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双色荧光辐射差分超分辨显微系统研究

张智敏，匡翠方，王子昂，朱大钊，陈友华，李传康，刘文杰，刘　旭
（浙江大学 光电科学与工程学院，浙江 杭州 ３１００５８）

摘要：为了拓展荧光辐射差分（ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＥｍｉｓｓｉｏｎＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ＦＥＤ）显微术的应用，使得该方法可以同时对生物样品的
不同组织结构进行超分辨成像，本文对双色ＦＥＤ显微系统展开了研究。ＦＥＤ的基本原理是将实心光斑扫描得到的共焦
显微图像减去空心光斑扫描得到的负共焦图像，以此获得超分辨显微图像。在对单色 ＦＥＤ显微系统进行研究后，本文
提出了一种可行的双色ＦＥＤ显微成像系统方案。实验结果表明，在４８８ｎｍ和６４０ｎｍ激发光下，该系统在荧光颗粒上分
别实现了１３５ｎｍ和１６０ｎｍ的空间分辨率，另外也能对生物样品的不同组织进行多色同时超分辨显微成像，满足了实际
应用的要求。
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１　引　言

　　光学显微术作为一门古老的成像技术，为人
们打开了一扇通往微观世界的大门，极大地丰富

了人们的视界，拓展了人类的认知边界。随着科

学技术的不断发展，人们对超高分辨率的显微图

像的要求也越来越高，尤其是像生物医学、材料科

学等需要对亚百纳米尺度微观结构进行观测和分

析的领域更是如此［１］。然而由于阿贝衍射极限

的存在，即便是共焦荧光显微技术，其空间分辨率

也只能达到半波长左右，无法满足人们对于亚百

纳米结构成像的要求［２］。２０世纪 ９０年代，Ｓｔｅ
ｆａｎ．Ｗ．Ｈｅｌｌ提出了一种全新的可突破衍射极限
的显微方法荧光受激辐射损耗（ＳｔｉｍｕｌａｔｅｄＥ
ｍｉｓｓｉｏｎＤｅｐｌｅｔｉｏｎ，ＳＴＥＤ）显微成像技术。该方法
可以将原先的极限分辨率提高４．５倍。ＳＴＥＤ技
术虽然可以极大地提高显微成像分辨率，但是其

过高的损耗调制光容易发生荧光漂白，损坏生物

样品［３４］。２０１２年，浙江大学匡翠方教授的超分
辨显微研究组提出了一种新的超分辨显微技术
荧光辐射差分（ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＥｍｉｓｓｉｏｎＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，
ＦＥＤ）显微术。该方法是将实心光斑扫描得到的
共焦图像减去空心光斑扫描得到的负共焦图像实

现的超分辨显微［５６］，其优势在于仅利用单色光便

可实现突破衍射极限实现超分辨显微，另外由于

其只需要激发荧光样品发射荧光而不用进行受激

辐射损耗，其光毒性和荧光漂白相比 ＳＴＥＤ技术
要弱很多，有利于对样品的长期观测。为了拓展

ＦＥＤ显微成像的应用能力，本文在单色ＦＥＤ的基
础上进一步研究并设计出了双色ＦＥＤ显微系统，
在荧光颗粒上分别实现了４８８ｎｍ激发光和６４０
ｎｍ激发光下１３５ｎｍ和１６０ｎｍ的空间分辨率，于
此同时也对生物样品进行了多色同时成像，满足

了同时观测和研究生物样品不同组织结构的应用

要求。

２　原　理

　　荧光辐射差分显微术的基本原理是将两幅由
不同照明光斑获得的共焦荧光显微图像进行相

减，即将一幅由实心激发光斑扫描得到的共焦荧

光图像减去一幅由空心激发光斑扫描得到的负共

焦荧光图像［７１１］，图１为ＦＥＤ原理图解。

图１　ＦＥＤ原理图解：（ａ），（ｂ）分别为激发的实心光
斑和空心光斑的ＰＳＦ三维图；（ｃ），（ｄ）为探测
的实心光斑和空心光斑的 ＰＳＦ三维图；（ｅ）为
ＦＥＤ的ＰＳＦ三维图；（ｆ），（ｇ），（ｈ）分别为（ｃ），
（ｄ），（ｅ）的平面图；（ｉ），（ｊ），（ｋ）分别为（ｆ），
（ｇ），（ｈ）在虚线处的截面图

Ｆｉｇ．１　ＩｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＦＥＤｔｈｅｏｒｙ．（ａ）ＰＳＦｏｆｃｏｎｆｏｃａｌ
ｅｘｃｉｔｅｄｐａｔｔｅｒｎ；（ｂ）ＰＳＦｏｆｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｆｏｃａｌ
ｅｘｃｉｔｅｄｐａｔｔｅｒｎ；（ｃ）ＰＳＦｏｆｃｏｎｆｏｃａｌｉｍａｇｅ；
（ｄ）ＰＳＦｏｆｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｆｏｃａｌｉｍａｇｅ；（ｅ）ＰＳＦｏｆ
ＦＥＤｉｍａｇｅ；（ｆ），（ｇ），（ｈ）ｔｈｅｐｌａｎｅｇｒａｐｈｏｆ
（ｃ），（ｄ）ａｎｄ（ｅ）；（ｉ），（ｊ），（ｋ）ｔｈｅｓｅｃ
ｔｉｏｎａｌｄｒａｗｉｎｇａｌｏｎｇｔｈｅｄａｓｈｌｉｎｅｏｆ（ｆ），（ｇ）
ａｎｄ（ｈ）

空心光斑由０～２π涡旋相位板调制产生，其
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调制函数如公式（１）所示［６］：

Ｐ（）＝， （１）
式中，为入射光束上一点位置矢量与水平方向
的夹角。当调制后光束经二分之一波片和四分之

一波片形成圆偏光后聚焦到焦平面时便会产生面

包圈型空心光斑。最终的 ＦＥＤ超分辨显微图像
由公式（２）所示［５］：

ＩＦＥＤ ＝Ｉｃ－γ·Ｕｄ， （２）
式中，Ｉｃ、Ｉｄ和ＩＦＥＤ为归一化的强度分布图，Ｉｃ为归
一化共焦强度图，Ｉｄ为归一化负共焦强度图，ＩＦＥＤ
为归一化的ＦＥＤ图像强度图，γ为小于等于１的
ＦＥＤ校准系数。共焦图像的点扩散函数可有公
式（３）得出［５，１２］：

ＰＳＦｃ＝ＰＳＦｅ×ＰＳＦｆｐ（ｘ，ｙ）， （３）
式中，ＰＳＦｃ表示共焦图像的ＰＳＦ，如图１（ｃ）所示，
ＰＳＦｅ表示激发光经过物镜的 ＰＳＦ，如图 １（ａ）所
示，ＰＳＦｆ表示荧光经过物镜的ＰＳＦ，ｐ（ｘ，ｙ）表示小

孔的传递函数。同理亦可得到图１（ｄ）的负共焦
图像的 ＰＳＦｄ。两幅图像相减后便可得到一幅
ＦＥＤ显微图像，其ＰＳＦ如图１（ｅ）所示。

从图１的原理解释中可以看出，理论上，γ值
越接近１，ＰＳＦＦＥＤ则会越小，这就意味着其分辨率
越高，然而这也就意味着通过相减得到的 ＦＥＤ图
像的有用信息就会损失的越多，即信噪比越低。

此外，目前在ＦＥＤ系数选择上并没有一个行之有
效的评价标准，一般通过实际图像效果进行主观

评判，通过多次实验得知，γ值在０７～０８５之间
可以比较好的保证分辨率与信噪比。

３　光学系统与控制软件设计

３．１　光学系统设计
从图２（ａ）双色ＦＥＤ系统图中可以看出，激

图２　双色ＦＥＤ系统图与时序图（ａ）双色ＦＥＤ系统图，其中 ＰＢＳ为偏振分光镜，ＰＭ为涡旋位相板，ＲＭ为反射镜，
ＤＣ为二色镜，４ＦＳＭ为４Ｆ扫描模块，ＡＬ为消色差透镜，ＳＭＦ为保偏光纤；（ｂ）系统 ＣＡＤ设计图；（ｃ）扫描时
序图

Ｆｉｇ．２　ＳｃｈｅｍｅａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｃｈａｒｔｏｆｄｕａｌｃｏｌｏｒＦＥＤｓｙｓｔｅｍ．（ａ）ＤｕａｌｃｏｌｏｒＦＥＤｓｙｓｔｅｍ，ＰＢＳ：ｐｏｌａｒｉｚｉｎｇｂｅａｍｓｐｌｉｔｔｅｒ，
ＰＭ：ｖｏｒｔｅｘｐｈａｓｅｍａｓｋ，ＲＭ：ｒｅｆｌｅｃｔｍｉｒｒｏｒ，ＤＣ：ｄｉｃｈｒｏｉｃｂｅａｍｓｐｌｉｔｔｅｒ，４ＦＳＭ：４ＦＳｃａｎｎｉｎｇＭｏｄｕｌｅ，ＡＬ：ａｃｈｒｏ
ｍａｔｉｃｌｅｎｓ，ＳＭＦ：ｓｉｎｇｌｅｍｏｄｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｍａｉｎｔａｉｎｆｉｂｅｒ；（ｂ）ＣＡＤｏｆｔｈｅｓｙｓｔｅｍ；（ｃ）ｓｃａｎｓｅｑｕｅｎｃｅｃｈａｒｔ
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发光需先经过二分之一波片，保证了通过 ＰＢＳ后
的分光比尽量达到１∶１，而未经过位相板调制的
光路由于其光程相对较长，因此需要一对焦距为

５０ｍｍ的透镜组成的４Ｆ成像系统做中继透镜，保
证了出射光为平行光。在调制光路部分，我们选

用了 ＶｏｒｔｅｘＰｈａｓｅＰｌａｔｅＲＰＣＰｈｏｔｏｎｉｃｓ公司的
ＶＰＰ１ａ和 ＶＰＰｍ６３３两种涡旋位相板来调制
４８８ｎｍ和６４０ｎｍ激发光。为了形成圆偏光，调制
光和未调制光经过一个ＰＢＳ合束后仍需经过１／２
波片和１／４波片。需要注意的是，激发光在经过
４Ｆ扫描系统之前需要用一片１／４波片进行圆偏
振矫正，因为激发光通过了多片二色镜和反射镜，

其偏振状态会受到影响，为了保证激发光的圆偏

振状态，在入射４Ｆ扫描系统前需进行圆偏振矫
正。在该系统的显微镜架和物镜镜头选择上，我

们采用了国产永新光学有限公司提供的Ｎ９００科
研级显微镜架和 Ｎｉｋｏｎ公司提供的 １００×／１４９
油浸显微物镜。为了满足系统实时扫描成像的要

求，本系统使用了自主设计的反射式４ｆ电流计式
振镜扫描模块，该模块由１块焦距为５０ｍｍ的扫
描透镜，２块焦距分别为５０ｍｍ和１００ｍｍ的凹
面反射镜以及 ＣａｍｂｒｉｄｇｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司的
８３１０ｋ振镜模块构成，不同焦距的凹面镜不仅可
以消除色差的影响，也可在一定程度上缩小量程，

使得该扫描模块更加紧凑。

在探测路部分，我们将光纤探头同时作为小

孔以及荧光收集器，为了平衡信噪比和分辨率的

要求，小孔大约为０７个艾里斑为宜，而艾里斑的
计算公式［２］为：

δ＝Ｍ×１．２２×λ／ＮＡ， （４）
式中，δ为艾里斑直径，λ为波长，ＮＡ为物镜数值
孔径，Ｍ为系统放大倍数。

由４８８ｎｍ和６４０ｎｍ激发的荧光波长大约为
５３０ｎｍ和６７０ｎｍ，根据公式（４），可求出这两种
荧光在未被放大前的艾里斑直径，大约为４３４ｎｍ
和５４９ｎｍ。经１００放大后，该艾里斑在后焦面上
的大小分别为４３４μｍ和５４９μｍ。扫描模块内
包含了一个 ５０ｍｍ的扫描透镜以及由５０ｍｍ和
１００ｍｍ凹面反射镜组成的４ｆ系统，因为光纤头
的口径被固定为６２５μｍ，为了保证光纤口作为
小孔大概能达到０７个艾里斑，在探测路上分别

增加一个２００ｍｍ和１５０ｍｍ的消色差透镜。最
终艾里斑在探测终端的投影大小分别为８６８μｍ
和８２４μｍ，使得小孔分别达到了０７２个和０７６
个艾里斑大小，满足匹配要求。

从原理上，可以知道，ＦＥＤ显微术需要分别
采集两种不同的共焦显微图———传统共焦荧光显

微图像和负共焦显微图，因此需要对样品进行分

时采样。图２（ｃ）展示了分时采样过程，首先利用
实心光斑进行扫描成像，再利用空心光斑进行扫

描成像，最后按照公式（２）将两幅图像进行相减
操作便可得到ＦＥＤ显微图像。需要注意的是，因
为ＦＥＤ原理上是实心光斑减空心光斑，所以系统
的实心光斑与空心光斑在图像上是要重合的。如

果实心光斑和空心光斑不重合，则会导致 ＦＥＤ的
图像重心偏移，出现定位误差。因此，在调校系统

时需要利用纳米颗粒对实心光斑和空心光斑进行

来回切换分时成像，通过调整光路使得实心光斑

和空心光斑重合，而振镜造成的定位误差较小，在

实际成像中可忽略。

３．２　控制软件设计
为了能够实现实时采样和显示，本文利用

ＬａｂＶＩＥＷ编写了一套完整的控制与显示软件，可
进行样品的实时显示功能。

该控制程序的主要难点有两点，一是激光扫

描的控制方法，二是多硬件同步协调。图３为该
系统采用的激光扫描控制算法。该方法为单向扫

描控制算法，虽然执行效率不高，但较容易实现，

是比较常用的共焦扫描控制方法。图４为软件控
制流程图。

图３　单向扫描控制波形
Ｆｉｇ．３　Ｕｎｉｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌｓｃａｎｃｏｎｔｒｏｌｗａｖｅｆｏｒｍ
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图４　软件流程图
Ｆｉｇ．４　Ｓｏｆｔｗａｒｅｆｌｏｗｃｈａｒｔ

　　在多硬件同步协调上，由于ＦＥＤ特殊的时序
要求，（图２（ｃ）），需要在不同图像中来回切换实
心光斑和空心光斑，为了保证不同硬件协调进行，

软件在初始设计层面上就进行了消息队列逻辑控

制，使得软件执行每一步都必须经过消息队列机，

以此达到硬件按照时序严格地进行操作，保证了

时序的有效性。

４　实验结果与分析

　　为了验证系统的有效性，本文分别在荧光颗
粒和生物样品上进行了实验。图５为４８８ｎｍ激
发光扫描得到的荧光样品图像，该图像为２００ｎｍ
荧光颗粒在１０ｎｍ每像素点和５００×５００图像分

辨率的条件下扫描得到，先用实心光斑光束扫描

得到一张共焦图像，然后用空心光斑光束扫描得

到一张负共焦图像，将归一化后的共焦图像减去

一张乘上ＦＥＤ系数为０７５的归一化负共焦图像
便可得到一张ＦＥＤ图像。

从图５（ｅ）可以看出，在４８８ｎｍ激发光下，该
系统的分辨率可达到１３５ｎｍ，基本达到单色ＦＥＤ
的分辨率水平。图６为６４０ｎｍ激发光下扫描得
到的荧光颗粒图像。

该样品也为 ２００ｎｍ荧光颗粒，该图像是在
２０ｎｍ每像素点５００×５００图像分辨率下扫描得
到的图像，其处理方法也如在４８８ｎｍ激发的荧光
样品图一样，从图６（ｅ）可以看出，在６４０ｎｍ激发
光下，该系统的分辨率可以达到１６０ｎｍ，也基本
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和单色ＦＥＤ系统一致，满足分辨率的基本需求。

图５　４８８ｎｍ激发的荧光样品共焦和ＦＥＤ图像。（ａ）共焦图像；（ｂ）ＦＥＤ图像；（ｃ）共焦图像虚框内局部放大图像；
（ｄ）ＦＥＤ图像虚框内局部放大图像；（ｅ）箭头部分归一化后的轮廓图

Ｆｉｇ．５　ＣｏｎｆｏｃａｌｉｍａｇｅａｎｄＦＥＤｉｍａｇｅｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｂｅａｄｓｅｘｃｉｔｅｄａｔ４８８ｎｍ．（ａ）Ｃｏｎｆｏｃａｌｉｍａｇｅ；（ｂ）ＦＥＤｉｍａｇｅ．（ｃ，
ｄ）Ｍａｇｎｉｆｉｅｄｖｉｅｗｏｆｄａｓｈｅｄｒｅｇｉｏｎａｔ（ａ）ａｎｄ（ｂ）．（ｅ）Ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｏｕｔｌｉｎｅｏｆａｒｒｏｗｓｅｃｔｉｏｎｏｆ（ｃ）ａｎｄ（ｄ）

图６　６４０ｎｍ激发的荧光样品共焦和 ＦＥＤ图像。
（ａ）共焦图像；（ｂ）ＦＥＤ图像；（ｃ）共焦图像虚
框内局部放大图像；（ｄ）ＦＥＤ图像虚框内局部
放大图像；（ｅ）箭头部分归一化后轮廓图

Ｆｉｇ．６　ＣｏｎｆｏｃａｌｉｍａｇｅａｎｄＦＥＤｉｍａｇｅｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｂｅａｄｓｅｘｃｉｔｅｄａｔ６４０ｎｍ．（ａ）Ｃｏｎｆｏｃａｌｉｍａｇｅ；
（ｂ）ＦＥＤｉｍａｇｅ；（ｃ，ｄ）Ｍａｇｎｉｆｉｅｄｖｉｅｗｏｆ
ｄａｓｈｅｄｒｅｇｉｏｎａｔ（ａ）ａｎｄ（ｂ）；（ｅ）Ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ
ｏｕｔｌｉｎｅｏｆａｒｒｏｗｓｅｃｔｉｏｎｏｆ（ｃ）ａｎｄ（ｄ）

　　为了验证该系统在生物样品上也有比较好的
实验效果，本文在多色生物样品 ＦｌｕｏＣｅｌｌｓＴＭ Ｐｒｅ

ｐａｒｅｄＳｌｉｄｅ＃１（ＢＰＡＥｃｅｌｌｓｗｉｔｈＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒＴＭ Ｒｅｄ

ＣＭＸＲｏｓ，ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒＴＭ４８８Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ，ａｎｄＤＡＰＩ）

图７　生物样品多色成像图。（ａ）共焦图像；（ｂ）ＦＥＤ
图像；（ｃ）共焦图像虚框内局部放大图；（ｄ）
ＦＥＤ图像虚框内局部放大图；（ｅ）箭头指向部
分轮廓图

Ｆｉｇ．７　ＣｏｎｆｏｃａｌｉｍａｇｅａｎｄＦＥＤｉｍａｇｅｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｅｘｃｉｔｅｄａｔ４８８ｎｍａｎｄ６４０ｎｍｓｉｍｕｌ
ｔａｎｅｏｕｓｌｙ．（ａ）Ｃｏｎｆｏｃａｌｉｍａｇｅ；（ｂ）ＦＥＤｉｍ
ａｇｅ；（ｃ，ｄ）Ｍａｇｎｉｆｉｅｄｖｉｅｗｏｆｄａｓｈｅｄｒｅｇｉｏｎａｔ
（ａ）ａｎｄ（ｂ）；（ｅ）Ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｏｕｔｌｉｎｅｏｆａｒｒｏｗ
ｓｅｃｔｉｏｎｏｆ（ｃ）ａｎｄ（ｄ）

上进行了双色同时成像的实验，实验结果如图７
所示。从图７可以看出，与共焦相比较，双色ＦＥＤ
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系统虽然会牺牲一些部分有用信号，降低了图像

的信噪比，但却有效的提升了图像的分辨率，可观

测样品一些细微结构。从图 ７（ｅ）可看出，在共焦
下不能清晰分辨的微观交叉位置，ＦＥＤ可以有效
区分开，说明在生物样品中，双色 ＦＥＤ系统依旧
可以保证有良好的双色同时成像效果。需要注意

的是，在实验中，由于是在４８８ｎｍ和６４０ｎｍ两种
波段的激发光下同时激发，为了保证实验效果，样

品染料的激发光谱不能同时涵盖这两种波段的激

发光，不然会发生串色干扰。至此，从实验效果来

看，无论是在分辨率上还是在生物样品上，该系统

都取得了不错的实验效果，满足实际应用的要求。

５　结　论

　　与共焦显微相比较，ＦＥＤ超分辨显微方法能

够有效地提升图像分辨率，实现超分辨显微效果。

本文中双色 ＦＥＤ显微系统在实验上不仅实现了
生物样品的双色同时成像，还在一定程度上实现

了超分辨的显微效果以及降低了荧光漂白的发生

概率，达到了实际应用的要求。然而，该系统也有

些不够完善的地方，第一是有一定的串色干扰，在

实验部分，如果选用了宽激发光光谱的染料就有

可能会发生串色干扰，使得不能双色同时成像，需

要分别进行扫描成像；第二是ＦＥＤ系统由于原理
上的原因，在实现超分辨的同时会造成一定的信

息丢失，造成信噪比降低，如何权衡两者间的平

衡，选用合适的 ＦＥＤ系数成为关键，而每一张不
同的样品图则需要调整ＦＥＤ系数使其达到平衡，
如何根据图像自动调整 ＦＥＤ系数有待进一步深
入研究。
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