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摘要　多色成像作为超分辨成像技术的重要延伸,极大地增强了人们研究亚细胞结构定位与交互关系的能力,从
而有助于研究者深入理解细胞内复杂的生命现象与过程.基于单分子定位超分辨显微成像术(SMLM)工作原理

的特殊性,已实现了激发依赖、激活依赖、分光依赖等数种有特点的多色成像方法.介绍６种主要的多色单分子定

位超分辨显微成像技术,从分色能力、光谱窜扰、数据采集效率等角度分析了各方法的优缺点,并讨论了与多色成

像相关的细胞固定方法,帮助研究人员根据自身实验需求选择合适可靠的多色成像手段研究相应的科学问题.
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１　引　　言
远场光学显微镜因具备非侵入性、实时、可视放大观察样品等特点,自出现以来便成为细胞及微生物学研

究中无可替代的常规技术手段.然而早在一百多年前德国物理学家Abbe就指出由于光的波动性和衍射效应,
使得远场成像系统横向分辨率存在约２００nm的极限,导致人们无法有效观测纳米尺度的生命现象.这一限制

终于在２１世纪初被打破,诞生了两大类超分辨荧光显微成像技术:１)基于激发光源改造[也称点扩展函数工程
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(PSF)]技术的受激发射损耗显微术(STED)[１Ｇ３]和结构光照明显微术(SIM)[４Ｇ５];２)基于单分子定位技术的光激

活定位显微术(PALM)[６Ｇ８]和随机光学重建显微术(STORM)[９Ｇ１２].这些超分辨显微成像技术使得远场成像横

向分辨率轻松达到了百纳米以下,进而大大丰富了显微镜对细胞微纳结构与功能的研究[１３Ｇ１８].
基于单分子定位技术的超分辨显微成像(简称单分子定位超分辨显微术,SMLM)通过“计算”实现,横

向分辨率目前已达１０nm左右[１９].具体工作原理是:基于全内反射照明光路,用激活光和激发光控制成像

区每次仅有少量、随机、离散的单个荧光分子发光,再通过高斯拟合分析单个荧光分子点扩展函数中心实现

高精度的空间定位,最后将图片进行叠加形成一幅超分辨图像[２０Ｇ２１].利用荧光探针标记细胞内不同的目标

物进行多色超分辨成像,不仅可以获得单个目标物的超分辨信息,还可以精确分析不同目标物的空间结构与

相互关系,极大地加强人们对细胞内复杂的生命现象与过程的探索能力.目前,SMLM 由于其工作方式的

特殊性,已产生了数个不同原理的多色成像方法,并广泛地应用到生命科学各个研究领域中.其中具有代表

性的工作是２０１３年哈佛大学XuK等[２２]采用双色STORM揭示神经细胞轴突部分微丝Ｇ帽蛋白复合物与血

影蛋白交替构成间距为１８０~１９０nm的周期性结构,这是传统研究手段无法观察到的.本文介绍几种主要

的多色SMLM,依次阐述各种方法的优缺点,同时探讨与多色相关的样品固定处理方法,期望为不同实验需

求的研究人员提供选择依据.

２　多色SMLM发展现状
多色SMLM按照采集方式主要可分为两大类,即依次采集和同步采集方式.目前存在以下几种主要的

多色SMLM.

２．１　基于不同激发光的多色SMLM
依靠不同的激发光让不同染料分子发射出不同颜色的荧光是进行多色成像最常规的思路,已在

PALM[２３Ｇ２４]与STORM[２２,２５Ｇ２７]中获得了较好的应用.尤其对于STORM,目前与商业有机荧光探针匹配的

激光器波段主要包括４８８,５６１,６４７,７５０nm等,因此理论上可实现四色成像.该方法的优点在于工作原理

简单,实施方便,不同颜色间窜扰较小.但缺点也比较明显,首先其属于依次采集方式,不同颜色间数据获取

存在一定的时间间隔,则样品位置在数据采集过程中难免发生漂移,因而颜色叠加时需进行校正才能得到准

确的相互关系.该问题目前可通过在样品中添加少量具有宽发射带宽的荧光微球解决[２６].其次,具有较强

闪烁性的荧光探针对于SMLM技术的实现至关重要[２８],然而并不是每个激发波段对应的荧光探针都具有

优良的闪烁能力.已有的闪烁性能较好的探针都集中在红外激发波段如Cy５,Alexa６４７等,绿光和蓝光还

没有对应闪烁性较好的染料,因而会严重影响组合成像分辨率,这也是该多色方法目前最大的问题.

２．２　基于不同激活光的多色SMLM
２００６年,RustMJ等[９]利用 Cy３ＧCy５(激活子Ｇ报告子)组成的可控开关荧光分子对实现了单色

STORM.２００７年,BatesM 等[２９]通过设计不同的荧光分子对组合,发展出基于不同激活光的多色

STORM.如图１所示,同一个报告子Cy５分别连接上不同的激活子如 Alexa４０５,Cy３和Cy２,依次被

４０５nm(紫色曲线),５３２nm(绿色曲线)和４５７nm(蓝色曲线)光激活后可发射出相同的红色荧光.图１(b)
所示为４０５,４５７,５３２nm激光分别对三对激活子Ｇ报告子探针Alexa４０５ＧCy５,Cy２ＧCy５和Cy３ＧCy５的归一化

激活率.这些荧光分子对通过连接二抗标记样品,依次切换上述不同波段的激活光,再由相同的激发光探测

同一个报告子Cy５发出的荧光,从而实现多色成像.该方法的特点是:１)可以自主选择闪烁能力最好的红

外区报告子染料(如Cy５,Alexa６４７等)进行单分子定位成像,有利于在每个激活通道获得高分辨率数据;２)
属于同步采集方式,即一次数据采集过程中获得所有颜色通道的数据,不同颜色间位置基本无位移,不需专

门校正;３)把基于激发光和激活光多色成像联合使用,理论上可实现高达九色成像,目前已实现六色[３０]和七

色[３１]成像.该方法的缺点也比较明显,就是激发光本身会进行非特异性地激活不同颜色通道,导致较高的

窜扰率(１０％~２０％)[３０],造成实验假象,尤其是待成像的两个目标物密度差异较大时,高密度目标物信号可

能淹没低密度目标物[３２].

２．３　基于荧光淬灭技术的多色SMLM
２０１４年７月,TamJ等[３３]发文报道了一种基于荧光淬灭技术的多色STORM.该方法原理简单,即分
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图１ 激活子Ｇ报告子构成的光可控开关荧光分子对探针[２９].(a)不同的荧光分子对探针;(b)归一化激活率

Fig．１ PhotoＧswitchablefluorescentmoleculepairsprobesbuiltfromactivatorＧreporterpairs ２９ 敭

 a Differentfluorescentmoleculepairsprobes  b normalizedactivationrate

批次免疫荧光标记不同目标蛋白并采集数据,从而实现多色成像.整个实验过程需借助还原剂硼氢化钠淬

灭上一轮目标蛋白二抗上的染料分子以避免窜扰,具体流程为:免疫荧光标记目标蛋白１→数据采集→硼氢

化钠淬灭→免疫荧光标记目标蛋白２→数据采集→硼氢化钠淬灭→免疫荧光标记目标蛋白３→数据采集→
.该方法属于依次采集,但只需一个激发光源和一个激活光源即可实现多色成像,颜色数只跟一抗种属

(如mouse,rat,rabbit,chicken等)数有关.此方法的最大优点是不同目标蛋白二抗连接的染料分子是同一

种,且选自闪烁能力最好的红外激发波段如Alexa６４７,因而保证了每个通道都具有较好的成像分辨率(优于

激发依赖的多色成像),且由于淬灭技术,几乎无窜扰(优于激活依赖的多色成像).但是,不难看出整个实验

过程非常费时费力,本质上属于更加极端地采用了以时间换空间的策略.此外,由于需要多次费时标记,对
于不同颜色成像,需专门解决同一视野采集及位置校正问题.另外,由于是靠依次荧光淬灭实现多色成像,
因此不适合PALM.

２．４　基于分光技术的多色SMLM
基于分光技术的多色成像是指采用不同发射谱的荧光探针标记样品,然后经同一个激发光辐照发射出

的混合荧光被二向色镜分为透射和反射两路光,再分别被透镜聚焦到同一个CCD靶面左右两侧进行成像,
如图２所示.图２中DM是二向色镜,L是棱镜,M 是反射镜.数据采集后再利用比率法对每个荧光点进

行颜色分类[３４Ｇ３５],最终获得双色图像,该方法已被应用于STORM[３６Ｇ３７],PALM[３８]和STED[３９]等多色成像.
该方法的主要优点是:１)属于同步采集方式,只需要一个激发光源,一次数据采集过程同时获得两个颜色通

道的数据,不仅节省实验时间,图片叠加也不需进行额外位置校正;２)可以选择闪烁能力较好的红外激发染

料(如Alexa６４７,CF６８０,Alexa７００等)标记样品,从而获得高分辨率数据.该方法的缺点是两个颜色间窜

扰明显,尤其是待成像物密度较高的情况下更为糟糕.造成窜扰的原因主要有两方面:１)由于是一个激发光

源,为了保证激发效率,所选的两个荧光探针的吸收谱必然近似,则它们的发射谱必然发生交叠从而导致窜

扰,这是靠二向色镜和发射滤色片无法消除的;２)为了对两个通道的图片进行正确叠加,光路中二向色镜截

止波段的选择往往刻意把其中一个波段的荧光分给另一个通道,使得两个通道数据产生关联性,进而实现校

正叠加,但也带来窜扰,甚至是数据的丢失.该分光光路可以自行搭建,也可购买成品,如英国Andor公司

的OptoSplitII和美国Photometrics公司的DV２.

２．５　基于光谱技术的多色SMLM
２０１５年８月,加州大学伯克利分校ZhangZ等[４０]发文报道利用三棱镜分光原理,发展出一种名为光谱

分辨的随机光学重建显微成像术(SRＧSTORM).早在２０１３年,XuK等[１９]利用双物镜成像系统提高荧光

采集效率从而把STORM横向分辨率提高到１０nm左右.基于该成像系统,他在其中一束光路中加入三棱

镜[图３(a)],对荧光信号进行横向空间光谱展开[图３(c)],另一路进行正常的单分子空间定位成像

[图３(b)].最终计算出的超分辨图片中每个像点不仅具有空间信息,还拥有光谱信息,再通过单分子光谱比

对与分类最终实现多色成像.为了降低光谱窜扰,筛选出Dy６３４,DL６５０,CF６６０和CF６８０４个荧光探针,在
PtK２细胞中对过氧化物酶体、波形蛋白、微管和线粒体实现了四色同步超分辨成像[图３(d),标尺为２μm].
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图２ 双通道多色超分辨成像光路示意图

Fig．２ SchematicdiagramofthetwoＧchannelmulticolorsuperresolutionimaginglightpath

该方法的特点是:１)属于同步采集方式,只需一个激发光源和一个激活光源,可同时获得多达四色超分辨图

像,且窜扰很低(＜２％);２)双物镜系统实现高通量荧光信号采集,获得光谱数据,同时不影响空间定位分辨.
问题是后期数据处理较为复杂.随后,MlodzianoskiMJ等[４１]基于相似的光谱成像方法,发现PALM成像过程

中荧光蛋白的发射光谱可随时间发生变化.２０１６年６月,美国西北大学DongB等[４２]发文报道利用光栅分光

原理实现了光谱分辨的SMLM,并在Cos７细胞中对微管和线粒体进行了双色同步成像(图４).如图４(c)所示

是微管(红色)与线粒体(绿色)的超分辨成像图,标尺为１μm.该方法主要的特点是光谱展开较大,可获得较

高的光谱分辨率.但由于是单物镜成像系统,光谱光路分流了原本用于空间定位光路的荧光信号,影响空间分

辨率;而且光谱光路只采用了１级衍射光,高级或者Ｇ１级没有利用,这在某种程度上降低了光谱分辨率.

图３ 高通量光谱分辨的随机光学重建显微成像术[４０].(a)基于棱镜分光原理的光路示意图;(b)单分子荧光成像图;
(c)单分子荧光光谱展开成像图;(d)四色超分辨成像图

Fig．３ HighＧthroughputSRＧSTORM ４０ 敭 a Schematicdiagramofthelightpathbasedontheprismaticdecompositionprinciple 

 b singlemoleculefluorescenceimaging  c singlemoleculefluorescencespectrumimaging 

 d fourＧcolorssuperresolutionimage

　　不难理解,若希望光谱分辨率高,则光谱展开越大越好,这样光栅较三棱镜有明显的优势.但若展开过

大,分到每个像素的荧光强度变低,导致光谱信噪比降低.当然,若展开不足,光谱分辨率太低,则无法进行

光谱分析.此外,每个成像点进行光谱横向展开后,会占据较多的电荷耦合器件(CCD)靶面像素,荧光点随

机闪烁过程中横向空间容易发生交叠,导致光谱数据失真,且原始图像点密度越高,交叠概率越大.因此,不
管是光栅还是棱镜分光技术,数据处理过程中必须把这些发生光谱交叠的数据点剔除,这导致对应的空间信

息丢失,损失空间分辨率.此时存在一个三方博弈,即光谱信噪比、光谱分辨率与空间分辨率的取舍.对于

细胞内结构的研究,各个目标蛋白位置和结构错综复杂,且密度较高,则棱镜法或许更为合适,可在保证足够

的空间分辨率情况下实现多色同步成像.若只是分析单分子荧光光谱动力学过程,且目标物密度较低,或许

光栅法较合适.
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图４ 光栅光谱分辨的单分子定位超分辨显微成像术[４２].(a)基于光栅分光原理的光路示意图;
(b)Cos７细胞中微管与线粒体普通荧光成像图;(c)微管与线粒体超分辨成像图

Fig．４ SingleＧmoleculelocalizationsuperＧresolutionmicroscopywithgratingspectroscopicresolution ４２ 敭

 a Schematicdiagramofthelightpathbasedonthegratingdecompositionprinciple 

 b conventionalfluorescenceimageofmicrotubuleandmitochondriainCos７cell 

 c superresolutionimageofmicrotubuleandmitochondria

２．６　基于点扩展函数工程技术的多色SMLM
２０１６年８月,ShechtmanY 等[４３]发文报道了一种基于点扩展函数工程技术的双色SMLM.早在

２００９年,PavaniSRP等[４４]利用空间光调制器对单分子荧光进行点扩展函数双螺旋工程改造,使得荧光分

子在不同的Z 轴深度呈现不同的双螺旋调制信息,从而实现了三维SMLM.随后,GahlmannA等[４５]又基

于分光技术进行点扩展函数双螺旋改造,实现了可定量分析的双色三维PALM.２０１５年,ShechtmanY
等[４６]利用四脚相位板对点扩展函数实现高精度超深三维调制.２０１６年这篇文章综合上述研究成果,采用单

光路成像系统,设计出一种光谱依赖的四脚相位板,可调制不同颜色荧光的点扩展函数形状,同时该形状与

Z 轴深度相关,进而实现双色三维SMLM,如图５所示,标尺为５μm.该方法概念新颖,属同步采集方式,
但不依赖于分光技术,而是利用光学工程手段调制点扩展函数的形状实现多色成像,颜色间窜扰较低.但也

存在一定的缺点,那就是被调制过的点扩展函数占据了较多的CCD成像面积,限制了每帧图片采集的分子

数(否则信号易发生交叠),降低了采集效率,因此比较适合低密度目标物的成像.

图５ 基于四脚相位板调控的双色三维成像[４３].(a)红光通过四脚相位板后相位延迟图案;４０nm红色荧光微球在(b)z＝－１０μm;
(c)z＝－３μm;(d)z＝０;(e)z＝３μm;(f)z＝１０μm的点扩展函数形状;(g)绿光通过四脚相位板后相位延迟图案;

１００nm绿色荧光微球在(h)z＝－１０μm;(i)z＝－３μm;(j)z＝０;(k)z＝３μm;(l)z＝１０μm的点扩展函数形状

Fig．５ DualＧcolorthreeＧdimensionalimagingmodulatedbytetrapodphaseplate ４３ 敭 a Phasedelaypatternoftheredlight
passingthroughtetrapodphaseplate pointＧspreadＧfunctionfora４０nmredfluorescentmicrosphereat b z＝－１０μm 
 c z＝－３μm  d z＝０  e z＝３μm  f z＝１０μm  g phasedelaypatternofthegreenlightpassingthrough
tetrapodphaseplate pointＧspreadＧfunctionshapefora１００nmgreenfluorescentmicrosphereat h z＝－１０μm 

 i z＝－３μm  j z＝０  k z＝３μm  l z＝１０μm

０３１８０１０Ｇ５



光　　　学　　　学　　　报

　　以上介绍了６种多色SMLM,原理各异,优缺点共存,具体比较如表１所示.论多色能力强、各通道成

像效果均一、低窜扰等特点,应选基于棱镜分光原理的SRＧSTORM,但是其数据处理较为复杂,不易上手;论
原理简单、低窜扰特点,当属基于不同激发光的多色SMLM,但不是每个通道都有适合超分辨成像的探针,
稍有缺憾;论信号采集效率高及不需额外校正特点,当属基于分光技术的多色SMLM,但颜色窜扰固有

存在.
表１ 不同多色单分子定位超分辨显微成像术的比较

Table１ ComparisonofdifferentmethodsformulticolorSMLM

Type
Acquisition
mode

Multicolor
ability

CrossＧtalk Resolution Timecost Alignment UserＧfriendliness

ExcitationＧdependent Sequential ２~４colors Less Normal Normal Yes Straightforward
ActivationＧdependent Simultaneous ２~７colors More Better Normal No Sophisticated
QuenchingＧdependent Sequential ２~４colors Less Better Higher Yes Straightforward
SplitＧdependent Simultaneous ２~４colors More Better Normal No Intermediate

SpectrumＧdependent Simultaneous ２~４colors Less Better Normal No Sophisticated
PSFengineeringＧdependent Simultaneous ２colors Less Normal Normal No Sophisticated

３　多色成像中细胞固定问题
对于SMLM,工作原理要求被观察蛋白不能移动,因此一般需对细胞样品进行固定处理.PALM 是利

用内源表达的荧光蛋白成像,对固定要求不高.STORM是依靠免疫荧光标记技术,对样品固定要求比较严

格,可以说适当的固定方法直接决定STORM图片质量[４７Ｇ４８].目前细胞免疫染色常用的固定试剂有多聚甲

醛溶液、戊二醛溶液、多聚甲醛＋戊二醛混合液、冰甲醇等.以上固定试剂对细胞内不同的目标物会有不同

的固定效果.多聚甲醛溶液是最常用的固定试剂,渗透能力强,固定均匀,对目标蛋白本身结构影响不大,一
般不影响一抗识别;但对膜的固定作用较差,不适合固定膜相关的结构,如内质网和膜关联蛋白.戊二醛溶

液是蛋白强固定剂,细微结构保持更好,对膜也有较好的固定作用,可真实地保存细胞的形态;但会影响目标

蛋白空间构型,从而影响一抗识别,造成实验假象.冰甲醇通过蛋白沉淀固定样品,蛋白抗原性保存非常好,
不影响抗体识别,但其会溶解膜结构,破坏细胞真实形态.对于多色STORM,本质是对多个目标蛋白进行

成像,但各个蛋白结构特点不同,且对应抗体的性能和结合位点也不同,因此需根据具体实验目的探索合理

的固定方法.研究经验表明,血影蛋白、帽蛋白、原肌球调节蛋白、带４．１蛋白等多色成像用多聚甲醛溶液固

定(~４％);微丝一般用戊二醛溶液固定(０．１％~２％);微管、线粒体、内质网等多色成像常用３％多聚甲醛＋
０．１％戊二醛混合液固定.但若进行微丝与血影蛋白多色成像,此时单纯的多聚甲醛溶液(固定不住微丝)或
者戊二醛溶液(影响血影蛋白抗原性)可能都不合适,二者的混合液可能比较合适,但需摸索出合适的浓度

比.此外,戊二醛溶液本身会导致细胞有较强的背景荧光,需用还原剂如硼氢化钠处理后方可进行实验,否
则严重影响超分辨成像效果.

４　结　　论
介绍了６种多色SMLM的工作原理,比较了它们的优缺点,并探讨了多色成像中的细胞固定问题.多

色成像是超分辨成像技术的重要补充,若想进一步推广多色SMLM在生物医学研究中的应用,可在以下三

个方面寻求突破:１)开发出闪烁能力强、发光效率高、颜色多样的有机荧光染料或荧光蛋白;２)开发出更适合

探针闪烁的成像缓冲液;３)摸索出合理可靠的细胞固定试剂和方法.总之,技术本身无绝对的孰优孰劣,关
键根据自身研究需求选择合适的成像方法.
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