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摘要 为满足显微成像领域的多样化需求,解决实际应用中成像质量与成像时间之间的矛盾,提出一种基于数字

微镜器件的多分辨显微关联成像方法。该方法利用LED光源作为背景照射光源,对科研级荧光正置显微镜原光

路改装设计为关联成像光路,采用多分辨 Hadamard优化矩阵作为数字微镜器件的预置图样,实现了生物组织样

品的连续多分辨成像。实验结果表明,多分辨显微关联成像系统的分辨率可达218
 

nm,单组测量后可同时输出8
组不同分辨率图像,能够根据实际应用中不同图像质量需求选择不同的分辨率,减少成像时间和存储空间,极大地

提高了显微成像的灵活性。这种新型多分辨显微关联成像方法可以扩展至细胞筛选、细胞实时成像等领域,对推

动关联成像在细胞和生物组织显微成像领域的应用具有重要意义。
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Abstract A
 

multi-resolution
 

microscopic
 

correlation
 

imaging
 

method
 

based
 

on
 

a
 

digital
 

micromirror
 

device
 

was
 

proposed
 

to
 

meet
 

the
 

diverse
 

needs
 

of
 

microscopic
 

imaging
 

and
 

resolve
 

the
 

contradiction
 

between
 

imaging
 

quality
 

and
 

imaging
 

time
 

in
 

practical
 

applications 
 

In
 

this
 

method 
 

an
 

LED
 

was
 

used
 

as
 

the
 

background
 

illumination
 

source 
 

and
 

the
 

original
 

optical
 

path
 

of
 

a
 

research-grade
 

upright
 

fluorescence
 

microscope
 

was
 

modified
 

to
 

be
 

an
 

optical
 

path
 

of
 

correlation
 

imaging 
 

The
 

multi-resolution
 

optimized
 

Hadamard
 

matrix
 

was
 

adopted
 

as
 

the
 

preset
 

pattern
 

of
 

the
 

digital
 

micromirror
 

device 
 

Continuous
 

multi-resolution
 

microscopic
 

imaging
 

of
 

biological
 

tissue
 

samples
 

was
 

achieved
 

by
 

this
 

system 
 

The
 

experimental
 

results
 

demonstrate
 

that
 

the
 

resolution
 

of
 

the
 

multi-resolution
 

microscopic
 

correlation
 

imaging
 

system
 

reaches
 

218
 

nm 
 

Eight
 

groups
 

of
 

images
 

in
 

different
 

resolutions
 

can
 

be
 

output
 

simultaneously
 

after
 

a
 

single
 

measurement 
 

Therefore 
 

different
 

resolutions
 

can
 

be
 

selected
 

according
 

to
 

particular
 

image
 

quality
 

requirements
 

in
 

practical
 

applications 
 

By
 

reducing
 

the
 

imaging
 

time
 

and
 

storage
 

space
 

needed 
 

this
 

system
 

greatly
 

improves
 

the
 

flexibility
 

of
 

microscopic
 

imaging 
 

The
 

proposed
 

multi-resolution
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microscopic
 

correlation
 

imaging
 

method
 

can
 

be
 

extended
 

to
 

fields
 

such
 

as
 

cell
 

screening
 

and
 

real-time
 

cell
 

imaging 
 

It
 

is
 

expected
 

to
 

promote
 

the
 

application
 

of
 

correlation
 

imaging
 

in
 

microscopic
 

imaging
 

of
 

cells
 

and
 

biological
 

tissues 
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1 引  言

显微成像技术作为研究生物器官、组织和细胞

的主要手段,对生物和医学的发展起到了极大推动

作用。传统显微成像技术主要依赖光学显微镜,因
其低信噪比且易受光学衍射极限影响,已无法满足

生物医学快速发展的需求[1]。超分辨显微成像虽可

以提高空间分辨率,但需较长的时间测量和大量的

数据处理,技术复杂,成本相对较高[2-3]。电子显微

镜的电子束照射会对样品造成辐照损伤,难以观测

活生物样品而限制了其应用领域[4]。
研究人员一直在寻求一种高效便捷的生物医学

显微应用成像方式,以便在不损坏测试样本的同时

提高成像空间分辨率[5-8]。临床应用中由于成像需

求及测试样本的多元化,往往导致测试人员无法确

认每个样本观测的最佳分辨率,较高的空间分辨率

通常会在成像和数据处理方面带来较大的资源消

耗。如果图像分辨率过低,则不能满足临床观测要

求,需要重新测试以获取更高分辨率图像,测试时间

将成倍增加;针对细胞筛选等实时成像需求,如果获

得的图像分辨率高于实际需要,则大量的时间消耗

和存储空间反而造成一种资源浪费。因此,如何根

据临床应用精确获得合适分辨率的图像,减少不必

要的时间消耗是目前显微成像应用领域亟待解决的

课题[9-11]。
如果能够根据临床应用所需成像质量实时控制

成像时间,输出不同分辨率成像结果,实现多分辨成

像,将为上述问题提供一种良好的解决途径。近期,

Zhou等[12]提出一种连续多分辨计算关联成像方

法。所谓计算关联成像是指利用光场的高阶关联来

获得物体的空间或相位分布信息。相比传统关联成

像方法,计算关联成像光路简单,可以通过设计特殊

散斑图样提高图像重构质量。这种成像方式由于其

空间分辨率高、抗干扰能力强、物像分离等优势,在
生物医学领域具有巨大的应用潜力[13-20]。连续多分

辨计算关联成像方法则是采用Hadamard优化矩阵

作为预置图样,按偶阶顺序从低到高对 Hadamard
矩阵进行重新优化排序,每个偶阶矩阵实现一种分

辨率的重构成像。

近年来,一些将关联成像方法应用于显微成像

领域的研究工作相继被报道。2016年,Yu等[21]搭

建了基于数字微镜器件(DMD)的差分关联成像系

统,成功实现微弱光照条件下的微米级样品成像。

2018年,Peng等[22]提出一种基于阵列单像素探测

器的光场显微成像系统,重建样本在不同视角下的

视差图像,从而获得样本在不同深度的差分相衬图。
同年,Ota等[23]提出一种基于单像素探测器的细胞

识别和分选系统“关联成像细胞测定仪”,它将关联

成像技术与人工智能相结合,实现细胞的高通量、高
速识别和分选。2019年,Li等[24]提出基于稀疏关

联成像的宽场显微成像法,有效利用荧光发射器的

稀疏性,对一幅原始图像进行压缩感知重构,将成像

分辨率提高至80
 

nm。2020年,朱孝辉等[25]通过对

双臂式显微关联成像系统二阶关联函数及分辨率公

式的理论分析和仿真实验,发现显微关联成像系统

能够显著提高成像分辨率,并且分辨率随参考臂透

镜数值孔径的增加而增大。
综上所述,本文将计算关联成像方法与普通光

学显微镜相结合,通过基于显微镜主体的软硬件改

装,设计了一种新型显微关联成像系统,采用多分辨

Hadamard优化矩阵作为DMD的预置图样,简单快

速地实现生物组织样品的多分辨成像。这种多分辨

率显微成像方式,可以灵活应用于细胞、生物组织高

质量成像及细胞筛选等高速识别领域。

2 基于Hadamard优化矩阵多分辨关

联成像原理

本文采用Hadamard优化矩阵进行多分辨关联

成像研究。Hadamard矩阵是由+1和-1元素构

成的方阵,具有正交性和完备性,Hadamard矩阵可

由克罗内克积快速生成,表示为

H2k =H21 H2k-1 =
+H2k-1 +H2k-1

+H2k-1 -H2k-1













 ,(1)

其中,

H21 =
+1 +1
+1 -1




 




 , (2)

式中:表示克罗内克积;k为大于2的整数。对于
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产生m 行n 列(m=n)的Hadamard矩阵可表示为

H2k
(m,n)=

H(1,1) H(1,2) … H(1,n)

H(2,1) H(2,2) … H(2,n)
︙ ︙ ︙

H(m,1) H(m,2) … H(m,n)





















。 (3)

  为实现如图1所示的基于Hadamard矩阵的计

算关联成像,我们将
 

Hadamard矩阵 H2k
(m,n)的

每一行组成一个空间光场 Hm (x,y),m=1,2,

3,…,M,其中 M 为利用 Hadamard矩阵生成用于

空间光场调制的矩阵数量。将 Hm(x,y)加载到

DMD设备上实现空间光场的调制。光源发出的光

束照射到DMD上,经DMD调制后的空间光场通过

成像透镜照射到物体O(x,y)上,空间光场与物体

作用后所有的光场强度被单像素探测器收集,相应

的探测值用Hm 表示。

图1 计算关联成像原理图

Fig 
 

1 Diagram
 

of
 

computational
 

correlated
 

imaging

经过M 次测量后,物体重构图像的二阶关联成

像公式表示为

G(x,y)=<Bm·Hm(x,y)>, (4)
式中:G(x,y)代表空间光场和单像素探测器探测

值的二阶关联函数;<>表示求系综平均。为了方便

说明问题,将二阶关联成像公式表示成矩阵形式,其
中探测值Bm 可以表示为一维列向量,

B= B1 B2 … BM  T, (5)

式中:[]T 表示矩阵的转置。同时将物体O(x,y)
表示为一维列向量,

O= O(1,1) O(1,2) … O(m,n)  T。(6)

  由于关联成像用于空间光场调制的 Hadamard
矩阵Hm(x,y)是由H2k

(m,n)的每一行组成,所以

在矩阵形式中设H=H2k
(m,n)。所有探测值向量

B 可以表示为

B=HO。 (7)

  由此,(4)式即可被改写为

G=
1
MHTB=

1
MHTHO。 (8)

  由于每一阶的Hadamard矩阵都是正交且完备

的,所以 HTH 的结果为对角阵。由(8)式可以得

出,在满采样(m=M)时,关联成像可以获得一种近

乎完美的重构图像。且 Hadamard矩阵的阶数越

大,Hm(x,y)中x 和y 的数量越大,即成像分辨率

越高。由(1)式所示 Hadamard矩阵的生成规则可

知,高阶的 Hadamard矩阵包含其所有低阶矩阵。
所以,将高阶 Hadamard矩阵中包含的低阶矩阵依

次前排(文献[12]对多分辨 Hadamard矩阵优化做

了详细讨论),即可在探测次数m=M 时得到当前

分辨率及其所有的低分辨率成像结果。为获得多分

辨重构图像,本文中均采用多分辨 Hadamard优化

矩阵进行多分辨显微关联成像实验。
基于Hadamard优化矩阵的多分辨显微关联成

像流程图如图2所示,在完成初始参数设置后,控制

DMD和单像素探测器同步,对DMD加载的测量矩

阵和单像素探测器同步采集的数据进行二阶关联运

算,重构目标物体图像。实时判断图像分辨率是否

满足实际应用场景需求,如果满足可直接输出多分

辨图像,不满足则进一步提高采样次数,以提升重构

图像分辨率直至满足需求。

3 结果与讨论

3.1 多分辨显微关联成像系统设计

多分辨显微关联成像系统主要由光源、显微镜、

DMD、单像素探测器四部分构成,系统主体部分为

正置荧光显微镜(BX53,Olympus,日本)。在保留

原有显微镜主要功能的基础上,对显微镜光源、内部

光路进行改装设计,通过在显微镜主体上增加多个

通光口,实现光信号在不同成像条件下切换成不同

方式导入。其中,采用LED冷白光(MCWHLP1,

Throlabs,美国)替换显微镜原有的卤素灯作为明场

照明光源,LED冷白光具有稳定性好、使用寿命长、
低能耗等优点。将冷白光从显微镜底部导入照射位

于样品台上的生物组织。在显微镜主体上另外增加

分光装置,并在分光装置旁侧预留通光口,保证样品

光信号正常进入目镜和CCD相机的同时,能够通过

外置光机桶装置导出。外置光机桶内透镜可根据实

际需求沿光轴前后移动,对成像焦平面进行调节。
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图2 多分辨显微关联成像流程图

Fig 
 

2 Flow
 

chart
 

of
 

multi-resolution
 

microscopic
correlated

 

imaging

实际成像过程中,携带样品信息的光信号垂直

通过物镜后被分成两束:一束信号光直接由CCD相

机(像素为2688×2200,像素尺寸为4.54
 

μm)接
收,用于确定成像视场。另一束信号光通过外置光

机桶投射至DMD(像素为1024×768,像素尺寸为

13.7
 

μm),经 过 DMD 调 制 后 被 单 像 素 探 测 器

(PDA100A2,Thorlabs,美 国 )接 收。 通 过

Hadamard矩阵和单像素探测器探测强度的二阶关

联运算,获得样品的重构图像,多分辨显微关联成像

系统光路示意图如图3所示。

3.2 多分辨显微关联成像实验结果分析

本文选择较为复杂的生物组织切片(结节性甲

状腺肿)作为待测目标物体,如图4(i)所示。显微关

联成像实验过程中对目标物体进行20倍物镜放大,
获取 了 8 组 不 同 分 辨 率 的 成 像 结 果,结 果 如

图4(a)~(h)所示。在图像分辨率分别为2×2
(M=22×1)、4×4(M=22×2)、8×8(M =22×3)和

图3 多分辨显微关联成像系统光路示意图

Fig 
 

3 Schematic
 

of
 

optical
 

path
 

for
 

multi-resolution
microscopic

 

correlated
 

imaging
 

system

16×16
 

(M=22×4)的低分辨情形,由图4(a)~(d)
可以发现生物组织的重构图像无法被分辨。随着采

样次数的增加,生物组织的重构图像逐渐变得清晰,
当图像分辨率为32×32(M=22×5)时,如图4(e)所
示,生物组织的轮廓已经能够比较清楚地进行识别,
此时重构成像分辨率可以满足细胞筛选、血流速度

测试等领域的应用。随着采样次数的进一步增加,
重构图像质量明显提高,生物组织的更多边缘细节

清晰可见,当分辨率达到256×256(M=22×8)时,如
图4(h)所示,可以获得更高质量的重构图像,图像

分辨率随着测量时间的增加而稳步提高。上述连续

多分辨显微关联成像过程中,单组测量后可同时输

出8组不同分辨率图像,既可以获得高分辨率图像,
又能够满足活细胞成像、神经科学、细胞筛选、血流

成像等实时成像中低分辨率图像的需要。实际应用

中可以根据对待测目标物体的不同图像质量需求选

择不同的分辨率,平衡成像质量与成像时间之间的

矛盾关系[26-29]。

  为进一步说明多分辨显微关联成像技术的时间

分辨率性质,利用表1和表2对比分析了不同空间

分辨率下的成像时间和存储空间。其中,表1为不

同空间分辨率图像的成像时间,包含数据采集时间

和图像重构时间两部分;表2为不同空间分辨率图

像的存储空间,包含 Hadamard矩阵占用的存储空

间和单像素探测器探测值占用的存储空间两部分,
其中每个单像素探测器的探测值占用8个字节。随
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图4 生物组织切片多分辨显微关联成像重构结果。
 

(a)
 

M=22×1
 

(分辨率:2×2);(b)
 

M=22×2
 

(分辨率:4×4
 

);(c)
 

M=

22×3
 

(分辨率:8×8);(d)
 

M=22×4
 

(分辨率:16×16
 

);(e)
 

M=22×5
 

(分辨率:32×32);(f)
 

M=22×6
 

(分辨率:64×64);

       (g)
 

M=22×7
 

(分辨率:128×128);(h)
 

M=22×8
 

(分辨率:256×256);(i)原图

Fig 
 

4Reconstruction
 

results
 

of
 

multi-resolution
 

microscopic
 

correlated
 

imaging
 

for
 

biological
 

tissue
 

section 
 

 a 
 

M=22×1
 

 2×2
 

resolution  
 

 b 
 

M =22×2
 

 4×4
 

resolution  
 

 c 
 

M =22×3
 

 8×8
 

resolution  
 

 d 
 

M =22×4
 

 16×16
 

resolution  
 

 e 
 

M =22×5
 

 32×32
 

resolution  
 

 f 
 

M =22×6
 

 64×64
 

resolution  
 

 g 
 

M =22×7
 

 128×128

         
 

resolution  
 

 h M=22×8
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着成像空间分辨率的提高,成像时间逐步增长,所需

存储空间逐步增大。
由 于 Hadamard 矩 阵 的 特 殊 性,高 阶 的

Hadamard矩 阵 包 含 其 所 有 低 阶 矩 阵 。将 高 阶

Hadamard矩阵中包含的低阶矩阵依次前排,每一张

高分辨率图像的数据内均包含其所有低分辨率图像

数据。实际应用中,无需重复测试即可获取所有分辨

率图像,节约了成像时间,且避免了存储空间的浪费。
表1 不同空间分辨率图像的成像时间

Table
 

1 Time
 

consumption
 

of
 

different
 

spatial
 

resolutions

2×2 4×4 8×8 16×16 32×32 64×64 128×128 256×256
2×2 4×4 8×8 16×16 32×32 64×64 128×128

2×2 4×4 8×8 16×16 32×32 64×64
2×2 4×4 8×8 16×16 32×32

Resolution 2×2 4×4 8×8 16×16
2×2 4×4 8×8

2×2 4×4
2×2

Measurement
 

time
 

/s 0.002 0.008 0.032 0.128 0.512 2.048 8.192 32.768
Reconstruction

 

time
 

/s 0.005 0.011 0.032 0.116 0.444 1.637 6.360 23.756
Total

 

/s 0.007 0.019 0.064 0.244 0.956 3.685 14.552 56.524
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表2 不同空间分辨率图像的存储空间

Table
 

2 Memory
 

consumption
 

of
 

different
 

spatial
 

resolutions

2×2 4×4 8×8 16×16 32×32 64×64 128×128 256×256
2×2 4×4 8×8 16×16 32×32 64×64 128×128

2×2 4×4 8×8 16×16 32×32 64×64
2×2 4×4 8×8 16×16 32×32

Resolution 2×2 4×4 8×8 16×16
2×2 4×4 8×8

2×2 4×4
2×2

Detection
 

signal
 

/kB 0.03125 0.125 0.5 2 8 32 128 512
Hadamard

 

pattern
 

/kB 256 1,024 4,096 16,384 65,536 262,144 1,048,5764,194,304
Total

 

/kB 256.003 1,024.125 4,096.5 16,386 65,544 262,176 1,048,7044,194,816

  显微成像系统的分辨能力是由成像物镜和

DMD面元大小共同决定,为进一步考察多分辨显

微关联成像系统的分辨率,下面以纳米分辨率板

(HIGHRES-1,NEWPORT,美国)作为待测目标物

体(最小线宽137
 

nm),进一步标定本文设计的多分

辨显微关联成像系统的分辨能力。首先,通过100
倍物镜(浸油物镜)对分辨率板进行放大,同样进行

8组不同分辨率的成像实验,结果如图5所示。

图5 分辨率板多分辨显微关联成像重构结果。
 

(a)
 

M=22×1
 

(分辨率:2×2);(b)
 

M=22×2
 

(分辨率:4×4
 

);(c)M=22×3
 

(分

辨率:8×8);(d)
 

M=22×4
 

(分辨率:16×16
 

);(e)
 

M=22×5
 

(分辨率:32×32);(f)
 

M=22×6
 

(分辨率:64×64);(g)
 

M=

         22×7
 

(分辨率:128×128);(h)
 

M=22×8
 

(分辨率:256×256);(i)原图
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  与复杂的生物组织样品相比较,分辨率板的重

构图像具有完全相同的成像规律。在不同的分辨率

情形下,随着采样次数的增加,重构图像质量相应提

高。当图像的分辨率为16×16(M=22×4)时,如图

5(d)所示,目标物体的位置及轮廓已经能够初步进

行识别。当图像的分辨率为32×32(M=22×5)时,
如图5(e)所示,可以清楚地分辨图像轮廓。随着采

样次数进一步增加,成像质量随之提高,达到满采时

(M=22×8),如图5(h)所示,分辨率板的线条细节已

经可以完全清晰的显现。
下面,对多分辨显微关联成像系统的分辨能力

进行定量分析。本文提取了重构图像特定位置的强

度分布,结果如图6所示。其中,图6(a)为分辨率

板目标位置的放大图像,表格代表分辨率板不同位

置对应的线条间隔(表格及放大图像来自Newport
官网),图6(b)为分辨率256×256(M=22×8)时的

图像重构结果,图6(c)为重构图像目标位置的归一

化强度分布曲线,三条曲线分别代表分辨率板线条

间隔为244
 

nm、218
 

nm、194
 

nm,分别对应分辨率

板11-1、11-2、11-3位置。随着线条间隔的减小,谱
线展宽逐渐加大,峰间隔逐渐减小,谱线强度逐渐减

弱。当分辨率板线条间隔为194
 

nm时,谱线强度

值明显减弱,无明显最强峰,系统无法精确区别两条

线条。因此,成像系统分辨率可达218
 

nm。

图6 实验结果。(a)分辨率板目标位置的放大图像;(b)分辨率256×256(M=22×8)的重构图像;
(c)重构图像特定位置的归一化强度分布图(表格代表分辨率板不同位置对应的线条间隔)

Fig 
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4 结  论

本文对传统荧光显微镜进行了改装设计,搭建

了基于DMD的显微关联成像系统,利用多分辨成

像方法实现了生物组织样品的多分辨显微关联成

像。这种成像方法无需额外的测试方式,即可简单

快速地获得待测样品的连续多分辨图像,成像分辨

率可以达到218
 

nm,单次测量可以同时输出8组不

同分辨率的成像结果,以满足生物医学领域的不同

需求,大大提高了显微成像系统应用的灵活性。当

目标物体为稀疏物体时,多分辨显微关联成像有望

实现实时成像,在细胞和生物组织等生物成像领域

具有广泛的应用前景。
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