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摘要摘要 2014年诺贝尔化学奖授予Eric Betzig，Stefan W. Hell和William E. Moerner3位科学家，以表彰他们在超分辨率荧光显

微成像技术方面的重大贡献。本文从显微镜分辨率的起因入手，对超分辨荧光显微技术进行了深入阐述。此外，对光学显微技

术的发展前景进行展望。
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AbstractAbstract The 2014 Nobel Prize in Chemistry is awarded to three scientists (Eric Betzig, Stefan W. Hell and William E. Moerner),
for the development of super- resolved fluorescence microscopy. Based on the principle of the resolution in optical microscopy, we
gave an in-depth analysis of the origin of super- resolution microscopy. We also present an outlook for the future development of
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2014年诺贝尔化学奖授予发展超分辨率荧光显微成像

技术的3位科学家，他们分别是美国霍华德·休斯医学研究所

教授Eric Betzig、德国马克斯普朗克生物物理化学研究所教

授Stefan W. Hell和美国斯坦福大学教授William E. Moerner。

1 荧光显微镜的发明历程

光学显微镜自发明伊始，即与生命科学结下了不解之

缘。16世纪末期，荷兰眼镜商Zaccharias Janssen和他的儿子

把两个凸透镜放到一个镜筒中，结果发现镜筒能放大物体，

这就是显微镜的前身。随后，荷兰人 Anthony Von Leeuwen⁃

hoek通过精密研磨的玻璃透镜，首次将复式显微镜的分辨率

提高到了 300倍，并用它来观察牙缝中的微生物——细菌。

后来，英国实验科学家Robert Hooke对这一显微镜进行了系

统的改进，用它来观察软木塞的微小结构。他看到了上面致

密排列的小室，并将其命名为细胞，记录在他 1665年创作的

《显微镜》一书中。然而，Robert Hooke与当时的科学巨匠牛

顿产生了极大的分歧：牛顿认为光是粒子，而Robert Hooke则
认为光是波。由于牛顿的学术地位和性格，使得当时的波动

学说受到极大的排挤。

1872年，德国数学和物理学家Ernst Abbe根据光的波动
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图 1 2014年诺贝尔化学奖得主，从左至右依次为

Eric Betzig，Stefan W. Hell和William E. Moerner
（图片来源：Nobelprize.org）

Fig. 1 The laureates of 2014 Nobel prize of Chemistry.
Left to right: Eric Betzig, Stefan W. Hell,

and William E. Moerner.

性，得出了以下结论：对一个理想的发光点，在经过显微镜光

学系统后，将是一个高斯型的艾里斑。其光强分布的半高全

宽d= λ2n sin θ ，其中，λ是光的波长，n是折射率，θ是聚焦光锥

的半角。

上述公式即阿贝公式，指明了3点：

1）由于光具有波动性，衍射将使得一个点不能被汇聚到

另一个点（空间上没有大小的delta函数），而是具有一定的大

小，这个大小就是我们常说的分辨率。

2）对于显微物镜，可以通过水、油等折射率比较高的液

体，得到更好的分辨率。

3）由于 sinθ最大值是1，在可见光下（波长400~700 nm），

能够获得的最小分辨率大约是200 nm。

无论一个样品结构有多复杂，总是能够描述为是由一个

个点构成的，因此，这个点的像描述了光学系统的响应函数，

或者称之为系统的分辨率。该函数即点扩展函数。举例来

说，在晴朗的夜空，人眼所看到的一颗星星的图像，就是人眼

的点扩展函数。

通过阿贝公式，很容易想到的是，缩短波长即可产生更

高的分辨率，比如利用X光。1986年，电子显微镜技术获得

了诺贝尔物理学奖。在电子显微镜中，电子的德布罗意波长

仅为光波的千分之一，属于X光，导致电子显微镜的分辨率

达到 0.1 nm。这也进一步验证了阿贝的衍射理论在麦克斯

韦方程下的普适性。1955 年，美国细胞生物学家 George
Emil Palade利用电子显微镜发现了核糖体。核糖体是细胞

内蛋白质翻译的工厂，它的发现对人类认识细胞功能迈出了

重大的一步，George Emil Palade于1974年被授予诺贝尔生理

学或医学奖。

然而，生物学家对于电镜可以说是爱恨交加。一方面，

电镜使得过去不能够看到的样品细节能够被清晰地展现。

但是，电镜却有着复杂、严苛的样品制备过程，如切片、脱水、

固定、镀金等，这些均会破坏细胞的活性甚至改变其原有的

结构。而且，电镜只能看到细胞内的结构，对于所观察到的

结构的判断，则需要其他技术辅助辨别。

另一方面，光学显微需要所看的对象“色彩斑斓”，而细

胞一般是高度透明的。为了能够看到细胞内部结构，人们发

明了染色技术。最常用的染色技术——HE染色能够利用 2
种染料对生物组织进行染色，目前仍是临床采用的判定肿瘤

良恶性的金标准。

然而，染色对于观察亚细胞结构仍存在较大挑战：染色

是通过对光的直接吸收来产生的反差，也就是让细胞器有吸

收，而周围没有吸收达到反差效果。光的吸收率可以用比尔

定量描述：α=1-e-μl，其中μ为吸收系数，l是样品的厚度。当 l

非常小时，吸收率几乎为0，这也就是薄样品看上去几乎透明

的原因。

传统的染色是吸收A波长，探测A波长的吸收率。为了

解决这一问题，可以使系统吸收A波长，探测从样品染色上

发出的B波长。这样，仅在有“染色”的地方发光，没有染色的

地方是完全黑的，即荧光染色。1871 年，Johann Friedrich
Wilhelm Adolf von Baeyer因合成荧光素获得 1905年诺贝尔

化学奖。在此基础上，能够特异性地标记细胞中的不同细胞

器的荧光染色技术应运而生。2008年诺贝尔化学奖的绿色

荧光蛋白能够通过外源性标记或者内源性转基因的方式选

择性地让某一个感兴趣的细胞器发荧光，将活体成像往前推

进了一大步。

对比荧光显微的图像和HE染色（图3）可以发现，荧光染

图 2 点扩展函数和阿贝分辨率极限

Fig. 2 Point spread function and Abbe criterion

图 3 HE染色病理切片图（a）与细胞荧光显微图（b）的对比

Fig. 3 Comparison of histological HE stain result (a) and
cellular fluorescent imaging result (b)

（a） （b）

18



科技导报 2015，33（4） www.kjdb.org

色在没有细胞器的地方是完全黑的，这就使得荧光显微有着

传统染色无可比拟的高对比度。

“工欲善其事，必先利其器”。要想探究生命的奥秘，首

先就需要能够看清楚。然而不幸的是，很多亚细胞结构、细

胞器和生物大分子的典型尺寸在几个到数百纳米，而光学显

微的分辨率早在200年前就被阿贝公式限定在200 nm，远远

不能满足生命科学的需求。

2 超分辨率荧光显微技术

传统的分辨可以定义为：如果点扩展函数较大，那么对

于两个靠得很近的点，则不能分辨。在此基础上，实现超分

辨的方法可分为两类：基于点扩展函数调制的超分辨技术，

使得点扩展函数变小；基于随机单分子定位的超分辨技术，

使得没有靠得很近的两个点同时发光。

基于点扩展函数调制的超分辨技术的代表为受激发射

光淬灭（简称 STED）技术。其基本思想是，在一个点扩展函

数 PSF1的基础上，用另一个环形点扩展函数 PSF2去擦除

PSF1的外围（抑制其外围发荧光），导致PSF1-PSF2剩下的光

子为仅从 PSF1中心发出，也就是点扩展函数变得更小。早

在 1994 年，此次获奖的罗马尼亚裔德国科学家 Stefan W.
Hell（当时还是博士后）最先提出了打破光学衍射极限的构

思，并最终于2000年在实验上得以实现[1]。在物理上，他通过

受激辐射的原理，利用受激辐射进行环状擦除。由于这一方

法所产生的点扩展函数不再受到衍射极限的限制，而仅仅取

决于擦除的程度（擦除后剩下的区域大小），因此它的分辨率

可表达为：d=
λ

2n sin θ 1 + I Is 。从2000年开始，他不断改进

STED技术，使其更加适用于生物研究。2006年，他展示了

STED在绿色荧光蛋白上的应用[2]；2008年，他实现了STED实

时超分辨观察细胞囊泡的运动 [3]；2012 年，他报道了利用

STED进行活小鼠的神经突触生长过程的连续观测的成果[4]。

另外，还通过其他光调制原理发明了一系列的超高分辨率技

术，统称为可逆饱和荧光跃迁（RESOLFT），为超分辨率荧光

显微成像技术的发展做出了巨大贡献。

基于结构照明原理的超高分辨率技术是美国科学家

Mats Gustafsson于2000年发明的，非常适于细胞研究，可惜分

辨率只能提高1倍。该技术是基于两个高空间频率的图案重

叠可以形成低频率莫尔条纹的原理，通过解析低频莫尔条纹

实现超高分辨率成像。在此基础上，Mats Gustafsson发明了

饱和SIM，能够利用荧光饱和实现更高的分辨率，其本质也是

点扩展函数的缩小。可惜Mats Gustafsson于 2011年 51岁时

因癌症去世，无缘分享此次诺贝尔奖。

基于随机单分子定位的超分辨技术的核心是，如果图像

上的点不是同时亮起来，也就是不会有两个靠得很近的点同

时亮，就可以通过定位的方式实现超分辨。虽然一次定位只

能得到少数几个分子，但是通过数千张图片对数十万个单分

子的定位，就可以获得一张高分辨率的图像。

这一超分辨技术发明于 2006年，由本次诺贝尔奖得主

Eric Betzig（光活化定位显微术PALM技术）[5]、哈佛大学教授

庄小威(随机光学重构显微术 STORM技术）[6]、以及 Samuel
Hess（荧光活化定位显微术 fPALM技术）[7]3个研究组分别同

时独立发明，分别发表于 Science，Nature Methods和 Biophysi⁃

cal Journal。3种技术的原理非常像，都是基于荧光分子的光

转化能力和单分子定位，通过用光控制每次仅有少量随机离

散的单个荧光分子发光，并准确定位单个荧光分子点扩展函

数的中心，通过多张图片叠加形成一幅超高分辨率图像。

William E. Moerner是单分子荧光技术的先驱人物。他

在 1989年任职于美国 IBM研究中心时在世界上首次实现了

单个分子的光吸收的测量[8]，并在 1997年与发展绿色荧光蛋

白技术而获得2008年诺贝尔化学奖的钱永健合作，发现了绿

色荧光蛋白的光转化效应[9]。而Eric Betzig是荧光显微技术

领域的领军人物。他在 1994年提出了基于单分子信号实现

超高分辨率成像的思想[10]，并于 2006年在实验中得以实现。

庄小威作为 STORM超分辨技术的发明人，一直领导并推进

着超高分辨率显微技术的发展和应用，是近 8年来这个领域

最活跃的研究团队。

3 我国超分辨率光学显微技术发展现状

在中国，目前有数十家单位在进行超分辨率显微方面的

研究工作，在研究上紧跟国际潮流。比如，本文作者北京大

学席鹏于2010年首次在国内实现了STED超分辨[11-13]，其后浙

江大学刘旭[14]、中国科学院化学研究所方晓红[15]等课题组也

报道了 STED超分辨技术的进展。在 PALM/STORM研究方

面，北京大学孙育杰课题组一直在进行单分子成像和层状光

成像方面的研究[16, 17]，中国科学院生物物理研究所徐涛、徐平

勇课题组研发新型光开关蛋白[18]、华中科技大学黄振立课题

组开发新型定位算法等[19]。在结构光成像方面，中国科学院

西安光学精密机械研究所姚保利课题组报道了基于DMD光

图 4 STED超分辨率成像原理示意图

Fig. 4 Principle of STED super-resolution microscopy

图 5 基于随机单分子定位的PALM/STORM超分辨原理图

Fig. 5 Diagram of the localization based PALM/STORM
super-resolution microscopy
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调制的 SIM[20]。在高速并行三维超分辨成像方面，席鹏课题

组最近报道了一系列基于SOFI的超分辨技术[21, 22]。

当前，我国在超分辨率显微技术方面，已经有一支完善

的研究队伍。摆在我们面前的首要问题是如何结合这些超

分辨技术和其他光学技术，取长补短，实现更清（更高空间分

辨率）、更快（更高时间分辨率）、更深（组织三维成像）方面的

突破，向着活体三维动态超分辨方向不断推进。

4 未来：更清、更快、更深

超分辨率显微作为一类很新的技术，突破了光学成像中

的衍射极限，把传统成像分辨率提高了 10～20倍，成为研究

细胞结构的利器。过去七八年间，这些技术不断推进，先后

实现了多色、三维和活细胞高速成像。其生物应用也很广

泛，包括细胞膜蛋白分布、细胞骨架、线粒体、染色质和神经

元突触等。超高分辨率技术一经出现就引起广泛关注，先在

2006年被 Science评为年度 10大技术突破，随后被生物医学

方法学最好的期刊Nature Methods评为 2008年度方法。在

2014年 9月Nature Methods的 10周年特刊评出的 10年 10大

技术中，超高分辨率成像和单分子技术也都出现在榜中。

科技的进步，有赖于站在巨人的肩膀上，将其他技术有

机地与自己的技术相结合。2005年的《生物技术当今观点》

刊文指出了过去的光学显微的方法，如宽场、共聚焦、多光

子、非线性、全内反和今天的超分辨技术之间的演进关系[23]。

虽然经过10年的发展，超分辨显微在三维空间分辨率的提升

上有了长足进步，然而这往往是以牺牲时间分辨率为代价

的。未来的技术进步，需要在并行化、高速、活细胞和活组织

方面，实现超高时空分辨活体成像。最近，Hell课题组将所有

的超分辨技术——STED 的环形光、SIM 的条纹、PALM/
STORM的光开关蛋白有机结合，实现了并行的超分辨，将超

分辨率显微的速度大幅提升[24, 25]。

历史总是在自我重复中不断前进。在 1903年，Richard
Zsigmondy发明了超显微镜，这一显微技术因其分辨率能够

突破波长尺度而获得 1925年诺贝尔奖。由于它提供了全新

的研究问题的尺度，人们甚至将它看作是纳米科技的起

始[26]。在2004年，这一技术在层状光照明显微中得到新的应

用，同时被评为Nature Methods 10大年度方法[27]。那么，古老

的诺奖超显微技术，会不会和今天的诺奖超分辨率荧光显微

擦出新的思想火花呢？

后记：写下初稿的时候刚好是诺贝尔奖公布的时间。

2014年 11月，Eric Betzig发表在 Science的工作，将 Light sheet
与超分辨结合，对活体胚胎进行成像[28]。这一技术向更清、更

快、更深迈出了新的一步，也印证了我们文终提出的问题。
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“未来地球计划”中国委员会召开工作会议

·学术动态·

2015年2月9日，“未来地球计划”中国委员会在北京召开工作会议。中国科协主席、“未来地球计划”中国委员会指导委员会主席

韩启德，中国科学院院士、“未来地球计划”中国委员会指导委员会委员陈宜瑜，中国科学院大气物理研究所研究员、“未来地球计划”中

国委员会副主席吴国雄，中国科协党组副书记、副主席、书记处书记、“未来地球计划”中国委员会副主席张勤等出席会议。中国科协副

主席、“未来地球计划”中国委员会主席秦大河主持会议。“未来地球计划”中国委员会委员及中国科协有关人员参加会议。

韩启德在讲话中指出，“未来地球计划”中国委员会要扩大参与者群体，不仅将科研人员吸纳进来，也要将商业机构和其他社会载

体纳入其中，发挥“未来地球计划”协同设计、协同实施、协同推广的优势。“未来地球计划”中国委员会要制定好计划，每年启动几项具

有代表性的旗舰项目，提升“未来地球计划”的社会影响力。

“未来地球计划”是由国际科学理事会（ICSU）和国际社会科学理事会（ISSC）发起，由联合国教科文组织（UNESCO）、联合国环境

署（UNEP）、联合国大学（UNU）、Belmont 论坛和国际全球变化研究资助机构（IGFA）等组织共同牵头组建的为期10年的大型科学计

划，目的是为应对全球环境变化给各区域、国家和社会带来的挑战，加强自然科学与社会科学的沟通与合作，为全球可持续发展提供必

要的理论知识、研究手段和方法。该计划通过科学家、政府、企业、资助机构、用户等利益攸关者协同设计、协同实施、协同推广科研成

果和解决方案，增强全球可持续性发展的能力，应对全球环境变化带来的挑战。

详见中国科协网http://www.cast.org.cn/n35081/n35096/n10225918/16230712.html。
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