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基于DMD调制的结构光照明超分辨和光切片
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摘要  将普通光学显微镜的均匀照明替换为光场具有空间结构分布的照明，可为显微镜增添超分辨和光切片的新功能。

结构光照明显微（SIM）技术与传统宽场光学显微镜具有良好的结构兼容性，继承了传统光学显微镜非侵入、低光毒性、低

荧光漂白、快速成像的优点。其高时空分辨率和三维光切片能力非常适合活体细胞或组织的观测，受到生物医学和光学

界的持续关注。快速产生高对比度、高频率的结构光场并进行快速相移和旋转调控是 SIM 的核心技术。近年来基于数

字微镜器件（DMD）调制的 SIM（DMD-SIM）发展迅速，它利用 DMD 高刷新率、高光通量、偏振不敏感的优势，克服了传

统器件如物理光栅和液晶空间光调制器在调控速度上的缺点。本综述首先介绍了 SIM 超分辨和光切片的基本原理，然

后着重阐述了 DMD-SIM 通过光投影和光干涉产生结构光照明及调控光场的方法，对当前的 DMD-SIM 研究进展进行了

归纳评述，总结了 DMD-SIM 的优缺点，最后对 DMD-SIM 面临的挑战和发展趋势进行了展望。
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Abstract Conventional optical microscopes can achieve super-resolution and optical sectioning capabilities by replacing 
the source of uniform illumination with structured illumination module.  Because of the configuration compatibility with the 
conventional wide-field optical microscope, the structured illumination microscopy (SIM) inherits the merits of non-

invasiveness, low phototoxicity, low photo-bleaching, and fast imaging speed.  The high spatiotemporal resolution and 
three-dimensional optical sectioning abilities of SIM are highly suitable for the observation of living cells or tissues.  Thus, 
SIM has attracted continuous attention by the biomedical and optical communities.  The core techniques of SIM are fast 
fringe generation with high contrast and high frequency, as well as fast phase shifting and fringe rotation.  The digital 
micromirror device (DMD) based SIM (DMD-SIM) has undergone rapid development in recent years.  DMD-SIM, taking 
the advantages of high refreshing rate, high photon flux efficiency, and insensitive to polarization, has overcome the 
drawbacks of the low modulation speeds of traditional devices, e. g. , physical gratings and liquid crystal spatial light 
modulators.  First, the basic principles of SIM for super-resolution and optical sectioning are introduced.  Then it focuses 
on the DMD-SIM for generation of structured illuminations by using either beam projection or beam interference methods.  
Furthermore, the advances in DMD-SIM technology are reviewed, and the advantages and disadvantages of DMD-SIM 
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are summarized.  Finally, the challenges and the outlook for DMD-SIM are anticipated.
Key words optical microscopy; structured illumination microscopy; super-resolution; optical sectioning; digital 
micromirror device

1　引 言

显微镜是人类探索微观世界的重要工具。电子显

微镜虽具有远优于光学显微镜的原子级空间分辨能

力［1-3］，但不适用于活体生物研究。光学显微镜凭借无

创性、实时性且能解析亚细胞结构的优势，广泛应用于

观察活体组织或细胞之间的相互作用，以了解其结构

与功能，因而被应用于生物医学领域，成为人类认知、

探索微小生物与细胞结构的重要工具［4-7］。

传统光学显微镜受限于阿贝衍射极限，空间分辨

率被限制在 200 nm 左右［8-9］，导致许多亚细胞结构无法

分辨。随着业界需求的增长与科技的进步，荧光显微

成像技术在解决传统光学显微镜面临的分辨率受限问

题上展现出了巨大的潜力，Betzig、Hell 与 Moerner
等［10-12］凭借在超分辨荧光显微领域的突出贡献斩获

2014 年诺贝尔化学奖。超分辨荧光显微技术发展至

今，大致被分为 3 大类：1）基于单分子定位的荧光显微

技术，例如光激活定位显微技术（PALM）［10］与随机光

学重建显微技术（STORM）［13-15］；2）基于点扩散函数

（PSF）调制的激光扫描显微技术，例如受激发射耗散

显微技术（STED）［11， 16-17］与可逆饱和光学线性荧光转

换显微技术（RESOLFT）［18］；3）基于结构光照明的超

分辨显微技术（SR-SIM）［19-25］。SR-SIM 在 2000 年被

Gustafsson 等［19］提出，能够使分辨率超越衍射极限

一倍。

传统的光学显微镜由于离焦背景与在焦图像同时

被人眼或探测器所采集，无法直接得到三维成像所需

要的光切片。为解决这一问题，近几十年涌现出很多

抑制离焦背景的三维光学显微技术，其中主流的有激

光 扫 描 共 聚 焦 显 微（LSCM）［26］、光 片 荧 光 显 微

（LSFM）［4， 27-28］、多光子荧光显微（MLSM）［29］，以及结

构光照明光切片显微（OS-SIM）［30-32］。事实上，早在

1997 年，结构光照明显微（SIM）技术就作为一种宽场

光切片显微技术被 Neil 等［30］率先提出，它能够消除离

焦背景，保留在焦信息，实现快速的三维显微成像，这

种 SIM 技术被称作 OS-SIM。

上述两种 SIM 技术虽然都叫结构光照明显微技

术，但它们的原理却截然不同。OS-SIM 使用了强度

正弦分布的条纹照明光，3 幅照明图案的间隔相移为

2π/3。由于高空间频率条纹仅存在于焦平面，因而

OS-SIM 可以利用重建算法去除离焦信号并提取在焦

信息，实现 3D 样本的光切片成像。SR-SIM 则借助莫

尔条纹效应，让高频结构光在物镜焦面上与样品结构

重叠产生低频的莫尔条纹，使得光学传递函数（OTF）

截止频率外的高频信息被移动到低频的信号光场中，

进而被传感器采集，其重建算法利用频谱的分离融合

来获取超出系统衍射极限的高频信息。OS-SIM 与

SR-SIM 的显微目的、基础原理与处理算法皆不同，但

二者结构光照明的分布与相移方式却保持一致。SIM
技术在显微成像中的应用不仅包含超分辨成像，还包

含光切片成像。与上述其他荧光显微技术相比，SIM
作为一种宽场荧光显微技术，不仅与传统显微镜兼容，

还具有光毒性低、对荧光分子无特殊要求，以及成像速

度快等诸多优势，由此被广泛用于活体细胞观察、动态

生物成像等领域［33-34］。

如何快速而准确地产生结构光场，是 SIM 技术的

关键与难点之一，目前产生结构光的主要器件有物理

光栅、空间光调制器（SLM）与数字微镜器件（DMD）。

早期 SIM 技术使用物理光栅的旋转与位移，来产生不

同方向的相移正弦结构光场［30， 35-38］。但是物理光栅需

要高精度多次旋转与位移，机械运动精度和速度有限，

导致所得图像质量低、成像速度缓慢，不利于活体细胞

成像［36， 39］。因此，传统物理光栅逐渐被电光调制器件

SLM 与 DMD 所替代［39-43］。SLM 可以快速产生所需的

正弦结构光场，并精确地进行相移与旋转，其中，硅上

液晶空间光调制器（LCoS-SLM）可无机械移动和编程

控制，被广泛应用于 SIM 技术中［44-48］。但 SLM 利用液

晶分子进行相位调制来产生相位光栅，导致光束偏振

变化需要额外的偏振补偿。此外，SLM 还存在着光能

利用效率不高、刷新率相对较低等缺点。

2013 年，Dan 等［40］提出了一种利用 DMD 调制和

非相干 LED 光源照明的投影式 SIM 系统，在有效避免

激光带来的散斑问题、确保具有准确的结构条纹光场

的同时，提升条纹图案的刷新速率。DMD 由许多单

独的微小反射镜片组成，每个微镜都可以作为单独的

像素，在电路控制下独立翻转，实现光开关的作用。

DMD 与 SLM 相比，具有更高的刷新率、光能利用率，

以及更好的经济性等优势［49-51］。

得益于 DMD 的诸多优点以及 SIM 技术的快速发

展，近年来 DMD-SIM 技术取得了明显的进展。但目

前还没有系统总结 DMD-SIM 技术的相关文献。本文

对 DMD-SIM 进行全面概述，详细说明 DMD-SIM 的

技术原理及实现方式，主要内容包括 SR-SIM 与 OS-

SIM 的理论基础、结构光场产生与调控、DMD-SIM 衍

射效应分析、DMD-SIM 最新发展状况与应用，以及未

来 DMD-SIM 发展方向与趋势，希望对从事该领域的

研究人员具有一定的参考作用。

2　超分辨 SIM 和光切片 SIM 的原理

SIM 技术使用光强呈周期结构分布的光场照明微

小样品，能获得突破光学衍射极限的高分辨率［52-55］，或

者得到类似激光共聚焦显微技术（LSCM）的光切片三

维成像功能［56-58］。所有周期性结构分布都可以利用傅

里叶级数展开成正弦和余弦分布函数的组合，因此最

基本的结构照明光场就是强度呈正弦或余弦分布的条

纹光场。当前 SIM 主要分为两种：一种是美国加利福

尼亚大学 Gustafsson 教授研究组在 2000 年提出的面向

突破光学衍射极限的超分辨 SIM，简称 SR-SIM；另一

种是英国牛津大学 Neil 和 Wilson 教授在 1997 年提出

的从普通宽场显微镜中快速获得光切片的 SIM，简称

OS-SIM。SR-SIM 和 OS-SIM 都以正弦或余弦分布

的条纹光场作为结构光照明。

尽管结构光照明形式相同，SR-SIM 与 OS-SIM 的

显微目的和基本原理却明显不同。SR-SIM 利用莫尔

条纹效应：当两个条纹重叠时会产生低频的莫尔条纹。

借助莫尔条纹效应，条纹结构光在物镜焦面上与样品

结构重叠产生低频的信号光场。这样相机拍摄不到的

样品细节结构，特别是系统光学传递函数截止频率外

的结构频率，通过条纹结构光照明耦合成能被拍摄的

低频信号光场。拍摄得到原始结构光照明图像之后，

利用解耦合算法将样品细节结构重构出来，突破系统

衍射极限对分辨率的限制。OS-SIM 利用结构光条纹

将物镜景深范围内的焦面目标和非焦面背景进行区

分。由于条纹结构具有高空间频率，只有焦面区域才

可以承载这个高频率条纹，而非焦面区域却不受条纹

结构的影响。因此，通过结构光场相移并拍摄图像，通

过特定算法，可消除图像中非焦面背景，只留下焦面目

标图像，即光切片图像。将轴向扫描样品获得的一系

列光切片图像输入计算机，利用软件重构即可形成目

标的三维图像。

2. 1　超分辨 SIM 的原理

2. 1. 1　超分辨 SIM 原理的频率域描述

光学显微镜的成像过程通常用卷积运算来描述，

即显微样品在照明光照射下先产生携带其结构分布的

信号光场，再与显微系统 PSF 卷积运算，最后使用

CCD 或 CMOS 相机拍摄生成图像。此成像过程可表

示为

D ( r )=[ I ( r ) ⋅ S ( r ) ] ⊗ PSF( r )， （1）
式中：r表示平面坐标；D（r）是成像图像；S（r）代表显

微样品的结构分布；I（r）是照明光场强度分布；PSF（r）
表示系统点扩展函数；⊗ 是卷积运算符。

通常的照明条件是均匀照明，I（r）为常数。在结

构光照明条件下，照明光强呈正弦或余弦条纹分布，此

时 I（r）可表示为

I ( r )= I0 [ 1 + m cos ( 2πk0 ⋅ r+ φ ) ]， （2）
式中：I0 为条纹光场的均值强度；m是调制深度；k0 表示

条纹空间频率；φ代表初相位。将式（2）代入式（1）可

知，成像图像为

D ( r )={ I0 [ 1+m cos ( 2πk0 ⋅r+φ ) ]⋅S ( r )}⊗ PSF( r )。
（3）

对式（3）进行傅里叶变换将其转换到频率域中，

可得

D͂ ( k )= I0 [ S͂ ( k )+ m
2 exp ( iφ ) S͂ ( k- k0 )+

m
2 exp (-iφ ) S͂ ( k+ k0 ) ] ⋅ OTF( k )， （4）

式中：~表示对应的频谱函数；OTF（k）是 PSF（r）的傅

里叶变换，即光学传递函数。在式（4）中，经过条纹结

构光的调制，样品的结构分布频谱函数被拆分成 3 份：

S͂ ( k )、S͂ ( k+ k0 )和 S͂ ( k- k0 )。其中，S͂ ( k )对应的是普

通均匀照明下的样品频谱，新出现的两个频谱 S͂ ( k+
k0 )和 S͂ ( k- k0 )相对于 S͂ ( k )偏移了±k0的距离。如果

把这 3 个样品频谱按照它们的位置关系配准，就能得

到一个扩展的频谱，如图 1（b）所示。频率域的扩大意

味着样品的细节信息增多，对应的图像分辨率比普通

成像也就更高。因此，显微系统收集到的频谱范围可

拓展至 ∣k∣≤∣fc+k0∣，其中，fc为系统截止频率。需要注意

的是，条纹频率 k0仍受系统截止频率限制，即 k0≤fc，因
此，则超分辨 SIM 最大频谱拓展范围为 ∣k ∣≤2 ∣ fc ∣，即
SR-SIM 的最高分辨率能突破两倍衍射极限值。

然而仅通过式（4）还不能直接分离出 S͂ ( k )、S͂ ( k+
k0 )和 S͂ ( k- k0 )。通常采用改变条纹结构光初相位的

方法，例如三步相移，相移间隔 2π/3，相移组合为｛φ，φ
+2π/3，φ+4π/3｝，由此可得
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D͂ 1 ( k )= I0 [ S͂ ( k )+ m
2 exp ( iφ ) S͂ ( k- k0 )+ m

2 exp (-iφ ) S͂ ( k+ k0 ) ] ⋅ OTF( k )

D͂ 2 ( k )= I0{ }S͂ ( k )+ m
2 exp [ i (φ+ 2π

3 ) ] S͂ ( k- k0 )+ m
2 exp [-i(φ+ 2π

3 ) ] S͂ ( k+ k0 ) ⋅ OTF( k )

D͂ 3 ( k )= I0{ }S͂ ( k )+ m
2 exp [ i (φ+ 4π

3 ) ] S͂ ( k- k0 )+ m
2 exp [-i(φ+ 4π

3 ) ] S͂ ( k+ k0 ) ⋅ OTF( k )

， （5）

解此方程组即可求出 S͂ ( k )、S͂ ( k+ k0 )和 S͂ ( k- k0 )。
另外，S͂ ( k+ k0 ) 和 S͂ ( k- k0 ) 偏离 S͂ ( k ) 的距离以

及偏离方向与条纹结构光的空间频率 k0及其空间方向

直接相关。如果施加沿横向分布的条纹结构光照明，
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2　超分辨 SIM 和光切片 SIM 的原理

SIM 技术使用光强呈周期结构分布的光场照明微

小样品，能获得突破光学衍射极限的高分辨率［52-55］，或

者得到类似激光共聚焦显微技术（LSCM）的光切片三

维成像功能［56-58］。所有周期性结构分布都可以利用傅

里叶级数展开成正弦和余弦分布函数的组合，因此最

基本的结构照明光场就是强度呈正弦或余弦分布的条

纹光场。当前 SIM 主要分为两种：一种是美国加利福

尼亚大学 Gustafsson 教授研究组在 2000 年提出的面向

突破光学衍射极限的超分辨 SIM，简称 SR-SIM；另一

种是英国牛津大学 Neil 和 Wilson 教授在 1997 年提出

的从普通宽场显微镜中快速获得光切片的 SIM，简称

OS-SIM。SR-SIM 和 OS-SIM 都以正弦或余弦分布

的条纹光场作为结构光照明。

尽管结构光照明形式相同，SR-SIM 与 OS-SIM 的

显微目的和基本原理却明显不同。SR-SIM 利用莫尔

条纹效应：当两个条纹重叠时会产生低频的莫尔条纹。

借助莫尔条纹效应，条纹结构光在物镜焦面上与样品

结构重叠产生低频的信号光场。这样相机拍摄不到的

样品细节结构，特别是系统光学传递函数截止频率外

的结构频率，通过条纹结构光照明耦合成能被拍摄的

低频信号光场。拍摄得到原始结构光照明图像之后，

利用解耦合算法将样品细节结构重构出来，突破系统

衍射极限对分辨率的限制。OS-SIM 利用结构光条纹

将物镜景深范围内的焦面目标和非焦面背景进行区

分。由于条纹结构具有高空间频率，只有焦面区域才

可以承载这个高频率条纹，而非焦面区域却不受条纹

结构的影响。因此，通过结构光场相移并拍摄图像，通

过特定算法，可消除图像中非焦面背景，只留下焦面目

标图像，即光切片图像。将轴向扫描样品获得的一系

列光切片图像输入计算机，利用软件重构即可形成目

标的三维图像。

2. 1　超分辨 SIM 的原理

2. 1. 1　超分辨 SIM 原理的频率域描述

光学显微镜的成像过程通常用卷积运算来描述，

即显微样品在照明光照射下先产生携带其结构分布的

信号光场，再与显微系统 PSF 卷积运算，最后使用

CCD 或 CMOS 相机拍摄生成图像。此成像过程可表

示为

D ( r )=[ I ( r ) ⋅ S ( r ) ] ⊗ PSF( r )， （1）
式中：r表示平面坐标；D（r）是成像图像；S（r）代表显

微样品的结构分布；I（r）是照明光场强度分布；PSF（r）
表示系统点扩展函数；⊗ 是卷积运算符。

通常的照明条件是均匀照明，I（r）为常数。在结

构光照明条件下，照明光强呈正弦或余弦条纹分布，此

时 I（r）可表示为

I ( r )= I0 [ 1 + m cos ( 2πk0 ⋅ r+ φ ) ]， （2）
式中：I0 为条纹光场的均值强度；m是调制深度；k0 表示

条纹空间频率；φ代表初相位。将式（2）代入式（1）可

知，成像图像为

D ( r )={ I0 [ 1+m cos ( 2πk0 ⋅r+φ ) ]⋅S ( r )}⊗ PSF( r )。
（3）

对式（3）进行傅里叶变换将其转换到频率域中，

可得

D͂ ( k )= I0 [ S͂ ( k )+ m
2 exp ( iφ ) S͂ ( k- k0 )+

m
2 exp (-iφ ) S͂ ( k+ k0 ) ] ⋅ OTF( k )， （4）

式中：~表示对应的频谱函数；OTF（k）是 PSF（r）的傅

里叶变换，即光学传递函数。在式（4）中，经过条纹结

构光的调制，样品的结构分布频谱函数被拆分成 3 份：

S͂ ( k )、S͂ ( k+ k0 )和 S͂ ( k- k0 )。其中，S͂ ( k )对应的是普

通均匀照明下的样品频谱，新出现的两个频谱 S͂ ( k+
k0 )和 S͂ ( k- k0 )相对于 S͂ ( k )偏移了±k0的距离。如果

把这 3 个样品频谱按照它们的位置关系配准，就能得

到一个扩展的频谱，如图 1（b）所示。频率域的扩大意

味着样品的细节信息增多，对应的图像分辨率比普通

成像也就更高。因此，显微系统收集到的频谱范围可

拓展至 ∣k∣≤∣fc+k0∣，其中，fc为系统截止频率。需要注意

的是，条纹频率 k0仍受系统截止频率限制，即 k0≤fc，因
此，则超分辨 SIM 最大频谱拓展范围为 ∣k ∣≤2 ∣ fc ∣，即
SR-SIM 的最高分辨率能突破两倍衍射极限值。

然而仅通过式（4）还不能直接分离出 S͂ ( k )、S͂ ( k+
k0 )和 S͂ ( k- k0 )。通常采用改变条纹结构光初相位的

方法，例如三步相移，相移间隔 2π/3，相移组合为｛φ，φ
+2π/3，φ+4π/3｝，由此可得
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D͂ 1 ( k )= I0 [ S͂ ( k )+ m
2 exp ( iφ ) S͂ ( k- k0 )+ m

2 exp (-iφ ) S͂ ( k+ k0 ) ] ⋅ OTF( k )

D͂ 2 ( k )= I0{ }S͂ ( k )+ m
2 exp [ i (φ+ 2π

3 ) ] S͂ ( k- k0 )+ m
2 exp [-i(φ+ 2π

3 ) ] S͂ ( k+ k0 ) ⋅ OTF( k )

D͂ 3 ( k )= I0{ }S͂ ( k )+ m
2 exp [ i (φ+ 4π

3 ) ] S͂ ( k- k0 )+ m
2 exp [-i(φ+ 4π

3 ) ] S͂ ( k+ k0 ) ⋅ OTF( k )

， （5）

解此方程组即可求出 S͂ ( k )、S͂ ( k+ k0 )和 S͂ ( k- k0 )。
另外，S͂ ( k+ k0 ) 和 S͂ ( k- k0 ) 偏离 S͂ ( k ) 的距离以

及偏离方向与条纹结构光的空间频率 k0及其空间方向

直接相关。如果施加沿横向分布的条纹结构光照明，
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频谱将沿着横向扩展［图 1（b）］；如果施加沿纵向分布

的条纹结构光照明，频谱将沿着纵向扩展。为了得到

沿各个方向相同的分辨率提高，同时考虑到分离频谱

的范围及相互重叠程度，一般取 3 个空间方向，它们两

两之间的夹角为 120°，如图 1（c）所示。

综上所述，超分辨 SIM 需要采集 9 幅结构光照明

原始图像重构实现超分辨图像。这 9 幅原始图像对应

于 3 个空间方向上（0°，120°，240°）的各 3 步相移（φ，φ
+2π/3，φ+4π/3）结构光照明。超分辨 SIM 原理对实

验上结构光场的空间方向旋转和相移调控提出了明确

要求。

为了得到良好的超分辨 SIM 图像重建结果，除了

对结构光场的严格要求，还离不开对应的重建算法。

鉴于频域重建算法涉及一系列频谱分离、融合等操

作，重建图像易产生伪影、对比度低等问题，设计和开

发良好的算法尤为重要。因此，近年来出现了众多频

域 重 建 算 法 ，例 如 Open-SIM［59］、Fair-SIM［60］、HiFi-
SIM［61-62］、OLS-SIM［63］、Hessian-SIM［64］等重建算法。

其中：Open-SIM 详细地介绍了 SIM 重建原理及流

程；Fair-SIM 具有高集成度，可作为插件在 Image J 上
使用；HiFi-SIM 具有很好的重建效果；OLS-SIM 则为

一种基于普通最小二乘法（OLS）的频域重建算法，使

用 4 帧原始 SIM 图像即可重建超分辨图像；Hessian-

SIM 是一种基于 Hessian 矩阵反卷积的 SIM 重构算

法，在低信号强度下的性能明显优于 SIM 传统算法，

能对活体细胞进行长时程的超分辨成像，但其计算量

大，重构一幅超分辨图像通常需要十几秒的时间，速

度较慢。

2. 1. 2　超分辨 SIM 原理的空间域描述

传统基于频谱域扩展重构（FDR）的超分辨 SIM

图 1　结构光照明下的样品空间频谱拓展示意图。（a）样品与结构光条纹重叠拍频产生低频的莫尔条纹；（b）单个方向结构光照明下

样品频谱的扩展和融合；（c）3 个方向的结构光照明下样品频谱的各向同性扩展和融合

Fig.  1　The principle of spectrum expansion in SIM.  (a) The overlapping of the sample and the illumination patterns produces low-

frequency Moiré fringes through frequency beating; (b) the expansion and fusion of the sample spectrum under structured 
illumination along one single orientation; (c) the isotropic expansion and fusion of the sample spectrum under structured 

illumination along three orientations

原理较易理解，但是重构超分辨图像的耗时较长。传

统超分辨 SIM 需要将采集的所有原始结构光照明图

像全部转换到傅里叶频率域，然后进行频谱分离、融

合、扩展等操作，最后再转换回到空间域。此过程步骤

繁多，容易引入人为伪影噪声。再者，大尺寸图像的傅

里叶变换运算非常耗时，多次反复的傅里叶变换及其逆

变换常常迫使成像过程采取“先拍摄，后处理”的工作方

式，难以实时得到或者反馈成像结果。针对这个问题，

2021年，Dan等［23］提出了空间域直接重构超分辨图像方

法（SDR）。空域直接重构方法步骤简洁，避免了傅里叶

变换的耗时运算过程，从而可实现“所见即所得”的实时

超分辨成像［23， 65-68］。

结构光照明下的显微成像系统，面阵探测器上响

应的图像 D（r）可由式（1）的卷积形式来表示，其完整

的积分形式为

D ( r )=∫S ( r ′) I ( r ′) PSF( r- r ′) dr ′， （6）

式中：S（r）、I（r）和 PSF（r）分别是物体结构分布、结构

照明条纹分布和系统点扩展函数。为了简洁且不失一

般性，这里以一维情况为例，结构光场沿 x方向经过 j
步相移后，式（6）变为

Dj ( x )=∫S ( x′) I ( x′- δj ) PSF( x- x′) dx′，（7）

式中：δj 表示第 j步相移量。受函数级数展开原理启

发，假设 SIM 超分辨图像可以由这些相移结构光图像

为基展开，那么 SIM 超分辨图像 RSDR ( x)应该等于这

些相移结构光图像乘以各自的系数矩阵后再求和。该

过程可描述为

RSDR ( x)= ∑
j= 1

n

cj ( x )Dj ( x )=

∫S ( x′) [ ∑
j= 1

n

cj ( x ) I ( x′- δj ) PSF( x- x′) ] dx′，（8）

如果上式中的项满足

∑
j= 1

n

cj ( x ) I ( x′- δj ) PSF( x- x′)=

T ( x- x′) PSF( x- x′)= P ( x- x′)。 （9）
那么可以认为构造了一个新的系统点扩展函数

P（x），它与物体分布函数的卷积即可形成 SIM 超分辨

图像 RSDR ( x)。由于 P（x）=T（x）PSF（x），所以证实假

设的关键点是找到 T（x）的存在及可解析性。众所周

知，任意可解析函数都可以级数展开成系列正、余弦函

数的组合，T（x）也不例外。这里将 T（x）设置为最简

单的级数组合形式——单余弦函数：

T ( x- x′)= 1 + cos [ 2πk0 ( x- x′) ]， （10）
在结构光照明及其相移下

I ( x′- δj )= I0{1 + m cos [ 2πk0 ( x′- δj )+ φ 0 ]}。（11）
考虑到结构光相移组合（φ0，φ0+2π/3，φ0+4π/

3），此时 n=3，j=1，2，3。可以找到
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c1 ( x )= 1
3I0

[ 1 + 2
m

cos ( 2πk0 x+ φ 0 ) ]

c2 ( x )= 1
3I0

[ 1 + 2
m

cos ( 2πk0 x+ φ 0 + 2π
3 ) ]

c3 ( x )= 1
3I0

[ 1 + 2
m

cos ( 2πk0 x+ φ 0 + 4π
3 ) ]

，（12）

此时

P ( x )=[ 1 + cos ( 2πk0 x ) ] ⋅H ( x )。 （13）
式（13）表明，超分辨图像对应的点扩展函数 P（x）

来源于对系统点扩展函数 PSF（x）进行的余弦函数调

制。PSF（x）经过余弦函数调制后，其强度曲线半高宽

（FWHM）值变小，如图 2（a）所示，这也说明条纹结构

光照明能压缩系统点扩展函数，从而实现超分辨成像。

综上所述，在结构光相移为 3 步且相移间隔为 2π/3 的

情况下，SIM 超分辨图像 RSDR ( x)可表示为

RSDR ( x )= 1
3I0

×

∑
j= 1

3 { }1 + 2
m

cos [ 2πk0 x+ φ 0 + 2π
3 ( j- 1 ) ] Dj ( x )。

（14）
式（14）得到的一维 x方向超分辨结论可以扩展至

其他方向。为了得到沿各个方向相同的分辨率提高，

跟传统频率域 SIM 超分辨重构方法一样，一般取 3 个

空间方向，它们两两之间呈 120°夹角。图 2（c）显示了

不同超分辨重建方法结果和重构速度对比，实验证实

在同等超分辨重构质量下，SDR 方法的处理速度优势

非常明显，是 FDR 方法的 42~64 倍［23］。

鉴于 SDR 相较于 FDR 具有重构计算简单，无需

大量频域计算和傅里叶变换等优势，近年来 SDR 算法

受到了重点关注。2020 年，Tu 等［66］基于照明图案的不

均匀特性，提出一种空域重构，无需参数估计的 SR-

SIM 重构算法，称为“移相 SIM”（SP-SIM）。SP-SIM
无需参数估计，且适用于散斑 SIM，但其重构结果存在

高频信息丢失问题。2022 年，Wang 等［69-70］将空域与频

域相结合，开发出了 JSFR-SIM 算法，在重建速率比

Wiener-SIM 快 80 倍的同时，抑制了厚样品中的离焦

背景。2023 年，Wen 等［68］提出一种空域重建和频谱优

化的联合重建 SR-SIM 算法（Direct-SIM），该算法不仅

无需参数估计，还有效规避了维纳反卷积带来的伪影。

但该方法虽然无需估计光场参数，但引入了新的参数

估计。同年，Li 等［71］提出了一种无需参数估计的空域

重建算法（EFSD-SIM），从仿真与实验方面对该算法

进行了验证，与现有的 SP-SIM 算法相比，其重建质量

较高，不存在高频信息丢失。

表 1 总结了近年来主要代表性 SR-SIM 重构算法，

并简要列出了各自的特点。

2. 2　光切片 SIM 的原理

在一定空间频率的条纹结构光照明下，物镜景深
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原理较易理解，但是重构超分辨图像的耗时较长。传

统超分辨 SIM 需要将采集的所有原始结构光照明图

像全部转换到傅里叶频率域，然后进行频谱分离、融

合、扩展等操作，最后再转换回到空间域。此过程步骤

繁多，容易引入人为伪影噪声。再者，大尺寸图像的傅

里叶变换运算非常耗时，多次反复的傅里叶变换及其逆

变换常常迫使成像过程采取“先拍摄，后处理”的工作方

式，难以实时得到或者反馈成像结果。针对这个问题，

2021年，Dan等［23］提出了空间域直接重构超分辨图像方

法（SDR）。空域直接重构方法步骤简洁，避免了傅里叶

变换的耗时运算过程，从而可实现“所见即所得”的实时

超分辨成像［23， 65-68］。

结构光照明下的显微成像系统，面阵探测器上响

应的图像 D（r）可由式（1）的卷积形式来表示，其完整

的积分形式为

D ( r )=∫S ( r ′) I ( r ′) PSF( r- r ′) dr ′， （6）

式中：S（r）、I（r）和 PSF（r）分别是物体结构分布、结构

照明条纹分布和系统点扩展函数。为了简洁且不失一

般性，这里以一维情况为例，结构光场沿 x方向经过 j
步相移后，式（6）变为

Dj ( x )=∫S ( x′) I ( x′- δj ) PSF( x- x′) dx′，（7）

式中：δj 表示第 j步相移量。受函数级数展开原理启

发，假设 SIM 超分辨图像可以由这些相移结构光图像

为基展开，那么 SIM 超分辨图像 RSDR ( x)应该等于这

些相移结构光图像乘以各自的系数矩阵后再求和。该

过程可描述为

RSDR ( x)= ∑
j= 1

n

cj ( x )Dj ( x )=

∫S ( x′) [ ∑
j= 1

n

cj ( x ) I ( x′- δj ) PSF( x- x′) ] dx′，（8）

如果上式中的项满足

∑
j= 1

n

cj ( x ) I ( x′- δj ) PSF( x- x′)=

T ( x- x′) PSF( x- x′)= P ( x- x′)。 （9）
那么可以认为构造了一个新的系统点扩展函数

P（x），它与物体分布函数的卷积即可形成 SIM 超分辨

图像 RSDR ( x)。由于 P（x）=T（x）PSF（x），所以证实假

设的关键点是找到 T（x）的存在及可解析性。众所周

知，任意可解析函数都可以级数展开成系列正、余弦函

数的组合，T（x）也不例外。这里将 T（x）设置为最简

单的级数组合形式——单余弦函数：

T ( x- x′)= 1 + cos [ 2πk0 ( x- x′) ]， （10）
在结构光照明及其相移下

I ( x′- δj )= I0{1 + m cos [ 2πk0 ( x′- δj )+ φ 0 ]}。（11）
考虑到结构光相移组合（φ0，φ0+2π/3，φ0+4π/

3），此时 n=3，j=1，2，3。可以找到
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c1 ( x )= 1
3I0

[ 1 + 2
m

cos ( 2πk0 x+ φ 0 ) ]

c2 ( x )= 1
3I0

[ 1 + 2
m

cos ( 2πk0 x+ φ 0 + 2π
3 ) ]

c3 ( x )= 1
3I0

[ 1 + 2
m

cos ( 2πk0 x+ φ 0 + 4π
3 ) ]

，（12）

此时

P ( x )=[ 1 + cos ( 2πk0 x ) ] ⋅H ( x )。 （13）
式（13）表明，超分辨图像对应的点扩展函数 P（x）

来源于对系统点扩展函数 PSF（x）进行的余弦函数调

制。PSF（x）经过余弦函数调制后，其强度曲线半高宽

（FWHM）值变小，如图 2（a）所示，这也说明条纹结构

光照明能压缩系统点扩展函数，从而实现超分辨成像。

综上所述，在结构光相移为 3 步且相移间隔为 2π/3 的

情况下，SIM 超分辨图像 RSDR ( x)可表示为

RSDR ( x )= 1
3I0

×

∑
j= 1

3 { }1 + 2
m

cos [ 2πk0 x+ φ 0 + 2π
3 ( j- 1 ) ] Dj ( x )。

（14）
式（14）得到的一维 x方向超分辨结论可以扩展至

其他方向。为了得到沿各个方向相同的分辨率提高，

跟传统频率域 SIM 超分辨重构方法一样，一般取 3 个

空间方向，它们两两之间呈 120°夹角。图 2（c）显示了

不同超分辨重建方法结果和重构速度对比，实验证实

在同等超分辨重构质量下，SDR 方法的处理速度优势

非常明显，是 FDR 方法的 42~64 倍［23］。

鉴于 SDR 相较于 FDR 具有重构计算简单，无需

大量频域计算和傅里叶变换等优势，近年来 SDR 算法

受到了重点关注。2020 年，Tu 等［66］基于照明图案的不

均匀特性，提出一种空域重构，无需参数估计的 SR-

SIM 重构算法，称为“移相 SIM”（SP-SIM）。SP-SIM
无需参数估计，且适用于散斑 SIM，但其重构结果存在

高频信息丢失问题。2022 年，Wang 等［69-70］将空域与频

域相结合，开发出了 JSFR-SIM 算法，在重建速率比

Wiener-SIM 快 80 倍的同时，抑制了厚样品中的离焦

背景。2023 年，Wen 等［68］提出一种空域重建和频谱优

化的联合重建 SR-SIM 算法（Direct-SIM），该算法不仅

无需参数估计，还有效规避了维纳反卷积带来的伪影。

但该方法虽然无需估计光场参数，但引入了新的参数

估计。同年，Li 等［71］提出了一种无需参数估计的空域

重建算法（EFSD-SIM），从仿真与实验方面对该算法

进行了验证，与现有的 SP-SIM 算法相比，其重建质量

较高，不存在高频信息丢失。

表 1 总结了近年来主要代表性 SR-SIM 重构算法，

并简要列出了各自的特点。

2. 2　光切片 SIM 的原理

在一定空间频率的条纹结构光照明下，物镜景深
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范围内只有焦面上的样品结构受到条纹调制，非焦面

背景却不受条纹影响。此现象反映在成像上就是有条

纹的图像区域是焦面成分，而没有条纹的区域是离焦

背景成分。因此成像图像可表示为

D ( r )= D in ( r ) [ I0 + m cos ( k0 r+ φ 0 ) ]+ D out ( r )，（15）

式中：D in ( r )是样品在焦部分，即样品的光切片图像；

D out ( r )是样品离焦背景部分。条纹参数与前述一致。

为解算光切片图像 D in ( r )，通常将条纹结构光的初相

位移动 3 次，相移间隔 2π/3，即相移组合为（φ0，φ0+
2π/3，φ0+4π/3）。由此得到如下方程组：

图 2　SDR 超分辨 SIM 图像方法原理及流程［23］。（a）SDR 在空域中压缩 PSF 示意图；（b）PSF 的 FWHM 随照明条纹空间频率的变

化；（c）SDR 与 FDR 超分辨重建流程对比

Fig.  2　The principle and flowchart of spatial domain reconstruction of SR-SIM image[23].  (a) Schematic diagram of the PSF 
compression in SDR; (b) the PSF’s FWHM value variation with the spatial frequency of the illumination fringes; (c) the 

comparison of SDR and FDR workflow

表 1　不同 SR-SIM 重构算法比较

Table 1　Comparison of different reconstruction algorithms for SR-SIM
Algorithm

Open-SIM［59］

Fair-SIM［60］

HiFi-SIM［61］

Hessian-SIM［64］

SDR-SIM［23］

EFSD-SIM［71］

JSFR-SIM［69］

Direct-SIM［68］

Reconstruction domain
FDR
FDR
FDR
FDR
SDR
SDR

SDR+FDR
SDR+FDR

Reconstruction speed
Slow
Slow
Slow
Slow
Fast
Fast
Fast
Fast

Reconstruction quality
Middle

Low
High

Middle
High

Middle
High

Middle

Feature
Easy to use

ImageJ plugin
High quality

Fast dynamic imaging
No Frequency Domain processing

Estimation-free
Background suppression

Estimation-free

ì
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ï
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ï

ï
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D 1 ( r )= D in ( r ) [ I0 + m cos ( k0 r+ φ 0 ) ]+ D out ( r )

D 2 ( r )= D in ( r ) [ I0 + m cos ( k0 r+ φ 0 + 2π
3 ) ]+ D out ( r )

D 3 ( r )= D in ( r ) [ I0 + m cos ( k0 r+ φ 0 + 4π
3 ) ]+ D out ( r )

， （16）

解此方程组可得

D in ( r )= 2
3mI0

[ D 1 ( r )- D 2 ( r ) ]2 +[ D 2 ( r )- D 3 ( r ) ]2 +[ D 3 ( r )- D 1 ( r ) ]2 ， （17）

Dwidefield ( r )= 1
3mI0

[ D 1 ( r )+ D 2 ( r )+ D 3 ( r ) ]，（18）

式中：Dwidefield ( r )为宽场图像，由此便可得到去除离焦

背景的光切片图像。在此基础上利用步进电机等方式

进行等距轴向位移扫描，便可得到轴向系列光切片，进

而重构出样品的三维空间分布。

2. 3　超分辨与光切片融合 SIM 的原理

超分辨 SIM 与光切片 SIM 原理完全不同，但在实

验上都使用相同的条纹结构光场及相移组合。这种实

验相同性激励研究者们探索两种 SIM 在原理上的关

联性。如果在超分辨 SIM 数理模型基础上，考虑光切

片 SIM 数理模型的离焦背景干扰量，可知

D ( r )=[ S ( r ) ⋅ I ( r ) ] ⊗ PSF( r )+ B ( r )，（19）
式中：B（r）表示离焦背景干扰，除此之外该等式与

式（1）无异，代数项也与式（1）一致。将结构光照明的

表达式代入式（19），可得

D ( r )= I0{S ( r ) ⋅[ 1 + m cos ( 2πk0 r+ φ ) ]}⊗
PSF( r )+ B ( r )， （20）

接着对式（20）进行傅里叶变换将其转换到频率域中

D͂ ( k )= I0 [ S͂ ( k )+ 0.5m exp (-iφ ) S͂ ( k+ k0 )+
0.5m exp ( iφ ) S͂ ( k- k0 ) ] OTF( k )+ B͂ ( k )=
I0 [W͂ ( k )+ 0.5m exp (-iφ ) S͂ ( k+ k0 )+
0.5m exp ( iφ ) S͂ ( k- k0 ) ] OTF( k )， （21）

W͂ ( k )= S͂ ( k )+ B͂ ( k ) /OTF( k )。 （22）
为了分离出 S͂ ( k )、S͂ ( k+ k0 ) 和 S͂ ( k- k0 )，采用三

步相移的方法，相移间隔 2π/3，相移组合为｛φ，φ+2π/
3，φ+4π/3｝，可得

ì

í

î

ï

ï
ïïï
ï

ï

ï

ï

ï
ïïï
ï

ï

ï

D͂ 1 ( k )= I0 [W͂ ( k )+ 0.5m exp (-iφ 0 ) S͂ ( k+ k0 )+ 0.5m exp ( iφ 0 ) S͂ ( k- k0 ) ] OTF( k )

D͂ 2 ( k )= I0{ }W͂ ( k )+ 0.5m exp [-i(φ 0 + 2π
3 ) ] S͂ ( k+ k0 )+ 0.5m exp [ i (φ 0 + 2π

3 ) ] S͂ ( k- k0 ) OTF( k )

D͂ 3 ( k )= I0{ }W͂ ( k )+ 0.5m exp [-i(φ 0 + 4π
3 ) ] S͂ ( k+ k0 )+ 0.5m exp [ i (φ 0 + 4π

3 ) ] S͂ ( k- k0 ) OTF( k )

，（23）

解此方程组可得

ì

í

î

ï

ï

ï
ïï
ï

ï

ï

ï

ï

ï
ïï
ï

ï

ï

W͂ ( k ) OTF( k )= 1
3I0

[ D͂ 1 ( k )+ D͂ 2 ( k )+ D͂ 3 ( k ) ]

S͂ ( k+ k0 ) OTF( k )= 2exp( iφ 0 )
3mI0

[ D͂ 1 ( k )+ exp ( i 2π
3 ) D͂ 2 ( k )+ exp ( i 4π

3 ) D͂ 3 ( k ) ]

S͂ ( k- k0 ) OTF( k )= 2exp(-iφ 0 )
3mI0

[ D͂ 1 ( k )+ exp ( i 4π
3 ) D͂ 2 ( k )+ exp ( i 2π

3 ) D͂ 3 ( k ) ]

。 （24）

式（24）不仅表明，普通宽场成像的样品频谱 S͂ ( k )
和离焦背景 B͂ ( k ) 包含在 3 幅原始结构光图像的和之

中，同时表明分离的扩展频谱 S͂ ( k+ k0 ) 和 S͂ ( k- k0 )

与普通频谱 S͂ ( k )以及离焦背景 B͂ ( k )都没有直接的联

系，不会受到离焦背景的干扰。这里专注于式（24）的

后两个子式，进行傅里叶变换，有

ì

í

î

ï
ïï
ï
ï
ï

ï
ïï
ï
ï
ï

FT-1 { S͂ ( k+ k0 ) OTF( k ) }= 2exp( iφ 0 )
3mI0

[ D 1 ( r )+ exp ( i 2π
3 )D 2 ( r )+ exp ( i 4π

3 )D 3 ( r ) ]

FT-1 { S͂ ( k- k0 ) OTF( k ) }= 2exp(-iφ 0 )
3mI0

[ D 1 ( r )+ exp ( i 4π
3 )D 2 ( r )+ exp ( i 2π

3 )D 3 ( r ) ]
。 （25）

式（25）右边中括号内的项实质是光切片 SIM 图像重构方法的频率域表达式：

DOS ( r )=
|

|
|
||
||

|
|
||
|
D 1 ( r )+ exp ( i 2π

3 )D 2 ( r )+ exp ( i 4π
3 )D 3 ( r ) =

|

|
|
||
||

|
|
||
|
D 1 ( r )+ exp ( i 4π

3 )D 2 ( r )+ exp ( i 2π
3 )D 3 ( r ) ∝

[ D 1 ( r )- D 2 ( r ) ]2 +[ D 2 ( r )- D 3 ( r ) ]2 +[ D 3 ( r )- D 1 ( r ) ]2 。 （26）
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ì
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D 1 ( r )= D in ( r ) [ I0 + m cos ( k0 r+ φ 0 ) ]+ D out ( r )

D 2 ( r )= D in ( r ) [ I0 + m cos ( k0 r+ φ 0 + 2π
3 ) ]+ D out ( r )

D 3 ( r )= D in ( r ) [ I0 + m cos ( k0 r+ φ 0 + 4π
3 ) ]+ D out ( r )

， （16）

解此方程组可得

D in ( r )= 2
3mI0

[ D 1 ( r )- D 2 ( r ) ]2 +[ D 2 ( r )- D 3 ( r ) ]2 +[ D 3 ( r )- D 1 ( r ) ]2 ， （17）

Dwidefield ( r )= 1
3mI0

[ D 1 ( r )+ D 2 ( r )+ D 3 ( r ) ]，（18）

式中：Dwidefield ( r )为宽场图像，由此便可得到去除离焦

背景的光切片图像。在此基础上利用步进电机等方式

进行等距轴向位移扫描，便可得到轴向系列光切片，进

而重构出样品的三维空间分布。

2. 3　超分辨与光切片融合 SIM 的原理

超分辨 SIM 与光切片 SIM 原理完全不同，但在实

验上都使用相同的条纹结构光场及相移组合。这种实

验相同性激励研究者们探索两种 SIM 在原理上的关

联性。如果在超分辨 SIM 数理模型基础上，考虑光切

片 SIM 数理模型的离焦背景干扰量，可知

D ( r )=[ S ( r ) ⋅ I ( r ) ] ⊗ PSF( r )+ B ( r )，（19）
式中：B（r）表示离焦背景干扰，除此之外该等式与

式（1）无异，代数项也与式（1）一致。将结构光照明的

表达式代入式（19），可得

D ( r )= I0{S ( r ) ⋅[ 1 + m cos ( 2πk0 r+ φ ) ]}⊗
PSF( r )+ B ( r )， （20）

接着对式（20）进行傅里叶变换将其转换到频率域中

D͂ ( k )= I0 [ S͂ ( k )+ 0.5m exp (-iφ ) S͂ ( k+ k0 )+
0.5m exp ( iφ ) S͂ ( k- k0 ) ] OTF( k )+ B͂ ( k )=
I0 [W͂ ( k )+ 0.5m exp (-iφ ) S͂ ( k+ k0 )+
0.5m exp ( iφ ) S͂ ( k- k0 ) ] OTF( k )， （21）

W͂ ( k )= S͂ ( k )+ B͂ ( k ) /OTF( k )。 （22）
为了分离出 S͂ ( k )、S͂ ( k+ k0 ) 和 S͂ ( k- k0 )，采用三

步相移的方法，相移间隔 2π/3，相移组合为｛φ，φ+2π/
3，φ+4π/3｝，可得

ì

í

î

ï

ï
ïïï
ï

ï

ï

ï

ï
ïïï
ï

ï

ï

D͂ 1 ( k )= I0 [W͂ ( k )+ 0.5m exp (-iφ 0 ) S͂ ( k+ k0 )+ 0.5m exp ( iφ 0 ) S͂ ( k- k0 ) ] OTF( k )

D͂ 2 ( k )= I0{ }W͂ ( k )+ 0.5m exp [-i(φ 0 + 2π
3 ) ] S͂ ( k+ k0 )+ 0.5m exp [ i (φ 0 + 2π

3 ) ] S͂ ( k- k0 ) OTF( k )

D͂ 3 ( k )= I0{ }W͂ ( k )+ 0.5m exp [-i(φ 0 + 4π
3 ) ] S͂ ( k+ k0 )+ 0.5m exp [ i (φ 0 + 4π

3 ) ] S͂ ( k- k0 ) OTF( k )

，（23）

解此方程组可得

ì

í
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ïï
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ï
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ï

W͂ ( k ) OTF( k )= 1
3I0

[ D͂ 1 ( k )+ D͂ 2 ( k )+ D͂ 3 ( k ) ]

S͂ ( k+ k0 ) OTF( k )= 2exp( iφ 0 )
3mI0

[ D͂ 1 ( k )+ exp ( i 2π
3 ) D͂ 2 ( k )+ exp ( i 4π

3 ) D͂ 3 ( k ) ]

S͂ ( k- k0 ) OTF( k )= 2exp(-iφ 0 )
3mI0

[ D͂ 1 ( k )+ exp ( i 4π
3 ) D͂ 2 ( k )+ exp ( i 2π

3 ) D͂ 3 ( k ) ]

。 （24）

式（24）不仅表明，普通宽场成像的样品频谱 S͂ ( k )
和离焦背景 B͂ ( k ) 包含在 3 幅原始结构光图像的和之

中，同时表明分离的扩展频谱 S͂ ( k+ k0 ) 和 S͂ ( k- k0 )

与普通频谱 S͂ ( k )以及离焦背景 B͂ ( k )都没有直接的联

系，不会受到离焦背景的干扰。这里专注于式（24）的

后两个子式，进行傅里叶变换，有

ì

í

î

ï
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ï
ï
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ï
ïï
ï
ï
ï

FT-1 { S͂ ( k+ k0 ) OTF( k ) }= 2exp( iφ 0 )
3mI0

[ D 1 ( r )+ exp ( i 2π
3 )D 2 ( r )+ exp ( i 4π

3 )D 3 ( r ) ]

FT-1 { S͂ ( k- k0 ) OTF( k ) }= 2exp(-iφ 0 )
3mI0

[ D 1 ( r )+ exp ( i 4π
3 )D 2 ( r )+ exp ( i 2π

3 )D 3 ( r ) ]
。 （25）

式（25）右边中括号内的项实质是光切片 SIM 图像重构方法的频率域表达式：

DOS ( r )=
|

|
|
||
||

|
|
||
|
D 1 ( r )+ exp ( i 2π

3 )D 2 ( r )+ exp ( i 4π
3 )D 3 ( r ) =

|

|
|
||
||

|
|
||
|
D 1 ( r )+ exp ( i 4π

3 )D 2 ( r )+ exp ( i 2π
3 )D 3 ( r ) ∝

[ D 1 ( r )- D 2 ( r ) ]2 +[ D 2 ( r )- D 3 ( r ) ]2 +[ D 3 ( r )- D 1 ( r ) ]2 。 （26）
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式（25）说明光切片 SIM 的重构图像与超分辨

SIM 中的样品扩展频谱有直接的联系。

DOS ( r )∝

ì

í

î

ï

ï
ïï
ï

ï

ï

ï
ïï
ï

ï

|

|

|
||
|
|
||

|

|
||
|
|
| 3mI0

2exp( iφ 0 )
FT-1 { S͂ ( k+ k0 ) OTF( k ) }

|

|

|
||
|
|
||

|

|
||
|
|
| 3mI0

2exp(-iφ 0 )
FT-1 { S͂ ( k- k0 ) OTF( k ) }

。

（27）

通过式（27）的桥梁作用，超分辨 SIM 和光切片

SIM 建立了直接的理论联系。考虑到式（24）的涵义，

可以重构得到超分辨和光切片融合的 SIM 图像。具

体来说，在超分辨 SIM 图像重构时，舍弃低频的中间

频谱 W͂ ( k )，利用扩展频谱之间的频谱重叠恢复低频

的样品频谱 S͂ ( k )，从而避免了离焦背景对超分辨图像

重构的干扰，也就得到了具有超分辨的光切片图像，

图 3 即为超分辨与光切片融合 SIM 的原理示意图。

超分辨 SIM 和光切片 SIM 对条纹频率的要求不

一样：超分辨 SIM 要求条纹的频率越高越好，直至临

近衍射极限；光切片 SIM 的切片图像质量在条纹频率

达到衍射极限值的一半时达到最佳［72］。因此在超分辨

和光切片融合成像时，对条纹的频率会有取舍。一般

来说，条纹频率选取衍射极限值的一半来平衡超分辨

和光切片成像效果。

显微物镜存在一定的景深范围，生物样品一般会

受到浓密的离焦背景干扰。二维超分辨 SIM 成像时，

常常需要借助于光切片来剔除背景噪声。传统超分辨

SIM 使用 OTF-attenuation 来防止扩展的高频成分被

低频背景噪声淹没，比如在频谱中使用高通的 notch 
filter 来滤除大部分低频背景噪声。另一种方法是将

超分辨 SIM 与光片（light-sheet）技术结合。最后一种

技术路线是上面提到的超分辨和光切片 SIM 融合方

法。与其他方法相比，超分辨和光切片融合 SIM 的优

点在于基本不用改变光路结构和控制方式，通过重构

算法就能实现超分辨和光切片的融合。

3　基于 DMD 调制的结构照明光场产生
与调控

DMD 是美国德州仪器公司（TI）的专利光电产

品，现已广泛应用于投影显示、3D 打印、光处理、数

字 印 刷 等 领 域 。 DMD 基 于 光 学 微 机 电 系 统

（MEMS），由几百万个纵横排列的微型反射镜组成，

微反射镜的光反射率在可见光范围内超过 90%。每

个微反射镜形成一个像素，典型尺寸为 7. 56 μm。每

个像素以其对角线为轴，可旋转±12°，即微镜可处于

3 种偏转角状态：+12°、0°和− 12°，分别对应 on、flat 和
off 等 3 种状态，其中，闲置时处于 flat 状态。图 4（d）
以 flat 状态所处的面为参考面，以参考面法线为角度

参考线，展示了 DMD 微镜像素的光强调制工作原

理。当一束平行光以 24°角照射微镜像素时：此时如

果控制像素处于 on 状态，则反射光线以 0°角垂直于

DMD 面板出射，顺利进入后端的光学系统；如果控

制像素处于 off 状态，那么反射光线将以 48°的大角度

从 DMD 面板出射，从而被阻止进入光学系统。得益

于控制微镜翻转的电路调制速率极快（最高几十 kHz
量级）且对于每个像素并行独立，通过快速控制像素

的偏转角度（on 和 off 状态）以及滞留时间可严格控

制每个像素的光通量，在全面阵内以 8 位数字等级

（256 灰度阶）快速精确地调控光场强度，经过光学系

统实现高分辨率、高对比度、高亮度、高灰阶的图像

显示。

借助 DMD 调制光场强度的工作原理，DMD 能产

生 SIM 所需的正/余弦条纹结构光场，还能快速调控

SIM 所需的条纹结构光场旋转及相移。得益于 DMD
微镜的高反射率和高调制速率特性，基于 DMD 调制

的 SIM 方法（DMD-SIM）具有成像快速、装置紧凑、成

本低等优点。当前 DMD-SIM 主要通过两种方式调控

条纹结构光场：一种是条纹投影法，另一种是光束干

涉法。

图 3　超分辨与光切片融合 SIM 原理示意图［41］

Fig.  3　Principle of the super-resolution and optical section integrated SIM[41]

3. 1　条纹投影法

条纹投影法是在 DMD 上加载预先设计好的周期

性条纹图案，然后用平行光入射 DMD，利用光学系统

将 DMD 上的条纹图案投影到样品上实现结构光照

明，如图 5（b）所示。结构光场的旋转和相移调控靠

旋转和相移 DMD 上的周期性条纹图案实现。在结

构光照明显微技术 SIM 刚被提出时，条纹投影法并

未采用 DMD 作为核心调制器件，而是使用具有周期

性结构的光栅，如图 5（a）所示。为了满足 SIM 要求

的条纹光场相移和旋转，光栅需借助机械位移台和旋

转台，导致无论是移动速度还是精度都难以保障，装

置重复性和稳定性都较差。2013 年，Dan 等［40］提出了

基于 DMD 调制和 LED 照明的 SIM 显微技术。该技

术利用 DMD 快速产生和调控结构光场，采用条纹投

影法快速便捷地实现了结构光照明超分辨和光切片

显微成像。

基于条纹投影法的 DMD-SIM 在设计 DMD 加载

图案时有两个关键点：1）如何使用二值化图案最快速

地产生正弦条纹光场；2）如何使用最小离散化像素的

周期实现高频率条纹光场及其三步等间隔相移。对于

第一个关键点：当 DMD 处在二值图案调制时能达到

最高刷新速率，而处在灰度图案调制时都将以牺牲刷

新速率为代价来换取灰度等级的提高，灰度等级越精

细，刷新速率越慢。为了利用 DMD 调制的最高速率，

作者团队设计了一种基于 DMD 二值化图案产生正弦

结构光场的方案。利用投影照明光路的光学传递函数

图 4　DMD 工作原理图。（a）DMD 芯片外观；（b）DMD 微镜阵列结构；（c）DMD 的入射光和出射光方向；（d）DMD 微镜不同状态对

入射光的反射调制示意图

Fig.  4　Principle of DMD.  (a) DMD chip; (b) structure of the DMD micromirror array; (c) illustration of the incident and output light on 
the DMD; (d) schematic of the incident light modulation in three different states of micromirrors

图 5　DMD 投影微缩法产生结构光照明的原理图。（a）光栅投影产生结构光照明的光路图；（b）基于 DMD 投影产生结构光照明的光

路图；（c）二值周期方波条纹转化为正弦条纹的原理

Fig.  5　Schematic diagrams of generating structured illumination using DMD projection.  (a) Grating projection method; (b) DMD 
projection method; (c) the conversion from binary periodic square patterns to sinusoidal patterns
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周期实现高频率条纹光场及其三步等间隔相移。对于
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最高刷新速率，而处在灰度图案调制时都将以牺牲刷

新速率为代价来换取灰度等级的提高，灰度等级越精

细，刷新速率越慢。为了利用 DMD 调制的最高速率，

作者团队设计了一种基于 DMD 二值化图案产生正弦

结构光场的方案。利用投影照明光路的光学传递函数

图 4　DMD 工作原理图。（a）DMD 芯片外观；（b）DMD 微镜阵列结构；（c）DMD 的入射光和出射光方向；（d）DMD 微镜不同状态对
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Fig.  4　Principle of DMD.  (a) DMD chip; (b) structure of the DMD micromirror array; (c) illustration of the incident and output light on 
the DMD; (d) schematic of the incident light modulation in three different states of micromirrors

图 5　DMD 投影微缩法产生结构光照明的原理图。（a）光栅投影产生结构光照明的光路图；（b）基于 DMD 投影产生结构光照明的光

路图；（c）二值周期方波条纹转化为正弦条纹的原理

Fig.  5　Schematic diagrams of generating structured illumination using DMD projection.  (a) Grating projection method; (b) DMD 
projection method; (c) the conversion from binary periodic square patterns to sinusoidal patterns
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所产生的低通滤波效应，通过空间滤波将 DMD 调制

产生的二值条纹光场自动地转化为只含基频空间频率

的正弦条纹光场，如图 5（c）所示。对于第二个关键

点，SIM 超分辨能力与结构光条纹空间频率呈正比关

系，因此尽可能地产生高空间频率条纹至关重要。以

2 个 DMD 像素为周期的二值条纹（即“1 白 1 黑”）能在

预设方向上产生最高的条纹空间频率，但是无法实现

SIM 所需的 3 步相移。退而求其次，如果以 4 个 DMD
像素为周期的二值条纹（即“2 白 2 黑”），每次移动一个

像素会产生一个相移，一共可产生 4 步相移、相移间隔

π/2，但与 SIM 所要求的 3 步等间隔相移、2π/3 相移间

隔又有差异。针对这个问题，作者团队又提出了以

4 个 DMD 像素为周期的二值条纹 3 步相移方案。在

最大化利用 DMD 产生高空间频率条纹的同时，开发

基于（0− π/2− π）相移组合的重构算法，分别得到了

SIM 超分辨和光切片图像。

3. 2　光束干涉法

两束相干光干涉会产生强度呈正弦分布的条纹结

构光场。在 SIM 装置中让两束具有一定夹角的平行

光会聚于显微物镜入瞳，就能在物镜焦面上产生双光

束干涉形成的条纹光场，如图 6（a）所示。为了满足

SIM 所需的高频率和高对比度条纹光场，这两束相干

照明光的会聚焦点须尽可能地贴近物镜入瞳边缘并垂

直入瞳面入射，并且两束光的偏振态要保持 s 线偏振

态。条纹光场相移靠改变两束光之间的相位差来实

现。条纹光场旋转后仍要保持两束光处于 s 线偏振

态。因此，产生及调控两束相干光的偏振态、相位差与

旋转是干涉型 SIM 装置的核心技术。

利用光栅衍射分光的原理可以产生两束相干光。

例如让一束扩束准直的光经过一个相位光栅，光束被

衍射成 3 级：0 和±1 级，且对称的±1 级光束为衍射光

强“主极大”。使用掩模版阻挡中心 0 级光束，仅让

±1 级光束通过，使 ±1 级光束进入物镜发生干涉。

基于光栅的干涉型 SIM 装置需要光栅做机械移动和

旋转，然而机械移动速度慢而且精度低，不仅影响

SIM 成像图像质量，还导致装置稳定性差。后来出现

的 SLM 通过电光相位调制模拟光栅衍射分光，避免

了机械移动和旋转，使 SIM 成像速度和装置稳定性

得到很大提高［39， 73-75］。尽管如此，SLM 的液晶分子对

入射光束偏振态有要求，致使在两相干光束旋转的情

况下光束偏振态控制变得异常复杂。刷新速率慢是

传统 LCoS-SLM 的另一个弱点，这直接限制了 SIM
成像速度。近年出现的铁电液晶型 SLM 突破了传统

SLM 刷新速率慢的缺陷，而且“披萨偏振片”的提出

极大简化了基于 SLM 的 SIM 装置的光束偏振态控制

复杂度。

鉴于 DMD 高刷新频率和较低成本的优点，最近出

现了使用 DMD加载强度光栅图案产生和调控相干光的

报道［76-77］。基于 DMD 的激光干涉结构照明光路如

图 6（b）所示，针对特定照明波长，加载的 DMD强度光栅

图案也存在最佳衍射闪耀条件使±1级衍射光束为衍射

光强“主极大”。这种基于 DMD的结构光产生方案的衍

射效率虽然不如基于 SLM或相位光栅方案，但是在激光

强度够高的情况下，也能保障干涉型 DMD-SIM 的条纹

光场强度满足样品荧光激发的要求。干涉型 DMD-SIM
装置可以快速、精确地实现条纹光场的相移和旋转调

控。两束相干光的偏振态调控借助“披萨偏振片”或零

级涡旋半波片简洁地实现。总的来说，干涉型 DMD-

SIM具有成像速度快、装置紧凑的优势。

无论是投影式 DMD-SIM 还是干涉式 DMD-SIM
系统，受益于 DMD本身的高反射率以及高刷新速率，相

比于其他 SIM 系统，例如光栅 SIM［19］、SLM-SIM［45-46］、散

斑 SIM［78-81］、光子芯片 SIM［82］、TIRF SIM［83-85］，以及等离

基元 SIM［86-88］等，大部分 DMD-SIM 光学系统均具有成

像速度快、易于光场调控、光路紧凑的优势。表 2 简要

对比了常见的 SIM 系统的优劣之处。

图 6　基于 SLM 激光干涉法与基于 DMD 激光干涉法产生结构光照明的典型光路。（a）SLM［44］；（b）DMD［76］

Fig.  6　Typical optical paths for generating structured illumination based on SLM laser interferometry and DMD laser interferometry.  
(a) SLM[44]; (b) DMD[76]

4　基于 DMD 调制的 SIM 研究进展

4. 1　DMD衍射模型及研究进展

DMD 是 DMD-SIM 的核心器件，产生、旋转、相移

结构光都依赖于 DMD，而且 DMD 使用领域众多，被

广泛应用在显示、投影光刻、成像等诸多领域［89-93］。但

DMD 本身离散化的微镜结构有着较为显著的衍射效

应，降低所投影图案的对比度，微镜之间存在的空隙会

导致杂散光的产生。若想进一步实现多色 DMD-SIM
以及相干光的 DMD-SIM 应用，需建立起合适的 DMD
衍射数理模型，并对其进行进一步的分析研究。

由于 DMD 本身具有刷新率高、经济性好等优点，

近年来国内外对于 DMD 的衍射数理模型均有研究。

2016 年，Han 等［94-95］将 DMD 作为一种特殊的二维闪耀

光栅，对 DMD 在 8~12 μm 的长波红外波段的衍射效

应进行了仿真分析及实验验证。 2018 年，Chipegin
等［96］对使用半导体光源照明的 DMD 的衍射效应进行

研究，对波长分别为 635 nm 和 532 nm 的闪耀条件进

行 了 仿 真 模 拟 ，以 用 于 半 导 体 光 源 的 波 前 调 制 。

Lachetta 等［97］通过构建 DMD 闪耀光栅理论框架，详细

分析了激光照明下 DMD 调制光束的衍射特性，计算

出不同波长照明光满足 DMD 闪耀条件所需的入射角

度，为提高 DMD-SIM 技术的光能利用率提供了理论

模型。

2022 年，Deng 等［98］报道了一种 DMD 二维闪耀光

栅衍射理论优化模型，优化了 DMD 衍射效率及激光能

量利用率，可应用在基于 DMD 的显微成像、投影光刻、

数字印刷等领域。DMD二维衍射理论优化模型和衍射

光束分析如图 7所示，其二维闪耀光栅公式如下：

ì
í
î

ïï
ïï

sin θmn cos φmn = sin θ i cos φ i + mλ/d
sin θmn sin φmn = sin θ i sin φ i + nλ/d

， （28）

式中：θ i 和 φ i 分别表示入射光的极角与方位角；θmn 和

φmn分别表示第（m，n）级衍射光的出射极角与方位角；

d是 DMD 微镜的边长；λ是波长。

作者理论计算了不同像素大小的 DMD 在 200~
800 nm 波长范围内的衍射效率。特别针对 343 nm 激

光和 7. 56 μm 像素 DMD，通过优化光束入射 DMD 的

角度，一级衍射光束的最大衍射效率可从 40% 提高到

表 2　DMD-SIM 与其它 SIM 技术对比

Table 2 Comparison of DMD-SIM with other types of SIM

图 7　DMD 二维闪耀光栅衍射模型和光束衍射分析［98］

Fig.  7　The model of DMD two-dimensional blazed diffractive gratings and the analysis of diffracted beams[98]
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4　基于 DMD 调制的 SIM 研究进展

4. 1　DMD衍射模型及研究进展

DMD 是 DMD-SIM 的核心器件，产生、旋转、相移

结构光都依赖于 DMD，而且 DMD 使用领域众多，被

广泛应用在显示、投影光刻、成像等诸多领域［89-93］。但

DMD 本身离散化的微镜结构有着较为显著的衍射效

应，降低所投影图案的对比度，微镜之间存在的空隙会

导致杂散光的产生。若想进一步实现多色 DMD-SIM
以及相干光的 DMD-SIM 应用，需建立起合适的 DMD
衍射数理模型，并对其进行进一步的分析研究。

由于 DMD 本身具有刷新率高、经济性好等优点，

近年来国内外对于 DMD 的衍射数理模型均有研究。

2016 年，Han 等［94-95］将 DMD 作为一种特殊的二维闪耀

光栅，对 DMD 在 8~12 μm 的长波红外波段的衍射效

应进行了仿真分析及实验验证。 2018 年，Chipegin
等［96］对使用半导体光源照明的 DMD 的衍射效应进行

研究，对波长分别为 635 nm 和 532 nm 的闪耀条件进

行 了 仿 真 模 拟 ，以 用 于 半 导 体 光 源 的 波 前 调 制 。

Lachetta 等［97］通过构建 DMD 闪耀光栅理论框架，详细

分析了激光照明下 DMD 调制光束的衍射特性，计算

出不同波长照明光满足 DMD 闪耀条件所需的入射角

度，为提高 DMD-SIM 技术的光能利用率提供了理论

模型。

2022 年，Deng 等［98］报道了一种 DMD 二维闪耀光

栅衍射理论优化模型，优化了 DMD 衍射效率及激光能

量利用率，可应用在基于 DMD 的显微成像、投影光刻、

数字印刷等领域。DMD二维衍射理论优化模型和衍射

光束分析如图 7所示，其二维闪耀光栅公式如下：

ì
í
î

ïï
ïï

sin θmn cos φmn = sin θ i cos φ i + mλ/d
sin θmn sin φmn = sin θ i sin φ i + nλ/d

， （28）

式中：θ i 和 φ i 分别表示入射光的极角与方位角；θmn 和

φmn分别表示第（m，n）级衍射光的出射极角与方位角；

d是 DMD 微镜的边长；λ是波长。

作者理论计算了不同像素大小的 DMD 在 200~
800 nm 波长范围内的衍射效率。特别针对 343 nm 激

光和 7. 56 μm 像素 DMD，通过优化光束入射 DMD 的

角度，一级衍射光束的最大衍射效率可从 40% 提高到

表 2　DMD-SIM 与其它 SIM 技术对比

Table 2 Comparison of DMD-SIM with other types of SIM
SIM technique

Projection DMD-SIM［40］

Interference DMD-SIM［76-77］

Grating SIM［19］

SLM-SIM［45-46］

Speckle SIM［78-81］

TIRF SIM［83-85］

Photonic-chip SIM［82］

Plasmonic SIM［86-88］

SI generation
Projection

Interference
Projection/interference

Interference
Speckle illumination

Evanescent wave Interference
Evanescent wave Interference

SP wave Interference

Imaging speed
Fast
Fast
Slow
Fast
Slow
Slow

Middle
Middle

Imaging quality
Excellent
Excellent
Moderate
Excellent
Moderate

good
good
good

Feature
Compact and low-cost

Specific beam incident angle
Low mechanical control

Complex polarization control
Low speed

TIRF mode required
No illumination objective lens

Plasmon required

图 7　DMD 二维闪耀光栅衍射模型和光束衍射分析［98］

Fig.  7　The model of DMD two-dimensional blazed diffractive gratings and the analysis of diffracted beams[98]
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96%。在双波长 343 nm 和 515 nm 平行光束照明的实

验中，在 θ i=24. 5°和 φ i=220°时，343 nm 的第（6，6）级

和 515 nm 的第（4，4）级最大衍射效率可分别达到 63%
和 82%，并且二者出射方向几乎重叠，验证了 DMD 入

射角优化理论的有效性。实验与理论的一致性表明，

该优化模型可用于优化在特定波长和 DMD 间距尺寸

下的光能利用率。

Dong等［99］提出了 DMD的非近轴衍射模型，使用该

模型模拟得到的衍射条纹与实验拍摄的一致，其理论优

化模型如图 8 所示。该模型将传统 Fraunhofer 衍射与

一种简单的坐标映射方法结合，相当于在无像差

Fraunhofer衍射中加入了衍射场的像差，而不需要通过

复杂的积分计算。实验验证该模型可以很好地预测在

任意入射角和光波长下的衍射角、衍射级次和衍射效

率。特别是对于 50°以内的衍射角，预测值误差∼1%；

在更宽的范围内，衍射方位角的预测误差小于 4%。该

模型可指导优化构建基于 DMD 的光学系统，包括光路

布局、光源选择，以及 DMD衍射效应的利用或抑制。

除了上述专门论述 DMD 衍射效应的研究报道

外，相当多的 DMD-SIM 中为了取得更好的结构照明

图案，也进行了对应的数值模拟以及相关实验，DMD
的衍射模型愈加成熟［100］，DMD-SIM 受到了众多研究

人员的关注。本文将 DMD-SIM 划分为超分辨与光切

片技术两类，总结了近年来其主要的研究进展，具体如

图 9 所示。接下来从超分辨及光切片两个角度对

DMD-SIM 近年来的发展进行详细阐述。

4. 2　DMD-SIM 超分辨显微技术研究进展

DMD-SIM 自从 2013 年诞生后［40］，凭借其独特优

势得到广大研究人员的关注，近年来有关 SR-DMD-

SIM 的研究更是层出不穷。干涉式 SIM 的超分辨率

重建算法用于只有低调制深度的投影 SIM 时，所得结

果存在严重伪影。2016 年，Zhou 等［101］在投影式 DMD-

SIM 的基础上提出了一种 IRT 超分辨率图像重建算

法，并在牛肺动脉内皮细胞的多色超分辨率成像实验

中验证了该算法的有效性，该系统利用了 DMD 来快速

生成条纹，并使用多色 LED 进行照明。该系统可以实

现小于 1 W/cm2的低激发强度荧光成像，有利于活细胞

和组织的长时间超分辨成像。与传统的 POP 算法和

ACR 算法相比，IRT 算法能够高精度地获得条纹的初

始相位，并且无需矩阵运算即可提取高阶光谱分量。

2020 年 ，Li 等［102］报 道 了 一 种 基 于 激 光 干 涉 的

DMD-SIM 显微技术 LiDMD-SIM，其光路结构如图 10
所示。该技术通过构建 DMD 闪耀光栅模型，使用激

图 8　DMD 的非近轴衍射模型［99］

Fig.  8　The non-paraxial diffraction model of DMD[99]

图 9　DMD-SIM 技术发展时间图

Fig.  9　Timeline of DMD-SIM development

图 10　LiDMD-SIM 光路图［102］

Fig.  10　The setup of LiDMD-SIM[102]
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光束干涉实现 SIM 超分辨所需的结构照明光场及其

相移。依据 DMD 调制光束的衍射级次分布受入射光

角度和波长的影响，分析了不同空间方向和相位的结

构光照明条纹对比度，以超越衍射极限两倍的分辨率

观察到哺乳动物细胞核孔和线粒体的结构，为快速、高

分辨、低成本的 SIM 显微提供了一种新方案。

2020 年，Wang 等［103］报道了一种基于 DMD 的混

合 PSF 多焦点结构光照明显微系统（HMSIM），其显

微系统如图 11 所示。将多焦点结构光照明与由高斯

PSF 和双螺旋 PSF 组成的混合检测 PSF 技术相结合，

提出了一种具有轴向定位能力的超分辨率荧光显微方

法。该技术利用 DMD 生成稀疏多焦点结构光照明，

探测端的混合 PSF 则由 SLM 产生。使用该系统观察

荧光小球与微管蛋白，获得了横向分辨率为 149 nm 的

超分辨率图像，而且能在 600 nm 的深度范围内，保证

轴向定位精度为 20. 8 nm，所开发的显微镜适合观察

薄样品的精确 3D 分布。

针对大多数 DMD-SIM 技术只对单一波长进行光

效率优化的现状，2021 年，Lachetta 等［104］提出一种双

波长 DMD-SIM 显微装置，如图 12 所示。由于 DMD
的特殊光栅结构，若想双波长照明均达到闪耀条件，通

常两束激光需采取不同的入射角度（角度匹配法）或双

波长满足整数比例关系（波长匹配法）。利用红色波长

半导体激光器输出波长随着温度变化（629~636 nm）

的特点，控制红色激光器温度为 19 ℃，此时输出波长

为 630. 8 nm，正好与另一个蓝色半导体激光器波长

473. 1 nm 匹配，满足 4∶3 整数波长匹配条件，两个波长

同时达到最佳闪耀条件。相比于角度匹配法，省去了

之前需额外光机部件的配准过程，降低了系统复杂性

并提高了成像速度。该文中展示了使用该双色系统装

置对纳米级荧光小球、固定 U2OS细胞的肌动蛋白骨架

与膜的成像结果，在使用 DMD 器件获得高达 540 帧的

原始图像采集速度的同时，图像的重建质量可与基于

光栅或硅上铁电液晶空间光调制器（FLCoS-SLM）的

SIM 系统相媲美。

Brown 等［105］报道了一种三波长的 DMD-SIM 超分

辨显微技术。文章通过分析 DMD 闪耀衍射条件的解

析解、DMD 衍射和投射模型及 DMD 畸变模型，基于

角度匹配法原理，搭建了一台三波长的 DMD-SIM 超

分辨显微装置，其原理如图 13 所示。该装置量化了

DMD 畸变对成像的影响，开发了高分辨的光学传递

函数测量技术，最后展示了固定和活体细胞的 SIM 超

分辨成像结果。

2021 年，Li等［106］报道了一种激光照明无散斑干扰

的 DMD-SIM 超分辨显微方案，如图 14 所示。该方案

使用高亮度的激光照明以获得“信噪比”尽可能高的荧

光成像图像，然后使用高频相位随机变形镜结合方芯

多模光纤以解决由激光相干性和光束模式引起的散斑

和视场不均匀问题。对荧光纳米颗粒、非生物，以及生

物荧光样品的成像结果表明，改进的 DMD-SIM 系统

在保证成像速度优势的同时提高了成像质量。

2023 年，Li 等［76］报道了一种基于 DMD 和电光调

制器（EOM）的三维结构光照明显微成像方法（DMD-

3DSIM）。其光路示意图如图 6（b）所示，利用 EOM 与

1/4 波片进行偏振调制，使用 DMD 快速产生 0 级与±1
级衍射光束，衍射光束通过 4f 系统及物镜后相互干

涉，以产生所需的激发结构照明图案。DMD-3DSIM
受益于 DMD 切换速度快、保偏等特性，相比于基于相

位光栅或基于 FLCoS-SLM 的传统三维 SIM 技术，具

图 11　混合多焦点结构光照明显微系统光路图［103］

Fig.  11　Schematic of the hybrid multifocal structured illumination microscope[103]
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有明显的时间分辨率优势，可有效用于生物细胞三维

成像。图 15 为 DMD-3DSIM 系统的成像结果。

干涉式 DMD-SIM 可快速生成结构照明图案，但

DMD 闪耀光栅结构导致系统存在显著色散。为实现

多色 SIM，往往对不同波长的光有比例要求，或针对不

同波长的光设计独立光路。2024 年，Gong 等［107］报道

图 12　双色 DMD-SIM 显微系统［104］

Fig.  12　The dual color DMD-SIM microscope[104]

图 13　三波长 DMD-SIM 超分辨显微原理图［105］

Fig.  13　The schematic of three-wavelength DMD-SIM super-resolution microscopy[105]
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图 14　激光照明无散斑干扰的 DMD-SIM 超分辨成像原理［106］

Fig.  14　The schematic of laser illumination speckle-free DMD-SIM super-resolution microscopy[106]

图 15　DMD-3DSIM 系统成像结果［76］

Fig 15　Imaging results of DMD-3DSIM[76]



0618001-16

封面文章·特邀综述 第  61 卷第  6 期/2024 年  3 月/激光与光电子学进展

了一种基于色散补偿的多波长 DMD-SIM 系统。该系

统使用闪耀光栅对 DMD 进行色散补偿，闪耀光栅引

入了与 DMD 相反的角色散，在不涉及机械运动或光

路微调的情况下，消除了不同波长激发光之间的输出

角差异，实现了四通道 DMD-SIM 成像，其系统光路结

构如图 16 所示。该方法具有结构简单、适用波段广等

特性，但光栅与 DMD 均未达到最优闪耀条件，激发光

利用率较低。

总的来说，超分辨 DMD-SIM 技术大多基于 DMD
调制的光束干涉法来产生和调控结构照明光场。但

DMD周期性结构所带来的光束衍射明显会导致光能利

用率降低，在多波长荧光激发成像时也遇到了色散方面

的难题。针对这些问题，当前的研究普遍使用激光器作

为光源，另一方面专注于色散补偿光路设计。超分辨

DMD-SIM 正朝着多波长快速荧光成像的方向发展。

4. 3　DMD-SIM 光切片显微技术研究进展

2015 年，Qian 等［108］提出了全彩色 DMD-SIM 光切

片三维显微技术（C-SIM），使光切片技术走向了全彩

时代，系统及其成像效果如图 17 所示。该技术能对表

面具有复杂突变结构的物体进行快速三维成像并获得

其表面彩色信息，结合多视场融合技术，能对微观物体

大视场高分辨快速三维成像。该方法对荧光样品和反

射式样品都可成像。测量直径为 170 nm 的荧光微球

时，标定系统横向分辨率为 0. 58 μm，纵向分辨率为

2. 4 μm，与理论结果十分接近。研究展示了花粉颗粒

和微电子芯片的彩色三维图像，对昆虫和硬币表面进

行了大视场彩色三维成像，视场范围可达 2 mm2。

2019 年，Qian 等［109］进一步优化了 C-SIM 系统装

置，其光路结构如图 18 所示。该装置继承了 C-SIM 无

偏振控制、无散斑噪声的优势，并将显微系统集成到一

个 12 cm×12 cm×6 cm 的模块中，整个光机系统更为

紧凑。此外，改进的 C-SIM 系统优化了 DMD 与 LED
光源耦合方式，提高了光能利用率，将单帧图像的曝光

时间由原有几百毫秒减少至几毫秒，大幅提升了 C-

SIM 成像速率。

2020 年，Bai 等［110］进一步借助卷积神经网络深度

学习技术，提出了一种基于深度学习的全彩宽场三维

显微方法，即 FC-WFM-Deep，可以直接从 FC-WFM
重建具有扩展光切片功能的高质量全彩 3D 图像。该

技术使用单幅图取样增加训练效率，在保持成像质量

同时原始数据量压缩为原来的 1/30，可实现从宽场图

直接得到彩色光切片图，在大幅度减少数据量和成像

时间的同时，所得的图像质量在 3D 信息和空间分辨率

方面与全彩 DMD-SIM 方法相当。

2022 年，Wang 等［111］在 C-SIM 的基础上提出了

HDR-C-SIM 技术，用于传统方法难以三维成像的深

色化石样品，可恢复出其自然颜色。相比于原有的 C-

SIM 技术，HDR-C-SIM 使用了更高灵敏度和动态范

围的 sCMOS 相机，可有效检测到 C-SIM 无法检测到

的暗结构，如图 19 所示。

原有的 C-SIM 虽具有高分辨率、自然色彩还原和

高成像速度的优势，但如果样品有色差或半透明时，原

有的 HSV 解码算法会出现强度偏差和褪色现象。

Wang 等［112］针对这一问题，提出了一种 OS-SIM 焦点

级关联算法，在真实还原样品自然颜色的同时提升了

45% 的图像处理速度。

2015 年 ，Zhou 等［113］提出基于希尔伯特变换的

SIM 光切片重构算法。基于希尔伯特变换的三维光切

图 16　基于光栅色散补偿的多色 DMD-SIM 光路图［107］

Fig 16　The schematic of multi-color DMD-SIM based on grating dispersion compensation[107]
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图 17　基于 DMD-SIM 的全彩色光切片三维显微系统［108］

Fig 17　Full-Color optical sectioning three-dimensional microscopy based on DMD-SIM[108]

图 18　C-SIM 系统示意图［109］

Fig 18　Schematic diagram of the C-SIM system[109]
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片解码算法（SHT）只需要两幅结构光照明原始图像

就能重构光切片图像，且这两幅原始图像的相移间隔

可以为任意非零值，其算法流程及结果如图 20 所示。

结构条纹只调制成像图像中的在焦清晰区域，对

非在焦的背景区域不会产生影响，因此令两幅原始图

像相减可以消除不变化的非在焦背景区域，只留下在

焦清晰区域。然而在焦清晰区域依然受到条纹的调

制，理论推导证实该调制条纹仍然服从正弦分布。借

助于希尔伯特变换可以使正弦条纹产生 π/2 相移，从

而间接使在焦清晰区域受到余弦分布的条纹调制。最

后，通过对正弦和余弦条纹调制的这两幅中间图像进

行求模运算，可以消除在焦清晰区域上的条纹得到光

切片图像。SHT 算法与传统 RMS 解码算法相比，原

始图像数量减少了 1/3。由于三维重构需要轴向扫描

以形成系列光切片，使用 SHT 算法可减少数十至数百

幅原始图像的采集。

2022 年，Supekar等［7］报道了一种微型 SIM 光切片

显 微 装 置（SIMscope3D）用 于 3D 活 体 脑 成 像 。

SIMscope3D 使用电润湿透镜和板载 CMOS 使光机结

构非常紧凑，这两个器件分别实现 SIM 光切片技术所

需的轴向扫描和荧光图像拍摄，其光机结构如图 21 所

示。SIM 光切片技术所需的结构光照明由传像光纤束

实现：光纤束输入端指向 DMD 产生的结构条纹，输出

端插在 SIMscope3D 机身侧面以实现结构光照明。刷

图 19　HDR-C-SIM 成像结果［111］

Fig.  19　Imaging results of HDR-C-SIM[111]

新 DMD 上加载的结构条纹图案可快速实现所需的结

构光相移。使用 SIMscope3D，作者获得了活体鼠脑

小胶质细胞的三维动态影像，成像深度达 120 μm。

OS-SIM 的光切片图像重构方法通常使用 RMS
算法。尽管 RMS 算法复杂度低，但重构图像极易受到

背景噪声干扰，有时甚至会掩盖成像目标的部分细节。

图 20　基于希尔伯特变换的快速 SIM 光切片算法［113］

Fig.  20　Fast optical sectioning algorithm of SIM based on Hilbert transform[113]

图 21　SIMscope3D 光机结构及成像结果［7］

Fig.  21　Configuration of SIMscope3D and its imaging results[7]
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新 DMD 上加载的结构条纹图案可快速实现所需的结

构光相移。使用 SIMscope3D，作者获得了活体鼠脑

小胶质细胞的三维动态影像，成像深度达 120 μm。

OS-SIM 的光切片图像重构方法通常使用 RMS
算法。尽管 RMS 算法复杂度低，但重构图像极易受到

背景噪声干扰，有时甚至会掩盖成像目标的部分细节。

图 20　基于希尔伯特变换的快速 SIM 光切片算法［113］

Fig.  20　Fast optical sectioning algorithm of SIM based on Hilbert transform[113]

图 21　SIMscope3D 光机结构及成像结果［7］

Fig.  21　Configuration of SIMscope3D and its imaging results[7]
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为了克服这个问题，Dang 等［114］提出了一种基于傅里

叶频域的光切片图像重构算法 Fourier-OS-SIM，其成

像 结 果 如 图 22 所 示 。 理 论 和 实 验 结 果 均 表 明 ，

Fourier-OS-SIM 获得的光切片图像信噪比比 RMS 更

高。傅里叶频域有各式众多的滤波器，可为 Fourier-
OS-SIM 进一步压制不同种类的背景噪声提供便利。

使用 GPU 并行编程加速 Fourier-OS-SIM 的运行速

度，可以解决傅里叶变换运算带来的耗时问题。

上述光切片 DMD-SIM 技术大多采用基于 DMD
调制的条纹投影法来产生和调控结构照明光场。研究

方向聚焦在全彩色、快速、结构紧凑的三维成像上，包

括：使用彩色相机和开发基于彩色空间的光切片重构

算法，实现全彩色的光切片；开发减少原始图像获取数

量的高效光切片算法，实现采集 -重构 -显示全链路的

快速三维成像；利用 DMD 调制的条纹投影法光路结

构保证系统的紧凑与便携性。

5　总结与展望

随着人们深入探索微观世界的需求及生命科学的

发展，SIM 凭借成像速度快、光毒性低、无需特殊荧光

标记、与普通光学显微镜结构兼容性好等优势，成为了

现今主流的远场超分辨和三维显微成像技术之一。

DMD-SIM 凭借 DMD 高反射率和高刷新速率的特点、

无需复杂的光偏振态控制、光路紧凑、成本低等优点，

近年来逐渐被研究者用于超分辨和光切片显微技术之

中。本文尽可能详尽地对 DMD-SIM 进行了归纳和总

结，详细介绍了超分辨 SIM 和光切片 SIM 的理论基

础，阐述了基于 DMD 调制的结构照明光场产生与调

控方法细节，对 DMD-SIM 在超分辨和光切片显微方

面的最新技术进展进行了归纳分析。

超分辨 DMD-SIM 大多采用基于 DMD 调制的激

光光束干涉法，这是由于相干光束干涉能产生超分辨

SIM 所需的高频率和高对比度结构光场。为了达到高

对比度的干涉条纹，光束偏振态控制是关键技术之一，

尤其是在超分辨 SIM 所需的三个空间方向上都要达

到一致的高对比度干涉条纹。其次，DMD 作为周期

性单元器件，当相干光照射其表面时，出射光束必然发

生衍射分级，因此如何满足闪耀衍射条件以实现最大

化光效率成为了要考虑的问题。另外，随着显微成像

由单色向多色荧光发展的需求和趋势，超分辨 DMD-

SIM 遇到了 DMD 引起的色散问题。令人欣喜的是，

超分辨 DMD-SIM 面临的上述问题当前都取得了一定

的进展。例如在光束偏振态控制方面，披萨饼状起偏

器和零级涡旋半波片的引入就是简单直接的解决方

案。在 DMD 衍射分光方面，最近出现了越来越多关

于 DMD 衍射模型的理论研究，对提高 DMD-SIM 的光

效率大有裨益。在基于 DMD-SIM 的多波长荧光显微

方面，DMD 色散补偿成为了研究热点，温控激光波

图 22　基于傅里叶频域的高质量 SIM 光切片重构方法的成像结果［114］

Fig.  22　Imaging results of Fourier Domain-based High-Quality SIM optical sectioning reconstruction method[114]
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长、特定角度入射、光栅色散补偿等技术屡见报道。相

信在不久的将来，随着超分辨显微由二维向三维成像

发展的需求和趋势，超分辨 DMD-SIM 将在 3D 超分辨

显微成像上有所作为。

光切片 DMD-SIM 主要采取基于 DMD 调制的条

纹投影法。光切片 SIM 相比于超分辨 SIM，不需要临近

极限的高频率结构光场。采取条纹投影法给光切片

DMD-SIM 系统带来了成像迅速、结构紧凑、小型化、成

本低的优势。当前光切片 DMD-SIM 技术研究的热点

聚焦在光机结构、算法优化和全彩色成像方面。在光机

结构设计上，引入非相干光源如 LED 成为常态。另外，

即使使用非相干光照明，DMD 依然存在衍射分光和色

散的问题，因此非相干光照下的 DMD 衍射模型理论研

究也十分必要。越来越多的研究报道表明光切片

DMD-SIM 在结构上呈现出集成化、微型化的趋势。在

算法优化方面，研究主要集中在精简光切片 SIM 所需的

原始图像数量上。例如基于希尔伯特的光切片重构算

法可将每层切片的原始图像由三幅减少到两幅，在三维

成像时将少采集几十甚至上百幅原始图像。光切片

DMD-SIM 还存在由单色向全彩成像方向发展的趋势。

使用彩色相机并开发彩色空间的光切片重构算法，可实

现全彩色的光切片三维成像。全彩色光切片 DMD-

SIM 既适用于多色荧光标记的样品，又适合非荧光的样

品（如微小昆虫、琥珀、芯片等）。借助于视场拼接技术，

全彩色光切片 DMD-SIM 可对厘米量级的微小动物进

行三维光切片成像，同时分辨率达几百纳米量级。可以

预见，未来光切片 DMD-SIM 系统将会越来越集成，凭

借 DMD的高刷新速率、精简的全彩色重构算法，将实现

“所见即所得”的三维成像，从而在 4D成像上获得应用。

DMD 器件还在不断革新，给 DMD-SIM 带来了新

的机遇和挑战。其像素分辨率从 1024×768、1920×
1080、2560×1600 增 加 至 3840×2160；像 元 大 小 从

13. 68 μm、7. 56 μm 减小至 5. 40 μm；微镜翻转方式由

最早的沿对角线翻转变为沿等效的中心线翻转。

DMD 的面阵越来越大，面元越来越小，加载的图案将

越来精细，有助于缓解离散采样带来的图案锯齿化。

另一方面，越来越小的像素带来更显著的衍射效应，光

栅常数变小将导致衍射分光更明显，色散的问题也更

严重，关于 DMD 衍射模型和色散补偿的研究仍是将

来研究的重点。此外，超分辨与光切片成像融合是未

来的发展趋势之一，加上技术的发展以及算法的创新，

融合超分辨与光切片的 DMD-SIM 技术以及更为快速

的多色 DMD-SIM 也许在不久的将来就会面世。
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