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傅里叶叠层显微术的照明光强校正研究
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摘要　傅里叶叠层显微术(FPM)是一种新型的计算显微成像技术,FPM与传统显微术照明方式不同,常采用可编

程LED阵列进行不同角度照明,而LED灯珠发射光强与角度有关,随角度增大光强迅速减弱,不同角度照明光强

不能保证一致,导致重建图像质量下降.因此,在进行相位迭代反演计算过程中,需要对不同角度照明拍摄的图像

进行光强校正.介绍了不同角度照明光强不均一的原因,通过数值模拟,探讨了对不同角度照明光强进行校正的

必要性,最后给出了物理上光强校正的实验结果.
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１　引　　言
传统光学显微镜的分辨率受衍射极限限制,并且物镜的放大倍数越高,能观察的视场越小,已不能满足

日益发展的科学研究需求.傅里叶叠层显微术(FPM)自２０１３年美国加州理工大学的Zheng等[１]提出以

来,由于其能实现超分辨、宽视场显微成像而倍受关注,近年来成为显微成像领域的研究热点[２Ｇ９].

FPM是一种计算成像技术[１０Ｇ１１],将多张低分辨率图像,通过GＧS(GerchbergＧSaxton)相位迭代反演算

法[１２Ｇ１３],计算得到一张高分辨率的图像.就其物理本质而言,FPM 可以看成是一种综合孔径成像技术[１４],
即在不同角度照明下,经小孔径物镜成像图,通过计算合成一张等效大孔径成像图.传统的综合孔径成像技
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术,需要知道不同角谱光波的相位关系,多采用相干光源照明,通过干涉的方法获取其相位,进而合成一张综

合孔径图像[１５].而FPM,通过不同角度照明下的强度图,进行强度约束迭代计算,以获取不同角谱光波的

相位关系,最终合成一张综合孔径图像.FPM无需干涉记录相位过程,通常采用LED非相干光代替激光作

为实验光源,使实验装置更加简单.理论上在FPM 中,不同角度的照明光可近似看作平面波,其光强应保

持一致.在目前的实验过程中,LED光源多采用平板阵列形式排布,由于LED灯珠在各个角度方向的发光

强度不一致,导致最终的重建图像质量下降.因此,有必要在进行迭代计算重建图像过程中,对不同角度照

明图像进行照明光强校正.
本文对不同角度照明图像的照明光强校正问题进行了研究,通过模拟仿真实验,探讨了不同角度照明光

强校正的必要性,并给出了经过光强度校正的实验结果.

２　FPM原理及照明光强校正问题
２．１　FPM 原理

传统的显微成像方式如图１(a)所示,一束正入射平面光波照射到样品上,经过样品出射衍射光场,其中

包含各角度的角谱信息,衍射光波被显微物镜收集成像.由于物镜的数值孔径有限,只有在±α角度内低频

分量的角谱衍射光才可进入物镜成像,而超出了物镜入射孔径角±α 的高频部分角谱衍射光不能被物镜收

集,从而导致显微物镜成像具有衍射极限.物镜的数值孔径越大,分辨率就越高,工作距离越短.
利用综合孔径成像技术,可以在一定范围内突破衍射极限.如图１(b)所示,如果照明光束以一定的角

度照射样品,衍射光分布将发生改变.此时图１(a)中的高频角谱衍射光就能够进入物镜,因此在一定角度

的照明下,经显微物镜成像的图像包含了部分高频信息.那么采用多个不同角度的平面光波,分别对样品进

行照明,可获得多张包含高频信息的图像,利用这些图像中记录的高频信息,可以合成一张超越原有衍射极

限的高分辨率图像,即获得了一张相对大数值孔径的显微图像.但根据成像的角谱理论,不同角谱衍射光波

干涉叠加后,形成复振幅光场,经显微物镜后被光电器件收集转换形成图像.若要恢复具有更多高频信息的

光波,也要通过干涉叠加方式,必须要知道不同角谱光波的相位关系,而光电器件在获取不同角度照明图像

时,丢失了相位,只保留了图像的强度信息,不能通过简单的累加办法来获得高分辨率图像.因此,获得不同

角谱光波的相位关系是综合孔径成像技术的关键之一.传统的综合孔径成像技术,多采用相干光源照明,通
过干涉的方法获取其相位,装置复杂,且相干光源易出现相干噪声.Gerchberg和Saxton提出的GＧS相位

反演算法,不需要进行干涉,而是通过迭代计算得到光波的相位,已应用在许多领域解决相位反演问题,在不

同的应用领域中,相位反演过程稍有差异.FPM就是利用GＧS相位反演算法,通过不同角度照明的强度图

像约束迭代计算,获得不同角谱光波的相位关系,无需相干光源,装置简单.

图１ 照明示意图.(a)正入射;(b)斜入射

Fig敭１ Diagramofillumination敭 a Verticalincidence  b obliqueincidence

FPM是一种间接成像技术,实现成像需拍摄和重建两过程.图２为实验装置示意图,从上到下依次为

CCD相机(或CMOS相机)、低倍显微物镜、样品和阵列LED灯板.灯板面垂直成像系统的光轴线,灯珠一般按

等间距排列,间距要保证相邻灯珠各自照明样品时,显微图像频谱有一定的重叠.由于显微物镜可观察样品的

视场很小,可以把灯珠照明样品的球面波近似看作平面波,传播方向由灯珠的位置决定,第i个灯珠的波矢量为

０３１１０１Ｇ２
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ki,在x,y方向上的波矢分量为kix,kiy.照明平面波沿波矢方向传播一定距离到达样品,经样品后产生衍射光

波,被显微物镜收集成像.拍摄过程中,依次点亮矩阵LED灯板中的每一个灯珠,照明样品形成不同角度的照

明光波,同时用相机依次拍摄每个灯珠照明样品的图像,从而获得一系列低分辨率的显微图像.

图２ FPM装置示意图

Fig敭２ DiagramofFPMsetup

利用拍摄到的低分辨率显微图像,结合GＧS相位迭代反演算法,重建大孔径衍射光场复振幅,最终获得

样品的高分辨率图像.图像视场是由低倍率物镜决定,远高于等数值孔径的高倍率物镜视场.

２．２　照明光强校正问题

根据光的衍射原理和阿贝角谱成像理论[１６Ｇ１７],图１中正入射和斜入射照明光波的光强应保持一致,即对

图２所示装置而言,每个LED灯珠在照明样品时,波矢方向的光强应相同.但实际上灯珠的发光强度随角

度的增加而减小[１７Ｇ１８],研究表明,发光光强与出射角度间的函数关系为[１９]

Iα ＝I０cosmα, (１)
式中α为灯珠发光面法线与发射光线之间的夹角,I０ 为α＝０(即LED灯中心轴方向)时的最大发光强度,m
为大于１的实数.由(１)式可知,角度越大光强越低,不同角度照明的光强不一致,导致重建图像质量下降.
因此,在利用GＧS算法进行相位反演迭代计算过程中,有必要根据LED不同灯珠的照明角度,对拍摄到的

一系列低分辨率显微图像先进行照明光强校正.

３　模拟仿真
３．１　仿真生成低分辨率图像

在不同角度照明下,模拟仿真拍摄得到的一系列低分辨率图像.仿真初始参数设置尽可能与真实实验

参数相同.模拟中样品O 为 MATLAB图例中名为“cameraman．tif”图片,大小为５１２pixel×５１２pixel,灰
度值从０到１,如图３所示.LED灯板上相邻灯珠间距为１cm,LED灯板到样品的距离为１０．９cm,显微镜

的数值孔径NA 设置为０．１３,物镜放大倍数设定为４倍,LED照明光波长为５２２．５nm.

图３ 仿真样品

Fig敭３ Simulationsample

根据装置图２,从LED灯板阵列中任意一个灯珠发射一束ki 方向的近似平面波,传播到样品处(z＝０)
的复振幅用pi 表示为

０３１１０１Ｇ３
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pi＝Ampexpjkixx＋kiyy( )[ ] , (２)
式中Amp为振幅,j为虚数单位,i＝１,２,３,为LED灯珠序数.以正中心灯珠位置(k１x＝０,k１y＝０)为起点,
按逆时针顺序,回字形依次单独点亮每个灯珠照射样品,经过样品产生衍射光波,经显微物镜在CCD光敏面

成像,得到一系列低分辨率图像Ili.
首先模拟仿真不同角度照明光强均一时,CCD拍摄到的一系列低分辨率图像.设(２)式中pi 的振幅均

为同一数值,且Amp＝１,将照射平面波pi 和样品O 相乘后进行傅里叶变换,得到频谱Ghi.根据参数设置,
模拟物镜光传递函数,生成半径为r＝２πNA/λ的圆形滤波窗,中心位于频谱正中,r≤２πNA/λ时,其值为

１(低通),r＞２πNA/λ,值为全零. 运用此滤波窗对频谱Ghi进行滤波,得到一系列低分辨图像的频谱Gli,
再对频谱 Gli 进行傅里叶逆变换得到一系列图像,此为物镜成像模拟过程.由于这些图像大小仍为

５１２pixel×５１２pixel,因此,根据采样定理模拟CCD对光信号的采集过程,需对其进行下采样,每５个点进

行一次积分平均,边缘不足５点时补０,像素尺寸缩小约５倍,得到一系列１０３pixel×１０３pixel的低分辨率

图像Ili.在此情况下模拟拍摄７×７个灯珠分别发光,得到４９张低分辨率图像,图４给出了其中的第１张

[图４(a)]、第５张[图４(b)]和第２４张[图４(c)]图像,其中第１张对应的灯珠位置为k１x＝０,k１y＝０.

图４ 模拟均一照明下拍摄所得低分辨率图

Fig敭４ SimulatedlowＧresolutionimagesundertheuniformillumination

同理模拟仿真不同角度照明光强非均一时,CCD拍摄到的一系列低分辨率图像.再根据(１)式计算振

幅Amp,模拟在相同曝光时间下,光强根据LED灯珠位置随照射角度α 的增大而减小.根据(１)式,设最大

光强I０＝１,那么振幅Ampα ＝ cosmα. 当m＝３０时,LED的发光强度随角度分布如图５所示,角度越大发

光光强越低,LED灯中心轴方向发光光强最大.在此情况下,模拟拍摄７×７个灯珠分别发光,得到４９张低

分辨率图像,图６给出了其中的第１张[图６(a)]、第５张[图６(b)]和第２４张[图６(c)]图像,其中第１张对

应的灯珠位置为k１x ＝０,k１y ＝０.

图５ LED发光强度角度分布

Fig敭５ DistributionoftheLEDluminousintensity

３．２　仿真重建

３．２．１　FPM的重建过程

获取了不同角度照明的低分辨图像后,就可以利用GＧS算法进行傅里叶叠层仿真重建.下面简述基于

GＧS算法FPM的重建过程[１].

１)设置初始猜测的高分辨复振幅图像为 Ih(x,y)expiφh x,y( )[ ] . 通过对k１x＝０、k１y＝０位置拍

０３１１０１Ｇ４
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图６ 模拟非均一光照下拍摄所得图片

Fig敭６ SimulatedimagesunderthenonＧuniformillumination

摄到的低分辨率强度图像Il１(如１０３pixel×１０３pixel),进行上采样后开方,获取初始猜测的高分辨率图像

(像素数提高５倍,５１５pixel×５１５pixel)的振幅 Ih(x,y),相位φh(x,y)可设置为任意值.再对其进行傅

里叶变换,得到初始猜测的高分辨率复振幅图像的频谱.

２)在猜测的高分辨率图像频谱中kx＝０,ky＝０的位置,用半径为２πNA/λ(换算成像素单位)的窗口进行低

通滤波(挖取低频部分),经过程①:傅里叶逆变换得到复振幅图像A;再经过程②:保留复振幅图像A 的相位,用在

该位置拍摄到的强度图像B 的平方根替换其振幅,得到新的复振幅图像C;最后经过程③:对复振幅图像C进行傅

里叶变换得到频谱,仍使用半径为２πNA/λ的滤波窗取出,填充回频谱的原有位置中,进而达到频谱更新.

３)重复按照第２)步的方法,依次取中心位于kix和kiy(i＝２,３,．．．,N)各处频谱,对其他频谱部分进行

迭代更新,顺序为逆时针回字形,直至得到一张包含所有拍摄图像信息的频谱.此过程中为了满足迭代收敛

关系,在拍摄不同角度低分辨图像时,需要保证第i个频谱与第(i＋１)个频谱之间有一定的重叠部分.

４)重复第２)步和第３)步直至达到收敛,得到最终的合成频谱图D.

５)对最终频谱D 作傅里叶逆变换,得到复振幅图像,计算其强度得到重建的高分辨率图像E.

３．２．２　光强校正仿真重建

为了探讨不同角度照明光强校正的必要性,进行了以下三种情况的仿真重建:１)不同角度照明光强不

均一情况下,没有进行光强校正时的仿真重建;２)不同角度照明光强不均一情况下,利用照明光强校正算法

进行光强校正后的仿真重建;３)不同角度照明光强均一情况下的仿真重建.
照明光强校正算法[２０]简述如下:在不均一照明情况下进行重建时,在进行上述第２)步重建步骤中的过

程②之前,先对拍摄到的图像B 进行照明强度校正,再根据图像A 的强度来调整图像B 的强度,得到校正后

的图像B′,即

IB′(x,y)＝IB(x,y)∑IA(x,y)

∑IB(x,y)
, (３)

式中IB′(x,y)表示校正后图像B′的强度值,IA(x,y)表示图像A的强度值,IB(x,y)表示拍摄到的图像B

的强度值,Σ符号表示对(x,y)平面内所有像素的强度值求和,∑IA(x,y) ∑IB(x,y)[ ] 是强度校正系

数. 在重建第３)~５)步骤,都要按照这一算法,对所有拍摄到的低分辨图像预先进行强度校正.校正(３)式
的提出,主要是基于GＧS迭代反演算法,即通过不断迭代运算,对结果不断修正的算法,那么如果光强不匹

配,则在迭代过程中,也就可以通过(３)式对光强进行不断的修正.
对３．１节中模拟仿真所得到的两组图像,按照上述重建步骤分别进行重建,结果如图７所示.其中图７

(a)和(b)均为不同角度照明光强不均一情况下采用图６得到的重建结果,图７(a)为未进行光强校正直接重

建的结果,图７(b)为经过光强校正的重建结果,图７(c)为采用图４得到的重建结果.根据图７中的局部放大

图可以看出,图７(a)的头像耳部轮廓较为模糊,图７(b)头像耳部相对清晰,图７(c)中头像整体最为清晰.可以

明显看出,经过强度校正的重建图７(b)效果优于没有经过强度校正的重建图７(a),这充分说明了进行照明光

强校正的必要性.图７(a)显得模糊,也就是高频信息更少,这是由于LED发光光强随角度α的增大而减小,未
经任何处理直接进行重建,导致重建过程中高频信息的权重变小.
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图７ 非均一与均一照明下的重建结果

Fig敭７ ReconstructionresultsundernonＧuniformanduniformillumination

４　实验结果
通过实验进一步验证照明光强校正的必要性.实验使用尼康８０i生物显微镜.利用４倍显微物镜(NA

为０．１３)进行成像;由于明场与暗场的光强差距较大且暗场信号较弱,需要采用高动态范围及噪声较小的数

码相机拍摄,实验中采用致冷科学CMOS相机进行拍摄,相机型号为 Neo５．５(ANDOR),模/数转换为

１６bit;使用USAF标准版作为实验样品;在物理上对LED灯照明光强进行校正,即每次LED灯照明样品

时,使LED灯的中心轴方向和图２所示的ki 矢量方向保持一致,这样就能保证不同ki 矢量方向的照明光

强一致,无需在算法上进行光强校正.LED灯发光波长为５２２．５nm,放置于样品正下方,垂直距离为

７．８cm.相邻两个灯珠的间距为０．６９５cm,总数为共８１盏.拍摄８１盏灯单独照明样品,得到８１张低分辨

图像.图８分别给出了其中的第１张[图８(a)]、第１１张[图８(b)]和第４６张[图８(c)]拍摄图片.
按照３．２．１节的５步重建过程进行重建,结果如图９(a)所示.可以较明显地分辨出最里圈８、９级的数

值和条纹,而用４倍物镜中心单灯直接拍摄的图像则无法分辨[图８(a)].作为对比,图９(b)给出了采用２０
倍物镜(NA 为０．５)的拍摄的图片.

图８ 不同的单灯拍摄到的图片

Fig敭８ Imagescapturedbydifferentsinglelights
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图９ (a)重建结果;(b)２０倍镜拍摄图

Fig敭９  a Reconstructionresult  b capturedimageunder２０×objective

５　结　　论
FPM作为一种综合孔径计算成像技术,可以获得宽视场大像素的高分辨率显微图像.但是这种技术采

用可编程LED阵列进行角度照明,而照明光强随角度的增大而减弱.通过计算机模拟仿真证明,在重建过

程中,需要对不同角度照明光强进行校正,否则将导致重建图像质量下降,同时在实验上也验证了不同角度

照明光强校正的必要性.
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