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受激辐射损耗超分辨成像技术研究
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摘 要院 受激辐射损耗显微成像(STED)是一种超分辨荧光显微成像技术，它能够突破传统光学衍射

极限的限制，把远场光学分辨率提高到百纳米以内，被广泛应用于生物医学等领域，是目前光学显微

成像领域研究的热点之一。采用了一种基于超连续谱皮秒脉冲白激光光源的 STED 显微系统，实现超

分辨成像。并从精密合束、脉冲延迟和损耗光残留光强几个方面探讨系统优化，从而获得最佳的成像

效果。对直径约 25 nm 荧光微球成像实验的数据表明：该系统成像分辨率可达约 60 nm，分辨能力远

远高于衍射极限。另外，系统成功实现了对核孔复合物、微管和微丝等一系列生物样品的超分辨成

像，共聚焦成像中某些模糊不清的结构在 STED 成像中清晰可辨。

关键词院 荧光显微成像； 超分辨； 受激辐射损耗

中图分类号院 O439 文献标志码院 A DOI院 10.3788/IRLA201645.0624001

Super resolution imaging technology of stimulated
emission depletion

Wei Tongda, Zhang Yunhai, Yang Haomin

(Jiangsu Provincial Key Laboratory of Medical Optics, Suzhou Institute of Biomedical Engineering and Technology,
Chinese Academy of Sciences, Suzhou 215163, China)

Abstract: Stimulated emission depletion (STED) is a kind of super resolution fluorescence microscopy
imaging technology. It can break through the traditional optical diffraction limit, and make the far field
optical resolution improved to less than 100 nm, which is widely used in biomedical field, and becomes
one of the hotspots in optical imaging research. A STED microscope system based on ultra鄄continuous
spectrum picoseconds pulsed white laser source was introduced, and super鄄resolution imaging was realized.
The optimized results were discussed from the aspects of precise collimation, pulse delay and residual
intensity of the STED light, therefore the best imaging effect was obtained. The experiments data of the
about 25 nm diameter fluorescent microspheres imaging shows that the resolution of the system is about
60 nm, which is much higher than the diffraction limit. In addition, the system succeeds in realizing super
resolution imaging of nuclear pore complexes, microtubules and microfilaments and a series of biological
samples. Some obscure structures imaged in confocal microscopy can be legible in STED imaging.
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0 引 言

生物医学领域研究往往需要在活体条件下对细

胞内的组织进行观测遥 远场光学成像技术因其具有

样品制备简单尧对生物样品无损伤尧成像速度快等优

势袁成为观察微小结构的重要技术手段袁它伴随着整

个学科领域的发展袁 一直促进着人类对细胞微观世

界的认知[1]遥 但是传统光学显微镜受衍射极限限制袁
其分辨率仅能达到约 200~300 nm袁因此袁许多尺度更

微小的重要组织结构袁如病毒和细胞袁以及生物体内

的蛋白质等都无法进行观测遥 为了揭示细胞内蛋白

质活动和细胞微结构特征袁 提高光学显微镜分辨率

成为生物医学发展的迫切需要遥
为克服远场光学衍射极限袁 实现更高分辨率袁各

种超分辨技术不断发展袁主要分为两类院第一类是结

合光学非线性效应对成像的照明光路进行整形袁获得

小于衍射极限的荧光发光点遥 这类技术的典型代表是

Hell 等 提 出 的 受 激 辐 射 损 耗 显 微 镜 (Stimulated
Emission of Depletion Microscopy袁STED)[2-4]袁 第二类

超分辨技术是基于单分子定位的成像方法袁利用光开

关荧光蛋白袁光敏化或光漂白现象将衍射极限范围内

的单个分子在不同的时间随机地激活袁并将各个荧光

分子精确定位再重组袁叠加获得超分辨图像袁典型代

表有光敏定位显微镜 (Photoactivation Localization
Microscopy袁PALM)[5-7]和随机光重建显微镜(Stochastic
Optical Reconstruction Microscopy袁STORM)[8-10]等遥

超分辨技术主要应用于细胞生物学尧 神经生物

学尧微生物学等生物医学领域的前沿探索方面遥相比

其他的方法袁STED 方法是一种更为直接的方法袁它
以激光扫描共聚焦显微光学技术为基础袁 使用两路

激光袁一路用于激发荧光尧一路用于受激损耗袁通过

把被激发的荧光物质限制在小于衍射极限的范围

内袁从而实现超高分辨率遥其成像方式不依赖于特殊

的荧光染料袁 也无需复杂的后期图像处理袁 因此

STED 技术被认为是下一代显微光学发展的核心技

术之一[11-13]遥
STED 显微技术中的两路激光可以使用连续光

或者是脉冲光袁但是目前效果更好的是脉冲光遥典型

的成像系统中袁 一列脉冲激发光经大数值孔径的显

微物镜聚焦袁在样品内形成衍射极限大小的荧光激发

区域袁同时脉冲损耗光也在样品内聚焦袁形成中央光

强接近为零的圆环形焦斑遥 为了获得较高的成像分辨

率和信噪比袁 两脉冲在样品内部空间上要高度重合袁
而且抵达样品的时间上也需要精确控制袁此外袁损耗

光调制形成中央的光强越低袁成像效果也越佳遥
文中介绍一种基于超连续谱皮秒脉冲白激光光

源的 STED 显微系统袁实现超分辨成像遥 并从精密合

束尧 脉冲延迟和损耗光残留光强几个方面探讨系统

优化袁从而获得最佳的成像效果遥
1 成像系统

实验中STED 显微系统的结构如图 1 所示遥这里

使用了超连续谱皮秒脉冲白激光光源(SC450-PP-HE袁
Fianium袁图中 SC 所示)袁使用该激光器的好处是院首
先袁该激光器光谱范围从 450~1 700 nm 覆盖袁通过简

单的分光机构袁一台激光器可替代多个波长激光器袁
使系统结构简单尧紧凑袁并能够方便地实现多色功能曰

图 1 STED 显微系统

Fig.1 STED system

第二袁 成像系统中的激发光和损耗光来源于同一光

源袁避免了复杂的脉冲同步等问题袁而且脉冲宽度约

为 100 ps袁特别适合 STED 成像袁不需要脉冲展宽曰此
外袁该激光器的光谱范围内总功率可达 2W 以上袁脉
冲峰值大于 1 nJ/nm袁满足损耗所需较强脉冲峰值的
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要求袁脉冲重复频率约为 1 MHz袁减少了荧光漂白的

几率袁特别适合生物成像遥
考虑到生物医学领域的应用袁 系统中使用了

488 nm 波长作为激发光袁592 nm 波长作为损耗光袁
应用可覆盖 GFP/YFP袁Abberior STAR 440SX袁ATTO
488袁Alexa Fluor488袁FITC 等常用荧光染料遥据此袁成
像系统中配备了对应的二色镜分光方案遥

首先袁 激光器发出的白光首先经过一个短波通

滤光片 SPF袁用以滤除激光红外波段部分的干扰袁透
过可见光遥 经二色镜 DC1袁长波透过短波反射袁把激

光按波长分为激发光路 Exc. beam 和损耗光路

STED beam遥 其中激发光路中使用以 488 nm 为中心

带宽为 10 nm 的带通滤光片 BP1袁 损耗光路使用以

592 nm 为中心带宽为 20 nm 的带通滤光片 BP2遥
损耗光路中通过精密的光学延迟装置 OD袁精密

调节损耗光相对于激发光的延迟遥 通过 0~2仔 的涡

旋相位板 VPP 调制袁 用于损耗光生产中空的焦斑遥
同时袁 激发光和损耗光均需要经过线起偏器 LP袁半
波片 /2 和 1/4 波片 /4袁 用于调制激光的偏振态袁
使得在物镜入瞳处为旋向相同的圆偏振光遥

两路激光通过二色镜 DC2 和 DC3 进行合束袁其
中 DC2 反射 488 nm 透过荧光袁DC3 反射 592 nm 透过

荧光遥 合束后的激光经过振镜 SM袁扫描透镜 SL 进入

显微镜中袁 显微镜体中包括筒镜 TL 和数值孔径 1.4
的显微物镜 Obj.遥 样品置于纳米位移台上 stage袁振镜

和纳米位移台两种扫描机构的结合使用袁可对样品进

行快速或高精度的扫描袁满足不同的成像需求遥
激发的样品有效荧光按原路返回到系统中袁先

后透过二色镜 DC3 和 DC2 后袁 经荧光滤光片滤波

后袁由针孔透镜 PL 汇聚于多模光纤 MMF 内袁光纤

端面同时还起到共聚焦针孔的作用袁 最终荧光信号

被探测器 PMT 或 APD 接收遥
激光功率也是系统重要参数袁STED 理论上焦平

面内有效点扩散函数(PSF)的半峰全宽(FWHM)可表

示为[14-15]院
驻r抑 /(2NA 1+I/Is姨 ) (1)

式中院损耗光强 I 越大则分辨率越高遥 系统中通过渐

变滤光片对光强进行调节遥 由于相位板 VPP 对激光

带宽的限制不能超过 20 nm[3]袁而带宽影响损耗光功

率袁 实测物镜入瞳处的 20 nm 带宽损耗光功率约为

1.5 mW袁激发光功率约为 10 滋W遥

2 系统优化

2.1 精密合束

STED 成像理想情况下袁损耗光的最小光强处应

与激发光的最大光强处重合遥这样袁周边的荧光可被

损耗而不发出荧光袁而中央较强荧光可以保留袁从而

得到较高的信噪比遥
为此袁 需要对激发光与损耗光光斑中心的重合

度进行优化袁保证 20 nm 以内的重合精度遥 系统中采

用点扩散函数测量的方法袁 以直径 60 nm 金纳米粒

子作为观察对象袁用两束光同时对金粒子扫描成像袁
分析两路激光光斑的形态袁 依据两光斑的相对位置

进行精确合束遥 对金粒子扫描成像以及合束效果如

图 2 所示袁配合电控可调俯仰的二色镜机构 DC2袁调
节时以损耗光环形光斑为基准袁调节激发光的角度袁
实现激发光圆形光斑成像的位移袁 直至与损耗光中

心重合袁该精密合束过程可实时监测和调整遥

图 2 金粒子激发光尧损耗光以及合束成像

Fig.2 Exciting STED and collimation imaging of nanogold

经过金粒子成像的检验袁 激发光与损耗光在物

镜焦平面内实现了精确重叠袁 重合精度取决于扫描

精度袁实验系统中该精度可达 20 nm袁满足成像需要遥
2.2 脉冲延迟

理论上袁为了得到良好的 STED 超分辨效果袁激
发光与损耗光脉冲的时间延迟约为 100 ps 左右 [16-17]袁
它应该小于分子的振动弛豫时间袁 从而有效地损耗

荧光态分子遥 由于损耗光脉冲为高斯形袁 且强度很

高袁 其脉冲前沿已经能够有效地对荧光态分子进行

耗尽袁适当的同步延迟反而会提高空间分辨率袁而且

延迟时间跟脉冲宽度也有关遥因此袁最佳延迟时间需

要进行试验而获得优化结果遥
图 3 为光程延迟 OD袁将两面正交的反射镜放置

在导轨上袁通过移动反射镜底座改变光程袁精度可达

飞秒量级遥将该时间延迟器用于损耗光路袁通过调整

光程调节激发光与损耗光脉冲的时间间隔袁 测量损
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耗效率袁 得到损耗效率最高时确定为最佳的的延迟

时间遥

图 3 光程延迟

Fig.3 Optical delay

试验样品采用直径 48 nm 荧光小球袁 激发光

488 nm袁平均功率 1 滋W袁损耗光 592 nm袁平均功率

100 滋W遥 优化过程中暂不使用相位板袁 让激发光与

损耗光光斑均为实心光斑并三维精确重合遥 对荧光

小球进行 3 次成像袁 分别为院(1) 激发要要要获得荧光

强度的初始值曰(2) 损耗要要要获得损耗后的荧光强度

值袁 计算损耗效率曰(3) 再激发要要要获得再次激发的

荧光强度值袁排除荧光漂白的影响遥
第 2 次图像强度与第 1 次图像强度之比表示损

耗效果(剩余光强百分比)袁第 3 次图像强度与第 1次
图像强度之比表示经过两次成像后荧光漂白效果遥
在不发生漂白的情况下袁 剩余光强最小时对应最佳

延迟时间遥 测量结果如表 1 和图 4 所示遥
表 1 不同时间延迟实验结果

Tab.1 Results of different delay time

从表 1 可以看出袁 实验中第 1 次和第 3 次成像

的光强比均基本接近 100%袁说明实验采用的激发和

损耗光强度并未对荧光造成太大的漂白影响袁损耗成

像时荧光光强降低基本源于受激辐射损耗过程遥 从

图 4 可以看出院 对比不同时间延迟情况下的剩余光

强比变化袁损耗光脉冲相对于激发光延迟 100 ps 时袁
可获得最佳的损耗效果袁与理论值一致遥

图 4 延迟时间对应剩余光强

Fig.4 Delay time vs residual intensity

2.3 损耗光残留光强

对于 STED 超分辨成像而言袁 为了得到较高分

辨率和信噪比袁 损耗光斑中央的残留光强是很重要

因素之一遥根据理论计算表明袁损耗光中央光强相对

于最大光强每提高 1%袁 则最终系统 SNR 和峰值荧

光强度会降低约 10%遥 一般认为袁 若要得到较好的

STED 超分辨图像袁损耗光中央残留光强不应超过最

大光强的 5%[18]遥 因此袁需要对损耗光进行优化保证

残留光强最小遥
系统中采用圆偏光经过 0~2仔 螺旋相位调制的

方式获得面包圈形点扩散函数袁 除了激光与相位板

的精确对准之外袁入射光的圆偏振度(短轴与长轴的

比值)对残留光强的影响作用也极大袁此处主要是通

过优化偏振态来降低残留光强遥 在物镜入瞳处采用

偏振态测量仪测量入射光偏振态袁 应保证圆偏振度

在 95%以上遥
理论上袁 线偏光经过快轴方向夹角为 45毅的 1/4

波片就可形成圆偏光袁 但是实际情况中袁 由于二色

镜尧透镜和反射面等会引入椭偏性遥 因此袁除了在激

发光与损耗光共光路中使用 1/4 波片外袁 还在两路

光中分别增加了 1/2 波片袁微调偏振方向袁优化偏振

态袁使激光在进入物镜前是较完美的圆偏光遥
为了得到残留光强的实验数据袁 采用直径60 nm

金粒子作为样品袁探测其背向散射光进行扫描成像袁
得到点扩散函数分布如图 5 所示袁 并等到横截面的

光强分布曲线遥实验测量结果可见袁通过优化偏振态

可以得到较好的损耗光残留光强袁比例小于 1%遥

Time delay/ps Residual intensity Bleaching effect

66.7 67.47% 102.15%

73.36 62.09% 100.52%

80.02 58.73% 101.19%

86.68 55.29% 100.95%

93.34 52.34% 100.97%

100 50.20% 99.26%

106.66 52.40% 101.2%

113.32 54.62% 100.51%

119.98 55.02% 101.43%
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图 5 损耗光斑与残留光强

Fig.5 STED spot and residual intensity

3 结果与讨论

3.1 荧光小球超分辨成像

为了证明 STED 成像系统的超分辨能力袁 对直

径为 25 nm 的荧光小球同一区域分别进行共聚焦成

像和 STED 成像袁 成像结果如图 6 所示遥 如方框区

域袁 空间上距离很近的小球在共聚焦成像中区分不

明显袁而相同的小球在 STED 成像下则清晰可辨遥

图 6 直径 25 nm 荧光小球图像

Fig.6 Diameter 25 nm fluorescent microsphere images

系统对荧光小球成像的点扩散函数测量结果如

图 7 所示袁直接测量得到 65 nm 的半峰全宽值袁考虑

图 7 分辨率测量

Fig.7 Resolution measurement

到小球实际尺寸的影响袁根据公式[19]

dresolution= d2
FWHM -d2

size姨 (2)
推算小球直径为 25 nm袁可得到系统的成像分辨率约

为 60 nm 左右遥
3.2 生物样品超分辨成像

STED 显微技术是为了满足生命科学对更高分

辨率的要求袁 为使 STED 成像系统能够真正服务于

生命科学研究袁 在该实验系统上对多种生物样品的

玻片进行了成像实验袁如图 8 所示遥分别对生物样品

如核孔复合物尧微丝和微管进行超分辨成像袁并与共

聚焦成像效果进行对比袁可见超分辨效果明显袁许多

组织结构细节在共聚焦中模糊不清袁 而 STED 成像

则清晰可见遥

图 8 生物样品成像

Fig.8 Biological samples imaging

4 结 论

搭建了一种基于超连续谱皮秒脉冲白激光光源

的 STED 显微系统袁实现了超分辨成像遥 该激光光源
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用于 STED 系统具有集成难度低尧 结构简单尧 功率

高尧漂白效果小等许多优点袁特别适合生物成像遥 文

中详细介绍了系统构成袁 并为了提高成像分辨率和

信噪比袁从精密合束尧脉冲延迟和损耗光残留光强

3个方面袁讨论对该系统进行优化的方法遥
对直径约 25 nm 荧光微球成像实验的原始图像

数据表明院该系统成像分辨率可达约 60 nm袁分辨能

力远远高于衍射极限袁 并且通过一系列图像处理技

术(如反卷积等)袁得到的结果将进一步优化遥 另外袁
系统成功实现了对核孔复合物尧 微管和微丝等一系

列生物样品的超分辨成像袁 共聚焦成像中某些模糊

不清的结构在 STED 成像中清晰可辨遥 在该系统的

基础上袁工程样机的设计工作也已开展遥
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