
自适应光学技术在深层动态荧光显微成像中的应用和发展

毛 珩 1，Tao Louis2，陈良怡 3

(1. 北京大学 数学科学学院，北京 100871；2.北京大学 生命科学学院，北京 100871；
3. 北京大学 分子医学所，北京 100871)

摘 要院 荧光显微成像技术是开展微观生命科学研究的重要手段和工具，使用该技术可以观察生物

体内的精细结构、动态追踪生物体内组织、细胞、细胞核、蛋白、小分子等不同尺度的生命活动过程。

其中，研究深层组织高时空分辨率荧光显微成像技术，是当前成像领域一个前沿问题。应用自适应光

学技术实时补偿经由不透明、非均匀生物组织传播而引入的复杂波前畸变已被证实是实现上述技术

的一种有效途径。文中首先归纳了深层动态荧光显微成像的需求和特点，随后分别介绍了自适应光学

技术近几年在共聚焦显微成像、随机光学重构显微成像、光激活定位显微成像、受激发射损耗显微成

像、双光子/多光子激发显微成像中的相关应用，并对今后的研究问题和发展方向提出展望。
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Abstract: Fluorescent microscopy (FM) is an essential means for the Life Sciences research in micro鄄
scale. By use of these advanced techniques, the most finest structures of in vivo biological tissue could be
observed, as well as the dynamics mechanism at different levels be traced in realtime. At present, 3D
in vivo FM with high spatiotemporal resolution through the deep scattering tissue is full of challenges.
Being experienced nearly one decade development, the Adaptive Optics methodologies have been proven
to be an effective way to correct the wavefront aberrations in space鄄variant caused by the heterogeneous
tissue. In this paper, the imaging requirements and characteristics of 3D in vivo FM were summarized
firstly. Then many feasible AO applications attaching to the Confocal Microscopy, Stochastic Optical
Reconstruction Microscopy, Photoactivated Localization Microscopy, Stimulated Emission Depletion
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Microscopy, Two鄄Photon/Multi鄄Photon Microscopy were presorted, respectively. Finally, some probable
research points and further trend were given.
Key words: fluorescent microscopy; adaptive optics; deep tissue; wavefront sensing;

wavefront correction
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0 引 言

自适应光学(Adaptive Optics袁AO)技术是伴随着

地基望远镜的天文观测活动而产生的遥 由于观测需

要袁各种提高望远镜成像分辨力的方法付诸实施袁但
当口径增大到一定程度之后袁 分辨力并不再随着口

径的增大而提高遥 其中的主要原因是大气扰动袁由
于无法在成像光路中消除扰动影响袁 最初只能被动

选择扰动较小的观测地点和时间遥 1953 年袁天文学

家 H. W.Babcock 提出了野自适应光学冶的基本思想院
在望远镜成像光路中运用波前传感器实时获知大气

扰动引入的出瞳面波前畸变(分布)袁并运用波前校

正器实时反馈补偿该波前畸变袁 使成像系统具有自

适应补偿大气扰动的能力袁 全时保持与望远镜口径

相匹配的成像分辨力遥
半个世纪以来随着各项核心技术的提出和发展

完善袁包括激光导星技术尧各种波前传感方法尧各种

波前校正器件尧实时波前重建算法尧以及高速并行反

馈控制技术等等袁 自适应光学已成为一门集科学性

与工程性于一体的高新技术学科袁 涉及物理学尧光
学尧计算数学尧自动控制原理尧微机电技术尧材料科

学等众多研究领域遥 与此同时袁 基于 野像差主动补

偿冶的主旨思想袁自适应光学技术在光学成像中的应

用也不断得到拓展袁成功运用于自由空间光通信尧激
光光束控制尧光学精密制造加工尧复杂大口径成像系

统对准装调尧眼科诊疗尧荧光显微成像等遥
荧光显微成像技术(Fluorescent Microscopy袁FM)

是开展生命科学研究的重要手段和工具袁 通过使用

荧光报告基因和荧光染料等袁该技术可以观察和追踪

活体内不同尺度的荧光信号袁从而获得活体的组织尧
细胞尧细胞核尧蛋白尧小分子等的定位尧结构尧变化情

况等信息袁从而加深对相关生命过程的探求和理解遥
成像观测前袁先用荧光蛋白或染料标记生物样品中的

特定对象遥 成像观测时袁 使用特定波长或波段的激

发光(Excitation Light)照射所标记的荧光蛋白或染

料袁 荧光物质中的电子从低能级被激发到高能级寅
弛豫到亚稳态寅回落到低能级的不同高处袁 会在标

记 点 形 成 一 定 光 谱 分 布 的 发 射 荧 光 (Emission
Fluorescence)袁从而使用光电二级管(点探测)或高灵

敏度(科学级)面阵 CCD/CMOS 器件(面探测)实时记

录荧光强度分布遥 荧光显微成像技术具有操作简

单尧荧光蛋白和染料标记能力强尧活体成像等优点遥
近年来袁 随着超分辨荧光显微成像技术的提出

以及自适应光学技术在其中的应用和初步发展袁使
得针对深层生物组织的高时空分辨率三维荧光显微

活体成像成为可能遥 文中将梳理并归纳深层动态荧

光显微成像中的需求和特点袁分别介绍 2010 年以来

自适应光学技术在其中一些显微成像技术中的应

用袁并对其今后的研究问题和发展方向提出展望遥
1 深层动态荧光显微成像的前沿需求

1.1 高时间分辨率

由于发射荧光信号的表达尧 传导的形式和速率

各有不同袁 对于成像的时间分辨率提出了 50~500
Hz 甚至 500~1 000 Hz 的要求遥
1.2 高三维空间分辨率

生物组织的荧光显微成像通常需要三维体成像

(Volume Imaging)袁对应的空间分辨率除了垂轴分辨

率还有轴向分辨率袁理论近视公式为[1]院
垂轴分辨率 x/y抑0.61 /NA

轴向分辨率 z抑 2n
NA2 (紧聚情形)

根据观测对象的不同袁有些是细胞水平(~1滋m)袁
有些是亚细胞水平 (~100 nm)袁还有些是分子水平

(~10 nm)遥
1.3 成像大视场区域

除了成像空间分辨力的需求袁 还有成像的广度

需求袁为此需要更多的探测器像元数目袁甚至采取多

探测器拼接技术遥
1.4 成像深度组织(Deep tissue)

除了成像广度的需求袁还有成像的深度需求袁为
10
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此必须实时补偿激发光去程以及发射荧光回程经由

生物组织内部传播所引入的波前畸变分布遥
1.5 光毒性(Phototoxicity)和光漂白(Photobleaching)

生物组织在持续激发光照射下会有光毒性和光

漂白现象遥 上述制约使得激发光的瞬时功率不能过

大尧累积时间不能过长袁于是很大程度上限制了发射

荧光的辐出度袁造成荧光信号微弱遥 为此袁必须确保

激发光的照射时序与相机曝光时序同步袁 尽可能减

少不必要的激发光照射袁 并使用灵敏度高的科学级

相机成像记录遥
1.6 长时间(Long-term)观测

对于一些生物活动过程袁 目前的成像技术水平

很难做到既高时空分辨率又动辄一小时以上的连续

成像袁 一方面是受限于科学级相机的读出速率和大

数据量图像序列的实时存储(~1 GB/s)袁另一方面是

受限于激发光的总辐照度(带来光毒性和光漂白)遥
将上述成像需求归纳为图 1 所示的四个维度袁

各维度都具有容量(Capacity)和最小尺度(Resolution)袁
两者的比值即为该维度的动态范围(Dynamic Range)遥

图 1 深层动态荧光显微成像指标

Fig.1 Main performances of 3D invivo deep tissue FM

2 深层动态荧光显微成像的特点

(1) 为暗场荧光成像袁 图像包含当前工作距离

层面上点状发射荧光的稀疏排布以及景深范围内邻

近层面点状发射荧光的弥撒光斑叠加曰
(2) 显微成像的物方焦深非常小 袁20 倍下通

常~2 滋m袁40 倍下通常~1 滋m遥
(3) 荧光辐出度很低袁 属于弱光甚至微弱光水

平袁并随激发光照射时间的累积而逐步衰减遥
(4) 经历过生物组织内部的复杂传播过程袁各

个发射荧光团在像平面上的相干性较差袁 均视为非

相干光场遥

(5) 不同类型荧光物质的发射荧光光谱会有部

分重叠袁在激发/成像时需分时遥
(6) 发射荧光的谱段较宽袁 通常使用半高宽为

30~50 nm 的带通滤光片在峰值附件截取遥 图 2 所示

为常见 5 种荧光蛋白的发射谱线遥

图 2 5 种常见荧光蛋白的发射谱线

Fig.2 Emission spectra of five typical fluorescent proteins in FM

(7) 深层动态荧光显微成像的波前畸变来源主要

有三种院一是光学系统装调和光学器件不理想引入的

低阶像差曰二是光学系统中使用了滤镜转轮尧扫描振

镜尧 空间光调制器等器件所产生的附加光学像差曰三
是由于吸收尧散射尧折射率分布不均匀(Heterogeneous)
等因素导致各个荧光团(Fluorophore)的发射荧光经由

生物组织内部传播到光学系统出瞳面会引入波前畸

变(Sample鄄induced Wavefront Distortion)遥
其中袁 第一种是光学系统中产生的固有波前畸

变袁可预先传感标定曰第二种是光学系统中产生的变

化波前畸变袁 需要评估实际变化量的大小决定是否

可忽略曰 第三种是传播过程中产生的相对缓慢变化

的波前畸变袁时间带宽多在 0.01~0.1 Hz袁造成成像

空间分辨率下降主要是其中的中低频分量(前 21 阶

Zernike 系数 [2-3])遥 并且由于该波前畸变依赖于生物

组织的复杂结构袁 成像视场中各局部区域内对应的

波前畸变各不相同袁必须遵循分层尧分等晕区波前传

感和校正的策略遥
(8) 在深层动态荧光成像时袁 波前校正量需要

逐层尧逐等晕区的高速切换遥是否仅针对发射荧光回

程开展波前校正袁 还是对激发光去程和发射荧光回

程均开展波前校正袁 取决于激发光照射方式以及允

许照射的激发光总剂量遥
综上所述袁针对深层动态荧光显微成像袁波前传

感和校正的主要对象是靠近物方经由生物组织内部

0602001-3
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传播引入的波前畸变遥 其中袁波前传感可以间隔 10~
100 s 实施一次袁传感需要逐层尧逐等晕区开展袁整个

传感和波前重构过程需要快速完成袁 仅能使用针对

非单色尧非相干的点状(Point鄄like)光源信标或是扩展

(Extended)光源信标的传感方法袁并且参考信标的光

信号微弱尧曝光时间受限曰波前校正需要逐层尧逐等

晕区配合高速荧光成像同步进行遥
3 自适应光学技术在深层动态荧光显微成

像中的应用和初步发展

目前国内外已报道的尧 可用于深层动态荧光显

微成像的显微镜系统包括袁 转盘式共聚焦显微技术

(Spinning鄄Disk Confocal Microscopy)尧随机光学重构显

微技术 (Stochastic Optical Reconstruction Microscopy,
STORM)尧 光 激 活 定 位 显 微 技 术 (Photoactivated
Localization Microscopy袁PALM)尧受激发射损耗显微

技 术 (Stimulated Emission Depletion Microscopy袁
STED)尧 饱 和 结 构 光 照 明 显 微 技 术 (Saturated
Structure Illumination Microscopy袁SSIM)尧 多光子激

发显微技术 (Multi鄄Photon Microscopy袁MPM)尧荧光

光 片 扫 描 显 微 镜 (Digital Scanned Light鄄Sheet
Microscopy袁DSLM)等等遥 此节将介绍近几年来自适

应光学技术在上述某些显微成像系统中的应用遥
针对共聚焦显微技术袁2011 年 J.Kubby 研究组

提出使用自适应光学系统实时传感和校正共聚焦成

像小鼠脑组织时各扫描点引入的波前畸变袁 将成像

70 滋m 深度荧光图像的对比度提高 3 倍[4]遥如图 3 所

示袁在与出瞳面 (设定为显微物镜后端面 )共轭的

图 3 使用 S-H WFS 和 DM 在共聚焦显微镜中逐点传感校正

波前畸变

Fig.3 By using S-H WFS and DM to compensate the wavefront

aberrations point by point in Confocal Microscopy

位置分别放置两个单轴振镜实现对成像视场点激发

的二维扫描袁 各扫描点的发射荧光经由两个振镜反

射回来后始终作为轴上点光分布再经由分光棱镜被

S-H 和 PMT 接收袁 系统中使用子孔径数目 44伊44尧
子孔径 F#=60 的 S-H 波前传感器(@AOA)实时传感

各扫描点发射荧光引入的波前畸变袁同时使用 140个
致动单元的薄膜变形镜 (@BostonMicromachines)实
时校正上述波前畸变遥 该研究工作充分验证了开展

深层动态荧光成像时进行逐点尧 逐层波前传感和校

正的必要性遥 但是袁我们也注意到逐点波前传感+校
正会导致共聚焦成像的时间分辨率很低曰 同时接近

2 000 个的 S-H 子孔径数目会严重降低发射荧光在

S-H 各子孔径内的图像信噪比袁 由此可见上述显微

成像方法的适用性十分有限遥 后续的技术改进思路

必须要客服上述两个问题遥
针对单分子成像定位的 STORM/PALM 技术袁

2012 年 M.Dahan 研究组提出使用自适应光学系统

一方面补偿系统像差尧 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袁如图 4
所示)从而获得单个发射荧光团的精确 z 轴向定位[5]遥
其中袁波前校正器 (@Imagine Optic)为 52 单元致动

器的薄膜变形镜曰 波前传感既使用 Shark鄄Hartmann
(S -H袁@Imagine Optic) 直 接 传 感 方 法 (Direct
Wavefront Sensing)袁也使用基于致动器并行迭代(遗传

算法) 和图像质量评估的无波前传感方法(Wavefront
Sensorless)[6]遥 该显微镜在~800nm 的深度对荧光蛋白

获得了 40 nm 的 z 轴定位精度袁 对荧光染料获得了

20 nm 的 z 轴定位精度遥 如图 5 所示袁 由 Tube Lens
和 Lens1(L1)构成 4-f 系统袁在 L1 后焦面(二次出瞳

面)上放置波前校正器袁又由 Lens2(L2)和共轭 Lens
(CL)构成 4-f 系统袁在 CL 后焦面(三次出瞳面)上放

置波前传感器袁

图 4 使用柱面镜精确检测单个荧光团 z 轴位置的 STORM 技术[7]

Fig.4 By using cylindrical lens to accurately detect the z-axis

position in STORM[7]
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使用会聚透镜和 EMCCD 完成显微成像遥 实验中通

过波前传感发现柱面镜引入的波前像差并非只有像

散模式袁也包含其他不期望的附加像差模式遥 因此袁
上述使用波前校正器提供可调节像散波前的 z 轴定

位检测方法更具优势遥
针对改造光源点扩散函数的 STED 技术袁2012年

M. J. Booth 研究组提出分别在激发光路和受激发

射损耗光路中使用 SLM (反射型液晶空间光调制

器)实现对深层生物样本的 STED 成像袁结果显示对

于 14 滋m 厚和 25 滋m 厚视网膜切片下的直径 200
nm 荧光珠 袁AO+STED 的成像分辨率分别为~208
nm 和~249nm[8]遥 如图 6 所示袁在受激发射损耗光路

中袁SLM1 除了引入相位掩膜构造环状损耗光分布[9]袁
还用于预补偿深层组织引入的波前畸变 (图 6 左上

所示)袁精确构造损耗光环能量峰值(焦面)的轴向位

置袁 从而保证超分辨成像的质量遥 在激发光路中袁
SLM2 也用于预补偿深层组织引入的波前畸变(图 6
左上所示)遥其中袁SLM1 和 SLM2 的波前像差校正量

均使用基于 Zernike 模式的无波前传感方法迭代估

计袁参考荧光图像源于在生物样本中加入荧光珠遥

图 5 使用 S-H WFS 和 DM 在单分子显微镜中校正发射荧光

波前分布 [5]

Fig.5 By using S-H WFS and DM to compensate the emission

path in STORM[5]

图 6 使用 SLM 在 STED 显微镜中校正激发光波前分布 [8]

Fig.6 By using SLM to compensate the excitation path in STED[8]

针对双光子激发 (Two-Photon Excitation袁TPE)
的逐点扫描显微技术袁2010 年 Eric Betzig 研究组提

出针对中心视场(轴上点)的出瞳面分区域波前校正方

法袁实现对轴上点激发光的去程复杂波前畸变的预补

偿[10]遥 该方法如图 7 所示袁逐次产生经过瞳面不同区

域的激发光平行细光束袁通过各次发射荧光光斑的位

移量即可获取瞳面局部区域的倾斜波前分布并使用

SLM 实施出瞳面各个局部区域的预校正袁 如图 8 所

示袁再由两两叠加的荧光分布通过无波前校正方法实

施出瞳面各个局部区域的共相位波前预校正遥该方法

对于轴上点的双光子激发光具有很好的补偿效果袁能
达到接近衍射极限的空间分辨率遥但是校正过程耗时

长而且仅针对轴上点经历深层组织的波前畸变有效袁
无法由此给出轴外视场的波前分布补偿量遥

图 7 出瞳面分区域校正轴上点的倾斜波前和共相位波前 [10]

Fig.7 Sketches illustrating the AO algorithm via pupil segmentation

in[10] to respectively compensate the tip/tilt and co鄄phasing

aberrations of three independent subregions

图 8 使用 SLM 在双光子点扫描显微镜中校正激发光波前分布[10]

Fig.8 By using SLM to compensate the excitation path in TPE FM[10]
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2012 年 Meng Cui 研究组提出使用 32伊32 个单

元的分立表面变形镜(如图 9 中标示野MEMS冶)袁运用

无波前传感的二分式迭代步骤袁实现对轴上点复杂波

前畸变的快速预校正袁 在 400滋m 以上深度也获得了

接近 100nm 的成像分辨率 [11]遥 在多光子激发光的迭

代波前校正过程中袁首先确定一个感兴趣扫描点的位

置曰再将其中一半数目的致动单元状态静止仅对余下

一半数目的致动单元开展无波前传感校正袁各致动器

按照各自的变化频率同时进行相位调制并由野PMT冶
记录发射荧光值曰 然后对 PMT 记录的强度序列进行

傅里叶变换并从频谱中提取出这一半数目致动器的

最终相位调制值曰之后交换次序转而对上次校正中处

于静止的一半数目致动单元开展上述校正曰继续重复

两次上述二分式校正过程袁完成该扫描点的激发光波

前畸变预补偿遥 注意到袁上述波前校正仅对视场中某

一点的发射光波前实施校正袁 不适用于严重不透明尧
不均匀的深层生物样本遥 为此袁2015年 MengCui 研究

组提出改进的 AO 系统袁将波前校正平面与样本的主

要扰动层(Turbid Layer)共轭袁从而能够使视场中不同

区域的波前畸变在校正平面上近似空间可分袁由此具

有分视场(等晕区)波前校正的能力[12]遥

图 9 使用 MEMS 变形镜在多光子点扫描显微镜中校正激发光

波前分布[11]

Fig.9 By using MEMS mirror to compensate the excitation path

in MPE FM[11]

近几年来袁从事双/多光子激发点扫描显微成像

的研究人员逐渐形成共识袁 由于大视场深层生物组

织异质性(Heterogeneous)对双/多光子点扫描成像的

影响复杂并使波前扰动不具有空间不变性袁 因此采

取逐层尧逐等晕区的直接波前传感和校正最为有效遥
但是注意到使用 S-H 波前传感器时微透镜阵列分

光会导致各子孔径图像的信噪比极低甚至探测不

到袁 此外发射荧光的回程相对于多光子激发的去程

更需要波前校正遥
2014 年袁Eric Betzig 研究组提出使用 S-H 波前

传感和 Descanning 方法实现逐层尧 逐等晕区的波前

传感和校正成像[13]遥 如图 10 所示袁分别对于单光子

和双光子激发光的去程实施波前校正 (对应图中

野SLM_VIS冶和野SLM_NIR冶)以及发射荧光的回程实

施波前校正(野SLM_VIS冶)袁使用 S-H 波前传感器和

Descanning 方法对各个等晕区分别开展波前畸变传

感袁 具体操作是在共轭出瞳面上驱动两个单轴振镜

完成对等晕区内逐点的双光子激发扫描袁 各扫描点

的发射荧光经由两个振镜后始终作为轴上点光分布

分别被 S-H 和 PMT 所接收袁 由于等晕区内各点波

前畸变分布趋同从而造成 S-H 各子孔径的光斑质

心偏心量也趋同袁于是使 S-H 传感器在等晕区内扫

描期间一直连续曝光袁 由此累积荧光信号增加 S-H
子图像的信噪比遥 当完成一个等晕区的波前传感之

后袁立即开展该等晕区的波前校正和单光子/双光子

激发点扫描成像袁然后切换至下一个等晕区尧下一个

深度层袁如此往复遥上述波前传感方法充分结合了点

扫描成像模式和等晕区波前分布的特点袁 被认为是

现阶段自适应光学在深层动态生物组织成像中最成

功的一次应用遥 2015 年袁Eric Betzig 研究组改用近红

外光作为波前传感导星从而避免传感时生物组织对

可见光的强散射影响袁由此对小鼠大脑 0~700 滋m 的

深度范围开展了高时空分辨率的双光子活体形态学

成像和功能成像袁结果令人信服[14]遥

图 10 使用 S-H 和 SLM 在双光子显微镜中逐层尧逐等晕区校正

去程和回程的波前畸变 [13]

Fig.10 By using S-H sensor and SLM to compensate both excitation

path and emission path slice by slice and block by block

in TPE FM[13]
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4 自适应光学技术在深层动态荧光显微成

像中的发展展望

(1) 在现有的双光子激发点扫描模式下袁 使用

现有的野S-H +Descanning冶传感方法时袁设法通过各

子孔径内叠加光强分布的中心矩特征来评价等晕区

划分的合理性遥 此外还可通过其他成像技术预先获

知生物组织内部大尺度的结构分布袁 由此自定义更

合理的全视场等晕区划分曰
(2) 使用波长更长尧 穿透性更佳的三光子激发

点扫描模式 [15]袁配合现有的野S-H +Descanning冶传感

方法袁实现更深层的生物组织动态显微成像曰
(3) 对每一层袁 首先使用双光子激发模式以及

现有的野S-H +Descanning冶传感方法完成逐个等晕

区的波前传感袁再使用野荧光光片激发 [16]+全视场复

杂波前校正冶 完成当前层的高时空分辨率二维显微

成像袁 之后通过样本升降逐层开展上述传感和校正

成像遥此方法能够进一步提高成像的时间分辨率尧降
低光毒性尧延缓光漂白速度尧增加成像时长曰

(4) 结合光路设计尧器件革新尧荧光标记新技术

以及激发工作模式袁提出其他可行的非单色尧非相干

点光源信标或扩展光源信标(微弱光信号)的波前传

感方法遥
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