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多种超分辨荧光成像技术比较和进展评述
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摘要：所见即所得是生命科学研究的中心哲学，贯穿在不断认识单个分子、分子复合体、分子动态行为和整个分子

网络的历程中。 活的动态的分子才是有功能的，这决定了荧光显微成像在生命科学研究中成为不可替代的工具。
但是当荧光成像聚焦到分子水平的时候，所见并不能给出想要得到的。 这个障碍是由于受光学衍射极限的限制，
荧光显微镜无法在衍射受限的空间内分辨出目标物。 超分辨荧光成像技术突破衍射极限的限制，在纳米尺度至单

分子水平可视化生物分子，以前所未有的时空分辨率研究活细胞结构和动态过程，已成为生命科学研究的有力工

具，并逐渐应用到材料科学、催化反应过程和光刻等领域。 超分辨成像技术原理不同，其具有的技术性能各异，限
制了各自特定的技术特色和应用范围。 目前主流的超分辨成像技术包括 ３ 种：结构光照明显微镜技术（ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ
ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ， ＳＩＭ）、受激发射损耗显微技术（ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ， ＳＴＥＤ）和单分子定位成

像技术（ｓｉｎｇｌｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ， ＳＭＬＭ）。 这些显微镜采用不同的复杂技术，但是策略却是相同

和简单的，即通过牺牲时间分辨率来提升衍射受限的空间内相邻两个发光点的空间分辨。 该文通过对这 ３ 种技术

的原理比较和在生物研究中的应用进展介绍，明确了不同超分辨成像技术的技术优势和适用的应用方向，以方便

研究者在未来研究中做合理的选择。
关键词：超分辨荧光成像；纳米尺度；可视化；活细胞结构和动态
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ｓｕｐｅｒ⁃ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｍａｇｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｓ ｒａｐｉｄｌｙ ｅｘｐａｎｄｉｎｇ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｍａｐｐｉｎｇ，
ｍｕｌｔｉ⁃ｔａｒｇｅｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｉｍａｇｉｎｇ． Ｉｎ ｔｈｅ ｌａｔｔｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ， ｓｕｐｅｒ⁃ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｍａ⁃
ｇｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｓ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒｌｙ ａｄｖａｎｔａｇｅｏｕｓ ｂｅｃａｕｓｅ ｏｆ ｍｏｒｅ ｆｌｅｘｉｂｌｅ ｓａｍｐｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ｈｉｇｈｅｒ
ｌａｂｅｌｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ， ｆａｓｔｅｒ ａｎｄ ｓｉｍｐｌｅｒ ｒｅａｄｉｎｇｓ， ａｎｄ ｇｅｎｔｌｅｒ ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ． Ｉｎ
ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ， ｗｅ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｔｈｒｅｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ａｎｄ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅ ｔｈｅｉｒ ａｐｐｌｉｃａ⁃
ｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｂｉｏｌｏｇｙ． Ｗｅ ｅｘｐｅｃｔ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｄｅｓｃｒｉｂｅｄ ｈｅｒｅｉｎ ｗｉｌｌ ｈｅｌｐ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓ ｃｌａｒｉｆｙ ｔｈｅ
ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｂｌｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｐｅｒ⁃ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｍａｇｉｎｇ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ， ｔｈｕｓ ｆａｃｉｌｉｔａｔｉｎｇ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓ ｉｎ ｍａｋｉｎｇ ｒｅａｓｏｎａｂｌｅ ｃｈｏｉｃｅｓ ｉｎ ｆｕｔｕｒｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ．

引用本文：陈婕，刘文娟，徐兆超． 多种超分辨荧光成像技术比较和进展评述． 色谱，２０２１，３９（１０）：１０５５－１０６４．
ＣＨＥＮ Ｊｉｅ， ＬＩＵ Ｗｅｎｊｕａｎ， ＸＵ Ｚｈａｏｃｈａｏ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｕｐｅｒ⁃ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｔｅｃｈ⁃
ｎｉｑｕｅｓ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２１，３９（１０）：１０５５－１０６４．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｓｕｐｅｒ⁃ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ； ｎａｎｏｍｅｔｅｒ ｓｃａｌｅ； ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ； ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｄｙｎａｍｉｃｓ

　 　 所见即所得是生命科学研究的中心哲学，贯穿

在不断认识单个分子、分子复合体、分子动态行为和

整个分子网络的历程中。 活的动态分子才是有功能

的，这决定了荧光显微成像在生命科学研究中成为

不可替代的工具。 但是当荧光成像聚焦到分子水平

的时候，所见并不能给出想要得到的。 这个障碍是

由于受光学衍射极限的限制，荧光显微镜无法在衍

射受限的空间内分辨出目标物。 为了克服衍射极限

的限制，以 Ｓｔｅｆａｎ Ｈｅｌｌ、Ｗｉｌｌｉａｍ Ｅ． Ｍｏｅｒｎｅｒ、Ｅｒｉｃ

Ｂｅｔｚｉｇ、Ｘｉａｏｗｅｉ Ｚｈｕａｎｇ、Ｍａｔｓ Ｇ． Ｌ． Ｇｕｓｔａｆｓｓｏｎ 为

代表的科学家从 ２０ 世纪 ９０ 年代开始寻求方法，最
终在 ２００８ 年前后使得超分辨成像技术趋于成熟［１］。
Ｈｅｌｌ［２］发明了受激发射损耗显微技术（ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ
ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ， ＳＴＥＤ）， Ｍｏｅｒｎｅｒ［３］ 开创了单

分子定位技术 （ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｍｉ⁃
ｃｒｏｓｃｏｐｙ， ＳＭＬＭ）， Ｂｅｔｚｉｇ 等［４］提出了单分子定位

成像的原理，并发明了光激活定位显微成像技术

（ｐｈｏｔｏａｃｔｉｖａｔｅｄ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ， ＰＡＬＭ），
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Ｚｈｕａｎｇ 等［５］发明了基于荧光小分子的随机光学重

构超分辨成像技术 （ ｓｔｏｃｈａｓｔｉｃａｌｌｙ ｏｐｔｉｃａｌ ｒｅｃｏｎ⁃
ｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ， ＳＴＯＲＭ）， Ｇｕｓｔａｆｓｓｏｎ［６］ 发

明了结构光照明显微镜技术（ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ ｉｌｌｕｍｉｎａ⁃
ｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ， ＳＩＭ）。 这 ３ 种技术为主要代表的

超分辨荧光成像技术已在生命科学和材料科学中展

示出巨大的威力和应用前景。 本文通过对这 ３ 种技

术的原理比较和在生物研究中的应用进展介绍，期
望帮助研究者明确不同超分辨成像技术的技术优势

和适用的应用方向，以方便研究者在未来研究中做

合理的选择。

１　 超分辨成像原理

１．１　 ＳＩＭ：简单的样品制备及中等分辨率的提高

　 　 ＳＩＭ 和 ＳＴＥＤ 技术均可归于基于特殊强度分布

的照明显微成像技术一类。 ＳＩＭ 成像的原理如图

１ａ 所示［７］，在荧光显微成像中，通过对系统点扩散

函数的卷积和对样品的荧光强度分布可获得样品的

荧光图像，相当于对荧光强度的频谱进行了低通滤

波。 因而空间上相邻的荧光分子在密集的分子群中

表现出高的空间频率，这些高频分量对应样品的细

微结构，在通过物镜被低通滤波截断后不能被检测

器接收，因而传统荧光成像时丢失了大量样品精细

结构的信息，如何收集这些高频信息成为突破衍射

极限的关键。 为了达到这个目的，ＳＩＭ 技术利用了

莫尔效应，莫尔效应是通过用结构化光照射样品而

产生的，当两个周期性图案重叠时，会出现称为莫尔

条纹的较粗的图案，该空间频率恰好偏移了结构化

模式的频率。 在莫尔效应的影响下，ＳＩＭ 将传统荧

光显微镜丢失的高频信息移入到可被检测的低频区

域，而后通过进一步的算法优化和处理将其中的高

频信息进行恢复，从而提高了成像的分辨率［８］。 值

得注意的是，ＳＩＭ 在焦平面上的分辨率约为传统荧

光显微镜的 ２ 倍，即约为 １００ ｎｍ［９］。 这是由于 ＳＩＭ
的照明模式是由两束激发光经过物镜后在样品面上

干涉产生，因此周期性的条纹也是衍射受限的。
　 　 近些年 ＳＩＭ 也出现了一些重要的改进技术，
Ｇｕｓｔａｆｓｓｏｎ 等［６］在 ２００５ 年基于荧光团在强激光下

的非线性效应提出了饱和结构光照明显微术（ｓａｔｕ⁃
ｒａｔｅｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ， ＳＳＩＭ），
这一技术将传统 ＳＩＭ 的横向分辨率提升到了约 ４０
ｎｍ。 但是这种成像技术也存在一定的缺点，ＳＳＩＭ
的激发时间较长且激发功率较高，因此这种方法在

图 １　 主要超分辨率技术原理
Ｆｉｇ． １　 Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｓｕｐｅｒ⁃ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ

　 ａ． Ｔｈｅ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
（ＳＩＭ） ． Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｉｓ ｉｌｌｕｍｉｎａｔｅｄ ｂｙ ａ ｓｉｎｕｓｏｉｄａｌ ｐａｔｔｅｒｎ ｔｏ
ｐｒｏｄｕｃｅ ｍｏｉｒé ｆｒｉｎｇｅｓ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｂｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ＳＩＭ ｍｉ⁃
ｃｒｏｓｃｏｐｅ． Ａｆｔｅｒ ａｃｑｕｉｒｉｎｇ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ １５ ｉｍａｇｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｔ ｐｈａｓｅｓ ａｎｄ ｏｒｉｅｎｔａｔｉｏｎｓ， ｔｈｅ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｒｅｍｏｖｅ
ｔｈｅ ｋｎｏｗｎ ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｔｏ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａ ｈｉｇｈ⁃ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｉｍａｇｅ． ｂ． Ｔｈｅ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ
（ＳＴＥＤ） ． Ｉｎ ＳＴＥＤ ｉｍａｇｉｎｇ， ａｎ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｌａｓｅｒ ｉｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘｃｉｔｅ
ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｉｓ ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ ｂｙ ａ ｓｅｃｏｎｄ，
ｄｏｕｇｈｎｕｔ⁃ｓｈａｐｅｄ ｌａｓｅｒ ｂｅａｍ ａｌｉｇｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｌａｓｅｒ．
Ｔｈｅ ｅｘｃｉｔｅｄ ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｅｓ ａｒｅ ｄｅｐｌｅｔｅｄ ｂｙ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｅｍｉｓｓｉｏｎ
ａｎｄ ｄｒｉｖｅｎ ｔｏ ｔｈｅ ｇｒｏｕｎｄ ｓｔａｔｅ ｂｅｆｏｒｅ ｅｍｉｔｔｉｎｇ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，
ｔｈｅｒｅｂｙ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ． ｃ． Ｔｈｅ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ
ｓｉｎｇｌｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ （ＳＭＬＭ） ｉｓ ｔｏ ｓｔｏｃｈａｓ⁃
ｔｉｃａｌｌｙ ａｃｔｉｖａｔｅ ａ ｓｍａｌｌ ｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｅｓ，
ｗｈｉｃｈ ａｒｅ ａｃｑｕｉｒｅｄ， ｌｏｃａｔｅｄ， ａｎｄ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ． Ｔｈｉｓ ｃｙｃｌｅ ｉｓ ｒｅ⁃
ｐｅａｔｅｄ ｔｏ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ｌｏｃａｔｅ ｅａｃｈ ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｅ ａｎｄ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａ
ｓｕｐｅｒ⁃ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｍａｇｅ．
　 Ｐｉｃｔｕｒｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｐａｐｅｒ［７］ ， ｏｂｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｐｅｒｍｉｓ⁃
ｓｉｏｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｍｕｌｔｉｄｉｓｃｉｐｌｉｎａｒｙ Ｄｉｇｉｔａｌ Ｐｕｂｌｉｓｈ⁃
ｉｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ．

应用于活细胞成像时受到了很大的局限。 Ｓｏｎｎｅｎ
等［１０］在 ２００８ 年开发了 ３Ｄ⁃ＳＩＭ 技术，将横向分辨率

及纵向分辨率分别提升至约 １００ ｎｍ 和约 ３００ ｎｍ。
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但目前 ＳＩＭ 作为一种基于宽场的超分辨显微成像

技术仍存在一些问题。 首先，基于宽场照明的激发

模式的能量密度较低，因此在成像过程中很容易受

到样品散射的影响，且其组织穿透深度较低，其应用

大多局限在单细胞层面。 ＳＩＭ 面临的另一个挑战是

图像处理速度，特别是随着图像采集速度的迅速提

高，如何足够快地处理这些数据变得越来越具有挑

战性。 此外，样品所引起的相差也是 ＳＩＭ 在实验数

据采集中或数据重构过程中需要加以解决或加以修

正的问题［１１］。
　 　 ＳＩＭ 具有样品制备简单，成像速度快，成像视野

大等优势，目前已趋于成熟并已经实现了商业化，在
生物学领域受到了广泛的应用。 此外，与其他超分

辨成像技术相比，ＳＩＭ 对于成像分辨率的提升并不

依赖于特殊的荧光探针，普通的荧光团不需要特殊

的性质就可以使用，可选择的荧光分子多，特别适用

于活细胞多色动态成像。
１．２　 ＳＴＥＤ：更高的分辨率

　 　 ＳＴＥＤ 是第一种应用于细胞成像的远场超分辨

成像技术，该技术通过纯光学方法实现对荧光团亮

态和暗态的调控，利用受激辐射效应来压缩发光点

的点扩散函数从而绕过光学衍射极限限制。
　 　 荧光分子在受到激发后由基态 Ｓ０ 态跃迁到电

子激发态振动能级 Ｓｎ
∗，而后弛豫到激发态的最低

振动能级 Ｓ１ 态回到基态 Ｓ０ 并发出荧光，这一过程

称为自发辐射过程。 但是如果荧光分子在激发态还

未来得及向基态跃迁发射光子时系统内恰有第二个

光子，且其能量恰好等于荧光团基态与激发态能级

差，此时荧光团则会吸收第二个光子并同时发射两

个与吸收的第二个光子具有相同能量、频率、相位及

传播方向的光子，即发生受激辐射过程，自发辐射过

程则被抑制［１２］。 ＳＴＥＤ 建立在共聚焦显微镜基础

上，采用两个激光器分别作为激发光光源和损耗光

光源，其中损耗光光源产生的激光束通过螺旋相位

板转变为中空的激光光束，并与激发光光源经过准

直叠加后照射到样品上，二者共同作用产生缩小的

自发辐射光斑， 得到 ＳＴＥＤ 超分辨图像 （ 见图

１ｂ） ［７］。 对于生物样品来说，ＳＴＥＤ 的横向分辨率通

常在 ３０ ｎｍ 到 ８０ ｎｍ 之间，具体取决于样品的性质

和消耗激光的应用功率［１３］。
　 　 在 ＳＴＥＤ 成像中要获得更高的分辨率就需要高

效地使损耗光照射的荧光团进入暗态，自发辐射通

常在样品被激发后几个纳秒内发生，因此需要严格

控制受激辐射发生的时间，通常激发光要先于损耗

光约 ２００ ｐｓ 到达样品，才可以保证荧光团被有效激

发和损耗。 此外，由于时间范围很短，且荧光分子的

受激辐射横截面很小，要想完全耗尽重叠区域的荧

光就需要非常高的 ＳＴＥＤ 光强度，ＳＴＥＤ 光强度越

大，系统的空间分辨率也就越高。 从理论上说，无限

增加耗尽激光功率可以无限提高 ＳＴＥＤ 的分辨率。
但在实际应用中，损耗光功率过大容易导致细胞光

毒性和荧光团的光漂白等问题，这是 ＳＴＥＤ 技术在

活细胞成像中迫切需要解决的挑战［１１］。
　 　 理论上所有的荧光发色团均能发生受激辐射以

得到 ＳＴＥＤ 超分辨成像，但由于高强度损耗光（一
般为共聚焦激发光的 １００ 倍）所造成的光漂白问

题，使 ＳＴＥＤ 在应用的初期可用的染料范围相当有

限。 理想的 ＳＴＥＤ 染料应具有高亮度、高光稳定性

的、大斯托克斯位移等特点，目前报道可用于 ＳＴＥＤ
成像的荧光探针主要可分为 ３ 类：荧光蛋白、有机小

分子染料和荧光纳米颗粒。 ２００６ 年 Ｗｉｌｌｉｇ 等［１４］ 利

用绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）实现了病毒和内质网的超

分辨成像，其分辨率达到 ７０ ｎｍ。 但与有机小分子

荧光染料和荧光纳米颗粒相比，荧光蛋白的光稳定

性和亮度仍有较大的差距，目前依旧难以实现较长

时间的 ＳＴＥＤ 成像。 而一些结构优化过的有机染料

分子被证明具有良好的抗光漂白性质，如结构优化

后的硅罗丹明类染料可以在长达 １ ５００ ｓ 的 ＳＴＥＤ
成像后仍保留近 ７０％ 的荧光信号［１５］。 目前也已经

有多种商业化染料可供选择，如 ＡＴＴＯ 系列、Ａｂ⁃
ｂｅｒｉｏｒ 系列等［１６］。 此外，一些高亮度抗漂白的荧光

纳米颗粒，如量子点、上转换纳米颗粒、染料复合等

离子体纳米颗粒等材料也正在被逐渐应用于 ＳＴＥＤ
成像领域［１７］。
１．３　 ＳＭＬＭ：单分子定位成像

　 　 除 ＳＴＥＤ 和 ＳＩＭ 技术外，ＳＭＬＭ 技术也是一种

可以克服衍射极限而获得超分辨图像的成像方法。
ＳＭＬＭ 是基于单个荧光团在 ｏｎ 态（荧光）和 ｏｆｆ 态
（非荧光）之间的随机切换，在特定的时间内，利用

组合激光束（激活和激发激光束）照射使荧光团显

示出荧光开关或闪烁，荧光团的随机光开关在每一

帧图像中只产生少量的荧光点，在收集到足够的光

子数后，通过二维高斯函数拟合的分析算法来帮助

精确定位单个荧光团，最后通过合并所有单独激活

的荧光团的位置重建超分辨图像，这种方法通常被

认为是基于探针的单分子定位超分辨率显微镜［１８］。

·８５０１·
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该技术是通过数千帧荧光图像的重建来获得单幅高

空间分辨率图像，这种技术中最常见的是光激活定

位显微成像技术（ＰＡＬＭ）和随机光学重构超分辨成

像技术（ＳＴＯＲＭ），这两种方法的机理如图 １ｃ 所

示［７］。
　 　 光激活荧光蛋白具有特殊的光开关特性，这类

荧光蛋白仅有在被激活后才会被激发而发出荧光，
Ｂｅｔｚｉｇ 等［１９］在 ２００６ 年首次利用这种具有光开关性

质的绿色荧光蛋白实现超分辨 ＰＡＬＭ 成像。 首先

用 ４０５ ｎｍ 激活光照射目标区域激活少量的荧光蛋

白，随后再用 ５６１ ｎｍ 的激发光使被激活的荧光蛋

白发出荧光，采集并定位这些单分子的位置直至荧

光分子被漂白，重复“激活⁃激发⁃定位⁃漂白”的过程

后将所有定位点叠加后重构得到超分辨图像。
ＳＴＯＲＭ 的原理与 ＰＡＬＭ 的原理类似，主要区别在

于 ＳＴＯＲＭ 使用的是光转换荧光染料（Ｃｙ３⁃Ｃｙ５ 荧

光对）对样品进行标记，通过激光控制 Ｃｙ５ 分子的

“ｏｎ⁃ｏｆｆ”态从而获得单分子信号，通过重复“激活⁃
激发⁃定位⁃漂白”的过程最终重构出超分辨图像。
　 　 与 ＳＴＥＤ 和 ＳＩＭ 技术不同，单分子定位技术需

要用特定的荧光探针标记样品，通过调控其开关特

性从而将空间上重叠的多分子荧光图像在时间上进

行分离，并得到一系列子图像，进而利用单分子定位

算法精准定位荧光团后将图像进行叠加从而重构出

超分辨图像。 在这种花费时间分辨率来获得高分辨

率的成像过程中，具有高亮度、高光稳定性、优异开

关性质的荧光材料成为实现高分辨率 ＳＭＬＭ 成像

的关键因素［１８］。 目前已经有一系列适用于 ＳＭＬＭ
成像的荧光材料被开发出来，其中具有光开光性质

的荧光蛋白和有机小分子染料占据了主导地位。 前

述的具有光开关性质的绿色荧光蛋白是由野生

ＧＦＰ 突变而得［１０］，并最早被应用于 ＳＭＬＭ 成像，但
其亮度较低导致成像的信噪比低，且最小采集时间

约为 １５０ ｍｓ ／帧限制了其进一步生物应用［１１］。 随

着进一步优化，目前已经有多种光激活荧光蛋白被

开发，其发射波长可覆盖可见光区，为成像提供了丰

富的选择。 此外，具有更高亮度、更高光稳定性、更
小尺寸的小分子光开关也获得了普遍关注，光开关

类荧光分子（如 Ｃｙ５、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６４７）和光笼类荧

光分子（如 Ｃａｇｅｄ Ｑ⁃ｒｈｏｄａｍｉｎｅ、Ｃａｇｅｄ ｃａｒｂｏｘｙｆｌｕ⁃
ｏｒｅｓｃｅｉｎ）等已经被广泛应用于超分辨 ＳＭＬＭ 成像

中［２０，２１］。
　 　 超分辨 ＳＭＬＭ 技术通过简单荧光“ｏｎ⁃ｏｆｆ”实

现了在纳米尺度的超高精度的荧光成像。 但是它的

缺点也很显著，ＳＭＬＭ 技术对于荧光团的准确定位

来源于光子数的采集，又因为需要使荧光团稀疏发

光的特点，因此需要采集大量的子图像进行数据分

析与重构，计算量大且耗时很长，难以对细胞中的动

态过程进行实时跟踪［２２］。 此外，ＳＭＬＭ 技术的样品

制备过程复杂且要求严格，包括反复照射导致的荧

光团光漂白等问题使该技术在用于活体成像时仍有

诸多问题亟待解决。
１．４　 ３ 种超分辨成像技术比较

　 　 超分辨荧光成像技术的出现对于生命科学的发

展无疑有着举足轻重的意义，这 ３ 种成像技术基于

不同的原理均打破了衍射极限的桎梏，有力地推动

了生命科学的快速进步［２３］。 在进行活细胞成像时，
空间分辨率和时间分辨率之间的制衡会影响研究者

对于这 ３ 种超分辨成像技术的选择。 ＳＩＭ 已经被证

明可以用于多细胞生物中的三维实时成像，但与其

他技术相比，其较低的横向及纵向分辨率均仍需进

一步优化；ＳＴＥＤ 尽管受限于成像视野小、高光漂白

性的缺点，但在高空间分辨率下可兼顾最佳的时间

分辨率，并且已经证明了可以进行三色 ＳＴＥＤ 成像；
而在 ＳＭＬＭ 超分辨成像时，时间分辨率受定位所有

荧光团所需的时间限制，具体与荧光团的开关、发光

性质密切相关。 随着成像的横向和纵向分辨率的提

高，图像采集速度、光漂白特性及多色、动态成像的

可能性也越来越成为超分辨荧光成像的关键决定因

素。 简而言之，这 ３ 种主要技术各有优缺点，选用哪

种技术需取决于样品细节和所要研究的生物学问

题［７，１１，２４］。

２　 超分辨成像的生物应用

２．１　 ＳＩＭ
　 　 尽管相比于 ＳＴＥＤ 及 ＳＭＬＭ， ＳＩＭ 对分辨率仅

有中等程度的提高，但具有成像速度快、染料兼容性

强、样品制备简单等突出优势，是一种特别适用于活

细胞动态成像的超分辨成像技术。 目前的研究已经

证实，ＳＩＭ 在呈现活细胞中复杂结构之间的相互作

用的研究中具有突出优势。
　 　 ２００７ 年，Ｓｃｈｅｒｍｅｌｌｅｈ 等［２５］ 报道了 ３Ｄ⁃ＳＩＭ 用

于动物细胞成像的一个典型案例（见图 ２ａ）。 他们

在多达 ３ 个通道中同时观察固定的小鼠 Ｃ２Ｃ１２ 成

肌细胞的染色质、核层和核孔复合体。 ＳＩＭ 突出的

三维成像能力，使得与核层通道共定位的单个核孔

·９５０１·
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复合体的分辨成为可能。 此外，他们还能够区分核

膜内外不同的孔复合蛋白。 ＤＮＡ 结构中的空洞导

致核孔复合体的产生，表明 ＤＮＡ 被排除在这些连

接细胞质和细胞核的孔之外。 这一早期工作为三维

分辨率倍增的宽场荧光显微镜、多色通道的同时成

像以及使用传统荧光团标记感兴趣的细胞结构提供

了一个令人印象深刻的案例。 后期研究者通过与电

图 ２　 ３Ｄ⁃ＳＩＭ 成像
Ｆｉｇ． ２　 ３Ｄ⁃ＳＩＭ ｉｍａｇｉｎｇ

　 ａ． Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ３Ｄ⁃ＳＩＭ ｉｎ Ｃ２Ｃ１２ ｗｉｔｈ ＤＡＰＩ⁃ｓｔａｉｎｅｄ ＤＮＡ （ｂｌｕｅ）， ｎｕｃｌｅａｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｔｉ⁃ｌａｍｉｎ Ｂ （ｇｒｅｅｎ），
ａｎｄ ｅｐｉｔｏｐｅ ＮＰＣ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ａｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｈａｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｓ ｔｈｅ ｅｐｉｔｏｐｅ ＮＰＣ （ｒｅｄ） ［２５］ ． Ｓｃａｌｅ ｂａｒ： １ μｍ． ｂ． ３Ｄ⁃ＳＩＭ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ
ｔｈｅ ＦｔｓＺ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｆｕｓｅｄ ｗｉｔｈ ＧＦＰ ｉｎ ｌｉｖｉｎｇ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｃｅｌｌｓ［２９］ ． Ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｒ ｉｍａｇｅ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｂｙ ３Ｄ⁃ＳＩＭ ａｌｌｏｗｓ ｔｈｅ ｏｂｓｅｒｖａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒａｃｔｅｄ Ｚ ｒｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｕｒｉｎｇ ｄｉｖｉｓｉｏｎ （ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｗｈｉｔｅ ａｒｒｏｗ） ．
　 Ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｐａｐｅｒｓ［２５，２９］， ｏｂｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｐｅｒｍｉｓｓｉｏｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ Ａｄｖａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ ＰＬＯＳ．
　 ＣＬＳＭ： ｃｏｎｆｏｃａｌ ｌａｓｅｒ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ； ＮＰＣ： ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｐｏｒｅ ｃｏｍｐｌｅｘ； ＧＦＰ： ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ．

子显微镜对比， 对 ３Ｄ⁃ＳＩＭ 的有效性进行了验

证［２６］。 通过成像和分析玉米减数分裂过程中染色

体中的突触复合体发现，这些结构的侧部单元刚好

低于常规光学显微镜可以分辨的极限。 通过使用结

合 ＤＮＡ 的荧光团和荧光标记抗内聚蛋白 ＲＥＣ ８α⁃
ｋｌｅｉｓｉｎ 同源物抗体，他们发现：１．这种蛋白的分布沿

横向是不连续的；２． ＤＮＡ 的卷曲发生在突触复合体

形成之后；３．这些复合物被卷曲成左手双螺旋结构。
通过分析整个减数分裂过程中的这些结构，他们揭

示了这些双螺旋结构在减数分裂的不同阶段的短暂

性质。 这项关于染色质结构的工作很快被其他 ３Ｄ⁃
ＳＩＭ 研究跟进，他们分析了人类中心体在不同细胞

周期（如有丝分裂期和有丝分裂间期）的性质。 ＳＩＭ

荧光染色抗体的高特异性和 ＳＩＭ 扩展的三维成像

深度使其成为分析细胞内结构（例如，结构蛋白在

所有维度上的共定位）的宝贵工具。
　 　 ＳＩＭ 在生物医学领域的应用也开始出现。 在一

个早期的例子中，Ｂｒｏｗｎ 等［２７］ 使用 ３Ｄ⁃ＳＩＭ 来确定

皮质肌动蛋白在 ＮＫ 细胞（ｎａｔｕｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ ｃｅｌｌ）突触

附近的重构。 这种紧密肌动蛋白网的重塑被认为为

ＮＫ 细胞创造了所需的空间，使其分泌裂解颗粒到

目标细胞，从而杀死病毒感染或转化的细胞。 此外，
Ｃｏｇｇｅｒ 等［２８］首次用荧光显微镜对肝窦内皮细胞中

纳米孔的结构和分布进行了成像。 由于在此之前这

一结构只能用电子显微镜进行研究，而电子显微镜

样品的制备需要严苛的程序，以至于有生物学家怀

疑这些结构可能是样品制备过程中产生的污染。
　 　 微生物学是另一个率先引入 ＳＩＭ 技术的领域。
在该领域，目前集中在研究 ＦｔｓＺ 的结构和分布上

（见图 ２ｂ）。 ＦｔｓＺ 是真核细胞中微管蛋白的细菌同

源物，它组装成的 Ｚ 环是引起细菌细胞分裂的原

因。 Ｓｔｒａｕｓｓ 等［２９］ 使用 ３Ｄ⁃ＳＩＭ 对枯草芽孢杆菌和

金黄色葡萄球菌成像时发现，在这两种菌类中 Ｚ 环
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是不连续的；长时间动态成像进一步揭示了具有 Ｚ
环的 ＦｔｓＺ 位置是动态的，并且在整个细胞分裂过程

中保持异质性。
　 　 ＳＩＭ 超分辨成像技术也被用于病毒结构的分

析。 Ｈｏｒｓｉｎｇｔｏｎ 等［３０］ 使用 ３Ｄ⁃ＳＩＭ 对单个痘苗病

毒颗粒进行成像，借助荧光成像来跟踪该病毒的成

熟和形态的变化。 ３Ｄ⁃ＳＩＭ 的三维特性使他们能够

将病毒包膜蛋白 Ｂ５ 解析为围绕该病毒的球形结

构，从而提供了判断病毒颗粒成熟程度的手段。
　 　 ＳＩＭ 超分辨成像适应于活细胞成像的关键是照

明模式产生和样品扫描速度，目前已经利用电光器

件（如空间光调制器）实现。 Ｋｎｅｒ 等［１］ 以 １１ 帧 ／ ｓ
的成像速度跟踪了黑腹果蝇 Ｓ２ 细胞微管蛋白和驱

动蛋白动态。 大致同时，Ｈｉｒｖｏｎｅｎ 等［３１］ 展示了活

ＣＯＳ⁃７ 细胞中线粒体运动的 ３Ｄ⁃ＳＩＭ 长时间成像。
Ｓｈａｏ 等［３２］随后对 ＨｅＬａ 细胞中的线粒体和果蝇 Ｓ２
细胞中的微管进行了快速 ３Ｄ⁃ＳＩＭ 成像，速度为每

步 ５ ｓ，累计成像次数超过 ５０ 次。
　 　 除了以上提到的，ＳＩＭ 超分辨成像技术在植物

细胞结构的研究领域应用也颇为广泛，特别是胞间

连丝的结构、植物细胞间运输和通讯的微观通道以

及它们参与植物病毒的运输一直是最近研究的热

门。 相继出现的 Ｈｅｓｓｉａｎ⁃ＳＩＭ［３３］ 和 ＧＩ⁃ＳＩＭ［３４］ 分别

从算法和照明两个角度，实现了对 ＳＩＭ 成像的时间

和空间分辨率优化。 至此，科学家可以在长达 １ ｈ
的时间内，对细胞内复杂结构如线粒体嵴，细胞内复

杂生理过程如线粒体内质网相互作用进行更深入细

致的研究。
２．２　 ＳＴＥＤ
　 　 ＳＴＥＤ 是第一个应用于细胞成像的远场超分辨

率成像技术［３５］。 自 １９９４ 年发明以来，已经在多种

细胞生物学问题的研究中得到应用。
　 　 在神经细胞学的研究中，ＳＴＥＤ 成像技术提供

的纳米尺度分辨率，使研究者有可能进入前人难以

触碰的领域［８］。 将光稳定的染料 ＡＴＴＯ⁃６４７Ｎ 用抗

体标记，Ｗｅｓｔｐｈａｌ 等［３６］ 借助 ＳＴＥＤ 研究了海马神

经元活细胞的突触小泡，横向分辨率达到 ６２ ｎｍ。
研究者发现，突触束内突触小泡的活动高度受限，而
束外的小泡则表现出更快的线性运动。 这一差异可

能体现了轴突的运动。
　 　 在细胞结构如脂膜、细胞骨架等研究中，ＳＴＥＤ
技术同样具有灵活的应用。 硅罗丹明具有光稳定性

强、波长长的特点，它们可以很好地与市售 ７７５ ｎｍ

的 ＳＴＥＤ 损耗激光结合。 与较低波长激光相比，长
波长激光的光毒性显著降低，因而硅罗丹明类染料

在活细胞成像中特别受欢迎。 采用与多烯紫杉醇融

合的硅罗丹明 ＳｉＲ⁃ｔｕｂｌｉｎ 对细胞骨架进行 ＳＴＥＤ 成

像，获得的分辨率相比于用微管结合蛋白融合蛋白

标记提高了两倍。 对于细胞内的微管组织中心———
中心体，活细胞 ＳＴＥＤ 成像观察到其中心的中心粒

是由 ９ 个三重微管组成的圆柱形结构。 通过 ＳＴＥＤ
成像测得其直径为 １７６ ｎｍ，相邻最大值之间的极角

约为 ４０°，与中心粒的 ９ 倍对称性一致，这与通过电

子显微镜（ＥＭ）测得的结果基本一致，并且 ＳＴＥＤ
超分辨荧光成像还可以实现对活细胞的动态观察，
这是电子显微镜无法做到的。 ＳｉＲ⁃ａｃｔｉｎ 是另一种

基于硅罗丹明的探针，它可以实现对 Ｆ⁃ａｃｔｉｎ 特异

性标记。 借助 ＳＴＥＤ 成像，研究者观察到 ＳｉＲ⁃ａｃｔｉｎ
染色的原代大鼠海马神经元轴突边缘呈环状结构，
沿轴突轴均匀分布，周期为 １８０ ｎｍ。 随后，用 ＳｉＲ⁃
ｔｕｂｕｌｉｎ 进一步证实了这一周期性重复的细胞骨架

结构是神经细胞的一般特征［３７］。
　 　 细胞器之间相互作用及同一细胞器不同结构之

间的动态变化通常发生在纳米尺度上，这时只有依

赖超分辨显微成像才能实时观察到。 两种及以上光

谱有明显区分的染料配合使用的多色 ＳＴＥＤ 成像，
在细胞动态研究大有可为。 例如选取 ＡＴＴＯ⁃５９０ 与

硅罗丹明，配合蛋白标签可以实现不同细胞器相互

作用或者同一细胞器不同结构的双色 ＳＴＥＤ 跟踪

（见图 ３ａ） ［３８］。 采用相同的荧光团与标记方式，科
学家还发现小 ＧＴＰ 酶 ＡＲＦ１ 参与高尔基体运输中

细长管状载体的形成（见图 ３ｂ，ｃ） ［３９］。
２．３　 ＳＭＬＭ
　 　 包括 ＰＡＬＭ、荧光光激活定位技术（ｐｈｏｔｏａｃｔｉ⁃
ｖａｔｅｄ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ， ＦＰＡＬＭ）和 ＳＴＯＲＭ
在内的单分子定位荧光显微成像技术与 ＳＴＥＤ 的根

本区别在于这些技术的成像原理是基于单分子定位

的。 这些技术背后的基本原理是，如果收集到足够

的光子，并且在衍射受限范围内没有其他类似发射

的分子，单个分子的位置可以精确到 １ ｎｍ 或更好。
这一概念由海森堡在 ２０ 世纪 ３０ 年代提出，并在 ２０
世纪 ８０ 年代数学公式化，使得单分子跟踪研究成为

可能［４０］。 Ｇｅｌｌｅｓ 等［４１］对驱动蛋白修饰的小球的运

动进行了成像，精度为 １ ～ ２ ｎｍ。 这一工作成为许

多其他单分子成像研究的基础。
　 　 ＳＭＬＭ 技术的突出优势在于空间分辨率。 双色
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图 ３　 活细胞 ＳＴＥＤ 成像
Ｆｉｇ． ３　 ＳＴＥＤ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅ ｃｅｌｌｓ

　 ａ． ＳＴＥＤ ｉｍａｇｉｎｇ ＣＯＳ⁃７ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ Ｈａｌｏ⁃Ｓｅｃ６１ｂ （ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｍｅｍｂｒａｎｅ） ａｎｄ ＳＮＡＰ⁃ＫＤＥＬ （ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ
ｃａｖｉｔｙ） ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ＡＴＴＯ５９０ ａｎｄ ＳｉＲ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｓｃａｌｅ ｂａｒ： ２ μｍ． ｂ． ＳＴＥＤ ｉｍａｇｉｎｇ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＡＲＦ１⁃Ｈａｌｏ
ａｎｄ β⁃ＣＯＰ⁃ＳＮＡＰ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ＡＴＴＯ５９０ ａｎｄ ＳｉＲ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｓｃａｌｅ ｂａｒ： ５ μｍ． ｃ． Ｔｈｅ ＡＲＦ１ ｔｕｂｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｓ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｏｕｔｆｌｏｗ ｏｆ ｔｈｅ Ｇｏｌｇｉ ｂｏｄｙ．
　 Ｐｉｃｔｕｒｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｐａｐｅｒｓ［３８， ３９］ ， ｏｂｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｐｅｒｍｉｓｓｉｏｎ ｆｒｏｍ ｃｏｐｙｒｉｇｈｔｓ ｏｆ Ｓｐｒｉｎｇｅｒ Ｎａｔｕｒｅ ａｎｄ Ｔｈｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｓｏｃｉｅｔｙ ｆｏｒ
Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ．

ＳＴＯＲＭ 呈现的固定哺乳动物细胞中的微管网络和

网格状凹陷的组织，分辨率约为 ２０ ｎｍ［４２］ （见图

４ａ）。 利用光学像散，Ｈｕａｎｇ 等［４３］实现了三维（３Ｄ）
ＳＴＯＲＭ ＸＹ 平面上 ２０ ～ ３０ ｎｍ 的分辨率，ｚ 轴的分

辨率可达到 ５０ ｎｍ（见图 ４ｂ）。 利用多焦平面成像

技术，Ｊｕｅｔｔｅ 等［４４］ 实现了三维 ＦＰＡＬＭ 成像，ｘｙ 平

面分辨率为 ３０ ｎｍ，轴向分辨率为 ７５ ｎｍ。
　 　 因此，活细胞 ＳＭＬＭ 用于跟踪高时空分辨率的

生物过程和结构具有巨大的潜力，一个早期的例子

是网格蛋白介导的转铁蛋白簇的内吞作用的表

征［４５］。 在这些实验中，用 Ａｌｅｘａ ５６８ 标记转铁蛋白，
并通过 ＳＮＡＰ 标签用 Ａｌｅｘａ ６４７（通过电穿孔引入）
标记网格蛋白包被的凹坑。 双色 ＳＭＬＭ 图像揭示

了网格蛋白外壳和其中包裹的转铁蛋白在 ３０ ｓ 内

的形态变化。 其中转铁蛋白单独的时间分辨率高达

０􀆰 ５ ｓ，充分揭示了其集群的形成和内化过程。
　 　 具有光开关性质的膜特异性小分子荧光团使得

观察复杂细胞器膜的结构动力学成为可能。 例如，
亲脂性膜染料 ＤｉＩ（１，１′⁃二十八烷基⁃３，３，３′，３′⁃四
甲基吲哚碳菁）被用于研究海马神经元质膜的结构

和动力学。 借助 ＳＴＯＲＭ 成像获得的分辨率可以确

定树突棘颈的宽度，而一系列高时间分辨率（１０ ｓ）
成像的获得，为研究并揭示丝足和树突棘动力学和

二者在不同区域的收缩和伸展提供了依据［４６］。
　 　 随着更多适用于 ＳＭＬＭ 成像的染料出现，在更

长时间跨度更小时间分辨率上获取活细胞的动态生

理活动成为可能。 ＨＭＳｉＲ 及 ＨＩＤＥ 是其中有所突

破的典型。 ＨＭＳｉＲ 的开关不需要高强度激光照射

或额外试剂的添加，因此可以实现更长时间的

ＳＭＬＭ 成像。 对该分子而言，激光强度可以降低到

ＳＭＬＭ 中标准荧光团所需的 １０％ 左右，大大减少了

光漂白和光损伤。 这允许在 １ ｈ 的时间跨度内，以
３０ ｓ 的时间分辨率每隔 １０ ｍｉｎ 监测微管的运

动［４７］。 进一步通过点击化学将 ＨＭＳｉＲ 荧光团定位

在不同的膜上，正如对其他 ＨＩＤＥ 探针所观察到的，
亲脂性的膜环境将促进 ＨＭＳｉＲ 分子的“开⁃关”平衡

进一步向“关”的方向移动，使得密集标记的膜结构

的成像成为可能。 一个基于 ＨＭＳｉＲ 的内质网

ＨＩＤＥ 探针观察到，细胞边缘分布着宽度为 ５０ ｎｍ
的内质网小管，这与以前的电镜数据一致［４８］。
　 　 以上这些研究证明了 ＳＭＬＭ 作为活细胞动态

研究的强大武器，但其应用范围的进一步扩大和延

伸则需要更快的采集速度、更优的图像重构算法以

及亮度更高的小分子染料。

３　 总结和展望

　 　 包括 ＳＩＭ、ＳＴＥＤ 及 ＳＭＬＭ 等在内的超分辨成

像技术发展只有十多年的时间，但已经迅速展现出

巨大的潜力［１０］，并且空间分辨率的提高也正在缩小

与电子显微镜之间的差距。 几十年来，电子显微镜

一直是亚细胞结构最精细细节成像的主流技术，但
在样本动态活体实时成像上远不如荧光成像具有优

势，然而包括共聚焦成像在内荧光显微镜技术在亚

细胞结构的定位和鉴定中极大地受限于分辨率。 到
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图 ４　 哺乳动物细胞 ＢＳ⁃Ｃ⁃１中（ａ）微管和 ＣＣＰｓ 的双色 ＳＴＯＲＭ 成像和（ｂ） ３Ｄ⁃ＳＴＯＲＭ 成像
Ｆｉｇ． ４　 （ａ） Ｔｗｏ⁃ｃｏｌｏｒ ｓｔｏｃｈａｓｔｉｃａｌｌｙ ｏｐｔｉｃａｌ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ （ＳＴＯＲＭ） ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｓ ａｎｄ ＣＣＰｓ ａｎｄ

（ｂ） ３Ｄ⁃ＳＴＯＲＭ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｓ ｉｎ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｃｅｌｌｓ ＢＳ⁃Ｃ⁃１
　 Ｐｉｃｔｕｒｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｐａｐｅｒｓ［４２，４３］ ， ｏｂｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｐｅｒｍｉｓｓｉｏｎ ｆｒｏｍ ｃｏｐｙｒｉｇｈｔｓ ｏｆ ｔｈｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ Ａｄｖａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ
Ｓｃｉｅｎｃｅ．

目前为止，超分辨成像技术的主要用途集中在生物

应用上，用于研究小于 ２００ ｎｍ 结构变化的信息［４９］。
在这些应用中，超分辨成像技术通过详细的形态测

量表征，以高灵敏度和高特异性检测和鉴定特定的

生物分子。 除了在结构和形态表征方面与生物分子

检测、鉴定相结合外，超分辨成像技术也在迅速向相

互作用图谱、多靶点检测和实时成像等领域扩展。
在后一类应用中，超分辨成像技术尤以更灵活的样

品染色，更高的标记效率，更快更简单的读数，更温

和的样品制备程序而越来越具有优势。 荧光蛋白和

荧光染料是超分辨成像中主要使用的发色团，荧光

蛋白具有标记准确和生物无毒的优势，但随着时空

分辨提高所要求的荧光团更高亮度和稳定性的需

求，化学工作者正更多地关注于新型荧光染料的开

发。 超分辨成像技术的革新带来了前所未见的微观

世界的样貌，同时也激励化学工作者从机理上深刻

了解荧光染料构效关系，从合成上开发新型超分辨

荧光染料，与各领域研究工作者做好交叉，进一步借

助超分辨成像技术探索微观世界。 此外，提高对超

分辨显微成像技术的认识，以及发现细胞中纳米级

组织的前所未知的特征，也有助于研究者解决其他

方法无法回答的全新的问题。
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