
散斑照明宽场荧光层析显微成像技术研究!

林浩铭!）"） 邵永红!） 屈军乐!）# 尹 君!） 陈思平"） 牛憨笨!）

!）（深圳大学光电子学研究所，光电子器件与系统教育部重点实验室，深圳 $!%&’&）

"）（深圳大学生物医学工程重点实验室，深圳 $!%&’&）

（"&&% 年 ( 月 "( 日收到；"&&% 年 % 月 ") 日收到修改稿）

介绍了一种新的宽场荧光层析显微方法 *在传统宽场显微镜中引入散斑图案照明样品，控制散斑图案的动态

变化，利用 ++, 相机记录对应的一系列荧光图像 *由于焦平面内强度变化远比焦平面外强度变化剧烈，通过合适的

算法能够获得焦平面的层析分辨的荧光显微图像 *标定了系统参数，并研究了不同的图像重建算法对系统性能的

影响，获得了不同生物组织样品的层析图像 *实验表明，该显微方法能用于组织光学切片成像，在临床医学中具有

实际应用价值 *
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! B 引 言

激光扫描共焦显微镜［!，"］是一种性能良好的光

学显微成像工具，在生命科学研究中获得了广泛的

应用 *与普通的宽场荧光显微方法相比，共焦荧光显

微的优点在于能获得一定厚度样品的三维层析图

像，可提供较高的时间和空间分辨率［(］*但是这种显

微方法需要对一个或多个照明点进行扫描，需要三

维扫描系统，从而使系统更加复杂且成像速度较慢 *
为了提高成像速度，人们还提出了非扫描的显微

成像技术，比如结构光照明显微成像技术［-］* 因为

样品对结构光的散射会降低图像的对比度，所以

结构光显微成像技术不太适合于厚组织成像 * 近

年来，一种利用散斑照明来提供深层层析分辨能

力的荧光显微成像新方法引起了广泛的兴趣［$—%］*
本文分析了散斑颗粒大小、原始图像幅数以及散

斑图案变化模式对系统性能的影响，在普通宽场

荧光显微镜的基础上，实现了散斑照明宽场荧光

层析显微功能，还研究分析了不同的信号提取算

法（尤其是微分算法）以及这些算法对图像重建的

影响 *

" B 理论基础

当激光束照射到物体上时，会在自由空间产生

散射光 *物体表面的每一个物点都可视为一个子波

源，由于激光束存在高相干性，因而由每一个物点散

射的光将和其他物点散射的光发生干涉 *因为物体

表面上各个面元是随机分布的（这种随机性由表面

粗糙度引起），由它们散射的各个子波的振幅和相位

都不相同，并且是无规则分布，所以由各面元散射的

子波相干叠加形成的反射光场具有随机的空间光强

分布 *当把探测器置于光场中，在探测器接收面上能

够记录到一种随机的干涉图案，此即“散斑图案”［)］*
在使用动态变化的散斑图案照明的宽场荧光显

微系统中，当激光束通过一个移动（平动或转动）的

散射体时，会在显微镜物镜的后焦面上形成一系列

随机变化的散斑图案用于照明样品 *样品受激发后

产生的荧光信号主要有两个来源，一是产生自显微

镜物镜视场焦平面上的荧光信号，另一个是产生自

显微镜物镜照明区域视场焦平面外的背景荧光信

号 *随着照明散斑的变化，散斑照明产生的散粒状分

布的荧光强度在物镜焦平面内发生剧烈变化，而在

视场焦平面外的其他地方却变化缓慢，这种信号特
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征是实现层析成像的基础 ! 通过探测器（如 ""# 相

机）记录样品特定层上一系列物镜视场焦平面内动

态变化的散斑图案，根据焦平面内荧光强度的剧烈

变化，利用特殊的算法能够提取该层面的荧光信号，

从而具有层析成像功能 !
理论上可以将探测器探测面上接收到的荧光强

度信号表示为［$%］

!& !( )& ’!"&() !& *!，*( )#

+ $ !，( )# ! , !，( )# &-!& #， （$）

式中 ! , !，( )# 为样品上产生的荧光散斑信号强度，

$ !，( )# 为样品中荧光团的浓度，"&() 为探测得到

的点扩展函数，!为散斑场半径，!& 为探测面半径 !
为了估计散斑照明宽场荧光显微系统的层析分辨能

力，并且计算在纵向位置 #. 每一个 ""# 探测器像素

上的强度变化，荧光信号强度的变化可以定义为

% !( )& ’〈 !& !( )&
-〉*〈 !& !( )& 〉-，

式中的角括号表示对相互独立的散斑照明图案信号

图 $ 散斑照明宽场荧光显微系统示意图 &$—&/ 为透镜

强度取平均 !引入自相关函数

’&() !!，#( ). ’""&() !& *!，* #( ).

+ "&() !& *! 0!!，* #( ). &-!，（-）

式中!! ’ ! *!1 ! ""# 探测器上接收的荧光信

号的变化可以表示为

% !( )& ’〈 ! ,〉- $-"’&() !!，#( ). " 233 !!，( )% &-!!，

（4）

式中 " 233为照明的点扩展函数 !均方根（567）图像强

度可以由 % !( )# & 得到，其与样品中的荧光团浓度

具有线性关系 !
为了获得更加定量的描述，利用高斯8洛伦兹近

似定义探测和照明的点扩展函数

"&() !，( )# ’ " 233（!，#）

’ $
$ 0"

- (9: * -!
-

#-
% $ 0"( )[ ]- ! （;）

式中

" ’ $#
"#-

%
!

探测器的自相关函数可以表示为

’&() !!，#( ). ’ "#-
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最终，在 ""# 探测器探测面上每一个像素的均方根

强度 !567可以表示为

!567 ’
〈 ! ,〉$(
4 0 -"

-# .

! （<）

这里

( ’"#
-
%

- ，

". ’$
#.
"#-

%
，

#% ’ %=<$$
%>?

，

其中%>? 为物镜数值孔径 !

4 = 实验装置

在实验室一台由德国莱卡公司生产的 #6 @A-
型普通显微镜的光路中引入了散斑图案照明机构，

建成动态散斑照明的宽场荧光显微实验系统，如图

$ 所 示 ! 光 源 采 用 由 美 国 光 谱 物 理 公 司 生 产 的

7)BC232)(-%$D 型氩离子激光器，输出波长为 ;EE FG!
扩束镜对激光束进行适当的扩束，在显微镜物镜视

场中实现全场照明 !散射体安装在一维微位移平台

上，当激光束通过垂直于光路平移的散射体时，产生

一系列动态变化的激光散斑图案 !通过中继镜系统，

动态变化的散斑图案经双色镜反射后成像在宽场荧
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光显微镜物镜（其中物镜放大倍率为 !" 倍，数值孔

径为 "#$%）的后焦面上，在样品上实现宽场科勒照

明，在样品照明区域内激发样品产生荧光信号，面阵

&&’ 探测器记录样品所发射的荧光信号 ( 安装在

&&’ 相机前面的滤光片消除样品反射或散射的激

发光 (

! # 实验结果及讨论

!"#" 实验系统性能分析

为了分析散射颗粒大小对层析图像的影响，使用

不同颗粒度的散射体产生散斑图案，获得样品的层析

图像强度变化曲线，从而可以分析层析图像荧光强度

的变化 (散射体颗粒度 ! 分别为 )*"，)%""( 在动态散

斑照明的宽场荧光显微镜中，使用上述不同颗粒度的

散射体获得了一系列铃兰根茎样品切片相同位置处

的荧光层析图像强度变化曲线（图 *）(从图 * 可以看

出，小颗粒度情况下荧光强度的锐度更大 (

图 * 激光光束通过不同颗粒度（! + )*"，)%""）的散射体获得的

铃兰根茎样品切片的荧光层析图像指定位置处的强度曲线

（,）! + )*"，（-）! + )%""

为了分析散射体移动对层析图像效果的影响，

我们在连续模式（散射体连续运动）和步进模式（散

射体每移动一步由 &&’ 采集记录一幅原始图像）两

种不同工作模式下，分析了层析图像的锐度影响 (分
别在连续模式和步进模式下获得一系列原始图像，

利用微分算法处理这组图像从而得到了对应模式

下的层析图像，取相同位置的强度曲线，得到的结

果如图 . 所示 (图 . 表明，在连续模式下图像锐度

变差，主要原因是在 &&’ 曝光时间内散射体的移

动产生了多个散斑颗粒的混叠，使部分细节信息

丢失 (

图 . 散射体在连续模式和步进模式下铃兰根茎样品切片的

荧光层析图像指定位置处的强度曲线 （,）步进模式，（-）连

续模式

对于散斑照明宽场荧光显微系统，由 &&’ 相机

记录的信号主要包括物镜焦平面内的荧光信号和焦

平面以外的荧光信号两部分 ( 当散斑照明图案发生

变化时，物镜焦平面内的荧光信号产生剧烈变化，而

焦平面以外的荧光信号变化缓慢 (因此，通过选择合

适的算法来提取这种剧烈变化所反映的信息，就能

够实现层析成像 (我们选择铃兰根茎样品切片作为
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实验样品，将显微镜聚焦到距样品表面的一定深度

处，在步进模式下获得一系列的原始荧光图案 !采用

以下三种算法进行均方根强度信号的提取：

!"#$% & !
"
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!’#
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!

"
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这里，" 为图像序列中的图像数，!# 为第 # 幅图像的

强度 !图 . 是分别利用以上三种算法得到的荧光层

析图像 !
从图 .（/）可以看到，原始图像由于焦平面外产

生的荧光和焦平面内的荧光信号叠加的结果导致图

像结构丰富，但细节结构模糊，没有纵向分辨能力 !
图 .（0）—（1）是通过不同的算法进行图像重建后提

取出焦平面上变化剧烈的散斑图案，从而获得该层

上较清晰的荧光图像 !图 .（1）是用（-）式微分算法

重构得到的图像，它明显比另外两个算法重构出的

图像具有更高的对比度和更好的细节分辨能力 !因
为该算法中每一幅原始图像只与临近的前一幅图像

做比较，所以可以比较好地提取两个原始图像的荧

光强度变化，从而减少系统噪声的影响 !
原始图像的数目对重建效果也有很大的影响 !

如果选择原始图像数目过少，那么重建出来的荧光

层析图案质量会很差；如果选择用于重建的原始图

像数目过多，就会增加计算量，降低成像速度 !在实

验中，同样选择铃兰根茎切片作为样品，通过选择不

同的原始图像数 " 来重建层析图像，实验结果如图

2 所示 !

图 . 对铃兰根茎切片样品运用不同的图像重建算法得到的荧光层析图像 （/）原始图像，（0）用

（*）式的算法重构得到的图像，（3）用（+）式的算法重构得到的图像，（1）用（-）式的算法重构得到的

图像

从图 2 可以看到，当 " 取值较小时，图像信息

部分丢失，当 " 取 *4，+4，-4，%44 和 %’4 时，重建得

到的荧光层析图像没有明显差别 ! 所以，一般取 "
& +4—-4 时，就可以得到比较清晰的荧光层析图

像，这样既保证重建的图像质量，又可以提高成像

速度 !

!"#" 生物样品实验

我们以新鲜的牵牛花花瓣为样品，556 探测器

的曝光时间设定为 %’4 78，激光功率约为 ,4 79，散
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图 ! 选择不同散斑图案数 ! 时重构得到的荧光层析图像 （"）! # $%，（&）! # ’%，（(）! # )%，（*）! # +%，（,）! # !%，（-）! #

.%，（/）! # 0%，（1）! # 2%，（3）! # 4%，（5）! # $%%，（6）! # $$%，（7）! # $’%
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图 ! 利用散斑照明宽场荧光显微系统所获得的新鲜牵牛花花瓣样品从 "# 至 $#!% 不同深度处的原始图像和层析图像 （&），

（’），（(），（)），（*）和（+）分别对应从 "# 至 $#!% 不同深度处的原始图像；（,），（-），（.），（/），（0）和（1）分别为运用微分算法后得到对

应位置处的层析图像

!2!3 物 理 学 报 43 卷



图 ! 在不同深度（ !" # $，%，&$!’）处大鼠食管横断面的原始图像与层析图像 （(）!" # $!’ 处原始图像，（)）!" # %!’ 处

原始图像，（"）!" # &$!’ 处原始图像，（*）!" # $!’ 处层析图像，（+）!" # %!’ 处层析图像，（,）!" # &$!’ 处层析图像

图 - 在不同深度（ !" # $，%，&$!’）处带有染色细胞的大鼠食管横断面的原始图像与层析图像 （(）!" # $!’ 处原始图像，

（)）!" # %!’ 处原始图像，（"）!" # &$!’ 处原始图像，（*）!" # $!’ 处层析图像，（+）!" # %!’ 处层析图像，（,）!" # &$!’ 处层

析图像
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射体移动步长约为 !"!#，原始图像数为 $""，采用

微分算法提取层析信号 %调整显微物镜使其焦平面

分别处于样品的不同深度，如 &"，’"，⋯，("!#，利用

动态散斑照明的宽场荧光显微系统获得了在 ’((
)# 激光散斑照明下不同深度处的荧光层析图像，其

原始荧光图像和层析图像如图 * 所示 %图 *（+），（,），

（-），（.），（ /）和（0）分别对应深度 !, 从 &" 至 ("!#
的原始图像，可以看出，由于物镜焦平面外样品产生

的荧光背景信号的干扰，植物细胞的细节结构模糊 %
图 *（1），（2），（3），（4），（ 5）和（ 6）分别为运用微分算

法后得到对应位置的层析图像，显示出样品中植物

细胞在各层上清晰的细胞结构和细胞内特定荧光团

的分布情况，能获得原始图像中不能观察到的细节

结构 %当调节物镜聚焦在样品深度为 ("!# 处时，仍

然能够获得该层植物细胞结构清晰的荧光图像 %这
表明使用动态散斑照明的宽场荧光显微镜能够获得

清晰的荧光层析图像 %
我们还利用该系统进行了组织切片实验 %组织

样品采用大鼠食管横断面组织切片，778 曝光时间

为 9"" #:，激光输出功率约为 &" #;，切片间距为 !

!#，由 <" 幅原始图像重建一幅层析图像，结果如图

<、图 ( 所示 %从图 <、图 ( 可以看出：在原始图像中，

由于焦平面外信号的存在，导致图中标识结构不清

楚，而在通过微分算法处理后的切片图像中，这些原

本模糊的结构已非常清晰 %实验结果表明，该方法具

有组织切片层析成像能力，可用于临床医学上的组

织切片分析 %

! = 结 论

利用散斑图案在宽场荧光显微镜中对样品进行

照明，通过改变照明散斑图案，从而可获得一系列样

品的荧光图像 %通过微分算法来提取物镜焦平面内

荧光图案的变化，从而实现对特定深度的层析功能 %
该技术能较好地抑制系统噪声，提高层析荧光图像

的对比度，使系统具有较高的空间分辨率 %选择适当

的重构图像数目和信号提取算法，既可以缩短图像

采集时间，提高成像速度，又可以保证荧光层析图像

的质量，提高整个系统的效率 %这种散斑照明宽场荧

光显微技术能够以高的纵向分辨率对生物组织进行

层析成像，而且结构简单，有望在生物医学领域获得

实际的应用 %
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