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高通量单分子定位显微成像技术进展（特邀）
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摘要  由于衍射极限的存在，传统的光学成像手段无法观测细胞器结构及细胞器之间的相互作用。单分子定位显微成

像技术作为三种超分辨技术中分辨率最高的成像技术，为生命科学领域的研究提供了重要手段。大视场高通量单分子

成像技术具有分辨率高、成像范围大和成像时间短等特点，在生物医学领域广泛用于观察和分析复杂的生物结构和功

能。从基于硬件扫描的拼接成像技术、基于大面阵 sCMOS 的大视场高通量成像技术、大景深单分子定位成像技术、高通

量数据分析技术 4 个方面回顾近年来大视场高通量单分子定位技术的研究进展。最后，对大视场高通量单分子定位成像

技术的发展方向进行展望。
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Advances in High-Throughput Single-Molecule Localization Microscopy (Invited)
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Abstract The diffraction limit prevents traditional optical imaging methods from observing organelle structures and 
interaction between the organelles.  As the imaging technique with the highest resolution among the three super-resolution 
techniques, single-molecule localization microscopy is an important tool for research in the field of life science.  Single-

molecule imaging technology with a large field of view and high throughput has been widely used in the biomedical field to 
observe and analyze complex biological structures and functions due to its high resolution, wide imaging range, and short 
imaging time.  In this paper, the recent research progress of high-throughput single-molecule localization microscopy with a 
large field of view is reviewed from four perspectives: hardware scanning-based mosaic imaging technology, large-array 
sCMOS large-field-of-view high-throughput imaging technology, large-depth single-molecule positioning imaging 
technology, and high-throughput data analysis technology.  Finally, the development direction for the large-field-of-view 
high-throughput single-molecule localization microscopy is prospected.
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1　引   言

荧光显微镜因分子特异性等优点广泛用于生命科

学研究，但由于衍射极限［1］的存在，传统的荧光显微镜

的横向分辨率限制在 250 nm 左右，轴向分辨率限制在

500 nm 左右［2］。对于细胞器及其内部结构的研究，通

常需要采用电子显微镜等分辨率更高的成像设备进行

观察。然而，电子显微镜由于受制样复杂、缺乏分子特

异性和无法进行多色成像等限制，无法用于活细胞成

像，不能观测细胞器之间的相互作用。大量科学家为

此提出不同绕过衍射极限以获取更高分辨率的光学成

像方法，超分辨显微成像技术因此诞生［3-5］。超分辨显

微技术保留了光学显微镜的优势，具有样品无损、成像

灵活和分子特异性等优点［6］。目前，主要的 3 种超分辨
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显微成像技术是基于频域调制的结构光照明显微成像

技术（SIM）［7-8］、对系统点扩散函数（PSF）进行改造的

受激发射损耗显微成像技术（STED）［9］和基于荧光分

子稀疏发光特性的单分子定位成像技术（SMLM）［10］。

其中，单分子定位成像技术主要以随机光学重建显微

技 术（STORM）［11］和 光 激 活 定 位 显 微 成 像 技 术

（PALM）［12-13］为代表，其横向分辨率可达 20~30 nm，

轴向分辨率可达 60 nm，是 3 种超分辨技术中分辨率最

高的。单分子定位显微成像技术作为生命科学领域强

有力的研究工具，在观测细胞骨架［14-15］、膜蛋白分

布［16-17］和经典细胞器及其相互作用［18-19］等方面得到了

广泛的运用。

自 2006 年问世以来，单分子定位技术迅速而广泛

地应用于生物医学领域，帮助科学工作者们更好地观

察与了解亚细胞尺度下的生命活动［20-21］。单分子定位

技术通过让视场范围内的荧光分子在时序上随机稀疏

地激活发光，利用定位算法拟合单分子点的空间位置，

在多次循环采集的过程中逐渐完成对所有单分子点的

定位。因为“随机”、“稀疏”的特性，该技术使得在同一

时刻基本不会有空间距离上很近的单分子点同时发

光，因而实现了超分辨成像。由于对光学显微镜分辨

率的开创性突破，这项工作获得了 2014 年诺贝尔化学

奖。虽然单分子定位技术将分辨率极限约 250 nm 提

升了近 10 倍，但是传统的单分子定位技术需要采集至

少数万帧原始数据［22］进行重建获取超分辨图像，以过

长的图像采集时间、海量的数据存储和分析为代价换

取重建图像的超高分辨率。

高通量成像技术在观察细胞形态、筛选和分析大

量细胞表型等方面具有显著的优势［23］。高通量成像意

味着在单次采集中以更大的视场或者更快的成像速度

来获得更多成像数据。随着单分子定位技术在理解复

杂生命科学问题中的应用越来越多，对单分子成像技

术的视场大小和吞吐量提出了越来越高的要求。高通

量超分辨成像可以在观察亚细胞结构的同时探究不同

细胞种群之间的差异，对跨尺度成像意义非凡。基于

硬件扫描的拼接成像技术、基于大面阵科研级互补金

属氧化物半导体（sCMOS）的高通量成像技术、大景深

单分子定位技术等是目前主流的高通量成像技术。在

传统宽场成像技术中，由于高斯光束照明的不均匀性

与激光功率问题，单分子定位技术的照明视场局限在

约 40 μm×40 μm 范围内［24］。同时，早期探测端电子倍

增电荷耦合器件（EMCCD）传感器的较小靶面面积也

使得其很难兼顾系统放大倍率与视场大小，在相同的

采样率、放大倍率条件下，较小的靶面只能实现较小视

场范围的成像。除此之外，场相关像差也限制着成像

视场的大小。在几种高通量成像方案中：硬件扫描技

术将样品划分了多个子区域，依次对每个子区域成像

后 进 行 拼 接 ，得 到 一 幅 完 整 图 像 ；而 基 于 大 面 阵

sCMOS 的高通量成像技术则打破了视场与分辨率的

限制关系，由于高达 4096×4096，甚至 6144×6144 大

面阵 sCMOS 相机的出现，可以提供的视场大小和采

集速率均优于 EMCCD，使大视场高通量单分子成像

技术成为可能。

本文将从自动化硬件扫描、基于大面阵 sCMOS
的大视场高通量成像技术、大景深单分子定位技术和

高通量数据处理 4 个方面介绍大视场高通量单分子定

位技术的研究现状，最后对大视场高通量单分子定位

成像技术进行总结和展望。

2　基于硬件扫描的拼接成像

为了对生物问题进行研究，最初采用了移动样品

位移台，对样品的多个子区域进行成像，通过引入自动

锁焦机制，保持系统的稳定性，将每个子区域的图像拼

接起来，实现了高通量成像。2014 年，Holden 等［25］在

改进硬件和软件的基础上构建了可在数小时内完成数

百个细胞的三维 PALM 的高通量 PALM。为获取高

通量图像，该工作将 10/90 分束镜应用于定制 PALM
显微镜，10% 的光用于外部相衬显微镜对样品内的细

菌进行预识别，如图 1（a）所示，90% 的光用于 3D-

PALM 并采用图像分析、激光强度和活性荧光团形成

的自动闭环控制活性荧光团密度的机制，如图 1（b）所

示。长时间的高通量成像过程中，为避免热效应等因

素引起的图像漂移影响成像质量，用 805 nm 激光经玻

片 的 反 射 光 进 行 自 动 锁 焦 。 该 工 作 利 用 高 通 量

图 1　高稳定显微镜［25］。（a）定制高稳定性显微镜；（b）荧光密度的控制机制

Fig. 1　High-stability custom microscope[25].  (a) High-stability home-built microscope; (b) closed-loop control of the density 
of fluorophores

PALM 在整个细胞周期对数百个活新月杆菌的 FtzS
进行了三维成像，并对 Z-ring 纳米级结构进行了定量

分析。

2017 年，Beghin 等［26］提出了一种全自动化显微镜

平台，该平台集成了硬件控制、数据分析、元数据提取

和数据挖掘等模块。该平台用低倍显微物镜对样品进

行筛选后，再使用高倍显微物镜进行超分辨成像，并利

用自动锁焦模块减少长时间成像过程中产生的漂移。

在无人工操作的情况下，用 96 孔样品孔板对微管采集

获 得 的 数 据 进 行 在 线 分 析 后 ，用 single molecule 
profiler（SMP）软件提取元数据和创建数据库，并用

cell profiler analyst（CPA）软件［27］进行数据挖掘并解

释。整个高通量单分子成像过程包括三维定位和图像

重建耗时 8 h，平均每一个孔耗时 5 min。
2018 年，Mund 等［28］设计出一种高通量超分辨显

微镜，研究内吞过程中内吞蛋白的组织结构。在样品

上划分 100~500 个区域，每个区域间隔 200 μm，以避

免散射激光在相邻区域的交叉激发。对于每一个感兴

趣的子区域，预定义一组激光强度、透镜和滤光片位置

实现自动采集。对于同一位置，若已经获取所有不同

类型的数据，系统将移动到下一子区域进行成像。在

不同子区域之间，平台移动后有 15 s 的机械平衡时间。

重复上述步骤，直到遍历所有子区域完成成像，在成像

过程中额外引入近红外激光并采用象限光电二极管接

收玻片上的反射光并分析反射光光斑，进而控制压电

物镜位移台实现 z方向的锁焦，保证系统的稳定性。

单分子定位技术需要长时间成像，由于温度等因

素引起的机械振动，导致图像漂移进而影响图像获取

质量，常用自动聚焦技术让样品保持聚焦的状态。传

统的自动聚焦技术可以分为两类：通过计算图像强度

等指标判断离焦量；添加额外光学系统测量样品的离

焦量。近期，深度学习也应用于自动聚焦技术中。

2019 年，Pinkard 等［29］根据相机所记录的散斑信号，利

用已经训练好的卷积神经网络（CNN）量化离焦量。

2022 年，Lightley 等［30］在单分子定位显微镜中，引入额

外的激光并采用相机接收玻片上的反射光，如图 2（a）

图 2　自动对焦的 easySTORM［30］。（a）自动聚焦的 easySTORM 显微镜的光路；（b）训练 CNN 进行自动聚焦的流程；（c）两步自动对

焦数据处理流程

Fig. 2　easySTORM microscope utilizing optical autofocus[30].  (a) Schematic of the optica path of easySTORM microscope with optical 
autofocus; (b) schematic of processes to train CNN for optical autofocus; (c) diagram of data process stages for two-step autofocus
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PALM 在整个细胞周期对数百个活新月杆菌的 FtzS
进行了三维成像，并对 Z-ring 纳米级结构进行了定量

分析。

2017 年，Beghin 等［26］提出了一种全自动化显微镜

平台，该平台集成了硬件控制、数据分析、元数据提取

和数据挖掘等模块。该平台用低倍显微物镜对样品进

行筛选后，再使用高倍显微物镜进行超分辨成像，并利

用自动锁焦模块减少长时间成像过程中产生的漂移。

在无人工操作的情况下，用 96 孔样品孔板对微管采集

获 得 的 数 据 进 行 在 线 分 析 后 ，用 single molecule 
profiler（SMP）软件提取元数据和创建数据库，并用

cell profiler analyst（CPA）软件［27］进行数据挖掘并解

释。整个高通量单分子成像过程包括三维定位和图像

重建耗时 8 h，平均每一个孔耗时 5 min。
2018 年，Mund 等［28］设计出一种高通量超分辨显

微镜，研究内吞过程中内吞蛋白的组织结构。在样品

上划分 100~500 个区域，每个区域间隔 200 μm，以避

免散射激光在相邻区域的交叉激发。对于每一个感兴

趣的子区域，预定义一组激光强度、透镜和滤光片位置

实现自动采集。对于同一位置，若已经获取所有不同

类型的数据，系统将移动到下一子区域进行成像。在

不同子区域之间，平台移动后有 15 s 的机械平衡时间。

重复上述步骤，直到遍历所有子区域完成成像，在成像

过程中额外引入近红外激光并采用象限光电二极管接

收玻片上的反射光并分析反射光光斑，进而控制压电

物镜位移台实现 z方向的锁焦，保证系统的稳定性。

单分子定位技术需要长时间成像，由于温度等因

素引起的机械振动，导致图像漂移进而影响图像获取

质量，常用自动聚焦技术让样品保持聚焦的状态。传

统的自动聚焦技术可以分为两类：通过计算图像强度

等指标判断离焦量；添加额外光学系统测量样品的离

焦量。近期，深度学习也应用于自动聚焦技术中。

2019 年，Pinkard 等［29］根据相机所记录的散斑信号，利

用已经训练好的卷积神经网络（CNN）量化离焦量。

2022 年，Lightley 等［30］在单分子定位显微镜中，引入额

外的激光并采用相机接收玻片上的反射光，如图 2（a）

图 2　自动对焦的 easySTORM［30］。（a）自动聚焦的 easySTORM 显微镜的光路；（b）训练 CNN 进行自动聚焦的流程；（c）两步自动对

焦数据处理流程

Fig. 2　easySTORM microscope utilizing optical autofocus[30].  (a) Schematic of the optica path of easySTORM microscope with optical 
autofocus; (b) schematic of processes to train CNN for optical autofocus; (c) diagram of data process stages for two-step autofocus
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所示，利用深度学习分析随显微镜离焦程度变化的反

射光斑图像实现自动聚焦。在该工作中，采集已知离

焦的自动对焦系统获取的 z 堆栈数据作为 CNN 模型

的训练集，为了生成最终的模型，只有性能表现最好的

模型权重将被保存，如图 2（b）所示。结合两步校正过

程，如图 2（c）所示，该系统在高达±100 μm 的离焦范

围内、数值孔径（NA）为 1. 3、景深为 600 nm 的显微物

镜下实现了良好的精度。该自动聚焦系统可应用于每

个样品都需要重新聚焦的多孔板样品进行成像。相较

于传统的图像度量算法，将训练好的 CNN 模型运用于

显微成像系统的方法只需 300 ms 即可完成自动对焦

的操作。

虽然硬件扫描可以实现大视场高通量成像，但是

基于硬件扫描的拼接成像还存在以下问题：虽然常见

的拼接工具 MIST［31］生成的缝合图像平均质心距离误

差小于视场（FOV）的 2%，但最终的成像效果往往受

位移台的精度、拼接算法等因素影响，为避免配准失误

造成的伪影影响成像质量，对位移台和图像配准的精

度提出了严苛的要求；相邻子区域被激光多次照射，增

加了激光对生物样本的光毒性，且在成像过程中荧光

被漂白；在进行图像拼接时，相邻图像之间会出现不连

续的情况；需要定制的硬件设施，需要额外的锁焦系

统，最大程度保证系统稳定性，操作复杂且成本较高；

基于硬件扫描的拼接成像时间较久。

3　基于大面阵相机的非拼接式成像

在传统的单分子定位显微系统中，由于传感器面

积和传感单元数量的限制，系统的分辨能力和视场之

间存在相互制约的关系。在成像过程中，样品面的荧

光会到达传感器面上，在对应的离散分布的像素点内

进行采样。离散采样的采样率（即像素大小）在一定程

度上决定着系统的分辨能力。根据奈奎斯特 -香农采

样定律，为了能够分辨出图像中的最小细节，样品面的

采样间隔最好小于细节尺寸的约 1/2. 8。然而，较小

的采样间隔会导致较低的信噪比，因此采样间隔一

般 设 置 在 系 统 阿 贝 衍 射 极 限 的 约 1/2. 3，即 大 约

100 nm［32］。此时，由于传感器传感单元数量的限制

（传统 EMCCD 传感器通常具有 512×512 个传感单

元），成像视场限制在约 50 μm×50 μm 范围内［32-33］。

近年来，随着 CMOS 的不断成熟，sCMOS 传感器

因具有极高的读取速度、较大的动态范围和较多的传

感单元数量等优势逐渐取代了 EMCCD 传感器，应用

于超分辨成像领域［34-35］。其中，大面阵 sCMOS 传感器

由于具有更多的像素单元，使兼顾系统的分辨能力和

视场大小成为可能。例如，国产鑫图相机 Dhyana 
6060BSI 拥有 86 mm 的靶面直径和 6144×6144 个传

感单元，在保持采样间隔为 100 nm 的情况下，理论上

可以将视场扩大为约 600 μm×600 μm。然而，基于大

面阵 sCMOS 传感器的高通量成像技术也存在一些挑

战［36］，例如如何实现对较大视场的均匀照明、如何校正

大视场边缘处的像差［37-38］等。

利用激光照明荧光分子使其闪烁荧光是单分子定

位显微系统中至关重要的一步。定位精度很大程度上

取决于荧光光子数，因此需要对整个视场进行均匀且

足够强度的激光照明。而这对 STORM 来说尤为重

要。STORM 不同于传统 STORM，其原理是使荧光

分子全部发光，并将部分转换为暗态以达到稀疏荧光

的效果。因此，在 STORM 中，激光还需要使荧光分子

能够转换为暗态［24］，这需要使用均匀照明以确保全视

场荧光闪烁事件的一致性。传统的利用 EMCCD 传感

器进行成像的显微系统通常使用基于单模光纤产生的

高斯激光束进行照明。在这种情况下，样品面接收到

的激光强度呈二维高斯分布。对于较小的视场，高斯

形状的激光光斑在距离光斑中心较小的范围内可以视

为均匀照明。然而，在基于 sCMOS 的高通量大视场

成像中，这样的高斯光束无法提供均匀且足够强度的

照明。因此，需要采用其他方法来实现均匀照明，以确

保成像视场内均匀的分辨率。

光束整形是改善照明均匀性问题的最直接方

法［39-42］。Douglass 等［39］提出了一种利用光束整形技术

实现大视场均匀落射式照明的方法。他们的照明系统

利用了一组微透镜阵列，通过调整微透镜的形状和排

列方式，使样品面上的每一个点都可以接收到源平面

中的每一个点的相同立体角范围内的光。这种设计可

以将入射的高斯光束经系统到达样品面时整形为均匀

的平顶光束。相比传统的照明方式，这种方法将照明

面积扩大了约 4 倍，实现了更大视场的均匀照明。由

于微透镜阵列可以在一定程度上适应机械振动，因此

系统受机械振动的影响较小，可以获得更稳定的成像

结果。此外，该系统的成本相对较低，具有一定的经济

优势。然而，这种照明系统在场适应性方面存在一定

的限制。由于微透镜阵列的固定形状和排列方式，系

统对不同样品的不同照明需求的适应性有限。如果需

要适应不同样本对光功率与视场的不同需求，可能需

要重新设计和制造微透镜阵列以满足新的照明要求。

除了上述方法，还有基于 pi-shaper、top-shape 等平顶光

整形元件的光束整形方法，Ibrahim 等［43］在照明系统中

集成了 pi-shaper 与 top-shape，并讨论了不同元件的不

同应用场景。

另外一种实现大视场均匀照明的方法是采用多模

光纤［44-46］。如图 3 所示，Zhao 等［44］利用激光光束组合

器将多束激光合束，并利用振动器消除激光散斑，提高

了照明激光的功率。同时利用激光在多模光纤孔径面

上分布均匀的特点，利用透镜组合将孔径面投影至样

品面进行成像，因此在样品面上得到了较为均匀的大

视场照明，同时也保证了照明功率密度。同样利用多

模光纤照明的还有 Deschamps 等［45］的工作。他们将均

匀多模激发与单模全内反射荧光照明技术（TIRF）相
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结合，同时获得了视场范围内均匀的荧光亮度与

TIRF 光学切片的效果。

利用波导技术进行全样品 TIRF 照明也是一种新

兴的大视场照明方式［47-50］。如图 4 所示，Diekmann
等［49］提出了一种基于波导的 Waveguide-TIRF 技术，

用于实现大视场均匀 TIRF 照明。该技术利用 TIRF
照明的光学切片特性，降低了背景噪声强度，提高了信

噪比和分辨率。传统的 TIRF 照明方式通过物镜使激

光在玻片表面发生全反射，利用倏逝波对位于焦面的

样品进行照明激发。这种方式可以降低不在焦面上的

荧光分子发光而产生的背景信号。传统 TIRF 的照

明 面 积 取 决 于 物 镜 尺 寸 、放 大 倍 率 等 因 素 ，而 在

Waveguide-TIRF 中，激光在波导纤芯与水溶液之间的

界面处不断发生全反射并向前传播，从而在整个波导

表面上产生均匀 TIRF 照明。然而，这种方式存在一

些限制：首先，由于波导照明是在整个波导表面上进行

的，这将会照亮整个样品，无法将照明区域限制在相机

的实际视野内；其次，波导照明会同时照明和漂白整个

图 3　基于多模光纤的大视场均匀照明方案的光路［44］

Fig.  3　Optical path of homogeneous illumination with large FOV using multimode fiber[44]

图 4　Waveguide-TIRF 技术原理［47-49］。（a）波导结构示意图；（b）波导内激光路径示意图；（c）波导内激光产生倏逝波照亮样本；（d）光

学系统示意图；（e）传统 TIRF 照明技术与 Waveguide-TIRF 照明技术的对比

Fig. 4　Principles of Waveguide-TIRF[47-49].  (a) Schematic of waveguide structure; (b) schematic of laser path inside the waveguide; 
(c) sample is illuminated by evanescent wave generated by laser inside the waveguide; (d) optical setup of Waveguide-TIRF; 

(e) comparison of traditional TIRF lighting technology and Waveguide-TIRF lighting technology
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样品；除此之外，波导制备与系统的复杂度也是制约这

一技术推广的关键所在。

另外，还有基于扫描振镜的大视场照明方案。

Mau 等［24］利用振镜对光斑较小的高斯光束在 200 μm×
200 μm 的视场范围内进行二维扫描。这使得在一个

扫描周期内，扫描区域内的每一个点都受到近乎相同

时间的照明，进而实现对整个扫描区域约 200 μm×
200 μm 的均匀照明，在约 150 μm×150 μm 范围内保

证了高于 90% 的相对照明强度。而这种方案的缺点

在于需要保证扫描与曝光的高度同步性，即振镜的转

动必须与曝光的时间控制相匹配，以确保每个点都能

够获得均匀的照明。这要求系统具有高度的同步性和

精确控制，增加了系统的复杂度。

以上所述都是物镜式的照明方式。在传统的物镜

式的照明方案中，如果想实现 TIRF 照明，即让照明光

在样品表面发生全反射，需要采用较高放大倍率的物

镜，而这些物镜限制了成像视场的大小。如图 5 所示，

Foylan 等［51］提出了棱镜式的 MesoTIRF 照明方案，将

照明光路与成像光路独立，利用棱镜使得激光光束在

样品表面处发生全反射，进而进行 TIRF 照明。同时，

为了实现较大的视场，该课题组采用了自研发的一款

物镜，即 Mesolens［52］。该物镜的放大倍率约为 4，NA
约为 0. 5，视场最大可达 6 mm。同样采用棱镜式照明

的还有近期 Rames 等［53］提出的照明方案，其创新点在

图 5　两种基于棱镜的大视场照明方案［51-53］。（a）基于 Mesolens 的棱镜式 TIRF 照明方案；（b）Mesolens 示意图；（c）利用 4π 笼式结构

实现 TIRF 照明与 Hilo 照明的任意切换

Fig. 5　Comparison of two large FOV illumination schemes based on prisms[51-53].  (a) Mesolens TIRF based on prism; (b) schematic of 
Mesolens; (c) free switching between TIRF and Hilo by implementing a 4π cage structure

于利用 4π 笼式透镜在 520 μm×520 μm 级的视场内实

现了 TIRF 与高度倾斜和层压光片照明（Hilo）两种照

明模式的任意切换，同时提供了约 25~40 nm 的较高

轴向分辨率。

4　大景深单分子定位技术

虽然单分子定位技术具有三维定位的能力，但是

将其应用在三维成像中仍需克服一定问题，这是因为

传统的高斯点扩散函数在焦平面前后呈对称的光场分

布，因此无法仅通过点扩散函数的形状判断单分子点

位于焦平面的哪一侧。除此之外，高斯点扩散函数的

较小景深与较小轴向光场变化幅度意味着，在一次成

像中只能拍摄到焦面附近的单分子点。为了克服这一

问题，研究者们提出了包括点扩散函数工程、远聚焦、

物镜扫描的多种技术路线。

4. 1　点扩散函数工程

点扩散函数工程是一种通过在成像光路中加入相

位板［54］、空间光调制器［55］、可变形镜［56］等光学元器件，引

入像差来调制系统的点扩散函数，使其适用于高通量三

维成像的技术。图 6列举了几种常见的点扩散函数与相

应景深。下面将对比介绍几种主要的点扩散函数工程

技术，包括具体的相位调制方法与大景深成像技术等。

散光点扩散函数以便捷性成为目前应用最为广泛

的点扩散函数之一。2008 年，庄小威课题组［57］首次将

散光像差引入提出的 STORM 系统中，使得系统点扩

散函数的长与宽之比随着轴向位置的改变而改变，并

实现了对焦平面附近±600 nm 范围内的单分子点的

三维定位，使单分子定位技术实现了从二维定位到三

维定位的突破，并且该系统轴向分辨率达到了约

50 nm。散光点扩散函数仅需在光路中插入柱面镜即

可实现调制，因便捷性而广泛应用于各种三维单分子

定位成像技术中。

另外一种大景深点扩散函数为双螺旋点扩散函

数［58-59］。2009 年，Moerner课题组［59］利用相位板实现了

一种双螺旋点扩散函数。在成像光路中引入了一种特

殊相位，使得系统点扩散函数呈现为两个分支，且两分

支之间连线的角度会随着焦深变化而改变，因其形状

类似于 DNA 双螺旋结构，因此被命名为双螺旋点扩散

函数。相比于散光点扩散函数，双螺旋点扩散函数有

着更大的景深，可以探测到约±900 nm 范围内的单分

子点。除此之外，该函数的定位精度对轴向位置的敏

感度相较于传统方法也更低。基于这一方法，该工作

实现了 10~20 nm 的轴向分辨率与约 2 μm 景深的三维

单分子定位成像。

为了进一步在提高单分子定位景深的同时保证较

高的分辨率，2014 年，庄小威课题组［60］利用艾里光束

在长距离内衍射较小的特点，设计了基于艾里光束的

自弯曲点扩散函数。该方法利用艾里光束在不同焦深

处的不同横向位置来对荧光分子进行轴向定位，实现

了 3 μm 成像范围内约 10~15 nm 的精确三维定位。但

图 6　不同点扩散函数示意图与景深对比［55］。（a） 散光点扩散函数示意图；（b） 双螺旋点扩散函数示意图；（c） 自弯曲点扩散函数示

意图；（d） Saddle-point 点扩散函数示意图；（e） 6 μm-Tetrapod 点扩散函数示意图；（f） 20 μm-Tetrapod 点扩散函数示意图；

（g） 利用相位板调制点扩散函数；（h） 各种点扩散函数景深范围

Fig. 6　Schematics and DOF (depth of field) of different PSFs[55].  (a) Schematic of astigmatic PSF; (b) schematic of double-helix PSF; 
(c) schematic of self-bending PSF; (d) schematic of Saddle-point PSF; (e) schematic of 6 μm-Tetrapod PSF; (f) schematic of 

20 μm-Tetrapod PSF; (g) PSF modulated by using phase mask; (h) DOF of different PSFs
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于利用 4π 笼式透镜在 520 μm×520 μm 级的视场内实

现了 TIRF 与高度倾斜和层压光片照明（Hilo）两种照

明模式的任意切换，同时提供了约 25~40 nm 的较高

轴向分辨率。

4　大景深单分子定位技术

虽然单分子定位技术具有三维定位的能力，但是

将其应用在三维成像中仍需克服一定问题，这是因为

传统的高斯点扩散函数在焦平面前后呈对称的光场分

布，因此无法仅通过点扩散函数的形状判断单分子点

位于焦平面的哪一侧。除此之外，高斯点扩散函数的

较小景深与较小轴向光场变化幅度意味着，在一次成

像中只能拍摄到焦面附近的单分子点。为了克服这一

问题，研究者们提出了包括点扩散函数工程、远聚焦、

物镜扫描的多种技术路线。

4. 1　点扩散函数工程

点扩散函数工程是一种通过在成像光路中加入相

位板［54］、空间光调制器［55］、可变形镜［56］等光学元器件，引

入像差来调制系统的点扩散函数，使其适用于高通量三

维成像的技术。图 6列举了几种常见的点扩散函数与相

应景深。下面将对比介绍几种主要的点扩散函数工程

技术，包括具体的相位调制方法与大景深成像技术等。

散光点扩散函数以便捷性成为目前应用最为广泛

的点扩散函数之一。2008 年，庄小威课题组［57］首次将

散光像差引入提出的 STORM 系统中，使得系统点扩

散函数的长与宽之比随着轴向位置的改变而改变，并

实现了对焦平面附近±600 nm 范围内的单分子点的

三维定位，使单分子定位技术实现了从二维定位到三

维定位的突破，并且该系统轴向分辨率达到了约

50 nm。散光点扩散函数仅需在光路中插入柱面镜即

可实现调制，因便捷性而广泛应用于各种三维单分子

定位成像技术中。

另外一种大景深点扩散函数为双螺旋点扩散函

数［58-59］。2009 年，Moerner课题组［59］利用相位板实现了

一种双螺旋点扩散函数。在成像光路中引入了一种特

殊相位，使得系统点扩散函数呈现为两个分支，且两分

支之间连线的角度会随着焦深变化而改变，因其形状

类似于 DNA 双螺旋结构，因此被命名为双螺旋点扩散

函数。相比于散光点扩散函数，双螺旋点扩散函数有

着更大的景深，可以探测到约±900 nm 范围内的单分

子点。除此之外，该函数的定位精度对轴向位置的敏

感度相较于传统方法也更低。基于这一方法，该工作

实现了 10~20 nm 的轴向分辨率与约 2 μm 景深的三维

单分子定位成像。

为了进一步在提高单分子定位景深的同时保证较

高的分辨率，2014 年，庄小威课题组［60］利用艾里光束

在长距离内衍射较小的特点，设计了基于艾里光束的

自弯曲点扩散函数。该方法利用艾里光束在不同焦深

处的不同横向位置来对荧光分子进行轴向定位，实现

了 3 μm 成像范围内约 10~15 nm 的精确三维定位。但

图 6　不同点扩散函数示意图与景深对比［55］。（a） 散光点扩散函数示意图；（b） 双螺旋点扩散函数示意图；（c） 自弯曲点扩散函数示

意图；（d） Saddle-point 点扩散函数示意图；（e） 6 μm-Tetrapod 点扩散函数示意图；（f） 20 μm-Tetrapod 点扩散函数示意图；

（g） 利用相位板调制点扩散函数；（h） 各种点扩散函数景深范围

Fig. 6　Schematics and DOF (depth of field) of different PSFs[55].  (a) Schematic of astigmatic PSF; (b) schematic of double-helix PSF; 
(c) schematic of self-bending PSF; (d) schematic of Saddle-point PSF; (e) schematic of 6 μm-Tetrapod PSF; (f) schematic of 

20 μm-Tetrapod PSF; (g) PSF modulated by using phase mask; (h) DOF of different PSFs
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是由于在成像光路中使用了空间光调制器，减少了探

测信号的光子数，因而降低了信噪比。文中提到，这一

缺点可以通过使用光子损失量较低的相位板或者结合

双物镜成像来弥补。

Tetrapod 点扩散函数作为目前拥有最大景深的点

扩散函数，也广泛应用于单分子定位成像中［61-64］。

Moerner 课题组基于相位板的点扩散函数调制方法，

调制出了一系列类似于“四足虫”的点扩散函数，因此

将其命名为 Tetrapod 点扩散函数。2014 年，该课题组

首次模拟实现了拥有 3 μm 景深的 Tetrapod 点扩散函

数（也称为 saddle-point 点扩散函数），并且在理论上计

算出了其在不同焦深处的定位精度，在每荧光分子拥

有 2000 光子信号与每像素点拥有 28 光子噪声的信噪

条件下，该函数在 x、y、z 三个维度均能达到 10~20 nm
的定位精度。除了在焦面位置稍差外，saddle-point 点
扩散函数在不同焦深处的定位精度比传统的双螺旋点

扩散函数均更优，在焦深越大的位置这一优势更为明

显。如图 7 所示，2015 年，该课题组在 saddle-point 点
扩散函数的基础上进一步优化出了 6 μm 景深与 20 μm
景深的 Tetrapod 点扩散函数［61］。两者均达到了在整

个景深范围内较为均匀的定位精度：在相同的成像条

件下，6 μm-Tetrapod 的 x 和 y 定位精度在 12 nm 左右，

z 定位精度在 21 nm 左右；20 μm-Tetrapod 的定位精度

整体稍差，x 和 y 定位精度在 29 nm 左右，z 定位精度在

53 nm 左右。在用荧光小珠进行的单分子追踪模拟

中，该点扩散函数表现较佳。2016 年，该课题组又进

一步调制了 Tetrapod 点扩散函数，使其适用于多色成

像［62］。其原理是：将荧光分子的光谱信息编码进点扩

散函数的形状里，使得不同颜色的荧光分子对应的点

扩散函数有明显的区别，因而可以同时进行双色成

像。2022 年，Fu 等［56］利用可变形镜（DM）对 Tetrapod
点扩散函数进行进一步优化，克服了传统 SLM 荧光

损失的问题，通过对 DM 每个促动器的精确校准，以

每个促动器的响应函数为光瞳函数的基函数，优化出

适用于 DM 的大景深 DMO-Tetrapod 点扩散函数，定

位 精 度 相 较 于 传 统 Tetrapod 点 扩 散 函 数 提 升 约

20%~30%。Tetrapod 点扩散函数在保证较高定位精

度的情况下，景深范围最大可以达 20 μm，这无疑极大

地提高了系统的成像通量，有着广阔的应用范围。

2017 年，Moerner 课题组［63］利用 Tetrapod 点扩散函数

对活芽酵母的细胞染色质动力学进行了三维追踪

成像。

4. 2　远聚焦技术

除了点扩散函数工程，还有一种基于远聚焦技术

提升系统景深的方法［65-66］，该技术已广泛集成应用在

各种生物成像技术中［67-68］。在远聚焦成像系统中，系

统中的前两个物镜将焦平面附近的空间光场“投影”在

第三个物镜的焦点处，通过移动第三个物镜改变其焦

平面位置，从而可以实现对较大景深范围内的任一平

面成像。其他改变焦平面的方法还包括利用 DM［69］、

电动可调焦透镜（ETL）［70］等的方式。如图 8 所示，

Booth 课题组［71］实现了基于可变形镜的多平面成像，

利用可变形镜在物镜的后焦面共轭面上加载不同相位

以等效实现聚焦在不同焦深的效果。基于这一工作，

Radenovic 课题组［69］将其与像差校正、点扩散函数工程

相结合，进行了系统优化，并对 COS-7 细胞进行了成

像，结果表示在整个 10 μm 范围内实现了约 20 nm 的

定位精度。Mondal 课题组［70］则利用 ETL 的焦距随电

流变化而改变的特性，在光路中引入一块 ETL，在成

像过程中，通过给 ETL 施加高频的电流变化以实现在

图 7　6 μm-Tetrapod 与 20 μm-Tetrapod 及其相位示意图［61］

Fig. 7　Schematic of 6 μm-Tetrapod and 20 μm-Tetrapod and their phase[61]

较大体积范围内的成像。该系统实现了约 4. 5 μm 的

轴向范围成像。

5　高通量数据分析

sCMOS 数据采集通量高于传统的 EMCCD，高像

素带来的海量数据大大增加了数据处理压力［34，72］。为

了减少单分子定位技术的整体成像时间，目前常用高

性能 GPU 加速［73-74］、计算集群［75］等方法。

2013 年，Hu 等［76］注意到贝叶斯（Bayesian）定位显

微成像技术放宽了单分子定位显微镜信噪比的要求，

但是 3B 单分子定位超分辨显微成像技术［77］占用了大

量 的 计 算 资 源 ，因 此 利 用 Amazon EC2（Amazon 
Elastic Compute Cloud）可访问性和易用性的优势进行

3B 分 析 。 利 用 Amazon EC2 对 尺 寸 为 150 像 素 ×
100 像素×1500 帧的 U2OS 细胞中 PAmCherry 标记的

微管蛋白的图像仅需 210 min 即可重建，而在普通台

式计算机上，这一过程要耗时几天。

为 提 高 SMLM 处 理 数 据 集 的 速 度 ，2019 年 Li
等［78］基于计算机科学中的分治算法，提出了利用快速

最大似然估计对高密度分子进行定位的方法（QC-

STORM）。从原始数据中提取多个 ROI，利用一系列

基于极大似然估计（MLE）的算法对荧光分子进行快

速 定 位 ，在 可 比 较 的 空 间 分 辨 率 的 情 况 下 ，QC-

STORM 的速度相较于 ThunderSTORM［79］提高了 2~
3 个数量级，并能对 1024×1024 像素和 10 ms 曝光时间

的原始数据进行实时图像处理。然而，QC-STORM
的执行速度仍然不够快，无法在全帧率工作下对

sCMOS 捕获的图像中高密度分子进行实时定位。如

图 9 所示，2021 年 Gui 等［80］在 QC-STORM 的基础上，

针对高通量单分子定位显微镜结合全帧率 sCMOS 带

来的巨大存储问题，提出了包含多核 CPU、GPU 和自

定 义 现 场 可 编 程 门 阵 列（FPGA）的 异 构 计 算 平 台

（HCP-STORM）。采用 FPGA 对原始数据进行去噪、

背景消除、荧光点识别和 ROI 的提出和分类，构建不

同大小的 ROI 并将其分类为低密度分子和高密度分

子的 ROI，有利于减少后面基于 MLE 的定位时间，

随后将 ROI 复制搭配到 GPU 进行定位、渲染等处理。

在 相 同 的 全 帧 率 sCMOS 下 ，HCP-STORM 比 QC-

STORM 快 25 倍，比 ThunderSTORM 快 295 倍。

由于单次采集的超分辨图像视场往往都小于样品

的大小，将单次采集得到的超分辨图像拼接起来是获

取大视场图像的方法之一。2021 年，Du 等［81］注意到由

于传统的拼接方法是基于灰度图进行拼接的，需要提

供图像序列信息。但是在超分辨图像重建中，包含荧

光分子位置信息的定位表包含了重建所需要的全部信

息且其文件大小通常小于相应的超分辨图像文件大

图 8　基于可变形镜或 ETL 的远聚焦技术原理。（a）~（c）基于可变形镜的远聚焦技术的原理［69］； （d）基于 ETL 的

远聚焦技术的原理［70］

Fig.  8　Principles of remote focus technology based on deformable mirror or ETL.  (a) ‒ (c) Schematic of the remote focus technology 
based on deformable mirror[69]; (d) schematic of the remote focus technology based on ETL[70]
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较大体积范围内的成像。该系统实现了约 4. 5 μm 的

轴向范围成像。

5　高通量数据分析

sCMOS 数据采集通量高于传统的 EMCCD，高像

素带来的海量数据大大增加了数据处理压力［34，72］。为

了减少单分子定位技术的整体成像时间，目前常用高

性能 GPU 加速［73-74］、计算集群［75］等方法。

2013 年，Hu 等［76］注意到贝叶斯（Bayesian）定位显

微成像技术放宽了单分子定位显微镜信噪比的要求，

但是 3B 单分子定位超分辨显微成像技术［77］占用了大

量 的 计 算 资 源 ，因 此 利 用 Amazon EC2（Amazon 
Elastic Compute Cloud）可访问性和易用性的优势进行

3B 分 析 。 利 用 Amazon EC2 对 尺 寸 为 150 像 素 ×
100 像素×1500 帧的 U2OS 细胞中 PAmCherry 标记的

微管蛋白的图像仅需 210 min 即可重建，而在普通台

式计算机上，这一过程要耗时几天。

为 提 高 SMLM 处 理 数 据 集 的 速 度 ，2019 年 Li
等［78］基于计算机科学中的分治算法，提出了利用快速

最大似然估计对高密度分子进行定位的方法（QC-

STORM）。从原始数据中提取多个 ROI，利用一系列

基于极大似然估计（MLE）的算法对荧光分子进行快

速 定 位 ，在 可 比 较 的 空 间 分 辨 率 的 情 况 下 ，QC-

STORM 的速度相较于 ThunderSTORM［79］提高了 2~
3 个数量级，并能对 1024×1024 像素和 10 ms 曝光时间

的原始数据进行实时图像处理。然而，QC-STORM
的执行速度仍然不够快，无法在全帧率工作下对

sCMOS 捕获的图像中高密度分子进行实时定位。如

图 9 所示，2021 年 Gui 等［80］在 QC-STORM 的基础上，

针对高通量单分子定位显微镜结合全帧率 sCMOS 带

来的巨大存储问题，提出了包含多核 CPU、GPU 和自

定 义 现 场 可 编 程 门 阵 列（FPGA）的 异 构 计 算 平 台

（HCP-STORM）。采用 FPGA 对原始数据进行去噪、

背景消除、荧光点识别和 ROI 的提出和分类，构建不

同大小的 ROI 并将其分类为低密度分子和高密度分

子的 ROI，有利于减少后面基于 MLE 的定位时间，

随后将 ROI 复制搭配到 GPU 进行定位、渲染等处理。

在 相 同 的 全 帧 率 sCMOS 下 ，HCP-STORM 比 QC-

STORM 快 25 倍，比 ThunderSTORM 快 295 倍。

由于单次采集的超分辨图像视场往往都小于样品

的大小，将单次采集得到的超分辨图像拼接起来是获

取大视场图像的方法之一。2021 年，Du 等［81］注意到由

于传统的拼接方法是基于灰度图进行拼接的，需要提

供图像序列信息。但是在超分辨图像重建中，包含荧

光分子位置信息的定位表包含了重建所需要的全部信

息且其文件大小通常小于相应的超分辨图像文件大

图 8　基于可变形镜或 ETL 的远聚焦技术原理。（a）~（c）基于可变形镜的远聚焦技术的原理［69］； （d）基于 ETL 的

远聚焦技术的原理［70］

Fig.  8　Principles of remote focus technology based on deformable mirror or ETL.  (a) ‒ (c) Schematic of the remote focus technology 
based on deformable mirror[69]; (d) schematic of the remote focus technology based on ETL[70]
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小，无须占用太多的存储资源，可以利用这一特性用定

位表代替灰度图进行拼接，得到一幅巨大的图像。这

种方法被命名为 NanoStitcher，如图 10 所示，该方法包

含 5 个步骤：1）确定子区域间的重叠区域的大小，通过

余弦近似计算两幅子图像之间的重叠区域并自动确定

匹配区域；2）利用体素网格滤波的方法对点集数据进行

预处理，去除背景噪声和异常值，提高定位算法的准确

性 和 速 度 ；3）利 用 joint registration of multiple point 
clouds（JRMPC）算法对图像进行拼接；4）将欧几里得距

离作为拼接路径的优化评估指标，并使用最小生成树

去确定最优拼接路径；5）最后，对拼接后的图像进行融

合和平滑处理。利用 NanoStitcher 以 10 nm 像素大小

渲染视场为 500 μm×500 μm 的微管图像，得到的 25 个

子图像的大小为 10 GB。对比基于灰度图拼接方法的

TrakEM2［82］，该工作发现 NanoStitcher处理的图像中微

管结构清晰连续，而 TrakEM2 处理得到的微管图像有

断裂结构。NanoStitcher利用定位表进行图像拼接，在

最小化文件大小和存储无损文件等方面具有优势。

图 9　超分辨定位显微镜处理原始图像的异构平台［80］。（a）系统结构；（b） HCP-STORM 的图像处理步骤；

（c） QC-STORM 的图像处理步骤

Fig. 9　Heterogeneous computing platform for processing raw images in super-resolution localization microscope (SRLM) [80].  (a) The 
system configuration; (b) the data processing steps in HCP-STORM; (c) the data processing steps in QC-STORM

图 10　全景超分辨图像计算框架［81］

Fig. 10　Computational framework for generating a panoramic super-resolution image[81]
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由于传统的单分子定位显微镜以 sCMOS 的全帧

率持续成像会产生大量的数据存储和分析，因此难以

提高其日均成像通量，Barentine 等［22］在 2023 年提出了

一种采集和分析一体化的高通量纳米显微镜，该显微镜

配有自动锁焦等机制，可实现三维多色成像，如图 11（a）
所示。为解决高速率带来的数据存储瓶颈，该工作开发

了一种针对显微镜噪声模型的压缩算法，并在小型

计算机集群中进行分布式存储，这种数据压缩方式和

分布式存储相结合为并行数据分析奠定了基础，如

图 11（b）所示。该工作还优化了之前基于 GPU 的最

大似然估计代码［34］，通过使用每个定位 ROI 像素的一

个线程来评估模型函数，使速度提高了 15 倍，实现了

实时定位。该工作展示了利用该成像平台对细胞进行

自动成像的内容，首先在宽场模式下对捕获的图像进

行拼接，组合成一幅马赛克图像，随后对图像进行分割

和处理，以生成适用于 SMLM 成像的合适的 FOV 列

表。如图 11（c）所示，这种方法成像数万个细胞只需

耗时一天。

2023 年本课题组［83］提出了一种基于深度学习的

单分子定位系统中的大视场像差校正方案，即 FD-

DeepLoc，发现了深度学习在改善单分子定位技术成

像 质 量 方 面 的 潜 力 。  FD-DeepLoc 的 训 练 过 程 如

图 12（a）所示，将采集到的有像差的单分子数据按其

在视场中的位置分为几个子区域，将子区域与其在整

个视场中的位置信息传入预训练好的网络中，将输出

较为准确的单分子定位结果。为了克服视场相关像

差，该网络引入两个位置相关通道，卷积核在卷积单分

子图片时，也对两个位置通道进行卷积，从而把位置相

关信息编码到神经网络里。除此之外，网络还通过引

入一个较小的像差变量来增强其对不同数据集的鲁棒

图 11　高通量单分子定位显微镜［22］。（a）自动化多色 3D 双平面散光单分子定位显微镜；（b） 实时定位和自动化定位后分析的可扩展

数据流程；（c）日均 10000 个细胞的多色三维 SMLM 成像

Fig. 11　High-throughput SMLM microscope[22].  (a) Schematic of automated multicolor 3D biplanar-astigmatism SMLM microscope; 
(b) diagram of scalable data pipeline for real-time localization and automated post-localization analysis; (c) 3D multicolor SMLM 

imaging for 10000 cells a day
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性。基于以上技术，FD-DeepLoc 实现了 180 μm×
180 μm×5 μm 范围无须扫描的全细胞超分辨成像，将

三维 SMLM 的成像通量提升了约 100 倍。利用 FD-

DeepLoc 对大视场内的神经元细胞以及大量轴突片段

进行了观测，其骨架周期状分布清晰可见，如图 12（b）
所示。同时也实现了对多个细胞线粒体的超分辨大

景深成像，完整重构了其多层次三维中空结构，如

图 12（c）所示。

6　总   结

随着单分子成像技术的不断成熟，高通量的单分

子成像逐渐受到研究者的重视与青睐。较高的通量意

味着研究者可以在单次成像或者更短的时间内获取更

多的生物样本信息，使得研究效率得到极大提高，甚至

使得同时研究亚细胞生命活动与不同细胞种群之间的

差异成为可能。介绍了几种实现高通量单分子成像的

思路与对应的案例，包括依靠样品扫描的扫描式高通

量成像、依靠大面阵 sCMOS 扩大成像范围的非扫描

式高通量成像、依靠点扩散函数工程和远聚焦技术的

大景深成像及高通量数据分析。

值得注意的是，在工程应用上，上述方法并不是彼

此独立的，往往会将以上几种方法结合使用，以达到更

好的成像效果。例如在采用基于大面阵 sCMOS 的高

通量成像技术中，可以同时在成像光路中调制系统的

点扩散函数以获得更大的景深，并辅以高通量数据分

析技术加快信息处理速度。

在现有阶段，为了进一步实现更大通量的单分子

定位成像，可以从以下几个角度出发：在激发照明方

面，将高功率激光与激发光扫描技术相结合，以实现更

大区域的照明，采用快速闪烁染料提高成像速度；在成

像光路方面，调制系统点扩散函数以获得适合大视场

低采样率的点扩散函数，以提高定位精度；在数据处理

方面，利用深度学习进一步矫正更大视场范围的场相

关像差等；在系统设计方面，利用高密度成像并配合基

于深度学习的数据分析来减少成像所需总帧数，以提

高成像速度及通量。总的来说，探究单分子定位技术

图 12　FD-DeepLoc 示意图［83］。（a）FD-DeepLoc 训练过程的可视化表示；（b）FD-DeepLoc 在大视场上对神经元的高质量的三维超分

辨重构，比例尺为 50 mm；（c） FD-DeepLoc在大视场上对多个细胞线粒体的大景深三维超分辨重构，比例尺为 50 mm
Fig. 12　Schematic of FD-DeepLoc[83].  (a) Visual representation of the FD-DeepLoc in training process; (b) FD-DeepLoc enabling high 

quality 3D super-resolution reconstruction of thick neurites over a large FOV.  Scale bar is 50 mm; (c) FD-DeepLoc enabling 
3D super-resolution imaging of mitochondria within a large FOV and DOF.  Scale bar is 50 mm

的高通量可能性是极具研究价值与工程价值的一个研

究方向，涉及关于成像系统从激发照明、成像光路、数

据分析等方面的多角度、全方位优化，展现出具大的研

究潜能与应用价值。
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