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基于单分子定位的荧光纳米分辨显微成像中, 系统漂移会使得单分子定位出现额外偏差, 从而使重构图
像的分辨率降低, 造成图像模糊. 因此, 对系统漂移量的控制至关重要. 近年来, 防漂移的方法层出不穷. 本
文针对其中一种利用光学测量原理和引入负反馈的防漂移方法做了系统的研究, 分析了其原理和实现过程,
对整个系统进行了误差分析, 通过实验标定了整个防漂移系统的精度. 该系统可以主动实时地校正漂移量,
实现了显微镜轴向 9.93 nm的防漂移精度. 与现有商用的显微镜自带的防漂移装置相比, 防漂移精度提高了
一个量级.

关键词: 纳米分辨, 四象限探测器, 轴向防漂移
PACS: 87.64.–t, 87.64.M–, 42.30.–d, 42.30.Wb DOI: 10.7498/aps.64.028701

1 引 言

医学和生命科学的发展对显微成像技术的要

求越来越高, 要想观察到细胞内更精细的结构和
细胞内分子的活动, 纳米量级的空间分辨率是前
提条件, 其次还要有足够大的成像深度. 因此, 出
现了很多三维纳米分辨显微成像方法 [1−3], 其中
3D-STORM (three-dimensional stochastic optical
reconstruction microscopy)方法在 2008年就获得
了横向 20—30 nm, 轴向 50—60 nm分辨率的三维
纳米分辨图像 [1]. 3D-STORM是基于单分子定位
的荧光三维纳米分辨显微成像方法, 它是在原有的
STORM超分辨成像方法 [4,5]基础上引入柱面镜像

散 [1]、荧光干涉 [6]、双焦面探测 [7]、双螺旋点扩散函

数等 [8,9]轴向定位方法, 从而实现了三维的纳米分
辨. 这种基于单分子定位的三维纳米分辨显微成

像方法通常都需要采集数千甚至数万幅单分子荧

光图片 [10−12], 而相机的曝光时间一般都在几十毫
秒, 所以采集过程常常需要花费几分钟甚至十几分
钟. 在这个过程中由于系统的不稳定性, 特别是由
于机械不稳定性、温度变化以及物镜自身重力作用

而产生的轴向漂移会引起聚焦面的离焦, 几分钟之
内就可以漂移数百纳米, 这对荧光单分子三维定位
精度的影响很大. 因此, 抑制物镜的轴向漂移, 保
证物镜聚焦面稳定是三维纳米分辨显微成像至关

重要的前提. 目前, 许多商业显微镜公司都为自己
的荧光显微镜开发了防漂移系统, 例如尼康的完
美聚焦 (perfect focus system, PFS)系统 [13], 利用
的是盖玻片界面反射参考光的偏移表征物镜的轴

向漂移量, 用电动位移装置实现校正, 防漂移精度
在 100 nm左右. 这样的防漂移精度远远不能满足
荧光纳米分辨显微成像的需求. 而在实验室, 特别
是在荧光的超分辨实验中, 比较常用的方法是利用
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设置在样品上的纳米颗粒或荧光珠作为基准标记

物 [1,4,14−16], 通过对基准标记物的定位来计算得到
漂移量, 然后在图像处理时引入漂移量校正. 还有
一种方法是互相关的方法 [17] , 通过记录样品不同
焦面的透射光图像, 利用互相关函数获得校正曲
线, 从而获得样品轴向漂移量, 并实时校正. 但前
一种方法需要在样品中加入额外的标记物, 于是系
统的成像参数和器件也要与之匹配, 并且高浓度的
标记物可能会对样品的结构信息产生影响, 实现起
来较为困难. 而后一种方法则需要样品的结构要
足够丰富才能有足够高的精度. Huang等 [1]在三

维纳米分辨成像实验中用到一种简单有效的防漂

移方法, 采用光学方法与四象限探测技术结合测量
漂移量, 并通过压电位移台的负反馈来实现漂移量
的校正. 但其控制漂移量在几十纳米范围内, 需结
合图像处理的方法做进一步高精度校正. 本文针
对这种方法做了系统的研究, 分析了其原理和实现
过程, 给出了整个系统的理论误差, 通过实验验证
了整个防漂移系统的精度, 轴向校正精度达到了
9.93 nm, 省去了用图像处理方法做进一步轴向漂
移校正. 至于横向的漂移问题, 通常可以用后期的
图像处理来解决 [1,18,19], 这里不再赘述.

2 原理与方法

该轴向防漂移系统的功能由漂移量探测和负

反馈校正两个模块共同完成. 首先, 针对荧光超分
辨显微成像系统中的纳米量级漂移, 采用测量精度
高、响应时间快的光学方法进行探测. 即通过引入
参考光, 利用显微镜将轴向漂移转为探测面上光点
的横向漂移并放大 100倍以上, 达到微米量级; 再
用四象限探测器 (quadrant detector, QD)探测光
束横向偏移的大小, 通过换算得到原轴向纳米精度
的漂移量. 然后, 利用装在物镜的纳米级精度的压
电位移装置进行反馈, 使得物镜与样品之间的相对
距离恢复到漂移前的大小. 从而实现主动、实时的
高精度漂移校正.

2.1 漂移量的光学方法探测

荧光单分子图像获取过程中, 系统的轴向漂移
量通常在几十到几百纳米, 探测难度很大. 为此,
我们设计了如图 1所示的光路, 将物镜的轴向漂移
用参考光束的横向偏移量表征, 并利用了显微镜本
身的放大功能将其放大到微米量级. 即在原有的

荧光纳米分辨显微成像系统中引入另一束光, 考虑
到对生物样品的光损伤, 选取了光毒性较小且对原
成像系统无串扰的785 nm近红外激光作为参考光.
测量原理如图 1所示.

A2

A1

P2

P1

s

a b

c d

d

图 1 防漂移测量原理

785 nm的参考光经过双色镜耦合进入光路,
调节入射的参考光光轴与显微镜光轴的偏移量, 当
参考光从物镜出射后到达盖玻片上表面时的入射

角大于等于全内反射角时, 参考光在盖玻片与生物
样品的界面发生全内反射. 当物镜与盖玻片的相对
位置由A1变化至A2时 (纳米量级), 由盖玻片反射
出射的参考光会产生P1到P2的横向偏移. 该偏移
量再经过后续显微镜系统的放大, 进入到QD, 从
而得到放大的偏移量 (微米量级).

光斑在QD上的实际位置与QD各个象限电流
值a, b, c, d有关,

Xp = k
(a+ c)− (b+ d)

a+ b+ c+ d
,

Yp = k
(a+ b)− (c+ d)

a+ b+ c+ d
, (1)

其中k为一常量, 与光斑大小有关. 为了方便计算
和表示, 这里引入一个参量——归一化位置坐标,

X =
(a+ c)− (b+ d)

a+ b+ c+ d
,

Y =
(a+ b)− (c+ d)

a+ b+ c+ d
. (2)

如图 1所示, 光斑只会沿某一方向移动 (以Y

方向为例), 光斑的偏移量可以归一化的表示为

s = Y2 − Y1, (3)

其中, Y1, Y2为P1, P2对应的归一化位置坐标; 物
镜漂移d对应光斑偏移 s, 它们之间的关系可以表
示为, d = f · s, 其中 f为一常数, 与样品折射率和
物镜参数有关.
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2.2 负反馈校正实现全自动实时防漂移

将利用上述方法得到的高精度的漂移量, 再以
负反馈方式返回至物镜位移装置, 即可实现防漂
移. 为了满足荧光三维纳米分辨显微成像对系统稳
定性的要求, 该防漂移系统选用了压电位移装置.
压电位移台具有高精度、高分辨率和响应时间快等

优点. 本系统所用压电位移台是PI公司的P-721
纳米位移台, 配合PI公司的E-709数字压电控制
器, 通过调节PID(比例积分导数控制)参数, 其位
移精度可以小于 10 nm, 响应时间小于20 ms, 为实
现高精度的防漂移功能提供了有利条件.

本系统采用基于Labview的编程控制, 流程如
图 2所示.

QD

QD

Nms QD

图 2 Labview程序控制流程

图 2中, 预置参数为纳米位移台的PID参数和
起点位置; Nms为负反馈的时间间隔, 该参数可以
根据需要调整, 但为了保证压电位移台的稳定性,
负反馈时间间隔的最小值不能小于压电位移台的

响应时间.

2.3 轴向位置校正

在实际应用中, 虽然物镜的漂移量d和QD上
光斑的偏移量 s有明确的对应关系, 但由于样品的

折射率通常是未知的, 而且物镜本身的结构也很
复杂, 因此, 通过直接计算的方法得到实际的漂移
量往往是不可行的. 考虑到漂移量d和光斑偏移量

s之间存在线性关系, 所以本系统选用了轴向位置
校正的方法实测物镜轴向位置与光斑位置之间的

关系曲线, 即校正曲线. 我们以水作为样品进行了
测试. 向单凹载玻片和盖玻片中间注水, 并保证没
有气泡. 所用物镜为数值孔径 1.4的 100倍油浸物
镜. 保持样品面位置固定, 利用压电位移台带动物
镜, 以 50 nm步长沿轴向步进, 物镜每到达一个位
置, QD就读取一个参考光斑的位置. 步进的时间
间隔设置为 30 ms, 保证了压电位移台有足够的时
间稳定下来, 此外, 在这么短的时间内, 物镜的漂
移量可以忽略不计. 以压电位移台读出的物镜实际
位置作为纵坐标, 以QD读出的位置信息 (光斑偏
移方向上的)作为横坐标, 并将得到的这一系列数
据点 (图 3中以小圆圈表示, 这里采样了20个点)进
行线性拟合 (拟合曲线如图 3中的直线所示), 即可
得到系数 f , f为图 3所示直线的斜率. 经过线性拟
合得到直线的斜率为 1.833. 这意味着当QD检测
到参考光斑偏移量 s时, 压电位移台带动物镜移动
−f · s即可实现反馈校正, 因此, f也是反馈系数.

-0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.4
50.0

50.2

50.4

50.6

50.8

51.0

51.2

51.4

/
m
m

图 3 轴向位置校正的线性拟合

2.4 系统误差分析

系统误差主要来源于QD的测量误差 δqd和压

电位移台的位移误差 δmov二者的合成. 由于 δqd,
δmov都是随机误差, 所以整个系统的误差 δsys应当

为

δ2sys = δ2qd + δ2mov. (4)

为了得到整个系统的误差 δsys, 首先要分别
对QD和压电位移台做误差评估. 具体方法是:

028701-3

http://wulixb.iphy.ac.cn
http://wulixb.iphy.ac.cn


物 理 学 报 Acta Phys. Sin. Vol. 64, No. 2 (2015) 028701

1)纳米位移台关闭情况下, 5 s内, 读取QD所测
轴向位置 1000次, 对轴向位置做统计分析, 得到
δqd ≈ 1.582 nm; 2)控制纳米位移台以 50 nm步距
移动 1000步, 读出每一步的位置, 对每一次的实际
相对位移量做统计分析, 得到 δmov ≈ 3.869 nm.
因此, 根据 (4)式估计整个系统的误差 δsys约为

4.18 nm.

2.5 防漂移效果实验验证

我们对防漂移效果进行了实验验证, 系统结构
如图 4所示.

O

S

7
8
0
 n

m
BS

LP

QD

P

TL

F

D M

T

图 4 防漂移系统原理 (其中 LP为准直系统, M为反射
镜, P为可变光阑, BS为分束棱镜, TL为焦距为 300 mm
的透镜; M, P, BS, TL整体固定在位移台T上, 用于调节
光束偏移以产生全内反射; D为双色镜, O为物镜, S表示
样品, F为带通滤光片, QD为四象限探测器)

该系统主要是基于奥林巴斯 IX71倒置荧光显
微镜, 其中物镜为 100×平场复消色差油浸物镜,
数值孔径 1.4. 参考光激光器波长为 780 nm, 功
率 80 mW.所用双色镜 (FP3) 为Chroma 公司的
ZT647RDC.

由于水的折射率与生物样品较接近, 不同生物
样品折射率总会略有差异, 实际实验中只需微调位
移台T 就可实现全内反射. 因此, 为了简单并且具
有参考意义, 我们用水作为样品进行了防漂移效果
的验证测试. 分别记录在不加防漂移和加防漂移的
情况下QD的读数, 并根据校正曲线得到的反馈系
数, 将其换算成轴向漂移量. 采样间隔 1 s, 一共获
取1800个不同时刻的数据,即30 min的数据. 结果
如图 5 (a)所示, 它表明, 在未加防漂移反馈的情况
下, 在 30 min内轴向漂移量高达 2 µm (图 5 (a)中
红色曲线所示); 而加防漂移反馈后, 在30 min内轴
向漂移量大大减小, 对数据进行统计分析后的结果

表明, 此时轴向位置服从高斯统计分布, 标准差为
9.93 nm (如图 5 (b)所示). 以上结果表明该防漂移
反馈系统的引入对于成像系统的稳定性有了很大

改善, 对于基于单分子定位的纳米分辨成像方法来
说, 可以大大减小荧光序列图像获取过程中由漂移
引起的误差, 提高轴向分辨能力. 实验得到的防漂
移精度 9.93 nm略大于前面得到的 δsys, 主要原因
是 δsys是误差分析得到的系统所能达到的最高精

度, 系统的实际精度还与长时间工作的工作环境及
所设阈值有关.
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图 5 (网刊彩色) (a)未加防漂移系统与加防漂移反馈系
统情况下的漂移量对比; (b)加防漂移系统后轴向偏移量
的统计结果

3 结 论

本文对利用光学测量原理和引入负反馈的防

漂移方法做了系统的理论分析和实验验证. 分析了
其原理和实现过程, 给出了整个系统的理论误差;
通过实验验证了整个防漂移系统的精度, 轴向校正
精度达到了9.93 nm, 无需对样品进行改造, 更不受
样品结构影响; 不需要用图像处理方法做进一步轴
向漂移校正, 为荧光三维纳米分辨显微成像创造了
有利条件. 该系统也可用于纳米分辨多分子追踪、
纳米分辨层析成像等实验研究中, 从硬件上解决焦
面稳定性问题. 此外, 由于其具有毫秒级响应时间,
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也可以使观测过程中加试剂或其他人为操作造成

的焦面漂移得以瞬间恢复.
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Abstract
In a fluorescent nano-resolution microscope based on single molecular localization, drift of focal plane will bring an

additional deviation to the accuracy of single molecular localization. Consequently, this will reduce the final resolution
of the reconstructed image and cause image degradation. Therefore, it is vital to control the system drift to a minimum
level as much as possible. In recent years, the anti-drift ways emerged in endlessly. In this paper we made a systematic
study aiming at the method in which optical measurement and negative feedback control are used. The basic principle
and its implementation of the system are analyzed, and possible error is also evaluated. Finally, the precision of the
system is tested experimentally. With this device, axial drift can be detected and corrected automatically in time, and
the axial anti-drift accuracy as high as 9.93 nm can be achieved, which is one order higher than that of the existing
commercial microscopies.
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