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·技术进展·

活细胞全景超分辨显微成像技术与应用
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【摘要】 目的 基于活细胞全景超分辨显微镜，辅以基于人工智能的图像分割算法构建活细胞全生命周期的动态

观测方法。方法  以非洲绿猴肾上皮细胞（COS-7）为模型，通过活细胞全景超分辨显微镜对其有丝分裂过程、亚细胞器

互作过程、细胞间通讯过程进行全景动态观测。利用光学衍射层析成像技术实现了对活细胞亚细胞器的动态追踪，通过

转盘共聚焦技术实现了分子水平的特异性验证，通过基于人工智能的数据分割算法实现了对亚细胞器的定性分割和

定量分析。结果 与传统荧光成像技术相比，光学衍射层析成像技术避免了或者减轻了光毒性、光漂白以及其他人为干

扰，实现了活细胞的原生态动态观测。结论 这种创新的双模态联合成像策略形成了“结构—功能”互补的研究范式，不

仅突破了传统单一成像技术的局限性，更为细胞互作、细胞器互作机制研究提供了全新的多维动态观测手段。
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【Abstract】 Objective Based on live-cell panoramic super-resolution microscopy, complemented by AI-based 

image segmentation algorithms, we are developing methods for dynamically observing the entire life cycle of living cells. 

Methods Using COS-7 as a model, the mitotic process, subcellular organelle interactions, and intercellular communication were 

dynamically observed in panorama through live-cell panoramic super-resolution microscopy. Optical diffraction tomography 

(ODT) was employed to enable dynamic tracking of subcellular organelles in living cells, while spinning disk confocal microscopy 

provided molecular-level specificity validation. Furthermore, AI-based segmentation algorithms were implemented to accomplish 

qualitative segmentation and quantitative analysis of subcellular organelles. Results The system avoids or mitigates phototoxicity, 

photobleaching, and other artificial interference associated with traditional fluorescence imaging, enabling native-state dynamic 

observation of living cells. Conclusion The dual-modality joint imaging establishes a  “structure-function complementarity” 

research paradigm. This innovative fusion strategy not only overcomes the limitations of traditional single-modality imaging 
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光学显微成像技术是人类认知微观世界的重要

工具［1］。根据光学显微成像技术是否需要对样品

进行荧光标记可将其分为两大类：一是具有特异性

的荧光成像技术，如宽场荧光成像、共聚焦显微成

像以及结构光照明显微成像、单分子荧光显微成像

等［2］；二是具有非特异性的无标记成像技术，如

明场显微成像、微分干涉显微成像、数字全息显微

成像，以及三维超分辨的光学衍射层析成像［3］。

实现对活细胞的全生命周期动态观测对于细胞

生物学研究而言至关重要。传统活细胞显微成像技

术因其光毒性、标记依赖性或时空分辨率限制，难

以实现长时间、高保真的连续观测，导致动态过程

碎片化［4］。与荧光成像技术相比，无标记显微成

像技术因其无复杂的制样步骤、无光毒性、无光漂

白、可原生态动态监测活细胞的全生命周期变化而

在细胞生物学研究中得到广泛应用［5-6］。

光 学 衍 射 层 析 成 像 技 术（optical diffraction 

tomography, ODT）是一种基于散射反演的三维无

标记定量成像方法，通过测量样本在不同照明角度

下的散射光场，结合衍射理论重建其三维折射率分

布，从而实现高精度的成像［7-8］，其核心原理在于

利用光的干涉与衍射特性，通过多角度全息图记录

样本的复振幅信息，并基于逆散射算法反推出折射

率的空间分布，从而揭示细胞器动态、细胞力学特

性等关键生物学信息［9］。

2009年，光学衍射层析成像技术首次被应用于

活细胞动态成像，之后基于光学衍射层析成像技术

的研究成果如雨后春笋般竞相迸发［10］。光学衍射

层析成像技术因其无标记、三维、超分辨特性，可

同时观测活细胞的核膜、核仁、线粒体、脂滴、溶

酶体、内质网、细胞骨架、黑体等 8种以上亚细胞

结构而备受生物学家青睐［11-12］。由于其具有非侵

入、无标记、超分辨、长时程三维成像等特点，光

学衍射层析成像技术被广泛应用于细胞生物学、病

理学及药物筛选等研究领域［13-15］。

转 盘 共 聚 焦 显 微 技 术（spinning disk confocal 

microscopy, SDCM）通过高速旋转的微米级针孔阵

列，革新了传统点扫描共聚焦成像的光学切片机

制，成为活细胞动态观测的黄金标准［16］。

转盘共聚焦显微镜是一种基于荧光标记的间接

成像技术［17-18］，其本质上依赖于特异性荧光探针

标记目标结构，因此仅能观测被标记的特定结构，

无法全面反映细胞的非标记结构与整体微环境，缺

乏对细胞的全景成像能力。这一局限性使得研究者

往往需要结合其他明场成像技术如明场显微成像技

术、微分干涉显微成像技术，才能完整解析活细胞

的生命活动全貌。

本研究主要基于活细胞全景超分辨显微镜即

“光学衍射层析显微成像 + 转盘共聚焦显微成像”

双模态显微成像系统，辅以基于人工智能的图像分

割算法，实现对活细胞全生命周期的动态观测，首

次实现了在无标记超分辨和荧光超分辨情况下对活

细胞进行超高通道数的实时监测。

1 材料与方法

1.1 实验方法

首先，通过双模态显微成像系统对非洲绿猴肾

上皮细胞的无标记全景显微图像以及荧光特异性

数据进行采集，完成相关数据预处理，提高数据质

量。其次，根据不同亚细胞器结构折射率、形态、

大小的不同，基于人工智能数据分割算法对活细

胞无标记全景图像进行数据分割，实现对细胞、核

膜、核仁、脂滴等亚细胞器结构的一键式定性数据

分割以及一站式定量数据分析。最后，基于双模态

显微成像系统以及人工智能分割算法实现细胞与细

胞之间通过隧道纳米管传输脂滴、线粒体、溶酶体

等的通讯研究。

1.2 仪器与试剂

成像设备：活细胞全景超分辨显微镜（生产企

业：澄观光学科技（南通）有限公司，型号：MH-

AssemView）；共聚焦小皿（Cellvis，D35-10-0-N）；

线 粒 体 染 料 MitoTracker™  Green FM (Thermo Fisher 

techniques but also provides a novel multidimensional dynamic observation approach for investigating cell-cell interactions and 

organelle-organelle interaction mechanisms.
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Scientific，M7514)；溶酶体染料 LysoTracker™ Deep Red 

(Thermo Fisher Scientific，L12492)；非洲绿猴肾上皮细

胞（COS-7）购自武汉普诺赛生命科技有限公司；

COS-7细胞专用培养基（Pricella，CM-0069）。

1.3 细胞培养

取出融合度达 80%～90%的细胞培养瓶，吸

弃旧培养基后用预温膦酸盐缓冲液（phosphate-

buffered saline, PBS）洗涤 2次以去除血清残留。加入

1 mL 0.25%胰蛋白酶-EDTA消化液，37 ℃孵育 1～

2 min至细胞变圆脱落，立即加入 2 mL含血清完全

培养基终止消化，吹打形成单细胞悬液后 1 000 rpm

离心 3 min。弃上清液，用新鲜完全培养基重悬细胞

调整细胞浓度。将细胞悬液轻柔接种至 35 mm共聚

焦玻璃底培养皿中，十字法晃动使细胞均匀分布后

置于 37°C、5% CO2培养箱静置培养。24 h 后用于光

学衍射层析成像或者荧光染色处理。成像之前可更

换为无酚红培养基以减少自发荧光干扰。

1.4 细胞染色

将生长至 60%～70%融合度的细胞用预温 PBS

洗涤后更换为无血清培养基，依次加入 200 nM 

MitoTracker™  Green FM避光孵育 30 min标记线粒

体，50 nM LysoTracker™ Deep Red避光孵育 60 min

标记溶酶体，每次染色后均用 PBS洗涤 3次。再使

用 488/520 nm（线粒体）和 561/590 nm（溶酶体）的

激发/发射波长进行转盘共聚焦显微镜观察。

1.5 活细胞全景超分辨成像以及数据处理

本研究的双模态活细胞全景超分辨图像均由活

细胞全景超分辨显微镜采集获取。该系统配备活细胞

工作站，可为活细胞成像过程提供5% CO2浓度、37 ℃

恒温培养环境。所获取的活细胞全景图像为 tiff格式，

可通过配套的数据分割以及追踪软件进行核膜、核

仁、脂滴等亚细胞器结构的定性分割和定量追踪。

2 结果与讨论

2.1 非洲绿猴肾上皮细胞（COS-7）有丝分裂全过

程动态观测

由于光学衍射层析成像技术无需对细胞进行染

色，因此对活细胞的光毒性极低，非常适合对活细

胞进行超长时程的原生态动态观测［19-20］。本研究

对非洲绿猴肾上皮细胞（COS-7）进行了无标记活

细胞三维长时程成像，观测 COS-7发生有丝分裂过

程中各种亚细胞器结构的动态变化，成像总时间为

960 min，数据采集间隔时间为 5 min。

图 1展示了光学衍射层析成像系统记录非洲绿

猴肾上皮细胞（COS-7）发生有丝分裂的全过程。

通过无标记超分辨全景图像，我们可以清楚地观察

到活细胞有丝分裂是一个高度协调的动态过程。

有丝分裂前期，染色体会发生凝缩，染色质纤维在

凝聚蛋白的作用下发生螺旋化，形成染色体结构，

姐妹染色单体通过黏连蛋白环状复合体紧密相连，

X 形结构清晰可见，纺锤体启动重组，核结构发生

解体（图 1A、图 1B）；有丝分裂中期，可清晰地

观察到赤道板的形成，所有染色体在纺锤体张力平

衡下排列成赤道板，染色体达到最大程度的凝缩

（图 1C—图 1F）；有丝分裂后期，纺锤体不断延

长，染色体发生解凝，恢复核质区隔（图 1G）；有

丝分裂末期，细胞重构核结构，胞质完成分离（图

1H）［21］。
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图 1 光学衍射层析成像系统记录的非洲绿猴肾上皮细胞 （COS-7） 有丝分裂全过程 A、 B 为有丝分裂前期； C—

F 为有丝分裂中期； G 为有丝分裂后期； H 为有丝分裂末期
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2.2 亚细胞器互作研究

通过光学衍射层析模态对活细胞中线粒体动

态的快速长时程成像，本研究发现线粒体会在形

状、位置、行为及功能上因与其他细胞器相互作

用而发生改变，如图 2所示。与细胞核相关的线

粒体沿细胞核排布，且随核膜一起变化形状。这

种局域的线粒体可能辅助了核内一些重要的过

程如信使核糖核酸（messenger RNA, mRNA）向

核外的输运过程等。黑体也会与线粒体发生相互

作用，其与线粒体接触后可观察到线粒体的形状

改变。在某些情况下，黑体也存在拖拽线粒体随

之移动的行为。脂滴和线粒体很难有长时程的接

触。脂滴与线粒体接触后，很快被推离线粒体，

同时两者形态上均无明显变化。虽然以上相互作

用的具体过程与相应代谢功能还有待研究，但这

些相互作用足以表明线粒体在细胞新陈代谢过程

中发挥着为各种不同细胞器提供能量的重要作

用。相较于荧光成像易引发光损伤的局限，光学

衍射层析成像技术凭借其低光毒性优势，成功记

录到传统方法难以观测的微弱相互作用事件，为

解析亚细胞器动态网络的时空编码规律提供了革

新性的研究范式 ［22-23］。

图 2 非洲绿猴肾上皮细胞 （COS-7） 的线粒体与核膜、黑体以及脂滴的互作过程

此外，本研究通过ODT拍摄了非洲绿猴肾上皮细

胞（COS-7）全景图，清晰观测到细胞膜、核膜、核

仁、脂滴、线粒体、溶酶体、黑体、细胞伪足等 8种以

上亚细胞器结构，并通过自研的智慧型数据分割与追

踪软件 IntellySeg对核膜、核仁、脂滴 3种亚细胞器结

构进行了定性分割与定量追踪分析，通过转盘共聚焦

系统 Nova-SD验证了线粒体和溶酶体结构，如图 3所

示。为了减少荧光成像产生的光毒性和光漂白，本研

究将无标记成像与转盘共聚焦成像的拍摄比例设置为

5:1，实现了超高通道数的活细胞全景超长时程成像。

注：ODT为光学衍射层析成像技术；AI为人工智能；CF为转盘共聚焦成像技术；绿色表示线粒体；红色表示溶酶体；白色表示

脂滴。

图 3 人工智能软件辅助下双模态显微成像系统动态观测 COS-7 细胞各种亚细胞器互作过程
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2.3 隧道纳米管传输亚细胞器结构研究

隧道纳米管（tunneling nanotubes, TNTs）是由细胞膜

延伸形成的亚微米级管状通道（直径 50～800 nm），

通过动态连接邻近或远端细胞，实现跨细胞物质与

信息的精准传递。本研究利用 ODT拍摄了 TNTs的整

体形貌以及里面的多种亚细胞器结构如线粒体、脂滴、

溶酶体，并通过转盘共聚焦验证了TNTs里面的亚细胞器

结构如线粒体、脂滴、溶酶体，如图4所示。这种多模

态成像策略的协同应用，不仅克服了传统荧光显微术

的光漂白难题，更通过 ODT的折射率定量功能，首次

揭示了 TNTs内部存在纳米级物质的传输与交互，为理

解细胞间通讯的物质交换规律提供了全新视角。

注：ODT为光学衍射层析成像技术；CF为转盘共聚焦成像技术；Merge为双模态联合成像；绿色表示线粒体；红色表示溶酶

体；白色表示脂滴。

图 4 双模态显微成像系统拍摄的细胞间通过隧道纳米管通讯的过程

3 结语

本研究首次将 “光学衍射层析显微成像 + 转盘

共聚焦显微成像”双模态显微成像系统成功应用于

细胞生物学研究领域。ODT模态凭借其亚细胞级空

间分辨率和毫秒级时间分辨率，在完全无标记、无

光毒性的条件下，实现了对活细胞有丝分裂过程的

实时全景动态观测，以及多种细胞器三维动态互作

过程的长时间连续观测［24］。通过先进的深度学习

数据分割算法，该系统可直接从 ODT折射率图像中

定性识别核膜、核仁及脂滴等关键亚细胞器结构，

无需额外荧光标记即可完成多细胞器同步追踪，显

著降低了传统多色荧光成像带来的光毒性效应。与

此同时，SDCM模态通过分子特异性标记，为 ODT

获取的无标记结构信息提供了准确的生物分子标定

依据，二者协同工作形成了 “结构—功能”互补的

研究范式。这种创新的双模态联合成像策略不仅突

破了传统单一成像技术的局限性，更为细胞器互作

机制研究提供了全新的多维动态观测手段。

未来，该双模态显微成像技术有望在以下几

个方向实现突破性发展［25-26］：首先，通过结合人

工智能辅助的图像分析算法，可进一步提升无标记

成像对亚细胞结构的识别精度和种类，实现对更多

细胞器如线粒体、溶酶体等的自动识别与追踪；其

次，将该系统与超分辨显微技术相结合，有望突破

衍射极限，在纳米尺度解析细胞器互作的精细动态

过程；再者，开发高通量版本的双模态成像平台，

将推动其在药物筛选和精准医疗中的应用。此外，

该技术还可拓展至类器官和活体显微成像研究，

为发育生物学和肿瘤微环境研究提供新的研究工

具。随着光学技术和计算方法的不断创新，这种双

模态联合成像必将为生命科学研究带来更多突破性

发现。
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