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结构光照明荧光显微镜突破衍射极限的原理和在生
命科学中的应用
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摘要 传统荧光显微镜的分辨率受到光学衍射极限的限制。使用结构光照明技术，可以实现突破衍射极限的超分辨

成像。相对于其他突破衍射极限的超分辨成像方法，结构光照明显微技术具有装置结构简单、成像速度快等优势，在

生命科学研究中发挥了重要作用。首先分析了基于结构光照明的二维超分辨率荧光成像、三维层析荧光成像和非线

性结构光照明超分辨荧光显微成像的原理和图像处理算法，并根据不同的结构光产生机理，对基于光栅光调制、基于

液晶空间光调制器光调制和基于数字微镜阵列光调制的结构光照明荧光显微镜装置做了阐述和比较，最后概述了结

构光照明荧光显微镜在观察生物样品结构特性和动态特性中的应用。
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Abstract Resolution of traditional fluorescence microscopy is limited by the diffraction of light. Diffraction
limit can be broken by structured illumination to get higher resolution. Compared to other super- resolution
microscopy techniques, structured illumination fluorescence microscopy can achieve higher imaging speed and
need a simple setup, which has an important application life science research. In this paper, we first illustrate
the principle and reconstruction algorithm to obtain 2D and 3D super- resolution images as well as non- linear
structured illumination. Then the generally used structured illumination method and setup based on grating,
spatial light modulator (SLM) as well as digital micro-mirror device (DMD) are introduced and compared. At
last we summarize the application of structured illumination fluorescence microscopy for observing biological
structures and processes.
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1 引 言
荧光显微镜具有可特异性标记、可对活体细胞进行实时动态成像的优势，在生命科学研究中获得了广

泛的应用 [1]，然而，由于“衍射极限”[2-3]的存在，使得荧光显微镜的分辨率在横向上为 200~300 nm、纵向上为

500~700 nm，限制了其在亚细胞水平生命科学领域中的应用。为此，近年来研究人员提出了一系列突破极

限分辨率限制的超分辨荧光显微技术 [1,4-7]，例如，基于单分子定位的光激活定位荧光显微镜(PALM)[8]、随机

光学重构荧光显微镜(STORM)[9]，基于可逆饱和光转移过程的受激发射损耗(STED)荧光显微镜 [10]，基于改

变照明光空间结构的结构光照明荧光显微镜(SIM)[11-12]等。

结构光照明是一种通过改变照明光空间结构的照明方式，通常照明的结构光是一个载频条纹，这种照明

方式可应用于角度、长度、振动等的测量，并广泛应用于三维成像[13-15]。结构光照明荧光显微镜，是在宽场荧光

显微镜的基础上，利用特殊调制的结构光照明样品，运用特定算法从调制图像数据中提取焦平面的信息，突破

衍射极限的限制，重建出超分辨切层的三维图像。将结构光照明应用于荧光显微镜，具有成像速度快、光路结

构简单、对荧光分子无特殊要求、能够应用于活体细胞实时动态三维成像的优势，因而在生物医学成像领域引

起了广泛关注，是应用前景广泛的超分辨荧光显微技术。本文将这类荧光显微镜称为结构光照明荧光显微镜。

本文从以下三个方面介绍结构光照明荧光显微镜 : 1) 结构光照明突破衍射极限的原理及图像重构算

法；2) 结构光照明荧光显微镜的装置；3) 结构光照明荧光显微镜在生命科学研究中的应用。

2 结构光照明突破衍射极限成像的原理
显微镜系统作为一个线性平移不变系统，它的成像过程可以借助点扩展函数描述 [16]为

D(r) = E(r)⊗ F PS , (1)

式中 D(r) 表示像面上的光场强度分布，E(r) 表示样品面发射光的光场强度分布，FPS表示显微镜系统的点扩

展函数，⊗ 表示卷积运算。将(1)式做傅里叶变换，在频域空间表示为

D(k) = E(k)FOT , (2)

式中 FOT为显微镜系统的光学传递函数，它由 FPS做傅里叶变换得到。FOT限制了通过显微系统的信息量，只

允许低频信息通过系统，滤除代表细节的高频信息，即限制了系统的分辨率。图 1以频域空间的笛卡儿坐标

系(kx，ky，kz)来表征样品信息，图 1(a1)、图 1(c1)和图 1(b1)分别表示二维和三维情况下，常规显微镜获得的信

图 1 二维、三维及非线性结构光照明显微镜提高分辨率的原理示意图。 (a) 二维结构光照明显微镜原理图 ;

(b) 三维结构光照明显微镜原理图 ; (c) 非线性结构光照明显微镜原理图

Fig.1 Principle diagram of achieving super-resolution image by using 2D, 3D and nonlinear structured illumination

microscopy. (a) Principle diagram of 2D structured illumination microscopy; (b) principle diagram of 3D structured

illumination microscopy; (c) principle diagram of nonlinear structured illumination microscopy
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息量，它受到 FOT的控制(只有圆内的信息才能通过光学系统)。
2.1 二维结构光照明显微镜(2D-SIM)原理

二维的 FPS可以用贝塞尔函数或者高斯函数来表征 [17]，所以 FOT可以用圆近似表示，对于常规显微镜，圆

的半径近似表示样品中能够被分辨的任意两点间的最小距离的倒数，表征显微镜的分辨率。一般情况下，

(2)式中的 E(r) 与照明光场强度分布 I(r) 成线性关系，即 E(r) ∝ C(r)I(r) ，C(r) 为荧光分子浓度 (表征样品信

息)。常规荧光显微镜，采用匀场照明 E(r) ∝ I0C(r) ，因此 FOT直接限制了通过显微系统的样品信息量。结构

光照明显微镜实现超分辨的原理，就是利用特定结构的照明光 I(r) 在成像过程把位于 FOT圆外的一部分信息

转移到圆内，利用特定算法将 FOT圆内的高频信息移动到原始位置，从而扩展通过显微系统的样品频域信

息，使得重构图像的分辨率超越衍射极限的限制。

结构光照明显微镜一般采用余弦形式照明光，即

I(r) = I0[ ]1 + cos(2πk0 r + φ) , (3)

式中 I0 和 φ 分别为余弦照明条纹的平均强度和初相位，k0 为余弦照明条纹的空间频率，即条纹周期的倒

数。 I(r) 在频域空间是图 1(a2)中三个位置处的 δ 函数( k0 取 kx 方向)，E(k) = C(k)⊗ I(k) ，所以 E(k) 由 C(k) 、
C(k - k0) 、C(k + k0) 三部分组成，也就是说，结构光将样品的频域信息复制成三份，并使其中两份发生移动[即

移动图 1(a2)中的坐标系]，而 FOT的中心位置不动，这种移动过程就相当于将原本处于 FOT外的信息移动到了

FOT内。采用特定的重构算法可以将移动到 FOT内的高频信息移回到原始位置，扩展通过显微系统的样品频

域信息[图 1(a3)]。改变 k0 的方向，使各个方向的频域信息得到扩展[图 1(a4)]。

如前所述，采用结构光照明显微镜获得的单幅图像包含了重叠的高频信息，需要采用一定的算法将它

们分离、移位、重构。(3)式所示的结构光照明下，记录的图像在频域空间可以写为

D(k) = I0{ }C(k) + 1
2 exp( - iφ)C(k + k0) + 1

2 exp(iφ)C(k - k0) FOT (k) =
I0DN(k) + 1

2 I0 exp(-iφ)D P (k + k0) + 1
2 I0 exp(iφ)DS (k - k0), (4)

式中 DN表示获得的样品低频信息，等同于常规荧光显微镜获得的样品信息；DP、DS包含了样品的高频信息。

φ 可以人为控制，不同 φ 值的结构光照明样品时可以在 CCD上得到对应的图像，将该图像做傅里叶变换就

可以得到对应的 D(k)。所以只要取三个不同的 φ 值就可以通过解一个线性方程组得到 DN、DP、DS。对 DP、

DS 做移位处理，使它们对应的样品的零频位置与 DN 相同，移动过程可以通过 DP、DS 在实空间分别乘上

exp(i2πk0 r) 、exp(-i2πk0 r) 实现。将移动得到的 D′
P 、D′

S 与 DN以特定方式相加就可以使频域信息得到扩展，

最后做傅里叶逆变换就可以得到超分辨图像 [11-12,18]。

2.2 三维结构光照明显微镜(3D-SIM)原理算法

对于光学显微镜系统，FOT的三维结构 [19-21]如图 1(b1)上图所示，它是圆环结构，在零频位置存在凹陷，在

kx kz 平面的截面图如图 1(b1)下图所示。凹陷带来的后果就是 CCD上记录的信息不仅包含物镜焦平面上的

样品信息，同时包含焦平面外的样品信息。由于受到焦平面外的信息的干扰，常规荧光显微镜无法获得层

析图像。三维结构光照明显微镜提高分辨率、获得层析图像的原理，就是利用特定结构的照明光来获得样

品的高频信息，采用特定算法在横向和纵向上扩展样品频域信息的同时弥补凹陷带来的影响。本文介绍两

种图像处理算法：均方根算法和线性重构算法。

2.2.1 均方根算法

这种方法由 Neil[22]首先提出，利用(3)式所示的结构光，分别获取 φ ={0, 2π /3, 4π/3 }时对应的图像 D1 、

D2 、D3 ，利用(5)式即可获得层析图像。

D = [(D1 - D2)2 + (D1 - D3)2 + (D3 - D2)2]1 2 , (5)

从(4)式可以看出，CCD 记录的图像 D1、D2、D3包含不带层析能力的 DN和包含高频信息的 DP、DS，(D1 - D2) 、
(D1 - D3) 、(D3 - D2) 就减除了不带层析能力的DN部分。(5)式还可以写为

D = |
|
|

|
|
|D1 + D2 expæè ö

ø
i 2π3 + D3 expæè ö

ø
i 4π3 = D p (r) , (6)
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在频域空间可以表示为 D(k) = D P (k)⊗ D*
P (k) ，卷积能够弥补凹陷带来的影响，同时高频信息的使用能够提高

重构图像的分辨率 [23]。

2.2.2 线性重构算法

利用 2.1节中二维结构光照明显微镜重构算法得到的图像虽然能将横向分辨率提高接近两倍，但是纵

向上依然存在凹陷，为此 Gustafsson等 [21]认为可以通过改变照明光的结构，在扩展各向频域信息的同时“填

补”凹陷，同时提高纵向和横向的分辨率并使图像获得层析能力。为此结构照明光应包含有限个横向和纵

向的谐波成分，光栅衍射产生的 0、+1和-1级衍射光干涉产生的照明光 I(r) 具有七个谐波成分，在频域空间

对应七个位置处的 δ 函数，如图 1(b2)所示。成像过程相当于将样品信息复制成七份，并使每份的零频位置

在纵向和横向上做了对应的移动，因此，CCD上记录的图像包含了七部分样品信息。采用特定的算法，就可

以利用获得的七份信息在扩展各向频域信息的同时“填补”纵向的凹陷。

三光束干涉产生的结构照明光照射样品，CCD上记录的图像在频域空间可以表示为

D(k) =∑
m

exp(iφm)C(k -mk0)FOT,m (k) , (7)

式中 φm 可以人为控制，C(k -mk0) 表示零频位于不同横向位置处的样品信息，FOT,m (k) 是 FOT与照明光中的纵

向谐波做卷积的结果，它是可以直接计算出来的。从图 1(b2)可以看出横向谐波只存在于 0、±1、±2五个点，

因此只要取 5个不同的 φ 值(m取为 5)通过解一个线性方程组即可将高频信息分离出来，再利用傅里叶变换

的频移特性将分离出来的高频信息移到对应位置，做傅里叶逆变换就可以重构出三维分辨率都得到提高的

层析图像。这样处理的结果只是在条纹方向上扩展了三维频域信息，它的边缘存在波浪形状 [图 1(b3)]，为
此可以采用多个方向的条纹照明样品，采用相同的处理方式扩展三维频域信息，弥补“波浪缺陷”使分辨率

可以得到均匀的提高[图 1(b4)]。
2.3 非线性结构光照明显微镜(NL-SIM)原理算法

线性结构光照明显微镜分辨率的提高取决于结构照明光空间频率 k0 的大小，由于结构照明光也是通过光

学系统照射到样品表面的，它同样受到衍射极限的限制，即 k0 ≤ NA
0.61λ0

，所以分辨率无法突破 2倍衍射极限(不

考虑照明光和荧光发射波长的不同)。为突破这个限制，荧光分子的非线性效应被引入结构光照明显微镜[24-26]，

Gustafsson[27]提出了一种基于荧光分子激发态饱和效应的非线性结构光照明显微镜。荧光分子中处于激发态

的电子具有荧光寿命，即单个荧光寿命内一个荧光分子只能发射一个光子。当激发光的能量超过一个阈值(单
个荧光寿命单个吸收界面内激发光子大于 1)的时候，发射光将与照明光不再保持线性关系。这种非线性关系

就相当于在照明光中引入多项空间频率数倍于原始照明光频率的谐波成分，在频域空间这些谐波成分就相当

于位于不同频率位置的多个 δ 函数[图 1(c2)表示包含 3级谐波成分的照明光在频域空间的分布情况]。 δ 函数

使更多频率更高的高频信息被移到 FOT的圆内，采用与 2.1节中二维结构光照明显微镜相同的算法，可以将获

得的高频信息分离并移动到对应位置上扩展频域信息[图 1(c3)表示利用 3级谐波非线性结构光照明样品，样

品的频域信息得到 4倍扩展]，通过改变照明条纹的方向，可以使频域信息在各个方向上得到均匀扩展[图 1(c4)]。
理论上，非线性效应引入的谐波成分是无限的，但是由于受到噪声的影响，只有有限项的谐波能够被用于提取

高频信息。Gustafsson用实验证明了这种方法可以使分辨率达到 50 nm[27]。

2.4 原理算法小结

结构光照明显微镜是常规荧光显微镜在匀场照明的基础上，通过改变照明光的空间结构，使记录的图

像包含更多高频信息，利用特定的算法将这些信息分离出来，重构出超分辨图像。根据这个原理，不同结构

的照明光或不同的信息分离重构方法可以衍生出不同的算法。

在重构算法方面，二维图像重构过程除了 2.1节中介绍的解线性方程组的方法，Heintzmann等 [28]提出了

一种四相位重构方法，记录 φ ={0°,90 °,180°,270°}时(3)式所示的结构光照明样品时得到的 4幅图像，利用(4)

式系数的特点，进行加减乘运算，可以直接分离出 DN、DS、DP，用于图像重构。这种方法计算量小，但是对 φ

取值精度有较高要求，而且对于某一方向的照明条纹需要获取 4幅原始图像，因此，在处理二维图像的时候

一般采用 2.1节中 Gustafsson提出的线性处理算法。在三维图像重构算法中，2.2节中的两种处理算法各有

优势，对于均方根算法：优势在于非常简单，图像处理速度快；存在不足：只利用了(4)式中高频信息 DP，丢弃
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了包含低频信息的 DN，当信噪比比较低的时候这种方法重构出来的图像并不理想；作为一种非线性算法，它

并不具有一个特定的光学传递函数，很难表征它对图像分辨率的贡献能力；这种算法仅从提高层析能力的

角度处理图像，横向上分辨率的提高并不显著，类似于激光共聚焦显微镜。对于线性重构算法：优势在于能

同时提高二维、三维分辨率；存在不足：处理一个方向的照明条纹需获取 5幅原始图像，重构过程比均方根算

法复杂，图像处理速度慢。在这两种算法的基础上，Thomas等 [29]做了一个折中的处理，通过牺牲部分二维

分辨率，利用三幅原始图像，采用线性处理算法重构三维超分辨层析图像，在低信号强度下也具有较高的对

比度和图像保真度。

3 结构光的发生
通过改变宽场荧光显微镜照明光的结构就可以得到结构光照明荧光显微镜，因此，结构光的发生装置

是这类显微镜的关键，其余成像部分跟普通的荧光显微镜类似。早期直接利用两束激光束干涉产生余弦结

构光 [30]，通过压电陶瓷驱动的反射镜改变光路来改变结构光的相位角，这种装置速度慢，精度低，稳定性差。

之后，光栅 [12,21-22,28,31]、空间光调制器(SLM)[18,32-34]、数字微镜芯片(DMD)[29,35-37]作为结构光调制器被应用于结构

光照明荧光显微镜。下面对用这三种方式产生结构光的原理和装置进行说明比较。

3.1 光栅型结构光照明荧光显微镜

这类结构光照明荧光显微镜利用光栅来产生余弦结构照明光。Gustafsson等 [12]于 2000年提出了这类结

构光照明荧光显微镜。光源发的光被耦合进多模光纤，出射光被透镜准直成平行光，经过线偏振片照射光栅，

发生衍射，在光路中加入掩膜，只允许±1级的衍射光通过并聚焦在物镜的后焦面上，经过物镜重新变为平行光，

两束光在样品表面发生干涉，产生余弦结构光照明样品，样品发出的荧光经过分色镜在 CCD上成像(图 2[12])。
这种方法适用于二维结构光照明荧光显微镜。如果改变掩膜(mask)的样式，使 0、±1级衍射光都进入光路，在

z方向也产生对应的谐波，即可以用(7)式所述的线性重构算法进行三维结构光照明荧光显微成像。

为了改变结构光的相位和方向，光栅被固定在压电陶瓷和电动旋转台上。通过电动旋转台可以获得不

同方向的条纹，通过压电陶瓷可以控制光栅横向移动得到不同相位的条纹 [21]。为了使结构照明光具有最大

的对比度，可以通过加入线偏振片使照射光栅的光束与条纹方向保持 S偏振。

图 2 光栅型结构光照明荧光显微镜

Fig.2 Grating based structured illumination fluorescence microscopy

对于光栅型结构光照明荧光显微镜 ,通过设计光栅的光栅常数、占空比、调制深度等结构参数，增强±1
级衍射光的强度，从而提高获取的高频信息的强度，简化装置光路。但是，采用机械的方式来控制光栅旋转

和位移的装置复杂，转换速度较低；不同激发波长对应的±1级衍射角是不一样的，波长改变时需要微调光

路，这为多色荧光激发带来不便。

3.2 空间光调制器型结构光照明荧光显微镜

为了避免用机械控制来改变结构条纹的相位和方向，Kner等 [34]在 2009年使用空间光调制器来产生结

构光，如图 3所示。光纤出来的光准直之后经过偏振分束器(PBS)、半波片(HWP)射入空间光调制器发生衍
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射，衍射光经过一个由两片铁电液晶相位延迟器(FLC)和一片四分之一波片(QWP)组成的偏振旋转装置，光

路中的掩膜只允许±1级衍射光进入后续光路并聚焦于物镜的后焦面，经过物镜重新变为平行光，两束光在

样品表面发生干涉，产生余弦结构光照明样品，样品发出的荧光经过分色镜在 CCD上成像。

液晶空间光调制器可认为是一个周期可编程控制的闪耀光栅 [38-39]，它由像素点组成，每个像素点可以编

程控制开关状态，对入射光进行调制。结构光照明荧光显微镜需要不同方向、同一方向不同相位的结构照

明条纹，这些要求可以通过控制空间光调制器一个周期内横向和纵向上包含的像素点来实现 [18, 33-34]。结构照

明条纹的偏振方向与其条纹方向保持 S偏振的时候可以使结构照明条纹有最大的对比度，为此利用偏振旋

转装置中的液晶相位延迟器和四分之一波片来控制不同照明条纹的偏振态。

图 3 空间光调制器型结构光照明荧光显微镜

Fig.3 Spatial light modulator based structured illumination microscopy

利用空间光调制器可以使结构条纹产生和控制的速度和精度得到提高，可以用于活体细胞成像 [33-34]。

空间光调制器只能对偏振光进行调制的特点，使得光路略显复杂；激发光偏离空间光调制器工作波长越大，

衍射效率越低，因此空间光调制器对应特定的单个激发波长。

3.3 数字微镜芯片型结构光照明荧光显微镜

这类结构光照明荧光显微镜利用 DMD产生用于照明的结构条纹。Dan等 [35]于 2013年使用了这类结构

光照明荧光显微镜。该结构光照明荧光显微镜整体光路简单(图 4)，在 DMD之后加入一个镜筒透镜(TL1)将
DMD上的预设条纹成像于样品表面，完成结构光的照明。

图 4 数字微镜芯片型结构光照明荧光显微镜

Fig.4 Digital micromirror device based structured illumination fluorescence microscopy

DMD 由一系列微反射镜组成(13 μm ×13 μm )，通过改变微镜的偏转角度实现微镜的开关：微镜偏转
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12°的时候反射光进入光路，对应开状态；微镜偏转-12°的时候反射光偏离光路，对应关状态。微镜的开关

状态可以通过计算机控制实现，精度高，且开关状态可以进行高速切换，Dan等 [35]验证了基于 DMD的结构光

照明荧光显微镜的成像速度可以达到 1.6×107 pixel/s。
利用 DMD搭建的结构光照明荧光显微镜光路可以快速产生结构条纹，并进行精确控制，可实现生物样

品的实时动态成像。DMD利用反射原理产生结构光，它对宽光谱的入射光都具有较高的反射率，可以实现

多波长激发。

4 结构光照明荧光显微镜在生命科学上的应用
荧光显微镜由于其无损、非入侵的观察方式和特异性标记识别的特点，在生命科学研究中应用广泛。

但是由于其分辨率受到衍射极限的限制，细胞内许多复杂的精细结构无法观察到。结构光照明荧光显微镜

作为一种能够突破衍射极限的荧光显微镜，大大提高了细胞结构成像的分辨率和图像清晰度，有力地促进

生命科学研究的发展。如图 5所示的细胞微管 [40]，无论是线性的还是非线性的结构光照明的显微图像 [图 5
(d)，采用 2级谐波非线性结构光，相对于常规荧光显微镜分辨率能够提高三倍]，都比传统的显微图像有更

清晰，可以观察到更丰富的细节结构。三维结构光照明显微镜(3D-SIM)可在纵向不同切层上获得层析图

像，通过一系列的层析图像重构出 3D图像。图 6[35]展示了 3D-SIM对具有一定厚度的花粉颗粒成 3D像的过

程，沿纵向划分为 303个切层[图 6(a)]，每个切层通过获取 3幅图像重构一幅层析图像，通过这 303幅层析图

像重构出花粉颗粒的 3D图像[图 6(b)]。

图 5 (a) 常规显微镜、(b) 常规滤波显微镜、(c) 线性结构光照明荧光显微镜及(d)采用 2级谐波的非线性结构光照明荧光显微

镜对细胞微管所成图像。比例尺 : 500 nm

Fig.5 Microtubules imaged by (a) conventional microscopy, (b) conventional filtered microscopy, (c) linear SIM, and (d)

NL-SIM with two higher-order harmonics. Scale bar: 500 nm

图 6 3D-SIM利用一系列层析图像重构出花粉颗粒的 3D图像。(a) 303个纵向切层上获得的层析图像 ; (b) 花粉颗粒的 3D图像

Fig.6 3D image of pollen grain reconstructed by 3D-SIM with a stack of optically sectioned images. (a) A stack of

optically sectioned images comprised of 303 axial layers; (b) 3D image of pollen grain

4.1 观察生物样品的结构特性

利用结构光照明荧光显微镜，研究人员可以获得生物样品中常规荧光显微镜无法获得的特定部分的结

构信息。Fitzgibbon等 [41]利用三维结构光照明荧光显微镜，借助烟草中绿色荧光蛋白标记的病毒运动蛋白
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获得胞间连丝的超分辨图像。结构光照明荧光显微镜不仅可以用于植物细胞的研究，同时也可以应用到动

物细胞研究中。Schermelleh等 [42]利用多色 3D-SIM研究哺乳动物的细胞核，对核染色质、核纤层、核孔复合

物同时成像，观察到常规荧光显微镜无法观察到的细节信息，为哺乳动物亚细胞结构的观察提供了一种新

的方式。在人体组织的研究中也应用到了结构光照明荧光显微镜。Rahman等 [43]将光学造影剂与结构光照

明荧光显微镜结合，从而可以在完整的组织中将肿瘤细胞与正常细胞区分开来，为宫颈癌细胞的检测提供

了一种强有力且便宜的检测方法。另外，Best等[44]利用多激发波长的结构光照明荧光显微镜研究视网膜色素

上皮细胞。为了进一步提高结构光照明荧光显微镜的分辨率，非线性结构光照明荧光显微镜也在生命科学

研究中得到应用。Rego等 [40]将只需要较低能量就能产生非线性效应的可逆光开关荧光蛋白运用于非线性

结构光照明荧光显微镜，并用它观察哺乳动物的核膜孔和肌动蛋白细胞骨架，分辨率达到 60 nm。

4.2 观察生物样品的动态特性

要观察生物样品的动态特性就要有较高的成像速度，结构光照明荧光显微镜只需要获得几幅初始图像

即可重构超分辨图像的特点使其能满足这种成像速度要求。因此，在许多需要获得样品动态特性的生物学

科中，结构光照明荧光显微镜有着重要的应用。在细胞学上，Sonnen等 [45]利用 3D结构光照明荧光显微镜分

析了不同细胞周期状态下人体细胞中心体的中心粒与中心粒周围基质之间的空间关系，这种研究人体细胞

中心体体系结构的新方法揭示了中心粒与其周围基质之间以前所看不到的细节信息。在神经生物学上，Xu
等 [36]利用 DMD与 sCMOS搭建高速结构光照明荧光显微镜，并对老鼠的大脑切片进行研究，通过较短时间内

获得的大量层析图像可以揭示神经元细胞的结构，并绘制出神经元信息传递图。在遗传学上，Carlton[46]对

利用 3D-SIM进行染色体结构的研究做了小结，阐述了在中等距离和减速分裂中染色体的结构，并用秀丽隐

杆线虫和玉米的染色体为例做了说明。更好地揭示了染色体在不同分裂时期的结构。York 等 [47]提出了

3D-SIM 对活体多细胞生物体进行三维成像，采用多焦点照明光提高成像深度的方法。并对绿色荧光蛋白

标记的活体转基因斑马鱼胚胎进行成像，获得斑马鱼侧线原基的动态变化。动态成像是结构光照明荧光显

微镜区别于其他超分辨荧光显微镜的一个重要特点，了解了生物样品的动态过程才能更好地了解整个生命

过程。

5 结 论
作为近年来研究热点，超分辨显微技术得到了极大的发展，众多超分辨显微技术被提出。结构光照明

荧光显微镜以突破衍射极限的超分辨能力和较快的成像速度，在生命科学领域有着广泛的应用前景。相比

传统共聚焦荧光显微镜，结构光照明荧光显微镜具有相同的层析能力，但是分辨率更高、成像速度更快；相

比于基于单分子定位的超分辨荧光显微镜，结构光照明荧光显微镜的分辨率不如前者，但是只需要 9幅原始

图像即可构建一幅超分辨图像，而前者往往需要上千幅原始图像才能构建一幅超分辨图像，因此结构光照

明荧光显微镜的成像速度远大于前者；并且结构光照明荧光显微镜对标记样品的荧光染料没有特殊要求，

也不要辅助介质，这大大方便了其在生命科学中的应用范围。

结构光照明荧光显微镜也存在不足：对于线性结构光照明荧光显微镜，从实现超分辨的原理上就限制

了它的分辨率无法超越两倍衍射极限，相比于其他超分辨显微技术分辨率偏低；非线性结构光照明荧光显

微镜虽然可以进一步提高分辨率，但是非线性的实现需要荧光染料具有更长的荧光寿命、照明光具有更强

的能量等，这些都会限制它在生命科学中的应用；结构光照明荧光显微镜通过算法将焦平面外的荧光信息

减掉，从而获得层析图像，实质上焦平面外的荧光染料也是被激发的，这样会带来一定的光损伤。

作为一种超分辨荧光显微镜，结构光照明荧光显微镜在理论和实验上都取得重大进展，同时一些商用

系统已经面世，但是它还存在较大的改进空间。为了进一步发挥高速成像的优势，可以在图像处理过程采

用 GPU进行加速 [48]；相比于其他超分辨荧光显微镜，结构光照明荧光显微镜的分辨率偏低，为此可以将结构

光照明显微技术与其他超分辨技术结合使用 [49-51]。目前，结构光照明显微镜的使用主要集中在生命科学研

究领域，扩展其应用领域也将是未来研究的方向。通过改进技术以及扩展应用范围，结构光照明显微镜将

促进科学研究的发展。
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