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传统的光学显微成像技术由于光学衍射现象的

存在，其横向分辨率往往止步于 200 nm，已无法满

足现代医学研究对超微结构及其动态变化过程的高

分辨观察要求，限制了对生理、病理过程及相关分

子机制的深入研究和探索。近年来，各种超分辨成

像技术的开发和应用，为医学和生命科学领域的研
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【摘要】 超分辨成像技术是神经科学研究领域论证相关生理和病理学分子现象、变化过程和功能调控的重要技术

手段，它突破了传统光学显微镜的衍射极限，使科学家能够在纳米尺度研究生物结构和物质细节。各类超分辨成像技术

从时空分辨率、三维层析能力、活体成像能力等不同方面助力研究者更好地探索神经科学，从而解析神经突触相关结构

以及神经递质受体的纳米级分布和动态变化，并为进一步研究神经退行性疾病提供关键细节。本文总结了近年来超分

辨成像技术的阶段性发展以及不同技术的优势与局限，着重介绍了超分辨成像技术在神经系统超微结构成像、活体动

物成像、脑部深度成像以及神经退行性疾病、药物开发等相关研究中的应用，旨在为其在神经科学研究中的高效、合理

应用提供参考。
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【Abstract】 Super-resolution imaging technology is an important technical means for demonstrating related physiological 

and pathological molecular phenomena, change processes and functional regulation in the field of neuroscience research. It breaks 

through the diffraction limit of traditional optical microscopes, enabling scientists to study biological structures and material 

details at the nanoscale. Various super-resolution technologies assist researchers in better exploring neuroscience from different 

aspects such as spatiotemporal resolution, three-dimensional tomography capabilities, and in vivo imaging capabilities, thereby 

analyzing the nanoscale distribution and dynamic changes of synaptic structures and neurotransmitter receptors, and providing key 

details for further research on neurodegenerative diseases. This article summarizes the phased development of super-resolution 

imaging technology in recent years, as well as the advantages and limitations of different technologies. It particularly introduces 

the application of super-resolution imaging technology in ultra-microstructure imaging of the nervous system, imaging of living 

animals, deep imaging of the brain, and related research on neurodegenerative diseases and drug development. It aims to provide 

references for their efficient and reasonable application in neuroscience research.

【Key words】 Super-resolution imaging; Neuroscience; In vivo imaging; Neurodegenerative diseases

基金项目：浙江省自然科学基金探索类项目（LY21H090012）
第一作者：金锡敏，男，硕士研究生，助理实验师，研究方向：细胞自噬

通信作者：梁星光，男，博士研究生，高级实验师，研究方向：荧光探针开发及其生物学应用



Modern Instruments & Medical Treatment，2025，Vol. 31 No. 482

究带来了新的技术契机。在神经科学领域，超分辨

成像技术自诞生以来就被广泛应用于相关研究。例

如，树突棘和突触的生成及其变化、神经细胞中细

胞器的生理和病理状态记录、蛋白质异常聚集等病

理结构对神经细胞的影响，可结合多种超分辨成像

技术的特点单独或综合应用，达到高效、有力、客

观论证相关科学问题的效果。本综述从超分辨成像

技术的原理入手，对比了不同超分辨成像技术的优

势和局限性，着重介绍了各类超分辨成像技术在神

经科学基础研究中的阶段性进展及其在神经退行性

疾病研究中的应用，旨在为推动该技术在神经科学

研究中的应用提供参考。

1 超分辨成像技术介绍

随着电镜以及原子力显微镜等技术的出现，

成像技术分辨率的上限达到了纳米尺度。但是这

些技术对样品的破坏性较大，并不适合生物样本

和活细胞的观测，各种模态的超分辨成像技术

应运而生，能够达到的极限分辨率也存在较大差

异［1］，见图 1。目前主流的超分辨成像技术有 3

种：受激辐射损耗显微技术（stimulated emission 

depletion microscopy, STED）、结构光照明显微技

术（structured illumination microscopy, SIM）、单分

子定位显微成像技术（single molecule localization 

microscopy, SMLM）［2］。
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注：STED为受激辐射损耗显微技术；SIM为结构光照明显微技术；SRRF-Stream为全新的实时超分辨显微技术；PALM为光激

活定位显微镜技术；dSTORM为直接随机光学重建显微技术。

图 1 各类成像技术分辨率对比 ［1］ A、 B 为使用共聚焦拍摄表达 Nup96-GFP 细胞系的 x-z 图像与 x-y 图像； C—E
为核孔复合体的电子密度图像，红色为 Nup96 蛋白 （D 为侧视图， E 为俯视图）； F—Q 为不同成像技术拍摄核孔

复合体得到的图像 （F 为宽场显微镜， G 为共聚焦显微镜， H 为使用 Airyscan 的共聚焦显微镜， I 为 STED 显微镜，

J 为宽场显微镜结合膨胀显微成像技术， K 为 SIM 显微镜结合膨胀显微成像技术， L 为 SRRF-Stream 显微镜结合膨

胀显微成像技术， M 为 PALM 显微成像技术， N、 O 为 dSTORM 显微成像技术单色成像， P、 Q 为 dSTORM 显微成

像技术双色成像）； R、 S 为将核孔复合体作为目标来测定成像技术在 x, y 平面和 z 轴上的分辨率
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STED通过改变激发光的模式抑制位于激发中

心外围的的荧光发射，当激发态荧光团遇到与激发

态和基态能量差匹配的光子时，可以通过受激发

射将其带回到基态。SIM使用空间编码的结构光场

来代替均匀光场进行照明，产生低频的莫尔条纹，

再解析莫尔条纹获取其中包含的高频信息。SMLM

通过特殊的荧光标记方式得到荧光闪烁样本，利

用荧光分子稀疏发光来减小衍射现象对于分辨率

的影响，用时间分辨率换取空间分辨率。SMLM中

最常见的是光激活定位显微镜技术（photoactivation 

localization microscopy, PALM）和随机光学重建显

微 技 术（stochastic optical reconstruction microscopy, 

STORM）［1］。

各种超分辨成像技术存在各自的优势与局限，

见表 1。因其不同的技术特色导致其有各自适配

的应用场景，例如，SIM在分辨率上不及 STED和

SMLM，但具有最快的成像速度，而 SMLM有最高的

分辨率但成像速度最慢。SIM最适合活细胞的长时间

成像，而 STED较适用于活细胞短时间成像和活体组

织深层成像，SMLM则相对不适合活体成像［2-4］。

表 1 主流超分辨成像技术的优势与局限

项目 STED SIM SMLM

技术原理 受激发射损耗改变 PSF 结构照明法形成莫尔条纹 分批采集荧光闪烁信号

分辨率 40 nm 80～100 nm 5～10 nm

成像速度 较快 最快 最慢

光毒性 较高 最低 最高

制样要求 无特殊要求 无特殊要求 需让样本进行荧光闪烁

算法要求 无特殊要求 需进行算法重构 需进行算法重构

染料要求 需使用 STED染料 无特殊要求 能荧光闪烁的特殊分子

适用样本 固定标本、活细胞 固定标本、活细胞 固定标本、活细胞

注：STED为受激辐射损耗显微技术；SIM为结构光照明显微技术；SMLM为单分子定位显微成像技术；PSF为点扩散函数。

2 超分辨成像技术在神经科学研究中的应用

2.1 神经系统超微结构成像

树突棘是树突分枝上的棘状突起，是神经元

间形成突触的主要部位。部分树突棘的大小位于衍

射极限范围内，再加上高密度分布的树突结构，使

得其结构细节的研究较为困难［5］。深入了解树突

棘以及突触的结构，需要在满足纳米尺度的分辨率

的同时也能实现活体记录，其中应用最为广泛的是

STED。早在 2008年，STED显微镜的发明者 Stefan 

W. Hell就开始将其用于神经科学研究。其团队的

Westphal等 ［6］对 分 离 的 活 体 神 经 元 中 突 触 囊 泡

的运动进行了时间序列成像。不仅如此，其团队

的 Nägerl等 ［7］还解析了树突棘颈的宽度和树突

棘头的曲率，并展现了突触顶端的形状和结构。

2011年，STED首次实现了活细胞中双色荧光成

像［8-9］，随后在同年实现了活体脑组织中的双色荧

光成像［10］。

2014年该技术实现了 3D-STED双色成像［11］，

并于 2018年被应用于脑切片成像（图 2）［12］，2021

年被推广到活体小鼠成像［13］。由于 3D-STED在轴

向平面的常规分辨率只能达到 150 nm左右，导致轴

向平面的分析存在局限性，因此，一些可提高图像

分辨率的分析插件被用于辅助分析，如辅助分析树

突棘在超分辨成像中的空间几何形状［14］。

Stefan W. Hell团队通过结合 STED与 SMLM，

进一步开发了最小光子通量（minimal photon fluxes, 

MINFLUX）荧光显微技术。MINFLUX技术可实现

更高的空间和时间分辨率，且需要的荧光光子更

少［15］。2023年通过对驱动蛋白追踪的技术优化，

实现了空间定位精度达到 2 nm、时间精度达到亚毫

秒的动态追踪［16-17］。随后，该团队于 2024年使用

MINFLUX技术，在神经突触结构中实现了驱动蛋白

kinesin-1的动态监测［18］，在活体神经元中实现了

动力蛋白 dynein的动态监测［19］。
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2.2 活体动物成像

STED独特的三维层析能力可实现更深的成

像，在活体动物成像中具有优势。Stefan W. Hell团

队 ［20-21］首先尝试了活体超分辨成像，他们记录了

活体小鼠的树突棘活动和树突丝状肌动蛋白的形

态变化，并在活体小鼠大脑视觉皮层成像了树突

棘形态的动态变化。Wijetunge等 ［22］还通过超分

辨成像技术，发现小鼠树突棘结构的头部会随年

龄增长而变小，而树突棘的颈部则会变宽、变小

的精细变化。

Willig等［23］将 STED与开关激光器及样本表达

的可逆光开关荧光蛋白结合，实现了小鼠大脑视

觉皮层神经元的多通道、时间序列、超分辨成像。

Steffens等［24］对小鼠大脑神经元树突棘进行长时程

活体成像，实现了长达 28 d 的体内树突棘监测，丰

富了 STED在长期活体成像中的应用案例。

2.3 大脑结构深部成像

由于 STED的激光穿透能力相对有限，于是

研究人员通过结合双光子技术，有效地加强了穿

透 能 力。2009年，Ding等［25］首 次 报 道 了 活 体 脑

组织的双光子受激辐射损耗显微技术（two-photon 

excitation STED, 2P-STED）成像，实现了在深层组

织样品中对突触顶端形态的观测。随后 Bethge ［26］

在 2013年 实 现 了 双 色 的 2P-STED成 像。Pfeiffer

等［27］采用 2P-STED，对小鼠大脑海马体 CA1区的

椎体神经元进行了活体成像。

此 外，Velasco等［13］在 2P-STED的 基 础 上，结

合自适应光学等相差校正技术，减小了 STED光斑在

活体组织中的畸变，在活体小鼠大脑中深达 76 µm

的部位实现了三维超分辨成像，然而受到活体组织

对光散射的干扰，深层组织成像仍然存在不可避免

的局限性。

综上所述，超分辨成像技术因其技术特性在

神经领域得到了快速发展与应用，其中 STED技术

因其技术特性得到了最广泛的应用。STED技术自

2008年起被应用于神经科学领域的基础研究后，持

续发展出了双色 STED、双光子 STED、3D-STED、

MINFLUX等各有特色的技术变体，并在神经系统超

微结构成像、活体动物成像、大脑结构深部成像中

得到了突破性的应用，见图 3。
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注：STED为受激辐射损耗显微技术；PSF为点扩散函数。

图 2  使用 3D-STED 进行细胞外液标记的超分辨阴影成像 ［12］ A 为使用 40 nm 荧光微球测量共聚焦和 3D-STED 在

横向和轴向上的 PSF； B 为计算不同成像模式 （双光子、共聚焦、 STED、 3D-STED） 的三维分辨率以及空间滤波

的影响； C 为使用 3D-STED 采集的 CA1 区海马神经元椎体的原始图像 （左侧） 和逆转图像 （右侧）
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3 超分辨成像技术在神经退行性疾病研究中的

应用

3.1 可视化帕金森病（Parkinson’s disease, PD）相关

α-突触核蛋白（α-synuclein, α-syn）的异常聚集及

其动力学变化

病理性 α-syn在中脑黑质的淀粉样聚集是 PD

等突触核蛋白病的典型病理标志之一［28］。Nugent

等［29］利用双色 STORM成像，在体外和神经母细胞

瘤细胞系中对α-syn原纤维的形成及向两侧延伸生

长的过程进行了动态记录，并证实不同原纤维在

生长速率上存在显著异质性，为明确 α-syn相关

PD的发病机制提供了有力的实验依据。Shrivastava

等［30］通过 PALM/STORM，在神经元中实现了质膜

上外源性寡聚体与 α-syn原纤维相互作用的可视

化，为探索在细胞表面α-syn组装的伴侣蛋白提供

了支持。Moors等［31］利用 STED，明确了 PD患者

脑部组织各种翻译后修饰的 α-syn在不同脑区的

亚细胞分布特征，为路易小体形态发生的调节机制

提供了新的见解。Zhao等［32］也通过 STED，在大

鼠皮层神经元中发现介导囊泡与靶膜融合的突触

体相关蛋白 23和突触蛋白 4可通过多种囊泡途径调

控 α-syn的分泌，揭示了 α-syn在细胞间传递的潜

在机制。

3.2 动态示踪阿尔茨海默病（Alzheimer’s  disease, 

AD）相关病理性标志蛋白变化

β-淀 粉 样 蛋 白（amyloid β-protein, Aβ）斑

块形成和 tau蛋白缠结是与 AD密切相关的病理性标

志［33-34］，考察 Aβ和 tau蛋白的异常聚集及其动

力学变化，对于明确 AD的发病机制至关重要。

Esbjörner等［35］通 过 荧 光 寿 命 成 像 结 合 STORM，

在神经母细胞瘤细胞中发现 β-淀粉样蛋白 1-42 

（Aβ1-42）聚集体的形成速度显著快于β-淀粉样

蛋白 1-40（Aβ1-40），这有助于了解胞内 Aβ促

进 AD发展的病理机制。Zhang等［36］利用 STED，

对 AD患者、轻度认知障碍患者脑脊液中的相关聚

集体进行检测，发现 STED能够识别脑脊液中高、

低分子量的 Aβ和 Tau蛋白聚集体，并通过量化聚

集体的数量和粒径来区分患者。结果显示，聚集体

的数量和大小与认知障碍的严重程度呈正相关，为

疾病进展的评估提供了新的监测手段。Iulita等［37］

通过 SIM，在 AD大鼠模型的脑切片中间神经元中观

察 Aβ及其前体蛋白，发现原先弥漫的 Aβ转位至

胞内囊泡，明确了病理过程中 Aβ的亚细胞定位。

Yu等［38］也通过 STED和 STORM，发现在神经元中

Aβ主要存在于 200～600 nm的囊泡结构中，且这些

囊泡分布在和树突棘相连的突触前区域而非突触后

区域，进一步明确了 AD病理过程中 Aβ在神经元中

的分布特征。

Michel等［39］通 过 荧 光 寿 命 成 像 结 合 双 色

STORM，对神经母细胞瘤细胞中的 tau蛋白进行动

态示踪，观察到神经细胞摄取单体 tau蛋白后，tau

蛋白发生聚集并感染邻近细胞，为 tau蛋白传播的

注：STED为受激辐射损耗显微技术；SMLM为单分子定位显微成像技术；MINFLUX为最小光子通量荧光显微技术。

图 3 超分辨成像技术在神经科学研究中应用的阶段性进展
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病理机制提供了强有力的证据。Chen等［40］还利用

荧光寿命成像结合 SIM，实现了神经母细胞瘤细胞

内 tau聚集和成簇的超分辨荧光寿命成像，同时具备

了高通量和可定量的特性。这种荧光寿命定量结合

SIM成像定性的双技术模态，为患者治疗过程和药

物筛选过程提供了有效的监测手段。超分辨成像技

术在神经退行性疾病相关病理结构研究中的代表性

应用见表 2。

表 2 超分辨成像技术在神经退行性疾病相关病理结构研究中的代表性应用

相关疾病 使用的成像技术 研究样本 主要研究对象

PD STORM 体外培养神经元 外源性寡聚体、α-syn原纤维［30］

体外催化模型 α-syn原纤维的形成和生长［29］

STED PD患者脑组织 α-syn的亚细胞分布特征［31］

大鼠皮层神经元 α-syn蛋白的分泌［32］

AD STORM AD患者神经元 Aβ聚集［35］

SIM AD大鼠模型 Aβ亚细胞水平定位［37］

AD患者、轻度认知障碍患者的

脑脊液

脑脊液中 Aβ聚集体的数量和大小［36］

荧光寿命成像结合双色 STORM 体外培养神经元 tau蛋白摄取与聚集［39］

荧光寿命成像结合 SIM 体外培养细胞系 tau蛋白聚集与成簇［40］

STORM、STED 体外培养海马神经元 Aβ在突触前后的定位［38］

注：PD为帕金森病；STORM为随机光学重建显微技术；α-syn为α-突触核蛋白；STED为受激辐射损耗显微技术；AD为阿尔

茨海默病；Aβ为β-淀粉样蛋白；SIM为结构光照明显微技术。

3.3 检测AD相关蛋白分布

在 AD早期，神经元往往会出现突触功能障碍

和树突棘丧失等异常。如图 4所示，Kommaddi等［41］

通过 STORM，在 AD小鼠模型中发现丝状肌动蛋白

（filamentous actin, F-actin）在树突棘内的结构变化及后

续神经元纤维排列严重紊乱的现象，证实了 F-actin在

树突棘中起到稳定作用。在 AD患者的尸检样本中，

也发现了类似的 F-actin病理变化，其稳定性与患者的

记忆功能水平呈正相关。该研究为进一步探索 AD患

者早期树突棘内结构的病理改变提供了实验支撑。

A B

注：SMLM为单分子定位显微成像技术；AD为阿尔茨海默病；F-actin为丝状肌动蛋白。

图 4 超分辨成像技术在神经退行性疾病动物模型中的应用 ［41］ A 为 SMLM 观察 AD 小鼠模型中的 F-actin 解聚； B
为 SMLM 观察分析 AD 小鼠模型中的神经元结构病理改变

γ-分泌酶在 AD病理进展中扮演着重要角色。

Schedin-Weiss等［42］通过 STED和 STORM，在 2～6 nm

分辨率水平发现在小鼠海马神经元中 γ-分泌酶

定位于突触前和突触后区室，且 γ-分泌酶在突

触后膜的突触间隙以及 N-甲基-D-天冬氨酸受体

（N-methyl-D-aspartic acid receptors, NMDARs）附

近富集，其在突触前后的表达与突触的成熟呈正相

关。该研究对 γ-分泌酶实现了高精度的亚细胞定

位，有助于进一步了解其在 AD病理进展中的重要

作用。

桥连整合因子 1（bridging integrator 1, BIN1）

可与胞内 tau蛋白相互作用并减少胞外 tau蛋白的摄

取［43］。De Rossi等［44］通 过 STED，以 33 nm的 分

辨率发现在 AD转基因小鼠模型中淀粉样沉淀的邻



《现代仪器与医疗》2025 年第 31 卷第 4 期 87

近区域存在 BIN1异常累积的病理现象。接着，该

团队人员采用 STORM，在 20 nm的分辨率水平明

确了 BIN1主要定位于兴奋性突触前神经末梢，并

通过 STED发现 SNARE相关蛋白及参与内吞作用

的突触前蛋白簇密度降低，进而影响突触的正常功

能［43］。Schürmann等［45］则通过 SIM，在小鼠神经

元中分析了 BIN1与多种相关蛋白的定位情况。这些

研究通过不同的超分辨成像技术示踪了 BIN1的定位

情况，有助于研究者进一步揭示 BIN1在 AD进展中

的功能。

脑源性神经营养因子（brain-derived neurotrophic 

factor, BDNF）在神经元损伤后修复、防止神经细

胞退行性病变等诸多方面发挥作用［46］。BDNF运

输异常是诱发 AD等神经退行性疾病的潜在风险

因 素。Scaramuzzino等［47］通 过 STED，在 体 外 培

养的皮层神经元中发现，钙调神经膦酸酶可使亨

廷顿蛋白（huntingtin, HTT）去膦酸化，从而干扰

BDNF运输，HTT蛋白的异常可能导致亨廷顿舞蹈

症（Huntington’s  disease, HD）。该研究揭示了钙调

神经膦酸酶对 BDNF运输的调控机制，有助于探索

BDNF在神经退行性疾病中的作用。超分辨成像技

术在 AD相关蛋白研究中的应用见表 3。

表 3 超分辨成像技术在 AD 相关蛋白研究中的应用

相关疾病 使用的成像技术 研究样本 主要研究对象

AD STORM AD小鼠模型 F-actin解聚［41］

STED AD转基因小鼠模型 BIN1的异常累积［44］

SIM 体外培养神经元 BIN1的定位［45］

STORM、STED 小鼠海马神经元 γ-分泌酶分布［42］

条件性敲除BIN1的小鼠模型 BIN1功能和突触中蛋白质精确排列的重要性［43］

AD/HD 电镜、STED HTT基因突变小鼠模型 BDNF的运输［47］

注：AD为阿尔茨海默病；STORM为随机光学重建显微技术；F-actin为丝状肌动蛋白；STED为受激辐射损耗显微技术；BIN1
为桥连整合因子 1；SIM为结构光照明显微技术；HD为亨廷顿舞蹈症；HTT为亨廷顿蛋白；BDNF为脑源性神经营养因子。

3.4 检测神经退行性疾病患者脑组织中相关蛋白

分子

超分辨成像技术目前也被用来检测患者脑组

织中蛋白分子含量的变化。Nishikawa等［48］通过

SIM，检测了 AD患者脑组织中 tau蛋白的分子含

量，除了过度膦酸化的 tau蛋白外，还鉴定到了筏

状微结构域的标志物，并与细胞周期蛋白依赖性激

酶 5（cyclin-dependent kinase 5, CDK5）共定位，证

明了携带 tau蛋白激酶的囊泡可能参与 tau蛋白的修

饰和神经纤维缠结的形成，有助于研究者进一步探

索 AD患者神经纤维缠结的形成机制。Welikovitch

等［49］通过 SIM，在暂未发生痴呆的 AD患者脑组织

中发现了可溶性 Aβ均匀分布在大脑脆弱区域神经

元胞质的病理现象，且早于过度膦酸化的 tau蛋白和

Aβ斑块出现。该研究表明神经元内 Aβ的逐渐累

积可能是 AD早期的触发因素。

Querol-Vilaseca等［50］将 STED和阵列断层扫描

相结合，在散发性和遗传性 AD患者脑组织中检测

到了 100 nm量级的非原纤维 Aβ结构，揭示了 AD患

者的淀粉样斑块具有致密的核心区（～0.022 µm3）

和 含 有 不 同 大 小 可 溶 性 Aβ的 外 周 晕 圈 结 构

（～0.003 µm3）。Benda等［51］则通过 STED，对 AD

患者脑组织的 tau蛋白纤维的集束及排列进行检测，

并对 tau蛋白纤维和突触棘的结构关系进行研究。这

些研究通过 STED，对 Aβ和 tau蛋白纤维的超微结

构进行了解析，有助于深入阐明 AD的发病机制。

对病理结构更精细的探索则需要依赖 SMLM。

Codron等［52］通过 STORM，在神经退行性疾病患

者的脑组织中，对神经元轴突和突触的结构进行解

析，如图 5所示。STORM重构的神经元结构与电子

显微镜获得的超微结构相近，同时揭示了 AD患者

脑部的 Aβ和 tau蛋白的原纤维纳米结构。而 PD患

者脑部的路易小体则呈现出环状结构并伴随网状的

α-syn。该研究通过 SMLM对神经退行性疾病的超

微结构进行解析，有助于进一步了解神经退行性疾

病中病理蛋白的相互作用及揭示疾病的异质性。超

分辨成像技术在检测神经退行性疾病患者脑组织中

相关蛋白分子中的应用见表 4。
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3.5 神经系统相关疾病的药物开发

SIM由于其快速成像和低光毒性的特性，目

前已被应用于神经系统相关疾病的药物开发。Hilt

等［53］通过 SIM，在体外培养的人类神经元细胞中

验证了一种自旋标记的芴（双功能抗淀粉样蛋白）

能够阻断 Aβ的积累，并下调其氧化应激水平。该

研究支持了双功能抗淀粉样蛋白在抵消内源性和

外源性 Aβ构象毒性方面的作用，为小分子药物

的开发提供了更多的可能性。在超分辨成像技术

的帮助下，研究人员设计了一种直径约为 4.7 nm

的膦酸钙纳米载体（calcium phosphate nanoparticles, 

CPNPs），能够有效抑制 Aβ的聚集，且 CPNPs具有

非常优异的光物理性能，适用于超分辨成像技术来

进行精确定位［54］。该研究为 AD药物的设计提供了

新的思路。

4 总结与讨论

综上，超分辨成像技术在神经科学研究相关结

构和功能成像中发挥着重要作用。各种超分辨成像

技术各具优势，需结合应用场景和技术特色灵活运

用，才能达到最佳成像效果。STED兼顾成像分辨率

和速度优势，涵盖大部分成像需求，并且具有三维

层析能力，相对其他超分辨成像技术可实现更深的

成像，应用相对广泛。但 STED的成像质量依赖于激

光能量强度，其使用的染料在波长上也有要求，因

此在光毒性、染料稳定性、新型染料量子产率等方

面，仍需要优化和开发。SMLM可在生物细胞、组

织等样本中，基于算法提供纳米尺度分辨率的成像

解析，可用于观察一些对分辨率要求较高的结构并

进行解析。SIM则凭借其低光毒性、成像速度相对

较快等特性，适用于长时程、活细胞成像，可用于

对光照敏感细胞如神经元的成像研究。MINFLUX技

术将光学分辨率提高到了纳米级别，MINFLUX技术

已被成功应用于检测活体神经细胞的动力蛋白等研

究，但受其易用性和成像速度等因素限制，还有待

进一步开发和推广。

在神经科学研究中，活体组织的深层成像对

揭示相关生理和病理过程的表型和功能特征至关

A

B

C

注：SMLM为单分子定位显微成像技术；AD为阿尔茨海默病；PD为帕金森病。

图 5 超分辨成像技术检测神经退行性疾病患者脑组织病理性蛋白和结构 ［52］  A 为 SMLM 成像 AD 患者脑部中央突

触； B 为 SMLM 成像 AD 患者脑部轴突神经丝； C 为 SMLM 成像 PD 患者脑部中路易小体

表 4 超分辨成像技术在检测神经退行性疾病患者脑组织中相关蛋白分子中的应用

相关疾病 使用的成像技术 研究样本 主要研究对象

AD SIM AD患者脑组织 tau蛋白纤维的分子含量［48］

暂未发生痴呆的AD患者脑组织 可溶性 Aβ的分布［49］

STED AD患者脑组织 tau蛋白纤维的集束与排列［51］

STED结合阵列断层扫描 散发性和遗传性AD患者脑组织 淀粉样斑块致密的核心区域和外周晕圈结构［50］

STORM AD患者脑组织 Aβ和 tau蛋白的原纤维纳米结构［52］

PD STORM PD患者的脑切片 路易小体环状结构并伴随网状的α-syn蛋白［52］

注：AD为阿尔茨海默病；SIM为结构光照明显微技术；Aβ为β-淀粉样蛋白；STED为受激辐射损耗显微技术；STORM为随

机光学重建显微技术；PD为帕金森病；α-syn为α-突触核蛋白。
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重要。由于传统双光子技术能够实现深层组织成

像，但 分 辨 率 较 低，因 此 结 合 STED与 双 光 子 的

2P-STED是目前成像最深的超分辨成像技术。SIM

也能够结合双光子技术，但是由于该技术通过电光

调制器来改变入射结构光的相位和角度，再用双轴

振镜对样品进行逐点扫描，因此相较于 STED—双光

子联用，SIM—双光子联用成像速度虽然较快，但

分辨率有限。另外，活体组织对光散射的干扰依旧

是深层组织超分辨成像亟需解决的问题。尽管目前

也有组织透明化技术、体电镜技术，可实现更深层

的组织成像，却无法实现活体成像。因此，对于活

体脑部成像，2P-STED依旧不可替代。相信未来各

类成像技术的不断开发和联用，能够推动神经科学

领域的基础研究和临床转化。

此外，近年来涌现出各种可提升成像分辨率的

技术手段。例如，膨胀显微成像技术依赖可膨胀聚

合物网络，通过共价结合将位于样品内的特定标签

直接锚定到聚合物网络上，进而产生物理放大来提

升光学分辨率，并且能够与多种光学显微镜联用。

各显微镜厂家也通过优化算法或检测器等硬件来提

升分辨率，例如，蔡司公司通过优化检测器并结合

算法，开发出 Airyscan 2技术；莱卡公司通过优化信

噪比并结合反卷积算法，开发出 Lightning技术；安

道尔公司利用荧光信号在空间和时间上的径向波动

特性，开发出 SRRF-Stream实时超分辨技术。然而

这些技术提升分辨率有限，往往只能达到 100 nm左

右，限制了其在超分辨领域的应用。

除光学显微成像技术外，近年来体电镜技术在

成像尺度、速度、分辨率和应用范围等方面发展迅

速，在神经科学研究中的应用也显著增长。体电镜

技术通过在纳米尺度进行三维扫描，可实现多种模

式生物的脑图谱绘制，助力神经系统连接组学等研

究。尽管体电镜技术存在无法检测荧光标记蛋白、

无法活体成像等问题，但其优越的大体积三维成像

能力及纳米级分辨率，与光学显微成像技术形成了

较好的互补。电镜技术与光学成像技术的联用，被

越来越广泛地应用于解决更深层次的科学问题。

尽管如此，受限于各自技术特性以及样品制备的差

异，体电镜技术与光学超分辨技术的联用，仍存在

诸多限制，需要实现技术突破。相信未来随着体电

镜技术与光学超分辨技术的不断开发，将为其在神

经科学领域的应用带来更多的可能性。
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