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摘 要:随着新型荧光探针、先进激光、高灵敏光电探测器等相关领域的不断发展,突破衍射极限的超分

辨光学显微技术为现代生物医学研究提供了新的有力工具,其中的单分子定位技术利用荧光分子的光

开关效应,实现了亚细胞结构的纳米精度超分辨成像.本文介绍了单分子定位超分辨显微技术的基本原

理与实现,例举了其在细胞生物学、组织生物学以及神经科学等方面的应用,讨论了该技术目前的发展

趋势及可能的改进方向,为相关领域科学研究提供参考.超分辨光学显微技术的不断创新将推动生命科

学的新发展.
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Abstract:Super-resolutionopticalmicroscopybreaksthroughthediffractionlimitandbecomesapowerful
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0 引言

在人类探索微观世界的进程中,光学显微技术扮演着至关重要的角色.相对于原子力显微镜[1]、电子显

微镜[2,3]等成像手段,光学显微镜凭借其非接触性、对样品损伤小、丰富的成像机制等优点,已成为生物医学

领域中必不可少的研究工具[4-6].然而,早在19世纪末,德国物理学家阿贝(Abbe)就指出:光学显微镜的分辨

率极限与光波长成正比,与显微物镜的数值孔径(NumericalAperture,NA)成反比[7].对于传统光学显微镜

而言,其横向分辨率极限只能达到200nm左右,轴向分辨率极限约为500nm左右,这阻碍了人们对于亚细

胞结构的进一步探索和研究.
自20世纪90年代以来,随着新型荧光探针、先进激光、高灵敏光电探测器等相关领域的不断发展,科学

家们提出了多种突破光学衍射极限的超分辨显微成像方法[8-10].按成像原理的不同,这些超分辨成像方法大

致可以分为两大类,即物理超分辨(基于纯物理原理的超分辨成像)和化学超分辨(基于光与物质分子相互作

用的超分辨成像).物理超分辨要求被测样品不做特殊化学处理和标记,而化学超分辨则正是利用对样品的

特殊标记来实现超分辨成像.物理超分辨经过一百多年的努力虽然取得了一些进展,如近场显微成像[11,12]、
矢量光场显微成像[13-15]、量子显微成像[16-18]等,但由于探测距离、成像速度、分辨率等因素,实际应用很有限.
而化学超分辨近几十年来发展十分迅猛,基于光与物质分子相互作用的各种光学效应对比度机制的显微成

像方法层出不穷,其中荧光标记成像为突破光学衍射极限打开了一扇大门.2014年诺贝尔化学奖授予了在超

分辨荧光显微方面做出突出贡献的三位科学家BETZIGE、STEFAN W H和 MOERNERWE,表彰他们

把光学显微技术带入到了纳米尺度,由此可见超分辨荧光显微技术在现代生命科学领域中的重要性.目前超

分辨荧光显微主要分为三大主流技术:第一类是基于点扩散函数(PointSpreadFunction,PSF)压缩的激光

扫描成像方法,代表性技术是受激发射损耗(StimulatedEmissionDepletion,STED)显微[19,20];第二类是基

于空间频谱扩展的宽场成像方法,代表性技术是结构光照明显微(StructuredIlluminationMicroscopy,

SIM)[21-25];第三类是基于单分子定位的显微成像方法(Single-MoleculeLocalizationMicroscopy,SMLM),
代表性技术是光激活定位显微(Photo-ActivationLocalizationMicroscopy,PALM)[26]和随机光学重建显微

(StochasticOpticalReconstructionMicroscopy,STORM)[27]以及由此衍生出的其它技术[28-30].三类技术在

成像空间分辨率、成像速度、对生物样品的光损伤等方面各有优缺点.SMLM 技术的空间分辨率高,但成像

速度较慢,且需要特殊的荧光分子标记;SIM技术的成像速度快,但分辨率提升较低;STED技术在分辨率和

速度上都表现比较好,但缺点是对样品的光损伤较大.
本文主要讨论单分子定位超分辨显微成像技术.它利用特殊荧光分子探针的光开关效应,采集并定位大

量时空分离的单分子荧光信号,通过荧光分子的坐标信息重建出样品的超分辨图像.根据单分子的定位精

度,分辨率可以达到几个纳米[31-33],远突破衍射极限,可以揭示纳米尺度下的亚细胞细节.本文将详细说明

SMLM的超分辨成像原理与实现,包括荧光分子的光开关效应、单分子定位原理、常用的定位算法、光学照

明系统以及探测器等,并例举SMLM在细胞生物学、组织生物学和神经科学等领域的应用,讨论SMLM 技

术的发展趋势及未来可能的改进方向.

1 单分子定位超分辨显微成像原理

1.1 荧光分子的光开关效应

在SMLM技术中,荧光分子探针的光开关效应是实现超分辨成像的基础.目前常用的荧光探针包括荧

光蛋白[34]、荧光染料[35]和荧光量子点[36]等.单个荧光分子持续发光时,发光强度会出现随机涨落现象,称之

为荧光闪烁.在传统的荧光显微技术中,研究的重点是如何抑制闪烁这一不利因素以获得持续的荧光发射.
然而,在SMLM技术中,需要通过改变外部条件有效控制荧光闪烁特性,使得荧光分子在荧光态(ON/开)和
非荧光态(OFF/关)之间转换,利用这种光开关特性实现荧光分子的稀疏激发.

荧光蛋白的光开关机制[37]可以分为三类,如图1所示.第一类光激活荧光蛋白在特定波长光的作用下从

非激活状态转变为可发射荧光的激活状态;第二类光转化荧光蛋白在特定波长光的作用下发射光谱频移;前
两类都属于不可逆过程.第三类光开关荧光蛋白在两束特定波长光的交替作用下,能够在荧光态和非荧光态

之间发生可逆转换.常用的荧光蛋白有PA-GFP、EosFP、DronPa等.荧光染料分子的光开关机制[38]主要包括
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三线态、负电激子态、顺反异构等可逆转换,常用的荧光染料有Alexa系列、Atto系列、Cy系列等.荧光量子

点的闪烁机制[39]普遍认为由非辐射俄歇复合(AugerRecombination)、俄歇电离作用(AugerIonization)、直
接隧穿效应和热激发等多种因素造成,其发射谱可通过改变量子点的尺寸和成分加以调节.随着研究者对各

种荧光探针开关机制的不断探索,荧光分子处于荧光态和非荧光态的持续时间可以通过改变其自身结构、外
部微环境等因素得到有效控制,从而实现有利于SMLM的荧光信号分布密度.

图1 荧光蛋白的几种光开关机制示意图

Fig.1 Schematicdiagramofvariousphotoswitchingmodesoffluorescenceproteins

1.2 单分子定位原理

根据阿贝衍射理论[40],理想的点光源经光学成像系统后,在焦平面上会弥散成一个光斑(艾里斑),即系

统的点扩散函数(PSF),其大小可以用半高全宽(FullWidthatHalfMaximum,FWHM)来表示.系统可分

辨的两个物点之间的最小距离,即光学系统的极 限 分 辨 率,等 于 PSF 的 FWHM,可 由 公 式 Δx,y =
λ/(2nsinα)=λ/(2NA)计算,其中λ为波长,n 为介质折射率,α 为物镜的半孔径角,NA=nsinα 为物镜的

数值孔径;沿光传播方向的轴向分辨率计算公式为Δz=2λ/NA2.
单分子定位技术使用特定的荧光分子探针标记样品,通过改变分子所处的外部环境有效控制其光开关

特性,将空间上重叠的多分子荧光图像在时间上分离为一系列子图像,使得每一帧子图像中只有少量稀疏分

布的单分子发射荧光,即每个衍射极限范围内只有一个荧光分子被激发.采集成千上万帧荧光信号随机分布

的图像,利用单分子定位算法精确定位每个分子的中心位置.最后,将所有获得的定位点进行叠加,重建出一

幅突破衍射极限的超分辨图像,原理如图2所示.假设探测到的单个荧光分子所发射的光子数为 N,定位该

分子视为对其位置进行了N 次测量,每次测量的不确定性由系统的PSF尺寸决定.一般系统PSF近似呈高

斯分布,对应的高斯函数标准差s与PSF尺寸FWHM满足关系FWHM=2 2ln2s≈2.355s.定位精度由

公式σloc≈s/ N 来估算,对应分辨率Δ≈FWHM/ N ≈2.355σloc.由此可见,SMLM 的定位精度与系统

PSF尺寸成正比,与单个荧光分子所发射的光子数成反比.
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图2 单分子定位原理示意图

Fig.2 Schematicdiagramofsingle-moleculelocalization

  早在1995年[41],BETZIGE就提出了利用单

分子定位技术提高空间分辨率的概念,并于2006
年[26]基于该理论首次开发出了利用光激活荧光蛋

白的光开关特性实现超分辨的PALM技术,基本原

理如图3所示.利用光激活绿色荧光蛋白(PA-GFP)
标记样品,此类荧光蛋白在未被激活前,激发时不发

荧光或发微弱荧光.加载样品后,采用405nm激活光

以低能量脉冲方式照射目标区域,从而激活稀疏分

布的少量荧光分子,之后切换561nm激发光连续

照射,此时只有那些之前被激活的荧光分子发射荧

光,即处于ON态(图3B,D),而其它未被激活的分

子则处于不发光的OFF态,采集并定位这些单分子

位置,直至这些发光分子被漂白,在下一次循环中不

会再被激活(图3A,C).多次重复该“激活-激发-定
位-漂白”过程,最终将所有定位点叠加后重构出目

标结构的超分辨图像(图3E',F').
庄小 威 等[27] 提 出 的 基 于 单 分 子 定 位 的

STORM技术,其原理(如图4所示)与PALM 十分

相似,主要区别在于所使用的荧光分子探针不同.
STORM使用光转换荧光染料(Cy3-Cy5分子对)标
记样品,通过交替使用633nm的红光和532nm的

绿光实现荧光分子Cy5的ON-OFF态转换,具体过

程如图4(a)所示.首先利用高强度633nm红光持

续照射样品,在此过程中Cy5分子被激发至ON态

并迅速变为OFF态,此时利用低强度532nm绿光

照射,使少部分随机分布的 Cy5分子恢复至 ON
态,然后切换633nm红光照射,使得这些Cy5分子

图3 PALM的基本原理[26]

Fig.3 PrincipleofPALM[26]

发射荧光并转换为OFF态,采集并定位这些单分子信号,不断重复该过程直至大部分荧光分子被漂白.在此

过程中,激活分子Cy3可以加速荧光分子Cy5从OFF态到ON态转换的响应时间.
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图4 STORM的基本原理[27]

Fig.4 PrincipleofSTORMwithphoto-switchablefluorophores[27]

  此外,采用SMLM可以实现多色成像,其先决条件是,不同光开关荧光探针在激发光、发射光或激活光

波长上有明显区分,如花青素染料Cy5、Cy5.5、Cy7等作为荧光分子,AlexaFluor405、Cy2、Cy3等作为激活

分子,两者组合配对后即可形成多种符合要求的光开关荧光探针.采用不同荧光探针标记样品的不同目标组

分,即可实现多色成像[42-45].2007年,MARKBW 等[46]以此为基础发展出了多色STORM,并成功实现了

DNA样品的三色成像以及BS-C-1细胞的双色成像,分辨率达到20~30nm.同年,SHROFFH等[47]将内源

表达的光激活荧光蛋白Dronpa/EosFP和PS-CFP2/EosFP应用到PALM技术中,实现了HFF-1细胞中相

关蛋白结构的双色超分辨成像.
2008年,庄小威课题组[48]将传统的横平面(xy)单分子定位技术扩展至轴向(z),利用光学像散实现了

三维空间上的超分辨成像,该技术被称为 Three-dimensionalSTORM(3DSTORM).如图5(a)所示,3D
STORM在传统的荧光显微成像光路中插入一个焦距1m的长焦柱面镜,使得荧光分子在x 和y 方向上的

焦平面不同,因此探测到的单分子荧光图像为椭圆状的弥散斑,只有当分子处于两个焦平面中间的位置时

(z=0),成像所得的弥散斑才呈圆形.弥散斑的椭圆率与角度由荧光分子的轴向位置决定,通过二维椭圆高

斯函数拟合可计算出光斑在xy 平面的中心位置以及不同方向的尺寸wx 和wy,根据如图5(b)所示的校准

曲线,即可获得相应荧光分子的轴向信息z.该3DSTORM技术能够同时定位单个分子的横向及轴向坐标,
无需扫描即可获得具有纳米精度的三维图像,已经实现的横向分辨率约为20~30nm,轴向分辨率约为

图5 3DSTORM的基本原理[48]

Fig.5 Principleof3DSTORM[48]
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50~60nm,成像深度约为600nm.除上面所述的柱面镜像散外,实现三维超分辨成像的方法还有双螺旋点

扩散函数[49]、自弯曲点扩散函数[50]、双焦面探测[51]和荧光干涉[52]等.
1.3 几种典型的单分子定位超分辨显微技术

目前普遍使用的directSTORM(dSTORM)技术[30]由STORM进一步发展而来,区别在于不需要使用

专门设计的荧光探针,所采用的荧光染料分子无需额外的激活分子辅助即可直接实现ON-OFF态转换.采
用荧光量子点标记样品的QuantumdotSTORM(QSTORM)技术[53],利用量子点发射光谱的随机性蓝移

实现光开关特性,从而得到SMLM所需要的荧光信号的稀疏分布,荧光量子点良好的耐光性和发光强度有

利于进一步提高SMLM的空间分辨率.
近年来发展的 DNA-PointAccumulationforImaginginNanoscaleTopography(DNA-PAINT)技

术[54-56],主要依赖两条互补的短DNA单链之间的可重复瞬时结合产生荧光开关现象,其中一类DNA单链

标记于目标分子上,另一类与之互补的DNA单链结合荧光染料存在于成像缓冲液中.较传统的荧光分子开

关特性而言,DNA-PAINT可通过控制单链长度、缓冲液各组分浓度等因素调节其荧光态持续时间,且溶液

中大量存在的荧光染料使得DNA-PAINT几乎不存在漂白问题,从而能够获得足够亮足够多的有效单分子

荧光信号,以此形成高质量的超分辨图像.2014年,JUNGMANNR等[57]基于DNA分子的可编辑性,提出

了多目标成像的Exchange-PAINT技术,以此实现了十种DNA折纸结构的依次成像,分辨率小于10nm,
同时在HeLa细胞中实现了微管、线粒体、高尔基体和过氧化物酶体四种结构的二维成像以及其中三种结构

的三维成像.如图6所示,采用多种不同的DNA序列P1、P2、…、Pn 分别标记样品的不同目标组分,成像每

种目标时,加入与之对应的缓冲液(包含互补DNA单链),单分子信号采集结束后,清洗样品并加入下一目

标对应的缓冲液,依次重复该过程,直至所有目标成像完成.缓冲液中的互补DNA单链P1*、P2*、…、Pn*

均联结同一种荧光分子,整个实验过程中亦采用同一激发光源,因此,一般采用Exchange-PAINT技术实现

多目标成像时的发射光通道相同,重建图像时则无需进行色差校正.

图6 Exchange-PAINT原理示意图及超分辨实验结果[57]

Fig.6 SchematicofExchange-PAINTandsuper-resolutionresults[57]

  2017年,HELLSW团队[58]创造性地将环形光束用于SMLM照明,提出了以最小光流为检测目标,拥
有~1nm定位精度的 MINFLUX技术,该技术成功将光学显微镜从“显微”带到了“显纳”水平.表1从分辨

率、荧光探针等方面对比了几种典型的SMLM技术的性能指标.
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表1 几种典型的SMLM技术的性能对比

Table1 ComparisonofseveralSMLM methods

SMLM method Resolution Fluorophores Detectedphotoncounts References
PALM/FPALM ~10~80nm Photoactivatablefluorescentproteins Low(severalhundred) [26],[28]

STORM/dSTORM ~20~50nm Photoswitchableorganicdyes Medium(severalthousand) [27],[30]

QSTORM ~24nm Quantumdots High(severalthousand) [53]

DNA-PAINT ~5nm Anysingle-molecule-compatibledye
Extremelyhigh

(hundredsofthousands)
[54],[55],[56]

MINFLUX ~2nm Anysingle-molecule-compatibledye
Low(zeroto
severalhundred)

[58],[59],[60]

  同样采用中心光强为0的环形光束,STED用来擦除荧光以在小于衍射极限的中心区域获得高强度信

号,而 MINFLUX则用来激发荧光.当环形光束中心位置与目标分子完全重合时,无荧光发射,而当两者之

间存在微小位移时,目标分子发射荧光,荧光强度与两者之间的位置不匹配有关,在已知环形光束位置的前

提下,探测到的荧光强度就可以揭示目标分子位置,并且两者位移越小,精确定位所需的光子数越少.如图

7(a)所示,二维 MINFLUX理论上最少需要将环形光束移动三个位置(r1,r2,r3)即可定位单分子,这里在中

间额外增加一个位置r0 来消除定位的不确定性,此外,如图7(b)所示,缩小光束移动范围L 能够有效提高

定位精度.实验上,如图7(c)所示,MINFLUX成功分辨出间隔6nm的DNA折纸结构,并实现了对活体大

肠杆菌内单个30S核糖体亚基蛋白的跟踪成像,空间分辨率小于48nm,时间分辨率达到125μs.随后,2018
年,该团队采用MINFLUX技术[59]实现了定位精度2.4nm、时间分辨率400μs的快速单分子追踪.2019年,

采用 MINFLUX技术[60]实现了U2OS固定细胞和活体细胞中核孔复合物Nup96的超分辨成像,定位精度

达到~2nm,并开发出具有各向同性分辨能力(2~3nm)的3DMINFLUX,以此分别实现了Nup96和PSD-
95两种蛋白结构的三维超分辨纳米成像,以及 WGA和Nup96的双色三维超分辨纳米成像.

图7 二维 MINFLUX超分辨显微成像[58]

Fig.7 Imagingimplementationof2DMINFLUXsuper-resolutionnanoscopy[58]
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2 单分子定位超分辨显微成像技术的实现

2.1 单分子定位算法

在实现SMLM过程中,利用荧光分子的光开关特性获得分子的稀疏分布后,需要通过单分子定位算法

确定探测到的发光分子的位置,常用的定位算法包括质心法[61-64]、高斯拟合[27,65]、最大似然估计[66-68]、压缩

感知[69,70]等.
质心法[61]以单分子荧光图像强度为基准通过加权平均的方法获得分子的空间位置Cx,Cy,其计算表达

式分别为

Cx =∑
n

i=1
∑
m

j=1

(xiIi,j)∑
n

i=1
∑
m

j=1

(Ii,j)

Cy =∑
n

i=1
∑
m

j=1

(yjIi,j)∑
n

i=1
∑
m

j=1

(Ii,j)
(1)

式中,xi,yj 表示像素(i,j)在不同方向上的坐标,Ii,j表示荧光图像在该像素位置的光强,m,n 表示计算所

提取的图像区域(覆盖PSF)大小.质心法针对稀疏分布的单分子图像简单有效,但受背景噪声和计算区域选

取的影响较大,导致定位精度较差,所以一般还需要与其它降噪算法配合使用,如BERGLUNDAJ等[62]开

发的VWCM算法,以前一次质心法确定的荧光分子位置作为参考点来提取新的计算区域,通过不断迭代消

除背景噪声.HENRIQUESR等[63]开发出的QuickPALM算法,将高斯差分降噪算法与质心法相结合来提

高定位精度.
高斯拟合[65]是目前SMLM应用最广泛的一种定位方法,对于常规显微镜而言,单分子荧光图像强度分

布可近似由一个二维高斯函数表示为

Ip(x,y)=I0exp -
(x-x0)2

2s2x
-
(y-y0)2

2s2y
é

ë
êê

ù

û
úú+b (2)

式中,I0 为PSF峰值强度,(x0,y0)为单分子位置坐标,sx 和sy 分别代表PSF在x 和y 方向上的标准差,b
为背景光强.通过二维高斯函数最小二乘法(LeastSquares)[26,27]拟合单分子荧光图像,采用迭代逼近的办法

即可求得分子位置,其定位精度受多个因素限制,包括光子散粒噪声(PhotonShotNoise)、像素化噪声

(PixelationNoise)、背景噪声(BackgroundNoise,如探测器读出噪声、暗电流噪声、离焦荧光信号等)等,可
表示为

σloc=
s2+a2/12

N +
8πs4σ2b
a2N2

(3)

式中,s为衍射受限系统PSF的标准差,a 为探测器有效像元尺寸,N 为探测到的单个荧光分子所发射的光

子数,σb 为背景噪声.由式(3)可知,单分子定位精度突破了衍射极限的限制,理论上只要探测到的单个荧光

分子所发射的光子数足够多,就可以无限提高SMLM 的空间分辨率.但高斯拟合算法要求所选拟合区域内

每次只能定位一个分子,当多个荧光分子图像发生重叠时,定位精度将迅速降低或无法确定分子位置,所以

在实际操作中,需要牺牲时间以保证所探测到的单分子图像具有算法可处理的低密度分布特征.
最大似然估计法(MaximumLikelihoodEstimation)[66,67]与高斯拟合法类似,基于PSF的二维高斯强度

分布,假设像素(i,j)处的光子数为ui,j(x,y),实际探测到的光子数为di,j,对于具有泊松分布特征的荧光

分子发射模型,可以通过迭代计算似然函数L(θ|D)的最大值来精确定位分子位置

L(θ|D)=∏i,j

ui,j (x,y)di,je-ui,j(x,y)

di,j!
(4)

式中,θ表示需要被估计的参量,D 代表探测到的原始数据.2011年,HUANGF等[68]利用最大似然估计法

实现了多分子同时定位,在一定程度上允许单帧图像具有较高分子密度(10μm-2),从而提高数据采集速度

约一个数量级.
压缩感知[69],也被称为压缩采样或稀疏采样,在远小于奈奎斯特采样率的条件下,获取和重构具有稀疏

性或可压缩性的信号.2012年,ZHUL等[70]首次将压缩感知引入到定位算法中,该方法将原始图像素分割

成尺寸更小的网格以增加位置变量,用来估计分子位置的目标函数为其L1范数,计算模型为
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min‖x‖1,subjectto‖Ax-B‖2 ≤ε·(∑Bj)
1/2 (5)

式中,x 表示亚像素下的荧光分子分布,A 表示系统PSF,B 表示采集到的衍射受限图像,Bj 表示分割后的

子图像,ε表示光子散粒噪声.该方法能够同时定位相互重叠的多个荧光分子,实现了高密度的分子定位,但
要求高密度采集的荧光信号在亚像素级别仍然满足稀疏分布的条件,与高斯拟合定位算法相比,其单帧图像

分子定位密度可提高一到两个数量级,从而可以减少采集帧数,提高时间分辨率,有利于快速活细胞成像.
此外,具有高密度分子定位能力的算法还有 DAOSTORM 算法[71,72]、贝叶斯统计(SSM-BIC)算

法[73,74]、快速无偏(FALCON)算法[75]、去卷积STORM 算法[76]、BayesiananalysisoftheBlinkingand
Bleaching(3B)算法[77,78]以及中科院计算技术研究所的FANX等[79]提出的SIMBA算法等.
2.2 单分子定位超分辨显微常用的照明方式

为了获取SMLM单分子荧光信号,探测图像需要保持高的信噪比(Signal-to-NoiseRatio,SNR).因此在

选择照明方式时,如何抑制离焦信号的产生以降低背景噪声成为一个重点考虑因素.目前SMLM 常用的光

学照明方式有全内反射照明(TotalInternalReflectionFluorescence,TIRF)[80]、高倾斜光片照明(High
InclinedLaminatedOpticalsheet,HILO)[81]、转盘共聚焦(SpinningDiskConfocal,SDC)照明[82-84]等.

如图8所示,传统的落射式照明(Epi-illumination)会激发处于不同深度的荧光分子,大量离焦信号造成

的背景噪声严重影响探测图像的信噪比,有效荧光信号被淹没在强背景中而无法进行精确定位,因此不适合

应用在SMLM成像中.TIRF照明利用全内反射在样品表面形成倏逝场,其穿透深度只有几百纳米,因此背

景光强极低,但只能探测到紧贴盖玻片的荧光信号.HILO则可以照明更深层的样品,其倾斜角度越大,照明

区域越深,但光片厚度也随之增大,信噪比降低.SDC即多点同时扫描的共聚焦,利用配对的微透镜阵列转盘

和针孔阵列转盘实现选择平面照明及探测,具有信噪比高、成像速度快、三维成像等优势.但SDC是落射式

照明,离焦部分的荧光分子仍会被激发,在一定程度上增加了光漂白,降低了信噪比.因此,在进行SMLM成

像时,需要综合考虑样品结构、目标区域、成像速度等多方面因素,选择合适的照明方式及光学系统设置.例
如,2017年,SCHUEDERF等[84]将SDC与DNA-PAINT技术相结合,并利用3DSMLM 实现了全细胞的

多目标三维超分辨成像,横向及轴向分辨率分别达到20nm和80nm,成像深度达到10μm.

图8 荧光显微技术常用的几种照明方式

Fig.8 Differentilluminationmodalitiesoffluorescencemicroscopy

  除上述照明方式外,受光片荧光显微成像技术(Light-SheetFluorescenceMicroscopy,LSFM)[85-89]启
发,研究者们将光片照明引入到SMLM技术中,具有光学切片功能的光片照明能够有效提高信噪比,减小光

损伤,便于实现大尺寸和活体生物样品的快速三维成像.2014年,CHENBC等[90]利用二维光学晶格产生的

超薄光片(LatticeLight-Sheet),在信噪比、光毒性等方面具有比普通光片更优越的性能,同时还具有无衍

射、大视场等优势,将其与PALM技术相结合,实现了U2OS细胞的快速三维超分辨成像,在x,y,z方向上

的定位精度分别为10.4nm、8.2nm 和45.4nm,成像尺寸为51μm×26μm×30μm.2019年,YANGB
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等[91]提出的eSPIM 系统利用高斯和贝塞尔光片对样品进行斜平面照明,结合共轭的远端成像模块和

STORM技术,实现了S2细胞微管的三维超分辨成像.GALLANDR等[92]提出的soSPIM 技术利用微镜腔

将光片反射到垂直于物镜光轴的平面,使得光片照明与信号探测共用一个物镜,分别结合PALM、STORM、

dSTORM实现了不同样品的超分辨成像,并利用基于像散的三维定位技术重构了S180细胞间联结点的三

维超分辨图像.
2.3 单分子定位超分辨显微常用的探测器

SMLM技术所依赖的单分子荧光信号比较微弱,一般单个荧光分子的发光强度在几百至几千个光子之

间,且成像光斑覆盖多个像素,此类微弱信号的探测要求探测器具有高灵敏度,以获取超分辨重构所需要的

大量稀疏分布的单分子荧光图像,从而保证SMLM的成像质量.目前SMLM普遍使用的探测器为电子倍增

电荷耦合器件(ElectronMultiplierCharge-CoupledDevice,EMCCD)[93,94]和科研级互补金属氧化物半导体

(ScientificComplementaryMetalOxideSemiconductor,sCMOS)[95,96].表2列举了市场上SMLM常用的几

种主流弱光探测器的主要技术参数.
表2 不同型号EMCCD和sCMOS主要技术参数对比

Table2 ComparisonofmainparametersbetweencertainEMCCDandsCMOS

Cameratype
Quantum
efficiency

Readout
noise

Pixelnumber Pixelsize
Framerate

atfullresolution
AndoriXon3897EMCCD >90% <1e- 512×512 16μm×16μm 35fps

AndoriXonUltra897EMCCD >90% <1e- 512×512 16μm×16μm 56fps
HamamatsuOrca-Flash4.0LTsCMOS 82% 1.3e- 2048×2048 6.5μm×6.5μm 30fps
HamamatsuOrca-Flash4.0V3sCMOS 82% 1.0e- 2048×2048 6.5μm×6.5μm 100fps
PhotometricsPrime95BsCMOS 95% 1.6e- 1200×1200 11μm×11μm 41fps
PhotometricsPrimeBSIsCMOS 95% 1.6e- 2048×2048 6.5μm×6.5μm 43.5fps

  典型的EMCCD(如 AndoriXon897系列)量子效率超过90%,且采用电子倍增技术降低了读出噪声

(<1e-),因此具有良好的弱光探测能力,特别是在一些极微弱信号探测时,仍然能够保持较高的成像信噪比,
所以一直以来深受单分子荧光显微领域研究者们的青睐[26,27].但SMLM技术一般需要采集成千上万帧子图像

以获得足够多的单分子累积,而EMCCD的串行工作方式限制了大量数据的读出速度,该缺陷在很大程度上降

低了图像采集速度(512×512像素,35帧/秒),制约了其在快速定位成像方面的应用,如活细胞或大样品超分辨

成像等.此外,EMCCD的电子倍增过程还会引入额外噪声[97],在一定程度上限制了其成像能力.
与EMCCD相比,sCMOS采用并行工作的数据读出方式,具有像阵面大、采集速度快的明显优势.如日

本Hamamatsu公司的OrcaFlash4.0系列sCMOS相机,其量子效率超过80%,快速滚动模式下读出噪声

约为1.0~1.3e-,2048×2048全像素图像采集速度最高可达100帧/秒,比EMCCD快40多倍.加拿大

Photometrics公司的Prime系列sCMOS相机具有媲美EMCCD的超高量子效率,读出噪声约为1.6e-,

2048×2048全像素图像采集速度约为43.5帧/秒.由此可见,sCMOS相机更加适合快速大视场成像[98],但
由于每个像素相当于一个独立的探测单元,因此不同像素的噪声表现不同,导致成像均匀性较差[99].在单分

子荧光显微成像领域,除极微弱信号需要用EMCCD探测外,其它情况下sCMOS凭借其高灵敏度、高信噪

比、快速采集、大视场等优势,逐渐取代了EMCCD,表现出更广泛的应用价值[100-102].

3 单分子定位超分辨显微技术的应用

3.1 在细胞生物学中的应用

细胞是生物体基本的结构和功能单位,了解细胞是生物学研究的基础之一.目前,SMLM 技术已经广泛

应用于细胞中各种细胞器结构、蛋白质分布以及分子运动过程等方面的研究,为细胞生物学领域提供了一种

强有力的显微成像手段[103-106].HUANGB等[107]通过轴向扫描物镜并结合3DSTORM 获得了非洲绿猴肾

细胞BS-C-1厚度3μm范围内线粒体网络的三维超分辨图像,结果如图9(a)所示,横向及轴向分辨率分别

为25nm和67nm,从纳米尺度揭示了全细胞视野下的线粒体形态.BATESM等[43]利用多色STORM实现

了BS-C-1细胞中微管与线粒体的双目标超分辨成像,如图9(b)所示,清晰揭示了两者在细胞内的相互分布

关系.SCHUEDERF等[84]利用Exchange-PAINT技术实现了HeLa细胞内线粒体中TOM20和 HSP60两
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种蛋白质分子的超分辨成像,如图9(c)所示的结果表明TOM20主要分布于线粒体外膜上,HSP60主要分

布于线粒体基质中.ADHIKARIS等[108]使用种类丰富的BODIPY探针标记样品,利用SMLM 分别实现了

活体酵母菌细胞及哺乳动物细胞内单脂肪酸类似物及脂质小滴的超分辨成像,分辨率约为30nm,展示了细

胞处于喂养状态和饥饿状态下脂肪酸的空间分布情况,揭示了细胞根据自身新陈代谢与能量需求及时调节

脂肪酸分配的生命行为.与其它超分辨技术相比,SMLM 实验装置简单,易于操作,尤其在生物样品成像方

面,采用SMLM技术能够获得更高的空间分辨率.此外,凭借日益丰富的光开关荧光探针种类和标记手段,
以及更加先进的高密度定位算法等,SMLM在多色成像、活细胞成像方面也表现出了优异的性能.

图9 单分子定位显微技术在细胞生物学中的应用

Fig.9 ApplicationsofSMLMincytobiology

  2020年,我们开发出了针对样品轴向信息获取的轴平面SMLM 系统[109],并以此实现了成纤维细胞

COS-7全细胞厚度(约8μm)下不同细胞器结构以及更大尺寸(厚度约20μm)的肿瘤细胞GBM10内核孔分

布的轴平面超分辨成像,针对免疫标记的生物样品,实验测量的系统平均横向分辨能力约为80nm,轴向分

辨能力约为100nm.图10(a)分别为COS-7细胞中微管(上)、线粒体(中)、核孔复合物(下)在某一轴向截面

上的衍射受限图像与超分辨图像的对比结果,图10(b)展示了两个GBM10细胞的轴向核孔分布,轴向厚度

图10 不同细胞器结构的轴平面衍射受限图像与超分辨图像对比结果[109]

Fig.10 Comparisonofaxialplanediffraction-limitedandcorrespondingsuper-resolutionimagesofdifferenttargets[109]
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分别为14μm和17μm.这些结果揭示了亚细胞结构在大视场范围内轴向空间的分布情况,对进一步研究生

物组织以及细胞内外生命活动具有重要意义.
3.2 在组织生物学中的应用

组织是介于细胞和器官之间的生物架构,由许多属于同一器官的形态相似的细胞及细胞间质组成.人类

对器官功能的探索以及对各种疾病的病理研究都建立在充分了解组织的基础之上.相比于传统的光学显微

技术,SMLM能够从纳米尺度出发,揭示生物组织内部的超微结构及生命活动[110,111].BONP等[112]利用单

分子定位技术实现了厚度约50μm的球状样品内部结构的三维超分辨成像,实验结果如图11(a)所示,揭示

了球状组织中纤维状肌动蛋白的丝状网络结构以及转录因子OCT4在人体诱导多能干细胞内的空间分布.
XUF等[113]利用单分子定位技术实现了小鼠大脑切片以及软骨组织的三维超分辨成像,横向分辨率达到

7~12nm,轴向分辨率达到21~45nm,部分结果如图11(b)所示.XUJ等[114]将STORM 技术用于研究病

理组织,在多种肿瘤模型中发现了肿瘤形成之前的早期癌症病变中染色质从高阶折叠结构逐渐松散并破碎

的演化过程,图11(c)展示了人类结直肠肿瘤组织中已破坏的异染色质与正常组织中的对比结果,这些发现

有利于癌症早期诊断以及更准确的风险分级,将促进癌症预防与治疗方法的新发展.总的来说,SMLM 技术

的超高空间分辨率、较低的光场强度(相对于STED)、高对比度信号以及普遍适用的宽场成像模式,使其在

生物组织等大样品研究领域备受青睐.

图11 单分子定位显微技术在组织生物学中的应用

Fig.11 ApplicationsofSMLMintissuebiology

3.3 在神经科学中的应用

神经科学的研究是生命科学领域最复杂的、难度最大的研究,包括脑科学、遗传学、神经病理学等多个分

支,其中脑科学已经在全球兴起研究热潮,21世纪被科学界公认为是脑科学的时代.在了解大脑中神经元细

胞结构、相互之间的连接关系、行为活动模式等方面,科学家们利用单分子定位超分辨显微技术解决了诸多

科学问题[115,116].LUC等[117]利用贝塞尔光片扫描显微镜结合单分子定位技术,实现了 MC3T3-E1细胞、活
体HeLa细胞、海马神经元等多种生物样品的快速、大视场、三维超分辨成像,图12(a)展示了大鼠幼仔脑组

织中原代培养神经元的网络结构,清晰显示了细胞体、树突、轴突以及轴突末端等的分布情况.CHUL等[118]

利用SMLM技术实现了整个成年黑腹果蝇大脑内多巴胺能神经元的超分辨成像,结果如图12(b)所示,揭
示了果蝇大脑中多巴胺神经在椭球体、扇形体以及蕈形体中的分布情况与连接关系.KLEVANSKIM等[119]

利用多通道的dSTORM技术研究了大鼠脑片神经组织中谷氨酸模型的突触前端杯状结构,揭示了该结构

中16种蛋白质目标的分布情况及相互关系,分辨率达到25nm,结果如图12(c)所示,该研究得出了肌动蛋
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白动态调节神经活动、肌动蛋白与血影蛋白合作实现神经突触功能、肌球蛋白分布与谷氨酸转运体有关等一

系列结论,为神经科学领域中复杂生物分子系统的研究提供了一种通用而有效的方法.SMLM 实现超分辨

的前提条件十分简单,只需采用具有随机开关能力的荧光分子标记样品即可,因此其实验装置平台具有高度

开放性,与其它照明系统、采集系统或探测系统兼容性强.在结合新型光片照明、多通道序列成像等技术手段

之后,SMLM对于研究复杂度高、目标区域大的神经系统具有一定优势.

图12 单分子定位显微技术在神经科学中的应用

Fig.12 ApplicationsofSMLMinneuroscience

4 展望

单分子定位超分辨显微成像技术凭借其超高分辨率、特异性和非侵入性等优点,已被广泛应用于生命科

学等领域的研究中,但是,其成像模式及性能还没有达到尽善尽美的状态.近年来,研究者们尝试将SMLM
技术与其它技术相结合,以各取所长、互补集成的方式,将SMLM的分辨率进一步向几个纳米甚至亚纳米尺

度推进.例如,德国马普生物物理化学研究所诺奖得主 HELLSW 课题组开发的 MINFLUX技术[58],将类

似STED中的环形光束与SMLM技术相结合,实现了约1nm的超高定位精度.中科院生物物理研究所徐涛

课题组提出的ROSE技术[120]以及荷兰代尔夫特理工大学SMITHCS课题组提出的SIMFLUX技术[121],
两者采用类似的研究思路,将SIM与SMLM技术相结合,实现了快速大视场超分辨成像,分辨能力提升为

传统定位技术的2倍.此外,美国加州理工学院JENSENGJ课题组[122]将冷冻电子断层扫描技术与PALM
相结合,以优于2nm的定位精度发现了黄色黏球菌内部T6SS的多种新结构以及动态伸缩现象.德国马普

光科学研究所SANDOGHDARV课题组[123]研发的COLD技术同样将冷冻技术引入到SMLM中,在4.3K
的低温条件下实现了蛋白质分子埃米量级的分辨率.

除进一步提升分辨率之外,SMLM技术在三维超分辨成像、快速实时成像、新型荧光探针、超高灵敏和

分辨率探测器等方面还有很大的发展空间.具体可以从以下几个方面考虑:1)单分子的定位精度由衍射受限

系统下荧光分子弥散斑图像大小以及探测到的单个分子所发出的光子数决定,因此,要设法通过光学设计压

缩系统的PSF并减小像差,可以与其它超分辨技术(如STED、SIM)结合使用;要设法提高探测到的单个分

子所发出的光子数,如减缓荧光基团的光漂白、光开关等光化学过程,通过延长探测器曝光时间以获取足够

多的光子数(如引入冷冻技术、DNA-PAINT),但该方式不适用于快速成像,此外,更有效的方法为开发新的

更亮的荧光探针,提高其量子转换效率.2)三维超分辨和厚样品成像对生物体的观测和空间结构解析具有重

要意义,因此需要通过新型光学系统设计(如设计新型PSF、加入自适应光学)和新型图像重建算法(如神经

网络深度学习)等手段提高轴向分辨率以及成像深度.3)提高SMLM的成像速度,一方面需要提高探测器的

成像速度,另一方面需要开发具有高密度荧光信号或者弱信号分辨能力的定位算法,也可以考虑与其它超分
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辨技术结合使用.4)观测活体细胞内部结构以及生命活动对光学显微提出了更高的要求,不仅要同时具有高

的空间分辨率和时间分辨率,还要求降低对细胞的损伤.因此需要不断发展活细胞内的荧光标记技术,降低

光毒性及光漂白等不利因素;同时需进一步提高探测器的灵敏度、降低背景噪声、减小像素尺寸提高图像采

样率.
总之,随着新的光学成像方式、新的荧光探针开关机制、新的光电探测器、以及新的图像重构算法等技术

的不断发展和完善,基于单分子定位的超分辨显微成像技术将获得更广泛的应用,为人们探索生命的奥秘提

供更有利的工具.
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