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摘 要：作为一种典型的无衍射光束，贝塞尔光束具有无衍射和自重构特性，能够提供更长的聚焦长度和

一定程度的抗散射能力，在生物医学光学显微成像技术领域获得了越来越多的应用。本文重点关注了贝

塞尔光束在生物医学光学显微成像技术中的应用，包括利用其扩展景深能力实现体积样本快速三维成

像、利用其抗散射粒子干扰能力实现散射样本的大深度成像以及利用更细聚焦光束能力实现更高分辨率

的光学显微成像。首先，概述了贝塞尔光束及其实验室常用的产生方法；然后，总结了近些年贝塞尔光束

在生物医学光学显微成像技术中的应用，包括但不限于多光子荧光显微成像、光片荧光显微成像、拉曼显

微成像等，既总结了贝塞尔光束在其中发挥的优势，也分析了贝塞尔光束旁瓣带来的干扰问题的消除方

案。最后分析和探讨了贝塞尔光束在生物医学光学显微成像技术应用中遇到的问题以及发展前景。
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0 引言

自从DURNIN J于 1987年将“无衍射光束”引入光学领域以来，无衍射光束在理论和实验上都得到了深

入的研究［1-2］。无衍射光束包括一系列光束，其中最常见的为贝塞尔光束和艾里光束。无衍射光束在传输过

程中不发生衍射和扩散，可以在较长的距离上保持其紧密聚焦特性。除此之外，无衍射光束还具有自重构

特性［3-6］，这是指遇到散射粒子等障碍物后可在其后重新形成无衍射光束。无衍射光束在成像、微操控、非线

性光学等领域都有着广泛的应用，本文将重点关注无衍射光束中的贝塞尔光束。

WEN W等比较了贝塞尔-高斯光束与艾里光束在相同条件下的相似性演化，发现贝塞尔-高斯光束具

有更强的自重构能力，比艾里光束更稳定［7］。贝塞尔光束的这两个特性能够提供高斯光束无法比拟的优势，

无衍射特性能够为成像获取更大的景深，这在高速多光子荧光显微成像、多光子三维显微成像、三维区域的

二维投影成像、大尺度光片荧光显微成像等方面取得了广泛的应用；而自重构特性则满足了各种成像手段

在结构复杂的散射介质中增大成像深度的需求。本文将介绍几种实验室常用的贝塞尔光束的产生方法，并

按照成像方式总结贝塞尔光束的应用。

1 贝塞尔光束简介

贝塞尔函数是亥姆霍兹方程的精确解，而贝塞尔光束数学上可用贝塞尔函数来表示。经典贝塞尔光束

是一种无衍射光束，具有特殊的景深、自恢复和相对于散射极限的波束宽度等显著特征。理想的贝塞尔光
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束可以认为是无限多个等振幅的平面子波，沿传播方向 z相干迭加而成，在柱坐标下电场可以表示为

E ( r，φ，z )= A 0 Jn ( kr r ) exp( ikz z ) exp( inφ ) （1）
式中，Jn ( ⋅ )表示 n阶贝塞尔函数，kr和 kz分别表示径向和轴向波矢，A 0为常数，r、φ、z分别为径向、方位角和轴

向坐标分量。贝塞尔光束的横向电场分布由贝塞尔函数描述，与传播方向 z无关。在实验室很难构建一个真

正的贝塞尔光束，一个完美的贝塞尔光束是由一个无界的聚焦锥形波前产生，它在横向上有无限多的旁瓣，

并且具有无限的能量［2］。0阶和 1阶贝塞尔光束的光场如图 1（a）、1（b）所示，图 1（c）是在自由空间传输的 0阶
贝塞尔光束轴向能量分布。通过实验的方法可以生成非常好的近似贝塞尔光束，它至少在某些区域具有理

想贝塞尔光束的所有特性。对于有限能量的光束生成的贝塞尔光束每个环的能量会随着环数量的增加而降

低，随着环数的增加，中心光斑的能量也会降低。实验室常用的无衍射光束生成方法包括以下几种。

1.1 环缝法

环缝法是贝塞尔光束的第一个实验室实现方法，它利用贝塞尔光束的数学形式，即圆环的傅里叶变换

产生［2］，如图 2（a）所示，在焦距为 f的透镜焦平面上放置圆形环缝，当光束垂直入射时，就能在透镜后方锥形

区域内形成零阶贝塞尔光束。这种方法虽然可以成功的生成贝塞尔光束，但是环形掩模的存在挡掉了大部

图 1 贝塞尔光束强度分布

Fig. 1 Schematic diagram of Bessel beam generation method

图 2 贝塞尔光束生成方法示意图

Fig. 2 Schematic diagram of Bessel beam generation method
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分的入射光，导致这一方法转化效率很低，不适用于需要高强度光束的应用。

1.2 轴棱锥法

一个轴棱锥是产生贝塞尔光束最便捷和经济的方法，轴棱锥通过折射入射光束产生干涉图案［8-9］，如

图 2（b）所示，当照明高斯光束的腰围尺寸远小于轴棱锥的硬孔径时，几乎整个输入都会转换为贝塞尔光束，

这种方法效率远远高于环缝法。通常情况下，入射光束是高斯光束，此时在轴棱镜后产生的光束称为高斯

贝塞尔光束，其强度分布为

I ( r，z )= 2kπ ( tan2α ) ( n- 1 )2 zI0 e-2( n- 1) z tan α ∕ω0 × J 20 ( kr ( n- 1 ) tan α ) （2）
式中，r和 z是径向和纵向坐标，I0和 ω 0是入射高斯光束的强度和束腰直径，k是波矢，n是轴棱锥材料的折射

率，α是楔角。中心波瓣的宽度由贝塞尔函数的第一个零点来确定

df=
2.4a

k ( n- 1 ) tan α （3）

式中，a是常数。贝塞尔光束的近似瑞利距离可以表示为

zBessel ≈
πDdf
4λ （4）

式中，D是孔径，df是中心波瓣的直径，λ是激光波长。在此将式（3）获得的 df代入式（4），可以得到瑞利距离

zBessel ≈
D

2( n- 1 ) tan α （5）

因此，轴棱锥的楔角最终决定了贝塞尔光束中心波瓣的束腰宽度和传输长度，较小的角度对应于较宽

的波瓣和较长的“无衍射”传播距离。轴棱锥使用时需要入射光与轴棱锥之间精确对准，否则会导致光束不

均匀。使用轴棱锥型计算全息图，例如衍射螺旋轴棱锥，可以从照明高斯光束直接生成高阶贝塞尔光束。

除此之外还有组合轴棱锥生成贝塞尔光束的方法［10］，使用轴棱锥加透镜组成光束转化模块也是目前实验室

常用的光束转化方法。

1.3 基于空间光调制器的方法

空间光调制器（Spatial Light Modulator，SLM）是一种可以改变输入光束相位和强度的数字设备。因为

能够生成任意光束特征和全息图，所以在加工和成像应用广泛而且很受欢迎。人们可以很容易地在 SLM
中产生与衍射轴锥相对应的相位图案，因此，SLM能够生成具有用户定义的楔角的贝塞尔光束［11］。尽管提

供了最广泛的强度分布，但这些设备往往具有相对较低的损伤阈值。

1.4 基于光纤的方法

光纤是产生贝塞尔光束或环形光束的有效替代物。利用光纤产生贝塞尔光束有很多方法，包括化学蚀

刻或者适当的抛光在光纤尖端制造轴棱锥等方法［12］，其主要优势在于不使用自由空间元件，有利于集成在

小型系统中。

1.5 基于超表面的方法

超表面是一种厚度小于波长的人工层状材料，可以认为是一种低维度的超材料，其容易实现且具有超

出传统平面超轻成型能力。通常由具有空间变化的几何参数和亚波长分离的平面光学谐振器阵列组成，通

过与光的相互作用，空间变化的光学响应功能可以允许人们随意地构造光学波前［13］。

总结上述方法，基于光纤、基于超表面和轴棱锥法产生贝塞尔光束都有高精度的加工需求，基于环缝的

方法对入射光能量利用率低，空间光调制器存在损伤阈值。相比之下轴棱锥结构简单，产生的贝塞尔光束

稳定性好，是目前用来产生贝塞尔光束最普遍的方法。除此之外生成贝塞尔光束的方法还有计算机全息图

法［14］、球差透镜法［15］、谐振腔法［16］等。

在自由空间中，贝塞尔光束的平面波分量在传播方向 z上不会明显失相，因此强度分布不会改变，而在

散射介质中传输时散射体将光场相位改变或能量吸收之后，光束依然能够在之后恢复其初始的强度分布，

这一现象称为光束的自重构特性。如图 3所示光束在传输过程中被散射介质（图中阴影位置）阻挡，光束经

过一段传输后恢复到了初始的相位分布。2010年，FAHRBACH F O等在三种折射介质（包括玻璃球和人

体皮肤）中验证了光束的自重建特性，展示了具有自重构光束（Microscopy with Self-Reconstructing Beams，
MISERB）的显微镜原型，并表明全息形状的扫描贝塞尔光束不仅减少了散射伪影，同时提高了混沌介质中
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的图像质量和穿透深度［17］。在此研究基础上 FAHRBACH F O采用空间光调制器结合线扫描光片显微镜，

构建了可用于标准倒置显微镜的附加模块，通过对比不同光束照射的相同样品区域的图像，精确评估光束

形状和图像质量之间的相互关系。通过对各种散射介质的测量，证明了贝塞尔光束通过非均匀介质的优越

传输能力［18］。之后的文献大量报道了贝塞尔光束在生物医学显微成像中的应用。在此我们将对相关工作

进行综述。

2 在多光子荧光显微成像技术中的应用

多光子荧光显微成像技术是生物医学显微成像领域重要的、进行体积成像常用的成像方式，广义上讲

包括基于单光子效应的共聚焦荧光显微成像、双光子荧光显微成像、三光子荧光显微成像。利用贝塞尔光

束的无衍射特性，可以实现扩展景深的多光子荧光显微成像，在此基础上还可以改变探测方式实现快速成

像；利用贝塞尔光束的自重构特性，可以激发更深层组织中的信号，实现大深度成像；贝塞尔光束具有更细

的聚焦中心束，基于此可提升荧光显微成像的横向分辨率。贝塞尔光束的旁瓣会造成非成像区域的照明和

激发，这会降低图像信噪比，但是多光子荧光显微成像技术在光子数大于 1时主要利用非线性光学效应，对

单位面积的激发光强度有一定的需求，这就能够在一定的程度上避免在基于贝塞尔光束的多光子显微镜中

旁瓣效应的影响［19-20］，除此之外，本文还将讨论其他解决贝塞尔旁瓣问题的方案。

2.1 基于无衍射特性的扩展景深成像

荧光显微成像技术的景深取决于聚焦激发光束的瑞利距离。瑞利距离是通过计算聚焦激光场面积加

倍的距离来表征高斯激光束的扩展和发散，表示为

z= πω 20
λ

（6）

式中，λ为激光波长，ω 0为光束束腰直径。当使用高数值孔径显微镜物镜时，光束的束腰直径很小，聚焦光束

的瑞利距离范围只有几个微米，而无衍射贝塞尔光束则可以保持光场横向尺寸不变的情况下有较长的聚焦

距离。

将贝塞尔光束与多光子显微成像技术相结合，可以拓展激发光束的聚焦体积，实现基于多光子荧光效

应的快速体积成像，如图 4所示。例如，YANG Y L等报道了一种双光子激光扫描立体显微镜［21］，将贝塞尔

光束集成于传统双光子荧光显微镜，利用贝塞尔光束拓展景深实现快速体积成像。系统通过获取具有视差

的两个视角的图像实现深度的感知，因此只需要从不同角度扫描两幅图像，体积成像速度大大提高。系统

获取的体积图像能够在三维监视器上实时立体显示，对于稀疏且特征丰富的样本能够利用立体匹配算法恢

复深度信息。LU R等基于轴锥实现了贝塞尔光束模块，并轻松集成到现有的双光子荧光显微镜中［22］，简单

地沿光轴平移其中一个中继透镜，即可连续调整贝塞尔聚焦的轴向长度，使用该模块可同时监测斑马鱼幼体

图 3 贝塞尔光束的自重构特性

Fig. 3 Self-reconstructing properties of Bessel beams
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中延伸超过 60 µm深度的脊髓投射神经元的活动，体积率为 50 Hz，且成像体积的轴向范围可调。CHEN W
等报道了使用自适应光学像差矫正的贝塞尔光束聚焦双光子荧光显微镜［23］，通过开发的自适应光学方法，

在物镜焦平面上矫正贝塞尔光束聚焦的畸变波前，使系统恢复到衍射极限的成像性能，在深度成像上实现

高时间分辨率和高空间分辨率。系统应用于 500 μm深度的斑马鱼幼体和小鼠大脑体积成像，在体突触结构

和功能测量的灵敏度和分辨率有了显著提高。RODRIGUEZ C等将贝塞尔光束的焦深轴向扩展能力应用

到三光子荧光显微成像技术中［20］，使用基于轴棱锥的模块生成不同数值孔径和轴向长度的贝塞尔光束，并

将此体积成像工具应用于小鼠脑切片成像和活体小鼠脑成像。利用贝塞尔光束的无衍射特性实现扩展景

深的多光子荧光显微成像的典型结果如图 4（a）所示。

2.2 基于自重构特性的大深度成像

贝塞尔光束的另一个重要特点是遇到障碍物后的自重构特性，基于该特性能够保障聚焦光束在散射介

质深处的传输和激发有效信号。ZHENG J J等在角谱法框架下通过分块衍射传输模型模拟了双光子激发

荧光体积成像过程，验证了贝塞尔光束的自重构特性能够穿透散射介质，同时可以在单个光栅扫描中成像

感兴趣的体积，同时双光子的非线性效应能够有效消除贝塞尔光束旁瓣产生的伪信号［19］。利用贝塞尔光束

图 4 贝塞尔光束在多光子荧光显微成像技术中的典型应用结果

Fig. 4 Representative results of applying Bessel beam to multiphoton fluorescence microscopy
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的自重构特性，研究者们实现了大深度的多光子荧光

显微成像。例如，PURNAPATRA S B等使用特殊设

计的物镜，生成了具有大穿透深度的类贝塞尔无衍射

光束，在单光子荧光显微成像中系统穿透深度达到了

650 μm［24］。双轴共焦（Dual-Axis Confocal，DAC）显

微镜通过离轴和低数值孔径的照明和收集方式获取更

好空间滤波和光学切片性能，要求光束在焦点处精确

相交。当用于具有折射不均匀性的生物组织时，由于

光束折射和畸变会导致空间分辨率下降，而 CHEN Y
等报道了基于贝塞尔光束的 DAC显微镜相比高斯光

束 DAC显微镜在微观组织异质性方面成像的分辨率

退化更小［25］，成像系统如图 5所示。

CHEN B Y等报道了结合贝塞尔光的三光子荧光

显微镜将小鼠大脑的高分辨率无创功能成像深度扩展

到 1.0 mm以上［26］。ANTONACCI G等证明了贝塞尔

光束在混沌介质中的三维成像能力［27］。在该研究中，无衍射自愈三维单色光斑能够深入样品体积，抵抗混

浊环境中的偏转，并提供与高斯光束相当的轴向分辨率；与衍射受限光束相比，由贝塞尔光束相干混合形成

的光场，即使在混浊的牛奶溶液中，其无畸变穿透能力也增加了十倍以上；在荧光成像方案中，与衍射受限

光束相比，图像对比度增加了十倍，即使经过四个瑞利长度，空间分辨率也保持不变［27］。利用贝塞尔光束的

自重构特性实现大深度的多光子荧光显微成像的典型结果如图 4（b）所示。

2.3 基于更细聚焦光束的高分辨率成像

在相同的聚焦条件下，贝塞尔光束的中心瓣直径要比高斯光束细，这就为提升系统空间分辨率带来了机

会。2013年，SNOEYINK C等首先报道了基于贝塞尔光束的显微镜（Bessel Beam Microscopy，BBM），贝塞

尔光束由置于光路中的轴棱锥产生，BBM系统产生的点扩散函数（Point Spread Function，PSF）峰值可以变

窄，从而将基础显微镜的分辨率提高 38%［28］。此外，通过结合三维定位，光束整形，共焦检测等方法可进一步

提升分辨率。CHAKRABORTY C等使用贝塞尔光束显微镜在应用相关光子计数下实现了低于 10 nm的定

位精度［29］。HE H等报道了通过使用多阶贝塞尔光束增强了体积双光子荧光显微镜在扩展景深上的分辨

率［30］。在该研究中，双光子荧光显微镜中的等效扫描光束为细针状光束，由针状 0阶光束与稻草状 1阶贝塞尔

光束相减而产生；与 0阶贝塞尔光束相比，其横向分辨率提高了 28.6%，并能够在 56 µm的轴向深度上保持［30］。

SHEPPARD C等将贝塞尔光束应用到图像扫描显微镜，用于提升该显微镜的空间分辨率［31］。图像扫

描显微镜基于共焦显微技术，利用探测器阵列代替共焦针孔，图像通过像素重新分配重建。阵列探测器能

够获取大部分的荧光，在提升图像信噪比的同时会使图像分辨率变差。使用贝塞尔光束照明和小阵列探测

器的图像扫描显微镜，与传统荧光显微镜相比，横向分辨率（点扩散函数的宽度）可以提高 1.78倍。该研究

还探讨了贝塞尔光束在双光子或三光子荧光图像扫描显微镜中的作用，图像扫描显微镜的光学切片效应与

多光子显微镜的结合减少了样品表面的背景，从而增加了穿透深度。在贝塞尔光束的加持下，双光子图像

扫描显微镜的分辨率比非聚焦双光子荧光显微镜的分辨率高 1.85倍，点扩散函数的峰值提高 2.84倍；三光

子图像扫描显微镜的分辨率提高了 2.10倍，点扩散函数的峰值是非聚焦三光子荧光的 3.77倍；基于贝塞尔

光束的双光子图像扫描显微镜的分辨率比标准双光子荧光显微镜的分辨率提高了 2.13倍。结合图像扫描

模式和贝塞尔光束，双光子或三光子荧光显微成像的轴向分辨率和光学切片能力也得到了改善［31］。利用贝

塞尔光束的更细中心瓣直径特性实现高分辨率的多光子荧光显微成像的典型结果如图 4（c）所示。

2.4 贝塞尔光束旁瓣影响的消除

将贝塞尔光束应用于多光子荧光显微镜时，主要依靠光束整形实现贝塞尔光束旁瓣的抑制，包括滴水

法［32］和基于高阶贝塞尔函数相减的方法［33］。HUA X等采用滴水法可有效地抑制贝塞尔光束旁瓣，与传统宽

场显微镜相比，主瓣的分辨率提高了四到五倍，成像景深提高了四到五倍［32］。HE H等通过强度和形状匹配，

图 5 基于贝塞尔光束的双轴共焦显微镜示意图［25］

Fig. 5 Schematic of Bessel beams based dual-axis confocal
microscope［25］
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以高阶贝塞尔光束作为 0阶的背景，在模拟和实验中研究了不同聚焦条件下贝塞尔光束旁瓣引入的成像背景

强度，通过相减的方式在 50 μm厚的小鼠脑切片上展示了旁瓣消除的性能，神经元的对比度提高了 2.7 dB。这

种背景消除技术为提高双光子荧光体积成像对比度提供了一种简单而通用的工具，在追求更好横向分辨率的

高数值孔径情况下尤其重要［33］。利用高阶贝塞尔函数相减的方法消除旁瓣影响的典型结果如图 4（d）所示。

3 在光片荧光显微成像技术中的应用

点扫描来获取样本三维高分辨率信息的成像方式会限制成像速度，同时成像过程中照明光束穿过样本

的整个厚度，会对样本造成严重的光毒性，对荧光团造成光漂白，这使得多光子荧光显微成像技术不适用于

大样本的高速成像。光片荧光显微镜将照明和探测光路垂直方向设置，是具有低光毒性的有效切片成像方

式，成像时使用线扫描和面扫描也使其具备高速成像的条件。目前光片显微成像技术已经广泛应用于活细

胞成像、脑成像、发育生物学成像。

光片荧光显微成像中，激发光片在检测目标光轴方向需要足够薄以确保消除离焦激发，而在横向尺寸

上又要求它能足够长，可以提供更大的成像视野。这对于传统基于高斯光束的光片荧光显微镜来说是相互

矛盾的，较薄的高斯光束传播的距离较短；对于厚度接近波长衍射极限的二维高斯光束光片，其传播长度小

于几个波长。贝塞尔光束作为具有自重构特性的无衍射光束，在光片荧光显微成像中发挥出了巨大的优

势。两种光片的应用对比如图 6所示，图像显示了用于大视场成像的高斯光片和贝塞尔光片［34］。基于贝塞

尔光束的光片荧光显微成像技术在生物显微成像领域发挥出巨大的优势，但是贝塞尔光束具有很强的旁瓣

效应，旁瓣照明会从相邻组织产生不利的生物荧光。通过抑制旁瓣的激发能够提升图像信噪比，有些情况

下还能提升轴向分辨率。

3.1 具有更大视场的贝塞尔光片

许多应用领域迫切需要具有大视场的光片。在发育生物学领域，LUNA-PALACIOS Y Y等介绍了贝

塞尔光束用于大视场成像的优点和高斯光束用于多色成像的缺点［34］。多重贝塞尔激励可以最大限度地减

小由于光束色度散焦而导致的景深失配效应，并减轻由多重高斯光束产生的模糊干扰，它还提供了一个具

有各向均匀的轴向分辨率和更大有效视场上的光学切片。对大孢链霉菌的内部结构和细胞动力学研究证

明了这种优势［34］，典型成像结果如图 7（a）所示，图中对比基于高斯光束的数字扫描光片显微镜，基于贝塞尔

光束的数字扫描光片显微镜能够覆盖更大的视野并且在整个成像视野内保持了与高斯光束相当的光学轴

图 6 贝塞尔光片与高斯光片的对比［34］

Fig. 6 Comparison of Bessel beam and Gaussian beam-based light-sheet［34］
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向分辨率；在使用高倍物镜情况下（图 7（a）第二行），高斯光束衍射会导致光片扭曲而贝塞尔光束则弱化了

这一问题。LIU Chi等报道了基于贝塞尔光束的病理切片全切片成像系统，使用贝塞尔光束激发，扩展的焦

深不仅可以一次成像获取全轴向信息，而且还可以缓解样品对准的要求［35］。在双光子激发的光片显微镜

中，TAKANEZAW S等设计了一个轴棱锥和两个透镜组成的照明光学系统，能够修改光束形状从而拉伸贝

塞尔光束的传输长度［36］。在 10×物镜下，该方法能够获得束腰小于 4 μm，长度在 600~1 000 μm的光片，该

方法不影响检测物镜聚焦深度内的激发限制。基于此系统对青鳉鱼胚胎高速、长期的成像观测展示了该双

光子光片系统在多细胞生物大视野、快速和长期方面广泛的应用前景。

3.2 具有更高分辨率的贝塞尔光片

想要获得更高的分辨率，则需要更薄的光片。已有研究将贝塞尔光束与选择性照明、结构光照明等方

法相结合，用于光片荧光显微镜的分辨率提升。2011年，PLANCHON T A等报道了用于活细胞成像的三

维各向同性选择性照明显微镜，其将贝塞尔光束与结构光照明和双光子激发相结合，创建出了厚度小于

0.5 μm的光片，能够以 0.3 μm的三维各向同性分辨率、200帧每秒的速度进行亚细胞成像［37］。GAO L等报

道了通过将扫描贝塞尔光束产生的超薄平面光与结构光照明超分辨率显微镜相结合，使其超越衍射极限，

实现了在多个时间点对厚或密集荧光活体样品进行快速三维动力学研究；以此为基础证明了有丝分裂期间

染色体的活体核型分析，并确定了成纤维细胞背侧和腹侧表面肌动蛋白细胞骨架的不同动力学特性。与共

聚焦荧光显微镜相比，该方法能够实现快速成像，降低了光损伤，提高了深度对比度和分辨率［38-39］。图 7（b）
对比了贝塞尔光束光片显微成像（7（b）左图）与贝塞尔光束 3D超分辨结构光照明显微成像（7（b）右图）对固

图 7 贝塞尔光束在光片荧光显微成像技术中的典型应用结果

Fig. 7 Representative results of applying Bessel beam to light-sheet fluorescence microscopy
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定 LLC-PK1细胞中微管的成像结果，贝塞尔光束 3D超分辨结构光照明显微成像具有更好的信噪比，同时

得到的图像中微管的厚度和强度也更加均匀［38］。ZHAO T等展示了一种使用线形光束和环形滤波器生成

任意颜色的超薄贝塞尔光片的方法，利用这项稳健且经济高效的技术，获得了横向分辨率 250 nm和轴向分

辨率 400 nm的生物样品双色三维图像，以及 1 Hz时间分辨率下 20 μm大小活体样品的高速三维体积成

像［40］。KOBELE L等报道了通过结合相位整形、荧光团切换和荧光动态阻断三个物理概念，使有效光片变

薄，从而提高光片荧光显微镜的分辨率和对比度的方法［41］。

3.3 用于更大穿透深度的贝塞尔光片

2012年，FAHRBACH F O等报道了在厚介质（如细胞团、胚胎、皮肤、脑组织和植物）中，具有自重构特

性的贝塞尔光片在深层组织的成像能力：基于共焦线检测原理，相比于高斯光片，贝塞尔光片不仅具有穿透

深度，在轴向分辨率上也有一倍的提升［42］。图 7（c）是在共焦线检测模式下，分别使用高斯光片和贝塞尔光

片照明获得的果蝇卵室的荧光图像，使用贝塞尔光片获得了更好的对比度，在高穿透深度下，能够显示出更

多的细节。2013年，研究人员报道了一种分段贝塞尔光片，通过阻挡相反的部分来产生光束的角谱。结合

共焦线检测，光片的光学切片性能可与照明光束的景深分离。实验结果证明分段贝塞尔光片表现出良好的

自重建能力和穿透深度，在肿瘤多细胞球体成像中提升了对比度，这对于在光片荧光显微镜中研究大型强

散射样品非常有利［43］。除此之外，还有在单物镜倾斜光片双光子扫描显微镜中使用贝塞尔光束改善光片受

散射的限制［44］以及流式细胞仪中通过贝塞尔光片增强光子密度和横截面积［45］的报道。

3.4 贝塞尔光片旁瓣干扰的消除

在贝塞尔光片荧光显微镜中，也有很多学者研究贝塞尔光束的旁瓣干扰消除问题。目前的解决方法可

以分为从照明光束改进和从探测方式改进两个方面，具体包含以下几种方式。

在照明光束改进方面，通过使用激发光束整形方法［46］，在强散射介质中使用受激发射损耗抑制来自环

形系统的荧光［47］，使用互补光束重复扫描法［48-50］，以及结合深度学习方法提升图像质量的互补光束相减

法［51］。BAI Chen等报道了互补光束相减（Complementary Beam Subtraction，CBS）方法，通过对贝塞尔光束

和互补光束进行双扫描后相减，减少失焦背景，提高光片荧光显微镜的轴向分辨率［50-51］。在双重扫描和减法

操作期间，为了解决系统不稳定导致的模糊和噪声导致的图像质量显著降低问题，研究人员提出了一种压

缩盲反卷积和去噪方法，基于微球和模式生物的实验验证了该方法的有效性，与 CBS光片法相比，该方法的

轴向和横向分辨率分别提高了约 1.81倍和 2.22倍，平均信噪比提高了约 3 dB［50］。同一时期，一种基于深度

学习的光片荧光显微成像方法被提出，该方法通过单次扫描可以直接从传统的贝塞尔光片重建高质量图

像，在确保图像质量的同时图像重建速度提升了约 100倍。因此，该方法通过减少扫描行为和重建时间，可

以显著提高系统的实用性［51］。

在探测方式改进方面，主要有共焦探测方法［52］，以及扫描同步探测方法［53］。DEAN K M等报道了使用

二维活性像素阵列与扫描光片同步，以有效抑制失焦荧光。由于其光束扫描几何形状，该技术被称为轴向

扫描光学薄片显微镜（Axially Swept Light Sheet Microscopy，ASLM），能够在 216 μm×216 μm×100 μm的

体积实现 390 nm的各向同性分辨率［53］。图 7（d）是该系统对胶原嵌入的 RPE-1细胞群的微管和波形蛋白长

期同步双激发双发射体积成像的结果，证明了该系统在复杂三维微环境中对迁移细胞的同时双色、高对比

度和高动态范围延时成像能力。

此外，还有结合多个策略进行贝塞尔光片旁瓣干扰的消除，例如结合受激辐射耗尽［54］、双光子激发［55］、人

工智能生成超透镜等方法也能取得良好的效果［56］。DENG S H等利用贝塞尔光束将受激辐射损耗与数字扫

描光片显微镜集成，可实现快速、高分辨率和大视场成像。由于空心高斯耗尽光束在焦平面周围轴向分布受

限的优点，贝塞尔激发模式外围的荧光信号被受激辐射耗尽，实现了具有抑制旁瓣的超分辨光片，结果表明使

用贝塞尔光束作为激发光和空心高斯光束作为耗尽光可以提高系统的轴向分辨率和图像对比度［54］。

4 在相干拉曼显微成像技术中的应用

拉曼光谱技术以光子的非弹性散射为基础，具有非侵入、非标记、指纹谱等优点，作为一种分析工具被

广泛应用于各个研究领域。基于自发拉曼效应的拉曼显微成像技术，由于自发拉曼散射效应的微弱性，受



光 子 学 报

0851508⁃10

限于成像速度而在生物医学成像应用中的进展缓慢。近年来基于非线性光学效应的相干反斯托克斯拉曼

散射（Coherent Anti-Stokes Raman Scattering，CARS）与受激拉曼散射（Stimulated Raman Scattering，SRS）
显微成像技术已带来重要的突破，显著提升了拉曼信号的强度以及无标记成像的速度。然而，高斯光束有

限的焦深限制了其在这一方面的发展，而贝塞尔光束应用在这些领域也已经取得了不错的成果

4.1 基于贝塞尔光束的相干反斯托克斯拉曼散射显微成像技术

相干反斯托克斯拉曼散射显微镜是一种基于非线性光学效应增强微弱拉曼信号的无标记显微成像技

术，相比于信号微弱的自发拉曼散射，当泵浦光和斯托克斯光间的能量差恰好等于分子振动能级时其信号

强度可增强 3~5个数量级，从而实现活细胞和组织的无标记快速成像。目前实验室的 CARS成像系统多采

用高斯光束作为泵浦和斯托克斯激发源，受限于具有紧聚焦特性的高斯光束，其成像轴向分辨率和成像焦

深具有一定的限制。

2015年，HEUKE S等报道了基于贝塞尔光束的相干反斯托克斯拉曼散射显微镜，使用贝塞尔光束可提

升 CARS显微镜的横向分辨率，数值模拟结果显示横向分辨率提升了 1.33倍；在传统的高斯光束 CARS显

微镜中增加轴棱锥和透镜组，实现了贝塞尔光束的转化，证明了分辨率改进效果［57］。利用贝塞尔光束提升

CARS显微镜横向分辨率的典型结果如图 8（a）所示。此外，该团队还报道了用于多层轴向样本成像的贝塞

尔光束 CARS显微成像系统。在该项研究中，研究人员提出了一种仅使用无源光学元件产生贝塞尔光束来

激发产生 CARS信号的实验实现方案，结果表明结合 CARS过程非线性与折叠式照明几何结构，实现了从

均匀样品到两倍于泵浦电场波的空间采样频率的连续相位匹配，最后根据数值模拟的反斯托克斯远场辐射

图 8 贝塞尔光束在相干拉曼显微成像技术中的典型应用结果

Fig. 8 Representative results of applying Bessel beam to coherent Raman microscopy
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模式的模量和相位，证明了重建轴向分层样品的目标［58］。2018年，MASIA F等报道了一种融合稀疏采样和

贝塞尔光束的高光谱 CARS显微镜，能够实现高内涵、高通量、无标记的定量化学成像。在这项工作中，将

化学特异性高光谱相干反斯托克斯拉曼散射显微镜与稀疏采样、贝塞尔光束照明相结合，展示了一个具有

巨大应用潜力的无标记成像平台［59］。

4.2 基于贝塞尔光束的受激拉曼散射显微成像技术

受激拉曼散射显微成像技术具有对特定化学键的无创成像能力，近年来越来越多地应用于生物与医学

领域。相较 CARS，SRS无非共振背景影响、不需要相位匹配条件，逐渐发展成为实时检测生物样品研究代

谢小分子的重要工具。传统的 SRS显微镜使用两个脉冲高斯光束，可提供高横向和轴向空间分辨率。由于

高斯光束的紧密聚焦特性，导致 SRS显微镜很难用于散射组织中深层目标的检测成像。基于贝塞尔光束的

SRS显微镜可以在一定程度上解决这一问题。

2017年，CHEN Xueli等报道了可用于三维样本无标记容积化学成像的基于贝塞尔光束的受激拉曼投

影（Stimulated Raman Projection，SRP）显微镜，能够实现对三维体积样本的容积化学成像，从而全面了解三

维复杂分子组分信息。SRP显微镜通过二维横向扫描快速定量三维体积中的化学组分。此外，结合 SRP和

样品旋转断层策略，建立了 SRP断层扫描显微镜，它可以以光学分辨的空间分辨率、比基于高斯光束的切片

扫描成像技术更高的速度获取体积样本化学组分的三维空间分布［60］。随后该课题组基于稀疏采样策略对

投影断层成像的重建算法进行了加速，提出了基于稀疏采样原理的迭代重建方法和基于深度学习网络的稀

疏重建算法，可将投影断层重建所需的投影图像数量分别从 180降低到 30和 10个以内，从而 SRP断层扫描

成像的速度提升 1个数量级以上［61-62］。利用贝塞尔光束实现 SRP断层扫描成像的典型结果如图 8（b）所示。

贝塞尔光束的自重构特性使其在生物医学光学显微成像中具有抗散射的能力和应用潜力。为了探讨

贝塞尔光束的自重构特性应用于散射介质中组分的受激拉曼散射显微成像的情况，CHEN Xueli等分别在

2020、2021年仿真验证了基于自重构贝塞尔光束的受激拉曼散射显微成像在散射介质中信号产生和传输的

优势［63-64］。在该项研究中，使用光束传输方法结合 SRS信号激发模型模拟了贝塞尔光束的传输以及受激拉

曼散射信号的产生和自重构能力，设计系列仿真实验研究添加散射粒子的大小、位置、数量和分布对 SRS信

号产生的影响。此外，搭建的基于贝塞尔光束的 SRS显微镜进行了初步的实验探索，结果表明 SRS信号可

以在散射介质中的一定深度内产生或恢复，并且这种信号受散射参数的影响很大［63］。在此基础上，又通过

折射率湍流的分形模型生成散射组织，模拟含有复杂结构的生物组织；通过在不同建模参数组织中传输和

激发 SRS信号对比，显示尽管建模参数对 SRS信号的产生影响很大，但基于贝塞尔光束的 SRS显微成像技

术可以在更深的散射组织中产生信号［64］。2022年，CHEN Xueli等还将贝塞尔光束的自重构特性应用于散

射介质中组分的拉曼光谱检测，利用贝塞尔光束的自重构特性搭建了贝塞尔光束拉曼光谱仪，能够提供比

传统高斯光束更大的检测深度和更好的线性定量能力，在在体药物评估方面取得重大进展［65］。

除了上述研究之外，GONG L等在 2021年提出了一种新的无需 z轴扫描的受激拉曼散射断层扫描成像

技术（Stimulated Raman Scattering Tomography，SRST），它通过使用与贝塞尔光束相关的光学拍频技术

（Optical Beating Technique，OBT）来实现具有亚细胞分辨率、更深穿透能力的无标记容积化学成像。与传

统的 SRS显微镜相比，使用具有自重构特性的贝塞尔光束的 SRST在高散射聚合物珠体模型中的成像深度

至少提高了两倍。该研究还证明了 SRST对各种成像目标（例如拉曼活性晶体、植物细胞和生物组织）进行

更深层的无标记容积成像的能力，并且贝塞尔光束-OBT融合技术在 SRST中的光学切片能力可很容易地

扩展到几乎任何其他非线性光学成像模式，用于生物与医学系统中的深层组织的三维显微成像［66］。

5 其他方面应用

除了以上报道，贝塞尔光束在其他成像方式中也有着广泛的探索和应用，包括光学相干显微成像［67-70］、

光学相干弹性成像［71］、光声成像［72-73］、二次谐波成像［74］、三次谐波成像［75］、傅里叶复用荧光寿命层析成像［76-77］

等技术领域。

光学相干显微成像（Optical Coherence Microscopy，OCM）具有无创三维成像的独特优势，无需外源性

标记即可用于生物样品的研究。然而，在传统基于高斯光束的成像系统中，这种技术的成像深度受到聚焦
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深度和高横向分辨率之间权衡的限制，并且组织散射的光会随着深度的增加逐渐降低光学相干断层扫描图

像的对比度。多焦贝塞尔光束光学相干层析成像（Multifocal Bessel Beam Optical Coherence Tomography，
MBOCT）结合了贝塞尔光束 OCT和多焦 OCT的优点，提高了成像深度［67］。CHEN Y等报道了在 OCM中

使用准贝塞尔光束将聚焦深度拓展到 100 μm，达到了标准OCM的三倍，同时对球面像差的不敏感性增强了

该OCM系统在三维生物成像中的应用能力［70］。在光学相干弹性成像方面，FANG Q等引入贝塞尔光束，将

微内窥镜下的超高分辨率光学相干弹性成像系统的成像景深拓展了 4倍［71］。

在光声成像方面，SHI J等报道了光学分辨光声显微镜（Optical Resolution Photoacoustic Microscopy，
OR-PAM）在体积成像方面被高斯光束的短焦深限制［72］，而无衍射贝塞尔光束可以提供长焦深，虽然存在旁

瓣伪影问题，但使用基于松弛效应的非线性方法可以抑制光声成像中的旁瓣。因此将贝塞尔光束引入到

OR-PAM中实现的贝塞尔光束OR-PAM拓展了焦深，加快了体积成像的速度，在实验中实现了 1 mm的焦

深和 7 μm的横向分辨率，并对碳纤维和红细胞样品进行了体积成像［72］。JIANG Bowen等研制了一种反射

模式贝塞尔光束光声显微镜（Bessel-Beam Photoacoustic Microscope，BB-PAM），提供扩展景深，用于脑毛

细血管的活体成像［73］。与高斯光束相比，贝塞尔光束的无衍射特性意味着 PAM的自由度更大。在该

BB-PAM系统中，采用轴棱锥和环形掩模产生贝塞尔光束，获得的系统横向分辨率为 1.6 μm，自由度测量为

483 μm，并通过碳纤维网络的成像验证了这一点；该 BB-PAM的自由度约为传统高斯光束 PAM的 7倍。基

于该 BB-PAM对开颅小鼠的脑血管进行了成像，证明了其体内成像能力优于高斯光束 PAM［73］。

6 结论

伴随着激光技术的发展，贝塞尔光束在生物医学显微成像技术领域的应用不断取得新的进展。贝塞尔

光束的无衍射特性满足了在三维生物样本成像中看的范围更广、看的更清楚、看的更快的需求，贝塞尔光束

的自重构特性满足了在散射样本中看的更深需求。虽然贝塞尔光束的应用无法满足所有的成像需求，但是

单一维度的进步也会为生物医学显微成像技术领域打开一扇新的大门。

本文重点关注了贝塞尔光束在生物医学光学显微成像技术领域的应用，众多的研究表明，利用贝塞尔

光束的无衍射特性和自重构特性，一定程度上解决了生物医学光学显微成像技术的三维显微成像扩展景深

问题以及散射粒子对光学显微成像的影响，证明了贝塞尔光束在生物医学光学显微成像技术领域有较大的

应用潜力。然而，贝塞尔光束的应用也有一定的局限性。例如，贝塞尔光束的应用会带来旁瓣干扰问题，尤

其是在线性成像技术中更为明显；但是随着各种旁瓣消除手段的实现，又带来了更高的分辨率和信噪比。

贝塞尔光束由于其光束分布特性，即激光能量将平均分布于中心瓣和旁瓣，造成与相同总能量的高斯光束

相比，其中心瓣聚焦能量偏低，这可能会限制其部分应用；但是这个问题可以通过提高激光能量来解决，而

激光能量的提升由于旁瓣对能量的分配并不会造成光损伤。此外，贝塞尔光束自加速特性的应用也是一个

值得研究的课题，已经有关于不衰减自加速贝塞尔光束的报道［77］。随着技术的成熟，贝塞尔光束的应用一

定能够让显微镜看的更快、看的更清楚、看的更长久，基于贝塞尔光束的光学显微镜将带领科研工作者探索

生物微观世界的无尽奥秘。
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Harnessing the Power of Bessel Beam for Biomedical Microscopy
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（Xi′an Key Laboratory of Intelligent Sensing and Regulation of Trans-Scale Life Information，School of Life Science

and Technology，Xidian University，Xi′an 710126，China）

Abstract：Since Durnin introduced“diffraction-free beams”into the field of optics in 1987，diffraction-free
beams have been studied in depth both theoretically and experimentally. Diffraction-free beams include a
series of special beams，the most common of which are the Bessel and Airy beams. Diffraction-free beams
do not diffract or diffuse during transmission and can maintain their tight focus characteristics over long
distances. In addition，the diffraction-free beam has the self-reconstructing property，which means that it
can re-form the diffraction-free beam after encountering the obstacles such as scattered particles.
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Diffraction-free beams have a wide range of applications in imaging，micromanipulation，and nonlinear
optics.

As a typical non-diffractive beam，Bessel beam has non-diffractive and self-reconstructing properties
that provide longer focal length and a certain degree of anti-scattering capability，which are gaining more
and more applications in the field of biomedical optical microscopy technology. These two properties of
Bessel beams provide advantages that Gaussian beams cannot match. The non-diffraction property can
obtain a larger depth of field for imaging，which is widely used in high-speed multiphoton fluorescence
microscopy，three-dimensional（3D）multiphoton microscopy，two-dimensional projection imaging of 3D
volumetric samples，and large-scale light sheet fluorescence microscopy. The self-reconstructing property
meets the needs of various imaging tools to increase the imaging depth in complex scattering media. This
paper focuses on the application of Bessel beams in biomedical optical microscopy，including the use of its
extended depth-of-field capability for fast 3D imaging of volumetric samples，the use of its anti-scattering
particle interference capability for large depth imaging of scattered samples，and the use of finer focused
beam capability for higher resolution optical microscopy.

This paper firstly outlines the concept and characteristics of Bessel beams，as well as the commonly
used laboratory generation methods，including the generation using a ring slit，using an axicon，and using a
spatial light modulator，etc. The authors then summarize the applications of the Bessel beams in biomedical
optical microscopy techniques in recent years，focusing on their applications in the fields of multiphoton
fluorescence microscopy， light-sheet fluorescence microimaging， Raman microimaging， and other
techniques. The authors summarize the advantages of Bessel beams，including extended depth-of-field
imaging based on diffraction-free properties，large-depth imaging based on self-reconfiguration properties，
and high-resolution imaging based on finer-focused beams，and also analyze the solutions to eliminate the
interference problems caused by side rings of the Bessel beam. In addition，the authors also briefly describe
the exploration and application of Bessel beams in other imaging modalities，including the technical areas of
optical coherent tomography，optical coherent elastography，photoacoustic imaging，second harmonic
imaging，third harmonic imaging，and Fourier multiplexed fluorescence lifetime tomographic imaging. The
article concludes with an analysis and discussion of the problems encountered in the application of Bessel
beams in biomedical optical microscopy and the prospects for development.
Key words：Bessel beam；Biomedicine；Multiphoton fluorescence microscopy；Light-sheet fluorescence
microscopy；Raman microscopy
OCIS Codes：120.3890；140.3300；170.2945
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