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双光子亚衍射多焦点结构光照明显微研究
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深圳大学物理与光电工程学院，深圳市光子学与生物光子学重点实验室，光电子器件与系统教育部/广东省重点实验室，

广东  深圳  518060

摘要  为进一步提高双光子多焦点结构光照明显微技术（2P-MSIM）的空间分辨率，笔者提出并发展了一种双光子

亚衍射多焦点结构光照明显微成像方法（2P-sMSIM）。首先，通过改进的 Gerchberg-Saxton（GS）相位恢复算法设

计亚衍射聚焦点阵，生成相位图，利用高速相位型空间光调制器产生亚衍射聚焦点阵。通过计算机模拟的仿真实

验，探究算法的可行性，并通过对荧光染料溶液的激发成像，证明了每个亚衍射聚焦点阵的平均尺寸为正常衍射受

限点阵聚焦点尺寸的 80%。其次，将该点阵引入 2P-MSIM 系统，对固定在 BS-C-1 细胞内的微管和商用线粒体切片

分别进行了超分辨成像实验，证明了在亚衍射聚焦点阵激发下，2P-MSIM 的分辨率和成像质量得到了进一步提高，

这对于 2P-MSIM 的发展具有重要意义。
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1　引   言

近年来，受激辐射损耗（STED）［1］、单分子定位显

微（SMLM）［2-3］、结构光照明显微（SIM）［4］等超分辨荧

光显微（SRFM）技术蓬勃发展，达到了纳米量级空间

分辨率，有力地促进了生命科学等诸多领域的发展。

虽然 STED 可以对较厚的生物样品完成高空间分辨成

像，但其无法摆脱特定荧光标记探针的限制，而且其所

需的高能量损耗光也对样品产生了光漂白和光损伤。

因此，STED 技术的进一步应用受到限制。SMLM 的

空间分辨率虽然很高，但其成像深度不大且成像速度

不快，因为 SMLM 不仅需要特殊的荧光标记，还受宽

场激发方式和荧光探针稀疏激发的影响。虽然宽场

SIM 的空间分辨相比衍射极限分辨率来说只能提高 2
倍左右，但其具有成像速度快、光毒性小、无须特殊荧

光标记等优势，在活细胞超分辨成像中获得了广泛应

用。然而，受宽场激发的影响，宽场 SIM 的成像深度

一般在十几微米左右。为了进一步提升宽场 SIM 的

成像深度，最近几年发展起来了一种新型点扫描结构

光照明超分辨显微镜——图像扫描显微镜（ISM）［5］。

与共聚焦显微镜相比，ISM 不仅用阵列探测器代替了

传统共聚焦显微镜中的点探测器，还结合像素重定位

和解卷积图像重构等算法，将空间分辨率提高了近一

倍，达到横向 120 nm、轴向 350 nm 左右的空间分辨率，

同时将成像对比度提高了 4 倍以上。ISM 主要基于点

扫描成像，很好地兼容了单光子激发与双光子激发，在

深层超分辨成像方面更具发展前景。在单点扫描 ISM
成像的基础上，多焦点结构光照明显微技术（MSIM）［6］

采用多点并行激发的方式，大大提高了成像速度。双

光子多焦点结构光照明显微技术（2P-MSIM）在 MSIM
的基础上采用长的激发波长［7］和双光子激发，成像深

度最高可达 50 μm 以上。同时，将 2P-MSIM 与自适应

光学、深度学习相结合［8-10］，可以进一步提高成像性能。

基于 ISM 的成像原理，2P-MSIM 成像分辨率主要受系

统激发点扩散函数和发射点扩散函数的影响。因此，

如果利用光场调控技术将系统激发点扩散函数的尺度

进一步缩小，即采用亚衍射聚焦点阵（SSA）结构光照

明，那么 2P-MSIM 的成像分辨率可进一步提高。

目前，研究人员主要利用衍射光学元件（DOE）来

产生亚衍射聚焦点阵。DOE 的设计方法主要包括基

于线性规划的设计方法［11-12］、多光束干涉法［13-14］、基于

Gerchberg-Saxton（GS）相位恢复的迭代优化算法［15-17］

以及各种利用光学超振荡［18-23］的方法。其中，光学超

振荡是指将空间频率较低的光场相干叠加，在空间形

成远大于光场最高空间频率的局域快速振荡的光场，

并在局域空间形成最小特征尺寸小于光学衍射极限的

光场分布，在非标记超分辨成像领域具有巨大的优势

和应用潜力。光瞳滤波技术是光学超振荡器件设计的
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主要方法之一，通过调控光学系统光瞳透过率函数中

不同透光环带的位置、相位及振幅，可以产生亚衍射极

限的聚焦光斑，缩小系统点扩散函数的尺寸，从而实现

超分辨成像［24-26］。

为了进一步提高 2P-MSIM 的分辨率，笔者提出了

基于光瞳滤波技术的改进 GS 相位恢复亚衍射聚焦点

阵设计方法，通过在点阵面上限定每个聚焦光斑的位

置、大小和相位分布，同时通过迭代优化，得到了亚衍

射聚焦点阵的相位图。计算机仿真和点阵成像实验证

明了设计方法的可行性和有效性。在此基础上，将设

计的亚衍射聚焦点阵相位图应用到实验室现有的 2P-

MSIM 系统中，使用 BS-C-1 细胞微管和商用线粒体切

片（MitoTracker Red™）进行了双光子超分辨成像实

验，实现了系统分辨率的有效提升，证实了通过双光子

亚衍射聚焦点阵激发可以进一步提高 2P-MSIM 的空

间分辨率，对于大深度超分辨显微成像技术的发展具

有重要意义。

2　亚衍射聚焦点阵产生原理

利用相位型 DOE 可以使单色相干光束在透镜的

频谱面上获得任意的结构光场分布，这涉及光学逆问

题的求解。通常利用迭代法来设计这类 DOE，其中基

于 GS 相位恢复的迭代算法应用得最为广泛。笔者利

用改进的 GS 算法设计产生亚衍射聚焦点阵的 DOE。

图 1 为使用 DOE 的光学系统示意图。DOE 位于

聚焦透镜的前焦平面（输入平面），亚衍射聚焦点阵面

（输出平面）位于聚焦透镜的后焦平面，即在单色平面

波垂直照明下，输出平面的复振幅与输入平面的复振

幅之间服从傅里叶变换关系。因此，输出平面上的光

强分布为
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式中：i 为虚数单位；t ( x，y)为 DOE 的透过率函数分

布；f为焦距；λ 为波长。

在采用均匀单色平面波垂直照明以及亚衍射聚焦

点阵的强度分布已知的条件下，通过改进的 GS 算法

可以恢复输入平面的相位分布，即 DOE 的相位分布。

GS 算法及改进的 GS 算法的流程图如图 2 所示。

以第 j次迭代为例，算法的具体步骤如下：

1） 假定输入光场的初始相位分布是随机的，经 j次

迭代后的输入光场的复振幅分布 g ( j )
in ( x，y)可以表示为

g ( j )
in ( x，y)= I in exp [ iϕ ( j )

in ]， （2）

式中：I in ( x，y)为输入平面上光场的强度分布，其值通

常是在以光场强度分布的中心为圆心、以激光光斑半

径为半径的圆形区域内赋 1，其余区域赋 0；ϕ ( j )

in ( x，y )
为相位分布。

图 1　使用 DOE 的光学系统的示意图

Fig. 1　Schematic of an optical system using a DOE

图 2　GS 算法（左）和改进的 GS 算法的流程图（右）

Fig. 2　Flow charts of GS algorithm (left) and improved GS algorithm (right)

2） g ( j )
in ( x，y)经过傅里叶变换后获得其频谱分布

G ( j )

out(u，v)，即输出平面的复振幅分布为

 G ( j )
out (u，v)= |G ( j )

out ( u，v ) |exp [ iφ ( j )
out ( u，v )]=

F [ g ( j )
in ( x，y) ]。 （3）

3） GS 算法是用目标振幅 B ' ( j )
out ( u，v ) 替换原来的

振幅，而改进的 GS 算法则是在输出平面即频谱面上

引入目标振幅限制和相位限制，获得修正后的频谱

G ' ( j )
out (u，v)为

G ' ( j )
out ( u，v )= A ' ( j )

out ( u，v ) exp [ iφ ' ( j )
out ]。 （4）

4） 第 j + 1 次迭代的输入光场相位由修正后的频

谱 G ' ( j )
out (u，v)经过傅里叶逆变换后得到，即

ϕ ( j + 1 )
in ( x，y )= arg [ F -1 (G ' ( j )

out ) ]。 （5）
5） 引入输入平面上的振幅约束，则第 j + 1 次迭

代的输入光场复振幅分布 g ( j + 1 )
in ( x，y)为

g ( j + 1 )
in ( x，y)= I in exp [ iϕ ( j + 1 )

in ]。 （6）
迭代到一定次数后，判断迭代次数是否大于设置

的数值 N（GS 算法一般迭代 30 次左右就可以收敛，而

改进的 GS 算法为了输出相位稳定取 N=50），如果大

于，则输出相位，否则再进入迭代程序，直到大于该数

值为止。

算法中采用修正的 G ' ( j )
out (u，v)是本算法（改进的

GS 算法）得到亚衍射聚焦点阵的关键，不仅要对输出

面光场的振幅进行限制，还要对输出面光场的相位进

行限制。以 3×3 亚衍射聚焦点阵生成为例，如图 3 所

示，具体修正原理如下：将输出平面分成亚衍射聚

焦点阵所在的区域 A 和非亚衍射聚焦点阵所在区

域 B，如图 3（a）所示。为了避免零级光的影响以及

对相位进行限制，将区域 A 的位置选择在第一象限

靠近中心的地方，而区域 B 则不做特殊处理，以便区

域 A 的所有处理可以顺利进行。图 3（b）是图 3（a）
中区域 A 放大后的图，区域 A 由 9 个大的正方形区

域和剩下的非正方形区域组成，每个大正方形区域

又由 4 个同心正方形组成，将这些区域的振幅和相

位分开进行约束，才可以得到需要的亚衍射聚焦

点阵。

为了保证每个聚焦点相邻区域的复振幅干涉相

消，将相邻区域光场的相位设置为相差 π，如图 3（b）所

示。具体如下：每个大正方形区域中颜色相同的（不相

邻区域）相位相同，颜色不同的（相邻区域）相位相差

π。根据光场的衍射理论，这样的设计方法可以达到缩

小聚焦点尺度的目的。

区域 A 的振幅约束如下：

非正方形区域的振幅执行操作（Ⅰ），即

A ' ( j )
out = 0； （7）

小正方形区域的振幅执行操作（Ⅱ），即

A ' ( j )
out = Is ， （8）

其中 Is 是归一化强度；由小到大的正方形框 1、正方

形框 2、正方形框 3 的振幅分别执行操作（Ⅲ），即

A ' ( j )
out = e1 Is ， （9）

A ' ( j )
out = e1 e2 Is ， （10）

A ' ( j )
out = e1 e2 e3 Is 。 （11）

引入的参数 e1、e2 和 e3 都是小于 1 的常数，如此可

使小正方形和外面正方形框的振幅的大小是递减的，

从而在得到亚衍射聚焦点阵的同时提高背景光和中心

光束的对比度。

3　仿真结果与分析

为了验证所提算法的有效性，首先进行了计算机

仿真实验。根据实验室现有的 2P-MSIM 系统，DOE
及系统参数设置如下：照明光波长 λ 为 1036 nm，聚焦

透镜焦距 f 为 10/3 mm，DOE 的尺寸 D 为 8.46 mm×
8.46 mm，像素数为 920×920，像素尺寸为 9.20 μm×
9.20 μm。为了得到有关亚衍射聚焦点更多的强度分

布细节，在设计时对输入面和输出面进行扩充，DOE
的像素数扩充到原来的 10 倍，即 9200×9200，除了中

心 DOE 部分，其他区域的振幅用零填充。由输出面与

输入面之间的傅里叶变换关系可知输出平面的采样间

隔为 λf/ (10D )，即 40.80 nm×40.80 nm。经过优化，最

后将小正方形的边长和外面正方形的边长依次设置为

10、20、30、40 pixel，迭代 50 次，e1、e2、e3 的值分别为

0.50、0.20、0.20。在这种情况下，旁瓣强度在中心强度

的 1/10 左右，可以通过后续的图像处理算法消除旁瓣

图 3　输出平面的振幅约束示意图，其中输出平面的 A 区域分

成 9 个大正方形区域和其他区域［振幅执行操作（Ⅰ）］，

而正方形区域又由小正方形区域［振幅执行操作（Ⅱ）］以

及由小到大的正方形框 1、正方形框 2、正方形框 3［振幅

执行操作（Ⅲ）］组成。（a）输出平面的振幅分布；（b）区域

A 的放大图；

Fig. 3　Schematic of amplitude constraint of the output plane, 
where the region A of the output plane is divided into 9 
large square regions and other regions [amplitude 
operation ( Ⅰ)] and the large square region consists of 
small square region [amplitude operation ( Ⅱ)] and 
square box 1, square box 2 and square box 3 [amplitude 
operation (Ⅲ)] from small to large. (a) Amplitude of the 
output plane; (b) magnified image of the region A in 

Fig. 3(a)
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2） g ( j )
in ( x，y)经过傅里叶变换后获得其频谱分布

G ( j )

out(u，v)，即输出平面的复振幅分布为

 G ( j )
out (u，v)= |G ( j )

out ( u，v ) |exp [ iφ ( j )
out ( u，v )]=

F [ g ( j )
in ( x，y) ]。 （3）

3） GS 算法是用目标振幅 B ' ( j )
out ( u，v ) 替换原来的

振幅，而改进的 GS 算法则是在输出平面即频谱面上

引入目标振幅限制和相位限制，获得修正后的频谱

G ' ( j )
out (u，v)为

G ' ( j )
out ( u，v )= A ' ( j )

out ( u，v ) exp [ iφ ' ( j )
out ]。 （4）

4） 第 j + 1 次迭代的输入光场相位由修正后的频

谱 G ' ( j )
out (u，v)经过傅里叶逆变换后得到，即

ϕ ( j + 1 )
in ( x，y )= arg [ F -1 (G ' ( j )

out ) ]。 （5）
5） 引入输入平面上的振幅约束，则第 j + 1 次迭

代的输入光场复振幅分布 g ( j + 1 )
in ( x，y)为

g ( j + 1 )
in ( x，y)= I in exp [ iϕ ( j + 1 )

in ]。 （6）
迭代到一定次数后，判断迭代次数是否大于设置

的数值 N（GS 算法一般迭代 30 次左右就可以收敛，而

改进的 GS 算法为了输出相位稳定取 N=50），如果大

于，则输出相位，否则再进入迭代程序，直到大于该数

值为止。

算法中采用修正的 G ' ( j )
out (u，v)是本算法（改进的

GS 算法）得到亚衍射聚焦点阵的关键，不仅要对输出

面光场的振幅进行限制，还要对输出面光场的相位进

行限制。以 3×3 亚衍射聚焦点阵生成为例，如图 3 所

示，具体修正原理如下：将输出平面分成亚衍射聚

焦点阵所在的区域 A 和非亚衍射聚焦点阵所在区

域 B，如图 3（a）所示。为了避免零级光的影响以及

对相位进行限制，将区域 A 的位置选择在第一象限

靠近中心的地方，而区域 B 则不做特殊处理，以便区

域 A 的所有处理可以顺利进行。图 3（b）是图 3（a）
中区域 A 放大后的图，区域 A 由 9 个大的正方形区

域和剩下的非正方形区域组成，每个大正方形区域

又由 4 个同心正方形组成，将这些区域的振幅和相

位分开进行约束，才可以得到需要的亚衍射聚焦

点阵。

为了保证每个聚焦点相邻区域的复振幅干涉相

消，将相邻区域光场的相位设置为相差 π，如图 3（b）所

示。具体如下：每个大正方形区域中颜色相同的（不相

邻区域）相位相同，颜色不同的（相邻区域）相位相差

π。根据光场的衍射理论，这样的设计方法可以达到缩

小聚焦点尺度的目的。

区域 A 的振幅约束如下：

非正方形区域的振幅执行操作（Ⅰ），即

A ' ( j )
out = 0； （7）

小正方形区域的振幅执行操作（Ⅱ），即

A ' ( j )
out = Is ， （8）

其中 Is 是归一化强度；由小到大的正方形框 1、正方

形框 2、正方形框 3 的振幅分别执行操作（Ⅲ），即

A ' ( j )
out = e1 Is ， （9）

A ' ( j )
out = e1 e2 Is ， （10）

A ' ( j )
out = e1 e2 e3 Is 。 （11）

引入的参数 e1、e2 和 e3 都是小于 1 的常数，如此可

使小正方形和外面正方形框的振幅的大小是递减的，

从而在得到亚衍射聚焦点阵的同时提高背景光和中心

光束的对比度。

3　仿真结果与分析

为了验证所提算法的有效性，首先进行了计算机

仿真实验。根据实验室现有的 2P-MSIM 系统，DOE
及系统参数设置如下：照明光波长 λ 为 1036 nm，聚焦

透镜焦距 f 为 10/3 mm，DOE 的尺寸 D 为 8.46 mm×
8.46 mm，像素数为 920×920，像素尺寸为 9.20 μm×
9.20 μm。为了得到有关亚衍射聚焦点更多的强度分

布细节，在设计时对输入面和输出面进行扩充，DOE
的像素数扩充到原来的 10 倍，即 9200×9200，除了中

心 DOE 部分，其他区域的振幅用零填充。由输出面与

输入面之间的傅里叶变换关系可知输出平面的采样间

隔为 λf/ (10D )，即 40.80 nm×40.80 nm。经过优化，最

后将小正方形的边长和外面正方形的边长依次设置为

10、20、30、40 pixel，迭代 50 次，e1、e2、e3 的值分别为

0.50、0.20、0.20。在这种情况下，旁瓣强度在中心强度

的 1/10 左右，可以通过后续的图像处理算法消除旁瓣

图 3　输出平面的振幅约束示意图，其中输出平面的 A 区域分

成 9 个大正方形区域和其他区域［振幅执行操作（Ⅰ）］，

而正方形区域又由小正方形区域［振幅执行操作（Ⅱ）］以

及由小到大的正方形框 1、正方形框 2、正方形框 3［振幅

执行操作（Ⅲ）］组成。（a）输出平面的振幅分布；（b）区域

A 的放大图；

Fig. 3　Schematic of amplitude constraint of the output plane, 
where the region A of the output plane is divided into 9 
large square regions and other regions [amplitude 
operation ( Ⅰ)] and the large square region consists of 
small square region [amplitude operation ( Ⅱ)] and 
square box 1, square box 2 and square box 3 [amplitude 
operation (Ⅲ)] from small to large. (a) Amplitude of the 
output plane; (b) magnified image of the region A in 

Fig. 3(a)
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的影响。

对 3×3 的亚衍射聚焦点阵与正常衍射受限点阵

进行仿真，仿真结果如图 4 所示。图 4（a）、（b）分别是

正常衍射受限点阵和亚衍射聚焦点阵的强度分布图；

图 4（c）是图 4（a）、（b）上过中心点的虚线所在位置处

强度分布的拟合归一化轮廓曲线，实线代表正常衍射

受限点，虚线代表亚衍射聚焦点；图 4（d）是图 4（a）、

（b）上过三点的虚线所在位置处强度分布的拟合归一

化轮廓曲线，实线代表正常衍射受限点，虚线代表亚

衍射聚焦点。对比可知，亚衍射聚焦点比正常衍射受

限点的尺寸更小，强度也更均匀，旁瓣强度为中心强

度的 1/10 左右。

对图 4 中单点的尺寸进行进一步统计分析。正常

衍射受限点阵中单个聚焦点的半峰全宽（FWHM）平

均值约为 10.60 pixel，亚衍射聚焦点阵中单个聚焦点

的 FWHM 平均值约为 7.64 pixel。因此，亚衍射聚焦

点阵的大小为正常衍射受限点大小的 72%，达到了设

计目的，验证了所提算法的可行性和效果。

4　实验结果与分析

为了验证所设计的亚衍射聚焦点阵的性能，基于

实验室现有的 2P-MSIM 系统［27］（系统光路如图 5 所

示），开展了双光子亚衍射多焦点结构光照明显微成像

（2P-sMSIM）实验。2P-sMSIM 系统使用的光源是一

台波长为 1036 nm、功率为 1 W、脉宽为 145 fs 的光纤

激光器（FemotoYL-6）。激光从光纤激光器输出后，先

通过一个用来调节激光出射功率的半波片（Thorlabs，
AHWP05M-980），接着通过一个偏振分光棱镜对获

得 P 偏振光，再依次通过可以调节偏振方向的半波

片（Thorlabs，AHWP05M-980），之后进入一对焦距

分别为 25 mm（Thorlabs，AC127-025-B-ML）和 80 mm
（Thorlabs，AC254-080-B-ML）的透镜进行扩束，扩束

后照射在一个高速相位型空间光调制器（SLM，像元

数为 1920×1152，像素尺寸为 9.20 μm×9.20 μm）上，

在 SLM 上加载亚衍射点阵和相位光栅的合成相位图，

从而在其傅里叶面上实现扫描成像，并且扫描的视场

大小可以自由调控。激光被 SLM 调制后，通过一个焦

距为 300 mm 的透镜（Thorlabs，AC508-300-B），接着

通过一个可以滤除零级光和其他高级衍射光而只保留

一 级 衍 射 光 的 可 调 光 阑 ，打 在 尼 康 显 微 镜（Nikon 
ECLIPSE Ti-U）的管镜上。为了使 SLM 的光学面与

物镜后孔径面的大小尽可能匹配，将原来的管镜替换

成焦距为 300 mm、孔径尺寸为 2 inch（1 inch=2.54 cm）

的透镜（Thorlabs，A508-300-AB-ML），此透镜与前面

图 4　正常衍射受限点阵和亚衍射聚焦点阵的仿真结果。（a）（b）正常衍射受限点阵和亚衍射聚焦点阵的强度分布图；（c）过正常衍射

受限点阵和亚衍射聚焦点阵中心单点的虚线所在位置处强度分布的拟合归一化轮廓曲线；（d）过三点的虚线所在位置处强度

分布的拟合归一化轮廓曲线

Fig. 4　Results of simulation analysis of normal diffraction limited spot array and sub-diffraction spot array (SSA). (a) (b) Intensity 
distributions of normal diffraction limited spot arrays and SSA; (c) fitted normalized intensity profiles along the dashed line across 
a single spot in the central of the normal diffraction limited spot arrays and the SSA; (d) fitted normalized intensity profiles along 

the dashed line across the three points

的透镜一起构成无扩束的 4f 系统。激光离开管镜后

进入水浸物镜（Nikon，60×，NA=1.27），然后在样品

面上形成亚衍射聚焦点阵激发样品，产生的荧光信号

依次通过物镜、二向色镜和成像管镜后，在 sCMOS 相

机（滨松，ORCA-Flash4.0v3）上成像。

基于 MSIM 的图像重构原理［7］，实验获得的原始

双光子亚衍射聚焦点阵激发的序列荧光点阵图像通过

像素重定位处理（数字高斯针孔滤波、图像缩放、求和）

和 Richardson-Lucy（RL）反卷积重构后，可得到 2P-

sMSIM 超分辨图像。

4.1　点阵成像

将上述设计的相位图加载到 SLM 上，并用正常

衍射受限点阵 2P-sMSIM 系统产生的亚衍射聚焦点

阵激发均匀的伊红溶液，得到 3×3 正常衍射受限点

阵和亚衍射聚焦点阵，如图 6 所示。图 6（a）是正常衍

射受限点阵的图像；图 6（b）是亚衍射聚焦点阵的图

像；图 6（c）是图 6（a）、（b）上过中心点的红虚线所在

位置的强度分布的拟合归一化轮廓曲线，实线代表正

常衍射受限点阵中的点，虚线代表亚衍射聚焦点阵中

的点。

为了定量比较亚衍射聚焦点阵和正常衍射受限点

阵，统计分析了 9个亚衍射聚焦点阵和对应的正常衍射

受限点阵中单个点的尺寸。如图 6（c）所示，正常衍射

受限点阵中单个点的平均 FWHM 为（0.71±0.07） μm，

而亚衍射聚焦点阵中单个点的平均 FWHM 为（0.57±
0.07） μm，后者约为前者的 80%。虽然亚衍射聚焦点

图 5　2P-sMSIM 成像光路示意图

Fig. 5　Schematic of 2P-sMSIM system

图 6　正常衍射受限点阵和亚衍射聚焦点阵成像实验结果。（a）（b）正常衍射受限点阵和亚衍射聚焦点阵的像；（c）虚线位置处的强度

轮廓图

Fig. 6　Imaging results of normal diffraction limited spot array and SSA. (a)(b) Images of normal diffraction limited spot array and SSA; 
(c) intensity profiles along the dotted lines in Fig. 6(a) and Fig. 6(b)
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和 Richardson-Lucy（RL）反卷积重构后，可得到 2P-

sMSIM 超分辨图像。

4.1　点阵成像

将上述设计的相位图加载到 SLM 上，并用正常

衍射受限点阵 2P-sMSIM 系统产生的亚衍射聚焦点

阵激发均匀的伊红溶液，得到 3×3 正常衍射受限点

阵和亚衍射聚焦点阵，如图 6 所示。图 6（a）是正常衍

射受限点阵的图像；图 6（b）是亚衍射聚焦点阵的图

像；图 6（c）是图 6（a）、（b）上过中心点的红虚线所在

位置的强度分布的拟合归一化轮廓曲线，实线代表正

常衍射受限点阵中的点，虚线代表亚衍射聚焦点阵中

的点。

为了定量比较亚衍射聚焦点阵和正常衍射受限点

阵，统计分析了 9个亚衍射聚焦点阵和对应的正常衍射

受限点阵中单个点的尺寸。如图 6（c）所示，正常衍射

受限点阵中单个点的平均 FWHM 为（0.71±0.07） μm，

而亚衍射聚焦点阵中单个点的平均 FWHM 为（0.57±
0.07） μm，后者约为前者的 80%。虽然亚衍射聚焦点

图 5　2P-sMSIM 成像光路示意图

Fig. 5　Schematic of 2P-sMSIM system

图 6　正常衍射受限点阵和亚衍射聚焦点阵成像实验结果。（a）（b）正常衍射受限点阵和亚衍射聚焦点阵的像；（c）虚线位置处的强度

轮廓图

Fig. 6　Imaging results of normal diffraction limited spot array and SSA. (a)(b) Images of normal diffraction limited spot array and SSA; 
(c) intensity profiles along the dotted lines in Fig. 6(a) and Fig. 6(b)
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阵存在一定的旁瓣，但旁瓣的影响与中心强度相比可

以忽略不计。

综上所述，亚衍射聚焦点阵照明可以有效减小系

统点扩散函数的大小，从而进一步提高 2P-MSIM 系统

的分辨率。

4.2　BS-C-1细胞微管成像

为 测 试 2P-sMSIM 的 空 间 分 辨 率 ，使 用 InP/

ZnSe/ZnS 量子点（发射波长为 620 nm）标记的 BS-C-1
细胞微管作为样品进行成像实验。由于所选微管的尺

寸远小于该成像系统的理论分辨率，所以对实验结果

进行分析时未考虑微管直径对测量结果的影响。样品

的宽场图像通过叠加原始点阵图像序列获得。通过高

斯数字针孔去噪、像素重定位、RL 去卷积等后续图像

处理获得的 2P-sMSIM 图像结果如图 7 所示。

图 7（a）、（b）分别是正常衍射受限点阵扫描得到的

宽场图像和亚衍射聚焦点阵扫描得到的宽场图像；

图 7（c）、（d）分别是 2P-MSIM 和 2P-sMSIM 的成像结

果；图 7（e）是图 7（c）、（d）中虚线处的强度轮廓图（为了

更加科学地表示分辨率，选择图 7（c）、（d）所示粗细居

中的微管处进行分辨率计算），其中实线代表正常衍射

受限点阵的计算结果，虚线代表亚衍射聚焦点阵的计

算结果。由相机和物镜参数可知相机的一个像素对应

物镜上的距离为 0.108 μm，将相机采集的图片的分辨

率换算成 μm 就可以得图 7，再将图 7（e）中的标准差乘

以 2.355即可得到分辨率。经此换算后得到正常衍射受

限点阵扫描处理后的图像分辨率为（151±5） nm，亚衍

射聚焦点阵扫描处理后的图像分辨率为（135±5） nm。

亚衍射聚焦点阵扫描处理后的图像分辨率更高，相

比正常衍射受限点阵扫描处理后的分辨率提高了约

16 nm。该实验结果证明了所设计的亚衍射聚焦点阵

在 2P-MSIM 成像中可以有效提高图像的分辨率。

4.3　线粒体成像

为了进一步证明 2P-sMSIM 的成像效果，选用

Invitrogen公司的商用线粒体切片（MitoTracker Red™）
进行荧光成像，结果如图 8 所示。图 8（a）、（b）是正常

衍射受限点阵扫描得到的宽场图像和亚衍射聚焦点阵

扫描得到的宽场图像，图 8（c）、（d）分别是 2P-MSIM 
和 2P-sMSIM 的成像结果，图 8（e）是图 8（c）中矩形框

位置处的放大图像，图 8（f）是图 8（d）中矩形框位置处

的放大图像。从图 8（e）、（f）中可以清楚地看到亚衍射

聚焦点阵扫描处理后的图像更加清晰，成像质量更好，

在图 8（e）中分辨不了的环形结构在图 8（f）中可以清晰

地看到。该实验进一步证明了亚衍射聚焦点阵激发可

以有效提高 2P-MSIM 系统的分辨率和成像质量。

5　结   论

笔者提出了一种亚衍射聚焦点阵，并将其应用到

2P-MSIM 中进行生物成像实验验证。以 3×3 的点阵

图 7　BS-C-1 细胞中微管的 2P-sMSIM 成像。（a）正常衍射受限点阵激发下的宽场图像（通过叠加所有的点阵图获得）；（b）亚衍射聚

焦点阵激发下的宽场图像（通过叠加所有的点阵图获得）；（c）2P-MSIM 成像结果；（d）2P-sMSIM 成像结果；（e）虚线处的强度

轮廓图

Fig. 7　2P-sMSIM imaging of microtubules in a BS-C-1 cell. (a) Wide-field image obtained with normal diffraction limited spot array 
excitation (obtain with overlapping all spot arrays); (b) wide-field image obtained with SSA excitation (obtain with overlapping all 
spot arrays); (c) 2P-MSIM imaging; (d) 2P-sMSIM imaging; (e) intensity profiles along the dotted lines in Fig. 7(c) and Fig. 7(d)

为例，在仿真实验中，用正常衍射受限点阵和亚衍射聚

焦点阵进行对比，并且计算它们的标准差，结果显示：

亚衍射聚焦点阵可以将光斑尺寸缩小到正常光斑的

72%。 随 后 将 设 计 的 亚 衍 射 聚 焦 点 阵 应 用 到 2P-

MSIM 系统中，利用设计的相位图进行实验，结果显

示：亚衍射聚焦点阵中单个点的平均 FWHM 缩小到

正常衍射受限点阵中单个点的 80%，证明了亚衍射聚

焦点阵可以提升空间分辨率。微管成像实验进一步验

证了亚衍射聚焦点阵的有效性，其扫描处理后的图像

分辨率相比正常衍射受限点阵扫描处理后的图像分辨

率提高了约 16 nm，达到（135±5） nm。线粒体成像实

验同样证明了亚衍射聚焦点阵的有效性和实用性，为

进一步开展其在活细胞及组织超分辨成像中的应用打

下了基础。
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为例，在仿真实验中，用正常衍射受限点阵和亚衍射聚

焦点阵进行对比，并且计算它们的标准差，结果显示：

亚衍射聚焦点阵可以将光斑尺寸缩小到正常光斑的

72%。 随 后 将 设 计 的 亚 衍 射 聚 焦 点 阵 应 用 到 2P-

MSIM 系统中，利用设计的相位图进行实验，结果显

示：亚衍射聚焦点阵中单个点的平均 FWHM 缩小到

正常衍射受限点阵中单个点的 80%，证明了亚衍射聚

焦点阵可以提升空间分辨率。微管成像实验进一步验

证了亚衍射聚焦点阵的有效性，其扫描处理后的图像

分辨率相比正常衍射受限点阵扫描处理后的图像分辨

率提高了约 16 nm，达到（135±5） nm。线粒体成像实

验同样证明了亚衍射聚焦点阵的有效性和实用性，为

进一步开展其在活细胞及组织超分辨成像中的应用打

下了基础。
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Two-Photon Sub-Diffraction Multifocal Structured Illumination Microscopy
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Abstract
Objective　 The multifocal structure light microscope (MSIM) can achieve an imaging depth of 50 μm and a diffraction limited 
resolution that is two times that of the traditional wide-field structure light technique. However, factors such as fluorescence noise, 
scattering, and aberration limit its chromatographic capability and imaging depth when conducting super-resolution imaging of thick 
samples. To overcome these limitations, the MSIM technique combined with two-photon excitation, is implemented to obtain a two-

photon multifocus structured light illumination microscope (2P-MSIM), and the imaging depth and resolution of MSIM are thus 
improved. The MSIM has great application potential in the field of fast super-resolution microscopic imaging of deep tissues in vivo. 
However, owing to the diffraction limit, the enhancement of the existing 2P-MSIM spatial resolution is limited. To further improve 
the spatial resolution of 2P-MSIM, a two-photon sub-diffraction multifocal structure illumination microscopy (2P-sMSIM) is proposed 
in this paper.

Methods　 Using the improved Gerchberg-Saxton (GS) phase recovery algorithm, the conditions restricting the amplitude and the 
phase were enhanced in specific locations on the spectrum plane (the input plane reached the output plane after Fourier transform); 
subsequently, the amplitude and phase were constrained. After several iterations, the phase diagram of the sub-diffraction spot arrays 
(SSAs) was calculated, and the initial SSAs were obtained. The sidelobe intensity was controlled at approximately one-tenth of the 
center intensity (the sidelobe effect can be eliminated by the subsequent image-processing algorithm), and the algorithm parameter 
optimization was completed to obtain an SSA suitable for system imaging. Raw data for SSA and normal diffraction limited spot 
arrays were obtained. Next, Gaussian pinhole filtering, pixel relocation, and deconvolution algorithms were used to obtain the SSA 
and normal diffraction limited spot array images. The resolution of 2P-MSIM imaging was improved under the excitation of the SSA.

Results and Discussions　 The simulation results for the SSA and normal diffraction limited spot arrays are shown in Fig. 4. 
The average value of the full width at half maximum (FWHM) of the normal diffraction limited spot arrays is approximately 
10.60 pixel; the average FWHM for a single focal point in the SSA is approximately 7.64 pixel. As a result, the SSA is 72% of the 
size of the normal diffraction limited spot arrays, achieving its design purpose. The phase diagram designed above is loaded onto a 
liquid-crystal spatial light modulator, and the SSA generated by the 2P-sMSIM system is used to excite the uniform eosin solution. 
Normal diffraction limited spot arrays and SSAs are obtained, and the experimental results are shown in Fig. 6. The normal 
diffraction limited spot arrays have an average FWHM of 0.71 μm±0.07 μm for a single point, while the SSA has an average FWHM 
of 0.57 μm±0.07 μm. The SSAs are 80% the size of the normal diffraction limited spot arrays. SSAs can effectively reduce the size of 
the point diffusion function of the system to further improve the resolution of the 2P-MSIM system. To test the 2P-sMSIM spatial 
resolution, cell microtubules were used as samples for the experiments, and the results are shown in Fig. 7. the normal diffraction 
limited spot arrays have a resolution of 151 nm±5 nm after scanning and 135 nm±5 nm after SSA scanning. The image resolution 
improved by approximately 16 nm after the sub-diffraction-focusing lattice scanning. The experiments prove that the SSA designed 
using this algorithm can effectively improve the resolution of 2P-MSIM imaging. To further demonstrate the imaging effects of the 2P-
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sMSIM, commercial mitochondrial sections obtained from Invitrogen were used for fluorescence imaging. The results are presented in 
Fig. 8. The images after the SSA scan processing are clearer, and the image quality is better. A ring structure that cannot be 
distinguished in the normal diffraction limited spot array scanned images is clearly observed in Fig. 8(f). The experiments further prove 
that SSA can effectively improve the resolution and imaging quality of the 2P-MSIM system.

Conclusions　 A design method for SSAs is developed in this study and applied to a 2P-MSIM for experimental verification in 
bioimaging. In the simulation experiment, normal diffraction limited spot arrays are compared with the SSA. By calculating their 
standard deviations, the SSA can shrink the spots to 72% of the normal diffraction limited spot arrays. The SSA is reduced to 80% of 
that of the normal diffraction limited spot arrays, proving that the SSA can improve the spatial resolution. Compared with the normal 
diffraction limited spot arrays, microtubule imaging experiments further verify the effectiveness of the algorithm, and its resolution is 
improved by approximately 16 ‒ 135 nm. Mitochondrial imaging experiments also demonstrate the effectiveness and practicability of 
this algorithm, which lays the foundation for further applications of this algorithm in super-resolution imaging of living cells and 
tissues.

Key words bio-optics; multifocal structured-illumination microscopy; sub-diffraction spot array; spatial light modulator; phase 
retrieval
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