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I. ВВЕДЕНИЕ
Наблюдение за живыми клетками предоставляет исследователям бога­
тую информацию, получить которую не представляется возможным 
никакими другими методами. Вследствие этого, световая микроскопия 
уже сотни лет продолжает оставаться актуальным инструментом 
биологов. Флуоресцентная микроскопия позволяет выявлять целевые 
клеточные структуры, достигая очень высокой специфичности 
и чувствительности [1]. Появление в 90-х годах прошлого века 
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технологий генетически кодируемых флуоресцентных меток (GFP и 
других флуоресцентных белков) привело к революционному развитию 
методов анализа белков в живой клетке [2]. Прямая визуализация 
внутриклеточной локализации, динамики и взаимодействия целевых 
белков в режиме реального времени позволила решить множество 
фундаментальных вопросов и создать принципиально новые системы 
скрининга лекарственных средств [3, 4]. 
	 Основным недостатком оптической микроскопии является отно­
сительно низкое пространственное разрешение получаемых изобра­
жений. Фундаментальные процессы дифракции света приводят к 
невозможности разделения точечных объектов, расположенных 
ближе определенного расстояния. Этот феномен был впервые описан 
Эрнстом Аббе в 1873 г. и получил название дифракционного предела 
или предела Аббе [5].
	 При наблюдении точечного источника с помощью оптического 
микроскопа, зависимость распределения освещенности от координат 
в плоскости изображения описывается с помощью так называемой 
функции рассеяния точки (point spread function, PSF). Для оптической 
системы без аберраций функция рассеяния точки представляет 
собой центральный максимум и ряд побочных максимумов, рас­
положенных симметрично относительно оптической оси. Диаметр 
центрального максимума, также называемого диском Эри, ограничен 
соотношением 1,22 λ/NA, где  λ – длина волны света, NA – числовая 
апертура оптической системы. Числовая апертура в широкопольной 
микроскопии в свою очередь ограничена показателем преломления 
среды, таким образом изображение точечного источника флуорес­
ценции всегда оказывается больше длины волны света. Как видно 
из формулы, помимо оптических характеристик среды (коэффициент 
преломления) и объектива микроскопа (числовая апертура), теоре­
тический предел пространственного разрешения зависит от длины 
волны света: чем короче волна, тем лучше разрешение. Например, при 
прочих равных условиях флуоресцентной микроскопии, возбуждение 
фиолетовым лазером 405 нм обеспечивает разрешение в 1.56 раза 
больше, чем возбуждение красным лазером 633 нм. Однако работа с 
биологическими объектами в ультрафиолетовой и фиолетовой облас­
тях спектра затруднена из-за интенсивной аутофлуоресценции и, 
в случае живых клеток, чрезвычайно высокой фототоксичности, 
которые являются следствием большого количества эндогенных моле­
кул, поглощающих коротковолновый свет. Для типичных условий 
флуоресцентной микроскопии зеленых флуорофоров (возбуждение 
синим светом 488 нм, объектив с числовой апертурой 1.40 и масляной 
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иммерсией) разрешение составляет приблизительно 200 нм в плос­
кости XY и 500 нм по оси Z [5]. 
	 Долгое время считалось, что для визуализации клеточных струк­
тур меньшего размера может быть использована только электронная 
микроскопия, позволяющая достигать нанометрового разрешения [6, 
7]. Несмотря на неоценимый вклад этого метода в понимание тонкой 
клеточной организации, электронная микроскопия неприменима к 
прижизненному исследованию клеток. 
	 В 90-х годах 20-го века стали появляться технологии флуо­
ресцентной микроскопии, позволяющие получать разрешение 
лучше, чем дифракционный предел. Например, методы 4Pi и I5M 
использовали облучение образца когерентным светом через два 
светосильных объектива напротив друг друга для улучшения разре­
шения по оси Z в несколько раз [8–10]. Вследствии технической 
сложности оборудования и последующей математической обработки 
изображений, а также неудобства работы с биологическими образ­
цами между близко стоящими объективами данные микроскопичес­
кие системы не получили широкого распространения.
	 Существенное улучшение разрешения в плоскости XY достига­
ется в методе микроскопии структурированного освещения (Struc­
tured Illumination Microscopy, SIM) [11]. SIM использует дифрак­
ционную решетку для создания на образце регулярного паттерна 
возбуждающего света в виде близко расположенных полос. Получе­
ние серии широкопольных изображений при различных углах 
поворота решетки и последующая математическая обработка 
позволяет реконструировать изображение, в котором разрешение 
улучшено приблизительно в два раза. Преимуществами SIM явля­
ются достаточно быстрое получение изображений, возможность 
использования обычных флуорофоров и многоцветного мечения, что 
делает этот метод прекрасно применимым для микроскопии живых 
клеток. Вместе с тем, относительно небольшое улучшение разре­
шения (теоретический предел – всего в два раза) отодвинуло SIM 
на второй план с появлением намного более эффективных методов 
сверхразрешающей флуоресцентной микроскопии, описанных ниже. 
	 По-настоящему революционным прорывом в увеличении разре­
шающей способности флуоресцентной микроскопии можно считать 
разработку двух групп методов: первая на основе истощения флуо­
ресценции вынужденным излучением (Stimulated Emission Depletion, 
STED) [12], и вторая на основе локализации одиночных молекул 
(Single Molecule Localization Microscopy, SMLM) [13–15]. Важно, что 
эти подходы по сути не имеют теоретического предела достигаемого 
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пространственного разрешения, которое в «идеальных» условиях 
(высокая мощность лазера, яркий фотостабильный флуорофор) может 
достигать нескольких нанометров. Такое разрешение сопоставимо 
с размерами белков и меток, используемых в биологии (например, 
флуоресцентных белков и антител, меченных красителями) и, следо­
вательно, не требует дальнейшего улучшения. Изобретение этих под­
ходов было отмечено Нобелевской премией по химии 2014 г. Эрику 
Бетцигу, Штефану Хеллу и Уильяму Мернеру [16]. Принципы STED и 
SMLM подробно описаны во множестве обзоров, например [5, 17–21]. 
В настоящем обзоре мы фокусируемся на обсуждении вариантов этих 
методов, пригодных для изучения живых клеток. Какие основные 
трудности встречает исследователь в этой области? Во-первых, захват 
изображения должен происходить быстро – быстрее, чем характерные 
времена динамических изменений изучаемой клеточной структуры 
и движения самой клетки. Во-вторых, фототоксичность облучения 
должна быть сведена к минимуму. Этого можно достигнуть путем 
снижения интенсивности и времени облучения, а также использова­
ния длинноволнового света. К сожалению, большая часть методов 
флуоресцентной микроскопии сверхвысокого разрешения (наноско­
пии) требует световых потоков очень высокой интенсивности (до 
103–104 Вт/см2 для SMLM и до 107–108 Вт/см2 для STED), длительного 
(минуты-часы) получения серий из 103–105 изображений (SMLM), 
и/или облучения коротковолновым светом для фотоконверсии меток 
(SMLM). Ниже мы опишем методические приемы, позволяющие в 
значительной мере преодолевать эти проблемы, хотя на сегодняшний 
момент «идеального» метода быстрого и щадящего получения 
изображений нанометрового разрешения еще не создано.

II. СКАНИРУЮЩАЯ НАНОСКОПИЯ
МИКРОСКОПИЯ STED

Метод STED использует два коллинеарных лазерных пучка, один для 
возбуждения флуоресценции, а другой – для ее тушения во внешней 
области светового пятна за счет вынужденного излучения (рис. 1А). 
Гасящий (STED) лазер сфокусирован в форме кольца («пончика») 
вокруг возбуждающего пучка; внутренний диаметр этого кольца, где 
флуоресценция не подавляется, нелинейно уменьшается с увеличе­
нием мощности STED-лазера. Несомненным преимуществом STED 
микроскопии является высокая скорость съемки (как при обычной 
лазерной сканирующей микроскопии). Это делает ее хорошо при­
менимой для анализа живых динамических систем, например, 
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выброса везикул с нейромедиаторами в синапсах [22]. Хотя много­
цветная STED-микроскопия затруднена из-за нежелательного пересе­
чения длин волн возбуждающих и гасящих лазеров, подбор красителей 
позволяет решить эту проблему и проводить двухцветную микроско­
пию живых клеток с разрешением лучше 50 нм [23]. Вместе с тем, для 
достижения субдифракционного разрешения 30–50 нм приходится 
использовать очень высокие интенсивности STED-лазера – порядка 
10–100 МВт/см2. Хотя обычно применяется STED-лазер в красной 
области спектра (например, 594 нм), такой интенсивный световой 
поток приводит к быстрому фотообесцвечиванию красителей и воз­
никновению фототоксических эффектов. 
	 Частичным решением данной проблемы является STED с импульс­
ными лазерами и времяразрешенной детекцией (gated STED) [24]. 
За счет регистрации эмиссии только с ожидаемым временем жизни 
флуоресценции можно снижать интенсивность STED-лазера в 3–10 
раз без потери разрешения. 
	 Сужение области сканирования до небольших (субдифракцион­
ного размера) полей зрения оказалось чрезвычайно эффективным 
способом снизить фотообесцвечивание красителя в микроскопии 
STED [25]. При таком подходе, названном MINFIELD, флуорофоры, 
остающиеся внутри кольца гасящего лазера, не подвергаются воздей­
ствию максимального светового потока и гораздо дольше остаются 
флуоресцентными. Так например, сканирование области 200 × 200 
нм2, соответствующей одиночной ядерной поре, позволяет достичь 
увеличения фотостабильности на порядок по сравнению со сканиро­
ванием целого ядра при тех же параметрах, и в результате получить 
изображение меченных белков комплекса ядерной поры с большим 
разрешением или в динамике. 

МИКРОСКОПИЯ RESOLFT

Тушение флуоресценции в микроскопии STED достигается за счет 
воздействия STED-лазера на обычные флуорофоры в возбужденном 
состоянии (время жизни – несколько наносекунд), что требует очень 
высоких интенсивностей света. Для фотопереключаемых флуорес­
центных белков с обратимой конверсией между флуоресцентным и 
темновым состояниями такое тушение достигается светом на порядки 
меньшей интенсивности. Это было использовано при создании метода 
сверхразрешающей микроскопии, названного RESOLFT (rever­
sible saturable/switchable optical linear fluorescence transitions) [26]. 
Оптическая схема микроскопа для RESOLFT сходна с таковой для 
STED, с гасящим лазером сфокусированным в виде кольца вокруг 
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пятна возбуждающего лазера. Однако мощность гасящего лазера в 
RESOLFT на несколько порядков ниже, чем в STED, и составляет 
приблизительно 1–10 кВт/см2, что соответствует типичным уровням 
облучения в конфокальной микроскопии. 
	 Основными требованиями к фотопереключаемым флуоресцент­
ным белкам для RESOLFT являются способность к многократному 
(несколько сотен раз) переключению между темновым и флуорес­
центным состояниями, а также как можно более высокая скорость 
переключения. Прошло несколько лет с первой демонстрации прин­
ципиальной схемы RESOLFT в 2005, прежде чем были получены 
первые флуоресцентные белки, обеспечивающие приемлемые 
характеристики для микроскопии живых клеток – Dreiklang [27], 
rsEGFP [28] и rsEGFP2 [29]. Эти белки обладают эмиссией в 
зеленой-желтой области спектра, а их фотоконверсия осуществля­
ется синим и фиолетовым светом (rsEGFP и rsEGFP2), либо фиоле­
товым и ультрафиолетовым светом (Dreiklang). Был также получен 
мономерный красный белок rsCherryRev1.4, обратимое переклю­
чение которого зеленым и синим светом обеспечивало проведение 
RESOLFT микроскопии целевых клеточных белков [30]. Наконец, 
недавно были описаны точечные мутанты мономерного крас­
ного флуоресцентного белка FusionRed [31] – rsFusionRed1, 2 и 3, 
демонстрирующие фотоконверсию из флуоресцентного в темновое 
состояние под действием оранжевого света (590 нм) и обратно – 
под действием зеленого света (514 нм) [32]. Эти белки, особенно 
rsFusionRed2 и rsFusionRed3, обладают повышенной скоростью 
фотоконверсии, по сравнению с rsCherryRev1.4 и другими извест­
ными красными фотопереключаемыми белками. Важно, что они 
позволяют использовать относительно длинноволновый свет (>510 
нм) и избегать облучения образца синим и фиолетовым светом, 
необходимым для других фотопереключаемых белков. Это сущест­
венно (на порядок) снижает фототоксичность проведения RESOLFT, 
как было показано количественным анализом повреждений геномной 
ДНК, возникающих в процессе получения изображений [32].
	 Главной проблемой микроскопии RESOLFT является низкая 
скорость сканирования, ограниченная скоростью фотоконверсии флуо­
ресцентных белков. Если в STED микроскопии тушение происходит 
практически моментально, то фотоконверсия флуоресцентного белка 
в темновое состояние требует, по крайней мере, несколько сотен 
микросекунд. Это в сотни раз замедляет сканирование по сравнению 
с обычной конфокальной и STED микроскопией, и делает возможным 
получение сверхразрешенных изображений только небольших участ­
ков живой клетки. 
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	 Для решения этой проблемы была предложена специальная схема 
облучения образца, создающая множество (десятки тысяч) «колец» 
гасящего света [33]. Сканирование таким паттерном вместо одиноч­
ного луча позволяет получать изображения живых клеток целиком 
в секундной шкале. Данная схема «высоко параллелизованного 
RESOLFT» применима как для зеленых, так и для красных фото­
переключаемых белков, а также для их комбинации в двухцветном 
варианте RESOLFT [30].

МИКРОСКОПИЯ MINFLUX

Новая концепция, сочетающая в себе преимущества STED и SMLM, 
была недавно разработана в лаборатории Штефана Хелла [34]. Метод, 
названный MINFLUX, основан на детекции небольшого числа 
фотонов от единичной молекулы при ее возбуждении световым пучком 
в форме кольца («пончика») с центральной зоной субдифракционного 
размера (такое кольцо получают тем же способом, что и гасящий луч 
для STED/RESOLFT) (рис. 1Б). Поскольку позиция кольца на поле 
зрения точно определена, для вычисления координат флуорофора 
достаточно всего нескольких фотонов, испущенных молекулой при 
ее возбуждении вблизи центра светового кольца при четырех поло­
жениях последнего (центр и вершины вписанного в кольцо треу­
гольника). Получаемое разрешение зависит от диаметра светового 
кольца и числа детектированных фотонов (чем меньше диаметр и 
больше количество фотонов, тем лучше разрешение). Разрешающая 
способность MINFLUX намного превосходит таковую STED и 
SMLM. Так, при диаметре светового кольца 50 нм достаточно всего 
30 и 500 фотонов для получения разрешения 5 и 1 нм, соответственно. 
MINFLUX характеризуется также чрезвычайно высоким временным 
разрешением (субмиллисекундная шкала). Быстрота, сверхвысокое 
разрешение и автоматическое перемещение луча за счет обработки 
результатов в реальном времени делает MINFLUX прекрасным 
инструментом для слежения за движением целевой молекулы. При 
этом молекулярный трекинг может производиться как в нанометровой 
шкале (внутри кольца), так и в микронной шкале путем перемещения 
центра кольца возбуждающего света вслед за движущейся молекулой. 
Это было продемонстрировано на примере слежения за подвижностью 
рибосом в живых бактериальных клетках [34]. Следует подчеркнуть, 
что MINFLUX хорошо подходит для получения изображений только 
малых полей зрения, сопоставимых по размеру с диаметром светового 
кольца.
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III. ЛОКАЛИЗАЦИОННАЯ НАНОСКОПИЯ
В своем «классическом» варианте, локализационная микроскопия 
одиночных молекул SMLM достигает субдифракционного разре­
шения за счет математического вычисления центра изображения 
эмиссии от одной молекулы (рис. 1В). Для построения изображения, 
целевая структура (например, белок) должна быть помечена флуоро­
фором, способным к переходу между темновым и флуоресцентным 
состояниями. Обычно, такой переход индуцируется облучением 
светом, т.е. флуорофоры (флуоресцентные белки или синтети­
ческие красители) являются фотоактивируемыми [19]. Для сбора 
информации о локализации множества молекул проводят много­
численные последовательные циклы перевода ограниченного числа 
молекул флуорофора во флуоресцентное состояние, их детекции, и 
фотообесцвечивания. В результате собираются и подсчитываются 
данные о локализациях 104–106 целевых молекул, что позволяет 
построить флуоресцентное изображение со сверхвысоким разреше­
нием (10–50 нм). 
	 Методы локализационной микроскопии одиночных молекул 
наименее применимы к исследованиям в живых клетках среди всех 
вариантов флуоресцентной наноскопии. Действительно, с точки 
зрения алгоритма реконструкции изображений, принципиальным 
является достижение таких условий, в которых одиночные флуоро­
форы хорошо различимы и не перекрываются на каждом отдельном 
кадре, причем оптимальная длительность наблюдения каждого из 
флуорофоров – 1 кадр. Обеспечить такой режим съемки нетрудно 
в случае фиксированных клеток: используют особые буферные 
растворы, поддерживающих большую часть флуорофоров в нефлуо­
ресцентном состоянии (например, в результате восстановления) и/или 
стабилизирующих долгоживущие темновые состояния (например, 
триплетные) в процессе съемки. Контроль числа флуорофоров на кадр 
достигается с помощью коротковолнового лазера, возвращающего 
небольшой доле молекул способность к флуоресценции в результате 
фотохимической реакции.
	 Уже из такого краткого описания становится понятно, что подобные 
условия плохо сочетаются с нормальной клеточной физиологией: 
сильные восстановители, длительная съемка, интенсивное облучение. 
Тем не менее, по каждому из проблемных пунктов в отдельности 
предложены решения, специфические для наноскопии живых клеток. 
	 Вместо использования специальных буферов в SMLM живых 
клеток применяют специальные «фотоактивируемые» флуоресцент­
ные белки, спектральные свойства которых можно контролировать 
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светом. Такие белки в живых клетках находятся преимущественно в 
одном спектральном состоянии, например, нефлуоресцентом для PA-
GFP [35] и PA-TagRFP [36] или зеленом для Dendra [37], EosFP [38], 
mMaple [39] и их многочисленных улучшенных вариантов (таких как 
Dendra2, mEos3.2). Используя облучение коротковолновым лазером, 
можно переключать эти флуоресцентные белки в другое спектральное 
состояние (зеленое для PA-GFP, красное для PA‑TagRFP, Dendra2, 
mEos3.2) и управлять числом наблюдаемых молекул на кадр. К сожа­
лению, до сих пор не создано фотоактивируемых флуоресцентных 
белков, пригодных для SMLM, c контролем спектральных свойств 
без использования фототоксичного УФ-облучения.

ПРАЙМИРОВАННАЯ ФОТОКОНВЕРСИЯ

Многообещающим для снижения фототоксичности в SMLM выгля­
дит недавнее (2015) открытие «праймированной» фотоконверсии 
Dendra2 и многих других фотоактивируемых флуоресцентных 
белков. Было обнаружено, что Dendra2 переходит в красную флуо­
ресцентную форму при одновременном облучении синим (488 
нм) и красным (730 нм) светом [40] более эффективно, чем при 
облучении только синим светом. Такая фотоактивация названа в 
статье «праймированной». При этом заметного эффекта красного 
света на фотоактивацию, индуцированную по традиционной схеме 
(облучение светом с длиной волны около 405 нм) обнаружить 
не удалось. Путем перебора различных времен задержки между 
синими («праймирующим») и красным («фотоактивирующим») 
лазерами установили, что такая фотоконверсия происходит через 
долгоживущее (более 4 мс) состояние хромофора. В более поздних 
работах спектр действия активирующего света был уточнен [41, 42]: 
как оказалось, заметный эффект (увеличение выхода фотоактивации 
в 2–10 раз) достигается в диапазоне от 600 до 800 нм (максимумы 
700–750). Также было предположено, что неизвестное долгоживущее 
состояние хромофора, ответственное за такой тип фотоконверсии – 
это триплет [42, 43]. Недавно впервые была показана возможность 
использования «праймированной» фотоконверсии для прижизненной 
локализационной микроскопии одиночных молекул на примере белка 
Dendra2 [41] без использования фототоксичного [44] лазера 405 нм. 
Для большинства фотоактивируемых белков, родственных Dendra, 
EosFP, и Kaede в настоящее время получены мутанты с улучшенной 
способностью к «праймированной» фотоконверсии [42]. В целом, 
использование комбинации синего и красных лазеров вместо УФ 
выглядит многообещающе в развитии локализационной микроскопии 
одиночных молекул в живых клетках.
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СПОСОБЫ КОНТРОЛЯ ПЛОТНОСТИ ФЛУОРОФОРОВ НА КАДР

Если отказаться от идеи жесткой ковалентной связи флуорофора-
маркера и целевой структуры, то число вспышек одиночных флуо­
рофоров на кадр можно подбирать, постепенно добавляя флуоро­
фор извне. В таком случае отпадает необходимость использовать 
какое‑либо дополнительное облучение. Впервые такая реализация 
SMLM была продемонстрирована для получения изображений 
мембран с помощью красителей, обладающих сродством к липидному 
бислою [45]. Удивительной особенностью предложенного метода, 
названного авторами PAINT (Points Accumulation for Imaging in 
Nanoscale Topography) является то, что изменение спектральных 
свойств флуорофора при связывании с целевой структурой не явля­
ется строго необходимым, а лишь улучшает соотношение сигнал-шум: 
изображение медленно диффундирующего (связанного с целевой 
структурой) флуорофора обладает достаточным контрастом по 
отношению к быстро диффундирующим свободным молекулам флуо­
рофора в растворе. Недавно был разработан класс мембранных краси­
телей на основе силикородамина, способных к спонтанному переходу 
во флуоресцентное состояние в небольшой доле молекул [46]. Эти 
красители, названные HIDE (high-density, environment-sensitive) обла­
дают дальнекрасной флуоресценцией и могут быть использованы 
для специфического мечения различных мембранных органелл – 
митохондрий, эндоплазматического ретикулума, плазматической 
мембраны. Поскольку образование небольшого пула флуоресцентных 
молекул происходит спонтанно, локализационная микроскопия 
с красителями HIDE не нуждается ни в фотоактивации, ни в спе­
циальных буферных растворах, а заключается в прямой детекции 
таких событий при возбуждении красным лазером (642 нм) при стан­
дартных физиологических условиях. Это позволяет снизить как фото­
токсичность, так и фотообесцвечивание красителя и проводить дли­
тельные наблюдения за динамикой целевых мембран в живых клетках 
со сверхвысоким разрешением [46]. Появилась целая группа сходных 
методов, c использованием интеркалирующих красителей на ДНК, 
а также гибридизации коротких олигонуклеотидных зондов, один 
из которых связан с целевой структурой, а другой – с флуорофором. 
Эти методы, известные в литературе как DNA-PAINT [47], способны 
потеснить другие методы окраски для SMLM, но пока применимы 
только для фиксированных клеток. Во всех перечисленных случаях 
контроль числа локализаций осуществляется путем изменения кон­
центрации флуорофора в растворе. Аналогично могут быть при­
менены белки-репортеры, обратимо связывающие и изменяющие 
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спектральные свойства флуорофоров в комплексе. Впервые такая 
система мечения (т.н. флуороген-активирующие белки, FAP [48]) 
были созданы на базе одноцепочечных фрагментов антител, обратимо 
связывающих флуорогенные красители малахитовый зеленый и неко­
торые другие. Зная константу диссоциации комплекса флуороген-
белок, можно даже при использовании флуорогенов, проникающих 
строго внутрь клетки (модифицированный малахитовый зеленый), 
достигнуть необходимой для SMLM частоты событий связывания с 
целевой белковой структурой [49]. Недавно была предложена анало­
гичная система на основе бактериального белка липокалина, обра­
тимо связывающего флуороген, cхожий с хромофором GFP [50]. В 
отличие от малахитового зеленого, флуороген, примененный в данном 
случае, свободно проходит сквозь клеточную мембрану как внутрь, 
так и наружу. Из-за сходства с PAINT авторы назвали систему мечения 
Protein-PAINT, и показали возможность прижизненной наноскопии 
по типу SMLM с эффективным контролем числа событий на кадр за 
счет изменения концентрации флуорофора в среде. 

ФЛУКТУАЦИОННАЯ НАНОСКОПИЯ

Стохастическое мигание единичных флуорофоров приводит к незначи­
тельным флуктуациям сигнала, заметным на фоне перекрывающихся 
флуорофоров даже на плотно помеченных образцах. Использование 
специальных флуорофоров, в которых большая доля молекул переходит 
между флуоресцентным и долгоживущими нефлуоресцентными сос­
тояниями, приводит к усилению таких флуктуаций. Однако, крайне 
низкая амплитуда изменений по отношению к общему уровню сигнала 
делает детерминистический анализ, принятый в локализационной 
микроскопии одиночных молекул, практически невозможным. 
Тем не менее, попытки улучшить пространственное разрешение с 
помощью математической обработки столь незначительных изме­
нений сигнала не прекращаются. В настоящее время выработано 
два основных подхода для обработки серий изображений с высокой 
плотностью мечения для улучшения пространственного разрешения: 
детерминистический анализ серий изображений, и анализ корреляции 
сигнала в пространстве и времени. Сразу отметим, что требования 
к способу съемки изображений аналогичны требованиям локализа­
ционной микроскопии: увеличение выбирается таким образом, чтобы 
пятно, соответствующее функции рассеяния точки, перекрывало сразу 
несколько элементов матрицы камеры, так что эффективные размеры 
пикселя полученного изображения составляют 90–160 нм в образце. 
Также, является предпочтительным облучение образца в условиях 
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полного внутреннего отражения. Выбор подходящих камер ограничен 
EM-CCD, более дешевые sCMOS-камеры, успешно используемые в 
локализационной микроскопии, для данных методов не подходят из‑за 
сложностей описания шума индивидуальных элементов матрицы.
	 В первом случае предпринимается попытка анализа не отдельных 
кадров, а учета сигнала во всех последовательных изображениях. 
Действительно, за исключением собственного шума камеры, все 
изменения сигнала можно отнести к тому или иному флуорофору, в 
том случае если за выбранное время 1) флуорофор как минимум один 
раз перешел между темновым и флуоресцентными состояниями, в том 
числе в результате необратимого обесцвечивания, 2) длительность 
такого перехода составила не менее одного кадра, 3) флуорофор не 
переместился за время съемки. Очевидно, что последнее требование 
особенно трудно реализуемо при наблюдении живых клеток, поэтому 
для анализа приходится ограничиваться десятками последовательных 
кадров. Наибольшую известность получила реализация данного 
подхода с использованием Байесовских вероятностей [51]. При этом 
проводится случайных перебор и сравнение множества конкурирую­
щих статистических гипотез о переходе между флуоресцентным и 
нефлуоресцентным состояниями в каждом пикселе, в каждый момент 
времени, и с учетом ожидаемой функции рассеяния точки. Авторы 
назвали свой метод Байесовским анализом мигания и фотообесцве­
чивания (Bayesian analysis of Bleaching and Blinking), или сокра­
щенно, «3B». Анализ останавливают при достижении требуемого 
улучшения разрешения. Ввиду колоссальных требований к компью­
терным ресурсам, алгоритм 3B применяется на практике крайне 
редко, однако общее направление, безусловно, верно – постараться 
учесть все доступные в эксперименте данные. Поскольку основная 
проблема такого анализа связана с недоступностью необходимых 
компьютерных ресурсов, можно ожидать улучшений на уровне 
эффективности алгоритма. Так, недавно было достигнуто 17-кратное 
ускорение обработки изображений [52] по сравнению c 3B, и проде­
монстрировано разрешение около 50 нм на живых клеточных струк­
турах при временном разрешении менее 2 с. 
	 Также, на удивление простыми в реализации и, одновременно, 
эффективными являются приемы извлечения изображений флуоро­
форов в низкой плотности из изображений с высокой плотностью, 
что сводит задачу к классической локализационной микроскопии. 
Такая обработка может быть основана на простом вычитании групп 
последовательных кадров в алгоритмах BaLM [53] и gSHRImP [54], 
либо на использовании дополнительных фильтров – вейвлетов Хаара 
в алгоритме HAWK [55].
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	 Следующая группа методов анализа флуктуаций флуоресцентного 
сигнала в плотно помеченных образах опирается на предположение: 
изменения сигнала от флуорофоров, в отличие от фонового, а также 
электронного шума камеры, коррелированы во времени. Также как 
и в случае 3B-анализа, подразумевается стабильное положение 
флуорофора в пространстве, а также его многократные переходы 
между темновым и флуоресцентными состояниями. Поскольку 
сигнал флуорофоров хорошо коррелирован во времени, в отличие 
от фонового сигнала или шумов камеры, то используя уже только 
этот факт можно улучшить соотношение сигнал-шум в изображении. 
Однако для улучшения разрешения используется совместный анализ 
корреляции сигнала в соседних пикселях. Действительно, пос­
кольку изображение функции рассеяния точки перекрывает сразу 
несколько элементов матрицы детектора, а амплитуда изменений 
оказывается наибольшей в пикселе, ближайшем к ее центру, то и 
автокорреляционная функция возрастает в этом пикселе наиболее 
быстро. Анализ корреляционных функций с использованием куму­
лянтов высокого порядка для получения сверхразрешенных изобра­
жений известен в литературе как SOFI (Super-resolution Optical Fluc­
tuation Imaging), и первоначально продемонстрирован на примере 
мигания квантовых точек [56]. Дальнейшее развитие аналитической 
модели в основе метода позволило улучшить пространственное 
разрешение в 2 и более раз [57], а также применить метод в живых 
клетках [58] с использованием фотопереключаемых флуоресцент­
ных белков. Строго говоря, улучшение разрешения SOFI не огра­
ничено в рамках используемой аналитической модели, однако на 
практике предел определяется шумом камеры а также числом и 
амплитудой вспышек индивидуальных флуорофоров. Понима­
ние важности для SOFI способности флуорофора к спонтанному 
миганию в шкале времени, сопоставимой с выдержкой камер 
(1–50 мс), привело к созданию специальных флуоресцентных 
белков [59], оптимизированных для этого метода. Также были 
отмечена способность некоторых красных флуоресцентных белков 
к спонтанному миганию [60] при низких интенсивностях облучения 
(<100 Вт/см2), что может быть использовано для сверхразрешения 
по методу SOFI в живых клетках. Как и 3B, алгоритм SOFI в 
целом направлен на анализ всей доступной информации в серии 
изображений, и, по мере включения дополнительных факторов в 
аналитическую модель, снижается выраженность артефактов, а 
качество реконструкции изображения возрастает. Как было сказано 
выше, в идеале флуорофор должен многократно переходить между 
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темновым и флуоресцентным состояниями за время съемки. Однако, 
флуорофор может перейти в долгоживущее состояние и полностью 
разрушиться в результате фотообесцвечивания, соответственно 
снизится и амплитуда сигнала в SOFI. Также, флуорофоры в живых 
клетках, безусловно, перемещаются, как за счет диффузии, так и 
в результате кооперативного движения клеточных структур. Учет 
диффузии [61] и фотообесцвечивания [62] являются недавними 
существенными улучшениями метода. Но наибольший потенциал 
SOFI скрыт в возможности оценки вклада в конечное изображение 
флуорофоров со сходным спектром, но различными вероятностями 
переходов, обуславливающих их мигание, а также разной яркостью 
во флуоресцентном состоянии [63]. Такая информация может быть 
использована как для получения многоканальных изображений, так и 
для применения  флуоресцентных индикаторов в сверхразрешающей 
микроскопии [64] и изучения белок-белковых взаимодействий [65]. 
В прошлом году вышла работа, в которой впервые было продемонст­
рировано разделение SOFI-сигналов от спектрально близких зеленых 
флуоресцентных белков [66] в живых клетках.
	 Другой метод анализа флуктуаций, SRRF (super-resolution radial 
fluctuations) [67], ставит во главу угла форму изображения функции 
рассеяния точки, а именно, ее высокую симметричность относительно 
центра. Пиксели реального изображения программно разбиваются на 
множество дополнительных пикселей, и для каждого из них вычис­
ляется и сохраняется введенная авторами метрика, отражающая 
сходимость градиентов интенсивности сигнала в соседних пикселях к 
данному пикселю. Таким образом, оценивается вероятность того, что 
флуорофор находится именно в данном пикселе; расчеты повторяются 
для всех кадров в серии изображений. Далее, аналогично методу 
SOFI, оценивается корреляция сигнала во времени, при этом вклад 
фона снижается. 

АРТЕФАКТЫ В ИЗОБРАЖЕНИЯХ СВЕРХВЫСОКОГО РАЗРЕШЕНИЯ

Методы анализа флуктуаций сигнала SOFI и SRRF объединяет 
полнота использования информации в исходном изображении. В 
методе локализационной микроскопии часть сигнала попросту отбра­
сывается на основании выбора, например от слишком тусклых флуо­
рофоров, перекрывающихся флуорофоров, или по иным причинам 
не удовлетворяющая требованиям различных фильтров. В методах 
SOFI и SRRF весь сигнал используется для построения изображения 
сверхвысокого разрешения. 
	 Тем не менее, в этих методах используются нелинейные преоб­
разования данных, что может привести к появлению артефактов в 
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изображении сверхвысокого разрешения, особенно в участках со 
слабым, или наоборот, сильным сигналом, по сравнению со всем 
изображением. К таким артефактам относятся, например, появле­
ние различных сетчатых рисунков, искусственное сближение близко 
расположенных структур. Чтобы подобрать алгоритм обработки, 
наиболее подходящий для конкретного эксперимента по сверхраз­
решению в живых клетках, желательно использовать специальные 
инструменты сравнения полученных изображений сверхвысокого 
и дифракционно-лимитированного разрешения. Среди наиболее 
полных инструментов такого рода следует отметить программный 
пакет NanoJ-SQUIRREL [68], позволяющий проводить всестороннюю 
оценку качества полученных изображений, оценивать достигнутое 
разрешение и обнаруживать артефакты. 

IV. 3D-НАНОСКОПИЯ
До сих пор мы не уделяли внимания проблеме установления координат 
флуорофора со сверхвысоким разрешением сразу по всем осям (X,Y, 
и Z). Отметим, что оптическая схема современного флуоресцентного 
микроскопа обладает заметно лучшим латеральным разрешением 
(то есть, в координатах XY), по сравнению с разрешением по оси 
Z (аксиальным разрешение). В той или иной степени такое отличие 
наблюдается во всех вариантах оптической микроскопии и связано, 
прежде всего, с наблюдением образца только с одной стороны – со 
стороны объектива. Отчасти, проблема решается в сканирующих 
конфокальных микроскопах за счет последовательной съемки с 
фокусом на разной глубине образца и коррекции трехмерного изобра­
жения на этапе компьютерной обработки. Однако, когда речь заходит 
о микроскопии сверхвысокого разрешения, проблема изотропного 
разрешения приобретает принципиально новый уровень сложности. 
Например, в STED-наноскопии дополнительным требованием 
становится форма пятна STED-лазера. Выигрывают в аксиальном 
разрешении оптические схемы, использующие сразу два объектива, 
сфокусированных на образце с разных сторон (например, 4Pi [8]), 
однако для исследования живых клеток с высоким разрешением 
такая конструкция микроскопа подходит плохо. Использование двух 
объективов позволяет приблизиться к достижению изотропного 
разрешения и в различных вариантах наноскопии, что было реали­
зовано в STED [69], RESOLFT [70] и SMLM [71]. Однако для 
наиболее популярного объекта клеточных биологов – живых клеток, 
культивируемых на покровном стекле, необходимы другие принципы 
построения микроскопа. 
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	 В локализационной микроскопии самый популярный способ 
установления координаты молекулы по оси Z – это использование 
эффекта астигматизма, т.е. предсказуемого искажения формы функции 
рассеяния точки при использовании специальных цилиндрических 
линз перед детектором, при нахождении флуорофора выше или ниже 
фокальной плоскости. Степень такого искажения легко учесть на 
уровне алгоритмов при реконструкции изображения [72]. Однако 
предел оценки положения флуора ограничен сотнями нанометров, что 
подходит для наиболее уплощенных частей распластанной клетки, 
например ламеллоподии. Кроме того, как и в широкопольной флуо­
ресцентной микроскопии, наблюдение утолщенных участков образца 
приводит и к возрастанию фонового сигнала от флуорофоров вне 
фокальной плоскости, что сказывается на достигаемом разрешении. 
	 В поисках универсального подхода к наблюдении всей толщи 
клетки со сверхразрешением был выработан пожалуй наиболее 
перспективный на сегодняшний день подход: использование так назы­
ваемых световых листов. В настоящее время это одна из самых бурно 
развивающихся областей микроскопии. Простейший вариант – режим 
HILO (Highly Inclined and Laminated Optical sheet), который можно 
реализовать в TIRF-микроскопах с использованием светосильных 
объективов (NA >1.49) при небольшом отклонении от угла полного 
внутреннего отражения [73]. При этом возбуждающий свет распро­
страняется в образце в виде тонкого листа, толщиной в несколько 
микрон, наклоненного по отношению к фокальной плоскости, что 
значительно снижает фоновый сигнал. Однако поле зрения, доступное 
для сканирования в методе HILO, крайне ограничено. В отличие от 
исследования крупных образцов, использование дополнительных 
объективов для создания световых листов при наблюдении такого 
маленького объекта, как клетка, затруднено из-за размеров самих 
объективов и ограниченности их рабочего отрезка. Например, были 
использованы такие необычные схемы облучения образца, как отра­
жение света от кантилевера атомно-силового микроскопа, подве­
денного непосредственно к изучаемой живой клетке [74]. В настоящее 
время наиболее перспективной можно считать схему облучения 
с использованием так называемых лучей Бесселя, создаваемых с 
использованием особых аксиконических линз. Такая схема носит 
название микроскопии светового листа с дискретным освещением, 
LLSM [75] (lattice light sheet microscopy). При этом достигается крайне 
низкая дифракция светового листа внутри образца, толщина порядка 
1 мкм, и возможность сканировать области зрения в десятки микрон 
без перемещения образца. Комбинация LLSM и нелинейных версий 
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SIM с использованием фотоактивируемых флуоресцентных белков 
уже сейчас позволяет достигать изотропного разрешения порядка 100 
нм в живых клетках [76]. В настоящее время сразу несколько научных 
групп ведут активные разработки, направленные на объединение 
методов облучения с помощью световых листов и STED [77] а также 
адаптации алгоритмов анализа плотно помеченных структур.

V. ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ НАНОСКОПИЯ
Флуоресцентные индикаторы, в особенности генетически кодируе­
мые, являются одним из важнейших инструментов клеточной 
биологии. Созданы индикаторы различных клеточных метаболитов, 
физиологически важных ионов, сигнальных молекул, pH, мембран­
ного потенциала, сенсоры ферментативных активностей протеаз и 
многие другие. Как правило, сигнал сенсора – это изменение интен­
сивности, или изменение соотношения интенсивности при различ­
ных длинах волн возбуждения флуоресценции. Для многих метабо­
литов принято определять сигнал во всей клетке, без учета внутри­
клеточного распределения метаболитов. В то же время для некоторых 
метаболитов, например перекиси водорода, показана выраженная 
компартментализация продукции и ограниченная внутриклеточная 
диффузия [78]. Это лишь один из примеров вопросов, на которые 
можно ответить, комбинируя наноскопию и флуоресцентные инди­
каторы. Однако до сих пор примеры успешного совмещения нано­
скопии и биосенсоров можно буквально пересчитать по пальцам.
	 STED-микроскопия является наиболее простой в реализации для 
подобных исследований, что и было впервые продемонстрировано с 
помощью генетически кодируемого индикатора перекиси водорода 
HyPer2 на модели эндоцитоза. В данной работе было обнаружено, 
что различная концентрация перекиси водорода обнаруживается 
в участках цитоплазмы на расстоянии порядка 100 нм. При этом 
использовался лишь один канал детекции. Недавно разработаны 
pH‑сенсоры SRpHi, специально оптимизированные для STED [79]. 
С их помощью были показаны изменения pH в индивидуальных 
эндосомах, при этом, как оказалось, многие эндосомы, похожие на 
трубчатые структуры при наблюдении под конфокальным микроско­
пом, оказались рядом индивидуальных эндосом при использовании 
режима STED. К сожалению, сенсоры SRpHi не являются полностью 
генетически кодируемыми, а представляют собой коньюгат pH-
нечувствительной краски и pH-чувствительного флуоресцентного 
белка, доставляемый в клетку с помощью TAT-пептидов. Хотя такой 
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сенсор трудно назвать универсальным и подходящим для многих 
экспериментальных моделей, существенно, что в данной работе была 
использована схема облучения, совместимая со многими полностью 
генетически кодируемыми флуоресцентными индикаторами: быстрое 
последовательное облучение лазерами 405 и 490 нм для получения 
рациометрического сигнала, и один STED-лазер с длиной волны света 
590 нм. 
	 Химические флуоресцентные индикаторы также могут быть 
использованы в прижизненной наноскопии. Так, визуализируя хромо­
форы, которые становятся флуоресцентными только в результате той 
или иной клеточной ферментативной активности, можно детально 
реконструировать тонкую структуру микродоменов, в которых такая 
активность осуществляется. Недавно опубликованный химический 
индикатор активности клеточных эстераз [80] стал первой успешной 
демонстраций такого подхода.
	 SOFI-наноскопия была использована при анализе белок-белковых 
взаимодействий [65], а именно, взаимодействия Ca2+-чувствительного 
белка STIM1 и ORAI1 (субъединицы депо-управляемого Ca2+-канала) 
в участках контакта цитоплазматической мембраны и мембраны эндо­
плазматического ретикулума. При этом использовался подход, извест­
ный как бимолекулярная флуоресцентная комплементация, то есть 
восстановление полностью функционального флуоресцентного белка 
из его частей, слитых с двумя целевыми белками, взаимодействие 
которых необходимо изучить. При использовании фотоактивируемого 
флуоресцентного белка или белка с выраженными флуктуациями сиг­
нала, можно получить изображение интересующего участка клетки, 
где произошло взаимодействие целевых белков, с улучшенным разре­
шением, используя SMLM или SOFI, соответственно. Сам по себе 
такой подход не нов: уже получены и используются сплит-варианты 
фотоактивируемых белков PA-mCherry [81] и mEos3.2 [82] для 
изучения белок-белковых взаимодействий с помощью SMLM. Однако 
использование метода SOFI представляется интересным из-за более 
низкой интенсивности облучения живой клетки в процессе съемки.
	 Недавно было обнаружено, что при сближении в пространстве 
двух флуоресцентных белков, один из которых обладает явно выра­
женным миганием, некоторые параметры таких флуктуаций (ампли­
туда, характеристические времена) могут изменяться в широких 
пределах. Опубликован модельный сенсор протеинкиназной актив­
ности [64] на основе такого эффекта, названного авторами FLINC 
(FLuorescence fluctuation Increase by Contact, увеличение флуктуаций 
флуоресценции при контакте). В данном сенсоре сближение флуо­
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ресцентного белка Dronpa и флуоресцентного белка TagRFP-T значи­
тельно увеличивает флуктуации сигнала последнего, которые и так 
достаточны для реконструкции сверхразрешенного изображения с 
помощью алгоритма SOFI [60]. Изменения характера флуктуации 
флуоресценции FLINC-сенсора отражаются на времени корреляции 
сигнала – параметра, доступного для анализа при использовании 
алгоритма SOFI. Таким образом, исследователю становится доступны 
и сигнал сенсора, и сверхразрешенное изображение, причем без необ­
ходимости рациометрических измерений. В данной работе удалось 
наблюдать микродомены активности протеинкиназы А с линейными 
размерами менее 350 нм. Хотя природа эффекта, лежащего в основе 
FLINС, не ясна, как и не определена точная зависимость величины 
эффекта от расстояния между TagRFP-T и Dronpa, можно ожидать 
появления новых сенсоров, устроенных по сходному принципу, или 
повторяющих строение широко используемых FRET-сенсоров.

VI. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Флуоресцентную микроскопию сверхвысокого разрешение можно 
по праву считать главным достижением последних десятилетий в 
области микроскопии. За последние годы произошел значительный 
прогресс в развитии этих методов. Появились принципиально новые 
оптические схемы, такие как MINFLUX и LLSM. Были предложены 
новые алгоритмы обработки изображений для эффективного извле­
чения информации о точном положении флуорофоров при высокой 
плотности мечения, например SOFI, SRRF, HAWK. Наконец, разра­
батываются новые поколения ярких и фотостабильных флуорофоров, 
как синтетических, так и генетически кодируемых.
	 Многие работы в области сверхвысокого разрешения посвящены 
развитию самих методов и использует биологические модели только 
для демонстрации возможностей метода. Тем не менее, уже сейчас 
можно сказать, что флуоресцентная наноскопия дает беспрецедентные 
возможности для изучения тонкой организации клетки. Не претендуя 
на исчерпывающий обзор, приведем лишь несколько ярких примеров 
открытий, сделанных с помощью этого подхода.
	 Было обнаружено, что в отростках нейронов и глиальных клеток 
актиновый цитоскелет организован в виде поперечных колец под 
мембраной, расположенных на расстоянии 190 нм по всей длине 
отростков [83–87]. Такая топология, очень логичная с точки зрения 
обеспечения устойчивости трубчатых отростков от бокового сжатия 
(вспомним аналогичные конструкторские решения этой проблемы в 
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виде колец жесткости в шланге пылесоса и пр.), оставалась неизвест­
ной до последнего времени. В частности, несмотря на богатую исто­
рию изучения нейронов с помощью электронной микроскопии, кольца 
актина не были выявлены этим подходом, вероятно, вследствии 
отсутствия удобных методов мечения конкретных белков. Напротив, 
сочетание сверхвысокого разрешения и специфического мечения 
целевых белков во флуоресцентной наноскопии позволило открыть 
эти структуры и, более того, построить детальную модель взаимного 
расположения актина, спектрина и аддуцина, а также продемонстри­
ровать, что многие другие белки (анкирины, калиевые и натриевые 
каналы, белки адгезии) позиционируются на мембране в соответствии 
с кольцами актина. 
	 Изучение организации синапса с помощью флуоресцентной 
микроскопии сверхвысокого разрешения привело к формулировании 
концепции «наноколонн» – выровненных напротив друг друга 
зон выброса везикул с нейротрансмиттером на пресинаптической 
мембране и рецепторов на постсинаптической мембране [88, 89]. 
Предполагается, что такая организация может ускорять прохождение 
сигнала через синапс.
	 При изучении организации митохондриальных крист (складок 
внутренней мембраны митохондрий) с помощью SMLM с трекингом 
движения одиночных молекул было показано, что диффузия мембран­
ных белков происходит внутри одной кристы без перехода с одной 
кристы на другую [90]. Следует отметить, что получить такие данные 
для живой динамической системы субдифракционного размера ранее 
не представлялось возможным. 
	 Сочетание SMLM и микрофлюидной системы позволило изучить 
процесс взаимодействия стволовых клеток крови (hematopoietic stem/
progenitor cells, HSPC) и эндотелия [91]. Первые фазы закрепления 
(tethering) и перекатывания (rolling) HSPC на стенках сосудов в кро­
вотоке определяются взаимодействием селектинов эндотелия и их 
лигандов (CD44) на мембране HSPC. Было обнаружено, что при этом 
происходит реорганизация нанокластеров CD44, меняющих форму с 
округлых на сильно вытянутую. Двухцветная наноскопия позволила 
также продемонстрировать полную колокализацию актина с нано­
кластерами CD44. Данная работа показала функциональную необхо­
димость ранее неизвестной реорганизации рецепторов и цитоскелета 
в нанометровой шкале для корректного прохождения фаз закрепления 
и перекатывания HSPC на эндотелии.
	 Применение SMLM для изучение тонкой организации хроматина 
позволило сформулировать новую модель, согласно которой нук­
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леосомы собраны в «гнезда» (clutch), размер которых увеличивается 
в ходе клеточной дифференцировки [92]. В другой работе удалось 
выявить прямые корреляции между размерами и степенью компак­
тизации хроматина и его эпигенетическим статусом [93]. Важно 
отметить, что трехмерная организация и компактизация хроматина 
эукариотической клетки до сих пор представляет загадку, несмотря на 
десятилетия интенсивных исследований. Во многом это определяется 
многочисленными артефактами, возникающими при выделении 
хроматина из клеток и его последующего изучения in vitro. Таким 
образом, флуоресцентная наноскопия хроматина, особенно в живых 
клетках, представляется «идеальным» инструментом установления 
3D организации и функциональных динамических изменений этой 
крайне сложной структуры. 
	 Дальнейшее развитие методологии флуоресцентной микроскопии 
сверхвысокого разрешения в сторону быстрого и низкотоксичного 
получения изображений максимального разрешения представляется 
крайне важным для изучения динамических событий в живых клетках.
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