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摘要　为了提高超分辨率光涨落成像(SOFI)的速度,结合改进的超分辨率光涨落成像算法和光片荧光显微镜,加
入两个小波滤波器分别在时间和空间上消除低频背景噪声和原始图像读出噪声,结果成功将SOFI所需的图像数

量降低.对５０张量子点和斑马鱼的成像图片进行处理,研究表明引入改进的SOFI算法可以在不改变光路结构情

况下将光片荧光显微镜的横向分辨率提高两倍,该方法可以扩展到活体的生物研究,突破物镜数值孔径对光片显

微镜的限制.
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１　引　　言
光片荧光显微镜(LSFM)是生物学研究中用于快速三维活体荧光成像的一个重要工具.不同于共聚焦

显微镜[１]等传统的荧光成像方法,光片荧光显微镜的激发光光路与荧光探测光路所用到的两个物镜是正交

结构,从而可获得其他显微镜所不具有的优点.在这种特殊结构下,激发光被限制在焦平面附近较窄的一个

薄片内而不是整个样品内,能够获得极小的光漂白和光毒性[２Ｇ３],以及宽视场高速三维活体成像,但这样的特
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殊结构由于空间的限制,导致光片荧光显微镜不能使用高数值孔径的物镜,从而限制了其横向分辨率.
在光片荧光显微镜中,样品每次只有一小薄片区域被激光激发,在薄片的垂直方向上采集荧光图像.目

前有两种方式可以获得激发光片:一种是在一个方向上使用柱面透镜聚焦激光束来形成光片,另外一种是激

光束在普通的球面透镜后聚焦,然后在一个方向上扫描形成光片.光片荧光显微镜的轴向分辨率取决于激

发光片的厚度.一直以来,人们做了许多努力来获得更均匀、更宽并且更薄的光片[４Ｇ６].然而,在提高光片荧

光显微镜的横向分辨率方面相关研究较少.
近几年,超分辨率显微成像技术如随机光学重建显微技术(STORM)[７]、受激辐射损耗显微技术

(STED)[８]等被应用到提高显微镜的横向分辨率中.超分辨率光涨落成像(SOFI)是一种不需要复杂设备就

可以提高分辨率的成像方法[９].通过成百上千基于荧光信号涨落的统计和相关性分析,SOFI方法可以提

供高信噪比的超分辨率图像.然而,传统的SOFI算法需要数百甚至数千张原始图像,限制了成像速度,原
始图像的信噪比决定了算法处理所需的原始图像数量[１０Ｇ１１].

本文对SOFI算法进行改进,通过减少采集的图像数量,提高成像速度.在算法中,加入的两个小波滤

波器分别在时间和空间上消除低频背景噪声和原始图像读出噪声.利用商用的锑化镉量子点扩散到琼脂糖

溶液和斑马鱼中作为样品,在搭建的光片荧光显微镜中使用改进的SOFI算法,在不改变光片荧光显微镜的

任何结构情况下,可获得两倍横向分辨率的提高,突破成像物镜对于分辨率的限制[１２].

２　实　　验

图１ 自主搭建的双端激发的光片荧光显微镜装置

Fig敭１ ExperimentalsetupofthehomeＧmadeLSFMwithdoublesideinspired

图１是自主搭建的光片荧光显微镜.L４８８和L４０５分别是波长为４８８nm和４０５nm的半导体激光器,作
为激发光源;BS１ 为双色镜,BS２ 为分束片;L１~L８ 为透镜,焦距分别为２５,５０,５０,３０,１５０,１５０,５０,３０mm;

EO１ 和EO２ 为两个相同的激发物镜(Nikon,１０×０．３);DO为探测物镜(Olympus,２０×０．５);CA是焦距为

５０mm的柱面透镜;AOM为声光调制器.双色镜BS１ 用来整合４８８nm的激光和４０５nm的激光,它对于

４８８nm的激光有高的透射性而对于４０５nm的激光有高的反射性.声光调制器用于波长选择和激光强度的

调节.激光束通过两个透镜L１ 和L２ 进行扩束.使用柱面透镜CA可以在样品上产生一个约４μm厚的光

片.分束片BS２ 将经过柱面透镜CA后的光束分为两部分.一束光反射并且通过两个透镜L３ 和L４ 共轭到

激发物镜的后瞳上;另一束光通过一个由L５ 和L６ 组成的４f 双透镜系统,再经由两个透镜L７ 和L８ 共轭到

另外一个激发物镜的后瞳上.探测物镜DO垂直于两个激发物镜,收集荧光并且通过滤光片后成像在科学

互补金属氧化物半导体(sCMOS)相机上.滤波片用来过滤掉发射荧光以外的杂散光,以保证实验数据不被

其他光干扰.样品被放置在四维电动平移台上,可进行三维的移动和任意角度的转动.电动平移台的最小

步长是１．５μm.采用０．０２mg/mL的锑化镉量子点溶液,将样品扩散在１％浓度(体积比)的琼脂糖凝胶氟

化乙烯丙烯(FEP)管里,FEP管浸入样品室的水中.

０６０７００２Ｇ２



中　　　国　　　激　　　光

３　实验结果和讨论
量子点具有荧光随机涨落特性.首先在光片荧光显微镜上采用锑化镉量子点来进行超分辨光涨落成像

的实验,量子点的辐射波长是５３０nm.为了量化SOFI算法提高光片荧光显微镜的横向分辨率,选择两个

相邻的量子点颗粒,如图２(a)所示.受限于显微镜的分辨率,这两个量子点颗粒不能直接被光片荧光显微

镜所分辨.采集５００张数据,每一帧图片的采集时间是０．３s,经过传统的４阶SOFI算法对原始数据的处

理,这两个相邻的量子点颗粒可以被分辨,如图２(b)所示.图２(a)和图２(b)中被标记部分的荧光强度经高

斯曲线拟合之后的结果如图３(a)所示,相较于光片荧光显微镜观察到的原始数据,经过传统４阶SOFI算法

得到的数据借由高斯拟合可以看到两个明显的波峰,这两个波峰之间的距离是１１００nm,证明SOFI算法可

以提高光片荧光显微镜的横向分辨率.接下来从这５００张原始数据中选取了５０张数据,在经过传统４阶

SOFI算法处理之后,如图２(c)所示,这两个量子点颗粒并不能被分辨开.图２(c)中被标记部分的荧光强度

经高斯曲线拟合之后,曲线半峰全宽为１３００nm,只观察到一个波峰,如图３(b)所示,实验结果证明要想提

高光片荧光显微镜的横向分辨率,使用传统的SOFI算法需要相当多数量的原始图片数据.

图２ 在自主搭建的光片荧光显微镜上获取的锑化镉量子点的原始图像和用４阶SOFI算法处理后的图像.
(a)原始图片;(b)处理５００张原始图片得到的图像;(c)处理５０张原始图片得到的图像

Fig敭２ QuantumdotＧCdTerawimageandimagesprocessedby４ＧorderSOFIalgorithmwithhomeＧmade
LSFM敭 a Rawimage  b imageafterprocessing５００rawimages  c imageafterprocessing５０rawimages

图３ 经SOFI算法处理后的图片的荧光强度分布及高斯拟合结果.(a)图２(a)和(b)中被标记

部分的结果;(b)图２(a)和(c)中被标记部分的结果

Fig敭３ FluorescenceintensitydistributionandGaussianfittingresultsofimagesprocessedbySOFIalgorithm敭

 a ResultsofmarkedpartfromFigs敭２ a and b   b resultsofmarkedpartfromFigs敭２ a and c 

SOFI算法处理图像的质量受量子点荧光的稳定性和sCMOS的读出噪声两方面的影响.一方面低频

背景噪声会减慢SOFI成像算法的收敛速度;另一方面,为了减少读出噪声,SOFI算法需要更多的原始图

像,但是这将影响算法的时间分辨率[１３].首先,由于量子点荧光涨落信号和低频背景波动信号之间有频率

差[１４],考虑到量子点的荧光强度,采用基于一维小波变换的高通滤波器在时间域来消除低频背景波动信号.
其次,在空间频率域,光学传递函数的频率明显低于读出噪声,因此,利用基于二维小波变换的低通滤波器来

消除高频读出噪声[１５Ｇ１７].
对于一个二维图像,小波变换相当于在水平方向和垂直方向上交替进行滤波和采样.小波变换每次分

解产生一个低频子图和三个高频子图(水平子图、垂直子图和对角子图).低频子图反映原始图像的主体轮
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廓信息,水平子图、垂直子图和对角子图分别反映图像的水平、垂直和对角方向的边缘细节信息.以平滑函

数的一阶导数为母小波进行小波变换,其小波变换在各尺度下系数的模极大值对应信号突变点,即图像的边

缘位置,边缘点进行边缘匹配和连接,构成原始图像的边缘定位.小波变换把图像信号变换到小波域,在小

波域中,图像的主要能量集中在低分辨率的尺度系数和一些较大的小波系数上,而噪声仍然分布在低分辨率

的尺度系数和所有小波系数上.在变换域,图像的相关性降低,能量更加集中而噪声的能量分布情况不变.
基于以上原理,首先对原始图像进行小波分解,然后找到一个合适的阈值,对小波分解系数进行阈值处理,达
到抑制噪声的目的,再对处理后的系数重构,即得到去除噪声之后的图像,最后在光片荧光显微镜下测试改

进之后的SOFI算法.
选用最初的５００张原始数据,如图４(a)所示.首先用改进的４阶SOFI算法对５００张原始数据进行处

理,得到了相应的图像,如图４(b)所示,两个相邻的量子点颗粒被明显分辨开,对图４(b)标记部分的荧光强

度分布进行高斯拟合得到的半峰全宽为５５０nm,如图５(a)所示,两个波峰之间的距离是１２００nm.接下来

从５００张原始数据中选取了５０张,经过４阶改进的SOFI算法处理之后,这两个相邻的量子点颗粒也可以

被分辨,如图４(c)所示,对图４(c)标记部分的荧光强度分布进行高斯拟合得到的半峰全宽为８９０nm,两个

波峰之间的距离是１１００nm,如图５(b)所示.结果表明,SOFI算法经过改进,可以显著降低所需要的图像

数量,同时提高两倍光片荧光显微镜的横向分辨率.

图４ 在自主搭建的光片荧光显微镜上获取的锑化镉量子点的原始图像和用改进后的４阶SOFI算法处理后的图像.
(a)原始图片;(b)处理５００张原始图片得到的图像;(c)处理５０张原始图片得到的图像

Fig敭４ QuantumdotＧCdTerawimageandimagesprocessedbymodified４ＧorderSOFIalgorithmwith
homeＧmadeLSFM敭 a Rawimage  b imageafterprocessing５００rawimages  c imageafterprocessing５０rawimages

图５ 经改进后的SOFI算法处理后的图片的荧光强度分布及高斯拟合结果.(a)图２(a)和(b)中被标记

部分的结果;(b)图２(a)和(c)中被标记部分的结果

Fig敭５ FluorescenceintensitydistributionandGaussianfittingresultsofimagesprocessedbymodifiedSOFIalgorithm敭

 a ResultsofmarkedpartfromFigs敭２ a and b   b resultsofmarkedpartfromFigs敭２ a and c 

为了进一步测试结合SOFI成像算法的光片荧光显微镜对活体生物样品成像的适用性,利用自主搭建

的光片荧光显微镜对已经用量子点标记过的３天大小的斑马鱼进行了显微成像.图６是用光片荧光显微镜

获取到的斑马鱼眼睛的图片.在光片荧光显微镜下,斑马鱼的眼睛表现出有限的结构,细节模糊,没有明显

的形态结构,如图６(a)和图６(c)所示.然后选取５０张采集到的图像数据,在经过４阶改进的SOFI成像算

法处理之后,斑马鱼的眼睛图像如图６(b)和图６(d)所示,相比于直接观察获得的图像,处理后的图像更加清
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楚,已经显现出了明显的边界和形态细节.除了分辨率,图像信噪比的提升也很明显,这得益于改进后SOFI
成像算法对背景噪声的消除[图６(e)].实验结果表明,引入改进后的SOFI算法可以显著提高光片荧光显微镜

的横向分辨率,同时实验中算法所需的原始图像的数目已被减少到５０,可以显著缩短采集成像时间.

图６ 通过光片荧光显微镜直接观察到的和经改进后４阶SOFI算法处理得到的斑马鱼眼睛的对比.
(a)直接观察到的图像(５０张);(b)经算法处理得到图像(５０张);(c)图(a)中被标记位置的细节;

(d)图(b)中被标记位置的细节;(e)图像的荧光强度分布

Fig敭６ ComparisonbetweentheimageobservedbyLSFMandtheimageprocessedbymodified４ＧorderSOFI
algorithmofazebrafisheye敭 a Observedimageof５０rawframes  b imageprocessedbyalgorithmwith
５０rawimages  c detailedviewofareamarkedinFig敭 a   d detailedviewofareamarkedinFig敭 b  

 e fluorescenceintensitydistributionofimages

４　结　　论
本文将光片荧光显微镜和改进的SOFI成像算法相结合来提高横向分辨率,该方法的优势为:１)相对

于传统的光片荧光显微镜,在不改变光片荧光显微镜任何结构的情况下将其横向分辨率提高了两倍.２)相

比较于传统的SOFI成像算法,将需要的图像数量从几百张降到了几十张.该研究对于提高光片荧光显微

镜的横向分辨率具有积极的意义,可应用于高时空分辨率的活体成像研究中.
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