
Исследования на уровне единичных молекул и их комплексов 

методами флуоресцентной микроскопии 

Направление развивается более 10 лет  

Основная идея – научиться пространственно изолировать, регистрировать  

и анализировать слабый сигнал от одной молекулы (одного комплекса) 

 

с пространственным разрешением (2D и 3D распределение молекул) 

 

с разрешением во времени (анализ процессов с участием молекулы) 

 

с одновременной регистрацией сигнала в двух и более спектральных  

диапазонах  (конформационные перестройки, взаимодействия молекул) 

 

 

 



Исследования на уровне единичных молекул и их комплексов 

методами флуоресцентной микроскопии 

Необходимо обеспечить:  

1.наличие флуорофора в составе молекулы; 

2. наличие высокочувствительных систем детекции; 

3. согласование пространственного распределения флуоресцирующих 

молекул с разрешающей способностью оптического микроскопа     

 

Требования к флуорофору:  

высокая яркость (экстинкция, квантовый выход флуоресценции); 

высокая фотостабильность; 

слабая чувствительность спектральных параметров  к микроокружению;  

эмиссия в красной области спектра   

 

Системы детекции: 

лавинные фотодиоды; высокочувствительные EM-CCD камеры с 

глубоким охлаждением 

 

Разрешающая способность оптического микроскопа:  

Обычный: ΔX=ΔY=200  нм,  ΔZ – не обеспечивает; 

Конфокальный, многофотонный ΔX=ΔY=200  нм,  ΔZ=500 нм; 

TIRF-микроскоп ΔX=ΔY=200  нм,  ΔZ=150 нм. 

Исследуемые молекулы должны располагаться на расстояниях больше 

2ΔX, 2ΔY, 2ΔZ друг от друга.   



Исследования на уровне единичных молекул и их комплексов 

методами флуоресцентной микроскопии 

Результаты развития: 

1. Разработаны методы оптической микроскопии 

сверхвысокого разрешения, основанные на 

детекции единичных молекул (PALM, STORM). 

Коммерчески доступны (Zeiss, Nikon).  
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NIKON CORPORATION 

 Instruments Company STORM 
 A technique that creates a super-resolution image from a fixed sample labeled 

with photo-switchable dye pairs. It consists of many acquisition cycles and a post 

acquisition analysis cycle. 

5 μm 

500 nm 
40,000 frames, 1,502,569 localization points 

5 μm 
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 Instruments Company Pointillism 
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A Sunday Afternoon on the island of La Grande Jatte – Georges-Pierre Seurat  



Localization accuracy ~20-30nm laterally 

and ~50nm in Z 



Uses Photo-Switchable fluorescent dye 

pairs to stochastically switch on Reporters 

through many cycles. Activators and 

Reporters 
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Marx, TASC 

20 nm optical resolution with standard fluorophores 

Heilemann et al. (2009) 

 

And thus the native hue of resolution (Shakespear, Hamlet) 



The number of photons makes the difference! 

Huang & Zhuang, Annu. Rev. Biochem. (2009) 

Dyes 

FPs 
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PAL-M relies on fluorochomes that can be either photoactivated, photoconverted or 

reversibly photoswitched (e.g. certain fluorescent proteins). 

405 488 
Photoactivable FPs  

Photoconvertable FPs  
405 561 

Photoswitchable FPs  
405 488 

Samples for localization microscopy 

Fluorescent proteins suitable for PAL-M  



500 nm 500 nm 

Cy5/Alexa 647 

 

~6000  

photons/cycle 

 

EosFP 

 

~1000  

photons/cycle 

1 m 

1 m 

Conventional STORM 

Vimentin 



Stochastic Reconstruction 

Diffraction Limited 

Zoomed Image 

Reporters STORM 





p
h

o
to

ac
ti

va
ti

o
n

 

D
ea

ct
iv

at
io

n
 

650 nm Fluorescent 

Dark 

3 0 2 0 1 0 0 

t i m e ( s ) 

Activation pulses 

Fl
u

o
re

sc
en

ce
 

405 nm 532 457 

Cy3 

Cy2 

Alexa 405 

Cy5 

Note: 9 dye pair combinations currently available 

N-STORM IS MULTI COLOUR! 
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    Confocal                                         STORM 

       resolution 200 nm                        resolution ~ 20 nm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N-STORM 10x resolution increase 



• Cylindrical lens between the microscope and EMCCD camera introduces an elliptical 

distortion that increases depending on how much the molecules are above or below the 

plane of focus.  

• Typical resolution in Z is improved to ~50nm within ~ ± 500nm   

3D STORM Module 



5 μm 

Huang, Wang, Bates and Zhuang, 
Science, 2008 

Scale bar: 200 nm 

3D Imaging of  the Microtubule Network 

< Z in formation from a single XY image! > 
z (nm) 

300 

0 

600 



Whole cell 3D STORM 
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Mitochondria 

Huang, Jones et al, Nat. Meth. (2008) 
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ELYRA / LSM 780 
The Superresolution Platform from Carl Zeiss 
 


