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基于光楔的并行受激发射损耗荧光擦除
图案产生方法
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摘要　提出了一种基于光楔的全新的并行荧光擦除图案产生方法,使用光楔及配套反光镜来调控损耗光束入射辅

助物镜时的物方倾斜角,可充分利用显微物镜的数值孔径,产生出周期更小的并行荧光擦除图案.仿真结果显示:

当使用数值孔径为１．４的显微物镜且损耗光波长为７６０nm时,所提方法能产生出周期为２８２．０nm×２８３．６nm的

正方形网格状并行荧光擦除图案,能实现更高的成像分辨率.
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１　引　　言

并行受激发射损耗(STED)显微术是一种新型

的超分辨成像技术,它突破了传统STED显微成像

技术的点扫描成像方式,采用空间上周期性排列的

“面包”光圈或光学格子作为荧光擦除图案实现并行

STED成像,可有效提升成像速度,更好地揭示蛋白

质相互作用等微观生命活动的机制[１Ｇ８].２０１１年,

Hell等[３]使用光纤分束器调制出４个呈周期性排

列的“面包”光圈,首次实现了并行STED成像,但

因装置过于复杂,而且激光器的功率有限,该方法难

以实现更大规模的并行STED成像.２０１３年,Hell
等[９]通过衍射光栅产生出多达１０万个“面包”光圈

的并行荧光擦除图案,但每个“面包”光圈所含的损

耗光强过低,仅能满足可逆荧光蛋白的荧光关闭需

求.２０１４年,Yang等[１０]采用多光束干涉产生出较

大规模的并行荧光擦除图案,并用其实现了超分辨

成像;其中,由两对正交偏振损耗光束干涉产生的正

方形网格状并行荧光擦除图案的周期更小,且可保

证均匀的横纵成像分辨率,是最好的并行荧光擦除
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图案之一[１１].
根据多光束干涉原理,相关文献已报道了三种

较大规模正方形网格状并行荧光擦除图案的产生方

法,它们分别基于空间光调制器、沃拉斯顿棱镜或迈

克耳孙干涉仪结合类马赫Ｇ曾德尔干涉仪来调制出

两对呈轴对称的正交偏振损耗光束.令这４束损耗

光自辅助物镜物方焦点处斜入射由显微物镜及辅助

物镜组成的并行STED显微成像系统,４束损耗光

经显微物镜聚焦后于样本平面焦点处相遇,并干涉

产生出正方形网格状并行荧光擦除图案[１０,１２Ｇ１３].当

两对呈轴对称的正交偏振损耗光束干涉产生正方形

网格状并行荧光擦除图案时,样本平面焦点处的损

耗光束与光轴间的夹角决定了干涉光束间的光程

差,焦点处的损耗光束与光轴之间的夹角越大,并行

荧光擦除图案的周期越小[１４Ｇ１６].根据STED原理,
正方形网格状并行荧光擦除图案中相邻亮条纹间的

距离越近(周期越小),正方形网格中心的零光强区

域就越小,擦除得到的荧光光斑也就越小,因此更小

周期的并行荧光擦除图案可以实现更高的成像分辨

率[１,１０,１２].但受限 于 激 光 器 的 功 率,大 规 模 并 行

STED成像非常困难[１０,１２Ｇ１３,１７].本文采用模拟来验

证新方法的有效性.
在已报道的方法中,受空间光调制器衍射效率

所限,空间光调制器法造成的损耗光的能量损失很

大,因而较少采用[１０];虽然沃拉斯顿棱镜法造成的

损耗光的能量损失较少,但双折射晶体对损耗光束

的分束角固定,所以该方法难以灵活地调控损耗光

束入射并行STED显微成像系统的物方倾斜角,使
其不能充分利用显微物镜数值孔径产生出更小周期

的并行荧光擦除图案[１０,１３];而干涉仪法虽然可调控

损耗光束入射并行STED显微成像系统的物方倾

斜角,但其装置极其复杂,若要调制出两对呈轴对称

的正交偏振损耗光束,需要频繁地调整损耗光束的

偏振方向,并使被调制光束多次反复穿过偏振分光

棱镜,从而造成了很大的光能量损失[１２].鉴于此,
本文提出了一种基于光楔的全新的并行荧光擦除图

案产生方法,通过调整光楔的楔角、倾斜角及配套反

光镜的倾斜角来调控损耗光束入射并行STED显

微成像系统的物方倾斜角,使损耗光束外径与显微

物镜的后孔径内切,以充分利用显微物镜数值孔径

产生出周期更小的并行荧光擦除图案.仿真结果显

示,当损耗光波长为７６０nm且使用数值孔径为１．４
的显微物镜时,本方法能产生出周期为２８２．０nm×
２８３．６nm的正方形网格状并行荧光擦除图案.

２　基本原理

根据多光束干涉原理,正方形网格状并行荧光

擦除图案由如图１所示的两对传播平面垂直且偏振

态 正 交 的 等 振 幅 轴 对 称 线 性 偏 振 损 耗 光 束 产

生[１４Ｇ１６].图中,B１、B２、B３、B４分别代表空间中传播

的４束损耗光,其中B１、B２为竖直偏振光,B３、B４
为水平偏振光,它们在样本平面上与光轴的夹角分

别记为θ１、θ２、θ３、θ４.为研究这４束损耗光干涉产

生的并行荧光擦除图案,将损耗光简化为平面波,所
以图１中第j束损耗光电场的复振幅矢量Ej 在极

坐标系下的表达式为[１４Ｇ１６,１８]

Ej(r)＝Aexp[i(kj􀅰r＋φj)]ej. (１)
式中:A 为损耗光的振幅;i为虚数单位;kj为第j束

损耗光的波矢量;r 为极坐标系的自变量;φj为第j
束损耗光的初相位;ej为第j束损耗光的偏振矢量.

图１ 损耗光束在聚焦区域处的传播示意图

Fig敭１ PropagationdiagramofSTEDbeamsinfocus

　　聚焦区域损耗光束间的干涉现象符合叠加原

理,即:相同偏振态的损耗光束间发生干涉,其相遇

处的时间平均光强分布等于相同偏振态损耗光束电

矢量之和与其共轭复数乘积的一半;而偏振态正交

的损耗光束间不发生干涉,其相遇处的时间平均光

强分布等于它们各自光强之和[１９Ｇ２０].因此,本文推
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导出的图１所示４束损耗光在样本平面产生出的并

行荧光擦除图案在直角坐标系下的时间平均光强分

布表达式I(x,y,z)为[１３,１７,２０]

I(x,y,z)＝
　　A２ ２＋cos[B＋(φ１＋φ３－φ２－φ４)]{ }

B＝
２πn
λ
[(cosθ１＋cosθ３－cosθ２－cosθ４)z－

　　(sinθ３＋sinθ４)x－(sinθ１＋sinθ２)y]

ì

î

í

ï
ï
ï

ï
ï
ï

,

(２)
式中:n 为显微物镜浸油的折射率;λ 为损耗光在真

空中的波长.根据三角函数的性质,由(２)式可解得

并行荧光擦除图案的横向周期Px与纵向周期Py的

表达式为

Px ＝
λ

n(sinθ３＋sinθ４)
, (３)

Py ＝
λ

n(sinθ１＋sinθ２)
. (４)

　　因为图１中的４束损耗光关于光轴对称,即损

耗光束与光轴的夹角均相同,所以并行荧光擦除图

案周期的表达式可简化为

P＝
λ

２nsinθ
, (５)

式中:θ为样本平面上损耗光束与光轴之间的夹角;

P 为并行荧光擦除图案的周期.由(５)式可见,并
行荧光擦除图案周期与夹角θ成反比.

在并行STED显微成像系统中,４束损耗光束

B１~B４自辅助物镜物方焦点处以轴对称的方式

斜入射辅助物镜,经辅助物镜折射后正入射显微

物镜.由几何光学原理易知:损耗光束入射显微

物镜的入射高度等于辅助物镜焦距与损耗光束入

射辅助物镜的物方倾斜角正切值的乘积;经显微

物镜聚焦后,焦点处的损耗光束与光轴间的夹角

正比于损耗光束入射显微物镜的入射高度,当损

耗光束的外径与显微物镜的后孔径内切时入射高

度最大,此时样本平面焦点处损耗光束的边缘光

线与 光 轴 之 间 的 夹 角 等 于 显 微 物 镜 的 半 孔 径

角[２１Ｇ２２].所以,调控损耗光束入射并行STED显

微成像系统的物方倾斜角,令损耗光束外径与显

微物镜后孔径内切,可使样本平面焦点处损耗光

束的边缘光线与光轴间的夹角达到显微物镜数值

孔径所能允许的最大值.

３　光学系统设计

本文提出了一种基于光楔的全新的并行荧光擦

除图案产生方法,其光路装置如图２所示.

图２ 基于光楔的并行荧光擦除图案产生方法的光路装置

Fig敭２ Opticalsetupofparallelizedfluorescencedepletionpatternsgenerationmethodbasedonopticalwedge

　　从光源发出的随机偏振损耗光束被偏振分光棱

镜PBS分束后,水平偏振光直接正入射由 BS１、

OF１、OW１、R２和R３组成的子系统,而竖直偏振光

则经R１反射后正入射由BS２、OF２、OW２、R５和

R６组成的子系统.在基于光楔OW１的子系统中,
入射光首先被BS１分为两束.其中,透射光束B４
经OF１、OW１折射后与光轴呈一顺时针夹角u,该
夹角的大小由OW１的楔角及其倾斜角决定,如图３
(a)所示.图中I１、I′１、I２和I′２分别是B４穿过光楔

前后表面时的入射角及折射角.根据折射定律,本

文推导得到的夹角u 的表达式为[２１]

u＝sin－１ nOWsina＋sin－１ cosb
nOW

æ

è
ç

ö

ø
÷

é

ë
êê

ù

û
úú{ }＋

b－a－
π
２
, (６)

式中:a为光楔的楔角;b 为光楔相对于光轴的倾

斜角;nOW为光楔玻璃材料的折射率.在损耗光束

B４穿过平板玻璃OF１和光楔OW１调控该光束与

光轴间夹角的过程中,平板玻璃 OF１用于抵消损

耗光束B４经光楔 OW１折射所产生的垂轴偏移.
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由式(６)可见,较小的楔角有利于提升夹角u 的调

控精度,当楔角很小时,光楔可近似看作是一块平

板玻璃,所以在本方法中令 OF１与 OW１厚度相

同且倾角相反即可基本消除B４经 OW１折射所产

生的垂轴偏移.而反射光束B３经R２、R３反射后,
于 OW１后表面与透射光束B４合束,形成一对在

xoz平面内传播的轴对称水平偏振损耗光束.在

合束点处,损耗光束B３与光轴的夹角u′由配套反

光镜R３的倾斜角c、光楔的楔角a 及倾斜角b决

定,如图３(b)所示.图中R１及R′１、R２及R′２分别

为B３在R３、OW１后表面上的入射角及反射角.
为保证损耗光束B３与B４关于光轴对称,即u′等

于u,本文推导得出的反光镜倾斜角c 的表达式

为[２１]

c＝
３
２b－

３
２a－

π
４＋

１
２sin

－１ nOWsina＋sin－１ cosb
nOW

æ

è
ç

ö

ø
÷

é

ë
êê

ù

û
úú{ }. (７)

图３ 损耗光束与光轴夹角的调控机制示意.(a)透射损耗光束与光轴夹角的调控机制示意;
(b)反射损耗光束与光轴夹角的调控机制示意

Fig敭３SchematicdiagramsofcontrolmechanismoftheanglebetweenSTEDbeamandopticalaxis敭 a Schematicdiagram
ofcontrolmechanismoftheanglebetweentransmissionSTEDbeamandopticalaxis  b schematicdiagramof
　　　　　　　　controlmechanismoftheanglebetweenreflectionSTEDbeamandopticalaxis

　　另一方面,基于 OW２的子系统通过与上述同

样的原理,将入射光束调制成一对在yoz 平面内传

播的呈轴对称的竖直偏振损耗光束B１、B２,且它们

与光轴的夹角同样等于u.之后,从OW１、OW２后

表面上发出的损耗光束对B３、B４和B１、B２分别通

过由L１、L２、R４及L３、L４构成的两套一倍扩束镜

传递到分光棱镜BS３的分光面上进行合束,且合束

点与辅助物镜L５间的距离等于L５的物方焦距f５,
如图２所示[２３].最终合束后,因为一倍扩束镜的角

放大率为１,且损耗光束对于入射面与出射面是平

行的,所以从辅助物镜L５物方焦点处斜入射辅助

物镜的两对正交偏振损耗光束(B１、B２和B３、B４)的
物方倾斜角,与其在光楔后表面处与光轴的夹角u
相同[２２,２４Ｇ２５].之后,４束损耗光经 L５及显微物镜

(objective)组成的开普勒望远镜系统聚焦到样本平

面(sample)上发生干涉,产生出正方形网格状并行

荧光擦除图案.

４　实验仿真

本文基于图２所示的光路装置,用模拟仿真的

方法研究了基于光楔的并行荧光擦除图案的产生方

法.在仿真过程中,本文选用光束大小为１、波长为

７６０nm的随机偏振高斯光源作为损耗光光源,采用

数值孔径为１．４的平场复消色差油浸物镜作为显微

物镜,其结构参数参见文献[２６]中的例１.之后,在
样本平面上连续放置两个轴向间距为１nm且横纵

向半宽均等于１０００nm的矩形探测器,令它们分别

探测水平偏振光或竖直偏振光产生的相干照度.因

为两探测器的间距远小于衍射极限,所以可认为两

探测器分别接收到并行荧光擦除图案的水平或竖直

偏振分量.根据光波的叠加原理,两探测器相干照

度数据之和即为样本平面上的并行荧光擦除图案,
结果如图４所示[２０].

探测器１负责接收样本平面上水平偏振光产生

的相干照度,探测结果如图４(a)所示.可见,水平

偏振损耗光束B３、B４在聚焦区域发生干涉,产生出

了在横向(x 方向)呈周期性排列的竖直光学条纹.
这组周期性排列的竖直光学条纹的归一化行截面光

强变化曲线如图４(d)所示,图中曲线共包含１０００
个数据采样点,采样点的横坐标代表该点在探测器

上的空间位置,纵坐标代表该点处探测器接收到的

归一化光强度.图４(d)中最左端第一波峰的横坐

标为１１８,最右端第６波峰的横坐标为８２３,因为矩

形探测器的横向半宽为１０００nm,所以采样点横坐
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标增加１个单位代表探测器上该点位置变化２nm,
由此算可得组成并行荧光擦除图案的呈周期性排列

的竖直光学条纹在水平方向(x 方向)的平均峰峰距

离,即并行荧光擦除图案在水平方向(x 方向)的周

期为２８２．０nm.
探测器２负责接收样本平面上竖直偏振光产生

的相干照度,其探测结果如图４(b)所示.可见,竖
直偏振损耗光束B１、B２在聚焦区域干涉产生出了

在纵向(y 方向)呈周期性排列的水平光学条纹.这

组周期性排列的水平光学条纹的归一化列截面光强

变化曲线如图４(e)所示,图中曲线共包含１０００个

数据采样点,采样点的横坐标代表该点在探测器上

的空间位置,纵坐标代表该点处探测器接收到的归

一化光强度.图４(e)中最左端第一波峰的横坐标

为１２０,最右端第６波峰的横坐标为８２９,因为矩形

探测器的纵向半宽也为１０００nm,所以采样点横坐

标增加１个单位同样代表探测器上该点位置变化

２nm,由此可计算得到组成并行荧光擦除图案的呈

周期性排列的水平光学条纹在竖直方向(y 方向)的
平均峰峰距离,即并行荧光擦除图案在竖直方向(y
方向)的周期为２８３．６nm.

将上述周期性排列的竖直光学条纹和水平光学

条纹非相干叠加后,就可得到并行荧光擦除图案,即
一个周期为２８２．０nm×２８３．６nm的正方形光学格

子,如 图 ４(c)所 示.仿 真 结 果 显 示,在 波 长 为

７６０nm的损耗光下,本文所提方法使用数值孔径为

１．４ 的 显 微 物 镜 产 生 出 了 周 期 为 ２８２．０nm×
２８３．６nm的正方形网格状并行荧光擦除图案,该图

案周期为此条件下衍射极限(２７１．４３nm)的１．０４
倍.而在同样波长的损耗光下,已报道方法使用数

值孔径为１．４９的显微物镜仅产生出了周期约为

２９０nm×２９０nm的正方形网格状并行荧光擦除图

案,该图案周期为此条件下衍射极限(２５５．０３nm)的

１．１４倍[１０].这一数据对比表明:在同样的条件下,
本方法能产生出周期更小的并行荧光擦除图案,可
以实现更高的成像分辨率.

图４ 并行荧光擦除图案的仿真结果.(a)水平偏振损耗光束在聚焦区域产生的干涉图样;(b)竖直偏振损耗光束在聚焦区

域产生的干涉图样;(c)所有损耗光束在聚焦区域产生的并行荧光擦除图案;(d)表图(a)中y＝０处的行截面光强分

　　　　　　　　　　　　　　　　　　布;(e)图(b)中x＝０处的列截面光强分布

Fig敭４Simulationresultsofparallelizedfluorescencedepletionpatterns敭 a Interferencepatternsproducedbyhorizontal

polarizationSTEDbeamsinfocus  b interferencepatternsproducedbyverticalpolarizationSTEDbeamsinfocus 

 c parallelizedfluorescencedepletionpatternsproducedbyallSTEDbeamsinfocus  d rowcrosssectionintensity
　　　　　　　　　offigure a aty＝０  e columncrosssectionintensityoffigure b atx＝０

５　结　　论

本文提出了一种基于光楔的全新正方形网格状

并行荧光擦除图案产生方法,通过调控损耗光束入

射辅助物镜的物方倾斜角,可更充分地利用显微物

镜的数值孔径,产生出周期更小的并行荧光擦除图

案[１０].而且,在产生并行荧光擦除图案过程中,不
必调整损耗光束的偏振方向,本方法比已报道方法
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更简单方便,而且避免了因频繁调整损耗光束偏振

方向而造成的损耗光强的损失[１２].
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