
第３８卷　第３期 光　学　学　报 Vol．３８,No．３
２０１８年３月 ACTAOPTICASINICA March,２０１８

基于金属光栅近场衍射增强的结构光照明技术

余慕欣１,周文超１,周松１,２,吴一辉１
１中国科学院长春光学精密机械与物理研究所应用光学国家重点实验室,吉林 长春１３００３３;

２中国科学院大学,北京１０００４９

摘要　生命科学领域的研究需要对样本进行纳米量级的宽视场、实时动态观测.提出了一种基于金属光栅近场衍

射增强的结构光照明技术,该技术在传统eＧpi显微镜的基础上引入金属光栅和空间光调制器;对该技术的亚波长

成像性能进行了理论分析和数值分析.研究结果表明:在波长为５２０nm、数值孔径为１．３的条件下,该技术可以使

半峰全宽的横向空间分辨率为６５nm,相比于宽场照明显微分辨率提升了约３．７倍;该技术以其优异的亚波长成像

性能在生命科学领域研究中具有潜在的应用价值.
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１　引　　言

荧光显微镜是一种实时快速对比较高的成像器

件,它在生命科学研究,特别是活体细胞观测上扮演

着重要角色.然而受阿贝衍射极限约束[１],经典光

学显微镜的分辨率被限制在照明波长的１/２.生物

学领域的研究者希望能从亚细胞甚至是分子尺度

上表征生命活动的过程,这就需要光学显微镜具

有纳米量级的成像分辨率.突破衍射极限代表性

的技术包括受激发射损耗技术[２]、荧光蛋白光激

活定位技术[３]、随机光场重构显微术[４]、结构光照

明技术(SIM)[５Ｇ２０]和超透镜[２１]等.与传统显微镜采
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用均匀光场照明不同,SIM 利用双光束或三光束干

涉形成的正弦型光场作为照明图案,将位于光学传

递函数响应频率之外的物质空间频率信息编码移频

后转变为可探测信号,使得描述物质微观尺度特征

的高频信息贡献于成像,最终通过后处理计算重构

出超分辨图像,具有宽视场、超分辨和快速成像等特

点[２２].但是,照明图案的空间频率仍会受到衍射极

限的限制,导致传统SIM的成像分辨率仅为经典光

学显微镜的两倍[５Ｇ６].
为进一步提高SIM的成像分辨率,饱和结构光

照明技术(SSIM)[１３Ｇ１５]和表面等离子体结构光照明

技术(PSIM)[１６Ｇ１９]相继被提出.SSIM 饱和激发出

的荧光含有高阶谐波分量,可以将物质更高空间

频率信息移频成像,达到提高成像分辨率的目的.
然而,饱和激励荧光过程较慢,一次有效的激励

(饱和因子大于０．４)需要花费毫秒量级的时间,因
而形成一帧超分辨图像需要０．５~２s[１５],成像速

度较低,无法满足动态成像的需求.表面等离子

体激元(SPPs)[１６Ｇ１９]具有强电场局域化、深亚波长

传输以及电场增强等新颖的光学特性,特别适用

于超分辨率成像.PSIM 将SPPs和SIM 结合起

来,将SPPs干涉获得的极高空间频率的干涉条纹

作为照明图案,该技术的成像分辨率是传统荧光

显微镜的２．５~３倍[１６Ｇ１９].PSIM 是一种线性荧光

标记成像技术,它不需要激励饱和荧光,可以获得

极高的时间分辨率[１６].然而,高损耗是SPPs的固

有缺点[２３],SPPs在传输中的衰减会导致视场受

限,同时导致照明图案畸变,进而给图像后处理带

来了困难.采用PSIM 技术获得的点扩散函数常

伴有较为严重的旁瓣[１６Ｇ１９],成像质量有待于进一

步提高.
本文在PSIM的基础上提出一种基于金属光栅

近场衍射增强的结构光照明(NDESIM)技术.不

同于 PSIM 技术利用长程 SPPs模式激励荧光,

NDESIM 技术利用亚波长金属光栅结构激励起的

局域表面等离子体波作为照明图案,可以避免长程

SPPs传输损耗导致的视场受限和照明图案畸变.
另外,引入空间光调制器对入射光束的角度及初相

位进行控制,以保证金属光栅生成的照明条纹的各

个谐波分量在k空间是固定的,最终恢复得到物质

k空间上的幅值和相位信息.本文通过理论分析和

数值仿真分析了NDESIM技术的亚波长成像性能,
并对该技术的实现展开了讨论.

２　原　　理

NDESIM技术是通过在普通eＧpi显微镜的基

础上引入空间光调制器和金属光栅来实现的,其原

理如图１所示.在图１中,Ph１、Ph２、Ph３均为光

阑;M１、M２、M３为反射镜;Pol．表示偏振片;mask
为中心不透光的挡光平板.位于光栅上侧的物镜的

数值孔径为１．３,位于光栅下侧的物镜的数值孔径为

１．７;空间光调制器位于物镜的像平面上.一束波长

为５２０nm的激光经过整形、扩束和起偏后作用到

空间光调制器上.空间光调制器的材质为硅上液

晶,简称LCoSSLM 或SLM.SLM 除了能对入射

的偏振光进行幅值调制外,还能通过独立控制SLM
各个像素的开关对衍射光束的出射方向和初始相位

进行精确控制[２４],其中衍射光束的能量集中在０和

±１级次.挡光平板对衍射光束进行空间滤波,它
允许±１级次衍射光束通过,同时阻挡其它衍射级

次通过.当±１级光照明金属光栅时,激励起的

SPPs会干涉形成照明条纹.照明条纹和荧光分子

作用激发出的荧光经过物镜传输到位于远处的科研

级互补金属氧化物半导体(sCMOS)上成像.

图１ (a)近场衍射增强结构光照明技术的原理示意图;
(b)金属光栅的结构;(c)光束穿过物镜后波矢和

偏振方向的变化

Fig．１  a PrinciplediagramofnearＧfielddiffraction
enhancedstructureilluminationmicroscopy  b structure

ofmetalgrating  c changesofwavevectorand

polarizationafteralightbeampassthroughtheobjective
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金属光栅的结构如图１(b)所示,它由基底、金
属光栅和隔离层三部分构成.考虑到材料的光学特

性和工艺兼容性,选择氧化锌(ZnO)作为基底和隔

离层材料,光学参数εZnO＝４[２５];金属银(Ag)作为金

属光栅材料,光学参数εAg＝－１１＋０．３３i[２６].金属

光栅是一维结构,周期Λ＝３４０nm,占空比为０．５,
厚度为６０nm;隔离层厚度为３０nm,探测面到隔离

层的距离为１０nm[１６].引入隔离层是为了避免局

域SPPs电场异常增强[２３,２７Ｇ２８]而导致荧光分子光漂

白,同时也能避免银与环境直接接触而发生氧化.

±１级次衍射光束平行于光轴进入物镜的后焦面,
它穿过物镜后波矢和偏振方向的变化如图１(c)所
示.入射光经过位于光栅下侧的物镜后重新会聚到

焦平面上,改变入射光和光轴间的距离r可以控制

出射光和光轴的夹角θ,理论上θ的变化范围从垂直

出射到掠出射.出射光束在xＧy平面上的波矢投影

可表示为k∥＝k０NAsinθ,式中k０为真空波数,

NA为会聚物镜的数值孔径,其位于光栅的下侧,

NA＝１．７.选 择 高 NA 物 镜 (OlympusAPON
１００XHOTIRF,NA＝１．７)确保了k∥的取值范围满

足设计要求.例如,选择k∥＝kxe⌒x＋kye⌒y(kx＝
(２π/Λ),ky＝０,e⌒x 和e⌒y为单位方向矢量),此时光

束的出射角θ约为６５°.光束的偏振方向如图１(b)
中箭头方向所示,入射光束是线偏振光,偏振方向平

行于光栅周期方向,经物镜折射后,出射光束是角向

偏振.当光束直径足够小时,出射光束可简化成线

偏振光,出射光束中含有的P波分量可以有效地激

励起金属光栅的SPPs.
光栅激励起的照明条纹的近场电场强度分布可

由瑞利模型描述[２９]:

I(r)＝ [exp(ikinc１r＋iΔφ)＋exp(ikinc２r－iΔφ)]

∑
m⊂Z

Amexp(imkgr)２ (１)

式中kinc１和kinc２分别对应±１级次光束在xＧy平面

上的波矢投影,kinc１＝kxêx＋kyêy,kinc２＝－kxêx＋
kyêy;kg为金属光栅的倒格矢,kg＝(２π/Λ)êx;

Am为瑞利级数,Δφ为初始相位.调整kx、ky和Δφ
可以获得不同的干涉条纹.当kx＝ kg ,ky＝０,

Δφ＝０时,(１)式为

I(r)＝∑
m⊂Z

Bmexp(imkgr), (２)

或傅里叶形式:

F{I(r)}＝∑
m⊂Z

Bmδ(k－mkg), (３)

式中Bm为照明条纹光强的第m阶傅里叶级数,δ为

狄拉克算符,k为波矢.
在(２)式描述的照明条件下,可以得到像的傅里

叶空间分布:

G(k)＝∑
m⊂Z

BmObj(k－mkg)H(k), (４)

式中 H(k)为探测物镜的光学传递函数,其位于金

属光栅的上侧,用于采集荧光信号,物镜数值孔径

NA＝１．３;Obj(k)为荧光标记样本的傅里叶空间分

布.(４)式表明使用调制光照明物质,可以将物质位

于 H(k)截止频率之外的高频信息编码到传输区

间,从而贡献于成像.在实际成像过程中,m的取值

是有限的,设它的上限为 M.这样,NDESIM 的等

效光学传递函数截止频率为

Kefft＝４πNA/λ＋Mkg. (５)

这样,图像的分辨率为:

Rres＝
２π
Kefft

＝
λ

２NA＋M(λ/Λ)
. (６)

　　另外,(４)式中物质的各个频谱分量是叠加在一

起的,为解离出各个频谱分量需要改变照明条件,以
获得多幅初始图像.选择kx＝ kg ,调整ky 和

Δφ,获得２M＋１幅初始图像.约束kx＝ kg ,以
保证所有图像的各个频谱分量对应的频移分量

m kg 是相同的,将照明条纹和初始图像的频域信

息代入(４)式,可以构造２M＋１个方程,求解方程组

可以得到物质各阶空间频谱分量Obj(k－mkg),最
后经维纳滤波和逆傅里叶变换得到超分辨图像,具
体过程可参考文献[１１]和文献[２０].

这里研究金属光栅的近场衍射特点.图２(a)
给出了物平面上照明条纹沿x方向上的光强分布

(E ２).为保证计算正确,采用有限元法(FEM,

COMSOLMultiphysics３．５)和 严 格 耦 合 波 算 法

(RCWA)[３０Ｇ３１]进行计算.对比图２(a)给出的计算

结果 可 以 看 出,两 种 方 法 取 得 了 一 致 的 结 果.

RCWA相比于FEM在建模和计算速度上有明显优

势,但RCWA计算金属材料的收敛较慢,需要选择

较大的计算阶次.图２(c)是金属光栅近场光强分

布.得益于局域表面等离子体的电场增强效应,
在整个近场区域,尤其是光栅棱角上的电场异常增

强,这些增强的信号受周期结构的调制,会增强其离

散傅里叶谐波信号.照明条纹的傅里叶分布如

图２(b)所示,其能量随级次的增加而逐渐减小,±４
级的归一化幅值为４．５％,更高级次携带的能量远小

于１％(±５级携带的能量约为０．２５％),可忽略不

计.此时,照明条纹可利用的频率级数上限M＝４,

０３１８００１Ｇ３
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图２ (a)kx＝ kg 、ky＝０、Δφ＝０条件下金属光栅激励起的照明条纹光强分布;(b)照明条纹的傅里叶空间级数分布;

(c)有限元方法计算得到的金属光栅的近场光强分布

Fig．２  a Spatialintensitydistributionofilluminationstripeexcitedbymetallicgratingundertheconditionof
kx＝ kg  ky＝０ andΔφ＝０  b Fourierspatialorderofilluminationstripe 

 c nearＧfieldintensitydistributionofmetallicgratingcalculatedbyFEM

根据(６)式可以得到约６０nm 的空间分辨率.另

外,整个过程不需要激励饱和荧光,相比于SSIM技

术具有明显的时间优势.

３　结果和讨论

这里讨论 NDESIM 技术的亚波长成像性能.
首先给出单荧光分子的成像结果,设定荧光分子的

尺寸等于一个像素点２nm×２nm,例如FN３荧光

蛋白[２２].单个荧光分子可以看作是理想的点光源,
重构可以得到宽场照明和NDESIM的点扩展函数,
如图３(a)、(b)所示.图３(c)给出了点扩展函数沿

x轴的光强分布,宽场照明条件下点扩展函数的半

峰全宽 (FWHM)约为２４０nm,与之对应,NDESIM
的FWHM 约为６５nm.仿真计算得到 NDESIM
的分辨率为６５nm,与前述理论分析结果(６０nm)比
较符合,微小的误差可能来源于图像重构中对超分

辨图像的轻微切趾.图３(d)、(e)分别为宽场照明

和 NDESIM 的 光 学 传 递 函 数,对 比 后 可 知

NDESIM可以有效恢复物质的高频信息.由于采

用的是一维光栅,它仅可以获得沿光栅周期上的频

谱拓展(如图３(e)所示),因此只获得一维超分辨结

果(如图３(b)所示).相比于文献[１６Ｇ１９],重构得

到的点扩散函数的旁瓣很小,NDESIM 对复杂结构

具有出色的成像性能.图３(f)为被观测物的空间

分布,它 是 一 个 变 周 期 光 栅,周 期 从 ２０nm 到

３００nm;图３(g)、(h)分别为宽场照明和 NDESIM
的成像结果;图３(i)是两种方案成像结果的对比图,
点划线对应宽场成像,实线对应NDESIM.得益于

对光学旁瓣的有效抑制,NDESIM 技术可以获得瑞

利判据下７０nm的成像分辨率.

　　从(６)式可以看出,光波长、数值孔径、光栅周期

和照明条纹的傅里叶级次决定了 NDESIM 的超分

辨成像能力,减小光栅周期是进一步提高该技术分

辨率的有效方法.将光栅周期减小到２４０nm,同时

为了补偿高阶谐波分量沿z方向的传输损耗,将隔

离层的厚度减小为２０nm,其他条件不变.图４(b)、
(c)给出了系统的点扩散函数和光学传递函数,此时

获得了４５nm的成像分辨率,相比于宽场照明分辨

率约提升了５倍.需要注意的是,对比图４(a)和
图２(b)可以看出,照明条纹的高阶傅里叶级次能量

会降低(±４级归一化值从４．５％变为３％).受光

栅衍射特性和倏逝波衰减的影响,照明条纹的高

阶谐波分量携带的能量较低,现有成像设备能否

探测高阶谐波分量是 NDESIM 技术实现的关键.
文献[１５]搭建的结构光照明成像系统可以实现谐波

分量能量为４％的检出和恢复,为NDESIM 实现提

供了帮助.算例１中±４级能量为４．５％,高于检出

限;而算例２中±４级的能量为３％,位于文献[１５]
的不确定区间(１％~４％),可能需要更高信噪比的

成像系统.

　　将一维光栅拓展到二维可以实现 NDESIM 技

术的二维亚波长成像.此时,干涉形成的照明条纹

是二维的,含有复杂的谐波分量,经典的线性移频算

法并不适用于此类问题的求解.为此,采用基于最

大后验概率评估(MAP)图像恢复算法[３２]求解该问

题.图５(a)是 MAP算法直接计算得到的点扩散函

数.直接计算得到的结果含有负旁瓣(如图５(d)
蓝色虚线所示),可以利用Lukosz函数作频域滤波

后消除,最终得到的点扩散函数如图５(b)所示.
图５(c)是NDESIM 的光学传递函数,图中虚线对
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图３ NDESIM技术的亚波长成像性能.(a)经典宽场照明下的点扩展函数;(b)NDESIM的点扩展函数;
(c)x 轴上的光强分布;(d)宽场照明下的光学传递函数;(e)NDESIM的光学传递函数;(f)被观测物的空间分布;

(g)宽场照明的像空间分布;(h)NDESIM的像空间分布;(i)宽场显微和NDESIM成像性能对比

Fig．３ SubＧwavelengthimagingperformanceofNDESIM敭 a Pointspreadfunction PSF ofclassicalwideＧfieldimaging 

 b PSFofNDESIM  c normalizedintensitydistributiononthexaxis  d opticaltransferfunction OTF of
wideＧfieldimaging  e OTFofNDESIM  f spatialdistributionofobject  g spatialdistributionofwideＧfieldimage 

 h spatialdistributionofNDESIMimage  i imagingcapabilityofwideＧfieldimagingandNDESIM

应宽场照明条件下光学传递函数的截止频率.对比

可知,NDESIM技术可以有效恢复出物质的高频信

息.图５(d)给出了光强在x轴上的分布(点划线对

应宽场照明条件,虚线对应滤波前的超分辨图像,实
线对 应 滤 波 后 的 超 分 辨 图 像),点 扩 散 函 数 的

FWHM分别为２４０,６２,６５nm.在二维干涉条纹照

明下,NDESIM 可以获得６５nm的横向分辨率,约
为照明波长的１/８.

　　讨论了NDESIM技术在５２０nm波长下的成像

性能,考虑到SPPs广泛存在于金属/介质界面,可
以根据实际需要灵活选择工作波长、材料和光栅结

构,以获得超分辨图像.相比于快速傅里叶算法,
基于ChirpＧZ变换的离散傅里叶算法在实空间和k
空间离散点的选择上更加灵活,为图像处理带来

了便利.NDESIM技术是一种类全内反射荧光显

微技术,该技术可以获得极高的分辨率,不过照明

条纹被限制在光栅的近场区域,无法对生物样本

进行三维成像.
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图４ 金属光栅周期为２４０nm时NDESIM技术的亚波长成像性能.(a)照明条纹的傅里叶级数分布;
(b)NDESIM的点扩展函数;(c)NDESIM的光学调制传递函数

Fig．４ SubＧwavelengthimagingperformanceofNDESIMwithperiodofmetalgratingof２４０nm敭

 a NormalizedFourierorderofilluminationstripe  b pointspreadfunctionofNDESIM 

 c opticalmodulationtransferfunctionofNDESIM

图５ NDESIM技术的二维亚波长成像性能.(a)最大后验概率评估算法直接得到的点扩散函数;
(b)Lukosz频率滤波后的点扩散函数;(c)光学调制传递函数;(d)沿x 轴切线上的光强分布对比

Fig．５ ２ＧDsubＧwavelengthimagingcapabilityofNDESIM敭 a Directedsolvedpointspreadfunctionusing
MAPestimationmethod  b pointspreadfunctionafterLukoszfiltering  c opticalmodulationtransferfunction 

 d normalizedintensitydistributionsalongxＧaxis

４　结　　论

提出了一种基于金属光栅近场衍射增强的结构

光照明技术.该技术利用空间光调制器控制金属光

栅的近场衍射信号,通过选择合适的入射角可以实

现照明条纹各阶谐波分量的增强,最终恢复出物质

在k空间上的幅值和相位.系统地分析了NDESIM
技术的亚波长成像性能,理论和仿真结果比较一致.
研究结果表明:NDESIM 技术在５２０nm 波长和

１．３数值孔径下,可以获得６５nm的空间分辨率,约
为宽场照明显微分辨率的３．７倍.另外,NDESIM
技术恢复得到的超分辨图像旁瓣很小,在复杂物体
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的观测上具有明显优势.该技术以其出色的亚波长

成像性能在生物成像上具有潜在的应用价值.
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