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         2014年诺贝尔化学奖授

予美国科学家埃里克·白

兹格、威廉姆·莫尔纳尔

和德国科学家斯特凡· 赫

尔，以表彰他们在超高分

辨率荧光显微技术领域的

贡献。 

一、引言  



 

显微镜 —— 
 

     生命科学中光学成像的首要工具  



我们怎么 “看见”？  

眼球对物体在视网膜上成像 

透镜对物体在照相底片上成
像 



我们能看多小？  

眼球对物体在视网膜上成像 



早在公元前一世纪，

人们就已发现通过球

形透明物体去观察微

小物体时，可以使其

放大成像。后来逐渐

对球形玻璃表面能使

物体放大成像的规律

有了认识。 

二、显微镜发明 



400年前，显微镜发明 

1665 

Robert Hooke 

第一次打开了人类认识微观世界的大门 

开启了人类生命与生活的重要内容 

             

软木的木栓组织
上的微小气孔 



• 1674年，Leeuwenhoek(列文虎克)：发现

了原生动物，并随后首次发现「细菌」。 

• 1665年，Robert Hooke(胡克)：「细胞」名词便是由虎克利用

显微镜观察软木的木栓组织上的微小气孔而得来的。 

• 1833年，Brown(布朗)：在显微镜下观

察紫罗兰，随后发表了对「细胞核」的

详细论述。 

• 1857年，Kolliker(寇利克)：发现细胞

中之「线粒体」 。 

https://zh.wikipedia.org/wiki/File:Biological_cell.svg
https://zh.wikipedia.org/wiki/File:Animal_mitochondrion_diagram_zh_ml.svg


• 1888年，Cajal(卡嘉尔)为首的组织学

家发展出显微镜染色观察法，为显微解

剖学奠定了基础。 

• 1879年，Flemming(佛莱明)：发现了动

物细胞进行有丝分裂时，其清晰可见的

染色体活动过程。 

• 1930年，Lebedeff(莱比戴卫)：搭建第

一架干涉显微镜，同时Zernike(卓尼克)

在1932年发明出相位差显微镜，适用于

观察活细胞和未染色标本。 



• 1952年，Nomarski(诺马斯基)：

发明微分干涉相位差光学系统。

适用于观察活细胞的种种细节。 

• 1988年，Confocal扫描显微

镜被广为使用。既可以用于

观察细胞形态，也可以用于

进行细胞内生化成分的定量

分析、和实现长时间活细胞

动态观察。 

• 1990年，发展了非线性光学多

光子显微成像技术。适用于生

物细胞、活组织的长时间动态

三维成像。 



能看多小？  

德国科学家阿贝，1873 

阿贝衍射极限  

三、突破衍射极限成像 



阿贝衍射极限  

显微镜可分辨的最小线度为： 
L =0.61λ/N.A. 

N.A.为镜头的数值孔径。 
 

可见光：380～780nm 
普通显微镜的分辨率一般为

200nm以上。 



STED扫描成像过程 

斯特凡⋅赫尔的受激发射损耗 (STED) 



1994年，赫尔提出STED的概
念 

Opt. Lett. 19, 780 (1994) 

经过5年的时间，STED在实验上得以实现 
Opt. Lett. 24, 954 (1999) 

2000年，第一次将STED方法用于活细胞成像，记录了一
个酵母活细胞的液泡膜 

PNAS 97, 8206-8210(2000) 



活细胞研究 

STED显微图像 
观察到单个突触囊泡 

 Nature, 440, 935(2006) 

共聚焦显微图像 
无法区分单个突触囊泡 

(直径大约40 nm) 



活细胞研究 

STED显微分辨率足够高，直
接追踪单膜脂分子在活细胞
细胞质膜中的扩散运动，显
示分子的两种运动模式。 

 Nature 457, 1159(2009) 

传统显微镜光斑太大（黑圈），
难以追踪细胞膜表面脂类分子
的纳米运动。脂类分子的协作
参与信号转导和物质转运。 

自由扩
散 

束缚在
通道中 



威廉姆⋅艾斯科⋅莫尔纳尔的单分子成像技术 

1989年，Moerner成功地在低温下首次实现了单个
分子的光吸收的测量。 



1993年，Betzig等人在室温下看到了单个
的染料荧光分子。 

单分子的光学探测 

Science, 262, 1422 (1993) 



埃里克⋅白兹格的光激活定位显微镜（PALM） 



d < D 
d < λ 

d < λ 

d < λ 

PALM原理示意 



PALM原理示意 



http://cen.acs.org/ 

起居室中的科学实验 



TIRF 

PALM 

TIRF 

细胞片足内
的肌动蛋白 黏着斑蛋白 

反转录病
毒蛋白 

TIRF 

PALM PALM 

高分辨率荧光蛋白成像 

Science 313, 1642 (2006) 

       利用PALM技术，将密布于仅为头发丝截面的1/5000的面积中
的十万个分子进行高分辨观测，分子间隔约为20纳米。 



黏着斑是组织良好的超级结构：整联蛋白(integrins)和肌动蛋白
(actin)被一个40 nm长、由部分重叠的蛋白特异性层组成的核分开，又被

人踝蛋白(talin)联系在一起。 

黏着斑的显微结构 

Nature 468, 580(2010) 

基于超分辨显微结果，在纳米尺度上确定蛋白组织方式： 



随机光学重建显微技术(STORM) 

PALM 和 STORM 的区别： 

原理一致，标记方法不同 

PALM使用从外部引入的
光激活蛋白基因（由2009年
诺贝尔奖获得者钱永健教授
和本次诺贝尔奖获得者莫尔
纳尔发现的光激活绿色荧光
蛋白分子）标记样品； 

STORM使用化学合成的有
机荧光分子对（Cy5-Cy3）
进行细胞内生物蛋白标记。 



2006年    STORM: 随机光学重构显微镜 
              Stochastic Optical Reconstruction Microscopy 
                                       可以超高分辨率定位细胞内源蛋白 

商用STORM分辨率 
横向 ~20nm   轴向~50nm 

两种荧光探针分子 
 
单次随机激发极少数荧
光探针分子,多次重复，
重构二维或三维图像。 
 
在Cy3的多次作用下，
Cy5的中心就可以精确定
位。 

荧光分子太小，不能直
接分辨，对其大量测量
统计，中心定位精度 ~ 
1nm 



哺乳动物细胞的多色成像  

Science 317, 1749 (2007) 

绿色： 微管 
红色： 网格蛋白包覆的细微结构 



微丝的超微结构  

微丝的三维显微： 
由 肌 动 蛋 白

（Actin）组成的直
径约为8 nm的纤维

结构，不同的颜色
表明结构在深度方
向的位置； 

深度方向的分
辨率达到20 nm，

原有的二维超分辨
技术拓展到三维。 
 Nature Methods 9, 185(2012) 



结构光照明显微镜(SIM) 

(1960–2011) 

麦茨•古斯塔夫森 
(Mats Gustafsson) 



结构光照明显微镜(SIM) 



PNAS 109, 5311–5315(2012)  

3D SIM记录了

海马神经元丝状

伪足的运动 

 

8.5 秒/帧 

标尺2 微米 

SIM：宽视场快速成像 



 
四、看不见光 —— 新波段应用  
 

利用显微镜 
 

人类通过眼睛来观察世界, 从而能动地改造世界。 
 

       可见光 380～780nm 



光波 —— 电磁波   波长（频率） 
眼睛可感受到的光波波长范围——可见光 

不同的波长尺度对应着不同的生物特征尺寸 

光的本性 



伦琴 伦琴妻子的手 

短波区域：X光的发现 
波长 0.01～10 nm 

研究阴极射线时发现X射线。1901
年，获得首届诺贝尔物理学奖 



劳埃(M. von Laue) 
X射线晶体衍

射图样 

1914年诺贝尔物理学奖 

X射线衍射 

1912年 



1962年，沃森、威尔金斯、克里克因发现DNA

双螺旋结构模型获诺贝尔生理学或医学奖，其

中女科学家富兰克林的DNA 的X射线衍射图对

推测结构起到关键的作用。 

罗莎琳·富兰克林（Franklin
，Rosalind Elsie，1920-
1958）英国女物理学家和
化学家富兰克林 

DNA X射线衍射图 
• 标志着分子生物学发展到了一个崭新的阶段 
• 标志着医学研究进入了一个新的领域 



光合作用被诺贝尔奖基金委员会是“地球上最重要

的化学反应”它是地球上一切生命生存和发展的基

础。到目前为止，共有8次诺贝尔奖的桂冠被从事光

合作用研究的科学家所摘取。 

1988年，德国科学家戴森霍弗、胡贝尔、米歇尔3位科学家因为用X光测定

出了光合作用反应中心膜蛋白—色素的三维空间结构，揭示出电子和能量

的传递作用，共同获得了度诺贝尔化学奖。 

Johann Deisenhofer Robert Huber Hartmut Michel 



1946年, 马勒发现X射线照射可致基因突变而获诺贝尔生理学或医学奖 

1962年，肯德鲁、佩鲁兹因为借助X射线、研究了肌红蛋白的三维结构，而获

诺贝尔化学奖 

1915年，布拉格父子因导出X射线晶体结构分析的基本方程获诺贝尔物理奖 

1924年，卡尔希格班因 X射线光谱学获诺贝尔物理奖 

1937年, 德拜因为应用X射线测定许多有机分子结构获诺贝尔化学奖 

1964年，霍奇金因为用X射线晶体学确定了青霉素，B12等重要生化物质的晶

体结构，而获诺贝尔化学奖  

1979年，豪恩思费尔德、科马克因开发计算机辅助体层摄影术（ＣＴ），而

获诺贝尔医学或生理学奖 

1985年， 霍普托曼、卡尔因直接法解析结构获诺贝尔化学奖  

其它X射线相关工作多次获得诺贝尔奖 



长波区域：THz 生物医学成像      λ:   0.03 - 3mm 

癌症肝脏THz吸收图像 

太赫兹波是指频率在0.1THz到10THz范围的电磁
波，介于微波与红外之间。太赫兹波具有很强
的穿透能力，与X光相比对生物样品组织辐射损
伤小，在生物医学成像领域有广泛的应用。例
如皮肤癌、乳腺癌以及肝癌的检测。右边所示
为患癌肝脏在特定太赫兹波谱的成像结果。 



射频波段 
核磁共振谱学及成像 —— 波谱学技术的代表之一   

Paul C. Lauterbur Sir Peter Mansfield 

高分辨NMR 
1991年诺贝尔化学奖  

MRI - 2003年诺贝尔医学及生理学奖 NMR蛋白结构解析 
2002年诺贝尔化学奖  

气态原子磁共振 
1944年诺贝尔物理学奖  

Isidor Isaac Rabi 

宏观核磁共振 - 1952年诺贝尔物理学奖  

Felix Bloch Edward Mills Purcell 

Richard R. Ernst Kurt Wüthrich 



NMR成像技术的发展，促进了生命科学与医学的进步 

各种磁共振成像 



“电子束”  代替  “光束” 
                               —— 电子显微镜 

     1931年，恩斯特·鲁斯卡通过研
制电子显微镜，电子束和电子透镜
代替光束和光学透镜，使物质的细
微结构在非常高的放大倍数下成像
的仪器。使生物学发生了一场革命
。这使得科学家能观察到百万分之
一毫米那样小的物体。 

    1986年恩斯特·鲁斯卡被授予诺
贝尔奖。    

透射电镜 
透射电镜 扫描电镜 



结语 

通过在纳米尺度上真实、定量地描述复杂、
多维分子生物学动态过程，最终对生物学和医
学产生革命性的影响。 

http://www.nobelprize.org/nobel_p
rizes/chemistry/laureates/2014/ad
vanced-chemistryprize2014.pdf 
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        王树峰副教授、吕国伟副教授、施可彬研究员 
        肖云峰研究员 
 
北京大学工学院 
        黄岩谊研究员 
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