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细胞器超分辨成像荧光染料

江文钞 1，2，徐兆超 1，2

（1 中国科学院大连化学物理研究所，分离分析化学重点实验室，辽宁 大连 116023； 2 中国科学院大学，北京 100049）

摘要： 超分辨显微镜提供超越传统光学显微镜衍射极限的成像能力，彻底改变了细胞生物学领域研究。在这一

背景下，具有光稳定性、易于修饰和荧光开关可调等独特性能的有机小分子染料获得了新的发展机遇。聚焦于

不同细胞器超分辨成像荧光染料，总结了目前可用的超分辨荧光探针的设计和靶向策略。首先简要介绍了三种

主要的超分辨成像技术，包括结构光照明显微镜技术、受激发射损耗显微技术和单分子定位成像技术，以及它

们对荧光染料性能的不同要求，并介绍了近五年来用于线粒体、溶酶体、细胞膜、脂滴和细胞核的超分辨成像

的荧光染料。最后讨论了该领域当前所面临的挑战。
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Fluorescent dyes for super-resolution imaging of organelles
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Abstract: Super-resolution microscopy has revolutionized the field of cell biology by providing enhanced imaging 
capabilities that surpass the diffraction limit of conventional light microscopy. In this context, organic small 
molecule dyes with unique properties such as photostability, ease modification, and tunable fluorescence switching 
have gained new development opportunities. This review focuses on fluorescent dyes for super-resolution imaging of 
different cellular organelles and summarizes the design and targeting strategies of currently available super-
resolution fluorescent probes. The paper begins by briefly introducing three major super-resolution imaging 
techniques, including structured illumination microscopy, stimulated emission depletion microscopy, and single-
molecule localization microscopy, and their diverse requirements for the performance of fluorescent dyes. It also 
highlights fluorescent dyes used in super-resolution imaging of mitochondria, lysosomes, cell membranes, lipid 
droplets, and nucleus over the past five years. Finally, the article discusses the future challenges in this field.
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引 言

染料是一类重要的精细化工品，在纺织印染、

生物医学检测、光电器件等领域发挥着重要用

途[1-2]。从 1856 年威廉·亨利·珀金发明第一个人工

合成染料苯胺紫开始，染料的主要功能是用于纺织

DOI： 10.11949/0438-1157.20231376

收稿日期：2023-12-26  修回日期：2024-02-18
通信作者：徐兆超（1979—），男，博士，研究员，zcxu@dicp.ac.cn
第一作者：江文钞（1994—），男，博士研究生，jiangwc2018@ dicp.ac.cn
基金项目：国家自然科学基金项目（22225806，22078314）
引用本文：江文钞, 徐兆超 . 细胞器超分辨成像荧光染料[J]. 化工学报, 2024, 75(4): 1333-1354
Citation：JIANG Wenchao, XU Zhaochao. Fluorescent dyes for super-resolution imaging of organelles[J]. CIESC Journal, 2024, 75(4): 1333-1354


 综述与专论



第75卷化 工 学 报

品染色，中国也一直是世界上最大的纺织印染制造

国。从 20 世纪 40 年代开始，染料与抗体结合作为

开端逐渐被用于生物样本染色（包括细胞、组织和

活体）。其中最具代表性的生物染色有机染料有以

下 几 种 ：荧 光 素 异 硫 氰 酸 酯（fluorescein 
isothiocyanate，FITC）与抗体的点击偶联反应用于细

胞和组织染色，由于在生物和医学中的广泛使用，

FITC也被用作荧光显微镜绿光通道的通用性命名。

吲哚菁绿（indocyanine green，ICG）与血红蛋白结合

力高被用于血管成像[3]。近些年来，由于 ICG生物毒

性低和近红外光发射带来的高组织穿透能力，依靠

ICG 对肿瘤组织的染色，通过荧光成像引导外科医

生准确快速地切除肿瘤组织。这种染料辅助荧光

引导手术在诊断和外科手术中具有很大的潜力，并

且已经在脑胶质瘤和卵巢癌临床手术中获得应用。

用结晶紫来鉴定细菌的革兰氏染色法由丹麦医生

汉斯·克里斯蒂安·革兰于 1884年发明并沿用至今，

这个方法最初是用来鉴别肺炎球菌与克雷白氏肺

炎菌之间的关系，后推广为鉴别细菌种类的重要特

性之一。革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌对抗生素

的反应并不一样，革兰氏法在 5 min 内就能够确定

细菌的革兰氏性质，这对于由细菌感染引起的疾病

的临床诊断及治疗有着重要意义。

随着生物医学染色的不断拓展，具有荧光发射

的染料获得了格外的重视。荧光具有原位、实时、

动态的优势，而染料的结构易化学修饰。从 20世纪

80年代钱永健发明钙离子探针开始，荧光探针成为

染料在生物医学中的最重要的研究方向，并且这种

“受体-连接接团-荧光报告基团”的探针结构设计

一直沿用至今。获益于荧光环境敏感性的研究，多

种多样的识别信号传导机制使得荧光探针的设计

丰富多彩。进入 21世纪，遗传编码技术和生物正交

反应兴起[4-5]， 使得荧光染料具有了细胞内定点和专

一识别的能力。与此同时，以荧光亮暗“开”“关”转

换的时间分辨突破衍射极限为基本原理的超分辨

荧光成像技术为荧光染料的发展带来了新的机

遇[6-7]， 优化荧光团结构提高荧光量子产率和稳定性

成为近几年的研究前沿[8-10]。随之而来的空间和时

间分辨率的提高，使得细胞器亚结构的动态成像成

为现实，并在揭示生命奥秘中显示出越来越强大的

威力。目前已经有多篇文献报道了对不同细胞器

的超分辨荧光成像，包括线粒体、细胞膜、溶酶、脂

滴和细胞核等[11-17]。但目前成像空间分辨率还只能

达到 20~100 nm，这与分子水平成像的 0.1~1 nm 的

空间分辨还有很大差距；同时，由于超分辨成像中

荧光容易漂白的问题，细胞器的动态超分辨成像一

直是一个挑战。本文首先介绍不同超分辨成像技

术的原理，然后按照细胞器的类型介绍荧光探针的

进展，重点是希望通过讨论荧光染料在细胞器超分

辨成像中的性能需求和当前应用局限，为未来细胞

器超分辨成像荧光染料的发展提供思路。

1 超分辨成像原理及染料的性能

要求

1.1 STED 成像原理及染料要求

受激发射损耗（stimulated emission depletion，
STED）显微镜是一种突破光学衍射极限的远场光学

显微技术。STED显微镜利用受激辐射效应压缩发

光点的点扩展函数（point spread function，PSF），通过

对荧光团明暗状态的光学调节来实现超分辨成像。

具体原理如图 1（a）所示。该技术需要提供两束激

光：一束激发光，一束损耗光。激发光首先被用来

激发荧光团，产生从基态（S0）到激发单线态（S1）的

电子跃迁。然后，“面包圈”损耗光束被用来淬灭外

围荧光，减少PSF的有效尺寸，获得优越的成像分辨

率，其横向分辨率和纵向分辨率分别可以达到 20~
70 nm 和 40~150 nm[18]。理论上所有的荧光发色团

均能发生受激辐射以得到 STED 超分辨成像，但是

由于该技术利用两束激光，因此荧光染料的发射峰

应与激发和耗尽光束的波长相匹配，以确保效果最

大化。此外，高强度的损耗光容易造成染料光漂

白，为了获得优异的长时间成像，荧光染料必须具

有高亮度和高光稳定性，以确保它们能够经历多次

激发和损耗循环而不会发生明显的光漂白。

1.2 SIM 成像原理及染料要求

结 构 光 照 明 显 微（structure illumination 
microscopy，SIM）技术是一种提高宽视场显微镜横

向分辨率的干涉技术。如图 1（b）所示，该方法利用

图像的空间频率，通过莫尔效应获得分辨率扩展。

SIM技术将成像获得的低频信息与已知空间分布函

数的照明结构光相结合，计算样品精细结构的高频

信息，从而提高光学成像系统的分辨率，突破衍射

极限达到 100 nm。虽然 SIM 成像的空间分辨率相

比其他超分辨技术的提升小，但是由于其低的激发

光强度以及快速的图像采集速度，在活细胞的动态
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成像上具有巨大的优势。随着 SIM 技术的发展，目

前已经开发出具有 50 nm成像分辨率和更快成像速

度的 SIM 成像[19]。相比于 STED 成像的强激光对荧

光团的稳定性有非常高的要求，SIM 成像的激光相

对低，但是由于 SIM成像需要采集 9张图片得到 1张

重构的超分辨图片，因此为了实现长时间活细胞亚

结构的快速动态成像，需要染料具有高亮度及高光

稳定性。

1.3 基于单分子的超分辨成像原理及染料要求

除了STED和SIM超分辨成像技术，基于单分子

的 超 分 辨 成 像 （single molecule localization 
microscopy，SMLM）是另一种突破衍射极限的技术。

如图 1（c）所示，SMLM 技术依赖于荧光分子在亮态

和暗态之间的随机切换，在激活光下，视野中只有

少量的分子被激活处于亮态，减少了荧光点之间干

扰的可能性，通过成像算法精确定位单个亮态的荧

光团，最后通过合并所有单独激活的荧光团的位置

重建超分辨图像。每个荧光团检测到的光子数量

决定了定位精度，基于 SMLM 的成像方法可以获得

10~30 nm横向分辨率的超分辨成像[20]。这种原理最

典 型 的 代 表 是 光 激 活 定 位 显 微 成 像 技 术

（photoactivated localization microscopy，PALM）和随

机光学重构技术（stochastically optical reconstruction 
microscopy，STORM）。与 SIM 和 STED 不同，这种技

术对荧光团提出了更高的要求，需要荧光团具有可

逆亮暗切换的性质，同时由于单个荧光团的精确定

位取决于其光子数，单张超分辨图像需要数千帧荧

光的重建，因此需要荧光团具有高亮度和高稳定

性。随着研究的创新，同样基于 SMLM 的点累积用

于纳米形貌的成像（points accumulation for imaging 
in nanoscale topography，PAINT）技术也被报道[21]。

PAINT成像是利用快速可逆结合瞬态染料捕获多个

荧光点的过程。它依赖于荧光分子与目标物的随

机动态结合，而不是永久结合的荧光团的随机光激

活。荧光团与目标物结合时不发光，结合后荧光开

启，且染料和目标结合数量稀疏，可以通过多次定

位与目标结合的荧光团，来实现超分辨成像。这种

技术对染料的光稳定性没有严苛的限制，但是要求

图1 超分辨成像技术原理图[18-20]

Fig.1 Principles of super-resolution imaging technology[18-20]
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分子与目标结合前后荧光信号差异大，且结合后具

有高的单分子亮度，以及与目标物的快速可逆结合

动力学。

2 细胞器超分辨成像荧光染料

2.1 细胞器靶向标记

超分辨成像依赖于荧光染料的性能，与荧光蛋

白相比，有机荧光染料具有荧光强度高、物理尺寸

小、光稳定性高、易于修饰等优点。但是其不具有

荧光蛋白通过遗传编码实现的精确标记能力，因此

为了实现有机小分子染料对细胞器的特异性标记，

需要引入特定的靶向基团。如图 2（a）所示是常见

的靶向线粒体、溶酶体、细胞核、细胞膜的基团。虽

然通过对染料修饰靶向基团可以靶向大多数细胞

器，但是现有的靶向基团种类还很有限，限制了荧

光染料在成像中的应用。蛋白质标签[图 2（b）]，如
SNAPtags、Halotags 的开发，使得小分子-蛋白标签

配体组成的荧光探针具有了和荧光蛋白几乎一样

的精确标记能力，进一步扩展了小分子荧光团在细

胞成像中的应用性。

2.2 线粒体超分辨成像荧光染料

线粒体是真核细胞进行有氧呼吸的主要场所。

从结构上，线粒体主要由外膜、内膜、内膜间隙、嵴、

线 粒 体 基 质 、线 粒 体 DNA（mitochondrial DNA，

mtDNA）等组成[12]。线粒体除了能进行细胞的能量

供应，还参与多种生物学过程，包括脂质代谢、钙离

子调控和细胞凋亡等，但是传统的荧光显微镜由于

分辨率的限制无法可视化线粒体的纳米级亚结构。

为了解析线粒体结构和功能，超分辨成像是实时动

态研究线粒体的有利工具。因此研究人员开发了

一系列线粒体超分辨染料[22]。

由于线粒体具有负膜电位和一定脂溶性，因此

带正电荷的脂溶性染料分子可以在电势驱动下靶

向线粒体，同时脂溶性增强了分子在线粒体上的滞

留能力。基于小分子本身的带正电和亲脂性，研究

者已经开发出了线粒体嵴和 mtDNA 的超分辨染

料[23-27]。Yamaguchi等[28]基于前期提出的缺电子π共

轭分子骨架的结构增强荧光团的光稳定性策略，在

2019 年开发了一种能够用于线粒体嵴实时动态超

分辨成像的超稳定染料 MitoPB Yellow。该探针由

吸电子磷氧部分和供电子的二苯胺构成的具有分

子内电荷转移的荧光团及靶向线粒体内膜的亲脂

性阳离子三苯磷基团和高反应活性的环氧基组成

[图 3（a）]。探针在三苯基磷的正电荷驱动下靶向线

粒体内膜，环氧基通过与内膜邻近蛋白发生共价反

应，实现分子对线粒体的稳定标记，而脂质环境使

得分子荧光开启，从而实现线粒体的稳定标记和稳

定成像。该分子在 STED下能够以<60 nm的分辨率

可视化线粒体内膜结构，在活细胞下观察到线粒体

嵴的形态 [图 3（b）]。由于荧光团的高稳定性，

MitoPB Yellow 可以对线粒体嵴的动态进行长时间

图2 常用细胞器的靶向基团(a)和常用蛋白标签(b)
Fig.2 Ligand groups targeting mitochondria, plasma membrane, lysosomes, and nucleus (a); two universal protein tag ligands (b)
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的跟踪，包括细胞凋亡样线粒体肿胀过程中不同线

粒体的膜间融合以及单个线粒体的膜间融合等动

态超微结构信息[图 3（c）]。类似地，Schepartz 等[29]开

发了一种可以靶向线粒体内膜的高密度、环境敏感

性（HIDE）探针。该探针由两个模块构成，首先亲脂

阳离子修饰反应性叠氮基团能够靶向线粒体，然后

修饰炔基的硅罗丹明荧光团与叠氮反应，从而标记

线粒体[图 3（d）]。通过替换具有不同开关性质的硅

罗丹明可以实现对线粒体长时间的 SIM 成像，

SMLM 成像以及 STED 成像[图 3（e）、（f）]。此外，Xi
等[30]基于硅罗丹明染料也开发了长波长的线粒体嵴

染料 IMMBright660。该染料引入三氟甲基以及脂

溶性长碳链增强染料的光稳定性以及与线粒体结

合的稳定性[图 3（g）]。得益于 IMMBright660的高亮

度和稳定性，与能够可视化 mtDNA 的 SYBR™ Gold
联用实现线粒体嵴和mtDNA的双色 STED超分辨成

像，揭示了线粒体嵴与 mtDNA 的分布关系，以及多

种动态过程[图3（h）、（i）]。但是SYBR™ Gold限制了

对 mtDNA 的长时间 STED 成像。现有 mtDNA 标记

的超分辨染料较少，除了 SYBR 类染料，Sato 等[31]在

2021年开发的N-芳基吡啶菁衍生物[图3（j）]可以对

细胞核以及mtDNA进行标记，并能够实现对mtDNA
的STED超分辨成像[图3（k）]。

通过小分子染料的正电性可以对线粒体内膜

及mtDNA选择性标记，但是线粒体外膜通常通过融

合蛋白标签进行标记，利用光稳定和开关可调的罗

丹明荧光团来实现对线粒体的多种超分辨成像。

Johnsson等[32]开发了可交换的 halo配体[图 4（a）]，可
以通过与 Halo 蛋白的可逆结合对目标进行标记。

由于可逆结合大幅度提高光稳定性，修饰上可逆

Halo 配体的罗丹明荧光团可以实现对线粒体外膜

的 STED成像[图 4（b）]，具有比共价连接的 halo配体

更长的成像时长。类似地，Piehler 等[33]也开发了能

够可逆标记的方法，通过改造 Halotags[图 4（c）]，利
用修饰常规Halo配体的罗丹明，可以对线粒体外膜

实现长时间的 STED 成像，以及对线粒体外膜蛋白

的长时间超分辨单分子追踪[图4（d）]。
2.3 溶酶体超分辨成像荧光染料

溶酶体是 100~500 nm 的小型膜封闭的细胞质

细胞器，内含许多水解酶，负责细胞内生物分子的

降解，介导细胞代谢和细胞信号传导等功能。溶酶

体的功能异常会导致引起多种疾病，因此开发能够

实时可视化和跟踪溶酶体动态最终理解溶酶体工

作原理的工具非常必要。超分辨率成像技术的快

速发展，可以在纳米尺度下对单个溶酶体进行成

像，基于此已经开发了多种溶酶体超分辨荧光

探针[11, 34-38]。

Zhang等[39]在 2014年发展了一种用于活细胞超

分辨率成像的细胞渗透性有机荧光探针的一般策

略。该策略通过引入具有不同细胞器靶向的细胞

穿透肽，将其与罗丹明类荧光团进行共价连接，构

成靶向不同细胞器的探针，包括特异性染色溶酶体

探针。该探针是由靶向溶酶体的细胞穿透肽与具

有能够光激活的光笼-Rho110 组成，实现了溶酶体

的PLAM成像，成像分辨率达到 64 nm。为了实现溶

酶体与线粒体长时间动态成像，2017年，Zhang等[40]

基于靶向溶酶体的细胞穿透肽，合成了高特异性，

高 稳 定 性 的 Lysosome-647、 Lysosome-565、

图3 基于正电荷靶向的线粒体超分辨荧光染料结构及其超分辨动态成像

Fig.3 Mitochondrial super-resolution fluorescent dye based on positive charge targeting and its dynamic super-resolution imaging
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图4 利用改造的蛋白配体或者蛋白标签实现线粒体可逆标记进行长时间超分辨成像

Fig.4 Using modified Halo-ligands or Halotags to achieve reversible labeling of mitochondria for long-term super-resolution imaging
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Lysosome-488，通过与AT647标记的线粒体联用，获

得了活细胞中溶酶体线粒体在长时间（约 90 nm）分

辨率下动态物理相互作用的双色 SIM 成像，记录了

溶酶体融合和裂变的连续动态过程，以及四种类型

的溶酶体-线粒体相互作用（图5）。

特异性靶向配体和高性能荧光团的研制使溶

酶体超分辨成像成为可能，但如何实现全细胞溶酶

体的解析以及单个溶酶体物理化学信息的解析是

更重大的挑战。Xu 等[41]开发了一种酸调节的自闪

烁荧光探针，可以用于揭示全细胞溶酶体长时程动

态（图 6）。将邻甲基吡啶引入到罗丹明螺酰胺中，

开发了自闪烁探针 LysoSR-549。该探针的自闪烁

参数 pKcycl约 3.2，在 pH 4.5~5时，少量染料处于开环

形式，并且具有快速的开关环可逆平衡，使其能够

在溶酶体 pH 下进行单分子定位实现超分辨成像，

并达到了 12 nm/20 ms的时空分辨率，具有目前所报

道的溶酶体超分辨成像中最高的定位精度。同时

由于溶酶体中具有足够的探针数量，且只有少数的

探针处于闪烁发光的状态，这赋予了探针缓冲的能

力来抵抗光漂白，保持优异的光稳定性，实现长时

间的超分辨成像，在单个溶酶体分辨的水平上解析

全细胞所有溶酶体的运动轨迹。此外，通过探针单

分子光子数与 pH 的关系，可以解析溶酶体的 pH
信息。

除了对溶酶体整体结构和动态的可视化，能用

于溶酶体亚结构的染料也有报道。Yamaguchi 等[42]

基于缺电子的磷氧化物骨架合成了能够特异性靶

向溶酶体且标记于溶酶体膜的小分子染料 LysoPB 
Yellow[图 7（a）]。由于其优异的光稳定性和长的荧

光寿命，能够在 STED 下实现溶酶体膜结构的超分

辨成像，分辨率达到 70 nm。而 LysoPB Yellow 在溶

酶体膜上优异的保留能力和低的毒性，确保了在

细胞自噬过程中溶酶体膜动态的长时超分辨

成像。

此外，一些远红外溶酶体超分辨染料也逐渐被

开发出来。Fan等[34]开发了一种双条件精确控制的

荧光开启可视化溶酶体的超分辨染料 SiR-pHs。该

分子由与溶酶体内部目标蛋白特异性结合配体以

及具有 pH响应的硅罗丹明构成。只有当探针与蛋

白结合后解聚，然后在外界酸性条件存在下才有荧

图5 基于细胞穿透肽靶向的溶酶体染料和商业线粒体染料的双色超分辨动态成像

Fig.5 Two-color super-resolution dynamic imaging of lysosomal and mitochondrial dyes by cell-penetrating peptide-targeted 
lysosomal dyes and commercial mitochondrial dyes[40]

图6 LysoSR-549的结构及其用于溶酶体运动的动态追踪超分辨成像

Fig.6 The structure of LysoSR-549 and its use for dynamic tracking super-resolution imaging of lysosomal movement[41]
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光开启，因此可以用于溶酶体的高选择性超分辨成

像。Schepartz等[43]在近期报道了一种明亮、光稳定、

远红外的染料 HMSiR680-Me，可以实现多色、酸性

细胞器的长时程超分辨率成像[图7（b）]。
2.4 细胞膜超分辨成像荧光染料

细胞膜是一种高度异质的动态结构，由两亲性

磷脂双分子层、胆固醇以及多种蛋白质和糖等功能

分子组成。细胞膜具有控制物质的进出，免疫识

别，保持细胞形态，以及电信号的传导等功能，为细

胞的生命活动提供了相对稳定的内部环境。随着

研究技术的提高，“脂筏模型”受到研究者的广泛关

注。脂筏是由脂质-蛋白和脂质-脂质相互作用产

生的不均匀、高度动态、富含胆固醇和鞘脂的有序

纳米结构域，尺寸 10~200 nm。在细胞中，由于脂筏

的高度动态性、纳米尺寸以及质膜突出和凹陷的柔

性结构，使得脂筏的可视化是重大的挑战[15, 17]。为

了研究细胞膜的超微结构，研究者开发了多种细胞

膜超分辨荧光探针。

Schepartz等[44]报道了使用一系列HIDE探针，在

亲脂膜环境中高密度定位膜渗透硅罗丹明染料

HMSiR，通过单分子闪烁可以实现长时间的超分辨

率成像 [图 8（a）]。膜靶向的 Dio 修饰反式环烯

（TCO）与 HMSiR-tetrazine 通过生物正交反应实现

了细胞膜的标记[图 8（b）]。在超分辨下，单个丝状

足与相邻的丝状足相距 160 nm，并以低至 36 nm 的

半高全宽（FWHM）分辨出来。此外，高分辨率的图

像还可以可视化丝状足的动态运动、生长和收缩[图
8（c）]。通过类似的策略，在 2017年，该课题组进一

步扩展了HIDE探针的用途，通过 STED成像获得质

膜的超长延时图像[45]。HIDE探针如DiI-SiR可以与

培养的 HeLa和原代海马神经元活细胞兼容。基于

脂质不仅可以实现高密度的标记，而且脂质环境有

效地使大多数发色团处于暗态，形成“缓冲池”，保

护它们免受光漂白[图 8（d）]，这两者的结合获得了

比最先进的融合蛋白更长动态成像和更高时间分

辨率。使用DiI-SiR，以0.5 s的时间分辨率在 25 min
内可视化HeLa细胞的丝状足动力学，并在25 min内

以秒时间分辨率观察到小鼠原代海马神经元中 9 
min的动态接触介导的排斥事件[图8（e）]。

除了细胞伪足的超分辨成像，最近，Contreras
等[46]使用基于生物正交的胆固醇探针，超分辨成像

揭示了在活细胞中纳米尺度脂质异质性[图 8（f）]。
chol-N3探针在没有干扰的情况下模拟合成膜和细

胞膜中的胆固醇，证明在静息活细胞的质膜上存在

<50 nm的富含胆固醇的纳米结构域。使用该工具，

识别了这种亚扩散极限结构域的脂质膜结构，并且

活细胞质膜中胆固醇的纳米级时空组织揭示了在

不同空间位置胆固醇的多种扩散模式[图8（g）]。
基于单分子定位的超分辨率荧光成像的时空

分辨率很大程度上依赖于开关荧光染料。而在细

胞膜超分辨成像中，膜探针的快速横向扩散严重阻

碍了单分子定位。Klymchenko等[47]开发了一种基于

明亮菁染料荧光二聚体（BTF）通过与细胞膜结合前

后亮暗的开关变化实现了细胞膜的 PAINT 超分辨

成像。基于前期开发的膜锚定单元，在低亲和力膜

锚单元末端修饰与连接体连接的两个花菁单元构

成探针。由于分子内染料H聚集荧光猝灭，与脂质

膜可逆结合显示出发光。连接体中的带电基团进

一步降低了探针对脂质膜的亲和力，从而加速了其

动态可逆的亮/暗切换[图 9（a）、（b）]。与Nile Red和

DiD相比，BTF具有更高的亮度，并且在细胞表面的

扩散速度约为其的 1/10，将轴向定位精度提高了 3
倍以上，即降至 31 nm。该探针能够以 40 s 的时空

分辨率对活细胞细胞膜上的纳米级纤维突起进行

图7 超稳定的溶酶体超分辨染料[42](a)和远红外的溶酶体超分辨染料[43](b)
Fig.7 Ultra-stable lysosomal super-resolution dyes[42] (a) and far-infrared lysosomal super-resolution dyes[43] (b)
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三维观察，揭示了它们的快速动态[图9（c）]。
细胞膜是一个高度动态的结构，通过超分辨可

以解析细胞膜精细的结构信息，包括伪足的运动、

胆固醇的时空分布、膜表面纳米级纤维等。但是，

结构信息的解析不足以诠释其功能的全部。因此，

需要对除结构以外物理化学参数比如极性、黏度、

电荷、组分浓度等“功能”信息进行全面解析。

Klymchenko等[48-49]通过光谱分辨技术以及能够通过

可逆结合开关变化的溶质变色染料实现了细胞膜

的“功能”超分辨成像。基于Nile Red通过膜锚定基

团的修饰，获得了能够与细胞膜可逆结合实现亮暗

变化的 NR4A，结合 Nile Red 母体自身的极性敏感

性，不仅可以实现细胞膜的超微结构的可视化，还

可以通过光谱分辨获取局部的极性信息从而判断

脂质的有序程度[图 9（d）、（e）]。NR4A 揭示了细胞

表面脂质有序程度的异质性及纳米级膜拓扑结构

与脂质组织的关系[图 9（f）]。此外，2020年，Xu等[50]

通过单分子和超分辨率方法的协同作用，对活哺乳

动物细胞中的膜形貌、扩散率和脂质堆积顺序进行

纳米级精细映射。通过识别一种明亮的亲脂性荧

光开启探针，该探针能够在频闪激发下对细胞膜进

行持续的单分子成像，积累了>106个探针分子的位

置和瞬态位移，在超分辨率下描绘拓扑结构和扩散

性的图谱。

2.5 脂滴超分辨成像荧光染料

脂滴是由中性脂肪、甘油三酯、胆固醇和蛋白

质包裹在磷脂双分子单层膜内，形成的球状或椭圆

形细胞器。新生脂滴尺寸在 30~60 nm，被认为是从
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内质网膜释放到细胞质中，其成熟是通过与之前存

在的脂滴融合或者自身在表面合成中性脂质。尽

管脂滴的主要作用以前被认为是细胞中过量脂质

的静态储存系统，但最近的研究表明，脂滴还调节

各种表面膜蛋白的表达，并在控制细胞活动中发挥

重要作用，如能量稳态、脂质代谢、膜转运以及抵抗

病原体入侵等。这些功能的实现依赖于自身生成、

成熟、分解以及与其他细胞器相互作用等动态过

程。因此脂滴的荧光成像需要超高的空间分辨率

以及揭示动态的时间分辨率。为了实现脂滴结构

和动态的可视化，研究者开发了多种能用于脂滴超

分辨成像的荧光探针[14, 51-59]。

Yamaguchi等[60]基于噻吩梯型π共轭骨架BTBT
中噻吩硫原子的氧化形成了强的推拉电子性质的

荧光团 LAQ1[图 10（a）]，具有超高的光稳定性。

LAQ1 具有适当的亲脂性和环境敏感性，在油中具

有较高的溶解度和高信噪比，可用于脂滴成像。由

于其超高的光稳定性，可以利用LAQ1在 STED显微

镜下捕捉到内质网膜上的低于光学衍射极限的超

小脂滴的生成以及通过 3D成像实现长时间监测脂

肪分解和脂肪生成过程中的脂滴动态 [图 10（b）]。
类似地，Lu 等[61]构建了一系列具有耐受 STED 强激

光的脂滴染料，该系列分子具有通过多个供受体基

团形成的独特的中心对称分子结构。通过在均二

苯乙烯分子骨架的中心苯环两侧双键和分子两端

分别引入吸电子的氰基和供电子氨基获得具有高

光稳定性、高亮度以及大斯托克斯位移的 Lipi-
DSB。该分子具有极性敏感性，在弱极性溶剂中具

有高量子产率，能对脂滴进行选择性荧光成像。利

用Lipi-DSB以前所未有的超高分辨率58 nm实现了

细胞内脂滴 STED超分辨成像，包括长时间的 STED
成像新生脂滴的融合，双色 STED成像脂滴-线粒体

动态作用，以及 3D STED成像脂滴的空间分布[图10
（c）]。进一步，在 Lipi-DSB 基础上通过内嵌砜基吸

电子基团来构建环结构得到 Lipi-BDTO，具有比

Lipi-DSB更优异的 STED损耗效率[图 10（d）][62]。为

了全面揭示脂滴的多维信息，包括尺寸、极性、空间

分布，Lu等[63]在Lipi-DSB上对称地引入两个甲氧基

获得了具有环境更加敏感、高光稳定性、高亮度的

多功能脂滴染料 Lipi-DSBOMe，实现了多种模式的

成像[图 10（e）]。通过三维成像获得脂滴实时空间

分布以及脂滴数量统计，lambda扫描成像精确测量

不同类似细胞的脂滴极性，STED成像以 42 nm的分

辨率揭示脂滴尺寸。这样的单个探针的多模式成

像同时获得生理、化学多方面的信息，全面解析脂

滴的生理功能。

荧光探针的光稳定性对于超分辨的成像，特别

是长时间的动态超分辨来说非常重要。除了分子

结构的调控获得高稳定性的脂滴染料，通过独特的

缓冲池策略是一种更精巧的设计思路。Xu 等[64]提

出了“缓冲荧光探针”的策略解决脂滴动态成像中

光不稳定的问题，构建了脂滴探针 LD-FG。LD-FG
具有合适的脂溶性，且在脂滴外极性环境中由于氢

键作用，荧光猝灭。这些性质既能够保证足够的分

子对脂滴染色，荧光增强，同时又有足够比例的分

子在脂滴外处于暗态，形成缓冲池。缓冲池不仅可

以快速补充脂滴中的光漂白探针，保证长时间成像

的光稳定性，还可以及时对细胞中新生脂滴染色[图
11（a）]。得益于 LD-FG 优异的光稳定性，在 SIM 下

对脂滴的多种动态过程进行了高时空分辨的成像，

图8 细胞膜超分辨荧光染料结构及其超分辨动态成像

Fig.8 Cell membrane super-resolution fluorescent dyes and their super-resolution dynamic imaging
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图9 细胞膜超分辨荧光染料结构及其3D超分辨动态成像和光谱分辨的超分辨成像

Fig.9 Cell membrane super-resolution fluorescent dyes for 3D super-resolution dynamic imaging and spectral-resolved 
super-resolution imaging
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发现了两种新的脂滴融合模式，包括多个脂滴同时

融合和线粒体介导的融合；揭示了细胞不同区域和

不同细胞之间的脂滴异质性；提出了脂肪细胞分化

过程中脂滴成熟的新模型[图11（b）]。
2.6 细胞核超分辨成像荧光染料

细胞核是真核细胞遗传与代谢的调控中心，主

要由核膜、染色质、核仁、核基质等组成。随着超分

辨技术的发展，具有悠久应用历史的 Hoechst 核染

料难以与之兼容实现细胞核精细结构的可视化，得

益于 Hoechst 优异的核靶向能力[65]， 研究者开发了

一系列适用于超分辨的染料。Tsukiji 等[66]通过以

Hoechst作为核染色质靶向配体与多种荧光团包括

荧光素、罗丹明、BODIPY共价连接获得了新的具有

覆盖多种波长范围的核染料[图 12（a）]，这也为后续

超 分 辨 核 染 料 的 开 发 提 供 了 基 础 。 随 后 ，

Lukinavičius 等[67]通过硅罗丹明与 Hoechst 的连接合

成了 SiR-Hoechst[图 12（b）]，这是第一个远红外核

荧光染料，并且能够与活细胞 STED 成像兼容。此

外，Xiao等[68]也合成了磺基罗丹明与Hoechst的偶联

物 HoeSR[图 12（c）]，能够用于 dSTORM 超分辨成像

以探究细胞分裂过程中的染色体形态学。正是由

于 Hoechst 作 为 核 靶 向 配 体 的 优 异 性 能 ，

Lukinavičius等[69]进一步揭示了这种罗丹明-Hoechst
的结构与成像性能之间的关系。研究发现 Hoechst

图10 高光稳定性的脂滴超分辨染料

Fig.10 Highly photostable dyes for super-resolution imaging of lipid droplets
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图11 氢键敏感荧光探针通过缓冲策略对脂滴动态的超分辨稳定成像

Fig.11 Stable super-resolution imaging of lipid droplet (LD) dynamics via a buffering strategy using hydrogen-bond-sensitive 
fluorescent probes
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与罗丹明底环不同位置的连接会显著影响最终分

子的性能，所有测试 6位连接染料都表现出与 DNA
的双模式结合，并在高DNA浓度下形成二聚物；5位

连接的染料显示单模结合DNA，转化为增加亮度和

降低细胞毒性[图 12（d）]。通过这种规律优化得到

了更高亮度的核染色效果，在 STED 下能够估计活

细胞和完整鸡红细胞核孔区异染色质排斥区的直

径为 155 nm，并定位活 U2OS 细胞中端粒相对于异

染色物质的位置 [ 图 12（e）]。基于这些工作 ，

Lukinavičius 等[70]在 2020 年报道了基于单分子定位

的核染色染料HMSiR[图 12（f）]，与DNA结合后具有

400倍的荧光增强，实现了活细胞核 DNA 的免洗单

分子超分辨成像以及 3D STED 成像[图 12（g）]。除

了罗丹明-Hoechst偶联荧光团，Liu等[71]开发了 cy5-
Hoechst用于临床组织纳米级核结构的超分辨率成

像[图12（h）]。
核仁作为细胞核中最大的细胞核亚结构，与核

糖体的合成、组装、细胞周期的调控等密切相关。

核仁目前被认为是由颗粒组分、纤维组分以及致密

纤维组分三个区域组成。超分辨技术的发展也揭

示了核仁新的结构，包括核仁环、致密纤维边缘等。

由于缺乏核仁的靶向配体，基于小分子靶向的超分

辨核仁染料还很少。Tian等[72]在2022年发展了靶向

核仁的金属配合物 Mn-NCO1[图 13（a）]，能够对核

仁 RNA进行 STED超分辨成像[图 13（b）]。此外，通

过小分子-蛋白标签配体可以靶向核仁的三个区

域，实现对核仁的超分辨成像。Xu等[73]在 2022年发

展了动态聚集调控的 SNAP-探针[图 13（c）]，能够对

多种细胞器进行长时间动态成像，包括核仁的融合

动态过程[图13（b）]。
3 总结与展望

荧光染料在生物学领域的应用不断发展，从 20
世纪初的生物样本免疫染色，到 20世纪末的生物荧

光探针、荧光引导手术和光动力治疗等多个领域。

这些进展使得荧光染料成为连接化学、生物学和医

学的关键纽带之一。而随着 21 世纪初超分辨荧光

成像技术的崛起和日益成熟，荧光染料的发展迎来

了新的机遇和挑战。

未来荧光染料超分辨成像将不断追求更高的

空间分辨率，以揭示更微小的细胞结构和分子细

节。新一代荧光染料的研发将专注于提高成像分

辨率，进一步拓展对生物学体系的认知。未来的发

展也将倾向于整合多种成像模式，例如融合光学和

声学成像，以在不同尺度和深度上实现全面的生物

标本探测。这样的综合性成像方法将为科学家提

供更全面的信息。发展荧光染料以适应活体成像

是一个重要目标。新型染料需要表现出更好的穿

透性和对生物环境的适应性，以实现在活体内部对

图12 以Hoechst为配体的细胞核超分辨成像染料

Fig.12 Hoechst-liganded dyes for super-resolution imaging of cell nuclei
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生物过程进行实时、非侵入式的观察。未来的荧光

染料将致力于更广泛的生物标记物，覆盖蛋白质、

核酸、细胞器等多个层面。这将促使研究者在不同

层次上更全面地理解生物体系的运作机制。

提高荧光强度的同时维持光稳定性仍然是一

项挑战。荧光染料需要在长时间成像过程中保持

高强度的荧光信号，而不受光漂移和光演变的影

响。染料的毒性和对生物相容性的影响是一个重

要问题。为了在活体内进行研究，荧光染料需要具

备足够的生物相容性，以防止对细胞和组织的不良

影响。荧光染料需要在更广泛的波段上发光，以适

应不同成像技术的要求。同时，需要克服某些波段
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下的光散射和吸收问题。超分辨成像技术目前仍

然面临着设备成本高、技术门槛高的问题。未来的

发展需要更加注重技术的商业化和普及，以便更多

研究者能够应用这一技术。在克服这些挑战的过

程中，化学家和物理学家将继续密切合作，以创造

出更先进、更可靠的荧光染料和超分辨成像技术，

推动生物学和医学领域的研究取得新的突破。
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