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光场显微镜及其在三维生物成像中的应用

翟家振 施汝恒 孔令杰

(清华大学精密仪器系,北京 100084)

摘 要 光场显微是一种具有大视场、快速三维成像能力的计算光学显微技术,在生物动态观

测中具有极大的应用前景。本文使用基本光学元件设计搭建了光场显微镜,可供光学

工程、生物医学工程等专业的学生拆装练习,从而加深对光场显微原理和系统结构的

认识。通过对荧光微球以及斑马鱼血管的三维成像,展示了光场显微系统的性能。
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Abstract Light
 

field
 

microscopy
 

is
 

a
 

computational
 

imaging
 

technique
 

that
 

has
 

a
 

large
 

field-of-
view

 

and
 

fast
 

three-dimensional
 

imaging
 

capability,
 

which
 

makes
 

it
 

promising
 

in
 

bio-dynamics
 

study.
 

Here
 

we
 

build
 

a
 

custom
 

designed
 

light
 

field
 

microscope
 

with
 

basic
 

opto-electrical
 

parts,
 

so
 

that
 

students
 

of
 

optical
 

engineering
 

and
 

biomedical
 

engineering
 

can
 

disassemble
 

and
 

assem-
ble

 

it
 

as
 

practice,
 

so
 

as
 

to
 

deepen
 

their
 

understanding
 

of
 

the
 

principles
 

and
 

system
 

architec-
tures

 

of
 

light
 

field
 

microscope.
 

The
 

performance
 

of
 

the
 

light
 

field
 

microscopy
 

system
 

is
 

dem-
onstrated

 

by
 

three-dimensional
 

imaging
 

of
 

fluorescent
 

micro-beads
 

and
 

the
 

blood
 

vessels
 

of
 

ze-
brafish

 

larva
 

in
 

vivo.
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  自从2014年诺贝尔化学奖被授予荧光蛋白

的发现之后,荧光显微成像技术已成为当前生物

医学研究的必备手段。其中,三维快速显微成像

技术在生物动态观测中有着迫切需求,近年来得

到迅速发展。光场显微镜是一种仅需单次曝光再

经后期计算处理即可实现三维重构的新型光学显

微技术,具有结构简单、成本低廉等优点,是《生物

光子学》等相关课程的重要教学内容。但是,目前

光场显微镜尚未商业化,不利于开展实验教学。
本文结合作者在清华大学《神经光子学》课程的教

学实践[1],介绍了光场显微镜的原理、设计方法、
系统结构及其生物医学应用。通过自行设计、搭

建光场显微镜供光学工程、生物医学工程等专业

的学生拆装练习,有利于同学们加深对光场显微

镜原理及系统结构的认识。此外,本文将所搭建

的光场显微镜应用于荧光微球以及斑马鱼血管成

像,展示了其系统性能。

1 光场显微镜的原理与演变

光场成像最先应用于宏观成像领域。它通过

在成像光路的中间像面处放置针孔阵列或微透镜

阵列来同时记录成像光的强度与角度信息,进而

还原出物空间的三维结构[2]。
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2006年,LEVOY等人[3]首次将光场成像技

术应用于显微成像,通过在传统的宽场显微镜的

中间像面处放置微透镜阵列,并将相机放置于微

透镜阵列的后焦面上,改装出了第一台光场显微

镜。相较于其他先进显微镜,光场显微镜由于无

需扫描成像即可计算重建出三维图像,在生物动

态观测领域有着极大的应用前景。但是,当前光

场显微镜仍存在空间分辨率差、对比度低、背景强

等问题。为了提高空间分辨率,2013年Broxton
等人[4]提出基于波动光学模型的去卷积算法,相
较于传统的数字重聚焦算法,实现了高空间分辨

率的三维重构,但采用该方法在焦面附近存在较

强的重构伪影。近期,人们又发展了傅里叶光场

显微镜[5],可有效地避免该伪影。此外,由于光场

显微镜继承了宽场激发的特点,景深外区域的激

发信号会影响景深区域内重构结果的对比度与准

确性。为了消除背景、提高对比度与准确性,人们

发展出与各种选择性激发技术结合而成的光片

光场显微镜[6]、共聚焦光场显微镜[7]等,有效地消

除了景深外信号的干扰,进一步提高了光场显微镜

的性能。近年来,光场显微镜在以三维神经网络活

动观测为代表的生物医学研究中发挥了重要作用。

2 光场显微镜的结构与设计

2.1 光场显微镜的结构

如图1所示,光场显微镜的工作光路如下:激
发光经过激发端滤光片后通过二向色镜反射,再经

过物镜(20×,
 

0.5NA,
 

Plan
 

Fluor
 

20×,Nikon)
聚焦在生物样本上。激发光路调节为柯勒照明,
均匀激发样本中的荧光蛋白,产生荧光信号。所

发射的荧光信号经物镜收集,再经二向色镜与发

射端滤光片后,到达三目镜(U-TR30-2,
 

OLYM-
PUS)中的管透镜(f=180mm),再经中继系统

(f1 =30mm,
 

AC254-030-A,
 

Thorlabs;f2 =
50mm,AC254-050-A,

 

Thorlabs,用于匹配微透镜

与物镜的F 数)、微透镜阵列(MLA150-5C,dm=
150μm,fm=5.2mm,

 

Thorlabs)成像在处于微透

镜后 焦 面 的 CMOS 相 机(DCC1240M,1024×
1280像素,像素尺寸:4.65μm,Thorlabs)上。

考虑到当前生物医学研究中广泛使用黄色荧

光蛋白(YFP)与绿色荧光蛋白(GFP)标记的生物

样本,本文选择了可激发上述两种荧光蛋白的蓝

色LED光源(M470L3-C1,Thorlabs)作为照明光

源(发射中心波长为470nm),并选择相应的滤光

图1 光场显微镜的系统结构图

片套装(MDF-YFP,Thorlabs)。

2.2 光场显微镜的设计

光场显微镜的视场、景深、分辨率与物镜、管
透镜、微透镜阵列、探测器等核心器 件 密 切 相

关[8]。下面依据采用数字重聚焦方法进行三维重

建时可获得的理论性能进行说明。
光场显微镜的视场FOV 由物镜的放大倍率

M 以及系统中最小孔径光阑的直径d 决定。通常

取相机靶面尺寸为d1、d2。其数学形式为

FOV=
d1

M ×
d2

M
(1)

  光场显微镜的横向分辨率ε等于微透镜阵列

子孔径dm 与物镜放大倍率M 的比值

ε=
dm

M
(2)

  角度采样数N 即为ε与物镜衍射极限的比值。
通过扩展几何景深,光场显微镜的景深DOF 变为

DOF ≈
(2+N2)nλ
2NA2

(3)

其中,NA 为物镜的数值孔径,n 为介质折射率,λ
为发射荧光波长,N 为微透镜阵列子孔径在每个

方向上的角度采样数。
在光场显微镜成像景深范围内,通过数字重

聚焦方法可区分不同深度下的信息,其轴向分辨

率Δ为
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Δ≈
(2+N)nλ
2NA2

(4)

  此外,物镜与微透镜的F 数需匹配,即
Nf-numbers-MLA =Nf-numbers-OBJ (5)

  如果微透镜的F 数过大,则会造成串扰;如果

微透镜的F 数过小,则浪费了相机的靶面面积。
若采用去卷积算法进行三维重建,在相同的条

件下,通常会获得2~4倍更高的横向分辨率[2]。
在实际使用时,用户应结合待观测目标的实际

需求来设计、选择合适的光学器件。例如,本文的

设计目标为观测幼年斑马鱼的三维血管网络,由文

中所列器件参数计算可得设计视场约192μm×
152μm,景深约98μm,横向分辨率约5μm,轴向分

辨率约12μm,可满足实验观测需求。

3 光场显微镜的三维重构方法

如前所述,光场显微镜中三维图像的获得是

通过将所记录的强度与角度信息进行计算重建。
目前,光场显微成像的三维重构算法主要有数字

重聚焦[3]和去卷积[4]两种算法。
3.1 数字重聚焦算法

在光场显微成像中,每个微透镜后的每个像

素,分别为该微透镜所对应物空间的某个特定视

角的像。因此,将每个微透镜后对应的视角提取

出来即可表示一幅特定视角下所成的子图像。不

同子图像间的差异体现了物空间的三维信息。
如图2所示,在使用数字重聚焦算法进行三

维重构时,需要首先对原始图像进行视角提取。
离焦物点在子图像L(u,v)(s,t)中的位置(s,t)会
随视角(u,v)变化而变化。将所有视角图像按照

相应的离焦距离z进行平移求和运算即可获得对

焦在离焦距离z处的图像,算法如(6)式

Iz s,t  =∬L(u,v)s-uΔd,t-vΔd,u,v  dudv

(6)
其中,Δd 为离焦距离z的物点在相邻两视角下的

子图像中位置之间的偏差。
该算法的重建速度很快,但是由于子图像中

单像素对应的空间采样尺寸较大(例如此实验中

为5μm),系统的空间分辨率较低。
3.2 去卷积算法

去卷积算法的核心是建立与实际系统相匹配

的光学模型,从而计算出包含三维物空间中任意

位置处经过光学系统的点扩散函数的测量矩阵

图2 数字重聚焦过程

(a)
 

原始光场图像L(s,t)(u,v);
 

(b)
 

提取视角后的光场图像

L(u,v)(s,t);
 

(c)
 

通过平移求和算法获得离焦距离z 处的图像。

实验样本为 Thy1-YFP(H)成年转基因小鼠(JAX
 

Stock
 

No:

003782)的脑切片。

H。成像模型可描述为

f=Hg+b (7)
其中f 为像面上的强度分布,g 为物空间分布,b
为背景信号。通过使用理查德森 露西迭代算法

对物空间分布g 进行最大似然估计,可得三维重

建图像。具体迭代算法为

g(k+1)=diag HT1  -1.
diag HTdiag Hg(k)+b  -1f  g(k) (8)

  相较于数字重聚焦算法,由于需要进行复杂

的迭代运算,去卷积算法会消耗更多的时间,但可

获得更高的空间分辨率。故在实际应用中,通常

选择去卷积算法进行三维重构。

4 光场显微成像实验

为了验证所搭建的光场显微镜性能,下面采

用荧光微球进行三维成像,并通过去卷积算法标

定该系统的空间分辨率。此外,还将选择幼年转

基因斑马鱼进行活体生物样品观测。
4.1 荧光微球光场成像与分辨率标定

此处使用分布在三维空间内平均直径为1.1μm
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的绿色荧光微球(Fluoro-Max
 

G0100,
 

Thermo
 

Scientific)进行光场显微成像,并使用去卷积算法

对光场显微镜的空间分辨率进行标定。首先将荧

光微球均匀分散到融化的琼脂糖溶液中,待琼脂

糖溶液凝固后即可得三维分布的荧光微球样本,
用于光场显微观测。

由图3可见,使用去卷积重构算法时,光场显

微镜的视场为192μm×152μm,景深为100μm,横
向分辨率为2~6μm,轴向分辨率为7~15μm。空

间分辨率在焦面处较差[3],在焦面外随着离焦深

度的增加而逐渐变差。

图3 荧光微球光场成像的去卷积重构结果

(a)
 

三维空间内荧光微球的分布及其在各方向投影;
 

(b)
 

横向分

辨率与轴向分辨率标定结果;
 

(c)
 

荧光微球去卷积后的三维形貌

4.2 斑马鱼血管光场显微成像

我们还使用所搭建的光场显微镜对 GFP标

记血管的幼年斑马鱼(基因型为Tg(fli1a:GFP))
进行三维成像,并使用去卷积算法进行计算重构。
我们将孵化后5天的幼年斑马鱼固定在浓度为

1%的琼脂凝胶中,然后将其置于物镜下进行在体

观测。相关实验步骤已获清华大学实验动物使用

伦理委员会审批。
如图4所示,幼年斑马鱼的三维血管网络清

晰可见。这说明所搭建的光场显微镜适用于生物

样品的快速三维显微成像。
综上,本文所搭建的光场显微镜可在单次曝

光中实现较高横向分辨率与轴向分辨率、较大景

深的三维成像。通过采用高速图像记录器件,上
述系统将可用于快速生物动态过程(如在体神经

网络活动等)的观测。

图4 斑马鱼血管的三维重构图。图中颜色标识远离物

镜方向的离焦深度。图像曝光时间为60ms。

5 结语

光场显微镜具有快速三维成像的优点,应用

前景广阔。本文针对光场显微镜的实践教学,提
出了光场显微镜的设计、制作方法,并采用基本光

学元件进行组装。此外,本文还对所搭建系统的

性能进行了标定,并对幼年斑马鱼的血管网络进

行了三维成像。上述系统既可应用于辅助普通高

校的实验教学,也可应用于推动生物医学研究。
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