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摘要　超分辨显微成像技术使细胞生物学进入到了一个全新的时代,但如何进一步提高超分辨显微成像技术的时

空分辨率仍是光学领域需要解决的重要问题.目前为止几乎所有的超分辨显微成像技术都依赖于荧光探针,光调

控荧光蛋白作为一类特殊的荧光探针,可以被不同波长的激发光所激活,产生随机或者特殊结构样式的信号.利

用这些信息,透镜系统的空间分辨率得到了提高.通过总结光调控荧光蛋白的各类参数,从荧光探针入手,寻找进

一步提高成像系统空间分辨率的方法与策略,为选取适当的荧光探针提供建议,并且阐述了荧光蛋白与超分辨显

微成像技术之间的关系.
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１　引　　言
衍射现象的存在导致任何一个点光源在经过透镜系统过程中都会被光学传递函数所调制,其亮度分布

在像平面上符合光学系统强度点扩展函数,即点光源在透过成像系统之后会变成一个具有一定半径的光斑.
当多个点光源靠得足够近时,其在像平面上就无法得到区分,从而导致细节信息的丢失.这使得普通的光学

显微镜的空间横向分辨率被限制在２００nm左右,这个限制一直制约着科研工作者对微观世界的进一步观察.
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超分辨显微成像技术的出现极大地促进了人们对未知世界的探索.Hell等[１]利用修正光学系统强度

点扩展函数的方法实现了纳米级别空间分辨率的超分辨成像,打破了人们对于光学极限的认识.科研工作

者利用超分辨成像可以发现之前发现不了的信息,Xu等[２]正是利用随机光学重构显微技术(STORM )提出

了神经元轴突中微丝与血影蛋白的组装模型.
超分辨显微成像技术打破了普通光学显微镜横向２００nm、轴向５００nm的分辨率极限,在众多超分辨显

微成像技术之中,很多成像方法依赖于荧光蛋白,而荧光蛋白在某些方面甚至起到了不可或缺的作用.荧光

蛋白相比于荧光染料有较高的特异性,同时不需要染色等处理操作[３],并且相较于目前的量子点来说体积更

小[４],能够更小程度地干扰细胞内部的原始活动.传统荧光蛋白像普通荧光分子一样,对于特定波长的光照

会进行荧光发射的响应,但还有一类荧光蛋白对于特定波长的光照则会进行其他行为的响应.如图１所示,
这些荧光蛋白可以受光调控在亮与暗之间进行转换,称作光开关蛋白[５];也可以从不发荧光状态进入发射荧

光状态,称作光激活蛋白[６];荧光蛋白的发射光颜色还可以在不同波长光的调控下发生变化,称作光转换蛋

白[７].目前受照射光影响而产生不同响应的荧光蛋白只有这三类,统一称作光调控荧光蛋白或者光变换荧

光蛋白.
荧光蛋白所具有的这种受光调控的特性很大程度上依赖于荧光蛋白独特的桶状结构[８].荧光蛋白在结

构上类似于一个中空的椭圆柱体,发色团则位于椭圆柱体的内部.构成荧光蛋白桶壁的肽链上依次分布着

向内以及向外的氨基酸侧链基团,这便提供了发色团与不同侧链上的不同基团进行相互作用的机会.对于

光调控荧光蛋白来说,目前提供的模型是发色团会与侧链基团和水之间维持一种稳定的构象,但是在外界能量

输入的情况下,例如特定波长光的照射,发色团便会从稳定的构象转换到其他的构像.构象之间的差异导致发

色团的性质发生变化,共轭结构变大则会使发射光红移,发色团的破坏则会使荧光蛋白丧失发光特性[９Ｇ１２].本

文总结了光调空荧光蛋白的各种参数,阐述了荧光蛋白与超分辨显微成像技术之间的关系.

２　超分辨显微成像的基本概念
提高空间分辨率最直接的办法就是对光学系统强度点扩展函数进行修正,采取一定手段使光学系统强

度点扩展函数的半峰全宽更窄,从而获得更高的空间分辨率.受激发射损耗(STED)荧光显微术便是基于

这样的一种思想,当使用“损耗光”对荧光分子进行照射时,荧光分子便有一定概率无法回到基态能级,这部

分的发射光波长会比荧光波长要长,利用特定的装置把这一部分光排除在外便对光学系统强度点扩展函数

进行了修正,可以理解成荧光分子在激发光照射下的荧光发射响应不再是线性响应[１].最开始的STED成

像只针对荧光染料,但是STED“损耗光”的强度很强,不适合活细胞成像.随后的发展中,能够在开关两种

状态之间进行可逆的转换的荧光蛋白被用在此种类型的超分辨成像中,这极大地降低了“损耗光”的强度,减
少了细胞的光毒性,这种思想称作可逆饱和荧光转换(RESOLFT)显微术[１３].

从频域的角度来看待成像的问题,空间分辨率限制的本质在于频域中高频信息的丢失.透镜系统在成

像过程中扮演着低通滤波器的角色,光学传递函数的调制使得低频信息得以保留,高频信息则无法被获取.
如果能够获得高频信息,那么就会获得更高的空间分辨率.一方面可以改造成像系统使其能够带通或者高

通,但这一想法目前仍然无法实现.另一方面可以采取一定方式使得高频信息出现在低频窗口处.这便是

结构光照明显微术(SIM)的成像原理,通过采用结构光照明使一部分荧光分子处于亮的状态而另一部分荧

光分子处于暗的状态,它们亮暗之间形成的结构可以提供更多的信息[１４Ｇ１５].
点光源经过透镜会变成一个光斑,当两个点光源之间的距离小于艾里斑的半径时,则无法将其区分开

来.但是在不同时间点采集这两个点光源时,就可以依次将其区分开来.实现这一点的关键是让荧光分子

的时间以及空间分布尽量均匀,避免出现发光的荧光分子同时处于同一片区域的情况.这便是光激活定位

显微术(PALM)以及STORM的思想[１６Ｇ１７].
超分辨光学波动成像(SOFI)技术通过采集连续的多帧图像,分析荧光分子随着时间变化的亮暗状态,对单

个像素进行时间序列的自相关分析,得到的值输回原像素格.因为进行自相关分析有光学系统强度点扩展函

数的参与,所以最后的计算值里面也带有光学系统强度点扩展函数这一参数,有趣的是光学系统强度点扩展函

数经过运算得到了平方,半峰全宽变得更窄.如果进行高阶的运算就要运用高阶累积量来进行序列分析[１８].
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其他的超分辨显微成像技术,例如:３B分析是对荧光分子的状态建立隐马尔可夫模型,然后通过贝叶斯

条件概率计算哪一个点是荧光分子的概率最大[１９];扩张显微成像则是利用特殊的化学处理使得细胞的体积

与原来相比得到了扩张,从而使细胞内部的分子之间的距离变大[２０];４Pi以及干涉测量光激活定位显微术

(iPALM)利用双物镜获得了更丰富的信息[２１Ｇ２２].Balzarotti等[２３]通过把STED技术与单分子定位显微技术

相结合,使定位精度达到了１nm.近场光学显微术通过采集表面的倏逝波来打破瑞利判据,从而提高空间

分辨率[２４].

３　通过荧光蛋白可以实现超分辨成像
荧光蛋白最大的特点之一在于其可以被光调控.荧光蛋白可以被猝灭,可以被激活,也可以在亮暗之间

转换.从荧光蛋白的角度来考虑超分辨成像,需要思考的问题有三点,一是荧光蛋白哪些特性可以被利用,
二是利用荧光蛋白的特性进行一种什么样的调控(不调控也是一种调控),三是可以通过所进行的调控获得

什么样的信息,进行什么样的信号处理,以及常规的参数与荧光蛋白经过调控产生的信号进行叠加之后产生

了什么样的变化.
目前大部分的超分辨显微成像技术都基于光调控荧光蛋白,这类蛋白是最容易被调控的且调控样式最

丰富,如图１所示.通过控制调控光的强度来使得荧光蛋白以单分子点的形式出现,或者通过特定结构光照

明,使采集的图像呈现出非均一的信号,以及周期性地开关荧光蛋白并分析所采集到的一系列连续图像,就
可以获得常规显微成像所不能获得的信息.

图１ 光调控荧光蛋白的调控示意图[２５]

Fig敭１ Sketchmapoflightregulatedfluorescentprotein ２５ 

３．１　荧光蛋白的单分子特性

单分子特性是PALM实现的关键,现有的三类光调控荧光蛋白均可以形成单分子.单分子所呈现的位

置应当尽量随机没有偏好性,同时单幅图像中的单分子数不能太多,否则重构出的结果就会出现误差;同时

单分子数也不能太少,否则时间成本就会提高.一次PALM 成像所需要采集帧数的依据是采样定理,在一

定定位精度以及单分子密度的条件下,可以根据目的空间分辨率来反推出采集帧数.
荧光蛋白的单体性质是选择以及改造荧光需要考虑的首要因素.糟糕的单体性质会对目标分子的定位

以及功能产生影响,从而提供错误信息.可以通过改变荧光蛋白的表面电荷来使其表现出良好的单体性质,
例如,Zhang等[２６]通过对mEos２进行结构解析,在特定的位点进行突变,从而开发出了更适合PALM 成像

的真正单体荧光蛋白mEos３．１和mEos３．２.如图２所示,用荧光蛋白标记Orai１蛋白,单体性质良好的荧光

蛋白会最大程度减少因为聚合性质导致的假象.
全光子数决定着PALM的定位精度[１６],同时也表征着荧光蛋白的亮度,而追求更高亮度永远是荧光蛋

０３１８００８Ｇ３
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图２ 三种荧光蛋白的单体性质[２６]

Fig敭２ Monomericpropertiesofthreefluorescentproteins ２６ 

白开发的目标.高的亮度意味着更高的信噪比.目前来说制约超分辨显微成像技术的一大瓶颈就是信噪比

不够.差的信噪比会对一幅超分辨图像最终的重构带来很多麻烦.同时更高的亮度意味着更少的曝光时

间,也就意味着更高的时间分辨率.

３．２　荧光蛋白的调控特性

本研究引入荧光蛋白的调控速率概念,比如对于光转换蛋白来说调控速率是指在光照射下荧光蛋白由

红转绿的速率,对于光开关蛋白来说就是荧光蛋白变亮与变暗的速率.如图３所示,SkylanＧNS相对于

SkylanＧS来说调控速率更大.对于RESOLFT、非线性SIM以及PALM来说,越大的调控速率意味着点扫

描速率、结构光调制的速率以及采集单分子点的速率都可以随着调控速率的增大而增大,采集信号的时间就

会缩短很多.如果荧光亮度以及硬件控制速度可以跟上,那么就可以用尽可能短的曝光时间来采集图像,这
样对于活细胞的超分辨成像来说意义重大,一方面可以提高时间分辨率,另一方面可以减少光毒性带来的损

害.对于固定细胞来说也可以节约时间成本,同时减少强光对荧光蛋白的光漂白作用.调控速率同时也直

接影响着荧光蛋白的“暗状态寿命”,不同于追求大调控速率,小调控速率可以提供更长的“暗状态寿命”,从
而使得“离相位”信息更显著,提高了图像的信噪比以及荧光分子选择性[２７].

图３ (a)SkylanＧNS和 (b)SkyalnＧS的光开关特性[２９]

Fig敭３ Photoswitchingpropertiesof a SkylanＧNSand b SkyalnＧS ２９ 

荧光蛋白的调控敏感度指荧光蛋白对于不同强度的光所产生响应的程度.活细胞超分辨成像需要外加

光强尽可能弱,这样光毒性会降到最低,但同时也会降低图像的信噪比.如果荧光蛋白的调控敏感度足够高

的话,活细胞成像的质量就会有很大的提高.
荧光蛋白的调控深度指荧光蛋白不同状态之间荧光强度的比值,对于光开关蛋白来说是指开状态亮度

与关状态亮度的比值.在利用光开关蛋白进行PALM成像过程中,单分子会处在亮状态,单分子周围的分

子虽然处于暗状态但是在激发光照射下还是会进行荧光的发射.大的调控深度可以使亮状态分子从周围的

暗状态分子中区分出来,从而突出单分子形态.鉴于光开关蛋白的调控深度不够导致PALM成像效果不理

想,光转换蛋白被应用在PALM超分辨成像中.利用红绿两个通道的信号不会相互干扰的优点,实现更加

完美的单分子定位成像[２８].大的调控深度会大幅度提高成像的信噪比,成像信噪比的好坏决定着超分辨成

像的质量,特别是对于基于算法的超分辨技术来说,低质量的信噪比会在最后重构出的图像上添加很多伪

０３１８００８Ｇ４



光　　　学　　　学　　　报

迹,这对后续的工作会造成大的麻烦,甚至会提供虚假的信息.对于SOFI技术来说,足够的调控深度可以

使得后期进行高阶累积量计算的时候信号更加突出,从而提高SOFI成像的空间分辨率.现在制约非线性

SIM的难点之一为信噪比不够高,这就使得更高次的谐波信息被淹没在噪声之中无法重构出来,在这种情

况下,一个拥有足够大的调控深度的荧光蛋白会极大地提高非线性SIM 的分辨率.大的调控深度对于

RESOLFT来说同样至关重要.
荧光蛋白的调控循环数以及光稳定性是长时程图像采集或者高能量图像采集的决定因素.更多的循环

数以及更健壮的光稳定性对SOFI技术来说意味着可以采集足够数量的图像来进行自相关分析或者高阶累

积量分析,同时有用的信号不会在采集图像的后半程湮没在噪声之中,重构出来的质量以及空间分辨率会更

高[３０].对于RESOLFT,足够多的循环数使得更加精细的扫描成为可能,而不用担心荧光蛋白丧失光开关

的特性[３１].对于非线性SIM成像,优良的调控循环数以及光稳定性也非常重要,这使得后半程的图像采集

过程中信噪比依然能够维持在较高的水平.最近新开发出来的荧光蛋白SkylanＧNS,其每个循环内的光子

数是rsEGFP２的１０倍,并且荧光调控深度也就是亮暗对比度也比rsEGFP２以及Dronpa要高,在其荧光强

度降到初始荧光强度的１/e之前能提供大约７００个调制循环数,这些特性使得非线性SIM 能够获得大约

６０nm的空间分辨率[２９,３２].如图４所示,在开关多次之后对比Dronpa和SkylanＧS的有效信号,依然维持在

比较高的水平.在活细胞成像中,好的光稳定性使得长时长采样成为可能,可以实现长时间追踪某一细胞活

动的发生以及变化过程.

图４ (a)Dronpa和 (b)SkylanＧS荧光蛋白的光稳定性[３０]

Fig敭４ Photostabilityof a Dronpaand b SkylanＧSfluorescentproteins ３０ 

３．３　荧光蛋白的成熟时间以及非线性特性

成熟时间是荧光蛋白的另一个重要的性质.成熟时间是指在荧光蛋白的结构折叠好之后,发色团经过

化学反应最终形成所消耗的时间.一般来说理想荧光蛋白的成熟时间应尽可能短,这样荧光蛋白在生命科

学的研究中就会有更广泛的应用[３３].某些荧光蛋白的发射波长会随着发色团的成熟过程进行改变,这类荧

光蛋白有着其自身独特的作用[３４].
荧光蛋白的非线性响应是一个有待挖掘的领域.如果存在着一种能够产生非线性响应的荧光蛋白,不

论是对于调控光还是激发光,超分辨成像的步骤就会变得非常简便.对于非线性SIM 来说,得以运行的关

键是非线性响应结构光的照明.为了实现非线性响应结构光的照明,Li等[３２]给出了三种调控方式,前两种

是利用正弦条纹的调控光进行激活,然后再进行同样相位的正弦条纹的激发光进行信号采集,这两种方式对

前后两次正弦条纹光的对齐提出了很大的要求.第三种调控方法是运用宽场调制光进行激活,然后用正弦

条纹光照射使荧光蛋白部分进入暗状态,最后错开π相位进行正弦调制光的信号采集,从而在频域获得更高

频率的信息.但是这三种调控方式耗时相对较长,时间以及操作成本偏大.利用Kohinoor荧光蛋白来简化

调控方式,同样能够实现非线性SIM的照明方式[３５].相比其他的光开关荧光蛋白来说,Kohinoor荧光蛋白

的特点是:激发光同时会使其进入亮状态而其他类型的光开光荧光蛋白则正好相反.利用这一特性,只需要

一个波长的正弦条纹光就满足条件,可以同时对Kohinoor荧光蛋白进行激活以及激发,这样处于激活状态

的分子同时被激发,相当于荧光蛋白对激发光产生了非线性响应.但回到最开始的讨论,如果存在这样的一

种荧光蛋白,其本身就会对激发光产生非线性响应的发射,那么非线性SIM 的操作就变得与SIM 大同小异
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了.对于RESOLFT来说,非线性响应同样重要,若是存在对于激发光非线性响应发射的荧光蛋白,那么点

扫描的那一圈“甜甜圈”便可以去掉,直接进行点扫描就会对光学系统强度点扩展函数进行修饰.

４　结　　语
荧光蛋白被应用于超分辨显微成像已经发展了１０年,这１０年中,绝大部分关于荧光蛋白的性质均与荧

光强度有关,但是对于荧光蛋白来说,除了荧光强度以外,荧光寿命、荧光光谱以及荧光偏振极性在利用得当

的情况下都可以实现不同的调控以得到更好的超分辨显微成像效果[３６].除此之外,多色荧光蛋白应用于超

分辨成像一直是人们所期望的.虽然超分辨显微成像目前可以使得空间分辨率最小(能够达到几纳米),但
所付出的代价是长时间的数据采集,这对于极短时间内的事件捕捉无能为力,而且几纳米的空间分辨率对于

一些细微结构的解析还略显不足.对于荧光蛋白来说,由于其生物大分子的性质,人们无法像合成分子探针

那样随心所欲地对其进行改造,这无疑是荧光蛋白的致命缺点之一.对于荧光蛋白以及超分辨显微成像来

说,未来的发展道路将是沿着交叉的路线前进,这同样也是未来科研的思路.
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