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基于宽场随机荧光漂白的超分辨显微方法
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摘要　对基于宽场随机荧光漂白的超分辨显微方法进行了研究。通过对获取的荧光漂白图像进行差分处理，获得

大量稀疏的荧光分子图像，相应的荧光分子被一一区分并通过点扩散函数（ＰＳＦ）数字化的方法计算出中心位置，从

而重构超分辨显微图像。并对标记Ａｌｅｘ４８８普通荧光染料的人胚肾细胞进行了成像，和普通荧光显微镜相比，分

辨率提升了约４０％，表明该方法适用于常规荧光染料，并能突破衍射极限达到超分辨效果。该方法克服了常用的

基于单分子精确定位技术需要对荧光分子进行反复地激活 猝灭，并难以适用于普通荧光染料的缺点。
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１　引　　言

随着现代生物医学的飞速发展，为了更好地了

解生物生命的相关作用过程和疾病的产生机理等问

题，需要对细胞的三维空间进行精确地定位。同时

在后基因组时代，生物体系中相关蛋白质结构和功

能的动态研究已经成为了研究重点。２０世纪以来，

科学家们都在探索如何提升光学显微镜的分辨率，

以便精确地观察和定位相关的生物细胞。然而，早

在１８７３年德国人 Ａｂｂｅ
［１］就提出了衍射极限的概

念，其研究表明，对于一般的透镜其聚焦光斑的光强

分布 为 点 扩 散 函 数 （ＰＳＦ），ＰＳＦ 的 半 峰 全 宽

（ＦＷＨＭ）可作为系统可分辨的最小尺寸，大小约为
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λ／（２犖犃），其中λ为入射光波长，犖犃 为系统数值孔

径。因此为了提高光学显微镜的分辨率，一般都是

通过减小入射光波长或者增加光学系统的数值孔

径。但是受限于经典的衍射极限理论，常规光学显

微镜的极限分辨率只有２００ｎｍ左右
［２］，难以满足

现代生物医学的需要。

虽然当显微镜需要分辨两个或者更多点光源位

置时难以突破衍射极限，但当显微镜视野内仅有单

个荧光分子时，通过高斯拟合单分子的ＰＳＦ可以很

容易地突破常规光学显微镜分辨率的极限，实现超

分辨显微。理论上来说，只要收集到足够多的光子，

并且有效控制背景荧光噪声和探测器噪声就可以精

确地定位单分子的中心位置［３－６］。

基于单分子定位理论，Ｂｅｔｚｉｇ等
［７］于２００６年提

出了光激活定位显微术（ＰＡＬＭ），同年底，Ｒｕｓｔ

等［８］提出了一种类似ＰＡＬＭ 的方法并命名为随机

光学重构显微术（ＳＴＯＲＭ）。这两种光学超分辨技

术都是利用荧光分子的光开关效应［９］，首先采用一

束特定波长的激活光使得同一时间只有极少数稀疏

的荧光分子被激活，并具备发射荧光的能力，此时这

些荧光分子所发出的荧光将不会由于衍射效应而发

生空间上的串扰，再利用另一个波长的激光来观察、

精确定位并漂白这些荧光分子，相应的荧光分子就

可以被一一区分并通过ＰＳＦ数字化的方法计算出

中心位置，重复这一过程逐个获取数微米尺度范围

内所有荧光分子的中心位置，最后叠加重构成一幅

完整的图像，即可实现超分辨显微。然而使用

ＰＡＬＭ或ＳＴＯＲＭ技术对相关细胞组织进行超分

辨成像时，每次只能定位几个荧光分子，为了保证足

够高的定位精度以便获取超分辨图像，需要足够多

的光子，因此在实验中要选择不同波长、不同能量的

激光以便不断地激活、猝灭这些荧光蛋白分子或染

料。同时当对高密度的荧光样品成像时，由于荧光

的漂白性，一段时间后，荧光样品的荧光强度会衰

减，影响荧光分子的观察和定位以及最终的显微成

像效果，所以无论是ＰＡＬＭ还是ＳＴＯＲＭ都是选用

特殊的荧光蛋白染料，同时对荧光的抗漂白性有较

高要求，难以应用于普通的荧光分子或染料，需要量

子效率更高、荧光更稳定的荧光蛋白或荧光染

料［１０－１５］。本文对基于宽场随机荧光漂白的超分辨

显微方法进行研究，该方法充分利用荧光的随机漂

白性，通过对获取的荧光漂白图像进行差分处理，获

得大量稀疏的荧光分子图像，进而构建超分辨图像，

实现对细胞相关组织的超分辨成像。

２　实验方法

荧光成像的质量依赖于荧光信号强度，然而由

于荧光漂白效应，荧光物质激发出来的荧光强度会

随着时间的推移逐步减弱乃至消失［１６］。因此在使

用荧光显微镜观察细胞或通过单分子定位技术重构

细胞图像的过程中，会利用各种办法克服荧光的漂

白效应，比如控制激发光强度、添加荧光抗漂白剂

等。利用荧光的漂白性，提出了基于宽场随机荧光

漂白的超分辨显微方法。该方法首先是用一束激光

激发样品中所有的荧光分子并发出荧光，同时记录

下图像，然后对拍摄的相关图像进行差分处理以得

到大量稀疏的荧光分子图像，最后将这些荧光分子

的ＰＳＦ同二维高斯函数拟合，来精确定位这些荧光

分子的位置。该方法充分利用了荧光分子的随机漂

白性，不需要对被探测的荧光分子进行反复的激活

猝灭，并且能够应用于所有常用的合成荧光染料以

及基因表达的荧光蛋白。图１为基于随机荧光漂白

超分辨显微方法原理图。

图１ 基于随机荧光漂白超分辨显微方法原理图。（ａ）荧

光随机漂白；（ｂ）差分得到稀疏荧光分子；（ｃ）单分

　　　　　　　　子精确定位

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｓｕｐｅｒｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｂａｓｅｄｏｎ

ｓｔｏｃｈａｓｔｉｃｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｂｌｅａｃｈｉｎｇ． （ａ）Ｓｔｏｃｈａｓｔｉｃ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｂｌｅａｃｈｉｎｇ； （ｂ） ｓｐａｒｓｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

ｍｏｌｅｃｕｌｅｂｙｓｕｂｔｒａｃｔｉｎｇｅａｃｈｆｒａｍｅｆｒｏｍｔｈｅｐｒｅｖｉｏｕｓ

ｏｎｅ；（ｃ）ｐｒｅｃｉｓｅｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｓｉｎｇｌｅｍｏｌｅｃｕｌｅ

如图２所示以标记 Ａｌｅｘ４８８普通荧光蛋白分

子的人胚肾细胞为实验样本，将样品放置在奥林巴

斯ＩＸ７１型荧光显微镜的载物台上，并选用放大倍

率１００、数值孔径１．４９的全内反射荧光（ＴＩＲＦ）物

镜，同时调节荧光显微镜的焦距，在明场条件下观察

需要进行超分辨成像的细胞组织形状及其所在位

置，接着根据实验选择与荧光染料匹配功率为

２．１ｍＷ的４８８ｎｍ激发光并引入光路，激活荧光蛋

白分子使其全部发出荧光，并使用ｉＸｏｎ８９７型电子

倍增电耦合器件 （ＥＭＣＣＤ）对样品拍照，其中

１１１０００１２



蔡欢庆等：　基于宽场随机荧光漂白的超分辨显微方法

图２ 基于宽场随机荧光漂白超分辨显微系统示意图

Ｆｉｇ．２ Ｄｉａｇｒａｍｏｆｓｕｐｅｒｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｓｙｓｔｅｍ

ｂａｓｅｄｏｎｓｔｏｃｈａｓｔｉｃｗｉｄｅｆｉｌｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｂｌｅａｃｈｉｎｇ

ＥＭＣＣＤ的曝光时间为０．０２４ｓ，直至样品由于荧光

漂白效应完全不能发出荧光。基于 Ｍａｔｌａｂ软件编

程对ＥＭＣＣＤ所拍摄的荧光漂白照片进行图像处

理后，获取单分子图像来重新构建肾细胞的超分辨

图像。

３　实验结果与分析

为了验证基于宽场随机荧光漂白超分辨显微方

法的效果，将ＥＭＣＣＤ直接拍摄的人胚肾细胞图片

和重构后的细胞图片进行直观对比，如图３所示。

同时对细胞的部分微观结构进行强度分布的线扫

描，并测量其强度分布的半峰全宽，可以看到

ＥＭＣＣＤ直接拍摄的图片分辨率约为２５０ｎｍ，而重

构的图像分辨率可以达到约１５０ｎｍ，提升了约

４０％。可见基于宽场随机荧光漂白超分辨显微方法

能够突破普通荧光显微镜的光学衍射极限，有效提

高分辨率。

图３ ＥＭＣＣＤ拍摄和重构后的细胞对比图。（ａ）细胞微管结构的放大对比图；（ｂ）细胞点状结构的放大对比图；

（ｃ）（ａ）中细胞的线扫描强度图；（ｄ）（ｂ）中细胞的线扫描强度图

Ｆｉｇ．３ ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｍａｇｅｓｓｈｏｔｂｙＥＭＣＣＤｃａｍｅｒａａｎｄｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｃｅｌｌｉｍａｇｅｓ．（ａ）Ｅｎｌａｒｇｅｄｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｉｍａｇｅｏｆｔｈｅ

ｃｅｌｌｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｓ；（ｂ）ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｉｍａｇｅｏｆｔｈｅｃｅｌｌｐｕｎｃｔａｔｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅ；（ｃ）ｌｉｎｅｓｃａｎｓｏｆｔｈｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

　　　　　　　　　［ｌｉｎｅｉｎ（ａ）］；（ｄ）ｌｉｎｅｓｃａｎｓｏｆｔｈｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ［ｌｉｎｅｉｎ（ｂ）］

　　荧光的漂白特性不仅与荧光分子的自身结构相

关，而且激发光照射的时间长短、功率大小及荧光分

子所处的环境都会影响荧光的漂白过程。如图４所

示，荧光的漂白并不是一个均匀、线性的过程，随着

荧光强度的逐渐衰弱其漂白速率会越来越慢。因此

荧光漂白前期可以适当地增加ＥＭＣＣＤ的拍照频

率，拍摄更多的荧光漂白图片，以便在后期对图像进

行差分处理时，获得更多的单分子荧光图像。同时

要适当控制激发光的能量，防止荧光漂白速率过快，

出现大面积漂白，这样就无法获得相应区域的单分

子荧光图像，从而丢失细胞组织的细节部分信息，难

以重构出相应的超分辨图像。

为了进一步研究图片数量的多少对重构的细胞

图像质量的影响，以便在后期的图像处理中选取最

合适数量的图片，既能减少需要处理的图片数量，又

能获得最佳的成像效果，利用不同张数的图片分别

重构细胞的图像，如图５所示。通过对图５中４幅

图的比较发现，由于荧光漂白速率在前期相对而言

较快，因此前期图片的数量对最终重构图的效果有

非常重要的影响，而在荧光漂白的后半段，由于漂白

速率的变慢，并且大部分荧光已经完全漂白，所以后

期图片的数量对最终重构图的效果影响不大。因此

在最后处理图片的过程中，可以适当的筛选后期的

图片，以减少相关的计算量。
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图４ ＥＭＣＣＤ拍摄的荧光漂白图像。（ａ）第１幅；（ｂ）第１００幅；（ｃ）第２００幅；（ｄ）第５００幅；（ｅ）第１０００幅；（ｆ）第３０００幅

Ｆｉｇ．４ ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｂｌｅａｃｈｉｎｇｉｍａｇｅｓｂｙＥＭＣＣＤｃａｍｅｒａ．（ａ）１ｓｔ；（ｂ）１００ｔｈ；（ｃ）２００ｔｈ；（ｄ）５００ｔｈ；

（ｅ）１０００ｔｈ；（ｆ）３０００ｔｈ

图５ 不同张数图片重构的细胞图像。（ａ）１００张；

（ｂ）２００张；（ｃ）５００张；（ｄ）１０００张

Ｆｉｇ．５ Ｃｅｌｌｉｍａｇｅｓｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｐｉｃｔｕｒｅｓ．（ａ）１００ｐｉｃｔｕｒｅｓ；（ｂ）２００ｐｉｃｔｕｒｅｓ；（ｃ）

　　　５００ｐｉｃｔｕｒｅｓ；（ｄ）１０００ｐｉｃｔｕｒｅｓ

４　结　　论

主要对基于宽场随机荧光漂白的超分辨显微方

法进行研究，包括其成像原理、实验系统等，并利用

ＥＭＣＣＤ拍摄的人胚肾细胞荧光漂白图像，重建其

超分辨显微图像。研究结果表明，基于宽场随机荧

光漂白的超分辨显微方法能够突破衍射极限，重构

的肾细胞图像分辨率达到了约１５０ｎｍ，相较于普通

荧光显微镜约２５０ｎｍ的分辨率提升了４０％。由于

稀疏的单分子图像是通过对荧光漂白图像差分所获

得，较大的背景噪声会影响最终的定位精度，虽然现

有的分辨率同ＰＡＬＭ 和ＳＴＯＲＭ 相比没能达到亚

百纳米级别，但是通过合理的控制激发光强度，并适

当筛选后期需处理的图像，分辨率仍有很大的提升

空间。该方法只需要一束激发光激发荧光蛋白使其

发出荧光，使用普通荧光显微镜观察即可，适用于普

通的荧光染料，而且无需反复激活和猝灭荧光分子，

便于在实验中应用。
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