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摘  要   扫描近场光学显微镜由于其超过常规光学显微镜的光学分辨能力及其一些特殊的功能 o正在受到生物学

家们越来越多的关注 q文章介绍了近年来近场光学显微技术在生命科学研究中的应用和进展 q
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  早在 v个世纪以前 o荷兰的业余科学家 �±·²±¬

√¤± �̈ ∏̈º ±̈«²̈ ®ktyvu ) tzuvl就将他发明的光学

显微镜应用于对原生动物 !细菌 !血红细胞 !毛细血

管以及昆虫的循环系统的广泛的研究之中 q可以说 o

光学显微术从它诞生的那一天起 o就与生物领域的

研究结下了不解之缘 q�̈ ∏̈º ±̈«²̈ ®发明的单镜片

显微镜的分辨本领达到了令人惊异的 uΛ° o大大超

过了同时代组合透镜约 xΛ°的分辨本领 q当时光学

显微镜最严重的问题是光学镜片的像差和色散 q然

而当现代技术可以将像差和色散消减到近乎完美的

时候 o人们仍然不能用光学显微镜分辨 ∗ vss±° 以

下的物体 q

那么 o问题到底出在哪里呢 �原来 o光学显微镜

的放大本领来源于光的波动性 o而正是光的波动性

阻碍了人们无限地增加放大倍数 q这个规律早在

t{zv年就由德国科学家 ∞q�¥¥̈ 根据衍射理论推导

出 o而后由 � ¤¼̄ ¬̈ª«归纳为一个常用公式 }

∃ ς =
s1ytΚ
ν¶¬±Η

,

其中 ∃ ς 为光学显微镜的最小分辨距离 , Κ为照明

光的波长 , ν 为物方折射率 , Η为物镜对样品的半张

角 . ν¶¬±Η称为数值孔径k��l q由上式可见 o要想提

高光学显微镜的分辨本领 o就必须减小照明光波长

Κo或增大数值孔径 �� q就增大数值孔径而言 o最好

的油浸式显微镜的 �� 也不过 t1x左右 q也就是说 o

假如使用 xss±°的入射波长 o仅可以得到 uss±°的

分辨率 q

在生命科学进入/ 后基因组时代0k³²¶·ª̈ ±²° l̈

的今天 o生物学家研究的重点已经由对基因组的研

究转到对蛋白质组的研究 q细胞生物学家为了了解

遗传与发育的关系 o迫切想要知道 }基因组怎样在细

胞内得到表达 ~生物大分子 ) ) ) 主要是结构蛋白与

� �� 及其复合物如何组成细胞的基本结构体系 ~以

及一系列重要的活性因子如何调节细胞的主要生命

活动 o如细胞增殖 !细胞分化 !细胞凋亡与细胞信号

传递等 q反映这些体系性质的特征尺度都在纳米的

量级 o超出了常规光学显微镜的分辨极限 q因此生物

学家迫切希望有一种实验显微方法 o它既具有亚微

米甚至纳米尺度的光学分辨本领 o又可以连续监测
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生物大分子和细胞器微小结构的演化 o而并不影响

生物体系的生物活性 q

近场光学显微技术 k±̈ ¤µp ©¬̈ §̄ ²³·¬¦¤̄ °¬2

¦µ²¶¦²³¼l的出现为解决上面的难点带来了希望≈t  q

与常规光学显微镜的二维同时成像不同 o这一新技

术采用距样品表面仅几个纳米的探针逐点扫描成像

的方法 o可以在几十纳米的分辨率下同时得到样品

微区的形貌和光学信息 q扫描近场光学显微镜

k¶¦¤±±¬±ª ±̈ ¤µp ©¬̈ §̄ ²³·¬¦¤̄ °¬¦µ²¶¦²³̈ o≥�� � l可

望为生物学家进军纳米生物世界的兵器库提供一种

新式武器 o这种技术可以用来在生物化学的自然环

境或接近自然条件下研究分子水平的荧光以及光的

吸收 !散射和偏振的光学信息 o其原理见图 t q

图 t  ≥�� � 原理示意图

k本图为透射收集模式l

t  对单个荧光分子的特写

人们对生物的长期研究已经发展了多种多样行

之有效的荧光染色标记方法 o可以将染色剂大分子

直接安置在生物组织的某一个特定的感兴趣的位置

上 q对荧光分子的定位可以用来实现 ⁄�� 快速测

序 o而对其光谱及荧光寿命的研究则可以提供该微

区内的能态及价键的信息 o从而对发生在表面的化

学过程实现跟踪分析 q但是 o在 ≥�� � 出现以前 o人

们还不能研究被定位于某一区域内的单个荧光分子 q

t||u年 o�× i × 贝尔实验室的 ∞µ¬¦�̈ ·½¬ª和他

的同事在近场光学显微镜实用化方面迈出了重要的

一步 o利用他们自己创新研制的镀膜光纤探针扫描

近场光学显微镜 o得到了 wΛ° ≅ wΛ° 区域内吸附在

vs±°厚的 ° � � � 膜上的染料分子探针 ⁄¬�≤tukvl

的分布k见图 ul≈u  q所得到的单个分子的相对位置

可以确定到 x ) tx±°kΚ/ tus ) Κ/ wsl o其光强分布

信息可以很好地被理论解释 o并可以由此推断出这

些染料分子的取向 q

  这一技术可以应用于许多方面 o比如可以观察

分子在细胞膜上的分布 o监测蛋白质分子构型的变

化 o甚至在自然环境下研究分子水平上的生化反应

过程 q由于在 ≥�� � 的机制中 o样品中受到光学激

发的体积k照明模式l或被探测的发光区域k收集模

式l都非常小 o因此可以做到单分子探测的灵敏度 q

图 u  由 ⁄¬�≤tukvl的 ≥�� � 光学像推断分子取向≈u 

k¤l光学像 ~ k¥l推断出的分子取向

这样就可以使用像碳青素k¦¤µ¥²¦¼¤±¬±̈ l这样只有

一个发色团k色基l的染色剂 o在更小的尺度上标定

生物组织 o比如一个细胞的细节 o再利用 ≥�� � 予

以研究 q正如 �̈ ·½¬ª所说的那样 o/ 没有人会想用一
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个保龄球去标记一只跳蚤的 d0

  因为由 ≥�� � 得到的光学图像来源于样品折

射率及反射率的空间分布与表面形貌的信息k这主

要是因为近场范围内得到的光强对探针与样品之间

的距离很敏感l的混和 o在当前对近场范围内光学信

息的解释尚不很清楚的情况下 o荧光衬度成为了

≥�� � 研究生物样品的主要方式 q因此 o对单分子

荧光特性的研究也成为 ≥�� � 研究的一个主要方

向 q实际上 o分子荧光的光谱特性 !荧光寿命都可以

反映分子的内禀属性和分子所在环境的性质 o比如

³� 值≈v  q

但是 o在扫描得到光学图像的过程中 o探针究竟

扮演了一个什么角色呢 �从 ≥�� � 原理上讲 o探针

实际上是我们引入样品近场的一个扰动 o它使得原

来近场内的隐失场能量转化为可被我们探测的传播

场能量 o从而得到样品表面附近电磁场能量的分布 q

这个扰动不应该对我们所要探知的场分布产生过大

的影响 q研究中发现 o当针尖的边缘靠近一个荧光分

子时 o探针的铝镀层会使荧光分子淬火 o缩短荧光寿

命 q荧光寿命作为针尖与分子相对距离的函数 o当分

子k¶∏̄©²µ«²§¤°¬±̈ l 在针尖中心时达到最大值

ku±¶l o而在边缘时约为 t±¶q远场得到的荧光寿命同

分子在探针正下方时的荧光寿命基本相同 q这说明

由荧光衬度得到的结果并没有受到探针的太大影

响≈w  q

u  细胞和细胞器精细结构

对染色荧光分子的研究只是 ≥�� � 技术迈向

生物领域的第一步 q作为首先被光学显微技术发现

和研究的细胞 o自然而然就成为 ≥�� � 应用的主要

方向之一 q尽管细胞结构早就可以用电子显微镜研

究到很精细的地步 o但得不到细胞精细结构的光学

信息总是一件憾事 o尤其是那些具有光化学功能的

细胞器k如叶绿体l o如果能够了解它们在工作时到

底发生了什么 o那绝对是一件很吸引人的事 q

t||w年 o美国太平洋西北实验室的谢晓亮k÷ q

≥∏±±̈ ¼ ÷¬̈l等人报道了他们小组利用 ≥�� � 研究

最近几年才被发现的叶绿素系统中的一些独立蛋白

合成物 o如 ��≤k̄¬ª«·«¤µ√ ¶̈·¬±ª¦²°³̄ ¬̈̈ ¶l !°≥ ´

k³«²·²¶¼¶·̈° ´ µ̈¤¦·¬²± ¦̈±·̈µ¶l !°≥ µ k³«²·²¶¼¶2

·̈° µ µ̈¤¦·¬²± ¦̈±·̈µ¶l o在·«¼̄ ¤®²¬§膜上的分布情

况≈x  o引起了广大研究者极大的关注 q

×«¼̄ ¤®²¬§膜是植物中发生光合作用的地方 q这

些蛋白合成物嵌在膜中 o吸收阳光并通过一系列的

反应转化为植物自己的能量 q它们在膜上的分布情

况有助于了解不同合成物之间能量的处理机制 q以

前要研究这样的系统 o一般是采取冰冻蚀刻后用电

子显微镜成像的方法 o会导致天然结构的破坏 o并且

无法得到光谱学性质 q这些蛋白合成物都具有自己

特有的光学特性k如荧光寿命l o从而可以利用这一

点来区分不同的合成物 q在谢晓亮的样品中只包含

��≤ µ o切变力形貌像显示其厚度约为 y1x )

|1x±° o得到的空间分辨率为 tss±° q同时得到的荧

光像显示膜上的发光是各向同性的 o这与已知

��≤ µ在双层膜上的紧密排列是一致的 q他们的最

终目标是用 ≥�� � 对光合作用膜的光谱成像 o从而

在分子水平上研究光合作用中包含的化学反应 o包

括电子转移 !质子转移 !能量转移以及蛋白质构型变

化 q

除了细胞器的膜以外 o细胞膜本身也是一个很

好的研究对象 qt|zu 年 o由 ≥¬±ª̈µ和 �¬¦²̄¶²±创建

的细胞膜的二维流体模型认为 o细胞膜中的所有成

分都可以自由移动 q这种看法在最近几年被 ∞§¬§¬±

等人提出了质疑 q他们认为细胞膜上的各种成分在

膜面上呈区域分布 o不同的区域由膜蛋白和类脂化

合物的分布区分 o区域的大小大约在几百纳米的量

级 q它的细节用常规显微镜是难于分辨清楚的 o研究

者自然而然想到了 ≥�� � q

∞§¬§¬±的小组用类磷脂荧光剂和荧光抗体对人

体纤维组织母细胞细胞膜上的膜蛋白 ��� ´分子

作了标记 o然后用 ≥�� � 对其进行了观察 q结果证

明干燥固定的细胞上的荧光分布区域与用其他方法

在活细胞上测得的膜区域大小是一致的≈y  q他们又

进一步改进系统 o在液态环境下对试样进行了扫

描≈z  o所得到的分辨率优于 uss±° q

≥�� � 基本上属于一种表面分析的工具 o分析

细胞膜或核膜这样的二维结构还可以 o能不能分析

整个细胞或细胞内的结构呢 �对细胞近场成像的主

要困难在于 }首先 o细胞表面的形貌信息和细胞的光

学信息总是耦合在一起的 ~其次 o光学信号会在细胞

内发生散射 o增加了信息的复杂性 ~其三 o在扫描过

程中 o很难保持样品上被探测k激发l区域大小的一

致 ~其四 o在垂直样品表面 ζ 方向上 o需要较大的适

应跟踪能力 ~最后 o还需要能够从成百上千个细胞中

选定 t个并将 ≥�� � 的探针准确定位于其上≈|  q现

在看来 o后 v条关于探针的控制的问题相对来说还

容易解决一些 o更基本的仍是前两条中体现的怎样
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从得到的复杂的光学信息中分离出有用的各个部分

的问题 q此外 o探针本身的光学性质如光通量 !截止

频率等也对光学像的收集有极大的影响 q正是由于

这样的原因 o由原子力方法得到高分辨的表面形貌

像比得到高分辨的光学像要容易得多 q为了检验

≥�� � 对完整细胞的成像能力 o人们尝试了纤维组

织母细胞 !白细胞和红细胞等多种细胞 o还使用了一

些图像增强的方法提高信噪比≈{  q依照劳伦斯 p 伯

克利国家实验室研究者们的看法 o因为探针能够接

收的由样品表面发出的光 o随着探针尖端与样品表

面的距离的增大呈指数衰减 o扫描近场光学显微镜

可能并不适合研究完整细胞内的细胞器或是深埋在

细胞内部的蛋白质 o而更适合作为细胞膜抗体荧光

染色研究的有力工具≈|  q他们将血红细胞膜上的两

种蛋白用红 !绿两种荧光分别染色 o在获得形貌像的

同时 o得到了荧光分布k最小能够分辨的特征尺度为

tss±°l o从而分析了两种蛋白在膜上的分布相关性

k见图 vl q

图 v  双荧光染色血红细胞

k原图为彩色 o本图中高亮斑点为绿色荧光 o

中等亮度斑点为红色荧光l≈| 

  不过 o当光线穿过生物组织的时候 o尽管由于散

射而使信号极其复杂 o但毕竟携带了生物组织内部

的结构信息 o也许并不是完全不能加以分析 q用透射

的方法对培育细胞在液态环境下进行的成像观察发

现 o由老鼠的角化细胞和正常肾母细胞扫描得到的

光学图像显示有许多纤维状的结构 o而同时得到的

表面形貌图却并不能反映这些细节 q用相同的方法

对黄杨木叶细胞及其他的一些植物细胞的成像观察

并没有发现相似的结构 q被测试的不同动物细胞的

精细结构也不尽相同 q这些细丝可以融合成一根粗

纤维 o或从核附近一直展开到细胞边缘≈ts  q用透射

的方法还研究了神经元细胞膜下的微导管系统≈tt  q

这些微导管负责传送蛋白质和细胞内产生的小囊泡

到细胞的不同部分去 q用光学方法得到的微导管最

细部分信号的半高宽为 uy±° o与用电子显微镜得到

的ux±° 的直径吻合 q可见工作在透射模式下的

≥�� � 系统起码可以被用来分析细胞膜附近浅层

范围内的细胞骨架的结构 q

v  基因在 ⁄�� 及染色体上的定位

有了荧光分子探针的精确标定技术 o再结合扫

描近场光学显微镜同时得到微区光学像和形貌像的

能力 o如果用 ≥�� � 来做基因定位的工作 o应该能

够得到更精确的结果 q一般研究不同碱基对k¥¤¶̈2

³¤¬µ¶l片段在 ⁄�� 分子或染色体上的位置 o都采用

荧光原位杂交染色 p 荧光显微观察的方法 q由于荧

光显微镜分辨极限的限制 o样品的空间分辨率只有

vss±°左右 q也就是对于中期染色体时的染色体分

布密度来说 o用荧光显微镜可以达到 v � ¥k° ª̈¤p

¥¤¶̈³¤¬µ¶l的分辨率 o而在分裂期间可以达到 xs®¥

k®¬̄²p ¥¤¶̈³¤¬µ¶l q用扫描近场光学显微镜可望把这

个分辨率提高 ts到 tss倍 q

图 w 是用 ³̄ p z| 和 Α p ¶³̈¦·µ¬± 共杂交并用

ΧΨ p v荧光染色的人类 t号染色体有丝分裂中期时

的扫描图像≈tu  q由图可以很明显地看出 o调节物探

针 ³̄ p z|位于染色体短臂的尽头 o并且展现出一些

用常规荧光显微镜看不到的细节 q在这个例子中 o

≥�� � 的光学分辨率好于 tss±° q

图 w  染色体荧光原位杂交染色

k¤l切变力形貌图 ~ k¥l同时得到的近场荧光像≈tu 

用 ≥�� � 对 yss ) {ss 个碱基对长的 ⁄�� 片

段的切变力表面形貌成像 o得到的 ⁄�� 片段像宽

uw ? u±° o高 t1w ? s1u±°≈tv  o光学像暂时还达不到

这样的精度 q但现有的技术已经可以在 t±° 的精度

上定位并研究染色分子在 ts°¶) tsss¶时间尺度上

#yt# 物理



的光学动态过程了 q

w  对细菌的观察

生物样品的近场光学研究大多是用染色剂着色

进行观察的例子 q用荧光染色的好处是可以比较容

易地达到较大的信噪比 o光学图像的本底小 o从而便

于分析 q但在很多场合下不能染色 o比如对活性细胞

内结构的观察 q此时由于生物组织的衬度反差很小 o

得到的图像可能会模糊成一片 o结构的分析就会很

困难 q尽管如此 o以色列的 �¤µ²± �̈ º¬¶小组仍然用

透射的方式得到了未染色细菌很好的近场光学

像≈tw  q在他们得到的光学像中 o由原子力形貌像给

出的最厚的部分反而最亮 o就好象光被会聚到一起 o

说明细胞内的结构起了光波导的作用 q边缘的强吸

收可能是由于厚细胞壁的高密度分子层造成的 q此

外 o在强吸收边附近还找到两个强透射中心 q根据同

×∞� 图像的比较 o这两个透射中心应该是包含遗传

物质的内芽胞 q由于它含有与环境不同折射率的物

质 o从而表现为波导 q这充分说明 ≥�� � 对样品中

折射率变化很敏感 o可以在非染色条件下工作 q

细菌的另一个重要结构是它的鞭毛和菌毛 q鞭

毛对细菌的运动起重要作用 o而菌毛的功能还不太

清楚 q用 ≥�� � 可以在液态环境中对用常规光学显

微镜无法观察的鞭毛和菌毛进行研究 q已经有人以

透射隐失波作为距离控制信号在水中对沙门氏菌的

鞭状细丝成像 o获得的菌丝的光学像的半高宽为

xx±°≈tx  q

x  生物研究对 ≥�� � 技术的要求

∞µ¬¦�̈ ·½¬ª是 ≥�� � 技术发展的奠基人之一 q

他在 t||t年前后发明的镀膜光纤探针和切变力控

距及成像方法极大地促进了 ≥�� � 技术的发展 q时

至今日 o当年他曾经指出的 ≥�� � 在生物领域的广

泛应用已初见成果 o但还远没有到最辉煌的时候 q

这项工作的困难部分来源于 ≥�� � 本身的特点 o部

分来源于生物系统的复杂性 q

大部分生物样品是需要在液体环境中研究的 o

发展 ≥�� � 在生物领域的应用必须发展液体中的

扫描技术 q溶液中的生物组织很柔软 o为了避免探针

拖带或损伤样品 o探针控制必须有很高的灵敏度 o但

溶液本身却是提高灵敏度的最大障碍 q一般采用的

激光监测切变力控距方式中 o监测激光很容易被液

面干扰 o而液体对探针的阻尼又极大地降低了探针

对针尖 p样品相互作用大小变化的响应能力 o使得

液体中的成像分辨率比空气中低得多 q不仅如此 o切

变力方式中针尖的振动还可能在溶液中形成驻波 o

对成像构成极大的扰动 q相比之下 o轻敲模式的控距

方式在减小干扰方面要优于切变力模式 q因为轻敲

模式中探针为垂直于样品表面的上下振动 o这样对

溶液的影响要小得多 q另一方面 o生物样品大多具有

复杂的表面形貌 q对于跟踪大起伏复杂表面的要求

来说 o轻敲模式是一种很好的选择 q在轻敲模式下 o

系统不但有很强的表面跟踪能力 o而且保持了高的

分辨率 o同时悬臂探针对样品的作用力也比其他方

法小≈ty  q这种方法可以跟踪大到微米量级 o小到

t1x±° 的高度变化 q为了减少溶液对探针的影响 o

实验中一般尽量减少溶液的深度 q

研究动态过程是 ≥�� � 的另一个目标 o比如研

究细胞骨架搭建 !有丝分裂 !细胞核凋亡与重建的过

程等等 q大家之所以在这个方向上对 ≥�� � 抱有厚

望 o是因为与其他手段相比 ≥�� � 对样品的影响较

小而又具有较高的分辨能力 q但不同于常规显微镜

系统的衍射成像机制 o≥�� � 是通过逐点扫描成像

的 o速度不可能很快 q成像速度主要决定于扫描点阵

的大小 !样品的发光强度和扫描系统的光耦合效率 o

一般获得一幅 uxy ≅ uxy 像元的光学像需要 ws°¬±

以上的时间 q这样一个时间尺度对于大部分生物化

学过程来说 o还是太长了一些 q因此 o人们正在寻找

一种更快的成像方法 o现在主要是通过提高探针的

光耦合效率和光子探测的信噪比来减少探针在每一

点的驻留时间 q

另一方面 o尽管现在的 ≥�� � 的光学分辨率要

优于常规光学显微镜 o但还不足以满足生物研究的

需要 q由于 ≥�� � 获得的分辨率主要决定于用于扫

描的探针的尖端尺度 o原则上最终可以得到原子级

的横向分辨率 q但探针尖端尺度越小 o探针对光的耦

合能力就越弱 o最终导致分辨能力的下降 q因此 o在

分辨能力和成像时间上总存在一个平衡 q

y  小结与展望

综上所述 o近场扫描光学显微镜在生命科学领

域的应用可以归结为以下 v个主要方向 q

首先 o可以利用比普通光学显微镜更高的分辨

率作荧光精确定位的工作 q在这方面的工作做得最

多 o得到的结果也最令人振奋 q为了获得更好的结
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果 o还需要在仪器方面下功夫 o进一步提高分辨率和

微定位控制精度 q

其次 o可以利用得到的微区光学信息分析微结

构和生物化学过程 q当前近场光学研究最重要也最

困难的一环 o也许应该是近场范围内光的传播及与

物质相互作用的理论研究了 q现在实验中得到的信

息还不能由理论完全解释和处理 q如果能够得到近

场中光传播的解析解和模拟结果 o就可以分析更多

的由近场光学图像提供给我们的微区信息 q

其三 o可以研究生物系统的动态过程 o尤其是在

成像速度得到大幅度提升之后 q

要开拓 ≥�� � 在生命科学领域的应用 o除了以

上提及的 v点以外 o还需要发展完善液态中的成像

技术 o寻求更灵敏控制探针的途径 q为了使 ≥�� �

最终成为细胞生物学 !遗传生物学等生命科学研究

者的常备工具 o还要增强系统的易用性和稳定性 q对

于 ≥�� � 的发展来说 o还可以结合光钳技术 o同步

实现微操纵和微成像 q作为仅仅诞生不到 us年的一

门新兴学科技术 o近场光学显微术应用在生物研究

领域前途无量 o有很多富有挑战性的工作等待我们

去完成 q
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