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摘要 超分辨显微技术突破衍射极限的分辨能力为研究纳米尺度的超精细结构和生理学过程提供了有力的观察

手段,对研究细胞的功能以及疾病的发病机制有十分重要的影响,具有十分重要的生物医学意义。单分子定位成

像技术作为超分辨成像技术的一个分支,具有重大的科研价值。从单分子定位成像技术的研究背景和意义出发,

详细介绍了该技术的发展历程,对现有的主要单分子定位技术进行了较为详细的原理介绍和各自优缺点的分析,

最后对单分子定位技术的实际应用进行了展望。
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Abstract Optical
 

super-resolution
 

microscopy 
 

enabling
 

to
 

break
 

the
 

diffraction
 

limit 
 

provides
 

a
 

powerful
 

observation
 

means
 

for
 

research
 

on
 

ultra-fine
 

structures
 

and
 

physiological
 

processes 
 

It
 

has
 

an
 

important
 

impact
 

on
 

studying
 

the
 

functions
 

of
 

cells
 

and
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

diseases 
 

which
 

is
 

of
 

great
 

biomedical
 

significance 
 

As
 

a
 

branch
 

of
 

super-resolution
 

imaging
 

methods 
 

single
 

molecule
 

localization
 

microscopy
 

has
 

great
 

scientific
 

research
 

value 
 

We
 

first
 

introduce
 

the
 

research
 

background
 

and
 

significance
 

of
 

single
 

molecule
 

localization
 

microscopy 
 

Then
 

we
 

describe
 

the
 

development
 

process
 

of
 

this
 

technology
 

in
 

detail 
 

In
 

addition 
 

the
 

basic
 

principles
 

of
 

the
 

existing
 

mainstream
 

technologies
 

are
 

elaborated
 

and
 

their
 

corresponding
 

advantages
 

and
 

disadvantages
 

are
 

also
 

analyzed 
 

Finally 
 

we
 

prospect
 

the
 

applications
 

of
 

the
 

single
 

molecule
 

localization
 

technology 
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1 引  言

细胞是生命体的基本单元[1]。研究细胞的内部

结构和功能以及细胞间的相互作用具有着十分重

要的生物医学意义。生物分子组成化合物的方式

以及组织之间的动态过程对细胞的功能以及疾病

的发病机制有着十分重要的影响[2]。但是细胞内各

种结构的特征尺度,包括细胞器水平以及生物大分

子水平,大多在纳米量级。比如,核糖体和微管的

特征尺度在20nm左右,一些蛋白质和分子生物化

学传动装置的特征尺度常常小于10nm[3]。因此,
如何清晰观察到这些纳米尺度的物体和超精细结

构成为了生物成像领域亟需解决的问题。
由于衍射现象的存在,一个理想的物点经过光
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激 光 与 光 电 子 学 进 展

学系统之后不再是一个理想的像点,而是一个弥散

斑,我们称之为点扩散函数(Point
 

Spread
 

Function,

PSF),这也可以理解为光学系统的单 位 冲 激 响

应[4]。当两个发光分子的距离非常近甚至小于PSF
宽度的时候,

 

PSF会出现重叠而无法再被分辨。根

据瑞利判据,当一个点物衍射图样的中央极大与近

旁另一个点物衍射图样的第一极小重合时,认为这

两个点物是恰可分辨的。我们通常认为,焦平面上

的最小分辨距离为0.61λ/NA,其中λ 是光波长,

NA 是对应的显微镜的数值孔径。一般在实际应用

中,传统光学显微系统的横向空间分辨率只能达到

200nm左右,纵向分辨率只能达到500nm左右[5]。
为了观察到尺度小于衍射极限的物体,需要克

服衍射极限的约束。飞速发展的超分辨显微技术

巧妙地解决了这一难题
 [6]。这些超分辨显微技术

主要可以分为两类:第一类是基于图样模式照明的

超分 辨,比 如 受 激 发 射 损 耗 显 微 (Stimulated
 

Emission
 

Depletion
 

Microscopy,
 

STED)技术通过

改变激发光的图样模式来获得更小的PSF,结构光

照明 显 微(
 

Structured
 

Illumination
 

Microscopy,
 

SIM)技术利用结构光照明将高频信息转移到低频

被恢复 的 信 息;另 一 类 则 是 单 分 子 定 位 成 像 技

术[7-8]。由于本文主要研究单分子定位成像技术,故
对STED技术和SIM技术不再赘述。

单分子定位成像技术(Single
 

Molecule
 

Localization
 

Microscopy,SMLM)定位和成像的对象是单分子,
通过多次综合处理单分子定位结果,可得到全视场

的荧光分子分布情况,即宏观的样品信息。由于一

个单分子的尺寸往往是小于衍射极限的,因此利用

得到的单分子位置信息就可以实现超分辨成像。
但是,如果两个单分子的距离非常近,由于衍射,两
个单分子无法各自定位。现有两类方法来分辨这

两个单分子:第一类是基于稀疏性的考虑。如果距

离很近的两个荧光分子不同时发光,那么就可以在

时间上将其分开,即牺牲一部分的时间分辨率来换

取空间分辨率。最典型的方法就是利用光激活性

质,即通过光控制开关,使得稠密溶液中的分子能

够稀疏发光。有三个课题组基于该原理独立提出

了相似的三种方法,分别是光激活定位显微成像

(Photoactivated
 

Localization
 

Microscopy,
 

PALM)
技术,荧 光 光 激 活 定 位 显 微 成 像 (Fluorescence

 

Photoactivated
 

Localization
 

Microscopy,
 

FPALM)
技术和随机光学重构超分辨成像(Stochastically

 

Optical
 

Reconstruction
 

Microscopy,
 

STORM)技

术[9]。基态损耗后返回显微(Ground
 

State
 

Depletion
 

With
 

Individual
 

Molecule
 

Return,
 

GSDIM)技术和

基于点积累的纳米分辨成像(Points
 

Accumulation
 

for
 

Imaging
 

in
 

Nanoscale
 

Topography,
 

PAINT)技
术也属于此类方法。另外,也可以利用光漂白性质,
即荧光分子的漂白过程是分阶段的,被漂白的分子在

时间上呈现稀疏性特点,通过漂白前后图像差分即

可获得被漂白的单分子图像。这种技术被称为随

机漂白定位成像(Single-Molecule
 

High-Resolution
 

Imaging
 

with
 

Photobleaching,
 

SHRImP
 

)[10]。第

二类方法是利用其他信息来减小有效PSF的尺寸,
进而在空间上加以分辨。比如,利用径向梯度信息

的 超 分 辨 径 向 涨 落 (Super-Resolution
 

Radial
 

Fluctuations,
 

SRRF)成像算法和利用荧光波动信

息 的 超 分 辨 光 学 涨 落 成 像 (Super-Resolution
 

Optical
 

Fluctuation
 

Imaging,
 

SOFI)法。
在单分子定位算法上,即使是稀疏发光,获得

的单分子图像依然是一个弥散斑。为了将其定位

到一个点,一般是对弥散斑的分布进行高斯拟合,
用其中心位置代替理想的物点位置。最近出现了

一些新的精度更高的确定单分子位置的方法,即基

于差分思想,利用照明光位置的空间偏移来获得荧

光分子的相对偏移信息,进而通过一定的概率模型

来获得单分子定位的准确信息。比如基于最少光

子数 的 纳 米 尺 度 定 位(Nanoscopy
 

with
 

Minimal
 

Photon
 

Fluxes,
 

MINFLUX)技术,利用结构光照明

的 MINFLUX变体SIMFLUX技术以及重复光学

选择曝光(Repetitive
 

Optical
 

Selective
 

Exposure,
 

ROSE)技术。
综上所述,这些单分子定位成像技术作为超分

辨显微工具,在提供细胞和分子尺度信息方面发挥

着非常重要的作用,同时也为生物医学的研究提供

了强有力的工具。本文梳理了单分子定位成像技

术的研究历程,介绍了现有的几种主流技术的原理

和优缺点,最后对单分子定位成像技术的发展方向

进行了展望。

2 研究历程

单分子荧光时代开启于20世纪90年代初。
 

Orrit
 

等[11-12]在低温条件下检测出主晶体中的单掺

杂分子。Brooks
 

等[13]通过激光诱导荧光,检测了

单个荧光标记的单核苷酸分子,进而对单个DNA
分子进行了测序,并于1990年在水溶液中实现了对

单个荧光团的检测。
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1995年,Betzig[14]提出了基于单分子信号实现

超高分辨率的构思,该方法利用了聚焦区域内分子

的不同离散特征。为了实现超分辨,聚焦区域的荧

光团必须具有空间离散或者时间离散的光谱特征。
实验证明,荧光的间歇性闪烁为在时间上分离荧光

分子提供了可能。
 

2004年,Gordon等[10]提出了基于随机光漂白

的超分辨成像方法。该方法基于荧光分子的稀疏

化漂白特点,实现了重构,达到了超分辨。2005年,
 

Heintzmann团队基于单分子荧光发射的时间分离

进行了超分辨显微成像[15],实验利用半导体量子晶

体即量子点来实现依赖于时间强度的闪烁。但是,
不确定的开关时间限制了该技术的使用。

2006年,
 

Betzig等[16]在实验上实现了PALM技

术,该技术结合了单分子检测技术、光激活荧光蛋白

标记技术以及单分子定位算法,将显微技术的精度提

高到20nm 以内。与此同时,庄小威团队提出了

STORM技术,原理和PALM技术大致相同,区别在

于使用的荧光标记方式不同[17]。同时,2006年,
 

Sharonov等[18]提出了PAINT技术中的单分子定

位方法。该方法在不需要荧光探针标记的情况下,
可以实现快速纳米级成像,具有空间分辨的能力。

2007年,STORM 技术实现了多色成像。紧接

着,2008年,
 

Heilemann等
 [19]提出了单个荧光分子

的直接STORM技术,即dSTORM技术。为了实现

纵向分辨率的提高,庄小威团队提出了三维STORM
技术[20]。2008年,Shroff

 

等
 [21]将PALM技术用于记

录两种蛋白质的相对位置,并且在次年开发出可用于

活细胞上的记录细胞黏附蛋白的动力学过程的

PALM技术。同年,研究者提出了GSDIM方法[22]。

GSDIM通过随机记录时间和空间,简化了单分子纳

米镜检查方法,使非光激活荧光团的使用成为可

能[23]。2009年,Piestun
 

等[24]利用双螺旋点扩散函数

同样实现了三维STORM 技术。同年,Dertinger
等

 [25]提出了SOFI法。该方法通过记录荧光分子

的闪烁过程,并对随时间涨落的实时荧光信号进行

高阶统计分析,实现了对不同单分子的区分。
上述这些单分子定位方法都是基于光子具有

单一分子来源的假设,不适用于高密度分子定位的

情况。2011年,Holden等
 [26]提出了高密度分子定

位算法 DAOSTORM,将定位分子的密度提高了

6~9倍[27]。2016年,Gustafsson等
 [28]提出了SRRF

成像算法,即通过后期算法,提取了径向梯度信息,
减小了等效PSF的半峰全宽,从而能够将距离很近

的两个分子辨别出来,实现了超分辨。

2017年,研究者又提出了 MINFLUX方法[29]。
在该方法中,样品同样需要满足稀疏性的要求,但是

不同于以往单分子高斯拟合定位算法,MINFLUX方

法通过移动激发光斑,根据获得的不同光子数分布

来进行概率估计,从而拟合出单分子位置。定位精

度得到大幅提高,并且有助于解决光漂白等问题。
随着人工智能技术的快速发展,出现了与神经网络

相结合的超分辨图像处理技术。该方法将传统的

诸如PALM/STORM技术得到的超分辨图像作为

训练目标,虽然不能直接提高分辨率,但大幅提高了

获得高分辨图像的速度。比如人工智能神经网络辅

助PALM(Artificial
 

Intelligence
 

Neural
 

Network
 

PALM,
 

ANNA-PALM)[30] 和 DeepSTORM 技

术[31]。2019年,Hell[32]改进了 MINFLUX技术,并
且实现了三维多色的 MINFLUX系统。同年,Gu

 

等
 [33]提出了一种基于摄像机的单分子定位技术

ROSE
 

,通过估计发光点相对于移动干涉条纹的相

对位置来定位发光点。2020年,Cnossen等
 [34]利

用结构光照明对 MINFLUX算法中的定位方法进

行了 进 一 步 改 善,提 出 了 SIMFLUX,其 原 理 和

ROSE类似。图1所示为整个研究脉络。

图1 单分子定位成像技术的研究历程

Fig 
 

1 Research
 

history
 

of
 

single
 

molecule
 

localization
 

microscopy
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3 单分子定位成像的研究进展

3.1 荧光成像

相较于传统的光学显微镜对宏观物体的成像,
荧光显微镜为分子尺度的显微观察提供了有力的

手段。荧光发光原理如图2
 

所示。

图2 荧光发光原理

Fig 
 

2 Principle
 

of
 

fluorescence
 

emission

荧光基团分子一般处于基态S0,在光子激发下

吸收了光子能量后,被激发至第一激发态S1或第二

激发态S2。除极少数外,大部分分子会迅速弛豫至

激发态S1。发光基团在热平衡条件下从S1 的最低

振动能级跃迁至单线基态并发射荧光光子[35]。如

果处于S1 状态的发光基团分子通过系间电子跃迁

跳跃到能级低一些的第一激发三线态T1,而后从

T1 回到基态S0,则会发射磷光[35]。荧光和磷光都

属于自发辐射现象。荧光基团一般分为内源性和

外源性两类[36]。荧光显微成像首先对观察的物质

进行外源荧光标记,或者利用其自身发射荧光的特

性,通过激光激发使其产生荧光,再利用物镜目镜

进行观察。荧光显微成像可以利用荧光探针标记

技术,将被观察物体的尺度缩小到分子水平,分辨

率较高,荧光即使很微弱也可以被观察到,灵敏度

高,适合于活体应用
 [37]。荧光显微镜的基本结构

如图3所示。

图3 荧光显微镜的基本结构

Fig 
 

3 Basic
 

configuration
 

of
 

fluorescence
 

microscopy

荧光显微镜的结构分为激发光路和探测光路,
由于激发光波长和发射荧光波长不同,因此可以通

过二向色镜的特性将两者分离。当激发光的强度

超过一定限度时,光吸收趋近于饱和,并不可逆地

破坏激发态分子,这就是光漂白现象,一般来说需

要避免该现象的发生[38]。特别地,利用荧光开关特

性进行稀疏发光,或者利用随机光漂白现象,可以

进一步突破衍射极限,实现超分辨[39]
 

。

3.2 荧光光激活定位显微成像技术与随机光学重构

超分辨成像技术

  荧光光激活定位显微成像技术与随机光学重

构超分辨成像技术的基本原理都是稀疏发光和分

时综合。我们认为荧光具有“开”与“关”两个状态。
“开”对应的是荧光态,“关”对应的是荧光淬灭态

(暗态)[40]。通过控制荧光分子的开关状态,在一次

测量中只有一个处于衍射极限内的荧光分子被激

活,即使因为衍射形成了艾里斑,也可以通过质心

定位高斯拟合的方法还原一个没有大小的理想像

点。由于确定该点的过程不可能完全精确,因此还

原出来的像点尺寸将由定位精度决定[41]。只要两

次还原后的像点半径小于两个像点之间的距离,则
它们叠加之后将彼此互不影响,从而实现超分辨。
整个过程可以描述为:利用不同波长激光调控高度

精确定位的单个荧光分子或绿色荧光蛋白,使其在

荧光淬灭态和荧光态之间发生转变;在每一次循环

中,视野中绝大部分的荧光探针分子被转换到暗

态,只有稀疏少量的荧光分子发生随机活化的荧光

发射,这些稀疏发光的荧光分子的图像彼此不会重

叠,因此可以实现这部分荧光分子高度精确的定

位,经过多次重复随机地激发呈稀疏分布的荧光分

子,可以实现大量荧光分子的精确定位,将采集的

稀疏分子发光图像进行整合与重建,可以实现高分

辨的显微成像[5]。总结来看,PALM/STORM 技术

具有两个主要的特点:一是可控制荧光团的开关状

态,二是具有精准的单分子定位算法。接下来,将
分别对荧光团的选择和高斯定位算法进行介绍。

高斯定位算法的定位精度一般大致估计为σ/ N ,
其中σ一般为PSF分布对应的标准差,N 为收集到

的总光子数[2]。可以看出,收集到的光子数越多,定
位的精度越高。对于最小分辨距,PALM 技术能定

位 到 2~25nm[16],STORM 技 术 能 定 位 到

20nm[17]。PALM/STORM 技术的实验装置与荧

光显微成像装置类似。
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3.2.1 荧光开关的选择

PALM技术所使用的荧光开始是一种绿色荧

光蛋白(Green
 

Fluorescence
 

Protein,
 

GFP)的变体

PA-GFP,其是一种外源蛋白[42]。首先使用405nm
的激光(低 能 量)稀 疏 地 激 活 荧 光 蛋 白,再 通 过

488nm的激光照射进行单分子定位成像,经过长时

间照射后,该次激活的荧光蛋白被漂白掉。重复这

个激活漂白的过程,经过多次图像的处理,得到最

终的超分辨图像[43]。

STORM技术使用的不是荧光蛋白,而是有机

荧光小分子花菁类荧光染料。具体过程是将三甲

川菁类染料(Cy3)和五甲川菁类染料(Cy5)的荧光

染料分子同时共价连接至靶向目标,使二者距离足

够接近以组成能量传递体系,其中Cy5可以在连续

红光波段激光的照射下进入暗态,该连续激光的波

长为其最大吸收峰对应的波长,Cy3可激活处在暗

态的Cy5染料分子,在绿光波段激光照射下荧光分

子 转 入 辐 射 荧 光 的 初 始 状 态[44]。2008 年,

dSTORM技术使用的是Alexa
 

647荧光染料,它不

需要启动染料,只需要波长的转换即可实现开态和

关态之间的转换。首先使用647nm波长的激光照

射,荧光分子进入暗态,再在514nm波长的激发下

回到荧光态[5]。

3.2.2 高斯拟合定位算法

在光子数比较少的情况下,某个光子到达探测

器某个具体位置的概率服从泊松分布[45]。高斯拟

合定位算法的关键点在于拟合出PSF的模型以及

噪声模型,再通过最小二乘法、极大似然概率估计

法或中心估计的非拟合方法来确定荧光分子的

位置[46]。
一般来说,PSF的分布主要使用高斯函数来进

行拟合:
 

I(x,y)=I0exp-ak21 (x-x0)2+(y-y0)2    +b,
(1)

式中:I(x,y)
 

为位于 (x,y)位置处的光强;k1 是

波数;a 是用来约束PSF宽度的数值因子;I0  是峰

值强度,与荧光的光子发射率和单帧采集时间有

关;(x0,y0)
 

是荧光分子的位置。当建立好PSF的

模型之后,通过高斯拟合可以直接获得荧光分子的

位置坐标,一般采用最小二乘法进行估计。除此之

外,还可以采用极大似然概率估计法,即当荧光分

子处于某位置时,求出产生某种具体光子分布的概

率,选取 其 中 概 率 最 大 的 点 作 为 荧 光 分 子 的 位

置[47]。对于这两种拟合方式,极大似然概率估计法

的准确度较高,但是当光子数较多时,最小二乘估

计法 可 以 达 到 和 极 大 似 然 概 率 估 计 法 相 似 的

结果[48]。
除了以上两种基于拟合的估计之外,还可以直

接假设光子处于像素的中心,则可以很容易地计算

出平均光子位置,从而很好地估计出荧光团的位

置。这 种 估 计 方 法 速 度 非 常 快,但 是 精 确 度

受限[48]。
值得注意的是,利用二维高斯拟合法模拟得到

的系统PSF只是经验值,并不能等价于实际系统的

PSF。一个更好的策略是将发光的荧光分子当成一

个偶极子,计算它穿过整个成像系统到达探测器的

分布。但这种方法比较复杂,并且计算复杂度较

高,不如高斯拟合法方便直观。此外,当荧光分子

靠近等离子体衬底时,这种定位方法会受到等离子

体纳米结构的影响而产生误差。这是因为单分子

发出的光会与纳米结构的不同等离子体模式进行

耦合,因此发光并不来源于分子而是来源于等离子

体。也就是说,基于二维高斯定位的分子位置是基

于高度耦合系统的,既不是荧光分子的位置,也不

是等离子纳米颗粒的位置,而是二者的结合[49]。
在基 本 的 STORM 技 术 之 后,出 现 了 多 色

STORM、
 

dSTORM,、三维STORM和适用于高密

度分子的定位方法 DAOSTORM。多色STORM
是利用不同染料分子之间的组合配对来创建不同

颜色的探针
 [50]。在原有Cy3/Cy5荧光分子对的基

础上,Cy3与一系列荧光分子在不同波长激光激发

下产生 不 同 的 荧 光,从 而 实 现 多 色 荧 光 成 像 分

析[51]。
 

dSTORM由于Alexa
 

647的使用,不用再利

用一对染料分子之间的配合,而是通过直接转换激

发波长来转换荧光分子的开关状态[52]。
庄小威团队在STORM 系统中引入了柱透镜

像散,使处于不同轴向位置的物点经过系统后形成

具有不同形状或取向的像斑,从而实现定位,这即

为三维STORM。庄小威团队的三维STORM的实

现装置如图4所示,装置可以在径向上达到20~
30nm的分辨距,在轴向上达到50~60nm的分辨

距。具体方式是在光路中引入一个柱面透镜,由于

柱面透镜的会聚作用具有方向性,因此系统在x 方

向和y 方向上有着不同的焦面。当分子的轴向位

置发生变动时,产生的二维高斯分布的截面将不再

是一个圆形,而是一个椭圆形。我们可以根据PSF
形状的变化来确定荧光分子在z 轴上的位置,由于

轴向位置变动对分子在xy 平面中心的位置不产生

240002-5



激 光 与 光 电 子 学 进 展

图4 三维STORM示意图[20]。(a)实验装置
 

;(b)椭圆

 PSF的轴长与分子在z方向上的位置的关系

Fig 
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大的影响,因此我们可以获得该荧光分子的三维坐

标信息,从而实现三维STORM。具体地,当荧光分

子位于平均焦面(大约是在x 焦面和y 焦面的中间

处)上时,获得的PSF基本呈圆形;当荧光分子位于

平均焦面的上方时,x 方向为PSF椭圆的长轴;当
荧光分子位于平均焦面的下方时,y 方向为PSF椭

圆的长轴。PSF椭圆长轴和短轴的长度与对应分

子在z方向上的位置的关系可以通过提前标定来

获得[20]。
 

除此之外,还有通过PSF工程和干涉探测

实现三维超分辨的方法[53]。
 

DAOSTORM主要是基于算法上的改进,参考

了天文学常用的处理软件,能够同时拟合多个荧光

发光分子的高斯斑,从而能够从多个混叠的PSF中

区分出发光点,使得STORM 更加适应高浓度染料

分子的情况。

3.2.3 优缺点分析

PALM/STORM技术的优点是原理简单,可以

实现纳米尺度超高精度的成像[54]。但是缺点在于

其定位的精度对所采集到的光子数量的要求较高。
并且因为其稀疏发光的特性,需要采集大量的原始

图像,耗时非常长,计算量非常大,不适合研究生物

样品的动态过程。加上样品制备条件严格,该技术

在研究活体样本上仍有诸多限制[55]。活细胞应用

的高帧频要求和单分子定位精度对光子数的要求

本身是矛盾的,采用提高激光功率密度的方法虽然

可以在一定程度上同时得到较高的帧频和光子数,
但由此带来的光漂白问题限制了该方法在活细胞

中的应用[41]。特别地,PALM技术只能用来观察外

源表达的蛋白质,而对于分辨细胞内源蛋白质的定

位却无能为力[56]。STORM 技术虽然可以对内源

蛋白质进行标记,但是由于这种标记并非一对一关

系,因此STORM 技术不能量化细胞内蛋白质分子

的数量[57]。

3.3 基于点积累的纳米分辨成像

3.3.1 定位原理概述

基于点积累的纳米分辨成像的原理如下:将物

体放入荧光团分散的水溶液中,由于双分子碰撞的

间歇现象,溶液中的荧光分子和物体表面碰撞之后

会被固定在表面上[58]。对这些荧光分子的PSF进

行拟合并将其当作一个理想的像点,那么经过多次

成像积累,就可以获得具有极高分辨率的物体表面

形状信息,从而实现超分辨成像[59]。这种方法最小

分辨距可以达到25nm左右。这个方法的关键点

在于双分子碰撞的间歇现象、光漂白和PSF测量。
该方法的操作过程和PALM/STORM 技术大致相

同,都需要满足稀疏性的要求,即一次被固定在物

体表面的荧光分子在空间上是呈现低密度的,相应

的PSF是由一个荧光分子发出的,从而定位这些荧

光分子[60]。因此,采集一次图像的时间应该大于荧

光分子漂白和脱离物体的时间,而小于两次集中碰

撞的时间间隔。
特别地,在单位时间内,在单位体积内有 N'个

荧光分子,一次碰撞被固定在物体表面πR2
 

(R 为

在物体表面选取的圆区域的半径)面积内的荧光分

子个数为4DRN',其中D 为扩散系数。因此,通过

控制溶液中荧光分子的浓度就可以控制被固定在

物体表面上的分子密度,从而实现精准调控,使该

超分辨方法同样满足稀疏性的要求。

3.3.2 优缺点分析

PAINT技术的优点十分明显,因为物体是被放

在荧光分子溶液中的,所以不需要对物体或者样品

本身进行荧光探针的标记,避免了生物兼容性冲突

和样品制备等问题。并且可以通过溶液浓度方便

地控制物体表面固定的分子密度,从而实现高分辨

成像。但是其缺点在于,前期图像的采集和后期图

像的综合处理的时间仍然很长,不利于生物动力学

过程的记录。并且也只能获得物体或者样品表面

的形状信息,而不能获得样品内部的信息,应用受

到了限制[61]。

3.4 基态损耗后返回显微技术

3.4.1 定位原理概述

GSDIM技术将荧光单线态和三重态之间的过

渡称为开关过渡,这种过渡通常存在于所有的荧光

团中。分子被激发至第一激发态之后会大概率地
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通过发射荧光以自发辐射的方式回到基态,荧光寿

命大约为3ns,但仍有一部分分子被激发至第一激

发态之后通过开关过渡转换至三重态或者其他的

亚稳态暗态,经过大约毫秒量级的寿命时间再返回

基态,这个过程是不释放荧光的[62]。因此我们可以

将后者视为荧光分子的“关”状态。在这种情况下,
不需要特定的荧光团,即使普通的荧光分子也可以

实现开关状态的自然转换。当激发光的光强大于

饱和光强时,可以直接返回基态发射荧光。这部分

分子占所有荧光分子数量的比例远远小于10%,因
此也满足超分辨成像中稀疏性的要求。对于一次

激发而言,通过高斯拟合定位出这些稀疏发光分子

的位置之后,再通过对每次稀疏发光图像进行综合

处理,最 终 可 以 获 得 超 分 辨 的 图 像 信 息[22]。

GSDIM的最小分辨距可以达到小于30nm。

3.4.2 优缺点分析
 

GSDIM 技术的最大优点是,可以不限制于使

用特定的具有光激活特性的荧光团,比如绿色荧光

蛋白或者Cy3/Cy5染料分子对,这使得超分辨成像

技术的适用样品更加广泛。甚至不需要更换激发

光的波长,只需要连续强激光的照射即可,且装置

简单。其次,这种开关转换的速度要高于PALM/

STORM等技术,能够在一定程度上缩短获得单幅

超分辨图像的时间。其缺点在于较强的激光容易

造成光漂白和光损伤,并且仍然不能避免稀疏性分

时成像的耗时性和繁琐性,在活细胞和实时成像的

应用方面都受到了很大的限制。

3.5 随机光漂白成像

3.5.1 定位原理概述

随机光漂白成像和前文所提到的几种方法不

同,前文所提到的几种方法是通过各种手段去创造

荧光分子的“开”态和“关”态,对稀疏在“开”态的荧

光分子进行成像,而随机光漂白成像则主要是利用

那些被随机稀疏漂白了的荧光分子[63]。成像的精

度大约可以达到10nm。这 种 方 法 其 实 出 现 在

PALM和STORM技术之前,这也就容易理解为什

么这种方法并不依赖于具有光开关性质的荧光团,
其在适用对象方面具有更强的普适性[64]。

我们对一个混叠的PSF进行考虑,假设其由

m1 和m2 两个分子发出的荧光所构成。这个混叠

PSF的强度会分成两步减小,每一步对应着一个单

分子的漂白。假如第一次漂白了m1,那么可以通过

二维高斯拟合,实现对 m2 分子发出的PSF的中心

位置的估计。也就是说,选择漂白前的图像Ipre 和

经过一步漂白后的图像Ipost,就可以通过Ipre-Ipost

获得被漂白的那个分子的信息,从而通过二维高斯

拟合来定位该分子。由于漂白的过程是随机且稀

疏进行的,那么每次漂白前后两幅图像的差都能对

应那些被漂白了的分子,而这些分子此时也都具备

空间稀疏特点。因此,首先对连续分步漂白过程进

行记录,再通过作差获得每个稀疏被漂白分子的图

像并对其进行定位,最后将这些图像进行综合处

理,就可以得到超分辨的图像。相应的原理示意如

图5所示。

图5 随机光漂白超分辨成像原理示意图[10]。(a)联合光

  强随时间的衰减;(b)利用光漂白分辨PSF
Fig 
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当然,这种拟合也不一定通过作差来实现,也
可以通过对Ipost进行单个二维高斯拟合,对Ipre 进

行双二维高斯拟合,即可分辨出两个中心,这两个

中心对应两个荧光分子的发光位置。
3.5.2 优缺点分析

 

随机光漂白成像技术的优点在于不需要特定

的荧光开关,对大部分的荧光分子都具有普适性。
而且 图 像 处 理 的 过 程 相 对 来 说 没 有 PALM/

STORM技术那么繁琐,不需要反复地开关,而只需

记录连续的分步漂白过程即可。但是这种技术也

有局限,比如被漂白的稀疏荧光高斯斑只对应一个

荧光分子的假设不适用于多个相近分子同时被漂

白的情况。其次,目前该方法还只适用于二维定位

的情形,或者只适用于二维投影的距离[65]。
3.6 超分辨径向涨落成像方法与超分辨光学涨落成

像算法

  这两种技术在实验光学系统上没有特别要求,
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所接收的原始图像仍然是衍射极限下的PSF,并且

PSF不一定呈现稀疏特征,经过后期算法的处理,
等效PSF减小,从而衍射极限内的两个物点得以

分辨。

3.6.1 超分辨径向涨落成像方法

SRRF成像方法假设图像是由点光源与点扩散

函数进行卷积形成的,该函数比背景具有更高的局

部对称性。然而,SRRF成像方法不是检测和定位

单个径向对称点,而是在亚像素的基础上,利用图

像序列中的每一帧来计算全部帧的局部梯度收敛

度即辐射度。在单个荧光团条件下,这会形成一个

具有较小半峰全宽的连续锥形分布,因此等效PSF
减小,同时,可以通过控制梯度的收敛半径来调控

辐射度分布的半峰全宽。这种分布与PSF的强度

大小和尺寸大小都是无关的。一些噪声点也会呈

辐射对称分布,进而出现辐射峰值。为了解决这个

问题,SRRF成像方法引入了时间序列上的相关分

析。这种时间序列上的分析基于两点:一是噪声引

起的辐射峰值在时间上是不相关的,因此随着图像

帧数的增加,噪声信号在各个位置上的像素级时间

相关性将趋近于零;二是最高程度的时间相关性位

于荧光团信号产生的辐射峰值的中心。
 

SRRF成像

方法的最小分辨距取决于不同途径获得的原始数

据集,比如使用SMLM 的数据集,最小分辨距可以

达到50nm;使用共聚焦显微镜拍得的数据集,最小

分辨距可以达到80~98nm;使用宽场发光二极管

(LED)照明显微镜拍得的数据集,最小分辨距为

103~106nm[28]。

3.6.2 超分辨光学涨落成像算法
 

SOFI算法在成像速度、空间分辨率、系统成本

和光毒性等方面能够实现良好的平衡[66]。SOFI算

法主要依赖的是荧光分子时间涨落的高阶统计分

析,基于三个基本假设条件:一是荧光团至少具有

两种及其以上不同的发射状态,最简单的是开或者

关;二是不同的荧光团以随机的方式在不同的状态

之间反复独立地切换;三是接受器电荷耦合器件

(CCD)或者互补金属氧化物半导体(CMOS)的像素

尺寸小于衍射极限。以二阶统计为例,我们论证了

该技术对等效PSF的减小作用。在时间t、位置r
处获得的荧光信号可以看作是系统PSF与荧光源

分布的卷积:

F(r,t)=∑
N

k=1
U(r-rk)×εk ×sk(t), (2)

式中:F(r,t)
 

为获得的荧光信号强度;U(r)为系

统的PSF;
 

rk
  为第k个荧光分子的位置;εk

 为常数

系数;
 

sk(t)
 

为荧光分子对应的亮度函数;εk ×
sk(t)为时间为t时第k个荧光分子的亮度。

假设荧光分子在采集图像过程中一直处于平

衡平稳状态,其随时间的涨落均值为零。这种波动

可以表示为

 δF(r,t)=F(r,t)-<F(r,t)>t=∑
N

k=1
U(r-rk)×εk×[sk(t)-<sk(t)>t]=∑

N

k=1
U(r-rk)×εk×δsk(t),(3)

式中:<·>t 代表对时间的平均。相隔时间τ
 

之后,根据(3)式再获取一张涨落图像,作两幅图像的自相关运

算,可得

G2(r,t)=<δF(r,t+τ)×δF(r,t)>t=∑
j,k

U(r-rj)U(r-rk)εjεk<δsj(t+τ)δsk(t)>t=

∑
k
U2(r-rk)ε2k ×<δsj(t+τ)δsk(t)>t, (4)

式中:j、k为荧光分子的编号;rj、rk 为荧光分子的

位置。我们认为不同的荧光分子在时间上的涨落

是相互独立的,所以第二项中 <δsj(t+τ)δsk(t)>t
所有的交叉项都为0,因此会有第三步的结果。从

形式上看,二阶自相关运算的结果和原始图像类

似,但是新的PSF是原来PSF的平方。如果原来

PSF是二维高斯分布,可以计算得出其平方的标准

差缩小到原来的1/2,相当于减小了等效PSF的

尺寸,从而可以将两个相距的距离在衍射极限内的

荧光分子在空间上区分出来,从而实现超分辨成

像[25]。但是,如果荧光自身亮度和接受器接收的信

号强度之间存在非线性关系,高阶自相关运算反而

会加剧这种消极的非线性效应的影响,造成定位的

不准确。辐射度信息在所有荧光团中是相似的,并
且与亮度无关,因此上述SRRF成像方法可以在一

定程度上缓解这一问题。

3.6.3 优缺点分析

这两种技术最大的优点在于不依赖于物理的

光学系统,可以依靠普通的宽场或者全内反射荧光

显微镜,也不会产生光毒性,只需连续拍摄样品即
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可,纯粹依靠后期的算法处理达到超分辨的能力,
因此可以用于活细胞动力学过程的观察。并且比

起其他 能 够 分 析 高 密 度 数 据 集 的 超 分 辨 算 法,

SRRF成像方法可以减小恢复图像的缺陷点,恢复

的图像具有更好的质量。但是这两种技术的缺点

也很明显,就是超分辨的能力有限,一般只能达到

100nm左右的分辨率,最高能达到50nm左右,不
能和PALM/STORM等方法一样达到20nm级别

的分辨率,适用于对超分辨要求不那么高的场景。

3.7 基于最少光子数的纳米尺度定位技术

3.7.1 定位算法

这种方法是一种和高斯拟合单分子定位算法

不同的定位算法,通过移动激发光斑位置,得到对

应的差分信息,经过概率分布反求得到荧光分子的

位置,可以只使用较少的光子数,达到较高的定位

精度,分辨率甚至可以达到亚十纳米[67]。具体操作

过程是将暗斑放置在探测视场的圆心和圆周三等

分点四个位置处。因为荧光分子被暴露在四个不

同的光强之下,因此会产生不同强度的荧光发射,
那么探测器可以接受到不同的光子数。具体装置

和原理如图6所示。

图6 MINFLUX装置与原理示意图[29]。(a)
 

MINFLUX
 实验装置图

 

;(b)
 

MINFLUX探测步骤示意图

Fig 
 

6 Setup
 

and
 

principle
 

diagram
 

of
 

MINFLUX 29  
 

 a 
 

Experimental
 

setup
 

of
 

MINFLUX 
 

  b 
 

detection
 

steps
 

of
 

MINFLUX

  由于每个光子到达定位位置的概率服从多项

式分布,因此具体产生一种光子数分布的概率为

L=
N!

∏
k'-1

i=0
ni!
∏
k'-1

i=0
p

ni
i , (5)

式中:k' 是在一次定位周期中放置暗斑的总位置

数;ni 是暗斑放置在第i 个位置时收集到的光子

数;pi 是暗斑放置在第i个位置时荧光分子产生的

概率
 

。

pi=
Ii

∑Ii

, (6)

式中:Ii 是暗斑放置在第i个位置时荧光分子对应

的激发光强度。对探测区域的每一个可能的点求

pi,即假设荧光分子位于该点,然后求出在此条件

下产生特定光子数分布的可能性,取这些概率的最

大值,就可以将其对应的位置认为是荧光分子实际

所在的位置。其定位精度利用克拉美罗界(CRB)判
据可以表示为

 

σCRB(r =0)=
L

2 2N″
(1-

L2ln
 

2
F2
W

)
-1

, (7)

式中:σCRB 为误差分布标准差;
 

L 为圆形视场的直

径;
 

FW 为用于激发的暗斑的半峰全宽。可以从(7)
式分母上明显看出定位精度的理论提高[29]。当然

这种定位方法仍然存在误差,比如当探测圆范围内

存在多个荧光分子被激发时,则这些荧光分子的光

效应会叠加,致使彼此无法被分辨出来。另外,使
用单探测器会有“死区”问题,即同时到达探测器的

多个光子会被识别为一个脉冲,使用探测器阵列可

以较为方便地解决这个问题。MINFLUX算法的

前提条件是激发光强和荧光发光光强呈现线性关

系,但 事 实 上,荧 光 发 光 是 随 机 波 动 的,这 对

MINFLUX算法中收集到的总光子数会有较大的

影响,从而使定位结果产生误差。这个问题同样可

以用探测器阵列来解决。因为探测器阵列不仅可

以获得总光子数信息,还可以获得光子数随空间变

化的分布信息,荧光强度的涨落只会引起总光子数

的波动,而不会引起光子数空间分布的波动,从而

结果能够得到有效的补充修正。

2019年,Hell课题组发布了最新的研究成果,
公 开 了 MINFLUX 的 多 色 三 维 成 像。三 维

MINFLUX实现原理与二维较为类似。在z 轴上

同样进行两次空间上的移动,加上中心点一共三个

位置,用同样的概率分布分析方法获得z 轴的位置

信息。也可以和xy 平面情形一样放置四个位置,
但 这 对 仪 器 的 移 动 要 求 更 高。 对 于 多 色

MINFLUX的实现,不同的荧光分子可以用同样的

波长进行激发,但释放光谱会存在差异[68]。如果采

用两种不同的特定的荧光团标记不同的物质,比如

Alexa
 

Fluor
 

647和CF660C分子,在接收方使用二
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向色镜,就可以将不同波长的荧光分开。将分别收

集的光子数相加,再使用相关的算法进行定位。但

具体区分荧光分子则需要通过比较光谱对应的信

号强度来确定。还可以对所有 MINFLUX迭代的

光谱分量进行主成分分析,根据第一个主成分的分

布选择分类阈值,进而对分类进行细化[32]。同时,
对于定位算法,先对一个大范围进行估计,然后通

过逐步减小定位圆的半径来精细化位置的估计,经
过较长迭代,也可以更好地提高定位的精度和准

确度。

3.7.2 优缺点分析

MINFLUX算法最大的优点就是利用了暗斑

差分而非高斯定位的方法,可以有效地提高光子利

用率。由前文叙述可知,传统高斯定位的方法需要

大量的光子数来提高定位的精度,因为极少光子数

的随机泊松分布会同时影响单分子定位的精度和

准确度。但是,MINFLUX算法可以利用很少的光

子数,通过引入光子数分布的新信息来获得荧光分

子的位置。同时,对于定位精度的提高,MINFLUX
算法也有了质的突破,最小分辨距甚至可以达到亚

十纳米的高水平。同时,高度定位所需的光子数比

较少,对生物样品本身的破坏较小,因此有望在活

细胞中实现应用。但是,在本质上,MINFLUX算

法并没有摆脱稀疏性的限制,换句话说,如果在一

次定位的激发过程中不只有一个分子受到激发,而
是有两个或者多个分子,MINFLUX算法并不能识

别出来,这种分子间的相互干扰就会对定位结果产

生影响,因此稀疏发光的特性仍需满足,MINFLUX
算法的应用被限制在低染料浓度的条件下。其次,

MINFLUX算 法 相 比 原 来 的 PALM/STORM 技

术,定位时间增长,之前只需要一次激发就能定位

一个分子,现在却需要多次激发,因此获得大视场

较高密 度 的 样 品 信 息,还 需 要 很 长 的 图 像 处 理

时间[32]。

3.8 基于结构光的 MINFLUX变体与重复光学选

择曝光技术

3.8.1 SIMFLUX定位算法

SIMFLUX是由 MINFLUX变体而来的,但是

结合了高斯中心定位的方法和 MINFLUX移动激

发光斑的办法,能够进一步扩展成像的视场,同时

提高了定位精度。照明方式选择驻波模型(sin函

数),在x 方向移动三个位置,在y 方向移动三个位

置,可以得到六幅图像。此过程可以视为相位的移

动,荧光分子被暴露在六个不同的光强下,因而可

以获得六个光子数。数据处理的流程如下:第一

步,先对该区域内有无荧光分子进行确定,使用高

斯拟合的方式对荧光分子的位置进行初步估计,圈
定探测区域的大小;第二步,在圈定探测区域内,利
用驻波照明移动获得的光子数信息,获得单独的x
坐标信息和y 坐标信息;第三步,进行更小范围照

明模式的移动,通过迭代过程进一步提高定位的准

确度。其定位的精确度为

Δx0=
σ

N · 1+2π2σ2/p2
, (8)

 

式中:
 

Δx0 为荧光分子的定位误差;
 

p 为驻波照明

模式的最小间距。
 

由于σ≈λ/4NA,p ≈λ/2NA ,

(8)式大致可以简化为σ/2.4 N ,比起传统的高斯

定位方法提高了很多。其定位原理图如图7所示。

图7 SIMFLUX原理示意图[34]。(a)实验装置图;(b)工作流程图

Fig 
 

7 Principle
 

diagram
 

of
 

SIMFLUX 34  
 

 a 
 

Experimental
 

setup 
 

 b 
 

work
 

flow
 

chart
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3.8.2 重复光学选择曝光技术

ROSE技术的定位原理和上述SIMFLUX十

分相近,区别在于SIMFLUX的迭代过程更多。激

发激光束被调制成分布在样品表面上的相位可控

的干涉条纹。三条相位分别偏移120°的条纹被用

来定位分子,x、y 两个方向对应得到六张子图。定

位算法包含了传统的正态传统高斯拟合和六个图

像中获得的光子数比值计算。高斯拟合实现了基

本的粗略的位置估计,而光子数的比值运算提供了

相对于干涉条纹的相对位置。当使用的干涉条纹

的周期长度大约是220nm 时,定位精度大约是

50/ N
[33]。

3.8.3 优缺点分析

两种技术的优点在于结合了传统高斯定位和

MINFLUX概率分布定位的方法,能够先圈定一个

大致的合适的探测圆范围,再使用 MINFLUX光子

数提供更精细的相对位置信息,最终得到定位结

果,有助于提高定位的精度和准确度。但是,目前

这种移动局限在二维情形,而且获得一次定位信息

的步骤也较为复杂和繁琐,相对更加耗费时间。
综上所示,所有SMLM的参数和优缺点对比如

表1所示。

4 结束语

总而言之,单分子定位成像技术仍然有很大的

应用前景和发展潜能[69]。它能观察的尺度越来越

小,这有助于其在比较稠密的荧光标记样品中的应

用。它可以与其他技术进行进一步结合,以实现更

多的功能和应用及更高的图像质量[70]。比如单分

子定位成像技术和光片照明技术相结合,可以减少

背景噪声以及离焦的光漂白现象;和电镜相结合,
可以进一步观察组织的超结构和蛋白质的超精细

位置。基于单分子定位成像技术获得的原始数据,
通过与其他技术的结合,可以有助于从图像中获取

更多的信息。比如将单分子定位成像技术提供的

分子知识与功能测定和敲除突变相结合,有助于扩

展我们的视野,并解释进化在分子水平上提供复杂

功能的原理[2]。
目前,除了基于算法的SOFI和SRRF方法之

外,几乎所有的单分子定位超分辨方法还是离不开

稀疏性的要求,需要反复多次的分时定位再综合处

理,后期处理时间非常长,一般至少是荧光寿命的

10000倍,大约为0.01ms,这就限制了这些方法在

细胞动态过程检测方面的应用[71]。因此,今后的一

大研究方向是进一步提高算法的计算效率以实现

对后期处理速度的提高以及更有效地利用荧光的

开关特性来减少图像采集时间。这两者都有助于

缩短获得单幅高分辨率图像的总时间。除此之外,
目前sCMOS相机比传统的CCD接收器具有更大

的优势,采集图像的速度更快,并且每幅图像包含

的信息数量和质量也更好,可以在更短时间内获得

单幅高分辨图像。因此,高性能探测器的研发对于

单分 子 定 位 超 分 辨 成 像 也 是 非 常 重 要 的 研 究

方向[72]。
此外,另一个研究方向是单分子定位超分辨方

法在活细胞中的应用[73]。PALM/STORM 等方案

需要比较高的荧光光子数,因此需要高强度的激光

激发,光毒性比较强。而随机光漂白成像不利于单

分子定位超分辨方法在活细胞中的应用。相对而

言,MINFLUX在活细胞中有着更为开阔的应用前

景。当然,在较低功率密度且不降低光子数的条件

下得到较高的分辨率以实现实时的活细胞成像,这
还依赖于荧光探针闪烁特性的改善(包括探针结构

的改进和化学环境的优化等)[74]。
还有一个新兴的研究方向是单分子定位超分

辨方法和计算机人工智能等的结合。当前人工智

能技术发展迅速,如果能建立普通的非超分辨图像

和超分辨图像之间的非线性输入输出关系,那么就

能将传统荧光显微镜拍摄的图像进行超分辨化,进
而缩短处理时间。目前该方面的研究刚刚起步,效
果还有很大的提升空间。因此,借助计算机算法来

提高超分辨成像的速度和可靠度是十分有前景的

发展方向。
最后,单分子定位成像相关技术在生物医学

方面的应用仍然具有巨大的发展潜力[75]。例如,
利用超越衍射极限的空间分辨率,可研究生物发

育过程中细胞器的形态变化,包括细胞骨架结构

的动态重构、细胞黏连和连接的协调形成和重组

所介导的细胞迁移。再比如传统电镜不能对蛋白

质进行特异性研究,但单分子定位成像技术就可

以确定这些复合物中蛋白质的分子组成和三维空

间结构[76]。当然,单分子定位成像技术对具体疾

病的治疗研究以及在临床上的成功应用还需要更

进一步的研究。
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表1 各SMLM的对比

Table
 

1 Comparison
 

among
 

all
 

SMLMs

SMLM
 

Best
 

resolution
Localization
precision

Advantage Disadvantage

PALM
 [16] 2--25nm σ/ N Super

 

high
 

precision

Being
 

time-consuming,
 

large
 

amount
 

of
 

calculation,
 

being
 

unsuitable
 

for
 

dynamic
 

process
 

imaging,
 

severe
 

photobleaching,
 

and
 

only
 

exogenous
 

proteins
 

being
 

observed

STORM[17] About
 

20nm σ/ N Super
 

high
 

precision
Being

 

limited
 

in
 

in-vivo
 

imaging,
 

severe
 

photobleaching,
 

and
 

being
 

unable
 

to
 

quantify
 

molecule
 

numbers
 

in
 

a
 

cell

PAINT[18] About
 

25nm σ/ N No
 

need
 

to
 

label
 

sample

Large
 

amount
 

of
 

calculation,
 

long
 

post-
processing

 

time,
 

and
 

only
 

obtaining
 

surface
 

information
 

of
 

sample,
 

not
 

internal
 

information

GSDIM[22] About
 

30nm σ/ N
No

 

need
 

of
 

special
 

fluorophore,
 

simple
 

device,
 

and
 

shortening
 

time
 

of
 

image
 

acquisition

Severe
 

photobleaching,
 

complex
 

processing,
 

and
 

being
 

limited
 

in
 

real-time
 

imaging
 

of
 

living
 

cells

SHRImP
 [10] About

 

10nm σ/ N
No

 

special
 

fluorophore,
 

and
 

relatively
 

simple
 

process

Being
 

unsuitable
 

for
 

cases
 

where
 

two
 

or
 

more
 

neighboring
 

molecules
 

are
 

bleached
 

at
 

the
 

same
 

time
 

and
 

being
 

limited
 

in
 

2D
 

situation

SRRF[28] 50--106nm σ/ N
Being

 

able
 

to
 

be
 

complemented
 

in
 

conventional
 

microscope
 Being

 

limited
 

resolution

SOFI[25] 100nm σ/ N
No

 

phototoxicity
 

and
 

short
 

processing
 

time
Being

 

limited
 

resolution

MINFLUX[29] 1--5nm About
 

L/2 2N

Improved
 

photon
 

utilization,
 

improved
 

localization
 

precision,
 

and
 

being
 

suitable
 

for
 

living
 

cell
 

imaging

Complex
 

processing
 

and
 

being
 

limited
 

in
 

sparse
 

solution
 

and
 

long
 

acquisition
 

time
 

SIMFLUX[34]
 

5--10nm σ/2.4 N
Improved

 

localization
 

precision
 

and
 

accuracy
Being

 

limited
 

in
 

2D
 

situation

ROSE[33]
 

2--5nm About
 

50/ N
Improved

 

localization
 

precision
 

and
 

accuracy
Being

 

time-consuming
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