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多色虚拟荧光辐射差分显微成像
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摘要：荧光辐射差分显微成像是一种荧光染料普适性强、光毒性较低的超分辨成像技术。然而传统荧光辐射差分成像由于受

其成像原理限制，系统复杂度较高、稳定性低且成像速度受限。针对上述问题，本文设计搭建了一套多色虚拟荧光差分显微

系统，并对该系统的成像方法和参数间的制约关系进行了分析，基于已有的多色虚拟荧光辐射差分显微术原理，进一步考虑

了信噪比和背景噪声等的影响，建立了可通过实验验证的虚拟荧光辐射差分显微成像模型。实验表明，本系统与方法具有结

构简单、背景去噪能力强、荧光染料普适性强以及光毒性低等特性，成像分辨率较共聚焦系统提升了 1.9倍，成像速度较传

统的荧光辐射差分显微系统提升一倍，在 3个波长上均获得了良好的成像效果，并在生物细胞成像中得到实验验证。

关    键    词：荧光显微镜；超分辨成像；光子重组；荧光辐射差分显微术
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Abstract: Fluorescence emission difference microscopy is a super-resolution imaging technique with strong
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universality of fluorescent dyes and low phototoxicity. However, due to the limitation of its principle, tradi-
tional fluorescence emission difference microscopy has a high system complexity, low stability and limited
imaging speed.  In  order  to  improve  these  defects,  we  design  and  build  a  set  of  multi-color  virtual   fluores-
cence difference microscopy system, and it’s imaging method and parameter are analyzed. On the basis of the
existing principle of multi-color virtual fluorescence emission difference microscopy, the influence of the sig-
nal-to-noise ratio and background is further considered, and a virtual fluorescence emission difference micro-
scopy imaging model that can be verified experimentally is established. The experiments show that the sys-
tem and method have the characteristics of simple structure, strong background denoising ability, strong uni-
versality  of  fluorescent  dyes,  and low phototoxicity.  Its  imaging resolution  is  1.9  times  higher  than  that  of
confocal system, and its imaging speed is doubled compared to the traditional fluorescence emission differ-
ence microscopy  system.  It  has  obtained  good  imaging  results  at  three  wavelengths,  and  has  been   experi-
mentally verified in biological cell imaging.
Key words: fluorescence  microscopy； super-resolution  imaging； photon  reassignment； fluorescence  emis-

sion difference microscopy

 

1    引　言

荧光显微镜是生命科学领域探索细胞结构、

分析细胞生命活动的重要工具。然而，由于阿贝

衍射极限[1] 的存在，荧光显微镜的分辨率被限制

在半波长左右，从而限制了对亚细胞器、蛋白质

等更细微结构的研究。近年来，为了突破衍射极

限的限制，一系列超分辨显微成像技术被提出，其

根据原理可分为 3类：基于点扩散函数（PSF）工
程[2-3]、基于单分子定位[4-5] 和基于频域扩展[6]。

在基于 PSF工程的点扫描超分辨显微技术

中，受激辐射损耗显微术（STimulated  Emission
Depletion microscopy, STED） [2] 是最具代表性的

一种，其基本原理是利用一束经涡旋相位调制产

生的高光强空心损耗光斑抑制位于实心激发光斑

外围的荧光分子的发射荧光，以获得更窄的有效

PSF。目前，STED技术已经获得了广泛应用，但

其生物成像能力仍受特异性染料需求及高损耗光

强引起的光漂白和光毒性问题的限制。

荧光辐射差分显微术（Fluorescence Emission
Difference microscopy, FED）[3] 使用空心激发光斑

扫描样品，获得空心光斑图像；再与实心激发光斑

扫描样品获得的图像进行差分，从而获得背景噪

声更低且分辨率较共聚焦系统提升一倍的荧光显

微图像。FED的空心光斑光强与实心激发光斑

相近，远远低于 STED中的损耗光，因此极大地

缓解了光漂白和光毒性问题，且对荧光染料高度

普适。

由于 FED需要进行两次扫描成像，近年来，

本团队提出了一系列旨在提高 FED成像速度的方

法[7-9]。其中与并行探测相结合而形成的虚拟荧

光辐射差分显微术（virtual Fluorescence Emission
Difference microscopy, vFED） [7] 只使用空心激发

光斑对样品进行单次扫描形成空心光斑图像，再

经过光子重组形成虚拟的实心光斑图像，两者差

分后得到 vFED图像。在这一方法的基础上，本

团队进一步提出了饱和虚拟荧光辐射差分显微

术[10]，该方法利用荧光的非线性效应将分辨率在

vFED的基础上又提升了 34.5%。然而，这两项工

作主要进行了原理与计算方面的研究，vFED方

法的实验验证尚未完成。

本文在前述工作的基础上，进一步考虑了信

噪比和背景噪声的影响，提出了实验上可行的

vFED成像模型，设计并搭建了一套三色虚拟荧

光辐射差分显微成像系统，并对系统性能进行了

实验验证。 

2    vFED 系统及原理
 

2.1    系统光路

vFED系统相较于需要两个激发光路的 FED
系统更加简化，只需单路即可实现超分辨成像，降

低了光路的搭建和校准难度。图 1为简化光路
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图，激光由一单模保偏光纤出射后，经过准直透

镜 L1，并被涡旋相位板调制为涡旋光，从而在物

镜聚焦后产生甜甜圈形的空心光斑。用一个半波

片和一个 1/4波片联合调整光束的偏振，以在焦

面上获得高质量的圆偏振光。然后，通过一组

4f透镜组 L2、L3对激发光进行扩束，在实现激发

光充满物镜入瞳的同时，也起到了使涡旋相位板

与物镜入瞳共轭的作用。激发光照明样品产生的

荧光沿原光路返回，此时透镜 L3也同时用作探

测光的收集透镜；荧光透过二色镜后被一 19芯多

模光纤束收集，光纤束中每根光纤的端面都起到

了共聚焦显微镜中小孔的作用。光纤束将光信号

分别导入 19个雪崩光电二极管中，产生的电信号

被采集卡采集并导入计算机中进行分析，并实时

成像。本文使用 488 nm、561 nm、640 nm 3个波

段的激发光分别调制，3束光合束后进入同一个

物镜，从而实现了三色 vFED成像。

  

SF

Laser

DM

L3

APD array

VPP HWP QWPL1 L2

FB

SF: single-mode fiber      FB: fiber bundle

L1-L3: lenses                   VPP: vortex phase plate

HWP: half-wave plate     QWP: quarter-wave plate

DM: dichroic mirror        APD: avalanche
 

图 1    虚拟荧光辐射差分显微系统简图

Fig. 1    Sketch  of  virtual  fluorescence  emission  difference
microscopy

  
2.2    系统成像原理与模型

s⃗

在 vFED中，在每个扫描位置都进行一次

19通道的并行探测，在完成整个视场的扫描后，

即获得了 19幅图像。光纤束端面中处于 位置的

光纤所对应的图像可表示为：

I (⃗r; s⃗) =
w

O(⃗r−r⃗ ′)hc(⃗r ′; s⃗)dr⃗ ′ , （1）

r⃗ r⃗ ′

r⃗ O(⃗r− r⃗ ′)
hc(⃗r ′; s⃗)

式中 是扫描位置； 代表样品面上各点，其原点

位置与 相同； 表示样品面的荧光强度分

布； 表示系统的最终 PSF，它可以进一步

表示为：

hc(⃗r ′; s⃗) = hext(⃗r ′)× (hdet(⃗r ′)⊗a(⃗s)) , （2）

hext(⃗r ′) hdet(⃗r ′)

a(⃗s)

⊗

式中 和 分别表示系统的激发和探测

PSF； 是表征光纤束中对应光纤的端面大小和

位置的函数； 表示卷积。

a(⃗s)

s⃗/2

s⃗

由式（2）可知，由于 的存在，不同位置的光

纤对应的 PSF峰值位置也不同。例如，若使用实

心的激发光斑扫描，则边缘通道获得的图像相较

于中心通道的位移是 。若将这些图像直接相

加，则近似获得了小孔大小与光纤束总直径相等

的共聚焦图像。然而，由于边缘通道相较中心通

道的位移均与光纤的物理位置 有关，而与样品无

关，因此可以根据每根光纤的物理位置对位移做

出补偿，而后相加。此时即获得了小孔大小与单

根光纤直径相等的高分辨率图像。这一过程称为

光子重组[11-12]，其获得的图像可表示为：

Ipr(⃗r) =
∑

s⃗

I (⃗r−qs⃗; s⃗) , （3）

q 0 < q≤1式中 （ ）是位移系数。相应地，光子重组

后的图像最终 PSF为：

hpr(⃗r ′) =
∑

s⃗

hc(⃗r ′−qs⃗; s⃗) . （4）

q

在 vFED中，虽然是使用空心光斑而非实心

光斑扫描样品，但光子重组仍然有效。图 2（彩图

见期刊电子版）是遵循矢量衍射理论计算[13-14] 的

vFED原理仿真结果。图 2(a)中的黑红蓝 3条曲

线分别代表图 1中对应颜色通道 PSF的归一化

强度分布，在计算时各项参数设置得与实际实验

中的参数相同，物镜 NA为 1.49，激发光波长为

640 nm时光纤束总直径相当于 1.2个艾里斑。不

同通道的 PSF峰值位置发生了偏移，然而它们的

0值位置仍然都位于中心处。此时若将各图像直

接相加，结果图仍得到空心 PSF，但若如图 2(b)
所示进行光子重组，则 PSF原中心处将不再是

0值，相加后得到了实心 PSF，通过选取合适的位

移系数 ，可使实心 PSF与空心 PSF的外轮廓能

够较好地匹配。将实心 PSF与空心 PSF对应的

图像进行差分，即得到 vFED图像。这一过程及

其对应的 PSF可以表示为：

Irec(⃗r) = Ipr(⃗r)− p× Ihollow(⃗r) , （5）

hrec(⃗r ′) = hpr(⃗r ′)− p×hhollow(⃗r ′) , （6）

p 0 < p≤1式中 （ ）是差值系数。其中，
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hhollow(⃗r ′) =
n−1∑

s⃗i ,i=0

hc(⃗r ′; s⃗i) , （7）

s⃗i s⃗0 = 0

n

n = 1

q

p

式中 是由中心向边缘排布的光纤位置， ；

表示空心光斑图像包含的原始图像数量。理想

情况下， ，即空心光斑图像只由中心通道构

成。图 2(c)给出了这种情形下的虚拟实心 PSF、
空心 PSF和 vFED图像的 PSF，位移系数 取为

0.35，差值系数 取为 1。由于实心 PSF与空心

PSF的外轮廓基本一致，vFED图像的 PSF只包

含极小的负值，从而避免了经典 FED中的负值畸

变问题。

然而，若考虑噪声的影响， 由于中心通道只

接收到总光子数中的一部分，由单张图像构成的

空心光斑图像往往信噪比不足，使得差分后的

vFED图像的信噪比受到限制。为解决这一问

题，可采用部分非中心通道获得的图像相加；此外
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图 2    系统成像模型。（a）黑色、红色、蓝色曲线分别是并行探测的中心通道和左侧、右侧边缘通道的 PSF的归一化强度

分布；（b）进行光子重组后边缘通道的 PSF归一化强度分布，与中心通道外轮廓匹配；（c）n=1，q=0.35，p=1，无噪声时

的 vFED成像模型，红色、蓝色、黑色曲线分别是光子重组并相加得到的虚拟实心光斑图像 PSF、中心通道获得的空

心光斑图像 PSF、vFED图像 PSF；（d）n=7，q=0.5，p=0.85，无噪声时的 vFED成像模型，曲线的意义和（c）相同；（e) 考
虑背景噪声时的 vFED成像模型，各通道包含的背景噪声在该通道总光子数中的占比相同，参数 n、q、p 与（c）相同；

（f）蓝色、红色、黑色、绿色曲线分别是共聚焦 PSF、实心光斑光子重组方法 PSF、按（c）和（d）的 n、q、p 参数计算的

vFED图像 PSF，背景噪声水平与（e）相同

Fig. 2    Imaging model of the system. (a) The black, red, and blue curves are the normalized PSFs of the center, left and right
edge channels in parallel detection, respectively; (b) the normalized PSFs of the edge channels after photon reassign-
ment, matching the outer contour of the center channel; vFED imaging model without noise at (c) n=1, q=0.35, p=1 and
(d) n=7, q=0. 5, p=0.85, the red, blue and black curves are virtual solid spot image PSF obtained by photon reassign-
ment and summation, the hollow spot image PSF obtained from the center channel, and the vFED image PSF, respect-
ively; (e) vFED imaging model when background noise is considered, the background noise contained in each channel
accounts for the same proportion of the total number of photons in the channel, and the parameters n, q, p are the same
as those in (c); (f) the blue, red, black, and green curves are the confocal PSF, solid spot photon reassignment method
PSF,  vFED image  PSF  calculated  according  to  the n, q, p  parameters  of  (c)  and  (d)  ,  respectively.  The  background
noise level is the same as that in (e)

 

第 6 期 黄宇然, 等: 多色虚拟荧光辐射差分显微成像 1335



q

n

q

p

n q p

n q

p

n

q p

采取较大的位移系数 也可进一步提升信噪比。

然而，更大的空心光斑图像数 将导致分辨率略微

下降。同时，随着位移系数 的增大负值畸变也将

出现。此时为避免过大的负值畸变淹没样品的有

效信息，差值系数 需适当减小。图 2(d)展示了

倾向于保证信噪比时的各图像 PSF，此时，空心光

斑图像数 取 7，位移系数 取 0.5，差值系数 取

0.85。此时 vFED图像 PSF出现了与传统 FED
相似的负值畸变，但相较传统 FED，其只需单次

扫描即可成像的优势仍得以保留。实际成像时，

需选取合适的空心光斑图像数 、位移系数 和差

值系数 ，以使分辨率、信噪比和负值畸变这三者

达到平衡：首先由信噪比确定合适的空心光斑图

像数 ，再确定不产生明显负值畸变时的最大位移

系数 和差值系数 。

进一步地，在实际成像时由于样品的离焦信

号和杂散光等的影响，各通道获得的图像可能包

含一定的背景噪声。图 2(e)和图 2(f)说明了考虑

背景噪声时 vFED的成像性能，其中各通道包含

的的背景噪声在该通道总光子数中的占比相同。

图 2(e)除有背景噪声外，其余参数与图 2(c)相同。

可见，经过 vFED差分处理后，vFED图像基本消

除了背景噪声的影响，其总光子数、半高全宽等

与图 2(c)基本相同。图 2(f)对比了 vFED与共聚

焦以及实心光斑光子重组方法的成像性能，各方

法设置的背景噪声水平相同， 两个 vFED图像的

归一化强度分布采用的参数（除背景噪声外）分别

与图 2(c)和图 2(d)相同。差分产生的负值被置

为 0。可见即使相较于效果略好于共聚焦的实心

光斑光子重组方法，vFED图像的 PSF半高全宽

也明显减小，分辨率得到提高，且其背景噪声水平

显著降低，证明 vFED方法具有良好的去背景能力。 

3    实验结果

为了验证虚拟荧光辐射差分显微系统的超衍

射极限成像能力，本文首先使用波长为 640 nm的

激发光激发 200 nm荧光颗粒进行成像，结果如

图 3（彩图见期刊电子版）所示。图 3(a)是从光路

中取出涡旋相位板后扫描样品，将各通道图像直
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图 3    荧光颗粒成像结果。（a）共聚焦图像；（b）实心光斑光子重组图像；（c）vFED图像；(d）虚拟实心光斑图像；（e）空心光

斑图像；（f）图（a)~(c) 中白色截线的归一化强度分布

Fig. 3    Fluorescent particle imaging results. (a) Confocal image; (b) solid spot photon reassignment image; (c) vFED image;
(d)  virtual  solid  spot  image;  (e)  hollow  spot  image;  (f)  normalized  intensity  of  the  white  truncation  line  in  figures
(a)~(c)
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接相加得到的共聚焦图像；图 3(b)是对同一组数

据进行光子重组后得到的图像。图 3(c)是加入涡

旋相位板后的同一区域的 vFED图像，它是通过

图 3(d)光子重组后的虚拟实心光斑图像和图 3(e)
中心通道的空心光斑图像之间进行差分得到的。

由图 3可见，一系列在共聚焦中因为衍射极限的

存在而无法分辨的彼此靠近的颗粒，在 vFED图

像中能够被很好地分开。图 3(f)选取了其中一个

区域，给出了沿共聚焦图像、实心光斑光子重组

图像和 vFED图像中白色截线的归一化强度分

布。可见，不同于前两者，vFED图像对应的曲线

呈现两个明显的峰值，从而清晰地揭示了两个颗

粒的位置。为进一步定量说明 vFED图像分辨率

的提升，分别对图 3(a)~3(c)中方框内的区域进行

了高斯拟合，得到的半高全宽分别为 425.75 nm、

320.96 nm、224.72 nm，由此可知，vFED方法相

较 1.2倍艾里斑针孔下的共聚焦图像实现了

1.9倍分辨率提升。事实上，考虑到荧光颗粒具有

一定的大小，vFED方法的实际分辨率的提升性

能还要高于这一水平。

生物样品较荧光颗粒结构更加复杂，且更易

漂白，限制了激发光功率，使其成像时较荧光颗粒

更易受到噪声的影响。本文进一步使用三色生物

样品（640:star red标记的核孔复合物；561:star or-
ange标记的高尔基体；488:star green标记的波形

蛋白）进行成像，结果如图 4（彩图见期刊电子版）

所示。图 4(a)~4(b)是实心光斑光子重组图像，其

中图 4(b)是图 4(a)中方框内区域的放大图，图 4(c)
是同一区域的 vFED图像。通过对比可以发现尽

管 vFED图像信噪比有一定程度下降，但相较于

实心光斑光子重组图像，其可揭示出更多的样品

细节，分辨率得到明显提高。 

4    结　论

本文提出了存在背景噪声和受信噪比限制

的 vFED成像模型，设计搭建了一套三色虚拟荧

光辐射差分显微系统，并通过荧光颗粒和生物样

品成像验证了其超衍射极限成像能力。

n q p

n

vFED方法在应用中遇到的主要困难是空心

光斑图像数 、位移系数 和差值系数 三者间存

在制约关系，而引起这一制约关系的根本因素是

vFED方法受到的信噪比限制。为避免降低分辨

率或引入较大的负值畸变，不宜选取过大的空心

光斑图像数 ，这意味着部分边缘通道包含的信息

不会体现在空心光斑图像中，从而一定程度上导

致信噪比下降。然而，由于 vFED方法比 STED
方法对样品的损伤更小，因而其能够容忍的激发

光强适度提高，单点停留时间适当延长，从而可以

对信噪比进行补偿。此外，其他消除负值畸变的

方法[15] 也可用于 vFED中，从而打破这一三角制

约关系。

总体上说，vFED是一种对样品高度普适、损

伤低的超分辨方法，由于 STED中损耗光不存在

对激发光波长的制约，因此易于实现三色成像，为

细胞器间的相互作用等研究提供强有力的研究工

具。由于只需单次扫描即可成像，vFED系统成

像速度较经典 FED系统提升了一倍。此外，vFED
方法的去背景能力也使得系统更不易受到杂散光

或使用低 NA物镜时出现的样品离焦信息的干

扰。总之，本文所搭建的三色虚拟荧光辐射差分

显微系统光路易于搭建和校准，对荧光染料普适性

强。实验结果表明：搭建的多色虚拟荧光辐射差

分显微成像系统在 3个波长上都获得了良好的成

像效果，通过荧光颗粒和三色生物样品的实验验

证，本系统较 1.2倍艾里斑针孔下的共聚焦实现

了 1.9倍的分辨率提升。实现了良好的成像效果，

在细胞生命活动的研究中具有广泛的应用前景。

 

(a) (b)

(c)

5 μm

2 μm

2 μm
 
图 4    三色生物样品的成像结果。（a）实心光斑光子重组

图像；（b）图（a）中方框内区域的放大图；（c）同一区

域的 vFED 图像

Fig. 4    Imaging  results  of  three-color  biological  samples.
(a) Solid  spot  photon  reassignment  image;  (b)   en-
larged  view  of  the  area  inside  the  box  in  (a);  (c)
vFED image of the same area
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