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数字共焦显微技术成像分辨率

陈　华　聂　雄
（广西大学计算机与电子信息学院，广西 南宁５３０００４）

摘要　生物光学显微镜对生物细胞（组织）厚样本成像时，由于受衍射和散焦成份的共同影响，成像分辨率明显下降。数字共

焦显微技术通过三维图像复原方法可以提高图像分辨率。提出了分辨率劣化比和分辨率改善比的指标，并设计了一个包含

相互间不同横向和轴向间距的光点和线条的仿真厚样本，采用半峰全宽（ＦＷＨＭ），对仿真的生物光学显微镜薄样本衍射成

像、叠加散焦成份的厚样本成像和数字共焦显微技术复原图像的分辨率进行测定和评价。研究结果表明，数字共焦显微技术

具有很高的分辨率改善比，可以有效地恢复厚样本横向和轴向分辨率。
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１　引　　言

生物光学显微镜由于光学衍射效应的影响，其焦

面成像分辨率存在一个极限。如果观察的是厚样本生

物细胞或组织，由于散焦成份的影响，焦面成像分辨率

进一步下降。数字共焦显微技术在生物光学显微镜的

基础上，通过光学切片的采集，获取细胞的序列图像，

采用三维图像复原算法进行处理，可以提高图像分辨

率，恢复原物清晰图像。该技术的成像机理及复原算

法已有学者进行了较为深入的研究［１～８］，但其分辨率的

研究则很少涉及。本文根据光学显微镜厚样本光学切

片成像模型，对厚样本在光学显微镜中的成像进行仿

真，采用半峰全宽（ＦＷＨＭ）对显微镜成像和数字共焦

显微技术复原图像进行分辨率测试分析，同时计算分

析成像分辨率的劣化和复原分辨率的改善。

本文着重研究光学衍射及散焦情况下分辨率问

题，为避免问题复杂化，含噪声情况另行研究。

２　生物光学显微镜成像特性

２．１　薄样本成像

考虑显微镜观察的生物样本是一个非常薄的物

ｓ１００４０３１
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体，用犳（犻，犼）描述该薄样本的亮度分布。将该薄样

本犳（犻，犼）置于显微镜物镜焦平面上，通过物镜，在

像平面上得到聚焦像犵（犻，犼）。根据光学衍射成像

理论，其离散域成像模型为

犵（犻，犼）＝∑

犖
１

犿′＝１
∑

犖
２

狀′＝１

犳（犻′，犼′）犺（犻－犻′，犼－犼′）

＝犳（犻，犼）犺（犻，犼）， （１）

式中犺（犻，犼）为物镜光学系统的二维点扩散函数

（２ＤＰＳＦ），为卷积。由于光学衍射效应，犵（犻，犼）

的分辨率比犳（犻，犼）低，清晰度下降。

２．２　厚样本成像

如果考虑的是沿光轴狕厚度为犜 的厚样本物

体犳（犻，犼，犽），通过物镜，在像空间得到其三维图像

犵（犻，犼，犽），其离散域三维成像模型为

犵（犻，犼，犽）＝∑

犖
１

犿′＝１
∑

犖
２

狀′＝１
∑

犖
３

犻′＝１

犳（犻′，犼′，犽′）犺（犻－犻′，犼－犼′，犽－犽′）＝犳（犻，犼，犽）犺（犻，犼，犽）． （２）

这是一个三维卷积，其中犺（犻，犼，犽）为物镜光学系统

的三维点扩散函数（３ＤＰＳＦ）。

２．３　厚样本光学切片成像

考虑沿光轴狕有一定厚度犜 的厚样本物体

犳（狓，狔，狕）。沿光轴ｚ将该厚样本分成一叠微小间隔

为Δ狕的切片堆叠犳（狓，狔，±狀Δ狕）（狀＝－ 犖１，…，

－１，０，１，２，…，犖２），犳（狓，狔，狕）中的某一置于焦平面

狕＝０的第犽切片犳犽（狓，狔，０），通过物镜，在像平面上

实际得到的像犵犽（狓，狔，０），其成像模型为

犵犽（狓，狔，０）＝ ∑

ｍａｘ（犖
１
，犖
２
）

狀＝０

犳犽（狓，狔，±狀Δ狕）犺（狓，狔，±狀Δ狕）＝∑
犖

狀＝０

犵±犽狀（狓，狔，０）

＝犵犽０（狓，狔，０）＋ ∑

ｍａｘ（犖
１
，犖
２
）

狀＝１

犵±犽狀（狓，狔，０）， （３）

式中犺（狓，狔，±狀Δ狕）为散焦量为±狀Δ狕（狀＝１，２，…）

的２ＤＰＳＦ；犵±犽狀（狓，狔，０）为置于焦外的散焦量

±狀Δ狕的物切片散焦像；犵犽０（狓，狔，０）为犳犽（狓，狔，０）的

聚焦像；第二项的求和 ∑

ｍａｘ（犖
１
，犖
２
）

犻＝１
犵±犽狀（狓，狔，０）表示所

有散焦量为±狀Δ狕（狀＝１，２，…）散焦像的叠加，犖１

和犖２ 为两侧散焦像数。

（３）式表示，厚样本中某置于焦平面的第犽切片

犳犽（狓，狔，０）在像平面上实际得到的像犵犽（狓，狔，０），是

（３）式焦面像犵犽０（狓，狔，０）和所有的散焦像叠加形成

的像。

在离散域下，（３）式表示为

犵犽（犻，犼，０）＝犵犽０（犻，犼，０）＋ ∑

ｍａｘ（犖
１
，犖
２
）

狀＝１

犵±犽狀（犻，犼，０），（４）

犵犽（犻，犼，０）即（２）式犽取某个值的二维切片图像

犵（犻，犼，犽），称为光学切片。

由于在聚焦像犵犽０（犻，犼，０）上叠加了一系列散焦

像，使得图像更加模糊，分辨率进一步下降。数字共

焦显微技术采用三维图像复原算法，以去除或降低

光学衍射效应和散焦像的影响，恢复和提高图像分

辨率。

３　瑞利判据和半峰全宽

由于光的衍射效应，显微镜物镜焦面上的一个

微小光点，在像面上形成一个光班，称为艾里斑。当

两个光点不断接近时，像面上对应的两个光斑便会

出现重合。当一个光斑的中心与另一个光斑的第一

级暗环重合时，刚好能分辨出是两个光斑。此时两

个斑的中心距离称为瑞利距离狉０：

狉０ ＝０．６１
λ
犖犃
， （５）

式中λ为波长，犖犃 为物镜的数值孔径。瑞利距离

狉０ 是判断显微镜物镜能分辨两个光点的最小距离，

称为显微镜物镜理想光学系统的分辨率。

艾里斑光斑的半峰全宽［９］，是以光斑亮度峰值

的一半处为圆周的斑点直径，称为阿贝距离。半峰

全宽是描述光学系统分辨率的另一更为实用的判

据，更适于在实际的测定。瑞利距离狉０ 与半峰全宽

犇的关系为

狉０ ＝１．２２犇， （６）

采用半峰全宽表示分辨率。光斑的半峰全宽越小，

分辨率越高。

相对于（１）式表示的薄样本成像犵（犻，犼），（４）式

表示的厚物体某一切片的成像犵犽０（犻，犼，０），由于像

ｓ１００４０３２
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面上还叠加有散焦成份的影响，可以推断分辨出焦

面两个光点的最小距离将增加，使分辨率下降。根

据（１）式和（４）式成像模型，通过对光学显微镜成像

前后光点和线条半峰全宽，以及采用数字共焦显微

技术的复原算法处理后半峰全宽的测定，分析成像

前后分辨率劣化程度以及复原后分辨率改善程度。

４　分辨率评价的两个指标

为分析评价分辨率变化的情况，提出“分辨率劣

化比”和“分辨率改善比”指标。分辨率劣化比犚ｄ

定义为

犚ｄ＝
犇ｇ－犇ｆ
犇ｆ

， （７）

参考改善信噪比，分辨率改善比犚ａ定义为

犚ａ＝２０ｌｇ
犇ｇ－犇ｆ
犇ｆ－犇^ｆ

， （８）

式中犇ｆ为原物光点半峰全宽，犇ｇ 为模糊图的半峰

全宽，犇^ｆ为复原图的半峰全宽。犚ｄ和犚ａ越大，分别

表明分辨率劣化和改善的程度越大。

５　分辨率测量与分析

５．１　仿真厚样本设计

设计一个仿真厚样本犳（犻，犼，犽），大小为４６×４６×

４０的三维矩阵，即该厚样本用４０个大小为４６×４６，厚

度为１ｐｉｘｅｌ的切片表示，灰度值范围为０～２５５。样本

由若干组不同间距的光点和直线条构成，光点和线条

的狓狔向横向宽度和狕向轴向深度均为一个基本像素，

灰度值均为２５５，其余空间为０，立体图如图１所示。

　　图２（ａ）为厚样本正面（狓狔平面）从前面算起第

１０层切片图，图中左起第１列光点为不同间距的５

对光点，顶部光点为０间距，底部间距３ｐｉｘｅｌ。

图１ 厚样本三维图

Ｆｉｇ．１ Ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｉｃｋｓｐｅｃｉｍｅｎ

　　图２（ａ）第２列顶部为一个光点ａ，其以下为沿

光轴狕向（轴向）间距分别为０～３ｐｉｘｅｌ的４对光

点。图２（ｃ）为该列的侧面图，左起第１７列像素层

的截面。图２（ｃ）右部还设计了间距为１，２，３或

４ｐｉｘｅｌ的横向和轴向间隔的两组线条。

图２（ａ）第３列光点上部两个光点ｂ和ｃ轴向前

后长度分别为３个和５个光点，如图２（ｄ１），（ｄ２）；

下部ｄ，ｅ，ｆ，ｇ等４个光点，其轴向前后不同层面，在

光点位置的上下左右有４个光点，形成梅花状，如

图２（ｂ）所示。在光点ｄ轴向后有１层，光点ｅ轴向

前后各有１层，光点ｆ轴向前１层后２层，光点ｇ轴

向前２层后２层，如图２（ｄ１）所示。

图２（ａ）第４列为２组线条：上部线条ｈ轴向深

度为１ｐｉｘｅｌ，线条ｉ轴向前后深度为５ｐｉｘｅｌ，如同一

块薄板，如图２（ｄ１），（ｄ２）第４０层所示。下部由上

至下４条线条ｊ，ｋ，ｌ，ｍ，每条线条在轴向前后１～２

层上，在对应位置上下两侧分别有两条同长线条，如

图２（ｄ２）。

图２（ｃ）中两组线条ｏ，ｐ，ｑ，ｒ，ｓ和ｔ，ｕ，ｖ，ｗ，为

在轴向切片上的轴向和横向间隔１～４ｐｉｘｅｌ的

线条。

图２ 厚样本切片图（ａ）正面第１０层，（ｂ）正面第１１层，（ｃ）左侧第１７层，（ｄ１），（ｄ２）左侧第２４／４０层

Ｆｉｇ．２ Ｓｅｃｔｉｏｎｉｎｇｏｆｔｈｉｃｋｓｐｅｃｉｍｅｎ（ａ）１０ｔｈｆｒｏｍｆｒｏｎｔ，（ｂ）１１ｔｈｆｒｏｍｆｒｏｎｔ，（ｃ）１７ｔｈｆｒｏｍｌｅｆｔ，

（ｄ１），（ｄ２）２４／４０ｔｈｆｒｏｍｌｅｆｔ

ｓ１００４０３３
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５．２　设计３ＤＰＳＦ

按照文献［１０］设计显微镜物镜ＰＳＦ的方法，设

计（２）式的３ＤＰＳＦ（矩阵大小５×５×５）：犺（犻，犼，犽）。

设计参数为：物镜４０×／０．６５犖犃，显微镜光学管腔

长度１６０ｍｍ，样本光波长λ＝４９０ｎｍ，切片间距

Δ狕＝６２５ｎｍ。

５．３　计算薄样本和厚样本图像

按照（１）式，（２）式和（５）式成像模型，计算得到

如图３所示的薄样本图像犵（犻，犼），厚样本三维成像

图像犵（犻，犼，犽）和如图４所示的犵（犻，犼，犽）的正面第

１０层光学切片犵１０（犻，犼，０）及侧面左起第１７层光学

切片犵１７（犻，０，犽）。

图３ 正面第１０层薄样本成像图

Ｆｉｇ．３ Ｉｍａｇｉｎｇｏｆ１０ｔｈｔｈｉｎｓｐｅｃｉｍｅｎｆｒｏｍｆｒｏｎｔ

图４ 光学切片（ａ）正面第１０层，（ｂ）左侧第１７层

Ｆｉｇ．４ Ｏｐｔｉｃａｌｓｅｃｔｉｏｎｉｎｇｓ（ａ）１０ｔｈｆｒｏｍｆｒｏｎｔ，

（ｂ）１７ｔｈｆｒｏｍｌｅｆｔ

５．４　去卷积复原

采用最大似然三维图像复原算法（ＭＬ法）对

犵（犻，犼，犽）进行去卷积复原，复原结果三维图为

犳^（犻，犼，犽），其正面第１０层切片犳^１０（犻，犼，０）及侧面第

１７层切片犳^１７（犻，０，犽）如图５所示。

５．５　半峰全宽测定

在ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ７．０环境下，对图２的厚样本切片

图、图３的薄样本成像、图４的光学切片和图５的复

原切片中的光点和线条进行半峰全宽测定。通过测

量光点和线条的亮度峰值、半峰值及相应坐标，即可

得到其半峰全宽犇。根据（７）式和（８）式计算相应的

分辨率劣化比犚ｄ和分辨率改善比犚ａ。测量和计算

结果如表１、表２和表３所示。犇ｌ表示横向半峰全

宽，犇ａ表示轴向半峰全宽。犇ｌ和犇ａ的数值在本文

中为无确定量纲的测量值。

图５ 光学切片复原结果

（ａ）正面第１０层，（ｂ）左侧第１７层

Ｆｉｇ．５ Ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｐｔｉｃａｌｓｅｃｔｉｏｎｉｎｇｓ

（ａ）１０ｔｈｆｒｏｍｆｒｏｎｔ，（ｂ）１７ｔｈｆｒｏｍｌｅｆｔ

　　薄样本成像光点和线条的半峰全宽 犇 满足

狉０＝１．２２犇。根据（５）式，可以计算出表２中光点ａ

和线条ｈ的实际半峰全宽犇ｒ为３７６．９２３ｎｍ（此半

峰全宽即光学显微镜在０．６５犖犃 物镜、４９０ｎｍ波

长下成像的极限分辨率）。表２中光点ａ和线条ｈ

的无量纲半峰全宽犇ｌ为分别为２．５５和２．５６，因此

得到薄样本成像光点和线条的实际半峰全宽犇ｒ与

本文无量纲半峰全宽犇ｌ的关系分别为

犇ｒ＝
３７６．９２３

２．５５
犇ｌ，犇ｒ＝

３７６．９２３

２．５６
犇ｌ． （９）

表１ 厚样本切片图光点和线条半峰全宽

Ｔａｂｌｅ１ ＦＷＨＭｏｆｐｏｉｎｔｓａｎｄｌｉｎｅｓｉｎｓｅｃｔｉｏｎｉｎｇｏｆ

ａｔｈｉｃｋｓｐｅｃｉｍｅｎ

Ｐｏｉｎｔｏｒｌｉｎｅ Ｂｒｉｇｈｔｎｅｓｓｐｅａｋｖａｌｕｅ ＦＷＨＭ犇ｌ

ａ ２５４ １．３５

ｈ ２５４ １．３５

ｎ ２５４
１．３５

１．３５（犇ａ）

ｏ ２５４ １．３５（犇ａ）

表２ 薄样本成像图光点和线条半峰全宽

Ｔａｂｌｅ２ ＦＷＨＭｏｆｐｏｉｎｔｓａｎｄｌｉｎｅｓａｔｈｉｎｓｐｅｃｉｍｅｎ

Ｐｏｉｎｔｏｒ

ｌｉｎｅ

Ｂｒｉｇｈｔｎｅｓｓ

ｐｅａｋｖａｌｕｅ

ＦＷＨＭ

犇ｌ

Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｉｏ犚ｄ

ａ １１７ ２．５５ ０．８８９

ｈ ２５４ ２．５６ ０．８９６
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表３ 光学切片和复原图光点和线条半峰全宽

Ｔａｂｌｅ３ ＦＷＨＭｏｆｐｏｉｎｔｓａｎｄｌｉｎｅｓｉｎＯｐｔｉｃａｌｓｅｃｔｉｏｎｉｎｇａｎｄｉｔｓｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔ

Ｏｐｔｉｃａｌｓｅｃｔｉｏｎ Ｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｒｅｓｔｏｒｅｄｉｍａｇｅ

Ｐｏｉｎｔｏｒ

ｌｉｎｅ

Ｂｒｉｇｈｔｎｅｓｓ

ｐｅａｋｖａｌｕｅ

ＦＷＨＭ

犇ｌ

Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

ｒａｔｉｏ犚ｄ

Ｂｒｉｇｈｔｎｅｓｓ

ｐｅａｋｖａｌｕｅ

ＦＷＨＭ

犇ｌ

Ｒｅｓｏｕｌｔｉｏｎ

Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ

ｒａｔｉｏ犚ａ

ａ ３０ ２．６３ ０．９４８ ２４４ １．３５ ∝

ｂ ７９ ２．５１ ０．８５９ ２４６ １．３５ ∝

ｃ １００ ２．６２ ０．９４１ ２４６ １．３５ ∝

ｄ ８２ ３．３２ １．４５９ ２４０ １．３９ ３３．８４８

ｅ １３４ ３．５１ １．６００ ２３０ １．３９ ３４．６４８

ｆ １５８ ３．６９ １．７３３ ２２５ １．３９ ３５．３４３

ｇ １８１ ３．７９ １．８０７ ２２０ １．４２ ３０．８４６

ｈ ６７ ２．５４ ０．８８１ ２４６ １．３８ ３１．９６９

ｉ ２２９ ２．８０ １．０７４ ２４８ １．３８ ３３．６８５

ｊ １２５ ３．７２ １．７５６ ２４４ １．３８ ３７．９５３

ｋ １８２ ４．１８ ２．０９６ ２４３ １．３９ ３６．９９５

ｌ ２１８ ４．３３ ２．２０７ ２４２ １．３９ ３７．４４３

ｍ ２５５ ４．３７ ２．２３７ ２４１ １．３９ ３７．５５９

ｎ ７１
２．５１

４．０３（犇ａ）

０．８５９（ｌａｔｅｒａｌ）

１．９８５（ａｘｉａｌ）
２４９

１．３５

１．３５（犇ａ）

∝（ｌａｔｅｒａｌ）

∝（ａｘｉａｌ）

ｏ １５５ ４．３３（犇ａ） ２．２０７（ａｘｉａｌ） ２５０ １．３６（犇ａ） ４９．４８４（ａｘｉａｌ）

ｔ ２３１ ２．６５ ０．９６３ ２５２ １．３５（犇）ａ ∝（ａｘｉａｌ）

５．６　分辨率分析

图３二维薄样本模糊图按（１）式模型成像。由

于犵（犻，犼）没有受轴向各散焦像叠加的影响，只受横

向衍射［体现在犺（犻，犼）］影响，所以每个光点的犇ｌ都

相等，犚ｄ也都相等，分别为２．５５和０．８８９；同样，每

条线条的犇ｌ都相等，犚ｄ 也都相等，分别为２．５６和

０．８９６。犚ｄ接近１，表明半峰全宽增加接近１倍，即

分辨率下降接近１倍。并且光点和线条的犇ｌ十分

接近，犚ｄ也十分接近，表明受到的横向衍射影响相

同，分辨率下降相同。但光点峰值为１１７，线条峰值

为２５４，即线条中心亮度大于光点２倍多，这是由于

线条中的某个像素点（亮点）的能量向四周扩散造成

峰值下降的同时，也受两侧亮点能量叠加的缘故。

图４光学切片模糊图按（４）式模型成像。这种

模型的成像不仅受横向衍射影响，还受轴向各散焦

像叠加影响。表３显示，光学切片成像图中的ａ，ｂ，ｃ

三个轴向深度不同的光点，由于受散焦像影响不同，

亮度不同，所以其峰值不同，但犇ｌ及犚ｄ 分别很接

近，犚ｄ接近１，即分辨率下降接近１倍。这与薄样本

成像分辨率情况基本相同，表明相同狓狔坐标、不同

狕坐标的散焦面的光点，只对焦面光点的峰值即亮

度有影响，而对半峰全宽，即分辨率影响不大。对线

条也有相同的结论，如表３光学切片轴向深度为

１ｐｉｘｅｌ和５ｐｉｘｅｌ的ｈ和ｉ线条，以及表２薄样本成

像的ｈ线条，犚ｄ均为１左右，即分辨率下降均１倍

左右。

表３光学切片图中的ｄ，ｅ，ｆ，ｇ４个光点，由于其

轴向前后的散焦面在该点坐标上下左右邻域存在４

个光点的影响，其犇ｌ及犚ｄ 明显增大，这表明散焦

面邻域光点不只对焦面光点的峰值有影响，并且对

分辨率影响也很大，使横向分辨率明显下降，如受前

后４层散焦面影响的ｇ光点犚ｄ 超过１．８。轴向前

后存在邻域光点的散焦面越多，受影响越大。

对线条也有相同的结论，如表３光学切片图中

的ｊ，ｋ，ｌ，ｍ线条，其中受轴向前后４层散焦面上两

侧线条影响的ｍ线条，其犚ｄ达到２．２３７。所以厚生

物组织和细胞成像的横向分辨率明显低于薄样本成

像的横向分辨率。

表３显示，光学切片图中的光点ｎ轴向犇ａ 及犚ｄ

均明显大于其横向犇ｌ及犚ｄ。轴向犚ｄ（１．９８５）大于其横

向犚ｄ（０．８５９）１倍多，表明轴向分辨率下降程度远大于

横向分辨率。这从图４（ｂ）也可看出，光点ｎ在轴向拉

宽的程度明显大于在横向拉宽的程度，轴向相隔２ｐｉｘｅｌ

的两光点ｐ，ｑ已不能区分，而在图４（ａ）中横向相隔

１ｐｉｘｅｌ的两光点ｒ，ｓ仍能区分。对于线条ｏ和ｈ，同样

是１ｐｉｘｅｌ的横向宽度和轴向深度，并且均不受其它邻

ｓ１００４０３５
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域线条影响，而图４（ａ）和（ｂ）显示线条ｏ在轴向拉宽的

程度明显大于ｈ线条在横向拉宽的程度。由表３

可知，该两线条比较，轴向犚ｄ（２．２０７）也大于横向

犚ｄ（０．８８１）近２倍。

图４（ｂ）中两组线条ｏ，ｐ，ｑ，ｒ，ｓ和ｔ，ｕ，ｖ，ｗ表示，在

轴向切片面的轴向拉宽的程度大于横向，同样相隔

２ｐｉｘｅｌ，轴向的ｐ，ｑ两线条已不易区分，而横向的ｕ，ｖ

两线条可轻易区分。由表３可知，ｏ线条轴向犚ｄ大于ｔ

线条横向犚ｄ１倍多。同时可知ｔ线条和ｈ线条的横向

犚ｄ相差很小，这表明不管在轴向还是横向切片面上，线

条的横向犚ｄ是差不多的。

从表３光学切片复原图的数据可看出，各光点和

线条的半峰宽度和峰值均很接近，甚至等于表１原物

的数据，获得很高的分辨率改善比。受到轴向不同深

度散焦像影响的光点和线条ａ，ｂ，ｃ，ｎ和ｔ等，分辨率改

善比犚ａ为∞，表明它们得到了完全复原；受到轴向前

后不同层数散焦面邻域光点成线条影响的光点ｄ，ｅ，ｆ，

ｇ以及线条ｊ，ｋ，ｌ，ｍ，ｏ等，分辨率改善比犚ａ也超过３０，

表明它们均得到很好的复原。结果表明三维显微图像

复原方法获得理想的复原效果，复原分辨率不但明显

高于表２未受散焦成份影响的薄样本成像分辨率，还

几乎达到原物分辨率。成像中严重下降的轴向分

辨率，也获得很好的恢复，如光点ｎ（∞）和线条

ｏ（４９．４８４）。这说明复原方法不但去除了散焦成份的影

响，还很大程度削弱了光学衍射的影响。

从图５也可看出，受衍射和不同类型散焦成份共

同影响的各光点和线条都得到很好的复原，所有的光

点和线条的亮度和大小宽度一致、清晰可辨，十分接近

于图２原物。

６　结　　论

对生物细胞（组织）厚样本成像时，由于受衍射和

散焦成份的共同影响，生物光学显微镜分辨率明显下

降。本文提出了分辨率劣化比和分辨率改善比的指

标，用于厚样本成像分辨率的分析评价。设计了一个

包含不同横向和轴向间距的光点和线条的厚样本，采

用半峰全宽，对衍射成像和同时叠加散焦成份的光学

切片成像分辨率进行测定与分析。仿真结果表明：

１）对于薄样本焦面成像，由于只受横向衍射影响，

每个光点的犚ｄ都相等，每条线条的犚ｄ也都相等，均接

近１，即分辨率下降接近１倍；

２）对于厚样本光学切片成像：①处于相同横向坐

标不同轴向坐标的散焦面光点或线条，对焦面光点或

线条的亮度峰值有较大影响，但对分辨率影响很小。

犚ｄ约为１，即分辨率下降１倍左右，与薄样本成像分辨

率情况基本相同。②在散焦面上横向邻域的光点和线

条不只对焦面光点和线条的峰值（亮度）影响大，并且

对分辨率影响也很大，使横向分辨率明显下降。③轴

向犚ｄ大于其横向犚ｄ１倍多，说明轴向分辨率下降程度

远大于横向分辨率。④数字共焦显微技术可以获得理

想的复原效果，不但可以去除了散焦成份的影响，还很

大程度削弱了光学衍射的影响。横向分辨率和轴向分

辨率都获得很好的恢复，复原分辨率十分接近于原物

的分辨率。
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