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摘要　超分辨定位成像是一种代表性的超分辨成像技术,弱光探测器是该技术不可或缺的组成部分.和传统的串

行输出EMCCD相机相比,并行输出sCMOS相机具备成像视场大、成像速度快和读出噪声低等优点,为超分辨定

位成像带来了新的机遇,可在视频速率成像和大视场成像中取得明显成效.基于sCMOS相机的超分辨定位成像

技术面临着高速相机带来的海量数据,需要解决数据传输、存储和计算等多环节的问题.从超分辨成像技术及相

机的发展着手,讨论了基于sCMOS相机的超分辨定位成像技术的发展现状以及面临的机遇与挑战.
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１　引　　言

光学显微镜是人类科学史上的伟大发明,是生

物学中重要的研究工具[１].光学显微镜经历了从简

单显微镜到复合显微镜的发展历程.１８７３年,德国

物理学家Abbe首先给出了光学显微镜的分辨率极

限公式[２]d＝λ/(２NA),其中d 为最小分辨距离,λ
为光线的波长,NA 为物镜的数值孔径.从该公式

可以看出,减小入射光的波长或增加物镜的数值孔

径,都可以提高光学显微镜的分辨率.２０世纪３０
年代发明的电子显微镜就是通过减小入射光波长来

提高空间分辨率的.但是,电子显微镜的制样要求

很苛刻,不能用于活体样品的成像,也很难对多种功

能结构进行识别[３].因此,需要针对生命科学研究

的特点发展新型超高分辨光学成像技术.

２１世纪初以来,随着荧光成像理论和荧光标记

技术的高速发展,诞生了几种新型光学显微成像技

术,打破了光学显微镜约２００nm的分辨率极限,因
此被称为超分辨成像技术.在已经报道的超分辨成

像技术中,三种代表性的技术分别为受激发射损耗

显微 成 像(STED)、饱 和 结 构 光 照 明 显 微 成 像

(SSIM)和超分辨定位成像(SRLM)[４].２００６年,超
分辨成像技术被科学杂志评为年度十大科学进展.

２００８年,超分辨成像技术又被自然方法杂志评为年

度最佳方法.
比较这三种典型超分辨成像技术的原理可以看

出,SRLM系统具有简单、使用方便、分辨率高的特

点,对普通的宽场荧光成像系统(尤其是全内反射荧

光显微成像系统)进行改装后就可实现该技术,成本

较低.因此,SRLM已成为超分辨成像领域的重要

研究方向[５Ｇ６].从原理可知,弱光探测器是SRLM
技术不可或缺的组成部分.２００９年发展起来的弱

光探测器科研级互补金属氧化物半导体(sCMOS)
相机具有高采集速率、大成像视场、高通量数据传输

等优势,已成为 SRLM 领 域 非 常 有 潜 力 的 探 测

器[７].但是,其高数据采集模式带来的海量数据也

为数据处理中的传输、存储和计算等环节带来了不

同程度的挑战.本文首先介绍SRLM 的成像原理

和系 统,然 后 结 合 弱 光 探 测 器 技 术,讨 论 基 于

sCMOS相机的SRLM技术的现状、机遇与挑战.

２　超分辨定位成像原理

２．１　成像原理

超分辨定位成像主要包括四个流程[８Ｇ１０]:１)通
过光学或化学等控制手段,将密集标记的荧光分子

进行稀疏随机激活;２)利用弱光探测器记录稀疏荧

光信号;３)利用单分子定位算法处理稀疏荧光信

号,得到荧光分子的精确空间位置;４)将以上过程

循环数千甚至数万次,得到大量荧光分子的精确空

间位置,并利用图像重建算法将这些空间位置呈现

在一幅图中,得到一幅超分辨重建图(如图１所示).
从原理可知,在超分辨定位成像中,荧光信号的高效

采集和荧光分子的精确定位都非常重要,直接影响

到最终的超分辨重建结果.

图１ 超分辨定位成像原理.(a)单分子荧光成像形成的艾里斑;(b)经过单分子定位后获取的荧光分子的纳米级位置信息;
(c)空间上密集标记的荧光分子在时间上的分离;(d)利用传统荧光成像方法获得的单分子荧光图;(e)超分辨图像

Fig敭１ PrincipleofsuperＧresolutionlocalizationmicroscopy敭 a Airydiskfromsinglemoleculefluorescenceimaging 

 b localizedsinglemoleculeposition  c separationofdenselylabelledfluorescencemoleculesintomultipleframes 

 d singlemoleculefluorescenceimagefromconventionalfluorescencemicroscopy 

 e imagefromsuperＧresolutionlocalizationmicroscopy
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２．２　数据处理

研究人员希望超分辨定位成像能够对单分子荧

光图像进行高速数据采集,并利用单分子定位算法

对图像数据进行实时分析.要实现实时超分辨定位

成像,需要数据分析的速度高于数据采集的速度,从
而使得实验人员能够实时观测成像结果,并能根据

结果对成像系统进行优化,提高实验成功率.
单分子定位算法决定了定位的精度和速度,是

超分辨成像数据处理中的关键因素.针对不同的生

物样品及生物实验过程中需要关注的效果,可采用

不同的单分子定位算法.稀疏荧光分子定位的几种

典型算法为极大似然法、高斯拟合、质心法、广义质

心法和解线性方程组等,这些算法也被统称为稀疏

单分子定位算法[１０Ｇ１１].高斯拟合、极大似然法和广

义质心法对荧光分子的定位精度较高,但定位速度

相对较慢,适合对精度要求较高的场合;质心法和线

性方程组法的定位精度较低,但定位速度较高,能方

便地应用于图像的在线分析.当有两个及以上的荧

光分子位于同一个衍射斑时,稀疏单分子定位算法

就不再适合了,需要采用高密度定位算法.目前这

些高密度定位算法可以处理不同分子密度的情形,
但数据的处理速度远小于数据的获取速度[１０Ｇ１１].

３B算法能处理最高的分子密度,但同时也是耗时最

长的算法.

２．３　主要性能指标

超分辨定位成像的空间分辨率取决于荧光分子

的定位精度和奈奎斯特采样率[１２].荧光分子的定

位精度不仅决定于单分子定位算法本身的精度,还
会随荧光信号强度的增加而提升[１３].选择发光亮

度高的荧光分子,或者提高光学系统的信号收集效

率,都可以有效提高超分辨定位成像的空间分辨率.
奈奎斯特采样定理表明超分辨定位成像系统的最小

分辨距离为荧光分子间距的两倍.在单位面积内检

测到足够多的荧光分子,对系统的空间分辨率来说

至关重要.一幅最终的超分辨重建图一般需要数千

幅甚至数万幅原始图像,其目的就是要达到足够高

的荧光分子检出密度.
超分辨定位成像时间分辨率是采集原始图像所

需要的总时间.在保证空间分辨率的前提下,超分

辨定位成像的时间分辨率可以通过减少单帧原始图

的采集时间[１４],或者提高单帧原始图像的荧光分子

检测密度来实现[１５].前者需要采用高速弱光相机,
后者则需借助于高密度定位算法.

超分辨定位成像基于宽场成像,在激发功率能

够满足成像要求的前提下,成像视场的大小主要取

决于成像所用的弱光探测器的像阵面的大小(有效

像素个数)以及单个像素对应的样品尺寸,并不受限

于该技术的空间分辨率或时间分辨率[１６].在超分

辨定位成像中,为了达到较好的信号强度和采样率,
单个像素通常对应于１００nm左右的样品尺寸[１７].
因此,使 用 像 阵 面 更 大 的 弱 光 探 测 器(如 高 达

２０４８pixel×２０４８pixel的sCMOS相机),更有助于

实现 大 视 场 超 分 辨 定 位 成 像,其 成 像 视 场 可 达

２００μm×２００μm.

２．４　技术挑战

相比于单色成像,多色成像有利于研究更复杂

的生物结构.利用荧光探针标记细胞内的不同区域

进行多色超分辨成像,可以分析不同区域标记物的

空间结构和相互关系.这对分析细胞内的复杂结构

具有重要的指导意义.目前报道的几种多色超分辨

定位成像技术,比如基于光谱技术、不同激活光、分
光技术等多色超分辨定位成像技术,它们的原理各

不相同,各有优劣[１８].此外,细胞固定也是多色超

分辨定位成像的一个比较突出的问题,需要根据不

同的研究目标来选择合适的成像方法[１８].
近年来,高速成像也是科研工作者的研究重点.

使用高速弱光探测技术[１４]及高密度定位技术[１５,１９]

有望实现高速超分辨定位成像.高速弱光相机(如

sCMOS相机)在带来高采集速率的同时,也带来了

海量数据分析及大数据流的传输、存储等方面的挑

战.高密度定位技术严重受限于高密度定位算法的

速度.高密度定位算法因其复杂的计算模型,至今

仍未找到一种既能满足高定位精度要求,又能提高

计算速度的算法.另一方面,对于普通生物样品而

言,在成像过程中,几乎普遍存在大部分稀疏发光而

小部分高密度发光的情况.因此,发展包含高密度

和低密度的混合密度定位算法,有望成为超分辨定

位成像领域的研究重点.
除了以上所述的多色成像及高速成像,超分辨

成像的另一个重要方向就是三维成像.光学显微成

像领域面临着两大挑战,即“看得细”和“看得深”.
同时具备“看得细”和“看得深”这两项功能的光学显

微成像技术有一定难度.细胞本身是三维结构,将
超分辨定位成像技术从早期的二维成像扩展到三维

成像,具有非常重要的研究意义.２００８年,Huang
等[２０]利用单分子荧光的像散特点,在原有的超分辨

定位显微镜的荧光探测光路中插入一个柱透镜,使
来自于不同轴向位置的单分子荧光信号产生不同程

０２０７０１６Ｇ３



中　　　国　　　激　　　光

度的形变而得以分辨,从而实现了三维超分辨定位

成像.此后,三维超分辨定位成像受到了研究人员

的密切关注[２１Ｇ２２].目前超分辨定位成像技术的最大

成像深度只有２μm左右,在组织样本中的应用依

然是一个挑战[５].

３　超分辨定位成像系统

３．１　光　　路

相对于其他的超分辨成像技术,超分辨定位成

像技术的光路原理相对简单,也更容易实现[１７,２３].
目前,超分辨定位成像系统的信号检测光路基本一

样,其信号激发光路分为两类,一类是基于分立光学

元件的自由空间耦合光路,另一类是基于光纤的耦

合光路.与自由空间耦合光路相比,光纤耦合光路

的结构更为简单紧凑[１６].下面以光纤耦合光路为

例,简要介绍超分辨定位成像系统的光路.
如图２所示,激发光和激活光分别经过电动快

门(SH１、SH２)、中性衰减片(ND１、ND２)和反射镜

组(M１和 M２,M３和 M４)后,再经透镜(L１、L２)聚

焦耦合进光纤合束器的输入端.其中:电动快门和

中性衰减片分别用于控制样品端激光的开关和光

强;反射镜组用来调节激光光轴的方向,从而将激光

高效地耦合进输入光纤,降低损耗.光纤合束器将

多路激光耦合后,从输出光纤输出,先后经过透镜

L３和L４、L５和L６组成的扩束系统,然后经透镜

L７和物镜,聚焦到样品端.其中,采用两组扩束系

统是为了便于调节样品端的光斑大小,从而控制成

像视场.样品端的荧光分子发出的荧光被同一个物

镜收集,先后经过二向色镜(DM)、长通滤色片(F)、
筒镜(TL)以及透镜L８和L９组成的扩束系统后到

达探测器.二向色镜和长通滤色片的作用是滤除荧

光中的激光和其他杂散光,提高成像信噪比;透镜

L８和L９组成的扩束系统作为一个二级放大光路,
可以实现最佳像素尺寸的匹配,以保证合适的采样

率.值得一提的是,上述系统中的光纤合束器可以

通过改变输入光纤的数量来实现多波长或同波长多

路激发光的耦合,从而满足多色成像或大视场成像

高功率照明的要求.

图２ 基于光纤合束器的超分辨定位成像系统

Fig敭２ OpticalsetupforsuperＧresolutionlocalizationmicroscopybasedonfibercombiner

３．２　探测器

超分辨定位成像与其他的基于单分子成像的方法

一样,会受到单分子微弱荧光信号的限制.所以,弱光

探测器的选择对成像质量至关重要.在弱光成像条件

下,相机的读出噪声通常限制了其最佳成像表现.电

子倍增电荷耦合装置(EMCCD)相机利用电子倍增技

术有效降低了读出噪声,使其能够探测到单分子发出

的微弱荧光信号.EMCCD相机凭借其高量子效率、低
噪声和高读出速度的优点,成为大多数研究者的首选.
然而,电子倍增过程也会引入额外噪声,并且该噪声将

相机的有效量子效率降低为原来的一半[２４].

近几年发展起来的sCMOS相机具有噪声低、
读出速度高和像素阵列大等优点,已成为一款被迅

速推广的弱光探测器.sCMOS相机输出数据的方

式为并行读出,在高达５６０MHz的读出速度下仍可

以保持１~２e的读出噪声.近几年,已有多篇文献

研究了sCMOS相机能否用于超分辨定位成像这一

课题[７,２４Ｇ２６].结果显示,某些商品化sCMOS相机不

仅可以用于超分辨定位成像,而且在成像信噪比、单
分 子 定 位 精 度 等 关 键 指 标 方 面 的 表 现 比 传 统

EMCCD相机更好.
几款典型弱光探测器的主要参数如表１所示.
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表１　几种典型弱光探测器的主要参数

Table１　Mainparametersofseveraltypicallowlightdetectors

Camera Pixel
Pixel
size/μm

Quantum
efficiency/％

Fullframerate/

(frames－１)
Read
noise/e

Extranoise
factor

Estimated

price
iXon８９７(Andor) ５１２×５１２ １６ ９５ ３５ ＜１ ２ ＄３５０００
Neo(Andor) ２５６０×２１６０ ６．５ ５７ １００ １ １ ＄２００００
Flash４．０

(Hamamatsu)
２０４８×２０４８ ６．５ ７２ １００ １．３ １ ＄２００００

３．３　探测器噪声模型以及噪声依赖定位算法

在超分辨定位成像应用中,由于信号水平较弱,
弱光探测器的噪声会在很大程度上影响定位精度,
从而降低成像分辨率.传统定位算法只考虑了

EMCCD和sCMOS共有的噪声:散粒噪声和读出

噪声.散粒噪声通常用泊松分布表示,读出噪声通

常用高斯分布表示.事实上,每种探测器都有其独

特的噪声.其中,EMCCD在电子倍增过程中引入

了额外噪声.由于sCMOS每个像素单元是一个独

立的探测单元,所以整个像素矩阵对相同信号的响

应略有不同,从而引入了像素依赖噪声.在稀疏单

分子定位中,为了提高分辨率,研究者们针对不同的

探测器应用不同的噪声模型,开发出了不同的定位

算法[２７Ｇ２９].Chao等[２７Ｇ２８]研究了EMCCD独有的额

外噪声模型,并将其应用到超分辨成像中,分辨率提

高了２倍.耶鲁大学的黄方等提出使用预先测量的

噪声矩阵来减小sCMOS探测器像素依赖噪声对定

位的影响[２６].对高密度算法而言,由于其算法本身

的复杂性,暂时没有考虑不同探测器的噪声.

４　基于sCMOS相机的超分辨定位成

像技术

４．１　技术发展简史和现状

sCMOS相机作为并行读出相机,具有像阵面

大、速度快的明显优势,有望在不牺牲空间分辨率的

前提 下,加 快 成 像 速 度,增 大 成 像 视 场.但 是,

sCMOS相机也存在噪声高的问题.所以,基于超

分辨成像对弱光探测能力的严苛要求,sCMOS相

机能否应用于超分辨定位成像实现高速度、大视场

的超分辨成像,还需要进行深入研究.

２０１０年,Quan等[２４]基于点扩散方程和噪声模

型,结合相关文献报道的数值模拟方法,研究了三种

具 有 代 表 性 的 弱 光 探 测 器 CCD、EMCCD 和

sCMOS在超分辨定位成像中的应用潜力及不足,
推测sCMOS可以成为超分辨定位成像的新型探测

器.２０１１年,Huang等[７]率先将sCMOS探测器应

用于超分辨定位成像实验中,并定量比较了该探测

器与常用EMCCD探测器成像性能的差别.结果

发现,对于目前常用的荧光蛋白,其单分子荧光信号

已远高于探测器的电子噪声,单分子荧光成像的质

量主要受限于光子散粒噪声,而不是以前认为的探

测器读出噪声.因此,sCMOS完全可以用于超分

辨定位显微成像.

２０１２ 年,Saurabh 等[２６]比 较 了 三 款 商 品 化

sCMOS相机与两款商品化EMCCD相机在单分子

荧光检测中的能力,认为sCMOS相机完全可以胜

任单分子检测的任务.随后,Long等[２５]发展了一

种基于图像信噪比和定位精度的实验方法,用于定

量表征弱光探测器在单分子检测和定位中的成像性

能.他们利用该方法比较了三款商品化探测器的成

像表现,结果表明,在常见的单分子信号范围内,商
品化的sCMOS比 EMCCD的成像性能更佳.此

后,越来越多的研究人员将sCMOS相机应用于超

分辨定位成像领域[２９Ｇ３０].

４．２　视频速率超分辨定位成像

相机成像视场的大小和最大读出帧率之间存在

权衡关系,即成像视场越小,读出帧率越高.２０１３
年,Huang等[２９]通过缩小成像视场至１３μm×
１３μm(即 相 机 的 像 素 阵 列 约 为 １２８pixel×
１２８pixel),将 sCMOS 的 读 出 帧 率 提 高 到

１６００frame/s.他们将高速图像获取与高密度定位

算法相结合实现了视频速率超分辨定位成像,每秒

可以提供３２帧超分辨图像.此外,他们还发展了针

对sCMOS相机的高斯拟合定位算法,该算法对

sCMOS相机的像素依赖噪声进行了修正,可以得

到精确的单分子定位结果.

４．３　大视场超分辨定位成像

要实现大视场超分辨定位成像,除了需要具有

大面积探测阵列的探测器,还需要满足大视场成像

的照明需求,即均匀照明和照明强度的需求.一般

的超分辨定位成像的照明光斑多为高斯分布或接近

于高斯分布,这就意味着视场中间区域的光强较强,
而边缘区域的光强较弱,从而导致视场中不同成像
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区域的成像质量不一致,进而影响到最终的超分辨

重建图像的质量.此外,在超分辨定位成像中,为了

获得较高的信噪比,样品端的功率密度一般要求在

１~１０kW/cm２.在样品端功率密度为５kW/cm２

的前提下,如果要实现２００μm×２００μm的成像视

场,就需要样品端的激光功率高达２W,如此高功率

的激光器在市场上很难找到.因此,要想实现大视

场超分辨定位成像,必须要解决均匀照明和样品端

激光功率的问题.

２０１６年,Douglass等[３１]利用微透镜阵列对超

分辨光学系统进行了改进,利用功率为２W、波长为

６４２nm 的高功率激光器最终实现了１００μm×
１００μm的大视场超分辨定位成像.但是,由于该系

统的成像视场受限于单个激光的功率,因而难以进

一步提高.

２０１７年,Zhao等[１６]提出了基于光纤合束器的

大视场超分辨定位成像技术.该技术利用光纤合束

器耦合多路同波长的激发光,解决了大视场成像样

品端激光功率不足的问题;同时,通过电机振动将输

出光纤进行高频振动,结合方形多模光纤的使用实

现了整个成像视场的均匀照明.另外,方形多模光

纤可以输出方形照明光,充分利用了sCMOS相机

的 方 形 探 测 阵 列,最 终 实 现 了 成 像 视 场 高 达

２２０μm×２２０μm的超分辨定位成像.

４．４　机遇与挑战

４．４．１　数据传输

高速成像探测器将会产生巨大的数据流和海量

数据,对数据的传输、存储及分析都提出了很大挑

战.而高密度分子定位需要使用复杂的分析模型,
更进一步加重了数据分析的负担.

超分辨定位成像技术在进行稀疏分子成像时,
每一幅超分辨图都需要成千上万幅原始图像中的分

子累积起来才能重建,所以在数据的传输过程中,大
量原始图像的传输就是一个需要解决的难题.对于

动态细胞研究,成像时间相当长.就算是采用串行

输出结构的EMCCD探测器进行图像采集,也会产

生大 量 原 始 数 据,而 sCMOS 相 机 则 将 产 生 近

１GB/s的数据流.这些数据需要占据大量的存储

空间,对存储提出了更高要求,增加了系统成本.此

数据流远超普通计算机中常用数据传输端口 USB
３．０(约３００MB/s)的数据传输速率,也远高于计算

机硬盘的存储速率(约１００MB/s).因此,sCMOS
相机一般需要额外配置Cameralink采集卡以实现

数据的实时传输.

根据Cameralink接口标准协议,数据传输模式

分为BASE、MEDIUM和FULL三种.对于X、Y、

Z三根低压差分数据线,每根传输２８bit数据,一共

传输２８×３＝８４bit数据.本课题组测试用相机为

Flash４．０V２相机,采用deca模式进行数据传输,
每秒传输数据量为８５M×８０bit,仅使用４bit控制

位来传达帧信息及行信息,为最大数据传输模式.
图像的采集方式与平常所见的帧头顺序采集不同,
相机从中线开始,分top和bottom.也就是在上部

分做加计数,下部分做减计数.因此进行数据存储

时也应注意这个问题,才能将整幅图像进行准确重

构,否则将会读出乱码.

４．４．２　数据存储

对于近１GB/s的原始图像数据流,需要在后续

进行超分辨定位处理,这将给计算机数据处理带来

极大的压力.经过分析,对于稀疏荧光分子样品,每
帧原始图内荧光分子所占的区域极少,而且稀疏分

布.因此,在超分辨图像处理步骤中,可先进行子区

域提取,即只提取有效荧光点所在的区域,对于背景

这样大面积的无用数据不传输.这样将极大地削减

数据从相机端传输到计算机端的数据量,有效减轻

数据传输压力,即使是普通的传输接口,如USB３．０
亦可满足传输要求.对于计算机端来讲,无需存储

大量的原始图像,只需对提取的有效荧光点子区域

进行定位.对于稀疏分子定位,这样的数据处理流

程可以实现实时成像.
对于稀疏分子超分辨定位显微成像,数据处理

流程可以采用现场可编程门阵列(FPGA)做子区域

提取,结合图形加速器(GPU)加速定位的方案来实

现,也可以采用多核GPU方式进行数据加速处理.

４．４．３　数据处理

虽然稀疏荧光分子可以实现实时图像处理,但
对于复杂的样品,完全做到荧光分子稀疏分布并不

容易.而要做到荧光分子的高密度分布,则需要配

置大功率激光器,不仅价格昂贵,对实验操作要求也

较高,稍有不当,极易导致样品发生光损伤.对于活

细胞研究而言,这种影响不容忽视.
近年来,高密度分子定位算法成为了超分辨领域

众多科研人员研究的重点.增强激活光可以提高单

幅原始荧光图中发光分子的密度,减少超分辨重建图

所需的原始图数量.然而,对于高密度分子定位成像

而言,虽然减少了总帧数,但在每帧图像中,荧光点分

布密度相对较高,也有可能存在重叠的荧光分子.高

密度定位成像需要复杂的定位模型才能做到有效定
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位,这给计算带来了较大压力,导致计算速度成为制

约高密度分子定位成像进一步发展的因素.

５　结束语

基于sCMOS相机的超分辨定位成像技术为生

物医学研究和活细胞成像领域带来了机遇.采用并

行输出接口的sCMOS相机具有采集速度快、传输

数据量大、成像视场大、读出噪声低等特点.同时,
高速成像面临着海量数据存储、大数据流传输及高

速数据分析等方面的挑战.对于稀疏荧光分子定位

成像,采用不同的处理平台和合理的算法,目前可做

到高精度实时图像处理.但是对于高密度定位算法

而言,复杂的定位模型导致分析速度缓慢.近几年,
科研工作者在改进定位算法和引入不同计算平台进

行硬件加速等方面着手,使得高密度定位算法在定

位精度和定位速度方面都有明显提升.
基于sCMOS相机的超分辨定位成像技术虽然

在大视场成像应用方面已经有了初步的实验演示,
实现了大视场超分辨定位成像.但是,由于光学系

统的不完美或样品本身的不均匀,采集到的原始图

像会受到像差的影响而导致分辨率下降.因此,有
必要针对性地进一步开发适用于大视场成像的像差

校正方法[３２].
另一方面,sCMOS相机为超分辨定位成像领

域带来了新机会,可以实现视频速率和大视场成像,
有望推动生命科学及其他领域的新进展.相信经过

研究人员的不懈努力,基于sCMOS相机的超分辨

定位成像技术将会得到更好的推广和应用.
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