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用于大景深三维纳米分辨多分子追踪的衍射光学

元件的设计制备和实验研究*
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发展能实时检测完整细胞内多个生物分子随时空变化的单分子探测和追踪技术,对于研究生命过程的分子机

理具有重要意义.在变形光栅多阶成像和双螺旋点扩散函数成像方法的基础上,基于波前编码的原理,提出将二者

优化结合,获得全新的衍射光学元件,该器件同时具有多重平面成像和双螺旋点扩散函数成像的功能,旨在解决活

细胞内单分子探测和追踪技术中的大景深探测难题.设计和制备了该器件,并基于该器件搭建了显微成像系统,实

验模拟证明该衍射光学元件同时可实现轴向 12 µm的探测范围,与理论设计结果相符合,从而有效扩大了显微镜系

统的景深,证明了设计的可行性.
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1 引 言

细胞是生物体及生命活动的基本单元,对细胞

的深入研究是揭开生命奥秘,改造生命和征服疾病

的关键.细胞参与生命活动的基础是细胞内外大量

的生物大分子相互作用,发展能实时检测多个生物

分子随时空变化的单分子探测和追踪技术,可以加

深人们对这些交互过程的理解,研究生命过程的分

子机理.

近年来, 单分子定位显微术 (single-molecule

localization microscopy, SMLM) 的发展, 如光敏

定位显微术 (photoactivated localization microscopy,

PALM)[1]、随机光学重建显微术 (stochastic optical

reconstruction microscopy, STORM)[2]、荧光光敏定

位显微技术 (fluorescence photoactivation localization

microscopy, FPALM)[3] 等, 利用荧光标记本身的开

关效应,通过稀疏激发、分时成像、质心定位以及

图像合成, 突破了光学衍射极限的限制, 空间分辨

率达到 10—20 nm左右,已经接近或达到了单个生

物大分子尺度,可以真正实现单个生物分子的探测,

使得人们能够在分子水平下对细胞内精细结构、

功能和某些动态过程进行观察,有力地推进了生命

科学等诸多领域的发展 [4−8]. 然而, 要实现细胞内

同时追踪多个分子,这就要求成像手段能在三维空

间以纳米精度快速探测十几微米景深范围内的多

个目标分子 [9]. 目前的单分子追踪 (single particle

tracking, SPT)方法,既可以通过对样品中只包含目

标分子的区域进行局部探测来实现 1 nm精度的荧

光成像 (Fluorescence Imaging with One Nanometer

Accuracy, FIONA)[10],也可以采用宽场成像的方法,

同时实现追踪多个分子. 目前,宽场探测的 SPT方

法主要有图像堆栈 [11]、离焦成像 [12]、用聚焦激光

光束环绕粒子运动 [13]、菲涅耳粒子追踪法 (Fresnel
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particle tracking, FPT)[14]、柱面镜像散法 [15], 双螺
旋点扩散函数法 (double-helix PSF, DH-PSF)[16], 双
层平面探测法 [17]] 等. 虽然, 这些方法已经可以实
现单分子的三维的纳米分辨追踪, 但是, 其成像深
度仅仅为 3 µm左右,而一般来说,完整细胞的厚度
大约有十几微米, 因此, 现有的方法还不能满足多
分子追踪时的大景深要求.
本文提出和发展了一种可对整个细胞范围内

多个分子同时追踪的大景深三维纳米分辨单分子

成像的新方法. 该方法将变形光栅多阶成像和双螺
旋点扩散函数成像结合起来,提高显微镜的成像深
度. 理论和实验研究表明, 利用这一方法建立的纳
米分辨多分子追踪系统,可获得至少 12 µm的成像
深度.

2 原理与方法

2.1 双螺旋点扩散函数

DH-PSF 是一种三维光学响应, 具有随离焦
量不断旋转的圆形不对称横截面轮廓. 实现 DH-
PSF的主要方法是通过位于拉盖尔高斯 (Laguerre-
Gauss, LG)模式平面上特定直线上的 LG模式的线
性叠加 [16]. LG光束模式为 [18,19]

un,m(r) = G(ρ̂, ẑ)Rn,m(ρ̂)Φm(ϕ)Zn(ẑ), (1)

式中 r = (ρ,ϕ ,z)为空间点的柱坐标, p̂ = ρ/ω(ẑ)是
高斯光斑的径向坐标, ω(ẑ) = ω0[1+ ẑ2]1/2, ω0 为束

腰半径, ẑ = z/z0纵向坐标, z0 = πω2
0/λ 为瑞利长度,

un,m(r)的组成为

G(ρ̂, ẑ) =
ω0

ω(ẑ)
exp(−ρ̂2)exp(iρ̂2ẑ)

× exp[−iψ(ẑ)], (2)

Rn,m(ρ̂) = (
√

2ρ̂)|m|L|m|
(n−|m|)/2(2(ρ̂

2), (3)

Φ(ϕ) = exp(imϕ), (4)

Zn(ẑ) = exp[−inψ(ẑ)], (5)

式中 ψ(ẑ) = arctan(ẑ)为古伊相位, L|m|
(n−|m|)/2 为广义

的拉盖尔多项式,整数 n,m应当满足

n = |m|, |m|+2, |m|+4, |m|+6, · · · (6)

例如,将 LG模式 (m,n)中的 (1,1), (3,5), (5,9),
(7,13), (9,17) 进行等权重叠加, 形成一个新的光场
分布函数,即双螺旋旋状光束 (图 1(a)). 基于 LG函
数的傅里叶变换不变特性, DH-PSF与其傅里叶变
换也具有相同的函数形式. 我们之所以能用 DH-
PSF获得目标的轴向位置是由于离焦量与 DH-PSF
旋转角度成正比,而其旋转速度与 LG模式平面上
所选取的直线斜率成正比, 在聚焦区速度最大 (图
1(c)). 一个 DH-PSF系统是在标准成像系统的傅里
叶平面处引入一块特殊设计的相位板,此相位板使
系统的点扩展函数变成双螺旋点扩散函数,并且它
呈现了两个围绕着光轴旋转的旁瓣.利用 DH-PSF
对单分子进行三维纳米定位的主要原理是,分子的
横向位置通过两个旁瓣的中点来估计,而其轴向位
置则根据两个旁瓣中心连线的旋转角度 (图 1(b))
来确定 [20].
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图 1 DH-PSF (a) DH-PSF的强度与相位分布; (b) DH-PSF两个旁瓣的旋转角度与 Z 轴位置的关系曲线图举例; (c) DH-PSF在不同轴
向位置处的图形
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2.2 变形光栅

变形光栅 (图 2) 实质上是一个离轴的二元相
位菲涅耳波带片, 一方面, 它具有普通光栅的分光
作用,通过衍射使入射光按不同的衍射级次方向分
束传播;另一方面, 它也具有菲涅耳波带片的透镜
作用, 在不同的衍射级上引入不同的透镜效应. 基
于光栅衍射原理,其在不同衍射级次上引入的二次
相位因子为 [21]

ϕm(x,y) = m
2πW20

λR2 (x2 + y2), (7)

式中, R 为光栅的孔径半径; m 为光栅衍射级次,

W20 =
R2

2m fm
表示光栅散焦能力的量, 是散焦的标

准系数, fm 为不同衍射级次上等效透镜的焦距.
当变形光栅与短焦距透镜 f 密接组合使用时,

短焦距透镜提供主要的聚焦能力,其复合系统的焦
距 fc 为

fc =
f R2

R2 +2 f mW20
. (8)

从上式可以看出,在 ±1级衍射光轴上,变形光
栅对透镜聚焦能力进行微调,使得透镜在 ±1级衍
射光方向上具有不同的焦距,分别稍短于和稍长于
透镜焦距. 短焦距透镜的焦平面在 ±1级衍射光焦
平面的中间位置,因此变形光栅能够将不同深度的
物体成像在同一像平面上的不同区域,其成像原理
如图 3所示. 因此, 变形光栅在波前曲率传感、粒
子追踪等方面具有广阔的应用前景.

2.3 基于波前编码技术的相位板设计理论

波前编码一般是通过设计一个或多个相位掩

模来创建诸如透镜之类的光学组件.基于波前编码
技术, 我们可将 DH-PSF 与变形光栅相组合, 形成
一个新的相位模板,该相位模板同时具有多焦面成
像和 DH-PSF的功能.相位模板的相位函数:

ϕh = ϕdb +ϕg, (9)

式中, ϕdb选择 LG模式中的 (1,1), (3,5), (5,9), (7,13),
(9,17)模式等权重叠加形成双螺旋旋转光束的傅里
叶变换的相位作为初始值,然后通过优化 [22],获得
高效率的双螺旋光束复振幅分布. ϕg 为方程 (7)所
描述的变形光栅的相位形式. 相位片可采用微光学
元件的加工方法制作或者直接利用空间光调制器

(SLM)来实现. 将此相位片用于如图 5所示的光路
中,使其 0级及 ±1级衍射图像来自样品的不同深

度, 并成像于同一像面上不同的横向位置, 从而可
以用同一个探测器在一次曝光过程中同时实现样

品不同深度处的多焦平面并行成像,将光学成像系
统的有效景深扩展至传统的三倍. 此外, 每一级衍
射又具有双螺旋点扩散函数的性质,可以实现对约
4 µm 厚度范围内的分子进行纳米定位. 因此上述
复合元件和系统可同时对多个分子进行多重平面

的双螺旋成像, 扩大了成像深度, 提高了单分子的
定位精度, 可以在不改变成像光路的条件下, 对完
整细胞深度范围内任意位置的分子进行纳米定位.

图 2 变形光栅示意图

A    B     C

A

B

C

图 3 变形光栅成像原理示意图

3 实验及结果

为了验证该方法的有效性, 基于上述理论基
础, 我们设计了该复合相位片, 首先, 实现双螺旋
点扩散函数功能的相位 ϕdb 通过选择 LG 模式中
的 (1,1), (3,5), (5,9), (7,13), (9,17) 模式等权重叠加
形成双螺旋旋转光束的傅里叶变换的相位作为初

始值, 然后通过双螺旋点扩散函数在空域、频域
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和 LG 模式面等三个不同域中进行约束优化, 利
用相位恢复算法获得高效率的双螺旋光束相位分

布 [16,22], 其次, 实现变形光栅功能的相位 ϕg 选择

方程 (7)所描述的变形光栅的相位形式, 最终将二
者组合即可实现如图 5 所示器件的相位函数, 在
此基础上, 借用微细加工手段在融石英基底上制
备了该复合相位片, 相位片的设计加工参数如下,
通光直径 D = 5 mm,像素大小 ∆ = 15 µm,像素数
336× 336, 工作波长 λ = 670 nm, 双螺旋点扩散函
数中双螺旋点旋转 180◦ 对应的轴向距离范围为
4 µm, 结合变形光栅, 则复合相位片的整个轴向探
测范围为 12 µm. 为了测试相位片的性能, 我们搭
建了相应的成像显微系统 (图 6) 并进行了相关验
证实验. 实验中采用数值孔径 NA 为 1.4 的 100×
油浸物镜,管镜焦距 180 mm,一组焦距 180 mm透
镜 L1, L2 构成的 4 f 系统, 在 L2 透镜前焦面即 4 f
系统傅里叶面放置复合相位片, 在 4 f 系统的最后
焦面上的不同位置形成 0级和 ±1级衍射双螺旋点
扩散函数. 我们利用波长 670 nm的半导体激光器
通过空间滤波器后形成点光源,该点光源经过上述

系统成像到 CCD上. 将显微物镜置于一维纳米微

位移平台上,通过移动微位移平台以得到不同位置

处点光源产生的双螺旋点扩散函数的分布,如图 7

所示. 由实验结果可以看出,复合相位片同时实现

了变形光栅和双螺旋点扩散函数的功能,点光源在

轴向不同位置时, 成像在探测器的不同区域, 而且

在每个区域都以双螺旋点扩散函数的形式呈现,实

现了 12 µm的成像探测范围,与理论设计结果相一

致. 在此基础上, 我们可结合基于 DH-PSF 的单分

子定位算法 (如双高斯拟合算法),拟合出该点光源

的横向位置 (x, y);基于 DH-PSF中两个旁瓣的中心

连线的旋转角度来确定点光源的轴向位置 z, 精度

可达 ±10 nm左右 [20]. 因此,我们如将上述衍射光

学元件与高灵敏探测器 (EMCCD)和高亮度荧光探

针 (半导体聚合物量子点)[23]相结合,再结合荧光分

子的稀疏激发策略, 使目标分子稀疏分布, 就可实

现对完整细胞内的多个分子同时进行追踪,而且不

需要移动任何元器件,这是目前的单分子追踪方法

所不能做到的.

图 4 理论设计和实际加工的复合相位片

图 5 基于复合相位片的大景深三维纳米分辨荧光显微成像探测系统
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图 6 点光源处于轴向不同位置时的成像结果

4 结 论

在变形光栅多阶成像和双螺旋点扩散函数成

像方法的基础上, 基于波前编码原理, 将二者相结
合, 获得全新的衍射光学元件, 该器件同时具有多
重平面成像和双螺旋点扩散函数的成像性质,理论
和实验结果表明,利用这一方法建立的纳米分辨荧
光显微成像系统, 成像深度可达 12 µm, 大大改善
了已有超分辨成像技术的景深范围,解决了多分子

定位中的大景深探测难题,为实现完整细胞内多个
生物分子随时空变化的探测和追踪提供一条技术

途径,既可获得细胞内任意深度亚细胞的动态结构
图像, 又可获得多个运动分子的动态功能图像, 对
于研究生命过程的分子机理具有重要意义.
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Abstract
The development of real-time single-molecule detection and tracking technology in time and space for multiple bio-molecules

in intact cells has important significance for the study on molecular behaviors in life processes. However, limited depth of field is
the main drawback of conventional microscopy that prevents observation and tracking of multiple molecules in intact cells. Based on
the principle of wavefront coding, the design and fabrication of a novel diffractive optical element (DOE) which combines a distorted
diffraction grating with a double-helix point spread function (PSF) phase plate so that it can simultaneously perform multi-plane
imaging with double-helix PSF and realize an extended depth of field is presented. Experiments have been carried out on a self-built
microscopic system based on the novel DOE, showing that a depth of field can be up to 12 µm. Experimental results are in good
agreement with the theoretical predictions, thus proving the feasibility of this method.
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