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摘要       光激活定位显微技术(PALM)等超分辨成像技术的发展为高水平生命科学研究提供了突破光学衍

射极限的研究工具. 实现超分辨荧光成像的核心要素之一是高性能荧光染料, 而罗丹明染料由于其优良的

光学性质已成为设计PALM染料的热门选择. 本文通过对PALM超分辨成像特点分析,给出PALM罗丹明染料

的设计要求,并对已报道的PALM超分辨罗丹明染料的设计策略及其优缺点进行比较分析,希望通过对分子

设计策略的综述, 为研究者设计PALM超分辨罗丹明染料提供了一些帮助.
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1   引言

光激活定位显微技术(PALM)等超分辨荧光成像技

术的发展突破了光学衍射极限,使得光学显微镜应用

到微观的研究领域[1,2]. 目前PALM成像中的两种主要

的荧光标记分子分别是荧光蛋白和小分子染料[3,4]. 然
而荧光蛋白种类较少, 并受限于其较差的激活能力,
仅有少数几种荧光蛋白(mEOS3.2、mCherry等)具有

PALM超分辨成像能力[5,6]. 另外, 荧光蛋白的分子体

积庞大, 修饰标记的蛋白后, 很有可能会影响标记蛋

白的生理功能. 小分子染料本身具有比荧光蛋白更强

的发光能力并且部分小分子染料具有更高的光稳定

性,更有利于实现超分辨成像[7~9]. 小分子染料的另外

一个优势是较小的分子体积. 小分子染料标记蛋白等

大分子后, 对研究客体的生理功能影响小. 小分子染

料的可拓展性也使得其可以通过分子设计获得不同

的波长和不同光学性质的染料[10~14],在多色超分辨成

像中可以有效弥补荧光蛋白的波长局限性.
在PALM染料设计中最为广泛使用的小分子染料

为罗丹明[10,15~22]. 罗丹明染料具有高荧光量子产率、

高吸收截面和很好的光稳定性,是一种传统的激光染

料[23]. 早在20世纪70年代, Knauer和Gleiter[24]发现, 罗
丹明螺内酰亚胺(rhodamine spirolactam)具有光激活的

能力. 在紫外光照射下, 原本闭环无荧光的罗丹明可

以可逆地转化为开环具有强荧光发射的双离子盐结

构. 2007年, Hell等[15,16]将这种可逆的转换首先应用在

微管蛋白的PALM超分辨成像中, 紧接着他们又改善

了罗丹明螺内酰亚胺的水溶性,并获得了长波长发光

的可激活PALM染料. Moerner等[17]设计了延长激活波

长的罗丹明螺内酰亚胺,并将其应用于活细胞细胞膜

中国科学: 化学 2017 年  第 47 卷  第 8 期: 926 ~ 932

SCIENTIA SINICA Chimica chemcn.scichina.com

评 述 分子荧光探针专刊

https://doi.org/10.1360/N032017-00043
http://chemcn.scichina.com
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1360/N032017-00043&domain=pdf&date_stamp=2017-06-04


中国科学 : 化学       2017 年    第  47 卷    第  8 期

927

表面蛋白的超分辨成像. 另一种PALM罗丹明设计思

想基于笼式(caged)荧光染料. 2010年, Hell等[21]通过

重氮盐的引入设计,开发了新型笼式罗丹明; 2012年,
Johnsson等[20]改造了传统的笼式罗丹明并应用于固定

细胞超分辨成像. Lavis等[10]倍增了笼式罗丹明的荧光

量子产率并实现了线粒体的超分辨成像. PALM型罗

丹明已成为新染料开发设计的热门领域,但目前领域

内缺乏对这些新型罗丹明染料的设计策略总结. 因此,
本文将通过介绍PALM成像原理,给出PALM活细胞超

分辨成像染料的设计要求, 并分析和综述了PALM型

罗丹明染料的设计策略及各方案的优缺点,希望为研

究者设计和开发具有更高发光效率、更适用于活细

胞超分辨成像的罗丹明染料提供指导.

2   染料设计要求

PALM超分辨成像属于单分子定位超分辨成像,
其原理如图1所示. 通过收集在时间和空间上分隔开

染料分子的发光, 然后对每个信号进行数学拟合, 找
到分子在空间真实分布的位置,最终在新图上叠加所

有的位置信息,完成高分辨率成像. PALM超分辨成像

与随机光学重构显微技术(STORM)等其他超分辨成

像方法的不同之处是, PALM染料在成像前处于暗态,
即完全不发荧光或仅发出微弱荧光的状态[1,2,25]. 通过

短波长光(或通过双光子激活过程)光照后, 染料分子

随机可逆或不可逆地转变为亮态,在激发光下激发形

成单分子信号,并被不可逆地漂白或可逆地转换为暗

态. 不断循环重复上述过程, 直到积累足够多亮态信

号, 最终完成PALM的超分辨成像.
实现PALM超分辨的核心要素是PALM染料,而这

些染料必须具有光可激活的能力. 染料在成像前应当

处于无荧光的暗态, 当激活光照射后, 染料随机转换

为具有较强荧光的亮态. 染料分子的暗态与亮态的荧

光强度必须具有极大的差异,以利于形成具有较高信

噪比的单分子信号. 如果染料暗态在激活前也能够发

图 1    PALM成像原理(网络版彩图)

出一定程度的荧光信号,那么亮态的单分子信号将可

能会湮没在强烈的暗态背景荧光信号中,限制超分辨

成像的分辨率. 当染料的亮态具有比较好的荧光信号,
同时暗态又完全无荧光时候, 这个染料就具有PALM
超分辨成像潜力.

决定PALM成像质量的关键因素是染料亮态的亮

度[26]. 由于PALM属于单分子定位超分辨技术的一种,
这些技术需要将单分子的光子分布进行数学拟合分

析, 找到分子在真实空间的位置. 而这个定位分析的

精度由单分子发出的光子数决定,其定位精度可近似

为σ=S/(Ν)1/2, S为模拟单分子点扩散的高斯函数的标准

方差(与分子荧光波长相关的参数), 而N为单分子发

出光子数[1]. 即发出光子数越多,单分子的定位精度越

高,最终可以实现的超分辨成像的分辨率也越高.
综上所述, PALM成像的原理对染料提出两个要

求, 即具有光激活能力, 且亮暗态的荧光亮度差异性

越大越好;同时单分子发出足够多的光子数.

3   染料设计策略

如上所述,最佳的PALM染料设计,应当是让染料

激活前处于完全无荧光的暗态,而在被光诱导激活后

又形成强荧光发射的亮态. 罗丹明作为非常经典的一

类染料,目前用于设计PALM染料的策略有两种. 由于

罗丹明螺内酰亚胺本身就具备可见光区高对比度的

可逆光激活性质,一种策略是直接将罗丹明螺内酰亚

胺设计成PALM染料. 另一种设计策略则通过利用光

可激活基团对罗丹明染料进行笼化(caging),获得笼式

罗丹明. 下面将具体对每一种策略的优缺点进行分析

并介绍最近几年研究者在PALM罗丹明分子开发上的

进展.

3.1   罗丹明螺内酰亚胺及类似物

罗丹明螺内酰亚胺的光激活前后结构变化如图2(a)
所示, 在紫外光的作用下, 可见光区无吸收和发射的

罗丹明螺内酰亚胺的螺环被打开,生成具有可见光区

强烈荧光发射的双离子盐(zwitterion)亮态[24]. 这种双

离子盐形式在极性溶液中的存在时间非常短(几百毫

秒)[27], 但在酸性环境下, 可以稳定存在. 基于这种酸

性诱导罗丹明螺内酰亚胺开环的原理,研究者开发了

一系列针对pH和Lewis酸金属离子的探针[28~37].
第一例罗丹明螺内酰亚胺的设计和PALM超分辨
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图 2    PALM罗丹明的激活机理. (a)罗丹明螺内酰亚胺; (b)
笼式罗丹明(网络版彩图)

成像始于2007年,由Hell等[15]共同研究完成的,其分子

结构见表1的分子1. 它采用了邻苯二甲酰亚胺的结构,
保证了可在近紫外区激活罗丹明螺内酰亚胺; 另外,
通过邻苯二甲酰亚胺的结构提供了灵活添加特异性

标记基团的位置,最终实现对不同客体(包括固定细胞

内的微管蛋白和体外的微球)的标记和三维超分辨成

像. 但这种修饰方式, 并不太有利于染料本身的水溶

性, 并且这种染料的膜通透性也不理想, 活细胞成像

实现很困难.
为实现多色PALM成像并提高染料的水溶性, Hell

等[16]进一步设计了多种不同衍生的罗丹明螺内酰亚

胺. 通过在图3上标出的罗丹明染料的R4、R5位置衍

生磺酸基, 有效提高罗丹明螺内酰亚胺的水溶性. 另
外,对氧杂蒽两侧芳胺进行刚性环固定(结构见表1分
子2),不仅延长了分子的荧光发射波长,而且提高了荧

光量子产率.
罗丹明螺内酰亚胺通常需要使用紫外光进行激

活, 但紫外光对于活细胞具有很高的光毒性[38]. 为了

避免紫外光的伤害, Moerner等[17]在罗丹明的A位置选

择了具有更长吸收波长的吡啶乙烯苯基(结构见表1分
子3),将这类罗丹明螺内酰亚胺的激活波长延展到了

接近可见光区的波长(405 nm), 减少了紫外激活光对

生物样本的损伤.
罗丹明螺内酰亚胺的激活能力设计关键影响因素

图 3    PALM罗丹明衍生位点(网络版彩图)

在于A基团的选择(图2(a)). 一方面, A基团应当具有

相当强的近紫外区吸收,可以有效延长激活光的波长,
避免紫外光对生物样本的损伤;另一方面, A基团应尽

可能小,以避免对染料整体的生物相容性(包括膜通透

性)产生影响. 而罗丹明螺内酰亚胺的发色团的选择,
则决定了PALM超分辨成像的整体成像效果, 具有更

好的发光性能的氧杂蒽发色团将进一步提高PALM超

分辨成像在生物学中的应用价值.

3.2   笼式(caged)罗丹明

除了利用罗丹明螺环本身的光激活特性,研究者

还将可光激活的笼化基团加到罗丹明类染料上,同样

实现了PALM超分辨成像. 这一种类罗丹明染料分子

有两种笼化策略, 机理示意图如图2(b)所示: (1) 对罗

丹明两侧芳胺笼化; (2) 对罗丹明染料的五元内酯环

进行笼化改造.
双侧笼化的基团通常是甲酸(邻硝基苄基)酯的结

构. 这种酯在紫外光照下,迅速发生水解反应,生成二

氧化碳、对应硝基苯基甲醇和具有强荧光的罗丹明

亮态. 然而, 这种笼化罗丹明的方式需要同时对罗丹

明两侧的胺进行修饰,受限于芳胺的较低反应活性,合
成的难度较大. Lavis等[39]通过还原罗丹明的氧杂蒽,
提高了罗丹明两边芳胺的活性,降低了这种双侧笼式

罗丹明的合成难度,并由此合成了一系列的笼式罗丹

明. 同时, 为了解决这种笼化模式罗丹明的亮态波长

较短的局限性,他们进一步设计开发了长波长碳基罗

丹明(表1分子4)[18]和硅基罗丹明(表1分子5)[19],并利用

它们实现了对固定肌动蛋白的超分辨成像.
双侧笼化模式虽然成功地抑制了罗丹明本身的

发光,但这种设计策略比较复杂,并且不利于活细胞超

分辨成像[40]. 双侧笼化的策略意味着光激活的反应需

要经过两步,才能获得预期的荧光亮态,光激活的效率

降低了. 另外, 光激活后的产物硝基苯甲醇类化合物

对细胞存在较强的毒性, 不利于细胞生物学研究. 如
果能减少笼化基团的个数,将有效提高激活效率并减
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表 1    PALM罗丹明染料的结构及其应用
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少对细胞的毒性. Johnsson等[20]通过不对称修饰,将罗

丹明一边引入可以通过光诱导电子转移(PET)效应抑

制染料发光的鸟嘌呤结构,另一边保持笼化结构,使得

染料保持光可激活的效应(结果见表1分子6). 这样,罗
丹明在光照激活后,染料将因为鸟嘌呤的PET效应,保
持极弱荧光状态. 当染料特异性连接上对鸟嘌呤识别

的SNAP蛋白后,由于鸟嘌呤基团的解离,染料将重新

恢复荧光. 这样的设计同时保证了染料的特异性和染

料的光可激活能力,最终实现线粒体的PALM超分辨.
第二种笼式罗丹明是由Hell等[21]设计实现, 其分

子结构见表1分子7. 通过将五元环内酯变为五元环酮

的结构, 将罗丹明限制在螺环的隐色体, 形成暗态的

罗丹明. 对活泼的羰基α-亚甲基进行重氮化修饰, 稳
定了罗丹明的五元环, 形成了暗态罗丹明. 在激活光

照的情况下,重氮盐由于高光敏活性,发生解离,最终

生成具有荧光发射的亮态分子. 这个转换过程可能与

活泼羰基亚甲基自由基重排相关. 由于只有一个笼化

基团, 染料的激活效率得到提高, 同时鉴于笼化基团

较小的分子体积, 对母体染料的影响较小, 更易进行

设计和衍生. 例如, Lavis等[10]在这种笼式罗丹明基础

上开发的四元环PALM罗丹明(结构见表1分子8),通过

抑制染料的扭曲分子内电荷转移(TICT)效应,提高了

PALM超分辨成像的效果. 然而,这种笼化策略存在一

个小问题: 部分染料在被激活后形成一种不发荧光的

分子结构[10,21],导致了信号的丢失,可能会影响超分辨

成像的质量.
目前, 笼式PALM罗丹明设计思路主要受限于有

限的笼化基团,并且目前开发的可适用于活细胞超分

辨成像的笼式罗丹明还十分有限. 双侧笼化本身具有

较高的合成难度以及较低的激活效率,单侧笼化则必

须通过电子转移等巧妙设计,降低或消除染料在单侧

笼化后的荧光. 另外一种五元环笼化模式巧妙通过一

个小的重氮化修饰, 减少了激活基团的体积, 提高了

笼化设计的罗丹明的衍生能力. 但是其在激活后会产

生两种不同荧光性质的分子结构,其中不发光的结构

会导致信号丢失,从而不利于实现超分辨成像. 因此,
未来的超分辨研究期待着研究者开发更高效的、体

积更小的笼化基团,并利用它们设计出具有更好生物

相容性及更强荧光性质的PALM罗丹明.

3.3   PALM罗丹明的标记设计

将PALM罗丹明染料进一步应用在生物学超分辨

成像上, 还需进一步衍生对生物靶标分子标记基团.
罗丹明标记衍生位点(图3)通常会保留在不共轭的苯

环5,6位上,然而这种衍生方法在合成时候会面临异构

体拆分的难题(图4 I策略). 许多研究中为了简化合成

步骤,直接采用了混合异构体对生物样本进行标记[21].
然而,直接用混合异构体进行标记忽略了5,6位异构体

的差异性, 并不是令人满意的做法[41]. 另外一个罗丹

明标记衍生的位点位于罗丹明染料两侧的芳胺取代

基R1和R2上,通过不对称合成,可以从其中一个胺基衍

生出可对生物样本进行修饰的位点,如图4 II策略. 然
而, 这种不对称分子的荧光性能会降低. 对于罗丹明

螺内酰亚胺来说还有一个可能的标记衍生位点位于

酰胺的取代基A上. 取代基A不仅可以为罗丹明螺内

酰亚胺提供更高的紫外激活活性,同时也可以在这个

取代基上进一步修饰生物靶标的标记基团,如吡啶乙

烯基苯取代的罗丹明螺内酰亚胺分子(图4 III策略)[17],
通过对吡啶的季铵化修饰,为染料提供了对活细胞细

胞膜表面裸露蛋白的标记能力.
目前为止, 为PALM罗丹明染料设计和衍生有效

的标记仍是具有难度的一件工作. 考虑到罗丹明染料

有限的衍生位置,以及它们对于罗丹明染料发光的影

响, 5,6位的衍生是不影响激活基团设计的最佳选择.
但5,6位罗丹明异构体的拆分仍十分困难,分子设计和

合成研究者们仍需进一步降低异构体拆分的难度,或
是在发展罗丹明新标记位点上继续努力.

4   结论与展望

目前, PALM罗丹明染料的设计主要依托于两种

光激活策略, 即螺环模式和笼化模式. 罗丹明螺内酰

亚胺, 由于本身具有光可激活的性质, 可以直接设计

为PALM罗丹明. 对其修饰可以通过衍生A基团,获得

图 4    PALM罗丹明分子的3种标记设计策略(网络版彩图)
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近紫外区光的可激活能力,并从A基团衍生获得生物

样本标记的能力. 这种罗丹明螺内酰亚胺对设计的约

束很小, 可以通过对罗丹明氧杂蒽的修饰, 改善罗丹

明螺内酰亚胺染料的发光性质、水溶性以及细胞膜

通透性. 笼化罗丹明有两种设计, 一种依托于罗丹明

双侧的芳胺的改造,通过光可激活的硝基苄基甲酸酯

使罗丹明染料保持在暗态;另外一种基于稳定罗丹明

五元环的思想, 同时利用重氮盐的光可激活性, 形成

了一种新型的笼化罗丹明. 双侧设计合成难度较大,
染料分子庞大,而重氮盐的设计兼顾了单一笼化基团

光激活效率以及较小的分子体积. 因此, 相对传统的

双侧设计,重氮盐为笼式罗丹明的理想选择. 然而,目
前笼式罗丹明的设计仍有局限性,重氮盐设计罗丹明

在被激活后,有部分分子会转换成一种无荧光的产物,
造成单分子信号的丢失,影响整体PALM成像效果.

未来PALM罗丹明染料设计可能会朝向开发更高

效、体积更小的激活基团方向努力. 优秀的可激活性

质,可以有效减少生物样本在紫外光的暴露时间和强

度;同时体积较小的激活基团可以有效改善染料的生

物相容性. 下一代的PALM罗丹明染料将兼具高效的

光激活特性、优秀的荧光发光亮态以及对各种不同

生物靶标分子的特异性标记能力. 本文综述了PALM
罗丹明染料分子设计, 通过对PALM超分辨成像原理

的分析, 给出了设计PALM罗丹明染料应当满足的性

质. 希望本文能抛砖引玉, 为研究者开发和设计新的

PALM超分辨罗丹明染料提供一些帮助.
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Abstract: Super resolution imaging including photactivated localization microscopy has provided diffraction breaking
tool for biological research. One of the keynotes of super resolution imaging is high performance dye. Resulting from
its high fluorescent performance, rhodamine has been widely chosen as the fluorophore core for designing PALM dye.
This paper demonstrates the qualification of PALM dye for super resolution imaging. Subsequently through analyzing
the gap between rhodamine designs, both the strengths and weaknesses of strategies are illustrated. This mini review on
molecular design of rhodamine may help the future development of high performance PALM dye.
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