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基于荧光微球的显微镜点扩散函数修正模型
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摘要：为了修正显微镜点扩散函数荧光微球传统测量方法中微球直径对测量结果的影响、提高显微镜点扩散函数

的测量精度，采用理论仿真、最小二乘拟合的方法，建立荧光微球等效２维浓度分布，模拟仿真了荧光微球显微成像过
程；利用最小二乘拟合以及残差拟合的方法，得到荧光微球直径、荧光微球强度分布半峰全宽与系统实际点扩散函数半

峰全宽之间的关系模型，由此模型得到较为准确的系统点扩散函数半峰全宽。结果表明，使用１００ｎｍ荧光微球对系统点
扩散函数进行测量时，相对误差在１％左右。此研究结果说明通过该修正模型可以得到较为准确的系统点扩散函数。
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引　言

理想点光源经过光学系统后，其像的光场分布被

称为系统的点扩散函数（ｐｏｉｎｔｓｐｒｅａｄｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＰＳＦ）。
点扩散函数描述了光学系统对点源的解析能力，是评

价各种显微成像系统的主要参量指标［１２］。因此，精确

测量系统点扩散函数是不可或缺的。近些年来发展的

超分辨荧光显微成像技术对点扩散函数的精确测量提

出了更高的要求，例如随机光学重构显微镜（ｓｔｏｃｈａｓｔｉｃ
ｏｐｔｉｃａｌｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＳＴＯＲＭ）和光激活定位
显微镜（ｐｈｏｔｏａｃｔｉｖａｔｅｄｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＰＡＬＭ）需
要用精确的点扩散函数去拟合每个荧光点，准确定位

每个荧光点的中心位置［３５］；结构光照明显微镜（ｓｔｒｕｃ
ｔｕｒｅｄｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＳＩＭ）图像重构中需要精
确估计系统的点扩散函数，从而得到准确的光学传递

函数（ｏｐｔｉｃａｌｔｒａｎｓｆｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＯＴＦ）进行去卷积，获得
超分辨率图像［６９］。

通常估计点扩散函数有两种方式：数值计算和物

理测量。数值计算通常使用透镜理论点扩散函数模
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型［１０］，由于瞳函数难以准确估计，使得理论模型不能

反映实际的成像系统，因此，需要对具体每套成像装置

进行点扩散函数的精确物理实验测量。

物理测量通常使用荧光微球检测方法，其基本原

理是对纳米尺寸的荧光微球成像，得到显微物镜聚焦

平面的荧光微球强度分布函数 （ｂｅａｄｓｓｐｒｅａｄｆｕｎｃｔｉｏｎ，
ＢＳＦ）。如果荧光微球的直径足够小，其ＢＳＦ可近似为
显微镜系统的点扩散函数 ＰＳＦ。荧光微球直径越小，
记录的荧光强度越小，导致图像信噪比降低，最终测量

结果精度降低。通常采用１００ｎｍ～２００ｎｍ直径的荧光
微球才能得到足够的图像信噪比，这时微球的直径与

系统点扩散函数的半峰全宽（ｆｕｌｌｗｉｄｔｈａｔｈａｌｆｍａｘｉ
ｍｕｍ，ＦＷＨＭ）相近，其影响不可忽略，因此需要对 ＢＳＦ
进行修正才能得到系统准确的ＰＳＦ［１１］。

为了消除荧光微球直径对测量结果的影响，研究

人员采用高斯模型［１２］、贝塞尔模型［１３］等不同的点扩

展函数模型，对实验得到的荧光微球强度分布进行拟

合，重建点扩展函数，并通过荧光微球直径 Ｄｂｅａｄ，ＰＳＦ
半峰全宽 ＦＰＳＦ和 ＢＳＦ半峰全宽 ＦＢＳＦ三者的关系，建立
了不同修正模型。ＨＩＲＶＯＮＥＮ等人将荧光微球等效２
维浓度分布近似为高斯分布，得到特殊的双曲线关系

模型［１４］；ＴＨＥＥＲ等人将荧光微球等效２维浓度分布
近似为矩形脉冲分布，并通过残差拟合的方法，得到改

进的双曲线关系模型［１１］。这两种模型都对荧光微球

等效２维浓度分布做了近似，随着荧光微球直径越大，
荧光微球对ＢＳＦ的影响也越大，近似处理带来的误差
越大，进而导致 ＦＰＳＦ误差增加。本文中建立了高精度
的荧光微球等效２维浓度分布模型，通过其与２维点
扩散函数的卷积模拟对荧光微球的成像过程，提出了

新的关系模型，并运用残差分析和非线性最小二乘拟

合的方法获取模型相关参量，最后通过实验验证了本

文中模型的准确性。

１　ＰＳＦ测量原理与关系模型建立

１．１　ＰＳＦ测量原理
光学显微镜成像系统可以认为是一个线性时不变

系统［１５］。当给定输入信号和系统的传递函数时，系统

的输出就唯一确定，即：

ｄ（ｘ，ｙ）＝ｆ（ｘ，ｙ）ｈ（ｘ，ｙ）＋ｎ（ｘ，ｙ） （１）
式中，是卷积符号，ｆ（ｘ，ｙ）为系统的输入信号，ｈ（ｘ，
ｙ）为系统的传递函数，ｎ（ｘ，ｙ）为系统的噪声，ｄ（ｘ，ｙ）
为系统的输出信号。

对于光学显微镜成像系统，系统的点扩展函数即

系统的传递函数，样品真实的结构信息即输入信号，

ＣＣＤ上采集到的样品图像即系统的输出信号。由（１）

式及冲激函数的卷积性质［１６］可知，当样品结构信号

ｆ（ｘ，ｙ）近似为冲激函数，且采集到的样品图像信息
ｄ（ｘ，ｙ）信噪比足够高时，ｄ（ｘ，ｙ）就可近似为光学显微
镜成像系统的点扩展函数Ｐ（ｘ，ｙ）。

假设理想荧光微球荧光浓度均匀［１７］，其物理模型

如下：

ｆｂｅａｄ（ｘ，ｙ，ｚ）＝
Ｃ０，（ ｘ２＋ｙ２＋ｚ槡

２≤Ｄｂｅａｄ／２）

０，（ｏｔｈｅｒｗｉｓｅ{
）

（２）

式中，ｆｂｅａｄ（ｘ，ｙ，ｚ）为荧光微球３维荧光浓度分布，Ｃ０
为常数，Ｄｂｅａｄ为荧光微球直径。其等效２维浓度分布
应为微球荧光浓度沿ｚ轴的积分，即：

ｆｂｅａｄ（ｘ，ｙ）＝

２Ｃ０ （Ｄｂｅａｄ／２）
２－（ｘ２＋ｙ２槡 ），（ ｘ２＋ｙ槡

２≤Ｄｂｅａｄ／２）

０，（ｏｔｈｅｒｗｉｓｅ{
）

（３）
式中，ｆｂｅａｄ（ｘ，ｙ）为荧光微球等效２维荧光浓度分布。

本文中选用第 １类 １阶贝塞尔点扩展函数模
型［１３］作为光学显微镜成像系统的点扩展函数：

Ｐ（ｘ，ｙ）＝

２Ｊ１
２πＮ
λ

（ｘ－ｘ０）
２＋（ｙ－ｙ０）槡[ ]２

２πＮ
λ

（ｘ－ｘ０）
２＋（ｙ－ｙ０）槡{ }２

２

（４）

式中，Ｊ１表示第１类１阶贝塞尔函数，Ｎ表示系统的数
值孔径，λ表示荧光微球发射波波长，ｘ０和 ｙ０表示点
扩展函数的中心坐标。根据瑞利衍射极限：

ＦＰＳＦ ＝
０．５１２λ
Ｎ （５）

式中，ＦＰＳＦ为Ｐ（ｘ，ｙ）的半峰全宽，由以上两式得到：
Ｐ（ｘ，ｙ）＝

２Ｊ１
１．０２４π
ＦＰＳＦ

（ｘ－ｘ０）
２＋（ｙ－ｙ０）槡[ ]２

１．０２４π
ＦＰＳＦ

（ｘ－ｘ０）
２＋（ｙ－ｙ０）槡{ }２

２

（６）

由（６）式可知，系统的点扩散函数可由 ＦＰＳＦ唯一
确定，故只需精确得到ＦＰＳＦ，即可准确得到系统的点扩
散函数。

通过Ｐ（ｘ，ｙ）与 ｆｂｅａｄ（ｘ，ｙ）的卷积，仿真荧光微球
显微成像过程，得到不同直径荧光微球在同一系统下

的荧光微球强度分布Ｂ（ｘ，ｙ），如图１所示。荧光微球
强度分布Ｂ（ｘ）与系统点扩散函数荧光微球强度分布
Ｐ（ｘ）并不一致。故需根据荧光微球强度分布Ｂ（ｘ，ｙ）
得到荧光微球强度分布的半峰全宽 ＦＢＳＦ，进而得到
Ｄｂｅａｄ，ＦＢＳＦ和ＦＰＳＦ三者关系，如图２ａ中实点所示。根据
三者关系最终得到系统的点扩散函数。

９３６
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　 激　　光　　技　　术 ２０１６年９月

Ｆｉｇ１　ａ—ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ２Ｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｂｅａｄｓ　ｂ—ＰＳＦａｎｄ
ＢＳＦｉｎｔｅｎｓｉｔｙｐｒｏｆｉｌｅｓ

Ｆｉｇ２　ａ—ｔｈｅｒｅｖｉｓｅｄｆｉｔｔｉｎｇｃｕｒｖｅｏｆｄａｔａｏｆｆｏｒｍｕｌａ（７）　ｂ—ｔｈｅｆｉｔｔｉｎｇ
ｃｕｒｖｅｏｆｒｅｓｉｄｕａｌｓ

由图１ａ可知，当Ｄｂｅａｄ足够小时，可以将荧光微球
近似为脉冲信号。为了表示出 ＰＳＦ与 ＢＳＦ的区别，图
１ｂ中展示了 ＦＰＳＦ＝Ｄｂｅａｄ时二者卷积得到的 ＢＳＦ。其
中，Ｐ（ｘ）为 ＰＳＦ１维强度分布，Ｂ（ｘ）为ＢＳＦ１维强度
分布。从图中可以看出，Ｂ（ｘ）与Ｐ（ｘ）分布有明显差
别，二者的半峰全宽也不相同。故为了得到精确的

ＰＳＦ，需要从探测到的 ＢＳＦ中提取出 ＦＰＳＦ并代入（６）
式，得到系统的ＰＳＦ。
１．２　ＢＳＦ与ＰＳＦ半峰全宽的关系模型

通过对传统双曲线模型的分析，建立如下模型：

ＦＢＳＦ ＝ ＦＰＳＦ
２＋ａＤｂｅａｄ槡

２ （７）
式中，ａ为待求参量。

利用该模型对图２ａ中的数据进行非线性最小二
乘拟合，得到参量 ａ的值为０．７４６４，拟合均方根误差
为０．１９３８。拟合曲线如图２ａ中曲线Ｂ所示。

图２ａ中的 Ａ为原始数据点，Ｂ为（７）式曲线；图
２ｂ中的Ｃ为（７）式的相对残差，Ｄ为（８）式对相对残
差Ｃ的拟合曲线。由图可知，（７）式模型 Ｄｂｅａｄ／ＦＰＳＦ≤
０．６和Ｄｂｅａｄ／ＦＰＳＦ≥４时，对仿真数据的拟合效果较好；
在０．６＜Ｄｂｅａｄ／ＦＰＳＦ＜４的中间区域，拟合效果较差。
（７）式模型的拟合残差如图２ｂ中实点 Ｃ所示，其残差
分布近似正态分布。因此可以使用正态分布对该残差

进行拟合，得到（７）式的修正项：

Ｆｃｏｒ＝ｂＦＰＳＦｅｘｐ
［ｌｎ（Ｄｂｅａｄ／ＦＰＳＦ）－ｃ］

２{ }ｄ
（８）

式中，Ｆｃｏｒ为（７）式的修正项，ｂ，ｃ和ｄ为待求参量。进
而得到最终的关系模型如下：

ＦＢＳＦ ＝ ＦＰＳＦ
２＋０．７４６４Ｄｂｅａｄ槡

２＋

ｂＦＰＳＦｅｘｐ
－［ｌｎ（Ｄｂｅａｄ／ＦＰＳＦ）－ｃ］

２{ }ｄ
（９）

　　利用非线性最小二乘法，用（９）式对模拟数据进
行拟合，结果如图３ａ中所示，其中 Ａ为原始数据点，Ｂ
为（９）式曲线；图３ｂ中，Ｄ为修正前的相对残差，Ｃ为修
正后的相对残差。拟合得到相应参量：ｂ＝－０．３７４７，
ｃ＝１．２２３，ｄ＝２．４４４。从图３ａ中可以看出，本文中模
型的拟合效果很好；当Ｄｂｅａｄ／ＦＰＳＦ≤０．２时，数据点基本
在ＦＢＳＦ／ＦＰＳＦ＝１的虚线上，说明此时 ＢＳＦ主要由系统
　　

Ｆｉｇ３　ａ—ｔｈｅｒｅｖｉｓｅｄｆｉｔｔｉｎｇｃｕｒｖｅｓｏｆｄａｔａｏｆｆｏｒｍｕｌａ（９）　ｂ—ｔｈｅｆｉｔｔｉｎｇ
ｃｕｒｖｅｏｆｒｅｓｉｄｕａｌｓ

０４６
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第４０卷　第５期 鹿伟民　基于荧光微球的显微镜点扩散函数修正模型 　

的ＰＳＦ决定；当Ｄｂｅａｄ／ＦＰＳＦ≥５时，数据点基本成线性变
化，说明此时 ＢＳＦ主要由荧光微球决定。图３ｂ为拟
合残差曲线，残差均方根误差为０．０４０８４，比未修正关
系模型的均方根误差减小了４倍多，说明修正后的模
型有更高的拟合精度。

１．３　Ｔｈｅｅｒ模型、Ｈｉｒｖｏｎｅｎ模型以及修正模型的对比
为了验证本文中模型的可靠性，对 Ｔｈｅｅｒ模型、

Ｈｉｒｖｏｎｅｎ模型以及本文中提出的修正模型进行对比。
如图４所示，其中，Ａ为模拟生成的原始数据点，Ｂ为
ＴＨＥＥＲ等人所建关系模型曲线，Ｃ为 ＨＩＲＶＯＮＥＮ等
人所建关系模型曲线，Ｄ为本文中所建关系模型曲线。
由图４可知，在荧光微球直径不大于系统点扩散函数
半峰全宽时，３条曲线对实际数据的拟合都很好，但当
荧光微球直径大于系统点扩散函数半峰全宽时，Ｔｈｅｅｒ
模型和Ｈｉｒｖｏｎｅｎ模型的拟合误差较大；而本文中所建
模型的拟合效果在整个区域都较为稳定。这是因为

Ｔｈｅｅｒ模型和Ｈｉｒｖｏｎｅｎ模型都对荧光微球２维分布做
了近似；当荧光微球直径小于ＦＰＳＦ时，系统ＢＳＦ主要由
系统ＰＳＦ决定，故此时对荧光微球的近似处理不会带
来明显误差；当荧光微球直径大于ＦＰＳＦ时，系统ＢＳＦ主
要由荧光微球直径决定，随着荧光微球直径越大，其对

ＢＳＦ的影响也越大，近似处理带来的误差越大，进而导
致得到的ＦＰＳＦ误差增加。

Ｆｉｇ４　Ｔｈｅｆｉｔｔｅｄｒｅｓｕｌｔｓｗｉｔｈｔｈｒｅｅｍｏｄｅｌｓ

２　宽场荧光显微镜点扩散函数测量

为验证本文中所建模型的可靠性，设计如下实验：

使用同一系统分别对不同直径的荧光微球成像，将足

够小的荧光微球采集到的荧光强度分布 Ｂ（ｘ，ｙ）作为
系统实际的点扩展函数Ｐ（ｘ，ｙ）。然后，使用较大的荧
光微球，采用本文中模型对实验所得 Ｂ（ｘ，ｙ）进行处
理，计算系统实际的点扩展函数Ｐ（ｘ，ｙ）。

倒置荧光显微镜实验系统使用波长为６４７ｎｍ、额
定功率１３２ｍＷ的固体激光器作为激发光源，物镜采
用Ｎ＝１．４９、１００×浸油物镜，图像采集设备采用 ＥＭ
ＣＣＤ（ＩｘｏｎＤＵ８９７ＤＣ００－＃ＢＶ，Ａｎｄｏｒ）；实验中所用
荧光微球为ＬＩＦＥ公司Ｔ７２８０（２０ｎｍ），Ｔ７２７９（１００ｎｍ），

激发中心波长６６０ｎｍ，发射中心波长６８０ｎｍ。
由于２０ｎｍ荧光微球 Ｄｂｅａｄ／ＦＰＳＦ＜０．０９，在采集到

的荧光微球图像有足够大的信噪比的前提下，可以认

为荧光强度分布Ｂ（ｘ，ｙ）近似为系统实际的点扩展函
数Ｐ（ｘ，ｙ）。为了验证本文中提出的改进模型的有效
性，可以使用增加曝光时间的方法来提高２０ｎｍ荧光
微球图像的信噪比。为了更精确地得到 ＦＢＳＦ，实验中
一次使用多个荧光微球，分别求出ＦＢＳＦ并取平均值。

荧光微球半峰全宽测量过程如图５所示，其中，方
框框出的为运用质心法定位出的荧光微球，然后提取

的单个荧光微球如图５ｂ所示，最后分别计算出单个微
球的半峰全宽ＦＢＳＦ。

Ｆｉｇ５　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＦＢＳＦ
ａ—ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｂｅａｄｓｉｍａｇｅ　ｂ—ｔｈｅｌａｒｇｅｒｖｅｒｓｉｏｎｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｂｅａｄｉｎ
Ｆｉｇ．５ａ　ｃ—ｔｈｅｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｉｎｔｅｎｓｉｔｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅｌｏｃａｔｉｏｎｉｎＦｉｇ．５ｂ

使用同一系统分别对不同直径的荧光微球成像，

获得不同的 ＢＳＦ。利用关系模型（９）式，获得系统实
际的ＦＰＳＦ。实验数据如表１所示。
Ｔａｂｌｅ１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄａｔａｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉａｍｅｔｅｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｂｅａｄｓ

Ｄｂｅａｄ ２０ｎｍ １００ｎｍ

ＦＢＳＦ ３０９ｎｍ±７ｎｍ ３１４ｎｍ±５ｎｍ

ＦＰＳＦ ３０９ｎｍ±７ｎｍ ３１２ｎｍ±５ｎｍ

　　可以看出，使用２０ｎｍ荧光微球时，ＦＰＳＦ＝ＦＢＳＦ，可
以忽略荧光微球大小对测量结果的影响，因此系统实

际的ＦＰＳＦ＝３０９ｎｍ；使用１００ｎｍ荧光微球、Ｄｂｅａｄ／ＦＰＳＦ≈
０．３时，本文中测量方法得出的结果为３１２ｎｍ，误差约
为１％，与仿真结果一致，说明本文中建立的仿真过程
与实际过程吻合。

３　结　论

模拟了显微镜成像过程，改进了Ｄｂｅａｄ，ＦＰＳＦ，ＦＢＳＦ三

１４６
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者间的关系模型。仿真结果表明，在 Ｄｂｅａｄ≤ＦＰＳＦ时，基
于该模型的 ＰＳＦ测量误差在３％以内；在 Ｄｂｅａｄ≥ＦＰＳＦ
时，该模型的测量精度优于 ＨＩＲＶＯＮＥＮ和 ＴＨＥＥＲ的
方法。实验结果表明，改进后的关系模型与实际情况

吻合，利用该关系模型可以实现点扩散函数的精准测

量。
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