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中国光学十大进展：深度学习赋能的高通量荧光
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摘要  显微镜的光学孔径和测量带宽的有限性限制了生物应用中的信息获取，包括在观测生物体系的精细亚细胞结构动

力学过程、活体超快瞬态生物学过程，以及介观离体组织的高效三维成像等，这一问题成为多领域生物医学研究的制约因

素。传统荧光显微镜的局限性促使研究人员着手探索新型荧光显微成像原理和方法。研究者们引入了人工智能手段，以

提高荧光显微成像的速度和精度，从而增加信息获取的通量。本文以细胞生物学、发育生物学和肿瘤医学为视角，详细分

析了在这些领域中通量限制带来的挑战。结合深度学习，突破了传统荧光显微成像的通量限制问题，为物理光学和图像

处理领域的进一步发展提供了契机。这一创新助力于生物医学研究的推进，使科学家能够更全面、深入地理解生命和健

康领域的复杂现象。因此，本研究不仅对生物医学领域具有重要意义，而且为未来的研究和应用提供了崭新的可能性。
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Abstract The restricted optical aperture and limited measurement bandwidth of microscopy impose constraints on 
information acquisition, particularly during the observation of dynamic processes within fine subcellular structures and 
ultrafast and transient biological events in vivo, and efficient three-dimensional imaging of mesoscopic ex vivo tissues 
within biological systems.  This limitation represents a formidable hurdle in the landscape of multidisciplinary biomedical 
research.  Traditional constraints associated with fluorescence microscopy have prompted studies on innovative principles 
and methodologies.  By integrating artificial intelligence, efforts have been directed toward enhancing the speed and 
precision of fluorescence microscopy imaging, thereby augmenting information throughput.  In this study, a meticulous 
analysis of problems posed by throughput limitations encountered in the fields of cell biology, developmental biology, and 
tumor medicine.  Through the integration of artificial intelligence, traditional constraints associated with fluorescence 
microscopy throughput were surmounted.  This pioneering approach paves the way for the advancement of physical optics 
and image processing and greatly contributes to the evolution of biomedical research.  This study offers comprehensive 
insights into intricate phenomena within the realms of life and health, not only holding paramount importance for 
biomedical exploration but also unveiling promising avenues for future studies and applications.
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1　引   言

荧光显微成像的核心任务是高度准确和迅速地在

时空的四维尺度下观测组织和细胞的结构与功能。然

而，由于显微镜存在光学孔径和测量带宽的限制，在观

测微弱的生物荧光信号时会面临一个问题，即单位时

间内所能获得的信息量（通量）受到限制，从而需要在

速度和精度之间进行权衡。举例来说：在细胞生物学

研究中，难以清晰地揭示细胞器之间的精密相互作用；

在发育生物学研究中，难以迅速捕捉到心跳、神经活动

等重要的瞬态过程；在肿瘤医学研究中，很难全面地了

解大型组织中细胞微环境的分布情况。成像通量不足

带来的“看不清、看不快、看不全”的问题，成为多领域

生物医学研究的制约因素。

工具驱动革命的作用在于发现需要进一步解释的

新事物。因此，探索新的荧光显微成像原理和方法，以

突破通量限制，探究以前无法观测到的新现象，不仅对

物理光学和图像处理领域具有重要意义，还能推动生

物医学研究的创新。

2　传统荧光显微镜

随着荧光标记技术的不断发展，以及在样本处理、

激光技术和光电探测器领域的重大突破，多种荧光显

微技术相继涌现。目前主流的荧光显微镜包括共聚焦

荧光显微镜、光片荧光显微镜和光场荧光显微镜等不

同类型。

2. 1　共聚焦荧光显微镜

1957 年，Marvin Minsky 首次提出共聚焦激光扫描

显微镜（以下简称共聚焦显微镜）的概念。直到 20 年

后，科学家 Robert Hoppe 和 Werner Press 才成功开发

出第一个可工作的共聚焦显微镜原型。自 1980 年开

始，共聚焦显微镜开始商业化应用，逐渐成为生物学和

材料科学领域的重要工具。随着计算机技术的不断发

展，共聚焦显微镜的图像处理和三维成像能力得到了

显著提高。

共聚焦显微镜的工作原理如图 1（a）所示，在宽场

荧光显微镜的基础上，共聚焦显微镜增加了一对共轭

的针孔（照明光源的针孔和探测针孔），它们被放置在

与物镜焦平面相共轭的位置。这一设计使得只有

物镜焦平面上的荧光信号才会被依次记录到光电倍

增管（PMT）中，采用逐点、逐行、逐层的方式快速扫

描样本，实现三维成像［1-2］。由于这一设计有效地消

除了离焦信号，因此共聚焦显微镜图像具有更高的对

比度。

然而，尽管在成像过程中只有焦平面上的荧光信

号被探测，但样品的上下部分仍然会被照亮，这无法避

免光毒性和光漂白的问题。由于共聚焦显微镜的针孔

会阻挡大部分荧光，因此需要更高强度的激发光，这也

会引发额外的光毒性。与宽场荧光显微镜的广域图像

采集相比，共聚焦显微镜采用点扫描方式，成像速度有

图 1　传统荧光显微镜成像光路及特点示意图［16］。（a）共聚焦显微镜；（b）光片显微镜；（c）光场显微镜

Fig. 1　Schematic diagrams of the imaging optical paths and characteristics[16]. (a) Confocal fluorescence microscopy; (b) light sheet 
fluorescence microscopy; (c) light field fluorescence microscopy

限，这对快速获得三维成像结果提出了一定挑战。

2. 2　光片荧光显微镜

光片荧光显微镜（以下简称光片显微镜）是近年来

迅速发展的一种三维成像技术。这项技术由德国

EMBL 的科学家 H. K. Stelzer 于 2004 年首次提出，并

在近十年里成为光学领域的研究热点［3］，其原理如

图 1（b）所示。通过引入额外的照明光路来创建一层

非常薄的光片，将样品照亮，只有这一光片穿过的薄层

能够被激发出荧光信号。同时，与光片正交的探测光

路聚焦在这个光片上，以采集荧光图像。在轴向上快

速扫描光片或样品，可以获得一系列荧光平面图像，然

后通过堆叠和重构得到样品的三维图像［4-5］。

与传统的宽场荧光显微镜和共聚焦显微镜相比，

光片显微镜具有出色的层析能力以及更低的光毒性和

光漂白性。因此，它能以较低的损伤对样品进行快速

三维成像。这种高效的照明和探测方式使得研究高

速、精细的生命活动过程成为可能［6-7］。

在光片荧光显微技术的发展过程中，根据不同的

应用场景和样品形态，出现了多种不同类型的光片显

微镜，包括传统的正交倒 T 型双物镜光片显微镜［8］、

V 字形正置正交双物镜光片显微镜［9］、开顶式正交双

物镜光片显微镜［10］和倒置单物镜光片显微镜［11］等。每

种光片显微镜都有其独特的结构和工作原理，以满足

不同领域的需求。

2. 3　光场荧光显微镜

光场荧光显微镜（以下简称光场显微镜）是用于参

数化表示四维光辐射场，同时包含位置和方向信息的

一种空间成像技术。它借助微透镜阵列的周期性调

制，将三维空间信息编码成二维图像，然后通过解码过

程来重新构建出三维信息［12-13］，如图 1（c）所示。相对

于传统的基于扫描的三维成像技术，光场显微镜能够

在一次曝光中获取完整的体三维图像，具有出色的体

积成像速度。因此，其被广泛应用于各种生物活动的

观测，如心脏跳动、血液循环和细胞成像等。

“光场”的概念最早由 Gershun［14］于 1939 年明确提

出，他将光场定义为光辐射在空间各个位置朝各个方

向传播的方式。2006 年，Levoy 等［13］首次将光场理论

应用于显微成像，成功研发出第一台光场显微镜。

2014 年，Broxton 等［15］提出基于波动光学的光场去卷

积恢复算法，该算法进一步提高了重建三维图像的分

辨率，为光场显微镜的进一步发展铺平了道路。

3　深度学习在荧光图像中的应用场景

在当前的三维荧光显微成像领域，共聚焦技术已

经在实验室中得到广泛应用。然而，由于存在扫描速

度缓慢、光子利用率低，以及光毒性较大等问题，其应

用仍然受到一定限制，亟待光片、光场等新型成像技术

的革新。例如，尽管光片显微镜在三维空间分辨率方

面表现出色，但仍然无法克服衍射极限，限制了对细胞

器、蛋白质、分子等信号的观测。光场显微镜成像虽然

具有较快的扫描速度，但传统去卷积重建的图像分辨

率仍然相对较低，容易产生伪影。因此，如何进一步提

高光片和光场显微成像的时空带宽积，成为亟待解决

的问题。

近年来，深度学习在图像处理领域展现出卓越的

能力，涵盖图像识别、分割、复原等多个方面。神经网

络处理非线性问题的强大能力使其特别适用于解决荧

光图像分辨率增强、去噪等逆问题，有效提升荧光显微

成像技术的时空分辨率和光学通量。接下来，本文将

从活细胞的超分辨成像、瞬态生物学过程的高速捕捉、

组织大样本的高效整体三维成像等几个典型应用场景

出发，介绍深度学习如何与先进的光片和光场成像技

术相结合，实现超高时空分辨率的观测。

3. 1　深度学习赋能的活细胞超分辨成像

细胞是构成生命的基本单位。当研究焦点集中在

单个细胞的水平时，传统的荧光显微镜会受到 200 nm
光学衍射极限的限制，无法清晰观察细胞内部结构。

突破光学衍射极限，观察活细胞内复杂的网络运动，获

取细胞器和蛋白质的时空动态信息，是生物医学研究

的基本需求，可以为揭示发育、衰老、疾病等现象的调

控机制提供重要参考。光学显微镜属于衍射受限成像

系统，其成像过程受到系统带宽的影响，会导致超出一

定频率范围的信号频谱丢失，这限制了光学显微成像

技术的空间分辨率。这一制约严重限制了对生物结构

更加精细的三维观察。为进一步提高光学显微成像技

术的空间分辨率，研究人员开发了一系列超分辨显微

成像技术，从根本上改善了光学显微成像的时空性

能［17］。根据不同的成像原理，超分辨荧光显微镜可以

分为以下几种：一是基于抑制点扩散函数边缘的受激

辐射损耗显微镜（STED）［18］；二是基于频谱调制的结

构光照明显微镜（SIM）［19］；三是基于光激活的单分子

定位显微镜，包括光活化定位显微镜（PALM）［20］、随机

光学重建显微镜（STORM）［21］、基于 DNA 的点积累纳

米级重构（DNA-PAINT）［22］等；四是基于荧光涨落原

理的计算超分辨成像，如超分辨光学波动成像显微镜

（SOFI）［23］和超分辨率径向波动显微镜（SRRF）［24］等。

尽管这些传统的超分辨显微成像技术在空间分辨

率方面取得了显著进展，但它们通常需要采集数百到

数千帧图像来完成测量，这严重降低了成像系统的时

间分辨率，无法捕捉到活细胞中快速变化的生命动态

过程。此外，单分子定位荧光显微成像技术需要使用

具有特殊开关性质的荧光蛋白对生物样本进行特异性

荧光标记，对生物标记和多色成像提出了巨大挑战。

2017 年，Rivenson 等［25］首次将深度学习与光学显

微镜结合，利用卷积神经网络（CNN），将宽场显微镜

实拍的低倍（低分辨率）与高倍（高分辨率）数据配对

训练，网络训练完成后，显著提高了输入的大视场、大

景深图像的空间分辨率，开启了超分辨显微成像的新
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限，这对快速获得三维成像结果提出了一定挑战。

2. 2　光片荧光显微镜

光片荧光显微镜（以下简称光片显微镜）是近年来

迅速发展的一种三维成像技术。这项技术由德国

EMBL 的科学家 H. K. Stelzer 于 2004 年首次提出，并

在近十年里成为光学领域的研究热点［3］，其原理如

图 1（b）所示。通过引入额外的照明光路来创建一层

非常薄的光片，将样品照亮，只有这一光片穿过的薄层

能够被激发出荧光信号。同时，与光片正交的探测光

路聚焦在这个光片上，以采集荧光图像。在轴向上快

速扫描光片或样品，可以获得一系列荧光平面图像，然

后通过堆叠和重构得到样品的三维图像［4-5］。

与传统的宽场荧光显微镜和共聚焦显微镜相比，

光片显微镜具有出色的层析能力以及更低的光毒性和

光漂白性。因此，它能以较低的损伤对样品进行快速

三维成像。这种高效的照明和探测方式使得研究高

速、精细的生命活动过程成为可能［6-7］。

在光片荧光显微技术的发展过程中，根据不同的

应用场景和样品形态，出现了多种不同类型的光片显

微镜，包括传统的正交倒 T 型双物镜光片显微镜［8］、

V 字形正置正交双物镜光片显微镜［9］、开顶式正交双

物镜光片显微镜［10］和倒置单物镜光片显微镜［11］等。每

种光片显微镜都有其独特的结构和工作原理，以满足

不同领域的需求。

2. 3　光场荧光显微镜

光场荧光显微镜（以下简称光场显微镜）是用于参

数化表示四维光辐射场，同时包含位置和方向信息的

一种空间成像技术。它借助微透镜阵列的周期性调

制，将三维空间信息编码成二维图像，然后通过解码过

程来重新构建出三维信息［12-13］，如图 1（c）所示。相对

于传统的基于扫描的三维成像技术，光场显微镜能够

在一次曝光中获取完整的体三维图像，具有出色的体

积成像速度。因此，其被广泛应用于各种生物活动的

观测，如心脏跳动、血液循环和细胞成像等。

“光场”的概念最早由 Gershun［14］于 1939 年明确提

出，他将光场定义为光辐射在空间各个位置朝各个方

向传播的方式。2006 年，Levoy 等［13］首次将光场理论

应用于显微成像，成功研发出第一台光场显微镜。

2014 年，Broxton 等［15］提出基于波动光学的光场去卷

积恢复算法，该算法进一步提高了重建三维图像的分

辨率，为光场显微镜的进一步发展铺平了道路。

3　深度学习在荧光图像中的应用场景

在当前的三维荧光显微成像领域，共聚焦技术已

经在实验室中得到广泛应用。然而，由于存在扫描速

度缓慢、光子利用率低，以及光毒性较大等问题，其应

用仍然受到一定限制，亟待光片、光场等新型成像技术

的革新。例如，尽管光片显微镜在三维空间分辨率方

面表现出色，但仍然无法克服衍射极限，限制了对细胞

器、蛋白质、分子等信号的观测。光场显微镜成像虽然

具有较快的扫描速度，但传统去卷积重建的图像分辨

率仍然相对较低，容易产生伪影。因此，如何进一步提

高光片和光场显微成像的时空带宽积，成为亟待解决

的问题。

近年来，深度学习在图像处理领域展现出卓越的

能力，涵盖图像识别、分割、复原等多个方面。神经网

络处理非线性问题的强大能力使其特别适用于解决荧

光图像分辨率增强、去噪等逆问题，有效提升荧光显微

成像技术的时空分辨率和光学通量。接下来，本文将

从活细胞的超分辨成像、瞬态生物学过程的高速捕捉、

组织大样本的高效整体三维成像等几个典型应用场景

出发，介绍深度学习如何与先进的光片和光场成像技

术相结合，实现超高时空分辨率的观测。

3. 1　深度学习赋能的活细胞超分辨成像

细胞是构成生命的基本单位。当研究焦点集中在

单个细胞的水平时，传统的荧光显微镜会受到 200 nm
光学衍射极限的限制，无法清晰观察细胞内部结构。

突破光学衍射极限，观察活细胞内复杂的网络运动，获

取细胞器和蛋白质的时空动态信息，是生物医学研究

的基本需求，可以为揭示发育、衰老、疾病等现象的调

控机制提供重要参考。光学显微镜属于衍射受限成像

系统，其成像过程受到系统带宽的影响，会导致超出一

定频率范围的信号频谱丢失，这限制了光学显微成像

技术的空间分辨率。这一制约严重限制了对生物结构

更加精细的三维观察。为进一步提高光学显微成像技

术的空间分辨率，研究人员开发了一系列超分辨显微

成像技术，从根本上改善了光学显微成像的时空性

能［17］。根据不同的成像原理，超分辨荧光显微镜可以

分为以下几种：一是基于抑制点扩散函数边缘的受激

辐射损耗显微镜（STED）［18］；二是基于频谱调制的结

构光照明显微镜（SIM）［19］；三是基于光激活的单分子

定位显微镜，包括光活化定位显微镜（PALM）［20］、随机

光学重建显微镜（STORM）［21］、基于 DNA 的点积累纳

米级重构（DNA-PAINT）［22］等；四是基于荧光涨落原

理的计算超分辨成像，如超分辨光学波动成像显微镜

（SOFI）［23］和超分辨率径向波动显微镜（SRRF）［24］等。

尽管这些传统的超分辨显微成像技术在空间分辨

率方面取得了显著进展，但它们通常需要采集数百到

数千帧图像来完成测量，这严重降低了成像系统的时

间分辨率，无法捕捉到活细胞中快速变化的生命动态

过程。此外，单分子定位荧光显微成像技术需要使用

具有特殊开关性质的荧光蛋白对生物样本进行特异性

荧光标记，对生物标记和多色成像提出了巨大挑战。

2017 年，Rivenson 等［25］首次将深度学习与光学显

微镜结合，利用卷积神经网络（CNN），将宽场显微镜

实拍的低倍（低分辨率）与高倍（高分辨率）数据配对

训练，网络训练完成后，显著提高了输入的大视场、大

景深图像的空间分辨率，开启了超分辨显微成像的新
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纪元。 2018 年，Wang 等［26］基于训练生成对抗网络

（GAN）将共聚焦显微镜的衍射极限输入图像转换为

STED 显微镜的超分辨率图像，同时该网络也能够将

常规的全内反射荧光显微成像（TIRF）分辨率提升到

全 内 反 射 荧 光 显 微 与 结 构 光 超 分 辨 成 像 相 结 合

（TIRF-SIM）的分辨率水平。

光片照明显微镜具有时间分辨率高、光毒性低、侵

入性低等特点，是三维观察活细胞的绝佳工具，但由于

物镜的数值孔径有限，其分辨率受光学衍射极限的限

制。2019 年，Zhang 等［27］将 GAN 应用于宽场显微成像

和光片显微成像，提出一种图像降级模型来生成用于

训练的低分辨率图像，使得在训练数据集准备期间免

于复杂的图像配准。2020 年，该课题组提出一种双阶

段互反馈深度学习方法 DSP-Net，结合模拟降质的思

路，用两个子网络依次完成信号的提取与上插值，逆转

将高分辨率图像变为低分辨率图像的成像过程，达到

了比传统的一段式神经网络更好的超分辨效果［28］。

2022 年，Zhao 等［29］构建了贝塞尔光片显微成像系统，

可以产生厚度仅为 400 nm 的超薄低旁瓣无衍射光片，

实现低毒性、高速、多色的三维荧光观测，结合“分而治

之”的多段级联各向同性 CNN 的单图超分辨卷积神经

网络，将系统产生的衍射极限图像与多帧超分辨算法

重构出的高分辨图像进行配对训练，在网络训练收敛

后，仅需输入单帧低分辨图像，就可以预测得到高保真

度的超分辨图像，并在多种亚细胞结构中实现高时空

分辨率的三维长时程观测，如图 2（a）~（d）所示。

结构光显微镜可以通过在样本上加载不同的照明

图案扩展频谱实现超分辨，但需要通过多帧重构高分

辨图像，降低了成像的时间分辨率。2020 年，Jin 等［30］

首次将深度学习引入结构光照明显微镜，利用 U-Net

图 2　（a）~（d）深度学习赋能光片显微镜突破衍射极限，提高成像空间分辨率，图中包含 DR-SPIM（未结合深度学习方法）以及

IDDR-SPIM（结合深度学习方法）空间分辨率及时序结果的展示及对比［29］； （e）（f） 深度学习赋能结构光显微镜提高成像时间

分辨率。图中包含原理示意图以及微管重建结果［30］；（g）~（j）深度学习赋能单分子定位显微镜提高成像时间分辨率，图中包

含原理示意图以及与其他方法的对比图［34］

Fig. 2　(a)‒(d) Deep learning enables light sheet fluorescence microscopy to break through the diffraction limit and improving the spatial 
resolution of imaging, the spatial resolution and time series results of DR-SPIM (uncombined deep learning method) and IDDR-

SPIM (combined deep learning method) are displayed and compared[29]; (e) (f) deep learning enables structured light microscopy 
to improve imaging temporal resolution, the figures contain schematic diagrams and reconstruction results for microtubules[30]; 
(g)‒(j) deep learning enables single-molecule localization microscopy to improve imaging temporal resolution, the figures contain 

schematic diagrams and comparisons with other methods[34]

输入 15 张 SIM 原始图像，并以传统 SIM 重构结果作为

基本事实进行网络训练，收敛后仅需要输入 3 张 SIM
原始图像，网络即可以输出高分辨图像。在复杂结构

（线粒体、肌动蛋白网络等）上实现了以更少的输入图

像、更低的强度或更短的曝光来生成高质量的 SIM 重

构图像，所需原始图像数量减少五分之四，如图 2（e）、

（f）所示。同年，Ling 等［31］使用基于深度学习的框架

来 重 建 SIM 图 像 ，利 用 循 环 一 致 生 成 对 抗 网 络

（CycleGAN），通过 3 幅原始 SIM 图像的单向相移来重

建超分辨图像，无需使用配对训练数据即可训练网络，

相比于传统的 SIM 重构方式，时间分辨率提高 3 倍。

2022 年，Zhang 等［32］将 GAN 和变形 U-Net（DU-Net）相

结合，GAN 被训练为通过输入单个结构化照明图像来

生成其他结构化照明图像，并且 DU-Net 被训练为重

建超分辨图像。网络收敛后，仅用一帧结构照明图像

即可重建超分辨图像。

单分子定位显微镜通过激活光和激发光，控制成

像区每次仅有少量、随机、离散的单个荧光分子闪烁发

光，以时间换空间，将数万张图片重构形成一幅超分辨

图像，有极高的空间分辨率。2018 年，Nehme 等［33］提

出 Deep-STORM，第一次将深度学习应用于单分子定

位显微镜中，Deep-STORM 是一种无参数超分辨图像

重建方法，使用带有 CNN 的编码器-解码器架构，通过

点扩散函数（PSF）模拟生成一对衍射极限图像和相应

的超分辨图像，然后用模拟数据和实验微管图像进行

测试，可实现比传统方法更快更准确的重构。同年，

Ouyang 等［34］提出 ANNA-PALM，可以从稀疏快速采

集的单分子定位闪烁图像或宽场图像重建出单分子定

位精度的超分辨图像，重构所需张数比之前减少 2 个

数量级，如图 2（g）~（j）所示。 2022 年，Narayanasamy
等［35］根据高发射器密度 DNA-PAINT 数据预测荧光

团位置，从而在一分钟内完成图像采集，并实现半薄神经

元组织的多色超分辨成像和大样本的成像。2023 年，

Chen 等［36］开发了一种基于深度学习的单帧超分辨显

微镜（SFSRM）方法，利用子像素边缘图和多分量优化

策略来指导神经网络从单帧衍射受限图像重构超分辨

率图像，在可容忍的信号密度和可承受的信噪比下，该

网络可实现 10 倍高保真度二维超分辨、时空分辨率为

30 nm 和 10 ms的高保真活细胞成像。

活细胞超分辨成像中时空分辨率与光毒性相互牵

制，如何利用深度学习的手段实现多倍分辨率的提升

以及高精度的定位，一直以来都是科学家们致力要解

决的问题。实时超分辨成像对于生物学和医学研究至

关重要。未来的趋势将包括开发实时超分辨成像系

统，使研究人员能够在活体样本中实时观察生物过程。

3. 2　深度学习赋能的瞬态生物学过程超快成像

当研究对象从单细胞聚焦到多细胞尺度，很多重

要的活体动态过程，如心跳、血流、神经活性等，常在短

至毫秒的时间尺度发生变化，需被高速且精准地观测。

新型光场显微成像通过复用空间和角度信息，单次拍

照即可将瞬态信号的三维分布编码为多视角二维投

影。但从光场二维视角到三维深度的解码，需通过与

光场 PSF 的去卷积运算来实现，这种逆问题求解病态

性极大，传统的基于物理模型的反卷积求逆算法无法

摆脱固有的空间分辨率限制以及伪影干扰［15］，故虽快

却不准。而深度学习算法在求逆问题上的强大模型拟

合能力以及外源数据的先验提升则很好地解决了以上

问题。

2021 年，Wagner 等［37］通过构建光场 -光片原位系

统，可获取配对的二维实测光场图像以及三维体积，构

建视角堆栈到三维体积的映射网络，实现对光场图像

的高分辨重建。该方法由于其原位采集的特性，对于

动态样本（难以通过模拟产生配对的光场图像-三维体

积训练对），能够获取特定深度的光片图像以及与之对

应的光场投影，因此可实现对模型泛化能力的评估和

持续性训练，以 100 Hz 的体积成像速率对青鳉心脏动

态和斑马鱼神经活动进行成像。同年，Wang 等［38］通

过对光场前向模型建模，构建了二维光场和三维高分

辨体积的配对训练集，提出“视角 -通道 -深度”（VCD）

网络实现低分辨率二维视角图像到三维体积的映射，

凭借其大量数据先验，首次利用深度学习算法消除光

场三维重建中存在的分辨率低以及轴向伪影问题，成

功地以 200 Hz 的体成像速度实现心肌细胞和血细胞

的三维成像，成像速度提高了 720 倍，存储空间减少至

原来的 1/64，如图 3 所示。2023 年，针对原始有监督网

络的泛化性误差以及活细胞成像中的严重降质过程，

Zhu 等［39］提出基于模型迁移的多段式光场超分辨三维

重建网络。该方法将光场降质模型分解为“噪声背景

干扰-光场空间降采样-三维多视角投影”，并提出多段

损失函数，实现低信噪比下的横向采样率 30 倍提升的

三维重建，结合迁移学习的思想，利用高分辨二维实测

图像以及与之对应的损失约束，实现无对应体数据监

督情况下的超分辨三维重构。

深度学习赋能的光场显微镜大大缓解了传统方法

空间分辨率下降的问题。在硬件方面，光场显微镜小

型化的研究正逐渐增加，这些技术改进将为光场显微

镜在临床和医学应用中提供新的可能性。在网络方

面，不依赖于标记数据的自监督甚至无监督的方法用

于重建三维结构已成为科学家们的重要研究方向。

3. 3　深度学习赋能的离体组织高通量成像

除了微观活体动态观察，对于介观尺度的组织和

整个器官的三维显微成像在脑科学、肿瘤病理学等领

域的研究中也具有重要意义。光片荧光显微成像结合

了组织透明化技术的特点，已成为整体组织成像的前

沿技术。然而，光学系统需要在大视场和高分辨率之

间进行权衡，通常需要采用高倍数的小视野成像并进

行复杂的图像拼接。这导致在低通量条件下，每个样

本的成像需要花费数小时，难以满足对大规模和多标
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输入 15 张 SIM 原始图像，并以传统 SIM 重构结果作为

基本事实进行网络训练，收敛后仅需要输入 3 张 SIM
原始图像，网络即可以输出高分辨图像。在复杂结构

（线粒体、肌动蛋白网络等）上实现了以更少的输入图

像、更低的强度或更短的曝光来生成高质量的 SIM 重

构图像，所需原始图像数量减少五分之四，如图 2（e）、

（f）所示。同年，Ling 等［31］使用基于深度学习的框架

来 重 建 SIM 图 像 ，利 用 循 环 一 致 生 成 对 抗 网 络

（CycleGAN），通过 3 幅原始 SIM 图像的单向相移来重

建超分辨图像，无需使用配对训练数据即可训练网络，

相比于传统的 SIM 重构方式，时间分辨率提高 3 倍。

2022 年，Zhang 等［32］将 GAN 和变形 U-Net（DU-Net）相

结合，GAN 被训练为通过输入单个结构化照明图像来

生成其他结构化照明图像，并且 DU-Net 被训练为重

建超分辨图像。网络收敛后，仅用一帧结构照明图像

即可重建超分辨图像。

单分子定位显微镜通过激活光和激发光，控制成

像区每次仅有少量、随机、离散的单个荧光分子闪烁发

光，以时间换空间，将数万张图片重构形成一幅超分辨

图像，有极高的空间分辨率。2018 年，Nehme 等［33］提

出 Deep-STORM，第一次将深度学习应用于单分子定

位显微镜中，Deep-STORM 是一种无参数超分辨图像

重建方法，使用带有 CNN 的编码器-解码器架构，通过

点扩散函数（PSF）模拟生成一对衍射极限图像和相应

的超分辨图像，然后用模拟数据和实验微管图像进行

测试，可实现比传统方法更快更准确的重构。同年，

Ouyang 等［34］提出 ANNA-PALM，可以从稀疏快速采

集的单分子定位闪烁图像或宽场图像重建出单分子定

位精度的超分辨图像，重构所需张数比之前减少 2 个

数量级，如图 2（g）~（j）所示。 2022 年，Narayanasamy
等［35］根据高发射器密度 DNA-PAINT 数据预测荧光

团位置，从而在一分钟内完成图像采集，并实现半薄神经

元组织的多色超分辨成像和大样本的成像。2023 年，

Chen 等［36］开发了一种基于深度学习的单帧超分辨显

微镜（SFSRM）方法，利用子像素边缘图和多分量优化

策略来指导神经网络从单帧衍射受限图像重构超分辨

率图像，在可容忍的信号密度和可承受的信噪比下，该

网络可实现 10 倍高保真度二维超分辨、时空分辨率为

30 nm 和 10 ms的高保真活细胞成像。

活细胞超分辨成像中时空分辨率与光毒性相互牵

制，如何利用深度学习的手段实现多倍分辨率的提升

以及高精度的定位，一直以来都是科学家们致力要解

决的问题。实时超分辨成像对于生物学和医学研究至

关重要。未来的趋势将包括开发实时超分辨成像系

统，使研究人员能够在活体样本中实时观察生物过程。

3. 2　深度学习赋能的瞬态生物学过程超快成像

当研究对象从单细胞聚焦到多细胞尺度，很多重

要的活体动态过程，如心跳、血流、神经活性等，常在短

至毫秒的时间尺度发生变化，需被高速且精准地观测。

新型光场显微成像通过复用空间和角度信息，单次拍

照即可将瞬态信号的三维分布编码为多视角二维投

影。但从光场二维视角到三维深度的解码，需通过与

光场 PSF 的去卷积运算来实现，这种逆问题求解病态

性极大，传统的基于物理模型的反卷积求逆算法无法

摆脱固有的空间分辨率限制以及伪影干扰［15］，故虽快

却不准。而深度学习算法在求逆问题上的强大模型拟

合能力以及外源数据的先验提升则很好地解决了以上

问题。

2021 年，Wagner 等［37］通过构建光场 -光片原位系

统，可获取配对的二维实测光场图像以及三维体积，构

建视角堆栈到三维体积的映射网络，实现对光场图像

的高分辨重建。该方法由于其原位采集的特性，对于

动态样本（难以通过模拟产生配对的光场图像-三维体

积训练对），能够获取特定深度的光片图像以及与之对

应的光场投影，因此可实现对模型泛化能力的评估和

持续性训练，以 100 Hz 的体积成像速率对青鳉心脏动

态和斑马鱼神经活动进行成像。同年，Wang 等［38］通

过对光场前向模型建模，构建了二维光场和三维高分

辨体积的配对训练集，提出“视角 -通道 -深度”（VCD）

网络实现低分辨率二维视角图像到三维体积的映射，

凭借其大量数据先验，首次利用深度学习算法消除光

场三维重建中存在的分辨率低以及轴向伪影问题，成

功地以 200 Hz 的体成像速度实现心肌细胞和血细胞

的三维成像，成像速度提高了 720 倍，存储空间减少至

原来的 1/64，如图 3 所示。2023 年，针对原始有监督网

络的泛化性误差以及活细胞成像中的严重降质过程，

Zhu 等［39］提出基于模型迁移的多段式光场超分辨三维

重建网络。该方法将光场降质模型分解为“噪声背景

干扰-光场空间降采样-三维多视角投影”，并提出多段

损失函数，实现低信噪比下的横向采样率 30 倍提升的

三维重建，结合迁移学习的思想，利用高分辨二维实测

图像以及与之对应的损失约束，实现无对应体数据监

督情况下的超分辨三维重构。

深度学习赋能的光场显微镜大大缓解了传统方法

空间分辨率下降的问题。在硬件方面，光场显微镜小

型化的研究正逐渐增加，这些技术改进将为光场显微

镜在临床和医学应用中提供新的可能性。在网络方

面，不依赖于标记数据的自监督甚至无监督的方法用

于重建三维结构已成为科学家们的重要研究方向。

3. 3　深度学习赋能的离体组织高通量成像

除了微观活体动态观察，对于介观尺度的组织和

整个器官的三维显微成像在脑科学、肿瘤病理学等领

域的研究中也具有重要意义。光片荧光显微成像结合

了组织透明化技术的特点，已成为整体组织成像的前

沿技术。然而，光学系统需要在大视场和高分辨率之

间进行权衡，通常需要采用高倍数的小视野成像并进

行复杂的图像拼接。这导致在低通量条件下，每个样

本的成像需要花费数小时，难以满足对大规模和多标
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记样本的研究需求。因此，发展具有大视场和高分辨

率的成像新技术是解决这一问题的关键。例如，结构

光等照明调制方法可以增强大视场图像的分辨率，但

在深层组织中，照明调制度容易下降，因此应用受到

限制。

2020 年，Zhao 等［40］将深度神经网络（DNN）与光

片显微镜结合，在大尺寸的生物样本成像中实现整体

分辨率的 15 倍提升，达到了单细胞水平的 3 µm 各向

同性分辨率。同年，为解决大组织样本的深层散射问

题 ，Xiao 等［41］报 告 了 一 种 基 于 U-Net 架 构 的 名 为

ScatNet的深度学习方法，配准的散射和无散射图像进

行配对训练，网络收敛后，输入散射图像可以直接预测

高质量无散射图像，无需添加任何硬件或复杂的计算。

2021 年，Fang 等［42］将扫描贝塞尔光片显微镜与内容感

知压缩传感（CACS）计算方法结合，对图像内容自适

应感知的压缩感知增强，无需配对训练，实现了图像每

个维度 4 倍的分辨率提升，总光学通量 64 倍的提升，如

图 4（a）~（e）所示。2023 年，Ning 等［43］提出一种基于

CycleGAN 的名为 Self-Net的深度自学习方法，使用来

自同一原始数据集的横向图像作为目标，结合用于现

实各向异性退化的无监督学习和用于高保真各向同性

恢复的监督学习，显著提高了轴向图像的分辨率，三维

分辨率各向同性使得密集复杂的神经纤维能够在三维

空间中可视化和分析，神经元重建速度相比以往提升

了近 4倍，极大地提高了分析效率，如图 4（f）~（i）所示。

对于宏观整体组织的成像，目前神经网络在提高图

像质量和成像通量方面的应用较为广泛，这将继续是未

来的研究目标。此外，整体组织成像面临的另一个挑战

是采集到的原始数据量庞大，如何利用 CNN 进行智能

成像和有效存储大数据也将成为未来发展的重要方向。

图 3　（a） VCD-Net 重建流程；（b）（c）分别通过 VCD-LFM 和 LFDM 计算的跳动心肌细胞核的一个瞬时体积的 xy（上）和 xz （下） 
面的 MIP；（d）（e）分别通过 VCD-LFM 和 LFDM 在一个时间点对跳动心肌进行三维可视化；（f）一个心动周期中舒张期和收

缩期期间的心肌体积；（g）一个心动周期中心室舒张期和收缩期的容积变化率［38］

Fig.  3 (a) VCD-Net reconstruction process; (b) (c) MIP of one instantaneous volume of xy (top) and xz (bottom) sides of the beating 
cardiomyocyte nucleus calculated by VCD-LFM and LFDM, respectively; (d)(e) visualized in 3D by VCD-LFM and LFDM 
at a time point, respectively; (f) myocardial volume during diastolic and systolic phases in a cardiac cycle; (g) the rate of 

volume change in central ventricular diastole and systolic in a cardiac cycle[38]

4　总   结

通量限制给多个领域的生物医学研究带来了挑

战，例如在细胞生物学、发育生物学和肿瘤医学研究

中，科学家们难以捕捉到细胞器之间精细的相互作用、

重要的瞬态过程，以及细胞微环境的分布情况。通过

引入新的成像原理和方法，帮助研究者更清晰地观察

生物体系中的现象，甚至是以前无法察觉的现象。通

过引入深度学习等人工智能手段改进荧光显微成像的

速度和精度，提高信息获取的通量。

本文列举了一些不同尺度下的生物应用场景，介

绍了深度学习在高通量荧光显微成像技术中的应用及

潜力，旨在解决传统荧光显微成像的通量限制问题。

不仅对物理光学和图像处理领域具有意义，还有望推

动生物医学研究的创新，推动工具驱动的革命，帮助科

学家们更深入地理解生命和健康领域的复杂现象，为

未来的研究和应用提供新的可能性。
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4　总   结

通量限制给多个领域的生物医学研究带来了挑

战，例如在细胞生物学、发育生物学和肿瘤医学研究

中，科学家们难以捕捉到细胞器之间精细的相互作用、

重要的瞬态过程，以及细胞微环境的分布情况。通过

引入新的成像原理和方法，帮助研究者更清晰地观察

生物体系中的现象，甚至是以前无法察觉的现象。通

过引入深度学习等人工智能手段改进荧光显微成像的

速度和精度，提高信息获取的通量。

本文列举了一些不同尺度下的生物应用场景，介

绍了深度学习在高通量荧光显微成像技术中的应用及

潜力，旨在解决传统荧光显微成像的通量限制问题。

不仅对物理光学和图像处理领域具有意义，还有望推

动生物医学研究的创新，推动工具驱动的革命，帮助科

学家们更深入地理解生命和健康领域的复杂现象，为

未来的研究和应用提供新的可能性。

参 考 文 献

[1] Diaspro A. Confocal and two-photon microscopy: 
foundations, applications and advances[M]. Weinheim: 
Wiley, 2001.

[2] Jonkman J, Brown C M, Wright G D, et al. Tutorial: 
guidance for quantitative confocal microscopy[J]. Nature 
Protocols, 2020, 15: 1585-1611.

[3] Huisken J, Swoger J, del Bene F, et al. Optical 
sectioning deep inside live embryos by selective plane 

illumination microscopy[J]. Science, 2004, 305(5686): 
1007-1009.

[4] Power R M, Huisken J. A guide to light-sheet 
fluorescence microscopy for multiscale imaging[J]. Nature 
Methods, 2017, 14: 360-373.

[5] Stelzer E H K, Strobl F, Chang B J, et al. Light sheet 
fluorescence microscopy[J]. Nature Reviews Methods 
Primers, 2021, 1: 73.

[6] Verveer P J, Swoger J, Pampaloni F, et al. High-

resolution three-dimensional imaging of large specimens 
with light sheet-based microscopy[J]. Nature Methods, 
2007, 4: 311-313.

[7] Keller P J, Schmidt A D, Wittbrodt J, et al. 
Reconstruction of zebrafish early embryonic development 
by scanned light sheet microscopy[J]. Science, 2008, 322
(5904): 1065-1069.

[8] Santi P A, Johnson S B, Hillenbrand M, et al. Thin-

sheet laser imaging microscopy for optical sectioning of 
thick tissues[J]. BioTechniques, 2009, 46(4): 287-294.

[9] Wang H, Zhu Q Y, Ding L F, et al. Scalable volumetric 
imaging for ultrahigh-speed brain mapping at synaptic 
resolution[J]. National Science Review, 2019, 6(5): 982-992.

[10] Glaser A K, Reder N P, Chen Y, et al. Light-sheet 
microscopy for slide-free non-destructive pathology of 
large clinical specimens[J]. Nature Biomedical Engineering, 
2017, 1: 84.

[11] Yang B, Chen X Y, Wang Y N, et al. Epi-illumination 
SPIM for volumetric imaging with high spatial-temporal 
resolution[J]. Nature Methods, 2019, 16: 501-504.

[12] Bimber O, Schedl D. Light-field microscopy: a review

图 4　（a）~（e） CACS 赋能光片显微镜提高成像分辨率的流程示意图及效果展示图［42］； （h）~（i） Self-Net赋能荧光显微镜提升轴向

分辨率，原始数据和 Self-Net输出数据比较展示图［43］

Fig.  4　(a) ‒ (e) Schematic diagrams of the process and effect of CACS which enables light sheet fluorescence microscopy to improve 
imaging resolution[42]; (h)‒(i) Self-Net enables fluorescence microscopy to improve axial resolution, comparison of raw data and 

self-net output data[43]



1600001-8

中国光学十大进展·封面文章 第  61 卷第  16 期/2024 年  8 月/激光与光电子学进展

[J]. Journal of Neurology & Neuromedicine, 2019, 4(1): 
1-6.

[13] Levoy M, Ng R, Adams A, et al. Light field microscopy
[J]. ACM Transactions on Graphics, 2006, 25(3): 924-

934.
[14] Gershun A. The light field[J]. Journal of Mathematics 

and Physics, 1939, 18(1/2/3/4): 51-151.
[15] Broxton M, Grosenick L, Yang S, et al. Wave optics 

theory and 3-D deconvolution for the light field 
microscope[J]. Optics Express, 2013, 21(21): 25418-

25439.
[16] Keller P J, Ahrens M B. Visualizing whole-brain activity 

and development at the single-cell level using light-sheet 
microscopy[J]. Neuron, 2015, 85(3): 462-483.

[17] Zheludev N I, Yuan G H. Optical superoscillation 
technologies beyond the diffraction limit[J]. Nature Reviews 
Physics, 2022, 4: 16-32.

[18] Hell S W, Wichmann J. Breaking the diffraction 
resolution limit by stimulated emission: stimulated-

emission-depletion fluorescence microscopy[J]. Optics 
Letters, 1994, 19(11): 780-782.

[19] Gustafsson M G. Surpassing the lateral resolution limit 
by a factor of two using structured illumination 
microscopy[J]. Journal of Microscopy, 2000, 198(Pt 2): 
82-87.

[20] Betzig E, Patterson G H, Sougrat R, et al. Imaging 
intracellular fluorescent proteins at nanometer resolution
[J]. Science, 2006, 313(5793): 1642-1645.

[21] Rust M J, Bates M, Zhuang X W. Sub-diffraction-limit 
imaging by stochastic optical reconstruction microscopy 
(STORM)[J]. Nature Methods, 2006, 3: 793-796.

[22] Jungmann R, Avendaño M S, Woehrstein J B, et al. 
Multiplexed 3D cellular super-resolution imaging with 
DNA-PAINT and Exchange-PAINT[J]. Nature Methods, 
2014, 11: 313-318.

[23] Dertinger T, Colyer R, Iyer G, et al. Fast, background-

free, 3D super-resolution optical fluctuation imaging 
(SOFI) [J]. Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the United States of America, 2009, 106
(52): 22287-22292.

[24] Gustafsson N, Culley S, Ashdown G, et al. Fast live-

cell conventional fluorophore nanoscopy with ImageJ 
through super-resolution radial fluctuations[J]. Nature 
Communications, 2016, 7: 12471.

[25] Rivenson Y, Göröcs Z, Günaydin H, et al. Deep 
learning microscopy[J]. Optica, 2017, 4(11): 1437-1443.

[26] Wang H D, Rivenson Y, Jin Y Y, et al. Deep learning 
enables cross-modality super-resolution in fluorescence 
microscopy[J]. Nature Methods, 2019, 16: 103-110.

[27] Zhang H, Fang C Y, Xie X L, et al. High-throughput, 
high-resolution deep learning microscopy based on 
registration-free generative adversarial network[J]. 
Biomedical Optics Express, 2019, 10(3): 1044-1063.

[28] Zhang H, Zhao Y X, Fang C Y, et al. Exceeding the 
limits of 3D fluorescence microscopy using a dual-stage-

processing network[J]. Optica, 2020, 7(11): 1627-1640.

[29] Zhao Y X, Zhang M, Zhang W T, et al. Isotropic super-
resolution light-sheet microscopy of dynamic intracellular 
structures at subsecond timescales[J]. Nature Methods, 
2022, 19: 359-369.

[30] Jin L H, Liu B, Zhao F Q, et al. Deep learning enables 
structured illumination microscopy with low light levels 
and enhanced speed[J]. Nature Communications, 2020, 
11: 1934.

[31] Ling C, Zhang C L, Wang M Q, et al. Fast structured 
illumination microscopy via deep learning[J]. Photonics 
Research, 2020, 8(8): 1350-1359.

[32] Zhang Q N, Chen J W, Li J S, et al. Deep learning-

based single-shot structured illumination microscopy[J]. 
Optics and Lasers in Engineering, 2022, 155: 107066.

[33] Nehme E, Weiss L E, Michaeli T, et al. Deep-

STORM: super-resolution single-molecule microscopy 
by deep learning[J]. Optica, 2018, 5(4): 458-464.

[34] Ouyang W, Aristov A, Lelek M, et al. Deep learning 
massively accelerates super-resolution localization microscopy
[J]. Nature Biotechnology, 2018, 36: 460-468.

[35] Narayanasamy K K, Rahm J V, Tourani S, et al. Fast 
DNA-PAINT imaging using a deep neural network[J]. 
Nature Communications, 2022, 13: 5047.

[36] Chen R, Tang X, Zhao Y X, et al. Single-frame deep-

learning super-resolution microscopy for intracellular 
dynamics imaging[J]. Nature Communications, 2023, 
14: 2854.

[37] Wagner N, Beuttenmueller F, Norlin N, et al. Deep 
learning-enhanced light-field imaging with continuous 
validation[J]. Nature Methods, 2021, 18: 557-563.

[38] Wang Z Q, Zhu L X, Zhang H, et al. Real-time 
volumetric reconstruction of biological dynamics with 
light-field microscopy and deep learning[J]. Nature 
Methods, 2021, 18: 551-556.

[39] Zhu L X, Sun J H, Yi C Q, et al. Optics-aware super-
resolution light-field microscopy for long-term volumetric 
imaging of dynamic intracellular processes at millisecond 
timescales[EB/OL]. (2023-03-16) [2023-06-08]. https://
www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.03.15.532876v1.

[40] Zhao F, Zhu L X, Fang C Y, et al. Deep-learning super-
resolution light-sheet add-on microscopy (Deep-SLAM) 
for easy isotropic volumetric imaging of large biological 
specimens[J]. Biomedical Optics Express, 2020, 11(12): 
7273-7285.

[41] Xiao L, Fang C Y, Zhu L X, et al. Deep learning-

enabled efficient image restoration for 3D microscopy of 
turbid biological specimens[J]. Optics Express, 2020, 28
(20): 30234-30247.

[42] Fang C Y, Yu T T, Chu T T, et al. Minutes-timescale 
3D isotropic imaging of entire organs at subcellular 
resolution by content-aware compressed-sensing light-sheet 
microscopy[J]. Nature Communications, 2021, 12: 107.

[43] Ning K F, Lu B L, Wang X J, et al. Deep self-learning 
enables fast, high-fidelity isotropic resolution restoration 
for volumetric fluorescence microscopy[J]. Light: Science & 
Applications, 2023, 12: 204.

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.03.15.532876v1
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.03.15.532876v1

	2　传统荧光显微镜
	2.1　共聚焦荧光显微镜
	2.2　光片荧光显微镜
	2.3　光场荧光显微镜

	3　深度学习在荧光图像中的应用场景
	3.1　深度学习赋能的活细胞超分辨成像
	3.2　深度学习赋能的瞬态生物学过程超快成像
	3.3　深度学习赋能的离体组织高通量成像


