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高效双螺旋点扩展函数相位片的设计与实验研究*
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双螺旋点扩展函数具有随离焦连续旋转变化的特性,结合单分子定位方法可用于厚样品三维超分辨成像及分

子定位追踪研究.但双螺旋点扩展函数不足之处是光能利用率低,对于光子数受限的荧光显微成像而言其应用受限.

本文通过对双螺旋点扩展函数在空域、频域和拉盖尔 -高斯模式面等三个不同域中进行约束优化. 模拟结果表明,

优化后的双螺旋点扩展函数的光能效率提高了 30多倍. 同时,基于最优设计方案制备了相位片,并实验验证了该设

计的正确性. 与文献报道相比较,本文结果在成像深度和光能利用率方面都有所改善.
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1 引 言

近年来,单分子定位显微成术 (single-molecule
localization microscopy, SMLM) 的发展, 如光敏
定位显微术 (photoactivated localization microscopy,
PALM)[1]、随机光学重建显微术 (stochastic optical
reconstruction microscopy, STORM)[2]、荧光光敏定
位显微技术 (fluorescence photoactivation localization
microscopy, FPALM)[3] 等, 突破了光学衍射极限的
限制, 空间分辨率达到 20 nm 左右, 使得人们能够
在分子水平下对细胞内精细结构、功能和某些动

态过程进行观察,有力地推进了生命科学等诸多领
域的发展 [4−7]. 从本质上讲, 它们都是利用荧光标
记本身的开关效应,通过稀疏激发、分时成像、质
心定位以及图像合成来实现纳米分辨成像 [8]. 结合
具有轴向分辨能力的方法,如柱面镜法 [9]、双焦面

探测法 [10]、荧光干涉法 [11] 以及双螺旋点扩展函

数法 (double helix point spread function, DH-PSF)[12],
则可实现三维纳米分辨成像.其中, DH-PSF通过特
殊设计相位板,改变系统的高斯型点扩展函数形成
双螺旋的结构形式,利用两螺旋点之间连线的旋转
方向来确定荧光分子的轴向位置.与其他方法相比,

DH-PSF具有更大的焦深范围,并且在整个焦深范
围内, 点扩展函数的形状近似不变, 仅随轴向位置
的变化它们之间连线的旋转方向发生改变,相较其
他点扩展函数形状发生变化的方法,更便于精确实
现轴向定位.
然而, DH-PSF方法存在光能利用效率较低的

问题.由于 SMLM需实现单分子所发荧光的探测,
这时信号很弱, DH-PSF方法对荧光光能的损失使
得该方法难以获得广泛的应用. 若能通过改进解决
此问题,由于其焦深大将会大大改变目前的应用局
面 [13].
本文首先介绍 DH-PSF 形成原理以及该方法

目前存在的主要问题;在此基础上, 通过优化设计
和理论模拟,获得最佳设计方案 [14,15];最后,加工制
作出优化的相位板. 理论模拟和实验结果表明, 本
文设计和研制出的 DH-PSF 相位板其光能利用率
达到原始双螺旋点扩展函数的 30 倍以上, 使该方
法在荧光显微纳米成像方面的广泛应用成为可能.

2 DH-PSF原理

DH-PSF 是利用一组特定的拉盖尔 - 高斯
(Laguerre-Gauss, LG) 模式光束相干叠加而成, 在
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三维空间的分布呈双螺旋形,其横截面随轴向位置
不变,利用双螺旋的旋转角度可以精确确定其轴向
位置 [16,17].

图 1 拉盖尔 -高斯模式面

实现 DH-PSF的主要方法是通过位于 LG模式
面 (如图 1 所示) 上特定直线上的 LG 模式的等权
重线性叠加,例如,通过 LG模式 (0, 1), (1, 3), (2, 5),
(3, 7), (4, 9), (5, 11)等 (l, p)模式的等权重叠加形成
一个新的光场分布函数,即双螺旋旋转光束 [11]. 基

于 LG函数的傅里叶变换的不变特性 [16],该光场分

布函数如作为光学传递函数应用到光学成像系统

中,则光学系统的点扩展函数将变为 DH-PSF,其旋

转速率由 LG模式平面上所对应的直线斜率决定.

因此,我们可以通过在标准成像系统中的傅里叶面

位置引入具有上述叠加光场复振幅分布的特殊掩

膜板来实现 DH-PSF.

然而,如图 2(a)所示,基于 LG模式直接组合的

DH-PSF系统存在的主要缺点是: 1)旋转点扩展函

数的振幅型掩膜板产生很高的吸收率,导致有用的

光子数大幅减少; 2)虽然光能主要集中在 PSF的两

个主峰位置,但有一部分能量被分到旁瓣上 (箭头

所示), 使有用的光子数进一步减少. 因此, 在掩膜

板作用下,虽然也可以产生 DH-PSF,但是两个主峰

处的光子数利用率只有 2%左右. 正由于如此,人们

发展了形成 DH-PSF的相位板,但由于高阶衍射的

存在,旁瓣仍会占用一部分光能 [11],这是我们不希

望出现的现象.

图 2 DH-PSF传递函数 (a)原始 DH-PSF; (b)高效 DH-PSF的初始估计; (c)高效 DH-PSF优化结果; (d), (e), (f)分别是 (a),
(b), (c)的 LG模式分解分布图

为了提高 DH-PSF系统的光能利用率,我们通

过优化算法设计了相位片,使 DH-PSF两个主峰的

强度得以提高. 与原始 DH-PSF 掩膜板相比, 目前

的 DH-PSF 相位板需具备以下几个特点: 首先, 理

论上讲应是纯相位调制,从而尽可能避免掩膜板本

身的光吸收;其次,在给定的离焦范围内,始终保持

双螺旋光束;最后,光能应集中在主峰,尽量减少旁

瓣上的光能分布.

3 高效 DH-PSF相位片的设计

3.1 优化算法

目前,基于相位恢复的衍射光学元件设计方法

主要是针对一个输入平面到单一输出平面的相位

恢复问题, 即二维相位恢复问题. 我们所要设计的
相位板的主要功能是当光束通过相位板以后在垂

直于光束传播方向 z 的各个不同位置输出平面上
的光束均满足特定的分布,即实现单一输入平面到
多个输出平面的振幅相位恢复问题,也即三维振幅
相位恢复问题.
如图 3(a)所示,入射光束经光学调制后产生特

定三维光场空间分布. 相位板置于 4f 系统的频谱
面, 输出面与相位板面形成菲涅尔变换关系, 形成
在传播方向 Z 轴的不同垂直位置 (横截面)的光场
分布, 如图 3(b) 所示. 设计流程如下: 选定频谱面
上的相位板初始值作为输入函数,通过与输出面的
菲涅耳变换关系得到在不同 n 个输出截面的光场
分布,光场分布利用复振幅表示,将各光场分布的 n
个振幅量分别用期望值替代,结合原始相位值得到
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期望的复振幅分布,进而对 n个期望函数进行菲涅

尔逆变换得到对应频谱面的复振幅分布,加权平均
后, 得到迭代过程所需的新的输入函数, 并将其引
入到下一个循环当中. 在上述计算中, 通常定义各
个复振幅所占权重是均等的.
把每个输出平面的约束条件以集合的形式进

行描述,从而得到满足每个输出平面光场不同要求
的输入面光场函数,通过多次迭代过程直到程序收

敛得到最优化结果,即为我们所要设计的优化算法.
衍射光学元件一般都是复振幅调制,衍射效率往往
很低, 因此设计纯相位调制的光学元件非常重要.
在上述优化算法中,需要将单一输入平面到多个输
出平面的振幅相位恢复问题转变为纯相位恢复问

题.因此,在优化算法中,除了对输出面引入约束限
制, 同时还需要对输入面进行约束限制, 从而得到
纯相位调制的相位恢复算法.

图 3 优化算法流程 (a)单一输入面产生不同轴向位置特定光场的三维空间分布; (b)投影限制集算法流程图

3.2 高效 DH-PSF优化

为了获得高效纯相位 DH-PSF相位板,在有限

设计自由度的情况下,可利用前一节提到的优化迭

代算法来实现. 在设计中, 除了在空域和傅里叶域

引入约束外,还需要对相位板所用的 LG模式进行

约束, 以实现对 DH-PSF 相位板的进一步优化. 迭

代优化算法的基本思路如下.

首先,相位板初始值的选择对优化结果的影响

非常大,不合适的初始值会造成其迭代次数的增加

以及迭代不收敛等问题. 因此, 在迭代优化算法中

需要提供一个有效的相位板初始估计值.从 LG模

式或者 LG模式叠加光束的特性来看,光场相位起

决定性的作用. 当 LG模式的振幅用常量替代,光束

在远场的强度分布仍然与原始 LG模式光束一样.

也就是说,即便假设 LG模式光束的振幅为常量,如

图 1 LG模式面中,位于倾斜直线上的 LG模式的纯

相位叠加所表现出的传递特性仍为随离焦连续旋

转. 因此, 可以通过 LG 模式传递特性的分解来解

释上述特性. 类似于光场的空间频谱分析,任一光

场 f (x,y)同样可分解为不同 (l, p)模数的基函数的

LGl,p 线性叠加
[16]. 具体方程为

f (x,y) = ∑Cl,p ·LGl,p, (1)

其中系数 Cl,p 为

Cl,p =
∫∫

f (x,y) ·LGl,p drdφ. (2)

例如 f (x,y)为位于 LG模式面内倾斜直线上的 LG
模式叠加后的复振幅函数 Ae−iφ , 如图 2(a) 所示;
则对应的 Cl,p 中 (l, p) 在 LG 模式面中分布如图
2(d)所示;当振幅 A为常数,只保留相位量,即纯相
位形式的光场分布函数,如图 2(b)所示; 分解后可
以得到 Cl,p 为复振幅权值函数,对应的 (l, p)在 LG
模式面中分布如图 2(e)所示,即这些模式仍然分布
在原始倾斜直线所在的带状区域内,因此在空间传
播的双螺旋光束随 z 变化的强度分布仍保持原先
的旋转速率,但效率提高了 21倍,同时满足了纯相
位和双螺旋光束的要求. 但应注意此时对旁瓣的影
响,即光能利用率的影响还未做到最优化. 因此,对
迭代优化算法来说,引入该纯相位形式的光场分布
作为相位板的初始估计是极为有利的. 另外, 为了
加以比较,引入两组均匀分布随机数作为初始估计,
优化算法的迭代次数增加一倍多才收敛,并且由于
随机量的引入, 迭代的结果也会不尽相同, 如图 4
所示. 其次, 优化的效果较引入纯相位光场分布的
结果要差. 综合考虑,我们选择引入该纯相位形式
的光场函数作为初始估计完成程序优化.
其次,为了得到高效 DH-PSF,我们还在 LG模
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式域、空间域和频率域中引入以下约束条件: 1)产
生的 PSF沿传播方向连续旋转,即 DH-PSF; 2)DH-
PSF 的主峰强度达到最大; 3)DH-PSF 相位板满足
振幅为常量的纯相位分布.
为了保证产生的 PSF沿传播方向连续旋转,需

要使合成光场 f (x,y)按方程 (1)分解得到的 LG模
式沿 LG模式面内相应斜线带状区域内分布.因此,
我们可在 LG模式面内引入新的约束条件,即将分
解得到的不同 LG 模式重新乘以权重因子 w 获得
新的光场分布函数:

f ′(x,y) = ∑w(l, p) ·Cl,pLGl,p, (3)

式中权重因子 w可以利用以下函数计算得到:

d(l, p) =
N

∏
k=1

[(l − lk)2 +(p− pk)
2]γ , (4)

式中 l 和 p 表示 LG 模式的模数, lk 和 pk 则表

示沿上述斜线对应的 LG 模式的 l, p 值, N 为沿

斜线所选取的模式数量, γ 为确定沿斜线条状
区域宽度的参量, 则给定 LG 模式在斜线所处位
置条带的权重值 wlg(l, p) 由下式给出: wlg(l, p) =

max[d(l, p)]−d(l, p).
由于 DH-PSF 在连续旋转时的光束特性会随

着离焦量的变化而发生改变,为了使 3D点扩展函
数的双主峰强度达到最大,因此,在空间域要对 3D
点扩展函数在 [−π/2,π/2)旋转范围内的不同轴向
位置横截面大小、旋转速率以及强度分布施加约

束进行优化. 在选择离焦面个数方面, 为保证迭代
优化的收敛性、优化效率以及合适的程序运算时

间, 我们在 [−π/2,π/2) 旋转范围内选用了 9 个不
同离焦面进行迭代优化计算.优化结果使光束沿轴
向的横截面强度分布形成类高斯函数形式, 并使
DH-PSF的双主峰强度值达到最优化.

图 4 模拟比较 (a)随机均匀分布作为设计初始估计优化相位板; (b)均匀分布结果 (1), (2)与纯相位初始估计结果 (3)比对

图 5 DH-PSF模拟结果 (a)离焦面 5个层面点扩展函数分布: (a1)初始条件下分布情况, (a2)高效 DH-PSF分布; (b)原始
DH-PSF(左)、初始条件 (中)及高效 DH-PSF (右)焦面位置强度对比; (c)高效 PSF迭代过程中两个主峰强度比
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虽然初始估计是纯相位光场分布函数,但是由
于前面两个约束条件的限制仅仅满足 DH-PSF 的
空间传播特征, 迭代优化后并非能得到纯相位的
光场分布函数,为了保证相位板的光场分布是纯相
位的,在频率域引入第三个约束条件,即将 DH-PSF
相位板的振幅量取常数. 基于上述约三个约束条件,
经迭代优化后,可得到高效 DH-PSF相位板的最优
值,如图 2(c)和 (f)所示.
基于上述算法,我们对 DH-PSF初始估计及高

效 DH-PSF进行模拟比较,经过 20次迭代后,优化
趋于收敛, 如图 5(a) 所示. 峰值强度得到改善, 螺
旋点的侧叶强度减弱, 见图 5(a2). 经对比, 初始条
件 DH-PSF 主峰强度为原始 DH-PSF 主峰强度的
21倍,而高效 DH-PSF主峰的强度值为原始旋转点
扩展函数主峰强度的 33 倍, 效率明显改善. 虽然
DH-PSF的两个主峰强度通过空间域的约束均获得
提高,但是其中一个主峰强度的增长速度相对要稍
大于另一个,如图 5(c)所示.

4 相位片制作及实验

基于上述方法设计了高效 DH-PSF 相位
片, 设计参数为: 通光直径 D = 5 mm, 工作波

长λ = 670 nm, 物镜放大倍率 M 为 100, 数值孔径

NA为 1.4, DH-PSF螺旋点旋转 180◦ 对应的轴向距

离范围为 4 µm. 我们借助中国科学院光电技术研

究所微细加工光学技术国家重点实验室的微细加

工技术在融石英基底上实现该相位片的制备, 如

图6(a)所示.

为了测试 DH-PSF 相位片的性能, 搭建了如

图 6(b)所示的光学系统,利用波长 670 nm的半导

体激光器通过空间滤波器后形成点光源,该点光源

经过一组焦距 180 mm透镜 L1, L2构成的 4f系统

后,成像到 CCD相机上,在 L2透镜前焦面即 4f系

统傅里叶面放置相位片后产生双螺旋点扩展函数,

其中孔径光阑紧贴相位片放置,光阑根据相位片大

小确定. 将 L1 透镜置于一维位移台上调整, 通过

不断移动位移台以得到不同位置处螺旋点扩展函

数的分布,将相位片移除即可得到系统所对应的标

准点扩展函数图像,如图 6(c)所示. 实验中通过相

同系统测试了标准的 PSF 图像, 对标准 PSF 及高

效 DH-PSF 峰值强度值 I1, I2 进行比较: 曝光时间

t = 10 ms时, I1/I2 = 5.70; t = 20 ms时, I1/I2 = 7.06;

t = 25 ms时, I1/I2 = 7.02, 与文献 [18]提到的强度

比相比有所改善.

图 6 (a)高效 DH-PSF相位片制作; (b)利用相位片实验验证结构图; (c)高效 DH-PSF与标准点扩展函数对比
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5 结 论

本文对 DH-PSF的局限性进行分析,对于 DH-

PSF 光能利用率低的问题, 提出相应的解决方法.

在不影响其固有特性的情况下,通过优化算法提高

光能利用效率. 模拟结果表明, 高效 DH-PSF 的光

能利用率能够达到原始 DH-PSF 的 30 多倍, 大大

提高了其利用率,使得该方法对于在有限光子数场

合的应用成为可能.同时在加工制备相位板的基础

上, 实验验证了 DH-PSF 相位板的有关性能. 与单
分子定位成像方法相结合,可用于厚样品的超分辨
成像及分子的定位追踪,为我们实现完整细胞的三
维超分辨成像创造了非常有利的条件.

感谢中国科学院光电技术研究所微细加工光学技术国

家重点实验室的杜春雷研究员、邓启凌研究员和史立芳博

士在相位板加工方面给予的支持.
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Abstract
Double helix point spread function possesses continuously rotating invariant features with defocus, and it can be used for per-

forming nano-resolution image of thick samples and for studying singleparticle tracking by combining the single-molecule localization
method. However, the inadequacy of the original double helix point spread function is that the transfer function efficiency is very low,
so it is difficult to achieve photon limited applications for the bio-imaging. The double-helix point spread function is optimized by
introducing an iterative algorithm so that the constraints of the point spread function can be optimized best in three different domains:
the Laguerre-Gauss modal plane, the spatial domain, and the Fourier domain. The simulation results show that the peak intensity of
high efficiency double helix point spread function is 30 times higher than the original one. The design and fabrication of the phase
plate are also proposed. The experimental results are in good agreement with the theoretical predictions, thus proving the feasibility of
this method.

Keywords: double helix point spread function, super-resolution imaging, axial localization, optimization algorithm
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