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摘要 超分辨荧光显微技术一直是研究热点,各种超分辨荧光成像技术的出现打破了光学衍射极限,将空间分辨

率提高到纳米尺度。但随着时间、空间分辨率要求的不断提高,目前超分辨荧光显微技术仍然面临着空间分辨率、

时间分辨率和视场存在三角制约关系及探测灵敏度较低的问题。随着近年来基于量子关联的新型成像机制的发

展,基于荧光量子特性与量子关联成像的超分辨荧光显微镜应运而生,新成像模式及新物理量的引入不仅增加了

信息量也提高了图像信息获取的效率,为超分辨荧光显微技术的研究提供了新思路。介绍了目前超分辨荧光显微

镜的技术原理、优缺点与面临的主要技术问题,以及基于量子关联的新型超分辨荧光显微镜,并探讨了未来超分辨

荧光显微镜的发展方向,以期为该领域的科学研究提供参考。
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Abstract Super-resolution
 

fluorescence
 

microscopy
 

has
 

always
 

been
 

a
 

hot
 

research
 

field 
 

The
 

emergence
 

of
 

various
 

super-resolution
 

fluorescence
 

imaging
 

techniques
 

has
 

broken
 

the
 

optical
 

diffraction
 

limit
 

and
 

improved
 

the
 

spatial
 

resolution
 

to
 

nanoscale 
 

However 
 

for
 

higher
 

requirements
 

on
 

temporal
 

and
 

spatial
 

resolution 
 

the
 

current
 

super-
resolution

 

fluorescence
 

microscopes
 

still
 

face
 

two
 

problems
 

of
 

the
 

triangular
 

constraint
 

relation
 

of
 

spatial
 

resolution 
 

temporal
 

resolution
 

and
 

field
 

of
 

view 
 

and
 

low
 

detection
 

sensitivity 
 

However 
 

with
 

the
 

recent
 

development
 

of
 

the
 

new
 

imaging
 

mechanism
 

based
 

on
 

quantum
 

correlation 
 

the
 

super-resolution
 

fluorescence
 

microscopes
 

based
 

on
 

fluorescence
 

quantum
 

property
 

and
 

quantum
 

correlation
 

imaging
 

have
 

been
 

developed 
 

The
 

introduction
 

of
 

new
 

imaging
 

modes
 

and
 

new
 

physical
 

quantities
 

not
 

only
 

increases
 

the
 

amount
 

of
 

information
 

but
 

also
 

improves
 

the
 

efficiency
 

of
 

image
 

information
 

acquisition 
 

A
 

new
 

research
 

route
 

for
 

the
 

development
 

of
 

super-resolution
 

fluorescence
 

microscopy
 

is
 

provide 
 

This
 

review
 

introduces
 

the
 

technological
 

principle 
 

advantages
 

and
 

disadvantages
 

of
 

the
 

current
 

super-resolution
 

fluorescence
 

microscopes
 

as
 

well
 

as
 

the
 

main
 

technical
 

problems
 

faced
 

by
 

them 
 

Some
 

new
 

super-resolution
 

fluorescence
 

microscopes
 

based
 

on
 

quantum
 

correlation
 

are
 

introduced
 

and
 

the
 

future
 

development
 

direction
 

of
 

super-resolution
 

fluorescence
 

microscopy
 

is
 

discussed 
 

It
 

is
 

expected
 

that
 

this
 

review
 

can
 

provide
 

some
 

references
 

for
 

the
 

researches
 

in
 

this
 

field 
 

Key
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1 引  言

荧光显微成像技术具有无损、非接触、高特异

性、高灵敏和高活体友好等突出优势,能够提供功能

信息动态成像,成为生物活体和活细胞成像的首选。

1873年,Abbe等[1]最早提出了衍射极限,远场光学

显微镜可达到的分辨率被限制在可见光波长的一半

左右(200~300
 

nm)。然而,亚细胞结构内的各种

细胞器及蛋白的空间尺寸通常在衍射极限以下,光
学衍射极限的存在极大阻碍了光学显微镜在纳米尺

度以下生命活动研究方面的应用。
目前,各种超分辨光学成像技术[2-5]不断涌现,

打破了光学衍射极限,将光学分辨率提高到纳米尺

度。超分辨荧光显微成像技术主要分为三大类:第
一类是受激辐射损耗(STED)技术[6]

 

、衍生的基态

损 耗 (GSD)[7] 及 可 逆 转 换 线 性 跃 迁 成 像

(RESOLFT)技术[8];第二类是结构光照 明 显 微

(SIM)技术[9]
 

;第三类是光激活定位超分辨成像

(PALM)技 术[10]
 

和 随 机 光 学 重 构 超 分 辨 成 像

(STORM)技术[11]。此外,融合STED和STORM
技术发展起来的最小光子流(MINFLUX)技术以及

基于干涉定位成像技术的新型单分子干涉定位显微

(ROSE)技术,将分辨率提高到1
 

nm
 [12-13],这为纳

米尺度的细胞器观察提供了强而有力的工具。
超分辨荧光显微镜使得光学成像技术的空间分

辨率有了很大提升。然而,细胞内生命活动的观察

对超分辨荧光显微镜提出了更小、更快、更广的要

求:需要实现细胞内各种细胞器空间尺寸(从纳米到

微米)的分辨,具备分辨细胞内细胞器生命活动和相

互作用的动态时间尺度,可大范围观察不同细胞器

和不同细胞之间的作用。
 

本文对超分辨荧光显微领域的相关研究和进展

进行了论述,阐述了目前超分辨荧光显微技术在追

求空间分辨率和时间分辨率过程中面临的挑战,并
介绍了一些解决方案和思路。首先简述了目前超分

辨荧光显微镜的技术原理,并分析了面临的主要技

术问题(第2节);随后从提高探测灵敏度和改变成

像模式的角度,介绍了基于量子关联的新型超分辨

荧光显微镜的进展,包括基于荧光反聚束特性的超

分辨荧光显微镜(第3节)和基于关联成像的超分辨

荧光显微镜(第4节);最后对未来超分辨荧光显微

镜的发展趋势进行了展望。

2 目前超分辨荧光显微镜面临的主要

技术问题

  本节简要回顾了三种广泛使用的超分辨率显微

技术突破衍射极限的原理以及它们的优缺点,并分

析了当前面临的两大关键技术难点。

2.1 突破光学衍射极限

2.1.1 空间分辨率

对于传统荧光显微镜,探测的像I 可以由物体

f 与点扩散函数(PSF)h 的卷积[5,14]获得:

I(x')=∫h(x'-Mx)f(x)dx, (1)

式中:x 和x'分别是物面和探测面上的坐标;M 是

成像系统的放大倍率。当f(x)是脉冲函数时,探测

到的像是物面上的一个点源通过透镜放大光学系统

在像 面 上 形 成 的 光 斑,即 点 扩 散 函 数h(x')=
I(x')。通常PSF的半峰全宽(FWHM)可以近似

为显微镜最小空间分辨率Δx=λ/2NA(阿贝衍射

极限[1]),其中λ是光源发射波长,NA 是物镜的数

值孔径。

2.1.2 STED技术

STED技术不同于宽场均匀照亮样品的方式,
它是通过基于荧光共聚焦显微镜的点扫描方式对样

品成像。其中,共聚焦显微镜采用一个衍射受限的

光点照亮样品,这个区域内激发的信号经过成像系

统放大和小孔滤波后被一个点探测器收集,最后通

过点 扫 描 获 得 完 整 的 图 像[15]。因 此,探 测 的 像

I(x')为

I(x')=∫h1(x'-Mx)f(x)h2(x'-Mx)dx,

(2)
式中:h1 和h2 为探测的点扩散函数。可以明显看

出,由于h1h2 的作用,最终像的有效PSF变窄,因
此共聚焦显微镜的成像分辨率相比传统显微镜提高

了 2倍。然而,对于这种点对点的点扫描方式,虽
然能在小视场情况下采用高速电光扫描进行快速实

时成像,但大视场和时间分辨率是一对天然的矛盾。

STED技术在共聚焦点扫描成像的基础上,采
用激发光束(实心光束)和抑制光束(空心光束)两束

激光共同照明荧光样品,在环形光下实心光斑外围

的荧光分子的受激辐射损耗抑制了荧光发射,仅有

中心区域(远小于衍射极限)的荧光通过显微光学系

统和小孔滤波后聚集到点探测器上,从而通过点扫
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描样品实现超分辨成像,如图1所示。空间分辨率

取决于环形光与实心光强的比值[16],表示为

ΔxSTED=
Δx

1+C0
I0
I1

, (3)

式中:C0 为常数;I0 为环形光光强;I1 为实心光的

光强。由(3)式可以看出,STED的高空间分辨率依

赖于高损耗光强I0,一般能达到50~70
 

nm。但所

需的峰值功率密度在107~109
 

W/μm
2 量级,这使

得在活细胞成像中样品容易造成损害,导致光毒性。

图1 STED技术原理图[5]

Fig 
 

1 Principle
 

diagram
 

of
 

STED
 

technology 5 

2.1.3 STORM技术

STORM技术在宽场成像模式下利用荧光随机

开关的性质实现了超分辨成像[11]。根据染料分子

的不同,可以利用不同波长激光(激发光与开关光)
激发或单波长的直接激发(dSTORM),实现荧光分

子在荧光态和暗态之间的转换,使得每次只有少量

荧光染料分子被随机地激发;再通过单分子拟合

PSF,对荧光分子的中心点进行定位,循环该过程,
进而定位出所有的荧光分子,如图2所示。根据单

个荧光分子PSF的高斯统计模型,可求得定位精

度,即STORM的分辨率[17]为

ΔxSTORM =
σh
N'
, (4)

式中:σh 为PSF的标准差;N'为探测到的光子数。

根据(4)式可知,随着光子数的不断增加,STORM
技术可以实现很高的空间分辨率,通常在20

 

nm左

右。但由于单帧图像采样只确定点扩散函数内一

个荧光点的位置,单帧激发的荧光染料分子的密

度很低,为0.5~0.8
 

μm
-2,因此重构一张超分辨

像通常需要采样几千帧到上万帧的图像,时间分

辨率很低。为了解决这一问题,研究人员采用最

新的压缩感知[18]和深度学习[19]重构算法,将荧光

分子的定位密度提高到8
 

μm
-2,从而采样帧数降

低到几百帧至几千帧。但由于较长的计算时间,
实现一张超分辨图像仍需要几秒钟到几分钟的时

间,无法满足细胞内部亚秒和秒量级动态行为的

观察要求,且长的采样时间会导致荧光的光漂白

与光毒性。

图2 STORM技术原理图[5]。(a)
 

STORM成像原理图;(b)
 

STORM成像过程图

Fig 
 

2 Principle
 

diagram
 

of
 

STORM
 

technology 5  
 

 a 
 

Principle
 

diagram
 

of
 

STORM
 

imaging 
 

 b 
 

process
 

image
 

of
 

STORM
 

imaging

2.1.4 SIM技术

SIM技术在宽场荧光显微镜成像模式下,采用

结构光照明来增加频率信息,从而实现超分辨成

像[9],如 图3所 示 。结 构 光 的 光 强 正 比 于1+
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图3 SIM技术原理图[5]
 

Fig 
 

3 Principle
 

diagram
 

of
 

SIM
 

technology 5 

cos(<p,x>+φ)=1+ [exp(i<p,x>+iφ)+
exp(-i<p,x>-iφ)]

 

,其中p 是结构光的空间频

率,φ
 

是 相 位,<·>表 示 系 综 平 均。则 成 像 关

系为

I(x')=∫1+cos(<p,x>+φ)  f(x)h(x'-Mx)dx。 (5)

可以从空间频率信息来理解其超分辨的能力,通过 对(5)式进行傅里叶变换,可得

F(I)(k/M)=F(h)(k/M)12exp
(iφ)F(f)(k-p)+F(f)(k)+

1
2exp

(-iφ)F(f)(k+p)


 


 , (6)

式中:F(·)为傅里叶变换;k 为物体的空间频率信

息。由(6)式可知,结构光照明使得成像系统收集到

的物体频谱信息除了包含原本的频谱F(f)(k)外,
还包含p 偏移导致的超出截止频率的高频信息部

分。因此频谱范围可以拓展至[-k0-p,k0+p]
(k0 为成像系统的截至频率)。但是结构光的空间

频率p 也受限于光学系统,即p≤k0。因此,增加

的最大频谱范围为[-2k0,2k0],即成像分辨率提高

了2倍。但频率信息增加的受限导致空间分辨率在

100
 

nm 左右。虽然SIM 技术受空间分辨率的限

制,但在时间分辨率、视场和光照强度三个指标上具

有一定优势,其在活细胞成像上得到了广泛的应用。

2.2 目前面临的两大技术问题

超分辨荧光成像技术利用荧光的光物理特性

(受激辐射损耗或随机开关)以及调制照明(点扫描

或结构光照明)方式,空间分辨率有了很大的提升,
但由于采用的是传统的成像方式,即基于衍射受限

PSF的点对点的成像模式,该技术在空间分辨率、
时间分辨率和视场上仍然受到限制。STED技术中

点对点的点扫描成像方式限制了视场和时间分辨

率;STORM技术中单帧图像采样只确定PSF内一

个 荧 光 点 的 位 置,点 对 点 的 成 像 方 式 限 制 了

STORM成像的时间分辨率。SIM技术虽然通过空

间频率调制增加了频谱信息,但频谱信息增加的受

限导致空间分辨率被限制在100
 

nm左右。成像过

程是一个图像信息的获取过程,点对点的成像方式

等同于低效率的单一信道编码的信息传递方式,这
种成像方式造成荧光超分辨图像信息存在大量冗

余,如荧光点被采样了多次,动态过程中邻近时刻图

像之间存在局部关联性或重复性等。因此传统的

点对点成像方式导致空间分辨率、时间分辨率和

视场存在三角制约关系,从而降低了图像信息获

取的效率。
此外,超分辨荧光显微镜需要一定的光子剂量

来实现高质量的成像,这会造成活细胞成像中样品

受损,导致光漂白和光毒性[20],而低光子剂量就需

要高的探测灵敏度。目前,宽场成像显微镜主要采

用电子倍增型数字探测器(EMCCD)或科研级数字

探测器
 

(sCMOS)等高灵敏度的探测器,虽然量子

效率可以高于95%,但仍然存在的散粒噪声和热噪

声降低了探测灵敏度。
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3 基于荧光量子特性的超分辨荧光

显微镜的发展

  为了解决超分辨成像面临的空间分辨率、时间

分辨率和视场存在三角制约关系及探测灵敏度较低

的问题,需要成像系统能够挖掘并利用尽可能多的

信息。对于传统的显微成像方法,激发和荧光探测

过程都是经典的,因此实现超分辨成像的方法也就

局限在利用荧光的光物理性质和光强测量上。量子

信息和量子光学的发展为我们提供了成熟的非经典

光源和量子探测技术。在成像过程中利用非经典光

源和量子关联方式,就可以获得更多的图像信息。
本节首先简述利用非经典光源来提高成像空间分辨

率与探测灵敏度的方法,然后介绍荧光的量子特性

以及基于荧光反聚束特性的超分辨荧光显微镜。

3.1 利用量子特性突破经典成像的局限

根据量子光学,所有表示为相干态的统计混合

态的光源可以被定义为经典光源,密度算符[21-24]可

表示为

ρ̂=∬d2βP(β)|β><β|,P(β)≥0, (7)

式中:相干态|β>=exp β 2/2  ∑


n=0
βn/ n!  |n>,

其中n 是光子数,β 是相干态的本征值;P(β)是相

干态的概率分布。根据(7)式可知,经典光源的光场

涨落概率分布P(n)服从泊松(或超泊松)分布,即
光子数的方差<Δ2̂n>等于(或大于)均值<̂n>。相反,
非经典光源则服从亚泊松分布[9],即<Δ2̂n><<̂n>。
因此,根据光场的统计性质,可以将光源具体分为

三类。

1)
 

泊松光:相干光场,最常见的是连续的激光,
其量子态为相干态,根据(7)式可求得光子服从泊松

分布P(n)= <̂nβ>2=exp -<̂n>2  <̂n>n/n!。

2)
 

超泊松光:热光场,如白炽灯、自然光,其量子

态为相干态的混合态,光子数分布为玻色-爱因斯坦

分布,服从超泊松分布P(n)=<̂n>n/1+<̂n>  n+1。

3)
 

亚泊松光:非经典光场,如Fock态、纠缠态、
压缩态以及反聚束单光子源等。

非经典光源为光学高精度测量提供了很多方

案,在量子光刻、量子关联成像、远程探测和测距等

领域都表现出了一定的优势,对基础物理学、生物医

学等领域都产生了一定的影响。现有研究表明,利
用光源的量子特性及量子关联测量所获得的额外信

息,可以突破许多经典成像的局限[24-25],例如空间分

辨率极限[26-28]和探测灵敏度极限[29-33]。

3.1.1 空间分辨率极限

目前,超分辨荧光显微镜主要是基于经典光源,
利用 光 的 波 动 性 而 非 量 子 特 性。2004 年,

Muthukrishnan等[34]提出了基于多光子态干涉的

量子显微镜的概念,发现 N1 个多模原子阵列的二

阶干涉测量可实现亚衍射极限的分辨率,与经典光

学不同的是,这里的二阶干涉现象是由光子与光子

之间的关联引起的。2009年,Giovannetti等[27]理

论证明了利用适当的光源和N1 光子复合探测可以

实现两种分辨率的提高:一个是基于经典过程,统计

物体上同一点发出的 N1 个光子平均到达的位置,
可以实现经典理论下的量子极限(标准量子极限),

即分辨率为
 

1/ N1;另一个是基于量子过程,利用

纠缠N1 光子态的 N1 阶关联测量,可超越量子极

限,实现衍射极限的1/
 

N1 增强,即海森堡极限。
但由于理论模型中的光源和探测所需的多光子吸收

材料等很难实现,这类量子成像在实验上还没有得

到验证。

3.1.2 探测灵敏度极限

探测灵敏度是光学成像仪器很重要的评价指

标,影响探测灵敏度的噪声主要有两类:热噪声和散

粒噪声。热噪声是热对电荷载流子的激励产生的,
而散粒噪声是光电子或光生载流子的随机产生引起

的,在绝对零度时,热噪声可被忽略,散粒噪声依然

存在,这是由量子力学测不准原理决定的。在经典

成像理论中,探测灵敏度的下限被定义为相干态的

泊松统计达到极限时散粒噪声的标准差,即散粒噪

声极限(SNL,USNL),USNL~<Np>-1
/2

 

,其中<Np>是
探测的平均光子数[24,35-36]。对于其他经典光场(如
热光),方差更大(超泊松统计)。

目前已有研究表明,利用非经典光子关联测量,
可以突破基于经典光的量子散粒噪声极限,实现亚

散粒噪声极限测量(sub-SNL)[29-33];在吸收宽场成

像显微镜上,实验验证了探测灵敏度能够降低至量

子散粒噪声水平的80%。该方法利用参量下转换

获得的纠缠双光束,一束用来照射物体,另一束用作

噪声,再结合差分方法从成像中移除噪声,提高了探

测灵敏度[31]。还有研究报道,探测灵敏度可以降低

至量子散粒噪声水平的50%以下[32]。
因此,利用量子态性质实现的量子成像可以克

服许多经典成像的局限,但大多数研究还在理论验

证阶段,主要是由于成像所要求的量子光源在实验

上很难获得。下面将介绍实验上可获得的并具有一
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定量子特性的荧光光源,以及基于量子特性的超分

辨荧光显微成像。

3.2 荧光的量子特性

单光子源是同一时刻只产生一个光子的光源,
主要表现为反聚束特性,是一个典型的非经典光源。
理论上单个可以发光的二能级系统就是一个单光子

源,因为单个能级只能在荧光寿命期间从激发态跃

迁到基态并发出一个光子。该系统是荧光的基本发

光单元[37-40],例如单个离子[41]、单个原子[42]、单个

量子点[43-46]、单个分子[46-50]以及单个缺陷[51-52],都
是实验上可以实现单光子源的候选者。

评判单光子源性能的指标之一是单光子性,可
通过 HBT(Handury-Brown

 

and
 

Twiss)干涉实验

来评判[53]。实验如图4(a)所示,通过分光镜将荧光

分为两路,用两个探测器探测不同延时的复合计数

以获得光子的二阶关联函数:

g(2)(τ)=
<̂a+â+ (τ)̂a(τ)̂a>

<̂a+â>2
, (8)

式中:g(2)(τ)表示在τ时间间隔内探测到光子的概

率;̂a+和â 分别表示光子产生算符与湮灭算符。由

于单光子源在同一时刻不会出现两个光子,因此零

延时的二阶关联函数g(2)(0)<1/2时可以认为是

单光子 源,理 想 情 况 下 等 于 0;对 于 相 干 光,有

g(2)(0)=1;对于热光,有g(2)(0)>1,理想情况下

等于2。由于测量误差与探测器暗计数干扰,实验

上测量的g(2)(0)通常比真实值大。实验上已证明

了一些常用在荧光显微成像中的染料分子和量子点

的单光子性,如金刚石氮空穴(Nitrogen
 

Vacancy,

NV)色心的单光子性为0.16[52],CdSe/CdS/ZnS胶

图4 评判单光子源的实验原理图[24]。(a)
 

HBT干涉

实验;(b)
 

HOM干涉实验

Fig 
 

4 Experimental
 

principle
 

diagram
 

of
 

single
 

photon
 

source
 

judgement
 

 24  
 

 a 
 

HBT
 

interference
 

experiment 
 

 b 
 

HOM
 

interference
 

experiment

体量子点的单光子性为0.08[45],三萘嵌二苯酰亚胺

(Terrylenediimide,TDI)的单光子性为0.4
 [50],罗

丹明B(Rhodamine
 

B)的单光子性为0.46[46]。
第二 个 评 判 单 光 子 源 的 实 验 是 Hong-Ou-

Mandel
 

(HOM)干涉[54],用于测量光子的全同性,
即单光子源不同时间发出的两个光子或两个相同单

光子源发出的两个光子的不可区分性。实验同样使

用分光镜将两束荧光分为两路,用两个探测器探测

不同 延 时 的 复 合 计 数 以 测 量 二 阶 关 联 函 数,如
图4(b)所示。只有当光子(或者更准确地说,光子的

路径)无法区分时,量子干涉才会发生,光子总是从分

束器的同一边出去,没有任何复合计数,此时g(2)(0)
处产生凹陷。如果两个光子可以被识别并区分,则干

涉现象消失。在实验上,通过分别测量光子的全同

(平行偏振)g(2)
‖ (0)和非全同(正交偏振)g(2)

⊥ (0),获得

HOM干涉对比度V=1-g(2)
‖ (0)/g

(2)
⊥ (0),并将其

作为光子全同性的评判指标。理想的HOM干涉要

求光子满足傅里叶限制条件τc=τsp(τc 是光子相干

时间,τsp 是自发辐射寿命时间)[55],但由于环镜和

温度的影响,单光子源出现退相干和光谱扩散,进而

出现均匀和非均匀展宽[56-58],因此该条件很难满足,
干涉对比度低。实验常在低温条件下选择量子点或

单个分子的零声子线(ZPL)来实现双光子干涉

测量[50]。
此外,评价单光子源的指标还有量子产率和收

集效率,以及按需产生的确定性单光子。对于理想

的单光子源,单脉冲激发下有且仅有一个光子产生。
实验上会将单光子源置于纳米结构的光学微腔中以

提高单光子的产生率和收集效率。
 

3.3 基于反聚束的超分辨荧光显微镜

基于荧光量子特性的超分辨显微镜是近几年的

研究热点。由于实际单光子源还不能完全预测、确
定和不可区分,上述基于非经典光源的超分辨量子

成像还处于理论验证阶段。目前基于荧光量子特性

的量子成像和超分辨荧光显微镜主要是利用荧光的

单光子性,即反聚束特性。其超分辨成像原理[59]

如下。
考虑到离散的具有量子力学性质的荧光分子和

光子,成像面上探测到的N 个不同位置的光源的光

强信息可写为:<I(r,t)>=I'∑
N

i=1
h(r-ri)

 

其中

h(r-ri)为成像系统的PSF,r和ri 分别表示探测

位置与光源中心位置,i为光源的序号,I'为光源中

心处的光强。则一阶强度关联函数G(1)(r)的平方
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(光强平方)为非相干光源自生光强的平方与光源交 叉项的共同作用:
 

G(1)(r)  2=<I(r,t)>2=I'2∑
N

i,j=1
h(r-ri)h(r-rj)=I'2∑

N

i=1
h2(r-ri)+

I'2∑
N

i≠j
h(r-ri)h(r-rj), (9)

式中:j为光源的序号。其中,光源交叉项影响着成

像分辨率。交叉项可利用反聚束特性,即测量光子

间的二阶关联函数来获得:

G(2)(r)=I'2∑
N

i≠j
h(r-ri)h(r-rj)。 (10)

  超分辨成像的实现就是通过减去有害的交叉

项,从而获得狭窄的PSF,实现 2
 

倍分辨率的提高:

ΔG(2)(r)= G(1)(r)  2-G(2)(r)=

I'2∑
N

i=1
h2(r-ri)。 (11)

  同理,k'阶的关联函数的测量亦可实现 k'倍

的分辨率的提高。因此,利用光子间的关联获得额

外信息,结合强度信息,可实现超分辨图像的重构。
技术原理如图5所示。

图5 基于反聚束的超分辨荧光显微镜原理图

Fig 
 

5 Principle
 

diagram
 

of
 

super-resolution
 

fluorescence
 

microscopy
 

based
 

on
 

antibunching

  实验证明,基于反聚束的超分辨荧光显微技术

既可应用于宽场成像显微镜中,也可用于共聚焦显

微镜中。研究者用该方法对两个相邻的金刚石NV
色心进行共聚焦扫描成像,通过同时记录单个光子

和双光子复合信号,实现相距(8.5±2.4)
 

nm 的

NV色 心 的 分 辨[52],如 图 6(a)所 示。2014 年,

Monticone等[60]利用共聚焦系统连接三个单光子探

测器,对金刚石NV色心进行了扫描成像,通过测量

每个成像位置上光子到达时间的二阶和三阶自关联

函数,从而实现 2倍和 3倍分辨率的提高,验证了

高阶超分辨成像能力。在宽场成像中,2013年,

Schwartz等[61]利用EMCCD和1
 

kHz脉冲激光器,
对CdSe/CdS/ZnS胶体量子点进行宽场成像,通过

对EMCCD上相邻2个像素或3个像素探测到的光

子进行空间互关联测量,实现了1.26倍或1.5倍分

辨率的提高,如图6(b)所示。2017年,研究者通过

光纤束相机(每根光纤连接一个单光子探测器)对单

个量子点进行定位追踪,利用零延时的光子二阶关

联,测得g(2)(0)=1-1/n'(n'
 

为发射器的个数),再
结合单分子定位算法,在提高定位精度的同时减少

了所需的光子数。实验证明,实现20
 

nm的定位精

度仅需1500个光子[62]。
此外,基于反聚束的超分辨荧光显微技术还可

以与现有的超分辨荧光显微技术结合,例如,将高阶

关联函数与结构光照明的SIM 技术相结合,可以将

分辨率提高k+ k倍[63];也可与STORM 技术结

合,
 

将STORM的定位密度提高到125
 

/μm
2,相比

STORM,定位 密 度 提 高 了 两 个 数 量 级[64]。2017
年,研究者将光子相关测量与图像扫描显微镜相结

合,发展了量子图像扫描显微镜(Q-ISM)[65]。扫描

显微镜可以在不降低信号水平的情况下产生鲁棒的

分辨率增强,而额外的量子信息可以将图像扫描显

微镜的分辨率提高一倍,超过衍射极限的四倍。该

团队最终实现了荧光量子点染色生物样品的超分辨

光学成像。
荧光反聚束特性已被证明可超越光学显微镜分
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图6 基于反聚束的超分辨荧光显微镜分别在共聚焦显微镜和宽场显微镜上的应用。(a)共聚焦显微镜[52];(b)宽场

显微镜[61]
 

Fig 
 

6 Application
 

of
 

super-resolution
 

fluorescence
 

microscopy
 

based
 

on
 

antibunching
 

in
 

confocal
 

microscopy
 

and
 

wide
 

field
 

microscopy 
 

respectively 
 

 a 
 

Confocal
 

microscopy 52   b 
 

wide-field
 

microscopy 61 

辨率的经典限制。虽然一些方法已经被应用到原理

证明实验中,但实现生物样本的成像仍然具有挑战

性,主要是由于常用于生物样品标记的单个荧光分

子或量子点的光量子态相干的脆弱性以及低的量子

产率与收集效率,需要较长的测量时间才能获得荧

光的量子信息。此外,制备大面阵、高灵敏和低噪声

的单光子相机的技术难度也限制了基于反聚束的超

分辨荧光显微技术的发展及应用。

4 基于稀疏约束鬼成像(GISC)的超

分辨荧光显微镜

  在充分发掘并提取荧光量子信息的同时,为了

减弱空间、时间和视场的三角制约关系,还需要引入

新的成像方式来提高图像信息的获取效率。鬼成像

(GI)是近年来兴起的一种新型成像机制,利用光场

涨落关联特性实现目标的非局域成像,具有高灵敏

度、超分辨成像以及高维信息解耦等优势。将鬼成

像与压缩感知结合,利用随机采样和压缩同时进行

的特点,不仅可以降低图像采样率,还可以进一步提

高图像分辨率和信噪比,在较短的采样时间下实现

较高质量图像的重构。本节介绍GISC的发展历程

和基于GISC技术的超分辨荧光显微镜。

4.1 GISC的发展

鬼成像即强度关联成像,通过测试光路和参考

光路传输光子对的符合计数测量,实现未知物体的

非局域成像[66-69]。GI最初是基于量子纠缠光的成

像,1995年,研究者利用频率下转换产生的纠缠双

光子态进行了量子关联成像,首次实现了GI,当时

GI被认为是一种量子效应[70]。2004年,研究者证

明经典热光的强度-涨落相关性可以用于 GI[71-72]。
因此,GI被证明是基于纠缠双光子态和热光的强度

涨落关联性的成像[68-69]。其中,热光 GI可以根据

光源的不同分为赝热光GI和真热光GI。研究者通

过检测空心阴极灯(相干时间为0.2
 

ns)的光场时间

涨落,验证了真热光GI,并通过参考臂和测试臂上

的光场强度在时域上的二阶关联,恢复了图像信

息[73-74]。然而,该方案要求探测器的时间分辨率接

近或小于光场的相干时间,但通常真热光(例如日

光)的相干时间约为飞秒量级,这对于广泛应用于真

热光GI的探测器是一个很大的挑战。此外,传统

GI需要用单像素(桶)探测器在时域内进行多次采

样来实现,这增加了成像的时间。因此,为了实现真

热光GI并缩短鬼成像的成像时间,实现单次采样

GI,研究者提出了GISC相机的设想[75-76]。成像装

置图如图7(a)所示,物体平面上每个点的强度通过

空间随机相位调制器后被随机扩散成散斑,然后由

探测器平面上的高空间分辨率探测器记录下来。在

传统GI中,桶探测器在时域内独立采集物体的强
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图7 GISC相机实验装置与结果图[75]。(a)GISC相机实验装置图;(b)光谱图像重构结果

Fig 
 

7 Experimental
 

setup
 

and
 

results
 

of
 

GISC
 

camera
 

 75  
 

 a 
 

Experimental
 

setup
 

of
 

GISC
 

camera 
 

 b 
 

reconstruction
 

results
 

of
 

spectral
 

images

度信息,而GISC相机在空间域中独立采集物体的

强度信息。具体来说,在GISC相机中,高空间分辨

率检测器上每个像素采集到的光强均携带了整个物

体信息,每个像素在空间域上是独立的,相当于桶检

测器在时域内对信号进行采样。因此,将时间域的

系综平均转换为空间域的系综平均,不仅降低了探

测器时间分辨率的要求,还可通过单次采样实现真

热光GI。
与GI时域采样不同的是,GISC相机在成像前

需要进行标定,即在物体的整个平面上移动一个点

源,并连续记录探测器平面上的散斑。GISC相机

的标定过程相当于参考臂上光场强度的采样过程,
可获得随机测量矩阵A。实际成像过程则相当于测

试臂上光场强度的采样过程,通过探测器对目标物

体散斑图像的单次采样,GISC相机就可以通过预

先确定的参考臂和测试臂的光场强度的二阶空间关

联来恢复物体图像。GISC技术还将鬼成像和压缩

感知(CS)技术结合。Candès
 

等[77-79]在数学上已证

明压缩感知技术利用随机测量并结合信号的稀疏性

和非相干性,可实现超分辨图像重构。而 GI提取

成像信息的方法是基于“全局随机”测量和光场涨

落,满足CS对随机测量的要求,即有限等距性质

(RIP)条件[77-78],因此GI和CS的结合是光学成像技

术与现代信息理论的结合。研究者将这种成像方法

成功应用于GISC激光雷达[80]和X射线衍射成像[81]

中,实现了图像获取效率和成像分辨率的提高。
此外,GISC技术将光场的高维空间信息编码

到可探测的二维平面上,通过单次曝光直接获取高

维光场的图像信息。如图7(b)所示,GISC相机在

无分辨率损失的条件下,通过单次曝光获取了目标

的空 间 和 光 谱 三 维 信 息,并 且 光 谱 分 辨 率 达 到

10
 

nm,体现了GISC高维信息的高效获取能力。这

一特性也为突破光学成像系统的空间分辨率衍射极

限提供了新的研究思路。尽管GISC相机在光场高

维空间中的分辨率仍然是衍射受限的,但可以利用

光场高维空间在其他维度的可辨识度来打破经典瑞

利准则,从而实现空间分辨率的极大提升。研究者

通过将物体的光场高维信息编码成二维平面上的散
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斑图像,在一次成像中获得了物体的高维信息,并利

用其中的光谱信息实现了横向空间分辨率的提升。
从理论和实验两方面证明了空间分辨率可以超过衍

射极限5~6倍,体现了GISC在超分辨成像和高效

获取图像信息方面的巨大优势[82]。

4.2 基于 GISC 的超分辨荧光显微镜 (GISC-
Nanoscopy)

荧光标记的生物成像具有天然的稀疏性和荧光

非相干性。因此,研究者将GISC相机应用到宽场

荧光显微镜中,发展了基于GISC的超分辨荧光显

微镜[83]。通过在荧光收集端加入随机相位调制器,
对荧光信号进行调制以获得荧光的散斑场。在实际

成像前先定标,获得不同位置荧光信号的散斑场

Ir(x')并将其作为参考路径,在实际成像过程中获

得样品的散斑场It(x')并将其作为实际测试路径,
通过参考路径和测试路径之间的二阶强度关联函

数,可获得荧光面上荧光光源的相对强度分布。二

阶关联函数可表示为

ΔG(2)(x')=<Ir(x')It(x')>∝

 f(x')h(x')  exp -2[2πω(n1-1)/λ]2 1-exp -
z2x'

(z1+z2)ζ  
2




 




    , (12)

式中:z1 为焦平面和随机相位调制器之间的距

离;z2
 为随 机 相 位 调 制 器 与 探 测 器 前 透 镜 的 距

离;
 

ω 和ζ 分别为空间随机相位调制器 的 高 度

标准差 和 横 向 相 关 长 度;n1 为 折 射 率;λ 为 波

长。技术原理如图8所示,实验装置如图9(a)
所示。

图8 GISC-Nanoscopy技术原理图

Fig 
 

8 Principle
 

diagram
 

of
 

GISC-Nanoscopy
 

technology

图9 GISC-Nanoscopy实验装置与结果图[83]。(a)
 

GISC-Nanoscopy实验装置图;(b)间距为80
 

nm的圆环的超分辨成像;
(c)间距为160

 

nm的DNA纳米标尺的超分辨成像

Fig 
 

9 Experimental
 

setup
 

and
 

results
 

of
 

GISC-Nanoscopy 83  
 

 a 
 

Experimental
 

setup
 

of
 

GISC-Nanoscopy 
  

 b 
 

super-
resolution

 

imaging
 

of
 

ring
 

with
 

80
 

nm
 

spacing 
 

 c 
 

super-resolution
 

imaging
 

of
 

DNA
 

nanometer
 

ruler
 

with
 

160
 

nm
 

spacing
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  为了验证 GISC-Nanoscopy的超分辨成像能

力,如图9(b)所示,仿真生成了间距为80
 

nm的环,
通过实验采集的散斑场模拟了散斑图像。通过压缩

感知重构可知,相比于宽场成像,GISC-Nanoscopy
可实 现 80

 

nm 的 分 辨 率。实 验 实 现 了 间 距 为

160
 

nm的DNA荧光标尺的超分辨定位,定位误差

小于30
 

nm,如图9(c)所示。
此外,基于GISC的超分辨荧光显微技术还与

STORM技术结合发展成 GISC-STORM 技术,可
以对高密度的荧光分子进行高精度的定位。如

图10(a)所示,通过仿真模拟不同密度下的荧光分

子,验证不同信噪比下GISC-STORM 在定位密度

和定位精度上的优势。可以看出,当信噪比大于

40
 

dB(对应实验上的信噪比)时,GISC-STORM 定

位的分子密度可以达到143
 

μm
-2,相比基于单分子

拟合定位的ThunderSTORM(0.5~0.8
 

μm
-2)[84],

定位密度提高了两个数量级以上,相比基于压缩感

知的CS-STORM
 

(8.8
 

μm
-2)[18],定位密度提高了

一个数量级以上;并且定位精度没有随着定位密度

的升高而明显降低,仍小于25
 

nm,即使在低信噪比

下,定位误差也不会超过55
 

nm。单帧定位密度的

提高意 味 着 采 样 帧 数 的 减 少,通 过 比 较 GISC-
STORM、CS-STORM 和 ThunderSTORM 重构相

同60
 

nm 间距的圆环 所 需 的 采 样 帧 数,验 证 了

GISC-STORM快速成像的能力。如图10(b)所示,

GISC-STORM 只 需 要 采 集 10
 

frame就 能 分 辨

60
 

nm 间 距 的 圆 环,而 ThunderSTORM 需 要

4000
 

frame,CS-STORM 需 要 500
 

frame。可 见

GISC-STORM的成像速度较STORM 的成像速度

提高了1~2个数量级。目前基于GISC超分辨荧

光显微成像的仿真和实验已初步验证了GISC的超

分辨成像能力及高效的图像信息获取能力。

图10GISC-STORM的结果图[83]。(a)50.7
 

μm
-2 密度下荧光分子的原始位置与重构位置的比较;(b)不同信噪比下识别

分子密度的能力;(c)不同信噪比和不同密度下分子的定位精度;(d)60
 

nm 间距圆环的衍射受限宽场图像;

       (e)~(h)ThunderSTORM、CS-STORM和GISC-STORM重构60
 

nm间距圆环所需的采样帧数

Fig 
 

10 Results
 

of
 

GISC-STORM 83  
 

 a 
 

Comparison
 

between
 

original
 

position
 

and
 

reconstructed
 

position
 

of
 

simulated
 

fluorescent
 

molecules
 

at
 

density
 

of
 

50 7
 

μm
-2 

 

 b 
 

ability
 

to
 

identify
 

molecular
 

densities
 

at
 

different
 

SNRs 
 

 c 
 

localization
 

precision
 

of
 

molecules
 

at
 

different
 

SNRs
 

and
 

densities 
 

 d 
 

diffraction-limited
 

wide
 

field
 

image
 

of
 

ring
 

with
 

60
 

nm
 

spacing 
 

 e -- h 
 

sampling
 

frames
 

of
 

ThunderSTORM 
 

CS-STORM
 

and
 

GISC-STORM
 

for
 

    resolving
 

ring
 

with
 

60
 

nm
 

spacing
 

  这种基于GISC的超分辨荧光显微技术具有点

到面成像的特点,像面上每个像元采集到的信息均

包含整个物体的信息,大幅减少了冗余信息的获取,
从而提高了采样效率。因此,相比于传统的超分辨

荧光显微镜点到点单一信道编码的图像信息获取方

式,GISC点到面多信道编码的图像获取方式具有

更高的图像信息获取效率,可以大幅减弱空间分辨

率、时间分辨率和视场的三角制约关系。因此,

GISC-Nanoscopy具有高速、宽场、荧光染料适用性

更强的特点,有望在活细胞动态成像中得到广泛

应用。

5 超分辨荧光显微镜的展望

目前,超分辨荧光显微镜由于技术原理的限制,
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面临着时间、空间分辨率与视场存在三角制约关系

与探测灵敏度低的问题。为了解决这两大问题,需
要不断发掘并利用新维度信息提高图像信息的获取

效率。随着荧光分子和量子点量子特性的深入研

究,基于荧光反聚束的超分辨荧光显微镜通过引入

荧光的量子特性及量子过程,增加了图像获取的信

息量;基于GISC的超分辨荧光显微镜由于采用点

到面多信道编码的图像获取方式,具有更高的图像

信息获取效率,三角制约关系得到很大程度的减弱。
目前,基于量子关联的超分辨荧光显微技术还

处于发展的初期阶段,主要受到脆弱荧光量子态和

低探测灵敏度的限制。1)脆弱荧光量子态:目前在

荧光显微成像中常用的荧光光源,如量子点和染料

分子,通常在低温下才表现出良好的量子特性。而

在室温下,只有极少数的量子点、有机分子和NV色

心表现出单光子性,光子全同性依然受到环境和温

度的影响。此外,低的量子产率与收集效率导致量

子关联成像需要较长的测量时间来获得荧光的量子

信息,从而降低了成像效率。因此,高性能的单光子

源制备是目前主要的技术难点,也是量子领域主要

研究方向之一。2)低探测灵敏度:量子关联成像要

求探测灵敏度达到单光子水平,目前采用的主要是

单光子探测器点扫描的方式。已经有商用的单光子

相机和小面阵的单光子探测器应用于单光子成像和

量子关联成像中,但制备大面阵、高灵敏和低噪声的

单光子相机仍是当前的技术瓶颈。高性能荧光光源

和高灵敏度探测器的制备均是当前的研究热点,这
两个技术的不断发展将会促进量子关联成像以及基

于量子关联的超分辨荧光显微技术的发展。已经初

步证明量子关联成像可以克服许多经典成像的局

限,例如在横向空间分辨率上实现衍射极限的增强

及在探测灵敏度方面实现亚散粒噪声极限测量,其
有助于解决目前超分辨荧光显微技术面临的技术难

题,是未来超分辨荧光显微技术的主要发展方向。

5.1 基于量子关联的超分辨荧光显微镜的技术展望

基于荧光量子关联的GISC超分辨荧光显微镜

将是未来的发展方向,通过结合GISC技术与荧光

量子特性,充分发掘荧光的空间涨落和时间涨落信

息,可进一步提高图像信息的获取效率和探测灵敏

度。随着用于生物标记并具有高量子性能的荧光分

子和量子点研究的深入以及单光子探测器探测灵敏

度的不断提升,未来有望实现基于量子关联的超分

辨荧光显微镜。目前的量子关联成像主要是基于双

光子干涉理论模型,未来将建立多光子相干统计模

型,发展基于多光子干涉的GISC技术,开发新型量

子计数关联图像重构算法,使超分辨成像的图像信

息获取效率趋近于成像信道的香农极限,荧光的探

测灵敏度达到或低于量子散粒噪声极限,进而使超

分辨荧光显微成像技术的信息获取效率和探测灵敏

度达到信息论和量子理论的上限。

5.2 基于量子关联的超分辨荧光显微镜的应用展望

基于量子关联的超分辨荧光显微镜在保证宽视

场成像的同时,可大幅度提高空间分辨率和时间分辨

率,且由于探测灵敏度的提高,光照功率降低,光毒性

减少。未来有望实现具有纳米级空间分辨率和毫秒

级时间分辨率并兼顾大视场和低光照功率的新一代

荧光显微镜,其可以应用于活细胞动态成像中,为生

物医学核心科学问题的解决提供强大的研究工具,这
对生命科学和医学科学的发展具有重大的意义。
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