
462

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ, 2024, том 50, № 4, с. 462–484

ОБЗОРНАЯ СТАТЬЯ

СОДЕРЖАНИЕ
1.	 ВВЕДЕНИЕ 463
2.	 МЕТОДЫ ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ НАНОСКОПИИ STED 465
3.	 RESOLFT 467
4.	 STORM 468
5.	 PALM 470
6.	 PAINT 471
7.	 MINFLUX 472
8.	 SIM 474
9.	 RIM 476

10.	TIRF 477
11.	ЗАКЛЮЧЕНИЕ 479
СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ 479

УДК 57.086.2

СОВРЕМЕННЫЕ МЕТОДЫ ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ 
НАНОСКОПИИ В БИОЛОГИИ

© 2024 г. Д. О. Соловьева*, #, А. В. Алтунина*, **, М. В. Третьяк*,  
К. Е. Мочалов*, В. А. Олейников*, ***

* ФГБУН “Институт биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова” РАН,  
Россия, 117997 Москва, ул. Миклухо-Маклая, 16/10

** Московский физико-технический институт (национальный исследовательский университет),  
Россия, 141701 Долгопрудный, Институтский переулок, 9

*** Национальный исследовательский ядерный университет “МИФИ”,  
Россия, 115409 Москва, Каширское ш., 31

Поступила в редакцию 12.10.2023 г.  
После доработки 29.11.2023 г.  

Принята к публикации 30.11.2023 г.

За последние десятилетия оптическая микроскопия претерпела значительные изменения благодаря 
преодолению дифракционного предела оптического разрешения и развитию методов визуализации 
с высоким разрешением, которые объединили под термином флуоресцентная наноскопия. 
Такие подходы позволяют исследователям наблюдать биологические структуры и процессы с 
наномасштабным уровнем детализации, раскрывая их ранее скрытые особенности и помогая 
отвечать на фундаментальные биологические вопросы. Среди передовых методов флуоресцентной 
наноскопии можно выделить STED (Stimulated Emission Depletion Microscopy), STORM (STochastic 
Optical Reconstruction Microscopy), PALM (Photo-activated Localization Microscopy), TIRF (Total In-
ternal Reflection Fluorescence), SIM (Structured Illumination Microscopy), MINFLUX (Minimal Photon 
Fluxes), PAINT (Points Accumulation for Imaging in Nanoscale Topography) и RESOLFT (REversible 
Saturable Optical Fluorescence Transitions) и др. Большинство указанных методов позволяют получать 
объемные (3D) изображения исследуемых объектов. В данном обзоре рассмотрены принципы этих 
методов, их достоинства и недостатки, а также применение в биологических исследованиях. 

Ключевые слова: оптическая микроскопия, флуоресцентная микроскопия, сверхвысокое разрешение, 
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1. ВВЕДЕНИЕ

В обзоре рассмотрен ряд методов флуорес- 
центной наноскопии (оптической флуоресцентной 
микроскопии с наномасштабным разрешением): 
микроскопия со структурированным освещением 
(Structured Illumination Microscopy, SIM), микро- 
скопия с истощением стимулированного излучения 
(Stimulated Emission Depletion Microscopy, STED),  
микроскопия стохастической оптической реконст- 
рукции (STochastic Optical Reconstruction Micros- 
copy, STORM), фотоактивируемая локализацион- 
ная микроскопия (Photo-activated Localization 
Microscopy, PALM), микроскопия обратимых насы- 
щаемых оптических флуоресцентных переходов 
(REversible Saturable Optical Fluorescence Transi- 
tions, RESOLFT), наноскопия с минимальными по- 
токами фотонов (Minimal Photon Fluxes, MINFLUX),  
флуоресцентная микроскопия полного внутрен- 
него отражения (Total Internal Reflection Fluores- 
cence, TIRF), накопление точек для визуализа- 

ции в наноразмерной топографии (Points Accumu- 
lation for Imaging in Nanoscale Topography, PAINT). 

Все эти методы используют флуорофоры, ко- 
торые поглощают фотоны в “основном” состоянии 
и испускают флуоресценцию в “возбужденном” 
состоянии, что позволяет улучшить контраст во  
флуоресцентной микроскопии. Изначально флуо- 
ресцентная микроскопия имела ограничение опти- 
ческого разрешения, связанное с числовой апер- 
турой объектива и длиной волны света, которое  
было описано Эрнстом Аббе [1]. Так, разрешение 
светового оптического микроскопа определяется 
следующим образом. Поскольку световая волна  
может быть дифрагированной, функция трех- 
мерного рассеяния точки (Point Spread Function, 
PSF), создаваемая точечным объектом, имеет ко- 
нечный размер. Основываясь на конструктивной 
интерференции в пространстве, полная ширина  
на полувысоте (Full Width At Half Maximum, 
FWHM) PSF составляет Δr ≈ λ/(2η × sinα) в фо- 
кальной плоскости и Δl  ≈  λ / (η × sin2α) вдоль опти- 
ческой оси, где λ – длина волны света, α – апер- 

Сокращения: ACE2 – ангиотензинпревращающий фермент 2 (Angiotensin-Converting Enzyme 2); FWHM – полная ширина на 
уровне половины высоты (Full Width at Half Maximum); HS-SIM – высокоскоростная микроскопия структурированного осве-
щения (High Speed SIM); iPALM – интерферометрическая фотоактивируемая локализационная микроскопия (Interferometric 
Photoactivated Localization Microscopy); LIVE-PAINT – визуализация живых клеток с использованием накопления точек обра-
тимых взаимодействий для визуализации в наномасштабной топографии (Live cell Imaging using reVersible intEractions Points 
Accumulation for Imaging in Nanoscale Topography); MAI-SIM – интерферометрическая микроскопия со структурированным 
освещением на основе машинного обучения (Machine Learning Assisted Interferometric Structured Illumination Microscopy); 
MA-TIRF – многоугольная флуоресценция полного внутреннего отражения (Multiangle Total Internal Reflection Fluorescence); 
MICOS – место контакта митохондрий и кристы с внешней мембраной (Mitochondria Contact Site and Cristae to Outer Mem-
brane); MINFLUX – минимальные флуктуации фотонов (MINimal photon FLUxes); NA – числовая апертура (Numerical Aper-
ture); PAFP – фотоактивируемый флуоресцентный белок (Photoactivatable Fluorescent Protein); PAINT – накопление точек для 
визуализации наномасштабной топографии (Points Accumulation for Imaging in Nanoscale Topography); PALM – фотоактиви-
руемая локализационная микроскопия (Photo-activated Localization Microscopy); PIEZO – механочувствительный компонент 
ионного канала пьезотипа (Piezo Type Mechanosensitive Ion Channel Component); pPAINT – накопление белковых точек для 
визуализации наномасштабной топографии (Protein Point Accumulation in Nanoscale Topography); PSF – функция рассеяния 
точки (Point Spread Function); RAIN-STORM – быстрая визуализация тканей с помощью наномасштабной микроскопии сто-
хастической оптической реконструкции (Rapid Imaging of Tissues at the Nanoscale); RBD – рецептор-связывающий домен 
(Receptor-Binding Domain); RESOLFT – обратимые насыщающиеся оптические флуоресцентные переходы (REversible Satu-
rable Optical Fluorescence Transitions); RIM – микроскопия случайного освещения (Random Illumination Microscopy); SARS-
CoV-2 – коронавирус 2, связанный с тяжелым острым респираторным синдромом (Severe Acute Respiratory Syndrome-related 
Coronavirus 2); SIM – микроскопия структурированного освещения (Structured Illumination Microscopy); SIMPLER – микро-
скопия сверхкритического освещения, фотометрическая z-локализация с повышенным разрешением (Supercritical Illumina-
tion Microscopy Photometric z-Localization with Enhanced Resolution; SMLM – микроскопия локализации одиночных моле-
кул (Single-Molecule Localization Microscopy); SR-SIM – высокоразрешающая микроскопия структурированного освещения 
(Super Resolution-Structured Illumination Microscopy); STED – микроскопия на основе подавления спонтанного испускания 
(Stimulated Emission Depletion Microscopy); STORM – микроскопия стохастической оптической реконструкции (STochastic 
Optical Reconstruction Microscopy); TIRF – флуоресценция полного внутреннего отражения (Total Internal Reflection Fluores-
cence); ЭМ – электронная микроскопия.
# Автор для связи: (тел.: +7 (965) 392-24-91; эл. почта: d.solovieva@mail.ru).
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турный угол объектива, η – показатель преломления 
иммерсионной среды; Δr – FWHM PSF в латераль- 
ных направлениях, Δl – FWHM PSF в аксиальных 
направлениях. Как показано на рис. 1, при визуа- 
лизации в видимом свете (λ = 632.8 нм) и масля- 
ном иммерсионном объективе с числовой аперту- 
рой (Numerical aperture, NA) 1.40 (NA = η × sinα)  
поперечный размер PSF составляет ~226 нм, а  
аксиальный размер PSF – ~487 нм. Таким образом, 
ограниченная дифракция света приводит к низ- 
кому разрешению структур, лежащих за дифрак- 
ционным пределом, что создает проблемы для 
детекции молекулярных структур. 

С середины XX века было введено несколько 
подходов, включая конфокальную флуоресцент- 
ную микроскопию [2] и многофотонную микро-
скопию [3], для уменьшения расфокусированного 
фона флуоресценции. Конфокальная флуорес- 
центная микроскопия улучшает пространственное 
разрешение в √2 раза по сравнению с традицион- 
ной флуоресцентной микроскопией, но на прак- 
тике одно- и двухфотонная флуоресцентная конфо- 
кальная микроскопия обеспечивают практически 
одинаковое разрешение из-за конечного размера  
детектора. Однако в начале 1990-х гг. были разра- 
ботаны базовые концепции, которые позволяют 
превзойти предел оптической дифракции в флуо- 
ресцентной микроскопии дальнего поля, в част- 
ности 4Pi-микроскопия, в которой за счет рас- 
ширения волнового фронта освещения или обна- 
ружения латеральное разрешение варьируется от 
80 до 150 нм [4, 5]. 

Методы микроскопии сверхвысокого разре- 
шения можно разделить на две группы (рис. 2). 
Первая группа (детерминированные методы) вклю- 
чает микроскопию структурированного освеще- 
ния и ее производные, в которой для преодоления 
дифракционного предела используются волно- 
вая оптика и обработка изображений. Вторая груп- 
па (стохастические методы) – методы, преодоле- 
вающие дифракционный предел за счет преи- 
муществ фотопереключаемых флуоресцентных 
маркеров. Ко второй группе относится локали- 
зационная микроскопия одиночных молекул 
(Single-Molecule Localization Microscopy, SMLM) 
[6], которая охватывает целый ряд методов, 
например, STORM и PALM, которые улучшают 
разрешение за счет случайного включения и  
выключения излучения одной молекулы в ди-
фракционно ограниченном объеме в разные мо- 
менты времени и детекции, т.е. в области ди- 
фракционного предела свет излучает только одна 
молекула, и в дальнейшем регистрируются разные 
наборы молекул. SMLM генерирует большие 
объемы данных в виде 2D- или 3D-облаков точек 
с миллионами локализаций и связанными с ними 
неопределенностями. 

SMLM применяется во многих областях биоло- 
гии и медицины, таких как изучение онкологичес- 
ких заболеваний, клеточного иммунитета, пато- 
генеза неврологических заболеваний и разра- 
ботка связанных с ними лекарственных препаратов 
[7, 8], исследования в клеточной биологии [9].

 

Рис. 1. Схема, отображающая разрешение светового оптического микроскопа.
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Далее в обзоре рассмотрены некоторые наибо- 
лее широко распространенные методы наноско- 
пии, а также представлены наиболее современные 
работы с их применением.

2. МЕТОДЫ ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ  
НАНОСКОПИИ STED

Микроскопия на основе подавления спонтан- 
ного испускания позволяет получать флуорес- 

центные изображения в дальнем поле с неограни- 
ченным дифракционным разрешением [10]. Тех- 
нически метод довольно сложен, впервые он был 
описан в 1994 г. [11, 12]. В STED-микроскопии 
возбуждение флуорофоров производится двумя 
пространственно наложенными друг на друга 
лазерными пучками. Обычный (имеющий Гауссов 
профиль) пучок возбуждает флуоресценцию моле- 
кул, а сверхразрешение достигается путем ослаб- 

 

Рис. 2. Классификация методов микроскопии сверхвысокого разрешения. (а), (б) – Детерминированные методы, 
в основе которых лежит информация о пространственном распределении: (а) – заложенном в паттерн освещения 
(последовательное освещение образца стоячей волной): SIM (Structured Illumination Microscopy), SMI (Spatially 
Modulated Illumination Microscopy), SSIM (Saturated Structured Illumination Microscopy); (б) – о размере области, 
испускающей свет (отклик флуорофора на возбуждение света, которое стимулирует испускание): RESOLFT (REversible 
Saturable Optical Fluorescence Transitions), STED (Stimulated Emission Depletion Microscopy), SPEM (Scanning 
PhotoElectron Microscope), GSD (Ground State Depletion Microscopy), TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence);  
(в) – стохастические методы, в основе которых лежит возможность локализации одиночных молекул практически 
с любой точностью, которая определяется числом зарегистрированных фотонов: PAINT (Points Accumulation for 
Imaging in Nanoscale Topography), DNA-PAINT (DNA Points Accumulation for Imaging in Nanoscale Topography), STORM 
(STochastic Optical Reconstruction Microscopy), dSTORM (Direct Stochastic Optical Reconstruction Microscopy), PALM 
(Photo-activated Localization Microscopy), fPALM (DNA structure fluctuation-assisted BALM), BALM (Binding-Activated 
Localization Microscopy), MINFLUX (Minimal Photon Fluxes), SOFI (Super-resolution Optical Fluctuation Imaging).

(а)

(б)

(в)



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 4          2024

466 СОЛОВЬЕВА и др.

ления возбуждения периферийных флуоресцент- 
ных молекул с помощью светового пучка, имею- 
щего фокальное пятно в форме тора и смещенного 
по частоте в красную область спектра по сравнению 
с возбуждающим пучком – так называемый исто- 
щающий STED-пучок. STED-пучок перекрывает 
ограниченное дифракцией фокусное пятно воз- 
буждения, и флуоресцентный сигнал излучается 
только из полой центральной области пучка STED,  
которая меньше, чем ограниченное дифракцией 
фокусное пятно возбуждающего пучка, что поз- 
воляет преодолеть дифракционный предел. Увели- 
чение интенсивности пучка STED уменьшает эф- 
фективную функцию рассеяния точки (PSF) до  
размера, который в принципе не ограничен ди- 
фракцией. Однако стоит учитывать зависимость 
разрешения от интенсивности флуоресценции 
в центре пучка STED, т.е. если интенсивность 
флуоресценции изначально мала, то и ее вели- 
чина в центре пучка будет также незначительна. 
Увеличивая интенсивность пучка STED, диаметр 
эффективных пятен ограничивается латераль- 
ным разрешением 20–70 нм. Аксиальное разре- 
шение достигает 40–150 нм. Также необходимо 
использовать подходящие красители и адаптив- 
ное освещение, чтобы избежать фотообесцве- 
чивания. Кроме того, системные и вызванные 
образцом аберрации пучка STED могут значи- 
тельно снизить качество луча и создать незначи- 
тельную минимальную интенсивность. 

Безусловно, метод STED совмещается с другими 
методами микроскопии, например, с TIRF, SIM,  
PAINT, которые рассмотрены ниже. Кроме того, 
STED может быть совместим технологиями получе- 
ния 3D-изображений посредством ультрамик- 
ротомии с интегрированными оптическими систе- 
мами, как, например, уникальная научная установ- 
ка “Система зондово-оптической 3D корреляцион- 
ной микроскопии” (https://ckp-rf.ru/usu/486825/)  
[13].

Исходная конфигурация STED-пучка обес- 
печивает повышение разрешения только в лате- 
ральном направлении. Для достижения трех- 
мерного субдифракционного разрешения необ- 
ходимо создать трехмерную точку “нулевой” ин- 
тенсивности, окруженную областями с высокой 
интенсивностью STED по всем направлениям. В 

качестве примера решения такой задачи можно 
привести работу Heine et al. [14], в которой ис- 
пользовали два наложенных друг на друга STED-
пучка. Один из этих пучков образует фокус в 
форме тора и ограничивает флуоресценцию в 
латеральном направлении, а другой создает пустую 
зону в области перетяжки фокуса и ограничивает 
флуоресценцию в аксиальном направлении. Такое 
решение наиболее практичное и простое. 

Среди методов сверхразрешающей микро- 
скопии (STORM, PALM, RESOLFT) STED-микро- 
скопия эффективно применяется для визуали- 
зации in vivo, главным образом благодаря возмож- 
ности трехмерного секционирования, что является 
идеальным подходом для микроскопии тканей 
при использовании стандартных флуоресцентных 
белков [15]. Прорывным применением STED-
микроскопии стало исследование дендритных и 
аксональных структур мозга живой мыши [16– 
19]. В 2018 г. удалось получить изображения нано- 
масштабного распределения каркасного белка  
PSD95 на постсинаптической мембране возбуж- 
дающих синапсов в зрительной коре у живых 
мышей [17]. Изображения отличались высоким 
контрастом и низкой фоновой засветкой, а 
латеральное разрешение составило ~70 нм на 
глубине ≤25 мкм. В обзоре Calovi et al. (2021) [20]  
описаны технические преимущества STED-мик- 
роскопии для визуализации живых тканей голов- 
ного мозга, а также освещены ключевые нейро- 
биологические результаты, полученные с помощью 
этого метода. 

Одно из применений микроскопии 3D-STED – 
изучение синаптической функции и пластичности 
[8]. Например, Katsube et al. [21] использовали 
для количественной оценки числа возбуждающих 
синапсов у мышей с синдромом Кауфмана в зонах 
СА1 и СА2 гиппокампа.

Другое применение – изучение локализации 
и динамики белков внутри клеток. Так, в 2023 г. 
была опубликована работа по количественному 
анализу белковых маркеров литических гранул 
иммунологических синапсов с помощью визуали- 
зации τau-STED и 3D-количественной солокали- 
зации маркеров литических гранул [22]. С исполь- 
зованием 3D STED исследуют механизмы липид- 



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 4          2024

467МЕТОДЫ ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ НАНОСКОПИИ 

ного обмена в реальном времени. Carravilla et al.  
[23] выполнили количественную оценку биофизи- 
ческих параметров мембраны с высоким времен- 
ным и пространственным разрешением, длитель- 
ным временем сбора данных. В частности, на живых 
клетках показаны процессы образования пузырьков 
и липидного обмена во время слияния мембран, 
а также благодаря корреляционной спектроско- 
пии выполнена одновременная количественная 
оценка мембранной динамики и упаковки липидов.

STED применяется и для получения объем- 
ных изображений целых клеток. Например,  
Spahn et al. [24] исследовали живые бактери- 
альные (Escherichia coli) и эукариотические  
клетки с использованием флуорогенных меток, 
которые обратимо связываются со структурой-
мишенью. Такую концепцию обратимого связы- 
вания флуорофоров используют в микроскопии 
локализации одиночных молекул (SMLM) [25], а 
изначально она была реализована в накоплении 
точек для визуализации в наноразмерной топо- 
графии (PAINT). Постоянный обмен метками га- 
рантирует удаление фотообесцвеченных флуо- 
рофоров и их замену интактными флуорофорами, 
тем самым обходя ограничения, связанные с 
обесцвечиванием изображений сверхвысокого 

разрешения STED. Эта концепция отличается 
от традиционных для STED подходов, которые  
уменьшают фотообесцвечивание постоянно связан- 
ных меток за счет заполнения дополнительных 
молекулярных состояний.

Так, Spahn et al. [24] с помощью сменных ме- 
ток удалось достичь высокой плотности марки- 
ровки, избежать обесцвечивания флуорофоров и 
обеспечить многоцветную 3D STED-визуализацию 
живых клеток (рис. 3). 

3. RESOLFT

Микроскопия RESOLFT – тип микроскопии 
сверхвысокого разрешения, в которой исполь- 
зуется обратимое фотопереключение флуорес- 
центных молекул [26–28]. Метод RESOLFT – 
усовершенствование концепции STED, поскольку 
он может дать разрешение, подобное STED, при 
низкой интенсивности истощающего луча. Так, 
латеральное разрешение RESOLFT достигает 40– 
80 нм, а аксиальное – 70–90 нм.

В микроскопии RESOLFT образец метят спе- 
цифическими фотопереключаемыми флуорес- 
центными красителями, которые могут переклю- 
чаться между ярким и темным состояниями. 
Лазерный луч с фокальным пятном в форме 

Рис. 3. 3D-STED-визуализация фиксированных клеток HeLa с флуоресцентно мечеными мембранами (зеленый) и ДНК 
(красный), с достижением почти изотропного разрешения, масштабный отрезок 5 мкм [24].
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тора используется для перевода флуоресцентных 
молекул в темное состояние. Затем второй 
лазерный луч используется для возбуждения 
молекул в этой темной области и переключения 
их обратно в яркое состояние. Тщательно 
контролируя интенсивность и положение этих 
двух лазерных лучей, можно контролировать 
размер яркого пятна и уменьшать его до уровня 
ниже дифракционного предела света.

RESOLFT имеет преимущества перед STED-
микроскопией с точки зрения уменьшения фото- 
обесцвечивания и фотоповреждения образца, 
поскольку для получения истощения используется 
пучок низкой интенсивности. Кроме того, микро- 
скопия STED может быть модифицирована до  
установки RESOLFT с использованием модуля- 
ционного луча вместо STED-луча.

Улучшение разрешения в RESOLFT, как и в 
STED, достигается различными способами: ис- 
пользованием разных оптических схем [29, 30], 
применением различных типов красителей. На- 
пример, используются так называемые диады, 
состоящие из фотохромного переключателя, кова- 
лентно связанного с флуоресцентным красителем, 
которые позволяют контролировать излучение 
красителя за счет обратимой фотоизомеризации 
переключателя [31, 32]. Благодаря такой диаде  
Damenti et al. [32] получили 2D- и 3D-изобра- 
жения тонкой трубчатой организации эндоплаз- 
матического ретикулума (ЭПР) аксонов, а макси- 
мальное пространственное разрешение составило 
50 нм. Результаты показали сложную трубчатую 
сеть ЭПР вдоль нейритов с размером некоторых 
канальцев 60 нм. Авторы сделали следующие 
выводы: 1) сложность сети ЭПР с точки зрения 
количества канальцев, соединений и длины ветвей 
канальцев связана с размером ширины нейритов, а 
не с конкретной функцией компартмента; 2) труб- 
чатая трехмерная геометрия нейронных ветвей 
влияет на пространственную организацию сети  
ЭПР для обеспечения и оптимизации распреде- 
ления ресурсов.

Применение RESOLFT широко распространено, 
как и STED, особенно в областях клеточной 
биологии, нейробиологии и структурной биоло- 
гии [33–35]. 

4. STORM

В отличие от STED-микроскопии, в STORM  
[36], PALM [37] и PAINT отдельные флуорес- 
центные молекулы считываются из случайных ко- 
ординат. При освещении широким полем вклю- 
чается или активируется отдельная молекула. Сле- 
дующая активированная молекула находится 
на расстоянии λ⁄2η (где λ – длина волны света, 
η – показатель преломления) от предыдущей 
активированной молекулы. Повторное возбужде- 
ние молекул формирует увеличенное дифрак- 
ционное пятно на камере. Затем изображение 
собирается молекула за молекулой по механизму 
темного-яркого-темного состояния как для пере- 
ключаемых, так и для не переключаемых флуо- 
рофоров. Обнаруженные фотоны позволяют 
локализовать положение центра пятна и опреде- 
лить латеральное положение молекул (рис. 4). 

Следует отметить, что для получения высоко- 
качественных изображений STORM требуются 
флуорофоры с высоким выходом фотонов на одно  
событие переключения, высокой фотостабиль- 
ностью и несколькими циклами переключения. 
Среди этих свойств низкий рабочий цикл вклю- 
чения-выключения приводит к максимальной 
плотности флуорофоров, что способствует дости- 
жению максимального разрешения изображе- 
ния. Подбор флуорофоров – одна из главных задач 
для данного типа микроскопии, т.к. от них, по 
большей мере, и зависит разрешение изображе- 
ний. Так, в обзорах [38, 39] описаны необходи- 
мые свойства существующих флуорофоров и даны 
рекомендации по использованию флуоресцент- 
ных зондов в микроскопии локализации одиноч- 
ных молекул.

В статье 2008 г. Huang et al. [40] описан метод 
3D-STORM, основанный на определении точного 
положения отдельных флуорофоров с помощью 
анализа астигматизма оптических изображений, 
возникающего за счет введения цилиндрической 
линзы в оптический тракт микроскопа. Таким 
образом, PSF по X и по Y будет иметь разную 
эллиптичность при разных Z. Иными словами, 
фокальные плоскости для X и Y будут отличаться. 
Коррелируя зависимости эллиптичности по Z  
для направлений X и Y, определяют глубину 
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залегания флуорофора. С использованием дан- 
ного подхода удалось достичь разрешения изобра- 
жения в размере 20–30 нм в латеральном изме- 
рении и 50–60 нм в аксиальном измерении. В ра- 
боте Albrecht et al. [41] представлен метод быстрой  
визуализации тканей на наноуровне (Rapid Ima- 
ging of Tissues at the Nanoscale, RAIN-STORM), 
улучшенный и масштабируемый подход к опти- 
мизации наноскопических изображений, кото- 
рый улучшает 3D-визуализацию субклеточных 
мишеней в объеме ткани. По сути, RAIN-STORM –  
оптимизированная методика пробоподготовки  
и набор параметров для визуализации стан- 
дартных образцов тканей для широкого спектра 
молекулярных мишеней с использованием ком- 
мерчески доступных реагентов и систем визуа- 
лизации. Также в статье Albrecht et al. [41] пред- 
ставлен избранный набор параметров 3D-визуа- 
лизации тканей на основе разрешения, плотности 
маркировки антител и уменьшения фоновой 
флуоресценции. С помощью RAIN-STORM полу- 
чены трехмерные наноскопические изобра- 
жения для более чем 20 объектов, включая си- 
напсы, нейроны, глию (рис. 5) и сосудистую сеть  
в сетчатке. Цикл измерений, начиная от под- 
готовки образцов до получения изображений, за- 
нимает один день. Кроме того, метод можно при- 
менять к клиническим образцам для выявления 

наноразмерных особенностей клеток и синап- 
сов человека, что открывает путь для высоко- 
производительных исследований наноскопичес- 
ких мишеней в тканях.

Микроскопия сверхвысокого разрешения 3D- 
STORM позволяет с наномасштабной точностью 
детектировать трехмерное пространственное 
положение флуорофоров. Так, Hu et al. [42] данным 
методом определили расположение зависимой от 
микротрубочек регуляции кластеров подосом, 
разрушающих матрикс, в макрофагах. Подосомы 
макрофагов – важная адгезионная архитектура 
на основе актина, они играют решающую роль в 
миграции клеток и инвазивности матрикса. Авторы 
определили ультраструктурную организацию клас- 
теров подосом в первичных макрофагах, взаим- 
ную локализацию компонентов ядра и кольца 
подосомы, а также продемонстрировали, что 
микротрубочки проходят через подосомы в слой 
миозина (рис. 6). Пространственное разрешение 
достигло 20 и 50 нм в латеральном и аксиальном 
направлениях.

Наноскопию STORM применяют в сочетании 
с другими методиками, например, Kim et al. [43] 
предложили специфические протоколы подго- 
товки образцов для STORM и методов электрон- 
ной микроскопии (ЭМ). Данные протоколы реа- 

Рис. 4. Последовательность изображений STORM с использованием гипотетического гексамерного объекта, меченного 
красными флуорофорами, которые можно переключать между флуоресцентным и темным состоянием с помощью 
красного и зеленого лазеров. Все флуорофоры сначала переводятся в темное состояние импульсом красного лазера. 
В каждом цикле визуализации зеленый лазерный импульс используется для включения только части флуорофоров, 
образуя оптически разрешимый набор активных флуорофоров. Далее при красном освещении эти молекулы излучают 
флуоресценцию до тех пор, пока не выключатся, что позволяет с высокой точностью определить их положение (белые 
крестики). Затем общее изображение восстанавливается на основе положений флуорофора, полученных в результате 
нескольких циклов визуализации [36].
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лизуют возможности получения ЭМ-изображе- 
ний после STORM-наноскопии образца, а также 
наоборот – для реализации STORM после ЭМ.  
В качестве образцов, демонстрирующих успеш- 
ность применения методик, авторы выбрали микро- 
трубочки и митохондрии клеток линии BS-C-1,  
а также филаменты вируса гриппа, отпочковав- 
шиеся из инфицированных клеток.

5. PALM

PALM-микроскопия (photoactivation localiza- 
tion microscopy, микроскопия фотоактивируемой 
локализации) – это тип микроскопии сверхвысо- 
кого разрешения, который также основан на ис- 
пользовании флуоресцентных зондов – фотоак- 
тивируемых флуоресцентных белков, как и в  

Рис. 5. (а) – Неоптимизированное изображение STORM горизонтальной клетки, меченной кальбиндином. Предполагаемые 
синапсы нечеткие, с малой определяющей морфологией или непрерывной структурой (неоптимизированная вставка); 
(б) – в оптимизированных условиях RAIN-STORM как горизонтальные синапсы клеток, так и их соединительные 
структуры помечены и расположены рядом (оптимизированная вставка), демонстрируя четкие структурные детали 
по всей ветви нейронов. Изображения репрезентативны от n = 3 животных. Изображения STORM имеют цветовую 
кодировку по глубине (от фиолетового – 0 мкм, до желтого – 10 мкм). Масштабные отрезки 10 и 1 мкм [41].

(а) (б)

Рис. 6. Эффекты ингибирования передачи сигналов Rho/ROCK-миозина IIA на нокодазол-индуцированную разборку 
кластеров подосом. Репрезентативные двухцветные результаты STORM актина и миозина IIA в отдельных макрофагах, 
культивированных в течение 16 ч и затем обработанных Noc (10 мкМ), Noc (10 мкМ) + Y27632 (20 мкМ) и Noc  
(10 мкМ) + Bleb (20 мкМ) в течение 2 ч. Показаны отдельные изображения актина (фиолетовый) и миозина IIA 
(зеленый), а также наложенное изображение соответственно [42].



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ          том 50          № 4          2024

471МЕТОДЫ ФЛУОРЕСЦЕНТНОЙ НАНОСКОПИИ 

решением [46, 47], количественной оценки струк- 
турного созревания кардиомиоцитов, получен- 
ных из плюрипотентных стволовых клеток [48],  
характеризации белков вирионов вируса иммуно- 
дефицита человека [49, 50], визуализации фагоци- 
тирующих подосом во время фрустрированного 
фагоцитоза [51], визуализации петель хроматина 
[52, 53].

6. PAINT

PAINT – тип стохастической наноскопии, осно- 
ванный на накоплении точек для последующего 
получения изображений методом наномасштабной 
топографии (PAINT, points accumulation for imaging 
in nanoscale topography), это разновидность ме- 
тода SMLM [54]. Латеральное разрешение дос- 
тигает 25 нм [54]. Особенность этого метода –  
использование свободно диффундирующих кра- 
сителей или меченных красителем лигандов, на- 
целенных на интересующие молекулы путем пос- 
тоянного или временного связывания, тогда как 
в других методах применяется мечение целевых 
молекул фиксированными флуорофорами. В 
PAINT поток молекул, попадающих на объект, 
зависит от коэффициента диффузии и градиента 
концентрации зондов. Молекула локализуется с 
высокой точностью в каждом отдельном событии 
связывания, после чего может быть получена карта 
сверхвысокого разрешения на основе локализации 
всех индивидуальных молекул-зондов. 

На основе PAINT был разработан еще один метод 
анализа одиночных молекул для изучения кине- 
тики ДНК-оригами – DNA-PAINT [55, 56]. Метод  
использует обратимое специфическое связыва- 
ние меченых олигонуклеотидов с нанострукту- 
рами ДНК для визуализации со сверхвысоким 
разрешением вплоть до 30 нм.

Метод DNA-PAINT – это метод микроскопии 
сверхвысокого разрешения, в котором короткие 
одноцепочечные молекулы ДНК используются в 
качестве зондов для локализации конкретных ми- 
шеней с высокой точностью. Временное связыва- 
ние коротких меченных красителем олигонуклео- 
тидов с их комплементарными целевыми нитями 
создает необходимое “мигание”, позволяющее про- 
водить стохастическую микроскопию сверхвы- 

STORM, используются специфические органи- 
ческие красители. Впервые PALM была описана 
в 2006 г. [44], с помощью фотоактивируемого 
флуоресцирующего белка (Photoactivatable 
Fluorescent Protein, PAFP) авторы получили 
наномасштабное разрешение внутриклеточных 
белков, например, лизосомального трансмембран- 
ного белка CD63. Наряду с PALM, авторы также 
применяли TIRF-микроскопию и показали преи- 
мущество PALM в разрешении. 

Простыми словами, принцип работы PAFP 
в PALM можно описать следующим образом. 
PAFP прикрепляются к интересующим молекулам 
или структурам, а затем образец освещается 
низкоинтенсивным лазером, чтобы активировать 
только небольшое подмножество PAFP. После 
активации PAFP излучают флуоресценцию, 
которую фиксирует камера. Затем активирован- 
ные PAFP подвергаются фотообесцвечиванию, 
и, соответственно, больше не излучают флуо- 
ресценцию. Этот процесс повторяется несколько 
раз, при этом каждый раз активируются и визуа- 
лизируются разные подмножества PAFP. Анали- 
зируя изображения активированных PAFP, лока- 
лизацию каждой молекулы можно определить 
с высокой точностью. Затем эту информацию 
используют для восстановления изображения 
образца с высоким разрешением.

Однако, несмотря на преимущества сверхвы- 
сокого разрешения (10–50 нм в латеральном и 
10–70 нм в аксиальном направлениях), PALM 
имеет существенное ограничение, т.к. в качестве 
меток используются только фотоактивируемые 
флуоресцентные белки (PA-FP), выборка которых 
на данный момент невелика. 

Для получения 3D-изображений как в живых, 
так и в фиксированных препаратах используют 
метод iPALM (interferometric photoactivated locali- 
zation microscopy, интерферометрическая фото- 
активируемая локализационная микроскопия) 
[45]. Для получения iPALM в PALM интегриро- 
вали однофотонную многофазную интерферо- 
метрическую схему.

Несмотря на недостатки, PALM широко приме- 
няется для получения изображений различных 
внутриклеточных структур со сверхвысоким раз- 
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сокого разрешения [55]. Короткие одноцепо- 
чечные молекулы ДНК, называемые “цепями визуа- 
лизации” или формирователями изображения, 
способны комплементарно связываться с опре- 
деленной последовательностью на молекуле-
мишени и метятся флуоресцентным краси- 
телем. Второй набор молекул ДНК, называ- 
емый “стыковочными цепями”, имеет последо- 
вательность, комплементарную цепям формиро- 
вателя изображения, и также связаны с флуорес- 
центным красителем. Связывание стыковочных 
нитей с нитями формирователя изображения 
приводит к сближению двух флуоресцентных 
красителей, что позволяет создать яркий и спе- 
цифический сигнал. DNA-PAINT успешно приме- 
нялся для визуализации структуры и динамики 
различных клеточных компонентов, а также для 
изучения организации хроматина и экспрессии 
генов в клетках, локализации белков, организации 
ДНК и сигнальных путей клеток [57, 58].

Также разрабатываются зонды PAINT, не зави- 
сящие от ДНК. Эти зонды могут быть основаны  
на эндогенных взаимодействиях, сконструиро- 
ванных связующих веществах, слитых белках или 
синтетических молекулах и обеспечивать допол- 
нительные приложения для SMLM [59, 60]. На- 
пример, показанный Riera et al. [61] метод Glyco-
PAINT использует слабое и обратимое связывание 
сахара для непосредственного обнаружения и  
количественного определения одиночных мо- 
лекул в клетках. Применяется для установления 
коэффициента диффузии рецептор – сахарный 
комплекс.

Еще один вариант метода – pPAINT (Protein Point 
Accumulation in Nanoscale Topography, точечное 
накопление белка в наноразмерной топографии) 
[62]. pPAINT использует связывающие домены 
сигнальных белков в качестве функциональных 
зондов для сайтов связывания на плазматической 
мембране, перемещая мишень визуализации на 
сам белок. Farrell et al. [62] использовали pPAINT 
для исследования пространственно-временного 
распределения фосфотирозин-связывающих SH2-
доменов различных сигнальных и адаптерных 
молекул в активированных Т-клетках на липидных 
бислоях. 

В предложенном методе LIVE-PAINT (Live cell 
Imaging using reVersible intEractions PAINT) [63]  
за временные локализации, необходимые для 
SMLM, ответственны обратимые взаимодействия 
пептид–белок, а не связывание ДНК-олигонук- 
леотидов. Белок, который необходимо визуали- 
зировать, генетически слит с коротким пептидом 
и экспрессируется с помощью эндогенного про- 
мотора белка. Кроме того, интегрированный в 
подходящее место генома пептид-связывающий 
белок генетически слит с флуоресцентным белком 
и экспрессируется с помощью индуцируемого 
промотора, что позволяет контролировать и 
оптимизировать уровень его экспрессии. 

7. MINFLUX

Одна из наиболее современных и совершенных 
методик MINFLUX (MINimal photon FLUxes) 
сочетает в себе принципы как стохастической 
микроскопии типа STORM/PALM, так и STED, и 
позволяет получать изображения биологических 
объектов с чрезвычайно высоким разрешением 
в трех измерениях [64, 65]. Для реализации ме- 
тодики MINFLUX используются два луча: луч  
для случайной фотоактивации одного из флуо- 
рофоров образца в зоне ~400 нм и возбуждающего 
луча, который локализует молекулы или отсле- 
живает их перемещение. При этом осущест- 
вляется сканирование возбуждающим лучом, 
сформированным таким образом, что он имеет  
минимум интенсивности в фокусе. Этот мини- 
мум служит опорной координатой, при этом коли- 
чество испускаемых фотонов уменьшается по 
мере приближения фокуса луча к флуорофору. 
Таким образом, если флуорофор расположен 
вблизи минимума интенсивности (центр фокуса 
возбуждающего пучка), он будет излучать лишь 
несколько фотонов флуоресценции, а любое 
небольшое смещение возбуждающего пучка 
приведет к увеличению числа испускаемых 
фотонов. Для непосредственной локализации 
флуорофора измерения проводят в четырех целе- 
вых точках, позволяющих определить локализа- 
цию флуорофора с точностью до 1 нм. Для выпол- 
нения 3D-измерений используется трехмерная 
кольцевая форма фокальной области возбуж- 
дающего луча с постепенно уменьшающимся диа- 
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метром. Аксиальное положение трехмерного ми- 
нимума интенсивности контролируется с помощью  
электрически настраиваемой линзы, что позволяет 
перефокусироваться в диапазоне ~400 нм в тече- 
ние 50 мкс. В целом указанный подход обеспе- 
чивает аксиальное разрешение порядка нес- 
кольких нанометров, а латеральное – до 1–3 нм 
в фиксированных и живых клетках [64, 66, 67] 
(рис. 7). 

Развитие данного подхода – предложенный 
в 2023 г. интерферометрический микроскоп 
MINFLUX, который регистрирует движения 
белков с пространственно-временной точностью 
до 1.7 нм/мс [68, 69]. Такое прежде недостижимое 

временное разрешение позволило изучить пере- 
мещение моторного белка кинезина-1 по микро- 
трубочкам при физиологических концентрациях 
АТФ. Авторы обнаружили, что вращение ножки 
и головок кинезина без нагрузки происходит во 
время шагания, и показали, что АТФ захватывается 
одной головкой, связанной с микротрубочкой, 
а гидролиз АТФ происходит, когда связаны обе 
головки.

В 2022 г. Ostersehlt et al. [70] использовали 
MINFLUX в сочетании с DNA-PAINT для по- 
лучения изображений белковых комплексов в 
живых клетках со сверхвысоким разрешением. 
Они смогли визуализировать расположение белков, 

 

Рис. 7. Наноскопия MINFLUX клеток линии U-2 OS, экспрессирующих Nup96, белок комплекса ядерных пор (Nuclear 
Pore Complex, NPC), меченный органическим флуорофором Alexa Fluor 647 (сверху). Увеличенные фрагменты (ниже) 
показывают отдельные ядерные поры, где каждая точка выделяет группы локализаций, представляющих отдельные 
белки посредством их флуоресцентных меток. Масштабные отрезки: 500 нм (сверху), 50 нм (врезки) [64].
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участвующих в репликации и восстановлении ДНК, 
что дало новое понимание этих фундаментальных 
клеточных процессов.

Недавняя работа Mulhall et al. [71] показала 
возможность применения MINFLUX для иссле- 
дования механочувствительных ионных каналов 
PIEZO (Piezo Type Mechanosensitive Ion Channel 
Component, PIEZO), которые преобразуют силу 
в хемоэлектрические сигналы и играют важную 
роль в различных физиологических условиях. 
PIEZO-каналы передают механическую силу 
посредством деформации обширных лопастей 
трансмембранных доменов, исходящих из 
центральной ионопроводящей поры. Благодаря 
наноскопии MINFLUX авторы показали, как 
эти каналы взаимодействуют с их естественной 
средой, и какие молекулярные движения лежат в 
основе активации.

В 2022 г. наноскопию MINFLUX впервые 
использовали для исследования бактерий и полу- 
чения изображения бактериальной молекулярной 
машины (Yersinia injectisome) с точностью опре- 
деления расположения белков и разрешением  
5 нм [72].

Многоцветную 3D-наноскопию MINFLUX 
применили для визуализации плотно упакованных 
меченых белков – субъединиц комплекса MICOS 
(mitochondria contact site and cristae to outer mem- 
brane, место контакта митохондрий и крист с  
внешней мембраной), большого белкового комп- 
лекса внутри внутренней мембраны мито- 
хондрий, необходимого для структурной стабиль- 
ности и организации крист. Pape et al. [73] 
продемонстрировали двухцветную 3D-наноско- 
пию MINFLUX на митохондриях человека и 
показали, что данный тип наноскопии возможно 
использовать для визуализации субструктур 
органелл, обеспечивая точность 3D-локализации 
~5 нм.

Подводя итог, можно с уверенностью сказать, 
что MINFLUX – передовой метод флуоресцентной 
наноскопии, который обеспечивает беспре- 
цедентное пространственное разрешение, превос- 
ходит дифракционный предел и реализует де- 
тальное понимание молекулярных структур и 
динамики.

8. SIM

SIM использует периодически структури- 
рованное лазерное освещение для возбуждения 
флуоресценции образца. По сути, используется 
метод лазерной широкопольной микроскопии, 
где на пути луча возбуждения устанавливается 
подвижная дифракционная решетка [74], ко- 
торая генерирует когерентные световые лучи, 
интерферирующие с образцом, что приводит к 
появлению эффекта муара, т.е. мультипликатив- 
ного наложения двух периодических структур с  
отличными периодами с образованием высоко- 
частотных пространственных паттернов. Одна 
из этих структур является пространственным 
распределением флуоресцентного красителя, а 
вторая – заведомо известной структурой осве- 
щения. В результате в наблюдаемой картине 
появляются муаровые полосы, связанные с интер- 
ференцией красителя и освещения. Получить 
искомую информацию возможно варьированием 
структуры освещения и сравнением резуль- 
тирующих структур. Разница между всеми 
результирующими структурами и будет содер- 
жать информацию об искомом распределении 
флуорофоров. Реконструкция получаемых 
изображений производится за счет обратного 
преобразования Фурье, что приводит к разделе- 
нию пространственных частот и удвоению раз- 
решения в трех измерениях. SIM обеспечивает 
разрешение в латеральной области 100–120 нм,  
а в аксиальной – до 300 нм. Разрешение восста- 
новленного изображения излучающего объекта 
может быть улучшено как в латеральном, так и 
в аксиальном направлении при использовании 
суммы периодических схем освещения с разными 
фазами и ориентациями [75, 76]. Несмотря на 
изначально достаточное низкое разрешение, SIM  
нашла широкое применение благодаря тому, что 
не требует специфических флуорофоров, мощ- 
ного лазерного возбуждения и имеет высокую 
скорость сканирования [74, 77]. На данный момент 
метод SIM – устаревшая методика из-за низкого 
разрешения, и в мире широко применяются 
различные вариации и комбинации SIM с другими 
методами сверхвысокого разрешения [78, 79], 
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такими как SIM-STORM [80], 3D SIM-STED [81, 
82], TIRF-SIM [83, 84].

Одной из разработок, нашедших широкое 
применение, стала высокоскоростная много- 
цветная SIM (High Speed SIM, HS-SIM), функцио- 
нирующая за счет применения волоконной SIM 
[85]. HS-SIM позволяет камере генерировать 
изображения с ограниченной частотой кадров 
и манипулировать ими в широком диапазоне 
длин волн. Схемы освещения генерируются 
путем объединения лазерных лучей в радиально 
противоположные пары волокон в шестиуголь- 
ной одномодовой волоконной матрице, где 
выходные лучи передаются в заднюю фокальную 
плоскость объектива микроскопа. Фазовый 
переход и вращение диаграмм направленности 
контролируются быстродействующими электро- 
оптическими устройствами, за счет чего скорость 
достигла 111 кадров SIM в секунду. 

Один из распространенных и перспективных 
методов – микроскопия структурированного осве- 
щения со сверхразрешением (Super Resolution-
Structured Illumination Microscopy, SR-SIM) [86].  
SR-SIM использует периодическую интерферен- 
ционную картину с периодичностью, близкой 
к пределу оптической дифракции. Также метод 
не требует специфического мечения, высокой 
энергии возбуждения и большого количества 
фотонов флуоресценции. По этим причинам 
данный вид микроскопии – один из наиболее 
универсально применяемых оптических методов 
со сверхразрешением для широкого спектра 
биологических задач. 

Большой вклад в улучшение качества изоб- 
ражений и разрешения вносят постобработки 
с использованием различного программного 
обеспечения. Так, в работе Ward et al. [87] пред- 
ставлена интерферометрическая микроскопия со 
структурированным освещением с поддержкой 
машинного обучения (Machine Learning Assisted 
Interferometric Structured Illumination Micro- 
scopy, MAI-SIM). MAI-SIM позиционируется как 
простой в реализации метод визуализации живых 
клеток со сверхвысоким разрешением на высокой 
скорости и в нескольких цветах. Прибор основан 
на конструкции интерферометра, в которой 

паттерны освещения генерируются, вращаются 
и синхронизируются по фазе за счет движения 
гальванозеркала. Конструкция работает в широ- 
ком диапазоне длин волн. Кроме прибора в работе 
представлен набор инструментов машинного 
обучения с открытым исходным кодом, который 
позволяет выполнять реконструкции изображений 
в реальном времени, обеспечивая мгновенную 
визуализацию со сверхвысоким разрешением.

Применение SIM описано во множестве об- 
зоров, посвященных методам микроскопии сверх- 
высокого разрешения в различных областях био- 
логических наук [8, 77, 78, 88]. Далее мы приведем 
некоторые частные примеры применения методов, 
основанных на SIM.

Волоконная HS-SIM была использована для  
получения многоцветных изображений микро- 
трубочек и митохондрий клеток линии COS7 с 
субдифракционным разрешением [85] (рис. 8).

В работе Hong et al. [89] описана 3D-визуа- 
лизация синаптических структур с помощью SIM.  
Для разработки матрицы преобразования ис- 
пользовали субдифракционные многоцветные 
флуоресцентные сферы размером 100–200 нм, 
затем полученную матрицу применяли к SIM-
изображению для выравнивания цветовых ка- 
налов. Дальнейшая постобработка изображений 
позволила визуализировать в объеме с высоким 

 

Рис. 8. Возможности многоцветной высокоскорост- 
ной SIM. Поле зрения 33 × 33 мкм, микротрубочки по- 
казаны красным, митохондрии – зеленым. Масштаб- 
ный отрезок 5 мкм [85].
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разрешением центры иммунореактивных пятен 
пресинаптического маркера синаптофизина и 
постсинаптического PSD-95, находящиеся в 
пределах 200 нм друг от друга.

3D-SIM использовали для обнаружения им- 
муногистохимических сигналов нервно-мышеч- 
ных синапсов личинок дрозофилы с окрашен- 
ными пре- и постсинаптическими компонентами 
[90, 91]. Латеральное и аксиальное разрешение 
3D-SIM составило ~100 и ~250 нм соответственно.

В работе Miao et al. [92] благодаря 2D- и 
3D-SIM-визуализации (рис. 9) были выявлены 
места назначения белков рецептор-связывающего 
домена (RBD, receptor-binding domain) SARS-CoV-2 
(severe acute respiratory syndrome-related corona- 
virus 2) и ангиотензин-превращающего фермента 
2 (ACE2, Angiotensin-converting enzyme 2), а также  
движение и созревание солокализованных везикул  
ACE2/RBD в живых клетках, движение везикул 
по микротрубочкам. В результате было показано, 
что инфицирующие вирусные RBD и, возможно, 
другие капсидные белки в конечном итоге захва- 
тываются и расщепляются лизосомами, даже если 
вирусная РНК стимулирует образование нового 
вируса.

9. RIM

Микроскопия со случайным освещением (Ran- 
dom Illumination Microscopy, RIM) преодолевает 
дифракционный барьер благодаря случайному 
спекл-освещению (Speckled Illumination), а по- 
строение изображений происходит за счет ста- 

тистической реконструкции. По сравнению с 
классической SIM, метод RIM более устойчив к 
оптическим аберрациям и рассеянию, вносимым 
толстыми (сотни микрометров) образцами, 
линеен по яркости и совместим с многоцветной 
визуализацией, за счет чего считается более 
надежным методом визуализации живых клеток  
в течение длительных периодов времени. Впер- 
вые принцип RIM был предложен в 2012 г. [93]. 
Концепция RIM заключается в освещении образца 
несколькими неконтролируемыми спеклами и 
извлечении изображения со сверхразрешением из 
множества полученных изображений с низкими 
пространственными частотами. При этом раз- 
решение метода оставалось слишком низким для 
визуализации субклеточной динамики, и в 2021 г. 
был предложен собственно метод RIM, основан- 
ный на спекл-освещении, который обеспечивает 
уровень сверхразрешения, сопоставимый с 3D 
SIM [94]. В 2022 г. опубликован [95] алгоритм 
реконструкции для флуоресцентной микроскопии 
сверхвысокого разрешения, основанный на спекл-
освещении и дисперсионном сопоставлении 
изображений – algoRIM. Алгоритм обеспечивает 
сверхразрешение с коэффициентом два с точки 
зрения количества изображений и соотношения 
сигнал/шум. Кроме того, предложен подход увели- 
чения разрешения RIM за счет учета корреляции 
испускаемых фотонов [96].

На сегодняшний день метод RIM не популярен, 
но, исходя из его достоинств, он, вероятно, по- 
лучит широкое распространение. Уже в 2023 г.  

 

Рис. 9. 3D-SIM и увеличенное 2D/3D-изображение живых клеток HeLa, инкубированных с 25 нМ h-RBD-SiR в течение 
10 ч. Масштабный отрезок 2 мкм [92].
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была опубликована статья о комбинированном 
методе TIRF-RIM [97]. В TIRF-RIM образец 
освещается в условиях TIRF, но с добавлением 
случайно генерируемых спеклов. Эти спеклы 
создаются путем пропускания света освещения 
через рассеиватель или использования пространст- 
венных модуляторов света. В процессе измерений 
происходит регистрация нескольких изображе- 
ний образца и восстановление изображения со 
сверхразрешением на основе их дисперсии. Ока- 
залось, что TIRF-RIM превосходит стандартную 
TIRF-микроскопию более чем двукратно в разре- 
шении и гораздо высоком контрасте с мини- 
мальным размытием вне фокуса. TIRF-RIM обес- 
печила разрешение кольцевой формы покрытых 
клатрином ямок (специализированные участки 
на плазматической мембране, которые концентри- 
руют рецепторы) фиксированных клеток линии 
COS-7 и позволила получить изображение базаль- 
ной поверхности фиксированных макрофагов 
с разрешением 86 нм. Также с использованием  
TIRF-RIM было получено двухцветное динами- 
ческое изображение нанокластеров паксиллина с 
пространственным (96–120 нм) и временным (1– 
8 Гц) разрешением.

10. TIRF

TIRF позволяет визуализировать флуорес- 
центные молекулы, расположенные вблизи гра- 
ницы раздела сред с существенным различием 
показателей преломления, таких как стекло/вода 
или стекло/образец [98, 99]. Высокое аксиальное 
разрешение достигается за счет возбуждения 
затухающей (эванесцентной) волны, которая, в 
свою очередь, возбуждает флуорофоры вместо 
прямого освещения. Эванесцентное поле возни- 
кает в тот момент, когда падающий свет полностью 
отражается на границе раздела двух прозрачных 
сред с разными показателями преломления. В 
биологических приложениях границей раздела, 
как правило, является покровное стекло и слой 
водного раствора между покровным стеклом 
и прикрепленными клетками. Возбуждающий 
свет проходит через стеклянную подложку к 
водному образцу под достаточно малым углом, 
так что происходит полное внутреннее отражение 
из-за уменьшения показателя преломления на  

границе раздела стекло/вода. Поскольку энергия  
эванесцентного поля экспоненциально убывает  
с расстоянием до границы раздела, возбуждаются 
только флуорофоры, находящиеся в непосредст- 
венной близости к покровному стеклу. Это эффек- 
тивно исключает фоновую флуоресценцию из  
основной массы образца и, тем самым, спо- 
собствует достижению достаточно высокого отно- 
шения сигнал/шум для обнаружения одиночных 
молекул в широком поле зрения. Кроме того,  
микроскопия TIRF позволяет получать изоб- 
ражения с исключительно высоким аксиальным 
разрешением (< 100 нм) [100]. Это позволяет 
наблюдать мембраносвязанные процессы, такие 
как клеточная адгезия, связывание гормонов, 
транспорт молекул, а также процессы экзоцитоза 
и эндоцитоза (например, высвобождение и 
поглощение нейромедиаторов) [101]. Однако 
латеральное разрешение TIRF по-прежнему 
ограничено дифракционным пределом и 
составляет ~200–300 нм. Распространяющиеся 
(не эванесцентные) волны, возникающие из-за 
несовершенства оптики или из-за рассеяния света 
самим образцом, возбуждают флуоресцентные 
маркеры в объеме образца, что приводит к рас- 
фокусированной флуоресценции, отрицательно 
влияющей на контрастность изображения.

TIRF также сочетают с другими методами нано- 
скопии с целью увеличения соотношения сигнал/
шум [102]. Так, Fan et al. [103] предложили метод 
повышения точности аксиальной локализации 
в SMLM путем объединения с методикой TIRF. 
Недавняя передовая работа в области 3D TIRF 
представила многоугловой TIRF (MA-TIRF, 
Multiangle Total Internal Reflection Fluorescence) 
[104], который основан на использовании раз- 
личных углов засветки. Этот метод позволяет 
исследовать образцы на глубине до 400 нм с 
аксиальным разрешением 10–20 нм и латераль- 
ным разрешением, ограниченным дифракцион- 
ным пределом. Сочетание MA-TIRF с микро- 
скопией локализации одиночных молекул (SMLM)  
позволило картировать топографию клеточной 
мембраны. Была восстановлена средняя трех- 
мерная топографическая карта поверхности 
Т-клеток и L-селектина на основе измерений с 
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тремя разными углами падения (65.5, 66.8 и 68.6°) 
[105] (рис. 10). 

Изображения TIRF были получены путем  
последовательной визуализации и фотообесцве- 
чивания флуоресцентных молекул из нескольких 
слоев в пределах нормальной зоны возбуждения 
TIRF. Глубину затухающей волны на разных 
слоях изменяли путем настройки угла падения 
возбуждающего света. Реконструкция изобра- 
жений TIRF позволила получить 3D-изображение 
биологических образцов с аксиальным разре- 
шением 20 нм и максимальной глубиной 250 нм. 
В каждом оптическом “срезе” применяли SMLM, 
что обеспечило латеральное разрешение ~100 нм.

Также недавно был разработан фотометрический 
метод локализации одиночных флуоресцентных 
молекул с нанометровой точностью в аксиальном 
направлении TIRF-микроскопа [106] – микро- 
скопия cверхкритического освещения и фотометри- 
ческая z-локализация с повышенным разрешением 
(SIMPLER, Supercritical Illumination Microscopy 
Photometric z-Localization with Enhanced Reso- 
lution). SIMPLER – фотометрический метод деко- 
дирования аксиального положения одиночных 
молекул во флуоресцентной микроскопии пол- 
ного внутреннего отражения [106]. SIMPLER не 
требует какой-либо аппаратной модификации 
обычного TIRF-микроскопа и дополняет любой 
метод 2D-микроскопии локализации одиночных 
молекул для получения 3D-изображений с почти 

изотропным наномасштабным разрешением. 
SIMPLER позволяет определять аксиальное по- 
ложение (z) одиночных молекул на основе учета 
трех параметров: z-зависимости интенсивности 
возбуждения, z-зависимости углового излучения и 
независимой от z латеральной функции рассеяния 
точки от одиночной молекулы. Также SIMPLER 
можно сочетать с DNA-PAINT и STORM, достигая 
точности аксиальной локализации < 10 и 20 нм 
соответственно во всем аксиальном диапазоне 
до 250 нм.

В микроскопии TIRF-SIM структурированное 
освещение ограничено плоскостью TIRF, яв- 
ляющейся границей раздела между стеклом и вод- 
ной средой [84, 107]. Используя пространствен- 
ный модулятор света, система TIRF-SIM может 
проецировать структурированное освещение 
образца со сдвигом по углу и фазе с достаточной 
скоростью для поддержки визуализации живых 
клеток. Это позволяет использовать более мягкое 
освещение SIM для получения изображений живых 
клеток с улучшенным разрешением. TIRF-SIM 
обеспечивает более высокое пространственное 
разрешение, чем стандартная 2D-SIM, и требует 
меньшего времени сбора данных, чем 3D-SIM, 
из-за ограничения до двух измерений.

Подобно традиционной флуоресцентной мик- 
роскопии, возможности TIRF-SIM ограничены 
случаем слабо флуоресцирующих и динамических 
образцов: длительное время сбора данных при- 

 

Рис. 10. Локализация L-селектина и CD44 на трехмерной топографии поверхности Т-клеток. (a) – Трехмерная 
реконструкция поверхности покоящейся мембраны Т-клеток человека с использованием MA-TIRFM; (б) – карта лока- 
лизации молекул L-селектина (оранжевые точки), наложенная на карту реконструкции 3D-поверхности из панели (a).  
Масштабный отрезок 0.5 мкм [105].

(а) (б)
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водит к размытию движения, в то время как 
короткое время сбора данных приводит к полу- 
чению изображений с низким соотношением 
сигнал/шум и ошибкам в процессе реконст- 
рукции. Для преодоления указанных недостат- 
ков Roth et al. [84] разработали систему TIRF-
SIM с зеркалами с пьезосканированием и интер- 
ферометром Майкельсона для расщепления 
луча. Данная схема позволяет одновременно 
получать двухцветные изображения TIRF-SIM, 
тем самым сокращая время измерений. Также 
Roth et al. [84] продемонстрировали, что TIRF-
SIM предлагает пространственное разрешение, 
близкое к 110 нм, с объективом NA = 1.46. Клю- 
чевое применение системы – отображение дина- 
мических белков, таких как MreB в бактериях и 
актина в эукариотических клетках, которые слабо 
флуоресцируют и обладают высокой динамикой.

В последнее время стала популярной и до- 
вольно многообещающей наноскопия на основе 
фотонных чипов (chip-TIRF) [108, 109]. Метод 
основан на использовании фотонного чипа, ко- 
торый используется как подложка для образца и, 
в то же время, обеспечивает возбуждающее осве- 
щение для флуоресценции. Обычно фотонный 
чип состоит из нескольких слоев: базовой крем- 
ниевой подложки, слоя диоксида кремния, био- 
совместимого основного слоя – волновода, про- 
пускающего видимый свет и обеспечивающего 
полное внутреннее отражение, который состоит 
из нитрида кремния или пентаоксида тантала. 
Соответственно, на поверхности волновода воз- 
никает затухающее поле с дальностью освещения 
до ~150–200 нм, которое используется для воз- 
буждения флуоресцентных маркеров, располо- 
женных вблизи поверхности, а образцы разме- 
щаются непосредственно на поверхности вол- 
новода.

В работе Villegas-Hernández et al. [109] описа- 
ны протоколы окрашивания и параметры визуа- 
лизации, необходимые для микроскопии образцов 
тканей на основе фотонных чипов, а также проб- 
лемы и преимущества, предлагаемые этой плат- 
формой визуализации для исследования срезов 
тканей. Кроме того, как утверждают авторы [109], 
их исследование микроскопии срезов тканей 
сверхвысокого разрешения на основе фотонных 
чипов является первым. Также впервые приведены 

исследования плаценты человека и тканей почек  
человека со сверхвысоким разрешением с ис- 
пользованием методов оптической наноскопии, 
основанных на флуктуациях интенсивности.

11. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

За последние десятилетия открытие принципов 
микроскопии сверхвысокого разрешения привело 
к разработке большого числа методов, которые 
способны выявлять особенности объектов на нано- 
уровне. Флуоресцентная наноскопия открыла 
новое понимание многих внутриклеточных, моле- 
кулярных, сигнальных процессов, а также важных 
процессов формирования мембран, движения 
рецепторов и многих других. Нам представлялось 
важным показать ряд самых современных работ,  
использующих методы флуоресцентной нано- 
скопии в различных областях биологии, и, таким 
образом, отразить широту применения и высокую 
скорость развития наноскопии. 
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Optical microscopy has undergone significant changes in recent decades due to the breaking of the dif-
fraction limit of optical resolution and the development of high-resolution imaging techniques, which are 
collectively known as fluorescence nanoscopy. These techniques allow researchers to observe biological 
structures and processes at a nanoscale level of detail, revealing previously hidden features and aiding in 
answering fundamental biological questions. Among the advanced methods of fluorescent nanoscopy are: 
STED (Stimulated Emission Depletion Microscopy), STORM (STochastic Optical Reconstruction Micros-
copy), PALM (Photo-activated Localization Microscopy), TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence), 
SIM (Structured Illumination Microscopy), MINFLUX (Minimal Photon Fluxes), PAINT (Points Accu-
mulation for Imaging in Nanoscale Topography) и RESOLFT (REversible Saturable Optical Fluorescence 
Transitions) and others. In addition, most of these methods make it possible to obtain volumetric (3D) 
images of the objects under study. In this review, we will look at the principles of these methods, their 
advantages and disadvantages, and their application in biological researches.

Keywords: optical microscopy, fluorescence microscopy, super resolution, fluorescence nanoscopy, dif-
fraction limit


