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专题: 电磁波衍射极限

结构光照明显微中的偏振控制∗
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结构光照明显微 (structured illumination microscopy, SIM)作为一种宽场超分辨光学显微成像技术, 具
有成像速度快、光漂白和光毒性弱等优点, 是目前主流超分辨成像方法之一. 在 SIM技术中, 正弦强度分布
的条纹结构光场的对比度决定了 SIM超分辨图像的质量. 低的条纹对比度将导致样品中超衍射极限的高频
信息被噪声掩盖, 从而无法解析出超分辨信息. 结构照明入射光的偏振态调控决定了干涉条纹的对比度, 是
SIM的关键技术. 鉴于此, 本文总结对比了几种典型的SIM 系统偏振控制方法, 同时提出了一种使用零级涡
旋半波片的偏振控制方法. 实验证明, 与其他方法相比, 采用零级涡旋半波片法可以获得更高效的偏振控制
效果, 具有系统结构简单、易使用、可将光能利用率提升到接近 100%的优点.

关键词: 结构光照明显微, 超分辨, 偏振控制, 零级涡旋半波片
PACS: 87.64.M–, 87.64.kv DOI: 10.7498/aps.66.148704

1 引 言

自十七世纪荷兰人列文虎克发明光学显微

镜以来, 光学显微镜一直是研究活细胞生命现象
的主流方法. 这一发明极大地推动了人类文明
的进程, 将人类的观察视野由宏观世界延伸至微
观领域. 然而, 传统光学显微镜的空间分辨率受
到光学衍射极限的限制, 空间分辨率最高只能达
到大约半个波长, 故而对低于 200 nm的细节信
息无能为力, 制约了其在亚细胞水平观测中的应
用 [1−3]. 以无损光学成像进一步探索生命活动的
构想似乎在阿贝的预言下戛然而止. 然而近几十
年伴随着荧光探针技术的发展, 提出了一系列超
分辨光学显微成像方法, 使得光学显微镜的空间
分辨率突破了阿贝极限. 其中最具代表性的技术
包括受激发射损耗显微技术 (stimulated emission

depletion microscopy, STED) [4,5]、光激活定位显

微技术 (photo-activation localization microscopy,
PALM) [6,7]、随机光学重构显微技术 (stochastic
optical reconstruction microscopy, STORM) [8,9],
结构光照明显微技术 (structured illumination mi-
croscopy, SIM) [10−12]等. 在这些技术的推动下, 超
分辨显微镜已经可以观察纳米尺度范围内的生物

体结构及其变化过程, 为现代生物学提供了强有力
的研究工具, 将相关领域的研究推向了新的高度.

由于SIM是成像速度最快的超分辨成像技术,
自该技术出现伊始, 就受到了国内外的广泛关注.
SIM技术最初由Heintzmann和Cremer [10]于 1999
年提出, 通过将光栅经由物镜投影在样品上产生的
正弦强度分布的条纹结构光场, 利用四步相移法
重构超分辨图像, 得到近 100 nm空间分辨率的超
分辨图像. 在此基础上, Gustafsson等 [11]于 2000
年采用三步相移法进一步提高了SIM 的时间分
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辨率. 随着研究的深入, SIM技术也得到进一步
的改进与拓展. 2008年, Schermelleh 等 [13]使用三

光束干涉, 成功地记录到细胞核膜上核孔复合体
的精细三维结构, 其横向分辨率达到 100 nm, 纵
向分辨率 200 nm. 同年, Shao等 [14]使用六光束

干涉并结合非相干光干涉照明干涉成像显微技术

(incoherent interference illumination image inter-
ference microscopy, I5M), 实现了纵向及横向空间
分辨率均为 100 nm的三维结构光照明显微, 使得
从三维上精确定位细胞内部各种细胞器及观测活

体细胞内的活动及反应成为可能. 线性SIM最大
可以将光学显微系统的空间分辨率提高一倍. 2005
年Gustafsson [15]利用荧光分子的非线性响应, 进
一步将空间分辨率提升至 50 nm. Li等 [16]于 2015
年使用铁电液晶空间光调制和相位延迟器提升了

SIM 的时间分辨率, 他们对细胞内吞作用和细胞骨
架动力学的研究极大地推动了SIM在生物学领域
的应用.

以线性SIM为例, 将其超分辨成像原理概述
如下. 显微物镜的空间分辨率取决于它能采集到

的最大空间频率 f0 = 2NA/λ (其中NA是物镜的

数值孔径). 当样品包含的高频信息 f > f0 时, 将
难以分辨样品的细节. 如果使用空间频率为 f1的

正弦条纹结构光照明样品, 则会产生空间频率为
fm = |f − f1|的低频莫尔条纹 (Moiré fringes). 莫
尔条纹实际上是样品与结构光的拍频信号, 它包含
有样品超衍射分辨的高频信息 f. 当 fm < f0时, 可
以在显微物镜下观察到莫尔条纹, 通过解码, 可以
提取出样品的超分辨率信息, 进而重构出样品的高
分辨率图像. 为保证结构光照明显微系统光学传递
函数 (OTF)的各向同性, 实验中需要旋转照明光场
在多个方向上对称地对样品照明. 通常在每一个
成像平面旋转3个位置, 两两夹角 60◦, 如图 1所示.
从频域来看, 结构光照明拓展了显微系统的OTF
从 f0提高到了 f0+f1. 因此 f1越大, SIM显微的空
间分辨率就越高. 但是结构照明光场的空间频率 f1

同样受衍射极限限制, 即 f1 6 f0, 所以线性SIM显
微技术至多可以将光学显微系统的空间分辨率提

高一倍.

(a) (b) (c)

k0

k0

图 1 (a)普通宽场频谱; (b)单一频率方向结构光扩展了这一方向的频谱; (c) 三个方向结构光得到近各向同性的频谱
Fig. 1. (a) Wide-field spectrum; (b) extended spectrum with single frequency direction; (c) extended nearly
isotropic spectrum with three frequency directions.

产生高空间频率正弦强度分布条纹结构光场

是SIM的核心. 大多数的结构光照明显微系统都
使用线偏振的激光束照明衍射光栅或者空间光调

制器产生±1级衍射光, 再将两束衍射光干涉产生
周期性正弦干涉条纹照明样品. 改变干涉条纹的
相位和旋转方向需要通过电控平移台和旋转台移

动衍射光栅来实现, 这将不可避免地带来机械振
动并降低系统的时间分辨率. 因此目前大多数的
SIM 系统都采取液晶空间光调制器 (spatial light
modulator, SLM)代替衍射光栅的方案, 通过编程
控制SLM上加载的光栅结构可以实时改变正弦干
涉条纹的旋转方向和相位, 整个显微系统的时间分
辨率和稳定性都得到了极大的提高. 实验中双光束

干涉条纹的对比度受两束光偏振态影响, 只有在线
偏振入射光偏振方向与条纹方向呈特定角度时条

纹对比度才能达到最高. 为保证结构光照明显微系
统OTF的各向同性, 需要改变条纹光场对称地照
明样品. 因此在实验上必须同步控制入射线偏振光
的偏振方向与加载在空间光调制器上的光栅方向,
使二者始终保持平行.

本文针对几种典型的SIM偏振控制方法进行
了对比, 同时提出了一种使用零级涡旋半波片的偏
振控制方法. 实验证明零级涡旋半波片法可以对
SIM系统进行更高效的偏振控制, 并具有操作简单
和光能利用率高等优点.
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2 理论分析

2.1 偏振方向对干涉条纹对比度的影响

我们首先理论分析干涉条纹对比度与入射光

偏振方向的关系, 模拟因偏振引起的条纹对比度变
化对最终超分辨图像重构质量的影响.
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图 2 双光束干涉示意图

Fig. 2. Sketch of two beam interference.

如图 2所示, 为了简化问题, 设强度相同、关于
z轴对称入射的两束相干平面波在空间xz平面相

干叠加, 其电场复振幅矢量分别为:

E1 = e1 exp(ik1 · r), (1)

E2 = e2 exp(ik2 · r), (2)

其中e1, e2分别表示E1, E2 振动方向的单位矢量;
k1, k2是波矢, |k1| = |k2| = k = 2π/λ; r是位矢.
设ϕ表示k与 z轴夹角, ϕ ∈ (0,π/2); θ为e与xz平

面夹角, θ ∈ (0,π); ex, ey, ez分别为x, y, z轴的单

位方向矢量. 则有

E1 = (cos θ cosϕex + sin θey + cos θ sinϕez)

× exp
[
i 2π
λ
(−x sinϕ+ z cosϕ)

]
, (3)

E2 = (cos θ cosϕex + sin θey − cos θ sinϕez)

× exp
[
i 2π
λ
(x sinϕ+ z cosϕ)

]
. (4)

当两束光发生干涉时, 由光波的叠加原理可知干涉
场的复振幅分布为

E = E1 +E2

= 2 cos
(2π
λ
x sinϕ

)
cos θ cosϕ exp

(
i 2π
λ
z cosϕ

)
ex

+ 2 cos
(2π
λ
x sinϕ

)
sin θ exp

(
i 2π
λ
z cosϕ

)
ey

− 2i sin
(2π
λ
x sinϕ

)
cos θ sinϕ

× exp
(

i 2π
λ
z cosϕ

)
ez. (5)

所以, 干涉场的光强分布为
I = |E|2

= 4(cos2 θ cos 2ϕ+ sin2 θ) cos2
(2π
λ
x sinϕ

)
+ 4 cos2 θ sin2 ϕ, (6)

其中干涉条纹周期d =
λ

2 sinϕ
, 两光束夹角ϕ越大,

条纹周期 d越小, 能采集到的高频成分频率越高,
超分辨效果越好. 干涉条纹对比度m与偏振方向

角 θ及双光束夹角ϕ的关系可以根据 (6)式计算:

m =
Imax − Imin
Imax + Imin

=
∣∣sin2 θ + cos2 θ cos(2ϕ)

∣∣ , (7)
其图像如图 3所示.

...
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图 3 干涉条纹对比度随偏振方向及双光束夹角的变化规律

Fig. 3. The variation of the interference fringe contrast
with different polization angles and the cross angle be-
tween the two beams.

可以看出, 当双光束偏振方向角 θ = 90◦, 即
垂直于光束平面xz, 亦即为 s偏振时, 干涉条纹具
有最大对比度. 而对于双光束夹角接近 180◦, 如
2ϕ = 159◦时, 当双光束偏振方向平行于光束平面
xz时 (即为p偏振时), 干涉条纹也可以接近最大对
比度, 而其他偏振方向条纹对比度则逐渐下降. 因
此为了获得更高的条纹对比度, 就必须对偏振方向
进行控制, 以实现高质量的超分辨图像重构, 一般
都将双光束偏振方向调制为 s偏振, 即在xy观察平

面内看, 偏振方向与干涉条纹方向一致.

2.2 条纹对比度对重构图像的影响

目 前, 常 用 的 SIM图 像 重 构 算 法 包 括
Shroff等 [17]提出的POP (phase of peaks)算法,
Wicker [18]提出的ACR (auto-correlation recon-
struction)算法, Zhou 等 [19]提出的 IRT (image re-
combination transform)算法. 在不同的条纹对比
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度下, 三种算法分别呈现不同的图像重构效果. 下
面就这三种算法在不同条纹对比度情况下的重构

结果进行对比.
模拟中为了与实验条件匹配, 设置物镜的数

值孔径为 1.49, 浸油折射率为 1.515, 同时, 考虑到
SIM系统中常选用高灵敏度的 sCMOS相机作为探
测器, 设探测器分辨率为 2048 × 2048像素, 像素
大小为 6.5 µm. 如图 4 (a)所示, 选用分辨率渐变
的USAF1951分辨率测试板作为测试目标, 该分辨
率板空间频率在中心处达到最高, 往外缘呈逐级
减小趋势. 在波长为 500 nm时, 模拟系统的衍射
极限为 168 nm. 当条纹频率增至衍射极限时, 算
法估测误差将显著增大, 且精度受到噪声干扰, 因
此模拟中加载的条纹周期为 170 nm, 并使用高斯
噪声模拟退化图像. 模拟重构图像结果如图 4所

示, 其中图 4 (a)为宽场结果. 在图 4 (b)—图 4 (d)
中, 当m = 0.01时, 由于高频信息被淹没在噪声中,
三种算法均失效, 无法提供重构结果. 在图 4 (e)—
图 4 (g) 中, 当m = 0.1时, POP和ACR算法可以
辨认出分辨率板上的图案, 但是由于伪影存在, 不
能提供真实可靠的细节信息, 而 IRT算法已经可以
得到良好的重构结果. 在图 4 (h)—图 4 (j)中, 当条
纹对比度m = 0.5时, 三种算法均可以得到较好的
重构图像, 并且没有伪影产生. 由此可见, 对于不
同的SIM 图像重构算法, 高的条纹对比度是获得
高品质图像的必要条件. 而偏振方向的变化将影响
条纹对比度进而影响最终的图像重构质量, 因此,
为了得到高质量的超分辨结果, 就必须对系统进行
偏振控制.

500nm

m/⊲

m/⊲

m/⊲

POP

(b) (c) (d)

(e) (f) (g)

(h) (i) (j)

500 nm

ACR IRT

(a)

图 4 三种算法在不同条纹对比度情况下的重构结果对比 (a) 普通显微镜结果; (b)—(d) m = 0.01重构结果;
(e)—(g) m = 0.1重构结果; (h)—(j) m = 0.5 重构结果

Fig. 4. Comparison of reconstructed images of the simulated object by using three algorithms at different
fringe contrast: (a) Wide-field; (b)–(d) reconstructed images with m = 0.01; (e)–(g) reconstructed images
with m = 0.1; (h)–(j) reconstructed images with m = 0.5.

3 结构光照明显微中的几种偏振控制
方法

由于条纹对比度是SIM重构超分辨图像的重
要参数, 而上文的模拟显示干涉光束的偏振态决定
了干涉条纹的对比度. 这里选取具有代表性的 3种
方法, 对SIM技术中的偏振控制方法进行详细介绍
与对比.

3.1 相位延迟器法

在早期Gustafsson等机械式地旋转和平移衍
射光栅的方式来控制干涉条纹的相位和方向时,

需要在光路中加入一个可以同步旋转控制的半

波片来实现双光束的偏振态的同步控制. 然而机
械转动的半波片已经无法满足高速成像实验对

系统的速度与稳定性的要求. Kner等 [20] 在SIM
系统中使用铁电液晶SLM时, 同时还使用了一
对铁电液晶相位延迟器 (ferro-electric liquid crys-
tal phase retarders, FLC)进行光束的偏振控制 (如
图 5 (a)所示). FLC由充满液晶分子的透明液晶
盒组成, 液晶分子在未加电压的情况下, 其快轴
方向竖直, 对入射光束产生的相位延迟量为 0. 加
载一定电压后, 液晶分子快轴方向将会旋转 45◦,
FLC对入射光束产生的相位延迟量和外加电压
大小相关.

该系统的偏振控制原理如图 5 (b)所示, 其中
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红色箭头表示系统中各个位置处激光的偏振方向,
蓝线代表两个FLC和一个 1/4波片 (QWP)的快轴
方向. 入射光依次通过两个FLC和一个 1/4波片,
控制两个FLC的相位延迟量为λ/3, 即每一个FLC
相当于一个快轴方向可变的1/3波片. 如图 5 (b)第
一行所示, 当所需条纹方向为0◦时, 两个FLC均不

加载电压, 则入射光没有旋转, 出射光即为垂直偏
振. 如图 5 (b)第二行所示, 当所需条纹方向为 60◦

时, 则第一个FLC不变, 第二个加载电压, 出射光
即为 60◦线偏振. 如图 5 (b)第三行所示, 当所需条
纹方向为−60◦时, 则两个FLC都加载电压, 出射
光为−60◦线偏振.

(a) (b)

FLC1 FLC1 QWP

Pattern 
orientation

In FLC1 
ret. λ/3

FLC2 
ret. λ/3

QWP
ret. λ/4

Out

0O

60O

-60O

0O

60O

-60O

图 5 (a)相位延迟器法装置示意图; (b)使用三个相位延迟器对光束进行偏振控制的示意图 [20]

Fig. 5. (a) Schematic of polarization control by using phase retarders; (b) process of polarization control by
using three phase retarders [20].

FLC最大的优点在于可以快速 (<100 µs)准确
地对光束偏振方向进行调制. 然而由于其变化过程
需要编程控制, 并需要同空间光调制器等器件进行
同步, 使得系统的复杂度增加. 另外, 由于需要使
用两个FLC, 实验系统的总透过率将小于90%.

3.2 分区偏振片法

为了解决FLC操作复杂的问题, 2014年
Förster等 [21]设计了一个特殊的分区偏振片 (seg-
mented polarizer), 其结构如图 6所示. 该分区偏
振片是一个无源器件, 由 12个偏振片胶合而成, 其
中每一个小扇形代表一块偏振片, 其偏振透光轴
方向如箭头所示. 实验时将由SLM衍射得到的两
束线偏振光通过 1/4波片调制为圆偏振光, 当两束
圆偏光沿图 6中所示两个相同颜色的圆斑位置入
射分区偏振片时, 出射线偏光的偏振方向可以调
制为圆斑内箭头所指的偏振方向, 并且与两光束
的干涉条纹方向平行, 从而实现SIM系统的偏振
控制.

分区偏振片的优点在于其本身为无源器件, 调
整好光路后不需要加入额外的同步控制, 从而简化
了SIM系统的操作. 然而由于入射的圆偏光经过
分区偏振片后, 理论上将损失 50%的光强, 如果再

考虑到偏振片材料的吸收特性, 该方法的能量利用
率将小于50%.

图 6 分区偏振片结构示意图 [21]

Fig. 6. Methord of polarization control by using seg-
mented polarizer.

3.3 零级涡旋半波片法

针对前两种偏振调制技术的不足, 本文提出
了一种使用零级涡旋半波片进行偏振控制的方

法. 零级涡旋半波片 (zero-order vortex half-wave
retarder, VHR)是一种非均匀半波片, 其快轴方向
并不惟一, 图 7中的单箭头方向为该位置处半波片
的快轴方向. 图 8是使用VHR 进行偏振控制的原
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理示意图, 如果需要产生方向如图 8 (d)所示的干
涉条纹, 首先将两束入射线偏光的偏振方向调节为
图 8 (a)双箭头所示垂直方向, 红色圆斑为两光束
的入射位置, 图 8 (b)中的单箭头代表零级涡旋半
波片的快轴方向. 当两光束通过VHR调制后, 出射
光的偏振方向为图 8 (c)中红色圆斑位置处的双箭
头方向, 即为所需的偏振方向. 同理, 其余两个方
向的偏振控制原理如图 8 (e)—(l), 从而实现了SIM
偏振控制.

在能量利用率方面, VHR透过率与普通半波
片类似, 几乎没有能量损失, 理论上接近 100%, 从
而大大提高了系统的能量利用率. 同时VHR与之
前的分区偏振片一样, 都是无源器件, 不需要像液
晶相位延迟器一样进行同步控制, 可以简化SIM
系统.

由以上分析可知, 三种偏振控制方法均可对光
束进行偏振控制, 具体比较结果列于表 1 . 可以看

出, 零级涡旋半波片法在系统复杂度和能量利用率
方面有着明显的优势.
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图 7 零级涡旋半波片快轴方向分布示意图

Fig. 7. Distribution of the fast axis orientation of the
zero-order vortex half-wave retarder.

(e) (f) (g) (h)
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图 8 零级涡旋半波片偏振控制过程示意图

Fig. 8. Scheme of polarization control by using the zero-order vortex half-wave retarder.
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表 1 不同偏振控制方法的比较

Table 1. Comparison of different polarization control
methods.

方法 系统复杂度 能量利用率/%

相位延迟器法 高 <90

分区偏振片法 低 <40

零级涡旋半波片法 低 >97

4 实验结果

为了验证零级涡旋半波片的效果, 我们搭建
了如图 9所示的SIM实验系统. 波长 532 nm激
光器发出的水平线偏振光, 通过偏振分光棱镜
(PBS)和半波片, 垂直入射铁电液晶空间光调制
器 (2048 × 1536 pixels, QXGA-3 DM, 英国Forth
Dimension Displays公司). 利用Wen等 [22]编写的

程序计算衍射光栅图像, 并加载到空间光调制器
上. 经空间光调制器衍射的光原路返回, 再次通
过半波片并由PBS反射进入后续光路. 其中偏
振分光棱镜、半波片和铁电液晶空间光调制器共

同作用, 相当于入射激光照射一个相位型衍射光
栅 [20],产生的垂直偏振±1级衍射光进入透镜1 (焦
距 500 mm). 实验中使用一个空间滤波器阻挡零
级光, 保留±1级衍射光通过. ±1级衍射光经过

零级涡旋半波片改变偏振态后, 再通过透镜 2 (焦
距 175 mm)和透镜 3 (焦距 125 mm) 组成的共焦
系统进入显微物镜 (100×, NA = 1.49, 日本Nikon
公司), 两衍射光在物镜的焦平面附近上形成干涉
条纹, 激发样品产生荧光. 荧光信号由物镜收集
后通过二向色镜反射, 经过筒镜, 由 sCMOS相机
(2048 × 2048 pixels, ORCA-flash4.0, 日本滨松公
司)采集图像.

图 9 使用零级涡旋半波片法进行偏振控制的 SIM系统实验光路图
Fig. 9. Experimental setup of the interference-type structured illumination microscope by using the zero-
order vortex half-wave retarder for polarization control.

我们首先测试了偏振调制对作用在样品上的

结构光干涉条纹对比度的影响. 在这个实验中, 为
了调制±1级衍射光的偏振方向, 将实验光路中的
VHR换为一个半波片. 实验以牛肺动脉内皮细胞
(bovine pulmonary artery endothelial, BPAE)为

测试样品, 并选取了方向分别为 0◦, 60◦和−60◦的

条纹光场进行照明. 为了更好地展示偏振控制对
条纹对比度的影响, 设置条纹的周期约为 300 nm.
图 10显示了不同条纹方向下偏振方向对条纹对
比度的影响. 其中图 10 (a), (d), (g)为 0◦条纹时,
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条纹对比度随着偏振方向 θ 角的增大而增加, 当
θ = 90◦, 即偏振方向为 s偏振时, 系统可获得最大
的条纹对比度. 图 10 (b), (e), (h)为条纹方向 60◦

的情况; 图 10 (c), (f), (i) 为条纹方向−60◦的情况.
可见, 使用零级涡旋半波片对偏振方向进行调制,
保证了偏振方向始终为 s偏振, 从而可获取最大的
条纹对比度.

接下来我们使用直径 40 nm荧光小球对
SIM系统进行了分辨率标定, 结果如图 11所示.

图 11 (b)—图 11 (d)是两个近邻的小球成像结果.
可以看出, 在SIM下可以分辨的两个小球, 由于两
球相距 180 nm, 小于衍射极限, 普通宽场下无法区
分. 同时, 我们还测量了单个荧光小球的半高宽,
如图 11 (e)—图 11 (g)所示, 虚线表示普通宽场结
果, 其半高宽为 240 nm, 略大于衍射极限 220 nm;
实线表示SIM超分辨结果, 半高宽为108 nm, 比宽
场结果分辨率提升一倍, 实现了SIM技术可以达到
的2倍分辨率提升效果.

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

(g) (h) (i)

1 µm

θ=45O

θ=60O

θ=90O

-60O0O 60O

图 10 偏振方向对于不同方向条纹对比度的影响 对于 0◦, 60◦和−60◦三个不同方向的条纹, 偏振方向对样品上
产生的干涉条纹对比度的影响: (a)—(c) θ = 45◦, (d)—(f) θ = 60◦, (g)—(i) θ = 90◦

Fig. 10. Comparison of the interference fringe contrast at different polarization directions. For different
fringe orientations of 0◦, 60◦ and −60◦, the variation of fringe contrast with the polarization directions:
(a)–(c) θ = 45◦; (d)–(e) θ = 60◦, (g)–(i) θ = 90◦.

为了检验系统对生物样品的成像分辨能力,
我们分别对大肠杆菌和人视网膜色素上皮细胞进

行拍摄. 图 12是对大肠杆菌进行的超分辨成像结
果. 样品由Syto-64标记荧光, 并吸附于经过poly-
L-lysine处理后的盖玻片上. 其中图 12 (a)左半边
为普通宽场图像, 右半边为SIM超分辨结果, 可以

清楚地看出, 相对于宽场成像, 我们的装置对图像
分辨率有很大提升. 图 12 (b)和图 12 (c)是图 12 (a)
中虚线方框部分放大结果, 图 12 (d)为图 12 (b)和
图 12 (c)中直线标记位置的归一化强度分布, 相对
于虚线表示的宽场图像结果, 实线表示的超分辨结
果可以观察到大肠杆菌细胞质的分布变化.
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图 11 直径 40 nm荧光小球超分辨结果 (a)结构光照明显微结果; (b)—(d)两个相邻小球的局部放大以及强度分
布对比; (e)—(g)单个小球局部放大以及半高宽测量对比
Fig. 11. Super-resolution image of 40 nm-diameter fluorescent beads: (a) SIM; (b)–(d) zoom-in of two beads
and measurement of normalized intensity; (e)–(g) zoom-in of one bead and measurement of full width at
half maximum.
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图 12 大肠杆菌超分辨实验结果 (a)普通显微镜和结构光照明显微镜结果对比; (b)普通显微镜局部放大图;
(c) 结构光照明显微镜局部放大图; (d)局部放大图中直线标记处的归一化强度分布曲线
Fig. 12. Super-resolution image of E. coli: (a) Comparison of wide-field and SIM; (b) partly enlarged view
of wide-field; (c) partly enlarged view of SIM; (d) normalized intensity profiles along the marked lines in (b)
and (c).
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图 13 人视网膜色素上皮细胞超分辨结果 (a)普通显微镜和结构光照明显微镜结果对比; (b)普通显微镜局部放
大图; (c)结构光照明显微镜局部放大图; (d)局部放大图中直线标记处的归一化强度分布曲线
Fig. 13. Super-resolution image of human retinal pigment epithelium: (a) Comparison of wide-field and
SIM; (b) partly enlarged view of wide-field; (c) partly enlarged view of SIM; (d) normalized intensity profiles
along the marked lines in (b) and (c).

图 13是对人视网膜色素上皮细胞进行的超分
辨成像结果, 样品经过荧光免疫蛋白 ab6160 对细
胞微管蛋白标记荧光. 其中图 13 (a)左半边为普通
宽场图像, 右半边为SIM超分辨结果. 图 13 (b)和
图 13 (c)为图 13 (a)中红色虚线方框部分放大结果,
相对于普通宽场结果, SIM图像可以更清晰地分辨
细胞微管结构. 图 13 (d)为图 13 (b)和图 13 (c)中
直线标记位置处的归一化强度分布, 可以看出在普
通显微镜下无法分辨的两条微管结构, 在SIM中可
以清晰分辨.

5 结 论

在主流的远场超分辨光学显微成像技术中,
SIM技术凭借高时间分辨率、低光毒性和低光漂白
性等诸多优点, 尤其适合对生物医学领域的活体样
本进行超分辨动态观测. 而激光干涉型SIM中的
偏振控制是关键, 决定了能否最终得到高质量的超
分辨图像. 本文详细对比了三种不同的偏振控制方
法: 相位延迟器法、分区偏振片法和零级涡旋半波
片法. 通过对三种方法的分析比较, 证明了零级涡
旋半波片法能对不同入射方向的光束进行偏振控

制, 并具有操作简单、光能利用率高的优点, 对SIM
技术的应用推广具有一定的意义.

感谢美国Buffalo大学Piero Bianco副教授提供大肠

杆菌样品, 感谢北京大学孙育杰课题组提供人视网膜色素

上皮细胞样品.
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Abstract
Structured illumination microscopy (SIM) is one of the most promising super-resolution techniques, owing to its

advantages of fast imaging speed and weak photo bleaching. The quality of the SIM image is greatly dependent on
the contrast of the sinusoidal fringe illumination patterns. Low fringe contrast illumination will seriously affect the
super-resolution result and lead to additional artifacts. The generation of fringe patterns with high contrast is the key
requirement in hardware for the SIM technique. This can be done by the interference of two laser beams diffracted
from the phase gratings addressed on a spatial light modulator. Meanwhile, for maximal interference contrast, precise
polarization control to maintain s-polarization for different fringe orientations is critical. In this paper, we review several
typical polarization control methods in SIM, and propose a new method by using a zero-order vortex half-wave retarder
(VHR). Compared with the other methods, the presented VHR-based polarization control method is very efficient in
terms of simple system configuration, ease of use, and high light energy utilization efficiency near to 100%.

Keywords: structured illumination microscopy, super-resolution, polarization control, zero-order vortex
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