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荧光偏振调制显微成像技术研究进展
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摘要 传统荧光显微成像技术以荧光强度为成像对比度,在获取生物分子位置和浓度信息中具有重要作用,为分

子层面的生物医学研究提供了成像工具。而偏振作为荧光的另一重要特性,可以在另一维度提供分子的方向和结

构信息,已被广泛应用于荧光偏振显微成像技术中。除此之外,荧光偏振调制也可以通过增强荧光图像稀疏性进

而增强图像对比度来获取超分辨尺度的生物分子的位置和方向信息。从物理基础、技术原理、基本实现装置和生

物应用等方面,总结了基于荧光偏振特性的不同荧光偏振调制成像技术在分子方向结构成像、超分辨显微成像以

及二者的结合方面的发展概况,并对该技术未来的发展方向进行了展望。
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Abstract The
 

traditional
 

fluorescence
 

microscopy
 

imaging
 

technique
 

takes
 

fluorescence
 

intensity
 

as
 

imaging
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plays
 

an
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and
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information
 

of
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and
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an
 

imaging
 

tool
 

for
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molecular
 

level 
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imaging
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1 引  言

荧光现象最早由Herschel等[1]发现,其具有特

异性标记跟踪能力,被应用于显微成像领域。近年

来基于荧光的超分辨光学显微成像技术取得了突破

性进 展,如 受 激 发 射 损 耗 显 微 成 像 (STED)技

术[2-3]、光激活定位显微成像
 

(PALM)
 

技术[4-5]、随
机光学重构显微成像

 

(STORM)
 

技术[6-7]以及结构

光照明显微成像(SIM)技术[8-11]等突破了衍射极

限[12],实现了纳米尺度的成像分辨率。
上述荧光显微成像技术都是以荧光辐射强度作

为成像对比度来实现分子位置和浓度信息的成像。
除此之外,作为荧光吸收和辐射过程的重要特性,寿
命和偏振可以在另外的维度提供成像对比度。荧光

寿命的测量不受荧光浓度、激发光强度、光漂白等因

素的影响,荧光寿命能够十分灵敏地反映荧光分子

与周围环境的相互作用以及能量转移[13],常被用来

定量测量细胞内的一些生化参量[14-17]
 

,在生物医学

研究中具有重要意义。
偏振作为荧光的另一重要特性,可以反映荧光

偶极子的取向信息。当生物分子被极性荧光分子标

记时,荧光偶极子的取向则可以直接反映被标记生

物分子的取向信息。荧光的偏振特性表现在荧光吸

收和辐射两个过程中,因此基于荧光偏振特性获取

生物分子取向的荧光偏振显微成像(FPM)技术根

据其物理基础大致可分为两类:一类是基于荧光分

子发射光的偏振特性[18]开发的荧光各向异性(FA)
分析法,另一类是基于荧光分子吸收效率对激发光

偏振方向的敏感性提出的线性二向色性(LD)方法。
上述两种荧光偏振成像方法被成功应用于单光

子[19-23],双光子[24-29]荧光激发显微成像技术中。相

比于单光子,双光子荧光偏振显微成像可以获取更

准确的分子取向分布信息[26]。在成像装置上,可用

于普通宽光场显微成像以获取薄样本的分子方向信

息[30],而基于共聚焦的荧光偏振显微更适用于获取

厚样本的分子方向信息[31]。在此基础上,研究人员

采用并行共聚焦成像系统,进一步提高了成像速度,
为动态样本分子取向分布的监控提供了技术支

撑[32]。
但上述FPM 技术,无论是结合单光子荧光偏

振激发还是多光子荧光偏振激发,无论成像模式是

宽光场成像还是共聚焦扫描成像,其本质都是通过

处理荧光偏振调制响应来获取分子簇整体取向分布

的统计模型参数。而上述显微成像技术都受限于衍

射极限,因此获取的分子取向分布的精确度受到

限制。
近年来基于荧光偏振调制的超分辨显微成像技

术打破了这一限制,该方法基于偏振调制增强荧光

图像的稀疏性来获取荧光辐射图像序列,进而通过

算法重构超分辨图像[33]。这种超分辨显微成像技

术与FPM 技术都采用相同的偏振调制激发机制,
在理论上可以实现超分辨尺度下的分子方向分布成

像。基于此,席鹏课题组提出了超分辨偶极取向映

射(SDOM)技术,可以获取超越衍射极限空间分辨

率下的分子取向分布信息[34]。此外,FPM 技术与

其他超分辨显微成像技术相结合[35-38],可以提供更

精确的分子取向分布信息,对生物分子结构和功能

研究具有重要意义。
本文首先介绍了荧光的偏振特性,并从荧光吸

收和辐射两个角度介绍了相关的成像方法;其次在

此基础上,详细论述了荧光偏振显微成像相关技术

及其在生物分子方向获取中的应用;然后阐述了基

于荧光偏振调制的超分辨显微成像,以及超分辨成

像技术与FPM 技术相结合的方法;最后对荧光偏

振调制显微成像的研究和应用进行了总结,并展望

了该技术未来发展的方向。

2 荧光的偏振特性

荧光是一种光致发光的现象。当荧光分子受到

激发时,其核外电子吸收能量从基态跃迁到激发态,
处于激发态的电子由于能量较高且不稳定,通过辐

射跃迁回到基态并以光子的形式释放能量,产生荧

光[39]。而偏振是荧光吸收和辐射过程的一个重要

特性,可以用跃迁偶极矩来解释荧光吸收和辐射过

程[40]。跃迁偶极矩是描述荧光在基态和激发态之

间跃迁的向量,其大小取决于荧光分子跃迁前后偶

极矩的改变量,方向从跃迁前指向跃迁后,是荧光过

程的固有特性。当荧光分子吸收或发射光子时,可
以将其看作为一个荧光偶极子,并分别用μabs 和

μem 表示其吸收偶极矩和发射偶极矩。
根据经典量子力学扰动理论,荧光偶极子的吸

收效率Pabs 与激发光的电场E 和吸收跃迁偶极矩

μabs 的乘积的平方成正比[40-41]:

Pabs∝ E·μabs
2。 (1)

  将(1)式展开,计算可得,荧光偶极子受激后的

吸收效率正比于cos2δ,其中δ 是μabs 和E 之间的

夹角,如图1(a)所示。即当激发光的偏振方向与荧

光偶极子的吸收偶极矩方向平行时,分子吸收光子
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图1 荧光偶极子的吸收和辐射偶极矩。(a)荧光偶极子

吸收几率取决于吸收偶极矩和激发光的电场的夹

 角;(b)荧光偶极子的发射强度图

Fig 
 

1 Absorption
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dipole
 

moments
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fluorescence
 

dipole 
 

 a 
 

Dependence
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fluorescence
 

dipole
 

absorption
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between
 

absorption
 

dipole
 

moment
 

and
 

electric
 

field
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 b 
 

emission
 

   intensity
 

pattern
 

of
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dipole

发生跃迁的概率最大。反之,当偏振激发光的偏振

方向与吸收偶极矩的方向垂直时,吸收概率为零,荧
光分子无法吸收光子发生跃迁。

而在发射过程中,荧光分子被看作是发射跃迁

偶极子,远场辐射荧光的电场[42]表示为

Eem ∝K×(K×μem), (2)
式中:K 表示光的传播方向。(2)式表明,荧光偶极

子辐射荧光的强度 Eem
2 正比于sin2ζ,其中,ζ 为

μem 和K 之间的夹角,如图1(b)所示。该辐射光场

经过显微物镜后呈线性偏振,偏振方向与辐射偶极

矩相同。在荧光偏振显微镜中,物镜后的辐射光场

探测效率(Pem)取决于偏振记录方向ui和辐射光场

偏振方向Eem 的点乘,即

Pem ∝ Eem·ui 2。 (3)

3 荧光偏振显微成像技术

生物分子的取向分布可以反映生物分子的组织

结构信息,不同生物分子间的组织结构通过分子相

互作用机制,与很多生物功能密切相关。因此在生

命科学和医学领域,定量获取生物分子的取向分布

信息,对从分子层面揭示生命活动中的分子结构和

功能等具有十分重要的意义。

3.1 荧光偏振各向异性方法

基于荧光辐射偏振特性的荧光各向异性法是从

20世纪50年代开始的一种早期荧光偏振分析技

术,通过分析被标记样本受圆偏振光激发后沿两个

正交方向的偏振发射荧光光强IX、IY,可获取受激

发荧光偶极子的方向信息。FA法作为一种被广泛

应用的技术,最初主要被用于研究溶液中分子旋转

运动相关的动态特性[43]。荧光的各向异性可表

示为

Aanisotropy=
IX -IY

IX +IY
。 (4)

  FA的典型测量装置如图2所示,利用圆偏振

光激发样本,其辐射光经显微物镜反射后通过偏振

分光装置,分为偏振方向相互垂直的两束光IX、IY,
并被对应的探测器接收。偏振分光装置通常采用偏

振分束器[44]、沃拉斯顿棱镜[36]、汤普森棱镜[45]。

图2 分子FA的测量系统示意图

Fig 
 

2 Schematic
 

for
 

measuring
 

FA
 

of
 

molecules

上述基于FA的设备可以用于生物分子方向信

息的获取,通常生物分子的密度很高,激发光场内大

量高速运动的荧光偶极子形成了荧光偶极子簇,因
此需根据样本构建分子簇整体取向分布的几何模

型,并利用几何模型的特征参数统计性地描述激发

光斑内荧光分子簇的取向分布信息[32,
 

46]。最简单

的模型是锥状模型,有中心方向和锥角两个参数,其
中中心方向描述激发光斑内所有分子的平均方向,
锥角描述激发光斑分子簇内分子取向与中心方向的

偏差。由(4)式可知,利用单一荧光各向异性参数无

法准确获取荧光偶极子簇几何模型中两个未知的取

向分布参数的值。因此,这类技术通常只用于研究

一些对平均取向分布有先验信息的样品。1979年,

Axelrod[47]利用荧光偏振显微镜观察红细胞血影膜
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上的荧光探针[diI-C18-(3)],获得了辐射偶极子的

分子取向和在膜中垂直于膜轴方向的旋转速度信

息。在此基础上,1990年,Florine-Casteel[46]获得了

巨型单膜囊泡的荧光图像,并解析了其膜上的部分

脂质排列,这对监测与质膜有关的细胞活动有重要

意义。上述研究都是利用荧光分子沿径向分布的圆

形样本,其平均方向是已知的。此后,研究人员将

FA技术与全内反射荧光显微成像(TIRFM)[22]、光
漂白后的恢复(FRAP)[19,

 

48]等技术结合以检测生物

分子方向。Mehta等[49]通过结合FA,提出了瞬时

荧光偏振显微成像技术,实现了单分子位置和方向

的追踪。

FA技术是基于荧光辐射的偏振分析方法,因
此辐射信号的去极化会影响其准确度,比如分子的

旋转和分子间荧光能量的共振转移等都会导致样品

辐射荧光去极化,从而各向异性减弱,FA技术在生

物分子样本的实际应用中受到一定的限制。

3.2 荧光偏振线性二向色性方法

为了克服FA方法的限制,研究人员提出利用

荧光吸收偶极子对激发光偏振方向的敏感性来获取

荧光偶极子方向信息的荧光线性二向色性方法

(LD)。该方法利用偏振方向相互垂直的两束线性

偏振激发光依次激发样本,通过分析偏振调制荧光

信号来获取样本中分子的方向信息。其系统装置如

图3所示,出射的激发光被偏振调制模块调制为偏

振方向相互垂直的线偏光,调制过的线性偏振光依

次经过显微物镜并激发样本,辐射光经相同显微物

镜反射后被探测器接收。通过分析两种激发光对应

的辐射荧光强度之比,可以获取被测样本中分子的

方向信息。该方法基于荧光吸收的偏振敏感性,不
受能量共振转移的影响,相比于FA方法,更适合于

研究荧光分子密度较高的生物样本。

图3 分子LD的测量系统示意图

Fig 
 

3 Schematic
 

for
 

measuring
 

LD
 

of
 

molecules

最初LD方法主要用在宽场(WF)荧光显微镜

中。2006年,Vrabioiu等[30]利用该方法揭示了在细

胞分裂过程中,隔膜蛋白细丝在膜平面内旋转90°
的事实,这对于研究活酵母中隔膜蛋白细丝组织和

动力学具有重要意义。此外,通过结合多焦点成像

技术,Abrahamsson等[50]利用多焦点偏振显微镜实

现了活体生物样品的三维快速成像,并研究了出芽

酵母细胞的蛋白质组装动力学的荧光偏振各向异

性,对秀丽隐杆线虫胚胎细胞分裂也进行了透射偏

振成像。
但该方法仅获取了两个偏振方向上的辐射光强

的比值,因此面临FA方法相同的问题,只适用于仅

有一个未知参数的模型,其在复杂样本中的应用受

到限制。为了拓展LD方法的应用范围,研究人员

用液晶相位可变延迟器调制出具有4个偏振方向的

激发光,并用其依次照射样本,通过分析对应偏振调

制的荧光图像序列,获得了活酵母中隔膜蛋白细丝

的方位角和偏振比[51-52]。为了克服LD方法的局限

性,获取样本任意区域全面的分子取向分布信息,研
究者提出了角分辨线性二向色性

 

(ARLD)
 

方法,利
用多个不同方向的线偏振光依次激发样本,通过分

析辐射荧光对入射偏振方向的响应曲线来获取生物

分子取向分布的几何模型统计参数,并将其应用到

具 有 更 高 轴 向 分 辨 率 的 激 光 扫 描 共 聚 焦 显 微

(LSCM)成像系统中,成功检测到药物处理引起的

细胞膜亚波长尺度的形变、胆固醇含量变化引起的

细胞膜内部张力的改变[31]。为了进一步获取动态

样本的分子结构,Wang等[32]提出了高帧率荧光共

焦角分辨显微镜,利用并行共聚焦显微成像模块,并
结合电光器件的偏振调制模块,实现了高帧频的分

子取向分布成像。该技术为动态样本中分子取向的

实时监测提供了可能。

3.3 基于双光子荧光激发的荧光偏振显微成像

(TP-FPM)技术

以上FPM技术都是采用单光子荧光激发,分
子对激发光的吸收效率正比于激发光偏振方向与荧

光偶极子方向夹角的余弦值的平方。对于双光子激

发,其吸收效率正比于偏振方向和偶极子方向之间

夹角的余弦的四次方,这从数学上决定了双光子荧

光偏振成像技术可以解析具有复杂分子取向分布模

型的样本。2014年,Ferrand等[26]针对双光子激发

的LD偏振成像技术进行了理论分析,从理论层面

证明了双光子荧光偏振激发可以解析更为准确的具

有四阶对称参数的分子分布模型。图4展示了在不
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图4 TP-FPM方法获取的具有不同偶极子取向分布的

几何模型
 [26]

Fig 
 

4 Geometrical
 

models
 

with
 

different
 

dipole
 

orientation
 

   distributions
 

obtained
 

by
 

TP-FPM
 

method
 

 26 

同二阶和四阶模型参数下对应的分子取向分布的几

何模型和重建模型,其中第一列为荧光偶极子簇角

分布几何模型,第二列和第三列分别为分解后的二

阶和四阶分布,第四列为利用双光子荧光线性二色

性法重建的分子取向分布。
此外,Lazar等[24]提出了基于双光子荧光激发

的LD显微成像技术,利用该技术成功监测了荧光

蛋白标记的细胞膜蛋白分子的方向信息,这对定量

研究蛋白质之间的相互作用和构象变化并深入了解

膜蛋白的结构和功能具有重要意义。双光子荧光激

发也可以与FA技术结合以测量体内药物分布,可
实现细胞水平上体内与体外靶向药物结合情况的实

时监测,为体内药物靶向结合和治疗功效提供了新

的监测方法[53-54]。
在上述的FA和LD技术中,FA技术的实现装

置更简单一些,可同时探测X、Y 两个偏振方向的辐

射光强,从而实现了分子方向分布的快速监测,但易

受能量共振转移造成的去极化影响。相比较而言,

LD技术和ARLD技术不受分子间能量共振转移的

去极化影响,但需对激发光的偏振方向进行旋转,而
不同方向偏振光经过光学系统时会引起激发光的偏

振发生畸变,从而对结果造成影响。针对这一问题,
研究者通常利用光学器件对光路中的偏振畸变进行

补偿或在数据处理中进行预校正[31-32]。
经过研究人员不断的努力,基于偏振特性的

FPM技术在基础分析理论、数据处理方法和实际成

像系统等方面得到了比较充分的研究,并取得了丰

硕的成果。然而,上述所有方法都受限于光学显微

成像的衍射极限,只能通过分析衍射受限激发光斑

内所有荧光分子对激发光偏振方向的总光强响应来

获得分子的整体取向分布。因此为了进一步获取荧

光偶极子更准确的取向信息和更精细的生物结构信

息,提高FPM 技术的空间分辨率并减少激发光斑

内的荧光分子是关键。

4 基于荧光偏振调制的超分辨显微

成像技术
 

4.1 荧光偏振解调超分辨显微成像
 

(SPoD)
 

技术

根据上述荧光吸收敏感性可知,当不同取向的

荧光偶极子受到同一线偏振光激发时,荧光偶极子

在同一时刻发射出强度不同的荧光信号,从而增加

了荧光辐射图像的稀疏性。基于上述理论基础,德
国 Walla课题组[33]将偏振调制引入超分辨显微成

像中,提出了偏振解调超分辨显微成像技术。该技

术通过周期性地改变激发光偏振方向来获取对应的

荧光辐射图像序列,并结合重建算法获得超分辨图

像,其实验装置如图5所示。当吸收偶极矩方向与

激发光偏振方向的夹角处于一定范围内时,荧光偶

极子均可被有效激发。研究者通过利用激发光束和

垂直于激发光束偏振方向的第二个去激发偏振光束

同时照射样本,进一步增加了荧光辐射图像的稀疏

性(ExPAN技术),将空间分辨率提高至宽场成像

的两倍。

图5 SPoD的实验装置示意图

Fig 
 

5 Schematic
 

of
 

experiment
 

setup
 

of
 

SPoD

图6(a)、(b)分别展示了海马神经元树突的 WF
成像和SPoD重建结果,其中白色方框区域的放大

图显示在顶部左侧,顶部右侧为点状虚线位置处的

轮廓线图。可以看出,SPoD技术可以清晰地分辨
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图6 海马神经元成像(比例尺为1
 

μm)
[33]。(a)WF图像;

(b)SPoD图像

Fig 
 

6 Images
 

of
 

hippocampal
 

neurons
 

 scale
 

bar 
 

  1
 

μm 
 

 33  
 

 a 
 

WF
 

images 
 

 b 
 

SPoD
 

images

出海马神经元树突状结构,大幅地提升了分辨率。

SPoD重建算法是通过对偏振调制荧光图像序

列进行稀疏增强解调来实现的,在引入了噪声相关

的稀疏约束正则项的极大似然估计优化模型上,通
过快速迭代阈值收缩算法(FISTA)求解超分辨图

像。其重建结果受正则化参数λ1 和λ2 的影响,只
有当参数取值合适时,重建图像才能具有最好的分

辨率。2016年,德国Frahm等[55]提出,SPoD技术

中的超分辨来自于稀疏惩罚算法的解调制作用以及

ExPAN技术对辐射图像的稀疏性增强。Walla课

题组利用实际样本数据和仿真计算展示了激发光偏

振调制带来的荧光分子辐射信号的周期性变化差

异,利用这种差异可以实现荧光分子超衍射极限分

辨率下的分离识别,进而可以重构出超越衍射极限

的显微图像[56]
 

。Wazawa等[57]将SPoD技术与快

速光开关荧光蛋白Kohinoor相结合,并利用改进的

重建算法,获得了低功率下的更精确的超分辨图像,
大大拓展了该技术在活细胞成像中的应用范围。

4.2 基于荧光偏振调制的超分辨偶极子方向映射

技术

上述SPoD技术与获取分子取向分布的FPM
技术都采用相同的偏振调制激发机制,因此二者结

合在理论上可获取超分辨尺度下荧光偶极子的方向

信息。2016年,北京大学席鹏课题组与清华大学张

奇伟课题组开展了超分辨分子取向分布成像方法的

研究,并提出了基于偏振解调的超分辨偶极取向映

射方法[34]
 

。该方法在SPoD方法的基础上,利用最

小二乘曲线拟合方法,获取了相应空间分辨率下的

荧光偶极子方向分布信息,其获取偏振调制图像的

装置与SPoD方法相似,只是去掉了用于去激发的

ExPAN光路,且二者均基于LD原理获取了10幅

不同偏振方向下的荧光强度图像。
席鹏课题组利用该技术对活酵母细胞中被绿色

荧光蛋白标记的隔膜蛋白进行成像,图7(a)、(b)所
示分别为俯视视野和横截面视野的方向映射图,每
幅图中左上部分均为宽场图像,右下部分为SDOM
定向映射重建图像,图像中的短线用于映射偶极子

方向。在SDOM图像中可以看到,荧光偶极子在隔

膜蛋白的沙漏结构中呈放射状分布。进一步,席鹏

课题组利用该技术首次发现海马神经元树突棘颈部

的偶极子取向在不同边界上呈不均匀分布,且哺乳

动物肾脏细胞中荧光团的偶极子取向大部分垂直于

肌动蛋白丝。

图7 活酵母细胞中隔膜蛋白的SDOM 成像(比例尺为

500
 

nm)[34]。(a)隔膜蛋白俯视视野的 WF(左上)

和SDOM(右下)的方向映射图;(b)横截面视野的

 方向映射图

Fig 
 

7 SDOM
 

images
 

of
 

septin
 

in
 

live
 

yeast
 

cells
 

 scale
 

bar 
 

500
 

nm 
 

 34  
 

 a 
 

Orientation
 

mapping
 

images
 

of
 

septin
 

with
 

WF
 

 upper-left 
 

and
 

SDOM
 

 lower-right 
 

under
 

top
 

view 
 

 b 
 

orientation
 

mapping
 

images
 

under
 

cross-
   sectional

 

view
 

在此基础上,基于组稀疏SDOM的GS-SDOM
技术可以在SDOM相同分辨率的条件下,获得更精

准的局部偶极子分布情况[58]。然而,与SPoD技术

一样,SDOM和GS-SDOM技术采用的超分辨重建

算法同样引入了噪声相关的稀疏约束正则项,所以

其重建结果也受正则化参数λ1 和λ2 的影响。λ1 和

λ2 在很多研究中也被称为经验参数,即要通过多次

实验选取合适的取值,且对于不同的样本,λ1 和λ2
的取值范围也可能有所不同,这增加了这些算法的

复杂性和不确定性,限制了它们的应用。
为了避 免 引 入 与 噪 声 相 关 的 正 则 项,Wang

等[59]提出了超分辨-分子取向映射(SR-OM)联合重
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建算法。该算法首先引入荧光偶极子簇取向分布模

型,然后利用该模型和偏振调制显微成像理论建立

最小均方差的优化模型,并用共轭梯度最小二乘法

对优化模型中的关键参数进行重建。仿真实验证

明,该算法可以同时获取四分之一波长的成像分辨

率以及相应分辨率下的荧光偶极子簇取向分布信

息。进一步,蒙特卡罗仿真实验证明,该联合重建算

法对偶极子取向分布参数重建结果的误差很小,对
偶极子分布相对有序的样本具有良好的重建能力。

4.3 荧光偏振显微技术与超分辨成像技术的结合

在上述荧光偏振调制显微成像技术获取超分辨

尺度分子取向信息的基础上,2019年,Zhanghao
等[35]将 荧 光 偏 振 调 制 与 结 构 光 照 明 显 微 成 像

(SIM)技术相结合,提出了偏振结构光照明显微成

像
 

(pSIM)
 

技术。其中,SIM 技术可以提供超分辨

显微图像,在此基础上结合LD技术,可以获取超分

辨尺度下生物分子的方向和结构信息。其实现装置

如图8所示,基本结构与SIM 系统相同,光栅图像

的相干叠加产生了干涉照明条纹,通过旋转光栅方

向获取不同取向的干涉照明条纹,从而重构超分辨

图像。研究者在此基础上加入偏振调制模块,进一

步重建了超分辨尺度下生物分子方向的分布图像。

图8 典型的SIM实验装置示意图

Fig 
 

8 Schematic
 

of
 

experiment
 

setup
 

of
 

typical
 

SIM

图9所示为利用pSIM 技术对BAPE细胞中

的肌动蛋白丝进行成像的结果,图9(a)、(b)显示了

相应的 WF、SIM、偏振调制(PM)和pSIM 成像结

果。其中,图9(b)是偶极子方向的伪彩色图像,左
下方的色轮揭示了颜色与偶极子方向之间的关系,

图9BAPE细胞中肌动蛋白丝的pSIM成像结果(比例尺

为5
 

μm)
[35]。(a)WF和SIM 的强度图;(b)PM 和

pSIM中偶极子方向的伪彩图;(c)图9(a)中方框的

 放大图

Fig 
 

9 pSIM
 

imaging
 

results
 

of
 

actin
 

in
 

BAPE
 

cells
 

 scale
 

bar 
 

5
 

μm 
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 a 
 

Intensity
 

images
 

by
 

WF
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SIM 
 

 b 
 

pseudocolored
 

images
 

in
 

dipole
 

direction
 

by
 

PM
 

and
 

pSIM 
 

 c 
 

magnified
 

view
 

  of
 

boxed
 

region
 

in
 

Fig 9 a 
 

图9(c)是图9(a)中方框的放大图,短线表示偶极子

方向。分析结果可得,pSIM 能够实现与SIM 相同

的空间分辨率,相当于 WF的两倍,并获得了两倍

PM分辨率下偶极子的方向信息。此外,pSIM技术

适用于不同类型的样本以及多种SIM 设备。研究

者还利用该技术对细胞骨架网络和一系列生物丝状

系统进行成像,揭示了肌动蛋白和肌球蛋白之间的

相互作用、神经元的膜相关周期性骨架中肌动蛋白

环结构的并排组织模型,并对活U2OS细胞中绿色

荧光蛋白标记的微管进行了动态成像。
进一步,Valades

 

Cruz等[36]将偏振调制FA计

算与单分子定位显微成像技术相结合,提出了荧光

偏振分析随机光学重构显微
 

(Polar-dSTORM)
 

技

术。该技术基于STORM 系统,通过在探测光路中

加入 偏 振 分 光 元 件,利 用 两 个 电 子 倍 增 探 测 器

(EMCCD)探测了偏振方向相互垂直的荧光辐射图

像。针对每个偏振方向的辐射图像,利用STORM
重建算法获取该偏振方向对应的超分辨显微图像,
之后利用FA分析方法获取单分子的取向分布信

息。Polar-dSTORM被应用于生物纤维(比如细胞

微管)、体外双链DNA以及肌动蛋白应力纤维等的

成像中,获取了精细的分子取向结构信息。Polar-
dSTORM 技术的成像时间较长,更适用于静止样

本,且荧光分子需同时满足偏振分析的极性要求和

STORM的开关条件,这限制了其应用范围。
自偏振调制引入超分辨领域之后,FPM技术得

到了迅速的发展[38,
 

60-61],可以基于不同的成像模式
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(宽场成像[34-35]、3D点扫描显微成像[62]、多角度全

内反射显微成像[63]),激发机制(单光子激发[34,64]、
多光子激发[65-66])以及信号记录方式(单分子定

位[36-37])实现超分辨尺度下不同分子结构的方向信

息测量。

5 总结与展望

荧光探针的特异性标记能力使得显微成像可以

聚焦于感兴趣的分子,进而对生物分子结构进行针

对性研究。FPM技术基于荧光的偏振特性,在揭示

生物分子的功能和结构信息方面发挥了不可替代的

作用。随着基于荧光偏振调制的超分辨显微技术的

发展以及FPM
 

与其他超分辨显微成像技术的结

合,FPM技术的应用范围从取向均匀的生物分子结

构扩展到相对复杂的生物结构,检测精度也实现了

从衍射受限光斑内偶极子簇整体取向分布到单偶极

子的精确检测的跨越。
虽然基于荧光偏振调制的显微成像技术在获取

超分辨图像和分子方向信息两个维度上取得了很大

的成功,但都存在一些局限性。比如,基于荧光偏振

调制的FPM 技术发展不成熟。在未来,进一步提

高荧光偏振显微成像的时间和空间分辨率,并发展

基于荧光偏振调制的FPM 技术是该领域亟需解决

的问题,最终实现三维超分辨空间尺度下分子三维

信息的成像是研究的主要目标。
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