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超分辨率成像荧光探针材料应用进展
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摘要：为了进一步认知复杂环境中的细胞生物学过程，研究人员发展了各种各样的生物成像技术。在这些技术中，生物

荧光成像因简单的成像条件以及对生物样品的相容性而得到了广泛的发展。然而，传统的荧光成像技术受到了光学衍

射极限的限制，无法分辨低于２００ｎｍ的空间结构，阻碍了对亚细胞结构的生物学过程研究。超分辨荧光显微镜技术突
破了传统光学衍射对成像分辨率的限制，能够获取纳米尺度的细胞动态过程。除了对传统的宽场荧光显微镜框架的改

进及升级改造之外，目前典型的超分辨成像显微镜技术通常依赖于荧光探针材料的光物理性质。常用的荧光探针材料

包括荧光蛋白、有机荧光分子和纳米荧光材料等。本文介绍了几种主流的超分辨荧光显微成像技术并总结了已经成功

应用到超分辨生物荧光成像中的荧光探针材料的应用进展。
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１　引　言

　　纳米技术与生物医学的快速发展和交叉融合
促使许多传统学科产生了革命性的变化，形成了

纳米生物医学这一交叉热点领域。将新兴的纳米

技术应用于细胞生物学、肿瘤生物学及临床医学

是目前纳米生物医学的研究重点［１２］。当前，对于

生命系统的认识已经深入到单细胞、单分子水平，

迫切需要在分子水平上对细胞的微观结构及生物

大分子的动态行为进行实时观测和分析［３５］。一

方面，人们希望能精密测量活细胞内生物分子的

三维空间分布；另一方面，研究者也希望准确理解

细胞内发生的各种动态过程：如蛋白质蛋白质之
间如何发生相互作用及其时空结构；结构蛋白与

核酸等如何组成细胞的基本结构体系；重要的活

性因子如何调节细胞的增殖、分化、凋亡与信号传

导等生命活动。反映这些体系结构功能的特征尺

度都在纳米量级，如何在纳米尺度上实时观测活

体细胞的精细结构及动态行为，对于生物医学及

生物信息科学等诸多研究领域都有重大意义。

典型的生物成像技术中，正电子发射断层扫

描（ＰｏｓｉｔｒｏｎＥｍｉｓｓｉｏｎＴｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＰＥＴ）、光学相干
成像（ＯｐｔｉｃａｌＣｏｈｅｒｅｎｃｅＴｏｍｏｇｒａｐｈｙ，ＯＣＴ）以及磁
共振成像（ＭａｇｎｅｔｉｃＲｅｓｏｎａｎｃｅＩｍａｇｉｎｇ，ＭＲＩ）等技
术应用到人类以及动物模型成像中主要受限于空

间分辨率（～１ｍｍ到１０μｍ）。电子显微镜（Ｅ
ｌｅｃｔｒｏｎＭｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＥＭ）恰好相反，能够提供分子
量级的空间分辨率，该技术与生物样品的不兼容

性以及真空成像环境等因素，只能对感兴趣的区

域提供单一的成像而不能提供动态的活细胞成像

过程。荧光显微镜（ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＭｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＦＭ）
利用荧光探针对生物分子进行特异性标记，通过

监测荧光信号实现可视化成像，在过去的几十年

中，已经成为活细胞、组织中生物分子特异性定

位、相互作用以及亚细胞活动过程等研究的重要

工具。荧光显微镜最大的优势在于其对活细胞的

兼容性，能够进行动态无损伤的生物成像实验。

随着新型荧光探针和成像理论的发展，研究人员

开发出了突破光学衍射极限的三维超分辨率荧光

成像技术。超分辨成像技术可以以纳米尺度空间

分辨在活细胞内观察到亚细胞结构和动态行为，

极大地推动生命科学的进一步发展。

ＥｒｉｃＢｅｔｚｉｇ教授，ＷｉｌｌｉａｍＥｓｃｏＭｏｅｒｎｅｒ教授
和ＳｔｅｆａｎＷａｌｔｅｒＨｅｌｌ教授因在超分辨率成像技术
中突破性和原创性的贡献而获得了２０１４年诺贝
尔奖。和近场光学相比，由于物镜与样品之间的

距离比光波长大得多，超分辨率成像属于远场光

学显微技术。突破光学衍射极限的关键在于调节

荧光探针分子在两种状态之间转变（荧光态和非

荧光态）。本文对不同超分辨荧光成像技术原理

进行介绍并总结近期广泛应用在生物学研究中的

超分辨荧光探针材料的发展。

２　超分辨荧光显微镜概述

　　在分辨率上，荧光显微镜提供了独特的空间
和时间分辨率选择（如图１所示）。然而，传统光
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学显微镜的分辨率受限于光学衍射极限，其分辨

率通常是所用光波长的一半。这表明，即使在配

备高数值孔径（Ｎ．Ａ．）物镜的高精度宽场显微镜
上，应用可见光最高只能达到２００ｎｍ的分辨率
（阿贝定律）［６］。因此，受空间分辨率的限制，生

物学中几十到几百纳米的空间范围的诸多亚细胞

基础过程都无法通过传统的光学显微镜可视化研

究。与传统的光学显微镜相比，超分辨率技术能

够提供近１０倍高的分辨率［７］。

图１　不同生物成像技术空间分辨率对比图
Ｆｉｇ．１　Ｓｐａｔｉａｌｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｉｏｌｏｇｉ

ｃａｌｉｍａｇｉｎｇｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ

根据成像技术的原理，超分辨成像可分为四

大类：

（１）基于光学非线性效应调控、压窄点扩散
函数（ＰｏｉｎｔＳｐｒｅａｄＦｕｎｃｔｉｏｎ，ＰＳＦ）的超分辨显微成
像技术（ＰＳＦＭｏｄｕｌａｔｉｏｎ）。包括受激发射损耗显
微 成 像 技 术 （ＳＴｉｍｕｌａｔｅｄＥｍｉｓｓｉｏｎＤｅｐｌｅｔｉｏｎ，
ＳＴＥＤ）［８１０］、基态损耗（ｇｒｏｕｎｄｓｔａｔｅｄｅｐｌｅｔｉｏｎ，
ＧＳＤ）、可逆饱和光学荧光跃迁超分辨显微成像技
术（ＲＥｖｅｒｓｉｂｌｅＳａｔｕｒａｂｌｅＯｐｔｉｃａｌＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＴｒａｎ
ｓｉｔｉｏｎｓ，ＲＥＳＯＬＦＴ），等［１１１３］。

（２）基于单分子定位（ＳｉｎｇｌｅＭｏｌｅｃｕｌｅＬｏｃａｌｉ
ｚａｔｉｏｎＭｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＳＭＬＭ）的超分辨显微成像技
术。包括光激活定位显微成像技术（ＰｈｏｔｏＡｃｔｉｖａ
ｔｅｄＬｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎＭｉｃｒｏｓｃｏｐｙＰＡＬＭ）［１４１６］、（直接）随
机光学重构显微成像技术（（ｄｉｒｅｃｔ）ＳＴｏｃｈａｓｔｉｃ
ＯｐｔｉｃａｌＲｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎＭｉｃｒｏｓｃｏｐｙ（ｄ）ＳＴＯＲＭ），
等［１４，１７１８］。

（３）基于荧光分子随机涨落（Ｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎ／
Ｂｌｉｎｋｉｎｇ）的超分辨显微成像技术。该类技术包括
随机光学涨落超分辨显微成像（Ｓｕｐｅｒｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
ＯｐｔｉｃａｌＦｌｕｃｔｕａｔｉｏｎＩｍａｇｉｎｇＳＯＦＩ）、贝叶斯超分辨
显微 成 像 （ＢａｙｅｓｉａｎＡｎａｌｙｉｓｉｏｆＢｌｉｎｋｉｎｇａｎｄ
Ｂｌｅａｃｈｉｎｇ３Ｂ）［１９２１］，等。

（４）基于频域处理的超分辨成像技术。该类
技术主要包括：结构光照明显微成像技术（Ｓｔｒｕｃ
ｔｕｒｅｄＩｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎＭｉｃｒｏｓｃｏｐｙＳＩＭ）和饱和结构光照
明显微成像技术（ＳａｔｕｒａｔｅｄＳｔｒｕｃｔｕｒｅｄＩｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ
ＭｉｃｒｏｓｃｏｐｙＳＳＩＭ）［２２２３］。

这些突破性的思路将光学显微镜的分辨率提

升到纳米尺度。随着超分辨率成像技术的出现，

用于超分辨率成像的荧光探针材料在化学与生物

化学研究中显得尤为重要。对于 ＳＴＥＤ显微镜，
材料在较强的ＳＴＥＤ激光束照射下要具有足够好
的光稳定性且具备受激发射的能力；ＰＡＬＭ和
ＳＴＯＲＭ／ｄＳＴＯＲＭ要求荧光探针材料具备光激活
或光闪烁特性，用来拍摄荧光照片序列并进行单

粒子定位和图像解卷积过程；对于 ＳＯＦＩ来说，材
料在激光激发下，需要具有快速的荧光强度涨落

特性，通过计算图像时间序列上荧光分子的累积

量来实现超分辨成像。到目前为止，用于优化超

分辨成像性能的智能荧光材料（荧光蛋白，以及

荧光小分子染料和纳米材料等）已经揭示了诸多

传统荧光显微镜不能分辨的亚细胞结构及生物过

程。本文对不同超分辨技术原理进行介绍并总结

近期广泛应用在生物学研究中的超分辨荧光探针

材料的发展。结构光照明超分辨成像（ＳＩＭ）对荧
光探针无特殊要求，荧光探针的可选范围较广，但

本文不对ＳＩＭ成像的荧光探针进行总结。

３　 受激发射损耗荧光显微镜
（ＳＴＥＤ）

　　ＳＴＥＤ显微镜技术由 ＳｔｅｆａｎＷａｌｔｅｒＨｅｌｌ教授
提出并付诸实践［８，２４］。传统荧光显微镜中，在激

发光照明下，激发态的荧光探针分子通过自发辐

射而发射荧光形成衍射极限图像。在 ＳＴＥＤ显微
镜（基于扫描共聚焦显微镜的扫描方式）中，引入

第二束激光（ＳＴＥＤ光束）将原本自发辐射（寿命
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约为几纳秒）的荧光分子通过受激发射过程将其

激发态快速损耗到基态。环形的ＳＴＥＤ激光束使
处于两束激光交叠区域的荧光分子被损耗掉，处

在焦平面ＳＴＥＤ环形光中心区域的荧光点便是被
压缩了的点扩散函数（ＰＳＦ），以此提高分辨
率［２５］。由于 ＳＴＥＤ激光对荧光分子具有再激发
效应，因此ＳＴＥＤ光波长应该远离吸收波段，但要
在荧光发射的附近位置（如图２所示）。ＳＴＥＤ是
一种确定性的功能技术，利用荧光团的非线性响

应，在衍射极限以下达到更高的分辨率。

图２　ＳＴＥＤ超分辨显微镜原理示意图［２５］

Ｆｉｇ．２　Ｂａｓｉｃｌｉｇｈｔｐａｔｈｗａｙｄｉａｇｒａｍａｎｄｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆ

ＳＴＥＤｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ［２５］

由于环状ＳＴＥＤ光的面积理论上可以通过不
断增加其光强进行无限增大，因此，激发区域的光

斑可以无限小于衍射极限，最后通过扫描的方式

进行成像。ＳＴＥＤ的分辨率公式为：

ｄ＝ λ
２ｎｓｉｎθ １＋Ｉ／Ｉ槡 Ｓ

， （１）

式中，ＩＳ是荧光染料的饱和受激辐射强度，定义为
探针材料荧光发射强度被损耗到一半时的 ＳＴＥＤ
光强度；Ｉ表示 ＳＴＥＤ光强度。由公式（１）可知，
随着ＳＴＥＤ光强的增加，理论上可以无限增加分
辨率。在实际实验过程中，荧光分子的饱和光强

范围为１０～１００ＭＷ／ｃｍ２，为了获得较高的空间
分辨率，实验中需要足够强的ＳＴＥＤ光功率密度，
对样品的光损伤和光漂白影响较为严重［２６２８］。

为了降低对样品的光损伤和光漂白的影响，与

ＳＴＥＤ类似的成像技术得到进一步的发展，其中
包括基态损耗（ＧｒｏｕｎｄＳｔａｔｅＤｅｐｌｅｔｉｏｎ，ＧＳＤ）等不
同方式的超分辨率荧光显微成像技术［２９３０］。

３．１　用于ＳＴＥＤ显微镜的荧光材料
在光学显微成像实验中，通常选取红光发射

的荧光探针，由于其需要较低的激发光子能量以

及极低的背景干扰。特别是罗丹明类的衍生物

ＡＴＴＯ６４７Ｎ，由于具有较高的量子效率和较大的
消光系数，在 ＳＴＥＤ显微镜中使用最为广泛。此
外，另一种红光发射的染料ＫＫ１１４，具有较好的光
稳定性和较好的水溶性，在 ＳＴＥＤ显微镜中的应
用同样比较广泛。由于 ＫＫ１１４是带负电荷的染
料，不能透过细胞且ＮＨＳ酯的稳定性较低等缺陷
抑制了其应用。为了避免这些缺点，Ｗｕｒｕｍ等人
设计合成一系列具有高量子效率且改进了 ＮＨＳ
酯稳定的新型红光罗丹明染料（如图 ３所示）。
该系列探针能以较高的对比度实现低于２５ｎｍ的
ＳＴＥＤ空间分辨率的细胞成像［３１］。

图３　红光发射的罗丹明荧光分子结构式
Ｆｉｇ．３　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｒｅｄｅｍｉｔｔｉｎｇｒｈｏｄａｍｉｎｅ

ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｅｓ

为了能够达到较高的成像分辨率，ＳＴＥＤ显
微技术需要一个高功率的ＳＴＥＤ激光作为第二光
源去擦除非靶标处的荧光。因此，具有大斯托克

斯位移的荧光分子受到了青睐，因为此类荧光分

子受激发射光的波长可以和自发辐射的荧光波长

明显区分，有利于对中心亚衍射极限的荧光斑点

信号的收集。Ｈｅｌｌ等人设计合成了一系列基于香
豆素分子结构的衍生物荧光探针，这些探针具有

较好的光稳定性、较高的荧光亮度和大的斯托克

斯位移（如图４所示）［３２］。分子１是通过１（３羧
基丙基）４羟甲基２，２二甲基１，２二氢喹啉片
段与香豆素荧光分子和 ３［２（２吡啶基）乙烯
基］残基耦连得到的。其吸收和发射峰位分别在

４７２ｎｍ和６２３ｎｍ。分子中的磷酸基团用来增强
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了染料分子的亲水性和荧光量子产率，同时减少

了非特异性结合。此外，活性羧酸基团用来生物

耦连以实现免疫荧光标记实验。分子 １ｄ
（Ｓｔａｒ４７０ＳＸ＋）是红光发射的香豆素类荧光染料，
通过二抗标记实现对高尔基体网络中ｃｉｓＧｏｌｇｉ和
ｔｒａｎｓＧｏｌｇｉ精细可区分的多色ＳＴＥＤ超分辨成像，
其光学分辨率约为７０ｎｍ。

图４　用于ＳＴＥＤ荧光显微镜的荧光分子１及其衍生

物结构式

Ｆｉｇ．４　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｏｌｅｃｕｌａｒ１

ａｎｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｕｓｅｄｉｎＳＴＥＤｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

为了更加精细的识别细胞器结构功能和动力

学过程，荧光探针除了应该具有足够的光稳定性、

高荧光亮度以及能与活细胞相容等性质外，细胞

渗透性和较低的光毒性同样至关重要。Ｓｃｈｅｐａｒｔｚ
等人［３３］发展了一种基于脂质的策略以克服高尔

基体的结构成像和动力学过程的挑战。该方法是

在活细胞超分辨成像中引入生物正交反应。通过

两步过程进行实验标记：用含有高尔基靶向官能

基团的反式环辛烯（ＣｅｒＴＰＯ）的神经酰胺脂质处
理细胞，高荧光亮度、含有四嗪标记的官能团的近

红外发光染料 ＳｉＲＴｚ（分子２）用来特异性识别
ＣｅｒＴＣＯ，硅罗丹明分子（ＳｉＲ）用来显示荧光信号
（如图５所示）；当两种分子在高尔基体内接近
时，四嗪和反式环辛烯通过无铜点击反应快速连

接在一起，反应生成具有较好光稳定性的染料

ＣｅｒＳｉＲ（分子 ３），从而有助于 ３Ｄ荧光成像和
ＳＴＥＤ超分辨高尔基体的成像分析。

由于硅罗丹明（ＳｉＲ）衍生物（如图６所示，分
子４）具有高荧光强度，低光毒性以及环境依赖的
ＯＦＦ态（非荧光螺旋体）／ＯＮ态（荧光两性离子）
转化的行为，能够明显的区分它们与极性蛋白质

图５　荧光分子２和３的化学结构式及在活细胞中
的正交反应示意图

Ｆｉｇ．５　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｏｌｅｃｕｌａｒｓ２
ａｎｄ３ａｎｄｔｈｅｂｉｏｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｒｅａｃｔｉｏｎｉｎｌｉｖｅｃｅｌｌｓ

表面非特异性结合（ＯＮ态）到疏水表面（ＯＦＦ态）
的变化过程。分子 ４在聚集态是无荧光的 ＯＦＦ
态。Ｊｏｈｎｓｓｏｎ等人［３４］根据这种性质开发了两套

由ＳｉＲ衍生物与多西他赛（分子５）和脱溴去甲基
茉莉酮酸（分子 ６）组成的荧光探针（如图 ６所
示），对活细胞中的细胞骨架结构进行超分辨率

成像。Ｈｅｌｌ等用荧光分子６作为探针，首先报道
了活细胞中海马神经元轴突中树突状皮质下肌动

蛋白的存在，该结果与早期电子显微镜实验结果

一致［３５］。损耗光波长处在近红外区域的荧光探

针光稳定性好，ＯＮ／ＯＦＦ的转换效率高，降低了光
散射并且对生物组织无毒。Ｈｅｌｌ等人设计了一系
列基于分子７的探针（如图６所示），该类探针光
稳定性好，水溶液中量子效率高，吸收和发射峰位

分别处在６００ｎｍ和６８０ｎｍ。与常用的罗丹明染
料（λ＝７５０～７７０ｎｍ）不同，这些小分子量的荧光
探针（分子量小于６００）在 ＳＴＥＤ显微镜中，使用
长波长（λ＝８００ｎｍ）的损耗激光使成像性能获得
关键的提升［３６］。

在典型的扫描 ＳＴＥＤ显微镜，荧光分子的吸
收截面常为１０－１６·ｃｍ－２，激发态寿命为几纳秒，

ＳＴＥＤ光强度常用３～１０ＭＷ·ｃｍ－２。在扫描的
过程中，荧光被 ＳＴＥＤ光损耗掉的荧光分子在需
要发光时能够快速恢复。只有当其保持在 Ｓ０或
Ｓ１状态时，才能确保及时的恢复荧光发射。通常，
不希望过渡到更高的激发态 Ｓｎ（ｎυ＞１）或三线
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图６　荧光分子４～７的化学结构式
Ｆｉｇ．６　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｏｌｅｃｕｌａｒｓ

４～７

态，荧光分子不能经历长时间的暗态或光漂白，因

此牺牲了光稳定性。通过特殊的氧化还原系统

（ＲＯＸＳ，还原剂抗坏血酸或 Ｔｒｏｌｏｘ；氧化剂甲基维
生素或Ｔｒｏｌｏｘ醌）可以显著提高荧光分子的光稳
定性。在氧化还原反应缓冲溶液中形成了自由基

阴离子和阳离子，激发的三线态的荧光分子被快

速退激发掉。随后的自由基物质会进一步通过整

体氧化还原反应回落到单线态基态。Ｓａｕｅｒ等人
通过这种方法提高了ＡＴＴＯ６４７Ｎ的光稳定性并且
使空间分辨率提高了几倍（＜３０ｎｍ）。用甲基紫
精羧酸作为氧化还原缓冲液，在 ６３ｍＷ 的
７５０ｎｍＳＴＥＤ光擦除下，单个 ＡＴＴＯ６４７Ｎ分子图
像的精度达到了１８ｎｍ［３７］。Ｊｏｈｎｓｓｏｎ等人通过
调节ＳｉＲ官能团，在ＳｉＲ６５０的基础上发展了一系
列的用于亚细胞结构（微管结构、溶酶体、肌动蛋

白）靶向的ＳｉＲ７００的荧光探针，并实现了１００ｎｍ
的结构光成像和约 ５０ｎｍ的 ＳＴＥＤ细胞微管成
像［３８］。

目前，小分子荧光分子由于其优异的特征，仍

然是 ＳＴＥＤ显微镜的主要荧光探针。为了拓展
ＳＴＥＤ显微镜的应用范围，Ｈｅｌｌ等使用商用的
ＣｄＳｅ／Ｚｎｓ和 ＣｄＴｅ／ＺｎＳ核壳结构的红光发射量子
点（Ｑｄｏｔｓ）作为 ＳＴＥＤ的荧光探针，其 ＳＴＥＤ激光
波长为７７５ｎｍ，实现了对 Ｑｄｏｔｓ标记的成纤维细
胞波形蛋白片段的 ５０ｎｍ的空间分辨率的成
像［３９］。Ｑｄｏｔｓ较好的光稳定性能够保证可以重复

扫描１０００帧以上的图像而不降低图像对比度；
因此Ｑｄｏｔｓ可作为较长时间成像的荧光探针。

４　光激活定位显微镜（ＰＡＬＭ）和随
机光学重构显微镜（ＳＴＯＲＭ）

　　克服衍射极限造成的分辨率限制的另一种方
法是基于荧光团在 ＯＮ状态（荧光）和 ＯＦＦ状态
（非荧光）之间随机切换特性的超分辨荧光显微

镜。该方法主要是通过特定时间的光诱导下探测

随机激活荧光团（有机荧光染料和荧光蛋白）的

一系列荧光信号。荧光分子在组合激光（激活和

激发光束）的照射下能够光转换。荧光分子的随

机光开关性质在每帧图像产生稀疏的荧光信号，

通过二维的高斯函数拟合的分析算法对荧光团精

确定位。最后，通过对所有的单个激活的荧光团

的位置叠加重建出超分辨荧光图像。该方法的核

心在于利用二维高斯函数来拟合出单个荧光分子

在宽场荧光显微镜下的位置。定位中心的误差，

即定位精度，可由公式（２）给出：

σ＝
ｓ２ｉ
Ｎ＋

ａ２／１２
Ｎ ＋

８πｓ４ｉｂ
２

ａ２Ｎ槡 ２ ， （２）

式中，ｓ为点扩散函数的标准方差，ａ为探测器
ＣＣＤ像素的大小（单位：ｎｍ），Ｎ为收集到的光子
数，ｂ为背景噪声。单分子定位的理论分辨率
为［４０］：

ｄ＝ １

槡Ｎ
·

λ
２ｎｓｉｎθ

． （３）

　　根据公式（２）和（３）可知，如果荧光探针发射
的光子数越多，荧光成像过程中引入的背景噪声

就越小，定位精度越高。对于生物荧光探针来说，

单个荧光蛋白分子能够被有效检测到的光子数约

为几百个，而单个荧光染料分子为几千个。因此，

定位精度可以达到几纳米的范围。通过重建数千

帧荧光图像获得单个高空间分辨率图像，用时间

分辨率来换取空间分辨率。因此，要想获得超分

辨率图像，荧光探针材料的性能至关重要。ＰＡＬＭ
和ＳＴＯＲＭ技术的工作原理比较类似［１４，１７］，但是

分别使用不同的荧光探针（如图７所示）。ＰＡＬＭ
技术使用的荧光探针是在完全光漂白之前能够完

成一次或几次光转换或光激活循环的过程的荧光
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蛋白（ＦＰｓ）或有机荧光分子，ＳＴＯＲＭ技术使用的
则是可逆光转换的有机荧光分子作为荧光探

针［４１４３］。ＰＡＬＭ和 ＳＴＯＲＭ技术都是通过宽场显
微镜上配备的灵敏的面阵探测器探测荧光分子的

发光并结合单分子定位的图像重构技术。

图７　光激活定位显微镜和随机光学重构显微镜工
作原理及亚细胞结构超分辨图（左侧：ＰＡＬＭ
及 ＣＯＳ７细胞溶酶体超分辨图像；右侧：
ＳＴＯＲＭ原理图及亚细胞结构单色、多色超分

辨图像）［１４，１７］

Ｆｉｇ．７　ＷｏｒｋｉｎｇｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆＰｈｏｔｏａｃｔｉｖａｔｉｏｎＬｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＳｔｏｃｈａｓｔｉｃＯｐｔｉｃａｌＲｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙａｎｄｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｕｐｅｒｒｅｓｏ
ｌｕｔｉｏｎｉｍａｇｅｓ（Ｌｅｆｔ：ＰＡＬＭａｎｄＣＯＳ７ｃｅｌｌｌｙｓｏ
ｓｏｍａｌｓｕｐｅｒｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｉｍａｇｅｓ；ｒｉｇｈｔ：ＳＴＯＲＭ
ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ａｎｄ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｍｏｎｏ
ｃｈｒｏｍｅ， ｍｕｌｔｉｃｏｌｏｒ ｓｕｐｅｒｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｍａ

ｇｅｓ）［１４，１７］

４．１　用于ＰＡＬＭ的荧光材料
在活细胞超分辨率成像中，荧光蛋白（ＦＰｓ）

因具有基因编码的靶向能力且容易开发，仍然是

不可或缺的生物荧光探针的选择［４１，４４］。与此同

时，过去的几十年中，有机荧光分子由于具有独特

的光谱可调性、溶解度和靶向特异性等优点在超

分辨率显微成像技术中得到了广泛的应用。如前

所述，在超分辨率成像中有机荧光探针的发射是

通过可逆的光转换来实现的。Ｍｏｅｒｎｅｒ等人设计
了一种有机荧光分子（如图 ８所示，分子 ８），
ＨａｌｏＴａｇ与叠氮基二氰基亚甲基二呋喃（ＤＣ
ＤＨＦ）结合，用在固定的细胞以及活细胞成像中精
确标记细胞蛋白［４５］。Ｍｏｅｒｎｅｒ等人使用分子８成
功实现了细胞骨架蛋白（Ｐｏｐｚ、ＦｔｓＺ和 ＡｍｉＣ）的
ＰＡＬＭ超分辨率成像。随机和可逆的光激活在分

子内部是一个推挽过程，含氨基的 ＤＣＤＨＦ（如图
８，分子９）具有高亮度，适用于超分辨率成像。将
氨基替换成硝基可以提高 ＤＣＤＨＦ在超分辨成像
中的响应。在硝基还原酶（ＮＴＲ）和电子给体
（ＮＡＤＨ）的存在下分子１０中所含的硝基被还原；
因此该分子在实验期间不需特殊处理并且不存在

光依赖的激活（如图８）等优点。该分子在活细菌
细胞内硝基还原酶的超分辨率成像中数据采集时

间低于１０ｍｉｎ［４６］。

图８　荧光分子８～１０的化学结构式
Ｆｉｇ．８　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｏｌｅｃｕｌａｒｓ

８～１０

２００７年，Ｓ．Ｗ．Ｈｅｌｌ等人报道了罗丹明荧光
分子（如图９所示，分子１１，ＳＡＲ５７７）可用于基于
单分子光转换的荧光纳米显微镜。在紫外光（单

光子情况下）或者是双光子激光照射下，ＳＡＲ５７７
在安非他酮内酯（无荧光）和两性离子形式（荧

光）之间进行光开关转换。该类分子处于荧光态

时可发射足够多的光子，在活细胞中获得较高的

空间分辨率图像。荧光态和暗态光强度的高对比

度使之在高密度标记的样品中获得精细的结构图

像。利用这种方法，轴向可获得０５～１μｍ的光
学切片，提高了基于单分子显微镜技术多层成像

的适用性。应用 ＰＡＬＭ荧光显微镜，利用包覆了
不同荧光分子（ＳＰＡ５４５，ＳＲＡ５７７，ＳＲＡ６１７）的二氧
化硅纳米球实现了１５ｎｍ空间分辨率和多色超分
辨成像［４７］。另外，ＳＲＡ５７７ＮＨＳＳ和含有马来酰
亚胺的ＳＲＡ５５２罗丹明类似物能够实现哺乳动物
细胞中微管和角蛋白网络的多色单分子定位超分
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辨成像。在细胞生物成像实验中，长时间的紫外

光照射对生物样品有较大的损害。Ｍｏｅｒｎｅｒ等人
调控了传统的使用紫外光照明的光转换罗丹明荧

光分子，得到了一系列的可见光激发的罗丹明衍

生物（如图９所示，分子１２～２１）。此外，他们在
荧光团的内酰胺氮上引入了各种共轭发色团，在

不对其光物理性质产生影响的情况下降低光活化

所需的能量。新的荧光分子进一步功能化后，特

异性标记分布在革兰氏阴性新月牙菌的活细胞表

面上的胺。应用 ＰＡＬＭ显微镜在低能量激光
（４０５ｎｍ）下成功的标识出了１０～２０ｎｍ的二维
和三维的细胞表面［４８］。

图９　罗丹明衍生物（１１～２１）光诱导转换过程分子
结构式

Ｆｉｇ．９　Ｐｈｏｔｏｉｎｄｕｃｅｄｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅｓｗｉｔｃｈｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓｏｆ
ｒｈｏｄａｍｉｎｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ（１１～２１）

基于罗丹明分子结构，Ｌａｖｉｓ等人发展了一种
将季碳原子替换黄嘌呤氧的方式合成荧光素的红

移同构体和罗丹明 １１０，命名为 Ｃａｒｂｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ
（如图 １０所示，分子 ２２）和 Ｃａｒｂｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ１１０
（如图１０所示，分子２３），优异的光谱性质和光稳
定性使得它们可以用于高对比度成像应用。此

外，为了比较ＰＡＬＭ显微镜对活细胞成像的质量，
通过连接一个对光不稳定的结构，合成了含有鬼

笔环肽的 Ｃａｒｂｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ１１０类似物 （如图１０所
示，分子２４），实现了老鼠成纤维细胞肌动蛋白的
成像。与商用的鬼笔环肽 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７（ＡＦ６４７）
相比，分子２４光子产量高，成像对比度高，并且能
够提供比ＡＦ６４７高两倍的定位精度［４９］。

半花青染料，由于具有光致变色的光诱导荧

光转换行为，在超分辨率成像显微镜领域受到广

泛的应用。Ｒａｙｍｏ等人研究了半花青荧光分子的

图１０　Ｃａｒｂｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｓ，Ｃａｒｂｏｒｈｏｄａｍｉｎｅｓ１１０的分子
结构式

Ｆｉｇ．１０　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｃａｒｂｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｓ，ｃａｒ
ｂｏｒｈｏｄａｍｉｎｅｓ１１０（２８）

化学结构和光转换性能之间的关系。设计了一系

列的基于半花青的荧光分子（如图１１所示，分子
２５～２９）。该类分子是基于２，３，３三甲基３Ｈ二
氢吲哚与另一种发色团（如联苯，花青或芘）结合

的季铵盐。将２羟基５硝基苄基连接到染料的
Ｎ位上，在紫外线和可见光照射下能够使之在暗
态与荧光态之间转变。将单分子染料装载到有机

聚合物中制备形成纳米粒子并用到超分辨成像

中，该类荧光探针具有较好的单粒子荧光闪烁特

性，空间分辨率能够达到２８ｎｍ［５０］。Ｈｕ等人利用
光致变色荧光分子通过超分辨显微镜验证了聚合

物纳米粒子中的核壳结构和定位模式［５１］。首先，

将分子３０共轭偶联到双亲性聚合物材料上，然后
将聚合物包覆在碳酸钙壳层中，得到核壳纳米结

构材料（如图１１所示）。通常，荧光分子处于非
荧光的螺吡喃形式。在３６５ｎｍ光照射下转换为
荧光态，在５６１ｎｍ的可见光照射下转换到螺吡喃
形式；由于提高了聚合物负载分子的密度，实验数

据采集时间由之前的几小时缩短到几分钟，实现

了更快速的ＰＡＬＭ显微成像。Ｚｈａｎｇ等人使用花
青染料设计了基于超分辨成像的传感器探针（如

图１１所示，分子３１），用来定量活细胞中的微管
蛋白。在结合微管蛋白之前，分子 ３１处于暗态
（如图 １１所示，分子 ３２）。选择性结合，后在
３７５ｎｍ照射时荧光发射增强，分子 ３１可以在
２０ｎｍ的空间分辨率下检测微管蛋白位点的选择
性［５２］。

为了进一步丰富适用于ＰＡＬＭ显微镜的新荧
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光材料，Ｚｈｕ等人开发了一种 ｐＨ敏感、具有光开
关性质的水溶聚合物纳米系统（如图１１所示，分
子３４）对酸性的溶酶体超分辨率成像。分子 ３４
中的聚Ｎ异丙基丙烯酰胺（ＮＩＰＡＭ）作为载体材
料来调节亲水性，萘二甲酰亚胺（ＮＩ）作为 ｐＨ敏
感单元，光敏性的二甲基亚乙烯（ＤＴＥ）用来调节
荧光闪烁特性。该聚合物材料被活细胞内吞后首

先定位到溶酶体。酸性溶酶体将聚合物的暗态转

换为荧光态（分子３３）。交替的光照射调节聚合
物的光闪烁，实现了４０ｎｍ空间分辨率的超分辨
成像［５３］。

图１１　分子２５～３２开关过程的化学结构式以及通
过荧光分子３１实现的细胞超分辨率图像；紫

外光照射下分子３４的光开关转换过程［５２５３］

Ｆｉｇ．１１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓａｎｄｔｈｅｓｗｉｔｃｈｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓ
ｏｆ２５～３２ａｎｄｓｕｐｅｒｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｉｍａｇｅｓｏｂｔａｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ３１ｉｎｌｉｖｅｃｅｌｌｓ．Ｐｈｏｔｏｓｗｉｔｃｈａｂｌｅｐｒｏｃｅｓｓ
ｏｆ３４ ｕｎｄｅｒ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＵＶ／ｖｉｓｉｂｌｅ

ｌｉｇｈｔ［５２５３］

４．２　用于ＳＴＯＲＭ／ｄＳＴＯＲＭ 的荧光材料
Ｚｈｕａｎｇ等人在２００８年报道了一系列可开关

的荧光探针，来实现多色随机光学重构显微镜

（ＳＴＯＲＭ）。荧光探针由活化剂（例如：Ａｌｅｘａ４０５，
Ｃｙ２，Ｃｙ３）、能量供体和能量受体（如 Ｃｙ５）组成，
可在 ＯＮ／ＯＦＦ之间循环开关并应用到多色

ＳＴＯＲＭ超分辨成像［５４］。进一步地，应用到 ＤＮＡ

多色超分辨率成像，能够在纳米尺度直接观察分

子间相互作用。此外，她们将这种方法扩展到细

胞内，实现了微管和网格蛋白有被小窝的超分辨

率ＳＴＯＲＭ成像。在探测光路中配置一个半圆柱

透镜，通过其散光来确定每个独立荧光分子的轴

向和横向的位置，然后重复光开关过程。这种方

式能够获得２０～３０ｎｍ的侧向和５０～６０ｎｍ的轴
向分辨率的三维成像（如图１２所示）［５５］。

图１２　（ａ～ｃ）３种不同 ＤＮＡ结构的三色 ＳＴＯＲＭ图

像（Ａｌｅｘａ４０５／Ｃｙ５，Ｃｙ２／Ｃｙ５和 Ｃｙ３／Ｃｙ５标

记；４０５ｎｍ，４５７ｎｍ和 ５３２ｎｍ激光激发）；

（ｄ）Ａｌｅｘａ６４７／Ｃｙ３标记的ＢＣＳ１细胞内网格

蛋白凹坑（ＣＣＰｓ）的三维ＳＴＯＲＭ图像［５４５５］

Ｆｉｇ．１２　（ａ～ｃ）ＴｈｒｅｅｃｏｌｏｒＳＴＯＲＭｉｍａｇｅｓｏｆｔｈｒｅｅ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔＤＮＡｃｏｎｓｔｒｕｃｔｓ（ｌａｂｅｌｌｅｄｗｉｔｈＡｌ

ｅｘａ４０５／Ｃｙ５，Ｃｙ２／Ｃｙ５，ａｎｄＣｙ３／Ｃｙ５，ａｃｔｉ

ｖａｔｅｄｕｓｉｎｇ４０５，４５７ａｎｄ５３２ｎｍｌａｓｅｒ，ｒｅ

ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）；（ｄ）３ＤＳＴＯＲＭｉｍａｇｅｏｆｃｌａｔｈ

ｒｉｎｃｏａｔｅｄｐｉｔｓ（ＣＣＰｓ）ｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｔｈｅＡｌ

ｅｘａ６４７／Ｃｙ３ｉｎＢＳＣ１ｃｅｌｌｓ［５４５５］

与之前ＳＴＯＲＭ技术使用荧光蛋白或荧光分
子对（激活剂和荧光报告分子）作为探针不同，

Ｓａｕｅｒ等用常规荧光分子作为荧光探针，使用不同
波长的光激发实现光转换来进行超分辨成像，并

将这种技术命名为直接随机光学重构显微镜

（ｄＳＴＯＲＭ）。使用市售的荧光探针（如图 １３所
示，分子３５），可以在几分钟的时间内获得细胞内
蛋白质的２０ｎｍｄＳＴＯＲＭ成像［５６］。

花青染料在荧光态具有较高的光子发射产率

而被看作是理想的ＳＴＯＲＭ荧光探针。适当的ｐＨ
下，在初级硫醇（ｂ甲基乙醇）和三（２羧乙基）膦

（ＴＣＥＰ）存在下，花青染料转化为暗态。通过电子
离子化液相色谱质谱（ＥＳＩＭＳ）检测到硫醇共轭

π电子的破坏，分子中巯基和ＴＣＥＰ加入后，形成
了新产物（如图１３所示，分子３７和３８）。将非荧
光加合物通过紫外光照射可逆的转化为分子３６

的发光形式［５７５８］。Ｓｑｕｉｅｒ等通过 ＦＲＥＴ对（如图

１３所示，分子３９）检测细菌细胞中的四半胱氨酸
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蛋白。该探针由含双砷的Ｃｙ３Ｃｙ５能量转移对组
成，Ｃｙ３作为能量供体（激活剂），接收Ｃｙ５的荧光
做超分辨成像。与靶蛋白（如，ＲｐｏＡ）共价连接
后，由于Ｃｙ３聚甲炔链的刚性运动，有明显的荧光
增强（Ｃｙ５，２０倍的增加）。ＳＴＯＲＭ能够以２０ｎｍ
的空间分辨率识别单个分子［５９］。Ｈａｙｎｅｓ等使用
市售的 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒｏ４８８激活的羧酸酯对革兰氏
阴性细菌表面外膜蛋白标记，得到了３０～４０ｎｍ
的ＳＴＯＲＭ定位精度［６０］。Ｇｉａｎｎｅｓｃｈｉ等人开发了
对金属蛋白酶（ＭＭＰ）有响应、Ａｌｅｘａ６４７标记的肽
聚合物两亲物（ＰＰＡ）纳米粒子（如图１３所示，分
子４０），来研究 ＨＴ１０８０人纤维癌中胶束的累积
和增强的滞留行为［６１］。

图１３　花青染料（３５～４０）分子式和假设的闪烁机制

Ｆｉｇ．１３　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｃｙａｎｉｎｅｄｙｅｓ（３５～４０）

ａｎｄｔｈｅｐｒｏｐｏｓｅｄｐｈｏｔｏｂｌｉｎｋｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍ

Ｓａｕｅｒ等人报道了一种基于市售的罗丹明和
恶嗪（Ａｌｅｘａ和 ＡＴＴＯ）（如图１４所示，分子４１～
４８）的荧光分子，在生理环境下实现了简便的超
分辨率成像方案。使用各种硫醇（ｂ巯基乙胺
（ＭＥＡ）、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）或谷胱甘肽（ＧＳＨ））
作为还原剂，通过增加暗态的寿命来选择性的抑

制激发三线态。实验过程中，氧气和氧化剂的存

在确保荧光探针转换到荧光态。此外，使用市售

的有机荧光分子通过该方案实现了对活细胞

ＲＮＡ的超分辨成像［６２］。为有机小分子荧光探针

分子应用到多色超分辨成像开辟了新的途径。

如前所述，理想的活细胞成像荧光探针应该

具有高光子通量的光转换或光激活性质，在近红

外吸收和发射，以及较高的膜渗透性，这样最有利

于对细胞内蛋白质标记研究。Ｊｏｈｎｓｓｏｎ等人提出
了一类新的 ＳｉＲ荧光探针（如图１４所示，分子
５０～５３），这些荧光分子具备以上提出的所有要
求并且容易合成，用于活细胞和组织中蛋白的特

异性成像。另外，含有羧基的 ＳｉＲ分子在低介电
常数的溶剂中处于螺内酯形式的暗态，其光闪烁

性质能够用于ＳＴＯＲＭ成像。使用如图１４所示的
分子５０（ＳｉＲＳＮＡＰ）、５１（ＳｉＲＣＬＩＰ）和５２（ＳｉＲＨａ
ｌｏ）荧光探针实现了对 Ｈｅｌａ细胞的蛋白的高效多
色荧光标记［６３］。

图１４　ＳＴＯＲＭ荧光探针４１～４８结构式及细胞微管

的超分辨图像［６２］；Ｓｉ罗丹明荧光分子（４９～

５５）衍生物以及分子５４在合适 ｐＨ环境中闪

烁机制的模型及相应的化学结构式［６５］；ＡＴ

ＴＯ６５５标记的ＣＣＲ５在水和重水不同环境下，

分子５６和５７在光照时互相转化过程以及亚

细胞结构图像［６６］

Ｆｉｇ．１４　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｄｙｅｓ（４１－

４８）ｕｓｅｄｉｎＳＴＯＲＭ［６２］；Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ

ｏｆ４９－５５ａｎｄｐｒｏｐｏｓｅｄｐｈｏｔｏｂｌｉｎｋｉｎｇｍｅｃｈａ

ｎｉｓｍｏｆ５４ｉｎａｓｕｉｔａｂｌｅｐＨｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ［６５］；

Ｐｈｏｔｏｓｗｉｔｃｈｉｎｇｂｅｔｗｅｅｎ５６ａｎｄ５７ｕｐｏｎｐｈｏ

ｔｏｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｏｘｙｇｅｎａｎｄＡＴ

ＴＯ６５５ｌａｂｅｌｌｅｄＣＣＲ５ｉｍａｇｉｎｇｏｆｌｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎ

Ｈ２ＯａｎｄＤ２Ｏ
［６６］
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Ｕｒａｎｏ等人开发了一类 ＳｉＲ荧光分子（如
图１４所示，分子５４），该荧光分子无论在硫醇的存
在与否和辐照强度如何，都能够实现自发光闪烁。

在生理 ｐＨ环境下，羧甲基ＳｉＲ（ＨＭＳｉＲ）处于己
内酯形式的暗态（如图１４所示，分子５４）。在激
发光照射下，处于两性离子形式的荧光态（如

图１４所示，分子５５），其中的一些开始自发的闪
烁，且荧光发光时间足以用于检测。使用分子

５４，实现了核孔结构的单分子定位成像和活细胞
内结构的追踪［６４］。

在基于单分子的超分辨显微镜中，通常使用

基于酶的除氧系统或通入惰性气体的方式来提高

荧光分子的光稳定性以及调节荧光分子的光开关

和最佳荧光响应。Ｄｏｏｓｅ等人证明亚甲基蓝
（ＭＢ）硫醇可用作高效快速的除氧系统。在光照
下ＭＢ生成活性氧（ＲＯＳ）ＭＢ＋，在适当的还原剂

存在下，ＭＢ＋可以进一步被还原成 ＭＢＨ达到了
消耗分子氧的目的。使用Ｃｙ５标记的抗体，Ｄｏｏｓｅ
通过 ｄＳＴＯＲＭ显微镜在 Ｈｅｌａ细胞微管中研究了
ＭＢ硫醇作为超分辨成像的除氧剂的重要作
用［６５］。

通常，市售的红光发射的有机荧光探针量子

产率低、发光亮度有限。Ｆｕｒｓｔｅｎｂｅｒｇ等人报道了
一种增强了商业荧光分子的荧光量子效率的方

法。该荧光分子可以在氧化态（如图１４所示，分
子５６）和还原态（分子５７）之间转化。将缓冲溶
液中的水替换成重水（Ｄ２Ｏ）量子效率提高了两
倍。这主要是由于在无辐射跃迁的过程中，氢键

辅助失活从而减少荧光淬灭过程。此外，使用这

种方法还对 ＡＴＴＯ６５５标记的趋化因子受体 ５
（ＣＣＲ５）的结构实现了２０ｎｍ空间分辨率的超分
辨成像（ｄＳＴＯＲＭ）［６６］。

５　超分辨光学涨落荧光成像（ＳＯＦＩ）

　　２００９年，Ｄｅｒｔｉｎｇｅｒ等人发展了一类新型的超
分辨率成像技术，被称为超分辨光学涨落成像

（ＳＯＦＩ，如图１５所示），ＳＯＦＩ是基于相互独立的荧
光发色团荧光强度的随机涨落来实现分辨率提高

的成像技术［１９］。荧光材料只需在激光照射下产

生荧光强度的涨落而不需要具有ＯＦＦＯＮ的状态
转换。通常，可以利用氧化还原反应的缓冲溶液

（如ｄＳＴＯＲＭ）或荧光发色团本身的光转换（可光
转化的荧光蛋白和量子点等）来实现荧光强度的

涨落。首先拍摄一系列的荧光图像序列，然后进

行随时间的波动的高阶统计分析，找出每个发色

点的独特的强度波动曲线。在检测特征的波动曲

线时，可以将单个荧光分子彼此区分开。ＳＯＦＩ适
用于高阶累积量来重建超分辨率图像［１９］。如果

能够探测到足够多的光子数，累积量的阶数越高，

则能够得高更高分辨率的图像。

假设一个生物结构由 Ｎ个独立发光的荧光
分子标记，其荧光分子的荧光强度在时间上随机、

独立进行闪烁或波动，那么在空间位置 ｒ、时刻 ｔ
时的荧光信号强度Ｉ可以表示为［１９］：

Ｉ（ｒ，ｔ）＝
Ｎ

ｋ＝１
ｋＵ（ｒ－ｒｋ）ｓｋ（ｔ）＋

ｂ（ｒ）＋ｎ（ｒ，ｔ）， （４）
式中，ｋ表示荧光分子的荧光强度，Ｕ（ｒ－ｒｋ）表
示位置ｒｋ荧光分子处的光学系统的点扩散函数
（ＰＳＦ）。Ｓｋ（ｔ）表示第ｋ个荧光分子在时刻ｔ的归
一化的时间随机波动函数，ｂ（ｒ）表示背景噪声，
ｎ（ｒ，ｔ）表示图像的噪声。

通常显微镜光学系统的ＰＳＦ表示为式（５）：

Ｕ（ｒ）＝ｅｘｐ（－ｘ
２

２σ２ｘ
－ｙ

２

２σ２ｙ
－ ｚ

２

２σ２ｚ
）． （５）

　　不同荧光分子ｒｋ的荧光强度在时间维度上是
随机且独立的，因此，不同荧光分子荧光强度在时

间序列上的互相关运算值为０。ＳＯＦＩ技术是通过
计算探测器上每个像素点的荧光波动的ｎ阶累积
量函数（ＣｕｍｕｌａｎｔＦｕｎｃｔｉｏｎｓ，ＣＦ）。探测器上的荧
光闪烁表示为式（６）：

δＩ（ｒ，ｔ）＝Ｉ（ｒ，ｔ）－〈Ｉ（ｒ，ｔ）〉ｔ， （６）
式中，〈Ｉ（ｒ，ｔ）〉ｔ表示ｔ时间内荧光信号强度的平
均值。ｎ阶累积量函数为式（７）：

Ｇｎ（ｒ，τ１，τ２，τ３，…，τｎ）＝
〈δＩ（ｒ，ｔ）δＩ（ｒ，ｔ＋τ１）…δＩ（ｒ，ｔ＋τｎ）〉ｔ．（７）

　　由于系统噪声和背景在时间序列上是随机的
没有相关性，因此 ｎ阶累积量可以消除背景及噪
声的影响。对于一个２阶相关函数则可以表示为
式（８）：
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Ｇ２（ｒ，τ）＝〈δＩ（ｒ，ｔ）δＩ（ｒ，ｔ＋τ）〉＝


Ｎ

ｋ＝１
２ｋＵ

２（ｒ－ｒｋ）〈δＩ（ｒ，ｔ）δＩ（ｒ，ｔ＋τ）〉．（８）

　　从２阶相关函数可以看出，ｒｋ处的 ＰＳＦ在三

维上被压缩了槡ｎ倍。这样三维的分辨率提升了

槡ｎ倍。此时的ＰＳＦ表示为式（９）：

Ｕｎ（ｒ＝ｅｘｐ（－ｎｘ
２

２σ２ｘ
－ｎｙ

２

２σ２ｙ
－ｎｚ

２

２σ２ｚ
）＝

ｅｘｐ
－ ｘ２

２（
σ２ｘ
槡ｎ
）２
－ ｙ２

２（
σ２ｙ
槡ｎ
）２
－ ｚ２

２（
σ２ｚ
槡ｎ
）










２ ，（９）

　　通常，ＳＯＦＩ的处理过程是计算互累积量，这
样能够进一步的消除了使用自相关运算过程中产

生的散粒噪声的影响。使用傅里叶加权法（Ｆｏｕ
ｒｉｅｒｒｅｗｅｉｇｈｔｉｎｇ）、反卷积 ＳＯＦＩ的 ＰＳＦ等方法，可
以实现ｎ阶累积量计算达到三维分辨率ｎ倍的提
升［６７７１］。

图１５　ＳＯＦＩ成像原理示意图及使用Ｑｄｏｔｓ标记的细

胞微管ＳＯＦＩ图像［１９，６７，７２］

Ｆｉｇ．１５　ＰｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆＳＯＦＩｉｍａｇｉｎｇａｎｄＳＯＦＩｉｍａｇｅｓｏｆ

ｃｅｌｌｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｌａｂｅｌｅｄｗｉｔｈＱｄｏｔｓ［１９，６７，７２］

ＳＯＦＩ显微术能够在三个维度同时提高对比
度。该技术具有简单、快速、曝光时间短以及对设

备要求低等优点。唯一的要求是用于标记的荧光

分子具有能够重复、随机的荧光闪烁特性。通常，

适用ＳＯＦＩ成像的探针包括荧光蛋白（ＦＰ）、无机
量子点（ＱｕａｎｔｕｍＤｏｔｓ，Ｑｄｏｔｓ）以及有及有机荧光
小分子（ＯｒｇａｎｉｃＤｙｅｓ）等。２００９年，Ｔ．Ｄｅｒｔｉｎｇｅｒ
等使用具有荧光闪烁特性的 Ｑｄｏｔｓ６２５对 Ｈｅｌａ细
胞微管结构进行特异性标记并在国际上首次实现

了ＳＯＦＩ成像应用［７０］，此后一段时间内，研究人员

通过Ｑｄｏｔｓ５２５、Ｑｄｏｔｓ７０５以及Ｑｄｏｔｓ８００等对ＳＯＦＩ
成像从技术上进行优化，实现了通过计算 ｎ阶累
积量得到ｎ倍的分辨率提升，以及发展了高密度
标记的ＪＴＳＯＦＩ等技术等［６７，６９，７２］。

５．１　用于ＳＯＦＩ的荧光材料
可逆光开关荧光蛋白（ＲＳＦＰｓ）是超分辨显微

成像技术中的一种常用荧光探针，成为国际上的

研究热点。其中以绿色可逆光开光荧光蛋白

Ｄｒｏｎｐａ为代表的 ＲＳＦＰｓ被广泛地应用在各类超
分辨显微成像中，例如 ＲＥＳＯＬＦＴ、ＰＡＬＭ、ＳＯＦＩ等
超分辨显微成像以及各类生物问题研究中［７３］。

Ｄｒｏｎｐａ的最大激发波长约为５００ｎｍ，最大发射波
长约为５２０ｎｍ，在４８８ｎｍ光的照射下，Ｄｒｏｎｐａ由
绿色的亮态转变为暗态，随后在４０５ｎｍ光的照射
下可迅速恢复至亮态，继续发出绿色荧光，这一过

程可以转化多次，从而通过不同波长的光实现反

复光开关功能。对于荧光蛋白的活细胞 ＳＯＦＩ超
分辨显微成像，２０１２年，ＰｅｔｅｒＤｅｄｅｃｋｅｒ首次提出
利用 Ｄｒｏｎｐａ和红色可逆光开光荧光蛋白
ｒｓＴａｇＲＦＰ实现双色活细胞 ＳＯＦＩ超分辨显微成
像［７４］。

目前，ＲＳＦＰｓ的品种较为单一，常用的绿色
ＲＳＦＰｓＤｒｏｎｐａ的荧光光子数较低，光学稳定性有
待提高［７４］。Ｓｕｎ等人选择了单分子光子数更高
的光转化蛋白ｍＥｏｓ３．１作为模板［７５］，对Ｈｉｓ６２位
点进行饱和位点突变，获得了更适合用于活细胞

ＳＯＦＩ的荧光蛋白ＳｋｙｌａｎＳ，实验结果表明 Ｓｋｙｌａｎ
Ｓ的亮度是 Ｄｒｏｎｐａ的１１５倍，光稳定相比 Ｄｒｏｎ
ｐａ更加优异，并且荧光波动范围更大，在多项参
数上超越Ｄｒｏｎｐａ成为新一代活细胞ＳＯＦＩ成像的
荧光探针［７６］。

为了使ＳＯＦＩ显微术可以与有机荧光染料兼
容，Ｄｅｒｔｉｎｇｅｒ等人使用和ｄＳＴＯＲＭ相同的条件，使
用ＥＭＣＣＤ作为探测器，在光照射下具有快速荧
光闪烁性质的Ａｌｅｘａ６４７作为荧光探针。在２０Ｈｚ
的帧率下拍摄１０００张 Ａｌｅｘａ６４７偶联抗体标记
的ＣＯＳ７细胞β微管。使用ＳＯＦＩ算法运算处理
之后，得到的图像表明，ＳＯＦＩ技术可以在较低的
成像时间上获得具有低背景、高分辨率的荧光图

像［７７］。
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基于单分子定位的超分辨成像技术已经能够

显著提升空间分辨率；然而，当多个荧光分子靠近

之后，其光开关过程的区分会受到限制，从而导致

不能够高密度标记亚细胞结构限制了对活细胞成

像。为了解决这个问题，Ｘｉ等人发展了一种联合
标记超分辨技术（ＪＴＳＯＦＩ），从而实现高密度标记
且不影响目标结构的空间分辨率和结构的完整

性。为了获得超高密度标记，他们使用具有不同

发射波长的市售量子点 ＱＤ５２５、ＱＤ６２５和 ＱＤ７０５
来共同标记 ＣＯＳ７细胞中的微管蛋白（图 ２５）。
在分析了具有窄带发射光谱宽度的ＱＤ标记的荧
光闪烁图像之后，在亚衍射分辨率下精确的获得

了微管网络的高对比度图像。与 ＳＯＦＩ相反，ＪＴ
ＳＯＦＩ提供了一个高分辨率的连续微管网络结构，
每个通道只有 １００帧，从而提高了时间分辨
率［７２］。

聚合物量子点（Ｐｄｏｔｓ）作为新一代优秀的生
物荧光探针在荧光成像示踪分析技术中得到广泛

的应用。此前，受限于众多因素，Ｐｄｏｔｓ从未实现
过超分辨成像。为了实现高量子产率，超高光稳

定性和优异的生物兼容性的荧光探针，同时满足

超分辨成像的要求，Ｗｕ和合作者 Ｓｕｎ等人成功
设计制备了小尺寸光闪烁半导体聚合物量子点，

特异性地对生物亚细胞结构进行高密度标记，取

得超分辨率光学涨落成像 （ＳＯＦＩ）结果。Ｐｄｏｔｓ的
荧光闪烁特性主要源于聚合物分子内的能量迁移

的动态过程（主要是空穴极化子对荧光的淬

灭［７８７９］。因此，Ｐｄｏｔｓ的尺寸、形貌、激子动力学以
及能量传递过程等因素都会影响其荧光闪烁特

性。前期的单粒子荧光性质研究表明，尺寸大于

１５ｎｍ的Ｐｄｏｔｓ表现出连续稳定的荧光动态过程；
而１０ｎｍ左右的小尺寸 Ｐｄｏｔｓ表现出具有明显的
荧光闪烁（Ｐｈｏｔｏｂｌｉｎｋｉｎｇ）特性［８０８２］。该工作选用

两种具有较高荧光强度的聚合物 ＰＦＢＴ和 ＣＮ
ＰＰＶ（如图１６所示，分子５８，５９）。通过优化传统
的纳米再沉淀法制备出分布较均一的两种小尺寸

Ｐｄｏｔｓ，均表现出较高的荧光亮度以及荧光闪烁特
性。单粒子荧光实验统计表明，两种小尺寸Ｐｄｏｔｓ
的Ｏｆｆｔｉｍｅ间隔符合 Ｐｏｗｅｒｌａｗ分布。通过优化
标记，该工作还实现了高密度的亚细胞结构标记

和超分辨成像结果。小尺寸光闪烁聚合物量子点

有望大大提高超分辨成像的时空分辨率，减少光

毒性，实现长时间超分辨成像（如图１６所示）［８３］。

图１６　聚合物荧光探针分子５８～５９化学结构式，荧

光闪烁特性和单色细胞微管标记图像［８３］

Ｆｉｇ．１６　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｐｈｏｔｏｂｌｉｎｋｉｎｇｐｒｏｐｅｒｔｙ
ｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｏｌｙｍｅｒｐｒｏｂｅｍｏｌｅｃｕｌｅｓ（５８～
５９），ｓｉｎｇｌｅｃｏｌｏｒｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｉｍａｇｅｓｌａｂｅｌｌｅｄ

ｗｉｔｈｐｏｌｙｍｅｒｄｏｔｓ［８３］

为了能够实现高通量多通道实时的亚细胞结

构的超分辨荧光成像，研究团队通过高通量筛选

并调控制备方法，成功制备出具有闪烁特性的小

尺寸Ｐｄｔｏｓ。ＰＦＯ和 ＰＦＴＢＴ５Ｐｄｏｔｓ（分子 ６１，６２）
具有较窄荧光光谱（半高全宽分别为 ４０ｎｍ和
７０ｎｍ）、较好的生物兼容性以及较高的光稳定
性。此外，由于 ＰＦＴＢＴ５的聚合物骨架中引入了
二噻吩基苯并噻二唑的受体基团，使其能够在

４８８ｎｍ激光的激发下发射红色荧光。与单色
（ＰＦＢＴ和 ＣＮＰＰＶ）ＳＯＦＩ相比，ＰＦＯ与 ＰＦＴＢＴ５
Ｐｄｏｔｓ具有不同的激发波长，且其荧光光谱无交
叠，这就为实现基于 Ｐｄｏｔｓ的双色 ＳＯＦＩ实验提供
了可能。

ＰＦＯ与ＰＦＴＢＴ５的单粒子荧光性质结果表明
在相应的激发光激发下二者均具有明显的荧光闪

烁特性。统计表明，ＰＦＯ和 ＰＦＴＢＴ５Ｐｄｏｔｓ的 Ｏｆｆ
Ｔｉｍｅ间隔符合 Ｐｏｗｅｒｌａｗ分布，适用于基于荧光
涨落的ＳＯＦＩ成像技术。通过优化蛋白标记，该团
队实现了不同种类 Ｐｄｏｔｓ对不同亚细胞结构（微
观结构，网格蛋白有被小窝，线粒体膜）的高密度

标记并实现双色超分辨成像。实验结果表明，

Ｐｄｏｔｓ标记的网格蛋白有被小窝的超分辨成像结
果与传统荧光成像结果分辨率相比具有１８９倍
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的提升，微管结构的双色 ＳＯＦＩ结果表明，其分辨
率具有１９３倍的提升（如图１７所示）［８４］。

图１７　聚合物荧光探针分子６１～６２化学结构式，荧

光闪烁特性和细胞微管多色标记图像［８４］

Ｆｉｇ．１７　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｐｈｏｔｏｂｌｉｎｋｉｎｇｐｒｏｐｅｒｔｙ
ｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｏｌｙｍｅｒｐｒｏｂｅｍｏｌｅｃｕｌｅｓ（６１～
６２），ｍｕｌｔｉｃｏｌｏｒｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｉｍａｇｅｓｌａｂｅｌｌｅｄ

ｗｉｔｈｐｏｌｙｍｅｒｄｏｔｓ［８４］

６　结构光照明成像（ＳＩＭ／ＳＳＩＭ）

　　２０００年，Ｇｕｓｔａｆｓｓｏｎ教授首次提出 ＳＩＭ［２２２３］。
ＳＩＭ是基于激光的宽场显微镜，在入射激光光路
中配置可移动的衍射光栅使入射光在物镜焦平面

产生强度分布为正弦形式的衍射条纹。成像过程

中，通过条纹形状的入射光与物体不同角度之间

的混频形成摩尔条纹。将原本在成像过程中物镜

对物体损失的高频信息（物体的细节信息）的损

失通过形成摩尔条纹以低频信息（包含有原来物

体的细节信息）的方式来记录。经过在频域的变

换，以高分辨率的形式重建出物体细节成分。

ＳＩＭ成像需要拍摄物体焦平面不同角度的图像以
便后期处理过程能够完整呈现出被拍摄物体的细

节信息。通常，ＳＩＭ比传统宽场显微镜能够提高
一倍的分辨率。２００５年，Ｇｕｓｔａｆｓｓｏｎ教授提出饱
和结构光照明成像（ＳＳＩＭ），将结构光的条纹间隔
压窄以得到更高的分辨率，如图１８所示。

从ＳＩＭ的工作原理可知，ＳＩＭ成像对所拍摄

图１８　ＳＩＭ／ＳＳＩＭ原理图，宽场显微镜和ＳＩＭ显微镜
下ＧＦＰ标记的ＣＯＳ７细胞线粒体结构图

Ｆｉｇ．１８　ＰｒｉｎｃｉｐｌｅｐｈｏｔｏｓｏｆＳＩＭａｎｄＳＳＩＭ．ＧＦＰｓｔａｉｎｅｄ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｉｎＣＯＳ７ｃｅｌｌｓｉｍａｇｅｄｗｉｔｈｃｏｎ
ｖｅｎｔｉｏｎａｌｗｉｄｅｆｉｅｌｄａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

物体的荧光探针无特殊的要求。因此本文不对

ＳＩＭ成像所需的探针进行总结。

７　总结与展望

　　超分辨成像技术的出现打破了经典的阿贝光
学衍射极限理论，使得传统光学显微镜可以以纳

米尺度的空间分辨率对亚细胞精细结构、生物大

分子空间构象以及动态过程成像。超分辨成像技

术极大地推动了生命科学的进步，已然成为科学

研究中不可缺少的重要的工具。这些技术的发展

离不开各科研团队的不懈努力，从不同的角度实

现了超分辨率成像。对于通过外加一圈环状激光

来压缩调制点扩散函数的超分辨技术，最常用的

是以Ｈｅｌｌ从理论提出并实现的受激发射损耗荧
光显微镜（ＳＴＥＤ），通过不断地对系统的优化以及
对荧光探针的不断开发，最终使得 ＳＴＥＤ荧光显
微镜在生物学研究实现了超高的分辨率。当然，
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通过调制 ＰＳＦ的技术并不限于 ＳＴＥＤ，还包括基
态损耗显微镜（ＧＳＤ）等超分辨技术。基于单分子
定位技术的超分辨荧光显微镜（ＰＡＬＭ、ＳＴＯＲＭ）
在近些年同样取得了全面的发展并为生物学家提

供了精细的亚细胞结构，在细胞动态过程的研究

中发挥了重要的作用。此外，基于探针荧光涨落

的超分辨光学涨落成像（ＳＯＦＩ）技术凭借其优异
的时空分辨率、成像深度以及较低的光毒性，成为

活细胞结构和生物功能超分辨成像家族的优秀成

员。

目前主流的超分辨率成像方式已经在生命科

学的研究中扮演了举足轻重的角色。这些技术的

实现都离不开对成像探针的不断发展及优化。虽

然目前常用的超分辨率荧光成像已经取得一系列

研究成果，使得科学家们能够以空前的分辨率去

探究生物学过程。但是，目前主流的荧光成像探

针仍然存在进一步提升的空间。比如，通常应用

到ＰＡＬＭ和 ＳＴＯＲＭ的荧光蛋白具有内源性，且
具有较好的光转换、光激活性质，但是与其他的有

机染料等荧光分子相比，其发射光子数目远远不

及其他的荧光探针，给成像的对比度以及时间分

辨率带来一定的限制。通常用到超分辨荧光显微

镜中的罗丹明衍生物、香豆素衍生物和花青衍生

物等有机染料荧光探针具有较高光子数和光子发

射效率。然而，有机小分子荧光探针的光稳定性

仍然有待进一步的提高。目前常用的有机荧光探

针在长时间的成像过程中，仍然需要合适的除氧

系统或者是合适的成像缓冲溶液的辅助。对于无

机量子点（Ｑｄｏｔｓ）作为生物荧光探针而言，其可调
的发射光谱、较宽的吸收光谱、较高的量子效率等

优异的光学性质在光学超分辨成像探针中也有着

诸多的应用。非核壳结构的 Ｑｄｏｔｓ表现出的随
机荧光闪烁性质恰好符合新兴的超分辨光学涨落

成像（ＳＯＦＩ）技术对荧光探针的要求。然而，即便
是通过各种方式的修饰或改造，常用的 Ｑｄｏｔｓ中
的重金属离子所引起的生物毒性仍然是个值得关

注的问题。近期应用到 ＳＯＦＩ的聚合物量子点
（Ｐｄｏｔｓ），具备了传统荧光探针各项优异的光学性
质，通过调控Ｐｄｏｔｓ的结构及材料尺寸，可以得到
具有随机闪烁特性的Ｐｄｏｔｓ荧光探针。对于Ｐｄｏｔｓ
荧光探针在超分辨成像中的应用而言，目前只适

用于ＳＯＦＩ以及对成像探针要求不苛刻的 ＳＩＭ成
像中，因此在空间分辨率提升的方面仍有一定的

空间。对于打破传统的光学衍射极限，科学家们

都展示出了极大的兴趣。除了本文中着重列举了

发展的较早且技术较为成熟的几类超分辨成像技

术，近两年的另一类超分辨成像技术正在受到人

们的关注。科学家从生物样品本身出发，通过一

定的方式让生物样品实现膨胀实现超分率成像。

因此，随着超分辨技术的不断扩增，对生物荧光探

针的需求仍然日益增长。设计开发光学性能优

异、无生物毒性、普适性强的超分辨成像荧光探针

仍是富有挑战的研究课题。
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