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正交像散高密度三维单分子定位显微的数值模拟*

林丹樱†    武泽凯    于斌    黄黎琳    张潇    屈军乐‡

(深圳大学生物医学光子学研究中心/物理与光电工程学院, 光电子器件与系统重点实验室, 深圳　518060)

(2021 年 11 月 11日收到; 2022 年 2 月 22日收到修改稿)

单分子定位显微 (single molecule localization microscopy, SMLM)成像技术利用荧光分子的稀疏发光、

探测及定位, 实现了纳米级空间分辨率的超分辨成像. 为了提高其时间分辨率, 需要提高同时发光的荧光分

子密度. 但随着分子密度的提高, 不同分子的点扩散函数 (point spread function, PSF)在探测器上将发生严

重的重叠现象, 导致空间分辨率降低, 尤其是在进行三维 SMLM成像时. 为了解决这一问题, 本文提出了一

种基于正交像散的高密度三维单分子定位超分辨成像方法, 并对该方法进行分析和数值模拟研究. 该方法的

核心是在单分子定位显微镜中将采集的荧光分成两束成像在同一个探测器的两个区域, 并在两个通道中各

引入一个光学参数相同但取向相互正交的柱透镜, 实现对同一个荧光分子正负两个像散 PSF图像的同时探

测, 然后建立该成像过程的线性投影模型, 利用压缩感知算法求解出荧光分子的三维定位信息. 结果表明, 由

于两个正交柱透镜产生的一组正交像散 PSF对作为一个分子的系统响应时具有较低的相关性, 该方法的高

密度三维定位准确性可显著优于采用单个柱透镜的传统像散方法, 且离焦程度越大两个像散 PSF的形状差

异越大, 这种准确定位的优势就越明显.

关键词：单分子定位显微, 正交像散, 三维单分子定位, 高密度成像
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1   引　言

近十几年来, 以随机光学重建显微 [1−4] 和光激

活定位显微 [5] 为代表的单分子定位显微 (single

molecule localization microscopy, SMLM)成像技

术绕过了光学衍射极限对成像分辨率的限制 (约为

观察波长的 1/2), 实现了纳米级空间分辨率的超

分辨成像, 已被应用于生命科学研究并推动了相关

领域的发展. SMLM利用荧光分子的闪烁, 将空间

上原本相互重叠的分子像斑—即成像系统的点

扩散函数 (point spread function, PSF)—在时

间上进行分离, 进而通过对稀疏 PSF的探测和定

位来重构超分辨图像, 因此获得一幅超分辨图像通

常需要采集数万帧原始图像, 时间分辨率很低.

采用高密度成像方法可显著提高时间分辨率. 所

谓高密度成像, 是指以更高的荧光分子密度记录原

始图像, 从而减少重构一幅超分辨图像所需的原始

图像数量. 但这样做同时增加了单帧图像中 PSF之

间的重叠程度, 需要借助更复杂的算法来实现单分

子定位. 例如多点拟合算法采用多个 PSF模型来拟

合, 从而提高对重叠分子的识别能力和定位精度 [6];

压缩感知算法利用分子定位信息满足稀疏先验条

件和探测过程的非自适应线性投影关系, 采用最优

化方法来重构信号 [7]. 目前这些方法在高密度二维

单分子定位超分辨成像中已经得到了较好的应用.
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然而, 高密度三维单分子定位超分辨成像至今

仍相对困难. 这是因为, 三维 PSF不仅在轴向上变

化缓慢并呈对称分布, 而且体积的扩展使得彼此间

更容易发生重叠, 导致轴向定位精度低甚至难以定

位. 目前已有一些方法可以一定程度上实现高密度

三维单分子定位成像. 例如, 2012年 Babcock等 [8]

利用单个柱透镜产生的像散破坏三维 PSF的轴向

对称性, 并采用多点拟合算法进行定位; 2014年Gu

等 [9] 通过同时采集三维 PSF的两个不同焦面, 并

结合压缩感知算法进行定位; 同年, Min等 [10] 则将

两种方法进行结合, 进一步提高了轴向定位精度.

这几种方法都较好地实现了高密度三维单分子定

位并提高了定位精度, 但由于单个分子的三维像

散 PSF离焦面较远时其形状变化变得缓慢, 这使

得定位精度仅能在焦面附近保持较高水平. 2015

年, Huang等 [11] 采用三个焦面互相错开的柱透镜

对同一个 PSF产生不同程度的像散, 并结合一种

快速无偏离连续空间压缩感知算法, 较好地解决了

轴向定位精度一致性的问题. 然而, 需要同时对三

个焦面错开的三维 PSF进行有效探测使得轴向范

围受到了严格的限制, 这种三焦面方法的轴向定位

范围要小于传统像散法. 针对高密度三维单分子定

位存在的上述问题, 本文提出了一种基于正交像散

的高密度三维单分子定位超分辨成像方法, 并对其

进行了详细的分析和数值模拟研究. 

2   成像方法
 

2.1    成像光路和正交像散原理

图 1(a)为正交像散单分子定位成像方法的光

路示意图. 该方法与传统基于单个柱透镜的像散三

维单分子定位成像方法 [3] 相比, 最主要的不同之处

在于显微镜采集的荧光信号被均分成传播方向互

相垂直的两束, 分别经两个探测通道后成像于同一

个 EMCCD相机的两个不同区域. 图 1(a)中, 可调

光阑 A为两个方向独立可调的矩形光阑, 位于显

微镜成像透镜的后焦面, 用于调节视场大小. 两个

探测通道中各包含有一个长焦距 (1000 mm)柱透

镜, 两者型号和参数相同但取向相互正交, 用于实

现对同一个荧光分子的正负两种相反的像散. 这

样, 对于同一个荧光分子, 当其处于不同轴向深度 z

时, 将探测到一组正交像散 PSF图像对 (如图 1(b)

所示), 同时用于三维定位.

与采用单个柱透镜的传统像散法 [3] 类似, 正交

像散法成像时在采集实际样品图像之前需要先利

用稀疏分布的荧光珠样品采集图像并制作校准曲

线, 即对不同轴向深度 z 处的 PSF在 x 和 y 两个

方向的宽度进行标定. 不同的是, 正交像散成像需

要 4条校准曲线, 对应两个成像通道的两个方向,

如图 1(c)所示. 其中散点数据为利用二维非对称

高斯模型对成像系统 (采用 100×/NA 1.45油浸物

镜)采集的不同深度荧光珠 (直径 100 nm, 发射中

心波长 680 nm)的正交像散 PSF图像进行拟合获

得的 x 和 y 方向的 PSF宽度 wx 和 wy (取 2倍标

准差), 实线为多项式拟合 [3] 结果, 拟合参数在后续

数据处理时用于待测样品的三维定位. 值得指出的

是, 虽然实际成像系统中两通道的焦面 (即 wx =

wy 处)很难做到完全一致, 但与多焦面成像方法不

同的是, 这种错开并不是必须的, 因此原则上采用

这种方法是可以无需牺牲成像深度的. 
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图 1    正交像散单分子定位成像光路和原理示意图　(a)成像光路示意图; (b)正交像散 PSF图像对; (c)正交像散校准曲线. OL,

物镜; DM, 二向色镜; EF, 发射滤光片; BS, 分束器; A, 光阑; CL, 柱透镜; L, 透镜; M, 平面镜; EMCCD, 电子倍增电荷耦合器件

Fig. 1. Schematic diagram of the optical path and principle of single molecule localization imaging based on orthogonal astigmatism:

(a) Optical path; (b) orthogonal astigmatic PSFs; (c) calibration curves. OL, objective lens; DM, dichroic mirror; EF, emission fil-

ter; BS, beam splitter; A, aperture; CL, cylindrical lens; L, lens; M, mirror; EMCCD, electron-multiplying charge-coupled device. 
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2.2    分子定位及图像重建方法

通过建立上述正交像散成像过程的线性投影模

型, 可利用压缩感知算法求解荧光分子的三维定位

信息. 本文所采用的压缩感知算法是在 TVSTORM

算法 [12] 的基础上进行改进的.

如前所述, 对于样品中的一个荧光分子, EM

CCD将采集到一组正交像散 PSF图像对. 因此, 设

样品中 N 个荧光分子组成的“源信号”X 如 (1)式

所示, 则双通道图像µ(µ = [µ1, µ2])为 X 与两个

PSF的卷积, 可用 (2)式表示: 

X(x, y, z|Θ)=

N∑
i=1

θIiδ(x− θxi, y − θyi, z − θzi), (1)
 

µk (u, v |X) =

N∑
i=1

θIi Φk (u, v |θLi) + θbk, (2)

其中 qL = (qx, qy, qz)和 qI 分别为第 i 个分子的三

维坐标和强度; Q 为所有 N 个荧光分子的这 4个

参数的组合; qb 为背景噪声; k = 1, 2分别对应通

道 I和通道 II; (u, v)为各通道图像的像素坐标;

Fk 为对应通道 k 的观测矩阵, 代表位于 qL 的荧光

分子对通道 k 图像的贡献, 可根据正交像散校准曲

线构造. 因此, 单分子定位的任务, 就是利用上述

模型从实际探测到的双通道图像 y (y = [y1, y2])

中求解出 Q. 考虑到 EMCCD对较弱的单分子荧

光的探测满足泊松分布, TVSTORM算法采用泊

松噪声模型来构建损失函数 [12]. 这里, 针对正交像

散成像, 将泊松损失函数 L(y|X)定义为 

L (y|X) = − log

(∏
k

∏
u

∏
v

P (yk (u, v) |X)

)

=
∑
k

∑
u

∑
v

[µk (u, v|X)

− yk (u, v) log(µk(u, v|X) + β)], (3)

0 < β ≪ 1

其中, P 代表概率, yk 和µk 分别为通道 k 的实际图

像和根据 (2)式计算得到的“理想”图像,   ,

用于提高对数项的稳定性.

通过最小化该损失函数, 可求解 (逼近)源信

号 X 的参数 Q, 重构出超分辨图像. TVSTORM

算法的迭代过程主要包含两层 [12]: 第一层是从图

像中寻找到一个新的荧光分子并初步确定其位置

及强度, 第二层是进一步优化该分子的定位和强

度. 针对正交像散法得到的双通道图像. 第一层迭

代的具体做法是在第 n+1次迭代中, 利用第 n 次

θ
(n+1)
L

θ
(n+1)
I

迭代得到的已有荧光分子信息 (记为 Q(n))和观测

矩阵 F (F = [F1, F2])生成双通道理想图像µ, 然
后通过最小化泊松损失函数的一阶泰勒近似 (如

(4)式所示, 其中 S 为双通道图像的图像尺寸), 从

其中一个通道 (k(n+1))的图像中定位到一个新的荧

光分子, 获得其位置信息   , 并通过最小二乘

准则估计其强度   (如 (5)式所示), 从而得到

第 n+1次迭代的结果 Q(n+1), 由第二层的迭代进行

进一步优化.  (
θ
(n+1)
L , k(n+1)

)
= arg min

θL∈S,
k=1,2

⟨
∂L
(
yk |X

(
Θ(n)

))
∂µk

(
X
(
Θ(n)

)) , Φk (θL)

⟩
, (4)

 

θ
(n+1)
I = arg min

θI>0

∥∥∥yk(n+1) − µk(n+1)

(
X(Θ(n))

)
− θI · Φk(n+1)

(
θ
(n+1)
L

)∥∥∥2
2
. (5)

第二层采用迭代梯度下降方法, 通过最小化

(3)式的双通道图像泊松损失函数获得 Q(n+1) 的极

大似然估计来进一步优化定位结果. 其中, 下降方

向通过分别计算损失函数在 x, y, z 和 I 这 4个方

向的偏导数来确定, 下降步长采用回溯线搜索方法

来确定, 以加快迭代收敛速度. 精炼后的荧光分子

信息 Q(n+1) 返回第一层并进入下一次迭代, 当新增

荧光分子的强度低于预设阈值时迭代终止. 

3   结果与讨论
 

3.1    PSF 相关性分析

柱透镜像散法能够实现单分子三维定位的基

本原理, 是基于不同轴向深度的荧光分子的二维

PSF呈现为不同取向和不同椭圆度的椭圆. 因此,

两个不同荧光分子的 PSF区别越明显, 就越容易

被准确定位和分辨. 可通过计算两个 PSF之间的

相关系数来半定量地表征两个分子能够被准确定

位的概率 [10].

图 2以伪彩图的形式直观地展示了位于 (0, 0,

z1)和 (dx, dy, z2)的两个荧光分子 PSF的相关系

数, 伪彩色从蓝到红对应相关系数从 0到 1. 图 2(a)

对应传统采用单个柱透镜的像散成像, 图 2(b)对

应正交像散成像. 值得注意的是, 对于正交像散,

每个荧光分子的 PSF实际上是一组正交像散 PSF

图像对 (如图 1(b)). 图 2中第 1—3列为两个荧光
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分子位于同一深度 (z1 = z2 = –550, 0和 550 nm)

但横向错开不同距离时的情况, 第 4列为两个荧光

分子横向位置相同 (即 dx = dy = 0)但分别位于

不同深度 (z1, z2)时的结果.

可以看出, 当离焦较远时, 两种成像模式得到

的 PSF相关性有很大差异. 采用传统像散法时, 在

焦面以下 550 nm处, x 方向错开了将近 2 µm的

两个 PSF相似程度依然较高, 难以准确定位; 反

之, 在焦面以上 550 nm处的两个 PSF则是在 y 方

向相似程度较高不易定位. 这与之前文献中关于像

散法在两个方向上分辨能力不同的报道 [13] 是符合

的, 是由加入柱透镜后两个方向的实际焦面位置不

同导致的. 但当采用正交像散成像方法时, 这种情

况得到了很大程度的改善, 即不管是在焦面以上还

是以下, PSF的相关性在 x 和 y 两个方向变得更加

对称, 且总体要明显低于传统像散法, 说明采用这

种方法在离焦较远时仍能得到相似程度较低的

PSF对, 从而为准确定位距离较近的荧光分子提

供了条件, 提高了系统的高密度定位能力. 

3.2    数值模拟实验

为定量评估该正交像散成像方法的性能, 基于

图 1(c)中的校准曲线进行数值模拟实验研究. 在

模拟实验中, 利用校准曲线产生一系列三维位置随

机的 PSF来模拟实验中采集的原始图像. 图 3(a)

所示为模拟实验产生的正交像散成像的单帧双通

道闪烁图像, 图像大小 32 × 32像素/通道, 像素尺

寸 160 nm × 160 nm, 荧光分子密度 1/µm2, 单个

PSF的探测光子数为 500/通道, 并添加泊松噪声.

图中黑色小叉表示随机生成的“分子”的横向位置,

其轴向深度则体现在 PSF的形状上. 作为对比的

传统像散法模拟时采用通道 I的闪烁图像, 但光子

数设置为 1000.
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图 2    PSF相关系数　(a)传统像散法; (b)正交像散法

Fig. 2. Mutual correlation values between PSFs: (a) Traditional astigmatic method; (b) orthogonal astigmatic method. 
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图 3    单帧双通道图像及定位结果　(a)单帧双通道图像;

(b)正交像散法定位结果; (c)传统像散法定位结果

Fig. 3. Single frame image and localization results:  (a) Sin-

gle frame of two-channel image; (b) localization results us-

ing  orthogonal  astigmatic  method;  (c)  localization  results

using traditional astigmatic method. 
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3.2.1    三维定位结果的直观比较

利用前述算法对该单帧闪烁图像中的 PSF对

进行定位, 结果如图 3(b)所示, 其中两个图像分别

显示了定位结果与两个通道的原始图像之间的对

比. 作为对照, 图 3(c)给出了采用传统像散成像的

定位结果. 图中黑色小叉仍代表模拟图像中“分子”

的真实横向位置, 白色小椭圆中心代表横向定位结

果, 其与黑色小叉重合的程度直观表示横向定位的

准确性; 虚线黑色椭圆和实线白色椭圆分别代表根

据已知的轴向深度和轴向定位结果得到的 PSF形

状 (依据校准曲线), 两者的相似程度直观表示轴向

定位的准确性. 对比图 3结果可以看出, 采用正交

像散法可显著提高三维定位的准确性, 尤其是在

PSF重叠程度较大 (即局部密度较高, 如图 3(c)中

黑色箭头所指区域), 或 PSF椭圆度较高的情况下

(即离焦较远, 如图 3(c)中白色箭头所指), 准确定

位的优势更加明显, 说明该方法适用于处理高密度

数据, 且对于离焦较远的分子会有更好的定位效

果, 与前面的分析是一致的. 

3.2.2    不同轴向深度定位结果的统计分析

为了定量分析定位性能, 可产生若干帧模拟闪

烁图像并重复上述定位过程, 计算各“分子”的定位

坐标与真实坐标之间的均方根误差 (root mean

squared error, RMSE), 以定量描述定位的准确性.

计算公式如下: 

RMSExy =

√√√√ 1

N

N∑
i=1

(θxi − θxi0)
2
+ (θyi − θyi0)

2
,

(6)
 

RMSEj =

√√√√ 1

N

N∑
i=1

(θji − θji0)
2
, (7)

其中 ,  j = x, y, z, N 表示定位得到的分子总数 ;

(qxi, qyi, qzi)表示第 i 个分子的定位坐标; (qxi0, qyi0,

qzi0)表示其真实坐标.

图 4给出了位于不同轴向深度的“分子”沿各

方向定位的 RMSE值, 并与传统像散法定位结果

进行对比. 模拟实验中同一帧闪烁图像不同“分子”

的横向位置设置为随机, 但轴向深度设置为相同

(如 200 nm), 荧光分子密度固定为 1 /µm2, 每个

深度处累计定位 1000帧. 从图 4可以明显看出,

采用正交像散法相比传统像散法, 离焦“分子”在

3个方向的定位准确性均有显著提高, 尤其是焦面

以下 x 方向定位准确性和焦面以上 y 方向定位准

确性的提高, 与前面的 PSF相关性分析是完全符
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图 4    不同轴向深度分子定位准确性、召回率和错误率比较

Fig. 4. Comparison of localization accuracy, recall rate and error rate of molecules with different axial depths. 
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合的, 进一步验证了该方法对于离焦较远的分子会

有更好的定位效果的结论. 除了 RMSE, 图 4还给

出了定位召回率和错误率的比较, 同样可以看出正

交像散法要明显优于传统像散法. 

3.2.3    不同荧光分子密度定位结果的统计

分析

此外, 为了更好地表征正交像散法对于高密度

数据的定位性能, 图 5给出了不同分子密度下的各

方向定位的 RMSE值及定位召回率和错误率的比

较. 其中, 模拟实验中不同“分子”的三维位置均设

置为随机, 每个分子密度下累计定位 1000帧. 从

图 5可以明显看出, 与传统像散法相比, 正交像散

法在分子密度越高时优势越明显, 说明该方法适用

于高密度数据的处理. 

3.2.4    模拟样品的超分辨图像

为了更直观地展示正交像散法的超分辨成像

效果, 以一些特定结构作为模拟样品, 按照前述相

同方法产生正交像散闪烁图像进行定位和超分辨

重构. 图 6给出了螺旋线的三维定位超分辨图像.

其中, 图 6(a)和图 6(b)分别为正交像散和传统像
 

80

Orthogonal

Traditional

60

40

20

R
M

S
E

/
n
m

0
0 1 2

Density/mm-2

3 4

80

60

40

20

R
M

S
E

/
n
m

0
0 1 2

Density/mm-2

3 4

Orthogonal

Traditional
120

90

60

30

0
0 1 2

Density/mm-2

3 4

Orthogonal

Traditional

R
M

S
E


/
n
m

100

75

50

25

0
0 1 2

Density/mm-2

3 4

Orthogonal

Traditional

R
M

S
E

/
n
m

100

75

50

25

0
0 1 2

Density/mm-2

3 4

Orthogonal

Traditional

R
e
c
a
ll
 r

a
te

/
%

30

20

10

0
0 1 2

Density/mm-2

3 4

Orthogonal

Traditional

E
rr

o
r 

ra
te

/
%

图 5    不同密度分子的定位准确性、召回率和错误率比较

Fig. 5. Comparison of localization accuracy, recall rate and error rate of molecules with different densities. 
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图 6    螺旋线的模拟成像结果　(a)正交像散法; (b)传统像散法

Fig. 6. Simulated imaging results of a helix structure: (a) Orthogonal astigmatic method; (b) traditional astigmatic method. 
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散两种方法得到的结果. 螺旋线半径为 1200 nm,

相邻层轴向距离为 400 nm. 从图 6可以直观地看

出, 采用传统像散法在远离焦面时, 在螺旋线以外

存在很多不准确的定位点, 而采用正交像散法则能

在整个轴向探测范围内更加准确地还原出螺旋线

的结构.

图 7所示的是 6组平行线的模拟超分辨成像

结果. 其中, x 方向和 y 方向平行线的间距从小到

大分别为 50, 100和 150 nm, 平行线的轴向深度连

续变化, 如图中伪彩色所示. 图 7(a)和图 7(b)分

别对应正交像散和传统像散两种方法. 从图 7可以

看出, 两种方法都能够清晰地分辨出间距 150 nm

的平行线, 但随着间距越来越小, 在轴向深度离

焦较远时, 传统像散法的图像开始变得模糊, 而正

交像散法则依然可以清楚地分辨出两条平行线.

图 7(c)—图 7(f)是距离 50 nm的两组平行线的放

大图. 可以直观地看出, 采用传统像散法在轴向

深度约大于 400 nm时, y 方向的分辨能力开始变

得很差, 因此 x 方向的平行线变得几乎无法分辨

(图 7(d)绿色方框所示), 而焦面另一侧的情况则

刚好相反 (图 7(f)黄色方框所示). 但是采用正交

像散法时, x 和 y 两个方向上均能清楚地分辨出两

条平行线 (图 7(c)和图 7(e)中对应的方框所示).

对方框区域内的定位结果进行 y 方向或 x 方向 (即

垂直于直线方向)的双峰拟合, 可得到正交像散成

像时两组平行线双峰间距分别为 46和 48 nm, 与

模拟时设置的真实值 50 nm很接近, 可见正交像

散法在离焦较远的情况下仍能准确得到三维定位

信息. 

3.2.5    双通道图像偏差的影响分析

在实际的成像实验中, 尽管在光路调节上可以

尽量保证两个成像通道的一致性, 但两个通道采集

到的图像之间仍不可避免地会存在偏差, 包括横向

偏移、旋转和缩放等, 从而影响正交像散成像三维

定位的准确性. 图 8给出了双通道图像偏差对正交

像散法横向和轴向定位 RMSE值的影响分析, 以

及经过图像配准之后的定位重构结果. 其中图 8(a)

分别为通道 II图像相比通道 I图像存在不同横向

偏移量 Dx、旋转角度 a 和缩放倍数 G 时 xy 方向

和 z 方向定位的 RMSE值. 荧光分子密度固定为

1/µm2, 轴向深度在–600—600 nm之间变化. 可见,

双通道图像之间的这几种偏差, 都会导致定位精度

不同程度的降低. 因此, 两个成像通道采集的图像

需要先进行配准, 以尽量消除两通道图像之间的不

匹配导致的定位精度下降. 这里采用常用的傅里

叶-梅林变换法对双通道图像进行配准 [10,11], 并对

配准效果进行模拟分析. 图 8(b)为一组存在双通

道图像偏差并经过配准后的正交像散成像模拟结

果, 其中双通道原始图像偏差设为 Dx = 320 nm,

a = 2°, G=0.95. 利用双通道荧光珠图像进行配准,

得到配准参数分别为 Dx' = –352 nm和 Dy' =

–41 nm, a' = –1.9125°, G' = 1/0.9505. 作为对比,

图 8(c)给出了双通道图像不存在任何偏差时的模

拟成像结果. 可以看出, 存在双通道偏差的图像数

据配准后仍能很好地重构出超分辨结构, 但由于图

像配准后仍有一定误差 (如横向偏移配准精度约
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图 7    平行线的模拟成像结果　(a), (c), (e)正交像散法 ;

(b), (d), (f)传统像散法 ;  (c)—(f)间距最小 (50 nm)平行

线的放大图 ; (g)图 (c)和 (d)的绿色方框区域的强度分布

曲线; (h)图 (e)和 (f)的黄色方框区域的强度分布曲线. 标

尺大小: (a), (b) 500 nm; (c)—(f) 200 nm

Fig. 7. Simulated imaging results of parallel line structures:

(a), (c), (e) Orthogonal astigmatic method; (b), (d), (f) tra-

ditional  astigmatic  method;  (c) –(f)  zoomed-in  view  of  the

minimum spacing (50 nm) lines;  (g)  cross-sectional  profiles

of the green boxes in panel (c) and (d);  (h) cross-sectional

profiles of the yellow boxes in panel (e) and (f). Scale bars:

(a), (b) 500 nm; (c)–(f) 200 nm. 
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为 30—40 nm), 因此与理想无偏差情况相比, 定位

效果略有下降. 从图 8(a)的定量结果还可以看出,

配准误差导致的 RMSE值的改变幅度已经很小,

而采用具有更高配准精度的方法还可以进一步减

少双通道图像偏差对定位的影响. 

4   总结与展望

针对高密度三维单分子定位中 PSF重叠导致

的定位能力下降的问题, 发展了一种基于正交像散

的高密度三维单分子定位超分辨成像方法. 详细阐

述了该正交像散单分子定位成像方法的原理和实

现过程, 并对该成像方法进行了分析和数值模拟研

究. 结果表明, 利用该方法可以在无需牺牲成像深

度的前提下显著提高离焦荧光分子的三维定位精

度. 其根本原因在于, 采用正交像散法时一个荧光

分子对应一组正交像散 PSF图像对, 离焦情况下

这一组自身形状差异很大的 PSF对作为一个整体,

与另一个分子的 PSF对之间具有比单独的 PSF

图像更低的相关性. 换句话说, 采用两个取向相互

正交的柱透镜, 可以一定程度上抵消 x 和 y 方向的

两个焦面分别位于成像焦面两侧对单分子定位的

影响, 从而提高高密度三维定位能力.

在实际的成像实验中, 两个成像通道之间总是

不可避免地会存在偏差, 因此除了在光路上尽量保

证两个成像通道的一致性之外, 对于两个通道采集

到的图像通常需要先进行配准, 以尽量消除两通道

图像的不匹配导致的定位精度下降. 在此基础上,

考虑两个成像通道之间引入的不同像差, 以及因成

像在探测器的不同区域而导致的微小差别, 分区域

进行配准, 将有利于进一步提升双通道图像之间的

配准精度, 从而消除实际实验中存在的双通道图像

偏差对定位精度的影响.
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Abstract

Single  molecule  localization  microscopy  (SMLM)  detects  and  locates  sparsely  luminous  single  fluorescent

molecules to achieve super-resolution imaging at nanoscale spatial resolution. In order to improve the temporal

resolution, it is necessary to increase the density of the simultaneously emitting molecules. However, with the

increase  of  the  density,  the  point  spread  function  (PSF)  of  different  molecules  will  overlap  severely  on  the

detector,  resulting  in  reduced  spatial  resolution,  especially  for  three-dimensional  (3D)  SMLM.  To  solve  this

problem, a high density 3D-SMLM imaging method based on orthogonal astigmatism is proposed. Analysis and

numerical  simulation  study  for  the  method  are  carried  out  and  presented.  The  main  idea  of  the  proposed

orthogonal astigmatic method is to split the collected fluorescence in a SMLM microscope into two beams, each

of which passes through a separate channel with a cylindrical lens and arrives at a specific region on the same

detector.  The  two  cylindrical  lenses  have  the  same  optical  parameters,  but  their  orientations  are  set  to  be

orthogonal  to  each  other.  They  are  used  to  obtain  both  positive  and  negative  astigmatic  PSF  images  of  the

same fluorescent  molecule.  Then,  a  linear  projection  model  of  the  imaging  process  is  established,  and the  3D

localization of the fluorescent molecules is realized by using a compression sensing algorithm. The results show

that  the  two  orthogonal  cylindrical  lenses  produce  a  pair  of  astigmatic  PSFs  for  one  single  molecule  so  that

different  PSF  pairs  between  different  molecules  have  lower  mutual  correlation,  and  thus  the  3D  localization

accuracy  for  high  density  imaging  can  be  significantly  improved  as  compared  with  traditional  astigmatic

method,  in  which  one  single  cylindrical  lens  is  used.  The  larger  the  defocusing  degree,  the  greater  the  shape

difference between the two astigmatic PSFs is, and the more obvious this advantage.

Keywords: single molecule localization microscopy, orthogonal astigmatism, three-dimensional single molecule
localization, high-density imaging
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