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基于环形光瞳提高荧光辐射差分超分辨显微镜的
成像分辨率
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摘要　荧光辐射差分(FED)显微术利用实心光斑扫描的一幅共聚焦图像减去空心光斑扫描的负共聚焦图像,实现

了超分辨成像.使用简单的环形光瞳滤波器提高了无变形FED的成像分辨率.在空心焦斑光路上使用合适的环

形光瞳滤波器,压缩空心焦斑的尺寸;同时,在实心焦斑的光路上允许使用更高数值孔径的孔径光阑,获得更小的、

与空心焦斑相匹配的实心光斑分布:两方面作用下,提高了FED的空间分辨率.
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Abstract　SuperＧresolutionimagingcanbeachievedbyfluorescenceemissiondifference FED microscopythrough
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１　引　　言

激光共聚焦扫描成像显微镜由于其具有高分辨

率及三维成像功能,被广泛应用于生命科学研究中.
光学衍射极限的存在会使激光共聚焦显微镜的成像

分辨率受到限制,其焦斑大小约为０．６１λ/NA,其中

λ是真空中的激发光波长,NA 为物镜的数值孔

径[１].为提高激光共聚焦成像技术的分辨率,基于

激光共聚焦显微成像系统,发展了多种突破光学衍

射极限的超分辨成像技术.受激发射损耗显微镜[２]

(STED)可以在激光共聚焦扫描成像显微镜平台

上,另外增加一路中心光强为零的环形焦斑的损耗

光路,使环形焦斑与激发焦斑相叠加[３Ｇ４].被损耗光

覆盖的分子因为发生受激发射现象,非线性地压制

焦斑周围的荧光,缩小荧光光斑,从而实现超越光学

衍射极限的超高分辨率成像.STED的分辨率正比
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于损耗光的光强,损耗光光强越大,分辨率越高[５].
但实际实验中,分辨率受限于生物样品能承受的损

耗光光强及高激光功率引发的光毒性等[６].为了减

小损耗光激光功率,光可逆荧光蛋白等探针常被应

用于该类技术中[７].另一种基于激光共聚焦显微成

像平台发展的超分辨技术是浙江大学匡翠方课题组

提出荧光辐射差分[８Ｇ９](FED)显微术,该技术先获

取一幅实心焦斑扫描的激光共聚焦图像后,再使用

相同波长的空心焦斑扫描得到一幅负共聚焦荧光图

像,两幅图像相减,缩小荧光光斑进而获得超分辨成

像.因此,FED的点扩展函数(PSF)就是两种照明

模式下的PSF的差值.该方法的优势在于系统简

单,且使用较低的光强就可以实现约０．２５λ 的超衍

射极限的分辨率[１０].
一般情况下,FED成像中,由于实心焦斑和空

心焦斑的PSF分布有差异,尤其是主瓣强度轮廓不

匹配,故相减后的PSF会产生负值旁瓣.当这些负

值旁瓣被设为零值时,有可能引起图像有效信号的

丢失,进而引起图像变形[１０].为消除负值旁瓣引起

的图像变形,实心光斑和空心光斑的主瓣强度轮廓

分布要求基本重合.为改善FED成像在这一方面

的相关问题,在FED方法中引入饱和激发的非线性

效应[１１Ｇ１２],能产生较大的实心激发焦斑和压缩空心

焦斑,在一定程度上缓解了负旁瓣引起的图像变形,
也实现了约λ/６的高成像分辨率[１１].但也注意到,
使用较大激光功率的饱和激发,会引起生物样品的

荧光漂白,产生一定的光毒性;而使用较低光强,线
性激 发 的 FED 实 现 的 分 辨 率 相 对 较 低.Rong
等[１３]则使用角向偏振光形成较小的暗孔用于负共

聚焦成像,并同时使用较小直径的径向偏振光实心

焦斑进行实心焦斑激发,稍微改善了线性激发FED
的分辨率和缓解了图像变形的问题,在１００nm荧

光小 球 图 像 中 实 现 了 约０．２５λ 的 分 辨 率.You
等[１４]在右旋圆偏振的激发光中插入逆时针螺旋相

位板进行调制,同时使用孔径光阑限制较小的数值

孔径(约０．６倍的显微物镜数值孔径)来进一步扩大

实心光斑的尺寸,缩小与使用螺旋相位板得到的环

形焦斑分布的差异,消除了负值旁瓣,提高了成像质

量,这种方法被称为消除失真的荧光辐射差分法

(dfFED).本文提出在dfFED成像中,在线性激发

条件下,使用容易实现的环形光瞳滤波器,在消除负

值旁瓣引起的图像畸变的同时进一步提高dfFED
的空间分辨率.即在空心光斑的光路上插入环形光

瞳滤波器,缩小空心焦斑的尺寸,同时允许使用更小

的实心光斑与之相匹配而消除变形畸变,两方面作用

下提高dfFED的空间分辨率.数据表明,本方法可

将实心激发光斑限制的孔径光阑的数值孔径提高至

０．８倍的物镜数值孔径,使共聚焦PSF与负共聚焦

PSF主瓣轮廓比较吻合,相减因子取值为０．９５,负值

旁瓣被消除,空间分辨率提高至０．１８λ.为证明环形

光瞳滤波器的使用提高了FED的分辨率及消除了图

像变形的结论,本文针对三角形、网格形状和辐射状

荧光样品的成像进行仿真模拟,对结论进行了验证.

２　基本原理

系统的光路示意图如图１所示.图１中,PBS
是偏振分光镜;VPP是螺旋相位板;D是光阑;AP
是环形光瞳滤波器;HWP是半波片;QWP是１/４
波片;RM是全反镜;L１,L２,L３,L４,L５是透镜;PH
是针孔;OL是物镜;Det是光电探测器.激发光源

通过PBS后,将光分成两束.第一束光用于产生实

心光斑,第二束光形成空心焦斑.在第一束光的光

路中,通过在右旋圆偏振的光路中插入逆时针螺旋

相位板及使用光阑限制数值孔径,对实心光斑进行

扩大.在第二束的光路中,通过在左旋圆偏振的光

路中插入逆时针螺旋相位板及使用环形光瞳,实现

较小的环形焦斑.右旋圆偏振和左旋圆偏振光的获

取是通过控制两束光路中的半波片及１/４波片来实

现的.两束光随后再经过另一个PBS进行合束后,
通过二向色镜反射进入物镜,并对样品进行激发.
产生的荧光经过物镜接收,进入光电探测器中实现

信号的获取.
根据FED的成像原理,在焦平面直角坐标(x,y)

处,FED的PSF(IFED)由以下表达式给出[１４]:

IFED(x,y)＝Ic１(x,y)－γ×Ic２(x,y), (１)

Ic１(x,y)＝Isolid(x,y)×Idet(x,y)􀱋P(x,y),
(２)

Ic２(x,y)＝Ihollow(x,y)×Idet(x,y)􀱋P(x,y),
(３)

式中:Ic１是 扩 大 的 实 心 焦 斑 激 发 的 激 光 共 聚 焦

PSF;Ic２是空心焦斑激发的共聚焦PSF;Isolid是扩大

后的实心光的激发PSF,它是在右旋圆偏振光中插

入逆时针螺旋相位板经过物镜聚焦实现的;Ihollow是

空心光的激发PSF,它是在左旋圆偏振光中插入逆

时针螺旋相位板经过物镜聚焦实现的;γ 是相减因

子;Idet是探测光PSF;P(x,y)是探测器前面的针孔

函数;􀱋表示为卷积操作.以下计算分析的是激发

光波长与荧光波长近似相等,及针孔尺寸为无限小
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图１ 光路示意图

Fig．１ Schematicoflightpath

的点探测的情形.
为了计算PSF,根据矢量德拜Ｇ沃尔夫衍射理论[１５Ｇ１７],在经过高数值孔径物镜聚焦后,焦点附近的光场振

幅分布表示为
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式中:E(x,y,z)是高数值孔径物镜聚焦后,焦点附

近(x,y,z)点的振幅分布;PSF值为I＝|Ex|２＋
|Ey|２＋|Ez|２;θ和ϕ 分别是物镜聚焦后的光束会

聚半角和方位角;E０ 是初始的振幅分布;T０(θ)为
光瞳滤波器振幅分布函数;f 为透镜的焦距;k＝
２πn/λ为波数,n 代表折射率;０~２π螺旋相位板引

入的相位为φp(ϕ).在以上方程的矩阵中,正号表

示为左旋圆偏振光,负号表示为右旋圆偏振光[１７].

θmax和θmin表示插入的孔径光阑或环形光瞳滤波器

限制的最大和最小会聚半角.在实心光激发光路

中,θsolidmax＝arcsin(NAsolid
max/n),θsolidmin＝０,NAsolid

max为插入

的光阑限制的最大数值孔径.在空心光斑光路中,
使用环形光瞳滤波器缩小环形焦斑的尺寸,环形光

瞳滤波器中间区域是透过率为零的实心区域,外圈

为全透明的环状区域.因此,该光路中,有θhollowmax ＝
α＝arcsin(NA/n),α 为物镜的最大数值孔径角,

θhollowmin 是环形光瞳内径对应的会聚半角,其对应的数

值孔径为NAhollow
min .计算中,选取的参数为:物镜数

值孔径NA＝１．４,折射率n＝１．５１８.

３　分析与讨论

一般来说,环形光瞳滤波器内径的会聚角设置

得越大,越能缩小焦斑(空洞)的尺寸[１８].首先分析

了在光路中插入NAhollow
min ＝０．９NA 的环形光瞳对空

心焦斑的影响,其PSF分布如图２所示.和没有插

入环形光瞳滤波器的情形相比,空心焦斑的尺寸变

窄,但旁瓣也更加明显.采用激光共聚焦系统进行

成像,该旁瓣会被进一步压制,如图３中实线所示,
该曲线给出了空心焦斑扫描的共聚焦成像PSF.为

减小荧光辐射差分成像中的负旁瓣引起的图像失

真,实心焦斑PSF需要与空心焦斑PSF重合.因

此,需要在右旋圆偏振光中插入逆时针螺旋相位板

及使用比物镜稍小的数值孔径对实心光斑进行扩

大.计算表明,在实心光斑的光路中使用 NAsolid
max＝

０．８NA 的孔径光阑时,实心焦斑的共聚焦PSF分布

能与使用环形光瞳获得的较小空心焦斑的共聚焦

PSF分布匹配较好,两个PSF主瓣边缘轮廓几乎完

全重合,如图３所示.
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图２ 空心焦斑的归一化PSF分布

Fig．２ NormalizedPSFdistributionsofhollowfocalspots

图３ 共聚焦模式下,扩大后的实心光斑(虚线)和使用环

形光瞳缩小后的空心焦斑(实线)归一化PSF分布

Fig．３NormalizedPSFdistributionsofextendedsolid
spot dashedcurve andhollowfocalspotwith
reducedsizebyusingannularpupil solidcurve 
　　　　　underconfocalmode

　　为方便比较,图４(a)中给出一般的共聚焦成像

的PSF;图４(b)给出没有使用光瞳滤波器的dfFED
成像[１２]的PSF,其中实心焦斑是在右旋圆偏振光中

插入逆时针螺旋相位板、使用０．６NA 的数值孔径进

行扩大的;图４(c)是使用光瞳滤波器的dfFED成像

的PSF.图４(b)和图４(c)的计算使用了相同的相

减因子:γ＝０．９５.相比于图４(b)没有使用环形光

瞳滤波器的情况,图４(c)展示了更小的PSF的半峰

全宽 (FWHM).这 一 点 在 中 心 强 度 轮 廓 曲 线

[图４(d)]中表现更加明显.数据表明,没有使用环

形光瞳dFED的PSF的FWHM 大小为０．２１λ,最
小值为０,第一旁瓣大小为１１％;使用环形光瞳

dFED的PSF的FWHM大小为０．１８λ,最小值为－
０．０３７,第一旁瓣大小为１０．４％.因此,在最小值稍

下降及第一旁瓣高度基本保持不变的情况下,使用

环形光瞳滤波器的dfFED的分辨率提高了１４．３％.
相比于 一 般 的 激 光 共 聚 焦 成 像 PSF[图４(a),

FWHM为０．３１λ],使用光瞳滤波器的dfFED分辨

率改善了４２％.

图４ 不同成像模式下的归一化PSF分布.(a)普通激光

共聚焦成像;(b)无光瞳滤波器的dfFED成像;(c)

使用了环形光瞳滤波器的dfFED成像;(d)对应的

　　　(a),(b)和(c)的中心强度轮廓曲线

Fig．４Normalized PSF distributions under different
imaging modes敭 a Conventional confocal
imaging  b dfFEDimagingwithoutpupilfilter 

 c dfFEDimagingwithannularpupilfilter  d 
correspondingintensityprofilesof a   b  
　　　　　and c alongcentralaxis

４　仿　　真

为验证环形光瞳有利于dfFED分辨率提高的

结论,首先将由６个等强度点构成的三角形作为样

品,其相邻两点间隔为０．３２λ,如图５(a)所示.没有

使用光瞳的dfFED成像效果如图５(b)所示,使用

光瞳滤波器的dfFED成像如图５(c)所示.模拟成

像是由图４中的各自的PSF与样品的卷积计算而

得.相比于图５(b)中的较为模糊的成像效果,
图５(c)中三角形的６个点能被较为清晰地分辨出

来,图像质量得到明显改善.图５(d)给出图５(b)和
图５(c)中虚线的归一化强度轮廓曲线,该图表明加

入光瞳后的dfFED成像展示出更高的分辨能力,信
噪比也明显改善.按照瑞利判据[１９Ｇ２０],当两个像斑

重叠区的强度不超过峰值强度的７３．５％时,两个点

能被分辨.根据这个判据,图５(d)的数据显示,没
有使用光瞳的dfFED成像两点中间的强度高于

７３．５％,而使用环形光瞳滤波器的dfFED成像中间

的强度值远低于７３．５％.这些数据表明,使用环形

光瞳后的dfFED能分辨出之前不能分辨的两个点,

０７１８００１Ｇ４
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分辨能力得到了加强.
随后对由６条等强度线组合构成的网格样品进

行仿真,如图６(a)所示,相邻两条平行线之间间隔

为０．８λ.没有使用光瞳的dfFED成像如图６(b)所
示,使用光瞳滤波器的dfFED成像如图６(c)所示.
图６(d)给出了图６(b)和图６(c)中虚线的归一化强

度轮廓线.根据瑞利判据,两种情况都能分辨出相

邻的细线,但使用了环形光瞳后的dfFED图像中,
每根线呈现出更小的FWHM 及较高的信噪比,由
此表明分辨能力得到增强.

还对辐射状样品进行仿真验证,如图７(a)所
示.没有使用光瞳的dfFED成像如图７(b)所示,
使用光瞳滤波器的dfFED成像如图７(c)所示.相

比图７(b),图７(c)给出了对比度和分辨率更高的成

像.图７(d)给出了图７(b)和图７(c)中虚线的归一

化强度轮廓线,相比于没有使用光瞳的dfFED成

像,加入环形光瞳后的dfFED成像展现了更加显著

的波峰和波谷,显示了更多的细节信息.

图５ 含有６个点的样品仿真结果.(a)样品分布;(b)没
有光 瞳 的 dfFED 成 像;(c)加 入 环 形 光 瞳 后 的

dfFED成像;(d)沿着(b)和(c)中虚线的归一化强

　　　　　　　　　度轮廓线

Fig．５Simulatedresultsofsampleconsisting ofsix

points敭 a Samplepattern  b dfFEDimaging
withoutpupil  c dfFEDimagingwithannular

pupil  d normalizedintensityprofilesalong
　　　dashedlinesshownin b and c 

５　结　　论

结果表明,在dfFED中,使用环形光瞳滤波器,
能够有效地提高图像分辨率.在空心光斑的光路中

插入环形光瞳滤波器,一方面缩小了空心光斑的尺

图６ 含有６根线的样品仿真结果.(a)样品分布;(b)没
有光 瞳 的 dfFED 成 像;(c)加 入 环 形 光 瞳 后 的

dfFED成像;(d)沿着(b)和(c)中虚线的归一化强

　　　　　　　　　度轮廓线

Fig．６Simulatedresultsofsampleconsistingofsixlines敭

 a Samplepattern  b dfFEDimagingwithout

pupil  c dfFEDimagingwithannularpupil  d 
normalizedintensityprofilesalongdashedlines
　 　　　　　shownin b and c 

图７ 辐射状样品的仿真结果.(a)样品分布;(b)没有光

瞳的dfFED成像;(c)加入环形光瞳后的dfFED成

像;(d)沿着(b)和(c)中虚线的归一化强度轮廓线

Fig．７Simulated results ofspokeＧlikesample敭 a 
Samplepattern  b dfFEDimaging without

pupil  c dfFEDimagingwithannularpupil 

 d normalizedintensityprofilesalongdashed
　　　　　linesshownin b and c 

寸,另一方面允许实心焦斑的数值孔径从０．６NA 提

高至０．８NA,获得更小的与空心光斑强度分布相匹

配的实心光斑,在相减因子γ＝０．９５下,消除了负值

旁瓣,双方面作用下实现了dfFED的PSF进一步

缩小,实现０．１８λ 的空间分辨率,将dfFED成像分

０７１８００１Ｇ５
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辨能力提高了１４．３％.利用数值仿真实验,模拟了

三角形、网格形状和辐射状的样品的成像,进一步证

明了使用环形光瞳滤波器能够有效改善dfFED方

法的图像质量.该研究将有利于推动荧光辐射差分

成像在生命科学的实际应用.
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