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激光与光电子学进展
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自适应光学高分辨率共聚焦显微成像技术

谭佐军　谢　静　卢　军　王贤峰　陈建军
（华中农业大学理学院应用物理系，湖北 武汉４３００７０）

摘要　生物样品折射率的空间变化导致了光学畸变的产生，这种畸变对于共聚焦显微镜观察厚的生物样品和活体

体内组织成像是一种严重的限制。自适应光学（ＡＯ）技术是通过快速反应的变形镜使镜面发生形变来补偿像差，

在共聚焦显微镜中应用自适应光学技术可以校正光学畸变，观察深层组织活动，进行活体成像和实时检测。详细

分析了共聚焦显微镜中像差的来源及光学畸变的特点，讨论了目前在共聚焦显微镜中自适应光学校正的方案及研

究现状，讨论了共聚焦显微镜中自适应光学的波前传感器、畸变测量和波前校正器，并探讨了目前超高分辨率显微

成像技术的发展方向。
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１　引　　言

随着新型荧光分子探针的出现和成像方法的改进，高分辨率荧光显微镜技术使得荧光成像的分辨率达

到可以和电子显微镜相媲美的精度，使得生物学家可以在活细胞上看到纳米尺度的蛋白质［１］。但是这些技

术无法观察厚的生物样品，因为样品折射率的空间变化导致了光学像差的产生，从而影响到成像质量，最终

像差限制了共聚焦显微镜所能观察的样品数量，观察深度也限制在表面附近几个细胞厚的位置。如果想要

观察在正常环境中而不是在显微镜切片的非正常环境中的细胞以及它们的过程，这是一种严重的限制［２］。

目前生物成像研究主要采用取材后体外研究，但分子、细胞、组织等与周围环境有着广泛的生物学作用，体外
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研究不可能真实地模拟生物活体内的精细组成结构和生理或病理环境，由此所获得的大量生物分子和细胞

的功能信息，亟待在活体内动态研究与确证［３］。

天文学家长期面临类似的问题并且设计了一些方法解决这种问题。当用望远镜对遥远的星系成像时，

来自遥远星系的光进入地球大气层，大气的湍流将导致光学畸变从而造成图像质量下降，在望远镜中采用自

适应光学（ＡＯ）技术，可以实时检测波前畸变并加以校正。ＡＯ技术采用波前传感器测量畸变，通过变形镜

或空间光调制器改变形状来校正这种畸变［４］。在对生物组织样品进行高分辨率显微成像时，如果能够使用

波前传感器测量到由于生物组织样品光学性质的不均匀造成的光学畸变，通过波前校正器来补偿波前误差，

就可以获得接近完美的组织图像，获得更大厚度的组织图像。在此将介绍共聚焦显微镜中的像差、自适应光

学高分辨率共焦显微成像技术的基本原理和最近的发展状况。

２　共聚焦显微镜中的像差

共聚焦显微镜［５］中的像差主要是由于光线通过两种不同折射率介质交界面会聚不在同一点产生的，即

折射率失配。这种现象一般有两种情况：用油浸物镜聚焦通过覆盖的玻片时或当进入厚度不均匀的介质时。

聚焦通过覆盖的玻片时的折射率失配影响由Ｓｈｅｐｐａｒｄ等
［６，７］最先进行研究。Ｅｇｎｅｒ等

［８］全面地总结了

１９９８年以前的研究，折射率失配的基本影响就是对应于聚焦深度的焦移和球差，这些可以共同地由一组旋

转对称的Ｚｅｒｎｉｋｅ模表示。在显微镜中，由覆盖的玻片引起的折射率失配带来的球差经常通过物镜设计来

校正，在对水性样品成像时使用水镜可以获得更多的好处，装配这些物镜可以调节修正覆盖的玻片，能够使

用不同厚度的玻片。

当进入厚度不均匀的介质时，由于折射率失配导致的像差却要复杂得多。生物组织不是成像的理想结

构，因为它们光学性质的不均匀性严重地影响了成像质量。使用传统的共聚焦显微镜无法观察厚度超过数

百微米的样品，但果蝇幼虫、哺乳动物的胚胎或者脑组织切片等样品的厚度通常远远超过这个范围。事实上

不管是激发光还是发射光都需要穿过组织，一个高数值孔径（ＮＡ）的物镜将经过透镜的平面波转换为焦平

面上的球面波。如图１所示，当光线经过光学系统和样本时，理想的平面波前或球面波前将会引入扭曲的畸

变，理想路径的任何偏离都会导致光学畸变，就算是最先进的显微镜也很难获得有一定厚度的生物组织的理

想图像。随着光线进入组织越深，图像质量将进一步退化，最终像差限制了显微镜所能观察的样品的数量，

观察深度也限制在表面附近几个细胞厚的位置。

图１ 平面波通过高数值孔径的物镜聚焦产生光学畸变示意图。（ａ）平面波经过物镜聚焦后转变为球面波聚焦；

（ｂ）通过覆盖的玻片聚焦时折射率不匹配的影响；（ｃ）通过复杂的生物样本聚焦时引起光学畸变

Ｆｉｇ．１ ＯｐｔｉｃａｌａｂｅｒｒａｔｉｏｎｏｆｆｏｃｕｓｉｎｇａｐｌａｎｅｗａｖｅｔｈｒｏｕｇｈａｈｉｇｈＮＡｏｂｊｅｃｔｉｖｅｌｅｎｓ．（ａ）Ａｆｔｅｒｐａｓｓｉｎｇｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅ

ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ，ｔｈｅｐｌａｎｅｗａｖｅｉｓｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｔｏａｓｐｈｅｒｉｃａｌｗａｖｅａｎｄｆｏｃｕｓｅｄ；（ｂ）ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅｆｒａｃｔｉｖｅｉｎｄｅｘｍｉｓｍａｔｃｈ

　　ｗｈｅｎｐａｓｓｔｈｒｏｕｇｈａｓｌｉｄｅ；（ｃ）ｏｐｔｉｃａｌａｂｅｒｒａｔｉｏｎｏｃｃｕｒｓｗｈｅｎｐａｓｓｉｎｇｔｈｒｏｕｇｈｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓａｍｐｌｅ

绝大多数生物组织中含有大量的水分，水的折射率为１．３３，其折射率是液体和软组织成分中最小的，黑

色素颗粒的折射率为１．６，其折射率是其他的软组织成分中最大的。所有的组织（包括部分脑组织、大动脉、

肺、胃、肾和膀胱）的折射率在１．３６～１．４之间，细胞外液和细胞质的折射率为１．３５～１．３８，脂肪的折射率为

０９０００２２
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１．４５左右，细胞和亚细胞器膜主要组分是脂类，细胞质和这些脂类结构折射率的不匹配正是许多细胞组织

散射的根本原因。硬组织如牙齿珐琅的折射率在可见光范围内测量值为１．６２，而人体中各种骨骼结构中的

每种物质折射率都不一样，脱钙风干的骨骼折射率在室温下是１．５３０。由此可见，当会聚的激光穿过这些生

物物质时，它的传播路径将受到这些折射率的影响，导致光学畸变，在光轴正交方向上的折射率不匹配将导

致球差，球差可能是最主要的光学畸变。

图２为Ｓｃｈｗｅｒｔｎｅｒ等
［９］实际测量到的激光平面波穿过秀丽隐杆线虫样本后的光学畸变。可见生物组

织结构是非常复杂的成像环境，除了球差以外，还有很多其他的光学畸变存在。

图２ 生物组织成像的光学畸变示意图

Ｆｉｇ．２ Ｓｃｈｅｍｅｏｆｏｐｔｉｃａｌａｂｅｒｒａｔｉｏｎｉｎｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｔｉｓｓｕｅｉｍａｇｉｎｇ

光瞳上的相位畸变与焦斑形状的关系比较复杂。一般来说，畸变导致侧平面和光轴上焦点的扩散，焦点

处的光强也随着减弱。焦斑的变形降低了系统的分辨率，使得沿着光轴方向上相邻的位面存在模糊。在共

聚焦显微镜中，荧光与焦点光强成比例减弱，进入针孔处探测器的荧光成像也会受到影响，畸变将会对信号

产生复杂的影响，检测到的信号会迅速衰减。通过提高激光光源的能量能够恢复信号，从而提高焦点光强，

但是这并不能提高分辨率，反而增加了光漂白和光毒性损伤，这对活体细胞成像非常不利。

３　共聚焦显微镜中自适应光学的应用

带有ＡＯ系统的双光子荧光显微镜能为深层组织和活体细胞成像应用提供最清晰的图像
［１０］，如图３所

示。在这种配置中，光入射到样品上，存在生物组织引入的波前畸变，通过波前校正器不断调整波前误差，来

自于样品的荧光的波前被校正，产生无像差的图像。这样所成的图像更明亮，对比度更高，即成像样品的像

差比较小。在样品内的聚焦光斑大小将会比理论最小值要大，这是由于光学系统和样品本身的像差引起的，

结果产生如图３（ａ）所示的低分辨率图像。使用ＡＯ系统校正入射光的波前，使其在样品内的聚焦光斑尺寸

最小，结果产生如图３（ｂ）所示的高分辨率图像。

图３ 带有ＡＯ系统的双光子荧光显微镜校正效果。（ａ）未校正；（ｂ）ＡＯ校正

Ｆｉｇ．３ ＣｏｒｒｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆｔｗｏｐｈｏｔｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｗｉｔｈＡＯｓｙｓｔｅｍ．（ａ）ＷｉｔｈｏｕｔＡＯｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ；

（ｂ）ｗｉｔｈＡＯｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ

显微镜中ＡＯ技术的应用落后于天文学是因为测量生物组织中的光学畸变很困难，波前传感器不可能
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放置到生物样品中。Ｌｉａｎｇ等
［１１］最早在生物成像中引入ＡＯ技术，他们用 Ｈａｒｔｍａｎｎ波前传感器用于人眼

波前误差的探测，观测到超高分辨率的视网膜图像。国内中国科学院光电技术研究所利用１９单元微变形镜

建立了人眼视网膜成像ＡＯ系统，使我国成为世界上第二个利用ＡＯ技术实现人眼视网膜高分辨率成像的

国家，建立了世界上首台可进入临床试验研究的人眼视网膜ＡＯ成像仪
［１２］。但是这些ＡＯ系统仅适用于相

对比较透明的视网膜这一类生物组织，因为ＡＯ系统主要探测利用来自生物组织样品的背向散射光。生物

组织大部分都是不透光的，而且对光的散射能力特别强，因此拓展ＡＯ在生物领域中的应用，特别是体内组

织成像，研究间接测量生物组织中的光学畸变的方法一直是热点。

１９９９年，Ｏ′Ｂｙｒｎｅ等
［１３］最早在共聚焦显微镜上采用了ＡＯ技术，他们分析共聚焦成像时在探测器上的

光斑位置由于样品结构的影响会产生侧向移动，在光路中加入一个倾斜的镜子来保持探测器焦点光斑的位

置。与他们所用的光学系统不同，大多数显微镜采用外延照明方式，光源光线和探测器光线经过同样的物

镜。在这种外延系统中，焦点和探测器总是共轭的，因此倾斜和离焦畸变可以自动校正。

不管是激发光还是发射光都需要穿过组织，当照明激光和荧光都经过样品时，两条光路都存在畸变。显

然要恢复接近衍射极限的分辨率，两条光路的畸变都必须校正。Ｂｏｏｔｈ等
［１４］在共聚焦荧光显微镜中使用一

个变形镜成功地实现了双光路畸变的校正。由于双光子显微镜不需要探测器前的探测针孔，探测光路中的

畸变不影响分辨率和信号强度，因此采用ＡＯ技术的双光子共聚焦荧光显微镜只需要校正照明光路中的畸

变。随后Ｎｅｉｌ等
［１５～１９］先后在共聚焦荧光显微镜中使用变形镜或液晶空间光调制器作为波前校正器的ＡＯ

系统进行了生物组织中光学畸变的校正。图４为Ｎｅｉｌ等
［１５］使用带有ＡＯ系统的共聚焦荧光显微镜对于小

鼠小肠组织成像的图像。由图４可见ＡＯ系统提高了共聚焦荧光显微镜的成像分辨率，提高了图像对比度。

图４ 带有ＡＯ系统的共聚焦荧光显微镜对小鼠小肠组织成像。（ａ）校正前；（ｂ）校正后

Ｆｉｇ．４ ＩｍａｇｅｓｏｆｌａｂｅｌｅｄｍｏｕｓｅｉｎｔｅｓｔｉｎｅｂｙｃｏｎｆｏｃａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｗｉｔｈＡＯｓｙｓｔｅｍ．（ａ）Ｂｅｆｏｒｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ；

（ｂ）ａｆｔｅｒｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ

除了扫描显微镜外，成像显微镜也可以采用ＡＯ技术，ＡＯ技术可以用于光学显微镜的物体二维成像。

在其他的应用中，可预测的畸变校正被用来扩大显微镜的视场。Ｐｏｔｓａｉｄ等
［２０］将一个变形镜和存在剩余像

差的物镜组合用来补偿系统视场子区域中的畸变，通过这种方法，他们在大视场成像时保证了子图像分辨率

接近衍射极限。

２００９年，波士顿大学Ｚｈｏｕ
［２１］采用由变形镜构成的ＡＯ共聚焦显微成像系统成功地观察了小鼠骨髓的

深层图像。２０１０年，Ｊｉ等
［２２］将荧光蛋白埋入老鼠厚的大脑组织切片中作为导航星，利用空间光调制器实现

各个不同的光子孔径来照亮组织样品，然后检测这些光线通过生物组织时的相对位移情况，直接测量并纠正

光学畸变，获得了完美的组织图像，后来又采用相同的方法对活体小鼠神经元细胞进行了实时观察。２０１１

年，Ｃｈａｉｇｎｅａｕ等
［２３］通过活的脑部皮质切片中的荧光蛋白成像研究了大脑组织光学不均匀性对双光子荧光

显微镜点扩展函数的影响，实验证明这种畸变降低了分辨率和对比度，限制了双光子的光激发。２０１１年，

Ｔａｏ等
［２４］采用标记的荧光蛋白作为导航星，使用直接波前畸变测量的方法观察了老鼠大脑组织，实验证明

ＡＯ系统提高了图像分辨率，在７０μｍ成像深度处信号强度增强了３倍。

４　共聚焦显微镜中自适应光学的波前传感器和畸变测量

波前传感器位于ＡＯ系统的最前端，用来实时感知有畸变的波前，为系统中的可变器件提供计算控制信

号所需的信息。波前传感器能否准确测量波前畸变直接影响整个ＡＯ系统的性能。目前用于ＡＯ系统的波
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前传感器有光外差波前探测器、动态剪切干涉仪、ＨａｒｔｍａｎｎＳｈａｃｋ波前传感器、波前曲率传感器、斜面波前

传感器（ＰＷＦＳ）和多路高频振荡器等
［２５］，其中性能最好的是 ＨａｒｔｍａｎｎＳｈａｃｋ波前传感器和动态剪切干涉

仪。这些波前传感器需要点状的参考光源，如天文系统中的激光导星，这种参考光源能够产生确切的波前。

在共聚焦显微镜的ＡＯ系统中，情况要更加复杂，因为样品的三维结构使得参考光源通常都不是一个点状光

源。在这个情况下，波前探测器探测到的是样品不同部分发出的大量波前，这些光束之间的相互干涉以及样

品的结构使得波前很难准确测量［２６］。因此直接波前传感器不能简单用于显微镜的ＡＯ系统。

到目前为止，大多数ＡＯ显微镜并没有采用波前传感器而是采用了间接测量畸变的方法
［２７］。这些方法

避免了上述波前传感器使用中存在的问题。间接测量畸变的方法主要是使用合适的优化算法来使光电探测

器探测到最强的光信号，如随机并行梯度下降算法、遗传算法和爬山法等，但是这些寻优算法往往需要很多

次的迭代，运行时间长，不适合高速成像的场合，特别是不适合观察生物样品。对于活体成像和长时间成像，

最重要的是保证细胞的正常生长，长时间的激光照射将增加光毒性和降低样品的生存能力，特别是观察生物

样品时，有些样品暴露时间不能太长。

如果结合排除散焦光的方法，直接波前传感器也可以用于共聚焦显微镜。Ｂｏｏｔｈ等
［２８］在共聚焦显微镜

中使用模式波前传感器，这些模式波前传感器采用了很多像探测器一样工作的针孔。２００４年，Ｆｅｉｅｒａｂｅｎｄ

等［２９］使用连续光栅的波前传感器排除了散焦光的影响。这两种方法都是在厚的散射样品如大脑组织中使

用波前传感器有前途的方法，然而在这两种方法中，波前畸变的测量仍然在一定程度上依赖于样品的结构。

Ｈａｎｓｅｒ等
［３０］提出了通过光学图像相位恢复算法来间接测量波前畸变的方法。

５　共聚焦显微镜中自适应光学的波前校正器

ＡＯ在显微镜中的应用主要取决于实用的波前校正器的商业化程度。波前校正器是ＡＯ系统中的能动

器件，用于实时地校正、补偿系统中的波前误差，因此又被称为波前补偿器。从理论上讲，任何可以按照控制

信号改变波前相位的器件都可以用作波前校正器。按照波前误差补偿器件改变波前相位方式的不同，波前

校正器有两种实现方式，即改变光程（变形反射镜、液晶设备）和移相（声光移相、电光移相）。移相器响应速

度快，动态范围大，但是因为受声光、电光器件体积的限制，不能对较大直径的光束进行波前校正，因而其使

用范围多局限在光纤干涉仪、光纤激光系统、光纤传感系统中。液晶设备中，广泛使用的是液晶空间光调制

器，通过改变液晶电压，使液晶的折射率发生变化，进而引起通过液晶的光束的光程差改变。由于液晶设备

的偏振特性和波长与荧光显微镜不匹配，因此目前液晶设备广泛应用于光存储和光学捕获领域。

变形反射镜是应用最为广泛的波前校正器，其种类繁多，在共聚焦显微镜中的ＡＯ系统选择合适的变形镜

就十分重要了。除了需要考虑成本、大小、速度和稳健性，校正能力也是非常重要的指标。Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ等
［３１～３３］分

别提出了检测变形镜特性、校正畸变模式的范围和评价特殊校正任务的性能的方法。早期研制的可变形反射

镜多属于模态校正器一类，通常是将压电材料制成的驱动器与反射镜背面连接，通过施加电压使压电材料产生

机械运动（膨胀或收缩）从而带动相应的镜面变形，以达到改变镜面面型的目的［３４］。但首先，这种变形镜体积通

常比较大且进一步缩小存在很大难度，这就极大地制约了光学系统的小型化；其次，它所需的驱动电压很高，通

常可达几百伏，最后它的制造工序复杂、造价昂贵。近年来随着硅微加工技术的发展，微机电系统（ＭＥＭＳ）技

术的兴起突破了传统变形镜研究的瓶颈，给变形镜的发展带来新的途径和解决方案，ＭＥＭＳ微变形镜（ＭＥＭＳ

ＤＭ）比传统变形镜更有利于推动ＡＯ系统向微型化、集成化及单片集成化（ＳＯＣ）的方向发展
［３５］。ＭＥＭＳＤＭ

按照反射表面形式，可以分为连续面型 ＭＥＭＳＤＭ和分离式ＭＥＭＳＤＭ。连续表面ＭＥＭＳＤＭ显示出高的光

学效率，有最小的衍射效应，能够增加可校正的像差模式。分离式 ＭＥＭＳＤＭ提供了最高的自由度、最简化的

控制算法，但有较低的占空比，光学效率低（约４０％）。由于分离式 ＭＥＭＳＤＭ各个小镜面单元之间存在的间

隙会造成能量损失和衍射效应，连续式ＭＥＭＳＤＭ应用更广泛一些
［３６］。

６　共聚焦显微镜中自适应光学的展望

由于生物样品光学性质的不均匀性导致的光学畸变很大程度上转换成显微镜的视场问题，因此高速实
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时的ＡＯ系统对于共聚焦双光子荧光显微镜非常重要，未来的发展要求加快波前畸变的测量速度和波前校

正器的校正速度。目前变形镜频率最高达千赫兹量级，用于商业显微镜的速度至少要超过１００ｋＨｚ。

由于将多光子荧光显微镜结合ＡＯ技术还可以校正场独立性畸变，这可以用于宽场显微镜，包括能够获

得与共聚焦显微镜图像类似的宽场切片显微镜［３７］。ＡＯ也可以用于其他新型的光学成像技术中
［３８～４０］。由

于畸变校正在弱光照明的条件下将提供更好的图像，弱光又可以保证较低的光毒性和提高样品的生存能力，

ＡＯ技术与共聚焦显微镜结合，可以使生物学研究更清晰地观察到更深的生物组织，特别适合于活体体内组

织成像，从而观察到发生在活体深部组织的复杂生物过程，促进生物学的进一步发展。

尽管ＡＯ技术在生物成像中还没有被广泛采用，我们相信未来有大量实质的工作将共聚焦显微镜和

ＡＯ结合起来使研究者更清晰地观察到更深的生物组织。
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