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对混浊介质深层进行单、双光子显微成像中

数值孔径的影响
鲁强，路清铭， 曾绍群

(华中科技大学生物医学光子学教育部重点实验室，湖北武汉. 43 

摘要 发展了蒙特卡罗方法用于模拟混浊介质深层的单、双光子激发荧光显微成像。 针对横向分辨率的研究，提出

了基于点扩散函数的快速算法，由于避免了成像中扫描过程的模拟，大幅度地提高了效率。在此基础上，研究了数值

孔径对单、双光子显微成像的影响。结果表明数值孔径的增加将降低混浊介质深层显微成像的横向分辨率，但有利

于提高层析能力。
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Effects of Numerical Aperture 00 Single-, Two- Photon Microscopic 

Imagiog Through Turbid Media 
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Abstract Monte Carlo method is enhanced to simulate single-, two-photon excitation fluorescence 

microscopic imaging 位\fough turbid media. Furthermore, a rapid modeling method, which is based on point 

spread function, is developed to study lateral resolution. Since simulation of scanning process in imaging is 

avoided, high efficiency is obtained. With 址lÍS model, effects of numerical aperture (NA) on single- and two­

photon microscopic imaging 吐\fough turbid media are researched. Results show 出at higher NA brings lower 

lateral resolution but higher axial sectioning ability. 
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1 寻| 吕

单、双光子激发荧光共焦扫描显微成像术(1，

2-p)具有超分辨的三维层析能力，是目前生命科学

中细胞、亚细胞结构研究重要的活体观察手段川。 如

何提高单、双光子成像的横向分辨率和轴向层析能

力，特别是样品表面下深层成像能力一直是其相关光

学研究的重要问题。 数值孔径 NA是显微光学系统的

重要参数。 来自标量衍射理论的结果认为显微成像的

分辨极限为 O.6U/NA，其中 λ 为照明光波长m。 这意味

着更高的数值孔径能获得更高的成像分辨率。 Gu

和 Sheppard 等 [3)对共焦光学系统进行三维光学传

递函数的研究也认为更高的数值孔径带给成像更

高的横向分辨率和纵向层析能力 。 事实上对生物样

品成像而言，由于生物组织对光具有混浊特性，因

而对生物组织(混浊介质)表面以下深层目标进行成

像时，携带信息的光子往往经历多次散射才到达探

测器。 多次散射的特性，使分辨率的问题变得复杂。

来自组织光学的研究认为，经历多次散射的光子往

往使分辨率变低。 而更大数值孔径的显微物镜将收

集到更多的经历多次散射的光子[剑。 这意味着更高

的数值孔径将带给成像更低的分辨率。 下面研究数

值孔径对单、双光子激发显微成像的影响。
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|甘于混浊介质和光学系统参数的影响，采用光

学系统分析中常用的标盘衍射理论或组织光学研

究中常用的辐射传输理论进行研究都显得不是。 因

此，去;展了蒙特卡罗法。 其中，采用几何光线追踪法

模拟光在显微光学系统中的传输，采用蒙特卡罗法

棋拟光子在混浊介质中的迁移。 由于受蒙特卡罗法

计算效率的局限，采用直接成像模拟需要非常多的

计算资源。 提出了一种基于蒙特卡罗法的点扩散函

数计算的快速算法l町。 该算法由于避免了扫描的模拟

而使效率成倍地提币。 基于以上模型，对埋在混浊介

质深层的荧光锐边校型进行成像模拟，探讨了数值

孔径X才成像fl11向分辨率和l纵向层析能力的影响。

2 模型
一个典型的单、双光子激发荧光共焦扫捎反射

孔显微成像系统光路女11图 1 所示。物锐 Ll 与集光镜

L2 共辄放置，光源 S，探测器 PMT 以及样品置于共

辄焦点。光源 S友出的照明光经物镜 Ll 会聚在样品

表层深度为 d 的焦点 激发该处荧光团发出荧光。

对光经过混浊样品散射与吸收，逃逸出样品表团的

.为集光镜 L2 收集，会聚于探测平面。 边过针孔的光

为探测器 PMT 所探测，为信号荧光，日11聚焦点处荧

光点物的像。 当物体或成像光学系统进行三维扫拍

H才，就可以获得样品的三维像(探测器与光源的扫拍

与物的扫拍等效，在以下分析中采用物扫捎以简化

tNi述) 。 采用不同波长的照明光，激发荧光的过程可

以是每吸收一个照明光子激发一个荧光光子的单

光子激友ω=1) ，也可以是每吸收两个照明光子激发

L2 差一一~

」← confocal pinhol C' 

PMT 

罔 l 用单、双光子激发显微成像系统示意图。 S光源 ;PMT:

光 Il!.1ï'斗m~"t- ;Ll: 物镜 ;L"集光透锐 ;BS : 分束.;?~ ; Confocal 

Pinhole:共焦针孔 ;d:人射深度 ; t:样品厚度

Fig.1 Schematic of 1,2-p microscopic imaging system. S 

light sourcc; L,:objective lens; 乌: collection lens;BS:bcam 

splitter; d:incident dep世l;t:S缸nple thiclilless 

一个荧光光子的双光子激发ω=2)。该不同阶次的激

丘成像过程分别被称为单光子或双光子成像。 光路

中引人有洁、光片组 BS 区分照明光路和荧光光路。

共焦针孔的引人，焦区以外被激发的荧光被针孔屏

蔽而不能为探测器所探测，共焦针孔给成像系统带

来探测选择性。 对双光子而言，由于激发过程是非

线性光学过程，仅在焦点处才有足够的光子密度激

友荧光，因此双光子激发给成像系统带来照明选择

性。 正是这两种选择性给单、双光子扫拍成像带来

横向高分辨与纵向高层析能力 。

在单、双光子成像的蒙特卡罗模拟中，儿何光

?用于拙述样品以外照明光与荧光在显微光学系

统中的传播 ，蒙特卡罗方法用于模拟照明光与荧光

在混浊样品中的传播。 照明光子的生成服从聚焦高

wr光束的特征。 荧光激发过程由于是受激向左辐射

过程，生成的荧光光子在照明光子人射荧光团处产

生，传播方向 4π 空间角度均匀分布。 光子在样品表

面服从菲涅耳定律。 样品内的散射采用 Henyey­

Greenstein 相函数模拟 l吸收服从柏数分布 。 成像

研究中横向分辨率用可分辨距离 F来衡量 ， r定义

为埋藏于混浊介质中的荧光锐边所成像归一化后

0.1-0.9 间的横向距离 ， r越大分辨率越低。

单、双光子激友;成像需要扫拍过程，扫扣i点数

直接影响了成像的分辨率 ，获得满意的分辨率要求

扫描点数足够多。 对蒙特卡罗法而霄，单点成像往

往就需要 107个光子的模拟(pII366 64M PC 下计算
时间约 30 IrÙn)，计算资源的要求则几乎与扫描点

数成线性递增关系。 由于生物样品极向尺寸远远大

于成像深度，对单、双光子极向扫描二维成像时，就

可以将成像过程近似认为是线性过程从而满足成

像卷积关系

I(均= J O(X')H(X;X')缸'

其中， 0(- )为物函数 ，H(-)为系统点扩散函数，1(-)

为像函数 ，X为三维空间坐标。 因此对 H(-)的计算

即可以得到像及其分辨率。 对嵌于无限大均匀混浊

介质中的点物而霄，扫描过程中探测到的成像信号

光即构成点扩散函数 H(- ) 。 对具有旋转对称的成像

系统而言，该系统点扩散函数等价于对无限大荧光

面物非扫拍成像时成像信号光在荧光面上的分布[气

也就是说，通过求取对荧光田物进行非扫拍成像时，

成像信号光在物面上的分布即可以获得包含有氓浊

介质的单、双光子成像系统的点扩散函数。 基于此，
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图 2 单光子激发(a)和双光子激发(b)时分辨率与数值孔径的关系(不同样品折射下 )

Fig.2 Resolution of 1-p (a) and 2-p (b) for various NA and refractive indices 

定义以下步骤获取系统的点扩散函数 : 1) 通过蒙特

卡罗模拟获取照明光光强分布，而后计算所激发荧

光的分布; 2) 按荧光分布生成荧光光子，同时记录

生成位置 Po ; 3) 通过再一次蒙特卡罗过程确定生

成的荧光光子是否成像信号光; 4)最后计算成像信

y光按生成位置凡的分布，即为多光子成像系统的

点扩散函数 H(.) 。

对轴向层析能力的分布 则通过计算照明光

L巾，y，z)及信号荧光 I;(x， y冽的轴向积分分布

V(z)=Q[I(劣， y， z)

来 征 ，算子 Q(')为

H仰，y，z)]= ~ fC咐，拍句

3 结果与讨论
记录共焦针孔半径 50 阳，透镜浸物为空气(折

射系数为 1) ， 照明光波长分别为 800 mm ，荧光波长

600 mm 时，成像系统对吸收系数 10 cm飞散射系数

100 cm-1 ，各项异性因子 0.9 的样品表面下 500μn 的

x lO- 1 
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Jn cidcnt depth z /μm 
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图 3 不同数值孔径单光子激发荧光积分光强

Fig.3 lntegral intensity of 1-p pecited f1uorescence 

wi址1 different NA 

荧光锐边进行单、 双光子成像时，数值孔径 NA 在

0.25 -1.25，样品折射系数 1- 1. 5 的分辨率 ，女11

图 2(时，但)所示，其中忽略了混烛介质照明光、荧光

波长不同引起的光学特性差异。 从图 2 中可以看出

在给定样品情况下，数值孔径的增加引起分辨率的

提高，例如样品折射系数为 1 时，数值孔径从 0.25

增加到 1.25 时，单光子分辨率从 88μm 增加到

92μn，双光子分辨率从 28μn 增加到 53μm。这也
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图 4 不同数值孔径下双光子激发荧光归一化积分光强

Fig.4 Normalized integral intensity of 2-p excited 

f1uorescence wi由 differcnt NA 
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图 5 不同数值孔径下双光子信号荧光和、分光强

Fig.5 Normalized integral intensity of 2-p signal 

f1uorescence with different NA 
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M明，数值孔径的变化对双光子成像分辨率的影响

比对单光子严重。 进一步考虑折射率不匹配的影

响，可以看出折射率不匹配亦将导致横向分辨率的

降低。

图 3 ， 4 记录了数值孔径对单、双光子激发荧光的

积分光强 V(功的影响。 其成像深度 400 川，其他参数

同图 2(a)，(b)。 对比图 3 与图 4 曲线，首先可以看出，

单光子激发荧光积分光强在焦平面处 ω=400μm)无

明显峰值，而对双光子而言 ，在焦平面处有显著峰

值，这表明单光子成像中激发本身不具有层析能

力 ，而双光子非线性激发具有内在层析能力 。 此外

从医14 可见数值孔径的增加 NA=0.25- 1. 0 带来峰

值的增高，这意味着层析能力的提高 。 但对单光子

激发本身并未见明显影响。 进一步考察对单光子信

号荧光积分光强的影响如图 5 所示。 其中可以看

出，数值孔径的增加可以提高单光子成像的层析能

力。 这说明单光子激发显微成像层析能力来源于探

光

测光路，即共焦针孔，而数值孔径的增加可以提高

其层析能力 。
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