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贝塞尔光束的互补光束设计与优化

贾昊1,2,于湘华1,杨延龙1,周兴1,2,严绍辉1,刘超1,2,雷铭1,姚保利1
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(2中国科学院大学,北京100049)

摘 要:提出无衍射贝塞尔光束的互补光束概念.基于惠更斯-菲涅尔原理和光场的相干叠加性,给出了

其频谱的一般形式.利用遗传算法搜索频谱相位分布的最优解,使得扫描互补光束光片场的强度分布与

贝塞尔光片旁瓣强度分布几乎一致,二者相减可消除旁瓣的影响,从而获得大视场均匀的理想薄光片.
将其应用在光片荧光显微成像中,可有效去除离焦背景噪声,提高成像质量.
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Abstract:Theideaofpropagation-invariantComplementaryBeam (CB)toBesselbeam wasproposed.
BasedontheHuygens-Fresnelprincipleandthesuperpositionofcoherentlightfield,thegeneralformof
CB'sspectrumissuggested.Thephasedistributionofcomplexamplitudespectrumisoptimizedwiththe
aidofgeneticalgorithm,indoingsothescanningcomplementarybeamlight-sheetenablestoapproximate
thesidelobesofBessellight-sheettotheutmost.Thus,thesubstractionoftwoscanscaneliminatethe
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0 引言

光片荧光显微(Light-SheetFluorescenceMicroscopy,LSFM)是近年来发展起来的一种新型三维显微

成像技术[1-2].它采用正交光路设计,用一层光束薄片从侧面激发样品,并在垂直于光片的方向上利用显微物

镜和数字相机拍摄样品二维荧光图像,通过轴向同步扫描光片和探测物镜或移动样品逐面成像,即可获取不

同深度处的层析图像并实现样品三维信息重构[3].光片荧光显微仅激发焦面薄层区域的样品,能有效避免离
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焦背景对成像质量的影响,具有对比度高的优点;其所需激光能量仅为激光扫描共聚焦显微系统的1/1000,
双光子荧光显微所需能量的1/1000000,极大地降低了光漂白和光毒性,因而适宜于对活体生物样品进行

数小时甚至数天的长时间成像;与逐点扫描成像模式相比,光片荧光显微采用逐面成像模式,因此具有成像

速度快的优势.
对于光片荧光显微系统,其轴向分辨率由探测物镜数值孔径与激发光片厚度共同决定[4-5],观测视场主

要受限于光片宽度,系统成像性能与光片的特性息息相关.传统的光片荧光显微利用柱面透镜聚焦[1]或振镜

扫描高斯光束[6]来生成高斯型光片场,光片的厚度(束腰半径)和宽度(瑞利长度)会随着柱面透镜焦距的增

大或照明物镜的数值孔径的减小而增大,大的观测视场通常以牺牲轴向分辨率和三维层析成像能力为代价.
在不牺牲系统轴向分辨率的前提下进一步扩大观测视场是关键问题.

贝塞尔光束具备在很长传播距离内能保持光束形状不变的无衍射特性,以及自愈合特性,即绕过障碍物

后重新恢复原来形貌的传播特性[7],将其应用在光片荧光显微中可有效提高系统的视场范围.一维扫描零阶

贝塞尔光束可以生成强度分布均匀的光片[8-9],然而贝塞尔光束的同心环状旁瓣激发出来的离焦背景信号,
降低成像对比度和系统轴向分辨率.与共聚焦技术的结合解决了基于贝塞尔光束光片荧光显微成像对比度

和轴向分辨率的问题[10-13],然而线扫描共聚焦用细缝代替针孔,轴向分辨率的提升低于点扫描共聚焦.双光

子激发荧光有效抑制了贝塞尔光束旁瓣产生的离焦背景噪声[14-15],并保证了系统的成像速度,但高强度超

短飞秒光脉冲的光漂白性强且无法进行多色荧光成像.
为解决这一问题,通过调控贝塞尔光束空间频谱(锐利的圆环)的相位分布,提出和设计了一种贝塞尔光

束的互补光束.基于惠更斯-菲涅尔衍射原理,推导出了互补光束空间频谱相位分布函数的正弦级数展开式;
利用遗传算法搜索出相位函数中级数的展开系数,从而得到了全局最优化的互补光束.该光束具有与贝塞尔

光束类似的无衍射特性,扫描互补光束可以生成新型光片场,其光场强度在中心为零,其余位置强度分布与

贝塞尔光片的旁瓣强度分布几乎一致,二者相减可消除旁瓣的影响,从而获得大视场均匀的理想薄光片.将
其应用在扫描贝塞尔光束的光片荧光显微中,可以有效消除离焦背景,提高成像质量.

1 互补光束的设计

1.1 贝塞尔光束的空间频谱

在空间直角坐标系中,设贝塞尔光束沿y 轴方向传播,沿着x 轴方向一维快速扫描光束可以形成光片

场.光束的横截面为xz平面,其强度分布如图1(a).贝塞尔光束是空间频谱分布在一个圆环上的无衍射光束

图1 贝塞尔光束在空域和频域的表征及其傅里叶变换关系

Fig.1 RepresentationofBesselbeaminspatialdomainandfrequencydomain,andtheirrelationshipinFouriertransform

的一种[16-17],它的空间频谱在频谱面二维极坐标系中可表示为EBB(kr,φ)=δ(kr-kBB)[18],如图1(b)所

示,其中kBB是贝塞尔光束频谱环的半径.贝塞尔光束的空间复振幅分布与其空间频谱在极坐标系中的傅里

叶变换为
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EBB(r,θ)=∫
2π

0∫
¥

0
δ(kr -kBB)exp[irkr(cosφcosθ+sinφsinθ)]krdkrdφ=

 ∫
2π

0
kBBexp(irkBBcosφ)dφ=2πkBBJ0(rkBB)

(1)

式中J0(·)是第一类零阶贝塞尔函数.零阶贝塞尔光束的空间频谱的相位分布不随方位角φ 的改变而变化,
若能基于复振幅调控技术对其空间频谱的相位进行调控,则能生成新的无衍射光束,这是互补光束的设计

思路.
1.2 互补光束的空间频谱设计

互补光束需要满足两个关键条件:一是无衍射特性,保证扫描后和贝塞尔型光片场拥有相同的视场,因
此其空间频谱应该分布在一个圆环上;二是光轴与扫描方向所决定的平面上光场强度为零(如图2b所示),
保证互补光束扫描出的光片中心强度为零,这样在有效消除贝塞尔型光片场背景影响时尽可能多地保留在

焦有用信号.将互补光束复振幅记做ECB,其频谱记做ECB,则以上条件要求ECB(x,0)=0.根据惠更斯-菲涅

尔衍射原理,如果互补光束的频谱环上关于kx轴对称的两点的复振幅正好相差π相位,即ECB kx,-kz( )=

-ECBkx,kz( ),则它们的衍射场在xy 面上的任意位置相干相消.
在优化设计之前,先讨论互补光束的初始解.空间频谱的最简形式为锐利圆环上沿着方位角进行0-π

相位调制,具体解析式为

ECB(kr,φ)=δ(kr-kBB)·exp{i·[1+sign(φ)]·π/2} (2)
式中,方位角φ 的取值范围为(-π,π),sign表示符号函数.该频谱对应的焦场和扫描后的初始互补光片强度

分布如图2(b)所示.对归一化的初始互补光片需要乘以比例系数γ 后与零阶贝塞尔光片相减.该系数选取遵

图2 贝塞尔光束及优化前的互补光束截面及其扫描光片的强度分布

Fig.2 CharacterizationofBesselbeam,complementarybeamandtheirscanninglight-sheets

循的判据为相减后的等效光片一级波谷恰好为零,这样能有效消除贝塞尔光片一级旁瓣产生的离焦背景.这
里γ 的取值为0.57.然而初始互补光片光强的旁瓣与零阶贝塞尔光片的旁瓣符合度并不好,等效光片出现大

范围负值,会严重影响实际成像效果.理想的互补光片应为滤除主瓣的贝塞尔光片,记为

OF(z)=[1-exp(-z2/a2)]·∫J0(rkBB)2dx (3)

其中1-exp(-z2/a2)为滤波器,a 是滤波参数,选择合适的滤波参数以完全滤除贝塞尔光片的主瓣而不影

响旁瓣.由此可见,还需要对互补光束进行进一步优化,使其强度分布尽可能趋于理想.
为了便于实验实现,重点调控空间频谱的相位,而整个环的振幅值设为1.因此在极坐标系中无衍射互补

光束的空间频谱(即待优化函数)可表示为

ECB(kr,φ)=δ(kr-kCB)·exp[i·f(φ)] (4)
式中,kCB决定互补光束频谱环半径,相位分布函数f(φ)为分段实函数,满足条件
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f(φ)=
f1(φ)+π,φ∈ 0,π( )

f1(-φ),φ∈ -π,0( ){ (5)

f1(φ)是具有有限间断点的函数且关于φ=π/2对称,使互补光束光场关于yz 面对称分布.为了得到f(φ)
的具体表达式和kCB的值,可建立判据式

ε=∫∫FT{ECB(kr,φ)}2dx-OF(z)dz (6)

式中FT表示傅里叶变换,其变换核为exp[i(kxx+kzz)],式中函数上方横线表示对其归一化.无衍射互补

光场设计的基本思路是:利用最优化方法确定f(φ)的具体表达式和kCB的值,使得ε取最小值,此时两个光

片在除主瓣外的区域强度分布几乎一致,相减后的等效光片旁瓣最弱.对f(φ)进行周期性解析延拓可以借

助奇次项的正弦级数和符号函数进行展开

f(φ)=sign(φ)·∑
¥

n=0
a2n+1sin(2n+1)φ+[1+sign(φ)]·π/2 (7)

于是优化问题可转换成对kCB和展开式系数a2n+1的优化.
1.3 优化方法选定

判据函数式(6)中的傅里叶变换和沿x 方向积分属于强非线性特征的运算,优化问题涉及的多个待优

化参数互相耦合,无法通过分别逐个优化单个参数获得全局优化解.遗传算法通过模拟自然界生物进化过程

中的现象(如自然选择、遗传、杂交、变异等)来解决最优化问题,因为它能够获得全局最优解,对于复杂的优

化问题有好的效果.为了简化问题和提高计算速度,取前五项a2n+1作为待优化参数.优化前需要给各个参数

分配合理的搜索范围.如果搜索范围过小,正弦级数对频谱的调制度不够,最优解不能很好地逼近目标函数;
但是搜索范围过大会导致初始化过程中随机生成的个体无法覆盖整个搜索空间,因此搜索范围过大也没有

意义.因为用振幅相同的正弦函数调制频谱环上的相位,最终它们都要包裹于2π相位之内,振幅越大相位包

裹越深,相位跃变次数越多;同样的正弦函数频率越高也会导致更多的相位跃变,相位跃变增多会加重互补

光束光斑的弥散.一方面需要互补光束的弥散结构,用于逼近目标函数;另一方面要避免光斑过渡弥散导致

的聚焦性下降、光片变厚.综合以上的考虑,我们在控制互补光束的聚焦和弥散之间寻求一个平衡点,由此设

置了一个梯度下降的搜索范围如表1所示.考虑到激光波长λ为488nm,对应的波矢k0为12.88μm-1.使用

有效数值孔径(NA)0.22的激发物镜,由NA=n·sinθ可得sinθ为0.17,其中n 取水的折射率1.33,θ为物

镜允许入射平面波波矢与光轴的最大夹角.sinθ·k0为系统的截止频率,为了最大限度利用物镜的数值孔

径,kBB取截止频率sinθ·k0即2.19μm-1.因此kCB的搜索范围定为[0,2.19].

表1 展开式系数a2n+1的搜寻范围

Table1 Ranges,withinwhichthecoefficientsa2n+1aresearched

Coefficients a1 a3 a5 a7 a9
Range [-50,50] [-10,10] [-10,10] [-5,5] [-5,5]

2 优化步骤与结果

2.1 初始化

算法总的流程图如图3.遗传算法中最基本的单元为基因,一组基因构成单个个体,这组基因决定个体的

属性,多个个体组成种群.种群中的个体之间通过变异和交叉生成新一代的种群,与上一代种群相比因为进

化性能更好(更满足判据函数),通过多代的遗传获得最优化的结果.种群的大小和优化过程息息相关,种群

越大初始化覆盖到的总搜索空间越大,在后面的计算中越有可能找到全局最优解,但计算速度也会变慢,反
之种群偏小也会影响计算速度.选取遗传算法的种群中包含100个个体.单个个体包含六个基因,它由六个

元素的向量表征,前五个元素是正弦级数的系数a2n+1,最后一个元素为kCB.这六个元素共同决定个体的属

性,即互补光场的复振幅分布.种群的初始化是指随机生成100个个体作为初始种群,每个个体的基因从表1
所示的搜索范围内随机抽取.
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图3 优化算法流程

Fig.3 Flowchartofoptimizationalgorithm

2.2 评估与选择

种群初始化完成后,对种群中的单个个体进行性能评估.个体对应的判据ε数值越小表示它性能更优

异,因而具有更高的适应性.找到式(3)表示的与目标函数完全一致的优化函数几乎不可能.由于光片显微系

统的轴向点扩散函数PSFoverall(z)为探测物镜的轴向点扩散函数PSFdet(z)与光片的乘积.优化过程中我们对

焦区的重合度要求比离焦区要求更高.在完全离焦的区域,即使待优化函数与目标函数完全不重合,对系统

的轴向分辨率的影响也可以忽略不计.考虑到以上因素,在实际优化过程中修正了判据函数ε为

ε=∫
l4

-l4∫FT{E
~

CB(kr,φ)}2dx-OF(z)·PSFdet(z)dz (8)

式中l4表示目标函数第四级旁瓣的位置.对于数值孔径为0.8的探测物镜而言,l4以外的区域可以认为完全

离焦.焦场的数值模拟局限在24μm×24μm的视场范围内,待优化函数在x 方向的积分也只局限于此区域.
对于某些弥散的光场,其主要强度分布于视场边缘甚至视场以外,此时即使算出很小的ε值,它也非我们所

需.为了去除这类解,对ε做进一步修正

ε=ε·
∫

r

0∫
2π

0
FT{ECB(kr,φ)}2rdθdr

∫
r/2

0∫
2π

0
FT{ECB(kr,φ)}2rdθdr

(9)

式中r=12μm.至此ε做为衡量个体适应性的最终参数.评估结束后需要根据适应性随机选择100个个体作

为新的种群.每一个个体被选中的概率Pi=
1
εi
/∑

100

j=0

1
εj
.适应性高的个体被选中的概率高,即将其基因遗传

到下一代,适应性低的则更易被淘汰.
2.3 交叉

交叉即为在新的种群中随机选择一对个体,并随机选择它们的一对对应基因令其以一定的概率重新组

合成一对新的基因.我们选择交叉的概率为0.7.在一次交叉中首先生成一个随机数,如果小于0.7则进行交

叉.然后通过生成随机数的方法确定交叉的两个个体和基因位置.以展开系数a2n+1为例,如选定两个基因ai
m

和aj
m,其中i,j分别表示第i和第j个个体,m 表示基因的位置,生成随机数p 表示交叉的幅度,则新的基因

分别为

ai
m=(1-p)·ai

m+p·aj
m

aj
m=(1-p)·aj

m+p·ai
m

{ (10)

每一轮迭代中算法提供了100次交叉的机会.
2.4 变异

变异的过程是在种群中随机选择一个个体并随机选择一个位置的基因,令其以一定概率变为新的基因.
变异的出现为种群提供了新基因,然而过于频繁的变异使迭代不易于收敛.这里选择变异概率为0.02.在一

次变异中生成随机数,如果小于0.02则进行变异.生成两个随机数确定要变异的个体和基因位置,如ai
m 表示

零第i个个体的m 位置处的基因变异.再生成随机数d 确定变异方向,若大于0.5则基因朝增大的方向变

异,反之则减小.最后生成随机数q表示变异幅度,新的基因可表示为

ai
m=-[ai

m-inf(am)]·[1-q(1-g/50)2]+ai
m (d<0.5)

ai
m=[sup(am)-ai

m]·[1-q(1-g/50)2]+ai
m (d>0.5){ (11)
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式中g 为种群遗传的代数.变异幅度随着遗传代数的增加而减为零,这样可以有效避免计算过程中不收敛.
每一轮迭代中算法提供了100次变异的机会.
2.5 优化结果

设定遗传代数为50代,即进行50次迭代.每一次迭代分别由评估与选择、交叉、变异构成.最优的级数展

开系数a2n+1和kCB如表2所示.

表2 展开系数与频谱环半径的最优值

Table2 Optimizedcoefficientsofa2n+1andkCBforCBbeam

Coefficients a1 a3 a5 a7 a9 kCB

Values 27.69 2.03 7.55 -0.74 2.59 1.46

优化后的互补光束的频谱环上的相位分布如图4(a)和4(c)所示,互补光束沿传播方向的截面光强分布

如图4(b)所示.与未优化的光束相比,优化后的光束强度分布略有扩展.但也正是由于扩展后的复杂结构使

得其扫描后的光片轴向强度分布CBopt更接近贝塞尔光片的旁瓣强度OF,如图5(d)所示.

图4 优化后的互补光束特征

Fig.4 CharacteristicsofoptimizedCBbeam

根据第1.2节定义的判据,给优化后的归一化互补光片乘上0.56的γ 系数后与贝塞尔光片相减可得相

减后的等效光片强度分布.图5(a)~(c)分别给出了贝塞尔光片、互补光片和二者相减后的等效光片在yz截

面上的强度分布,视场大小为200μm×100μm,数值模拟结果验证了互补光束的无衍射特性.互补光片沿z
轴的强度分布在图5(d)中由CBopt表示,相减后的等效光片强度沿z轴分布如图5(e)所示的CBSLSopt曲线.
优化后的等效光片正负一级旁瓣强度只有0.1,而未优化的值为0.19(CBSLSpreopt曲线);优化后的等效光片

距离焦区最近的负强度仅有-0.05,而未优化的等效光片这个值为-0.16.将等效光片CBSLSopt与PSFdet相
乘,可以得到优化后系统点扩散函数PSFopt的轴向分布如图5(f)所示.未做优化的系统点扩散函数PSFpreopt,
一级旁瓣强度有0.12,第一级波谷强度为-0.04.这样剧烈抖动的不均匀点扩散函数在成像中将导致伪影,
降低成像质量.而优化后的光片系统具有更加平缓的系统点扩散函数PSFopt,经过一个强度仅有0.05的一级

旁瓣后即衰减至零,可以获得更好的成像质量.
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图5 优化前后的等效光片以及系统点扩散函数比较

Fig.5 Comparisonofeffectivelight-sheetsandoverallPSFbeforeandafteroptimization

3 结论

通过修正贝塞尔光束的空间频谱,基于惠更斯-菲涅尔原理和相干光的叠加性,提出并设计了一类贝塞

尔光束的互补光束,利用遗传算法得到最优化的互补光束.优化后的互补光片场与贝塞尔光片旁瓣的强度分

布在探测物镜焦区高度一致,较优化前的结果相减后的等效光片场一级旁瓣被抑制了49%,仅占主瓣强度

的10%,对成像质量有害的负强度被抑制了69%,占主瓣强度的5%.模拟结果同时验证了互补光束具有与

贝塞尔光束一致的无衍射特性,二者沿传播方向200μm长度内几乎保持不变.将本文的结果应用在光片荧

光显微中,分别用扫描贝塞尔光束和互补光束生成的光片激发荧光样品,获取两幅图像.两图像的强度差值

等效于用两个光片之差的等效光片进行光切片成像,因此可得到去除离焦背景的荧光图像,实现大视场高轴

向分辨率三维显微成像,提高光片荧光显微成像系统的性能.
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