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基于荧光随机涨落的超分辨显微成像
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摘要　基于荧光随机涨落的超分辨显微成像技术具有成像速度快、空间分辨率高、系统成本低和光毒性小的成像

优势,在对生物亚细胞结构及其动态运动过程的成像和监测中具有广阔的应用前景.近年来,基于荧光发射的间

歇性,发展出多种图像重建算法实现荧光涨落超分辨成像,在无须对传统的荧光显微镜做任何硬件改造的情况下,

显著提升了光学成像的空间分辨率,实现了突破光学衍射极限的超分辨成像.从重建算法、成像速度、分辨率提升

和图像重建质量等方面,对比分析不同类型荧光涨落超分辨方法的差异和适用范围,为生命科学研究人员针对特

定的生物学问题选择最佳的超分辨方法提供参考依据.
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１　引　　言

光学显微成像技术已在生命科学、材料科学、生
物医药和临床医学诊断等领域得到广泛应用.传统

的光学显微成像技术受到衍射极限的限制,空间分

辨率难以突破２００nm,因此需要发展更高空间分辨

率的显微成像技术来满足科学研究的需求.近年

来,远场光学超分辨成像技术发展迅速,且与多个学

科交叉,广泛应用于生命科学等研究领域.超分辨

光学显微成像技术突破了光学衍射极限对于光学成

像空间分辨率的限制,并且能够对活体细胞的超精

细结构及其相互作用实现纳米量级分辨率的快速成

像和监测,为生命科学研究提供了强有力的技术

平台[１Ｇ９].
基于荧光随机涨落的超分辨技术在成像速度、

空间分辨率、系统成本、光毒性等方面能够达成良好

的权衡.Dertinger等[１２Ｇ１３]提出超分辨光学涨落成

像(SOFI),利用量子点自身发射荧光随时间发生强
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度涨落的特性,即荧光间歇性[１０Ｇ１１],通过对荧光涨落

信号进行数学相关函数的分析和处理,可以有效区

分来自不同荧光分子的荧光涨落信号,从而提高超

分辨成像的时空分辨率.SOFI技术具有分辨率

高、光毒性小、系统成本较低等优点,且所需采集的

图像帧数较少(１００~１０００帧图像),在对活细胞的

研究中具有广泛的应用前景.中国科学院苏州生物

医学工程技术研究所的Jiang等[１４Ｇ１５]通过消除荧光

涨落信号的低频分量和读出噪声,有效提取荧光涨

落的高频分量,能够进一步减少SOFI重建所需的

图像帧数,实现更快的SOFI.深圳大学的王雪花

等[１６]通过求解光学涨落显微图像的累积量标准差,
显著提高了超分辨重构图像的均匀性和连续性,进
一步提升了SOFI的速度.此外,SOFI方法还可用

于进一步提升光片显微镜的横向空间分辨率[１７].

Zeng等[１８]在先前的研究工作中提出JTＧSOFI技

术,利用三色联合标记的方法,将高标记密度分散到

三个通道进行联合标记,能够有效消除高标记密度

下SOFI所引起的伪影和断续缺陷,显著提升SOFI
的保真度和完整性,同时明显提升超分辨成像的

速度.

Gustafsson等[１９]提出基于荧光径向涨落的超

分辨成像(SRRF)技术,通过求解分析荧光涨落信

号的径向梯度变化实现超分辨成像.SRRF允许在

较低的光功率密度下进行荧光激发,所需的重建帧

数较少,时间分辨率更高,适用于活细胞的动态超分

辨成像.Yahiatene等[２０]提出基于熵分析的荧光涨

落超分辨成像(ESI)技术,通过荧光涨落的概率分

布求解信息熵值,使得空间分辨率显著提升.ESI
无须要求荧光涨落处于严格的开关状态,可使用更

多强度值参与图像重建,可用于更多种类荧光分子

标记的超分辨成像.
本文围绕荧光分子的荧光涨落特性,分析了

SOFI、SRRF、ESI等多种利用荧光间歇性实现超高

分辨率成像的技术,并对比其成像算法、时空分辨

率,以及成像质量.综述了基于荧光随机涨落的超

分辨显微成像在研究生物亚细胞结构方面的重要应

用,为此类技术更好地应用于生命科学领域的研究

提供理论参考和实践依据.

２　基本概念

２．１　量子点的荧光间歇性

荧光物质在受到激发光的照射时,激发光的能量

使荧光物质原子里的电子跃迁到能量更高的能级,由

于高能级具有不稳定性,电子会自发地跃迁回基态,
能量以光的形式释放出来,产生荧光.大多数情况

下,荧光的波长比激发光的波长更长,但在多光子激

发的情形下,荧光的波长可以短于激发光的波长.
荧光发射的强度一般不是恒定的,而是会随着

时间发生强度的涨落现象(荧光闪烁),即荧光间歇

性.其中,量子点发射的荧光会发生非常明显的闪

烁现象[２１].闪烁产生的机制是多方面的,其中一种

解释是量子点表面的悬空键会俘获和失去电子,当
悬空键带正电荷时,量子点能够发光,当悬空键呈中

性或者带负电荷时,量子点则处于暗态[２２].量子点

的荧光闪烁遵循幂次法则,即量子点处于荧光亮态

和暗态的概率密度[２３]是

P(τon/off)∝１/τmon/off, (１)
式中P 是概率密度函数,τon和τoff分别为量子点处

于荧光亮态和暗态的时间,m 为幂指数系数.从统

计学角度来看,量子点处于长时间的亮态和暗态的

概率是存在的,但呈现幂指数的衰减趋势,并与照射

的光功率密度线性相关.量子点的荧光随机光学涨

落可以覆盖多个时间尺度的数量级,从１００μs到数

十秒的时间尺度均可以观测到量子点的荧光闪烁效

应,这降低了对CCD相机采集的曝光时间要求,使
其可以在多个时间尺度上采集量子点的荧光涨落图

像序列.

２．２　有机荧光染料和荧光蛋白的荧光间歇性

除量子点外,有机荧光染料和荧光蛋白也存在

着荧光发射间歇性的现象.有机荧光分子染料一般

需要添加特定的还原剂才能发生明显的荧光随机涨

落现象.例如,青色素在硫醇或磷化氢的作用下,合
适的光照能够使得青色素分子在荧光亮态和暗态之

间转换,其本质是青色素分子结构中的聚甲炔桥与

硫醇或硫化氢发生反应生成加合物,使之暂时失去

发射 荧 光 的 特 性.对 于 另 一 种 有 机 荧 光 分 子

ATTO６５５,当加入含硫醇还原剂 MEA 后,使用

６５８nm的激光照射能够将其从荧光亮态转换到荧

光暗态,荧光分子与氧气接触发生轻微的振动就能

使其迅速恢复到荧光亮态[２４].
多数荧光蛋白的荧光态转换本质上是顺反异构

化作用,即荧光蛋白分子在光照作用下能够在两种

顺反异构体之间进行切换.分子的不同异构体具有

明显的生物、化学、物理性质差异:顺式异构体具有

显著的荧光发射特性;而反式异构体则属于荧光暗

态,无法发射荧光.相较于量子点或有机荧光分子,
荧光蛋白的优势在于更小的尺寸,以及活细胞标记,
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即能够通过基因标记的方式研究活细胞的动态结构

特性[２４Ｇ２５].

３　超分辨图像重建基本原理

３．１　基于荧光涨落相关分析的超分辨成像

２００９年,Dertinger等[１２]提出SOFI方法,通过

对荧光的时间涨落信号计算相关函数,实现了成像

空间分辨率的提升.SOFI最初通过利用量子点的

显著荧光涨落特性实现超分辨成像.量子点由于具

有亮度高、光学稳定性好、荧光光谱窄等优点,已经

在生命科学研究中得到广泛应用[２６Ｇ３０].

SOFI重建过程首先假定待测样品由N 个独立

发光的闪烁荧光分子组成.在空间位置r、时间t
处的荧光信号强度F 可以表示为[１２]

F(r,t)＝∑
N

i＝１
U(r－ri)×εi×si(t), (２)

式中U 为系统的点扩展函数(PSF),ε为荧光分子

亮度,s代表单个分子荧光的涨落,ri 为第i个荧光

分子的空间位置.此时,二阶自相关函数可表示为

G(r,τ)＝‹δF(r,t＋τ)×δF(r,t)›t＝

∑
i
U２(r－ri)×ε２i×‹δsi(t＋τ)δsi(t)›t,(３)

可见,自相关函数与系统的PSF、荧光分子亮度和涨

落的相关程度均相关.在实际的应用中,一般还需

要计算累积量函数,原因是累积量能够有效地消除

低阶相关函数引起的交叉项,则n 阶累积量仅与

PSF的n次方有关.除了计算自相关累积量外,更
通用的方法是计算互相关累积量.互相关累积量的

计算能够有效地消除散粒噪声的影响,因为来自不

同像素的散粒噪声不具有相关性.
图１为SOFI重建原理图.首先需要采集一定

时间的图像序列,图像中的荧光分子随时间不断地发

生荧光闪烁现象.当对两个相距很近(小于光学衍射

极限)的荧光分子成像时,由于光的衍射,在像面上会

形成两个艾里斑.根据瑞利判据,当两个艾里斑的间

距小于艾里斑的中心到第一个零点的距离时,两个荧

光分子在空间上无法分辨.但因为荧光分子所发射

的荧光随时间是有涨落的,在采集一定数量的图像帧

后,取图像上单个像素的亮度随时间变化的曲线,可
以观察到各个像素的亮度随时间的涨落情况.然后,
计算图像中各个像素的时间自相关累积量或空间互

相关累积量函数.由于不同荧光分子涨落的相对独

立性,在艾里斑重叠的区域,计算出的相关累积量函

数值较小.对图像中所有的像素点做同样的相关累

积量函数运算,将得到的各个相关累积量函数值组成

一幅二维图像,即SOFI图像.可以看出,SOFI图像

能够明显提升重建图像的空间分辨率,将距离很近的

两个荧光分子有效地分辨开来.

图１ SOFI重建原理图[１２].(a)由N 个

闪烁荧光分子组成的样品;(b)采集图像序列;
(c)对所采集图像序列的各个像素点提取时间涨落信号;
(d)分别计算３个像素时间涨落信号的自相关累积量函数;

(e)所得到的SOFI图像

Fig敭１ SchematicofSOFIreconstruction １２ 敭

 a AspecimenconsistsofNtemporallyfluctuating
emitters  b collectetheimagesequence  c extract
temporalfluctuationsignalsfromeachpixeloftheimage
sequence  d calculateautoＧcumulantfunctionsof

threefluctuationsignals respectively 

 e reconstructedSOFIimage

Dertinger等提出[１３]通过傅里叶权重调整法来进

一步提高SOFI的分辨率.具体来讲,对系统的PSF
进行傅里叶变换可以得到光学传递函数(OTF),将

OTF乘以一个权重因子后,再对OTF进行傅里叶逆

变换,则求得的新PSF的宽度仅为原先的１/n.对于

n阶累积量函数的SOFI成像,通过调整傅里叶权重,
可以实现n倍空间分辨率的提升.

Geissbuehler等[３１]提出了bSOFI,通过分析不

同阶数的累积量函数,提取荧光分子的亮暗寿命、浓
度和亮度分布等信息,用于平衡SOFI重建图像的

对比度,使得不同荧光分子的亮度被线性化,并且空

间分辨率能够随着累积量函数的阶数实现线性提

升.具体来讲,bSOFI首先对图像做一次 LucyＧ
Richardson反卷积,然后通过n次方根对亮度响应

进行线性化,接着截去较小的强度值以消除噪声的

影响,以及反卷积产生的伪影,最后再重新卷积上相

应阶数的PSF.经过一系列数学处理,对于n阶累

积量函数的bSOFI成像,同样可以实现n倍空间分

辨率的提升.
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３．２　基于贝叶斯分析的荧光涨落超分辨成像

２０１２年,Cox等[３２]利用对荧光分子的涨落和

漂白特性进行贝叶斯分析,实现了超高分辨率的

荧光成像(３B).３B超分辨方法基于贝叶斯概率

统计基础,通过对数百张采集图像序列中的荧光

分子涨落和漂白事件进行求解分析,解析出荧光

分子在最大似然概率下的空间位置分布.在某种

程度上,３B是一种更高单分子显示密度下的单分

子定位算法.在３B图像重建的过程中,把荧光分

子的状态分为亮态(State０)、闪烁态(State０与

State１之间的切换)和漂白态(State１到State２的

过程),通过计算贝叶斯概率的方法,确定荧光分

子最大可能的空间位置,从而实现突破光学衍射

极限的超分辨成像.在３B图像重建的过程中,每
一次迭代需要求解荧光分子数量和空间位置分布

的最优解,经过多次迭代后,最终获得的结果在概

率上会逐渐趋向于荧光分子的真实空间位置,从
而突破 艾 里 斑 大 小 的 限 制,提 升 成 像 的 空 间 分

辨率.
一般情况下,２００帧左右的图像序列结合２００

次以上的迭代运算就可以实现大约５０nm空间分

辨率的３B超分辨图像重构,对应的时间分辨率大

约为４s.相比于光活化定位显微镜(PALM)/随机

光学重构显微镜(STORM)等基于单分子定位的超

分辨技术,３B无须空间拟合定位单分子的中心位

置,允许较高的单帧显示分子标记密度,具有较高的

时间分辨率,因而,３B超分辨技术是一种比较适用

于活细胞成像的超分辨技术.相比于SOFI技术,

３B采用多次迭代的算法进行图像重构运算,计算量

巨大,因此,３B的超分辨图像重建时间很长,且成像

的深度较浅,一般基于全反射荧光显微成像(TIRF)
或宽场显微平台采集图像序列来实现３B超分辨成

像.２０１２年,Hu等[３３]通过使用亚马逊云计算显著

提升了３B图像重建的速度.２０１６年,Xu等[３４]提

出单分子引导的贝叶斯定位超分辨方法(SIMBA),
通过光转化蛋白mEos３．２标记细胞微丝的实验,证
实SIMBA方法能够进一步加快３B超分辨的计算

时间,并提高图像的重构精度.

３．３　SRRF
２０１６年,英国研究人员 Gustafsson等[１９]提出

SRRF,通过求解分析荧光涨落信号的径向梯度变

化实现超分辨成像,如图２所示.SRRF的图像重

建过程是,首先,所采集图像I(x,y)在x和y方向

的梯度可表示为

Gx(x,y)＝
∂I(x,y)
∂x

Gy(x,y)＝
∂I(x,y)
∂y

ì

î

í

ï
ï

ï
ï

, (４)

通过在放大的网格中定义一系列空间位置点(xc,

yc)用于计算径向度.然后,定义环形坐标系(x′i,

y′i),并通过原始图像梯度Gx 和Gy 计算梯度Gxi和
Gyi,则梯度线方程可表示为

０＝(x－x′i)Gyi－(y－y′i)Gxi, (５)
此时,位置点(xc,yc)到梯度线的垂直距离为[１９]

di＝
(xc－x′i)Gyi－(yc－y′i)Gxi

G２xi＋G２yi
. (６)

　　定义梯度线在位置点(xc,yc)的收敛度为[１９]

ci＝sgn
Gi×ri
Gi ri

æ

è
ç

ö

ø
÷
(１－di)
ri

é

ë
êê

ù

û
úú

２

, (７)

式中Gi＝(Gxîx,Gyîy),ri＝(rxîx,ryîy).最后,图
像中像素(x,y)在时间t的径向度可表示为N 个环

形坐标的平均收敛度,即

Rt(x,y)＝
１
N∑

N

i＝１
ci. (８)

图２ SRRF超分辨成像的原理图[１９]

Fig敭２ SchematicofSRRFsuperＧresolutionreconstruction １９ 

　　SRRF通过求解径向梯度分布的方法能够有效

定位出荧光分子中心区域的位置,提升成像的空间

分辨率.此外,SRRF允许在较低的光功率密度下

进行荧光激发,所需的重建帧数较少,时间分辨率更

高,适用于活细胞的动态超分辨成像.

３．４　ESI
德国研究人员 Yahiatene等[２０]提出ESI,通过

对荧光涨落的概率分布求解信息熵值,获得空间分

辨率的显著提升.
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ESI图像重建是通过计算荧光涨落信号的信息

熵值,实现超分辨成像.具体来讲,对于所采集图像

中坐标为(i′,j′)的像素,其熵值可以表示为[２０]

Hi′,j′＝－∑
N

k＝１
P(Ii,jk )×log２[P(Ii,jk )]. (９)

式中Ii,jk 表示第k个荧光分子在坐标(i,j)处的荧

光强度,P(Ii,jk )表示其概率分布函数.然后,定义

互熵的概念,表示为[２０]

xHi′＋１,j′＝－∑
N

k＝１
P(Ii,jk )×log２[Q(Ii,jk )].

(１０)
式中Q(Ii,jk )表示坐标为(i,j)处的荧光强度信号在

坐标(i＋１,j)处的概率分布函数,互熵能够体现两

个信号之间的相似性.比如,P 和Q 代表两个相邻

的像素点,如果这两个像素的信号值是来源于同一

个荧光分子的信号,则相似性很高,互熵的值较大,
如果两个像素来源于不同的荧光分子,由于不同分

子发光的独立性,则计算出的互熵值较小,据此可以

有效区分来自不同荧光分子的信号.

ESI与SOFI的算法类似,可以计算高阶的统

计量,由两部分组成,互熵与高阶混合中心矩的乘

积,相当于以高阶混合中心矩为权重的互熵的值.

ESI图像的重建是通过计算相邻像素间的带权重的

互熵来实现的,重建的图像会产生更多的像素,相当

于一种插值的过程,但具备提升空间分辨率的能力.

ESI的图像重建可以采用多次迭代的方法,先把原

始采集的图像序列分成若干小组,然后每个小组单

独做ESI重建,将重建的结果用于下一次迭代,这
样可以实现更高的分辨率提升.ESI无须要求荧光

涨落处于严格的开关状态,可使用更多强度值参与

图像重建,是一种可用于更多种类荧光分子标记的

超分辨成像方法.

３．５　基于多信号分类的荧光涨落超分辨成像

２０１６年,Agarwal等[３５]提出多信号分类的荧

光涨落超分辨成像(MUSICAL),通过计算图像序

列的本征图像(在统计上本征图像可以表征系统结

构的主要特征),然后结合系统PSF的分布,实现超

分辨成像,如图３所示.
在 MUSICAL图像重建的过程中,采用逐个像

素滑动软窗的方法,空间窗的大小与系统PSF的主

瓣大小相近,可以表示为

W ＝１＋２floor
０．６１λ
NA×w

æ

è
ç

ö

ø
÷ , (１１)

式中λ为荧光波长,NA 为物镜的数值孔径,W 为

图３ MUSICAL图像重建的流程图[３５]

Fig敭３ FlowchartofMUSICALimagereconstruction ３５ 

图像像素的大小.滑动窗口的使用有助于确定本征

图像.MUSICAL图像重建的过程为:首先,从所采

集图像序列的第一个像素开始,选择合适的滑动窗

口,由于窗口的有限尺寸大小,窗口边缘的像素存在

截断效应,所以,对窗口使用软窗函数进行处理,即
通过邻近像素的权重补偿,消除窗口数据截断的影

响;然后,使用改进的 MUSIC算法[３６],通过对逐个

像素进行处理并拼接图像,最终重建出完整的超分

辨图像.

４　基于荧光随机涨落超分辨成像的光

路构成及实验要求

荧光随机涨落超分辨成像技术能够基于多种光

学系统平台开展研究工作.SOFI最初是基于传统

的宽场荧光显微镜,采用量子点标记待测样品,通过

CCD相机采集多帧荧光图像序列,使用SOFI算法

重建出超分辨图像.对于表层结构的研究,SOFI
也可以基于全反射 TIRF进行超分辨成像,由于

TIRF技术能够对样品的表面区域实现更高信噪比

的成像,所以,重建的超分辨图像具有更高的质量和

保真度.此外,SOFI还能够基于转盘共聚焦系统

实现超分辨成像.相较于TIRF平台,转盘共聚焦

能够实现更大的成像深度,并且共聚焦系统的层析

作用能够有效抑制焦区外自发荧光的影响,可对样

品较深部区域实现超分辨成像[５].
对于３B成像,在传统的宽场荧光显微镜下使

用氙弧灯照明,即可实现对活细胞的３B超分辨成

像,此外,３B也可以基于TIRF模式进行图像采集,
实现超分辨成像.对于SRRF成像,既可以在宽场
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模式下采集图像,也可以使用TIRF成像模式进行

图像序列采集,还可以通过共聚焦模式来实现超分

辨成像.ESI成像在传统的宽场荧光显微镜下即可

完成图像序列的采集,将采集的图像序列通过Fiji
软件中的ESI插件处理,可以获得 ESI超分辨图

像.MUSICAL可以在TIRF模式下进行图像序列

的采集,通过使用 MUSICAL算法进行图像重建获

得超分辨图像.
基于荧光随机涨落超分辨成像的各种方法均要

求所标记的样品具有随机荧光涨落的特性,并且用

于图像序列采集的CCD或CMOS相机能够有效记

录这种时间涨落的信号.

５　荧光涨落超分辨技术的对比及在生

命科学中的应用

超分辨光学显微成像技术的发展极大地推动了

对纳米尺度生命活动和现象的研究[３７Ｇ５０].荧光涨落

超分辨成像技术由于具备系统成本低、成像速度快、
空间分辨率高和光毒性小的成像优势,已经在生物

亚细胞结构成像等生命科学领域的研究中获得广泛

应用.细胞骨架是细胞中的蛋白纤维网状结构,它
能够维持细胞的形态,并且参与细胞的一系列功能

活动.细胞骨架主要有:微管、微丝和中间丝.其

中,微丝的尺寸最小,平均只有７nm,而微管的尺寸

最大,可达２５nm,能够为整个细胞提供结构性支

撑,并参与细胞内部的蛋白输运过程.研究表明,通
过对细胞微管的结构和功能异常进行检测有助于诊

断和 治 疗 癌 症 和 阿 尔 茨 海 默 病 等[５１Ｇ５３].但 是,

２５nm远小于光学衍射极限,所以,传统的光学显微

成像方法难以对细胞骨架的精细结构进行成像.这

就必须借助于超分辨成像技术才能够对活细胞的精

细结构进行深入研究.

Duwé等[５４]利用可逆开关荧光蛋白分别标记细

胞微管和角蛋白,通过 mtＧpcSOFI技术对细胞骨架

进行双通道的超分辨成像.在 mtＧpcSOFI的成像

过程中,使用rsGreenF荧光蛋白标记细胞的角蛋

白、Dronpa荧光蛋白标记细胞微管,由于rsGreenF
比Dronpa具有更好的荧光时间涨落特性,采用不

同的时间延迟进行SOFI图像重建,可以有效分离

具有不同时间涨落特性的荧光蛋白,实现同时对两

种细胞骨架进行SOFI超分辨成像.如图４(a)所
示,Scholefield 等[５５] 使 用 SOFI 技 术 实 现 对

NEMO蛋白的超分辨成像,NEMO蛋白的高阶结

构变化与细胞的基因突变存在关联.通过对色素失

调症患者的细胞进行超分辨成像,发现该疾病患者

的细胞中NEMO蛋白缺失高阶晶格结构,可为相

关疾病的诊疗提供重要的参考价值.

图４ (a)对色素失调症患者的细胞进行SOFI成像,

揭示其细胞中NEMO蛋白的空间结构分布[５５];
(b)HP１α蛋白的宽场荧光显微图像;

(c)HP１α蛋白的３B荧光显微图像[５６]

Fig敭４  a SOFIimagingofcellsfrompatientssufferedfrom
incontinentiapigmenti revealingspatialdistributionof

NEMOproteinincells ５５   b wideＧfieldimage

ofHP１αprotein敭 c ３BimageofHP１αprotein ５６ 

Cox等[３２]使用３B算法,通过对荧光分子的闪烁

和漂白过程进行贝叶斯分析,实现了对细胞中伪足小

体形成和分解动态的超分辨观测.使用Alexa４８８荧

光染料标记细胞的伪足小体,采用宽场荧光显微镜进

行图像序列采集,完成３００帧图像采集后,通过贝叶

斯统计分析所有图像序列的荧光闪烁和漂白过程,重
建出细胞伪足小体的超分辨图像,可以有效分辨伪足

小体的中空结构,揭示出一部分中空直径小于３００nm
的伪足小体结构,这部分结构在传统的宽场荧光显微

图像中是无法被完全分辨出来的.Hu等[５６]基于光

片显微平台,通过３B定位算法,如图４(c)所示,实现

了对细胞中异染色质HP１α蛋白分布的超分辨成像.
对HP１α蛋白的荧光标记是通过细胞表达光激活蛋

白mEos２实现的,从图４(b)和(c)可以看出,传统的

荧光显微技术无法揭示 HP１α蛋白的非均匀结构分

布特性,而在３B图像中能够呈现 HP１α蛋白在纳米

量级的精细结构分布情况.由此可知,３B超分辨成

像技术能够为生物细胞大分子结构分布的研究提供

一种良好的技术手段和方法.
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SRRF能够显著提升细胞骨架成像的空间分辨

率,如图５所示,使用荧光染料AlexaFluor６４７标记

细胞微管,在TIRF系统上采集荧光涨落图像序列,
然后通过SRRF重建细胞微管的超分辨图像,可以有

效分辨空间间距约为７０nm 的交叉微管分布,比

TIRF图像实现了３倍以上空间分辨率的提升.此

外,如图５(c)和(d)所示,通过LifeActＧGFP荧光蛋白

转染标记活细胞的丝状肌动蛋白,在SRRF重建图像

中,可以在更高的空间分辨率下观察丝状肌动蛋白在

免疫突触形成时的动态重塑过程.

图５ (a)AlexaFluor６４７标记细胞微管的TIRF图像;
(b)AlexaFluor６４７标记细胞微管的SRRF图像;

(c)LifeActＧGFP标记FＧactin的TIRF和SRRF图像(t＝０);
(d)LifeActＧGFP标记FＧactin的TIRF和SRRF图像

(t＝１２０s)[１９]

Fig敭５  a TIRFimageofmicrotubuleslabeledwithAlexa
Fluor６４７  b SRRFimageofmicrotubuleslabeledwith
AlexaFluor６４７  c TIRFandSRRFimagesofFＧactin
labeledwithLifeActＧGFP t＝０   d TIRFandSRRF
imagesofFＧactinlabeledwithLifeActＧGFP t＝１２０s  １９ 

ESI通过对量子点标记的细胞微管蛋白图像序

列进行连续采集,对图像序列的逐个像素进行熵值

运算,实现了重建图像分辨率 ２n倍的提升;使用２
阶ESI图像重建能够显著地提升图像的分辨率,实
现２倍的分辨率提升,重建图像中细胞微管蛋白的

半峰全宽约为１３６nm.

MUSICAL可以获得活细胞微管的超高分辨率

图像,利用绿色荧光蛋白GFP标记细胞微管,只需

采集４９帧图像序列、曝光时间５ms即可实现时间

分辨率为２４５ms、空间分辨率小于１００nm的超高

时空分辨成像.此外,在对固定细胞的成像中,

Agarwal等[３５]实现了小于５０nm 空间分辨率的

MUSICAL超分辨成像,如图６所示.

图６ (a)GFP标记细胞微管的宽场荧光图像;
(b)区域A的放大宽场荧光图像;

(c)区域A的放大 MUSICAL超分辨荧光图像;
(d)区域B的放大宽场荧光图像;(e)区域B的

放大 MUSICAL超分辨荧光图像[３５]

Fig敭６  a WideＧfieldimageofmicrotubuleslabeledwith
GFP  b magnifiedwideＧfieldimagefromRegionA 

 c magnifiedMUSICALimagefromRegionA 

 d magnifiedwideＧfieldimagefromRegionB 

 e magnifiedMUSICALimagefromRegionB ３５ 

多种基于荧光随机涨落的超分辨技术参数对比

如表１所示.从成像的分辨率来看,此类超分辨方

法均可以实现１００nm以下空间分辨率的成像,其
中,３B、SRRF和 MUSICAL在实际应用中已经实

现约５０nm的分辨率.从成像速度方面来看,在实

验上现有的技术基本能够在５s以内完成所需图像

序列的采集工作,具有较快的成像速度.其中:

MUSICAL在实际应用中已经可以实现４frame/s
以上的超分辨图像重建帧率;基于荧光随机涨落超

分辨技术的成像速度还取决于荧光涨落的时间特性

和荧光亮度,加快荧光涨落的时间尺度、增强荧光发

射的亮度,能够显著缩短图像采集的曝光时间,提高

图像序列采集所需的总时间,从而提升超分辨成像

的速度.从图像重建的计算量分析,除３B方法外,
其他的荧光随机涨落超分辨成像方法的图像重建计

算量适中,在传统的计算机上均能在短时间内完成

超分辨图像的重建.３B方法计算量很大,重建图像

需要较长的时间,但云计算技术的应用可以大大缩

短３B超分辨重建的时间成本.从实验系统要求的

角度分析,这５种荧光随机涨落超分辨成像技术都

能够在传统的宽场荧光显微镜下完成荧光图像序列
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的采集,对于样品表层结构的成像,这类超分辨技术

也能够在TIRF模式下进行图像序列的采集.在实

验上,SOFI已在转盘共聚焦系统上实现了超分辨

图像的重建,SRRF在传统的共聚焦显微系统上实

现了超分辨成像.
表１　基于荧光随机涨落的超分辨成像技术性能对比

Table１　ComparisonoffluorescencefluctuationＧbased
superＧresolutionnanoscopy

Technique
Spatial

resolution/nm

Imaging
speed/

(frame􀅰s－１)

Frame
number

SOFI ８０ １ ≥１００
３B ５０ ０．２Ｇ０．５ ≥１５０
SRRF ５０Ｇ７０ ０．５Ｇ１ ≥１００
ESI １００ ０．５ ≥１００

MUSICAL ４０Ｇ５０ ＞４ ≥５０

　　通过仿真一个放射状的分辨率测试图案进一步

对比不同荧光随机涨落超分辨成像技术的空间分辨

率和图像质量.图７对比了SOFI、SRRF、ESI和

MUSICAL的重建图像,３B技术由于图像重建的计

算量巨大,没有在仿真中加以对比.４种技术所重

建的超分辨图像均可以实现空间分辨率的显著提

升,选择测试图案中的４根放射线观察其截面强度

分布情况,如图７所示:宽场图像无法有效分辨４根

放射线的结构分布;bSOFI图像能够分辨其结构,
但在高密度区域出现了一些伪影信号,第二根放射

线的强度分布偏离了标准的高斯分布;SRRF图像

能够很好地分辨出４个高斯分布信号,其半峰全宽

小于１００nm,在高密度区域仍存在伪影信号,但相

比bSOFI图像,SRRF图像有所改善;ESI重建的图

像产生了比较明显的对比度偏差,在中间的高密度

区域图像的亮度很高,但在其余较低密度的区域,重
建的图像亮度显著下降,丢失了一些图像的信息,最
终未 能 准 确 分 辨４根 放 射 线 的 空 间 分 布 情 况;

MUSICAL图像能够很好地分辨空间结构分布,半
峰全宽在５０nm以下,具有更高的空间分辨率,但
在高密度区域重建的图像亮度均匀性产生了偏差,
在图中第４根放射线的亮度出现了下降趋势.

６　结　　论

基于荧光随机涨落的超分辨显微成像技术利用

荧光信号的时间涨落特性,通过多种涨落信号分析

算法,实现了对生物亚细胞结构突破光学衍射极限

的超分辨成像.实现此类超分辨成像的前提条件

是,不同荧光分子的荧光时间涨落是相互独立的,并

图７ (a)计算机仿真模拟的一个放射状的分辨率测试图案;
(b)测试图案的宽场图像;(c)~(f)测试图案的bSOFI、

SRRF、ESI和 MUSICAL超分辨图像;(g)白色线条

位置处的截面强度分布曲线图.比例尺:１μm
Fig敭７  a ComputerＧsimulatedradialresolutiontestpattern 

 b widefieldimageoftestpattern  c Ｇ f bSOFI SRRF 
ESIandMUSICALsuperＧresolutionimagesoftestpattern 

 g intensitylineprofilesofpositionsindicatedby
whitelinesintheimages敭Scalebar １μm

且图像采集器件能够在时间尺度上有效记录荧光涨

落信号;在绝大多数的实验条件下,完全可以满足这

些前提条件.
从成像的技术原理来讲,SOFI方法是基于荧

光涨落的独立性,多个荧光信号叠加的区域相关性

较低,相关函数值的大小能够体现图像中各个荧光

分子PSF的重叠分布情况,借助于相关函数值的空

间差异分辨出衍射极限内的荧光分子分布.不同于

SOFI方法,３B超分辨方法是通过统计学最大似然

估计方法估计荧光分子的空间分布情况,在多次迭

代的过程中不断逼近荧光分子的真实空间分布.

SRRF超分辨方法引入梯度径向度的概念,在采集

的图像序列中,通过分析荧光强度梯度分布,求解径

向度,实现荧光分子空间位置的准确定位,因而能够

突破衍射极限的空间分辨率限制.ESI超分辨方法

借鉴信息论中熵的概念,多个随机涨落信号的叠加

会表现出熵值的减少,与SOFI方法类似,通过熵值

的大小揭示荧光分子空间重叠的情况,实现超分辨

成像.MUSICAL超分辨方法使用本征值分析的处
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理方法,零值本征值的本征图像能够体现噪声的分

布情况,而非零本征值的本征图像则能够揭示荧光

涨落图像序列的不同荧光分布模式,从而实现超分

辨成像.
现有的基于荧光随机涨落超分辨成像的方法在

对高密度结构进行成像时仍然存在一些不足,主要

体现在重建图像的伪影和图像保真度下降,进一步

提升此类超分辨技术在高密度结构以及动态过程中

成像的保真度是至关重要的.一方面需要继续优化

成像的算法,建立更高效、可靠的数学模型,消除超

分辨成像的伪影,提升成像的保真度;另一方面,也
可以从荧光标记的角度去寻求解决问题的途径,通
过多通道联合标记等方法提升高密度亚细胞精细结

构超分辨成像的质量.本课题组之前提出了联合标

记SOFI(JTＧSOFI)的方法,使用３种颜色的量子点

同时对细胞微管进行联合标记,通过SOFI算法的

超分辨图像重建,显著提升了高密度下SOFI成像

的图像保真度和质量.联合标记的方法有望与其他

类型的荧光涨落超分辨技术相结合,共同推进实现

高密度亚细胞结构的高质量超分辨成像.
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