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摘　要：大到天文光学望远镜观察浩瀚的宇宙，小到光学显微镜探察细微的纳米世界，光学成像

技术在人类探索和发现未知世界奥秘的活动中扮演着至关重要的角色．看得更远、看得更细、看得

更清楚是人们不断追求的目标．传统光学理论已证明所有经典光学系统都是一个衍射受限系统，

即光学系统空间分辨率的物理极限是由光的波长和系统的相对孔径（或数值孔径）决定的．能否突

破这个极限？能否不断提高光学系统的成像分辨率？围绕着这个问题，本文综述了近年来开展的

各种光学高分辨和超分辨成像技术，及其在空间探测和生物领域中的应用．
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０　引言

自从１７世纪初意大利科学家伽利略（Ｇａｌｉｌｅｏ，

１５６４１６４２）发明天文光学望远镜，１７世纪中荷兰商

人列文虎克（Ｌｅｅｕｗｅｎｈｏｅｋ，１６３２１７２３）发明光学显

微镜以来，光学成像技术极大地推动了人类文明的

进程，使人类的观察视野一下延伸到了两个极端的

世界：浩瀚的宇宙和神秘的微观世界．在这四百年

里，人们不断地发展新的技术以提高光学成像系统

的分辨率．直到１９世纪末２０世纪初，德国科学家

阿贝 （Ａｂｂｅ，１８４０１９０５）和 英 国 科 学 家 瑞 利

（Ｒａｙｌｅｉｇｈ，１８４２１９１９）从光的波动理论证明，在成

像光学系统中，由于光的衍射效应，理想物点经过

系统所成的像不再是理想的几何点像，而是有一定

大小的光斑（即艾里斑），当两个物点过于靠近以至

于其像斑重叠在一起时，就不能分辨出是两个物点

的像，即光学系统中存在着一个分辨极限．这个分

辨极限通常采用瑞利提出的判据：当一个艾里斑的

中心与另一个艾里斑的第一级暗环重合时，刚好能

分辨出是两个点，即著名的瑞利判据（Ｒａｙｌｅｉｇｈ

Ｃｒｉｔｅｒｉｏｎ），用公式表示为
［１］

δ＝１．２２（λ／犇）犳 （１）

式中λ表示在像方介质中光的波长，犳表示系统焦

距，犇表示孔径，犇／犳为相对孔径．在显微光学系

统中通常使用数值孔径（ＮＡ＝狀ｓｉｎα）表征，式（１）

可以改写为

δ＝０．６１（λ０／ＮＡ） （２）

式中λ０ 表示光的真空波长．由式（１）、（２）可知，要

达到高分辨本领，可以缩短波长或提高相对（数值）

孔径，在可见光范围内其分辨率极限约为２００ｎｍ．

阿贝瑞利衍射极限是在光的标量衍射理论框

架下得到的，实际上光是一种矢量波，描述它不仅

有频率、振幅和相位参量，还具有偏振特征．因此，

完整描述光波应该用矢量方程．２０世纪中，美国科

学家理查德（Ｒｉｃｈａｒｄｓ）和沃尔夫（Ｗｏｌｆ）给出了精确

计算焦场分布的ＲｉｃｈａｒｄｓＷｏｌｆ衍射积分公式
［２］

犈（狉）＝
－ｉ犽犳
２π

∫

θｍａｘ

０
∫
２π

０
ｃｏｓ（θ槡 ）犾０（θ，φ）狌（θ，φ）·

ｅｘｐ（ｉ犽·狉）ｓｉｎθｄφｄθ （３）

式中犾０（θ，φ）表示物镜入瞳面内场的复振幅分布，

狌（θ，φ）表示入瞳面内各个光线的偏振矢量经过转

迹后在像空间内的偏振矢量．可以证明，当入射光

为线偏振均匀照射时，即犾０（θ，φ）狌（θ，φ）＝１，由式

（３）可以得到式（１）和（２）．因此，ＲｉｃｈａｒｄｓＷｏｌｆ积

分公式是更一般的计算公式，它同时考虑了入射场

的振幅、相位和偏振分布．那么在特定的偏振、相位

和振幅分布情况下，所得到的光斑尺寸有可能小于

阿贝瑞利衍射极限决定的值．例如，在径向偏振光

照明的情况下，光斑的面积约为线偏振光照明下光
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斑面积的６１．５％
［３］，可显著缩小光斑尺寸．通过设

计特殊的波前振幅或相位“滤波器”，也可以达到缩

小光斑尺寸的目的［１］，例如：用一个不透明的圆形

物体来阻挡入瞳处入射场的中心区域，即采用环形

光入射，当被阻挡的中心区域增大时，聚焦亮斑逐

渐缩小．

由上述分析可见，对于聚焦扫描成像光学系

统，采用特殊调制的入射光束可以获得更小的聚焦

光斑尺寸，突破常规的阿贝瑞利衍射极限，但是其

改善程度并不是很大．而对凝视或宽场成像光学系

统，则不能使用这种照明方式，需要其它特殊的结

构光照明方式来提高分辨率．以上是从纯光学方法

的角度考虑来提高成像的分辨率，如果利用光与物

质相互作用的一些非线性光学效应，则可以获得更

加丰富多彩的超分辨光学成像方法．另外，光学系

统的成像分辨率除了与光学镜头有关外，还与探测

器的分辨率、信噪比、灵敏度，以及图像处理技术等

因素有关，需要综合考虑．本文将从应用的角度出

发，分别讨论高分辨光学成像技术在空间探测领域

的发展和应用，以及超分辨光学成像技术在生物领

域的发展和应用．

１　空间高分辨光学成像技术的发展

空间高分辨率光学成像技术在光学遥感、军事

侦查、天文观测以及深空探测等领域具有广泛而迫

切的需求．目标图像的高分辨一直是人们所追求的

重要指标之一，它是军事目标发现与识别，以及人

类认识太空、研究宇宙的最主要手段．

空间成像技术主要包括凝视成像技术和推扫成

像技术．空间分辨率通常以像元分辨率（又称为地

元分辨率）表示，在理想光学系统及噪声忽略的情

况下，与空间物体到光学镜头的距离犎 和ＣＣＤ像

元尺寸犱的乘积成正比，与光学系统焦距犳成反

比，表示为

犇狊＝犱·犎／犳 （４）

然而由于经典光学系统都是一个衍射受限系统，意

味着并不能单纯依靠减小ＣＣＤ像元尺寸或增大光

学系统的焦距来无限制提高空间分辨率，最多可以

达到的理论极限为式（１）表示的衍射极限分辨率．

另外，对于图像而言，信噪比是一个重要的性能指

标，成像系统的信号收集能力也是一个重要设计约

束，它正比于系统的相对孔径的平方．因此，要获

得更高分辨率的图像，需要增大光学系统的口径，

但口径的增大必然导致仪器体积和重量非常大，使

得研制、发射和运行等费用也相应变得非常昂贵．

因此，提高空间分辨率必须在考虑系统重量和体积

的基础上，考虑相应的手段措施，主要包括以下几

个方面：

１．１　提高探测器单元灵敏度

足够的信号强度是保证图像质量的前提，由于

信号强度正比于光学系统相对孔径的平方，要在较

小的相对孔径下实现高分辨率，必须提高探测器的

灵敏度．时间延迟积分ＣＣＤ（ＴＤＩＣＣＤ）是在ＣＣＤ

技术基础上发展起来的一种新的探测器件，它基于

对同一目标多次曝光，通过延迟积分的方法大大增

加了光能的收集，与一般线阵ＣＣＤ相比，它大大提

高了灵敏度，并拓宽了动态范围．在米级及亚米级

高分辨率卫星相机上（如ＱｕｉｃｋＢｉｒｄ、ＯｒｂＶｉｅｗ３、嫦

娥二号和火星快车等）得到了很大的发展和应用．

图１是由中国科学院西安光学精密机械研究所研制

的我国探月工程嫦娥二号ＣＣＤ立体相机拍摄的月

球虹湾区形貌照片［４］，图像清晰层次丰富，其１ｍ

分辨率的局域立体影像使我国成为继美国（２００９

年）之后第二个在对月探测中具备１ｍ量级分辨率

成像能力的国家，为嫦娥三号“落”提供了高分辨的

着落点及周边地区的地形地貌数据．该相机既能在

１００ｋｍ圆轨上获取地元分辨率为７ｍ的全月面立

体图像，又能在１００ｋｍ×１５ｋｍ椭圆轨道的近月弧

段上获取地元分辨率为１ｍ的虹湾区局域立体图

像，这一方面要求相机具有超高的探测灵敏度，同

时又要求具有大的动态范围．这是国际上首次使用

图１　嫦娥二号ＣＣＤ立体相机在１８．７ｋｍ轨道高度拍摄的

月球虹湾区局域形貌照片和拉普拉斯Ａ坑三维形貌，

地元分辨率为１．３ｍ
［４］

Ｆｉｇ．１　ＰａｒｔｏｆｔｈｅｉｍａｇｅｏｆｌｕｎａｒＳｉｎｕｓＩｒｉｄｕｍａｒｅａｏｂｔａｉｎｅｄ

ｂｙｔｈｅＣｈａｎｇ′Ｅ２ｌｕｎａｒｓａｔｅｌｌｉｔｅＣＣＤｓｔｅｒｅｏｃａｍｅｒａ

ａｔｔｈｅｏｂｉｔａｌａｌｔｉｔｕｄｅｏｆ１８．７ｋｍ
［４］

８０６１
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双线阵ＴＤＩＣＣＤ自推扫成像技术拍摄的高分辨月

球照片，还拍摄到了月球两极永久阴影区的立体图

像．但由于 ＴＤＩＣＣＤ工作原理的限制，其要求行

扫速率与目标运动速率严格同步，否则会造成图像

信息的混叠，所以该技术对平台姿态以及速高比匹

配提出了较高的需求．在嫦娥二号ＣＣＤ立体相机

中，采用了速高比精密补偿技术［５］，成功地解决了

该问题，获得国际领先的研究成果．

此外，为了进一步提高探测灵敏度，通过角补

偿镜增加凝视时间也是一种途径，如ＥＲＯＳＡ和印

度的ＴＥＳ以及部分星载高光谱成像仪中有所应用．

不过，由于其对补偿镜的稳定度要求较高，同时不

能连续场景工作，使其受到限制．

１．２　增加传感器的空间采样频率

在系统空间分辨率未受到衍射极限限制的情况

下，应尽量提高ＣＣＤ传感器的空间采样频率．减小

传感器像素，可以更加细致地描述理想像面处离散

化的光学点扩散函数．离散化的光学点扩散函数与

理想的连续点扩散函数越接近，成像系统的空间分

辨率就越高．但由于ＣＣＤ像元尺寸不可能太小，亚

像元成像技术成为解决空间采样问题的重要技术手

段之一，它是一种非常经济有效的实现遥感卫星高

分辨率和小型化的技术途径．早在１９８４年，Ｔｓｎｉ

和Ｈｕａｎｇ首次提出用多幅欠采样图像来提高图像

空间分辨率的设想；随后，国外许多研究所、大学和

公司相继开展了这方面的研究．Ｋｏｄａｋ公司利用增

频采样获取的多幅图像进行超分辨率融合得到更高

分辨率的图像．美国Ｄａｙｔｏｎ大学和 Ｗｒｉｇｈｔ实验室

在美国空军的支持下，对红外ＣＣＤ相机进行了机

载试验，利用重复拍照的２０幅低分辨率的红外图

像，取得了分辨率提高近５倍的结果．中国科学院

西安光学精密机械研究所也曾对两幅相同空间分辨

率的图像进行图像重建后，获得空间分辨率提高

１．６倍左右的结果
［６］．在空间对地观测中，法国

ＳＰＯＴ、美国ＥａｒｔｈＳａｔ、德国ＢＩＲＤ卫星都尝试采用

该项技术，利用增频采样、卫星重访和多个卫星获

取图像，从而获得重构高分辨率图像．其中ＳＰＯＴ

５卫星更是在其超级模式下，利用两幅同时获取的

５ｍ分辨率的全色图像重采样得到２．５ｍ分辨率的

全色图像［７］．

另一种技术方案是采用波前编码成像技术．该

技术首先由美国科罗拉多大学的Ｃａｔｈｅｙ和Ｄｏｗｓｋｉ

于１９９５年提出
［８］．通过在系统的孔径平面、入瞳或

者出瞳面上添加一块特殊设计的三次方型相位掩模

板，系统的光学传递函数就能够对离焦不敏感．但

是，相位板会引起调制传递函数的下降，因此波前

编码系统所获得的图像将呈现出一种均匀一致的模

糊，必须依靠图像复原算法去除模糊之后，才能获

得大景深清晰图像．波前编码成像技术的优势在

于，它能够使成像系统对离焦参量本身及引起离焦

的因素（如振动、温度变化等导致的光机结构的改

变）不敏感．利用此原理，韩国Ｌｅｅ等人
［９］提出了

一种将图像放大技术、升采样技术和复原技术相结

合的成像及处理模式，可以在ＣＣＤ像元尺寸不变

的情况下实现更高分辨率的成像．他们首先使用波

前编码技术将系统所对应的光学点扩散函数有意地

扩展；其次，通过数字的方式构建更小像素所对应

的点扩散函数；再次，将原始大像素所对应的图像

通过插值放大到与小像素所匹配的像素分辨率水

平，而此时经过放大的图像将出现模糊现象；最后，

把构建好的小像素所对应的点扩散函数作为卷积

核，采用经典复原算法，如维纳滤波等作用于经过

数字放大的图像，实现像素数目与分辨率的同步提

升．他们将１．４μｍ的５００万像素图像提升放大到

了０．７μｍ的２０００万像素图像，效果很明显．不过

需要注意的是，这种分辨率的提升是因为波前编码

技术的特殊性．传统成像系统在设计阶段就要求系

统的点扩散函数尽可能地尖锐，以实现高分辨率成

像．在这种情况下，采用韩国研究人员的方案就很

难实现像元物理尺寸时分辨率的提升．因此，必须

采用特殊设计的波前编码系统才能提升系统的分

辨率．

１．３　增大系统有效口径

传统光学成像系统角分辨率受波长和系统孔径

的限制，对特定的工作波段提高系统的角分辨率，

只能增大系统孔径，而在实际应用中系统加工成本

和飞行器有效载荷体积等很多因素限制了系统孔径

的增大．２０世纪７０年代提出的合成孔径干涉成像

技术为提高成像系统分辨率提供了新的方法，它利

用几个分离的小孔径光学系统组合来实现大孔径的

分辨极限．

光学合成孔径技术从结构形式上可分两类：共

用子镜形式和多望远镜系统形式．前者取整块主镜

上的若干部位组成子镜，以主镜排列方式组成主

镜；后者将多个孔径压缩在一个小孔径成像系统中

成像来获得接近大孔径成像的分辨率效果，该结构

形式获得的离散孔径多为非连续，又称为稀疏孔径

技术［１０］．

ＮＡＳＡ准备接替 Ｈｕｂｂｌｅ的下一代天文望远镜

（ＮＧＳＴ）的方案之一———ＪａｍｅｓＷｅｂｂ空间望远镜

是共用次镜形式的典型代表，其主镜是一个分块可

展开镜，它由３６个对边距离为１ｍ的六边形分块
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子镜分３圈组成，外接圆的直径大于８ｍ
［１１］．

１９７８年美国亚里桑那建造的 ＭＭＴ（Ｍｕｌｔｉｐｌｅ

ＭｉｒｒｏｒＴｅｌｅｓｃｏｐｅ）是多望远镜形式的典型代表，它

由六块１．８ｍ的子望远镜组成等效孔径相当于直

径４．４５ｍ的望远镜．另外一个用于天文观测的地

基稀疏孔径成像系统是 ＬＢＴ（ＬａｒｇｅＢｉｎｏｃｕｌａｒ

Ｔｅｌｅｓｃｏｐｅ），它由两个８．４ｍ的主镜组成，在一个

方向上具有相当于口径２２．８ｍ的口径所限制的光

学分辨率．

法国ＡｌｃａｔｅｌＳｐａｃｅ公司在高轨高分辨率光学

相机的概念设计中提出九孔径干涉光学相机方案，

它利用空间编队飞行的多个望远镜系统组成大口径

系统，是多望远镜结构光学合成孔径技术的一种变

形形式，从原理上这种结构系统可以做到非常大，

直径可达１００ｍ．

１．４　主动成像技术

上面讨论的成像技术都是利用目标自身发光或

反射光进行成像，称为被动成像技术．主动成像技

术是由仪器自身发出光照明目标，然后接收目标反

射回来的信号进行成像的技术，如激光雷达是一种

典型的主动成像技术．傅里叶望远镜技术是一种借

助于激光主动照明，对暗弱目标成像的方法，角分

辨率能够达到几纳弧度［１２］．它通过几束激光照射

目标，在目标表面形成干涉条纹，在几个激光束之

间引入相移，使干涉条纹在目标表面移动．产生的

时间调制激光回波包含目标反射的傅里叶分量信息

（该傅里叶分量由光束发射器的间距和方向确定），

再用大型太阳能汇聚镜阵列收集回波信号，通过逆

傅里叶变换给出目标图像［１３］．基于该技术美国空

军实验室建立了地球同步轨道卫星激光成像国家实

验基地（ＧＬＩＮＴ），用于实施和验证傅里叶望远镜

技术，ＧＬＩＮＴ的等效口径约１００ｍ，系统角分辨率

可达到０．００２″．

２　生物超分辨光学成像技术的发展

现代生物学和材料科学的发展对微观结构的研

究提出了越来越高的分辨率需求，希望从分子水平

揭示生命过程和材料性能的物理本质．受光学衍射

极限的限制，普通光学显微镜的横向分辨率一般只

能达到２００ｎｍ，纵向分辨率约５００ｎｍ，这对于研

究亚细胞结构和分子结构已无能为力．虽然电子显

微镜和原子力显微镜可以达到亚纳米的分辨率，但

是其只能对非活性离体细胞样品进行观测的缺点限

制了其在生物领域的广泛应用．因此，如何利用光

学方法突破传统光学显微镜的分辨率极限进入纳米

观测领域成为光学显微成像技术的一个重要挑战和

机遇．

光学显微成像技术在生物学中的普遍应用很大

程度得益于各种荧光探针分子的出现，使用不同的

荧光分子可以标记样品的不同部位和细胞器，通过

探测特定波长激发荧光分子发出的荧光（主动成像

技术），可以对活细胞内的单分子进行实时成

像［１４１６］．借助荧光探针分子，利用激发光与荧光分

子相互作用产生的非线性光学效应，发展了各种各

样的超分辨光学成像方法．光学显微成像技术根据

探测模式可以分为两大类：即点扫描成像技术和宽

场成像技术．

以激光共聚焦荧光显微（ＣｏｎｆｏｃａｌＭｉｃｒｏｓｃｏｐｙ）

为代表的点扫描成像技术，用高度聚焦的激光束对

样品逐点扫描成像，荧光信号经过探测针孔滤波后

被光电倍增管探测收集，由于只有激光焦点处激发

的荧光可以通过探测针孔，所以激光共聚焦显微具

有极低的背景噪声，而且通过逐层扫描样品，可以

实现三维成像［１７］，但是激光共聚焦荧光显微的横

向分辨率并没有超过衍射极限．多光子荧光显微与

共聚焦显微很类似，不同的是它使用超短脉冲激光

作为激发光源．由于多光子吸收是非线性效应，只

发生在焦点处，所以探测器前不需要针孔滤光，并

且由于激发光使用长波段的近红外光，故具有探测

样品更深层结构的能力．

宽场成像技术采用面阵图像传感器（如ＣＣＤ），

可以在一个时间点获得一幅完整的二维图像，具有

速度快、图像灰度级高等优点．但是由于受样品离

焦部分的干扰，普通的宽场成像技术不具有三维层

析成像能力．全内反射荧光显微镜（ＴｏｔａｌＩｎｔｅｒｎａｌ

ＲｅｆｌｅｃｔｉｏｎＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔＭｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＩＲＦＭ）是一

种宽场成像技术，它利用光线全反射后在界面产生

衰逝波激发样品，因为衰逝波强度垂直于界面呈指

数衰减，使激发区域仅限定在样品表面的一薄层范

围内（小于２００ｎｍ），从而大大降低了背景光噪声，

近年来已被广泛应用于单分子荧光成像中［１８］，但

其分辨率也受到衍射极限的制约．

近场扫描光学显微镜 （ＳｃａｎｎｉｎｇＮｅａｒＦｉｅｌｄ

ＯｐｔｉｃａｌＭｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＮＯＭ）不受衍射极限的制约．

１９２８年，Ｓｙｎｇｅ提出用亚波长的小孔在样品表面扫

描获取样品衰逝场信息，从而可以获得亚波长的分

辨率［１９］．但是受制于工作距离以及样品，ＳＮＯＭ

基本属于接触测量，不适用于活体生物样品的观

察．另外，近场图像是样品与探测针尖信息的混合

物，如果针尖大于被分析物体的细微结构，所得到

的像则更多地与针尖特性有关，而不是与样品的结

构相关［２０］．
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　　近年来，随着各种新型荧光探针分子的出现和

成像方法的改进，远场光学成像的分辨率已经突破

了衍射极限的限制．远场光学超分辨荧光显微成像

技术主要分为两大类：一类是基于单分子定位技术

的超分辨显微成像方法，包括光激活定位显微技术

（ＰｈｏｔｏａｃｔｉｖａｔｅｄＬｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎＭｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＰＡＬＭ）

和随 机 光 学 重 构 显 微 技 术 （ＳｔｏｃｈａｓｔｉｃＯｐｔｉｃａｌ

ＲｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎＭｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＳＴＯＲＭ）；另一类是

基于特殊强度分布照明光场的超分辨显微成像方

法，包 括 受 激 发 射 损 耗 显 微 技 术 （Ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ

ＥｍｉｓｓｉｏｎＤｅｐｌｅｔｉｏｎ，ＳＴＥＤ）和结构照明显微技术

（ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｄＩｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎＭｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＳＩＭ）．除此

之外，对于非荧光显微成像方法，本文将介绍具有

三维成像能力的数字全息显微成像技术．

２．１　基于单分子定位技术的超分辨显微成像方

法———犘犃犔犕和犛犜犗犚犕

使用高灵敏度的探测器和高信噪比的显微成像

技术可以得到单个荧光分子的光学图像，但是这个

单个荧光分子的显微图像是一个接近衍射极限的艾

里斑，其强度半高宽取决于光学系统的点扩散函数

（ＰｏｉｎｔＳｐｒｅａｄＦｕｎｃｔｉｏｎ，ＰＳＦ）．单分子荧光成像本

身不能突破衍射极限，但是当显微镜视场中只有一

个或几个荧光分子的时候，该荧光分子的位置通过

特定的算法拟合，可以达到亚纳米级的精确测量．

单分子的二维定位精度犪可近似地表示为犪＝Δ狓／

槡犖，其中Δ狓为光学系统ＰＳＦ的半高宽，犖 为单

个荧光分子发出的光子数，对于量子效率较高的荧

光染料，单个荧光分子图像可以贡献一百万个光

子，因此单分子定位精度可以达到１ｎｍ以下
［２１２４］．

２００６年，Ｂｅｔｚｉｇ等人
［２５］首次提出了基于单分

子定位技术的ＰＡＬＭ 技术．ＰＡＬＭ 的基本原理是

用ＰＡＧＦＰ绿荧光蛋白来标记蛋白质，通过调节

４０５ｎｍ激光器的能量，低能量照射细胞表面，一次

仅激活视野下稀疏分布的几个荧光分子，然后再用

４８８ｎｍ激光照射激发荧光，通过高斯拟合来精确

定位这些荧光单分子的位置．随后再使用４８８ｎｍ

激光照射来漂白这些已经定位正确的荧光分子，使

它们不被下一轮的激光再激活出来．之后，再分别

用４０５ｎｍ和４８８ｎｍ激光来激活和漂白其它的荧

光分子，进入下一次循环．经过持续多次循环后，

细胞内大多数荧光分子被精确定位．将这些分子的

图像合成到一张图上，最后可以得到比传统光学显

微镜高１０倍分辨率的显微图像，如图２．图２显

示，每次只激发少数离散的荧光分子发光，并且不

图２　基于单分子定位技术的超分辨显微成像方法（ＰＡＬＭ ＆ＳＴＯＲＭ）原理．图（ｂ）左下角显示的实验图像中，蓝色部分

表示单个荧光分子显微图像，红色十字是该荧光分子的精确位置［２８］

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｓｉｎｇｌｅｍｏｌｅｃｕｌｅｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｓｕｐｅｒｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ（ＰＡＬＭ ＆ＳＴＯＲＭ）．Ｔｈｅｌｏｗｅｒｌｅｆｔｉｎｓｅｔ

ｏｆｔｈｅＦｉｇ．２（ｂ）ｓｈｏｗｓａｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｉｍａｇｅｏｆａｓｉｎｇｌｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｄｙｅ（ｂｌｕｅ）ａｎｄｔｈｅｈｉｇｈｐｒｅｃｉｓｉｏｎｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌｅ（ｒｅｄｃｒｏｓｓ）
［２８］

会产生空间上的重叠．不断重复激发和探测，最终

可以精确地定位出足够多的荧光分子，利用这些多

幅子图像重建出超分辨的图像．ＰＡＬＭ技术只能用

来观察外源表达的蛋白质，对于分辨细胞内源蛋白

质的定位无能为力．２００６年底，美国霍华德休斯

研究所的华裔科学家庄晓薇等人［２６］开发出一种类

似于ＰＡＬＭ的方法，可以用来研究细胞内源蛋白

的超分辨定位．他们发现，不同的波长可以控制化

学荧光分子Ｃｙ５在荧光激发态和基态之间切换，例

如橙色５６１ｎｍ的激光可以激活Ｃｙ５发射荧光，但

长时间照射可以将Ｃｙ５分子转换成基态不发光．之

后，用蓝色的４８８ｎｍ激光照射Ｃｙ５分子时，又可

以将其从基态转换成荧光态，而此过程的长短依赖

于第二个荧光分子Ｃｙ３与Ｃｙ５之间的距离．因此，

当Ｃｙ３和Ｃｙ５交联成分子对时，具备了特定的激发

光转换荧光分子发射波长的特性．将Ｃｙ３和Ｃｙ５分

子对胶联到特异的蛋白质抗体上，就可以用抗体来

标记细胞的内源蛋白［２７］．用特定波长的激光来激

活探针，然后用另一个波长激光来观察、精确定位

以及漂白荧光分子，此过程多次循环后就可以得到

内源蛋白的高分辨率影像．他们命名该技术为

ＳＴＯＲＭ
［２６］．

　　ＰＡＬＭ与ＳＴＯＲＭ 的分辨率仅仅受限于单分

子的定位精度，理论上可以达到亚纳米量级，能与
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电子显微镜相媲美．但是根据奈奎斯特采样定律，

若频带宽度有限，要从抽样信号中无失真地恢复原

信号，采样频率应大于２倍信号最高频率．因此，

ＰＡＬＭ与ＳＴＯＲＭ所采样荧光分子的空间间隔应

该要小于其分辨率的二分之一．由于每一幅子图像

只能定位一定数量的离散荧光分子，因此得到一幅

高分辨率的样品显微图像，需要对数万甚至上千万

幅原始图片进行合成，导致得到一帧图像往往需要

图３　单分子定位成像技术中图像重构过程示意图．随着

采样点的增加，重构图像的清晰度也在逐步提高［３０］

Ｆｉｇ．３　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｄｉａｇｒａｍｏｆｉｍａｇｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｉｎｓｉｎｇｌｅ

ｍｏｌｅｃｕｌｅｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ．Ｔｈｉｓｓｅｒｉｅｓｏｆｉｍａｇｅｓ

ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｓｈｏｗｔｈｅｓｕｐｅｒｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｉｍａｇｅｉｓｂｕｉｌｔ

ｂｙｐｌｏｔｔｉｎｇｌｏｃａｌｉｚｅｄｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，ｄｅｐｉｃｔｅｄｈｅｒｅａｓｐｏｉｎｔｓ．

Ａｓｍｏｒｅｐｏｉｎｔｓａｒｅｐｌａｃｅｄｉｎｔｈｅｉｍａｇｅｓ，ｔｈｅｉｍａｇｅ

ｂｅｃｏｍｅｓｍｏｒｅｒｅｃｏｇｎｉｚａｂｌｅ
［３０］

几小时的时间．如图３，如果取样精度不够，就不

能重构出高分辨率的样品图像．最新的ＰＡＬＭ 显

微虽然已经可以实现几十秒一帧图像的处理速度，

但还是不能适用于那些要求实时观察的活体细

胞［２９］．

２．２　基于特殊强度分布照明光场的超分辨显微成

像方法———犛犜犈犇和犛犐犕

１９９４年德国科学家ＳｔｅｆａｎＨｅｌｌ等人
［３１３２］提出

一种受激发射损耗（ＳＴＥＤ）荧光显微技术．如图４

所示，其基本原理是用一束脉冲激发荧光分子发光

的同时，用另外一束空心的脉冲激光（ＳＴＥＤ激光）

将第一束光斑周边大部分的荧光分子通过受激发射

损耗过程将其荧光猝灭，因此可发射荧光的区域被

限制在小于衍射极限的空心区域内，从而获得一个

小于衍射极限的荧光发光点．其强度半高宽从传统

的λ／［２狀ｓｉｎα］变成λ／［２狀ｓｉｎα １＋犐／犐槡 ｓａｔ］，其中犐

是ＳＴＥＤ激光的聚焦强度，犐ｓａｔ是荧光分子的饱和

吸收强度．由此可看出，当犐／犐ｓａｔ的值很大时，ＳＴＥＤ

成像的点光源可以趋于无穷小．使用特殊的不漂白

的量子点荧光材料，目前报道的ＳＴＥＤ最高分辨率

可达到６ｎｍ
［３３］．但是在生物成像中，可以加载到生

物样品的激光功率是有限的，过高的激光功率会对

样品造成损伤，这是制约ＳＴＥＤ空间分辨率的主要

因素．ＳＴＥＤ成像技术的最大优点是可以快速地观察

活细胞内实时变化的过程，目前可以实现空间分辨

率６２ｎｍ，每秒２８帧的速度采集图像
［３４］．

图４　ＳＴＥＤ荧光显微成像原理示意图．蓝色代表的是激发激光，橙色代表的是空心受激发射损耗激光（ＳＴＥＤ激光），

两束激光经过时间和空间调制后同时照射在样品上．由右图中可以看出，激发光斑（蓝色）经ＳＴＥＤ激光（橙色）调制

后极大地减少了荧光分子发光的光斑大小（绿色），其半高宽可以达到６６ｎｍ
［３５］

Ｆｉｇ．４　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＳＴＥＤｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．Ｔｈｅｂｌｕｅｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ（ＥＸＣ）ｂｅａｍｉｓｆｏｃｕｓｅｄｔｏａｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ

ｌｉｍｉｔｅｄｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｓｐｏｔ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｏｒａｎｇｅＳＴＥＤｂｅａｍｉｓａｂｌｅｔｏｄｅｅｘｃｉｔｅｍｏｌｅｃｕｌｅｓ．Ｓｕｐｅｒｉｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｗｏ

ｆｏｃａｌｓｐｏｔｓｃｏｎｆｉｎｅｓｔｈｅａｒｅａｉｎｗｈｉｃｈｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｓｐｏｓｓｉｂｌｅｔｏｔｈｅｄｏｕｇｈｎｕｔｃｅｎｔｒｅ，ｙｉｅｌｄｉｎｇｔｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｐｏｔｏｆｓｕｂｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎｓｉｚｅｓｈｏｗｎｉｎｇｒｅｅｎｉｎｔｈｅｌｏｗｅｒｐａｎｅｌ．Ｔｈｅｐｒｏｆｉｌｅｏｆｔｈｅｇｒｅｅｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｐｏｔｈａｓａｎＦＷＨＭｏｆ６６ｎｍａｓｗｅｌｌａｓａｓｈａｒｐｐｅａｋ
［３５］

　　需要指出的是，ＳＴＥＤ是一种点扫描成像技

术，高的图像采集速率是以牺牲光束扫描范围来实

现的．与宽场成像技术相比，点扫描成像一般具有

较强的荧光漂白效应，有可能对活体生物组织带来
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损伤．另外，ＳＴＥＤ系统光路复杂，价格非常昂贵．

突破光学衍射极限远场光学显微的另一种方法

是利用结构照明的ＳＩＭ 技术．ＳＩＭ 是一种宽场光

学显微技术，使用面阵ＣＣＤ并行采集图像，具有比

ＳＴＥＤ更高的时间分辨率，与普通宽场显微不同的

是它还具有三维层析成像的能力［３６３７］．ＳＩＭ的原理

如图５，显微物镜的空间分辨率取决于它能采集到

的最大空间频率犳０，犳０ 取决于显微物镜的光学传

递函数（ＯｐｔｉｃａｌＴｒａｎｓｆｅｒＦｕｎｃｔｉｏｎ，ＯＴＦ），犳０＝

２ＮＡ／λ．当样品包含的高频信息犳＞犳０ 时，样品的

细节将难以被分辨．如果使用空间频率为犳１ 的正

弦条纹结构光照明样品，则会产生空间频率为犳ｍ＝

｜犳－犳１｜的低频莫尔条纹（Ｍｏｉｒéｆｒｉｎｇｅｓ）．莫尔条

纹实际上是样品与结构光的拍频（ＢｅａｔＦｒｅｑｕｅｎｃｙ）

信号，它包含有样品超衍射分辨的高频信息犳．当

犳ｍ＜犳０ 时，莫尔条纹可以在显微物镜下观察到，通

过软件解码，可以提取出样品的超分辨信息，重组

出样品的高分辨率图像．从频域来看，ＳＩＭ 将物镜

能收集到的最大空间频率从犳０ 提高到了犳０＋犳１．

因此犳１ 越大，ＳＩＭ 显微的空间分辨率就越高．但

是结构照明光场的空间频率犳１ 是受衍射极限限制

的，当犳１＞犳０ 时，它将不能被分辨．因此，ＳＩＭ 显

微最大可以将光学显微系统的空间分辨率提高

一倍．

图５　结构光照明显微（ＳＩＭ）的基本原理
［３７］

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆＳｔｒｕｃｔｕｒｅｄＩｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎＭｉｃｒｏｓｃｏｐｙ（ＳＩＭ）
［３７］

　　纵向分辨率远低于横向分辨率一直是困扰远场

光学显微的问题，结构照明显微还可以提高纵向分

辨率．多光束干涉可以产生具有三维周期分布的结

构照明光场，从而可实现三维空间的超分辨成

像［３８］．２００８年，美国Ｇｕｓｔａｆｓｓｏｎ小组
［３９］使用三光

束干涉ＳＩＭ，成功地观察到细胞核膜上核孔复合体

的精细三维结构，其横向分辨率达到１００ｎｍ，纵向

分辨率２００ｎｍ．同年，他们使用六光束干涉并结合

非相干光干涉照明干涉成像显微技术（Ｉｎｃｏｈｅｒｅｎｔ

Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ Ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ Ｉｍａｇｅ Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，Ｉ
５Ｍ），实现了纵向及横向空间分辨率

均为１００ｎｍ的三维结构照明显微，使得从微观上

精确定位细胞内部各种细胞器及观测活体细胞内的

活动及反应成为可能［４０］．

综上所述，ＰＡＬＭ 和ＳＴＯＲＭ 是基于单分子

定位的超分辨显微成像技术，需要使用特殊的荧光

探针分子进行激活／淬灭，反复迭代，最后定位，具

有极高的空间分辨率，但是时间分辨率很低．

ＳＴＥＤ与ＳＩＭ 都是基于结构化光照明的超分辨显

微成像技术，是从物理上超越衍射极限．ＳＴＥＤ的

时间分辨率取决于每一个扫描点的停留时间，扫描

步长，以及扫描范围．ＳＩＭ 不需要扫描，每次曝光

可以得到一幅完整的样品二维光强分布图像，其时

间分辨率取决于结构照明光场的加载速度和ＣＣＤ

的图像采集速度，与其它三种超分辨显微技术相

比，ＳＩＭ的空间分辨率较低，但更适用于那些需要

较高时间分辨率的活体生物成像研究．

２．３　高分辨三维数字全息显微成像方法

上面介绍的荧光显微成像方法利用光与物质相

互作用的非线性特性，可以达到很高的横向分辨

率，但是纵向分辨率仍然受到限制．对于一些不能

用荧光探针分子标记的生物样品或材料，上述超分

辨荧光显微成像技术不能使用．数字全息显微

（ＤｉｇｉｔａｌＨｏｌｏｇｒａｐｈｉｃＭｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＤＨＭ）成像技术可

以解决这个问题，成为一个重要的发展方向．数字全

息显微将光学显微与光学全息相结合，与传统的明

场显微技术相比，其优势是能三维成像，纵向分辨率

可以达到１ｎｍ量级，且具有自动调焦能力，特别适

合于不能用荧光探针分子标记的透明生物样品．

数字全息显微的特点是干涉记录，数字再现．它
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是传统干涉显微引入数字化技术后的发展和延伸．

传统的干涉显微采用干涉的方法来记录物光波的相

位信息，并利用肉眼直接判读干涉图样，是一种像

面全息成像技术，干涉图样直接反应了被测物体的

厚度或折射率分布，没有三维成像能力．数字图像

传感器ＣＣＤ的出现使得全息图的数字记录和数字

再现成为可能．当采用ＣＣＤ来记录全息图并进行

数字再现时，干涉显微便过渡为数字全息显微．

２．３．１　数字全息显微

数字全息显微的原理如图６（ａ）所示：分光棱镜

ＢＳ１ 将激光束分成沿正交方向传播的两束光．其中

一束光经过扩束器ＢＥ扩束准直后作为参考光；另

一束光用来照明样品，被用作物光．物光被显微物

镜 ＭＯ和透镜Ｌ１ 组成的望远镜系统放大，并在分

光棱镜ＢＳ２ 的作用下与参考光进行干涉，两者的干

涉图样被ＣＣＤ记录．从一幅载频干涉图样或多幅

相移干涉图样中可以数字再现出被测样品的振幅和

相位分布，其中相位分布反应了被测物体的三维形

貌或折射率分布．图６（ｂ）是瑞士Ｌｕｎｃｅｅｔｅｃ公司开

发的ＤＨＭ１０００投射式数字全息显微镜；图６（ｃ）是

该ＤＨＭ拍摄的血红细胞的三维图像．

图６　数字全息显微镜
［４１］

Ｆｉｇ．６　Ｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
［４１］

　　数字全息显微的纵向分辨率可达纳米量级，但

横向分辨率还主要依赖于物镜的数值孔径．为了突

破物镜数值孔径对全息显微成像横向分辨率的限

制，Ｍｉｃｏ
［４２］和Ｓｃｈｗａｒｚ

［４３］等人采用不同方向的照

明光依次照明样品来记录多幅干涉图样，最后将这

些全息图对应的再现像进行合成．该方法通过“合

成数值孔径”突破了显微镜数值孔径对成像分辨率

的限制，从而实现了ＤＨＭ的超分辨成像．

２．３．２　微分干涉对比显微

微分干涉对比显微（ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌＩｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

Ｃｏｎｔｒａｓｔ Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＤＩＣＭ）的基本原理如图

７（ａ）：入射光被第一个渥拉斯顿棱镜分成强度相等

且偏振方向正交的两束线偏振光，这两束光经过透

镜准直后变成平行光并同时照明样品．穿过样品后

的光波经物镜放大，然后在第二个渥拉斯顿棱镜的

作用下重新合在一起沿相同的方向传播．通过检偏

器后，两光束发生干涉．干涉图样反映了被测样品

在剪切方向上的相位导数的分布，如图７（ｂ）．物平

面上两束平行光之间的距离对应于微分干涉中的剪

切量．通过对两个正交方向上的相位梯度进行积

分，最终可以求出样品的相位分布． 图７　微分干涉对比显微（ＤＩＣ）原理及观察效果图
［４４］

Ｆｉｇ．７　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ（ＤＩＣ）
［４４］
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　　ＤＩＣ具有物参共路的光学结构，因此具有抗振

动能力强的优点．同时，ＤＩＣ还具有较高的空间分

辨率、高的图像对比度和光学层析能力．近年来还

有许多学者对其进行研究，如Ｆｕ等人
［４５］利用光栅

衍射原理，将物光的０级和＋１级衍射光进行干涉，

实现对海拉细胞的 ＤＩＣ 定量测量．ＭｃＩｎｔｙｒｅ等

人［４６４７］利用空间光调制器调节ＤＩＣ图像的剪切方

向、剪切量和相位延迟，使之达到最佳效果，并实

现了实时定量 ＤＩＣ观测．Ｈｅｉｓｅ和Ｓｔｉｆｔｅｒ
［４８］利用

ＤＩＣ的层析能力，观测了油层中的粒子分布．

２．３．３　相衬干涉显微

相衬干涉显微（ＰｈａｓｅＣｏｎｔｒａｓｔＩｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＰＣＩＭ），通过改变物光零频分量的相

位，使零频分量与高频分量干涉，将物光的相位信

息变为强度信息［４９］．如图８（ａ）所示，经过透镜Ｌ１

的傅里叶变换，含有样品信息的物光的频谱出现在

透镜Ｌ１ 的焦平面上．一个相位掩膜板被放置在该

频谱面上，用于延迟物光零频分量的相位．通过第

二个透镜Ｌ２ 的逆傅里叶变换后，物光的相位信息

变成了干涉图的强度信息．图８（ｂ）和（ｃ）显示的是

一个相位圆环在传统光学显微镜和相衬显微镜下所

成的像．美国麻省理工学院Ｐｏｐｅｓｃｕ
［５０］通过改变物

光零频分量的相位延迟量，得到了多幅相移干涉图

样，实现了对被测样品相位分布的定量测量．

图８　相衬干涉显微

Ｆｉｇ．８　Ｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ（ＰＣＩ）ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

平行光照明具有横向分辨率低、相干噪声大的

缺点．泽尼克相衬干涉显微镜采用了环形照明光，

如图９（ａ）
［５１］．在显微镜聚光镜的前焦面上放置一

个环形光阑（ＣｏｎｄｅｎｓｅｒＡｎｎｕｌｕｓ），该环形光阑上

每一点发出的光以不同方向照明样品．经物镜的傅

里叶变换，物光的频谱出现在物镜的后焦平面上．

环形照明光的频谱分布仍然为一圆环．照明光的零

频分量分布在圆环上，高频分量分布在零频分量周

围．将一相位掩模板（Ｐｈａｓｅｐｌａｔｅ）置于此频谱面

上，用来延迟物光零频分量的相位．该方法具有相

干噪声低、横向分辨率高的优点．然而，用环状相

位掩模板来延迟圆环上零频分量相位的同时，也延

迟了分布在环上的高频分量的相位．因此，产生了

相位畸变—“光晕”效应．文献［５２］采用离散的点状

照明代替环状照明克服了上述“光晕”现象，同时采

用相移技术实现了对相位的定量测量．

图９　泽尼克相衬干涉显微镜
［５１］

Ｆｉｇ．９　Ｚｅｒｎｉｋｅｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
［５１］

２．３．４　低相干干涉显微

普通的全息干涉显微使用相干性好的激光照

明，只能测量物体的轮廓信息或被测物体内部折射

率的平均值，而对于被测物体内部结构或多层折射

率的 检 测 无 能 为 力．低 相 干 干 涉 显 微 （Ｌｏｗ

ＣｏｈｅｒｅｎｃｅＩｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅＭｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＬＣＩＭ），通过

采用低相干的照明光源可以进行层析成像，克服了

普通全息干涉显微的这一缺点．

低相干干涉显微的原理如图１０（ａ）所示
［５３５４］，

低相干光源（如ＬＥＤ、卤素灯）发出的光经过分光棱

镜后被分成两束———物光和参考光．物光和参考光

分别经样品表面和参考面反射后，沿原路返回并同

时被ＣＣＤ所接受．当物光和参考光之间的光程差

在相干长度范围内时，两光束发生干涉．通过移动

参考光路中的反射镜得到相移量分别为０、π／２、π

和３π／２的相移干涉图样，如图１０（ｂ）．从这些相移

干涉图样中可以得到该深度内样品信息，如图
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１０（ｃ）．由于来自样品其它平面的反射光和参考光

不相干，在干涉图样处理过程中可以被滤除掉．通

过纵向移动样品或反射镜可以得到不同深度的样品

信息（即实现层析），最后可以得到被测物体结构或

折射率的三维分布．该方法的纵向测量精度取决光

源的光谱宽度，光源的光谱宽度越宽，纵向测量精

度越高．低相干干涉显微能对高散射介质，如生物

组织进行非介入快速成像，因而在活体生物组织的

微结构分析和疾病诊断方面有重要的应用价值．

图１０　低相干干涉显微成像
［５３５４］

Ｆｉｇ．１０　Ｌｏｗｃｏｈｅｒｅｎｃｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ（ＬＣＩ）ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
［５３５４］

３　结论

综上所述，高分辨光学成像技术在空间探测领

域，以及超分辨光学成像技术在生物领域的发展和

应用取得了长足的进步．新原理和新方法不断涌

现，部分技术已经突破了阿贝瑞利衍射极限，分辨

率记录在不断地刷新．但是每种技术都有自身的优

缺点，人们还在不断地探索新的超分辨光学成像原

理和技术，如量子成像原理．美国已将突破衍射极

限列为２１世纪光学的五大研究计划之首．我国在

这方面的研究具有较好的基础，但还没有这方面系

统的规划，需要加强．全文小结如下：

１）亚像元技术和波前编码成像技术通过增加探

测器空间采样频率，对非衍射受限系统，通过后续

图像处理可实现在同等焦距和探测器尺寸系统下的

空间分辨率提高．

２）光学合成孔径技术通过若干分离的小孔径光

学系统组合来实现大孔径的分辨极限，为衍射受限

系统的高分辨率观测提供了一种途径．

３）傅里叶望远镜技术把增大接收口径转变为加

大发射间隔，用大面积回波能量探测加上傅里叶分

量重构，取代常规的目标图像直接探测，有可能突

破远程高分辨力观测的瓶颈．

４）基于单分子定位的远场超分辨荧光显微成像

技术———ＰＡＬＭ 和ＳＴＯＲＭ 具有亚纳米量级的空

间分辨率，但是时间分辨率很低，并且需要使用特

殊的荧光探针标记样品，因此在应用中有着很大的

局限性．

５）基于特殊强度分布照明光场的远场超分辨荧

光显微成 像技 术———ＳＴＥＤ 和 ＳＩＭ 具有 １０～

１００ｎｍ的空间分辨率，时间分辨率高，都具有三维

成像能力，更适用于活体生物组织的荧光成像．

６）数字全息显微成像技术的特点是干涉记录，

数字再现．其优势是具有三维成像能力，纵向分辨

率可以达到１ｎｍ量级，具有自动调焦能力．因此，

特别适合于不能用荧光探针分子标记的透明生物

样品．
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