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数字共焦显微镜实验３维点扩散函数的构建
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摘要：为了获取作者所在实验室数字共焦显微镜光学系统实验３维点扩散函数，采用荧光微珠模拟点光源，利用该
显微镜对荧光微珠不同散焦量的切片图像进行采集，采用多图像平均法对切片图像进行降噪处理，以此构建显微镜光学

系统的实验３维点扩散函数。以该实验点扩散函数进行３维显微图像复原，并与理论点扩散函数的复原效果进行了比
较。结果表明，两种点扩散函数对图像复原时均获得良好的复原效果，但是以正确实验方法获取的实验３维点扩散函
数，更符合该光学系统的光学传递特性，复原效果更准确。所构建的实验３维点扩散函数，为下一步的生物显微图像复
原处理提供了一种较好的选择，为数字共焦显微镜实验３维点扩散函数的构建提供了一种有效的方法。
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引　言

在数字共焦显微技术的研究中，显微镜光学系统

的３维点扩散函数（ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｐｏｉｎｔｓｐｒｅａｄｆｕｎｃ
ｔｉｏｎ，３ＤＰＳＦ）的研究对３维显微图像复原有着重要的
意义。３ＤＰＳＦ的准确估计对３维显微图像的复原效

果有很大的关系［１４］。在３维显微图像复原方法的研
究以及实际工程应用中，采用的是理论点扩散函数或

者实验点扩散函数。理论点扩散函数可以通过光学系

统传输函数模型进行构建［５７］，也可以通过高斯型近似

理论模型［３］构建。实验点扩散函数是通过实验获取，

主要是使用一个直径尽可能小的荧光小球作为成像物

体，在实验室条件下通过获取荧光小球的成像信息构

建显微成像系统的点扩散函数［８１１］。也可以以黑白跳

变的图像作为观察物，利用ＣＣＤ像平面上采集图像进
行拟合，获得光学系统的点扩散函数［１２］。

由于实验获取的３维点扩散函数针对特定显微镜
光学系统，因此，采用以正确方法获取图像复原处理用
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的实验点扩散函数，比采用理论点扩散函数进行图像

复原具有更为准确的复原效果。

本文中以荧光微珠模拟点光源，通过数字共焦显

微镜采集一系列荧光微珠的图像，构造显微镜光学系

统的实验３维点扩散函数，采用图像平均法降低噪声
对点扩散函数的影响，获取图像复原处理用的实验点

扩散函数。

１　光学显微镜成像系统

１．１　３维点扩散函数理论模型
３ＤＰＳＦ在离散空域里可视为一个３维矩阵。是

由沿着３ＤＰＳＦ双锥体中心光轴（ｚ轴）不同的径向横
截面（ｘｙ面）组成，每一个横截面对应不同散焦量下
的２维点扩散函数（ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｐｏｉｎｔｓｐｒｅａｄｆｕｎｃ
ｔｉｏｎ，２ＤＰＳＦ），其中 ｚ＝０处中间截面为焦平面 ２Ｄ
ＰＳＦ。

圆形孔径小散焦光学传递函数（ｏｐｔｉｃａｌｔｒａｎｓｆｅｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＯＴＦ）的数学公式为［１３］：

Ｈ（ｗ，ｑ）＝１
π
［２β－ｓｉｎ（２β）］×

Ｊ１（α－０．５αｓ）
（α－０．５αｓ）

（１）

式中，α＝４πｗｓ／λ，βｃｏｓ－１（ｑ／ｆｃ），ｓ＝２ｑ／ｆｃ，ｗ＝δｚｄＮＡ
２／

２，Ｊ１（ｘ）为第１类１阶贝塞尔函数，ｗ为最大光程差，
λ为发射光波长，ｑ为频率，ｆｃ为系统截止频率，ｄＮＡ为
数值孔径，δｚ为样本空间的沿ｚ轴的散焦距离，即散焦
量。当散焦量 δｚ取不同值时，得到不同的光程差 ｗ，
进而通过（１）式得到不同散焦量的光学传递函数，通
过傅里叶逆变换可以得到对应散焦量的一系列２Ｄ
ＰＳＦ，进而构成３ＤＰＳＦ。
１．２　显微镜成像原理

将厚度为Ｔ的３维样本用平面模型表示为：

∑
Ｎ

ｉ＝１
ｆ（ｘ，ｙ，ｉΔｚ）Δｚ （２）

式中，Ｎ＝Ｔ／Δｚ，Δｚ为物体平面沿 ｚ轴方向的微小间
距。由３维显微镜成像系统可知，样本在焦平面 ｚ′处
所成像是每个平面与对应２ＤＰＳＦ卷积之和，即：

ｇ（ｘ，ｙ，ｚ′）＝∑
Ｎ

ｉ＝１
ｆ（ｘ，ｙ，ｉΔｚ）ｈ（ｘ，ｙ，ｚ′－ｉΔｚ）Δｚ（３）

式中，ｇ为显微镜成像，ｆ为原始３维样本，ｈ为对应显
微镜系统３ＤＰＳＦ，ｈ（ｘ，ｙ，ｚ′－ｉΔｚ），（ｉ＝１，２，…，Ｎ）表
示散焦量 δｚ为 ｚ′－ｉΔｚ的光学系统的脉冲响应函数，
即２ＤＰＳＦ。当ｆ为点光源且位于该焦平面时，即只有

当ｘ＝０，ｙ＝０，ｉΔｚ＝ｚ′时，ｆ才有不为０的值，其余情况
下都为０，由以上公式可知，点光源通过显微镜系统后
所得的显微图像即为显微镜焦平面２ＤＰＳＦ。通过改
变点光源的位置，即改变（３）式中 ｉΔｚ的大小，便可以
得到一系列不同散焦量的２ＤＰＳＦ，进而可得出显微
系统的实验３ＤＰＳＦ。

２　３ＤＰＳＦ实验制作

２．１　实验点光源制作
点光源实验样品的制备：本实验中采用嵌于聚丙

乙烯酰胺凝胶中的荧光微珠（Ｆ８８０３，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公
司）作为模拟点光源实验样品，荧光微珠直径为

０．１μｍ，激发光波长为４６０ｎｍ～４８５ｎｍ，发射光波长为
５１０ｎｍ～５２５ｎｍ。将荧光微珠溶液稀释１０００倍，快速
混匀后滴加至载玻片，待凝固后使用。

本实验是利用尼康ＮｉｋｏｎＴｉＥ显微镜在物镜放大
倍数Ｍ＝４０、数值孔径 ｄＮＡ＝０．５５的条件下对荧光微
珠进行序列图像采集。

在使用实验测量点扩散函数时，作为成像物体的

荧光微珠其直径应尽可能小。根据显微镜成像分辨率

的判断标准，两个点光源刚好被分辨出来的条件是两

个点光源在物平面的距离满足瑞利距离或者阿贝距

离。瑞利距离计算公式为［１４１５］：

δ＝０．６１λ／ｄＮＡ （４）
　　取发射波长 λ＝５２０ｎｍ，则 δ＝０．５７μｍ，即只要两
个光源的距离大于０．５７μｍ时，便可通过显微镜进行
分辨。本实验中采用的荧光微珠直径为０．１μｍ，小于
该瑞利距离，表明该荧光微珠可作为空间的一点。

２．２　图像采集
２．２．１　光学切片图像采集　实验中使用尼康 Ｎｉｋｏｎ
ＴｉＥ显微镜，其搭载的高速电动控制系统，可以缩短
图像获取的曝光时间，减少光毒对生物细胞的影响。

该型号通过手柄或控制器可以控制电动 ＸＹ载物台和
ｚ轴，实现光轴最小步进为０．０２５μｍ的３维显微图像
的采集。

在显微镜物镜放大倍数 Ｍ＝４０、数值孔径 ｄＮＡ＝
０．５５条件下，利用型号为ＮｉｋｏｎＤＳＱｉ１的非致冷单色
ＣＣＤ对荧光微珠图像进行采集，其中光轴步进间隔
Δ＝０．２μｍ。图１为在显微镜所采集的荧光微珠图像。
其中图１ｂ为图１ａ中所框荧光微珠对应的局部放大图
（图中灰度值是经过归一化处理，以便显示和观察，并

非反映实际强度值，下同）。可以发现，即使稀释了

１０００倍，载玻片上的荧光微珠依然较多。在选取微珠

０７７
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Ｆｉｇ１　ａ—ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｐｉｃｔｕｒｅｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ　ｂ—ｐａｒｔｉａｌｅｎ
ｌａｒｇｅｍｅｎｔ

研究对象过程中，一是注意要间距，由于散焦的影响，

相邻微珠相互干扰，在选取过程中尽量加大相邻微珠

的间距，以减少相互之间的干扰，提高采集图像的真实

性；二是要确保所选微珠均有较高能量（亮度），在显

微镜系统中，系统噪声不可忽视，随着散焦的不断增

加，信号越来越弱，当信号大小低于噪声大小时，主要

信息将被噪声所淹没。

图２为利用显微镜采集的一组不同散焦量的荧光
微珠图像，即不同散焦量的２ＤＰＳＦ（图中数值为对应
散焦量δｚ的值，下同）。通过一系列不同散焦量的２
ＤＰＳＦ进而可以构造得到实验３ＤＰＳＦ。由图２可以
明显看出，随着散焦量向两侧的增加，散焦像斑越来越

大，图像越来越模糊，同时两侧的散焦像斑存在差异。

３维点扩散函数的３维空间坐标系 ｚ轴与显微镜光轴
重合，原点为焦平面中心点。图 ３为对应实验 ３Ｄ
ＰＳＦ能量分布曲线（纵坐标表示图像进行归一化后像
素大小，图例数值为对应的散焦量 δｚ）。其中图３ａ为
对应实验３ＤＰＳＦ沿着ｚ轴（ｘ＝ｙ＝０）的能量分布，图
３ｂ为对应实验３ＤＰＳＦ沿着径向（ｘ轴）方向的能量
分布。从图３中曲线可以看出：（１）在光轴方向上，３
ＤＰＳＦ在ｚ＝０的焦面处能量最大，证实了３ＤＰＳＦ的
能量主要集中在双锥体中部的锥顶附近区域，离开焦

面后能量迅速衰减；（２）在径向方向上，３ＤＰＳＦ越远
离焦面其能量扩散范围越大。

Ｆｉｇ２　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ３ＤＰＳＦ

Ｆｉｇ３　Ｅｎｅｒｇｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ３ＤＰＳＦ

ａ—ａｌｏｎｇｚａｘｉｓ　ｂ—ａｌｏｎｇｒａｄｉａｌｄｉｒｅｃｔｉｏｎ

２．２．２　多次采集平均　图像采集采用的是非致冷
ＣＣＤ传感器，在采集过程中产生的噪声影响不可忽
略。随着散焦量的逐步增大，散焦像的亮度会迅速降

低，散焦２ＤＰＳＦ的分布状况受影响的程度迅速加大，
进而影响所构建的３ＤＰＳＦ的准确性。为此，本实验
中采用多图像平均法，对荧光微珠多次图像采集以进

行图像平均运算，降低噪声对所构建的３ＤＰＳＦ的影
响。

本实验中对荧光微珠进行４次图像采集。图像采
集时，在同一实验条件下，以荧光微珠中心区域设置为

固定的截面定位点，每次图像采集均以此截面定位点

为基准，沿光轴从距离荧光微珠的上部１２μｍ至下部
１２μｍ以０．２μｍ的步进距离进行微珠图像采集，获取
微珠不同散焦量序列切片图像。之后对４次采集的同
一散焦量的４幅切片图像进行图像平均运算，平均后
的图像作为构建３ＤＰＳＦ的序列２ＤＰＳＦ。

图４即为４次采集实验中３ＤＰＳＦ在每个平面中
心点的能量分布情况（纵坐标表示图像实际像素值，

图例Ｔ１～Ｔ４分别表示连续进行４次采集对应的实验
３ＤＰＳＦ）。图４ｂ为图 ４ａ中曲线顶点部分局部放大
图，ｙ轴为对应采集图像像素大小。通过曲线可知，在
微珠图像采集过程中，随着光照时间增加，荧光微珠受

激产生的能量逐渐降低。为保证实验结果的准确性，

在挑选荧光微珠时，尽可能挑选能量较高、其处于焦面

时的中心能量尽量与ＣＣＤ最大量化值相接近，同时尽

１７７
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Ｆｉｇ４　ＥｎｅｒｇｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＰＳＦｍａｄｅｂｙ４ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ
ａ—ｅｎｅｒｇｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｅｎｔｅｒｐｏｉｎｔ　ｂ—ｐａｒｔｉａｌｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔ

量缩短单次图像采集曝光时间，以降低荧光微珠能量

的衰减程度。

图５是利用以上４次采集图像通过多图像平均法
得出的不同散焦量的微珠序列切片图像，即２ＤＰＳＦ。
对比图２单次采集的３ＤＰＳＦ切片图像可以发现，利
用多次采样叠加平均法能够在一定程度上降低显微镜

系统噪声对点扩散函数的影响。

Ｆｉｇ５　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ３ＤＰＳＦａｆｔｅｒｓｅｖｅｒａｌｉｍａｇｅｓａｖｅｒａｇｅ

３　图像复原

３．１　理论点扩散函数制作
（１）式的光学系统光学传输函数是理论点扩散函

数的计算公式，结合显微镜系统相关参量、物镜大小、

ＣＣＤ大小，以及显微镜成像特性及ＣＣＤ图像的数字化
原理，可以通过该式计算获得一组任意散焦量间隔的

序列理论２ＤＰＳＦ。图６所示为通过理论计算得到的

一系列不同散焦量的２ＤＰＳＦ图像。图７为由该序列
理论２ＤＰＳＦ构建的理论３ＤＰＳＦ能量分布图（纵坐
标表示图像进行归一化后像素大小，图例数值为对应

的散焦量δｚ）。其中图７ａ为理论３ＤＰＳＦ能量沿轴向
分布，图７ｂ为理论３ＤＰＳＦ能量沿径向的分布。由图
７与图３中曲线比较可看出，实验３ＤＰＳＦ与理论３
ＤＰＳＦ能量都是主要集中在３ＤＰＳＦ双椎体结构的椎
顶部分，能量分布沿轴向和径向方向基本一致，而在局

部区域有所不同。

Ｆｉｇ６　Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ３ＤＰＳＦ

Ｆｉｇ７　Ｅｎｅｒｇｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ３ＤＰＳＦ
ａ—ａｌｏｎｇｚａｘｉｓ　ｂ—ａｌｏｎｇｒａｄｉａｌｄｉｒｅｃｔｉｏｎ

３．２　图像复原分析
实验中荧光微珠和生物荧光组织３维切片间距均

为 ０．２μｍ；采用 ３ＤＰＳＦ空间大小均为 １０１ｐｉｘｅｌ×
１０１ｐｉｘｅｌ×１０１ｐｉｘｅｌ，３ＤＰＳＦ在 ｚ轴间距亦为０．２μｍ；
图像复原方法采用迭代盲去卷积（ｉｔｅｒａｔｉｖｅｂｌｉｎｄｄｅ
ｃｏｎｖｏｌｕｔｉｏｎ，ＩＢＤ）算法［１６］，初始３ＤＰＳＦ分别为理论３

２７７
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ＤＰＳＦ和实验３ＤＰＳＦ，迭代次数５０次。
ＩＢＤ算法是利用图像和点扩散函数的先验知识，

在迭代过程中交替地利用傅里叶变换（ｆａｓｔＦｏｕｒｉｅｒ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍ，ＦＦＴ）和傅里叶逆变换（ｉｎｖｅｒｓｅｆａｓｔＦｏｕｒｉｅｒ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍ，ＩＦＦＴ），分别对原始图像ｆ^（ｘ，ｙ）和点扩散函

数ｈ^（ｘ，ｙ）进行估计，同时对其施加目标域的限制。在

图像域中，ｆ^（ｘ，ｙ）和ｈ^（ｘ，ｙ）都具有非负性，且具有支
持域的限制。在频域中，利用退化图像与第 ｋ次的估
计图像和点扩散函数的频域形式交叉估计第 ｋ＋１次
的点扩散函数和估计图像的频域形式，表达式如下：

珟Ｈｋ（ｕ，ｖ）＝
Ｇ（ｕ，ｖ）Ｆ^ｋ－１（ｕ，ｖ）

Ｆ^ｋ－１（ｕ，ｖ）
２＋ α

珟Ｈｋ－１（ｕ，ｖ）
２

（５）

珘Ｆｋ（ｕ，ｖ）＝
Ｇ（ｕ，ｖ）Ｈ^ｋ－１（ｕ，ｖ）

Ｈ^ｋ－１（ｕ，ｖ）
２＋ α

珘Ｆｋ－１（ｕ，ｖ）
２

（６）

式中，Ｇ（ｕ，ｖ）为模糊图像的傅里叶变换，Ｆ^ｋ和Ｈ^ｋ分别

为ｆ^ｋ和ｈ^ｋ的傅里叶变换，珘Ｆｋ，珟Ｈｋ表示原图像和点扩散
函数的频域约束结果，表示复数共轭，α为加性噪声
的能量。

实验１：对荧光微珠３维切片图像的复原。在相
同的条件下，分别利用实验 ３ＤＰＳＦ和理论 ３ＤＰＳＦ
对荧光微珠３维显微镜图像进行去卷积图像复原处
理。图８为对荧光微珠３维显微图像复原的效果。其
中图８ａ为采集的荧光微珠成像的原始３维重构光轴
剖面（ｙｚ面）图，图８ｂ、图８ｃ分别为利用理论３ＤＰＳＦ
和实验３ＤＰＳＦ复原的微珠图像 ３维重构光轴剖面
图。

Ｆｉｇ８　Ｉｍａｇｅｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ
ａ—ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｉｍａｇｅ　ｂ—ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ３ＤＰＳＦｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔ　ｃ—ｅｘ
ｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ３ＤＰＳＦｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔ

由图８可知，由于显微镜系统散焦的作用，荧光微
珠通过显微镜成像后在３维空间上形成双椎体结构，
能量集中在椎体附近。采用两种点扩散函数对荧光微

珠３维图像的复原均获得良好的效果，在３维空间复

原为一个微珠（亮点）。同时复原图像的上下两端均

存在一些杂散信息，主要是由于在去卷积过程中，边界

部分无法确定造成的。但是对比发现，两者的复原效

果不完全相同，利用实验３ＤＰＳＦ复原效果要比理论
３ＤＰＳＦ复原效果要好。利用理论３ＤＰＳＦ复原的图
像虽然在空间上也形成了一个亮点，但是在旁边还存

在干扰，且亮度较小，而利用实验３ＤＰＳＦ复原的图像
在空间中形成的亮点亮度较大，与原始亮度较为接近，

且周围干扰较小。

实验２：对生物荧光组织３维切片显微镜图像的
复原。在相同的条件下，利用显微镜对荧光生物组织

进行３维切片的采集，然后利用实验３ＤＰＳＦ和理论
３ＤＰＳＦ对荧光生物组织３维切片图像进行去卷积图
像复原处理。

图９中显示了４组不同切片图像的复原效果。图
９ａ为采集的荧光组织原始切片图像，图９ｂ为对应利
用理论３ＤＰＳＦ复原效果，图９ｃ为利用实验３ＤＰＳＦ
复原效果。图１０是荧光组织的图像复原３维重构效
果对比图。其中图１０ａ为荧光组织原始３维重构显示
图，图１０ｂ、图 １０ｃ分别为利用理论 ３ＤＰＳＦ和实验
　　

Ｆｉｇ９　Ｉｍａｇｅｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅ
ａ—ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｍａｇｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｂｙｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ　ｂ—ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ３ＤＰＳＦｉｍ
ａｇｅｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ　ｃ—ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ３ＤＰＳＦｉｍａｇｅｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ
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Ｆｉｇ１０　Ｉｍａｇｅｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎｏｆ３Ｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅ
ａ—ｏｒｉｇｉｎａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅ　ｂ—ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ３ＤＰＳＦｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔ　
ｃ—ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ３ＤＰＳＦｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔ

３ＤＰＳＦ复原的３维重构显示图。
由图９和图１０可知，在原始样本中，由于相邻层

散焦层对焦平面层之间的相互干扰，采集的切片图像

即包含该焦平面图像信息，又含有相邻散焦面的信息，

使得采集图像模糊，３维重构图像中无法看清内部结
构。而通过实验３ＤＰＳＦ和理论３ＤＰＳＦ对图像进行
复原时，能较好去除相邻散焦面对图像的影响，处理后

图像在每层中保留了该焦平面的主要信息，均获得良

好的复原效果，并很好地实现了生物组织的３维重构。
另外，实验３ＤＰＳＦ和理论３ＤＰＳＦ两者的复原效果
不完全相同，仔细观察，实验 ３ＤＰＳＦ的复原效果更
好。

４　结　论

利用荧光微珠实际测量系统的３ＤＰＳＦ，可以弥
补理论３ＤＰＳＦ无法表征实际光学系统在生产制造过
程中存在不可避免的偏差问题和噪声因素的缺陷，使

得实验３ＤＰＳＦ更符合该光学系统的光学传递特性。
本文中以荧光微珠模拟点光源，通过数字共焦显微镜

对荧光微珠的不同截面和不同散焦量的切片图像进行

采集，通过４次采集得到相同的序列荧光微珠图像，采
用多图像叠加平均法进行处理，降低噪声的影响，构建

显微镜光学系统的实验３ＤＰＳＦ。以该实验３ＤＰＳＦ
与理论３ＤＰＳＦ对荧光微珠切片图像以及荧光生物组
织３维切片图像进行去卷积复原处理和对比分析。实
　　

验结果表明，实验３ＤＰＳＦ与理论３ＤＰＳＦ均获得良
好的复原效果，而实验３ＤＰＳＦ具有更好的复原精度。
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