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超分辨显微技术在活细胞中的应用与发展
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(天津大学 精密仪器与光电子工程学院，天津 300072)

摘 要院 细胞是生命体的基本单位和功能单位，对活细胞内部结构及其功能的研究是了解掌握生命

本质的基础之一，因此活细胞的实时观测对生命科学的发展具有重要意义。传统的光学显微技术受衍

射极限的限制，无法观测 200 nm以下的生物结构细节。近 20年来，随着超衍射极限光学理论、技术、

器件和荧光探针等方面的快速发展，超分辨显微成像技术已成为应用于生命科学研究的重要手段。

然而，大多数超分辨显微方法或测量耗时长，或易引起荧光蛋白漂白/细胞损伤，在活细胞研究中受到

极大限制，已成为超分辨显微领域重点攻关的方向之一。为此，文中结合作者在快速超分辨显微技术

研究的基础上，介绍了基于单分子成像的光激活定位显微技术和随机光学重构显微技术、基于荧光非

线性可饱和光转换的受激发射显微技术以及基于结构光照明的超分辨显微技术，并探讨了在活细胞

成像中的发展应用。最后，文中展望了超分辨显微成像技术在活细胞成像中的未来发展趋势。

关键词院 超分辨显微技术； 单分子定位显微技术； 受激发射损耗显微技术； 结构光照明显微技术
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Super-resolution microscopy applications and

development in living cell

Hu Chunguang, Zha Ridong, Ling Qiuyu, He Chengzhi, Li Qifeng, Hu Xiaodong, Hu Xiaotang

(School of Precision Instrument & Opto-Electronics Engineering, Tianjin University, Tianjin 300072, China)

Abstract: Cell is the basic unit and functional unit of living body. The study of the internal structure and

function of living cells is one of the foundations of mastering the essence of life. Therefore, the real -

time observation of living cells is of great significance for the development of life sciences. Conventional

optical microscopy is limited by the diffraction limits and can not observe the details of biological

structures below 200 nm. In the past 20 years, with the rapid development of super -diffraction limit

optical theory, technology, devices and fluorescent probes, super -resolution microscopy has become an

important method for life science research. However, most super -resolution microscopic methods or

measurements take a long time, or are likely to cause photobleaching/phototoxicity, and are severely

limited in living cell studies. In this paper, based on the study of fast super-resolution microscopy, the

photoactivated localization microscopy and stochastic optical reconstruction microscopy were introduced

based on single molecule localization microscopy. The stimulated emission depletion microscopy based on

fluorescence non -linear saturated light conversion and structured illumination microscopy based on
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0 引 言

在 纳 米 技 术 和 生 物 技 术 的 研 究 中 袁 高 分 辨 显 微

成 像 技 术 至 关 重 要 遥 特 别 在 生 命 科 学 领 域 袁 细 胞 内 各

种 结 构 的 特 征 尺 度 大 多 在 纳 米 量 级 袁 如 核 糖 体 和 微

管 在 20 nm 左 右 袁 一 些 蛋 白 质 尧 分 子 生 物 化 学 的 传

动 装 置 常 小 于 10 nm遥 为 了 能 够 直 接 观 察 活 体 细 胞

内 的 生 命 活 动 袁 纳 米 量 级 空 间 分 辨 率 的 又 不 影 响 生

物 体 系 活 性 的 快 速 显 微 方 法 十 分 必 要 遥 凭 借 非 接 触 尧

无 损 伤 尧 高 对 比 度 和 特 异 性 标 记 等 优 点 袁 荧 光 宽 场 显

微 成 像 技 术 和 共 聚 焦 激 光 扫 描 显 微 术 (CLSM)[1] 成

为 观 察 细 胞 生 命 活 动 的 有 力 工 具 之 一 [2]遥 但 是 由 于

空 间 分 辨 率 不 可 避 免 地 受 到 光 学 衍 射 极 限 的 限 制 袁

即 横 向 分 辨 率 约 为 200 nm袁 轴 向 约 为 700 m袁 难 以

满 足 纳 米 量 级 样 本 的 观 测 需 求 遥 另 一 方 面 袁 近 场 扫

描 光 学 显 微 镜 (NSOM)[3] 和 扫 描 探 针 显 微 镜 (SPM)[4]

以 及 全 内 反 射 荧 光 显 微 镜 (TIRF)[5] 受 限 于 近 场 袁 只

能 探 测 到 生 物 样 本 表 面 的 信 息 袁 无 法 给 出 细 胞 内 的

结 构 信 息 遥 此 外 袁 电 子 显 微 镜 (SEM冤 的 分 辨 率 虽 然 是

亚 纳 米 量 级 袁 可 以 观 察 到 精 细 的 亚 细 胞 和 生 物 分 子

结 构 袁 但 是 必 须 在 真 空 环 境 下 工 作 袁 难 以 测 量 活 细 胞

样 本 的 动 态 信 息 遥 这 些 都 阻 碍 了 人 们 进 一 步 地 对 生

命 科 学 领 域 的 探 索 遥

随 着 超 快 激 光 技 术 尧 荧 光 探 针 标 记 技 术 尧 微 弱 信

号 探 测 技 术 的 进 步 袁 在 过 去 20 年 中 袁 科 学 家 们 开 创

性 地 提 出 了 几 种 突 破 光 学 衍 射 极 限 的 远 场 荧 光 显 微

技 术 遥 从 原 理 上 袁 它 们 可 以 简 单 地 划 为 3 类 院 第 一 类

基 于 荧 光 开 关 效 应 的 单 分 子 定 位 显 微 技 术 袁 典 型 的

如 光 激 活 定 位 显 微 技 术 (PALM)尧 随 机 光 学 重 构 显 微

技 术 (STORM)曰 第 二 类 基 于 荧 光 非 线 性 可 饱 和 光 转

换 的 显 微 技 术 袁 典 型 代 表 为 受 激 发 射 损 耗 显 微 技 术

(STED)曰 第 三 类 基 于 结 构 光 照 明 和 显 微 成 像 的 结 构

光 照 明 显 微 技 术 (SIM)遥 这 些 技 术 的 发 展 极 大 地 推

动 了 生 命 科 学 的 发 展 袁 但 活 细 胞 成 像 相 对 于 固 定 细

胞 成 像 袁 需 要 考 虑 更 多 的 因 素 遥 活 细 胞 成 像 对 成 像 环

境 的 要 求 更 加 苛 刻 袁 实 验 中 需 要 严 格 控 制 实 验 温 度 尧

湿 度 等 条 件 曰 细 胞 只 有 在 很 短 的 曝 光 时 间 才 能 保 持

细 胞 活 性 袁 长 时 间 曝 光 会 引 起 细 胞 死 亡 曰 实 验 中 对 光

强 的 选 择 需 要 避 免 过 度 照 射 和 光 损 伤 袁 需 要 长 时 间

保 持 细 胞 的 活 性 曰 成 像 时 的 取 样 频 率 必 须 足 够 高 袁 这

样 才 能 观 测 细 胞 动 态 信 息 而 不 至 于 丢 失 信 息 遥 因 此

对 活 细 胞 超 分 辨 成 像 技 术 的 研 究 对 进 一 步 探 索 生 命

活 动 具 有 极 其 重 要 的 意 义 遥 因 而 袁 上 述 超 分 辨 显 微 技

术 在 活 细 胞 中 的 应 用 需 要 综 合 考 虑 空 间 分 辨 率 尧 时

间 分 辨 率 尧 成 像 深 度 以 及 对 活 细 胞 的 光 损 伤 和 光 致

漂 白 效 应 等 因 素 袁 如 图 1 所 示 遥 下 面 将 分 别 介 绍 上 述

超 分 辨 显 微 技 术 的 基 本 原 理 以 及 在 活 细 胞 成 像 中 的

应 用 与 发 展 遥

图 1 活 细 胞 成 像 的 影 响 因 素

Fig.1 Influencing factors of living cell imaging

1 单分子定位显微技术

单 分 子 定 位 显 微 技 术 (Single Molecule Localization

Microscopy袁SMLM)[6]是 使 用 特 定 的 荧 光 探 针 袁 用 特

定 波 长 的 激 光 来 激 活 荧 光 分 子 袁 然 后 用 另 一 波 长 的

激 光 激 发 荧 光 分 子 并 成 像 遥 其 中 袁控 制 激 光 的 强 度 袁使

得 每 一 幅 图 像 中 都 只 有 少 量 稀 疏 的 荧 光 分 子 被 激 活 遥

采 集 成 千 上 万 帧 的 图 像 以 获 得 足 够 的 单 分 子 袁 随 后 利

用 单 分 子 定 位 算 法 ( 如 二 维 高 斯 拟 合 ) 精 确 定 位 单 分 子

的 中 心 位 置 遥 最 后 袁将 所 得 到 的 单 分 子 定 位 点 进 行 叠 加

重 建 袁最 终 获 得 一 幅 超 分 辨 图 像 袁如 图 2 所 示 遥 目 前 基

于 单 分 子 定 位 显 微 技 术 的 超 分 辨 成 像 技 术 主 要 包 括 光

激 活 定 位 显 微 技 术 (Photo Activated Localization

structured light illumination was also introduced. Besides, the development and application of cell imaging

were explored. Finally, an outlook of the future development trend of super -resolution microscopy in

living cell imaging was provided.

Key words: super-resolution microscopy; single molecule localization microscopy; stimulated emission

depletion microscopy; structured illumination microscopy
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Microscopy袁PALM)尧 随 机 光 学 重 构 显 微 技 术

(Stochastic Optical Reconstruction Microscopy袁

STORM) 以 及 由 这 两 种 技 术 衍 生 出 的 其 它 成 像 技 术 遥

图 2 单 分 子 定 位 显 微 技 术 原 理

Fig.2 Principle of the single molecule localization microscopy

PALM 的 概 念 在 1994 年 首 先 由 Eric Betzig 提

出 [7] 袁 并 且 在 2006 年 通 过 实 验 实 现 [8]遥 PALM 技 术

结 合 了 单 分 子 检 测 技 术 尧 光 激 活 荧 光 蛋 白 标 记 技 术

以 及 单 分 子 定 位 算 法 袁 将 显 微 技 术 的 定 位 精 度 提 高

到 20 nm 以 内 遥 与 此 同 时 袁 庄 小 威 提 出 了 STORM

技 术 袁 其 原 理 与 PALM 技 术 基 本 相 同 袁 同 样 利 用 单

分 子 检 测 技 术 和 单 分 子 定 位 算 法 提 高 显 微 技 术 的 定

位 精 度 袁 区 别 在 于 PALM 技 术 利 用 荧 光 蛋 白 的 光 激

活 效 应 实 现 开 关 袁 而 STORM 技 术 利 用 荧 光 探 针 和

免 疫 荧 光 技 术 进 行 标 记 [9] 遥 PALM 技 术 通 过 细 胞 自

身 表 达 荧 光 蛋 白 的 方 式 进 行 成 像 袁 因 此 更 适 合 用 于

活 细 胞 内 蛋 白 的 超 分 辨 成 像 遥 2007 年 袁Betzig 等 人

将 PALM 显 微 技 术 应 用 于 记 录 两 种 蛋 白 质 的 相 对

位 置 [10] 袁 并 且 在 次 年 开 发 出 可 用 于 活 细 胞 上 记 录 细

胞 黏 附 蛋 白 的 动 力 学 过 程 的 PALM 成 像 技 术 [11]遥

2007 年 袁STORM 技 术 实 现 了 多 色 成 像 袁 在 原 有 的

Cy3~Cy5 荧 光 分 子 对 的 基 础 上 袁 发 展 了 不 同 荧 光 分

子 对 袁Cy3 与 一 系 列 荧 光 分 子 在 不 同 波 长 激 光 激 发

下 产 生 不 同 的 荧 光 袁 可 以 用 来 实 现 多 色 荧 光 成 像 分

析 袁 同 时 记 录 两 种 甚 至 更 多 中 蛋 白 质 的 空 间 相 对 位

置 [12]遥

STORM 技 术 和 PALM 技 术 这 类 单 分 子 定 位 显

微 技 术 的 分 辨 率 取 决 于 单 分 子 成 像 的 定 位 精 度 袁 理

论 上 可 以 达 到 1 nm 的 分 辨 率 袁 现 阶 段 可 得 到 的 横

向 分 辨 率 小 于 20 nm尧 纵 向 分 辨 率 小 于 50 nm遥

PLAM 需 要 使 用 能 被 激 活 并 转 化 的 荧 光 分 子 袁 并 且

由 于 其 相 对 较 高 的 背 景 噪 声 袁 使 其 应 用 受 到 限 制 遥

Matsuda 等 人 发 现 通 过 对 采 集 的 图 像 进 行 去 噪 和 去

卷 积 的 预 处 理 重 构 出 的 超 分 辨 图 像 的 空 间 分 辨 率 大

大 提 高 袁 利 用 改 进 的 算 法 来 处 理 背 景 噪 声 并 采 用 这

种 方 法 来 对 果 蝇 有 丝 分 裂 的 染 色 体 的 结 构 进 行 成

像 袁 观 测 到 约 30 nm 的 丝 状 物 质 袁 这 是 首 次 观 测 到

组 蛋 白 变 体 的 精 细 染 色 质 细 丝 袁 其 分 辨 率 接 近 于 传

统 的 电 子 显 微 镜 图 像 (10~30 nm)[13]遥 PALM 技 术 与

光 学 干 涉 技 术 相 结 合 袁 可 将 三 维 的 分 辨 率 提 高 到 小

于 20 nm袁 在 收 集 同 等 大 小 光 子 时 极 大 地 提 高 了 定 位

精 度 [14-15]袁 基 于 这 一 技 术 观 测 到 了 细 胞 黏 着 斑 蛋 白 的

显 微 结 构 遥 研 究 人 员 利 用 iPALM 技 术 袁 同 时 采 用 双 聚

物 探 针 袁 分 别 吸 引 两 种 蛋 白 袁 从 而 了 解 蛋 白 如 何 以 及

为 什 么 在 一 个 位 点 作 用 于 细 胞 的 分 裂 和 生 长 袁 而 在 另

一 个 位 点 使 细 胞 死 亡 袁 利 用 iPALM 技 术 袁研 究 人 员 能

够 在 细 胞 的 各 处 快 速 操 纵 蛋 白 活 性 [16]遥

在 活 细 胞 实 验 中 袁 为 了 能 够 更 好 地 研 究 细 胞 的

动 力 学 特 性 袁 时 间 分 辨 率 是 非 常 重 要 的 遥 根 据

Nyquist 准 则 袁 图 像 的 采 样 间 隔 必 须 小 于 想 要 得 到

的 分 辨 率 的 一 半 遥 因 此 袁 活 细 胞 成 像 的 时 间 分 辨 率 取

决 于 累 积 足 够 多 的 单 分 子 以 达 到 预 期 的 Nyquist 分

辨 率 所 需 要 的 时 间 遥 为 了 提 高 时 间 分 辨 率 袁 可 通 过 增

大 照 明 激 光 的 光 强 使 得 光 转 换 染 料 标 记 的 蛋 白 在 同

一 时 间 内 转 换 更 多 的 次 数 袁 从 而 累 积 足 够 的 单 分 子

以 达 到 预 期 的 分 辨 率 遥 但 是 高 光 强 造 成 的 光 致 漂 白

问 题 限 制 了 活 细 胞 成 像 时 间 袁 因 此 袁 满 足 活 细 胞 实 时

超 分 辨 成 像 可 以 从 开 发 出 量 子 效 率 更 高 尧 荧 光 更 稳

定 尧 颜 色 不 同 的 荧 光 蛋 白 或 荧 光 染 料 ( 提 高 分 辨 率 )曰

开 发 新 型 的 尧 高 通 量 的 光 控 开 关 荧 光 分 子 ( 接 收 到 足

够 多 的 光 子 )曰 以 及 采 用 高 浓 度 的 分 析 方 法 等 几 个 方

面 来 实 现 遥

2011 年 袁Jones 等 人 利 用 Alexa Fluor 647 作 为

标 记 袁 实 现 了 20 nm 的 空 间 分 辨 率 (2D) 和 0.5 s 的

时 间 分 辨 率 袁 同 时 使 用 光 转 换 染 料 通 过 SNAP 标 签

标 记 细 胞 转 铁 蛋 白 袁 实 现 了 活 细 胞 三 维 成 像 袁 得 到

30 nm 的 横 向 分 辨 率 和 50 nm 的 轴 向 分 辨 率 袁 时 间

分 辨 率 为 1~2 s[17]遥

增 加 每 次 激 活 的 荧 光 分 子 总 数 袁 即 高 密 度 分 子

采 集 袁 从 而 提 高 单 位 时 间 内 的 荧 光 分 子 定 位 密 度 遥 随

着 荧 光 分 子 激 活 密 度 的 提 高 袁 荧 光 分 子 信 号 不 再 完

全 稀 疏 分 布 袁 开 始 出 现 荧 光 信 号 的 局 部 重 叠 袁 并 且 信

号 的 重 叠 程 度 随 着 激 活 密 度 的 上 升 而 上 升 遥 此 时 袁 不

仅 需 要 对 荧 光 分 子 的 中 心 位 置 进 行 拟 合 袁 还 需 要 确
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图 3 受 激 发 射 损 耗 显 微 技 术 原 理 [24]

Fig.3 Principle of the stimulated emission depletion microscopy[24]

定 荧 光 分 子 的 来 源 遥 之 前 的 单 分 子 定 位 算 法 都 是 基

于 光 子 具 有 单 一 分 子 来 源 的 前 提 条 件 袁 因 此 不 再 适

用 于 高 密 度 分 子 定 位 的 情 况 遥2011 年 Hoden 等 人 首

次 提 出 了 高 密 度 分 子 定 位 算 法 DAOSTORM遥 它 通

过 高 斯 模 板 消 减 法 进 行 初 始 模 型 的 预 估 袁 通 过 最 小

二 乘 拟 合 并 利 用 最 小 训 练 误 差 选 取 最 佳 拟 合 模 型 袁

将 可 定 位 分 子 密 度 提 高 6~9 倍 袁DAOSTORM 的 数

据 处 理 速 度 为 每 秒 100 个 分 子 袁 对 于 一 般 超 分 辨 定

位 数 据 的 处 理 时 间 要 大 于 2 h袁 但 DAOSTORM 的

定 位 精 度 严 重 依 赖 于 信 噪 比 袁 当 信 噪 比 较 低 时 袁 最 小

训 练 误 差 统 计 量 选 取 最 优 模 型 的 准 确 度 较 低 袁

DAOSTORM 的 性 能 急 剧 下 降 [18]遥 2012 年 袁Babcock

等 人 提 出 三 维 高 密 度 定 位 算 法 3D-DAOSTORM袁

实 现 对 荧 光 信 号 重 叠 和 点 扩 散 函 数 变 化 的 荧 光 分 子

的 定 位 [19]遥 2011 年 袁 研 究 者 将 极 大 似 然 拟 合 法 引 入

高 密 度 定 位 领 域 袁 并 且 利 用 图 形 处 理 器 (Graphic

Processing Unit袁GPU) 进 行 运 算 袁 实 现 1 200 个 /s 分

子 的 定 位 速 度 袁 但 其 定 位 精 度 较 低 [20]遥 然 而 这 些 算 法

只 针 对 弱 背 景 情 况 下 的 荧 光 分 子 成 像 袁 针 对 这 一 问

题 袁Quan 等 人 建 立 了 SSM-BIC 算 法 袁 实 现 弱 信 号

水 平 下 高 密 度 荧 光 分 子 的 定 位 袁 在 保 证 定 位 精 度 的

情 况 下 将 定 位 密 度 提 高 了 3~6 倍 [21]遥 另 外 还 有 基 于

分 子 密 度 估 计 的 算 法 袁 利 用 贝 叶 斯 分 析 方 法

(Bayesian Analysis of the Blinking and Bleaching袁

3B)袁 将 所 有 采 集 的 数 据 建 模 袁 构 建 闪 烁 与 漂 白 的 多

荧 光 团 模 型 袁 最 终 得 到 的 是 荧 光 分 子 的 概 率 分 布 图 遥

3B 方 法 对 普 通 的 宽 场 照 明 显 微 技 术 采 集 的 图 像 处

理 也 能 得 到 约 50 nm 的 高 空 间 分 辨 袁 其 最 大 的 优 点

在 于 可 以 降 低 超 分 辨 显 微 技 术 对 光 学 系 统 和 荧 光

探 针 的 苛 刻 要 求 袁 但 算 法 较 复 杂 且 计 算 时 间 长 [22]遥

2017 年 Xu Fan 等 人 开 发 出 Quick-3B 算 法 袁 将 计

算 速 度 提 高 的 17 倍 袁 极 大 地 提 高 了 时 间 分 辨 率 袁

并 且 可 以 将 此 算 法 应 用 于 各 类 显 微 技 术 如 全 内 反

射 荧 光 显 微 技 术 尧PALM 技 术 尧STORM 技 术 以 及

层 光 显 微 技 术 [23]遥

无 论 PALM 还 是 STORM 技 术 袁 由 于 需 要 反 复

激 活 - 淬 灭 荧 光 分 子 袁 需 要 获 得 许 多 幅 原 始 图 像 来 重

构 出 一 幅 超 分 辨 图 像 袁 因 此 在 活 细 胞 成 像 时 其 时 间

分 辨 率 相 对 较 低 袁 限 制 了 其 在 跟 踪 细 胞 内 动 态 生 命

活 动 中 的 应 用 遥

2 受激发射损耗显微技术

受 激 发 射 损 耗 显 微 技 术 利 用 荧 光 饱 和 与 激 发 态

荧 光 受 激 损 耗 的 非 线 性 关 系 袁 通 过 两 束 激 光 实 现 袁 激

发 光 和 损 耗 光 袁 其 中 损 耗 光 的 波 长 大 于 激 发 光 的 波

长 遥 激 发 光 照 射 被 荧 光 标 记 的 样 品 袁 使 样 品 发 出 荧 光

物 质 袁 另 一 束 损 耗 光 通 过 相 位 调 制 形 成 中 空 型 的 光

圈 袁 光 圈 将 激 发 光 斑 焦 点 外 围 的 荧 光 淬 灭 袁 通 过 减 小

有 效 荧 光 发 光 面 积 袁 减 小 系 统 点 扩 散 函 数 袁 实 现 超 衍

射 极 限 的 分 辨 率 袁 其 原 理 如 图 3 所 示 遥
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1994 年 袁 德 国 的 Stefan W.Hell 首 次 提 出 受 激 发

射 损 耗 (Stimulated Emission Depletion袁STED) 显 微

技 术 袁 计 算 出 理 论 分 辨 率 35 nm[25]遥 1999 年 Hell 和

Thomas 等 人 首 次 在 实 验 上 验 证 了 受 激 发 射 损 耗 显

微 技 术 袁 在 横 向 分 辨 率 上 突 破 了 衍 射 极 限 袁 分 辨 率 为

106 nm遥 STED 显 微 技 术 由 于 采 用 聚 焦 光 束 扫 描 时

间 过 长 袁 不 利 于 对 成 像 面 积 较 大 的 活 细 胞 等 生 物 样

本 内 生 物 分 子 的 动 态 过 程 或 相 互 作 用 过 程 进 行 实 时

监 测 曰 另 一 方 面 袁STED 技 术 要 实 现 高 的 空 间 分 辨

率 袁 需 要 在 样 本 上 施 加 较 强 的 损 耗 光 袁 而 增 加 损 耗 光

强 同 时 也 会 对 荧 光 样 本 造 成 光 漂 白 和 光 毒 害 遥 为 此 袁

STED 显 微 技 术 在 活 细 胞 成 像 中 减 小 对 活 细 胞 的 损

伤 可 以 从 降 低 损 耗 光 的 光 强 以 及 提 高 成 像 速 度 着

手 遥

2.1 降低损耗光的光强

2011 年 袁Vicidomini 等 提 出 了 基 于 时 间 门 的

STED(g-STED) 显 微 技 术 遥 g-STED 显 微 技 术 在 激

发 光 照 射 后 袁 隔 一 段 时 间 再 进 行 荧 光 探 测 袁 对 荧 光 信

号 进 行 实 时 过 滤 袁 去 除 激 发 光 边 缘 位 置 的 短 寿 命 自 发

荧 光 袁 从 而 极 大 地 减 少 了 所 需 要 的 荧 光 强 度 ( 衰 减

3 倍 )袁并 且 提 高 系 统 的 分 辨 率 [24]遥 换 句 话 说 袁 g-STED

能 够 在 损 耗 光 光 强 较 弱 的 情 况 下 得 到 与 普 通 STED

相 同 的 分 辨 率 [26]遥 但 是 袁g-STED 显 微 技 术 会 造 成 信

噪 比 和 信 背 比 的 降 低 袁2016 年 袁Hernandez 等 人 将

g-STED 显 微 技 术 与 双 光 子 STED 显 微 技 术 结 合 起

来 袁 提 出 一 种 多 图 去 卷 积 算 法 解 决 g-STED 检 测 荧

光 信 号 方 法 造 成 的 信 噪 比 和 信 背 比 降 低 的 问 题 袁 通

过 算 法 将 早 期 光 子 ( 采 用 时 间 门 检 测 时 去 除 的 光 子 )

移 动 到 其 原 本 的 位 置 袁 并 且 移 除 由 损 耗 光 造 成 的 背

景 光 袁 从 而 实 现 信 噪 比 和 信 背 比 的 恢 复 [27]遥 此 外 袁 实

验 表 明 袁 实 现 g-STED 显 微 技 术 袁 激 发 光 必 须 采 用

脉 冲 光 袁 而 损 耗 光 必 须 采 用 连 续 光 袁 脉 冲 光 作 为 损 耗

光 时 袁g-STED 显 微 技 术 不 能 提 高 STED 显 微 技 术

的 分 辨 率 袁 从 而 无 法 降 低 损 耗 光 的 光 强 [28-29] 遥

Hao Xiang 等 人 提 出 一 种 对 环 形 损 耗 光 中 间 光

斑 大 小 控 制 的 方 法 袁 利 用 一 对 普 罗 棱 镜 实 现 图 像 反

相 以 及 相 位 调 制 实 现 对 环 形 损 耗 光 中 间 光 斑 大 小

的 控 制 袁 使 其 中 间 光 斑 的 大 小 能 够 在 0.555~0.830

之 间 变 化 袁 当 中 间 光 斑 最 小 时 袁 若 不 需 要 提 高 分 辨

率 时 袁 损 耗 光 相 对 于 常 用 的 损 耗 光 的 光 强 可 减 少

33%[30]遥

2.2 提高成像速度

原 则 上 袁STED 显 微 技 术 的 成 像 速 度 等 同 于 激

光 共 聚 焦 扫 描 显 微 技 术 或 荧 光 扫 描 显 微 技 术 的 速

度 遥 实 际 测 量 中 袁 成 像 速 度 取 决 于 信 噪 比 袁 视 场 的

大 小 和 最 大 扫 描 速 度 等 因 素 [31]遥 为 了 提 高 STED 显 微

技 术 的 成 像 速 度 袁Hell 等 人 利 用 扫 描 振 镜 代 替 电

动 平 台 袁 在 激 发 光 和 损 耗 光 方 向 上 对 区 域 内 进 行

双 向 扫 描 袁 实 现 以 28 帧 /s 的 视 频 扫 描 速 度 观 测 区

域 内 囊 泡 的 运 动 遥 这 一 速 度 已 经 满 足 STED 显 微 技

术 对 活 体 样 品 的 探 测 袁 但 能 够 观 测 的 视 场 范 围 较

小 [32]遥

为 了 进 一 步 提 高 STED 显 微 技 术 的 成 像 速 度 袁

提 出 了 一 种 并 行 的 方 法 遥 通 过 对 照 明 光 束 调 制 使 其

经 过 物 镜 聚 焦 后 在 样 品 上 同 时 形 成 多 个 聚 焦 光 斑 的

方 法 提 高 扫 描 速 度 遥 通 过 在 STED 显 微 系 统 中 增 加

两 块 沃 拉 斯 顿 棱 镜 袁 使 得 激 发 光 和 损 耗 光 在 被 测 样

品 上 形 成 4 个 聚 焦 光 斑 袁 与 之 相 对 应 的 袁 采 用 4 个 点

探 测 器 同 时 采 集 荧 光 信 号 袁 在 实 现 38 nm 超 高 空 间

分 辨 率 的 同 时 袁 将 STED 显 微 技 术 的 成 像 速 度 提 高

4 倍 [34]遥Yang B 等 人 利 用 空 间 光 调 制 器 / 沃 拉 斯 顿 棱

镜 对 将 损 耗 光 分 成 四 束 光 袁 经 物 镜 后 在 样 品 面 上 相

互 干 涉 形 成 光 学 晶 格 袁 结 合 宽 场 照 明 的 激 发 光 和 高

速 相 机 实 现 了 高 并 行 的 STED 显 微 技 术 遥 实 现 了

70 nm 超 高 空 间 分 辨 率 和 12.5 帧 /s 的 高 速 成 像 袁 且

成 像 速 度 仅 受 CMOS 相 机 输 出 时 间 的 限 制 [35-36]遥

3 STED显微技术成像深度的突破

STED 显 微 技 术 中 激 发 荧 光 探 针 的 过 程 是 单 光

子 激 发 ( 线 性 激 发 )袁 光 学 穿 透 性 较 差 袁 对 较 厚 的 生 物

样 品 成 像 时 袁 受 生 物 组 织 内 部 散 射 的 影 响 袁 照 明 光 束

的 穿 透 深 度 较 小 袁 且 光 束 在 较 厚 的 生 物 样 品 中 传 播

时 会 产 生 较 大 的 像 差 袁 影 响 损 耗 光 斑 的 质 量 袁 降 低 系

统 的 分 辨 率 袁 因 此 STED 显 微 技 术 只 能 用 于 组 织 表

面 (<100) 的 成 像 [37]遥 为 了 实 现 对 较 厚 生 物 样 品 的 成

像 袁2009 年 Hell 等 人 将 双 光 子 激 发 荧 光 显 微 技 术

与 STED 技 术 结 合 起 来 袁 将 STED 显 微 技 术 中 的 单

光 子 激 发 替 换 为 双 光 子 激 发 袁 双 光 子 激 发 中 常 用 的

激 发 光 为 近 红 外 光 袁 穿 透 能 力 强 袁 因 此 双 光 子 激 发 显

微 技 术 和 STED 显 微 技 术 的 组 合 既 提 高 了 空 间 分 辨
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率 又 扩 展 了 成 像 深 度 袁 并 实 现 了 焦 平 面 处 各 方 向 上

均 小 于 50 nm 的 分 辨 率 袁 在 不 强 调 超 高 分 辨 率 的 情

况 下 袁 可 以 降 低 损 耗 光 的 光 强 获 得 一 般 STED 显 微

技 术 的 分 辨 率 [38]遥 此 外 袁 采 用 双 光 子 激 发 代 替 单 分 子

激 发 可 以 使 用 同 一 波 长 的 激 光 实 现 双 光 子 激 发 和 受

激 发 射 损 耗 袁 仅 需 一 个 激 光 器 便 可 实 现 高 分 辨 率 成

像 袁 降 低 了 系 统 成 本 袁 并 且 可 以 简 化 系 统 [39]遥 因 而

TPE-STED 在 高 散 射 特 性 的 生 物 活 体 组 织 以 及 厚

样 品 成 像 中 具 有 显 著 的 优 势 遥 相 似 的 袁2011 年 袁

Harms 等 人 首 次 将 选 择 平 面 显 微 技 术 (SPIM) 与

STED 相 结 合 袁 充 分 发 挥 了 STED 成 像 速 度 快 以 及

SPIM 成 像 深 度 深 尧 光 强 低 等 优 点 袁 使 得 轴 向 分 辨 率

提 高 60%袁 实 现 对 >100 滋m 厚 的 活 体 生 物 快 速 尧 高

分 辨 成 像 [40-41]遥

STED 通 过 扫 描 方 式 对 样 品 成 像 袁 可 以 快 速 观

察 活 细 胞 内 实 时 变 化 过 程 袁 目 前 可 达 到 视 频 速 度 曰

STED 数 据 处 理 仅 仅 是 将 对 应 的 点 在 图 像 的 特 定 位

置 排 列 起 来 就 可 以 了 袁 因 此 STED 的 超 分 辨 图 像 从

根 本 上 杜 绝 了 产 生 假 象 袁 可 靠 性 更 强 遥 目 前 STED 成

像 的 主 要 缺 陷 在 于 光 路 复 杂 袁 设 备 昂 贵 袁 对 系 统 的 稳

定 性 要 求 很 高 遥

4 结构光照明显微技术

结 构 光 照 明 显 微 技 术 (Structured Illumination

Microscopy袁SIM) 的 基 本 思 想 是 由 荧 光 标 记 的 生 物

样 品 被 周 期 性 的 结 构 光 照 明 袁 被 测 样 品 与 照 明 图 案

两 个 高 频 信 号 图 案 的 叠 加 产 生 低 频 可 测 的 莫 尔 条

纹 袁 而 照 明 图 案 的 频 率 已 知 袁 从 而 可 以 解 算 出 未 知 样

本 的 空 间 频 率 袁 从 而 实 现 超 高 分 辨 率 成 像 遥 其 原 理 如

图 4 所 示 遥

图 4 结 构 光 照 明 显 微 技 术 原 理

Fig.4 Principle of the structured illumination microscopy

结 构 光 照 明 显 微 技 术 最 早 在 1999 年 由 伦 敦 大

学 国 王 学 院 的 Heintzmann 研 究 小 组 提 出 袁 其 详 细

地 描 述 了 此 方 法 的 物 理 原 理 及 实 现 超 分 辨 图 像 重 构

的 步 骤 遥 该 方 法 利 用 结 构 光 频 率 和 样 品 频 率 分 量 形

成 的 莫 尔 条 纹 袁 即 将 原 本 不 可 分 辨 的 高 频 空 间 信 息

编 码 入 荧 光 图 像 中 袁 来 提 高 横 向 空 间 分 辨 率 [42]遥

2000 年 袁Gustafsson 等 人 [43] 在 实 验 上 得 到 了 约 为

115 nm 的 横 向 空 间 分 辨 率 袁 将 成 像 分 辨 率 提 高 到 了

衍 射 极 限 分 辨 率 的 2 倍 遥 2008 年 实 现 了 三 维 的 结 构

光 照 明 超 分 辨 荧 光 显 微 成 像 (3D-SIM)[44]袁 横 向 与 轴

向 的 成 像 分 辨 率 都 提 高 到 了 传 统 光 学 荧 光 显 微 镜 衍

射 极 限 分 辨 率 的 2 倍 遥 同 年 袁 该 研 究 小 组 还 将 结 构 光

照 明 技 术 与 双 向 照 明 的 I5 M 技 术 结 合 袁 演 示 了 三 维

成 像 分 辨 率 都 <100 nm 的 成 像 结 果 [45]袁 使 得 对 细 胞 内

部 各 种 细 胞 器 以 及 活 细 胞 三 维 超 分 辨 成 像 成 为 可 能 遥

由 于 线 性 结 构 光 照 明 只 能 将 成 像 分 辨 率 提 高 到

2 倍 袁 即 该 方 法 本 质 上 仍 然 受 到 阿 贝 衍 射 极 限 的 制

约 遥 为 了 进 一 步 提 高 成 像 空 间 分 辨 率 袁 将 结 构 光 照 明

显 微 技 术 与 荧 光 分 子 激 发 态 饱 和 效 应 相 结 合 袁 将 荧

光 发 射 图 案 中 以 结 构 光 照 明 空 间 频 率 为 基 频 的 高 次

谐 波 与 样 品 中 的 高 频 信 息 叠 加 同 样 产 生 了 莫 尔 条

纹 袁 将 空 间 分 辨 率 提 高 到 50 nm 左 右 袁 此 技 术 被 称

为 饱 和 结 构 光 照 明 显 微 镜 (SSIM)[46]遥 由 于 荧 光 饱 和

需 要 极 高 的 激 发 光 强 袁 从 而 加 速 了 对 样 品 的 光 漂 白

且 易 产 生 光 损 伤 袁 阻 碍 了 其 在 生 物 研 究 中 的 应 用 遥 可

以 为 了 实 现 结 构 光 照 明 显 微 技 术 在 活 细 胞 中 实 时 超

高 分 辨 率 成 像 可 从 削 弱 照 明 强 度 和 提 高 成 像 速 度 来

减 少 对 样 品 的 损 伤 遥

4.1 削弱照明强度

为 了 能 够 降 低 激 发 光 强 且 同 时 实 现 非 线 性 结 构

光 照 明 袁 利 用 可 逆 光 转 换 荧 光 蛋 白 Dronpa 代 替 荧

光 饱 和 遥 Dronpa 的 主 尧 次 激 发 峰 位 于 503 和 390 nm

处 袁 发 射 峰 位 于 518 nm 处 遥 当 用 蓝 光 (488 nm) 激 发

Dronpa 时 袁 发 出 荧 光 并 转 换 到 野 关 闭 冶 状 态 袁 当 用

UV 光 (405 nm) 照 明 时 袁 Dronpa 恢 复 到 野 开 冶 状 态 遥

Dronpa 这 种 在 非 常 低 的 照 明 功 率 (1~10 W/cm2) 下 的

野 开 冶和 野 关 冶 状 态 的 转 换 可 循 环 超 过 100 次 袁 但 发 射 的

荧 光 强 度 逐 渐 减 小 (耀75%)[47-49]遥 在 2012 年 Gustafsson

研 究 小 组 利 用 Dronpa 观 测 了 固 定 细 胞 中 的 纯 化 的 微

管 尧核 孔 复 合 物 和 肌 动 蛋 白 纤 维 袁实 现 了 约 50 nm 的 空

间 分 辨 率 袁 同 时 将 所 需 激 发 光 强 降 低 了 6 个 数 量 级 袁

揭 示 了 <50 nm 活 细 胞 成 像 的 可 能 性 袁 该 方 法 被 称 为

基 于 非 线 性 结 构 光 照 明 显 微 术 (NL-SIM)[50]遥
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图 5 (a) 理 想 晶 格 的 光 强 分 布 曰(b) 理 想 晶 格 的 电 场 分 布 曰

(c) 束 缚 晶 格 的 电 场 分 布 曰(d) 样 品 上 的 光 强 分 布

Fig.5 (a) Intensity distribution of ideal lattice; (b) electric field

distribution of the ideal lattice; (c) electric field

distribution of the bound lattice; (d) intensity

distribution of the sample

4.2 提高成像速度

由 于 结 构 光 照 明 显 微 技 术 是 通 过 将 多 幅 图 像 重

构 出 一 幅 超 分 辨 图 像 袁 时 间 分 辨 率 较 低 不 能 满 足 活

细 胞 成 像 的 需 要 遥 采 集 图 像 过 程 中 照 明 图 案 移 动 的

距 离 必 须 小 于 空 间 分 辨 率 以 防 止 产 生 超 分 辨 图 像 重

建 过 程 中 的 运 动 伪 影 遥 采 用 液 晶 空 间 光 调 制 器 代 替

之 前 使 用 的 物 理 光 栅 来 产 生 结 构 光 照 明 袁 无 需 机 械

移 动 任 何 光 学 元 件 袁 仅 需 改 变 空 间 光 调 制 器 中 液 晶

的 方 向 袁 可 在 1 ms 内 产 生 所 需 的 照 明 图 案 袁 大 大 提

高 了 系 统 的 时 间 分 辨 率 和 稳 定 性 袁 从 而 实 现 了 活 细

胞 的 超 分 辨 显 微 袁Kner 等 人 和 Shao 等 人 分 别 实 现

了 结 构 光 照 明 的 约 100 nm 的 二 维 和 三 维 活 细 胞 超

分 辨 成 像 [51-52]遥

通 过 改 变 结 构 光 照 明 显 微 技 术 的 照 明 图 案 来 提

高 系 统 的 时 间 分 辨 率 遥 将 结 构 光 照 明 显 微 技 术 与 点

扫 描 照 明 技 术 相 结 合 袁 且 将 点 探 测 器 替 换 为 阵 列 探

测 器 (EM-CCD)袁 如 多 焦 点 结 构 光 照 明 显 微 技 术

(MSIM)尧 共 聚 焦 旋 转 盘 图 像 扫 描 显 微 技 术 (CSD-

SIM) 以 及 实 时 结 构 光 照 明 显 微 技 术 (instant SIM) 等 遥

MSIM[53]通 过 数 字 微 透 镜 器 件 (DMD) 产 生 的 近 似 等 边

三 角 形 的 晶 格 点 阵 激 发 光 袁 最 终 获 得 横 向 145 nm尧

轴 向 400 nm 的 空 间 分 辨 率 袁 实 现 生 物 活 细 胞 的 快

速 成 像 遥 CSD-SIM[54] 通 过 普 通 商 用 共 聚 焦 旋 转 盘

(CSD)袁CSD 包 括 1 个 微 透 镜 阵 列 和 1 个 共 对 准 针

孔 袁 以 此 产 生 多 焦 点 的 照 明 结 构 光 袁 实 现 生 物 活 细 胞

的 快 速 成 像 袁 在 提 高 系 统 时 间 分 辨 率 的 同 时 也 提 高

了 系 统 的 空 间 分 辨 率 (1.35~1.55 倍 ) [55]遥 在 CSD-

SIM 的 基 础 上 增 加 了 1 个 微 透 镜 阵 列 遥 第 一 组 会 聚

的 微 透 镜 阵 列 多 焦 点 激 发 光 袁 在 激 发 样 品 后 袁 与 微 透

镜 阵 列 相 匹 配 的 针 孔 阵 列 去 除 离 焦 荧 光 袁 相 机 单 次

曝 光 过 程 中 袁 第 二 组 与 针 孔 阵 列 相 匹 配 的 微 透 镜 阵

列 将 通 过 针 孔 阵 列 的 荧 光 缩 小 两 倍 且 经 由 振 镜 扫 描

叠 加 形 成 超 分 辨 图 像 遥 利 用 光 学 的 方 法 代 替 CSD-

SIM 中 数 字 图 像 处 理 过 程 袁 去 除 了 采 集 尧 存 储 和 组

合 多 个 相 机 曝 光 的 需 求 袁 实 现 了 横 向 145 nm尧 轴 向

350 nm 的 实 时 超 高 分 辨 率 成 像 (100 帧 /s)遥

将 结 构 光 照 明 技 术 与 层 光 显 微 技 术 结 合 袁 层 光

显 微 技 术 利 用 两 个 或 多 个 镜 头 成 像 袁 将 激 发 光 路

和 探 测 光 路 分 开 袁 这 样 可 以 选 择 需 要 观 察 的 区 域

去 激 发 袁 减 小 激 发 区 域 袁 从 而 减 小 光 漂 白 和 光 毒

性 遥 2014 年 美 国 霍 华 德 休 斯 医 学 研 究 院 (HHMI) 的

Betzig 研 究 小 组 将 结 构 光 照 明 显 微 (SIM) 技 术 与 层

光 显 微 技 术 (Light Sheet Microscopy袁 LSM) 结 合 袁

提 出 Bessel SIM 的 概 念 袁 利 用 一 个 基 于 光 栅 的 衍 射

光 学 元 件 产 生 多 个 平 行 的 贝 塞 尔 光 束 作 为 结 构 光 照

明 样 本 袁 获 得 N 幅 相 位 偏 移 的 图 像 并 重 构 出 一 幅 超

分 辨 图 像 袁对 LLC-PK1 细 胞 内 的 微 管 进 行 成 像 袁 获 得

了 x 方 向 180 nm袁y 方 向 230 nm袁z 方 向 350 nm 的 空

间 分 辨 率 袁10~20 Hz 的 帧 速 率 [56]遥 2017 年 Chang B J

等 人 将 层 光 显 微 技 术 与 结 构 光 照 明 技 术 结 合 袁 对 活

的 野 生 酵 母 细 胞 的 内 质 网 进 行 观 测 袁 实 现 横 向 尧 纵 向

都 小 于 100 nm 的 超 分 辨 成 像 [57]遥

为 了 进 一 步 提 高 分 辨 率 并 减 少 激 发 光 强 度 袁 同

年 袁Betzig 研 究 小 组 又 提 出 晶 格 层 光 显 微 术 (Lattice

Light-Sheet Microscopy)袁 又 称 Lattice SIM遥 其 结

合 2005 年 提 出 的 光 学 晶 格 的 设 计 理 论 袁 使 用 SLM

产 生 的 多 束 贝 塞 尔 光 束 相 互 干 涉 产 生 六 方 晶 格 图 样

的 结 构 光 照 明 样 本 ( 激 发 的 视 野 范 围 为 传 播 方 向 约

20~40 滋m袁 垂 直 方 向 约 80 滋m袁 产 生 约 0.4~0.6 滋m

厚 的 光 学 切 片 )袁 如 图 5 所 示 遥 以 约 50 Hz 的 帧 速 率

实 现 对 活 体 胚 胎 进 行 成 像 袁 获 得 了 x 方 向 约 150 nm尧

z 方 向 约 280 nm 的 分 辨 率 遥 作 者 又 提 出 扫 描 模 式

Lattice SIM袁 其 将 六 方 晶 格 图 样 沿 x 方 向 扫 描 袁 每 个
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SIMPALM STORM STED

Fast

Low to moderate

Typically all common fluorophores

Yes

10-100

Typically<30

Imaging speed

Phototoxicity

Slow

Moderate to high

Slow

Low to moderate

Medium

Moderate to high

Suitable florophores

Endogenous

Photostable fluorophores

No

Photostable fluorophores

Yes

Photostable fluorophores

Yes

Resolution(live samples)/nm

Imaging depth/滋m

<30

Typically<10

<30

Typically<10

20-70

Typically<100
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表 1 不同技术的主要优缺点

Tab.1 Main advantages and disadvantages of different technologies

照 明 平 面 高 度 聚 焦 袁 极 低 的 背 景 荧 光 袁 使 得 z 方 向 的

分 辨 率 得 以 提 高 袁 最 终 以 100 Hz 的 帧 速 率 得 到 横 向

约 230 nm尧 轴 向 约 370 nm 的 分 辨 率 [58]遥

为 了 进 一 步 提 高 活 细 胞 结 构 光 照 明 显 微 的 成 像

分 辨 率 袁Betzig 研 究 小 组 在 2015 年 提 出 了 基 于 高 数

值 孔 径 全 内 反 射 荧 光 显 微 的 结 构 光 照 明 显 微 术

(high-NA TIRF-SIM)袁 其 使 用 NA=1.7 的 物 镜 将

TIRF 和 SIM 技 术 结 合 对 基 质 膜 成 像 袁 得 到 了 在

50~200 nm 厚 度 范 围 内 84 nm 的 空 间 分 辨 率 遥 为 得

到 更 高 的 成 像 分 辨 率 袁 同 年 Betzig 研 究 小 组 又 提 出

图 样 激 活 非 线 性 结 构 光 照 明 显 微 术 (PA NL-SIM)袁

借 助 于 绿 色 光 可 开 关 荧 光 蛋 白 Skylan-NS袁 对 活 细

胞 进 行 成 像 袁 得 到 了 62 nm 的 横 向 空 间 分 辨 率 和 毫

秒 级 的 时 间 分 辨 率 袁 同 时 图 像 SNR 高 尧 激 发 光 和 激

活 光 强 度 低 遥 为 了 克 服 传 统 3D-SIM 的 诸 多 局 限 院

如 因 为 离 焦 背 景 干 扰 使 得 SNR 低 而 不 适 用 于 厚 样

本 袁 由 于 长 时 间 连 续 照 明 整 个 细 胞 产 生 光 漂 白 和 光

毒 性 等 袁Betzig 研 究 小 组 将 PANL -SIM 技 术 与

Lattice SIM 结 合 袁 使 用 六 方 晶 格 光 激 活 并 激 发 可

开 关 荧 光 蛋 白 产 生 高 次 谐 波 信 息 遥 用 此 方 法 对

COS-7 细 胞 中 Skylan-NS 标 记 的 线 粒 体 成 像 袁 获

得 了 118 nm伊230 nm伊170 nm 的 分 辨 率 [59]遥

2016 年 袁Wesley R Legant 等 人 将 晶 格 层 光 显

微 技 术 与 纳 米 形 貌 显 微 技 术 (Point Accumulation

for Imaging of Nanoscale Topography Microscopy)

相 结 合 袁 即 LLS-PAINT microscopy遥 通 过 限 制 照 明

量 袁 结 合 高 标 记 密 度 袁LLS-PAINT 显 微 技 术 可 以 实

现 对 20 滋m 厚 的 密 集 样 品 包 括 细 胞 分 裂 以 及 斑 马

鱼 胚 胎 的 神 经 丘 的 高 精 度 定 位 [60]遥

尽 管 结 构 光 照 明 显 微 技 术 的 分 辨 率 提 高 不 如 其

他 几 种 超 分 辨 显 微 技 术 袁 但 结 构 光 照 明 显 微 技 术 对

于 样 品 的 要 求 相 对 于 其 他 超 分 辨 显 微 技 术 较 低 袁 无

需 特 殊 的 光 切 换 标 记 的 荧 光 蛋 白 袁 制 备 过 程 简 单 袁 任

何 在 宽 场 荧 光 显 微 技 术 中 使 用 的 生 物 样 本 在 SIM

中 都 可 使 用 袁 适 用 于 多 色 成 像 袁SIM 可 与 其 他 显 微

技 术 结 合 袁 并 且 结 构 光 照 明 显 微 技 术 所 需 的 照 明 强

度 较 低 遥

文 中 袁将 各 种 超 分 辨 技 术 的 主 要 优 缺 点 总 结 如 表 1

所 示 遥

5 结束语

近 10 年 来 袁 随 着 显 微 技 术 的 发 展 袁 超 分 辨 显 微

技 术 突 破 了 光 学 成 像 中 的 衍 射 极 限 袁 将 传 统 的 成 像

分 辨 率 提 高 了 10~20 倍 袁 实 现 了 多 色 尧 三 维 和 活 细

胞 的 高 速 成 像 袁 在 生 命 科 学 领 域 研 究 细 胞 内 部 结 构

以 及 生 命 活 动 中 发 挥 了 重 要 作 用 遥 文 中 讨 论 了 几 种

超 分 辨 成 像 技 术 的 基 本 原 理 袁 以 及 它 们 在 活 细 胞 成

像 中 的 发 展 情 况 遥 对 活 细 胞 成 像 的 超 分 辨 成 像 相 对

于 固 定 样 品 袁 其 成 像 条 件 更 加 苛 刻 袁 故 而 其 空 间 分 辨

率 远 低 于 固 定 样 品 成 像 袁 且 时 间 分 辨 率 同 样 较 低 遥 因

此 袁 当 前 的 研 究 热 点 集 中 在 荧 光 探 针 的 改 进 尧 物 理 上

显 微 镜 系 统 和 软 件 的 改 进 尧 成 像 模 式 的 改 进 等 方 面 袁

促 使 超 分 辨 成 像 技 术 的 时 空 分 辨 率 的 提 高 袁 使 得 实

时 动 态 观 测 活 细 胞 内 部 结 构 以 及 生 命 活 动 成 为 现

实 遥 而 未 来 超 分 辨 成 像 技 术 在 生 物 活 体 中 的 应 用 必

将 朝 着 分 辨 率 更 高 尧成 像 速 度 更 快 尧成 像 深 度 更 深 发 展 遥
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