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摘要：由于单分子检测（Single Molecule Detection, SMD）特有的高灵敏度、高空间分辨率、

高时间分辨率、高信号质量等特点，使其有望发现其他常规实验中难以发现的实验现象，因

此成为了生物学、医学及药学等生命科学领域重要的科研工具。本文结合作者所在的北京大

学医药卫生分析中心生物成像平台的工作经验，概述了单分子荧光检测技术的原理以及在生

命科学中的应用，以期为相关科研技术人员提供参考。 
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Abstract：Single Molecule Detection (SMD) has become an important scientific research tool in 

the fields of biology, medicine and pharmacy due to its unique sensitivity, resolution and signal 

quality. Based on the author's work experience in the biological imaging lab of Peking University 

Medical and Health Analysis Center, this paper summarizes the principle and applications of SMD 

in the life sciences, in order to provide reference for related scientific researchers and technicians. 
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1 引言 

单分子检测（Single Molecule Detection, SMD）技术是一种能够在单分子水平上检测分

子的技术，它具有高灵敏度、高空间分辨率、高时间分辨率、高信号质量等特点。它不但实

现了某种意义上可称之为最高灵敏度的分子检测，而且有可能实时监测反应途径和追踪大分

子在执行生理功能时的结构变化，因此有望发现其他常规实验中难以发现的实验现象。 

在单分子检测技术发展之前，大多数的分子实验是探测分子的综合平均效应（Ensemble 

Averages），即探测大量由一种（或多种）对象组成的一个整体所表现出的平均响应和平均

值[1]。这一平均效应掩盖了许多特殊的信息，尤其是生物学里很多小概率事件的发生。相

比之下，单分子检测可以逐个地对体系中的单个分子进行研究，通过时间相关的方法，得到

某一分子特性的分布状况。这对于了解机体细胞的物理、化学性质及其参与细胞正常功能的

机制是十分必要的。它快速、卓越的进展无疑将影响许多科学领域，为医学、生物学、化学、



物理学和纳米材料等领域提供新的检测手段，目前已成为当今科学研究的热点之一。 

在过去的几十年里，科研人员开发和设计了各种技术和实验来检测单个分子。例如上个

世纪五十年代使用透射电镜拍摄了 DNA 和蛋白质等单分子的第一张图像；六十年代，有学

者开展了间接检测水溶性生物分子的荧光研究，获得了含有高浓度底物的低浓度酶的液滴中

存在的分子数量；七十年代，膜片钳被用于研究单分子，此后被广泛应用于离子通道蛋白的

研究；八十年代，利用可扩散的多重荧光标记技术检测了单脂质分子；九十年代，应用宽场

单荧光成像技术对单荧光团分子进行检测和成像，并且利用单分子荧光定位技术获得了大约

30nm 的分辨率；进入二十一世纪，研究人员开始在单分子水平上只使用一种荧光染料标签，

对活细胞进行直接成像，并通过荧光显微镜进行观察[2]。    

 单分子荧光检测技术是实现单分子检测的手段之一，它利用单个荧光分子的荧光发射

特性，对其进行精细控制和观测。本文拟通过对单分子荧光检测技术，包括荧光相关光谱/

荧光互相关光谱（Fluorescence Correlation Spectroscopy/ Fluorescence Cross-Correlation 

Spectroscopy, FCS/FCCS）及荧光寿命成像（Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy, FLIM）

技术的特征、原理及这些技术在生命科学领域的应用等方面进行阐述，以其为相关科研技术

人员提供参考。 

2 单分子荧光检测技术概述 

2.1 荧光发射原理[3] 

荧光作为一种发射光，它的产生涉及对光子的吸收和再发射两个过程。简单的说，荧光

产生有四个步骤（图 1）： 

 

图 1  荧光发射循环示意图 

 



（1）电子吸收入射光子后由基态向激发态跃迁，其跃迁速率在一定范围内与激光功率

成正比； 

（2）电子跃迁到不同电子能级或同一电子能级的不同振动能级上，经内转换和振动弛

豫降落到最低激发单重态的最低振动能级上，这一过程需 1x10-11~1x10-13s； 

（3）电子由激发态经发射光量子跃迁到基态的不同振动能级上，这一过程称为荧光发

射； 

（4）电子基态的内弛豫。 

物质发射荧光的能力用荧光量子产率来衡量。 

2.2 单分子荧光检测的基本要求 

对单分子荧光的检测必须满足两个基本要求[1]： 

（1）在被照射的体积中只有一个分子与激光发生相互作用。这一点可以很方便地通过

调整研究体系的浓度（密度）来达到； 

（2）确保单分子的信号大于背景干扰信号（background signal），其中关键的问题是要

有效减少拉曼散射、瑞利散射及其杂质荧光所造成的干扰。 

因此，要获得理想的信噪比，需要将激发体积最小化。因显微镜物镜的焦点最小体积约

1μm3，故激光扫描共聚焦显微镜（laser scanning confocal microscopy, LSCM)是探测单分子荧

光的主要方法之一。 

3 单分子荧光检测技术在生命科学中的应用 

3.1 荧光相关光谱/荧光互相关光谱（FCS/FCCS）技术[4-7] 

FCS 和 FCCS 都是在涨落光谱技术的基础上衍生而来的，通过检测某一微小区域内荧光

信号的瞬时涨落变化，分析分子的密度、扩散以及分子之间的相互作用，是一种新兴的单分

子检测技术。由于 FCS/FCCS 的高灵敏性可以用来检测生物系统中发生的小概率时间，因此

此技术主要用于分子之间相互作用、活细胞分析、核酸分析、蛋白质的寡聚化、蛋白质的动

力学研究以及纳米制剂粒径测量等研究，在检测物质浓度、扩散速度、分子结合速率等方面

体现出巨大的优越性，亦可用于肿瘤的早期诊断以及高通量药物筛选等。 

FCS 技术，即在 CLSM 焦点的微小测量区域内，通过对荧光强度随时间变化的自发性

波动分析和其时间函数自相关的分析，并通过计算机统计与拟合运算，在活细胞内单分子水

平给出分子的扩散系数、分子数目、分子浓度及分子之间结合与分离状态等动力学参数的检

测方法。其实质是监测带有荧光基团的物质在激光作用体积内的扩散情况，可揭示异质群体



中的每个个体，并对各自的亚群进行鉴定、分类、定量比较，亦可对复杂的生化反应提供详

细、确定的动力学参数。例如，张强课题组就通过 FCS 技术测定了负电蛋白与不同电荷的

纳米颗粒结合情况不同，导致扩散系数呈显著性差异，从而判断出纳米颗粒与血浆中蛋白结

合情况[8]。而薛采宁等人也使用 FCS 技术实现了无标记小分子药物筛选[9]：FCS 可以根据

荧光标记的蛋白分子的特征扩散时间的变化来区分蛋白质的聚集程度，定量评价蛋白质与药

物的相互作用，如荧光标记蛋白聚集体的特征扩散时间越短，蛋白质与药物之间的相互作用

越强。 

发明 FCS 的最初目的是在生物系统中研究非常稀的样本浓度的化学动力学特征。随着

探测手段、自相关电子学等方面的技术进步，FCS 在生物化学中的研究和应用越来越广泛，

如经典的细胞膜中脂质扩散研究就是通过 CLSM 整合了 FCS 技术后所取得的巨大进展。 

FCCS 技术，确切来说是 FCS 技术的一种延伸应用。其既保持了 FCS 技术的灵敏性，

又可以解决 FCS 对两种粒子的扩散速度要有明显不同的要求（至少相差 2 倍，即二者质量

差相差 8 倍）。该技术在实验中通常将两种粒子用不同的荧光进行标记，荧光分子被激发后，

产生两种互不干扰的荧光信号，分别被两个独立的检测器探测，然后将探测到的信息进行交

叉函数分析。如果分子间存在相互作用，那么两种不同的荧光信号将同时经过检测通道，这

时两个检测器就会产生同步的信号波动，从而产生互相关信号；而当单色荧光分子独立在微

区域内运动时，则不会产生互相关信号。这样，相互作用的荧光分子和独立运动的荧光分子

就被区分开来。由于 FCCS 技术直接反映分子间的相互作用，而不像 FRET 技术那样受分子

扩散或聚集的影响，因此在生物分子互作、蛋白寡聚化、酶活性研究领域中有重要的应用前

景。 

3.2 荧光寿命成像（FLIM）技术 

FLIM 技术是研究细胞内生命活动状态的一种非常可靠的方法。荧光寿命是指分子受到

光脉冲激发后返回基态之前在激发态的平均停留时间，是荧光团的固有性质（表 1），取决

于荧光分子所处的微环境，因此其不受探针浓度、激发光强度和光漂白效应等因素影响，且

能区分荧光光谱非常接近的不同荧光团，故具有非常好的特异性和很高的灵敏度。此外，由

于荧光分子的荧光寿命能十分灵敏地反映激发态分子与周围微环境的相互作用及能量转移，

因此 FLIM 技术可提供细胞自身荧光寿命信息，亦可被用来实现对微环境中许多生化参数的

定量测量，如细胞中折射率、黏度、温度、pH 值的分布和动力学变化、局部氧气浓度测量、

活细胞内钙浓度测量等，这在生物医学研究中具有非常重要的意义。目前 FLIM 技术在细胞

生物学中一些重要科学问题的研究、临床医学上一些重大疾病的诊断与治疗研究以及纳米材



料的生物医学应用研究等方面均有广泛应用，并取得了许多利用传统的研究手段无法获取的

数据。如 Melissa C Skala 等人[10]及李慧等人[11]均报道了通过 FLIM 手段无标记测量肿瘤

细胞或组织内 NADH, FAD 和其他内源性光学生物标志物的荧光特性，来实现对正常细胞或

组织与肿瘤细胞或组织之间代谢途径差异的检测。 

表 1 荧光寿命特性 

取决于 不依赖于 

染料浓度 染料固有特性（如异构化、质子化、蛋白质折叠等） 

光漂白 微环境（如 pH、离子浓度、环境氧浓度、温度等） 

样品厚度 分子结合 

激发光强度  

光源噪声  

 

3.3 荧光寿命成像-荧光共振能量转移(Fluorescence Lifetime Imaging 

Microscopy- Fluorescence Resonance Energy Transfer, FLIM-FRET）[12] 

荧光共振能量转移(Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET) [13]是指两个荧光基

团间能量通过偶极-偶极耦合作用以非辐射方式从供体传递给受体的现象。目前 FRET 技术

可广泛用于单个固定细胞、亚细胞或活细胞原位生理环境下检测生物大分子的构象变化和分

子间的直接相互作用，如检测配体-受体、蛋白分子共定位、转录机制、蛋白折叠以及蛋白

质二聚化等，亦可用于检测酶活性变化、细胞凋亡以及膜蛋白的研究等[12]。 

在 FRET 体系中，常用的荧光能量供体、受体对主要有：CFP/YFP、BFP/RFP、CY3/CY5

等。进行 FRET 实验时，需要满足以下几个条件：① 所检测样品包含两个荧光分子，能量

的提供者叫做供体，能量的接受者叫做受体；② 供体与受体的距离在<10nm 之间；③ 供

体的发射波长与受体的激发波长一致。当供体的激发波长照射样品时，若没有 FRET 效应产

生，只会检测到供体的发射光；反之，如果有 FRET 效应发生，则 CLSM 可检出供体发射

的荧光减弱，而受体的发射光增强。 

FRET 本身不是一种成像技术，而是一个物理过程。传统的 FRET 过程分析通常是基于

荧光强度成像来实现，分析的结果容易受光谱串扰的影响。而将 FLIM 技术应用于 FRET 过

程分析，利用了 FLIM 技术可定量测量这一优势，可非常灵敏地反映供体荧光分子与受体荧

光分子之间的能量转移过程，目前被认为是测量 FRET 效果的金标准。 



当受体分子与供体之间的距离<10nm 时，供体的能量转移到受体，受体从基态发生能

量跃迁，从而影响供体的荧光寿命。与没有受体分子的时候相比，发生 FRET 的供体分子的

荧光寿命降低。因此，FLIM-FRET 联合能够实时监测生物细胞中蛋白质的动态变化，如蛋

白质折叠、分子间（蛋白-蛋白，蛋白-核酸）相互作用和细胞间信号分子传递、分子运输以

及病理学研究等。 

4 结论和展望 

近年来，研究人员应用了多种技术来检测单分子，如从传统的技术到最近发展的生物传

感技术。而荧光检测越来越受欢迎，并且在等离子体共振、全内反射荧光、多光子激发荧光

显微镜和近年来发展起来的生物传感技术等改进形式中仍然受到关注。随着近场扫描显微镜、

光激活定位显微镜、受激发射损耗显微术或超分辨率荧光显微镜等先进显微技术的发展，单

分子的超分辨率成像亦成为可能。此外，随着纳米生物技术的发展，几种先进的纳米技术也

对单分子检测在更大程度上发挥着指导作用。 

总之单分子检测特有的高灵敏度、高空间分辨率、高时间分辨率、高信号质量等特点，

经过近几十年的发展，在生物学、医学及药学等生命科学领域已经成为不可或缺的科研工具。 
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