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超分辨显微成像技术在活体大脑成像中的应用
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摘要 超分辨显微成像技术是生物医学领域的重要成像工具,它通过突破光学衍射的极限,以纳米级尺度解析大

脑神经元的结构,其在活体大脑成像中的应用对于神经科学的发展具有重要影响。由于组织光散射、生物相容性、
成像系统兼容性等因素,超分辨显微成像技术在活体大脑成像的深度、速度、时间等方面都受到限制。基于传统的

双光子显微成像策略,本文介绍了目前应用于活体大脑成像的受激发射损耗显微成像和结构光照明显微成像的研

究进展,分析了它们存在的困难和挑战,最后总结了应对挑战的思路并对未来的发展进行了展望。
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1 引  言

哺乳动物的高级认知功能主要由大脑皮层参与。
神经与精神类脑疾病以及多种因素引起的脑损伤给患

者带来了极大痛苦,然而目前脑疾病的治愈率很低,归
根结底是人们对脑功能和脑疾病的理解十分有限。在

大脑的科学研究中,除了对大脑的血管、神经细胞等微

观结构成像之外,更重要的是研究神经元的功能活动。
光学成像技术为大脑成像提供了一种可实现高时空分

辨率的方案,使人们能够在细胞和亚细胞水平上对大

脑的结构和功能进行研究。随着组织透明化[1]、大脑

切片成像[2]等固定样品显微成像技术的出现,对大脑

不同深度、不同部位结构的成像成为可能。目前更大

的挑战是进一步研究大脑神经元结构与功能之间的联

系,这需要在活体水平上对大脑进行成像。哺乳动物

的大脑组织较厚,会产生严重的光散射和光吸收,同时

还有折射率不匹配引起的相差,这对光学显微成像提

出了巨大挑战。随着组织厚度的增加,光的散射愈发

严重,成像愈加模糊,因此厚组织的成像变得很困难。
值得一提的是,大脑中的突触、离子通道、细胞器等细

微结构的成像对于理解神经元信号传递具有重要作

用,而这些结构是传统光学显微镜无法分辨的。传统

光学显微镜存在光学衍射极限,往往需要通过电子显

微镜补充成像细节,从而限制了活体水平的纳米级光

学成像。
超分辨显微成像技术的出现使得纳米级的光学成

像成为可能,该技术能够分辨大脑中的亚细胞水平结

构,为大脑功能的研究提供了新方案。然而,分辨率的

提升不仅增加了成像系统的复杂性,还面临着活体大

脑光学成像的挑战。
本文首先介绍了目前用于活体大脑成像的方法;

接着总结了当前应用于活体大脑成像的超分辨技术,
包括受激发射损耗(STED)显微成像和结构光照明成

像(SIM)两类,并进一步选择成像速度、成像深度、成
像时间、荧光探针、动物的状态这5个主要参数,分别

从成像指标和实验设计两方面展开分析,提出应对挑

战的思路,为科研人员进行活体动物大脑成像提供参

考;最后展望了超分辨显微成像技术在活体大脑成像

中的发展前景。

2 活体大脑成像方法
 

大脑是一个十分复杂的神经网络[3],大脑皮层作

为大脑的外层结构,是神经元胞体集中分布的区域,在
生物的运动控制、感觉体验和记忆等功能中起着关键

作用。大脑皮层按神经元特征分布可以划分为6
层[4],即,从靠近软脑膜的最外层L1到靠近白质的最

内层L6。不同动物的大脑皮层厚度各不相同,体积较

大的大脑皮层往往具有较厚的皮质,如人类的大脑皮

层厚 度 约 为 2~4
 

mm[5],小 鼠 的 大 脑 皮 层 接 近

1
 

mm[6]。尽管大脑皮层可以被分割为不同的功能区

域(如视觉区、听觉区和触觉区等)[7],但其作用机制仍

然十分神秘。目前的研究显示,大脑皮层的功能活动

与神经元之间的连接、动作电位的传递、突触活动以及

各种蛋白和分子的活动相关。例如:神经元兴奋时,其
细胞膜电位会发生变化[8],可以通过膜片钳技术来记
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录神经元的动作电位,同时,神经元内钙离子的浓度也

会突然增加,可以通过对神经元的钙离子成像来研究

神经元的放电过程。此外,突触的结构变化与学习记

忆等功能密切相关,反映了神经元结构的可塑性,可用

于动物疾病(如阿尔茨海默病)模型的建立[9]。对大脑

皮层成像,不仅能直观地呈现神经网络的结构,还能结

合动物行为研究大脑的功能活动,为治疗人类脑部疾

病做出贡献,因此是研究大脑的重要方法。
在活体水平进行大脑成像有许多不同的方式,如

磁共振成像(MRI)、计算机断层扫描成像(CT)、核素

成像和光学成像。其中,除了CT主要用于结构成像

外,MRI、核素和光学成像都可用于功能成像。尽管

MRI、CT和核素成像没有深度限制,但 MRI在人大

脑成像时的空间分辨率最高为亚毫米级[10],CT用于

小动物体内成像时可以达到接近微米级的分辨率[11],
用于小动物的核素成像最高只能达到亚毫米级的空间

分辨率[12];只有光学成像具有微米甚至纳米级的超高

分辨率,能够对大脑中的神经元树突棘等微观结构成

像。光学成像的原理主要是通过荧光探针来标记大脑

中的突触、神经元细胞和血管等结构,并用一定波长的

激光激发荧光探针,实现高时空分辨率成像,进而研究

神经元活动与大脑功能之间的联系。例如,通过漫反

射光学成像或激光散斑成像[13]研究脑血管的血流动

力学,通过钙离子荧光探针GCaMP6研究神经元的放

电过程[14]。光学成像逐渐成为活体大脑成像的主要

方案。然而,相比于其他成像技术,由于组织对光的吸

收和散射,活体大脑光学成像的深度只能达到1~
2

 

mm[15],从而使得许多光学显微成像技术在活体成

像中受到限制。特别是在活体水平进行大脑成像时,
不仅需要处理大脑头皮、颅骨和硬脑膜等组织的干扰,
还需要维持动物的生命活动。此外,光学成像系统的

结构进一步限制了许多光学成像技术的应用,例如,光
片显微镜[16]虽然能够实现较高的时空分辨率(主要用

于小体积的固定样本),却难以用于活体动物(如小鼠)
的大脑成像。

多光子成像技术以其高组织穿透性和光学切片特

性被广泛应用于厚组织成像,这也是目前活体大脑光

学成像的主要策略。传统的基于单光子吸收的光学显

微技术,通常只能达到100
 

μm的成像深度,而基于非

线性光学的多光子显微技术(MPM),如双光子激发荧

光扫描显微成像(2PLSM),通常以波长在近红外一区

(700~1000
 

nm)的光为激发光,具有更高的组织穿透

性,能够达到将近1
 

mm的成像深度[17]。2PLSM 主

要利用双光子吸收这种非线性吸收效应[18],如图1(a)
所示,分子同时吸收两个光子发生能量跃迁,具体的原

理和实现细节可参考Denk等[19]的描述。与单光子吸

收不同,非线性吸收只在焦平面上产生荧光,因此,

MPM天然具有“光切片”特性,不仅减小了离焦荧光

的光漂白作用,提高了成像的信噪比,还降低了对组织

的光毒性。MPM 在活体动物大脑成像中被广泛应

用[20],它能够对大脑中的血管[21]、小胶质细胞[22]和神

经元活动[15,23]成像,进而实现对大脑活动的研究[24]。
对于一些组织本身具有透明性的模型,如斑马鱼(胚
胎)、线虫等,组织对光的散射较小,通常用琼脂糖固定

后即可直接进行活体成像[25];而对于体积较大的哺乳

动物,如小鼠、猫和猴子等,其大脑体积更大、组织更

厚,并且被头骨和毛皮保护,往往需要在其头部开颅

窗[26],打开颅骨并固定一个成像窗口,进而在活体水

平上观察动物大脑的神经活动。
MPM 自提出以来已经在成像速度、成像深度和

成像性能等方面取得了显著进展。引入电可调透

镜[27]、声光透镜[28]等快速变焦镜头,通过移动轴向焦

点实现快速轴向扫描,能够以低激发光功率实现高速

信号采集,有望实现长期、稳定的活体成像[29-30]。此

外,运用多路复用技术[23]或者利用空间光调制器[31]

可以实现快速多焦点成像。例如,通过分束器、反射镜

和凹面镜等搭建多路复用激光束产生装置,通过调节

不同激光束的时间延迟,可以同时采集z 轴上不同焦

平面的信号,再通过对信号解复用,就可以获取每个焦

平面的信息,实现快速的体积成像[32-33]。2PLSM已经

实现了 对 至 少9.5
 

mm2 视 野 内 神 经 元 活 动 的 成

像[34]。此外,增加激发光的波长还能进一步增加成像

深度。例如:采用波长为1064
 

nm 的激发光,通过

2PLSM可以非侵入性地观察到小鼠大脑1.5
 

mm深

度处的海马齿状回颗粒细胞[6],如图1(b)、(c)、(e)所
示;采用波长为1280

 

nm的激发光,对小鼠大脑皮层

血管进行2PLSM成像,成像深度可达到1.6
 

mm[35],
如图1(f)所示。此外,三光子成像技术引入了波长更

长的激发光,可以进一步减小离焦平面的干扰,获得更

高的信噪比和成像深度,对小鼠大脑实现了高分辨率、
高穿透深度成像[36-37],具有极广阔的应用前景。

 

目前,MPM只能实现单细胞水平的分辨率,比如

观察小鼠大脑小胶质细胞[38]和神经元细胞[39]中的钙

活动,很难进一步分辨神经网络中的亚细胞结构,如突

触[40]。活体动物大脑成像的一个重要研究内容是这

些亚细胞结构的形态变化,因为它们能够为神经的连

接等功能活动提供直接证据[41]。例如,大脑组织中的

突触、离子通道、细胞器等微结构的成像对于理解神经

元信号传递具有关键作用,而这些结构是传统光学显

微镜无法分辨的。传统光学显微镜存在光学衍射极

限,往往需要通过电子显微镜补充成像细节。要在活

体水平观察大脑神经元突触[42]等细微结构,在活体环

境中解析大脑的工作机制,通常需要结合超分辨显微

成像技术。
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图1 2PLSM的成像原理及其在活体大脑成像中的应用。(a)单光子吸收和双光子吸收的Jablonski图及激发光的空间分布;
(b)一种基于增益开关半导体激光器的小鼠大脑内2PLSM 成像的原理[6];(c)小鼠颅窗的安装示意图[6];(d)刺激小鼠视

觉,诱发其大脑皮层活动并进行2PLSM成像[24];(e)使用波长为1064
 

nm的增益激发光对成年小鼠大脑皮层和海马神经

 元进行2PLSM成像[6];(f)使用波长为1280
 

nm的激发光对小鼠大脑皮层血管进行2PLSM成像[35],比例尺:50
 

μm
Fig 

 

1 Principle
 

of
 

two-photon
 

excitation
 

fluorescence
 

scanning
 

microscopy
 

 2PLSM 
 

and
 

its
 

applications
 

in
 

living
 

brain
 

imaging 
 

 a 
 

Jablonski
 

diagram
 

of
 

single
 

photon
 

absorption
 

and
 

two-photon
 

absorption
 

and
 

spatial
 

distribution
 

of
 

their
 

stimulated
 

luminescence 
 

 b 
 

principle
 

of
 

2PLSM
 

imaging
 

in
 

mouse
 

brain
 

based
 

on
 

gain
 

switched
 

semiconductor
 

laser
 

diode 6  
 

 c 
 

installation
 

diagram
 

of
 

cranial
 

window
 

in
 

mouse 
 

 d 
 

2PLSM
 

imaging
 

of
 

cortical
 

activity
 

induced
 

by
 

visual
 

stimulation
 

in
 

mouse 24  
 

 e 
 

2PLSM
 

imaging
 

of
 

cortical
 

and
 

hippocampal
 

neurons
 

in
 

an
 

adult
 

mouse
 

under
 

gain
 

excitation
 

with
 

a
 

wavelength
 

of
 

1064
 

nm 6  
 

 f 
 

2PLSM
 

imaging
 

of
 

cerebral
 

cortical
 

blood
 

vessels
 

in
 

a
 

mouse
 

under
 

excitation
 

light
 

  with
 

a
 

wavelength
 

of
 

1280
 

nm 35  
 

scaled
 

bar 
 

50
 

μm

3 超分辨显微成像技术在活体动物
大脑成像中的研究进展

  近十几年来发展的超分辨荧光显微成像技术主要

分为两类[43-45]:一类是基于光斑调控,如 STED 和

SIM;另一类是基于单分子定位,如随机光学重构显微

成像(STORM)和光活化定位显微成像(PALM)。其

中,基于单分子定位的成像技术往往通过牺牲时间分

辨率来获取空间分辨率,需要采集成千上万帧图像来

合成单幅图像,相比于直接成像更难应用于需要监测

实时动态变化的活体成像。尽管也有单分子定位成像

在活斑马鱼胚胎上取得成功的报道[46],但该技术很少

有在活体大脑成像方面的应用。单分子定位超分辨

成像技术的详尽资料可参考文献[47]。此外,还有

一些适用于特殊场景的超分辨显微成像技术,如全

内反射成像,该技术只能对贴近盖玻片0.2
 

μm厚度

内的区域成像[44],无法对厚组织或是活体进行成像。

超分辨显微成像技术远不止这些,由于篇幅有限,感
兴趣的读者可参考关于超分辨成像的相关综述论

文[43-44,48]。
表1统计了当前应用于活体动物大脑成像的超分

辨成像技术,并分别从分辨率(xy 表示横向,z 表示轴

向)、成像深度、视野/帧率、荧光探针和成像部位等几

方面进行了比较[49-60]。目前,绝大多数超分辨显微成

像技术在离体组织或者活细胞水平上具有重要的应用

价值,但由于组织光散射、光毒性和成像效率等的限

制,很难进一步将其拓展到活体动物上[61-62]。目前应

用于活体成像的超分辨技术主要是STED、可逆饱和

光 学 荧 光 跃 迁 (RESOLFT)和 SIM[41,45,62]。尽 管

RESOLFT能以更低的光照强度实现STED效果,但
其成像主要依赖于可逆光转换荧光蛋白,成像速度较

慢,还没有进一步应用到较大体型的动物上[63-64]。因

此,这里主要介绍STED和SIM这两种超分辨技术在

活体大脑成像中的研究进展。
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表1 应用于活体动物大脑成像的超分辨成像技术的比较

Table
 

1 Comparison
 

of
 

various
 

super-resolution
 

imaging
 

techniques
 

applied
 

to
 

living
 

brain
 

imaging

Method Resolution
 

/nm Depth
 

/μm Field
 

of
 

view Probe Sample Ref.

STED

~115(xy) GFP NSM
 

neurons
 

of
 

living
Caenorhabditis

 

elegans
[49]

~70(xy) 10--15 Thy1-EYFP
Molecular

 

layer
 

in
 

the
somatosensory

 

cortex
 

of
 

a
living

 

mouse
[50]

43--70(xy) ~40 Lifeact-EYFP
Dendritic

 

filamentous
 

(F-)
actin

 

cytoskeleton
 

in
 

the
 

visual
cortex

 

of
 

a
 

living
 

mouse
[51]

~80(xy) ~6 Lifeact-mNeptune2
Actin

 

filaments
 

in
 

the
 

cortex
of

 

a
 

living
 

mouse
[52]

~84(xy) PSD95-EGFP PSD95
 

in
 

the
 

visual
 

cortex
 

of
a

 

living
 

mouse
[53]

~70(xy) ~25 PSD95-HaloTag
PSD95

 

in
 

the
 

visual
 

cortex
 

of
a

 

living
 

mouse
[54]

~66--89(xy) 5--20
Synaptophysin-EGFP,

 

Myr-rsEGFP2-LDLR,
 

PSD95-FingR-Citrine

Synaptic
 

vesicles,
 

dendritic
membrane,

 

and
 

PSD95
 

in
 

the
visual

 

cortex
 

of
 

a
 

living
 

mouse
[55]

~96(xy) 15--35 Thy1-GFP-M
Spine

 

synapses
 

in
 

the
 

motor
cortex

 

of
 

a
 

living
 

mouse
[56]

2P-STED 147±8
 

(xy),
1218±24(z) 5--20 10

 

μm×10
 

μm
(~1

 

frame/s)
Thy1-GFP-M,

 

Thy1-YFP-H
CA1

 

area
 

of
 

the
 

hippocampus
of

 

a
 

living
 

mouse
[57]

3D-2P-STED Subdiffraction-limit
(xyz)

~76 20
 

μm×20
 

μm
(0.1

 

frame/s) ATTO590 Dendritic
 

spines
 

of
 

a
 

living
mouse

[58]

SIM 190±11(xy) 25--50 --
(9.3

 

frame/s) Thy1-GFP
Dendrites

 

and
 

synapses
 

of
 

a
 

living
 

mouse
[59]

2P-SIM ~119(xy) ~120 21
 

μm×21
 

μm
(3.5

 

frame/s) Thy1-EGFP
Dendritic

 

spines
 

of
 

a
 

living
 

mouse
[60]

3.1 STED
STED成像的基本原理为:使用两束组合激光进

行成像,其中一束激光被聚焦成正常的衍射极限焦斑,
使焦斑内的荧光分子处于激发态,另一束波长较长的

激光(通常位于发光材料发射光谱的红外末端,称为

“退激发光”或“STED光”)使激发态的电子以受激发

射损耗的方式回到基态,并发出一个与STED光波长

相同的光子。如图2(a)所示,由于STED光是相位调

制后中心为零点的甜面包圈形状的光斑,因此STED
光的中心没有退激发现象。将激发光与退激发光斑重

叠,只允许位于STED零点位置的荧光物质发光,可
以提高分辨率。
STED最突出的一个优势是可以直接进行光学成

像[45]。相比于PALM和STORM等需要图像重建的

超分辨成像技术,STED具有“所见即所得”的特点,能
够反映更真实的成像结果。同时,STED是基于激光

扫描共聚焦成像的技术,减小了离焦平面荧光的干扰,
具有“光切片”特性。此外,目前已有多种荧光探针可

以实现STED,从而极大地拓展了其应用范围。
德国科学家 Hell及其团队成员在1994年提出

STED成像技术后,进行了一系列活体成像尝试[49]。
他们首先采用该技术在活的多细胞生物体(秀丽隐杆

线虫)上以115
 

nm左右的分辨率实现了神经分泌运

动神经元的超分辨成像,接着又进一步成功地将该技

术应用到脊椎动物身上,以至少70
 

nm的横向分辨率

记录了成年小鼠躯体感觉 皮 层 的 树 突 棘 活 动[如
图2(b)所示][50]以及视觉皮层的树突丝状肌动蛋白

细胞骨架的形态变化[51]。之后,STED被更多地应用

到小鼠的大脑成像中,包括对视觉皮层中PSD95支架

蛋白[53-54]和肌动蛋白丝[52]的成像。此外,在STED显

微镜中引入开关激光器和可光切换荧光探针后,通过

切换不同的通道进行时间序列成像,可以实现多标记

的STED成像,可同时对小鼠大脑视觉皮层神经元的

突触小泡、树突膜和PSD95支架蛋白成像[55]。最近,
Steffens等[56]的一个研究进一步推动了STED在长

期活体成像中的发展,他们通过长时程成像,即以3~
4

 

d的间隔对小鼠大脑的神经元树突棘成像,实现了

长达28
 

d的体内树突监测,如图2(e)所示。STED成

像技术自首次用于解析神经元树突棘等传统光学显微

镜无法分辨的细微结构之后,逐渐成为活体大脑神经
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元树突棘成像的主要方法,详细的实验流程和操作可

参考Stefan
 

W.Hell团队编写的实验指南[65]。
常规的STED显微镜采用的是可见光激发,因此

在穿透深度方面还存在不足。结合多光子成像技术是

一种可能的解决方案,该方案通过长波长激发来降低

对生物组织的光毒性。例如,Pfeiffer等[57]采用结合

2PLSM和STED的2P-STED成像技术,同时引入长

工作距离(2.8
 

mm)的物镜,对小鼠大脑海马体CA1
区的椎体神经元进行了体内成像,实现了约147

 

nm
的横向分辨率,如图2(d)所示。此外,在2P-STED的

基础上结合自适应光学(AO)等相差校正技术,可以

减小STED光斑在组织中的畸变,对活小鼠大脑内深

达76
 

μm的部位实现三维超分辨(亚衍射极限分辨

率)成像[58],如图2(c)所示。然而,受到组织对光散射

的干扰,深层组织成像仍然面临严峻挑战,目前报道的

基于2P-STED的活体成像的深度基本上没有超过

100
 

μm,空 间 分 辨 率 也 不 理 想,没 有 完 全 发 挥 出

2PLSM和STED各自的优势,并且大部分的成像视

野比较小。此外,STED成像的分辨率依赖于STED
光的强度[66],相比于其他成像技术,该技术的最大问

题是光漂白和光毒性较强。一种解决方案是引入时间

门控监测的STED成像技术(g-STED)[67],即通过延

时探测的方式去除短寿命的受激辐射光,以更低的

STED光功率实现相同的分辨率。还有一种解决方

案是选择荧光寿命长、光稳定性好或饱和强度低的

荧光探针。例如,一种增强型的方酸菁变体染料能

在低功率STED光下完成受激辐射,研究人员已经

利用该染料在活细胞中以35.2
 

nm的分辨率对线粒

体内膜进行了50
 

min的延时成像[68]。此外,一些稀

土掺杂的纳米粒子具有独特的上转换特性,能够实

现低功率的STED成像,有利于实现长期超分辨显

微监测[69]。

图2 STED成像的原理及其在活体大脑成像中的应用。(a)STED的Jablonski图以及激发光斑、STED光斑和发射光斑示意

图;(b)STED技术在小鼠大脑成像中的应用[50];(c)含相差校正的三维双光子STED(3D-2P-STED)成像技术的原理[58];
(d)对活小鼠大脑进行2P-STED成像的原理以及2P-STED与2PLSM成像效果的比较[57];(e)对活小鼠大脑皮质层进行

  可重复超分辨STED成像[56]

Fig 
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correction 58  
 

 d 
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2P-STED
 

imaging
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mouse
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in
 

vivo
 

and
 

imaging
 

comparison
 

of
 

2P-STED
 

and
 

  2PLSM 57  
 

 e 
 

repetitive
 

super-resolution
 

imaging
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mouse
 

brain
 

cortex
 

using
 

STED
 

microscopy 56 

3.2 SIM
SIM是一种基于莫尔效应的成像技术,如图3(a)

所示。照明图案与样品图案的叠加产生莫尔条纹,而
莫尔条纹比原始的叠加图案更容易被观察到,同时又

包含叠加图案的信息,因此,根据观察到的莫尔条纹图

案和已知的照明图案能够计算出原始的样品图案[70]。
也就是说,通过光栅照明图案,使样品的图像在频域空

间发生位移,结合几个不同方向和相位的图像就可以

获取两倍于正常大小的频域信息,相当于增加了高频

的细节信息[71]。一般通过9帧原始图像就可以重建

出一幅超分辨图像,图像分辨率提升至原来的两倍。
与其他超分辨显微成像技术相比,SIM 在空间分

辨率上的提升有限,但SIM 操作简单,最大限度地利

用了荧光分子,大大降低了照明功率,能实现长期活体

成像,在活细胞和活体成像领域占据了重要地位,用途

十分广泛。
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目前,SIM在活体大脑成像方面的应用还不多,
但SIM在成像分辨率、成像速度和长期成像等方面为

活体成像提供了一个较为平衡的方案,具有较广阔的

发展前景。一种应用方案是将SIM 用于对神经元突

触进行高速成像。简单来说就是采用自适应光学

(AO)对样品进行相差校正,通过具有亚衍射尺寸的

荧光珠来评估照明参数(用于SIM 图像重建),再通过

相位上采样和图像配准来减小大脑运动造成的影响。
研究人员利用该方案在小鼠和斑马鱼大脑(深度25~
50

 

μm)上实现了9.3
 

frame/s的高速成像[59],横向分

辨率约为190
 

nm,如图3(b)所示。还有一种方案是

通过2PLSM来提高SIM 的成像深度。例如,通过电

光调制器(调制光束强度)和xy 共振扫描组件来构建

SIM的照明条件,再结合2PLSM 技术对小鼠大脑皮

质神经元进行高速成像(成像频率约为3.5
 

Hz),可以

达到120
 

μm的成像深度,分辨率可达119
 

nm[60]。此

外,将SIM与其他成像技术结合也有意想不到的效

果,例如,在SIM显微镜中引入光片显微镜组成光片

结构照明显微镜(OS-SIM),再通过自适应光学校正样

品和测量过程引入的相差,可以实现高速、高分辨率的

体内成像,甚至能够解析神经元突触等 亚 细 胞 结

构[72],如图3(c)所示。
值得注意的是,目前报道的应用在活体动物大脑

成像中的SIM还是最传统的,而实际上,SIM 已经发

展出 了 许 多 分 辨 率 更 高 的 变 体,比 如 饱 和 SIM
(SSIM)、饱和耗尽非线性SIM(SDNL-SIM)[73]以及

模式激活SIM(PANL-SIM)[16,74],其中的PANL-SIM
可以实现约50

 

nm的二维分辨率,甚至可以实现三维

亚衍射分辨率成像,如图3(d)所示。非线性SIM(NL-
SIM)目 前 还 没 有 应 用 到 体 内 成 像 的 原 因 可 能 与

RESOLFT相同,需要使用特殊的荧光探针,如光可切

换荧光团,需要进行基因修饰和转染,这在很大程度上

限制了NL-SIM的应用。

4 超分辨成像技术在活体动物大脑成像
中面临的挑战

  相比于固定样品,活体大脑成像会受到诸多限制,
不仅要考虑成像系统与生物的兼容性,还要克服生物

图3 SIM的成像原理及其在活体大脑成像中的应用。(a)SIM的成像原理[70];(b)自适应光学SIM(AO-SIM)在活体大脑成像

中的应用[59];(c)一种含自适应光学的光片结构照明显微镜(OS-SIM)的简化示意图及其成像效果[72];(d)模式激活非线性

  SIM(PANL-SIM)的成像原理以及成像效果[74]
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组织对光的光散射,最重要的是需要降低激发光、荧光

探针等对生物组织的影响。因此,活体动物大脑成像

对光照、染料、设备和成像系统等都有更高的要求,特
别是在活体水平研究动物时还需要考虑动物的状态。
超分辨成像技术为空间分辨率提供了上升空间,但也

同样面临上述问题,甚至还带来了新的挑战。需要注

意的是,光学成像很难在成像分辨率、成像速度、成像

深度和成像时间上同时得到改善,而超分辨成像技术

的引入也会限制其余的成像指标。因此,这里主要总

结了5个超分辨成像技术在活体大脑成像中需要克服

的难题,包括成像速度、成像深度、成像时间、荧光探针

和动物状态。其中,成像速度、成像深度和成像时间是

成像指标方面的挑战,荧光探针和动物状态则是由实

验需求决定的选择性指标。需要强调的一点是,这里

没有将成像的空间分辨率列入讨论范围,但这并不意

味着它不是一个需要考虑的因素。相反,空间分辨率

是成像领域永恒的追求,从横向分辨率到轴向分辨率

都有许多可扩展的内容,但限于篇幅,这里不再展开讨

论,感兴趣的读者可参考关于三维超分辨显微成像技

术的综述论文[75]。
4.1 成像速度

活体动物成像比固定样品成像对成像速度的要求

更高,特别是涉及对神经元活动成像时[60],需要足够

的成像速度来捕捉神经元的变化。成像速度越慢,系
统对运动伪影越敏感,实时成像就很可能仅限于缓慢

变化的对象。
硬件设备是成像速度的一个主要影响因素,如扫

描器件的扫描速度、探测器的探测效率和相机的帧速

率等都会直接影响到成像速度[60]。此外,系统的成像

原理是决定成像速度的另一个因素,如基于单分子定

位的超分辨成像技术就需要消耗大量的时间用于图像

采集和重建,在成像速度上做出了较大牺牲。
此外,成像速度需要平衡成像范围和图像质量,这

对于STED这种基于点扫描的成像技术来说尤为明

显,因为它需要牺牲成像视野或图像大小来获取更高

的成像速度[61,76],在小视场或者小体积的快速超分辨

成像方面更具潜力。一种提高成像速度的思路是在不

牺牲分辨率的条件下对多个观察点同时采样,即大规

模并行采样[77]。比如,通过正交叠加的两束干涉条纹

构成图案化的STED光,用EMCCD相机采集信号,
可以实现高达2000倍的并行化成像[78],视野直径可

达20
 

μm,横向分辨率近30
 

nm,并且成像速度仅受相

机帧速率的限制。目前,应用于活体大脑成像的超分

辨成像技术,可以通过2P-SIM 实现较快速的大视野

成像,比如,可以对21
 

μm×21
 

μm 大小的视野以

3.5
 

Hz的频率成像[60]。
值得一提的是,一些新型的成像技术实现了大视

野或大体积高速成像。例如,一种实时、超大规模、高
分辨率的成像平台,通过将样本成像平面放大到一个

更大的球面,结合多个平面传感器,获得了10
 

mm×
12

 

mm的超大视场,并能以4~5
 

Hz的视频频率对小

鼠全脑进行微米级分辨率成像[79]。
4.2 成像深度

目前,超分辨成像技术主要是对活体动物的大脑

皮层成像,对于一些更深的结构(如海马体)进行成像

仍然存在巨大挑战。限制光学显微成像深度的两个主

要因素是相差和光散射[80]。
相差是光线在经过不同折射率结构后发生的相位

变化,可以通过自适应光学来校正。随着成像深度的

增加,组织、细胞和细胞器等会产生越来越复杂和严重

的相差,导致成像模糊和畸变,因此,相差校正的作用

愈加重要。自适应光学技术主要通过动态可重构光学

元件(如可变形镜或液晶空间光调制器)来校正像差,
这一技术最初在天文学上获得巨大成功,直接应用到

显微成像也具有良好的效果。自适应光学已经在

STED和SIM等超分辨成像技术中展现出了较好的

相差校正效果,其自适应、自校正特性有望在未来发挥

更大的作用[60,80]。
光散射是困扰厚组织和活体成像的一大难题。随

着成像深度的增加,组织对光的吸收和散射作用导致

光信号衰减。其中,近红外波段的激发光可以减少组

织的光吸收,降低生物组织的自发荧光,从而减少背景

信号。红光(600~700
 

nm)和近红外光被称为细胞和

组织的“光学窗口”,在这个范围内,组织和细胞对光的

吸收较弱,不仅能降低组织的光损伤,还能提高光的穿

透深度。除了增加激发光的波长外,其他多光子技术

也能提供解决问题的方案。例如:三光子显微镜在

1320
 

nm高能激发脉冲下的成像深度可达大鼠大脑皮

层下方1.1
 

mm[37];在1700
 

nm激发光作用下,三光子

显微镜能对小鼠大脑1.2
 

mm深度处的神经元甚至是

1.4
 

mm深度处的血管成像[36]。需要注意的是,三光

子显 微 镜 需 要 数 量 级 更 高 的 脉 冲 能 量 来 达 到 与

2PLSM相同的荧光信号强度[15]。光散射实际上才是

最大的困扰,它来源于生物组织的不均匀折射率以及

细胞中线粒体、内质网等尺寸接近可见光或近红外光

波长的结构,并且其在时间和空间分布上的变化很快,
很难像相差一样进行校正。

除了采用自适应光学或多光子激发等来提高组织

深处的成像效果外,一种更直接的方法是使用具有侵

入性的内窥显微镜[81-82]。比如,将带有梯度折射率透

镜(微型棒状透镜)的显微内窥镜直接植入小鼠大脑内

部,对大脑深处的神经元进行成像[83]。由于内窥镜被

植入并且固定,因此这种成像方式突破了成像深度的

限制,但往往具有较大的手术风险,并且内窥镜无法横

向移动,成像视野受限[84]。
4.3 成像时间

限制成像时间的因素主要包括两方面,一方面是

激发光对组织和荧光分子的影响,另一方面是成像系
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统的数据处理能力。
长时间的激光辐照不仅会引起荧光分子的光漂

白,也会对生物组织产生光毒性[45],这是荧光成像普

遍存在的问题。通过降低激光强度、减少曝光时间、降
低曝光频率[56]或采用近红外波段的激发光都可以减

轻激光对组织或荧光分子带来的不良影响,实现长期

成像。但通常降低激光强度也会减弱荧光信号,使得

成像的信噪比降低,影响成像效果。这对STED成像

来说也是一个挑战,因为它比其他超分辨成像技术需

要更强的激发光。尽管 RESOLFT显微镜提供了一

种低光强度的STED实现方案(借助可逆转换的荧光

蛋白,只需要与激光共聚焦扫描相当的激光强度)[85],
但荧光探针和成像速度也限制了它在活体成像中的

应用。
超分辨成像比传统光学成像的数据量更大,需要

更大的图像尺寸来保证足够高的图像分辨率,而延时

成像则进一步增加了数据处理的负担。随着成像尺

寸、成像体积和成像分辨率的增加,系统的图像处理性

能逐渐成为长时间成像需要考虑的内容。此外,长时

间成像还需要关注伤口愈合给成像窗口带来的影响,
可能会使成像变得模糊[48]。
4.4 荧光探针

荧光探针可以说是决定所有荧光成像技术的最主

要因素,并逐渐成为各种成像技术的主要限制因素。
一方面,各种超分辨荧光成像技术源于荧光探针的独

特性质,如受激辐射特性和光开关特性推动了STED、
STORM等超分辨技术的发展,而新的突破可能仍需

要从荧光探针上入手;另一方面,荧光探针的发光效

率、稳定性、激发光和发射光直接决定了成像的效

果[80]。在进行多通道成像时,需要选择适当的探针,
以避免串色。此外,在活体成像中,探针的生物相容性

和靶向性等也是影响成像的重要因素。如果检测到非

特异性、假阳性信号或是荧光探针与生物体相容性差,
则任何已实现的分辨率都将变得毫无意义。

对活体动物大脑的成像主要是利用细胞钙离子荧

光探针[86]来研究大脑神经元的活动。常见的探针有

钙离子敏感染料和基于基因编码的钙离子探针,后者

能长期稳定地表达,更适合用于对动物的神经动力学

进行长期成像研究。目前,在活体大脑成像中应用最

广泛的GCaMP蛋白就是一种基于基因编码的钙离子

探针,它包含增强型绿色荧光蛋白(EGFP),并且已经

发展出了很多变体,如发红光的RCaMP。除此之外,
一些新型的纳米探针也具有较大的应用潜力。比如,
一种具有聚集诱导发光(AIE)特性的纳米颗粒已经被

用作三光子显微镜的荧光探针,并已被成功应用到活

小鼠的大脑成像中[87]。还有一种阳离子修饰的碳量

子点(CQD)探针,其兼具小分子染料的紧凑尺寸、光
稳定性和生物屏障穿透性等特点,已被成功应用于细

胞分裂的STED成像。毫无疑问,开发量子产率更

高、稳定性更好的荧光探针能给这一领域带来新的

突破。
4.5 动物状态

目前,应用于活体动物大脑成像的超分辨技术主

要针对的是已麻醉的动物和固定头部的清醒动物。由

于麻醉可能会对动物的脑功能产生影响,因此通常选

择对清醒状态的小鼠进行研究。需要注意的是,动物

的呼吸和心跳等活动可能会带来运动伪影,可以结合

图像配准等图像处理方法来减轻呼吸和心跳等的影

响[59,88-89],如图4(a)、(b)所示。
对清醒状态动物大脑活动的研究分为两种形式:

一种是固定动物的头部,另一种是允许动物自由运动。
如:将小鼠头部固定,使其在球形跑步机上运动,以研

究小鼠在清醒状态下的神经元活动[90];将发光二极

管、微型镜头、滤光片等元件集成在一个微型显微镜

中,不仅可以结合内窥镜对活体动物大脑更深处的位

置进行成像[83-84,86],如图4(c)、(d)所示,还能用于监

测自由运动小鼠的神经元活动[91]。这两种形式都可

能为神经科学研究提供有价值的信息。但相比于固定

头部,自由运动的小动物更难实现大脑的活体超分辨

成像,目前还没有相关报道。除此之外,通过波前测量

和校正有望对动物大脑实现无创的光学测量,直接透

过颅骨对大脑深层组织进行成像[88,92]。

5 结束语
 

在活体水平研究大脑的结构变化是大脑功能研究

的重要内容。在超分辨显微成像技术出现之前,以
2PLSM为主的多光子成像技术是活体大脑成像的主

要策略,其采用的是近红外波段的激发光,不仅减少了

组织对光的吸收,降低了组织的光损伤和光毒性,还增

加了成像深度,同时具有高信噪比的优势。然而,传统

的光学 成 像 无 法 满 足 对 大 脑 超 分 辨 成 像 的 需 求。
STED和SIM在超分辨成像技术中脱颖而出,成为研

究活体大脑成像的新方向。STED成像技术具有突出

的横向分辨率和“所见即所得”的优势,在小鼠大脑的

活体成像中取得了一定成果,然而其较强的退激发光

所带来的光毒性是其实际应用的最大限制,同时,其基

于点扫描的成像方式也限制了其在大体积高速成像方

面的应用。SIM成像技术则几乎相反,其最大的优势

是低光照强度和高荧光利用率,很适合用于长期的活

体成像,但其在空间分辨率上还有待提升。2PLSM在

成像效果上获得了一定程度的提升,但其成像深度仍

然较浅,没有发挥出多光子成像技术的优势。
目前,超分辨荧光显微成像在活体大脑成像的应

用上面临几个重要挑战,包括成像速度、成像深度、成
像时间、荧光探针和动物状态。其中,成像速度与成像

体积相互制衡,成像深度因为组织的光散射而受到限

制,成像时间又由成像系统决定,荧光探针的选择将影

响成像系统、成像效果和实验设计,动物状态则进一步
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图4 对清醒状态小鼠大脑活动的实验研究。(a)基于2PLSM的清醒状态小鼠大脑活动成像系统设计[88];(b)基于光学相干断

层扫描(OCT)的麻醉状态小鼠大脑活动成像系统设计[89];(c)用于活体小鼠大脑深部成像的微型内窥镜设计及成像效

  果[84];(d)用于固定小鼠头部并对清醒状态下小鼠进行成像的装置设计以及成像效果[83]
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影响成像信噪比及成像时间。这几个因素与成像系统

的设计、荧光探针的选择和动物实验密切相关,需要根

据具体的实验需求做出取舍,以最大限度地发挥成像

系统的性能。例如,实时的神经元突触或其他生命活

动成像首先需要较高的成像速度,大脑深层的组织结

构成像则需要尽可能地提升成像深度,长期的大脑活

动延时成像则需要以成像时间为主。此外,还需要考

虑荧光探针的选择和动物的生存状态对成像效果的影

响,应选择合适的探针和动物实验。需要注意的是,尽
管应用了超分辨成像技术,但超分辨荧光显微成像的

空间分辨率仍然是其应用面临的一个挑战。受组织光

散射的影响,活体成像并没有发挥出这些技术的理论

水平[44]。
尽管目前还没有兼具时空分辨率、成像深度、成像

体积和成像时间的成像系统,但通过选择合适的成像

方式、成像设置和荧光探针等组合,可以最大限度地发

挥系统的成像性能。除了对成像系统和荧光探针等前

期的成像方案进行优化外,后期的一些超分辨算法等

图像处理工作也是一个重要的可以提升成像效果的措

施。最近报道的一种应用于活细胞超分辨成像技术的

稀疏解卷积算法就进一步提高了成像系统的时空分辨

率:Zhao等基于该算法,采用稀疏结构照明显微镜
 

(Sparse-SIM)以564
 

Hz的频率实现了约60
 

nm的分

辨率[93]。此外,对大脑活动的研究也不仅仅局限于结

构成像,通过结合其他监测内容,如电生理活动,能进

一步建立神经元功能与结构之间的联系[30,42]。
超分辨荧光显微成像技术使得以纳米级分辨率解

析大脑神经元结构成为可能,能够用于研究突触、树突

棘等亚细胞结构与大脑功能的关系,对于神经科学的

研究具有重要意义。这项技术在活体大脑成像领域的

应用还处于发展阶段,还面临许多挑战。未来,结合新

的荧光探针、不同的超分辨成像技术和图像处理算法,
有望实现更好的成像效果,有助于人们对活体大脑进

行更深入的探索。
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Abstract

Significance The
 

mammalian
 

brain
 

is
 

a
 

complex
 

and
 

essential
 

organ
 

involving
 

complex
 

processes
 

like
 

memory 
 

cognition 
 

and
 

feeling 
 

and
 

is
 

linked
 

to
 

various
 

mental
 

diseases 
 

However 
 

our
 

knowledge
 

and
 

research
 

of
 

this
 

part
 

are
 

limited 
 

and
 

the
 

research
 

on
 

the
 

brain
 

will
 

be
 

a
 

long-term
 

exploration 
 

Currently 
 

the
 

brain
 

imaging
 

of
 

living
 

animals
 

can
 

intuitively
 

display
 

the
 

morphological
 

changes
 

in
 

the
 

brain
 

during
 

life
 

activities 
 

allowing
 

researchers
 

to
 

study
 

the
 

functional
 

activities
 

of
 

the
 

brain 
 

which
 

is
 

vital
 

for
 

understanding
 

the
 

structure
 

and
 

function
 

of
 

the
 

brain 
 

Owing
 

to
 

the
 

thick
 

brain
 

tissue 
 

brain
 

imaging
 

in
 

vivo
 

is
 

affected
 

by
 

factors
 

such
 

as
 

light
 

scattering 
 

light
 

absorption 
 

and
 

aberration 
 

which
 

hinders
 

the
 

optical
 

imaging
 

of
 

the
 

deep
 

structure
 

of
 

the
 

brain 
 

Similarly 
 

the
 

resolution
 

of
 

the
 

general
 

optical
 

microscope
 

cannot
 

exceed
 

200
 

nm
 

due
 

to
 

an
 

optical
 

diffraction
 

limit 
 

and
 

it
 

cannot
 

distinguish
 

the
 

subtle
 

structures
 

such
 

as
 

neuronal
 

synapses
 

in
 

the
 

brain
 

nor
 

analyze
 

the
 

structures
 

that
 

play
 

a
 

vital
 

role
 

in
 

brain
 

functional
 

activities 
The

 

multiphoton
 

imaging
 

technology
 

was
 

used
 

in
 

the
 

past
 

to
 

improve
 

imaging
 

depth 
 

This
 

technology
 

uses
 

a
 

nonlinear
 

excitation
 

effect
 

and
 

often
 

utilizes
 

near-infrared
 

excitation 
 

which
 

can
 

stimulate
 

short-wavelength
 

fluorescence
 

signals
 

with
 

long-wavelength
 

lasers 
 

With
 

low
 

scattering
 

and
 

the
 

absorption
 

of
 

the
 

near-infrared
 

light
 

of
 

the
 

tissue 
 

it
 

can
 

attain
 

a
 

high
 

penetration
 

depth
 

and
 

reduce
 

the
 

background
 

interference
 

of
 

the
 

tissue 
 

It
 

is
 

an
 

important
 

method
 

for
 

thick
 

tissue
 

imaging 
 

Additionally 
 

multiphoton
 

imaging
 

only
 

stimulates
 

fluorescence
 

at
 

the
 

focal
 

plane 
 

which
 

has
 

the
 

natural
 

characteristic
 

of
 

􀆵light
 

slicing  
 

which
 

decreases
 

the
 

signal
 

interference
 

of
 

the
 

defocus
 

plane
 

and
 

tissue
 

stimulation
 

damage 
 

Therefore 
 

the
 

multiphoton
 

imaging
 

technology
 

is
 

suitable
 

for
 

imaging
 

the
 

brain
 

in
 

vivo 
 

Nevertheless 
 

the
 

diffraction
 

limit
 

remains
 

a
 

major
 

concern
 

for
 

this
 

technology 
Introducing

 

the
 

super-resolution
 

imaging
 

technology
 

makes
 

nano-optical
 

imaging
 

possible 
 

The
 

super-resolution
 

microscopic
 

imaging
 

technology
 

is
 

applied
 

to
 

the
 

in
 

vivo
 

imaging
 

of
 

the
 

brain 
 

which
 

can
 

dictate
 

the
 

delicate
 

features
 

like
 

neuronal
 

synapses
 

and
 

then
 

study
 

the
 

functional
 

activities
 

of
 

the
 

brain
 

at
 

the
 

in
 

vivo
 

level 
 

Meanwhile 
 

based
 

on
 

the
 

traditional
 

multiphoton
 

imaging
 

technology 
 

introducing
 

the
 

super-resolution
 

microscopic
 

imaging
 

technology 
 

combined
 

with
 

the
 

benefits
 

of
 

penetration
 

depth
 

and
 

spatial
 

resolution 
 

can
 

enhance
 

the
 

in
 

vivo
 

imaging
 

ability
 

of
 

the
 

brain 
 

which
 

is
 

beneficial
 

in
 

the
 

fields
 

such
 

as
 

neuroscience
 

and
 

brain
 

disease
 

research 

Progress First 
 

the
 

super-resolution
 

imaging
 

technologies
 

used
 

in
 

brain
 

imaging 
 

stimulated
 

emission
 

depletion
 

 STED 
 

and
 

structure
 

illumination
 

microscopy
 

 SIM  
 

are
 

summarized
 

 Table
 

1  
 

Currently 
 

the
 

STED
 

imaging
 

technology
 

is
 

the
 

main
 

living
 

animal
 

brain
 

imaging
 

technology
 

 Fig 
 

2  
 

Hell􀆶s
 

research
 

group
 

applied
 

STED
 

to
 

the
 

imaging
 

of
 

neuronal
 

dendritic
 

spines
 

or
 

actin
 

filaments
 

in
 

the
 

mouse
 

cerebral
 

cortex
 

and
 

achieved
 

a
 

lateral
 

resolution
 

exceeding
 

70
 

nm 
 

However 
 

there
 

are
 

few
 

reported
 

SIM
 

imaging
 

technologies 
 

Although
 

the
 

spatial
 

resolution
 

of
 

SIM
 

is
 

essentially
 

limited
 

to
 

100
 

nm 
 

its
 

excellent
 

imaging
 

depth
 

also
 

has
 

potential 
 

Additionally 
 

both
 

super-resolution
 

technologies
 

have
 

been
 

tried
 

to
 

combine
 

with
 

the
 

two-photon
 

imaging
 

technology 
 

Although
 

they
 

have
 

improved
 

the
 

imaging
 

depth
 

to
 

a
 

certain
 

extent 
 

the
 

depth
 

has
 

not
 

exceeded
 

120
 

nm 
 

which
 

does
 

not
 

achieve
 

the
 

desired
 

effect
 

of
 

two-photon
 

imaging 
 

Moreover 
 

according
 

to
 

the
 

research
 

status 
 

the
 

main
 

challenges
 

faced
 

by
 

the
 

super-resolution
 

imaging
 

technology
 

in
 

living
 

brain
 

imaging
 

are
 

analyzed
 

and
 

discussed 
 

and
 

the
 

five
 

aspects
 

of
 

imaging
 

speed 
 

imaging
 

depth 
 

imaging
 

time 
 

fluorescent
 

probe 
 

and
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animal
 

state
 

are
 

summarized 
 

Furthermore 
 

the
 

application
 

of
 

the
 

super-resolution
 

imaging
 

technology
 

still
 

needs
 

to
 

make
 

efforts
 

in
 

spatial
 

resolution 
 

Finally 
 

suggestions
 

for
 

solving
 

these
 

problems
 

are
 

presented 

Conclusion
 

and
 

Prospect The
 

super-resolution
 

imaging
 

technology
 

can
 

break
 

through
 

the
 

optical
 

diffraction
 

limit
 

and
 

be
 

applied
 

to
 

living
 

brain
 

imaging 
 

It
 

is
 

of
 

great
 

importance
 

to
 

study
 

the
 

structure
 

and
 

function
 

of
 

the
 

brain
 

at
 

the
 

nano
 

level 
 

Presently 
 

STED
 

and
 

SIM
 

are
 

two
 

main
 

application
 

technologies 
 

and
 

good
 

progress
 

has
 

been
 

made
 

in
 

combination
 

with
 

two-photon
 

imaging 
 

Presently 
 

applying
 

the
 

super-resolution
 

microscopic
 

imaging
 

technology
 

in
 

living
 

brain
 

imaging
 

is
 

not
 

common 
 

and
 

it
 

still
 

faces
 

many
 

challenges 
 

To
 

make
 

the
 

best
 

use
 

of
 

the
 

super-resolution
 

imaging
 

technology 
 

appropriate
 

imaging
 

technology 
 

fluorescent
 

probe 
 

and
 

experimental
 

object
 

should
 

be
 

selected
 

based
 

on
 

the
 

experiment
 

requirements 
 

and
 

the
 

imaging
 

depth 
 

imaging
 

speed 
 

and
 

imaging
 

time
 

should
 

be
 

stable 
 

The
 

super-resolution
 

microscopic
 

imaging
 

technology
 

has
 

great
 

potential
 

and
 

its
 

application
 

and
 

development
 

will
 

enhance
 

the
 

research
 

of
 

brain
 

imaging
 

in
 

living
 

animals 
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stimulated
 

emission
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microscopy
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