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摘要 在生命科学领域，人们常常需要在细胞内精确定位特定的蛋白质以研究其位置与功能的关系．多年来，宽场 /共聚焦
荧光显微镜的分辨率受限于光的阿贝 /瑞利极限，不能分辨出 200 nm以下的结构．近年来，随着新的荧光探针和成像理论
的出现，研究者开发了多种实现超出普通共聚焦显微镜分辨率的三维超分辨率成像方法．主要介绍这些方法的原理、近期进

展和发展趋势．介绍了光源的点扩散函数(point spread function, PSF)的概念和传统分辨率的定义，阐述了提高 xy平面分辨率
的方法．通过介绍单分子荧光成像技术，引入了单分子成像定位精度的概念，介绍了基于单分子成像的超分辨率显微成像方

法，包括光激活定位显微技术 (photoactivated localization microscopy, PALM)和随机光学重构显微技术 (stochastic optical
reconstruction microscopy, STORM)．介绍了两大类通过改造光源的点扩散函数来提高成像分辨率的方法，分别是受激发射损
耗显微技术(stimulated emission depletion, STED)和饱和结构照明显微技术(saturated structure illumination microscopy, SSIM)．
比较了不同的 z 轴提取信息的方法，并阐述了这些方法与 xy平面上的超分辨率显微成像技术相结合所得到的各种三维超分
辨率显微成像技术的优劣．探讨了目前超分辨率显微成像的发展极限和方向．
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现代生物医学研究中为了更好地理解人体生命

的作用过程和疾病的产生机理，需要观察细胞内细

胞器、病毒、寄生虫等在三维细胞空间的精确定位

和分布．另一方面，后基因组时代蛋白质科学的研

究也要求阐明：蛋白质结构、定位与功能的关系以

及蛋白质 -蛋白质之间发生相互作用的时空顺序；
生物大分子，主要是结构蛋白与 RNA 及其复合
物，如何组成细胞的基本结构体系；重要的活性因

子如何调节细胞的主要生命活动，如细胞增殖、细

胞分化、细胞凋亡与细胞信号传递等．反映这些体

系性质的特征尺度都在纳米量级，远远超出了常规

的光学显微镜(激光扫描共聚焦显微镜等)的分辨极
限(xy向分辨率：200 nm，z 向分辨率：500 nm)[1].
应用传统的电子显微镜(EM)可以达到纳米量级的
分辨率，能够观察到细胞内部囊泡、线粒体等细胞

器的定位，但是由于缺乏特异性的探针标记，不适

合定位单个蛋白质分子，也不适合观察活细胞和细

胞膜的动态变化过程．因此，生物学家迫切希望有

一种实验显微方法，它既具有亚微米甚至纳米尺度

的光学分辨本领，又可以连续监测生物大分子和细

胞器微小结构的演化，而并不影响生物体系的生物

活性．

近年来，随着新型荧光分子探针的出现和成像

方法的改进，光学成像的分辨率得到极大的改进，

达到可以与电子显微镜相媲美的精度，并可以在活

细胞上看到纳米尺度的蛋白质[2～5]．这些技术上的

进步势必极大地推动生命科学的发展，为了增强生

物学家对于超分辨率荧光显微成像(super-resolution
fluorescent microscopy)机理的理解，以下我们将介
绍传统的荧光显微成像的极限，突破此极限超分辨

率成像的原理以及目前国际上的最新进展.

1 荧光显微成像的极限

根据瑞利 /阿贝准则，光学显微镜的分辨率定
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义为用显微镜可以分辨出来的两个同等亮度的点光

源之间的最小距离，而此分辨率的极限是由光的衍

射特性所决定的．无论是宽场显微镜还是共聚焦显

微镜，单个点光源经过透镜组和物镜汇聚后都会在

焦平面上产生一个模糊的光斑(airy disc)，光斑的
大小可以用其半高宽(full-width at half-maximum，

FWHM)来表示，遵循公式 驻x, 驻y= 姿
2nsin琢 = 姿

2NA ，

其中 姿是入射光的波长，n是介质的折射系数，琢
是物镜的半孔径角度，而 NA 则是物镜的数值
孔径．在光传播的方向上(z 轴)，其半高宽大约为

驻z= 2姿
nsin2琢

[1]．

另一方面，分辨率不仅与光斑的半高宽相关，

还与成像的对比度有关．以 xy平面为例，对比度
的概念是：在两个同样亮度的点光源光斑中间存在

亮度的最小值，而点光源光斑的中心为亮度的最大

值，此两值之间的差与亮度最大值的比值即为对比

度．当两个点光源光斑距离靠近时，对比度下降，

而距离分开时，对比度上升，其分布范围在 0～1
之间．瑞利分辨率(r)的概念是：在理想的光学成像
环境下，当两个点光源光斑的对比度为 26.4%时，
两个光斑中心点之间的距离即为瑞利分辨率．将显

微镜的光斑在 xy平面上的分布用二维的贝塞尔函
数或是高斯函数来拟合(点扩散函数 point spread
function, PSF)[6]，计算对比度为 26.4%时光斑的距
离，就可以得到瑞利分辨率．宽场荧光成像时 xy
平面的分辨率为 rx, y= 0.6姿

NA ．用共聚焦显微成像时，

由于在同样的荧光发射波长上，其光斑大小约是宽

场荧光成像时光斑大小的平方根，所以 xy平面的

分辨率可以提高约 30%，rx, y= 0.4姿
NA

[7]．

由这些公式来看，不管所用的显微成像方式有

什么差别，传统理论认为 xy平面的分辨率只取决
于所发射荧光的波长和数值孔径的大小(z 轴分辨率
的大小更远远低于 xy轴向的分辨率)．然而，在实
际系统中由于存在光发射的泊松噪声、检测元件

(电荷耦合器件 CCD以及光电倍增管 PMT等)的背
景噪声和采样信号像素化引起的噪声等影响，实际

显微镜的分辨率往往还远低于其理论值．

2 xy平面上的超分辨率显微技术

2.1 单分子荧光成像

需要指出的是，当显微镜需要分辨两个或者更

多点光源的时候，很难突破光学分辨率的极限来进

行精确定位．而当显微镜的物镜视野下仅有单个荧

光分子的时候，通过特定的算法拟合，此荧光分子

位置的精度可以很容易超过光学分辨率的极限，达

到纳米级．1981年，Barak和 Webb [8]首先将单分

子跟踪技术引入到生命科学中，在成纤维细胞上跟

踪了一个荧光标记的低密度脂蛋白受体的动力学过

程．2000年初，人们开始讨论优化算法，改进成
像器械，来进一步提高单个荧光分子的定位精度．

Cheezum等[9]比较了四种定位算法，确认在同样的

信噪比图像上，用高斯函数拟合单分子荧光的点扩

散函数可以达到最佳的定位精度．Thompson等[10]

结合了理论推导和计算机模拟，综合考虑了各种因

素的影响，如离散时间段检测到的发出光子数的泊

松噪声、CCD相机的背景读出噪声以及 CCD像素
点的大小等，得到了单分子在二维定位精度上的近

似公式：

(驻x)= s2+a2/12
N + 8 仔姨 s4b2

a2N2姨
其中 x为定位的误差，s 为点扩散函数的标准

方差，a为 CCD像素的大小，N为收集到的光子
数，b 为背景噪声．
在建立了上述单分子定位精度公式的基础上，

人们开始测量一些荧光标记生物分子的纳米级定位

和运动．例如，Paul Selvin 研究小组将肌凝蛋白
myosin标记上 Cy3分子，应用单分子成像技术在
体外优化的条件下研究 myosin步进的长短，其分
辨率达到了 1.5 nm [11]．尽管活细胞上单分子荧光

成像的精度(20 nm)通常还不能达到体外的水平
(1.5 nm)，通过提取单分子成像的信息人们仍然可
以解决一些超出其分辨率范围的问题．例如，细胞

质膜上的离子通道，通常大小在 2～3 nm之间，其
结构一般只能够通过 X射线晶体衍射得到．我们
发展了单分子成像技术，成功确定细胞膜上钙库释

放诱发的钙通道(CRAC)是由 4个 Orai1 蛋白和 2
个 STIM1 蛋白组成的 [12]．此结果被随后发表在

Nature上的文章所验证[13]，并进一步证明了单分子

成像作为一种新的确定通道成分方法的可靠性．

2.2 PALM和 STORM
如上所述，尽管单分子的定位精度可以达到纳

米级，但它并不能提高光学显微镜在分辨两个或者

多个点光源时的分辨率．2002 年，Patterson 和
Lippincott-Schwartz[14]首次利用一种绿色荧光蛋白

(GFP)的变种(PA-GFP)来观察特定蛋白质在细胞内
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Fig. 1 A schemes of using PALM technique
to achieve super鄄resolution imaging[2]

图 1 应用 PALM技术定位单个荧光分子
最后实现超分辨率成像的示意图[2]

A，B，C，D，E，F展示了实际实验过程及得到的原始数据；A 忆，
B忆，C忆，D忆，E忆，F忆展示了用高斯拟合确定荧光分子的中心，叠加
产生了超分辨率图像；(A, A 忆)未激活任何荧光分子时；(B, B忆)用
405 nm的激光激活了 4个荧光分子；(C, C忆)用 488 nm的激光观察

一段时间后漂白了第一轮激活的 4个荧光分子；(D, D忆)第二轮重新
激活的另外的几个荧光分子；(E, E忆)两轮激活的荧光分子总和组成
的图像；(F, F忆) E图的局部放大．

的运动轨迹．这种荧光蛋白 PA-GFP在未激活之前
不发光，用 405 nm的激光激活一段时间后才可以
观察到 488 nm激光激发出来的绿色荧光．德国科
学家 Eric Betzig敏锐地认识到，应用单分子荧光成
像的定位精度，结合这种荧光蛋白的发光特性，可

以来突破光学分辨率的极限．2006年 9月，Betzig
和 Lippincott-Schwartz 等 [2]首次在 Science 上提出
了光激活定位显微技术(photoactivated localization
microscopy, PALM)的概念． 其基本原理是用
PA-GFP来标记蛋白质，通过调节 405 nm 激光器
的能量，低能量照射细胞表面，一次仅激活出视野

下稀疏分布的几个荧光分子，然后用 488 nm激光
照射，通过高斯拟合来精确定位这些荧光单分子．

在确定这些分子的位置后，再长时间使用 488 nm
激光照射来漂白这些已经定位正确的荧光分子，使

它们不能够被下一轮的激光再激活出来．之后，分

别用 405 nm和 488 nm激光来激活和漂白其他的荧
光分子，进入下一次循环．这个循环持续上百次

后，我们将得到细胞内所有荧光分子的精确定位．

将这些分子的图像合成到一张图上，最后得到了一

种比传统光学显微镜至少高 10倍以上分辨率的显
微技术，如图 1所示．PALM显微镜的分辨率仅仅
受限于单分子成像的定位精度，理论上来说可以达

到 1 nm的数量级．2007年，Betzig的研究小组更
进一步将 PALM技术应用在记录两种蛋白质的相
对位置 [15]，并于次年开发出可应用于活细胞上的

PALM成像技术来记录细胞黏附蛋白的动力学过
程[16]．

PALM的成像方法只能用来观察外源表达的
蛋白质，而对于分辨细胞内源蛋白质的定位无能为

力．2006 年底，美国霍华德 - 休斯研究所的华
裔科学家庄晓薇实验组开发出来一种类似于

PALM的方法，可以用来研究细胞内源蛋白的超分
辨率定位．他们发现，不同的波长可以控制化学荧

光分子 Cy5在荧光激发态和暗态之间切换，例如
红色 561 nm的激光可以激活 Cy5发射荧光，同
时长时间照射可以将 Cy5 分子转换成暗态不发
光．之后，用绿色的 488 nm 激光照射 Cy5 分子
时，可以将其从暗态转换成荧光态，而此过程的长

短依赖于第二个荧光分子 Cy3 与 Cy5 之间的距
离．因此，当 Cy3和 Cy5交联成分子对时，具备
了特定的激发光转换荧光分子发射波长的特性．将

Cy3和 Cy5分子对胶联到特异的蛋白质抗体上，就
可以用抗体来标记细胞的内源蛋白．应用特定波长

的激光来激活探针，然后应用另一个波长激光来观

察、精确定位以及漂白荧光分子，此过程循环上百

次后就可以得到最后的内源蛋白的高分辨率影像，

被他们命名为随机光学重构显微技术(stochastic
optical reconstruction microscopy, STORM) [3]．2007
年，他们进一步改进 STORM技术，发展了不同颜
色的变色荧光分子对，可以同时记录两种甚至多种

蛋白质的空间相对定位，从而阐明笼形蛋白

clathrin形成的内吞小泡与细胞骨架蛋白之间的精
确空间位置关系，两种颜色的分辨率都可以达到

20～30 nm[17]．但是，STORM方法也存在缺陷，由
于用抗体来标记内源蛋白并非一对一的关系，所以

STORM不能量化胞内蛋白质分子的数量，同时也
不能用于活细胞测量．

激活

A A 忆

B B忆

C C忆

D D忆

E E忆

F F忆

200 nm 200 nm

激活

激活 激活

漂白 漂白

G

++
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Fig. 2 A schematic plot of the basic theory of STED excitation[18]

图 2 STED激发原理示意图[18]

紫色代表的是激发激光，黄色代表的是用来受激发射损耗的激光，两束激光经过时间空间调制后同时照射在样本上．由右图中可以看出，

激发光光斑(紫色)经 STED激光(黄色)的调制后极大地减少了激发的荧光分子的光斑大小(绿色)，其半高宽可以达到 66 nm．

应用 STED 成像，点光源的光斑大小直接发

生改变，其半高宽大小从传统的 姿
2nsin琢 变成

姿
2nsin琢 1+I/Isat姨 ，其中 I 是 STED 激光器的最大

聚焦强度，而 Isat则是当受激荧光强度被减少到 1/e
时的 STED激光的强度特征值．由此公式可看出，
当 I/Isat的值趋近无穷大时，STED成像的点光源的
半高宽趋近于 0，亦即分辨率不再受光的衍射过程
所限制[18]．

STED成像技术的最大优点是可以快速地观察
活细胞内实时变化的过程，因此在生命科学中应用

更加广泛．例如，应用成熟的 STED显微成像技术

发现，海马神经元上囊泡蛋白 synatotagmin玉在各
种刺激后都以一种“簇”的形式存在于神经突触前

端膜上，这首次揭示了这种膜蛋白以集合的形式存

在于细胞质膜上然后被统一回收的方式．之后 Hell
等又进一步发展了这种方法，使之可以用于 EGFP
标记的信号 [19]和多种颜色的超分辨率检测 [20]．目

前，STED作为一种成熟的方法，已经可以高速地
监测活细胞内高分辨率图像．例如在 2008 年
Science上发表的文章表明，应用 STED技术已经
可以以视频的速度(每秒 28帧)来采集记录神经细
胞内突触小泡的高分辨率图像(50 nm) [21]．目前，

STED成像的主要缺陷在于光路复杂，设备昂贵，
对系统的稳定性要求很高．

2.3 STED
不管是 PALM还是 STORM 的超分辨率成像

方法，其点扩散函数成像仍然与传统显微成像一

致．由于需要反复激活 -猝灭荧光分子，所以使得
实验大多数在固定的细胞上完成．即使是在活细胞

上进行的实验，其时间分辨率也较低[16]．2000年，
德国科学家 Stefan Hell开发了另一种超高分辨率显
微技术，其基本原理是通过物理过程来减少激发光

的光斑大小，从而直接减少点扩散函数的半高宽来

提高分辨率．当特定的荧光分子被比激发波长长的

激光照射时，可以被强行猝灭回到基准态．利用这

个特性，Hell等开发出了受激发射损耗显微技术
(stimulated emission depletion, STED) [4]．其基本的

实现过程如图 2所示，就是用一束激发光使荧光物
质(既可以是化学合成的染料也可以是荧光蛋白)发
光的同时，用另外的高能量脉冲激光器发射一束紧

挨着的、环型的、波长较长的激光将第一束光斑中

大部分的荧光物质通过受激发射损耗过程猝灭，从

而减少荧光光点的衍射面积，显著地提高了显微镜

的分辨率．

激发光光斑 受激发射损耗激光光斑

有效荧光光斑(点扩散函数 PSF)

+

探测器
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Fig. 3 Using moir佴 effects of light diffraction to increase the optical resolution
图 3 通过衍射的莫阿干涉效应(moir佴 effect)来提高分辨率

当一个未知结构的物体(a)被一个结构规则的照射模式(b)的光所照射时，会产生云纹条纹(moir佴 fringes)(c)．云纹条纹发生在采样物体的空间

频率与照射光线的空间频率有差异的地方．显而易见，在显微镜下直接观察，就可以看到它放大了原先不能够分辨出来的样本结构．通过

计算机进一步分析所有条纹中包含的信息，可以重组出样本的高分辨率图像[5]．

3 z平面轴向的超分辨率显微技术
以上所讨论的几种超分辨率成像方法，其分辨

率的改进都在 xy平面．而事实上，由于传统显微
镜在光传播方向上(z 轴)的点扩散函数的半高宽大

约为 2姿
nsin2琢 ，小于 xy平面的半高宽 姿

2nsin琢 ，因此

其理论 z 轴分辨率本来就低于其 xy 平面的分辨
率．另外，对厚的生物样本进行显微三维成像时，

由于样本本身的折射系数与物镜的折射系数不

同，在 z 轴方向上产生显著的球面象差(spherical
aberration)，从而使图像在 z 轴上的分辨率降低．
如果要充分观察细胞内的三维精细图像，就必

须大幅度提高成像的 z 轴分辨率．因此，近年来，
国际上各个研究超分辨率显微成像的小组也不断地

探索提升 z 轴分辨率的手段．
3.1 三维的 PALM/STORM
3.1.1 散光原理成像．

基于单荧光分子显微成像的 PALM和 STORM
技术可以通过多种方法来改进其在 z 轴上的分辨
率．一种方法是利用散光的原理来提取 z 轴方向上
的精细信息．具体的方法是在成像物镜和图像透镜

之间加上一个散光的柱面镜，从而产生 xy轴向上
的光程差．当点光源位置正在聚焦平面时，其投射

到 CCD上的光斑与正常的显微镜一样，都是一个
四面对称的圆形．而当点光源位置不在聚焦平面

时，其投射到 CCD上的点扩散光斑会呈现椭圆形
状，其椭圆长轴的指向和长度分别决定了点光源

位置在聚焦平面的上下以及离聚焦平面的距离

(图 4a)[23]．用柱面镜来增强显微镜 z 轴分辨率的好
处是比较简单，分辨率最高可以达到 50 nm左右．
其缺陷是成像的穿透深度较浅，只能成像大约

600 nm深度的生物样本．另一方面，生物样本与
显微镜物镜之间折射系数的差别会引入球差效应，

在成像深度越深时 z 轴估计的偏差越大．
针对上述柱面镜在 z 轴上穿透深度的限制，

Piestun和 Moerner小组又开发出来另一种方法[24]，

即通过制造特殊的液晶空间光调制器(spatial light
modulator, SLM)，将点光源传统的点扩散光斑改造
成为有两个侧页的光斑(双螺旋的点扩散函数)，其
侧页之间连线与水平的夹角直接反映了光源在 z 轴
上的位置(图 4b)．应用这种新型的成像系统，他们
成像的深度可以达到 2 滋m，可以用于厚生物样本
成像，而且在成像深度范围内 z 轴方向的精度也提
高到 10～20 nm左右[24]．但是，此成像方法的缺点

在于制造特殊的液晶空间光调制器比较困难，且其

光子收集的效率较低，目前仅适用于发出光子数高

的特定荧光染料或者是荧光蛋白．

2.4 SSIM
改变光学的点扩散函数来突破光学极限的另一

个方法是利用饱和结构照明显微技术 (saturated
structure illumination microscopy, SSIM)．早在 1963
年，Lukosz和 Marchand[22]就提出了特定模式侧向

入射的光线可以用来增强显微镜分辨率的理论．

2005 年，加州大学旧金山分校的 Gustafsson 博士
首先将非线性结构性光学照明部件引入到传统的显

微镜上，得到了分辨率达到 50 nm的图像[5]．SSIM
技术的原理是将多重相互衍射的光束照射到样本

上，然后从收集到的发射光模式中提取高分辨率的

信息，如图 3所示．

(a)
(b) (c)
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Fig. 5 A scheme for the two鄄plane PALM microscope[25]

图 5 双层平面鄄PALM实现的示意图[25]

Fig. 4 Using astigmatic method to extract information of light source in z axis
图 4 用散光的方法来提取光源在 z轴上的位置

(a)柱面镜来增强 PALM/STORM技术 z轴分辨率的原理图[23]. (b)用特殊的液晶空间光调制器来改造点光源扩散函数来提高 z轴的分辨率[24].

3.2 STED鄄4仔三维成像
与 PALM/STORM技术不同，STED技术是用

一种类似于激光扫描的方法运作，因此上述改善 z

轴分辨率的方法都不适用．针对这个问题，Hell小
组开发了另一种方法，利用光的干涉原理，直接减

少点光源在光传播方向上(z轴)的半高宽[26]．

3.1.2 多重平面成像．三维成像的另一种办法是将

两个或者多个不同聚焦层面的图像同时送入 CCD
中，提取三维信息．利用这个原理，Hess 和
Bewersdorf 小组开发出来双层 PALM 技术 [25]．如

图 5所示，其实现的关键技术是加入了一个 50∶50
的分光镜，将 CCD相机前的汇聚光分为两股，分

别经过近光路(透过分光镜)和远光路(被反光镜反
射)后同时在 CCD上成像．由于所成的像分别在原
来成像平面的上下各 350 nm处，根据此信息可以
重组出图像的 z 轴位置[25]．多重平面成像实现相对

简单，但是成像的深度也有限(1 滋m)，目前的 z 轴
分辨率也仅有 75 nm左右．
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将 4仔 显微镜与 STED 显微成像技术结合，
Hell小组得到了 xyz 三个轴向分辨率都达到 50 nm
的细胞内微管结构的图像，实现了三维超分辨率成

像[26]．

3.3 三维 SSIM成像
三维结构性照明成像的原理与二维结构性照明

成像的原理是一致的，其区别是在原来的两束干涉

光的基础上又加了一束干涉光束，来产生 z轴方向
的干涉模式，提取 z轴的信息．加州大学旧金山分
校的 Gustafsson、Sedat 和 Agard 博士将自己开发
出来的三维干涉光激发模块加到普通的显微镜系统

上，成功地记录到细胞核膜上核孔复合体的精细三

维结构，其分辨率达到 xy平面 100 nm左右，z 轴
方向上 200 nm左右[28]，充分反映了这种成像方法

对厚样本深度成像的能力．此方法应用起来相对简

单，不需要特殊的荧光标记．但是，其最大的缺陷

是三维分辨率远低于其他的超分辨率成像技术．

4 三维超分辨率显微技术的发展趋势

与 21世纪初相比，三维超分辨率显微成像已
有很大的发展，有多种不同成像技术实际应用于生

物系统的范例，甚至已经出现了商业化的超分辨率

显微成像系统．但是，目前的成像模式仍然远远没

有达到完美状态，对于固定样本成像其三维分辨率

还没有达到可以和电子显微镜相媲美的几个纳米的

范围．当前的发展趋势是结合不同成像模式的优

点，进一步提高成像的精度和准确度．例如，2009
年霍华德 -休斯研究院的研究人员将 PALM/STORM
技术和光的干涉原理结合起来(类似于 4仔和 SSIM
成像的原理)，将三维的分辨率提高到 20 nm以内，
并极大地提高了收集同样光子后的定位精度[29]．为

了进一步提高图像的分辨率、对比度和成像的灵活

性，人们努力的另一个方面是继续开发出量子效率

更高、荧光更稳定、颜色不同的荧光蛋白或者是荧

光染料．例如，Jennifer Lippincott-Schwarz实验室
于 2009 年开发出稳定的红色光激活荧光蛋白
PA-mCherry，使对两种不同蛋白质同时进行超分
辨率 PALM成像成为可能[30]．由于生命现象是非静

止的不停歇活动的本质，超分辨率成像应用的一个

重要领域是活细胞成像，如近来已有报道的可应用

于活细胞上的超分辨率成像技术包括 SSIM 技
术[31]、PALM技术[16]和 STED技术[21]等．但是，活

细胞上快速成像的分辨率远低于固定样本成像，其

时间分辨率也较低．因此，当前的研究热点集中在

通过改进荧光探针和成像模式来进一步提高活细胞

上超分辨率成像的时空分辨率．

应用和进一步完善超分辨率显微镜成像技术，

将使得科学家实时动态观察生物有机体内的生化反

应过程成为现实，为深刻认识复杂生命现象的本质

打开了黑箱之窗，使得人们可以直观地从基因表

Fig. 6 Basic theory of the 4仔 microscope
图 6 4仔显微镜的原理

(a)通常的显微镜在 z 轴上的点扩散函数． (b)光经过两个相对的物镜后相互干涉得到的在 z 轴方向上的点扩散函数． (c)进一步滤波除去侧叶

信号后得到的 4仔显微镜在 z轴上的点扩散函数[27]．

点光源在 z 轴上的半高宽大约为 驻z= 2姿
nsin2琢

(图 6a)，因此，物镜的半孔径 琢越大，z 轴的半高
宽就越短．理想状态下，当物镜的孔径达到最大的

360度(4仔)时，z 轴的半高宽最小．实际情况中，
单个物镜的孔径一定有大小限制．但是为了模拟理

想状态下的 4仔 球形的光波阵面(wavefront)，Hell

小组开发出来在同一个显微镜上用两个相对的具有

相同光学参数的物镜来激发和采集荧光信号的系

统，这样由于光的干涉作用，z 轴方向的点扩散函
数变成长度大大减少的一个主波和两个侧叶信号

(图 6b)．将侧叶信号滤出后，就可以得到一个 z 轴
半高宽大大减少的点扩散函数(图 6c)．

(a) (b) (c)

琢
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达、蛋白质相互作用、信号网络、细胞功能等多层

面、多视角观察研究有机体个体发育、遗传进化、

重大疾病发生、环境对生命个体影响等生命现象发

生、发展的过程，对阐释生命活动的基本规律、揭

示疾病发生机理、建立疾病预警系统、提高医疗诊

治水平、探寻发现新药物具有重大作用．
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Abstract In life science research, it is often required to localize proteins in a live cell to a certain accuracy to
study their localization-related function. However, due to the Abbe/Rayleigh criteria of light, the widely used
wide-field/confocal microscopy can never resolve structures less than 200 nm in diameter. In recent year, different
super-resolution microscopy techniques emerge as a result of new fluorescent probes and imaging theories. A full
frame to the theories and recent advancements in this field is summarized. The concept of point-spread function of
light source in the focal plane and the classical definition of resolution is explained in the first part. The
fluorescence single-molecular imaging technique and the equation that defines the localization accuracy of a single
molecule is introduced in the second part. Based on these knowledge, super-resolution microscopy methods based
on single-molecular imaging technique, such as photoactivated localization microscopy (PALM) and stochastic
optical reconstruction microscopy (STORM) is discussed further. On the other hand, by engineering the point
spread function of the light source, super-resolution can also be achieved. Two typical methods, stimulated
emission depletion (STED) and saturated structure illumination microscopy (SSIM) are explored thereafter. In the
end, different methods to extract super-resolutional information along the z axis, and their combinations with the
methods to increase xy plane resolution mentioned above are explained. In the end, the limitation to the current
super-resolution methods and their future direction are also discussed.

Key words super-resolution fluorescence microscopy, point spread function (PSF), photoactivated localization
microscopy (PALM), stochastic optical reconstruction microscopy (STORM), stimulated emission depletion
(STED), saturated structure illumination microscopy (SSIM)
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