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摘要　针对较厚的组织,普遍采用的自适应光学技术由于其单次校正视场范围有限,空间光调制器或可变形镜的

刷新率有限,难以满足大视场范围波前畸变的快速校正,进而难以满足大视场高速成像的需求.结合共轭型自适

应光学系统和相干光自适应校正技术,提出了一种并行的波前畸变校正算法,该算法可以在不增加空间光调制器

等刷新次数的前提下,通过并行测量多个导引星的波前畸变,实现大视场范围内像差的一次性校正,为生物组织深

处的高速、高分辨成像提供一种可行的参考方案.仿真结果表明:在采用９个导引星时,针对５层随机相位屏构成

的薄散射介质,该算法单次校正的有效视场约为传统算法的４．７倍;对于１２０μm厚的小鼠大脑组织切片样本,单
次校正的有效视场约为传统算法的４．６倍.所提算法可以通过增加导引星的数量来进一步增大一次校正的视场范

围,并且不会显著增加校正时间,在活体生物样本的大视场成像中具有广阔的应用前景.
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１　引　　言

在现代生物学研究领域中,光学显微镜作为

一种不可替代的研究工具,被广泛应用于生物组

织成像中[１Ｇ３].大多数生物组织都具有折射率各

向异性的特点,所以光波在传输过程中会发生散

射和畸变.尤其是在对深层组织样本进行成像

时,随着穿透深度增加,散射现象越来越严重,波
前畸变也随之增强,最终导致成像分辨率和对比

度严重下降,限制了显微镜对深层生物组织的成

像能力.为了消除生物组织中散射带来的影响,
获取深层组织的清晰图像,研究人员普遍采用自

适应光学技术来校正散射引起的像差.自适应光

学的概念最初是由巴布柯克于１９５３年提出的[４].
作为一种能够在闭环反馈下对光学波前动态畸变

进行实时检测和校正的技术,自适应光学技术起

初被广泛应用在天文学成像中,用于消除大气湍

流动态干扰带来的影响[５],由于在生物组织成像

中也存在类似的问题,该项技术后来也被广泛应

用于各类光学显微成像过程中,例如对人眼视网

膜的成像[６Ｇ７]和荧光显微成像[８]等.
一般情况下,自适应光学利用可变形镜或空间

光调制器(SLM)作为波前校正器件对像差进行补

偿[９Ｇ１０].SLM具有较高的分辨率,常用于校正生物

组织引起的高级次像差.传统的自适应光学系统将

波前校正器件放置于与物镜后瞳面共轭的位置,被
称为光瞳型自适应光学系统[１１Ｇ１２].在显微成像中,
生物组织折射率的非均匀性分布所引起的像差一般

是与空间位置相关的,但是光瞳型自适应光学系统

只对随空间位置不变的像差具有校正效果,因此其

单次校正视场很小.为了增大单次校正视场的范

围,共轭型自适应光学(CAO)系统被提出[１３Ｇ１６].在

该系统中,波前校正器件被置于与散射样本共轭的

位置,因此,随空间位置变化的像差可以被校正.但

对于传统的共轭型自适应光学系统,单次可校正范

围仍然不能满足更大视场下的成像要求.为了得到

大视场下清晰的成像结果,通常需要进行多次自适

应光学校正和成像,然后将图像拼接起来得到最终

结果.但这样会使校正时间随着校正次数的增加而

线性增加,且受限于SLM 较慢的刷新速率,因此无

法满足活体生物成像的实时性要求,如活鼠大脑的

实时钙离子成像.

鉴于此,本文提出了一种并行共轭型自适应光

学(PCAO)校正算法,该算法以相干光自适应校正

技术(COAT)[１７Ｇ１８]为基础.与传统的共轭型自适应

光学方法相比,所提算法可以并行提取多路光强反

馈信号,因此在SLM 刷新次数相同的情况下,可以

增大有效校正视场的范围,从而实现快速波前校正.
为了证明并行共轭型自适应光学校正算法的可行

性,本课题组将该算法用于多层随机相位屏和小鼠

大脑组织的散射校正,并通过仿真实验获取荧光小

球的成像结果.

２　共轭型自适应光学校正系统设计

共轭型自适应光学系统的原理图如图１所示.
固体激光器发出的波长为６３０nm的连续激光通过

一对中继透镜(L１,L２)准直并扩束后,透过二向色

镜传播到二维扫描振镜组上.该振镜组由 X 轴振

镜(X)和Y 轴振镜(Y)组成,两振镜间加入一对中

继透镜(L３,L４)使其保持共轭关系;最后一对中继

透镜(SL,TL)将Y 轴振镜共轭于物镜的后焦面,并
成放大的像.一个可见光波段的SLM 放置在扫描

透镜(SL)和套筒透镜(TL)之间,并与散射介质

(SM)的主要散射层保持共轭.假设SLM 共轭于

散射介质的中间层,但实际上只需将SLM 共轭于

散射介质内部任意位置,就能实现几乎同等的校正

效果.这里将散射介质的中间层置于物镜前焦面之

后１/２焦距处,物体(O)置于物镜的前焦面处.样

本中被激发的背向散射荧光信号经过退扫描后,被
二向色镜反射,然后通过带通滤波片(BPF)和小孔

(P)滤波,最终被光电倍增管(PMT)收集.探测的

荧光信号既可作为自适应光学的反馈信号,又可用

于共聚焦荧光成像.
在传统的光瞳型自适应光学校正系统中,SLM

放置在与物镜后瞳面共轭的位置,因而到达散射介

质不同位置处的光束都会覆盖SLM 上的相同区

域,不存在空间上的对应关系,所以只能校正随空间

位置不变的像差.但是,对于本课题组采用的共轭

型自适应光学系统而言,在振镜扫描过程中,光束在

经过SLM上的不同区域时也对应于透过散射介质

上的不同区域,这种在空间上一一对应的关系就确

保了此系统能够校正随空间位置变化的像差.基于

该系统的这一特性,本课题组提出并行共轭型自适

应光学校正算法.
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图１ 共轭型自适应光学校正系统示意图

Fig敭１ Schematicofconjugateadaptiveopticalcorrectionsystem

图２ 并行共轭型自适应光学校正算法的原理示意图

Fig敭２ Schematicofparallelconjugateadaptiveopticalcorrectionalgorithm

３　并行波前校正算法的原理

在显微成像领域,导引星是植入生物组织后侧

的参考点光源,通过检测它的相位扰动即可实时检

测出其周围区域生物组织散射所产生的波前相位扰

动.在传统的自适应光学算法中,每次的校正过程

都是通过检测单个导引星的相位扰动来获得校正相

位分布的.而本课题组提出的并行共轭型自适应光

学校正算法,可以通过并行检测多个导引星的相位

扰动来获得更大区域范围的校正相位分布,从而获

得更大的单次校正视场.
图２展示了并行共轭型自适应光学校正算法的

原理示意图.在共轭型自适应光学系统中,每个导

引星覆盖SLM 的一定区域范围,即单个导引星对

应的有效校正相位的范围,称为导引星分区.据此

可将SLM 划分为m 个导引星分区,如图２中红色

矩形框区域所示.然后,将导引星分区再划分为若

干小块的子分区,用于相干光自适应校正技术算法

中不同调制频率的相位加载,称为相位分区.在所

有的导引星分区中加载相同的调制模式,即一半的

相位分区上加载互不串扰的相位调制频率(ω１,
ω２,􀆺,ωn),另一半相位分区作为参考不做任何调

制.在每次SLM 刷新调制相位后,通过振镜依次

扫描m 个导引星,并记录各自的干涉光强值.重复

上述过程直到SLM的一次全域相位调制频率的加

载完 成 后,得 到 每 个 导 引 星 的 光 强 信 号 变 化 值

[I１(t),I２(t),􀆺,Im(t)],分别经过傅里叶变化提

取出每个导引星分区中ω１,ω２,􀆺,ωn 频率处的波
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前相位信息,将其加载到各自对应的相位分区上.
类似的,对另一半未调制的相位分区重复相同的过

程,就可以获得完整的波前相位信息.在该算法中,
由于在所有的导引星分区中加载相同的调制模式,
因此SLM只需要传统的单导引星共轭型自适应光

学校正时的刷新次数,便可以同时完成m 个导引星

的共轭型自适应光学校正过程,从而实现快速大视

场范围内的自适应光学校正.
在此,本课题组利用标量衍射场的角谱理论来

模拟光束的传输过程[１９Ｇ２０].在仿真中,入射激光波

长为 ６３０nm,光 束 在 物 镜 后 瞳 面 上 的 直 径 为

２５６pixel,物镜的数值孔径设定为０．１.SLM 总的

尺寸为２８８pixel×２８８pixel,划分为１８×１８个相位

分区,每个相位分区大小为１６pixel×１６pixel.本

课题组采用的随机散射介质包括单层及５层相位

屏,并且相位值随机分布在０和 Ψmax之间,通过改

变Ψmax的值来调整散射强度,使其接近真实的生物

样本.在每层散射介质之间假设光束为自由传输,
将光波的复振幅乘以相位分布来模拟散射过程.

４　结果与分析

４．１　导引星位置及数量的选取

为了讨论需要选取的导引星的数量及位置,首
先定义SLM 上有效的校正相位区域为相位视场.
校正相位与实际所加散射相位的差值称为相位残

差,其结果限制在[－π,π]范围内.为了表征校正

后的波前平整度,用η表示相位残差的均方根误差,

η值越小,表示该视场区域内的校正效果越好.
首先测定单个导引星的共轭型自适应光学算

法校正后的相位视场大小,以确定导引星分区的

大致合适范围.如图１所示,在散射介质位置处

放置单层随机相位屏,散射介质的散射系数表示

为μs,厚度表示为L,则μsL 可以表示样本的散射

强度.对于单层随机相位屏,μsL＝３．３５.经视场

中心处单个导引星的共轭型自适应光学算法校正

后,得到如图３(a)所示的相位残差分布图,图中蓝

色实线圈定的区域表示入射光束经过SLM 时实

际覆盖的区域.经计算得到在整个SLM区域内η
值为１．６７,而光束实际覆盖区域内的η值为０．１５,
因此只将该蓝色实线圈定的区域视为相位视场.
由于单个导引星共轭型自适应光学算法只能校正

一定视场内的波前畸变,如果需要校正更大视场

内的畸变波前,就需要引入更多的导引星.
根据上述测定结果,选取SLM 上９６pixel×

９６pixel的方形区域作为单个导引星的有效作用区

域,如 图 ３(a)红 色 虚 线 方 框 所 示,因 而 整 个

２８８pixel×２８８pixel大小的SLM 可划分成３×３
个导引星分区,如图３(b)红色虚线方框所示.然

后,在每个导引星分区对应的视场中央附近选取合

适的荧光小球作为导引星.实际上,SLM导引星分

区大小与导引星和散射介质的距离相关,距离越大,
相应的导引星分区越大.可以推测,采用该分区方

案结合本课题组提出的快速波前校正算法,可以得

到更大范围的相位视场.依据此导引星分区结果,
应用并行共轭型自适应光学算法校正后,得到了如

图３(b)所示的相位残差分布图.可以看出,全区域

对应的视场范围都得到了有效校正,因此整个SLM
区域均可视为相位视场.在全区域内η 值为０．３６,
与上述单导引星共轭型自适应光学算法校正后相位

视场内的η值相比增大了０．２１,与全区域内的η 值

相比降低了１．３１.可见,该导引星选取方法可在校

正精确度未显著降低的同时,最大化地利用整个

SLM区域用于相位校正.后续仿真均依据该分区

方案进行.

图３ 不同算法校正后的相位残差分布.(a)传统的共轭型自适应光学算法;(b)并行共轭型自适应光学算法

Fig敭３ Phaseresiduedistributionsafterthecorrectionofdifferentalgorithms敭 a Conventionalconjugate
adaptiveopticalalgorithm  b parallelconjugateadaptiveopticalalgorithm
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图４ 不同算法校正后２００μm×２００μm视场内４μm荧光小球的成像结果及其白色虚线１、２、３的光强分布曲线.(a)未放

置散射介质时的成像结果;(b)透过随机相位屏散射后的成像结果;(c)传统共轭型自适应光学算法校正后的成像结

果;(d)并行共轭型自适应光学算法校正后的成像结果;(e)虚线１处的光强分布曲线;(f)虚线２处的光强分布曲线;

　　　　　　　　　　(g)虚线３处经过光强归一化和高斯拟合处理后的光强分布曲线

Fig敭４Imagingresultsoffluorescentbeadswithdiameterof４μmin２００μm×２００μmfieldofviewandluminousintensity
profilesalongwhitedottedlines１ ２ and３afterthecorrectionofdifferentalgorithms敭 a Imagingresultwithout
scatteringmedium  b imagingresultafterrandomphasescreenscattering  c imagingresultaftercorrectionby
conventionalconjugateadaptiveopticalalgorithm  d imagingresultcorrectedbyparallelconjugateadaptiveoptical
algorithm  e luminousintensityprofilealongwhitedottedline１  f luminousintensityprofilealongwhitedotted
line２  g luminousintensityprofileafternormalizedlightintensityandGaussianfittingalongwhitedottedline３

４．２　透过随机相位屏的荧光成像结果仿真

为了验证并行共轭型自适应校正算法的效果,
选取５层厚度为６μm 的随机相位屏作为散射介

质,利用如图１所示的共聚焦显微成像系统对随机

分布的直径为４μm的荧光小球进行成像.随后运

用９个导引星的并行共轭型自适应光学校正算法对

每个导引星分区进行波前校正,在分别得到９个导

引星分区的校正相位分布后,将其拼接起来得到完

整的校正相位.之后,只需要在SLM 上加载一次

全域校正相位,便可以通过振镜的二维扫描来获得

大视场的清晰荧光图像.
图４为不同算法校正后的荧光小球成像结果.

未放置散射介质时,可以得到如图４(a)所示的理想

的共聚焦荧光成像结果.放置散射介质后,未进行

自适应光学校正的散射图像由于随机相位屏引入了

像差而很难分辨小球的基本形状,如图４(b)所示.
图４(c)、(d)分别为利用传统的共轭型自适应光学

算法及并行共轭型自适应光学校正算法校正后的荧

光图像.根据在校正视场范围内所有位置都需具有

明显校正效果的假设,通过白色虚线大致圈定圆形

校正视场范围.可以看到,传统的共轭型自适应光

学算法只在导引星附近具有较好的校正效果,其校

正视场半径约为３４μm.而并行共轭型自适应光学

算法由于获取了９个导引星的校正相位信息,因此

校正视场的半径可以达到约７４μm,校正视场面积

为传统共轭型自适应光学算法的４．７倍.图４(a)~
(d)每个图下侧分别对应放大后８３μm×８３μm视

场内的荧光图像.白色圆形虚线分别圈定校正视场
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的大致范围.
图４(e)~(g)分别为不同算法校正后的成像结

果上沿编号为１、２、３的白色虚线处的光强分布.其

中,图４(g)是不同校正方法的分辨率对比图,该图

经过光强归一化并高斯拟合处理(散射介质μsL＝
５．３８).从图中可以得到理想情况下传统共轭型自

适应光学和并行共轭型自适应光学算法校正后的半

峰全宽(FWHM)分别为３．０３,４．６６,３．１４μm.从结

果可以看出,在远离中心视场处,与理想情况相比,
经过传统共轭型自适应光学算法校正后,FWHM
下降明显,成像分辨率较低,而采用并行共轭型自适

应光学算法校正后,FWHM 仅增加了０．１１μm,依
然具有很好的校正效果.该结果进一步证实了并行

共轭型自适应光学算法校正可以带来更大视场范围

内的分辨率提升.

４．３　透过生物组织的荧光成像结果仿真

为了进一步验证并行共轭型自适应校正算法对

生物组织的校正效果,本课题组用１２０μm厚的小

鼠大脑组织样本代替随机相位屏作为散射介质,并
用共聚焦显微成像系统对随机分布的直径为４μm
的荧光小球进行成像.散射介质的设置方式如

图５(a)所示,其中大脑组织切片样本的荧光图像是

通 过 双 光 子 显 微 镜 (OLYMPUS BX６１WIＧ
FV１２００MPE,１０×)拍摄的,其 Z 轴步距位移为

４μm.
图５(b)展示了未放置散射介质时理想的共聚

焦荧光小球成像结果.图５(c)为经过散射介质散

射但未进行自适应光学校正的荧光小球图像.可以

看到,小鼠大脑组织样本光学特性的非均匀性导致

散射强度不均匀分布,从而引起散射后荧光强度分

布严重不均匀,以致于在部分区域无法分辨荧光小

球.图５(d)、(e)分别为经过传统的共轭型自适应

光学算法及并行共轭型自适应光学算法校正后的荧

光图像,可以发现,散射介质散射强度较弱区域的校

正效果普遍较好.除此区域之外,单导引星共轭型

自适应光学的校正效果集中于导引星周围区域,校
正视场的半径约为３９μm,而并行共轭型自适应光

学算法的校正视场半径约为８４μm,校正视场面积

为前者的４．６倍.图５(b)~(e)右侧分别对应黄色

矩形框内放大后８３μm×８３μm 视场内的荧光图

像,白色虚线分别圈定校正视场的大致范围.
图５(f)~(h)分别是不同方法校正后在像面上

沿编号为１、２、３的白色虚线的光强分布曲线,其中

图５(h)经过光强归一化和高斯拟合处理.散射介

质μsL＝２．６５.在图５(f)中,传统的共轭型自适应

光学算法的校正效果略优于并行共轭型自适应光算

法,光强提升了１８％.实际上,在中心位置邻近的

区域处,传统的共轭型自适应光学算法校正后的图

像分辨率及对比度都略优于并行共轭型自适应光学

算法,并行共轭型自适应光学算法以牺牲较少的中

心视场处的分辨率为代价换取了更大范围的分辨率

提升,因而能在更大的视场范围内清晰地分辨出荧

光小球.在图５(g)中,并行共轭型自适应光学算法

的光强比传统共轭型自适应光学算法的光强提高了

３４．６０倍.图５(h)比较了两种算法校正后的图像分

辨率.理想系统、并行共轭型自适应光学算法及传

统共轭型自适应光学算法校正后的FWHM 分别为

２．９８,３．０４,６．１９μm.与传统的共轭型自适应光学

算法相比,并行共轭型自适应光学算法的FWHM
降低了５１％,且与理想系统的分辨率基本接近(只
增大了２％).因此,在更大的视场范围内,并行共

轭型自适应光学算法可以达到更高的对比度、更低

的背景噪声及更高的分辨率.

５　结　　论

基于共轭型自适应光学系统提出了一种多导引

星的快速并行波前校正算法.大多数显微自适应光

学校正系统普遍以SLM 作为校正器件,由于其较

低的刷新速率(６０~３００frame/s),在利用传统的自

适应光学校正算法时,无法实现大视场的快速校正

成像,限制了其在活体中的应用.相较于单次校正

视场范围受限的传统自适应光学算法,本课题组采

用的并行共轭型自适应光学校正算法在SLM 刷新

次数保持不变的同时,可以实现多导引星光强信号

变化的并行记录和相位校正.值得注意的是,与较

慢的SLM刷新速率相比,约２５０μs的振镜大角度

响应稳定时间及PMT信号采集积分时间均可忽略

不计,因此,并行共轭型自适应光学校正算法可在校

正时间几乎不变的条件下,完成对更大视场范围内

波前畸变的校正.为了验证校正效果,采用９个导

引星分区方案,分别对使用随机相位屏和小鼠大脑

组织作为散射介质的情况进行讨论,结果表明:相比

于传统共轭型自适应光学校正算法,并行共轭型自

适应光学校正算法的有效校正视场面积分别提升了

３．７倍和３．６倍.可以预料出,导引星选取数量的增

加可以有助于校正视场范围的进一步提升,从而大

大减少像差计算和补偿的时间,为生物组织深处高

速高分辨成像提供一种可行的参考方案.在未来对
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图５ 散射介质设置原理图、不同算法校正后２００μm×２００μm的视场内直径为４μm的荧光小球的成像结果及其白色虚线

处的光强分布.(a)散射介质设置原理图;(b)未放置散射介质时的成像结果;(c)透过小鼠大脑切片散射后的成像结

果;(d)传统共轭型自适应光学算法校正后的成像结果;(e)并行共轭型自适应光学算法校正后的成像结果;(f)虚线１
处的光强分布曲线;(g)虚线２处的光强分布曲线;(h)虚线３处经过光强归一化和高斯拟合处理后的光强分布曲线

Fig敭５Schematicofscattering mediumconfiguration imagingresultsoffluorescentbeadswithdiameterof４μmin
２００μm×２００μmfieldofview andluminousintensityprofilesalongwhitedottedlinesafterthecorrectionof
differentalgorithms敭 a Schematicofscatteringmediumconfiguration  b imagingresultwithoutscattering
medium  c imagingresultaftermousebrainslicescattering  d imagingresultcorrectedbyconventional
conjugateadaptiveopticalalgorithm  e imagingresultcorrectedbyparallelconjugateadaptiveopticalalgorithm 

 f luminousintensityprofilealongwhitedottedline１  g luminousintensityprofilealongwhitedottedline２ 

 h luminousintensityprofileafternormalizedlightintensityandGaussianfittingalongwhitedottedline３

动态对象进行成像时,可用多像素可变形镜替换

SLM来实现实时像差校正,文中的并行校正算法仍

然可以用于可变形镜上,以缩短校正过程所需的时

间.可见,本课题组提出的并行共轭型自适应光学

校正算法有望应用于活体深层组织的实时像差校

正,实现大视野内清晰的活体生物成像,对于神经科

学研究具有重要意义.
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