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并行STED显微中光学系统对荧光擦除图案的影响
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摘要　并行受激发射损耗(STED)显微术采用周期性排列的光学格子作为荧光抑制图案并行实现多点荧光擦除,

可以有效地提升显微成像的时间分辨率.本文建立了并行STED显微成像系统的简化光学系统模型,在此基础上

推导出受光学参数影响的并行荧光擦除图案周期公式,来阐明辅助物镜及显微物镜对该周期的影响机理.由该公

式,解出了能产生更小周期并行荧光擦除图案的最优光学参数.数值仿真结果显示,本文方法能产生出周期小至

２７６nm×２７６nm的正方形网格状并行荧光擦除图案.
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１　引　　言

受激发射损耗(STED)显微术为生命科学研究

提供了一种强大的亚衍射极限尺度成像手段,但继

承自共聚焦显微镜的点扫描成像方式限制了它的成

像速 度,使 其 难 以 满 足 许 多 生 命 科 学 研 究 的 需

要[１Ｇ７].并行STED显微术改进了传统STED显微

术的荧光擦除图案,使用空间上周期性排列的面包

光圈阵列或多光束干涉产生的光学格子作为荧光擦

除图案,有效提升了STED显微成像速度,可满足

蛋白质互作、细胞发育等更多微观生命活动机理研

究的需要[８Ｇ９].

２０１１年,Bingen等[９]使用光纤分束器首次实现

了并行STED成像,但受限于光学系统复杂度及可

获得的损耗光激光器功率,该方法难以实现多于四

个“面 包”光 圈 的 并 行 荧 光 擦 除 图 案.２０１３年,

Chmyrov等[１０]改用衍射光栅产生出多达１０万个

“面包”光圈的并行荧光擦除图案,但每个“面包”光
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圈所含的损耗光强过低,不能满足STED荧光擦除

的需要.２０１４年,Yang等[１１]采用多光束干涉产生

的光学格子作为并行荧光擦除图案,产生出较大规

模的并行荧光擦除图案,并用其实现了超分辨成像.
在他们的方法中,使用两对传播平面相互垂直且偏

振态正交的线性偏振损耗光束产生出的正方形光学

格子周期更小,且可实现均匀的横向与纵向成像分

辨率,是最优的并行荧光擦除图案之一[１１Ｇ１４].２０１５
年,Bergermann等[１５]配合使用迈克耳孙干涉仪及

类马赫Ｇ曾德尔干涉仪同样产生出正方形网格状并

行荧光擦除图案,且通过调节迈克耳孙干涉仪参考

臂的光程,该方法可以实现快速轴向扫描.
已报道相关文献中,初步讨论了聚焦区域损耗

光束的数量、偏振状态及其与光轴的夹角对并行荧

光擦除图案的影响,但决定聚焦区域损耗光束与光

轴夹角的关键光学参数对并行荧光擦除图案的影响

机理尚未阐明[１１Ｇ１３,１５].因此,本文将并行STED显

微成像系统简化为一个理想光学系统模型,探究辅

助物镜及显微物镜光学参数对并行荧光擦除图案周

期的影响机理,以找出能产生更小周期并行荧光擦

除图案的最佳光学参数.仿真结果显示,使用最佳

光学参数可以产生更小周期的正方形网格状并行荧

光擦除图案,有助于提升成像分辨率.

２　基本原理

并行STED显微镜中,分别通过空间光调制

器、渥拉斯顿棱镜或迈克耳孙干涉仪配合类马赫Ｇ曾
德尔干涉仪将激光器发出的损耗光束调制成两对偏

振态正交且传播平面垂直的等振幅、轴对称损耗光

束;这两对损耗光自辅助物镜物方焦点处发出,斜入

射由辅助物镜及显微物镜组成的显微成像系统,经
显微物镜聚焦后,四束损耗光会聚于样本平面上的

焦点处发生干涉,产生出正方形网格状并行荧光擦

除图案[１１Ｇ１３,１５].我们将这一系统简化为一个理想光

学系统模型,它由辅助物镜及显微物镜组成,如图１
所示.

图１ 并行STED显微成像系统的简化理想光学系统模型

Fig敭１ ParallelizedSTEDsimplifiedperfectopticalsystemmodelofmicroscopicimagingsystem

　　图１中o为坐标系原点,水平偏振光振动方向

为x 轴,竖直偏振光振动方向为y 轴,系统光轴(显
微物镜光轴)为z 轴;L１ 为辅助物镜;L０ 为显微物

镜;B１~B４ 为四束损耗光束,其中B１、B２ 为竖直偏

振光束,B３、B４ 为水平偏振光束;u 是损耗光束入

射辅助物镜L１ 的物方倾斜角;h 是损耗光束入射

显微物镜L０ 的入射高度;θ是损耗光束在样本平

面焦点处与光轴的夹角;w０、w１、w２ 分别是损耗

光束在辅助物镜物方焦平面上、辅助物镜上及显

微物镜后孔径面上的光束直径;f 为辅助物镜焦

距,因为辅助物镜放置于空气中,所以其前焦距等

后焦距的负数;fO 和f′O分别为显微物镜的物方焦

距与像方焦距.
根据多光束干涉原理,并行荧光擦除图案周期

与聚焦区域损耗光束与光轴夹角的正弦值成反比;
且根据几何光学原理,聚焦区域损耗光束与光轴的

夹角等于损耗光束入射高度h 除以显微物镜的像

方焦距f′O,而f′O等于由显微物镜NA 决定的入瞳直

径D 的一半除以显微物镜半孔径角的正切值,显微

物镜的半孔径角等于 NA 除以显微物镜浸油折射

率n 的商的反正弦值[１２,１３,１６Ｇ１９].由此推导出受显微

成像系统光学参数影响的并行荧光擦除图案周期公

式为

P＝
λD n２－(NA)２ １＋

４(NA)２f２tan２(u)
D２ n２－(NA)２[ ]

４NAfntan(u)
,

(１)
式中:P 为并行荧光擦除图案周期;λ 为真空中的损

耗光波长.在并行STED显微镜使用的高 NA 平

场复消色差油浸显微物镜中,以最后一组透镜的镜

框为孔径光阑,且因为孔径光阑之前再无任何透镜,
所以孔径光阑即为物镜入瞳,因此在本文模型中,入
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瞳直径D 等于显微物镜的后孔径直径[２０,２１].且根

据几何光学原理易知,当损耗光束入射进显微物镜

NA 决定的入瞳最边缘位置时,损耗光束与光轴间

夹角最大,据此约束条件可以求得受损耗光束物方

倾斜 角 u 影 响 的 最 佳 辅 助 物 镜 焦 距foptimum 表

达式[１９]

foptimum＝
D２(NA)２n２－４DNAnw０tan(u) n２－(NA)２ ＋DNAn

４NAntan(u)
. (２)

　　将(２)式代入(１)式中可消去自变量f,整理后得到受损耗光束入射显微成像系统的物方倾斜角u 影响

的并行荧光擦除图案周期公式:

P＝
λD n２－(NA)２ １＋

D２(NA)２n２－４DNAnw０tan(u) n２－(NA)２ ＋DNAn[ ]
２

４D２n２ n２－(NA)２[ ]

D２(NA)２n２－４DNAnw０tan(u) n２－(NA)２ ＋DNAn
. (３)

　　由实际情况可知,并行荧光擦除图案周期一定

为实数,所以要求被开方数大于等于０,再结合物方

倾斜角的物理意义,解得物方倾斜角u 的定义域为

０＜u≤arctan
D２(NA)２n２

４DNAnw０ n２－(NA)２
é

ë

ê
ê

ù

û

ú
ú
.

(４)

３　分析与讨论

为揭示光学参数对并行荧光擦除图案周期的影

响机理,对受物方倾斜角u 影响的并行荧光擦除图

案周期公式(３)进行一阶求导,导函数如下所示:

dP
du ＝

λDw０ n２－(NA)２[ ] tan２(u)＋１[ ]

D２(NA)２n２＋DNAnB－４DNAnw０tan(u) n２－(NA)２ －２w０tan(u)B n２－(NA)２[ ]

B＝ D２(NA)２n２－４DNAnw０tan(u) n２－(NA)２

ì

î

í

ï
ï

ï
ï

.

(５)

　　由(５)式可见,导函数表达式十分复杂,为更直

观地展现物方倾斜角对并行荧光擦除图案周期的影

响规律,本文理论计算了并行荧光擦除图案周期的

导函数(５)式、原函数(３)式及最佳辅助物镜焦距(２)
式随物方倾斜角u 增大的变化曲线.在理论计算

过程中,参照参考文献[２２]中例１所示结构,建立了

一个NA＝１．４、后孔径直径为８．５１mm的平场复消

色差油浸显微物镜,物镜浸油的折射率n＝１．５１５,
且损耗光束直径w０＝１mm,损耗光束在真空中的

波长为７６０nm.在此条件下,由(４)式算得物方倾

斜角u 定义域的上限为８２．６８８°,且考虑损耗光束与

光轴夹角的可实现调控精度,令物方倾斜角u 从

０．０１°开始以０．０１°为步长逐步增加到８２．６８°,理论计

算结果如图２所示.
并行荧光擦除图案周期的导函数随物方倾斜角

u 的变化曲线如图２(a)所示,可见在定义域内导函

数dP/du 恒大于零,所以在定义域范围内原函数并

行荧光擦除图案的周期P 随物方倾斜角u 增大而

单调递增,如图２(b)中的实线所示.同时,最佳辅

助物镜焦距foptimum随物方倾斜角u 的变化曲线如

图２(b)中的虚线所示,随物方倾斜角u 增大,最佳

辅助物镜焦距foptimum单调减小.所以当损耗光束

入射显微成像系统的物方倾斜角越小且辅助物镜焦

距越大时,系统所产生的并行荧光擦除图案周期

越小.
在实际情况中标准透镜可取得的最大焦距为

１０００mm,通过特殊定制可以取得更大焦距的辅助

物镜,但考虑到光学系统中过长传播距离对损耗光

束能量的衰减及定制透镜带来的成本上升等副作

用,可以认为显微成像系统中最佳的辅助物镜焦距

为可获得标准透镜的最大焦距１０００mm,且图２(b)
虚线中与之最为匹配的物方倾斜角为０．２４°,所以可

以认为损耗光束入射显微成像系统的最佳物方倾斜

角u＝０．２４°.与此同时,在最佳辅助物镜焦距和最

佳物方倾斜角条件下,损耗光束直径改变对并行荧

光擦除图案周期的影响非常小可以忽略,所以可以

认为激光器出射光束的原始直径就是损耗光束入射

显微成像系统时的最佳光束直径.
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图２ 理论计算结果.(a)并行荧光擦除图案周期的导数dP/du随物方倾斜角u增大的变化曲线;
(b)并行荧光擦除图案周期P 及最佳辅助物镜焦距foptimum随物方倾斜角u增大的变化曲线

Fig敭２Theoreticalcalculationresults敭 a DerivedfunctionofparallelizedfluorescencedepletionpatternsperiodicitydP du
withinclinationangleofobjectspaceu  b parallelizedfluorescencedepletionpatternsperiodicityP andthe
　　　　　　　　optimumtubelensfocallengthfoptimumwithinclinationangleofobjectspaceu

　　本文使用Zemax软件按图１所示系统设计光

路装置,仿真研究了最佳光学参数所产生的并行荧

光擦 除 图 案.在 仿 真 过 程 中,使 用 四 个 波 长 为

７６０nm且光束大小为１的等功率线性偏振高斯光

源来模拟四束损耗光 B１~B４,使用一个焦距为

１０００mm的双胶合消色差透镜作为辅助物镜,使用

上文理论计算中参照参考文献[２２]中例１所示结构

建立的平场复消色差油浸物镜作为显微物镜,该显

微物镜的NA＝１．４、后孔径直径为８．５１mm且浸油

折射率为１．５１５.为探测损耗光束干涉产生的并行

荧光擦除图案,在样本平面焦点处同轴放置两个轴向

间距为１nm、横纵半宽均为８３０nm的矩形探测器,
令它们分别探测水平偏振损耗光束或竖直偏振损耗

光束干涉产生的相干照度.因两探测器间距远小于

衍射极限,所以可以认为它们分别接收到并行荧光擦

除图案的水平偏振分量和竖直偏振分量,两探测器探

测结果叠加,即可得到样本平面上并行荧光擦除图案

的光照强度分布,仿真结果如图３所示[２３Ｇ２５].

图３ 并行荧光擦除图案的仿真结果.(a)水平偏振损耗光束在聚焦区域产生的干涉图样;
(b)竖直偏振损耗光束在聚焦区域产生的干涉图样;(c)所有损耗光束在聚焦区域产生的并行荧光擦除图案

Fig敭３Simulationresultsofparallelizedfluorescencedepletionpatterns敭 a Interferencepatternsproducedbyhorizontal

polarizationSTEDbeamsinfocus  b interferencepatternsproducedbyverticalpolarizationSTEDbeamsinfocus 
　　　　　　 c parallelizedfluorescencedepletionpatternsproducedbyallSTEDbeamsinfocus
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　　图３(a)为探测器１接收到的水平偏振损耗光

束B３、B４ 在样本平面上干涉产生的相干照度分布,
它是一组空间上横向(x 方向)周期性排列的竖直光

学条纹;图３(b)为探测器２接收到的竖直偏振损耗

光束B１、B２ 在样本平面上干涉产生的相干照度分

布,它是一组空间上纵向(y 方向)周期性排列的水

平光学条纹;二者叠加后,得到并行荧光擦除图案在

样 本 平 面 上 的 光 照 强 度 分 布:一 个 周 期 小 至

２７６nm×２７６nm的正方形光学格子,如图３(c)所
示.该 仿 真 图 案 周 期 为 此 条 件 下 衍 射 极 限

(２７１．４２９nm)的１．０１７倍,且与此条件下由(３)式算

得到的理论计算周期相一致,仿真周期与理论计算

周期间的误差仅为１．６５％.而另一方面,已报道方

法在同样损耗光波长下,使用 NA＝１．４９的显微物

镜仅产生出周期小至２９０nm ×２９０nm的正方形

光 学 格 子,该 图 案 周 期 为 此 条 件 下 衍 射 极 限

(２５５．０３４nm)的１．１３７倍[１１].这一数据对比说明

(３)式可以预测受并行STED显微成像系统光学参

数影响的并行荧光擦除图案周期,它揭示了辅助物

镜焦距及损耗光束入射显微成像系统的物方倾斜角

对并 行 荧 光 擦 除 图 案 周 期 的 影 响 机 理,且 可 由

(２)式、(５)式计算出能产生更小周期并行荧光擦除

图案的最佳光学参数.

４　结　　论

本文将并行STED显微镜中辅助物镜和显微

物镜组成的显微成像系统简化为一个理想光学系统

模型,基于此模型推导出受显微成像系统光学参数

影响的并行荧光擦除图案周期公式,该公式揭示了

光学参数对并行荧光擦除图案周期的影响机理.通

过本文提出的公式,可计算出产生更小周期并行荧

光擦除图案的最佳光学参数,提高成像分辨率,有助

于促进并行STED显微成像技术的发展.
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