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随机光学重构超高分辨显微镜的应用与管理

尹伟，刘双双

（浙江大学医学院公共技术平台，浙江 杭州 310058)

摘要：随机光学重构超高分辨成像技术（STORM）是一种基于光控荧光分子和计算的方法，

通过调节激光强度而随机激发全部荧光中的一小部分，并通过数学计算得到中心点位置。相

比其他显微镜，STORM 的横向和轴向分辨率最高(~20nm，~50nm)，能提供更精细的单分子信

息。介绍了超高分辨 STORM 显微镜的软硬件组成和技术参数，样品制备方法，超高分辨图像

采集的常用操作流程，日常维护和仪器管理，STORM 显微镜的应用等方面，并进行展望。旨

在为超高分辨 STORM 仪器的使用者与管理者提供参考，使之更好地服务于教学与科研。
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Application and Administration of Stochastic Optical Reconstruction

Microscopy(STORM)
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Abstract ： Stochastic Optical Reconstruction Microscopy(STORM) is a method based on

light-controlled fluorescence molecules and calculation, which randomly activates a small part of

all fluorescence by adjusting the laser intensity, and obtains the location of the center point

through mathematical calculation. Compared with other microscopes, STORM has the highest

lateral and axial resolution (~20nm, ~50nm), which can provide finer single-molecule information.

The software and hardware components and technical parameters of the super resolution STORM

microscope, sample preparation methods, common operation procedures for super resolution

image acquisition, daily maintenance and instrument management, and the application of the

STORM microscope are introduced and prospected. The aim is to provide reference for users and

managers of super resolution STORM instruments so as to better serve teaching and scientific

research.
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1 引言

在生命科学领域，人们常常需要在细胞内精确定位特定的蛋白质以研究其位置与功能的

关系。多年来，宽场/共聚焦荧光显微镜的分辨率受限于光的阿贝/瑞利极限，不能分辨出 200

nm以下的结构，即所谓的衍射极限[1]。近年来，新的荧光探针和成像理论不断涌现，研究

者开发了多种实现超出普通共聚焦显微镜分辨率的超高分辨率成像方法。主要包括基于单分

子定位成像的超分辨率显微成像方法：光激活定位显微技术 (photoactivated localization

microscopy, PALM)[2]和随机光学重构显微技术 (stochastic opticalreconstruction microscopy,

STORM)[3]，还有两大类通过改造光源的点扩散函数和“结构光照明”来提高成像分辨率的

方法，分别是受激发射损耗显微技术(stimulated emission depletion, STED)[4]和结构照明显微

技术(structure illumination microscopy, SIM)[5]。

2006年底，华裔科学家庄晓薇研究组开发出一种类似于 PALM 的方法，可用来研究细

胞内源蛋白的超分辨率定位。他们发现应用特定波长的激光来激活探针，然后应用另一个波

长激光来观察、精确定位以及漂白荧光分子，此过程循环上百次后就可以得到最后的内源蛋

白的高分辨率影像，命名为随机光学重构显微技术 (Stochasticoptical Reconstruction

Microscopy, STORM)[6]。STORM图像由一系列循环图像构成：在每个循环中，视野中只有

很少的荧光分子发光，每个发光分子可以被分辨出来，发光位置的图像不重叠，这些荧光分

子的位置可被精确定位，然后重复这些过程，每次随机让不同的荧光分子发光再确定其位置，

然后将所有图像进行重构，分辨率可达 20 nm。由庄小威教授[7]与尼康公司合作研发的

N-STORM系统，正是基于此原理的超分辨显微镜系统。

浙江大学医学院公共技术平台于 2014年引进一台随机光学重构超高分辨显微镜（Nikon

N-STORM），具备随机光学重构超高分辨、激光扫描共聚焦、全内反射三大重要技术。仪器

配置高，从三大主要研究方向满足了学院内外众多研究组在科学研究方面的需求。本文对其

随机光学重构超高分辨部分软硬件组成、技术参数、样品制备方法、仪器操作使用、应用及

维护做系统介绍。

2 随机光学重构超高分辨显微镜（Nikon N-STORM）的组成和技术

参数

2.1 STORM、共聚焦成像用激光系统

配备激光耦合平台 LU4A Laser Module，激光耦合器，红色激光器(647 nm，200 mw)，

紫色激光器（405 nm，100 mw），多线氩离子激光器（Multi-Ar laser，65 mw），黄色固体激
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光器（561 nm，150 mw）。

2.2 STORM成像光学组件、相机

单模光纤，3D-STORM组件，电缆，高灵敏度电子倍增相机（Andor ixon DU-897）。

2.3 工作站、超高分辨成像及分析软件包

惠普工作站，共聚焦软件包（NIS-Elements），超高分辨率图像分析包（NIS-A STORM

Analysis）。

2.4 超高分辨专用成像物镜

100倍超高分辨专用成像物镜：CFI Apochromat TIRF 100X，数值孔径 NA=1.49，工作

距离WD= 0.12 mm。

3 随机光学重构超高分辨显微镜（N-STORM）样品制备

3.1 nSTORM特异荧光抗体标记制备方法

在随机光学重构超高分辨系统中，主要有 nSTORM和 cSTORM两种成像方式，最主要

的不同在于染色使用的荧光二抗不同。其中 nSTORM使用的抗体是自制标记有特定比率的

活化染料和成像抗体分子，具有波长特异性光学可控开关的性质。以 Rabbit-Cy3-Alexa647

抗体为例，标记过程如下：

（1）将商业化的 Cy3 染料 (PA23001, GE Healthcare）溶于 20μl的 DMSO 中并混匀，分装

为 10管，真空离心至只剩下染料粉末保存于-20度。

（2）将商业化的 Alexa647 染料 (A20006, invitrogen)溶于 100μl 的 DMSO 中并混匀，均分

为 50管，真空离心至只剩下染料粉末保存于-20度。

（3）取出 Cy3 染料和 Alexa647染料各自一管，使之溶于 10μl DMSO中，吹打混匀。

（4）将 3μl Cy3+1μl Alexa647溶液混入 50μl 无任何染料标记的抗体 (711-005-152)中，充

分吹打混匀，放在微震荡器上慢速反应 30min，且在此过程中用手轻微震荡摇晃，以保证反

应充分。

（5）准备 NAP-5凝胶柱：取 50%乙醇封存的 NAP-5凝胶柱，PBS洗 3次。

（6）混合液定容：混合液加 PBS至 200 μl（约加 140 μl），轻轻混匀。

（7）过柱：待柱中液体全部进柱后加入混合液，待混合液全部进柱后（可根据柱子不再滴

液作为判断依据）再加 550μl PBS，可见到柱中混合液会分层，待不滴液时再加 300 μl PBS，

并以 1.5 ml EP管收集此后滴出的抗体混合液。过柱时应呈现两条带，分带清晰且颜色明显

者为佳。两条带中，下半部分颜色较浅，即为结合了染料的二抗，上半部分为未结合的染料；
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如果同时做 A405-A647和 Cy3-A647这两对，可以后者颜色为准，因为前者颜色很浅，不易

看到两条带；能够看到两条带，说明抗体和染料的结合成功。

（8）利用紫外分光度计测量抗体和染料浓度。一般来说可获得 200-300 ug/ul的抗体，总量

约为 300ul 的抗体，其中 Cy3:Alexa647:antibody 的比例约为 2:0.6:1 最佳，在抗体标记的实

验中差异性略大，经常需要用紫外分光度计测量比例后，根据数值调整所加染料并再次进行

标记。

3.2 STORM样本免疫荧光染色

（1）配制固定液等溶液：固定液（3%PFA+ 0.1%异戊醇）；Blocking buffer：3%BSA +0.2%

TritonX-100 in PBS ；Washing buffer：0.2%BSA +0.05% Triton X-100 in PBS，一抗及二抗均

用 Blocking buffer进行稀释。

（2）将细胞均匀接种于玻璃底面的培养皿内，培养 1-2 天，此处以八孔板为例，其他容器

可酌情增减溶液加入量。

（3）去除皿内培养液，用 500 μl PBS洗一次；

（4）加入 200 μl3% PFA + 0.1% 异戊醇固定细胞 10min；

（5）吸掉固定液，加入 200 μl0.1%NaBH4（需新鲜配制）孵育 7min，从这一步开始（除了

第 12、14步）都要在摇床慢速混匀；

（6）用 500 μl PBS洗 3次，每次 5 min；

（7）加入 200 μl Blocking buffer，孵育 20 min；

（8）吸掉 Blocking buffer，加入 200 μl一抗，孵育 30 min或者静置过夜；

（9）吸掉一抗，用 200 μl Washing buffer洗 5次，每次 15 min；

（10）加入 150 ul荧光二抗孵育 30 min；

（11）吸掉二抗，用 200 μl Washing buffer洗 3次，每次 10 min；

（12）用 200 ul 3% PFA + 0.1% 异戊醇进行后固定 10 min；

（13）吸掉固定液，用 500 μl PBS洗 3次，每次 5min；

（14）染色完成后，直接进行成像，或者 4°C保存于 PBS溶液内。

3.3 STORM成像 Buffer配制

在 STORM成像之前，还需要配制成像 Buffer，以提供实验所需要的巯基[8]，除氧剂，

抗光漂白能力，调整缓冲液 PH值到 7.5左右为宜。溶液成分为：Buffer A: 10 mM Tris (pH8.0)

+ 50 Mm NaCl；Buffer B: 50 mM Tris-HCl (pH8.0) + 10 mM NaCl + 10% Glucose ；Buffer C for

live cell : DMEM + 75 mM HEPES + 1% Glucose ；GLOX solution (25 μl)，母液配制方法为：
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（1）用 Buffer A配制 70mg/ml Glucose Oxidase 溶液，可配制一定量的储液，以 20 μl 每管

分装，-20°C冰箱冻存；

（2）用 Buffer A 配制 17 mg/ml Catalase溶液，可配制一定量储液，以 5 μl每管分装，-20°C

冰箱冻存；

（3）将 Glucose Oxidase和 Catalase溶液以 4：1的比例混合，用移液枪吹打均匀。

（4）1 M MEA配制：77 mg MEA 溶解到 1 ml 0.25N HCl 中，可在 4°C冰箱保存一个月左

右。

根据超高分辨样品不同，可选择不同的 buffer配制方案，成像前将 Buffer加入样本槽内，

每个八孔板推荐加入 500-700 μl左右；溶液需新鲜配制，不可以配成储液冻存。三种配制方

案如下：

（1）方案一、 STORM Imaging Buffer with MEA（拍摄持续时间 2小时左右），在冰上将 7

μl GLOX，70 μl 1M MEA 和 620 μl Buffer B加入 1.5 ml EP管内，移液枪吹打均匀；

（2）方案二、STORM Imaging Buffer with 2-mercaptoethanol（拍摄持续时间 1小时左右），

在冰上将 7 μl GLOX，7 μl 2-mercaptoethanol 和 690 μl Buffer B加入 1.5 ml EP管内，移液枪

吹打均匀；

（3）方案三、Live Cell STORM Imaging Buffer with 2-Mercaptoethanol （拍摄持续时间 1小

时左右），在冰上将 7 μl GLOX，3.5 μl 2-mercaptoethanol 和 690 μl Buffer C 加入 1.5 ml EP

管内，移液枪吹打均匀；

4 随机光学重构超高分辨显微镜（N-STORM）操作流程

4.1 开机顺序

开机时遵循“先开硬件，再开软件”的原则，打开激光台，分别开启所需激光器（先打开

激光器电源，再拧钥匙）。注意 647 nm激光器需先打开硬件控制器开关和钥匙，再通过软件

开启。依次开启显微镜 Ti-E电源，电动载物台电源，piezo控制器电源，汞灯电源，开启计

算机与显示器，启动“NIS-Elements”软件，选择 ANDOR with N-STORM 模块进入系统。

根据自己实验设定和需求选择不同拍摄模式，STORM分三种拍摄模式，如下图所示。
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图 1 Storm拍摄模式

Figure 1 Storm imaging mode

4.2 STORM成像基本操作

4.2.1 拍摄前预览

设定 647 nm激光约 0.5-1%的功率并选中；点击 shutter按钮以打开 647 nm激光； Live

找到标本拍摄区域后，此时可以拍摄一张该画面的宽场图像以作为 STORM 图像的对比图。

将光路切换到 EMCCD 端口，确认 3D-STORM lens的位置。用 TIRF 照明方式观察标本并

切换不同拍摄模式的滤光块后，点击 N-STORM 面板中【INTERLOCK】，打开激光锁，点

击【Live】获取实时预览影像。

4.2.2 Sequential Activation拍摄流程

STORM 拍摄主要有 2D-STORM 和 3D-STORM 两种模式。为实现 3D-STORM 超分辨

率成像，一般在光路中加入柱状透镜（照相机平面和物镜间），引入非对称性来实现三维成

像。和 2D-STORM 拍摄比，3D-STORM操作较为复杂，以下对 3D-STROM 操作做介绍，

为方便说明，举例用如下两染料对拍摄（通道 1：Alexa405-Alexa647 通道 2：Cy3-Alexa647 ）。

（1）点击 N-STORM面板中的 settings按钮，确认拍摄模式为【Sequential Activation】和每

次循环拍摄帧数等参数，点击【Edit】进入通道设置，【Activation Frame】通常为 1，【Reporter

Frame】通常为 3，再确认好 Activator和 Reporter的激发波长及通道颜色，点击 OK确认。

（2）在【N-STORM】控制面板中选择【3D-STORM】，若拍摄 2D-STROM 图片，则选择

2D-STORM。

（3）TIRF照明器的角度设定，选中 647 nm激光器，打开【Ti Pad】调节 PFS 并找到焦面，
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细微调节照明器角度，使脱焦点尽可能少，背景尽可能干净。

（4）检查 activation laser，确保 reporter laser 647nm已被选中，将功率升至 100%。

确保 activation laser（405nm或者 561nm）没有被选中，将功率设置为 0.3-1%。打开 shutter，

选中 activation laser约停留一秒，再取消选中 activation laser，重复此过程，检查实时图像有

没有因为选中了 activation laser而瞬时变得更亮，即闪烁的点数变多。当有多通道成像时，

记得对每个通道分别进行此项操作。

(5) 让染料进入暗态。将 647nm激光功率开到 100%，使画面里的荧光信号从全亮逐渐变为

闪烁的单分子点状态。期间可以适当移动画面，将感兴趣区域附近的样本也进行激光照射，

以减少周围过亮的信号会干扰感兴趣区域的成像。

（6）设置 N-STORM 拍摄条件。

选中所用的荧光染料（此处为 Alexa405/Alexa647 and Cy3/Alexa647）,Activation laser（此

处为 405nm and 561nm）功率设定，约 0.3-1% 根据实际情况而定，Imaging laser（此处为

647nm），功率设定皆为 100%。【Period Count】通常设置为 5000-20000，可往大处设定，因

为拍摄途中可以随时停止。【Path】【File Name】文件存储路径及文件名称的设定，【STORM

Image】拍摄过程中实时预览显示 STORM图像，通常勾上，【Graph】拍摄过程中实时显示

图像里点的个数的图标，通常勾上。【Minimum Height】点数的一个显示值，通常设定 50-300，

但可根据样本本身的背景点亮度自行设定。

（7）点击【Run Now】。

（8）计算玻片表面至观察目标位置之间的 z轴距离，将 3D助透镜推进去（2D-STORM中

此步骤不需要进行）。当此窗口出现时，选择 647nm成像波长，将焦面从标本面移动到玻片

表面并聚焦。此过程可 X-Y 移动成像区域，聚焦好玻片表面后，点击【OK】，载物台 XY

方向将自动回到设定前的原始位置。Z轴位置无法自动回位，需要提前记住焦面坐标，然后

此时调回焦面 Z轴位置。将焦面聚焦到标本面后点击【OK】。

（9）实时图像采集过程中，可通过调节光强和 ND片来控制每帧上的采集点数。通常点的

密度应不浓密到重叠也不要太过稀疏，比如 256 x 256 像素的每帧图片上有分布均匀的 100 –

200个点为最优。在调节好激发光功率得到不错的点数后，点击【N-STORM】面板里的【Auto

LP】，可自动调节激发光光强以便保证获得对应的点数。当图片拍摄完成后，点击【x】可

关闭预览和图表等窗口。
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图 2 Storm实时图像采集

Figure 2 Storm real-time image acquisition

4.2.3 Continuous Activation拍摄

点击 N-STORM 面板中的 settings 按钮，确认各参数，模式选择为【Continuous

Activation】，在【Interleave Channels】前打勾，打开设置面板，选择细胞类型，固定细胞选

【Fixed Cell】，活细胞选【Live Cell】，因为活细胞对速度要求很高，通常只做一个通道，多

通道下难以捕捉连贯动作，其余步骤同 3.2.2。

4.2.4 STORM图像分析处理

（1）点击【Analysis GUI】，点击【File Open】，选择需要分析的 ND2文件，点击 open。

（2）点击小山峰图标检查被认为是信号的亮点的最低荧光值。选择被认定为信号的亮点中

最暗的点，将鼠标移动到其中心，读取【Peak Height】的数值，此数值会在下一步中用来设

定阈值以区分信号和噪点。当分析多通道图像时，每一个通道都需要做这一步。

（3）点击筛选信号亮点，根据前一步中确定的信号亮度最小值指定Minimum Height这里的

参数大小，设定好参数后，点击开始 STORM分析。

（4）勾选【Drift Correction】，设定【Periods】为 1，点击【Test】，试分析会针对当前显示

的这一个 period进行。试分析完成后，会弹出对话框，点击【OK】，对其检查以确保亮点信

号都被正确的筛选。选择【Start】对整个图像数据进行分析。

（5）当分析结束时会弹出右边对话框，点击【OK】。有关信号亮点位置信息的两个文件（.bin
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和.txt）会被存储到与 ND2原始文件相同的地址文件夹里。

（6）点击三维框可以展示 3D STORM图像，并制作视频文件。

图 3 重建好的 STORM双色图像

Figure 3 The reconstructed STORM two-color image

4.2.5 STORM日常关机步骤

关 闭 NIS 软 件 ， 打 开 Laser 647 软 件 ， 将 200mV 的 激 光 功 率 逐 渐 降 至

20mV(200→150→100→50→20)，再将“ON”状态打到“OFF”状态，退出软件，关闭 647 nm

激光器钥匙，关闭 647 nm激光器电源。显微镜 Ti-E 电源，电动载物台电源，piezo 控制器

电源这三个硬件处于常开状态，不需要关闭。用 100%无水乙醇擦拭物镜。关闭其余激光器，

关闭激光台钥匙，关闭电脑。

5 随机光学重构超高分辨显微镜的日常维护和管理

严格遵守仪器的开、关流程。无独立操作资格者在未获得仪器管理员允许下严禁自行操

作仪器。使用油镜，需用擦镜纸蘸取 100%无水乙醇擦拭物镜。汞灯开关间隔时间至少 30

分钟。使用预约网站、FTP、光盘刻录，严禁使用 U盘、移动硬盘。经常擦拭仪器，注意防

尘，对于物镜、目镜等易污染的光学部件应经常用酒精擦拭，物镜分类放到防潮柜中保管。

实验室内要安装空调、除湿机、防潮柜，环境温度始终保持在 22℃左右，温度太高相机会

报警。湿度 40%-60%，防潮柜温度设置在 22℃为宜。

6 随机光学重构超高分辨显微镜的应用及展望
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随着生命科学、材料、光学各交叉学科的不断发展，随机光学重构超高分辨显微镜得到

广泛应用。孙育杰课题组一直在进行 STORM单分子成像技术的研究[9-10]，分辨率均可达到

20 nm，比传统光学显微镜分辨率提高 10倍。Haynes[11] 等使用 Alexa Fluor 488激活的羧酸

酯对革兰氏阴性细菌表面外膜蛋白标记，得到了 30～40 nm 的定位精度。韩峰[12]课题组利

用 STORM 显微镜方法观察了 GPR124 在人脑血管周细胞中的表达和精确分布，唐睿康[13]

课题组利用 3D-STORM来测定矿化的胶原，通过 z-steping不同层面展示及高分辨率三维渲

染，得到了矿化胶原纤维的三维超高图片。

随机光学重构超高分辨显微镜具有宽视场成像，分辨率高，可实现多色成像等优点，但

同时也存在如下缺点：如不适用于活细胞、组织等厚样品、对样品制备要求高，需特殊染料

[14-15]，成像速度慢，需反复成像进行叠加，以时间换空间，时间分辨率相对较低，通道间串

色等。随着超高分辨显微镜新原理和新标记方法、多种技术关联使用的不断涌现，基于不同

原理的各种显微镜仍有各自的局限性，如何突破这些局限，进一步提高时空分辨率依然是亟

待解决的难题。该类设备非常昂贵，掌握其常规使用方法，懂得日常维护事项显得尤为重要。

浙江大学医学院公共技术平台的随机光学重构超高分辨显微镜系统实行开放共享，共享效果

较好[16-20]，为多个国家级、省部级项目提供有力支撑。
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