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非干涉无标记三维折射率显微成像的研究进展

仝展*， 任雪松， 张子晗， 苗玉彬**， 孟国香
上海交通大学机械与动力工程学院，上海  200240

摘要  光学衍射层析成像以折射率为内源性染剂，非侵入式地获取生物样本的三维结构信息，并有希望实现对活体样本

（如活细胞等）的长时间动态观测，在生物医学和生命科学领域具有重要的意义。然而，光学衍射层析成像依赖于弱散射

近似和干涉测量，前者极大地限制此项技术在集群细胞和组织等厚样本上的观测表现，后者则会显著地增加成像系统的

复杂度。针对上述问题，研究人员开发了一类基于非干涉强度测量原理的衍射层析成像技术。首先，对非干涉强度衍射

层析成像进行基本描述，包括其成像系统、成像指标和重建问题等；接下来从非干涉相位恢复、三维光学传递函数、多层

递归正向传播模型和神经网络 4 条技术路线介绍非干涉强度衍射层析成像的研究成果和最新进展，并对上述方法进行对

比；最后讨论当前面临的问题和挑战以及未来的研究方向。
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Research Progress on Non-Interferometric Label-Free 
Three-Dimensional Refractive Index Microscopy

Tong Zhan*, Ren Xuesong, Zhang Zihan, Miao Yubin**, Meng Guoxiang
School of Mechanical Engineering, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200240, China

Abstract Optical diffraction tomography (ODT) uses refractive index (RI) as endogenous dyes to non-invasively obtain 
three-dimensional (3D) structural information of biological samples, and is promising to achieve long-term dynamic 
observation for living samples (such as live cells, etc. ), which is of great significance in the fields of biomedical and life 
sciences.  However, ODT relies on weak scattering approximation and interferometric measurement.  The former greatly 
limits the observation performance of this technology on thick samples such as clustered cells and tissues, and the latter 
significantly increases the complexity of the imaging system.  To address these issues, researchers have developed a class 
of diffraction tomography based on the principle of non-interferometric intensity measurement.  First, a basic description of 
non-interferometric intensity diffraction tomography (IDT) is provided, including its imaging system, imaging metrics, and 
reconstruction problem; Then, we introduce the research results and latest progresses of non-interferometric IDT from 
four technical routes: non-interferometric phase retrieval, 3D optical transfer function, multi-layer forward propagation 
model, and neural network, and compare the above methods; Finally, current problems and challenges as well as future 
research directions are discussed.
Key words diffraction tomography; non-interferometric intensity measurement; forward physical imaging model; 3D 
refractive index reconstruction

1　引 言

在病理学、肿瘤学、血液学和神经学等生物医学和

生命科学研究中，可视化活细胞和组织样本的微观结

构、整体形貌及动态生理过程具有重要意义［1-10］。这便

要求开发强大的光学显微成像技术，特别是具有与微

观结构相匹配的空间分辨率、与动态生理过程相匹配

的时间分辨率的技术。

由于细胞接近于无色透明，对光的吸收率低，在明

场显微成像模式下图像衬度低，样本的结构信息难以

直接获取。研究人员通常借助外源性染料，如化学染

料或荧光染剂，以提高成像衬度从而识别不同的亚细
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胞结构组分。特别是近几十年发展的超分辨率荧光显

微成像技术［11-14］，由于其兼具高空间分辨率（突破了光

学衍射极限）和高分子特异性，成为了单细胞成像的有

力工具。此外，共聚焦［15-16］、双光子［17-18］或多光子［19-20］以

及光片［21-22］等荧光显微成像技术蓬勃发展，提供了组

织等厚样本的三维结构信息。然而，荧光显微成像技

术也存在着一定的局限：首先，光毒性和光漂白极大地

影响活体样本正常的生理过程［23-24］，因而对活体样本

进行长时间动态观测受到限制；其次，更多感兴趣的结

构组分目前无法被荧光标记，难以获取样本的全貌。

相比之下，利用样本调制（或编码）后的透射光的

光场性质，如相位［25-26］、散射［27-30］和偏振［31］等，能够以无

标记（或非侵入）的方式反演样本的结构信息，这样可

以克服上述基于化学染料或荧光染剂的显微成像技术

中存在的一些问题。本文聚焦基于相位的显微成像技

术，具体来说，光波场的相位编码了细胞等透明样本内

部折射率或厚度的变化，因此可以作为内源性染剂有

效地表征样本的结构信息。在 1942 年和 1955 年，泽尼

克相衬（ZPC）显微镜［32］和微分干涉（DIC）显微镜［33］分

别被发明，通过光场的调制，它们将相位编码至强度，

直接在明场显微成像模式下观察到通常“不可见”的结

构。凭借这一项重大突破，泽尼克相衬显微镜的发明

者 Frits Zernike 获得了 1953 年诺贝尔物理学奖。时至

今日，它们仍是活细胞成像的主流工具。但是，它们所

记录的强度和样本的相位不是线性映射关系，因此仅

适用于定性分析，归类为定性相位成像技术。随着生

命科学和生物医学研究的深入，定量地分析获取样本

的形态结构信息的需求日益迫切，因而研究人员开发

了定量相位成像技术。顾名思义，其核心问题是从强

度测量中定量地恢复“丢失”的相位，按照测量方式主

要可以分为 2 类，即干涉测量和非干涉测量。干涉测

量以全息术为代表，基于干涉效应将样本的相位编码

于强度（或全息干涉图样）中，解析地从强度中解码反演

出样本的相位［34-36］。至于非干涉测量，一般则基于衍射

效应从强度测量中直接或迭代地反演出样本的相位，

以光强传输方程（TIE）［37-39］、Gerchberg-Saxton（GS）算

法［40］、叠层成像［41-42］和傅里叶叠层成像（FP）［43-45］等为代

表。综述文章［46-49］对上述相位成像技术进行了详

细的介绍，感兴趣的读者可以阅读以深入了解。

然而，在相位成像技术中，相位定义为样本的折射率

沿光轴的路径积分，因此该技术仅可有效分辨具有相同

折射率样本的厚度变化或具有相同厚度样本的折射率变

化，缺乏揭示样本真实三维结构的能力。为了准确地获

取样本的形态学信息，如细胞体积、细胞核形状和核质比

等，三维折射率成像技术成为下一步的发展目标。

研究人员首先将计算机断层扫描（CT）拓展至可

见光波段，发展为光学投影层析成像技术（OPT）［50-51］。

其正向物理成像模型为傅里叶切片定理，即假设光在

样本中沿直线传播，在平面光入射下，测量平面（垂直

于光轴）上获取的定量相位信息为样本的三维折射率

分布沿光轴的积分，这也是名字中“投影”的由来。而

在傅里叶空间中，这相当于收集了样本折射率频谱一

个平面上的空间频率信息，这便是“傅里叶切片定理”

的由来。“切片”平面的位置取决于平面光相对于样本

的照明角度，因此，一般通过样本旋转来获取更多的空

间频率信息以优化重建质量。不过，光学投影层析成

像技术在细胞或组织成像中应用受限，原因在于可见

光波长和样本的微观结构尺寸接近，此时光沿直线传

播的假设不再合理，其波动性质无法忽略，在样本中传

播具有极强的衍射效应，因而重建质量不佳。

考虑入射光在样本中传播的衍射效应，研究人员

开发了光学衍射层析成像技术（ODT）［52-60］，由于和本

文主题的关系密切，接下来对这一技术进行较为详细

的介绍，对此项技术感兴趣的读者请参考综述文章

［61-64］。其正向物理成像模型是傅里叶衍射定理，即

在弱散射近似的假设下，建立了样本的三维散射势频谱

到测量平面上一阶散射光波场频谱的映射关系，

u͂ s1 ( )k⊥，zM =
i exp ( )ik‖，zM

2k‖
T o ( )k⊥ - k ill

⊥ V͂ ( )k- k ill ，

（1）
式中：u͂ s1 ( k⊥，zM )为测量平面上一阶散射光波场频谱，

~·代表 ⋅的傅里叶变换，zM 为测量平面的纵向空间坐

标；k = ( k⊥，k‖ )为频域（或傅里叶空间）三维坐标，k⊥

对应于横向空间坐标 r⊥（或 ( x，y)），k‖ 对应于纵向空

间坐标 r‖（或 z）；k ill 为平面入射光的波矢，k ill
⊥ 为入射光

波矢在横向平面上的分量。T o ( )k⊥ 为物镜的传递函

数，其理想定义为

T o ( k⊥)=
ì
í
î

ïï

ïï

1，     || k⊥ ≤ k0 NA o

0，    || k⊥ > k0 NA o

， （2）

式中：k0 为光在真空中的波数，k0 = 2π λ，λ 为光波长；

NA o 为物镜的数值孔径。V͂ ( k)为样本的三维散射势

频谱，样本的散射势定义为

V ( r)= k 2
0 [ n2( r)- n2

m ]， （3）
式中：n ( r)为样本的三维折射率分布；nm 为背景介质

的折射率。

傅里叶衍射定理的几何解释如图 1（b）所示，由于

满足 k2
⊥ + k2

‖ = k2
m，V͂ ( k - k ill)在几何上相当于截取

样本三维散射势频谱的一个球面，即埃瓦尔德球

（Ewald sphere），且此球面相对于频域原点的偏移量取

决于平面入射光的波矢 k ill。在透射式显微成像系统

中，假设只有透射光被收集，这对应着光轴正方向的半

球面（负方向的半球面对应着反射光情况）。此外，物

镜的传递函数 T o ( k⊥ - k ill
⊥)在几何上进一步截取样本

三维散射势频谱的部分球面。而 u͂ s1 ( k⊥，zM )为二维测

量平面上的一阶散射光波场频谱。这样，傅里叶衍射
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定理的几何意义为二维测量平面上获取的空间频率信

息为样本部分球面上三维空间频率信息的投影，且此

部分球面的位置取决于平面入射光的波矢。

此外，需要注意的是，在传统光学衍射层析成像

中，基于干涉测量获取的是测量平面上的总光波场，在

一阶 Born 近似的假设下，总光波场是平面入射光波场

和一阶散射光波场的叠加，

uM ( r⊥，zM )= u ill( r⊥，zM )+ u s1 ( r⊥，zM )。 （4）
为保证三维折射率的重建质量，需要获取足够多

的空间频率信息。由于埃瓦尔德球的球心取决于平面

入射光的波矢，因此可以通过样本旋转［57］或照明角度

扫描［54， 56］来收集不同的空间频率信息，如图 1（c）所示。

传统光学衍射层析成像系统如图 1（a）所示，与宽场显

微镜的区别主要有 2 点：首先是额外参考光路的引入

以实现干涉（全息）测量；其次是采用激光等高相干光

源并添加照明角度扫描装置。

至于三维折射率的重建，这里简要介绍直接反演

重建算法。已知信息包括 L 个具有不同照明角度的平

面入射光{u ill ℓ( r⊥) }L

ℓ = 1
、相应的测量平面上总光波场的

复振幅分布{u ℓ
M ( r⊥) }L

ℓ = 1
及正向物理成像模型（即傅里

叶衍射定理）。在第 ℓ 个照明角度下，首先根据式（4）

计算测量平面上一阶散射光波场复振幅分布 u ℓ
s1 ( r⊥)，

然后根据傅里叶衍射定理计算出相应的三维散射势频

谱 V͂ ℓ( k - k ill)；接下来遍历所有照明角度，得到样本的

三维散射势频谱估计 V͂ ( k)（相当于“合成孔径”）；最

后进行三维傅里叶逆变换，并计算映射为样本的三维

折射率估计。但是，直接反演重建算法存在插值伪影

问题，借鉴计算机断层扫描的解决方案，研究人员开发

了反向滤波重建算法［65-66］，这里不作赘述。

研究报道称传统光学衍射层析成像技术可以实现对

单细胞、多细胞和组织切片等样本的快速有效观测，空间

分辨率可以达到光学衍射极限（横向 200 nm 和轴向

400 nm），时间分辨率最高可达秒级［23， 67-68］。然而，传统光

学衍射层析成像技术存在着一些缺点：首先是其正向物

理成像模型是基于一阶 Born 或 Rytov 近似［69］的，仅适用

于弱散射样本；其次是依赖于全息干涉测量，难以兼容于

目前广泛使用的宽场显微镜，需要复杂的干涉装置，且不

可避免地携带干涉测量的缺点，如相干散斑噪声等。

针对传统光学衍射层析成像技术中弱散射近似假

设和干涉测量的相关弊端，近些年已经涌现出大量研究

旨在克服其中存在的问题。本篇综述着眼于采用非干

涉强度测量的衍射层析成像技术，区别于传统光学衍射

图 1　光学衍射层析成像技术。（a）光学衍射层析成像的实验装置；（b）傅里叶衍射定理的演示说明；（c）照明角度扫描以收集样本

不同的空间频率信息

Fig.  1　ODT.  (a) Experimental setup of conventional ODT; (b) demonstration of the Fourier diffraction theorem; (c) illumination angle 
scanning to collect different spatial frequency components of the sample
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层析成像技术，称之为非干涉强度衍射层析成像技术。

接下来，对非干涉强度衍射层析成像技术进行了基本描

述，包括其广义成像系统、成像指标和三维重建问题；然

后，回顾非干涉相位恢复、三维光学传递函数、多层递归

正向传播模型和神经网络这 4 条技术路线的相关研究

成果和最新进展，并对上述方法进行对比；最后讨论此

项技术当前面临的问题和挑战以及未来的研究方向。

2　非干涉强度衍射层析成像技术的基

本描述

2. 1　广义成像系统和成像指标

非干涉强度衍射层析成像技术的广义成像系统如

图 2（a）所示，以目前广泛使用的商业宽场显微镜为主

体，主要包含 3 个模块，即入射照明模块、显微成像模

图 2　广义的非干涉强度衍射层析成像系统。（a）成像系统原理示意图；（b）相干光和部分相干光的示例（聚光镜前焦面上的光强分

布）；（c）不同的照明角度扫描装置；（d）二维对焦强度测量或三维离焦强度测量；（e）不同的三维离焦强度测量装置

Fig.  2　Generalized imaging system of non-interferometric IDT.  (a) Schematic of the imaging system; (b) examples of coherent and 
partially coherent illumination (intensity distribution at the front focal plane of the condenser lens); (c) different illumination angle 
scanning devices; (d) 2D (in-focus) intensity measurement or 3D (defocus) intensity measurement; (e) various 3D defocus 

intensity measurement devices
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块和强度采集模块。

非干涉强度衍射层析成像技术要求提供准单色相

干光或部分相干光，如图 2（b）所示。可通过在聚光镜前

焦面上布置一定形状的光阑获得预期的部分相干光，如

具有不同尺寸参数的圆域或环域照明［70］。至于准单色

相干光，则需要将显微镜原有的光源替换为激光或 LED
光源等，并添加样本旋转或照明角度扫描装置以收集样

本不同的空间频率信息。由于样本的尺寸微小，目前样

本旋转装置的精度难以满足要求，而照明角度扫描则可

以通过空间光调制器（SLM）［71］、LED 阵列面板［72-77］、扫

描振镜（GM）［78-79］和数字微镜器件（DMD）［80］等精准实

现，如图 2（c）所示，在目前研究中采用更为普遍。

显微成像模块是由物镜和筒镜组成的无限远共轭

成像系统，主要起放大作用。通过配置具有不同放大

倍数和数值孔径的物镜，以追求不同的空间分辨率和

视场等成像指标。

至于强度采集模块，为匹配计算成像的需要，通常

布置二维对焦强度采集装置或三维离焦强度采集装置，

如图 2（d）所示。顾名思义，二维对焦强度采集装置仅

采集单张二维对焦强度图像，而三维离焦强度图像装置

额外采集具有相同轴向间隔的离焦强度图像。如

图 2（e）所示，轴向离焦强度采集可以通过高精度位移

平台［81］、电控离焦透镜（ETL）［82-84］或 SLM［85-86］等实现。

成像指标主要包括三维折射率的重建质量、空间

分辨率、视场、时间分辨率、重建速度和成像深度等。

需要注意的是，这些成像指标之间存在着一定的制衡，

如空间分辨率和视场通常难以兼顾。而三维计算显微

成像的目标是，针对具体的应用场合，通过硬件编码和

计算解码的方式保证主要的指标要求。

2. 2　三维折射率重建问题

已知信息包括入射照明光波场 u0 ( r⊥)、对应的测

量强度 I及正向物理成像模型M{ ⋅ }（包括成像系统的

各项参数），据此来重建样本的三维折射率估计 n̂ ( r)。
从数学角度，可以将此三维折射率重建问题描述为一

个优化问题，

argmin
n̂ ( )r ∈ C

c éëM{n̂ ( r) | u0 ( )r⊥ }，Iùû+ τ × r [ n̂ ( r) ]，（5）

式中：第一项 c ( ⋅ )为损失函数（或成本函数），用于衡

量预测强度和测量强度之间的误差，通常采用欧几里

得距离；第二项 r ( ⋅ )为正则化函数，用于抑制实际测

量中的噪声或施加关于样本的先验知识，如折射率的

稀疏分布或平滑分布等。

3　非干涉强度衍射层析成像技术的发
展现状和方法对比

3. 1　非干涉相位恢复

在传统光学衍射层析成像的重建端，一个关键是

获取测量平面上光波场的复振幅分布，包括幅值（或强

度）和相位。目前，光电传感器仅可以捕获光波场的强

度，而相位等其他光波场信息丢失，这涉及著名的相

位恢复问题［87-89］，即如何通过强度定量地恢复相位，

从而获得二维光波场的复振幅分布。传统光学衍射

层析成像技术利用干涉（全息）测量来完成相位恢

复。此外，在二维定量相位成像技术中，研究人员还

开发了一类基于非干涉强度测量原理的定量相位恢

复方法，如 GS 算法、叠层成像、傅里叶叠层成像和光

强传输方程等。近年来，为了解决干涉测量中存在

的问题，工作人员开展了一系列通过采用非干涉测

量的相位恢复方法实现衍射层析成像的研究。其主

要优势在于可以兼容于目前广泛使用的商业宽场显

微镜系统（仅需要少量的硬件调整和替代），避免了

干涉测量的缺点，如复杂的干涉装置、高相干光源及

散斑噪声等。

3. 1. 1　基于光强传输方程的强度衍射层析成像

光强传输方程是一个二阶椭圆偏微分方程，建立

了光在传播过程中光强沿光轴方向的变化量和垂直于

光轴的平面上光波场的相位之间的映射关系［37-38］，

-k0
∂I ( )r⊥，zM

∂z
= ∇ ⋅[ I ( r⊥，zM ) ∇ϕ ( r⊥，zM ) ]，（6）

式中：I ( r⊥，zM )为测量平面上的光强分布；∇ 为作用于

横向平面 r⊥ 的哈密顿算子；ϕ ( r⊥，zM )为测量平面上的

相位分布。因此，在已知测量平面上的光强分布（直接

测量得到）和光强轴向微分（以光强的数值差分近似，

如 ∂I ( )r⊥，zM ∂z≈[ ]I ( )r⊥，zM - I ( )r⊥，zM - Δz Δz）的

情况下，通过数值求解光强传输方程且无须进行相位

解包裹就可以获得测量平面上光波场的相位分布［90］，

从而得到测量平面上总光波场的复振幅分布，

uM ( r⊥，zM )= I ( )r⊥，zM exp [ iϕ ( r⊥，zM ) ]。 （7）
计算显微成像系统如图 3（a）所示，以宽场显微镜

为主体，硬件改变主要有 3 点，首先是准单色相干光

源，其次是布置照明角度扫描装置，最后是添加三维离

焦强度采集装置，以获取至少 2 张离焦光强图像。如

图 3（b）所示，在不同照明角度的平面入射光下，基于

光强传输方程得到测量平面上总光波场的复振幅分布

后，三维折射率重建流程与传统光学衍射层析成像基

本相同，在此不作赘述。

如图 3（c）所示，三维折射率的定量重建表现在聚

苯乙烯微球样本上得到了验证。此外，单细胞（如肺癌

细胞、HeLa 细胞）和多细胞样本（如实球藻）的三维折

射率成像分别如图 3（d）~（f）所示［72］。但是，基于光强

传输方程的相位恢复方法对噪声敏感，对采集的光强

图像信噪比要求高。然而，普通相干光源（如 LED 阵

列面板）在大照明角度下一般难以提供足够的入射光

强，因此采集的强度图像信噪比较低，相位恢复精度将

随之降低。因此，基于光强传输方程的强度衍射层析
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成像在空间分辨率和重建质量之间存在着一定的

权衡。

3. 1. 2　基 于 Kramers-Kronig 关 系 的 强 度 衍 射 层 析

成像

Kramers-Kronig 关系描述了一个复函数 f ( x)实
部和虚部之间的映射关系［91］，

Im [ f ( x) ]= - 1
π p.v.∫

-∞

+∞ Re [ ]f ( )x′
x′- x

 dx′， （8）

式中：p. v. 为柯西主值。当复函数的实部和虚部其中

一者已知时，在一定条件下，另一者可以根据 Kramers-

Kronig 关系解析地求解得到。因此，Baek 等［79］利用

Kramers-Kronig 关系解决光学衍射层析成像中的相位

图 3　基于光强传输方程的强度衍射层析成像［72］。（a）实验装置原理示意图；（b）三维折射率重建流程；（c）~（f）聚苯乙烯微球、肺癌

细胞、HeLa 细胞和实球藻的三维折射率重建

Fig.  3　TIE-based IDT[72].  (a) Schematic of the experimental setup; (b) flowchart of the 3D RI reconstruction process; (c) ‒ (f) 3D RI 
reconstruction of polystyrene microsphere, lung cancer cell, HeLa cell, and pandorina morum
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恢复问题。如图 4（b）所示，通过测量平面上光强分布

（光波场的实部）解析地求解得到相位分布（光波场的

虚部），这里直接给出结果，具体推导详见文献［79］，

uM ( r⊥)= exp
ì
í
î

ïïïï

ïïïï

ì
í
î

ïï

ïïïï

log [ ]IM ( )r⊥

2 -

i
π p.v.∫

-∞

+∞ log [ ]IM ( )r ′⊥
2 ( )κ ′- κ

dκ
ü
ý
þ

ïïïï

ïïïï
+ ik ill r⊥

ü
ý
þ

ïïïï

ïïïï
。 （9）

同时，Baek 等［79］给出解析求解需要满足的条件：一是

平面入射光的照明角度刚好等于物镜可收集的最大入

射角度（以下称为极限匹配照明条件）；二是散射光远

弱于平面入射光（即弱散射近似的假设）。

计算显微成像系统如图 4（a）所示，以宽场显微镜

为主体，硬件改变主要有 2 点，首先是准单色相干光

源，其次是添加照明角度扫描装置，并且需要进行严格

的对准以满足极限匹配照明条件。在不同照明角度的

平面入射光下，利用 Kramers-Kronig 关系得到测量平

面上总光波场的复振幅分布后，三维折射率重建流程

与传统光学衍射层析成像基本相同，在此不作赘述。

如图 4（c）所示，三维折射率的定量重建表现在聚

苯乙烯微球样本上得到了验证（光学实验和数值仿真

结果高度相符）。此外，单细胞样本（A549 细胞）的三

维折射率成像如图 4（d）所示［79］。但是，在基于二维

Kramers-Kronig 关系的强度衍射层析成像中，极限匹

配照明条件提出了严格的对准要求，并且实验装置应

具有高度的稳定性，否则，将极大地影响三维折射率的

重建质量。为了解除极限匹配照明条件这一严苛要

求，Li等［92］将 Kramers-Kronig 关系从二维推广至三维。

首先，从相位光学传递函数的角度解释极限匹配

照明条件可以被打破的原因。如图 5（a）所示，在二维

情况下，当不满足极限匹配照明条件时，相位光学传递

函数的 2 个共轭对称圆将有部分区域重叠互相抵消

（代表着相位部分频率信息的丢失），此时光波场的相

位（虚部）无法通过强度（实部）得到完全的解析的求

解；只有当满足极限匹配照明条件时，相位光学传递函

数的 2 个共轭对称圆仅在原点处重叠互相抵消（代表

着相位的平凡模糊性［93-94］），此时光波场的相位（虚部）

可以通过强度（实部）得出完全的解析的求解。而在三

维情况下，如图 5（b）所示，相位光学传递函数几何上

表征为 2 个关于原点对称的共轭球面，在任意照明条

件下均仅在原点处重叠互相抵消（代表着相位的平凡

图 4　基于二维 Kramers-Kronig 关系的强度衍射层析成像［79］。（a）实验装置原理示意图；（b）基于 Kramers-Kronig 关系从强度（复函数

的实部）重建相位（复函数的虚部）；（c）（d）聚苯乙烯微球和 A549 细胞的三维折射率重建

Fig.  4　IDT based on 2D Kramers-Kronig relations[79].  (a) Schematic of the experimental setup; (b) the phase (imaginary part of a 
complex function) can be reconstructed from the intensity (real part of a complex function) based on the 2D Kramers-Kronig 

relations; (c)(d) 3D RI reconstruction of polystyrene microsphere and A549 cell
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模糊性）。因此，基于三维 Kramers-Kronig 关系，在任

意照明角度的平面入射光下，光波场的相位（虚部）均

可以通过强度（实部）得到完全的解析的求解。

Li等［92］引入一个三维复相位函数，其具体定义为

ϕ s( r)= ln uM ( )r
u ill( )r 。 （10）

此时，正向物理成像模型不再依赖传统光学衍射层析

成像中的傅里叶衍射定理，其建立的是样本的散射势

频谱到复相位函数频谱之间的映射关系，具体推导详

见文献［92］，

ϕ͂ s( k)= V͂ ( k)T †
o ( k + k ill)， （11）

式中：T †
o ( k)为物镜的广义三维传递函数，其定义详见

文献［92］。从几何投影角度来看，傅里叶衍射定理建

立的是从部分球面（三维）到平面（二维）的映射，此处

的正向物理成像模型建立的是从部分球面（三维）到部

分球面（三维）的映射。

同样，三维复相位函数的实部是已知的，可由三维

离焦测量强度计算得到，

Re{ϕ s( r) }= 1
2 ln IM ( r)， （12）

这样，在任意照明条件下，复相位函数的虚部都可以通

过对其实部应用三维 Kramers-Kronig 关系进行解析求

解得到。值得指出的是，Kramers-Kronig 关系本质上

是希尔伯特变换的一个特殊情况，而希尔伯特变换在

傅里叶空间中表达为半空间上± π
2 的相移滤波［95］，利

用此性质可以实现快速数值计算。如图 6（a）所示，三

维折射率的重建流程如下：

1） 数据预处理，包括照明角度校正和背景强度归

一化；

2） 应用 Kramers-Kronig 关系求解复相位函数的

虚部（即在傅里叶空间中进行半空间相移滤波）；

3） 基于正向物理成像模型和合成孔径，得到样本

的三维散射势频谱估计；

4） 进行三维傅里叶逆变换并计算映射为样本的

三维折射率估计。

在计算显微成像系统方面，此项技术与基于光强

传输方程的强度衍射层析成像技术基本相同，同时依

赖照明角度扫描和轴向离焦强度采集，不同于光强传

输方程最少仅须采集 2 张离焦强度图，计算显微成像

系统的轴向离焦强度采集应满足一定的采样要求以实

现合适的三维空间频率覆盖。如图 6（b）和图 6（c）所

示，三维折射率的定量重建表现在聚苯乙烯微球样本

上得到了验证，并实现了对单细胞样本和多细胞厚样

本（如秀丽隐杆线虫）的三维折射率成像，研究报道称

最 高 可 实 现 横 向 206 nm 和 轴 向 520 nm 的 空 间 分

辨率［92］。

应用三维 Kramers-Kronig 关系的主要优势在于打

破了极限匹配照明条件的限制，在任意照明条件下，三

维复相位函数的虚部均可以通过其实部得到解析计

算。但是，此项技术同时依赖于照明角度扫描和轴向

离焦强度采集，这导致了繁琐且冗余的数据采集过程。

图 5　不同照明条件下二维和三维相位光学传递函数以及测量强度频谱［92］。（a）二维情况；（b）三维情况

Fig.  5　Phase optical transfer functions under different illumination conditions and corresponding intensity spectrum[92].  
(a) 2D case; (b) 3D case
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在研究报道中，标准程序需要在 128 个 LED 灯珠照明

下分别采集 201 张离焦强度图像，每张强度图像曝光

时间为 200 ms，数据采集时间总计约为 1. 5 h［92］。这严

重降低了此方法的时间分辨率，限制了动态生理过程的

观测应用，并且对数据存储和计算构成了极大的挑战。

针对繁琐且冗余的数据采集问题，Ullah 等［96］采用满足

极限匹配照明条件的环形部分相干照明，如图 6（d）所

示，在此照明方案下，三维复相位函数在频域上半空间

仍具有解析性，并且相位光学传递函数具有广阔的空

间频率覆盖。此项工作将相干照明推广至部分相干照

明，这将极大地缩短数据采集过程：一方面，不再需要

照明角度扫描，仅采集一组三维离焦强度序列即可；另

图 6　基于三维 Kramers-Kronig 关系的强度衍射层析成像。（a）三维折射率重建流程［92］；（b）（c）聚苯乙烯微球和秀丽隐杆线虫的三维

折射率重建［92］；（d）满足极限匹配照明条件的环形部分相干光及其空间频率覆盖［96］

Fig.  6　IDT based on 3D Kramers-Kronig relations.  (a) Flowchart of the 3D RI reconstruction process[92]; (b) (c) 3D RI reconstruction 
of polystyrene microsphere and C.  elegans[92]; (d) partially coherent incident light satisfying the extreme matched illumination 

condition and its spatial frequency coverage[96]
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一方面，部分相干照明可以提供更大的入射强度，这意

味着更短的相机曝光时间。研究报道称仅需记录 101帧

离焦强度图像，且曝光时间从 200 ms缩减至 15 ms［96］。

3. 1. 3　基于傅里叶叠层成像的强度衍射层析成像

傅里叶叠层成像的核心是迭代型相位恢复和合成

孔径［43， 97］：通过在样本空间和测量平面之间迭代地施

加已知的约束条件（如测量平面上的强度分布）来恢复

光波场的相位分布，并且将不同照明角度下收集的空

间频率信息拼接。其主要优势在于可以同时实现大视

场和高分辨率，打破了这二者之间“天然”存在的制约。

因此，Horstmeyer 等［98］和 Zuo 等［77］将傅里叶叠层成像

的核心思想引入非干涉强度衍射层析成像中。

至于正向物理成像模型，仍采用傅里叶衍射定理，

即样本的三维散射势频谱到二维测量平面上一阶散射

场频谱之间的映射关系。为追求更大的空间带宽积，

同时考虑了明场和暗场强度情况。在一阶 Born 近似

以及明场和暗场不同条件下，测量平面上总光波场与

一阶散射光波场之间的关系［77］为

uM ( r⊥)=
ì
í
î

ïï
ïï

u s1 ( )r⊥ + u ill( )r⊥ ，   bright field
u s1 ( )r⊥ ，                       dark field

。（13）

而在一阶 Rytov 近似以及明场和暗场不同条件下，测

量平面上总光波场与一阶散射光波场之间的关系［77］为

uM ( r⊥)=
ì

í

î

ïïïï

ïïïï

u ill( )r⊥ exp [ ]u s1 ( )r⊥ u ill( )r⊥ ，             bright field

u ill( )r⊥ { }exp [ ]u s1 ( )r⊥ u ill( )r⊥ - 1 ， dark field
。（14）

至于三维折射率重建问题，已知信息包括具有 L

个不同照明角度的平面入射光{u ill ℓ( r⊥) }L

ℓ = 1
及其对应

的测量强度{ I ℓ
M ( r⊥) }L

ℓ = 1
、正向物理成像模型（包括样

本三维散射势到测量平面上一阶散射光波场之间的映

射关系，测量平面上总光波场和一阶散射光波场之间

的映射关系）。如图 7（a）所示，三维折射率的重建流

程［77］主要如下：

1） 初 始 化 样 本 的 三 维 散 射 势 频 谱 估 计

V͂ ( k)= 00；
2） 对于第 ℓ 个平面入射光，选取对应的三维散射

势频谱 V͂ ℓ( k - k ill)；
3） 根据傅里叶衍射定理即式（1）计算出测量平面

上的一阶散射光波场频谱 u͂ ℓ
s1 ( k⊥)；

4） 进行二维傅里叶逆变换，得到测量平面上的一

阶散射光波场 u ℓ
s1 ( r⊥)；

5） 基于一阶 Born 或 Rytov 近似以及明场或暗场

条件，计算得到测量平面上的总光波场 u ℓ
M ( r⊥)；

6） 施 加 测 量 平 面 上 总 光 波 场 的 强 度 约 束 ，

u ℓ†
M ( r⊥)= I ℓ

M ( )r⊥ u ℓ
M ( )r⊥ || u ℓ

M ( )r⊥ ；

7） 更新测量平面上一阶散射光波场估计 u ℓ†
s1 ( r⊥)；

8） 进行二维傅里叶变换，更新测量平面上一阶散

射光波场频谱估计 u͂ ℓ†
s1 ( k⊥)；

9） 根据傅里叶衍射定理即式（1）计算并更新三维

散射势频谱 V͂ ℓ† ( k - k ill)；
10） 对于 ℓ = 1，2，…，L，执行步骤 2）~9）；

11） 执行步骤 2）~10），直至迭代收敛。

在计算显微成像系统方面，此项技术与基于二维

Kramers-Kronig 关系的衍射层析成像技术基本相同，

在此不作赘述。该技术的主要优点在于将低倍物镜获

取的大量低分辨率强度图像所包含的空间频率信息在

频域拼接，从而创建大视场和高分辨率的三维折射率

分布。图 7（b）为对 HeLa 细胞的折射率重建结果，以

10×和 0. 4NA 物镜获得了相当于 1. 3NA 物镜的成像

分辨率，横向分辨率为 390 nm，轴向分辨率为 899 nm，

兼具低倍物镜的大视场（1. 77 mm2）［77］。

但是，考虑到实际应用，基于傅里叶叠层成像的强

度衍射层析成像存在 2个严重问题。首先，为保证迭代

重建的快速稳定收敛，要求不同照明角度对应的三维散

射势频谱之间存在着一定的重叠。因此，数据采集量急

剧增加，研究报道称标准程序总计采集 3001 张强度图

像［77］，漫长的数据采集严重地降低了此方法的时间分辨

率，对三维动态观测构成了极大的挑战。其次，此方法

的迭代重建耗时久，研究报道称全视场三维折射率重建

时间约为 22. 7 h［77］，对未来追求的实时观察也构成了极

大的挑战。针对上述庞大的数据量问题，Zhou等［99］提出

加速策略，通过优化可能存在的数据冗余以降低数据采

集需求。如图 7（c）所示，明场照明条件下稀疏环形 LED
照明和暗场照明条件下照明复用相结合的策略在保证

三维折射率重建质量的前提下，将采集的强度图像数量

从 3001张减少到 73张［99］，减轻了存储和计算的负担，实

现了三维折射率重建的计算加速。

3. 1. 4　基于 TIE 和 FP 的强度衍射层析成像

已经指出，如图 8 所示，在单张二维对焦强度测量

条件下，其对应的光学相位函数几何上表征为 2 个关

于原点对称的共轭圆。这 2 个共轭圆一般存在部分区

域的重叠抵消，这意味着三维折射率重建将伴随着部

分低频信息丢失的困扰。只有满足极限匹配照明条件

时，2 个共轭圆仅在原点处重叠，此时，不再有频率信

息丢失问题。然而，极限匹配照明条件需要光学成像

系统严格精确的对准和高稳定性。针对一般照明条件

下可能存在的相位频率信息丢失的问题，上述提出的

一种解决方案是测量三维离焦强度，但是其巨大的数

据采集量严重降低了时间分辨率。Zhou 等［100］发现，在

任意照明条件下，单张二维离焦强度对应的相位光学

传递函数中 2 个共轭对称圆虽然有重叠，但重叠区域

不会完全抵消，这样便存在着相位从强度测量中完全

恢复的可能性。于是提出了结合光强传输方程和傅里



0400001-11

第  61 卷第  4 期/2024 年  2 月/激光与光电子学进展封面文章·综述

叶叠层成像的衍射层析成像，通过离焦强度中包含的

相衬信息来规避极限匹配照明条件这一严格要求。在

每个照明角度下，分别采集对焦和离焦强度图像各一

张，进行基于光强传输方程的求解得到对焦测量平面

上粗略的相位估计。由于光强传输方程求解中采用的

有限差分近似和相位差异，部分非线性高频信息丢失。

因此，引入傅里叶叠层成像中的迭代施加强度约束以

补偿非线性误差，最终实现定量的三维折射率重建。

至于正向物理成像模型，首先利用傅里叶衍射定理

描述从样本的三维散射势到二维对焦测量平面上一阶

散射光波场的映射关系，接下来建立了二维对焦测量平

面和离焦测量平面上一阶散射光波场之间的映射关系，

u͂ s1 ( k⊥，zM + Δz)= exp ( ik‖ Δz) u͂ s1 ( k⊥，zM )，（15）

图 7　基于傅里叶叠层成像的强度衍射层析成像。（a）三维折射率重建流程［77］；（b）HeLa 细胞的三维折射率重建［77］；（c）明场稀疏照

明和暗场照明复用的加速优化策略［99］

Fig.  7　FP-based IDT.  (a) Flowchart of the 3D RI reconstruction process[77]; (b) 3D RI reconstruction of HeLa cell[77]; (c) accelerated 
optimization strategy based on sparse bright field illumination and multiplexed dark field illumination[99]
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最后需要注意的是对焦和离焦测量平面上一阶散射光

波场和总光波场（以及强度）之间的映射关系，可参考

式（13）或式（14）。

至于三维折射率重建问题，已知信息包括正向物理

成 像 模 型 、具 有 L 个 不 同 照 明 角 度 的 平 面 入 射 光

{u ill ℓ( r⊥) }L

ℓ = 1
以 及 相 应 的 对 焦 测 量 平 面 上 的 强 度

{ I ℓ
M ( r⊥，zM ) }L

ℓ = 1
和离焦测量平面上的强度{ I ℓ

M ( r⊥，zM +

Δz) }L

ℓ = 1
。如图 9（a）所示，重建流程主要如下。

1） 在第 ℓ 个平面入射光下，基于对焦和离焦测量

平面上的强度 I ℓ
M ( r⊥，zM )和 I ℓ

M ( r⊥，zM + Δz)，通过光强

传输方程求解得到对焦测量平面上的总光波场估计

u ℓ
M ( r⊥，zM )，接下来计算得到对焦测量平面上的一阶散

射光波场 u ℓ
s1 ( r⊥，zM )，根据傅里叶衍射定理更新第 ℓ 个

照明角度对应的散射势频谱 V͂ ℓ( k - k ill)。
2） 遍历所有照明角度，执行步骤 1），得到样本的

三维散射势频谱的初始估计 V͂ ( k)。
3） 在第 ℓ 个平面入射光下，选取对应的散射势谱

V͂ ℓ( k - k ill)，根据傅里叶衍射定理计算出对焦测量平

面上的一阶散射光波场，施加测量强度约束以更新一阶

散射光波场的估计；光波场正向传播至离焦测量平面，

施加测量强度约束以更新一阶散射光波场估计；然后反

向传播回对焦测量平面，再次施加测量强度约束以更新

一阶散射光波场估计；最后，根据傅里叶衍射定理更新

第 ℓ个照明角度对应的散射势频谱 V͂ ℓ† ( k- k ill)。
4） 遍历所有照明角度，执行步骤 3），更新样本的

三维折射率谱的估计 V͂ † ( k)，直至迭代收敛。

在计算显微成像系统方面，此项技术与基于光强

传输方程的衍射层析成像技术基本相同，同时依赖照

明角度扫描和轴向离焦强度采集。如图 9（b）所示，三

维折射率的定量重建表现通过聚苯乙烯微球样本得到

验证，并在一定程度上解决了非干涉强度衍射层析成

像中常见的折射率低估问题［100］。图 9（c）和图 9（d）为

C2C12 细胞和 HeLa 细胞的三维折射率重建，可以清

晰地观察细胞器结构，研究报道称横向分辨率最高可

达到 254 nm［100］，验证了此三维无标记成像方法在生命

科学和生物医学中的适用性。

3. 2　基于三维光学传递函数的强度衍射层析成像

以上介绍的方法本质上仍和传统光学衍射层析成

像技术密切相关，正向物理成像模型均采用傅里叶衍

射定理或其变体，三维折射率重建流程大体上亦相同。

主要的区别（或贡献）在于以非干涉测量的方式恢复测

量平面上光波场的复振幅分布，克服了干涉（全息）测

量的一些缺点。其中，测量平面上光波场的相位分布

是一个关键的媒介，但需要指出的是相位分布亦是从

测量强度重建得到的。因此，研究人员追求直接建立

从样本的三维折射率（或散射势）到测量强度的映射关

系，跳过相位这一媒介。接下来分别按照相干光和部

分相干光照明条件介绍相应的研究进展。

3. 2. 1　相干光照明下基于三维光学传递函数的方法

首先，介绍相干光照明条件下的正向物理成像模

型。在一阶 Born 近似的假设下，以光学传递函数为媒

介建立了测量平面上的强度（成像系统的输出）和样本

的介电常数衬度分布（成像系统的输入）之间的映射关

系。样本的介电常数衬度定义为

Δϵ ( r)= 4π [ n2( r)- n2
m ]= ΔϵRe( r)+ iΔϵ Im ( r)，（16）

此处直接给出建立的映射关系，具体的推导详见文

献［73］，

I ͂M ( k⊥| k ill )= Bδ ( k⊥)+∫[TRe( k⊥，z | k ill ) Δϵ͂Re( k⊥，z)+

T Im ( k⊥，z | k ill ) Δϵ͂ Im ( k⊥，z) ] dz， （17）

式中：I ͂M ( k⊥| k ill )是在某一照明角度下采集的二维测量

强度频谱；B 是背景强度（假设均匀分布）；δ ( ⋅ )是二维

狄拉克函数；Δϵ͂Re( k⊥，z)和 Δϵ͂ Im ( k⊥，z)分别是某一 z 平

面上样本介电常数衬度的实部频谱和虚部频谱。

TRe( k⊥，z | k ill )和 T Im ( k⊥，z | k ill )分别是某一 z 平面上和

某一照明角度下介电常数衬度实部和虚部的传递函

数，具体定义分别为

图 8　不同照明条件下二维对焦和离焦强度所对应的相位光学传递函数的绝对值［100］

Fig.  8　Absolute value distribution of the POTFs under different illumination conditions and at different focal planes[100]
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图 9　基于光强传输方程和傅里叶叠层成像的强度衍射层析成像［100］。（a）三维折射率重建流程；（b）~（d）聚苯乙烯微球、C2C12 细胞

和 HeLa 细胞的三维折射率重建

Fig.  9　TIE- and FP-based IDT[100].  (a) Flowchart of the 3D RI reconstruction process; (b) ‒ (d) 3D RI reconstruction of polystyrene 
microsphere, C2C12 cell, and HeLa cell
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考虑式（17）中积分在实际中的离散化，以求和近似，将

其改写为

I ͂M[ ℓ]= Bδ ( k⊥)+

∑
m

{ }TRe[ ]m，ℓ Δϵ͂Re[ ]m + T Im[ ]m，ℓ Δϵ͂ Im[ ]m ， （20）

式中：横向空间频域坐标省略，轴向空间坐标以 m 表示，

代表着第 m 个轴向切片平面；微分 dz 对应的轴向间隔

Δz融合到光学传递函数 TRe[m，ℓ]和 T Im[m，ℓ]中。

至于三维折射率重建问题，已知信息包括正向物

理成像模型、不同照明角度下采集的二维强度序列

{ IM[ ℓ] }L

ℓ = 1
、不同照明角度下和不同 z平面上相应的光学

传递函数 TRe[m，ℓ]和 T Im[m，ℓ]。重建流程如图 10（a）
所示，为保证稳定重建，采用的反卷积重建算法为

图 10　相干光照明下基于光学传递函数的强度衍射层析成像。（a）三维折射率重建流程［73］；（b）满足极限匹配照明条件的 LED 照明

方案［74］；（c）在图 10（b）中加入聚光镜以提高照明数值孔径［75］；（d）稀疏照明复用的优化策略［76］；（e）对秀丽隐杆线虫的三维折

射率重建［74］；（f）对秀丽隐杆线虫的三维延时摄影［74］

Fig.  10　Coherent optical transfer function (C-OTF) -based IDT.  (a) Flowchart of the 3D RI reconstruction process[73]; (b) LED 
illumination satisfying the extreme matched illumination condition[74]; (c) a condenser lens is added into Fig. 10(b) to increase 
the illumination NA[75]; (d) acceleration strategy using a sparse multiplexed LED illumination[76]; (e) RI reconstruction of C.  

elegans at x-y plane[74]; (f) 3D time-lapse imaging of C.  elegans[74]
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式中：α 和 β 分别是对应于介电常数衬度虚部和实部的

正则化参数；⊙ 代表着矩阵的点乘运算。A 为归一化

项，其详细定义为
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|TRe[m，ℓ] | 2 + α

ù

û
úúúú⊙

é

ë
ê
êê
ê∑

ℓ
|T Im[m，ℓ] | 2 + β

ù

û
úúúú-

 é
ë
ê
êê
ê∑

ℓ
TRe[m，ℓ]⊙T *

Im[ ]m，ℓ ù

û
úúúú⊙

é

ë
ê
êê
ê∑

ℓ
T *

Re[m，ℓ]⊙T Im[ ]m，ℓ ù

û
úúúú。 （23）

在计算显微成像系统方面，此项技术与基于傅里

叶叠层成像的强度衍射层析成像技术基本相同，在此

不作赘述。此方法的优势在于重建速度快，是有潜力

实现三维实时观测的技术之一。为追求实时观测，研

究人员进一步优化减少测量强度中的数据冗余以提高

此方法的时间分辨率。如图 10（b）所示，Li 等［74］提出

满足极限匹配照明条件的照明方案，这样测量强度以

非常小的冗余度包含了介电常数衬度高频和低频信

息。研究报道称该方案仅须采集 8 张二维强度图像，

最高可实现约 10 Hz 的体积帧率，以最小运动伪影完

成对活体秀丽隐杆线虫的三维动态观察，如图 10（e）
和图 10（f）所示，横向和轴向空间分辨率分别达到

487 nm 和 3. 4 µm［74］。Li 等［75］通过添加聚光镜进一步

提高计算显微成像系统的数值孔径，如图 10（c）所示，

将横向和轴向分辨率提高至 346 nm 和 1. 2 µm。如

图 10（d）所示，Matlock 等［76］提出了多路复用照明策

略，将照明条件从相干光扩展到部分相干光，从物理模

型的角度进行部分相干光照明方案的优化设计，追求

最大化空间频率带宽和最小化数据冗余，防止相位频

率信息丢失。研究报道称，采用优化的部分相干光照

明方案后，强度采集数量从 481 张减少至 16 张，数据采

集时间从 14. 4 s 减少至 0. 25 s［76］，可实现接近实时的

数据采集，最大程度上减少了活体样本的运动伪影。

3. 2. 2　部分相干光照明下基于三维光学传递函数的

方法

介绍部分相干光照明下基于三维光学传递函数的

强度衍射层析成像技术。首先，简要地介绍部分相干

光照明相对于相干光照明在时间分辨率方面的优势，

主要有 2 点：首先是部分相干光近似于若干个相干光

的线性叠加，这样在部分相干光照明下收集的强度所

包含的空间频率信息大致上等于若干个相干光照明下

收集的强度所包含的空间频率信息，不再需要照明角

度扫描；其次，一般来说，部分相干光相比相干光具有

更高的照明强度，这样图像传感器的曝光时间可以更

短，进一步地加速了数据采集过程。综述文章［101］同

样对部分相干光照明下基于三维光学传递函数的衍射

层析成像技术的原理、实验装置和实验结果进行了详

细的介绍，感兴趣的读者可以阅读作进一步的了解。

至于部分相干光照明下的正向物理成像模型，在

弱散射（一阶 Born 或 Rytov）近似的假设下，以光学传

递函数为媒介直接建立三维测量强度与样本三维散射

势之间的映射关系，这里直接给出在空域中建立的映

射关系，具体的推导过程详见文献［102］和文献［103］，

IM ( r)= B + P ( r)⊗ H P ( r)+ A ( r)⊗ H A ( r)，  （24）
式中：IM ( r)为三维离焦强度；B 为背景强度（假设均匀

分布，故省略空间坐标 r）；P ( r)和 A ( r)分别是样本散

射势的实部和虚部（对应着相位和吸收）；H P ( r) 和
H A ( r)分别是对应于散射势实部和虚部的三维点扩散

函数；⊗ 代表卷积运算。在频域中，式（24）重写为

I ͂M ( k)= Bδ ( k)+ P͂ ( k)TP ( k)+ A͂ ( k)TA ( k)，  （25）
其中，三维光学相位和吸收传递函数分别定义为

TP ( k⊥，k‖ )= iλ
4π ×

∬
ì
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ï
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T o ( )k ′⊥+k⊥ T o ( )k ′⊥ [ ]S ( )k ′⊥+k⊥ -S ( )k ′⊥ ×
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0-( )k ′⊥
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（26）

TA ( k⊥，k‖ )= λ
4π ×
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T o ( )k ′⊥+k⊥ T o ( )k ′⊥ [ ]S ( )k ′⊥+k⊥ +S ( )k ′⊥ ×

δ ( )k‖+ k 2
0-( )k ′⊥

2 - k 2
0-( )k ′⊥+k⊥

2 d2 k ′⊥，

（27）
式中：T o ( k⊥)为物镜的传递函数；S ( k⊥)为聚光镜前焦

面上部分相干光的分布；k ′⊥ 为部分相干光的入射波矢

集合。
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计算显微成像系统如图 11（a）所示，以商业宽场

显微镜为主体，为实现不同的部分相干光照明方案，需

要添加部分相干光照明调制装置，并且需要添加轴向

离焦强度采集装置。

至于三维折射率的重建问题，核心是式（25）的求

解。在至少采集 2 组部分相干光照明方案下的三维离

焦强度图像及相应的三维光学传递函数（计算得到）

后，便可计算得到折射率的实部和虚部，如图 11（c）中

HeLa 细胞的重建结果所示。但需要强调的是，由于锥

角缺失问题，式（25）通常是欠定的，这意味着重建是一

个不适定问题。为实现稳定可靠的重建，一般采用先

进的正则化反卷积算法进行求解［84， 105-107］。

为提高三维折射率成像的时间分辨率，在弱吸收

的合理假设下，Soto 等［101］采用散射势实部和虚部的线

性近似关系，

A ( r)= εP ( r)， （28）
式中：ε ∈ [ 0，0. 1 ]，对于纯相位物体而言，ε = 0，这样

仅须采集单个部分相干光照明方案下的三维离焦强度

图 像 。 利 用 等 效 光 学 传 递 函 数 TEFF ( k)= TP ( k)+
εTA ( k)，将式（25）重写为

I ͂M ( k)= Bδ ( k)+ P͂ ( k)TEFF ( k)。 （29）
采用基于维纳正则化的反卷积算法进行求解，其数学

形式的描述为

P͂ ( k)=
[ ]I ͂M ( )k - Bδ ( )k T ∗

EFF ( )k
||TEFF ( )k 2 + γ

， （30）

式中：γ 是维纳正则化参数。如图 11（d）和图 11（e）所

示，聚苯乙烯微球和硅藻样本的三维折射率重建结果验

证了此方法对弱吸收样本的有效性［101］。同时，如

图 11（b）所示，三维光学传递函数与部分相干光照明方

案密切相关，因而一些研究开展最优部分相干光照明方

案的探索［70， 81， 108-112］。Li 等［70］基于三维相位光学传递函

数的指标，如空间频域覆盖率、非低值频域覆盖率和三

维相位传递函数非零区域幅值的绝对平均值，发现满足

极限匹配照明条件的环形部分相干光照明在普通对称

照明方案（包括圆形和环形照明方案）中是最优的。然

而，在实际应用中，极限环形部分相干光照明方案的表

现不尽如人意，原因主要有 2 点：首先是其照明强度相

对较低，因此采集的强度图像信噪比低；其次是需要精

确对准，否则将严重降低重建质量。

为实现最佳的三维折射率重建质量，Li 等［70］基于

合成孔径思想提出了多个照明方案下的频域合成重建

算法。基于经验的启发，选择两个相干参数为 0. 32 和

0. 65 的圆域照明（实现相位光学传递函数的低频覆

盖）和一个相干参数为 0. 95 的匹配环域照明（实现相

位光学传递函数的高频覆盖），以实现对样本空间频率

信息尽可能完整的获取。相应的重建算法如下，

P͂ ( k)= σ1
I ͂ 1M ( )k
T 1

P ( )k + σ2
I ͂ 2M ( )k
T 2

P ( )k + σ3
I ͂ 3M ( )k
T 3

P ( )k ，（31）

其中，每项的加权系数由最小线性二乘法确定，

σi = T i∗
P ( )k T i

P ( )k
||T 1

P ( )k 2 + ||T 2
P ( )k 2 + ||T 3

P ( )k 2 。 （32）

研究报道称通过采用高数值孔径的照明和物镜，

理论上最高可以实现 200 nm 的横向分辨率和 645 nm
的轴向分辨率［70］。

3. 3　基于多层递归正向传播模型的强度衍射层析

成像

在上述非干涉强度衍射层析成像技术中，其正向物

理成像模型无论是傅里叶衍射定理及其变体或是三维

光学传递函数，均基于弱散射（一阶 Born或 Rytov）近似

的假设，即仅考虑入射光波场与样本之间的一阶弹性散

射。这对弱散射样本（如单细胞）的三维折射率成像是

有效且快速的。然而，对于光学厚的或多重散射的样本

（如集群细胞或组织样本等），弱散射近似不再适用，这

将极大地限制上述非干涉强度衍射层析成像技术在此

类样本上的表现与应用。为了打破弱散射样本的限制，

研究人员开始聚焦于开发更为准确的正向物理成像模

型，其中的代表便是多层递归正向传播模型［78， 113-118］。

如图 12（a）所示，多层递归正向传播模型将样本

轴向离散为 K 个薄切片，以此来逼近入射光在样本中

的真实传播过程。从数学角度来看，可以将光在样本

中沿光轴方向的传播近似为一层一层的递归传播。以

第 k 层薄切片为例，入射光波场与这一层薄切片的折

射率（或散射势）耦合产生出射光波场，此出射光波场

亦是第 k + 1 层薄切片的入射光波场。因此，正向传播

问题可简化为 {u ( x，y，kΔz)，nk( x，y) }↦ u ( x，y，(k +

1) Δz)这一单层传播范式。同时，需要指出的是，考虑

入射光在单层薄切片中的传播，弱散射近似的假设又

将 变 得 合 理 。 这 里 ，直 接 介 绍 multi-slice beam 
propagation（MSBP）模型，具体推导见文献［78， 119］。

此外，multi-layer Born（MLB）和 split-step non-paraxial
（SSNP）等模型详见文献［114］和文献［117， 120］。

在 MSBP 模型中，光波场在第 k 层薄切片中的传

播遵循标量衍射理论和傍轴近似，

u ( x，y，(k+ 1) Δz)= exp [ ik0 Δnk( x，y) ]×
PΔz{u ( x，y，kΔz) }= exp [ ik0 Δnk( x，y) ]×

F -1
2D {exp ( i k 2

0 - k 2
x - k 2

y Δz) F 2D{u ( x，y，kΔz) }}，（33）

式中：P { ⋅ }是传播算子。MSBP 模型在单层薄切片中

的传播在物理上可解释为入射光波场沿着光轴方向自

由传播了 Δz 距离，并且第 k 层薄切片中的折射率分布

对入射光波场施加了相位调制作用。

入射光在样本中进行正向传播后，在测量平面上

的光波场和强度分布可计算为

u ( x，y，zM )=F -1
2D {T o (kx，ky) F 2D{P ẑ{u ( x，y，KΔz) }}}，

（34）
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图 11　部分相干光照明下基于光学传递函数的强度衍射层析成像。（a）实验装置原理示意图；（b）不同部分相干照明条件及对应的

三维相位光学传递函数［70］；（c）~（e）HeLa 细胞［104］、聚苯乙烯微球［101］和硅藻［101］的三维折射率重建

Fig.  11　Partially coherent optical transfer function (PC-OTF)-based IDT.  (a) Schematic of the experimental setup; (b) 2D plots of 3D 
POTF section in an axial plane for four different illumination apertures[70]; (c) ‒ (e) 3D RI reconstruction of HeLa cell[104], 

polystyrene microsphere[101], and cymbella subturgidula diatom[101]
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IM ( x，y，zM )= | u ( x，y，zM ) | 2， （35）
式中：ẑ 是三维样本的出射平面以及共轭于测量平面

的样本平面之间的轴向距离，当样本中心被成像系统

聚焦时，ẑ = -KΔz 2。
这里以电介质微球对平面入射光的散射问题对比

一阶 Born 近似模型、一阶 Rytov 近似模型和多层递归

正向传播模型（以 MSBP 模型为例）的预测精度，而米

氏散射理论提供了此问题的解析解。将电介质微球的

半径和折射率设置为扫描参数以模拟不同的散射效

应，如图 13（c）中纵向平面上总光波场的强度所示，随

着电介质微球的半径和折射率增大，强度的幅值范围

增大且变化更为剧烈，这说明散射效应在增强。由于散

射相对于光轴的对称性，仅展示了一个纵向平面上的总

光波场的强度分布，且以结构相似性指标（SSIM）来衡

量不同正向物理成像模型的预测精度。如图 13（a）和

图 13（b）中不同物理成像模型的 SSIM 所示，一阶 Born
和 Rytov 近似模型仅在弱散射条件下表现尚佳，在散

射效应强烈的情况下则失效；相比之下，多层递归正向

传播模型在一定程度上可以打破弱散射近似的限制，

扩展了应用范围。

至于重建问题，已知信息包括具有 L 个照明角度

的 平 面 入 射 光 {u ill ℓ( r⊥) }L

ℓ = 1
及 其 对 应 的 测 量 强 度

{ I ℓ
M ( r⊥) }L

ℓ = 1
、正向物理成像模型M{ ⋅ }。这样，重建问

题的数学描述为

argmin
n̂ ( )r ∈C

 ∑
ℓ=1

L

c (M{n̂ ( r) | u ill ℓ( )r⊥ }，I ℓ
M ( r⊥) )+τ×r [ n̂ ( r) ]，

（36）

图 12　基于多层递归正向传播模型的强度衍射层析成像［78］。（a）多层递归正向传播模型的演示说明；（b）~（e）聚苯乙烯微球、秀丽隐

杆线虫幼虫、成纤维细胞和秀丽隐杆线虫成虫的三维折射率重建

Fig.  12　Multi-slice forward propagation model-based IDT[78].  (a) Schematic of the multi-slice forward propagation model; (b) ‒ (e) 3D 
RI reconstruction of polystyrene microsphere, a C.  elegans embryo cluster, 3T3 cell, and whole C.  elegans worm
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式中：第一项 c ( ⋅ )为损失函数，用于衡量预测强度和

测量强度之间的误差，通常采用欧几里得距离；第二项

r ( ⋅ )为正则化函数，用于抑制实验中的噪声或施加关

于样本的先验知识，如折射率的平滑分布。对于上述

优化问题的求解，一般采用梯度下降算法等来实现。

然而，由于正向物理成像模型的高度非线性，梯度难以

得到显示的计算，通常采用交替投影算法或次梯度下

降算法（如近端梯度下降算法等）求解。关于此类优化

问题的求解，可参考文献［121］。

在计算显微成像系统方面，此项技术与基于傅里叶

图 13　根据电介质微球对平面入射光的散射比较一阶 Born 近似模型、一阶 Rytov 近似模型和多层递归正向传播模型的预测精度。

（a）不同正向物理成像模型预测的纵向平面上的强度与理论强度之间的 SSIM 随着电介质微球半径和折射率变化的分布情

况；（b）图 13（a）中 SSIM 的散点图和箱型图；（c）纵向平面上强度分布的预测示例

Fig.  13　Comparison of the first-order Born, first-order Rytov, and MSBP models by predicting the scattering of light for a dielectric 
sphere.  (a) SSIM between the ground truth intensity of the wavefield at the y-z plane and those predicted by different forward 
physical imaging models versus the radius of the dielectric sphere and the RI contrast; (b) scatter-plots and box-plots of the 

SSIM values in Fig. 13(a); (c) representative examples of the intensity of the wavefield at the y-z plane
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叠层成像的衍射层析成像技术基本相同，在此不作赘

述。此方法的主要优势在于不再受限于弱散射近似，如

图 12（b）所示，聚苯乙烯微球与背景介质的折射率衬度

可以更大（约为 0. 04，而上述基于弱散射近似的强度衍

射层析成像技术的实验中折射率衬度仅约为 0. 01）。

图 12（c）~（e）所示的秀丽隐杆线虫幼虫、成纤维细胞和

秀丽隐杆线虫成虫等厚生物样本的折射率重建展示了

极佳的三维成像表现，研究报道称横向和轴向分辨率最

高可达 240 nm 和 900 nm［78］。但是，这伴随着极大的计

算代价，研究报道称标准程序下全视场三维折射率重建

大约需要 20 h［78］。

3. 4　基于神经网络的强度衍射层析成像

近年来，神经网络在图像处理领域取得了巨大的

成功，特别是在基于编码和解码的端到端任务中被证

明具有极大的潜力和优势［122-126］。因此，最近十年来，

研究人员将神经网络引入强度衍射层析成像中，以解

决其中 2 个核心问题：正向物理成像模型和反向三维

折射率重建。

3. 4. 1　建立准确的正向物理成像模型

强度衍射层析成像技术的关键之一是建立一个准

确的正向物理成像模型，它对三维折射率重建质量有

着极为重要的影响，特别是针对于打破弱散射近似和

扩大成像深度等问题。一般来说，正向物理成像模型

在计算精度和速度之间一般存在着一定的权衡，即越

准确的正向物理成像模型往往越难以显式地进行梯度

计算实现三维折射率重建，而神经网络为解决这一矛

盾提供了可能。一方面，神经网络有希望建立一个准

确的正向物理成像模型，快速准确地从样本的三维折

射率预测二维测量平面上的强度或总光波场分布；另

一方面，神经网络模型可以快速方便地执行梯度反向

传播。神经网络在正向物理成像模型方面的相关研究

进展主要可以分为监督式学习和无监督学习两类。

如图 14（a）所示，监督式学习基于样本折射率和

理论强度（或总光波场）数据对集合，以数据驱动的方

式通过预测强度和理论强度之间的误差回传更新神经

网络中的可学习参数，从而拟合建立一个准确的正向

物理成像模型。然而，监督式学习仅可以在数值仿真

中开展，因为真实样本的三维折射率分布是无法准确

获知的。此外，在数值仿真中，理论强度的获取仍须依

赖于精确的正向物理成像模型，如麦克斯韦方程组。

因此，计算生成大量的训练数据集是非常耗时的，对神

经网络的训练构成了极大的挑战。

至于无监督学习，目前常用的策略是加入物理信

息的约束，即物理信息神经网络（PINN）。如图 14（b）
所示，以 Saba 等［127］提出的 MaxwellNet 为例，在神经网

络的输出端，损失函数不再预测光波场和真实光波场

之间的误差，而是预测光波场应该满足亥姆霍兹方程

（物理信息所包含的偏微分方程）时的误差。研究报道

称，在二维和三维情况下，MaxwellNet 的预测精度均

接近 COMSOL 软件，且计算速度得到了极大的提升，

计算时间分别从 COMSOL 的 13 s 和 2472 s 减少至

17 ms 和 44. 9 ms［127］。基于 MaxwellNet 的光学衍射层

析成像在仿真和实验中得到了验证，在不同类别的样

本上展示出不错的泛化能力。无监督学习的问题在于

如何仅在物理信息的约束下保证解的适定性，如

MaxwellNet 中自然传播的光波场均满足亥姆霍兹方

程，解的唯一性在理论上难以得到保证。

3. 4. 2　自动微分计算加速三维折射率重建

在基于多层递归正向传播模型的强度衍射层析成

像技术中，由于正向物理成像模型的高度非线性，难以

显式地获得损失函数关于折射率的梯度，因而三维折

射率重建通常采用交替投影算法或次梯度下降算法等

实现。在当前的深度学习架构平台中，研究人员开发

了 先 进 的 自 动 微 分 计 算 包（ 如 PyTorch 中 的

Autograd），以计算图（computational graph）的形式隐

式地计算损失函数关于训练参数的梯度，从而方便地

执行梯度下降算法。因此，研究人员将自动微分计算

引入基于多层递归正向传播模型的强度衍射层析成像

中［128-129］，以期改善三维折射率重建质量。具体来说，

如图 14（c）所示：将样本的三维折射率（或散射势）作

为神经网络中的可学习参数，而神经网络中的前向模

型定义为强度衍射层析成像中的正向物理成像模型；

最后，调用自动微分计算包计算出损失函数关于折射

率的梯度，从而执行梯度下降算法实现三维折射率重

建。此外，此方法还兼容深度学习中开发的其他先进

工具，如优化器和去噪器等。

3. 4. 3　神经网络对三维折射率的重新参数化

近年来的一些研究将三维折射率重新参数化

（reparameterization）为神经网络的输出，如图 14（d）所

示，进而通过训练拟合神经网络的输入或可学习参数，

以期改善三维折射率重建问题的求解效果。 Zhou
等［130］将 deep image prior （DIP）引入非干涉强度衍射

层析成像中，将三维折射率重新参数化为神经网络的

输出，而神经网络的输入则为满足正态分布的伪随机

噪声，根据预测强度和测量强度之间的损失函数更新

神经网络的权重参数，而不是直接优化三维折射率，研

究报道称这样可以减轻锥角缺失问题带来的伪影。

Liu 等［131］引 入 神 经 辐 射 场（NeRF），以 多 层 感 知 器

（MLP）为媒介建立三维空间坐标到三维折射率的映

射关系。此方法的优势在于任何空间位置的折射率都

可以通过训练的多层感知器输入坐标进行检索，有效

解决大型三维数据重建的计算和存储瓶颈问题。

3. 4. 4　直接优化基于物理模型的方法的三维折射率

重建

由于锥角缺失问题和弱散射近似的假设，基于物

理模型的强度衍射层析成像重建质量不佳，存在着轴

向分辨率低和折射率低估等问题。因此，研究人员尝

试将基于物理模型的方法的三维折射率重建作为神经
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网络的输入，以数据驱动的方式克服上述问题，改善三

维折射率重建质量［132］。但是，此方法目前仅可以在数

值仿真中开展监督式学习，然后直接推广或进行迁移

训练用于光学实验。数值仿真中监督式学习流程如

图 14（e）所示，给定的三维折射率分布（同时作为神经

网络的标签）经一个准确的正向物理成像模型产生理

论强度，然后由基于物理模型的方法计算出三维折射

率的初始估计并作为神经网络的输入，以数据驱动的

图 14　神经网络在强度衍射层析成像中的应用。（a）以数据驱动的方式建立正向物理成像模型；（b）引入物理信息神经网络以非监

督学习的方式建立正向物理成像模型［127］；（c）应用自动微分计算库函数执行梯度下降算法［129］；（d）神经网络对输入的重新参

数化 [130-131]；（e）神经网络提升传统基于物理模型的方法的三维折射率重建表现 [133-134]

Fig.  14　Neural network-based IDT.  (a) Data-driven approach to establish a forward physical imaging model; (b) physical information neural 
network is used to perform unsupervised learning to build a forward physical imaging model[127]; (c) automatic differentiation library is 
used to perform gradient descent algorithm[129]; (d) re-parameterization of 3D RI reconstruction using neural network[130-131]; 

(e) neural network is used to improve the 3D RI reconstruction performance of traditional physical model-based methods[133-134]
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方式直接优化三维折射率重建。

针对红细胞这一类型生物样本，Lim 等［133］提出

TomoNet。在数值仿真中，对于不同形态、尺寸和空

间位置的模拟红细胞，由离散偶极子近似（DDA）模型

产生理论总光波场，通过基于一阶 Rytov 近似的光学

衍射层析成像技术计算出三维折射率的初始估计。研

究报道称，数值仿真和光学实验的结果证明以数据驱

动的方式抑制锥角缺失问题（补充缺失的空间频率信

息）后，提高了空间分辨率和重建质量。但是，此方法

对其他类型的生物样本缺少泛化能力。Matlock 等［134］

采用自然图像生成三维折射率分布以提高神经网络的

泛化性能。在数值仿真中，通过 SSNP 模型产生理论

强度，由基于相干光学传递函数的强度衍射层析成像

技术计算出三维折射率的初始估计。研究报道称，该

方法除了有效地抑制锥角缺失问题引起的伪影，还可

以改善多重散射样本的重建质量，突破物理模型所包

含的弱散射近似的限制。

3. 5　非干涉强度衍射层析成像技术的方法对比

总体而言，非干涉强度衍射层析成像技术目前存

在着非干涉相位恢复、三维光学传递函数、多层递归正

向传播模型和神经网络 4 条技术路线。由于基于神经

网络的方法并不是一条完全独立的技术方案，通常在

正向物理成像模型和三维重建算法基础上与前三种

方法存在着紧密的联系，此处仅对前三种方法进行简

单的对比。首先，针对样本对光散射的正向预测问

题，从正向物理成像模型的角度来看，基于非干涉相

位恢复和三维光学传递函数的方法均是基于弱散射

近似的，而基于多层递归正向传播模型的方法则不受

弱散射近似限制，因而其在弱散射样本和多重散射样

本上的正向散射预测精度均优于前两种方法，这在

图 13 所示的数值仿真中得到了验证。其次，至于样

本的应用范围和三维折射率的重建质量，前两种方法

仅考虑一阶弹性散射光，因此仅适用于单细胞等弱散

射样本，相比之下，基于多层递归正向传播模型的方

法考虑了高阶散射光，因此可扩展应用至集群细胞和

组织等光学厚样本，并且在探测深度、对比度和分辨

率等图像质量指标上将有一定的优化和改善。最后，

在重建速度方面，得益于弱散射近似下正向物理成像

模型的线性化，若前两种方法采用直接重建算法，则

重建时间（秒或分级别的时间复杂度）一般大幅度领

先基于多层递归正向传播模型的方法（小时或天级别

的时间复杂度），且最有希望实现对活体样本的三维

动态实时监测。前三条技术路线具体技术方案的特

征和对比归纳于表 1 中。

表 1　不同衍射层析成像技术的对比

Table 1　Comparison of different diffraction tomography techniques

Technology

ODT［54-58］

TIE-based 
IDT［72， 90］

2D K-K-based 
IDT［79］

3D K-K-based 
IDT［92， 96］

FP-based 
IDT［77， 98-99］

TIE-FP-based 
IDT［100］

C-OTF-based 
IDT［73-76］

PC-OTF-based 
IDT［70， 83-84］

MLFPM-based 
IDT［78， 114， 117］

Measurement 
method

Interferometric

Non-

interferometric
Non-

interferometric
Non-

interferometric

Non-

interferometric

Non-

interferometric

Non-

interferometric
Non-

interferometric

Non-

interferometric

Whether 
illumination 
scanning is 

required

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

No

Yes

Whether 3D 
intensity 

collection is 
required

No

Yes

No

Yes

No

Yes

No

Yes

No

Number of 
intensity 
images 

recorded /
frame

100‒200

~148

~30

101‒25728

73‒3001

~754

8‒481

130‒300

24‒200

Whether 
matched 

illumination 
condition is 

required

Yes

Yes

Yes

No

Yes

No

Yes

Yes

Yes

Scattering 
approximation

First-order Born or 
Rytov approximation
First-order Born or 

Rytov approximation
First-order Born or 

Rytov approximation
First-order Born or 

Rytov approximation

First-order Born or 
Rytov approximation

First-order Born or 
Rytov approximation

First-order Born or 
Rytov approximation
First-order Born or 

Rytov approximation

Multiple scattering

Key issue

Mechanical 
illumination scanning

Careful tuning of 
defocus distance

‒

Large amount of 
intensity dataset
Large amount of 
intensity dataset； 
time-consuming 
iteration for RI 
reconstruction

Time-consuming 
iteration for RI 
reconstruction

‒

‒

Time-consuming 
iteration for RI 
reconstruction
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4　总结与展望

总体来看，三维衍射层析成像技术有 3 大发展趋

势：从干涉测量到非干涉测量，以简化计算显微成像系

统；从弱散射样本到多重散射样本，以拓展生物样本的

应用范围；从相干光照明到部分相干光照明，以提升成

像的时间分辨率。这些想法均在数值仿真和光学实验

中得到了验证，展示了此项三维无标记成像技术在生

命科学和生物医学领域巨大的潜在应用价值。目前，

最新研究表明此项技术在细胞识别和计数［96］以及小鼠

胚胎发育的三维动态监测［129］等得到了初步的应用。

然而，三维折射率显微成像技术目前仍存在着一

些难点问题。首当其冲的是锥角缺失问题，这直接导

致轴向分辨率低（对应着光学切片能力）和伪影问题。

其次，时间分辨率（或采集速度）和重建速度严重阻碍

了活体样本三维动态实时监测的实现。此外，在生物

医学成像的应用方面，截至目前，已经在单细胞和集群

细胞等样本上验证了三维折射率成像的表现，却缺少

对组织等厚样本或多重散射样本的观测应用研究；对

于细胞内部化学物质来说，分子特异性低，需要有经验

的技术人员进一步地处理分析以获取有用的形态学信

息。综合考虑当下技术瓶颈以及研究热点，本文总结

分析了未来非干涉强度衍射层析成像技术的潜在发展

方向。

1） 深度学习方法的引入和有机结合，可用于非干

涉强度衍射层析成像技术本身的改善和三维折射率重

建的后处理等。前者主要通过引入深度学习模型优化

求解三维折射率重建问题，以期实现快速准确的三维

折射率显微成像，特别是在锥角缺失问题和多重散射

样本条件下如何减少伪影并改善空间分辨率［133-135］；后

者则是对三维折射率重建所包含的形态学信息进行后

处理以拓展技术在生命科学和生物医学领域的应用，

如通过三维图像分割以识别不同的亚细胞结构［136-137］，

或对细胞和病原体等进行快速、准确和高通量的分

类［138-139］，这对细胞动力学、细胞过程评估、临床疾病诊

断、药物筛选分析和微生物组等研究具有重要的意义。

2） 结合组织透明化处理等方法，对集群细胞和组

织等光学厚样本进行三维显微成像深度方向上的探

索。组织透明化处理通过组织脱水、折射率匹配和蛋

白质解离等方式减少光吸收和光散射［140］，与机械切片

方法相比，组织的完整性得到很好的保留，这意味着接

下来可以利用非干涉强度衍射层析成像技术获得更为

准确的三维结构信息。组织透明化处理在三维荧光显

微成像领域中被验证可以有效提高探测深度、图像对

比度和空间分辨率［141］。因而，有希望将组织透明化处

理等方法和非干涉强度衍射层析成像技术集合拓展在

神经科学、脑科学和病理学等领域。

3） 结合其他显微成像技术实现多模态成像，为生

命科学和生物医学研究提供多尺度多维度全面互补的

信息。例如，参考传统光学衍射层析成像技术的最新

进展，将非干涉强度衍射层析成像技术与超分辨率荧

光显微成像技术相结合，超分辨率荧光显微成像技术

提供分子特异性并提升成像分辨率，而非干涉强度衍

射层析成像技术则提供全景成像信息，通过对它们进

行合理的互补使用可以最小化光毒性和光漂白等问

题，有希望实现生物动力学过程的长时间观测［23， 142］。

此外，非干涉强度衍射层析成像技术用于测量细胞内

的脂质含量，而拉曼光谱成像技术用于确定脂质的分

子组成，实现以无标记和非侵入性的方式监测细胞形

态和分子组成［143-144］，成为研究各种细胞过程的重要

工具。

4） 非干涉强度衍射层析成像技术基本原理和重

建算法与其他三维成像方法的相互借鉴。最新的研究

将非干涉强度衍射层析成像技术的基本原理推广至计

算化学成像［145］、相干反斯托克斯拉曼散射成像［146］、三

维偏振层析成像［147］和 X 射线相位层析成像［148］等，且可

见光、红外光、太赫兹波、深紫外光、极紫外光、X 射线

和电子等不同波长尺度的三维成像方法在倾斜照明扫

描等成像测量原理和重建算法上可以相互借鉴，取长

补短，探索实现三维材料的原子级排布表征和微纳元

件（如集成电路）复杂三维结构的无损缺陷检测等。
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