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Флуоресцентная микроскопия сверхвысокого разрешения позволяет получать изображения с раз-
решением 10–20 нм, существенно превосходящим дифракционный предел обычной оптической
микроскопии (200–350 нм), и дает возможность детально исследовать внутриклеточные структуры
и индивидуальные белки как в фиксированных, так и в живых клетках. Среди таких методов широ-
кое распространение получила локализационная микроскопия одиночных молекул (SMLM). В ос-
нове этой технологии лежит использование специальных флуоресцентных меток, способных к фо-
топереключению. В обзоре представлена классификация таких флуорофоров, описаны механизмы
их фотопереключения, приведены примеры успешного практического применения. Обсуждаются
последние достижения и перспективы в области создания новых эффективных меток, пригодных
для SMLM.
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Среди различных методов микроскопического
анализа клеток особое место занимает флуорес-
центная микроскопия. Основным ее преимуще-
ством является возможность специфического ме-
чения изучаемых структур (внутриклеточных ор-
ганелл, целевых белков, геномных локусов и др.)
и их детекции с очень высокой чувствительно-
стью [1, 2].

Разрешающая способность светового микро-
скопа может быть определена через дифракцион-
ный предел, предложенный Эрнстом Аббе и вы-
ражающийся формулой:

dz = 2λ/(nsin2α), dx, y = λ/(2nsinα),

где dx, y и dz – латеральное и аксиальное разреше-
ние микроскопа, соответственно, λ – длина вол-
ны возбуждающего света, n – показатель прелом-
ления среды, α – угол между оптической осью

объектива и наиболее отклоняющимся лучом,
попадающим в объектив [3, 4]. Таким образом,
даже при наличии идеальной оптики разрешение
микроскопа будет ограничено примерно полови-
ной длины волны используемого света.

Чаще всего во флуоресцентной микроскопии
применяются источники света видимой области
спектра (400–700 нм), при этом максимально до-
стижимое разрешение составляет 200–350 нм.
Однако многие клеточные структуры имеют мень-
ший размер, поэтому изучение процессов, протека-
ющих в клетке, зачастую остается за пределами воз-
можностей традиционной флуоресцентной микро-
скопии [5]. Преодолеть дифракционный барьер и
повысить разрешающую способность флуорес-
центного микроскопа позволили технологии мик-
роскопии сверхвысокого разрешения.

На сегодняшний день разработано несколько
различных подходов к получению изображений
со сверхвысоким разрешением, среди которых
микроскопия структурированного освещения
(SIM, structured illumination microscopy), микро-
скопия истощения флуоресценции путем вынуж-
денного излучения (STED, stimulated emission deple-
tion), локализационная микроскопия одиночных

Сокращения: GFP – зеленый флуоресцентный белок
(green fluorescent protein); SMLM – локализационная мик-
роскопия одиночных молекул (single-molecule localization
microscopy); ФАФБ –фотоактивируемые флуоресцентные
белки. 
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молекул (SMLM, single-molecule localization micros-
copy) и др. [6, 7]. В обзоре мы рассмотрим метки,
используемые для SMLM, так как данная техно-
логия подразумевает применение флуорофоров
со специальными свойствами.

К группе методов SMLM относят PALM (photo-
activated localization microscopy) [8], FPALM (fluores-
cence photoactivation localization microscopy) [9],
STORM (stochastic optical reconstruction microscopy)
[10], dSTORM/GSDIM (direct STORM/ground state
depletion followed by individual molecule return) [11,
12], PAINT (point accumulation for imaging in na-
noscale topography) [13] и др. Сверхвысокое разре-
шение в данных методах достигается за счет вычис-
ления положения единичной флуоресцирующей
молекулы (рис. 1). Это становится возможным,
если одновременно активирована только неболь-
шая часть всех молекул флуорофора, а остальные
находятся в темновом “выключенном” состоя-
нии, и такие циклы “включения” флуорофоров
повторяются многократно. Путем наложения ло-
кализованных центров всех молекул реконструи-
руется субдифракционное изображение исследу-
емой структуры [14, 15].

Концепция SMLM основана на применении
специальных меток, способных к переходу между
темновым и флуоресцентным состояниями. Для
эффективной работы такие метки должны иметь
низкий фоновый сигнал, высокий фотонный бюд-
жет (суммарное количество фотонов, испускае-
мых молекулой флуорофора за время нахождения
во флуоресцентном состоянии) и возможность
специфической доставки к целевым структурам.
Флуорофоры, пригодные для SMLM, можно раз-
делить на четыре большие группы: фотоактиви-
руемые флуоресцентные белки, квантовые точки,
фотоактивируемые флуоресцентные красители и
флуорогенные красители.

ФОТОАКТИВИРУЕМЫЕ 
ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ БЕЛКИ (ФАФБ)

С начала 2000-х годов сразу в нескольких лабо-
раториях начались разработки флуоресцентных
белков, способных к фотоактивации – много-
кратному увеличению флуоресцентного сигнала
при облучении светом определенной длины вол-
ны [16, 17].

Выделяют два типа фотоактивации – обрати-
мую между темновым и флуоресцентным состоя-
ниями и необратимую. Последняя, в свою оче-
редь, может быть представлена переходом как из
темнового во флуоресцентное состояние, так и из
одного флуоресцентного состояния в другое с
эмиссией и/или возбуждением на другой длине
волны [18, 19]. Помимо механизма фотопереклю-
чения, ФАФБ различаются по фотофизическим
свойствам. В условиях микроскопии сверхвысо-
кого разрешения SMLM особенно критичными
становятся такие параметры, как подвержен-
ность спонтанному миганию (кратковременным
переходам молекул в темновое состояние с после-
дующим возвращением во флуоресцентное со-
стояние), эффективность и скорость фотопере-
ключения, количество фотонов, испускаемых за
один цикл фотопереключения [20].

ФАФБ с необратимым переходом из темнового
во флуоресцентное состояние. Первым флуорес-
центным белком, у которого была обнаружена
способность к фотоактивации, был PA-GFP [21].
Мутация T203H в GFP привела к тому, что облу-
чение интенсивным фиолетовым светом вызыва-
ло 100-кратное увеличение зеленого флуорес-
центного сигнала (рис. 2а). На сегодняшний день
это единственный белок, обладающий фотокон-
версией из темновой формы в зеленую, поэтому
он часто применяется при многоцветном мече-
нии в сочетании с красными флуорофорами [22].
В отличие от других фотоактивируемых белков,

Рис. 1. Принцип SMLM. Показано изображение единичной молекулы (слева) и вычисленная на основе этого изобра-
жения локализация данной молекулы (справа). Информация о координатах множества молекул в поле зрения позво-
ляет реконструировать изображение со сверхвысоким разрешением.

160 нм
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PA-GFP сохраняет способность к фотоактивации
при низких температурах (до 80 К), что было
успешно применено для визуализации заморо-
женных образцов бактериальных клеток методом
cryo-PALM, комбинированным с криоэлектрон-
ной томографией [23]. Среди белков, характери-

зующихся фотоконверсией из темновой формы в
красную, наибольшую популярность получили
PAmCherry1, PAmKate и PATagRFP [22] (рис. 2б).

В технологии sptPALM (single-particle tracking
PALM), позволяющей отслеживать траектории
движения единичных молекул в живых клетках,

Рис. 2. Механизмы фотоконверсии некоторых ФАФБ. (а) PA-GFP. Фотоконверсия происходит за счет декарбоксили-
рования остатка глутамата, сопровождающегося переходом хромофора в депротонированную флуоресцентную фор-
му. (б) PAmCherry1. Фотоконверсия происходит за счет окисления боковой цепи остатка тирозина хромофора и со-
провождается декарбоксилированием остатка глутамата. (в) Dendra2. Фотоконверсия происходит за счет разрыва бел-
ковой цепи и включения боковой группы гистидина в структуру хромофора. (г) Dronpa. Обратимая фотоконверсия
определяется цис-транс-изомеризацией хромофора, сопровождаемой его протонированием и депротонированием.
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эффективно работает комбинация PA-GFP с
PATagRFP [24]. При этом флуоресценция этих
двух белков легко разделяется спектрально, а для
их одновременной фотоактивации достаточно
одного лазера с длиной волны 405 нм.

К ФАФБ с необратимой цветовой фотоконвер-
сией относятся белки, изменяющие в результате
фотоактивации цвет флуоресценции. Например,
белки Kaede, EosFP, KikGR и Dendra2 конвертиру-
ются из зеленой в красную форму при облучении
фиолетовым (380–420 нм) светом [25] (рис. 2в).
С помощью белка Dendra2 была реализована
3D-микроскопия динамики внутриклеточных
структур в живых бактериальных клетках, с раз-
решением по z менее 100 нм [26]. На основе белка
EosFP были сконструированы мономерные фор-
мы mEos3.1 и mEos3.2, имеющие наибольший
фотонный бюджет, что обеспечило разрешение
вплоть до 10 нм при визуализации белков цитос-
келета [27].

Также стоит упомянуть белок PS-CFP2, кото-
рый под воздействием фиолетового света переходит
из голубого в зеленое флуоресцентное состояние.
Это позволяет использовать его в комбинации с
описанными выше белками для многоцветной
PALM-микроскопии [28].

Класс ФАФБ с обратимой фотоактивацией
включает в себя белки, способные многократно
переключаться между двумя состояниями при об-
лучении светом разной длины волны. В методах
микроскопии сверхвысокого разрешения широ-
кое применение нашел белок Dronpa [29] и его
производные. Dronpa обладает яркой зеленой
флуоресценцией. Интенсивное облучение голу-
бым светом (около 500 нм) ведет к “выключе-
нию” белка, воздействие же фиолетового света
(например, 405 нм) возвращает во флуоресцент-
ное состояние (рис. 2г). Его производные –
bsDronpa и Padron – характеризуются противопо-
ложным типом фотоконверсии, когда переход во
флуоресцентное состояние индуцируется голубым
светом, а “выключение” – фиолетовым. Разные
режимы фотопереключения позволяют разделять
сигналы от bsDronpa, Padron и Dronpa, используя
один канал детекции [30]. Другой мутант белка
Dronpa – Dronpa-M159T – демонстрирует в 1000 раз
более быстрое, по сравнению с предшественни-
ком, фотопереключение, что практически решило
проблему фотообесцвечивания белка [31] и позво-
лило использовать его в микроскопии сверхвысо-
кого разрешения на срезах живой ткани мозга [32].

Широкий спектр ФАФБ с различными свой-
ствами дает исследователям возможность подби-
рать оптимальные сочетания для проведения
многоцветной визуализации со сверхразреше-
нием. Так, с помощью пары tdEos и Dronpa в
двуцветной PALM-микроскопии было оценено
распределение актина в дендритных шипиках

нейронов крысы [33]. Посредством комбинации
PAmCherry1 с rsKame – белком с замедленной ки-
нетикой обратимой фотоконверсии – была выявле-
на пространственная организация ультраструктур
внутренней и внешней мембран митохондрий, от-
ветственных за их деление [34]. Также была проде-
монстрирована возможность трехцветной PALM-
микроскопии с использованием спектрально
близких белков Dendra2, PAmCherry1 и PAmKate
[35]. Для этого каждое изображение одиночных
молекул одновременно регистрировалось в двух
каналах эмиссии (565–585 и 585–675 нм). Не-
смотря на близкие максимумы эмиссии (573, 595
и 628 нм для Dendra2, PAmCherry1 и PAmKate, со-
ответственно), каждый белок давал характерное
отношение интенсивностей флуоресценции в
этих каналах детекции, на основании чего произ-
водилась идентификация молекул.

Генетически кодируемые ФАФБ представля-
ют собой простой и высокоспецифичный инстру-
мент для мечения белковых мишеней в живых
клетках. Однако в некоторых характеристиках,
важных для эффективной SMLM, ФАФБ значи-
тельно уступают фотоактивируемым химическим
красителям. Так, фотонный бюджет даже самых
ярких белков значительно (в десятки раз) ниже,
что напрямую отражается на точности локализа-
ции целевой молекулы. Кроме того, только мо-
номерные ФАФБ пригодны для использования
SMLM, что еще сильнее сокращает разнообра-
зие доступных исследователю меток [36].

КВАНТОВЫЕ ТОЧКИ
Квантовые точки представляют собой полу-

проводниковые нанокристаллы, обычно образо-
ванные селенидом кадмия и сульфидом цинка
[37, 38]. Они обладают превосходными оптиче-
скими характеристиками, такими как широкая
полоса поглощения, узкий, строго симметрич-
ный пик эмиссии, высокий квантовый выход да-
же в ближнем инфракрасном диапазоне спектра,
а также исключительно высокая фотостабиль-
ность. Было показано, что под воздействием све-
та некоторые типы квантовых точек претерпева-
ют внутренние электронные перестройки, что
приводит к “прерывистой” флуоресценции. Та-
кие флуктуации флуоресценции квантовых точек
были успешно использованы в технологии SOFI
(super-resolution optical f luctuation imaging) с улуч-
шением разрешения в 5 раз [39], а также в методе
GSDIM, где была продемонстрирована разреша-
ющая способность микроскопа вплоть до размера
единичной квантовой точки (около 12 нм). Вме-
сте с тем, применение квантовых точек для био-
логических и биомедицинских задач сильно огра-
ничено ввиду потенциально высокой токсично-
сти образующих их солей, а также трудности
доставки к целевым структурам [14, 15].
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Рис. 3. Механизмы перехода из темновой формы во флуоресцентную для некоторых красителей, используемых в ме-
тодах SMLM. (а) Цианиновый краситель Cy5. В бескислородных условиях в присутствии тиола (например, бета-мер-
каптоэтанола) облучение интенсивным красным светом приводит к присоединению молекулы тиола к полиметино-
вому мостику красителя. Реакция может быть обращена облучением коротковолновым светом; присутствие молекулы
активаторного красителя (например, Су3 или AlexaFluor 405) облегчает уход тиоловой группы. (б) Кремний-родами-
новый краситель HMSiR, претерпевающий спонтанные переходы между темновой и флуоресцентной формами в ре-
зультате спироциклизации. (в) Спиролактамное производное родамина. Под действием коротковолнового света, по-
глощаемого группой R, обратимо переходит во флуоресцентное состояние за счет раскрытия цикла. (г) Фотоактиви-
руемое (caged) производное кремний-родаминового красителя SiRhQ. Облучение коротковолновым светом приводит
к отщеплению фотолабильных групп R и необратимому переходу во флуоресцентное состояние.
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ФОТОАКТИВИРУЕМЫЕ 
ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ КРАСИТЕЛИ

Так же, как и в случае с ФАФБ, в группе фото-
активируемых флуоресцентных красителей мож-
но выделить обратимо и необратимо фотопере-
ключаемые флуорофоры.

Обратимо переключаемые флуорофоры наибо-
лее широко применяются в методах на основе
SMLM [40]. В работе, демонстрирующей метод
STORM, использовались два цианиновых краси-
теля: Су5 в качестве “репортера” и Су3 в качестве
“активатора” [10, 41]. Было показано, что Су5 при
облучении красным светом в бескислородных
условиях в присутствии тиолов переходит в бес-
цветную форму в результате их ковалентного
присоединения [42] (рис. 3а). Такие молекулы
могут вернуться во флуоресцентное состояние
под воздействием коротковолнового света. При
этом присутствие молекулы активатора (Су3) на
расстоянии менее 3 нм увеличивает эффектив-
ность процесса фотоактивации [43]. Таким обра-
зом, использование активатора позволяет снизить
уровень фотообесцвечивания молекулы репортера
и, следовательно, увеличить число локализованных
событий и повысить качество получаемого изобра-
жения [44]. Несмотря на распространение техно-
логии dSTORM (direct STORM), основанной на
использовании одного фотоактивируемого флуо-
рофора, оригинальная методика с парными кра-
сителями до сих пор успешно реализуется в раз-
личных областях исследований [45, 46].

В дальнейших исследованиях было обнаруже-
но, что в анаэробных условиях в присутствии тио-
лов можно добиться мигания молекул красителей
различных классов, поглощающих свет в голубом
(Atto 488, AlexaFluor 488, Atto 520, Cy2), желтом
(AlexaFluor 568, TAMRA, Cy3, Atto 565), красном
(AlexaFluor 647, Cy5, Atto 647, Atto 680, Cy5.5) и
ближнем инфракрасном диапазонах (DyLight
750, Cy7, AlexaFluor 750, Atto 740). Для большин-
ства из них использование лазера с длиной волны
405 нм ускоряет процесс реактивации флуорес-
центной формы, что сокращает время получения
изображения [40]. В ряде случаев появление тем-
новой формы объясняется переходом молекул
красителя в долгоживущее триплетное состоя-
ние, которое также контролируется специальны-
ми буферами с редокс-агентами [47, 48].

В 2014 г. был представлен новый класс крем-
ний-родаминовых красителей, способных к
спонтанному переходу между темновой и флуо-
ресцентной формой в результате спироциклиза-
ции [49] (рис. 3б). На основе спиролактамовых
производных родамина также был синтезирован
краситель, пригодный для проведения микроско-
пии по типу SMLM [50]. В неактивированном со-
стоянии молекулы флуорофора находятся в тем-
новой, “закрытой” форме, но после облучения

фиолетовым лазером приобретают способность к
флуоресценции в желто-зеленой области спектра за
счет восстановления системы конъюгированных
двойных связей в ксантеновом кольце (рис. 3в). Та-
кие флуорофоры могут успешно работать в жи-
вых клетках, так как не требуют добавления тио-
лов и высокой интенсивности лазерного облуче-
ния для фотоактивации.

К группе необратимо фотопереключаемых флу-
орофоров относятся так называемые “caged” кра-
сители (caged – в переводе “запертый в клетку”),
содержащие фотолабильную группу. Такая груп-
па может быть удалена или модифицирована под
действием коротковолнового света, что приводит
к значительному росту флуоресцентного сигнала.
Например, на основе Q-родамина созданы крем-
ний-содержащие дальнекрасные caged-флуоро-
форы SiRhQ (рис. 3г) и продемонстрировано их
успешное применение для многоцветной визуа-
лизации клеточных ультраструктур со сверхраз-
решением [51]. Фотохимический механизм акти-
вации позволяет контролировать “включение”
определенных популяций индивидуальных моле-
кул флуорофора, варьируя зону облучения и
мощность лазера. При этом возможно проведе-
ние экспериментов в обычных средах для культи-
вации, без использования специальных буфер-
ных растворов.

В целом, описанные флуорофоры характери-
зуются высокой яркостью, контрастностью и фо-
тостабильностью. К проблемам их использова-
ния можно отнести трудность целевой доставки и
высокий фоновый сигнал. Основным способом
связывания синтетических красителей с целевой
структурой служит их конъюгация с антителами.
Антитела, в свою очередь, имеют большой размер
и часто демонстрируют высокий уровень неспеци-
фического мечения. Кроме того, они не способны
проникать через мембраны и, соответственно, воз-
никает необходимость пермеабилизации и фикса-
ции образца при изучении внутриклеточных струк-
тур [52].

В связи с упомянутыми недостатками антител
были разработаны альтернативные системы сайт-
специфической доставки синтетических меток к
целевым молекулам. Среди них наиболее извест-
ны коммерчески доступные системы мечения
SNAP-tag, CLIP-tag и HaloTag [53, 54]. Эти белко-
вые таг-домены используются как генетически
кодируемые репортеры. Через собственные ами-
нокислотные остатки они обеспечивают кова-
лентное связывание целевого белка практически
с любым выбранным красителем. Однако такой
подход характеризуется высокой фоновой флуо-
ресценцией, требует многоступенчатых процедур
отмывок образца и может приводить к непра-
вильной локализации исследуемого белка из-за
большого размера таг-домена [55].
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Меньшим размером обладают системы на ос-
нове пары пептид-флуорофор, что минимизирует
воздействие на целевые структуры. Например,
было показано, что красители ReAsH и FLAsH
могут связывать короткие пептидные последова-
тельности, введенные в состав целевого белка.
Похожие пептидные мотивы присутствуют и в
других белках, помимо целевого, что может при-
вести к неспецифическому мечению. Специфи-
ческие фермент-опосредованные системы мече-
ния, такие как LAP (LplA acceptor peptide), позво-
ляют решить эту проблему, но их применение на
данный момент сильно ограничено, так как раз-
работка каждой новой пары до сих пор является
сложным и трудоемким процессом [56].

Перечисленные способы мечения успешно
применяются в микроскопии сверхвысокого раз-
решения. Например, с помощью метода PALM на
основе FLAsH было охарактеризовано распреде-
ление фермента интегразы в вирионах и внутри-
клеточных комплексах вируса иммунодефицита
человека [57]. SNAP-tag и HaloTag были использо-
ваны для визуализации различных белков в живых
прокариотических клетках посредством двухцвет-
ной SMLM-микроскопии [58].

ФЛУОРОГЕННЫЕ КРАСИТЕЛИ

Недавно был предложен принцип мечения це-
левых молекул с помощью флуорогенных краси-
телей – молекул, которые в свободном виде не
имеют выраженной флуоресценции, а приобре-
тают ее лишь в момент связывания с целевым
объектом.

Впервые этот подход был продемонстрирован
на липидном бислое в методе PAINT, основанном
на стохастическом связывании диффундирую-
щих флуорофоров с поверхностью исследуемого
объекта [13], а затем воплощен в методе BALM
(binding-activated localization microscopy). С помо-
щью BALM и ДНК-связывающих красителей, та-
ких как YOYO-1 и PicoGreen, были получены
изображения структуры хромосом бактерий со
сверхразрешением [59]. Система мечения клеточ-
ных белков с помощью флуорогенов впервые бы-
ла реализована на основе малахитового зеленого
и тиазолового оранжевого в комбинации с вариа-
бельными доменами одноцепочечных антител
(FAP-белки) [60].

Флуоресцентный сигнал от флуорогенных
красителей с низкой аффинностью может быть в
высшей степени фотостабилен, так как молекулы
красителя взаимодействуют с целевой структурой
непродолжительное время, что уменьшает веро-
ятность фотообесцвечивания. Процесс обрати-
мого связывания красителя, теоретически, может
обеспечивать мигание флуоресцентного сигнала
в целевых структурах, необходимое для локализа-

ционных методов микроскопии сверхвысокого
разрешения [61]. Успешное мечение внутрикле-
точных белков, в том числе в режиме SMLM, пока-
зано с использованием малахитового зеленого,
модифицированного сложными эфирами [62]. Су-
щественным ограничением данного подхода слу-
жит то, что большинство красителей не способны
проходить через цитоплазматическую мембрану.

ПЕРСПЕКТИВЫ
В рамках технологий SMLM фотофизические

и фотохимические свойства используемых флуо-
ресцентных меток определяют качество изобра-
жений со сверхвысоким разрешением. Поэтому
поиск и дизайн новых флуорофоров и систем ме-
чения, наиболее эффективных и удобных в рабо-
те, крайне актуальны.

В отношении фотоактивируемых синтетиче-
ских красителей важной областью исследования
является разработка буферных окислительно-
восстановительных систем (ROXS, reducing and
oxidizing system) для эффективного процесса фо-
топереключения в условиях, близких к физиоло-
гическим [63].

Многообещающим направлением является
использование флуорогенных красителей в мик-
роскопии сверхвысокого разрешения для иссле-
дования живых объектов. Так, недавно на основе
кремниевых производных родамина (SiR) были
созданы флуорогенные краски для белков цитос-
келета (актин, тубулин) [64] и молекул ДНК [65].
Позже был предложен краситель SiR700, возбуж-
даемый в дальнекрасном диапазоне спектра, что
позволяет снизить фототоксичность при работе с
живыми клетками [66].

Перспективными флуорогенными метками
для SMLM могут оказаться синтетические ана-
логи хромофоров флуоресцентных белков, спо-
собные свободно проникать в клетку. Так, было
показано, что флуоресценция GFP-подобных
хромофоров может многократно возрастать при
связывании со специфическими РНК-аптамерами
[67] или белками [68, 69].

Одна из последних разработок – белок Y-FAST
на основе светочувствительного желтого белка
PYP, который в комбинации с флуорогенными
красителями, производными роданина, позволя-
ет специфически метить белки [70]. Благодаря
способности Y-FAST к быстрому переходу между
темновым (несвязанным) и флуоресцентным
(связанным) состояниями, в будущем он может
быть применен для микроскопии сверхвысокого
разрешения.

Прогресс в разработке флуоресцентных меток
необходим для усовершенствования методов
прижизненной микроскопии сверхвысокого раз-
решения, где принципиальными факторами яв-
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ляются физиологическая клеточная среда, быст-
рота съемки и минимальная фототоксичность за
счет снижения интенсивности возбуждающего
света и использования длинноволнового света.
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Super-resolution fluorescence microscopy allows for obtaining images with resolution of 10–20 nm, far ex-
ceeding the diffraction limit of conventional optical microscopy (200–350 nm), and provides an opportunity
to study in detail the subcellular structures and individual proteins in both living and fixed cells. Among these
methods, single-molecule localization microscopy (SMLM) has become widespread. Such techniques are
based on special f luorophores capable of photoswitching. The paper presents a classification of f luorophores
and describes their photoswitching mechanisms and successful practical applications. We discuss recent
progress and prospects for the development of new effective labels suitable for SMLM.

Keywords: super-resolution fluorescence microscopy, single-molecule localization microscopy, photoconversion,
photoactivatable fluorescent proteins, photoactivatable organic dyes, fluorogenic dyes




