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基于金刚石NV色心的超分辨成像技术
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摘要　光学显微镜的出现为细胞等微观结构的研究打开了新的大门,然而衍射极限的限制使得更加精细的结构难以探

测.近年来,一些充满创造性的方法突破了衍射极限,达到纳米级分辨率.氮Ｇ空位(NV)色心是金刚石中一种常见的发

光缺陷,由于其具有明亮而稳定的发光性质和较长的电子自旋相干时间而被广泛应用于量子计算与量子测量中;同时,

NV色心在超分辨成像技术中也发挥着巨大作用,通过与各种超分辨成像显微镜的结合,实现了对NV色心的纳米级分

辨率成像,而且进一步实现高空间分辨率的量子传感.本文简单介绍了NV色心的结构与性质,以及各类成像技术的基

本原理;对NV色心与超分辨成像结合的各项技术实验成果进行了归纳与比较,并对其应用进行了总结与展望.
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１　引　　言
传统光学显微镜的分辨率受到衍射极限的限制,对于成像波长为λ、数值孔径为NA的成像系统,阿贝Ｇ

瑞利公 式 d＝λ/２(NA)指 出 当 两 个 发 光 点 距 离 小 于 d 时,将 无 法 分 辨.在 可 见 光 范 围 内,d 为

２００~３００nm.因此,在常温常压下为了达到纳米级分辨率的同时不会对样品产生破坏,结构光照明显微镜

(SIM)、受激发射损耗显微镜(STED)、光激活定位显微镜(PALM)和随机光学重构显微镜(STORM)等超

分辨成像技术应运而生[１Ｇ２].

SIM显微技术通过使用空间调制的结构光照明样品,将高空间频率的信息编码,从而反演出其精细结构[３].

STED成像技术通过加入一束空心光束将成像中心外围的荧光通过受激辐射而耗尽,达到几纳米的分辨率[４Ｇ５].另
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一方面,PALM和STORM使用了一些光活化和光转换的荧光分子,通过对每次成像时处在亮态的分子用点扩展

函数(PSF)拟合进行定位,最终将大量分子定位信息进行叠加即可实现高精度的成像还原[６Ｇ７].除此之外,还有许

多超分辨成像技术,例如使用荧光涨落进行成像的随机光学涨落成像(SOFI)技术等[８Ｇ９],在此不一一列举.
氮Ｇ空位(NV)色心是金刚石中最普遍的一种发光缺陷,它由一个氮原子取代和一个空穴组成(图１).实验

室通常采用将高纯度金刚石进行离子束注入后退火的方法获得.近年来,随着对其结构与性质的研究越发深

入,它在量子计算与量子测量中的重要作用也逐渐显现[１０].NV色心具有两种电荷态:NV０ 和NV－.其中

NV－的荧光更易被探测从而有更广泛的应用,本文不加特殊说明的NV色心均指NV－.NV－ 的能级结构

如图２所示,可以看到,其基态与激发态均是自旋三态.在无外磁场的环境下,磁量子数ms＝±１的两个能级是

简并;施加外磁场后,两能级劈裂,因此NV色心也被用于高精度的磁场测量.室温下,NV－的零声子线位于

６３７nm附近,在７００nm处荧光最强,吸收最强则处于绿光波段[１１].NV色心具有亚纳米级尺寸,稳定的发光特

性,通过光学调控和滤波技术,可以实现NV色心内部光学亮态和暗态的相互转换和探测.
在近年来的研究中,NV色心作为高精度的量子传感器,被广泛用于电磁场、温度等物理量的测量.结合光

学远场超分辨成像技术,可以实现基于NV色心的纳米尺度量子测量.另一方面,NV色心可作为生物细胞中

的荧光标记,用于生物细胞成像和细胞内的电磁场、温度测量.因此光学超分辨成像技术对NV色心的实际应

用有着重要的意义.目前,多种基于NV色心的光学超分辨成像不断发展,这其中包括STED、电荷态耗尽

(CSD)、STORM等.这些成像技术可实现对NV色心自旋、电荷等的高空间分辨率测量,能够在将来的研究中

得到广泛应用.本文将介绍利用金刚石NV色心实现STED、基态耗尽(GSD)、CSD等确定性显微成像术,以及

随机成像技术STORM和量子成像技术(QSI).除了本文介绍的超分辨成像技术之外,NV色心在量子测量与

计算领域中也发挥着巨大作用,可用作室温下的固态量子寄存器[１２],高分辨率高精度的纳米测磁仪等[１３].

图１　金刚石晶格中NV色心结构示意图

Fig敭１　SchematicoftheNVcenterstructureindiamondlattice

图２　NV－色心的能级结构图

Fig敭２　EnergylevelschemeofNV－center

２　基于NV色心的超分辨成像技术
２．１　STED显微镜

在突破衍射极限的各种远场光学技术中,STED显微镜对 NV色心成像可达到小于１０nm 的分辨

率[４Ｇ５,１４],通过与固体浸没透镜相结合,分辨率甚至可达到２．４nm[５].实验中使用波长λ的激光将NV色心

激发到寿命约为１１ns的激发态,当叠加另一束空心的耗尽光时,受激辐射过程将有效地耗尽激发态,使得

除了中心点之外的荧光被关闭,有效地降低了发光点的PSF(图３).其分辨率表示为

Δr＝
λ

２nsinθ １＋ISTED/IS

, (１)

式中ISTED是STED光强度最大值,IS 是饱和光强.可以看到,当增大空心光的功率,就可以在理论上无限地提

高分辨率,但同时强光带来的光损伤也是不可忽略的,在一定程度上限制了STED技术在生物成像中的应用.
仅使用上述空心光束可以在XＧY 平面达到纳米级的分辨率,然而对于轴向分辨率却毫无帮助,在对三

维的生物样本进行成像时会受到阻碍.通过添加一个特殊的相位板,其中心的圆柱形凸起可产生π相位的

相移.通过该相位板将一束光聚焦于光路中,将会在焦点及焦平面上下两个旁瓣产生破坏性的干涉,类似于

XＧY 平面的耗尽效果[１５],即可实现对光轴方向分辨率的有效提升(图４).
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图３ NV色心激发态的光致STED[４].(a)NV色心STED能级示意图;(b)STED光激光强度增加时荧光耗尽曲线

Fig敭３ STEDoftheexcitedstateofchargedNVcenterbylight ４ 敭 a Energyleveldiagramof
STEDinNVcenter  b fluorescencedepletioncurvewhentheintensityofSTEDbeamincreases

图４ ３DＧSTED实验测得激发光与耗尽光在各个平面上的(a)~(d)PSF及(e)~(h)对应的荧光图像[１５]

Fig敭４ Experimentallymeasured a Ｇ d PSFofexcitationanddepletionpatternsand

 e Ｇ h correspondingfluorescenceimagesin３DＧSTED １５ 

STED显微镜还可对纳米金刚石颗粒中的NV进行成像,即使一个颗粒中有数个NV色心,通过每个

NV不同的电子自旋共振谱线也可分别进行区分[１４].在生命科学研究中,可将含有NV色心的纳米金刚石

用牛血清白蛋白包裹后通过细胞的胞饮或内吞导入细胞内部进行成像.Chang等使用尺寸约３０nm,含有

大量NV色心的荧光纳米金刚石颗粒,酸洗后与牛血清白蛋白的酸溶液混合,经过物理吸收过程后纳米金刚

石便可包裹上蛋白外壳.经由胞饮或内吞进入细胞内部的纳米金刚石由STED显微镜成像,最终在HeLa细

胞内达到了约４０nm的横向分辨率[１６].这为细胞内部生命活动的研究提供了高分辨率高精度的成像方法.
２．２　GSD显微镜

与STED技术的原理相似,GSD成像同样是使用空心光束将荧光团中心点外围的荧光关闭.不同之处

在于,初始化时,GSD通过将NV转移到其暗态的亚稳态上,则其基态的激发饱和,NV通过无辐射跃迁回到

暗态,即荧光被关闭.GSD显微技术可达到的分辨率与STED相似,与空心光束光强相关.一些实验已经

展示若利用NV长寿命的暗态来实现开关,GSD技术使用的激光光强只需STED显微镜的千分之一便可达

到１０nm以下的分辨率[１７Ｇ１８],有效地缓解了光漂白与光损伤.
GSD通常有两种模式:directＧGSD与negativeＧGSD,两种模式的区别是中心点分别为亮斑和暗斑,并

且分别可以达到７．６与１２nm的分辨率.对于directＧGSD模式(图５),可仅使用一种波长的激光,因为只需

０３０００３Ｇ３
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要将NV激发,也就是说只需要其“on”态的转换.虽然光路搭建方便,但其缺点是在周围荧光点的噪声中

难以区分微弱的荧光[１８].另一方面,GSD技术引入亚稳态降低了耗尽光的饱和光强,但却增加了单点记录

所需时间,也就是说成像的速度降低.

图５ DirectＧGSD成像金刚石中NV色心[１８].(a)单个NV色心成像;(b)单个NV色心的PSF图像

Fig敭５ DirectＧGSDmicroscopyimagingasingleNVcenter １８ 敭 a ImageofasingleNVcenter 

 b effectivePSFofasingleNVcenter

２．３　CSD显微镜

除了上述两种扫描式超分辨成像技术之外,还有一种同样利用空心光束的成像技术.由于NV色心存

在两种电荷态:电中性的NV０ 态和电负性的NV－态.通过对NV色心荧光的分析可区分这两种电荷态,并
且可以通过对NV的光学操控实现其电荷态转换,因此电荷态转换的过程也可用于超分辨成像技术.通过

电荷态转换的操控可以实现CSD显微成像技术,并且达到了４．１nm的超高分辨率[１９].
在实验中,共使用三种不同波长的激光,６３７nm和５３２nm的激光用于初始化以及转换电荷态,其中一

束为高斯光束,另一束为空心光;５８９nm的激光用于对电荷态的探测.两个可移动的相位板用于产生空心

光束.在实验中选择合适的激光功率以及测量时间以达到最好的对比度.使用不同的高斯光Ｇ空心光束的

组合,会有两种不同的CSD图像产生(图６),分别称为iCSD(ionizationＧCSD)和rCSD(rechargeＧCSD),在
相同的环境下iCSD分辨率更高.CSD显微镜使用的激光功率远低于STED技术,还可以通过选取适当的

激光脉冲时间进一步优化分辨率[１９].

CSD技术能够对NV的电荷态进行高空间分辨率的操控与探测,结合光学探测磁共振(ODMR)技术,
能够对临近的NV色心的共振信号进行区分.因为CSD只对NV－的ODMR信号进行探测,故相邻的NV
色心也只有处在负电荷态的信号才可以被探测.

近期的一些实验结果表明,NV色心的电荷态转换会引起金刚石中一些可探测的局域场的变化,从而导

致与NV耦合的自旋动力学演化[２０].今后,可以利用CSD技术对电荷态的操控帮助研究NV色心之间的

自旋态动力学.

２．４　STORM
NV色心的电荷态在一定波长的激光激发下可相互转换,这种随机的荧光转换便可用于STORM成像.

通过改变激发光的波长与功率,可以调制合适的参数,例如荧光脉冲宽度,一个脉冲的光子数等.
实验中,使用波长为５９４nm,光强远小于饱和光强的激光激发.由于荧光转换是随机的,故将CCD帧

频设置为荧光“on”态的平均时间τon,并对每个NV记录数个脉冲.最终STORM对NV色心成像的结果是

其位置拟合函数的半峰全宽(FWHM)为２７nm[２１],突破了衍射极限(图７).作为一个并行数据获得技术,

STORM成像NV既不需要大功率激光,也不需要脉冲激光器.在成像速度较快的同时还可以达到较好的

分辨率,这项技术在生物成像中可发挥巨大作用.
另一方面由于光子计数率与电子自旋相关,STORM结合ODMR技术可以在高空间分辨率下读出NV

自旋.并且可以将NV用作微感应器,结合STORMＧODMR技术对磁场、电场、核自旋等进行探测.

２．５　量子统计成像技术

基于量子反聚束效应,国内外的研究小组展示了一种根据量子统计特性进行成像的方法,成功地突破了

衍射极限.NV色心由于具有良好的单光子辐射特性而被用于成像中,通过探测其单光子计数与符合计数,
达到了小于１０nm的分辨率[２２].
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图６ (a)iCSD与(b)rCSD激光脉冲序列与荧光图像;CSD显微技术分辨率与(c)激光功率和(d)脉冲宽度的关系;

(e)共聚焦显微镜与CSD显微镜的PSF图像[１９]

Fig敭６ Lasersequencesandfluorescenceimagesfor a iCSDand b rCSD CSDmicroscopicresolution

vs c laserpowerand d duration  e PSFprofilesofconfocalmicroscopeandCSDmicroscope １９ 

图７ NV色心的STORM成像定位示意图[２１].(a)CCD成像,STORM成像及对NV的位置定位;(b)一维位置分布图;
(c)分辨率与亮态时间及每个脉冲所含光子数的函数关系示意图

Fig敭７ ImaginglocalizationofNVcentersbySTORM ２１ 敭 a CCDimage STORMimage NVpositionlocalization 

 b oneＧdimensionallocationdistribution  c resolutionasafunctionoftheontimeandthenumberofphotonsperburst

０３０００３Ｇ５



５４,０３０００３(２０１７) 激光与光电子学进展 www．opticsjournal．net

　　在实验中,对于A、B两个NV色心进行分辨,如图８所示.使用共聚焦扫描光路,通过单光子计数器探

测一阶光强,并使用HanburyＧBrownＧTwiss(HBT)实验得到二阶相关函数.由于A、B是单光子源,在量子

条件下对得到的一阶与二阶光强函数进行分析,即可得到两发光点各自的光强分布,实现对距离远小于衍射

极限的两个NV色心的分辨.分辨率受光子计数率及实验光路的影响.由于不同空间取向的NV色心在抽

运光的极化下会有不同的荧光强度,故亦可用量子统计的方法区分NV色心的轴向[２２].

图８ 光学成像两个毗邻的NV色心[２２].(a)单光子计数;(b)双光子计数;
(c)(d)A、B两NV色心荧光图像;(e)两NV色心的３D图像

Fig敭８ OpticalimagingoftwoNVcenterswithasmallseparation ２２ 敭 a Singlephotoncounts 

 b twoＧphotoncounts  c  d fluorescenceimagesofA BNVcenter  e ３DimageoftwoNVcenters

图９ (a)共聚焦显微镜成像NV样品;(b)图(a)中正方形部分荧光图像的放大;(c)g(２)函数及(d)g(３)函数图像;

(e)阶数k＝２及(f)k＝３时的超分辨成像图[２３]

Fig敭９  a NVsampleobtainedviaconfocalmicroscope  b magnificationofthesquareareainFig敭 a  

mapof c g ２ and d g ３ function superresolutionmapfor e k＝２and f k＝３ ２３ 

理论上可以利用高阶自相关函数g(k)实现多个NV的高空间分辨率的荧光成像.随着函数阶数k的提

高,分辨率将获得１/k的提升.在实验上,需添加树状结构排列的单光子探测器收集.如图９所示,对三个
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邻近NV色心的共聚焦荧光进行处理,通过对g(２)、g(３)函数图像的处理有效地提高了分辨率[２３].
量子统计特性成像的优点在于不需要复杂的光路与控制系统成像分辨率即可突破衍射极限,但光子的

收集效率将是限制其应用的重要因素[２２].要得到更高级数的相关函数需增加 HBT干涉仪的端口,不仅能

提高分辨率,还将使其成为诊断量子源的有力工具[２３].
表１　基于NV色心的各类超分辨成像技术的相关属性

Table１　PropertiesofsuperＧresolutionimagingtechniquesbasedonNVcenter

Technique Resolution/nm Power/mW Speed
STED[５] ２．４ ５×１０３ Slow
GSD[１８] ７．６ ５０ Slow
CSD[１９] ４．１ ２０Ｇ５０ Slow
STORM[２１] ２７ ＜０．１ Fast
QSI[２２] ２．４ ０．２ Slow

３　结束语
介绍了几种利用金刚石中NV色心进行超分辨成像的典型技术.与荧光蛋白、量子点等其他荧光分子

相比,将NV色心用于超分辨成像的优势在于其明亮而稳定的发光特性,即使在光强很大或高温状态下也不

会漂白或闪烁.另外,NV色心的能级结构与磁场、温度场等相关,为精细的物理场探测提供了便利.
在超分辨成像技术中,如表１归纳所示STED成像使用的激光功率远大于其他技术,在进行生物样品

成像时会对样品产生损伤;而GSD、CSD、STORM等技术使用较小功率的激光,更适合生物样品的成像.另

一方面,STED、GSD、CSD此类扫描式显微技术通常可达到极好的分辨率,可达１０nm以下;但在获得高空

间分辨率的同时又会消耗大量的时间,故难以进行实时成像.与之相比,随机激发光场成像的STORM 技

术因不需要逐点扫描,可实现快速成像.总而言之,各类技术在空间分辨率与成像获得时间之间均存在平衡

关系,对光路的优化以及实现在轴向及截面方向均达到极高的分辨率的３D成像依然是重要的课题.
未来,基于NV色心的超分辨成像技术不仅能够在生命科学中对活细胞内部反应及神经纤维活动进行

成像[１６,２４],还可以作为一个物理场的量子探针,对磁场、电场、温度场、应力场等进行同步高空间分辨率的感

应.在高空间分辨率的高精度量子传感的应用中,除了需要对NV色心进行超分辨成像以外,还需进行内部

电子自旋量子态确定性的操控和检测.因此STED、GSD、CSD等确定性的成像技术将显得更加重要.接下

来,利用金刚石NV色心实现超分辨成像以及应用的研究发展方向将一方面深入研究NV色心的特性,结合

各种超分辨成像技术的特点(包括多光子激光扫描、结构光照明显微技术等),使用电磁场对NV色心电子自

旋进行操控,提出并实现新型超分辨成像技术;另一方面,结合先进的光场调控技术进一步降低抽运激光功

率,提高成像速度,使得基于金刚石NV色心的超分辨成像技术更加适合生物、材料等学科实用化的要求.
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