
　

第４期 中　国　科　学　基　金 ３６７　　 　

研究进展
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[摘　要]　由于超分辨率显微镜需要额外的照明来换取更高的空间分辨率,导致了现在的超分辨

率显微镜存在时间分辨率低和记录时间短两个问题.虽然结构光照明显微镜在获得超分辨率图像

和所需要光子数方面有一个更好的平衡,相比其他超分辨率技术更有优势,但是传统的结构光照明

显微镜的重构方式在信噪比比较低的时候会明显存在伪影.在本文中,我们利用生物样本在xyt
三维空间的连续性作为先验知识,发展出了基于海森范数的正则化方式,并用来重构出伪影更少的

结构光照明显微镜的超分辨率图像.与维纳反卷积这个经典的重构算法相比,海森反卷积只需要

在成像时百分之十的光子数就可以达到同样的超分辨图像的重建效果.在激光强度为８—２５０W/

cm２ 的情况下,海森结构光照明显微镜在活细胞中对快速分泌的囊泡、内质网等进行空间分辨率达

到８８nm,时间分辨率达到１８８Hz的超分辨率图像重建.全新的时间分辨率和空间分辨率使得我

们可以在囊泡分泌过程中观测到新的中间态,观察到了囊泡靠近细胞膜的过程,以及之后的分泌小

孔进一步扩大的过程这两个囊泡分泌过程中中间状态.使用基于海森正则项的结构光照明显微

镜,我们可以在活细胞中观测到清晰的线粒体嵴.以及嵴结构在线粒体融合,线粒体分裂过程中的

动态活动,甚至是单个没有发生融合或者分裂的线粒体内的嵴的融合的过程.
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　　与数学以及物理等理科学科不同,生物医学研

究是以实验科学为主.“眼见为实”,实时观察生物

体内活细胞的精细结构及其动态变化,一直以来都

是生物医学研究的重要内容.自从 １６６５ 年罗伯

特胡克发明显微镜以来,显微镜一直是生物医学

工作者最重要的工具之一.三个多世纪以来,尽管

光学显微成像技术从普通的宽场显微镜发展到荧光

显微镜以及进一步发展的激光共聚焦显微镜、双光

子显微镜等不同模式,日新月异,稳步发展,但是其

分辨率始终局限于２００nm 左右的衍射极限[１].２１
世纪的第一个１０年见证了荧光成像领域的迅猛发

展和深刻革命,不同领域的科学家努力协作,发展出

新型光学分子探针和崭新的光学成像模式,将光学

显微镜的分辨率推进到纳米水平,出现了超高分辨

率显微镜[２７].对超高分辨率显微镜有重要贡献的

埃里克贝齐格、斯特凡黑尔和威廉莫纳也于

２０１４年共同获得诺贝尔化学奖.
根据原理可以将超高分辨率显微镜主要分为以

下三大类:基于光激活/光转换荧光分子的单分子定

位超分辨率显微镜[２,３];基于抑制点扩散函数中心

点之外的地方发出荧光从而提高分辨率的受激辐射

超分辨率显微镜[５];以及基于结构光照明的结构光

照明显微镜[６,８].

１　超高分辨率显微镜主要分类

１．１　单分子定位超高分辨率荧光显微镜

几纳米大小的单个荧光分子通过荧光显微镜成

像,由于衍射极限,在检测器平面上形成直径几百纳

米的光斑,其荧光强度可以近似地用荧光分子中心

为山峰峰顶的二维高斯函数拟合.也就是说单个很
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小的光点经显微镜成像后放大成光斑,所以也叫做

显微镜的点扩散函数,其大小与物镜的数值孔径

有关.
荧光显微镜分辨率的定义是当两个相同亮度的

荧光分子相邻时,仍然能够分辨出来是两个分子时

的最小距离.分辨率与显微镜的点扩散函数(半高

宽)大小有关,极限在２００nm 左右.单分子定位超

分辨率荧光显微镜的原则在于如果通过调制荧光分

子的特性,每次光照射样本时只选择激发其中的一

部分稀疏分布的荧光分子.这些彼此之间的距离超

出了显微镜点扩散函数的荧光分子在成像之后,形
成相当于许多个独立的点扩散函数大小的光斑,对
每个光斑用二维高斯函数拟合,可以定位出每个光

斑的中心位置,定位精度可以达到二十纳米甚至几

纳米,远远优于显微镜的衍射极限.在时间尺度上

重复这个过程,最后定位样本中所有荧光分子,这就

是单分子定位超高分辨率显微成像.
埃里克贝齐格于１９９５年推断如果荧光分子

可以开关就可以利用这个特性来打破分辨率的衍射

极限[９],由于特定的荧光激活打开的绿色荧光蛋白

PAＧGFP的出现２００６年第一次真正实现这个原理

的超高分辨率成像,命名为 PhotoActivatedLocaliＧ
zationMicroscopy(PALM)[２].同年,哈佛大学的

庄小威博士以及缅因州大学的 Hess博士也提出类

似概念并加以实现,分别命名为STochasticOptical
ReconstructionMicroscopy(STORM)[３]以及fluoＧ
rescencePhotoActivationLocalization Microscopy
(fPALM)[４].因此,PALM/STORM 等方法的主要

原理是利用荧光分子的光激活/光转换特性,通过弱

激光随机激发稀疏的光激活/光转换荧光分子发光,
观察并拟合确定它们的位置,然后再漂白它们并激

发出来新的分子,如此激发—定位—漂白—重新激

发的循环成千上万次后,就可以得到所有分子的精

细位置信息了.由此可见,单分子定位显微镜的基

本原理就是荧光分子的开关不断切换过程,不管是

PALM 使用的光转换荧光蛋白[２];还是STORM 使

用的cy３Ｇcy５荧光染料对[３],或者直接利用其染料的

闪烁特点.
同样是２００６年,化学家RobinM．HochstrassＧ

er发现了一种荧光分子结合脂质导致的荧光开关过

程[１０],其基本原理是尼罗红(NileRed)染料游离于

水溶液的时候不会发光,一旦和脂质结合便可以发

红光.利用这个特性,根据染料与脂质结合和解离

的速度,计算出所需荧光染料的浓度,使用相应的浓

度的荧光染料来处理细胞,保证在每次曝光时间内

一个点扩散函数大小范围内只有一个荧光分子亮

起,这样连续拍几千张原始图像,对每个亮起来的荧

光分子定位,并把所有的定位结果综合起来,也可以

得到一幅超分辨率图像[１０],这种方法被称为Points
AccumulationforImaginginNanoscaleandTopogＧ
raphy(PAINT).

１．２　受激辐射超高分辨率显微镜

斯特凡黑尔博士于１９９４年提出受激辐射超

高分辨率显微镜 (STED)的原理[５],但是也是到

２０００年才真正实现成像过程[１１].它的基本原理是

给予处于激发态的荧光分子泵浦足够能量,通过“受
激辐射”过程将它们强制回到不发荧光的基态或者

发出与荧光波长不同的光.强制荧光分子回到基态

的光就叫做淬灭光,它与荧光蛋白发出光波长相同.
将激发光和淬灭光耦合在一起照明样本,其中淬灭

光经过相位板后可以形成围绕激发光的环.这样虽

然激发光仍然激发点扩散函数范围内所有的荧光分

子,但周围的荧光分子由于淬灭光的存在处于受激

辐射不发光的状态.只有在点扩散函数最中间的地

方,由于淬灭光光强极弱或者为零,荧光分子才会仍

然处于激发态上从而发出荧光.本质上,STED 可

以理解为在激发光照明样本的同时,用另外一束擦

除光来缩小激发光的激发分子范围,通过缩小激发

的点扩散函数来提高成像的分辨率.

１．３　结构光超高分辨率显微镜

２０００年,MatsGustafsson博士提出通过结构

光照明来提高显微镜分辨率的概念[６],但他直到

２００８年才将三维结构光显微镜真正集大成优化到

可以在生物样本较好应用的程度[１２].
理解结构光超高分辨率显微镜的前提是理解空

间结构变化程度与频域空间的频率高低之间的对

应.精细的空间结构对应于频域空间的高频信号,
因为显微镜的点扩散函数对应于频域空间的光学传

输函数,因此显微镜只能传输在光学传输函数频率

内的信息.本质上来说,显微镜就像是一个低通滤

波器,将高频空间信息滤除,成像结果分辨率的大小

取决于光学传输函数的大小.
普通的显微镜在照明荧光样本的时候,一般会

使照明光在空间上均匀分布,从而便于定量化荧光

强度.结构光超高分辨率成像的原理在于将均匀的

照明光变成具有特定空间结构的结构光(包括明暗

相间的正弦波模式),在空间频域上对样本进行调

制,将本来处于光学传输函数范围外的样本高频信
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息移动到光学传输函数范围内,通过特定算法还原

出来高频信息.能够得到多少超出光学传输函数范

围外的高频信息取决于照明光结构的精细程度,同
样受衍射极限的限制.因此,线性结构光超高分辨

率显微镜最高能够将光学传输函数截止频率两倍内

的高频信号移入光学传输函数截止频率内,也就是

实现两倍分辨率的提升.
通过饱和激发耗竭或者应用光开关蛋白的方

法,还可以实现非线性激发结构光显微镜成像,分辨

率可进一步提高到５０nm 左右的成像分辨水平[１３].
饱和吸收的方法原理为一个空间上正弦分布的激光

激发出来的荧光在激光照明强度比较弱的时候,在
空间上是正弦分布的.随着激光照明强度进一步增

强,正弦波峰值位置荧光分子发光开始趋近于饱和,
正弦分布的荧光开始趋近于矩形分布.这时候空间

频域上不仅仅叠加了照明光的周期,还包含了照明

光周期的高频谐波分量.把所有的高阶项分别求解

出来之后,像线性结构光照明显微镜的处理方式一

样,把所有的高阶项放在其对应的位置,再对所得到

的频域图像做傅里叶逆变换,便可以得到一幅更高

分辨率的图像.因为饱和激发结构光照明显微镜的

频域含有无数个高阶项,所以,饱和激发结构光照明

显微镜没有理论分辨率极限.

２　目前超高分辨率显微镜存在的问题

尽管超高分辨率成像技术已经获得诺贝尔化学

奖,所有的显微镜公司也都有相应的商业超高分辨

率显微镜系统,实际上生物医学研究应用超高分辨

率显微镜解决的科学问题仍然有限.主要的原因是

更高的空间分辨率意味着需要荧光探针发出更多的

光子.由于活细胞实验中最常用的遗传编码的荧光

蛋白被漂白前发出的总光子数有限,因此限制了它

们在超高分辨率显微成像中的应用.绝大多数的超

高分辨率成像实验应用抗体和化学分子探针和量子

点,只能应用在死的细胞样本中.因此,应用这些超

高分辨率显微镜,一方面不能够得到活细胞信息,另
一方面又并不能得到比同样是应用在死细胞上的电

子显微镜更高的分辨率,故其应用范围有限.
有一些实验室发展了特殊的超高分辨率显微镜

设备,实现活细胞成像.但是,即使是可以在活细胞

上成像,由于需要很强的激发光来得到尽量多的激

发光子,而荧光分子单位时间内发出的光子数有限,
因此活细胞成像的时间分辨率很低.另一方面,强
激发光的强度也会进一步增加荧光蛋白的光漂白,

产生光毒性,使得细胞凋亡[１４].因此,在活细胞上

长时间连续超高分辨率成像似乎是不可能实现的任

务.例如,有报道表明基于单分子定位的超高分辨

率显微镜以及受激辐射超高分辨率显微镜可以在活

细胞内达到３２—１２５Hz的时间分辨率[１５,１６],但是

这些方法由于使用的激光功率高达 kWＧMW/cm２

量级而存在较大的光毒性和光损伤[１７],因此连续成

像的张数不超过一百张,高速成像时无法连续记录

１０秒以上,几乎没有太大的意义.
相比与PALM/STORM 等方法需要特定的光

开关探针、STED需要极其光稳定的探针,结构光超

高分辨率显微镜与常用的荧光探针兼容,是应用更

加广 泛 的 技 术[６,１２,１８].但 是,随 着 ２０１１ 年 Mats
Gustafsson博士的逝世和他在霍华德休斯医学研

究所的珍利亚农场研究园区研究组的解散,结构光

超高分辨率显微镜的研发进入低谷.２０１５年,埃里

克贝齐格研究组的李栋博士展示了他们重新开始

研发改进结构光超高分辨率显微镜的结果,证明它

比其他的超高分辨率更加节约光子,并展示了活细

胞上观察到如肌丝蛋白网络等许多结构的精细动态

过程[１８].但是,由于结构光照明显微镜仍然是比正

常宽场成像的光照度要高一到几个数量级,所以漂

白依然严重,最多的采集帧数被限制在大概２００—

３００个时间点,限制了它在观察细胞内长时程事件

的应用.另外,这个工作发表在Science上之后,马
普生物物理化学研究所的StefanJacob组在Science
上撰文指出发表的数据中存在重构伪迹,并且这些

伪迹很难与真实结构截然分开[１９].实际上,由于结

构光照明显微镜的重构过程是一个病态反问题求解

过程,所以一直以来图像重构过程中容易出现重构

伪影是领域内公认的难题[２０].尽管埃里克贝齐

格他们之后在Science又展示可以通过在频域上滤

波的方法去除这些伪迹[２１],但是结构光超高分辨率

显微镜重构伪迹的来源以及如何系统消除它们的方

法仍不清楚.最后,由于重构过程中引入去噪的正

则化参数,重构后的图像荧光强度是否仍然与原始

图像有一样的定量关系也不清楚,因此能否应用结

构光超高分辨率显微镜来定量化地研究细胞内过程

也存疑.
如上所述,超高分辨率成像领域内最重要的问

题是如何实现活细胞上长时间、高速的超高分辨率

成像.如上分析发现,结构光超高分辨率成像是最

可能实现这个目标的技术.
首先我们需要解决的问题是结构光超高分辨率
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图像重构中的伪迹来源.系统分析了整个重构过

程,我们发现除了硬件光路之外,伪迹主要来源于三

个方面,第一个来源是在原始图像中信噪比很低的

时候(较弱的荧光信号标记,较短的曝光时间,较强

的漂白等情况下),图像重构的参数求解的不准确会

带来极大的重构误差.例如求解正弦波结构激发光

的波矢量有０．５％的误差时,在视场两侧的荧光小

球可以被重构成环状小孔的结构,也就是有最大的

误差和重构伪迹.领域内通用的算法在图像中噪声

波动与荧光信号幅值大约是１∶１时,求解出来的波

矢量就已经有２％的误差,表明这是一个主要的重

构伪迹来源.我们发展了一套多张平均再加上幅值

归一化的互相关算法,可以保证在噪声波动与荧光

信号幅值在３∶１的时候,求解出来的波矢量与真实

值之间的差别仍然小于０．１％.伪迹的第二个来源

是成像物体本身的运动造成的运动伪迹.由于结构

光超高分辨率成像是通过９张(二维)或者是１５张

(三维)原始图像合成一张超高分辨率图像,如果成

像的结构本身在拍摄总体时间内运动的距离超出超

高分辨率显微镜本身的点扩散函数范围时,重组图

像就会出现运动伪迹,而解决这种伪迹的唯一方法

就是加快采样的速度.我们发现当物体运动的速度

大于超高分辨率显微镜分辨率(点扩散函数的半高

宽大小)与超高分辨率重组后的采样率的乘积时,对
于这个物体的成像就会出现伪迹.例如,当显微镜

分辨率为９０nm 时,超高分辨率成像的帧频达到

９７Hz时,物体运动速度超过每秒８．７μm 时(９０×
９７/１０００)会产生伪迹.解决运动伪迹的出现方法

是尽量降低每帧原始图像的曝光,提高成像帧频.
第三个伪迹来源与超高分辨率图像的重构反解过程

密切相关.理论上说,不考虑图像本身噪声时,在频

谱空间拼接后的图像结果经过傅里叶逆变化可以得

到分辨率增强的超分辨率图像;但是当图像信噪比

很低,大量的随机噪声在傅里叶逆变化求解时就会

被放大成为很高的随机伪迹.这是结构光超高分辨

率成像本身内在的问题.

３　超灵敏海森结构光超高分辨率显微镜的

设计、改进与应用

　　找到根本问题之后,我们从两个方面来改进现

有的结构光超高分辨率显微镜.一个是提高显微镜

收集光子数和快速拍摄的能力.在这个方面,我们

应用高数值孔径物镜(NA１．７),设计特定的１．７８８
折射率的玻片,实现最大限度的接收荧光探针发射

出来的光子;设计新偏振旋转玻片阵列和高精度的

时序控制程序,实现最快速度切换结构照明光的方

向,并保证结构光明暗之间的对比度最大(图１).
硬件上,我们实现每秒钟拍摄１６９２帧原始图像,相
应的超高分辨率成像速度为１８８Hz.另一方面,我
们设计全新的超高分辨率反卷积算法.借鉴了人眼

区分信号和噪声的机制,我们首次提出将“生物样本

在多维时空上连续、而噪声是完全随机分布”的先验

知识用于构建海森矩阵,指导超高分辨率荧光图像

的重建(海森反卷积),彻底解决了这个问题(图２).

３．１　海森结构光照明显微镜优于其他反卷积方法

　　为了验证我们海森结构光照明显微镜的重构效

果,我们先后用了仿真数据和活细胞数据,并比较了

海森反卷积算法和目前领域内最流行的算法(包括

我们写的维纳算法、fairSIM 中的维纳反卷积[２２]、

fairSIM 中 的 RichardsonＧLucy 反 卷 积[２２]、TV 重

构[２３]以及用前后三张图像做移动平均)等所得到结

果间的差别.

图１　结构光照明显微镜系统图

图２　海森结构光照明显微镜算法部分
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在含有不用形状和空间频率的仿真图像上叠加

了噪声,我们构建了真实图像已知的标准集.图３a
包含了标准图像、宽场采集图像、含有噪声的结构光

照明所采集到的图像、标准图像的结构光照明显微

镜的重构结果、维纳反卷积重构含有噪声的结构光

照明所采集到的图像,以及海森结构光照明显微镜

重构含有噪声的结构光照明所采集到的图像.我们

对子区域g进行放大(图３b),从上到下分别是标准

图像、维纳反卷积重构含有噪声的结构光照明所采

集到的图像,以及海森结构光照明显微镜重构含有

噪声的结构光照明所采集到的图像.我们可以看到

海森重构出的图像明显优于维纳反卷积重构出的图

像.维纳反卷积重构出的图像的荧光曲线抖动明

显较大,会使得真实图像断开的地方连起来或者使

得真实图像连起来的地方断开,而海森反卷积所重

构出来的图像保真度会更高.因此,在知道真实图

像的模拟数据中,我们证明当图像中噪声很高的时

候,传统的反卷积和其他的迭代算法都会将真实

的、连续的线条结构断开,只有海森反卷积算法才

能得到连续的线条结构,整体来说海森反卷积所重

构出来 图 像 保 真 度 更 高,更 加 接 近 于 真 实 图 像

结构.

图３　海森结构光照明显微镜与其他算法在重构仿真图像

上的比较.标尺:１μmfor(a)and０．２μmfor(b)

我们应用海森结构光照明显微镜成像活细胞样

本,即通过表达lifeactＧEGFP荧光标记细胞内微丝

结构的人脐静脉内皮细胞.７ms曝光时(１０Hz超

高分辨率成像)采集到的原始图像信噪比足够高,伪
迹很少;但是,０．５ms曝光时(９７Hz超高分辨率成

像)采集到的原始图像信噪比很低,微丝结构变得断

续,微丝周围也出现伪影结构(图４b).由于实际实

验中并不知道真实图像应该是怎么样的,所以我们

发明用垂直于微丝(V⊥ )或者沿着微丝(V‖ )的荧光

强度的变化量来表征伪迹的大小,是一个新评价标

准.应用此标准,维纳逆滤波反卷积重构０．５ms曝

光图像得到的超高分辨率微丝图中的 V⊥ 和 V‖ 比

７ms曝光时分别增加了７倍和２倍.当使用海森反

卷积时,０．５ms曝光图像中微丝的 V⊥ 和 V‖ 分别降

低到维纳反卷积的１/１１和１/２.也就是说,相比于

传统的结构光照明超高分辨率显微镜,海森结构光

照明显微镜只需要它的１/１４曝光时间,仍然能够得

到同样分辨率、对比度和保真度的超高分辨率图像.

相较 于 fairSIM 中 的 维 纳 反 卷 积、fairSIM 中 的

RichardsonＧLucy反卷积、TV 重构以及用前后三张

图像做移动平均等其他方法来说,海森反卷积方法

也可以显著提高重组超高分辨率图像质量(图４b,

e).综上所述,和其他方法比起来,海森结构光照明

显微镜能够以更低光子数重构出更高保真度的超高

分辨率图像.

３．２　海森结构光超高分辨率显微镜应用:活细胞超

快成像

　　内质网是细胞内非常重要的细胞器.经典细胞

生物学教科书上认为内质网是由长管状结构(tuＧ
bules)和片层状结构(sheets)组成.应用１８８Hz的

超快海森结构光超高分辨率成像,观察 HEK２９３
细胞中 KDELＧEGFP标记的内质网发现,其实内质

网片层状结构并不存在,它们实际上是由许多大小

在１００~２００nm 的、同时在高速运动的小孔组成.

当显微镜的空间分辨率不够或者时间分辨率不够

时这些小孔就被平均从而呈现出片层状的结构,

与近期应用类似显微镜得到的发现相同[２４].我们

进一步追踪这些小孔的运动发现,它们的运动速度

最高可以达到７μm/s,需要成像速度达到 ７８Hz
才能消除运动伪影的影响(图５).这表明即使是

用４０Hz的超高分辨率结构光成像,仍然有可能低

估了 这 些 小 孔 的 运 动 速 度 以 及 高 估 了 小 孔 的

大小[２４].
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图４　海森结构光照明显微镜与其他算法在重构合成图像上的比较.

标尺:(a)２μm;(b,f)０．５μm;(d)axial:０．２arbitraryunits(a．u．);lateral:０．２μm

图５　超快结构光照明显微镜观测快速变化的内质网.

标尺:(a)２μm,(b)０．５μm

　　另一个活细胞内高速发生的过程是神经递质和

激素等通过囊泡分泌的过程[２５].囊泡与细胞质膜

融合过程中涉及脂质双分子层变形形成融合小孔,
发生在纳米尺度和毫秒空间内[２６,２７],对现有的活细

胞超分辨率成像技术是一个挑战.通过在INSＧ１细

胞上表达 VAMP２ＧpHluorin来标记胰岛素囊泡[２８],
我们实 现 长 时 间 (１０min)超 高 速 (９７Hz帧 频,

２９１Hz滚动重组帧频)的观察细胞的分泌过程.
海森结构光显微镜与 STED 显微镜(分辨率

６０nm,每秒５幅左右;巫凌刚实验室２０１８年３月

Cell上线的文章)都可以观察到囊泡融合形成的孔

道;但是,由于海森结构光显微镜的超高速特性,我
们还额外解析出囊泡融合时四个不同中间态,包括

囊泡打开３纳米小孔、囊泡塌陷、融合孔道维持和最

后的囊泡与细胞质膜完全融合的过程,真正可视化

膜孔道形成的全过程(图６).

图６　海森结构光显微镜解析囊泡融合孔道形成全过程.

上图:实际的动态过程解析;下图:囊泡融合

的四个中间态.标尺:０．２μm

３．３　海森结构光超高分辨率显微镜应用:活细胞超

长时间无漂白成像

　　许多的细胞内亚结构运动速度并不是很快,例
如微丝网络结构,在超高速成像时多张之间几乎不

动.对于研究这样的结构,虽然并不需要超高速成

像,但是超短曝光仍然对长时间成像和降低成像的

光毒性有重要意义.我们同样观察表达lifeactＧEGＧ
FP的人脐静脉内皮细胞,比较在１Hz成像速度模

式下传统７ms曝光以及维纳反卷积模式和０．２ms
曝光以及海森反卷积模式.我们发现,虽然同样是
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图７　应用海森结构光显微镜记录的长时间微丝网络的变化.标尺:２μm

１Hz成像,传统的结构光成像大约５０张后漂白就非

常严重,重组出来的超高分辨率图像就全是伪迹;而
超短曝光的海森结构光成像一小时,仍然有非常强

的lifeactＧEGFP信号,重组出来的超高分辨率图像

与实验开始时无明显差别.进一步定量化发现,超
短曝光的海森结构光成像的第５００帧到３０００帧中

lifeactＧEGFP基本不变化,暗示光漂白几乎可以忽

略.这个结果表明,应用超短曝光的海森结构光显

微镜,我们首次实现在活细胞上长时程、光毒性极小

的超高分辨率成像,有着广泛的应用前景.

３．４　海森结构光超高分辨率显微镜应用:光敏感的

细胞器如线粒体成像

　　线粒体是细胞内的“能量工厂”,其内嵴结构复

杂,运动快速,对光的敏感性非常高,因此一直是超

高分辨显微成像的重大挑战[２９].使用海森二维结

构光照明显微镜,首次在活细胞中解析线粒体融合、
分裂时内嵴的活动,以及线粒体内嵴自身的重组装

过程,也能够观察活细胞内内质网与线粒体发生相

互作用时的动态变化(图８).这是之前领域内无论

是使用STED还是 PALM/STORM 超分辨率显微

镜都无法观察到的现象[２９,３０],也凸显出超灵敏海森

结构光显微镜对于观察光毒性敏感的细胞器如线粒

体动态结构方面的独特优势.

４　展　望

综上所述,在每秒钟得到１８８张超高分辨率图

像时,海森结构光显微镜的空间分辨率可以达到

图８　海森结构光显微镜下观察到的COSＧ７细胞中的

内质网和线粒体相互作用的动态过程,蓝色的线粒体

用 MitoTrackerGreen标记,可以清楚辨识内嵴结构;

品红色的是用SEC６１ＧmCherry标记的内质网结构.

标尺:１μm

８５nm,能够分辨单根头发的１/６００到１/８００大小

结构,而所需要的光照度小于常用的共聚焦显微镜

光照度三个数量级.由于极低的光漂白以及光毒

性,实现了 １００Hz超高分辨率成像下连续采样

１０min得到１８万张超高分辨率图像,或者是在１Hz
超高分辨率成像下连续１h超高分辨率成像基本无

光漂白.因此,超灵敏海森结构光显微镜是目前成

像时间最长、时间分辨率最高的超高分辨率显微镜,
适用于各种细胞、不同探针的荧光成像.可以说,所
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有应用点扫描共聚焦显微镜的场景都可以使用海森

结构光显微镜,因而其具有广泛的应用前景.
海森结构光照明显微镜的原理是一种可以提高

时间分辨率和延长成像时间的普适性超分辨率方

法.将来,我们还将把它与其他类型的结构光照明

显微镜如晶格光片结构光照明显微镜、三维结构光

照明显微镜、以及非线性结构光照明显微镜结合,进
一步提高三维成像上的时空分辨率,减少光损伤,看
到细胞、组织、器官内更多精细的过程.未来,我们

将探寻将海森结构光原理与微型化显微镜结合的方

法,力图实现动物在体超快超高分辨率显微成像,为
生物医学研究者在原位描绘生命的精细过程提供更

好的工具.
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UltraＧsensitivesuperresolutionimagingwithHessianStructuredilluminationmicroscopyinlivecells

HuangXiaoshuai１ LiLiuju１ FanJuanchao２ LiuYanmei１ TanShan２ ChenLiangyi１

(１．StateKeyLaboratoryofMembraneBiology,BeijingKeyLaboratoryofCardiometabolic

MolecularMedicine,InstituteofMolecularMedicine,PekingUniversity,Beijing１００８７１,China;

２．KeyLaboratoryofImageProcessingandIntelligentControlofMinistryofEducationofChina,

SchoolofAutomation,HuazhongUniversityofScienceandTechnology,Wuhan４３００７４,China)

Abstract　CurrentsuperＧresolution(SR)microscopyislimitedinbothitstemporalresolutionanditsreＧ
cordinglengthduetotheextensiveilluminationrequiredtoobtainasufficientamountofphotonsforachieＧ
vingthedesiredspatialresolution．Althoughstructuredilluminationmicroscopy(SIM)excelsinattaininga
highspatialresolutionwithalowamountofphotons,theconventionalpostＧprocessingapproachesoften
produceartifactsduringthereconstructionofrawimageswithapoorsignalＧtoＧnoiseratio．Here,wedevelＧ
opedaHessianregularizationapproachthatusesthecontinuityofbiologicalstructuresinthexytdimenＧ
sionsasaprioriknowledgetoconstraintheWienerdeconvolution(HessianＧSIM),whichoutperformsthe
currentstateＧofＧtheＧartalgorithmsinattainingartifactＧminimizedSRimageswithaphotondoselessthan
１０％ofthatrequiredinconventionalSIM．Underamodestilluminationintensityofapproximately８—２５０
W/cm２,HessianＧSIMenables８８nmand１８８HzliveSRimagingofrapidlymovingsecretoryvesiclesand
endoplasmicreticulumstructureswithoutmotionartifacts．Thisapproachallowstheidentificationofnovel
vesiclefusionintermediates,asdemonstratedbythefirstvisualizationofthecollapsingofavesicletothe
plasmamembranefollowedbyconstrictionofanenlargedpore．UsingHessianＧSIM,wehavevisualizeddyＧ
namicsofmitochondrialcristaestructuresduringmitochondriafusion,fissionandinterＧcristaeremodeling
insinglemitochondria．

Keywords　HessianＧSIM;temporalresolution;recordinglength;photobleaching


