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激光与光电子学进展
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受激辐射耗尽荧光显微镜的原理与实验装置研究进展

于建强１，２　袁景和２　李英骏１
１中国矿业大学（北京）深部岩土力学与地下工程国家重点实验室，北京１０００８３

２中国科学院化学研究所分子纳米结构与纳米技术实验室，北京（ ）
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摘要　介绍了四能级系统的受激辐射耗尽（ＳＴＥＤ）荧光显微镜的基本原理。按照时间顺序介绍了面包圈型耗尽光

焦斑的实现方法。对于横向分辨率的改善，最初使用了光路偏移法，后来发展到均分相位板法，再到成熟的螺旋相

位板法；另外还介绍了半波相位板法对轴向分辨率的改善。从宽带光源激发、连续光源激发、多色多通道、快速成

像和双光子激发等方面综述了受激辐射耗尽荧光显微镜实验装置的逐步完善。最后展望了受激辐射耗尽荧光显

微镜的发展前景。
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１　引　　言

Ａｂｂｅ
［１］在１８７３年提出可见光照明的远场光学显微镜的分辨极限为２００ｎｍ左右，直到１９９４年 Ｈｅｌｌ

等［２］提出了受激辐射耗尽（ＳＴＥＤ）荧光显微镜原理
［２］，利用荧光分子的能级结构，理论上分辨率随着ＳＴＥＤ

光强的增大可以无限提高［３，４］，真正实现了突破衍射极限的远场光学显微镜。

远场荧光显微镜能够实现活细胞的三维成像，被广泛地应用于生物单细胞和单分子的研究［５～１３］，因此

１２０００１１
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ＳＴＥＤ荧光显微镜成为众多物理学家和生物学家研究的热点。１９９９年德国马普生物物理化学研究所纳米

生物光子学研究组Ｋｌａｒ等
［１４］在实验上第一次实现了ＳＴＥＤ荧光显微镜，获得了１００ｎｍ左右的空间分辨

率。２００１年该研究组通过调制ＳＴＥＤ光束的相位形成面包圈型焦斑，实现了６５ｎｍ的横向分辨率
［１５］；将

ＳＴＥＤ光束引入４ｐｉ显微镜
［１６］，该研究组将轴向分辨率提高到３３ｎｍ；２００５年该课题组使用ＳＴＥＤ显微术，

实现了周期为８０ｎｍ的印刷电路板电路成像
［１７］；２００６年该课题组使用ＳＴＥＤ显微镜成像神经突触囊泡

［１８］，

横向分辨率达到５０ｎｍ，明显优于共聚焦显微镜，实现了对单个囊泡的成像，并且发现囊泡融合过程中新的

生物学现象；同年该课题组实现了对生物大分子的成像［１９］，获得了１５～２０ｎｍ的空间分辨率，大幅突破了衍

射极限；２００７年实现了对哺乳动物细胞的微管和神经元细胞的原生质膜蛋白的超分辨成像
［２０］，实现了

５０ｎｍ的横向分辨率；２００９年该课题组实现了５．８ｎｍ的分辨率
［２１］。

２００５年，陈文霞等
［２２］对ＳＴＥＤ荧光显微术做了系统的综述。但是随着时间的推移，ＳＴＥＤ荧光显微镜

又有了很大的发展，有必要做全面的总结。本文介绍了四能级系统的ＳＴＥＤ荧光显微镜的基本原理。按照

时间顺序阐述了面包圈型耗尽光焦斑的实现方法。总结了用于改善横向分辨率的光路偏移法、均分相位板

法和螺旋相位板法，并介绍了半波相位板法对轴向分辨率的改善。从宽带光源激发、连续光源激发、多色多

通道、快速成像和双光子激发等方面综述了ＳＴＥＤ荧光显微镜实验装置的逐步完善。最后展望了ＳＴＥＤ荧

光显微镜的发展前景，指出新型光源和新型相位板的使用、三维超分辨和多种成像方式联合成像的实现等几

个方面的发展前景。

２　ＳＴＥＤ荧光显微镜原理

图１ 典型荧光分子的能级结构［２］

Ｆｉｇ．１ Ｅｎｅｒｇｙｌｅｖｅｌｏｆａｔｙｐｉｃａｌｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｅｍｏｌｅｃｕｌｅ
［２］

２．１　四能级系统速率方程

典型的荧光分子的能级结构如图１所示
［２］。

图１中Ｓ０、Ｓ１ 分别表示荧光分子的基态和激发态，

Ｌ０、Ｌ３ 分别表示基态Ｓ０ 的最低振动态和某个较高振动

态，Ｌ２、Ｌ１ 分别表示激发态Ｓ１ 的最低振动态和某个较高

振动态。激发光将荧光分子从Ｓ０ 激发到Ｓ１，经过振动弛

豫，荧光分子跃迁到Ｓ１ 的最低振动能级Ｌ２，当荧光分子

从该振动能级跃迁到基态Ｓ０ 时，能量通常会以荧光的形

式辐射出去，这被称为自发荧光辐射过程。处于激发态

的荧光分子在外界辐射影响下，会产生与外界辐射同频

率、同相位和同偏振的辐射，这就是受激荧光辐射过程。

这种受激荧光辐射与自发荧光辐射竞争，导致荧光态分子关闭（非自发荧光辐射状态），称为ＳＴＥＤ，该外界

辐射称为ＳＴＥＤ光。为了避免二次激发，通常将ＳＴＥＤ波长设置在荧光分子发射谱的红端。利用ＳＴＥＤ过

程实现超分辨光学成像，需要将物镜聚焦后的ＳＴＥＤ光斑构造为面包圈形状，并且围绕在激发光焦斑周围，

使得激发光焦斑中心区域的荧光分子仍然处于荧光态（可以自发辐射荧光），而被ＳＴＥＤ光束照射的区域，

因发生ＳＴＥＤ过程而关闭（非荧光辐射状态）。从荧光分子的能级结构可知，当荧光分子处于能级Ｌ２ 时为

荧光态，其荧光粒子数密度直接影响自发辐射荧光的强度，该数密度可以通过求解速率方程获得［２４］。

荧光粒子数密度遵循速率方程：
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式中狀０ 表示基态能级Ｌ０ 的荧光粒子数密度；狀１ 表示第一激发态的高振动态能级Ｌ１ 上的荧光粒子数密度；

狀２ 表示第一激发态的最低振动态能级Ｌ２ 上的荧光粒子数密度；狀３ 表示基态的高振动态能级Ｌ３ 上的荧光粒

子数密度，ＳＴＥＤ光激发的受激辐射和自发荧光辐射跃迁都会导致狀３ 的增加；犐ＥＸＣ、犐ＳＴＥＤ分别为激发光和

ＳＴＥＤ光的光强，λｅｘｃ、λＳＴＥＤ分别为激发光和ＳＴＥＤ光的真空中的波长；σ０１，σ２３分别为相应能级跃迁的分子吸

收截面；τｖｉｂｒ，τｆｌｕｏ分别为振动弛豫寿命和荧光寿命；犙为荧光猝灭速率，犺为普朗克常量。

在通常温度条件下的孤立系统中，初始条件和归一化条件可以近似为

狀０ 狋＝０＝１

狀犻 狋＝０＝０，　犻＝１，２，
｛ ３

（２）

和

∑
３

犻＝０

狀犻＝１． （３）

　　该速率方程包含了光与荧光物质相互作用的各个基本过程，包括受激吸收、振动弛豫、自发荧光、荧光猝

灭和受激辐射等。

运用矢量衍射理论［２５，２６］可以获得图１中激发光焦斑和ＳＴＥＤ光焦斑的三维分布，结合速率方程（１）式

可以得到ＳＴＥＤ荧光显微镜的有效点扩展函数（ＰＳＦ），进而计算出理论分辨率。

２．２实验装置

ＳＴＥＤ荧光显微镜的原理如图２（ａ）所示
［１８］。激发光经过物镜会聚形成如图２（ｂ）所示的激发光焦斑

（艾里斑），艾里斑将荧光分子激发到激发态，激发态分子可以自发地跃迁回基态辐射荧光，称为自发辐射荧

光；而波长居于荧光辐射长波长区域［图２（ｄ）］的ＳＴＥＤ光经相位板调制和显微物镜会聚形成如图２（ｃ）所示

的面包圈型焦斑（Ｄｏｕｇｈｎｕｔ），面色圈型焦斑使得艾里斑外缘区域的受激辐射与自发辐射竞争，有效地减小

了荧光辐射区域，如图２（ｅ）所示，即减小了有效点扩展函数的宽度，提高了远场光学显微镜的分辨率。荧光

由同一个物镜收集，犡犢方向移动样品即可实现样品的二维成像，结合犣方向移动即可实现样品的三维成

像。图２（ａ）中如果没有ＳＴＥＤ光束，即为荧光共聚焦显微镜。

图２ ＳＴＥＤ荧光显微镜原理图
［１８］

Ｆｉｇ．２ ＤｉａｇｒａｍｏｆａＳＴＥＤｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
［１８］

３　ＳＴＥＤ光焦斑的实现方法

ＳＴＥＤ荧光显微镜实现的核心问题是面包圈型ＳＴＥＤ光斑的构建。按发展的时间顺序介绍面包圈型

ＳＴＥＤ光斑的实现方法。

１２０００１３



４９，１２０００１ 激光与光电子学进展 ｗｗｗ．ｏｐｔｉｃｓｊｏｕｒｎａｌ．ｎｅｔ

３．１　光路偏移法

最初的ＳＴＥＤ荧光显微术
［２］是通过两束激光经显微物镜会聚后在焦斑两侧对称地形成两个焦斑来实

现的，这两个焦斑可以在一维上提高横向分辨率，如图３所示
［２］。

图３ ＳＴＥＤ荧光显微镜的原理图
［２］

Ｆｉｇ．３ ＰｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆａＳＴＥＤｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
［２］

１９９９年首次在实验上实现了ＳＴＥＤ荧光显微镜的超分辨成像
［１４］，实现的装置如图４（ａ）所示，是图３所

示装置的一部分，其中激发光为波长３８３ｎｍ、脉宽１４０ｆｓ的脉冲紫外光；ＳＴＥＤ光为波长７６６ｎｍ、脉宽５０ｐｓ

的脉冲红光。此光路中没有使用相位板，而仅仅使用一路光偏移的方法使得ＳＴＥＤ光焦斑与激发光焦斑偏

离３９０ｎｍ左右，此时获得的有效点扩展函数如图４（ｂ）所示。可以看出在对Ｐｙｒｉｄｉｎｅ２纳米晶体成像时获得

了１０６ｎｍ（λ／３．６）的分辨率，突破了衍射极限。

图４ 光路偏移法实现ＳＴＥＤ荧光显微镜
［１４］

Ｆｉｇ．４ ＳＴＥＤｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｕｓｉｎｇａｂｅａｍｏｆｆｓｅｔ
［１４］

２００１年，Ｋｌａｒ等
［２７］使用光路偏离法结合使用焦斑的旁瓣能量同时实现了ＳＴＥＤ荧光显微镜横向和轴

向分辨率的改善，其思路与以上方法基本相同，轴向分辨率由传统显微镜的５００ｎｍ左右提高到２００ｎｍ左

右，横向分辨率由２００ｎｍ左右提高到８０ｎｍ左右，但是提高轴向分辨率的方法不是最佳的，因为利用旁瓣

能量势必会增加ＳＴＥＤ光总能量，这将带来样品热损坏和信噪比差等缺点。

图４中只用了一束光实现ＳＴＥＤ光斑，只能在一维上提高分辨率，而且在这一维上的分辨率提高还是

不对称的。一维对称的光路应该使用图３所示的装置，这无疑会增加光路实现和调试的复杂性。如果在另

一维上也实现对称的超分辨，就需要四束光来构成ＳＴＥＤ焦斑，这将进一步增大光路的复杂性。而且成像

的点扩展函数不是圆对称的，所以使用光路偏移法实现ＳＴＥＤ荧光显微镜不是最佳的选择。
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３．２　半波相位板法

半波相位板由平板基底及其上面凸出的一个圆形平台构成，透过凸出部分的光束较之透过基底部分的

光束相位延迟π，因此称为半波相位板，如图５（ａ）所示。考虑对称性，可以将相位函数写成

ψ（θ，φ）＝
π
２
ｓｉｇｎ［ｓｉｎ（θ－θ０）］＝

－
π
２
，θ０ ＜θ＜α

π
２
，０＜θ＜θ

烅

烄

烆
０

，　θ０ ＝ａｒｃｓｉｎ
１

槡２
ｓｉｎ（ ）α ． （４）

图５ 半波相位板示意图及其调制后的焦斑横向和轴向分布

Ｆｉｇ．５ ＤｉａｇｒａｍｏｆｈａｌｆｗａｖｅｐｈａｓｅｐｌａｔｅａｎｄｒａｄｉａｌａｎｄａｘｉａｌｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅＡｉｒｙｄｉｓｋａｆｔｅｒｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ

图６ 半波相位板提高横向和轴向分辨率［２８］

Ｆｉｇ．６ Ｈａｌｆｗａｖｅｐｈａｓｅｐｌａｔｅｉｍｐｒｏｖｅｓｔｈｅｒａｄｉａｌａｎｄａｘｉａｌｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
［２８］

　　根据矢量衍射的角谱理论
［２５，２６］，圆偏振的入射光束经过半波相位板调制后再经过物镜会聚形成的焦斑

横向分布如图５（ｂ）所示，可以看出在焦斑横向成面色圈型焦斑分布，面色圈型焦斑可以通过ＳＴＥＤ激发光

焦斑（艾里斑）外缘的荧光辐射，实现横向分辨率的改善。图５（ｃ）为焦斑轴向分布，可以看出光在轴向关于

焦点对称地分离成两个光斑，这两个光斑可以通过ＳＴＥＤ激发光焦斑（艾里斑）前后部分的荧光辐射，实现

轴向分辨率的改善。

２０００年，Ｋｌａｒ等
［２８］使用半波相位板实现了ＳＴＥＤ荧光显微镜轴向超分辨，装置如图６（ａ）所示，激发光

使用波长为５５８ｎｍ、脉冲宽度为０．２ｐｓ的脉冲激光，ＳＴＥＤ光使用波长为７６６ｎｍ、脉冲宽度为４０ｐｓ的激
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光，ＳＴＥＤ光经半波相位板调制后形成的焦斑的轴向分布如图６（ｂ）所示，可以看出ＳＴＥＤ光焦斑形成在轴

向上对称的两个光斑，这两个光斑可以退激发焦斑激发的荧光态分子数，进而在犣轴方向上减小成像的点

扩展函数的宽度，即实现轴向超分辨。

实验中对ＬＤＳ７５１荧光球成像获得的有效点扩展函数如图６（ｃ）所示，可以看出轴向分辨率为１００ｎｍ左

右，比轴向衍射极限提高了５倍左右，实现了轴向超分辨。同时横向分辨率比横向衍射极限提高了２倍左

右。２００２年，Ｄｙｂａ等
［１６］将半波相位板应用到４ｐｉ显微镜中构建了ＳＴＥＤ４ｐｉ荧光显微镜，对巨大芽孢杆菌

ＲＨ４１４成像时获得了轴向分辨率３３ｎｍ（λ／２３）的超分辨图像。

半波相位板能够同时实现横向和轴向分辨率的改善，但是理论计算显示焦斑的横向光强峰值为轴向光

强峰值的１／４左右，如果要得到较高的横向超分辨，就需要较强的入射光，而入射光强度的增加会导致轴向

峰值光强的增加，这会带来成像信噪比降低和样品热损伤等问题。而且半波相位板加工制造需要严格控制

凸出平台的直径，这限制了半波相位板在实验装置中的应用和推广。

３．３　均分相位板法

二元均分相位板由均分的两部分组成，其中一部分比另一部分有更高的厚度，这个厚度使得其相位比另

一半的相位延迟π，如图７（ａ）所示。考虑到对称性，可将相位函数写成

ψ（θ，φ）＝
π
２
ｓｉｇｎ·ｓｉｎφ＝

π
２
，　０＜θ＜π

－
π
２
，　π＜θ＜２

烅

烄

烆
π

． （５）

图７ 二元均分相位板及其调制后的焦斑横向和轴向分布

Ｆｉｇ．７ ＤｉａｇｒａｍｏｆｅｑｕａｌｌｙｄｉｖｉｄｅｄｐｈａｓｅｐｌａｔｅａｎｄｒａｄｉａｌａｎｄａｘｉａｌｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｏｆＡｉｒｙｄｉｓｋａｆｔｅｒｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ

　　图７（ｂ）为焦斑横向分布，可以看出这种相位板把焦斑分成对称的两个光斑，所以它只能在横向某一维

上提高分辨率，而另一维上还是共聚焦的分辨率；图７（ｃ）为焦斑轴向分布，说明均分相位板没有提高轴向分

辨率的能力。

为了获得二维横向超分辨，提出了四元均分相位板，如图８（ａ）所示。这种相位板被均匀地分成四部分，

相对的两块具有相同的相位，其中一组相对的两部分比另一组相位延迟π。考虑到对称性，可将相位函数

写成

ψ（θ，φ）＝
π
２
ｓｉｇｎ｛ｓｉｎ［２（φ－π／４）］｝＝

π
２
，　π／４＜φ＜３π／４，５π／４＜φ＜７π／４

－
π
２
，　３π／４＜φ＜５π／４，７π／４＜φ＜２π，０＜φ＜π／

烅

烄

烆
４

． （６）

　　图８（ｂ）为焦斑横向分布，可以看出能实现犡方向和犢 方向分辨率的改善，但是其他方向分辨率的改善

不均匀，形成的ＳＴＥＤ荧光点扩展函数不是圆对称的，不能给出较好的超分辨图像；图８（ｃ）为焦斑轴向分

布，可以看出这种相位板没有提高轴向分辨率的能力。

２００１年，Ｋｌａｒ等
［１５］总结了二元均分相位板和四元相位板在ＳＴＥＤ荧光显微镜中的应用，实验装置如

图９（ａ）所示，其中ＳＴＥＤ光由偏振方向相互垂直的两路光组成，每路光都在经过相位板调制后经显微物镜

会聚到焦平面上。二元均分相位板实物如图９（ｂ）所示。经二元均分相位板调制后的单路ＳＴＥＤ光焦斑如
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图９（ｄ）所示，而两路光聚焦后的叠加形状类似于Ｄｏｕｇｈｎｕｔ形状的焦斑，如图９（ｅ）所示。四元均分相位板

实物如图９（ｃ）所示。经四元均分相位板调制后的ＳＴＥＤ光焦斑如图９（ｆ）所示。

图８ 四元均分相位板及其调制后的焦斑横向和轴向分布

Ｆｉｇ．８ ＤｉａｇｒａｍｏｆｑｕａｄｒａｎｔｄｉｖｉｄｅｄｐｈａｓｅｐｌａｔｅａｎｄｒａｄｉａｌａｎｄａｘｉａｌｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｏｆＡｉｒｙｄｉｓｋａｆｔｅｒｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ

图９ 均分相位板提高横向分辨率［１５］

Ｆｉｇ．９ Ｅｑｕａｌｌｙｄｉｖｉｄｅｄｐｈａｓｅｐｌａｔｅｉｍｐｒｏｖｅｓｔｈｅｌａｔｅｒａｌｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
［１５］

可以看出一路经四元均分相位板调制后的光束聚焦成的焦斑形状与偏振方向相互垂直的两路经二元均

分相位板调制后的光束聚焦成的焦斑叠加后的形状是不同的，这是由于两路经二元均分相位板调制后的焦

斑偏振方向是相互垂直的，两路光之间没有相干作用，焦斑的叠加仅仅是两路光焦斑强度的叠加，所以叠加

后的焦斑形状呈封闭中空的类面色圈型焦斑结构，而一路经四元相位板调制后的光束因相干而形成非封闭

的类面色圈型焦斑结构。

２００３年，Ｗｅｓｔｐｈａｌ等
［２９］利用一路均分相位板调制的ＳＴＥＤ光获得了２８ｎｍ（λ／２５）的超分辨图像。

２００５年进一步将分辨率提高到１６ｎｍ（λ／５０）
［３］，同年又将两路均分相位板调制的ＳＴＥＤ光应用于观察平板

印刷的纳米微结构，获得了４０ｎｍ超分辨图像
［１７］。２００６年，Ｂｏｓｓｉ等

［３０］将一路均分相位板应用到分子光学

双稳态的研究上，获得了４８ｎｍ超分辨图像。

３．４　螺旋相位板法

２π螺旋相位板是一种厚度随着角度渐变的相位板，图１０（ａ）为其平面图，图１０（ｂ）为三维视图，图１０（ｃ）

为２π螺旋相位调制后的光束经透镜聚焦后的焦斑横向分布
［３１］。２π螺旋相位板透射率函数为
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犗（狉，θ，φ）＝ｅｘｐ（－ｉθ），　０＜θ＜２π． （７）

对应的高度函数为［如图１０（ｂ）所示］

犺＝犺０＋犺ｓ

２π
， （８）

式中犺０ 为螺旋相位板基底厚度，犺ｓ＝
λ

狀－狀０
为台阶厚度，狀为材料折射率，狀０ 为周围介质折射率。

图１０ ２π螺旋相位板示意图

Ｆｉｇ．１０ Ｄｉａｇｒａｍｏｆ２πｈｅｌｉｃａｌｐｈａｓｅｐｌａｔｅ

２００６年，Ｄｏｎｎｅｒｔ等
［１９］利用螺旋相位板调制ＳＴＥＤ光束实现了大分子尺度分辨率的生物荧光显微镜，

并在生物样品中获得了横向１５～２０ｎｍ分辨率的成像。２００８年，Ａｕｋｓｏｒｉｕｓ等
［３２］使用超连续光源同时提供

激发光和ＳＴＥＤ光实现了超连续光源激发的ＳＴＥＤ荧光显微镜，其中ＳＴＥＤ光路使用了螺旋相位板调制，

获得了３０ｎｍ的横向分辨率，而且点扩展函数是圆对称的，２π相位板也因此成为ＳＴＥＤ荧光显微镜的常用

选择。

３．５　实现方法比较

光路偏移法具有光路简单的优点，所以最初的ＳＴＥＤ显微镜超分辨的实现使用了光路偏移法，但是光

路偏移法装置拓展性差，例如横向二维分辨率的改善就需要四束光来构成ＳＴＥＤ焦斑，这无疑增加了光路

的复杂性，而且成像的点扩展函数不是圆对称的，所以使用光路偏移法实现ＳＴＥＤ荧光显微镜不是最佳

选择。

半波相位板法具有同时提高横向和轴向分辨率的优点，但是横向分辨率的改善是受限制的，而且面色圈

型焦斑中心的基底强度对突起区域的半径非常敏感，从而限制了它在ＳＴＥＤ荧光显微镜中的广泛应用。

二元均分相位板法可以在横向某一维上有效地提高分辨率，横向二维的超分辨需要两束光构成封闭非

轴对称的类面色圈型焦斑结构，这虽然比光路偏移法简单一些，但是也同样限制了装置的进一步拓展；四元

均分相位板调制后的光束因相干而形成非封闭的类面色圈型焦斑结构，具有同时实现犡方向和犢 方向的分

辨率改善的优点，但缺点是在其他方向上分辨率的改善不均匀，形成的ＳＴＥＤ荧光点扩展函数不是圆对称

的，不能给出较好的超分辨图像。二元均分相位板和四元均分相位板都没有提高轴向分辨率的能力。

螺旋相位板调制ＳＴＥＤ光束可以获得圆对称的面色圈型焦斑结构，单路ＳＴＥＤ光便可实现横向圆对称

的超分辨成像，增加一路光即可以实现双色成像，因此成为横向超分辨和装置拓展的常用选择。螺旋相位板

法亦没有提高轴向分辨率的能力。

４　ＳＴＥＤ荧光显微镜的发展

ＳＴＥＤ荧光显微镜的基本原理实现以后，出现了多方面发展的趋势，由单色成像发展为多色成像，由多

光源激发发展到单宽带光源激发，由单通道成像发展到多通道成像，提高成像速度以获得时间分辨ＳＴＥＤ

荧光显微镜成像，改变激发模式实现双光子ＳＴＥＤ荧光显微镜等。

以国内外已公开发表的ＳＴＥＤ荧光显微镜装置的改进案例进行介绍。需要说明的是，这些案例的分类

并不是绝对的，比如快速ＳＴＥＤ成像中可能也使用了连续光源激发，多色ＳＴＥＤ成像也可能使用了宽带光

源激发等等。我们将从方法入手重点分析各个新装置的优点，为ＳＴＥＤ荧光显微镜装置的下一步改进提供

参考。
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４．１　宽带光源激发的犛犜犈犇荧光显微镜

２００８年，Ｗｉｌｄａｎｇｅｒ等
［３３］使用宽带光源（ＦｉａｎｉｕｍＳＣ４５０ＨＰ）设计了ＳＴＥＤ荧光显微镜（ＳＣＳＴＥＤ），实

验装置如图１１所示。其中宽带光源可以提供整个可见光光谱范围内的脉冲激光，２０ｎｍ光谱范围内对应的

脉宽约８０ｐｓ。宽带激光经偏振光分离器（ＰＢ）分成偏振方向相互垂直的两路光，其中透射光经过基于棱镜

的波长选择系统（ＷＳ）选择出ＳＴＥＤ光，反射光经滤波片（ＥＦ）选择出激发光，然后将选择出的ＳＴＥＤ光和激

发光通过各自的保偏（ＰＭ）单模光纤（ＳＭＦ）输入到后半部分光路。ＳＴＥＤ光路使用２π螺旋相位板对ＳＴＥＤ

波前进行调制，然后将激发光和调制后的ＳＴＥＤ光均经二向色性片（Ｄ１，Ｄ２）反射和λ／４玻片变成圆偏振光，

最终经显微物镜聚焦到样品上。激发光激发焦斑内的荧光分子到激发态，ＳＴＥＤ光退激发焦斑外缘的荧光

态分子到基态，所以仅焦斑中心区域的荧光分子能够自发辐射荧光，自发辐射的荧光经同一个显微物镜收

集，穿过两个二向色性片和荧光带通滤波片（ＤＦ）经光纤收集系统被雪崩光电二极管（ＡＰＤ）探测器探测，即

完成了样品某点的荧光测量。利用三维移动样品台可以实现对样品的三维成像。

图１１ ＳＣＳＴＥＤ荧光显微镜装置示意图
［３３］

Ｆｉｇ．１１ ＳｋｅｔｃｈｏｆａＳＴＥＤｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｕｓｉｎｇＳＣｌａｓｅｒｂｅａｍｓ
［３３］

图１２ ＣＷＳＴＥＤ荧光显微镜装置示意图
［３４］

Ｆｉｇ．１２ ＳｋｅｔｃｈｏｆａＳＴＥＤｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｕｓｉｎｇＣＷ

ｌａｓｅｒｂｅａｍｓ
［３４］

作者使用该装置对纳米荧光微球成像，获得了３０～５０ｎｍ分辨率的超分辨图像，完成了对哺乳动物

ＰｔＫ２细胞微丝微管的成像，获得了６０～８０ｎｍ分辨率的超分辨图像。

因为宽带光源可以提供整个可见光范围内波长的激光，所以宽带光源激发的ＳＴＥＤ荧光显微镜可以实

现多色成像，多色成像时只需要选择合适的滤波片和合适的波长选择系统即可实现；宽带光源激发的ＳＴＥＤ

荧光显微镜装置中只使用一个光源，不需要两光束的同步调节，增加了装置的稳定性。

４．２　连续激光激发的犛犜犈犇荧光显微镜

２００７年，Ｗｉｌｌｉｇ等
［３４］实现了基于连续（ＣＷ）激光的

ＳＴＥＤ荧光显微镜（ＣＷＳＴＥＤ），获得了横向２９ｎｍ分辨

率的图像，其实验装置如图１２所示。除了光源不同外，

其他装置设置与一般ＳＴＥＤ荧光显微镜没有差别。但是

该装置对于激光强度的要求有所不同。以弛豫时间为

３ｎｓ的荧光染料为例，激发光强需要达到３～１０ｍＷ才能

充分激发荧光分子到激发态，而且激发光波长要处于荧

光分子最强吸收波长，ＳＴＥＤ光波长要处于远远偏离荧

光分子吸收的位置，以达到ＳＴＥＤ光充分耗尽荧光分子

的目的，这使得连续光ＳＴＥＤ难以充分耗尽荧光分子，成
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图１３ 多通道多色ＳＴＥＤ荧光显微镜装置示意图
［３５］

Ｆｉｇ．１３ Ｓｅｔｕｐｏｆｍｕｌｔｉｃｈａｎｎｅｌ／ｍｕｌｔｉｃｏｌｏｒＳＴＥＤ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
［３５］

为ＣＷＳＴＥＤ难以实现更高分辨率的原因。

连续激光激发的ＳＴＥＤ荧光显微镜区别于脉冲激光

激发的ＳＴＥＤ荧光显微镜，不需要脉冲时间延迟调节，使

得装置的可移植性大大提高，只需在普通的扫描荧光共

聚焦显微镜上加入螺旋相位板调制的ＳＴＥＤ光路即可实

现ＳＴＥＤ荧光显微镜的超分辨成像。但相比较而言，脉

冲激光可以提供更高的峰值功率，并且通过调节激发光

与ＳＴＥＤ光的时间延迟获得最佳的超分辨，因此可以使

用较小的ＳＴＥＤ平均功率，降低了样品热损伤的可能性。

４．３　多色犛犜犈犇荧光显微镜

２０１１年，Ｂｕｃｋｅｒｓ等
［３５］设计了双色ＳＴＥＤ荧光显微

镜，实现了超分辨双色共定位，如图１３所示。

两对激发和ＳＴＥＤ光束由一个宽带激光光源提供，

激发光（５７０±２ｎｍ和６５０±２ｎｍ）通过声光调制滤波器

选出，ＳＴＥＤ光（７２０±１０ｎｍ和７５５±１５ｎｍ）通过棱镜分

光系统选出，这四束光各自通过相应的保偏光纤耦合到

下级光路，相对应的一组激发光和ＳＴＥＤ光通过二向色

性片（ＤＣ）合并成一条光路，而两组光路的偏振方向是相

互垂直的，合并后的两条光路再通过偏振光分离器合并

在一起入射到显微物镜中，ＳＴＥＤ光路调制相位板使用

的是螺旋相位板。

因为四束激光是从同一个宽带光源中分离出的，所以不存在脉冲的同步失调问题，但是同一组的激发光

和ＳＴＥＤ光仍然需要通过光学延迟线调节时间延迟，两组脉冲之间需要在时间上分离开。该装置使用不同

的光纤长度获得了两组脉冲之间４０ｎｓ的时间延迟。

两种纳米荧光微球辐射的荧光均被多带二向色性片反射，然后再经过另一个二向色性片分离开并被相

应的信号收集系统收集，此装置可以实现双通道同时成像，实现超分辨的双色共定位。

４．４　快速犛犜犈犇荧光显微镜

２０１０年，Ｍｏｎｅｒｏｎ等
［３６］设计了光路扫描的快速ＳＴＥＤ荧光显微镜，获得了３５ｎｍ的横向分辨率，实验

装置如图１４所示，此光路使用扫描振镜作为快扫描轴，使用压电平移台作为慢扫描轴。

图１４ 快速ＳＴＥＤ荧光显微镜装置示意图
［３６］

Ｆｉｇ．１４ ＳｅｔｕｐｏｆｆａｓｔＳＴＥＤｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
［３６］

２０１１年，Ｂｉｎｇｅｎ等
［３７］使用一对沃拉斯顿棱镜设计了并行ＳＴＥＤ荧光显微镜，可以同时进行四组成像，

大大提高了成像速度；２００７年，Ｗｅｓｔｐｈａｌ等
［３８］实现了对荧光微球的动态成像，达到了８０ｆｒａｍｅ／ｓ；２００８年，

在活细胞中实现了２８ｆｒａｍｅ／ｓ的成像
［３９］。快速ＳＴＥＤ荧光显微镜可以高分辨地捕获细胞内动态信息，在生
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物单细胞和单分子研究中具有重要意义。

４．５　双光子激发的犛犜犈犇荧光显微镜

双光子激发的ＳＴＥＤ荧光显微镜在ＳＴＥＤ显微镜原理提出以后就得到了广泛的关注
［４０～４３］，这里介绍

一种单波长双光子激发的ＳＴＥＤ荧光显微镜（ＳＷ２ＰＥＳＴＥＤ）
［４４］，基本原理及装置如图１５所示。装置中只

使用了一束波长为７７０ｎｍ的激光同时作为双光子激发的激发光和ＳＴＥＤ光，激光经过偏振光分离器分成

两束相互垂直的偏振光，其中反射光作为双光子激发的激发光，但同时必须防止单光子吸收，透射光经玻璃

棒、延迟器和１００ｍ的光纤将脉宽展宽到２５０ｐｓ以获得有效的ＳＴＥＤ效率，ＳＴＥＤ光经螺旋相位板调制后

与激发光一起经偏振光分离器耦合成一束光，在经过λ／２玻片和λ／４玻片给显微镜提供照明。

图１５ ＳＷ２ＰＥＳＴＥＤ荧光显微镜装置示意图
［４４］

Ｆｉｇ．１５ ＳｅｔｕｐｏｆＳＷ２ＰＥＳＴＥＤｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
［４４］

这项技术的核心是找到一个合适的波长，既使得双光子激发的吸收截面不为零，又能保证充分的ＳＴＥＤ

效率，同时还能够避免单光子激发。而且要有合适的光强和脉冲宽度来获得重要的荧光开关状态。双光子

激发的ＳＴＥＤ荧光显微镜结合了双光子荧光显微镜的优点和ＳＴＥＤ荧光显微镜的超分辨。

５　结束语

从１９９４年ＳＴＥＤ荧光显微术原理的提出至今，在不到２０年的时间内，ＳＴＥＤ荧光显微镜获得了飞速的

发展，先后经历了单纯ＳＴＥＤ荧光显微镜发展阶段和多元化综合成像阶段。展望未来，ＳＴＥＤ荧光显微镜装

置还有许多方面需要进一步的探索和完善。

使用半波相位板可以有效地提高ＳＴＥＤ荧光显微镜轴向分辨率，但是横向分辨率的改善受到了限制，

而且面色圈型焦斑中心的基底强度对突起区域的半径非常敏感，限制了它在ＳＴＥＤ荧光显微镜中的应用。

使用螺旋相位板可以有效地提高横向分辨率，但是没有轴向超分辨能力。能够同时有效地提高横向和轴向

分辨率的设计将极大简化ＳＴＥＤ荧光显微镜的光路，获得三维超分辨成像。已有报道使用高斯 拉盖尔矢

量光［４５］和高阶多模光束［４６］来实现面色圈型焦斑，这种不使用相位板即可实现面色圈型焦斑的方法，将使得

ＳＴＥＤ显微镜的实现更加容易，系统更加稳定。新的ＳＴＥＤ光焦斑实现方法是ＳＴＥＤ荧光显微镜的重要发

展方向之一。

在ＳＴＥＤ荧光显微镜中应用宽带激光器和连续激光器已经得到了较高的分辨率，但是这些激光器的成

本大都较高，有使用廉价的二极管激光器实现ＳＴＥＤ荧光显微镜的报道
［４７］，但是难以获得更高的成像分辨

率。廉价同时又能获得更高分辨率超分辨成像的激光器能够减小装置成本，有利于ＳＴＥＤ荧光显微镜的推

广和商业化应用，因此用新型激光器提供激发光和ＳＴＥＤ光成为ＳＴＥＤ荧光显微镜发展的重要方向之一。

三维超分辨实验装置已经有了较多的研究［４８～５０］，半波相位板具有实现三维超分辨的能力，但是横向分

辨率的改善受到了限制。有报道将ＳＴＥＤ荧光显微镜与全内反射荧光显微镜（ＴＩＲＦＭ）联合成像同时获得

横向和轴向的超分辨［５１］，但是这种方法非常复杂，并且不存在层析能力，失去了远场光学显微镜的优势。将

基于螺旋相位板的ＳＴＥＤ荧光显微镜与４ｐｉ显微镜联用成像将会同时获得横向和轴向的超分辨，可以实现

１２０００１１１



４９，１２０００１ 激光与光电子学进展 ｗｗｗ．ｏｐｔｉｃｓｊｏｕｒｎａｌ．ｎｅｔ

三维超分辨，但系统过于复杂，稳定性难以保证。探索简便有效的三维超分辨系统也是ＳＴＥＤ荧光显微镜

的发展方向之一。

时间分辨超分辨成像可以追踪生物体内快速的生化过程，是研究生物体运行机制的重要手段，但是

ＳＴＥＤ荧光显微镜的时间分辨超分辨成像受到了激光光强等方面的限制，成像速度难以进一步提高。突破

这些困难获得快速成像的方法是ＳＴＥＤ荧光显微镜的一个重要发展方向。

ＳＴＥＤ荧光显微镜可以无损地探测细胞内的远场超分辨光学信息，但是无法获得力学、电磁学等信息。

将ＳＴＥＤ荧光显微镜与原子力显微镜（ＡＦＭ）、扫描探针显微镜（ＳＰＭ）等联合成像，在对样品进行超分辨光

学成像的同时，获得样品更加全面的信息，能够加深对研究目标的全面认识。这也是ＳＴＥＤ荧光显微镜应

用拓展的重要方向。
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