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混浊介质多光子激发荧光显微成像的蒙特卡罗模拟

鲁 强 曾绍群 骆清铭 阮 玉
（华中理工大学生物医学光子学教育部重点实验室，武汉 *$!!(*）

摘要： 将蒙特卡罗方法与几何光线追踪技术相结合用于研究样品混浊特性对多光子激发荧光显微成像的影响。

推导了模拟多层样品显微成像的数学模型，给出了用程序框图表示的基本仿真系统骨架。对传统蒙特卡罗方法的

改进有效地增强了对聚焦光束的模拟能力。初步的模拟结果说明了混浊介质散射特性对显微成像的显著影响。
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’ 引 言

多光子激发（123）荧光显微成像术采用长波

长照明光激发样品荧光团产生荧光。在对高散射生

物样品的成像中，和共焦荧光显微成像术相比，这一

方法具有增加成像深度和减少光漂白作用的优点，

是目前生命科学中细胞、亚细胞结构研究的重要手

段［’］。

近几年来对该成像术中光学系统作了一系列理

论研究，提出了很多有意义的改进手段，如采用环瞳

（角度门）等。这些理论分析主要基于标量衍射理

论，范围涉及单光子（即共焦成像）、双光子以及三光

子激发成像［"，$］。在对生物样品成像的过程中，生

物样品所具有的混浊特性对成像的影响是显然的。

分析样品的光学特性对成像的影响对该成像技术应

用和改良有重要意义，然而其机理分析较少见于报

道。其主要原因可以归结为标量衍射理论对多散射

光传播的无能为力。相反蒙特卡罗方法则是研究光

散射传播的传统手段［*］。将蒙特卡罗方法和几何光

线追踪方法结合研究共焦显微成像可见于文献［#］。

本文将该方法引入到研究混浊介质的多光子激发荧

光成像，给出了模拟的数理模型以及程序骨架。生

物样品通常具有多层特性，采用多层模型模拟混浊

介质中光子传播规律的研究可见于文献［*］。本文

在文献基础上推导了模拟多层样品显微成像的数学

模型，并将运行在单层模型下的结果和来自文献的

结果进行了比较。

" 仿真模型

多光子激发荧光显微成像系统，通常在反射式

共焦荧光成像系统的基础上，改用长波长激光作照

明光 源 来 构 造。对 其 系 统 的 具 体 描 述 可 见 于 文

献［)］。多光子激发显微成像的模拟过程可分为以下

几个阶段：

’）依据高斯光束（中心波长!）特征，产生照明

光光子；"）照明光在显微光学系统中传播；$）照明

光光子经过在混浊样品中的迁移，聚焦至样品表面

下深度 ! 4 处；*）聚焦点处，荧光团同时吸收多个照

明光子激发单个荧光光子；#）荧光光子在混浊样品

中迁移；)）荧光在显微光学系统中传播；(）点探测

器对信号光（荧光）进行选择。针对以上阶段的分

解，我们对阶段 "）和 )）采用几何光学方法追踪光线

来模拟，阶段 $）和 #）则采用传统蒙特卡罗方法研

究。混浊样品对多光子激发荧光显微成像的影响也

体现在阶段 $）、*）和 #）上。在以下内容中给出了模

拟中一些关键阶段所需公式的推导。

" 5 ’ 光子生成

光子依据光源的特征生成。我们采用基模高斯

光束 "（ #）来模拟照明光源：

"（ #）6 "! 789［: "（ # ; $）"］，

其中 "! 为入射强度，# 为光子的径向距离，$ 为光

斑半径。在不考虑样品情况下，光束在折射率为 %!

的浸物（水，镜头油）中传播到达焦点处，光斑达到

最小为 $ !，这样 $ 作为传播距离 !（ ! 轴方向为照

明光传播方向）的函数可以按下式计算［(］。

$（ !）6 $ !｛’ <［!（ ! : &）;（ %!!$ "
!）］"｝’;"，（’）

其中 & 为显微物镜 =’ 的焦距。考虑其有效直径，即
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!"#$ 宽度为 !，腰斑 " % 可以如下确定：

" % ! $ #!"（ $%!!）&!"（!$% ’(）， （$）

其中，’( & ! "（$"）为物镜 )! 数值孔径。高斯光束

的发散角是决定聚焦光束入射样品表面的初始角度

的重要因素，我们通过对（!）式中 % 求导获得其半

发散角#* 的正切 +,-#*：

+,-#*（ %）& . "（ %）
. % &

’( % / #
（ $%!" $

% "!） ! 0［ % / # !"（ $%!" $
%）］" $

，（1）

从（1）式有：% # # 时，+,-#*（ %）# %，而 % # 2 时，

+,-#*（ %）# ’(。

光子的位置和运动方向可用五元参数组（ & ’ ，

(’ ，% ’ ，#’ ，"’ ），’ & %，!，$，1，⋯，) 来描述。（ & ’ ，(’ ，

% ’ ）描述光子的位置，#’ 、"’ 分别为散射角和方位

角。’ & % 时，（ & %，(%，% %，#%，"%）用来描述光子生成

的初始位置和初始方向。

考虑高斯光束光强在横截面上服从高斯分布，

那么光子的径向距离 * 服从概率分布

#（ *）& ! / #34［/ * $ "（$$$）］，

式中$$ 为方差。这样光子的生成位置（ & %，(%，% %），

径向距离 * % 可以下式表示：

* % & / $$$ 5-%" % ， （6）

& % & * % 789（$!%!）， (% & * % 9:-（$!%!）; （<）

在本文中%’（ ’ & %，!，$，⋯）为 % 到 ! 上独立均匀分

布的随机变量，$$ 取 $倍 "（ % & % %）。这样可以确定

任意轴向距离 % % 处生成光子的位置（ & %，(%，% %）。

初始散射角则可通过如下式确定：

+,-#% & * " "（ % & % %）+,-#*（ % & % %）; （=）

若成像时 % % / # $ $%!" $
%!，则简化计算后可得

+,-#% # * " "（ % & % %）’(; （>）

在文献［<］中对共焦成像模拟时，提到的选择策略

是采用 +,-#% & ’(%$。在我们后面的讨论中认为该

策略因为忽略了聚焦特性，对混浊介质显微成像中

较深入射的高斯光束的模拟不及（>）式准确。而初

始方位角"% 与生成位置相关，服从 %与 $!之间均匀

分布，故可以简单确定。

考虑混浊样品成像时，样品的引入不影响样品

外高斯光束的光场。设 + 为透镜与样品间的距离，这

样在样品外紧靠表面处（ % % & +）生成入射光子。显

微系统的 % 向扫描（聚焦）即可确定 +。对多层样品

模型，假设光束聚焦在第 , 层样品上（ , & % 表示物

镜 )! 到样品上表面的物质层，如干物镜的空气、油

镜的镜头油等 + & +%），则成像位置 % ?（透镜与焦点

间距离）与 +% 的关系，经推导可得

% ? &（ # " $% /%
-
+ - " $- ）$, 0%

-
+ -

- & %，⋯，, / !， （@）

其中 +- 、$- 分别表示第 - 层的厚度和折射率。仿真

中，在 % ? 已知的情况下由（@）式确定 +%。

$ ; $ 光子迁移

混浊介质对光的散射吸收特性将影响多光子激

发荧光显微成像。组织的光学特性依据传输理论可

以由以下参数表征：吸收系数&,，散射系数&9，散射

各向异性因子 .，光学厚度 + 等［6］。在多层介质情况

下，可用多组参数来确定光子在不同位置的迁移特

性。光在混浊介质中的迁移由一系列散射、吸收事件

组成，对其模拟属于传统蒙特卡罗方法的范畴，详细

的描述可见于文献［6］和［=］。

传统蒙特卡罗方法的最大不足在于其模拟计算

的效率极低。本文采用重要性抽样的方法以提高计

算效率［<］。即，采用

/% & / % ? 5-%6 （A）

代替 /% & / 0 + 5-%6 来选择第一次自由程，其中 0 + 为

平均自由程。为了消除这一措施带来的估计偏差，引

入权重 " 5 & % ? " 0 + #34［ 0%（!" % ? / !" 0 +）］来衡量采样

重要性，在对模拟后所研究的物理量进行计算时将

1·1 5 替代权重 1（ 1 & 1·1 5，符号&表示赋

值），即可保证估计无偏。

考虑多层样品，迁移的光子到达样品边界或多

层介质界面处，按照菲涅耳公式计算透射系数 2。从

而根据%< B 2 确定该光子束是否迁移到下一层介

质，否则发生反射，在同层介质中继续传输。最后，当

迁移的光子遇到以下几种情况时终结：!）为探测器

捕获；$）散射出媒质和光学系统；1）经过 $% 次散

射仍然不满足以上两个条件。

$ ; 1 荧光激发

多光子激发过程中，荧光团同时吸收多个光子

（!，$，1 / 3）激发一个荧光光子。由于荧光激发属于

自发辐射过程，因此在照明光子吸收处生成的荧光

光子在各个方向上服从均匀分布。考虑到多光子激

发荧光强度 /$，C 和照明光强度 /$，* 的关系［A］：

/$，C &’$ /
$
$，*， （!%）

其中，$ & !，$，1 分别对应单光子、双光子和三光子

激发，’$ 为单光子、双光子、三光子激发系数。那么
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荧光光子的权重 ! 按（!!）式生成：

! "!" ##"，$ % （!!）

对荧光光子在混浊介质中的迁移，我们近似地

认为在单光子激发中照明光和荧光波长满足关系

"!&
$ ""!&

’ ，在双光子和三光子激发中则相应有"#&
$ "

#"#&
’ ，"(&

$ " ("(&
’ 。照明光和荧光波长的不同引起在

混浊样品中有不同的传输特性，模拟中通过平均自

由程、散射各向因子的不同来描述其差异。按照散射

理论，平均自由程和混浊介质中的散射子特性有如

下关系：

$ ) "（% *#*）
+!，

其中 % * 为散射子密度，#* 为散射子散射截面。按照

散射子半径和波长的关系，散射分为各向同性（ & *

!"）和各向异性（ & *""）。在各向同性的散射中散

射截面和波长满足关系#* #"+,，而各向异性的散

射则有关系#*#"+#。以双光子激发为例，在各向同

性介质中，$#&’ - $#&$ " !-!.，而对各向异性而言则满足

$#&’ - $#&$ " !-!,。因此在混浊样品中照明光和荧光的

传播的不同特性主要通过平均自由程的差异来模拟

研究。

值得指出的是，通过测量不同波长下组织光学

特性参数，根据测量参数结果模拟多光子成像是较

好的选择［!/］。

# % , 荧光探测

在多光子激发荧光显微成像中，由于多光子具

有激发选择性，因而不需要针孔来提供层析能力，但

是很多来自理论和实验的结果表明采用针孔可以获

得更好的轴向和横向分辨率［0］。因此，我们在蒙特

卡罗模拟中仍然对针孔予以保留。在这里使用光线

追踪来模拟针孔对离焦光子的屏蔽。

’12 % ! 3&)1456 &5)7 89 96:8;<*4<=4< &78)8= ><)<4)<>
)7;8:27 )7< 48=98456 &1=786<

因为物镜 ?! 和集光透镜 ?# 共轭，所以信号光

追踪的图示如图 ! 给出。图中 ’ > 为针孔半径。不

妨假设荧光光子逃逸出样品表面前，最后一次散射

后，在第一层组织样品中到达的位置坐标和方向余

弦分别为（ () ，*) ，+ ) ）、（$() ，$*) ，$+) ）。在不考虑

像空间和物镜 ?! 浸物折射率差异的情况下，光子到

达探测针孔面（?# 焦平面）上的位置（ (, ，*, ）可以由

傍轴近似得到如下公式：

( > " +$()

$+)

-
"/

+
+ )
"!

@
,/

"/
+

,/

"( )
!

"! @ () ，

*> " +$*)
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-
"/

+
+ )
"!

@
,/

"/
+

,/
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!

"! @ *)
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当探测针孔面上光子径向距离 & > " ( #
> @ *#$ > 大于

针孔半径 ’ >（ & > A ’ >）时表示荧光光子为针孔屏

蔽，反之探测到成像信号。

( 仿真软件

考虑到（!/）式中 #"，’ 与 #"，$ 的非线性关系，我

们将模拟分为两个过程实现：荧光激发和荧光探测。

在荧光激发和探测过程中的光子传输是相似的，其

差别仅仅在于光子束产生和终结的过程以及照明光

与荧光的组织光学参数。

在荧光激发过程中，照明光光子按高斯光束产

生，而在多光子吸收处（一般为物镜 ?! 的焦面）终

结；在探测过程中，荧光光子在照明光光子吸收处生

成，而通过集光透镜 ?# 的焦面针孔到达探测器终结

（如图 # 示）。图 # 中!、"、#、$为流程图连接点。

从!到"、#到$分别表示单个照明光光子和荧光

光子的传输（点划线框内为相同部分，为传统蒙特卡

罗模拟光子的迁移过程）。在成像过程中为了得到

较可信的结果，一个点的成像通常需要计算的入射

光子数为 !/B 。这样在"结束后，求取照明光强度

分布 #"，$，从而可按（!!）式确定荧光光子权重，开始

#荧光光子的传输模拟。

?! 焦点的扫描，一般通过样品扫描得到模拟。

根据扫描特征，可以获得 # 维断层或 ( 维立体像。

实际上由于计算量的巨大，在蒙特卡罗模拟成像特

征时一般采用 ! 维像来分析。

采用蒙特卡罗方法对多光子激发成像进行研

究，其优点还在于可以用它来分析很多在真实系统

实验中难以测量记录的物理量。使用径向 &、轴向 +
的 # 维栅格 .（ &，+）记录光子吸收，可以得到混浊

介质内的光强分布。这些分布是研究多光子激发荧
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光成像轴向层析能力和横向分辨力的手段。记录穿

越针孔的光子（ ! ! " " !）可以获得物镜 #$ 焦点处荧

光团的像。如果进一步记录探测到光子的散射次数，

那么根据散射次数可以区分散射和非散射光子，从

而分别成像，根据成像的比较可以获得散射对成像

的影响。通过记录光子传输的时间，可以研究采用时

间门技术对混浊介质成像的改进程度。而按逃逸出

介质的角度区分到达光子，则可以分析环瞳（角度

门）对成像的影响。当然改变诸如数值孔径、针孔尺

寸、针孔形状、物镜油折射系数等光学系统参数，组

织折射率、散射吸收系数、各向异性因子等组织光学

参数，锁模状态等光源参数，以及聚焦深度等测量参

数则可以方便地获得这些因素对成像的影响。进一

步，其它研究方法难以涉足的非线性环节如探测器

的非线性效应对成像的影响也可以方便地得到模拟

研究。

%&’ ( ) %*+, -./01 +2 3&45*/1&+6 +2 &**54&6/1&+6 7.+1+6 /6! 2*5+083-86-8 7.+1+6 10/637+01 &6 9:; &4/’&6’（1.8 -+47+68613
&6 !/3.!+1 20/48 /08 1.8 3/48 2+0 1,+ -/383）!，"，#，$ /08 1.8 -+668-1&6’ 7+&613

因为蒙特卡罗方法通常需要巨大的计算资源，

所以采用个人计算机用于该模拟比较勉强。我们采

用美国国家标准 <（=>?@ <）语言编写了该软件以

保证程序在不同计算机系统之间的方便移植，同时

采用一些小技巧（如尽量减少三角函数运算等）来实

现运算速度的提高。

A 实验与讨论

图 B 和图 A 给出的是单光子激发在不同聚焦深

度下，成像强度随小孔尺寸变化的曲线，而文献［$$］

中仅仅考虑了光学系统的结果也一并给出。计算中

>= C D ( E，!C FDD 64，单层样品参数"/ C D，"3 C
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!"" #$ % !，! & " ’ (，" & !。图中横坐标为针孔半径，

纵坐标为荧光强度（针孔捕获荧光光子数按入射光

子数的归一化值）。

)*+ ’ , )-./012#13#1 *34132*45 62 6 7.3#4*/3 /7 8*39/-1 2*:1 ;*49
*3#*<134 <1849 1=.6- 4/ " ’ >6291< -*31 <13/412 012.-4
70/$ ?17 ’［ !!］， 63< 2/-*< -*31 *2 012.-4 70/$ 491
2*$.-64*/3 /7 49*2 ;/0@

)*+ ’ A )-./012#13#1 *34132*45 62 6 7.3#4*/3 /7 8*39/-1 2*:1 7/0

B60*/.2 *3#*<134 <1849（! % A <13/41 <1849 /7 ! # % A #）

参考文献［!!］中基于光学系统的分析认为针孔

尺寸超过第一级艾里斑大小时，针孔尺寸的改变对

成像强度影响不明显，此时，称为饱和针孔尺寸。在

比较中，考虑强度 " ’ ( 处为饱和针孔尺寸大小。在

来自参考文献［!!］的结果中，该针孔尺寸约为 !!$
（如图 , 虚线所示）。采用蒙特卡罗方法模拟样品表

面成像的结果约为 ! C D!$（如图 , 实线所示），属于

相同量级。而成像深度增加至 !、E、,、A 倍平均自由

程（ # 4 & !""!$）时该尺寸分别增加至约 " ’ A $$、" ’

D $$、" ’ F $$、" ’ G $$ 处。该尺寸比样品表面成

像时增加约两个数量级。这可以解释为混浊样品对

光子的散射使光束严重扩散。由此可见混浊样品的

特性对成像的影响非常显著。这一结论与来自文献

［!E］的结果一致。因此我们认为，在生物样品的成

像中仅仅依靠光学系统本身的分析来指导实验是远

远不够的。

在 E ’ ! 中我们引入了一种选择初始散射角的方

法。图 H 给出了采用该选择方法和采用文献［H］中

方法的模拟结果的比较。计算中，认为荧光物质充

满整个混浊样品，其他参数同前。图 H 记录的是双

光子激发成像深度为 E # 时，激发荧光在混浊介质中

的空间分布在 $ % % 平面上的投影。图 H（6）为采用

本文方法的结果，图 H（I）为采用文献［H］中方法的

结果。从图 H（6）中可以明显看出聚焦高斯光束形

成的焦点，而图 H（I）中则未能体现高斯光束的聚

焦。最近 J*3+ 用实验方法给出了该分布［!,］。与文

献［!E］中图 E（<）［入射深度为 E ’ E #（平均自由程）］

相比，图 H（6）更接近实验真实情况。这说明本文方

法对聚焦高斯光束模拟改进是有效的。

)*+ ’ H K864*6- <*240*I.4*/32 /7 7-./012#13#1 1$*441< 7/0 B60*/.2
$149/<2 /7 *3*4*6- 2#64410*3+ 63+-1 21-1#4*/3 ’（6）?12.-42
70/$ /.0 $149/<，（I）?12.-42 70/$ $149/< *3 ?17 ’［H］

结语 本文给出了用于多光子激发荧光成像显微术

研究的蒙特卡罗方法，该方法的主要特点为几何光

线追踪和传统蒙特卡罗方法的结合。本文对该方法

的贡献在于推导了多层混浊介质显微成像的仿真数

学模型，改进了对聚焦照明光束的模拟，并给出了整

个模拟的实现程序。另外，不同成像深度下，成像强

度随针孔尺寸变化的模拟实验结果显示了混浊介质

对成像的显著影响，为实验时选择最佳针孔大小提

供了参考。在以上蒙特卡罗方法的研究中，缺少对

一般成像研究的重要内容———干涉的讨论。我们认

为，在多光子激发荧光成像中，由于荧光的非相干性

以及滤光片对照明光的隔离作用，干涉的影响实际

上可以忽略。
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