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结合去卷积的艾里光束片状光显微成像研究
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摘要　为了解决传统高斯光束片状光照明显微成像技术高轴向分辨率时视场范围(FOV)小的问题,结合艾里光束

片状光照明样本成像与去卷积算法,实现了光片显微镜对样本的高轴向分辨率大视场成像.数值模拟了高斯光束

与艾里光束经过物镜聚焦后的光强分布.搭建实验光路系统,在液晶空间光调制器上加载三次相位图生成艾里光

束,并扫描光束生成片状光照明荧光微球、染色的斑马鱼肌肉组织进行成像实验.在艾里光束光片显微镜成像结

果基础上,建立去卷积算法进行图像恢复,克服了艾里光束光片显微镜成像范围大但轴向分辨率不高的问题,对荧

光微球成像,探测放大倍率为４２倍,FOV从高斯光束光片显微镜的２５μm扩大到２０８μm;对染色的斑马鱼肌肉组

织进行成像,探测放大倍率为５３倍,FOV由２０μm扩大到１６７μm.仿真和实验表明,通过艾里光束光片显微镜与

去卷积算法的结合可以在扩展光片显微镜成像视场的同时提高轴向分辨率.
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１　引　　言
光片显微镜是一种新型的光学显微镜.与传统的落射式光学显微镜相比,光片显微镜的片状光照明方

式与荧光探测方式都有明显的差异(光片显微镜的探测光路与照明光路相垂直).照明光束通过柱面透镜生

成片状光束或通过振镜扫描光束生成了一个厚度很薄的片状光束,该激发光束被限制在探测物镜焦面附近
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的一个窄带内,光片照明样本,探测光路在与照明光路相垂直的方向进行荧光探测[１].光片显微镜成像速度

快,轴向分辨率高,光毒性效应与光漂白性弱,对于生命科学研究有着非常重要的意义[２].
尽管光片显微镜在生物样本成像中优势突出,但其成像轴向分辨率与视场范围却相互制约.由于光片

形状与照明物镜直接相关,光片厚度会随着视场的增大而相应变厚,导致在扩大视场的时候,系统的轴向分

辨率有所损失[３].科研人员一直在探索有效扩展视场的方法,从而提高光片显微镜性能.Dean等[４]提出了

一种利用变焦镜头进行快速变焦,从而实现对样本的宽视场光片显微成像,但变焦镜头在沿着照明光轴快速

扫描时,会将片状光束较厚的部分叠加在较薄的光片部位.Fahrbach等[５Ｇ６]提出了利用贝塞尔光束的非衍

射性质进行光片显微镜视场的扩展.这种方法与高斯光束的光片显微镜成像相比,视场扩展效果明显.但

是贝塞尔光束本身具有旁瓣,旁瓣激发探测物镜非焦面处的样本发出荧光,使得焦面处样本发出的荧光受到

干扰,背景噪声增大且系统信噪比降低.徐豪等[７]提出了一种利用后期图像拼接的方法实现对样本的大视

场成像.即首先对样本不同位置分别成像,再将这些图像进行剪裁拼接得到一个宽视场成像结果.这种方

法在保证轴向分辨率与层切能力的前提下对视场进行了扩大.但是由于每一张宽视场成像结果都是由多张

小视场图片剪裁和拼接形成的,因此,对于一个完整的样本成像结果而言,很多时间花费在图像的多次采集

与图像拼接过程中,损失了获取一张完整样本成像图片的时间.
本文针对传统高斯光束片状光照明显微成像技术轴向分辨率和成像视场范围小的问题,通过三次相位

调制高斯光束生成艾里光束,并扫描形成片状光对样本进行成像,最后对成像结果进行去卷积处理,恢复图

像,提高了轴向分辨能力.将艾里光束片状光照明样本成像与去卷积算法相结合,实现了在扩展视场的同时

恢复图像轴向分辨率,从而改善光片显微镜性能.

２　原理与方法
激光光束一般是高斯光束,而高斯光束光片显微镜是由高斯光束生成片状光照明样本成像.样本在很

窄的范围内被激发出荧光,同时探测光路在与照明光路相垂直的方向进行荧光探测.
高斯光束光片显微镜的视场大小为[７]

FGaussian＝４
λexc×n
NA２

exc
, (１)

式中λexc为照明光束波长,n 为折射率,NAexc为照明物镜数值孔径.
高斯光束形成光片的厚度为

d＝
λexc
２NAexc

. (２)

　　片层光照明显微镜探测光路的横向分辨率为

a＝
λem
２NAdet

. (３)

　　光片显微镜探测光路的轴向分辨率r为[８]

r＝
１

１/d＋n１－cosθdet( )/λem
, (４)

sinθdet＝
NAdet

n
, (５)

式中NAdet为探测物镜数值孔径,λem为激发样本发出的荧光波长,θdet为探测物镜孔径角.
由(２)~(５)式可知,横向分辨率与激发样本发出的荧光波长和探测物镜数值孔径 NAdet有关.轴向分

辨率由片状光厚度d 与探测物镜数值孔径NAdet共同决定,而片状光厚度d 取决于照明物镜数值孔径

NAexc.d 随着NAexc减小而变大(即d 随着视场变大而变大),从而导致探测光路的轴向分辨能力的损失.
由(１)~(５)式可得,当４８８nm激光通过数值孔径为０．３的照明物镜(浸水物镜,n＝１．３３)照明样本,由

数值孔径为０．５的探测物镜接收荧光λem＝５１５nm时,高斯光束光片显微镜的轴向分辨率与视场大小的关

系如图１所示.从图中可以看到,若扩大高斯光束光片显微镜的视场范围,则势必导致系统轴向分辨率的损

０３１８０１３Ｇ２



光　　　学　　　学　　　报

图１ 光片显微镜的视场与轴向分辨率关系图

Fig敭１ RelationshipbetweentheFOVandaxialresolutionoflightsheetmicroscope

失,反之,若追求系统轴向分辨率,则可成清晰像的视场范围就会被压缩.因此高斯光束光片显微镜需要平

衡轴向分辨率与视场区域.
结合(１)~(５)式,当４８８nm激光通过数值孔径为０．３的照明物镜(浸水物镜,n＝１．３３)照明样本,由数

值孔径为０．５的探测物镜接收荧光λem＝５１５nm,则视场大小为２８．８５μm,视场范围内的轴向分辨率为

０．７５μm.在视场范围内,光片显微镜可以达到很高的轴向分辨率,然而一旦超过这个范围,光片显微镜成

像的轴向分辨率就会急剧下降.
艾里光束是一种无衍射光束,在一定传播范围内,这种光束横截面的光强分布基本保持不变[９].艾里光

束除了无衍射特性之外还有自弯曲特性和自愈的奇异特性[１０Ｇ１１].由于其无衍射特性,利用艾里光束形成片

状光照明样本成像可以在很长一段范围内保持成像的最佳轴向分辨率,从而扩大视场范围.
加载三次相位图的空间光调制器(SLM)调制高斯光束生成艾里光束,艾里光束又由振镜扫描形成片状

光,如图２所示.

图２ 艾里光束片状光示意图

Fig敭２ SchematicofAirybeamlightsheet

三次相位调制函数为[１２]

P u,v( ) ＝exp２πiαu３＋v３( )[ ] , (６)
式中u,v 是光瞳面二维坐标,α是无衍射传播系数.

艾里光束光片显微镜的视场为[１３]

FAiry＝
６αλexc/n

１－ １－ NAexc/n( ) ２
. (７)

结合(６)、(７)式,NAexc＝０．３,激发波长λexc＝４８８nm,折射率n＝１．３３,α取５,则艾里光束光片显微镜视场范

围达到了４２７．１５μm.
贝塞尔光束是一种无衍射光束.贝塞尔光束片状光照明显微术可以实现视场的扩展,然而贝塞尔光束

的环形旁瓣使得成像结果受到探测物镜非焦面位置处的荧光干扰,背景噪声增大,系统信噪比降低.为了克

服贝塞尔光束环形旁瓣带来的影响,常常需分别结合双光子激发,结构光照明或者结合共聚焦探测技术.
贝塞尔光束光片显微镜的视场FBessel为

[１４]
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FBessel＝
λexc/n

２１－ １－ NAexc/n( ) ２[ ]β
, (８)

β＝
ω
R
, (９)

式中ω 是照明物镜光瞳半径,R 是生成贝塞尔光束的环形光阑宽度.当β选取０．０５时,生成的贝塞尔光束

最接近理论上的贝塞尔光束.α取值大于１．７时,结合(７)式可知,艾里光束片状光照明显微镜得到的视场

就要比贝塞尔光束片状光照明样本得到的视场要大.本文中α取５.
艾里光束与贝塞尔光束片状光照明显微术的视场范围不同.艾里光束可以在更长的一段距离内保持截

面的光强分布,进而可以在更大的范围内进行去卷积处理,在更大的范围内恢复轴向分辨率,实现高轴向分

辨率的大视场成像.

图３ 物镜聚焦面x＝０,３０,６０μm处光强分布的数值仿真.(a)~(c)高斯光束经物镜聚焦后yz面光强分布;
(d)~(f)艾里光束经物镜聚焦后yz面光强分布;(g)~(i)高斯光束与艾里光束的光强分布比较

Fig敭３ Simulatedresultsoftheexcitationbeamfocusedbythelenswhenx＝０ ３０ ６０μm敭

 a Ｇ c Gaussianbeamintensitydistributions  d Ｇ f Airybeamintensitydistributions 

 g Ｇ i comparisonofGaussianbeamandAirybeamintensitydistributions

照明物镜的数值孔径０．３,激发波长４８８nm,折射率１．３３,通过光束矢量衍射积分仿真出物镜焦面处的

光强分布[１５],结果如图３所示.光强用 E ２ 表示.图３(a)~(c)显示沿照明光轴高斯光束聚焦在０,３０,

６０μm时探测光路光轴位置处的光束横截面强度分布,相对于焦面位置０,３０,６０μm处的光斑分别发散了

１５倍和３０倍.可以看出,高斯光束光片显微镜对样本成像可以在一定范围内(视场)达到很高的轴向分辨

率,但是一旦超过这个范围,随着点扩展函数(PSF)的发散,成像的轴向分辨率会急剧下降.如图３(d)~(f)

０３１８０１３Ｇ４
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所示,艾里光束沿照明光轴聚焦在０~６０μm时光斑形状几乎没有发生改变,只是由于艾里光束的自弯曲特

性,位置有了微小的偏差.当利用具有无衍射性质的艾里光束进行片状光照明样本成像时,可以在相对较宽

的一段范围内保持成像的轴向分辨率,从而扩大视场范围.然而,由艾里光束在通过物镜聚焦后的光强分布

可知,它形成的光片厚度比高斯光束形成的光片厚,如图３(d)~(f)所示.通过 (４)式可以看到,尽管艾里

光束光片显微镜的视场范围扩大,但相比于高斯光束光片显微镜在视场范围内的成像来说,其轴向分辨能力

较差.
卷积是一种积分变换的数学方法,光学系统成像结果是物与系统PSF卷积的结果.PSF与物卷积后导

致成像模糊,降低了成像的分辨率.通过适当的去卷积技术可以对图像进行还原.
由于其无衍射性质,艾里光束经过物镜聚焦后的PSF会在很长一段距离内保持不变.根据光学系统成

像原理,在计算出艾里光束PSF后,可以通过去卷积技术对艾里光束光片显微镜成像结果进行复原,从而在

大视场范围内提高轴向分辨率.对于数值孔径较大的照明物镜而言,对于高斯光束无法采用去卷积的方法

提高图像质量,原因是高斯光束在经过物镜聚焦后,光强分布会随着照明光轴位置移动而变化,发散严重[图
３(a)~(c)],PSF形状和大小不固定,并且视场范围以外的成像质量下降严重,故无法在大范围内利用去卷

积技术进行图像复原.
结合(１)式,当NAexc＝０．１,λexc＝４８８nm,n＝１．３３时,FGaussian为２６０μm.
结合(７)式,当NAexc＝０．３,λexc＝４８８nm,n＝１．３３时,α取为３,FAiry为２６０μm.
此时高斯光束片层光系统与艾利光束片层光系统具有相同的有效视场２６０μm.根据上述条件,通过光

束矢量衍射积分分别仿真物镜焦面处的光强分布,结果如图４所示.
图４(a)~(c)为沿照明光轴高斯光束聚焦在－１３０,０,１３０μm时光束横截面强度分布.图４(d)~(f)为

沿照明光轴艾里光束聚焦在－１３０,０,１３０μm时光束横截面强度分布,艾里光束沿照明光轴聚焦光斑形状没

有发生太大改变,只是由于艾里光束的自弯曲特性,位置有了偏差.当利用具有无衍射性质的艾里光束进行

片状光照明样本成像时,可以在相对较宽的一段范围内保持成像的轴向分辨率,从而扩大视场范围.结合图

４(g)~(i)可知,在照明光路光轴－１３０,１３０μm位置处(有效视场边缘),由艾里光束通过物镜聚焦后形成的

光片厚度比高斯光束形成的光片薄,相比于高斯光束光片显微镜在视场范围内的成像来说,其轴向分辨能力

更好.
根据光学系统成像特点,选择维纳滤波器对艾里光束光片显微镜成像结果进行去卷积.维纳滤波器是

一种基于最小均方误差准则的估计器.维纳滤波器的输出与期望输出之间的均方误差最小,因此可用于艾

里光束光片显微镜成像结果的去卷积复原[１６].
维纳滤波器为

H W x,υ( ) ＝
H x,υ( ) ∗

H x,υ( ) ２＋R υ( ) －２
, (１０)

Rυ( ) ＝２NA/(λυ), (１１)
式中 H x,υ( ) 是系统光学传递函数,∗代表取共轭复数,Rυ( ) 是信噪比,υ是频域坐标,x 是空域坐标.光学

传递函数可以通过PSF的傅里叶变换得到.又因为卷积在频域中相当于简单的乘积运算,因此整个去卷积

过程在频域中进行计算.计算步骤如下:

１)计算xy 面PSF(图３),并将其进行傅里叶变换得到光学传递函数 H x,υ( );

２)结合(１１)式计算光学系统成像结果的信噪比Rυ( );
３)结合(１０)式,由 H x,υ( ) 和Rυ( ) 计算得到维纳滤波器H W x,υ( );
４)将待处理的光学系统成像结果进行傅里叶变换,并与维纳滤波器 H W x,υ( ) 进行乘积运算;

５)将步骤４)中得到的结果进行傅里叶逆变换,得到图像去卷积复原结果.
当调制传递函数FAυZ( ) 单调递减至５％时达到频率阈值υZ.艾里光束的轴向分辨率r可表示为

r＝
λ

２NA υZ
, (１２)

FAυZ( ) ＝
１

４８αυZ
. (１３)
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图４ 物镜聚焦面x＝－１３０,０,１３０μm处光强分布的数值仿真.(a)~(c)高斯光束经物镜聚焦后yz面光强分布;
(d)~(f)艾里光束经物镜聚焦后yz面光强分布;(g)~(i)高斯光束与艾里光束的光强分布比较

Fig敭４ Simulatedresultsoftheexcitationbeamfocusedbythelenswhenx＝－１３０ ０ １３０μm敭

 a Ｇ c Gaussianbeamintensitydistributions  d Ｇ f Airybeamintensitydistributions 

 g Ｇ i comparisonofGaussianbeamandAirybeamintensitydistributions

由(１２)、(１３)式可知,当α＝８．３３时,艾里光束刚好达到轴向衍射极限.随着α的增大,轴向分辨能力变差.
本文中α＝５,系统仍然具有较高的分辨能力,可以利用去卷积算法进行图像复原[１７].

３　成像实验与结果
３．１　荧光微球成像

如图５所示搭建了实验光路系统,并对荧光微球进行了成像实验.将５００nm 荧 光 微 球(Life
Technologies公司)融入质量分数为１％的琼脂糖溶液中,以体积比１∶１０００均匀混合,降温凝固成凝胶作为

实验成像样本.如图５所示,由４８８nm 激光器发出的激光经过偏振片得到符合液晶空间光调制器

(ReferenceModelP５１２Ｇ０６３５ＧDVIＧ６０Hz,BoulderNonlinearSystems公司)偏振要求的线偏振光.将三次相

位图(α＝５)加载在空间光调制器后,经过调制的光束通过振镜扫描光束的方式生成片状光.光片通过照明

物镜(UMPLFLN,１０×,NA＝０．３,Olympus公司)激发样本发出荧光.在探测方向上,样本发出的荧光依

次通过探测物镜(UMPLFLN,２０×,NA＝０．５,Olympus公司)、筒镜、二级放大透镜、荧光滤色块(ET５２５/

３０M,ChromaATE公司),最后由制冷CCD(DRＧ３２８GＧC０１ＧSIL,Andor公司)接收荧光成像.
为了说明艾里光束光片显微镜对视场的扩展效果,对荧光微球成像进行了三组对比实验:１)高斯光束

片状光照明样本成像(SLM不加载相位图);２)艾里光束片状光照明样本成像(在SLM上加载三次相位图);
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图５ 实验光路原理图与实验光路实物图

Fig敭５ Schematicandphotooftheexperimentalsystem

３)艾里光束片状光照明样本成像,并对成像结果进行去卷积处理.
为了比较实验系统的轴向分辨率,对样本成像进行三维重建,并选择在xz 面中的成像结果进行分析(z

轴方向为探测光路光轴方向).通过C＃编程设计了一个控制程序,可以对CCD和精密电动位移台自动控

制.探测CCD的曝光时间设置为０．０１s,成像系统放大倍率为４２.在进行成像数据采集时,通过控制精密

电动位移台移动,以０．２μm为步距沿z轴移动样本,并拍摄２００张图像,再通过Imaris软件对这些样本成

像图片进行三维重建.
光学系统成像结果是物与系统PSF卷积的结果,PSF与物卷积后导致成像模糊,降低了成像的分辨率.

针对导致图像失真的原因对图像进行反处理(去卷积处理)可以对图像进行复原,而系统PSF是去卷积恢复

图像的关键因素.具有无衍射性质的艾里光束经过物镜聚焦后,PSF会沿视场方向有微小变化.因此在对

图像进行去卷积处理时,首先将整个视场分为３个部分,然后分别计算出每一个部分的PSF,并分别针对各

自区域进行去卷积处理,从而可以实现对整幅图片的精确恢复,抑制去卷积带来的虚假信号.
实验结果分析如图６所示.图６(a)、(c)分别是高斯光束片状光照明样本成像结果、艾里光束片状光照

明样本成像结果、在艾里光束片状光照明样本成像结果的基础上再进行去卷积处理后的图像.图６(d)是图

６(a)中黄色方框内荧光微球沿虚线的相对光强分布.图６(e)是图６(b)、(c)中黄色方框内荧光微球沿虚线

的相对光强分布.
高斯光束片状光照明荧光微球在xz面成像如图６(a)~(d)所示.成像结果表明,非视场内的荧光微球

成像半峰全宽(FWHM)是视场内成像FWHM的２倍以上,视场范围内外的荧光微球成像沿z 向光强分布

差别很大,由此可以界定视场范围的边界,同时经测量得到成像的视场范围是２５μm.在图６(b)中,艾里光

束片状光照明样本成像结果表明,在全视场范围内(２０８μm)xz 面荧光微球成像的光强分布变化不大,全视

场基本保持同样的轴向分辨率.但是图６(b)中荧光微球的FWHM 比图６(a)中视场范围内的荧光微球

FWHM大,即前者较后者的轴向分辨率低,如图６(d)、(e)所示.为了提升图６(b)中全视场(２０８μm)内的

轴向分辨率,通过去卷积技术处理图６(b)得到图６(c),结果表明,对图６(b)去卷积处理后的FWHM与图６
(a)中视场范围内的荧光微球成像FWHM相当,如图６(d)中黑色曲线与图６(e)中红色曲线所示.

综上所述,高斯光束光片显微镜对荧光微球成像在视场范围内可以达到很高的轴向分辨率.但是这个

视场范围有限,在实验中仅２５μm.由于艾里光束的无衍射特性,艾里光束光片显微镜对荧光微球成像可以

在很长的一段范围内(２０８μm)保持轴向分辨率不变.但是其成像的轴向分辨率不高,低于高斯光束光片显

微镜在视场范围内对荧光微球成像的轴向分辨率.为了在艾里光束光片显微镜成像结果基础上提高轴向分
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图６ 光片显微镜对荧光微球三维成像中的xz截面.(a)~(c)高斯光束片状光照明样本成像结果、

艾里光束片状光照明样本成像结果、在艾里光束片状光照明样本成像结果的基础上再进行去卷积处理后的图像;
(d)图６(a)中黄色方框内荧光微球沿虚线的相对光强分布;(e)图６(b)、(c)中黄色方框内荧光微球的相对光强分布

Fig敭６ Imagingfluorescentparticlesin３D xzmaximumintensityprojectionbylightsheetmicroscopyusingthe

proposedmethod敭 a Ｇ c xzmaximumintensityprojectionoffluorescentparticlesbytheGaussianlightsheetmicroscope 
bytheAirylightsheetmicroscopeanddeconvolvedxzmaximumintensityprojectionofAirylightsheetmicroscope 

 d normalizedlightdensitydistributionsalongthedottedlineintheyellowsquareofFig敭６ a  

 e normalizedlightdensitydistributionsintheyellowsquaresofFigs敭６ b and６ c 

辨率,利用去卷积技术复原图像,使处理后的图像在２０８μm内的轴向分辨率与高斯光束光片显微成像结果

相当.

３．２　斑马鱼肌肉组织成像

在图５所示实验系统中进行染色的成年斑马鱼肌肉组织成像实验.利用荧光染料鬼笔环肽(Alexa
Fluor４８８Phalloidin,LifeTechnologies公司)染色成年斑马鱼肌肉组织中的肌动蛋白(FＧactin),制成实验

样本.将样本固定在样品台,并浸入样品槽中的水中,４８８nm激光生成的片状光照明样本,CCD探测接收

斑马鱼肌肉组织样本被激发出的荧光成像.
对同一样本成像部位进行了三组对比实验:１)高斯光束片状光照明样本成像(SLM 不加载相位图);

２)艾里光束片状光照明样本成像(在SLM上加载α取５的三次相位图);３)去卷积处理艾里光束片状光照明

样本成像结果.
为了分析染色斑马鱼肌肉组织样本在探测物镜光轴方向(xz面中的z轴方向)的成像效果,对样本成像

进行三维重建.探测CCD的曝光时间设置为０．１s,成像系统放大倍率为５３.在对样本进行三维重建时,精
密电动位移台以０．５μm为步距沿z轴移动样本,并拍摄４００张图像,再通过Imaris软件对这些样本成像图

片进行三维重建.
实验结果与分析如图７所示.图７(a)~(c)分别是高斯光束片状光照明样本成像结果,艾里光束片状

光照明样本成像结果,在艾里光束片状光照明样本成像结果的基础上再进行去卷积处理后的图像.图７
(d)~(f)分别是图７(a)~(c)中x＝１７,１２７,１４７μm处沿着z 轴方向的相对光强分布.在光强分布中,波
峰 波谷差值越大,波峰处越尖锐,说明成像分辨的细节越多,轴向分辨率越高.
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图７ 光片显微镜对染色的斑马鱼肌肉组织三维成像中的xz截面.(a)~(c)高斯光束片状光照明样本成像结果,

艾里光束片状光照明样本成像结果、在艾里光束片状光照明样本成像结果的基础上再进行去卷积处理后的图像;
(d)~(f)x＝１７,１２７,１４７μm处沿z方向的相对光强分布

Fig敭７ Imagingstainedzebrafishmusculaturein３D xzmaximumintensityprojectionbylightsheetmicroscopyusingthe

proposedmethod敭 a Ｇ c xzmaximumintensityprojectionofstainedzebrafishmusculaturebytheGaussianlight
sheetmicroscope bytheAirylightsheetmicroscopeanddeconvolvedxzmaximumintensityprojectionofAiry

lightsheetmicroscope  d ~ f axialintensitydistributionswhenx＝１７ １２７ １４７μm

在图７(d)中,３条曲线分别为:１)高斯光束片状光照明样本成像强度分布;２)艾里光束片状光照明样本

成像强度分布;３)在艾里光束片状光照明样本成像结果的基础上再进行去卷积处理后的图像强度分布.如

图所示,三条曲线背景的强度近似相同,但是沿着z方向,各位置处的FWHM 变化相差很大.曲线１)各位

置处波峰值与波谷值相差不大,且峰值处不够尖锐.相比之下,曲线２)的波峰 波谷差值更大,波峰也更为

尖锐.对于曲线３)而言,可以观察到它的波峰 波谷差值最大(全程),且波峰最为尖锐.综上,x＝１７μm位

置处轴向分辨率从高到低依次为去卷积处理的艾里光束片状光照明样本成像、艾里光束片状光照明样本成

像结果、高斯光束片状光照明样本成像结果.
图７(e)中,３条曲线背景强度近似相同,其中红色曲线波峰值与波谷值差值最小,且峰值处最为平滑.

黑色曲线与蓝色曲线波峰值与波谷值差值都比较大,且峰值处也都比较尖锐.相比之下,蓝色曲线各波峰处

FWHM更小.综上,x＝１２７μm位置处轴向分辨率从高到低依次为去卷积处理的艾里光束片状光照明样

本成像结果(蓝色曲线)、高斯光束片状光照明样本成像结果(黑色曲线)、艾里光束片状光照明样本成像结果

(红色曲线).
图７(f)与图７(e)中各曲线强度分布规律相似,x＝１４７μm(绿色虚线)位置处轴向分辨率从高到低依次

为去卷积处理的艾里光束片状光照明样本成像结果(蓝色曲线)、高斯光束片状光照明样本成像结果(黑色曲

线)、艾里光束片状光照明样本成像结果(红色曲线).
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综上,在高斯光束片状光照明视场范围内(１２７~１４７μm),高斯光束光片显微镜对样本成像的轴向分辨

率很高,但是一旦超过这个视场范围,轴向分辨率就会急剧下降(x＝１７μm处).由于艾里光束的无衍射特

性,艾里光束光片显微镜可以在很长的一段范围内保持轴向分辨率不变,但是它的轴向分辨率低于高斯光束

光片显微镜在其视场内成像的轴向分辨率.为了提升轴向分辨率,在艾里光束光片显微镜成像结果基础上,
由(１０)、(１１)式建立去卷积算法并对其进行图像恢复,结果如图７(c)所示.通过将艾里光束片状光照明样

本成像与去卷积算法相结合,可以在前者成像范围大但轴向分辨率不高的情况下提高轴向分辨率[图７(d)、
(f)蓝色曲线],从而使得视场范围由２０μm扩展至１６７μm.

４　结　　论
在光片显微镜成像基础上,提出了一种利用无衍射光束扩展视场的同时恢复成像轴向分辨率的方法.

利用三次相位调制入射光束生成艾里光束,并扫描艾里光束形成片状光.艾里光束光片显微镜对样本进行

成像,采集成像图片.最后,利用去卷积技术恢复成像图片,提高轴向分辨率.
通过本文提出的方法,在探测放大倍率为４２倍时,从传统高斯光束片状光显微镜视场范围２５μm扩展

到２０８μm(对荧光微球成像).在探测放大倍率为５３倍时,视场从原来的２０μm提高到１６７μm(对染色的

斑马鱼肌肉组织成像).解决了传统高斯光束片状光照明显微成像技术视场范围小的问题,进而改善光片显

微镜性能,扩大了光片显微镜在生物科学上的应用范围.
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