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文 影像获取与信息系统专刊

基于光强传输方程的多模式成像
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摘
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要!在显微成像中!对于相位的恢复和定量相位的成像!基于光强传输方程的定量相位成像

是一种有效的方法#在沿光轴分布的光强中采集一系列强度图像!利用数值差分估计光强在聚

焦面处的一阶轴向微分并通过求解光强传输方程直接得到相位信息#该方法不需要复杂的干

涉装置和参考光束!且能够在传统的明场显微镜下实现定量相位成像#近年来!光强传输方程

在国内外得到广泛研究和关注!在自适应光学"

`

射线衍射光学"电子显微学"光学显微成像等

领域中显现出巨大的应用前景#本文提出了一种基于光强传输方程的多模式成像系统!将传统

的显微镜和计算成像结合起来!赋予了传统显微镜获得定量相位的能力#采用该系统对未染色

的花粉粒以及海拉细胞的有丝分裂过程进行了显微观察!验证了系统的多样性与可靠性#

关 键 词!

相位恢复$光强传输方程$定量相位$多模式成像
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在显微成像中!当光波穿过生物细胞后!样品

的强度和相位信息会被包含在透射光线中#作为

光波的统计现象!数字探测器)

EEF

或
E<L2

*只

能记录光的强度信息!而蕴含着物体结构和光学

特性的相位却丢失了#传统的明场显微镜适合用

于观察已染色物体和具有强吸收特性的物体!但

对于未染色透明的细胞其在明场照明下光强基本

不发生改变!所以采集到的图像具有较低的对比

度!很难进行观察和分析#一些相位可视化的成

像方法可以对未标记的生物样品进行观察!例如

泽尼克相衬成像-

*

.

"微分干涉相衬成像)

F,E

*

-

#

.

等#它们能将观察样品折射率的空间差异即相位

延迟转换为图像的光强信息!大大提升了这类样

品在显微镜下的图像对比度!实现了对未染色细

胞等弱相位物体的观测与分析#虽然这些相位可

视化方法提供了有用和可靠的信息!但它们都无
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法得到生物样品的定量相位!从而很难进行后续

的数据分析与计算#

经过数十年的发展!相位恢复与定量相位成

像已经成为光学测量领域的一个重要课题#其

中!最为经典的相位测量方法要属干涉检测法#

传统的干涉法已经较为成熟!并引申出多个分支!

例如电子散斑干涉"干涉测量"数字全息等-

!B"

.

#

虽然干涉测量法可以有效地获取相位!但干涉法

往往依赖相干性较好的激光光源等!并且需要较

为复杂的实验装置#此外!该方法还需对获得的

相位进行解包裹!而解包裹算法一般较为复杂#

相位测量中与干涉法相对应的被称为非干涉相位

测量技术!其中夏克
B

哈特曼波前传感器是采用几

何光学原理的相位测量技术!根据
EEF

上的焦斑

相对于微透镜光轴的偏移量!运用数学手段恢复

出最终的波面#但是由于微透镜物理尺寸的限

制!夏克
B

哈特曼波前传感器很少直接应用于相位

成像与显微领域-

?

.

#另一类非常重要的非干涉相

位测量技术统称为相位恢复#相位恢复是一种由

强度来恢复相位的技术!主要分为迭代法和光强

传输法#相比于迭代的不确定性以及收敛可能限

于局部最小值等缺点!

*=>!

年
\4.

/

D4

提出的基于

\,A

的相位恢复是一种非迭代的定量相位恢复

法-

+

.

#该方法仅需要沿光轴方向采集多个平面的

强度图像!就可通过数学方法直接求出物体的相

位!无需任何的迭代过程#因此!已知
!

)

和
.

!

2

.

=

求解
\,A

!就能唯一确定定量相位#其中!

!

)

表示

聚焦面处的光强!

.

!

2

.

=

表示轴向光强的微分#

光强传输方程作为相位恢复的方法之一!因为其

具有非迭代性"非干涉性!以及无需复杂的实验装

置等优点!近年来被国内外学者广泛关注#

在不加其他特殊光学元件的情况下!

\,A

不

仅能够获取非干涉定量相位!还为生物医学中的

多种计算观测方法提供了可能性#

#))K

年!

6.B

/

.101

等-

>

.展示了
`

射线显微成像中人腿骨和螨

虫进行泽尼克相衬成像的仿真结果#

#))#

年!

[.:%14B(D

/

418

等-

=

.给出了一组较好的仿真
F,E

图像的实验结果!后续研究证明了其在部分相干

光下利用
\,A

求解定量相位的准确性#

#)*"

年!

_D%

等-

*)

.以相空间光学理论作为切入点!基于维

纳分布函数)

YFI

*将
\,A

推广并应用到部分相

干光波场#

本文基于传统明场显微镜设计出一套显微计

算成像系统!此系统将传统显微镜与计算成像相

结合!不仅能够求解出生物样品的定量相位信息!

还能呈现在泽尼克相衬和微分干涉相衬模式下的

成像结果#实验结果证明!

\,A

能够得到各类生

物医学样品的定量相位!为后续数据的分析与处

理提供了可能性#在已知定量相位信息的基础

上!泽尼克相衬和微分干涉相衬成像模式提供了

更为丰富的图像信息和多样化的观察手段#

$

!

光强传输方程

当光波在自由空间传播时!在菲涅耳区的光

强与相位的关系应满足式)

*

*

-

+

.

+

RC

.

!

)

%

*

.

=

S

#

1-

!

)

%

*

#

-

)

%

*. )

*

*

其中!

CS#

!

2

"

!表示波数,

!

)

%

*表示聚焦面上

的光强,

#

表示在横向方向
%

上的梯度算子,

-

)

%

*

表示物体的相位#

\,A

的左边是沿
=

轴方向的轴

向光强微分!为了减少轴向光强微分高阶项的影

响!轴向微分将采用多个平面的测量获取-

**

.

#而

方程的右边是一个二阶椭圆偏微分方程#它可以

在周期或简化的齐次边界下通过快速傅里叶变

换-

*#

.

)

II\

*求解!也可以在非齐次
(4D-.11

边界

条件下通过离散余弦变换-

*!

.

)

FE\

*求解#

\,A

最

初是
\4.

/

D4

在傍轴条件下由亥姆霍兹方程推导

得到的!而
\4.

/

D4

推导出的
\,A

以及他的假设都

是基于单色相干光的条件!因此
\,A

不能直接应

用于部分相干光照明#在准单色光近似下!

YFI

-

*K

.应满足式)

#

*+

.

!

)

%

*

.

=

AD"

#

%

1

<

/N

)

%

!

/

*

5/

)

#

*

其中!

%

和
/

分别表示二维空间和空间频率的
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*>*

!! !

矢量,

#

%

表示在
%

上的梯度函数#当满足完全相

干条件!方程)

#

*可被简化成方程)

*

*#部分相干

光场下相位的梯度则自动与维格纳函数的一阶条

件空间频率矩相关联-

*K

.

!即+

<

/N

)

%

!

/

*

5/

<

N

)

%

!

/

*

5/

A

*

#

!

#

%

-

)

%

* )

!

*

方程)

#

*和)

!

*分别表示广义的光强传输方程

形式和部分相干光下求解的相位#因此!不管是

相干光场还是部分相干光场!定量相位都可以由

\,A

恢复#研究发现!无论光源大小!只要光源的分

布相对于光轴是对称的!相位就可以被准确恢复-

*)

.

#

%

!

实验

%'$

!

实验装置

图
*

)

.

*展示的是实验装置以及在标准
KN

系

统中的电控变焦透镜镜头的原理图#图
*

)

C

*展示

的是基于光强传输方程的多模式的计算显微装

置#实验采用倒置的奥林巴斯
,̀+*

型显微镜#

实验照明光是由显微镜内置的卤钨灯发出的白

光!经过一个中心波长为
"")1-

!带宽
K"1-

的

中性滤光片后产生的准单色光#该系统使用奥林

巴斯相机)

L&

;

-

@

D9GE")

!分辨率
#">>

@

0U4&9W

*=?)

@

0U4&9

!

!'K

"

-

2

@

0U4&

*进行图像采集#为避

免手动变焦的不精确性!系统采用电控变焦透镜

)

AZBEB*)B!)B$,2BZF

!

L

@

8%8D14HP

*模块用于变

焦#此系统通过
G2[

接口由软件控制!在垂直于

焦面的方向)

=

轴*上保证了相机采集与电控变焦

透镜模块变焦的同步性#图像堆栈经过一个长工

作距半复消色差物镜)

L&

;

-

@

D9

!

ZGE6ZIZ(K)W

!

(HS)'?

*后被相机采集#

%'%

!

实验结果

首先!测试样品为未染色的花粉粒!花粉粒的

折射率大约是
*'K!

#图
#

展示的是花粉粒的多模

式成像结果#花粉粒不能被视为薄相位物体!并

且在其边缘伴有轻微的吸收#泽尼克相衬图像明

显提高了样品的对比度!但是可以明显看到样品

轮廓周围存在一圈光晕#微分干涉相衬图像虽然

没有泽尼克相衬图像的对比度高!但是呈现了一

种三维立体浮雕状且细节轮廓清晰#

将样品换成海拉细胞#图
!

是有丝分裂时期

和分裂间期细胞的实验多模式图像#图
!

)

.

*展示

的是基于
\,A

求解整个成像平面下海拉细胞的定

量相位#当处于细胞分裂周期时!那些吸附在培

养基底的细胞比周围区域的细胞具有更高的密

度!例如细胞核#因此!核膜和核仁就显得更突

出#在
P#

期结束时!视场中的
!

个细胞开始分

裂!这是有丝分裂前细胞生命周期中的最终生长

期和活性期#

图
$

!

)

.

*实验装置和标准
KN

系统中电控变焦透镜的原理图,)

C

*基于奥林巴斯
,̀+*

的多模式计算成像系统

)

.

*

2374-.80350.

/

:.-%N8744U

@

4:0-418.&948D

@

.158744&438:03.&&

;

8D1.C&4&4190198.15.:5KN9

;

984-

,

)

C

*

<D&80B-%540-.

/

01

/

9

;

984-C.945%1LẐ <6G2,̀+*
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选择
!

个细胞中最大的
*

个!在图中用较小

红色虚线矩形标出#在实验期间!图中较大红色

虚线矩形中的细胞基本不发生改变!因此可以判

断这些细胞属于分裂周期中的
P*

期或
2

期!这段

时间是细胞复制
F(H

和中心粒的阶段#图
!

)

C

*

和)

3

*分别是细胞有丝分裂时期和分裂间期的多

模式图像#泽尼克相衬图像和微分干涉相衬图像

不仅可以提供细胞的可视化信息!还能使细胞提

供的信息更加丰富#图
!

)

C#

*和)

3#

*中细胞周围

的光晕是典型的泽尼克相衬的特征#泽尼克相衬

图像增强了物体的边缘!这就为细胞计数提供了

方便#图
!

)

C!

*和)

3!

*展示了微分干涉相衬图像

的三维浮雕效果!其中相位变化的区域三维浮雕

效果尤为明显!如细胞质和细胞核#

图
%

!

未染色花粉粒的多模式成像结果)比例尺代表
*))

"

-

*

)

.

*明场图像,)

C

*定量相位图像,)

3

*泽尼克相衬图像,)

5

*

F,E

图像

X49D&89%N-D&80B-%540-.

/

01

/

%ND198.0145

@

%&&41

/

:.019

)

93.&4*))

"

-

*

)

.

*

C:0

/

78N04&50-.

/

4

,)

C

*

Q

D.1808.80T4

@

7.940-.

/

4

,)

3

*

@

7.943%18:.980-.

/

4

,)

5

*

F,E0-.

/

4

图
&

!

)

.

*海拉细胞的全视场定量相位,)

C

*")

3

*分别包含了有丝分裂和分裂间期的明场图像"泽尼克相衬图像"

F,E

图像和定量

相位图像)比例尺分别代表
#)

"

-

和
")

"

-

*

)

.

*

ID&&N04&5

Q

D.1808.80T4

@

7.94%Na4Z.34&&9

,)

C

*")

3

*

E%18.01C:0

/

78N04&50-.

/

4

!

@

7.943%18:.980-.

/

49

!

F,E0-.

/

49.15

Q

D.1808.80T4

@

7.940-.

/

495D:01

/

-08%909.150184:

@

7.94

!

:49

@

4380T4&

;

)

93.&49:4

@

:4941801

/

#)

"

-.15")

"

-

*

!!

图
K

为有丝分裂阶段多模式成像系统在不同

时间点的细胞图像#分裂中期或分裂前期结束

时!染色体着丝点排列在赤道板上!纺锤丝附着在

着丝点上并且连接着染色体与子细胞!这些现象

意味着细胞在为分裂作最后的准备#当实验进行

到
+K-01

时!细胞变成椭圆形#分裂后期!细胞

质均匀分布在整个细胞中!着丝点一分为二!纺锤

丝牵拉染色体!每条染色体的两条姊妹染色单体
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图
'

!

分裂期间海拉细胞不同时间点的图像

)

.

*分裂中期或前期结束,)

C

*分裂后期,)

3

*细胞开始分为两部分,)

5

*细胞彻底分裂成两个

,-.

/

49%Na4Z.34&&9.850NN4:41880-4

@

%01895D:01

/

50T090%1

)

.

*

-48.

@

7.94%:415%N

@

:%

@

7.94

,)

C

*

.1.

@

7.94

,)

3

*

34&&C4

/

0198%50T054018%8M%

@

.:89

,)

5

*

34&&9

@

&089018%8M%

分开并向两级移动!

*'"7

之后!细胞核大致分为

两部分!新的细胞壁在分裂末期形成!标志着一个

母细胞分裂成两个基本相同的子细胞#每个子细

胞只包含
*

条染色单体!并且每一条都比母细胞

的小#实验的最后阶段)时间点为
#!?-01

*!胞质

分裂表明了细胞分裂周期的结束!

*

个母细胞分裂

成
#

个子细胞#染色体解螺旋!进入下一个有丝

分裂期#此外!泽尼克相衬图像以及
F,E

图像也

反映了细胞分裂过程中的一些重要特性!如+

图
K

)

5#

*中的光晕代表两个独立的子海拉细胞!完

全实现了分裂,图
K

)

C!

*直观地展示了细胞质如何

均匀分布在整个细胞中#

&

!

结论

利用明场显微镜设计出一套基于光强传输方

程)

\,A

*的多模式计算成像系统#电控变焦透镜

模块抓取到图像光强堆栈后!通过计算得到定量

相位图像"泽尼克相衬图像"

F,E

图像#此系统可

以结合适当的后处理算法实现多种成像模式!并

且在不改变原高成像质量的前提下!可以直接应

用于传统显微镜上!操作简便且成本低廉#基于

此系统给出了未染色的花粉粒的实验结果以及海

拉细胞有丝分裂的动态过程#除集成了多个成像

模式!

\,A

计算成像在生物医学领域还具有广泛

的应用前景#活细胞成像的结果表明!本文提出

的多模式成像系统能够有效地研究细胞动态过

程!并且可应用于研究药物的有效性"细胞的移

动"生物功能化纳米材料的毒性分析#
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