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摘要 光学显微镜具有无损、样品友好、速度快等优点,一直是人类探索微观世界的主要手段。但是,由于受到衍

射极限限制,长期以来,光学成像系统的分辨率最高仅能达到可见光半波长量级,逐渐成为科学技术发展的桎梏。

对于荧光标记样品,可以利用荧光超分辨光学显微成像技术打破光学衍射极限,填补电子显微镜(约为1
 

nm)和普

通可见光学显微镜(200~250
 

nm)之间的空缺。然而,对于大多数样品特别是非荧光标记样品而言,利用现有技术

进行超分辨成像依旧存在相当难度。近年来,科研人员从合成孔径成像原理出发,提出了光学移频超分辨成像方

法,开辟了光学超分辨成像的新思路。光学移频超分辨成像不拘泥于荧光非线性效应的限制,兼具非荧光标记样

品以及荧光标记样品的超分辨成像能力,而且因为其成像速度快、样品普适性高和光毒性低等优点,在材料学、生
物学和医学等领域展现了很好的应用前景。本文从原理和方法上详细综述了移频超分辨光学显微成像技术,并对

未来发展方向进行了评述和展望。
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Abstract Optical
 

microscopy
 

is
 

non-invasive 
 

sample-friendly 
 

and
 

fast 
 

rendering
 

itself
 

the
 

major
 

approach
 

for
 

human
 

beings
 

to
 

explore
 

the
 

microcosmic
 

world 
 

However 
 

the
 

diffraction
 

limit
 

has
 

hindered
 

the
 

resolution
 

of
 

all
 

optical
 

imaging
 

systems
 

to
 

approximately
 

half
 

the
 

wavelength
 

of
 

visible
 

light
 

for
 

over
 

a
 

century 
 

until
 

it
 

was
 

fundamentally
 

broken
 

by
 

the
 

development
 

of
 

super-resolution
 

optical
 

fluorescence
 

microscopy 
 

This
 

technology
 

bridges
 

the
 

gap
 

between
 

the
 

electron
 

microscopes
 

 1
 

nm 
 

and
 

the
 

ordinary
 

optical
 

microscopes
 

 200
 

nm
 

to
 

250
 

nm  
 

but
 

it
 

is
 

essentially
 

useless
 

for
 

most
 

samples 
 

especially
 

those
 

non-fluorescent-labeled 
 

In
 

recent
 

years 
 

inspired
 

by
 

the
 

synthetic
 

aperture
 

imaging 
 

we
 

have
 

developed
 

the
 

optical
 

super-resolution
 

imaging
 

based
 

on
 

frequency
 

shift 
 

providing
 

a
 

new
 

approach
 

to
 

optical
 

super-resolution
 

imaging 
 

As
 

the
 

technique
 

is
 

not
 

limited
 

by
 

the
 

nonlinear
 

effects
 

of
 

fluorescence 
 

it
 

is
 

applicable
 

for
 

both
 

non-fluorescent-labeled
 

and
 

fluorescent-labeled
 

samples 
 

Besides 
 

due
 

to
 

such
 

advantages
 

as
 

fast
 

imaging 
 

high
 

sample
 

universality 
 

and
 

low
 

phototoxicity 
 

the
 

technique
 

shows
 

good
 

prospects
 

in
 

multiple
 

fields 
 

including
 

materials
 

science 
 

biology 
 

and
 

medicine 
 

In
 

this
 

paper 
 

we
 

deliver
 

a
 

detailed
 

overview
 

on
 

both
 

the
 

principles
 

and
 

methods
 

of
 

optical
 

super-resolution
 

imaging
 

based
 

on
 

frequency
 

shift 
 

as
 

well
 

as
 

our
 

prospects
 

to
 

the
 

future
 

development
 

direction
 

of
 

this
 

technique 
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1 引  言

在历史的长河中,利用相应设备对目标样品进

行成像一直是人类感知外界并获取信息最为重要的

手段。随着技术的发展,人类可利用的波段范围早

已扩展至几乎整个电磁波领域,但主要收集并处理

可见光区的光学仪器,其地位依旧不可替代。与其

他成像仪器相比,光学成像系统因其成像速度快、对
样品无损、操作方便、可进行三维(3D)成像以及可

实现特异性结构区分等优点,在材料、生物与医学成

像等领域具有广泛的应用。然而,由于衍射现象的

存在,光 学 成 像 系 统 普 遍 存 在 分 辨 率 受 限 的 问

题———这一问题在人类观察微观世界时显得尤为突

出,并一度成为困扰人类科技进步的桎梏。光学衍

射与系统分辨率之间的关系于1873年由 Abbe
等[1-2]首次确立。在可见光波段,普通光学显微镜的

横向和轴向分辨率局限在200~250
 

nm 和500~
600

 

nm范围内。与此同时,随着物理学、材料学、生
物学、医学以及生命科学的飞速发展,人们对显微镜

的分辨率提出了更高的要求,如何实现亚百纳米甚

至更小的分子水平的观测成了科学家们的迫切需

求。因此,探索基于可见光波段、可以突破衍射极

限、提高成像分辨率的显微技术成为当务之急。
本质上讲,提升分辨率就是获取样品更多、更细

节的信息,而所谓的细节信息往往与频域中具有较

大张量的频谱分量相关。根据傅里叶光学可知,系
统光学传递函数(OTF)的截止频率直接决定了光

学成像系统的分辨率水平。由此也派生出了提升系

统分辨率水平的两种主要思路:一种是通过各种方

法提高系统的截止频率,扩大系统光学传递函数的

覆盖范围。例如,直接提高像方折射率的固态浸没

透镜(SIL)[3]、使用双对置镜头架构增大系统数值

孔径的4Pi显微成像技术[4]等。这些传统的方法由

于材料学的限制,往往对分辨率的提升较为有限。
相对而言,直接压缩系统有效点扩展函数(PSF)的
方法则有效得多,其代表性技术包括受激辐射光淬

灭显微成像技术(STED)[5-6]和单分子定位显微成

像技术(SMLM)[7]。上述两种技术依赖于荧光染料

分子对于照明光的非线性响应,可以在理论上无限

制地压缩系统有效点扩展函数以获取更高的分辨

率。其主要技术发明人:Betzig、Hell和 Moerner更

是由于相关技术对于生物和医学研究的巨大推动作

用而分享了2014年度的诺贝尔化学奖[8]。
提升系统分辨率水平的第二种思路则是光学移

频超分辨成像技术。受到合成孔径技术的启发,光
学移频超分辨成像技术的核心思路是通过一些调制

技术将传统光学显微镜无法获取到的样品高频分量

移动到系统的低通频带范围内,随后通过频谱解调,
实现实际频谱接收范围的有效扩展。相比于第一种

思路,光学移频超分辨成像技术一般具有以下优点:

1)
 

对样品制备要求较低,无需荧光标记,因此

样品普适性更高;

2)
 

所需照明光强较低,因此对样品的光漂白和

光损失更小,更适用于长时程成像;

3)
 

可应用于宽场成像的场合,成像速度快,因
此更适用于快速活细胞成像。

本文后续将对光学移频超分辨成像技术的相关

内容进行详细阐述。本文在内容上共分为5节。其

中,第二节论述光学移频超分辨成像技术的机理,重
点介绍高频信息产生机制、移频和重构的原理。第

三节将论述传导(播)场移频成像技术,主要包括合

成孔径显微镜、结构光显微镜为代表的、照明光为传

播场的移频成像技术,特别是提出了移频成像既可

以在照明端加载,也可以在探测端加载的思路,进一

步开拓了在传播场移频成像的实现途径。第四节是

重点,提出了采用倏逝场实现宽场移频成像方法,论
述了波导型倏逝场移频、表面等离子激元(SPP)移
频等各种超高频移频成像技术。重点探讨了传统光

学移频超分辨成像技术在分辨率提升能力上的瓶

颈,并针对性地提出打破上述瓶颈的有效方法。最

后,本文对移频成像的发展方向做了总结与展望。

2 原  理

2.1 移频提高分辨率的基本原理

由上节分析可知,获取高频频谱分量即可实现

超分辨显微成像。虽然对于非线性系统可以采用诸

如缩小点扩展函数(即频域扩展)的方式实现频域通

带扩展,如图1(a)所示。但对于绝大部分线性系统

而言,由于衍射极限是光的固有属性,因此直接对频

域进行扩展是非常困难的。这意味着,通过点扩展函

数压缩扩展频域空间的方法对于此类系统存在明显

的局限性。为了解决上述矛盾,对于频域通带范围表

示为{K'‖|K'‖ ≤kc}的线性系统,如果能采用一定

的技术手段,使得系统通带能够在频域空间内实现平

移,则平移后的系统通带 K″‖  可以表示为[9]

K″‖=K'‖+Kill, (1)
式中:Kill为移频矢量。图1(b)表示了整个移频过

程。值得注意的是,根据矢量合成法则,在与Kill一
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致的方向上,系统最大截止频率为

k″c=k'c+ Kill >k'c。 (2)

  很显然,利用移频可以使系统接纳更高的频谱

分量。但是,需要进一步指出的是:频域通带搬移具

有方向性,在一个方向上频谱分量接收能力的增强

意味着在与之相反的方向上接收能力的减弱。因

此,为了使整个频谱空间内各方向获得相同的截止

频率,保证系统在整个二维空间内的分辨能力相同,
系统频域通带往往需要经过多次搬移并最后加以合

成,即所谓的“合成孔径”[11][图1(b)]。

图1 提升分辨率的两种基本思路[10]。(a)频域压缩;(b)移频[11]

Fig 
 

1 Two
 

basic
 

mechanisms
 

for
 

improving
 

resolution 10  
 

 a 
 

Frequency
 

compression 
 

 b 
 

frequency
 

shift 11 

2.2 光学移频超分辨成像技术的分类

光学移频超分辨成像技术在理论上可以有多种

实现方式和相应的分类方法。例如,按照成像时对

样品面的照面范围来划分,可以分为宽场和扫描式

光学移频超分辨成像技术;类似地,按照移频作用的

位置来划分,则可以分为照明和探测移频超分辨成

像技术。本文根据移频后光波矢的性质,将整个技

术领域划分为传导场移频超分辨成像技术和倏逝场

移频超分辨成像技术两类。这种划分原则不仅更贴

近已有的理论框架,还大致反映了整个技术在时间

上的演进趋势。
对于波长为λ的光场,其在样品空间的波数可

以表示为

K0 =
2nπ
λ
, (3)

式中:n 为光学系统物方折射率。进一步可以定义

K0 􀰛Kill+Kz = Kill ê‖ + Kz êz, (4)

式中:ê‖和êz 分别为该光场在焦平面和能量传播方

向上的单位矢量。如果 Kill > K0 ,则相应的

Kz 为虚数,该光场无法传播到远场;反之,如果

Kill < K0 ,则相应的 Kz 为实数,该光场可以

传播到远场。
因此,当使用上述定义描述移频光场时,如果光

场参与移频的分量 Kill < K0 ,则该类技术属于

传导(播)场 移 频 超 分 辨 成 像 技 术。特 别 地,当

Kill ≤kc< K0 时,承载移频的光场分量同样也

可以由原有成像系统经由远场产生(或接收),因此

可以认为整个系统都工作在传导(播)场。许多经典

的相关技术,如合成孔径技术、结构光照明显微成像

(SIM)技术等,均可以纳入上述范畴。由于参与移

频的光场波数分量大小有限,分辨率的提高不会超

过原有成像系统分辨率的2倍。
与之相对应,如果 Kill > K0 ,则相应的技术

属于倏逝场移频超分辨成像技术。利用倏逝场照明

的移频成像可以看作是利用光波的近场效应进行照

明,而成像的信号是被样品空间频率调制移频后的

传播场光,因此是远场成像。由于 Kill 的大小不

再受到照明光波长的限制,可以实现的分辨率大小

在理论上是无限的。当然这种分辨率的无限仅仅是

指空间上的,实际上它还受限于倏逝场的强度。在

后文中详细加以阐述。

3 传导场移频超分辨成像技术

3.1 合成孔径显微成像技术

实现光学移频超分辨成像的经典方法是利用合

成孔径显微(SAM)技术[12-14]。起初,相关技术自20
世纪50年代起被广泛应用于天文望远成像中[15-16],
在当时,科学家们将多个天文望远镜收集到的信号

进行相干混叠,得到的图像分辨率可以大大提升。
受到这一思路的启发,Turpin等[17]于1995年首次

提出将合成孔径应用到显微成像中,从而实现了显

微镜孔径(通频带)的扩展。
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图2 SAM成像原理。(a)
 

SAM系统装置示意图[12];(b)合成频谱图[18]

Fig 
 

2 Imaging
 

principle
 

of
 

SAM 
 

 a 
 

Schematic
 

of
 

SAM
 

system 12  
 

 b 
 

synthetic
 

spectrum 18 

  为了获得物体频谱的振幅与相位分布,SAM通

常采用干涉的方法进行全息成像。如图2(a)所示,
照明光被分为两束,A光束倾斜照明样品,使物体信

息在频域产生平移并由物镜接收,进而到达相机

CCD所 在 的 像 面。总 移 频 矢 量 大 小 为 Kill =
2nπsin

 

α/λ。其中α为照明光束相对系统光轴的倾

角。B光束作为参考光束,并以一定倾角直接入射

到探测器面上,与样品光发生干涉形成离轴全息图

像并由探测器记录其强度分布。而后基于全息原理

即可使用傅里叶变换对频域内的高频分量进行恢复

[图2(b)],从而提升系统的分辨率。
在孔径合成过程中,SAM 通常需要通过干涉

求得物体频谱的复振幅分布,在一定程度上增加

了系统复杂度。一种同样应用合成孔径概念的方

法———傅里叶层叠成像技术(FP)则可以在只测得

物体强度分布的情况下实现频带扩展。该方法最

早于1969年由 Hoppe[19]提出,并在电子显微成像

中应用,直到2013年,这一概念才由Zheng等[20]

应用于光学显微成像中。FP的提出源自于层叠成

像技术[21-24],后者通过照明光斑连续扫描样品,每
次记录样品散射的衍射图像,利用拍摄的这些图

像恢复样品的相位分布。“ptycho”一词来源于希

腊语,意为“重叠”,因此Ptychography算法的特点

之一即要求照明光在样品上进行相邻两次扫描时

需有部分区域重叠(通常为60%)[25],照明扫描过

程引入较高的数据冗余后,可以显著改善算法的

收敛特性。
傅里叶频谱折叠显微成像技术(FPM)实际上

就是一种频谱域中将子孔径频谱不断循环区域迭代

的计算方法,其具体计算步骤如图3所示。上述步

骤实际上是假设拍摄图像之间存在相干关系,但在

实际应用中并没有严格的相干限制,当使用非相干

光源照明样品时一样成立,而且由于不存在相干噪

声,效果比激光照明更好。

图3 FPM流程图[20]

Fig 
 

3 Flow
 

chart
 

of
 

FPM 20 

3.2 结构光照明显微成像技术

当使用非相干成像时,采用非均匀照明对样品进

行调制也可以实现光学移频超分辨成像,实现这种思

路的典型技术是SIM技术,由Gustafsson[26]于2000
年实现,如图4所示。与SAM不同,SIM直接将空间

频率为p(即 Kill =p)的正弦光栅状照明图像投射
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到样品上,荧光样品被激发后发出荧光,其分布受到

了条纹的调制,即得到的荧光辐射强度分布是样品与

照明条纹的乘积。由此得到的图像在频域上表现为

三个频谱带:由宽场成像对应的低频频带,以及由照

明条纹调制引入的两个物体高频频带。为了分离这

三个频带,需要进一步使用三步移相法加以解析[26]。

图4 SIM成像机理。(a)正弦结构光条纹照明样品产生莫尔条纹;
(b)通频带在某一方向上的扩展;(c)通频带在二维方向上的扩展
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  在传统SIM[27-29]中,通常需要精确求解照明条

纹的参数(如频率和相位),如果求解过程存在微小

的误差,则重构结果将产生伪像从而影响成像质量。
因此,人们提出了非正弦条纹照明方法,包括盲

SIM(Blind-SIM)[30-32]、条纹照明的傅里叶层叠显微

技术(piFPM)[33]等。通过迭代的方法,在重构样品

的同时,也恢复照明的光斑,
除传统的宽场显微模式外,利用结构光照明

实现光学移频超分辨成像的方法也可以工作于扫

描模式,特别是共聚焦显微成像系统中。这类技

术一般是以共聚焦系统为基础,利用不同的方法

得到一组类似于结构光照明显微成像技术的原始

数据,再用SIM 算法解调出高频信息。相比于宽

场成像,共聚焦系统可以通过小孔限制点扩展函

数在光轴方向的焦深,从而实现较好的层切效果,
克服结构光照明显微成像技术无法进行厚样品成

像的缺陷。

Lu等[34]于2009年首次提出了扫描图案照明

显微技术(SPIN),通过调制入射激发光的峰值强度

以及宽场探测器的时间累积成像来合成有效的结构

照明场。SPIN的系统装置如图5(a)所示,激光器

发出的激发光被调制成随时间在[0,1]区间变化的

函数Iex=1/2(1+cosωt),其中ω 为时间调制频率。
随着扫描的进行,CCD相机在时间累加下能够生成

一张类似于结构光照明的成像结果。因此只要改变

激发光的时间调制函数,就能产生沿同一方向不同

相位的一组图像,然后再改变振镜的扫描方向,就能

实现各项同性的分辨率增强。

图5 SPIN与SPADE系统比较[34]。(a)
 

SPIN系统装置示意图;(b)
 

SPADE系统装置示意图
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  值得注意的是,常规的SIM 由于照明光斑受到

衍射极限的限制,系统可通过的最大光斑频率仍为

系统的截止频率,故前面介绍的经典SIM 技术只能

最多实现两倍于传统宽场显微镜分辨率的提升。为

了实现更高分辨率的提升,利用荧光样品本身的非

线性效应是一个非常直接的思路,特别是饱和效应
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和光开关效应。这种利用荧光非线性效应的结构照

明技术可统称为非线性SIM(NL-SIM)。具体而

言,其中利用荧光饱和效应的方法称为饱和SIM

(SSIM,如图6所示)[35-36];利用荧光光开关效应的

方 法 主 要 是 饱 和 去 激 活 NL-SIM (SD
 

NL-
SIM)[37-38]。

图6 SSIM原理[36]。(a)荧光辐射率与照明光强之间的非线性关系;(b)有效辐射条纹强度分布;(c)有效辐射条纹的频谱分布
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图7 NFOMM工作原理[39]。(a)系统原理图;(b)位相编码及对应的系统有效点扩展函数与光学传递函数;
(c)受调制的各焦斑归一化光强分布曲线;(d)仿真成像结果
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  与宽场SIM类似,扫描模式下也可以利用荧光

非线性效应。Zhao等[39]提出非线性焦斑调制显微

技术(NFOMM),通过高强度照明带来的荧光激发

非线性效应来扩展系统的有效空间频率带宽,再采

用空间光调制器在激发光路进行相位调制产生PSF
空间频率的重新分配,从而保留来自物体的高频分

量。样品的高频信息在一个或多个激发光斑的相位

调制下被移回系统的频率通带后,就可以利用多视

图反卷积算法进行后处理,以重建超分辨对象。其

基本原理如图7(a)所示,经过相位延迟和偏振调制

的激发光波前被物镜聚焦在样本平面产生不同图案

的照明光斑。在普通的点扫描显微镜中样品发射的

荧光是高斯型点扩展函数[图7(b)左列],中列和右

列分别为非线性焦斑调制显微技术使用的另外两种

常用的照明图案,其是通过对应的相位掩模调制入

射光束的相位而得到的。当增加激发光的功率时,
由于荧光的非线性效应,从三种照明图案对应的光

学传递函数就可以看出,饱和甜甜圈发射(SDE)模
式具有多于饱和高斯发射(GE)模式的高频分量,而

y 方向饱和线形发射(SLE)模式涵盖了更多沿x 方

向的高频分量。图7(c)给出了沿x 方向的光学传

递函数归一化轮廓曲线,可以直观地比较三种不同
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照明光斑的性能。当照明强度增加到100
 

kW/cm2

时,由于荧光饱和而产生的非线性效应扩展了三种

发射模式的有效光学传递函数,高频分量明显增加。
值得注意的是:SDE和SLE模式虽然携带更多的高

频信息,但是其在中频区域存在着一个凹陷,因此为

了弥补其频率缺失,采用 Richardson-Lucy反卷积

演变而成的多视图反卷积迭代模型,公式为

sk+1=sk ×∑
N

i=1
F-1 F(Ii)

F(sk)􀱋h~i
eff

×h~i
eff
*  ,(5)

式中:h~ieff 为第i个光学传递函数;Ii 为对应的第i
张采集的图;*为共轭算子;sk 为经过k 次迭代后

样本的估计值。开始第一次迭代前的估计值s1 一

般选择原始图像I 本身。由于迭代是收敛的,可以

设定当迭代前后样本的估计值变化小于某个值时终

止迭代,当然也可以提前设置合适的迭代次数。

NFOMM将SDE/SLE模式与GE模式代入多视图

反卷积迭代模型,就能将高频信息提取出来,同时弥

补了缺频现象,从而重建出超分辨图像,如图7(d)
所示。

类似的方法还包括Cao等[40]提出的多焦点饱

和虚拟调制技术,利用荧光饱和激发的非线性效应

以及多焦斑照明技术分别提高了空间分辨率和时间

分辨率。如图8(a)所示,周期性多个焦斑用以提高

生成SIM 数据的速度,星号表示物体的位置,箭头

表示图案的扫描路径。当荧光团的激发强度达到最

大值时,其发射强度将达到最大值,因此可以使用此

先验知识来估计照明的各个焦斑的初始位置,进而

重排成与单焦斑SIM 成像相同的数据集。值得注

意的是,两个相邻焦斑之间的间隔最好大于激发和

探测点扩展函数的直径之和,以确保它们不会相互

干扰。然后,再采用傅里叶叠层成像恢复算法对如

图8(b)所示的两种虚拟调制方法(虚拟时间调制和

虚拟空间调制)生成的SIM 数据集进行移频重建,
提取出超过线性超分辨的高频信息。

图8 多焦点饱和虚拟调制技术原理图[40]。(a)扫描过程;(b)多焦斑探测系统;(c)虚拟调制过程
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3.3 探测器端移频超分辨成像技术

由于共聚焦系统中有效点扩展函数可以表示为

照明点扩展函数与探测点扩展函数的乘积,因此,在
利用SPIN实现扫描型光学移频超分辨成像的基础

上,可以将对于照明光斑的调制转移到探测端实现

类似的效果。正是基于这一思路,Lu等[34]在2009
年同样实现了扫描图案探测显微技术(SPADE),其
利用探测端的掩模和单点探测器的空间累积成像来

实现系统的空间频移。与SPIN 不同[图5(a)],

SPADE[图5(b)]是将激发光的峰值强度保持恒

定,通 过 在 单 点 探 测 器 前 插 入 一 块 透 射 率 为

m(x)=1/2(1+cosωsx)的掩模来进行调制,其中

ωs 为空间调制频率。光电倍增管(PMT)将所有通

过掩模的信号求和并将积分强度分配给当前二维振

镜扫描位置对应的单个像素,这样在扫描完整个视

场后同样可以重构出一幅类似于SIM 的图像。为

了提取位于显微系统通带外的频率分量,SPADE
同样需要移动和旋转掩模m(x)以生成不同方向和

相位的一系列图像,然后使用常规的SIM 移频算法

恢复出超分辨图像。
调制光强虽然可以提高系统分辨率,但也会导

致光通量的降低,严重影响系统的信噪比。并行探

测技术利用多个探测器取代原有系统中的单点探测

模式,可以很好地解决上述问题。从频域的角度来
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说,并行探测技术通过小针孔和阵列探测器中的离

轴像素或子探测器来拓宽系统的频率带宽,再利用

后处理算法将高频信息恢复。并行探测技术最早是

由Sheppard[41]提出并被 Müller等[42]利用电子倍

增电荷耦合器件(EMCCD)阵列探测器实验实现,
是当前应用最为广泛的一种点扫描移频超分辨成像

技 术,Airyscan[43]、图 像 扫 描 显 微 成 像 技 术

(ISM)[41]、光学光子重排显微成像技术(OPRA)[44]

等都属于该类方法。
并行探测技术的主要问题在于图像往往需要相

对复杂的后处理过程。在物理上,由于不同探测器

不可能同时占据完全相同的空间位置,因此并行探

测中由各单点探测器所收集的信号不能简单相加。
由于照明光点扩展函数和探测光点扩展函数是错位

的,因此最终生成的系统有效点扩展函数也表现为

离轴的形式(图9),在数学上表示为

heff(r)=hexc(r)·[hemi(r)·P(r-vd)],(6)
式中:vd 表示像素偏离光轴的距离矢量。需要注意

的是:随着vd 的增大,系统有效点扩展函数的峰值

会不断降低,但是半峰全宽会减小,即分辨率更高。
但是,重组的图像相对于中心点而言会有一定的偏

移,通常表示为 vd /(1+β),其中β是荧光激发和

发射波长之比。在不考虑斯托克斯位移的前提下,
可以简单令β=1。

图9 并行探测系统示意图[45]
 

。(a)共聚焦(上)与并行探测(下)系统比较图;
(b)并行探测模块中各探测器的位置分布;(c)由并行探测系统获取的代表性图像
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  由于荧光的激发和发射谱均为宽谱,且易受环

境因素的影响,因此可能存在对于β 估值不准造成

的图 像 质 量 恶 化 问 题。针 对 该 问 题,刘 旭 课 题

组[46-47]提出了一种新的移频算法来重建阵列探测器

采集的图像。这种方法无需事先了解探测器阵列的

分布,而是通过将各子探测器采集的图像相位信息

转化到傅里叶域,代替原始的并行探测概念中那样

重新分配像素,每个傅里叶图像的相位都移动一个

与像素位置相对应的值。这样就可以将像素重组过

程以更灵活的方式完成。其允许虚拟像素重新分配

移位像素大小为非整数值,从而获得更好的成像结

果。此外,Zhu等[48]还研究了4种不同的基于并行

探测的显微镜分辨率增强方法,对其分辨率、成像速

度和信噪比进行了分析和比较。
基于虚拟结构探测(VSD)的超分辨扫描激光显

微技术[49]是一种通过对图像进行数字处理来实现
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时空调制的探测端虚拟移频成像技术,因此不需要

使用复杂的装置(如光栅、数学微镜元件或声光调制

器)对照明光路中的激光强度进行调制,也不需要像

SPADE在探测光路中使用物理掩模,从而大大简

化了系统的复杂度。而且VSD采用数字方式进行

虚拟调制,不会因相位变化不够精确而产生调制伪

像[50]。此外,在SPIN和SPADE中,由于调制图案

和物理掩模不允许存在负值,需要加上一个直流分

量,而这个直流分量要远大于能将样品频率移回系

统带宽的有效谐波分量,否则在实验中可能导致被

系统OTF衰减的谐波分量淹没在噪声中,从而影

响图像高频信息的恢复。而数字掩模可以取任意

值,故采用没有直流分量的正弦波作为调制图案。
为了改进VSD有限的成像速度,该课题组还将其与

线扫描显微技术相结合,对于400
 

pixel×400
 

pixel
的超分辨图像,能够将成像时间由原先的160

 

s缩

减至3
 

s左右[51]。
由浙江大学Kuang等[52]提出的虚拟k 空间调

制光学显微技术(VIKMOM)同样是通过对探测端

的数字图像进行虚拟调制以获得高频信息,但是其

在将探测器阵列采集到的图像转换为SIM 数据后,
采用改进的傅里叶叠层成像算法而非传统的SIM
移频算法来恢复超分辨图像,因此对噪声不敏感,还
能校正未知光学像差。其成像过程(图10)类似于

VSD,使用带有二维探测器阵列的共聚焦显微镜进

行图像采集,对于每个扫描位置,将激发光斑投影到

样品上,并将记录在探测器阵列上的相应图像与数

字掩模相乘来进行虚拟调制。当扫描样品的不同位

置时,可以获得一系列强度图像,再将每张图像的信

号求和并将积分强度分配给该位置的像素。同时改

变虚拟数字掩模的参数以获得不同方向和相位的调

制图像,最后构成一组SIM数据。

图10 VIKMOM示意图及其用于超分辨率图像恢复的解码过程[52]。(a)成像系统原理;
(b)用于超分辨率图像恢复的解码程序流程图
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  VIKMOM中超分辨图像的恢复过程则以迭代

方式在傅里叶域和空间域之间切换,如图6(b)所
示,使用Iobj

(0)
 

(r)
 

和OTF(0)(k)分别代表样本空间

信息和激发光路中光学传递函数的初始估计,在所

有的调制图像被用于更新样品空间信息之后,重复

整个过程直到解收敛为止,就能获得不受噪声和像

差影响的超分辨图像。

4 倏逝场光学移频超分辨成像技术

由(2)式可知,横向波矢越大,移频量就越多,可
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被远场探测到的空间频率就越高,对应的成像分辨

率也会越高。经典的光学移频超分辨成像技术使用

传导场,即根据(4)式,要求 Kz 为实数。因此,对
应的截止频率上限受到了限制。为了提高系统分辨

率,需要更大的 Kill ,最终 Kz 会成为虚数,整个

移频场因此成为倏逝场。

4.1 基于倏逝场直接照明的光学移频超分辨成像

技术

2013年,浙江大学刘旭课题组将通有激光的一

维纳米光纤置于样品表面,如图11(a)所示[53]。根

据波导理论,纳米光纤在导光的同时,周围会环绕一

层倏逝波。样品在倏逝波的照明下,发生空间移频,
散射光携带超衍射高频空间信息被远场显微物镜接

收。图11(b)显示了利用光纤表面倏逝波对双道微

纳结构进行成像的实验结果(结构的中心间距为

225
 

nm)。这种方法无需对样品进行标记,适用样

品类型广泛,成像波长可通过改变外界耦合激光光

源的波长来调整。然而,纳米光纤的一维结构决定

了这种方法只对一维成像较有优势,在进行二维成

像时必须改变光纤的走向来调整照明方向,这种扫

描方式可能对样品造成移位与破坏,而且径向上的

成像视场被微纳光纤的直径限制在了微米量级。

图11 微纳光纤波导表面倏逝波照明超分辨显微成像[53]。(a)实验结构的三维示意图;
(b)微纳光纤、样品与显微物镜聚焦面的相对位置;(c)~(e)显微物镜聚焦在不同位置时获得的远场成像

Fig 
 

11Scheme
 

of
 

microfibre
 

based
 

super-resolution
 

imaging
 

system 53  
 

 a 
 

3D
 

structure
 

of
 

experimental
 

system 
 

 b 
 

relative
 

positions
 

of
 

microfibre 
 

sample 
 

and
 

focal
 

plane
 

of
 

objective
 

lens 
 

 c -- e 
 

far-field
 

imaging
 

obtained
 

when
          

 

the
 

microscope
 

objective
 

lens
 

is
 

focused
 

on
 

different
 

positions

  同年,刘旭课题组使用棱镜(包括直角棱镜与道

威棱镜)的 全 内 反 射 界 面 实 现 了 表 面 倏 逝 波 照

明[54],如图12所示。该设计在发生全内反射的光

束覆盖范围内均可实现倏逝波照明,相比于基于一

维微纳光纤的倏逝波照明的设计,大大提高了成像

视场。然而,这种基于棱镜的设计难以方便地改变

照明方向,无法满足二维移频成像的需求。另一方

面,倏逝波的横向波矢受限于全反射角,而且背景噪

声难以过滤,所以只实现了λ/2.5的分辨率。

2017年,针对全内反射所形成的倏逝场光波矢

受限的问题,刘旭课题组进一步改进了设计,首次使

用纳米线配合高折射率薄膜的方法[55],在扩大视场

的同时,提高了图像对比度,实现了122
 

nm的横向

分辨率。
上述方法虽然验证了倏逝场实现光学移频超分

辨成像的基本原理,但是均存在难以调整倏逝场方

向,进而较难实现全向超分辨的问题。针对上述难

题,2017年,刘旭课题组提出了一种采用倏逝波进

图12 倏逝波移频超分辨显微方法装置图[54]

Fig 
 

12 Schematic
 

of
 

evanescent
 

wave
 

induced
 

frequency

shift
 

for
 

super-resolution
 

microscopy 54 

行照明实现大频带移频的超分辨显微方法,称为环

形纳米线照明显微镜(NWRIM)[56]。NWRIM采用

纳米线作为光源,其在激光的泵浦下发光,并在衬底

上镀高折射率的膜层结构(如镀在SiO2 上的TiO2
薄膜),放置其上的纳米线所发出的光将在接触位点

上产生倏逝波,并耦合到高折射率膜中进行长程传

播[图13(a)]。利用这种TiO2 高折射率薄膜材料
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可以激发出的倏逝波波数约为自由空间中光波数的

2.5倍,可实现约70
 

nm的分辨率。此外,采用环状

纳米线照明,还可以获得约1000
 

μm
2 的大成像视

场[图13(b)],解决了无源微纳光纤产生倏逝波照

明时视场小的问题。基于该理论模型,刘旭课题组

随后还进一步研究了波导型倏逝场移频超分辨成像

中的偏振效应,发现了波导表面倏逝场照明超分辨

成像中的偏振选择性,利用该特性,实现了对成像系

统背景噪声的有效抑制,图像的信噪比提升了4倍

以上[57]。以此为基础,刘旭课题组研制了各种光学

移频超分辨成像芯片,实现了片上无标记移频超分

辨成像的实用化。

图13 NWRIM基本原理[56]。(a)
 

NWRIM的示意图;(b)多种二维亚衍射结构NWRIM超分辨显微成像结果

Fig 
 

13 Principle
 

of
 

NWRIM 56  
 

 a 
 

Schematic
 

illustration
 

of
 

NWRIM 
 

 b 
 

super-resolution
 

imaging
results

 

of
 

various
 

two-dimensional
 

sub-diffractive
 

structures
 

using
 

NWRIM

4.2 基于表面等离子激元的光学移频超分辨成像

技术

除了直接使用倏逝场进行照明实现光学移频超

分辨成像之外,也可以基于光与物质的相互作用,利
用传导光激发具有较大光波矢的局域场来实现类似

的作用。在这一方面,目前研究最为深入的是利用

表面等离子激元(SPP)实现结构光照明。表面等离

子基元是在导电体与电介质界面存在的一种电磁振

荡,这种电磁振荡本质上是电子对外界激发光的集

约谐振响应。与激发光相比,表面等离子激元的波

长更短,因此可以实现更密集的干涉条纹,从而在频

谱域实现更大的光学移频,最终重构的图像也具有

更高的空间分辨率。

2012年,南开大学/深圳大学的袁小聪课题组

率先在实验上证明了利用等离激元驻波对纳米颗粒

进行超分辨成像的可行性[58]。他们采用1.42NA
的物镜,对于发光波长中心为645

 

nm的荧光样品

实现了分辨率为172
 

nm的超分辨成像。2014年,

Wei等[59]采用边缘/刻槽的激发方式,在单层厚度

为250
 

nm的银薄膜上刻上周期为7.6
 

μm的刻槽

结构,用以激发相对传播的表面等离子激元。
这些工作虽然证明了利用表面等离子激元实现

光学移频超分辨成像的可行性,但是无法很好地解

决表面等离子激元中普遍存在的有效折射率和传输

距离之间的矛盾,必须在有效视场与分辨率之间进

行取舍。因此,高效的表面等离子激元衬底研究逐

渐成为热点。例如,中国科学院西安光学精密机械

研究所鱼卫星课题组提出了一种基于 Ag-Al2O3-
Ag-SiO2-Ag的多层结构的pSIM 衬底。有限差分

时域仿真和理论计算表明,通过优化各层薄膜的厚

度,该结构可以产生周期为84
 

nm的表面等离激元

干涉条纹,实现41
 

nm的分辨率[60]。相比于传统显

微镜,基于该衬底的pSIM 可以实现5.3倍的分辨

率提升。相同小组的另一项工作[61]则是利用介质

薄膜之间的短程表面等离激元的对称耦合效应,产
生超高波矢的表面等离激元模式。仿真结果表明,
利用Ag-Al2O3-Ag-H2O的金属/介质多层薄膜可

以实现16
 

nm的分辨率,是普通光学显微镜的13.6
倍。此外,通过改变薄膜的厚度和介质的折射率,可
以实现表面等离激元的有效调控。另一种热门的衬

底材料 是 石 墨 烯。基 于 石 墨 烯 的 pSIM 最 初 由

Zeng等[62]提出,他们从理论上提出单层石墨烯加

单层介质的结构。仿真计算表明,该衬底激发的石

墨烯等离激元的有效折射率可以达到45.7。通过

优化费米能级、激发光波长和介质的介电常数等参

数,最终可以实现10
 

nm的分辨率。为了进一步提

高分辨率,使其符合实际应用需求,研究人员设计出

了另一种基于石墨烯的pSIM衬底结构,即 meta表

面的混合石墨烯结构[63]。该器件基于局域表面等

离激元增强效应和石墨烯等离激元,其结构是在

SiO2/Ag/SiO2 衬底上放置一层石墨烯。其中厚度

仅为10
 

nm的银薄膜作为石墨烯等离激元的激发
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源,可以满足很高的波矢匹配要求。仿真结果表明,
当采用980

 

nm的激发光时,可以产生周期为11
 

nm
的等离激元模式,其理论分辨率可以达到6

 

nm。
除了采用传播的SPPs干涉作为结构照明光,

还可以利用周期分布的局域等离激元(LPs)来进行

更大范围的移频。局域等离激元照明图案可以由电

子束刻蚀制备的等离激元天线阵列产生。2017年,

Ponsetto等[64]在实验上证明了LP-SIM 的超分辨

能力。该天线阵列由六角分布于氧化硅或蓝宝石衬

底的纳米银盘组成。银盘上覆盖有一层保护层,用
来保护该银盘阵列不被氧化以及与所观察的生物样

品隔离,同时该保护层的厚度需要控制在一定范围

内,使得生物样品与银盘的间距在表面等离激元的

衰减距离之内。为了保证最终成像效果,局域等离

激元天线阵列的大小和周期需经过仿真优化设计,
在实验中,他们采用 了 直 径 为60

 

nm 和 周 期 为

150
 

nm的局域等离激元天线阵列,实现了74
 

nm
的分辨率。实验过程中采集到由局域等离激元结构

产生的近场模式分布调制过的样品远场分布。与

pSIM类似,为了重构出最终的超分辨图需要改变

激发光的偏振 和 入 射 角 度。2018年,Bezryadina
等[65-66]用 LP-SIM 成 功 地 实 现 了 在 低 激 发 光 强

(100~150
 

W/cm2)下的视频级速度(30~40
 

Hz)的
超分辨成像。为了获得最优的分辨率,采用的阵列

结构参数如下:银盘直径为60
 

nm,
 

周期为125
 

nm。
该实验采用绿色荧光分子标记的细胞微管作为样

品,证明了该成像方法的生物兼容性。为了进一步

提高分辨率,该移频方法还可以与微球透镜成像结

合起来,采用低数值孔径的物镜实现57
 

nm 的分

辨率。

LP-SIM的照明端和探测端实现了有效分离,
因而可以同时实现高速大视场和超分辨成像。但是

缺点在于其成像依赖于大面积精细加工的衬底结

构,如果加工有缺陷将会引入误采样,产生失真的成

像结果。此外,与其他近场照明方式类似,LP-SIM
只能探测到衬底表面一定范围内的样品,其成像深

度受到了倏逝场衰减深度的限制,而且理论上移频

的频率越大,倏逝场深入到样品中的距离越短,也就

限制了成像的深度。不过从另一角度说,对于仅仅

需要对样品表面进行成像的场合,这种方法可以实

现更高信噪比的成像结果,局域性更强。
与LP-SIM 类似,将表面等离子激元技术与

FPM结合,也可以实现超分辨成像[67]。
利用SPP或LP-SIM 可以产生极高频率的表

面波,因此可以获得相关频段的高分辨成像。但是,
应该指出的是,当这些频率远高于显微物镜的截止

频率kobj,也就是SPP的频率大于约1.6倍成像光

波矢时,移频成像的结果就会出现低频域中间频段

的缺失,如图14所示。

图14 SPP移频步长过大导致的频谱分量缺失现象

Fig 
 

14 Absence
 

of
 

spectral
 

components
 

caused
 

by
excessive

 

SPP
 

frequency
 

shift
 

step

实际上移频成像的图像只能保证在SPP频率

加减物镜数值孔径对应的频段成像是清晰的。因

此,前面的SPP超分辨成像的工作[60-66],实际上都

是指该移频波段的超分辨成像,由于这些文章中

SPP的频率已经远远大于1.6倍成像光波矢,所以

即便加上物镜基频的成像,中间也缺了很大一个频

段的图像信息。因此,对于极高SPP移频成像,要
获得完整的样品图像超宽频谱的成像信息,不仅需

要移频,还需要拓宽成像的空间频谱,即扩频,将中

间缺失的频段信息补全。综上可知,基于频带拓宽

的移频成像,是解决理论上移频不存在成像分辨率

缺陷的关键,也是当前需要研究的方向。

5 结束语

本文总结了目前已有的实现光学移频超分辨成

像的系列方法和技术,相关技术的总结如表1所示。
相比于其他超分辨方法,光学移频超分辨成像技术

的最大优势在于所需照明光强低,可以宽场成像、成
像速度快,因此在活细胞成像领域具有更大的应用

前景,而其中的SIM移频技术更是在目前所有超分

辨光学显微成像技术中具有最快的成像速度记

录[68]。从移频的特点可以看出,人们不仅可以在照

明端加载移频信息(如SIM显微),也可以在探测端

加载移频调制(如VIKMOM)。这样极大地拓展了

移频效应对超分辨成像的贡献。特别是采用倏逝场

照明的超分辨移频成像,由于倏逝场的表面波频率

可以无限大,因此这样的移频超分辨成像,从空间频

率的角度说,几乎是没有限制的。但实际上它还受

到探测噪声极限的限制,因为随着倏逝场频率的增

大,局域效应就越强,所以与样品作用的距离就越

小,成像的信号就越弱。
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表1 各种移频超分辨成像技术总结

Table
 

1 Summary
 

of
 

all
 

frequency-shift
 

based
 

super-resolution
 

imaging
 

techniques
Classification Name Technical

 

feature

Synthetic
 

aperture
microscopy

SAM[12-14]

FPM[20]

1)
 

Earliest
 

emerging
 

methods
2)

 

Coherent
 

imaging
 

is
 

an
 

essential
3)

 

Resolution
 

enhancement
 

is
 

limited
 

by
 

the
 

numerical
 

aperture
 

of
 

the
 

system
4)

 

Work
 

in
 

wide-field
 

illumination
 

mode

Transmitted
modality

Structured
 

illumination
frequency-shift

 

super-
resolution

 

imaging
technique

SIM[27-33]

SPIN[34]

SSIM[35,
 

36]

NL-SIM[37,
 

38]

NFOMM[39]

VSM/VTM[40]

1)
 

Most
 

classic
 

methods
2)

 

Compatible
 

with
 

fluoresce
 

microscopy
3)

 

Work
 

in
 

both
 

wide-field
 

and
 

confocal
 

modes
4)

 

Unless
 

the
 

nonlinear
 

effects
 

of
 

fluorescence
 

is
 

applied,
 

the
 

resolution
 

is
 

still
 

limited
 

by
 

the
 

systematic
 

NA
5)

 

If
 

the
 

nonlinear
 

effects
 

of
 

fluorescence
 

is
 

applicable,
 

the
 

theoretical
 

resolution
 

can
 

be
 

unlimited,
 

but
 

in
 

practice,
 

the
 

resolution
 

improvement
 

is
 

confined
 

by
 

a
 

series
 

of
 

factors,
 

especially
 

by
 

the
 

fluorescence
 

bleaching

super-resolution
 

imaging
technique

 

based
 

on
frequency

 

shift
 

on
 

detector

SPADE[34]

Airyscan[43]

ISM[41]

OPRA[44]

VSD[49]

VIKMOM[52]

1)
 

Work
 

in
 

confocal
 

mode,
 

but
 

most
 

of
 

them
 

apply
 

detector
 

array
 

to
 

improve
 

the
 

performance
2)

 

Befitting
 

from
 

the
 

virtual
 

frequency
 

shift
 

during
 

the
 

data
 

processing,
 

the
 

flexibility
 

improves

Evanescent
modality

Frequency
 

shift
 

super-
resolution

 

imaging
technique

 

based
 

on
 

direct
evanescent

 

wave
illumination

Nano-fiber
 

induced
 

evanescent
 

field[53]

Total
 

internal
 

reflection
 

induced
 

evanescent
 

field[54]

Nano-wire
 

induced
 

evanescent
 

field[55]

NWRIM[56]

1)
 

Work
 

in
 

wide-field
 

mode
2)

 

The
 

resolution
 

is
 

determined
 

by
 

the
 

K
 

vector
 

of
 

evanescent
 

wave,
 

instead
 

of
 

the
 

systematic
 

NA.
 

In
 

principle,
 

the
 

achievable
 

resolution
 

can
 

be
 

infinite
 

3 )
 

To
 

maximize
 

the
 

resolution
 

enhancement,
 

the
 

evanescent
 

wave
 

with
 

larger
 

K
 

vectors
 

is
 

an
 

essence.
 

To
 

compensate
 

the
 

frequency
 

loss,
 

multiple
 

frequency
 

shift
 

and
 

retrieval
 

steps
 

with
 

different
 

step
 

sizes
 

are
 

needed

SPP
 

frequency-shift
super-resolution
imaging

 

technique

pSIM[58-63]

LP-SIM[64-66]

1)
 

Work
 

in
 

wide-field
 

mode
2)

 

Resolution
 

is
 

determined
 

by
 

the
 

K
 

vector
 

of
 

SPP,
 

instead
 

of
 

the
 

systematic
 

NA
3)

 

Due
 

to
 

the
 

refractive
 

index
 

of
 

the
 

available
 

substrate
 

material,
 

it
 

is
 

challenging
 

to
 

compensate
 

the
 

frequency
 

loss

  需要指出的是,超分辨光学成像技术在近二十

年得到了极大的发展,提出了各种新理论、新系统

等,而每一种技术都有其优缺点和适用范围,比如移

频技术的缺点在于:对于经典的传导场移频其分辨

率提升仍然有限,经典宽场移频技术仅能实现两倍

于普通宽场显微镜的分辨率提升;对于倏逝场移频,
虽然可以实现频谱的较大数值移频,可以获得几乎

没有空间频率限制的超高分辨率成像,但是又会受

到表面场照明光局域性的限制,而无法实现较厚样

品的超分辨成像。因此研究者需要仔细分析,根据

自身的需求选择最合适的成像技术[69]。
光学移频超分辨成像技术的进一步发展主要集

中在两个方面。第一点是技术本身的发展,包括系

统和算法优化两个方面。在系统上,如利用微纳光

纤结构替代原有的较为庞大的光学系统,从而大大

降低硬件要求[27,70];优化或设计新型光学系统实现
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更快速、更多功能的超分辨成像[71-73]。在算法上,如
提升在低信噪比情况下的重构效果[27,74-5];与系统

优化结合实现实时的图像采集、超分辨重构和展

示[76];进一步减少重构所需的原始图像数量,从而

实现更快速成像[74]。最关键的是利用移频原理构

建移频超分辨成像芯片[55,57],只要将样品放置在芯

片上,利用简单的显微镜就可以实现超高分辨成像。
第二点则是与其他技术的有机结合,实现优缺

点互补,从而大大提升单一技术的应用领域,如与基

于样品膨胀的超分辨显微镜结合,可以实现更高的

分辨率[77];与自适应光学技术结合,校正成像像差,
提升重构质量[78];与单分子定位显微镜结合,实现

定位信息和细胞结构信息的融合[79];与电子显微镜

或X射线显微镜结合,实现局部特异蛋白和全局细

胞 信 息 的 融 合,有 助 于 生 物 学 现 象 的 全 面 解

释[80-81]等。
当然,在期待相关技术发展前景的同时,也需要

正视光学移频超分辨成像系列技术发展可能的瓶

颈。虽然,利用荧光非线性效应和倏逝场效应,有望

进一步提高光学移频超分辨成像技术的图像分辨能

力。但是,由于单次成像所能覆盖的频谱范围始终

有限,移频步长过大很容易造成中间频谱带的缺失。
因此,如何在进一步提高分辨率的同时,填充中间缺

失频谱,将是相关技术后续发展中应重点关注的问

题。在这方面,浙江大学刘旭课题组已经有了一些

开创性的思路[82]。例如:利用多波长效应[57]拓宽

成像空间频谱,实现超高分辨移频;利用干涉原理,
实现多角度、波矢可调的倏逝场分量并制造相应的

成像芯片,在不改变整体光学架构的前提下实现频

谱步长和方向的调节,进而在不牺牲整体分辨率的

同时,提供填充缺乏频谱分量的可能[82]。类似地,
其他可能的解决方案还包括使用多重周期结构的衍

射型光栅实现波矢步长的改变,以及使用多波长、多
角度的倏逝场干涉填补频谱缺失[83]等。不过,由于

表面等离子激元往往具有固定的模式即相对确定的

波矢,因此,很难利用上述思路实现移频波矢的调

节。基于以上认识,在现有技术条件下,倏逝场直接

照明相对于表面等离子激元,很可能是实现光学移

频超分辨成像更为妥当的选择。
总之,我们相信,随着各方面技术的发展,光学

移频超分辨成像系列技术的应用潜力将被进一步挖

掘,并更好地助力前沿科学,特别是生物学、医学和

材料学等相关科学问题的研究。
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