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摘 要院 傅里叶叠层显微术(Fourier ptychographic microscopy，FPM)是一极具前景的计算成像技术，它

具有高分辨率、大视场、无标记和定量相位等优势。由于它灵活的系统、高对比度的成像结果、无需干

涉装置和光源机械扫描部件，在数字病理学、体外细胞无标记观察和实时监测等方面得到了大量的研

究和应用。文中主要介绍了 FPM技术的系统误差校正方法、基于 FPM的高通量显微成像和高速显微

成像技术研究的基本原理、研究现状和最新进展，提出了目前面临的问题以及未来的发展趋势。
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High鄄throughput and fast鄄speed Fourier ptychographic

microscopy: A review
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Abstract: Fourier ptychographic microscopy (FPM) is a promising label鄄free computational imaging

technique with high resolution, wide field鄄of鄄view (FOV) and quantitative phase recovery. Due to its

flexible setup, promising high鄄contrast performance without mechanical scanning and interferometric

measurements, FPM has wide applications in the digital pathology, observation and dynamic imaging of

label鄄free cells in vitro. In this review, the principle, research status and the latest advances were

introduced in several aspects of FPM such as the system calibration methods, high鄄throughput imaging

and high鄄speed imaging. The current problems and future trends were also presented.
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0 引 言

得 益 于 显 微 镜 的 发 明 袁 人 类 得 以 探 索 微 观 世 界 袁

追 寻 生 命 的 起 源 袁 洞 悉 疾 病 的 根 本 袁 解 密 基 因 的 密

码 遥 由 于 光 学 波 段 具 有 非 侵 入 式 尧 无 损 伤 的 优 点 袁 非

常 适 合 进 行 生 物 体 尧 组 织 或 细 胞 的 动 态 成 像 遥 然 而 生

物 细 胞 对 光 学 波 段 的 吸 收 系 数 很 小 袁 几 乎 无 色 透 明 袁

因 此 在 传 统 显 微 镜 下 对 比 度 很 低 袁 不 便 于 观 察 遥 尽 管

细 胞 对 振 幅 的 改 变 较 小 袁 但 由 于 这 类 样 本 具 有 空 间

结 构 和 不 均 匀 的 折 射 率 分 布 袁 因 而 这 类 样 本 的 主 要

信 息 通 常 集 中 在 相 位 之 中 [1-2]遥 与 基 于 微 波 的 合 成 孔

径 雷 达 不 同 [3-4]袁 天 线 可 以 直 接 测 量 到 相 位 信 息 袁 而

光 波 段 具 有 更 高 的 频 率 袁 现 有 探 测 器 还 不 足 以 直 接

探 测 到 相 位 信 息 遥 为 了 克 服 这 一 困 难 袁 常 用 的 方 法 是

对 样 本 进 行 染 色 袁 利 用 细 胞 内 不 同 组 分 对 不 同 化 学

或 荧 光 染 料 (2008 年 诺 贝 尔 化 学 奖 ) 的 不 同 亲 和 性 袁

形 成 足 够 大 的 光 强 反 差 或 产 生 不 同 的 光 谱 袁 从 而 达

到 成 像 目 的 遥 基 于 此 类 原 理 诞 生 了 宽 场 荧 光 成 像 技

术 [1,5-7]尧 激 光 共 聚 焦 显 微 技 术 (Confocal Microscopy)[8-9]尧

荧 光 共 振 转 移 显 微 术 (Fluorescence Resonance Energy

Transfer袁FRET)[10-12]尧 荧 光 寿 命 显 微 术 (Fluorescence

Lifetime Imaging Microscopy袁FLIM)[13-14]尧 全 内 反 射 显

微 术 (Total Internal Reflection Fluorescence袁TIRF)[15-16]尧

结 构 光 照 明 显 微 术 (Structured Illumination Microscopy袁

SIM) [17 -27]尧 光 激 活 定 位 显 微 术 (Photo鄄Activation

Localization Microscopy袁PALM)[28-29]尧 随 机 光 学 重 构 显

微 术 (Stochastic Optical Recons鄄truction Microscopy袁

STORM) [30 -32]尧 受 激 发 射 损 耗 技 术 (Stimulated

Emission Depletion袁STED)[33-34]尧 多 光 子 显 微 术 (Multi鄄

photon Microscopy)[35-36]尧 光 学 切 片 显 微 术 (Light Sheet

Microscopy袁LSM)[37-39] 等 等 遥 其 中 STED 和 PALM 获 得

了 2014 年 诺 贝 尔 化 学 奖 遥 然 而 无 论 是 传 统 染 色 方 法

还 是 荧 光 标 记 染 色 方 法 袁 都 存 在 一 定 局 限 性 遥 首 先 袁

标 记 样 品 需 要 一 定 时 间 的 制 备 过 程 袁 许 多 标 记 手 段

需 要 杀 死 细 胞 袁 而 许 多 活 细 胞 染 色 方 法 也 不 可 避 免

产 生 光 毒 性 或 者 对 细 胞 的 正 常 生 理 活 动 产 生 不 利

影 响 [40]曰 第 二 袁 荧 光 基 团 还 存 在 光 漂 白 问 题 袁 影 响 长

时 间 观 察 [41]曰 最 后 袁 一 些 重 要 物 质 如 细 胞 内 的 小 分

子 和 脂 类 等 尧 细 胞 的 形 态 结 构 尧 与 人 类 相 关 的 生 理

过 程 如 受 精 过 程 等 很 难 或 者 无 法 被 荧 光 标 记 [42]遥

因 此 在 研 究 活 细 胞 的 动 态 过 程 及 生 理 活 动 时 袁

无 标 记 显 微 是 一 种 最 为 理 想 的 探 测 手 段 袁 也 是 未 来

的 发 展 趋 势 遥 根 据 提 取 相 位 信 息 的 技 术 手 段 不 同 袁 相

位 成 像 技 术 可 以 大 致 分 为 两 类 袁 一 类 以 相 位 观 测 为

目 的 的 定 性 成 像 袁 诸 如 泽 尼 克 相 衬 显 微 (1953 年 诺 贝

尔 物 理 奖 ) [43] 与 微 分 干 涉 相 衬 显 微 技 术 (Differential

Interference Contrast袁DIC)[44]遥 另 一 类 以 相 位 的 精 确

量 化 测 量 为 目 的 的 定 量 成 像 (Quantitative Phase

Imaging袁QPI)袁 包 括 基 于 干 涉 的 数 字 全 息 (1971 年 诺

贝 尔 物 理 奖 )[45-51] 和 电 子 散 斑 干 涉 (Electronic Speckle

Pattern Interferometry袁ESPI)[52] 与 基 于 几 何 光 学 原 理

的 夏 克 - 哈 特 曼 波 前 传 感 器 (Shack鄄hartman Wavefront

Sensor)[53]遥 相 位 恢 复 的 本 质 是 数 学 上 的 一 个 求 反 问

题 [54-57]遥 近 年 来 袁得 益 于 计 算 机 和 探 测 器 的 发 展 袁提 出 了

一 系 列 基 于 非 干 涉 强 度 图 像 的 计 算 成 像 (Computational

Imaging) 方 法 袁 如 基 于 直 接 估 算 的 光 强 传 输 方 程

(Transport of Intensity Equation袁TIE)[58-62] 和 基 于 迭 代

计 算 的 相 干 衍 射 成 像 (Coherent Diffraction Imaging袁

CDI)[63]遥 2004 年 Rodenburg 等 人 [64-65] 提 出 一 种 鲁 棒 的

CDI 方 法 要要要 叠 层 衍 射 成 像 算 法 (Ptychographic

Iterative Engine袁PIE)袁 使 用 多 张 强 度 图 样 取 代 传 统

CDI 单 张 强 度 图 样 袁 大 大 提 高 了 迭 代 相 位 恢 复 算 法

收 敛 速 度 和 抗 噪 能 力 袁 同 时 所 恢 复 的 结 果 具 有 高 对

比 度 尧 高 分 辨 率 尧 大 视 场 和 定 量 相 位 等 特 点 遥 Maiden

等 人 [66-70] 继 而 提 出 ePIE 和 rPIE 算 法 以 及 针 对 三 维

厚 样 品 的 3ePIE 算 法 袁 进 一 步 提 高 了 算 法 鲁 棒 性 尧 收

敛 速 度 和 应 用 范 围 遥 Pfeiffer 和 Thibault 等 人 将 PIE

应 用 在 基 于 X 射 线 的 三 维 断 层 扫 描 术 上 袁 实 现 了 高

分 辨 率 层 析 成 像 [71-75]袁 同 时 已 经 广 泛 地 应 用 于 第 五

代 X 射 线 同 步 回 旋 加 速 器 [76]遥Thibault 等 人 从 量 子 角

度 提 出 混 合 态 模 型 [77]袁 有 效 地 处 理 了 包 括 部 分 相 干

光 源 照 明 等 一 系 列 多 态 混 合 问 题 袁 极 大 地 降 低 了 实

验 条 件 遥 中 国 科 学 院 上 海 光 学 精 密 机 械 研 究 所 刘 诚

课 题 组 [78-81] 将 该 技 术 推 广 到 宽 场 显 微 和 应 力 测 量 当

中 , 实 现 了 高 分 辨 率 大 视 场 成 像 及 /100 精 度 测 量 遥

中 国 科 学 院 西 安 光 学 精 密 机 械 研 究 所 姚 保 利 课 题

组 [82-85] 则 专 注 于 近 场 PIE 的 研 究 袁 解 决 了 近 场 PIE 分

辨 率 和 衍 射 距 离 受 限 问 题 袁 优 化 了 近 场 三 维 成 像 效

果 遥 中 国 科 学 院 大 学 史 祎 诗 课 题 组 [86-89] 将 该 技 术 推

广 应 用 到 光 学 图 像 加 密 领 域 袁 提 高 了 秘 钥 空 间 和 安

全 性 遥 类 似 这 一 类 的 相 位 恢 复 方 法 统 称 为 野 相 位 多 样
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性 冶(phase diversity)袁 包 括 侧 向 多 样 性 袁 离 焦 多 样 性

( 轴 向 多 样 性 )袁 波 长 多 样 性 等 [90-91]遥

传 统 显 微 成 像 除 了 相 位 丢 失 外 袁 还 存 在 像 差 尧 景

深 狭 小 和 低 时 空 带 宽 积 (Space鄄bandwidth鄄time

product袁SBP-T) 等 问 题 遥 时 空 带 宽 积 用 以 定 量 分 析

视 场 与 时 空 分 辨 率 的 权 衡 关 系 遥 传 统 上 要 实 现 高 分

辨 率 大 视 场 需 要 用 高 倍 物 镜 成 像 配 合 视 场 拼 接 技

术 袁 一 方 面 是 高 倍 物 镜 和 高 精 密 的 电 动 平 移 台 很 昂

贵 遥 另 一 方 面 袁 拼 接 可 能 会 有 伪 影 袁 电 动 平 移 台 会 有

像 素 级 的 漂 移 袁 且 视 场 扫 描 和 重 聚 焦 很 耗 时 [92-93]袁 导

致 时 空 带 宽 积 很 有 限 遥 得 益 于 发 光 二 极 管 (LED) 的 发

展 袁 近 些 年 来 还 有 一 类 野 角 度 多 样 性 冶 (angular

diversity) 的 计 算 成 像 方 案 可 以 有 效 解 决 上 述 问 题 袁

受 到 了 更 多 地 关 注 袁 包 括 2006 年 由 Changhuei Yang

和 Demetri Psaltis 等 人 [94-102] 提 出 的 基 于 近 场 扫 描 的

无 透 镜 片 上 显 微 术 要要要 光 流 控 技 术 (Optofluidic

Microscopy)袁2010 年 由 Ozcan 等 人 [103-106] 提 出 的 基 于

远 场 衍 射 的 无 透 镜 片 上 显 微 术 (Diffraction鄄based

Lenless On鄄chip Microscopy)袁2013 年 Guoan Zheng

和 Changhuei Yang 等 人 [107-128] 提 出 了 傅 里 叶 叠 层 显

微 成 像 术 (Fourier Ptychographic Microscopy袁FPM)袁

以 及 2014 年 Lei Tian 和 Laura Waller 等 人 [129-133] 提

出 的 定 量 差 分 像 衬 显 微 成 像 术 (Differential Phase

Contrast Microscopy袁DPC)遥 其 中 最 具 代 表 性 的 就 是

FPM遥 它 巧 妙 地 将 PIE 相 位 恢 复 方 法 与 多 角 度 照 明

相 结 合 袁 通 过 用 LED 阵 列 替 代 传 统 聚 光 镜 袁 逐 点 扫

描 袁 有 效 规 避 机 械 扫 描 造 成 的 迟 滞 效 应 或 者 回 程 误

差 遥 通 过 使 用 低 倍 物 镜 获 得 大 视 场 袁 采 集 多 幅 不 同 角

度 的 低 分 辨 图 像 袁 在 空 域 中 利 用 记 录 的 光 强 信 息 作

为 振 幅 约 束 袁 在 频 域 中 利 用 系 统 的 截 止 频 率 作 为 约

束 袁 通 过 空 域 和 频 域 的 交 替 迭 代 袁 将 这 些 图 像 在 频 谱

中 融 合 从 而 获 得 一 张 高 分 辨 尧 大 视 场 和 定 量 相 位 的

图 像 遥 该 方 法 与 结 构 光 照 明 显 微 术 尧 相 干 合 成 孔 径 成

像 和 积 分 成 像 有 所 类 似 遥 不 同 的 是 袁 传 统 结 构 光 照 明

需 要 精 确 已 知 条 纹 分 布 袁 需 要 通 过 移 相 来 解 调 条 纹

编 码 信 息 袁 且 线 性 区 只 能 得 到 两 倍 分 辨 率 提 升 遥 相 比

于 合 成 孔 径 成 像 袁FPM 不 需 要 记 录 相 位 信 息 袁 但 是 需

要 不 同 频 谱 位 置 相 互 交 叠 袁 利 用 冗 余 信 息 恢 复 相 位 遥

积 分 成 像 不 能 提 高 分 辨 率 袁 成 像 分 辨 率 仍 然 受 限 制

于 成 像 透 镜 孔 径 尺 寸 且 是 非 相 干 成 像 遥 值 得 一 提 的

是 袁 物 镜 有 一 定 的 收 集 光 的 能 力 袁 称 之 为 数 值 孔 径

(Numerical Aperture袁NA)遥 当 没 有 样 品 的 时 候 袁 物 镜

确 实 只 能 收 集 特 定 角 度 的 光 袁 但 是 当 有 生 物 样 品 的

时 候 袁 光 与 物 质 ( 细 胞 器 ) 作 用 袁 会 发 生 瑞 利 或 者 米 散

射 袁 从 而 有 部 分 散 射 光 也 会 被 收 集 袁 因 此 FPM 技 术

就 是 利 用 这 一 现 象 获 得 携 带 高 分 辨 信 息 的 暗 场 图

像 袁实 现 了 2伊/0.08NA 获 得 20伊/0.4NA 的 成 像 效 果 [105]遥

自 从 2013 年 FPM 技 术 提 出 以 来 袁 该 技 术 在 系

统 误 差 尧 成 像 通 量 尧 成 像 效 率 和 应 用 范 围 这 四 大 方

面 都 获 得 了 较 大 的 发 展 遥 Ou 等 人 [108] 提 出 了 EPRY-

FPM 算 法 能 够 同 时 恢 复 相 干 传 递 函 数 和 物 函 数 袁 有

效 解 决 了 空 间 变 化 的 像 差 问 题 遥 Laura Waller 和 Lei

Tian 等 人 [134-137] 提 出 了 基 于 FPM 的 三 维 成 像 和 高 速

体 外 活 细 胞 成 像 方 法 袁 极 大 地 扩 大 了 FPM 的 应 用 范

围 遥 Guoan Zheng 等 人 [138-140] 则 将 FPM 技 术 推 广 至 基

于 结 构 光 照 明 的 荧 光 成 像 袁 实 现 线 性 区 下 超 两 倍 成

像 分 辨 率 遥 清 华 大 学 戴 琼 海 课 题 组 [141-143] 提 出 了 维 尔

丁 格 流 (Wirtinger flow) 等 优 化 算 法 袁 优 化 了 照 明 图

样 袁 提 高 了 成 像 速 度 遥 南 京 理 工 大 学 左 超 课 题 组 [144-159]

提 出 了 基 于 油 浸 聚 光 镜 的 高 通 量 成 像 方 法 袁 基 于

10伊/0.4 NA 物 镜 实 现 了 60伊/1.35 NA 油 浸 物 镜 的 成

像 效 果 袁 和 波 长 复 用 的 单 次 曝 光 FPM 成 像 方 法 袁 实

现 了 25 Hz 动 态 成 像 遥 中 国 科 学 院 西 安 光 学 精 密 机

械 研 究 所 姚 保 利 课 题 组 [150-154] 提 出 了 系 统 误 差 矫 正 方

法 (SC-FPM) 和 基 于 半 球 形 数 字 聚 光 镜 的 高 通 量 成

像 方 法 , 基 于 4伊/0.1 NA 实 现 了 40伊/0.6 NA 物 镜 的

成 像 效 果 袁 有 效 空 间 带 宽 积 高 达 2 亿 4 500 万 像 素 遥

文 中 系 统 地 回 顾 了 显 微 成 像 技 术 的 发 展 历 程 袁

传 统 显 微 成 像 存 在 的 问 题 袁 计 算 显 微 成 像 的 光 学 编

码 原 理 和 研 究 成 果 袁 特 别 是 傅 里 叶 叠 层 显 微 成 像 术 遥

综 述 了 系 统 误 差 校 正 方 法 ( 第 2 节 )袁 高 通 量 ( 第 3 节 )

和 高 速 傅 里 叶 叠 层 显 微 成 像 术 ( 第 4 节 ) 的 基 本 原 理 尧

算 法 流 程 和 最 新 进 展 袁 并 给 出 了 相 关 的 实 验 结 果 遥 对

未 来 傅 里 叶 叠 层 显 微 成 像 术 的 发 展 做 出 了 详 细 的 讨

论 ( 第 5 节 ) 并 总 结 全 文 ( 第 6 节 )遥

1 系统误差校正方法

FPM 的 原 理 和 光 路 图 可 以 参 见 参 考 文 献 [107-109]袁

这 里 就 不 再 过 多 赘 述 遥 从 FPM 技 术 提 出 至 今 袁 先 后

共 有 五 种 主 要 的 系 统 误 差 陆 续 提 出 袁 包 括 像 差 [110]尧 噪

声 [124,134,141-142,145-146,151]尧LED 亮 度 不 均 匀 [111,150]尧LED 位 置
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未 校 准 [144,150] 和 渐 晕 效 应 [153]遥 本 节 将 着 重 介 绍 LED

亮 度 不 均 匀 尧LED 位 置 未 校 准 尧 渐 晕 效 应 和 多 种 混

合 误 差 [150]遥

1.1 LED照明强度不均匀

2013 年 Bian 等 [111] 首 先 提 出 了 LED 亮 度 不 均 匀

导 致 的 伪 影 问 题 袁 进 而 Bian 等 人 提 出 一 种 自 适 应 强

度 校 正 算 法 袁 通 过 若 干 次 迭 代 可 以 有 效 恢 复 出 各

LED 对 应 的 归 一 化 强 度 系 数 遥 但 是 当 系 统 误 差 不 只

有 LED 亮 度 不 均 匀 问 题 时 袁 该 方 法 可 能 会 失 效 遥 因

此 Pan 等 人 提 出 了 另 外 一 种 实 用 的 基 于 硬 件 的 LED

强 度 校 正 方 法 [152]遥 在 放 置 样 品 之 前 袁 通 过 使 用 高 倍

的 物 镜 ( 大 于 所 设 计 的 照 明 NA) 采 集 不 同 角 度 LED

照 明 下 的 明 场 图 像 袁 平 均 每 一 张 图 像 的 亮 度 从 而 估

算 出 各 LED 对 应 的 归 一 化 强 度 系 数 袁 从 而 可 以 在 实

验 中 根 据 该 系 数 矩 阵 对 LED 亮 度 进 行 数 字 补 偿 袁 或

者 直 接 线 性 地 调 整 LED 的 照 明 亮 度 袁 进 行 硬 件 补

偿 遥 比 较 而 言 袁 硬 件 补 偿 在 高 角 度 照 明 下 具 有 更 好 的

信 噪 比 遥

1.2 LED位置未校准

类 似 于 PIE 中 的 探 针 位 置 不 精 确 [155-157]袁Yeh[134]

和 Sun[144] 等 先 后 提 出 了 LED 位 置 未 校 准 所 带 来 的

系 统 误 差 问 题 袁 并 提 出 了 基 于 模 拟 退 火 的 优 化 算 法 袁

从 而 有 效 地 解 决 了 LED 位 置 误 差 所 来 带 的 伪 影 遥 不

同 的 是 袁Yeh 等 人 的 模 型 里 每 一 个 LED 都 拥 有 单 独

的 驻x 和 驻y袁 从 而 优 化 每 一 个 LED 的 位 置 ( 局 部 变

量 )遥 而 Sun 等 人 的 模 型 里 则 考 虑 是 整 个 LED 阵 列

的 高 度 h尧 位 移 驻x袁驻y袁 和 旋 转 角 袁 共 四 个 全 局 变

量 遥 无 论 LED 分 布 是 否 存 在 局 部 的 位 置 不 均 匀 袁 使

用 一 个 全 局 变 量 都 可 以 等 效 地 补 偿 系 统 误 差 袁 因 此

Sun 等 人 的 模 型 相 对 而 言 更 为 稳 定 遥

1.3 渐晕效应

在 通 常 的 FPM 模 型 里 袁 相 干 显 微 系 统 是 近 似 看

做 线 性 空 不 变 的 (Linear space鄄invariant袁LSI) 成 像 系

统 袁 相 干 传 递 函 数 (Coherent transfer function袁CTF) 由

物 镜 的 出 瞳 函 数 (Pupil function) 决 定 遥 然 而 袁 在 实 际

中 可 以 明 显 发 现 半 亮 半 暗 的 过 渡 区 域 袁 这 些 图 像 具

有 很 强 的 渐 晕 效 应 袁 显 然 与 LSI 系 统 的 只 有 亮 暗 场

图 不 同 遥 第 二 袁 实 际 中 分 辨 率 从 视 场 中 央 逐 渐 向 视 场

边 缘 降 低 遥 Horstmeyer 等 人 [158] 也 发 现 类 似 现 象 遥 第

三 袁 这 些 不 理 想 的 原 始 图 像 ( 全 视 场 ) 直 接 带 入 FPM

算 法 中 会 导 致 最 终 重 构 出 现 伪 影 袁 特 别 是 视 场 边 缘

出 现 剧 烈 的 褶 皱 遥 以 上 现 象 均 表 明 袁FPM 的 模 型 不

是 理 想 的 LSI 模 型 袁 而 是 线 性 空 变 模 型 遥

Pan 等 人 [153] 分 别 基 于 光 线 追 迹 和 严 格 的 波 动 光

学 理 论 分 析 研 究 了 模 型 不 匹 配 的 成 因 和 影 响 遥 分 析

表 明 对 于 实 际 FPM 显 微 系 统 袁 物 镜 往 往 由 多 个 透 镜

构 成 袁 其 中 的 某 一 个 透 镜 扮 演 了 渐 晕 光 阑 的 作 用 袁 截

断 了 部 分 光 线 袁 从 而 导 致 线 性 空 不 变 的 模 型 遭 到 破

坏 遥 故 而 推 导 了 线 性 空 变 模 型 如 下 [153]院

Ui(x袁y)= 蓦 1
|M|
U0

忆
M

袁 忆
M蓸 蔀 exp jk

2z1

忆2+ 忆2

M2蓸 蔀蓘 蓡窑
hp(x- 忆袁y- 忆)d 忆d 忆 (1)

式 中 院Ui(x袁y) 为 相 面 光 场 分 布 曰U0( 袁 ) 为 物 函 数 曰k

为 波 矢 曰z1 为 物 距 曰M 为 放 大 倍 率 遥 根 据 公 式 (1) 的 定

量 分 析 发 现 如 果 假 设 出 瞳 大 小 不 变 的 话 袁 公 式 (1) 可

以 修 改 为 院

Ui(x袁y)=F
-1{F{ 1

|M|
U0

x
M

袁 y
M蓸 蔀窑

exp
jk
2z1

x2+y2

M2蓸 蔀蓘 蓡 }P(- z2f 袁- z2f )} (2)

式 中 院f = / z2袁f = / z2袁 常 数 项 已 忽 略 遥 物 体 的 频 谱 意

外 地 被 二 次 相 位 因 子 调 制 尧 放 大 遥

尽 管 该 模 型 一 定 程 度 上 能 够 解 释 所 观 察 的 实 验

现 象 袁 但 是 (1) 仿 真 的 原 始 数 据 中 明 暗 场 过 渡 区 域 有

明 显 的 吉 布 斯 现 象 (Gibb忆s phenomena[159])曰(2) 物 镜 通

常 是 由 一 系 列 透 镜 组 成 袁 不 能 简 单 看 成 单 透 镜 袁 因 此

显 微 系 统 不 能 简 单 地 看 作 4f 系 统 曰(3) 不 确 定 的 像

差 尧 杂 散 光 尧 噪 声 和 部 分 相 干 光 源 无 法 被 估 计 遥 以 上

这 些 因 素 都 会 模 糊 过 渡 区 域 袁 从 而 产 生 异 于 仿 真 的

实 验 观 察 结 果 遥 因 此 直 接 使 用 空 变 模 型 来 重 构 图 像

是 不 太 可 能 的 袁Pan 等 人 [153] 提 出 了 两 个 对 应 策 略 来

绕 过 或 者 消 除 渐 晕 引 入 的 伪 影 遥 一 是 将 原 先 的 大 视

场 分 割 为 若 干 个 小 视 场 遥 事 实 上 袁FPM 由 于 采 用

LED 照 明 袁 为 了 保 持 空 间 相 干 性 袁 也 会 进 行 图 像 分

割 袁 从 而 保 持 空 间 相 干 性 袁 另 一 方 面 袁 减 少 了 存 储 负

担 袁 有 利 于 进 行 并 行 计 算 遥 但 是 这 意 味 着 图 像 分 割 是

不 得 不 执 行 的 策 略 袁 而 不 是 可 选 择 的 策 略 遥 如 图 1(a)

和 图 1(c) 所 示 袁 经 过 分 割 后 物 体 放 在 视 场 正 中 央 不

会 产 生 任 何 伪 影 袁 原 始 数 据 与 理 想 模 型 相 同 袁 算 法 很

快 就 收 敛 如 图 1(e) 所 示 遥 但 是 当 把 物 体 放 在 视 场 边

缘 时 袁 如 图 1(b1) 所 示 袁 仍 会 有 伪 影 袁 尽 管 已 经 比 原 先

全 视 场 恢 复 下 的 伪 影 小 得 多 遥 这 是 因 为 在 分 块 过 程
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图 1 (a)袁(b1)袁(b2) 分 辨 率 板 分 块 下 的 重 构 结 果 (150 pixel伊150 pixel)曰(a) 视 场 中 央 ; (b) 视 场 边 缘 曰(c), (d) 图 1(a) 和 (b) 分 块 后 对 应 的

原 始 数 据 袁 红 框 院 与 理 想 线 性 空 不 变 模 型 不 匹 配 的 小 块 曰 序 数 院 更 新 顺 序 曰(e)袁(f) 图 1(a) 和 (b) 对 应 的 误 差 曲 线 , 红 线 院 迭 代 曲 线 袁

蓝 线 院 每 次 迭 代 更 新 曲 线 袁 一 次 迭 代 包 含 225 次 更 新 [153]

Fig.1 (a), (b1), (b2) Reconstructions of resolution target with block processing (150 pixel伊150 pixel); (a) center of FOV; (b) edge of FOV;

(c), (d) corresponding segments of Figs.1(a) and 1(b), respectively, red boxes: segments that do not match the ideal LSI model;

Sequence number: update order; (e), (f) error matrix of Fig.1(a) and Fig.1(b) respectively, red: error curves with iterations,

Blue line: error curves with sub鄄iterations for each segment, a full iteration contains 225 updates (sub鄄iterations)[153]

中 渐 晕 效 应 仍 然 会 影 响 分 块 后 的 原 始 数 据 如 图 1(d) 红

框 所 示 袁 算 法 迭 代 收 敛 曲 线 如 图 1(f) 所 示 袁 这 两 个 不 匹

配 的 子 图 在 每 次 迭 代 中 都 会 急 剧 增 大 误 差 袁 甚 至 导 致

算 法 不 收 敛 遥 因 此 策 略 二 是 根 据 强 度 判 别 并 舍 弃 这 些

不 匹 配 LSI 模 型 的 图 像 袁 当 舍 弃 这 两 个 不 匹 配 的 图 像

之 后 的 重 构 结 果 如 图 1(b2)所 示 袁伪 影 消 除 遥

1.4 系统混合误差

不 同 误 差 尽 管 机 理 不 同 袁 但 是 由 于 它 们 都 是 对

原 始 数 据 的 灰 度 或 者 理 想 模 型 造 成 影 响 袁 伪 影 都 非

常 相 似 [134]遥 一 方 面 袁 在 无 先 验 信 息 的 情 况 下 袁 虽 然 已

经 提 出 了 一 些 针 对 不 同 系 统 误 差 的 校 准 算 法 袁 但 是

很 难 根 据 图 像 恢 复 的 结 果 判 断 系 统 的 主 要 误 差 来 源

是 什 么 袁 因 而 采 用 哪 种 校 准 算 法 通 常 只 能 依 赖 反 复

测 试 袁 成 像 效 果 只 能 凭 主 观 选 择 遥 另 一 方 面 袁 系 统 误

差 往 往 是 由 多 种 误 差 混 合 而 成 袁 单 一 机 理 的 误 差 校

正 算 法 可 能 会 失 效 遥 因 此 发 展 一 个 实 用 的 无 先 验 的

混 合 误 差 校 正 算 法 是 非 常 迫 切 的 遥 Pan 等 人 [150] 首 先

研 究 了 不 同 误 差 模 型 的 兼 容 性 问 题 袁 发 现 LED 亮 度

校 正 算 法 [111] 不 能 与 像 差 恢 复 算 法 [110](EPRY-FPM) 兼

容 袁否 则 算 法 无 法 收 敛 曰针 对 噪 声 的 自 适 应 步 长 算 法 [145]

(Adaptive-FPM) 与 LED 位 置 校 正 算 法 [144](pcFPM) 存

在 不 兼 容 问 题 等 遥 通 过 分 析 不 同 系 统 误 差 之 间 的 相

互 作 用 关 系 袁 从 全 局 的 角 度 融 合 了 不 同 的 先 进 算 法

与 模 型 袁 使 其 合 理 有 效 地 校 准 系 统 误 差 并 获 得 好 的

结 果 袁 该 方 法 称 为 SC-FPM遥 现 有 的 系 统 误 差 除 了 渐

晕 效 应 以 外 的 误 差 袁 均 可 以 由 一 个 数 学 模 型 表 示 如 下
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图 2 不 同 算 法 下 分 辨 率 板 实 验 结 果 遥 (a1) 4伊/0.1 NA 物 镜 下 的 采 集 的 全 视 场 图 曰(a2) 子 视 场 放 大 图 (90 pixel伊90 pixel)曰

(b)袁(c)袁(d) 不 同 算 法 恢 复 下 的 强 度 尧 相 位 和 傅 里 叶 谱 的 恢 复 结 果 [150]

Fig.2 Experimental results of resolution target with different algorithms. (a1) full FOV captured with a 4伊/0.1 NA objective;

(a2) enlargement of a sub鄄region (90 pixel伊90 pixel); (b), (c), (d) recovery results of intensity, phase and Fourier spectrum[150]

0603012-6

Ii(r)=wi|F[O(k-ki -驻k i )P(k)e
j

](r)|
2+In,i (3)

式 中 院i 为 图 像 序 数 曰 权 重 因 子 wi 表 示 LED 强 度 不 均

匀 误 差 曰 相 位 项 ej 代 表 了 像 差 曰 强 度 项 In,i 由 噪 声 引

入 遥 LED 位 置 误 差 则 使 得 ki 不 再 精 确 袁 引 入 位 置 误

差 项 驻ki遥 SC-FPM 的 算 法 流 程 如 下 院

首 先 袁 采 用 受 噪 声 影 响 较 小 的 低 频 图 像 ( 明 场 图

像 ) 进 行 10 次 迭 代 袁 迭 代 过 程 中 采 用 模 拟 退 火 和 非

线 性 回 归 拟 合 4 个 全 局 实 验 参 数 袁 同 时 更 新 光 瞳 函

数 曰 固 定 这 4 个 全 局 参 数 和 光 瞳 函 数 袁 使 用 LED 强

度 校 正 算 法 对 所 有 图 像 迭 代 3 次 袁 由 于 这 个 过 程 偏

差 较 大 袁 所 以 每 次 迭 代 都 需 要 初 始 化 曰 之 后 停 止 LED

强 度 校 正 方 法 袁 使 用 全 部 图 像 采 用 模 拟 退 火 和 非 线

性 回 归 进 一 步 拟 合 4 个 全 局 实 验 参 数 袁 同 时 更 新 光

瞳 函 数 曰 待 4 个 全 局 参 数 稳 定 后 袁 停 止 模 拟 退 火 和 非

线 性 回 归 算 法 袁 使 用 自 适 应 步 长 策 略 袁 伴 随 光 瞳 函 数

更 新 袁 直 到 步 长 收 敛 到 零 袁 算 法 收 敛 停 止 遥

分 辨 率 板 的 实 验 结 果 如 图 2 所 示 遥 相 比 于 其 他

算 法 袁 采 用 SC-FPM 能 够 无 先 验 地 得 到 比 较 好 的 恢

复 结 果 袁 背 景 较 为 干 净 袁 通 过 把 SC-FPM 恢 复 的 4 个

全 局 参 数 带 入 原 始 算 法 中 进 行 补 偿 袁 重 构 后 的 结 果

如 图 2(b6)~(d6) 所 示 袁 结 果 也 略 好 于 pcFPM 算 法 的

结 果 袁 说 明 SC-FPM 算 法 恢 复 的 系 统 全 局 参 数 比

pcFPM 更 为 准 确 稳 定 遥 SC-FPM 算 法 的 相 关 代 码 可

供 非 商 业 使 用 [160]遥
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图 4 不 同 波 长 下 的 REFPM 平 台 重 构 结 果 [147]

Fig.4 Reconstructions with different wavelengths via REFPM platform[147]

图 3 基 于 油 浸 聚 光 镜 和 紧 密 的 LED 平 板 阵 列 的 REFPM 光 路 图 遥 (a) 实 验 装 置 包 括 LED 阵 列 袁 油 浸 聚 光 镜 (1.2 NA) 和

奥 林 巴 斯 物 镜 (10伊/0.40 NA)曰(b) REFPM 平 台 照 明 系 统 原 理 模 型 曰(c) REFPM 平 台 在 频 域 中 的 合 成 孔 径 情 况 [147]

Fig.3 Optical path of REFPM platform based on oil鄄immersed condenser and dense LED array. (a) Experimental setup involves an LED

array, an oil鄄immersion condenser (1.2 NA) and an Olympus 10伊/0.40 NA objective lens; (b) schematic diagram of the

illumination system in REFPM platform; (c) synthesized apertures in the Fourier space using REFPM platform[147]
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2 基于 FPM的高通量成像

由 于 LED 尺 寸 往 往 大 于 聚 光 镜 袁 传 统 FPM 需

要 把 聚 光 镜 替 换 为 LED 阵 列 遥 根 据 上 述 1.1 节 LED

亮 度 不 均 匀 分 析 可 知 袁 由 于 平 板 LED 的 平 面 几 何 限

制 袁LED 的 实 际 照 明 亮 度 会 随 着 角 度 增 大 而 衰 减 遥 使

用 商 业 LED 平 板 基 于 4伊/0.1 NA 物 镜 所 能 实 现 的 有

效 NA 仍 然 限 制 在 0.3~0.7 范 围 内 [152]遥 因 此 可 实 现 最

高 的 分 辨 率 通 常 限 制 在 500~1 000 滋m袁 这 远 不 能 满

足 高 分 辨 生 物 医 学 成 像 的 需 求 遥 尽 管 可 以 使 用 高 倍

高 数 值 孔 径 物 镜 来 提 升 分 辨 率 袁 例 如 Ou 等 人 [109] 就

使 用 了 40伊/0.75 NA 物 镜 实 现 1.45 的 合 成 NA袁 但 是

所 牺 牲 的 视 场 将 会 远 超 过 分 辨 率 的 提 升 袁 这 使 得

FPM 丧 失 了 原 本 的 优 势 遥 本 节 将 着 重 介 绍 两 种 基 于

FPM 的 高 通 量 成 像 方 法 遥

2.1 基于油浸聚光镜的高通量成像

由 于 缺 乏 聚 光 镜 袁 导 致 LED 照 明 随 着 角 度 的 增

加 能 量 损 失 严 重 袁 照 明 效 率 极 低 遥 Sun 等 人 [147] 提 出 了

基 于 油 浸 聚 光 镜 和 紧 密 的 LED 平 板 阵 列 的 FPM 平

台 袁 称 为 REFPM 平 台 袁 实 现 了 基 于 10伊/0.4 NA 物 镜

合 成 至 1.6 NA袁 波 长 435 nm袁 视 场 2.34 mm2袁 对 应 空

间 带 宽 积 为 9 800 万 像 素 袁 成 像 装 置 如 图 3 所 示 袁 成

像 结 果 ( 图 4) 可 媲 美 60伊/1.35 NA 油 浸 物 镜 袁 达 到
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图 5 (a1) 基 于 平 板 LED 的 传 统 FPM曰(a2) 32伊32 可 编 程 LED 阵 列 曰(a3) 倒 置 显 微 镜 光 路 图 曰MO: 物 镜 ; TL: 筒 镜 ;

M1 和 M2院 反 射 镜 ; BS院 分 束 镜 曰(b1) 基 于 半 球 形 数 字 聚 光 镜 的 SRFP 平 台 原 理 图 曰(b2) 该 半 球 形 数 字 聚 光 镜 由

两 个 3D 打 印 的 四 分 之 一 球 形 聚 光 镜 胶 合 而 成 曰(b3) 半 球 形 数 字 聚 光 镜 的 实 物 图 曰(c),(d) 对 应 系 统 的 实 物 图 [152]

Fig.5 (a1) Schematic of traditional FPM platform with LED board; (a2) 32伊32 programmable LED matrix; (a3) light path diagram of

an inverted microscope; MO: microscope objective; TL: tube lens; M1 and M2: mirrors; BS: beam splitter; (b1) schematic of

the SRFP platform with hemispherical digital condensers; (b2) assembly of two 3D-printed quarter鄄spherical condensers;

(b3) photography of the hemispherical digital condensers; (c) and (d) photographs of the corresponding optical setups,

respectively[152]

154 nm 半 截 距 分 辨 率 (11 组 5)遥

2.2 基于半球形数字聚光镜的高通量成像

由 于 采 样 率 的 限 制 袁Sun 等 人 [147] 的 系 统 最 低 倍

率 可 使 用 的 物 镜 为 10伊 物 镜 袁 然 而 不 能 使 用 更 低 倍

的 物 镜 视 场 的 损 失 仍 然 很 明 显 遥 Pan 等 人 [152] 提 出 一

种 使 用 半 球 形 数 字 聚 光 镜 实 现 亚 波 长 分 辨 率 的

FPM 平 台 袁 称 为 SRFP 平 台 如 图 5 所 示 遥 这 一 聚 光

镜 是 由 两 块 3D 打 印 的 四 分 之 一 球 形 聚 光 镜 相 拼 合

而 成 袁 半 径 为 80 mm 的 内 壁 上 沿 轴 向 均 匀 镶 有 415

颗 (20 圈 袁24 列 ) 可 调 节 亮 度 的 蓝 光 LED(465 nm)袁

可 实 现 0.95 的 照 明 NA袁 打 破 了 传 统 的 平 面 型 LED

阵 列 限 制 (图 6)遥 单 颗 LED 的 电 功 率 可 达 3.5W袁光 功

率 可 达 500mW遥 实 际 使 用 中 袁电 功 率 只 需 要 465mW袁

曝 光 时 间 10 ms遥 由 于 光 学 窗 口 的 投 影 袁 半 球 形 聚 光

镜 光 强 正 比 于 cos 如 图 6(d) 所 示 遥 与 平 板 LED 相

比 ( 正 比 于 cos4 如 图 6(c) 所 示 )袁 能 量 效 率 上 有 了 巨

大 的 提 升 遥 这 两 种 照 明 方 式 有 着 cos3 的 能 量 差

别 袁 这 意 味 着 在 40毅 入 射 角 时 平 面 LED 相 比 半 球 形

聚 光 镜 能 量 低 50%袁77毅 入 射 角 时 能 量 低 至 99%袁 几

乎 无 光 遥
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图 6 LED 强 度 校 正 方 法 遥 (a)袁(b) 平 面 LED 和 数 字 半 球 形 聚 光 镜 的 模 型 曰(c)袁(d) 实 测 平 面 LED 和 数 字 半 球 形 聚 光 镜 模 型 下 相 对 于

入 射 角 的 归 一 化 强 度 分 布 袁 理 论 上 平 面 LED 强 度 分 布 正 比 于 cos4 袁 数 字 半 球 形 聚 光 镜 强 度 正 比 于 cos ( 黑 色 实 线 )曰

(e)袁(f) 平 面 LED 和 数 字 半 球 形 聚 光 镜 的 归 一 化 强 度 分 布 俯 视 图 [152]

Fig.6 LED intensity correction method. (a), (b) Model of planar LED array and hemispherical digital condenser respectively;

(c), (d) normalized intensity falloff as a function of incident angle with the LED board and the condenser respectively.

Falloff is proportional to cos4 for the LED board and cos for the condenser (black line); (e) and (f) top view

of the normalized intensity of each LED element for the planar LED array and the condenser respectively[152]

表 1不同照明光源和物镜下的半截距分辨率尧视场及空间带宽积比较[152]

Tab.1 Comparison of the measured half鄄pitch resolution, FOV, and SBP with different illuminators

and objectives[152]

Objective lens

Conventional

incoherent

microscopy

4伊/0.1

10伊/0.3

FOV/mm2

14.60

2.34

NAillu

Theoretical

NAsyn

0.10 0.20

0.30 0.60

Theoretical

half鄄pitch

resolution/nm

1163

388

Theoretical SBP

/megapixel

Measured

half鄄pitch

resolution/nm

Measured SBP

/megapixel

10.8 1740 4.8

15.5 775 3.9

20伊/0.45 0.58 0.45 0.90 258 8.7 548 1.9

40伊/0.6 0.15 0.60 1.20 194 3.9 388 1.0

Conventional

FP with LED

board

4伊/0.1 14.60

0.53 0.63 369 107.2 488 61.3

0.58 0.68 342 124.8 435 77.2

0.63 0.73 318 144.4 388 97.0

0.67 0.77 302 160.1 388 97.0

0.70 0.80 291 172.4 388 97.0

0.73 0.83 280 186.2 388 97.0

SRFP 4伊/0.1 14.60 0.95 1.05 221.4 297.9 244 245.2

根 据 设 计 袁 对 于 4 伊/0.1 NA 物 镜 交 叠 率 为

68.5%袁 满 足 了 FPM 所 需 要 的 采 样 要 求 [161] 和 图 案 设

计 优 化 [117]遥 对 于 不 同 的 应 用 袁 可 以 使 用 更 高 NA 的 物

镜 获 得 更 高 的 分 辨 率 袁相 应 的 交 叠 率 也 会 更 高 袁但 是 视

场 和 计 算 效 率 会 有 所 牺 牲 遥 与 传 统 的 聚 光 镜 不 同 袁不 需

要 透 镜 袁 反 射 镜 或 者 机 械 扫 描 部 件 来 控 制 照 明 NA遥

SRFP 平 台 最 终 实 现 了 基 于 4伊/0.1 NA 物 镜 合 成 至

1.05 NA袁 使 用 465 nm 光 波 实 现 分 辨 率 达 到 244 nm

(11 组 1)袁 视 场 14.6 cm2袁 对 应 空 间 带 宽 积 为 24 500

万 像 素 ( 见 图 7)袁 相 比 于 传 统 明 场 成 像 袁SRFP 扩 宽 了

数 十 倍 的 SBP( 比 较 结 果 见 表 1)袁 成 像 效 果 超 过 40伊/

0.6 NA 物 镜 遥 相 比 于 基 于 平 板 LED 的 传 统 FPM袁

0603012-9
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图 7 采 用 系 统 误 差 校 正 算 法 后 SRFP 系 统 下 的 仿 真 和 实 验 结 果 遥 (a1)袁(b1) 仿 真 原 始 强 度 和 相 位 曰(a2)~(a5)袁(b2)~(b5) 和

(c1)~(c4) 不 同 算 法 下 仿 真 恢 复 的 强 度 尧 相 位 和 傅 里 叶 谱 袁 右 下 角 的 数 字 表 示 恢 复 结 果 相 对 原 始 结 果 的 均 方 误 差 曰

(d1)~(d4) 和 (e1)~(e4) 分 辨 率 板 强 度 和 傅 里 叶 谱 的 实 验 恢 复 结 果 曰A院LED 强 度 校 正 方 法 袁B院LED 位 置 校 准 算 法 [152]

Fig.7 Simulations and experimental results in SRFP platform. (a1) and (b1) Simulated original intensity and phase; (a2)-(a5), (b2)-(b5)

and (c1)-(c4) recovered results of intensity, phase and spectrum with different processing procedures in simulations. The numbers

listed in the bottom right indicate the RMSE relative to the simulation ground truth. (d1)-(d4) and (e1)-(e4) The recovered results

of intensity and spectrum of USAF resolution target with different processing procedures in experiments. A: LED intensity

correction method; B: LED position correction method[152]

SBP 也 提 高 了 两 倍 以 上 遥 此 外 袁 结 合 LED 亮 度 校 正

方 法 ( 硬 件 补 偿 ) 和 LED 位 置 校 准 算 法 (SC-FPM)袁 进

一 步 提 升 了 成 像 质 量 ( 如 图 7 所 示 )遥 其 中 LED 位 置

校 准 算 法 的 模 型 与 SC-FPM 略 有 不 同 袁 共 3 个 系 统

参 数 袁 平 移 因 子 驻x袁驻y袁 旋 转 因 子 [152]遥

xm,n=rmsin( n+ )+驻x

ym,n=rmcos( n+ )+驻y
嗓 (4)

式 中 院rm 为 每 一 圈 的 横 向 半 径 曰 n 为 相 对 于 x 轴 的 夹 角 遥

3 基于 FPM的高速动态成像

如 何 提 高 数 据 采 集 速 度 袁 实 现 动 态 样 品 成 像 袁 是

目 前 FPM 的 一 大 难 点 遥 针 对 这 一 问 题 袁 一 系 列 的

解 决 方 法 相 继 提 出 袁 包 括 自 适 应 频 谱 更 新 法 [162-163]尧

LED 多 路 复 用 法 [136]尧 稀 疏 照 明 法 [161]袁 定 量 差 分 像 衬

0603012-10
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图 8 体 外 小 鼠 神 经 干 细 胞 多 尺 度 大 空 间 带 宽 积 的 相 位 重 构 视 频 袁 获 取 速 度 0.8 s 每 帧 遥 (a) 照 明 编 码 FPM 采 集 4 幅 明 场 图 像 和 17 幅

多 路 复 用 暗 场 图 曰(b) 4 倍 物 镜 下 全 视 场 相 位 重 构 结 果 袁 分 辨 率 合 成 至 0.8 NA曰(c) 子 视 场 放 大 图 袁 上 面 一 行 为 连 续 帧 的 重 构

结 果 (1.25 Hz)曰 下 面 一 行 为 长 时 间 监 测 下 的 时 间 反 演 结 果 ( 每 帧 1 min袁 共 4.5 h)[137]

Fig.8 Large-SBP phase video reconstructions for observing multiscale temporal dynamics of in vitro NSCs with a high SBP and

an acquisition time of 0.8 s per frame. (a) Our source鄄coded FPM captures four bright鄄field images and 17 multiplexed

dark鄄field images; (b) full鄄FOV phase reconstruction using a 4伊 objective and achieving 0.8 NA resolution; (c) sample

frames of reconstructed video for a zoom鄄in of one small area, top: successive frames at the maximum frame rate

(1.25 Hz); bottom: sample frames across the longer time lapse (4.5 h at 1 min intervals)[137]

成 像 法 (DPC)[129-133,148]尧 单 次 曝 光 法 [149,164-165]尧 相 机 阵 列

法 [166-167] 等 等 袁 这 里 着 重 介 绍 一 下 体 外 无 标 记 动 态 成

像 [137]尧 单 次 曝 光 波 长 复 用 成 像 [149] 两 种 高 速 成 像 方 法 遥

3.1 体外无标记细胞动态监测(成像)

不 同 于 以 往 傅 里 叶 叠 层 衍 射 成 像 术 中 逐 行 逐 列

地 点 亮 LED 的 照 明 方 式 袁Tian 等 人 [137] 提 出 一 种 结 合

多 路 复 用 [136] 和 DPC[131] 方 法 的 照 明 编 码 方 法 (source鄄

coded FPM)遥 通 过 采 集 4 幅 不 对 称 照 明 的 明 场 图 像

和 17 幅 随 机 8 个 暗 场 LED 同 时 点 亮 的 暗 场 图 像 袁

对 照 明 光 源 进 行 编 码 袁 共 采 集 21 幅 图 袁 提 高 了 照 明

功 率 袁 缩 短 了 曝 光 时 间 袁 极 大 地 减 少 了 采 集 图 像 数 量 袁

使 用 4伊/0.2 NA 物 镜 合 成 至 0.8 NA袁 实 现 了 1.25 Hz

动 态 成 像 ( 如 图 8 所 示 )遥 对 应 地 袁 算 法 上 也 需 要 进 行

相 应 的 修 改 袁 首 先 根 据 4 幅 不 对 称 的 亮 场 图 像 计 算

沿 x袁y 轴 的 差 分 像 衬 图 像 袁 沿 y 轴 差 分 像 衬 图 像 计 算

如 下 [131]院

IDPC(r)= IT(r)-IB(r)
IT(r)+IB(r)

(5)

式 中 院 下 标 T尧B 表 示 照 明 模 式 上 半 部 和 下 半 部 遥 同

理 可 得 沿 x 轴 像 衬 图 像 遥 接 着 通 过 去 卷 积 [131] 的 方 式

得 到 定 量 差 分 相 位 图 袁 该 图 像 具 有 两 倍 分 辨 率 遥

(r)=F-1 j

移Hj

*

(u)IDPC,j(u)

j

移|Hj(u)|
2+

扇

墒

设
设
设
设
设
设
缮
设
设
设
设
设
设

伤

赏

设
设
设
设
设
设
商
设
设
设
设
设
设

(6)

式 中 院j 为 差 分 像 衬 图 的 数 量 曰H 为 相 位 传 递 函 数 曰
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图 9 彩 色 复 用 照 明 和 SFPM 技 术 流 程 图 遥 (a) SFPM 系 统 曰(b1), (b2) 彩 色 照 明 图 样 曰(c1)袁(c2) 在 t1-t2 时 刻 采 集 的 两 张 彩 色 图 样 曰

(d1)袁(d2) 对 应 恢 复 的 相 位 图 像 曰(e) SFPM 流 程 图 [149]

Fig.9 Color鄄multiplexed illumination patterns and the flowchart of SFPM technique. (a) SFPM system; (b1),(b2) color鄄

illumination patterns; (c1), (c2) captured color images at t1-t2; (d1), (d2) recovered phase maps corresponding

to each color image; (e) flowchart of SFPM[149]

图 10 使 用 SFPM 技 术 下 体 外 宫 颈 癌 细 胞 的 单 次 曝 光 定 量 相 位 成 像 结 果 袁0.02 s 每 帧 遥 (a) 某 一 帧 的 全 视 场 相 位 恢 复 图 曰(b)袁(c) 图 (a)

中 蓝 色 和 红 色 区 域 子 视 场 放 大 图 曰(d) 蓝 色 区 域 重 构 的 视 频 帧 放 大 图 袁 共 采 集 40 min袁 展 示 了 每 帧 5~8 min 间 隔 的 情 况 [149]

Fig.10 Single鄄shot QPI of HeLa cells in vitro using SFPM with an acquisition time of 0.02 s per frame; (a) one frame of the full鄄FOV

phase reconstruction; (b), (c) enlarged images of the blue鄄boxed and red鄄boxed regions in (a); (d) sample frames of a

reconstructed video for a zoom鄄in view of blue鄄boxed regions in (a) at 5-8 min intervals across 40 min[149]

为 常 数 防 止 分 母 为 零 遥 使 用 DPC 模 型 恢 复 的 定 量 相

位 图 像 作 为 初 始 猜 测 袁 之 后 类 似 于 传 统 PIE 的 混 合

态 模 型 [77]袁 迭 代 恢 复 8 个 LED 对 应 的 频 谱 区 域 [136]袁

这 里 就 不 再 过 多 赘 述 遥 多 路 复 用 算 法 能 够 有 效 地 同

时 减 少 采 集 的 图 像 数 量 以 及 算 法 重 建 时 间 袁 但 其 本 质

还 是 降 低 了 冗 余 信 息 量 袁 这 意 味 着 采 用 相 同 数 量 的 图

像 使 用 稀 疏 照 明 [148,161] 的 方 法 也 能 实 现 同 样 的 结 果 遥

3.2 单次曝光波长复用成像

相 比 于 Tian 等 人 提 出 的 照 明 编 码 方 法 袁Sun 等

人 提 出 了 单 次 曝 光 波 长 复 用 成 像 方 法 袁 称 为 SFPM

系 统 袁 如 图 9 所 示 袁 原 理 与 波 长 复 用 的 DPC 相 同 [133]遥

但 是 由 于 不 同 波 长 下 分 辨 率 不 相 同 袁Sun 等 人 提 出

采 用 两 幅 图 交 替 照 明 的 模 式 来 平 衡 分 辨 率 的 差 异 袁

因 此 最 终 的 成 像 速 度 可 以 达 到 25 Hz遥 相 比 于 Tian

等 人 的 方 案 袁Sun 等 人 的 方 案 具 有 更 快 的 速 度 袁 但 是

同 时 由 于 没 有 采 集 暗 场 图 像 袁 分 辨 率 只 能 提 高 两 倍 遥

图 10 展 示 了 体 外 宫 颈 癌 细 胞 的 单 次 曝 光 定 量 相 位 成

像 结 果 袁 可 以 动 态 观 察 到 细 胞 前 中 后 期 的 分 裂 情 况 遥
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4 当前问题和发展趋势

自 从 2013 年 FPM 技 术 提 出 以 来 袁 该 技 术 在 系

统 误 差 尧 成 像 通 量 尧 成 像 效 率 和 应 用 范 围 这 4 大 方 面

都 获 得 了 较 大 的 发 展 袁 也 已 日 趋 完 善 遥

首 先 袁 现 有 的 5 种 系 统 误 差 中 袁 像 差 尧LED 亮 度

不 均 匀 和 LED 位 置 未 校 准 已 经 得 到 了 很 好 的 解 决 袁

但 是 噪 声 和 渐 晕 效 应 仍 然 有 研 究 的 空 间 遥 现 有 的 探

测 器 所 得 到 的 暗 场 图 像 还 不 能 够 在 不 做 噪 声 预 处 理

的 情 况 下 直 接 使 用 袁 因 此 针 对 噪 声 的 估 计 和 抑 制 方

法 包 括 两 方 面 遥 一 方 面 是 提 出 更 鲁 棒 的 迭 代 算 法 袁 已

经 提 出 的 方 法 有 最 大 似 然 估 计 法 (MLE)[168]袁 维 尔 丁

格 优 化 法 (WFP) [142]袁 序 列 高 斯 牛 顿 法 [134]袁 自 适 应 步

长 算 法 [145]袁 凸 优 化 [124]袁 截 断 泊 松 维 尔 丁 格 优 化 法

(TPWFP) [169]袁 自 适 应 降 噪 法 [146]袁 系 统 误 差 校 正 算 法

(SC-FPM)[150] 等 遥 当 前 主 要 使 用 序 列 高 斯 牛 顿 法 袁 但

是 该 方 法 仍 然 无 法 从 数 学 上 证 明 所 恢 复 的 结 果 为 非

凸 优 化 的 最 优 解 遥 另 一 方 面 则 是 对 原 始 数 据 进 行 操

作 袁 称 为 数 据 预 处 理 方 法 遥 现 有 的 方 法 经 验 因 素 很

多 袁 比 如 选 取 合 适 区 域 估 算 背 景 噪 声 [151] 等 遥 因 此 袁 针

对 噪 声 袁 特 别 是 数 据 预 处 理 方 法 仍 然 有 探 索 的 空 间 遥

当 前 针 对 渐 晕 效 应 所 采 用 的 两 个 策 略 要要要 视 场 分 割

和 舍 弃 不 匹 配 子 图 袁 只 是 能 够 保 证 将 原 有 的 空 变 模

型 退 化 为 空 不 变 模 型 袁 从 而 使 原 先 的 算 法 能 够 收 敛 遥

然 而 这 个 过 程 中 可 能 伴 随 着 一 定 信 息 量 的 丢 失 ( 舍

弃 不 匹 配 子 图 )袁 且 视 场 分 割 带 来 了 硬 件 上 GPU 并

行 加 速 的 要 求 遥 一 个 基 于 空 变 模 型 的 空 域 重 构 算 法

有 待 提 出 遥

第 二 袁 基 于 FPM 的 高 通 量 成 像 中 袁 无 论 是 油 浸

物 镜 方 案 还 是 半 球 形 数 字 聚 光 镜 方 案 袁 在 切 换 样 品

时 都 需 要 重 新 校 准 系 统 袁 这 个 过 程 比 较 费 时 遥 未 来 能

够 自 动 更 换 样 品 的 高 通 量 成 像 装 置 有 待 提 出 遥

第 三 袁 现 有 的 高 速 成 像 方 法 在 无 损 失 情 况 下 最

快 可 以 达 到 1.25 Hz[137]袁 但 是 要 想 进 一 步 提 速 袁 要 么

牺 牲 视 场 大 小 [164-165]袁 要 么 牺 牲 空 间 分 辨 率 ( 只 用 明 场

图 像 )袁 或 者 变 相 牺 牲 通 量 袁 同 时 单 次 曝 光 成 像 [149] 要

求 样 品 对 不 同 波 长 吸 收 相 同 遥 采 用 相 机 阵 列 [166-167] 看

似 可 以 圆 满 解 决 这 一 问 题 袁 但 是 带 来 的 是 相 机 阵 列

间 对 应 的 频 谱 交 叠 率 不 够 ( 反 之 限 制 了 探 测 器 尺

寸 )尧 系 统 成 本 急 剧 增 加 等 问 题 遥 归 根 结 底 袁 视 场 尧 空

间 分 辨 率 和 时 间 分 辨 率 之 间 存 在 不 可 调 和 的 矛 盾 关

系 遥 高 速 成 像 方 法 仍 有 待 完 善 遥 未 来 一 种 根 据 应 用 场

景 ( 参 数 要 求 ) 自 动 匹 配 成 像 方 案 的 多 模 态 成 像 系 统

有 待 提 出 遥

第 四 袁 针 对 当 前 生 物 细 胞 的 无 标 记 动 态 培 养 监

测 需 求 [126]袁 一 套 无 菌 全 封 闭 的 基 于 FPM 动 态 监 测 的

多 通 道 细 胞 培 养 装 置 有 待 提 出 遥

第 五 袁 现 有 的 基 于 FPM 的 三 维 成 像 方 法 袁 无 论

是 采 用 多 层 切 片 模 型 还 是 光 学 断 层 模 型 袁 所 重 构 的

三 维 图 像 轴 向 分 辨 率 都 不 够 高 袁 远 低 于 横 向 分 辨 率 遥

这 也 与 相 干 成 像 的 原 理 相 关 袁 相 干 成 像 的 光 学 传 递

函 数 类 似 于 野 球 冠 冶袁 无 法 像 非 相 干 成 像 一 样 具 有 很

好 的 野 光 切 片 冶 能 力 遥 未 来 具 有 更 高 的 轴 向 分 辨 率 的

三 维 成 像 方 法 有 待 提 出 遥

第 六 袁 将 FPM 技 术 与 荧 光 技 术 相 结 合 袁 实 现 协

同 的 多 模 态 相 位 与 荧 光 成 像 系 统 是 未 来 的 一 种 应 用

方 向 遥 尽 管 类 似 的 系 统 已 经 被 提 出 袁 但 是 相 关 的 技 术

细 节 袁 诸 如 分 辨 率 最 高 可 提 高 到 多 少 袁FPM 三 维 成 像

不 需 要 轴 向 扫 描 而 三 维 荧 光 成 像 需 要 轴 向 扫 描 袁 所

带 来 的 不 协 同 问 题 等 等 都 有 待 解 决 遥

5 结 论

随 着 高 性 能 计 算 机 尧 探 测 器 及 光 源 的 发 展 袁 计 算

成 像 极 大 地 改 变 了 传 统 野 所 见 即 所 得 冶 的 成 像 模 式 袁

通 过 对 光 学 照 明 与 成 像 系 统 进 行 光 学 编 码 ( 如 院 结 构

光 照 明 尧 孔 径 编 码 尧 光 学 传 递 函 数 调 制 尧 探 测 器 可 控

可 移 等 )袁 这 时 由 于 额 外 引 入 的 光 学 编 码 袁 所 拍 摄 的

图 像 已 经 经 过 调 制 袁 往 往 不 能 直 接 使 用 袁 但 是 通 过 与

之 相 配 合 的 数 字 解 码 过 程 袁 就 可 以 重 构 理 想 场 景 遥 计

算 成 像 赋 予 传 统 光 学 诸 多 难 以 获 得 甚 至 无 法 获 得 的

革 命 性 优 势 袁 如 提 高 显 微 成 像 的 质 量 ( 信 噪 比 尧 对 比

度 尧 动 态 范 围 )袁 简 化 成 像 系 统 ( 无 透 镜 尧 缩 小 体 积 尧 降

低 成 本 )袁 突 破 光 学 系 统 与 图 像 采 集 设 备 的 物 理 限 制

( 成 像 维 度 尧 分 辨 率 尧 视 场 尺 寸 )袁 使 显 微 成 像 系 统 在

信 息 获 取 能 力 尧 功 能 尧 性 能 指 标 ( 相 位 尧 相 干 度 尧 三 维

形 貌 尧 景 深 延 拓 尧 模 糊 复 原 尧 重 聚 焦 ) 等 方 面 显 著 提

升 遥FPM 技 术 便 是 其 中 最 具 代 表 性 的 技 术 之 一 遥 文 中

综 述 了 FPM 技 术 中 系 统 误 差 的 校 正 方 法 袁 高 通 量 和

高 速 傅 里 叶 叠 层 显 微 成 像 术 的 基 本 原 理 尧 算 法 流 程

和 最 新 进 展 袁 并 给 出 了 相 关 的 实 验 结 果 遥 当 前 FPM

技 术 已 经 日 趋 完 善 袁 未 来 则 是 发 掘 更 多 的 潜 在 应 用 遥
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