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本发明公开了一种降低光漂白的超分辨显

微方法。在本发明中，两个激光器发射的光束同

步投射至荧光样本上，其中一个光束经过相位调

制后，在样品面上形成高强度的环形光斑；而另

一光束则保持低光强的实心光斑状态。通过时间

调制器件对两束光分别加载不同频率的调制，实

时调控环形光束的调制对比度；此外在探测端采

用光学锁相探测技术，替代传统方法中昂贵的锁

相硬件设备，将信号从空间域转到频域，在获得

相同空间分辨率的情况下。该方法所需的光功率

更低，从而缓解成像系统对样品的光漂白性和光

毒性影响。本方法无需在染料上做改动，设计简

洁，操作便捷，对于生物样品的高分辨率成像具

有普适性。
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1.一种降低光漂白的超分辨显微方法，其特征在于，包括以下步骤：

S1.  引入两束激光，对其进行功率和偏振调控，实现双光束照明；

S2.  通过相位调制器件，对两束激光进行空间强度调制；

S3.  通过时间调制器件，对两束激光进行时间调制，并且优化其调制对比度；

S4.  通过光学锁相探测，将信号从空间域移到频域，解调所需信号；

S5.  获取最佳照明光强，对样品产生荧光激发，实现低光漂白的超分辨成像；

所述的功率和偏振调控包括以下步骤：

S101.  调节其中一束激光，使其为低功率激光，其功率为Is，将其偏振情况，调整为垂直

偏振光；

S102.  调节另一束激光，使其为高功率激光，其功率为Id，将其偏振情况，调整为水平偏

振光；

S103.  将两束激光合束，并通过偏振片将其调整为圆偏光，照射至样品面上；

所述的空间强度调制是将高功率激光通过相位调制器件将波前调制为涡旋光；

所述的时间调制是对两束激光分别加载正弦波调制f1、f2，使其光强随时间周期性变

化；

所述的调制对比度为 ，其中Imin是激发光或损耗光的

光强最小值，Imax是激发光或损耗光的光强最大值；两束激光所加载调制对比度各不相同，

分别为CM1和CM2，其中CM1对应正弦波调制f1和CM2对应正弦波调制f2；

所述的光学锁相探测包括以下步骤：

S401.将Is，Id，f1，f2，CM1，CM2视为自变量，计算荧光强度 ；

S402.将荧光强度 通过傅里叶变换，转到频域，获得各个频率分量下的值；

S403.  对各个频率分量下的值进行差分处理；

S404.  通过傅里叶逆变换，将差分的结果转到空域，获得低背景噪声的荧光量 。

2.如权利要求1所述的方法，其特征在于，在S404中还获得相应的分辨率提升的成像半

高全宽FWHM。

3.如权利要求2所述的方法，其特征在于，还包括采用梯度下降法计算

，获得在成像半高全宽FWHM最小的情况下，Id的值无需过大，以实现降低光漂白的效果。
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一种降低光漂白的超分辨显微方法

技术领域

[0001] 本发明属于超分辨显微成像领域，涉及一种降低光漂白的超分辨显微方法。

背景技术

[0002] 由于光学系统衍射的影响，常规远场光学显微方法可实现的分辨率存在限制。根

据阿贝衍射极限理论，光束经显微物镜聚焦后所成光斑的尺寸用半高全宽表示为 ，

其中 为显微镜的工作波长， 为所用显微物镜的数值孔径。因此，常规远场光学显微镜

的极限分辨率一般被限制在了半波长左右。

[0003] 为了突破光学衍射极限的限制，提高显微系统的分辨率，科研工作者们提出了多

种超分辨光学显微方法，其中荧光激发受到了很大的关注。近二十年来，越来越多的研究人

员致力于光学纳米分辨显微技术的发展。其中最典型代表就是Stefan  Hell于1994年提出

的受激辐射损耗显微术（STED）。目前，STED已在生物或细胞结构上，如细胞膜、囊泡、内吞

体、病毒等显微结构上有了成功的应用，且解决了许多困扰生命科学家多年的疑难问题。作

为第一个真正获得广泛认可的远场超分辩显微技术，STED已经取得了长足的进步，在空间

分辨率、敏感度、时间分辨率、成像深度等方面取得了前所未有的突破。此外，在STED研究的

基础上，产生了许多基于双光束照明的衍生超分辨成像技术，如饱和吸收竞争成像、基态损

耗显微、可逆饱和光学线性荧光跃迁显微等。

[0004] 以上超分辨显微技术由所加载的抑制光的光功率决定。而实际操作中，不能无限

地提升抑制光功率，因为这对荧光样品会产生严重光漂白与光损伤作用，使得可观测时间

大大缩短，不利于长时程生物成像。

发明内容

[0005] 针对现有技术的不足，本发明提供了一种降低光漂白的超分辨显微方法。

[0006] 本发明方法具体是：

[0007] S1.  引入两束激光，对其进行功率和偏振调控，实现双光束照明；

[0008] S2.  通过相位调制器件，对两束激光进行空间强度调制；

[0009] S3.  通过时间调制器件，对两束激光进行时间调制，并且优化其调制对比度；

[0010] S4.  通过光学锁相探测，将信号从空间域移到频域，解调所需信号；

[0011] S5.  获取最佳照明光强，对样品产生荧光激发，实现低光漂白的超分辨成像。

[0012] 相对于现有技术，本发明具有以下有益的技术效果：

[0013] （1）无需高功率照明，可实现同样分辨率的成像；

[0014] （2）以算法替代硬件，降低装置复杂性，节约成本；此外无需锁相放大器也使得探

测器的选择可以多样化，可以采用暗计数较低的雪崩探测器（APD），实现更高的信噪比成

像；

[0015] （3）应用普适强，可拓展至基于双光束照明的超分辨成像装置中。
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附图说明

[0016] 图1为本实施例的工作流程图；

[0017] 图2为本实施例的用于降低光漂白的受激辐射损耗超分辨显微装置的光路示意

图；

[0018] 图3本实施例中调制对比度定义的示意图；

[0019] 图4为实施例中不同调制对比度下损耗光光强与成像半高全宽的对应关系；

[0020] 图5为本实施例中采用降低光漂白方法后STED的细胞成像图（右）与传统STED（左）

对比。

具体实施方式

[0021] 以下结合附图对本申请作进一步详细说明。

[0022] 如图1所示，本申请实施例的一种降低光漂白的超分辨显微方法，包括以下步骤：

[0023] S1.  引入两束激光，对其进行功率和偏振调控，实现双光束照明；

[0024] S2.  通过相位调制器件，对两束激光进行空间强度调制；

[0025] S3.  通过时间调制器件，对两束激光进行时间调制，并且优化其调制对比度；

[0026] S4.  通过光学锁相探测技术，将信号从空间域移到频域，解调所需信号；

[0027] S5.  获取最佳照明光强，对样品产生荧光激发，实现低光漂白的超分辨成像。

[0028] 依据上述记载，本申请实施例可以有效缓解成像过程中产生的光漂白现象。在照

明端，通过双光束照明，并且对其均加载调制信号，使其调制对比度可调；在探测端，采用光

学锁相探测技术，将信号从空间域转到频域，解调所需信号。通过最佳配比调制对比度，可

获得较低的照明光功率，大大降低光漂白的影响。

[0029] 进一步地，步骤S1中，所述的功率和偏振调控包括以下步骤：

[0030] S101 .  调节其中一束激光，使其为低功率激光，其功率为Is，将其偏振情况，调整

为垂直偏振光。

[0031] S102.  调节另一束激光，使其为高功率激光，其功率为Id，将其偏振情况，调整为

水平偏振光。

[0032] S103.  将两束激光合束，并通过偏振片将其调整为圆偏光，照射至样品面上。

[0033] 进一步地，步骤S2中，所述的空间强度调制是将高功率激光通过相位调制器件将

波前调制为涡旋光。

[0034] 进一步地，步骤S3中，所述的时间调制是对两束激光分别加载正弦波调制f1和f2，

使其光强随时间周期性变化。

[0035] 进一步地，步骤S3中，所述的调制对比度为 ，

其中Imax和Imin分别是激发光或损耗光的光强最小值和光强最大值；并且两束光所加载调制

对比度各不相同，分别为CM1（对应f1）和CM2（对应f2）。

[0036] 进一步地，步骤S4中，所述的光学锁相探测技术包括以下步骤：

[0037] S401.  自变量为Is，Id，f1，f2，CM1，CM2,  计算荧光强度 。

[0038] S402.  将Ifluor通过傅里叶变换，转到频域，获得各个频率分量下的值，包括ξ(f1) , 
ξ(f2) ,  ξ(f1+  f2) ,  ξ(f1+  f2)等。

[0039] S403.  通过差分处理，如ξ(f1)‑ξ(f1+  f2)，ξ(f1)‑ξ(f2)或ξ(f1)‑ξ(f1‑f2)。
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[0040] S404.  通过傅里叶逆变换，将差分的结果转到空域，获得低背景噪声和分辨率提

升的荧光量 ，并获得相应的成像半高全宽FWHM。

[0041] 进一步地，步骤S4中，所述的光学锁相探测技术还可以采用梯度下降法计算

，获得在FWHM最小的情况下，Id的值可以不用过大，以实现降低光漂白

的效果。

[0042] 如图2所示，本实施例还提供了一种基于受激辐射损耗的超分辨显微装置，包括：

低功率激光器1，第一单模光纤2，第一准直透镜3，第一反射镜4、第二反射镜5，λ/2波片6，第

一偏振分束器7，第三反射镜8、第四反射镜9，第二偏振分束器10，第一二色镜11，高功率激

光器  12，第二单模光纤13，第二准直透镜14，格兰棱镜15，0~2π涡旋位相板16，第一λ/4波片

17，第二二色镜18，介质反射镜19，第二λ/4波片20，扫描振镜21，反射镜22，扫描透镜23，场

镜24，物镜25，样品台26，带通滤波片27，聚焦透镜28，针孔29，多模光纤30，雪崩探测器31，

声光调制器32，射频驱动器33，第一信号发生器34，电光调制器35，第二信号发生器36，主机

37。

[0043] 其中，第一单模光纤2，第一准直透镜3，第一反射镜4、第二反射镜5，λ/2波片6，第

一偏振分束器7，第三反射镜8，声光调制器32，第四反射镜9，第二偏振分束器10，依次位于

低功率激光器1出射光束的光轴之上；第二单模光纤13，第二准直透镜14，格兰棱镜15，0~2π
涡旋位相板16，第一λ/4波片17，依次位于高功率激光器12出射光束的光轴之上。

[0044] 其中，二色镜18位于经0~2π涡旋位相板16调制后光束的光轴之上。

[0045] 其中，带通滤波片20，扫描振镜21依次位于经介质反射镜19偏折之后的光轴之上。

[0046] 其中，扫描透镜23，场镜24，显微物镜25，样品台26依次位于扫描振镜21出射光束

的光轴之上。

[0047] 其中，带通滤波片27，聚焦透镜28，针孔29，多模光纤30，雪崩探测器31依次位于经

二色镜11后透射光束的光轴之上；所述针孔29位于聚焦透镜28的焦平面处。

[0048] 其中，控制器（图中未展示）与扫描振镜21相连，用于加载控制扫描振镜21的扫描。

[0049] 上述装置中，显微物镜25的数值孔径NA=1.4；所用针孔29的直径为0.6个艾里斑直

径。

[0050] 采用图2所示的装置实现降低光漂白的方法如下：

[0051] 待测样品所出射的信号光被显微物镜25收集，之后依次通过场镜24、扫描透镜23、

反射镜22、扫描振镜21、介质反射镜19、二色镜18，透过二色镜11。信号光束通过带通滤波片

27滤去杂散光，之后经聚焦透镜28聚焦并通过针孔29进行空间滤波，最终被雪崩探测器31

接收。

[0052] 信号发生器34的输出频率为f1时，经过调制后的光束经显微镜聚焦在样品上形成

一个脉冲频率为f1的实心光斑，其光强为Is。该实心光斑的尺寸与常规光学显微术中所用照

明光束聚焦所成衍射斑的尺寸相同。信号发生器36的输出频率为f2，当0~2π涡旋位相板的

调制函数为 时，由德拜积分计算可得，调制后光束经显微物镜聚焦后在样品上

所成光斑为一个脉冲频率为f2的环形光斑，其光强为Id。所加载的正弦频率函数，f1(t)和f2
(t)，可表示如下：

[0053]
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[0054]

[0055] 通 过 信 号 发生 器 实 时 调控环 形 光 斑 的 调制 对 比 度 ，定 义 调制 对 比 度 为

，其中Imax和Imin分别是激发光或损耗光的光强最

小值和光强最大值。实心光斑和环形光斑的调制对比度分别为CM1和CM2（如图3所示）。

[0056] 通过以上参数，基于分子能级公式，可以计算荧光强度 ；将 通过傅里

叶变换，转到频域，获得各个频率分量下的值，包括ξ(f1) ,  ξ(f2) ,  ξ(f1+  f2) ,  ξ(f1+  f2)

等。通过差分处理，如ξ(f1)‑ξ(f1+  f2)，ξ(f1)‑ξ(f2)或ξ(f1)‑ξ(f1‑f2)，将获得的值经过傅里

叶逆变换转到空域，可得到低背景噪声的荧光量 ，并获得相应的分辨率提升的成像半

高全宽FWHM。采用梯度下降法计算 ，获得在FWHM最小的情况下，Id的值

无需过大，以实现降低光漂白的效果。

[0057] 通过调节两束激光的调制对比度，可有效降低所需的损耗光强。图4为在不同调制

对比度情况下，所需损耗光光强与获得的成像分辨率（半高全宽）之间的关系。由图可知，在

40MW/cm2的光强下，可获得40纳米的分辨率；而在传统STED中，需要100MW/cm2的光强才能得

到40纳米的分辨率，照明光强只需要原先的40%。本申请可有效降低损耗光强，从而降低光

漂白作用。图5是对比实验，图5中左边是传统STED对生物样品长时间照射后的情况，其中心

照射区域（50微米×50微米）已经没有荧光信号；图5中右边是采用本方法的结果，其中心照

射区域仍然可以发射荧光。

[0058] 术语“包括”、“包含”或者其任何其他变体意在涵盖非排他性的包含，从而使得包

括一系列要素的过程、方法、物品或者设备不仅包括那些要素，而且还包括没有明确列出的

其他要素，或者是还包括为这种过程、方法、物品或者设备所固有的要素。

[0059] 以上描述仅为本申请的较佳实施例以及对所运用技术原理的说明。本领域技术人

员应当理解，本申请中所涉及的申请范围，并不限于上述技术特征的特定组合而成的技术

方案，同时也应涵盖在不脱离前述申请构思的情况下，由上述技术特征或其等同特征进行

任意组合而形成的其它技术方案。例如上述特征与本申请中申请的(但不限于)具有类似功

能的技术特征进行互相替换而形成的技术方案。
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