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结构光照明显微空间域超分辨图像重建研究
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摘 要：以 π/2相移间隔的结构光照明显微图像为输入，通过图像差分、数学推导及简化构建一个数学

模型，在空间域直接解析得到超分辨图像。理论验证该模型可将传统显微的横向分辨率提高 1倍，并可

减少离焦背景干扰。在基于数字微镜器件的结构光照明显微系统中，对荧光微球及牛肺动脉内皮细胞

进行空间域超分辨重建实验，验证了算法的有效性。获得的超分辨效果与频域重建法相近，但图像重

建速度快约 5倍。该研究有助于扩展结构光照明显微的应用范围，对活细胞和组织的长时间在体监测

具有良好的应用潜力。

关键词：结构光照明；显微镜；超分辨率；图像重建；空间域

中图分类号：O439 文献标识码：A doi：10.3788/gzxb20225111.1118002

0 引言

光学显微镜广泛用于生物医学研究，但由于光学衍射极限的限制，在普通光场下的最高横向分辨率仅

能达到 200 nm，限制了光学显微技术的应用范围［1］。在过去的二十年中，已经开发了各种旨在打破衍射极

限的超分辨显微技术。例如，HELL S W等［2］提出了受激发射损耗显微术（Stimulated Emission Depletion，
STED），GUSTAFSSON M G等［3］提出了结构光照明显微术（Structured Illumination Microscopy，SIM）、

RUST M J 等［4］提出了随机光学重建显微术（Stochastic Optical Reconstruction Microscopy，STORM）、

BETZIG E等［5］提出了光激活定位显微术（Photoactivated Localization Microscopy，PALM），以及由这些技

术拓展延伸的一些超分辨成像技术［6］。与其他超分辨显微技术相比，SIM具有成像速度快、光毒性较低、不

需要额外复杂样品制备过程等优点，使其成为活体生物医学研究的有力工具。

SIM技术通过对样品施加空间频率接近衍射极限的周期性正弦或余弦条纹结构光，将样品超衍射极限

的高频信息耦合到成像系统可探测的频率区域，从而将显微镜的横向分辨率提高 1倍。SIM图像重建算法

是决定最终获得的超分辨图像质量的关键。为了实现结构光的超分辨率重建，HEINTZMAN R等提出了

四步相移法［7］，不久 GUSTAFSSON M G等提出了三步相移法［8］，进一步提高了时间分辨率。为了解决三

步相移法结构光的初相位、空间频率等参数估计问题，研究者开发了峰值相位算法［9］、图像自相关算法［10］和

图像重组变换［11］等算法。为消除噪声和误差对结构光重建的不利影响，去卷积算法也被频繁使用，如广义

维纳滤波算法［7］，Richardson-Lucy反卷积算法［12］，基于Hessian矩阵的反卷积算法［13］等。但这些重建超分辨

图像的算法主要建立在傅里叶变换和频谱处理的基础上，不可避免地会因为复杂的重建过程以及空间域和

频域之间的多次傅立叶变换而减慢图像重建速度［13］。此外，频域操作容易导致在恢复的超分辨图像中出现

意想不到的伪影［14］。为了提高 SIM的重建速度，TU S J等提出一种基于空间域的结构光图像重建算法（称
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为“SP-SIM”）［15］，直接在空间域进行图像重建，重建速度比频域法快约 5.4倍。DAN D等利用数学中函数

的级数展开概念，提出另一种空间域结构光图像重建算法［16］，重建速度比频域法快约 7倍。以上空间域结构

光超分辨图像重建研究，是以相移为 2π/3的结构光为研究对象，构建数学模型并进行解析。在 SIM系统

中，结构光的周期与显微系统的空间截止频率息息相关，超分辨率程度与结构光空间频率呈正比，受到实验

中设备参数的影响，在满足结构光频率接近截止频率的前提下，π/2的相移将被采用。比如，在以数字微镜

器件（Digital Micromirror Device，DMD）为空间光调制器的 SIM系统中，为了使得结构光频率尽量接近衍射

极限，采用了 4个 DMD像素为条纹周期，这种情况下 2π/3相移将无法实现，需要采用 π/2的相移［17］。以 π/2
为相移的结构光照明显微超分辨图像重建，还被确定在获取低调制深度下的重建图像时，相对于 2π/3相移

有快速准确的优势［11，18］。但目前针对 π/2相移只能采用频域法进行重建，进行更多相移情况下结构光的空

间域重建研究，将有助于扩展 SIM应用的更多探索。

本文提出一种基于空间域的结构光照明显微超分辨图像重建方法，称之为差分结构光照明显微重建算

法（Differential SIM，简称DIFF-SIM）。以 π/2相移间隔结构光照明显微图像为对象，利用差分 SIM、数学推

导与简化逐步构建数学模型，通过理论及仿真验证模型可将显微系统的横向分辨率提高 1倍，并减少了离焦

量的干扰。在 DMD-SIM系统上进行实验验证，结果表明无需估计照明模式的频率和相位等参数，在空间

域可实现与频域法相近的超分辨率，但重建速度约为所比较频域算法的 5倍。

1 DIFF-SIM的原理与方法

在 SIM中采用余弦条纹图案结构，结构化照明的强度分布表示为［19，20］

I ( r )= I0 [ 1+ m ⋅ cos ( 2πk0 ⋅ r+ φ 0 ) ] （1）
式中，I0、m、k0和 φ0分别是照明的均值强度、调制深度、空间频率和初相位。由于高空间频率激励图案在投影

类型 SIM中具有散焦衰减快的特点，因此仅调制图像的聚焦部分，而离焦区域不调制，离焦在检测平面的投

影可以简化为非调制项 Bout。因此，可以将最终检测到的图像写为

D ( r )=[ I ( r ) ⋅ S ( r ) ]⊗ H ( r )+ B out （2）
式中，D（r）表示像面上的光场强度分布，I（r）是照明光场强度分布，S（r）是样品荧光分布，⊗表示卷积运算，

H（r）是显微系统的点扩散函数。

在频率空间中，可以通过对方程（2）进行傅里叶变换来获得检测图像的频谱［20］

D͂ ( k )= I0
é
ë
êêêê

ù
û
úúúúS͂w ( k )+

m
2 S͂ ( k+ k0 ) e-iφ0 +

m
2 S͂ ( k- k0 ) eiφ0 ⋅ H͂ ( k ) （3）

式中，S͂w ( k )=
S͂ ( k ) H͂ ( k )+ B͂ out ( k )

H͂ ( k )
。

等式（3）中的第一项 S͂w ( k )表示常规显微镜能观察到的频谱，其中 k的范围 | k |≤ k c，kc为显微系统的截止

频率，而剩余的两项 S͂ ( k+ k0 )、S͂ ( k- k0 )则为图像高频信息，它们形式与第 1项类似，但中心频率分别移位

到 k0和-k0，并且分别满足 | k+ k0 |≤ k c，| k- k0 |≤ k c。因此，k的取值范围被扩大到 | k |≤ | k c + k0 |范围内，由

于 k0的最大取值为 kc，SIM的最大频谱带宽将比传统显微镜增加一倍。

图 1示意了结构化照明显微镜频谱状态的扩展过程。图 1（a）中如果两个线条图案重叠（相乘），其乘积将包

含莫尔条纹，在通过光学成像系统时，原先通过不了样品的高频信息现在转化成低频的“莫尔条纹”从而顺利通

过系统被相机记录。图 1（b）中传统的显微镜受到衍射极限的限制，其可以检测的低分辨信息集合定义了傅里叶

空间的圆形“可观察区域”。图 1（c）中正弦条纹照明图案有三个傅立叶分量，两个侧部件的可能位置由同一个圆

限定，该圆定义可观察区域（虚线）。红点表示的量对应于照明的三个傅立叶分量。因此，除了正常信息之外，可

观察区域将包含源自两个偏移区域图 1（d）中的移动信息。图 1（e）中经过对结构光的解包裹等操作，系统可以从

具有不同方向、不同相位的图像序列中，得到两倍于正常可观察区域大小的信息，相当于两倍于正常分辨率。

为了重建接近各向同性、并覆盖全视场的超分辨率图像，SIM通常获取多个方向照明图案的图像。如

采用 0°、60°、120°三方向照明，其频谱拓展见图 1（f）。或采用 0°、90°二方向照明，其频谱拓展如图 1（g）。采用

三步相移时，三方向照明模式需要 9次成像，二方向照明需要 6次成像。
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根据前面所述结构光的基本原理，当取相位为 0、π/2、π，可以得到三幅结构光照明图像，表达式为

ì

í

î

ï
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ï

ï
ïï
ï
ï
ï

D 1_1 ( r )={ }I0 [ 1+ m ⋅ cos ( 2πk0 ⋅ r+ φ 0 ) ] ⋅ S ( r ) ⊗ H ( r )+ B out ( r )

D 1_2 ( r )={ }I0 [ 1- m ⋅ sin ( 2πk0 ⋅ r+ φ 0 ) ] ⋅ S ( r ) ⊗ H ( r )+ B out ( r )

D 1_3 ( r )={ }I0 [ 1- m ⋅ cos ( 2πk0 ⋅ r+ φ 0 ) ] ⋅ S ( r ) ⊗ H ( r )+ B out ( r )

（4）

因为离焦的强度保持不变，所以可以减去两个相邻的原始图像来消除背景，并利用三角函数的两角和

差公式进行化简得
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D 1_12 ( r )= D 1_1 ( r )- D 1_2 ( r )= 2 m ⋅ I0 ⋅
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é

ë
ê
êê
ê ù

û
úúúúcos ( )2πk0 ⋅ r+ φ 0 -

π
4 ⋅ S ( r ) ⊗ H ( r )

D 1_23 ( r )= D 1_2 ( r )- D 1_3 ( r )= 2 m ⋅ I0 ⋅
ì
í
î

ü
ý
þ

é
ë
êêêê

ù
û
úúúúsin ( 2πk0 ⋅ r+ φ 0 ) cos

π
4 - cos( 2πk0 ⋅ r+ φ 0 ) sin

π
4 ⋅ S ( r ) ⋅

⊗H ( r )=- 2 m ⋅ I0
é

ë
ê
êê
ê ù

û
úúúúsin ( )2πk0 ⋅ r+ φ 0 -

π
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（5）

取D 1_12 ( r )为复数实部，D 1_23 ( r )为复数虚部，构造一个新的函数D c1 ( r )，并根据欧拉公式 ei ⋅ r= cosr+ i ⋅
sinr进行化简，可得到

D c，1 ( r )= D 1_12 ( r )- iD 1_23 ( r )= 2 m ⋅ I0
é

ë
ê
êê
ê ù

û
úúúúcos ( )2πk0 ⋅ r+ φ 0 -

π
4 ⋅ sinr ⊗ H ( r )+ i 2 m ⋅ I0

é

ë
ê
êê
ê ù

û
úúúúsin ( )2πk0 ⋅ r+ φ 0 -

π
4 ⋅ sinr ⊗ H ( r )= 2 [ m ⋅ I0 ei ⋅ ( 2πk0 r+ φ0 - π/4 ) ⋅ S ( r ) ]⊗ H ( r )

（6）

根据卷积公式［21］，并令 t= r- t'，有

图 1 结构化照明显微镜频谱的扩展状态

Fig.1 Extended state of the spectrum of structured illumination microscope
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[ ei2πk0 r ⋅ S ( r ) ]⊗ H ( r )=∫
-∞

∞

ei ⋅ 2πk0 ( t ) ⋅ S ( t ) ⋅H ( r- t ) dt=∫
-∞

∞

ei ⋅ 2πk0 ( r- t' ) ⋅ S ( r- t' ) ⋅H ( t' ) dt' =

ei ⋅ 2πk0 r∫
-∞

∞

S ( r- t' ) ⋅H ( t' ) e-i ⋅ 2πk0 rdt' = ei ⋅ 2πk0 r ⋅[ S ( r )⊗ (H ( r ) e-i ⋅ 2πk0 r ) ]
（7）

根据式（7），结合傅里叶变换频移特性，式（6）可以化简为

D c，1 ( r )= 2 I0 ei ⋅ ( 2πk0 r+ φ0 - π/4 ) [ S ( r )⊗ (H ( r ) ⋅ e-i ⋅ 2πk0 r ) ] （8）
由于 | eiθ |= 1，则通过取Dc，1（r）的模

|| D c，1 ( r ) = || 2 mI0 ei ⋅ ( 2πk0 r+ φ0 - π/4 )[ ]S ( r )⊗ ( )H ( r ) e-i ⋅ 2πk0 r = 2 mI0 || S ( r )⊗ ( )H ( r ) ⋅ e-i ⋅ 2πk0 r =

2 mI0 || FT-1 [ s͂ ( k ) h͂ ( k- k0 ) ] （9）
系统的频谱得到了扩展，由于实信号频谱具有共轭对称性，此时将得到空间频率为 |k|ϵ（0，|k0|+kc）的样

本超分辨图像［15］。

上文讨论的情况仅仅是一个方向，即一维。将讨论扩展到二维，然后通过对 0°，60°，120°三个不同方向

的Dc，i（r）（i=1、2、3）求和得到一个二维超分辨图像。

D ( r )=∑
i= 1

3

|| D c，i ( r ) （10）

图 2显示了算法的流程及对应频谱分析图。图 2（a）为算法流程，样品由具有不同方向和相位的余弦条

纹顺序照亮，总共记录九个原始图像（三个方向，每个方向三个相位），Di_j（r）是对应于第 i个方向、第 j个相移

照明图案的成像图像，其中 i、j=1、2、3。然后，对于每一个方向，使用DIFF-SIM重建超分辨子图像。最后，

通过对三个方向的三个重建子图像求和，获得最终的二维超分辨图像 D（r）。重建仅在空间域进行，在

图 2（a）中同时补充了图像 |D c，i ( r ) |和D（r）的频谱图，仅用于验证对应图像频谱得到了扩展。图 2（b）是对流

程中图像频谱的分析，首先是宽场图像的频谱，表征常规显微镜观察到的正常频谱，在结构光成像图 D1_j的

频谱里可以看到通过结构光将高频信息分量 s͂ ( k± k0 )带进显微成像频谱中，中心频率分别在 k0和-k0。利

用公式（5）、（6）、（9），在构建 |D c，1 ( r ) |的过程中，根据零频率点位置，s͂ (k- k0)、s͂ ( k+ k0 )频谱将移至坐标中

心，最后得到的频谱将包含 s͂ (k- k0)、s͂ ( k+ k0 )的频谱，第 1组结构光使得 |D c，1 ( r ) |对宽场成像频谱在 0°方

图 2 DIFF-SIM算法流程及频谱分析图

Fig.2 DIFF-SIM algorithm flow chart and spectrum analysis diagram
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向进行了扩展。对 60°、120°的结构光重复上述过程，将得到其他方向的频谱扩展。由于结构光空间频率 k0
的最大值为显微系统的截止频率 kc，因此，重建结果最大可将传统显微系统的横向分辨率提高 1倍。

2 实验结果与分析

2.1 超分辨成像及减少离焦干扰的数值模拟

为了分析 DIFF-SIM算法的性能，首先进行仿真，并将结果与 SIM的频域重建法进行比较，这里选择使

用较普遍的频域重建法 FairSIM［22］进行比较，FairSIM采用 2π/3相移，DIFF-SIM采用 π/2相移。

假设一个 SIM显微镜，其系统参数为NA=0.95，激发波长 λexc=565 nm。在 SIM中，创建一个星形黑白

条纹图案作为测试样品，如图 3（a）。通过将样本与系统点扩散函数卷积，获得样本的宽场（Wide-field，WF）
图像，如图 3（b）。图中的蓝色弧线示意在用均匀光照射样品情况下，系统宽场的分辨率。采用无参数图像

分辨率估计方法［23］，对分辨率进行量化，得到此时宽场图像的分辨率为 363 nm。同时，样品被接近系统截止

频率的余弦结构光照射，FairSIM和 DIFF-SIM被应用于结构光图像的重建，经过重建得到的图像，如

图 3（c）、2（d）所示。图中白色弧线示意重建图像的分辨率，再次对分辨率进行量化，FairSIM与 DIFF-SIM
重建结果的分辨率基本一致，为 191 nm。该结果验证了 DIFF-SIM的分辨率比宽场成像分辨率提高接近

1倍，存在的微小差异在由数值模拟引起的允许误差范围内。

为了验证算法具有减少离焦信号干扰的能力。模拟光学切片法对散焦信号消除的方法［24，25］，以 4（a）
所示洋葱表皮细胞为样本，假设图片的第一行为 z=0，即焦平面，图片的其它行都为离焦面，且自上而下

行数越大，离焦量就越大。然后，设置一个沿 z方向变化的卷积核，使得图片的行数越大，模糊的程度越严

重，以模拟随着离焦量逐渐增加导致成像越来越模糊的过程。图 4（b）模拟了显微物镜所形成的在焦和离

焦区域，其中清晰的部分为在焦部分，模糊的部分为离焦区域。先让图 4（a）与余弦条纹相乘，再经过上述

的特殊卷积核得到如图 4（c）所示的结构光照明图。然后对 3步相移，3个方向的结构光照明成像图，利用

DIFF-SIM，得到如图 4（d）所示的重建图像。在图 4（d）中，临近焦面的区域得到保留，与此同时离焦较大

的区域都变为黑色，即散焦不断消除并变暗。该结果验证了算法具有减少离焦信号干扰的能力。图 4（e）
上下图依次为图 4（b）和 4（d）中白色框所示局部光强的放射状示意图，证明对于焦面部分重建图像分辨率

优于宽场图像。

图 3 算法数值模拟结果

Fig.3 Numerical simulation results of the algorithm

图 4 减少离焦干扰的模拟结果

Fig.4 Simulation results with reduced out-of-focus interference
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2.2 实验和结果

为了进一步验证算法的有效性。参考文献中报道的基于 LED照明和 DMD投影的 SIM系统［11，26］，应用

于本实验。实验系统的示意图如图 5所示。波长为 405、470、565、625 nm的四波长高功率发光二极管组件

（LED4D251，Thorlabs）可切换光源被用作激发照明光源，同时配置相应波段带通滤波器。LED光进入全内

反射棱镜 TIR-Prism，然后反射到 DMD芯片（DLP7000UV，Vialux），DMD上加载周期光栅结构条纹。由

DMD调制的光通过由准直透镜和物镜组成的光路，以产生投影的余弦条纹照明。 sCMOS相机（Flash4，
Hamamatsu）用于采集图像。

DMD是一种快速数字开关反射镜阵列，由集成在存储芯片上的数百万个微米平方大小的铝制微镜组

成二维阵列，每个微镜构成一个像素。由于每个像素可以单独控制，因此可以快速加载不同相位、不同角

度、不同周期的二值条纹，而无需机械的移动或旋转［26］。利用DMD产生正余弦条纹光场的实现方法见图 6，
取 2π/3和 π/2相移时，DMD的结构设计如图中所示。由于光学系统的低通滤波效应，只允许不超过截止频

率的基频的正弦条纹才能顺利到达焦平面，而其它的高次谐波被阻挡在外，实现了二值条纹到同频率正弦

条纹的转变［25］。

首先进行系统分辨率分析实验，对四色荧光微球进行实验（TetraSpeck，ThermoFisher），直径为

200 nm，激发峰 λexc选用 565 nm。条纹的相移由DMD芯片控制，无需机械运动，荧光球被相位为 0、π/2、π，方

图 5 基于DMD投影的 LED照明 SIM系统示意图

Fig.5 Schematic diagram of the DMD-projection-based LED-illumination SIM system

图 6 利用DMD产生条纹光场方法示意图

Fig.6 Schematic diagram of the method of generating fringe light field using DMD
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向为 0°、60°、120°的结构光照射，并获取成像图。实验结果如图 7所示，相机捕获的均匀照明成像即宽场成像

如图 7（a），图 7（b）为 DIFF-SIM重建的超分辨图像。在显微系统的非相干成像中，通常以微小物点像斑的

强 度 半 高 宽（Full Width at Half Maximum，FWHM）作 为 系 统 的 分 辨 率 。 因 此 ，用 高 斯 分 布 拟 合 沿

图 7（a）、（b）中蓝色线的强度分布，并绘制在图 7（c）中。宽场成像的系统分辨率约为 370 nm±5 nm，DIFF-
SIM重建图像的系统分辨率约为 233 nm±5 nm。物镜为 100X（N.A. 0.95），λ=565 nm，此时系统的衍射极

限为 363 nm，所选用的DMD一个微镜像素的尺寸为 13.68 μm，一个周期采用 4个DMD像素，经过物镜后一

个周期的尺寸约为 548 nm，因此结构光照明条纹频率约为衍射极限值的 0.66倍，理论分辨率应为宽场分辨

率的 1.66倍，实验重建得到的系统分辨率约为宽场的 1.6倍，考虑光路调节误差、成像像差、实验误差等因素

的存在，实验结果基本接近理论值。后期如果能用微镜尺寸更小的 DMD，使得结构光频率达到衍射极限，

DIFF-SIM将有望在实验中获得接近宽场 2倍的系统分辨率。

接下来对比 DIFF-SIM和 FairSIM的实验效果。使用三色染色的牛肺动脉内皮细胞又称 BPAE细胞

（F36924，ThermoFisher）作为样本，其中线粒体用 Mito-Tracker Red CMXRos 标记，最大激发波长为

579 nm，最大发射波长为 599 nm。选用两个方向的照明方案，即结构光方向 0°和 90°，其频谱扩展状态见

图 1（g）。该方案由于采集的图片少，可以实现更高的成像速度和重建速度，同时减少对荧光样品的光漂白。

BPAE细胞线粒体实验中的激发波长为 565 nm，FairSIM采用为 0、2π/3、4π/3相位，DIFF-SIM采用 0、π/2、
π相位，重建后的图像如图 8所示。图 8（a）是宽场下的成像，图 8（b）是 FairSIM重建的超分辨图像，图 8（c）
是 DIFF-SIM重建的超分辨图像。图 8（d）是图 8（a）~（c）中白色方框部分的放大图像，图 8（e）是沿图 8（d）
中白线的强度分布拟合曲线。显然，FairSIM和DIFF-SIM取得了十分接近的超分辨图像效果，将宽场下不

图 7 DIFF-SIM在荧光微球实验数据上的表现

Fig.7 Performance of DIFF-SIM on reconstructed fluorescent microsphere raw data

图 8 DIFF-SIM在重建 BPAE实验上的表现

Fig.8 Performance of DIFF-SIM on reconstructed BPAE raw data
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能分辨的原信息分开，二者重建的图像差异较小。但图 8（e）前半部分 DIFF-SIM和 FairSIM二者误差较

大，不排除实验时局部区域的光场调控随机误差的原因，后期应增加实验，以进一步分析误差原因。

下文实验验证算法减少离焦信号干扰的能力。在普通的宽场显微镜中，在焦和离焦光线同时被观测或

者记录，大量离焦光线形成的背景严重影响到了在焦光线所形成的目标的分辨。激光扫描共焦显微镜

（Laser Scanning Confocal Microscopy，LSCM）不同于宽场均匀照明的方式，它采用聚焦光点照射样品，然后

探测端在共轭焦面放置一个小孔，使得只有与小孔共轭焦面的在焦光线才能通过小孔参与成像，而离焦光

线都被阻挡在外。“共聚焦”的光路结构实现了在焦目标光线与离焦背景光线的有效分离，不仅能提高成像

的对比度和信噪比，更有意义的是使成像具有了“光切片”的能力［23］。以一角硬币为样品，如图 9所示，

图 9（a）为硬币显微图像拼接，图 9（b）、（c）、（d）对比了一角硬币样品凹槽的位置（红色框）分别在宽场显微、

LSCM和 DIFF-SIM下的成像结果。结果显示：类似 LSCM，DIFF-SIM有类似光切片的效果、可以排除离

焦背景对焦面信息的干扰。对比宽场成像，DIFF-SIM的焦面信息分辨率得到提高。

为了评估 DIFF-SIM算法的效率，需要考虑其处理速度。SIM的频域重建法中的主要操作是快速傅立

叶变换，DIFF-SIM法的计算量在取模中，复杂度较低，意味着较少的系统资源开销和更快的处理速度。为

了定量测试速度，将 FairSIM、DIFF-SIM都用MATLAB 2020A编程，并在同一台计算机上执行（Intel Core
i7-4790 CPU@3.6GHz，RAM 16GB）。实验图像分辨率为 512像素×512像素，与 FairSIM提供的测试图像

分辨率一致［22］，在相机模式中，通过选择 Binning模式减少采样的分辨率，可以在不缩小视野的前提下，提高

相机帧率，减少采样分辨率，该分辨率对于比较两种算法效率不产生影响。进行 50次的实验测试，测试获得

的平均时间结果如表 1所示。FairSIM 的平均运算时间是 3.9 s，DIFF-SIM 的平均执行时间是 0.71 s。
3.9 s/0.71 s≈5.49，即DIFF-SIM执行速度约是 FairSIM的 5.49倍。

3 结论

本文报道了一种适用于结构光照明显微系统的空间域超分辨图像重建算法DIFF-SIM。首先进行图像

差分，再运用三角函数的两角和差公式对数学模型进行化简，而后构建一个复函数，利用欧拉公式、卷积公

式及傅里叶频域特性将模型演化，获得超分辨率信息。当结构光空间频率为显微系统的截止频率时，系统

的理论分辨率比常规显微镜提高 1倍。重建过程无需估计相位、频率等结构光参数，不进行频域到空间域的

变换，从而大大减少了 SIM重建所需的时间。重建过程首先通过仿真得到超分辨图像及减少离焦干扰的验

证，而后利用实验平台对荧光微球、BPAE细胞进行成像，对重建性能进行评估，获取的超分辨率结果与 SIM
频域重建法接近，但重建速度约为频域法的 5.49倍，解除了现有的空间域重建法仅适用于 2π/3相移的制约。

本研究表明，DIFF-SIM有利于加快结构光照明显微系统的重建速度，扩展了在空间域进行结构光照明显微

超分辨图像重建的应用范围，有助于发挥 SIM光照剂量小，光毒性低的技术优势，在活体细胞动态成像和长

图 9 DIFF-SIM与宽场显微、LSCM的成像结果对比

Fig.9 Comparison of imaging results between DIFF-SIM and wide field microscopy and LSCM

表 1 测试算法的执行时间

Table 1 Execution time of the tested algorithms

Algorithm
SIM：FairSIM
DIFF-SIM

Time/s
3.90
0.71
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时间监测上具有良好的应用潜力。
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Investigation on Super-resolution Image Reconstruction for Structured
Illumination Microscopy in the Spatial Domain

HUANG Caihong1，2，ZHU Xingxing1，GUO Wei1，YI Dingrong1，JIN Fujiang1，HUANG Lei3
（1 College of Mechanical Engineering and Automation，Huaqiao University，Xiamen，Fujian 361021，China）

（2 College of Information Science and Engineering，Huaqiao University，Xiamen，Fujian 361021，China）
（3 School of Life Science，Xiamen University，Xiamen，Fujian 361102，China）

Abstract：The spatial resolution of traditional optical microscopy imaging technology is limited by the
optical diffraction limit，which can only reach the order of half wavelength of the incident wavelength，
which greatly limits the application scope of optical microscopy technology. Among the mainstream optical
super-resolution microscopy techniques，Structured Illumination Microscopy（SIM）is an attractive choice
for fast super-resolution microscopy due to its fast imaging speed，low phototoxicity，and no additional
complex sample preparation process. SIM technology applies periodic sinusoidal fringe structured light with
a spatial frequency close to the diffraction limit to the sample. The high-frequency information that could
not pass through the sample is now converted into a low-frequency “Moire fringe”，which couples the high-
frequency information of the sample beyond the diffraction limit to the imaging. The frequency region
detectable by the system can theoretically double the lateral resolution of the microscope. The SIM image
reconstruction algorithm is the key to determine the final super-resolution image quality. Traditional
frequency-domain image reconstruction algorithms need to estimate the initial phase，spatial frequency and
other parameters of the structured light field. It is also necessary to perform multiple Fourier transforms
between the spatial domain and the frequency domain. The operation speed is slow affecting its application
in real-time dynamic imaging and other fields. The proposed spatial-domain super-resolution imaging
algorithms are currently limited to solving the 2π/3 phase shift for structured light super-resolution
reconstruction. In the traditional structured illumination microscopy based on the projection of the digital
micromirror device，the structured fringes with a period of 4 pixels need to adopt a phase shift interval of π/2.
The spatial domain reconstruction algorithm under this application has not been reported yet. Here，a super-
resolution image reconstruction for SIM in the Spatial domain is proposed. The algorithm is called
differential SIM，or DIFF-SIM for short. First，three structured light illumination images with phases 0，
π/2，and π are obtained. The two adjacent original images are subtracted to achieve the elimination of
background interference，at which point we obtain two new expressions. Simplify the subtracted expression
using the two-angle sum-difference formula of trigonometric functions. Then，we construct a new complex
function，and take the simplified two expressions as the complex real part and the complex imaginary part
respectively. Next，Euler's formula is used to simplify the complex number to the e-exponential function.
Using the convolution formula，the function is transformed，and then the Fourier transform frequency shift
characteristics are used to further simplify the expression. Finally，by taking the modulo of the result，the
frequency domain spectrum of the system is expanded to obtain a super-resolution reconstructed image.
Theoretically，when the structured light frequency is equal to the cutoff frequency of the system，the
algorithm can double the lateral resolution of conventional microscopy systems. It is verified by simulation
that the resolution of DIFF-SIM is nearly 1 time higher than that of wide-field imaging. Meanwhile，the
super-resolution reconstruction effect of DIFF-SIM and FairSIM，the frequency domain reconstruction
method of SIM，is the same. In a projected structured illumination microscope based on digital micromirror
devices， spatial domain super-resolution reconstruction experiments were performed on fluorescent
microspheres and bovine pulmonary artery endothelial cells. The system employs computer-controlled
digital micromirror devices for fast fringe generation and uses multicolor light-emitting diodes for
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illumination. Firstly，the system resolution analysis experiment was carried out，and the system Point
Spread Function（PSF）obtained by the fluorescent microspheres proved that the algorithm could expand
the system resolution. The experimental results of the resolution expansion are close to the theoretical
value. Then，super-resolution reconstruction of bovine pulmonary artery endothelial cells was performed，
and the experimental results were compared using the frequency domain method FairSIM. The
experimental results show that the DIFF-SIM algorithm can obtain super-resolution image reconstruction
effects similar to FairSIM. In the defocus experimental verification of the groove of the coin，it is proven
that the algorithm can eliminate the interference of the defocused background focal plane information similar
to laser scanning confocal microscopy（LSCM）. To evaluate the efficiency of the DIFF-SIM algorithm，a
comparison of the FairSIM and DIFF-SIM algorithms is performed on the same computer，and the
execution speed of DIFF-SIM is approximately 5 times faster than that of FairSIM. This study is
conducive to expanding the application range of the SIM method，helping to take advantage of the technical
advantages of SIM with low light dose and low phototoxicity，and has good application potential in
dynamic imaging of living cells and long-term monitoring.
Key words：Structured illumination；Microscopy；Super-resolution；Image reconstruction；Spatial domain
OCIS Codes：180.2520；100.3010；070.6120
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