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突破衍射极限的远场光学成像方法
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摘 要: 随着人们对微观世界探索的不断深入,在纳米科技和生命科学等领域要求成像系统的分辨率达到微纳尺
度. 远场成像技术具有工作距离远、无损伤等优点,但由于衍射极限的存在,限制了其往更高分辨率方向的发展,因
而突破衍射极限的远场成像技术成为了研究的热点. 介绍了突破衍射极限的基本原理,综述了近年来通过非线性
效应、特殊光照明、耦合元件和微球收集倏逝波突破衍射极限的远场光学成像方法,阐述了其在生物成像领域的应
用,最后给出了突破衍射极限的远场成像的发展趋势.
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Optical Imaging Methods
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Abstract: With the exploring of microscopic world, nano-technology and life science have been
investigated under micron and nano scales. Compared with near-filed imaging methods, far-field
microscopic technique has many advantages, such as long working distance and non-damage. However,
the resolution of far-field imaging is restrained by the diffraction limit. How to overcome this limit has
become the focus of many research areas. In this paper, the principle of breaking through the diffraction
limit is introduced. The latest far-field methods based on the nonlinear effect, special light illumination,
coupling elements and microsphere are briefly reviewed including their biomedical applications. Finally,
the trend of the methods, which overcomes the diffraction limit in far field, is given.
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  由于阿贝衍射极限的存在,基于白光照明的
传统光学显微镜分辨率被限制在 λ / 2,λ 为入射光
的中心波长,因此迫切需要发展突破衍射极限的
超分辨率成像技术. 超分辨率技术一出现就引起
广泛关注,先是在 2006 年被 Science 杂志评为年度
十大技术突破,接着被 Nature Methods 评为 2008

年年度方法. 在 2014 年 Nature Methods 10 周年特
刊评出的 10 年十大技术中,超高分辨率荧光显微
成像和单分子技术都出现在榜中,并获得 2014 年
诺贝尔化学奖. 这些突破衍射极限的成像技术在
纳米探测和生物科学领域发展迅速,已被应用于
观测细胞的膜蛋白分布、细胞骨架、线粒体、染色
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质、神经元突触以及原核生物等生物样品. 因此开
展突破衍射极限的远场成像技术的研究对生物医

学领域具有重要的应用价值.
突破衍射极限的超分辨率成像技术可以分为

近场成像技术和远场成像技术. 能够突破衍射极
限,实现小于 λ / 2 的分辨率的近场方法有很多. 比
如电子显微镜[1] ,它是利用光的波粒二相性,用电
子代替光子,在电磁透镜的作用下在荧光屏上成
像,已达到 0. 1 nm 的超高分辨率. 但是其工作环
境为真空,不能用于活细胞的探测. 原子力显微镜
利用探针与样品之间的相互作用力,得到样品表
面形貌,可达到原子尺度的分辨率[2] . 扫描隧道显
微镜根据样品表面分子中的电子隧道电流来测定

样品的表面形貌,其横向分辨率能够达到 0. 1
nm[3] . 近场扫描光学显微镜 ( scanning near-field
optical microscape, SNOM) [4-5] ,是通过使用一个远
小于衍射极限的探针照明样品,离物体表面很近
(一个波长量级),探针会收集到样品表面附近的
倏逝波,实现纳米量级的分辨率[6-8] . 这些方法虽
然能够得到极高的分辨率,但是实验设备复杂,获
取速度慢,价格昂贵,并且对样品的制备有很高的
要求,不适于对活细胞的相衬成像. 与上述介绍的
突破衍射极限的近场成像方法相比,远场成像技
术具有无损伤、设备简单、工作距离远等优点,因
此研究突破衍射极限的远场成像技术,具有重要
的理论价值和实用意义. 本文首先介绍了远场突
破衍射极限的基本原理,然后概述了近年来利用
非线性效应、特殊光照明、耦合元件和微球来收集
倏逝波的方法,并分析了每种方法的优缺点,最后
给出了超分辨率的发展趋势.

1 突破衍射极限的基本原理

系统的点扩散函数(point spread function, PSF)
和光学传递函数( optical transfer function, OTF)都
可以作为评价系统分辨率的函数. 根据瑞利判据
(Rayleigh criterion) [9],PSF的半高全宽(full width at
half maximum, FWHM)为成像系统的分辨率,通过
计算得到传统光学显微镜的分辨率为 δ = 0. 61λ /
NA,式中 NA为系统的数值孔径. OTF 表征能够通
过光学系统的各种频率所占比重的函数,由于成像
系统的数值孔径有限,使高频信息不能全部通过.
OTF越宽说明系统能够收集的物体的高频信息越
多,系统分辨率就越高.

为了突破衍射极限,就必须获得小于衍射极限

的 PSF 或是使 OTF 拓宽至倏逝波范围. 下面分析
近场倏逝波和远场传输波的不同,并讨论 2 种波和
物体信息的对应关系. 假设一束物光波在 z = 0 处
的空间平面( x0, y0, 0)处的复振幅分布为 u0 ( x0,
y0). 光波沿波矢 k 方向传播,传播距离 z0时,光波
的复振幅分布为 u(x, y),如图 1 所示. 分别对 u0、u
进行傅里叶变换,得到相应的频谱分布分别为 A0
(cos α ／ λ, cos β ／ λ),其中 cos α、cos β为传播方向的
方向余弦. 根据角谱衍射理论[10]可得

(A cos αλ ,
cos β )λ =

A (0 cos αλ ,
cos β )λ · (exp 1 - cos2α - cos2β) (1)

当传播方向余弦( cos α, cos β)满足 cos2 α +
cos2 β < 1 时,物体的信息都能够传输到远场,该频
率成分的光波是远场传输波,只要系统的数值孔径
足够大,都能参与成像.

图 1 衍射传播示意图
Fig. 1 Diagram of diffraction propagation

 

当 cos2α + cos2β > 1 时,式(1)中的平方根为虚
数,式(1)可简化为

(A cos αλ ,
cos β )λ = A (0 cos αλ ,

cos β )λ exp( - jμz)

(2)

式中 μ = k cos2α + cos2β - 1,μ 为虚数,表明物光
波在 z轴方向按负指数规律迅速衰减. 这部分信息
就是近场倏逝波,它在一个波长距离内迅速衰减,不
能传播到远场参与成像. 如果想拓宽 OTF至倏逝波
范围,实现超衍射极限的分辨率,就必须收集近场倏
逝波,使其参与成像.

2 远场成像方法

2• 1 非线性效应成像

1994 年,德国科学家 Hell 等提出了受激发射
损耗(simulated emission depletion,STED)荧光显微
技术[11-12] . STED 方法基于饱和吸收的非线性效
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应,通过激发光和损耗光的设计得到小于衍射极
限的光斑,从而压缩了 PSF 的尺度,实现了 66 nm
的分辨率[13] .

STED的基本原理如图 2 所示,所用的激发光
(蓝色)和 STED激光(橙色)波长分别为 470 nm 和
615 nm. 其中 STED激光是经过调制后的空心光束,
其与激发光同时照射到样品上. 激发光将荧光分子
激活,而 STED 光将荧光猝灭. 如果两束光同时照
射样品,则只会得到 STED 光中心圆点大小的发射
荧光区域(绿色). 如果将中心区域限制在小于衍射
极限大小,就会得到小于衍射极限的光斑. 系统光
斑强度的半高全宽的表达式为 λ / (2nsin α), STED
方法使荧光发光点的强度半高全宽减小为 λ /

[2nsin α 1 + Imax / Isat],其中 Imax为 STED 激光的光
强最大值,Isat为荧光分子的饱和吸收光强,nsin α为
透镜的数值孔径. 可见 Imax / Isat越大,系统的分辨率
就越高. 目前报道的 STED 方法通过使用特殊的荧
光材料,分辨率最高可达到 6 nm[14] .

图 2 STED荧光显微的原理[13]

Fig. 2 Principle of STED fluorescence microscopy[13]
 

图 3 结构光照明显微(SIM)的基本原理[23]

Fig. 3 Principle of structured illumination microscopy (SIM) [23]

在同一时期,Hell 等提出了基态损耗( ground
state depletion, GSD) [15] . GSD 与 STED 的基本思
想一致,都是将产生荧光区域缩小至小于衍射极限
大小. 但是 GSD显微镜首先用环形的 GSD 光照射
样品,直至将照射区域的所有荧光分子的基态电子

耗尽,并全部处于其长寿命的能级,使其不发射荧
光. 然后用激发光激发荧光分子,这样没有被 GSD
光照射的中心区域的分子会被激发并发射荧光,从
而压缩了 PSF 尺度. 这种方法所用的 GSD 光的饱
和光强较小,有效减少了入射光对样品的损伤与漂
白,这种方法分辨率可达到 50 ~ 80 nm[16] . 但是处
于亚稳态能级的电子也有可能跃迁回基态,当激发
中心区域的荧光分子时,周边的荧光分子也会参与
荧光成像,这一作用会拓宽荧光点边缘,这也是实际
分辨率没有计算值高的主要原因.

STED方法可以用于细胞器的观察. Wurm等通
过 STED 方法得到了细胞外膜的移位酶的分布,表
明纳米尺度线粒体的分布取决于细胞的生存环境、
细胞分布密度和细胞膜电位[17] . STED 方法还可以
实现对细胞的双色成像[18-20] . 如果将 STED 方法与
其他技术结合起来可达到更好的效果. 将荧光共振
能量转移 ( fluorescence resonance energy transfer,
FRET)与 STED结合,可以拓展 STED方法的染料选
择范围,对细胞进行多色成像[21] . 将双光子激发荧
光扫描显微镜(2PLSM)与 STED 方法结合,可以实
现对生物厚活体组织的高分辨层析成像[22] .

STED方法是一种直接成像方法,无需后期处
理过程,成像结果可靠. 但想要获得较高的分辨率,
就需要以牺牲成像速度和成像范围为代价,而且这
种方法的系统光路复杂、价格昂贵.
2• 2 特殊光照明成像

特殊光照明即为用经过调制后的光照射样品,
将不可分辨的物体的高频信息频移到较低频域中,
通过数值计算对图像进行重建,得到超分辨率图像.
2. 2. 1 结构光照明

2005 年,Gustafsson提出了结构光照明显微方
法( structured illumination microscopy, SIM) [23] ,其
基本原理如图 3 所示,本质是用光强分布为正弦
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分布的结构光照射物体,获取物体更多的高频
信息.

若物体所包含的高频信息 f超过了显微物镜能
够收集到的最大频率 f0,则成像系统将无法探测到
物体的这部分高频信息. 将照明光调制为光强分布
为正弦分布,频率为 f1的结构光. 物体与光栅拍频
(beat frequency)后会产生一个空间频率为 fm =
| f - f1 |的低频莫尔条纹(Moiré fringes),使其落入到
系统的通频带内,探测器便可以采集到该低频莫尔
条纹. 这一条纹中包含有物体的高频信息,通过软
件解码即可得到物体的高频信息. 由于入射光的频
率 f1受到衍射极限的限制,所以 SIM 方法提高的分
辨率是有限的[24] .

根据这一原理,如果调制光栅只是一维周期

结构,且只有一个方向,这种情况只能提高一个方
向的分辨率. 如果把调制光栅进行旋转,即可提高
多方向上的分辨率. 横向调制光激发显微镜
( laterally modulated excitation microscopy,
LMEM) [25-26]就是应用这一原理,其拓展 OTF 的过
程可由图 4 说明. 通过旋转光栅的方向,拓展不同
方向的 OTF. 图 4(a)为物体与光栅拍频得到的莫
尔条纹. 图 4(b)为物体的空间频率. 图 4(c)为某
个特定方向的光栅的频谱,有 3 个级次. 图 4( d)
为一个方向的光栅与物体拍频后的频谱图. 图 4
(e)为多个方向光栅与物体拍频后的频谱图,从图
中可看出通过旋转光栅,将不同方向的高频信息
都移到通频带内,之后通过软件解码即可得到物
体的高频信息.

图 4 结构光扩展 OTF的原理
Fig. 4 Principle of extending the OTF through structure light

 

  通过光栅模板和 2 束光干涉的方法都可以得到
光强分布为正弦分布的结构光[25-28] . 这 2 种方法产
生的都是一维的光栅周期分布的结构光,只能提高
横向的分辨率. 如果用三维周期分布的结构光照明
光场,就可以实现三维空间的超分辨率成像[29] .
2008 年,美国的 Gustafsson 小组[30]分别使用三光束

干涉 SIM和六光束干涉 SIM 进行生物实验,纵向及
横向空间分辨率均达到了 100 nm[31] . 三维结构光
照明荧光显微镜(3D-SIM)的出现得到了广泛的关
注. 许多学者利用这一技术得到了生物样品的三维
图像. 姚等采用基于数字微镜器件的 LED 结构光
照明系统[32]获得了具有一定厚度的花粉颗粒的三

维图像. Fitzgibbon等[33]利用三维结构光照明荧光

显微镜,借助烟草中绿色荧光蛋白标记的病毒运动
蛋白获得胞间连丝的超分辨图像. 还有通过改进或
与其他技术结合获得更好的成像效果[34-35] . 利用多
色 3D-SIM方法可以实现对细胞核的多种物质同时
成像. 将 3D-SIM与光学造影剂结合,可以将癌细胞

与正常细胞分开,为宫颈癌的检测提供了一种方便
快捷的方法.

利用 SIM方法获得重建三维像,需要特定的重
构算法,而重构算法直接影响到信息的准确性.
2015 年,姚等提出了一种基于 SIM的新的光学切片
算法:一维序列希尔伯特变换算法(sequence Hilbert
transform,SHT) [36],有望对生物活细胞实现快速的
三维重建.
2. 2. 2 倏逝波照明

任意样品被光场照明时,光场分布可表示为
Uout = Ui·Uo (3)

式中:Ui为照明光的光场分布;Uo为样品的透过率函
数. 将式(3)进行傅里叶变换,得到

F(Uout) = kout(k) = F(Ui)ⓧF(Uo) =
ki(k)ⓧko(k) (4)

当照明光为单色平面光时,ki = (k - ki‖),因此
式(4)可以进一步简化为

kout(k) = (k - ki‖)·ko (5)
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式中 ki‖、ko分别为入射光波数和样品光波数.
可见,利用倾斜光照明物体,在频域来看相当于

对物体的频谱信息进行频谱位移操作. 如果利用更
高频率的倏逝波照明,则可将物体衍射的高频倏逝
波转换为可远场传输的传输波. 图 5 为原理图,图
中 ke为倏逝波分量;kout为移频后的传输波分量;kΛ
为移频步长;km为最大系统带宽. 当采用倏逝波照
明时,能观察的样品的分量为 ke - km < kout < ke +
km . 其中 km ~ ke + km为原有的倏逝波分量,即为物
体的高频信息[37] . 通过照明将该部分信息转化为
远场传输波,使其参与成像,进而突破了衍射极
限[38] .

图 5 倏逝波频移原理
Fig. 5 Principle of shifting the evanescent wave

 

2013 年,浙江大学现代光学仪器国家重点实验
室使用一个纳米光纤(尺度在百纳米至微米量级之
间)作为照明光源,纳米光纤是以空气作为包层的
特殊阶跃型波导. 纳米光纤导入倏逝波,在样品表
面可以产生较强的倏逝波场[39],并通过实验验证了
其可行性. 实验光路如图 6 所示,显微镜的放大倍
率为 100 倍,NA = 0. 8,在工作波长为 600 nm 的条
件下,系统的分辨率达到 75 nm,突破了衍射极限.

图 6 基于微光纤的超分辨成像系统三维示意图[40]

Fig. 6 Schematic of super-resolution imaging
system based on micro-fiber[40]

 

上述方法结构简单、易于实现,可以应用于金属
和非金属样品表面结构的测量. 但是由于光纤的直
径限制在 1 ~ 3 μm,所以限制了单次成像的视场范
围. 由于光纤很柔软,需要精确的转台机构实现纳

米光纤围绕样品台旋转,并且不发生颤动而影响角
度定位精度,实验设备要求高. 同年,该课题组又提
出了利用光的全反射产生倏逝波照明代替光纤产生

倏逝波[41] . 采用全反射荧光显微镜的模式,利用棱
镜发生全反射,光路如图 7 所示. 使用的照明光波
长为 635 nm,分辨率达到了 90 nm. 其基本原理就是
照明倏逝波与物体倏逝波发生作用,使物体倏逝波
转化为远场传输波并参与成像,突破衍射极限. 与
用微光纤方法相比,这种方法具有宽视场和照明角
度可调的优点.

图 7 基于全反射产生倏逝波照明的成像方法[41]

Fig. 7  Schematic of this illumination method used the
evanescent wave generated by the total
reflection[41]

 

在上述的特殊光照明方法中,SIM 方法属于宽
场成像技术,可以拓宽横向和纵向的分辨率. 但是
这种方法的分辨率还是会受到衍射极限的限制. 最
新提出的倏逝波照明的成像方法还极少应用到生物

成像方面,但是这种方法简单方便,有望在细胞成像
领域中得到广泛应用. 对于倏逝波照明的成像方
法,如何精确控制入射光的方向是该方法的技术难
点. 特殊光照明方法都是通过对照明光进行编码,
实现将高频分量转化为低频分量,所以均需要再现
算法还原待测样品的信息.
2• 3 基于耦合元件的成像

基于耦合元件的成像方法通过在近场加入耦合

元件,收集近场倏逝波,传播到远场,参与成像. 这
里主要介绍远场超级透镜和双曲透镜 2 种方法.
2. 3. 1 远场超级透镜

在 近 场 超 级 透 镜 ( near-field super lens,
NFSL) [42]的基础上,将放大的倏逝波通过紧邻的
耦合元件光栅转化成远场传输波,传播到远场参
与成像,得到突破衍射极限的远场像,这就是远场
超级透镜( far-field superlens, FSL) [43-46] . 光路如
图 8 所示.

Liu等[43]在 NFSL 基础上,增加了一个周期波
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图 8 亚波长成像远场超级透镜示意图[44]

Fig. 8 Schematic of far-field superlens (FSL) for
subwavelength imaging[44]

 

纹光栅作为耦合器. 利用光栅的频移作用,将携带
物体高频信息的倏逝波调制到低频的传播波区域.
这样放置在薄银板近场区域的样品,其倏逝波首先
被近场超级透镜放大,然后经过光栅调制作用传输
到达远场,从而在传统光学显微镜下就可以清晰地
看到亚波长细节. FSL的工作原理如图 9 所示. 图 9
表示远场超级透镜将系统的 OTF拓展为(nk0 < | k | <
nk0 + kΛ),其中 n 为周围介质的折射率;ko和 kΛ分
别为真空中光的零级衍射频率和光栅的频率. 物光
波经过光栅频移以后,以显微镜最终探测到的 k 频
率为例,k1、k2分别是物体频率频移之前的 2 个频率
信息. 因为 k1的强度为零,所以要得到 k 只要通过
图像恢复算法得到物体的倏逝波 k2 . 如果 k1、k2都
不为零,则不能正确恢复出原来的信息.

图 9 远场超级透镜系统的 OTF[44]

Fig. 9 Ideal OTF of FSL[44]
 

由于存在频域混叠,无法实现重建,为此需要对
耦合元件进行特殊设计,使倏逝波转换成的传播波
分量与原始的传播分量不发生交叠[44-48],从而保证
重建过程的单值性. 利用该方法实现的平板透镜光
刻(planar lens lithography, PLL),在远场可以实现
λ ／ 4 分辨率[42,49],超越了传统光刻技术中的分辨率
极限. 然而,由于可传播频率范围有限,只能让一部
分倏逝波分量转化成传播波,因此该远场成像透镜
的超分辨率能力也受到一定的局限.

在上述远场超级透镜的基础上,兰州大学设计
了一种新型的、具有较好成像质量的多层远场超级
透镜(multi-layer far-field superlens, MLFSL) [50],利
用正 ／负折射率材料交替构成的薄银板阵列结构有
效地减小了单层银板的吸收损耗,对物体所发出的
倏逝波分量进行放大;然后通过周期性的光栅结构
将其调制到传播波段,并传播到远场;在远场同样通
过光栅结构将占据传播波段的隐逝波调制回隐逝波

波段;最后再通过第 2 组薄银板阵列再一次对隐逝
波进行放大并重建图像,可以得到更好的成像质量.
2. 3. 2 双曲透镜

2006 年,Jacob等[51]首次提出了双曲透镜模型,
与远场透镜一样,都是将近场倏逝波转换为远场传
输波. 但是成像机理却与远场超级透镜有着本质的
区别. 利用具有负介电常数实部的金属 εm和介质
εd构成圆柱各向异性很强的超颖材料,通过合理设
计各层厚度 lm、ld,利用等效介质理论,可以得到电
磁波在其中表现出的色散关系为

k2r
εθ
-
k2θ
| εr |

= ω
2

c2
(6)

式中:kr、kθ分别表示径向和切向波矢分量;εr、εθ分
别为径向和切向介电常数;ω 为角频率;c 为真空中
的光速.

式(6)构成双曲线形式的等频率轮廓,如图 10
(b)所示,倏逝波在内部转换为远场传输波,将更多
的细节信息传输到远场参与成像,因此,可以突破衍
射极限,实现超分辨率成像.

当 εr = εθ = ε = n2时, 式(6)可以改写为

k2r + k2θ = ε
ω2

c2
(7)

图 10 在各向同性和各向异性媒质中不同的
色散关系等频率轮廓曲线

Fig. 10  Different dispersion relations of same frequency
contour curve in isotropic and anisotropic medium

此时等频率轮廓图为圆形,如图 10(a)所示,且

圆半径为 r = e wc = nk0 . 从成像的角度看,处于圆以
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内的波是可以传输到远场参与成像的,但是处于圆
以外的波为倏逝波,无法辐射出去参与成像. 所以
扩大圆的面积,就是扩大了系统的 OTF,而圆的面积
由半径决定,半径正比于媒质的折射率,因此高折射
率材料可以提高分辨率. 油浸物镜和固浸透镜就是
利用这个原理来提高系统的数值孔径. 由于受到了
材料折射率的限制,分辨率也受到了限制.

随后,加州大学伯克利分校的 Xiang Zhang 小
组[52]做了相关实验,使用 35 nm 厚的银和 35 nm 厚
的氧化铝交替镀在圆柱面上,制作出 16 层银-氧化
铝环形交替单元构成的半圆柱形双曲透镜,结构如
图 11 所示,用 365 nm 波长照射具有亚波长结构的
物体,得到了 130 nm 的分辨率[51-53] . 兰州大学[54]

用铝代替银,二氧化钛代替三氧化二铝构造半圆柱
双曲透镜,优化后的双曲透镜可以实现 10 nm 的分
辨率.

图 11 具有放大功能的双曲透镜结构[52]

Fig. 11 Schematic of optical hyperlens with
magnifying fuction[52]

远场超级透镜和双曲透镜虽然可以实现很高的

分辨率,但是对制作工艺要求比较高,结构复杂,精
度要求高.
2• 4 微球纳米显微镜

2010 年,Wang 等[55]使用 2 ~ 9 μm 的 SiO2微
球实现了 50 nm 的分辨率. 结构与固体浸透透镜
很相似,如图 12( d)所示. Darafsheh 等[56]用几何

方法将普通的显微物镜和 2 种固浸透镜和基于微
球的显微物镜的数值孔径和放大倍率做了对比,
最后得到微球的半孔径角最大,放大倍率最大,虚

像所成位置到样品的距离最大. 而且与 SIL 对比
而言,操作简单,易于实现.

图 12 显微镜结构示意图[56]

Fig. 12 Schematic of micro[56]
 

Wang等对微球突破衍射极限方法进行了初步
的探索和验证. 验证了微球可以将倏逝波转化为远
场传输波. 随后不断有人对该方法提出改进,将
SiO2浸于水、乙醇或者是油中,或者是用钛酸钡微球
浸于异丙醇中,都观察到了蓝光光盘的 120 nm左右
周期结构[57-60] . Li 等[61]首次将微球应用于生物成

像,他们用微球浸水的结构,观察到了 75 nm大的腺
病毒的结构. 这种方法在生物成像中具有无需荧光
标记和着色的优点. 将高折射率的微球浸在聚二甲
硅氧烷形成的膜里面,用此方法进行了癌细胞的实
验,观察到了双链 DNA的断裂,为 DNA损伤探测提
供了很好的方法,该方法在生物医学成像中具有
很好的应用前景[62] . 微球纳米显微镜实验方法设
备简易,操作简单. 但是这 2 种方法都要求与物体
接触,如果与物体离开一段距离就会影响成像
质量.

表 1 总结了本文中的几种超分辨率成像方法
的基础原理、分辨率水平和优缺点. STED 虽然可
以获得较高的分辨率,而且可以对细胞器进行实
时成像,但是此种方法需要的设备比较昂贵. SIM
分辨率不是很高,但是可以得到样品的三维图像.
通过耦合元件来提高分辨率的方法,分辨率很高,
但是耦合元件的结构复杂,对制作工艺精度要求
比较高,而且大部分应用到强度型样品的检测,极
少应用到生物细胞成像方面. 倏逝波照明的方法
不仅分辨率高,而且不需要复杂的加工工艺,有望
在超分辨率细胞成像领域中广泛应用. 微球的方
法简单方便,分辨率高,可以一次曝光提高所有方
向的分辨率,而且也逐渐应用到了细胞病毒方面
的成像. 如果将这些方法与其他技术方法结合,比
如数字全息、光镊技术、光刻技术等,有望实现一
种价格低廉、超高分辨率、可快速对活体细胞实时
成像的技术.
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表 1 各种突破衍射极限超分辨成像方法的对比

Table 1 Comparison of various super-resolution methods

成像方法     基本原理 分辨率   优点   缺点

受激发射损耗荧光

显微技术(STED)

第 1 束激光用于激发荧光分子,第 2 束激光
将激发光斑焦点外围的荧光猝灭,得到小于
衍射极限的光斑大小,从而压缩了 PSF 的尺
度小到焦点中心的大小

λ ／ 20
没有后期处理过

程,成像结果可靠
系统光路复杂,价
格昂贵

结构光照明(SIM)
经过调制后的光照射样品,将不可分辨的物
体的高频信息频移到较低频域当中,通过数
值计算进行图像重建,得到超分辨率的图像

λ ／ 2
宽场成像,可实现
三维重建,操作简
单

需要精确的重建算

法,受衍射极限的
限制

倏逝波照明

照明倏逝波与物体倏逝波发生作用,使物体
倏逝波转化为远场传输波并参与成像,突破
衍射极限

λ ／ 7
宽场成像,可以拓
宽横向和纵向的分

辨率,结构简单

需要精确的重建算

法,受衍射极限的
限制

远场超级透镜
将放大的倏逝波通过周期褶皱的光栅,转化
为远场传输波并参与成像,突破衍射极限

λ ／ 4
工作距离远,实验
设备简单

需要重建算法,制
作工艺要求比较

高,结构复杂,精度
要求高

双曲透镜

多层金属-介质交替构成同心圆环柱结构,
形成具有双曲线形式的色散-频率关系的各
向异性人工电磁材料,可以将隐逝波转换成
传播波,突破衍射极限

λ ／ 4
结构简单、可靠性
高、易于实现

制作工艺要求比较

高,结构复杂,精度
要求高

微球纳米显微镜
微球可以将倏逝波转化为远场的传输波,突
破衍射极限

λ ／ 8
可实现多方向超分

辨率且微球廉价,
操作简单

微球要与物体接触

3 发展趋势

近年来突破衍射极限的远场成像得到了广泛关

注和快速发展,二维成像逐渐向三维成像发展,并且
实际应用要求进一步提高成像速度、扩大视场,这些
都成为远场成像技术的主要发展方向.
1) 高分辨三维成像. 在生命医学领域,希望能

从分子、原子的尺度揭示生命过程的物理本质或是
探测病毒结构,并且对成像要求不仅仅满足于二维
成像,还要获得定量的三维信息. 而目前实现的三
维成像技术,分辨率有限,无法与电子显微镜 0. 1
nm的分辨率相媲美,甚至有些成像技术只能提供二
维信息. 为此,有必要将多种成像方法相结合,实现
优势互补,如 Hell小组[63]将 STED显微成像技术与
4π 显微镜结合,实现了三维超分辨率成像,得到了
细胞内微管结构的图像,x、y、z三个方向的分辨率都
达到 50 nm. 2012 年,Hell 小组[64]利用固态浸没技

术(NA =2. 2)与 STED 结合,实现了 2. 4 nm 的横向
分辨率.

2) 提高成像速度. 现有的超分辨率技术在提
高分辨率的同时,也限制了成像速度. 如果在既能
保证高分辨率的同时,又能实现实时快速成像,将对
细胞通讯与细胞信号转导的分子机理研究,如神经
回路连接成像等,具有重要的推动作用. STED技术
和 SIM 技术都可应用于生物活细胞的快速实时成
像,但是分辨率远低于固定样本成像,其时间分辨率
也较低. 2011 年,研究人员通过 2 个渥拉斯特棱镜,
用 4 束损耗光同时扫描样品的 STED 方法,将成像
速度提高了 4 倍,空间分辨率达到 38 nm[65] .
3) 扩大视场. 突破衍射极限的远场成像方法

普遍视场较小,如微球实现超衍射极限的方法,每个
微球可以实现超衍射极限的目的,但是微球直径在
亚毫米量级,导致视场受限. 如果将微球通过自组
装有序排列,便可以有效扩大成像视场[55] .

4 结论

突破衍射极限的成像方法为生物科学和医学领

域提供了高分辨率检测手段,已经成为光学信息提
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取和处理技术中的研究热点. 本文详细介绍了通过
非线性效应、特殊光照明、耦合元件和微球收集倏逝
波的基本原理和成像方法,着重介绍了各种方法在
生物成像领域的应用,分析了这些成像方法的特点,
最后结合最新进展分析了突破衍射极限的远场成像

技术的发展方向.
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