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摘要 点扩散函数(PSF)是衡量显微镜成像性能的关键参数,传统显微成像技术中,PSF越接近理想的艾里斑,表
明系统的成像性能越好。随着计算显微成像技术的发展,显微镜在各个方面的性能均得到了极大的提升,特别是

对显微镜PSF的主动操控,能显著提高其成像分辨率和速度等性能。因此,从原理和方法上介绍了基于PSF工程

的计算显微成像研究进展,并分析了该技术面临的主要问题与挑战,最后对该技术未来的发展方向进行了展望。
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Abstract The
 

point
 

spread
 

function PSF 
 

is
 

a
 

key
 

parameter
 

to
 

evaluate
 

the
 

performance
 

of
 

microscopes 
 

In
 

conventional
 

microscopes 
 

the
 

closer
 

the
 

distance
 

between
 

PSF
 

and
 

the
 

ideal
 

Airy
 

disk 
 

the
 

better
 

the
 

imaging
 

performance
 

of
 

the
 

system 
 

With
 

the
 

development
 

of
 

computational
 

microscopy
 

imaging
 

technology 
 

the
 

performance
 

of
 

microscopes
 

has
 

been
 

greatly
 

improved
 

in
 

many
 

aspects 
 

Especially 
 

the
 

active
 

manipulation
 

of
 

the
 

PSF
 

of
 

the
 

microscope
 

can
 

significantly
 

improves
 

the
 

performance
 

of
 

the
 

imaging
 

resolution
 

and
 

speed 
 

etc 
 

In
 

this
 

review 
 

the
 

research
 

progress
 

in
 

computational
 

microscopy
 

imaging
 

based
 

on
 

PSF
 

engineering
 

is
 

summarized
 

in
 

terms
 

of
 

principles
 

and
 

methods 
 

Moreover 
 

the
 

problems
 

and
 

challenges
 

are
 

analyzed 
 

and
 

its
 

prospect
 

is
 

also
 

given 
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1 引  言

显微镜在人类对微观世界的探索中起着极其重

要的作用,光学显微镜作为显微镜中重要的一员,具
有成像速度高、无侵入式、样品制备简单、三维(3D)
成像等优点,在生命科学、材料科学等方面得到了广

泛应用。光的衍射使光学显微镜存在衍射受限问

题,即 能 观 察 到 的 样 品 细 节 尺 度 是 有 限 的。

Abbe[1]在1873年给出了光的衍射与显微镜成像

分辨率之间的关系,认为显微镜的分辨能力与照

明光波长的二分之一成正比,与物镜的数值孔径

(NA)成反比。
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  显微镜衍射极限的最直接体现就是系统的点扩

散函数(PSF),也被称作系统的冲激响应[2],PSF可

以作为间接度量显微镜性能的重要参数。1835年,

Airy[3]用完整的理论解释了平行光束通过圆形光孔

后由于光的衍射产生的艾里斑(Airy
 

disk)。显微镜

在实际成像中,受系统噪声、光束质量、像差等不利

因素的影响,PSF的形状会发生变化、能量也会分

散,导致成像分辨率和对比度下降。因此,对于传统

显微镜,人们总是希望系统的PSF接近理想的艾里

斑,但这也在一定程度上限制了显微镜的分辨率。
随着科学技术的飞速发展,半波长左右分辨率的传

统光学显微镜已经无法满足人们对纳米世界的探

索。因此,突破衍射极限,开发更高分辨率,甚至纳

米量级分辨率的光学显微镜具有重要意义。而提升

显微镜分辨率最直接的方式就是缩小系统的PSF,
如缩短光的波长或提高系统的数值孔径。直接提高

像方折射率的固态浸没透镜[4]、使用双对置镜头架

构提升系统数值孔径的4Pi显微镜[5]受材料限制,
系统的稳定性较差,且显微镜分辨率的提升有限。
此外,受激辐射光淬灭(STED)显微镜[6-7]和单分子

定位显微镜(SMLM)[8-10]理论上可将显微镜系统的

有效PSF尺寸无限压缩,极大提高系统的分辨率,
这种超分辨光学显微镜对生命科学的研究做出了巨

大贡献,也因此获得了2014年的诺贝尔化学奖[11]。

STED和SMLM 技术都离不开对系统PSF进行人

为操控(PSF工程),且随着计算显微成像技术的兴

起,PSF工程在显微镜中扮演着越来越重要的角

色。相比传统显微镜,基于PSF工程的计算显微成

像技术能提供样品更多维度(如深度、光谱)的信息,
同时还可以提升成像质量(如空间分辨率、对比度、
信噪比)。此外,该技术在三维成像、时间分辨率提

升等方面也表现出色。
本文详细阐述了基于PSF工程的计算显微成

像技术,首先,概括了计算显微成像的原理,重点介

绍了显微镜中调控PSF的原理及方法。然后,给出

了PSF工程在SMLM 中的应用及发展现状,并着

重介绍了PSF工程在三维定位、多色成像及高分子

密度成像方面的应用。最后,论述了PSF工程在点

扫描计算显微成像中的应用及发展现状,并对基于

PSF工程的计算显微成像技术进行了展望。

2 基于点扩散函数的计算显微成像

原理

2.1 成像模型

显微镜的分辨率与PSF的尺寸直接相关,其标

准形状如图1所示。显微镜系统的PSF在横向上

呈圆对称分布,在轴向上关于光轴和焦平面对称,且
其轴向尺寸略大于横向尺寸。因此,用传统显微镜对

样品进行成像时,横向分辨率往往高于轴向分辨率。

图1 显微镜的标准PSF模型。(a)焦平面(xy)上的PSF;(b)轴向(xz)上的PSF;(c)轴向(yz)上的PSF;(d)PSF的三维分布

Fig 
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  荧光显微镜一般为非相干成像系统,其获取的

图像可以简单表示为系统PSF与样品空间分布的

卷积[2],如图2(a)所示。传统显微镜的PSF尺寸直

接影响着成像分辨率,PSF的尺寸越小,成像分辨

率越高;反之,成像分辨率越低。且传统显微镜对

PSF尺寸的压缩十分有限,而基于PSF工程的计算

显微成像先通过人为调控系统的PSF,将得到的初

始图像视为PSF与样品的卷积,然后通过算法从初

始图像中恢复出高质量的图像,如图2(b)所示。在

基于PSF工程的计算显微成像中,图像恢复算法起

着决定性作用。

2.2 Richards-Wolf矢量衍射理论

基于PSF工程的计算显微成像通过调控系统

的PSF提升显微镜的性能,因此,对显微镜的PSF
进行数值模拟对探索PSF的调控方法及计算显微

成像技术的发展具有重要意义。目前,光学显微镜

按照明方式可分为宽场显微镜和点扫描显微镜两大

类。其中,宽场显微镜的激发光在整个视场范围内
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图2 显微成像的原理。(a)传统显微成像;(b)基于PSF工程的计算显微成像

Fig 
 

2 Principle
 

of
 

the
 

microscopic
 

imaging 
 

 a 
 

Traditional
 

microscopic
 

imaging 
 

 b 
 

computational
 

microscopy
 

imaging
 

based
 

on
 

PSF
 

engineering

是均匀的,即成像时整个视场内的荧光分子都会受

到激发。而点扫描显微镜的激发光经过物镜聚焦,
在整个视场范围内每次只有一个PSF区域的荧光

分子能被激发。

  在高分辨率显微镜中,一般用高数值孔径的显

微物镜,计算系统的PSF时,光的矢量(偏振)性质

不容忽略,特别是对于相干光的激发光。显微物镜

的聚焦模型如图3所示,准直光束沿光轴(z)方向

传播,经显微物镜的入瞳(xpyp)面入射,再经显微

物镜偏转,并在样品端进行干涉叠加,形成PSF。

图3 高数值孔径显微物镜的聚焦模型

Fig 
 

3 Focusing
 

model
 

of
 

the
 

high
 

numerical
 

aperture
 

microscope
 

objective

  高数值孔径物镜焦点附近的光场分布可用

Richards等[12]建立的矢量衍射积分表示为

E(r)=-
iC
λ∬

Ω

Ew(θ,φ)exp(ik·r)dΩ, (1)

式中,r 为 像 空 间 中 任 意 一 点 P 的 位 置 矢 量,

Ew(θ,φ)为物镜出瞳波前上的光场分布,C 为一常

数,λ为光的波长,Ω 为整个聚焦空间,k 为光在聚

焦空间中的波矢,且 k =2πn/λ,n 为聚焦空间(浸
没液)的折射率。Ew(θ,φ)与入瞳面上光场分布

Ep(ρ,φ)的关系可表示为

Ew(θ,φ)=A(θ)·V(θ,φ)·Ep(ρ,φ), (2)

式中,θ为光波矢与光轴间的夹角,其最大值θmax=
arcsin(NA/n),φ 为入瞳面上的方位角。ρ 为入瞳

面上的归一化径向坐标,对于满足正弦条件的物镜,

ρ=nsin
 

θ/NA。A(θ)为保证入射光与出射光波前

能量 守 恒 而 引 入 的 切 趾 函 数,在 正 弦 条 件 下,

A(θ)= cos
 

θ。对不同条件的物镜,ρ和θ的关系

不同,切趾函数也不相同[13]。如对于满足 Herschel
条件的物镜,ρ=nsin(θ/2)/NA,切趾函数为常数

1。V(θ,φ)为光的偏振态从入瞳到出瞳的坐标变换

矩阵,可表示为[14]

V(θ,φ)=
1+(cos

 

θ-1)cos2
 

φ (cos
 

θ-1)cos
 

φsin
 

φ -sin
 

θcos
 

φ
(cos

 

θ-1)cos
 

φsin
 

φ 1+(cos
 

θ-1)sin2
 

φ -sin
 

θsin
 

φ
sin

 

θcos
 

φ sin
 

θsin
 

φ cos
 

θ

















 。 (3)
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  Ep(ρ,φ)也被称为光瞳函数,可表示为

Ep(ρ,φ)= Ap(ρ,φ)·expiϕp(ρ,φ)  
px(ρ,φ)

py(ρ,φ)

0

















 ,

(4)
式中,Ap(ρ,φ)和ϕp(ρ,φ)分别为入瞳面上的振幅

分布与相位分布,
px(ρ,φ)

py(ρ,φ)

0

















 为入射光偏振态的琼

斯矢量。当显微镜的光瞳函数确定时,系统的PSF
可表示为

h(r)= E(r)2。 (5)

  需要注意的是,上述理论仅考虑了聚焦空间折

射率相同的情况,即浸没液、盖玻片的折射率一致,
且光束的焦平面恰好在盖玻片与样品的分界面上。
对于显微镜来说,有时浸没液与盖玻片的折射率不

同,且往往会聚焦至样品深处。因此,Török等[15]

将Richards-Wolf衍射理论推广到聚焦空间为分层

介质的情况,进一步完善了显微镜中的PSF计算理

论。光在分层介质中的聚焦模型如图4所示,光在

分层介质中传播时会发生折射和反射(忽略吸收与

散射),使透射的能量随光传播深度的增加逐层衰

减,同时相位也会发生变化。光在分层介质中聚焦

时,系统等效光瞳函数的振幅分布可由菲涅耳方

程[16]导出,其相位分布可表示为

ϕp(θ,φ)=∑
N-1

j
hj(nj+1cos

 

θj+1-njcos
 

θj),(6)

式中,hj 为第j层介质和第j+1层介质分界面与坐

标原点的距离,nj 为第j层介质的折射率,θj 为光在

第j层介质中的会聚角。推导出系统的等效光瞳函

数后,可通过矢量衍射积分计算出分层介质的PSF。

图4 分层介质中的聚焦模型

Fig 
 

4 Focusing
 

model
 

in
 

stratified
 

mediums

2.3 矢量衍射积分快速算法

Richards-Wolf矢量衍射理论的提出极大推动

了高数值孔径物镜聚焦场的数值模拟在显微成像、
光镊、激光加工等方面的应用[5,7,17]。但最初的衍射

理论采用逐点积分方式计算,计算效率较低。为了

解决该问题,Leutenegger等[18]将矢量衍射积分改

写为空间频率的二维傅里叶变换,快速傅里叶变换

算法和啁啾z变换的结合,极大提高了PSF的计算

效率。但计算PSF的三维分布时,该方法只能通过

在不同轴向位置逐层计算二维傅里叶变换实现。
为了解决三维 PSF计算效率低的问题,Lin

等[19]将矢量衍射积分改写为三维傅里叶变换,通过

单次傅里叶变换就能得到三维PSF分布。但傅里

叶变换要求对空间频率进行均匀采样,即三维傅里

叶变换需要在kx、ky、kz 三个空间频率方向上进行

均匀采样。而在实际物理模型中,空间频率kz=

k2-(k2x+k2y)为非线性约束条件,对kx、ky 进行

均匀采样的同时,无法对kz 进行均匀采样。对kz

强制进行均匀采样会导致离焦平面上PSF的计算

误差较大。由于三维傅里叶变换是对整个三维矩阵

进行傅里叶变换,当光瞳函数或需要计算的PSF像

素分辨率较高时,内存消耗十分严重。但在计算离

焦距离不大的PSF且像素分辨率不是很高时,三维

傅里叶变换算法比二维傅里叶变换算法的计算速度

要快得多。
随着需要计算PSF的场景不断增加,有时需要

计算的PSF强度分布并不局限在与坐标轴平行的

二维平面(xy、xz 平面)。当计算一个相对于坐标

轴倾斜的平面PSF强度分布时,可先计算一个包含

该平面的三维PSF强度分布,再通过切片与插值方

式将该倾斜平面的数据提取出来。为了解决该问

题,Cai等[20]对二维傅里叶变换算法进行了改进,对
空间频率的坐标进行变换,使其能计算任意平面上

的PSF强度分布,极大提高了PSF计算的灵活性。
由于光瞳函数是定义在xpyp 平面上的函数,因此

该算法对空间频率坐标进行变换时,计算结果有一

定误差;且该算法在空间频率中的采样间隔存在约

束,计算离轴平面PSF的误差较大。

2.4 探测路PSF的计算模型

相比传统显微镜激发路采用的激光,探测路样

品发出的荧光为非相干光,考虑到荧光发射的时间

平均效应并忽略其极性,可通过标量衍射理论计算

探测路的PSF[2,21],可表示为

hdet(r)=∬
Ω

A(kdet)expikdet·r+ϕ(kdet)  dΩ
2
,

(7)
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式中,kdet为荧光的波矢,A(kdet)和ϕ(kdet)分别为

探测路光瞳函数的振幅分布与相位分布。当荧光的

极性不能忽略时,可将荧光分子看作偶极子,再计算

其在像空间的PSF[22]。

2.5 光瞳函数的调控方式

显微镜的PSF由光瞳函数唯一确定,因此在显

微镜中一般通过调制光瞳函数(振幅、相位与偏振)
实现对PSF的调控。受限于空间光调制器件的性

能,相比振幅和偏振,对光的相位进行精确操控更容

易实现。具有相位调制功能的器件中,相位板需要

经过机械、光刻等方式在材料上加工出微图案,从而

实现精确的相位调制,只能用于对光的静态相位调

控[23-24],但其具有体积小、质量轻、价格相对便宜、衍
射效率高、对偏振不敏感等优点。空间光调制器

(SLM)通过电压像素化精确控制光瞳函数的相位,
具有灵活的可编程性,被广泛用于光的动态相位调

制[25-29],但SLM 的体积一般较大、价格相对昂贵、
衍射效率较低,且对偏振敏感。由于显微物镜的入

瞳面一般在其内部,对系统的光瞳函数进行调制时,
空间光调制器件一般被放置于光路中与显微物镜入

瞳面共轭的位置。

3 单分子定位显微成像技术

SMLM技术在荧光显微成像中起着重要作用,
单分子定位技术用特殊的荧光探针标记样品,从而

使图像每一帧中被激发的光子呈少量稀疏分布,使
衍射极限内只有单个荧光分子发光。首先,对样品

中的荧光分子进行多次稀疏随机开关,获得一系列

图像。然后,通过单分子定位算法测量出每个荧光

分子的中心位置。最后,叠加所有荧光分子的位置,
计算出一张超衍射极限的显微图像。SMLM 的定

位精度可表示为

σ=s/ν, (8)
式中,s为高斯型PSF分布的标准差,与PSF的半

峰全宽成正比,ν 为单个荧光分子发射的光子数。
可以发现,PSF的尺寸越小,光子数越多,单分子的

定位精度就越高。由于传统PSF在焦平面上下呈

对称分布,且随着离焦距离的增加,二维PSF的尺

寸会迅速扩展,光强也急剧衰减,因此,传统的单分

子定位技术很难用于三维定位。可用于三维单分子

定位的主流方法包括基于双平面[30-31]和PSF[21,32-35]

的方法,其中,基于PSF的方法占据着主要地位。

SMLM本质上属于宽场显微镜,在成像时只需考虑

探测路的PSF。要实现单分子三维定位,最直接的

思路就是让探测路PSF的形状在焦平面上下不对

称,且其在xy 平面上的能量分布尽量集中,同时,
能量衰减随轴向深度的增加不能太快。

光学重构显微镜(STORM)[36]作为SMLM 中

重要的一员,最初只能用于二维定位。Huang等[32]

利用带像散的PSF实现了三维STORM 成像,即

3D
 

STORM系统,其结构如图5(a)所示。在该系

统中,一个柱面透镜被插入与显微物镜入瞳面共轭

的位置,使系统光瞳函数的相位分布产生像散,此
时,系统的PSF不再是理想的高斯分布。带有像散

的PSF使其在离焦平面的强度呈椭圆分布,xy 平

面上的像散PSF可用二维椭圆高斯函数拟合为

G(x,y)=

hexp -2
(x-x0)2

w2
x

-2
(y-y0)2

w2
y





 



 +b,(9)

式中,h 为高斯函数的峰值强度,b 为背景强度,
(x0,

 

y0)为PSF的中心位置,wx、wy 为PSF在x、

y 方向上的宽度。对不同离焦平面的PSF进行二

维高斯拟合,就能得到单分子在xy 平面(横向)
上的中心位置及PSF的椭圆度。PSF的横向尺寸

图5 3D
 

STORM的示意图。(a)光学系统;(b)不同轴向深度上的PSF尺寸[32]

Fig 
 

5 Schematic
 

diagram
 

of
 

3D
 

STORM 
 

 a 
 

Optical
 

system 
 

 b 
 

PSF
 

size
 

at
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axial
 

depths 32 
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wx,y 为轴向位置z的函数,可表示为

wx,y(z)=

w0 1+
z-c
d  

2

+A z-c
d  

3

+B z-c
d  

4

,

(10)
式中,w0 为PSF在焦平面上的宽度,c、d、A、B 为

拟合参数。完成PSF的轴向位置标定后,可通过二

维PSF的形状获得荧光分子的轴向位置,如图5(b)
所示,从而实现三维单分子定位。

Pavani等[33]利用双螺旋PSF实现了三维单分

子定位成像,用SLM 对荧光进行相位调制,其原理

如图6(a)所示。荧光由显微物镜收集,经成像透镜

(IL)、透镜L1后入射到SLM 上。SLM 位于探测

路透镜 L2的傅里叶面(显微物镜入瞳面的共轭

面),其加载有通过不同高斯拉盖尔(GL)模式叠加

产生的相位图[37-39],荧光经过SLM 相位调制后在

探测器(Andor
 

iXon
 

EMCCD)上聚焦成双螺旋状的

PSF。其中,透镜 L1与 L2的焦距均为f。由于

SLM只能调制单一偏振方向上的光,而荧光可被看

作是自然光,如果仅用一个SLM 进行调制,则大部

分能量会在探测器上聚焦为一个零级光斑,从而影

图6 双螺旋PSF成像系统的示意图。(a)成像系统的探

测路;(b)不 同 轴 向 深 度 上 PSF两 主 瓣 的 角 度;

   (c)不同轴向深度上的荧光颗粒图像[33]

Fig 
 

6 Schematic
 

diagram
 

of
 

double
 

helix
 

PSF
 

imaging
 

system 
 

 a 
 

Detection
 

path
 

of
 

the
 

imaging
 

system 
 

 b 
 

angles
 

of
 

the
 

two
 

main
 

lobes
 

of
 

the
 

PSF
 

at
 

different
 

axial
 

depths 
 

 c 
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different
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depths 33 

响成像质量。因此,该系统在SLM 与L2之间插入

一个偏振片(P),仅让被SLM 调制过的荧光通过。
图6(b)和图6(c)分别为双螺旋PSF两主瓣连线的

角度与不同轴向深度的关系和实验中双螺旋PSF
随轴向深度的变化情况。因此,可通过主瓣连线的

中心确定单分子在xy 平面上的位置,并结合主瓣

连线的角度获得荧光单分子的轴向位置信息,从而

实现单分子的三维定位。

SMLM的定位精度与探测器接收到的荧光光

子数相关,但采用SLM 对荧光进行相位调制时,只
有极少部分的荧光能被调制,这表明在成像时会丢

弃大量的光子,从而影响单分子定位的精度。为了

充分利用样品发出的荧光,Grover等[40]利用灰度光

刻将产生双螺旋PSF的相位记录在相位板上,其荧

光利用效率为SLM 调制方法的2倍,从而提升了

定位精度。最初用于产生双螺旋PSF的相位只能

通过GL模式叠加的方式生成,且需要通过迭代算

法对其进行优化[37]。Prasad[41]结合菲涅耳波带和

涡旋相位,实现了主瓣数量和主瓣到中心距离均可

调的多螺旋PSF,并推导了光瞳函数的相位解析式,
极大提升了螺旋PSF的灵活性。Berlich等[42]生成

了高阶螺旋PSF,减小了像差对PSF的影响。
艾里光束[43-44]作为一种无衍射光束,其能量在

相当长的轴向距离上比较集中,且会发生弯曲。基

于该特点,Jia等[34]利用改进的三次相位分布对艾

里光束进行整形,荧光通过SLM 的调制产生了在

轴向上弯曲的PSF,从而实现了单分子的三维定位。
该方法将荧光分为两个通道,经过SLM 对两个不

同区域进行相位调制,在探测器上得到两个通道的

PSF,这两个通道上的图像没有旁瓣,可通过简单的

高斯拟合确定单分子在xy 平面上的位置,但该方

法仍存在荧光利用效率低的问题。Zhou等[45]在与

物镜入瞳面共轭的位置插入一个三次相位板,生成

了艾里光束PSF,通过提取艾里光束在不同轴向深

度的强度特性并结合反卷积算法实现了高速血流量

的测量。
克拉美-罗下界(CRLB)是一个度量SMLM 定

位精度的关键统计学参数,CRLB越小,表明系统的

定位精度就越高[46-47]。为了在给定条件(如显微镜

的放大率、噪声水平、像素大小、荧光信号强度)下获

得一个最优的PSF,使其三维定位精度能达到最高,

Shechtman等[21]以CRLB为优化目标,设计了优化

函数
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min
ϕp(xp,yp)

∑
i=̂x,̂y,̂z
∑
z∈Z

XCRLB
i (z), (11)

式中,̂x,̂y,̂z 为不同的三个方向,Z 为成像的轴向

范围,对前55项泽尼克多项式[16]组成的光瞳函数

相位分布进行优化求解,设计出了鞍点形PSF。相

比其他单分子三维定位的PSF,鞍点形PSF的形

状更复杂,荧光分子的深度信息被编码到PSF复

杂的 形 状 中 后,不 再 是 简 单 的 几 何 结 构 变 化。

Shechtman等[48]利用该方法分别优化了用于6
 

μm
和20

 

μm深度范围内单分子追踪的四足形PSF,
结果如图7所示。

图7 四足形PSF的深度单分子定位成像。(a)用于6
 

μm深度成像的相位图;(b)不同深度下的模拟PSF(6
 

μm);(c)不同

深度下的实验PSF(6
 

μm);(d)不同深度下的三维定位精度(6
 

μm);(e)用于20
 

μm深度成像的相位图;(f)不同深度

  下的模拟PSF(20
 

μm);(g)不同深度下的实验PSF(20
 

μm);(h)不同深度下的三维定位精度(20
 

μm)
[48]

Fig 
 

7 Deep
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  在传统多色单分子定位成像中,一般需要按

顺序采集单色图像或用多个相机、分视场成像,系
统复杂度高、成像时间长。SLM 作为一种相位调

制器件,对不同波长的光具有不同的相位响应,可
表示为

ϕp(xp,yp,λ)=f
 

g(xp,yp),λ  , (12)
式中,g 为SLM 上的像素灰度值,ϕp 为SLM 产

生的相位调制值。可以发现,不同波长的光经过

同一SLM 调制后会产生不同的相移,不同波长

聚焦成的PSF也有一定差异。Shechtman等[49]

在四足形PSF的基础上,利用SLM 对不同波长

光的相位-灰度响应特性,设计出了用于生成双色

四足形PSF的相位图。当红色荧光和绿色荧光

通过同一SLM 调制后,可在不同的空间位置生

成不同形状的四足形PSF,从而实现多色单分子

定位成像,大大降低了多色成像SMLM 光学系

统的复杂度。
随着人工智能和深度学习的迅速发展,PSF工

程的应用在众多领域中都成为了热门研究方向。

Hershko等[50]将深度学习用于多色单分子成像的

PSF设计中,其结构如图8所示。将SLM 相位图

的优化过程与单分子图像颜色识别过程融入神经网

络中,用SLM对荧光进行调制,从而实现4色单分

子图像中的颜色识别。

SMLM要求在每帧图像中点亮的荧光分子必

须是稀疏的,如果单分子之间发生重叠,算法很难精

确定位单个分子的位置。目前,人们已经提出了多

种 用 于 高 分 子 密 度 的 单 分 子 定 位 算 法[51-54]。

Nehme等[55]将深度学习用于PSF设计和高密度单

分子定位的联合优化,在高荧光分子密度条件下实

现了4
 

μm深度下的单分子成像。Ikoma等[56]利用

神经网络,将多通道PSF设计与单分子定位联合优

化,即端到端优化,也被称为 Neuron
 

PSF工程,在
仿真中实现了10

 

μm 深度下的稀疏单分子定位

成像。
一般来说,SMLM技术需要收集相当多的荧光
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图8 基于深度学习的PSF设计。(a)不同波长对应的相位响应;(b)PSF设计的流程;(c)用于颜色分类的SLM灰度图;

(d)SLM灰度图对应不同波长的相位响应;(e)不同波长生成的PSF[50]
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光子数,因此,Balzarotti等[35]提出了最小光子通量

(MINFLUX)定位显微技术。该方法在激发光路中插

入涡旋相位板,使激发光在样品上形成空心PSF,如
图9所示。其中,涡旋相位板的相位分布可表示为

图9 MINFLUX系统的原理。(a)系统原理;(b)空心PSF的移动;(c)纳米显微成像;(d)纳米范围内的单分子追踪;

(e)微米范围内的单分子追踪[35]

Fig 
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ϕp(ρ,φ)=φ, (13)
式中,φ 为显微物镜入瞳面上的角向坐标。图9(a)
中的荧光由探测器(DET)接收,并将荧光信号反馈

给现场可编程门阵列(FPGA),再通过FPGA控制

光束偏转器(XY-BEAM
 

DEFLECTOR)和光放大

器(AMPLITUDE
 

MODULATOR),以控制空心

PSF的移动和光强大小。其中,PH为针孔,BPF为

荧光带通滤光片,DM 为二色镜。图9(b)中,L 为

荧光信号的探测范围,r1,
 

r2,
 

r3 和r4 为空心PSF
移动的位置,n1,

 

n2,
 

n3 和n4 为空心PSF在4个

位置时探测器收集的光子数,t1,
 

t2 和t3 为荧光分

子位于不同位置的时间。当荧光分子处于PSF中

心位置时,无荧光发出。当荧光分子与激发光PSF
的中心有微小位移发生时,才会发出荧光,且荧光强

度与荧光分子和激发光PSF中心的距离有关。由

于激发光PSF的中心位置是已知的,因此,可通过

荧光强度判断荧光分子的位置,且位移越小,所需要

的光子数就越少[57]。MINFLUX能成功分辨出间

隔小于6
 

nm的脱氧核糖核酸(DNA)折纸结构,且
能实现高时空分辨率的单分子追踪。

Gwosch等[58]采用 MINFLUX技术实现了三

维多色成像,该系统在xy 平面空心PSF的基础上

叠加了一个由0~π相位板调制生成的轴向空心

PSF,从而生成三维方向上的空心PSF。其中,0~π

相位板的相位分布可表示为

ϕp(ρ,φ)=
0,r0 <ρ<1
π, 0<ρ≤r0 , (14)

式中,r0 为π相位分布所占圆环的半径。

4 点扫描计算显微成像

相比传统的宽场显微镜,共聚焦显微镜[59]作为

点扫描显微镜中的代表,可在提高系统分辨率的同

时提供光切片能力,但其分辨率仍未能突破衍射极

限。Kuang等[60]在传统共聚焦显微镜中对系统光

瞳函数 的 相 位 进 行 调 制,提 出 了 荧 光 辐 射 微 分

(FED)显微成像技术,在低光强下打破了衍射极

限,其原理如图10所示。该技术在成像中先后采

用两种不同的PSF对样品进行激发,首先,采用未

加相位调制的实心PSF激发样品,得到一张常规

的共聚焦图像。然后,在激发光波长不变的情况

下,采用经涡旋相位调制的空心PSF对样品进行

激发,得到一张负共聚焦的图像。最后,用常规共

聚焦图像减去带权重因子的负共聚焦图像,可表

示为

IFED=Ic-r·In, (15)
式中,IFED 为FED图像,Ic 为共聚焦图像,In 为负

共聚焦图像,r为相减系数。(15)式可缩小系统的

等效PSF,从而达到突破衍射极限的成像效果。

图10 FED的原理图。(a)共聚焦激发光PSF;(b)负激发光PSF;(c)共聚焦的成像PSF;(d)负共聚焦的成像PSF;

(e)FED成像的PSF[60]
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  You等[61]将镜面辅助的4Pi架构引入FED显

微镜中,其结构如图11所示。该方法在横向采用两

个空心光斑干涉,形成二维方向上的负激发PSF;在
轴向上使用实心光斑干涉,形成轴向上的负激发

PSF,并提出了各向同性FED技术。其中,用于生

成实心双焦点的光瞳函数相位分布可表示为

Δφ0=
π
2sgn

[sin(kz0cos
 

θ)], (16)

式中,k为波数,z0 为双焦点之间的半距离,θ 为聚

焦光束与光轴间的夹角。若要生成空心双焦点,则
光瞳函数的相位分布需满足

ϕp=Δφ0+φ。 (17)

  You等[62]使用涡旋相位板产生横向上的负激

发PSF,再与0~π相位板生成的轴向负激发PSF
叠 加,结 果 如 图12所 示。Zhao等[63]采 用SLM调
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图11 各向同性FED的PSF。(a)共聚焦激发光的横向(xy)PSF;(b)横向负激发光的横向(xy)PSF;(c)轴向负激发光的

横向(xy)PSF;(d)共聚焦激发光的轴向(xz)PSF;(e)横向负激发光的轴向(xz)PSF;(f)轴向负激发光的轴向(xz)

  PSF[61]
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图12 三维FED的PSF。(a)共聚焦激发光的横向(xy)PSF;(b)横向负激发光的横向(xy)PSF;(c)轴向负激发光的横向

(xy)PSF;(d)共聚焦激发光的轴向(xz)PSF;(e)横向负激发光的轴向(xz)PSF;(f)轴向负激发光的轴向(xz)

    PSF[62]
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制的方式,灵活切换光瞳函数的0相位、涡漩相位和

0~π相位的分布,并在实验上验证了三维FED成

像的可行性。
除了用相位调制方式产生空心光斑作为负激发

PSF外,Rong等[64]采用偏振调制方式在传统共聚

焦显微镜中引入圆柱形偏振光,实现了二维FED成

像。在未加相位调制下,利用切向偏振光聚焦生成

了空心的负激发PSF,如图13(a)~图13(c)所示;
利用径 向 偏 振 光 聚 焦 生 成 共 聚 焦 激 发 PSF,如
图13(d)~图13(f)所示。其中,切向偏振光的琼斯

矩阵可表示为

px(ρ,φ)

py(ρ,φ)

0

















 =

-sin
 

φ
 cos

 

φ
0















 , (18)

图13 圆柱偏振光FED。(a)切向偏振光;(b)负激发光的横向(xy)PSF;(c)负激发光的轴向(xz)PSF;(d)径向偏振光;

(e)共聚焦激发光的横向(xy)PSF;(f)共聚焦激发光的轴向(xz)PSF[64]
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径向偏振光的琼斯矩阵可表示为

px(ρ,φ)

py(ρ,φ)

0

















 =

cos
 

φ
sin

 

φ
0















 。 (19)

  由于切向偏振光生成的空心PSF内径比传统

涡旋相位板调制生成的空心PSF内径更小,且径向

偏振光生成的共聚焦激发PSF的边缘尺寸更大,因
此,两种PSF相减后可得到比传统FED更少的负

值,从而提高了成像质量。

Zhao等[65]提出了饱和吸收竞争(SAC)显微成

像技术,其原理如图14所示。该技术将激发光分为

两路,一路采用涡旋相位板(VPP)生成空心PSF,另
一路不经过调制生成实心PSF,并用声光调制器

(AOM)对光强进行调制,基于荧光的饱和效应缩

小系统的等效 PSF,从而突破衍射极限。其中,

WP为 波 片,PBS为 偏 振 分 束 器,M 为 反 射 镜,

PMT为光电倍增管,OL为显微物镜。SAC技术

最大的优点就是在成像时不用受限于特定的荧光

染料,但在信号提取时,对锁相放大器的性能要求

较高,否则会丢失很多有用信号,从而降低图像的

信噪比。Li等[66]提出了脉冲SAC技术,相比连续

的SAC提高了成像信噪比,但在用脉冲光作为激

发光时,需在两路光中引入时间延迟,增加了系统

的复杂度。

图14 SAC的原理图[65]

Fig 
 

14 Schematic
 

diagram
 

of
 

the
 

SAC 65 

  Zhao等[67]基于荧光饱和效应提出了一种非线

性焦斑调制显微(NFOMM)技术,该技术对激发光

的PSF进行调控,重新分配PSF的空间频率,从而

使系 统 保 留 来 自 样 品 的 高 频 分 量,基 本 原 理 如

图15(a)所示。其中,[Ex,
 

Ey,
 

Ez]T 为入射光波,
符号M 表示逐元素相乘,[px,

 

py,
 

pz]T 为对入射

光施加的偏振调制琼斯矩阵,eiΔα(x,y)为对入射光施

加的相位调制,OBJ为显微物镜,SP为样品平面。
激发光的光瞳函数经过偏振与相位调控,在样品面

聚焦为不同形状的PSF。在传统的点扫描显微镜

中,激发光的PSF为高斯型,如图15(b)的左列所

示,图15(b)的中列和右列分别为NFOMM中使用

图15 NFOMM的原理。(a)原理图;(b)相位板及系统的有效PSF和OTF;(c)OTF曲线;(d)仿真成像结果[67]
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的甜甜圈PSF和线形PSF。当激发光的功率增加

时,从三种激发光PSF对应的光学传递函数(OTF)
中可以发现,饱和甜甜圈(SDE)PSF具有多于饱和

高斯(GE)PSF的高频分量,而y 方向的饱和线形

(SLE)PSF则涵盖了更多沿x 方向的高频分量。
图15(c)为沿x 方向系统有效OTF的归一化曲线,
通过移频算法[68-69]重建的超分辨图像如图15(d)
所示。

5 结  论

在基于PSF工程的计算显微成像技术中,探测

器获得的原始图像与样品的实际图像不需要相似,
在获取样品的隐藏信息(如深度、光谱)方面具有巨

大潜力,其成像自由度也超出了人眼能够直接看到

的信息。生成特殊PSF的方法大多都是基于已有

的物理模型,如采用涡旋相位板或切向偏振光产生

空心的PSF。这类方法虽能稳定生成目标的PSF,
但其包含的信息量十分有限,难以用于复杂的成像

场景。采用优化算法设计的PSF能在一定程度上

解决复杂场景下的成像需要。但基于PSF工程的

计算显微成像技术大多依赖PSF的先验信息,而显

微镜中像差会严重影响系统的PSF,使人为调控产

生的PSF在实验中偏离理论值,因此,对显微镜的

像差进行补偿具有重要意义。同时,PSF工程依赖

于对系统光瞳函数的调制,且已有的光调制器件性

能有限,很难直接对光瞳函数的全矢量(偏振、振幅

和相位)进行调制。虽然可通过间接调控的方式来

实现[70],但系统装置比较复杂,且稳定性较差,因
此,如何简单直接地调制系统的光瞳函数,对于提高

PSF工程的自由度具有重要意义。
目前,深度学习已经成功解决了显微镜中的各

种难题,如去噪、聚类、体成像[71],但这些应用大多

属于图像处理范畴。通过深度学习设计用于特定目

标场景下的最佳成像系统或PSF,是目前相关领域

的重点研究课题。如为高分子密度的单分子三维定

位显微成像设计最佳的PSF,并将深度或颜色信息

编码到PSF中、用于光学摄影中的图像深度估计[72]

或景深延拓[73]。将PSF工程与深度学习相结合,会
在计算显微成像领域和其他相关领域大放光彩,并
进一步增加人类通过成像系统所能感知的信息量。
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