
 

结构光照明相位/荧光双模式显微技术*
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本文提出了一种基于结构光照明的高分辨相位/荧光双模式显微成像方法. 该方法利用一数字微镜阵列

(DMD)产生条纹结构光, 并记录样品在结构光照明下的全息图像和荧光图像, 最终可以重建出样品的定量相

位图像和超分辨荧光图像. 此外, 还提出了一种补偿环境扰动对相位成像影响的数值方法, 提高了成像系统

的抗干扰能力. 在该双模式成像系统中, 定量相位成像和荧光成像的空间分辨率分别为 840 nm和 440 nm, 为

同一样品提供互补信息. 该方法有望被广泛应用于生物医学、工业和化学等诸多领域.
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1   引　言

定量相位显微成像技术 (quantitative phase

microscopy, QPM)通过定量测量经过透明样品后

的光波相位, 实现对透明样品实现高衬度、高分辨

率的定量成像 [1−5]. 数字全息显微 [6−11] 是一种最为

常用的定量相位显微技术之一. 传统数字全息显微

通常采用平行于系统光轴的光束来对样品进行垂

直照明, 因而其空间分辨率受到很大的限制. 为了

提高数字全息显微技术的空间分辨率, 科研人员们

先后提出了多种方法, 例如, 通过倾斜照明和结构

光照明来实现合成孔径从而提高空间分辨率 [12−14].

另外, 将微米尺度的介质微球运用到数字全息显微

成像中, 可以显著提高其空间分辨率和图像对比

度 [15]. 值得一提的是, 学者们提出了基于空间光调

制器的条纹结构光照明 [16,17] 和散斑照明 [18] 数字全

息显微技术, 不仅提高了数字全息显微技术的空间

分辨率和信噪比, 还保证了其时间分辨率. 为了简

化数字全息显微装置的结构并提高其空间分辨率,

Latychevskaia等 [19] 提出了一种基于全息图外推

方法的无透镜数字全息显微技术, 随后戎路等 [20]

将该方法成功应用于太赫兹同轴无透镜数字全息

显微中. 邸江磊等 [21] 在无透镜数字全息显微成像

的基础上, 结合了线性 CCD扫描法和合成孔径技

术, 极大地提高了数字全息显微成像的空间带宽积.

定量相位显微技术无需荧光标记就可对透明

样品实现高衬度且定量化的成像, 但同时也缺乏特

异性. 荧光显微成像技术通过特异性的荧光标记技

术, 可对特定的亚细胞结构进行高分辨率且高对比

度的成像 [22]. 经过多年的不懈努力, 科学家们先后

提出多种超分辨荧光显微技术, 例如, 单分子定位

显微 (STORM/PALM)[23,24]、受激发射损耗显微

镜 (STED)[25,26] 及结构光照明显微镜 (SIM)[27,28],

这些技术使荧光显微镜的空间分辨率突破至几

十纳米 . 其中 , 结构光照明显微技术 (structured
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illumination microscopy, SIM)是一种最适合用于

活体样品高分辨率成像的方法, 其具有成像速度

快、光毒性小、对荧光分子和标记方法没有过多苛

刻要求等优点, 因而受到众多生物医学科研工作者

的青睐. 然而, 荧光显微镜仍然存在很多应用上的

限制, 例如, 可同时观察的通道数量有限 (一般只

有 4—5个通道); 荧光标记在一定程度上都会对样

品造成影响, 无法准确获得活体样品的动态信息;

光毒性和光漂白性不利于活体样品的长时间连续

观察.

将定量相位显微技术和荧光显微技术结合构

成一种双模式成像系统是大势所趋, 利用荧光显微

通道识别定量相位显微通道中的各种结构, 然后利

用定量相位显微通道对天然状态下的样品进行长

时间的无损检测, 在不对样品造成影响的情况下可

以获得样品的多维信息. 将无标记定量相位显微技

术和荧光显微技术相结合还可以特异性地观测样

品中特定的化学结构, 为待测样品提供互补的多模

式信息 [29].

本文提出了一种基于数字微镜阵列的高分辨

率定量相位和超分辨荧光双模式显微技术. 在结构

光照明下, 数字全息显微装置可重构获得待测样品

的高分辨率复振幅信息 (振幅和相位), 可再现样品

的三维形貌和折射率分布等信息, 而荧光显微通道

可实现超分辨结构光照明显微成像 (SIM), 可再现

待测荧光样品的精细结构. 

2   实验设置

基于结构光照明的相位/荧光双模式显微成像

装置如图 1(a)所示. 中心波长为 561 nm的激光

器 (MLL-U-561, 长春新产业)出射的光束首先经

过一个透光系数可调节的中性密度滤光片 NF, 然

后被耦合入一个一分二的光纤分路器. 从光纤分路

器的一端出射的光波用来对样品进行照明, 另一端

出射的光波用作参考光. 照明光束经过透镜 L1 扩

展准直后 , 被反射镜 M1 反射 , 并以一定的角度

(24°)照射到一数字微镜阵列 (DMD)上. 通过控制

系统在数字微镜阵列 DMD (DLP F6500, 1920 ×

1080 像素, 像素大小 7.56 µm, UPO-Labs)上依次

加载方位角分别为 mπ/4 (其中 m = 0, 1, 2, 3)的

4组正弦条纹图案. 每组条纹图像由相移量依次为

n = 2(k – 1)π/5 (其中 k = 1, 2, ···, 5)的 5个条纹

图案所组成 (如图 1(b)所示). 经过透镜 L2 的傅里

叶变换作用, 被 DMD所调制的光波的频谱出现在
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图 1    结构光照明相位/荧光双模式显微成像示意图　(a) 光路原理图; (b) 在 DMD上加载的正弦条纹图案

Fig. 1. Experimental  setup  for  dual-modality  optical  microscopy  (including  quantitative  phase  microscopy  and  super-resolution

fluorescence microscopy) based on structured light illumination: (a) Optical setup of dual modality; (b) fringe patterns loaded on

DMD. 
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望远镜系统 L2-L3 的中间焦平面上. 为了简化重建

过程, 在望远镜系统 L2-L3 的中间焦平面处放置了

一个特制的振幅掩膜片用来滤除 0级和±1级以外

的衍射光. 如此一来, 该照明光经望远镜系统 L2-

L3 和 L4-MO1 的成像后, 样品面上就产生结构化的条

纹图案. 在结构光照明下, 携带有样品信息的物光

波经过望远镜系统MO2-L5 成像到 CCD1 (4000 ×

3000像素, 像素大小 1.85 µm, DMK 33UX226, The
Imaging Source)上. 同时, 从一分二光纤分路器出

射的另一束光经透镜 L6 的准直作用变成平行光,

然后通过分光棱镜 BS后斜照射到 CCD1 上, 形成

参考光. 物光和参考光干涉形成的离轴干涉图样

被 CCD1 所记录. 为了提高全息图的条纹对比度,

在 CCD1 前放置了一个线偏振片 (P)以使物光波

和参考光拥有相同的偏振方向. 图 2(a)是 CCD1 记

录的一幅干涉全息图, 从图中放大区域可以看出全

息图的条纹对比度很高, V = 0.64. 进一步地, 利

用 3.1节所介绍的数值再现方法, 就可以获得待测

样品的高分辨振幅/相位图像.

图 1所示的光路还可以用来实现超分辨荧光

显微成像. 具体来说, 在望远镜系统 L2-L3 的焦平

面处放置一个振幅掩膜片, 仅使±1级衍射光通过,

±1级衍射光干涉形成的正弦条纹对样品进行结构

化照明. 超分辨荧光显微通道的照明光路和荧光探

测光路由一个二向色镜 (DM)耦合. 在结构光照明

下产生的荧光信号沿与照明光相反的方向传播, 被

探测物镜MO1 和透镜 L4 收集后被 CCD2 (4096 ×

3000 像素, 像素大小 3.45 µm, Basler ace acA4112-
20 µm, 宝视纳视觉技术有限公司)采集, 为了进一

步消除反射回的照明光, 我们在 CCD2 前加了一个

高通滤光片. 具体超分辨荧光重建过程见 3.2节. 

3   原理与实验
 

3.1    结构光照明定量相位显微成像

为方便起见, 这里使用 Fq,n 表示样品平面内的

条纹结构光: 

Φθ,n(r) = K1 +K2 cos (2pθ · r + φn), (1)

θ = mπ/4

pθ

p = sinµ/λ µ

式中,    表示条纹的方向, m 一般取 0, 1,

2和 3; K1, K2 表示结构光的直流分量和调制度;

r = (x, y)表示样品面内的空间坐标;    = (pcosq,

psinq)表示二维照明向量, 这里,    ,    表

λ

φn

示±1级照明光与 z 轴之间的夹角,    表示照明光

的中心波长. 为了最大化结构光照明下的数字全息

显微成像空间分辨率, 设置 DMD上加载的条纹周

期为 5个像素. 实验中进行了 5次相移操作, 对应

 = 2π(n – 1)/5, n = 1, 2, ···, 5.

Ψθ,n(r)

Ψθ,n(r)

Ψθ,n(r) Ψ∗
θ,n(r)

Ψθ,n(r)

其次 , 使用   表示待测样品在结构光

Fq,n (r)的照明下产生的物光波. 此处, 假定从样品

平面到 CCD1 平面的放大率为 1. 在 CCD1 平面内

物光和参考光波 (R(r))发生干涉后产生的光强分

布可以表示为 Iq,n(r) = |R(r)+  |2. 然后对

CCD1 记录的全息图进行二维空间傅里叶变换, 可

以得到如图 2(b)所示的频谱分布. 该频谱包含位

于频谱中央的零级分量, 以及位于两侧的原级项

 R*和共轭项  R. 由于采用了结构光照

明, 全息图零级分量、实像和共轭像中都分别出现

了结构照明光 0, ±1级衍射光的频谱. 通过窗口函

数 Wf 选择原级项   R*对应的频谱分布 (如

图 2(b)中白色圆部分), 进而得到该结构光照明下

的物光波 [16]: 

Ψr
θ,n(r) = IFT {FT {Iθ,n(r) ·RD(r)} ·Wf} , (2)

FT {·}
IFT {·}

Ψr
θ,n(r)

式中, RD(r)表示模拟的数字参考光波,    和

 分别表示空间傅里叶变换和傅里叶逆变换.

需要注意的是, 由 (2)式计算得到的  本质上

是由沿着结构光 Fq,n(r)的 0, ±1级衍射光传播的

3个物光 (Aq,0(r), Aq,–1(r)和 Aq,+1(r))的线性组合: 

Ψr
θ,n(r) =

K2

2
Aθ,−1(r) exp (−iφn)+K1Aθ,0(r)

+
K2

2
Aθ,+1(r) exp (iφn). (3)

φn

Ψr
θ,n

Ψr
θ,n

Ψr
θ,n (r)

φdis,n Ψr
θ,n(r) Aθ,0(r) Aθ,+1

Aθ,−1 (r) φdis,n

Aθ,0 (r) Aθ,+1 (r) Aθ,−1 (r)

Aθ,0 (r) Ψr
θ,n

Aθ,0 (r)

φdis,n

Ψr
θ,n (r) Aθ,0 (r) Aθ,0 (r)

进一步地, 在某一方向的结构光照明下, 通过

5次平移结构光改变条纹的相位  并记录多幅全

息图, 分别再现获得   , n = 1, 2, ···, 5. 实验发

现空气扰动会对相移操作中的物光波   的相位

产生一定的影响, 在相移操作中, 空气扰动引起

  的相位变化为空间均匀分布的常数相位

 , 并且  中 3个衍射级(  ,   (r),

 )是具有相同的   . 由于 3个衍射级

(  ,   ,   )在频率域是彼此分

离的, 因此,   的复振幅可通过在  频谱中

利用一圆形掩膜选择  的频谱并进行逆傅里

叶变换来获得.   可通过选取第 2—5步相移中

 中  与第 1步相移的  的相位差
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Ψr
θ,n(r)=Ψr

θ,n (r)·exp −iφdis,n

Ψr
θ,n (r)

来确定. 之后, 采用   (  )

来补偿空气扰动对   的影响. 当获得 5个不

Ψr
θ,n (r)同相移下的   后, 可以利用以下线性方程组

求解出 Aq,0(r), Aq, –1(r)和 Aq, +1(r): 
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图  2    结构光照明定量相位显微的图像重构以及对苍蝇翅切片的成像结果　(a) 结构光照明数字全息显微的全息图 ; (b) 图

(a)中全息图的频谱分布; (c)−(f) 条纹方向为 0°, 45°, 90°和 135°的结构光照明下得到的物光频谱分布; (g)和 (h) 平行光照明和

结构光照明下的样品频谱分布; (i)和 (j) 苍蝇翅切片的振幅图和相位图, 其中左/右半部分别为使用平行光照明/结构光照明对应

的图像; (k)和 (l)图 (i)中虚框部位在平行光照明和结构光照明下恢复的振幅结果; (m)和 (n)图 (j)中虚框部位在平行光照明和

结构光照明下恢复的相位结果

Fig. 2. Image reconstruction of quantitative phase microscopy with structured light illumination and imaging results on fly wing sec-

tions: (a) Hologram of digital holographic microscopy (DHM) illuminated by structured light; (b) spectral distribution of the holo-

gram in Fig. 2(a); (c)−(f) spectra of the object waves obtained using 0°, 45°, 90° and 135° structured illumination; (g) and (h) fre-

quency spectrum of samples under parallel and structured light illumination; (i) and (j) amplitude and phase images of a fly wing

slice, where the left/right halves are images using parallel/structured light illumination, respectively; (k) and (l) the reconstructed

amplitude results of the virtual box in the Fig. 2(i) under plane-wave illumination and structured illumination; (m) and (n) recon-

structed phase results of the dashed box in the Fig. 2(j) under plane-wave illumination and structured illumination. 
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×

A
′
θ,−1(r)

A′
θ,0(r)

A′
θ,+1(r)

 , (4)

A′
θ,−1(r) A′

θ,+1(r)式中   和   为沿着结构光±1级衍射

光传播的物光, 具有倾斜相位因子. 利用如下公式

补偿它们的倾斜相位:
 

Aθ,−1(r) = A′
θ,−1(r) exp(−i2πpθr), (5a)

 

Aθ,+1(r) = A′
θ,+1(r) exp(i2π pθr). (5b)

依次改变条纹结构光的方向 (q = mπ/4, m 一般

取 0, 1, 2和 3), 可恢复 4个方向上 Aq,1(r), Aq,–1(r)

频谱分布, 分别如图 2(c)—(f)所示. 然后将不同方

向上的 Aq,1(r), Aq,–1(r) 频谱分量线性叠加在一起,

得到合成孔径的频谱分布, 如图 2(h)所示. 通过对

该频谱进行逆傅里叶变换, 可以获得分辨率增强的

振幅 (图 2(l))和相位图像 (图 2(n)). 这里, 成像物

镜 MO2 的数值孔径 NAdet = 0.3, 照明数值孔径

NAillu = 0.3. 在平行于 z 轴的零级光下获得的物体

频谱如图 2(g)所示, 此时系统所能探测到的物体最

大频谱为 NAdet/l = 0.3/0.561 µm–1 = 0.53 µm–1,

如图 2(h)中黑色圆圈所示. 相比而言, 结构光照明

下获取到的物体频谱分布包含了更多的高频成

分 :  (NAdet+NAillu)/l = (0.3+0.3)/0.561 µm–1 =

1.10 µm–1, 如图 2(h)中黑色圆圈和黄色圆圈所示.

因此, 在条纹结构光下, 数字全息显微成像的空间

分辨率提升了 1.10/0.53 = 2.07倍.

为了验证条纹结构光对数字全息显微技术空

间分辨率提升的有效性, 对苍蝇翅切片进行了成

像. 图 2(i)和图 2(j)的左侧分别为使用平行于 z 轴

的平行光照明所获得的振幅图和相位图; 图 2(i)和

图 2(j)的右侧分别为使用条纹结构光照明所获得

的振幅图和相位图. 对比结果表明, 条纹结构光照

明下苍蝇翅切片的图像比在传统的平行光照明下

的图像更加清晰, 具有更多的细节.
 

3.2    结构光照明荧光显微成像

实验中, 采用方位角依次为 π/4的 4组条纹结

构光对样品进行照明, 每组结构光依次进行 5次相

移操作. 在样品平面上, 照明光强分布为余弦条纹

时, 可表示为 

Ii,j(r) = I0[1 +m cos(2π ki · r + ϕj)], (6)

r

式中, I0 表示激发光的平均强度, m 表示条纹的调

制度,    表示位置向量, ki 表示第 i 次条纹结构光

对应的空间频率 (i = 1, 2, 3, 4), fj = 2π(j – 1)/5
表示条纹结构光第 j 次相移时对应的相移量 (j =

1, 2, ···, 5). 样品在结构光 Ii, j(r)照明下发出的荧

光被成像到 CCD2 上. 相机探测到的图像可以使用

以下公式表示: 

Di,j (r) = (Ii,j(r) · s(r))⊗ h(r), (7)

⊗
式中, s(r)表示待测样品的结构分布, h(r)表示非

相干成像系统的点扩散函数 (PSF),   表示卷积操

作. 对 (7)式两侧进行空间傅里叶变换就可得到 

D̃i,j (k) =
(
Ĩi,j ⊗ S̃

)
h̃ (k) , (8)

h̃ (k)

式中, 变量上方的波浪号表示该变量的空间频谱分

布, k表示频域坐标,   表示荧光显微成像系统

的光学传递函数. 把 (6)式代入 (8)式可得 

D̃i,j(k) =I0h̃(k)[S̃i(k) +
m

2
eiϕj S̃i(k − k0)

+
m

2
e−iϕj S̃i(k + k0)]. (9)

为了最大化地获得空间分辨率增强的样品图

像, 在 DMD上加载周期为 5个像素的正弦条纹.

通过遮挡条纹的零级衍射级后, 条纹结构光在样品

平面的空间频率为 1.06 µm–1 (系统截止频率为:

1.29 µm–1). 实验中, 采用五步相移 (每次相移 1个

像素, 对应的相移量为 fj = 2π/5)来解调样品的零

级和±1级频谱分量 [30]: 
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S̃i(k − k0) S̃i(k + k0) k0 −k0

进一步地 , 对恢复得到的±1级频谱分量

 和  在频域空间进行+  和 

的频移, 从而将它们移动到正确的位置. 图 3(a)—

(d)表示条纹结构光的方向分别为 0, 45°, 90°以及

135°时, 利用 (10)式恢复且频移后的±1级频谱分

量分布. 然后对图 3(a)—(d)所示的各频谱分布进

行线性叠加, 就得到图 3(f)所示的结果. 相比于普

通宽场荧光显微成像 (如图 3(e)所示), 结构光照

明荧光显微成像可以获得样品更高空间频率的信

息. 通过对该频谱进行逆傅里叶变换, 可以获得超

分辨的荧光图像.

对女贞叶切片的同一位置分别进行了普通宽

场荧光显微和结构光照明荧光显微成像. 图 3(g)

的左右两侧为宽场荧光显微和结构光照明荧光显

微成像结果. 图 3(h)和图 3(i)分别是图 3(g)中白

色方框内两个模式成像结果的放大图像. 对比两图

可发现, 结构光照明荧光显微成像可以探测女贞叶

切片更精细的结构. 

 

0

255

128

(a) (c) (e)

(f)(d)(b)

(g) Wild-field SIM (h) Wild-field

SIM(i)

100 mm

图 3    结构光照明荧光显微成像的图像重构以及女贞叶切片的成像结果　(a)−(d) 条纹方向为 0°, 45°, 90°和 135°的结构光照明

下得到的物光频谱分布; (e)和 (f) 平行光照明和结构光照明下的样品频谱分布; (g) 该图左侧和右侧为使用平行光照明和结构光

照明女贞叶切片的荧光图像; (h)和 (i)图 (g)中方框部位在使用平行光照明和结构光照明的荧光图像放大图

Fig. 3. Image reconstruction of  structured light-illuminated fluorescence  microscopy and imaging results  of  privet  leaf  slices:  (a)−

(d) Spectral distribution of object waves under structured light illumination with fringe directions of 0°, 45°, 90° and 135°; (e) and

(f) spectral distribution of samples under parallel and structured light illumination; (g) the left and right halves of the figure are

fluorescence images of privet leaf sections illuminated using parallel and structured light illumination; (h) and (i) magnified wide-

field and SIM images of the sample within the white-dash box in Fig. 3(g). 
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4   实验结果与讨论
 

4.1    结构光照明数字全息显微的空间分辨率
验证

实验中 , 成像物镜 MO2 的数值孔径 NAdet
为 0.3, 所以当照明光是平行于 z 轴的平行光时,

数字全息显微成像的横向空间分辨率为 d =

0.82l/NAdet = 1.53 µm. 另一方面, 照明物镜MO1
的数值孔径 NAillum 为 0.4, 所以结构光照明数字全

息显微成像时的最大空间分辨率可达 dmax =

0.82l/(NAdet+NAillum) = 0.66 µm. 当 DMD加载

周期为 5个像素的正弦条纹时 , 照射到样品上

的±1级衍射光的照明角度为 qillum = 0.30 rad, 此

时结构光照明数字全息显微的横向分辨率 dstr =

0.82l/(NAdet+sinqillum) = 0.77 µm.
我们利用结构光照明数字全息显微对直径为

500 nm的二氧化硅小球进行了成像. 图 4(a)的左/

右侧分别为使用平行于 z 轴的平行光照明/结构光

照明时数字全息显微获得的振幅图像. 其中, 白色

虚框部位的两个模式的放大图如图 4(b)和图 4(c)

所示. 图 4(d)表示图 4(b)和图 4(c)中经过同一二

氧化硅小球中心的强度分布. 通过对比可以发现,

条纹结构光照明可以显著提高数字全息显微成像

的空间分辨率. 为了定量分析两个成像模式的空间

分辨率, 随机选取了成像视场中的 35个二氧化硅

小球, 并通过高斯函数拟合测到一系列半高全宽,

统计结果如图 4(e)所示. 统计结果表明, 使用平行

于 z 轴的平行光照明时数字全息显微成像的横向

空间分辨率为 1.72 µm ± 0.13 µm, 而结构光照明

数字全息显微成像的横向空间分辨率为 0.84 µm ±
0.07 µm, 使用结构光照明的方式可以将横向空间

分辨率提高 2.04倍. 因此, 结构光照明有效地提高

了数字全息显微成像的横向空间分辨率. 
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图 4    基于平行光/结构光照明数字全息显微对二氧化硅小球的成像结果　(a) 平行光 (左)和结构光 (右)照明时 DHM获得的

振幅图像; (b)和 (c)图 (a)中白色方框区域在使用平行光照明和结构光照明的重构结果; (d) 图 (b)和 (c)中沿白色虚线的强度分

布; (e) 平行光/结构光照明 DHM的空间分辨率比较, 在图 (a)中随机选择 35个小球, 并对其在两个成像模式下半高全宽进行统计

Fig. 4. Plane-wave/structured-illumination  based  DHM imaging  of  SiO2 beads:  (a)  Images  of  SiO2 beads  obtained  by  DHM with

parallel illumination and structure illumination, respectively; (b) and (c) the magnified images within the white-box area in panel

(a)  obtained by plane-wave and structured illumination based DHM, respectively;  (d)  the intensity distributions  along the white

lines in panel (b) and (c); (e) statistics of lateral resolution of the two imaging modalities by randomly choosing and FWHM analys-

is of 35 beads for in panel (a). 
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4.2    结构光照明超分辨荧光显微的空间分辨
率验证

由于物镜MO1 的数值孔径 NAillum = 0.4, 荧光

样品的发射波长 lem 为 620 nm, 因此传统宽场荧

光显微成像的横向空间分辨率为 0.5lem/NAillum =

0.78 µm. 如前所述, 实验中给 DMD加载周期为

5个像素的正弦条纹, 因此投影到样品平面内的正

弦条纹周期 PSIM = 0.95 µm, 在该结构光照明下

SIM的空间分辨率比平行光照明的成像模式提高

了 1.81倍 ((2×NAillum/lem + 1/PSIM)/(2×NAillum/

lem) = 1.81)[31]. 由此可得, SIM的理论空间分辨

率为 0.43 µm. 分别使用传统的宽场显微 (平行光

照明)和 SIM对直径为 500 nm的荧光聚苯乙烯小

球 (RF500C, 发射波长 620 nm, 中国上海辉质生

物科技有限公司)进行成像. 图 5(a)的左/右侧分

别为使用平行于 z 轴的平行光照明/结构光照明

荧光显微成像所获得的荧光小球图像. 图 5(b)和

图 5(c)分别是图 5(a)中白色虚框对应的宽场显微

和 SIM的放大图像. 图 5(d)为图 5(b)和图 5(c)中

白色虚线对应的强度分布. 通过对比可以发现, 结

构光照明荧光显微成像能够分辨而宽场荧光显微

成像无法分辨的两个小球. 进一步随机选取 35个

荧光小球, 并测量了它们在宽场荧光成像和结构光

照明荧光显微成像下的半高全宽, 结果见图 5(e)

所示. 统计结果表明宽场荧光成像的横向空间分辨

率为 0.91 µm ± 0.02 µm, 而结构光照明荧光显微

成像的横向空间分辨率为 0.44 µm ± 0.04 µm. 因
此, 相比于传统宽场荧光显微成像, 结构光照明荧

光显微成像的横向空间分辨率提高了 2.07倍. 

4.3    结构光照明相位/荧光双模式显微成像

本文所提出的结构光照明相位/荧光双模式显

微成像技术, 可以对同一透明荧光样品进行高分辨

率的相位/荧光检测. 在两种成像模式中, DMD上

加载的条纹周期均为 5个像素. 当条纹结构光照射

到待测样品上后, 携带有透明样品相位信息的物光

波沿着透射光路被 CCD1 记录. 结构光在同一样品
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图 5    宽场显微和 SIM对荧光小球的成像结果　(a) 宽场显微 (左)和 SIM(右)图像 ; (b)和 (c)图 (a)中白色方框区域对应的宽

场和 SIM图像的放大图; (d)图 (b)和 (c)中沿白色虚线的强度分布; (e)图 (a)宽场和 SIM模式空间分辨率的统计, 在图 (a)中随

机选择 35个小球, 并对其在两个成像模式下半高全宽进行统计

Fig. 5. Wide-field and SIM imaging of fluorescent beads: (a) Wide-field (left) and SIM (right) images of the sample; (b) and (c) the

magnified wide-field and SIM images of the sample within the white-box in panel (a); (d) the intensity distribution along the white

lines in panel (b) and (c); (e) statistics of lateral resolution of the two imaging modalities by randomly choosing and FWHM analys-

is of 35 beads for in panel (a). 
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激发的荧光经过反射光路由 CCD2 记录. 利用上述

两种成像模式的重构算法可以得到待测样品的高

分辨相位和超分辨荧光图.

首先使用 3个样品进行双模式成像, 图 6(a)—

(c)、图 6(d)—(f)和图 6(g)—(i)分别为迎春叶横

切、水稻叶和鼠尾横切的结构光照明相位/荧光双

模式显微成像结果, 图 6(c), (f)和 (i)是 3种样品

的相位/荧光合并图. 可以看出, 同一样品的相位/

荧光图像具有高度的一致性和互补性. 为了进一步

反映所提系统的高分辨率相位/荧光双模式成像的

能力, 对 SiHa细胞进行了进一步的实验. 实验中,

首先用荧光染料 (线粒体红色荧光探针, C1049B-

50 µg, 碧云天生物)对 SiHa细胞内的线粒体进行

特异性地标记, 然后使用 4%的甲醛对整个细胞进
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图 6    结构光照明相位/荧光双模式显微成像　(a)和 (b) 迎春叶切片的相位和荧光图像 ; (d)和 (e)水稻叶的相位和荧光图像 ;

(g)和 (h)鼠尾切片的相位和荧光图像; (j) SiHa细胞的相位图像; (k) SiHa细胞中的线粒体的荧光图像; (c), (f), (i)和 (l) 4种样品

的相位/荧光融合图

Fig. 6. Structured illumination based phase/fluorescence dual-mode microscopic imaging of spring leaves, rice leaves, and mouse tail

transection: (a) and (b) Phase and fluorescence images of cross-sections of spring leaves; (d) and (e) phase and fluorescence images

of rice leaves; (g) and (h) phase and fluorescence images of mouse tail transection; (j) phase image of SiHa cells; (k) fluorescence im-

age of mitochondria in SiHa cells; (c), (f), (i) and (l) combined phase/fluorescence images of the four samples. 
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行固定. 图 6(j)是结构光照明下 SiHa细胞的相位

图像, 图 6(k)是 SiHa细胞中线粒体的超分辨荧光

图像, 图 6(l)是 SiHa细胞的相位/荧光模式合并

图像. 通过对比可以看出, 相位图像可以反映细胞

的整体形态, 而荧光图像只能展示细胞核周围的线

粒体分布情况, 两种模式耦合后可以反映 SiHa细

胞内线粒体的分布情况, 说明两种成像模式具有一

定的互补性. 值得注意的是, 结构光照明数字全息

显微可以得到待测样品的振幅和相位信息, 而结构

光照明荧光显微 (尤其是借助荧光标记)可以更好

地呈现样品特定的功能结构. 因此, 采用本文所提

的结构光照明相位/荧光双模式显微技术可以获得

待测样品更全面的信息. 

5   总　结

本文提出了一种基于 DMD的结构光照明相

位/荧光双模式显微技术, 利用该装置可以获得待

测样品 (相位和荧光)双模式图像信息. 在传统相

位重建方法中引入了针对环境扰动对相位成像影

响的数值补偿方法, 提高了相位测量精度. 高分辨

相位显微成像方法可以对透明样品进行无标记、高

衬度、高分辨率成像. 超分辨荧光显微成像方法借

助荧光标记, 可以看到样品中特定的功能结构. 将

以上两种方法结合可以获得样品的多维信息, 更有

利于科研人员对样品结构和特性的深入研究. 在接

下来的工作研究中将继续开展基于结构光照明的

光学断层扫描成像, 获得透明样品的三维折射率

分布.
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Phase/fluorescence dual-mode microscopy imaging based on
structured light illumination*
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Abstract

Quantitative phase microscopy (QPM) is a label-free imaging technique often employed for long-term, high-
contrast imaging of live bio-samples. Yet, QPM is not specific to a certain subcellular organelle. As a remedy,
fluorescence microscopy can visualize specific subcellular organelles once being labeled with fluorescent markers.
In  this  paper,  a  high-resolution  phase/fluorescence  dual-modality  microscopic  imaging  method  based  on
structured light illumination is proposed. In a dual-modality microscopic system, periodic stripes are generated
by a digital micromirror array (DMD), and are used as the common illumination for both modalities. For QPM
imaging, the holograms of the sample under structured light illuminations from different directions and phase
shifts are recorded, from which a quantitative phase image with resolution enhancement can be reconstructed
via  a  synthetic  aperture  procedure.  Furthermore,  a  numerical  approach  is  proposed  to  compensate  for  the
environmental disturbances that often challenge aperture synthesis of phase imaging. This method determines
each time the phase distortions caused by environmental  disturbances through using the spectrum of  the 0th
order of the structured light illumination, and the phase distortions are removed from the phase distributions of
the waves along the 0th and the ±1st diffraction orders. Resolution enhancement of QPM imaging is realized by
synthesizing the spectra of all the waves along different diffraction orders of the structured light illuminations of
different  orientations.  With  phase  images,  three-dimensional  shapes,  inner  structures,  or  refractive  index
distributions of transparent and translucent samples can be obtained. For fluorescence imaging, intensity images
(morie  patterns)  of  the  sample  under  different  structured  light  illuminations  are  recorded.  The  spectra  along
different diffraction orders are separated by using a phase shifting reconstruction algorithm, and are shifted to
their original positions, forming a synthesized spectrum that is much broader than the spectra of raw intensity
images  (NA-limited  spectra).  An  inverse  Fourier  transform  on  the  synthesized  spectrum  yields  a  super-
resolution  fluorescence  image  of  the  sample.  With  the  reconstructed  fluorescence  images,  specific  subcellular
organelles labeled with fluorescent markers can be visualized. The combination of quantitative phase microscopy
and  fluorescence  microscopy  can  obtain  multidimensional  information  about  the  sample.  In  this  dual-mode
imaging system, the spatial resolution of quantitative phase imaging and fluorescence imaging are 840 nm and
440  nm,  respectively.  The  proposed  dual-mode  microscopy  imaging  technique  has  been  demonstrated  for
imaging  fluorescent  beads,  fly  wings,  spring/rice  leaves,  mouse  tail  transection,  and fluorescence-stained  SiHa
cells. We envisage that this method can be further applied to many fields, such as biomedicine, industry, and
chemistry.

Keywords: structured  illumination,  dual-modality  imaging,  quantitative  phase  microscopy,  resolution
enhancement, phase compensation
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