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Дифракционный предел разрешения светового микроскопа препятствует наблюдению биологических объектов, размеры кото-
рых меньше длины световой волны. Традиционная флюоресцентная микроскопия не позволяет исследовать ультраструктуру, а так-
же процессы, протекающие в живой клетке на уровне макромолекулярных комплексов. Разработка методов высокоразрешающей 
флюоресцентной микроскопии, преодолевающих дифракционный предел, открыла новые возможности для исследований в сфере 
биологии и биомедицины. Эти технологии совмещают в себе разрешение, сопоставимое с электронной микроскопией, с неинва-
зивностью и специфическим мечением, присущими флюоресцентному имиджингу. Рассмотрены современные методы флюорес-
центной микроскопии сверхвысокого разрешения, описаны их принципы и области применения. Отмечены ключевые достижения и 
тенденции развития технологий высокоразрешающей флюоресцентной микроскопии.
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Diffraction limit of optical microscopy impedes imaging of biological objects much smaller than the wavelength of light. Conventional 
fluorescence microscopy does not enable to study fine structure and processes in a living cell at the macromolecular level. Super-resolution 
fluorescence microscopy techniques that overcome the diffraction barrier have opened up new opportunities for biological and biomedical 
research. These methods combine the resolution power comparable to electron microscopy with non-invasiveness and labeling specificity 
of fluorescence imaging. This review describes the modern super-resolution microscopy approaches, their principles and applications. We 
discuss the key achievements and the main recent trends in this area. 

Key words: diffraction limit; super-resolution fluorescence microscopy; structured illumination microscopy; stimulated emission depletion 
microscopy; single-molecule localization microscopy.

Среди разновидностей методов микроскопическо-
го анализа наибольшее распространение получила 
флюоресцентная микроскопия благодаря двум основ-
ным преимуществам. Во-первых, в качестве контра-
стирующих агентов используются флюорофоры, кото-
рые обеспечивают специфическое мечение клеточных 
структур. Во-вторых, флюоресцентная микроскопия 
характеризуется низкой инвазивностью и позволя-
ет наблюдать за живой клеткой в режиме реального 
времени [1–3]. С открытием флюоресцентных белков 
стало доступным изучение экспрессии генов, локали-
зации и функциональной активности белков в живой 
клетке [4, 5].

Комбинация флюоресценции и конфокальных сис-
тем позволила проводить 3D-визуализацию клеток и 
тканей [6]. Такие ключевые достижения, как разработ-
ка лазерной сканирующей конфокальной микроскопии 
и спиннинг-диск конфокальной микроскопии, сделали 
оптический микроскоп одним из мощнейших и универ-
сальных инструментов для решения задач современ-
ной клеточной биологии [7, 8].

Однако даже при использовании высококачествен-
ной оптики разрешающая способность светового ми-
кроскопа имеет ограничение, обусловленное самой 
природой световой волны. Оптический микроскоп 
можно рассматривать как систему линз, дающих уве-
личенное изображение малого объекта. При размеще-
нии объекта в фокальной плоскости световые лучи от 
каждой точки должны также сходиться в единую точ-
ку на его проекции. Дифракция света в системе линз 
микроскопа приводит к отклонению от законов геоме-
трической оптики [9] и размытию сфокусированного 
пятна, что не позволяет получить отчетливые изобра-
жения объектов, соизмеримых с длиной световой вол-
ны [10].

Для определения разрешающей способности опти-
ческих систем применяются различные критерии, из 
которых наиболее известен дифракционный предел, 
или предел Аббе. Его физический смысл заключается 
в том, что минимальный различимый размер точечно-
го изображения ограничен размером светового пятна, 
который прямо пропорционален длине волны света и 
обратно пропорционален двукратной величине число-
вой апертуры объектива [11, 12].

Теоретический предел разрешения на длине вол-
ны возбуждающего ультрафиолетового света (около 

400 нм) составляет примерно 150 нм в плоскости xy 
и 400 нм — по оси Z при использовании объектива с 
масляной иммерсией и числовой апертурой, равной 
1,40. Более короткие длины волн возбуждения пра-
ктически не используются в силу фотоповреждающе-
го действия ультрафиолетового излучения [13, 14], а 
также из-за необходимости применения более доро-
гих оптических компонентов [15]. С практической точ-
ки зрения структуры, находящиеся ближе чем 200 нм 
друг от друга, не могут быть оптически разрешены 
[10].

Наблюдение объектов размером меньше 200 нм, 
таких как вирусы, ДНК, митохондрии, стало возмож-
ным с появлением электронной микроскопии [16]. 
Современный электронный микроскоп характеризует-
ся максимальной разрешающей способностью — до 
0,2 нм, что позволяет получать изображения отдель-
ных молекул [17]. Однако данный метод имеет ряд 
технических особенностей, которые затрудняют его 
широкое распространение в биологических и биоме-
дицинских исследованиях. Трудоемкая и многостадий-
ная процедура приготовления образцов может при-
водить к появлению артефактов при интерпретации 
изображений [18, 19]. Основной же недостаток элек-
тронной микроскопии заключается в отсутствии воз-
можности изучения процессов, протекающих в живой 
клетке [20, 21].

Возможность исследовать живую клетку на уровне 
макромолекулярных комплексов появилась благода-
ря созданию и развитию технологий высокоразреша-
ющей световой микроскопии [22, 23]. Данные методы, 
преодолевая дифракционный предел разрешения 
традиционного светового микроскопа, объединяют в 
себе преимущества электронной микроскопии и неин-
вазивного флюоресцентного имиджинга [20]. В 2014 г. 
за пионерские работы в данной области Эрик Бетциг, 
Штефан Хелл и Уильям Мернер были удостоены 
Нобелевской премии по химии [24, 25].

Ближнепольная микроскопия

Преодоление дифракционного предела на примере 
исследования биологического образца впервые было 
продемонстрировано в 1992 г. с помощью метода ска-
нирующей микроскопии ближнего поля (near-field scan-
ning optical microscopy — NSOM, или scanning near-
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field optical microscopy — SNOM) [26]. Под ближним 
полем понимается зона над поверхностью изучаемого 
объекта размером меньше длины волны падающего 
света. В микроскопах по типу NSOM нет линз, а изо-
бражение получается с помощью освещения объекта 
через малую диафрагму субмикронного оптического 
зонда, расположенного на расстоянии много меньше 
длины волны излучения [27]. Сверхвысокое разреше-
ние (до 20 нм в латеральной плоскости) [28, 29] до-
стигается за счет того, что в области ближнего поля 
распространение света не подвержено дифракцион-
ным или интерференционным эффектам [30]. Тем не 
менее метод NSOM не нашел широкого применения в 
биологических исследованиях [31], так как ограничен 
визуализацией поверхностных клеточных структур и 
технически сложен [32, 33].

Более пригодным методом стала флюоресцентная 
микроскопия полного внутреннего отражения (total in-
ternal reflection fluorescence — TIRF), основанная на 
использовании свойств индуцированной быстрозату-
хающей волны, которая возникает в зоне, близко при-
легающей к исследуемому образцу [34]. Возбуждение 
флюорофоров происходит в области толщиной не 
более 200 нм, при этом значительно повышается от-
ношение сигнал-шум, а эффект фотообесцвечивания 
флюорофоров, находящихся вне фокальной плоско-
сти, напротив, снижается. Показано, что комбинация 
нескольких последовательных TIRF-изображений, 
полученных при разном угле падения возбуждающе-
го света, позволяет реконструировать 3D-модель кле-
точных структур с аксиальным разрешением до 20 нм 
[35]. В условиях TIRF-микроскопии возможно детекти-
рование сигнала от одиночных молекул [36, 37], одна-
ко этот метод имеет свои ограничения. Так же, как и 
NSOM, TIRF-микроскопия эффективна для исследова-
ния цитоскелета распластанных клеток и процессов, 
протекающих на плазматической мембране [38, 39], 
но неприменима для визуализации внутриклеточных 
структур [8]. Кроме того, TIRF дает улучшение разре-
шения только вдоль оси Z [40].

Микроскопия дальнего поля

Наиболее значительные успехи в визуализации со 
сверхвысоким разрешением были достигнуты благо-
даря микроскопии дальнего поля, в которой использу-
ются линзы, относительно удаленные от образца [41, 
42]. Стоит упомянуть о микроскопии I5M и 4Pi, в кото-
рой применяют два высокоапертурных объектива для 
освещения объекта с двух сторон и тем самым доби-
ваются разрешения до 100 нм по оси Z [43, 44]. Тем не 
менее латеральное разрешение по-прежнему остает-
ся подчинено закону Аббе.

В конце XX — начале XXI в. появились принци-
пиально новые, революционные технологии флюо-
ресцентной микроскопии, дающие действительно 
субдифракционные изображения биологического объ-
екта. Среди них можно выделить три большие груп-

пы: микроскопия структурированного освещения 
(structured illumination microscopy — SIM), микроско-
пия на основе истощения (флюоресценции) выну-
жденным излучением (stimulated emission depletion — 
STED) и локализационная микроскопия одиночных 
молекул (single-molecule localization microscopy — 
SMLM) [30]. В этих технологиях сверхвысокое разре-
шение достигается либо за счет пространственного 
и/или временного модулирования перехода флюоро-
фора из одного молекулярного состояния в другое, 
либо за счет уменьшения физического размера функ-
ции рассеяния точки [45].

Метод микроскопии структурированного ос­
ве щения (SIM). SIM-микроскопия базируется на ис-
пользовании подвижных оптических решеток, разме-
щенных на пути лазерного пучка [46]. При совмещении 
известного паттерна освещения с неизвестной струк-
турой исследуемого флюоресцентного образца возни-
кает так называемый муаровый узор — интерферен-
ционная картина с пространственной частотой ниже, 
чем у двух изначально взаимодействующих структур 
[47]. В SIM-микроскопе решетчатая структура смеща-
ется или поворачивается поэтапно перед захватом 
каждого последующего изображения. Затем посред-
ством математических алгоритмов реконструируется 
высокоразрешенное изображение [48].

С помощью конфигурации многоцветной 3D-SIM-
микроскопии была визуализирована структура ядра 
эукариотической клетки с выявлением особенностей 
строения единичных комплексов ядерной поры, ко-
торые прежде можно было наблюдать только в элек-
тронном микроскопе [49]. Также с помощью 3D-SIM 
были получены изображения растительной клетки, 
демонстрирующие детальную структуру индивидуаль-
ных плазмодесм [50].

Преимущество метода SIM заключается в возмож-
ности быстро анализировать большие поля зрения; 
кроме того, для него пригодны практически все сов-
ременные флюоресцентные метки, устойчивые к 
фотообесцвечиванию [51]. Однако для анализа мно-
жества муаровых изображений требуются сложные 
компьютерные программы и на высокоразрешенном 
изображении могут наблюдаться артефакты. Стоит 
учитывать, что пространственное разрешение в SIM-
микроскопе может быть улучшено лишь в 2 раза по 
сравнению с широкопольным микроскопом и состав-
ляет примерно 100 и 300 нм в латеральной и аксиаль-
ной плоскостях соответственно [10].

Позднее была разработана технология микроско-
пии насыщающего структурированного освещения 
(saturated structured illumination microscopy — SSIM), 
основанная помимо муарового эффекта на способ-
ности флюорофоров к нелинейному возрастанию 
эмиссии в зависимости от дозы облучения. Этот ме-
тод дает разрешение до 50 нм в плоскости xy, однако 
требует высокой мощности лазера и, как следствие, 
флюорофоров с высокой фотостабильностью [52]. 
В результате вследствие фототоксического воздей-
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ствия на клетки SSIM не пригодна для имиджинга 
живых образцов [53].

Микроскопия на основе истощения (флюо­
ресценции) вынужденным излучением (STED). 
В 1994 г. был предложен новый тип сканирующей 
флюоресцентной микроскопии STED на основе эф-
фекта подавления спонтанного испускания [54]. 
Данный подход основан на уменьшении диаметра све-
тящейся точки при помощи дополнительного STED-
лазера, который подавляет спонтанную эмиссию во 
внешней области флюоресцентного пятна (рис. 1) за 
счет эффекта вынужденного излучения. Пучки возбу-
ждающего и STED-лазера тщательно выравниваются, 
причем распределение интенсивности STED-лазера в 
фокусе имеет форму «пончика», с нулевой интенсив-
ностью в центре. Спонтанное излучение возбужден-
ного флюорофора (флюоресценция) и вынужденное 
излучение за счет STED-лазера конкурируют между 
собой. В результате при больших интенсивностях 
STED-лазера флюоресцируют только те молекулы, 
которые расположены близко к области с нулевой 
интенсивностью [55], в то время как в зоне высокой 
интенсивности происходит преимущественно выну-
жденное излучение флюорофоров, отбрасываемое 
в оптическом пути из-за совпадения с длиной волны 
STED-лазера. Последовательное сканирование всего 
исследуемого образца дает полную картину со сверх-

разрешением. Другими словами, STED-микроскоп — 
это лазерный сканирующий конфокальный микроскоп 
с дополнительным STED-лазером, субдифракционное 
разрешение в котором достигается путем избиратель-
ного тушения флюорофора [56].

Чем выше мощность STED-лазера, тем лучшее 
разрешение можно получить. Теоретически можно до-
стичь сколь угодно высокого разрешения [57], однако 
на практике фотоповреждение биологического образ-
ца ведет к ограничению мощности STED-пучка и раз-
решающая способность обычно составляет примерно 
30–80 нм в плоскости xy [8].

Использование времяразрешенных детекторов, 
синхронизированных с импульсным возбуждающим 
лазером (gated STED), позволяет существенно сни-
зить мощность STED-лазера. В подобных системах 
помимо интенсивности флюоресценции учитывается 
время жизни флюоресцентного состояния, что обес-
печивает отбрасывание фотонов с временем жизни 
флюоресценции, сильно отличающимся от ожидае-
мого. Это позволяет достигать сверхразрешения и 
высокого соотношения сигнал/шум в изображении при 
пониженной интенсивности STED-лазера, снижая риск 
фотоповреждения живых образцов [58].

Системы на базе STED-микроскопа оказались бо-
лее популярны, чем методы микроскопии ближне-
го поля, и нашли широкое применение при решении 

Рис. 1. Принципы STED-микроскопии. Схема показывает различия между традиционной (вверху) и STED (внизу) ла-
зерной сканирующей конфокальной микроскопией. В традиционной микроскопии фокусировка возбуждающего лазера 
(синее пятно) и соответствующее (зеленое) пятно эмиссии ограничены дифракцией света, что приводит к размыва-
нию изображения (смайлик) и потере мелких деталей. В STED-микроскопии использование дополнительного мощно-
го лазера, облучающего область в форме «пончика» (обозначено красным) вокруг возбуждающего пятна, приводит 
к вынужденному излучению и, как следствие, к снижению спонтанной эмиссии в этой области. В результате пятно 
эмиссии, размером существенно меньше дифракционного барьера, наблюдается только из центра «пончика», что по-
зволяет получать более детализированное изображение

STED

Возбуждение Эмиссия Сканирование Изображение
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как физических [59], так и биологических задач, осо-
бенно в области нейробиологии. Так, с применением 
STED-микроскопа были визуализированы ультратон-
кие структуры дендритных шипиков пирамидальных 
нейронов в срезах гиппокампа мыши [60]. Детально 
описаны перемещения везикул, содержащих нейро-
трансмиттеры, в первичных культурах нейронов кры-
сы [61]. Позднее было продемонстрировано успешное 
приложение STED-микроскопии для изучения динами-
ки нейронов в коре головного мозга мыши in vivo [62].

Важное преимущество STED-микроскопии состоит 
в том, что улучшение в разрешении достигается в ре-
жиме реального времени и обычно не требует долго-
временной обработки данных.

Главные недостатки метода — это дороговизна и 
высокоинтенсивное лазерное облучение, что сильно 
сужает круг пригодных флюорофоров [63]. С практи-
ческой точки зрения STED-микроскопия эффективна 
в основном для работы с фиксированными образца-
ми, меченными фотостабильными флюоресцентными 
красителями [64]. Получение многоцветных STED-
изображений крайне сложно, так как требует тщатель-
но продуманной конструкции детектирующих каналов 
и комбинации определенных красителей [65].

Принцип, лежащий в основе STED-микроскопии, 
может быть обобщен и представлен в виде схемы, 
использующей обратимый переход между двумя со-
стояниями молекулы — флюоресцентным и тем-
новым [66]. Такая концепция воплощена в методе 
RESOLFT (reversible saturable optical linear fluores-
cence transitions — микроскопия обратимого насы-
щенного оптического линейного флюоресцентного 
перехода). Технология RESOLFT реализована за счет 
долгоживущих темновых и флюоресцентных состо-
яний обратимо фотопереключаемых флюорофоров 
с использованием лазеров с особым распределени-
ем интенсивности в фокусе аналогично методу STED 
[67]. Для запуска подобных оптических переходов 
внутри флюорофора достаточны более низкие мощ-
ности лазера, пригодные для исследования живых 
клеток и тканей с разрешением 50–100 нм [68]. Метод 
RESOLFT позволил отслеживать динамические пере-
стройки актина в дендритных шипиках живых нейро-
нов гиппокампа в течение нескольких часов без при-
знаков деструкции ткани, с разрешением, в 3 раза 
превосходящим разрешение конфокального микро-
скопа [69].

Локализационная микроскопия одиночных мо­
лекул (SMLM). В 2006 г. три научные лаборатории 
независимо друг от друга продемонстрировали но-
вый принцип сверхразрешающей микроскопии. Были 
представлены такие методы, как STORM (stochastic 
optical reconstruction microscopy — микроскопия сто-
хастической оптической реконструкции) [70], PALM 
(photoactivated localization microscopy — фотоактиви-
руемая локализационная микроcкопия) [71] и FPALM 
(fluorescence photoactivation localization microscopy — 
флюоресцентная фотоактивируемая локализаци-

онная микроскопия) [72], которые положили начало 
локализационной микроскопии одиночных молекул 
(SMLM). Главным условием SMLM является детекция 
флюоресценции одиночных молекул, что позволя-
ет вычислить положение данных молекул с чрезвы-
чайно высокой точностью (рис. 2, а). Для получения 
данных о множестве молекул необходимо «мигание» 
флюорофора, т.е. переход между темновым и флюо-
ресцентным состояниями [73]. При этом «включения» 
и «выключения» флюорофора в отличие от STED и 
RESOLFT происходят случайным образом, а не в за-
данных координатах пространства [74, 75]. Детектор 
микроскопа накапливает сигнал от «включенного» 
флюорофора, и неопределенность его локализации 
обратно пропорциональна количеству детектирован-
ных фотонов [76].

Физический смысл SMLM заключается в последо-
вательной визуализации подмножеств флюорофоров, 
рассеянных по тысячам кадров, с целью построения 
карты реального распределения их плотности (рис. 2, 
б) [77]. Качество такой реконструкции сильно зависит 
от алгоритма обработки данных. Разрабатываются 
различные компьютерные программы для обнару-
жения и локализации центров точечных источников 
излучения [78]. Анализ исходных данных обычно 
включает в себя идентификацию индивидуальных 
флюорофоров, уточнение координат каждой молеку-
лы флюорофора, реконструкцию высокоразрешенно-
го изображения, на котором обозначены позиции всех 
локализованных молекул, путем наложения исходных 
кадров микроскопической съемки друг на друга [79]. 
Чаще всего разрешающую способность рассчитывают 
посредством многократного измерения локализации 
одной и той же молекулы и вычисления стандартного 
отклонения нормального распределения полученных 
данных. В качестве альтернативы может быть приме-
нен анализ, основанный на преобразованиях Фурье, 
который учитывает плотность и характер распределе-
ния флюорофоров, оценивая сходство двух независи-
мых реконструкций одних и тех же исходных данных 
[80, 81].

Точность локализации в латеральной плоскости 
обычно составляет 20–50 нм, в то время как разре-
шение по оси Z сильно варьирует в зависимости от 
конфигурации микроскопа [8]. В методах, которые 
основаны на использовании двух объективов, рас-
положенных по обе стороны от образца, таких как 
dual-objective-STORM [82] и iPALM (interferometric-
PALM) [83], аксиальное разрешение может дости-
гать 20 нм; при этом стандартный TIRF-режим обес-
печивает разрешение по Z в 100 нм. Для получения 
информации о положении молекулы по оси Z могут 
также использоваться дополнительные цилиндриче-
ские линзы перед детектором, при этом изображение 
функции рассеяния точки закономерно искажается 
при удалении от фокуса [84].

Помимо PALM и STORM внедряются новые мето-
дики, призванные расширить возможности локализа-

Н.В. Клементьева, Е.В. Загайнова, К.А. Лукьянов, А.С. Мишин



СТМ ∫ 2016 — том 8, №2  135

 обзоры  

ционной микроскопии одиночных молекул, среди кото-
рых можно отметить BaLM (bleaching/blinking assisted 
localization microscopy) [85] и gSHRImP (generalized 
single-molecule high-resolution imaging with photo-
bleaching) [86] с разрешающей способностью около 
30 и 50 нм соответственно. Их принцип основан на 
извлечении информации о положении каждого флюо-
рофора не только из процесса его мигания, но и фо-
тообесцвечивания, которое, по сути, тоже происходит 
случайным образом. Такой подход расширяет арсенал 
пригодных флюоресцентных меток, а также позволяет 
восстановить картину распределения одиночных мо-
лекул при их высокой плотности [87].

Также предложен метод SOFI (super-resolution op-
tical fluctuation imaging), основанный на статистиче-

ском анализе временных колебаний флюоресценции 
флюорофора. SOFI-реконструкция возможна при ана-
лизе меньшего числа кадров, чем в методах PALM и 
STORM, однако требует отсутствия промежутков меж-
ду кадрами и, как правило, высокой скорости съемки 
[88]. К преимуществам SOFI относится возможность 
анализа образцов с высокой плотностью мечения, а 
также значительное снижение фонового сигнала на 
результирующем изображении [89].

Среди всех других технологий флюоресцентной ми-
кроскопии сверхвысокого разрешения локализацион-
ная микроскопия отличается наилучшим соотношени-
ем цена/качество. Для использования этого метода на 
практике достаточно иметь широкопольный микроскоп 
с набором непрерывных лазеров мощностью около 

Возбуждение 
поля зрения

Эмиссия 
одиночной молекулы

Активация и детекция 
случайного подмножества одиночных молекул

Координата

С
иг

на
л

Вычисление  
центра

С
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л

Координата

Вычисление  
центров

Реконструкция 
изображения

Многократное повторение 
Локализация 104–106 молекул

а

б

Рис. 2. Принципы локализационной микроскопии одиночных молекул (SMLM): а — эмиссия от одной молекулы выгля-
дит как дифракционно-лимитированное пятно большого размера, однако позволяет вычислить локализацию данной 
молекулы с большой точностью; б — SMLM основана на многочисленных циклах активации и детекции случайного 
набора молекул флюорофора, которые позволяют накопить информацию о локализациях большого числа молекул 
и реконструировать изображение со сверхвысоким разрешением
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100 мВт, высокоапертурный объектив и чувствитель-
ную CCD-камеру. Для обработки данных в свободном 
доступе имеется разнообразное программное обеспе-
чение, как, например, rapidSTORM [90] или quickPALM 
[91]. Более того, ведущие производители оптических 
приборов Nikon, Zeiss и Leica предлагают исследо-
вателям полностью интегрированные системы для 
SMLM [92].

Заключение

К настоящему моменту методы высокоразрешаю-
щей микроскопии остаются новаторскими и сохраняют 
высокий потенциал применения в различных облас-
тях биологии и биомедицины. Постоянно идут поиск 
и создание эффективных флюорофоров, совершен-
ствуются алгоритмы обработки данных, предлагаются 
новые схемы организации оптического пути микроско-
па [93]. Разработан оригинальный принцип реализа-
ции 3D-имиджинга живых клеток [94], апробированы 
новые подходы к мечению белковых молекул [95] и 
обработке данных [96]. В последние годы все актив-
нее развиваются технологии, которые объединяют в 
себе флюоресцентную микроскопию сверхвысокого 
разрешения с другими методами визуализации. Так, 
корреляционная световая и электронная микроско-
пия (correlated light and electron microscopy — CLEM) 
становится особенно эффективной, когда сочетает-
ся с методами на основе PALM, позволяя соотносить 
электронные микрофотографии с флюоресцентными 
изображениями в нанометровой шкале [97]. Успешно 
работает комбинирование высокоразрешающей ми-
кроскопии и флюоресцентной микроскопии плоскост-
ного освещения (light sheet fluorescence microscopy — 
LSFM), позволяющее визуализировать объемные 
живые биологические образцы в течение длительно-
го времени. Продемонстрирован 3D-имиджинг живых 
образцов толщиной до 150 мкм с субдифракционным 
разрешением, основанный на локализации индивиду-
альных молекул в режиме селективного планарного 
освещения (individual molecule localization with selec-
tive plane illumination microscopy — IML-SPIM) [98]. 
Разработана технология на базе микроскопии све-
тового листа с дискретным освещением (lattice light 
sheet microscopy — LLSM) со сверхвысоким разреше-
нием, направленная на визуализацию быстрых дина-
мических процессов на уровне целого организма [99]. 
Метод LLSM также был успешно совмещен с техноло-
гией PAINT, что позволило реализовать многоцветный 
3D-имиджинг толстых, с высокой плотностью мечения 
образцов делящихся клеток и эмбрионов модельных 
организмов [100].

Одна из основных тенденций — это создание ме-
тодик, наименее повреждающих живые клетки и 
пригодных для изучения динамических процессов. 
Продемонстрированы модифицированные вариан-
ты SIM-микроскопии с улучшенным разрешением, 
работающие на высокой скорости и низких мощно-

стях лазерного облучения (high-numerical aperture 
TIRF-SIM и patterned activation nonlinear-SIM) [101]. 
Перспективным представляется взаимодополне-
ние сверхразрешающей микроскопии и технологии 
микрофлюидики, позволяющее изучать субклеточ-
ные процессы в живых объектах с контролируемым 
3D-микроокружением, воспроизводящим естествен-
ные физиологические условия [102]. 

Важно подчеркнуть, что развитие подобных техно-
логий возможно только при тесном сотрудничестве 
ученых различного профиля: инженеров, физиков, 
программистов, математиков, биофизиков, химиков, 
молекулярных биологов [103]. Междисциплинарный 
характер высокоразрешающей микроскопии, с од-
ной стороны, способствует быстрому прогрессу и 
прорывным достижениям, а с другой — может накла-
дывать ограничение на ее практическое внедрение. 
Ожидается, что в ближайшие годы технологии высо-
коразрешающей микроскопии найдут более широкое 
применение в решении теоретических и прикладных 
задач и станут рутинной процедурой для исследова-
телей.
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