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自适应宽场高分辨率显微成像技术的研究进展
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摘要　光学显微成像技术可以用来观察微小物体的结构细节,但在生物样品的显微成像领域中,像差的存在使得

任何显微成像技术的成像质量都无法达到理论预期.为了解决这一问题,自适应光学技术被应用于不同类型的显

微成像系统中进行像差的探测和校正.着重总结了自适应宽场高分辨率显微成像技术的研究动态,阐明了数字全

息自适应光学技术和非相干数字全息自适应光学技术的特点、优势以及存在的问题.
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１　引　　言
光学显微成像技术的目标就是看得更细、更清,成像速度更快.几十年来,光学显微成像技术取得了长

足发展,成像分辨率已经可以突破衍射极限,实现超分辨率显微成像.依据照明方式的不同,可以将现代显

微系统分为宽场和共焦两种类型.宽场显微成像系统使用平行光照射样品,利用面阵图像探测器记录样品

的图像,其优势为成像视场大和采集速度快,但其断层成像能力较差,不适合用于较厚的样品.共焦显微成

像系统[１]使用聚焦光照射样品,利用点探测器探测样品上某点发出的光强度,通过点扫描的方式实现样品结

构的成像.共焦显微成像系统对样品某一深度处的显微结构进行成像时,其他深度处发出的光大部分被点

探测器滤除,从而可以获得较好的断层成像能力.因此,共焦显微成像技术的优势在于可以实现光学断层成

像,适用于构建较厚样品内部的三维结构图像,但其成像过程中的扫描机制极大地限制了它的成像速度,导
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致该系统不适合用于观察动态的样品.
在实际应用中,宽场和共焦显微成像系统的成像性能均极大地受限于光学系统本身或样品内存在的光

学像差.在使用大数值孔径、高放大倍率的显微物镜进行高分辨率成像时,光学显微成像系统对像差特别敏

感.在生物学显微研究中,样品内折射率的不均匀分布、样品与显微物镜浸没介质间折射率不匹配以及光学

系统光轴未对准等原因均会引入不可避免的像差,最终导致亮度、对比度和分辨率等成像质量下降,极大地

影响了对样品细节的观察[２].提高光学显微成像系统成像性能的有效途径之一是引入自适应光学技术,对
系统中的像差进行动态的探测和校正.自适应光学技术来源于天文成像领域,现已被广泛地应用于校正各

种显微成像系统的像差,提高系统的成像性能[３].自适应光学技术的基本思想是通过某种方式对像差进行

探测和校正,其系统一般由波前传感器、波前控制器和波前校正器组成.利用波前传感器探测像差,通过数

值算法恢复像差相位,并将其转化成波前校正器的控制信号,进而控制波前校正器的面形或相位分布,实现

像差校正.在现代荧光显微成像技术中,样品发出的光强一般较弱,使用波前传感器进行直接波前探测时,
子孔径分波后的光信号强度进一步下降,这会加大探测难度或降低探测精度.进行实时探测时,波前传感器

的引入还会降低图像探测器的入射光强,影响最终成像的信噪比.因此,无波前传感器的间接波前探测技术

更适合于现代荧光显微成像系统[４].
无波前传感器的间接波前探测技术已广泛应用于多种显微成像系统中.在多光子显微、受激发射损耗

(STED)超分辨率显微和４π超分辨显微等基于共焦系统的成像方法中[５],光学像差将极大地影响探测到的

信号强度和信噪比.在共焦显微的激发光和发射光路径中同时实现自适应像差的探测和校正,可以有效地

提高系统的成像质量[６].由于双光子显微等非线性显微系统中激发光路径对光学像差更为敏感,自适应光

学技术可以极大地改善样品内聚焦激发光斑的质量,进而提高系统的成像性能[７].在STED超分辨率显微

技术中,通过在激发光路径中引入空间光调制器(SLM)实现间接自适应波前探测,可以对较厚的样品实现

三维超分辨率成像[８];在此基础上,在荧光路径中引入可变形镜(DM)对样品发出的荧光实现像差校正,可
以进一步提高系统的成像质量[９].在多光子显微系统中引入基于孔径分割的间接自适应波前探测技术,可
以极大地提高样品内聚焦光斑的质量,实现样品内深度为２０μm处的多光子成像[１０].

自适应光学技术还广泛地应用于宽场显微系统中.在透射显微系统中,结合有波前传感器的自适应光

学技术可以提高二维样品的成像质量[１１];自适应光学技术还可以提高宽场显微系统的衍射受限成像视

场[１２].与共焦显微成像系统不同,宽场显微成像系统难以获取单个衍射极限分辨率尺寸的点状样品像.虽

然采用特殊操作手段向成像视场内注入单个荧光蛋白,通过直接波前探测的方法可以实现自适应像差校正,
但此类方法存在操作困难、荧光蛋白易被光漂白、像差探测时光强度信号较低等问题.使用一种基于分区孔

径波前(PAW)传感器波前探测装置的自适应光学方法,可以在无点状样品参考的情况下实现宽场图像的像

差探测和校正[１３].此外,还可以使用合适的图像质量评价参数的间接波前探测自适应方法解决上述问题,
从而在宽场显微成像系统中实现高精度、高效率的自适应光学像差探测和校正.基于图像锐度参数的间接

波前探测自适应光学方法,可在超分辨率随机光学重建显微(STORM)系统中提高点源的定位精度和系统

的最终成像精度[１４];根据不同样品的结构特点,间接波前探测的自适应宽场显微成像系统还可以采用功率

谱密度、傅里叶环相关(FRC)等图像质量评价参数对成像质量进行评价[１５].近年来,基于全息波前记录和

再现原理发展了一种数字全息自适应光学技术[１６Ｇ１９],该技术法采用了自干涉数字全息理论,已被拓展至荧光

显微等空间非相干成像领域[２０Ｇ２４].
本文详细分析了宽场显微成像系统间接波前传感自适应光学技术的基本原理,并介绍了具体的应用案

例.结合本课题组的研究工作,介绍了数字全息自适应光学和非相干数字全息自适应光学技术的基本原理,
并列举了其在具体显微成像系统中的应用.

２　自适应光学显微成像的有关概念
２．１　共焦和宽场显微成像系统

图１所示为共焦和宽场显微成像示意图[２５].共焦显微成像系统的照明方式如图１(a)所示,激光点光源

发出的光经过准直和扩束后形成强度均匀的平行光入射显微物镜,经过物镜聚焦后形成衍射极限尺寸的聚
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焦光斑,照射样品中某一很小的区域,由该聚焦光束激发出的荧光被成像系统收集并被点探测器探测到.宽

场显微成像系统的照明方式如图１(b)所示,相干或非相干照明光聚焦于显微物镜的后焦面附近,在样品空

间内形成近似平行的照明光束;在样品上较大范围内激发出荧光,利用面阵的图像探测器接收图像.宽场显

微成像系统的成像视场较大,成像速度较快.

图１ (a)共焦和(b)宽场显微成像系统示意图

Fig敭１ Schematicsof a confocalmicroscopysystemand b widefieldmicroscopysystem

在选取具体的自适应光学方法之前,应结合显微成像系统的特性进行分析.不同类型显微成像系统的

图像质量评价方法不同.为了获得更高的三维成像分辨率,共焦扫描显微成像系统倾向于提高样品上聚焦

照明光斑的能量密度和亮度.因此,图像质量通常可以简单地使用光强度或图像总体光子数等参数进行评

价.而宽场显微成像系统更倾向于兼顾整个照明区域内图像的平均质量,需要使用较为复杂的图像锐度、功
率谱密度、FRC[１５]等作为图像质量评价参数.

２．２　直接和间接波前探测的自适应光学技术

目前应用于显微成像领域的自适应光学技术主要分为两类:基于几何光学的采用直接波前探测的自适

应光学技术和无波前传感器(WFS)的间接波前探测技术.前者的原理如图２(a)所示[２５],在此类技术中,波
前传感器直接测量像差.以常用的ShackＧHartmann传感器为例[２６],该传感器需要使用引导星发出的光作

为信标光,入射光波首先被微透镜阵列空间分割为若干个子波前,每个子波前被对应的微透镜会聚到图像探

测器上,图像探测器放置在微透镜的后焦面上,可获得一系列空间散布的聚焦光斑.针对某一聚焦光斑,通
过计算其二维空间位置与微透镜中心在图像探测器平面投影点之间的距离,可以得到对应该子波前沿二维

方向变化的斜率.综合考虑所有的局部斜率,而后通过解包裹数值算法[２７Ｇ２８]恢复像差的相位,并将其转化成

波前校正器的控制信号,进而控制波前校正器的面形或相位分布[２９Ｇ３０],最终实现像差的校正.
针对大多数宽场显微系统中引导星获取困难以及现代荧光显微成像系统中光信号强度较弱等问题,发

展无波前传感器的间接波前探测技术,其核心是基于衍射光学和适当的相位复原算法实现波前探测和校正.
如图２(b)所示[２５],当系统的像差最小时,图像质量评价参数达到极值,系统成像的分辨率和信噪比最高.利

用像差与图像质量评价参数的这种间接的对应关系,可以在不采用波前传感器的前提下实现像差的间接探

测.在实际操作中,首先利用算法产生N 个不同类型和振幅的光学像差模式,然后在校正器上加载某一具

体的光学像差,以探测到的图像的某一质量评价参数作为反馈信号.从１至N 不断改变校正器加载像差的

同时,利用某一算法寻找图像质量评价参数的极值.此时对应的具体像差模式即为系统中真实存在的光学

像差的相位共轭,且获得的图像质量达到最优,像差的探测和校正过程同时完成.
上述无波前传感器的间接波前探测技术是一种基于图像分析的自适应光学技术,也是目前显微成像系

统中最常用的一种技术.应用在显微成像系统中的无波前传感自适应光学技术还包括基于光瞳分割的自适

应光学技术[１３]和基于数字全息的自适应光学技术[１６Ｇ１９].对这几种无波前传感器的自适应光学技术的校正

速度、是否有波前校正器、是否有引导星进行对比,结果如表１所示.
可见,需根据不同的显微成像系统选取合适的自适应光学技术.考虑到探测精度、系统成本和系统复杂

程度等因素,无波前传感器的自适应光学技术在现代荧光显微成像系统中具有独特的优势.然而,具体实施
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中依然需要根据系统的照明方式、样品结构、光谱特性,以及系统中主要的像差类型等因素,选取合适的图像

质量评价参数.

图２ (a)直接波前探测和(b)间接波前探测的自适应光学技术原理图

Fig敭２ Schematicsofadaptiveopticstechniquefor a directwavefrontdetectionand b indirectwavefrontdetection

表１　无波前传感器的自适应光学技术的对比

Table１　Comparisononadaptiveopticstechnologywithoutwavefrontsensor

Adaptiveopticstechniqe Correctionspeed Wavefrontcorrector Guidestar

Adaptiveopticstechniqebasedonimaginganalysis Middle Yes No

Adaptiveopticstechniqebasedonpupilsegmentation Slower Yes Yes

Adaptiveopticstechniqebasedondigitalholography Faster No Yes

３　无波前传感器自适应光学技术在宽场显微成像系统中的应用
３．１　宽场显微成像系统中自适应光学技术的选取

宽场显微成像系统的照明区域较大,往往很难获取引导星图像,但可以人为地制造引导星,而后通过直

接波前探测的方式实现自适应光学像差校正,提高系统的成像质量.Tao等[３１Ｇ３２]使用注射的荧光微球和荧

光蛋白作为引导星对像差进行校正,但人工引入引导星的方法较为复杂,且引入的荧光蛋白很难固定于样品

空间内.Li等[１３]提出了一种不需要引导星的波前传感器,该传感器可以直接观察任意形状的样品,且只需

要简单的图像算法就能直接测量波面,具有校正速度快、空间分辨率高等特点,可以在低放大倍数的扩展光

源中使用.但是使用这种波前传感器的前提是样品和像差必须是二维分布的.

Débarre等[３３]提出了一种无波前传感器的自适应光学技术,并将其应用于非相干成像系统,将图像空间

频率的低频成分作为优化指标,利用光学传递函数描述成像过程,通过优化图像谱密度的低频和高频成分比

例,实现了无波前传感器的自适应光学像差校正,该方法同样适用于散射型物体.由图３所示的具体校正过

程可以观察到,谱密度分布中的高频成分越多,图像质量越好.在图３所示的Lorentzian拟合曲线中,横轴

a 为自适应校正像差系数,g(a)为图像质量评价参数.像差校正前后的对比结果如图４所示,对于散射型

物体,校正前残余像差相位的均方根值ϕRMS＝２．５８rad,校正后残余像差相位ϕRMS＝０．４４rad.分辨率板校

正前残余像差相位ϕRMS＝２．０１rad,校正后残余像差相位ϕRMS＝０．３８rad.

Débarre等[３４]将一种无波前传感器的自适应光学技术应用于宽场结构光照明显微镜(SIM)中,研究像

差在SIM中的影响.根据像差是否会影响照明方式,将像差分为２种类型,而图像的最终质量主要取决于

照明模式的空间频率.荧光标记的小鼠肠组织在SIM中的自适应像差校正结果如图５所示,将图像锐度函

数作为优化指标,将荧光标记的小鼠肠组织切片作为样品,成像深度约为１０μm,盖玻片厚度约为１７０μm,
图５(a)、(b)中左下角插入图为系统中加入的用于校正的像差相位,５(b)中加入的相位ϕRMS＝０．６１rad.图５
(c)为沿图５(a)(黑色虚线)和图５(b)(红色实线)中箭头方向的图像强度分布.对强度均值进行归一化处理

后可以看出,像差校正后的图像具有更高的对比度.
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图３ 散射型物体校正过程示意图.(a)a＝－４．９;(b)a＝－１６．４;(c)a＝６．６;(d)最优的a值

Fig敭３ Schematicsofcorrectionprocessofscatter敭 a a＝－４敭９  b a＝－１６敭４  c a＝６敭６  d optimizeda

图４ 散射型物体(a)校正前和(b)校正后的图像及对应的谱密度;分辨率板(c)校正前和(d)校正后的图像及对应的谱密度

Fig敭４ Imagesandspectraldensitiesofscatter a beforeand b aftercorrection imagesandspectral
densitiesofresolutiontestchart c beforeand d aftercorrection

图５ 荧光标记的小鼠肠组织在SIM中的自适应像差校正结果.
(a)校正前图像;(b)校正后图像;(c)沿图５(a)中黑色虚线和图５(b)中红色实线方向的图像强度分布

Fig敭５ AdaptiveaberrationcorrectionoffluorescentmouseintestinesampleinSIM敭 a Initialimage  b aberration
correctionimage  c intensityprofilealongblackdottedlinedrawnonFig敭５ a andredsolidlinedrawnonFig敭５ b 
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３．２　数字全息自适应光学显微成像

３．２．１　相干光照明的数字全息自适应光学

间接波前探测自适应光学方法在宽场显微成像系统中的具体应用体现了该类方法的普适性和有效性.
然而,间接波前探测中像质参数的优化过程和波前校正的迭代过程在较大程度上限制了整个系统的成像速

度.针对这一问题,近年来出现了一种基于全息波前记录和再现原理的数字全息自适应光学技术.２０１１
年,Kim课题组[１６Ｇ１９]将数字全息与自适应光学相结合,提出了数字全息自适应光学(DHAO)的概念.数字

全息自适应光学技术利用全息干涉记录光波前的特性,将物体全息图与点源全息图进行数值校正,得到了物

体的清晰图像,并用其代替传统自适应光学系统中的波前传感器.校正过程不再采用波前校正器,而是通过

计算机数值处理获取物体的再现像.数字全息自适应光学技术的优势在于可以实现全场、大动态范围的波

前探测和校正,并且校正精度高,光路配置简单,操作便捷,成本低.

３．２．２　非相干数字全息自适应光学

为了降低对光源相干性的要求,实现在非相干光照明条件下的波前校正过程,拓展数字全息自适应光学技

术在生物荧光成像等领域中的应用,２００７年,Rosen等[３５]提出了菲涅耳非相干相关数字全息(FINCH).２０１２
年,Kim课题组[２０Ｇ２２]基于FINCH技术又提出了非相干数字全息自适应光学(IDHAO)技术,定性分析了像差的

类型、强度以及噪声等因素对图像校正效果的影响.Jang等[３６]将IDHAO技术应用于荧光显微镜中,将背面有

荧光板的USAFＧ１９５１分辨率板作为待测物体,将汞灯照射物体激发的荧光作为非相干光源,将破碎的玻璃板

作为引入的像差,将直径为３５μm的针孔作为引导星对系统进行校正,校正结果如图６所示.

图６ IDHAO对分辨率板成像.(a)校正前;(b)校正后

Fig敭６ IDHAOimagingforresolutiontestchart敭 a Beforecorrection  b aftercorrection

从图６可以看出:使用传统方法再现时,由于像差的影响,图像对比度低,失真比较严重;使用引导星对

图像进行校正后,图像质量显著提高.
本课题组研究了IDHAO技术中引导星的大小、引导星与待测物体的相对位置、系统像差类型和像差强

度等因素对系统波前校正效果的影响.使用IDHAO技术进行波前探测时,需要分别记录引导星的全息图

和待测物体的全息图,但记录速度较慢.因此,本课题组提出了并行波前探测和校正的IDHAO系统,光路

如图７所示,使用两个光源分别同时照射引导星和待测物体,将引导星的全息图与待测物体的全息图记录在

同一幅图中,在计算机中通过数值算法从中截取出引导星的全息图与物体的全息图进行校正.分别使用红

色发光二极管(LED)和高压电弧灯照射引导星和分辨率板,令引导星平面和分辨率板平面与分束器BS１距

离相等,引导星的横向位置与物体之间相隔一定的距离Δd,以保证它们的全息图不重叠.将引导星安装在

二维平移台上,移动引导星的位置,观察该光路中实现良好校正的引导星的选择范围,实验结果如图８所示.
从图８的实验结果可以看出,当引导星与物体的间隔距离Δd 较小时,物体全息图会受到引导星全息图

的干扰,波前探测误差增大,再现像中的干扰噪声较大[图８(e１)].随着Δd 增大,再现像质量不断提高,如
图８(e２)~(e５)所示,但当Δd 过大时,使用引导星探测过程中引入的波前探测误差较大,导致校正效果下

降,如图８(e６)所示.可见,使用并行IDHAO技术能够提高波前探测速度,但需要在适当范围内选取引导

星实现波前校正.
上述光路是同轴光路,记录的全息图包含零级像和共轭像,在重建时这几种图像会叠加,进而影响再现图

像的质量.因此,在使用同轴光路记录物体的全息图时,需要结合相移技术消除零级像和共轭像,从而提取物
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图７ 并行波前探测和校正的IDHAO系统光路示意图

Fig敭７ SchematicofIDHAOsystemforparallelwavefrontdetectionandcorrection

图８ 并行波前探测和校正的IDHAO系统实验结果.(a)待测物体和引导星全息图;(b)截取的待测物体全息图;
(c)截取的引导星全息图;(d)未校正像差的分辨率板再现图像;(e１)~(e６)引导星与分辨率板中心间距分别为

２．４,２．６,２．８,４．５,５．０,６．０mm时物体的校正再现图像

Fig敭８ ExperimentalresultsofIDHAOsystemforparallelwavefrontdetectionandcorrection敭 a Hologramof
objectandguidestar  b objecthologramextractedfromFig敭８ a   c guidestarhologramextracted
fromFig敭８ a   d uncorrectedimageofresolutiontestchart  e１ Ｇ e６ correctedimageswhen

distancebetweenguidestarandresolutiontestchartis２敭４ ２敭６ ２敭８ ４敭５ ５敭０ ６敭０mm respectively

光波.相移技术是指定量地改变参与干涉的两束光波中的一束光的相位,每改变一次记录一幅全息图[３７].以

四步相移为例,在上述IDHAO系统中,需要记录４幅物体和引导星的全息图,无法实现实时校正.
三角干涉仪是一种同轴共路的光路,可以使入射到干涉仪的光波分为两路,并分别沿顺时针方向和逆时

针方向传播[３８].在出射平面上,沿顺时针方向和逆时针方向传播的两路光波具有不同的放大倍率,但由于

是共路传播,它们之间的光程差为零,因此,在其出射平面上可以忽略光源的时间相干性对干涉图样的影响,
单纯地分析空间相干性对干涉图的影响.结合三角光路搭建的IDHAO系统如图９所示[２４].

使用直径为１０μm的针孔作为引导星.由于系统的光路是离轴光路,只需要记录一幅物体的全息图和

一幅引导星的全息图就足以校正重建图像中的像差,从而显著提高记录速度,实验结果如图１０所示.
通过对 比 校 正 前 和 校 正 后 白 色 矩 形 区 域 内 垂 直 方 向 的 强 度 图[即 分 辨 率 板 的 第５组 第３线

对(４０．３２lpmm－１)垂直方向的强度图]可以看到,后者的峰值强度为前者的４倍,成像质量得到显著改善.

IDHAO技术不再依赖于传统的波前探测器和变形镜等波前校正器件,波前探测过程利用全息术提取像差

相位,通过数值算法进行波前校正.通过使用并行的波前探测操作,选取离轴光路可进一步提高运行速度.
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图９ 离轴傅里叶三角全息光路示意图

Fig敭９ SchematicofoffＧaxisFouriertriangularholography

图１０ IDHAO系统的波前校正.(a)校正后的图像;(b)未校正的图像;
(c)图１０(a)和图１０(b)中白色矩形区域内垂直方向的强度图

Fig敭１０ WavefrontcorrectionforIDHAOsystem敭 a Correctedimage  b uncorrectedimage 

 c intensityprofileinwhiterectangleofFig敭１０ a andFig敭１０ b alongtheverticaldirection

３．２．３　其他全息波前传感自适应光学

现有的天文望远镜等光学系统多采用基于ShackＧHartmann传感器的自适应光学系统,该系统存在校

正速度较慢、信号处理过程较为复杂等缺陷.基于将上述复杂的信号步骤过程尽可能地集成在波前探测过

程中以提高自适应光学系统校正速度这一考虑,研究者们在基于全息波前传感的自适应光学领域展开研究.

Neil等[３９]使用二值全息图进行了波前探测,仅用较少的迭代次数便获得了较好的成像结果.Ghebremichael
等[４０]使用复用全息光学元件实现了基于Zernike模式的波前探测.Andersen等[４１Ｇ４２]提出了一种校正速度大于

１０kHz的闭环全息自适应光学系统(HALOS).与采用ShackＧHartmann传感器的传统自适应光学方法相比,
全息波前传感自适应光学具有更快的校正速度,适用于对校正速度有严苛要求的特殊场合.

４　结束语
应用于生物医学领域的超分辨显微成像技术的成像性能有待提高和优化.自适应光学技术在显微成像系

统中的应用是提高成像分辨率等具体指标的有效途径之一.针对不同类型的显微系统,总结了自适应光学技

术实施时需要考虑的具体因素,着重介绍了无波前传感器的间接自适应光学技术,并分析了该技术的特点.列

举了无波前传感器的自适应光学技术在宽场显微成像中的应用,明确其更适用于宽场显微成像系统.结合本

课题组的研究工作,介绍了IDHAO技术的基本原理,并简述了其在荧光显微成像系统中的应用情况.
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