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摘要　光学成像以其非侵入性的特点被广泛应用于生物医学、物理和化学等领域.通过对光场时域和空域参数的

调控,可以有效调制光的时序、波前、振幅、相位、色散等特性,从而获得具有高时空分辨率的光学图像.以光场调

控原理为主线,综述近年来高时空分辨成像技术的研究进展.
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１　引　　言

光学成像的发明源于人们对微观世界的好奇与

探索.得益于光学探测的非侵入性特点,光学成像

一直是生物医学、物理和化学等领域中的重要技术

平台,对成像技术前沿的探索也是重要的光科学领

域之一.
传统远场光学成像系统的空间分辨率受限于衍

射极限.１８７３年,德国物理学家恩斯特􀅰阿贝[１]基

于实验结果与物理原理对衍射极限分辨率进行了定

义.在光学显微镜成像过程中,点光源发出的光经

成像系统后会在探测处形成特定的光场分布,其强

度分布可用点扩展函数(PSF)表示,该函数体现了

显微镜的空间分辨特性.在衍射极限系统中,点扩

展函数横向的半峰全宽(FWHM)可表示为dxy＝
０．６１λ/NA.其中:λ 为光的波长;NA 为物镜数值

孔径(NA＝nsinα,n 为物镜与观察物间介质的折

射率,α为光学系统孔径角的１/２).轴向点扩展函

数的值通常是横向的２~３倍.因此,在传统的光学

成像系统中,空间分辨率极限通常在λ/２~λ/３
之间.

近年来,在生物医学、纳米材料等领域的推动

下,不断提高时间、空间分辨率是远场光学成像的发

展趋势.其中:空间分辨率突破了衍射极限,向亚波

长及深亚波长方向推进;在时间分辨率上,对于不同

的成像信号产生机制和研究对象,例如针对生物医

学活体微观成像以及高动态物理化学过程表征,成
像速度可以达到１０２~１０１１frame/s.随着激光和
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光电技术的发展,越来越多的研究表明,基于先进

的光场调控技术,对光的时序、波前、振幅、相位以

及色散等进行调制,可以打破原有的光学远场衍

射极限对光学系统极限分辨率的限制.同时,基
于新型光场调控的成像系统,也可以极大地提高

信号的探测效率,从而进一步提高成像速度.本

文从光学技术角度,总结了近期报道的基于光场

调控的远场高时空分辨成像技术.这些研究包

括:基于激发光束开关时序调制,对单个荧光分子

进行定位的随机光学重建显微技术(STORM)[２]、
光激活定位显微技术(PALM)[３]、荧光光激活定位

显微技术(FPALM)[４];基于超快激光技术,对色

散、时间Ｇ光谱进行编码调控的超高速成像[５];基于

照明光 波 前 调 制,实 现 快 速 成 像 的 光 片 显 微 技

术[６]和受激发射耗尽(STED)原理的超分辨显微

技术[７Ｇ８];基于振幅、相位调制的结构光照明显微

技术(SIM)[９]和衍射断层成像[１０];与偏振调控相

关,基于 偶 极 子 辐 射 方 位 角 的 超 分 辨 率 成 像 技

术[１１Ｇ１２].这些成像研究领域的分支众多,成像信

号产生包括荧光和非标记等多种机制,本文主要

以光场调控原理为主线,对近年来出现的高时空

分辨成像方法进行总结和讨论.

２　基于光场时域参数调控的高时空分
辨率成像

光场特征参数从广义上可分为时域和空域.随

着光电调制、探测技术的日益成熟,对光场进行时域

调制的速度和精度越来越高.同时,随着超快脉冲激

光技术的发展,尤其是飞秒、皮秒激光技术的成熟,对
激光光场调控的维度增加.例如,对超快脉冲中啁啾

(时域色散)、光谱以及色差(空域色散)的操控和利

用,进一步推进了高时空分辨成像的研究.本小节主

要讨论基于光场时域调控衍生出的新型成像技术.

２．１　基于激发光束开关时序调制的高空间分辨

成像

生物体结构由位置各异的生物分子组成,同样

地,荧光图像也是由不同的高亮度荧光团分子构成

的.通过对样品中的荧光团分子进行精确定位,可
以获得高质量的荧光图像.单个荧光分子的高精度

定位通常用于生物物理实验中[１３Ｇ１４],其精度可表

示为

Δloc≈
Δ
N
, (１)

式中:Δ 为点扩展函数的标准差;N 为收集到的光

子数量.单分子定位精度远高于衍射极限,可以达

到纳米量级[１５],甚至可达埃米量级[１６].然而,荧光

标记的生物样品中常常含有大量的荧光团分子,它
们之间的距离非常近,产生的荧光图像相互重叠,无
法对单个荧光分子准确定位,因而不能获得整个生

物样品的超分辨率图像.解决这一问题的关键是在

衍射极限区域内提高可分辨荧光分子的数量.

２００６年,基于时间调制和单分子定位的光激活

定位超分辨率成像技术的概念由三个研究小组独立

构思和实现,并分别命名为STORM[２]、PALM[３]和

FPALM[４].类似于绘画中的“点画法”,研究人员

利用时间调控荧光分子的发光状态,使衍射受限区

域内的荧光分子在不同的时间点被激活,单独成像,
精确定位,并随后失活.由于在给定的时间内激活

发光的荧光分子数量可以精确控制,只有一部分荧

光分子处于荧光态,所以彼此之间不产生重叠信号,
分辨率不会受到影响.通过反复迭代激活和成像过

程,更多荧光团的位置得以确定,将这些时间点不同

的几千个图像序列叠加,可以获得高分辨率图像,原
理如图１所示.图１中,蓝色图像为单个荧光分子,
红色图像为整个分子的位置信息.

上述单分子定位显微术(SMLM)能够获得超

图１ STORM、PALM、FPALM的基本原理[１７]

Fig．１ PrincipleofSTORM PALM andFPALM １７ 
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分辨率成像的关键在于选择了合适的荧光物质,例
如STORM 技术采用光开关花青素染剂,该染剂可

在荧光态和暗态之间发生可逆循环,发光状态由照

射的光波长控制.Bates等[１８]进一步利用荧光开关

中染料分子的组合(例如Cy３ＧCy５),实现了超分辨

的多 色 成 像.这 是 因 为 Cy３ 作 为 激 发 物 质

(activator)对绿光(５３２nm)敏感,Cy５作为报告物

质(reporter)对红光(６５７nm)敏感.采用红光照射

染色后的待观察样品,Cy５会在最初发射荧光后迅

速转化为暗态,改用绿光照明激发Cy３后可使Cy５
处于荧光态.在观察时用红光照明,可使Cy５分子

发射荧光.通过控制绿光光强,可以线性调控Cy５
激发的数量.荧光态和暗态间的循环可以重复上百

次,直至荧光染剂发生光漂白.

图２３DＧSTORM结构及成像[１９].(a)结构示意图;(b)成像效果(z方向深度用颜色表示);(c)~(e)成像效果图中方框区

　 域不同截面的成像

Fig．２Schematicandimagesof３DＧSTORM １９ 敭 a Schemeof３DＧSTORMstructure  b ３DＧSTORMimage zＧdirection
depthisrepresentedbycolor   c Ｇ e xＧy  d xＧz  e yＧzcrossＧsectionsofthecelloutlinedin３DＧSTORMimage

　　这类基于时域调控的超分辨率荧光显微技术具

有很多发展与应用.在光激活定位主要原理的基础

上,将其进一步与空间光场调控相结合可以实现三

维超分辨率成像.２００８年,Huang等[１９]设计了一

种３DＧSTORM结构,如图２所示,他们在光学系统

的物镜和成像透镜中间插入柱面透镜,使平均焦平

面上的点成像为圆形,高于或低于平均焦平面的点

呈现的图像变为椭圆形,这使得研究人员可以从椭

圆度和图像质心的横向位置上同时测量其轴向坐

标.该方法在z 方向几百纳米深度上实现了约

２５nm的横向分辨率和约５０nm的轴向分辨率.结

合z方向扫描技术(zＧscanning)可以对整个哺乳动

物细胞(几微米厚)成像[２０].同年,Juette等[２１]使用

双焦平面成像,使发射光被分离并分别成像,根据荧

光分 子 图 像 的 离 焦 形 状 确 定 z 坐 标,实 现 了

３０nm×３０nm×７５nm 的三维分辨率.２００９年,

Pavani等[２２]通过设计双螺旋形点扩展函数,实现了

三维超分辨率成像.在多色成像方面,利用光开关

荧光染料对不同波长光的感光性,可以实现在生物

样品 上 的 多 色 成 像[１８,２３].在 活 细 胞 成 像 方 面,
Shroff等[２４]实现了活细胞中黏着斑蛋白的亚衍射

极限成像,时间分辨率可达２５~６０frame/s.Hess
等[２５]以４０nm的分辨率观察到了血凝素在质膜上的

扩散和聚集,Manley等[２６]则利用该技术监测膜蛋

白扩散特性的空间图.然而,受限于繁杂的迭代过

程,这类技术用于活细胞成像时的时间分辨率不高.
近年来,这项技术又有了很大进展.首先,在成

像速度上,２０１１年,Zhuang研究组利用特殊的荧光

开关获得了二维０．５s、三维１~２s的时间分辨

率[２７];２０１２年,Zhu等[２８]利用稀疏信号复原技术,
使用压缩感知分析荧光点高度重叠的图像,增强了

处理高密度荧光团的能力,可以以３s的时间分辨

率成像.在成像质量方面,２０１２年,Xu等[２９]设计了

双物镜结构的STORM显微镜(如图３所示),通过

双物镜增强光子的探测能力,使分辨率进一步提高

到横 向 小 于１０nm、轴 向 小 于２０nm;２０１５年,

Tehrani等[３０]通过遗传算法与自适应光学相结合,
对光学组件缺陷、玻片与样品间折射率不匹配等造

０１２６０１０Ｇ３
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成的波前像差进行补偿,使定位精度提高了４倍.
可以看出,光激活定位的原理与其他光场调控技术

的结合,进一步推进其空间Ｇ时间的分辨能力.

图３ 双物镜结构STORM显微镜示意图[２９]

Fig．３ SchemeofdualＧobjectiveSTORM ２９ 

２．２　基于超快光脉冲时域Ｇ频率映射(啁啾)调控的

高速成像

不同于上节所述光激活定位成像中对连续激光

的时序调控实现空间超分辨,锁模激光产生的超快

飞秒、皮秒脉冲,在时域上提供了超短时间尺度的测

量工具.同时,基于超短脉冲的光学系统,增加了频

率(光谱)这一光场调控维度,为研究新型高时间分

辨技术提供了新思路.例如,对超短脉冲光场相位、
频率随时间变化的调控,即啁啾调控,可以利用色散

和非线性光学效应来实现[３１].其物理图像可以理

解成在超短时间范围内,以皮秒或飞秒的高精度时

间间隔形成一定时域Ｇ频率(光谱)的映射关系,通过

检测加载在频率(光谱)上的信息,就可以解调出对

应的超高时间分辨信号.基于此原理,任何随时间

高速变化的信号,如果能有效地加载在超短脉冲中

的不同频率(光谱)上,就可以进行高时间分辨探测.
将此原理应用到成像系统中,Jalali研究组在

２００９年首次实现了百万帧/秒的拉伸时间编码高速

成像(STEAM)[５].将时域Ｇ频率映射应用到成像系

统的原理如图４所示,首先需要进行啁啾调控,即形

成高时间分辨的时域Ｇ频率映射,在实验中,可以利

用大色散器件,例如长距离光纤传输飞秒光脉冲来

实现;其次,成像是对空间信息的获取,即需要将空

间信息加载到不同的频率(光谱)上,再利用空间色

散调控元件,例如光栅、棱镜等,可以将不同频率的

光定位在不同的空间位置上,从而实现成像信号的

探测.从本质上看,此类技术是以超短脉冲色散/啁

啾调控为桥梁,在空间位置与高分辨时间探测点之

间建立定量的映射关系,完成高速成像.在此核心

思路下,STEAM 技术还衍生出了多种成像模态和

应用.例如,不仅可以在光谱上加载强度信号,还可

以利用光谱干涉技术对定量相位进行高速探测[３２],
以及利用压缩感知在稀疏取样空间中进一步提高成

像速度[３３].将此类成像原理与流式细胞技术相结

合,进行高通量细胞形貌、相位的成像[３４],再结合大

数据挖掘和机器学习,就可以实现智能细胞分选在

医疗诊断上的临床应用,相关工作在２０１８年已有

报道[３５].

图４ 时域Ｇ频率映射空间成像原理

Fig．４ PrinciplediagramoftimeＧfrequencymappingimaging

类似的科学思路在传统的条纹相机中已有尝

试[３６].条纹相机通过对光脉冲激发的一维电子信

号进行空间调制,就可以形成脉冲中不同时间位置Ｇ
探测器空间位置的定量映射关系,完成超快时间分

辨探测.传统条纹相机仅能进行一维信号的高时间

分辨探测,因此无法应用于成像研究.２０１４年,

Wang研究组在条纹相机超高速时间Ｇ空间映射的

基础上,将光场波前二维编码调制和压缩感知逆求

解原理相结合,即结合时域和空域两种调控架构,实
现了基于条纹相机的单脉冲曝光二维压缩超快成像

(CUP)[３７],帧率可达到１０１１frame/s.
基于光场时域参数调控的成像研究,虽然在空

间和时间分辨率上都达到了突破性指标,但在技术

应用中还是受到了一定限制.例如,STEAM 和

CUP缺乏特异性成像功能,光激活定位成像模式的

探测速度还有待提高.因此,回顾近年来出现的与

生物医学应用紧密结合的新型高时空分辨成像技术

可以发现,研究人员主要在光场空域参数控制的基

础上开展相关工作.

０１２６０１０Ｇ４
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３　基于光场空域参数调控的高时空分
辨率成像

光场空域参数指的是光场随空间变化的物理

量,常见参数有光场形状、振幅、相位波前、偏振等.
对这些空域参数的调控可以直接影响成像系统的响

应函数,实现对成像时空分辨率的提高.在远场光

学成像系统中,提高成像速度的普适性原理一般是

采用宽场照明成像,替代激光点扫描架构.由此,多
种基于宽场照明架构的调控技术不断涌现.提高空

间分辨率在本质上就是要扩大光学成像系统的空间

频率采样带宽,此目标可以通过修改系统的点扩展

函数实现,例如STED点扫描显微.或者,类似于

近场光学系统中对倏逝波(即高空间频率信息)的放

大,在光学成像中用高频外差采样的方法扩大系统

的探测带宽,例如结构光显微技术.下面,将对这些

成像系统展开描述.

３．１　基于空间频率采样调控的SIM 技术

SIM技术是目前最主流的光学超分辨率成像

技术之一,其主要优点在于其能在宽场照明架构下

同时实现超衍射极限分辨成像.此外,可以通过多

种技术方案实现超分辨率三维光学成像[３８Ｇ３９],这些

技术包括二维SIM(２DＧSIM)、三维SIM(３DＧSIM)、
线性SIM和非线性SIM 技术等.在实际成像中,

SIM技术对照明光的利用率很高,可以高效率地收

集和检测荧光光子,同时还可以最大限度地减小激

发荧光所需的激发功率.高成像质量与高成像速度

的结合,使SIM技术成为目前最适合活体细胞成像

的技术之一.SIM 显微镜与普通宽场显微镜的成

像效果对比如图５所示.

１９９８年,Heintzmann等[４１]首次提出结构光照

明的概念,并将其应用于荧光成像,他设计的横向调

制激发显微镜(LMEM)可使横向分辨率提升至约

１００nm.Gustafsson[３８]在２０００年提出了包含矩阵

描述和加权平均方法的图像重建算法,首次通过实

验验证了SIM的分辨率是普通宽场显微镜的３倍.

２００５年,Gustafsson[９]将饱和过程的概念引入SIM
中,提出了饱和SIM,该显微镜基于荧光非线性响

应特性,增加了更高阶的空间频率,获得了横向

５０nm的分辨率.在三维空间成像方面,Stemmer
小组首先发表了关于三维SIM 的概念性论文,提出

了采用SIM在三维空间获得分辨率增强的理论方

案[４２].这一方案由 Gustafsson等[３９]在２００８年通

过实验论证,他所提出的三维SIM 横向和轴向分辨

图５ 对老鼠C２C１２细胞的成像效果[４０].(a)传统宽场显

微镜成像;(b)３DＧSIM成像

Fig．５ ImagesofmouseC２C１２cells ４０ 敭

 a ConventionalwideＧfieldimage  b ３DＧSIMimage

率都是原荧光显微镜的两倍.
基于阿贝衍射极限理论,通过光学系统成像的

最高空间频率可表示为

k０＝２NA/λem, (２)
式中:λem为观测光波长.样品所包含的信息在频域

上的可探测范围如图６(a)所示(以原点为圆心,k０
为半径),传统显微镜无法分辨可探测范围以外的信

息.SIM的原理是用强度正弦(或余弦)调制如图６
(b)所示的结构光来激发荧光样品,则结构光照明

下的空间频谱可扩展至k０＋k１(k１ 为结构光频率).
这样一来,图像的空间频谱包含了衍射极限外的高

频信息,因为k１ 的最大值不超过２NA/λex≈k０(λex
为激发光波长),所以在线性SIM 中,新的分辨率带

宽极限最大约为２k０,如图６(c)所示.通过改变结

构光照明图案的取向和相位,可以实现多方向角的

线性SIM 频谱拓展.当照明图案中包含多个频率

分量时,如图６(d)所示,原点、±k１、饱和或非线性

效应产生的低次谐波会分别产生对应的可观察区

域,如图６(e)所示,分辨率就会超过２k０.通过改变

照明图案的取向可以获得如图６(f)所示的多方位

角的非线性SIM频谱拓展.

SIM技术在三维成像方面也有着广泛的应用,
这 得 益 于 其 良 好 的 层 析 特 性.自 ２００８ 年

Gustafsson等通过实验论证了三维结构光照明的可

行性 以 来,研 究 人 员 做 了 很 多 尝 试.２０１２ 年,

Sonnen等[４３]采用３DＧSIM 系统分析了人类中心体

在不同细胞周期阶段的空间结构,他们采用的３DＧ
SIM系统的每个平面包含１５个像(５个相位、３个

角度),实现了对细胞器的亚微米至微米深度的三维
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图６ SIM技术原理示意图[３８Ｇ３９]

Fig．６ DiagramoftheprincipleofSIM ３８Ｇ３９ 

超分辨率成像.２０１５年,Li等[４４]利用非线性SIM
系统实现了对活细胞的三维快速成像,其空间分辨

率接近６０nm,但受限于其成像过程中原图像较少、
信噪比较低等因素,重建图像的质量受到了一定

影响[４５Ｇ４６].

　　重建算法作为SIM技术的关键,一直以来受到

了研究人员的广泛关注.２０１３年,Wicker等[４７]提

出了利用互相关迭代精确获取图像相位信息的重建

算法,精度小于λ/１００.同年,Wicker[４８]提出了无

需迭代的优化算法,该算法不仅重建速度更快,而且

精度提升至小于λ/５００.近年来,涌现出了大量的

SIM重构软件,但这些软件中的大部分目前只能完

成二维SIM 的重建,不适合用于三维SIM 的复杂

重建[４９Ｇ５０].
由于SIM技术是一种宽场成像技术,因而易与

其他一些超分辨率成像技术相结合,并且这种结合

有助于提高SIM 的分辨率.２０１３年,Rossberger
等[５１]将SIM与SMLM相结合,设计了如图７所示

的高分辨率荧光显微镜,它可以识别在单分子定位

以及SIM图像重建过程中产生的伪像,还可以用于

观 察 HEK２９３ 细 胞 的 结 构 细 节.２０１５ 年,

Mönkemöller等[５２]通过将３DＧSIM 的快速成像与

SMLM的高分辨率相结合,研究了肝窦内皮细胞的

超微结构.

图７ HEK２９３细胞的(a)SIM像和(b)SMLM 像;(c)图(a)所对应的细节;(d)图(b)所对应的细节;(e)SIM 与SMLM

　 相结合的成像效果[５１]

Fig．７SIMimageand b SMLMimageofHEK２９３cells  c detailscorrespondingtoFig敭７ a   d detailscorresponding
　 toFig敭７ b   e imagingeffectofcombinationofSIMandSMLM ５１ 

　　结构光显微不仅可以用于荧光成像,对于非标

记显微成像,例如记录线性散射光场的全息三维成

像、非线性拉曼成像等体系,近年来也逐渐开始结合

结构光照明的思路.在传统全息成像的基础上,将
宽场照明光进行大角度倾斜并采样环绕扫描形成的

光学衍射断层成像(ODT)[１０],本质上就是利用光学

系统的最大数值孔径,即最高空间频率实现样品散

射信号的采样,可以对样品的三维折射率分布进行

精准恢复.成像分辨率极限和结构光成像类似,优
于衍射极限分辨率的两倍.并且,与荧光成像相比,

ODT系统探测激光线性散射光时,对探测CCD灵

敏度的要求低,对样品的光毒性小,成像速度快,可
用于活体细胞成像.在具有特异性成像功能的拉

曼/相干拉曼成像中,也逐渐有研究人员提出与结构

光照明激发相结合的研究方案[５３],相信结构光实现

超分辨的科学思路还将在更多的成像模态中得到

应用.

３．２　基于照明光场形状调控的光片显微技术

超分辨率显微技术可以在空间和时间上对微生

物进行准确成像,但当待测微生物发生位移时,例如

０１２６０１０Ｇ６
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成像对象为胚胎生长[６]或微生物运动[５４]时,往往需

要实时高速成像,因此光片显微技术应运而生.
光片显微技术以宽场显微镜为基础,对光的波

前进行调控,用层状光从侧面照射样品,确保信号仅

来自聚焦区域,避免焦平面外的样品发出荧光,影响

成像对比度.高速照相机在样品的上部或下部收集

产生的荧光信号,按顺序将三维样品逐层成像为二

维图像,每个平面内的成像过程相互独立,从而显著

提高了成像速度.由于光片显微镜不需要照射待观

察物体的整个样本,每次只激发一个层面上的荧光

分子,因而大大降低了激光照射引起的光毒性.光

片显微技术是目前荧光信号收集效率最高的一种成

像方式.这种温和、快速的成像技术,能够实时捕捉

细胞或亚细胞尺度上的动态变化,适合活体生物医

学样本的低光毒、长时程观测.
第一台现代意义上的光片显微镜诞生于２００４

年,Huisken等[５５]将其命名为“选择平面照明显微

镜”(SPIM).SPIM 的结构示意图如图８所示,

SPIM利用柱面镜聚焦产生的光片照亮样品,高速

照相机与光片垂直,收集样品上产生的荧光.通过

旋转样品,可以获得３D图像.Huisken等证明了

SPIM可以对整个发育中的胚胎进行高速荧光成

像,同时对胚胎造成的光损伤非常小.然而,早期的

光片显微镜有着明显的不足,产生的数据中存在条

纹状伪影.这些条纹伪影源自于组织对光的折射、
散射和吸收.在相对透明的样本(如斑马鱼胚胎)
中,这些伪影的影响较小,但在光学密度高的样本

(如果蝇)中,影响就会非常严重.后来,Huisken
等[５６]对 SPIM 进 行 改 进,设 计 出 了 多 向 SPIM
(mSPIM).mSPIM 通过使光片在焦平面内旋转,
可以均匀照亮样品,从而减少了条纹伪影.

２００８年,Keller等[６]设计了数字扫描光片显微

镜(DSLM),其原理如图９所示.通过激光扫描器、

fＧtheta透镜和聚焦透镜的组合,可以将激发光聚焦

为激光束照射到样品上,激发光线进一步在成像面

上扫描,以获得虚拟光片.其中,fＧtheta透镜可以

将激光扫描装置发出激光的角度转化为光线的竖直

位移,代替了传统光片显微镜中光片的竖直移动.

Keller等[６]记录下了２４h内斑马鱼胚胎中细胞核

的运动.在成像过程中,研究人员采集了数百万个

细胞核的位置信息,并对每个胚胎中发生分裂的细

胞进行追踪,构建了庞大的数据库.与SPIM相比,

DSLM的照明更均匀,减少了条纹伪影,具有更高

的对比度.并且,DSLM 可以通过增加光的强度来

图８ SPIM结构示意图[５５]

Fig．８ SchemeofSPIM ５５ 

图９ DSLM结构示意图[６]

Fig．９ SchematicdiagramofDSLM ６ 

提升图像的对比度,但这会对荧光团带来一定的光

毒性.
为了实现光片显微镜的高分辨率成像,研究人

员进行了各种尝试.首先,高数值孔径的光学器件

有利于提高光的收集效率和横向分辨率,并且,高数

值孔径照射可以降低光片厚度(d＝λ/２NA),获得

优异的轴向分辨率.但是受空间限制,这类庞大的

高数值孔径镜片不适宜用来成像.为克服这一局

限,Gebhardt等[５７]设 计 了 一 种 反 射 光 片 显 微 镜

(RLSM)(如图１０所示),从顶部竖直向下入射的椭

圆形激光束经原子力悬臂镜反射后,产生平行于成

像平面并靠近样品表面的层状光片(厚度为１μm).
该装置提高了显微镜的分辨率与对比度,并且能够

以高达１００Hz的时间分辨率对单个荧光蛋白(FP)
进行成像.但这种反射光片显微镜在细胞更换时需

要重新聚焦,不利于实际操作.Li等[５８]提出了另一

种单 物 镜 SPIM,称 为 轴 向 平 面 光 学 显 微 镜

(APOM),该显微镜可对大型生物组织表面下数百

微米的结构进行快速、高对比度的三维成像.
另一点值得注意的是,成像分辨率往往与视场

(FOV)大小相矛盾,光片的大小限制了视场.为了

解决这一问题,Planchon等[５９]使用贝塞尔光束代替

高斯光束产生光片,使视场半径扩大到４０μm.为
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图１０ RLSM结构示意图[５７]

Fig．１０ SchematicdiagramofRSLM ５７ 

了追求更理想的光片,研究人员进一步将结构光照

明技术路线与光片显微镜相结合,例如使用栅格光

片显微镜[６０Ｇ６１],获得了更大的视场,同时以秒或亚秒

的间隔实现三维动态成像.
在成像速度方面,Theer等[６２]提出πＧSPIM ,其

装置比较简单,倾斜的光片使得成像能够在盖玻片

表面进行,无需安装特定的样品.Theer等利用该

系统以亚秒级时间分辨率展示了酵母细胞的内吞作

用.Mickoleit等[６３]开发了一种高速光片显微镜,
它可以以４００frame/s的速度同步捕获斑马鱼心脏

的三维动态图像.
在成像质量方面,２０１０年,Keller等[６４]将数字

扫描光片显微镜与结构光照明显微镜相(DSLMＧ
SI)相结合,其特点在于结构光图案频率可连续调

控,该方法将样品的背景噪声与荧光信号区分开,去
除了离焦光,并对成像的对比度进行了优化,实现了

高质量高速度成像.２０１５年,Masson等[６５]利用自

适应SPIM,解决了光片显微技术在研究复杂样品

时的折射率失配问题,达到了补偿像差和提高成像

质量的目的,并成功地将此技术应用于厚样品(如细

胞肿瘤球体)的高分辨率深度成像.

３．３　基于相位波前调控的STED显微镜

STED显微镜的概念最初由德国科学家Stefan
于１９９４年提出[７],Stefan随后在实验中对其进行了

证明[８].STED 显 微 术 结 合 了 光 场 波 前 调 控 和

STED的物理原理,如图１１所示.简单来说,STED
显微术使用两束照明光,一束是激发光,光斑分布如

图１１(b)所示,使得衍射斑范围内的荧光团的电子

从基态S０ 跃迁到激发态S１.另一束光为损耗光,
用于抑制位于激发态的外围荧光团的荧光发射.
这种抑制是通过受激发射实现的:当处于激发态

S１ 的荧光团遇到与激发态、基态之间的能量差相

匹配的光子时,可以在发生自发荧光发射之前通

过受激发射恢复到基态,而位于衍射斑中心的激

发态电子则不受损耗光的影响,最终被探测器接

收.这一过程实际上是通过使荧光团的空间选择

性失活来减小有效发光面积,从而获得超越衍射

极限的高分辨率.由于STED光是环形的,其中

心光强趋于零,周围光强非零,通过提高受STED
激光的功率,使能够发出荧光信号的区域被限制

在中心区域的极小范围内,因而点扩展函数的有

效宽度可以足够小.通过扫描不同的区域,即可

获得样品的超分辨率图像.
在STED显微镜的光路中,通常通过插入相位

掩模来调制其相位的空间分布,这样的相位掩模

图１１STED显微术的超分辨原理[６６].(a)荧光分子状态转换;(b)衍射光斑中心(绿),损耗光照射区域(红);(c)STED光

　 强I≥Is时,荧光分子从激发态回到基态

Fig．１１SuperresolutionprincipleofSTED ６６ 敭 a Moleculestransition  b positionofthedonutcenter green  under
STEDillumination red   c forintensitiesoftheSTEDlight red equalingorinexcessofthethresholdintensity
　 Is moleculesareeffectivelyswitched off 
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可以在xy 平面中产生环形STED图案,并可获得

约３０nm的横向分辨率[６７].STED也可与４Pi显

微镜结合(STEDＧ４Pi),实现３０~４０nm的轴向分辨

率[６８].实际上,STED显微镜的分辨率由衍射光斑

中心区域的大小决定,其直径d 可表示为

d≈
λ

２nsinα １＋I/Is
, (３)

式中:I为损耗区域光强;Is为中心激发区域光强.

I/Is的值越大,d 就越小,分辨率将随之提高.在特

定情况下,STED显微镜的横向分辨率可以低至

６nm[６９].

STED显微术作为一项成熟的超分辨率成像技

术,已广泛应用于生物样品的成像研究中,例如研究

荧光标记的抗体[７０]或利用荧光蛋白进行基因标记

成像[７１].２００８年,Westphal等[７２]利用STED显微

镜对海马神经元突触的囊泡运动进行了高分辨率成

像,其成像速度也达到了人眼频率(２８frame/s).

Berning等[７３]和Willig等[７４]采用竖直照明的STED
显微镜实现了对小鼠的活体成像,如图１２所示,以
小于７０nm的分辨率,可以实时捕捉到麻醉小鼠大

脑视皮层中神经元的动态变化.

图１２ 活鼠大脑的STED成像及其局部放大[７０]

Fig．１２ STEDnanoscopyinlivingmousebrainand

localenlargedimage ７０ 

在三维空间成像方面,将轴向分辨率和横向分

辨率结合,可以使STED显微镜实现三维超分辨率

成像.例如,在xy 和z 模式下同时应用STED[７５]

或将xyＧSTED与STEDＧ４Pi[７６]组合,可以在所有三

个维度上同时获得超分辨率.组合两个STED图

案的主要障碍是两个STED激光器之间的干扰,这
可以通过在两个STED脉冲之间引入时间延迟[７５]

或通过使用两个独立的激光器作为光源[７６]来消除.

２００８年,Schmidt等[７７]证明STED显微镜可以实现

４０~４５nm的各向同性空间分辨率,并可观察到线

粒体外膜的中空形状[４５].随后,他们将３DＧSTED
显微镜的分辨率进一步提高至３０nm.２０１６年,

Danzl等[７８]对海马体大脑切片进行了三维STED成

像,展示了神经元的树突肌动蛋白结构,其效果如

图１３所示.

图１３ 活鼠海马体大脑切片的３DＧSTED成像[７８]

Fig．１３ ３DＧSTEDnanoscopyofalivinghippocampal

brainslice mouse  ７８ 

在多色成像方面,可以使用具有不同激发波长

和发射波长的荧光团实现多色STED.双色STED
可以用两对激发和损耗激光器实现,激发和损耗的

波长可以跨越蓝色到近红外范围[７９].另一种方法

是使用特殊的染料,使两个荧光团可以共享相同的

STED激光,但可以根据它们的不同激发波长来

区分[７６].
自２００３年以来,Hell研究组总结了STED的

原 理,提 出 并 发 展 了 基 于 可 逆 饱 和 光 转 移

(RESOLFT)过程[８０Ｇ８２]的超分辨率成像技术.不同

于STED,RESOLFT不需要使用强损耗光,而是利

用光开关荧光探针的荧光态、暗态的可逆转化特性,
代替了STED中的激发态和基态.Stefan认为这

类技术的成像过程其实就是“开”与“关”的状态转

换[６６],通过对状态不同的分子进行区分来实现超分

辨率成像.与 RESOLFT类似的还有基态耗尽显

微术(GSD)[８３Ｇ８５]等,相比于STED,GSD的优点在

于只需要较低的激光能量即可实现超分辨,这一优

点为大视场、低功率的成像提供了便利.Chmyrov
等[８６]采用RESOLFT技术对肾脏表皮细胞的角蛋

白纤维进行了宽视场超分辨率成像,在２s内同时

记录下了超过１０００００个信息点(如图１４所示).

STED成像可以实现超分辨的重要原因就是存

在一种信号饱和/淬灭机制,并与光场调控相结合.
因此,类似思路可以进行扩展,即在任何成像系统

中,只要找到探测信号形成饱和或淬灭的光学机制,
即可以采用与STED相同的技术路线突破衍射极

限.利用碳基低维材料的饱和吸收特性,Cheng研

究组基于非标记饱和吸收信号实现了超分辨率成

像[８７],在一些特殊的材料体系中,也可以利用拉曼
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图１４ RESOLFT技术在２s内记录下的１１４０００个信息点[８６]

Fig．１４ １１４０００ donuts recordedbyRESOLFT

nanoscopywithintwoseconds ８６ 

信号的基态耗尽效应[８８]实现自发拉曼超分辨率成

像.不仅在成像这一信息获取技术中,在激光微纳

直写信息记录研究领域,采用类似STED的光湮灭

效应[８９],也可以实现超越光学系统衍射极限的空间

加工精度.基于STED成像原理,相信还会衍生出

多种新型成像技术及其重要应用.

３．４　基于偏振调控偶极子辐射方位角的超分辨率

成像

不同于以上讨论中对光场波前和相位的调控,
光场的偏振在信号激发和接收中占有重要地位.例

如,偏振是荧光的基本物理特性,荧光偏振与发光基

团的偶极子取向有关,这一特性最早由Jean等于

１９２６年发现.但是,不同于荧光分子的其他特性

(如寿命、光强等),偏振特性极少被运用于光学显微

或超分辨率成像中,甚至关于偏振能否实现超分辨

率成像也曾为研究人员所质疑.
传统的荧光偏振显微镜(FPM)在过去几十年

中不断发展.首先,在偏振的产生和探测方式上,由
最初的手动或机械切换,发展到目前可以通过光电

器件实现快速偏振调制和同步探测.其次,FPM也

具备了更快的成像速度和更高的成像质量,并可以

与多种成像模式相结合,如宽场[９０Ｇ９１]、共焦[９２Ｇ９３]、双
光子共焦[９４]、全内反射荧光[９５]、光漂白后荧光恢

复[９６]等.但当多个分子位于衍射极限内时,FPM
需要开发适用于超分辨率成像的新思路.

事实上,超分辨率成像的根本思想在于通过一

定的标准将荧光分子进行分离.基于这一点,越来

越多的研究人员开始在荧光偏振超分辨率成像方面

进行尝试.基于荧光偏振或偶极子取向实现光学超

分辨的步骤可以概括为:首先对入射的激光进行偏

振调制,然后对观察到的数据进行解调,解调出强度

和偏振信息,最后获得超分辨率图像.偶极子可以

用于模拟发光基团的激发吸收和荧光发射,当被偏

振光激发时,与偏振光电矢量平行排列的偶极子将

具有最高的吸收概率,该吸收概率与cos２θ 成正比

(θ为吸收偶极子取向和偏振方向之间的交角).偶

极子发射的荧光也是偏振的,沿发射方向具有最大

的偏振分量,其强度分布与cos２θ′成比例(θ′为发射

偶极子取向与偏振方向之间的交角).根据荧光吸

收或发射的各向异性,可以测量发光基团的偶极子

取向.通过偶极子的取向可以更进一步揭示发光基

团的位置信息.

２０１４年,Hafi[１１]等利用线性偏振光激发荧光染

料,使荧光偶极子获得了不同的取向,再将不同取向

的偶极子所产生的周期信号进行解调,就可以实现

光学超分辨成像.Hafi等将这一技术命名为“偏振

解调超分辨技术”(SPoD),SPoD的结构示意图如

图１５所示.将SPoD应用于神经元棘的成像中,可
以获得约４０nm的分辨率.此外,他们还将该技术

应用于标准宽视场显微镜和双光子扫描显微镜.为

了缩小极化角的范围,Hafi等提出了极化角缩小技

术(ExPAN).通过增加与激发光束垂直的第二束

去激发光束,可以缩小极化角的范围,从而可以有效

激发不同取向的分子获得更高的空间分辨率.虽然

采用ExPAN的SPoD通过极化解调实现了超分辨

率,但在反卷积过程中偶极子的方向信息会丢失.
因此,SPoD不是一种严格的基于偶极子方位角的

超分辨率成像技术.

图１５ SPoD结构示意图[１１]

Fig．１５ SchematicofSPoD １１ 

２０１６年,Xi等提出了一种称为超分辨率偶极方

位映射(SDOM)的技术,扩展SPoD与偶极子方向

的测量[９７](SDOM结构示意图如图１６所示),通过

建立偏振变量模型,从调制数据中解调出强度信息

和偏振信息,不仅获得了较高的成像分辨率,而且实
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现了对偶极子方向的精确定位.SDOM 的实际成

像速度为５frame/s,且激发功率低,可以实现酵母

的活细胞成像.SPoD和SDOM都利用偏振来调制

荧光强度.然而,当荧光基团密度过高且取向随机

变化时,就很难检测到荧光偏振调制,成像效果易受

到限制.

图１６ SDOM结构示意图[９７]

Fig．１６ SchematicofSDOM ９７ 

实现偏振调控超分辨率成像的另一途径是结合

荧光偶极子与单分子定位技术.对于单偶极子,可
以调制两个或四个偏振激发[９５].四偏振可以实现

三维方向的检测[９８].然而,将荧光信号分成多个检

测通道会降低信噪比,所以在大多数情况下,使用两

个检测通道.以上仅适用于低密度的荧光团标记,
很难揭示复杂的生物结构,但可以通过直接随机光

学重建显微镜(polarＧdSTORM)来解决[１２].PolarＧ
dSTORM由Valades等于２０１６年提出,原理如图

１７所示,用圆偏振激光进行落射式照明.垂直和平

行(⊥、∥相对于样品平面)的偏振态由 Wollaston
棱镜分开,并由EMCCD相机记录.该显微镜可以

测量一帧中的单个荧光偶极子,并可在其他帧中随

机切换到其他荧光偶极子,通过足够的单帧累积就

可获得样本的全貌.PolarＧdSTORM 可应用于对

生物细丝的成像,包括dsDNA、肌动蛋白和微管等,
定位精度可达几十纳米.由于PolarＧdSTORM 的

成像时间为２~４０min,过长的成像时间使得它更

适合合用于对静止的样品成像.再者,其样品制备

过程也不利于活细胞的成像应用.

４　结束语

近期涌现的高时空分辨成像技术可以按对光场

时域和空域参数的调控来总结,并且,前沿成像技术

的发展越来越趋向于综合采用多种光场调控的方

法.例如,光片成像和结构光相结合[６０]、光激活定

图１７ PolarＧdSTORM装置示意图 [１２]

Fig．１７ SetupofpolarＧdSTORM  １２ 

位和STED成像相结合[８２]、偏振调控和光激活定位

成像相结合[１２]以及对光场畸变进行主动调控补偿

的自适应光学(AO)与多种成像模态相结合[９９]等.
光学成像研究的发展,在生物医学、材料科学以及其

他基础前沿科学的驱动下,一直在向高时空分辨率、
大视场、低光损伤、高穿透深度和高灵敏度方向推

进.除了大量采用的荧光成像外,采用非标记信号

对比机制的多种新型成像模态也在不断涌现.这些

系统往往具有更深的样品穿透深度、内秉光学层析

能力、高灵敏度、高时间分辨率以及携带相位敏感信

息等优势.系统中自由度的增加,可以对波前、相
位、频谱和空间模式进行调控,也给发展新的光学成

像技术带来更多契机.随着成像系统视场增大、分
辨率及成像速度提高,图像信息的处理也日益趋近

大数据科学领域,近期已有将大数据、人工智能科学

与先进成像技术融合的研究报道[１００Ｇ１０１].因此,在
前沿探索的驱动下,光场调控技术将进一步推动先

进成像科学的研究,将其与数据信息前沿技术相结

合,可应对各应用需求对超快时间解析度、高空间分

辨率和表征能力等提出的挑战.
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