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结构光照明显微中的超分辨图像重建研究
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摘要　近年来,随着各种新型荧光探针的出现和成像方法的改进,远场光学成像的分辨率已经突破了衍射极限的

限制.基于结构光照明的荧光显微技术凭借成像速度快、光毒性弱等优点,已成为目前主流的超分辨成像技术之

一.实现结构光照明超分辨显微成像的关键在于照明光场的精准调控和后期的超分辨图像重建算法,否则将会在

重建的超分辨图像中产生不可预估的伪影,混淆对观测结构真实形态的判断.详细对比了几种典型的结构光照明

显微超分辨重建算法,证明基于图像重组变换的结构光照明超分辨图像重建算法可以有效解决极低结构光场调制

度下的超分辨图像重建问题,降低结构光照明显微中的激发光功率.

关键词　显微;荧光显微;图像重建;结构光照明;超分辨

中图分类号　O４３６　　　文献标识码　A
doi:１０．３７８８/AOS２０１７３７．０３１８００１

　　收稿日期:２０１６Ｇ１０Ｇ２４;收到修改稿日期:２０１６Ｇ１１Ｇ０９
基金项目:国家自然科学基金(６１５２２５１１,１１４０４３８９,８１４２７８０２,６１２７５１９３)、陕西省自然科学基础研究计划(２０１６JZ０２０)

作者简介:周　兴(１９９１—),男,博士研究生,主要从事超分辨显微方面的研究.EＧmail:zhouxing＠opt．ac．cn
导师简介:雷　铭(１９７８—),男,博士,研究员,主要从事先进光学成像方面的研究.

EＧmail:leiming＠opt．ac．cn(通信联系人)

SuperＧResolutionReconstructionTheoryinStructured
IlluminationMicroscopy

ZhouXing DanDan QianJia YaoBaoli LeiMing
StateKeyLaboratoryofTransientOpticsandPhotonics Xi′anInstituteofOpticsand
PrecisionMechanics ChineseAcademyofSciences Xi′an Shaanxi７１０１１９ China

Abstract　Inrecentyears theresolutionoffarfieldopticalimaginghasbrokenthelimitofdiffractionlimitwiththe
appearanceofnewfluorescentprobesandtheimprovementofimagingmethods敭Thefluorescencemicroscopybased
onstructuredilluminationhasbecomeoneofthemainsuperresolutionimagingtechniquesowingtoitsadvantages
suchasfastimagingspeedandlighttoxicity敭Themostcriticaltechnologiesinstructuredilluminationmicroscopyare
concentratedonrapidcontrolofthehighＧqualityilluminationpatternandtheimagereconstructionmethod敭An
unsuitablemethodwillgeneratetheartifactsinthereconstructionsuperＧresolutionimageandthatmayconfusethe
scientificevaluationofbiologicalmorphology敭Severaltypicalstructuredilluminationmicroscopicsuperresolution
reconstructionalgorithmsarecompared敭Itisproventhattheimagetransform ofthestructuredillumination
microscopicsuperresolutionreconstructionalgorithmbasedonimagerecombinationtransformcaneffectivelysolve
thelowstructurelightmodulationunderthesuperＧresolutionimagereconstructionproblem andreducetheexcitation
powerofthestructuredilluminationmicroscopy敭
Keywords　microscopy fluorescencemicroscopy imagereconstruction structuredillumination superresolution
OCIScodes　１８０敭２５２０ １１０敭３０１０ １００敭６６４０

１　引　　言
光作为大自然的基本构成,是生命体赖以生存的基础之一.以光为载体,人类能以近乎无损伤的方式观

测微观世界的正常生命活动,光学显微镜的出现为生命科学领域打开了一个崭新的世界.在迄今为止的四

百多年间,如何实现高时空分辨率成像一直是光学显微领域的一个重大课题,然而,传统的光学显微成像技
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术的空间分辨率受制于衍射极限[１],仅能达到半波长量级,极大地限制了光学显微技术的应用范围.２０世

纪末,各种荧光蛋白的出现为显微成像提供了新的工具,基于荧光分子对光场响应特性差异,多种超分辨荧

光显微技术[２Ｇ３]相继提出,例如光激活定位荧光显微技术(PALM)[４Ｇ６]、随机光学重构荧光显微技术

(STORM)[７Ｇ９]、受激发射损耗荧光显微技术(STED)[１０Ｇ１２]和结构光照明荧光显微技术(SIM)[１３Ｇ１５].目前,超
分辨荧光显微成像技术所能获得的最高分辨率甚至接近电子显微镜水平,在为现代生物医学提供了强有力

工具的同时,亦将相关领域的研究推向了全新的高度.

SIM技术是目前主流的超分辨光学显微成像技术之一,可分为线性SIM 技术[１３,１６Ｇ１７]和非线性SIM 技

术[１８Ｇ２０].线性SIM技术最初由Heintzmann等[１６]于１９９８年提出,通过以序列二维结构光激发样品,横向空

间分辨率可提升至１００nm左右.随后,Frohn等[２１]提出利用三维结构光(３DＧSIM)实现空间分辨率在全空

间增强的理论方案,并由Gustafsson等[２２Ｇ２３]实验论证,实现了双色三维超分辨活体成像.总体来说,线性

SIM技术具有时间分辨率高、对荧光分子无特殊要求、光毒性小等优点,尤为适合高分辨率情况下的活体细

胞动态观测.非线性SIM技术利用荧光非线性响应特性,可产生高阶空间频率的结构光场,使横向空间分

辨率进一步提高至５０nm[２０,２４],但其时间分辨率相对线性SIM较低.本文着重于讨论线性SIM技术,其基

本原理是对样品施加高空间频率的余弦强度分布的条纹结构照明光场,样品的超衍射极限高频信息将频移

至光学成像系统可探测的频谱区域并被探测器采集.然而,探测器采集到的超衍射极限高频信息因产生频

移而与样品的低频信息混叠,难以直接区分,因此需要后期求解出该部分高频信息,进而重建超分辨图像.
显然,结构光照明光场的调控和后期的超分辨图像重建算法是SIM的两个关键技术.快速精确的结构光调

控不仅能提高成像系统的时间分辨率,更为后期的数据重建奠定了基础.而超分辨图像重建作为SIM技术

的最后一环,其重要性不言而喻,重建算法的有效实施保证了SIM 的超分辨成像效果,反之,将在重建图像

中产生不可预估的伪影[２５],影响对样品真实形态的判断.
理论上,重建一幅超分辨图像需要多幅不同结构光相位和载频方向的原始图像.起初,Heintzmann

等[１６]选择了四相位重建方案,每个载频方向加载４个相位差为π/２的相位,其优势在于算法简单易实施,但
所需原始图像较多,影响了成像速度;为了减少原始图像的数量,Gustafsson[１３,２２]尝试使用基于图像互相关

的三相位重建方案,由于该方案可获得更高的时间分辨率,因此,更适合活体生物的快速成像;随后,基于贝

叶斯估测的重建算法[２６]被引入SIM技术,使得单载频方向仅需两幅不同相位(相邻相位差为π)的结构光图

像即可完成超分辨图像重建,但由于贝叶斯估测算法仅可求得重构频谱的近似解,且计算量大,并未获得很

大关注.相比之下,三相位重建方案的应用较为广泛,该方案需要准确获得加载结构光场的多个参数,如结

构光场的空间频率、调制度和初相位,其中初相位尤其重要.为了解决结构光场的参数估测问题,Shroff
等[２７]于２００９年提出了峰值相位(POP)法,该方法简单易行,但在结构光调制度较低和空间频率较高时会产

生较大的误差;为了解决POP算法不适应高空间频率的问题,２０１３年,Wicker等[２８]在Gustafsson小组的研

究基础上提出了优化的图像互相关迭代算法,有效弥补了POP法的部分缺陷,但迭代算法计算量大;为此,
同年,Wicker[２９]提出了非迭代的图像自相关(ACR)算法,有效地压缩了原有迭代算法的计算时间,然而,

ACR算法定参前需要准确地测量光学成像系统的点扩展函数(PSF),测量误差将会对其精度产生影响;

２０１６年,Zhou等[３０]提出了基于图像重组变换(IRT)的定参算法,解决了低调制度下的SIM超分辨图像重建

问题,降低了SIM的激发光功率.
本文对几种典型的超分辨重建算法进行了对比:１)SIM 超分辨成像的基本原理;２)主流的SIM 成像方

式和光路比较;３)不同图像超分辨重建算法的对比.

２　SIM超分辨成像的基本原理
从阿贝成像的角度[１],可将光学成像系统看作是一个低通滤波器,其空间频率调制函数又称为光学传递

函数(OTF),OTF的大小决定了光学成像系统可通过的空间频率范围,OTF的范围越大,意味着可探测的

高频信息越多,光学成像系统的空间分辨率也越高.阿贝理论证明,固定数值孔径 NA 和波长λ 的光学成

像系统的最高空间频率k０＝２NA/λ,即阿贝衍射极限.如何突破这一极限是超分辨光学成像的基本问题.
既然衍射极限外的高频信息无法进入OTF的范围,那么是否可以通过某种方式将高频信息搬运至OTF范
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围内,并在探测后将其解析还原.脉冲响应函数(δ函数)可使与其卷积的函数发生空间平移,即具有搬运特

性,在光学成像系统中,物像之间恰好满足卷积关系,因此,理论上存在构建关系的可能.但是搬运过程发生

在频域,而成像过程却在空域,下一步需要解决如何在空域操作进而实现频域的搬运.由于余弦函数的频谱

分布恰为三个δ函数,因此,在空域对物体加载满足余弦函数分布的结构光,即可实现衍射极限外高频信息

的搬运.基于以上分析,可进一步证明结构光照明超分辨成像的基本原理.
在线性响应的荧光显微成像系统中,荧光强度与激发光强度I(r)和荧光分子浓度S(r)成正比,且物像

的强度之间满足卷积关系,可表示为

D(r)＝[S(r)I(r)]H(r), (１)
式中H(r)和D(r)分别为系统的PSF和像分布函数,符号Ä代表卷积.若激发光强度满足余弦函数分布,即

I(r)＝I０ １＋mcos２πpr＋φ( )[ ] , (２)
式中I０、m、p 和φ 分别为结构照明光场的平均强度、调制度、空间频率和初相位,则(１)式可改写为

D r( ) ＝I０ Sr( ) １＋mcos２πpr＋φ( )[ ]{ }H r( ) , (３)
此时,D(r)即为经结构光照明的图像强度分布,但仅从(３)式中无法辨别D(r)是否包含超衍射极限的信息,
因此需要从频谱的角度观察是否有更高频的信息被搬运至光学成像系统中.由傅里叶变换关系,不难求出

像频谱D~(k)表达式为

D~(k)＝I０ S~ k( ) ＋
m
２expiφ

( )S~ k( ) δk－p( ) ＋
m
２exp－iφ

( )S~ k( ) δk＋p( )
é

ë
êê

ù

û
úúH~(k),(４)

式中S~(k)为S(r)的傅里叶变换,即物的频谱;H~ (k)为PSF的 H(r)的傅里叶变换,即系统的光学传递函

数.根据δ函数在卷积操作时的空间平移特性,(４)式可进一步改写成

D~(k)＝I０ S~ k( ) ＋
m
２expiφ

( )S~ k－p( ) ＋
m
２exp－iφ

( )S~ k＋p( )
é

ë
êê

ù

û
úúH~(k), (５)

不难看出,若 均 匀 照 明 下 探 测 器 可 收 集 的 空 间 频 谱k Î[－k０,k０],则 结 构 光 照 明 下 将 其 扩 展 至

k Î[－k０－p,k０＋p],即经结构光照明,图像空间频谱已包含衍射极限外的高频信息,且扩展范围由结构光

的空间频率p 决定.显然p 值越高,扩展的频谱范围就越大,但是产生结构光的光学成像系统亦是衍射受

限系统,空间频率p 最大值不超过λemk０/λex,其中λex为激发光波长,λem为荧光波长.因此在线性SIM 中,
系统可探测的最大频域半径为

k ＝k０＋
λem
λex

k０ ≈２k０. (６)

　　此外,由(５)式可知,SIM系统所获得的图像空间频谱实为宽场频谱和衍射极限外高频信息所叠加产生

的混合频谱.为了复原超分辨频谱的真实分布,首先需要将各频谱分量S~(k)、S~(k＋p)和S~(k－p)准确分

离;再将已分离的高频信息S~(k＋p)和S~(k－p)搬回原有的位置;最后,结合去卷积运算[３１],获得最优化的

超分辨图像显示效果.
基于以上分析可知,由于(５)式中共包含三个未知频谱分量S~(k)、S~(k＋p)和S~(k－p),至少需要构建

三个独立方程式以获得未知数的精确解.显然,在结构光调控过程中,初相位φ 是最合适的调制参数.选

择三个不同初相位(φ１,φ２,φ３)的结构光激发样品,可构建矩阵方程为

D~１(k)

D~２(k)

D~３(k)

é

ë

ê
ê
ê
êê

ù

û

ú
ú
ú
úú

＝I０H(k)
１ (m/２)exp－iφ１( ) (m/２)expiφ１( )
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. (７)

　　若相邻相位之间的相位差为２π/３,则(７)式可改写为[３２]

S~(k)

S~(k＋p)

S~(k－p)

é
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＝[１/３I０H(k)]
１ １ １
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　　随后,经频谱分量的平移和去卷积运算,即可完成相应空间频率方向的频谱拼接.图１(a)所示为宽场
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频谱,然而,单一频率方向的结构光仅能扩展相应方向的空间频谱[图１(b)],通过旋转结构光场的条纹方向

(０°、６０°和１２０°),即可获得近似各向同性的二维超分辨图像[图１(c)].

图１ (a)宽场频谱;(b)单一频率方向结构光获得的扩展频谱;(c)多频率方向结构光获得的扩展频谱

Fig敭１  a WideＧfieldspectrum  b extendedspectrumwithsinglefrequencydirection 

 c extendedspectrumwithmultiＧfrequencydirection

３　两种SIM超分辨成像系统
由SIM超分辨成像的基本原理可知,其成像系统需要满足以下条件:１)产生空间频率接近光学成像系

统衍射极限的结构照明光场,以实现最大的频谱扩展;２)精确调制结构光照明光场相位,以便实现准确的频

谱分离;３)产生多个不同方向的结构光照明光场,以实现接近各向同性的频谱扩展.目前,主流的结构光产

生方式可分为干涉式和投影式.

３．１　干涉式SIM系统

干涉式SIM系统最早由Gustafsson等[３３]提出,其基本思路是通过双光束干涉的方法,在显微物镜焦平

面形成高空间频率的余弦强度分布的条纹结构照明光场.早期的结构光照明显微系统均使用衍射光栅产生

结构照明光场.结构光的平移和旋转通常使用电控平移台和旋转台移动衍射光栅位置来实现,这将不可避

免地带来机械振动并降低系统的时间分辨率.此外,光栅衍射角随波长的变化而产生差异,在改变激发波长

时,需要对光路进行一定程度的调整,不便于多色荧光成像.为了实现快速稳定的结构光调制,液晶空间光调

制器(LCＧSLM)代替衍射光栅对入射激光进行调制,通过编程控制空间光调制器可以实时改变结构光场的强

度分布.由于使用空间光调制器代替电控平台和衍射光栅,SIM的时间分辨率和稳定性都得到了极大的提高.
目前,干涉式结构光照明显微系统主要以向列型LCＧSLM[３５Ｇ３８]和铁电型LCＧSLM[２３,３４,３９Ｇ４１]为主,凭借在

刷新频率方面的优势,铁电型LCＧSLM 在活体细胞的快速成像研究中获得了广泛的应用,其光路示意图如

图２(a)所示.为了在不同的结构光频率方向获取相同的结构光场调制度,系统需要额外的偏振控制[图２
(b)],即在结构光频率方向发生旋转时,光场偏振方向需要随之发生偏转[４２],由此增加了干涉式SIM 系统

的复杂度.

３．２　投影式SIM 系统

投影式SIM系统最初由Heintzmann等[１６]应用于超分辨成像,其基本思路是在显微物镜焦平面的共轭

面放置光栅,利用显微系统将光栅条纹微缩投影于物镜焦平面,通过选择合适光栅常数的光栅,可获得空间

频率接近衍射极限的条纹结构光照明光场.与干涉式结构光照明显微系统相比,投影式SIM系统无需掩模

滤波,光路简单易搭建.与前文所述的光栅干涉法类似,基于光栅投影方式的结构光照明显微系统同样面临

着稳定性方面的问题,因此,光路中需要引入一种可编程控制的强度型光场调制器件.２０１３年,Dan等[４３]提

出并实现了基于数字微镜阵列(DMD)投影和LED照明的SIM技术,光路示意图如图３所示.LED光源经

全内反射分光棱镜(TIRＧPrism)后垂直照射至DMD表面,通过DMD反射,携带条纹信息的反射光再次经

过TIRＧPrism并依次经由聚光镜、二向色镜和物镜投影至物镜焦平面,形成高空间频率的结构光照明光场.
由于该系统采用了LED照明,可在有效减弱激光照明所带来的散斑问题的同时避免干涉式SIM 系统中复

杂的偏振控制,有利于仪器的小型化发展.此外,基于DMD的投影方式,不仅避免了机械移动带来的稳定

性问题,而且投影条纹的空间频率在一定范围内快速可调,极大地扩展了该系统的应用范围[４４Ｇ４７],其中在多
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图２ (a)基于铁电型LCＧSLM的结构光照明显微系统示意图;(b)偏振控制示意图[３４]

Fig敭２  a SchematicofferroＧelectricLCＧSLMbasedstructuredilluminationmicroscopy 

 b schematicofpolarizationcontrol ３４ 

波长激发的快速超分辨成像领域的发展潜力巨大.

４　SIM超分辨图像重建算法
超分辨图像重建算法是SIM 技术的核心.如(７)、(８)式所示,在重建过程中,结构照明光场的调制度

m、空间频率p 和初相位φ 等参数的估测精度直接决定了高频信息的还原效果,其中调制度m 的取值仅影

响高频信息在整体频谱的占比,可通过去卷积等频谱运算将其误差影响消除,故对其精度要求不高;空间频

率p 可通过频谱分量对比[１３]和峰值寻找[２７]等方式获取,估测精度也可以满足;而相位值φ 由于位于系数矩

阵的指数项,因此微小的估算误差会对后期图像重建带来严重影响,在超分辨图像重建算法中尤为重要.选

取了具有代表性的三种算法(POP、ACR和IRT),对初相位值的估测进行了详细地介绍,并分别在理论、模
拟和实验方面进行对比.

４．１　理论基础

在SIM成像过程中,探测器采集到的图像会受到一定离焦背景的干扰[４８].考虑到结构光场仅在物镜

焦面附近产生调制,因此,离焦干扰可作为未调制的背景项[４９]引入(３)式,即

D(r)＝I０ S(r) １＋mcos２πpr＋φ( )[ ]{ }H(r)＋DBG(r), (９)
式中DBG(r)为离焦背景,则D(r)相应的频谱分布为

D~(k)＝I０ S~(k)＋
m
２expiφ

( )S~(k－p)＋
m
２exp－iφ

( )S~(k＋p)
é

ë
êê

ù

û
úúH~(k)＋D~BG(k). (１０)
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图３ 基于DMD投影和LED照明的结构光照明显微系统[４３]

Fig敭３ SchematicoftheDMDＧbasedLEDＧilluminationstructuredilluminationmicroscopy ４３ 

４．１．１　POP算法

Shroff等[２７]提出,若令k＝p,则(１０)式可写为

D~(p)＝I０ S~(p)＋
m
２expiφ

( )S~(０)＋
m
２exp－iφ

( )S~(２p)
é

ë
êê

ù

û
úúH~(p)＋D~BG(p), (１１)

进一步分析(１１)式可知若满足如下条件:１)离焦背景干扰很弱;２)结构光场调制度光场调制度m 足够高;３)
物频谱的高频分量衰减足够快且条纹频率适中.则有

D~BG(p)≈０

mS~(０)２ ≫ S~(p)２＋ mS~(２p)２{ . (１２)

　　由此,(１１)式可改写为

D~(p)≈０．５ I０mS~(０)H~(p)[ ]expiφ( ) , (１３)

显然,I０ 和m 均为实数.由于物分布均为实数,因此,中心频谱值S~(０)亦为实数.通常情况下,光学成像系

统的PSF满足中心对称分布且为实数,故PSF的傅里叶变换 OTF在频谱空间的任一点也均为实数,即

H~(p)为实数.由此可知,(１３)式中仅初相位φ 位于虚部,则

φ≈argD~(p){ }. (１４)

　　需要注意的是,当结构光空间频率p 过高甚至接近衍射极限时,S~(０)H~ (p)将接近于零,从而导致

D~(p)的信噪比严重降低,进而影响最终的定参精度[２８].

４．１．２　ACR算法

为了解决POP算法在高频结构光照明时失效的问题,Wicker等[２８]于２０１３年提出了基于互相关迭代的

重建算法,但由于迭代过程耗时严重,同年,Wicker[２９]改进了原有算法,提出了无需迭代的ACR算法.在忽

略离焦背景干扰的情况下,令
χ~(k)＝D~(k)H~ ∗(k), (１５)

则χ~(k)在k＝p 处的自相关结果可表示为

ζ(p)＝χ~(k)☉χ~(k)k＝p ＝∫χ~(k)χ~∗(k＋p)dk＝

∫S~(k)＋(m/２)expiφ( )S~(k－p)＋(m/２)exp－iφ( )S~(k＋p)[ ] H~(k)２

 S~∗(k＋p)＋(m/２)exp－iφ( )S~∗(k)＋(m/２)expiφ( )S~∗(k＋２p)[ ] H~(k＋p)２＝
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mexp－iφ( )/２[ ]∫S~(k)２ S~(k＋p)２ a~(k)２dk＋∫S~(k)S~∗(k＋p) a~(k)２dk＋

mexpiφ( )/２[ ]∫S~(k)S~∗(k＋２p) a~(k)２dk＋
mexp－iφ( )

２ ∫S~(k－p)S
~∗(k＋p) a~(k)２dk＋

(m２/４)∫S~(k－p)S
~∗(k) a~(k)２dk＋(m２/４)∫S~(k＋p)S

~∗(k＋２p) a~(k)２dk＋

m２exp－２iφ( )/４[ ]∫S~(k＋p)S
~∗(k) a~(k)２dk＋ m２exp２iφ( )/４[ ]∫S~(k－p)S

~∗(k＋２p) a~(k)２dk,

(１６)
式中符号☉代表相关运算,a~(k)＝H~(k)H~(k＋p).通常情况下,物频谱信息的高频成分远大于低频成分,
且频谱强度分布沿着高频方向迅速衰减,则在(１６)式中仅第一项为强相关,其余子项为相对弱相关,从而可

进一步近似为

ζ(p)≈ mexp－iφ( )/２[ ]∫S~(k)２ S~(k＋p)２ a~(k)２dk, (１７)

式中被积函数为实数,则其积分结果亦为实数,由此可知

φ≈－argζ(p){ }. (１８)

　　虽然ACR算法与POP算法均仅获得近似解,但是,POP算法的近似条件相对严苛,因此通常情况下,

ACR算法可获得更高的精度和稳定性.

４．１．３　IRT算法

在干涉式SIM系统中,结构光场调制度通常较高,因此POP算法的近似条件可以满足.但在投影式

SIM系统中,投影结构光场调制度会受到光学成像系统OTF的调制,结构光场空间频率越大,光场调制度

m 就越低,若在投影式SIM系统中仍以POP算法进行图像重建,则可能引起较大的误差.此外,虽然ACR
算法在精度上有所提升,但仍旧仅获得近似解,且计算时间相对较长.为了解决以上问题,Zhou等[３０]利用

结构光图像间的相互关系,提出了可同时适用于投影式和干涉式SIM 系统的IRT算法.由(９)式可知,若
结构光图像间的相移为２π/３,则采集图像可表示为

D１(r)＝I０ S(r) １＋mcos２πpr＋φ( )[ ]{ }H(r)＋DBG(r)

D２(r)＝I０ S(r) １＋mcos２πpr＋φ＋(２π/３)[ ]{ }{ }H(r)＋DBG(r)

D２(r)＝I０ S(r) １＋mcos２πpr＋φ－(２π/３)[ ]{ }{ }H(r)＋DBG(r)

ì

î

í

ï
ï

ïï

, (１９)

在此基础上构建新图像Dc(r),使得

Dc(r)＝D１(r)＋D２(r)exp －i(２π/３)[ ] ＋D３(r)expi(２π/３)[ ] ＝
(３mI０/２)exp－iφ( ) exp－i２πpr( )S(r)[ ] H(r), (２０)

经以上操作,图像Dc(r)中已去除了离焦背景干扰,其频谱分布为

D~c(k)＝(３mI０/２)expiφ( )S~(k－p)H
~(k), (２１)

同样,取k＝p,则
D~c(p)＝ (３mI０/２)S

~(０)H~(p)[ ]expiφ( ) . (２２)

　　如前所述,由于物分布均为实数且PSF满足中心对称,则S~(０)H~(p)为实数,于是,

φ＝argD~c(p){ }, (２３)
不同于POP算法和 ACR算法的近似解,IRT算法可直接获得结构照明光场初相位φ 的精确解.此外,
(２１)式中已单独分离了高频分量S~(k－p),同理,对Dc(r)取共轭并求其频谱,可得

D~ ∗
c (k)＝FD∗

c (r){ }＝(３mI０/２)exp－iφ( )S~(k＋p)H
~(k), (２４)

式中F表示傅里叶变换.
由(２１)和(２４)式,可求得

S~(k)＝FD１(r)＋D２(r)＋D３(r){ }

S~(k－p)＝ ２exp－iφ( )/３mI０[ ] D~c(k)/H(k)[ ]

S~(k＋p)＝ ２expiφ( )/３mI０[ ] D~∗c(k)/H(k)[ ]

ì

î

í

ï
ï

ï
ï

. (２５)
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　　由以上分析可知,三种算法均通过分析频谱在k＝p 处的信息来获取初相位的估测值,不同的是,POP
算法的分析对象为直接采集的结构光图像的频谱,需要采用相对严苛的近似条件;ACR算法通过分析原始

频谱经预处理后获得的自相关频谱,弱化了近似条件,提高了定参精度;IRT算法则利用原始结构光图像之

间的相位关系,构建了新的图像频谱,并由此求得初相位的精确解.总体来说,IRT算法在精度和耗时方面

具有很大优势.

４．２　数值模拟

基于上述理论分析,本节将对以上三种算法进行模拟对比.在模拟系统中,为了与实验条件匹配,设置

物镜的数值孔径为１．４９,浸油折射率为１．５１５,同时,考虑到SIM 系统中常选用高灵敏度的sCMOS作为探

测器,设探测器分辨率为２０４８pixel×２０４８pixel,像素大小为６．５μm.如图４(a)所示,选用分辨率渐变的圆

形轮盘作为复原目标,其空间频率在中心处达到最高,往边缘呈逐级递减趋势,其空间频谱如图４(b)所示.
以DAPI染料为参考,系统探测的荧光波长为４６１nm,则由阿贝衍射极限理论[１]可知,该模拟系统可分辨的

最小空间尺度为１５５nm.

图４ (a)模拟复原目标和 (b)其傅里叶频谱

Fig敭４  a Simulatedobjectand b itsFouriertransformspectrum
理论上,当结构光条纹频率在８０％的衍射极限频率附近时,POP算法仍可获得优异的表现,但当条纹频

率增至衍射极限时,初相位的估测误差将显著增大,且精度容易受到噪声的干扰[２７Ｇ２８].因此,模拟中,设置加

载的条纹周期分别为１９３nm和１５６nm,对应于８０％和９９％的衍射极限频率,并使用泊松噪声和高斯噪声

退化图像,其中高斯噪声的方差为０．００１.图５显示了三种算法在不同噪声环境和条纹周期下初相位估测误

差随结构光场调制度变化的模拟曲线,选取的调制度范围为０．００１~０．１２.可以看出,当调制度大于０．１时,
三种算法均可获得高精度的初相位估测值,而当调制度降至０．０５以下时,不同算法的估测误差将开始显现

出差异,并随条纹周期的减小而增大,这一特征在POP算法中尤为明显.对比(１４)、(１８)和(２３)式可知,理
论上仅IRT算法可求得初相位值的精确解,因此,在无噪声(或者信噪比很高)环境中,IRT算法可在低调制

度(m＜０．０１)下始终保持相位误差接近于零.当引入泊松噪声时,三种算法的相位误差均受到不同程度的

影响,其中POP算法的影响最大,如图５(a)、(c)所示.高斯噪声的干扰不仅会增加相位误差,还会引起误

差曲线的剧烈波动,结果如图５(b)和(d)所示,在条纹周期较大(T＝１９３nm)时,IRT算法的稳定性较高,但
当条纹周期缩小至衍射极限附近(T＝１５６nm)时,ACR算法的稳定性将超过IRT算法.总体来说,IRT算

法在相位误差和稳定性方面的表现优异,但在空间频率接近衍射极限时,其精度同样容易受到噪声干扰.
相位估测误差因调制度的差别和算法的选取而存在一定的差异,并与超分辨图像的重建质量息息相关,

图６所示为三种算法在不同结构光场调制度下重建的超分辨图像对比结果以及宽场图像的模拟结果.模拟

中,选取调制度分别为０．０１、０．０５和０．１的结构光条纹进行照明,条纹周期为１５６nm,加载的条纹方向分别

为０°、６０°和１２０°,以便获取近似各向同性的二维分辨率.通过放大蓝色虚框的内部区域,可以看到,相对于

宽场图像而言,三种超分辨重建算法均可以有效提高图像分辨率,区别在于是否存在图像伪影.当m＝０．０１
时,经POP算法重建的图像已产生明显的波浪状扭曲,其右上角的频谱图亦存在分离不彻底的现象,同等情

况下,ACR算法仅在局部出现少量伪影,而IRT算法则表现更为优异.随着调制度的增加,初相位估测误

差逐渐减小,伪影也因此减弱,当调制度增至０．１时,三种算法重建的超分辨图像几乎无明显差别.因此,理
论上,在结构光场调制度大于０．１且信噪比较高的条件下,POP算法、ACR算法和IRT算法重建结果相近,
当调制度降低时,IRT算法仍能保持较高的超分辨图像重建质量.
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图５ 初相位估测值在不同条件下随结构光场调制度变化的误差曲线[３０]

Fig敭５ Estimationerrorcurvesofinitialphaseunderdifferentconditionswiththestructurallightfieldmodulation ３０ 

图６ 三种算法在不同调制度下重建的图像对比结果[３０]

Fig敭６ Contrastofreconstructedimagesbyusingthreemethodsatdifferentmodulationdepths ３０ 

４．３　实验对比

对于投影式SIM系统,因光学传递函数的调制作用,条纹空间频率越高,结构光场调制度越低.因此,
在DMD投影的SIM系统中,当结构照明光场空间频率接近衍射极限时,结构光场调制度通常低于０．１,因
此需要考虑选择合适的超分辨重建算法.图７所示为POP算法、ACR算法和IRT算法重建的牛肺动脉内

皮细胞(BPAEC)内肌动蛋白丝的超分辨图像.图７(a)为IRT算法重建的全视场超分辨图像,图７(b)~(e)
为不同算法对同一局部的重建图像,图７(f)~(i)显示的是相应重建图像的频谱图.与模拟结果一致,相对

于衍射受限的宽场图像,三种重建算法均可进一步提高显微成像的空间分辨率,但是,在POP算法和ACR
算法的重构频谱中[图７(g)和(h)],仍存在少量的频谱分离不完全现象,从而导致重建的超分辨图像中存在

些许残留的伪影.相比之下,IRT算法所产生的伪影极少,可在低调制度条纹下准确地重建超分辨图像.
此外,在计算耗时方面,基于主频为４GHz的处理器和３２GB内存的６４位操作系统,POP算法、ACR算法

和IRT算法的耗时分别为２．９７、９．６５和３．０２s.
以上实验结果虽然进一步证实了IRT算法在低调制度条纹照明时的重建优势,但不可忽略的一点,如果图

像中存在显著的噪声干扰,将有可能导致IRT算法的重建质量下降,实验上选择高信噪比的探测器对于IRT算

法而言至关重要.如图５(d)所示,在一定程度的噪声干扰下,ACR算法的定参精度将优于IRT算法,此时选用

ACR算法则更有利于图像超分辨重建.对于高调制度的结构光条纹,三种算法的表现几乎是一致的.
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图７ 基于不同算法重建的牛肺动脉内皮细胞内肌动蛋白丝的超分辨图像[３０]

Fig敭７ SuperＧresolutionimageofactinfilamentinBPAECbydifferentreconstructionalgorithms ３０ 

５　结　　论
在主流的超分辨光学显微成像技术中,SIM技术凭借时间分辨率高、光毒性和光漂白性小等众多优点,

尤为适合应用于活体样品的高分辨动态观测.从线性SIM 成像的基本原理出发,综述了SIM 技术的发展

简史和SIM采用的两种结构光场调控方法(干涉式和投影式结构光产生方案);详细对比了三种SIM 超分

辨图像重建算法,分别是POP算法、ACR算法和IRT算法.三种典型SIM 超分辨图像重构算法的理论模

型、误差模拟和实验结果的对比显示,在高结构光场调制度下,三种算法的定参误差和重建效果几乎是一致

的,但在低结构光场调制度下,IRT算法具有明显的优势,而ACR算法相对更适合应对较强噪声的系统环

境.此外,在计算时间方面,IRT算法与POP算法相近,而ACR算法则耗时相对较高,如何在保证参数估

测精度和伪影抑制效果的基础上进一步压缩计算耗时,仍是下一步超分辨重建工作的重点.此外,对于光漂

白较严重的荧光蛋白,通常需要进行弱光照明和短时间曝光成像,由此引起的信噪比降低亦会对超分辨重建

过程产生影响,如何在低信噪比环境中解析出高质量的超分辨图像仍是目前面临的一大难题.
近十多年来,SIM技术在系统搭建和图像重建等方面不断完善,已成为探索微观世界的重要工具,通过

与其他成像技术的结合,甚至有望应用于临床医学领域,进一步促进生命科学领域的可持续发展.同时,凭
借其光路简单易搭建的优势,未来在仪器小型化的道路上将可能获得重大突破,甚至成为可随身携带的便携

式超分辨成像设备.综上,SIM技术不失为一种最具发展潜力的超分辨荧光显微技术.
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