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基于激光干涉的结构光照明超分辨荧光显微镜系统
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摘要　结构光照明荧光显微术(SIM)是一种可突破阿贝衍射极限的宽场显微成像技术,因其非侵入、成像速度快及

光损伤小等优点在生物医学研究中具有广泛的应用前景.从结构光照明显微成像系统基本原理出发,分析了超分

辨图像重构算法原理、重构图像中伪影来源及优化方法;结合研制的线性/非线性结构光照明显微镜,详细讨论了

基于激光干涉的SIM成像系统光机结构.重点讨论了系统的同步时序设计和光路中的几个关键技术问题.设计

对比实验验证了自主开发的SIM重构算法的可靠性,并基于研制的线性SIM 系统开展细胞骨架的成像实验.最

后,对SIM技术在生物上的发展和应用提出展望.
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１　引　　言
荧光显微镜分辨率由光波长和物镜数值孔径(NA)决定.根据阿贝衍射定律,普通荧光显微镜极限横

向分辨率约为２００nm,导致显微镜对小于波长特征尺度的生物结构难以观测[１Ｇ２].近年来,受生物学研究在

纳米尺度成像需求的推动,伴随着光源、探测器、新型荧光探针及新成像理论的发展,多种可突破衍射极限的
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超分辨荧光成像技术被提出,并将荧光显微镜分辨率提高至１００nm甚至小于１０nm[３].根据不同的成像方

法,超分辨 荧 光 显 微 技 术 可 分 为 三 类:１)单 分 子 定 位 显 微 术(SMLM),包 括 随 机 光 学 重 建 显 微 术

(STORM)[４Ｇ５]和光激活定位显微术(PALM)[６Ｇ７];２)受激辐射损耗显微术(STED)[８Ｇ９];３)结构光照明显微术

(SIM)[１０Ｇ１１].SMLM可实现２０nm甚至更高分辨率成像,但时间分辨率低,同时全内反射荧光(TIRF)照明

方式导致成像深度很浅(约波长量级),而高达几千瓦每平方厘米的激发光功率密度也使得样品极易发生光

漂白[４Ｇ７].STED可获得４０~７０nm的超分辨图像,但高达GW/cm２ 量级的STED光功率密度也同样存在

样品漂白的问题,不适合活细胞成像[８Ｇ９].SIM则有效克服了上述两类超分辨显微镜的不足,其非特定荧光

标记和宽场采图特性,使其在时间分辨率和抑制光漂白方面有较大优势,被视为观测活细胞最有效的手段.
基于SIM原理的显微成像技术分为层切和超分辨成像两类,本文着重讨论SIM 超分辨成像研究.

１９９９年,Heintzmann等[１０]提出了横向调制激发显微镜(LMEM)成像方法,并在实验中获得高分辨率,提高

成像结果;２０００年,Gustafsson[１１]在LMEM的基础上提出了二维结构光照明显微镜技术,实验获得了横向

分辨率约１１５nm的超分辨率图像,较普通宽场显微镜分辨率提高约两倍;随着非线性荧光激发显微术的发

展,２００２年,Heintzmann等[１２]提出了基于非线性荧光激发的饱和结构光激发显微镜(SPEM),从理论上进

一步扩展SIM的频谱空间以提高成像分辨率;２００５年,Gustafsson[１３]从实验上验证了SPEM 技术的可行

性,获得约５０nm的横向分辨率,并称之为饱和结构光照明显微镜(SSIM).SPEM/SSIM 技术激发光强对

样品有很强的光漂白效应,２００８年,Hirvonen等[１４]提出了基于可逆光转换荧光蛋白实现非线性结构光照明

的理论,直至２０１２年此方案才被Rego等[１５]从实验中获得验证,在激发光强度降低６个数量级的条件下仍

获得了约５０nm的横向分辨率.为了获得轴向样品三维信息,２００８年,Gustafsson等[１６]实现了三维结构光

照明荧光显微成像,将横向和轴向分辨率都提高到普通荧光显微镜的两倍.早期的SIM使用光栅获得两束

光,随着空间光调制器件(SLM)在光学波前调控领域的广泛使用,Hirvonen等[１７Ｇ１８]采用SLM 替代光栅产

生结构光条纹,成功实现活细胞二维超分辨成像.２０１１年,Shao等[１９]基于SIM 获得了活细胞三维超分辨

图像,并于２０１２年实现双色三维活细胞超分辨成像[２０].国内,２０１３年,Dan等[２１]使用LED作为光源,数字

微镜阵列(DMD)作为SLM开展SIM研究,实现了SIM 层切和超分辨成像.２０１５年,Li等[２２]使用NA１．７
油镜和SLM在TIRF照明模式下开展线性SIM成像,获得８２nm的超高分辨率;此外,该小组提出了结构

光激活与结构光激发相结合的新型非线性SIM技术,采用新型反复光激活荧光蛋白SkylanＧNS进行活细胞

成像,获得了高达６２nm的空间分辨率.
本文从SIM技术基本原理出发,结合本课题组开发的激光干涉线性/非线性SIM 系统,从图像重构算

法开发、光机结构设计、控制系统和同步时序设计等方面展开讨论,重点分析了SIM系统研制时涉及的关键

技术问题.

２　SIM原理与重构算法
２．１　基本原理

SIM技术利用强度正弦调制的结构光激发荧光样品产生叠栅效应,将原本不在远场空间传播的高频信

息编码到低频显微图像中,通过图像重构算法解码出高频成分实现分辨率的提高.首先从显微镜成像过程

中点扩展函数与荧光发射强度的卷积出发,系统探测器采集到的荧光图样D(r)可表述为[１１Ｇ１３]

D(r)＝F[I(r)]P(r)＋N(r), (１)
式中F[I(r)]为发射光强,I(r)为激发光强,P(r)为点扩展函数,N(r)为噪声项,代表卷积运算.荧光分

子激发光强较弱时,发射强度正比于激发光强,而激发光强度进一步增大时荧光分子进入饱和激发态,发射

强度呈非线性效应,此时(１)式中的发射光强F 展开为[１３,１５,２３]

F Ir( )[ ] ＝ a０＋a１Ir( ) ＋a２I２r( ) ＋a３I３r( ) ＋＋aNIN r( )[ ]Sr( ) , (２)
式中S(r)为被测样品,N 代表谐波阶次,N＝１为线性激发.当激发光为正弦分布的非均匀结构光时,荧光

发射强度可表示为[１６]
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F Ir( )[ ] ＝ b０＋b１cos２πk０r＋ϕ( ) ＋b２cos４πk０r＋２ϕ( ) ＋[

b３cos６πk０r＋３ϕ( ) ＋＋bNcos２Nπk０r＋Nϕ( ) ]Sr( ) , (３)
式中k０ 和ϕ 分别为结构光空间频率和初始相位.将(３)式代入(１)式并进行傅里叶变换可得

D̂(k)＝Fotf(k)∑
N

m＝ －N
bm̂S(k－mk０)exp－imϕ( ) ＋N(k), (４)

式中D̂(k)为荧光频谱图像,̂S(k)为样品频谱,Fotf(k)为系统光学传递函数,N(k)为噪声谱.
特殊情况,当N＝１时系统为线性激发产生线性结构光照明,(３)式可简化为[１１]

D̂(k)＝
I０
２ Ŝ(k)＋

１
２Ŝ
(k－k０)exp－iϕ( ) ＋

１
２Ŝ
(k＋k０)expiϕ( )

é

ë
êê

ù

û
úúFotf(k)＋N(k), (５)

式中右边第一项代表普通宽场显微频谱,另两项相对于第一项分别平移了k０,相当于系统将大于截止频率

kc 的高频成分编码到光学传递函数的低频区域.当在同一方向角下采集三张或更多不同相位值φ 的荧光

图像后,对(５)式三个不同相位下的方程组进行联立求解,将三个谐波项s(k)、s(k＋k０)和s(k－k０)分离开;
对两频谱项s(k＋k０)和s(k－k０)平移并拼接到s(k)的高频区域获得目标荧光图像频谱.进一步,为确保

重构图像在频谱空间的各方向均提高,系统在三个方向(即不同的余弦调制k０ 值)进行不同相位值ϕ 荧光

宽场成像.图１所示为SIM技术基本原理,图１(a)所示为叠栅效应调制产生高频信息,图１(b)所示为普通

宽场荧光显微镜可探测频谱范围,图１(c)为正弦结构光照明时荧光图像频谱,图１(d)为多方向角线性SIM
频谱拓展,图１(e)单方向的非线性SIM频谱拓展,图１(f)多方向角非线性SIM频谱拓展[１１,１４].

图１ SIM技术原理示意图

Fig敭１ DiagramoftheprincipleofSIM

进一步,当N＞１时,系统可实现非线性结构光照明.依然可以从(４)式出发,各非线性谐波项分别是照

明结构光空间频率的二倍频、三倍频乃至更高阶,这些高阶非线性项将更高空间频率编码到光学系统的低频

区域,相对于线性SIM又进一步拓展了整个系统的光学传递函数.若不考虑其他因素(光漂白、系统复杂度

等)限制,一直增大激发光强可无限扩展系统的光学传递函数,理论上非线性SIM不存在分辨率极限[１３].

２．２　重构算法与伪影优化

SIM显微成像中需要采集不同方向和不同相位的多幅结构光照明的原始图像进行重构才能得到最终

的超分辨图像,因此图像重构算法非常重要.基于广义维纳滤波的图像重构是目前最常用的SIM超分辨图

像重构算法,主要包括图像预处理、频谱分离、频谱配准、频谱融合与图像重构４个步骤[１１,２４Ｇ２６].在SIM 超

分辨重构算法中,如何抑制重构图像中的伪影、保证图像的真实性是需要重点解决的问题.重构图像中产生

伪影的原因主要有[２７Ｇ２８]:１)探测器背景噪声和响应不均匀;２)照明结构光强度波动;３)各图像间样品漂移;４)
结构光周期扰动;５)各方向角间样品漂移;６)结构光参数标定不准确.为确保重构图像的真实性,需设计补

偿算法对上述因素的影响进行校正,实时标定结构光参数.

１)预处理.图像预处理包括去背景、强度归一化及图像边缘模糊化等[２７,２９].
为确保结构光参数标定算法的精度,传统SIM 算法一般要求原始荧光图像具有较高的信噪比,通常采

用直接减暗背景对原始图像进行预处理.然而,当原始荧光图像信噪比较低时,上述预处理步骤重构出的图

像中存在很严重的伪影.Chu等[２９]对低信噪比荧光图像分析发现,噪声频谱主要集中在坐标原点与沿轴方

向,该区域噪声相对信号更强,并提出如下优化方案:设置沿轴向分布陷波器对原始荧光图像频谱滤波后再

进行下一步的结构光参数标定,有效减少重构图像中的伪影.
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２)频谱分离.首先标定结构光调制度和初始相位:①将理想的调制度和相位差代入满足(４)式或(５)式
的２N＋１的线性方程组求解,对各频谱项初步分离;②对０级与±１级频谱重叠区通过交叉关联的方式估

算出准确的余弦结构光调制度和初始相位,完成０级、±１级等频谱项的分离.在同一方向角k０ 中对不同

相位ϕ 结构光的相位估计不准确时,分离出的各阶频谱中就会残留其他频谱成分,造成重构图像中存在网

格状伪影.Shroff[２８]最早提出采用峰值法来标定结构光初始相位,当结构光空间频率超过系统光学传递函

数截止频率８５％时,该方法误差较大,故无法对TIRF条件下的结构光初始相位进行标定.针对峰值法的

上述缺陷,Kai等[２４Ｇ２７]提出如下优化方案:对频谱分离步骤反复迭代计算,使得０级与±１级频谱重叠区域相

关性最强,得到最优初始相位,确保各阶频谱准确分离,避免产生网格状伪影.

３)频谱配准.将包括±１级在内的高阶频谱项平移到样品频谱的特定位置以解码出高频成分,平移方

向和大小由结构光空间频率k０ 决定.Heintzmann等[１２]最早提出采用质心法标定k０,可达到亚像素精度.
然而,当频谱中相邻两像素同为峰值点时该标定算法无效.在此基础上,Kai等[２４Ｇ２５]提出基于交叉关联法迭

代的标定算法,但计算时间较长.为解决上述算法耗时的问题,本文提出如下标定方案:①对０级与±１级

频谱交叉关联计算,得到相关性最强的位置即为k０ 初始位置;②对以初始位置k０ 为中心的 M×M 像素区

域进行细化,获得M２×M２ 大小区域,重复步骤①获得亚像素精度定位;③重复细化步骤三次以上即可获得

满足精度的k０.此外,为确保频谱平移后解码出的高频成分能够完整保留,在平移前对各阶频谱进行补零,
一般扩充一倍.

４)频谱融合与图像重构.基于广义维纳滤波算法将平移后的高阶频谱与０级频谱叠加融合获得拓展

频谱,使用合适的窗函数对拓展频谱切趾以消除高频干扰,再进行傅里叶逆变换得到超分辨图像[１１,１４,２４].
图２所示为线性SIM和非线性SIM超分辨图像重构算法仿真.图２(a)~(c)分别为宽场频谱、实域图

和选定区域局部放大;图２(d)~(f)分别为线性SIM 频谱、实域图和局部放大;图２(g)~(i)分别为非线性

SIM频谱、实域图和对应区域局部放大.线性SIM 重构图像成像分辨率相比宽场成像分辨率有了明显提

高,非线性SIM重构图像分辨率又相比于线性SIM提高一倍.

图２ 线性SIM和非线性SIM成像仿真.(a)~(c)分别为宽场频谱、时域图和局部放大;
(d)~(f)分别为线性SIM频谱、时域图和局部放大;(g)~(i)分别为非线性SIM频谱、时域图和局部放大

Fig敭２ SimulationoflinearandnonＧlinearSIM 敭 a Ｇ c WidefieldFouriertransform timedomainimage
anditsdetailview  d Ｇ f linearSIMFouriertransform  timedomainimagean

itsdetailview  g Ｇ i nonＧlinearFouriertransform timedomainimageanditsdetailview
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３　LaserＧSIM系统
根据照明光源类型和结构光条纹产生机理的不同,SIM系统分为非相干成像和相干成像两类[１１,２１].非

相干成像SIM采用LED等非完全相干光源,将DMD阵列上的图像结构直接投影成像在物镜焦平面,具有

结构简单、成本较低、成像速度快等优点,但是结构光的投影过程受光学调制传递函数(MTF)的限制,无法

产生高对比度精细条纹.而相干成像SIM采用激光作为光源,两束或三束相干光在物镜焦平面干涉形成周

期性余弦条纹,通过在光瞳面加入滤波小孔改变系统的光学传递函数的方式滤除系统对非标称条纹周期的

响应产生高对比度余弦条纹.建立了以LED为光源的DMD结构光照明器,通过外接普通荧光显微镜搭建

非相干投影SIM系统[３０],同时在普通荧光显微镜上搭建了基于激光干涉的相干SIM成像系统,实现全内反

射的二维TIRFＧSIM和非线性SIM成像.本文重点讨论激光作为光源、液晶附硅(LCOS)作为光栅的相干

SIM系统.

LaserＧSIM系统(线性/非线性SIM 光路共用)光路原理如图３所示,采用４路激光(４０５、４８８、５６１、

６４７nm)对铁电液晶空间光调制器(LCOS)(SXGAＧ３DMForthDimensionDisplays,英国)进行照明,激光经

过光纤耦合 准直扩束系统后经偏振分光棱镜(PBS)后垂直投射到LCOS上获得相位调制;衍射光经过傅里

叶透镜后在其后焦面上得到频谱;采用 MASK滤波系统进行空间滤波,仅使－１级和１级衍射光通过;两束

光波干涉产生余弦分布的高对比度结构光条纹激发荧光样品.进行三维成像时,切换 MASK滤波器让０级

光和±１级光同时通过并干涉产生结构光条纹.系统所用物镜为奥林巴斯NA１．４９、１００×浸油TIRF物镜.
线性SIM模式时,采集三个方向角上三个相位的荧光图像(共９张)进行图像重构;非线性SIM 模式则采集

６个方向角上５个相位共３０帧荧光图像.图４为线性/非线性LaserＧSIM 系统原理样机,图４(a)为系统整

体光机结构,图４(b)为结构光生成模块.

图３ 基于激光和LCOS的线性和非线性SIM系统

Fig敭３ LinearandnonＧlinearSIMsystembasedonlaserandLCOS

４　几个关键问题
４．１　控制系统与同步时序

LaserＧSIM从功能上可分为光源合束模块、结构光生成模块、成像与处理系统、电子学控制系统４个子

系统.其中,电子学控制系统主要包括同步控制器、LCOS、声光调制器(AOTF)、成像探测器(sCMOS)、液
晶位相延迟器(LCC)、Z 轴位移台以及４０５、４８８、５６１、６４７nm激光器控制模组.为确保采集到的原始图像

的可靠性,需对LCOS、AOTF、sCMOS和LCC进行精确同步与切换,这是线性SIM 和非线性SIM 系统控

制的核心.开发了基于现场可编程门阵列(FPGA)的电子学控制系统来实现微秒级精度的同步与切换,图５
为控制系统总体结构框图.

LaserＧSIM系统工作于线性SIM模式时,重构单帧超分辨率图像需采集三个不同方向角、三个不同相

位结构光照明的共９帧荧光图像.当在LCOS上下载特定方向角及相位的二值化条纹图像时,要严格控制
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图４ 线性/非线性LaserＧSIM光机结构.(a)整体结构;(b)结构光照明模块

Fig敭４ OptoＧmechanicalstructureoflinearandnonＧlinearLaserＧSIM敭 a Integralstructure  b structuredlightmodule

图５ 控制系统总体结构框图

Fig敭５ Overallstructurediagramofcontrolsystem

AOTF选通某一路激光光源、LCC需同步调控激发光偏振态为指定方向,sCMOS相机实时完成荧光图像采

集.因此,系统以LCOS作为整个同步时序的基准,即AOTF、LCC和sCMOS触发都以LCOS为参考.此

外,偏振态调控时因LCC的最下时间相应为１０ms,需给LCC预留１０ms响应时间.图６为线性SIM模式

下LCOS加载２０ms序列成像的同步时序.
工作于非线性SIM模式时,获得单帧超分辨图像需采集６个不同方向角、５个不同相位结构光照明时的

３０帧原始图像.因非线性SIM成像时需先选通４０５nm激光对荧光样品进行激活,再选通４８８nm激光对

被激活的样品进行激发.因此,完成一张荧光图像的采集需先后控制４０５nm和４８８nm激光器各通断一

次,本系统利用AOTF来控制两路激光的选通.非线性SIM模式下LCOS加载２０ms序列成像的同步时

序如图７所示.

４．２　偏振调控

目前,绝大多数激光SIM系统都采用大NA物镜成像,例如奥林巴斯放大倍率１００×、NA１．４９的TIRF
油镜(UAPON１００×OTIRF,Olympus,日本).大 NA 物镜干涉成像时激发光偏振态不可忽略[３１Ｇ３２].
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图６ 线性SIM模式:LCOS加载２０ms序列成像同步时序

Fig敭６ LinearSIM mode synchronoussequentialofLCOSloading２０mssequence

图７ 非线性SIM模式:LCOS加载２０ms序列成像同步时序

Fig敭７ NonＧlinearSIM mode synchronoussequentialofLCOSloading２０mssequence

如图８所示,两束p偏振光经大NA物镜出射后以接近垂直角度聚焦于焦面时几乎不干涉,没有结构光条纹

产生.为确保激发光在焦面上产生高对比度的结构光条纹,需实时调控激发光偏振态保证其与物镜光瞳面

垂直(s偏振光).通常使用λ/４波片(QWP)、λ/２波片(HWP)配合LCC实现,使用 MeadowlarkOptics公

司生产的LCC(LVRＧ２００ＧVISＧTSCＧ１L,MeadowlarkOptics,美国).此外,值得注意的是,LCC调控效果会

因温度漂移变化,导致条纹对比度下降.当长时间曝光时,需对LCC采取严格的温控措施,如开发闭环温控

电路或购买具有温度自动调节功能的LCC器件.
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图８ 大NA物镜偏振态影响

Fig敭８ PolarizationeffectofhighNAobjective

４．３　干涉光斑对称与重合

对SIM成像而言,两束干涉光斑在物镜焦平面完全重合时,条纹对比度最高、成像视场最大.光路调节

时最常见的两个问题:１)１级衍射光斑分布不对称.以三个方向角、三个相位的TIRFＧSIM为例,６个１级衍

射光相对于光轴不对称,造成三个方向角结构光条纹对比度不同,甚至某些方向角存在挡光情况;实验上可

通过调整物镜转盘转到无物镜位置,切换SLM 到快速工作模式,让０级光通过光路;在物镜接口处安装

０．５~１m长且带有口径可调小孔光阑的套筒,迭代调节双反射镜使０级光斑无遮挡的通过套筒投射到天花

板上并标记位置;再切换物镜转盘至１００×TIRF物镜,让０级和６个１级光斑同时通过,迭代调节反射镜确

保６个１级光斑对称,完成共轴调节.２)相机成像清晰,对称分布的两干涉光斑不完全重合,结构光条纹仅

出现在中间重叠区域,移动物镜使干涉光斑完全重合时则相机成像变得模糊[３２].在SLM 上加载半径很小

的圆形 Mask条纹,使探测器上可以看到两个边缘清晰圆斑;沿轴向反复调节物镜和探测面位置,从而确保

两干涉光斑完全重合且成像清晰.图９为调节干涉光斑对称与重合示意图,图９(a)、(c)为物镜焦面处干涉

光斑部分重合情况,图９(b)、(d)为调整后干涉光斑在物镜焦面处完全重合图样,图９(e)、(f)分别为上述两

个状态时对１００nm荧光小球成像结果.

图９ 干涉光斑对称与重合示意图.(a)(c)物镜焦面处干涉光斑部分重合;(b)(d)物镜焦面处干涉光斑完全重合;
(e)３个方向角１级光斑对称调节(未重合);(f)３个方向角１级光斑对称调节(重合)

Fig敭９ Diagramofinterferencespecklesymmetryandcoincidence敭 a  c Partlyoverlappedstateinfocalplane 

 b  d completelyoverlappedstateinfocalplane  e symmetricadjustmentof１storderspeckle
ofthreeorientations nooverlap   f symmetricadjustmentof１storderspeckleofthreeorientations overlap 

５　实验结果
为检验本文SIM 重构算法的可靠性,使用３DＧSIM(DeltaVisionOMX®,GEHealthcare,美国)对

alexafluor４８８标记的鬼笔环肽(激发和发射波长分别为５０５和５１２nm)荧光染料标记的小牛肺动脉上皮细

胞成像.图１０所示为开发的线性SIM算法与GE商用SIM系统重构结果比较,图１０(a)为３DＧSIM宽场成

像结果,去卷积结果如图１０(b)所示,图１０(c)所示为３DＧSIM商用算法重构结果,图１０(d)所示为本文自编

算法重构结果,相对于宽场去卷积图样,本文线性SIM重构算法与３DＧSIM算法在重构准确性上相当.
线性LaserＧSIM系统成像结果如图１１所示.其中,图１１(a)为激发波长４８８nm下奥林巴斯放大倍率

１００×、NA１．４９TIRF物镜(UAPON１００× OTIRF,Olympus,日本)宽场成像结果,对应的线性SIM 重构

图像如图１１(d)所示,样品为小牛肺动脉上皮细胞、荧光染料为alexafluor４８８标记的鬼笔环肽(激发和发射
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图１０ 线性SIM算法重构结果分析.(a)宽场图像;(b)宽场去卷积;(c)３DＧSIM算法重构结果;(d)本文算法重构结果

Fig敭１０ AnalysisoflinearSIMreconstructionresults敭 a Widefieldimage  b deconvolutionofwidefield 

 c reconstructedimageof３DＧSIMalgorithm  d reconstructedimageofproposedalgorithm

波长分别为５０５和５２５nm);图１１(b)为激发波长５６１nm下奥林巴斯放大倍率１００×、NA１．４９TIRF物镜

(UAPON１００XOTIRF,Olympus,日本)宽场成像结果,对应的线性SIM 重构图像如图１１(e)所示,样品为

小牛肺动脉上皮细胞、荧光染料为 MitoTracker® RedCMXRos(激发和发射波长分别为５７９和５９９nm);图

１１(c)为使用奥林巴斯放大倍率４０×、NA０．７５物镜(UPLFLN４０×,Olympus,日本),在６４７nm激发光照

明时的宽场成像结果,对应的线性SIM 图像如图１１(f)所示,样品为细胞肌动蛋白微丝、荧光染料为alexa
fluor６４７标记的鬼笔环肽(激发和发射波长分别为６５０和６６８nm);可以看出,SIM 重构图像分辨率比宽场

图像明显提高.经实验标定,线性SIM模式下分辨率最高可达１２０nm左右(TIRF物镜:１００×、NA１．４９;
激发和发射波长分别为５０５和５２５nm).

图１１ 线性SIM成像结果.宽场成像,激发光分别为(a)４８８nm、(b)５６１nm和

(c)６４７nm;SIM重构,激发光分别为(d)４８８nm、(e)５６１nm和(f)６４７nm
Fig敭１１ ImagingresultsoflinearSIM敭Widefiledimagesof a ４８８nm、 b ５６１nmand

 c ６４７nm reconstructedSIMimagesof d ４８８nm、 e ５６１nmand f ６４７nm

６　结　　论
结构光照明荧光显微镜被视为超分辨显微成像在生物医学研究中最有前途的手段.线性SIM 容易实

现且分辨率较传统显微镜提高一倍,不需要特别的荧光标记方法,可以做普通荧光显微成像的样品都可以用

来进行SIM超分辨成像,因此引起了生物医学研究者的广泛兴趣.非线性SIM 有效弥补了线性SIM 无法

解析１００nm以下尺度生物结构的不足.SIM 技术未来的发展方向将取决于应用需求,成像装置将朝着多

种成像方式(如SIMＧSTORM、光片SIM等)融合的方向发展,图像重构算法则在传统算法基础上朝着正则

化图像复原方向演变.可以预见,随着SIM技术和新型荧光探针的发展,当前活细胞成像观测中光漂白、光
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毒性以及时间分辨率低等问题将逐步解决,SIM 技术也将在生物医学研究,尤其是活细胞动态成像中发挥

更重要的作用.
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