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摘要  膨胀超分辨技术是近几年出现的一种对样品制备进行改进实现分辨率提升的超分辨技术，由于其与其他光

学技术的兼容性强，可以进一步提高分辨率，引起了越来越多研究人员的关注。复合膨胀技术是膨胀超分辨技术改

进的一个主要发展方向之一，膨胀结合光学波动超分辨技术（ExM‐SOFI）在复合膨胀技术中是一种受限较小且使

用较为广泛的技术。为了增强现有 ExM‐SOFI 技术的成像效果，本课题组将成像缓冲液技术应用于 ExM‐SOFI 技
术，以增强膨胀样品在拍摄过程中的抗淬灭能力，从而使普通染料在 ExM‐SOFI 中的荧光强度、荧光波动幅度和闪

烁比等均有增强。微管和囊泡的染色成像结果表明，使用这种技术可以使样品在高阶 SOFI 中保持真实结构，伪影

更少，因而高阶 SOFI技术可以提升膨胀样品的最终分辨率。
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1　引　　言

光学显微成像技术的进步极大地促进了生命科学

的发展，荧光显微成像技术自出现以来就在酵母分

类［1］、混合藻类细胞数目定量［2］、活体生物成像［3］等领

域被广泛应用。随着荧光显微成像技术的发展，超分

辨显微成像技术更是突破了衍射极限，使人们能够观

察到更为精细的生物结构和生命活动［4］。其中：单分

子定位显微成像技术（以下简称“SMLM 技术”）通过

降低衍射极限内两个荧光分子的发光概率来实现每次

仅激发少量荧光分子，对其进行准确定位后再进入下

一次循环，重复多次后就可以得到一张高分辨率图像。

光激活定位显微技术（以下简称“PALM 技术”）［5］和随

机光学重建显微技术（以下简称“STORM 技术”）［6］也

是众多超分辨技术中在分辨率方向上突破最大的技

术。基于受激辐射损耗技术（以下简称“STED 技术”）

的显微镜选择了环形光源，通过内圈激发外圈淬灭的

方式减小点扩散函数的半峰全宽，从而取得分辨率的

提升［7］。结构光照明显微成像技术（以下简称“SIM 技

术”）通过一束多重相互衍射的光束对样品进行照射获

得调制图像，再通过特定的算法对图像进行信息提取，

就可以重建出达到超分辨效果的图像［8］。Airyscan 技

术通过一个 32 通道平面探测器同时收集一个艾里斑

的所有光，再对该信息进行解析就可以得到更准确的

位置信息。Airyscan 显微镜的信噪比为传统共聚焦显

微镜的 4~8 倍［9］。超分辨光学波动显微成像技术（以

下简称“SOFI技术”）利用荧光分子发射的荧光会随时

间产生波动的特性，通过算法处理，得到了突破衍射极

限的超分辨图像［10］。由于该技术是通过算法处理的途

径来提高分辨率的，因此也是受限制较少的一种技术。

膨胀超分辨荧光显微成像技术（以下简称“ExM 技

术”）通过将样品包埋在可溶胀的水凝胶中，使样品随

着水凝胶的膨胀而胀大，以物理的方式分开衍射极限

内的两个分子，从而可以在普通显微镜下取得超分辨

效果［11-13］。ExM 技术操作简单，功能强大，与其他超分

辨技术的兼容性强，因此在固定生物标本研究领域得

到了快速发展与应用［14］。

ExM 技术的源头可以追踪到 20 世纪 80 年代。当

时，人们在研究水凝胶的物理性质时发现水凝胶的体

积可以在溶液中膨胀多倍，并且还发现将动物胚胎和

蝌蚪包埋于丙烯酰胺胶中切片后其保留的精细形态特

征与常规石蜡切片相当，同时切片还可以通过免疫组

织化学方法染色［15］。2015 年，Boyden 小组［11］将该技术

继续推进，形成了成熟的 ExM 技术，该技术可使样本

放大约 4 倍，取得了约 70 nm 的分辨率。自此，ExM 技

术以其在生物超分辨成像领域的诸多优势逐渐引起了

众多科学家的兴趣。为了充分利用该技术与其他超分

辨技术兼容性强的优势，人们发展出了多种不同的复
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合膨胀超分辨技术。比如：将 ExM 与 SIM 超分辨技术

结合，可以对线粒体实现约 30 nm 的分辨率，为线粒体

内外膜研究提供了重要的技术支持［16］；ExM 与 STED
超分辨技术的结合在核孔复合物中取得了约 10 nm 的

精度［17］，但 STED 技术的激发光较强，容易引发膨胀凝

胶形变；将 ExM 与 SMLM 超分辨技术结合，可以对网

格蛋白、微管进行更为精细的观察［18-20］，但很难对膨胀

样品实现高质量的单分子图像；ExM 与 SOFI 算法的

结合以一种更加经济方便的方式取得了相对普通

ExM 技术分辨率更高的部分细胞器图像［21］。除了两

两结合以外，近年出现了将 ExM 技术与 Airyscan 技

术、SRRF 技术叠合的 FEAST 技术，该技术更是在微

管上取得了约 26 nm 的分辨率［22］。

由于 SOFI 技术受仪器和染料的限制较小［23-25］，因

此 ExM 技术与 SOFI技术结合的 ExM-SOFI技术在复

合膨胀超分辨技术中是最有利于普通实验室获得超分

辨图像的技术。然而在该技术中，SOFI算法的重构需

要对膨胀样品进行连续拍摄，而膨胀样品一般会因荧

光信号的稀释以及凝胶聚合过程中产生的自由基对荧

光分子的损伤等导致膨胀样品本身的荧光信号偏

弱［26-27］，因此在连续拍摄过程中往往不能获得最佳的

成像效果。目前解决该问题的方法是膨胀后进行标记

以避免一部分荧光损失，或者选用抗淬灭能力较强的

量子点对样品进行标记［21，27］。但是量子点由于尺寸和

生物相容性问题并不是最佳的适用于生物的染料。

在 这 里 ，本 课 题 组 提 出 了 一 种 抗 淬 灭 增 强 的

ExM-SOFI技术，即：在膨胀样品拍摄过程中加入成像

缓冲液对荧光信号进行调制。由于氧气在光漂白过程

中具有重要作用，因此实验中选用以葡萄糖、葡萄糖氧

化酶、过氧化氢酶为主要成分的除氧系统缓冲液来减

少光漂白。此外，该技术的实现还需要考虑以下问题：

膨胀样品膨胀系数的保持需要低浓度渗透缓冲液，而

除氧系统添加了许多成分，导致溶液浓度较高，因此不

能直接将膨胀样品与除氧缓冲液结合。在 Zwettler
等［20］的研究中，为了增加 STORM 技术与膨胀技术的

联合，采用了一种二次包埋不带电荷水凝胶的技术来

实现 STORM 缓冲液与膨胀样品结合，该技术虽然使

膨胀系数缩小为 3. 2，但由于缓冲液的加入增强了荧

光信号在 STORM 中的表现，因此依然取得了较好的

分辨率与实验效果。本课题组将采用这种方法来解决

成像缓冲液浓度与水凝胶膨胀系数之间的矛盾，实现

抗淬灭增强的 ExM-SOFI。

2　实验材料与方法

2. 1　材　　料

质粒 pLVX-CD63-EGFP 是为了构建细胞稳定株

而构建的；pLVX-Puro、psPAX2 和 pMD2. G 来自董彪

实验室的赠送。

2. 2　细胞培养

采用补充有 10% FBS 和 100 units/mL 青霉素 -链

霉素的 DMEM 培养基，以供 HeLa 和 HEK 293T 细胞

生长。采用补充有 10% FBS 和 100 units/mL 青霉素 -

链霉素的 MEM 培养基，以供 BSC-1 细胞生长。根据

不同的实验要求将细胞接种在细胞爬片或培养皿中，

并过夜培养，使细胞达到 60%~80% 的汇合度，以备

后续使用。使用 Lipofectamine 3000 试剂盒进行细胞

的瞬时转染，使用 Lipofectamine 3000 试剂盒和慢病毒

转染的方式构建稳定株。构建了稳定表达 EGFP 标记

的 CD63 蛋白的 HeLa 细胞株，以用于后续实验。

2. 3　样品制备

对于微管染色，在用 4% 多聚甲醛和 0. 1% 戊二醛

固定细胞之前，先用预热的微管抽提液（0. 1 mol/L 
PIPES+1 mmol/L EGTA+1 mmol/L MgCl2+0. 2% 
Triton X-100）处理细胞 40 s 并用 PBS 洗涤。固定后，

先用新鲜制备的含 0. 5%（质量分数）NaBH4的 PBS 溶

液孵育爬片 7 min，再使用含 0. 5% Triton X-100 的

PBS 溶液给细胞打孔 5 min，随后根据不同的目的细胞

器将细胞与不同的抗体一起孵育。

2. 4　免疫染色

1）微管染色。将制备好的 BSC-1 细胞爬片用含

3% 牛血清白蛋白、5% 驴血清和 0. 5% Triton X-100的

封闭液孵育 30 min，然后与抗 α 微管蛋白抗体（Abcam，

ab18251，稀释比为 1∶200）一起孵育 1 h，随后将细胞在

PBS 中洗涤 3 次，每次 5 min，接着使用生物素修饰的

二抗（Abcam，ab6720，稀释比为 1∶400）孵育 40 min。
2）CD63 标记的囊泡染色。选用 HeLa 稳定株进

行染色，染色步骤与微管染色相似，选用的一抗是抗  
GFP 抗体（Abcam，ab13970，稀释比为 1∶200），二抗同

样选择的是生物素修饰的抗体（Abcam，ab6876，稀释

比为 1∶400）。

2. 5　膨胀样品制备

膨胀样品的制备参考 BOYDEN 实验室开发的

ExM 方法［11］。为了增加样本与水凝胶的连接，将免疫

染色后的细胞样品与 0. 25% 戊二醛一起孵育 10 min，
随后用 PBS 洗涤，备用。同时在冰上制备新鲜的单体

溶 液 和 催 化 剂 。 单 体 溶 液 包 含 8. 625% 丙 烯 酸 钠

（408220， Sigma-Aldrich）、2. 5% 丙 烯 酰 胺（A4058，
Sigma-Aldrich）、0. 15% N，N，- 亚 甲 基 双 丙 烯 酰 胺

（M7279，Sigma-Aldrich），2 mol/L NaCl（S5886，Sigma）
和 0. 01 mol/L PBS。催化剂包含工作浓度为 0. 2%
（质量分数）的过硫酸铵（APS，17874，Thermo Fisher 
Scientific）和工作浓度为 0. 2%（体积分数）的四甲基乙

二胺（TEMED，17919，Thermo Fisher Scientific）。单

体溶液与催化剂混合后，覆盖细胞，并在 37 ℃条件下保

持 2 h使水凝胶形成。之后用蛋白酶 K 消化凝胶完成的

样品，并用蒸馏水使样品膨胀，其间每 30 min 更换一次

水，直到凝胶的大小不再变化。

2. 6　二次包埋方法

为了防止水凝胶在成像缓冲液中收缩，根据之前

的研究对样品进行了二次包埋［20］。为了将水凝胶固定

在盖玻片上，使用硅烷化处理的盖玻片。先用去离子

水和无水乙醇洗涤盖玻片，然后用 200 μL Bind-Silane 
溶液（8 μL Bind-Silane 溶于 950 μL 无水乙醇+20 μL
冰醋酸+22 μL 去离子水）孵育并放置大约 1 h，直到溶

液完全蒸发，最后用乙醇清洗盖玻片以去除多余的未

结合试剂。将水凝胶切成合适的大小和厚度，并在二次

包埋溶液［10% 丙烯酰胺+0. 15% N，N，-亚甲基双丙烯

酰 胺 +0. 05% APS+0. 05% TEMED+5 mmol/L 
Tris（pH 8. 9）］中孵育 30 min（重复 2 次），其间不断摇

晃以免水凝胶凝固（此时水凝胶的膨胀系数减小为

3. 2）。将孵育好的水凝胶放置在硅烷化的盖玻片上，

然后一起放入充满氮气的环境中等待凝胶聚合（约

2 h）。聚合后，二次包埋的凝胶样品在双蒸水中洗涤

至少 3 次，每次 1 h。
2. 7　包埋后染色

将 凝 胶 用 质 量 浓 度 为 50 μg/mL 的 修 饰 有

Alexa488 的链霉亲和素在链霉亲和素结合缓冲液

（10 mmol/L Tris+1 mmol/L EDTA+100 mmol/L 
NaCl）中染色。样品在 4 ℃下孵育至少 16 h。染色后

的 样 品 用 PBS 洗 涤 30 min（重 复 3 次）。 成 像 时 ，

将 样 品 放 在 成 像 缓 冲 液 中［0. 5 mg/mL 葡 萄 糖 氧

化 酶（G2133 ，Sigma-Aldrich）+40 μ g/mL 过 氧 化

氢 酶（C100-50MG，Sigma-Aldrich）+10% 葡 萄 糖 + 
10 mmol/L 2-氨基乙硫醇（MEA，Fluka）］。

2. 8　图像的采集与处理

采用自行搭建的宽场荧光显微镜对图像进行收

集。使用油镜（150×，数值孔径为 1. 45）和 EMCCD 相

机（Evolve 512）对样品进行拍摄，像素大小为 106 nm。

对 于 荧 光 分 子 Alexa488，激 发 波 段 选 择 472 nm±
15 nm，收集波段选择 520 nm±17. 5 nm，使用 520 nm
带 通 滤 波 器（FF01-520/35-25，Semrock）进 行 收 集 。

在获取 SOFI 图像时，连续拍摄 5000 张图像，功率为

0. 3 mW，单张曝光时间为 50 ms。在分析图像亮度

时，功率为 0. 3 mW，单张曝光时间为 100 ms。
2. 9　数据分析

图像的常规调整以及数据分析主要通过 Image J
和 Origin 软件实现。采用 Geissbühler 等［28］的研究方法

进行SOFI分析，采用 Image J的插件NanoJ SQUIRREL
对图片的 RSP（分辨率缩放皮尔逊系数）进行分析。

3　实验结果

图 1 是该实验的标记策略原理图。先将目的蛋白

用带生物素的抗体识别（生物素耐消化，因此可以膨胀

后染色），之后将样品进行水凝胶包埋并膨胀。为了防

止水凝胶在成像缓冲液中剧烈缩小，需要对膨胀后的

水凝胶进行二次包埋。参考 Zwettler 等［20］的研究，此

步水凝胶的膨胀系数减小到 3. 2。之后用修饰有链霉

亲和素的染料对生物素进行识别，达到对膨胀后目的

蛋白染色的目的。染色后的水凝胶可以放在成像缓冲

液中进行连续拍摄，从而实现荧光波动分析和 SOFI
处理。

为了观察添加成像缓冲液对样品的影响，对缓冲

液处理前后的图像进行了分析，结果如图 2 所示。其

中图 2（a）是未加入成像缓冲液时的微管图片，图 2（b）

是加入成像缓冲液之后的微管图片。对图像进行分析

可以发现，添加成像缓冲液后，样品的信号亮度相比未

加成像缓冲液时增强了约 60%，如图 2（c）所示。对信

图  1　标记策略原理图

Fig. 1　Principle of tagging strategy
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2. 6　二次包埋方法

为了防止水凝胶在成像缓冲液中收缩，根据之前

的研究对样品进行了二次包埋［20］。为了将水凝胶固定

在盖玻片上，使用硅烷化处理的盖玻片。先用去离子

水和无水乙醇洗涤盖玻片，然后用 200 μL Bind-Silane 
溶液（8 μL Bind-Silane 溶于 950 μL 无水乙醇+20 μL
冰醋酸+22 μL 去离子水）孵育并放置大约 1 h，直到溶

液完全蒸发，最后用乙醇清洗盖玻片以去除多余的未

结合试剂。将水凝胶切成合适的大小和厚度，并在二次

包埋溶液［10% 丙烯酰胺+0. 15% N，N，-亚甲基双丙烯

酰 胺 +0. 05% APS+0. 05% TEMED+5 mmol/L 
Tris（pH 8. 9）］中孵育 30 min（重复 2 次），其间不断摇

晃以免水凝胶凝固（此时水凝胶的膨胀系数减小为

3. 2）。将孵育好的水凝胶放置在硅烷化的盖玻片上，

然后一起放入充满氮气的环境中等待凝胶聚合（约

2 h）。聚合后，二次包埋的凝胶样品在双蒸水中洗涤

至少 3 次，每次 1 h。
2. 7　包埋后染色

将 凝 胶 用 质 量 浓 度 为 50 μg/mL 的 修 饰 有

Alexa488 的链霉亲和素在链霉亲和素结合缓冲液

（10 mmol/L Tris+1 mmol/L EDTA+100 mmol/L 
NaCl）中染色。样品在 4 ℃下孵育至少 16 h。染色后

的 样 品 用 PBS 洗 涤 30 min（重 复 3 次）。 成 像 时 ，

将 样 品 放 在 成 像 缓 冲 液 中［0. 5 mg/mL 葡 萄 糖 氧

化 酶（G2133 ，Sigma-Aldrich）+40 μ g/mL 过 氧 化

氢 酶（C100-50MG，Sigma-Aldrich）+10% 葡 萄 糖 + 
10 mmol/L 2-氨基乙硫醇（MEA，Fluka）］。

2. 8　图像的采集与处理

采用自行搭建的宽场荧光显微镜对图像进行收

集。使用油镜（150×，数值孔径为 1. 45）和 EMCCD 相

机（Evolve 512）对样品进行拍摄，像素大小为 106 nm。

对 于 荧 光 分 子 Alexa488，激 发 波 段 选 择 472 nm±
15 nm，收集波段选择 520 nm±17. 5 nm，使用 520 nm
带 通 滤 波 器（FF01-520/35-25，Semrock）进 行 收 集 。

在获取 SOFI 图像时，连续拍摄 5000 张图像，功率为

0. 3 mW，单张曝光时间为 50 ms。在分析图像亮度

时，功率为 0. 3 mW，单张曝光时间为 100 ms。
2. 9　数据分析

图像的常规调整以及数据分析主要通过 Image J
和 Origin 软件实现。采用 Geissbühler 等［28］的研究方法

进行SOFI分析，采用 Image J的插件NanoJ SQUIRREL
对图片的 RSP（分辨率缩放皮尔逊系数）进行分析。

3　实验结果

图 1 是该实验的标记策略原理图。先将目的蛋白

用带生物素的抗体识别（生物素耐消化，因此可以膨胀

后染色），之后将样品进行水凝胶包埋并膨胀。为了防

止水凝胶在成像缓冲液中剧烈缩小，需要对膨胀后的

水凝胶进行二次包埋。参考 Zwettler 等［20］的研究，此

步水凝胶的膨胀系数减小到 3. 2。之后用修饰有链霉

亲和素的染料对生物素进行识别，达到对膨胀后目的

蛋白染色的目的。染色后的水凝胶可以放在成像缓冲

液中进行连续拍摄，从而实现荧光波动分析和 SOFI
处理。

为了观察添加成像缓冲液对样品的影响，对缓冲

液处理前后的图像进行了分析，结果如图 2 所示。其

中图 2（a）是未加入成像缓冲液时的微管图片，图 2（b）

是加入成像缓冲液之后的微管图片。对图像进行分析

可以发现，添加成像缓冲液后，样品的信号亮度相比未

加成像缓冲液时增强了约 60%，如图 2（c）所示。对信

图  1　标记策略原理图

Fig. 1　Principle of tagging strategy
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号淬灭的速度进行分析后发现，加入缓冲液之后的样

品在拍摄过程中的信号淬灭速度明显减慢，如图 2（d）
所示。在图 2（e）所示的荧光波动振幅分析中可以看

到，缓冲液处理后荧光信号的波动振幅相较缓冲液处

理前提高了数倍。整体的荧光信号增强、抗淬灭特性

增强和荧光波动幅度增强都是提高 SOFI 成像质量和

空间分辨率的重要因素。

另一个影响 SOFI 成像质量的重要参数是闪烁

比。常规染料常由于闪烁比太高不利于 SOFI 分析，

为了观察缓冲液处理前后图像的变化，本文对图像的

闪烁比进行了分析，结果如图 3 所示。图 3（a）是未加

缓冲液时的图像闪烁比分布，图 3（b）对应的图像闪烁

比的统计结果；图 3（c）和图 3（d）是加入缓冲液后图像

闪烁比的分布和统计。分析图 3 可以发现，添加缓冲

液后的图像闪烁比由未加入缓冲液时的 80%~95%
下降到 35%~40%。有研究显示，根据 SOFI 算法累

积量和闪烁比的关系，这个区间的闪烁比更佳［29］。

荧光闪烁参数的变化可能是影响 SOFI 图像质量

的重要因素，因此继续研究了缓冲液处理前后 ExM-

SOFI图像的分辨率。以微管为例，收集了其经缓冲液

处理前后的 5000 张图像进行 SOFI 处理，处理结果如

图 4 所示。图 4（a）和图 4（b）是未加入成像缓冲液时的

微管原图以及 SOFI分析结果，图 4（a）中的 5 张图从左

到右依次是微管原图、一阶 SOFI 图像、二阶 SOFI

图像、三阶 SOFI 图像和四阶 SOFI 图像，图 4（b）是

图 4（a）中 5 张图同一画线区域的分析。在图 4（b）中可

以看出，随着 SOFI 阶数增加，伪影渐渐增加。对画线

处一个原图上可分辨的分叉结构进行分析后发现，随

着 SOFI 阶数增加，分叉部分消失。图 4（c）和图 4（d）
是添加成像缓冲液后的微管原图以及 SOFI 分析结

果，图 4（c）中的 5 张图从左到右依次是添加缓冲液后

微管的原图、一阶 SOFI 图像、二阶 SOFI 图像、三阶

SOFI 图像和四阶 SOFI 图像，图 4（d）是上述 5 张图中

同一画线区域的分析。在图 4（d）中可以看出，添加缓

冲液后，随着 SOFI 阶数增加，微管的真实结构一直保

持得较好。对画线处一个原图上不可分辨的分叉结构

进行分析后发现，随着 SOFI 阶数增加，分叉结构慢慢

出现，出现了约 170 nm 的分叉结构并且分叉结构较为

稳定地存在。这一结果表明在缓冲液存在的条件下，

对实际样品的宽场成像图进行 SOFI 分析可以达到约

170 nm 的分辨率。此外，本文还对缓冲液处理前后的

RSP 值进行了分析，该值越高表明一致性越好。缓冲

液 处 理 前 的 二 阶 和 四 阶 RSP 值 分 别 为 0. 929 与

0. 658，缓冲液处理后的二阶和四阶 RSP 值分别为

0. 953 与 0. 724。缓冲液处理后的四阶 RSP 值高于缓

冲液处理前的，表明缓冲液处理后的四阶图像的真实

性较缓冲液处理前更高。对比两组图片可以看出，添

加缓冲液后，图像在高阶 SOFI 中更能保持真实信息，

图  2　加入缓冲液前后的图像变化，以微管为例，用 Alexa488 染色。（a）未加入缓冲液的图像；（b）加入缓冲液之后的图像；（c）缓冲液

处理前后图像的亮度；（d）缓冲液处理前后荧光信号的抗淬灭能力；（e）缓冲液处理前后荧光信号的波动幅度

Fig. 2　Image changes before and after buffer treatment, taking microtubules as an example, stained with Alexa488.  (a) Image without 
buffer; (b) image after adding buffer; (c) image brightness before and after buffer treatment; (d) anti-quenching ability of 
fluorescence signal before and after buffer treatment; (e) fluctuation amplitude of fluorescence signal before and after buffer 

treatment
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图  4　缓冲液处理前后微管的 SOFI 重构图。（a）未加入缓冲液时的微管原图以及 SOFI 处理后的一阶、二阶、三阶、四阶图像；（b）图

（a）中画线部分的亮度分布；（c）添加缓冲液后的微管原图以及 SOFI 处理后的一阶、二阶、三阶、四阶图像；（d）图（c）中画线部

分的亮度分布

Fig. 4　SOFI reconstruction images of microtubules before and after buffer treatment.  (a) Original images of microtubules without buffer 
treatment and the first-order, second-order, third-order, and fourth-order images after SOFI processing; (b) brightness 
distribution of underlined part in figure (a); (c) original image of microtubules after adding buffer and the first-order, second-

order, third-order, and fourth-order images after SOFI processing; (d) brightness distribution of underlined part in figure (c)

图  3　缓冲液处理前后图像闪烁比的变化。（a）未加缓冲液时的图像闪烁比分布；（b）未加缓冲液时图像闪烁比的统计；（c）加入缓冲

液后的图像闪烁比分布；（d）加入缓冲液后图像闪烁比的统计

Fig. 3　Changes of image on-time ratio before and after buffer treatment.  (a) Distribution of image on-time ratio before adding buffer; 
(b) statistics of image on-time ratio before adding buffer; (c) distribution of image on-time ratio after adding buffer; (d) statistics of 

image on-time ratio after adding buffer
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伪影出现得较少，并且更有利于通过 SOFI 算法来获

得膨胀样品分辨率的提升。

接下来，对 CD63 标记的囊泡（与微管样品的处

理过程相同）进行分析，结果如图 5 所示。图 5（a）和

图 5（b）是加入成像缓冲液前的囊泡原图以及 SOFI 分
析结果，图 5（a）中的 5 张图从左到右依次是未处理的

囊泡原图、一阶 SOFI 图像、二阶 SOFI 图像、三阶

SOFI 图像和四阶 SOFI 图像，图 5（b）是 5 张图中同一

画线区域的分析结果。在图 5（b）中可以看出，囊泡的

分析结果与微管类似，随着阶数增加，伪影渐渐增多。

对一个囊泡的膜边界进行分析后发现，原图中可看见

的囊泡边界形成的双峰结构的信号随着 SOFI 算法阶

数的增加渐渐变得杂乱。这表明部分真实结构在高阶

SOFI 中丢失。图 5（c）和图 5（d）是加入成像缓冲液后

的囊泡原图以及 SOFI分析结果，图 5（c）中的 5 张图从

左到右依次是添加缓冲液后的囊泡原图、一阶 SOFI
图像、二阶 SOFI 图像、三阶 SOFI 图像和四阶 SOFI 图
像，图 5（d）是 5 张图中同一画线区域的分析结果。由

图 5（c）可以看出囊泡的真实结构在 SOFI 阶数增加过

程中一直保持得较好。对一个囊泡的膜边界进行分析

后发现，随着阶数增加，双峰结构一直较为稳定。对比

囊泡经缓冲液处理前后的图像可以看出，添加缓冲液

后，囊泡在高阶 SOFI 中的伪影较少且更真实，结构保

持得更好。

4　结　　论

ExM-SOFI 技术是一种受仪器设备限制较小且又

可以增加分辨率的复合膨胀技术，但由于膨胀样品本

身信号较弱，在 SOFI 连续拍摄过程中不能达到最佳

效果。鉴于此，本课题组提出了一种抗淬灭增强的

ExM-SOFI技术。该技术在原来 ExM-SOFI的基础上

通过添加成像缓冲液来降低荧光信号在拍摄过程中的

淬灭，同时增强了样品的荧光信号强度、荧光波动幅度

和闪烁比，使普通染料也可以在 ExM-SOFI 中有较好

表现。以实际样品为例证明了这种方法可以使样品在

高阶 SOFI 中保留更多真实信息，减少了伪影，是一种

效果更好的 ExM-SOFI超分辨成像方法。
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Abstract
Objective　 Expansion super-resolution technology, in which resolution is improved by improving the corresponding sample, has 
emerged in recent years.  Owing to its strong compatibility with other optical technologies and its high resolution, it has attracted an 
increasing amount of research attention.  The combination of expansion super-resolution technology and other super-resolution 
techniques is one main development direction for expansion super-resolution technology.  Expansion combined with optical fluctuation 
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Abstract
Objective　 Expansion super-resolution technology, in which resolution is improved by improving the corresponding sample, has 
emerged in recent years.  Owing to its strong compatibility with other optical technologies and its high resolution, it has attracted an 
increasing amount of research attention.  The combination of expansion super-resolution technology and other super-resolution 
techniques is one main development direction for expansion super-resolution technology.  Expansion combined with optical fluctuation 
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super-resolution technology (ExM-SOFI) is a widely used compound expansion technology with relatively few restrictions.  To 
enhance the imaging of the existing ExM-SOFI, we applied an imaging buffer to enhance the anti-quenching ability of the expansion 
sample during shooting.  The fluorescence intensity, fluorescence fluctuation amplitude, and on-time ratio of common dyes in ExM-

SOFI were improved.  Finally, the staining results of the microtubules and vesicles indicate that the use of this technique can make the 
sample more realistic, with fewer artifacts, and can improve the final resolution of expansion samples in high-order SOFI technology.

Methods　 In this study, we derived an anti-quenching-enhanced ExM-SOFI technique by improving the existing ExM-SOFI 
technique using an imaging buffer.  First, the samples were labeled with biotinylated antibodies.  Biotins can retain recognition sites 
after expansion, for post-expansion staining, to reduce signal loss.  An expanded hydrogel was then obtained using a common 
expansion protocol.  Next, the expanded hydrogel was cut into a suitable size and re-embedded in a high-concentration solution to 
prevent it from shrinking.  After re-embedding, the expanded hydrogel was incubated with a dye modified with streptavidin.  During 
photography, the stained hydrogel was immersed in an imaging buffer for imaging.  We used an imaging buffer with an oxygen-

scavenging system as the main component.  The fluorescence intensity, anti-quenching ability, and fluorescence fluctuation amplitude 
of the images before and after the buffer treatment were analyzed.  In addition, the on-time ratio and artifacts of the SOFI images 
before and after buffer treatment were analyzed, and the changes in different orders of SOFI were compared.

Results and Discussions　The experimental design is illustrated in Fig.  1.  According to the analysis results of the images before 
and after the imaging buffer treatment, the fluorescence intensity of the sample with the imaging buffer was approximately 60% higher 
than that without the imaging buffer [Fig.  2(c)].  The signal quenching speed of the sample with the imaging buffer was slower during 
the shooting process compared with that of the sample without the imaging buffer [Fig.  2(d)].  In the analysis of the fluorescence 
fluctuation amplitude [Fig.  2(e)], the fluorescence fluctuation amplitude of the image after the buffer was added was several times 
larger than that of the image before the buffer was added.  Enhancements in the fluorescence intensity, anti-quenching ability, and 
fluorescence fluctuation amplitude are important to improve the quality and resolution of SOFI imaging.  The on-time ratio is an 
important parameter that affects the imaging quality of SOFI; conventional dyes are often not conducive to SOFI analysis because of 
their high on-time ratios.  We analyzed the on-time ratio of the images before and after the imaging buffer was added, and the results 
are shown in Fig.  3.  Compared with the image without a buffer, the overall on-time ratio of the image with a buffer decreased from 
80% ‒ 95% to 35% ‒ 40%.  In a study by Wang et al.  on SOFI, an on-time ratio in this interval was better for SOFI analysis.  In 
addition, we analyzed the resolution-scaled Pearson (RSP) correlation values before and after the buffer was added; higher values 
indicate a better agreement.  The RSP value after the buffer was added was higher than that before, indicating that the image with 
buffer was more authentic.  In the comparison of different orders of SOFI (Figs.  4 and 5), in the imaging results of both the 
microtubule or vesicle, fewer image artifacts existed after the buffer treatment than before, and the real structure was better 
maintained in high-order SOFI.

Conclusions　 ExM-SOFI technology is a composite expansion technology that has relatively few equipment limitations and can 
increase resolution.  However, owing to the loss and dilution of fluorescence signals during the preparation of expanded samples, the 
signal of the expanded samples can be weak, making it difficult to achieve the best results during SOFI continuous shooting.  In this 
study, we proposed an anti-quenching enhanced ExM-SOFI technology that combines imaging buffer technology with the original 
ExM-SOFI to reduce fluorescence quenching during shooting.  We found that this technique enhanced both the intensity and 
fluctuation amplitude of the fluorescence.  The on-time ratio was also reduced to a range that was more suitable for SOFI analysis, 
enabling ordinary dyes to perform better in ExM -SOFI.  An increase in the RSP value also indicated that this technique increases the 
credibility of the image.  Finally, a comparison of different order SOFI images showed that this method reduced artifacts and better 
maintained the real structure in high-order SOFI.

Key words bio-optics; ExM-SOFI; expansion super-resolution; optical fluctuation super-resolution; imaging buffer; enhanced anti-
quenching
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