
Techniques and Methods 技术与方法

生物化学与生物物理进展
Progress in Biochemistry and Biophysics
2023，50（8）：2006~2017

www.pibb.ac.cn

有机荧光团及荧光标记细胞的阴极
荧光成像研究*

李长硕 1）** 李硕果 2）** 季 刚 2）** 王 丽 1）*** 李劲涛 3） 王 莉 2） 贾 星 2） 

张小云 2） 韩晓东 1）*** 吉 元 1）*** 孙 飞 2，4）***

（1）北京工业大学材料与制造学部，北京 100124；2）中国科学院生物物理研究所蛋白质科学研究平台生物成像中心，北京 100101；
3）北京工业大学生命科学与生物工程学院，北京 100124；4）生物岛实验室，广州 510005）

摘要 目的　阴极荧光（CL）成像是一种以电子束为激发源的高分辨荧光成像技术，但生物材料对电子束的敏感性限制了

CL技术在生命科学中的广泛应用。为了研究和发展CL技术在生物样品中的应用，本文旨在通过探究电子辐照引起碳基材

料的结构损伤、有机基团的降解及荧光猝灭等问题，深入理解电子源对有机荧光团的激发特性。方法　本研究应用扫描电

镜（SEM）和阴极荧光谱仪系统（SEM-CL），研究电子源对有机荧光团及荧光探针标记细胞的激发特性，观测了有机物的

CL信号的发射特性、强度衰减、成像方式及特点。结果　实验结果显示，在低能量（2.5~5 keV）和低束流（~10 pA）电子

辐照下，有机荧光微珠发射出较强的荧光，CL像分辨率达到~30 nm。荧光微珠经过 12 min辐照，信号强度衰减了 25%，

CL像仍保持了可接受的发光强度和足够的信噪比。此外，还获得了从细胞表面到内部一定深度内，荧光标记的亚细胞结构

信息。结论　在 SEM-CL 系统中，可以同时获得由电子束激发产生的电子像和 CL 像，实现阴极荧光与电子显微镜关联

（CCLEM）成像。本实验的研究结果为CCLEM技术应用于生物结构研究提供了数据及技术支持。
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生物成像技术的飞跃发展，为从细胞、亚细

胞、单分子及基因的不同层面了解生命过程，研究

细胞结构、功能、病理和生理变化，以及与环境之

间的信号作用提供了强大的观测手段。传统的荧光

光学显微镜（fluorescence light microscope，FLM）

可直接观察活细胞，获得细胞结构与功能相关的动

力学信息［1-2］，但受限于光学衍射极限，光学成像

分辨率只能达到~200 nm，无法观察小于百纳米尺

度的亚细胞结构及单分子［3-5］。超分辨荧光显微镜

突破了光学衍射极限，把光学成像的分辨率提高到

了数十纳米［6-10］，为细胞生物学研究提供了强有力

的 技 术 支 持 。 透 射 电 镜 （transmission electron 

microscope，TEM）的分辨率已达到亚埃级，可解

析 生 物 大 分 子 的 分 子 结 构［11-17］。 扫 描 电 镜

（scanning electron microscope，SEM） 的分辨率已

达到亚纳米级，可识别标记的单一膜蛋白分

子［18-19］。 光 镜 电 镜 关 联 （correlative light and 

electron microscopy，CLEM）技术结合了荧光特异

标记和电镜高分辨率成像的优势，为原位结构生物

学研究提供了强有力的分析手段，但为适配电镜和

光镜两种成像模式，CLEM技术流程难以克服样品

在不同成像系统之间的传输难题和图像关联匹配精

度低等瓶颈，且面临着两种成像模式分辨率不匹配
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（相差1~2个量级）的挑战。

阴极荧光 （cathodoluminescence，CL），是电

子束激发固体发光材料发射光子的现象，采用CL

成像，可以获得突破光学衍射极限的荧光图

像［16，20-21］。相对于传统的FLM技术，CL成像技术

的主要优势在于高度局部化的激发［22］：入射电子

束被聚焦到~1 nm 尺度，CL 像的分辨率可达到电

子像的水平（十几到几十纳米）。近几年来，基于

SEM 的 阴 极 荧 光 与 电 镜 关 联 （correlative 

cathodoluminescence and electron microscopy，

CCLEM） 技术已在无机纳米晶体材料中得到应

用［12-14，22］。在 SEM-CL 系统中，采用 CCLEM 成

像，可以同时获得由电子束激发产生的电子像和

CL像，并解决了两种成像模式之间分辨率不匹配

的问题。此外，与CLEM技术比较，CCLEM技术

也不需要为适配两种成像模式引入的样品传输、定

位，及图像关联等技术流程。CL谱仪已广泛用于

地质及半导体材料的性能和结构测试，以及纳米光

子学及等离子激元物理性能等研究［20，23-24］，而生

物材料的电子束敏感性则限制了CL技术在生物医

学及细胞生物学中的广泛应用［25-26］。研究和发展

CL技术在生物样品中的应用，需要探究电子辐照

引起碳基材料的结构损伤、有机基团的降解，及荧

光猝灭等问题，还需要研究电子源对有机化合物

（荧光染料及荧光蛋白等荧光标签）的激发及发光

特性。

本文采用SEM-CL系统，研究电子源对有机物

的激发特性，通过改变辐照能量、电子束束流，及

辐照剂量，研究了不同成像方式下有机荧光团的

CL 发光特性和成像特点，并应用 CCLEM 技术，

观察了染料分子及荧光蛋白标记的亚细胞结构。

1　材料与方法

1.1　实验原理及方法

实验采用场发射环境扫描电镜（Thermo fisher 

Quanta 600 FEG ESEM） 和阴极荧光谱仪 （Gatan 

Mono3+CL）。图1为有机物的荧光发射原理。阴极

荧光是固体发光材料在电子束辐照下产生的弛豫发

光［21，25］。在有机材料中，电子在分子轨道中辐射

跃迁。处于基态S0的分子吸收电子后，电子从基态

S0被激发到单稳激发态Sn，跃迁到单稳激发态S1，

再由单稳激发态S1辐射跃迁到基态S0发射荧光；若

从单稳激发态S1态跃迁到三稳态T1，再辐射跃迁到

基态 S0态，则发射磷光。图 1 中 ISC （InterSystem 

Crossing）指系间跨越。

图2为SEM-CL系统的成像装置及成像原理示

意图。图 2a 为 SEM-CL 系统的装置示意图。二次

电子（secondary electrons，SE）信号由 SE 探头接

收；CL信号由CL谱仪的抛物面接收镜收集，再通

过光电倍增管 （photomultiplier，PMT） 探测器，

收集紫外-红外波段的光谱及CL全光像；或通过光

谱仪的衍射光栅分光后，再传至PMT收集光谱及

单光像。图 2b为装配了一个自制的薄样品成像装

置［27］的 SEM-CL系统，SE和CL信号的接收方式

同图 2a所示。入射电子束在块样品（图 2c）和薄

样品（图2d）中的作用范围（R）及激发产生的主

要电子和光子信号，分别对应于图 2a和 2b所示的

成像装置。在图 2b所示的薄样品成像装置中，薄

样品（电子束可穿透的薄膜及细胞等）放置在一个

由Si芯片支撑的Si3N4薄窗口（SiN-Si）上，SiN窗

口厚度100 nm，面积0.5×0.5 mm2 （SG050D，苏州

原位芯片科技有限责任公司），薄样品厚度100 nm

到几微米。如图 2d所示，入射电子穿透薄样品或

样品薄区，以及SiN-Si衬底，产生了部分透射电子

（TE），使电子作用范围（R）减小，即减少了形成

SE像的背底信号强度，包括经过多重非弹性散射

产生的背散射电子（BSE）及BSE在出射过程中激

发产生的SE （SE2），从而增加了低能量二次电子

SE （SE1）产额，提高 SE像衬度。同时也减小了

CL 信号的散射宽度及作用范围，提高 CL 像的分

辨率。

本实验使用的SEM-CL系统的主要操作参数：

加速电压2~30 kV，电子束束流10-11~10-10 A，常用

束斑尺寸（spot size，SP）为SP3、SP4和SP5，其
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Fig. 1　The principle of the fluorescence-excitation-
emission of organics
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对 应 的 电 流 值 为 ， SP3： 7.944×10-11 A， SP4：

2.667 8×10-10 A，SP5： 8.447 3×10-10 A （pA 表实

测），电子像的像素 1 024×768，驻留时间 30 μs，

扫描时间 27.8 s/帧。CL 谱仪测量精度为 0.6 nm，

光栅1 200 line/mm，PMT电压600~1 500 V，CL像

的像素 1 024×1 024，驻留时间 100 μs，扫描时间

104 s/帧。采用 ImageJ 软件，根据 CL 像的像素灰

度值确定荧光相对发射强度。

1.2　样品

1.2.1　荧光微珠及细胞样品

本实验采用荧光聚苯乙烯微珠（赛默飞世尔科

技（中国）有限公司，以下简称赛默飞），测定有

机荧光团的 CL 发射特性及 CL 成像效果。荧光基

团被聚苯乙烯微珠包覆，可以降低环境对荧光基团

发光强度的影响。红色微珠粒径为 1 μm （货号

F13083）和 500 nm （货号 F8812），激发和发射波

长分别为 λex=555 nm和 λem=600 nm；绿色微珠直径

为200 nm（货号F8767），λex=488 nm和 λem=525 nm；

蓝色微珠直径为100 nm（货号F8767），λex=405 nm

和λem=445 nm。以上荧光微珠在原液基础上稀释50

倍后，滴在铝样品台上，干燥后进行 SEM-CL

观测。

细胞样品包括食管癌细胞（Eca109）和人肾上

皮细胞（293T）（中国疾控中心病毒所，曾毅院士

实验室），均采用常规的细胞培养方法制备［19］。

1.2.2　荧光标记

荧光标记内容包括：a. 采用DAPI染料（货号

62247，赛默飞公司）对Eca109细胞核染色；b. 采

用增强的绿色荧光蛋白（EGFP）转染Eca109细胞

（Eca109-EGFP）；c. 采用红色荧光蛋白mCherry标

记 293T 细胞的膜蛋白 ACE2 （细胞血管紧张酶转

化素）。

1.2.3　细胞的衬底材料

细胞样品通过爬片生长或细胞悬液滴片的方式

承载到衬底上。本实验采用了 3种衬底：a. ITO导

电薄膜衬底， ITO 薄膜厚度 185 nm，电阻率≤           

6 Ω/sq［28］，采用该衬底消除非导电样品的荷电现象

（深圳华南湘城科技有限公司）；b. SiN-Si衬底，采

用该衬底配合薄样品成像装置使用（图 2b）；c. Si

芯片衬底，为SiN-Si薄窗口的Si支撑芯片。
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Fig. 2　SEM-CL system and the signals produced by electron beam in the sample
(a) SEM-CL system; (b) an imaging setup of the thin sample in the SEM-CL system; (c, d) electron range (R) and the main signals produced by 

electron beam in bulk (c) and thin (d) samples, corresponding to imaging methods in (a) and (b), respectively.
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2　结果与讨论

2.1　荧光微珠的SEM-CL观测

2.1.1　荧光微珠的CL发射强度及CL成像

采用SEM-CL系统（图 2a），在较低加速电压

（4 kV）辐照下，观察不同粒径及不同发光波长的

荧光微珠（图 3）。图 3a，b为直径 1 μm红色微珠

的 CL 像和 SE 像，图 3c，d 为 500 nm 红色微珠的

CL像和SE像。观察结果显示，荧光珠的CL像具

有较高的荧光强度、明亮的衬度，及足够的信噪比

（signal to noise ratio，SNR）。图 3e，f为 200 nm绿

色微珠的CL像和SE像，在CL像中可分辨单个发

光微珠。图3g，h为100 nm蓝色微珠的CL像和SE

像，在 CL 像中仍可显示出 100 nm 微珠的发光中

心，估算 CL 像的分辨率 （d） 可达到几十纳米   

（~30 nm）（图 3g插图）。此外，在CL像中还测出

一些最近邻发光颗粒的间距，分别在 30~40 nm之

间。有机物CL像的分辨率与文献报道的20~50 nm

有机物的CL像分辨率，及超分辨荧光显微镜的分

辨率相当［16，29-30］。通常有机物的CL像分辨率低于

无机物的分辨率（15~20 nm）［31］，本研究观察结果

显示，有机荧光团的CL像分辨仍远高于光学衍射

极限。综上所述，电子源可在较大的能量/波长范

围内，激发从紫外到红外光谱的多个跃迁，采用低

能量电子激发有机荧光基团，可同时获得电子像

（单色，显示电子密度）及 CL 像（多色，显示波

长），CL 信号具有较高的光量子产额及成像分

辨率。

2.1.2　电子激发条件对荧光微珠发光强度的影响

电子激发条件包括电子束束流、辐照时间，及

辐照剂量。图 4为入射电子能量和束流对CL发射

强度的影响。当改变加速电压（3、5、30 kV）时，

在500 nm绿色微珠的CL像中都呈现出较强的荧光

强度（图4a~c）。图4d给出了绿色微珠发光强度随

加速电压的变化，CL发射强度由 ImageJ软件提取

CL像的像素灰度值确定。观测结果表明，改变加

速电压没有使CL发光强度发生明显变化。作为连

续激发源，入射电子能量可在较大范围内调整，而

对有机荧光团发光强度的影响较小。在高能量电子

（30 keV）激发下荧光微珠未产生光猝灭；在低能

量电子（3 keV）激发下，荧光团仍保持了较高的

发光强度。对光子成像，低能量激发减小了CL产

生的体积，提高了CL像的分辨率（图 2d）；对电

子成像，低能量激发减小了电子作用范围 （R），

可消除荷电现象，并增加SE产额（δ）（公式（1），

E0：入射电子能量），获得更多表面信息［32］，提高

d~30 nm  

(g) (h)(e) (f)

(a) (b) (c) (d)

2 μm 2 μm 2 μm 2 μm

2 μm 2 μm 500 nm 500 nm

Fig. 3　SEM-CL imaging of fluorescent beads （FL beads），4 kV，SP4
(a, b) CL and SE images of 1 μm red FL beads, 20 000×, PMT: 1 000 V; (c, d) CL and SE images of 500 nm red FL beads, 20 000×, PMT: 1 400 V; 

(e, f) CL and SE images of 200 nm green FL beads, 50 000×, PMT: 1 374 V; (g, h) CL and SE images of 100 nm blue FL beads, 50 000×, PMT:         

1 486 V.
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SE像衬度。

δ0 =  k
E0 0.8 （1）

R可通过蒙特卡洛模拟获得（图 4e），模拟电

子数量为 30 000 个；并通过公式 （2）［33］ 计算求

出，式中，A：原子质量；Z：原子序数；ρ：密度

（g/cm3），碳密度：1.8 g/cm³，R=0.63 μm （5 kV），

2.15 μm（10 kV），14.86 μm（30 kV）。

R =  0.027 6A
Z0.89 ρ

E0 1.76 （2）

模拟与计算结果相符，特别在 5~10 kV 更吻

合。模拟和计算结果显示，带有5 keV能量电子的

穿透深度 （R：~0.6 μm） 已超过荧光微珠尺寸

（R：100~500 nm），故产生的 CL 信号已是整个荧

光微珠的平均信号，继续增加电子能量也难以再增

加CL光量子产额。此外，调整电子束束流，使束

流增加一个量级（从7.944×10-11 A到8.447 3×10-10 A），

相应束斑尺寸从SP3增加到SP5，发光强度也没有

明显增加（图 4f~h）。综上所述，采用低电压及低

束流激发有机荧光团，可获得亮度高、衬度好，及

SNR高的CL像，还有利于减少局部的累积剂量及

潜在的辐照损伤［16］。

Fig. 4　Effects of incident electron energy and beam current on emission intensity and CL imaging of the 500 nm green FL 
beads, 20 000×, PMT: 1 400 V

(a-c) CL imaging by changing the acceleration voltage with 3, 5, and 30 kV, SP3; (d) the CL intensity of FL beads changed with the acceleration 

voltage; (e) the Monte Carlo simulation of electron range (R); (f-h) CL imaging by changing the beam current with SP3, SP4, and SP5, 5 kV.
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2.1.3　荧光微珠CL强度的衰减特性

在低电压（5 kV） 及低束流（SP3） 辐照下，

对 500 nm绿色微珠的同一视场进行连续扫描，记

录下26 min内获得的15幅CL像。图5a给出了其中

辐 照 时 间 为 1.7、 5.2、 8.7、 12.0、 13.9、 15.6、

17.3、26.0 min，相对应的第 1、3、5、7、8、9、

10、15幅CL像。CL系列像清楚显示出CL像的亮

度及SNR随辐照时间增加而降低的现象。表1列出

了单个荧光微珠（图 5a左图中箭头所示）的电子

辐照时间、累计辐照量、CL强度衰减的数据。累

计辐照量由电子辐照剂量（q）（公式（3）［34］）和

辐照时间求出。

q=I×τ/(d 2×e–) （3）

电子辐照剂量（q），即每单位面积样品的电子

数，决定了电子束对样品的损伤程度，取决于电子

束电流、驻留时间、扫描面积，式中，τ：辐照时

间，5×10-5 s，I：探针电流（A），I=7.94 4×10-11 A，e：

电子电荷，1 e=1.6×10-19 C，d：像素尺寸，d为分

辨率，d=30 nm。荧光强度的衰减由 ImageJ软件提

供的像素灰度/荧光强度的变化确定。图5b给出CL

强度衰减随辐照时间的变化曲线。从图5a中的CL

成像质量及荧光衰减率可知，从第1幅（1.7 min）到

第 7 幅 （12.0 min） CL 像，CL 强度衰减了~25%，

但CL像仍保留了可接受的发光强度及足够的SNR。

从第 8幅CL像（13.9 min）以后，CL衰减从~27%

增加到~52%，出现严重的光猝灭，难以清晰成像。

通常认为有机分子在电子束辐射下会迅速漂

白［34-35］，但本文的观测表明，在较低电压及较低束

流作用下，有机荧光团可经受较长时间的电子辐照

（~12 min）。

从图 5c看出，随着辐照时间增加，单个荧光

微珠（图 5a左图中箭头所示）强度峰下降，同时

强度峰的起伏程度也随之加大（三角形标记所示）。

这表明，CL强度的衰减受两方面因素的影响：电

子辐照引起荧光强度整体下降，以及电子束诱导的

局部损伤或表面缺陷使微区荧光强度降低。在      

5 kV下，辐照缺陷对500 nm绿色荧光珠的CL发光

强度的影响范围约 100 nm，与阴极荧光被局域激

发的特性相符。

Fig. 5　Effects of the radiation time of e-beam on CL intensity of 500 nm green FL beads
(a) A serial CL images under the e-beam scans continuously for 26 min, 10 000×, 5 kV, SP3, PMT: 1 400 V; (b) intensity decay rate of fluorescence 

intensity of a single FL bead (an arrow on left in (a)) with irradiation time; (c) the change of fluorescence intensity of a single FL bead (an arrow on 

left in (a)) with irradiation time.
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2.2　亚细胞结构的SEM-CL成像

采用SEM-CL系统，观察了染料及荧光蛋白标

记的亚细胞结构，包括细胞核、细胞质和细胞膜

（图 6）。图 6a，b是DAPI染色Eca109细胞核的SE

像及CL像（10 000×），将悬浮细胞液滴在 ITO衬

底上，干燥后观察。在图6b的CL像中，显示出由

一个细胞核内发出的较强且分布不均匀的荧光信

号。受限于电子束的作用深度，发射出的CL信号

只能显示出细胞内靠近上表面的染色细胞核的部分

结构。不均匀的荧光亮度反映出DAPI标记的靠近

核膜部分的异染色质的不均匀分布。由于缺乏重金

属染色，难以结合电子像确定荧光标记的细胞核结

构，但CL像显示出的非均布的发光中心，体现了

电子束高度局部激发的特征［22］。此外，由于CL信

号的生成体积远大于 SE 信号近表面的生成体积，

SE显示出的是细胞的表面形貌，而CL则更多显示

出细胞膜下一定深度内的发光结构。成像结果还显

示，CL像中的发光位置与SE像中相应位置的表面

特征并非一一对应，而是形成了较多的发光中心，

说明 CL 像主要显示了荧光分子标记的胞内结构。

以上结果说明，电子和光子成像模式相结合

（CCLEM），可提供从细胞表面到内部一定深度内

（取决于入射电子能量及亚细胞结构的特征）的结

构信息。

图 6c，d 是对增强绿色荧光蛋白（EGFP）转

染Eca109细胞（Eca109-EGFP）的观察，采用 ITO

衬底。CL 像显示 EGFP 在细胞质内高表达，形成

均匀而明亮的衬度，能清晰地区分发光的细胞质与

不发光的细胞核。

图 6e，f 为采用 SEM-CL 系统 （图 2a），观察

生长在Si衬底上，由红色荧光蛋白mCherry转染的

293T 细胞膜蛋白 ACE2 （293T-ACE2-mCherry）。

在图 6f 的CL像中，细胞整体显示出均匀的亮度。

与此相比较，采用自制的薄样品成像装置及SiN薄

窗 口 衬 底 （SiN-Si）（图 2b） 对 293T-ACE2-

mCherry细胞成像，则显示出明显不同的衬度。在

SE 像中，细胞周边形成了明亮的形貌衬度 （图

6g）；在 CL 像中，细胞周边也形成了明亮的荧光

衬度，体现出ACE2广泛定位于细胞膜上（图6h）。

由此可见，薄膜成像方式突出了荧光标记的结构，

并使形貌像与荧光像形成了可比较的衬度。对衬度

的说明参考图 2d，薄样品成像通过产生部分 TE

（TE 的数量取决于入射电子能量及样品的质量厚

度），减小电子作用范围（R）的方式，增加了表

面敏感的低能SE（SE1）产额，提高了SE像衬度；

同时，通过减小 CL 发光中心的横向及纵向扩展，

提高了CL像的分辨率。在图6i 薄样品成像原理示

意图中，展示了入射电子作用于SiN-Si衬底上的一

个荧光标记细胞激发产生的电子（SE和TE）及光

子（CL）信号。与电子束扫描细胞内部比较，扫

描边缘薄区可产生更多数量的TE，从而提高了SE

（SE1）的发射几率及对CL发光中心的分辨能力，

Table 1　Electron irradiation time， cumulative irradiation dose and CL intensity attenuation of green fluorescent 
microbeads

Irradiation time/min

1.7

3.4

5.2

6.9

8.7

10.4

12.0

13.9

15.6

17.3

19.1

20.8

22.5

24.3

26.0

Cumulative irradiation dose/(e·nm-2)

27.6

55.2

82.8

110.4

138.0

165.6

193.2

220.8

248.4

276.0

303.6

331.2

358.8

386.4

414.0

CL intensity attenuation/%

0

4.89

11.13

16.22

19.85

23.01

25.28

27.87

30.31

32.64

35.69

40.11

45.18

47.92

52.66

CL imaging parameters: 10 000×, 5 kV, SP3, 1 024×1 024 pixel, dwell time 100 μs, scanning time 104 s/frame.
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结合形貌和荧光衬度，可更清楚地识别荧光标记的

细胞膜蛋白的位置。通过模拟和计算也可知［34］，

在9~10 kV下，入射电子在细胞中的作用范围（R）

约 2 μm，大于爬片细胞边缘厚度，可产生一定量

的 TE。此外，结合 293T-ACE2-mCherry 细胞膜蛋

白的整体分布信息与免疫金（Au-NPs）特异性标

记的 293T-ACE2-AuNP 细胞膜蛋白单分子分布信

息［28］，可以更准确地确定膜蛋白在原生细胞表面

的位置、分布及表达量，并支持膜蛋白与细胞的功

能研究，及靶向药物的研发。

以上对亚细胞结构的观察表明，采用低能量电

子激发（2.5~5 keV），使电子作用体积与亚细胞结

构的尺寸相匹配，可在信号强度、分辨率、衬度，

及信噪比之间达到较好的权衡，并减少电子辐照损

伤 。 此 外 ， 常 用 荧 光 标 签 （DAPI、 EGFP、

mCherry染料分子及荧光蛋白等）发射出可探测到

的光子，表明通过调整电子穿透深度\束流\辐照剂

量等参数，以及选择不同的成像方式，可实现对细

胞表面至内部一定深度内的激发及CL信号探测。

3　结 论

采用CCLEM的成像技术，观测了有机荧光团

和荧光标记的细胞样品。研究了电子激发源对有机

样品的激发特性，包括辐照能量、电子束束流、辐

 

I(i)

(a) (b) (c) (d)

(e) (g)(f) (h)

E-beam

Cytomembrane

Cell nucleus

Cytoplasm

Electron range (R)

SiN

TE

Si 

SE

CL

2 μm 2 μm 10 μm 10 μm

10 μm 10 μm 10 μm 10 μm

TE

Fig. 6　SEM-CL observation of fluorescent labeled cells
(a, b) SE and CL images of DAPI stained nucleus, 10 000×, 5 kV, SP4.5, AP5, PMT: 1 398 V; (c, d) SE and CL images of Eca109-EGFP, 3 000×,     

2.5 kV, SP4.5, SP5, PMT: 1 450 V; (e, f) SE and CL images of 293T-ACE2-mcherry, 2 000×, 10 kV, SP3, AP5, PMT: 1 308 V; (g, h) SE and CL 

images of 293T-ACE2-mcherry, 2 000×, 9 kV, PMT: 1 450 V, SP3, AP5. (i) the principle of thin sample imaging, showing the electron and photon 

signals generated by excitation of incident electrons in fluorescently transfected cells (SiN-Si substrate was used to carry a slide cell).
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照剂量，观测了 CL 信号的发射特性、强度衰减、

成像方式及成像特点。在SEM-CL系统中，电子激

发源束斑和CL信号可被控制在纳米尺度，有机荧

光微珠的CL像分辨率可达到~30 nm。采用低能量

（2.5~5 keV）及低束流（~10 pA）激发，CL 像呈

现出较高的荧光强度和明亮的衬度，允许荧光微珠

经过较长时间辐照 （~12 min，CL 信号衰减了       

~25%）仍保留可接受的CL强度及足够的SNR，并

可减少对生物样品的辐照损伤。采用低能量和低束

流电子激发，及不同的成像方式，获得了从细胞表

面及表层下一定深度内的亚细胞结构信息。

4　展 望

受限于光学衍射极限，通过荧光成像技术表征

纳米尺度的生物结构具有极大的挑战性。基于扫描

电镜/环境扫描电镜的CCLEM技术在这方面具有进

一步发展的空间和应用潜力，未来可预见的发展方

向包括且不限于以下方面：a. 采用SEM-CL模式提

高CL像的分辨率，实现对单一膜蛋白分子的荧光

定位；b. 采用低温样品制备及低温成像方式，使发

射光的能量分布变窄，增强荧光标记的生物样品的

发光强度及量子产额，提高CL像的分辨率；c. 开

发高量子产额及高稳定性的有机和无机荧光标记，

如量子点、稀土掺杂的纳米荧光团等，允许探测多

个位点，并实现单分子荧光定位；d. 开发活细胞

CCLEM技术，结合“湿”环境和液体成像［20］，及

微流控技术，保存活体信息，为活细胞电子显微成

像提供可能。总之，CCLEM技术的多模态、跨尺

度成像方式，及可调控的成像环境，为细胞结构

（表面及内部）及功能研究提供了亚微米~纳米水

平分辨率的观测平台。CCLEM技术可作为CLEM

技术的重要补充，并可发展成为一种表征亚细胞结

构标记单分子的高分辨生物成像技术。
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Abstract　 Objective  The correlative cathodoluminescence (CL) imaging is a high-resolution fluorescence 

imaging technique using electron beam as excitation source. However, the sensitivity of biomaterials to electron 

irradiation limits the wide application of CL technique in life science. In order to study and develop the 

application of CL technology in biological samples, this paper aims to deeply understand the excitation 

characteristics of organic fluorophore by electron source by exploring the structural damage of carbon substrate, 

degradation of organic groups and fluorescence quenching caused by electron irradiation. Methods  We used a 

CL and electron microscopy (CCLEM) technique in a field emission scanning electron microscope (SEM) to 

observe organic fluorophores and fluorescently labeled cells. Results  We studied excitation and emitting 

characteristics of organic fluorophores by electron beam. Under the irradiation of low energy (2.5-5 keV) and low 

current (~10 pA), the fluorescent microbeads had the stronger and stable CL emission, the resolution of CL image 

reached ~30 nm. After 12 min irradiation, fluorescence intensity of microbeads decreased by 25%, and CL image 

still maintained acceptable fluorescence intensity and adequate signal to noise ratio. Further, fluorescently labeled 

subcellular structures were identified from cell surface to a certain depth inside the cell. The nuclei and organelles 

were well observed with a bulk-sample imaging setup, while membrane proteins, that are widely localized on the 

cell surface, were clearly identified with a home-made imaging setup of thin-sample. Conclusion  Results 

provide data and technical support for the application of CCLEM in the study of biological structures. CCLEM 

bioimaging can also be used as an important supplement to correlative light and electron microscopy (CLEM) 

technique.

Key words　cathodoluminescence (CL), scanning electron microscope (SEM), organic fluorophore, subcellular 

structure
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