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双螺旋点扩散函数 (double-helix point spread function, DH-PSF)显微可实现纳米尺度的三维单颗粒示

踪 (three-dimensional single particle tracking, 3D SPT), 被广泛应用于生命科学等领域, 但 DH-PSF显微的成

像景深和定位精度有限, 限制了其在活体厚样品中的应用. 为了解决此问题, 本文提出了一种基于轴向分光

棱镜的多焦面 DH-PSF 显微 (z-splitter prism-based multifocus DH-PSF microscopy, ZPMDM)方法和系统, 通

过将基于轴向分光棱镜的多焦面显微与 DH-PSF相结合, 在无需扫描的情况下提高 DH-PSF显微的轴向定位

范围和定位精度, 解决完整活细胞内 3D SPT的大景深探测难题. 通过系统标定, ZPMDM中 3个通道的平均

三维定位精度分别为 σL(x, y, z) = (4.4 nm, 4.6 nm, 10.5 nm), σM(x, y, z) = (4.3 nm, 4.2 nm, 8.2 nm), 以及 σR(x, y, z) =

(4.8 nm, 4.4 nm, 10.3 nm), DH-PSF的有效景深扩展至 6 μm, 实现了大景深范围内的甘油-水混合溶液中的荧

光微球示踪, 并初步研究了活巨噬细胞的吞噬现象, 进一步验证了该方法的有效性, 对于 3D SPT的发展和

应用具有重要意义.
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1   引　言

随着纳米技术和荧光显微技术的发展, 单颗粒

示踪 (single particle tracking, SPT)技术已成为

解析活细胞内分子行为和相互作用、揭示生物过程

机制以及药物研发等的强有力工具 [1–4]. 传统的二

维 SPT只能在一个薄焦平面上追踪粒子, 因此, 这

种方法通常仅限于研究分子平面运动 [5,6]. 然而, 活

细胞中的分子运动具有时空多样性的特点, 分子在

细胞内的动态变化遍及整个细胞内三维空间, 这使

得在大三维空间和长时程内, 同时监测多个分子的

运动具有较强的挑战性. 近年来, 纳米尺度三维

(three-dimensional, 3D) SPT技术的出现, 使得研

究人员可以以高时空分辨率研究多分子的动力学

行为, 极大促进了生命科学等领域的发展. 实现 3D

SPT最直接的方法就是利用共聚焦显微镜或双光

子显微镜在样品的不同轴向位置处采集一系列二
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维图像形成图像堆栈 (Z-stacks)[7,8], 进而实现粒子

的 3D示踪, 虽然这个方法具有较高的成像对比度,

但由于需要进行轴向扫描, 其时间分辨率受到很大

限制. 使用转盘式共聚焦显微镜或带有共振扫描器

的共聚焦显微镜可以改善这种限制, 但其时间分辨

率仍保持在秒的数量级. 为了进一步提高时间分辨

率和轴向成像深度, 研究人员提出了多种基于双螺

旋点扩散函数 (double-helix point spread function,

DH-PSF)的宽场、无扫描 3D SPT方法 [9]. 2009年,

Pavani等 [10] 首次通过特殊设计的相位片, 利用空

间光调制器 (spatial light modulator, SLM), 将显

微系统的 PSF调控为 DH-PSF, 实现了高达 14 nm

的横向和 37 nm的轴向定位精度, 成像深度达 2 μm.
2010年, Thompson等 [11] 利用 DH-PSF显微实现

了活细胞内量子点的示踪, 三维定位精度达 10 nm.

同年, Thompson等 [12] 又使用 DH-PSF显微成功

实现了活芽接酵母细胞中单个信使核糖核酸的三

维示踪, 研究了其蛋白 mRNPs颗粒的动力学行

为. 随后, 基于 DH-PSF的纳米尺度 3D SPT在细

胞生物学、纳米材料研究中获得了广泛的应用 [13–18].

尽管基于 DH-PSF的 3D SPT具有很好的应用效

果, 但成像深度仅有 2 μm左右, 限制了其在完整

细胞中的进一步应用, 需要设计新的大深度编码

的 PSF. 2013年, Li等 [19] 在经过优化的 DH-PSF

的基础上利用同时具有 DH-PSF调制与变形光栅

成像功能的复合相位板, 进一步扩展了原有 DH-

PSF系统的探测深度, 构建了一套大景深无扫描

纳米分辨三维多分子示踪成像系统 (DDCM), 其

三维定位精度达到 5.3, 6.3和 17.4 nm, 成像深度

达到 14 μm, 但该方法受光栅高阶衍射和色差的影

响, 需要光栅色差补偿校正元件, 能量利用率低且

系统相对复杂. 2021年, Li等 [20] 提出了一种名为

2π-DH-PSF的新方法, 它使用菲涅耳区方法实现

了 2π 角度范围的旋转, 并在 2π-DH-PSF的基础上

结合离焦相位, 旋转角可以达到 4π 弧度, 其成像

深度达到 20 μm, 是传统 DH-PSF的 4倍. 然而,

该方法基于 SLM光能利用率低、系统复杂和成本

较高, 能够示踪的粒子密度和成像深度是相互矛盾

的. 虽然上述大景深 3D SPT方法提高了 DH-PSF

的探测深度, 但降低了其定位密度, 更适合于研究

稀疏运动的分子动态过程.

为进一步提高定位密度和定位精度, 需要发展

新的基于 DH-PSF的 3D SPT方法, 进一步拓展

其在活体厚样品动态过程研究中的应用. 本文提出

了一种基于轴向分光棱镜的多焦面 DH-PSF显微

(z-splitter  prism-based  multifocus  DH-PSF  mic-

roscopy, ZPMDM)方法和系统, 将具有 DH-PSF

调制功能的双螺旋相位模板 (DH phase  mask,

DH-PM)与具有多焦面成像能力的轴向分光棱镜

(z-splitter prism)[21] 相结合, 进一步扩展 DH-PSF

的探测景深并提高其定位精度. 利用 ZPMDM系

统对甘油中进行布朗运动的多个荧光微球进行了

三维追踪, 计算所得的三维扩散系数与理论值基本

一致, 证明了系统能够对轴向深度 6 μm以内的荧

光微球进行追踪. 同时对巨噬细胞中的荧光微球进

行追踪, 进一步验证了该方法在活细胞中对粒子的

追踪能力. 

2   系统与方法
 

2.1    ZPMDM 系统设计与搭建

所搭建的 ZPMDM系统示意图如图 1所示,

主要包括激发光路、探测光路和防漂移光路. 在激

发光路中, 波长为 656 nm的固体激光器 (MRL-N-

656.5, CNI)发出的激光束先经过中性密度衰减

片 ND对激光功率进行调节, 再经透镜 L1 (f1 =

200 mm)和 L2 (f2 = 200 mm)组成的 4f 系统准

直扩束后, 经反射镜M、管镜TL2 (fTL2 = 300 mm)、

二向色镜 DM2和 DM1、油浸物镜 OL(1.45 NA,

100×, Nikon)后垂直照射至样品进行激发. 在探

测光路中 , 同时使用 z-splitter  prism和 DH-PM

实现多焦面 DH-PSF成像. 样品发出的荧光经物

镜 OL, DM1和 DM2、管镜 TL3 (fTL3 = 200 mm)

收集后, 经过 z-splitter prism被分为 3束光, 然后经

过一个由透镜L5 (f5 = 150 mm) 和L6 (f6 = 75 mm)

组成的 4f 系统后, 同时成像在科学级 sCMOS探

测器 (ORCA-Fusion BT,  像素数为 2304×2304,

像素尺寸为 6.5 μm×6.5 μm, Hamamatsu)上. 同
时 , 在探测光路的 4f 系统的频谱面上加入 DH-

PM来对系统的探测点扩散函数进行调制, 实现多焦

面 DH-PSF, 其中相位片 DH-PM的通光孔径为

5 mm, 工作波长为 670 nm, DH-PSF对应的有效

轴向距离范围约为 3.3 μm. 同时 DH-PM与物镜

的后焦面呈共轭关系. 为克服由物镜自身重力引起

的轴向漂移, 采取主动防漂移策略 [22] 以增强系统

稳定性. 此防漂移方法基于全内反射原理, 结合四
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象限探测器实现 . 首先 , 将激光器 (MDL-LLL-

785 L, CNI)发出的一束波长为 785 nm的激光引

入显微镜作为参考光源, 经透镜 L4和 L3扩束准

直后的激光经 50/50分束棱镜和管镜 TL1 (fTL1 =

300 mm)进入显微镜. 通过调节棱镜位置使得激

光在物镜出射后在盖玻片与样品面之间全内反射

并沿原路径平行返回, 然后通过分束棱镜重新成像

至四象限探测器. 一旦物镜出现轴向漂移, 全内反

射光束位置将产生横向偏移, 横向偏移量可由四象

限探测器测量, 根据横向偏移量与物镜轴向漂移量

之间的对应关系, 计算得到轴向漂移量并将其反馈

给高精度压电纳米位移台 (FOC100, Piezoconcept)

使其进行位移反馈, 位移台移动相应的偏移量便可

使物镜回到漂移前的位置. 该防漂移系统可以实现

优于 10 nm的轴向防漂移精度. 

2.2    轴向分光棱镜

探测系统中所用的轴向分光棱镜由一个反射/

透射比为 30∶70的立方棱镜, 一个反射/透射比为

50∶50的立方棱镜以及一块直角反射棱镜组成. 不

同分光比的选择是为了确保每束光的功率大致等

于总光功率的 1/3. 从棱镜表面出来的每束光的光

程在通过每个棱镜时都增加了 ngL, 其中 ng 是棱

镜材质的折射率, L 为每个棱镜的尺寸 (尺寸都为

10 mm). 三束荧光最终成像在探测器的左、中、右

3个不同区域, 分别对应样品中不同轴向位置的

3个焦平面. 根据几何光学物像关系, 物方相邻焦

面间的轴向间隔 ΔL 为 
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图  1    ZPMDM系统光路示意图 . Laser1—Laser2, 激光器 ; ND, 中性密度衰减片 ; L1—L6, 透镜 ; M, 反射镜 ; TL1—TL3, 管镜 ;

DM1, DM2, 二向色镜 ; OL, 物镜 ; BS, 分束棱镜 ; QD, 四象限探测器 ; DH-PM, 双螺旋相位模板 ; z-splitter prism, 轴向分光棱镜 ;

sCMOS, 科研级互补金属氧化物半导体相机

Fig. 1. Schematic diagram of the ZPMDM system. Laser1–Laser2, lasers; ND, neutral density attenuator; L1–L6, lens; M, mirror;

TL1–TL3,  tube  lens;  DM1,  DM2,  dichroic  mirrors;  OL,  objective  lens;  BS,  beam  splitter;  QD,  four-quadrant  detector;  DH-PM,

double-helix phase mask; z-splitter prism, axial beam splitter prism; sCMOS, scientific complementary metal oxide semiconductor

camera.
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∆L =
Lns

M2ng
, (1)

FOV(x,y)

其中, L 为各棱镜的尺寸, M 为物镜的放大倍数, ns
和 ng 分别为样品和棱镜的折射率. 由 (1)式求得,

∆L = 0.9 μm. 同时, 其理论视场  大小为 

FOV(x,y) =
L2

M2
. (2)

为了标定样品中相邻两个焦面之间的轴向间

距, 本实验采用标准荧光微球作为荧光探针. 首先,

调整物镜确保荧光微球在探测器左平面的成像最

清晰, 并记录此时的轴向位置; 然后, 调整 z 轴位

移台, 并以 50 nm的步进长度移动荧光微球样品,

使其在中间平面及右平面依次聚焦, 并分别记录各

自的轴向位置. 实验结果表明, 左平面与中间平面

对应焦面间的间距为 0.6 μm, 右平面与中间平面

对应焦面间的间距为 1.2 μm. 此结果与理论值

0.9 μm存在偏差, 此偏差主要源于轴向分光棱镜

中棱镜间黏合平整度的不一致造成的光程改变, 最

终导致焦平面间距产生差异. 

2.3    三通道图像配准及校准

由于 z-splitter prism存在加工误差, 3个通道

间的成像会产生不可避免的差异, 因此, 在成像实

验之前, 需要对 3个通道进行图像配准. 首先, 从

ZPMDM系统探测光路中移除 DH-PM. 此时, 探

测器上 3个面分别对应样品中 3个不同深度. 使用

随机分布的荧光微球样品作为基准, 使荧光微球在

左、中、右 3个面依次成像清晰, 进而通过基于局

部加权平均的二阶多项式拟合方法, 结合基于基准

配准误差监测的误匹配点剔除算法 [23] 对 3个通道

的成像平面进行图像配准, 配准结果如图 2所示.

鉴于棱镜黏合的平整度和探测光路中透镜引

起的像差, 棱镜产生的 3个平面上的 DH-PSF两

旁瓣连线的夹角随其离焦距离的变化率可能不

同. 因此, 在数据采集前需对系统进行标定校准,

以获取不同平面上 DH-PSF的旋转角度与离焦量

间的精确关系, 从而得到 DH-PSF旋转角度与轴

向深度的标定曲线. 使用荧光微球 (TetraSpeck™

Microspheres, 0.1 μm, fluorescent blue/green/orange/
dark red)对 3个平面的 DH-PSF进行标定. 首先,

为消除荧光珠布朗运动导致的位置偏差, 取5 μL
荧光珠原液加入浓度约 0.5%的低熔点琼脂糖溶液

中进行稀释, 稀释倍数为 50倍. 随后将混合液放

入超声机中进行振荡防止荧光微球团聚. 在高温

下, 琼脂糖为液态, 加热琼脂糖至液态后, 迅速滴

至盖玻片并封闭. 待冷却至室温, 琼脂糖固化, 荧

光微球随之固定. 然后, 将样品放置在高精度轴向

纳米位移载物台 (P-561.3 cd, PI公司)上, 在确保

载物台稳定性的前提下, 物镜沿 z 轴步进, 同时相

机采集图像 . 实验时 , 设定 z 轴移动步长为

100 nm, 每个 z 轴位置采集 100帧图像. 成像结果

如图 3(b)所示, 荧光微球的轴向有效成像深度为

6 μm. 当荧光微球从 z = -3 μm移动至 z = 3 μm,
DH-PSF的两旁瓣将依次显现于图像的左、中、右

3个区域. 这对应于样品中的 3个不同焦面位置,

从而确定 3个面 DH-PSF旁瓣角度与轴向位置的

对应关系. 绿色线条表示左平面的标定曲线, 红色

 

(a) (b)

5 mm 5 mm

(c) (d)

5 mm 5 mm

图 2    三通道荧光微球图像配准　(a) 左通道与中间通道

荧光微球图像叠加的伪彩图 ; (b)配准后的左通道与中间

通道荧光微球图像叠加的伪彩图 ; (c) 右通道与中间通道

荧光微球图像叠加的伪彩图 ; (d)配准后的右通道与中间

通道荧光微球图像叠加的伪彩图 ; 伪彩色 : 紫色代表中间

通道荧光微球图像 , 绿色代表左 (右)通道荧光微球图像 ,

两者准确重合时荧光微球图像为灰白色

Fig. 2. Three-channel fluorescent  microsphere  image   regis-

tration:  (a)  Pseudo-color image  superimposed  with   fluores-

cent  microsphere  images  in  the  left  channel  and  middle

channels; (b) pseudo-color image superimposed with fluores-

cent  microsphere  images  of  the  left  and  middle  channels

after registration; (c) pseudo-color image superimposed with

fluorescent microsphere images in the right middle channels;

(d)  pseudo-color image  superimposed  with  fluorescent   mi-

crosphere images of  the right channel and middle channels

after  registration;  pseudo-color: purple  represents   fluores-

cent microsphere image in the middle channel, green repres-

ents fluorescent microsphere image in the left (right) chan-

nel, and the fluorescent microsphere image is greyish-white

when the two accurately overlap.
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线条对应中间平面, 蓝色线条对应右平面. 图中所

示的曲线差异是由于系统本身像差所引起的 DH-

PSF变形.

为了量化 ZPMDM系统的三维定位精度, 本

文获取并分析了各轴向位置处的 100帧荧光微球

图像. 定位精度由 100个荧光微球位置坐标的标准

差来表示. 为了确保每个平面的 DH-PSF旁瓣的

总光子数接近 5000的同时保持较快的采集速度,

相机的曝光时间设置为 20 ms. 对每个通道在不同

z 轴位置处 DH-PSF旁瓣的总光子数进行计算, 并

求得平均值, 最终得到左、中、右三通道的光子数.

拟合计算表明, 当左、中、右三通道的 DH-PSF总

光子数分别约为 4900, 4400, 4700时, 每个通道在

x, y, z 方向上的平均定位精度分别为: σL(x, y, z) =

(4.4 nm,  4.6 nm,  10.5 nm), σM(x,  y,  z) =  (4.3 nm,

4.2 nm,  8.2 nm),  σR(x,  y,  z)  =  (4.8 nm,  4.4 nm,

10.3 nm). 结果表明, 3个通道在 x, y, z 方向上的

平均定位精度相当, 其中, 中间通道的定位精度最

高, 而左、右通道的定位精度略低. 其主要原因如

下, 一方面是由于透镜像差引起左右通道 DH-PSF

形状变化, 导致定位精度下降; 另一方面, 在光路

搭建过程中是以中间面为参考调整 DH-PM位置

的, 因此棱镜间黏合的平整度也会对左右通道的

DH-PSF形状产生影响. 
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图 3    左、中、右三通道的标定　(a) 3个通道的标定曲线 ; (b) 同一深度下左、中、右 3个通道对应的双螺旋成像结果 ; (c) 左、

中、右 3个通道的三维定位精度

Fig. 3. Calibration  of  the  left,  middle  and  right  channels:  (a)  Calibration  curves  for  the  three  channels;  (b)  the  corresponding

double-helix imaging results of the left, middle and right channels at the same depth; (c) 3D localization accuracy of the left, middle

and right channels.
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3   结果与讨论
 

3.1    荧光微球示踪

首先, 通过荧光微球的追踪实验验证 ZPMDM

系统的性能. 样品的制备方式不同于前述实验, 此

次是将荧光微球与浓度 20%的甘油水溶液混合

以提升迁移率. 在实验过程中, 曝光时间设置为

50 ms, 在此条件下获得了一系列图像 (图 4(a)). 利

用 DH-PSF定位算法对荧光微球进行三维定位,

当荧光微球在 3个焦面都出现时, 则选择定位精度

较高的面进行定位. 荧光微球的三维追踪轨迹如

图 4(b)所示, 荧光微球在不同的时刻位于不同的

位置, 轴向的探测深度达到 6 μm.

为进一步验证 ZPMDM系统在 3D SPT方面

的可靠性, 本文探究了直径 200 nm的荧光微球在

浓度为 20%和 60%的甘油-水混合溶液中的布朗

运动. 当甘油-水混合溶液中的粒子只发生布朗运

动, 则发生布朗运动的粒子的均方位移和扩散系数

具有如下关系:
 

MSD(t) = 2nDrti, (3)
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图  4    20%浓度甘油水溶液中的荧光微球的三维追踪　 (a) 200 nm荧光微球在 20%甘油水溶液中扩散时的动态变化图像 ;

(b) 对图 (a)红框中的荧光微球的运动轨迹进行图像重构所得到的三维追踪轨迹; (c)—(e) 图 (b)中荧光微球的运动轨迹分别投

射在 xy 面、yz 面、xz 面的投影

Fig. 4. 3D tracking of fluorescent beads in a 20% glycerol aqueous solution: (a) Image of the dynamics of a 200 nm fluorescent bead

during diffusion in a 20% glycerol aqueous solution; (b) 3D tracking trajectory obtained by image reconstruction of the motion tra-

jectory of the fluorescent microspheres in the red box in panel (a); (c)–(e) projections of the trajectories of the fluorescent micro-

spheres in panel (b) onto the xy, yz and xz planes.
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其中 Dr 是扩散系数, n 是维数, ti 是相应的时间间

隔, 而在三维的情况下 n = 3. 荧光微球轨迹的均

方位移 (mean square displacement, MSD)随时间

间隔变化的数据如图 5(a)所示. 对时间间隔与相

应MSD的关系曲线进行拟合, 拟合结果表明MSD

与时间间隔呈线性关系, 如图 5(a)所示. 将得到的

拟合曲线斜率除以 6, 计算出荧光微球在 20%和

60%甘油-水混合溶液中的实际扩散系数 Dr 分别

为 0.9349 μm²/s和 0.1314 μm²/s. 利用斯托克斯-

爱因斯坦关系可以计算得到荧光微球在浓度分

别为 20%和 60%的甘油-水溶液中的理论扩散系

数为
 

Dt =
kBT

6π ηR
, (4)

其中, kB 代表玻尔兹曼常数, T 是温度 (单位为 K),

η是液体的黏滞系数, R 是荧光微球的半径. 通过

对浓度为 20%和 60%甘油水溶液的黏滞系数在不

同温度下的拟合分析, 获得了相应的拟合曲线. 从

图 5(b)拟合曲线中, 确定了 20%和 60%甘油水溶

液在实验室温度为 286.15 K时的黏滞系数分别为

9.3488×10–7 Pa·s和 1.4948×10–6 Pa·s. 进一步使

用斯托克斯-爱因斯坦方程, 计算出直径 200 nm荧

光微球在 20%和 60%甘油-水溶液中的理论扩散

系数分别为 0.9607 μm²/s和 0.1402 μm²/s. 其中,

实际值与理论值误差分别为 2.68%和 6.28%, 均

在 10%以内. 实验结果显示, 获得的荧光微球扩散

系数接近但低于理论预测值, 这表明该方法可以准

确地确定纳米颗粒的扩散系数. 实际扩散系数低于

理论值可能与荧光微球在接近甘油水溶液与盖玻

片界面时的受限布朗运动有关. 因此, ZPMDM系

统能够准确且有效地测量纳米颗粒的三维扩散系

数, 表明其在 3D SPT应用中的可行性. 

3.2    细胞内示踪

为了验证 ZPMDM系统在活细胞环境中对粒

子的示踪能力, 选择巨噬细胞作为实验对象进行观

察. 巨噬细胞是一种免疫细胞, 其主要功能是吞噬

和消化病原体、细菌等异物. 当巨噬细胞感知到有

病原体或异物存在时会通过伪足将其包围, 其细胞

膜变形将其包围吞噬并形成囊泡将病原体包裹形

成吞噬体. 吞噬体与溶酶体融合形成吞噬体溶酶

体复合体, 同时溶酶体中的酶会被释放出来消化分

解吞噬体内的病原体, 而最终消化后的产物、废物

或未消化的物质会被包裹在囊泡中, 并被推出细

胞膜, 最终与细胞外融合, 释放出去. 本实验通过

ZPMDM系统对巨噬细胞内荧光微球的三维动态

过程进行实时观测. 选用直径为 100 nm的荧光微

球 (TetraSpeck™ microspheres, 0.1 μm, fluoresc-
ent blue/green/orange/dark red)作为追踪对象. 首

先, 取 2 μL荧光微球原液到离心管中, 加入磷酸盐

缓冲液 (phosphate buffered saline, PBS)进行稀

释, 稀释倍数为 50倍, 将配制好的荧光微球混合液

放入超声机中进行振荡防止荧光微球团聚; 其次, 将

培养好的巨噬细胞用 37 ℃ 的 PBS缓冲液进行清

洗后加入 2 mL 37 ℃ 的 PBS缓冲液, 再加入 10 μL
配制好的荧光微球混合液后立刻成像; 最终, 通过

定位成功得到了巨噬细胞中荧光微球的三维动态

轨迹 (图 6(c)). 从轨迹中可以看出荧光微球被巨噬

细胞胞吞后显示出的各种扩散和线性输运特性, 证

实了 ZPMDM系统在活细胞中的 3D示踪能力. 
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图  5    (a) 200 nm荧光微球在 20%及 60%浓度甘油水溶

液中扩散时的均方位移曲线 ; (b) 20%及 60%浓度下甘油

水溶液的黏度随温度变化曲线图

Fig. 5. (a) Mean  square  displacement  curves  for  the   diffu-

sion of  200 nm  fluorescent  beads  in  aqueous  glycerol   solu-

tions  at  20% and  60% concentrations;  (b)  viscosity  versus

temperature plots for aqueous glycerol solutions at 20% and

60% concentrations.
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4   结　论

本文将具备 DH-PSF功能的相位掩模和具备

多焦面成像功能的轴向分光棱镜相结合, 发展了一

种多焦面双螺旋点扩散函数显微, 实现了大景深纳

米尺度 3D SPT. 实验结果表明, 利用所搭建的系

统, 成像深度可达到 6 μm, 改善了原 DH-PSF显

微系统的景深范围, 同时利用轴向分光棱镜实现多

焦面成像, 与其他扩展景深的方法相比, 极大减少

了光能损失, 保证了在同样光照条件下获得较高的

定位精度. 另一方面, 该方法运用灵活, 应用场景

广泛, 研究人员可根据具体应用场景选用不同放大

倍数的物镜、不同尺寸的棱镜及不同 DH-PSF相

位掩模参数来获得所需成像深度和视场, 为实现完

整细胞内多个生物分子的追踪和定位提供新的思

路, 具有重要的应用价值.
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图 6    活细胞中荧光微球的三维示踪　(a) 巨噬细胞 Raw-264.7的明场图像; (b) 荧光微球 DH-PSF图像; (c) 巨噬细胞中荧光微

球的三维运动轨迹

Fig. 6. 3D tracking of fluorescent beads in live cells: (a) White light image of the Raw-264.7 cell; (b) DH-PSF fluorescence image of

a bead; (c) 3D trajectory of the bead in Raw-264.7 cell.
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Abstract

Double-helix  point  spread  function  (DH-PSF)  microscopy  can  realize  three-dimensional  single  particle

tracking  (3D SPT)  on  a  nanoscale,  and  is  widely  used  in  life  sciences  and  other  fields.  However,  its  imaging

depth-of-field  (DOF)  and  localization  accuracy  are  limited,  which  hinders  its  application  in  thick  samples  in

vivo.  To  address  this  issue,  this  paper  proposes  a  z-splitter  prism-based  multifocus  DH-PSF  microscopy

(ZPMDM) method and system to improve the DOF and localization accuracy of DH-PSF microscopy without

scanning. It solves the problem of large DOF detection of 3D SPT in whole living cells. By means of systematic

calibration, the average 3D localization accuracies of three channels of ZPMDM are determined to be σL(x, y, z) =

(4.4 nm, 4.6 nm, 10.5 nm), σM(x, y, z) = (4.3 nm, 4.2 nm, 8.2 nm), and σR(x, y, z) = (4.8 nm, 4.4 nm, 10.3 nm).
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And the effective DOF of the system is extended to 6 μm. Furthermore, the ZPMDM system is used to track
fluorescent microspheres in a glycerol-water mixture across a large depth-of-field range. The Brownian motion of

the fluorescent microspheres in the mixture solution is also investigated. The experimental results demonstrate

that  the  errors  between  the  experimentally  obtained  diffusion  coefficients  and  the  theoretically  calculated

diffusion coefficients are all within 10%. The reliability of the ZPMDM system in achieving single-particle 3D

tracking  imaging  is  verified  in  this  study.  The  validity  of  the  method  is  further  verified  by  preliminarily

investigating the phagocytosis  phenomenon of  live  macrophages.  It  is  of  significance for  the development and

application of nanoscale 3D SPT. The ZPMDM system is shown in the attached figure.

Keywords: 3D single particle tracking, double-helix point spread function, multifocus microscopy
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