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摘要　提出了一种离线式基于时间门的荧光受激发射损耗（ｇＳＴＥＤ）显微方法。基于在强光照条件下荧光寿命缩

短的理论模型，在常规ＳＴＥＤ架构基础上，使用时间相关单光子记数（ＴＣＳＰＣ）算法获取图像的荧光寿命信息，离线

设置合理的时间门阈值，丢弃短寿命信号数据，对荧光信号有效点扩展函数（ＰＳＦ）进行压缩，达到超分辨显微的目

的。与传统ＳＴＥＤ显微术相比，此方法所需光功率大幅度降低，减少了荧光漂白及光毒性；离线式处理则同时增加

了时间门设置的灵活性。在实验中，使用４５ｍＷ的连续ＳＴＥＤ光，最终获取了约８０ｎｍ的图像空间分辨率。进一

步对时间门的设置对获取图像信号的分辨率和信噪比的影响进行了讨论。

关键词　显微；荧光寿命成像；时间相关单光子记数算法；时间门荧光受激发射损耗显微
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１　引　　言

尽管对于大部分光学系统而言，阿贝衍射极

限［１］仍然是追求高分辨的瓶颈所在，但在某些特定

领域，这种限制已经被从根本上打破。在医学显微

图像领域，特别是荧光显微成像领域［２，３］，随着多种

超分辨显微成像技术［４，５］的提出，人们已经成功地

将系统的极限分辨能力推进到数十纳米量级。其

中，在１９９４年提出的荧光受激发射损耗（ＳＴＥＤ）显

微方法［６～１０］，作为其中的杰出代表，在动态图像获

取能力、理论分辨力极限、三维超分辨成像等方面，

拥有其他类似方法难以比拟的优势。ＳＴＥＤ显微术

通过一束高功率的激光对荧光标记的受激荧光辐射

进行 压 制，达 到 压 缩 系 统 有 效 点 扩 展 函 数

（ＰＳＦ）
［１１］，提高系统分辨能力的目的。正是由于上

述特点，常规ＳＴＥＤ系统性能非常依赖于荧光标记

的非线性效应，因此往往需要很大的输入功率，这很

容易造成观察样品的荧光漂白和光毒效应［１２］，这一

点在观察样品为活体生物细胞时表现得尤其明显，

从而也成为ＳＴＥＤ显微术面临的最大缺陷所在。

为了克服上述问题，Ｖｉｃｉｄｏｍｉｎｉ等
［１３］在２０１１

年提出了基于时间门技术的ＳＴＥＤ（ｇＳＴＥＤ）显微

术。该技术利用ＳＴＥＤ光照射荧光样品在抑制其

受激荧光辐射的同时会缩短其荧光寿命的特点，在

系统中设置时间门对荧光信号进行实时过滤，从而

极大地减少了所需要的荧光强度。但是，实时时间

门的控制电路非常复杂，需要精准的时间同步，因此

在无形中增加了系统的复杂性和搭建成本。

本文提出了一种离线式ｇＳＴＥＤ显微术以期解

决实时时间门造成的困境。基于常规的连续光

ＳＴＥＤ（ＣＷＳＴＥＤ），通过时间相关单光子记数

（ＴＣＳＰＣ）算法获取图像信息后，对各像素点的荧光

信号进行荧光寿命分析，设置合理的时间门阈值，丢

弃短寿命信号数据，对荧光信号有效点扩展函数进

行压缩，达到超分辨显微的目的。在完成理论模型

的基础上，进一步进行了实验论证，并对时间门设置

的最优值及其对系统性能如分辨、信噪比的影响进

行了讨论。

２　理　　论

基于ＳＴＥＤ显微术的基本原理，当多纳圈状的

ＳＴＥＤ光聚集光斑与实心的激发光嵌套照射在样品

表面时，两聚集光斑重叠区域的荧光标记受激辐射

将会减弱，其衰减率由ＳＴＥＤ光强犐ＳＴＥＤ决定。特别

地，在荧光标记受激辐射减弱的同时，相应区域的荧

光寿命也会降低，其对应的荧光寿命可以表示为［１３］

τ′ｆｌ＝
１

犽犳犾＋σ犐ＳＴＥＤ
， （１）

式中犽ｆｌ＝１／τｆｌ，τｆｌ为荧光标记原始寿命，σ为非线性

系数。通常情况下，σ１。这意味着相比于荧光寿命

的非线性效应远比光强非线性效应明显；换句话说，

使用较低的光强即可以产生很明显的荧光寿命差

异。这也是所有ｇＳＴＥＤ显微术可以采用较低的输

入功率获取超分辨显微能力的理论前提。

目前，常用的荧光寿命［１４］测定方法［１５］包括

ＴＣＳＰＣ 法
［１６］、相 调 制 法 （ＰＭＭ）

［１７］、频 闪 法

（Ｓｔｒｏｂｅ）
［１８］等。其中，ＴＣＳＰＣ法是目前最为成熟、

测量数据最为精确的方法，因此得到了广泛应用。

其基本原理如图１所示，通过一个脉冲激光器产生

脉冲激发光照射在荧光样品上并激发出相应的荧光

单光子信号，被雪崩式光电二级管（ＡＰＤ）捕获后，

通过时幅转换器（ＴＡＣ）计算脉冲与光子到达的时

间差作为荧光分子寿命，再通过多通道分析仪

（ＭＣＡ）按不同寿命进行分子数累积，在经过反复多

次测量后即得到了对应荧光标记的荧光寿命曲线。

图１ ＴＣＳＰＣ原理图

Ｆｉｇ．１ ＰｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆＴＣＳＰＣ

３　实验与结果

图２为提出的离线式ｇＳＴＥＤ的系统架构图。

与传统ＳＴＥＤ类似，本架构也包括激发光（Ｅｘｃ．）、

ＳＴＥＤ光、显微物镜、探测器等主要部件，其中ＳＴＥＤ

光将通过０～２π的涡旋相位编码板（ＲＰＣＰｈｏｔｏｎｉｃｓ，

ＶＰＰ１，美国）进行相位编码，并最终在样品表面形成

中空的多纳圈状聚集光斑；单个浸油数值孔径１．４的

显微物镜（ＬｅｉｃａＭｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＨＣＸＰＬＡＰＯ１００×／

１．４００．７Ｏｉｌ，德国）用于聚集输入光线并收集荧光信

号。但与一般ＳＴＥＤ不同的是，基于ｇＳＴＥＤ架构

０１０４００１２
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中，ＳＴＥＤ光（ＭＰＢＣｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，ＶＦＬＰ１０００

５９２，加拿大）为５９２ｎｍ 的连续激光；激发光则为

４０ＭＨｚ的４８８ｎｍ 脉冲激光（ＰｉｃｏＱｕａｎｔＧｍｂＨ，

ＬＤＨ４８８ｗｉｔｈＰＤＬ８００Ｄ，德国）。

图２ 离线式ｇＳＴＥＤ系统架构图

Ｆｉｇ．２ ＣｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎｏｆｏｆｆｌｉｎｅｇＳＴＥＤ

　　在实验中，所用的样品为直径２０ｎｍ的黄绿色

荧光颗粒（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ，５１５ｎｍＹｅｌｌｏｗｇｒｅｅｎ

ＦｌｕｏＳｐｈｅｒｅｓ，美国）。为了验证ＳＴＥＤ光对于荧光

标记荧光寿命的影响，首先对样品的荧光寿命进行

了测试。其中，在ＳＴＥＤ光测试时，将ＳＴＥＤ光路

中原有的涡旋相位板撤去，以使激发光与ＳＴＥＤ完

全重合，测试结果如图３所示。在标准共焦状态（不

加ＳＴＥＤ光）下，当输入激发光功率为３０μＷ 时，测

试得到的样品平均荧光寿命约为５．０ｎｓ［图３（ａ）］；

保持激发光功率不变的前提下，在引入ＳＴＥＤ光以

后，荧光寿命将明显缩短，其缩短趋势随着ＳＴＥＤ

光平均输入功率的增强而愈发显著。特别地，当

ＳＴＥＤ光平均输入功率分别为５、４５ｍＷ 和大于

２６０ｍＷ时，样品平均荧光寿命分别约为３．３ｎｓ、

１．９ｎｓ和小于１ｎｓ，相对荧光寿命缩短量大于４０％，

如图３（ｂ）所示。

图３ 当犐ＳＴＥＤ＝４５ｍＷ时（ａ）不加和（ｂ）加ＳＴＥＤ光对于荧光寿命的影响

Ｆｉｇ．３ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｌｉｆｅｔｉｍｅ（ａ）ｗｉｔｈｏｕｔａｎｄ（ｂ）ｗｉｔｈＳＴＥＤｂｅａｍｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎｗｈｅｎ犐ＳＴＥＤ＝４５ｍＷ

　　随后利用上述系统对于荧光样品进行扫描成像，

以确定其分辨能力。在使用传统ＳＴＥＤ方法获取荧

光样品光强信号图像的同时，使用ＴＣＳＰＣ对相应区

域的荧光寿命进行分析记录。将记录下来的结果全

部保存后，进行后期软件处理，丢弃短荧光寿命的强

度信息，最终得到相关的图像。实验中，激发光和

ＳＴＥＤ光平均输入光功率分别３０μＷ和４５ｍＷ。为

考虑到之前所述ＳＴＥＤ光对于荧光寿命的影响，将时

间门人为设置在３ｎｓ，所得结果如图４（ａ）所示。以单

个标记荧光成像的半峰全宽（ＦＷＨＭ）作为系统的

分辨能力来看，该系统的极限空间横向分辨能力约

８０ｎｍ。作为对比，在不对荧光寿命进行处理时，所

得结果如图４（ｂ）所示；而当使用一般共焦系统进行

成像时，所得结果如图４（ｃ）所示。从特征区域的分

析上就可以看到，离线式ｇＳＴＥＤ对于系统分辨能

力的提高非常显著。

４　讨　　论

相比较于传统ＳＴＥＤ系统，ｇＳＴＥＤ最大的优

势在于采用了低功率的连续激光作为ＳＴＥＤ光，该

种技术可以极大地减少荧光漂白和其他光毒作用对

于样品的非可逆性破坏，这一点在样品为生物活体

细胞时表现得尤为明显［１３，１９］。以本文所述系统为

例，ｇＳＴＥＤ的ＳＴＥＤ光输入功率可以比传统脉冲

ＳＴＥＤ显微系统（ｐＳＴＥＤ）小１个数量级。另外，由

于本系统采用了离线式数据处理的方法代替了原有

ｇＳＴＥＤ实时处理方式，因此取消了电子快门延迟

装置，简化了原有系统的复杂性并降低了成本。更

为重要的是，使用离线式处理方式，可以针对不同样

品的荧光寿命变化，采用对应的时间门设置，增加了

系统的灵活性。但是需要指出，时间门的设置并不

是任意的，应由荧光标记前后的荧光寿命相互关系

决定。当时间门设置过小时，重叠部分发出的荧光

还没有完全消失，系统的ＰＳＦ不能得到有效压缩，

０１０４００１３
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浪费了系统分辨能力；反之，过大的时间门则会由于

所积累荧光分子数不足而造成信嗓比过低的现象，

造成有用信息的丢失。这两种情况都应在实际应用

中加以避免。

图４ 荧光样品成像。（ａ）离线式ｇＳＴＥＤ；（ｂ）ＳＴＥＤ；（ｃ）共焦系统；（ｄ）三种成像方式在同一点的ＰＳＦ

Ｆｉｇ．４ Ｉｍａｇｉｎｇｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓａｍｐｌｅ．（ａ）ＯｆｆｌｉｎｅｇＳＴＥＤ；（ｂ）ＳＴＥＤ；（ｃ）ｃｏｎｆｏｃａｌｓｙｓｔｅｍ；（ｄ）ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇＰＳＦ

５　结　　论

本文提出了一种基于 ＴＣＳＰＣ 的离线式 ｇ

ＳＴＥＤ显微术。基于在强光照条件上荧光寿命缩短

的理论模型，在常规ＳＴＥＤ架构基础上，在获取荧

光光强信号的同时，使用ＴＣＳＰＣ分析图像的荧光

寿命信息，同时记录荧光标记的光强和寿命信号。

离线对其进行分析，设置合理的时间门阈值，丢弃短

寿命信号数据，对荧光信号有效点扩展函数进行压

缩，达到超分辨显微的目的。与传统ＳＴＥＤ显微系

统相比，ｇＳＴＥＤ 的优势在于可以极大地减少

ＳＴＥＤ光的输入功率，避免了样品的荧光漂白和光

毒作用；而采用离线处理的方式，与实时ｇＳＴＥＤ相

比，简化了结构，降低了系统成本。同时，时间门设

置也更加灵活，从而增加了系统的适用性。在理论

模型的基础之上，使用４５ｍＷ 的ＳＴＥＤ光功率，成

功地实现了约８０ｎｍ的系统空间分辨率，并对时间

门的合理设置及其对系统性能的影响进行了讨论。
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１７Ｔ．Ｉｗａｔａ，Ｈ．Ｋｉｙｏｔｏ，Ｙ．Ｍｉｚｕｔａｎｉ犲狋犪犾．．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｕｌｓｅｄ

ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｈａｓｅｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｅｓｔｉｍａｔｉｎｇ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌｉｆｅｔｉｍｅ ｖａｌｕｅｓ ｕｓｉｎｇ ａ ｃｏｎｖｏｌｖｅｄａｕｔｏｒｅｇｒｅｓｓｉｖｅ

ｍｏｄｅｌａｎｄａｈｉｇｈｇａｉｎｐｈｏｔｏｍｕｌｔｉｐｌｉｅｒｔｕｂｅ［Ｊ］．犗狆狋．犚犲狏．，２０１０，

１７（６）：５１３～５１８

１８Ｎ．Ｊｏｓｈｉ，Ｖ．Ｏ．ｄｅＪｏｓｈｉ，Ｓ．Ｃｏｎｔｒｅｒａｓ犲狋犪犾．．Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｌｉｆｅｔｉｍｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓｏｆｎａｔｉｖｅａｎｄ ｇｌｙｃａｔｅｄ ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍ

ａｌｂｕｍｉｎ ａｎｄ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ ［Ｃ］．犛犘犐犈，１９９９，

３６０２：１２４～１３１

１９Ｃ．Ｅｇｇｅｌｉｎｇ，Ａ．Ｈｏｎｉｇｍａｎｎ，Ｍ．Ｓｃｈｕｌｚｅ．ｇＳＴＥＤｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

ｗｉｔｈａｎ ＯＰＳＬ：ｃｕｔｔｉｎｇｅｄｇｅｓｕｐｅｒｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ［Ｊ］．犗狆狋犻犽 牔

犘犺狅狋狅狀犻犽，２０１２，７（２）：４４～４６
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