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稀疏结构光照明三维层析显微技术
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摘要  光学显微具有对样品损伤低、可特异性成像等优点，是生物医学、生命科学、材料化学等多个领域中必不可少的成

像手段。然而，传统光学显微镜多采用平行光照明整个样品，无法有效区分在焦信号和离焦背景，不具备三维层析成像

能力。基于此，提出一种基于共振扫描的稀疏结构光照明三维层析显微（SSI-3DSM）技术，通过共振扫描聚焦光斑快速

生成稀疏条纹结构光，利用多步相移减除背景噪声实现对待测样品的三维层析成像。相较于扫描宽场成像，该方法将轴

向分辨率提升 1. 3 倍，信背比提升 12 倍。此外，该技术性能稳定、成本较低、便于商业化开发，可与结构光照明、单分子定

位等超分辨显微成像技术相结合以进一步提高横向分辨率。
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Abstract Optical microscopy has the advantages of low sample damage as well as high specificity imaging and is an 
indispensable imaging technique in many fields, such as biomedicine, life science, and material chemistry.  However, the 
conventional optical microscope uses parallel light to illuminate the entire sample, which cannot effectively distinguish the in-focus 
signal from the defocused background, and does not have the ability of realizing a three-dimensional optical section imaging.  
Hence, a sparse structured illumination three-dimensional sectioning microscopy (SSI-3DSM) technology based on resonant 
scanning is proposed herein.  The sparse structured illumination is rapidly generated via the resonant scanning focusing spot, and 
the three-dimensional optical section imaging of the sample to be measured is realized using a multistep phase shift to determine 
and eliminate the background noise.  Compared with scanning wide-field imaging, the proposed method improves the axial 
resolution by 1. 3 times and the signal-to-background ratio by 12 times.  Moreover, the proposed method demonstrates stable 
performance, is cost effective, and can be easily commercialized.  It can be combined with super-resolution microscopy imaging 
techniques such as structured illumination microscopy and single-molecule localization to further improve lateral resolution.
Key words imaging systems; structured illumination microscopy; resonant scanning; digital confocal microscopy; high 
penetration-depth imaging; three-dimensional optical section imaging

1　引   言

光学显微技术［1-11］具有结构简单、对样品损伤小、

可对特定结构选择性成像（借助荧光标记）等优点，一

直是生物成像的主流研究手段，在生物医学、材料化学

等多个领域有着广泛的应用。随着生物医学研究的不
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断深入，科学家们越来越希望对生物组织、胚胎、个体

进行原位超分辨成像，以揭示生命活动、疾病产生和治

疗的机理。例如，在脑科学中，科学家们发现神经元的

形态与其功能和活跃性直接相关［12-13］。神经元一般分

布在脑表皮 100 μm 以下，神经元树突末梢的直径一般

在 30~150 nm，经常被 30~50 nm 的触泡所包围。这

对光学显微镜的三维层析成像能力、成像深度和分辨

率提出了更高的要求。然而，传统宽场光学显微镜采

用平行光照明整个样品，使得清晰成像的在焦信号与

大量模糊的离焦背景相互重叠，不仅难以提取三维信

息，还会影响在焦目标的分辨［14-15］。针对传统宽场光

学显微技术的这一缺点，具有光学层析能力的三维显

微成像技术应运而生，目前发展的主流技术包括激光

扫描共聚焦显微技术（LSCM）、光片荧光显微技术

（LSFM）、光切片结构光照明显微技术（OS-SIM）等。

LSCM 是一种重要的三维层析显微成像技术，目

前已被广泛应用于工业、材料、生物等领域。LSCM 采

用聚焦的光斑对样品进行扫描成像，采用一针孔滤除

焦点外区域的离焦噪声而只收集来自焦点的荧光信

号。然而，受线性振镜扫描速率的限制，LSCM 无法实

现对动态样品的快速成像。同时，由于成像系统中物

理针孔的存在，LSCM 不便与其他宽场光学技术进行

有机结合。

LSFM 是另一种可对样品进行快速三维层析的显

微成像技术。LSFM 采用与成像方向垂直的薄片状光

束（称之为光片）照明样品，只有焦平面对应薄层的样品

被激发而发射荧光［16］，可有效避免离焦噪声的产生。与

传统宽场荧光显微技术相比，LSFM 有如下优点：1）提

高图像信噪比和轴向分辨率，具备和 LSCM 类似的光

学切片功能；2）减少光漂白和光毒性；3）提高成像速度。

OS-SIM 也是人们常用的三维层析显微成像技术

之一，是由英国牛津大学的 Neil 等［17］在 1997 年提出

的。OS-SIM 采用正/余弦条纹光场照明样品，当条纹

频率足够高时，只有焦平面上的样品部分才能加载条

纹而离焦区域则不然。通过条纹相移的方式，可以消

除相移期间保持不变的离焦分量，只留下焦平面信息，

以此实现对样品的“光切片”操作。OS-SIM 技术［18-20］

具有和 LSCM 相媲美的光切片能力，并且克服了后者

成像速度慢、结构复杂、造价昂贵等缺点，适合对活细

胞进行快速动态成像。然而，传统 OS-SIM 采用的宽

场条纹结构光容易受到样品散射的影响而退化，导致

OS-SIM 的成像深度受限，很难实现对厚样品的大深

度成像。近年来，国内许多科研单位也对 SIM 开展了

大量研究［21-30］。

传统 SIM 是一种宽场显微技术，具有成像速度

快、对样品损伤小等优点。然而，宽场照明光容易受到

样品不均匀性和散射作用的影响，其成像深度一般在

20 μm 以内，无法对厚样品进行超分辨成像［31］。同时，

在成像过程中，宽场照明光会照明整个样品，致使荧光

标记物漂白而不利于三维成像。针对该缺点，近十年

来国内外众多学者提出并研究了扫描结构光照明显微

（扫描 SIM）技术：通过扫描聚焦光斑来形成条纹结构

光，有效提高 SIM 的成像深度［32-36］。例如，2009 年，哈

佛大学学者首次提出通过扫描焦点形成结构光对深层

样品进行超分辨成像的思路［31］。2018 年，Yeh 等［36］将

扫描 SIM 与二次谐波显微相结合，利用激发光与样品

本身特定结构产生非线性（倍频）作用，在无需荧光标

记的前提下，分别将横向和轴向分辨率提高 1. 4 倍和

1. 56 倍。以上方法大都采用线性扫描方式产生扫描

结构光，限制了其成像速度。

本文提出一种基于共振扫描的稀疏结构光照明三

维层析显微（SSI-3DSM）技术，以实现对厚样品的大

深度、快速光切片成像。该技术通过扫描聚焦光斑并

进行光强调制产生强度均匀的稀疏条纹结构光，利用

多步相移减除背景噪声，实现对厚样品的三维层析成

像。与传统宽场光学显微技术相比，该技术利用共振

扫描聚焦光斑形成结构光，具有较大的成像深度，采用

共振扫描代替传统的线性扫描方式，实现约 23 frame/s
的快速成像。首先利用反射镜测定稀疏条纹结构光的

相关参数，然后以荧光小球为样品标定系统的横向和

轴向分辨率，最后对一金属台阶样品进行三维层析成

像，验证系统的光切片能力。

2　实验原理

2. 1　光路原理

所提 SSI-3DSM 成像装置的光路原理如图 1 所

示。照明光源为 488 nm 波长的脉冲激光（型号 OBIS-

LX，美国），其激光频率和出光占空比可调，数字模式

下频率可调范围为 1~150 MHz。激光器发出的激光

由光纤导入扫描光路系统，经过透镜 L1（fL1=100 mm）

扩束准直为平行光。该平行光经共振振镜 RM 和线性

振镜 GM 组成的二维共振扫描振镜系统（型号 LSK-

GR12/M，Thorlabs，美国）扫描，并由扫描透镜 Scan 
Lens（fScan Lens=100 mm）会聚，在其焦平面上形成条纹

结构光。该结构光经由套筒透镜 TL1（fTL1=200 mm）

和显微物镜 MO（型号 Water 63x/NA-1. 2，Leica，德
国）所组成的望远镜系统最终投影在样品上，此处两者

之间的二向色镜 DM（型号 Di01-R405/488/561/635-

25x36，Semrock，美国）用于反射照明激光。

在显微成像光路中，样品发出的信号光经由物镜

MO 和套筒透镜 TL2（fTL2=400 mm）组成的望远镜系

统清晰成像到 sCMOS 相机（型号 Zyla 4. 2 P-CL10，
sCMOS，Andor，英国）上。sCMOS 相机的像素阵列个

数为 2048×2048，像素大小为 6. 5 μm×6. 5 μm。其间

的 二 向 色 镜 DM 用 于 分 离 入 射 激 光 与 发 射 荧 光 ，

sCMOS 相机前的带通滤光片 BP（型号 FF01-520/60-

25，Semrock，美国）会再次滤除噪声以进一步提高图

像信噪比。

该成像装置的控制模块包括计算机和数据采集/
控制板卡 DAQ（型号 DAQ-USB-6363（BNC），NI，美
国）。计算机通过 LabVIEW 编程控制 DAQ 产生光路

中仪器所需的控制信号，实现对激光器的光强调制、

RM 和 GM 的扫描控制、物镜轴向位移台的轴向移动，

以及 sCMOS 相机的外触发曝光图像采集控制，从而完

成该系统的实时图像采集。在 63 倍水镜下，实验测得

的 SSI-3DSM 系统的放大率为 129 倍，那么该 sCMOS
相 机 决 定 了 样 品 平 面 的 成 像 视 场 为 103. 2 μm ×
103. 2 μm。SSI-3DSM 的 x 方向采用共振振镜扫描，

扫描速率高达 12 kHz，在 103. 2 μm ×103. 2 μm 全幅

视场下的成像速度为 23 frame/s。
2. 2　SSI-3DSM 的成像过程

扫描结构光通过二维振镜系统控制一聚焦光斑移

动，并利用相机的累加曝光效应，最终形成一幅明暗相

间分布的二维结构光图像。基于共振扫描的 SSI-

3DSM 的成像具体过程如下：共振振镜控制器受控于

DAQ 产生一周期性正弦信号，用于驱动共振振镜 RM
在 x 方向对激光光束进行共振扫描，焦点在样品平面

的位移函数可描述为

x ( t )= A cos ( 2πft )， （1）
式中：A 为扫描振幅；f 为 RM 的共振扫描频率；t 为
时间。

当 RM 被控制信号驱动时，共振周期为 83. 33 μs
［1/（12 kHz）］。在一个共振周期中，焦点在 x 方向上

完成一次往返扫描运动。在每一余弦信号的顶峰位置

都 会 产 生 一 个 严 格 同 步 的 transistor transistor logic 
（TTL）信号作为控制系统的外触发信号，如图 2（b）所

示。实验中，仅选用该 TTL 信号的前半个周期（0. 5×
1/12 kHz=41. 67 μs）作为有效信号（在另外半个扫描

周期内激发光光强设为 0），该信号仅仅选取了焦点往

返扫描中的单向扫描（舍弃了另一半扫描）。

根据式（1）所示的 RM 扫描位移的函数表达式可

知，焦点在样品的不同位置停留的时间不同，导致共振

扫描过程中出现如图 2（a）所示的光强非均匀问题，即

行扫描中间区域光强比两端光弱。要强调的是，对于

荧光成像而言，共振扫描两端长时间的激光停留是成

像噪声的一个主要来源。为了解决这一问题，仅选取

扫描区域的中心部分作为成像区域（虚线表示的区

域），在非均匀光强扫描区内关闭激光，有助于提高荧

光信号信噪比，从而进一步提高成像质量。具体而言，

激光的调制频率约为 12 kHz，高电平时间为 13. 89 μs
（光强均匀区域），低电平时间为 69. 41 μs（两端光强非

均匀区域），线性（光强均匀）区时间占比为 20%，空间

占比为 50%。

当 RM 完成 1 次或整数次 x 方向上共振扫描时，

DAQ 产生第二模拟阶梯电压信号，用于控制所述线性

扫描振镜 GM 沿着 y 方向对激光焦点进行扫描，最终

形成稀疏条纹结构光，如图 1 中插图所示。具体而言，

GM 的扫描位移函数可以表示为

图 1　SSI-3DSM 光路原理图

Fig.  1　Schematic optical path of SSI-3DSM
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该成像装置的控制模块包括计算机和数据采集/
控制板卡 DAQ（型号 DAQ-USB-6363（BNC），NI，美
国）。计算机通过 LabVIEW 编程控制 DAQ 产生光路

中仪器所需的控制信号，实现对激光器的光强调制、

RM 和 GM 的扫描控制、物镜轴向位移台的轴向移动，

以及 sCMOS 相机的外触发曝光图像采集控制，从而完

成该系统的实时图像采集。在 63 倍水镜下，实验测得

的 SSI-3DSM 系统的放大率为 129 倍，那么该 sCMOS
相 机 决 定 了 样 品 平 面 的 成 像 视 场 为 103. 2 μm ×
103. 2 μm。SSI-3DSM 的 x 方向采用共振振镜扫描，

扫描速率高达 12 kHz，在 103. 2 μm ×103. 2 μm 全幅

视场下的成像速度为 23 frame/s。
2. 2　SSI-3DSM 的成像过程

扫描结构光通过二维振镜系统控制一聚焦光斑移

动，并利用相机的累加曝光效应，最终形成一幅明暗相

间分布的二维结构光图像。基于共振扫描的 SSI-

3DSM 的成像具体过程如下：共振振镜控制器受控于

DAQ 产生一周期性正弦信号，用于驱动共振振镜 RM
在 x 方向对激光光束进行共振扫描，焦点在样品平面

的位移函数可描述为

x ( t )= A cos ( 2πft )， （1）
式中：A 为扫描振幅；f 为 RM 的共振扫描频率；t 为
时间。

当 RM 被控制信号驱动时，共振周期为 83. 33 μs
［1/（12 kHz）］。在一个共振周期中，焦点在 x 方向上

完成一次往返扫描运动。在每一余弦信号的顶峰位置

都 会 产 生 一 个 严 格 同 步 的 transistor transistor logic 
（TTL）信号作为控制系统的外触发信号，如图 2（b）所

示。实验中，仅选用该 TTL 信号的前半个周期（0. 5×
1/12 kHz=41. 67 μs）作为有效信号（在另外半个扫描

周期内激发光光强设为 0），该信号仅仅选取了焦点往

返扫描中的单向扫描（舍弃了另一半扫描）。

根据式（1）所示的 RM 扫描位移的函数表达式可

知，焦点在样品的不同位置停留的时间不同，导致共振

扫描过程中出现如图 2（a）所示的光强非均匀问题，即

行扫描中间区域光强比两端光弱。要强调的是，对于

荧光成像而言，共振扫描两端长时间的激光停留是成

像噪声的一个主要来源。为了解决这一问题，仅选取

扫描区域的中心部分作为成像区域（虚线表示的区

域），在非均匀光强扫描区内关闭激光，有助于提高荧

光信号信噪比，从而进一步提高成像质量。具体而言，

激光的调制频率约为 12 kHz，高电平时间为 13. 89 μs
（光强均匀区域），低电平时间为 69. 41 μs（两端光强非

均匀区域），线性（光强均匀）区时间占比为 20%，空间

占比为 50%。

当 RM 完成 1 次或整数次 x 方向上共振扫描时，

DAQ 产生第二模拟阶梯电压信号，用于控制所述线性

扫描振镜 GM 沿着 y 方向对激光焦点进行扫描，最终

形成稀疏条纹结构光，如图 1 中插图所示。具体而言，

GM 的扫描位移函数可以表示为

图 1　SSI-3DSM 光路原理图

Fig.  1　Schematic optical path of SSI-3DSM
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y ( t )= kt， （2）
式中：k 决定 GM 的扫描最小步长；t为时间。通过控制

y 方向扫描电压信号的时序，可以扫描出不同相移量

的稀疏条纹结构光。

对于每一帧扫描结构光，DAQ 产生相机触发

TTL 信号，控制 sCMOS 相机在上升沿时开始曝光，在

下降沿时结束曝光。其高电平时间等于一帧稀疏条纹

结构光场的扫描帧时间，低电平时间为读图时间。该

成像装置的控制信号时序图和流程图分别如图 3（a）、

（b）所示。通过保证相机触发信号、RM 同步输出信

号、光强调制信号以及 GM 控制信号的精准时序同步，

利用相机曝光时间内的光强累加效应，最终可在视场

内产生一幅均匀光强的稀疏条纹结构光。

在本实验中，选取条纹周期 P 为 2. 4 μm 的稀疏条

纹结构光。在放大倍数为 63、数值孔径（ANA）为 1. 2 水

浸 物 镜 下 ，SSI-3DSM 的 成 像 视 场 为 103. 2 μm ×
103. 2 μm，整个视场共有 43个条纹。此外，为了实现对

稀疏条纹结构光的相移操作（如总相移步数 N=12），

每次在原有 GM 控制信号的每个电平信号幅值上增加

一个相移电压，使得该组条纹依次向下移动 0. 2 μm。

图 2　共振振镜的扫描特性。（a） 焦点的扫描范围与不同输入电压之间的关系；（b） 焦点位置与扫描时间的对应关系

Fig.  2　Properties of the resonant scanning mirror.  (a) The relationship between the scanning range of focus and different input voltages; 
(b) correspondence between focus position and scanning time

图 3　仪器信号控制原理。（a）控制信号时序图；（b）控制流程图

Fig.  3　Control principle of instrument signal.  (a) Diagram of control signal timing; (b) the diagram of the control flow chart

2. 3　SSI-3DSM 的图像重构

图像重构方法主要分为两步：首先利用图像堆栈

中条纹灰度值错峰相减，消除离焦噪声；然后利用图像

堆栈对层析显微图像进行像素重构。具体而言，如

图 4 所示，在稀疏条纹结构光（周期 P=2. 4 μm、相移

步数 N=12）的光强分布模式下，条纹所在区域亮度较

高（记为 ON），两个亮条纹之间亮度较低（记为 OFF），

亮区域在一个周期内的占比为 1/12。样品在稀疏条

纹结构光照明下，OFF 位置的强度主要来自样品的离

焦噪声，因此将条纹结构光 ON 和 OFF 照明时样品的

强度相减可以有效抑制离焦噪声，其减除结果如图 4
第 1列所示。因此，可利用同一轴向切片处相距为 N/2
的两幅图像相减移除离焦噪声［31-32］：

ì
í
î

Fi = Ii - I( i + N/2 )，i = 1，⋯，N/2
Fi = Ii - I( i − N/2 )，i = 1 + N/2，⋯，N

， （3）

式中：Ii 为一个图像堆栈中第 i 次扫描得到的强度图

像；I( i - N/2 ) 为一个图像堆栈中第 i - N/2 次扫描得到的

强度图像；I( i + N/2 ) 为一个图像堆栈中第 i + N/2 次扫描

得到的强度图像；Fi 为 Ii 经过减除离焦噪声后的强度

图像；N 为总相移步数，即一个图像堆栈中的图像数

目。同时，采集 y 方向等间距 12 步相移稀疏条纹结构

光照明下的强度图像，记为 Ii ( x，y )，i = 1，2，⋯，12。
将 该 图 像 堆 栈 中 的 12 幅 图 像 叠 加 求 平 均［Iwf =
( ∑i = 1

12 Ii ) /12］后即可获得该系统对应的扫描宽场

图像。

选择采集图像中每一像素在一个图像堆栈 Fi（i=
1，2，⋯，N）中的光强最大值，重构样品在当前轴向位

置处的层析显微图像：

F sec ( m，n )= max{Fi ( m，n )}
i
， （4）

式 中 ：F sec ( m，n ) 表 示 层 析 显 微 图 像 F sec 在 像 素 点

( m，n )处的光强值。利用样品同一轴向切片的图像堆

栈重构当前平面的层析显微图像，并利用不同轴向切

片的层析显微图像重构样品的三维结构。

3　实验结果

为了验证 SSI-3DSM 系统的三维层析成像性能，

首先利用平面反射镜作为样品获得稀疏条纹结构光的

相关特性，然后以荧光小球为样品分别标定系统成像

的横向和轴向分辨率，最后利用 SSI-3DSM 系统对金

属台阶样品进行三维层析成像，验证系统的光切片

能力。

3. 1　SSI-3DSM 的稀疏条纹结构光

将平面反射镜置于物镜 MO 的焦平面上，如图 5
所示，通过 12 步相移即可获得不同相位的稀疏条纹结

构光，相机记录的图像堆栈如图 5（a）所示。从图 5（a）
中的放大插图可以看出，图像由稀疏的条纹结构光组

成。沿垂直于稀疏条纹结构光的方向画一虚线，对应

的强度分布如图 5（b）所示，从中可以测定该图像堆栈

的周期与相位。对图 5（b）中的强度曲线进行高斯拟

合，得到的稀疏条纹结构光的周期为 2. 4 μm，12 步相

移对应的亮条纹移动量均为 0. 2 μm。在 λ= 488 nm
的激光照明下，水浸物镜的数值孔径 ANA 为 1. 2，则该

装置的理论横向分辨率 δ 为 207 nm［0. 51λ/ANA，聚焦

光斑的半峰全宽（FWHM）］。图 5（b）中亮条纹强度分

布的半峰全宽为 308 nm，略大于理论值，这主要是由

于照明光未能完全充满物镜的入瞳所致。对于每一扫

描周期 2. 4 μm，实验中采用 12 步相移，以保证单步相

移距离（2. 4 μm/12=200 nm）小于等于 308 nm。

图 4　SSI-3DSM 的背景噪声减除方法

Fig.  4　Background noise subtraction of SSI-3DSM
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2. 3　SSI-3DSM 的图像重构

图像重构方法主要分为两步：首先利用图像堆栈

中条纹灰度值错峰相减，消除离焦噪声；然后利用图像

堆栈对层析显微图像进行像素重构。具体而言，如

图 4 所示，在稀疏条纹结构光（周期 P=2. 4 μm、相移

步数 N=12）的光强分布模式下，条纹所在区域亮度较

高（记为 ON），两个亮条纹之间亮度较低（记为 OFF），

亮区域在一个周期内的占比为 1/12。样品在稀疏条

纹结构光照明下，OFF 位置的强度主要来自样品的离

焦噪声，因此将条纹结构光 ON 和 OFF 照明时样品的

强度相减可以有效抑制离焦噪声，其减除结果如图 4
第 1列所示。因此，可利用同一轴向切片处相距为 N/2
的两幅图像相减移除离焦噪声［31-32］：

ì
í
î

Fi = Ii - I( i + N/2 )，i = 1，⋯，N/2
Fi = Ii - I( i − N/2 )，i = 1 + N/2，⋯，N

， （3）

式中：Ii 为一个图像堆栈中第 i 次扫描得到的强度图

像；I( i - N/2 ) 为一个图像堆栈中第 i - N/2 次扫描得到的

强度图像；I( i + N/2 ) 为一个图像堆栈中第 i + N/2 次扫描

得到的强度图像；Fi 为 Ii 经过减除离焦噪声后的强度

图像；N 为总相移步数，即一个图像堆栈中的图像数

目。同时，采集 y 方向等间距 12 步相移稀疏条纹结构

光照明下的强度图像，记为 Ii ( x，y )，i = 1，2，⋯，12。
将 该 图 像 堆 栈 中 的 12 幅 图 像 叠 加 求 平 均［Iwf =
( ∑i = 1

12 Ii ) /12］后即可获得该系统对应的扫描宽场

图像。

选择采集图像中每一像素在一个图像堆栈 Fi（i=
1，2，⋯，N）中的光强最大值，重构样品在当前轴向位

置处的层析显微图像：

F sec ( m，n )= max{Fi ( m，n )}
i
， （4）

式 中 ：F sec ( m，n ) 表 示 层 析 显 微 图 像 F sec 在 像 素 点

( m，n )处的光强值。利用样品同一轴向切片的图像堆

栈重构当前平面的层析显微图像，并利用不同轴向切

片的层析显微图像重构样品的三维结构。

3　实验结果

为了验证 SSI-3DSM 系统的三维层析成像性能，

首先利用平面反射镜作为样品获得稀疏条纹结构光的

相关特性，然后以荧光小球为样品分别标定系统成像

的横向和轴向分辨率，最后利用 SSI-3DSM 系统对金

属台阶样品进行三维层析成像，验证系统的光切片

能力。

3. 1　SSI-3DSM 的稀疏条纹结构光

将平面反射镜置于物镜 MO 的焦平面上，如图 5
所示，通过 12 步相移即可获得不同相位的稀疏条纹结

构光，相机记录的图像堆栈如图 5（a）所示。从图 5（a）
中的放大插图可以看出，图像由稀疏的条纹结构光组

成。沿垂直于稀疏条纹结构光的方向画一虚线，对应

的强度分布如图 5（b）所示，从中可以测定该图像堆栈

的周期与相位。对图 5（b）中的强度曲线进行高斯拟

合，得到的稀疏条纹结构光的周期为 2. 4 μm，12 步相

移对应的亮条纹移动量均为 0. 2 μm。在 λ= 488 nm
的激光照明下，水浸物镜的数值孔径 ANA 为 1. 2，则该

装置的理论横向分辨率 δ 为 207 nm［0. 51λ/ANA，聚焦

光斑的半峰全宽（FWHM）］。图 5（b）中亮条纹强度分

布的半峰全宽为 308 nm，略大于理论值，这主要是由

于照明光未能完全充满物镜的入瞳所致。对于每一扫

描周期 2. 4 μm，实验中采用 12 步相移，以保证单步相

移距离（2. 4 μm/12=200 nm）小于等于 308 nm。

图 4　SSI-3DSM 的背景噪声减除方法

Fig.  4　Background noise subtraction of SSI-3DSM
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3. 2　SSI-3DSM 的轴向分辨率

需要说明的是，SSI-3DSM 系统与传统共聚焦系

统光路基本一致，前者采用像元滤波方式代替后者中

物理针孔的功能。因此，SSI-3DSM 与传统共聚焦的

轴向分辨率理论计算公式一致：

δz = 0.88λ exc

( n - n2 - A NA
2 )

， （5）

式中：δz 为 SSI-3DSM 系统的理论轴向分辨率；λexc 为

激光器激发波长；n 为浸没介质的折射率；A NA 为物镜

的数值孔径。在 A NA 为 1. 2 的 63 倍水浸物镜下，SSI-

3DSM 系统的理论轴向分辨率为 0. 568 μm，实测轴向

分辨率为 0. 919 μm。

为了测定 SSI-3DSM 系统的轴向分辨能力，实验

中使用 A NA 为 1. 2 的 63 倍水浸物镜，对直径为 240 nm、

发射波长 580 nm 的单层荧光小球（RF240C，发射峰波

长 580 nm，上海辉质生物科技有限公司，中国）样品按

照第 2. 2节中的成像过程进行 SSI-3DSM 成像。

三维扫描宽场的图像可以通过对图像堆栈内

12步相移图像进行平均后三维合成获得。根据第 2. 3节

中介绍的方法获得的 SSI-3DSM 结果如图 6（a）、（b）所

图 5　稀疏条纹结构光周期与相移测定。（a）不同相移下稀疏条纹结构光照明下获得的图像堆栈，样品为一宽带反射镜（400~
700 nm）；（b）一个图像堆栈中的稀疏条纹结构光周期与相位的测定

Fig.  5　Characterization of the period and phase shift of sparse stripe structured illumination.  (a) Acquired image stack of sparse stripe 
structured illumination in different phase shift, the sample is a broad-band mirror (400‒700 nm); (b) estimation of the period and 

phase for sparse stripe structured illumination in a image stack

图 6　SSI-3DSM 的轴向分辨率测定。（a） 不同轴向位置下的荧光小球图像；（b） 三维层析的轴向分辨率（半峰全宽）测定；（c）三维扫

描宽场的轴向分辨率（半峰全宽）测定

Fig.  6　Axial resolution estimation of SSI-3DSM.  (a) SSI-3DSM image stack of the fluorescent beads obtained from different axial 
planes; (b) axial resolution determination (FWHM) of SSI-3DSM; (c) axial resolution determination (FWHM) of 3D-scanning 

wide-field mode
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示。其中：图 6（a）为单层荧光小球样品在 103. 2 μm ×
103. 2 μm ×20 μm 体积内 SSI-3DSM 扫描成像的结

果，轴向扫描步长为 0. 2 μm，扫描层数为 100；图 6（b）
为该样品三维层析显微图像的 x-z 剖面图像（上）与其

沿小球中心的轴向强度分布（下）；图 6（c）为该荧光小

球三维扫描宽场显微图像的 x-z 剖面图像（上）与其沿

小球中心的轴向强度分布（下）。对比图 6（b）和图 6（c）
可以发现，利用该方法所获得的层析显微图像具有较低

的背景噪声。同时，通过对剖面上小球的轴向强度分布

进行高斯拟合，发现 SSI-3DSM 方法的轴向分辨率为

（1. 38±0. 25） μm，而三维扫描宽场显微成像的轴向分

辨率为（1. 79±0. 15） μm。测定结果表明，该方法的轴

向分辨率相对于三维扫描宽场显微成像提高 1. 3倍。

同时，为了测定该 SSI-3DSM 系统的层析成像（抑

制离焦背景）能力，实验中使用数值孔径为 1. 44 的

100 倍油浸物镜，对琼脂中固定的直径为 240 nm、发射

波长为 580 nm 的三维荧光小球（RF240C，发射峰波长

580 nm，上海辉质生物科技有限公司，中国）样品进行

成像。鉴于油浸物镜形成的聚焦光斑要更接近衍射极

限，因此类比 2. 2 节中的步骤，在稀疏条纹周期 P=
1 μm，总相移步数 N=10 的实验环境下进行了 SSI-

3DSM 成像。图 7（a）为三维琼脂荧光小球样品在焦面

位置下的三维扫描宽场和 SSI-3DSM 显微图像。通过

对图像堆栈内 10 步相移图像进行平均获得扫描宽场

图像。为了便于比较，在图 7（a）中选取了 5 个不同区

域进行放大，比较了它们对应的扫描宽场图像和 SSI-

3DSM 图像。对比结果表明：相对于宽场图像，SSI-

3DSM 图像中的背景噪声得到了显著抑制。图 7（b）展

示了扫描宽场和 SSI-3DSM 模式下沿着子图②中虚线

（穿过了小球中心）的强度分布。通过对两条曲线进行

高斯拟合，结果表明 SSI-3DSM 模式下荧光小球直径

（半峰全宽）为（294. 4±17. 4）nm，扫描宽场模式下荧

光小球直径为（303. 4±19. 9）nm。也就是说，相比于

扫描宽场模式，SSI-3DSM 模式的横向分辨率提升了

1. 03 倍。采用信背比（SBR）对两种模式下噪声水平

进行估计。信背比的物理定义为在焦信号与离焦背景

之间的强度比值，是光学系统层析性能的一个侧面量

化反映。在实验中，利用荧光小球的平均亮度作为在

焦信号（S），荧光小球之外背景的平均光强作为离焦

信号（B）来计算 SBR。图 7（c）展示了不同位置处扫描

宽场和 SSI-3DSM 模式的信背比。统计结果表明：扫

描宽场下荧光小球的信背比为 1. 6±0. 1，SSI-3DSM
模 式 的 信 背 比 为 19. 5±2. 4，较 扫 描 宽 场 提 升 了

12 倍。

同时 ，为了测定该 SSI-3DSM 系统相较于 OS-

SIM 系统［37］的层析成像（抑制离焦背景）能力。对于

OS-SIM 实验中使用 A NA 为 0. 75 的 20 倍物镜，对琼脂

中固定的直径为 240 nm、发射波长为 580 nm 的三维

荧光小球（RF240C， 发射峰波长 580 nm， 上海辉质

生物科技有限公司， 中国）样品进行 OS-SIM 成像。

图 8（a）为三维琼脂荧光小球样品的 SSI-3DSM（上）

和扫描宽场图像（下）。图 8（b）为相同样品的 OS-

SIM 图像和宽场图像（下）。相对于宽场图像和扫描

宽场图像，OS-SIM 和 SSI-3DSM 均实现了背景噪声

抑制，表现出良好的层析成像能力。图 8（c）为宽场、

扫描宽场、OS-SIM 和 SSI-3DSM 信背比统计。统计

图 7　扫描宽场和 SSI-3DSM 模式的信背比测定。（a）扫描宽场（左）和 SSI-3DSM（右）模式下的荧光小球图像；（b）扫描宽场和 SSI-

3DSM 模式下单个荧光小球的强度分布，对应子图②中白色虚线位置；（c） 扫描宽场和 SSI-3DSM 模式下的信背比测定

Fig.  7　SBR estimation of scanning wide-field microscopy and SSI-3DSM.  (a) Fluorescent images of fluorescent beads obtained with 
scanning wide-field (left) and SSI-3DSM (right) modes; (b) intensity profile along the dash-line in the inset ② crossing an 
individual bead from both the scanning wide-field and SSI-3DSM images; (c) SBR estimation of scanning wide-field and SSI-

3DSM
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结果表明：宽场模式下荧光小球的信背比为 1. 6±
0. 3，OS-SIM 模式的信背比为 6. 5±2. 2，扫描宽场模

式的信背比为 1. 6±0. 1，SSI-3DSM 模式的信背比为

19. 5±2. 4。

3. 3　SSI-3DSM 对金属台阶样品的三维层析成像

利用 SSI-3DSM 装置对一金属台阶样品进行三维

成像，实验结果如图 9 所示。图 9（a）为该样品在不同

轴平面上的扫描宽场图像（上）和 SSI-3DSM 图像

图 8　OS-SIM 和 SSI-3DSM 的层析能力比较。（a） SSI-3DSM（上）和其扫描宽场（下）模式下的荧光小球图像；（b） OS-SIM（上）和其

宽场（下）模式下的荧光小球图像；（c）宽场、OS-SIM、扫描宽场、SSI-3DSM 模式的信背比统计

Fig.  8　Comparison of OS-SIM and SSI-3DSM modes on optical sectioning capability.  (a) Images of fluorescent beads in SSI-3DSM 
(top) and the scanning wide-field (bottom) images; (b) images of fluorescent beads in OS-SIM (top) and wide-field (bottom) 

modes; (c) signal-to-background ratio statistics for wide-field, OS-SIM, scanning wide-field, and SSI-3DSM modes

图 9　SSI-3DSM 对一金属台阶样品的三维显微成像结果。（a）金属台阶样品的扫描宽场和 SSI-3DSM 成像效果对比图；（b） SSI-

3DSM 成像模式下的金属台阶样品三维层析立体图，不同颜色代表不同轴向高度； （c） 沿图 9（b）虚线的高度分布

Fig.  9　SSI-3DSM imaging results of a metal step sample.  (a) Comparison of the image qualities of the scanning wide-field and SSI-

3DSM mode for a metal step sample; (b) three-dimensional optical sectioning image of a metal step sample, the different color 
represents the different height of the sample; (c) the height distribution along the dash-line in Fig. 9 (b)

（下）。实验结果表明，相比于扫描宽场显微成像，基于

共振扫描的 SSI-3DSM 有效抑制了成像中的离焦噪

声，具备良好的层析能力。图 9（b）为该样品重构的三

维高度分布，从图 9（c）的定量分析可以看出，SSI-

3DSM 可以对厚度差为 0. 8 μm 的台阶样品进行三维

成像，展现了良好的三维层析成像能力。

4　结   论

提出一种基于共振扫描的稀疏结构光照明三维层

析显微（SSI-3DSM）技术。该技术通过光强调制产生

强度均匀的稀疏条纹结构光，利用多步相移实现背景

噪声减除和层析图像重构，具有媲美共聚焦显微镜的

穿透深度和三维层析成像能力。SSI-3DSM 以共振振

镜代替传统线性振镜实现 x 方向快速扫描，扫描速率

高达 12 kHz，在数值孔径为 1. 2 的 63 倍水浸物镜下，

完 成 103. 2 μm ×103. 2 μm 视 场 的 成 像 帧 时 间 为

43 ms，而同等视场下传统共聚焦显微镜单帧图像耗时

约为 17. 79 s，可见该技术的成像速度较传统方法提高

了 400 多倍。相较于扫描宽场成像，该方法将轴向分

辨率提升了 1. 3 倍，信背比提升了 12 倍。该技术使用

面阵探测器成像，无需使用价格昂贵的 PMT 和 APD
等点探测器，采用数字共聚焦思路提升图像质量，系统

结构简单，性能稳定，有利于产业化开发。此外，该技

术可与结构光照明、单分子定位等超分辨显微成像技

术相结合，进一步实现横向分辨率的提高。
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（下）。实验结果表明，相比于扫描宽场显微成像，基于

共振扫描的 SSI-3DSM 有效抑制了成像中的离焦噪

声，具备良好的层析能力。图 9（b）为该样品重构的三

维高度分布，从图 9（c）的定量分析可以看出，SSI-

3DSM 可以对厚度差为 0. 8 μm 的台阶样品进行三维

成像，展现了良好的三维层析成像能力。

4　结   论

提出一种基于共振扫描的稀疏结构光照明三维层

析显微（SSI-3DSM）技术。该技术通过光强调制产生

强度均匀的稀疏条纹结构光，利用多步相移实现背景

噪声减除和层析图像重构，具有媲美共聚焦显微镜的

穿透深度和三维层析成像能力。SSI-3DSM 以共振振

镜代替传统线性振镜实现 x 方向快速扫描，扫描速率

高达 12 kHz，在数值孔径为 1. 2 的 63 倍水浸物镜下，

完 成 103. 2 μm ×103. 2 μm 视 场 的 成 像 帧 时 间 为

43 ms，而同等视场下传统共聚焦显微镜单帧图像耗时

约为 17. 79 s，可见该技术的成像速度较传统方法提高

了 400 多倍。相较于扫描宽场成像，该方法将轴向分

辨率提升了 1. 3 倍，信背比提升了 12 倍。该技术使用

面阵探测器成像，无需使用价格昂贵的 PMT 和 APD
等点探测器，采用数字共聚焦思路提升图像质量，系统

结构简单，性能稳定，有利于产业化开发。此外，该技

术可与结构光照明、单分子定位等超分辨显微成像技

术相结合，进一步实现横向分辨率的提高。
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