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分子探针标记结合荧光染色技术
在微生物成像及其应用的研究进展

张陈辰 　 邓雅兰 　 雷 　 蕾 　 胡 　 涛

摘 　 要 　 微生物在环境治理、医疗健康和工业生产等领域发挥着不可替代的关键作用。 尽管传统染色技术(如革兰染色)长
期服务于基础研究与临床诊断,但其固有的技术局限性———包括空间分辨率不足、检测敏感度有限以及多参数同步检测能力欠

缺———已逐渐难以适应现代微生物学研究的精细化需求。 近年来,以荧光标记技术、分子探针工程和纳米材料标记为代表的新

型染色方法取得突破性进展,结合激光扫描共聚焦显微术、太赫兹近场光谱成像等先进表征技术,实现了对微生物超微结构、生
理活性及动态行为的精准解析。 本文系统梳理了分子探针标记技术、量子点示踪技术的核心原理、性能优势及技术瓶颈,并重点

探讨了激光共聚焦显微成像与太赫兹近场光谱成像等前沿技术在微生物研究中的创新应用。
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　 　 微生物的多样性和复杂功能使其在生态平衡、疾
病诊断与工业生产中占据核心地位。 传统染色技术

(例如革兰染色和抗酸染色)主要依赖于染料与细胞

组分之间的物理化学相互作用,虽然操作简便,但在

分辨率和特异性方面存在明显不足,难以应对复杂微

生物群落的区分与功能研究。 随着分子生物学、纳米

技术和现代光学技术的不断发展,新型染色方法不断

涌现,诸如荧光探针、量子点标记及 CRISPR ( clus-
tered regularly interspaced short palindromic repeats)相
关标记工具等手段,已显著提升了染色特异性和信号

强度。 同时,超分辨成像、电子显微、原子力显微和太

赫兹近场光谱成像等先进技术突破了传统光学的局

限,为微生物的多尺度、多维度观察提供了全新的视

角。 本文旨在回顾微生物染色与成像技术的最新进

展,探讨其在病原体检测和基础生物学研究中的应

用,并展望未来技术的发展趋势。
一、微生物染色技术进展

1. 荧光染色技术:荧光染色技术是基于荧光团

( fluorophore)的特性,通过选择适当的荧光染料和滤

光片,研究者可以在荧光显微镜下观察样本的特定结

构或分子。 结合激光共聚焦或超分辨显微镜,可实现

高敏感度、高对比度成像 [1] 。
荧光染色技术包括 3 种主要的染色方法,分别为

直接荧光染色、间接荧光染色及荧光原位杂交( fluo-
rescence in situ hybridization,FISH) 等。 直接荧光染

色指荧光探针直接结合目标分子,无需额外的辅助步

骤。 例如用 4′,6 - 二脒基 - 2 - 苯基吲哚(4′,6 - dia-
midino - 2 - phenylindole,DAPI)直接染色细胞核、用
MitoTracker 直接染色线粒体等;是基础的荧光染色技

术。 而间接免疫荧光染色通常用于免疫荧光实验

( immunofluorescence, IF),其通常先用一抗识别目标

蛋白,再用带荧光标记的二抗识别一抗,最后用荧光

显微镜观察荧光信号。 通过抗体之间特异性结合的

高特异性和高敏感度来排除干扰、放大荧光信号。
FISH 技术基于核酸探针与目标 DNA / RNA 的碱基互

补配对原理,通过荧光标记的探针与样本中的靶序列

特异性结合,利用荧光显微镜观察信号,实现基因或

染色体的定位及定量分析。
2. CRISPR 分子探针与量子点纳米标记技术:除

传统的荧光染料和传统的抗原抗体结合标记技术外,
已有越来越多的新型分子探针和新型纳米粒子标记

技术用于微生物成像领域。 其中应用最广泛的是

CRISPR - based 分子探针和量子点标记技术。
(1) CRISPR 分子探针技术:CRISPR 分子探针技

术是基于 CRISPR - Cas 系统的靶向识别与信号放大

能力,通过设计引导 RNA( guide RNA,gRNA)和特定
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Cas 蛋白的组合,实现对目标核酸或非核酸分子的高

敏感检测 [2] 。 其通过 gRNA 引导 Cas 蛋白(如 Cas9、
Cas12、Cas13)特异性结合目标 DNA 或 RNA 序列。
一旦 Cas 蛋白与靶标结合,其非特异性切割活性(反

式切割)被激活,可切割周围游离的单链核酸探针,
如荧光标记的单链 DNA( single - stranded DNA,ssD-
NA),释放可检测信号(如荧光信号)。 通过检测荧

光强度、颜色变化或电化学信号等判断靶标是否存

在,以实现定性或定量分析 [3] 。
根据检测靶标的不同和 Cas 蛋白的特性,可选用

不同的 CRISPR 分子探针。 在 DNA 检测中常使用

Cas12 家族(如 Cas12a)和 Cas9 蛋白。 前者可识别双

链 DNA 的特定序列,激活后切割 ssDNA 探针,用于

检测病毒 (如非洲猪瘟病毒)、细菌 (金黄色葡萄球

菌)等 [4, 5] 。 而后者适用于 DNA 甲基化或基因分型

检测。 而在 RNA 检测中常使用 Cas13 家族,其可特

异性结合 RNA 靶标,激活后切割 RNA 探针,适用于

病毒核酸检测和基因表达分析。 对于非核酸的目标

的检测,可以通过适配体或抗体将非核酸靶标(如蛋

白质、小 分 子 化 合 物 ) 转 化 为 核 酸 信 号, 再 结 合

CRISPR 系统检测,如外泌体等 [6,7] 。
相较于传统探针技术,CRISPR 分子探针技术具

有高特异性与高敏感度:gRNA 的精准配对确保靶标

识别特异性,反式切割活性可检测低至单拷贝的核

酸,如 SARS - CoV - 2 病毒检测限达 1 拷贝 / 微升 [7] 。
其检 测 快 速 高 效, 无 需 复 杂 仪 器, 适 合 即 时 检 测

(point - of - care testing,POCT)。 通过多色荧光探针

或不同 Cas 蛋白组合,实现多重靶标同时检测 [8] 。
(2) 量 子 点 标 记 技 术: 量 子 点 ( quantum dots,

QD)也称半导体量子点或半导体纳米晶体,是由半导

体材料,如硒化镉 ( CdSe)、碲化镉 ( CdTe)、磷化铟

( InP)等制成的纳米级颗粒(2 ~ 10nm)。 当半导体纳

米晶体的粒子尺寸小于其体激子玻尔半径时,晶体尺

寸的减小会导致带隙的增大,从而使半导体纳米晶体

具有可调谐的光吸收和发射特性,其发射波长随尺寸

变化。 目前关于 QD 的研究大多集中在生物医学应

用上,而关于微生物成像应用的研究较少。
相较于传统荧光染料, QD 在荧光性能上具有显

著优势:其大斯托克斯位移可有效降低背景干扰和生

物样品光损伤,同时增强穿透性与检测敏感度;QD
的长荧光寿命(30 ~ 100ns)能显著减弱或消除背景干

扰;此外,QD 独特的“宽激发窄发射”特性使得单一

激发光源即可激发不同尺寸的 QD,有效避免了信号

重叠。 基于 QD 的独特特性,其可作为具有低检测限

的超敏感和高选择性标记生物传感技术,在细菌、病
毒等微生物的检测中发挥重要作用 [9] 。

在细菌检测中,由于革兰阳性菌仅具有被松散多

孔细胞壁覆盖的细胞质膜,而革兰阴性菌具有额外的

外膜,因此用谷胱甘肽修饰的水溶性 QD 可选择性地

与革兰阳性菌结合,从而对细菌进行分类。 另有开发

一种基于锌铜铟硒量子点 ( ZnCuInSe QD)的荧光传

感器,用于金黄色葡萄球菌的分类、定量和成像。 除

了细菌体外成像外,QD 也用于体内成像以诊断和评

估细菌感染的情况,以指导抗生素的处方。
在病毒检测中,QD 可根据自身不同特性,从生

物、电化学、压电、磁、光学和热检测等不同方式对病

毒进行检测。 相较于传统检测方法,其检测时间快、
敏感度高。 如 Chen 等 [10] 通过基于 QD 的荧光免疫

测定法,实现了 H5N1 亚型中禽流感病毒(avian influ-
enza virus,AIV)的快速和敏感检测。 Hashemi 等 [11]

使用金纳米星(Au NanoStar)覆盖了一层偶合的氧化

石墨烯(graphene oxide,GO),能够在 1min 内检测到

各种致病病毒的痕迹,并且不需要提取生物学标志物

来识别目标病毒,检测限( limit of detection,LOD)低

至 1. 68 × 10 - 22 μg / ml。 另外,QD 可实现多重病毒的

高敏感度同步检测和鉴别。 如 Zhang 等 [12] 将疏水

QD 固定在具有硅壳保护的二氧化硅球模板上合成

量子点微球( quantum dot microspheres,QDMS),建立

了一种能在 10min 内同时鉴别诊断 A 型流感病毒

( influenza A virus,IAV)和 B 型流感病毒( influenza A
virus,IBV)的点对点(point - of - care,POC)生物传感

器。 其同 时 检 测 IAV 和 IBV 的 QDMS LOD 可 达

0. 080ng / ml 和 0. 096ng / ml。 Sun 等 [13] 将硫化镉量子

点(CdS QD)锚定在二氧化钛金基纳米颗粒上,构建

了一种便捷的光电化学生物传感器阵列 ( photoelec-
trochemical biosensor array,PEBA),实现了对 9 种不

同分型的人乳头瘤病毒( human papillomavirus,HPV)
的检测,其敏感度可达 0. 1 拷贝 / 微升。

尽管 QD 具有令人满意的性能,但这些第 1 代基

于 Cd 等重金属的 QD 会释放游离重金属离子,存在

一定的生物毒性。 研究表明,量子点表面改性可以通

过用低毒性或无毒的无机或有机聚合物封装重金属

来构建或通过改变表面化学性质来降低 QD 毒性。
例如 Chen 等 [14] 发现在三阴性乳腺癌细胞中使用聚

乙二醇(polyethylene glycol,PEG)及牛血清白蛋白修

饰 CdTe 量子点能显著降低其对细胞活性及细胞迁
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移的影响。 Wang 等 [15] 研究表明,在斑马鱼早期发育

模型中,使用阴离子羧基化聚乙二醇 [ anionic poly
( ethylene glycol) - carboxyl,( PEG) n - COOH]、阴离

子巯基丙酸、两性离子谷胱甘肽( zwitterionic glutathi-
one,GSH)和阳离子半胱胺( cationic cysteamine,CA)
4 种成分修饰的 CdSe / ZnS 量子点可显著减少镉离子

的释放,降低镉离子的浓度和毒性。 另外,不含重金

属的量子点如碳量子点(carbon dots,CD)等也已经投

入使用,如 Tian 等 [16] 使用硼、氮掺杂的 CD 实现了对

酵母菌的动态追踪和成像。
量子点不会完全取代传统荧光染料或荧光蛋白,

这是由于前者在成分毒性、产业化成本与长期生物相

容性方面仍存在挑战。 然而,其优异的光学性质,如
高亮度、抗光漂白性和多重标记能力,仍将在单分子

检测、活体追踪与精准诊断等领域发挥不可替代的作

用。 尤其在需要长时间观察、深组织成像及多重检测

的场景中,量子点具有明显优势。 此外,新一代无毒

性量子点(如 InP 量子点、碳点)和靶向功能修饰的量

子点逐步发展,显示其未来替代潜力不断增强。
当前微生物检测与成像领域常用的几类荧光及

探针标记技术在检测敏感度、分辨率和适用场景上各

具优势和局限。 为更直观展示其特征,现将 CRISPR
探针、量子点、荧光染料等标记技术进行对比汇总,如
表 1 所示。

表 1　 荧光及探针标记技术汇总对比

标记类型 检测限 分辨率 适用场景 主要优势 局限性

荧光染料 约 10 - 9 mol / L 约 200nm 基础染色与成像 成本低、使用简便 光漂白、信号交叉

CRISPR 探针 约 1 copy / μl - 核酸靶标识别 高特异性、无需热循环 需靶向序列信息,依赖 Cas 蛋白

量子点 (QD) < 10 - 15 g / ml 20 ~ 30nm 多通道追踪、长时间成像 稳定性好、多色共标 毒性争议、合成复杂

　 　 二、微生物成像技术进展

1. 激光扫描共聚焦显微镜:激光扫描共聚焦显微

镜(confocal laser scanning microscopy, CLSM)是一种

高分辨率光学成像技术,通过物理针孔和激光扫描系

统,消除非焦平面杂散光干扰,实现“光学切片”和三

维重建。
CLSM 是高功率激光带来的光漂白和光毒性,这

可通过降低激光功率、使用抗淬灭剂及薄层光照明来

得到一定程度的解决 [17] 。 另外由于逐点扫描导致成

像速较慢,这可通过共振扫描或转盘共聚焦( spinning
disk)提升帧速。 最重要的是由于光学系统中不可避

免地 存 在 衍 射 极 限, CLSM 的 成 像 分 辨 率 被 限 制

200nm。 为了进一步揭示活细胞内纳米尺度的分子

动态和结构特征,突破衍射极限从而提高光学显微镜

的分辨率成为生命科学发展的迫切需求。 近年来,在
远场荧光显微镜的基础上,已经有许多实用的提高光

学分辨率甚至超越分辨率极限的成像技术,例如受激

发射损耗显微镜( stimulated emission depletion micros-
copy,STED)。 STED 使用环形激光(STED 光)覆盖激

发光斑外围,强制激发态分子通过受激发射快速回到

基态,并释放与 STED 光同波长的光子。 此过程抑制

了外围的荧光信号,仅保留中心未被 STED 光覆盖的

极小区域,以此突破衍射极限。 其分辨率可达 30 ~
50nm。 在保留 CLSM 优点的同时提供了亚衍射的分

辨率 [18] 。

2. 太赫兹散射型扫描近场光谱成像技术:太赫兹

( terahertz,THz)通常是指跨度为 0. 1 ~ 10. 0THz 的电

磁辐射,对应于 3mm ~ 30μm 的波长区域。 这种基于

辐射的技术可以以无标记、无创和非电离的方式提供

有关生物样品的丰富物理化学信息。 由于瑞利衍射

极限导致其空间分辨率较低(通常为亚毫米级),不
能很好的用于微生物成像 [19] 。 而太赫兹散射型扫描

近场光谱成像( THz scattering - type scanning near -
field optical microscopy, THz s - SNOM) 是通过纳米

探针(如金属针尖或光电导天线)与样品的近场相互

作用,突破衍射极限,分辨率可达数十纳米 [20] 。 其可

与原子力显微镜 ( atomic force microscopy, AFM) 结

合,进行微生物甚至单分子级别的成像。 如 Wang
等 [21] 通过使用 THz s - SNOM 并利用铂探针和金基

底对革兰阳性的金黄色葡萄球菌和革兰阴性的大肠

杆菌进行了单细菌成像;另有研究利用 THz s - SN-
OM 对蜡样芽孢杆菌和新型冠状病毒进行了成像。
Yang 等 [22] 基于高取向热解石墨(highly oriented pyro-
lytic graphite,HOPG)制备的石墨烯基底以及经过优

化的铂( Pt)探针高效增强了太赫兹近场信号,利用

THz s - SNOM 成功实现了免疫球蛋白 G( immuno-
globulin G,IgG)的太赫兹纳米级成像,其尺寸仅为数

纳米。
由于独特的频段,太赫兹辐射非常适合探测生物

分子的结构和构象信息,以及水分子的状态。 无需化
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学或荧光标记,太赫兹技术可以以无标记和非破坏性

的方式披露生物样品的关键信息,可以实现无损

成像。
然而,水对太赫兹波的强吸收特性使得高含水量

的微生物样本成像难度大大增加 [23] 。 另外,与晶体

材料比较,生物样本对太赫兹波的响应较弱,导致其

太赫兹信号信噪比较低。 这可以通过使用高功率太

赫兹源和相应的高质量探测器提高信噪比和扫描速

度进而一定程度上改善生物样品太赫兹信号弱、水对

太赫兹波的强吸收等缺点,提升检测敏感度。
激光共聚焦显微镜、STED 显微镜、太赫兹散射型

扫描近场光谱成像技术对比汇总,详见表 2。

表 2　 微生物成像技术汇总对比

技术类型 检测限 分辨率 适用场景 主要优势 局限性

激光共聚焦显微镜 单分子级 约 200nm
活细胞 3D 成像、多色共
定位

多色同步成像、系统成熟
光损伤严重、成像慢、分
辨率受限

STED 显微镜 单分子级 30 ~ 80nm
纳米动态追踪、活体超分
辨成像

纳米级分辨率、活体追踪 光毒性强、系统复杂

太赫兹散射型扫描
近场光谱成像

单分子级 1 ~ 10nm 多通道追踪、长时间成像
纳米级分辨率、无标记、
非破坏

对水敏感、设备昂贵、扫
描慢

　 　 三、展 　 　 望

分子探针标记结合荧光染色技术通过靶向识别

与信号放大机制,实现了对微生物超微结构、生理活

性及动态行为的精准解析。 CRISPR 分子探针利用

gRNA 的序列特异性与 Cas 蛋白的反式切割活性,可
检测单拷贝核酸。 而量子点凭借 “宽激发窄发射”
特性和长荧光寿命,大大突破了传统荧光染料的性

能,可实现多色标记与长时间追踪。 在成像技术方

面, CLSM 通过光学切片实现三维重建,太赫兹近场

光谱成像结合纳米探针可突破衍射极限,分辨率达数

十纳米,成功实现单个蛋白质(如 IgG)和病毒(如新

冠病毒)的纳米级成像。
该技术具有高特异性、敏感度及多模态观测能

力。 CRISPR 探针的 gRNA 设计确保靶标识别的高度

特异性,量子点的大斯托克斯位移( > 100nm)有效降

低了背景干扰,检测限低至 1. 68 × 10 - 22 μg / ml(病毒

检测)。 荧光原位杂交结合组织透明化技术实现微

生物群落原位三维成像,而太赫兹技术通过无标记检

测生物分子构象变化,实时监测微生物代谢活性。 应

用场景涵盖病原体快速诊断、体内感染监测及环境微

生物动态追踪。
未来发展将聚焦技术瓶颈突破与跨学科融合。

分子探针和量子点技术需向低毒化 (如无镉量子

点)、多功能集成(如 “检测 - 治疗”一体化)方向优

化;光学成像技术需提升超分辨动态观测能力,并解

决太赫兹水吸收干扰问题。 高通量成像技术,如顺序

增强发射与记录荧光原位杂交技术 ( sequential en-
hanced emission and registration fluorescence in situ hy-
bridization,SEER - FISH)实现数千种微生物同时成

像,多模态整合,如“荧光 - 太赫兹 - 电子显微”平台

将推动从分子到群落的多层次解析。 临床转化方面,
便携式 CRISPR 检测设备与量子点荧光试纸条有望

实现 POCT 应用。 通过材料科学、光学工程与计算生

物学的深度交叉,这项技术有望在不远的未来实现从

实验室到临床的跨越,为传染病防控、环境治理与合

成生物学提供颠覆性工具。
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