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基于累积量标准差的超分辨光学涨落

成像解卷积优化∗

王雪花 陈丹妮† 于斌 牛憨笨‡

(深圳大学光电工程学院, 光电子器件与系统 (教育部/广东省)重点实验室, 深圳生物医学工程重点实验室, 深圳 518060)

( 2016年 6月 13日收到; 2016年 7月 12日收到修改稿 )

超分辨光学涨落成像方法通过计算一组随机闪烁图像序列的累积量来提高空间分辨率. 在实际实验中,
由于计算的图像序列帧数有限, 每个像素上累积量估计的误差将显著影响重构图像的均匀性和连续性. 传统
超分辨光学涨落成像技术由于缺乏对累积量估计的误差分析, 在其后续的Lucy-Richardson解卷积算法中,
没有对累积量重构图像的噪声添加约束条件. 本文利用基于单组有限长数据的累积量标准差公式, 计算了超
分辨光学涨落显微图像每个像素上的累积量标准差, 并将结果引入Lucy-Richardson解卷积算法中作为迭代
优化的偏差阈值. 模拟和实验结果表明, 在相同图像序列长度下, 该优化方法显著提高了超分辨重构图像的
均匀性和连续性; 在同等图像质量下, 该方法可缩短图像序列帧数至原来的一半以下, 有望用于活细胞动态超
分辨成像.

关键词: 超分辨显微, 累积量, 解卷积
PACS: 87.64.M–, 42.30.–d, 43.60.Cg, 87.64.–t DOI: 10.7498/aps.65.198701

1 引 言

2009年, 研究人员利用发光体在时间序列上
的随机光学涨落特性, 提出一种新的超分辨光学
涨落成像方法 (super-resolution optical fluctuation
imaging, SOFI) [1]. SOFI 通过计算一组随机闪烁
图像序列的累积量来突破光学衍射极限, 具有无背
景噪声干扰、高对比度、系统简单和快速成像等优

点 [1,2]. 在SOFI成像时, 样品中的每个荧光分子随
机闪烁且相互独立, 相机连续拍摄一组宽场显微
图像, 计算每个像素点在时间序列上的累积量, 作
为这个像素点的重构图像灰度值 [1]. 这个方法的
一个重要缺陷是SOFI 图像的分辨率受限于原图
的像素尺寸. 为此, Dertinger课题组 [3]提出了计

算原图相邻像素的时空互累积量产生虚像素的方

法, 使有效像素大小满足超分辨图像的要求, SOFI
图像分辨率突破了原图像素大小. 后来, 为了修
正时空互累计量SOFI 图像的非线性光强响应和
闪烁非均匀性, Geissbuehler等 [4]提出了更为完善

的平衡SOFI (balanced SOFI, bSOFI)方法. 最近,
Stein课题组 [5]提出了另一种更简单和直接的傅里

叶域插值SOFI方法 (Fourier interpolation SOFI,
fSOFI). 与时空互累积量SOFI技术直接将算法应
用于相机获取的原图序列不同, fSOFI先通过傅里
叶域插值将原图细分成具有更精细像素网格的新

图像, 然后再计算每个像素上的累积量作为 fSOFI
的图像值. fSOFI不仅消除了繁复的多种像素组合
的互累积量计算, 且消除了互累积量SOFI图像存
在的伪影, 提高了超分辨重构图像的质量 [5].

同基于单分子定位的超分辨显微技术相
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比 [6−10], SOFI无需同步控制标记物的发光特性,
且允许单个衍射极限斑内标记多个发光分子 [2], 但
随着累积量阶数的提高或图像序列长度的减少, 每
个像素上累积量估计的误差将显著影响重构图像

的均匀性和连续性 [11−14], 从而无法保证SOFI图
像中样品的完整结构和细节信息, 给图像的解读带
来困难和干扰. 本文首先简要回顾了 fSOFI成像原
理, 然后利用本研究组已推导出的基于单组有限
长数据的累积量方差公式 [14], 计算了 fSOFI图像
每个像素上的累积量标准差, 并将其引入后续的
Lucy-Richardson解卷积算法中作为迭代优化的偏
差阈值, 达到抑制噪声、提高重构图像质量的目的.
模拟和实验结果表明, 在相同图像序列长度下, 累
积量标准差解卷积优化方法可显著提高 fSOFI图
像质量 (均匀性和连续性); 在同等图像质量下, 该
方法可大幅缩短 fSOFI图像帧数, 提高超分辨成像
速度2倍.

2 fSOFI原理

宽场荧光显微图像由荧光分子分布与系统点

扩散函数卷积而成:

F (r, t) =

M∑
k=1

U (r − rk)εksk (t) , (1)

其中 r表示像素的位置, t表示序列开始的时

刻, F (r, t)表示 t 时刻 r位置收集到的光子数,
U (r − rk) 是系统点扩散函数 (point spread func-
tion, PSF), εk是第kth个分子的最大亮度, sk (t)是
归一化的时间涨落函数, M表示标记的荧光分子
个数. 假设所有分子随机闪烁且相互独立, 则二阶
SOFI可以由像素上光振动量的相关函数来表示 [1]:

C2 (r, t, τ1)

= ⟨δF (r, t) · δF (r, t� + τ1)⟩

=
∑
k

U2 (r−rk) · ε2k · ⟨δsk(t) · δsk(t+ τ1)⟩, (2)

其中 τ1表示延时, ⟨· · · ⟩表示对时间求平均,
δF (r, t) = F (r, t) − ⟨F (r, t)⟩表示像素上光强
的振动量. 依次类推, 根据矩与累积量的转换公
式 [15,16], 三、四阶SOFI可以表示为

C3(r, t, τ1, τ2)

= ⟨δF (r, t) · δF (r, t+ τ1) · δF (r, t+ τ2)⟩,

C4(r, t, τ1, τ2, τ3)

= ⟨δF (r, t) · δF (r, t� + τ1) · δF (r, t+ τ2)

· δF (r, t+ τ3)⟩ − ⟨δF (r, t+ τ1) · δF (r, t+ τ2)⟩

· ⟨δF (r, t) · δF (r, t+ τ3)⟩ − ⟨δF (r, t� + τ1)

· δF (r, t� + τ3)⟩ · ⟨δF (r, t) · δF (r, t� + τ2)⟩

− ⟨δF (r, t+ τ2) · δF (r, t+ τ3)⟩

· ⟨δF (r, t) · δF (r, t+ τ1)⟩. (3)

理想情况下, 为了获得图像序列完整的相关
信息, (2)和 (3)式需对所有的延时 {τ}积分 [5], 其
中 0 < τ < τmax, τmax为任意大值, 使所有分子涨
落信号的延时累积量为 0. 本文为了简化计算, 同
时消除 τ = 0时相关的散粒噪声, 只计算 τ = 1的

延时累积量作为SOFI的图像值. 模拟和实验结果
表明, τ = 1延时累积量SOFI也能取得较好的效
果 [5].

上述自累积量SOFI技术, 由于像素大小无法
满足超分辨重构图像的要求, 其分辨率受限于原图
的像素尺寸, 因此, Stein课题组 [5]提出利用傅里叶

域插值使相机获取的原图具有更多像素数目和更

小的有效像素尺寸, 然后再计算其每个像素上的累
积量作为 fSOFI的图像值.

3 累积量标准差

理论上, (2)和 (3)式中用于矩和累积量计算的
数据是无限长的, 但在实际实验中, 由于荧光漂白
或其他时间因素, SOFI计算的图像序列是一个有
限长的随机样本, 任何基于此样本的统计 (例如累
积量)本身也是随机变量. 根据统计理论, 方差 (标
准差)可以表征有限长样本估计的精度. 通常确定
统计量方差的方法是多次重复试验, 但对于SOFI
实验来说, 由于光损伤和成像系统漂移等因素, 多
次重复试验的方法不实际. 最近, Vandenberg 课题
组提出用统计重采样的方法来估计互累积量SOFI
图像每个像素上的累积量方差 [17]. 这个方法的缺
点是它只是对累积量方差的一个估计, 并不是精确
结果. 因此, 我们提出利用数学软件Mathematica
(wolfram research, champaign, Illinois)和软件包
MathStatica (Mathstatica, Sydney, Australia) [18]

推导基于单组序列的累积量理论方差公式 [14]. 其
步骤如下: 假设X = [x1, x2, · · · , xN ]表示傅里叶

插值后图像任意像素上的时间振动信号, N表示数
据长度, 先求得振动信号的n(n为正整数)阶无偏
估计累积量; 再推算累积量的方差, 并将结果表示
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为振动信号中心矩的形式. 例如, 二阶累积量方差
(variance, VAR)公式如下:

V AR2 = −
(N − 2) ·M2

1,1

N · (N − 1)

+
M0,2 ·M2,0

N · (N − 1)
+
M2,2

N
, (4)

其中 Mr,s = ⟨δrX (t) · δsX (t+ τ1)⟩ (0 6 r, s 6 2)

表示时间振动信号的中心矩. 我们推算到n = 5

阶, 其中二阶以上累积量方差公式太长没有表示出
来. 累积量的标准差可以通过求方差的算术平方根
得到.

为了验证累积量方差公式同时与统计重采样

算法对比, 我们模拟生成了 100组荧光分子随机闪
烁序列, 每组序列添加 20个光子的背景噪声和泊
松散粒噪声. 一方面, 计算 100 组序列的延时累积
量并统计其标准差; 另一方面, 随机抽取一组序列,
分别用统计重采样算法和理论公式计算累积量的

标准差. 然后改变序列长度, 计算累积量标准差随
序列长度的变化曲线, 如图 1所示. 由于延时累积
量计算的序列是同一个像素上的延时信号, 连续帧
数的闪烁信号不是完全独立的, 导致统计重采样算
法估计误差非常大 [17]; 而累积量方差公式是基于
统计理论推导的表达式, 统计精度远高于统计重采
样算法.

101 102 103 104
101

102

103

104

105

图 1 (网刊彩色) 统计重采样算法与理论累积量方差公式
对比

Fig. 1. (color online) Comparison of statistical resam-
pling algorithm with theoretical cumulant variance.

4 解卷积优化

SOFI成像时, n阶累积量重构图像的PSF是
原系统PSF的n次方, 理论上, 通过累积量计算,

即可将三维空间分辨率提升至衍射极限的n1/2

倍 [1]. 此外, 由于累积量等效光学传递函数 (optical
transfer function, OTF)的频谱是原系统OTF的n

倍, 通过傅里叶域加权或解卷积可进一步提高分
辨率至n倍 [3,4]. 因此, Geissbuehler等 [4]提出利用

Lucy-Richardson (LR)算法对累积量重构图像进
行解卷积, 再求n次方根以消除累积量图像强度与

分子光强的非线性响应, 最后与U (nr) 重卷积, 使
SOFI图像分辨率提高至衍射极限的n倍.

Lucy-Richardson算法假定图像噪声服从
Poission分布, 采样最大似然法估计清晰图像, 是
一种基于贝叶斯分析的迭代算法. MATLAB提供
的deconvlucy( )函数, 就是利用加速收敛的Lucy-
Richardson算法对图像进行复原. 该算法的迭代式
为 [19]

f̂k+1 = f̂k

(
h ∗ g

h⊗ f̂k

)
∆
= ψ

(
f̂k

)
, (5)

其中, g为输入图像, h为等效PSF, f̂k为第k次迭

代的输出图像, ⊗和 ∗ 分别为卷积运算和相关运算
符, ψ(f̂k)为L-R函数. 若输入图像噪声不可忽略,
Lucy-Richardson算法本身并不收敛, 在迭代过程
中会放大噪声. 因此, 通常需在算法中添加噪声约
束条件, 终止迭代过程, 防止噪声进一步放大 [19].

传统SOFI技术由于缺乏对每个像素上累积量
估计的误差分析, 在其后续的Lucy-Richardson解
卷积算法中, 除了估计累积量图像的等效PSF, 和
指定迭代次数为 100, 并没有对累积量重构图像的
噪声添加约束条件 [4].

本文根据基于单组序列的累积量标准差公式

((4)式), 求得 fSOFI图像每个像素上的累积量标准
差, 并将其引入Lucy-Richardson算法中作为迭代
优化的偏差阈值. 当恢复图像与输入图像的背离程
度超过偏差阈值, 迭代过程停止, 从而达到抑制噪
声, 提高超分辨重构图像质量的目的.

5 模拟和实验结果

我们通过Matlab模拟和实验数据, 验证了累
积量标准差解卷积优化方法提高 fSOFI图像质量
的效果. 模拟采用系统点扩散函数的半高全宽为
250 nm, 探测器的有效像元尺寸为100 nm, 有效成
像大小为5 µm × 5 µm. 样品为均匀分布在两条平
行带上的荧光分子, 带间隔为 200 nm, 标记密度为
8 个/µm, 所有分子随机闪烁且相互独立 (如图 2所
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示). 模拟得到样品的 800帧闪烁图像. 800帧闪
烁图像的平均处理结果表明, 由于光学衍射极限,
两条分子带间隔无法区分 (图 2 (a)). 图 2 (b)为800
帧图像序列的原 3阶 fSOFI处理结果. fSOFI明显
提高了图像空间分辨能力, 两条分子带被区分开
来, 但是由于序列长度有限, 每个像素上累积量估
计的误差致使重构 fSOFI图像分布不均匀, 出现结
构不完整的现象, 如图 2 (b)中黄色箭头所指处. 而
在Lucy-Richardson解卷积算法中引入每个像素上
的累积量标准差作为迭代优化的偏差阈值后, 重构
图像的均匀性和连续性明显得到了增强 (图 2 (c)).

接下来, 为了表明在同等图像质量下, 累积量
标准差解卷积优化方法可以缩短图像序列帧数, 提
高时间分辨率, 我们计算了 2000帧序列的原 3阶
fSOFI处理结果, 如图 2 (d)所示. 与图 2 (b)相比,
图 2 (d)由于延长了图像序列, 每个像素上累积量
统计的均匀性变好, fSOFI图像质量得到了改善.
为了定量评判图像的均匀性, 图 2 (e)分别计算了

图 2 (a)—(d)中分布在两条平行线上信号强度的相
对误差 (标准差/平均值). 如图所示, 图 2 (c)的相
对误差比图 2 (b)要低, 表明累积量标准差解卷积
优化提高了重构图像的均匀性. 而图 2 (d)相对误
差与图 2 (c)相当. 这意味着在同等图像质量下, 采
用本文提出的累积量标准差解卷积优化方法缩短

图像帧数至原来的一半以下. 图 2 (f)分别给出了
图 2 (a)—(d)中沿白线的光强分布 (为了消除个别
像素的影响, 这里的强度来自沿x轴20个像素上光
强的平均), 依次用蓝、绿、红、花青表示. 结果表明,
与平均 (蓝)处理的图像相比, 3阶 fSOFI (绿、红、花
青)不仅消除了平均图中存在的背景噪声, 且明显
提高了空间分辨率. 其中 800帧累积量标准差解卷
积优化 fSOFI (红)与原 fSOFI (绿)相比空间分辨
率稍有提升, 2000帧 fSOFI处理后 (花青), 空间分
辨率进一步提高. 这表明, 累积量标准差解卷积优
化方法, 不仅可以降低噪声, 增强重构图像均匀性,
而且使 fSOFI分辨率更趋近理论值.
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图 2 (网刊彩色)模拟数据原 fSOFI处理和累积量标准差解卷积优化 fSOFI处理结果比较 (a) 800帧荧光闪烁
图像的平均; (b)原 3阶 fSOFI处理结果; (c)累积量标准差解卷积优化 3阶 fSOFI 结果; (d) 2000帧序列的原 3
阶 fSOFI处理结果; (e)分别计算了 (a)—(d)中分布在两条平行线上信号强度的相对误差; (f)分别给出了 (a)(蓝),
(b)(绿), (c)(红)和 (d)(花青)中沿白线的光强分布 (沿 x轴 20个像素上光强的平均). 图中白色标尺为 500 nm
Fig. 2. (color online) Comparison of raw fSOFI and deconvolution optimization fSOFI based on cumulant
standard deviation with simulation: (a) Average image of superimposing 800 independent fluorophores blink-
ing images; (b) super-resolution image of (a) after raw 3rd order fSOFI process; (c) 3rd order fSOFI result
with the cumulant standard deviation in each pixel served as a DAMPAR in Lucy-Richardson algorithm;
(d) raw 3rd order fSOFI result with 2000 blinking images; (e) relative error of signals distributed on two
parallel lines in (a)–(d); (f) cross-sections indicated by white lines (averaged over 20 pixels along x) in (a)
(blue), (b) (green), (c) (red) and (d) (cyanidin). Scale bars: 500 nm.
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为了表明累积量标准差解卷积优化可以提高

实际数据的图像质量, 我们将 fSOFI算法应用于
高密度闪烁荧光标记的微管蛋白实验数据 [20]. 系
统参数为: 帧频=25 fps, 图像尺寸=64 × 64像素,

像素大小=100 nm, 数值孔径=1.3油浸物镜, 波
长=690 nm. 图 3 (a)为 500帧闪烁序列的平均图,
图 3 (b)和图 3 (c)分别为原 3阶 fSOFI和累积量标
准差解卷积优化3阶 fSOFI处理结果.
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图 3 (网刊彩色)实验数据原 fSOFI处理和累积量标准差解卷积优化 fSOFI处理结果比较 (a) 500帧高密度闪烁
荧光标记微管蛋白图像的平均; (b)原 3阶 fSOFI 处理结果; (c)累积量标准差解卷积优化 3阶 fSOFI结果; (d)和
(e)分别为 (b)和 (c)中微管网络的骨骼图; (f)直方图统计 (d)和 (e)中连续微管网络的长度和数目; (g)分别给出了
(a)(蓝), (b)(绿)、和 (c)(红)中沿白线 1的光强分布; (h)为 (a)—(c)中沿白线 2的光强分布; 图中白色标尺为 1 µm
Fig. 3. (color online) Comparison of raw fSOFI and deconvolution optimization fSOFI based on cumulant
standard deviation with real data: (a) Average images of Tubulins networks labeled by high density blinking
fluorophores; (b), (c) super-resolution image of (a) after raw 3rd order fSOFI process and deconvolution
optimization fSOFI process based on cumulant standard deviation, respectively; (d), (e) skeletonized images
of (b) and (c); (f) histograms of the length of the continuous lines in (d) and (e); (g) cross-sections indicated
by white line1 in (a) (blue), (b) (green) and (c) (red); (h) cross-sections indicated by white line2 in (a)–(c).
Scale bars: 1 µm.

如图 3所示, 图 3 (c)显著增强了 fSOFI图像的
对比度、均匀性和连续性, 保证了样品结构的
完整信息. 为了更清晰地比较图中微管结构的
连续性 [13], 我们利用软件Fiji和插件 Skeletonize
3D [21,22]画出了图 3 (b)和图 3 (c)微管网络的骨骼

图, 如图 3 (d)和 3(e)所示. 并在图 3 (f)中通过直
方图统计定量分析了连续微管网络的长度和数

目 [13]. 显然, 图 3 (d)具有的骨骼长度大多分布在
0.1—10 µm之间, 而图 3 (e)具有更多长度至几十
微米, 甚至超过 100 µm的骨骼. 因此, 图 3 (c)比
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图 3 (b) 表现出增强的连续性和完整性. 图 3 (g)和
图 3 (h)分别给出了图 3 (a)—(c)中沿白线 1和 2的
光强分布. 如图 3 (g)所示, 原来无法区分的紧密
排列的微管精细结构 (蓝)在3阶 fSOFI处理后 (绿、
红)可以很好的分辨. 图 3 (h)表明微管结构的半高
全宽通过累积量标准差解卷积优化3阶 fSOFI处理
后 (红), 从 330 nm缩减至 110 nm, 空间分辨率提
升至原来的3倍.

此外, 我们对比了 500帧实验图像序列的原
3阶 fSOFI处理结果 (图 4 (a))和 250帧累积量标准
差解卷积优化 3阶 fSOFI处理结果 (图 4 (b)). 如
图 4所示, 两者图像质量相当, 表明累积量标准差
解卷积优化方法可以大幅缩短图像帧数, 提高实际
成像速度2倍.

(b)(a)

图 4 (网刊彩色)累积量标准差解卷积优化 fSOFI提高
实际成像速度 (a) 500帧序列原 3阶 fSOFI处理结果;
(b) 250帧累积量标准差解卷积优化 3阶 fSOFI结果, 图
中白色标尺为 1 µm
Fig. 4. (color online) Deconvolution optimization
fSOFI based on cumulant standard deviation improve
imaging speed: (a) Raw 3rd order fSOFI result with
500 blinking images; (b) 3rd order fSOFI result after
deconvolution optimization based on cumulant stan-
dard deviation with 250 blinking images. Scale bars:
1 µm.

6 结 论

本文利用基于单组有限长序列的累积量标准

差公式, 计算了 fSOFI图像每个像素上的累积量标
准差, 并将其引入后续的Lucy-Richardson解卷积
算法中作为迭代优化的偏差阈值. 模拟和实验结果
表明, 在相同数据长度下, 累积量标准差解卷积优
化 fSOFI相比传统技术有效增强了重构图像的均
匀性和连续性, 更加真实地还原出所研究生物样品
的完整结构和细节信息. 另一方面, 在同等图像质

量下, 累积量标准差解卷积优化缩短了 fSOFI图像
帧数, 提高成像速度 2倍, 为超分辨成像研究活细
胞内动态过程提供了新的技术方法.
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Abstract
The super-resolution optical fluctuation imaging (SOFI) technique enhances image spatial resolution by evaluating

the independent stochastic intensity fluctuations of emitters. In principle, it eliminates any noise uncorrelated temporally,
and provides unlimited spatial resolution since the calculation of the nth-order cumulant followed by a deconvolution
results in an image with n-fold resolution improvement in three dimensions. But in practice, due to limited data length,
the statistical uncertainty of cumulants will affect the continuity and homogeneity of SOFI image, which results in the fact
that the high order SOFI (typically over 3rd order) cannot improve spatial resolution significantly. Since the variance
characterizes the statistical uncertainty of cumulant, we deduce its theoretical expression based on a single dataset.
In traditional SOFI techniques, due to lack of statistical analysis of cumulant, there is no noise constraint condition of
cumulant in the Lucy-Richardson deconvolution to prevent the algorithm from causing noise amplification. In this paper,
based on the cumulant variance formula, we calculate the cumulant standard deviation in each pixel of SOFI image and
introduce the results into the Lucy-Richardson algorithm as a DAMPAR to suppress the noise generation in such pixels.
The simulation and experimental results show that under the same data length, the deconvolution optimization based
on cumulant standard deviation significantly improves the uniformity and continuity of SOFI image. On the other hand,
under the premise of identical image quality, this optimization technique can also greatly shorten the image frames to
less than half the original, thus promoting the development of super-resolution imaging of living cells.
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