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亚 20 nm 荧光超分辨显微技术研究进展（特邀）
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摘要  荧光超分辨显微技术自 20 世纪 90 年代诞生以来，经历了多代创新与发展，其空间分辨率已经远超衍射极限，横向

分辨率能够达 20 nm 以下，可以实现分子尺度的生物成像与动态追踪。新一代超高分辨率显微技术的产生得益于传统超

分辨技术的深度发展和结合创新。详细介绍横向分辨率在亚 20 nm 尺度的新一代荧光超分辨显微技术，并阐述其与传统

超分辨原理的联系与区别。此外，针对分辨率的限制因素，就光学系统、扫描策略和样品制备等方面进行探讨，并展望高

分辨率荧光显微技术在生物医学领域中的应用前景和发展方向。
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Abstract Fluorescence super-resolution microscopy has undergone several rounds of innovation and development since 
the 1990s.  The spatial resolution of fluorescence super-resolution microscopy exceeds the diffraction limit by a wide 
margin, achieving a lateral resolution below to ~20 nm and enabling imaging and tracking at the molecular level.  The 
latest generation of ultrahigh-resolution microscopy is the product of extensive development and innovative combination of 
conventional super-resolution techniques.  This review aimed to introduce the new generation of fluorescence super-

resolution microscopy at a sub-20-nm scale lateral resolution, and we also elucidated their similarities and differences 
compared with the conventional super-resolution techniques.  Additionally, this review explored how emerging 
technologies optimize optical systems, scanning strategies, and sample preparation to improve resolution.  Finally, we 
discussed the potential applications and development of high-resolution fluorescence microscopy in biomedical research.
Key words fluorescence microscopy; super-resolution imaging; modulated illumination; single-molecule localization; 
scanning strategy

1　引 言

点扩散函数（PSF）描述了光学成像系统对理想点

光源的响应，可以反映系统的成像性能。由于衍射的

存在，显微系统的 PSF 通常为一定大小的艾里斑［1］。

根据瑞利判据［2］，当两个艾里斑间距小于
0. 61λ
NA

时，两

个点光源的像将无法被分辨，其中 λ为光波长，NA为

数值孔径。衍射极限也代表了传统光学显微技术的空

间分辨率极限，理想光学显微镜的横向分辨率
λ

2NA 在

200 nm 左 右［3］，而 轴 向 分 辨 率
2λ
NA2 只 能 达 到 约

500 nm［4-5］。许多重要的生物化学分子或微生物，如葡

萄糖、蛋白质、酶、抗体、病毒等，物理尺寸都处于 1~
100 nm 范围内，而光学显微技术受到衍射极限的限
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制，无法观察到细胞器和生物大分子水平的物质结构

和生命活动。因此，超越衍射极限的荧光超分辨显微

技术应运而生［6-8］。

经典的超分辨显微成像技术可以分为如图 1 所示

的 3 类：受激发射损耗显微技术（STED）［9-11］、单分子定

位成像显微技术（SMLM）［12-19］和结构光照明显微技术

（SIM）［20-23］。STED 属于点扫描显微技术，采用激发光

叠加空心损耗光的方式，通过受激辐射淬灭激发光外

围的荧光信号，从而缩小有效激发区域，其横向分辨率

取决于损耗光的功率，可达 20~70 nm。最早的单分

子定位显微技术包括光激活定位显微技术（PALM）［13］

和随机光学重建显微技术（STORM）［15］，它们利用特

殊荧光染料的光活化或光开关效应，控制荧光分子稀疏

发光，即避免多个分子在一个衍射极限范围内同时发光

导致不可区分；通过记录这些荧光分子分时发光（闪烁）

时产生的图像序列并定位每个分子，最终将所有定位结

果重构为超分辨图像。这种技术通常基于宽场显微系

统实施，重构图像的横向分辨率可达 20~30 nm。SIM
属于宽场显微技术，通过对样品进行多角度的结构光

照明，扩展系统的有效光学传递函数（OTF）。相较之

前提到的两种技术，SIM 具有相同视场下最快的成像

速度，但其横向分辨率相对较低，约为 100 nm。

随着生物医学研究需求的变化，超分辨显微成像

技术也在分辨率、成像速度、视场大小、成像深度等方

面不断取得进步，其中成像分辨率提升的成果尤为显

著。经过数十年的发展，超分辨显微技术已从突破衍

射极限发展到横向分辨率可达亚 20 nm，甚至定位精

度达埃米（1 Å=0. 1 nm）量级，能够以接近分子尺度

的分辨率对核孔、染色质复合物和细胞骨架丝等生物

结构进行成像。

新一代荧光超分辨显微技术在 3 类经典超分辨技

术的基础上有相对深度的发展，也有相互结合的创新，

如图 1 所示。针对 STED 中高损耗光强导致的光漂白

和光毒性问题，MINFIELD［24］改变了扫描策略，专注于

更小的成像视场，可实现亚 20 nm 的横向分辨率；针对

SMLM 中荧光光子预算有限的问题，用于纳米形貌成

像的 DNA 点积累技术（DNA-PAINT）［25］改变了样品

的标记方法，能够从单个结合位点获取更多光子进行

定位，可实现优于 10 nm 的横向分辨率。结合三类经

典超分辨技术的思想，另一类新的技术被提出，本文将

其称为调制照明定位显微技术（MILM）［26-27］。MILM
对激发光进行调制，引入类似 SIM 中的条纹或是

STED 采用的空心光斑，通过激发光的位移和获得的

光子数分布对单分子进行定位，提高了单个光子携带

的定位信息量，从而显著提高了横向分辨率。MILM
可以分为点扫和宽场单分子定位技术：前者包括 Hell
课题组于 2017 年提出的 MINFLUX 技术［28］和 2021 年

提出的 MINSTED［29］，定位精度高达 1 nm 甚至 Å 量

级；后者包括 2019 年 Wieser 课题组［30］提出的 SIMPLE
技术、同年徐涛和纪伟合作团队［31］提出的 ROSE 技术、

2020 年 Stallinga 课题组［32］提出的 SIMFLUX，在光子

数相同的条件下，定位精度相较传统 SMLM 提升

约 2 倍。

本文从经典超分辨技术的深度发展和结合创新两

图 1　典型超分辨显微成像技术及发展概述

Fig.  1　Overview of main super-resolution microscopy concepts and development
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方面展开，详细介绍横向分辨率为亚 20 nm 的新一代

荧光超分辨显微技术。这些超高分辨率技术能够实现

分子尺度的定位、成像与追踪，为生物结构研究和生命

活动观测提供更多可能。基于成像原理，详细阐述新

一代超分辨显微技术与传统技术之间的联系，分析各

类技术的优缺点，并探讨它们在系统、扫描策略或样品

方面如何优化限制分辨率的因素。最后，列出在实现

超高分辨率成像过程中需要重点关注的问题，并展望

高精度荧光超分辨显微技术在生物医学领域中的应用

前景和发展方向。

2　深 度 发 展 ：MINFIELD 和 DNA-

PAINT
2. 1　从 STED到 MINFIELD

STED 是最早实现的荧光超分辨显微技术［10］，利

用聚焦激发光使艾里斑范围内的基态荧光分子跃迁至

激发态，接着利用波长与荧光能级差相匹配、截面为环

形的空心损耗光（下称 STED 光），使外围的荧光分子

通过受激辐射回到基态，从而将自发辐射的荧光限制

在环形中心周围的亚衍射大小区域，缩小了系统的有

效 PSF［33］，横向分辨率可达 20~70 nm［34-36］。在 STED
系统中，横向分辨率公式为

Δx= λ

2NA 1 + I
Isat

， （1）

式中：λ为激发波长；NA为物镜的数值孔径；Isat 是当荧

光强度减小到 1/2 饱和值时 STED 光的强度特征值；I
代表实验中 STED 光的最大光强，也是影响 STED 分

辨率的重要因素。由式（1）可看出，I Isat 的值越大，即

STED 光强越大，系统分辨率越高。

理论上，提高 STED 光功率可以缩小自发辐射区

域，从而提升 STED 系统分辨率。但实际成像中，

STED 系统分辨率因受到信噪比（SNR）的限制而不能

无限提升［37］。由于 STED 系统为点扫描系统，激发光

和损耗光的聚焦光斑会随着扫描过程遍历整个视场，

样品上标记的荧光分子将反复受到 STED 光照射，这

将带来荧光分子漂白和生物细胞光损伤的问题，从而

导致视场内荧光信号的衰减，影响成像质量。为解决

STED 分辨率提升和光漂白程度增强之间的矛盾，研

究人员在 2017 年提出了 MINFIELD［24］。该技术通过

改变扫描策略，将视场限制在亚衍射大小的区域，可以

在此小视场内降低 STED 光引起的光漂白，获得小于

25 nm 的横向分辨率。

对于紧聚焦在样品面上形成的环形 STED 光斑，

其中心附近的光强足以产生受激辐射，即淬灭荧光。

然而，环形 STED 光斑的峰值强度往往远高于中心区

域 的 强 度 ，这 也 是 造 成 光 漂 白 的 主 要 原 因 。 在

MINFIELD 中扫描策略变为：先对大视场进行共聚焦

预览，再对感兴趣区域（ROI）进行 STED 成像，但只扫

描环形 STED 光中心亚衍射大小的区域。此种扫描策

略可将荧光分子保持在适中的损耗光强范围内，从而

显 著 降 低 样 品 的 光 漂 白 ，收 集 更 多 的 荧 光 信 号 。

MINFIELD 的原理如图 2（a）和图 2（b）所示。

理想情况下，STED 光的中心强度为 0，因此分子

只有位于环形圆圈中心的小区域内才能发射荧光，且

该区域面积随着 STED 光功率的增加而减小。通过将

成像视场缩小到图 2（a）所示的衍射极限范围内，荧光

分子将始终位于 STED 光束强度适中的区域（即在环

形 STED 光最小值附近），如图 2（b）所示。

图 2（c）~（e）展示了传统 STED 与 MINFIELD 在

多帧成像上的对比。样品为采用 anti-gp210（红色）和

anti-FG repeat Nup（绿色）抗体标记的两栖动物细胞中

的核孔复合物（NPC）。图 2（c）表明传统 STED 成像

可以分辨出 NPC 结构中的八边形细节，然而，由于视

场中高强度的 STED 光扫描，在这种情况下无法连续

获取多张图像。图 2（c1）~（c3）显示后续多帧记录中，

方框区域内的 STED 成像产生了严重的光漂白。

图 2（d）体现了 MINFIELD 成像过程，首先获取低分辨

率的大视场共焦图像，然后以高分辨率对小视场区域

进行多次扫描，结果如图 2（d1）~（d10）所示。后续可

以对获得的多帧荧光信号进行求和（SUM）或逐帧评

估等处理。图 2（e）显示了 STED 和 MINFIELD 进行

多帧成像时，图像红色和绿色通道的信号强度变化。

相较传统的 STED，MINFIELD 更好地控制了光漂

白，同时可以通过多帧图像的叠加，显著提高成像结果

的 SNR。换用标记误差更小的纳米抗体［38］对 NPC 进

行标记后，MINFIELD 能以高信噪比对非洲爪蟾细胞

NPC 中的 Nup93 结构进行成像，分辨率可达约 20 nm。

MINFIELD 是经典 STED 成像技术的重要改进，

最大限度地降低了光漂白，提高了从 ROI 中获得的荧

光信号强度。该技术将 STED 成像区域限制在与样品

亚衍射特征相近的空间维度，有效避免了 STED 光束

最大值（环形峰值）的强光场扫描到目标分子，从而使

尺寸小于 100 nm 结构的总荧光信号强度提高 2 个数

量级［24］。此外，在成像过程中，MINFIELD 始终将荧

光分子保持在 STED 光束的最小光强位置附近，这也

为后文提到的 MINFLUX［28］和 MINSTED［29］技术的产

生提供了思路。

MINFIELD 的局限性在于：成像视场较小，为准

确扫描预览图中的目标区域，需要提前对扫描系统进

行高精度标定；同时，由于扫描视场限制在 STED 光束

的中心区域附近，被 STED 光外围峰值扫到的区域将

产生严重光漂白，无法连续扩展成像视场；此外，在极

高的扫描速度下，保持扫描过程的线性度和扫描视场

的稳定性也是成像的重要挑战。为了使激发光和

STED 光的焦点准确按照设定的扫描位置和时序移

动，MINFIELD 使用 2 台电光偏转器（EOD）实现光束
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在 x和 y方向的偏转，增加了系统的复杂度和光路调节

难度。

2. 2　从 SMLM 到 DNA-PAINT
SMLM 通过对稀疏发光的荧光分子分别进行定

位，并叠加所有定位点，实现超越衍射极限的分辨率。

特定荧光探针的随机闪烁能将多个分子的荧光发射时

间分离，从而以亚衍射精度独立定位它们的空间坐

标［39］。与需要改变系统照明方式的 STED 和 SIM 不

同，SMLM 在系统上通常采用传统的宽场激发，其主

要挑战在于获得样品端荧光探针良好的闪烁性能。这

种闪烁是由荧光蛋白（PALM 方法采用 PA-GFP 标

记）或特定有机染料（STORM 方法采用 Cy3-Cy5 标

记）的固有光物理特性产生的。然而，闪烁的性能往往

受到染料种类、标记密度、激活光功率和缓冲环境等因

素的影响，因此较为复杂且难以控制［40-41］。此外，由于

荧光探针具有有限的光子速率和光漂白特性，SMLM
的横向分辨率受限于 20~30 nm。

另一种可用于实现 SMLM 的样品标记方式是用

于纳米形貌成像的点聚集技术（PAINT）［42］。与将荧

光团固定标记于目标分子上的技术不同，PAINT 是通

过目标分子永久或瞬时结合溶液中自由扩散的染料［42］

或由染料标记的配体（如 uPAINT［43］）来实现的。相较

于其他标记方法，PAINT 简化了 SMLM 样品标记的

复杂性，不需要维持特殊的实验条件来获得荧光闪烁，

只要探针能扩散并与目标分子结合即可。然而，在

PAINT 的实现方案中，使目标分子与荧光团结合的相

互作用限于疏水相互作用或静电耦合方式，因此难以

对更多种类的生物分子进行专门标记。

随着生物领域 DNA 纳米技术的发展，2010 年，

DNA-PAINT［25］的有效性得到验证。与 PAINT 概念

类似，DNA-PAINT 不依赖染料自身的光物理特性产

生样品的闪烁，而是利用 DNA 双链的互补性，短暂地

将荧光染料标记至目标分子上，从而大大提高了荧光

探针的稳定性和光子速率。DNA-PAINT 的原理如

图 3（a）所示，样品标记方式主要由对接链（docking）和

成像链（imager）实现。它们是互补的单链短 DNA，通

图 2　MINFIELD 原理、扫描策略和成像实验结果［24］。（a） MINFIELD 扫描视场示意图；（b） MINFIELD 扫描时图 2（a）中切面上的

光强分布；（c）（d）STED 与 MINFIELD 对两栖动物细胞中的 NPC 进行多帧成像的对比，比例尺为 200 nm；（e） 图 2（c1）~（c3）
和图 2（d1）~（d10）所示多帧图像的红绿通道信号强度变化

Fig.  2　Principle, scanning strategy, and imaging experiment results of MINFIELD[24].  (a) Scanning field-of-view of MINFIELD; 
(b) the profile of light intensity distribution in Fig.  2(a) while MINFIELD scanning; (c)(d) comparison of multiframe imaging of 
STED and MINFIELD for NPCs in amphibian cells, scale bars is 200 nm; (e) signal intensity variation of red and green 

channels in multiple frame images shown in Fig. 2 (c1)‒(c3) and Fig. 2 (d1)‒(d10)
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常长度为 8~10 个核苷酸。对接链通过标准免疫标记

法固定在待成像的生物样品上［44］，成像链则与染料偶

联，在环境中自由扩散。由于互补序列，成像链可以短

暂地与对接链结合。结合期间，成像链在相对较长时间

内固定在同一位置，从而使相机能收集足够的光子，实

现单次定位。在缓冲环境下，一条对接链可以反复结合

多条成像链，这极大地增加了从样品单个结合位点

（binding site）处接收到的荧光光子数量，从而显著提高

了定位精度和成像分辨率。图 3（b）和图 3（c）展示了利

用 DNA-PAINT 技术对 DNA 折纸进行标记的宽场与

超分辨成像结果对比［45］，可以清晰分辨间隔 20 nm 的

结构。

利用 DNA-PAINT 标记样品，可以对成像过程中

的闪烁动力学进行精细的外部控制，以达到最佳的成

像效果，消除了传统标记方法受到的染料性质或激活

光等条件的限制。一方面，对接链和成像链的结合持

续时间（类似传统单分子荧光染料的荧光发射时间）取

决于所形成 DNA 双链体的稳定性，该稳定性能通过调

节 DNA 短链长度、环境温度或 pH 值等多种方法得到

调整［46-47］。另一方面，二者结合的频率（类似传统单分

子荧光染料的荧光闪烁频率）能通过调节缓冲液中成

像链的浓度得到控制［48］。另外，向成像缓冲液中添加

特定成分，例如除氧系统或三重态淬灭剂等［49-52］，可以

显著降低荧光染料的光漂白。即使个别染料在结合期

间被漂白，缓冲溶液中的其余成像链仍然可以在下次

结合时继续发光。这些样品标记带来的优势使得

DNA-PAINT 能 够 实 现 极 高 的 定 位 精 度（~1 nm，

50000 光子数［53］），从而在荧光超分辨技术发展历程中

实现真正的分子尺度分辨率。

与 传 统 的 单 分 子 定 位 成 像 技 术 相 比 ，DNA-

图 3　DNA-PAINT 原理和成像实验结果［45］。（a） DNA-PAINT 概念示意图；（b）（c） DNA 折纸纳米结构的衍射受限图和超分辨

DNA-PAINT 图像，DNA 折纸结构由排列在 20 nm 网格中的 12 个对接链组成，如图 3（c）右下角所示，比例尺为 100 nm
Fig.  3　Principle and imaging experimental results of DNA-PAINT[45].  (a) DNA-PAINT concept; (b) (c) diffraction-limited image and 

super-resolved DNA-PAINT image of DNA origami nanostructures.  Each DNA origami nanostructure consists of 12 docking 
strands that are arranged in a 20-nm size grid shown in lower right corner of Fig3(c), scale bar is 100 nm
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PAINT 虽然具有上述多种优势，但也存在一些不足：

在成像过程中，未结合的成像链自由扩散会形成动态

荧光背景，从而影响系统信背比（SBR）和样品像差［54］，

降低部分定位事件的准确性；同时，成像时较高的焦外

荧光背景强度要求系统必须具备较强的光学层切性

能，例如全内反射、倾斜或光片照明［55-56］，相比宽场的

均匀照明更加复杂；此外，DNA 自身稳定性以及其与

细胞核酸的潜在非特异性相互作用使得对接链难以标

记于活细胞内部。因此采用 DNA-PAINT 对活细胞

进行成像仍然是一个巨大的挑战。

不过利用 DNA-PAINT 的特性，经典超分辨系统

中复杂的多目标成像有了新的实现方案。传统的多目

标成像实验使用不同光谱特性的染料标记样品的不同

结构，需要多种波长的激发光照射样品；由于系统中配

置的二向色镜和滤光片的限制，一般只能对有限种类

的目标进行成像。要实现多目标的多色成像，通常还

需引入二向色镜，将探测模块分为不同光谱的成像通

道。然而，考虑到色差等限制因素，多通道的定位精度

相较单通道有所降低。Exchange-PAINT［57］则采用不

同对接链标记样品的不同结构，通过各自的互补成像

链对多目标进行顺序探测。在获取一张 DNA-PAINT
图像后，清洗样品并更换缓冲液，以改变成像链种类。

由于不同成像链偶联的荧光染料相同，通过重复进行

成像、清洗和引入新序列的成像链步骤，能在不改变激

发波长的条件下，获得样品在同一区域的多重结构图

像。这样可以避免多色成像带来的色差影响，目前已

实现固定细胞中的九色超分辨原位成像［44］。此外，将

Exchange-PAINT 应用于单目标成像，还可以进一步

提升 SMLM 的定位精度。例如，在顺序成像分辨率增

强技术（RESI）［58］的实验中，首次以 Å 级分辨率解析了

DNA 折纸中单碱基对的主链距离。

除 Exchange-PAINT 外，DNA-PAINT 也发展出

了较多衍生技术。2016 年，qPAINT［59］被提出并应用

于复合物中的分子计数。该技术通过观察 DNA 成像

链和对接链的结合与解离（闪烁）频率，推算出等比例

的对接位点数量，能够反映细胞内目标分子的分布和

相互作用蛋白质之间的化学计量关系，例如解析心肌

细胞膜内兰尼碱信号传导受体（RyRs）的分布，进行

RyR 与调节蛋白 JPH2 之间的化学计量［60］。2017 年，

结 合 荧 光 共 振 能 量 转 移（FRET）原 理［61］的 FRET-

PAINT［62］被提出。该技术将目标分子的对接链上的

两个 DNA 结合位点分别用于结合供体链和受体链，通

过接收受体链的 FRET 信号实现单分子成像。由于受

体链只有在结合后才会通过 FRET 得到激发，因此与

传统的 DNA-PAINT 相比，FRET-PAINT 成像中的

背景信号显著降低，可以使用更高的成像链（供体和受

体）浓度进行实验，成像速度可提高约 30 倍［62］。

3　结合创新：调制照明定位显微技术
（MILM）

在上述经典超分辨技术相对深度的发展中，通过改

变扫描策略（如 MINFIELD）或样品标记方法（如 DNA-

PAINT），可以降低光漂白或是增加标记荧光团的数

量，从样品的给定位置获取更多的荧光光子，从而提升

成像分辨率。另一种提升成像分辨率的方法则是从有

限的光子预算中提取更多信息，即增加单个荧光光子所

包含的定位信息量［63］，这一思想在调制照明定位显微技

术中得到了实现。调制照明定位显微技术（MILM）［27］

又称为调制增强定位显微技术（meLM）［26］，结合了结构

光照明（SIM）和单分子定位成像（SMLM）的概念，引

入类似 SIM 使用的正弦图案或 STED 所采用的环形

图案对激发光进行调制，并通过激发光的精确位移对

稀疏发光的单分子样品进行定位。这可以显著提高定

位精度和成像分辨率，是经典超分辨技术的一种结合

与创新。

MILM 可以分为点扫单分子定位技术和宽场单分

子定位技术：前者包括 2017 年提出的 MINFLUX 概

念［28］及 后 续 p-MINFLUX［64］、RASTMIN［65］、ISM-

FLUX［66］ 等 衍 生 方 法 ，以 及 2021 年 提 出 的

MINSTED［29］，定位精度高达 1 nm 甚至 Å 量级；后者

则包括 SIMPLE［30］、ROSE［31］、SIMFLUX［32］等技术，在

光子数相同的条件下，定位精度相较传统 SMLM 提升

2 倍，分辨率也可以达亚 20 nm。

3. 1　点扫 MILM
最 先 被 提 出 并 实 现 的 点 扫 MILM 技 术 是

MINFLUX。MINFLUX 是最小光子通量的简称，根

据激发光局部最小值产生的最低荧光发射通量进行定

位，在仅收集 500 个光子的条件下，MINFLUX 可以实

现 3 nm 的定位精度［28］。在二维定位中，MINFLUX 利

用涡旋相位板（VPP）或空间光调制器（SLM）生成类

似 STED 成像中的环形光斑，将其用作激发光而不是

损耗光。系统采用 EOD 在焦平面上高速移动环形光

斑，对目标区域进行图 4（a）所示的 4 次曝光，获得一组

光子计数（n0 ~n3）。理想情况下，如果荧光分子正好

位于环形激发光中心时（激发光强为 0），点探测器将

不会收集到任何光子［67］，ni = 0；当环形激发光中心靠

近单个荧光分子时，二者距离越近（激发光强越低），收

集到的光子数就越少。因此，成像过程中获取到的光

子计数不仅体现了荧光强度信息，还反映了单个分子

与环形激发光中心的相对位置信息。MINFLUX 使用

较少的光子数就可以获得极高的定位精度，有效降低

了样品的光漂白。

MINFLUX 的一大特点是定位精度与探测范围 L
相关。L为一组 4 次曝光下环形光斑中心构成的圆形
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直 径 ，视 场 中 心 点 的 理 论 最 高 定 位 精 度 可 以 达

L

γ N
［68］，其中 γ为常数，取决于激发光斑及位移的几

何形状，N为探测到的荧光光子数。将 L降低到衍射

极限以下，可使发射的荧光光子提供更多信息，相比增

加光子数N，缩小视场 L可以更有效地提高定位精度，

如图 4（b）所示。在实际实验中，通常先使用较大的 L
值获取分子位置的粗略估计，然后再逐步缩小 L值进

行迭代定位［69］，以在更大的视场内实现均匀的最佳定

位精度。

MINFLUX 原理的提出将超分辨成像的定位精度

提升到个位数纳米量级，且有助于降低样品的光漂白。

同时，MINFLUX 在单个荧光分子追踪中提供了极高

的时空分辨率［70］，因此在活细胞观察及生命活动实时

监 测 方 面 具 有 广 阔 的 应 用 前 景 。 目 前 ，干 涉 式

MINFLUX［71］能够以高达 1. 7 nm/ms 的时空精度记录

马达蛋白 kinesin-1 在活细胞微管上的定向运动，并观

察到前进过程中无负载驱动蛋白头部旋转的现象，也

能以原纤维级分辨率解析微管的细胞骨架结构［72］。

DNA-PAINT MINFLUX［73］ 则 结 合 了 Exchange-

PAINT，实现了超高分辨率的多目标成像。

为实现 MINFLUX 理论上的极高定位精度，系统

硬件需满足极高的要求。在成像过程中，激发光斑需

要进行精确且快速的移动，因此，MINFLUX 系统选用

EOD 进行光束高速偏转，选用电光调制器（EOM）进

行高速开关调制。然而，电光器件的价格较为昂贵，并

且调试串联扫描器件、开发控制算法、主动矫正三维漂

移等工程的难度较大，除 Hell课题组外，目前全球范围

内尚无独立完成完整 MINFLUX 系统搭建的其他研

究 团 队 。 基 于 脉 冲 交 错 的 MINFLUX （p-

MINFLUX）［64］和基于光栅扫描的 RASTMIN［65］在系

统设计中都去除了 EOD，通过简化扫描策略，大大降

低了 MINFLUX 的硬件门槛。针对 MINFLUX 高精

图 4　MINFLUX 原理、定位精度和成像实验结果［28， 68］。（a） MINFLUX 二维定位扫描策略示意图；（b） 视场中心点的定位精度与检

测到的光子总数N、视场直径 L的关系；（c） 使用 Alexa Fluor 647 荧光染料标记的 Nup96-SNAP 的 MINFLUX 重建图像，比例

尺为 100 nm
Fig.  4　Principle, localization precision, and imaging experimental results of MINFLUX[28, 68].  (a) Diagram of 2D MINFLUX 

localization scanning strategy; (b) localization precision at the center of the excitation pattern as a function of total number of 
detected photons N and field-of-view diameter L; (c) MINFLUX nanoscopy reconstruction of Nup96-SNAP labeled with Alexa 

Fluor 647 fluorescence dye, scale bar is 100 nm
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度定位视场较小的问题，ISM-FLUX［66］在系统的探测

部分做出修改，结合图像扫描显微镜（ISM）［74-75］的思

想，将 MINFLUX 的点探测器件改为阵列探测模块，

大幅扩大分子的高精度定位范围，也具有一定同时定

位多分子的能力。

MINFLUX 是实现极致高分辨率的一次成功探

索，同时也为 MILM 的发展提供了新的思路。 2021
年，Hell课题组提出了 MINSTED［29］，使用 STED 中半

峰全宽被压缩的有效 PSF（E-PSF）边缘对单分子荧光

探针进行环形扫描，并逐光子迭代定位结果。环形

STED 光束可以有效抑制目标荧光团附近的荧光背

景，使得 MINSTED 相较 MINFLUX 进一步提高了

SBR，仅需 200~1000 个光子即可实现 1~3 nm 的定位

精度［29］。随后，他们通过将 STED 波长蓝移（775 nm→
636 nm），进一步减少了系统的热效应，并且使 E-PSF
的边缘也变得更加陡峭，从而实现以 σ=4. 7 Å 的精度

（10000 个光子）定位 DNA 链上的独立荧光团［76］。

3. 2　宽场 MILM
点扫 MILM 受限于共焦配置，需要对每个荧光团

单独进行定位。尽管其扫描速度可达 8~10 kHz，但对

于大视场的成像，通常仍需要较长时间，例如，对一

个~9 μm2大小区域内的 NPC 进行迭代 MINFLUX 成

像需要大约 1 h［69］。而宽场成像可以同时定位不在一

个衍射极限范围内的多个单分子，将调制照明定位思

想与宽场成像结合，可以在成像速度和定位精度间获

得较好的平衡。宽场 MILM 利用正弦图案代替传统

的均匀照明，沿着与条纹垂直的方向进行 3 次相移和

曝光，如图 5（a）和图 5（b）所示。在荧光团对激发光的

响应可近似为线性的前提下，所收集的荧光强度与分

子相对于照明图案的位置相关。通过分析 3 次曝光得

到的一组光子数，对其按正弦照明的强度分布进行拟

合，荧光强度为 0 的位置即为分子在该方向上的坐标，

如图 5（c）所示。两组正交的照明条纹进行 6 次相移，

即可独立确定分子在 x和 y方向上的坐标，实现单分子

的二维定位。

宽场 MILM 主要有基于结构化照明的点定位估

计 方 法（SIMPLE）［30］、重 复 光 学 选 择 性 曝 光 技 术

（ROSE）［31］和 SIMFLUX［32］等 。 与 点 扫 描 MILM 不

同，宽场 MILM 在全视场范围内具有均匀的定位精度

提升，在探测到相同光子数的条件下，其定位精度相比

SMLM 的理论极限可提高 2 倍，在微米级的视场内达

4. 7 nm［30］。图 5（d）和图 5（e）分别展示了 SMLM 质心

拟合方法和 ROSE 方法对 Alexa-647 标记的肌动蛋白

丝重建的图像，ROSE 可以分辨出 SMLM 无法分辨的

两根微丝。图 5（f）和图 5（g）展示了结合位点间距为

图 5　宽场 MILM 原理和成像实验结果［26， 31-32］。（a）~（c） 宽场 MILM 照明、成像和定位示意图；（d）（e） SMLM 与 ROSE 对肌动蛋白

丝的重建图像，比例尺为 40 nm；（f）（g） SMLM 与 SIMFLUX 对 20 nm 结构的 DNA 折纸的重建图像，比例尺为 50 nm
Fig.  5　Principle and imaging experimental results of wide-field MILM[26, 31-32].  (a) ‒ (c) Diagram of wide-field MILM illumination, 

imaging, and localization; (d)(e) images of Alexa-647-labeled actin filaments reconstructed by SMLM and ROSE, respectively, 
scale bars is 40 nm; (f) (g) images of DNA-origami grids with 20 nm spacing reconstructed by SMLM and SIMFLUX, 

respectively, scale bar is 50 nm
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20 nm 的 DNA 折纸网格的 SMLM 和 SIMFLUX 图像，

SIMFLUX 有明显更优的效果。

SIMPLE 利用数字微镜（DMD）作为空间光调制

器，实现照明图案的产生和精确相移。它需要在荧光

分子的单次发光时间内完成视场内沿条纹方向的旋转

和 6 次顺序曝光［77］。因此，SIMPLE 的定位成像速度

受限于相机的帧率，且存在部分无效定位，即荧光分子

在未经历 6 次曝光前就变暗的情况。

ROSE 系统将激发光路一分为四，每组的两束光

聚焦于物镜后焦面上，在样品上产生相互正交的干涉

条纹。它通过前端用于偏振调制的 EOM 和偏振分束

器（PBS）选通，来完成条纹方向的快速切换；条纹的高

速相移则由两组激发光路中用于相位调制的 EOM 实

现。探测光路分为 6 路，利用 8 kHz的高速扫描振镜与

上述 EOM 配合，将 6 张子图分别投影到两个 EMCCD
上。每组照明图案仅需 125 μs 的曝光时间，可以有效

减少荧光分子闪烁与激发光强波动的影响，并显著降

低对染料开关速率的限制。此外，ROSE 还在系统中

引入了二维主动漂移矫正模块，最大限度地降低漂移

对定位的影响。SIMFLUX 则利用两组压电控制光栅

位移，在 x和 y方向上产生并移动干涉条纹，并利用普

克尔盒和 PBS 切换激发光路，实现条纹方向的高速转

变。考虑到较长时间的图像采集会导致干涉条纹方向

和相位的缓慢变化，从而产生残余漂移问题，ROSE 和

SIMFLUX 均在数据后处理过程中采用互相关算法进

行矫正，提高定位准确性。

4　总结与展望

荧光超分辨显微成像技术经过近十年的迅速发

展，成像分辨率进一步提高，有望为生物医学研究提供

更有利的工具。主要介绍了横向分辨率在亚 20 nm 尺

度的新一代荧光超分辨显微技术，这些技术的诞生离不

开传统超分辨显微成像技术的深度发展和结合创新。

通过改变扫描策略或样品标记方法以增加收集到的荧

光光子数量，或通过引入照明调制以提高单个光子所包

含的定位信息量，研究人员实现了真正意义上的分子级

精度成像和动态追踪。这些理念也被运用在超分辨系

统 轴 向 分 辨 率 的 提 升 上 ，产 生 了 4Pi-SMS［78-79］、3D 
MINFLUX［68-69， 80］、ModLoc［81］、ROSE-Z［82］等技术，使高

分辨率成像的维度得到拓展。

亚 20 nm 尺度荧光超分辨显微技术在分子动力学

和细胞生物学等领域中具有巨大的应用潜力［83-84］。例

如：DNA-PAINT 可以在单分子水平下进行 DNA 结合

和解离动力学分析，有助于推动基于 DNA 的生物传感

器和分子马达的研究［25］；3D MINFLUX 能够观察亚细

胞层级的结构，以超高精度对线粒体接触位点和嵴组

织系统（MICOS）进行成像，从而解析 Mic10 和 Mic19
蛋白的纳米级空间排列［80］或是监测单个 PIEZO1 分子

叶片的变化，解析活细胞中 PIEZO1 离子通道在机械

刺激下的构象［85］；干涉型 MINFLUX 可以用于观测生

命活动时相应蛋白质的动态结构变化，记录马达蛋白

kinesin-1 在活细胞微管上的定向运动形态，为了解其

功能提供更多信息［71-72］。

亚 20 nm 尺度荧光超分辨显微技术也具有广阔的

发展前景。将其与膨胀样品技术［86-87］相结合，将样品

嵌入聚电解质水凝胶后进行物理膨胀，可以进一步提

高 分 辨 率［88-89］；在 数 据 重 建 阶 段 引 入 深 度 学 习 算

法［90-92］，可以减少后处理的计算时间［93］，还能通过对相

似结构的学习减少重建所需的定位数量，加速原始图

像的采集过程［94］；联合电子显微镜相关成像［95］，可以在

细胞超微结构中观察特定的目标分子［96-97］，展示不同

细胞区域间的分子分布差异，为生物学研究开拓新的

思路。

然而，超高精度的成像技术在实际推广中依然存

在许多挑战，传统超分辨显微技术面临的部分问题仍

未解决。在系统方面，大型复杂成像系统的机械长期

稳定性和控制的精确同步性对纳米级成像尤为重要，

同时需要将硬件的漂移最小化［98-99］。此外，一些高精

度定位技术虽然减少了收集到的光子数量，降低了样

品的光漂白，但背景噪声和探测器噪声对成像结果的

影响也更加显著［100-101］。因此，降低背景噪声水平、提

高 SBR，也是稳定实现高分辨率的关键技术之一。在

样品方面，对于上述超高精度的定位成像技术，实际成

像结果与理想成像之间最大的差异往往来自于样品的

荧光标记误差，即荧光团自身大小及其与目标分子之

间的距离。开发更亮［102］、更小［38， 103］、更稳定的荧光探

针和标记方法，或是光开关性能更优、光损伤阈值更

高、生物相容性更佳的荧光染料［104-105］，成为成像分辨

率提高后样品研究面临的新挑战。

亚 20 nm 荧光超分辨显微技术的发展历程体现了

对分辨率的极致追求，但在实际应用中，分辨率并非是

唯一重要的指标。显微技术发展的最终目的是为生物

学研究提供更有意义的数据和结果。因此，亚 20 nm
荧光超分辨显微技术未来的发展方向应考虑以下几个

方面：提高系统的稳定性、提高成像速度、降低样品标

记的要求、扩展成像维度、与其他成像技术结合，从而

使其为生物医学研究提供更多的可能性。
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