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摘要　利用荧光蛋白激活状态的可逆特性，提出了一种提高荧光显微镜纵向分辨率的方法。针对不同数值孔径的

显微系统，通过合理选择带涡旋相位的轴对称偏振光作为激活光和退活光，并设计衍射光学元件对其进行调制，从

而实现百纳米级的纵向选择激活。而且，通过调节激活光和退活光的光强比率犚，可以控制荧光蛋白最大激活概

率满足单分子荧光显微技术的需求，同时进一步降低纵向选择激活层半峰全宽（ＦＷＨＭ）至２５．７ｎｍ，并且约９０％

的激活荧光蛋白位于３０ｎｍ厚的激活层中（犚＝５００）。
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１　引　　言

为了突破衍射极限，科学家们开发了一系列显

微技术，比如Ｘ射线显微镜
［１］、电子显微镜［２］、原子

力显微镜［３］和近场扫描光学显微镜［４］等，对于生命

科学研究来讲，可见光波段的远场荧光显微镜具有

非接触、无损伤和可探测样品内部的优势。２００６年

Ｂｉｅｔｚｉｇ等
［５］提出了光敏定位显微镜（ＰＡＬＭ），实现

了一个衍射限制区域（ＤＬＲ）内高达１０４～１０
５

μｍ
－２

的标记密度，其图像横向分辨率约为２０ｎｍ。Ｒｕｓｔ

等［６］提出了随机光学重构显微镜（ＳＴＯＲＭ），更是

实现了三维超衍射极限成像。在用上述超分辨率成

像技术观测厚样本时，纵向分辨率一般要落后于横

向分辨率。为了解决这个问题，可以利用荧光蛋白

的可逆转换性质，实现纵向选择激活。Ｃｈｅｎ等
［７］利

０４１０００１１
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用两束经过调制的驻波进行非相干叠加，使得只有

纵向很薄区域内的分子被激活，从而进一步提高纵

向分辨率。但是上述方法中需要采用４束激光，实

验装置的设置也比较繁琐。为了解决这个问题，本

文利用经过衍射光学元件（ＤＯＥ）调制的轴对称偏

振光，可以很方便地实现纵向选择激活，选择激活层

厚度最小可以达到２５．７ｎｍ，为进一步重构超分辨

图像提供了很好的基础。

２　背景介绍

２．１　纵向选择激活

单分子定位显微技术中采用的荧光蛋白一般采

用激活光照射从而激活进入荧光态，并利用特定波

长的激光激发从而发出荧光，随后被漂白光照射，使

被激发荧光的蛋白不再被激活。但是有些荧光蛋白

可以在荧光态和非荧光态间可逆切换，比如Ｃｙ５和

Ａｌｅｘａ６４７等，激活光可以使上述荧光蛋白转换为

荧光态，而退活光则反之。文献［７］中采用驻波荧光

显微技术（ＳＷＦＭ），利用两束激活光干涉形成激活

光驻波场，并采用两束退活光干涉形成退活光驻波

场，其光场可以表示为

犐λ犻 ＝犐犻［１＋犚犻ｃｏｓ（２犽犻狕ｃｏｓθ犻＋φ犻）］，

犽犻＝２狀犻π／λ犻， （１）

式中犻表示两束驻波，当犻＝１时为激活光，当犻＝２

时为退活光，犐犻为常数，犚犻为光强比率，取决于干涉

光振幅的比率，λ犻为波长，狀犻为折射率。

因为激活率和退活率与光强呈线性关系，分别

为犽ｏｎ＝η１犐λ１，犽ｏｆｆ＝η２犐λ２，所以此光场中荧光蛋白

保持在激活态的概率为

狆＝
１

１＋
η２犐λ２（狕）

η１犐λ１（狕）

． （２）

利用这个方法，通过调整两束激光的光强比和入射

角度，可以使纵向激活层仅有１００ｎｍ。

由此可以想到，实现纵向选择激活的更直接的

方法是选择两束光分别作为激活光和退活光，其中

激活光的聚焦场要求在焦点附近的横向分布和纵向

分布都尽量均匀，而退活光则可以采用一种中空的

光场分布。上述两种光场都可以利用轴对称偏振光

来实现。

２．２　轴对称偏振光

轴对称偏振光是一种矢量偏振光束，其偏振及

相位在光束横截面上呈轴对称分布，一般的轴对称

光可以描述为

犈（狉，φ）＝犾０犘（狉犻）^狉ｃｏｓ０ ＋^ｓｉｎ（ ）０ ， （３）

式中犾０ 为入瞳平面内振幅的极值，０ 表示偏振方向

与径向夹角，^狉和^分别表示径向和角向单位矢量，

犘（狉犻）为透镜孔径函数。入射光束束腰位置与透镜

入瞳平面重合，并假定聚焦透镜满足正弦条件

狉犻／犳＝ｓｉｎθ，狉犻为入射光束径向坐标，犳为透镜焦距，

θ表示波矢与光轴之间的夹角。入射光束振幅分布

满足贝塞尔 高斯分布，即 犘（狉犻）＝Ｊ狀（β狉犻）ｅｘｐ

（－狉
２
犻／狑

２
０），式中Ｊ狀是第一类狀阶贝塞尔函数，狑０表

示基模高斯光束的束腰半径，β为常数因子，决定了

振幅分布。对下文中计算所采用的径向偏振光而言，

狀＝１，并选取β狑０ ＝２。

在强聚焦条件下，轴对称光的聚焦场为［８］

犈ｆ＝

犈狉

犈

犈

熿

燀

燄

燅狕

＝犃∫
θｍａｘ

０

犘（θ）

ｃｏｓ０ｃｏｓθ·Ｊ１（犽狉ｓｉｎθ）

ｓｉｎ０·Ｊ１（犽狉ｓｉｎθ）

ｉｃｏｓ０ｓｉｎθ·Ｊ０（犽狉ｓｉｎθ

熿

燀

燄

燅）

ｓｉｎθｅｘｐ（ｉ犽狕ｃｏｓθ）ｄθ， （４）

式中犃＝π犾０犳／λ，犽＝２π／λ，犘（θ）为透镜的切趾函

数，犘（θ）＝犘（狉犻） ｃｏｓ槡 θ。

采用环带状ＤＯＥ对轴对称光进行调制，ＤＯＥ

的透射率为

犜（θ）＝

犜１， θｍｉｎ≤θ＜θ１

犜２， θ１ ≤θ＜θ２

 

犜犖，θ犖－１ ≤θ＜θ

烅

烄

烆 ｍａｘ

， （５）

式中θｍａｘ＝ａｒｃｓｉｎ（犖犃），单位为弧度，犖犃为数值孔

径。对于径向偏振光来讲，通过合理设置ＤＯＥ的

环带结构，其聚焦场分布如图１（ａ）和（ｂ）所示，为一

中空的 “光泡”结构，可以选择作为退活光场。

图１中所示“光泡”结构的产生主要取决于ＤＯＥ结

构，而与偏振模式没有必然联系，所以通过设计

ＤＯＥ调节线偏振光也可以获得“光泡”结构，但是其

分布不再是轴对称的，而会在原偏振方向上拉长，如

图１（ｃ）和（ｄ）所示，这样对后续提高横向分辨率是

不利的，所以主要针对轴对称偏振光进行讨论。

为了获得符合要求的激活光场，可以在轴对称

偏振光中引入涡旋相位，则其入射光场变为

０４１０００１２
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犈（狉，）＝犈０（狉）ｃｏｓ０·^狉＋ｓｉｎ０·^（ ）ｅｘｐ（ｉ犿）， （６）

式中犿表示拓扑数。相应的聚焦场经计算可得为
［９］

犈ｆ＝

犈狉

犈

犈

熿

燀

燄

燅狕

＝犃·ｉ
犿·ｅｘｐ（ｉ犿）∫

θｍａｘ

０

犘（θ）

ｉｃｏｓ０ｃｏｓθ·（Ｊ犿＋１－Ｊ犿－１）－ｓｉｎ０（Ｊ犿＋１＋Ｊ犿－１）

ｃｏｓ０ｃｏｓθ·（Ｊ犿＋１＋Ｊ犿－１）＋ｉｓｉｎ０（Ｊ犿＋１－Ｊ犿－１）

２ｃｏｓ０ｓｉｎθ·Ｊ

熿

燀

燄

燅犿

．

ｓｉｎθｅｘｐ（ｉ犽狕ｃｏｓθ）ｄθ． （７）

　　采用带涡旋相位（犿＝１）的径向偏振光，其焦点处光强分布为如图２所示，其纵向和横向分布都比较均

匀，可以选作激活光。

图１ （ａ），（ｂ）径向偏振光和（ｃ），（ｄ）线偏振光产生三维“光泡”

Ｆｉｇ．１ ３Ｄ“ｏｐｔｉｃａｌｂｕｂｂｌｅ”ｃｒｅａｔｅｄｂｙ（ａ），（ｂ）ｒａｄｉａｌｌｙｐｏｌａｒｉｚｅｄａｎｄ（ｃ），（ｄ）ｌｉｎｅａｒｌｙｐｏｌａｒｉｚｅｄｂｅａｍｓ

图２ 带涡旋相位（犿＝１）的径向偏振光在焦点附近的光强分布。（ａ）｜犈狉｜
２；（ｂ）｜犈｜

２；（ｃ）｜犈狕｜
２ 和（ｄ）｜犈｜２

Ｆｉｇ．２ Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓａｒｏｕｎｄｆｏｃｕｓｏｆｒａｄｉａｌｌｙｐｏｌａｒｉｚｅｄｂｅａｍｗｉｔｈｖｏｒｔｅｘｐｈａｓｅ（犿＝１）．（ａ）｜犈狉｜
２；

（ｂ）｜犈｜
２；（ｃ）｜犈狕｜

２；（ｄ）｜犈｜２

　　如上所述，采用轴对称偏振光作为激活光和退

活光，并合理地选择偏振模式和涡旋相位拓扑数，通

过优化调节ＤＯＥ的参数，便可以实现高精度的纵

向选择激活。

３　不同数值孔径成像系统讨论

要观测的实验样本采用Ｃｙ５标记，相应的激活

光波长λａｃｔ＝５１４ｎｍ，退活光波长λｄｅａｃｔ＝６４７ｎｍ，二

者比率λｄｅａｃｔ／λａｃｔ＝１．２６，以下图中的坐标均以激活

光波长为单位。激活率响应参数和退活率响应参数

分别为ηａｃｔ＝０．２６６７和ηｄｅａｃｔ＝０．３６３６。

荧光蛋白保持激活态的概率可以表述为

狆＝
１

１＋η
ｄｅａｃｔ犐ｄｅａｃｔ（狕）

ηａｃｔ犐ａｃｔ（狕）

． （８）

　　由（８）式可知，只需要调制两束轴对称偏振光，

获得合适的焦面光场分布犐ａｃｔ（狕）和犐ｄｅａｃｔ（狕），就可

以使狆狕分布在狕＝０附近（即焦点前后）足够窄，

从而使得纵向上只有很薄的样本被激活。下面针对

不同数值孔径的显微成像系统分别进行讨论。

３．１　犖犃＝１的成像系统

对犖犃＝１的显微系统，设置光束参数如下：激

活光为拓扑数犿＝１的带涡旋相位的径向偏振光，

而退活光为ＤＯＥ调制的径向偏振光，并选取退活

光强与激活光强比率犚＝６０。ＤＯＥ采用３环带结

构，其透射率函数为

犜（θ）＝

－１， ０≤θ＜０．７８５４

０， ０．７８５４≤θ＜１．１１５３

１ １．１１５３≤θ＜θ

烅

烄

烆 ｍａｘ

． （９）

　　此设定下的焦面附近光场分布和荧光激活态概
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率狆分布如图３所示，其中狆分布在狕＝０附近为单峰分布，其半峰全宽（ＦＷＨＭ）狑１／２＝６６．８ｎｍ。

图３ 犖犃＝１时焦面附近光场分布。（ａ）激活光；（ｂ）退活光；（ｃ）荧光分子激活态概率狆的分布；

（ｄ）狆随纵向距离狕的变化

Ｆｉｇ．３ Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｏｆ（ａ）ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｂｅａｍａｎｄ（ｂ）ｄｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｂｅａｍａｒｏｕｎｄｆｏｃｕｓ；（ｃ）ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ

ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙａｎｄ（ｃ）ｔｈａｔａｌｏｎｇｔｈｅ狕ｄｉｒｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈ犖犃＝１

　　犚＝６０时，狑１／２＝６６．８ｎｍ，此时有９０％的激活态

蛋白集中在８０ｎｍ厚的样本内，如图４（ｂ）所示。也

可以通过增大犚来得到更小的ＦＷＨＭ，如图４（ａ）所

示。当犚增大至５００时，ＦＷＨＭ可以达到２５．７ｎｍ，

已经接近ＳＴＯＲＭ可以达到的最大狕向分辨率，同时

约有９０％的激活态蛋白集中于３０ｎｍ厚的样本内。

此外，基于ＰＡＬＭ技术的显微成像一般要求每次采

集的图像中荧光蛋白分布要足够稀疏，所以激活概率

不宜过大，虽然本设定中狆ｍａｘ可以通过增大犚来降

低，但最小也超过了８５％，仍需进一步优化设计。

图４ 犖犃＝１时（ａ）概率最大值狆ｍａｘ和概率分布的ＦＷＨＭ随犚的变化；（ｂ）激活态荧光蛋白总数（百分比）沿

样本厚度狕的分布（犚＝６０）

Ｆｉｇ．４ （ａ）狆ｍａｘａｎｄＦＷＨＭａｓｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｐｏｗｅｒｒａｔｉｏ犚；（ｂ）ｐｌｏｔｏｆｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｔｏｔａｌａｃｔｉｖａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

ｉｎｔｈｅｃｅｎｔｒａｌｐｅａｋａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｏｃｃｕｐｉｅｄｔｈｉｃｋｎｅｓｓ狕（犚＝６０）．犖犃＝１

３．２　数值孔径犖犃＝１．３的成像系统

对于显微系统中一般采用的浸没式透镜，其

犖犃一般大于１，下面以犖犃＝１．３的系统为例进行

讨论。激活光与退活光的选择不变，犚＝６０，而ＤＯＥ

的设定修改为４环带结构，其透射率函数为

犜（θ）＝

１， ０≤θ＜０．３

－１， ０．３≤θ＜０．３９

１， ０．３９≤θ＜０．９５

－１， ０．９５≤θ＜θ

烅

烄

烆 ｍａｘ

． （１０）

　　这种设定下可以获得的荧光蛋白激活概率分布

如图５所 示，狆ｍａｘ ＝６３．０９％，狑１／２ ＝７１．９６ｎｍ。

９０％的激活态蛋白集中于１２０ｎｍ厚的样本内，如

图６（ｂ）所示。

改变犚可以控制狆ｍａｘ和狑１／２，如图６（ａ）所示，

可见随着犚的增大，狆ｍａｘ和狑１／２均呈下降趋势，犚＝

５００时，狑１／２＝５１．４ｎｍ，狆ｍａｘ＝１７．０２％，此激活概率

可以基本满足ＰＡＬＭ 实验的要求。进一步改变第

一环带位置为０．１，在犚＝５００时，狑１／２＝７３．０ｎｍ，

狆ｍａｘ＝７．８３％，可见通过优化ＤＯＥ结构，激活概率

分布仍有进一步的优化空间。

由上述讨论可知，针对不同的应用环境，如显微

系统的犖犃 不同，通过选择合适的轴对称偏振光，

设计相应的ＤＯＥ环带结构，并根据需求调节光强

比犚，可以实现在狕向精确选择激活荧光分子，且其

激活精度在几十纳米以内，为进一步重构超分辨图

像提供了很好的基础。
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图５ 犖犃＝１．３时焦面附近光场分布。（ａ）激活光；（ｂ）退活光；（ｃ）荧光分子激活态概率狆的分布；

（ｄ）狆随纵向距离狕的变化

Ｆｉｇ．５ Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｏｆ（ａ）ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｂｅａｍａｎｄ（ｂ）ｄｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｂｅａｍａｒｏｕｎｄｆｏｃｕｓ；（ｃ）ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙａｎｄ（ｄ）ｔｈａｔａｌｏｎｇｔｈｅ狕ｄｉｒｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈ犖犃＝１．３

图６ 当犖犃＝１．３时（ａ）概率最大值狆ｍａｘ和概率分布的ＦＷＨＭ随犚的变化；（ｂ）激活态荧光蛋

白总数（百分比）随样本厚度狕的分布（犚＝６０）

Ｆｉｇ．６ （ａ）狆ｍａｘａｎｄＦＷＨＭａｓｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｐｏｗｅｒｒａｔｉｏ犚；（ｂ）ｐｌｏｔｏｆｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｔｏｔａｌａｃｔｉｖａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｎ

ｔｈｅｃｅｎｔｒａｌｐｅａｋａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｏｃｃｕｐｉｅｄｔｈｉｃｋｎｅｓｓ狕（犚＝６０）．犖犃＝１．３

４　结　　论

通过合理地选择轴对称偏振光作为荧光蛋白的

激活光和退活光，针对不同犖犃的显微系统设计相

应的ＤＯＥ结构，并调节退活光与激活光的光强比，

可以获得足够薄的纵向荧光蛋白激活层以及合适的

荧光蛋白激活态概率。通过对Ｃｙ５的数值模拟，实

现了纵向选择激活荧光分子，可以获得 狑１／２ ＝

２５．７ｎｍ的选择激活层，从而为纵向超分辨率定位

提供了一种可行的方法。与ＳＷＦＭ相比，这种方法

只需要调整两束激光，降低了实验装置的调整难度，

是一种简便可行的三维超分辨成像方法。
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