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引 言

光学显微镜自诞生以来受到广大生物医学工作

者的青睐!无奈受到衍射极限的影响!成像分辨率被

限制在细胞水平" 但是进入
0!

世纪!先后发展出两

类光学超分辨成像技术# 一是基于激发光源改造技

术的受激发射损耗显微技术
123$45&'367 84$99$:)

;6<&63$:) =$(%:9(:<>? 2@8;A

B!/0C 和结构光照明显微

术
123%5(35%67 D&&54$)'3$:) =$(%:9(:<>E 2D=A

B-C

$二是

基于单分子定位技术的光激活定位显微术
1FG:3:/

'(3$H'367I:('&$J'3$:)=$(%:9(:<>E FKI=A

B*C和随机光

学重构显微术
123:(G'93$( L<3$('& M6(:)93%5(3$:)

=$(%:9(:<>E 2@LM=A

BNC

" 这些技术均使成像分辨率

达到百纳米以下! 极大地增强了人们获得亚细胞水

平信息的能力"

2@LM=

技术由哈佛大学华裔科学家庄小威于

0,,+

年首次提出 ! 当时横向分辨率已达
0, )4

"

0,!0

年!庄小威组又构建出双物镜成像系统 !所得

荧光光子数是单物镜的两倍!通过复杂的计算拟合!

将
2@LM=

横向分辨率提高至
!, )4

! 是世界上分

辨率最高的超分辨显微成像技术 B+C

" 此外!相比其他

超分辨显微术!

2@LM=

还具有原理易懂!光路易搭

建!工作方式易掌握等优点!迅速发展为主流的超分

辨显微成像技术"

时 至 今 日 !

2@LM=

技 术 已 经 发 展 出
-; /

2@LM=

%光谱
2@LM=

等技术 !为人们研究亚细胞

尺度生命体活动提供了强有力的保障" 文中从单分

子定位原理出发! 介绍
2@LM=

技术发展现状以及

其在相关科学领域的应用"

"

单分子定位原理

受物镜数值孔径的限制! 物光通过物镜成像时

发生衍射! 物点所成的像是一个圆形且光强分布不

均匀的光斑如图
!

所示!这个光斑被称为&艾里斑'!

其光强分布可用如下公式来描述 BOC

#

!P!AQ!1,A

0"

!

1#$9$)1!AA

#$9$)1!A

! "

0

1!A

式中#

$

为圆孔半径$

!

为光强$

!

为衍射角$

!1,A

为中央

主极大光强$

"

!

为一阶贝塞尔函数$

#

为波矢"艾里斑是

一个成像系统的点扩散函数
1F:$)3 2<%6'7 R5)(3$:)E

F2RA

! 它的半高宽
1R5&& S$73G '3 T'&U ='V$454E

RST=A

尺寸决定了显微成像系统的空间分辨率
E

为

,#+! "W%&

!其中
"

为入射光的波长!

%&

为物镜的数

值孔径"根据瑞利判据!一个物点衍射图样的中央极

大与另一个物点衍射图样的第一极小重合时的距离

作为光学成像系统的分辨极限
1

见图
!A

"油浸物镜数

值孔径通常在
!#*,X!#*Y

! 在可见光范围内!

F2R

的

RST=

大小约为
0,, )4

! 此为普通光学显微镜的

分辨极限" 当两个物体间的距离小于
0,, )4

时!它

们同时发光产生的艾里斑发生重合! 显微镜将无法

区分该两物体"

图
!

艾里斑及瑞利判据

R$Z#! K$%> 7$9[ ')7 M'>&6$ZG (%$36%$:)

随着荧光探针的发展! 具有良好闪烁特性的荧

光探针相继问世" 利用荧光分子的闪烁性可使原本

密集且同时发光的荧光在时间上产生分离! 同一时

间视野内仅有稀疏的荧光分子发光" 如果在某一时

间某一区域范围内只有一个荧光分子发光! 虽然点光

源经过成像系统后变成模糊的光斑! 但光斑中心汇聚

了
.N\

的信号"考虑到背景荧光!探测器散粒噪声等影

响!

@G:4<9:)

等BOC推导出精确的二维高斯定位公式#

#

$

'

Q

(

'

0

%

]

$

0

W!0

%

]

.%(

'

*

)

0

$

0

%

0

# $

%

P0^

式中#

#

$

'

为平均标准偏差$

$

为像素大小$

)

0

为背景

噪声$

%

为物镜收集到的总光子数$

(

'

为在
' P*

或
+^

方向标准差! 根号里面第一项是探测器散粒噪声的

影响!第二项是探测器像素大小的影响!第三项是探

测器背景噪声的影响" 基于该方程已成功将
_>-

探

针的定位精度控制到
!#0* )4

"

# $%&'(

光路搭建

2@LM=

简易光路如图
0

所示! 不同颜色激光

通过反射镜与二向色镜进行合束! 再将光耦合入单

模光纤" 利用凸透镜将光纤出射的发散光转变为准

!"
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直光!再用另一个凸透镜把光斑聚焦于物镜后焦面!基

本完成
01234

光路的搭建"

01234

一般基于全内

反射显微术
5167'& 8)79%)'& 39:&9(7$6) ;&<6%9=(9)(9

4$(%6=(6>?@ 183;4A

! 利用
183;

物镜在基底表面

产生一层极薄的
5

约
!,, )BA

倏逝波!只激发紧贴在

基底上的一层荧光探针!有效地减少了背景噪声!提

高
01234

成像的分辨率"

01234

技术的实现离

不开探测器装置的进步! 数据采集需要强信噪比的空

间成像器 !如
C4DDE 5C&9(7%6)/4<&7$>&?$)F DDEG

C4DDEA

和
=D420 50($9)7$:$( D6B>&9B9)7'%?

497'&/2H$I9/09B$(6)I<(76%G =D420A

"

合束过程中使用到的二向色镜可以用三棱镜替

代!调整各束激光相对棱镜的入射角度实现合束"此

外! 合束光耦合入光纤不是必须的! 但优点是明显

的#一是单模光纤本身具有滤波作用!保证出射光斑

呈完美的高斯分布!便于后期耦合到显微镜光路$二

是光纤可以把激光光路和成像光路分开! 增强光路

摆放的灵活性" 当然!光纤同样存在缺点!光纤出射

光的能量相比于入射光存在较大的损耗! 要求激光

器的出光功率需较大!增加搭建成本" 如不使用光纤!

可将合束后的激光通过物镜进行扩束准直! 优点是光

的能量损耗较小!缺点是物镜扩束光斑质量相对较差"

01234

成像过程需要对激发光和激活光强进

行实时调制" 比较高级的方法是在光纤耦合器前增

加一个多通道声光可调谐滤波器
5J(6<=76/6>7$(

1<)'K&9 ;$&79%G J21;A

! 可同时控制多束激光一级

衍射光的强度" 比较简单的方法是在每个激光器出

光口设置带有衰减片的机械或电动转盘"

! "#$%&'()

LE/01234

数据采集过程中!激活光和激发光

控制成像区每次仅有少量%随机%离散的荧光探针发

光! 采集上万张图片记录闪烁的荧光所发出的强度

和位置信息! 再通过高斯拟合分析单个荧光分子点

扩散函数中心!实现高精度的空间定位!最后将所有

图片进行叠加形成一幅超分辨图像 M.N

!如图
-

所示"

若要精准分析出单分子定位信息! 需估算出图像的

背景信号"通常选择较少荧光分子被激活的图像!计

算出该图像内像素强度的中值及标准差! 并以此为

依据设定阈值! 高于该阈值的信号分子被筛选出来

用于分析! 通常高于三倍标准差效果更佳" 除此之

外! 还要对所有图像进行空间滤波以减少低频自荧

光和易被
DDE

误识为峰的高频噪点"

图
- O'!A

%

5'LA

基于单分子定位技术
LE/01234

超分辨成像过程

示意图M.N

$

5K!A

%

5KLA

微管的传统成像与
01234

成像对比MPN

;$F #- 5'!A G 5'LA 0(Q9B'7$( I$'F%'B 6: LE/01234 =<>9%/

%9=6&<7$6) $B'F$)F >%6(9== K'=9I 6) =$)F&9/B6&9(<&9

&6('&$R'7$6) B97Q6I

M.N

S 5K!AG 5KLA D6B>'%$=6) 6:

(6)T9)7$6)'& $B'F$)F ')I 01234 $B'F$)F 6:

B$(%67<K9

MPN

被识别的荧光及其周边区域通过
LE

高斯拟合

来精确定位其中心点
!

%

"

坐标!高斯拟合方程为 MUN

#

#5!G"AV$%

/L

5!&!

,

A

L

'

!

L

/L

5"&"

,

A

L

'

"

L

W

! "

(

5-A

式中#

)

为峰高$

(

为背景$

5!

,

G "

,

A

为中心坐标$

5'

!

G'

"

A

图
L 01234

光路示意图

;$F#L 0(Q9B'7$( I$'F%'B 6: 01234 &$FQ7 >'7Q

!"
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分别为高斯图像在
!

方向和
"

方向的
0123

! 还需

计算高斯峰的锐度和圆度以去除高频噪声并分辨出

其中重叠的信号分子! 此外" 采集到的相邻帧图像

中" 同一荧光团所发出的光会出现在
445

相同像

素点或附近! 可将帧与帧之间的数据串联起来"一

旦所有
670

峰都已经被识别并拟合"便将这些峰的

质心位置连接成序列! 检测到
670

峰的第一帧被定

义为序列的开始" 出现相同峰的最后一帧作为序列

的结尾! 对于给定的序列" 根据每帧中收集的光子

数计算加权的平均重心位置! 最终那些被有效识别

并定位的点合成一幅完整的超分辨图像!

! "#$%&'()

8,,.

年" 庄小威组提出
-5/79:;3

成像方法<!,=

!

基本原理是在显微镜与
>3445

之间添加一面柱

透镜
?

见图
*?'@A

"使得点扩散函数图像在远离或靠

近焦平面处发生不同程度的形变
?

见图
*?BAA

"即当

荧光分子正好处于平均焦平面时图像呈圆形
C

#当荧

光分子高于焦平面时" 其图像在
"

方向上比在
!

方

向上更为聚焦"其形状沿
!

轴呈椭圆形 #相反"当荧

光分子低于焦平面时"其形状沿着
"

轴呈椭圆形!则

可通过分析椭圆率和取向从而获得荧光分子的
#

轴

空间信息"实现三维成像!

-5

数据分析依赖于
#

轴校准曲线的获得 ! 将

8, )D

荧光微球放在可以精密调节
#

轴的载物台

上"以很小的步长
?E!, )DA

上下移动一定距离
?/!E

!!DA

拍摄获得一组图片!通过特定程序识别每一帧

图片中的各个荧光点的 形 状 " 以 确 定 它 们 的

0123

"结合载物台
#

轴位置信息"可得到含有
#

轴

信息的校准曲线$

$

?!F"A

?#AG$

,

!H

#%&

'

! "

8

H(

#%&

'

! "

-

H)

#%&

'

! "

*

#

?*A

式中$

$

,

为焦平面处分子的图像的
0123

#

&

为
! "

方向相对于平均焦平面产生焦移的补偿参数
?

平均焦

平面是图像为球形即
$

!

*$

"

时焦面"并定义为
#G,A

"

'

为显微镜的焦深 #

+

和
)

为考虑成像光学器件非

理想性的高阶项的系数
?

理想的散焦曲线
+

和
)G,A

!

校准曲线是经验性的"也可以使用其他公式表达!

-5/79:;3

原始数据中不同形状的点扩散函

数将通过对比
#

轴校准曲线获得
#

轴信息! 当下列

表达式取最小值时

? $

!

#

/ $

!,('&$B

#

A

8

/? $

"

#

/ $

",('&$B

#

A

8

#

?IA

得到最佳
#

轴位置 " 其中
$

('&$B

为校准曲线定义宽

度!该方法的
#

轴工作范围只有几百纳米"远离焦面

的样品"像点会变得更宽
?

即更加散焦
A

"使得
#

轴定

位精度下降
?

不会影响
!

%

"

轴精度
A

" 但对于使用

9J;0

物镜的
79:;3

来说已经足够!

*

多色
%&'()

技术

目前已发展出数种有特点的多色
79:;3

技

术" 帮助研究者精确分析不同目标物的空间结构与

相互关系 <!8=

!

多色成像最常见的思路是使用不同激发光激发

不同波段荧光探针发射出不同颜色的荧光! 目前主

流商业荧光探针激发波段有
*..

%

I+!

%

+*K

%

KI, )D

等! 该方法的优点是实施方便" 不同颜色间窜扰较

图
* ?'A

基于柱透镜光路的
-5/79:;3

的成像原理 <!,=

#

?BA

不同

#

轴深度的荧光点扩散函数图像 <!,=

#

?(A

线粒体传统荧光成

像
?4

型结构
A

<!!=

#

?LA

线粒体
85/79:;3

成像
?4

型结构
A

<!!=

#

?MA

线粒体
-5/79:;3

成像
?

环状结构
A

<!!=

0$N#* O'A 7(PMD'Q$( L$'N%'D RS -5/79:;3 B'TML R) (U&$)L%$('&

&M)T

<!,=

C ?BA 670 $D'NMT RS ' S&VR%RWPR%M 'Q X'%$RVT #

WRT$Q$R)T

<!,=

C ?(A (R)XM)Q$R)'& S&VR%MT(M)(M $D'NM RS

D$QR(PR)L%$' ?4 QUWM TQ%V(QV%MA

<!!=

C ?LA 85 /79:;3

$D'NM RS D$QR(PR)L%$' ?4 QUWM TQ%V(QV%MA

<!!=

C ?MA -5/

79:;3 $D'NM RS D$QR(PR)L%$' ?%$)N &$YM TQ%V(QV%MA

<!!=

!"
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小!缺点是采用依次采集方式"不同颜色间数据获取

存在一定的时间间隔" 样品位置在数据采集过程中

会发生漂移"需进行校正才能得到准确的相互关系!

其次" 已有的闪烁性能较好的探针都集中在红外激

发波段" 蓝光和绿光激发波段还没有闪烁性较好的

染料"严重影响组合成像分辨率!

1,,2

年"庄小威组通过设计不同的荧光分子对

组合
3

激活子
/

报告子
4

"发展出基于不同激活光的多

色
56789

:;<

! 将闪烁性较好的荧光探针作为报告

子"再绑定不同种类的激活子"依靠不同颜色的脉冲

激活光对样品进行多色成像! 该方法优点是各个通

道成像分辨率均较高" 但激发光本身非特异性激活

导致在不同颜色间存在
!,=>1,=

的窜扰"造成实验

假象!

1,,.

年 "

?@AA$ 9

等发展出基于分光技术的多

色
56789

:!-<

! 使用吸收谱相近但发射谱不同的荧

光探针标记样品" 样品被激发后同时发出两种颜色

的混合光"被二向色镜分为透射和反射两路光"分别

被透镜聚焦到同一个
BBC

靶面左右两侧进行成像!

数据采集后利用比率法对每个荧光点进行颜色分

类"最终得到双色成像!该方法特点是同时得到两种

颜色的数据"图片合成时不需要额外校正#还可以选

择闪烁较好的红外激发波段"图像分辨率好!但相近

的荧光吸收谱易造成不可逆的窜扰!

1,!0

年 "

DE F

组在双物镜成像光路的其中一

束光路中加入三棱镜" 对荧光信号进行横向光谱展

开"另一路进行正常
56789

成像"采得的超分辨数

据既包含空间信息又包含光谱信息" 通过单分子光

谱比对与分类"最终实现多色成像 :!*<

!该方法只需要

一束激发光和一束激活光便可得到最高四色且分辨

率良好的超分辨图像"窜扰极低
GH1=4

" 但后期数据

处理十分复杂!

1,!+

年"

C@)I ?

等 :!0<使用光栅进行

光谱展开"实现双色同步成像!该方法主要特点是光

谱分辨率较高" 但充分展开的光谱也占用了较多像

素"成像点易重合"数据无法使用而丢失信息!

1,!+

年"

5JK(JLM')N O

等 :!+< 报道了基于
P5Q

工程技术的双色成像方法! 使用一种光谱依赖的四

角相位板"改变不同颜色
P5Q

的形状"且形状与
!

轴

深度相关!该方法使用同步采集方式且窜扰低"但改

造后的
P5Q

较大"占用太多
BBC

面积"降低了采集

效率"适合低密度标记的样本!

上述各种多色
56789

成像手段在时间分辨

率$空间分辨率和窜扰率之间各有所长"研究者可根

据自身需求选择合适的多色成像方法!

! "#$%&

与电镜联合成像

为了得到细胞的形态$功能及成分等多维度信息"

超分辨
/

电镜关联显微成像 :!2/!.<

GB@%%K&'L$RK 5ESK%/

%KA@&EL$@) 9$(%@A(@SN ')T U&K(L%@) 9$(%@A(@SN4

技

术应运而生 ! 电子显微镜
GU&K(L%@) 9$(%@A(@SKV

U94

"使用电子束成像"分辨率轻松达到纳米级 "但

只能观察干燥的样品" 且得到的形貌图像没有分子

特异性!

56789

依赖于免疫染色技术"不仅是形貌

成像" 更是功能成像" 但是分辨率相对电镜仍有差

距!因此"将二者有机结合起来"取长补短"可有效增

强人们对亚细胞结构的解析能力!

'()

联合成像样品的制备

样品制备是
56789

与电镜关联成像面临的最

大挑战!对于电镜"其复杂的制样步骤每一步都至关

重要"包括高强度化学固定
G

防止之后的脱水步骤破

坏样品超微结构
4

" 重金属负染
G

增强样品衬度
4

"树

脂包埋
G

样品切片
4

"这些步骤基本都会淬灭荧光"并

可能产生较强的自体荧光 :!.<

! 如使用高浓度
G!WX

戊

二醛固定表达
B$L%$)K/J$AL@)K

的线虫肠核样品表现

出强烈的背景自体荧光
3

见图
0 3'XX

" 相似样品使用

,#!=

四氧化锇固定后荧光强度下降
;,=3

见图
03YXX

!

!"
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图
0

超分辨
/

电镜关联显微成像示意图 1!2/!34

5$6#0 7(89:';$( <$'6%': => (=%%9&';$?9 @AB9%/%9@=&A;$=)

:$(%=@(=BC ')< 9&9(;%=) :$(%=@(=BC

1!2/!34

图
+

双色
7DEFG

结果表明神经细胞轴突部分血影蛋白与

微丝!帽蛋白复合物形成结构交替的周期性结构 1HH4

5$6#+ D"=/(=&=% 7DEFG <';' $)<$(';9 ;8'; '(;$)I @B9(;%$) ')<

'<<A($) >=%: ' (==%<$)';9<IJA'@$/!K &';;$(9 @;%A(;A%9

$) 'L=)@ '%9 <$@;%$MA;9< $) ' B9%$=<$( B';;9%)

1HH4

但对于
7DEFG

来说" 较强的荧光信号和干净的背

景是基本要求# 而且"

NG

制样步骤还会改变荧光闪

烁性 1!.4

"而荧光闪烁恰恰是
7DEFG

成像的关键$如

果单纯弱化
NG

制样流程" 仅使用常规免疫荧光染

色手段处理样品" 又无法得到令人满意的
NG

图像

%见图
0O(PP

$ 因此"解决上述问题的一个常见策略是

将样品先按照光镜流程进行成像" 再按照电镜流程

进行成像 1!24

O

见图
0O<PP

$

H,!-

年"

7A&9$:') Q

等 1!34

成功对肾小球毛细血管区域进行
7DEFG

与电镜联

合成像
O

见图
0O9PP

$

!"#

含水样品的
$%&

关联成像

对于
7DEFG

" 需使用玻璃基底配合高数值孔

径油浸物镜最大程度地获取荧光信号" 从而实现超

高成像分辨率$但常规的玻璃基底不导电"直接进行

扫描电子显微镜
O7('))$)6 N&9(;%=) G$(%=@(=B9I

7NGP

成像会使电荷在玻璃基底上堆积"造成不稳定

的电子信号$因此"常规处理处理方法是对样品进行

干燥并喷涂导电介质" 但此过程易二次破坏样品$

H,!0

年 "

RA S

组在
7DEFG

成像后不进行脱水处

理" 而是直接在样品上方覆盖一层只有一个原子厚

度的石墨烯进行
7NG

成像 1H,4

$得益于石墨烯导电和

隔水特性"对该含水样品获得了较高分辨率的
7NG

图像" 虽然图片分辨率与常规处理方法相比有所下

降"但是足够与
7DEFG

图像进行关联分析"且避免

了样品的二次破坏$

!"' $()*&

图像与
%&

图像校准

7DEFG

与
NG

成像分辨率均在纳米级别 "因

此关联图像的精确校准至关重要$ 首先数据采集阶

段" 如何在两种成像模式下定位到相同视野是个问

题$ 实际操作中一般采用网格状基底或在基底上划

痕进行视野复位$还可采用固定标记物"如纳米金颗

粒标记样品"其在电镜和光镜下都具有良好分辨 1!.4

"

通过对比同一固定标记物的位置实现图像校准$ 另

外" 如果两种成像模式下样品的特定结构都可以被

识别出来" 或者如果很好地定义了两种模式下样品

结构的相对位置" 那么图像的校准可以在图像本身

基础上实现 1H!4

$

+ $()*&

研究进展

H,!-

年庄小威组采用双色
7DEFG

首次揭示

海马神经细胞轴突部分微丝
!

帽蛋白复合物与血影

蛋白交替排布成间距为
!.,T!3, ):

的周期性结构

O

见图
+P

1HH4

"为神经电生理活动研究提供了新的思考

!"
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视角!引起极大轰动!堪称教科书级工作"

1,!+

年!

该组基于
23456

技术发现线粒体与嘌呤体存在

共定位关系 ! 对研究
789(:/;<:')

综合症具有重

要意义 =!!>

"

1,!0

年 !

?@ A

组基于自身研发的光谱多色

23456

成像技术 =!*>

!利用光谱敏感的尼罗红
B;$&8

58CD

染料实现对
EF9/0

细胞器膜与细胞质膜的区

分成像 =1->

" 同年使用光谱
23456

技术在单分子水

平揭示螺吡喃
B2G$%FG<%')

!一种光开关
H

的多种反应

途径 =1*>

"

1,!0

年!

I8 7

等通过
-J/23456

观察到饥饿

细胞中原本存在于内质网输出位点
BK)CFG&'9L$(

58M$(@&@L KN$M 2$M89O K5K2H

上的
!

型跨膜蛋白

2KE!1

与 内 质 网 高 尔 基 体 中 间 体
PK5 /IF&Q$

R)M8%L8C$'M8 EFLG'%ML8)MO K5IREH

产生共定位关

系!直观记录到了
2KE!1

的迁移!为自噬体的形成提

供了证据 =1S>

"

1,!+

年!

A'%')'9$F9 K

等使用
23456

技术拍摄到
T3IU

蛋白在自噬诱导条件下! 即使没

有第二信使
VRV-

合成的情况下!依然包围了前期自

噬特异性结构
W7A!

复合物!表明
T3IU

蛋白有助

于前期自噬体成核 =1+>

"

1,!+

年 !

X@ Y

等 =10>借助片光照明
23456

技

术 !拍摄到
3

细胞上
3

细胞受体
B3 E8&& 58(8GMF%O

3E5H

原本为随机分布 !激活后
1* :

内变为明显的

岛状分布" 确定了被活化的
3

细胞膜上受体的时空

变化关系"

1,!0

年 !

2(:!)8Z8%Q [

等使用计算机模拟内吞

过程并使用
-J/23456

技术观察到
"

型网格蛋白

小窝中
J)L1

蛋白 #

2;?U

蛋白以及网格蛋白的内

外层级关系 =1.>

"

1,!0

年!

2@&8$L') X Y

等成功对健康和受损的

足细胞
BVFCF(<M8H

上多种蛋白与相关结构进行

23456

与
2K6

关联显微成像!揭示了足细胞骨架

受伤重组机制 =1U>

"

!

结束语

文中先后介绍了单分子定位原理 #

23456

光

路构建#

1J/23456

和
-J/23456

原理! 简述了

多色成像与光电联合成像的发展! 最后介绍了现阶

段应用
23456

技术的研究成果 "

23456

空间分

辨率虽然远高于其他超分辨成像技术! 但主要适用

于死的固定样品!如何实现低损伤#视频级时间分辨

23456

仍是亟待解决的科学问题 " 此外 ! 目前

23456

所使用的荧光探针仅有红外区探针闪烁效

率较高! 迫切需要蓝绿可见光波段闪烁性良好的荧

光探针"

23456

技术与电镜的联合成像在制样等

诸多过程中均存在妥协之处! 优化制样流程或研发

出具有强大耐受能力的荧光探针对于凸显各自优势

也十分关键"
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