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超分辨光学显微的成像原理及应用进展
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摘要　突破了衍射极限的超分辨光学显微成像通常被用于观测亚细胞的结构特性及其相互作用,对于研究基因组

和攻克重大疾病具有重要意义.首先分别介绍了４种典型的超分辨显微成像技术的工作原理,然后阐述了多色荧

光成像和三维成像等观测手段的研究进展,最后综述了近年来国内外超分辨光学成像在细胞活动观测、细菌细胞

研究和细胞骨架观测中的应用现状.文中指出,影响成像质量的主要因素包括荧光蛋白较差的光稳定性、低的光

活化速率以及弱的荧光强度等.随着上述问题的解决,超分辨光学成像将在厚样品三维成像、多色荧光成像和活

细胞快速成像等方面得到广泛应用,最终推动生命科学、材料科学的发展.
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Abstract　UltraＧresolutionopticalmicroscopy whichbreaksthroughthediffractionlimit istypicallyusedto
observestructuralcharacteristicsandinteractionsofsubcells敭Thismethodhasgreatsignificanceforthestudyof
genomesandtacklingmajordiseases敭ThispaperbeginsbyintroducingtheworkingprinciplesoffourtypicalsuperＧ
resolutionmicroscopicimagingtechniques敭Subsequently researchprogressintheareasofmultiＧcolorfluorescence
imagingandthreeＧdimensionalimagingisemphasized敭Finally recentapplicationsofsuperＧresolutionoptical
imagingforcellactivityobservation bacterialcellresearch andcytoskeletonobservationarereviewedboth
domesticallyandabroad敭Themainfactorsreportedlyaffectingtheimagingqualityarepoorlightstabilityofthe
fluorescentprotein lowlightactivationrate andweakfluorescenceintensity敭Solutionoftheaboveproblemswill
leadtothewidespreaduseofsuperＧresolutionopticalimagingforthethreeＧdimensionalimagingofthicksamples 
multiＧcolorfluorescenceimaging andfastimagingoflivingcells ultimatelyfurtheringthedevelopmentoflife
scienceandmaterialsscience敭
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１　引　　言

在人类探索微观世界的进程中,显微镜起了决

定性作用,它的发明与发展推动了生物学、医学、化
学、物理学的进步.最初,人们用肉眼仅能分辨

０．１mm的物体.１９世纪末,光学显微镜的分辨率

达到０．２μm,借助它人们能看到细胞及其部分结

构.２０世纪３０年代出现了电子显微镜,其分辨率

为５０nm,使人们看到了更精细的细胞结构.２０世

纪８０年代初发明的扫描隧道显微镜的分辨率达到
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了０．０１nm,从而将人们带入了原子的世界.相比

于光学显微镜,电子显微镜缺乏荧光光学显微镜的

基本优势,即高度特异性的多色标记和活细胞成像.
然而,光学显微镜受光的衍射效应和光学系统有限

孔径的限制,存在分辨极限δ(也称阿贝极限),即

δ＝０．６１λ/(nsinα),其中,λ 为光源的波长,n 为折

射率,α为孔径角.假设光源的波长λ 为４００nm,
物镜和样本之间的介质为空气(折射率n＝１),此时

的分辨率为２００nm.这个分辨率对于平均直径为

１０~２０μm的人体细胞来讲是足够了,但是对于亚

细胞结构,如线粒体、中心体、高尔基体、细胞骨架

等,还远远不够.生物医学的研究与发展需要更高

分辨率显微镜,超分辨光学显微镜应运而生[１].超

分辨光学显微镜突破了传统光学显微镜的衍射极

限,将分辨率从几百纳米提高到几十纳米,显微镜下

直径为２００~７５０nm的模糊一团的时代过去了[２],
人类的观测视野上升到一个新水平.

超分辨光学显微的成像原理主要分为两类:一类

是基于单分子定位显微(SMLM)成像,它包括光激活

定位显微(PALM)和随机光学重构显微(STORM);
另一类是基于点扩展函数(PSF)调制的超分辨显微

成像,它包括受激发射损耗显微(STED)和结构光照

明显微(SIM).鉴于超分辨成像对生物学研究的重

大影响,２０１４年诺贝尔化学奖被授予对超分辨荧光

显微成像作出卓越贡献的３位科学家———美国霍华

德休斯医学研究所教授EricBetzig、德国马克斯普

朗克生化研究所教授StefanW．Hell和美国斯坦福大

学教授 WilliamMoerner[３].
近年来,超分辨光学显微成像被广泛地应用于

生物医学研究中,纳米级的分辨率使其在分子水平

上的研究成为可能,因此活体细胞观测技术也越来

越成熟.利用活细胞观测技术,人们可以实时跟踪

与定位活细胞内的基因[４],这有利于理解基因及其

相互作用,也让人们看到了攻克癌症、治愈人类重大

疾病的希望.本文在详细说明各种超分辨光学成像

原理的基础上,着重阐述了多色荧光成像和三维定

位与成像等观测手段的研究成果,最后综述了超分

辨成像技术在生命科学研究,包括细胞活动观测、细
菌细胞研究和细胞骨架观测方面的应用进展,旨在

推动超分辨成像技术的发展.

２　超分辨光学成像原理

２．１　单分子定位

在基于SMLM 技术的超分辨成像中,PALM

与STORM 的原理十分相似,成像过程包括多次循

环,每个循环期间荧光团被连续地激活、成像和去活

化.然而,为了实现荧光团的高精度定位,通常使用

低强度激光(保证一定密度的激活分子),循环地随

机激活不同的荧光团,使得各个荧光团的图像互不

重叠,从而有助于确定荧光团的位置[５].它们的区

别在于所用标记的类型不同:PALM 用荧光蛋白进

行标记,收集到光子的数量较少,从而限制了它的分

辨率;STORM用荧光染料进行标记,可以在给定的

时间内发射更多的光子[６],但是,荧光染料可能具有

的光毒性限制了其在活细胞标记中的应用.PALM
一般用于观察细胞外源表达的蛋白质,而STORM
则多用于研究细胞内源蛋白质的定位[７].随着荧光

团技术和其他相关SMLM技术的发展,这些差异将

会变得更小[８].

Betzig等[９]用光活性绿色荧光蛋白(PAＧGFP)
标记蛋白质.首先,采用４０５nm激光以低能量照

射细胞表面,激活稀疏分布的几个荧光分子;然后用

５６１nm激光照射,使已经激活的荧光分子受激发射

荧光,接着继续照射将使这些发光的荧光分子漂白,
而不能被下一轮激发光再次激活.随后,交替使用

４０５nm和５６１nm激光激活,激发和漂白其他的荧

光分子,进入下一个循环,这就是光激活定位显微

术.荧光光活化定位显微(FPALM)[１０]是PALM
方法的一个延伸,两者原理相似,即:发光的荧光团

经CCD摄像机成像后,荧光分子被可逆地灭活或不

可逆地光漂白而从视场中消失,这些可光活化分子

的活化速率或光漂白速率受光强的控制.Rust
等[１１]和Dempsey等[１２]利用不同波长的激光照射光

开关荧光基团,使其发生荧光态Ｇ暗态转换,获得了

比传统光学显微镜高１０倍的分辨率,并将这一过程

命名为STORM[１３].单分子定位的优点在于可以

实现高分辨率的宽视场成像,缺点则是需要循环成

像,由于反复激活和淬灭荧光分子,所需时间长,其
时间分辨率较低.光激活定位显微术和随机光学重

构显微术的原理如图１所示.
图１表示标记样品结构的荧光探针在不同时刻

被激活,使得荧光基团在没有空间重叠的情况下被

精确地定位.反复的激活和成像过程能够依次确定

许多荧光探针的位置,然后由这些位置已知的探针

分子就可重建出超分辨率图像.图１(b)中左下角

显示了一种单一荧光染料和高精度定位的分子图像

(十字标记).

PALM和STORM都属于宽场成像,横向分辨
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率为１０~３０nm,轴向分辨率为１０~７５nm,时间分

辨率可达秒量级.虽然它们的空间分辨率都很高,
但成像时间相对较长,对标记密度较为敏感,且荧光

团之间的串扰等也是需要解决的问题[１４].

图１ 随机光学重构显微术、光激活定位显微术和荧光光活化定位显微术的原理[１３].
(a)目标结构;(b)已激活的探针定位;(c)超分辨图像

Fig敭１Principleofstochasticopticalreconstruction microscopy STORM  photoactivatedlocalization microscopy

 PALM  andfluorescence photoactivationlocalization microscopy FPALM  １３ 敭 a Targetstructure 
　　　　　　　　　　 b localizationofactivatedprobes  c superＧresolutionimage

图２STED显微的原理[１５](A为简化的Jablonski图,描述了荧光周期内绿色荧光蛋白(GFP)的能量跃迁;B给出了使用甜

甜圈型STEDPSF荧光发射的空间限制;C为使用绿色和黄色发射探针进行活体脑切片双色超分辨成像的受激发射

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　损耗显微镜的设计方案)

Fig敭２BasicprincipleofSTEDmicroscopy １５ 敭 AissimplifiedJablonskidiagramdescribingtheenergytransitionsofgreen
fluorescentprotein GFP duringafluorescencecycle Bisspatialrestrictionoffluorescenceemissionusingdoughnut
shapedSTEDPSF CisdesignofahomeＧbuiltSTEDmicroscopeforperformingtwoＧcolorsuperＧresolutionimaging
　　　　　　　　　　　　ofgreenandyellowemittingprobesinlivingbrainslices 

２．２　PSF调制

与单分子定位不同,PSF是基于特殊强度分布

照明光场的成像方法.STED技术[１５Ｇ１８]采用两束共

轴激光,分别为激发光和损耗光,如图２所示.在激

发光的照射下,基态的荧光分子吸收光子跃迁到激

发态;延迟几皮秒之后再使用甜甜圈型(Doughnut)
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耗损光进行照射,当激发态的荧光分子遇到一个入

射光子,而且这个光子的波长刚好等于基态与激发

态之间的能量差时,将产生受激发射,从而使得这个

区域内的荧光分子进入不发光的耗损态.随着

STED激光器功率的提高,饱和耗损区将逐渐扩大,
但不影响焦点上的荧光发射.也就是说,仅在焦点

处一个小区域内才能看到荧光信号,从而降低了

PSF的有效宽度,实现超分辨率成像.这项技术的

优点是无需进行后续的图像处理、分辨率高且成像

速度快,缺点则是激发光的功率高,可能会损伤活细

胞,不适合用于活细胞的观测.STED是在共聚焦

显微镜的基础上加入一束甜甜圈型耗损光实现的,
横向分辨率为２０~７０nm,轴向分辨率为４０~
１５０nm,时间分辨率为毫秒量级[１４].

SIM技术[１９Ｇ２１]需要生成特殊的照明模式.在

照明光路中插入一个结构光调制器(如光栅、数字微

镜阵列DMD或空间光调制器),照明光经光栅调制

后再经过物镜投射到样品表面,形成正弦照明模式,

如图３所示.在正弦结构光的照射下,样品发射荧

光.当激发光强度较低时,荧光发射强度与激发光

强度成正比,属于线性结构光照明.当激发光强度

增大至峰值时,强激发光使荧光发射饱和;而在零点

处,不激发荧光基团,使得有效的照明模式中出现锐

利的暗区,此时荧光强度分布呈非线性,属于非线性

结构光照明,即饱和结构光照明(SSIM)[２２].正弦

照明模式生成一个空间频率远低于样品的叠栅条

纹,可以通过显微物镜成像.然而,空间频率远高于

照明模式的精细结构依然不可分辨.SSIM 将高频

分量引入到照明模式中,这些高频分量分别是线性

结构 光 的 二 次 谐 波、三 次 谐 波 或 更 高 次 谐 波 频

率[１９,２３],能够观测到远低于衍射极限的特征.SIM
属于宽场显微成像,横向分辨率为１００~１３０nm,轴
向分辨率约为３００nm,时间分辨率可达毫秒量级.
此种成像方法的实验过程和样品设备较为简单,但
其重建算法可能会造成伪影.图４给出了SIM 增

强分辨率的原理.

图３ SIM原理[２２].(a)原图像;(b)重构图像

Fig敭３ PrincipleofSIM ２２ 敭 a Rawimage  b reconstructedimage

　　图４(b)所示的结构光模式照射在一个具有细

小特征 的 样 品 [图４(a)]上,形 成 叠 栅 条 纹,如

图４(c)所示,经过傅里叶空间变换后得到的结果显

示在图４(d)中.其中:半径为fcutoff的灰色圆对应

于表面荧光显微镜的观测区域;中间圆与左右两个

圆之间的区域代表着高频信息,可以通过结构光耦

合到可观测区域.空间位移由照明模式的空间频率

f１ 决定.
为了提高分辨率,STED和SSIM 都需要很高

的入射光功率.STED使用了相对较高的激光器强

度,采集后可直接生成超分辨图像,不需要进行任何

额外的数据处理[８].理论上讲,只要激发光功率足

够大,SSIM就可以不受分辨率的限制,较好地观测

活体细胞,达到５０nm的分辨率.然而,SSIM必须

克服一些特殊的限制,比如,高强度照明光所引起的

荧光漂白和比SIM 更慢的成像速度[２４].因此,Li
等[２５]提出了图案激活的非线性SIM,用以提高非线

性SIM的成像速度.
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图４ SIM分辨率增强原理[２４].(a)具有细节特征的样品;(b)结构光照明模式;
(c)由图４(b)和图４(a)叠加形成的叠栅条纹;(d)SIM的傅里叶空间变换

Fig敭４PrincipleofresolutionenhancementofSIM ２４ 敭 a Samplewithdetailfeatures  b structuredilluminationpattern 

 c Moire′fringesformedbysuperposingstructuredilluminationpatterninFig敭４ b withsampleinFig敭４ a  
　　　　　　　　　　　　 d FourierspacerepresentationofSIM

除上述４种典型的超分辨成像方法外,还有诸

如 RESOLFT[２６]、 GSD[２７]、 DNAＧPAINT[２８]、

SOFI[２９Ｇ３０]等方法.可逆饱和荧光跃迁(RESOLFT)
的原理类似于STED,都是通过重复利用荧光分子

的快速激发与淬灭特性实现超分辨,两者的区别是

淬灭方式不同,RESOLFT使用特定波长的光关闭

荧光蛋白.此外,RESOLFT的基态损耗(GSD)也
与STED相似,即:将粒子激发到高能自发辐射级,
但相对于STED,RESOLFT消耗的能量较少.点

积累在纳米尺度的地形成像(DNAＧPAINT)使用短

染色标记的寡核苷酸和它们的互补目标瞬时结合,
生成必要的闪烁来开启随机超分辨显微成像.将

DNA分子的可编程性和特异性用于成像和标记探

针,可以实现超分辨.超分辨光学涨落成像(SOFI)
利用荧光发射强度随时间的涨落现象,在多个时间

尺度上采集量子点荧光涨落图像序列,通过图像中

像素点相关累积量函数运算就可以得到超分辨

图像.

２．３　观测手段

２．３．１　多色荧光成像

清晰地分辨生物结构有助于理解生物系统的状

态,但还不足以表达不同结构或生物分子间的相互

作用.多色超分辨成像使用具有鲜明颜色的探针标

记不同的成分,将不同颜色之间的共定位作为相互

作用指示器.共定位的准确性仅受成像方法固有分

辨率的限制[１３].多色荧光成像的快速、高分辨率、
简单性、非侵入性等特征表明它可在纳米尺度的细

胞结构中实现分子间相互作用的可视化[３１].
以往采用荧光共振能量转移(FRET)观测生物

分子间的相互作用特别有效,但是,实现图像上分子

的精确定位有一定难度.STORM利用化学合成的

有机荧光分子对,如Cy５ＧCy３,标记细胞内的生物蛋

白.Bates等[３２]设计了一组光转换的荧光探针,每

个探针包含一个光转换的“报告子”荧光基团,该基

团能在荧光态和暗态之间转换;此外,每个探针还包

含一个“激活子”,它可以提高“报告子”的光激活特

性.反复和特异性地激活少数个体可以实现纳米级

定位,再把多次激发的结果叠加,就可以构建出超分

辨率的STORM 图像,图像的横向分辨率为２０~
３０nm,轴向分辨率为５０~６０nm.不同激活子Ｇ报
告子对不仅能通过发射光的颜色(由报告子决定)进
行区分,还能通过激活光的颜色(由激活子决定)进
行区分,因此,报告子Ｇ激活子的配对组合能形成许

多不同颜色的探针,这就是多色随机光学重建显微

成像.这种方法常被用于DNA模型样品[３３]和一个

完整的哺乳动物细胞的多色荧光成像.
量 子 点 随 机 光 学 重 构 显 微Ｇ自 适 应 光 学

(QSTORMＧAO)成像利用计算机辅助可变形透镜

调节厚组织成像时产生的畸变.Xu等[３４]采用可见

光/近红外量子点(CdSe/ZnS)以及两个带通滤光片

分别对氧化量子点成像,实现了多色成像.光的持

续照明会引起光诱导氧化,使得CdSe量子点直径

变小,导致荧光发射峰位置蓝移８０nm,从而使得通

道间没有重叠区域.利用这种技术,Xu等观察到两

个线粒体的区室之间有一个细长的管状连接结构,
这在宽场显微成像中是无法看到的.

在STED中使用甜甜圈型的损耗光瞬间关闭

分子的荧光,然而损耗光的强度会加剧光子的漂白.
将荧光基团发射的荧光限制在指定的超衍射区域

(MINFIELD)内,促使激发态的荧光分子在发射荧

光之前经过受激发射返回基态,使得STED法不需

要高强度的损耗光.STED/RESOLFT可从根本

上减小光漂白,结果表明光漂白被大幅缩小[３５].由

于分辨率和信号受到荧光去激发效率和光漂白的限

制,因此,Oracz等[３６]探讨了这两个因素与常用的

７５０nm波长激光的脉冲宽度和功率的关系.Oracz
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等在实验中采用红色和橙色发光染料,脉冲宽度从

亚皮秒到连续波范围内可调,在８０MHz重复频率

的条件下,平均功率达到了２００mW,峰值功率为

１kW,脉冲能量为２．５nJ.
通过一个长单链DNA分子与荧光标记的短寡

核苷酸的瞬时结合(DNAＧPAINT),仅采用单一的

染料和激光光源,能够对多目标连续成像,从而完成

简单和易实现的多路超分辨率成像,在体外合成的

DNA 结 构 具 有 小 于 １０ nm 的 空 间 分 辨 率.

Jungmann等[３７]在试管合成 DNA 结构上实现１０
种颜色的超分辨成像,并实现了对固定细胞中蛋白

质的４色２D成像和３色３D成像.

Legant等[３８]利用自由扩散及细胞渗透性化学

探针,通过晶格光片显微镜对２０μm厚的样品(包
括分裂细胞和斑马鱼胚胎的神经瘤器官)进行了高

精度定位和多色定位显微镜检查,获得了具有蛋白

质特异性的光活化荧光团的超分辨率成像.

２．３．２　三维定位与成像

观察亚细胞结构可以了解细胞的结构与功能,对
揭示生命的本质具有重要意义.传统方法仅能获取

细胞三维结构在二维平面上的投影信息,而实际的细

胞都具有立体结构.因此,出现了三维成像技术.

１)干涉测量法

一个发射光子可以与其自身干涉,光子的位置

决定光程差,即相位关系.相位干涉法由两路相干

光产生一个波长大小的调制信号,通过配置光学系

统来保证干涉能够在一个较宽的横向范围内成像至

面阵探测器(例如快速、并行采集的CCD)上.这种

方法不受强度变化和荧光寿命的影响,能够提供与

位置相关的干涉相位角信息.将每个荧光分子产生

的光子进行同时、多相位干涉,并与光激活定位显微

术相结合的技术称为干涉测量光激活定位显微术

(IPALM).Wang等[３９]利用这种方法实现了丝状

肌动蛋白细胞骨架的可视化.Buss等[４０]采用该方

法观测原核微管蛋白同系物FtsZ及其相关蛋白

ZapA、ZapB相对于内膜的空间分布,在x、y 和z方

向上都获得了２０nm的分辨率.

３DＧSIM 方法拓宽了之前使用两束干涉光的

２DＧSIM方法,可以产生沿着z 轴向、x 和y 横向的

模式.Kraus等[４１]提供了一个被验证的样品制备

方案,用于标记培养的哺乳动物细胞的细胞核、图像

采集和配准实践,以及核结构和表观遗传标记的下

游图像分析.使用免疫染色和复制标记并结合图像

分割、质心映射和开源环境下的最近邻分析等方法,

可以实现在单细胞中分析核结构的三维图像,以及

在纳米尺度上按荧光标准归一化.

４Pi显微镜[４２]使用两个相对的显微物镜从两侧

照射荧光物体,并收集两侧的发射荧光,共焦点的照

射波前或共探测针孔的检测波前的相长干涉使其轴

向分辨率约为共聚焦荧光显微镜的４倍.全细胞

４Pi单分子转换 纳 米 显 微 镜 (WＧ４PiSMSN)能 以

１０~２０nm的分辨率对整个哺乳动物细胞进行三维

成像,成像厚度约为１０μm
[４３].

２)PSF调制

这种方法通常以PSF的形状进行轴向编码,以
实现精确的轴向定位[４４].相位掩模法可用于PSF
调制,包括椭圆(散光)PSF、相位斜坡PSF、双螺旋

PSF、自弯曲PSF等.
在STORM显微镜的成像光路中引入一个柱

面镜[４５],在x、y 方向上引起光程差,可使离焦平面

上的光斑呈椭圆形.由于椭圆的特征参数与轴向位

置有关,因此,可以根据光斑形状推导出细胞的三维

结构.不需要扫描样品,通过反复地随机激活光开

关探针就可实现对荧光基团的精确定位,构造出的

３D图像具有２０~３０nm 的横向分辨率和５０~
６０nm的轴向分辨率[４６].通过将量子点的异步光谱

蓝移与随机光学重构显微镜、自适应光学结合起来,
可实现多色三维超分辨率量子点成像(QSTORM),
获得具有２４nm横向分辨率和３７nm轴向分辨率

的三维图像[４７].
双螺旋PSF(DHＧPSF)宽场显微成像可在图像

平面上得到两个主要波瓣,其角度方向随发射器的

轴向位置旋转.通过使用可光活化的荧光团对稀疏

子集重复成像,最终得到高密度荧光分子的三维超

分辨成像[４８].为了进一步验证被动跟踪单个量子

点在活细胞内的扩散和主动运输,Jia等[４９]设计了

一个可实现双通道的无旁瓣自弯曲PSF,称为基于

艾里光束的自弯曲PSF(SBＧPSF).SBＧPSF既可获

得各向同性的三维定位精度,又可从实质上改善成

像深度.这种方法可在３μm成像深度上实现１０~
１５nm的各项同性的三维定位精度.

Baddeley等[５０]在物方光瞳平面的两半部分之

间引入线性相位梯度,将PSF分成两个相对位置依

赖于离焦的侧向波瓣.该方法在x、y、z 轴上的分

辨率均为４２nm,可实现对心肌细胞微管的三维成

像.还有一种单分子定位的三维分析方法,即基于

随机光学重建显微镜的相对定位分析(STORMＧ
RLA)[５１].该方法在xy 平面上的分辨率为２０nm,
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在z方向上的分辨率小于５０nm;此外,该方法可以

用来定量评估共标记蛋白质簇之间重叠的频率及程

度,以及计算三维重叠簇与非重叠簇之间的准确距

离.因此,STORMＧRLA代表了蛋白质空间组织的

高通量定量评估的重要进步.

３)多平面成像法

多平面成像法需要采集多幅图像,是一种常见

的三维成像方法.
像差校正多焦点显微法(MFM)使用衍射光栅

来形成多个焦点位移图像和无像差再聚焦,生成９
幅二维图像的实时聚焦叠加,从而以单分子灵敏度

实现多色高分辨率三维成像[５２].利用多焦点显微

镜对细胞分裂期间哺乳动物线粒体网络和酵母微管

成像,对于４μm深度的单分子(荧光蛋白或合成染

料),取 得 ２０nm 横 向 分 辨 率 和 ５０nm 轴 向

分辨率[５３].
通过将PALM与共焦显微镜结合,即共焦相关

PALM(ccPALM),克服了解剖学背景对多细胞生

物成像的限制.利用这项技术,Vangindertael等[５４]

观察到秀丽隐杆线虫中的离子型谷氨酸受体分布,
分辨率达到２０nm,揭示了受体簇的超分辨率结构,
并将其映射到动物的神经元上,实现了在生理学相

关的背景下解剖具有单分子分辨率的生物结构.
双自适应３DＧSTED光学系统用一个变形镜同

时消除三个光路中的色散.让变形镜(DM)表面的

位置随着光程的变化而改变,可以校正每个波长的

相位.再用空间光调制器(SLM)进行光束整形相

位掩模,由于DM 的表面形状受执行机构的限制,
而SLM能够产生更复杂的相位分布,因此SLM 用

于校正DM无法消除的残余像差,从而使厚组织样

品[５５]的性能得到改善.Patton等[５６]用这种方法演

示了黑腹果蝇大脑中复杂结构的三维STED成像.
三维点扩散函数倾斜光片显微(TILT３D)将新

颖的光片照明方法与长轴点扩散函数相结合,用于

低背景、单分子三维超定位,以及厚细胞三维超分辨

率成像,整个哺乳动物厚细胞的三维成像达到数十

纳米的定位精度.Gustavsson等[５７]使用双螺旋

PSF单分子检测,以及用于基准珠跟踪和实时轴向

漂移校正的四足动物PSF,通过线粒体成像验证了

TILT３D在哺乳动物细胞中的三维超分辨率成像.
使用光片照射法可以减少离焦背景光的干扰,实现

单分子的精确定位.

３　生命科学研究中的应用

细胞中的细胞膜、核糖体、各种膜结构,以及各

种细胞器的内部详细结构,都属于超微结构,也称亚

显微结构.由于细胞内各种结构的尺度量级都非常

小,如微管和核糖体一般在２０nm左右,而一些蛋

白 质 以 及 分 子 生 物 化 学 的 传 动 装 置 常 常 小 于

１０nm,因此需要纳米级的观测水平.超分辨显微

成像实现了纳米尺度的观测[１５],不仅可以看到细胞

的亚显微结构,也可以观察到细胞活动的变化.在

细胞核的研究中,研究人员利用荧光显微镜发现了

细胞核在运动中的不稳定波动,并根据这些信号来

判断细胞是否正常,实现了对人体细胞生命周期的

监测,为一些疾病的治疗提供了依据.

３．１　细胞活动观测

细胞是生物有机体的基本单位.在活细胞内部

进行着复杂而有序的生命活动,其中有许多与细胞

代谢活动密切相关的运动过程[５８Ｇ６９],如细胞膜内外

的物质运输、细胞膜上的蛋白质运动、细胞内部的物

质转运、细胞核内外的物质运输等.这些运动过程

以及真核细胞的有丝分裂等对于生物学的研究具有

重要意义,而超分辨荧光显微术的出现使得深入研

究细胞活动成为了可能.

Bowler等[７０]采用随机光学重构显微镜和电子

显微镜来准确判断远端附属蛋白的定位与中心微管

和附属电子密度的关系.研究发现,远端附属物在

有丝分裂前经历了戏剧性的超结构重组,在此期间,
它们暂时失去了外部成分,而内部成分则保持着九

重组织.此外,电子断层扫描发现,哺乳动物的远端

附属物通过精细的丝状基底与两个中心微管三联体

相关联,并且它们看起来几乎呈径向指状突起,这是

一种在整个有丝分裂期间保持的风车状结构,这一

发现对哺乳动物远端附属物的传统描述提出了挑

战.邓月月[７１]通过自行搭建的STORM 平台清晰

地展现了纺锤体的结构信息,为后续从提高空间分

辨率角度研究卵母细胞非整倍体的形成机制提供了

依据.

Betzig等[９]将光激活定位显微术和活细胞单粒

子跟踪(SPT)结合起来提出了一种新的观测方法,
称为 sptPALM.该 方 法 通 过 对 膜 蛋 白 Gag和

VSVG成像,生成了单分子运动的空间分辨图,获
得了比单粒子跟踪法高出几个数量级的细胞轨迹.
通过探测分子的特异性子集,sptPALM揭示了细胞

膜的时空异构性,以及膜蛋白动力学的空间解析信

息,从而给单分子提供了一个局部环境,为理解驱动

各种行为的机制提供了重要线索,包括膜蛋白中普

遍存在的聚类和反常扩散等行为.相比于普通荧光
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成像,超分辨显微成像能够更细致地观测细胞姿态,
捕捉更丰富的细节.

Hanne等[７２]在常用的７７５nm 波长的STED
激光照射下,成功地实现了对具有商用价值的红色

量子点的纳米尺度的观测.目前,单量子点可达到

５０nm的分辨率,在纤维母细胞中用量子点标记的

波形蛋白细丝的成像进一步证明了超衍射分辨率.
如果考虑到探针的高度稳定性,则有望实现定时成

像.Honigmann等[７３]通过扫描STEDＧFCS(荧光

相关光谱)揭示活细胞质膜中脂质相互作用的时空

异质性.

Dudok等[７４]将细胞特异性的生理学、解剖学特征

与超分辨率成像相结合,用于研究塑造小鼠海马体中

突触内源性大麻素信号传导的生理特性的分子和结构

参数,结果表明,在脑回路中进行内源性蛋白质分布的

细胞类型特异性纳米级分析是可能的,并且能够识别

先前未知的分子特性,这些特性控制内源性大麻素信

号的传导和大麻在认知功能障碍中的调控作用.

３．２　细菌研究

细菌是生物的主要类群之一,也是生物中数量最

多的一类,它的个体非常小,一般为０．５~１μm.受分

辨率的限制,传统光学显微镜下的细菌内部结构大部

分模糊不清.虽然电子显微镜的分辨率高,但在成像

中要用胶体金免疫标记方法对细菌进行处理,这样做

会导致细菌的内部结构遭到破坏,从而影响检测结

果.因此,目前常将各种荧光标记方法与光学显微镜

相结合进行活细菌内部结构的观测[７５Ｇ７７].
鉴于细菌细胞的微小尺寸,确定Z环的体内结

构是一个挑战.Jacq等[７５]在光活化定位显微镜上

使用工程化spDendra２(一种针对该细菌优化的光

可转换荧光蛋白)对人类病原体肺炎链球菌进行研

究.使用spDendra２标记内源表达的FtsZ可以在

纳米级水平上揭示分裂循环期间内Z环形态的重

塑.在这个过程中,环的轴向厚度和FtsZ聚集倾向

的变化与细胞周期的发展相关.Holden等[７８]建立

了一种高通量的光敏定位显微术,它能够在细胞周

期的 各 个 阶 段 对 上 百 个 细 菌 同 时 自 动 成 像.

Holden等将已这种方法成功地用于新月杆菌中细

菌细胞分裂蛋白FtsZ的研究中.Strauss等[７９]利

用３DSIM 超分辨显微术研究了FtsZ蛋白的珠状

排列结构和分裂机制对触发细胞分裂的影响.
基于可光活化荧光蛋白 mIrisFP的分裂,Chen

等[８０]开发了一种三片段荧光互补(TFFC)系统,并
将其用于活细胞内三元配合物的成像.使用TFFC

和PALM的组合,即TFFCＧPALM 技术,能够以纳

米级空间分辨率和单分子灵敏度来识别三元配合物

的多体相互作用.

Wang等[８１]采用超分辨显微成像结合染色体构

象捕获(ChromosomeConformationCapture,３C)
分析,研究了活体大肠杆菌细胞中主要的拟核相关

蛋白(NAPs)的分布情况,并利用STORM 研究了

类组蛋白拟核结构蛋白(HＧNS)在细菌中的分布及

功能.结果表明,HＧNS与DNA结合的低聚反应促

进了染色体中聚集体的形成.

Xia等[８２]利用 NikonＧSTORM 系统研究了在

体外内皮细胞(EC)的单分子层上,内皮表面糖原

(ESG)的有组织超微结构,以及其组分在脓毒症发

病过程中是如何失去的.这项新技术能够在正常和

疾病条件下,从天然细胞环境中发现细胞功能的纳

米级结构和分子机制.

３．３　细胞骨架观测

细胞骨架存在于古生菌、细菌和真核生物中,是
真核细胞借以维持其基本形态的重要结构,是细胞内

各种蛋白质纤维的聚合物,是调控蛋白相互纠缠连接

的复杂的三维纤维状网架体系.要想了解细胞活动

的真实姿态,必须细致地观测细胞骨架.微管是一种

具有极性的细胞骨架,由α和β两种微管蛋白组成,
直径为２２~２５nm,呈不分支的中空管状结构.微管

在细胞内主要起支撑作用,还可以进行细胞内的物质

运输.相对于传统的生物检测方法,超分辨成像能够

更清楚地看到细胞骨架中微管的结构[２５,４０,８３Ｇ９１]

研究人员发现,缺氧环境下的细胞会在平行微

管之间产生一些交错排列的微观结构,这为计算缺

氧时间找到了一种新方法.袁淑怡[９２]以C２C１２小

鼠成肌细胞为实验样品对微管结构进行观测,之后

对Hela细胞进行缺氧处理,结果发现,缺氧会改变

细胞骨架结构,增大癌细胞的存活率和增殖速度.

Hela细胞STORM 超分辨重构图像如图５所示.

D’Este等[９３]利用STED纳米技术和荧光探针SiRＧ
Actin揭示了独特的神经元细胞的骨架特征.

４　结束语

超分辨光学成像具有非接触、无损伤、高分辨率

等优点,已被广泛地用于生命科学和材料科学的研

究中.由于突破了衍射极限,超分辨成像能够观测

到纳米尺度的亚细胞结构及其运动状态.在观测手

段上,超分辨光学成像的研究成果主要体现在以下

两方面.
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图５ Hela细胞STORM 超分辨重构图像[９２].(a)宽场荧光图像;(b)重构图像;(c)局部放大图像

Fig敭５ STORMsuperＧresolutionreconstructionimagesofHelacells ９２ 敭

 a WideＧfieldfluorescenceimage  b reconstructionimage  c locallyenlargedimage

　　１)多色荧光成像.多色超分辨荧光成像使用

各种颜色的探针标记不同结构或生物分子之间的相

互作用,以便于人们观察.常用的多色荧光基团有

荧光蛋白和荧光染料.为了提高对比度,要求探针

具有高的消光系数和量子效率.相比之下,荧光染

料的发射光子数和对比度较高,而且通过组合配对,
例如Cy３ＧCy５,可以显著提高荧光染料的光转换特

性.此外,为了获得更多的光子,还要求激发峰和发

射峰应尽量分开.因此,量子点技术被应用到多色

超分辨成像中,在激光光诱导氧化的作用下,量子点

的荧光发射峰发生蓝移,从而避免了不同颜色通道

之间的串扰.

２)三维定位与成像.细胞的三维观测对于分

析细胞结构具有重要意义,其中,提高轴向分辨率对

三维观测精度的影响更大.利用光学散光法,在显

微镜的发射光路中引入一个柱面镜,就会产生一定

的像 散,从 而 可 以 获 取 完 整 的 三 维 位 置 信 息.

STORM可以实现一个完整的哺乳动物细胞成像,
以及对细胞微管、网格蛋白有被小窝和线粒体外膜

结构等空间组织的观测,但散光法的成像深度有限.
利用艾里斑的传输特性与轴向位置的函数关系可以

实现荧光分子的精确３D定位.分光镜将位于原始

像面前后的两个像平面成像到CCD上,由此可解算

出Z 轴的位置信息,这种方法的成像分辨率比散光

法低.用CCD相机跟踪荧光或非荧光粒子,也将成

为未来研究细胞运动的有力工具之一.IPALM 利

用荧光分子产生的光子进行同时、多相位干涉,Z 轴

的位置与干涉相位角有关,由此决定光子的位置,而
不受荧光强度变化和荧光寿命的影响.３DＧSIM 采

用多干涉光束照明,通过移位编码将倒易(傅里叶或

频率)空间转换成可观测的调制图像,形成类似于叠

栅条纹的图案.解码获取的附加信息可用于重建细

节,但是,此方法的分辨率很低.

观测手段的不断发展推动了超分辨成像技术在

生命科学领域的应用,其中荧光探针发挥了重要作

用.通过进一步研究探针的光物理性质,合成出更

多种颜色的新染料,同时,考虑光源的辐照强度、光
照模式、波长等因素对荧光标记物的影响,尽量削弱

光漂白和光毒性对活细胞的损伤,以实现完善的活

细胞的超分辨成像.此外,提高图像采集速度和探

测器的灵敏度,可以提高超分辨成像的时间和空间

分辨率.
超分辨荧光显微术使得人们在光学显微镜下看

到了活细胞的亚显微结构,奠定了人类攻克重大疑

难疾病的基础.但是,在实际应用中还有许多问题

亟待解决,如:荧光蛋白的光稳定性差,光活化速率

低,荧光强度弱及荧光团之间的潜在串扰问题等.
除了超分辨显微成像中的探针问题外,还要考虑以

下问题:SIM 的图像重建算法可能产生的伪影,以
测量深度或测量时间为代价的高精度定位,显微镜

结构的优化等.未来超分辨光学成像还将在这些问

题上寻求更大的突破.
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