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Abstract 

In this paper we analyze the effect of high numerical aperture (NA) on the depletion beam’s intensity distribution in stimulated 

emission depletion (STED) microscopy. Based on the Debye vector diffraction integral formula, we analyze the STED depletion 

beam which passes through a vortex 0/2π phase plate and then through a high NA lens in the STED microscopy. The research 

shows that the full width half maximum (FWHM) of the depletion beam decreases when the NA increases; however, the FWHM 

remains unchanged when the NA varies from 1.15 to 1.30; on the contrary, it increases unexpectedly when NA is 1.35 and 1.4. 

These results suggest that the resolution in STED microscopy increases when the NA increases generally, but it is not true that the 

larger the NA is, the higher the resolution will preliminarily be. 

Keywords: stimulated emission depletion microscopy; resolution; intensity distribution; numerical aperture; full width half 

maximum 

高数值孔径对 STED 超分辨显微成像技术的影响 

张弘，冯继宏，张森，高辛未 

北京工业大学，100124 

摘  要：在本文中，我们分析了不同高数值孔径对受激发射损耗（STED）显微中损耗光光强分布的影响。根据 Debye矢

量衍射积分公式，模拟计算了 STED 显微成像中，损耗光经过    螺旋相位板，再经过高数值孔径（NA）透镜时的聚

焦特性。从结果中我们可以得到，当数值孔径增大时，损耗光的半高宽（FWHM）大小会减小，但是当 NA从 1.15变到

1.30 时，半高宽保持不变，当 NA=1.35，1.4 的时，半高宽有向上增加的趋势。结果表明：一般来说当 NA 增大时，

STED显微的分辨率是提高的，但是不能严格地说，数值孔径越大，STED显微镜的分辨率越大。 

关键字：受激发射损耗显微；分辨率；光强分布；数值孔径；半高宽 

引言 

由于受到衍射极限的限制，生物学家无法利用传统的显微技术观测到小于 200nm 的细胞器内部结构[1]。

德国马普生物物理化学研究所的 Stefan Hell 教授发明的受激发射损耗显微成像突破了衍射极限，可以观测

到衍射极限外的细胞结构。受激发射损耗显微成像可以快速的进行活体成像，可选择的荧光探针多，且对

荧光染料依赖程度低[2]，在生命科学中有着重要的价值，因此，备受关注。 

受激发射损耗显微成像通过引入一束损耗光以受激发射的方式减小有效荧光的发光面积，激发光激发

样品的荧光基团形成一个艾里斑，损耗光生成中空型的面包圈抑制艾里斑周围的荧光强度，使我们仅看到

中心的强度[3-4]。显微成像分辨率直接由聚焦光斑所激发的荧光光斑尺寸所决定，因此，在 STED 显微镜中，

压缩聚焦光斑的点扩散函数(PSF)成为提高分辨率的重要途径[5-6]。 

1999 年 Stefan Hell 小组通过对损耗光路的平移使得损耗光束在入射到显微物镜之前和激发光束之间形
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成一个横向上的平移，从而使得损耗光束经显微物镜聚焦后的光斑和相应的激发光斑之间形成一个横向错

位，这种方法在横向和纵向上都具有一定的拖尾现象[7]。2001 年又提出通过采用一块    位相板对损耗光束

进行相位调制，这种方法需要两束损耗光，结构复杂，不便于调解[8]。目前，为了使损耗光为面包圈型的聚

焦光斑，实现方法是在高数值孔径下利用    螺旋相位板对入射光进行相位编码 [9-10]。一束损耗光经过

    螺旋相位板后，损耗光的相位发生改变，最后经过大高数值透镜聚焦成面包光圈，数值孔径在形成面

包光圈时起到关键作用[11]。自 1959 年提出矢量衍射积分公式对激光束经过数值孔径透镜聚焦进行研究以来，

许多学者对数值孔径聚焦的研究和应用产生了广泛的兴趣[12-15]。在这些研究中，并没有明确的分析高数值

孔径对损耗光聚焦光斑光强分布的影响。 

在本文中，我们分析了高数值孔径下，损耗光斑的半高宽度 (FWHM) 大小，在显微成像技术，可以用

FWHM 来描述显微镜的分辨率，因为 STED 显微镜成像分辨率直接由聚焦光斑所激发的荧光光斑尺寸所决

定。结果表明：一般来说当 NA 增大时，STED 显微的分辨率是提高的，但是不能严格地说，数值孔径越大，

STED 显微镜的分辨率越大。 

1 理论推导  

受激发射损耗显微成像通过引入一束损耗光以受激发射的方式减小有效荧光的发光面积，激发光激发

样品的荧光基团形成一个艾里斑，损耗光生成中空型的面包圈抑制艾里斑周围的荧光强度，使我们仅看到

中心的强度，要实现 STED 显微镜的超分辨成像，必须使照射到荧光样品上的 STED 光为中空形的聚焦光斑，

目前的实现方法都是在大数值孔下利用不同的位相板对入射光进行位相调制实现的[16-17]。高数值孔径下，

偏振光的聚焦光斑形貌特征可以通 Richard and Wolf 矢量衍射方法进行计算分析。图 1 为矢量聚焦模型。 

  

 
图 1. 损耗光经过    螺旋相位板和高数值孔径的简单装置 

通过利用 Richard and Wolf 矢量衍射理论方法，在点 Q 附近的电磁场可以通过 Debye 积分获得[2]： 
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其中， 2 ( , ) A 是一个与成像透镜结构相关的 3*3 矩阵，[px,py,pz]是与入射光偏振对应的单位矩阵，
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入射光是线性偏振光时， 。整理得到 (2-2) 式。 
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经过一些数学变换的后得到 x,y 方向上的振幅分量  和  。 
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其中 * * *sin , 2 / ,    t k r n k 孔径角度， 为相位延迟因子。      是第一类 n 阶贝塞尔函数，塞尔

函数是特殊函数，只能近似计算。 

2 结果与分析 

             

           

             

 

图 2. (a)，(c)， (e)，(g)，and (i)是 NA=0.8，1.0，1.1，1.2，1.4 时，损耗光聚焦光斑的横截面分布图。 

(b)，(d)，(f)，(h)，and (j)是 NA=0.8，1.0，1.1，1.2，1.4 时，损耗光聚焦光斑的归一化光强分布图。 

为了研究高数值孔径对损耗光聚焦光斑光强分布的影响，用 Matlab 对上述建立的矢量衍射数学模型进

行模拟计算，计算中，相对折射率为 1.518。在 NA=0.7-1.4 之间，等间隔的选取 15 个数值孔径，得到损耗
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光的光强分布图。NA 为 0.8， 1.0，1.1，1.2，1.4 时损耗光聚焦光斑光强分布图，如图 2 所示。 

为了反应数值孔径和损耗光聚焦光斑的半高宽之间的关系，计算了上述 15 个不同数值孔径对应的半高

宽度，结果如表 1 所示。数值孔径和半高宽的变化曲线，如图 3 所示。 

表 1 不同数值孔径下的半高宽值 

NA 0.70 0.75 0.80 0.85 0.90 0.95 1.00 1.05 1.10 1.15 1.20 1.25 1.30 1.35 1.40 

FWHM 0.35 0.33 0.31 0.30 0.29 0.28 0.27 0.26 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.26 0.27 

 

 

图 3. STED 损耗光的半高宽度随 NA 的变化曲线 

一般来说，当数值孔径增加时，光学显微镜的分辨率也增加。从图 3 STED 损耗光的半高宽度随 NA 的

变化曲线可以看出，在数值孔径取 0.7-1.1 时，损耗光聚焦光斑的半高宽度随着数值孔径的增大变窄，STED

的分辨率增加；当数值孔径从 1.15 增加到 1.30 时，半高宽的大小保持不变；更重要的是，当数值孔径

NA=1.35，1.4 时，半高宽有向上增加的趋势 

3 结论 

总之，被螺旋相位板整形的激光束经过高数值孔径透镜聚焦后，数值孔径的大小会影响损耗光聚焦光

斑的光强分布。不同的数值孔径会对损耗光聚焦光斑光强分布和半高宽度产生不同影响，随着数值孔径的

增大，半高宽度逐渐变小，最后趋于饱和。一般来说当 NA 增大时，STED 显微的分辨率是提高的，但是不

能严格地说，数值孔径越大，STED 显微镜的分辨率越大。 
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