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摘要　由于衍射极限的限制,传统的光学显微镜无法获得纳米级别的分辨率.为了突破衍射极限,提出一种基于

随机脉冲编码和分时复用的显微成像新方法.可以较高效地对点扩展函数模糊图像进行编码解码,重构出原图

像.阐述了该方法的数学原理,并在不同稀疏度编码和不同图像帧数下,进行了仿真分析,结果表明,采用稀疏编

码和１０００帧左右图像,可以获得被测样品的超分辨率图像.该方法能够突破衍射极限,是一种适合活体细胞研究

的有效方法.
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１　引　　言
现代生物学的发展对微观结构研究提出了越来越高的分辨率要求,希望从分子水平揭示生命过程的物

理本质.然而,受光学衍射极限的限制[１],传统光学显微镜的横向分辨率一般只能达到２００nm,纵向分辨率

达到５００nm[２],无法研究亚细胞结构及其内部物质的相互作用.尽管电子显微镜[３]可以达到纳米级别的分

辨率,但其只针对非活性离体细胞样品,限制了其在生物领域的广泛应用.因此,如何突破传统光学显微

镜的衍射极限,对活体细胞进行纳米级别显微成像,成为光学显微成像技术迫切需要解决的问题.
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近年来,随着计算机和光学器件的不断发展,相继出现了能够突破传统光学显微镜衍射极限的超分辨显

微成像技术[４],克服了电子显微镜不能对活性离体细胞样品进行观测的缺点,实现了１~１００nm分辨率的

显微成像.其核心思想是通过建立时间带宽信息从而换取高空间分辨图像,具体表现为由时间序列的低空

间分辨图像得到一幅高空间分辨图像.其中流行的技术有４Pi显微镜[５]、受激发射损耗显微镜[６](STED)、
随机光学重建显微镜或者光活化定位显微镜[７Ｇ８](STORM,PALM)、结构光照明显微镜(SIM)[９],这些方法

能够突破衍射极限,得到纳米分辨率的超分辨图像[１０Ｇ１１],促进了光学显微成像技术的发展.
本文提出能够实现纳米等级的超分辨显微成像技术,优点是只需要使用普通宽场显微镜,利用随机脉

冲编码,通过计算机实现解码,可以提高样品的分辨率.

２　理　　论
２．１　光学系统

光学系统如图１所示,由光源发射蓝光,经凸透镜L１准直后,通过４７０nm低通滤光片O１,经分光镜透

射,通过编码器,编码器是由随机分布的稀疏纳米粒子组成.样品的发射光经过分光镜反射后,样品发射光

和蓝光激发光通过４７０nm高通滤光片O２,滤除蓝光激发光,得到含有样品发射光的信息,样品发射光透

过凸透镜L２,聚焦在电荷耦合器件(CCD)的像平面上并成像.改变编码,CCD相机采集一帧图.数据存储

在计算机上,由计算机进行解调计算.

图１ 光学系统构成图

Fig敭１ Schematicdiagramofopticalsystem

图２ 幅频图

Fig敭２ Amplitudespectrum

２．２　点扩展函数

光学系统对点光源成像,为点扩展函数(PSF),PSF是光学系统的脉冲响应函数.具有不同形状的物

体,经过光学系统在相机上形成图像相当于原图像与点扩展函数卷积后的模糊图像[１２].由傅里叶变换可

知,空间图像在频谱图上表示为一系列分布的点,离中心越近的点表示低频信息;离中心越远的点表示高

频信息.而点扩展函数就像一个低通滤波器,如图２所示,在频谱图上可以表述为一个以原点为圆心的圆,
因此传统的光学系统只能探测到圆内的低频信息,而不能探测到圆外有样本细节的高频信息.

为了仿真的方便性,使用简化的点扩展函数模型

p(r,θ)＝２J１(NNAk０r)/NNAk０r, (１)
式中J１为一阶贝塞尔函数,K０＝２π/λ为波数,λ为激发光的波长,NNA为数值孔径,

图像极径r＝ x２＋y２ ,x 为图像的横坐标,y 为图像的纵坐标.
２．３　理论编码、解码和图像恢复

设s(x,y)为源图像,p(x,y)为光学系统的点扩展函数,f(x,y,t)为时变的编码图像,原图像经过编

码,通过透镜后,衍射受限图像为

o１ x,y,t( ) ＝ sx,y( )f x,y,t( )[ ] p x,y( ) , (２)
为了还原图像s(x,y),需要一个解码图像f′(x,y,t).编码和解码满足

∫
t

０
f x′,y′,t( )f′x,y,t( )dt＝δx－x′,y－y′( ) ＋c, (３)

０７１１０１Ｇ２



５３,０７１１０１(２０１６) 激光与光电子学进展 www．opticsjournal．net

式中c为常数,δ(x,y)为二维单位脉冲函数.
对CCD相机采集的衍射受限图像进行时变解码:

o２ x,y,t( ) ＝ sx,y( )f x,y,t( )[ ] p x,y( ){ }f′(x,y,t), (４)
对时变解码后图像进行重构图像

ox,y( ) ＝∫
t

０
o２ x,y,t( )dt＝

∫
t

０∬sx′,y′( )p x－x′,y－y′( )f(x′,y′,t)dx′dy′[ ]f′x,y,t( )dt＝

∬sx′,y′( )p x－x′,y－y′( ) δx－x′,y－y′( ) ＋c[ ]dx′dy′＝

p０,０( )sx,y( ) ＋c sx,y( ) p x,y( )[ ] , (５)
式中p(０,０)为点扩展函数中心点的值,o(x,y)即为原图像s(x,y)的超分辨重构图像.可以看出,重构图

像为原图像乘以常数p(０,０)加上模糊图像背景,可得到超分辨图像.

３　数字仿真实验
３．１　仿真原图像和点扩展函数

图３为原始高分辨图像的二维仿真图,原始图像的尺寸为８００pixel×８００pixel,假定１pixel的实际尺

寸为１nm,所有小圆和小圆环的直径均为６０pixel;三环相贯中,内环内边直径为１３０pixel,外边直径为

１４０pixel;中环内边直径为１６５pixel,外边直径为１７５pixel;外环内边直径为１９０pixel,外边为２００pixel;两
相贯圆环相交中,内环内边为１１０pixel,外边为１２０pixel;外环内边为１４０pixel,外边为１５０pixel.

图３　原始高分辨图像

Fig．３　OriginalhighＧresolutionimage

图４　二维点扩展函数图

Fig．４　PointspreadfunctionoftwoＧdimensionalimage

图４为点扩展函数的二维仿真图,仿真图的尺寸为１００pixel×１００pixel,从图中可以看出点扩展函数的特

点,离中心越近,强度越大,离中心越远,强度越小.它将所有小于５０nm的图像全部模糊化,无法分辨其形状.

３．２　被点扩展函数模糊的图像

由于原始图像大小为８００pixel×８００pixel,点扩展函数的二维仿真图为１００pixel×１００pixel,所以原图

像与点扩展函数的卷积图像大小为９００pixel×９００pixel,如图５所示.从图中可以看出,相对于原始高分辨

图像,与点扩展函数卷积后,图像的所有圆点和圆环都变大了,边界也变模糊了.根据线性叠加原理,附近的

圆点或光环的光强叠加,造成本来可以分辨出来的圆点或圆环不能被分辨出来.图上的圆点和圆环分布呈

现一团光斑.可以看到,图中本来两两外切的部分围成的空隙已被小圆的裙边覆盖,部分过于靠近的小圆对

已经变成一个光斑,即使间距足够大的小圆对可以被分辨出来,但它们的精确位置已经无法确定.另外,同
心三圆环已经被模糊成一个圆环.从图中还可以看到,模糊的三圆环内部还有一个小圆环,这不是三圆环的

内环,而是点扩展函数旁瓣的影响.而图像中的相交小圆环,由于点扩展函数的作用,模糊得几乎消失.两

相贯圆环相交处,只剩下模糊的两个圆环相交.

０７１１０１Ｇ３



５３,０７１１０１(２０１６) 激光与光电子学进展 www．opticsjournal．net

图５　原图像与点扩展函数的卷积图像

Fig．５　Convolutionimageoftheoriginalimageandthepointspreadfunction

３．３　稀疏随机脉冲编码分布和解码分布的产生

图６为用于解码的稀疏度为１％随机脉冲的分布图.从图中可以看出,脉冲分布是随机的、稀疏的、没
有任何规律,而且幅值较高,各个脉冲幅值都相等.需要注意的是,用于编码的随机脉冲分布和用于解码随

机脉冲的分布类似,但幅值较低,并且每一张图像的编码和解码一一对应.这样随机脉冲可以将样本的高

频信息进行编码,移到可探测的低频区域,同时用对应解码,将高频信息移回原来的位置.

图６　用于解码的稀疏度为１％的随机脉冲分布图

Fig．６　Randompulsedistributionimagefordecodingandthesparsenessis１％

３．４　重构后的超分辨图像

经过编码解码重构后发现,重构后的超分辨图像的清晰度受编码解码随机脉冲分布的稀疏度和编码解

码的次数影响,且受随机脉冲分布的稀疏度影响较大.

图７ 超分辨率图像,脉冲分布稀疏度为１％.(a)编码解码次数为１０００次;
(b)编码解码次数为１００００次;(c)编码解码次数为２００００次

Fig敭７ SuperＧresolutionimageandthesparsenessofpulsedistributionis１％敭 a Countofcodingand
decodingis１０００  b countofcodinganddecodingis１００００  c countofcodinganddecodingis２００００

图７为编码解码稀疏度为１％时,编码解码次数不同的一组图像,其中,图７(a)为经过编码解码１０００次
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重构后的超分辨图像,与图５的卷积图像相比,图像的分辨率增强了,本来不能分辨的圆点和圆环可以分辨

出来了,但是背景和样本之间的对比度变低了.而且,从图７(a)~(c)可以看出来,随着编码解码次数的增

加,图像逐渐模糊.
图８为编码解码次数为１０００次,编码解码的随机脉冲分布稀疏度不同时的一组图像,图８(b)中,稀疏

度为５％的超分辨图像,即使能分辨出图像,也比较模糊,而稀疏度为１０％的图像,已经模糊不清,图像上的

圆和圆环完全无法辨认出来.
从图７和图８的对比可以看出,编码解码的次数不能太多,且编码解码的随机脉冲分布的稀疏度不能太

大,稀疏度的增加对重构后的超分辨图像影响比较大,所以一般取编码解码的随机脉冲分布的稀疏度为

１％,进行编码解码.

图８ 超分辨图像,编码解码次数为１０００次.(a)脉冲分布稀疏度为１％;
(b)脉冲分布稀疏度为５％;(c)脉冲分布稀疏度为１０％

Fig敭８ SuperＧresolutionimageandthecountofcodinganddecodingis１０００敭 a Sparsenessofpulsedistribution
is１％  b sparsenessofpulsedistributionis５％  c sparsenessofpulsedistributionis１０％

４　结果分析
图９中,截取图像中三个同心圆环的直径进行分析,可以看出,原始图像与点扩展函数卷积后,点扩展函

数将小于５０nm的图像模糊,呈现出两个峰值,三个圆环不能被分辨出来,而通过随机脉冲编码解码仿真后

得到的超分辨图像,能将间隔为１０nm的三个圆环,从模糊图像中还原,且其峰值比原图像有所下降.

图９ 仿真结果的分析.(a)原始图像;(b)离焦图像;(c)超分辨图像

Fig敭９ Analysisofthesimulationresults敭 a Originalimage  b outoffocusimage  c superＧresolutionimage

５　结　　论
提出了基于随机脉冲编码的分时复用新方法,通过对图像进行编码解码处理,可以获取衍射受限下无法

得到的高频信息,该方法的主要优点有:１)利用传统的光学显微镜原理,实现宽场观察、获得高频信息、提高

图像的空间分辨率;２)随机脉冲编码是稀疏纳米粒子,由于纳米粒子的运动为布朗运动,没有先验假设,所
以不需要复杂的硬件,后期数字处理方便;３)只需蓝光激发,样品受损或者特性变化的程度小,适合活体细
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胞的研究.
该方法和纳米粒子的尺寸有关,一般可以选择尺寸小的纳米粒子.使用传统的衍射受限的物镜,导致纳

米粒子图像分布模糊.为了确定中心,可以将纳米粒子尺寸减小,但这样又要求一个更加稀疏的纳米粒子分

布.因此仿真后需要进一步研究纳米粒子尺寸对超分辨图像的影响.
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