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基于点扫描结构光的SHG超分辨显微技术研究
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摘要 二次谐波产生(SHG)成像技术是一种针对非中心对称生物组织的免标记成像技术,已经成为生命科学研究

的重要手段。衍射极限使得SHG技术无法分辨衍射极限以下的精细结构。虽然超分辨显微技术取得了突破性进

展,但是SHG的相干非线性过程限制了SHG超分辨显微技术的发展。提出了一种点扫描结构光照明SHG超分

辨显微(SHG-psSIM)技术,实现了氧化锌颗粒和小鼠尾腱的超分辨SHG显微成像。在传统的SHG显微系统的激

发光路中引入电光调制器,通过对激发光正弦调制产生点扫描结构照明图案。基于点扫描结构照明图案与样本结

构相互作用产生的莫尔条纹效应,将原本不可探测的样本高频信息搬移到显微镜通频带内,并利用光电倍增管探

测。最后,利用软件重构出超分辨率图像。对比传统SHG系统,SHG-psSIM分辨率提高了1.86倍。
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1 引  言

二次谐波产生(SHG)是二阶非线性过程,SHG
显微成像技术具有良好的光学切片能力和揭示材料

非线性特性的能力,已被广泛应用于生物医学研究

中[1-2]。SHG显微成像技术的成像过程与双光子激

发荧光(TPEF)具有相似的非线性特性[3],即SHG
与TPEF

 

强度都与激发光强度的平方成正比,具有

激发阈值,激发出的光子能量几乎全部位于焦点附

近,进 而 可 探 测 的 信 号 均 为 有 效 信 号。SHG 与

TPEF的区别在于,SHG是一种相干辐射的光学现

象,点扩展函数(PSF)为相干点扩展函数,且在激发

光强度一定的条件下,其信号强度正比于介质的二

阶线性极化率[χ(2)],故SHG强度图能够表征介质

的 χ(2) 分 布[4]。然 而,TPEF 是 非 相 干 辐 射 过

程[5-6],故点扩展函数为非相干点扩展函数。由于具

有非中心对称结构的生物组织,如胶原纤维和神经

纤维等,具有较大的χ(2),因此无需荧光标记,就能

够利用SHG显微系统成像观测。虽然目前已有许

多围绕SHG
 

显微技术的工作,并取得了较好的进

展,但 是 其 横 向 分 辨 率 仍 然 受 到 衍 射 极 限 的 限

制[4,
 

7-9]。
为了突破衍射极限,科学家们提出了一系列的

超分辨显微成像方法(SRM)[10-12],具有代表性的超

分辨显微成像技术包括受激辐射损耗超分辨显微成

像技术(STED)[13-14],可逆饱和荧光跃迁显微成像

技术(RSOLFT)[15-18],随机光学重建显微成像技术

(STORM)[19-20],光激活定位超分辨显微成像技术

(PALM)[21]和 宽 场 结 构 光 照 明 显 微 成 像 技 术

(SIM)[22-24]等。其中:STED和RSOLFT通过受激

辐射或基态耗尽等非自发辐射跃迁方式来消耗激发

光斑边缘区域的激发态荧光分子以缩小荧光发射范

围,从而提高系统的分辨率[14];STORM 和PALM
通过控制荧光分子随机发光并结合“质心定位”算法

实现超分辨成像,其要求每幅原始图像只记录视场

中荧光分子的随机子集,且衍射极限区域内只有一

个分子发光,不同的分子子集不断地被成像记录和

定位,最终可构建出超分辨率图像[25];宽场SIM 利

用光栅衍射或者网格投影使两束激发光束干涉形成

正弦条纹图案,正弦条纹图案与样本叠加,产生莫尔

条纹效应[26-27]。莫尔条纹效应能够将样本的高频信

息移到显微镜的光学传递函数(OTF)通带以内,进
而对样本的高频信息进行探测,再通过算法重建出

超分辨图像[28]。与其他SRM 技术相比,SIM 具有

无需特殊的荧光染料、成像速度快等优点,进而具有

广泛 的 应 用 前 景。目 前 人 们 已 经 发 展 了 基 于

STED[29]和STORM[30-31]与SHG相结合的超分辨

成像技术,而SIM与SHG相结合的方式鲜有报道。
原因主要是宽场SIM 产生的正弦图案通常是由光

栅衍射或网格的投影产生的,而SHG要求非线性

激发,需要激光脉冲的紧密聚焦,宽场SIM 无法实

现激光脉冲的紧密聚焦。最近,针对点扫描显微技

术,人们提出了点扫描SIM 技术,实现了 TPEF-
SIM,与点扫描显微技术相比,其分辨率提高了2
倍[3,32]。在已经报道的TPEF-SIM 中,本文利用电

光调制器(EOM)对激发光进行了强度正弦调制,再
通过振镜扫描在样本上形成扫描累积的结构化照明

图案,激发出的双光子荧光信号由面探测器记录。
该技术将基频结构光的空间频率调整为接近宽场显

微镜的截止频率,忽略了由非线性效应引起的倍频

条纹结构光作用[33]。
本文提出了基于点扫描的SHG-SIM显微成像

技术,并建立了结构化SHG超分辨图像采集和重建

过程的数学模型。通过在激发光路中加入EOM来

实现激发光的正弦调制,通过振镜扫描具有正弦强度

变化的激发光在样本上形成扫描累积的结构化照明

图案,并与样本结构叠加,产生混频现象。最后,利用
 

光电倍增管(PMT)逐点记录。对氧化锌颗粒和小鼠

尾腱样本进行了实验成像验证,结果表明,与传统

SHG显微(C-SHG
 

)技术相比,SHG超分辨显微

(SHG-psSIM)系统的分辨率提高了1.86倍。

2 基本原理

SIM提高分辨率原理如图1(a)所示。结构照

明图案和样本结构信息叠加可产生莫尔条纹,其作

用是将样本高频信息通过混频移到显微镜的 OTF
通带以内,拓展了可探测的频率范围,进而提高显微

镜的横向分辨率[34]。若结构照明图案空间频率等

于显微系统的衍射极限,则SIM 能够将分辨率提高

至原来的2倍[35-36]。图1(b)曲线为C-SHG系统的

OTF,
 

(-k0,k0)区域表示 OTF通带,通带外的信

息将被系统滤除掉。其中,横轴k 表示频率空间。
图1(c)为莫尔条纹混频示意图,照明条纹频率包括

ka 和2ka。由于SHG是倍频过程,故激发SHG信

号会产生非线性响应,正弦结构光条纹(ka)激发产

生2套SHG正弦条纹(ka 和2ka),对应的频谱为

±ka 和±2ka。这些照明条纹通过莫尔条纹效应将

原本在OTF通带以外的物体的高频信息移到OTF
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通带内,进而这些高频信息可以被探测到,提高了系

统的空间分辨率。图1(d)为拓展后的系统 OTF,
通频带为(-k0-2ka,k0+2ka)。为了充分利用一

倍频条纹和二倍频条纹来提高图像信噪比,令ka=
0.5k0,使得

 

2ka=k0,理论上可让系统分辨率提高

2倍。

图1 SHG-psSIM技术的频移原理。
 

(a)莫尔条纹现象;
 

(b)
 

C-SHG的OTF;
(c)

 

SHG-psSIM频移过程;(d)
 

SHG-psSIM扩展后的OTF
Fig 
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  为更好地理解点扫描SHG-psSIM 原理,理论

推导了其成像过程。在点扫描SHG-psSIM 技术

中,激发光聚焦在SHG样本上,定义在物平面位置

(r)处SHG的发射强度ISHG 为

ISHG(r,t)=[Iex(t)hex(r-t)]2s(r), (1)
式中:Iex 是激发光斑的归一化强度;t是光束扫描过

程中时间或扫描光束的中心位置[37](当r=t时,扫
描速度等于1);hex 是截止频率为k0 的激发波长处

激发的点扩展函数;h2
ex

 是SHG激发的点扩展函数;

s(r)是SHG样本的χ(2)的空间分布。
随着扫描的进行,PMT会累积记录每个图像像

素的SHG强度,直到生成一帧图像p(t)
 

,其表达

式为

p(t)=∫[Iex(t)hex(t-r)]2s(r)hem(r-t)dr=

[I2ex(t)s(t)]⊗ [h2
em(t)hem(t)], (2)

式中:hem 是发射点扩展函数,由于SHG具有相干

性,故hem 为相干点扩展函数;⊗为卷积。p(t)的傅

里叶变换p
~(k)可表示为

p
~(k)=[I2ex(t)⊗S

~(k)][h~2em(k)⊗h
~
em(k)],

(3)
式中:I~ex(k),S~ (k),h~2em (k),h~em (k)分 别 表 示

Iex(t),s(t),h2
em(t),hem(t)的傅里叶变换。

通过EOM调制激发光,可以产生强度为ISIM_ex

的激发结构光,调制函数可以用正弦函数表示,其表

达式为
 

ISIM_ex(t)=
1
2

[1+mcos(kat+φ)], (4)

式中:m 为 调 制 深 度;φ
 

为 结 构 照 明 图 案 相 移。

ISIM_ex(t)的傅里叶变换[I~SIM_ex(k)]由脉冲增量δ组

成[38],I~SIM_ex(k)的表达式为

I~SIM_ex(k)=
π
2 δ(k)+

1
2δ

(k+ka)exp(-iφ)+
1
2δ

(k-ka)exp(iφ)


 


 , (5)

基于该调制函数,可以得到结构化的SHG图像,其表达式为

p
~(k)=[I~2SIM_ex(k)⊗

 

S~(k)][h~2em(k)⊗
 

h~em(k)]=
π
4

[U0s
~(k)+U1s

~(k-ka)eiφ +U1s
~(k+ka)e-iφ +U2s

~(k-2ka)e2iφ +U2s
~(k+2ka)e-2iφ]×

[h~2ex(k)⊗
 

h~em(k)], (6)
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式中:U0、U1、U2 为常数。由式(6)可知,为获取样

本频谱信息,需要求解式中5个未知量,即s~(k),

s~(k-ka),s
~(k+ka),s

~(k-2ka),s
~(k+2ka)。因

此,至少需要构建5个独立方程式来解出这5个分

量。幸运的是,通过预先对相位φ 赋予特殊值,可以

建立关于这5个分量的线性方程,进而可以求解。通

常选择5个具有不同相位
 

φ
 

的结构化图案依次照射

在样本上,并分别记录对应的样本SHG信息p,结合

线性方程的思想,构建分离矩阵,将这5个分量分离,
进而获得对应的频域矩阵方程,其表达式为

p(k)

p1(k)

p2(k)

p3(k)

p4(k)

























=
π
4

U0 U1e
-iφ1 U1e

iφ1 U2e
-2iφ1 U2e

2iφ1

U0 U1e
-iφ2 U1e

iφ2 U2e
-2iφ2 U2e

2iφ2

U0 U1e
-iφ3 U1e

iφ3 U2e
-2iφ3 U2e

2iφ3

U0 U1e
-iφ4 U1e

iφ4 U2e
-2iφ4 U2e

2iφ4

U0 U1e
-iφ5 U1e

iφ5 U2e
-2iφ5 U2e

2iφ5




























s~(k)

s~(k+ka)

s~(k-ka)

s~(k+2ka)

s~(k-2ka)


























×[h~2ex(k)⊗
 

h~em(k)], (7)

图2 SHG-psSIM实验装置

Fig 
 

2 SHG-psSIM
 

setup

再将分离出的样本信息p 与移位因子相乘,将其搬

移回原来的位置。最后,与原样本通频带中的样本

信息叠加,即可完成一幅单个方向的超分辨SHG
图像。

3 SHG-psSIM
 

实验装置

SHG-psSIM采用前向探测模式设计,实验装置

如图2所示。采用高重复频率(80
 

MHz)的钛蓝宝

石激光器作为SHG 激发光源,激发波长设置为

810
 

nm,脉 宽 为 100
 

fs。激 发 光 束 通 过 半 波 片

(HWP)和电光调制器(EOM350,
 

Conoptics)被调

制成强度正弦变化的时变光束,时变光束由数据采

集(DAQ)卡(PCI6110,NI)驱动二维扫描振镜(2D
 

GS,
 

Model
 

6210H,
 

Cambridge
 

Tech)进行空间扫

描。然后,时变光束通过扫描透镜(AC508-100-B,
 

Thorlabs)、管镜(TTL200MP,
 

Thorlabs)和高数值

孔径物镜收集(60×,NA 为1.4,
 

Nikon)后照射到

样本上,由于调制和扫描的共同作用,故会在样本上

产生点扫描结构照明图案。同时,样本每个扫描位

置处被激发出的SHG信号会被前向聚透镜(NA
为 1.4,

 

Achr-Apl,
 

Nikon)收 集,利 用 双 色 片

(DMLP490,
 

Thorlabs)和窄带滤光片(ET405/10,
 

Chroma)滤除激发光和其他杂散光,最后逐点被

PMT(H7422-50,
 

Hamamatsu)探测,重构成SHG
结构图案。由于SHG具有二阶非线性效应,故正

弦变化的激发光(频率为ω)将激发出非正弦变化的

SHG信号,即包括两套正弦变化的SHG信号(ω 和

2ω)。因此,会出现以下3种情况:1)利用ω 和2ω
两套结构光图案与样本同时混频,若ω≈ωc,ωc 为

系统截止频率,则能够将系统 OTF通频带拓展到

(-3ωc,3ωc),即系统分辨率提高至原来的3倍;2)
利用ω和2ω两套结构光图案与样本同时混频,若

ω≈0.5ωc,则 能 够 将 系 统 OTF 通 频 带 拓 展 到

(-2ωc,2ωc),即系统分辨率提高至原来的2倍;3)

1018001-4
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若仅利用一套ω 结构光图案与样本同时混频,且

ω≈ωc,则能够将系统 OTF通频带拓展到(-2ωc,

2ωc),即系统分辨率提高至原来的2倍。对分辨率

提高2倍条件下的情况进行了分析,可以发现:包含

2套结构光图案混频的方案每个方向至少需要5幅

图像,但具有更高的信噪比;1套结构光图案的方案

每个方向至少需要3幅图像,成像速度更快。

4 实验与结果

为验证SHG-psSIM 技术提高分辨率的能力,
使用C-SHG和SHG-psSIM 对比成像了90

 

nm大

小的氧化锌颗粒(颗粒尺寸低于SHG-psSIM 能够

达到的理论分辨率值)。在实验中,当选取2套结构

光图案混频的方案时,目标分辨率可提高至原来的

2倍。为此,设定条纹空间周期为666
 

nm,接近系

统衍射极限,像素尺寸为40
 

nm。具体条纹图案产

生原理如下。频率为400
 

Hz和0.5
 

Hz的锯齿波用

于同步驱动
 

2D
 

GS的快轴和慢轴。分别用频率为

16
 

kHz的正弦波、频率为60
 

kHz的正弦波和频率

为44
 

kHz的正弦波驱动EOM对激发光进行调制,
最终可在样本上生成15°方向、75°方向和135°方向

的结构照明图案。每幅原始的结构化SHG图像的

采集时间为2
 

s,扫描点数为800×800,视场大小为

32
 

μm×32
 

μm。由于EOM的调制效率问题,故调

制函数的ka 与EOM的调制深度成反比。EOM的

调制深度对重建效果起着至关重要的作用,调制深

度越大,重建效果越好。为保证良好的EOM
 

调制

深度,保留5个频谱分量。为尽可能提高分辨率,需
设置2ka 的值接近截止频率,即调制函数ka 的值接

近截 止 频 率 的 一 半。因 此,将 调 制 函 数 设 计 为

Imax
SIM_ex(t)=[1+0.1cos

 

(0.06t+φ)]/2。最终可得

到5个分别是以k0,
 

±ka,
 

±2ka 为中心的频谱分

量。为解出这5个分量,在每个方向上分别形成相

位差为2π/5的5幅点扫描结构照明图案,并记录对

应的SHG混频图像。为获得各向同性分辨率,选
取了角度相差2π/3的3个方向。这样,通过采集

15幅原图像重构1幅超分辨图像。图3为C-SHG
与SHG-psSIM成像的重建结果比较。图3(a)

 

右

上是SHG-psSIM成像的重建结果,左下为C-SHG
的结果。可以看出,SHG-psSIM能够分辨更多的细

节。图3(b)和图3(c)是利用2种成像方法对图3
(a)中矩形框内氧化锌颗粒进行成像的结果的放大

图,分别沿着穿过衍射像点中心的实线进行归一化

强度曲线拟合,如图3(d)所示。为进一步量化分辨

率,计算其半峰全宽(FWHM),SHG-psSIM 成像的

氧化锌的平均FWHM 为152
 

nm,C-SHG成像的

氧化锌的平均FWHM 为284
 

nm,表明与C-SHG
相比,SHG-psSIM的分辨率提高了约1.86倍。

图3C-SHG和SHG-psSIM
 

成像氧化锌纳米颗粒的比较。
 

(a)氧化锌纳米颗粒图像(左下:C-SHG,右上:SHG-psSIM);(b)

利用C-SHG对图3(a)中的矩形框区域成像后结果的放大图;(c)利用SHG-psSIM 对图3(a)中的矩形框区域成像

               后结果的放大图;(d)归一化强度曲线

Fig 
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  为验证SHG-psSIM技术对生物组织样本的成

像分辨能力,利用该技术对未染色、未切片的小鼠尾

腱样本进行成像。实验参数同图3中的设置,重构

的超分辨图像如图4所示。图4(a)为利用C-SHG
(左下)和SHG-psSIM(右上)获取的15幅小鼠尾腱

SHG原图像重建的超分辨率图像。可以清楚地看

到,与C-SIM系统相比,SHG-psSIM图像的分辨率

和对比度均有明显的改善。为定量表征空间分辨

率,沿图4(b)、4(c)中实线进行归一化强度曲线拟

合,如图4(d)所示。结果表明,SHG-psSIM 可以清

楚地区分2个非常相近(距离200
 

nm)的组织结构,
而C-SHG不能。因此,SHG-psSIM

 

能够提高组织

成像的空间分辨率,并通过结构光抑制背景有效地

增强了图像的对比度。

图4 成像小鼠尾腱的分辨率提升。(a)小鼠尾腱超分辨图像(左下:C-SHG,右上:SHG-psSIM);(b)利用C-SHG对图4(a)中的

矩形框区域成像后结果的放大图;(c)利用SHG-psSIM对图4(a)中的矩形框区域成像后结果的放大图;(d)归一化强度曲线
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5 结  论

发展了一种新的基于点扫描的SHG-psSIM 技

术,并进行了理论分析和实验验证,实现了氧化锌纳

米颗粒和生物组织免标记的超分辨SHG成像。相

比C-SHG显微成像技术,SHG-psSIM 技术的成像

分辨率提高了1.86倍,该方法为免标记的非荧光信

号超分辨成像提供了一种新思路。该技术具有以下

优点:1)不需要荧光标记,对生物样本的损伤小;2)
很容易在商品化双光子显微镜系统上集成;3)由于

使用PMT逐点探测SHG信号,故收集到的结构化

SHG图像拥有更好的信噪比。与基于点扫描的

TPEF-SIM相比,实验中在保持共聚焦光路特点的

同时,使用了基频条纹(ω)和倍频条纹(2ω),并令

ω≈0.5ωc,进而让激发条纹具有了更高的对比度。
此外,在图像重构算法中,在ω 和2ω 对应的样本

SHG信息分量与原样本通频带内的样本SHG信息

分量相加的同时,重新分配了各个分量的权重,将原

样本通频带内的样本SHG信息分量的权重削弱至

2ω 信息分量的一半,有利于降低重构伪影。然而,
为提取倍频条纹信息,在每个方向上获取的原图像

数量也会相应增加到5幅,这会导致成像速度变慢,
而多焦点扫描技术能够进一步提高成像速度。在实

验中,由于存在系统参数(扫描速度、调制频率等)误
差、光学系统畸变、光路准直偏差和重构过程中条纹

参数误差等因素,故实验结果没有达到理论预期的

2倍分辨率提高。后续将进一步优化系统参数和重

构算法。SHG-psSIM 未来具有多种发展方向,例
如:由于其成像方式与双光子成像相似,故可以对系

统进行改进,向多模态、多色成像方面发展;多次谐

波成像的探究;多维度成像等。
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