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摘要       显微成像是开展微观生命科学研究的重要手段,其中荧光显微成像以其可特异性标记、暗场对比度

高、动态示踪性能出色等优势在生物成像领域占据重要地位. 由于活体生物组织通常是非透明、非均匀、各

向异性的复杂三维结构,激发光和发射荧光在生物组织内传播时均会由于折射、散射、吸收等作用使得光波

波前发生明显畸变,造成激发光点扩散函数以及荧光成像点扩散函数的性能显著降低. 借助自适应光学技术可

对上述经由生物组织传播产生的波前畸变进行实时探测和精确校正,从而提升激发光照明和发射荧光成像的

空间分辨率和深度. 本文归纳了生物荧光显微成像中的不同像差来源,介绍了自适应光学波前传感和校正的方

法,概括了不同成像方式下波前校正的要求,重点讨论了自适应光学技术在不同类型荧光显微成像中的运用和

实现方法, 并对其今后的应用目标和发展方向提出展望.
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1   引言

显微成像技术是进行生物医学研究必不可少的工

具,从17世纪Leeuwenhoek发明第一台显微镜以来,各
种显微成像技术得以发展并应用于生物成像当中. 根
据成像原理,显微镜可以分为光学显微镜和电子显微

镜. 相比于光学显微镜, 电子显微镜在放大倍数和成

像分辨率上有非常大的优势,但是其对工作环境要求

苛刻,更重要的是对生物样品具有破坏性,无法成像活

体生物组织,严重限制了其在生物显微成像中的应用.
光学显微镜因其非接触、无创伤的优势而被广

泛应用于生物组织精细结构的观察中. 随着现代生命

科学的发展,生物医学领域对显微技术的发展提出了

更高的要求,对深层生物组织的四维高时空分辨率活

体成像成为了研究人员共同追求的目标. 为了对更小

尺度的生物组织进行高空间分辨率成像,研究者使用

荧光报告基因和荧光染料标记生物样品中的特定对

象,再使用特定波长的激发光照射所标记的荧光物质,
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使其发射荧光,从而获得活体组织、细胞、细胞核、

蛋白、小分子等的定位、结构和变化情况,这种光学

显微技术称作荧光显微成像技术. 生物荧光显微成像

技术已经成为生命科学领域的重要科研工具.
目前 , 用于生物成像的荧光显微镜主要包括以

下几种 : 普通宽场显微镜(Wide-Field Microscopy)、
共聚焦显微镜(Confocal Microscopy)、多光子显微镜

(Multi-Photon Microscopy)、光片照明显微镜 (Light-
Sheet Microscopy)、超分辨率显微镜(Super-Resolution
Microscopy), 其中, 超分辨率显微镜又包括结构光照

明显微镜(Structure Illumination Microscopy, SIM)、受

激发射损耗显微镜(Stimulated Emission Depletion Mi-
croscopy, STED)、单分子光开关显微镜(Single-Mole-
cule SwitchingMicroscopy, SMS,包括PALM和STORM)
等多种模式.

随着各种类型的荧光显微成像技术的提出,显微

镜成像分辨率、对比度以及信号强度等都得到了有

效提高,但是在进行活体深层体成像时还面临很大困

难. 由于生物组织通常是非透明、非均匀的三维立体

复杂结构,当光经过生物组织时,光在组织中反射、折

射过程产生的像差以及散射、吸收对光传播的影响

会使得光波波前发生明显畸变,光聚焦点的分辨率、

信号强度明显下降. 尤其是进行深层组织成像时, 随
着穿透深度的增加, 像差越来越大, 散射效应越来越

明显, 对光波的影响也越来越显著, 成像分辨率、对

比度及光信号强度也随之下降. 因此, 荧光显微镜的

高分辨率、高对比度成像效果仅局限在生物组织表

层几百微米的深度范围内. 此后, 多光子显微镜的出

现使得激发光波长向更长波方向发展,从而大大减小

了激发光的散射效应,同时其垂轴向和轴向分辨率相

对于普通宽场显微镜(如公式(1)和(2)所示)得到了明

显提升, 以双光子显微镜为例, 其垂轴向及轴向分辨

率如公式(3)和(4)所示[1].
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其中, λ为激发波长, n为物镜浸没介质折射率, NA为显

微物镜数值孔径. 因此, 多光子显微镜的激发光穿透

深度以及高分辨率成像深度在荧光显微镜中是最大

的. 尽管如此, 由于像差的存在和吸收、散射效应的

影响, 即使是三光子荧光显微镜, 其最大成像深度也

只有1–2 mm.
自适应光学的概念在20世纪中期被提出并成功

应用于天文观测领域,获得了分辨率显著提升的成像

效果. 2000年, 自适应光学技术第一次被应用到生物

荧光显微镜上[2], 校正因为生物样品折射率不均匀引

起的像差,由此开启了自适应光学应用在生物显微成

像领域的大门. 从此之后, 不同的自适应光学方法和

手段在不同种类的显微镜上得以应用和实现,使得深

层生物组织的四维高时空分辨率活体成像成为可能.
本文总结了生物荧光显微成像中的像差来源及

不同来源像差的处理方法,梳理了自适应光学在生物

显微成像应用中的技术特点,归纳了自适应光学技术

在不同类型生物荧光显微成像中的运用和实现方法,
并对自适应光学在今后生物荧光显微成像中的研究

目标和发展方向提出展望.

2   生物荧光显微镜中的像差

自适应光学的目的是校正光学系统的像差,像差

即波前的相位畸变. 为了分析各种像差的特点, 首先

要对像差进行描述. 目前普遍使用Zernike多项式[3]作

为基函数对像差进行描述. Zernike多项式是在单位圆

上正交的多项式序列, 由于各项分布之间相互独立,
使得其可以把复杂的波面进行模式分解,得到模式系

数唯一的波前分布降维描述形式. 更重要的是, 前几

项模式分布正好对应于光学系统的初级像差,使得光

学工作者可以容易地进行像差分析和系统评价.
显微镜中的像差来源主要有三类: 显微镜光路系

统像差、浸没介质折射率与样品折射率不匹配引起

的像差(折射率失配像差)、样品折射率不均匀导致的

像差.
其中,第一种显微镜光路系统像差是由于光学系

统装调和光学器件不理想引入的低阶像差,是系统中

产生的固有波前畸变,这类像差可以通过光学优化设
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计进行抑制, 并可以预先进行测量、标定和扣除; 第
二种是由于显微物镜浸没介质(空气、水、油等)的折

射率、样品固定装置(盖玻片、琼脂糖等)的折射率

与样品本身的折射率不相同而引起的,如图1(a)所示,
这类像差主要表现为与成像深度成正比的离焦和球

差[4,5],而且此类像差为固定像差,不随时间而变化,因
此可以通过对显微物镜及整个光学系统的优化设计

来进行抑制,或者引入自适应系统进行预校正;第三种

是由于生物组织折射率分布不均匀导致的光波经过

生物组织内部而产生的波前畸变,这类像差是光学显

微系统中最主要、最难消除的像差,也是自适应光学

主要负责校正的像差,如图1(b)和(c)所示. 此类像差具

有以下特点: (1)随时间产生相对缓慢的变化,其时间

带宽多在0.01–0.1 Hz; (2)造成成像质量下降的像差主

要为其中的中低频分量(前21项Zernike分量)[6]; (3)由
于生物组织的结构复杂,此类像差在空间上也变化明

显,导致成像视场中不同区域对应的波前畸变各不相

同,给宽场成像下的自适应探测和校正带来一定困难.

3   自适应光学技术

1953年, Babcock[7]首次提出自适应光学的概念,
他提出用波前传感器探测波前畸变信息,再用主动光

学元件如变形镜产生校正信号, 补偿波前畸变. 自适

应光学概念首先被应用到了地基望远镜的对天观测

上,自适应光学系统主要由波前探测器、波前控制器

和波前校正器组成. 无限远处星体发出的光经过大气

湍流的扰动后被望远镜接收, 之后光被分为两束, 其
中一束进入波前探测器,探测器探测大气湍流产生的

波前畸变, 并把畸变信息发送给控制计算机; 控制计

算机计算出控制信号并发送给波前校正器;另一束光

经过波前校正器,校正器根据控制信号进行畸变校正,
校正之后的光进入CCD成像. 畸变波前的准确探测和

精确校正是自适应光学系统的工作核心.
2010以来,自适应光学在生物显微成像技术中得

到了广泛的应用,针对生物组织中像差特点的各种波

前探测和波前校正方法也被相继提出.

3.1   波前探测方法

自适应光学波前探测方法主要分为基于波前探测

器的直接探测方法和基于迭代算法的无波前探测器方

法两种. 由于生物组织的复杂性, 对生物样本中畸变

波前的直接探测一直是一大难点. 首先,自适应光学系

统中普遍使用的是夏克-哈特曼波前探测器(SHWFS),
这种波前探测器要求被探测目标是近乎标准的点目

标或者是形状较为规则的扩展目标,然而生物组织是

非常复杂的三维结构,其中既没有规则的点目标供波

前探测使用,也没有类似人眼视网膜的分层结构[8],光
来自被照明的生物样本的各个位置,是多点、多层光

叠加的结果,导致不管是探测还是成像都受到离焦面

杂光的干扰而难以完成; 其次, 生物荧光显微镜中的

成像及探测光源为受激辐射荧光, 然而, 由于荧光光

子数有限,再加上有限的光子数要完成波前探测和组

织成像两项工作,就算是光强较强的多光子激发荧光

显微镜也难以保证有足够多的荧光光子进入波前探

测器完成波前的准确探测. 由于以上两点的限制, 在
自适应光学生物显微镜的研究初期,直接波前探测方

法没有得到有效的应用.

图 1    (网络版彩图)(a)折射率失配像差; (b)样品折射率不均匀引起的像差; (c)照明光路的像差校正原理
Figure 1          (Color online) (a) The refractive index mismatch aberrations; (b) the refractive index variations introduced aberrations; (c) the principle of
aberration correction in illumination path.
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基于迭代算法的无波前探测器方法首先被应用

于生物显微成像技术中. 其中迭代算法主要分为随机

搜索算法和基于图像的搜索算法两种[9],表1列举了常

用的迭代算法及其分类情况. 与直接波前探测方法相

比, 此种方法不需要波前探测器, 光路结构及生物样

本处理方法更为简单,但是此方法需要一系列迭代过

程才能最终得到满足评价标准的像差信息,即为最终

的畸变波前探测结果,其搜索过程耗时长且探测结果

不唯一.
随着生物显微成像技术以及自适应光学的发展,

生物显微镜中直接波前探测的两种限制逐渐被突破,
各种形式的波前直接探测方法被相继提出并实现. 为
了在生物样品中产生点状探测目标,天文观测领域的

人工导星自适应波前探测技术被应用于生物显微镜

中. 生物体自发荧光、注射荧光微珠、荧光蛋白标记

分别被用作人工导星,在生物样本内产生点状荧光发

光体,作为夏克-哈特曼波前探测器的探测目标光源完

成样品中特定位置的波前畸变探测. 另外, 双光子激

发荧光显微镜出现后, 由于双光子效应, 被激发的荧

光被局限在焦点附近的很小区域内,为畸变波前的直

接探测提供了理想的点光源, 因此, 双光子激发荧光

焦点也是常见的导星之一. 其次, 为了解决荧光发射

光子数有限、光强度不足以完成波前探测的问题,基
于扫描系统的Descanning技术[10]被应用于对导星的探

测过程中, 该技术是基于等晕区的概念提出的, 在自

适应光学中,认为同一等晕区内所有点发出的光在传

播过程中产生的波前畸变均相同, 对不同的样品, 其
等晕区大小也不相同. Descanning技术通过对同一等

晕区内所有导星信号的叠加增强了波前探测器上的

光信号,提高了直接波前探测质量和探测效率[11,12]. 除
人工导星以外,基于相干门的直接波前探测方法[13]也

被应用于生物显微镜中. 该方法利用参考光和样品臂

的后向散射光的干涉波来提取焦点处相干区域的像

差信息,通过该方法,离焦的杂散光被成功滤除,保证

表 1    基于迭代算法的无波前探测器方法
Table 1   Thewavefront sensorless methods based on iterative algorithm

分类 举例

随机搜索算法
遗传算法、爬山法、模拟退

火算法、蚂蚁群算法

基于图像的搜索算法 模式法、光瞳分割算法

了波前探测结果为焦点处特定区域的像差信息.

3.2   波前校正方法

由于波前畸变本质上是有效光程(OP)的差异,有
效光程可以表示为光在介质中通过的路程d与该媒质

折射率n的乘积: OP=d×n. 因此,畸变波前可以通过改

变通过传输介质的路程d或者改变传输介质的折射率

n两种途径进行补偿.
变形镜(DM)是自适应光学系统中的传统校正器

件,它是通过改变路程d来实现波前校正的. 通过压电

陶瓷驱动器的伸缩作用来改变反射镜的表面面形,从
而改变经由变形镜反射出来的光束各点的光程. 变形

镜的校正速度快、校正波段宽、无偏振依赖性,但同

时变形镜空间分辨率有限、驱动电压高、加工周期

长、价格昂贵.
液晶空间光调制器(SLM)作为波前校正器已经在

大气湍流校正方面得到了成功应用[14],它是通过改变

传输介质折射率n来实现波前校正的. 液晶空间光调

制器空间分辨率高、校正量大、加工周期短、价格

低廉, 但是由于液晶空间光调制器校正波段窄, 同时

具有偏振依赖性, 只对线偏振光具有位相调制作用,
因此其能量利用率低,这种缺陷严重影响了其作为波

前校正器在生物显微镜中的应用,使得其在自适应光

学系统中的应用具有很大的局限性. 但是, 液晶空间

光调制器在生物显微镜中有很多其他的应用,尤其是

在激光照明光路的光束控制以及产生特定结构光的

显微光路中应用广泛.

4   显微镜的成像方式

显微镜的成像方式分为宽场成像和点扫描成像

两类,目前常见的生物荧光显微镜根据成像方式的不

同也可以分为两类: 普通宽场显微镜、光片照明显微

镜、结构光照明显微镜及单分子光开关显微镜属于

宽场成像显微镜,共聚焦显微镜、多光子显微镜及受

激发射损耗显微镜属于点扫描成像显微镜.

4.1   宽场成像显微镜

此类显微镜通常采用柯勒照明方式产生大视场

范围的均匀照明, 随着光学显微技术的发展, 逐渐产

生了光片照明及结构光照明等照明方式,但是不管采
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用何种照明方式,宽场成像显微镜都会对整个照明视

场进行一次性成像,而由于生物组织异质性使得波前

扰动只在很小的等晕区内具有空间不变性,且这种空

间不变性通常被局限在几十微米左右, 这样一来, 成
像视场中就包含了生物样本的多个等晕区. 然而, 传
统的自适应光学只能针对一个等晕区进行准确的波

前探测和校正, 因此, 自适应校正会使高分辨率成像

视场严重减小. 如何克服这一局限也成为自适应显微

技术的研究方向之一.

4.2   点扫描成像显微镜

此类显微镜在照明方式上由面激发改为了逐点

扫描激发, 成像方式也变为了点扫描成像. 与普通宽

场显微镜相比,点扫描成像显微镜具有更高的空间分

辨率,同时可以对大视场范围内的生物样本进行三维

逐点扫描,进而获得样本的三维立体图像. 同时,在自

适应光学应用方面,点扫描的成像方式使得系统可以

进行逐层、逐等晕区的逐点波前直接探测及校正,避
免了生物组织异质性对大视场校正产生的不利影响.
但是,其高空间分辨率是通过牺牲时间分辨率获得的,
在进行活体校正及成像时,长时间的扫描会增加光毒

性及光漂白作用对样本产生的影响.
为了提高显微系统的空间分辨率,宽场显微镜逐

渐发展成为了点扫描显微镜. 然而, 双光子光片照明

显微镜、结构光照明显微镜及单分子光开关显微镜等

高分辨及超高分辨率宽场显微镜的出现使得高时空

分辨率与大成像视场可以兼得,而更高时空分辨率、

更大视场的活体成像也成为生物显微成像研究人员

共同追求的目标.

4.3   不同成像方式对波前校正的影响

生物荧光显微镜在光路结构上至少需要两部分组

成: 一部分为照明光路(去程),负责将激发光汇聚于生

物样本的指定位置,对荧光物质进行激发;另一部分为

成像光路(回程),负责收集样本中荧光物质发出的荧光,
并将其汇聚于光电探测器件(CCD/sCMOS/PMT/APD),
进行成像. 不管是照明光路还是成像光路, 光束都要

穿过生物组织样本,因而都会受到生物组织像差对光

波前产生的扰动影响. 对于不同类型的显微镜, 像差

作用的特点和产生的影响不尽相同,所以对其如何校

正和校正与否的判断也不尽相同.

对于宽场成像显微镜而言, 由于采用CCD或sC-
MOS相机进行面探测,在回程中样本的荧光图像会直

接呈现在相机上,而像差的影响也会直接体现在宽场

成像效果中, 因此, 回程的自适应校正在宽场成像显

微镜中是必须的. 而宽场显微镜去程光路是否需要校

正由显微镜激发原理和去程光路的特点来决定. 例如,
光片照明显微镜去程光路决定了产生光片的质量(厚
度、视场等),结构光照明显微镜去程光路决定了产生

结构光的质量, 因此, 这两种显微镜的去程校正对于

提高显微镜的性能有很大的作用;而普通宽场显微镜

和单分子光开关显微镜一般采用柯勒照明方式,去程

光路像差不会对最终成像质量产生影响,因此其去程

无需进行自适应校正.
对于点扫描成像显微镜而言,去程光路将激发光

聚焦在生物样本中的一点,通过这一聚焦点来激发荧

光物质发出荧光. 而样本像差会对该聚焦点产生影响,
使焦点弥散, 进而在离焦面产生不必要的背景光(共
聚焦显微镜), 甚至使荧光激发现象无法正常产生(双
光子显微镜、受激发射损耗显微镜). 因此,去程的自

适应校正在点扫描成像显微镜中是必须的(如图1(c)
所示). 回程光路大多采用PMT/APD进行点探测成像,
对于共聚焦和受激发射损耗显微镜,由于共聚焦小孔

的存在,像差会使荧光信号减弱、荧光收集效率下降,
因此其回程光路的自适应校正对提高成像质量有非

常重要的作用;而多光子显微镜由于其天然的层切能

力, 在光路中不需要共聚焦小孔, 因此焦点发出的光

均能到达探测器,其回程像差对成像效果影响基本可

以忽略, 也无需进行自适应校正.

5   自适应光学技术在显微镜中的应用

目前为止,上述提到的各类生物显微镜与自适应

光学的结合都有相应的报道,针对显微镜的不同照明

方式和不同成像方式,自适应波前探测方法、校正器

类型以及校正器位置等自适应光学技术的选择也各

不相同. 本节将针对各种自适应光学技术在上述不同

生物显微镜上的应用方法,对国内外已报道的自适应

光学生物显微成像系统进行总结.

5.1   普通宽场显微镜

普通宽场显微镜在照明方式和成像方式上都属
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于宽场形式,且其照明方式为柯勒照明. 据此,照明光

路像差对最终成像质量没有影响,只需要对其成像光

路进行自适应校正即可.
2005年, Potsaid研究组[15]第一次将自适应光学技

术应用到宽场显微镜上, 利用ZEMAX软件进行了模

拟,说明了自适应校正可以使得成像斯特列尔比达到

0.8以上,并利用变形镜(Boston Micromachines)作为校

正器, 通过对不同位置像差进行预测, 在实验上验证

了自适应校正在宽场显微镜上的可行性,通过对样本

不同位置的像差分别校正扩大了成像视场. 2009年,
Kner研究组[16]沿用了Potsaid研究组的像差预测方法,
通过理论计算得到特定深度的像差信息并利用变形镜

(Imagine Optic)对像差进行校正,使得成像信号强度提

高两倍,成像清晰度也有了一定提升. 2010年, Warber
研究组[17]应用基于随机搜索的无波前探测优化算法

得到波前的畸变信息,利用空间光调制器(Holoeye)作
为波前校正器, 实现了成像光路的自适应校正, 并将

基于场景的优化算法与随机搜索算法结合,从而将波

前畸变信息的计算时间从几分钟减小到30 s以下.
另外, 基于SHWFS的直接波前探测方法也被应

用到宽场显微镜中. 2011年, Vermeulen研究组[18]使用

荧光微珠作为人工导星, 利用SHWFS (Imagine Optic)
对蛋白细胞样品产生的像差进行直接探测,并使用变

形镜(Imagine Optic)作为校正器对畸变波前进行闭环

校正, 如图2所示. 该研究工作还论述了基于人工导

星的直接波前探测及校正方法会使得自适应校正后

的清晰成像视场减小为原宽场显微镜视场的10%,提
出多层共轭自适应光学在扩大校正视场方面的应用

前景. 2011年, Kubby研究组[19]同样使用荧光微珠作

为人工导星, 利用SHWFS (AOA)对果蝇胚胎20 μm深

处组织产生的像差进行直接探测,并用变形镜(Boston
Micromachines)进行校正, 得到了微米量级组织的清

晰成像效果. 同时, 该研究工作证明了利用647 nm荧

光导星进行波前探测及校正可以对510 nm的成像产

生有效的校正效果,说明SHWFS探测的波前像差在一

定得光谱范围内均适用,这使得荧光导星的波长选择

范围更灵活,可以使用更长波长荧光来增加穿透深度,
从而在一定程度上提高成像深度.

2013年, Girkin研究组[20]对比了直接探测方法和

无探测器的优化方法在宽场显微镜中的应用效果,直
接探测方法是利用生物组织的后向散射光作为导星,
使用SHWFS (Thorlabs)进行波前直接探测, 无探测器

的优化方法是以图像清晰度作为指标对图像进行最

优化搜索, 实现波前畸变信息的间接探测, 探测结束

后,使用变形镜(Imagine Optic)进行波前校正. 研究对

比发现,基于SHWFS的直接波前探测方法的探测速度

更快,而基于优化算法的无探测器方法的最终校正效

果要优于前者. 进一步分析, 该研究工作的对比结果

证实了在宽场显微镜中,基于SHWFS的直接波前探测

方法虽然能够实现波前的快速、准确探测,但是校正

视场很小,只局限在以探测点为中心的等晕区范围内,
在全视场范围内的校正效果并不理想. 因此,  宽场显

图 2    使用SHWFS和DM在宽场显微镜中探测并校正波前畸变[18]

Figure 2          By using SHWFS and DM to compensate the wavefront aberrations in wide-field microscopy [18].
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微镜中的自适应光学大视场探测和校正是今后发展

的趋势.

5.2   共聚焦显微镜

共聚焦显微镜在照明方式和成像方式上都是点

扫描形式,去程像差会使聚焦点弥散,产生背景杂光,
降低分辨率,回程像差会使荧光信号减弱、荧光收集

效率下降, 进而使图像对比度降低, 因此共聚焦显微

镜的照明光路及成像光路都需要自适应像差校正.
2002年, Booth研究组[21]第一次将自适应光学技术

应用到共聚焦显微镜上,同时也是第一次将模式法这

一无波前探测器的优化算法应用到共聚焦显微镜的

波前探测中. 系统采用变形镜(OKO Technologies)作为

波前校正器, 并将荧光强度作为评价指标, 对小鼠组

织进行了波前探测及校正成像实验,证明了模式法在

波前探测方面的有效性, 通过自适应校正, 荧光强度

和成像质量都得到有效提升. 另外, Delon研究组[22,23]

分别在2011年和2013年在共聚焦显微镜上实现了基

于模式法波前探测的自适应校正,并将此系统应用于

荧光相关光谱学的研究中.
自适应光学在共聚焦显微镜上的应用过程中,直

接波前探测方法也得到了广泛的应用,代表性研究工作

集中在Kubby研究组[24–26]. 该研究组在2011年及2012年
分别采用注射的荧光微珠及标记的荧光蛋白作为人工

导星,利用SHWFS(AOA)作为波前探测器进行畸变波

前的直接探测, 并使用变形镜(Boston Micromachines)
进行波前校正,其校正原理光路图如图3所示. 利用自

适应共聚焦显微系统分别对小鼠组织及果蝇胚胎进

行了校正成像,在成像斯特列尔比、信号强度等方面

验证了该系统的自适应校正效果. 2016年, 该研究组

针对直接波前探测方法在宽场显微镜和共聚焦显微

镜中的应用, 对本组的研究工作进行了总结, 指出了

直接波前探测方法相对于无波前探测的优化方法而

言,其像差探测精度更高,探测速度更快,从而使得光

毒性和光漂白作用减弱[27]. 但同时我们也应该注意到,
这种逐点、逐层的波前直接传感和校正的方式虽然

能够显著提高自适应校正精度,但是会导致共聚焦成

像的时间分辨率降低;另外,由于荧光发射强度很弱,
无法满足SHWFS对探测光子数的要求,使得在探测器

上图像信噪比过低. 以上局限性为直接波前探测方法

的进一步发展提供了方向.

图 3    (网络版彩图)使用SHWFS和DM在共聚焦显微镜中

逐点探测并校正波前畸变[26]

Figure 3          (Color online) By using SHWFS and DM to compensate the
wavefront aberrations point by point in confocal microscopy [26].

5.3   多光子显微镜

多光子显微镜结合了共聚焦显微技术和多光子激

发技术,在传统共聚焦显微镜的基础上采用长波长飞

秒脉冲激光器作为激发光源,只在物镜焦点处很小区

域内产生多光子激发,无需共聚焦针孔,提高了荧光检

测效率和穿透深度. 由于多光子激发只发生在物镜焦

点处光子密度最高的区域,而照明光路的像差会引起

焦点处光斑能量的弥散,导致焦点分辨率下降、光子

密度下降、成像深度减小,因此,其照明光路的自适应

校正是非常必要的. 与共聚焦显微镜相比, 其成像光

路无需使用共聚焦针孔,可以使用大面板的PMT/APD
探测器进行逐点探测,此路像差对最终成像质量没有

决定性的影响.
2000年, Albert研究组[2]首次将自适应光学引入光

学显微系统, 并在双光子显微镜上进行实验, 采用遗

传算法进行畸变波前的计算, 利用变形镜进行校正,
验证了自适应光学的有效性. 此后自适应光学双光子

显微系统得到了快速发展. 2009年, Booth研究组[28]采

用基于模式法的无波前探测方法,利用变形镜(Boston
Micromachines)对活体老鼠胚胎组织中的去程像差进

行有效校正. 2010年, Betzig研究组[29]提出了基于光瞳

分割思想的无波前探测优化算法,将光瞳分割为若干

子区域,通过计算各子区域成像时图像的偏移估计子

区域内波前的斜率,从而重建波前畸变信息. 如图4所
示,采用液晶空间光调制器作为波前校正器,对小鼠大
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图 4    (网络版彩图)使用SLM在双光子显微镜中校正激发

光波前畸变[28]

Figure 4          (Color online) By using SLM to compensate the excitation
path aberrations in two-photon microscopy [28].

脑皮层组织进行像差校正,大大提高了系统的成像深

度、信号强度和三维分辨率[28–30]. 2012年以来, Cui研
究组[31]运用无波前探测的二分式迭代方法(IMPACT),
使用变形镜(Boston Micromachines)实现轴上点复杂波

前畸变的自适应校正,先后实现了小鼠大脑570及650
μm深度组织的自适应校正成像.

此外 , 基于波前探测器的直接波前探测方法也

得到了有效应用. 2010年, Cha研究组[32]使用SHWFS
(Imagine Optic), 利用双光子焦点的反射光进行逐点

的直接波前探测, 并使用变形镜(Imagine Optic)对离

体小鼠舌头、大脑的深层组织实现有效校正 , 提高

了成像深度和成像分辨率. 2013–2016年, Kubby研究

组[33–35]分别利用生物组织自发荧光以及注射荧光微珠

作为人工导星, 采用SHWFS(AOA)进行波前探测, 使
用变形镜(Boston Micromachines)作为校正器, 在果蝇

胚胎和小鼠大脑组织中实现了双光子去程像差校正,
提高了成像清晰度和斯特列尔比,其校正原理光路图

如图5所示.
近几年来,从事双光子显微镜成像的研究人员逐

渐达成共识,由于大视场深层生物组织异质性对双光

子点扫描成像的影响复杂,且会使波前扰动不具有空

间不变性,因此,采用逐层、逐等晕区的直接波前探测

和校正方法最为有效. 2014年, Betzig研究组[11]提出了

基于SHWFS和Descanning技术的直接波前探测方法,
实现逐层、逐等晕区的波前传感和校正成像,同时解

决了弱荧光信号强度不能满足探测器要求的问题,使
用荧光微珠作为导星,应用空间光调制器分别对单光

子激发的去程和回程以及双光子激发的去程像差实施

图 5    (网络版彩图)使用SHWFS和DM在双光子显微镜中

校正激发光波前畸变[33]

Figure 5          (Color online) By using SHWFS and DM to compensate the
excitation path aberrations in two-photon microscopy [33].

校正. 2015年, Betzig研究组[12]改用穿透力更强的近红

外荧光蛋白作为导星,减弱了深层组织散射效应产生

的影响,在小鼠大脑700 μm的深度范围内实现了高分

辨率的自适应双光子活体形态学成像和功能成像.
除双光子显微镜以外,自适应光学也在三光子和

四光子显微镜中得到了验证. 2015年, Xu研究组[36]在

同一套系统中对比了自适应光学对双光子、三光子及

四光子显微镜的校正效果. 结果表明, 像差对信号强

度的影响随非线性阶次成指数形式增长,因此,非线性

阶次越高, 自适应校正效果越明显. 此验证实验为自

适应光学在三光子甚至四光子中的应用开辟了道路,
也为更大深度的高空间分辨率生物成像提供了方向.

5.4   光片照明显微镜

光片照明显微镜为宽场成像显微镜,与普通宽场

显微镜相比,光片照明显微镜使用一层光束薄片从样

品侧面激发荧光,在垂直于光片的方向上通过显微物

镜与CCD或sCMOS来获取照明层面的荧光图像,从而

实现了生物样品的三维层析成像. 与宽场显微镜、共

聚焦显微镜和双光子显微镜相比,光片照明显微镜具

有更高的成像速率、更高的信噪比及更低的光毒性

和光漂白效应,因此适用于生物组织的长时间的活体

成像. 对于光片照明显微镜而言, 其照明光路像差会

使得照明光片发生弥散, 厚度显著增加, 使得光片有

效视场减小, 进而使得最终成像的视场减小; 其成像

方式为普通宽场成像,因此成像光路像差会对最终成
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像效果产生直接影响,使得成像深度减小、成像分辨

率降低. 因此, 光片照明显微镜的去程和回程光路都

需要自适应像差校正.
在成像光路的自适应校正方面, 2012年, Love研究

组[37]将无波前探测的自适应光学技术应用到了光片照

明显微镜的成像光路中,应用模式法进行间接波前探

测,使用变形镜(Imagine Optic)作为校正器对斑马鱼样

本进行了自适应校正和成像. 同样是2012年, Lorenzo
研究组[38]将基于探测器的直接波前探测自适应光学

技术应用到成像光路中,如图6所示,在培养的肿瘤细

胞球体中注射荧光微珠作为人工导星, 利用SHWFS
(Imagine Optic)进行畸变波前的直接探测,并利用变形

镜(Imagine Optic)进行校正,在信号强度、成像对比度

和分辨率上都得到了有效提升.
在照明光路的自适应校正方面, 2013年Rohrbach

研究组[39]通过模拟说明了可以通过动态器件对照明

光片进行控制, 从而使光片质量得到提升, 但是照明

光路的自适应校正目前还未见实验报道. 由于光片的

产生方法各不相同,照明光路的自适应校正也应该各

有特点,由于照明光路无需考虑光能利用率和偏振损

耗问题, 因此, 液晶空间光调制器可以得到很好的应

用. 实现光片照明光路的自适应校正能够扩大高分辨

率成像视场,这符合显微成像技术的发展方向. 另外,
随着光片照明方式的发展, 像双光子光片照明[40,41]等

新型照明方式的产生也对自适应光学在光片照明显

微镜中的应用提出了更高的要求.

5.5   超分辨显微镜

超分辨显微镜能够实现超衍射极限的空间分辨

率,根据其超衍射极限的实现原理及系统成像方式不

同,自适应光学技术的应用方法也各不相同.

5.5.1  结构光照明显微镜(SIM)

此类显微镜在成像方式上属于宽场成像,且通常

采用衍射光栅的正负一级光在生物样品中产生的干

涉条纹进行照明,像差的存在会使得照明结构光的质

量下降. 随着显微技术的发展, SIM结合了全内反射

荧光显微镜(TIRFM)的原理,进一步提高了系统性能,
同时也使得照明光路对像差更加敏感. 因此其照明光

路和成像光路都需要进行自适应光学校正.
2008年, Booth研究组[42]采用无波前探测器的优化

算法,将变形镜(Boston Micromachines)置于去/回程的

共同光路中,实现了对小鼠肠样品的自适应光学校正,
如图7所示. 同时,该研究工作同时也讨论了像差对结

构光显微镜的影响,说明了不同像差对结构光的产生

有着不同的作用,系统只需要校正影响结构光的产生

的像差即可.

5.5.2  受激发射损耗显微镜(STED)

此类显微镜主要由3部分光路组成 : 照明光路

(Illumination Path)、成像光路(Detection Path)、损耗

光路(Depletion Path). 其中照明光路和成像光路组成

了传统的共聚焦扫描秒显微系统,其受像差的影响也

与共聚焦显微镜类似;损耗光路的质量决定了系统超

分辨的能力,其对像差最为敏感,  该路像差的存在会

图 6    (网络版彩图)使用SHWFS和DM在光片照明显微镜

中校正成像光波前畸变[38]

Figure 6          (Color online) By using SHWFS and DM to compensate the
imaging path aberrations in lightsheet microscopy [38].

图 7    (网络版彩图)使用DM在结构光照明显微镜中校正波

前畸变[42]

Figure 7          (Color online) By using DM to compensate the aberrations in
SIM [42].
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使得超分辨能力严重下降甚至失去超分辨能力. 因
此, 受激发射损耗显微镜的3部分光路均需要自适应

光学校正. 其自适应光学应用研究集中在Booth研究

组[43–45]. 液晶空间光调制器被应用在损耗光路中, 使
其引入相位掩膜构造损耗光的环状分布,同时用于校

正损耗光经由组织时产生的波前畸变. 另外, 由于照

明光路无需考虑能量利用率和偏振损耗问题,空间光

调制器同样可以作为校正器用于此光路的波前校正.
两光路的波前探测均采用基于模式法的无波前探测

优化算法[43,44]. 在成像光路的自适应校正方面,由于发

射荧光强度的限制, 变形镜是最佳的校正器件. 2016
年, Booth研究组[45]将变形镜置于3个光路的共光路部

分,作为校正器对3部分光路像差进行同时校正. 同时,
在损耗光路中加入空间光调制器,作为相位掩膜构造

环状损耗光,同时在损耗光路中与变形镜组成双校正

器结构, 用以校正变形镜校正后残留的波前像差, 从
而满足损耗光路对像差校正的苛刻要求,其双校正器

光路如图8所示.

5.5.3  单分子光开关显微镜(SMS)

单分子光开关显微镜以传统宽场显微镜为基础,
只需要在成像光路进行自适应校正. 2012年, Dahan
研究组[46]提出使用自适应光学系统一方面校正像差,
另一方面主动引入可调节的像散波前分布模拟柱面

镜的轴向检测作用,从而获得单个荧光团的精确轴向

定位, 如图9所示. 该研究使用变形镜(Imagine Optic)
作为波前校正器, 同时使用SHWFS (Imagine Optic)直
接波前探测方法及基于遗传算法的无波前探测方法.
该显微镜在约800 nm深度对荧光蛋白获得40 nm的轴

向定位精度,对荧光染料获得20 nm的轴向定位精度.
2015年, Booth研究组[47]采用无波前探测器的优化算

法, 使用变形镜(Boston Micromachines)作为校正器实

现了STORM显微镜的回程自适应校正,得到了优化的

点扩散函数和成像质量.

6   总结与展望

大视场、大深度的高分辨率活体显微成像将为

生物学及医学研究提供更丰富、更准确的影像信息,
随着现代生命科学的发展,各种类型的显微系统相继

出现,并向着成像更大视场、更深、更清晰、更快的

方向迈进,而自适应光学技术势必会在其中发挥极其

重要的作用. 表2根据前文论述,对目前自适应光学技

术在生物显微成像领域的应用情况进行了概括. 自适

应光学校正在生物显微镜中的一系列成功应用验证

了其在像差校正方面的重要作用,为显微系统成像性

能的进一步突破提供了技术支持和发展方向.
当然,随着技术发展,生物组织的深层动态荧光显

微成像对自适应光学技术的应用提出了更多要求[48]. 为
了使自适应光学技术能在生物显微系统中得到更为

普遍的应用,需要对该项技术的基本原理进行更为深

入的理解,对其发展要求和发展方向进行更为深入的

研究.
从自适应光学在显微系统中的应用效果来看,不

同的探测方法可以决定最终的校正效果和成像质量,
而探测方法的选择也需要根据需求来具体考量. 基于

迭代算法的无波前探测方法能够节省波前探测器,使
得系统结构大大简化,同时也提高了成像光路的能量

图 8    (网络版彩图)使用DM和SLM在受激发射损耗显微镜

中校正3部分光路的波前畸变[45]

Figure 8          (Color online) By using DM and SLM to compensate all of
the three path aberrations in STED microscopy [45].

图 9    (网络版彩图)使用SHWFS和DM在单分子光开关显

微镜中校正成像光波前畸变[46]

Figure 9          (Color online) By using SHWFS and DM to compensate the
imaging path aberrations in SMS microscopy [46].
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表 2    自适应生物显微成像系统总结a)

Table 2   The summary of adaptive optics biological microscopic imaging system

Microscopy type Imaging mode Correction path WFS WFC

Wide-field WF Em +/− DM/SLM

Confocal PS Ex, Em +/− DM

Two-photon PS Ex +/− DM/SLM

Three-photon PS Ex − SLM

Lightsheet WF Em +/− DM

SIM WF Ex, Em − DM

STED PS Ex, Em, De − DM/SLM

SMS WF Em +/− DM

   a) WFS: wavefront sensor; WFC: wavefront corrector; WF: wide-field; PS: point scanning; +: wavefront sensor; −: wavefront sensorless; Ex:
excitation path; Em: emission path; De: depletion path; DM: deformable mirror; SLM: spatial light modulator

利用率. 但是,该方法也有两大弊端需要考虑: 一是该

方法的反复迭代过程会消耗大量时间,使得探测无法

实时开展;二是该方法的最终结果只是迭代算法的一

个最优化解,采用的迭代算法不同,最终的解(即畸变

波前的探测结果)也不同,即使采用同一种算法,评价

标准不同最终的结果也不相同. 因此, 迭代算法虽然

能够得到相对优化的成像效果,但是无法准确测量显

微系统的实际像差. 而基于波前探测器的直接探测方

法虽然增加了光路复杂性,但是能够对像差进行直接

测量和客观描述,也使得对像差的直接优化和实时处

理成为可能. 因此, 随着自适应光学技术的进一步发

展, 直接波前探测方法将被更多的研究者所选择, 夏
克-哈特曼波前探测器也将成为自适应显微系统的重

要组成部分.
在显微成像方式上,一次性的全视场成像是研究

者一直追求的效果, 也是生物显微系统发展的趋势.
然而,自适应校正会导致高分辨率成像视场局限在一

个等晕区范围内,如何实现生物样本的一次性大视场

自适应探测和校正成像成为目前自适应光学技术在

生物显微系统中应用的主要困难. 为了扩大自适应校

正视场, 多层共轭自适应光学方法被提出, 该方法在

天文领域中的成功应用为自适应显微镜的进一步发

展提供了思路. 2015年, Mertz研究组[49]将传统的瞳面

共轭改为非瞳面共轭,验证了非瞳面共轭在校正效果

上的优越性;同一年, Cui研究组[50]对显微镜中多层共

轭自适应光学技术进行了模拟,同样利用非瞳面共轭

使视场中不同区域、不同深度的畸变波前在探测和

校正平面上近似空间可分,从而具有分视场波前探测

和校正的能力. 通过数值模拟说明了该方法能够显著

提升自适应校正视场,为该方法在大视场显微成像中

的进一步应用奠定了基础.
本文所述的自适应光学技术主要针对生物组织

产生的中低阶像差的校正,没有考虑生物组织中存在

的强散射效应. 生物组织的强散射会使得像差探测和

组织成像对比度严重下降, 而且, 这种散射效应会随

成像深度的增大而急剧增强. 为了抑制强散射效应带

来的影响, 有多种聚焦技术可以实现对波前的调制,
从而将光聚焦到生物组织深处[51]. 定量评估生物组织

中强散射效应对像差探测的影响对提高自适应探测

精度,从而提高校正效果具有重要的意义[52]. 当然,随
着自适应光学技术的不断发展,各种新型的探测、校

正和控制技术将逐渐被应用到针对活体生物组织的

光学显微成像领域,为现代生命科学研究提供更多、

更有价值的生物影像资料.
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Microscopy is an essential means for the Life Sciences research under the sub-micron scale. Because of the advantage
in specific marking, dynamic indication, high contrast and non-destructive style, the biological fluorescence microscopy
plays an important role in in-vivo imaging. When propagating in the non-transparent, non-homogeneous, anisotropic
biological tissue, the excitation and emission light both will be distorted by refraction, scattering, absorption and other
unknown effects and the point spread function (PSF) in each path will be consequently degraded. In order to improve the
spatial resolution of fluorescence microscopy and increase the imaging depth, the adaptive optical technology has been
employed in the microscope system to detect and correct the above aberrations in real-time. In this paper, aberrations in
fluorescence microscope have been specified in different sources, both aberration sensing and correction methods have
been introduced, and the characteristics of aberration correction in different imaging modes of fluorescence microscopy
have been summarized. Then the latest applications of adaptive optics in different types of fluorescence microscopy have
been discussed here and the further development trend is concluded.
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