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摘要　作为一种新兴的无透镜相位恢复技术,叠层衍射成像大大提高了传统相位迭代恢复算法的收敛速度和抗噪

能力,具有大视场、高对比度、高分辨率、无需标记、长工作距离、不丢失相位低频分量等优点,在多个领域得到了广

泛的应用.介绍了量化相位显微成像领域的研究现状与最新进展,特别是传统叠层衍射成像术(CP)和傅里叶叠层

衍射成像术(FP)的基本原理、技术进展及相关应用,着重介绍了快速FP及基于FP的荧光显微成像技术,总结了

CP和FP目前面临的问题及未来的发展趋势.
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１　引　　言
在光学测量、材料科学、X射线晶体衍射学、电子显微学、生物医学成像等领域中,很多样品都属于相位
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物体.由于人眼或其他光探测器一般只能探测光的强度而无法直接探测其相位变化,因此大多数情况下物

体的相位信息在数据记录的过程中被丢失.而材料折射率、三维形貌及内部结构等都会直接改变透射或反

射光场的相位分布,使其包含比强度分布更多的物体结构信息,因此获取相位信息显得尤为重要.
根据提取相位信息技术手段的不同,相位成像技术可以大致分为两大类.一类是以相位观测为目的的

定性成像,另一类是以相位的精确量化为目的的定量成像.前者包括泽尼克相衬显微与微分干涉相衬显微

技术,可将折射率的空间差异转换为图像的强度对比,大大提升了细胞等弱吸收样品在显微镜下的图像衬

度[１Ｇ２].然而其最终获得的图像强度与相位分布之间呈非线性关系,因此只适用于定性对比成像.后者则包

括经典的干涉测量方法和非干涉测量方法两类.干涉测量方法以电子散斑干涉、数字全息等[３Ｇ７]方法为代

表,其基本原理是使待测光和参考光进行干涉,以干涉条纹的形式将不可见的相位信息转化为强度信号从而

记录待测光的振幅和相位.该技术测量精度高,但高度依赖光源的相干性,因此会引入相干噪声,导致图像

空间分辨率的降低;而参考光的引入也会造成光路结构复杂,对测量环境要求苛刻[８].非干涉测量方法包括

基于几何光学原理的夏克Ｇ哈特曼(ShackＧHartmann)波前传感器、基于相位恢复原理的光强传输方程(TIE)
和相干衍射成像(CDI)等方法.与干涉测量法截然不同,夏克Ｇ哈特曼波前传感器[９Ｇ１２]采用基于几何光学原

理的相位测量方法,应用一个微透镜阵列将待测波场聚焦为一系列点阵,测量这些点阵相对于规则间距点阵

(理想无像差情况)的位移量,以获得待测波场的相位梯度(一般称为波前的斜率),经过积分即可得到相位

(波前)分布.其特点是光路简单且可测量非相干光的波前,同时标定方便、工程化程度高、实时性好,但受到

微透镜阵列物理尺寸的限制,探测信号并不能充分利用成像器件的所有有效像素,导致其空间分辨率较低,
不能精确测量光场的高频分量[１３],因此目前主要采用相位恢复的方法进行精确的相位测量.由于直接测量

光波场的相位分布非常困难,而测量光波场的振幅或者强度十分容易,因此,可以利用强度分布来恢复(估
算)相位,即相位恢复.相位恢复可以细分为两小类,即采用直接估算的TIE与基于迭代计算的CDI.在待

求平面上的光强分布(直接测量)以及光强轴向微分(通过采集离焦光强进行数值差分估计得到)已知的情况

下,通过数值求解TIE可直接获取相位信息,不需要任何迭代过程,相比于其他方法而言,计算简单、无需相

位解包裹、无需复杂的光学系统及苛刻的实验条件[８,１４Ｇ１８].目前,国内南京理工大学左超课题组、安徽大学

程鸿课题组在TIE的求解方法、重构条件、部分相干光场下的相空间拓展等方面取得了丰硕的成果[１９Ｇ３１].
基于迭代的CDI技术于１９７１年由Gerchberg等[３２Ｇ３３]在研究电子显微成像的相位恢复问题时首次提

出,该算法被称为GS算法.之后 Misell等[３４Ｇ３８]逐步完善了该算法,提出了混合输入输出(HIO)算法、误差

下降(ER)算法等一系列优化方法.随后该算法被推广到X射线成像、图像加密与隐藏、自适应光学、光学

相位显微等众多领域[３９Ｇ４６].然而这一类算法应用于非凸的非线性优化问题时,可能会出现收敛速度慢、停
滞、收敛于局部极小等问题[４７Ｇ４９].２００４年Rodenburg等[５０Ｇ５１]提出一种新型的极其稳健的迭代恢复算法———
叠层衍射成像迭代引擎(PIE)算法,有效地解决了这一问题.通过记录交叠的衍射图样信息,产生大量的数

据冗余,使用多张强度图样取代传统CDI技术的单张强度图样,PIE算法不但大大提高了算法的收敛速度

和抗噪能力,同时所恢复的相位具有高对比度、高分辨率、不丢失相位低频分量等优点[８,１３,５０Ｇ５９].目前叠层

衍射成像术已经被进一步应用于超分辨率显微成像[６０]、厚三维物体成像[６１Ｇ６４]、光学图像加密与隐藏[６５Ｇ６６]、表
面轮廓测量[６７]、活细胞成像[５４,６８]等诸多领域.尤其在难以制造大数值孔径透镜的X射线等短波长波段,该
技术带来了革命性的突破,取得了非常好的成像质量和１０nm左右的分辨率[６９Ｇ７２],同时已经应用于第五代

X射线同步回旋加速器[７３].在国内,中国科学院上海光学精密机械研究所司徒国海课题组、刘诚课题组、朱
健强课题组,中国科学院大学史祎诗课题组等也在成像质量提高、系统误差修正、相位轮廓测量、相关技术应

用等方面取得了重要的研究进展[７４Ｇ７７].
同时,还有一种角度多样性方案[７８Ｇ８６]近些年来也受到了较多的关注.将原先传统叠层衍射成像术(CP)

横向平移照明探针的扫描方式改为多角度斜入射照明,通过发光二极管(LED)阵列就可以实现角度多样性

方案,其操作方便,有效规避了机械扫描造成的迟滞效应或回程误差.与CP相比,这一技术主要在傅里叶

域采样,因此被称为傅里叶叠层衍射成像术(FP).FP与CP一样具有大视场、无需标记、长景深、长工作距

离、高分辨率成像、不丢失相位低频分量等优势,已被广泛应用于量化相位显微[８７Ｇ８８]、三维成像[８９Ｇ９１]、高速体

外活细胞成像[９２Ｇ９４]、荧光显微成像[９５Ｇ９７]等领域.在国内,清华大学戴琼海课题组、中国科学院上海光学精密
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机械研究所司徒国海课题组、南京理工大学左超课题组在FP的频谱自适应扩展、误差校正等方面也取得了

许多研究进展[９８Ｇ１０１].
本文系统回顾了叠层衍射成像术的相关研究成果与最新进展,对现存问题以及今后的研究方向提出了建议.

２　叠层衍射成像术的基本原理及技术进展
Ptychography一词最早由Hoppe[１０２Ｇ１０４]在１９６９年提出,用以表达这种特别的相位问题求解方法,其求

解过程中使用了卷积定理,“折叠”了不同级次的衍射图,而衍射图是物面上不同位置的孔径或照明光束的傅

里叶变换的卷积形式.Ptycho来自于希腊语,意思是“折叠”[１０５].叠层衍射成像术追求能重建出物体全部

的散射波前,但不需要参考光束.国内史祎诗课题组首先将ptychography译为叠层衍射成像术[５９].现代

的叠层成像是在拥有高效计算机的条件下,引入迭代的概念,使入射光波照到样品的不同部位,且每次照明

都要与其他部分重叠.每一次的照明可以看作是一个层,层与层之间相互叠加就是所谓的“叠”,通常在远场

得到的是单个衍射斑,而不再是Hoppe提出的一系列不同级次的衍射斑.由于衍射图样间重叠和非重叠区

域的透射光的相干叠加,对样品不同位置处的相位关系进行了锁定,客观上起到了全息术中参考光的作用,
这是叠层衍射成像术比其他CDI方法具有更快收敛速度和更高成像精度的客观原因.

叠层衍射成像术的基本光路如图１所示,入射到样品前的光波场为P(r－Rc)的照明探针(入射波前)
入射到复振幅分布函数为O(r)的待测样品上,r(x,y)为物面坐标系,相邻探针间距为Rc,c为探针个数,共

n 个,即c＝１,２,,n.平移照明探针或者物体,以实现对物体相对位移的机械扫描,同时保证相邻扫描位

置之间有一定的重叠;记录透射光传播一定距离后在傅里叶面上的光强分布Ic(u),u(x,y)为对应的傅里

叶面坐标,成像器件一般为电荷耦合器件(CCD).相应的ePIE算法具体步骤如下.

图１ 叠层衍射成像术实验装置图

Fig敭１ Experimentalsetupofptychography

　　１)猜测物体和探针(入射波前)的复振幅分布函数,得到出射场为

Ec(r)＝P(r－Rc)O(r). (１)

　　２)出射场经过一定距离的衍射(近场的菲涅耳衍射或远场的夫琅禾费衍射),得到相应的复振幅分布函

数为

Ec(u)＝F[Ec(r)], (２)
式中F()表示傅里叶变换.

　　３)应用已知的强度信息Ic(u)替换其振幅,得到新的光场分布,即

E′c(u)＝
Ic(u)Ec(u)

Ec(u)２
. (３)

　　４)对步骤３)所得的光场进行傅里叶逆变换F－１,得到新的物面出射场为

E′c(r)＝F－１[E′c(u)]. (４)
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　　５)分别更新物体及探针的复振幅分布函数[１０６]:

O′(r)＝O(r)＋α P∗(r)
P(r)２

max
Δφ, (５)

P′(r)＝P(r)＋β
O∗(r)
O(r)２

max
Δφ, (６)

式中α,β分别对应于算法的搜索步长,一般令α、β均为１,∗代表复共轭计算,且

Δφ＝E′c(r)－Ec(r). (７)

　　６)重复步骤２)~５)直到所有记录的衍射图样都被使用完,即完成了一次迭代.经过一定次数的迭代

后,当相应恢复的衍射图样与所记录的衍射图样的均方误差(fSSE)足够小,达到１０－２数量级时,即认为该算

法达到收敛.均方误差的计算公式为

fSSE＝
∑
c,u

Ec(u)－ Ic(u)
２

∑
c,u

Ic(u)
. (８)

　　ePIE算法在HeＧNe激光器照明下记录的植物茎横切组织恢复的实验结果如图２所示[５７],其中插图为

照明探针的振幅和相位分布.可以看出该方法不仅能很好地恢复相位,还能获得很好的成像效果,具有较好

的对比度,分辨率也得到了一定的提升.

图２ 植物茎横切组织恢复结果.(a)低分辨率原始图像;(b)再现图像的振幅透射率分布;
(c)对应图(b)的伪彩色效果图;(d)再现图像的相位分布;(e)对应图(d)的伪彩色效果图

Fig敭２ Recoveredresultsofstemtransectiontissue敭 a Rawimagewithlowresolution 

 b amplitudetransmissivitydistributionofrecoveredimage  c falsecolorpicturecorrespondingtoFig敭 b  

 d phasedistributionofrecoveredimage  e falsecolorpicturecorrespondingtoFig敭 d 

叠层衍射成像术自诞生以来,在技术上存在５个问题,其中有些已经妥善解决,但有些仍待解决.一是

电子显微镜下存在的电子探针漂移和样品漂移,及探针机械扫描时扫描机构的迟滞效应或者回程误差等均

会使探针位置发生偏移,因此 Maiden等[１０７Ｇ１１２]结合模拟退火、互相关、遗传等算法以减小探针位置误差,取
得了较好的实验结果,有效地解决了这一问题.二是照明探针的强度和相位分布需要准确预知的问题,随着

ePIE算法[１０６,１１３]的提出,该问题也得到妥善解决,同时该算法也成为之后所有此类问题的通用算法.三是进

行机械扫描时,数据记录时间过长,对光源稳定性和样品稳定性的要求较高,因此,提高数据采集速度是目前

叠层衍射成像术的一大难点.四是迭代相位恢复算法要求光波场的传播严格遵守标量衍射定律,这种假设

仅适用于完全相干光场,对于部分相干光场而言,光场的传播不再简单地遵从标量衍射定律,这也限制了迭

代相位恢复算法在部分相干光照明下的应用[１１４].幸运的是,Thibault等[１１５]从量子角度提出混合态模型,
有效地处理了包括部分相干光源照明等一系列多态混合问题.这一方法也成为目前处理部分相干光照明的

主要方法.Batey等[１１６Ｇ１１７]根据混合态模型,提出多波长光束同时照明的多路复用算法,有效地提高了成像

质量及成像效率.Deng等[１１８Ｇ１１９]提出连续非扫描及飞扫模型,有效地提高了图像的采集速率.Li等[１２０Ｇ１２１]
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提出多物态模型,有效地解决了多照明态与多物态下的模糊问题.五是要使透射光场能近似表示为照明探

针与物体透射函数乘积的形式,需要将物体看作一个厚度可忽略的二维物体,但厚样品不能由单一的二维复

振幅分布函数表示.Maiden等[６１]提出一种将三维厚样品进行多层切片的思路,突破了原先样品厚度在可

见光微米量级分辨率下不能超过１０μm的限制[１２２].这种方法能够有效地处理共聚焦显微、电子断层扫描

及数字全息所不能处理的多层散射厚样品,具有更高的实用价值.Godden等[６２]实现了１５０μm厚样品成

像.目前的研究主要围绕后三个问题进一步展开.

２．１　多波长叠层衍射成像术

进行一次传统叠层衍射成像实验,往往需要花费数十分钟,这对光源稳定性和样品稳定性的要求较高,
不适用于动态变化的样品.提高数据采集速度及成像速度是目前叠层衍射成像术的一大难点.事实上,针
对这一问题学者们已经提出了很多方法,如单次曝光法[７６Ｇ７７,１２３Ｇ１２４]、多波长照明法[５７]等,思路都是将原始的单

一探针照明改为多探针照明.在对单次曝光法的报道中,文献[７６Ｇ７７]采用光栅分光法来实现多探针单次曝

光,而文献[１２３Ｇ１２４]采用小孔阵列来实现多探针单次曝光.多波长照明法则是指在每一个探针位置,快速

地依次改变波长并记录对应的衍射图样.相对于探针阵列的扫描时间,改变波长的时间可以忽略不计,因此

多波长照明法也可以看作是多探针照明法.多波长依次照明的成像光路图如图３所示,其中D 和d 分别是

样品到CCD的距离和小孔到样品的距离.三束激光经双反射镜调整至水平出射后,通过双宽带分光棱镜

(BS)合束和空间滤波器(针孔滤波器)扩束,再经复消色差透镜准直后打到探针上,通过探针的光束透过物

体后衍射至成像探测器上.

图３ 多波长依次照明的叠层衍射成像术实验光路图

Fig敭３ ExperimentallightＧpathdiagramofptychographywithmultiＧwavelengthsuccessiveillumination

多波长依次照明相应的恢复结果如图４所示.可以看出多波长依次照明有助于提高成像质量,即随着

波长数目的增多,恢复的结果变好.其中单波长到双波长的恢复质量提升要明显高于双波长到三波长的恢

复质量提升.结合图４(c)来看,多波长依次照明不仅有助于提高成像质量,还有助于获得更快的收敛速度

和更好的抗噪能力,因而具有更高的实用价值.事实上,多波长依次照明的成像方案,可以变相看作交叠率

的提升.在单波长照明下,交叠率的提升有助于提升恢复质量,但存在一定的上限,同时交叠率的增大会减

小视场的范围.而对于多波长依次照明而言,在同一位置近乎１００％交叠,没有了单波长交叠率上限的限

制,同时也不会影响视场的大小.

２．２　部分相干光叠层衍射成像术

传统的叠层衍射成像往往采用单波长照明,即使用多波长照明来提升恢复质量也采用依次照明的方式.
和其他同类的CDI方法相同,叠层衍射成像术也需要假设照明光具有１００％的相干性.非相干光照明一直

被认为不利于衍射成像,而在X射线和电子波段下,照明光的相干性不如光学波段理想.２０１３年,Thibault
等[１１５]从量子角度提出了混合态模型,有效地处理了包括部分相干光源照明等在内的一系列多态混合问题.
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图４ 恢复结果.(a１)单波长恢复的振幅分布;(b１)单波长恢复的相位分布;(a２)双波长恢复的振幅分布;(b２)双波长恢复

的相位分布;(a３)三波长恢复的振幅分布;(b３)三波长恢复的相位分布;(c)均方误差随迭代次数变化的收敛曲线

Fig敭４ Recoveredresults敭 a１ Amplitudedistributionofimagerecoveredwithsinglewavelengthillumination  b１ phase
distributionofimagerecoveredwithsinglewavelengthillumination  a２ amplitudedistributionofimagerecoveredwithtwo
wavelengthillumination  b２ phasedistributionofimagerecoveredwithtwowavelengthillumination  a３ amplitude
distributionofimagerecoveredwiththreewavelengthillumination  b３ phasedistributionofimagerecoveredwiththree

wavelengthillumination  c convergencecurveofmeansquareerrorversusiterationtime

由于叠层衍射成像术的特殊衍射图样记录机制,实际上物体的每一像元都被一系列的照明光照射多次;虽然

每一单独的衍射图样是非相干叠加,但是可以看作是多个衍射图样间干涉条件的改变,信息内容实际上仍然

记录在其中,这能让非相干的衍射图样分解为一系列的相干图样,因此非相干叠层衍射成像是可行

的[１２５Ｇ１２６].针对此问题,Rodenburg等[１１６]提出了一种多路复用叠层衍射成像算法,在此基础上,Pan等[１１７]提

出了一种多波长同时照明的非相干叠层衍射成像方案,实验光路图如图３所示.相比于传统的相干叠层衍

射成像方案,该方案不仅能够很好地恢复物像,同时也能够恢复不同波长下对应的物体光谱响应、复振幅探

针和光谱比例,从而获得更多的物体信息,具有多通道和多光谱的优势.同时,该方案通过彩色图像编码的

方式,能够实现物体的真彩色复原和图像质量的增强.该研究结果表明,通过多相干态的分解可以使用部分

相干光源实现叠层衍射成像术,这意味着可以使用LED等部分相干光源实现衍射成像,极大地提高了成像

分辨率,并抑制了散斑噪声.该算法提高了X射线和电子波段下的成像精度,使得基于衍射成像技术的部

分相干成像成为可能.
植物茎横切组织样品及衍射图样如图５所示.实际上,图５(c)~(e)是得不到的,这里通过遮挡其他两

束光分别获得各个单一波段对应的衍射图样,目的是为了将其与图５(b)作对比.可以看出由于非相干叠

加,相干性降低,三波段混合后的衍射图样没有各个波段对应的衍射图样清晰,但是三波段各自包含的信息

仍在其中.具体恢复算法步骤如下.

图５ 植物茎横切组织样品及其衍射图样.(a)低分辨率原始图像;(b)CCD接收的衍射图样;(c)红波段对应的衍射图样;
(d)绿波段对应的衍射图样;(e)蓝波段对应的衍射图样

Fig敭５ Sampleofstemtransectiontissueanditsdiffractionpatterns敭 a Rawimagewithlowresolution 

 b diffractionimagereceivedbyCCD  c diffractionimagecorrespondingtoredwaveband  d diffractionimage
correspondingtogreenwaveband  e diffractionimagecorrespondingtobluewaveband
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１)设物体的复振幅分布函数为Om(r),探针(入射波前)复振幅分布函数为Pm (r),其中m 为波长个

数.探针阵列扫描步长为Rc＝(Rx,c,Ry,c),c＝１,２,,n,其中c为探针个数.光谱权重为Sc,m,像平面(傅
里叶面)笛卡尔坐标为u(x,y). 同时分别随机猜测不同波长下的物体、探针和光谱权重,一般都采用单位

矩阵的猜测方式.

２)结合光谱权重计算各波长光束经过物体后分别对应的出射波,结果为

Ec,m(r)＝
Sc,m

∑
x,y

Pm(r)２
Pm(r)Om(r). (９)

　　３)计算出射波衍射至像面的结果:

Ec,m(u)＝FEc,m(r)[ ] . (１０)

　　４)保留出射波的相位,更新出射波的振幅,使猜测的衍射图样强度之和等于成像探测器接收的强度值:

E′c,m(u)＝
Ic(u)Ec,m(u)

∑
m

Ec,m(u)２
. (１１)

　　５)将步骤４)像面的光波场逆衍射至物面:

Ec,m(r′)＝F－１ E′c,m(u)[ ] . (１２)

　　６)分别更新不同波长下对应的物体和探针的复振幅分布函数,仍然采用ePIE算法的更新形式,有

Om(r)＝Om(r)＋α
P∗

m (r)
Pm(r)２

max
Δφ, (１３)

Pm(r)＝Pm(r)＋β
O∗

m (r)
Om(r)２

max
Δφ, (１４)

式中α,β分别对应于算法的搜索步长,一般令α,β均为１,且

Δφ＝Ec,m(r′)－Ec,m(r). (１５)

　　７)根据计算得到的探针强度更新不同波长对应的光谱权重:

Sc,m ＝∑
x,y

Pm(r)２. (１６)

　　重复步骤２)~７)直到所有记录的衍射图样都被使用完,即完成了一次迭代.经过一定次数的迭代后,
当相应的恢复的衍射图样与所记录的衍射图样的均方误差足够小,达到１０－２数量级时,即认为该算法达到

收敛.均方误差的计算公式为

fSSE＝
∑
c,u
∑
m

Ec,m(u)－ Ic(u) ２

∑
c,u

Ic(u)
. (１７)

　　提取所恢复的多波长光谱响应中的红(R)、绿(G)、蓝(B)三波段信息,进行彩色编码即可实现物体的真

彩色恢复,同时也可以提高成像质量.这里采用美国国家电视系统委员会(NTSC)制定的编码方式,相应的

编码公式为

Y
I
Q

é

ë

ê
ê
êê

ù

û

ú
ú
úú
＝
０．２９９ ０．５８７ ０．１１４
０．５９６ －０．２７４ －０．３２２
０．２１１ －０．５２３ ０．３１２

é

ë

ê
ê
êê

ù

û

ú
ú
úú

R
G
B

é

ë

ê
ê
êê

ù

û

ú
ú
úú

, (１８)

式中Y、I、Q 分别为NTSC制的亮度、色度、色饱和度,其中I、Q 合称为色调.
使用多路复用迭代算法,迭代３００次后的恢复结果如图６所示.实验恢复的红、绿、蓝光谱比例为１∶１．０４∶０．９３,

近似于等比例,与直观设计大致相同.实际上红绿蓝三波段的恢复结果为该物体对应的光谱响应,可以看出除中

心细节略有不同外,该物体对红绿蓝三波长的光谱响应大体一致.可以看出通过彩色编码获得的真彩色图像清晰

度高于三波段对应的恢复结果,证明彩色编码确实能够提升图像的恢复质量.从而可以得出结论:多波长同时照

明的非相干叠层衍射成像技术不仅能够很好地恢复物体的真彩色复振幅图像,同时还能够获得不同波段下的光谱

响应,这对进一步对物体进行处理,如挖掘物体详细信息、辨别物体提供了更多的可能性.
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图６ 恢复结果.(a１)~(a３)分别为红绿蓝三波段恢复的振幅图像;(b１)~(b３)分别为红绿蓝三波段恢复的相位图像;
(a４)彩色编码后的真彩色振幅图像;(b４)彩色编码后的真彩色相位图像

Fig敭６ Recoveredresults敭 a１ Ｇ a３ Amplitudeimagesrecoveredwithred greenandblue
waveband respectively  b１ Ｇ b３ phaseimagesrecoveredwithred greenandbluewaveband respectively 

 a４ truecoloramplitudeimageaftercolorcoding  b４ truecolorphaseimageaftercolorcoding

２．３　三维叠层衍射成像术

叠层衍射成像术在算法上要求物体厚度可忽略,从而能将出射场近似看作照明探针与物体透射率函数

的乘积,这意味着样品厚度一般不能超过１０μm
[６１,１２２].但是当样品具有一定厚度时,物体的透射率函数不

能由单纯的二维复振幅函数表示.因此 Maiden等[６１]提出了一种将三维厚样品进行多层切片的方法,通过

将每一层切片的复振幅信息恢复出来后进行三维重建,从而恢复三维厚样品,突破了之前样品厚度不能超过

１０μm的限制[６３,１２２].如图７所示,其中f 为透镜焦距.假设物面的透射率函数为Oi(r),i＝１,２,,N,N
为物体所分层数,每一层物面与探针的距离为zi.入射至第一层物面的光场的复振幅分布函数作为第一层

的扫描探针(入射波前),记为P(r),其后每层依次类推.最后一层探针透射物面后经过距离为D 的夫琅禾

费衍射,传到接收屏的光强分布记为Ic(u),c＝１,２,,n. 重建具体过程如下.

１)将物体分层,猜测物体各层的透射率函数为O１(r),O２(r),,ON (r).

２)入射光波通过探针P(r－Rc)后首先经过物体的第一层,其后的出射场为

ψe,１(r)＝P(r－Rc)O１(r). (１９)

　　３)光波经过物体第一层后传播Δz１ 距离到达物体第二层,有

ψi,２＝ρΔz１
[ψe,１(r)], (２０)

式中ρΔz１
()代表距离为Δz１ 的自由光场角谱传播,i＝１,２,,N.

４)第一层的出射波传播到第二层后作为新的入射波入射物体的第二层,则第二层后的出射场为

ψe,２(r)＝ψi,２(r)O２(r). (２１)

　　５)同理,物体经过第N 层后的出射场为

ψe,N (r)＝ψi,N (r)ON (r), (２２)
式中ψi,N ＝ρΔzN－１

[ψe,N－１(r)],ΔzN－１＝zN －zN－１.

６)最后一层出射的光波经过一定距离D 的衍射传播到接收面,有

Ψc(u)＝F[ψe,N (r)]. (２３)

　　７)用实验所得的强度信息Ic(u)更新其振幅,得到新的强度分布为

Ψ′c(u)＝ Ic(u) Ψc(u)
Ψc(u) . (２４)

　　８)对更新后的场分布进行逆变换,得到新的物面出射场为

ψ′e,N＝F－１[Ψ′c(u)]. (２５)

　　９)利用
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ψ′i,N (r)＝U[ψi,N (r),ON (r),Δψ(r)], (２６)

O′N (r)＝U[ON (r),ψi,N (r),Δψ(r)], (２７)
更新每一层的出射场和物函数,其中

U[f(r),g(r),Δψ(r)]＝f(r)＋α g∗(r)
g(r)２

max
Δψ(r), (２８)

Δψ(r)＝ψ′e,N (r)－ψe,N (r), (２９)
式中α为反馈参数,一般取为１.

１０)将更新后第N 层的出射场作为入射场逆向传播,第N 层到第N－１层可以看作距离为－ΔzN－１的

自由光场角谱传播.

１１)对到达每一层的光场进行更新并继续逆向传播直到第一层,更新第一层的物函数和探针(入射波

前)分布函数有

O′１(r)＝U[O１(r),P(r－Rc),Δψ(r)], (３０)

P′(r－Rc)＝U[P(r－Rc),O１(r),Δψ(r)]. (３１)

　　１２)循环以上步骤直到实验所得的所有强度信息都更新到物函数中.

图７ 三维叠层衍射成像实验装置

Fig敭７ ExperimentalsetupofthreeＧdimensionalptychography

三维叠层衍射成像术的实验恢复结果如图８所示.可以看出,两层不同样品组成的三维厚样品被很好

地恢复出来,结果很清晰,振幅和相位都具有很好的对比度.Godden等[６２]进一步实现了１５０μm厚样品的

３４层切片成像.

２．４　基于叠层衍射成像术的光学图像加密与隐藏

随着信息技术的发展,信息安全越来越受到人们的关注,Shi等[６５]首先将叠层衍射成像术引入到光学图

像加密与隐藏领域.对于光学加密与隐藏而言,最重要的是保证加密信息在传递过程中的安全性以及稳健

性.而叠层衍射成像术中的探针在机械扫描时,其迟滞效应或者回程误差等均会使探针位置发生偏移,得不

到良好的恢复结果.这一限制叠层衍射成像术发展的问题恰恰成为了叠层衍射成像术运用于光学加密与隐

藏的优势,即只有已知精确的探针位置才能取得所传递的加密信息.相比于传统的光学加密系统,叠层衍射

成像术的应用扩大了秘钥空间,增加了探针这一主要的二维秘钥,同时叠层衍射成像术本身所具有的结构简

单紧凑的特点使它能够很好地与其他不同的加密技术兼容.
基于叠层衍射成像术的双随机加密系统原理图如图９所示,其中M１ 和M２ 为双随机相位板.在原始的

双随机加密系统上,改变照明光束尺寸使之像叠层衍射成像术一样只照明样品的一部分,从而获得多张密

文.采用不同类型的探针,包括纯振幅型、纯相位型、复振幅型探针,所得到的恢复结果如图１０所示.可以

看出,该方法对探针的设计没有过多的要求,采用任意形式的探针均可恢复隐藏的信息,具有良好的适应性,
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图８ 三维叠层衍射成像术的恢复结果.(a)蜜蜂翅膀图像;(a１)第一层蜜蜂翅膀恢复的振幅分布;(a２)第一层蜜蜂翅膀恢复

的相位分布;(b)苍蝇翅膀图像;(b１)第二层苍蝇翅膀恢复的振幅分布;(b２)第二层苍蝇翅膀恢复的相位分布

Fig敭８ RecoveredresultsofthreeＧdimensionalptychography敭 a Imageofbeewing 

 a１ amplitudedistributionofrecoveredimageoffirstlayerbeewing  a２ phasedistributionofrecoveredimageof
firstlayerbeewing  b imageofflywing  b１ amplitudedistributionofrecovered

imageofsecondlayerflywing  b２ phasedistributionofrecoveredimageofsecondlayerflywing

图９ 基于叠层衍射成像术的双随机加密系统原理图[６５]

Fig敭９ Principlediagramofdoublerandomencryptionsystembasedonptychography ６５ 

图１０ 三种不同类型探针对应的相位和振幅恢复情况[６５].(a)(b)纯振幅型;(c)(d)纯相位型;(e)(f)复振幅型

Fig敭１０ Amplitudeandphaserecoveryinformationcorrespondingtothreedifferenttypesofprobes ６５ 敭

 a  b Pureamplitude  c  d purephase  e  f complexamplitude
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从而为加密时探针的设计提供了极其丰富的可能性.然而如果没有采用正确的探针位置,比如引入１０pixel
的偏移,则完全恢复不出隐藏的信息,从而证明该系统具有良好的安全性.同时,叠层衍射成像术所具有的

良好抗噪性能也为光学加密提供了便利,使其具有很好的稳健性.在此基础上,Zhang等[１２７]将三维叠层衍

射成像术引入到加密与隐藏领域中,成功地实现了三维物体的加密与隐藏,使得基于叠层衍射成像术的光学

加密应用于更广泛的物体.

３　FP的基本原理及技术进展
斜入射照明实际上是将出瞳函数在谱面上进行平移,通过采集多幅不同区域的傅里叶域低分辨率图像,

使用特定的相位恢复迭代算法[７８Ｇ８０]将这些频谱组合,从而获得大视场高分辨率图像.该方法只需记录强度

信息而不需要相位信息,同时需要不同频谱位置的相互交叠,以通过利用冗余信息恢复相位.相比于积分成

像分辨率受限于成像透镜孔径尺寸的特点,FP是相干光或者部分相干光条件下的成像方法,绕过了成像透

镜对分辨率的限制.

FP是一种新兴的超分辨率技术,与CP一样需要利用一系列低分辨率的衍射强度图像去恢复高分辨率

图像,近年来受到了广泛的关注与研究[１２８Ｇ１４０].与CP不同的是,FP采用一组LED阵列进行照明,且光路中

交换了样品与孔径平面的相对位置.FP不再需要移动样品或探针,而是通过LED阵列的多角度照明来产

生多幅衍射图,因此具有更高的稳定性.通过采用多角度的照明方式和相应的相位恢复算法能够避免成像

物镜的衍射极限限制,且通常采用低数值孔径的物镜,即可同时获得大视场及高分辨率的再现像[８０],空间带

宽积提升一倍以上.如Zheng等[７８]就在６３２nm波段下实现了超分辨率(０．７８μm,数值孔径为０．５)、大视场

(约为１２０mm２)、十亿像素级空间带宽积的超分辨率显微成像.该技术的提出极大地推动了生物医学领域

如数字病理学、血液病学、免疫组织化学等的发展.

FP的实验原理图如图１１所示,其通过LED阵列的依次扫描,获得对应不同频谱位置的低分辨率图像;
通过类似于合成孔径的方式,利用测得的像面低分辨率强度图来恢复样品的复振幅信息[８１,１２８].令样品透射

率函数为S(r),系统点扩展函数(PSF)为P(r),入射光波波矢大小为un ＝(kxn,kyn),对应的出射波为

e(r)＝S(r)exp(iunr),则CCD所获得的是出射光波与系统PSF卷积的强度:

Iun ＝ F－１ F[e(r)]F[P(r)]{ } ２＝ F－１[S(u－un)P(u)]２, (３２)
式中S(u)＝F[S(r)],P(u)＝F[P(r)],u 为对应的频域坐标系. 具体算法步骤如下.

１)猜测样品透射率函数为Sn(r),系统的PSF为Pn(r),则在物镜后焦面上的光场分布为

ϕn(u)＝Pn(u)Sn(u－un). (３３)

　　２)计算成像面的光场分布为

ϕn(r)＝F－１[ϕn(u)]. (３４)

　　３)用已知的强度信息更新成像面波场振幅分布:

ϕ′n(r)＝ Iun(r) ϕn(r)
ϕn(r) . (３５)

　　４)傅里叶变换至物镜后焦面,获得对应的光场分布为

ϕ′n(u)＝F[ϕ′n(r)]. (３６)

　　５)更新物体及探针的复振幅分布函数:

Sn＋１(u)＝Sn(u)＋α
P∗

n (u＋un)
Pn(u＋un)２

max
[ϕ′n(u＋un)－ϕn(u＋un)], (３７)

Pn＋１(u)＝Pn(u)＋β
S∗

n (u－un)
Sn(u－un)２

max
ϕ′n(u)－ϕn(u)[ ] , (３８)

式中α,β分别对应于算法的搜索步长,一般α,β均为１.

６)重复以上步骤直到全部低分辨率图像均被使用完,即视为一次迭代.经过一定次数的迭代,达到满

意的恢复质量即认为该算法达到收敛,通常迭代１０~２０次即可获得满意的恢复结果.

FP的恢复结果如图１２所示[７８],其中NA 为数值孔径,FOV表示视场.图１２(a)物镜下的FOV大小约
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图１１ FP的实验原理图

Fig敭１１ ExperimentalprinciplediagramofFP

为１２０mm２,高分辨率插图１２(b)~(e)重建的像元尺寸为０．２７５μm.比较不同成像方案的成像效果可以看

出,FP合成的再现像分辨率与２０倍、数值孔径为０．４的物镜的相当,且具有较好的对比度.因此,FP所恢

复的结果可以看作是把２倍物镜的视场与２０倍物镜的分辨率相结合后的再现像.

图１２ FP的恢复结果[７８].(a)原始图像;(b)(c)(d)(e)不同视场下的恢复图像

Fig敭１２ RecoveredresultsofFP ７８ 敭 a Rawimage  b  c  d  e recoveredimagesunderdifferentfieldsofview

文献[１２９]详细地阐述了CP与FP的联系与区别.将成像面光场分布函数写成四维维格纳(Wigner)
分布函数,发现其在相空间的位置存在关系

mF(x,r′)＝m(r′,－x), (３９)
式中x 为CP中样品相对于坐标轴的移动距离,r′为探测器平面坐标系即x 对应的倒易空间,mF 为FP所

张成的相空间.二者维格纳分布函数中的变量x 和r交换了位置.从(３９)式中可以清楚地看到,FP获得的

图像强度相当于将CP获得的图像强度在相空间旋转９０°.事实上,二者追根溯源是同一个技术的不同展现

方式,从光路图不难看出,CP是在空域中采样,FP则是在频域中采样.因而从理论上讲,所有适用于CP的

后期处理算法,FP同样适用.同样的,CP所遇到的技术问题也是FP所需要解决的问题.相比于CP,FP
提出时间较晚,仍处在发展的初期阶段,在技术上主要存在５个问题.
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１)虽然FP不再需要进行机械扫描,没有了扫描机构迟滞效应或者回程误差等造成的探针位置偏移,但

LED阵列的引入也带来了类似的问题,如LED阵列的俯仰角误差、LED间的间隔误差、LED距离样品的距

离误差、LED间的功率误差等.随着一系列矫正算法[９８Ｇ９９,１３０]的提出,这一问题得到了有效的解决.

２)与CP一样,FP中的厚样品不能由单一的二维复振幅分布函数表示,因此Tian等[９０Ｇ９１]提出了类似的

切片算法,妥善地处理了此问题,但目前还鲜有文献对待测样品的厚度限制进行定量研究.

３)FP中照明探针的强度和相位分布与CP一样需要准确预知,随着嵌入式瞳函数恢复(EPRY)Ｇ傅里

叶叠层衍射成像显微(FPM)算法[８０]的提出,该问题得到了一定程度的解决,但其对系统误差和测量噪声非

常敏感[１３０],在算法层面上仍有待继续研究.

４)和传统显微镜相比,LED的发光功率有限,且由于FP采用的LED阵列尺寸过大,往往无法采用聚

光镜,因此数据记录时间过长,对光源稳定性和样品稳定性要求较高,因而改善光路的实用性、提高数据采集

速度、实现动态样品成像或者矫正运动造成的模糊影响,是目前叠层衍射成像术的一大难点.

５)尽管采用LED这种部分相干光源能够得到很好的再现像,但是FP仍属于相干成像系统,部分相干

光源的成像机理仍有待研究.
目前的主要研究都围绕着这５个问题,同时也涌现出了大量的改进算法.现有的FP算法可以分为交

替投影法[７８Ｇ８０,１０６,１１３]、半正定规划法[１３２]和非凸梯度下降法[１０１,１３１].交替投影法通过交替地在像面和频谱面

上加入约束条件,将一系列低分辨率的图像结合起来恢复样品的复振幅信息,类似于GS算法与CP的ePIE
算法.交替投影法很容易实现,而且算法收敛速度快,但它对系统误差和测量噪声非常敏感,相机曝光时间

短、LED阵列位置不准等因素都会影响其效果.为了解决测量噪声的问题,Bian等[１０１]提出了采用沃尔丁格

(Wirtinger)流程优化的FP算法(WFP),利用梯度下降算法和 Wirtinger积分[１３３]使实际测量值和估计值之

间的误差最小.WFP对高斯噪声具有很强的稳健性,并且在低曝光的条件下,能够得到较好的重建结果,可
以大大缩短图像的获取时间.但是对于非凸性情况,WFP需要仔细地进行初始化过程.Yeh等[１３１]用最大

梯度下降优化算法测试了不同的目标函数(基于强度、幅值和泊松最大似然估计等),结果表明,基于幅值和

泊松最大似然估计的目标函数比基于强度的目标函数恢复效果好.但实际上FP的重构质量与原始数据的

噪声类型相关,如果原始数据中的噪声主要是泊松噪声,那么以泊松似然率最优和振幅最优作为目标函数的

更新算法,其重构质量会相对较好.当原始图像中的噪声主要为高斯噪声时,以光强最优作为目标函数的更

新算法反而更容易精确地恢复出物体的大视场高分辨率图像.因此,实验中想要获得最佳的重构质量,还必

须综合考虑迭代更新算法和相机的噪声模型[１３４].Zuo等[１３５]提出了一种自适应步长的FPM 算法,通过每

一次迭代判断误差矩阵是否高于阈值,只有在误差矩阵低于阈值即算法即将收敛时,才减小算法搜寻步长,
否则保持不变,从而抑制算法收敛时可能出现的快速振荡现象,提高算法对噪声的稳健性.Bian等[１３６]提出

了一种新颖的FP恢复算法,称为截断泊松最大似然估计算法(TPWFP),利用泊松最大似然估计作为目标

函数更好地对信号建模,并通过截断 Wintinger的梯度来消除误差.该方法能有效解决出瞳位置误差和测

量噪声(泊松噪声、高斯噪声、散斑噪声)等问题.

４　快速FP
提高数据采集速度、实现动态样品成像,是目前叠层衍射成像术的一大难点.针对这一问题,一系列的

解决方法被相继提出[１３５Ｇ１４０],包括自适应更新的FP[１００,１３７]、基于照明编码的多路复用FP[９２,９４,１３８]、稀疏采样的

FP[１３９]等,这里着重介绍基于照明编码的多路复用FP[９４].其光路上用一个可编程的LED板来代替普通商

用亮场显微镜照明模块,通过编程控制LED板的发光单元来灵活实现多角度照明.该方案没有引入任何机

械位移装置,结构简单,光路稳定,易于实现.不同于以往FP中逐行逐列地点亮LED的照明方式,多路复

用的FP采用同时点亮多个LED的方式对照明光进行编码,提高了照明功率,缩短了曝光时间.此外,由于

每个LED都对应着傅里叶面上的不同区域,这种方法可以利用更少的实验采集图像来达到相同的成像质

量,从而很大程度地加快了成像速度.如图１３上方所示,采用精心设计的４个LED同时点亮的照明编码方

案进行图像记录,每一次测量都是４个不同LED照明的叠加.图１３中间展示了对应的记录图像,下方则展

示了傅里叶域上各LED的对应位置.在设计LED照明编码时,需要使相邻两编码图在傅里叶域上满足一

０４０００１Ｇ１３



５４,０４０００１(２０１７) 激光与光电子学进展 www．opticsjournal．net

定的交叠率,同时点亮的LED应很好地分开从而保证对应的不同频谱信息能够同时通过系统,算法上也需

进行对应的修改,类似于CP的混合态模型,这里不再赘述.多路复用算法能够有效地减少需要采集的图像

数量及缩短算法重建时间.

图１３ 随机４个LED同时点亮的多路复用FP样本[９４]

Fig敭１３ SamplesformultiplexedFPwithrandomfourLEDssimultaneoussparkle ９４ 

多路复用照明下的实验恢复结果如图１４所示,其中T 表示耗时.由图可以发现,与图１４(c)、(d)相比,
图１４(e)的成像质量没有明显差别.可见多路复用的FP能够有效地提高数据采集速度,之后Tian等[９２]进

一步研究,将４个LED同时点亮的照明编码方案改进为８个LED同时点亮的方案,进一步减少了图像采集

张数、缩短了恢复时间;同时,提出了一种结合差分相衬照明的多路复用FP方法,使恢复时间缩短至亚秒级

(约为０．８s),实现了动态样品成像.

图１４ 多路复用照明下的恢复结果[９４].(a)低分辨率原始图像;(b)图(a)的放大图;(c)单个LED照明的恢复图像;
(d)４个LED照明的恢复图像;(e)基于图(d)减少采集数量后的图像

Fig敭１４ Reconstructionresultsundermultiplexedillumination ９４ 敭 a Rawimagewithlowresolution 

 b enlargedimageofFig敭 a   c recoveredimagewithsingleLEDillumination  d recoveredimage
withfourLEDsillumination  e imageobtainedwithreducedsamplesbasedonFig敭 d 

５　基于FP的荧光显微技术
除了上述的相位显微成像技术外,另一常用的方法是对样本进行染色,即利用细胞内不同组分对不同化
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学荧光染料的不同亲和性,形成足够大的光强反差或生成不同的光谱,从而达到细胞成像的目的.目前广泛

采用的荧光显微技术通过选择性标记细胞内的特异性分子,以显示细胞的结构与功能特性[１４１Ｇ１５４].然而,目
前荧光显微成像无法同时达到高分辨率与大视场的要求,往往采用视场拼接[１５５Ｇ１５６]的方式来获得足够大的

视场.该方法需要精密的机械扫描部件,同时拼接过程对实验的精细化程度要求较高,要获得数十亿像素级

大小的图像,视场拼接的方法极为耗时.因此,如果能够将FP与结构光照明荧光显微(SIM)技术相结合,
将极大扩大荧光显微技术的视场范围.一方面,叠层衍射成像术能够恢复入射波前,这意味着如果投影图案

已知,但是位置不够精确,仍可以优化结果[１５７];另一方面,可以采用随机斑点,实现所谓的盲SIM[１３２Ｇ１５４],有
效地提高照明数值孔径.另外,该方案不需要进行相移,同时还能矫正物镜的像差,可通过去卷积进一步提

升分辨率[１５８].

５．１　基于结构光照明的FP
１８７３年,德国物理学家Ernst提出,在均匀光照明下,光学显微镜受限于光的衍射效应和光学系统的有

限孔径,存在分辨率极限(也称阿贝极限),其数值约为λ/(２NA),其中λ 为光波波长.然而,可以通过非均

匀照明将物体的高频信息转移到系统的通频带内,从而避免分辨率的限制.SIM[１４１Ｇ１５４]就是一个很好的例

子,它采用正弦条纹作为入射光,在物体表面进行三次相移过程,利用算法完成对物体的高分辨率重建.在

线性情况下,SIM最多可将分辨率提高两倍[１４４].同样,可以将非均匀的照明机制引入FP,提高系统的横向

分辨率.FP采用LED板作为光源,通过不同位置的LED对物体进行多角度照明,用得到的一系列低分辨

率图像来恢复物体的复振幅信息以及频谱面上的出瞳信息.由于采用低数值孔径的物镜进行成像,FP可以

同时实现高分辨率、大视场成像.因此,如果能够将FP与SIM 相结合,将有助于扩大荧光显微技术的视场

范围.然而作为相干成像技术,传统FP的实验装置不能直接用于荧光显微成像,因为荧光只对入射光的强

度变化有响应而对相位变化没有响应,所以无论采用哪个角度的LED作为光源,出射荧光都保持不变,无法

从采集的图像中提取有用信息.为了使FP适用于荧光显微技术,需要将FP中的照明光源替换成强度变化

的光源,如不同结构的条纹[１５７],原理如图１５所示,其中Iobj为物体的强度,Pn 为不同结构条纹光的强度.
由于系统采用低数值孔径的物镜,最后一幅低分辨率图像中的高频条纹被模糊了.

图１５ 结构光照明FP原理图[１５７]

Fig敭１５ SchematicdiagramofstructuredlightilluminatedFP １５７ 

傅里叶面上的成像过程可以描述为

F(In)＝fOTFF(IobjPn), (４０)
式中fOTF为系统的光学传递函数(OTF),Iobj为物体的强度分布,Pn 为不同结构条纹光的强度.具体的恢

复步骤如下.

１)对于投影条纹已知的情况,先随机猜测物体强度Iobj,则出射场目标函数Itn 为

Itn ＝IobjPn. (４１)

　　２)将实际测得的强度信息In 代入更新出射场的目标函数,在频域上可表示为

F(Itn)updated＝F(Itn)＋fOTF[F(In)－fOTFF(Itn)]. (４２)

　　３)将F(Itn)updated 逆变换回空间域,用更新后的目标函数Iupdated
tn 来更新物体强度分布:

Iupdated
obj ＝Iobj＋

Pn

P２
n,max

(Iupdated
tn －IobjPn). (４３)

　　４)将所有采用不同条纹照明的图像代入更新公式,重复步骤２)~３)若干次后直至结果收敛.由于FP
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可以恢复照明探针,因此可以采用随机图案Punknown进行照明.在这种情况下,需要将随机图案投影到物体

不同的空间位置上,得到多幅低分辨率图像,在步骤３)中每次更新物体的同时也更新相应的照明图案:

Pupdated
unknown＝Punknown＋

Iobj

I２obj,max
[Iupdated

tn －IobjPunknown(x－xn)], (４４)

式中xn 为随机图案投影到物体上的位置.
使用不同数量的正弦条纹图案来照明物体,并利用上述算法恢复物体的高分辨率图像.正弦条纹结构

光照明FP的仿真结果如图１６所示.与SIM不同,正弦条纹结构光照明FP通过改变条纹的方向来得到不

同的正弦条纹图案,不需要移相过程.由图可以看出,随着噪声的增强,成像质量呈线性降低趋势.

图１６ 正弦条纹结构光照明FP恢复结果[１５７].(a１)低分辨率原始图像;(a２)在图(a１)中加入１％高斯噪声后的图像;
(a３)图(a１)的频谱;(b１)~(d１)采用１８、３６、５４张正弦条纹图案对图(a１)的恢复结果;(b２)~(d２)采用

１８、３６、５４张正弦条纹图案对图(a２)的恢复结果;(b３)~(d３)图(b１)~(d１)对应的频谱;(e)均方根误差与噪声水平的关系

Fig敭１６ RecoveryresultsofFPilluminatedwithsinusoidalＧfringestructuredlight １５７ 敭 a１ Rawimagewithlowresolution 

 a２ imageafteradding１％ GaussiannoiseinFig敭 a１   a３ frequencyspectrumofFig敭 a１   b１ Ｇ d１ recoveredresults
ofFig敭 a１ using１８ ３６ ５４sinusoidalＧfringeimages  b２ Ｇ d２ recoveredresultsofFig敭 a２ using１８ ３６ ５４

sinusoidalＧfringeimages  b３ Ｇ d３ frequencyspectracorrespondingtoFig敭 b１ Ｇ d１  

 e relationshipbetweenmeansquareerrorandnoiselevel

未知随机照明图案的FP仿真结果如图１７所示.将随机照明图案平移,使其投影在物体的不同位置

上.由图可见,该方案的确适用于随机斑点照明,能实现所谓的盲SIM,有效提高照明数值孔径.另外,该
方案不需要进行相移,在光路结构的难易度和紧凑性上都有明显优势.

采用小鼠肾脏切片荧光样品得到的实验结果如图１８所示.光路结构和普通亮场显微镜相似,唯一不同

的是在入射光路中加入了扩散片,用于产生散斑图案.划线部位包含两条亮线,可以看到,采用均匀照明时,
在１０倍、NA＝０．２５的物镜下区分不出两条亮线.但利用结构光照明FP、采用相同的物镜时,可以区分出

两条线.实验表明结构光照明FP能大大提高成像质量,同时实现高分辨率与大视场成像.

５．２　像差估计去卷积的FP
除了可以将FP与结构光照明显微技术结合获得大视场以及实现盲SIM外,还可以利用FP实现物镜相差的

恢复,从而通过去卷积的方式实现SIM分辨率的增强[１５８].在FP中,恢复出的系统像差以光瞳函数的形式表现出

来,可以利用光瞳函数计算出系统随空间变化的PSF.然后,利用相同的显微装置对样品进行拍摄,得到低分辨率

的荧光图像,通过得到的PSF对该图像去卷积,进行像差校正,从而得到高分辨率图像.由于视场中不同位置的像

差不一样,越靠近视场边缘位置像差越大,因此通过像差校正的方法,可以提高整个视场的分辨率.
恢复出来的光瞳函数为显微系统的相干传递函数(CTF),由此可以得到系统的非相干PSF,表示为

hm(x,y)＝ F－１[Pm(fx,fy)]２, (４５)
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图１７ 未知随机照明图案下的FP恢复结果[１５７].(a１)未知的随机照明图案;(b１)原始图像;(c１)图(b１)的傅里叶谱;
(a２)图(a１)的恢复图案;(b２)图(b１)的恢复图像;(c２)图(b２)的傅里叶谱

Fig敭１７ ReconstructionresultsofFPunderunknownimageswithrandomillumination １５７ 敭

 a１ Unknownimageswithrandomillumination  b１ rawimage  c１ FourierspectrumofFig敭 b１  

 a２ recoveredimageofFig敭 a１   b２ recoveredimageofFig敭 b１   c２ FourierspectrumofFig敭 b２ 

图１８ 结构光照明FP的实验结果[１５７].(a１)均匀照明光下的原始图像(１０×,NA＝０．２５);(a２)对图(a１)去卷积后的图像;
(b１)散斑照明下的原始图像(１０×,NA＝０．２５);(b２)使用４９幅低分辨率图像恢复的结果;(c１)均匀照明光下的结果

(４０×,NA＝０．６５);(a３)(b３)(c２)图(a１)、(a２)、(b２)、(c１)中划线部位的强度分布图

Fig敭１８ ExperimentalresultsofFPilluminatedwithstructuredlight １５７ 敭 a１ Rawimageunderuniformillumination

 １０× NA＝０敭２５   a２ imageafterdeconvolutioninFig敭 a１   b１ rawimageunderspeckleillumination

 １０× NA＝０敭２５   b２ recoveredresultusing４９lowresolutionimages  c１ resultunderuniformillumination

 ４０× NA＝０敭６５   a３  b３  c２ intensitydistributionofunderlinedpartinFig敭 a１   a２   b２   c１ 
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式中(x,y)为像平面上的坐标,(fx,fy)为傅里叶面上的坐标,Pm(fx,fy)为系统的CTF,hm(x,y)为系统

非相干PSF.om(x,y)为荧光物体,nm(x,y)为系统的噪声(如散粒噪声、背景噪声),则在探测器上得到的

强度分布im(x,y)为

im(x,y)＝hm(x,y)∗om(x,y)＋nm(x,y). (４６)
在傅里叶面上表示为

Im(fx,fy)＝Hm(fx,fy)Om(fx,fy)＋Nm(fx,fy), (４７)
式中Im(fx,fy)、Hm(fx,fy)、Om(fx,fy)、Nm(fx,fy)分别为im(x,y)、hm (x,y)、om (x,y)、nm (x,y)
的傅里叶变换,Hm (fx,fy)为系统的 OTF.利用维纳(Wiener)去卷积的方法,可以得到物体频谱

Om(fx,fy)的估计值为

Om(fx,fy)＝Gm(fx,fy)Im(fx,fy), (４８)
式中Gm(fx,fy)为维纳逆滤波器,可以表示为

Gm(fx,fy)＝
H ∗

m (fx,fy)
Hm(fx,fy)２＋[Nm(fx,fy)２]/[Om(fx,fy)２]

. (４９)

　　一般地,令 Nm(fx,fy)２

Om(fx,fy)２ 的比值为一常数K.K 值越小,恢复出的物体包含的细节信息越多;K 值

越大,物体的细节信息丢失,但是算法的抗噪能力增强.最终得到的物体估计值可以表示为

om(x,y)＝F－１ H ∗
m (fx,fy)

Hm(fx,fy)２＋K
Im(fx,fy)é

ë
êê

ù

û
úú . (５０)

　　实验所用的光路图如图１９所示.在FPM所用光路的基础上,引入一个激发LED和滤光片来获取荧光图

像.首先,通过逐个点亮 LED来获得一系列低分辨率图像,通过 EPRY算法恢复出系统的光瞳函数

Pm(fx,fy),利用(４５)式推导出系统的非相干PSF为hm(x,y).然后由LED激发物体发出荧光,在探测器上

获得荧光图像.物镜后焦面处放置的可变光阑可以控制系统数值孔径.可变光阑后的滤光片不但可以滤除杂

散光,提高荧光图像的对比度,而且可以使FPM采集的数据体与获得的荧光图像处于同一个色彩通道上.

图１９ 结合荧光图像的FPM实验光路图[１５８]

Fig敭１９ ExperimentallightＧpathdiagramofFPMcombinedwithfluorescenceimage １５８ 

使用直径为１０μm的绿色荧光小球和直径为１５μm的非荧光小球作为样品,验证该方法的可靠性,结
果如图２０所示.由图可以看到,通过像差校正过程,不仅提高了图像的对比度,而且提高了荧光小球球心的

位置精度,修正了系统像差带来的侧向平移;去卷积后,球心的位置精度得到很大的提高.
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图２０ 通过FPM得到的高分辨率物体以及像差校正后的荧光图像[１５８].(a)利用FPM获得的一系列低分辨率图像;
(b)利用EPRY算法恢复出的样品复振幅信息和系统的光瞳函数;(c)系统非相干PSF;(d)利用(５０)式对获得的低分

辨率荧光图像去卷积的结果;(e)图(c)、(d)中划线部位的强度分布图;(f)在低分辨率荧光图像中加入FPM得到的高分辨率

图像后的结果(左侧)和对低分辨率荧光图像去卷积的结果(右侧)

Fig敭２０ HighＧresolutionobjectobtainedbyFPMandaberrationＧcorrectedfluorescenceimages １５８ 敭

 a AseriesoflowresolutionimagesobtainedbyusingFPM  b complexamplitudeinformationofimagerecovered
byEPRYalgorithmandpupilfunctionofsystem  c incoherentPSFofsystem  d deconvolvedresultof
lowresolutionfluorescenceimageobtainedbyusingEq敭 ５０   e intensitydistributionsofunderlined

partsinFig敭 c andFig敭 d   f resultobtainedbyaddinghighresolutionimagefromFPMinlowresolution
fluorescenceimage left anddeconvolvedresultoflowresolutionfluorescenceimage right 

６　结束语

CP与FP都具有大视场、高分辨率、无需标记、长工作距离、不丢失相位低频分量等优点,同时所恢复的

相位均具有很好的对比度.两者是同一个技术的不同展现方式,前者在空域中采样,后者在频域中采样.叠

层衍射成像术相比于其他CDI方法有较快的收敛速度和更好的成像质量,不存在传统CDI方法的过采样问

题.CP与FP既有一定联系,但又有所区别.CP属于无透镜成像技术,适用于X射线和电子波段,可极大

提升X射线和电子波段下的成像质量.FP需要物镜进行成像,主要应用于光学波段,兼具大视场和高分辨

率两种特性,成本较低,具有很好的市场应用前景.
在技术发展趋势上,CP发展初期遇到的诸如探针分布、位置误差、样品厚度等问题均已得到妥善解决.

但这些改进算法都只针对其中某一个影响因素,不同因素共同影响的情况仍需要进一步研究.此外,混合态

模型极大地拓宽了CP的应用范围,有效解决了对光源和样品的稳定性要求较高的问题,但是该技术仍存在

一些细节问题有待探索,如光源的部分相干程度可以放松至何种程度,如何在部分相干光源下实现更高质
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量、更高速度的成像等.随着技术的发展,FP主要的发展趋势在于实现高效快速的FP,甚至实时动态成像;
与其他技术相结合,诸如荧光显微成像技术等,充分利用FP大视场、高分辨率、光路结构简单等优势,实现

更为广泛的应用.

致　谢　感谢白玉龙、韩洋、白晋周对论文的帮助.
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