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　 　 【摘要】 　 随机光学重建显微镜( stochastic optical reconstruction microscopy,STORM)技术和受激发射损耗

(stimulated emission depletion,STED)显微镜技术是近年来发展迅速的两种超分辨率荧光显微镜技术。 这两种技术

均提供超越传统荧光显微镜分辨率成像的功能,具有多色显像,三维成像以及活细胞内成像的潜力。 在这篇综述

中,我们关注两种技术荧光控制、激光强度等技术参数设定,同时结合样品制备、图像采集与处理等流程优化对比

两者在分辨率、图像采集时间及具体应用中的优劣。 STORM 可获得更高的三维分辨率,但可能需要更长的图像采

集时间。 STED 需要较高损耗光强度,却能在图像采集后立即生成超分辨率图像,不需要额外图像数据处理。 最

终,选择 STORM 和 STED 不仅取决于技术的具体应用,还取决于操作者优化各环节技术参数的能力,从而决定图像

质量。
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【Abstract】 　 Stochastic optical reconstruction microscopy ( STORM) and stimulated emission depletion ( STED)
microscopy are two super-resolution fluorescence microscopic technologies developed in recent years. Both technologies can
transcend traditional fluorescence microscopy image resolution, with the potential for multiple colors, three-dimensional
imaging, and live-cell intracellular imaging. In this review, we focus on fluorescence control, laser intensity and other
technical parameters, as well as sample preparation, image acquisition and processing optimization of the two processes,
and compare their strengths and weaknesses in resolution, image acquisition time, and specific applications. Overall,
STORM provides higher 3D-resolution, but may require longer image acquisition times. STED requires higher laser
intensity, but can generate images immediately after image acquisition, without additional image data processing.
Ultimately, choosing STORM or STED depends not only on the specific application of the technology, but also on the ability
of the operator to optimize the technical parameters at each step.
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　 　 光学显微镜和电子显微镜,是研究亚细胞结构

最常用的两大类显微镜技术。 光学显微镜可根据

光源不同分为普通光、荧光、红外光显微镜等。 荧

光光学显微镜以免疫荧光染色为技术基础,以荧光

抗体为成像探针只选择与荧光抗体特异结合的结

构进行成像。
光学显微镜分辨率定义为显微镜下可分辨两

独立同亮度理想点光源间的最小距离。 因存在衍

射,成像为光斑而非理想光点。 当两光点过于靠

近,其像斑重叠时,无法将两点区分开,即光学系统

中存在一分辨率极限。 根据瑞利判据,光学衍射分

辨率极限为 ~ λ / 2。 荧光光学显微镜受光学衍射限

制,水平方向上区分两个同亮度理想点光源的最小

距离 200 nm,即~ 200 nm 横向分辨率(488 nm 激发

光下),垂直方向上为 500 nm,即 ~ 500 nm 纵向分

辨率(488 nm 激发光下)。 为了获得更高分辨率的

纳米级图像,超分辨率荧光显微镜技术应运而生。
超分辨率荧光显微镜技术可以突破光学衍射

极限,获得较传统荧光显微镜,如全内反射荧光显

微镜(total internal reflection fluorescence microscope,
TIRF )、 共 聚 焦 显 微 镜 ( confocal microscopy,
Confocal)等更高的成像分辨率[1]。 其中,STORM 和

STED 作为两种最受关注的超分辨率荧光显微镜技

术,均用于解析细胞纳米级图像,都取得了许多重

大应用突破。 例如,使用 STORM 显示细胞中肌动

蛋白、细胞骨架的图像[2]报道了横向 10 nm,纵向 20
nm 的分辨率;发现肌动蛋白和血管细胞在轴突中形

成环状细胞骨架结构[3]; 在 BS-C-1 活细胞中,
STORM 可获得横向 30 nm,轴向 50 nm 的分辨

率[4];在多色显像方面,STORM 在 PtK2 细胞成像中

已经可支持五种不同的颜色[5]。 STED 应用中,激
发光需配合相应的损耗激光(STED beam)。 在生物

样品中,结合 4Pi 显微镜报道了约 40 nm 横向和纵

向分辨率[6]; STED 使用于生物样品上的最高横向

分辨率为 20 nm[7]; 此外,STED 已经可以在活体小

鼠大脑中进行成像,获得 70 nm 横向分辨率的长时

间神经元图像[8];使用 STED 显示 Hep G2 细胞分泌

泡胞吐过程中,分泌泡外膜与细胞膜 Ω-型半融合结

构,报道 60 nm 横向, 150 nm 纵向分辨率[9]。 本文

将讨论与实施相关的技术细节,重点介绍这些相似

和差异对两种技术优缺点的影响。

1　 荧光控制

STORM 随机地激活样品中部分荧光基团使之
处于荧光态,未被激活的则处于暗态,而 STED 有目

标地特定激活样品某一区域。 STORM 通常搭建于

带全内反射荧光显微镜(TIRF)照明器的荧光显微

镜,利用 TIRF 光路实现激发光均匀照明,激发整个

照明视野。 此外, TIRF 状态下的 STORM 可得到最

高定位精度和信噪比。 通常基于全内反射荧光显

微镜平台,其技术原理大致可分为两部分:①在一

帧图像里,根据 STORM 染料的闪烁特性,随机激发

的荧光分子信号,拍摄到这些分子的荧光信号,通
过高精度计算从每个荧光团信号的亮度中心为坐

标确定该荧光信号团的定位。 ②重复采集多帧(约
5000~ 10 000 张) STORM 图像,结合图像重建算法

对所有图片上的定位分子进行坐标位置筛选、重建

出一张超高分辨率的 STORM 图形[10-11]。 STED 则

基于激光扫描共聚焦显微镜平台,其成像原理有赖

于共聚焦扫描和检测光路。 激发光源既可使用脉

冲光源也可选择连续光源,分辨率受到激发光束聚

焦于样本上的光斑大小限制。 STED 通过引入一束

环形损耗光(STED beam,与发射光波长相近,相位

相反)以减小样本有效荧光光斑面积。 STED 技术

原理大致可以分为两部分:①激发光激发样品荧光

基团,使荧光基团处于荧光态,被照亮的荧光区域

称为艾里斑(Airy disk)。 ②另外引入的损耗光则生

成一个中空圆环抑制艾里斑周围荧光强度。 使得

仅可观察到艾里斑的中心荧光强度[1],从而有效地

将光斑面积减少,提高分辨率。

2　 激光强度

选择较低功率的激光强度有利于保存样品生

物活性免受光损伤。 STORM 和 STED 使用的激光

强度均高于传统荧光显微镜。 STORM 所需的激光

功率通常低于 STED,拥有更大的活细胞内成像潜

能[12-14]。 激光强度设置对 STORM 至关重要。 控制

荧光团在荧光态和暗态切换,成像所需的激光强度

必须足够高,以确保能将全部荧光态基团推回至暗

态。 通常在 STORM 图像采集过程中的激光强度约

为 1 kW / cm2(647 nm) [5]。 合理设置激发光强度可

提升 STORM 成像质量。 STED 需要高强度损耗光

达到最佳分辨率,分辨率随损耗光强度增加而增

加,理论上不存在极限。 在实践中,限制激光强度

的两个主要因素:一是样品能承受的最大激光量;
二是最大损耗激光强度可传递能量的大小。 高激

光强度不仅对样品本身产生影响,也加速荧光染料

光漂白过程。 在活细胞内应用时,更应特别注意激

光强度的选择是否会对细胞活力及细胞正常功能

产生影响。 此外,还需要充分考虑样本和 STED 显

微镜平台间的综合影响[15-16]。
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3　 样品制备

样品制备对于显微镜技术至关重要,主要包括

荧光染料选择及标记、成像缓冲液等。 样品制备流

程与常规免疫荧光染色流程并无差异,只是荧光二

抗选择需符合技术要求。 超分辨率显微镜所使用

的二抗需更耐光漂白,即上百次反复开关后不出现

明显衰减。 尤其对于 STORM,选取有高光吸收效率

及灵敏度,高亮度和高对比度,以及高光转换或光

激活性质的染料,更有利于提高 STORM 成像质

量[17]。 此外,样品制备也应遵循减少光漂白的原

则,例如应用含有还原剂系统的缓冲液。
对于固定细胞,可使用传统免疫荧光染色一抗

及荧光二抗。 随着荧光技术发展,样品制备的选择

也更丰富。 例如,选择物理尺寸更小的 Fab 片段或

纳米抗体等标记方式可进一步提高 STORM 定位精

度[18]。 可开关荧光素染料[19-20]等直接用于 STORM
成像[21]。 STED 荧光染料选择需考虑损耗光波长与

荧光染料发射光谱限制。 即损耗光波长必须同时

满足既落在荧光染料激发光谱之外,又落在荧光染

料发射光谱以内。 除此之外,为使荧光尽可能多得

通过检测器,损耗光波长不应与荧光染料发射峰值

重叠,且向发射较弱、波长较长侧偏移为佳。 适当

将 STED 损耗光向波长较短侧移动可进一步提高分

辨率,其原因与透镜间能量损耗相关[22]。

4　 图像处理

图像处理通常由内嵌函数的影像软件完成。
STORM 在图像采集后需大量图像处理。 图像处理

涉及到荧光团鉴定、定位,最终图像重建。 鉴定通

常要求荧光团不相互重叠。 定位方法最常使用高

斯模型近似点扩散函数,每个荧光团的位置为高斯

函数中心点。 荧光团亮度越高,定位结果越准确。
一张超高分辨率 STORM 图像可能需要 10 万到

1000 万个图像定位点。 此外,越来越多算法被开发

用于 STORM 图像处理,以减少成像滞后,缩短成像

时间[18,23]。
STED 在图像采集后,不再需要额外的图像数

据处理。 因此,STED 图像产量显著高于 STORM。
这一优点也极大地提升了 STED 技术应用于细胞内

成像的潜力。

5　 图像采集

STORM 成像原理需要在定位 10 万至 1000 万

个图像定位点基础上,重建超分辨率图像。 在实际

应用中,需要考虑样品定位漂移。 产生样品定位漂

移的原因很多,如成像系统机械稳定性,样品与物

镜间油膜稳定程度,温度等。 最终图像分辨率与定

位点数量正相关,因此,可以考虑牺牲一定分辨率

换取更快的成像速度[4]。 例如,实时成像较大结构

时,可使用压缩感应的方法[24],或采用更亮荧光团

结合更高激光强度[4],所得 STORM 图像采集速度

大幅提升,仅需几秒就可获得 30 nm 的空间分辨率,
50 nm 的横向分辨率,而纵向成像时间更短,仅需

12 s便可获得 50 nm 的纵向分辨率。 STED 图像采

集时间与所使用共聚焦显微镜基本一致,通常仅需

几秒。 实际图像采集时间可能因具有更高信噪比

和更高空间分辨率而略长于共聚焦显微镜。 STED
已成功报道应用于活体动物大脑 120 μm 深度切片

成像,分辨率为 60 ~ 80 nm[25]。 结合双光子显微

镜,小鼠脑深部组织切片成像[8,26]。 活体小鼠大脑

中神经元长时间成像,并获得 70 nm 的分辨率[8]。
虽然 STORM 和 STED 都具有活体内成像的应

用潜力,但从图像采集时间来看,STED 明显优于

STORM。

6　 解析度

STORM 和 STED 都可以实现超分辨率成像,最
终图像解析度由多个因素共同决定。 在 STORM
中,空间分辨率由探针大小、标记密度和定位精度

决定。 免疫染色抗体可提供 10 ~ 15 nm 探针大小。
如前所述,STORM 已经实现了固定细胞内横向 10
nm,纵向 20 nm 的分辨率[1-2]。 更换更小物理尺寸

的探针可进一步提升分辨率,如探针大小仅 4 ~ 6
nm 的纳米颗粒和 Fab 片段[18]。 此外,标记密度也

会影响图像分辨率,STORM 图像是逐点重建生成,
荧光越亮定位精确度越高,如果区域定位点数量不

够多,最终重建的图像分辨率也会降低。 STED 分

辨率与损耗光强度正相关。 在样品可耐受范围内,
选择尽可能高的损耗激光强度有助于提高分辨率。

在纵向分辨率方面,STORM 和 STED 均已扩展

至三维成像阶段。 实现 3D 成像最简单且最具成本

效益的方式是使用散光镜片,可获得 50 ~ 60 nm 的

纵向分辨率[27]。 STED 通过两个不同的相位板将耗

损光束分割,再通过相应相位板后重新组合,最终

集中到样品上[28-29]。 不仅实现了横向检测光点的

缩小,也实现了纵向检测光点尺寸的缩小,从而提

高了纵向分辨率。 但需要注意的是,因为光束分割

的原因,纵向和横向分辨率是相关的,提高横向分

辨率会降低纵向分辨率,反之亦然。 所以需要根据

实际拍摄样品及目的来调整。 除此之外,为降低损

耗光 强 度 而 引 入 时 间 门 探 测 技 术 ( time gated
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detection),提出的 gSTED。 根据不同荧光染料荧光

寿命的不同,有效减小串色、降低图像背景,去除自

发荧光等影响[30-31]。
总之,STORM 拥有更高的分辨率,但图像采集

时间更长的缺点限制了其在活体细胞中的应用。
STED 生物分辨率虽不及 STORM,但对荧光染料兼

容更好,采集过程更简单快速,更具活体成像潜力

等特点使其在生物学的应用较 STORM 广泛。 随着

STED 技术的快速发展,STED 已经使得在不损失图

像分辨率的前提下减少所需激光强度成为可能。
我们相信随着超分辨率显微镜技术的不断突破和

进展,STORM 和 STED 都将成为我们揭秘纳米级世

界的有利工具。
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