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多光束超分辨显微成像系统的设计
与光束重合度优化
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摘要：为了提升超分辨显微成像系统的分辨能力，自主设计并搭建了一套多光束超分辨显微成像
系统。该成像系统包括有 3 束激光束，分别为 405 nm 实心激发光束、488 nm 实心激发光束以及
488 nm 空心损耗光束。通过 Labview 程序控制纳米位移台与单光子测器间的数据采集，采用
80 nm 金纳米颗粒探针扫描方式对该成像系统进行纳米尺度的光束调制，完成了多光束显微成像
系统的光学调节，主要包括有多光束的光斑整形、多光束间的光束空间重合度优化以及对应光斑
强度分布的仿真模拟。通过已知绿色荧光蛋白样品的测试结果，说明了该方法对于系统中光束空
间重合度的提升作用与效果。
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Abstract: In  order  to  improve  the  resolution  of  the  super-resolution  microscopic  imaging  system,  a
multi-beam super-resolution microscopic imaging system was designed and set up. The imaging system
includes three laser  beams:  405 nm excitation solid beam, 488 nm excitation solid beam, and 488 nm
annular  beam.  Labview was used to  control  the  data  collection between the  nano-stage  and the  single
photon detector and 80 nm gold nanoparticle probe was used to modulate the laser beam on nanoscale. It
mainly includes the light beam shaping of multi-beam, the optimization of the coincidence degree, and
simulation  of  intensity  distribution.  From  the  test  results  of  the  green  fluorescent  protein  sample,  it
illustrates by using this method, the spatial coincidence degree of beams can be improved in the system.
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光学显微成像技术可以进行实时、动态观察，

有着对样品损伤较小的优点，在生物医学及细胞生

物学等方面有着广泛的应用[1-2]，但由于光学“衍射

极限”的存在，导致其成像分辨率限制在了 200 nm
左右，极大地阻碍了其进一步发展。例如，细胞内

的一些细胞器、核糖体、线粒体等，无法利用光学

显微技术观察其中的精细结构。于是 Hell等 [3]于

1994年在共聚焦显微技术的基础上，提出了受激辐

射损耗技术（stimulated emission depletion,  STED），

并于 1999年由 Klar等[4]首次完成实验上的验证。该

技术利用两束激光调制的方法实现了数十纳米的分

辨率，成功地使光学显微成像的分辨率突破了光学

“衍射极限”限制。该技术中的两束激光光束，其

中一束作为激发光，另外一束则作为损耗光，两束

光束经物镜聚焦照射作用于样品表面，聚焦区域在

空间上严格重合。而 STED系统分辨率的限制主要

取决于损耗光束强度 与激发光束强度 的比值，

为了获得较高的系统成像分辨率，要求 ，

这使得损耗光束对细胞样品的损害较大，不利于细

胞的长时间成像[5]。因此，科研工作者们为了降低

高功率损耗光对细胞样品的“光毒性”作用，提出

了G-STED技术[6]，高掺 Tm3+稀土纳米粒子[7-8]，以及

采用时序控制多束光束和材料开关性质的 RESOLFT
显微技术 [9]等 STED技术的优化改进方案。其中，

RESOLFT显微技术是基于材料的光开关性质的

STED技术优化方案，需要通过 3束激光光束的调

制来实现超分辨的效果，而这些多光束超分辨显微

技术的核心在于光束的整形以及重合度的调节。

本文通过金纳米颗粒探针扫描的方式，对多

光束超分辨显微系统的光束光强分布整形，包括

实心光束和损耗光束的光斑整形、以及多波长光

束的重合度调节进行分析模拟，并通过绿色荧光

蛋白的测试结果来说明重合度提升对系统的优化

效果。这一研究对多光束超分辨显微成像系统的

优化和成像分辨率的提高具有指导意义。

1    多光束超分辨显微系统的设计与
控制

多光束超分辨系统的三维立体光路图如图 1

所示。其中，L1～L7为透镜；VPP为涡旋相位

板；M为反射镜；PBS为偏振分束器；HWP为半

波片；QWP为四分之一波片；BS为分束镜；

OL为显微物镜；DC为二向色镜；APD为单光子

探测器。该系统所选用的激光波长为 405 nm与

488 nm。首先，半导体激光器发出 488 nm与 405 nm
的激光分别通过单模光纤进行光斑整形。488 nm
激光经过 L1进行准直，并通过 HWP（用于调节分

束后的激光强度比）与 PBS，分为两束。其中一束

经过 L4与 L5进行扩束，另一束则经过 L6与

L7扩束后，通过 VPP（VPP-1a，RPC Photonics，美

国）调制形成中空光束，在 PBS2处进行合束。同

时，405 nm激光通过单模光纤整形后经过 L2准

直，经过 HWP1与 QWP1，与合束后的 488 nm光

束在 DC（ZT442dc，Chroma，美国）处进行 3束光

束 的 合 束 。 合 束 后 的 3束 光 束 经 过 HWP2与

QWP2， 再 经 过 浸 油 物 镜 OL（ 100X， NA1.40，
Olympus，日本）聚焦到样品表面。测试样品发出

的荧光信号由物镜进行收集，经过 BS分光，通过

带通滤光片（FF01-531/40，Semrock，美国）滤除激

光后聚焦到光纤中，经 APD（SPCM-AQRH-14-FC,
PerkinElmer，德国）收集。
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图 1    多光束超分辨显微成像系统光路图

Fig.1    Optical  layout  of  multi-beam  super-resolution
microscopic imaging system

 
 

光学系统的调节采用金纳米颗粒探针调节，单

光子探测器收集的信号为激光的信号，因此需将带

通滤光片摘除，在光路中并未示意。为实现样品的
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连续扫描，对位移台、数据采集卡、以及单光子探

测器进行了级联控制，如图 2所示。样品固定在三

维纳米位移台（P-733.3CD，Physik Instrument，德

国）上，通过 Labview编程软件控制数据采集卡

（USB-6343, National Instruments，美国）从模拟输出

口 AO串口输出模拟电压信号，该电压信号用于控

制位移台的扫描移动，并通过数据采集卡的 PFI串
口收集 APD的光子数信号，最后对应位置一一填

入相应的光子数数值，实现点对点的扫描方式，从

而获得信号的强度分布信息。
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图 2    软件扫描控制流程图

Fig.2    Flow chart of scanning control for software
 
 

2    多光束系统的调节与实现

根据图 1设计光路完成系统光路的搭建，包括

有多光束的准直、扩束与重合以及涡旋相位板的调

节等。然而由于色差和激光发散度的原因，经物镜

聚焦后的多束光束聚焦区域并未完全重合，因此需

要进一步进行光斑整形及重合度调节。本文采用

80 nm金纳米颗粒探针对光斑进行扫描的方式进行

系统优化，激光照射到金纳米颗粒上会产生激光增

强的效果，收集对应位置的激光光子数，可以获得

该点处的激光强度分布，因此通过金纳米颗粒扫描

便可获得光斑的整体分布情况。

采用金纳米颗粒对系统进行调节主要分为光

斑形状的调节和多束光束的重合度调节。在调节

过程中先调节好空心损耗光束，再将实心光束以

损耗光束为标准进行调节。

空心损耗光束的整形主要包括有两方面的问

题：一是空心光束的形状，包括光斑是否是圆形，

损耗光束的中心强度是否为零；二是环形光斑的强

度分布是否均匀。对于系统的成像分辨率而言，以

上的标准中最重要的是损耗光的中心强度是否为

零，其主要是通过调节进入物镜光束的偏振方向以

及涡旋相位板的位置。首先，通过调节涡旋相位

板 XY方向的位置，使激光光斑上出现一个肉眼可

见的“黑心”，并将黑心调节到光斑中心；然后，

通过微调四分之一波片（一般先将光束调成左旋圆

偏光[10-11]进入物镜）来调节光斑的强度分布，使其

强度分布均匀；最后，对获得的空心光斑强度分布

进行分析，通过软件拟合检测空心光束中心强度是

否为零，即可完成损耗光束的整形调节。本系统空

心光束整形调节结果如图 3所示，图 3（a）～（d）分
别为损耗光束强度沿着 X方向、Y方向、一三和二

四象限对角线方向的分布。对强度分布分别进行双

峰拟合，可得出双峰 W1，W2 的间距分别为 627，
546，562，521 nm，对应的高斯峰的半峰全宽（full
width  at  half  maxima，FWHM）在 165 ～195 nm之

间，损耗光束中心强度接近于零，由此可以看出光

束的强度沿各方向分布十分均匀。以此作为损耗光

调节的标准，根据调节获得的强度分布，进行拉盖

尔–高斯拟合，从而获得在焦面处的损耗光束的强
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图 3    空心损耗光束的分布和拉盖尔-高斯涡旋光束的强度拟合

Fig.3    Distribution of STED beam and intensity fitting of Laguerre-Gauss vortex beam
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度分布结果，并以此损耗光束为基准进行另两束实

心光束的整形和重合度调节。

实心光束的形状调节与空心光束相类似，以

488 nm空心光束为基准，调节 488 nm实心光束进

入物镜的角度，使得光束沿物镜光轴进入物镜即

可得到 488 nm实心光束焦面处强度分布。对于

405 nm实心光束，由于相位存在差异，通过调节

QWP1和 HWP1进行偏振补偿，优化后的 405 nm
实心光束的强度分布以及光斑形状如图 4（a）所示。

对 405 nm实心光束 X方向的光强分布进行高斯拟

合，得到其在焦面处的光斑强度分布，如图 4（b）
所示，其半高全宽值 W为 202.2 nm。然而图 4（a）
与图 3（a）所得光斑分布图是在不同的聚焦面上获

得的，即在 Z方向上存在差异，这是由于 3束光

束的发散度以及色差造成的，因此对光束聚焦处

的强度分布进行 XZ方向扫描，扫描结果如图 4（c）
所示。可以看出对应的焦深约为 1 um（扫描出有

2个光斑是因为扫描范围为 9 um，扫描范围较

大，同时扫描了 2个金纳米颗粒）。

根据实际测量的光束焦面处的强度分布以及

焦深情况，对其进行模拟仿真，即可获得实心光

束与空心损耗光束在空间上的强度分布情况，模

拟结果如图 5所示。
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图 5    聚焦光束的空间分布拟合

Fig.5    Spatial distribution fitting of the focused beam
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图 4    405 nm 光束空间扫描强度分布

Fig. 4    Spatial  scanning intensity  distribution of  405 nm laser
beam
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由于高倍物镜对不同波长激光聚焦时色差的

影响和不同光束发散度的差异，使得 3束光束的

聚焦区域在 Z方向存在较大的差别，因此，对于

多光束的重合度的调节首先要使得聚焦区域在

Z方向重合。本文采用的方案是以中空损耗光束为

基准，将另两束实心光束调节与其重合。首先，

通过调节透镜 L5与 L2的前后位置，用于调节光

束发散度，使 3束光束在 Z方向上重合，保证在

同一焦面处能分别扫描出 3束光束的激光强度分

布；其次，调节激光入射物镜的角度，用于调节

焦面处光束的 XY坐标位置，使其在 XY焦面处光

束的强度分布可以相互叠加重合。

405 nm实心光束、488 nm中空损耗光束以

及 488 nm实心光束进行扫描获得的强度分布信

息如图 6（a）～（c）所示，扫描范围 1 um，图像获

得过程中应先在较大扫描范围内进行扫描，将

3束光束调节重合，再在 1  um范围内进行细

调。图 6（d）为 3束光束强度分布叠加后的图

片，并对 3束光束的强度分布进行高斯拟合即可

得到图 6（e）中的强度分布。由图 6（e）可以看

出， 405  nm实心光束在焦面处的 W比 488  nm
实心光束要大一些，这是由于 405 nm光束为了

与 488 nm光束焦面在 Z方向重合，调节了发散

度，所以并不是聚焦最好的情况，从而造成其

光束在焦面处的光斑尺寸较大。图 6（f）则是根据

图 6（e）的光束强度分布信息进行的仿真模拟，

由此可以直观地看出 3束光束在焦面处的强度重

合关系。
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图 6    单光束及多光束强度分布与仿真

Fig.6    Intensity distribution and simulation of single beam and multi-beam
 
 

3    多光束系统的测试与分析

为验证系统优化后的重合度提升效果，采用

绿色荧光蛋白（green fluorescent protein，GFP）样品

对重合度的提升进行测试表征。绿色荧光蛋白具

有荧光开关性质，即当用 488 nm激光照射 GFP
后，此时 GFP处于荧光“off-state”，再用 488 nm
激光作为激发光照射 GFP，产生的荧光强度较

弱；而当用 405 nm激光照射 GFP，GFP处于荧光

“on-state”，仍用 488 nm激光作为激发光照射

GFP，则此时产生的荧光强度较强。因此，通过

2个声光调制器（acousto-optical modulator, AOM）控

制 488 nm实心光束与 405 nm实心光束的开关，通

过 Labview软件编写时序控制程序，分别控制光

束的照射时间，从而对材料的光开关特性进行

测试。
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上述调节过程只是完成了系统的初步调节，

仅进行了光斑形状调节，未进行系统光束的重合

度优化。采用 GFP样品进行测试，488 nm实心光

束持续照射，405 nm实心光束采用脉冲方式照

射，488 nm激光功率密度为 2.4 kW/cm2，405 nm
激光功率密度为 0.56 kW/cm2，405 nm激光照射时

间为 300 ms，间隔时间 2 s，曝光时间为 10 ms，
得到光开光对比度仅为 50  000∶10  000  =  5∶1；
然而在完成重合度调节后，如图 7所示，重复上

述实验， 488  nm激光功率密度为 0.24  kW/cm2，

405 nm激光功率密度为 0.056 kW/cm2，405 nm激

光照射时间为 300 ms，间隔时间 2 s，曝光时间为

10 ms，得到光开光对比度为 350 000∶9 000 ≈ 39∶1。
由此可以看出，在优化后的系统上测试 GFP，虽

然减低了激光功率，但是光开关对比度更高，说

明蛋白的转换效率得到了提高，进一步也说明了

系统重合度的优化结果符合预期。
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图 7    绿色荧光蛋白的光开关测试结果

Fig.7    Test results of GFP optical switch
 

4    结　论

随着生物医学的发展，对成像技术的要求越

来越高，STED技术以及基于该技术上的改进方案

有着广泛的应用前景。目前基于 STED技术的改

进方案的核心还在于中空损耗光束、实心光束的

整形以及多光束的重合度调节。本文利用 80 nm
金纳米颗粒探针首先对多光束的光斑形状进行调

节，包括中空损耗光束、实心光束的光斑形状和

强度分布调节；然后通过调节光束发散度以及光

束的入射角度，完成多光束的重合度调节；最后

对调节后的光束强度分布进行仿真模拟，通过焦

面处的强度分布信息可以直观地分析光束的重合

度关系。此外，对优化的系统进行了绿色荧光蛋

白的光开关性质测试，开关对比度达到 39∶1，说

明该调解方法有效地提升了系统光束的重合度。该研

究对进一步优化 STED系统、实现多光束超分辨系

统，以及提升成像分辨率具有一定的指导及经验性

意义。并通过使用声光调制器，对多束光束的开关

及照射时间进行控制，使得该套系统在超分辨光

存储以及超分辨光刻方面有着较大的应用价值。
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