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摘要　多角度全内反射荧光显微镜层析成像技术是实现轴向超分辨的主要技术之一,其关键算法是基于交替方向

乘子算法对逆问题模型求解.为进一步提高交替方向乘子算法的迭代速度及收敛性,提出将一种基于松弛因子的

改进型交替方向乘子算法应用于逆问题的求解中,其核心思想是对拉格朗日函数的分解迭代过程进行过松弛求

解.基于该算法,搭建了多角度全内反射荧光显微镜成像系统,采集不同照明角度对应的不同穿透深度的图像堆

栈,利用改进型算法重构细胞微管的深度信息,给出了系统的轴向分辨率,并与传统交替方向乘子算法进行了收敛

速度的对比,给出了改进型算法达到最优收敛的松弛因子的取值范围,最后通过对线粒体样品进行长时程拍摄,重
构了其三维信息,并观测了其融合和裂变的连续过程.实验结果表明,改进型交替方向乘子算法可以实现４０nm
的轴向分辨率,并能在保证图像重构质量的同时,使迭代过程的收敛速度提升２０％以上.
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Abstract　ThemultiＧangletotalinternalreflectionfluorescencemicroscopytomographyimagingtechnologyisoneof
themaintechniquesforachievingtheaxialsuperresolution敭Thekeyalgorithmistosolvetheinverseproblembased
onthealternatingdirectionmultiplieralgorithm敭Inordertofurtherimprovetheiterativespeedandconvergenceof
thealternatingdirectionmultiplieralgorithm weproposeanimprovedalternatingdirectionmultiplieralgorithm
basedonrelaxationfactors whichisusedforthesolutionoftheinverseproblemsandwhosecoreideaistosolvethe
relaxationprocessoftheLagrangianfunctiondecompositioniterativeprocess敭Basedontheproposedalgorithm the
multiＧangletotalinternalreflectionfluorescencemicroscopyimagingsystemisbuilt敭Theimagestackswithdifferent
penetrationdepthscorrespondingtodifferentilluminationanglesareacquired敭Thenthedepthinformationofcell
microtubulesisreconstructedusingtheimprovedalgorithm andtheaxialresolutionofthesystemisalsogiven敭
Moreover theconvergencespeedcomparisonoftheimprovedalgorithm withthetraditionalalternatingdirection
multiplieralgorithmisaccomplishedandtherangeofrelaxationfactorsfortheimprovedalgorithmtoachievethe
optimalconvergenceisalsogiven敭Finally thethreeＧdimensionalinformation of mitochondrialsamplesis
reconstructedbylongtimephotographing andtheconsecutiveprocessesoffusionandfissionareobserved敭The
experimentalresultsshowthattheimprovedalternatingdirectionmultiplieralgorithmcanbeusedtoachieveanaxial
resolutionof４０nm敭Moreover theconvergencespeedoftheiterativeprocessisimprovedbymorethan２０％ when
theimagereconstructionqualityisensured敭
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１　引　　言

细胞是生物体的基本结构和功能单位,纳米尺

度超分辨率成像技术可以实现细胞观测及对细胞生

命活动的探究,揭示物质的内在机理及相互关系.
近几十年来,研究人员致力于突破衍射极限以获得

纳米级分辨率,并首先在横向超分辨方面取得了进

展,主流的超分辨仪器包括受激辐射损耗显微镜

(STED)[１]、单分子定位显微镜(SMLM)[２Ｇ３]和结构

光照明荧光显微镜 (SIM)[４Ｇ５]等.在此之后,研究

人员逐步开展了轴向超分辨的研究工作,因为提高

轴向分辨率对观察生物组织同样具有重要意义,如:
轴向分辨率较高的显微镜能够对较厚的样品提供更

好的层析能力;高轴向分辨率有助于检测样品的三

维(３D)结构;高轴向分辨率或轴向定位精度有利于

三维单粒子的定位和跟踪等.
通常,提高轴向分辨率的方法有两种:一种是将

点扩展函数(PSF)工程、矢量场调控聚焦、干涉场等

技术与已有的横向超分辨技术进行有机结合,实现

系统的三维超分辨提升,如iＧPLAM[６]、isoＧSTED[７]、

３DＧSIM[８]等,这类方法通常需要复杂的硬件系统;
另一种是基于全内反射荧光显微镜(TIRFM)的层

析成像技术,该方法主要基于倏逝场传输中的指数

衰减特性,通过构建特定的传输模型,利用样品图像

中的强度特征来提取轴向深度信息,从而实现纳米

级的轴向分辨率.TIRFM 属于宽场照明,光毒性

低,成像速度快,尤其适合用于活体细胞和生物组织

的超分辨成像.
目前,基于TIRFM 的轴向超分辨方法主要是

多角度全内反射荧光显微镜(MAＧTIRFM)层析成

像技术,该方法通过建立前向模型来求解逆问题,对
生物样品的轴向结构进行重构,然后根据重构的图

像信息来表征轴向分辨率[９Ｇ１０].该方法要求的系统

硬件结构简单,保留了TIRFM低光毒性的优点,较容

易实现,适合用于活细胞显微成像.在 MAＧTIRFM
中,针对前向模型逆问题求解的办法有很多,例如:
逆拉普拉斯方法、贝叶斯概率分析、标记点过程方

法、交替方向乘子算法(ADMM)和平行近端算法

等.与其他算法相比,ADMM 算法结合了乘子法

弱条件的收敛性以及对偶上升法可分解求解性的优

势,将优化问题分为几个子问题进行求解[１１Ｇ１２],具有

更快的收敛速度和更高的稳健性,并且不需要系统

和样品的先验信息,因此,ADMM 算法已成为当前

求解逆问题最优解的主要方法之一.但由于轴向分

辨率的重构过程需要将采集到的多角度图像堆栈进

行相关运算,尤其是在活细胞显微成像时,数据量较

大,对算法的重构速度提出了更高的要求.
鉴于此,本文引入一种松弛因子,通过对拉格朗

日函数的分解迭代过程进行过松弛求解,来加快迭

代速度,从而实现算法的加速收敛,称为relaxedＧ
ADMM算法(rＧADMM 算法).在此基础上,本文

通过搭建 MAＧTIRFM 实验系统获取了不同入射

角度对 应 不 同 穿 透 深 度 的 图 像 堆 栈,然 后 采 用

rＧADMM算法重构深度信息来表征轴向分辨率,在
保证重构图像质量的同时提高了迭代过程的收敛

速度.

２　理论基础

２．１　实验系统及工作原理

实验系统以NikonEclipseTi显微镜架为基本

平台,它可以采集细胞样品在不同TIRFM 角度下

对应不同深度的图像,系统原理如图１(a)所示.
图１(a)中:绿色表示激发光束;灰色表示荧光信号;

L１、L２为透镜;M 为反射镜;DM 为二向色镜.首

先,４８８nm 激 发 光(Coherent,Sapphire４８８Ｇ３００
CWCDRH)准直后经反射镜 M 反射通过透镜L１,
再经二向色镜DM (Chroma,C１７４２９８)反射后进入

显微镜,并聚焦在显微镜物镜(Nikon,Apo１００×/

１．４９油浸TIRFM物镜)后焦面(BFP)上,使得入射

光以超过全内反射临界角的角度入射盖玻片表面,并

图１ 实验装置及原理图．(a)实验装置示意图;
(b)不同入射角度对应的不同穿透深度

Fig．１Experimentalsetupandprinciple敭 a Schematic
ofexperimentalsetup  b differentpenetration
　　　depthsfordifferentincidentangles
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产生倏逝波,进而激发荧光,最后由EMCCD(Andor,

iXonUltra８８８)采集样品的荧光图像.该装置通过

电压控制倾斜反光镜 M 的角度α 来调整入射盖玻

片的角度θ,θ随电压增大而线性增大[１３Ｇ１４].
该系统在不同TIRFM角度下获取的图像堆栈

对应不同的深度[１５],如图１(b)所示.其中,d１、d２、

d３表示穿透深度,ni和neff分别表示盖玻片的折射率

和样本的有效折射率.
当入射角θ大于阈值θs 时,可忽略TIRFM 中

细胞膜宿主部分的荧光贡献[１６].θs 的表达式为

θs≈arcsin(neff/ni), (１)
式中:neff为样本局部平均有效折射率;ni 为玻璃基

质的折射率.由该式计算可得θs 为６１．３９°.

２．２　前向模型

由于光照亮度的不均匀性,图１所示实验系统

获取的不同TIRFM角度的图像堆栈通常使用形态

学顶帽滤波法消除局部背景,然后根据采集的图像

信息建立前向模型,再通过rＧADMM算法对目标函

数求取最优解,重构三维图像.该系统算法流程图

如图２所示.
当TIRFM入射光束角度大于临界角时会产生

倏逝波,且当其穿透深度小于细胞厚度时,只有部分

细胞质膜被倏逝波激发.同时,假设一些近似值,对

MAＧTIRFM进行理论描述.
单角度TIRFM图像中获得的荧光信号为

Idet(φ,θ,z)＝∭Iexc(z)S(z)Q(z)η(z)VPSFdetdφdθdz,

(２)
式中:Iexc(z)为倏逝波的激发场;S(z)为样品中染

料分子的局部分布;Q(z)为影响荧光激发的参数,
如荧光染料的量子效率、吸收率、偶极取向和衰变

速率;η(z)为探测速率;VPSFdet为系统的检测点扩

展函数;φ、θ、z 分别为样本的方位角、入射角和

深度.
设由探测器记录的宽场荧光显微镜下的荧光信

号在像素点(xd,yd)处的分布为[１７]

Idet(xd,yd,θ,z０)＝∭dxsdysdzsfs(xs,ys,zs,θ,z０)×
VPSFdet

(xd－xs,yd－ys,－zs), (３)
式中:fs为样品(xs,ys,zs)处发出的荧光信号,可表

示为

fs(xs,ys,zs,θ,z０)＝
Iexc(xs,ys,zs,θ,z０)S(z０)Q(z０)η(z０). (４)

同时,激发光场Iexc可表示为

图２ 算法流程图

Fig．２ Flowchartofthealgorithm

Iexc(xs,ys,zs,θ,z０)≈
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式中:θ为入射角度;z０为盖玻片到样品的距离;wL

为束腰半径;衰减深度d(θ)可表示为

d(θ)＝
λ
４π
(n２
isin２θ－n２

eff)－１/２. (６)

I０(θ)为由菲涅耳方程给出的界面处的光强,对于p
偏振光束,可表示为

I０(θ)＝
４cos２θ(２sin２θ－n２)
n２cos２θ＋sin２θ－n２

, (７)

式中:n＝neff/ni.
当探测器在样品(xs,ys,zs)处拍摄时,可认为

该样品的轴向距离zs＝０.因此,结合(３)~(５)式
化简得

Idet(xd,yd,θ,z０)＝S(z０)Q(z０)η(z０)I０(θ)×

exp －
z０

d(θ)
é

ë
êê

ù

û
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s)
w２
L

é

ë
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ù

û
úú×

VPSFdet
(xd－xs,yd－ys,０). (８)

　　可见,图像值Idet不仅与倏逝场有关,还受S(z)、
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Q(z)、η(z)及VPSFdet的影响.然而,参数S(z)、

Q(z)、η(z)主要取决于分子深度z０,而VPSFdet只与

轴向距离zs相关,且当探测器在样品处进行拍摄

时,轴向距离zs＝０;VPSFdet可以看作是常数,因此,
改变入射角度θ并不会使这些参数发生变化.

为了进一步简化(８)式,引入参数X,令

X＝S(z０)Q(z０)η(z０)∬dxsdysexp－
２(x２

s＋y２s)
w２
L

é

ë
êê

ù

û
úú×

VPSFdet
(xd－xs,yd－ys,０). (９)

　　考虑到入射角和重构平面的数量有限,(２)式可

离散为矩阵形式

Idet＝IexcX, (１０)
式中:Idet是维度为Nangles×Npixelx×Npixely的矩阵,与
获得的图像堆栈一致;Iexc是维度为 Nangles×Nplanes

的矩阵,代表不同入射角度下不同倏逝波的强度分

布;X 是维度为Nplanes×Npixelx×Npixely的矩阵,代表

样品的三维分布特征.Nangles为入射角度的数量;

Npixelx、Npixely为图像在x、y 方向的像素数;Nplanes为

需要重构的平面数目.
因此,求解三维样本分布的重构矩阵X 就变为

求矩阵逆的优化问题[１８],其目标函数为

Γ(X,Idet)＝argmin(Idet－IexcX ２
２＋λ X １),

(１１)
式中:λ为平衡等式的限制因子.

２．３　重构算法

本研究使用的rＧADMM 算法可将(１１)式视为

一个凸优化问题,该过程无需对系统参数(如量子效

率、吸收率、检测效率和点扩展函数等)进行精确求

解,在一定程度上减小了运算量.同时,rＧADMM
算法可用于解决线性和二次目标函数[１９]、lasso正

则化最小化问题[２０]以及模型拟合等问题.

rＧADMM算法一般用于解决以下形式的问题

minimizef(x)＋g(z),subjecttoAx＋Bz＝c,
(１２)

式中:x 为变量,x∈Rn,z∈Rm;A、B 为线性算子,

A∈Rp×n,B∈Rp×m;c∈Rp.(８)式对应的增广拉

格朗日表达式为

Lρ(x,y,z)＝f(x)＋g(z)＋yT(Ax＋By－c)＋
(ρ/２)Ax＋By－c ２

２, (１３)
式中:y 为拉格朗日乘子,y∈Rp;ρ 为惩罚参数,

ρ＞０.
传统增广拉格朗日方程的求解是同时对x 和

z求极小值,因此该过程需要同时更新两个变量,
求解过程比较复杂.rＧADMM 算法充分利用可分

离结构的特点,将增广拉格朗日方程分解转化为

一系列子问题进行交替求解,使原问题得以简化.
定义缩放变量u＝(１/ρ)y,rＧADMM 算法的迭

代过程可表示为

xk＋１＝argmin
x

[f(x)＋(ρ/２)Ax＋Bzk －c＋uk ２
２], (１４)

zk＋１＝argmin
z

[g(z)＋(ρ/２)αkAxk＋１－(１－αk)(Bzk －c)＋Bz－c＋uk ２
２], (１５)

uk＋１＝uk ＋αkAxk＋１－(１－αk)(Bzk －c)＋Bzk＋１－c. (１６)

αk 为松弛因子,αk∈(０,２).当αk＝１时,该算法等

价于传统的ADMM算法;当αk＞１时,该算法表示

为过松弛算法,对于凸优化问题,该算法比传统

ADMM算法收敛快得多.同时,在传统的ADMM
算法中,惩罚参数ρ对算法的收敛有直接影响,而且

若对ρ 的 调 整 不 足,可 能 会 导 致 该 算 法 速 度 变

慢[２１].在rＧADMM算法中加入松弛因子可以提高

算法的收敛迭代速度,同时可使ρ 对算法收敛的影

响减小.
在rＧADMM 算法中,lasso模型的一般形式可

表示为

minimizef(x)＋g(z),subjecttox－z＝０,
(１７)

式中:f(x)＝(１/２)Ax－b ２
２,g(z)＝λ z １.由

于该模型与得到的目标函数(１０)式的形式一致,因

此这里应用lasso模型对目标函数进行优化.
根据(１４)~(１６)式,目标函数(１１)式中各变量

的迭代过程可表示为

xk－ ＝(IT
excIexc＋ρI)－１[IT

excIdet＋ρ(zk－１－uk－１)],
(１８)

zk－ ＝Sλ/ρ(xk ＋uk), (１９)

uk－ ＝uk－１＋xk －zk, (２０)

xk＋１＝αkxk－ ＋(１－αk)xk, (２１)

zk＋１＝αkzk－ ＋(１－αk)zk, (２２)

uk＋１＝αkuk－ ＋(１－αk)uk. (２３)

　　rＧADMM算法的本质是求解目标函数的最优

问题,原始残差和双残差的值可作为判断目标函

数达到最优条件的界限[２２].当原始残差和双残差

０２１８００１Ｇ４
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达到 rk
２≤εpri且 sk

２≤εdual时,目标函数取得最

优解.其 中:rk ＝ xk－zk
２,表 示 原 始 残 差;

sk ＝ －ρ(zk－zk－１)２,表示双残差;εpri＞０且

εdual＞０,是可行性条件的可行性公差,可分别表

示为

εpri＝ pεabs＋εrelmax(Axk
２,Bzk

２,c ２)

εdual＝ nεabs＋εrel ATyk
２

{ ,

(２４)
式中:εabs＞０,为 绝 对 公 差,一 般 情 况 下,εabs＝
１０－４;εrel＞０,为相对公差,一般情况下,εrel＝１０－２;

p和 n分别对应不同模型的稀疏 密 度 和 特 征

个数.

２．４　仿真及讨论

为了验证rＧADMM算法的可行性,本研究通过

模拟微管结构和仿真重构结果来测试算法的准确

性.通常,三维空间中的微管可以用抛物线曲线或

指数曲线描述,因此使用正弦函数来表示微管曲线

的局部弧长.模拟的微管结构和使用rＧADMM 算

法重构的结果如图３(a)所示,其均方误差(MSE)约
为２１nm,保证了重构图像的质量.此外,还分析了

不同入射角数量对重构模拟微管结构的影响,如
图３(b)所示,结果表明,选择不同的入射角度步长

来改变图像堆栈层数对重构精度几乎没有影响.综

合考虑图像拍摄时间和重构精度之间的关系后,本
研究选择采集２０张图像进行重构.

图３ 基于 MAＧTIRFM的模拟微管结构的仿真结果.(a)模拟的微管结构及重构结果;(b)不同入射角数量下不同深度对应的精度

Fig．３ SimulationresultsofcellularmicrotubulestructuresbasedonMAＧTIRFM敭 a Simulatedmicrotubulestructures
andreconstructedresults  b accuracycorrespondingtodifferentdepthsatdifferentincidentanglenumbers

３　结果与分析

３．１　rＧADMM 算法重构轴向图像

由(１)式计算可得实验系统的阈值角度θs＝
６１．３９°,令６２°为初始角,以０．３°为步长采集２０张

TIRFM图像堆栈进行三维重构.MAＧTIRFM 成

像过程中EMCCD获取到的原始图像是通过样本

在同一区域不同 TIRFM 角度下的图像堆栈构成

的.为了验证本研究 MAＧTIRFM成像技术的轴向

重构 能 力,使 用 PtＧK２细 胞 中 的 固 定 微 管 样 本

(Abberior,TubＧCAGE５００)进行重构.
微管的宽场图像如图４(a)所示,将系统采集到

的图像堆栈分别通过传统ADMM算法和rＧADMM
算法进行重构,该过程表示２０~２００nm深度图像

的叠加,重构结果分别如图４(b)和图４(c)所示.由

图４(d)可知,传统ADMM 算法重构三维图像的轴

向分辨率可达到４０nm.由图４(e)可知,rＧADMM
算法重构图像在相同深度时的轴向分辨率也可达到

４０nm.从图４(f)中可以明显地看出２０~２００nm
深度连续性的形态学改变.可见,与传统 ADMM
算法相比,rＧADMM算法重构图像可以实现相同的

轴向分辨率和图像重构质量.

３．２　收敛速度分析及对比

为了验证rＧADMM算法是否能优化迭代速度,
本研究将不同ρ 值对应的rＧADMM 算法与传统

ADMM算法随迭代次数变化的残差曲线进行对

比,并且给出了rＧADMM 算法达到最优收敛的αk

值区间.
图５(a)为不同的ρ值对应的传统ADMM算法

与rＧADMM 算法随迭代次数变化的残差曲线对比

图,其中y 表示εpri＋εdual的值;y１表示传统ADMM
算法的 rk

２＋ sk
２ 的值;y２表示rＧADMM 算法

的 rk
２＋ sk

２ 的值,具体数据如表１所示.可

见,与传统ADMM算法相比,rＧADMM算法的迭代

收敛速度可提高２０％以上.图５(b)为rＧADMM算

法在ρ＝０．４时不同松弛因子对应残差随迭代次数
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图４ 固定微管的 MAＧTIRFM成像.(a)微管宽场图像;(b)传统ADMM算法重构的三维图像;(c)rＧADMM 算法重构的

三维图像;(d)传统ADMM算法实现４０nm的轴向分辨率[对应(b)中白色箭头指向的红点位置];(e)rＧADMM算法

实现４０nm的轴向分辨率[对应(c)中白色箭头红点位置];(f)rＧADMM算法重构的微管在不同深度处对应的图像

Fig．４ MAＧTIRFMimagingoffixedmicrotubules敭 a WideＧfieldimageofmicrotubules  b threeＧdimensionalmap
reconstructedbytraditionalADMMalgorithm  c threeＧdimensionmapreconstructedbyrＧADMMalgorithm 

 d ４０nmaxialresolutionachievedbytraditionalADMMalgorithm correspondingtoreddotpointedbywhite
arrowin b    e ４０nmaxialresolutionachievedbyrＧADMMalgorithm correspondingtoreddotpointedbywhite
　　　arrowin c    f imagesofmicrotubulesatdifferentdepthsreconstructedbyrＧADMMalgorithm

表１ 不同ρ值对应的rＧADMM算法与传统ADMM算法的迭代次数与时间

Table１ IterationsandtimeforrＧADMMandtraditionalADMMalgorithmsatdifferentρvalues

Algorithm
Iterationsunderdifferentρvalues

ρ＝０．３ ρ＝０．４ ρ＝０．５
Time/s

TraditionalADMMalgorithm ２４ １９ １７ １６
rＧADMMalgorithm １６ １５ １３ １２

Increaserateofiterativeconvergencespeed/％ ３３．３３ ２１．０５ ２３．５２ ２５

的变化曲线,其中r表示松弛因子αk.当r＝１时,
传统ADMM 算法等价于rＧADMM 算法;当r∈

[１．３,１．８]时,rＧADMM算法可提高收敛性,且当r＝
１．５时,收敛速度最快.
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图５ 残差曲线对比图.(a)ADMM算法与rＧADMM算法随迭代次数变化的残差曲线图;
(b)rＧADMM算法在不同r值下随迭代次数变化的残差曲线图

Fig．５ Comparisonchartofresidualerrorcurves敭 a ResidualerrorversusiterationsforADMMand
rＧADMMalgorithms  b residualerrorversusiterationsforrＧADMMalgorithmwithdifferentrvalues

３．３　细胞动态过程

MAＧTIRFM成像技术的时间分辨率较高,可
用于观测活细胞的动态变化过程.线粒体直径一般

为０．７５~３μm,它是广泛参与许多重要细胞过程的

动态细胞器.ATTO６４７N (ATTOＧTEC)作为线

粒体标记,在活细胞成像中具有较高的荧光强度和

极好的光稳定性[２３],因此,本课题组采集该染料下

活的U２０S细胞线粒体结构,观察其动态过程,并进

行了三维图像重构.本实验使用NikonEclipseTi
显微

镜架,其配置的三维电动纳米级载物台具有PFS防

漂移系统,可保证整个显微系统在拍摄过程中的横

向漂移误差在１nm左右,轴向误差在１０nm左右,
可基本消除外部震动的影响.图６(a)为几种粒状线

粒体荧光背景下的TIRFM图像及采用rＧADMM算

法重构的三维图像.同时,以１００ms的曝光时间拍

摄２０张图像进行重构,成功记录了以２s为时间间

隔的１０组图像堆栈的序列,它们可表示活性线粒体

融合和裂变的连续过程,如６(b)所示.

图６ 活性线粒体的动态过程.(a)宽场图像和重构图像;(b)图 (a)虚线框中由 MAＧTIRFM获取的２s时间

间隔的图像堆栈的裂变(红色三角形)与融合(蓝色三角形)过程

Fig．６ Dynamicprocessofactivemitochondria敭 a WideＧfieldimageandreconstructedmap  b fission redtriangle and
fusion bluetriangle eventsindottedboxinFig敭６ a capturedbyMAＧTIRFMimagestacksfor２stimeinterval
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４　结　　论

基于 MAＧTIRFM 成像技术,通过搭建实验系

统获取微管和线粒体在不同入射角度对应的不同穿

透深 度 的 图 像 堆 栈,将 获 得 的 图 像 堆 栈 使 用rＧ
ADMM 算法重构深度信息,可用于表征轴向分辨

率,并且以１０组不同的TIRFM入射角度记录的活

性线粒体的图像堆栈可表示其融合和裂变的连续过

程.实验数据表明,采用rＧADMM算法重构三维图

像,在保证重构图像质量的同时可实现４０nm的轴

向分辨率.与传统的 ADMM 算法相比,当松弛因

子αk∈[１．３,１．８]时,rＧADMM 算法迭代过程的收

敛速度可提高２０％以上;当αk＝１．５时,该迭代过程

的收敛速度最快.可见,使用rＧADMM算法可以进

一步促进 MAＧTIRFM 技术的发展,使其在实时三

维活细胞荧光显微成像领域具有一定的应用价值.
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