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混浊介质显微成像中吸收作用的门机制!
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摘要： 采用蒙特卡罗方法研究了混浊介质的吸收特性对共焦荧光显微成像的影响。结果表明，混浊介质对光的

吸收作用增强了成像的分辨率，同时降低成像强度。因此，混浊介质样品对光的吸收作用是样品本身所固有的分

辨散射光的门机制。
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’ 引 言

混浊介质的显微成像研究由于其在生物医学领

域的应用前景近年来得到广泛关注［’］。在对混浊介

质的显微成像中，光入射仅数百微米后大部分便变

成了弥散光。弥散光束由散射光和非散射光组成。

散射光在成像中主要起降低像质的作用，因此为了

达到衍射限的分辨就必须屏蔽散射光。对散射光与

非散射光之间物理上的差异如渡越时间、相干性、空

间分布、角度分布以及偏振状态等差异的研究结果

给出了一些有效的门机制来区分散射光与非散射

光，如时间分辨（时间门）、弱相干光学层析（相干

门）、共焦成像（空间门）、环瞳（角度门）以及偏振门

等。同时采用一种或多种门机制的成像系统可在不

同程度上提高成像的分辨率［’，"］。

光在混浊介质中的弥散可归因于混浊介质中微

粒对光的散射和吸收。微粒对光的每次作用改变了

光的强度与传播方向。这样，更多次数的散射意味

着更多的吸收，吸收作用对非散射光和散射光强度

的衰减具有选择性，这表明吸收作用对成像有一定

的影响［$］。本文基于共焦荧光显微成像的蒙特卡罗

模拟，进一步研究了这种影响，分析了其特征，指出

吸收作用是样品本身所固有的分辨散射光的门机

制，其作用是能够有效提高成像分辨率。其意义在

于，可以通过改变样品对光的吸收特性来达到提高

共焦荧光显微成像分辨率，改善像质的效果，同时该

方法不会引入采用其他门机制所增加的实验设备与

数据处理的复杂性。

蒙特卡罗方法是研究混浊介质中光传播的有效

手段［*，#］。蒙特卡罗方法固有的特点使它难以体现

光在混浊介质中传输的波动特性如相干性等，而荧

光显微术由于荧光和照明光不相干，从而可以最大

程度忽略这种波动特性对成像的影响。

" 仿真实验
图 ’为反射式共焦荧光显微成像的仿真光路示

意图。其光学系统是一个折迭的 * ! 系统，放大系数
为 ’。物镜 /’ 和集光透镜 /" 具有相同焦距，置于共

轭位置。照明光源为准单色（中心波长为!）基模
（012!!）高斯光束。物镜 /’ 将准直照明光聚焦在

混浊样品下 " 3 处，激发该处荧光团发出荧光。经样

品散射的荧光光子逃逸出样品表面后，为 /’ 收集。

滤波片（分束器）45 区分照明光路和荧光光路。集
光透镜 /" 将荧光聚焦到点探测器，就得到照明光焦

点处物的像。物镜 /’ 焦点沿轴向和横向扫描可以

得到物体的三维像。点探测器一般由光电倍增管

（620）前放置针孔 6 实现。仿真坐标系的原点定
位于物镜 /’ 中心位置，" 向为照明光传播方向，图 ’
为系统 #% " 平面剖面图。
采用蒙特卡罗方法模拟混浊介质对光的散射与

吸收作用。光在混浊介质的传输模拟由一系列的散

射、吸收事件组成。混浊介质的光学特性根据传输

理论由以下参数描述：吸收系数!7，散射系数!8，散

射各向异性因子 $。
光子在位置（ # %，&%，" %），% 9 ’，"，$⋯遇到介质

中的散射子发生散射，改变传播方向传播，直到遇到

下一个位置（ # %:’，&%:’，" %:’）的散射子。一个典型的
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散射事件如图 7所示，! 8 %。两次散射之间的距离称
为自由程 "，它服从概率密度分布，

# (（ "）8 %9［ " ( 1:’（; " 9 " (）］，
其中 " ( 8 %9（!* <!2）为平均自由程（3.’）。因此
自由程由以下算式生成：

" 8 ; " ( +-"$ （%）
本文中，随机变量"服从（=，%］区间上的均匀分布。
散射后光子传播方向的改变由散射角#和方位角$
表示。方位角服从 =到7!上的均匀分布，$ 8 7!"。散
射角#根据亨耶 格林斯坦（>1-?1?@A011-2(1"-）相
函数方程得到：

),2# 8［（% < $7）;
（% ; $7）7（% ; $ < 7$"）

;7］（7$）;%， （7）
散射各向异性因子 $ 即定义为该相函数的平均余弦
$ !〈),2（#）〉。

!"# $ 7 B:*3’+1 ,. (C1 (0*51)(,0? ,. * 2)*((1016
’C,(,- "- (/04"6 316"/3

吸收系数!* 和散射系数!2分别定义为每单位

无限小自由程中光子吸收和散射的概率。为了提高

模拟效率通常用无限窄光子束代替单个光子进行模

拟，光子束用权重 % 来衡量，这样吸收事件可以近
似以如下方式模拟［D］：

% " %［% ;!* 9（!* <!2）］$ （E）
对混浊介质显微成像蒙特卡罗模拟更加详细的描述

可见参考文献［F］。
模拟研究通过对埋在混浊介质中的横向锐边成

像来进行。这样成像的横向分辨率可由可分辨距离

%来描述，分辨距离%定义为［7］：

%! & = $G ; & = $% ， （F）
其中 ’（ & = $G）8 = $ G，’（ & = $%）8 = $ %，’（·）为按最大
值归一化后的荧光强度，& 为横向坐标。可分辨距离
越大意味着分辨率越低。

E 结果与讨论———门机制
在混浊介质成像时，通常认为携带样品信息的

非散射光保持入射方向，而散射光经历多次散射以

后丢失原有的样品信息成为成像噪声，该噪声的存

在极大地降低了成像的分辨率。由于多次散射通过

较长路径，因而多散射经历较多吸收，得到较多衰

减。这意味着混浊介质吸收作用对散射光强度的衰

减大于对非散射光强度的衰减［E］。吸收对散射光和

非散射光这种选择性的抑制表明，吸收作用可有效

地抑制散射光，从而达到提高成像分辨率的效果。

!"# $ E H42,0’(",- #*("-# 31)C*-"23：1..1)( ,. *42,0’(",-
),1..")"1-( ,- 0*6"*+ 6"2(0"4/(",- ,. ’C,(,-2

考虑到非散射光保持入射方向，显微光学系统

光轴（径向距离为 =）附近所激发和传输的荧光主要
为散射次数较少的光（称少散射光），而偏离光轴的

荧光则主要为散射次数较多的光（称多散射光［7］）。

图 E给出了在数值孔径为 = $ I、波长为 J== -3条件
下，对混浊样品 F=="3 下荧光面共焦成像时，在探
测面（K7 焦面）上荧光的径向分布。其中曲线 %、7
分别为!* 8 =，!2 8 %== )3;%；!* 8 D= )3;%，!2 8
%== )3;% 时的分布，其横坐标为径向距离，纵坐标为

对数尺度的荧光强度，按入射光强归一化（纵坐标轴
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如图 !左侧）。比较曲线 "和 #，可以明显看出样品对
荧光强度的吸收作用。通过曲线 #与曲线 "的比较得
到曲线 !（纵坐标轴如图 !右侧，线性），即反映吸收
对散射光的抑制作用。作为比较，在共焦成像时，空

间门（针孔尺寸 !$$!%）对散射光的抑制作用由曲
线 &给出。通过曲线 !可以看出吸收作用对远离光轴
的多散射光具有更强的抑制作用。同时，这种抑制作

用和径向距离具有近似于指数的函数关系。对曲线 !
进行指数拟合，我们获得荧光强度强度随径向距离

变化的函数 ! ’（ "）：

! ’（ "）( $ ) $"&*+,-（. " /#0!）)
该函数关系的具体参数值与成像深度以及样品吸收

特性有关。

进一步考虑该混浊介质吸收作用对成像的影

响。将混浊介质看作成像系统的一部分，那么入射

光束在探测面上弥散斑的大小直接表示成像系统的

分辨率。图 &给出了按最大值归一化的弥散斑光强
的径向分布。对于曲线 "，!’ ( $，!1 ( "$$ 2%. "；对

于曲线 #，!’ ( 3$ 2% . "，!1 ( "$$ 2%. "。从图中可看

出，吸收作用使弥散斑变小。较小的弥散班意味着

较高的分辨率。

456 ) & 788+29 :8 ’;1:<-95:= := >588?1+> 1-:9
:8 5%’6+ 1@19+%

为了研究吸收作用对成像分辨率的影响，将荧

光锐边掩埋在混浊介质表面下 &$$!% 深度处。当
针孔尺寸为 !$$!% 时，不同吸收、散射系数对锐边
成像的影响见图 3，横坐标为横向距离，纵坐标为归
一化的荧光信号强度。其它计算参数同图 !。图 3
中分别给出了 !’ ( $，!1 ( "$$ 2% . "；!’ (
3$ 2% . "，!1 ( "$$ 2% . "；!’ ( $，!1 ( #$$ 2%. "三

组参数下的像。比较图 3 中的曲线可以看出，保持

!1 不变的情况下，!’ 从 $ 到 3$ 2%. "变化时，锐边

像变锐，表明分辨率的提高；而保持!’ 不变的情况

下，!1 从 "$$ 2% . "增加到 #$$ 2%. "时，分辨率降低。

这一结果表明了吸收作用有利于增强混浊介质成像

的分辨率，而散射作用却降低成像的分辨率。

456 ) 3 AB’<- +>6+ 5%’6+1 ?=>+< C’<5:?1 ’;1:<-95:=
’=> 12’99+<5=6 2:+88525+=91

吸收系数变化引起成像分辨率的变化曲线如图

*所示，计算参数同图 3。纵向坐标为（&）式定义的
可分辨距离，单位为!%。计算中，!1 ( "$$ 2% . "。

456 ) * D%’6+ <+1:E?95:= ’1 ’ 8?=295:= :8 ’;1:<-95:=
2:+88525+=9

456 ) F D%’6+ 5=9+=159@ ’1 ’ 8?=295:= :8 ’;1:<-95:=
2:+88525+=9

从图中可以看出，随着吸收系数的增加可分辨

距离逐渐减小，也就是成像分辨率在逐渐提高。因

此，可以说混浊介质吸收作用可以有效提高成像分

辨率。但是吸收对成像强度同时存在衰减作用，如

图 F所示（计算参数同图 3，成像强度取图 3中横向
距离为处）。图 F 中纵轴为按入射光强归一化荧光
强度，横轴为吸收系数。

从图 F中可以看出，随吸收系数的增加成像强
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度成指数衰减。对图 !的指数拟合结果为
! " # $ #%!&’()（ * # $ #+!+!,）$

在图 ! 中，!标记为模拟结果，曲线为指数拟合结
果。

以上实验结果表明，吸收作用对成像的影响包

括两个内容：提高成像分辨率和降低成像强度。吸

收作用提高成像分辨率这一特性，来源于其对散射

光抑制所具有的选择性：对多散射光子具有更强衰

减的能力。这种作用和其它门机制如空间门的作用

是类似的，同时它又是混浊样品所有固有的。因此

说混浊介质的吸收作用是混浊介质本身所固有的分

辨散射光的门机制。

在共焦荧光成像中，这一结论具有的启发意义

在于，可以通过改变样品的吸收特性来提高成像的

分辨率。考虑混浊样品具有的荧光吸收谱，在保证

成像强度的条件下，选择吸收作用较强的荧光探针

可以获得更高的像质。由于吸收门机制是混浊介质

本身所固有的特性，因此对共焦显微成像以外的其

他混浊介质成像［-］，该结论也同样是有意义的。

结语 本文研究了混浊介质的吸收作用对成像分辨

率的影响。共焦显微成像的蒙特卡罗模拟结果表

明，混浊介质对光的吸收作用能够有效提高成像的

分辨率，但同时降低成像强度。混浊介质样品对光

的吸收作用是样品本身固有的分辨散射光的门机

制。这一结论加深了对混浊介质成像的理解，同时

具有指导实验的意义。
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