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利用 MAP评估提高表面等离子体结构光照明
技术成像质量

余慕欣,周文超,吴一辉
(中国科学院长春光学精密机械与物理研究所 应用光学国家重点实验室,长春130033)

摘 要:经典的恢复算法不能有效地恢复被观测物的全频域信息,空间频率的缺失导致超分辨图像伴有

较为严重的旁瓣.本文提出利用最大后验概率(MAP)评估解决表面等离子体结构光照明技术中的光学

旁瓣问题.结果表明 MAP评估恢复算法可以有效恢复物质的高空间频率信息,并且通过合理选择优化

参数达到抑制光学旁瓣的目的.在波长520nm,数值孔径1.3下,可获得半高全宽65nm的横向分辨力,
约为传统荧光显微镜的3.6倍.该技术在生命科学观测中具有潜在应用价值.
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ImprovingtheImagingPerformanceofPlasmonicStructuredIllumination
MicroscopyUsingMAPEstimationMethod
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Abstract:Theclassicalrestorationalgorithm cannoteffectivelyrecoverthefullfrequencydomain
informationoftheobject,whichleadstotheseriousopticalsidelobes.Inthispaper,theapplicationof
metalnanoarraysinstructuredlightilluminationisstudied,andtheproblemofopticalsidelobesin
plasmonicstructuredilluminationmicroscopyissolvedusingMaximumAPosteriori(MAP)estimation.
TheresearchshowsthattheMAPestimationmethodcaneffectivelyrestorethehighspatialfrequency
information,andthroughthereasonableselectionofoptimizationparameterstoachievethepurposeof
suppressingopticalsidelobes.Atthewavelengthof520nm,1.3numericalaperture,thelateralresolution
canbeobtainedatFWHMof65nm,whichisabout3.6timesofthetraditionalfluorescencemicroscope.
Thistechnologyhaspotentialapplicationapplicationinthefieldoflifescience.
Keywords:Microscopy;Fluorescencemicroscopy;Superresolution;Surfaceplasmons;Metaloptics;
Imagereconstructiontechniques
OCISCodes:220.2945;180.2520;100.6640;240.6680;260.3910;100.3010

0 引言

荧光显微镜在生命科学研究中扮演着重要角色.然而受阿贝衍射极限制约[1],经典光学显微镜的分辨率

被限制在照明波长的二分之一.突破衍射极限,实现对生命过程亚细胞甚至分子尺度的动态观测具有重要意
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义.结构光照明技术(StructuredIlluminationMicroscopy,SIM)[2-15]是近年发展起来的超分辨成像技术.不
同于传统荧光显微镜采用均匀光照明物质,SIM 利用双光束干涉形成的正弦光照明物质,将物质位于光学

传递函数截止频率外的高频信息转移成像,通过后处理技术重构出超分辨图像.不过SIM 照明条纹的空间

频率仍然受衍射极限限制,导致成像分辨率仅为传统荧光显微镜的2倍[2].
表面等离子体激元(SurfacePlasmonPolaritons,SPPs)[16-18]是光与自由电子相互作用沿金属表面传播

的电子疏密波,具有强电磁局域化、近场电场增强和亚波长传输等新颖光学特性,SPPs特别适用于超分辨成

像.表面等离子体结构光照明技术(PlasmonicStructuredIlluminationMicroscopy,PSIM)将SIM 和SPPs
结合起来[8-11],将SPPs干涉得到的极高空间频率的干涉条纹作为照明图案,采用该照明方式系统的成像分

辨力可达普通荧光显微镜的2.5~3倍.高损耗是SPPs的固有缺点[16],一方面损耗会降低SPPs的传输距离

导致视场受限[8],另一方面损耗会引起照明条纹畸变带来图像处理上的困难,重构的超分辨图像常伴有严重

的光学旁瓣[8-11].
最大后验概率(MaximumAPosteriori,MAP)评估广泛应用于多帧图像的亚像素重构[19].它引入先验

信息模型,综合利用多幅数字图像的互补信息,提高图像的空间解像力和清晰度.近年,F.ORIEUX首先将

Bayesian原理引入结构光照明图像恢复技术,用于压缩原始图像帧数,提高时间分辨力[20].T.LUKEš等进

一步发展该方法.他们采用基于 MAP评估的图像恢复算法降低结构光照明技术对照明条纹位置精度的要

求[21].J.L.PONSETTO等利用局域表面等离子体干涉照明解决PSIM 视场受限问题,不过重构的超分辨

图像仅包含0级和±1级谐波分量转移的空间频率信息,在某些方向上空间频率的缺失会引起严重的光学

旁瓣,点扩散函数中一级旁瓣的幅值约为主峰幅值的一半,会降低成像性能[10].本文研究金属纳米阵列在结

构光照明技术中的应用,提出采用 MAP恢复算法解决复杂模式干涉下超分辨图像恢复中的旁瓣问题.该方

法不仅可以恢复物质的高空间频率信息,而且通过合理选择参数可以抑制光学旁瓣.研究结果表明在波长

520nm,数值孔径1.3下,可以得到半高宽分辨力65nm的各向均匀的超分辨图像,约为传统荧光显微镜分

辨率的3.6倍.

1 原理

  表面等离子体结构光照明技术的原理如图1.它
是在普通e-pi显微镜的基础上引入空间光调制器

和金属光栅来实现的.一束波长520nm的激光经过

整形、扩束和起偏后作用到空间光调制器.空间光调

制器的材质为硅上液晶,简称LCoSSLM 或SLM.
SLM对入射的偏振光进行幅值调制,通过独立控制

SLM各个像素的开关可以实现对衍射光束方向和

初始相位的精确控制[15].衍射光束的能量集中在0
和±1级次.挡光平板(图中用 Mask表示)对衍射光

束进行空间滤波,它仅允许±1级次衍射光束通过.
金属光栅激励起的SPPs会干涉形成照明条纹.照明

条纹和荧光分子作用激发出的荧光经过物镜传输到

位于远处的sCMOS成像.金属光栅的结构如图1
插图(a),它由基底、光栅区和隔离层三部分构成.考
虑到材料的光学特性和工艺兼容性,选择氧化锌

(ZnO)作为基底以及隔离层材料,光学参数εZnO=
4[22];金 属 银 (Ag)作 为 光 栅 材 料,光 学 参 数

εag=-11+0.33i[23],光栅区的填充介质为有机玻璃

图1 表面等离子体结构光照明技术的原理示意图

Fig.1 Schematicgeometryoftheplasmonicstructured
illuminationmicroscopy

(PMMA),介电常数εPMMA=2.3.光栅是二维的,成正方形晶格分布,光栅周期Λ=300nm,单个纳米柱尺寸

为180×180nm2;光栅区厚度50nm,隔离层厚度20nm,物平面到隔离层上表面距离25nm.引入隔离层是
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为了避免局域SPPs电场异常增强导致荧光分子光漂白,同时也为避免金属银与环境直接接触发生氧化.±1
级次衍射光束经过物镜后波失和偏振方向的变化如图1插图(b).它们平行于光轴方向进入物镜的后焦面,
经物镜折射后重新会聚到焦平面,改变入射光和光轴间的距离可以有效控制出射光和光轴的夹角θ,理论上

出射角的变化范围可从垂直出射到掠出射.光束的偏振方向如图1插图(b)箭头方向所示,入射光束是线偏

振光,经物镜折射后,出射光束变为角向偏振.在光束直径足够小时,出射光束可简化成线偏振光处理[2-3].两
束光的初始相位Δφ 由空间光调制器控制[15].

金属光栅激励起的照明条纹的光强分布由瑞利模型描述[24]为

I(r)=|[exp(ikinc1·r+Δφ)+exp(ikinc2·r-Δφ)]∑
n,m⊂Z2

An,mexp(iKn,m·r)|2 (1)

式中,kinc1和kinc2分别对应±1级次衍射光束在x-y 平面上的投影波失,kinc1=kx̂ex+kŷey,kinc2=-kx̂ex-
kŷey;Kn,m是光栅的倒格矢,Kn,m=n(2π/Λ)̂ex+m(2π/Λ)̂ey;An,m是瑞利级数;Δφ 是初始相位.通过改变入

射角度或者初始相位可以获得不同的照明条纹.这里以垂直入射为例介绍表面等离子体结构光照明技术的

成像过程,其它的激励条件会获得类似的结论,不过表示形式将变得较为复杂.设kx=0,ky=0和Δφ=0,此
时照明条纹的光强分布为

I(r)= ∑
n,m⊂Z2

Bn,mexp(iKn,m·r) (2)

式中Bn,m = ∑
p1-q1=n
p2-q2=m

Ap1,p2·A*
q1,q2,它是照明条纹的第(m,n)阶傅里叶级数.

照明条纹与荧光分子作用,激发出的荧光由sCMOS接收成像,成像过程表示为

g(r)=[I(r)obj(r)]h(r) (3)
式中obj(r)表示荧光分子的空间分布,g(r)表示原始图像,h(r)是点扩散函数, 表示卷积运算符号.带入

式(2)到式(3),并做傅里叶变换可以得到

G(k)= ∑
n,m⊂Z2

Bn,mObj(k-Kn,m)H(k) (4)

式中Obj(k)表示荧光分子的傅里叶分布,G(k)表示原始图像的傅里叶空间分布,H(k)是光学传递函数.
讨论金属光栅的近场衍射特点.作为对比,额外构造一面介质光栅,它和金属光栅的结构和材料参数相

同,仅将金属材料(Ag)替换成介质材料(ZnO).图2(a)和(b)分别给出金属光栅和介质光栅照明条纹的光强

分布(|E|2),计算采用严格耦合波算法(RCWA).对比可知,得益于局域表面等离子体的电场增强效应,光
强在近场区域尤其是金属柱棱角附近得到增强,金属光栅的光强极值约为介质光栅的2.5倍.照明条纹傅里

叶谐波信号的分布(Bn,m|n=0)如图2(c)所示,图中“·”表示金属光栅的幅值分布,“*”代表介质光栅的幅

值分布.对比可知受周期结构的调制,增强的光强会增强其谐波信号尤其高阶谐波信号.
式(4)表明照明条纹的谐波分量Bn,mexp(iKn,mr)会使荧光分子的傅里叶分布Obj(k)发生平移,平移后

的分量Obj(k-Kn,m)经后续光路贡献于成像.成像系统可以接收原本位于 H(k)截止频率之外的高空间频

率信息,这样等效地拓展了成像系统的空间频率响应带宽,从而获得超越衍射极限的分辨力.Obj(k-Kn,m)
对成像的贡献程度由谐波分量的强度|Bn,m|决定,金属光栅能有效增强谐波信号尤其是高阶谐波信号的强

度,使物质更高频率信息移频成像,从而进一步提高SIM的成像分辨力.另外,sCMOS得到的原始图像的各

个频率分量是叠加在一起的,为恢复出超分辨率图像需要多帧原始图像[2-3].不同原始图像可以通过调整衍

射光的入射角度、初始相位等参数获得.需要注意的是SPPs的电场增强效果与金属阵列的结构和照明条件

密切相关.表面等离子体的腔模共振可以有效提高电场的增强因子,不过它对入射角度有严格的要求[25],为
此在光路中添加空间光调制器,通过引入新的参数Δφ 可在同一入射角下获得额外的原始图像.图像恢复所

需原始图像的数量可由(rwide-field/rsuper-resolution)2 估计,其中,rwide-field和rsuper-resolution分别对应宽场照明和结构光照

明下的成像分辨力.
经典的基于线性移频的结构光恢复算法从式(4)出发,从多幅原始图像中提取Obj(k-Kn,m),并做频域

融合获得超分辨图像.不过,金属光栅衍射形成的照明条纹含有复杂的谐波分量,经典恢复算法并不适用此

类问题求解.PONSETTOJL等获得的超分辨图像仅包含0级和±1级谐波分量转移的物质空间频率信息,
在某些方向上空间频率的缺失会造成严重的旁瓣,点扩散函数中一级旁瓣的幅值可达主峰幅值的一半,这会
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降低系统的成像性能.本文从式(3)出发,利用 MAP评估算法进行图像恢复,用于重构出低旁瓣的各向均匀

的超分辨图像.
这里讨论更一般的情况,成像过程中引入噪声,式(3)可表示成

gk(r)=[Ik(r)obj(r)]h(r)+nk (5)
式中Ik、gk 和nk 分别对应第k幅图像的照明条纹、初始图像和噪声.数字图像采集的噪声主要来自光子噪

声和电子噪声,光子噪声服从泊松分布,电子噪声服从高斯分布.充分照明下,图像噪声服从均值为零的高斯

分布,噪声的方差为σ2[27].在高斯噪声下,MAP评估图像恢复的代价函数为[19]

obj'(r)=argmin[∑
k

||gk(r)-h(r) [Ik(r)obj(r)]||2+γ||Lobj(r)||2] (6)

式中obj'(r)为被逼近的荧光分子的空间分布,L 是正则化算符,γ 是正则化参数,“||·||”为二范数.式(6)
中右边第一项表示原始图像和标准图像的方差,用于评价obj'(r)的真实度;第二项是正则项,用于保证计算

的收敛性,这里正则化算符选用负Laplace算符[19];正则化参数γ 用于调整两项间的权重.代价函数是需要

优化的目标函数,它是一个凸函数,这里我们采用标量共轭梯度算法(ScaedConjugateGradient,SCG)迭代

求解obj'(r),其收敛数值即认为是荧光分子的真实空间分布.在实际求解过程中,h(r)并非是稀疏矩阵,为
提高计算速度和减小内存占用,式(6)中的卷积运算由快速傅里叶运算完成.

图2 金属光栅的近场衍射特点

Fig.2 Near-fielddiffractionpropertiesofthemetallicgratingontheobjectplane

2 结果和讨论

讨论系统的亚波长成像性能.首先给出单荧光分子的亚波长成像结果,假定荧光分子的尺寸等于一个像

素点5×5nm2,如scFvs荧光蛋白.荧光分子的尺寸远小于成像分辨力,可将其看作理想的点光源,通过图像

处理可以重构得到点扩散函数.图3(a)和(b)分别给出了宽场照明和结构光照明下的点扩散函数;图3(c)是
MAP评估直接迭代计算得到点扩散函数.MAP评估直接计算得到的结果一级旁瓣的幅值约为主峰幅值的

1/10,并且含有负旁瓣,这些不好的信号可用Lukosz函数作频域滤波后消除,滤波后的图像如图3(b)所示.
图3(d)和图3(e)分别对应宽场照明和结构光照明下的光学传递函数,这里对光学传递函数幅值取对数处

理.对比可知,MAP算法可以有效恢复出物质的高频信息.图3(f)给出了图3(a)~(c)沿x 轴上的光强分布,
4-3002240
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这里,点划线对应宽场照明条件;虚线对应滤波前的超分辨图像;实线对应滤波后的超分辨图像,点扩散函数

的半高全宽FWHM分别为240nm、62nm和65nm.这里对图像的高频信息进行了轻微切趾,这略微降低

了成像的分辨率,不过能够有效抑制负旁瓣等不利信息.采用 MAP评估的图像恢复算法可以得到一个低旁

瓣的各向均匀的超分辨图像,获得FWHM分辨率65nm,约为传统荧光显微镜的3.6倍.

图3 表面等离子体结构光照明技术的亚波长成像性能

Fig.3 Sub-wavelengthimagingperformanceofPSIM

  这里,给出系统在瑞利判据下的成像分辨率.图4(a)给出了两个相距70nm的荧光点的成像结果;图
4(b)是白色虚线上的光强分布.对称中心上的光强相比主峰光强下降了约35%,所成的像对比度V 约为0.2,
其中,V=(Imax-Imin)/(Imax+Imin),Imax与Imin分别对应于波峰与波谷的光强强度.在瑞利判据下,可以清

晰分辨两个相距70nm的荧光分子.
Laplace算符是一个高通滤波器,可起到平滑图像的作用[19].采用 MAP算法可以恢复出物质的高频信

息,另外通过调整代价函数中正则项的权重有效抑制光学旁瓣.图5(a)是采用 MAP算法直接得到的点扩散

函数,图5(b)是对原始超分辨图像切趾得到的点扩散函数,图中点划线、实线和虚线分别对应正则参数γ取

值0、σ2和10σ2时的光强分布.图5(a)中点扩散函数一级旁瓣的幅值分别为-0.151、-0.102和-0.054,点扩

散函数的半高全宽分别为60nm、62nm和75nm.对比可知,选择较大的正则参数可以更好地抑制光学旁

瓣,不过图像的分辨率也会随之降低.在参数选择上需要平衡光学旁瓣和成像分辨率之间的关系,γ=σ2是一
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个合理的选择.

图4 瑞利判据下的超分辨成像结果

Fig.4 SuperresolutionimagingperformanceundertheRayleighcriterion

图5 正则参数对成像结果的影响

Fig.5 Influenceoftheregularizationparameter

3 结论

研究了金属纳米阵列在结构光照明技术中的应用,详细分析了表面等离子体结构光照明技术的原理和

实现方案.针对表面等离子体结构光照明技术面临光学旁瓣问题,提出采用基于 MAP评估的图像恢复算法

解决复杂模式干涉下超分辨图像恢复问题.研究结果表明:1)基于 MAP评估的图像恢复算法可以在复杂模

式干涉下恢复得到物质的高频信息;2)通过合理选择优化参数,可以有效抑制光学旁瓣,在参数选择上需要

平衡光学旁瓣和成像分辨率之间的关系,γ=σ2是一个合理的选择;3)PSIM 在波长520nm,数值孔径1.3
下,可以得到半高全宽65nm的各向均匀的超分辨图像,成像分辨率约为传统荧光显微镜的3.6倍.开展对

表面等离子体结构光照明技术的实验工作,验证 MAP评估图像恢复算法的优越性是接下来的工作内容.该
技术在生命科学研究上具有潜在应用价值.
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