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基于结构光照明 (structured illumination, SI) 的超分辨荧光共振能量转移 (super resolution fluorescence

resonance energy transfer, SR-FRET) 成像技术 (SISR-FRET) 可以通过解析活细胞内亚衍射区域的 FRET信

号来研究细胞器精细结构上的分子结构与功能. SISR-FRET成像中激发发射通道切换导致成像速度较慢, 限制

了 SISR-FRET在快速成像中的应用. 针对此问题, 本文提出一种双通道结构光照明超分辨定量 FRET成像

系统和方法, 通过在成像光路中加入 FRET双通道成像和配准模块, 实现了 SISR-FRET激发发射通道的空

分切换以及通道复用. 结合通道亚像素配准校正的图像重建算法, 双通道 SISR-FRET可以在保持定量超分

辨 FRET分析的同时提升了 3.5倍时间分辨率. 利用搭建的多色 SIM系统进行了活细胞表达靶向线粒体外膜

FRET标准质粒的超分辨成像实验, 验证了双通道 SISR-FRET的时空分辨率增强和 FRET定量分析的保真度.
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1   引　言

荧光共振能量转移  (fluorescence  resonance

energy transfer, FRET) 显微成像术在活细胞中原

位定量检测生物大分子间动态相互作用及空间分

布方面具有独特优势. 在细胞生命活动中, 蛋白质

与其他生物分子形成复杂相互作用和调节网络, 原

位研究蛋白质-蛋白质相互作用的时空分布和功能

关系是目前生命科学的重要课题之一 [1,2]. 尽管荧

光显微成像技术和荧光标记技术的发展为研究蛋

白质-蛋白质相互作用提供了有利的条件, 目前已

有的蛋白间互作研究方法仍无法在活细胞内同时

实现蛋白结构功能和空间分布动态变化的解析 [3].

FRET利用分子间共振能量转移速率与距离 6次

方反比的关系来度量 1—10 nm尺度分子的接近

程度, 该物理过程非常适合于表征分子构象变化和

分子间相互作用 [4]. 通过定量计算 FRET表观效

率 (ED, EA) 和总受体与供体的浓度比 (RC), 定量

FRET实现了活细胞内动态蛋白互作的“可视化”,

并为揭示蛋白复合物形成过程中亲和力和化学计

量比的测量提供了独特见解 [5,6]. 以上优势使得定

量 FRET显微成像技术正成为研究蛋白质调控网

络和信号转导途径、疾病机制和药物筛选的重要工

具 [7−9].

超分辨 FRET显微成像术 (super resolution

FRET, SR-FRET) 为研究亚细胞器精细结构上的
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分子结构及其功能开辟了新道路. 受限于衍射极限

对显微成像空间分辨率的约束, FRET显微成像分

辨能力存在瓶颈, 这使得传统 FRET显微成像在

观测亚细胞区域内蛋白分子相互作用及空间定位

时只能解析常规荧光显微镜分辨率约束下多分子

事件的平均行为 [10]. 近年来超分辨荧光显微成像

技术的发展极大提升了亚细胞器精细结构动态变

化的解析力, 因此将超分辨显微与 FRET成像功

能融合并实现 SR-FRET显微成像获得了学界的

广泛关注 [11,12]. 实现超分辨 FRET显微成像的难

点主要包括: 1) 如何从重新分布的超分辨光场中

定量解析出 FRET信号; 2)如何在有限光通量和

光漂白条件下平衡时空分辨率提升与 FRET定量

计算保真度. 目前, 基于单分子定位显微术 (single

molecule localization microscopy, SMLM) 和受激

发射耗尽显微术 (stimulated emission depletion mi-

croscopy, STED) 的 SR-FRET成像技术利用有

机荧光染料标记的 FRET固定样品实现了 FRET

信号的超分辨解析 [13−15]. 然而基于 SMLM的 SR-

FRET需要收集供体和受体分子同时处于光激发

活化状态时的 FRET信号, 这对于互相独立闪烁

的供受体对来说十分困难, 极长的成像时间也使得

该技术与研究活细胞中发生的动态过程很难兼容 [10].

对于基于 STED的 SR-FRET, STED损耗光改变

了供体的激发态寿命并导致供体和受体分子的不

均匀光漂白, 这种调制过程使得 STED FRET只

能得到半定量的 FRET指数而不能完成定量 FRET

测量 [15]. 针对以上问题, 本课题组开展了结构光照明

显微术 (structured illumination microscopy, SIM)

和定量 FRET融合的探索 [16]. 由于 SIM显微术相

比其他 SR成像技术具有照明光强度低、成像速度

快的优势, 融合 SIM和 FRET技术可能实现目前

最佳平衡时空分辨率和光漂白影响的 SR-FRET

成像术 [17−22]. 为了消除 SIM重建伪影对定量 FRET

的影响, 本课题组设计了一种基于结构光照明超分

辨 FRET两步重建方法 (SISR-FRET), 该方法依

次完成三通道 SIM图像的线性重建和基于共同定

位掩模滤波的 FRET定量解析. 两步过程可以确

保重建的 SR-FRET信号的保真度, 同时可以精确

去除由 SIM伪影引起的假阳性 FRET信号. 与传

统的宽场 FRET成像相比, SISR-FRET保持了定

量特性并实现了活细胞中 120 nm空间分辨率解

析亚细胞器精细结构上的 FRET信号 [23].

实现快速结构光照明超分辨定量 FRET成像

是目前活细胞 SR-FRET研究的迫切需要. 对于

SISR-FRET, 完成一次成像需要采集结构光调制

下的三通道 27张原始图像组, 如果被成像的 FRET

样本在拍摄总时间内移动距离超出了系统点扩散

函数 (point spread function, PSF) 范围, 则重建

的超分辨图像就会出现运动伪影并导致 FRET结

果失真 [24]. 尽管传统基于滤光片转轮的时分 FRET

三通道切换方案具有切换灵活、无需通道对准等优

点, 机械转盘切换速度慢的缺点限制了 SISR-FRET

快速成像 [25]. 针对以上问题, 本文提出一种双通道

结构光照明超分辨定量 FRET成像系统和方法,

通过在成像光路中引入 FRET双通道探测和对准

模块 , 双通道 SISR-FRET系统实现了 FRET通

道的空分切换. 进一步地, 通过优化系统时序控制

以及加入通道亚像素对准算法, 双通道 SISR-FRET

系统实现了快速三通道成像并保持通道亚像素精

度对准, 最终相比于基于滤光片转轮的时分 FRET

三通道切换方案有效提升了 3.5倍的时间分辨率. 利

用该系统对活细胞表达靶向线粒体外膜的 FRET

标准质粒进行成像, 验证了双通道 SISR-FRET的

时空分辨率增强和 FRET定量分析的保真度. 

2   双通道 SISR-FRET系统与方法
 

2.1    成像系统设计与搭建

DX
θ,n(r)

完成一次 SISR-FRET成像首先需要收集供

体激发供体发射 (DD通道)、供体激发受体发射

(DA通道) 和受体激发受体发射 (AA通道) 3个

通道结构光照明调制的原始图像组. 每一个激发发

射通道的原始图像组由 3个不同结构光方向角, 每

个结构光方位角包含 3个不同相位差的余弦结构

光调制的宽场荧光图像构成 . 三通道原始数据

 的强度分布可以由下式表示:
 

DX
θ,n(r) =

{
S(r) ·

[
1 +mX

θ · cos
(
kXθ · r

+ ϕX
θ +

2π (n− 1)

3

)]}
⊗HX(r), (1)

θ (= 1, 2, 3) n (= −1, 0, 1)

S(r)

mX
θ kXθ ϕX

θ

其中下标   和   表示余弦照

明的方向角和相位差, 上标 X (=DD, DA, AA) 表

示 FRET通道,    表示样本荧光信号的空间分

布,    ,    ,    分别是余弦结构光场的调制深
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HX(r)度、照明频率矢量和初相位 ,    表示不同

FRET通道 X (= DD, DA, AA) 对应的点扩散函

数 (PSF).

DDD
θ,n(r) DDA

θ,n(r)

DAA
θ,n(r)

为了获得三通道原始数据 (  /  /

 ), 我们搭建了一个套双通道同时探测的多

色干涉式 SIM系统. 系统光路如图 1所示. 该系统

的激发光由波长为 488 nm (EX1, 供体激发) 和

561 nm (EX2, 受体激发) 激光通过多色合束光源

生成 (L4cc, Oxxius). 为了使定量 FRET计算时系

统参数和 FRET效率不受到激光器的照明功率波

动的影响, 在光源耦合到系统光路之前需要先通过

激发光强度自动校准装置进行光强校正, 激发光强

度自动校准装置由分束器 (BS, BS037, Thorlabs)

和激光功率计 (PM400K1, Thorlabs) 构成. 校正

后的光源光束用两个消色差透镜组成的扩束系

统完成照明光的扩束和准直. 而后准直光束入射到

由偏振分束器 (PBS)、消色差半波片 (HWP) 和铁

电液晶空间光调制器 (SLM, QXGA-3DM-STR,

forth dimension displays) 组成的等效相位光栅进

行衍射 , 这样产生的调制衍射光束由消色差透

镜 (L1, AC254-300, Thorlabs) 聚焦后, 通过定制

的空间掩模滤波器  (Mask,  1 mm铝片 , 孔径为

0.5 mm) 过滤 0阶和其他高阶衍射光 , 最终保

留±1阶衍射光束. 为了最大化照明图案的调制深

度, 照明光的偏振由四分之一波片 (QWP) 和定制

的结构化偏振片 (PP, VIS 038BC3CW01, Codixx)

调制并保持 S偏振. 而后经过偏振调制的双光束通

过由消色差透镜 2 (L2, AC254-125, Thorlabs) 和

消色差透镜 3 (L3, AC254-200, Thorlabs) 组成的

4f 系统, 将相干光束中继到显微镜物镜的后焦面上

(L4, Apo TIRF 60×NA1.49, Nikon). 最终经过物

镜重新准直的两束光束在焦平面发生干涉并在样

本上产生二维余弦调制光场. 样品的发射荧光经过

二向色镜 1 (DM1, DI03-R405/488/561/635, Sem-

rock) 和二向色镜 2 (DM2, DI03-R561, Semrock)

以及供体发射滤光片 1 (EM1, ET530/30x, Chro-

ma) 和受体发射滤光片 2 (EM2, BA570-625, Oly-

mpus) 的滤光片组实现 FRET供体发射光和受

体发射光的空域分离 , 发射荧光经过管镜  (L5,

AC508-300, Thorlabs) 汇聚后由两台科研级 cmos

相机收集 (camera1&2, Fusion BT, Hamamatsu).

为了实现双相机通道的像素级对准, 竖直放置的相

机加装了配准模块, 配准模块由 X-Y 平移调整架

(ST1XY, Thorlabs) 以及旋转调整架 (LCP16R1,

Thorlabs) 构成, 该配准模块可以为双相机对准提

供高精度的旋转、平移调整自由度. 
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图 1    双通道 SISR-FRET系统光路示意图

Fig. 1. Schematic diagram of dual-channel SISR-FRET system.
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2.2    双通道 SISR-FRET 重构方法

DX
θ,n(r)

IDDSIM(r) IDASIM(r) IAASIM(r)

采集三通道原始数据   后, 需要对数据

进行重建来获取超分辨结构信息. 为了确保每个重

建的 SR图像在 3个 FRET通道中保持荧光强度

保真, 使用线性维纳重建算法, 该线性重建过程包

括频率分离、频谱搬移和广义维纳反卷积. 每个通

道的重建 SR图像  (  /  /  ) 通

过以下公式实现:  
S̃X
θ,0(k)

S̃X
θ,−1(k − pXθ )

S̃X
θ,1(k + pXθ )



=


1 mX

θ e−i(ϕX
θ )/2 mX

θ ei(ϕ
X
θ )/2

1 mX
θ e−i

(
ϕX
θ +

2π
3

)
/2 mX

θ ei
(
ϕX
θ +

2π
3

)
/2

1 mX
θ e−i

(
ϕX
θ +

4π
3

)
/2 mX

θ ei
(
ϕX
θ +

4π
3

)
/2


−1

×


D̃X

θ,0(k)

D̃X
θ,−1(k)

D̃X
θ,1(k)

 ,

(2)
 

IXSIM(r) = iff t


∑
θ,n

S̃X
θ,nH̃

∗X(k + npXθ )

∑
θ,n

∣∣∣H̃X(k + npXθ )
∣∣∣2 + w2

Ã(k)

 ,

(3)

D̃X
θ,n(k)

DX
θ,n(r)

S̃X
θ,0(k) S̃X

θ,±1(k)

H̃X(k)

Ã(k) w

Ã(k)=exp
[
− 0.5(k

√
2 ln 2)2

]

其中  表示三通道原始数据的  傅里叶

频谱,   和  是频谱分离后包含 0阶中

低频谱和±1阶含高频频谱,   是不同 FRET

通道的光学传递函数 (optical transfer function,

OTF), 实验中使用 100 nm荧光微球 (0.1 μm Tetra-
Speck, T7279, Thermofisher) 对 OTF进行了实验

标定.   是切趾函数,   是维纳系数, 为了重建信

号在 FRET三通道之间仍然能保持灰度强度关系

一致, 三通道 SR图像重建采用统一的维纳系数和

高斯型切趾函数, 维纳参数根据经验选取 0.2, 高

斯型切趾函数选取为  .

在进一步 FRET计算之前, 需要对三通道 SR-

FRET图像进行预处理. 由于双通道成像系统存在

通道配准的问题, 除了在系统硬件配准模块上进行

像素级别的通道对准, 还需要通过配准算法实现

FRET三通道进一步的亚像素级对准, 以保证FRET

逐像素计算时的精度. DA和 AA通道图像由于通

道的复用关系不需要额外对准, 因此配准算法以DD

通道 SR重建图像为基准, 通过将 DA, AA通道图

像与仿射变换相乘来实现与 DD通道图像的亚像

素级对准. 仿射变换矩阵 T通过以下最优化方法

获得:
 

argmin
T

∥∥T [
IAASIM(r)

]
− IDDSIM(r)

∥∥2
2
, (4)

 

T =

 s cos(θ) −s cos(θ) xt

s sin(θ) s cos(θ) yt

0 0 1

 , (5)

xt yt θ s其中  ,   为仿射变换矩阵的平移参数,   ,   分别

表示旋转和缩放补偿参数.

IXbg (X = DD, DA, AA)

另一方面, FRET定量计算需要考虑背景灰度

的影响. 实验中对每个 FRET成像通道的超分辨

图像进行逐像素灰度值统计, 并以灰度值直方图中

第 1个峰值对应的灰度值作为该视野的背景灰度

值  . 接着对图像进行背景修

正并将负的像素灰度值置零, 得到每个成像通道的

修正图像. 具体过程表示为 

I ′SIMX =

IXSIM − IXbg , IXSIM − IXbg > 0,

0, otherwise,

X = DD, DA, AA. (6)

FRET三通道原始图像组在采集过程中不可

避免产生噪声, 这些噪声会经过 SR-SIM线性重建

放大产生重建伪影并严重影响 FRET定量分析.

由于噪声伪影是随机叠加在 FRET三通道图像上,

其空间分布彼此独立, 因此这种伪影在三通道图像

间具有非常低的相关性. 相反, 当 FRET发生的必

要条件是供受体荧光分子靠近到 10 nm尺度内,

这样供体和受体分布将展现出极强的共定位特征,

即超过随机噪声图像间的强相关性. 因此可以利用

以上先验信息设计共同定位掩模来抑制重建伪影

的干扰. 为了定量表征 FRET信号和噪声在不同

成像通道之间差异, 逐像素的共定位分析可以表示

如下:
 

PCCmap(r) =[
IDDSIM(r)− IDDAVG

]
·
{
T
[
IAASIM(r)− IAAAVG

]}√∑
r

[
IDDSIM(r)− IDDAVG

]2 ·∑
r

{
T
[
IAASIM(r)− IAAAVG

]}2
,

(7)
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MOCmap(r) =
IDDSIM(r) · T

[
IAASIM(r)

]√∑
r

[
IDDSIM(r)

]2 ·∑
r

{
T
[
IAASIM(r)

]}2
,

(8)

PCCmap (r)

MOCmap (r)

IDDAVG

IAAAVG

PCCmap (r)

MOCmap (r)

Bcolocalmask (r)

其中  是供体和受体图像中每个像素对皮

尔逊相关系数 (PCC)的权重分布图,   

是供体和受体图像中每个像素对曼德斯相关系数

(MOC)的权重分布图.   是经过背景扣除后的

DD通道图像的灰度平均值,    经过背景扣除

后的 AA通道图像的灰度平均值. 将  和

 相乘得到混合共定位权重矩阵, 并通过

自适应阈值处理算法进行混合共定位权重矩阵

的分割生成二值化掩膜板  , 可以如下

表示:
 

Bcolocalmask (r)

=

{
1, PCCmap (r) ·MOCmap (r) > th,

0, otherwise.
(9)

经过以上图像预处理后, SISR-FRET计算供

体为中心的 FRET表观效率 ED 和总受体与供体

的浓度比 RC 由如下公式得到:
 

ED =
FcSIM

FcSIM +G · I ′DD
SIM

·Bcolocalmask, (10)
 

RC =
K · T (I ′AASIM )

FcSIM/G+ I ′DDSIM
·Bcolocalmask, (11)

 

FcSIM = T (I ′DASIM )− a
[
T (I ′AASIM )− cI ′DDSIM

]
− d

[
I ′DDSIM − bT (I ′AASIM )

]
, (12)

FcSIM其中,    为受体敏化发射荧光强度, G 为敏化

淬灭转化因子, K 为供受体浓度转化因子, a, b, c,

d 为系统串扰系数.

DX
θ,n(r)

IXSIM(r) (X = DD, DA, AA)

总结双通道 SISR-FRET算法流程图如图 2

所示, 实施 SISR-FRET需要以下 3个步骤: 1)使

用三通道原始数据   重建三通道 SR图像

   ; 2) 通过图像预处理过

程, 对重建的三通道 SR图像进行背景扣除, 通道

对准和共定位掩膜滤波模板生成; 3) 对预处理后

的三通道 SR图像中定量计算 FRET效率 (ED)和

受供体浓度比 (RC). 

2.3    控制系统的设计与优化

根据 2.1和 2.2节的内容 , 完成一次 SISR-

FRET成像需要采集结构光调制下的三通道 27张

原始图像组. 其中一组典型的 FERT三通道原始

数据采集时序如图 3所示. 采集过程首先由上位机

发送指令给下位机, 随后下位机发出精确同步控制

 

Acceptor channel
image stack 

Donor channel
image stack 

 

FRET channel
image stack 

SIM reconstruction Image preprocessing FRET measurement

Image alignment

Colocalization
mask filtering

Transformation matrix

0.5

0

0

1.5

3-channel 

SR image stack 

DD DD SIM

SIMD

 SIMC

AA AA SIM

DA DA SIM

=1,2,3; =-1,0,1

Background
correction

Colocal-mask

cos()
sin()


cos()
cos()








图 2    双通道 SISR-FRET的算法流程图

Fig. 2. Flow chart of dual-channel SISR-FRET algorithm.
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信号给 SLM、激光器、机械转盘以及两台 sCMOS

相机. 对于单通道 SISR-FRET, 下位机发出同步

信号给 SLM进行结构化图案显示, 同时开启激光

器并打开相机曝光完成一次拍摄. 在等待相机读出

以及 SLM暗图像刷新的时间内, 下位机发送触发

信号关闭激光器并使能机械转盘完成 FRET通道

切换, 重复以上过程 3次, 即可完成一组 FERT原

始数据采集并将数据传输给上位机. 为了加快转盘

切换速度, 单通道 SISR-FRET采用快速机械转盘

(FW103, Throlabs), 该器件的最小通道的切换时

间为 50 ms. 根据经验设定相机典型单帧曝光时间

为 10 ms, 图像采集区域大小为 512×512@16 bit,
此时转盘完成切换的时间制约了整个系统成像速

度, 该方案可实现的一组 FERT三通道原始数据

采集时间为 140 ms (图 3(a)). 由于双通道 SISR-

FRET将基于滤光片转轮的时分 FRET三通道切

换方案替换为基于二项色镜分光的空分方案, 期间

无需转动机械转轮来切换不同波长的发射滤光片,

此时制约成像系统进行下一组曝光的等待时间则

由相机的读出时间和 SLM的负图像显示时间来确

定. 另一方面, 由采用双通道方案, 一次激发可以

在两个发射通道实现同时成像 (DD&DA). 相比传

统基于滤光片转轮的时分 FRET三通道切换方案

需要切换 3次才能完成图像采集, 双通道 FRET

成像系统只需两次成像即可完成, 从而将相机曝光

读出时间占比进一步减少了 1/3. 在此方案下, 双

通道方案在曝光时间相同的情况下完成一组 FRET

三通道原始数据采集时间为 40 ms, 相应系统时间

分辨率从原来的约 1帧/s提升为 3帧/s, 实现了

约 3.5倍的时间分辨率提升. 

3   成像结果与讨论

为了验证双通道 SISR-FRET系统在活细胞

中超分辨 FRET成像能力, 使用表达靶向线粒体

外膜的 FRET标准质粒 (ActA-G17M) 的 MCF-

7细胞样本进行系统测试. ActA-G17M融合了线

粒体外膜靶向蛋白ActA和 FRET标准质粒G17M,
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Camera
1

Camera
2

10 ms 10 ms

Donor
channel
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channel
exposure
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channel
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Normal
images 

Inverted
images 

(b) 40 ms

SLM
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10 ms 10 ms 10 ms

Normal
images 

Inverted
images 

Donor
channel
exposure

FRET
channel
exposure

Filter
wheel 

50 ms

140 ms(a)

Acceptor
channel
exposure

图 3    双通道 SISR-FRET与单通道 SISR-FRET时序图对比　(a)单通道 SISR-FRET在一个 FRET采集周期的时序图; (b)双通

道 SISR-FRET相同周期的时序图

Fig. 3. Comparison of timing sequence of dual-channel SISR-FRET and single-channel SISR-FRET: (a) Timing sequence of single-

channel SISR-FRET in one FRET acquisition cycle; (b) timing sequence of dual-channel SISR-FRET in the same cycle.
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其中 G17M由 GFP和 mCherry之间连接 17个氨

基酸构成 . 该质粒的理论 FRET表观效率 (ED)

为 0.2, 受体与供体的浓度比 (RC) 为 1.

利用该样本首先对系统双相机超分辨成像结

果的通道对准进行标定, 结果如图 4所示. 图 4(a)

为样本在 DD和 AA通道超分辨成像的伪彩图 ,

图 4(b)为 DD和 AA通道超分辨成像只经过系统

硬件进行通道对准时的叠加效果图, 可以明显观察

到 AA通道对比 DD通道图像像素的整体向下的

错位 . 经过双通道 SISR-FRET图像对准算法处

理后, 可计算得到最优对准效果的仿射变换矩阵

T为 [1, 0, −0.85], [0, 1, −3.32], [0, 0, 1]. 此时经

过仿射变换矩阵校正后的 DD&AA叠加效果图

如图 4(c) 所示, 其相比于图 4(b) 对准效果明显提

升, 在整个视野内 DD&AA通道线粒体外膜精细

结构表现出很好的重合, 证明了对准算法在进行亚

像素精度对准的有效性以及 SISR-FRET成像系

统的成像质量.

为了测试双通道 SISR-FRET系统的超分辨

成像能力 , 对表达 ActA-G17M质粒的 MCF7细

胞进行了定量超分辨 FRET成像. 为获得采样速

度和收集光子计数之间的最佳平衡, 单帧图像的曝

光时间设置为 10 ms, 相应总的双通道 SISR-FRET

测量时间分辨率约 360 ms. 在此参数设置下, 三通

道超分辨图像重建结果如图 5所示. 图 5(a)—(c)

分别为 DD, DA, AA通道对 ActA-G17 M宽场成

像结果, 图 5(d)—(f) 分别为 DD, DA, AA通道对

ActA-G17M超分辨成像结果. 一些在宽场成像中

无法区分的相邻线粒体外膜精细结构在超分辨图

像得到清晰解析. 证明当前系统进行 FRET三通

道超分辨成像时分辨率提升的有效性.

为了测试双通道 SISR-FRET系统的超分辨定

量 FRET分析能力, 对图 5中三通道超分辨 FRET

图像进一步进行定量 FRET分析, 结果如图 6所示.

 

(a)

D
D

A
A

Aligned Unaligned

(b) (c)

2 mm 2 mm

图 4    双通道 SISR-FRET通道对准效果　(a) DD通道和AA

通道成像结果的伪彩图, 绿色为 DD通道, 红色为 AA通道;

(b)未经过算法对准的 DD通道和 AA通道成像结果叠加

图; (c)经过仿射变换矩阵对准的 DD通道和 AA通道成像

结果叠加图. 比例尺: 2 μm

Fig. 4. Dual-channel SISR-FRET alignment results: (a) Pse-

udo-color  image  of  DD  channel  and  AA  channel  imaging

results, green is  DD channel,  red is  AA channel;  (b)  over-

lay  of  the  imaging  results  of  DD channel  and AA channel

without  algorithm  alignment;  (c)  overlay  of  DD  channel

and AA channel imaging results after affine transformation

matrix alignment. Scale bar: 2 μm.
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图  5    双通道 SISR-FRET成像系统对 ActA-G17 M样本成像结果  (a)—(c) DD, DA, AA通道宽场成像结果 ;  (d)—(f) DD,

DA, AA通道超分辨成像结果. 比例尺: 2 μm

Fig. 5. Imaging results of the dual-channel SISR-FRET imaging system for the ActA-G17M sample: (a)−(c) Wide-field imaging re-

sults in the DD, DA, and AA channels; (d)−(f) super-resolution imaging results in the DD, DA, and AA channels. Scale bar: 2 μm.
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图 6    双通道 SISR-FRET成像定量 FRET分析结果对比　(a)宽场 FRET和超分辨 FRET效率 ED 的伪彩图; (b)图 (a)中结果

的统计直方图; (c)宽场 FRET和超分辨 FRET受供体浓度比 RC 的伪彩图; (d) 图 (c)中结果的统计直方图. 比例尺: 2 μm

Fig. 6. Comparison of quantitative FRET analysis results from dual-channel SISR-FRET imaging: (a) Pseudo-color map of ED for

wide-field  FRET  and  super-resolution  FRET;  (b)  corresponding  statistical  histograms;  (c)  pseudo-color  plot  of RC  for  wide-field

FRET and super-resolution FRET; (d) corresponding statistical histograms. Scale bars: 2 μm.
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图 7    双通道 SISR-FRET分辨率提升的定量分析　(a) 宽场 FRET效率 ED 的伪彩图和 DD通道灰度图像的重叠结果; (b) SISR-

FRET效率 ED 的伪彩图和 DD通道灰度图像的重叠结果 ; (c) 宽场 FRET与 SISR-FRET中 DD通道灰度图像的局部细节对比 ;

(d) 宽场 FRET与 SISR-FRET中效率 ED 的伪彩图的局部细节对比; (e), (f) 图 (c)和图 (d)中划线位置的横切面强度图. 比例尺:

2 μm

Fig. 7. Quantitative analysis of dual-channel SISR-FRET resolution enhancement: (a) The merge of intensity and ED map images of

wide-field  FRET;  (b)  the  merge  of  intensity  and ED map images  of  SISR-FRET;  (c)  partly  enlarged  view of  intensity  images  of

wide-field FRET and SISR-FRET in the DD channel;  (d) partly enlarged view of ED map images of wide-field FRET and SISR-

FRET; (e), (f) normalized intensity and FRET profiles along the marked lines in (c) and (d). Scale bars: 2 μm.
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图 6(a) 和图 6(c) 分别展示了宽场 FRET和超分

辨 FRET效率 ED 和受供体浓度比 RC 的空间分

布, 可以清晰看到双通道 SISR-FRET重建算法对

FRET空间分辨能力的提升. 另一方面图 6(b), (d)

分别展示了宽场 FRET和超分辨 FRET效率

ED 和受供体浓度比 RC 的逐像素统计结果, 可以

看出 SISR-FRET和宽场 FRET一样可以正确解

析 ActA-G17 M质粒的 ED 和 RC, 但是由于 SISR-

FRET组 DA通道的信噪比较低, 最终导致 SISR-

FRET统计直方图的半高全宽相比传统宽场

FRET结果得到了展宽.

为了定量比较双通道 SISR-FRET成像分辨

率对比宽场 FRET的提升, 现将图 5和图 6结果

进行了重叠比较, 结果如图 7(a), (b) 所示, 线粒体外

膜的结构分布和经过共定位掩膜滤波的 FRET

效率空间分布有着良好的重合, 证明 SISR-FRET

具备在活细胞中定量解析精细结构上 FRET信号

的能力. 其中图 7(a), (b) 局部放大的线粒体外膜结

构 FRET信号在宽场 FRET成像下无法分辨, 而

在 SISR-FRET成像下可以清晰区分 (图 7(c)—(f)). 

4   结　论

本文提出和搭建了一套双通道结构光照明超

分辨定量 FRET成像系统. 该系统实现了 SISR-

FRET激发发射通道的空分切换以及通道复用, 提

升了约 3.5倍的时间分辨率 . 相比传统的宽场

FRET技术, 双通道 SISR-FRET具有更高的时空

分辨率, 能够更准确地定位和解析供受体之间的

FRET信号, 从而提高解析活细胞内精细结构上分

子互作的能力. 通过将双通道 SISR-FRET技术应

用于亚细胞器尺度的蛋白相互作用过程的精确定

量检测中, 可以直观地展示亚细胞器的空间结构变

化以及蛋白的定位关系. 这对于揭示活细胞中细胞

核、线粒体和内质网等生物大分子生成和执行功能

的场所精细结构上的分子结构及其功能具有重要

意义. 通过这项技术, 能更深入地了解细胞内复杂

的分子动态过程, 为研究生物体的功能和机制提供

有力的工具.
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Abstract

The Structured illumination (SI)-based super resolution fluorescence resonance energy transfer (SR-FRET)
imaging  technique,  known  as  SISR-FRET,  enables  the  investigation  of  molecular  structures  and  functions  in
cellular  organelles  by  resolving  sub-diffraction  FRET signals  within  living  cells.  The  FRET microscopy  offers
unique  advantages  for  quantitatively  detecting  dynamic  interactions  and  spatial  distribution  of  biomolecules
within living cells. The spatial resolution of conventional FRET microscopy is limited by the diffraction limit,
and  it  can  only  capture  the  average  behavior  of  these  events  within  the  resolution  limits  of  conventional
fluorescence  microscopy.  The  SISR-FRET performs  sequential  linear  reconstruction  of  the  three-channel  SIM
images followed by FRET quantitative analysis by using a common localization mask-based filtering approach.
This two-step process ensures the fidelity of the reconstructed SR-FRET signals while effectively removing false-
positive FRET signals caused by SIM artifacts. However, the slow imaging speed resulting from the switching of
excitation-emission channels in SISR-FRET imaging limits its application in fast imaging scenarios. To address
this  issue,  this  study  proposes  a  dual-channel  structured  illumination  super-resolution  quantitative  FRET
imaging system and method. By incorporating an FRET dual-channel imaging and registration module into the
imaging  pathway,  the  spatial  switching  and  channel  multiplexing  of  the  SISR-FRET  excitation-emission
channels  are  achieved.  Combining  the  image  reconstruction  algorithm  with  channel  sub-pixel  registration
correction,  the  dual-channel  SISR-FRET  technique  enhances  the  temporal  resolution  by  3.5  times  while
preserving the quantitative super-resolution FRET analysis. Experimental results are obtained by using a multi-
color SIM system to perform super-resolution imaging of living cells expressing mitochondria outer membrane
FRET standard  plasmids.  These  experiments  validate  the  improved  spatial  and  temporal  resolution  of  dual-
channel  SISR-FRET  and  the  fidelity  of  FRET  quantification  analysis.  In  summary,  this  research  presents  a
novel  dual-channel  structured  illumination  super-resolution  FRET imaging  system  and  method.  It  overcomes
the limitations of slow imaging speed in SISR-FRET by realizing the spatial switching and channel multiplexing
of  excitation-emission  channels.  The  proposed  technique  enhances  the  temporal  resolution  while  maintaining
quantitative analysis of super-resolution FRET. Experimental validation demonstrates the increased spatial and
temporal  resolution  of  dual-channel  SISR-FRET  and  the  accuracy  of  FRET  quantification  analysis.  This
advancement  contributes  to  the  study  of  molecular  structures  and  functions  in  cellular  organelles,  providing
valuable insights into the intricate mechanisms of living cells.
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