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摘要    很久以来, 光学显微镜的分辨率受限于光学衍射极限. 最近几年, 发展了很多

突破光学衍射极限的技术方法 . 其中 , 受激发射损耗(stimulated emission depletion, 

STED)显微镜因能够提供超快超高的分辨率而备受关注. 在这类方法中, 脉冲式 STED

分辨率较高但搭建复杂; 连续光 STED 虽然搭建简单, 但分辨率有所下降; 时间门调制

STED (gated-STED, gSTED)在简化 STED 搭建的同时, 又可以实现与脉冲式 STED 相比

拟的分辨率. 本文详细介绍了时间门在 STED 纳米显微镜中的应用. 
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1  引言 

光学显微镜可以对生物样品进行无损的实时观

测成像. 自 1665 年列文虎克第一次使用光学显微镜

观测细胞以来, 光学显微镜就成了生物学家不可缺

少的工具, 其也伴随着生命科学的进步而有了巨大

发展[1]. 尽管在技术上可以做出无限放大倍数的透镜

组, 但是显微镜的空间分辨率却不能进行无限提高. 

如何提升显微镜的空间分辨率也是一个备受关注的

问题. 1873 年蔡司公司的科学家 Abbe 提出, 远场光

学显微镜的空间分辨率是有极限的; 远场显微镜不

能区分出两个相距小于 d=/(2nsin)的目标点[2]. 其

中是所使用的照射光的波长, nsin为显微镜物镜的

数值孔径, n 为介质的折射率, 为孔径角. 通过 Abbe

的理论可以得出, 使用的照射光波越小, 显微镜的分

辨率越高. Abbe 分辨率极限的存在也限制着生物学

的进一步研究.  

直到 20 世纪 90 年代, 来自德国马克斯·普朗克

生物物理化学研究所的 Stefan Hell 发明了一系列的

光学显微技术克服了这个难题[3~6]. 紧接着其他课题

组也分别独自发明了各种突破光学衍射极限的显微

技术[7~14]. 这些技术被称为“超分辨显微术”或者“纳

米显微术”. 总的来讲, 超分辨显微术的实现方式为

避免在一个衍射光斑内同时激发所有荧光分子. 目

前主要有两类手段来实现这种控制; 随机开关法和

顺序开关法[15]. 这些超分辨技术的提出为生物学家

们的研究提供了有力的工具[16~19].  

尽管在一个衍射光斑的大小内不能够同时分辨

出两个荧光分子, 但是 Abbe 衍射极限并不妨碍在衍

射光斑内只有一个荧光分子的情况下对单个荧光分

子进行定位(精度可以达到 1 nm)[20,21]. 因此, 随机开

关法是指让成像范围内的荧光分子随机的处于亮态

和暗态, 通过控制外界条件保证在每个衍射光斑大

小内只有单个荧光分子处于亮态. 再对每个处于亮

态的荧光分子进行单分子定位. 成像过程包含一系

列的周期, 在每个周期里让只有一小部分的荧光分

子处于亮态, 使得这部分荧光分子能够与其他荧光

分子区分出来并被精确地定位. 重复这些周期使得

所有的荧光分子都被定位, 然后叠加这些定位后的

点并进行拟合即可重建出一幅超分辨图像. 这样经

过一段时间之后, 所有的荧光分子都被定位, 然后重

建出超分辨图像. 其典型代表有光活化定位显微术
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(photoactivated localization microscopy, PALM)和随

机光学重建显微术 (stochastic optical reconstruction 
microscopy, STORM)[7,8].  

顺序开关法是指让激发光顺序扫描过样品, 每

步扫描只让少数荧光分子处于荧光态“亮态”, 而其

他荧光分子处于非荧光态“暗态”. 最后读出的荧光

信号组成一幅超分辨图像. 其典型代表为受激损耗

显微术(stimulated emission depletion, STED)[5]. STED

使用两束激光照射样品, 一束光为短波长高斯形激

发光, 另一束为长波长环形损耗光. 当荧光分子被激

发光激发到激发态之后, 受到损耗光的照射会发生

受激发射而不再发射荧光, 所以处于“暗态”. 荧光发

射(即“亮态”)由于环形损耗光的存在被压缩到了环形

光中心的区域. 依次顺序扫描整个样品, 组合每步扫

描的结果就得到了超分辨图像. 相比于单分子定位

显微镜, STED 技术能够实现超快(28 帧/秒)和超高的

分辨能力(30 nm)而备受关注. 目前的 STED 技术, 按

照照明光源的不同可分为两类: 脉冲 STED 和连续光

STED.  

2  时间门 STED 

尽管 Stefan Hell 在 1994 年就提出了 STED 的理

论, 但直到 2000 年第一台脉冲式 STED 才被搭建成

功 , 这里使用的激发光和损耗光都是脉冲激光 [3]. 

2007 年 Hell 等[22]使用连续波激发光和损耗光建立起

连续波 STED, 使得 STED 的搭建大大简化. 尽管脉

冲式 STED 显微镜在时间和空间分辨率上均能取得

不错的效果, 但是其昂贵的造价以及搭建的复杂性

难以被生物学家所接受. 而连续波 STED 虽然搭建相

对比较简单(不需要对脉冲时间进行同步), 但 是它

的分辨率相对于脉冲式 STED 下降了很多[22,23]. 例 

如, 对于荧光小球进行成像, 脉冲式 STED 的有效 

分辨率可以达到 22 nm, 连续波 STED 只能达到    
29 nm[22,24].  

连续波 STED 的分辨率主要是受损耗光峰值强

度的影响[25]. 在脉冲式 STED 中, 所有的损耗脉冲光

能量瞬时作用在受激发后的荧光基团上, 而在连续

波 STED 中损耗光的能量是平均分配在整个成像时

间里. 所以在总功率相同的情况下, 连续波 STED 作

用在激发态上的损耗光要比脉冲式 STED 的小, 从而

降低了分辨率. 当损耗光的能量不够时, 被损耗的激

发态荧光基团仍然会发射荧光, 影响到损耗光的空

间调制能力[26]. 换句话讲, 通过受激发射来抑制荧光

发射主要取决于作用在激发态荧光基团上的损耗光

光子数目, 即损耗光光强. 所使用的损耗光光强越大, 

损耗光对荧光的抑制能力越强(图 1(a)), 所得到的成

像分辨率越高(图 1(b)). 此处用半高全宽(full width at 

half maximum, FWHM)来表征分辨率.  

因此, 为了改善连续光 STED 的分辨率, 提出了

基于时间门的 STED (gated-STED, gSTED)技术[26~30]. 

时间门经常被用于减少背景荧光的收集以提高成像

对比度[31], 在这里被用于提升连续波 STED 的分辨率. 

gSTED 使用一个脉冲式激光作为激发光源, 连续波

作为损耗光光源, 在检测荧光时采取了时间门控制

检测. 这种时间门检测方案无需对两束光束的时间

进行同步调节, 同时又可以达到脉冲式 STED 的分辨

能力.  

在 STED上可以通过时间门来提升分辨率, 是因 

 

图 1  STED 损耗光对荧光发射的抑制(a)以及对 STED 分

辨率(b)的影响. (a) kSTED 为受激发射速率, kSTED=STEDlSTED, 

STED 为损耗光吸收截面, lSTED 为损耗光强度；(b) FWHM

表示对应损耗光光强下 STED 的分辨率. 在模拟计算中取

STED=3×1016cm2; STED 损耗光波长为 592 nm.  



侯尚国等: 基于时间门技术的纳米显微镜原理及应用 
 

1208 

为 STED 的损耗光的叠加能够改变激发态荧光的寿

命. 荧光分子的荧光寿命是指电子在回到基态之前

处于激发态的平均时间. 处于激发态的分子以指数

形式衰减 , 这个衰减所需的时间即为荧光寿命 : 

1
k

  (其中 k 为荧光自发发射速率). 激发态的荧光

分子受到损耗光照射后, 荧光寿命缩减至
STED

1
k k

, 

可以看出, 荧光寿命与损耗光强之间存在负相关关

系. 在环形光中心部分损耗光强最小, 因而此处的荧

光分子的激发态荧光寿命也最大. 环形部分的损耗

光强较大, 此处的激发态荧光寿命比较小(图 2(a)). 

在激发脉冲后 tg时间进行荧光检测, 则将荧光寿命小

的荧光去除掉, 将荧光检测进一步限制在环形光中

心荧光寿命大的部分, 减小了有效荧光发射范围. 在

进行时间门检测时需要知道荧光基团在普通激发下

的荧光寿命以确定合适的 tg. 理论上讲, tg 越大, 分辨

率越高, 然而因为噪声的存在必须寻找到一个合适

的 tg. 若 tg 太大, 检测到的荧光信号会过弱从而影响

信噪比；若 tg 太小, 则对分辨率的提升又不太明显. 

最终的 gSTED 成像分辨率取决于所使用的损耗光强

以及设定的门限时间 tg (图 2(b, c)). 而在实际实验中,

可以通过在检测器上添加电子门[27]或者通过时间相

关单光子计数(TCSPC)来实现时间门控制[32].  

3  gSTED 理论 

下文详细分析时间门在 STED 中的作用. 为了便

于分析, 假设: (1) 荧光基团的电子能级为简单的二能

级系统, 包含一个基态(S0)和一个初级激发态(S1). 忽

略三重态和振动能级; (2) 忽略由损耗光激发荧光分

子部分; (3) 荧光基团的初始态设为 S1且在位置 r处有

n0 个激发态的荧光基团; (4) 激发脉冲间隔时间远大

于荧光基团的激发态寿命, 即在下一个脉冲到来之

前所有的荧光基团已经到达基态, 这是为了保证每个

激发周期的初始态相同; (5) 自发辐射 S1-S0 速率为  

k=1/, 量子产率为 1; (6) 受激发射速率为 kSTED=    

STEDlSTED, STED 为损耗光吸收截面; (7) 忽略 STED

损耗光束的噪声.  

此时, 激发态荧光基团数目随着时间变化为: 

 
d

d

( , )
( , ) ( ) ( , )

n r
kn r t I r n r t

t

     (1) 

其中 kn(r,t)是通过自发辐射衰减数目, l(r)n(r,t)是通

过受激发射衰减数目, I(r)是 STED 损耗光强. 自发辐

射通道 NF 和受激发射通道 NS 可以表示为: 

 
d

Fd ( , )
( , )

N r t
kn r t

t
 (2) 

 
d

d

( , )
( ) ( , )

n r t
I r n r t

t
  (3) 

 

图 2  (a) 环形损耗光作用下激发态荧光分子的寿命分布一维轮廓(使用的荧光分子为 Atto488, 其荧光寿命约为 4 ns); (b) 

gSTED 分辨率与 STED 的激光功率关系曲线; (c) gSTED 分辨率与门限时间的关系曲线 
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以上方程可以通过直接积分解出, 得到激发态

荧光基团数目随着时间变化的关系式: 

 e ( ( ))
0( , ) k I r tn r t n    (4) 

以及分别在两个通道内衰减的光子总数: 

 


  


( ( ))

F 0( , ) (1 e )
( )

k I r tk
N r t n

k I r
 (5) 

 e 


  


( ( ))
S 0

( )
( , ) (1 )

( )
k I r tI r

N r t n
k I r

 (6) 

通过无限时间积分可以得到两个通道的光子占

总光子数的比例: 

 F
STED

  
0

( , )
lim ( )

( )t
N r t k

r
n k I r

 (7) 

 S 
 

0

( , ) ( )
lim

( )t
N r t I r

n k I r
 (8) 

其中STED(r)为 STED损耗因子, 表示 STED损耗光对

荧光的抑制程度.  

荧光通道光子总数为: 

 
 

F 0lim ( , )
( )t

k
N r t n

k I r
 (9) 

式(9)体现了CW-STED的空间分辨率对STED损耗光

强度的依赖性.  

激发完成后 tg时间再收集荧光, 则所收集到的荧

光通道光子总数为:  

 e



 

 


g ( ( ))
F 0lim ( , )

( )
t k I r

t
k

N r t n
k I r

 (10) 

STED 损耗因子 STED(r)可以表示为: 

 gSTED e



 


g ( ( ))

g( , )
( )

t k I rk
r t

k I r
 (11) 

由上式可以看出, gSTED 的最终分辨率由两个

因素决定, 即 STED损耗光的空间分布(r)以及门限时

间 tg. 如图 2(b, c)所示, 随着损耗光功率或门限时间

的增加, gSTED 的分辨率也在不断提升. 由公式(11)

可以看出, 信号强度与门限时间的关系为 e
 gt k

, 即信

号强度随着门限时间的增加呈指数衰减趋势.  

图 3(a)描述了引入环形 STED损耗光后荧光发射

的概率分布. 在损耗光强最大的地方(红色圆圈)荧光

发射降低了 68%, 但残留的 32%荧光仍然会使得最

终的分辨率变差. 图 3(b)展示了如何使用时间信息来

提升分辨率. 在经过半个荧光寿命(对于 Atto488, 时

间为 2 ns)的时间之后, 环形光中心位置(黑色圆圈)的

那部分荧光分子只发射了 39%的光子(黑色点线), 而

在损耗光强最大的位置荧光分子(红色圆圈)已经发

射了 78% (红色实线). 而经过一个荧光寿命的时间之

后, 在损耗光强最大的位置荧光分子几乎已经发射

出所有的光子, 而在中心位置还有 37%没有发射. 这

种时间上的差异即可被用来提升 STED 的分辨率.  

我们将数值模拟时间门用于 STED后, 相对于激

光共聚焦显微镜的分辨率改善. 假设使用的是拉盖

尔-高斯函数和高斯函数来描述 STED 损耗光束和激

发光束.  

 e 







2

2

2
2

4

4
( )

r
P

I r r  (12) 

其中 P 为控制损耗光功率, 为控制损耗光分布.  

 ConfocalPSF e

2

2

4

( ) ~
r

r 


 (13) 

 gSTEDPSF e e




  



2

2 g

4
( ( ))( ) ~

( )

r
t k I rk

r
k I r

 (14) 

对比激光共聚焦显微镜、STED 和 gSTED 的分

辨率(图 4(a)), 可以看出, gSTED相对 STED分辨率的

提升是以牺牲信号强度为代价的 . 由式(14)可以看 

出, 信号强度与门限时间的关系为 e
 gt k

, 即信号强度

随着门限时间的增加呈指数衰减. gSTED 的分辨率

(FWHM)相比于激光共聚焦显微镜的分辨率的提升

倍数如图 4(b, c)所示. 其中图 4(b)为门限时间与提升

倍数之间的关系, 而图 4(c)为损耗光强与提升倍数之

间的关系. 有意思的是, gSTED 分辨率较 STED 分辨

率的提升倍数随着损耗光强的增加, 呈现出一种逐

渐饱和的现象(图 4(d)).  

4  时间门的应用 

在 gSTED 里, 影响分辨率的主要因素是信噪  

比[27,28]. 在没有噪声的情况下, 即使在一定的损耗光

强下, 也可以通过设置门限时间取得无限高的分辨

率. 然而在实际情况中, 噪声的存在往往使得在设置

门限时间时到达一定程度后分辨率就不能再提高了.  

一种优化信噪比的方案是在显微镜上使用高量

子效率和高时间分辨率的光子探测器. 高量子效率

的光子探测器意味着更多的荧光信号被检测到, 而

高时间分辨率的光子探测器的发生时间抖动的几率 
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图 3  (a) 处于激发态的 Atto488 在环形损耗光作用下的荧光发射几率, 损耗光光强为 1 mW; (b) 不同位置处((a)中圆圈所

示)分子的荧光随时间的变化曲线, 荧光值使用总荧光进行归一化 

 

 

图 4  (a) 在激光共聚焦显微镜 (点线)、STED (虚线)与 gSTED(实线)的分辨率和信号强度的对比(横轴表示位置, 纵轴为

荧光强度, 可以看出, 虽然 gSTED 在分辨率上有着一定程度的提高, 但是也牺牲了荧光强度); (b, c) gSTED 相比于激光共

聚焦显微镜的分辨率提升倍数与门限时间(b)和损耗光功率(c)之间的关系曲线; (d) gSTED 相比于 STED 的分辨率提升倍数

与 STED 的损耗光强度之间的关系曲线 

 
更少. 而时间抖动将导致检测到早发射的荧光光子

从而降低空间分辨率和图像对比度.  

另一种提升信噪比的方法是去除背景噪声. 背

景噪声的一个来源是由 STED 损耗光激发出样品的

荧光. 而由 STED 损耗光激发出荧光(反斯托克发射)

通常发生在损耗光波长接近于标记荧光的荧光发射

波峰时. 反斯托克发射主要发生在环形光壳的部分, 

这部分光子与样品的荧光一起被收集到了检测器中. 

若反斯托克发射信号大到能够与环形光中心的荧光

信号相比拟时, 就会导致图像的对比度以及分辨率

下降. 这种情形在使用大的门限时间 tg 时尤为常见, 

因为增大门限时间会使得正常荧光信号呈指数级下

降而反斯托克信号呈线性下降.  

将使用的损耗光波长红移会使得反斯托克发射

减小, 但这也会使损耗光的损耗效率下降, 从而最终

降低图像分辨率. 最近, Vicidomini 等[33,34]提出了一

种滤波方法, 可以去除反斯托克发射的光子: 首先使

用 gSTED 对样品进行一次正常成像; 然后第二次成

像时将激发光强设为 0 而损耗光强不变; 最后通过两

者相减的方案将反斯托克发射去掉 . 图 5 比较了
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Confocal、STED、gCW-STED 以及滤波之后的 gCW- 

STED 成像结果. 可以看出, 使用滤波之后的图像信

噪比明显得到改善[34]. 浙江大学的匡翠方课题组[32]

则采用了另一种相减法. 在成像过程中, 使用由荧光

寿命长的光子构成的图像减去荧光寿命短的光子构

成的图像, 同样也提升了信噪比和分辨率. 此外, 图

像去卷积法也可以用于增加信噪比[35,36].   

5  gSTED 在生物学中的应用 

自发明 gSTED 以来, 生物学家已经利用这种技

术解决了许多生物学问题 .  瑞士苏黎世大学的

Greber 课题组[37]使用 gSTED 显微镜以单分子级分辨

率在宿主细胞内跟踪病毒基因(图 6(a)). 在细胞内进

行病毒 DNA 跟踪对于疾病的研究和治疗具有重大的

意义, 然而在此之前, 受分辨率和精度限制, 不能对

病毒 DNA 进行单分子级别的可视化定量跟踪. 他们

借助 gSTED 超分辨显微镜建立起一种无损的病毒

DNA 跟踪检测方法, 使用乙炔基修饰核苷酸, 然后

将其标记在腺病毒、疱疹病毒和牛痘病毒的 vDNA

上. 使用 gSTED 在动物细胞内进行超分辨成像. 分

析腺病毒的侵染过程显示大量的无壳 vDNA 聚集在

胞质溶胶上, 表明进入的 vDNA 的核进入是此侵染

过程的瓶颈. 而挪威奥斯陆大学的 Bøe 等 [38]利用 

 

图 5  Confocal、CW-STED//gCW-STED 和滤波之后的

gCW-STED对标记了 Alexa 488的 HeLa细胞微管成像结果

比较[33] (标尺: 1 mm) 

 
图 6  (a) Abberior STAR 440SX 标记的病毒衣壳(hexon)以

及 Alexa Fluor 488 标记的 vDNA 在激光共聚焦显微镜以及

gSTED 显微镜下的成像结果[37]; (b) 在 gSTED 下观测的有

丝分裂期间的 HaCaT 细胞中的 PML 小体与早期内含体

(EEA1)结合图像. 其中最左图为激光共聚焦显微镜对整个

细胞进行的成像[38] 
 

gSTED研究了 PML小体, 揭示了 PML小体在进入有

丝分裂期后立即与早期内含体进行反应(图 6(b)). 而

这两种成分在整个有丝分裂期间稳定地结合在一起, 

然后在分裂后的子细胞内解离. 研究揭示了在胞质

和细胞核组分之间存在稳定的有丝分裂特异性反应.  

6  展望 

gSTED 纳米显微镜的高时间分辨和空间分辨率

以及其相对简单的搭建要求使得 gSTED 越来越容易

被生物学家所青睐. 随着制造工业的发展, 有理由相

信 gSTED 在不久的将来会取代激光共聚焦显微镜成

为生物实验室常用的成像工具. 另外, gSTED 与其他

技术手段的联用也是未来的一个趋势. 我们可以期

待 gSTED 与荧光相关谱(FCS)、原子力显微镜(AFM)

以及同位素显微镜等技术进行联用, 为生命科学的

进步作出越来越大的贡献[39~42].  
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The principle and the application of time gating in nanoscopy 
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Abstract: For a long time, the resolution of optical microscopy has been limited by diffraction. In recent years, many 
methods have been developed to break the diffraction barrier. Among them, stimulated emission depletion (STED) 
microscopy becomes very popular for being able to provide high speed and high resolution imaging. The pulsed 
STED can provide higher resolution but its construction is rather complex. STED with continuous wave can be built 
easier but its resolution is deteriorated. Applying time gating in the STED with continuous wave (gSTED) can further 
improve the resolution. In this paper, we discussed the principle and the application of time-gating in STED.  
 
Keywords: superresolution imaging, time gating, nanoscopy, stimulated emission depletion (STED) microscopy 
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