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摘要 显微技术经过快速发展，已经突破了光学衍射极限，目前主要包含受激发射损耗显微术（STED）、结构光照明显微

镜（SIM）、光激活定位显微成像 （PALM）、随机光学重构显微术 （STORM）、基于最少光子数的纳米尺度定位

（MINFLUX）、结合结构光照明技术的MINFLUX技术变体（SIMFLUX）等技术。STORM技术具有优越性，在其基础上叠

加多色成像技术（目前有6种），本文介绍了目前最新的多色成像技术以及分光成像实现的三通道成像技术。分光成像实现

的三通道成像存在光谱串色、通道对齐误差等影响，基于此介绍了相关的优化算法原理。展示了在三通道STORM显微成像

平台上实现的COS-7细胞成像。说明三通道STORM显微成像的优越性。
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自 2014年超分辨率显微成像技术荣获诺贝尔

化学奖以来，该领域技术研发进程快速发展，并且

实现了大量的技术产业化。由于超分辨率显微镜将

成像分辨率提升到20 nm［1］，可以提供更多的生物

信息数据，不仅可以用于生命科学基本问题以及生

物学过程的前沿研究，也可以在诸如纳米给药机制

研究及纳米药物与核酸疫苗生产质量控制等领域中

发挥出重要的应用价值。细胞内生物大分子的观测

除了要提高分辨率外，还需要提高观测数据的准确

性，增加生物信息的提取量，因此通过多通道共定

位成像也起到了一定的辅助作用。本文主要总结了

超分辨率显微镜的发展历程、基于分光成像技术的

三通道显微成像技术，以及将两项技术应用到细胞

和金纳米粒子的成像，证明这两项技术对生物大分

子观测效果具有质的提升。

1　超分辨显微镜的发展

1873年恩斯特阿贝尔（Ernst Abbe）提出了光

学衍射极限准则［2］，认为能够区分艾里斑的最小

距离受可见光波长的影响。根据瑞利判断，光学显

微镜能够分辨两点间的最小距离，即光学显微镜的

分辨极限为：

                            d = 0.66λ
NA

                             （1）

d表示分辨率，λ是发射光的波长，NA是物镜

数值孔径。由于可见光波长的波长范围在 390~ 

780 nm，NA 代表的数值孔径一般为 1，根据介质

折射率的不同，可以达到更高［3］。在这些条件下，

横向分辨率达到的极限在 200 nm左右，轴向分辨

率在 500 nm左右［4］。可以模糊地分辨出细胞的轮

廓，但不能将分辨率提高到生物大分子的大小范围

内，对细胞间生物大分子生命活动的研究造成了一

定的阻碍。根据光学衍射极限，许多科研人员在减

小照射光波长和增大物镜的数值孔径中下功夫，一

直没有太大的突破。

由于生物、医学等领域对微观粒子观测的需

求，以及轴向分辨率远小于横向分辨率的情况，

1992年，斯特凡·W·赫尔（Stefan W.Hell）［5］研

发了4pi显微镜，基于干涉原理，采用两个焦点一

致的大孔径物镜进行聚焦，分别放置在样品前后，

产生全空间立体角 （图 1），整体分辨率均得到

提高。
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横向分辨率减小到 100 nm以内，轴向分辨率

提高4~7倍，从而实现超分辨率显微成像。除此之

外，斯特凡·W·赫尔还研发出了受激发射损耗显

微 术 （stimulated emission depletion microscopy，

STED）［6］。通过激发光和损耗光将荧光分子分别

进行激发和以受激发射的方式回到基态［7］，有效

减小荧光分子激发的范围，从而提高成像分辨率。

该方法能够将横向成像分辨率提高到50 nm左右。

在STED显微成像技术问世以后，该领域中的

科研进展有了突飞猛进的势头，全球多项超分辨率

显微成像技术如雨后春笋般层出不穷，其中就有结

构 光 照 明 显 微 镜 （structured-illumination 

microscopy，SIM）［8］。SIM显微成像技术是基于莫

尔条纹的原理，在显微成像的光路中插入产生结构

光的设备，通过调制照射光，形成拍摄图像。将该

图像以旋转、平移等多种设定方式扫描完整个视

野，采用计算机及相应算法，重构出完整图像［9］。

在对显微镜结构和图像成像原理上进行成像分

辨率突破外，威廉·E·莫纳尔（William E.Moerner）

观察到了单个荧光分子，发现荧光分子能够通过不同

波长的激光呈现出亮态和暗态，为实现超分辨率显微

成像提供了新的思路［10］。埃里克·白兹格 （Eric 

Betzig） 在威廉·E·莫纳尔 （William E.Moerner）

的研究基础上，研 发 出 了 光 敏 定 位 显 微 镜

（photoactivated localization microscopy，PALM）［11］。

光激活荧光蛋白和目标分子结合，先用适当的激光

随机激活一部分荧光蛋白，再用另一种适当波长的

激光激发荧光。采集完数据之后，需要将荧光蛋白

进行光漂白，直到完全失活，再激活其他部分的荧

光蛋白，进行定位数据采集。同一时间段内被激发

的荧光蛋白的数量少且间隔大于最大分辨率，因此

将这些图像进行重构，就能超越光学衍射极限。与

之 原 理 相 近 的 就 是 随 机 光 学 重 构 显 微 术

（stochastic optical reconstruction microscopy，

STORM）［4］，与光敏定位显微镜相似均采用荧光分

子激发荧光成像，但存在的偏差是，STORM是利

用可反复激活的荧光探针对样品进行标记。采用的

照射光强度很小，不需要将荧光分子进行光漂白，

横向成像分辨率可以达到10 nm左右［1］。

2017年时，Balzarotti等［12］研发了一种不同于

高斯拟合算法的超分辨成像方法——基于最少光子

数 的 纳 米 尺 度 定 位 （nanoscopy with minimal 

photon fluxes，MINFLUX）技术。该方法将差分思

想与照明光位置的空间偏移相结合，通过荧光分子

的相对偏移信息，构建概率分布模型。将样本放置

在视野正中间和圆周三等分点处。不同的观测位置

会有不同的光强，因此同一个荧光分子可以产生   

4种强度的荧光，光子数较少的情况下，也能获得

单分子定位的准确信息，分辨率可达 1 nm，光子

利用率高。MINFLUX技术和结构光照明、高斯拟

合相结合，衍生出了结合结构光照明技术的

MINFLUX 技 术 变 体 （SIMFLUX）［13］ 技 术 。

SIMFLUX先采用高斯拟合确定视野中的荧光分子

位置，再通过2个反向传播的倏逝波构成的正弦照

明模式分别在X和 Y上的 3次幅度移动，1个荧光

分子即可产生 6种强度的荧光，6帧的高斯拟合估

计以及与模式偏移相关的光子计数相结合，可以在

原基础上将定位精度提高1倍。由于存在视野位置

偏移，这两种方法数据采集时间长，迭代次数多，

图像重构时计算时间长。

综上所述，超分辨率成像显微技术目前包含

STED、 SIM、 PALM、 STORM、 MINFLUX、

SIMFLUX技术等。根据实验成像需求，可以选择

需要的显微成像技术。一般进行显微观测时，需要

考虑荧光分子信号采集的信噪比，实验时间短，激

光引起的光漂白少，并且成像分辨率尽可能大，

STORM显微成像技术变成了首选。本文通过金纳

米粒子和细胞样本的显微成像，综合说明STORM

技术的优越性。

Fig. 1　Schematic of a 4pi microscope
图1　4pi显微镜示意图
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2　三通道成像

一般情况下，显微镜都采用单通道，进行成像

采样。这样只能观察细胞内的单一物质，而无法观

测细胞中生命运动的多样性，不能满足生物、医药

等相关领域的研究需求。因此为了更加明确细胞中

存在的物质多样性，这些物质是怎样进行相互运动

的，产生了多种多色成像技术［14］。现有多色成像

技术路线大致包含荧光激发、荧光激活、荧光猝

灭、分光技术、光谱技术、点扩散函数等。目前在

超分辨率领域多色成像研究中，能够实现最多色彩

成像数的为四色成像，由加州大学伯克利分校徐克

老师研究完成［15］。该四色成像采用了三棱镜分光

的光谱技术，结合双物镜进行双通道信息提取，能

够实现更高的信噪比（图 2）。但由于需要将三棱

镜分光路径和超分辨荧光信息提取路径中拍摄的图

像进行数据处理，复杂度比较高。

由于分光成像技术信号采集效率高，不需额外

进行特点矫正，数据处理简单，对使用者来说比较

友好、容易上手，因此选择分光成像技术进行多色

成像。荧光分子通过激光激发，可以产生暗态和亮

态两种形态［16］，不同的荧光分子由不同波长的激

光进行特异性激发［17］，目前比较常用的波段为

488、561、647、750 nm。该方法是依次照射不同

波长的荧光，顺序成像导致成像存在时间差，由于

液体移动，拍摄的荧光数据不在同一视野中产生误

差。在此基础上研发了将不同波长激光合成到同一

光纤传输，通过二向色镜分出不同光路通道，按照

透射和反射的比例分出不同颜色的激光照射下的数

据，经过一系列数据处理，能够形成多色成像。由

于该项技术进行区分激光颜色是通过激光透射和反

射比例计算的，激光的光谱存在重叠，其串色现象

会比较严重，而且二向色镜、透镜等光学硬件存在

器件误差，会反映在数据采集时不同波长的激光产

生的数据之间存在一定的位置偏移。且透镜等存在

曲率，不同地方的位置偏移量不同，需要进行算法

对齐。为了达到更好的成像效果，目前只采用3种

波长的激光进行成像，也就是三通道成像，其光路

原理见图3，然后通过算法减小串色和位置偏移的

干扰。

串色问题通过将单个激光在宽场中进行三通道

拍摄，获得单个激光在每个通道的平均强度（图

4），为金纳米粒子拍摄。将每个激光对应成像通道

内的总强度除去其他激光在该通道上的平均强度，

即可消除串色影响。而位置偏移问题，采用了将图

像直接进行三通道的超分辨成像，将各通道的图像

进行两两四次多项式拟合，进行成像光斑中心对齐

的方法，能够将成像误差缩小到 20 nm 以内（图

5），也就是超分辨率显微镜误差。

Fig. 2　Four color imaging optical path diagram
图2　四色成像光路图

Fig. 3　Three channel principle
图3　三通道原理
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3　显微镜成像系统

综上采用STORM显微成像技术和三通道成像

的超分辨率显微镜成像系统主要包含主体、三通道

成像系统、TIRF 照明系统、激光和控制器系统、

光学平台和成像工作站（图6）。

主体由基本显微镜主体构成，并包括主动式锁

定系统、PI平移台、显微镜成像控制器等零部件。

显微镜成像控制器主要用来调节物镜上下高度、聚

焦平面深度也就是确认成像视野的Z轴位置等，PI

平移台是用来操纵载玻片成像视野。而主动式锁定

系统则是为了减少细胞因环境因素造成抖动产生的

位置偏移量，其将某一聚苯乙烯凝珠作为参考系，

实时进行位置偏移量校准。成像相机采用探测灵敏

度高的EMCCD相机，能够提高信噪比。成像工作

站也就是计算机处理器。

由于显微镜成像过程中，显微镜本身具备一些

硬件精度的缺陷，例如分光器不能将不同波长的激

光完全分离开，会导致成像中存在串色情况；分光

器造成的光路偏移，导致三束光之间存在位置偏移

量，需要进行对齐等算法上的优化操作。处理算法

原理见第2节。

Fig. 4　Polychromatic imaging
图4　三色成像

（a） 561 nm的激光成像；（b） 647 nm的激光成像；（c） 750 nm的激光成像。

Fig. 6　STORM based three channel super-resolution microscope imaging system
图6　基于STORM的三通道超分辨率显微镜成像系统

Fig. 5　Three channel imaging alignment
图5　三通道成像对齐

（a）对齐前；（b）对齐后。
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4　超分辨率显微镜成像实测

COS-7细胞来源于非洲绿猴肾成纤维细胞并经

SV40病毒基因转化的细胞系，一般用于病毒和转

染研究以及对细胞基因转录的研究。为了测试经过

算法优化后的三通道超分辨率显微镜的成像效果，

现通过COS-7细胞进行实际测试。

实验测试时，需要进行2步配置操作：a. 聚苯

乙烯载玻片；b. COS-7细胞样本配置。用鬼笔环肽

标记微丝，Tom20标记线粒体，Tublin标记微管蛋

白，并采用 561、647、750 nm 的激光进行激发，

在宽场和超高分辨率条件分别成像（图7）。

COS-7细胞内鬼笔环肽、Tom20、Tublin在受

到激光激发后，将在不同的通道上产生不同的图

像。在受激发的过程中，并不是所有的荧光分子都

会同时发光，而是会有随机性的发光一部分，但是

另一部分不发光。本系统应用的3个通道都会同时

产生 COS-7 细胞的受激发光现象，但是由于每次

发光的粒子不同，本系统可以时间交换分辨率的方

式，在不同的时间上拍摄不同的COS-7细胞样本，

从而对COS-7细胞内标记的3种物质位置获取更详

细的信息。在设定的拍摄时间之后，再将所有的拍

摄图片重新合成，这样就可以获得更高分辨率的图

像（图8）。

从图像中可见，图8在超高分辨率荧光显微镜

下的图片成像分辨率高于图7，实现了超高分辨率

显微镜的成像分辨率超越光学衍射极限的基本目

标。图 8的光斑大小明显小于图 7，使光斑中心点

位置提取的精确度提高。进行三通道位置对齐后，

即可确定各荧光分子的位置。为了将三通道对齐能

普遍适用于每一次检测过程中，需要进行多次实

验，将参数值进行实时数据调节，保证每一次对齐

误差在超分辨率显微镜的分辨率20 nm以内。

5　总 结

以STORM显微成像技术为基础的超分辨率显

微成像系统，现已能达到 20 nm 分辨率。通过

COS-7细胞样本成像，可以观测出比宽场有更好的

成像效果，光斑尺寸明显减小。通过三通道成像，

荧光分子位置确定更加的精确，提供更准确的生物

信息。通过初步验证，此项技术对生物医药领域研

究有很好的技术支持作用，其他场景的应用情况需

要更多的生物样本测试和反馈调节。
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Super Resolution Microscope Imaging Based on Three Channels

YU Zhu-Ying1), JI Fan1), GUO Jing-Yu2), LU Tong-Yi2), XIA Zhao-Sha2), ZHANG Ning-Bo2),

 SUN Yao-Jie1)*, WANG Yu1)*

(1)College of Information Science and Engineering, Fudan University, Shanghai 200433, China; 
2)Ningbo Lixian Intelligent Technology Co., Ltd, Ningbo 315000, China)

Abstract　 Microscopy technology has undergone rapid development and has surpassed the limits of optical 

diffraction. Currently, it mainly includes stimulated emission depletion microscopy (STED), structured 

illumination microscopy (SIM), photoactivation localization microscopy (PALM), stochastic optical 

reconstruction microscopy (STORM), minimal photon fluxes (MINFLUX) based on the localization of the 

minimum number of photons, and a variant of MINFLUX technology combining structured illumination 

microscopy (SIMFLUX). STORM technology has superiority, and on top of it, there are six multi-color imaging 

technologies currently available. This article introduces the latest multi-color imaging technology and a three-

channel imaging technique implemented using spectral imaging. However, three-channel imaging using spectral 

imaging has issues such as spectral crosstalk and channel alignment errors. Therefore, relevant optimization 

algorithm principles are introduced. The article also demonstrates the imaging of COS-7 cells on a three-channel 

STORM microscopy platform, showcasing the superiority of three-channel STORM microscopy.
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