571 0.47 7.8a 

 
MPR 524 552 0.93 8.7 

 
Lyso-RHb 526 557 0.92 8.7 

       

 

 
DM-Naph 441 554 0.009 0.98 

 
MP-Naph 388 528 0.71 0.96 

 
HP-Naphb 387 531 0.65 1.0 

       

 

 
DM-NBD 499 558 

0.010 
(0.017)c 

3.6 

 
MP-NBD 469 539 

0.087 
(0.35)c 

2.1 

 
HP-NBDb 472 543 0.086 2.1 

a 引用自文献[41]；b 在 pH = 4 的水中测量；c 在 DMSO 中测量。 
 

表 4.2 其它季铵化哌嗪罗丹明和 Mem-TMR 的光物理性质。 

Table 4.2 Photophysical properties of other quaternary piperazine rhodamines and Mem-TMR 

in water 

Dye λAb(nm) λEm(nm) Φ ε (× 104 M-1cm-1) 

Lyso-Ra 546 571 0.032 7.5 

4-MPR-COOHb 526 555 0.96 7.8 

4-HPR-COOHc 529 556 ~1 8.0 

4-PR-COOHa 548 574 0.028 7.2 

Mem-Rb 
527 

(524)d 
552 

(545)d 
0.64 

(0.90)d 
1.9 

(8.6)d 

Mem-TMRb 560 585 0.21 2.0 

a 在 pH = 12.0 水溶液中测量； 
b 在超纯水（MilliQ water，pH ≈ 7）溶液中测量； 
c 在 pH = 4.0 水溶液中测量； 
d 在括号内的数据是染料的二氯甲烷溶液（含有 10%三氟乙酸）的测量结果。 
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在以罗丹明为荧光团的染料中，相比于传统的四甲基罗丹明 TMR（Φ = 0.47; ε = 7.8 

× 104 M-1cm-1），MPR 展现了显著提升的荧光量子产率（Φ = 0.93）和提高的摩尔消光

系数（ε = 8.7 × 104 M-1cm-1）；质子化季铵化的 Lyso-RH 也展现了相似的亮度提升（Φ 

= 0.92, ε = 8.7 × 104 M-1cm-1）。另一方面，与理论计算预期的季铵化哌嗪取代基削弱的

供电子能力相符，相比于 TMR，MPR 和 Lyso-RH 展现出吸收和发射光谱的蓝移。 

季铵化哌嗪取代的萘酰亚胺具有比二甲氨取代对比物更好的亮度。如表 4.1 所列，

二甲氨取代萘酰亚胺 DM-Naph 在水中的荧光很弱（Φ = 0.009; ε = 0.98 × 104 M-1cm-1）。

与此相反，季铵化哌嗪取代的萘酰亚胺展示了>70 的荧光亮度提升（MP-Naph，Φ = 0.71; 

ε = 0.96 × 104 M-1cm-1；HP-Naph，Φ = 0.65, ε = 1.0 × 104 M-1cm-1）。MP-Naph 和 HP-

Naph 的斯托克斯位移也比二甲氨取代类似物延长~ 30 nm。延长的斯托克斯位移可能来

源于激发态季铵化哌嗪取代基的轻微旋转。 

季铵化哌嗪策略设计的 NBD 染料也呈现出相似的亮度增加。例如，甲基季铵化哌

嗪取代 NBD（MP-NBD，Φ = 0.087; ε = 2.1 × 104 M-1cm-1）和质子季铵化哌嗪取代 NBD

（HP-NBD，Φ = 0.086; ε = 2.1 × 104 M-1cm-1）也展现出相对于二甲氨 NBD（DM-NBD，

Φ = 0.010, ε = 3.6 × 104 M-1cm-1）>8 倍的荧光增强。尽管如此，这些染料在水中的荧光

量子产率仍然很小，可能由于在 NBD 荧光团周围强烈的氢键作用[46]。而在非质子溶剂

中，氢键的影响将减少，MP-NBD 在 DMSO 溶剂中的量子产率提升至 0.35。 

图 4.6 展示了这些染料的吸收和荧光光谱，以及在相同条件下，季铵化哌嗪策略母

体染料的与其二甲氨类似物的荧光光谱的比较图。季铵化哌嗪取代策略显著提升了这些

荧光团的荧光亮度。P-NBD 在 DMSO 中由于没有质子季铵化的过程，它几乎没有荧光

信号。 

表 4.2 列出了其它在本章中出现染料在水中的光物理性质。4-MPR-COOH 和 4-HPR-

COOH 在水中也具有极高的荧光量子产率（0.96 和~1），这些结果与前面报道的季铵化

哌嗪策略罗丹明测量结果一致。4-PR-COOH 和 Lyso-R 在水中的荧光量子产率极低，可

能是由于它们在激发后能够进入非辐射跃迁的 TICT 态。由于季铵化哌嗪基团供电子能

力的削弱，4-MPR-COOH 和 4-HPR-COOH 相比于 TMR 显示出相似的光谱蓝移。另外

一方面，基于季铵化哌嗪策略开发的膜探针，Mem-R，在水溶液中的荧光量子产率（Φ 

= 0.64）适中，而且在水中的摩尔消光系数较小（ε = 1.9 × 104 M-1cm-1）。这可能是由于

Mem-R在水溶液中的聚集。将Mem-R置于抑制其聚集的二氯甲烷（含有 10%三氟乙酸）

体系中，Mem-R 展现出高荧光量子产率（Φ = 0.90）与摩尔消光系数（ε = 8.6 × 104 M-

1cm-1）。 
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图 4.6 基于季铵化哌嗪策略的荧光团的紫外可见吸收及荧光光谱。光谱测定样品溶解

于水中（pH ≈ 7），浓度为 10 μM。右侧的图比较了季铵化哌嗪荧光团和其二甲氨对比

类似物的荧光光谱。Lyso-RH，HP-Naph 和 HP-NBD 的光谱数据在 pH = 4.0 的水中测

量。 

Figure 4.6 UV-vis absorption and fluorescence spectra of fluorophores implemented 

quaternary piperazine strategy. Spectra were measured in water (pH ≈ 7) at a concentration of 

10 μM. Blue curves depict the absorption spectra, red solid curves depict the fluorescent 

spectra. The last plots on each row show the fluorescent comparison between quaternary 

piperazine fluorophores and its dimethylamino analog. The spectra of Lyso-RH, HP-Naph 

and HP-NBD were measured in pH = 4.0 water.  



大连理工大学博士学位论文 

- 123 - 

 
图 4.7 罗丹明染料在水中和缓冲液（PBS）中的吸收和荧光光谱。上图中，虚线展示了

在 PBS 中测量的光谱数据，而实线展示了在水中测量的光谱数据；绿色线对应于吸收

光谱，红色线对应于荧光光谱。由于 Lyso-R 和 4-PR-COOh 的荧光太弱，本分析排除

它们的荧光光谱。 

Figure 4.7 Absorption and fluorescent spectra of studied rhodamines in water and buffer 

(PBS). For all plots, the dashed lines show spectra measured in PBS and the solid lines show 

those spectra measured in water; the green curves plot absorption spectra and the red curves 

plot fluorescence spectra. Since the fluorescence of Lyso-R and 4-PR-COOH were too weak, 

their fluorescent spectra were not included in this study. 

 

图 4.7 展示了季铵化哌嗪罗丹明（MPR，Lyso-RH，4-MPR-COOH，4-HPR-COOH）

和类似物（TMR，Lyso-R, 4-PR-COOH）在水中和在缓冲液条件（PBS）下测量光谱的
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比较。这些染料在两种条件下的光谱重叠良好（几乎完全一致），该结果表明这些荧光

团在水中和在缓冲液中的光物理性质相似。 

4.5.3  季铵化哌嗪策略提升亮度的机制探究 

为了探究季铵化哌嗪策略提升亮度的机制，测量了季铵化哌嗪罗丹明 Lyso-RH 以及

TMR 在一系列质子化溶剂以及乙腈中的光谱性质。表 4.3 列出了在这些溶剂中染料的光

谱性质以及这些溶剂的性质（极性、氢键给体/受体能力和粘度）。非质子溶剂（乙腈除

外）不包含在这部分研究中，因为罗丹明染料在这些溶剂中不处于的两性离子/酸性形式，

并没有可见吸收发射[200]。 

 

表 4.3 Lyso-RH 和 TMR 在不同溶剂中的光谱性质 

Table 4.3 Spectroscopic properties of Lyso-RH, TMR in different solvents. 

染料 溶剂 λAb 
(nm) 

λEm 
(nm) 

Φ 
τ 

(ns) 

knr 
(× 10-2 
ns-1) 

Δfa αb βb πb 
ηc 

(cP) 
Zd 

Lyso-
RH 

Water 529 556 ~1 3.48 ~0 0.64 1.17 0.14 1.09 0.80 94.6 
MeOHe 530 556 0.92 3.52 2.3 0.62 0.93 0.66 0.58 0.54 83.6 
EtOHe 533 558 0.76 3.33 7.2 0.58 0.83 0.75 0.51 1.07 79.6 

n-PrOHe 536 560 0.67 3.37 9.8 0.55 0.78 0.90 0.52 1.95 78.3 
n-BuOHe 538 561 0.64 3.37 11 0.53 0.79 0.84 0.47 2.54 77.7 
Glycerole 541 565 0.61 3.28 12 0.53 0.93 0.67 1.04 934 82.7 

Acetonitrilee 534 559 0.97 3.44 0.9 0.61  0.19 0.40 0.75 0.37 71.3 

TMR 

Water 548 571 0.47 2.25 25 0.64 1.17 0.14 1.09 0.80 94.6 
MeOH 540 565 0.57 2.65 16 0.62 0.93 0.66 0.58 0.54 83.6 
EtOH 537 563 0.63 3.04 12 0.58 0.83 0.75 0.51 1.07 79.6 

n-PrOH 537 563 0.66 3.25 10 0.55 0.78 0.90 0.52 1.95 78.3 
n-BuOH 537 563 0.65 3.30 11 0.53 0.79 0.84 0.47 2.54 77.7 
Glycerol 554 577 0.64 3.24 11 0.53 0.93 0.67 1.04 934 82.7 

Acetonitrilef 551 573 0.52 2.56 19 0.61  0.19 0.40 0.75 0.37 71.3 
a Onsager 极性[201]: Δf = 2(ε-1)/(2ε+1) - 2(n2-1)/(2n2+1)； 
b 从参考文献[202]获得的溶剂 Kamlet-Taft 参数[203]–[205]； 
c从 CRC 手册获得数据[206]； 
d 从文献获得数据[207]； 

e质子化形式的 Lyso-RH 是通过对 Lyso-R 在这些溶剂中加入 0.1%三氟乙酸（TFA）质子化获得； 
f在乙腈中加入 0.1 % TFA，确保罗丹明处于具有可见吸收的两性离子/酸性形式。 

 

到目前为止，许多实验研究证实了对于不同荧光团均存在 TICT 态形成的可能，这

些有机荧光团包括萘酰亚胺[46],[208],[209]、罗丹明[182]–[185],[210]和香豆素[211]–[213]。TICT 态的

形成与溶剂的粘度与极性相关，前者抑制了向分子扭转态的旋转，而后者控制了整个过
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程的转动势垒和驱动能量。与上述 TICT 的机制预期一致，TMR 在中等极性以及粘性溶

剂中展现出显著降低的非辐射跃迁速率、增强的荧光量子产率和延长的荧光寿命。例如，

TMR 在水中的非辐射跃迁速率高达 0.25 ns-1，而在极性减弱的正丁醇和粘性甘油溶液

中，它的非辐射跃迁速率降低到 0.11 ns-1。在极性降低（或者粘度增加）溶剂中降低的

非辐射跃迁速率可归咎于增强的旋转能垒。与此一致的是，过去文献也详细研究了分子

扭转和平面状态对罗丹明 B 及其它罗丹明类似物在不同溶剂中的影响[182]–[185],[210]。 

值得注意的是，TMR 在粘性甘油中的量子产率仅为 0.64。在如此高的粘度下，TICT

态的形成应当被阻碍了，因此氢键作用可能在猝灭荧光过程中扮演了重要的角色。 

另一方面，Lyso-RH 在水中和在乙腈中具有接近完美的量子产率，这说明质子化季

铵化哌嗪策略避免了分子内扭转态形成、氢键作用及绝大多数其它的非辐射跃迁过程。 

 

 
图 4.8 溶剂分子和质子化氨基的氢键作用 

Figure 4.8 Hydrogen-bonding interactions between the protonated amine and solvent 

molecules. 

 

Lyso-RH 在不同溶剂中展现出不同的量子产率。Lyso-RH 的非辐射跃迁速率随着溶

剂极性减弱和溶剂粘度增加逐渐增强。这种强化的非辐射跃迁过程可能与在这些溶剂中

溶剂强化的氢键供体能力（β）及其削弱的季铵盐基团吸电子诱导效应有关。如图 4.8 所

示，季铵化哌嗪的质子可能与溶剂的供体原子形成氢键。如表 4.3 所列，极性稍弱的溶

剂具有增强的氢键供体能力，同时由于溶剂与哌嗪基团的氢键作用，造成哌嗪季铵化程

度的下降。这样导致罗丹明上芳香氨的供电能力恢复，稳定了激发态的分子扭转状态，

最后表现为 Lyso-RH 从水（knr = ~0 ns-1 和 Φ = ~1）到正丁醇（knr = 0.11 ns-1和 Φ = 0.64）

的增强非辐射跃迁速率及降低的荧光量子产率。在此处测量的 Lyso-RH 在水中的荧光量

子产率要略高于表 4.1 中给出的值（0.92），因为前者的 0.1%三氟乙酸提供的质子浓度

要高于后者（即 pH = 4.0 的水）的质子浓度。基于同样的氢键作用，由于甘油的较高氢

键供体能力（β = 0.67），Lyso-RH 在该溶剂中也展现出削弱的荧光量子产率（0.64）和

较高的非辐射跃迁速率（0.12 ns-1）。 
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表 4.4 Lyso-RH 和 TMR 在水和甘油混合溶剂中的光谱性质 

Table 4.4 Spectroscopic properties of Lyso-RH, TMR in water glycerol mixture. 

染料 Glycerol, %a 
λAb 

(nm) 
λEm 

(nm) 
Φ 

η 
(cP) 

Lyso-RH 

0 529 556 ~1 0.80b 
50 534 560 0.86 5.0c 
80 538 563 0.77 45.0c 
92 539 564 0.67 211c 
96 540 564 0.64 413c 
98 540 564 0.63 602c 

100 541 565 0.61 934b 

TMR 

0 548 571 0.47 0.80b 
50 550 573 0.51 5.0c 
80 552 576 0.54 45.0c 
92 552 576 0.53 211c 
96 552 575 0.56 413c 
98 552 575 0.57 602c 

100 552 575 0.64 934b 

a 质量分数； 
b 来源于 CRC 手册[206]； 
c 按照文献提供的方法计算获得[214]。 

 

粘度实验也证明了上述分子内扭曲过程和季铵化哌嗪的氢键作用是影响罗丹明染

料荧光发射的重要因素。表 4.4 列出 Lyso-RH 和 TMR 在不同粘度的水和甘油混合溶剂

中光谱性质的测量结果。随着甘油比例的提升，溶剂的粘度逐渐增加，Lyso-RH 的荧光

量子产率呈现出单调减少，而 TMR 的荧光量子产率呈现出单调增加。 

溶剂变色效应的研究也支持上述的分析结果。在低粘度质子溶剂中，随着溶剂极性

的增加，TMR 展现出持续的吸收和发射光谱的红移，与典型的电子转移染料特点相匹

配（图 4.9，灰色）。Lyso-RH 在高极性溶剂中展现出吸收和发射光谱的蓝移（图 4.9，

红色），这种变化可以被上述的诱导效应与氢键作用的竞争机制解释。高极性溶剂增强

的氢键供体能力恢复了 Lyso-RH 的芳香氨供电子能力，使得染料在这些溶剂中的吸收和

发射光谱红移。在高粘度的甘油溶液中，两种染料均展现出吸收和发射光谱的蓝移。这

种现象的可能原因是甘油的高极性（π）和 Kosower’s 性质（Z），同样的结果在之前罗

丹明 B 的研究中也见报道[215],[216]。 

基于上述的光物理性质的测量结果，TICT 态的形成是传统二甲氨罗丹明（TMR）

的关键猝灭机制；季胺化哌嗪取代策略抑制了 TICT 态的形成以及其它可能的非辐射跃

迁过程（例如，氢键作用）。 
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图 4.9 Lyso-RH 和 TMR 的溶剂变色效应。图展示了吸收最大值和发射最大值所处的波

数随溶剂极性（Δf）变化的规律。星号标记了在甘油中的测量结果。 

Figure 4.9 Solvatochromic effect for Lyso-RH and TMR. The wave numbers of (a) absorption 

maximums and (b) emission maximums as a function of solvent polarity (Δf). The asterisk 

labeled the values measured in glycerol. 

 

4.5.4  MPR 和 TMR 的单分子测量 

 

 
图 4.10 MPR-IgG 和 TMR-IgG 的单分子荧光信号 

Figure 4.10 Single-molecule fluorescent signals of MPR-IgG and TMR-IgG. Scale bar: 10 

μm. 

 

光谱测量结果（4.5.2 节）显示了季铵化哌嗪罗丹明在水中具有显著提升的亮度，下

文在单分子水平上进一步对季铵化哌嗪罗丹明的亮度进行测量。通过相同位置的羧基将

MPR 和 TMR 分别衍生到单分子抗体蛋白上（MPR-IgG 和 TMR-IgG），然后再将它们

稀疏的吸附在盖玻片的表面，这样就可以在水溶液环境中研究两种荧光团的单分子光物

理性质。如图 4.10 所示，MPR-IgG 和 TMR-IgG 的单分子信号稀疏分布，避免了不同分

子信号之间的重叠。 
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表 4.5 列出了在不同强度激光照射条件下测量的 MPR-IgG 和 TMR-IgG 的单分子性

质，研究中考察了两种缓冲液体系：（A）PBS；（B）成像增强缓冲液（含有 200 mM

巯基乙胺的 TN 缓冲液）。因为大部分数据在不同光强下的对比结果相同，下面的讨论

默认给出在 1000 W/cm2 测量的数据（除非另外声明）。 

（1）MPR 和 TMR 的单分子光子统计数据分析 

季胺化哌嗪取代的罗丹明 MPR 展现了比 TMR 更好的单分子光子统计结果。在所

有测试的条件下，MPR 一致展现出比 TMR 更优的单分子亮度、漂白前收集总光子数、

信噪比和定位精度（图 4.11 和图 4.12）。这些结果与光谱测量的结果以及量子化学计算

预期一致。 

例如，MPR 的单分子亮度（单分子每帧光子数：518，PBS；1087，成像液）是 TMR

的单分子亮度（227，PBS；470，成像液）的两倍。单分子亮度的增强来源于 MPR 在水

中接近于 1 的荧光量子产率（表 4.1）。与其单分子亮度的增强结果一致，MPR 相比于

TMR 在单分子信号信噪比（正比于单分子亮度平方根）和单分子定位精度（正比于单分

子亮度平方根倒数）也获得提升。 

总收集光子数可以反应染料的光稳定性，因为前者正比于在漂白前被激发的总次数

与荧光量子产率的乘积。因此，在绝大多数条件下，MPR 相对于 TMR 两倍以上提升的

总光子数说明了 MPR 相比于 TMR 具有更好的光稳定性。 

另外一方面，在 PBS 条件下，MPR 相比于 TMR 展现出 1.7-4.6 的单次亮态光子数

的提升，与季胺化哌嗪罗丹明在水中的量子产率提升的结果保持一致。在成像液中，在

绝大多数照明条件下（从 100 到 1500 W/cm2），两种染料的单次亮态光子数统计结果接

近（2.24 × 104 -MPR- vs 2.34 × 104 -TMR-）。仅在 2000W/cm2 照明及成像液条件下，MPR

的单次亮态光子数出现了衰退，其机制的探讨将在下面与两种染料的闪烁特征结合讨论。 

综上所述，不管是在 PBS 或者成像液中，MPR 总体展现了比 TMR 更好的单分子

光子统计数据结果。 
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图 4.11 MPR-IgG 和 TMR-IgG 在 PBS 缓冲体系下不同激光照明强度的单分子特征。图

中展示了随激光强度变化的（a）单分子亮度；（b）在光漂白前收集的总光子数；

（c）信噪比和（d）定位精度。由于在 100 W/cm2 照明强度下 TMR 的信号较弱，其统

计结果的波动过大，因而 TMR-IgG 在该条件下统计总光子数并未列出。 

Figure 4.11 Single-molecule characteristics of MPR-IgG and TMR-IgG in PBS under a set of 

irradiation powers. (a) The single-molecule brightness, (b) the total collected photons before 

photobleached, (c) the signal-to-noise ratio and (d) the localization uncertainty as a function 

of laser power. The total collected photons of TMR-IgG at 100 W/cm2 was omitted because 

of the variance resulted from weak signals of TMR under that condition. 

 

（2）MPR 和 TMR 的单分子闪烁统计数据测量及超分辨成像能力评估 

MPR 展现出比 TMR 更适用于单分子定位超分辨成像的闪烁统计特征。 

在成像液中，MPR 具有比 TMR 更多的闪烁次数（14.57 -MPR- vs 5.51 -TMR-），

并且这种闪烁次数的提升没有增加 MPR 的占空比（0.061 -MPR- vs 0.091 -TMR-），这

很可能是由于 MPR 比 TMR 更短的亮态持续时间。提升的闪烁次数将在定位型超分辨

成像中为每个染料分子提供更多的定位信息，提升最后的定位密度。因此，在成像液中，

MPR 具有比 TMR 更优秀的定位型超分辨成像潜力。 
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图 4.12 MPR-IgG 和 TMR-IgG 在成像增强液（200 mM 巯基乙胺）体系下不同激光照明

强度的单分子特征。图中展示了随激光强度变化的（a）单分子亮度；（b）在光漂白

前收集的总光子数；（c）信噪比和（d）定位精度。 

Figure 4.12 Single-molecule characteristics of MPR-IgG and TMR-IgG in PBS under a set of 

irradiation powers. (a) The single-molecule brightness, (b) the total collected photons before 

photobleached, (c) the signal-to-noise ratio and (d) the localization uncertainty as a function 

of laser power.  

 

在 PBS 中，两种染料展现出相似的闪烁特征（闪烁次数、占空比和亮态持续时间）。

没有成像增强剂条件下，两种染料的闪烁次数均十分有限（2.90 -MPR- vs 2.91 -TMR-），

这说明这两种标记在生物大分子上的染料并没有自闪烁的趋势。这些结果进一步说明通

过这些染料标记抗体免疫标记实现的超分辨成像需要使用成像液，来提升成像结果的质

量和可靠性。 

TMR和MPR的单次亮态光子数与其它单分子光子统计数据的差异可以用它们的闪

烁统计数据来解释。TMR 在成像液中的单次亮态光子数比其在 PBS 中的数据有显著的

提升，其可能原因是 TMR 的亮态持续时间在成像液中的提升（0.85 s -成像液- vs 0.42 s 

-PBS-）。虽然在该条件下（除 2000W/cm2 成像液条件），两种染料展现出的单次亮态

光子数十分相似，TMR 的亮态时间延长同时导致了占空比的提升（0.091 -TMR- vs 0.061 

-MPR-），降低了超分辨成像单位时间内能够定位的荧光团分子数[35]。另外一方面，在

成像液中，MPR 的亮态光子数在 2000W/cm2 照明条件下出现了衰减（2.80，1500 W/cm2 
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vs 1.55，2000 W/cm2）。该结果可能是单分子发光速率的饱和和亮态到暗态速率提升共

同作用的结果，前者可以被衰减的单分子亮度数据证实（单分子每帧光子数：1407，1500 

W/cm2；1194，2 000 W/cm2），后者可以被显著增加的亮暗态次数揭示（12.48，1500 

W/cm2；20.84，2000 W/cm2）。虽然 TMR 在该条件下单次亮态光子数较高，但是考虑

到 MPR 在同样条件下更优秀的单分子亮度和闪烁次数，MPR 仍然具有比 TMR 更好的

定位型超分辨成像潜力。 

综上所述，基于闪烁统计结果，两种染料在 PBS 中展示了相似的闪烁特征，而在成

像液中，MPR 展现了相比于 TMR 显著提升的闪烁统计数据。这些结果表明 MPR 具有

比 TMR 更好的定位型超分辨成像能力。 

（3）对于 2 kW/cm2 成像液条件单分子统计数据的探讨及 TMR 和 MPR 的超分辨

成像能力评估 

值得注意的是，如前所述，MPR 在 2 kW/cm2 成像液条件下展现出比 TMR 更少的

单次亮态光子数。虽然单次亮态光子数是荧光团十分重要的单分子性质，MPR 在此项参

数的降低并没有减弱其定位型超分辨成像的能力，因为其它单分子性质，如光子发出速

率、总收集光子数、闪烁次数，也影响了染料的成像能力。在该成像条件（2 kW/cm2，

成像液）下，MPR 展现了增强的单分子亮度（单分子单帧光子数：1194 -MPR- vs 829 -

TMR-）、总收集光子数（17.85 -MPR- vs 7.08 -TMR- × 104）和闪烁次数（20.84 -MPR- 

vs 4.18 -TMR-）。由于 MPR 这些优秀单分子性质，在同样条件下，相比于 TMR 的超分

辨重构结果，MPR 的结果展现了显著提升的结构连续性特征（图 4.15 和 4.17）。因此，

综合所有的单分子统计特征而言，MPR 在 2 kW/cm2 成像液条件下展现出比 TMR 更好

的定位型超分辨成像能力。 

为了理解 MPR 成像能力的增强效应，基于在 2 kW/cm2 成像液条件下测量的单分子

闪烁统计数据，模拟分析了两种染料的超分辨重构结果。假定亮暗态转换和光漂白过程

满足泊松分布[159],[192]，以闪烁统计数据为其期望（通过方程 B.1，B.2，B.3 和 B.14，假

定亮态和暗态转换过程均满足单自然指数分布），基于蒙特卡罗方法模拟染料的单分子

闪烁过程。对该模拟计算获得的单分子信号应用超分辨定位分析软件（如 ThunderStorm，

4.4.10 节）完成定位分析，其重构结果见图 4.13。由于两种染料的闪烁符合压制型（即

dSTORM 型）染料特征，在模拟中假定这些染料在初始阶段均处于亮态，并随着激光的

压制逐渐转换进入稀疏发光过程，因此模拟的成像原始数据中单分子信号重叠的数据排

除在后续定位分析之外。在所有模拟的标记密度下，MPR 的重构结果可以完整的揭示连

续的“DUT”字符，然而 TMR 仅仅能够给出大致的形态。MPR 重构的较高连续性可以
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归咎于它更短的亮态持续时间（0.14 -MPR- vs 0.54 -TMR-，2 kW/cm2 成像液）、更多的

闪烁次数和更大的总收集光子数。对于 TMR，由于有限的闪烁次数，大部分它的信号都

在初始阶段的压制信号密度的过程中丢失了。这种重构质量的差异性与两种染料微管标

记超分辨实验中展现出的差异性一致。 

 

 
图 4.13 在不同标记密度下对 MPR 和 TMR 能够获得的重构成像图的模拟。在模拟中，

假定亮暗态转换和光漂白过程满足泊松分布[159],[192]。利用在 2 kW/cm2 成像液条件下获

得的单分子统计数据来模拟两个荧光团的闪烁。模拟的单分子信号在每帧发出~1000 个

光子。对于每个单分子信号，其收集到的光子数据以实验中显微镜的设定按照模拟的

单分子扩散函数（PSF，Gibson 和 Lanni 模型，z = 0）[217]随机分布。 

Figure 4.13 Simulation on the reconstruction from MPR and TMR at various labeling density. 

Poisson process is assumed for the on-off transfers and bleaching events[159],[192]. The obtained 

single-molecule statistics at 2 kW/cm2 in imaging enhancing buffer (Table S4) were utilized 

for generating the blinking behaviours for both fluorophores. The simulated single-molecule 

signals were assumed to emit ~1000 photons on each frame. The collected photons of a 

single-molecule signal were randomly distributed according to a simulated point spread 

function (Gibson and Lanni model, z = 0)[217] under experimental microscopy configuration. 

Scale bar: 500 nm. 

 

另一方面，模拟分析并没有包括两种染料在光子发射速率上的差异。因为 MPR 展

现出更高的光子发射速率（单分子单帧光子数），在相同收集时间内，MPR 可以获得比

TMR 更优的定位精度（8.64 -MPR- vs 9.92 -TMR-, 2 kW/cm2 in buffer）。此外，TMR 需



单分子定位超分辨成像专用罗丹明染料优化设计 

- 134 - 

 

要延长单帧收集时间来提高其单分子信号的亮度，这也可能会提升临近单分子信号重叠

的可能性。 

（4）MPR 和 TMR 的单分子分析小结 

单分子光物理性质的研究显示 MPR 相比于 TMR 展现出显著提升的光子统计特征，

并且在成像液中，MPR 也表现出更为优秀的闪烁统计特征。在单分子水平，MPR 表现

出与光谱研究一致的亮度提升，并且其统计值显示出该染料在定位型超分辨成像的优势。 

4.5.5  MPR 标记抗体的微管超分辨成像及其与 TMR 的成像结果对比 

为了验证季铵化哌嗪策略在超分辨成像的实用性，对 HeLa 细胞的微管进行了标记

和成像。图 4.14c 展示了标记有 MPR 的抗体的合成方法（详细细节见 4.4.3 节）。通过

免疫标记抗 α-tubulin 一抗及标记有 MPR 的二抗，成功对固定细胞的微管进行了成像（图

4.14a）。由于光学衍射极限限制，传统荧光成像的分辨率较低，只能给出模糊的微管结

构特征。与此形成强烈对比，图 4.14 所示的重构图揭示了微管的扭转和交叉的结构特

征，显示出可观的清晰度提升。对重构成像中的定位数据统计分析给出平均单分子亮度

为 1360（单分子每帧光子数，图 4.14d）、平均定位精度为 14.9 nm（图 4.14e）和从傅

立叶环分析获得的整体分辨率为 96.3 nm[165],[172]（图 4.14f）。图 4.14h 和 k 展示的放大

后的重构图揭示了在传统荧光成像(4.14g 和 j)中隐藏的交错的微管丝状结构。如图 4.14i

所示，对放大图蓝线标记区域的强度刨线分析数据进行高斯函数拟合分析，超分辨成像

成功区分了两条相距仅 88.7 nm 的微管丝状结构；按照同样方法对另一区域的微管结构

尺寸进行分析，如图 4.14l 所示，分析结果显示抗体标记的微管丝状结构的宽度为 52.7 

nm，与过去报道的结果匹配[1]。 

通过免疫标记微管方法比较了 MPR 和 TMR 实现定位型超分辨成像的能力。由于

超分辨成像重构结果与实验条件相关（例如，标记密度），在实验中两种染料使用完全

一致的标记方法（包括标记材料），以避免两种染料标记差异对最终结果的影响。为了

减少未标记染料的抗体在二抗中的比例以及增强结构重构的完整性，在本研究中使用了

具有相似标记密度的多标记二抗[90]。对于每种染料，比较成像在相同条件下重复在 n ≥ 

5 细胞完成。因为两种染料在 PBS 中仅有有限的闪烁次数（表 4.5），所有的成像在含

有 200 mM 巯基乙胺的成像增强液[218]中完成。 
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图 4.14 固定 HeLa 细胞中微管的超分辨成像。微管免疫标记抗 α-tubulin 蛋白一抗及连

接有 MPR 的二抗，其传统和重构成像图分别显示在（a）和（b）中。（c）MPR-IgG

准备方法的示意图。重构图（b）的单分子亮度（d）和定位精度（e）的直方图。（f）

图（b）中定位数据的傅立叶环分析。图（a）或（b）中的蓝色框标记区域的放大图

（g 和 j）或（h 和 k）。在放大图（g、h 或 j、k）中蓝色线区域的强度刨线分析（i 或

l）。标尺：4 μm（a 和 b）；300 nm（h）；200 nm（k）。 

Figure 4.14 Super-resolution imaging of microtubules in a fixed HeLa cell. Conventional (a) 

and reconstruction image (b) of microtubules immunostained with primary antibody against 

α-tubulin and secondary antibody conjugated to MPR. (c) Schematic illustration of 

preparative method of MPR-IgG. Histogram of single-molecule brightness (d) and 

localization uncertainties (e) in (b). (f) Fourier ring correlation analysis of localizations in (b). 

Magnified views (g and j) or (h and k) of regions indicated by blue boxes in image (a) or (b). 

Intensity distributions (i and l) across the blue lines in magnified views (g, h and j, k). Scale 

bars: 4 μm (a and b); 300 nm (h); 200 nm (k). 
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图 4.15 MPR 和 TMR 的超分辨成像结果比较。成像的对象为免疫标记有抗 α-tubulin 的

一抗和荧光团标记的二抗（MPR-IgG 或者 TMR-IgG）。左侧展示了来源于 MPR-IgG

的典型成像结果；右侧展示了 TMR-IgG 的典型成像结果。在每侧数据中，第一列图展

示了在超分辨成像拍摄前相同区域获得的传统荧光成像结果；第二列图展示了对应的

超分辨成像结果；第三列展示了从重构成像图分析获得的定位密度地图。底行图展示

了白色框指示的区域所有成像结果的放大图。标尺：4 μm（前三行图）；500 nm（最

后一行）。 

Figure 4.15 Comparison on the super-resolution imaging results between MPR and TMR. The 

imaging was performed on immunostained microtubules with primary antibodies against α-

tubulin and secondary antibodies labeled with fluorophores (MPR-IgG or TMR-IgG). The left 

panel presents typical results from MPR-IgG and the right panel shows typical results from 

TMR-IgG. For each panel: the first column shows the conventional images on the same 

region acquired before super-resolution imaging; the second column shows the corresponding 

super-resolution imaging results; the third column shows the corresponding localization 

density maps analyzed from the reconstructed images. Bottom row shows regions highlighted 

by white boxes. Scale bars: 4 μm (first three rows); 500 nm (bottom row). 
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图 4.15 展示了三组典型的成像结果。所有的传统成像结果（图 4.15 两组数据第一

列图）展示了连续的微管丝状结构，说明两种染料均实现对微管成功的标记。MPR 的超

分辨成像结果（图 4.15 左侧第二列）也展现出微管连续的丝状结构，不同的是，TMR 的

超分辨成像结果（图 4.15 右侧第二列）仅仅显示了间断的几乎不可分辨的微管丝状结

构。在图 4.15 最后一行，放大的成像结果进一步揭示了两种染料超分辨成像结果的巨大

差异。MPR 相对增强的成像质量与其相对于 TMR 更优秀的单分子光物理性质的测量结

果一致（表 4.5）。 

 

 
图 4.16 定量化以固定 HeLa 细胞免疫标记微管方法比较 MPR 和 TMR 的超分辨成像能

力。MPR 和 TMR 在重构成像图中微管的定位密度（a）和定位精度（b）的统计箱

图。（对于每个荧光团，统计数据来源于 n ≥ 5 成像结果）。 

Figure 4.16 Quantitative comparison on the super-resolution imaging capability between 

MPR and TMR through immunostained microtubules in fixed HeLa cells. The box plots of 

(a) localization densities and (b) localization uncertainties for MPR and TMR on 

reconstructed microtubules. (Statistical data analysed from n ≥ 5 imaging results for each 

fluorophore). 

 

超分辨成像的定位密度地图更进一步揭示了从 MPR 到 TMR 的定位密度的下降（图

4.15 每组第三列）。这个结果与前面的模拟分析结果一致（图 4.13）。如图 4.16a 所示，

MPR-IgG 染色微管超分辨成像结果在微管的平均定位密度为 1.3 × 103 定位/μm2，两倍

于 TMR-IgG 的密度（0.6 × 103 定位/μm2）。研究中采用了一致的标记方法和标记材料，

两种染料的标记密度应当相似，因此超分辨重构结果定位密度的差异应当主要来源于

MPR 和 TMR 不同的闪烁特征。MPR 标记获得的更高的定位密度应当与其胜过 TMR 的

闪烁次数有关（表 4.5）。 
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图 4.17 对比通过 MPR 和 TMR 单标记二抗完成的微管超分辨成像。微管的免疫标记的

抗体为抗 α-tubulin 一抗和单标记二抗（染料蛋白标标记：0.33 -MPR-和 0.31 -

TMR-）。第一列图展示了在超分辨成像相同区域的传统成像图；第二列图展示了对应

的超分辨成像结果；第三列图展示了从超分辨重构成像结果分析的定位密度地图。标

尺：2 μm。 

Figure 4.17 Comparion on the super-resolution imaging of microtubules with single-labeled 

secondary antibodies of MPR and TMR. Microtubules were immunostained with primary 

antibody against α-tubulin and single-labeled secondary antibodies (dye-to-protein ratio: 0.33 

-MPR- and 0.31 -TMR-). The first column shows the conventional images on the same region 

acquired before super-resolution imaging; the second column shows the corresponding super-

resolution imaging results; the third column shows the corresponding localization density 

maps analyzed from the reconstructed images. Scale bars: 2 μm. 

 

另一方面，从每个染料五组成像结果比较分析显示，MPR 在成像条件下的单分子亮

度（980）仅仅略高于 TMR（920），虽然在单分子分析中，TMR 展现出显著的弱于 MPR

的单分子亮度（表 4.5）。TMR 的相对增强的单分子亮度可能与固定细胞微管的微环境

具有比水溶液环境更高的粘度有关，这样的微环境可能抑制 TMR 的非辐射跃迁从而提
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升其单分子亮度。因为两种染料表现出的相似的亮度，两者的平均定位精度也接近（图

4.16b）。MPR 相比于 TMR 略微变差的定位精度（MPR: 16.8 nm; TMR: 15.8 nm）可能

来源于其略微提升的背景噪音，因为 MPR 在超分辨成像每帧图中能够给出更多数量的

单分子信号。 

尽管如此，因为 MPR 的超分辨成像展现出显著提升的定位密度和成像质量，MPR

具有比 TMR 更好的定位型超分辨成像能力。 

MPR 和 TMR 的超分辨成像能力也在其它标记密度的微管上进行了比较分析，这些

微管的染料标记密度要低于图 4.15 的密度。这部分的对比成像通过使用接近单标记的

一抗（这些一抗同时也应用于前述的单分子分析，见 4.5.4 节）降低染料在微管的标记

密度。如图 4.17 所示，两种荧光团的传统荧光成像展示了相似的连续的丝状结构，这与

他们在相同标记条件下获得相似标记密度的预期一致。然而，它们的超分辨重构成像结

果在连续性方面展现了巨大差异。MPR 的重构结果保持了连续性的微管丝状结构而

TMR 几乎无法分辨这些结构。这些结果与更高标记密度的结果（图 4.15）以及模拟分析

结果（图 4.13）一致。定量的数据分析显示，MPR 在微管结构上的平均定位密度为 659

定位/μm2，两倍于 TMR 的数据（368 定位/μm2）。因为在相同实验条件下应当获得相似

的标记密度，这种定位密度的差异主要来源于 MPR 和 TMR 在成像液中闪烁统计特征

的差异（表 4.5），正如前文所述。 

另外，在过去的报道中，TMR 在包括除氧系统的成像液体系中完成超分辨成像时

会出现“幽灵”的标记结构背景（见文献[35]补充材料页码 S30，倒数第三和第四行）。

这些“幽灵”噪音会给定位带来偏差同时模糊标记结构的内在特征。因此，为了避免这

些噪音，本章节单分子和超分辨成像研究采用了优化后的不包含除氧系统的成像液体系。 

总之，MPR 在不同标记密度下获得的高质量成像结果说明 MPR 具有比 TMR 更强

的定位型超分辨成像能力。 

4.5.6  Mem-R 的活细胞细胞膜超分辨成像及其与 Mem-TMR 的成像结果对比 

为了进一步研究季铵化哌嗪罗丹明在活细胞标记成像上的能力，开发了一种双极性

的探针，Mem-R（Φ = 0.64，图 4.19a），来选择性标记细胞膜结构。同时为了确定季铵

化哌嗪罗丹明的超分辨成像能力，设计了一种基于四甲基罗丹明的细胞膜探针，Mem-

TMR，与 Mem-R 进行超分辨成像结果进行对比。 

磷脂为细胞膜主要组成成分，其分子具有两亲性特点，一端为水溶性的磷脂结构，

另一端为脂溶性的长烷烃链。而设计的探针 Mem-R 与 Mem-TRM 也具备有与磷脂相似

的两亲性特点，季铵化的哌嗪基团提供水溶性，而正十六烷取代基提供脂溶性。在细胞

染色时，长烷烃链驱动探针分子分布于细胞膜，而水溶性季铵化基团促使这些染料停留
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在膜外，避免透膜内化，实现对细胞膜的选择性标记。如图 4.18 所示，共聚焦成像证实

了两种探针的细胞膜选择性标记能力。 

 

 
图 4.18 在活 HeLa 细胞中 Mem-R 与 Mem-TMR 的共聚焦荧光成像。（a 和 c）Mem-R

和 Mem-TMR 的荧光信号。（b 和 d）相同细胞的白场与荧光信号叠加图。Mem-R 和

Mem-TMR 的荧光信号准确定位于白场显示的细胞边缘，与环绕细胞的细胞膜结构形

态匹配。 

Figure 4.18 Confocal fluorescent imaging of Mem-R and Mem-TMR in live HeLa cells. (a 

and c) Fluorescent signals from Mem-R and Mem-TMR. (b and d) Merged image from 

fluorescent and bright-field image of the same cells. The fluorescent signals of Mem-R and 

Mem-TMR precisely locate the edge of the cell on the bright field, matching the morphology 

of plasma membrane which surrounds the cell. Scale bars: 20 μm. 

 

通过 Mem-R 染色实现了活细胞细胞膜的超分辨成像。超分辨成像过程中在细胞膜

上可以持续收集到稀疏的单分子信号，这可能与 Mem-R 对细胞膜的可交换标记过程有

关（参见 4.5.8 节）。超分辨重构结果（图 4.19b）揭示了细胞膜的细节结构特征，包括

细胞膜粗糙的边缘形态、细胞膜的微绒毛结构及绒毛的交错与扭曲等，而宽场成像结果

（图 4.19c）只能给出模糊的结果。超分辨重构的定量分析结果显示，成像的单分子亮度

为 984（图 4.19d）、定位精度为 20.9 nm（图 4.19e）。不仅如此，如图 4.19f 所示，Mem-

R 的良好光物理性质使得高密度单分子追踪实验成为可能，成像结果同时展示了 Mem-

R 在细胞膜上不均匀的扩散过程。这些结果显示，Mem-R 具备完成高质量的细胞膜超分

辨成像的能力。 

在相同条件下通过 Mem-TMR 和 Mem-R 染色活细胞比较了两种染料的细胞膜超分

辨成像能力。图 4.20 展示了两种染料的三例典型成像结果。Mem-TMR 的重构结果质量 
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图 4.19 Mem-R 的细胞膜超分辨成像。（a）Mem-R 的分子结构。使用 Mem-R 染色活

HeLa 细胞细胞膜的（b）传统和（c）超分辨成像。图（c）的单分子亮度（d）和定位

精度（e）直方图。（f）图（c）标记区域的 Mem-R 高密度单分子追踪分析。单分子

轨迹按照它们的扩散系数标记颜色。标尺：4 μm（b 和 c）；2 μm（f）。 

Figure 4.19 Super-resolution imaing of plasma membrane with Mem-R. (a) Molecular 

structure of Mem-R. (b) Super-resolution and (c) conventional image of the plasma 

membrane of a live HeLa cell stained with Mem-R. Histogram of single-molecule brightness 

(d) and localization uncertainties (e) in (b). (f) High-density molecular tracking of Mem-R in 

the marked region in (b). Trajectories were colored according to their diffusion coefficients. 

Scale bars: 4 μm (b and c); 2 μm (f). 

 

较低，可能与染料在膜上的聚集有关系。相反，Mem-R 的重构结果清晰的描绘了细胞膜

的边缘形态，包括底面细胞膜的微绒毛扭曲结构。图 4.21 比较了两种染料重构图像的定

位密度的定量化分析结果。Mem-R 展现了 4 倍于 Mem-TMR 的定位密度（450 定位/μm2 

-Mem-R- vs 119 定位/μm2 -Mem-TMR-）。Mem-R 成像结果从定位密度估算的 Nyquist 分

辨率（ܴ୒୷୯୳୧ୱ୲ ൌ 2 ඥߩ⁄ ）[21],[164],[171]为 94 nm，相比于 TMR 的结果（RNyquist = 183 nm）

有两倍增强。综上所述，相比于其类似物 Mem-TMR，Mem-R 展现了显著提升的细胞膜

定位型超分辨成像能力。 
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图 4.20 通过 Mem-TMR 和 Mem-R 染色活细胞的细胞膜超分辨成像比较。上图和下图

分别显示了从 Mem-TMR 和 Mem-R 的定位数据获得的重构结果。白色框高亮的插图显

示了在超分辨成像前收集的相同区域的传统成像图。标尺：4 μm。 

Figure 4.20 Comparison on the super-resolution imaging of membrane in living cells stained 

with Mem-TMR and Mem-R. Upper panel shows the resconstructions from localizations of 

Mem-TMR. The bottom pannal shows the reconstructions from localizations of Mem-R. The 

white box highlighted insets present the conventional images of the same region, attained 

before super-resolution imaging. Scale bars: 4 μm. 

 

 
图 4.21 Mem-TMR 和 Mem-R 重构成像结果的定位密度比较。每种染料的数据包含 n > 

10 的成像结果。 

Figure 4.21 Comparison on the localization densities of the reconsctruced images from Mem-

TMR and Mem-R. n > 10 imaging results were included for each fluorophores. 
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4.5.7  Lyso-RH 的活细胞溶酶体超分辨成像 

季铵化哌嗪罗丹明前体化合物Lyso-R本身就有酸性亚细胞器的聚集倾向。如图 4.22

所示，Lyso-R 在中性环境中处于闭环结构，并且几乎没有荧光发射；然而当它透过细胞

膜到达酸性亚细胞器后，质子化的季铵化哌嗪罗丹明 Lyso-RH 具有强烈的荧光发射，同

时季铵化提升了分子的水溶性，减缓了染料从酸性亚细胞器向外的扩散。这样 Lyso-R 可

能具有选择性酸性亚细胞器的标记能力。另一方面，在中性细胞基质和酸性亚细胞器之

间的扩散平衡以及 Lyso-RH 的质子季铵化平衡过程可以为定位型超分辨成像提供理想

的亮暗态转换过程，有利于实现酸性亚细胞器的超分辨成像。 

 

 
图 4.22 Lyso-R 酸性亚细胞器选择性标记的机理示意图 

Figure 4.22 Schematical illustration of the mechanism of the acidic organelle selectivity of 

Lyso-R. 

 

为了确证 Lyso-RH 在细胞内的真实分布，在活 HeLa 细胞中对 Lyso-RH 与溶酶体相

关膜蛋白（Lamp-1）进行了共定位分析。其结果如图 4.23 所示，Lyso-RH 的荧光信号显

示了细胞内点状溶酶体分布。对于体积较大的溶酶体，Lamp-1 的融合荧光蛋白给出的

荧光信号正好包裹了 Lyso-RH 荧光点信号，与 Lyso-RH 位于溶酶体基质而 Lamp-1 位于

溶酶体膜的结果预期一致；对于体积较小的溶酶体， Lamp-1 的荧光信号与 Lyso-RH 的

信号几乎完全重叠，说明 Lyso-RH 具有良好的溶酶体标记能力。定量分析结果显示，

Lamp-1 与 Lsyo-RH 的成像结果具有较高的 Pearson's 相关系数为 0.84（n = 21）。这些

结果证明 Lyso-RH 可以选择性标记活细胞的溶酶体。 
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图 4.23 Lyso-R 与溶酶体相关膜蛋白（Lamp-1）的共定位分析。Lyso-R 的荧光线号显

示在图（a）和图（d）中。融合在 Lamp-1 蛋白的 mGFP 荧光蛋白的荧光信号显示在图

（b）和（e）中。荧光信号的叠加图显示在图（c）和（f）中。标尺：10 μm（a, b 和

c）；5 μm（d, e 和 f）。 

Figure 4.23 Colocalization analysis of lysosomal associated-membrane protein 1 (Lamp-1) 

with Lyso-R. The fluorescence from Lyso-R is showed in images (a) and (d). The 

fluorescence from mGFP fused with Lamp-1 was showed in images (b) and (e). The merged 

images were shown in images (c) and (f), respectively. Scale bar: 10 μm (a, b and c); 5 μm (d, 

e and f). 

 

通过 Lyso-RH 对溶酶体的标记实现了活细胞溶酶体的超分辨成像。由于 Lyso-RH

的质子化平衡过程（图 4.22，图 4.24a）以及细胞内的氧化还原体系[219]，在普通培养基

中活细胞溶酶体上出现了时间分隔重复出现的单分子信号。图 4.25 的统计分析显示

Lyso-RH 具有比商品化 LysoTracker Red 更好的单分子亮度。重构的图像（图 4.24b 和

e）显示了球状溶酶体在二维平面投影的真实尺寸和形态，具有相比衍射极限限制的传

统成像结果（图 4.24c 和 f）显著提升的清晰度。从超分辨成像图测量的溶酶体大小为

70.3 nm，与电镜中测量结果接近[220],[221]，而从传统成像图测量同一溶酶体的大小为 421 

nm（图 4.24g）。重构的定量分析显示了超分辨成像结果具有极高的分辨率，其定位精

度为 13.9 nm（图 4.24i），整体分辨率为 37.6 nm（图 4.24j）。不仅如此，由于 Lyso-RH

在溶酶体中展现出不依赖于成像液的持续性闪烁特征（图 4.24k），实现了对溶酶体长

时间的超分辨成像（图 4.24d），并且在高的空间分辨率下展示了不同溶酶体的移动特

征（图 4.24d 1-5）。 
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图 4.24 Lyso-Rh 的活细胞溶酶体超分辨成像。（a）在酸性溶酶体中对 Lyso-R 质子化

产生了 Lyso-RH。Lyso-RH 染色的活细胞 HeLa 溶酶体的（b）超分辨和（c）传统成像

图。（d）按时间信息上色的溶酶体超分辨成像图。白色框高亮了图（b）的成像区

域。右侧展示了典型的溶酶体的放大图像。图（e）和（f）是图像（b）和（c）的高亮

区域的放大图。（g）图（e）和（f）中蓝线的强度刨线分析。图（b）的单分子亮度

（h）和定位精度（i）直方图。（j）图（b）的傅立叶环相关分析[165]。（k）图（d）

的成像过程中分子存活率的变化。标尺：1 μm（b, c）；4 μm（d）；200 nm（d 1-

5）；300 nm（e,f）。 

Figure 4.24 Super-resolution imaging of lysosomes in a live cell with Lyso-RH. (a) 

Protonation of Lyso-R generates Lyso-RH in situ in acidic lysosomes. (b) Super-resolution 

and (c) conventional images of lysosomes in a live HeLa cell stained with Lyso-RH. (d) Time 

colored super-resolution images of lysosomes. The white box highlights the imaging region of 

(b). Magnified views of typical lysosomes are presented on the right. Images (e) and (f) were 

magnified views of the highlighted regions in (b) and (c). (g) Intensity distributions across the 

blue lines in (e) and (f). Histogram of single-molecule brightness (h) and localization 

uncertainties (i) in (b). (j) FRC analysis[165] of (b). (k) The survival fraction of molecules 

during imaging of (d). Scale bars: 1 μm (b, c); 4 μm (d); 200 nm (d 1-5); 300 nm (e,f). 

 

表 4.6 总结了目前报道的活细胞溶酶体定位型超分辨成像结果。本论文的结果可以

与之前报道的结果相比较，因为其它的结果需要可能具有毒性的成像液（结果 4）或者

高浓度的染料（结果 3）。结果 2 报道了一种新型具有溶酶体靶向能力的一氧化氮笼化

的罗丹明。然而，这种染料在光激活后释放的一氧化氮具有生物活性，可能会干扰活细

胞的代谢过程。另一方面，结果 3 使用了高密度的单分子信号数据，而非通常的稀疏单 
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图 4.25 Lyso-RH 和 LysoTracker Red（商品化溶酶体探针）在活 HeLa 细胞中超分辨成

像溶酶体的单分子亮度对比。对于每种荧光团收集并统计了 n = 10 次的成像结果。 

Figure 4.25 The comparison of single-molecule brightness between Lyso-RH and Lyso-

Tracker Red (commercial lysosomal tracker) during super-resolution imaging of lysosomes in 

live HeLa cells. Statistic data were collected from n = 10 imaging results for each 

fluorophore. 

 

表 4.6 活细胞溶酶体的定位型超分辨成像比较 

Table 4.6 Comparison of localization-based super-resolution imaging of lysosomes in live 

cells. 

序

号 
研究 荧光团 

染色

浓度
(μM) 

空间分

辨率 
(nm) 

时间

分辨

率(s) 

单帧收

集时间
(ms) 

激光强度 1 
是否加

入成像

液 

1 本论文 Lyso-RH 0.5 37.92 10 0.01 532: 2 kW/cm2 - 

2 
(He et al. Chem. 

Commun. 
2018)[64] 

NOR535 0.5 未报道 30 0.01 532: 2 kW/cm2 - 

3 
(Pan et al. Nat. 

Commun. 
2014)[138] 

Caged-
Rh110-
labeled 
probe 5 

6 未报道 2 ~0.004 
473: 0.38 kW/cm2; 
405: 5.5–23 W/cm2 

- 

4 

(Shim et al. 
Proc. Natl. 

Acad. Sci. U. S. 
A. 2012)[3] 

LysoTrac
ker Red 

1 30-403 1 ~0.002 
561: 10 kW/cm2; 
405: 0-3 W/cm2 

+ 

1 405, 473, 532 是成像中使用激光器的发射波长； 
2 从傅立叶环分析估算的分辨率； 
3 按照 Nyquist-Shannon 标准估算的分辨率。 
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分子信号，为了对高密度的单分子数据进行计算，他们使用了基于 Bayesian 信息准则的

高密度的定位算法[222],[223]。结果 4 需要同时利用高强度激光以及成像液，不利于活细胞

成像。 

4.5.8  Mem-R 和 Lyso-RH 在活细胞内的闪烁行为探究 

如前所述，标记有 Mem-R 的活细胞细胞膜和标记有 Lyso-RH 的活细胞溶酶体在超

分辨成像过程中均展现出稀疏持续的单分子信号，并且这些闪烁不依赖于成像液，在普

通的培养基中即可完成。这些结果不符合单分子分析结果显示的季铵化哌嗪策略染料在

PBS 中有限的闪烁次数预期，活细胞中的闪烁很可能来源于探针对靶标结构的可逆标记

过程。对于 Mem-R，该探针持续地标记到靶标细胞膜结构上，这个过程在超分辨成像过

程中持续性的产生单分子信号，上述机制与其他可交换的染料探针一致（例如，尼罗红）
[85],[88],[89],[224]。对于 Lyso-RH，该探针在培养基以及细胞基质内主要处于非质子化形式

（pK1/2 = 6.56），因而荧光发射较弱（图 4.4）。在酸性溶酶体中，Lyso-R 质子化为具

有强烈荧光发射的 Lyso-RH，这一过程构成了理想的暗态到亮态的转换过程。该过程与

该荧光团在细胞基质和溶酶体的扩散平衡过程结合，将为溶酶体超分辨成像过程持续性

提供闪烁单分子信号。除了扩散平衡和酸性环境诱导的闪烁机制，Lyso-RH 的闪烁单分

子信号也受益于细胞内的氧化还原体系[219],[225]（如，谷胱甘肽）。罗丹明染料已知在这

种体系中会出现光致转换的现象（虽然在报道中应用的还原性物质的浓度很高）[12],[31]。

因此，得益于这些探针对结构的可逆性标记以及细胞内的氧化还原体系，即使标记在抗

体大分子上的 MPR 在没有成像液的条件下并没有多次循环闪烁的过程，按照季铵化哌

嗪策略发展的两种细胞器探针仍然可以在活细胞目标结构上展现出有利于有利于成像

的闪烁信号。 

4.6  本章小结 

本章建立了一种新的提升罗丹明染料亮度的策略。该策略通过季铵化哌嗪取代基作

为供体，降低了供体的推拉电子效应并且抑制了分子内扭曲电荷转移态的形成。新设计

的 MPR 染料相比于传统的 TMR 染料展现了>1 倍的亮度提升，并且通过微管标记成像

展现了其定位型超分辨成像能力。基于 MPR，本章开发了一种细胞膜探针 Mem-R、一

种溶酶体探针 Lyso-R，这两种染料的高性能荧光特性使得单分子追踪和定位型超分辨

成像实验成为可能。 

本章开发的季铵化哌嗪策略将启迪未来高性能荧光团的发展，并为荧光成像技术的

发展提供帮助。 
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5  结论与展望 

5.1  结论 

为了解决超分辨荧光成像及荧光染料领域内染料单分子性质评价分析缺乏准确性

和系统性的问题，本论文在第2章建立了完整的单分子分析算法。该算法由三部分构成：

首先，通过高斯滤波及小波变换实现单分子信号识别，基于超分辨定位及分子归属分析

的方法，排除空间邻近的单分子信号；其次，确定每个单分子信号的采样像素并提取其

荧光轨迹，基于隐匿马尔可夫模型，拟合获得单分子的亮暗态轨迹；最后，通过荧光和

状态轨迹实现单分子光物理性质的测量。本论文将该算法在 Matlab 平台上转换为单分

子分析软件，实现高效规范对单分子信号的分析。 

为了提升罗丹明螺内酰亚胺的超分辨成像能力，在本论文第 3 章设计了一种新的延

长激发态持续时长的分子设计策略。通过将羧基引入邻近罗丹明螺环位置，合成了甘氨

酸罗丹明 Rh-Gly，实现了分子内酸性环境的构建，延长了罗丹明螺内酰亚胺的两性离子

亮态。单分子研究证实了邻接羧基罗丹明螺内酰亚胺显著延长的亮态，其亮态时长通过

酸性策略可由~30 ms 延长至~60 ms，同时该研究预测这类罗丹明具备更优秀的定位型超

分辨成像能力。通过 Rh-Gly，实现了对活细胞的线粒体超分辨成像，成像达到了 10 s 的

时间分辨率和~ 25 nm 的定位精度；通过 Rh-Gly 的标记衍生物，实现了活细胞细胞核组

蛋白和固定细胞微管的超分辨成像。 

为了改善传统罗丹明的亮度，在本论文的第 4 章提出季铵化哌嗪取代的分子设计策

略。利用季铵哌嗪取代基的吸电子诱导效应，削弱氨基给电子能力，抑制分子内扭曲态

等非辐射跃迁过程，提升罗丹明染料的亮度。基于该策略合成的季铵化哌嗪罗丹明 MPR

和 Lyso-RH 在水中显示了接近两倍于传统四甲基罗丹明 TMR 的荧光量子产率。光物理

性质研究及基于该策略萘酰亚胺和 NBD 染料光谱研究证明了季铵化哌嗪策略对改善推

拉体系荧光团的亮度的有效性。在单分子水平上，MPR 展现出比 TMR 更好的单分子光

子统计数据以及更有潜力的定位型超分辨成像能力，且在固定细胞微管超分辨成像证实

了 MPR 具备更强的超分辨成像能力。通过基于该策略开发的细胞膜探针 Mem-R 与溶

酶体探针 Lyso-RH，实现了对活细胞细胞膜和溶酶体的超分辨成像及细胞膜表面单分子

追踪分析。 
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5.2  创新点 

(1) 以超分辨成像定位分析算法以及单分子能量转移分析方法为基础，建立了完整

的单分子数据处理分析方法并开发了单分子处理分析软件。 

(2) 受罗丹明螺内酰亚胺相关探针响应机制启发，开发了一种延长罗丹明螺内酰亚

胺激发态亮态持续时长的分子设计策略。基于该策略染料实现了时间（10 s）和空间（~50 

nm）分辨率平衡的活细胞线粒体定位型超分辨成像。 

(3) 为抑制分子内扭曲电荷转移态的形成，设计一种季铵化哌嗪取代的分子设计策

略提升罗丹明染料的亮度。通过该策略开发的探针，实现了对活细胞细胞膜和溶酶体的

超分辨成像。 

5.3  展望 

本论文建立的单分子分析算法和开发的分析软件将为荧光染料领域的科学研究者

提供标准化的分析工具，为领域内逐步完染料的单分子评价体系提供有价值的基础平台，

促进超分辨成像染料的开发。 

本论文提出的两种罗丹明染料的开发设计策略，将启发多样化的超分辨染料分子的

开发；基于这两种策略开发的模型染料，将成为未来的超分辨染料开发的平台分子，推

动超分辨探针的开发，并进一步促进超分辨成像技术的发展和进化。 

目前研究者对染料分子结构与其单分子光物理性质乃至与其定位型超分辨成像性

质的关联仍不明确。在荧光染料领域内，超分辨染料的开发仍然处于积累和试错的阶段。

未来应提升分子结构与超分辨相关性质关联性研究，推动适用于超分辨染料成像的染料

分子设计策略的发展。 
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附录 A	 	化合物表征数据	

 
附图 1 Rh-dMAsp(3-4)的 1H NMR 谱图 

Appendix Figure 1 1H NMR spectrum of Rh-dMAsp(3-4). 

 

 
附图 2 Rh-dMAsp(3-4)的 13C NMR 谱图 

Appendix Figure 2 13C NMR spectrum of Rh-dMAsp(3-4). 
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附图 3 Rh-Asp(（3-5)的 HRMS 谱图 

Appendix Figure 3 HRMS of Rh-Asp(（3-5). 

 

 
附图 4 Rh-Asp(（3-5)的高效液相色谱图 

Appendix Figure 4 HPLC spectrum of Rh-Asp(（3-5). 
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附图 5 Rh-MSer(3-6)的 1H NMR 图 

Appendix Figure 5 1H NMR spectrum of Rh-MSer(3-6). 

 

 
附图 6 Rh-MSer(3-6)的 13C NMR 图 

Appendix Figure 6 13C NMR spectrum of Rh-MSer(3-6). 
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附图 7 Rh-Ser(（3-7)的 HRMS 图 

Appendix Figure 7 HRMS of Rh-Ser(（3-7). 

 

 
附图 8 Rh-Ser(（3-7)的高效液相色谱图 

Appendix Figure 8 HPLC spectrum of Rh-Ser(（3-7). 
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附图 9 3-9 的 1H NMR 图 

Appendix Figure 9 1H NMR spectrum of 3-9. 

 

 
附图 10 3-9 的 13C NMR 图 

Appendix Figure 10 13C NMR spectrum of 3-9. 
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附图 11 3-10 的 1H NMR 图 

Appendix Figure 11 1H NMR spectrum of 3-10. 

 

 
附图 12 3-10 的 13C NMR 图 

Appendix Figure 12 13C NMR spectrum of 3-10. 
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附图 13 Rh-Gly-Halo(3-11)的 1H NMR 图 

Appendix Figure 13 1H NMR spectrum of Rh-Gly-Halo(3-11). 

 

 
附图 14 Rh-Gly-Halo(3-11)的 13C NMR 图 

Appendix Figure 14 13C NMR spectrum of Rh-Gly-Halo(3-11). 
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附图 15 3-12 的 1H NMR 图 

Appendix Figure 15 1H NMR spectrum of 3-12. 

 

 
附图 16 3-12 的 13C NMR 图 

Appendix Figure 16 13C NMR spectrum of 3-12. 
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附图 17 3-13 的 1H NMR 图 

Appendix Figure 17 1H NMR spectrum of 3-13. 

 

 
附图 18 3-13 的 13C NMR 图 

Appendix Figure 18 13C NMR spectrum of 3-13. 
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附图 19 3-14 的 1H NMR 图 

Appendix Figure 19 1H NMR spectrum of 3-14. 

 

 
附图 20 3-14 的 13C NMR 图 

Appendix Figure 20 13C NMR spectrum of 3-14. 
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附图 21 4'-3-15 的 1H NMR 图 

Appendix Figure 21 1H NMR spectrum of 4'-3-15. 

 

 
附图 22 5'-3-15 的 1H NMR 图 

Appendix Figure 22 1H NMR spectrum of 5'-3-15. 
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附图 23 Lyso-R(4-2)的 1H NMR 图 

Appendix Figure 23 1H NMR spectrum of Lyso-R(4-2). 

 

 
附图 24 Lyso-R(4-2)的 13C NMR 图 

Appendix Figure 24 13C NMR spectrum of Lyso-R(4-2). 
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附图 25 MPR(4-3)的 1H NMR 图 

Appendix Figure 25 1H NMR spectrum of MPR(4-3). 

 

 
附图 26 MPR(4-3)的 13C NMR 图 

Appendix Figure 26 13C NMR spectrum of MPR(4-3). 
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附图 27 Mem-R(4-4)的 1H NMR 图 

Appendix Figure 27 1H NMR spectrum of Mem-R(4-4). 

 

 
附图 28 Mem-R(4-4)的 13C NMR 图 

Appendix Figure 28 13C NMR spectrum of Mem-R(4-4). 
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附图 29 Mem-R(4-4)的高效液相色谱图 

Appendix Figure 29 HPLC spectrum of Mem-R(4-4). 

 

 
附图 30 4-PR-COOH(4-5)的 1H NMR 图 

Appendix Figure 30 1H NMR spectrum of 4-PR-COOH(4-5). 
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附图 31 4-PR-COOH(4-5)的 13C NMR 图 

Appendix Figure 31 13C NMR spectrum of 4-PR-COOH(4-5). 

 

 
附图 32 4-MPR-COOH(4-7)的 1H NMR 图 

Appendix Figure 32 1H NMR spectrum of 4-MPR-COOH(4-7). 



大连理工大学博士学位论文 

- 179 - 

 

 
附图 33 4-MPR-COOH(4-7)的 13C NMR 图 

Appendix Figure 33 13C NMR spectrum of 4-MPR-COOH(4-7). 

 

 
附图 34 4-P-TMR(4-10)的 1H NMR 图 

Appendix Figure 34 1H NMR spectrum of 4-P-TMR(4-10). 
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附图 35 4-P-TMR(4-10)的 13C NMR 图 

Appendix Figure 35 13C NMR spectrum of 4-P-TMR(4-10). 

 

 
附图 36 Mem-TMR(4-11)的 1H NMR 图 

Appendix Figure 36 1H NMR spectrum of Mem-TMR (4-11). 
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附图 37 Mem-TMR(4-11)的高效液相色谱图 

Appendix Figure 37 HPLC spectrum of Mem-TMR(4-11). 

 

 
附图 38 DM-Naph(4-13)的 1H NMR 图 

Appendix Figure 38 1H NMR spectrum of DM-Naph(4-13). 
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附图 39 DM-Naph(4-13)的 13C NMR 图 

Appendix Figure 39 13C NMR spectrum of DM-Naph(4-13). 

 

 
附图 40 P-Naph(4-14)的 1H NMR 图 

Appendix Figure 40 1H NMR spectrum of P-Naph(4-14). 
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附图 41 P-Naph(4-14)的 13C NMR 图 

Appendix Figure 41 13C NMR spectrum of P-Naph(4-14). 

 

 
附图 42 MP-Naph(4-15)的 1H NMR 图 

Appendix Figure 42 1H NMR spectrum of MP-Naph(4-15). 
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附图 43 MP-Naph(4-15)的 13C NMR 图 

Appendix Figure 43 13C NMR spectrum of MP-Naph(4-15). 

 

 
附图 44 DM-NBD(4-17)的 1H NMR 图 

Appendix Figure 44 1H NMR spectrum of DM-NBD(4-17). 
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附图 45 DM-NBD(4-17)的 13C NMR 图 

Appendix Figure 45 13C NMR spectrum of DM-NBD(4-17). 

 

 
附图 46 P-NBD(4-18)的 1H NMR 图 

Appendix Figure 46 1H NMR spectrum of P-NBD(4-18) 
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附图 47 P-NBD(4-18)的 13C NMR 图 

Appendix Figure 47 13C NMR spectrum of P-NBD(4-18) 

 

 
附图 48 MP-NBD(4-19)的 1H NMR 图 

Appendix Figure 48 1H NMR spectrum of MP-NBD(4-19) 



大连理工大学博士学位论文 

- 187 - 

 

 
附图 49 MP-NBD(4-19)的 13C NMR 图 

Appendix Figure 49 13C NMR spectrum of MP-NBD(4-19) 
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附录 B	 	激活荧光染料闪烁模型	

根据 Bustamante 等提出的单分子闪烁动力学模型[159]，在暗态的染料分子可以转换

到亮态，而分子在亮态驻留一段时间后，将可能转换到暗态或者发生漂白。这些转换的

发生可用泊松（Poisson）过程描述，其相关的数学推导过程可参见相应文献的支持信息，

在此给出该模型的重要数学方程。 

激活型荧光染料在激活后，处于可以被激发出荧光信号的亮态（A），而在被激发

的过程中，染料分子可以转换（kd）进入到暗态（D），也可以通过光漂白过程（kb）不

可逆的转换到漂白状态（B）。在暗态（D）的分子也随机转换（转换速率 kr1、kr2，转

换系数 α）到亮态（A），下图展示了上述的物理模型： 

 
需要注意的是，在模型中，计数的闪烁次数并不包括第一次的亮态（单分子荧光轨

迹如果只有一个亮态过程，则该分子闪烁次数统计为 0）： 

݊́ୠ୪୧୬୩ୱ ൌ ݊ୠ୪୧୬୩ୱ െ 1    (B.1) 

假定对于所有观测的事件满足泊松（Poisson）过程，在驻留时间 t 发生事件的可能

性为： 

௞ܲሺݐሻ ൌ ݇݁ି௞௧   (B.2) 

因此，在 t 时间发生从亮态到暗态的转换过程满足： 

୭ܲ୬ሺݐሻ ൌ ሺ݇ୢ ൅ ݇ୠሻ݁ି
ሺ௞ౚା௞ౘሻ௧       (B.3) 

在 t 时间发生从暗态转换到亮态的转换也满足双指数分布： 

ܲୢ ୟ୰୩ሺݐሻ ൌ ୰ଵ݁ି௞౨భ௧݇ߙ	 ൅ ሺ1 െ αሻ݇୰ଶ݁ି௞౨మ௧            (B.4) 

根据上面的假设，可推出发生多少次闪烁的可能性为： 

ୠܲ୪୧୬୩ୱሺ݊ୠ୪୧୬୩ୱሻ ൌ 	 ௡ሺ1ߟ െ  ሻ       (B.5)ߟ

ߟ ≝ 	 ௞ౚ
௞ౚା௞ౘ

 (B.6) 

也可推出在 t 时刻发生光漂白的概率为： 

ୠܲ୪ୣୟୡ୦ሺݐሻ ൌ 	݇ୠሺݎଵ݁ି௞భ௧ ൅ ଶ݁ି௞మ௧ݎ ൅  ଷ݁ି௞య௧ሻ              (B.7)ݎ
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ଵݎ ≝ 	
ሺ௞౨భି௞భሻሺ௞౨మି௞భሻ

ሺ௞మି௞భሻሺ௞యି௞భሻ
       (B.8) 

ଶݎ ≝ 	
ሺ௞౨భି௞మሻሺ௞౨మି௞మሻ

ሺ௞భି௞మሻሺ௞యି௞మሻ
       (B.9) 

ଷݎ ≝ 	
ሺ௞౨భି௞యሻሺ௞౨మି௞యሻ

ሺ௞భି௞యሻሺ௞మି௞యሻ
      (B.10) 

其中 k1, k2, k3 为下面的三元方程组的负数解： 

ଷݏ ൅ aݏଶ ൅ ݏܾ ൅ ܿ ൌ 0      (B.11) 

a ൌ ݇ୢ ൅ ݇ୠ ൅ ݇୰ଵ ൅ ݇୰ଶ      (B.12) 

b ൌ ሺ݇୰ଵ ൅ ݇୰ଶ െ ത݇
୰ሻ݇ୢ ൅ ሺ݇୰ଵ ൅ ݇୰ଶሻ݇ୠ ൅ ݇୰ଵ݇୰ଶ     (B.13) 

c ൌ ݇ୠ݇୰ଵ݇୰ଶ      (B.14) 

根据上述的模型的方程 B.3-B.6，可以从单分子统计数据中拟合出 kd, kb, kr1, kr2 and 

α。然后用拟合的结果，以及方程 B.7-B.14，可以获得拟合的光漂白概率分布曲线，并

与实际测量获得的统计结果进行对比，验证上述模型的可行性。同时更具拟合获得的

速率，可以通过方程转换为预期的平均闪烁次数： 

݊́തୠ୪୧୬୩ୱ ൌ
௞ౚ
௞ౘ

 (B.15) 

该模型下的暗态平均持续时长，可用如下方程计算： 

ୢ̅ݐ ୟ୰୩ ൌ ߙ ൈ ଵ

௞౨భ
൅ ሺ1 െ ሻߙ ൈ ଵ

௞౨మ
     (B.16) 
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附录 C	 	补充甘氨酸罗丹明成像结果	
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附图 50 Rh-Gly 与 Mitotracker Deep Red 在 HeLa（a）和 MCF-7（b）细胞系的共定位

分析。每组分析展示了在共定位成像分析中的 9 个不同区域。在每组分析中，从上往

下：紫外光激活后 Rh-Gly 的共聚焦荧光成像图，着色为红色；Mitotracker Deep Red 的

共聚焦荧光成像图，着色为蓝色；两张荧光成像图的叠加图；沿着叠加图中黄色线标

注区域的两个荧光图的荧光强度刨线。标尺：25 μm。 

Appendix Figure 50 Colocalization studies between Rh-Gly and Mitotracker Deep Red in 

HeLa (panel a) and MCF-7 cells (panel b). Each panel presents nine different regions of the 

colocalization experiment. In each panel, from top row to bottom row: confocal fluorescence 

images of Rh-Gly, colored in red; confocal fluorescence images of Mitotracker Deep red, 

colored in blue; merged images of two dyes; corresponding bright field images; line intensity 

distributions along yellow lines in the merged images. Scale bar: 25 μm. 
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附图 51 HeLa（上）和 MCF-7（下）细胞系的活细胞线粒体超分辨成像。在每组数据

中，顶端行显示了对线粒体区域的宽场荧光成像图而底端行显示了在倾斜照明模式下

对应的 10 s 内超分辨重构图。标尺：2 μm。 

Appendix Figure 51 Super-resolution imaging of live cell mitochondria in HeLa (top panel) 

and MCF-7 (bottom panel) cell lines. In each panel, the top row exhibits the wide-field 

images of regions rich of mitoncondria and the bottom row shows the corresponding 

reconstructed images in 10 s under inclined illumination. Scale bars: 2 μm. 
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附图 52 对附图 51 中 HeLa（上）和 MCF-7（下）细胞系超分辨成像结果的定量分

析。在每组数据中，从顶端行往底端行：单分子亮度的直方图；定位精度的直方图；

从附图 51 的光激活定位成像图分析的 Nyquist 分辨率。 

Appendix Figure 52 Quantitative analysis of super-resolution imagings in HeLa (top panel) 

and MCF-7 (bottom panel) cell lines in Appendix Figure 51. In each panel, from top row to 

bottom row: histogram of photon numbers per single molecule per frame; histogram of 

localization uncertainties; Nyquist resolution estimations for the corresponding PALM 

imaging in Appendix Figure 51. 
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附图 53 在倾斜照明模式下对活 HeLa 细胞细胞核的组蛋白超分辨成像。HaloTag 融合

蛋白在活细胞中共价连接 Rh-Gly-Halo。由于瞬时转染，细胞内的融合蛋白过表达水平

不完全一致。超分辨成像图从 5000 帧原始数据重构获得。插图显示了从同样标记的蛋

白拍摄的宽场荧光成像图。标尺：3 μm。 

Appendix Figure 53 Super-resolution imaging of H2B-Halo fusion proteins in necleus of live 

HeLa cells under inclined illumination. The H2B-Halo fusion proteins are convalently 

coupled to Rh-Gly-Halo in live cells, with different levels of overexpression due to transisent 

transfection. The super-resolutin images are reconstructed from 5000 frames. Inset presents 

the wide-field image from the same labeled proteins. Scale bar: 3 μm. 

 

 
附图 54 附图 53 的超分辨重构定量化分析。顶端行：单分子亮度直方图；底端行：定

位精度直方图。从左往右对应附图 53 的定量化分析结果。 

Appendix Figure 54 Quantitative analysis of the reconstructions of super-resolution images in 

Appendix Figure 53. Top panel, histogram of single-molecule brightness; bottom panel, 

histogram of localization uncertainties. From left to right, corresponding quantitative plots for 

Appendix Figure 53. 

 



大连理工大学博士学位论文 

- 195 - 

 
附图 55 通过一抗抗 α-tubulin 和标记有 Rh-Gly-NCS 的二抗免疫染色的 HeLa 细胞微管

的超分辨成像。左列图：在倾斜照明模式下固定 HeLa 细胞的微管的光激活定位成像，

通过 11000 或者 17000 帧原始数据重构。成像也为 PBS 缓冲液。右列图：对应微管的

宽场成像图。标尺：3 μm。 
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Appendix Figure 55 Super-resolution imaging of microtubules in HeLa cells immunstained 

with primary antibody against α-tubulin and secondary antibodies conjugated with Rh-Gly-

NCS. Left column: PALM imaging of microtubules in fixed HeLa cells under inclined 

illumination, reconstructed from 11000 or 17000 frames. The imaging was performed in PBS 

solution. Right column: corresponding wide-field images of microtubules. Scale bars: 3 μm. 

 

 
附图 56 附图 55 重构图的定量分析。左列图：单分子亮度直方图；右列图：定位精度

直方图。顶端行对应于附图 55 的顶端行重构结果；底端行对应于附图 55 的底端行重

构结果。 

Appendix Figure 56 Quantitative analysis of reconstructions in Appendix Figure 55. Left 

column: histogram of single-molecule brightness. Right column: histogram of localization 

uncertainties. Top row correlates to the reconstructed image on top row in Appendix Figure 

55. Bottom row correlates to the reconstructed image on bottom row in Appendix Figure 55. 
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