
第57卷 第24期 激 光 与 光 电 子 学 进 展 Vol.
 

57,
 

No.
 

24
2020年12月 Laser

 

&
 

Optoelectronics
 

Progress December,
 

2020

高速超分辨结构光照明显微的关键技术及应用

赵天宇2,3,
 

汪召军1,
 

冯坤1,
 

梁言生1,
 

何旻儒2,3,
 

云雪1,
 

雷铭1,3* *

1西安交通大学物理学院,
 

陕西 西安 710049;
2中国科学院西安光学精密机械研究所瞬态光学与光子技术国家重点实验室,

 

陕西 西安 710119;
3中国科学院大学,

 

北京 100049

摘要 光学显微成像技术无论是在临床诊疗还是在基础科学研究上都发挥着重要的作用。伴随着新型荧光探针、

光学控制、探测器件的不断发展,超分辨光学显微技术突破了传统光学衍射极限的限制,为现代生物医学研究提供

了新的工具。在超分辨显微成像技术中,结构光照明显微镜(SIM)通过空间编码的结构光照明样品,将样品部分超

出衍射极限的高频信息调制到低频中,从而通过光学系统实现超分辨成像。SIM 具有成像速度快,光漂白和光毒

性弱以及对荧光染料的非特异性需求等优点,被广泛应用于活细胞超分辨光学显微成像。本文回顾了SIM技术的

重要原理与技术进步,重点介绍了SIM 硬件设计与图像重构算法中关键的实验要点与技术难点,列举了现阶段

SIM在生物成像中的部分应用,探讨了SIM 未来的发展方向。期望本文能为SIM 的设计和使用者提供一定的

指导。
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1 引  言

自17世纪荷兰人列文虎克发明光学显微镜以

来,光学显微镜已广泛应用于生物、医学、地理等学

科的研究中,成为观察生命过程、物质结构的常用

手段。人们在不断追求更高光学分辨率的过程中,
发现光学系统分辨率会受到光衍射效应的限制[1]。

1893年德国科学家Ernst
 

Abbe指出分辨率极限可

以由λ/(2NA)计算,其中λ 为波长,NA 为显微物

镜的数值孔径。受制造工艺的限制,目前的显微物

镜的NA 最大为1.5左右,所以通常认为在可见光

范围内分辨率极限约为200nm[2]。衍射极限决定

了普通光学显微镜无法进一步探究细胞内分子结

构、定位及其相互作用。虽然近场光学扫描显微

镜[3]、电子显微镜[4]和原子力显微镜[5]等手段能实

现更高分辨率的观测,但它们需要对样品进行特殊

处理,无法像传统光学显微镜一样实现动态观察和

非侵入式活体成像。
超分辨光学成像技术是近几十年来发展最快、

受关注度最高的光学成像技术之一。这类技术突

破了光学衍射极限,将光学显微镜的空间分辨率提

高到了几个纳米,已逐渐成为学者们研究微观结构

和过程的强大工具[6-7]。目前主流的超分辨光学成

像技术大体包括三类。

1)基 于 单 分 子 定 位 的 显 微 成 像 技 术

(SMLM)[8-14]。该技术利用极弱的激发光照明样

品,随机激发少量的荧光分子,由于不存在周围荧

光分子的干扰,人们可以十分精确地定位到这些荧

光分子的中心位置,定位精度可达几个纳米,然后

对成千上万幅这样的原始图片进行合成,得到高分

辨率图片。这一技术虽然有着较高的空间分辨率,
但时间分辨率较低,得到一幅超分辨图像往往需要

较长的时间,因此难以用来观察生物体内的动态生

命过程。

2)基于光学系统点扩展函数调制的受激发射

损耗显微成像技术(STED)[15-17]。STED在使用一

束光激发荧光物质的同时,使用另外一束空心环形

光使第一束光斑周边荧光物质通过受激发射损耗

过程淬灭,从而得到小于衍射极限的荧光光斑。

STED通常可获得约20nm的空间分辨率,但需要

很高的激光功率,这带来严重的光毒性与光损伤,
制约了其在活细胞方面的应用。

3)基于空间调制照明的结构光照明显微成像

(SIM)技术[18-20]。该技术采用空间编码的结构光场

代替均匀光场照明样品,再通过计算得到超衍射极

限分辨率图像。SIM 的空间分辨率为100nm 左

右,且具有更低的激发光强、成像速度快、不需要特

殊荧光染料等优点,十分适合对活体样品进行高时

空分辨率成像。
除了上述三类超分辨光学成像技术之外,新型

的最小光子流量技术综合了三类成像技术的特点,
将定位精度提高到了前所未有的1nm[21],但其系

统复杂,成像视场非常小。另外,飞速发展的计算

机深度学习技术[22]、图像处理算法[23]以及新型荧

光探针的发现[24-26]都为超分辨成像技术带来了新

的突破。
在现有的超分辨光学成像技术中,SIM 具有最

快的成像速度和极低的激发光功率密度,并且与传

统的荧光分子兼容,因而在活体细胞及其结构的动

态行为观测中备受青睐。图1描绘了20年来SIM
技术的发展路线图。最初在1997年,结构光照明被

引入到光学显微成像中,用于实现光学切片,改善了

显微镜的轴向成像质量[27]。1999年,Heintzmann[28]

首先意识到可以通过结构光照明将物体的高频信

息编码到低频中,通过后续计算重构得到高分辨图

像,从而提升显微系统的横向分辨率。该研究给出

了相关的理论推导和实验设想,并将其命名为横向

调制激发显微镜(LMEM)。2000年Gustafsson[29]

提出了经典的二维SIM技术,在理论上系统分析了

SIM技术实现超分辨的原理,并在实验上得到了约

115nm的超衍射极限分辨率图像。自此,SIM技术

受到了广大专家学者的关注,一系列相关技术改进

和应用相继产生[29-43]。2005年Gustafsson[30]在线

性SIM的基础上提出了非线性SIM,利用荧光饱和

激发产生含有高阶频率分量的结构光场,进一步提

升了超分辨能力,在实验上实现了约49nm的分辨

率。2008年Schermelleh等[30]将二维SIM 扩展至

三维空间,将光轴方向的分辨率提升至300nm。为

了进一步提高图像采集速度,2009年Kner等[33]利

用空间光调制器和相位延迟器快速产生结构光并对

其进行了调制,重构图像的帧率达到11frame·s-1。

2010年 Müller和Enderlein[34]将SIM 原理应用于

共聚焦显微镜中,将共聚焦显微镜的横向分辨率提

升到150nm。2014年Förster等[38]利用分段偏振

片优化结构光条纹对比度,简化了偏振控制装置。

2015年Li等[39]利用超高数值孔径物镜和非线性

SIM技术提升了SIM的分辨率,观察到大量动态的

细胞器活动。2016年 Müller等[40]制作了开源插件
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fair
 

SIM并将其发布于ImageJ软件平台,其用户友

好的交互界面大大降低了SIM 的使用门槛。2017
年Demmerle等[41]从实验角度分析了SIM 的技术

要点,总结了常见伪影的产生机理和解决方法。

2018年Huang等[42]利用海森矩阵指导超分辨图像

的重建,实现了188frame·s-1 的高速超分辨成像。

2019年北京大学席鹏课题组利用SIM在实现超分辨

成像的同时,进一步提取到荧光分子的偏振信息。

图1 SIM的重大理论和实验突破路线图[29-43]

Fig 
 

1 Roadmap
 

of
 

significant
 

theoretical
 

and
 

technical
 

breakthroughs
 

of
 

SIM 29-43 

  SIM技术的不断改进,极大地推动了生命科学

领域和生物医学领域的发展。本文的主要内容分

为三个部分,首先详细分析了当下最常用的二维激

光干涉式线性超分辨SIM 的基本原理、实现方法,
重点介绍了高速SIM实验的技术要点,包括条纹光

场的产生、光束的偏振控制和系统各个器件间的同

步时序。其次分析了SIM图像重构过程中的难点,
包括重 构 参 数 的 测 定、图 像 反 卷 积 和 噪 声 的 处

理,以及超分辨图像实时显示中数据流的控制。最

后简要介绍了SIM在活细胞探测中的部分应用,讨
论了SIM 的发展方向。希望通过对SIM 技术的硬

件设计和图像重构等方面的综述,帮助研究者们了

解SIM技术的基本原理、发展历程和关键技术要

点,为研究人员 提 供 一 个 自 行 设 计 SIM 系 统 的

攻略。

2 超分辨结构光照明显微的理论基础

SIM技术的基本原理如图2所示,两个高频条

图2 莫尔条纹的产生。待测物和结构光叠加时会因拍

  频产生新的条纹[30] 
Fig 

 

2 Generation
 

of
 

Moiré
 

fringes 
 

If
 

sample
 

structure
 

is
 

multiplied
 

by
 

structural
 

light 
 

beat
 

pattern
 

   Moiré
 

fringes 
 

will
 

appear

纹叠加时会因莫尔效应产生低频条纹,这种新产生

的低频条纹同时包含两种高频条纹的信息。从频
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域角度分析,在传统光学显微系统中,显微物镜

的空间分辨率取决于它能采集到的最大空间频率

f0。当样品细节部分对应的高频信息f>f0 时,这
部分信息将无法被光学系统收集,导致系统空间

分辨率的降低。如果使用空间频率为f1 的结构光

照明样品,将产生空间频率为|f-f1|<f0 的莫尔

条纹,通 过 解 析 莫 尔 条 纹 中 包 含 的 样 品 高 频 信

息,可以 计 算 并 重 构 出 带 有 样 品 细 节 的 超 分 辨

图像[44]。

在SIM成像过程中,假设样品荧光分子的分布

为S(r),激发光为I(r),则相机收集到的图像

D(r)为荧光与光学系统点扩展函数 H(r)的卷积:

D(r)=[I(r)·S(r)]H(r)。 (1)
当激发光强度分布满足余弦函数时,有

I(r)=[1+m·cos(2πp·r+φ)]·I0,(2)
式中:I0、m、p 和φ 分别表示平均强度、调制度、空
间频率和相位。将(2)式代入(1)式并进行傅里叶

变换,即可得到结构光图像的频谱:

D(k)=I0 S(k)+
m
2
S(k+p)e-iφ+

m
2
S(k-p)eiφ




 


 ·H(k), (3)

式中:S(k)为样品频谱;H(k)为成像系统的光学

传递函数(OTF)。可见,成像系统收集到的图像频

谱D(k)中包含超出截止频率的高频信息S(k+p)
和S(k-p)。假设成像系统 OTF的截止频率为

k0,则可探测到的空间频谱范围为 -k0,k0  ,经

结构 光 照 明 后 收 集 到 的 频 谱 范 围 将 扩 展 至

-k0-p,k0+p  。但是结构光的空间频率p 也

受限于光学系统,即p≤k0,所以SIM 可收集到的

最大频谱范围为 -2k0,2k0  ,对应2倍空间分辨

率的提升[45]。
为了复原样品的真实频谱分布,需要将各频谱

分量S k  、S k-p  和S k+p  进行分离,再将

其分别还原至原有位置,结合反卷积运算,最终得

到超分辨图像。由于(3)式中包含三个未知的频谱

分量,至少需要构建3个独立方程,常用的做法是引

入三步相移φ1、φ2 和φ3 并对其分别进行拍摄,
得到

D1(k)

D2(k)

D3(k)



















=I0H(k)

1
m
2e

-iφ1 m
2e

iφ1

1
m
2e

-iφ2 m
2e

iφ2

1
m
2e

-iφ3 m
2e

iφ3

























S(k)
S(k+p)
S(k-p)



















。

(4)
通 过 解 方 程 组 得 到 S k  、S k-p  和

S k+p  。 通过频谱平移和反卷积,即可完成频

谱拼接。由于单一频率方向的结构光仅能扩展对

应方向的空间频谱,所以还需要通过旋转结构光条

纹方向,得到各向同性的二维超分辨图像[46]。接下

来本文将从SIM的硬件设计和SIM 的图像重构算

法两方面进行详细介绍。

3 超分辨结构光照明显微系统的硬件

设计

  本节重点围绕SIM 硬件设计中几个关键技术

要点展开讨论,分析SIM 的条纹光场产生、光束偏

振控制和系统同步时序三个方面的技术难点与解

决方案,该研究为研究者设计搭建SIM 系统提供

指导。

图3 干涉式SIM光路图

Fig 
 

3 Optical
 

path
 

of
 

laser
 

interference
 

SIM

图3所示为当下最常见的二维激光干涉式线性

SIM的基本光路图。经过准直扩束的激光束通过

偏振分光棱镜(PBS)和半波片(HWP)垂直入射至

空间光调制器(SLM)。在SLM 上加载光栅图案

后,入射光束发生衍射并经原路返回,再次通过半

波片并由偏振分光棱镜反射进入后续光路。这里

需要注意的是,偏振分光棱镜、半波片和SLM 共同

作用,等效于入射激光照射一个0-π相位型衍射光

栅[47]。衍射光进入透镜1,使用空间滤波器阻挡其

他级次的衍射光,只保留±1级衍射光,±1级衍射
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光通过透镜2和透镜3组成的共焦系统进入显微物

镜。两束衍射光在物镜的焦平面附近形成干涉条

纹并激发样品,产生的荧光信号通过同一物镜收

集,经由二向色镜反射进入筒镜,最终被相机收集。

3.1 条纹光场的产生和相移控制

如何产生条纹结构光场是SIM 实验装置的核

心,目前常用的方法大体分为两类:投影式和干涉

式[47]。投影式通常使用非相干光源,利用微缩系统

将光栅结构直接投影到样品上,从而产生条纹结构

光。投影式系统具有可用波长范围大、不会产生激

光散斑等优点,但其条纹调制度受物镜调制传递函

数的影响,很难进行高调制度条纹的加载,因而更

适合用于较大条纹周期的光切片显微成像[48-50]。
干涉式SIM利用双光束干涉的原理产生条纹结构

光,使用激光照明光栅结构,收集衍射产生的±1级

衍射光,衍射光在样品上干涉产生干涉条纹[51-52]。
条纹光场的产生和相移控制直接关系到超分辨图

像的质量,是干涉式SIM 技术的核心,其产生器件

的选择尤其重要。为了产生两束相干光,1999年

Heintzmann和Cremer[28]使用传统的透射式相位

型光栅,同时为了产生不同相位与方向的干涉条

纹,需要使用机械平台旋转平移光栅,此时切换速

度较低,同时机械振动还会导致系统不稳定。随着

液晶技术的不断发展,Fiolka等[53]将SLM 应用到

SIM技术中,实现了光栅方向和相位的快速稳定切

换。由于SLM 需要模拟的光栅为二值元件,每个

像素不需要精细的相位变化,2009年Kner等[33]提

出了基于铁电液晶空间光调制器(FC-SLM)的SIM
技术。FC-SLM 调制速度可达4.5kHz,可以满足

高速成像的需求。本文主要关注利用FC-SLM 产

生双光束及对照明条纹的相移控制。
和常见的显示器一样,SLM液晶面板是由许多

像素化的方块组成,当光栅进行旋转平移时,每个

栅格都会不可避免地产生锯齿状边缘。这种锯齿

状边缘会引起额外的衍射级次,产生不需要的杂散

光,造成能量损失[54-55]。为了优化每个光栅的像素

分布,Lu-Walther等[56]提出了一种查找光栅组的

方法,实现了对光栅常数、方向、相移和衍射效率的

定量计算,算法流程如图4所示。条纹光场的产生

是SIM系统中至关重要的一步,但很少有文献涉

及,本文拟对此开展较详细的介绍。
为了产生所需的光栅图样,第1步需要定义像

素化的光栅。如图5(a)所示,SLM 上像素化光栅

结构的最小单元可以由两个向量表示,即
 

Va =

图4 迭代法查找SLM加载光栅图样的流程图[56]

Fig 
 

4 Schematic
 

diagram
 

of
 

iterative
 

method
 

for
 

    searching
 

grating
 

patterns
 

displayed
 

on
 

SLM 56 

(ax,ay),Va =(bx,by),则光栅方向θa 为

tan
 

θa =
ay

ax
。 (5)

光栅常数P 为

P= b2x +b2ysin(θa -θb), (6)

式中:
 

tan
 

θb =
by

bx
。

对于某个给定的光栅常数P,在一定误差(ε<
ε0)范围内,可以找到大量满足条件的ax、ay、bx 和

by,每一组ax、ay、bx 和by 代表一个光栅单元。挑

选光栅方向相差120°的3组光栅,作为可能的光栅

组。第2步,验证这些光栅能否产生等间距(如
2/3π)的相位差。引入相位阶梯矢量S=(Sx,Sy),
Sx 和Sy 分别为光栅移动单位相位差时,x、y 方向

上移动的像素数,可以表示为

Sx =
lcm(ay,by)

ax

ay
-
bx

by  
n1

,

Sy =
lcm(ax,bx)

ay

ax
-
by

bx  
n2

,








 (7)
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式中:lcm为求最小公倍数的函数[56]。由于液晶面

板为像素化的点阵,满足Sx 和Sy 为正整数的n1

和n2 即为x 和y 方向可能进行等距相移的次数。
为了重构SIM 图像,每个方向至少进行三次相移,
即n1≥3且n2≥3。第3步,填充整个液晶面板,得
到可供SLM 加载的光栅图样。每一个像素的值

Value(r)由正弦函数确定:

Value(r)=sin(K·r+φ), (8)

式中:K=Kx +Ky=
2π
Psin

 

θa  x+
2π
Pcos

 

θa  y;
φ 为考虑相移之后的光栅相位。然后对 Value(r)
进行二值化,即当Value(r)为正时,设定SLM像素

值为1,其余为0。第4步,通过对光栅进行傅里叶

变换,计算得到光栅各级次的衍射效率,±1级衍射

效率最高的光栅即为所需要的光栅,最终将其加载

至SLM上。

图5 光栅查找算法[56]。(a)像素化的光栅。白色和灰色分别表示SLM 像素的开和关,红色为最小光栅单元起始点;
 

  (b)(c)两次2/3π相移时光栅(以紫色点为例)沿y 方向移动的示意图

Fig 
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3.2 偏振控制

SIM受重构算法的限制。条纹对比度影响重

构参数的测定准确度与高频信息的信噪比,进而影

响最终的重构图像质量,所以高条纹对比度是获得

高品质图像的必要条件[57-58]。干涉条纹对比度受

光偏振态影响较大,只有在线偏振入射光的偏振方

向与条纹方向呈特定角度时,条纹对比度才能达到

最高。此外,为保证结构光照明显微系统 OTF的

各向同性,需要旋转条纹光场,通常以三个条纹方

向相互成60°的条纹光场照明样品。为了保证三个

方向都能实现较高的条纹对比度,还需要随着条纹

方向的旋转而同步改变光束的偏振方向[59-60]。
目前常用的偏振控制方法有两种。第一种是

Förster等提出的pizza偏振片法。这种方法首先将

线偏振光束通过一个1/4波片变为圆偏振光,再使

其通过一种特殊加工的pizza偏振片。这种偏振片

包含12个小扇形偏振片,每个小偏振片的偏振方向

都垂直于半径方向,然后用光学胶将偏振片粘合固

定[图6(a)]。这种方法原理简单,操作容易,不需

要额外的控制和同步装置,但偏振片会损失一半的

图6 Pizza偏振片和零级涡旋半波片。(a)
 

Pizza偏振片[38];(b)零级涡旋半波片[61]

Fig 
 

6 Pizza
 

polarizer
 

and
 

zero-order
 

vortex
 

half-wave
 

retarder 
 

 a 
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光功率。赵天宇等[61]对这一方法进行了改进,使用

零级涡旋半波片替代1/4波片和pizza偏振片,大大

提高了能量利用率[图6(b)]。但受工艺限制,零级

涡旋半波片很难做成宽带波片,这限制了其在多荧

光标记领域的应用。
由于单一无源器件很难精确满足SIM 所需的

复杂偏振情况,Wicker[54]提出使用有源器件(即相

位延迟器)进行偏振控制[54]。铁电液晶相位延迟器

(FLC)可以利用电压控制液晶分子的长轴取向,从
而改变光束不同偏振分量的相位延迟,进而改变光

束的偏振态。FLC液晶分子长轴取向为0°和45°,
分别对应“关”和“开”两种状态,相位延迟由 Wicker
特殊设计并定制为固定的1/3波长。如图7所示,
偏振控制模块共使用两个FLC和一个1/4波片。
图中红色为光束的偏振方向,蓝色为FLC和波片的

快轴取向。当入射光为竖直偏振时,两个FLC均为

“关”状态,满足产生竖直方向条纹的要求(图7中第

一行)。若要产生60°方向的条纹,需将一个FLC切

换为“开”;若要产生-60°方向的条纹,需将两个

FLC均切换为“开”。最初这种FLC需要定制,只
能实现固定的相位延迟,无法进行灵活调整。随着

技术的进步,商用液晶相位延迟器可以实现小于

500μs的任意相位延迟切换,文献[36]中使用一个

液晶相位延迟器配合1/4波片即可实现任意的偏振

控制。相位延迟器法虽然需要额外的控制器与同

步装置,操作复杂并且成本较高,但其适用于需要

多种照明波长的情况,具有连续调节偏振方向、精
度高、适用范围广的优点,同时也可用于补偿后续

光路带来的偏振损失。

图7 FLC偏振控制原理[54]

Fig 
 

7 Principle
 

of
 

polarization
 

control
 

by
 

using
 

FLC 54 

3.3 系统同步与控制

生命科学的研究对SIM 的成像速度提出了更

高的要求。SIM成像速度最初只有秒量级,随着硬

件的不断改进,SIM 成像速度越来越快。例如:

2018年中国科学院生物物理所的李栋课题组利用

交叉重建方法减少了原始图像的采集数量,在分辨

率为512pixel×128pixel的条件下得到了帧频为

266frame·s-1 的SIM 超分辨成像[62];2018年北

京大学陈良怡课题组利用Hessian算法实现了分辨

率为256pixel×72pixel、帧频为188frame·s-1 的

SIM超分辨成像[42]。而毫秒级的成像速度需要对

系统各个器件如空间光调制器、相机和光源等进行

微秒级的精确同步控制。
这里以本课题组自行搭建的SIM系统为例,使

用sCMOS相机(ORCA-flash4.0,滨松公司,日本)
作为图像采集装置,以声光可调谐滤波器(AOTF)
(AOTFnC,

 

AA
 

Opto
 

Electronic
 

公司,法国)控制

激 光 开 关,以 FC-SLM (QXGA-3DM,Forth
 

Dimension
 

Displays公司,英国)产生结构光,介绍

了SIM系统的同步控制时序。

SIM原始图像的采集频率主要受限于SLM 的

控制时序。在最高速成像模式下,SLM 每帧耗时

589μs,其中包括389μs的切换时间和200μs的显

示时间。值得注意的是,FC-SLM 每个像素包含

“开”、“关”两种状态,为了避免铁电液晶分子的损

伤,每加载一幅图都需要随后加载同样时长的反向

图案。这里加载100μs正图案和100μs负图案,像
素取反并不影响双光束的产生[56]。如图8所示,

sCMOS作 为 时 钟 信 号 源,分 别 控 制 AOTF 和

SLM。当sCMOS开始处理某一帧图像时,需为

SLM提供上升沿触发信号。这一信号为了配合

sCMOS快门完全开启,需要延迟206μs。SLM 接

收到上升沿信号后,启动新的一帧图像加载,加载

过程 用 时 276μs。当 SLM 图 像 加 载 完 成 时,

sCMOS快门完全开启,为AOTF提供触发信号,使
激光通过系统照明样品。200μs后系统完成一帧图

像的拍摄,sCMOS自动读出上一帧的数据并将其

保存至磁盘,并重启快门。AOTF关闭,停止照明

样品,SLM重置液晶面板并准备加载下一帧图像。
为了得到系统的最终成像速度,需要分别计算

时序中每一步的耗时。相机快门开启速度和读出

速度一致,为每两行9.65μs。这里设置图像大小为

100pixel×512pixel,则快门开启时间为482μs,激
光器开启时长即样品曝光时长为200μs,总计采集

一帧图像耗时682μs,则SIM采集原始图像的帧频

为1400frame·s-1。由于计算一幅超分辨图像需

要采集9幅原始图像,因此系统采集超分辨图像的

帧频为160frame·s-1。

240001-7



激 光 与 光 电 子 学 进 展

图8 SIM时序图

Fig 
 

8 Timing
 

sequence
 

of
 

SIM

4 超分辨结构光照明显微技术的图像

重构算法

  本节将详细介绍超分辨结构光照明显微技术

的图像重构算法。SIM 通过改变照明光的空间结

构,使记录的图像含有更多高频信息,再利用特定

的算法将信息分离出来,进而重构出超分辨图像。
然而频谱分离和反卷积过程中会遇到如原始图像

信噪比低、参数测定不准确等问题,如何减小这些

问题带来的伪影一直是SIM研究的重点。

4.1 参数测定

为了求解(4)式中的各个频谱分量,需要先确

定I0、m 和φ 等未知参数的值,其中I0 是常数因

子,只影响亮度而不会影响图像信息及像质。结构

光条纹调制度m 只存在于高频部分,影响高频分量

的整体强度。调制度m 很容易通过实验测得,并可

以通过后续处理对其进行修正。频谱分离中最重

要的参数为初相位φ,其作为各频谱系数的组成部

分,直接影响频谱分离结果。同时由于初相位φ 位

于指数项,估算不准确会造成重构图像中严重的伪

影。目前常用的初相位估计方法有三种。2009年

Shroff等[63]提出的峰值相位法(POP)是最快速、简
便的初相位估计方法。该方法通过测量结构光照

明图像频谱在±1级峰值(k=±p)处的相位值,将
其近似为对应结构光的初相位。这一近似成立需

要满足多个条件,包括生物频谱的高频分量衰减足

够快、结构光调制度足够高和采集图像频谱峰值

k=±p 处信噪比足够高等。然而实际生物实验中

存在荧光标记信号较弱、曝光时间较短等问题,使
得原始图像的信噪比较低,导致初相位求解不精

确,最终造成重构图像存在伪影。所以虽然POP算

法快速、简单,但对样品荧光要求较高,不利于实际

使用。2013年 Wicker等[64]通过求取原始图像频

谱的自相关,发现在±1级峰值位置k=±p 处的幅

角相位也可作为结构光照明条纹的初相位估计,提
出了目前最常用的自相关重构方法(ACR)。相较

于之前的POP算法,ACR成立的近似条件较为宽

松,且降低了噪声对结果的影响。另外,ACR在计

算过程中可以通过求解复线性回归得到调制度m,
这提高了重构算法对m 的估计精度,为后续维纳滤

波参数的确定提供依据[42],但其缺点在于仍然需要

足够高的结构光调制度。对于投影产生结构光或

强荧光背景等导致调制度降低的情况,ACR的估计

误差较大。2016年Zhou等[65]发现可以利用3幅

原始结构光图像之间的相互关系,得到初相位的精

确值(IRT)。这里以三幅结构光图像的相位差均为

2π/3的情况为例,由(1)式和(2)式可知,三幅采集

到的图像可分别表示为

D1(r)={I0[1+mcos(2πpr+φ0)]S(r)}H(r)

D2(r)={I0[1+mcos(2πpr+φ0+2π/3)]S(r)}H(r)

D3(r)={I0[1+mcos(2πpr+φ0-2π/3)]S(r)}H(r)







 。 (9)

构建一幅新的重组图像:

D2π/3(r)=D1(r)+D2(r)exp(-i2π/3)+D3(r)exp(i2π/3)=
(3mI0/2)exp(-iφ0)[S(r)exp(-i2πpr)]H(r)。 (10)

  将重组图像进行傅里叶变换,得到其频谱为

D2π/3(k)=(3mI0/2)exp(iφ0)S(k-p)H(k),
(11)

取其在k=p 处的复数值,则有
 

D2π/3(p)=(3mI0/2)S(0)H(p)exp(iφ0)。
(12)

由于样品的频谱S(0)和系统光学传递函数

H(p)均为实数,则D2π/3(p)的幅角即为初相位
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φ0,即

φ0=arg
 

[D2π/3(p)]。 (13)
这一算法需要三幅原始图像间的相位差,但由

于结构光条纹是人为产生的,三幅原始图像间的相

位差已知且精度很高,这就大大提高了初相位的估

计精度,使得该算法特别适用于弱荧光成像。图9
为三种初相位估计方法的结果对比,样品为不同荧

光染料标记的牛肺动脉上皮细胞,可以看到POP和

ACR均产生不同程度的残余条纹而IRT没有产生

类似的条纹。

图9 三种初相位估计方法的结果对比[65]。(a)普通宽场反卷积的结果;(b)~(d)三种初相位估计算法的超分辨重图像;

  (e)~(h)局部放大结果。标尺:(a)~(d)为5μm;(e)~(h)为500nm
Fig 
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4.2 反卷积和噪声处理

在光学显微领域,反卷积通常指用于反转在光

学显微镜中由于衍射引发成像模糊的过程,从而创

建更清晰的图像。造成成像结果模糊的阿贝衍射

极限在数学上可以描述为系统点扩展函数和样品

的卷积,即D(r)=S(r)H(r),而反卷积即为这

一过程的逆过程[66]。反卷积几乎可以应用在所有

荧光显微镜得到的数字图像,一直是提高荧光显微

镜图像质量最流行的方法之一,自20世纪50年代

以来,许多反卷积算法不断被开发出来[67-69]。SIM
中反卷 积 最 常 采 用 的 方 法 是 维 纳 滤 波 法,可 表

示为[70]

SSR(k)=
O
~
(k)H *(k)+O

~
(k+p)H *(k+p)+O

~
(k-p)H *(k-p)

H(k)2+ H(k+p)2+ H(k-p)2+w2

O
~
(k)=S(k)H(k) , (14)

式中:w 为维纳滤波参数。然而对SIM 系统而言,
使用传统的维纳滤波方法不能很好地适应超分辨

重构后复杂的频谱情况。虽然 Müller等[40]在fair
 

SIM中提出的改进维纳滤波方法引入切趾法去除

环状伪影,但由于SIM的频谱拼接带来高频频谱强

度低、频谱均匀性差等问题,需要根据经验调整维

纳滤波和切趾参数,因此所得结果不稳定。对此,
人们改用不需要固定参数的RL(Richardson-Lucy)
反卷积,并对原始图像和重构图像分别进行反卷积

操作,这样可改善离焦背景和频谱均匀性对重构结

果的影响[71]。
带来伪影的另一个原因是原始图像的低信噪

比。在追求更快的成像速度以及更弱的光漂白效

应和光损伤效应的过程中,人们不断缩短成像曝光

时间并降低激发光强,这导致了较低的图像信噪

比,影响重构参数的判定,带来额外的伪影,进而扰

乱科学家们对样品结构的解读。为了处理图像噪

声问题,人们将目光转移到数字图像处理领域。

Chu等[72]将TV(total
 

variation)约束方法引入SIM
重构,虽然该方法有效地降低了噪声对重构图像质

量的影响,但存在过度校正边缘信息导致阶梯状伪

影的现象。2018年北京大学陈良怡课题组借鉴人

眼区分信号和噪声的机制,首次提出将“生物样本

在多维时空上连续,而噪声是完全随机分布”的先
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验知识用于构建海森矩阵,指导SIM图像重建[42]。
海森矩阵的构建基于两个先验知识。首先,

SIM系统的横向分辨率约为90nm,则重构图像上

的样品结构空间尺寸都应在90nm以上,小于这一

尺寸的结构将被认为是噪声。其次假设样品运动

速度小于拍摄速度,样品运动距离小于100nm,则
重构图像上的样品结构在时间上也应为连续的。
这样可以在传统反卷积之后进一步优化图像,以去

除随机噪声和伪影。根据以上先验知识构建最优

化问题:

argmin
f

μ
2 f-g

2

2
+RHession(f)



 


 ,

RHession(f)=∫Ω

fxx fxy σfxt

fyx fyy σfyt

σftx σfty σftt 1

dr,















(15)
式中:f 为优化后的重构图像;g 为重构图像经过维

纳反卷积后的结果;Ω 为图像全体像素;σ用来表征

样品在时间轴t上的连续性;fxx、fxy、fxt、fyy、fyt

和ftt 为f 在相应方向的二阶偏导数。通过Split-
Bregman方法迭代求解最优化问题,即可得到优化

结果。图10为 海 森 重 构 与 Wiener、fair
 

SIM、RA
 

Wiener、TV
 

SIM和RL
 

SIM方法的对比。可以看到,
传统处理方法得到的微丝结构断续,微丝结构周围出

现伪影,而海森重构仍能保持图像结构的连续。

4.3 超分辨图像的实时显示

SIM的图像采集速度是目前所有超分辨技术

中最快的,但是超分辨图像的重构需要不断进行空

域-频域转换以及使用迭代算法查找参数,计算开销

巨大。相比于数十 ms的图像采集速度,数分钟的

图像重建时间过长[73]。所以通常需要将SIM 的图

像采集和图像重建过程分离开,先将数据进行完整

采集,再用特定的程序或软件对采集数据进行处

理,这就导致传统SIM在寻找感兴趣的样品区域或

调整实验参数时无法对样品进行实时超分辨观测,
给实际拍摄带来巨大困难。例如,在观察一些细胞

器的动态过程如线粒体内脊的融合分离现象时,传
统SIM无法像普通宽场显微镜一样进行实时观察,
导致使用者需要花费大量时间进行来回切换照明

拍摄和后处理等步骤。为此,Markwirth等[74]通过

引入GPU加速技术,利用GPU更擅长对图像和图

形进行运算的特点,用不同处理器进行数据采集和

图像重构,将重构时间压缩到20ms,实现了SIM超

图10 密 集 肌 动 蛋 白 骨 架 结 构 的 海 森 重 构 结 果[42]。
(a)宽场结果、传统维纳滤波结果和海森重构结果

对比,标 尺 为2μm;(b)不 同 反 卷 积 方 法 结 果

  的局部放大图,标尺为500nm
Fig 
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分辨结果的实时显示。
为了实时显示重建结果,需要提高软件的数据

传输和处理速度,实现连续重建和显示两个功能。
连续重建工作由一个多线程、网络化和模块化的软

件框架组成。图11展示了从相机产生原始图像到

得到超分辨图像的数据流过程,该处理流程分为两

部分。图11左侧的相机计算机(Camera
 

PC)用来

采集数据,右侧的重构计算机(Reconstruction
 

PC)
用来重构并显示结果,二者用千兆比特网线连接以

保证大量数据的快速传输。原始图像由相机采集

后,经专用的camera
 

link数据线和数据采集卡传入

相机计算机。相机的驱动程序解码数据后将数据

传送到 micro-manager的fair
 

SIM 插件中,在添加

图像标签信息(如通道数、序号和时间标签等)后按

照传输控制协议进行编码并通过网线传给重构计

算机。重构计算机接收数据后,首先将数据按SIM
重构序列排好并保存原始文件至SSD(solid

 

state
 

disk)中。将数据通过JNI(Java
 

native
 

interface)传
入英伟达图形处理器,并根据需要选择是否重新估

算重构参数。最后将计算结果显示到屏幕并保存

至SSD。值得注意的是,多台计算机分散执行采集

与重建可以带来三个好处:1)有利于兼容已有的商
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用系统,不需要升级相机计算机的GPU硬件;2)能
保证不同操作系统的兼容性与多个相机计算机的

扩展性;3)以网络的方式分散处理数据,可以避免

过高的CPU利用率可能导致的丢帧问题。
使用常见的多核CPU 处理器重建SIM 数据

时,通 常 需 要 约 200ms的 时 间 对 512pixel×
512pixel的原始图像进行重建,无法满足实时显示

的需求,因此需要提高处理速度。SIM 非常适合通

过大规模并行处理进行加速,可以将重构算法移植

到支持GPU加速的显卡上,从而提升图像计算过

程中加法、点乘和傅里叶变换等运算的速度。一个

中档的消费级显卡(Nvidia
 

GTX
 

1060)就可以将重

建速度提升至约20ms,保证了足够快的重建速度,
从而实现SIM的实时显示[74]。

图11 实时显示SIM技术的数据处理流程图[74]

Fig 
 

11 Flow
 

chart
 

of
 

data
 

processing
 

by
 

real-time
 

display
 

SIM 74 

5 应用与总结

5.1 SIM在生物学领域的应用与商业化

SIM 具有成像速度快、分辨率高和适用于各

种荧光蛋白等优点,已经广泛应用于生命科学领

域和生物医学领域的研究中。例如 Guo等[62]通

过同时观察细胞器和细胞骨架的动态过程,发现

了内质网会促进与之接触线粒体的分裂和融合。

Turcotte等[75]观察了斑马鱼幼体神经树突棘动

态运动过程(图12),Vavrdová等[76]观察了拟南

芥细胞 微 管3维 结 构 及 动 力 学 过 程,Kashiwagi
 

等[77]观察了基因突变带来的神经树突头部形态

变化,Phillips等[78]观察了创伤导致的神经萎缩过

程,Fumagalli等[79]观察了小鼠脑缺血损伤时的细

胞吞噬过程,Bonin等[80]观察了核染色质的运动,

Chen等[81]定量研究了线粒体与溶酶体的互作关

系,Shao等[82]在细胞器水平研究了特定药物对细

胞的影响。
目前也有公司推出了商用的SIM产品,如德国

蔡司公司Elyra
 

7、日本尼康株式会社 N-SIM 和美

国通用电器公司GE
 

DeltaVision
 

OMX等(图13),
这些产品都可以提供多种拍摄模式,如二维SIM、
三维SIM和TIRF-SIM等(表1),满足了绝大多数

样品的超分辨成像需求,为非光学专业的科学家们

提供了完善的解决方案,但昂贵的价格和复杂的维

护限制了这些产品的进一步推广。
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图12 对鼠脑神经元形态功能的研究[75]。(a)以ChR2-GFP标记细胞膜,得到的宽场和SIM 实验结果,标尺:5μm;(b)图

12(a)中宽场和SIM实验结果的OTF对比;(c)对细胞质进行标记的宽场和SIM实验结果,标尺:5μm;(d)图12(c)

中宽场和SIM的OTF对比;(e)按照时间先后顺序排列的SIM结果,展示了神经树突结构的动态变化,标尺:4μm

Fig 
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图13 商用SIM产品[83-85]。(a)德 国 蔡 司 公 司 Elyra
 

7;(b)日 本 尼 康 株 式 会 社 N-SIM;(c)美 国 通 用 电 器 公 司 GE
 

  DeltaVision
 

OMX

Fig 
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表1 商用SIM产品部分参数对比

Table
 

1 Partial
 

parameters
 

of
 

commercial
 

SIM
 

products

Product Elyra N-SIM GE
 

DeltaVision
 

OMX

Illumination
 

modality

Lattice-SIM,

SMLM
 

(single
 

molecule
localization

 

microscopy)

3D-SIM,
 

2D-SIM,

TIRF-SIM
3D-SIM,

 

2D-SIM,
 

TIRF-SIM

Stage
 

travel
 

x×y×z
/(mm×mm×mm)

130×100×0.1 57×35×10 25×50×25

Camera
 

parameters

512pixel×512pixel,

pixel
 

size
 

of
 

16μm;

1280pixel×1280pixel,

pixel
 

size
 

of
 

6.5μm;

15
 

bit
 

dynamic
 

range

2048pixel×2048pixel,

pixel
 

size
 

of
 

6.5μm,

16
 

bit
 

dynamic
 

range

2040pixel×2040pixel,

pixel
 

size
 

of
 

6.5μm,

16
 

bit
 

dynamic
 

range

Objective
 

parameters
100×,NA

 

1.46;

100×,NA
 

1.57;

60×,NA
 

1.46

100×,NA
 

1.49;

60×,NA
 

1.27;

40×,NA
 

0.95
60×,NA

 

1.42

Laser
 

wavelength
 

/nm 405,488,561,642 405,445,488,514,561,640 405,488,561,640

Resolution
Lateral:

 

120nm;

axial:
 

300nm
Lateral:

 

115nm;

axial:
 

269nm
Lateral:

 

110nm;

axial:
 

300nm

5.2 SIM与其他技术的结合与未来展望

SIM还可以和其他技术进行关联以实现更多

的功能和应用。自适应光学技术可对经由生物组

织传播产生的波前畸变进行实时探测和精确校正,
被广泛应用于生物显微成像领域[86]。在SIM 技术

中,结构光质量直接影响超分辨重建结果,像差的

存在会使结构光照明的质量下降。2008年Booth
小组采用无波前探测器的优化算法,将变形镜置于

去/回程的共同光路中,实现了对小鼠肠样品的自

适应光学校正(图14)[87]。2017年Zheng等[88]在

双光子SIM中加入自适应光学技术,对果蝇幼虫脑

部实现了近250μm的超大深度超分辨成像。

图14 使用变形镜在SIM中校正波前畸变[87]

Fig 
 

14SIM
 

with
 

aberration
 

correction
 

by
 

deformable
 

  mirror 87 

除此之外,Zhanghao等[43]将SIM 和偏振探测

技术相结合,在得到细胞肌动蛋白超分辨图像信息

的同时,提取出样品的极性信息,进而分析相应细

胞结构的分子排列(图15)。Chang等[89-90]结合光

片显微镜的轴向层切能力和SIM 的横向超分辨能

力,得到高时空分辨率的三维图像。这一技术相比

传统的三维SIM,可以得到更大的切片深度和更快

的成像速度。这些方法扩展了SIM 系统的功能,为

SIM的发展提供了新思路。

SIM作为一类超分辨显微成像技术,突破了传

统光学成像中的衍射极限,成为研究活细胞结构的

利器。然而,科学的进步是永无止境的,未来,更高

分辨率的成像结果和更快的成像速度仍然是SIM
追求的主要目标。

首先,相较于其他超分辨显微成像技术几十纳

米到几个纳米的分辨率,SIM 仅100nm左右的分

辨率仍显不足。虽然Gustafsson提出可以利用非

线性效应进一步提升SIM的分辨率,但付出的代价

是更高的激光功率或使用特定的荧光标记物[30]。
其次,由于SIM的图像重构本质上是一个病态反问

题的求解过程,所以一直以来图像重构过程中容易

出现重构伪影[91]。尽管许多科学家努力探究SIM
重构伪影的来源以及如何从原理上消除伪影,但目

前SIM尤其是商用SIM 的重构伪影仍然严重。如

何提升SIM系统的准确性和稳定性将会是未来一
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图15SIM 结 合 偏 振 信 息 确 定 蛋 白 质 分 子 取 向[43]。

U2OS细胞微管蛋白的(a)宽场和(b)SIM 结果对

比,彩色为偏振方向,标尺:10μm;(c)
 

SIM时间序

列展示了微管运动的过程,标尺:1μm;(d)--(g)根
据偏振信息建立的模型确定了α-tubulin分子取向

Fig 
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段时间研究SIM 的重点。通常SIM 需要利用9幅

原始图像重构1幅超分辨图像,然而这些原始图像

中包 含 了 大 量 的 冗 余 信 息,虽 然 早 在 2003 年

Heintzmann[92]就提出了通过抑制冗余信息来减少

原始图像数量的思想,但重构结果受噪声影响严

重,一直没有好的实验结果[93]。目前大多数的高速

SIM技术都受限于实验硬件的性能,如果能从原理

上提升SIM 的成像速度,将会给SIM 技术带来新

的飞跃。
另一方面,其他学科的进步也会给SIM带来新

的机遇。荧光显微成像受到荧光蛋白分子性质的

制约,存在光漂白和光毒性问题,影响生物活细胞

的长时间动态观察。新型荧光探针的开发将有利

于人们观察到更长时间尺度的细胞生物学活动[94]。
此外,深度学习和人工智能有望带给SIM 更多可

能。作为一个新兴的研究方向,人工智能技术发展

迅速。如果能建立原始图像和SIM 图像之间的输

入输出关系,就可以大大节省图像采集时间和图像

重构时间,同时也可绕过SIM难以解决的噪声和重

构伪影等问题。这将直接提升传统荧光显微镜的

分辨率[95]。

光学显微一直是探索微观世界不可或缺的工

具。SIM凭借着低光功率、高时间分辨率和不限制

荧光染料等优势,具有很大的应用前景和发展潜

能。SIM技术的不断进步将会在生命科学领域和

生物医学领域产生越来越多的贡献。
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