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摘要　荧光显微镜因具有对样品损伤小、可进行特异性标记、适用于活体成像等优点,一直是生物医学研究中的主

要手段.但光学系统自身缺陷、生物样品光学性质的不均匀性以及样品与显微镜浸润介质界面折射率的变化等导

致了像差的产生,降低了成像的对比度和分辨率.自适应光学(AO)技术通过使用主动光学元件,如可变形镜、空
间光调制器等,对畸变的波前(像差)进行校正,消除动态波前误差,恢复衍射受限性能.近年来,众多学者将 AO
系统与荧光显微镜相结合,以修正由样品不均匀性引起的像差,进而改善成像质量.介绍了AO技术的基本原理,

综述了近年来AO技术在荧光显微镜成像中的应用,并对其未来发展趋势进行了展望.
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１　引　　言

自适应光学(AO)的原始思想来自于天文观

测.１７世纪初望远镜的发明极大地拓宽了人们的

视野,但由于受到大气湍流产生的动态波前误差的

影响,在望远镜放大倍率较大时,成像光斑会发生模

糊与抖动,这大大影响了观测的分辨率.在随后的

两个世纪,这一问题都未能得到有效改善,直到

１９５３年,美国天文学家Babcock[１]提出利用闭环校

正波前误差,以补偿由大气湍流和其他因素造成的

成像过程中的动态波前畸变,AO的原始思想由此

诞生.之后的几十年,随着相关技术的发展成熟,

AO在天体观测[２Ｇ３]、激光武器[４]、生物成像[５Ｇ６]以及

眼科医疗[７Ｇ８]等领域得到了广泛应用.
显微镜自发明以来一直是进行生物医学研究必

不可少的工具,也是开展微观生命科学研究的重要

手段.相比于电子显微镜,光学显微镜具有非接触、
无创伤等优势,能够在非侵入样品的情况下,提供样

品的多维结构和功能信息.其中,荧光显微镜借助

荧光探针对生物组织或细胞等进行特异性标记,并
能够实现活体和高分辨率成像[９],已经成为研究细

胞结构和动力学过程的有力工具之一.但是,由于

光的波动特性,传统的光学显微镜受到衍射极限的

限制,而且由于像差的存在,其很难达到衍射极限的

分辨率[１０].像差是指实际光学系统中的成像与理

论成像之间的偏差.通常显微镜中的像差来源有三

种:１)光学系统装调和光学器件不理想引入的低阶

像差;２)生物样本折射率不均匀引起的像差;３)生物

样本与显微镜浸润介质折射率不匹配引起的像差.
像差对不同的显微镜有着不同的影响,但在所有情

况下都会导致图像对比度和分辨率的降低,而且随

着生物组织成像深度的增加,像差问题变得越来越

严重.虽然各种类型的荧光显微镜的出现极大地提

高了显微成像的对比度及分辨率,但是生物组织的

复杂性(如对光产生反射、散射等效应)影响了光线

的传播,使得荧光显微镜无法对活体生物组织的深

层进行高分辨率成像.

AO技术提供了一种利用主动光学元件,如空间

光调制器(SLM)、可变形镜(DM)等,修复畸变的波前

以消除存在的像差进而恢复衍射受限性能的方法.

AO技术可以对光在生物组织中传播时产生的波前

畸变进行实时探测和校正,从而提升成像的空间分辨

率并增大成像深度.２０００年,AO技术首次被应用到

生物荧光显微镜中,用来校正由样品折射率不均匀性

引起的像差[１１].虽然影响生物成像的像差与天文学

中的像差有很大的差异,但是AO在校正像差方面的

巨大潜力使其在生物成像领域获得迅速而广泛的认

可,并被应用到一系列的光学显微镜中,用于纠正像

差、提高恢复图像质量[１２Ｇ１５].例如,基于AO系统的

双(多)光子显微镜可以实现对小鼠舌肌、心肌、颅骨

和大脑等组织更高分辨率、更高信号水平和更大成像

深度的成像[１４,１６],这为生物医学基础研究的不断深入

奠定了基础.在眼科医疗方面,AO技术为眼科疾病

的诊断提供了新手段,极大地提高了视网膜成像的分

辨率和灵敏度[６,１７].在验光配镜领域,AO技术的应

用也极大地提高了验光仪的测量精度,实现了更加准

确的人眼视力检测[１８].
根据成像方式的不同,荧光显微镜可以分为宽

场成像显微镜和点扫描成像显微镜两大类,本文将

分别介绍AO技术在这两类荧光显微镜中的应用及

最新研究进展,并对其未来发展趋势进行展望.

２　自适应光学技术

典型的AO系统主要包括波前探测器、波前控

制器和波前校正器三个部分,如图１所示[１９].其工

作原理为:首先由波前探测器对来自目标或目标附

近的信标光源的光学波前误差进行实时探测;然后

由波前控制器对误差进行处理并将其转换成波前校

正器的控制信号以驱动波前校正器开始工作;最后

由波前校正器将控制信号转变为波前相位变化,对
像差进行补偿和校正,使波前恢复到畸变之前的状

态,从而消除动态波前误差.

图１ 典型自适应光学系统结构图[１９]

Fig敭１ Structureoftypicaladaptiveopticalsystem １９ 

如何测量样品像差是将AO技术应用在显微成

像领域中所要解决的关键问题.生物组织通常是非

透明非均匀的,形态和结构都相当复杂,本身没有可

以作为导引星或者提供稳定信标光的结构.因此在

AO中,波前探测可以分为两类:一类是基于几何光

学并利用波前传感器(WFS)对畸变波前进行直接
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测量;另一类是基于迭代算法,通过一系列图像间接

推导出波前,即无波前传感的间接波前探测技术.
直接探测技术可以利用荧光微球、荧光蛋白等导引

星发出的荧光或利用样品的背向散射光作为 WFS
的信标光对波前畸变进行直接测量,常用的 WFS
有夏克Ｇ哈特曼波前传感器(SHWS)[２０]、剪切干涉

仪[２１]、四棱锥波前传感器[２２]等,其中SHWS应用最

为广泛.基于迭代的优化算法主要包括基于模型的

模态法和不需要模型的搜索算法两类,模态法通过

估计像差与图像评价指标的函数关系进行采样拟

合,间接得到像差信息;搜索算法包括遗传算法、爬
山法(GA)、模拟退火算法以及随机并行梯度下降

(SPGD)算法等,其中,SPGD算法是目前效率最高、
应用最广泛的搜索算法.波前校正器是一种可以快

速改变波前相位的主动光学器件,同时也是AO系

统的核心器件,可以通过改变经过传输介质的路程

或传输介质的折射率对畸变波前进行校正.常用的

波前校正器主要有DM和SLM两种,其中SLM校

正波段较窄且只对线偏振光具有调制作用,能量利

用率低,因此在AO系统中的应用具有局限性.

３　AO 技术在宽场成像显微镜中的
应用
宽场成像显微镜首先将相干光或非相干光聚焦

于物镜的后焦平面,进而在样品空间形成近似平行

的照明光,照明光对样品较大范围进行照射并激发

荧光,最后通过面阵探测器进行探测成像,因此宽场

成像显微镜具有成像视场大及成像速度快的优点.
然而,在利用面阵探测器进行探测时,成像光路中的

荧光图像会直接呈现在探测器上,导致成像质量受

到波前像差的影响.因此,对于宽场成像显微镜,成
像光路的AO校正是必须的,照明光路是否校正取

决于显微镜的激发原理和光路特点.这类显微镜主

要包括普通宽场荧光显微镜、结构光照明显微镜以

及单分子定位显微镜等,下面将介绍AO技术在这

几种显微镜中的应用及最新研究进展.

３．１　普通宽场荧光显微镜

宽场荧光显微镜是现代细胞生物学研究的重要

工具,可以实现较快速度的大视场显微成像,其照明

方式为科勒照明,照明光路的像差对成像质量没有

影响,所以只需对成像光路进行校正.
在直接波前探测方面,将荧光微球注入样品并

将其发出的荧光作为SHWS的参考光源是测量畸

变波前的一种方法.２０１１年 Azucena等[２３]利用

SHWS、荧光微球和DM 测量和校正生物样品引起

的波前像差,在果蝇胚胎２０μm深度处实现了微米

量级的成像,并通过对比像差校正前后的绿色荧光

珠图像验证了该方法的有效性,如图２所示.在该

技术中,AO系统首先利用深红色荧光珠发出的光

作为SHWS的参考光源测量波前误差;然后通过重

构矩阵方法并利用波前信息产生DM 控制电压;最
后对DM施加１０％的电流校正电压直到波前误差

最小,闭合AO环路.但是人工引入导引星的方法

相对比较复杂,且引入的荧光蛋白很难固定于样品

内.２０１３年Bourgenot等[２４]报道了一种闭环 AO
宽场显微成像系统,将样品的背向散射光作为信标

光并提供反馈信号,使用SHWS进行波前直接探

测,消除了双程效应以及杂散导引星反射的影响,并
对样品的不同区域进行自优化.这种方法不需要荧

光导引星,但是系统结构仍旧比较复杂.

图２ AO宽场显微镜系统及AO校正前后成像对比[２３].(a)基于SHWS、荧光微球和DM的AO宽场显微镜系统;
(b)AO校正前后绿色荧光珠的宽场成像

Fig敭２AOwideＧfieldmicroscopesystemandcomparisonofwideＧfieldimagesbeforeandafterAOcorrection ２３ 敭 a Schematicof
AOwideＧfieldmicroscopesystembasedonSHWS fluorescentbeads andDM  b wideＧfieldimagesofgreenfluorescent
　　　　　　　　　　　　　　　　beadsbeforeandafterAOcorrection

１２０００１Ｇ３



激 光 与 光 电 子 学 进 展

　　在间接波前探测方面,２０１０年Kner等[２５]演示

了相位恢复作为波前传感机制在三维宽场荧光显微

镜中的应用,在没有 WFS的情况下实现了闭环波

前控制,斯特列尔比达到０．７８,最大信号强度至少增

加１０倍.Bourgenot等[２４]研究了基于模型的寻优

算法,以图像清晰度为评价指标,利用DM 进行波

前校正,经过多次迭代使评价函数收敛,获得了较好

的校正效果.但是上述两种方法在速度方面都受到

一定的限制,研究更快的相位检索算法和度量优化

算法将有利于技术的进一步发展.
在宽场成像显微镜中引入AO后,等晕区会将

高分辨率成像限制在一个较小的范围内,共轭 AO
的出现在一定程度上改善了这一问题.２０１５年Li
等[２６]提出了一种基于传感器且不需要导引星的快

速闭环反馈共轭AO实现方法,如图３(a)所示.该

方案将样本本身作为照明光源,利用分区孔径波前

(PAW)传感技术直接探测波前,并把DM 和PAW
传感器放置在可移动平台上以实现共轭调整,最终

实现了几乎与显微镜整个视场等大的校正视场.

PAW传感器不需要使用准直光,只需要简单的图

像算法就可以直接观察任意形状的样品,获得高的

空间分辨率,而且具有动态范围大、校正速度快的特

点.在此基础上,２０１６年该课题组提出利用多重散

射产生的斜背向散射光作为 WFS的信标光[２７],在
获得较好的校正效果的同时获得了较大的成像视

场,如图３(b)所示.２０１８年赵琪等[２８]结合共轭型

AO系统和相干光自适应校正技术,提出了一种并

行共轭的波前校正算法.该算法可以并行提取多路

光强反馈信号,在SLM 刷新次数相同的情况下可

增大有效校正视场的范围并实现快速波前校正.可

见,共轭AO在扩大显微成像视场方面有着广阔的

应用前景.

图３ 共轭AO宽场显微镜系统及AO校正前后成像对比.(a)基于PAW的共轭AO宽场显微镜系统[２６];

(b)共轭AO校正前后荧光标记的异常小鼠肾脏切片荧光图像[２７]

Fig敭３ConjugateAOwideＧfieldmicroscopesystemandcomparisonofimagesbeforeandafterAOcorrection敭 a Schematic

ofPAWＧbasedconjugateAOwideＧfieldmicroscopesystem ２６   b fluorescenceimagesofaberratedfluorescentlyＧ

　　　　　　　　　　labeledmousekidneysectionwithoutandwithconjugateAOcorrection ２７ 

３．２　结构光照明显微镜

结构光照明显微(SIM)是一种通过结构化照明

在频率域以空间混频的方式将物体的高频信息载入

到光学系统的探测通频带内以突破衍射极限的超分

辨成像技术[２９Ｇ３０].SIM 通常使用干涉条纹进行照

明,像差的存在会影响照明结构光的质量,且照明光

路对像差敏感,同时SIM 为宽场成像方式,因此需

对其照明光路和成像光路进行像差校正.

２００８年Booth课题组将无 WFS的AO应用到

SIM中[３１],将DM置于照明和成像路径的共同光路

中并成功对小鼠肠道样品进行了像差校正,图像质

量得到明显改善.２０１５年Thomas等[３２]提出了一

种基于DM的无波前传感AOＧSIM方案,对３５μm
厚的秀丽隐杆线虫组织中的荧光珠进行成像,AO
校正后成像分辨率达到１４０nm,信噪比至少提高

６０％.但这两种方法不适用于具有动态像差的样

本,后者也不能校正高空间频率像差.２０１７年Li
等[３３]提出了一种基于 wooferＧtweeter双变形镜和

WFS的自适应光学结构光照明显微镜(AOSIM),
通过将低空间频率大行程变形镜(woofer)与高空间

频率小行程变形镜(tweeter)相结合来消除大幅度

像差和高阶像差,同时加快了探测与校正速度,如

图４(a)所示;利用该系统对果蝇胚胎中绿色荧光蛋

白(GFP)标记的运动神经元进行成像,发现经像差校

正后图像的信噪比提高了５倍,斯特列尔比达到

０．８５,远大于校正前的０．５０,如图４(b)所示.可见,

SIM中不同像差的校正对高分辨率成像起着至关重

要的作用,基于迭代算法的间接法会在一定程度上削

弱SIM成像速度快的优点,直接法在实现高分辨率

的实时SIM成像方面将发挥越来越重要的作用.
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图４ AOSIM系统及AO校正前后成像对比[３３].(a)WooferＧtweeterAOSIM系统;(b)AO校正前后果蝇胚胎中

GFP标记的aCC/RP２运动神经元的宽场和SIM图像

Fig敭４AOSIMsystemandcomparisonofimagesbeforeandafterAOcorrection ３３ 敭 a SchematicofwooferＧtweeter
AOSIMsystem  b widefieldandSIMimagesofGFPＧlabeledaCC RP２motoneuronsofaDrosophilaembryo
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　beforeandafterAOcorrection

３．３　单分子定位显微镜

利用超灵敏的检测方法,可以计数、定位和跟踪

细胞环境中的生物分子,随着显微技术的不断发展,
单分子定位显微镜,如光激活定位显微镜(PALM)
和随机光学重构显微镜(STORM),已经成为细胞

成像中普遍使用的工具之一.PALM 和STORM
都是基于传统的宽场显微镜,因此只需对成像光路

进行像差校正.

PALM[３４]的基本原理是利用一种绿色荧光蛋

白(GFP)的变种来标记蛋白质,利用４０５nm 和

４８８nm的激光激活、定位、漂白荧光分子,循环几百

次之后得到细胞中所有荧光分子的精确定位,最后

将所有的荧光分子图像整合到一张图上得到超分辨

显微图像.２０１２年Izeddin等[３５]提出了一种利用

AO技术对点扩展函数(PSF)进行整形,进而实现

单分子三维定位与追踪的新方法,该方法利用 WFS
对畸变波前直接进行测量,采用DM 对像差进行校

正,如图５(a)所示,将此方法应用于PALM 和量子

点三维追踪成像系统,验证了AO技术在单分子成

像中的潜力.除了基于 WFS的直接法外,无传感

器的 AO 方 案 在 PALM 中 也 得 以 成 功 实 现.

２０１３年Burke等[３６]提出了一种基于图像锐度的图

像质量度量,并将其定义为图像傅里叶变换的二阶

矩,应用于PALM中实现了像差校正及成像质量改

善.２０１５年该课题组又提出了一种基于图像锐度

度量的反馈AO实现方案[３７],设计了一个包含DM
的单分子开关显微成像系统,如图５(b)所示,利用

该系统首次实现了复杂样本中相关像差的校正,该
研究有望通过对深层细胞和组织的成像扩大单分子

定位显微镜的应用范围.

图５ 两种AO单分子定位显微镜系统.(a)基于 WFS和DM的AO光激活定位显微镜系统[３５];

(b)基于DM和图像锐度度量的无波前传感器反馈AO单分子开关显微镜系统[３７]

Fig敭５SchematicsoftwoAOsinglemoleculelocationmicroscopesystems敭 a SchematicofAOＧPALMsystembasedon

WFSandDM ３５   b schematicofwavefrontsensorlessfeedbackAOsinglemoleculeswitchmicroscopebasedon

　　　　　　　　　　　　　　　DMandimagesharpnessmeasurement ３７ 

　　然而,PALM 只能观察外源表达的蛋白质,对
于细胞中内源蛋白质的分辨与定位却无能为力.

２００６年 底,Zhuang 课 题 组 开 发 出 一 种 类 似 于

PALM的单分子定位超分辨成像技术(STORM),

用来研究细胞内源蛋白的超分辨定位[３８].STORM
采用具有光开关性质的荧光染料获取单个荧光分子

的高精度定位,通过多次重复这个过程重建荧光

图像.
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２０１５年 Tehrani等[３９]提出了一种基于 GA的

AOＧSTORM,GA是一种通过模拟自然进化过程搜索

最优解的方法,将它与强度独立度量函数相结合以优

化PSF,实现了单分子定位采集过程中波前畸变的实

时校正,对hepG２细胞微管进行了高分辨率成像.

２０１７年该课题组又提出了一种基于粒子群优化

(PSO)算法的AOＧSTORM[４０],PSO是一类随机全局

优化技术,通过粒子间的相互作用发现复杂搜索空间

中的最优区域进而缩短寻找阈值的时间,将它与傅里

叶度量相结合,在STORM数据采集过程中实现了对

畸变波前的实时校正,对 Hela细胞微管进行了高分

辨率成像.图６(a)、(b)分别为基于GA和PSO算法

对像差进行校正前后的成像对比,结果表明,PSO算

法的收敛速度较GA快一个数量级,将其与对强度不

敏感的傅里叶度量相结合可以有效校正随机闪烁荧

光团图像采集过程中的波前畸变.

图６ 基于搜索算法的AOＧSTORM系统对细胞微管的像差校正.(a)利用基于GA的AOＧSTORM系统对hepG２
细胞微管进行像差校正[３９];(b)利用基于PSO算法的AOＧSTORM系统对 Hela细胞微管进行像差校正[４０]

Fig敭６AberrationcorrectionofmicrotubulesbyAOＧSTORMsystembasedonsearchalgorithm敭 a Aberrationcorrection

usingGAＧbasedAOＧSTORMsystemonmicrotubulesofhepG２cell ３９   b aberrationcorrectionusingPSOＧbased

　　　　　　　　　　　　　　AOＧSTORMsystemonmicrotubulesofHelacell ４０ 

　　单分子定位显微镜的分辨率取决于PSF的宽

度和所收集的光子数,且对样品引起的像差十分敏

感,成像的对比度和分辨率受像差的限制.目前应

用于单分子定位显微镜中的AO方案通常是基于迭

代的优化算法的间接AO方案,近些年随着算法种

类的增多以及算法功能的不断优化,波前探测与校

正速度不断加快,成像的分辨率也不断提升,进一步

扩大了单分子显微镜的应用范围.

４　AO技术在点扫描成像显微镜中的

应用
在点扫描成像显微镜中,点光源发出的光经扩

束、准直后以平行光的形式入射到显微物镜,经物镜

聚焦后的聚焦光斑照射样品中的某一点并激发出荧

光.荧光由成像系统收集,利用点探测器进行探测,
最终通过点扫描的方式进行成像.可见,样品的像

差不可避免地会对照明光路中的聚焦点产生影响,
使焦点弥散,导致无法对样品激发出荧光或在离焦

面产生不必要的背景光.因此,对于点扫描成像显

微镜,照明光路的校正是必须的,成像光路是否校正

取决于共焦针孔的存在与否,存在则需校正,不存在

则不需要校正.这类显微镜主要包括共聚焦荧光显

微镜、双(多)光子荧光显微镜以及受激发射损耗显

微镜等,下面将介绍AO技术在这几种显微镜中的

应用及最新研究进展.

４．１　共聚焦荧光显微镜

共聚焦荧光显微镜利用激光作为激发光源,在
光电探测器前放置一个针孔,使针孔与点光源共轭

以滤除杂散光,通过对样品进行逐点、逐层扫描从而

实现对样品的高分辨率三维成像[４１].在共焦显微

镜中,照明光路的像差会使焦点弥散,导致无法对样

品激发荧光或产生背景光,而成像光路的像差会使

荧光信号减弱,影响探测效率,进而降低成像质量,
因此照明和成像光路都需要进行像差校正.

在基于 WFS的直接AO系统中,自体荧光、荧
光微球、荧光标记蛋白等分别被用作人工导引星,作
为SHWS的信标光源实现样品中特定位置的波前

畸变探测,Tao课题组在这方面做了大量工作.

２０１１年和２０１２年,该课题组分别用荧光微球[４２]、组
织中荧光蛋白标记的结构[４３]以及荧光蛋白中心

１２０００１Ｇ６



激 光 与 光 电 子 学 进 展

体[４４]作为导引星,在共焦显微镜中对畸变波前进行

了直接测量并利用DM 对像差进行校正,在利用荧

光微球作为导引星对固定的小鼠脑组织１００μm深

度处进行成像时,斯特列尔比提高了４．３倍,信号强

度提高了２．４倍,如图７所示.然而,如前所述,人工

引入导引星的方法相对来说比较复杂,引入的荧光蛋

白很难固定于样品空间内.此外,基于SHWS的波

前测量依赖于导引星的发射光,散射效应不仅会限制

入射到导引星的光子数量,而且增加了邻近导引星的

背景噪声,进而降低了波前测量的信噪比.为解决上

述问题,２０１３年Tao等[４５]提出基于导引星干涉聚焦

的直接波前测量方法,提高了导引星的荧光强度并有

效降低了散射引起的激发信号损失,进一步改善了波

前测量的信噪比并增大了校正深度.

图７ AO共聚焦显微镜系统及AO校正前后成像对比[４２].(a)基于SHWS、荧光微球和DM的AO共聚焦

荧光显微镜系统;(b)１００μm厚小鼠脑组织AO校正前后的共聚焦荧光成像

Fig敭７AOconfocalmicroscopesystemandcomparisonofimagesbeforeandafterAOcorrection ４２ 敭 a SchematicofAO
confocalfluorescencemicroscopebasedonSHWS fluorescentbeads andDM  b confocalfluorescenceimages
　　　　　　　　　　through１００μmthickmousebraintissuebeforeandafterAOcorrection

　　在基于迭代算法的间接AO实现方面,２０１４年

Wang等[４６]提出基于SPGD算法的 AO共聚焦显

微系统,如图８所示,以图像清晰度为优化指标利用

DM对小鼠骨髓血管成像过程中由样本引起的像差

进行了校正,在更大的对比度下观测到了更清晰的

骨髓血管结构,并提高了信噪比.实验结果显示,深
度为３８μm和７５μm的血管图像质量分别提高了３
倍和２倍.SPGD算法是目前应用最为广泛的搜索

图８ 基于DM和SPGD算法的无波前传感器AO共聚焦荧光显微镜系统[４６]

Fig敭８ SchematicofwavefrontsensorlessAOconfocalfluorescencemicroscopebasedonDMandSPGDalgorithm ４６ 
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算法,但是其收敛速度受多种因素的影响.２０１９年

胡栋挺等[４７]在不降低精度的前提下,对SPGD算法

中关键参数随机扰动幅值与增益系数的关系进行了

优化,进一步提高了SPGD算法的收敛速度和精

度.同年,文良华等[４８]提出了一种基于波前像差梯

度平方寻优的SPGD算法,实现了函数快速收敛与

全局最优,参数设置简单,具有良好的适应性.除此

之外,无波前传感的数字微镜共焦显微镜[４９]以及基

于模型的优化算法[５０]也相继被提出,相比传统的爬

山算法校正速度更快并获得了较好的成像效果.
基于导引星全息的数字自适应光学(DAO)是

一种新兴的主动成像方式.２０１５年 Liu等[５１]将

DAO技术应用于线扫描共焦成像系统,提出了一种

DAO线扫描共焦成像系统(DAOLCI).该系统省

去了传统自适应光学共焦成像系统采用的SHWS、

DM等硬件和闭环反馈,降低了光学系统的复杂性

和成本.在此基础上,为了解决直接反演法在样品

与导引星焦平面不一致时校正引起的图像质量下降

问题,２０１７年Liu等[５２]又提出了基于图像度量的迭

代方法,它对于从聚焦或非聚焦的导引星全息图中

提取的像差都能获得较高的校正准确率,从而提高

了DAO的实用性,实验系统如图９所示.这种新

兴的成像方式与共焦显微镜的结合改善了光学系统

复杂性和高成本对开展实验的限制,在显微成像领

域有着巨大的应用潜力.
针对共聚焦显微镜中存在的畸变,Zheng等[５３]

提出了基于孔径分割的单光束相位测量技术,实现

了对共聚焦激光扫描显微镜的畸变测量和补偿,如

图９ 基于导引星全息的DAO共聚焦显微镜系统[５２]

Fig敭９ SchematicofDAOconfocalmicroscopebasedon

guidestarhologram ５２ 

图１０所示.该方法利用SLM 对共聚焦镜入射光

进行分割,将入射光的横截面分解成一系列圆形子

区域.通过加载相位光栅,每次只选通两个圆形子

区域:一个位于入射光的中心,另一个在入射光的横

截面上逐次移动.来自于这两个子区域的光通过物

镜的聚焦作用会聚于一点并发生干涉,干涉图样被

CCD记录.通过SLM在这两个圆形子区域之间引

入相移量０、π/２、π,可以产生不同相移量的干涉图

样,利用相移干涉的再现方法可以得到两个子区域

之间的相位差.以此类推,通过依次切换移动子区

域使其覆盖整个入射光的横截面,可以测量出共聚

焦镜入射光的相位畸变.最后,通过SLM 对该畸

变相位进行补偿,可以提高共聚焦镜的成像空间分

辨率和信噪比.

图１０ 共聚焦显微镜畸变测量[５３].(a)SLM上的孔径分割示意图;(b)通过聚焦两个圆形子区域的光产生的干涉图案

Fig敭１０ Aberrationmeasurementbyconfocalmicroscope ５３ 敭 a PupilsegmentationonSLM 

 b interferencepatternsgeneratedbyfocusinglightfromtwoselectedcircularsegments

４．２　双(多)光子荧光显微镜

双(多)光子荧光显微镜基于双(多)光子激发这

一非线性效应,只在焦点附近的微小区域对样品进

行激发,探测器前无需利用针孔滤除杂散光,因此只

需对照明光路进行像差校正.

在无波前传感的间接 AO 方面,自２０００年

Albert等[１１]将AO技术与双光子显微镜相结合后,
关于 AO双光子显微技术的研究相继展开.２０１２
年 Wang和Ji提出了一种基于孔径分割的 AO方

法,将SLM共轭到显微物镜后焦平面进行像差补
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偿,纠正了双光子荧光内窥镜中大数值孔径梯度折

射率透镜(GRIN)的固有畸变[５４],在大的成像视场

(２００μm×２００μm)中成功探测到了小鼠大脑切片

中原本不可能观测到的精细结构.孔径分割是指物

镜的后孔径被分成若干子区域,入射的光被单独引

导到每一个子区域,通过图像偏移来测量每组光线

从物镜出射到向焦点移动时所产生的偏转,进而测

量局部斜率.虽然这种方法使成像视场扩大,但是

成像深度较浅,因此２０１４年该课题组基于孔径分割

AO提出了一种多路像差测量方法[５５],利用与SLM
共轭的数字微阵列光处理器(DMD)并行调制多个

子区域的光线强度和相位以确定它们的相位梯度,
在双光子荧光显微镜中实现了在活体小鼠深层区域

(３００~５００μm)成像中近衍射极限的成像分辨率.

２０１９年Zhang等[５６]将基于Zernike模式的优化算

法应用于双光子光片显微镜中进行像差分析及成像

性能评价,通过模拟双光子光片显微成像系统,提出

了一种基于积分强度的新指标用以评估存在像差的

光片,并研究了各种Zernike模式和随机像差对光

路的影响,结果表明高阶像差对系统的轴向分辨率

和激发效率影响很小,实际中只需要对低阶分量进

行校正.
另一方面,AO与双光子显微镜的结合也实现

了波前畸变的直接探测与校正.２０１３年Tao等[５７]

采用基于SHWS和开环控制的AO系统,将DM置

于照明光路中,最终实现了快速、直接的波前测量和

校正;利用该方法对果蝇胚胎进行活体成像,首次测

得了胚胎中央的像差,但探测深度只有５１μm,如图

１１所示.２０１５年 Wang等[５８]在双光子显微镜中以

近红外荧光蛋白为导引星利用SHWS和DM 对畸

变波前进行了测量与校正,减弱了深层组织中散射

效应的影响并实现了小鼠大脑７００μm处的活体高

分辨率成像,极大地增大了探测深度.深层组织的

折射率不均匀导致双光子点扫描成像的波前像差不

断变化,所以相比于间接AO方法,直接法更有利于

波前像差的实时校正和双光子点扫描成像.

图１１ AO双光子显微镜系统及AO校正前后成像对比[５７].(a)基于SHWS和开环控制的AO双光子显微镜系统;
(b)AO校正前后活体果蝇胚胎５１μm深度处的双光子成像

Fig敭１１AOtwoＧphotonmicroscopesystemandcomparisonofimagesbeforeandafterAOcorrection ５７ 敭 a Schematicof
AOtwoＧphotonmicroscopebasedonSHWSandopenＧloopcontrol  b twoＧphotonimagesofliveDrosophila
　　　　　　　　　　　　　embryoatdepthof５１μmbeforeandafterAOcorrection

　　由上可见,AO在双光子荧光显微镜中得到广

泛应用,除此之外,基于多光子的AO系统也逐渐发

展起来.２０１５年Sinefeld等[５９]提出了基于三光子

和四光子荧光非线性负反馈的AO系统,证明荧光

微球的三光子信号经畸变校正后有了明显的改善,
而且由像差校正引起的信号改善程度随非线性阶数

呈指数增加.２０１８年Bueno等[６０]将多致动器自适应

透镜与多光子显微镜相结合,通过爬山算法,对样品
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诱导的畸变进行了校正,提高了多光子显微镜在厚样

品中的成像质量.实验证明,AO在三光子显微镜等

高阶非线性显微镜中的应用比双光子显微镜更加迫

切,并有机会大幅度增大成像深度、提高生物组织的

分辨率.

４．３　受激发射损耗显微镜

１９９４年Hell等[６１]提出受激发射损耗(STED)显
微技术,其核心思想是利用受激辐射选择性损耗PSF
边缘区域的激发态荧光分子压缩PSF尺度.STED
显微镜包括三条光束路径:激发光路、耗尽光路、发射

光路,三条路径都会受到像差的影响,运用AO技术

时最好是对所有的光束路径进行像差校正.

２０１２年Gould等[６２]将AO应用到STED显微

镜中,利用基于图像反馈的方法补偿由系统和样品

引起的像差,得到了厚生物组织(约１４μm和２５μm
斑马鱼视网膜切片)的三维超分辨成像.系统采用

两个分别置于耗尽光路和激发光路的SLM 同时实

现STED相位掩模和像差校正,且允许使用超分辨

图像本身对像差进行校正,并将图像锐度和图像亮

度相结合作为新的图像质量度量,系统如图１２(a)
所示.在此基础上,２０１６年Patton等[６３]提出了一

种包含两种校正元件(DM和SLM)的AO方案,如
图１２(b)所示,DM 置于公共光路中用于校正三条

光路中的像差,SLM用于校正DM校正之后的残余

像差,最终成功实现了所有光束路径中像差的校正,
同时提升了在厚组织样本中的成像性能.利用此方

法对果蝇大脑复杂结构(深度１５μm)进行了超分辨

率的 ３DＧSTED 成 像,得 到 了 较 好 的 成 像 效 果.

２０１８年Zdańkowski等[６４]提出了一种用于厚组织

成像的无 WFS的AO３DＧSTED显微镜,利用SLM
校正 来 自 光 路 和 样 品 的 像 差,实 现 了 对 厚 度 为

１２μm的有丝分裂纺锤体的成像,并且通过块匹配

和３D滤波算法进行背景噪声的抑制.可见,STED
显微技术在厚组织的深处成像以及三维成像方面具

有显著优势,其与AO技术的结合更是拓宽了其应

用范围,提高了成像的分辨率和对比度,AO 在

STED中的应用主要是基于图像的无波前传感器

AO方案,获得的成像效果也比较好.

图１２ 两种AOＧSTED显微镜系统.(a)利用两个SLM校正像差的AOＧSTED系统[６２];

(b)利用DM、SLM两种校正元件校正像差的AOＧSTED系统[６３]

Fig敭１２ SchematicsoftwoAOＧSTEDmicroscopesystems敭 a SchematicofAOＧSTEDsystemusingtwoSLMsfor

aberrationcorrection ６２   b schematicofAOＧSTEDsystemusingDMandSLMforaberrationcorrection ６３ 
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　　STED的环状焦斑经常因为装置本身的畸变或

样品本身的畸变而变得不均匀,并且中心出现残余

光强,如图１３(a)所示.Gao等[６５Ｇ６６]利用基于孔径

分割的方法测量并补偿了STED系统中装置本身

的相位畸变,并利用SLM 对其进行了补偿,所得

STED环状焦斑如图１３(b)所示.利用畸变补偿后

的STED系统对样品进行扫描成像时,成像分辨率

和信噪比大大提高.

图１３ 环状焦斑[６６].(a)畸变校正前;(b)畸变校正后

Fig敭１３ Annularfocalspots ６６ 敭 a Beforeaberrationcompensation  b afteraberrationcompensation

５　结束语

主要对近１０年来AO技术的发展及其在荧光

显微镜中的应用进行了归纳与分析.根据成像方式

将显微镜分为宽场成像显微镜和点扫描成像显微镜

两大类,前者对于成像光路的像差校正是必须的,后
者对于照明光路的像差校正是必须的.在宽场成像

显微镜中,为了将AO技术应用于普通宽场荧光显

微镜,可以向样品中注入荧光微球、荧光蛋白等作为

导引星或利用样品的背向散射光对畸变波前进行直

接探测,或者采用基于相位恢复与基于模型的模态

法的间接波前探测技术.为了改善引入AO校正后

宽场成像视场减小的问题,基于分区孔径波前的共

轭AO方法以及并行共轭校正算法等相继被提出,
这些算法在改善成像视场的同时获得了较好的成像

效果.SIM中对于照明光路和成像光路的共同校

正可明显改善成像质量.基于图像锐度度量和基于

搜索的优化算法在单分子定位系统中可显著提高点

源的定位精度和系统的成像精度.在点扫描成像系

统中,AO技术的引入也极大地改善了系统的成像

质量.在共聚焦显微镜的照明光路和成像光路中同

时进行像差校正以及基于导引星全息的数字自适应

光学与共聚焦显微镜的结合有效提高了成像信噪

比、增大了校正深度.将基于孔径分割的间接 AO
技术引入双(多)光子显微镜并结合SLM 进行像差

校正可以极大地提高样品中聚焦光斑的质量,增大

成像深度及成像视场.在STED显微镜中将激发

光路、耗尽光路及发射光路中三条光束路径结合

DM、SLM进行像差校正,可以实现对厚样本的三维

高分辨率成像.

根据畸变测量和补偿的方式,AO技术可以分

为直接 AO 和间接 AO 技术.基于 WFS的直接

AO技术解决了像差准确测量的问题,具有测量速

度快、测量精度高等优点,但由于生物组织通常是非

透明非均匀的复杂三维结构,且样品发出的光强一

般较弱,不易于探测,直接AO技术在应用时存在系

统结构和操作复杂、成像对象受限等不足,这大大限

制了它在生物组织以及活体成像中的应用.相比之

下,虽然基于无波前探测的间接AO技术需要的迭

代耗时更长,但是其具有系统结构简单、成像对象不

受限等优势,在大多数显微镜中易于实现,在现代荧

光显微成像系统中应用更为广泛.今后,在荧光显

微成像领域,AO技术的发展和应用方向如下:

１)扩大AO系统的校正视场.显微系统的大

视场、高分辨率活体成像一直是科研人员不断追求

的目标之一,然而在将AO应用于显微镜中后其高

分辨率成像视场受到限制,影响了成像质量和观测

的效率,共轭AO、多层共轭AO以及多信标AO的

出现在一定程度上改善了这一问题,未来可以结合

更加高效的共轭像差校正算法进一步扩大显微成像

视场.

２)AO测量与校正的高速实时化.生物组织

中的波前畸变往往是不断变化的,要想对其进行实

时的探测与校正就必须加快波前畸变的探测速度和

波前校正器的校正速度,实现AO系统的高速实时

化.在这方面,基于波前探测器的直接AO技术更

占优势,而基于迭代算法的间接AO校正需要的时

间较长,因此需要开发更高效的优化算法.

３)进一步推动深层高分辨荧光显微成像的发

展.研究深层组织的大视场和高时空分辨成像是当
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前成像领域的一个前沿问题,AO技术与荧光显微

镜的结合使得对深层生物组织的高时空分辨率活体

成像成为可能.但是现在显微技术所能达到的成像

深度通常在微米量级,尽管双光子成像对于小鼠脑

部血管结构的成像深度能达到２０００μm左右,但这

对于人脑成像来说却是很难实现的.未来生物医学

成像深度(如脑成像、眼底成像等)至少要达到毫米

量级才能实现更好的诊断与治疗,因此可借助 AO
技术进一步增大成像深度,实现深层组织的高分辨

率成像.
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