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多焦点结构光照明显微技术 (multifocal structured illumination microscopy, MSIM)能在 50 µm的成像深

度内和 1Hz的成像速度下实现两倍于衍射极限分辨率的提升, 相比传统的宽场结构光照明显微技术, 具有较

大的成像深度和层析能力, 更适合应用于厚样品的长时程三维超分辨成像. 然而, MSIM存在成像速度慢、图

像处理过程复杂等问题. 本文提出了一种基于平场复用多焦点结构光照明的快速超分辨显微成像方法和系

统 (flat-field multiplexed MSIM, FM-MSIM), 通过在照明光路中插入光束整形器件 , 将高斯光束转变为均为

分布的平顶光束, 提高激发点阵的强度均匀性和扩大视场; 通过将每个衍射受限的激发点沿 y 方向延长, 形

成新的多路复用多焦点阵照明图案, 提高能量利用率, 减少扫描步数, 进而提高成像速度和信噪比; 结合基于

多重测量矢量模型的稀疏贝叶斯学习图像重构算法, 简化图像重构步骤, 在保证空间分辨率的同时实现至少

4倍于传统MSIM的成像速度. 在此基础上, 利用搭建的 FM-MSIM系统进行了 BSC细胞微管样片和小鼠肾

切片标准样片的超分辨成像实验, 实验结果证明了该系统的快速三维超分辨成像能力, 对于MSIM的发展具

有重要的意义.
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1   引　言

近年来, 超分辨荧光显微成像技术 (super-reso-

lution fluorescence microscopy, SRFM)蓬勃发展,

突破了光学衍射极限的限制, 能够以纳米尺度的空

间分辨率观察到细胞内的精细结构和动态过程, 已

成为生命科学等领域重要的研究工具, 极大地推动

了生命科学等诸多领域的发展.

目前, SRFM主要可以分为受激发射损耗 (stimu-

lated emission depletion, STED)显微技术 [1−3]、单

分子定位显微术 (single molecule localization micros-

copy, SMLM)[4,5] 和结构光照明显微技术 (structured

illumination microscopy , SIM)[6−10]3类技术. STED

的空间分辨率通常在 60—100 nm的数量级, 由于

其采用点扫描的成像方式, 可实现数十微米成像深

度的超高分辨率成像. 但是, 其成像速度与观察样

品区域大小成反比关系, 而且需要特定的荧光标记

及高能量的损耗光, 光漂白和光毒性大, 难以用于

研究较大的活体生物样本. SMLM技术如随机光

学重构显微技术 [4] 和光激活定位显微技术 [5], 虽然

可实现横向 10—30 nm、纵向 20—50 nm空间分

辨率的宽场成像, 但通常需要采集数千甚至数万幅

单分子荧光图片来获得一幅超分辨图像, 成像速度

慢, 成像深度一般在几个微米, 而且还受到光开关

荧光探针标记的限制, 不适合活体厚样品的超分辨
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成像. 传统宽场 SIM利用线性光栅结构光照明, 实

现了横向 100—120 nm、纵向 200 nm左右空间分

辨率的宽场、快速成像, 三维成像时间分辨率远高

于 SMLM, 可达 1 Hz[6], 而且需要的光照剂量很

小, 不需要特殊的荧光蛋白, 避免了对样品的损伤

和干扰, 更适合活细胞成像过程观测. 新出现的海

森结构光照明显微 [9] 和掠入射结构光超分辨显微

技术进一步提高了 SIM时空分辨率, 实现了优于

100 nm分辨率的长时程、快速超分辨成像, 帧频达

到 200 fps左右, 但成像深度仍然有限. 目前, 宽场

SIM成像深度一般在 20 µm以内, 无法对深层组

织进行超分辨成像, 主要原因在于宽场照明光容易

受到样品不均匀性和散射作用的影响. 为了进一步提

升 SIM的成像深度, 2010年, Müller 和 Enderlein[11]

提出了一种新型点扫描结构光照明显微术, 命名为

图像扫描显微 (image scanning microscopy, ISM),

它用阵列探测器代替传统的共焦显微镜的点探测

器, 利用数字像素重定位后续图像处理技术, 在保

持高信噪比的同时将成像分辨率提升至宽场照明

成像的 1.63倍. 然而, 由于受到 EMCCD相机帧

频的限制, ISM获取一个 2 µm×2 µm的样品信息

需要花费 25 s的成像时间, 极大限制了其应用. 为

了解决这一问题, 2012年 York等 [12] 提出了多焦

点结构光照明显微技术 (multifocal structured illu-

mination microscopy, MSIM), 采用高速数字微反

射镜器件  (digital  micromirror  device,  DMD)同

时实现多焦点结构光的产生和扫描, 通过数字像素

重定位和解卷积技术进行超分辨图像重构, 实现了

在成像深度 50 µm内的横向约 145 nm、轴向约

400 nm的空间分辨率和 1 Hz时间分辨率的三维

超分辨成像, 为活体厚样品的超分辨成像提供了强

有力的工具. 2013年, Schulz等 [13] 提出了基于转

盘式共聚焦显微镜的 ISM, 其成像处理步骤与MSIM

基本一致, 但光学系统相对复杂. 德国 Zeiss公司

于 2014年起, 在共聚焦显微镜的基础上, 推出了

多种型号的基于 Airyscan探测器的 ISM, 成像速

度和信噪比获得很大的提升. 随后, 研究人员为了

进一步提高 ISM的成像速度、简化后续图像处理

过程, 发展了多种基于光学像素重定位技术的 ISM,

如瞬时结构光照明超分辨显微 [14]、二次扫描共

聚焦显微 [15] 和光学光子再分配显微 [16] 等. 虽然, 这

些系统不依赖于后期的像素重定位技术来实现超

分辨, 但光学扫描系统复杂, 光路准直要求高, 不

便于实际操作和应用. 因此, ISM显微技术在成像

速度、成像深度和功能上仍有很大的提升空间.

综上, 研究和开发新型 ISM系统和方法, 进一

步提升其性能, 使其更适用于活体厚样品的快速三

维高分辨成像, 对于生命科学和生物医学等领域的

研究具有重要的意义. 本课题组在前期的研究工作

中, 提出基于多重测量矢量模型的稀疏贝叶斯学习

(multiple measurement vector sparse bayesian lear-

ning, MSBL)的MSIM图像重构算法(MSIMMSBL)[17],

不需要估计多焦点的空间位置信息, 将重建过程视

为多重探测矢量的重建问题, 简化了处理步骤, 并

进一步提高了 MSIM的空间分辨率. 在前期工作

基础上, 为了进一步提高MSIM的分辨率、成像速

度和信噪比, 本文提出了一种平场复用的多焦点结构

光照明显微成像方法 (flat-field multiplexed MSIM,

FM-MSIM)和系统, 通过在照明光路中引入光束

整形器件, 将高斯光束转变为平顶光束, 获得成像

视场内更加均匀的激发点阵, 提高系统分辨率; 通

过设计新的“4 × 1”多像素复用多焦点照明模式,

采集的点阵源图像仅为MSIM中所采用“1 × 1”单

像素多焦点照明模式的 1/4, 大大提高了MSIM的

成像速度和信噪比; 结合 MSBL进行超分辨图像

处理, 得到约 2倍于宽场显微分辨率的提升. 设计

和搭建了 FM-MSIM系统, 开展了细胞微管样片

和小鼠肾切片标准样片的超分辨显微成像实验, 验

证了系统的分辨率和视场; 编制了 MSBL图像重

构程序, 实现了厚样品的超分辨三维图像重构. 实

验结果证明了系统同时提升了 MSIM的时空分辨

率和信噪比, 为 MSIM发展及其在活体厚样品快

速高分辨成像方面的应用提供了理论和技术基础. 

2   FM-MSIM系统与方法
 

2.1    系统设计与搭建

所搭建的 FM-MSIM系统光路如图 1所示 .

首先, 一台功率为 200 mW, 波长为 488 nm的固

体激光器 (Sapphire 488-200CW CDRH , 相干, 美

国)发出的激光束经过一个由透镜 L1 (f1 = 10 mm)

和 L2组成的 4f 系统 (f2 = 75 mm)将光束直径

扩大到原来直径的 7.5倍 ; 然后 , 经一个光束整

形器BeamShaper (TopShape, TSM25-10-D-D-355,

Asphericon Inc. 美国)将高斯光束转化为平场光

束 ; 平场光束与 DMD面板法线呈 24°角照射在
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DMD光学面上, 并被‘on’状态的微镜反射进入由

透镜 L3 (f3 = 75 mm)和 L4 (f4 = 75 mm)组成

的 4f 滤波系统, 在其频谱平面上放置一个可调式

针孔光阑来阻挡 DMD的多余衍射级的反射光, 以

免产生杂散光干扰. 经 DMD调控的反射光束会聚

在 4f 滤波系统中透镜 L4的后焦面上形成稀疏的

激发点阵, 并且其位置与管镜TL1 (fTL1 = 300 mm)

前焦面重合, 确保 DMD的光学反射面与管镜的前

焦面共轭, 激发滤光片 F1放置在管径 TL1后面用

来防止杂散光进入显微镜; 最终, 激发点阵经过由

管镜 TL1和物镜 (60×, NA  = 1.27,  尼康 , 日

本)构成的显微系统,尺寸缩小为原来的 1/90后成

像到样品面上并形成最终的激发模式. 样品经激发

后发出的荧光经同一个物镜、双色片和发射滤光

片 F2后, 再经成像管镜 TL2 (fTL2 = 200 mm)成

像到高灵敏度 sCMOS相机 (ORCA-Fusion  BT,

像素数 2304 × 2304, 像素尺寸 6.5 µm × 6.5 µm,
滨松 , 日本)上 . 实验中 , DMD面板的像素数为

1024 × 768, 每个像素尺寸大小为10.8 µm × 10.8 µm,
经光学系统缩小为原来的 1/90后, 其在样品面上

的对应大小为 120 nm × 120 nm. 在 FM-MSIM

数据采集过程中, 为了实现扫描和数据采集的同

步, 使用 Labview软件通过采集卡 (NI USB-6363,

美国)分别控制 DMD、三维纳米位移台  (E545,

PI, 德国)和 sCMOS相机. 

2.2    平场照明

在 FM-MSIM系统的激发光路中引入光束整

形器件, 将入射的准直高斯光束整形为准直的平顶

光束, 入射到 DMD反射面上的光强分布的均匀性

得到了很大改善, 获得了光强分布更加均匀的激发

点阵, 并且最大限度地利用 DMD的面板来获得更

大的照明视场. 首先, 利用罗丹明均匀溶液对光束

整形器件的平场照明效果进行了测试, 实验结果如

图 2所示. 图 2(a)和图 2(b)分别为无光束整形器

和有光束整形器的罗丹明均匀溶液宽场成像图,

图 2(c)为沿中心一条直线处的归一化光强分布轮

廓图, 可以明显看出经过光束整形器调制后的光强

分布更加均匀; 图 2(d)和图 2(e)为有无光束整形

器的激发点阵效果对比图, 同样可以看出经调制后

可以得到更加均匀的激发点阵, 从而改善后续的荧

光成像和超分辨图像重建. 

2.3    复用的多焦点结构光照明图案

在 MSIM中 [12], 利用一个 DMD同时实现激

发点阵的产生和数字扫描, 具体实现方式如下, 根

据 DMD工作基本原理, 当光束以特定角度入射

DMD面板时, 每个处于工作 on状态的微反射镜

都在样品面对应位置产生一个衍射受限激发点, 只

要将一些特定位置的微反射镜处于工作 on状态就

能在样品面上获得规则的多焦点激发模式. 实际操

作时, 通过控制软件加载相同尺寸的黑白图片来决

定 DMD上微反射镜的工作状态, 当加载的图片黑

白像素点的位置发生变化时对应的 DMD微反射

镜工作状态也产生相应的改变, 从而形成我们想要

的激发模式. 然而, 在最初的MSIM的激发点阵图

案中, 每个激发点采用 DMD上“1 × 1”处于 on状

态的像素构成, 考虑到图像信噪比, 设置点阵间隔

为 14 pixels×16 pixels, 则需要采集 224幅点阵源

图像来重构一幅超分辨图像; 对于 480 × 480视
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图 1    FM-MSIM系统光路示意图

Fig. 1. Schematic diagram of FM-MSIM system. 
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场, 相机帧频 222 Hz, 超分辨成像速度大约 1 Hz,

相对较慢; 而且光能利用率非常低, 造成图像的信噪低,

影响超分辨图像的重构, 因此, 需要发展新的MSIM

照明图案.

基于此, 在 FM-MSIM中, 考虑到点阵图像的

信噪比, 设计了新的“4 × 1”多像素复用多焦点照

明模板, 相当于 4行像素同时并行扫描, 匹配点阵

模板尺寸 , 点阵间隔设置为 16 pixels×18 pixels,

则扫描步数为 72, 而普通“1 × 1”单像素多焦点照

明模式的扫描步数 288, 如图 3所示, 普通“1 × 1”

单像素多焦点照明模式在 y 方向上的扫描步数为

10log10 (Isignal/Inoise)

“4 × 1”多像素复用多焦点照明模式的 4倍, 因此,

利用新型模板扫描的成像速度是原先模板扫描速

度的 4倍; 在同样的激发光强度下, 经 DMD反射

的光能量利用率变为原来的 4倍; 利用罗丹明均匀

染料样品的点阵荧光图像, 根据信噪比的计算公式

 , 计算激发点阵的平均峰值信

噪比约提高了 20%. 图 3(a)为 4 × 1激发点阵模

板扫描原理示意图, 每次移动 1个像素点, 对应样

品面上移动 120 nm. 图 3(b)为普通 1×1激发点阵

模板扫描原理图, 图 3(c)为单张点阵图的罗丹明

均匀染料荧光图像.
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图 2    平场照明实验表征　(a)无光束整形器的罗丹明均匀溶液宽场成像; (b)有光束整形器的罗丹明均匀溶液宽场成像; (c)图

(a)和图 (b)中蓝色虚线部分布归一化强度轮廓图; (d)无光束整形器的激发点阵; (e)有光束整形器的激发点阵

Fig. 2. Experimental characterization of flat-field illumination: (a) Wide field imaging of uniform Rhodamine 6 G solution without a

beam shaper; (b) wide field imaging of uniform Rhodamine 6 G solution with a beam shaper; (c) normalized intensity fitting pro-

files along blue dotted line in panel (a) and panel (b); (d) a multifocal excitation pattern without a beam shaper; (e) a multifocal

excitation pattern with a beam shaper. 
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图 3    复用多焦点照明原理图　(a) 4 × 1激发点阵扫描原理图; (b) 1 × 1激发点阵扫描原理图; (c)复用的多焦点激发罗丹明均

匀染料样品荧光图像

Fig. 3. Schematic diagram of multiplexed multifocal excitation illumination: (a) Schematic diagram of 4 × 1 excitation spot array

scanning; (b) schematic diagram of 1 × 1 excitation spot array scanning; (c) fluorescece image of the excitation foci in a uniform

solution of Rhodamine 6G at the sample plane. 
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2.4    超分辨图像重构方法

MSIM[12] 超分辨重构需要经过数字像素重定

位技术, 即多焦点位置标定、数字针孔滤波、图像

缩放、求和等 4个图像处理步骤来重建超分辨图

像, 然后再经过解卷积来进一步提升图像的分辨

率, 最终获得 2倍于宽场显微镜的分辨率. 在数字

像素重定位过程中, 多焦点参考位置的精确估计,

对于 MSIM重建算法至关重要. 本课题组在前期

的研究工作中, 提出的MSBL图像重构算法 [17], 并

不需要估计多焦点的空间位置, 将重建过程视为多

重探测矢量的重建问题, 简化了处理步骤, 而且进

一步提高了 MSIM的空间分辨率. 在 FM-MSIM

中, 由于采用了新的结构光照明图案, 在MSBL图

像重构算法中, 对照明模板作相应修改即可.

em(r)

ym(r)

利用 MSBL进行的超分辨图像重构的基本原

理如下: 样品被第 m 个激发模式  照射时, 像

面上的荧光强度分布  可表示为
 

ym(r) = [s(r) · em(r)] ∗ PSFdet(r), (1)

s(r) em(r)

PSFdet(r)

em vm =

S · em S = diag(s1, · · · , sN )

式中,    为样品的结构信息,    为激发多焦

点的强度分布, 在本文中为新设计的多像素复用多

焦点阵列模板,    为系统探测点扩散函数.

基于压缩感知理论, 将连续信号转换成离散信号表

示, 其中第 m 个激发模式在空间中的强度分布表

示为   , 对应的样品发射的荧光信号为  

 , 其中  为非负对角矩阵,

PSFdet(r)

表示 N 像素网格化的结构信息. 将样品荧光信息

卷积   的过程用矩阵 H表示, 则 (1)式改

写为 

Y = H · S ·E, (2)

其中矩阵 Y和 H分别代表荧光点阵图像序列和

光学系统的响应函数, S和 E分别为样品的真实

结构信息和光学系统的激发模式. 而 (2)式又可进

一步改写成 

Y = H ·X, (3)

Y = [y1, y2, · · · , yN ] ym

X = S ·E =

[x1,x2, · · · ,xN ] xm s(r) · em(r)

s(r)和em(r)

其中  , 其中  是由第 m 张点阵

数据转换来的列向量, H是测量矩阵,  

 ,    则是   得来的列向

量, S和 E分别为   构成的矩阵, 于是,

整个图像重构过程如图 4所示.

m×

n m0 × n0(m0, n0 > m,n)

mn×N,mn×m0n0 m0n0 ×N

首先, 将所有的探测图像序列和系统 PSF根

据图 4(a)和图 4(b)转换成矩阵形式. 其中Y矩阵

的每一个列矢量对应一幅探测图像 , 而 H的第

i 列对应着当样品中只有一个分子发射荧光, 且它的

位置随着图 4(b)中的箭头移动到第 i 个位置处时,

得到的探测图像. 假设每幅探测图像的尺寸为 

 、超分辨成像的尺寸为   、

探测图像数量为 N, 则对应矩阵 Y, H和 X的大

小分别为   , 和   . 由

于X = SE, X中的所有列矢量具有相同的空间支

撑, 并且这个空间支撑与 S相同, 因此重构 X的

问题可以作为一个多测量矢量问题.

 

PSF
H

(b)

Raw
images

Y

(a)

图 4    原始数据与系统 PSF转换为矩阵形式的过程　(a) FM-MSIM点阵数据转换为矩阵 Y; (b)系统 PSF转换为矩阵H

Fig. 4. Process of converting raw images and system PSF into matrix form: (a) FM-MSIM multifocal patterns data is converted to

matrix Y; (b) System PSF is converted to matrix H. 
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X
′

其次, 利用 MSBL算法来求解 (4)式. 根据贝

叶斯推理, 公式的解  由最大后验概率估计得到:
 

X ′ = argmax
X

p (X|Y ) = argmax
X

p (Y |X) p (X) . (4)

X ′

m0 × n0

最后, 估计值   中所有的列矢量相加并转换

成一个大小为  的超分辨图像.

通过上述算法流程, 可以重构出样品的超分辨

图像.
 

3   成像结果与讨论
 

3.1    细胞微管样品的超分辨成像

为了验证 FM-MSIM系统的超分辨成像能力,

首先利用 Alexa Fluor 488标记的非洲绿猴肾细

胞 (BSC)微管样品进行系统的分辨率标定. 利用

MSBL算法分别对传统的“1 × 1”多焦点点阵模板

和新设计的“4 × 1 ”多像素复用点阵模板采集得

到的图像进行超分辨重构, 得到的结果如图 5所示.

图 5(a)为减去背景噪声的宽场图像 (subtract back-

ground widefield, SubWF), 图 5(b)为传统“1 × 1”

多焦点点阵模板得到的 MSBL重构图像, 图 5(c)

为“4 × 1 ”多像素复用点阵模板得到的 MSBL重

构图像, 图 5(d)和图 5(e)分别为图中蓝色和白色

实线处的微管强度归一化轮廓曲线, 并对多组微管

数据进行了 x, y 两个方向上的半高全宽 (full width

at  half  maximum, FWHM)值进行了统计计算 ,

x 方向由高斯拟合得到的 FWHM分别为 (315 ±

15)  nm,  (183  ±  10)  nm,  (162  ±  10)  nm同理 ,

y 方向半高全宽分别为 (306 ± 15) nm, (174 ± 10) nm,

(169 ± 10) nm. 可以看出, 利用“4 × 1 ”多像素复

用点阵模板采集得到的数据经超分辨重构后的图

像分辨率略高, 原因在于使用其对样品进行扫描时

得到的荧光强度更强, 在相同的激光功率以及采集

频率 150 Hz情况下, 拥有更高的信噪比, 这也导

致经 MSBL算法重构后获得的分辨率更高, 基本

达到了宽场显微分辨率的 2倍. 此外, 实验中使用

的传统的“1 × 1”多焦点点阵模板的扫描步数为

288, 采集一幅二维图像所需时间约为 1.92 s, 而使

用“4 × 1 ”多像素复用照明模板的扫描步数 72, 采

集一幅二维图像仅需约 0.48 s, 可以看出 FM-

MSIM的成像速度为原先MSIM成像速度的 4倍.
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图 5    FM-MSIM 分辨率标定　(a)减去背景噪声的宽场微管图像; (b) 1 × 1点扫模板的MSBL重构图像; (c) 4 × 1点扫模板的

MSBL重构图像; (d)蓝色实线处微管强度轮廓线; (e) 白色实线处微管强度轮廓线

Fig. 5. Resolution in FM-MSIM: (a) Wide field image of microtubule in BSCs labeled with Alexa Fluor 488 phalloidin by subtract-

ing background noise; (b) MSBL reconstructed image of 1 × 1 point scan mode; (c) MSBL reconstructed image of 4 × 1 point scan

mode; (d) plots of intensity along blue solid line in panels (a)–(c); (e) plots of intensity along white solid line in panels (a)–(c). 
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3.2    小鼠肾切片的三维超分辨成像

为了测试 FM-MSIM系统的三维成像能力 ,

使用小鼠肾切片标准样片 (FluoCellTM prepared

slide#3 mouse  kidney  section,  *AF  488  WGA,

AF568 phalloidin,  Product  of  US)进行成像 . 相

机采集频率 200 Hz, 使用“4 × 1 ”多像素复用点阵

模板对样品进行二维横向扫描, 并通过 Labview

控制纳米位移台实现 z 轴步进扫描成像, 如图 6所

示, 整个成像区域大小为 55.3 µm × 55.3 µm, 每
幅图成像时间为 0.36 s, 轴向的成像位置分别是 0,

3 和 6 µm. 从图 6可以明显观察到小鼠肾切片不

同层样品结构的变化和超分辨的效果, 同时, FM-

MSIM处理后的图像分辨率具有显著的提高, 进一

步验证了所提出和搭建的 FM-MSIM的三维超分

辨成像能力. 

4   结　论

本文提出和搭建了一套基于数字微镜器件和

光束整形器件的平场复用的多焦点结构光照明快

速超分辨显微成像系统. 利用 DMD同时完成了新

型“4 × 1 ”多像素复用点阵结构光的产生和快速

扫描, 提高了信噪比, 减少了采样时间, 成像速度

提升为原来MSIM成像速度的 4倍; 同时, 在系统

中加入了光束整形器, 将高斯分布的光束调制为均
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图 6    小鼠肾切片不同轴向位置 (z = 0, 3 , 6 µm)处的图像: (a)—(c)宽场图像; (d)—(f)MSBL重构图像; (g)图 (a)和图 (d)中

蓝色虚线处的归一化强度分布轮廓曲线; (h) 图 (b)和图 (e)相同位置处归一化强度分布轮廓曲线; (i)图 (c)和图 (f)相同位置处

归一化强度分布轮廓曲线

Fig. 6. Images of mouse kidney section at different axial positions(z = 0, 3 and 6 µm): (a)–(c) Wide field images; (d)–(f) MSBL re-
construction images; (g) normalized intensity distribution profiles along the blue dotted line in panel (a) and panel (d); (h) normal-

ized intensity distribution profiles along the same position in panel (b) and panel (e); (i) normalized intensity distribution profiles

along the same position in panel (c) and panel (f). 
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匀分布的平场光束, 提高了点阵均匀性和系统分辨

率; 建立了基于多重测量矢量模型的稀疏贝叶斯学

习 FM-MSIM图像重构算法, 实现了超分辨图像

重构. 最后, 利用该系统, 对细胞微管和小鼠肾切

片进行三维超分辨成像, 证明了该系统具有快速三

维超分辨成像能力, 为进一步开展活细胞及组织的

超分辨成像打下了基础.
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Abstract

Multifocal  structured  illumination  microscopy  (MSIM)  can  achieve  optically  sectioned  images  with  twice

the diffraction limited resolution at an imaging speed of 1 Hz and an imaging depth of up to 50 µm. Compared
with the traditional wide-field SIM, the MSIM has greater imaging depth and optical sectionning ability, and it

is more suitable for long-term three-dimensional (3D) super-resolution imaging of living thick samples. However,

the MSIM has some problems, such as slow imaging speed and complex image post-processing process. In this

work, a fast super-resolution imaging method and system based on the flat-field multiplexed MSIM (FM-MSIM)

is proposed. By inserting a beam shaping device into the illumination light path, the Gaussian beam is reshaped

into a uniform flat-top profile,  thereby improving the intensity uniformity of excitation multi-spot focal array

and expanding the field of view. By elongating each diffraction limited excitation focal point four times along

the Y direction to form a new multiplexed multifocal array pattern, the number of scanning steps is reduced,

the  energy  utilization  is  improved,  and  then  the  imaging  speed  and  signal-to-noise  ratio  are  improved.

Combined  with  the  sparse  Bayesian  learning  image  reconstruction  algorithm based  on  multiple  measurement

vector model, the image reconstruction steps are simplified, the imaging speed can be improved at least 4 times

while ensuring the spatial resolution of MSIM. On this basis, the established FM-MSIM system is used to carry

out the super-resolution imaging experiments on the BSC cell microtubule samples and mouse kidney slices. The

experimental results prove the fast three-dimensional super-resolution imaging ability of the system, which is of

great significance in developing the fast MSIM.

Keywords: multifocal  structured  illumination  microscopy,  super-resolution  imaging,  flat-field  illumination,
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