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共焦扫描荧光显微镜的信噪比与信息量!

高万荣 杨晓春 黄 琳 胡茂海 袁祥岩 陶纯堪 卞松玲
（南京理工大学电光学院，南京"’!!&)）

摘要： 在研制用于对厚的生物样品进行光学断层成像的共焦扫描荧光显微镜时，由于成像信号十分微弱及存在

很强的多次散射作用，因此杂散光的抑制非常重要，而信噪比、信号背景比就成为决定能否获得高对比度、高分率

图像的关键。运用光学信息量的概念，在已有的光学成像系统信息量计算、共焦扫描荧光显微镜信噪比及传递函

数计算的基础上，详细分析了共焦扫描荧光显微镜信息量与信噪比等之间的定量关系。该关系表明，为了充分利

用共焦扫描荧光显微镜的成像性能，必须选择适当的探测小孔。所得的结果对于共焦扫描荧光显微成像系统的研

制有重要的实用价值。
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’ 引 言

共焦扫描荧光显微成像技术是近#!年来在显
微成像领域所提出来的一种最重要的成像技术，它

是一种将聚焦照明与空间滤波探测结合起来，因而

探测衍射限制焦面体积之中的信号!，而抑制掉该
焦面体积元外产生的背景"。这种独特的高选择性
探测技术，减少了影像模糊，增加了有效分辨率，因

而可以对厚的散射样品成十分清晰的图像。除了减

少影响像模糊和改进分辨率之外，对焦面外背景光

的抑制，还增加了图像的对比度和信息量［’"-］，因为

这种技术有效地提高了图像的信噪比（!##）。由于
具有这样一些独特的成像特性，特别是其在生物医

学临床诊断等方面的巨大应用前景，因此人们采用

不同的方法从不同的侧面对这种成像技术进行了研

究，包括传递函数的计算［("’)］、电磁场方法［’#］、蒙特

卡罗模拟分析［’-］、共焦显微术与外差显微术的比较

研究［’(］、共焦显微术轴向分辨率的精确计算［’?］、信

噪比分析［’&，"!］、对比度分析［"’］等。@;A等［""］则用光
学系统传递的信息量的概念分析了共焦扫描显微镜

的成像特性［""］。所有这些分析从不同的方面揭示

了共焦显微术独特的成像特性。然而，还没有人采

用光学系统信息量与信噪比相结合的方法分析共焦

显微术，特别是共焦荧光显微术由于其高的信噪比，

因而对于同一样品，可以比普通显微成像系统传输

更多的信息量。这对于生物组织的显微成像具有重

要的实用价值。因为生物组织的荧光信号十分微

弱，为了获得高对比度高分辨率的图像，背景光及杂

散光的抑制就成为一个关键问题。

本文主要讨论光学成像系统信息量的基本理

论，分析共焦荧光显微术的信噪比，计算其信息量，

并将计算结果与普通显微成像系统的信息量进行比

较。最后给出用我们研制的一台共焦荧光显微镜采

集的一些生物样品的共焦荧光显微断层图像。

" 基本理论

.BBC第一个阐述了在相干照明条件下，由于衍
射现象所决定的光学系统分辨率的极限。该经典分

辨率极限的现代的而且更准确的表述形式为：光学

系统传输一个有限的空间频率带宽，该带宽由系统

的角孔径和照明光的波长所决定。D<E;:F［’］则证
明，对于一个给定的光学系统，并不是其所传输的空

间频率带宽是不变的，仅仅是光学系统所传输的光

学信息的自由度数# 是不变的。光学信息的自由
度数#等于视场大小与光学系统的带宽之积，乘以
由于存在两个独立的偏振态而引入的因子"，再乘
以系统的时间自由度数，即

# G"#$，%#4， （’）
空间自由度为

#$，%G（’H&$$’$#"%）（’H&%$’%#"%），（"）
式中&$、&% 分别为图像在$与%方向上的宽度，
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!!"、!!#表示空间频率，对于$"!!"!!"及$#!!#
!!"，%"，# 则变为图像大小&与两维空间带宽之
积：

%"，#"$"$#!!"!!###"! "&’， （$）
时间自由度数为

%%"!（&’(!!）， （#）
式中(为观察时间，!!为系统的时间域带宽。对于

(!)!&，%%则变为与时间带宽积成正比：

%%"!(!!( （)）
（#）式中的因子!是因%的定义而引入的，即%是
完全描述一个波场的必要实参量的数目。对于一个

经典波场，每个场振子的振幅和相位都必须加以规

定。按照这个传输信息自由度不变定理，可以减小光

学系统的视场，而将带宽扩展到衍射受限的频率值

之外，也可以通过减小系统所传输的时间频率带宽，

而使所传输的空间频率带宽扩展到衍射受限的频率

值之外。然而，可能达到的空间带宽受隐失波

（*+,-*./*-%0,+*）的出现的限制［!］。如果物体被垂
直入射照明，则物体的空间频率中，只有满足

!!"’!!#"!!的那些频率，才给出自由传播的平面
波，而对!!"’!!##!!的所有其他的空间频率相应
的为隐失波，其振幅在物体之后随距离呈指数衰减，

因此当距离远大于波长时，其值便探测不到，因为一

个光学系统只能传输传播波。角孔径!"" "&123的
普通光学系统传输所有的传播波。在!" 方向上，其
空间带宽为

!!"#!""!##， （4）
其两维带宽为

’ "（!"）5! $
（!!"’!

!
#%!

!）

6!"6!#""##!( （7）

当倾斜照明时，空间带宽并不改变，但这时，不同的

空间频率

［!"5!."］!’［!#5!.#］!%!!， （1）
与传播平面波相对应。显然，传播平面照明波的波矢

量分量!."、!.#应满足条件
［!."］!’［!.#］!%!!， （8）

式中等号相应于在掠入射照明的情形。

由此可见，提高光学系统的通带宽度，即为获得

高分辨率的光学系统，可以采用将在不同入射角照

明下，普通光学系统所通过的不同空间频率带宽相

结合的方法来实现。对于角孔径为!"" 的普通光学
系统，则在适当的照明下［包括掠入射情况!." "

9!，!.#"2］，则所得到的高分辨率系统在!" 方向
上的带宽变为

!!"#!""!（&’.:-""）#， （&2）

对于"" "823，则

!!"#!""###( （&&）

高分辨系统在一个方向上的最大通带宽度是

普通系统通带宽度的!倍，高分辨率系统的两维空
间带宽是普通系统的#倍。由上面的分析可以看出，
仅仅单从光学系统的信息量不变定理出发，可以推

出光学系统的通带宽度可以任意高。然而，由于隐失

波的存在，使得高分辨率系统的最大一维空间带宽

是角孔径为&123的普通系统带宽的!倍。尽管有这
个限制，光学系统的信息量不变定理表明，通过改变

影响光学系统信息量的其他参量，可以使其通带宽

度展宽，因而使系统的分辨率提高。因此该定理是现

代高分辨率显微成像系统的重要理论基础之一。

上面的分析是在没有噪声的条件下进行的，实

际上系统中的噪声会影响其所传递的信息量。

;*-6:-*<<:等［$］证明，对于一个焦距为*、通光孔径为

+=+、视场大小为$"=$#的系统，在非相干照明
和有噪声的情况下，其传递的有效空间自由度数为

%*>>"
#,"（ ）"

#,#（ ）" &5 &（ ）%
&#

［ ］
! !
，（&!）

式中，&#%为信噪比，

," "
"$"+"
##*
， ,#"

"$#+#
##* ( （&$）

上面是信噪比对平面自由度的影响关系式。根

据光学系统所能传递的总信息量的公式［#］：

%"（!$"-"’&）（!$#-#’&）（!$.-.’&）=
（!(-(’&）<?@（&’&#%）， （&#）

式中 $"$# 为视场大小，-" " +"#（!#*）、-# "
+##（!#*）分别是系统在"、#方向上所能传递的最

高空间频率。$.为景深，-.为.方向上的空间带宽，

(是观察时间，-( 为系统时间带宽。式中常数&为

考虑到当带宽-(等起于2时，信号成为一个不变的
直流信号，因此，需要一个单一的测量值来唯一地加

以规定。

综合（&!）式及（&#）式，便可得出在有噪声的情
况下，光学系统所能传递的有效信息量可以表示为

%A "%*>>%.%(<?@!（&’&#%）， （&)）

式中 %*>> 如（&!）式所示，%. "（!$.-. ’&），

%( "!(-(’&。
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! 共焦扫描荧光显微镜的信噪比和信
息量

共焦扫描荧光显微镜最重要的特点之一就是它

可以对厚的生物样品等实现光学断层成像。这也是

它得到深入研究和不断寻找新的应用的最主要的原

因。我们在多年进行共焦扫描荧光显微术的实验研

究和产品开发中发现［"#!!!］，由于荧光信号很微弱，

常常因为背景信号或者杂散光，使得很难探测到有

用信息。如图$所示为一生物的扫描图像，由于背
景光及杂散光的影响，因而样品的细节信息受到了

干扰。我们知道，从信息论的观点来看，光学成像系

统就是一个传递信息的系统。因此有必要建立光学

成像系统的传递的信息量的多少与信噪比等参量之

间的定量关系。从（$%）式可以看出，信噪比从两个
方面影响光学系统传递有效信息量。一方面通过

（$"）式影响成像系统的有效自由数，另一方面通过
（$%）式，影响光学系统的传递的有效信息量。因此，
建立共焦扫描荧光显微镜传递的信息量与信噪比之

间的定量关系，是提高共焦荧光显微系统光学断层成

像能力的影响因素、获得高分辨率图像的根本方法。

!&$ 信噪比分析
显微镜的成像性质由其点扩展函数所决定。点

扩展函数则是物镜的数值孔径’(、成像光束的波
长（!）以及样品折射率!) 的函数。当用无量纲的
归一化光学坐标表示时，则点扩展函数可以表示为

一个与这些实验参量无关的函数［"*］。当选择满足

正弦成像条件的光学单位时，则在样品中，距离光轴

的距离"及距离焦平面的距离#由下式给出：

"+$（’(）%， （$,）

#+$&"’"("， （$-）
式中$+"#"!是真空中的波数，’(+!./0"，"是
物镜聚焦光束的半孔径角，%为距离光轴的距离，&
为物镜通光孔径的半径，’为距离焦平面的距离。在
像平面上，离轴距离"$可通过在（$,）式中用’(")
代替’(而得到，式中) 为成像放大系数。由定义，
像面始终位于#+*的位置，因为它与位于焦平面
的样品平面（#+*）光学共轭。对于无像差的透镜，
则强度点扩展函数可以表示为

*"（#，"）+ "#&"

!"+1+/!
$

*

,%2*（",%）345 $"6# 7
（+*8,(）,(
+1+［ ］

/
9,%｛ ｝" 9,%

"

， （$:;）

式中+1、+/分别为物距和像距，2*为零阶贝塞尔函
数。我们假定样品为弱吸收的（光学薄样品），且没有

任何光致漂白，无任何荧光饱和以及无任何斯托克

斯偏移现象［$%］。当+1",(（透镜焦距）时，则上式简
化为

*"（#，"）+

"#&"

!"+1+/!
$

*

,%2*（",%）3457$"6#,%（ ）" 9,%
"

<（$:=）

一般的荧光显微镜的原理图如图$所示。由点光
源发出的激发光束被一个半透半反镜反射后，然后由

物镜聚焦到荧光样品上。由被扫描的物体上激发出来

的荧光由同一物镜收集后，通过半透半反镜到达探测

小孔，由光电倍增管接收。对物体或者光束进行扫描，

便可以得到一组有序的信号，这组有序的信号显示在

屏幕上，便可以得到被扫描物体的图像。激发功率-*
被物镜>*成像在样品中，由此而产生的随空间位置
而变化的激发强度与（-*".）/3（#，"）成正比。式中.
为被成像的位于焦面的样品面积，/3（#，"）则是激发
光强度归一化分布函数。在位置（#，"）处的一个微小

样品体积元9#9""+9#"9"9#中，所产生的荧光光子
的数目与下式成正比：

!+0$9#9""1（#，"）（2*".）/3（#，"）%，（$#）
式中0是吸收截面积为$的荧光色团的量子效率，

1（#，"）为局部荧光色团浓度，%为采集一幅平面
图像所要求的时间。

?/@<$ ABC3D;E/B1FB1F1B;G.B;00/0@FGH1I3.B30B3D/BI1.B15J
假定每个发射的能量为*&的荧光光子以某一

个与位置有关的系数3被物镜收集并传输到像面。
位于位置为#的整个样品平面上所收集的荧光在像
面上以平面荧光分布与点扩展函数卷积的形式重新
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分布。然后，对整个样品厚度!求和便得到总的像强
度。最后，所探测的光子数等于像强度沿整个探测器

孔径"的积分与探测系数!之积。由此，所探测的信
号光子数#!或背景光子数#"由下式给出

［#$］：

#!%
!$%"&$#
’($!

)$

$

&)#’!
)$

(*$

&*［+!（*，)）,)（*，)）"#(#（*，)）］，

#"%
!$%"&$#
’($!

)$

$

&)#*!
)$

(*$

&* +"（*，)）,)（*，)）"#(#（*，)［ ］）

$

%

&
，

（#$）

式中)$ %-
（+,）
# )-，*$ % ’#-.

#!!/#，&)#为像平

面上的微分面积元，+（*，)）的形式取决于样品是
离散的或连续的，以及所计算的量是信号还是背景，

"#为卷积运算。
信号0被定义为所探测到的由分辨体积1.中

所发出的荧光光子。显然，分辨体积的大小随分辨率

标准定义的不同而变化。由于点扩展函数的’!)#等
强度曲面所包围的分辨体积既可以获得高的信号，

又能获得高的空间分辨率。因此，在我们的计算中，

将分辨体积1.定义为’!)#轮廓所包围的体积
［#$］。

当采用光学坐标表示时，该分辨体积的短半径为

#/0，长半径为1/2，其所包围的体积等于#03。在连
续样品中，包围在1.中的荧光色团被定义为信号，
因此，信号荧光色团的分布变为

+!（*，)）%
2$ ［)#4（$56*）#］’!#’#50
$ 789):!
(
)
* ，

（#’）
式中2$为均匀分布的荧光色团的浓度，对于!大于
分辨体积轴向长度（’2/3），#!（*$）与样品厚度无
关。因此，便得出信号光子的计算公式为

#!（)-，!）%2!
"

&)#!
1.

(3（*，)）)&)&%&*， （##）

式中2%!$%"&$#2$!’()。
对于连续样品，位于分辨体积1. 外的荧光色

团发出的荧光便是背景荧光，因此，背景荧光色团分

布由下式给出：

+"（*，)）%2$(+!（*，)）， （#6）
背景光子数由下式给出：

#"（)-，!）% 2!
"

&)#!
!!#

(!!#

&*,)（*，)）+(#（*，)［ ］）(

#!（)-，!）5 （#3）
如前所述，一幅荧光图像的信息量由其信噪比

决定，且通常被限制于散粒噪音。散粒噪声等于

#, 8，式中#8为所探测的总的光子数。在没有背景
时，所有探测到的光子都是信号，因此信噪比&%
#, 8。在有背景时，散粒噪声仍然等于 #, 8，但并不

是所有探测到的光子都是信号，令#8% 04, 3，
并用0和0!3表达&，则有

［#$］

&（)-，!）%0（)-）
’!# （0!3）（)-，!）
’4（0!3）（)-，!［ ］）5（#;）

由（#;）式可以看出，信噪比是样品厚度和探测器半
径)-的函数。对于共焦成像当采用光学坐标时，探
测器半径通常小于3，但即使是)- %#$时，可以抑
制掉2$$厚的样品中所产生的背景光而信号则没有
任何减小。在共焦显微镜中，所探测的背景光的

<2=是由!’’$$中的样品中产生的，因此对!-
’$$，#"（)-，!）几乎与样品的厚度无关

［#$］。因此，我

们分析共焦显微术与普通显微术的信息量时取样品

厚度!%’$$，共焦显微术的探测器小孔半径)-’
$5;，普通显微术的)- % >。在这个条件下，共焦显
微镜的#!（)-）近似等于孔径面积")#-与峰值强度
之积［’;］：

#!?7（)-）%3"#24#-@652%’351"#2)#-，
（#0）

普通显微镜的信号则为

#!?>（>）%’#$"#2， （#2）
共焦显微镜中的背景信号为

#"?7（)-，!）%3"#2)#-@’53%;50"#2)#-5（#1）
普通显微镜中的背景：

#"?>（>，!）%’0"#2［$5<2!(250］，（#<）
因此，对共焦显微镜有

#!?7（)-，!）
#"?7 %

’351"#2)#-
;50"#2)#-

%#50， （6$）

普通显微术中的信号背景比为

#!?>（>）
#"?>（>，!）%

25;
［$5<2!(250］5

（6’）
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由上式可以看出，在这个条件下，共焦显微镜的信号

背景比与探测器孔径及样品厚度无关，这个独特的

性质使其可以用来更真实地提示生物样品的内部结

构。

相反，普通显微镜中的信号背景比则与样品厚

度有关，并且随着样品厚度的增加而迅速减小。因

此可见，普通显微术中所成的图像与所测样品厚度

的大小有关，随着样品厚度的变化而变化，因而所反

映样品内部的真实形貌有一定误差。

由上式可以得出共焦显微镜中的信噪比为

!（!!，"）"#$%&!#!!， （’&）
普通显微镜中的信噪比为

!（(，"）"
)!*%$+ %$+! #
［,$-%（"）.%$/］0,$%+"

&+#!#
,$-%（"）.,$1$

（’’）

’$& 信息量分析及试验结果
由前面分析可知，光学系统的信息量可表达为

$"$233$%$&456&（10!）， （’)）
式中

$233"（&’()(01）（&’*)*01）（1.!
1"&）&$

当常数1可以忽略不计时，上式变为

$"（&)&&）（&’%)%）（&’()(）（&’*)*）*
（1.!

1"&）&456&（10!）$ （’+）
在成像条件相同（即)&、&、’(、’*、#’%均相同）的
情况下，根据前面的分析，由于共焦扫描荧光显微系

统在(、*、%方向上的通带宽度均为普通显微术的
两倍，因此共焦系统所传递的信息量在没有考虑信

噪比的情况下，至少要比普通系统高出#倍。由（’&）
式和（’’）式，可以得出在考虑通带宽度和信噪比的
情况下，共焦系统与普通系统的信息量之比为

+"#
［1.（#$%&!!）1"&］&456&（10#$%&!!）

｛1.［&+#"（,$-%".,$1）］1"&｝&456&［10&+#"（,$-%".,$1）］
， （’/）

式中为简化起见，我们没有考虑常数#。
图&所示为当""1,,时，+与!!的关系曲线。

由图可以看出当!!很小时，由于共焦面上有用的信
号也被遮挡而不能到达探测面，因而共焦系统并不

能比普通系统传递更多的信息量。只有当!!足够大
时，共焦系统才能比普通系统传递更多的信息量。所

以在研制实际的共焦扫描荧光显微成像系统时，要

选择恰当的探测小孔。

786$& 924:;85<=>8?@2;A22<+:<B!!35C""1,,
图’给出了利用我们所设计的共焦扫描荧光显

微成像系统所采集的藻类植物的光学断层图像，尽

管该样品的荧光信号极其微弱，但由于选择了适当

的孔径以探测信号，从而在获得高分辨率图像的同

时，最大限度地探测有用信号，以提高信噪比，同时

在整个光学系统的设计中均严格采取了抑制杂散光

的措施，因而可以获得不同断层的清晰图像。

786$’DE:62=5@;:8<2B3C5E?>FG5?>F;:A8;>:G5<35G:4
34H5C2=G2<G2E8GC5=G5?2B2=86<2B@F:H;>5C=

结论 光学系统所传递的信息量是评价光学系统成

像性能的一个综合定量指标。本文在已有多种研究

成果的基础上，分析了共焦扫描荧光显微镜所传递
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的信息量与通带宽度、视场大小及信噪比之间的依

赖关系，并计算了共焦荧光显微镜的传递的信息量

与普通显微镜所传递的信息量之比。理论分析和实

验结果均表明，只有有效地抑制杂散光的影响，选择

适当的空间滤波器尺寸，才能最有效地利用共焦显

微术的成像性能。
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全国第::次光纤通信暨第:9届集成光学学术会议征文通知
本次会议由中国通信学会光通信委员会、中国电子学会通信学分会、中国光学学会纤维光学与集成光学专业委员会联合

主办，南京邮电学院、南京富士通通信设备有限公司等单位承办。

本次会议将于9;;N年秋季在南京举行，欢迎全国各高等院校、科研部门的科技人员投稿，展示最新研究成果；欢迎规划、
设计、建设、运行维护部门的工程技术人员投稿，交流实际工作中的宝贵经验和心得；欢迎有关企业、部门到会介绍新产品。

一 会议征文范围

:Q网络与系统技术；

9Q光纤与光缆；

NQ光有源器件与光电集成；

=Q光无源器件与集成光路；

RQ光纤传感。
二 会议征文只接受电子文档，征文具体范围、要求，请看南京邮电学院校园网：-HHK：!!LLLM&S.KHM?A.M,&!征文通知。
三 征文截稿日期：9;;N年R月N:日。
四 通信地址：江苏南京新模范马路FF号 邮编：9:;;;N
联系人：南京邮电学院光信息技术系 张小英 电话（传真）：（;9R）N=<9N;B
南京邮电学院科技处 黄金仙 电话：（;9R）N=<99=B
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