
第 � � 卷
 

第 !∀ 期

� ∀#∃ % 年 !∀ 月 激光与光电子学进展 &∋ ! � �
,

( )
 

!∀

) ∗ + � ∀ ∀ %

利用受激发射损耗‘,− ./∃ 显微术突破远场衍射极限

陈文霞 肖繁荣 刘力 王桂英

#中国科学院 上海光学精密机械研究所
,

上海 �∀! 0 ∀∀∃

摘 要 远场光学显微镜受衍射极限分辨率的限制
,

而近场光学显微镜由于缺乏层析能力
,

则无法实现超分辨的三维成

像
。

研究了既可突破远场光学显微术的衍射极限分辨率又可实现三维成像的成像技术
—

受激发射损耗#1− .功
,

综述了

,− . / 的分辨率与 ,− . / 光的光强
、

延迟时间
、

光斑空间分布等主要参数的关系
 

以及该技术的最新进展和应用前景
。

关键词 分辨率 衍射极限 受激发射损耗 时间特性 空间特性
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! 引言

远场光学显微术的空 间分辨

率受限是一个非常突出的物理问

题
,

它极大地影响了其他学科的发

展
,

特别是在生物学领域
,

因为迄

今为止远场光学显微术仍是显示

细胞内部共维结构的唯一方法
。

光

学显微成像系统的分辨率受光学

衍射 的 限制 这 种 现象 是 . 371
;

ΙΑ Α ∗ 于 !0 ΩΟ 年发现的
,

即当物体

之间的距离小于光波长的三分之

一时将无法分辨
,

因为这已经达到

了衍射理论的最小聚焦光斑尺寸
, 5Ρ

。

根据衍射理论
,

显微镜的聚焦光

斑尺寸酝
二
区Ξ#� 7 1

<74 刀
,

因此减小

波长和增大孔径角都能减小聚焦

光斑尺 寸
。

但是这种方法存在缺

陷
,

因为当波长 又Ψ Ο %∀ 5:7 时
,

光无

法在活细胞内成像 Ζ 而且在技术

上
,

透镜的半孔径角只能达到 Ω ∀∀
,

有限的孔径角导致分辨率降低
。

尽

管共焦和 多光子荧光显微镜的出

现可以实现三维成像
,

但这两种方

法也没有真正大幅度地提高分辨

率
。

共焦显微镜两次用到物镜聚

焦
,

一次是将样品激发光在样品中

聚焦
,

一次是将发射的荧光聚焦到

点探测器
,

聚焦处两个光阑小孔相

对于物镜焦平面是共辘的
,

分别起

到了点光源和空间
“

门
”

的作用
。

探

测器前的小孔可 以有效地抑制旁

瓣与噪声
,

提高信噪比
,

所得的分

辨率略高于衍射极限!�!
。

而多光子

吸收虽然主要发生在聚焦光斑的

中心
,

由于多光子激发需要较长的

波长
,

损害了激发区变窄的效果
。

此外
,

多光子荧光还需要很高的激

发光强
。

在最佳情况下
,

上述的聚

焦显微镜 在焦平 面 上 只 能分辨

!0 ∀
757

,

沿光轴仅 能分辨 % ∀∀
Θ

1) )
7=

ΓΟ一
。

因此
,

近场光学显微镜放弃利

用聚焦点扫描成像的概念
,

为了将

光与样品的作用限制在亚衍射尺

寸
,

近场显微镜使用超小探针或大
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孔径角物镜加小孔
,

通过探测样品

表面的隐失场而获得样品 表面信

息
。

因此
,

该方法只能对表面成像

而无法获得活细胞内的目标成像
。

直到 � ∀ 世纪 ∴ ∀ 年代中期
,

人

们发现当粒子在两个分子态之间

达到饱和的跃迁时
,

如果在空间上

加以调制
,

则可使聚焦光强度分布

在空间上存在中心零点
。

利用这种

分子态的饱和损耗
,

可以实现空 间

各个方向上的纳米级分辨率
,

该方

法被称为受激发射损耗 #1− . / ∃荧

光显微术
。

如图 ! !�Π 所示它具体是利

用激发光使基态粒子跃迁到激发

态
,

随后 ,− . / 光照射样品
,

引起

受激辐射
,

消耗了发射荧光的能级

#荧光态∃上的粒子数
。

受激发射的

作用 是迫使粒子在它们被激发之

后立刻回到基态
,

即是焦斑上那些

受 ,− . / 光损耗的荧光分子失去

发射荧光光子的能力
,

而剩下 的可

发射荧光区被限制在小于衍射极

限区域内
,

于是获得了一个小于衍

射极限的发光点
。

这种作用相当于

缩小显微镜的有效点扩散函数担
Θ

?,玛 5%Ρ
。

突破衍射极限意味着有可

能得到无限小的焦斑或者无限大

的光学传递函数#) −玛带宽
,

即较

小的有效点扩散函数
。

这样获得的

分辨率由实际的条件如时 间延迟

量
、

1− . / 光的零点尺寸
、

光强
、

光

脉冲寿命
、

光致漂白等因素决定
。

Χ ∗ Η 小组 5] 刀已获得了 � 0
757 的横

向分辨率和 ΟΟ 757 的轴向分辨率
,

并且完全分开了相距 ]� 5:7 的两个

同类的分子
。
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图 ( 不同光强下 ) 式荧光态的粒子数概率 ∗的损耗

( 受激发射损耗 + , − . / ∗的基

本原理及相关参数

如图 ∃ 所示
,

设粒子的激发态

为 0
,

基态为 1
,

由特定波长的激光

诱导粒子从基态跃迁到 0
,

即发生

了 1弓0 的跃迁
。

但是 0一1 的

跃迁没有限制
,

可以是自发辐射跃

国

迁
、

光诱导或者是热辐射跃迁等过

程
。

记 0斗1 和 1
2,斗0 的跃迁几率

分别为
‘

凡
扫
和

#

人从
,

归一化布居数

分别为凡和凡
,

它们服从如下的

变化关系
3

票
4 一

、
十

5
4 6

鬓车
。

如果初始时刻
,

粒子数分布
7 8

一

”
’

一
9 ’ 6

一
’

一
6 6 6

一

在 0 态+或其它态∗
,

当 0
、

1 态间的

跃迁达到动态平衡时
,

即

鄂
二”

,

0 上的稳态居布数为添箭豁
。

激发光将 1 态粒子激发到 0

态后
,

我们感兴趣的是受激发射损

耗光将 0 态上的分子激发到 1 态

上
。

跃迁几率 《切二:;
,
口 是分子的

吸收截面
,

; 是 <−. / 光的光强
。

因

此
,

如果 ;》严二东油 =:
,

则峭一 
,

这时所有的粒子将终止在 1 态
。

若在 9 处光强为零
,

而其它空

间光强分布 ; +9∗ 》严
,

即除了 9 

处
,

所有的粒子都终止在 1 态
,

因

此能得到 0 态上非常尖锐的光强

分布区域
。

更规范的表达为双9 ∗》

严城9 ∗
,

这里五护∗是衍射极限空间函

数
,

在理想情况下力少
二
 ∗ 动

。

当尸5
∗

二 时可以发现 0 态上的光子被压

缩到一点
。

若尸田 和严 是有限的
,

则方∗的细节不可忽视
。

例如
,

平面

波的衍射极限空间函数为> +9∗
4

,
砰+公毅汉∗

,

0 态
一

?能产生的焦斑

的最小半 高全宽是 际
4 6

玉6 :9≅
·Α)

可需
#

又

二 Β 万

兀儿

,

式中的

亡
二厂叫洲 被称为饱和因子

。

若 ∀ 二

∃   
,

则 0 9玖= ∃   )
。

原则上增加光强可 以连续压

缩 0 态上的粒子数
。

即增大光强
,

相应地增加 了 雪
,

压缩 了焦斑的
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最小半高全宽度
,

从而提高了分辨

率
。

下面论述光强与分辨率的关系
。

图 � 显示 了初始时刻分子均

匀分布的激发态 α7 �
#Τ

,

; 二∀∃
β

5Π
,

经

一束 #时间和空 间的∃ 高斯型的

,− . / 光作用后
,

留下的损耗区域气
7 。是图 5 中的 + χ

#荧光态∃能级上

的粒子数概率
, Τ 二�兀δ Ι

 

从二 是焦

平面的光学量
。

7 χ#Τ ∃是在峰值光强

分另 !为 Γ姗
β Ο

 

�
,

Ο �
,

! Ω∀
,

!Ο ∀ ∀ ε ΛΞ
Κ = ”

时收集的
,

分别对应于图 � 中

的曲线 4
、

Α
、

Κ
、

6
。

假设波长 又⎯
β

] ∀ ∀7=
,

吸收面积几 为 ! ∀
一‘] ∗= χ 。

图 � 显示 出随着 1− . / 光强 的增

加
,

损耗区域在直径上增加
,

损耗

效率增大并 且具有 更陡峭的边缘

特征
。

曲线 Κ
、

6 的陡峭边缘允许对

激发的点扩散函数 ? ,Φ 有强烈的

限制
。

因而增大 , −. / 光强可以有

效压缩中心斑的尺寸
,

提高分辨

率
。

由于 ,− . / 依赖光学的饱和

跃迁
,

它的空间分辨率是由可获得

的饱和程度决定的
。

由饱和带来的

非线性的强度依赖关系与 = 一
光子

激发
、

第 = 次谐波
、

相干反斯托克

斯拉曼散射#ΒΙ φ 1∃ 等几种非线性

关系是完全不同的
。

在后几种情况

下
,

非线性信号来源于多个光子在

同一样品同一时刻的相互作用
,

这

就需要高的聚焦强度
。

相 比之下
,

由饱和与损耗带来的非线性起源

于相关态布居数的变化
,

这是有可

能在低强度实现的
。

据报道
,

随着

严 增加到 !∀ ∋ ε职刀Β
耐

,

饱和因子

可增大到 七二 !� ∀
。

尽管有初步的证

据证明
[
随着光强 的增加

,

某些采

用荧光标记的样品会产生非线性

递增的光致漂白
。

但是因为它的人

射光强要比多光子显微术的小 � 一Ο

个数量级
,

目前应用 的 , − . / 光强

不会损坏活细胞的成像
。

由 1− . / 的原理可知
,

要达到

高效的损耗效率
,

不仅与光强密切

相关
,

还必须在激发光脉冲和受激

发射光脉冲间选择合适的延迟时

间 △;
。

通常
−
, 达到几纳秒

,
[ γ 为

!一1Μ 1
。

在激发后的几个皮秒内
,

分

子弛豫到激发态
,

这是真正的荧光

态 ,
, ,

要选择 ,− . / 光使得通过受

激辐射
,

能有效地碎灭荧光态的分

子
。

第一
,

为了允许分子振动弛豫

到荧光态
,

我们利用光学延迟确保

,− . / 脉冲迟于激发脉冲几个皮秒

到达焦点
。

第二
,

由于受激发的分

子被碎灭到基态黔
,

几γ
决定了 吕

能被损耗的几率
,

所 以 ,− . / 光可

以直接利用皮秒脉冲光或者利用

光栅将飞秒脉冲光展宽到几十 至

上百个皮秒
,

并将其波长选择在荧

光发射谱 的红 边
,

这 样 可 避免

,− . / 光的重激发
。

这个展宽允许

快的振动弛豫耗尽
,

将分子倒空到

基态 %∀ !0Π
,

使得荧光态 的损耗过程

非常有效
。

当 ,− . / 光消失时
,

( #; β 毛

场: ς
β
() ∗却#

一

娜
一口九润办

,

(∀ 是被

激发后 1
,

上的粒子数
,

与为辐射弛

豫几率
,

4 是受激发射的吸收截面
。

瓜皿
〕

#3 ∃是 ,− . / 的单脉冲单位面

积的光子的点扩散函数
。

所以荧光

被限制的倍数为

由上式可见
,

,− . / 不仅有其时间

特性
,

还有其空间特性
。

最好的压

缩光斑
,

瓶爪刀#3 ∃需要在
3

β∀ 处为

零
,

而其他地方有很高的值
,

即是

有中心零点
。

数学表达式为

⊥) 3 β ∀

一
、 ’

#》∋一具他

这保证通过损耗后
,

外围的荧光被

强烈地损耗而 留下中心 的荧光 5∴Π
。

譬如通过利用平面波
,

得到最小的

半高全宽约为刀#� 7 ∃
,

但在一些极

小值处仍残留有荧光
。

为了只得到

一个极小值
,

即中心零点的 场习 〕

#3∃
,

可以采用大数值孔径角的物镜

或 对称 的 � φ 显 微镜
。

并且在

, − . / 光路中引入位相板
,

改变入

射平面波的波前分布
,

以此来模糊

两旁的极小值
,

而留下 声耘旧
〕

#∀ ∃β ∀
。

满足空间分布的可以是环形光斑 !∴!

或者只有一个局部光强最小的平

面波 !]!
,

从而将焦斑尺寸有效压缩
。

。β

黯
β 丁 6 ;Ε

从 ;
,

杨妞关3∃ ! β

ς 6 ; Ε

(# ;
,

∀ ∃
∗

即卜叫畴旧汇3∃ ⊥

Ο 实验装置及结果

Χ ∗ 55 , Δ 小组已经能够根据

要求利用 ,− . / 实现对单分子成

像
。

例 如 采 用 波 长 ]Ο %5:7 和

Ω 0 5
5:7 的半导体激光器作为激发

光和 ,− . / 光
,

在单分子 的实验中

可 以实现 �0 Γ’<= #⎯5Ξ � %∃ 的横向分辨

率以及分辨焦平面上相距 ]� Γ’<37 的

两个同类的粒子
。

二二二二二二二二极管管

丰丰丰丰
放大器器器器器

ΩΩΩ 0 Γ7 7 55555555555

丰丰丰
]]] Ο % 7 ,777

雪雪崩光电电
二二极管管

八
日只日Χ

圈
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一
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一
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555
Θ Θ

Θ
Θ

Θ
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Θ

一 」」卜 创创任三三睁一—
一
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⎯

Θ

Θ Θ
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ΓΓΓ亡」」

二二
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Θ
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#∃乃

∀

�卜Δ翻图瑕塑朴架

一
∋《刃 一(砚】〕 (   ∋该洲∗

( Ε ∋ 
八9 Φ

小Γ
一
‘

一 ∃� 一�  �  ∃�  一 ∃�  一�  �  ∃�  

+
。

∗

图 ∋ + : ∗传统的与 ,− . / 显微镜的 Η 轴的光学传递函数 Δ −Ι
+‘Φ∗

ϑ + Κ ∗ 传统的和 ,− . / 的单个分子的轮廓圈 ϑ + ≅ ∗ 经过线性去卷积后的

< − . / 的单个分子的轮廓图 ϑ +7 ∗ 经过袱
2 ) 29 滤波后的两个相邻分子的轮廓图 Φ#Φ

, ‘ , “”一 , ∃ 3

5 , # 二 , 二二二
。 叹。 , , 二, 二。二仁 ,

3
皿锹说则伴

Λ 一彻锐俐焦

平面上 ϑ +Κ ∗ 荧光能级圈门

图 Ε 中
,

由半导体激光器发出

的 & Ε Μ ) Ν )
的光作为激发光

,

通过空

间滤波和扩束后充满物镜
,

在焦平

面留下大的聚焦圆斑
。

由另一台半

导体激光器发出的 Μ% ∃;’ΑΓ 的受激

发射光通过二极管放大和单模光

纤的空间滤波后人射到位相板
,

在

焦平面干涉相消
,

形成横向上中心

极小两边极大的 < −. / 光斑
。

发射

的荧光经过 ( 个二向色镜和带通

滤光镜
,

再由雪崩光电二极管收

集
。

数据 表 明用 Μ%∃ 9Ο) 波 长 的

<− . / 光
,

得到的 < − . / 显微镜的

带宽是传统显微镜的 & 倍
,

即分辨

率提高 & 倍
,

并且能够在焦平面获

得 ( % 5 ∋  ;Π ) 的横向分辨率
,

约为

又=( �
,

突破了衍射极限 Φ&Ν
,

达到分子

量级分辨率
。

起初的 < − . / 主要用 于突破

横向衍射极限
,

而轴向分辨率还较

低
,

因为有限的孔径角导致轴向分

辨率降低
。

近来将 <− . / 和 ∋Θ 显

日
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朴通爵袱以

7
沉

一∃ 5气< Η
‘ ’

 

Κ =
‘

∃

Ο ] Ε一37

ΦΔ Χ ε

∴饰 二

笨
7 5

孟
·�
乙工∗Φ当入浊

�
‘,�二夕川

一
, 护 Λ

= Ρ

<
’

;
’

. ΦΝ 一∋ ΣΑ 3

Ε Ε 土 Τ ) ) 6

半高全宽

之
##
一了二

膝巴钾

卜月
?一 ? 一一?

—
∃ 一一 且

—土 一上一一一?一Υ 日」? 一里6 止七儿 6 6 曰?一二Π 一一5 Υ一

目  
一 

#

% 一 
#

& 一 
#

∋ 一 
#

(   
,

(  
#

∋  
#

&  %

习扒9)

图 & 各种点扩散函数+ ,ς Ι ∗的分布
3 + : ∗ 激发光的 Σ,Ι ϑ + Κ ∗ , − . ) 光的 ς ,Ι 3 + 2 ∗ ,− . / 一

∋Σ Α 的 ς ,Ι
。

+ 7 ∗ 收集的荧光与 ,−. /

光强的函数关系 ϑ +2 ∗ 无限薄的荧光平面产生的 名 轴的电压分布 ϑ +幻 油浸透镜下
, Ρ 轴的电压分布

微术互补性地结合
,

在 ,− . / 技术

上扩大了有效孔径角
。

据报道
,

已

经 在 聚 焦 光 显微术 中获得 (% 6

∋ Δ)Φ) 的轴向分辨率
。

图 � 中
,

光经由物镜 ?
ϑ

激发样

品并被探测
,

而两束受激发射光相

对传播
,

通过两个反向的物镜 ?
;
和

玩聚焦到样品上
。

图 � 中的插图是

用位相板来改变 ,− . / 光的波前
。

而样品的成像通过两个物镜的亚

衍射尺寸的光斑来扫描样品而实

现 ;刀
。

Ω 2 ) 小组利用以 ?装置
,

在 棍撇
〕

4 Μ
#

Ε Η ∃ 
‘Μ 2 Γ 把沐4 Μ &  )Γ 油浸透镜

的实验条件下得到 了 ΕΕ 士(;’ΑΓ 的

轴向分辨率
,

这个测量结果与预期

结果是相吻合的
。

图 & 中的 +≅∗
、

+ 以 Ρ 轴的电压

分布反映的纵向分辨率
,

它表明系

统的焦斑半高全宽 +ΙΞ ΩΨ ∗ 达到

ΕΕ 9Ο) +矾=( Ε∗
,

突破衍射极限
。

∋ 结论

总而言之
,

在上述 <− . / 突破

衍射极限概念的指导下
,

已经在单

荧光分子实验 +简单固定标本实验

及活生物标本实验∗ 中成功地突破

了衍射极限
,

并且是非接触成像
,

光强适度
,

不会对样品产生光损

伤
。

目前
,

<− . / 显微术的分辨率比

6
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衍射极限分辨率提高了 ] 倍
,

获得

了 目前为止使用 聚焦光而产生 的

最小的荧光体积
。

,− . / 一� φ 显微

镜第一次证明了免疫荧光蛋 白图

激 光与光 电子李进展
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� �
,

( )
 

! ∀

∋ ∗ ;
 

� ∀#∃ %

像的轴向分辨率可 以达到 %∀ 73 7
,

这仅是超越极限的一个起点
,

在未

来的应用中
,

可能会在抽运探针显

微镜
、

三维光化学和数据存储中引

进亚衍射极限分辨率显微术
,

而 月
ϕ

还可望对单分子进行探测
、

定位
,

对细胞间和蛋白质进行详细而精

确的观察
。
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