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摘　 要:近年来结构光照明显微术(SIM)在技术发展和应用方面都受到了广泛关注。 然而,传统采用空间光调制器( SLM)进行

条纹投影的 SIM 成像视野有限。 为满足生物医学研究中高通量显微成像的需求,本文基于 SIM 开发一种基于激光干涉的大视

野超分辨荧光显微成像系统。 将用于投射条纹图案的 2D 光栅和用于控制条纹方向相移的 SLM 相结合,突破数字投影设备对

条纹数量和精细度的限制。 开发一种空域重建超分辨图像的算法来提高成像速度。 最后,搭建 1 套结构光照明荧光显微成像

系统样机,在 20×放大倍数和物镜 NA
 

0. 75 的条件下,验证了本文方法的有效性,在分辨率提升至 1. 8 倍的同时视野可达

1
 

380
 

μm×1
 

035
 

μm,所述空域超分重建算法能够大幅降低计算耗时。
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Abstract:During
 

the
 

past
 

decades,
 

the
 

structured
 

illumination
 

microscopy
 

(SIM)
 

has
 

been
 

drawing
 

great
 

attention
 

for
 

both
 

the
 

technique
 

development
 

and
 

applications.
 

However,
 

the
 

conventional
 

SIM
 

that
 

uses
 

a
 

spatial
 

light
 

modulator
 

for
 

fringe
 

projection
 

often
 

has
 

limited
 

imaging
 

field
 

of
 

view.
 

Therefore,
 

we
 

propose
 

a
 

large-field
 

SIM
 

method
 

that
 

combines
 

a
 

2D
 

grating
 

for
 

fringe
 

pattern
 

projection
 

and
 

an
 

SLM
 

for
 

selecting
 

fringe
 

orientation
 

and
 

performing
 

phase
 

shifting
 

digitally.
 

The
 

proposed
 

SIM
 

technique
 

breaks
 

the
 

bottleneck
 

of
 

fringe
 

number
 

limited
 

by
 

the
 

digital
 

projection
 

devices,
 

while
 

maintaining
 

the
 

advantage
 

of
 

high-speed
 

(digital)
 

phase
 

shifting
 

of
 

conventional
 

SIM.
 

An
 

algorithm
 

of
 

spatial
 

reconstruction
 

is
 

developed
 

to
 

improve
 

the
 

super-resolution
 

imaging
 

speed.
 

Finally,
 

a
 

SIM
 

fluorescence
 

microscopy
 

system
 

is
 

developed.
 

A
 

large
 

field
 

view
 

of
 

1
 

380
 

μm × 1
 

035
 

μm
 

with
 

a
 

20 × / NA
 

0. 75
 

objective
 

is
 

experimentally
 

demonstrated,
 

and
 

an
 

enhancement
 

of
 

1. 8
 

times
 

higher
 

resolution
 

is
 

realized.
 

The
 

spatial
 

reconstruction
 

algorithm
 

can
 

greatly
 

reduce
 

the
 

computational
 

time
 

of
 

super-resolution
 

reconstruction.
Keywords:structured

 

illumination;
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spatial
 

reconstruction

0　 引　 　 言

　 　 光学显微镜是很多领域不可或缺的成像工具。 随着

生物医药、生命科学等领域的快速发展,显微成像对于微

纳生物样本的探索要求也越来越高,在更高分辨率的基

础上进行科学研究意义重大,但普通光学显微镜的极限

横向分辨率约为 200
 

nm[1] ,导致小于此特征尺度的生物

结构难以被观测,突破光学显微镜的分辨率衍射极限成

为目前重要的研究方向。
近年来,受纳米尺度成像需求的推动[2-4] ,并伴随着

光源、探测器、新型荧光探针及新成像理论的发展,多种

可突破衍射极限的超高分辨率荧光成像技术被提出,将
荧光显微镜的分辨率提升至 100 nm 以下,把人们从显
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“微”镜时代带入到显“纳” 镜时代。 经过 30 多年的发

展,超分辨显微成像技术主要包含 3 种:光活化定位显微

成 像 技 术 ( photoactivated
 

localization
 

microscopy,
 

PALM) [5-7] ,受激发 射 损 耗 显 微 成 像 技 术 ( stimulated
 

emission
 

depletion,
 

STED) [8-9] ,以及结构光照明显微术

(structured
 

illumination
 

microscopy,
 

SIM)技术[10-12] ,这些技

术可以将空间分辨率提高到几十甚至几纳米。 其中,SIM
技术因其成像速度快和光毒性小的优势脱颖而出,且同时

具备超分辨和光学切片成像能力、更适应于活体样本成

像[13] ,因此在生物医疗研究等领域应用最为广泛。
传统 SIM 技术一般采用空间光调制器( space

 

light
 

modulator,
 

SLM)投影条纹,受限于 SLM 自身靶面尺寸的

限制导致成像视野较小。 因为在结构光照明显微成像中

所投射的条纹需要缩放到物镜的衍射极限,即需要对

SLM 进行缩放,但目前 SLM 的靶面尺寸还无法充满物镜

视场。 据近年文献报道,国内外超分辨显微镜可实现的

视场在 100 ~ 200
 

μm 左右。 对于当下较为热门的脑科学

研究来说,较大的视场有助于很好的研究神经元与神经

元之间的联系。 为此,学者们提出了几种扩展超分辨成

像视野的方法,比如可以通过在视野内机械移动样本多

次拍摄的方式进行合成,将采集的图像利用拼接算法形

　 　 　

成一幅大视野 SIM 图像[14-15] ,还有提出通过晶片或波导

来实现大视野的方法[16] ,但操作均较为复杂耗时。 另

外,将物理光栅在样本上投影可实现大视野中的条纹模

式[17-18] ,但由于相移和条纹方向的限制,使得这种模式仅

适合在静态样本中使用。
为此,本文提出一种基于激光干涉的大视野 SIM 荧

光成像方法,该方法包含了条纹投影的二维光栅和选择

条纹方向及执行精确相移的 SLM。 与传统的 SIM 相比,
所提出的方法突破了数字化投影设备对条纹数量的限

制,具备高速高精度相移的优势。 并通过实验验证该方

法的有效性。

1　 理论分析

1. 1　 光路设计

　 　 本文方法光路设计如图 1 所示,光纤激光器-1 发射

的光束经过偏振片-2 和透镜-3 后准直出射,入射至二

维光栅-4 表面,激光经过光栅后分光产生不同的衍射级

次,不同衍射级次的光束经过透镜-5 和分光棱镜-6 后

聚焦于空间光调制器-8 的液晶面板上,光束经过其表面

反射及棱镜-6 反射后入射至 4f 系统(透镜-9、透镜-10
　 　 　 　

图 1　 本文大视野 SIM 方法示意图

Fig. 1　 Diagram
 

of
 

the
 

proposed
 

large-field
 

SIM
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及遮极-11 组成的系统),经过遮极-11 的±1 级光束再

经过透镜-12 平行出射,然后经过透镜- 12 及物镜- 14
组成的微缩系统聚焦于样本表面,激光与样本作用产生

荧光逆光路入射至物镜-16、二向色镜-15、透镜-19 以

及相机-20 组成的探测系统,在相机端口可直接观测到

样本,最后通过重构计算得到超分图像。
其中,偏振片位于光路中产生水平偏振光,保证

SLM 的最大调制效率。 照明光强度可通过上位机调节

功率,光束直径可通过透镜 1 扩大,所以均匀照明能够

覆盖 22 mm×22 mm 的二维光栅。 二维光栅由两个一维

光栅组成(80
 

lines / mm,#46-070,Edmund
 

Optics) ,二维

光栅衍射光束产生不同方向的衍射级次,± 1 衍射级具

有最高的衍射效率,可用于产生结构光。 通过透镜- 5
后 形 成 傅 里 叶 变 换, 照 明 光 谱 成 像 在 SLM-8
(HDSLM80R,

 

UPOLabs,分辨率 1
 

920
 

pixel×1
 

200
 

pixel,
像素尺寸 8

 

μm) 的液晶屏面上,这些光谱通过透镜- 9
和透镜-10 组成的望远系统进一步成像到遮极-11,遮
极包含 4 个直径为 350 μm、间距为 5. 5 mm 的圆孔,以
阻挡除 45°和-45°方位上的±1 级衍射光之外的结构光

频谱。 偏振方向分别为 s 和 p 偏振的两个偏振片分别

放置在
 

45°和-45°方向的±1
 

级频谱位置上,避免两个

正交方向上光束之间发生干涉。
1. 2　 激光干涉验证

　 　 首先,通过 SLM 和针孔滤波验证来生成一维条纹的

可行性。 如图 1 所示,SLM 上的相位遮极被分成 4 个象

限,±1 级沿±45°方向覆盖,±1 级通过遮极孔能够进一步

被滤波,如图 2 所示,图 2(b)和(c)为遮极面的光谱强度

分布,可以通过相机测量光栅加载到 SLM 前后的光强分

布。 在光栅加载象限相位遮极之前,正交方向上的±1 级

可通过 4 个针孔并生成二维晶格图案(如图 2(b)所示),
将二元光栅加载到 SLM 的第二象限和第四象限后,
沿-45°方向的±1 级将被光栅衍射。 除了零级外所有的

衍射级将被针孔阻挡,如图 2( e)所示,其余衍射级次的

强度可忽略,因其只占总强度的 4. 5% 。 图 2( f) 为一个

方向的条纹,传统 SIM 解决方案采用 SLM / DMD 能够实

现 500 以内条纹投影,主要是因为 SLM / DMD 只包含了

有限像素(采用 1 个周期 4 个像素的方式进行相移)。 而

本文方法仅需要一个二维的光栅和 SLM,即可生成 1
 

760
个条纹(22 mm×80

 

lines / mm),数量是传统 SIM 的 3 倍,
且具有更快旋转和相移速度。

图 2　 SLM 上加载光栅前后的光强分布

Fig. 2　 Light
 

intensity
 

distribution
 

on
 

SLM
 

before
 

and
 

after
 

loading
 

grating

1. 3　 SIM 空域重建算法

　 　 在线性响应的 SIM 成像系统中,经过结构光照明的
探测图像数学描述上可表示为[10,19] :

D( r) = [S( r) × ISI( r)]  H( r) (1)
其中, r为样本空间的笛卡尔坐标,S( r) 为被测物体

内荧光分子强度,  表示卷积,H( r) 为成像系统的点扩

散函数( point
 

spread
 

function,
 

PSF), ISI( r) 为激发光强

度分布 ISI( r) = I0[1 + mcos(2πpr + φ)],I0、m、p 和 φ 分

别表示激发光平均强度、调制度、空间频率和初相位。
SIM 系统成像需要采集不同方向和不同相位的多幅

结构光照明的原始图像进行重构。 一般通过三步相移结

构光对物体分别进行照明,3 个角度加 3 个相位共获得
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9 幅低分辨率图像,然后将低分辨率图像经过傅里叶变

换、频谱分离、频谱移动以及频谱拼接等多个步骤得到了

高分辨率图像,繁琐的频域处理过程十分费时。 为此,开
发一种在空域快速重建超分辨图像的方法。 经过结构光

照明,SIM 系统获得空间频谱包括宽场频谱以及衍射极

限外高频信息叠加产生的混合频谱[10] ,通过傅里叶变换

可得:

S(k) = 1
3I0H(k)

[D1(k) + D2(k) + D3(k)]

S(k + p) = 1
3I0H(k) [ 2

m
e iφ1D1(k) +

　 2
m

e iφ2D2(k) + 2
m

e iφ3D3(k) ]

S(k - p) = 1
3I0H(k) [ 2

m
e

-iφ1D1(k) +

　 2
m

e
-iφ2D2(k) + 2

m
e

-iφ3D3(k) ]

ì

î

í

ï
ï
ï
ï
ï
ïï

ï
ï
ï
ï
ï
ï

(2)

其中, S(k) 为 S( r) 的傅里叶变换,H(k) 为成像系

统的光 学 传 递 函 数 ( optical
 

transfer
 

function,
 

OTF ),
D1(k)、D2(k) 和D3(k) 为 3 个不同初相位下的结构光图

像的频谱。
空域中同样对频谱分量进行分离,但是分离的结果

不再是样品频谱的左右平移,而是针对系统的点扩散函

数进行平移,即:

S(k)H(k) = 1
3I0

[D1(k) + D2(k) + D3(k)]

S(k)H(k + p) = 1
3I0

[ 2
m

e iφ1D1(k + p) +

　 2
m

e iφ2D2(k + p) + 2
m

e iφ3D3(k + p) ]

S(k)H(k - p) = 1
3I0

[ 2
m

e
-iφ1D1(k - p) +

　 2
m

e
-iφ2D2(k - p) + 2

m
e

-iφ3D3(k - p) ]

ì

î

í

ï
ï
ï
ï
ï
ïï

ï
ï
ï
ï
ï
ï

(3)

假设物质各向同性,即每个位置的频谱分量都是均

一性,将上述公式中的图像的频谱分量进行归一化,则:

S(k)H(k) = 1
3I0

[D1(k) + D2(k) + D3(k)]

S(k)H(k + p)
2

= 1
3I0

[ 1
m

e iφ1D1(k + p) +

　 1
m

e iφ2D2(k + p) + 1
m

e iφ3D3(k + p) ]
S(k)H(k - p)

2
= 1

3I0
[ 1
m

e
-iφ1D1(k - p) +

　 1
m

e
-iφ2D2(k - p) + 1

m
e

-iφ3D3(k - p) ]

ì

î

í

ï
ï
ï
ï
ï
ïï

ï
ï
ï
ï
ï
ï

(4)

进行空域 OTF 拼接,将上述 3 个表达式中的左侧分

量相加,经傅里叶逆变换可得到超分辨图像,其空域表达

式为:
Dfdr( r) =

iFFT S(k)H(k) + S(k)H(k + p)
2

+ S(k)H(k - p)
2{ }

(5)
通过如上公式可知,针对空域算法而言,结构光条纹方

向的改变直接作用在了 OTF 上面,也就是说通过 OTF 左右

的平移及拼接合成得到超分辨率系统的等效 OTF 结果。
当结构光照明光场产生位移( δ j 为第 j 次位移) 时,

式(1)可表示为:
D j( r) = [S( r) × ISI( r - δ j)]  H( r) (6)
卷积形式表示为:

D j( r) = ∫S(r′)ISI( r′ - δ j)H( r - r′)dr′ (7)

以不同的权重函数 B j( r) 作用于响应位移的结构光

图像并进行求和,可得:

DSDR( r) = ∑
N

j = 1
B j( r)D j( r) = ∫S( r′) { ∑

N

j = 1
B j( r)ISI ×

( r′ - δ j)H( r - r′) } dr′ = S( r)  P( r) (8)

式中:N 为位移的总次数。

∑
N

j = 1
Bj(r)ISI(r′ - δ j)H(r - r′) = T(r - r′)H(r - r′) =

P(r - r′) (9)
因此, DSDR( r) 即为超分辨图像,可表示为物 S( r) 和

函数 P( r) 的卷积, 从而组成一个新的光学成像系统,
P( r) 相当于系统的点扩散函数。 令 N = 3,T( r) 为余弦

函数,结构光的光场分布为 ISI( r) = I0[1 + m·cos(2πpr +
φ)], 一起代入式(9)即可求得权重函数,再代入式(8)
即可求得超分辨图像。

另外,结合 GPU 并行计算技术,可进一步加速空域

超分算法,提高成像速度。

2　 实验验证

　 　 首先利用 SLM 验证本文方法的相移效果,当相位模

式用灰度值 0,48,96,144 和 192 编码在 SLM 的第一象限

时,将获得 45°方向上 0,2π / 5,4π / 5,6π / 5 和 8π / 5 对应

的条纹图。 将这些相位加载到 SLM 上,如图 1( b)所示,
可以在-45°方向上得到相同的相移。 在没有荧光滤光片

的情况下,在样本平面放置一个平面反射镜来记录强度

模式,图 3(a)展示了产生的条纹相移图案,图 3(b)展示

了 5 个相位沿同轴方向的强度分布。
为了验证本文方法大视野、超分辨显微成像的有

效性,试制了图 4 所示的大视野 SIM 系统原理样机。
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图 3　 五步相移示意图

Fig. 3　 Diagram
 

of
 

five
 

step
 

phase
 

shift

在物镜(20× / NA0. 75)下首先形成 1
 

380 μm×1
 

035 μm
的荧光视野,受限于 sCMOS 相机( scientific

 

CMOS)的目

标区域(13. 312
 

mm×13. 312 mm)物镜的数值孔径限制

了横向分辨率,衍射极限(最大分辨率) 通过公式计算

为 λem / 2NA= 288 nm,其中 λem = 461 nm 是荧光团的峰

值波长。 测试结构光条纹分辨率为 PSIM = 357 nm,则系

统的横向分辨率为 [ ( 2 ×NA / λem ) + 1 / PSI M ] / [ 2 ×NA /
λem ] = 1. 8,因此,本实验中 SIM 系统的理论分辨率为

160 nm。
实验中,在 SLM 的第一象限分别加载了灰度值为 0,

48,96,144 和 192 的相位遮极,并记录了 45°方向结构光

照明下的 5 个相移强度图,同时加载了旋转 90°第四象限

的灰度值为 0,48,96,144 和 192 的图,并记录了-45°方
向结构光照明下的 5 个相移强度图,最后通过算法重建

得到样本的超分辨图像。 如图 5 所示,超分成像视野可

达 1
 

380 μm×1
 

035 μm。 超分图像与直接宽场成像(原

图)相比分辨率和对比度明显提升,如图 6 所示,圈选了

成像视野中 5 个图像子区进行对比观察,放大 3 倍后微

丝结构清晰可见(海拉细胞样本)。

图 4　 大视野 SIM 样机的光路

Fig. 4　 Optics
 

system
 

of
 

the
 

Large-field
 

SIM
 

prototype

图 5　 20×物镜下的视野

Fig. 5　 Field
 

of
 

view
 

under
 

20×
 

objective
 

lens

另外,采用如图 7( a) 所示结构光照明超分标定卡

进行分辨率提升的量化分析。 法国 Argolight 公司制

造,型号 Argo-SIM,专用于评估和监控基于 SIM 技术的

荧光显微成像系统的性能,如视野均匀性和畸变、横向

分辨率、光强响应等,其中横向分辨精度为 10 nm。 通

过标定卡上如图 7( b) 所示的特征图案进行横向分辨

率测定,该特征由多组 36 μm 长的线对组成,线间距从

0 ~ 390 nm 逐渐增加,步长为 30 nm,由图 7 可以看出,
超分后图像的横向分辨率达 150 ~ 180 nm,相比原图像

分辨率提升了约 1. 8 倍。
最后,对比了频域超分重建算法和空域超分重建算

法的计算速度。 所用计算机的基本配置为 2. 8
 

GHz
 

Intel
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图 6　 海拉细胞的超分成像

Fig. 6　 Super-resolution
 

imaging
 

of
 

sample
 

of
 

the
 

HeLa
 

cell

图 7　 标定卡测定分辨率

Fig. 7　 Resolution
 

verification
 

by
 

a
 

calibration
 

card

至强 E5 四核 CPU、16
 

GB 内存、1
 

TB 硬盘、Windows10
 

x64 操作系统。 统计的图像尺寸分别为 512
 

pixel × 512
 

pixel、1
 

024
 

pixel×1
 

024
 

pixel、2
 

048
 

pixel×2
 

048
 

pixel。
采用三步相移结构光对样本分别进行照明,3 个角

度加 3 个相位共获得 9 幅低分辨率图像,即每幅超分图

像共需要获取 9 幅图像。 每种图像分辨率下,计算时间

取 100 次重建计算的均值,统计结果如表 1 所示,随着图

像分辨率的增加,计算耗时明显增加,通过分析空域重建

算法相比频域重建算法计算耗时降低 10 倍左右。 在此

基础上,结合 GPU 并行加速技术可进一步将超分辨计算

耗时降低 15 倍左右。

表 1　 超分计算时间统计

Table
 

1　 Statistics
 

of
 

super-resolution
 

calculation
 

time

图像尺寸

/ pixel

100 次计算平均耗时 / ms

频域算法 空域算法
空域算法

/ GPU

512×512 303 31. 2 21. 7

1
 

024×1
 

024 1
 

126 110. 3 75. 5

2
 

048×2
 

048 4
 

618 463. 1 308. 2

3　 结　 　 论

　 　 本文提出一种大视野结构光照明显微成像方法,将
空间光调制器和二维光栅相结合,并通过空间光调制器

进行条纹方向旋转和多步相移,实现了大视野超分辨率

显微成像。 设计实验并验证了该方法的有效性,在 20×
物镜 NA0. 75 的条件下,在分辨率提升到 1. 8 倍的同时

成像视野可达 1
 

380 μm×1
 

035 μm,具备 3 倍于传统 SIM
的吞吐量。 通过模拟测试,验证了所述空域超分重建算

法与传统频域超分重建算法相比可大幅降低计算耗时,
超分辨成像速度提高约 10 倍。
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