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摘要　随着荧光探针的出现,超分辨成像技术发展迅速,多种不同的超分辨显微技术产生并得到广泛应用.超分

辨成像技术的发展为生命科学领域的研究提供了极大便利,也越来越受到研究者的重视.由于传统超分辨显微成

像技术在成像速度、观察视野范围、系统成本等方面仍存在一定的限制,新型超分辨显微成像技术的发展让研究人

员再次看到超分辨成像领域的曙光.介绍了近年来出现的几种新型超分辨成像技术,包括膨胀样品超分辨技术、

表面增强超分辨技术和荧光偏振超分辨技术,旨在总结这些新型超分辨技术的发展,为生命科学领域提供新的技

术参考.
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１　引　　言

显微成像技术在现代生物学的发展中起到了至

关重要的作用,从１７世纪英国物理学家、天文学家

罗伯特胡克发明显微镜并用其成功观察且命名细

胞开始,显微成像技术就与现代生物学的关系越来

越密切.然而,德国物理学家阿贝曾经指出,由于受

光学衍射极限的影响,传统光学显微成像分辨率最

小约为入射光波长的一半.因此,科学家们一直在

不断努力,试图寻找突破光学显微镜分辨极限的

方法.
近年来,随着计算机技术的发展,基于硬件信号

采集和软件计算分析相结合的超分辨显微技术应运

而生[１].实现超分辨的关键在于荧光团的强度调制,
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这种调制可以通过结构化方式实现,如受激发射损

耗[２Ｇ３]、饱和结构光照明显微[４];也可以通过随机方式

实现,如 光 敏 定 位 显 微 和 随 机 光 学 重 建 显 微

(STORM)[５Ｇ７].此外,还有一些其他的超分辨方法,
例如超分辨率光学波动成像[８]和基于熵的超分辨成

像(ESI)[９]等.
然而,在超分辨显微技术飞速发展的同时,现有

成像技术的缺陷也日益显现,主要包括:１)通过强

度开关调制来实现超分辨的方法在很大程度上依赖

于不同的激发波长,不同的波长对荧光标记物有严格

要求,特殊的样品制备条件使得超分辨技术的应用受

到限制;２)成像分辨率和成像时间不可兼得,使得超

分辨技术在活细胞成像领域中的应用受限;３)为了

得到尽可能高的分辨率,常需要使用高数值孔径

(NA)的物镜,因此对透镜制造技术提出了一定要求,
也限制了观测的视野,使得能够同时观察到的细胞数

量大幅减少;４)设备变得庞大笨重、价格昂贵,并且

日益复杂的设备使得操作和维护也越来越困难.
为了解决上述问题,需要发展一些新型的超分

辨技术以适应不同领域的要求.本文将介绍近几年

出现的几种新型超分辨显微成像技术及其相关应用

和发展前景.

２　膨胀样品超分辨成像技术

膨胀样品显微术(ExM)的概念是由Chen等[１０]

于２０１５年提出的,该技术利用高吸水性分子吸水溶

胀的特性,将样品物理放大以达到超分辨显微的效

果.这种技术不依赖于光学技术来突破衍射极限,
而是在衍射极限存在的条件下人为放大样品,从而

可以观察到更细微的结构.

２１世纪以来,脑科学已成为世界各国的研究热

点,然而时至今日,大脑依旧是人类认知领域的黑

洞.要了解大脑产生思想、控制人体活动的机理,需
要看清大脑结构、控制大脑回路和绘制大脑分子图

谱.到目前为止,依然缺乏有效测绘大脑精细结构

的工具.Marblestone和Boyden[１１]尝试将原位测

序技术应用到大脑结构测绘中.通过放大大脑组

织,再利用原位测序技术读取细胞,就可以描绘出大

脑回路的结构.将组织进行放大的技术,即为本节

要介绍的新型超分辨技术———膨胀样品超分辨显

微术.
研究人员将大脑样本包埋在一种高吸水性的分

子中,整个细胞形成一个密集的网,再将带有荧光的

标记分子与特定的靶点结合,用蛋白酶将样品中的

蛋白质消化,最后加水溶胀,即可将大脑样本扩大.
如图１[１２]所示,在ExM 中,多聚物(紫线)穿过固定

的细胞(左图),经过再水化,多聚物吸水溶胀(右
图).定位细胞结构的染液(绿色和红色的圆圈)与
多聚物以共价键的形式连接并随着样品扩展.由于

荧光标记分子已与特定的靶点结合,在各向同性的

溶胀中,各标记的相对位置不发生改变,从而反映了

大脑样本的原本结构.这种技术可以将大脑样本的

线性 维 度 扩 大４倍 左 右,从 而 将 分 辨 率 提 高 到

７０nm左右[１０].但是这种未保留组织中蛋白质特性

且仅依靠特殊定制的试剂来区分细胞结构的方法有

很大的局限性.因此,研究人员又对ExM 进行改

进,发 明 了 蛋 白 质 保 留 膨 胀 样 品 超 分 辨 术

(proExM)[１３].利用传统荧光标记的抗体、链霉亲

和素或荧光蛋白直接与可溶凝胶交联,取得了很好

的超分辨成像效果(图２[１３]).

图１ ExM的工作原理[１２]

Fig敭１ WorkingprincipleofExM １２ 

　　与此同时,研究人员还把这种新的显微术应用于

基因原位杂交技术中.研究人员将核糖核酸(RNA)作
为样本的观察对象,利用膨胀样品达到可视化的原理,
定位了RNAs在纳米级细胞结构(例如神经突触)中的

位置,并研究了RNAs的组织结构,为FISH技术锦上

添花,因此该技术也被称为ExFISH[１４].

ExM 在超分辨显微成像中已是一个巨大的突

破,可实现用常规光学显微镜达到超分辨显微的效

０３０００６Ｇ２
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果.在科研人员的不懈努力下,又一项新成果问世,
即迭代ExM(iExM)[１５].

图２ 用proExM观察得到的哺乳动物脑电路[１４].将带有

绿色荧光蛋白的病毒注射入猕猴大脑皮层后(a)膨胀前和

(b)膨胀后的宽场成像照片;(c)将图２(b)中某个区域

利用共聚焦显微镜成像并进行立体渲染后的照片

Fig敭２ MammalianbraincircuitryobservedbyproExM １４ 敭

 a PreＧexpansionand b postＧexpansionwidefieldimaging
pictureswhenviruswithgreenfluorescentproteininjected
incortexofmacaque  c imagetakenwithaconfocal

microscopeandstereoscopicallyrenderedof
theboxedregioninFig敭２ b 

如何将一个样品放大很高倍数,可以参考吹气

球的过程,气球吹得越大,气球的厚度就越薄,由此

可知,若要将样本放得更大,就需要减小细胞中由高

吸水性分子形成的网的密度.但是细胞在溶胀过程

中无法各向同性地扩大,导致细胞结构变得极其不

稳定,也就失去了观察的意义.因此需要找到一种

方法,使得细胞在溶胀过程中还可以保持其结构的

稳定,这种方法就是使用另一种高吸水性分子凝胶.
这种凝胶可以破坏原有吸水分子间的交联,然后再

进行自身的吸水溶胀,如此便可以保证组织的结构

稳定.具体的实现办法是对组织进行两次溶胀[１５],
如图３所示,第一次溶胀与传统ExM 相同,第二次

溶胀基于第一次溶胀产生的新空隙,这是该技术的

重点.由此,样本可以被扩展到２０倍,成像分辨率

达到了２５nm,因此可以观察到小鼠大脑中的突触

蛋白以及树突棘的详细结构.
利用iExM可以观察到影响突触内数百种蛋白

结构的支架蛋白,以及神经递质在突触后细胞表面

的分布.目前,光遗传学技术可以控制脑回路,膨胀

样品超分辨显微术可以描绘脑回路,３D成像技术可

以重建大脑高速电动力学３D图像,这些技术的产

生无疑会极大地促进脑科学的发展.Boyden教授

认为,未来最快５年就可以完全掌握绘制神经回路

精确细节、观察其高速动态变化以及控制它的技术.
此外,绘制出足够细致的小型神经回路图像,甚至用

计算机模拟出其运作过程的技术预计也能实现,到
时将可以模拟一些结构较为简单的大脑神经元以及

其分子的动态变化.

图３iExM的原理图

Fig敭３ DiagramofiExM

　　ExM是一种便宜、快速且分辨率高的新型成像

技术.相比于传统显微镜,ExM的时间分辨率无附

加限制,但空间分辨率可以达到７０nm.相比于原

有超分辨技术,其样品制备要求与传统显微镜相同,
因而适用范围较广.

３　表面增强超分辨技术

现有超分辨技术在样品纵向图像的获取上可分

为两类:１)通过增加可获取的信号纵深以更好地获

取样品的三维图像,如双光子荧光显微技术等;２)
通过降低可获取的信号纵深以更好地获取样品表面

的图像,如等离子结构照明显微技术(PSIM)和基于

芯片的宽视场纳米显微术(CWN)等.下面主要介

绍第２类技术中的两种新型前沿显微技术,二者都

是利用特殊材料的样品作为载物台对照明光进行有

效的调制,以增强样品表面的成像效果.

３．１　等离子结构照明显微技术

PSIM是于２０１４年由 Wei等[１６]在传统客户识

别模块(SIM)原理的基础上利用表面等离子体干涉

(SPI)代替光学干涉,从而获得达到SIM 两倍分辨

率的新型超分辨显微技术,该技术的关键在于对表

面增强拉曼散射(SERS)的应用.SERS现象最早是

由Fleishmann等[１７]于１９７４年提出的,他们在研究电

化学电池时发现吡啶分子在银电极上的吸附使其拉

曼光谱的谱线强度发生明显增强.SERS并不是在任

何表面都可以发生,只在有限的几种金属表面上才能

够有效产生,通常应用的是银和铜.当光入射到金属

和样品交界面时,金属表面会产生一种沿表面传播的

０３０００６Ｇ３
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表面等离子体波(SPW).p偏振光在表面发生全反

射时,在特定的入射角会与SPW发生共振,称为表面

等离子体共振(SPR).产生SPR时,SPW 可增强几

百倍,因此SPR有显著的表面增强效应.
近年来,SIM[４]以其光毒性低、成像速度快、适

用于观察活细胞等优点得到了越来越广泛的应用,
然而传统SIM由于原理上的限制只能达到衍射极

限两倍左右的成像分辨率.PSIM将SIM与可调制

的SPI结合起来,用SPI序列作为新的照明光源代

替传统SIM中的激光干涉条纹,利用振镜扫描实现

条纹变化,通过重建达到了相当于传统SIM 两倍的

分辨率.PSIM的成像系统如图４所示[１８],图中照

射到xoz和yoz平面的入射角度是通过振镜s１和

s２的扫描来实现的,s２放在透镜１的后焦平面上,
样品放在透镜２的焦平面上.

图４ PSIM系统示意图[１８]

Fig敭４ SchematicsofthePSIMsystem １８ 

　　PSIM与传统荧光显微技术成像效果的对比如

图５所示[１８].图５(d)、(e)中黄色虚线代表光学传

递函数;图５(f)中蓝色曲线为传统荧光成像的截面

强度分布,绿色和红色为PSIM 重建后的荧光成像

的轴向分布.
相比之下,PSIM主要有以下优点:

１)高分辨率.与传统SIM 技术和SSIM 技术

相比,PSIM的优势在于在不减帧速且不利用饱和

荧光效应的前提下获得高分辨率的显微图像.

２)高信噪比.倏逝波在垂直方向上快速衰减,
通过将激发光限制在样品表面一个很小的区域内即

可得到较高的信噪比.

３)成像分辨率不依赖于NA.PSIM原理上不

依赖于NA 的限制,利用较小NA 的物镜仍可获得

比SIM更高分辨率的图像.

４)极大的应用前景.对于诸如哺乳动物细胞

等需要对其表面进行观测的样品,PSIM 是一种能

够较好地解决衍射极限问题、同时还具备较高对比

度的成像手段.这种技术将在高速超分辨领域内产

生巨大的影响.

３．２　芯片照明超分辨

基于芯片的CWN,简称芯片照明超分辨,利用

照明光在波导片与样品界面处产生的瞬逝场使得样

品仅在表面极薄的部分得到激发,从而减弱获取信

号中背景信息的干扰,实现超分辨.

图５ PSIM下直径为１００nm的荧光颗粒[１８].(a)传统的荧光显微图像;(b)重建的PSIM图像;(c)对应的扫描电子

显微镜图像;(d)图５(a)的傅里叶变换;(e)图５(b)的傅里叶变换;(f)荧光强度分布

Fig敭５ Fluorescentparticleswithdiameterof１００nmobtainedbyPSIM １８ 敭 a Conventionalfluorescencemicroscopic
image  b reconstructedPSIMimage  c correspondingscanningelectronmicroscopeimage  d Fouriertransformof

Fig敭５ a   e FouriertransformofFig敭５ b   f fluorescenceintensitydistribution

０３０００６Ｇ４
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　　CWN技术是由Grandin等[１９]在２００６年提出

的,并 由 Diekmann 等[２０]在 ２０１７ 年 进 行 改 进.

Diekmann等利用波导片实现了照明光与探测光的

完全分离,在原有的平板波导的基础上研制了可控

能力更强的肋形波导和带状波导[２０],如图６所示,
将复杂的光学功能集成在以波导片为主体的通用平

台上.图６(a)是在原有平板波导的基础上部分蚀

刻形成的肋形波导,图６(b)是在原有平板波导的

基础上完全蚀刻至二氧化硅(SiO２)底板形成的带

状波导,两种情形下波导通道的宽度都是２５~
５００μm.CWN的主要优点有:１)波导片的应用

将激发光路完全从显微系统中分离出去,使用时

无需考虑光路的耦合,大大降低了整套设备的复

杂度;２)波导片利用光在高折射率材料和周围介

质(水或细胞)间的界面上发生全内反射的原理,
高效地利用瞬逝场照明样品;３)由于其对照明光

在空间上的严格限制,图像具有较高的信噪比;４)
由于照明光与成像光的物镜非相关,因此可以随

意根据需要更换不同放大倍数/分辨率的物镜;５)

由于该技术对光信号的利用效率高,使用 NA 较

小的物镜即可在获得较大视场的同时,确保图像

的分辨率不至于太差.

Diekmann等[２０]利用两种互补的技术———ESI
技术和直接STORM(dSTORM)技术,展现了基于

波导芯片的超分辨荧光显微成像技术的功能.他

们分别用两种技术观察了小鼠肝窦内皮细胞中肌

动蛋白细胞骨架和质膜相互作用形成的开孔.两

种技术的主要差异如表１所示.由表可知,CWN
可以极大地提升显微成像的空间分辨率,但当它

与STORM等技术结合使用时,受到时间分辨率

的限制,无法进行活细胞成像.这项技术解决了

一直以来存在于超分辨显微技术中的缺陷,提高

了超分辨显微系统的应用性能,有极大的市场价

值和开发前景.此外,该技术为研究者提供了新

的思路,基于芯片的激光产生、过滤和调制技术将

为超分辨显微领域带来发展的新动力.可以预

见,未来的超分辨显微领域将会因为光子集成电

路的发展而再次产生较大的飞跃.

图６ 波导片.(a)肋形波导;(b)带状波导

Fig敭６ Waveguidechips敭 a Ribwaveguide  b stripwaveguide

表１　基于芯片的ESI技术和dSTORM技术的主要差异

Table１　MaindifferencesbetweenchipＧbasedESI

anddSTORMtechnologies

Parameter
ChipＧbased
ESItechnology

ChipＧbased
dSTORMtechnology

Acquisitiontime ＜２５s ８Ｇ３０min
Resolutionwith
×２０lens/nm

３４０ ＜１４０

Resolutionwith
×６０lens/nm

１１０ ＜５０

４　偏振超分辨成像技术

荧光的基本物理尺寸包括强度(反映荧光浓

度)、波长(吸收和发射光谱)、时间(荧光衰减寿命)
和偏振(由偶极子取向产生).诺贝尔奖获得者

Betzig教授[２１]在１９９５年曾提出可以通过在不同维

度上分离相邻的分子来实现超分辨成像,荧光的偏

振与发色团的偶极子取向有关,使得使用荧光偏振

显微揭示生物大分子的结构和功能成为可能.然

而,偏振作为荧光的第四维度,在超分辨领域的发展

中一直处于初级阶段.

２０１４年,Walla课题组[２２]通过对激光进行偏振

调制和稀疏重构来实现超分辨成像,该课题组提出

的偏振调制超分辨(SPoD)技术在不需要结构光照

明、开关调制以及闪烁荧光探针的条件下通过偏振

调制以及偏振角度缩小实现了超分辨成像,将偏振

引入超分辨显微成像领域.偏振调制数据采用

SPEED(SparsityPenaltyＧEnhancedEstimationby
Demodulation)反卷积算法进行解调,从而重构超分

辨图像.该方法虽然可以实现超分辨,但重构期间

会导致偶极子方向信息丢失.对于究竟是SPoD带

来了超分辨还是SPEED重构算法带来了超分辨仍

存在着争论.２０１５年,Frahm 等[２３]对此提出质疑

并发表了针对这一文章的评论:利用荧光偏振不能

够获得进一步的超分辨.Walla课题组[２４]一方面承
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认Keller等的观点,另一方面则用新的实验捍卫他

们自己的工作.关于偏振调制能否带来超分辨信息

目前仍然存在着争议.

２０１６年１０月３１日,NatureMethods杂志的

“研究亮点”栏目报道了由北京大学席鹏课题组及

其合作者提出的一种新的基于偏振偶极子方位角

的 SDOM (SuperＧResolution Dipole Orientation
Mapping)技术[２５Ｇ２６],该技术引入荧光的偶极子角

度作为荧光分子的第四维度,同时从荧光强度和

荧光各向异性等方面来考虑偏振调制能否带来更

多超 分 辨 信 息,完 美 回 答 了 上 述 争 论 问 题.

Zhanghao等[２６]在 SPoD 技 术 的 基 础 上 提 出 了

SDOM技术,利用稀疏反卷积算法代替了SPEED
算法,在实现相同强度分辨率的条件下进一步获

取了偶极子取向信息,两种成像方式的对比如表２
所示.

表２　基于荧光偏振显微镜的SPoD技术和SDOM技术的主要差异

Table２　MaindifferencesbetweenSPoDandSDOMtechnologiesbasedonfluorescencepolarizationmicroscope

Technology Algorithm Orientationinformation Acquisitiontime Resolution
SPoD SPEED No About３００ms About１００nm
SDOM PolarizationＧvariantdeconvolution Yes About２００ms About１００nm

　　通过比较不难看出,SDOM 技术在时间分辨率

和图像分辨率上均优于SPoD技术,且具有激光功

率低和成像速度快的优势,因此可被用于动态活细

胞成像.但是,作为一种偶极子分辨技术,SDOM
技术也存在一定的局限性:SDOM 技术需要利用不

同的偶极子取向信息来分辨细节,对于密集标记的

均匀 取 向 样 品,由 于 偶 极 子 取 向 采 用 平 均 值,

SDOM技术难以解析偏振角信息.
另一种偏振超分辨技术主要基于单分子成

像.Cruz等[２７]提出的偏振解析dSTORM(polarＧ
dSTORM)可在一帧中测量单个荧光偶极子,并通

过随机切换开/关状态在其他帧中测量其他的偶

极子取向,再通过重建获得整体的超分辨率图像.
在polarＧdSTORM中,为了保持单分子定位中的高

信噪比,使用两个探测通道来实现平面取向内偶

极子取向信息的测量,并忽略单个偶极子的摆动

信息.通过重建算法计算每帧中单个分子的方位

角和位置,可以实现单分子的准确定位和取向测

量.其中,取向信息中包括从每帧图片中的荧光各

向异性直接测得的平均偶极子取向信息和静态估计

出的摆动孔径角.polarＧdSTORM可用于生物细丝

的纳米取向成像,包括dsDNA、actin蛋白和细胞微

管成像,可以给出点取向和摆动角的定量结果.由

于polarＧdSTORM的成像时间大约为２~４０min,
加上其特定的样品制备要求,使得它在活细胞成像

中受限.
在Hafi、Zhanghao以及Cruz等的研究中,已经

将利用偏振维度的超分辨荧光显微镜运用到对海马

切片、哺乳动物细胞和酵母细胞的观察之中.相比

于其他超分辨技术,利用偏振实现超分辨的优势在

于:在不牺牲成像速度和样品毒性的前提下实现了

传统分辨率两倍以上的超分辨.因此,未来荧光偏

振超分辨显微镜可在更多的生物领域中发挥作用.
几种新型成像方法对比如表３所示.

表３　几种新型成像方法对比

Table３　Comparisonofseveralnewimagingmethods

Method Name Spatialresolution Timeresolution Specimenrequirement

Expansion
microscopy

ExM ７０nm

iExM ２５nm

Dependonwhatkind
ofmicrocopyused

Escherichiacoli,mammalian
cells,mousecortexandbrain

hippocampus,etc

Surface
enhanced
microscopy

PSIM
２．６Ｇflodof

epiＧfluorescence
Dependonwhatkind
ofmicrocopyused

Justproved
inbeads

CWN
５０nm

(withdSTORM)
８frames－１

(withESI)
Stationarysamplesthat
needspecificpreparation

Fluorescence

polarization
microscopy

SPoD １００nm ３frames－１
Limitedbydenselylabeled
andheterogeneouslysamples

SDOM １００nm ５frames－１
Limitedbydenselylabeled,and
homogenouslyorientatedsamples

polarＧdSTORM １０nm ２Ｇ４０min
Stationarysamplesthat
needspecificpreparation
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５　总　　结

近年来,超分辨技术发展迅速,被评选为２０１４
年NatureMethods的十大年度方法之一,并先后实

现了多色、三维、活细胞快速成像.超分辨技术突破

了传统光学成像中的衍射极限,将传统成像分辨率

提高了２~２０倍,其在生物领域中的应用也愈加广

泛,实现了对细胞膜蛋白分布、细胞骨架、线粒体、染
色质和神经元突触等诸多精细结构的观察,极大地

加快了生命科学领域的研究进展.但是,原有的超

分辨成像技术受原理限制,在成像速度或分辨率水

平等成像特性上很难再有突破,因此新型超分辨技

术的发展显得尤为重要.
在此介绍了最近出现的几种新型超分辨技术.

从上述描述中可以看出,几种新型的超分辨技术在

不同的应用中各有所长,为光学成像领域带来了新

的曙光.随着人们对生命科学领域的不断深入探

索,超分辨技术将会继续发展以满足不同的应用需

求.未来需要在并行化、高速、活细胞和活组织方

面,实现超高时空分辨活体成像.科研人员需要不

断开拓思维来推动新型超分辨技术的发展,使得超

分辨领域朝着３D实时动态活细胞成像的目标不断

前进.
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