
Reviews and Monographs 综述与专论

生物化学与生物物理进展
Progress in Biochemistry and Biophysics
2023，50（3）：505~512

www.pibb.ac.cn

膨胀显微成像技术的原理及应用*

杨振宇 1，2） 关 淼 3） 孙正龙 1，2）**

（1）昆明理工大学省部共建非人灵长类生物医学国家重点实验室，昆明 650500；2）云南省灵长类生物医学重点实验室，昆明 650500；
3）昆明理工大学生命科学与技术学院，昆明 650500）

摘要 膨胀显微成像技术（expansion microscopy，ExM）是一种新型超分辨成像技术。该技术借助可膨胀水凝胶均匀地物

理放大生物样本，在常规光学成像条件下实现超分辨成像。ExM适用于细胞、组织切片等多种类型生物样本。蛋白质、核

酸、脂质等生物大分子均可借助ExM进行超分辨成像。ExM可与共聚焦显微镜、光片显微镜、超高分辨显微镜联合使用，

进一步提高成像分辨率。近年来，多种从基础ExM拓展而来的衍生技术进一步促进了该技术的实际应用。本文综述了ExM

及其衍生技术的基本原理、ExM与不同成像技术联用的研究进展及ExM在不同类型生物样本中的应用进展，并对ExM技术

的发展前景做出展望。
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光学显微镜在生物医学研究中发挥着重要作

用，但由于光学衍射极限的存在，普通光学显微镜

无法解析空间距离小于 200 nm的超微结构。近年

来，成功研发出了多种可突破光学衍射极限的商业

化超高分辨成像技术，如结构光照明显微术

（structured illumination microscopy，SIM）、受激发

射 损 耗 显 微 术 （stimulated emission depletion 

microscopy，STED）和单分子定位显微术（single 

molecule localization microscopy，SMLM）［1-5］。商

业化的超分辨技术虽能打破光学衍射极限，但仍存

在诸多技术缺陷，如：SIM过度依赖计算机算法处

理，易导致图像出现伪影［6］；STED的光漂白和光

毒性较强，且样本需特殊荧光染料处理［4］；SMLM

制样复杂，时间分辨率较低［7］。商业超分辨显微

镜的技术缺陷，限制了其在生物医学领域的应用。

近年发明的一种便捷、温和且普适性较高的超

分辨成像技术——膨胀显微成像技术（expansion 

microscopy，ExM）［8-9］，可避免商业超分辨显微镜

的算法处理依赖性、光毒性强、制样复杂等技术缺

陷。ExM通过将贴壁细胞或组织切片包埋进聚电

解质水凝胶中，经水凝胶的吸水膨胀，在物理尺度

上各向均一地放大样本，从而使样本在常规光学成

像条件下实现 60~70 nm的 xy方向分辨率［8］。膨胀

后样本透明度提高，且凝胶折射率与水相近，可有

效减少激发光在生物样本中的多重散射，提升深层

次轴向成像效果。ExM 无需使用特殊荧光染料，

膨胀后的样本适用于大多数显微成像设备。此外，

ExM能够实现四色以上的多色超分辨成像，可突

破STED、SMLM等超分辨技术难以实现多色成像

的技术障碍［10］。近年来，蛋白质保留膨胀显微成

像 技 术 （protein retention expansion microscopy，

proExM）［11］、放大分析蛋白质组技术 （magnified 

analysis of the proteome，MAP）［12］、迭代膨胀显微

成 像 技 术 （iterative expansion microscopy，

iExM）［13］、冷冻固定膨胀显微成像技术 （cryo-

expansion microscopy，Cryo-ExM）［14］、膨胀荧光

原 位 杂 交 技 术 （expansion fluorescent in situ 

hybridization， ExFISH）［15］ 和 膨 胀 病 理 学 技 术

（expansion pathology，ExPath）［16］等多种基于基础 
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ExM 的改良技术方案被相继创立。该类技术也可

广泛与共聚焦成像技术、光片成像技术和超高分辨

成像技术联用，在多种类型生物样本成像中均能够

获得优质的超分辨成像效果（表 1）。本文就基础

ExM技术及其改良技术方案的原理，ExM与不同

成像技术联用的研究进展和ExM在不同生物样本

中的应用，以及ExM技术的未来展望等方面做出

综述。

1　ExM的基本原理

基础ExM由麻省理工Boyden实验室于2015年

发明［8］。该技术借助聚合电解质凝胶吸水后体积

膨胀的性质，使包埋在凝胶内的生物样本在物理尺

寸上被放大，导致标记样本荧光分子的物理空间距

离扩大，在常规成像条件下实现超分辨成像［22］。

该方案主要分为以下步骤（图 1）：a. 经化学固定

后的生物样本，与特异性一抗以及连接有寡核苷酸

链的二抗偶联；b. 两端分别连接有甲基丙烯酰基和

化学发光基团的寡核苷酸链作为锚定分子，与二抗

上的另一条链互补配对，荧光标签被靶向标记到特

异性生物分子上，并在后续过程中经甲基丙烯酰基

的自由基聚合反应被锚定在凝胶网络中；c. 标记后

的生物样本被浸没在丙烯酸钠、丙烯酰胺和甲叉双

丙烯酰胺组成的单体溶液中，加入促凝剂四甲基乙

二胺和引发剂过硫酸铵后，单体分子与促凝剂连同

锚定分子发生自由基聚合反应，形成凝胶-样本复

Table 1　The improvement of resolution in various imaging equipment combining with ExM
表1　ExM对各成像设备分辨率的提升

设备名称

共聚焦显微镜［8，17］

光片显微镜［18］

结构光照明显微镜［19］

受激发射损耗显微镜［20］

单分子定位显微镜［21］

设备类型

衍射限制显微镜

衍射限制显微镜

超分辨显微镜

超分辨显微镜

超分辨显微镜

联用前分辨率/nm

220

350

100

40

20

联用后分辨率/nm

70

95

30

10

10

Fig. 1　Experimental steps of the basic ExM
图1　基础ExM的实验流程

（a）生物样本经化学试剂固定和通透，并与抗体偶联；（b）锚定分子标记特异性生物分子；（c）多聚电解质凝胶包埋生物样本，形成凝胶-

样本复合物；（d）蛋白酶消化生物样本，凝胶-样本复合物的力学性能更为均一；（e）凝胶-样本复合物吸水膨胀。
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合物；d. 在蛋白酶K的作用下，样本蛋白质分子的

内源性相互作用被破坏，复合物的力学性能更为均

一；e. 凝胶-样本复合物吸水膨胀，荧光信号分子

在锚定分子的作用下，随着水凝胶网络的展开而相

互分离。该方案中，凝胶-样本复合物吸水后可实

现4.5倍的线性膨胀，且膨胀后样本成像的长度误

差 小 于 1%， 可 在 共 聚 焦 显 微 镜 下 实 现 横 向             

~70 nm，纵向~200 nm的成像分辨率。

2　ExM衍生技术

基础ExM虽能提高成像分辨率，但在该方案

中，由于寡核苷酸锚定分子结构复杂，制备困难，

且该分子无法将生物内源性蛋白质或其他生物大分

子直接锚定在凝胶上，因此该方案的应用范围受到

限制。为了优化ExM实验流程，拓展ExM应用范

围，并对样本膨胀倍数做出提升，诸如 proExM、

ExFISH 和 iExM 等 改 良 技 术 方 案 相 继 被 发

明［11，13，15］。不同ExM改良技术的发明，使得该类

技术能够更便捷地应用于不同类型生物分子，获得

分辨率更高、信号保真度更好的超分辨成像效

果（表2）。

2.1　蛋白质保留膨胀显微成像技术（proExM）
Tillberg 等［11］在 ExM 方案的基础上，开发了

proExM。在该方案中，寡核苷酸锚定分子被替换

为 6-（（丙 烯 酰）氨 基）己 酸 琥 珀 酰 亚 胺 酯

（succinimidyl ester of 6-（（acryloyl）amino） hexanoic 

acid，AcX）。AcX 分子的丙烯酰胺官能团可对蛋

白质引入双键结构，使外源性蛋白质标签（如抗

体）和内源性蛋白质分子在自由基聚合反应中被直

接锚定在凝胶聚合物中，无需进行繁琐的寡核苷酸

杂交步骤。凝胶-样本复合物经蛋白酶消化后，其

内部荧光信号强度可保留 50%。除 AcX 外，甲基

丙烯酸 N-羟基琥珀酰亚胺酯（methacrylic acid N-

hydroxysuccinimidyl ester， MA-NHS） 和 戊 二 醛

（glutaraldehyde，GA） 也可替代基础 ExM 方案中

的寡核苷酸锚定分子［24］。该类方案已应用于多种

生物样本的超分辨成像，包括与神经元轴突膜蛋白

相关的微丝骨架纳米级成像［25］，人脑组织神经胶

质细胞的亚显微结构成像［26］以及人肾脏组织足细

胞足突、肾小球基底膜和细胞骨架超微结构

成像［27］。

2.2　放大分析蛋白质组技术（MAP）
生物组织在化学固定与凝胶包埋过程中，蛋白

质分子产生的相互交联影响了凝胶的膨胀倍数与均

一性。同时，蛋白酶消化可导致样本部分蛋白质结

构缺失，影响样本成像的信号完整性。该类现象在

大尺寸生物样本膨胀成像中更为明显，为避免上述

问题，Ku等［12］开发了MAP。MAP使用的高浓度

丙烯酰胺，可与组织固定过程产生的活性羟甲基发

生反应，从而减少生物样本内因蛋白质固定产生的

亚甲基桥交联，最大限度地保证后续样本膨胀的均

一性。MAP通过加热变性样本蛋白质促进样本均

一化，避免蛋白酶消化导致的蛋白质结构缺失，能

够在 3D层面完整解析组织内的亚细胞超微结构和

细胞间连接结构。通过MAP技术，小鼠大脑冠状

位的单个连续神经元纤维的树突棘细节结构［12］，

狨猴大脑组织突触前支架蛋白Bassoon与突触后密

度蛋白 PSD-95的分布细节［28］，以及microRNA在

肝癌细胞Hep3B中的定位［29］，均可被清楚解析。

2.3　迭代膨胀显微成像技术（iExM）
由于水凝胶的不均匀网状拓扑结构限制，ExM

方案中的凝胶-样本复合物无法实现高于4.5倍的膨

Table 2　Characteristics of ExM derivative technology
表2　ExM衍生技术特点比较

技术名称

proExM［11］

MAP［12］

iExM［13］

Cryo-ExM［14］

ExFISH［15］

Click-ExM［23］

ExPath［16］

成像分子

蛋白质分子

蛋白质分子

蛋白质分子

蛋白质分子

RNA

脂质、多糖和小分子代谢物

蛋白质分子

膨胀倍数

4.5倍

~4倍

16~22倍

4~4.5倍

~4倍

~4倍

4-5倍

关键改进

使用AcX作为交联分子

改变凝胶单体配方

改变凝胶单体配方及成胶实验流程

使用冷冻固定方法固定生物样本

使用锚定分子Label X锚定RNA

使用Click反应锚定生物分子

使用二甲苯去除封片介质

技术特点

制样便捷，并适用于内源性荧光蛋白成像

适用于大尺寸生物样本成像

膨胀倍数增大，成像分辨率提高

高保真成像亚细胞结构

适用于RNA分子成像

适用于脂质、多糖、小分子代谢物成像

适用于临床病理切片成像

AcX：6-（（丙烯酰）氨基）己酸琥珀酰亚胺酯。
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胀倍数。为进一步提高生物样本膨胀倍数，Chang

等［13］通过改进基础ExM方案中的水凝胶配方及成

胶实验流程，开发出 iExM。在该方案中，生物样

本经两次凝胶包埋与吸水膨胀，其线性膨胀倍数被

提升至16~22倍。首次成胶时，细胞或组织切片首

先在 N,N'-（1,2-二羟乙烯）双丙烯酰胺（N,N′-(1,2-

dihydroxyethylene） bisacrylamide，DHEBA） 作为

交联剂的凝胶中膨胀4.5倍。该凝胶块可在高pH环

境下发生降解。第一次膨胀后的凝胶块，再次被包

埋进 N,N'-亚甲基双丙烯酰胺 （N,N′-methylenebis

（acrylamide），BIS） 作为交联剂的凝胶中。经高

pH溶液降解与第二次吸水膨胀，生物样本最终可

达16~22倍的膨胀倍数，且在共聚焦显微镜下实现

25 nm的超分辨成像。利用 iExM技术，小鼠脑组

织突触前后支架蛋白Bassoon、Homer1、Gephyrin

以及神经递质受体GluR1和GABAARα1/α2的相对

位置被详细解析［13］。同样在提高样本膨胀倍数方

面，Truckenbrodt 等［30］采用 N,N-二甲基丙烯酰胺

（N,N-dimethylacrylamide，DMAA）同时作为水凝

胶的单体分子与交联剂，将水凝胶单次吸水后膨胀

倍数提升至 10倍，并成功解析了小鼠神经细胞过

氧化物酶体及突触后膜蛋白 Homer 1 的亚显微

结构。

2.4　冷冻固定膨胀显微成像技术（Cryo-ExM）
在基础ExM方案中，需借助化学试剂如多聚

甲醛或冰甲醇等完成生物样本固定。固定试剂会不

可避免地改变样本内部结构的原生状态，导致出现

错误信号。为解决这一问题，Laporte等［14］借鉴电

子显微镜制样方法，开发出Cryo-ExM。在该方案

中，生物样本首先在液态乙烷-丙烷混合物中被迅

速低温固定，形成玻璃态冰。而后，样本被转移至

液氮冷却的丙酮中，并在干冰上孵育过夜，直至温

度上升至-80℃。除去干冰 1.5 h后，0℃的生物样

本依次在浓度为 100%、95%、70% 和 50% 的乙醇

中再水化，并经1.4%甲醛和2%丙烯酰胺处理，在

丙烯酸含量为10%的单体溶液中进行凝胶包埋［31］。

相较于化学试剂固定，Cryo-ExM可更好地保存内

质网、微管、微丝和线粒体等亚细胞结构的原生状

态信号。应用Cryo-ExM，内质网与线粒体的纠缠

状态以及内质网纳米尺寸的孔状结构被清晰

解析［14］。

2.5　非蛋白质分子的膨胀显微成像技术

ExM 不仅可用于蛋白质结构的超分辨成像，

也可实现RNA、脂质、多糖、小分子代谢物和药

物分子的超分辨成像［15，23，32］。Chen 等［15］将荧光

原位杂交 （fluorescent in situ hybridization，FISH）

技术与膨胀显微成像技术结合，开发出ExFISH技

术，推动了RNA纳米级成像技术的发展。该方案

采用自制新型锚定分子Label X，将细胞内RNA锚

定在凝胶上，并在吸水膨胀的凝胶块中实施FISH

实验。 ExFISH不仅可实现单分子RNA信号识别，

也可检测膨胀前无法检测的高密度重叠荧光信号。

Sun等［23］在传统ExM的基础上开发出可用于

脂质、多糖、小分子代谢物、药物分子的“一站

式”纳米成像技术——Click-ExM。在该方案中，

使用含有炔基或叠氮基的单体生物分子标记脂质、

多糖和小分子代谢物等分子，这类分子通过Click

反应与生物素发生偶联［33］。而后，结合有荧光分

子和交联分子（AcX或GA）的链霉亲和素再与生

物素反应，将脂质、多糖和小分子代谢物等分子锚

定在凝胶中。通过Click-ExM技术，标记大鼠心肌

细胞的线粒体磷脂，成功解析了心肌细胞线粒体的

高密度网络结构［23］。

2.6　膨胀病理学技术（ExPath）
在病理切片中实现纳米级分辨率成像，可有效

提高临床诊断的准确性。为了在普通光学成像条件

下，将病理切片分析提升至超分辨水平，Zhao

等［16］通过改进 proExM 技术，开发出 ExPath。在

该实验方案中，需预先使用二甲苯去除病理切片的

封片介质，再对病理组织进行膨胀成像。通过对乳

腺、前列腺、肺、结肠、胰腺等组织进行 ExPath

成像分析表明，不同类型人体组织在 ExPath 方法

中的膨胀效果相似，膨胀倍数均为4~5倍，畸变程

度均接近 10%［16， 34］。通过ExPath技术，在微小病

变 性 肾 病 （kidney minimal change disease，

MCD）［35］临床标本中观测到足细胞的足突消失现

象［16］。因分辨率的提升，ExPath也可辅助提升计

算机病理诊断的准确性［16］。

3　ExM与其他光学成像技术联合使用

3.1　ExM与光学衍射限制显微镜的联合使用

ExM 可打破光学衍射极限，借助该技术，生

物样本在诸如共聚焦显微镜、光片显微镜等衍射受

限光学成像系统下，能够实现超分辨率成像。通过

ExM与共聚焦显微镜联合使用，Klimas等［17］在超

分辨条件下，观察到小鼠大脑纹状体中酪氨酸羟化

酶的分布细节。Kunz 等［36］则通过 ExM 与共聚焦

显微镜联合使用，精确解析了衣原体效应蛋白
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CPAF 和 Cdu1 在沙眼衣原体细胞内的定位。ExM

与光片显微镜联用，可实现大尺寸生物组织在三维

空间中的超分辨成像。Düring 等［37］将 proExM 与

光片显微镜结合，对斑胸草雀脑组织开展了快速、

深度、低漂白的超分辨成像，解析了其神经元的树

突棘细节结构。Mascheroni等［18］采用ExM与光片

显微镜联用技术，在95 nm分辨率下得到细胞中囊

泡表面甲型流感病毒核蛋白浓度，推动了病毒粒子

在细胞中组装与转运的研究进程。Gao等［38］则通

过 ExM 与 晶 格 光 片 显 微 镜 （lattice light-sheet 

microscopy，LLSM）结合，解析了小鼠大脑皮层

神经细胞的细胞器体积和树突棘形态特征，同时量

化了果蝇不同脑区多巴胺神经元的突触密度，推动

了对神经发育和神经活动相关结构的研究。

3.2　ExM与超分辨显微镜的联合使用

在各种超分辨显微镜中，SIM成像条件温和，

对样本制备技术要求较低［6，39］，但因技术原理限

制，SIM无法解析 100 nm以下的超微结构。Kunz

等［10］通过ExM与SIM联用，将成像分辨率提升至

30 nm，解析了 Mic60 蛋白和 PRX3 蛋白在线粒体

嵴中的定位。Halpern 等［40］通过 ExM 与 SIM 联用

技术，在30 nm分辨率条件下，解析了兰伯氏贾第

虫黏附盘微管的精细结构。理论上 ExM 直接与

STED联用可进一步提高光学分辨率，但生物样本

在凝胶中膨胀后，荧光信号密度会随膨胀倍数增加

而降低，较低的信号密度使ExM与STED的联合使

用受到限制。为提升膨胀后生物样本的荧光信号密

度，Gao等［20］开发了多位点荧光共染色技术，并

在此基础上将STED与ExM联用，实现10 nm的横

向分辨率成像，成功解析了细胞内微管、初生纤

毛、运动纤毛以及中心粒等超微结构。Kim等［41］

开发了一种生物素——亲和素信号放大技术，将荧

光信号强度提升至最初的7.2倍。通过对细胞骨架

蛋白以及内质网结构的高信噪比超分辨成像，证明

了该方案可有效减少STED成像对样本产生的光漂

白。ExM可与SMLM联用，进一步提升成像分辨

率。Xu等［21］借助ExM与SMLM联用技术，对小

鼠 精 母 细 胞 减 数 分 裂 时 期 的 连 接 丝 复 合 物

（synaptonemal complex，SC） 进行结构解析，在

10 nm分辨率下解析了 SC不同蛋白元件在染色体

轴内的分布结构。 Zwettler 等［42］ 采用 ExM 与

SMLM 联用技术，解析了细胞微管以及中心体的

3D超分辨结构，并将免疫标记连锁误差由17.5 nm

降低至4.4 nm。

4　膨胀显微成像技术在不同类型生物样本

中的应用

4.1　ExM在大尺寸生物样本成像中的应用

生物组织在水凝胶中膨胀时，其内部抗原表位

间隔增大，空间位阻减少，荧光抗体的结合效率得

以提高［8］。由于凝胶块的折光系数与水相近，且

膨胀后的样本几乎完全透明，样本即使未经透明化

处理也可达几百微米的成像深度，因此ExM适于

大尺寸生物组织的超分辨成像。Tillberg等［11］在开

发出proExM后，成功将其运用在小鼠的大脑、胰

腺、脾脏和肺组织的超分辨成像中。Crittenden

等［43］在对多巴胺分泌调控相关神经束的研究中，

使用ExM技术解析了纹状体神经纤维与多巴胺树

突形成的神经纤维束的精细3D结构。Mosca等［44］

运用 proExM，在大脑嗅觉神经元中观察到 LRP4

蛋白与突触前蛋白 Bruchpilot 的共定位，证明了

LRP4蛋白可在兴奋性突触前区室中定位，推动了

该蛋白质在指导兴奋性突触发育中的研究进程。

Hafner等［45］则在ExM中，采用嘌呤霉素代谢标记

突触前神经元新生蛋白质的方法，解析了神经元突

触前蛋白合成的翻译特征。而在其他模式生物的超

分辨成像研究中，ExM也应用于斑马鱼和秀丽隐

杆线虫的亚显微结构解析［46-47］。

4.2　ExM在单细胞亚显微结构成像中的应用

细胞内各细胞器对细胞正常生理状态的维持起

着重要作用，利用ExM在单细胞内观察各细胞器

的亚显微结构，有助于更准确地描述细胞的各项生

理功能及其变化。细胞核在调控细胞代谢活动以及

维持细胞整体生理结构方面起着重要作用，因此对

其超微结构的解析，在细胞核功能研究中极为重

要。Woodworth等［48］利用ExM技术，开发了一种

单细胞翻译后表观遗传编码评估 （single cell 

evaluation of post-translational epigenetic encoding，

SCEPTRE）的方法，可在3D环境中量化单个细胞

核内基因组位点的组蛋白标记丰度。通过运用

ExM，Cahoon 等［49］在 3D 层面上精确解析了果蝇

胚胎细胞核中SC的纳米级结构特征。在线粒体超

微结构成像方面，Suofu等［50］利用ExM技术，解

析了线粒体外膜标记物TOM20和褪黑素 1型受体

（melatonin type 1 receptor，MT1） 的共定位情况，

证明了MT1存在于线粒体外膜。Kunz等［10］则使用

ExM实现了对线粒体嵴的超分辨成像。此外，内

质网、高尔基体、纤毛等亚细胞器的超微结构也通
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过ExM技术得到精确的解析［51-53］。

5　展 望

ExM 可在常规光学成像条件下，实现生物样

本的纳米级超分辨成像。近年来开发的各种 ExM

衍生技术，优化了ExM的实验方案，扩展了ExM

的应用领域。通过与其他显微成像技术联用，ExM

可进一步将样本的光学分辨率提升至 10~60 nm，

以解析更加细微的生物结构。大尺寸动物组织样

本、贴壁细胞等多种类型生物样本，都可运用

ExM获得更高的成像分辨率。目前，ExM仍存在

一些技术与应用缺陷，例如膨胀后出现样本抗原表

位部分缺失、深度成像时由于凝胶折射系数的细微

差异而出现球面像差以及膨胀后样本的畸变现象

等。未来，随着研究的深入，上述缺陷将进一步被

克服，ExM 技术也将在生物医学领域发挥更大

作用。
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The Basic Principles and Application of Expansion Microscopy*
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Abstract　 Expansion microscopy (ExM) is a new super-resolution imaging technique. With the aid of 

expandable hydrogel, biological samples are uniformly physically amplified and can be imaged in super 

resolution by using conventional optical imaging microscopes. In ExM, after immunofluorescence staining, gel 

embedding, protease digestion and water swelling, the relative distance of fluorescent labeled molecules inside the 

biological samples was increased, so the sample can bypass the optical diffraction limit in conventional 

fluorescence microscope to achieve the super-resolution imaging. ExM is widely suitable for many types of 

biological samples such as cell and tissue sections. Proteins, nucleic acids, lipids and other biological 

macromolecules can also be imaged by ExM. ExM can be combined with confocal microscopy, light-sheet 

microscopy and super-resolution microscopy to further improve imaging resolution. In recent years, a variety of 

derivative technologies have been developed from base ExM, which further promotes the practical application of 

this technology. Protein retention expansion microscopy (proExM) can avoid complicated sample preparation 

process and directly image endogenous fluorescent proteins. Magnified analysis of the proteome (MAP) was 

suitable for super-resolution imaging in large biological samples. Iterative expansion microscopy (iExM) can 

increase the final expansion factor of biological samples to 16-22 times by changing the gel embedding steps. 

Cryo-expansion microscopy (Cryo-ExM) can provide better image fidelity. Expansion fluorescent in situ 

hybridization (ExFISH) and Click-ExM can achieve super-resolution imaging in nonprotein biomolecules, such as 

RNA, lipids, and polysaccharides. Expansion pathology (ExPath) can be used for clinicopathologic specimens 

imaging. The combination of ExM and light-sheet microscope can improve the image resolution to super-

resolution level in the deep imaging depth. The application of ExM in super-resolution microscopy can further 

increase the resolution of images to 10-30 nm. In this paper, we reviewed the basic principles of ExM and its 

derivative technology, the research progress of combining ExM with different imaging technologies, the 

application progress of ExM in observing different types of biological samples, and the prospective of spreading 

ExM technology in the future.
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