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描述了用于样本的高分辨率2D扫描显微镜

检查的方法和显微镜。在该方法中，利用照明辐

射照射样本，使得照明辐射聚焦在样本中或上，

以在一点处形成衍射受限的照明斑点，其中，该

点以衍射受限的方式在空间分辨表面检测器上

成像为衍射图像，其中，表面检测器具有解析衍

射图像的衍射结构的空间分辨率，其中，成像点

扩散函数和照明点扩散函数都不被操纵用于产

生不对称，该点相对于样本以小于照明斑点的直

径的一半的增量移位到不同扫描位置，其中，多

个扫描位置在成像的焦平面的z位置固定时被扫

描，读取表面检测器，并且根据表面检测器的数

据和分配给所述数据的扫描位置来产生样本的

2D图像，所述2D图像具有增加到超出用于成像的

分辨率限制的分辨率。
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1.一种用于样本的高分辨率2D扫描显微镜检查的方法，所述方法包括下述步骤：

-样本照明步骤，其中，利用照明辐射照射所述样本，使得所述照明辐射聚焦在所述样

本中或所述样本上，以在一点处形成衍射受限的照明斑点，其中，以没有被操纵用于产生不

对称的照明点扩散函数来利用照明辐射对所述样本进行照射，

-样本成像步骤，其中，使所述点以衍射受限的方式在空间分辨表面检测器上成像为衍

射图像，其中：

--所述成像包括光学分辨率和焦平面，

--所述衍射图像包括衍射结构，

--所述表面检测器具有解析所述衍射图像的所述衍射结构的空间分辨率，

--以没有被操纵用于产生不对称的成像点扩散函数对所述样本进行成像，以及

--所述成像限定所述样本的截面厚度，

-扫描步骤，其中，使所述点相对于所述样本移位到不同的扫描位置，

-检测器读取步骤，其中，从所述表面检测器读取检测数据，并将所述检测数据分配给

实际扫描位置，

-重复所述样本照明步骤、所述样本成像步骤和所述扫描步骤数次，使得在所述焦平面

的z位置固定时，所述样本在多个扫描位置处被照射和成像，

-临时3D图像生成步骤，其中，通过使用所述表面检测器的在所述焦平面的固定z位置

下的分配给多个扫描位置的数据的三维去卷积处理来产生临时的深度分辨3D图像，

-2D图像生成步骤，包括：

--指定减小的截面厚度或利用预定的减小的截面厚度，所述减小的截面厚度小于由所

述样本成像步骤中的所述成像限定的截面厚度，以及

-在所述临时的深度分辨3D图像中，仅选择位于所述焦平面的固定z位置周围的处于所

述减小的截面厚度的样本部分，并且丢弃位于所述焦平面的固定z位置周围的处于所述减

小的截面厚度之外的部分，以及

-直接根据所述检测数据和所分配的扫描位置，或根据所述临时的深度分辨3D图像，来

产生所选择的样本部分的2D图像，其中所述2D图像具有增加到超出光学分辨率的分辨率。

2.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，产生所述临时的深度分辨3D图像的所述三

维去卷积，使得其包含多个离散的截面平面，并且其中，将分配给所述焦平面的固定z位置

的或最接近所述焦平面的固定z位置的截面平面用作所选择的部分。

3.根据权利要求1所述的方法，其中，所述成像点扩散函数和所述照明点扩散函数关于

光轴对称。

4.根据权利要求2所述的方法，其中，所述成像点扩散函数和所述照明点扩散函数关于

光轴对称。

5.根据权利要求1所述的方法，其中，通过所述照明辐射激发所述样本以发射荧光辐

射。

6.根据权利要求2所述的方法，其中，通过所述照明辐射激发所述样本以发射荧光辐

射。

7.根据权利要求3所述的方法，其中，通过所述照明辐射激发所述样本以发射荧光辐

射。
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8.根据权利要求4所述的方法，其中，通过所述照明辐射激发所述样本以发射荧光辐

射。

9.一种显微镜，用于样本的高分辨率2D扫描显微镜检查，所述显微镜包括：

-照明光束路径，用于利用照明辐射照射所述样本，其中，所述照明辐射被聚焦在所述

样本中或所述样本上，以在一点处形成衍射受限的照明斑点，其中，所述照明光束路径没有

用于操纵照明点扩散函数的元件，

-成像光束路径，用于使所述点在提供检测数据的空间分辨表面检测器上衍射受限地

成像为衍射图像，

--其中，所述成像光束路径没有用于操纵成像点扩散函数的元件，并且所述成像光束

路径利用光学分辨率和截面厚度且从焦平面对所述样本成像，

--其中，所述衍射图像包括衍射结构，以及

--其中，所述表面检测器具有解析所述衍射图像的所述衍射结构的空间分辨率，

-扫描装置，用于使所述点相对于所述样本以小于所述照明斑点的直径的一半的扫描

步长增量移位到不同的扫描位置，其中，在所述图像的焦平面的z位置固定时，所述扫描装

置在多个扫描位置处扫描所述样本，

-评估装置，所述评估装置被配置用于读取出用于所述多个扫描位置的检测数据并且

将所述扫描位置分配给所述检测数据，

-其中，所述评估装置还被配置为：

--执行对所述检测数据和所分配的扫描位置的三维去卷积，并产生临时的深度分辨3D

图像，

--指定减小的截面厚度或针对所述评估装置预定的减小的截面厚度，所述减小的截面

厚度小于所述截面厚度，

--仅选择在所述临时的深度分辨3D图像中位于所述焦平面的固定z位置周围的处于所

述减小的截面厚度的样本部分，并丢弃位于所述焦平面的固定z位置周围的处于所述减小

的截面厚度之外的部分，以及

--仅针对所选择的样本部分，直接根据所述检测数据和所分配的扫描位置，或根据所

述临时的深度分辨3D图像，来产生所述样本的2D图像，所述2D图像具有增加到超出所述成

像光束路径的分辨率限制的分辨率。

10.根据权利要求9所述的显微镜，其中，所述评估装置以所述三维去卷积产生所述临

时的深度分辨3D图像，使得其包含多个离散的截面平面，并且使用分配给所述焦平面的固

定z位置的或最接近所述焦平面的固定z位置的截面平面作为所选择的部分。

11.根据权利要求9所述的显微镜，其中，所述成像点扩散函数和所述照明点扩展函数

关于光轴对称。

12.根据权利要求10所述的显微镜，其中，所述成像点扩散函数和所述照明点扩展函数

关于光轴对称。

13.根据权利要求9所述的显微镜，其中，所述照明辐射光束被配置为激发所述样本以

发射荧光辐射。

14.根据权利要求10所述的显微镜，其中，所述照明辐射光束被配置为激发所述样本以

发射荧光辐射。
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15.根据权利要求11所述的显微镜，其中，所述照明辐射光束被配置为激发所述样本以

发射荧光辐射。

16.根据权利要求12所述的显微镜，其中，所述照明辐射光束被配置为激发所述样本以

发射荧光辐射。
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具有改进的截面厚度的高分辨率2D显微镜检查

技术领域

[0001] 本发明涉及一种用于样本的高分辨率2D扫描显微镜检查的方法和显微镜。

[0002] 用照明辐射照射(illuminate，照明)样本，使得照明辐射被聚焦在样本中或样本

上，以在一点处形成衍射受限的照明斑点。该点以衍射受限的方式在空间分辨表面检测器

上成像为衍射图像。该表面检测器具有解析衍射图像的衍射结构的空间分辨率，其中，成像

点扩散函数和照明点扩散函数都不被操纵用于产生不对称。该点相对于样本以小于照明斑

点的直径的一半的扫描步长增量移位到不同的扫描位置。因此，在成像的焦平面的z位置固

定时，扫描多个扫描位置。读取表面检测器，并根据表面检测器的数据和分配给所述数据的

扫描位置产生样本的2D图像。该2D图像具有增加到超出成像的分辨率限制的分辨率。显微

镜包括用于利用照明辐射照射样本的照明光束路径，其中，该照明光束路径没有用于操纵

照明点扩散函数的元件。用于使该点在空间分辨表面检测器上衍射受限地成像为衍射图像

的成像光束路径没有用于操纵成像点扩散函数的元件。表面检测器具有解析衍射图像的衍

射结构的空间分辨率。用于使该点相对于样本以小于照明斑点的直径的一半的增量移位到

不同扫描位置的扫描装置在图像的焦平面的固定z位置下扫描多个扫描位置。评估装置根

据表面检测器的数据和分配给所述数据的扫描位置产生样本的2D图像。该2D图像具有增加

到超出成像光束路径的分辨率限制的分辨率。

背景技术

[0003] 光学显微镜检查的经典应用领域是激光扫描显微镜检查(简称LSM)，其使用共焦

检测布置以仅对位于物镜的焦平面中的样本平面成像。这获得了光学截面，其厚度取决于

共焦光阑的大小。在样本的不同深度处记录多个光学截面允许产生样本的三维图像，于是

样本的三维图像由不同的光学截面组成。因此，激光扫描显微镜检查适用于检查厚的标本。

[0004] 原则上，光学显微镜的光学分辨率——包括LSM的光学分辨率——受物理定律的

衍射限制。术语“高分辨率”在此用于超出衍射限制的分辨率。通过所谓的Airyscan显微镜

检查来实现克服衍射限制，例如在EP  2317362A1中所描述的那样。该文件在其图5所示出和

描述的实施方式中将样本的衍射受限的照明与表面检测器组合，其中，扫描装置被配置成

使得被照射以具有照明斑点的点的衍射图像落在表面检测器上。这种布置称为“去扫描”检

测器布置。其通常通过布置扫描器来实现，该扫描器使照明装置和成像装置之间的组合点

与样本之间的光束路径偏转。这种扫描仪既作用于照明斑点又作用于被照射以具有照明斑

点的成像点，结果是在扫描仪之后在成像方向上的光束路径是静止的。这种扫描仪的替代

是使用能移位样本的可移动样本台。在这种情况下，衍射图像也落在表面检测器上。在

EP2317362A1的概念中，表面检测器具有空间分辨率，参考成像比例，该空间分辨率影响衍

射图像的过采样，从而允许解析衍射图像的结构。

[0005] 在经典的共焦显微镜检查中，深度分辨率与共焦针孔光阑的大小密不可分。该光

阑过滤掉焦外光并产生光学截面。因此，在通向更薄的光学截面的路径上，光损失增加，因

为光阑会显著阻挡光。使用非常小的共焦光阑实际上产生非常薄的光学截面，但具有非常
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差的信噪比。

[0006] 这个问题同样出现在Airyscan显微镜检查中，其用2D传感器取代经典方法中使用

的针孔光阑(参见US3013467A)，或者将光阑平面成像到这样的检测器上。US  8705172、DE 

102010049627A1、US  2011/0267688和C.Mueller等人的出版物Phys .Rev .Lett .,104 ,

198101 ,2010；A.York等人“Resolution  doubling  in  live,multi-cellular  organisms 

via  multifocal  Structured  Illumination  Microscopy,”Nature  Methods,Vol.9,2012；

G .De  Luca等人，“Re-scan  confocal  microscopy:scanning  twice  for  better 

resolution”，Biomedical  Optics  Express，4(11)，pp.2644–2656；S.Roth，“Optical 

photon  reassignment  microscopy(OPRA)”，arXiv：1306.6230；A.York等人，Nat.Methods 

9 ,749 ,2012，I.Gregor等人，Proc .SPIE  10071，“Single  Molecule  Spectroscopy  and 

Superresolution  Imaging  X”，100710C，2017年4月24日，doi：10 .1117/12 .2255891；

A.Jesacher等人，“Three-dimensional  information  from  two-dimensional  scans:a 

scanning  microscope  with  postacquisition  refocusing  capability”，Optica  2，

pp.210-213,2015也提出了这种方法。后一种出版物使用相位掩模用于z编码深度信息。

[0007] 在Airyscan显微镜检查中，已知3D图像记录，其中记录所谓的图像堆栈，即在不同

的焦平面中捕获多个2D图像。随后，可以在3D去卷积中使用这些图像堆栈来产生深度分辨

的图像。如果由于点扩散函数的定向的修改而使原本存在的模糊——即不是先验地获知散

焦点是位于焦平面上方还是下方——被消除，则可以省去图像堆叠。利用z调制的点扩散函

数消除了这种模糊，并且在3D重建中，可以根据单个2D图像重建三维图像。

[0008] 通常，三维图像在一定程度上弥补了在介绍部分中描述的共焦光阑大小和光学截

面厚度配对的问题。因此，首先产生三维图像，然后从三维图像中选择期望的截面。这里的

缺点是，必须完成三维图像堆栈或必须使用被操纵的点扩散函数。因此，本发明的一个目的

是在没有这两种要求中的任何一种要求的情况下改进2D  Airyscan显微镜检查中的光学截

面厚度。

发明内容

[0009] 本发明提供了一种根据Airyscan原理的用于样本的高分辨率扫描显微镜检查的

方法。利用照明辐射照射样本。在该步骤中，照明辐射被聚焦在样本中或样本上，以在一点

处形成衍射受限的照明斑点。该点以衍射受限的方式在表面检测器上成像为衍射图像。表

面检测器具有像素，因此具有解析衍射图像的衍射结构的空间分辨率。该点相对于样本移

位到不同的扫描位置。连续扫描位置之间的增量小于照射斑点的直径，其中，样本的每个点

若干次地包含在不同定位的照明斑点和衍射图像中。读取表面检测器。根据获得的数据和

分配给所述数据的扫描位置产生样本的图像。该图像具有符合Airyscan原理的分辨率，该

分辨率增加到超出了成像的分辨率限制。因此克服了衍射限制。执行纯2D扫描。

[0010] 为了提高深度分辨率，2D图像不是直接根据表面检测器的数据产生的，因为那样

衍射图像的大小(对应于共焦光阑的直径)与光学截面厚度之间的传统相互依赖性将再次

出现。取代地，首先根据表面检测器的关于多个扫描位置的数据执行三维重建。由于纯2D扫

描，数据源自焦平面的固定z位置。三维重建是已知的，但迄今为止仅以点扩散函数应用所

述三维重建，点扩散函数通过成像和/或照明光束路径中的操纵元件以定向的方式在特定
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程度上变得不对称，以避免所提到的模糊。没有使用这样的元件。出于这个原因，3D重建仅

提供临时的深度分辨3D图像，因为在没有操纵的情况下使用的是单个焦平面位置。存在模

糊的问题是因为照明点扩散函数和成像点扩散函数两者都没有被定向地操纵并且因此关

于光轴基本对称(由于不完美的部件仍然会发生不可避免的残余不对称——重要的是没有

进行定向的PSF操作)。这种模糊有意被接受的。随后，减小的截面厚度被指定或其已经被预

定。减小的截面厚度低于光学成像产生的截面厚度。从临时的深度分辨3D图像中，仅选择位

于焦平面的固定z位置周围的处于减小的截面厚度内的部分。处于减小的截面厚度之外的

部分被丢弃。这些是受上述模糊问题影响的部分。

[0011] 由于点扩散函数未被修改，因此它基本上是对称的。这种对称通常关于焦平面的

对称。通常，点扩散函数也关于光轴对称，特别地它是旋转对称的。在大多数显微镜中，点扩

散函数对应于沙漏形状，腰部处于焦平面中。由于成像元件的实际实现而发生的任何剩余

的不对称不会导致下述修改，这样的修改呈定向使得根据单个图像的三维重建会产生具有

唯一性的深度分辨图像。已知的重建算法用于从图像数据进行3D重建，该图像数据是针对

焦平面的固定位置并且在未修改点扩散函数的情况下获得的。已经针对显微镜在对点扩散

函数进行定向操纵的情况下开发了这些用于产生深度分辨的3D图像的算法。因此，产生了

3D图像，其是深度分辨的，但是由于其模糊，所以该图像是不完整且无伪影的3D图像。出于

这个原因，这里将其称为临时的深度分辨3D图像，以便将其与在对点扩散函数进行定向且

广泛的操纵的情况下相同的重建算法提供的深度分辨的无伪影3D图像区分开来。

[0012] 成像的光束路径和照明的光束路径没有操纵点扩散函数并引入定向的、可确定程

度的不对称的元件，这些元件对于已知的如Jesacher等人的出版物中所解释的深度分辨方

法是必要且有用的。特别地，光束路径不包含以定向的方式不对称地且依赖于深度地调制

点扩散函数的像散透镜或相位掩模。

[0013] 在实施方式中，三维重建产生处于多个离散截面平面的3D图像。出于这个原因，优

选进行细化，这产生临时的深度分辨3D图像使得它包含多个离散的截面平面。然后，选择对

应于焦平面的固定z位置的截面作为所选择的部分。

[0014] 在实施方案中，照明辐射激发荧光辐射的发射。这改善了信噪比并且总体上强化

了算法。特别地，减小的截面厚度可以非常薄。

[0015] 类似于该方法提供的显微镜具有评估装置，该评估装置执行方法步骤并且实施为

是由此适合的。类似于该方法，提供了对应的显微镜，其包括照明光束路径和成像光束路

径，该照明光束路径用于照射具有所述特征的样本，该成像光束路径用于使该点在具有像

素的表面检测器上衍射受限地成像为衍射图像。如已经提到的，照明光束路径和成像光束

路径不包含使点扩散函数不对称的操纵元件；特别是，没有提供像散透镜或相位掩模。此

处，该术语操纵涉及对点扩散函数进行定向的影响以产生特别是在3D重建中防止位于焦平

面下方的层和位于焦平面上方的层之间的模糊的不对称。因此，操纵意味着位于焦平面下

方的层具有与位于焦平面上方的层明显不同的点扩散函数。这种操纵通常需要在光束路径

中使用相位掩模和/或像散元件。

[0016] 在下文解释用于显微镜检查的方法的各方面，所述方面同样涉及适于执行相应方

法步骤的评估装置。该设备可以是利用相应的软件或相应的程序代码实现的计算机。相反，

基于显微镜及其操作描述的方面同样涉及用于显微镜检查的方法。
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[0017] 不言而喻，在不脱离本发明的范围的情况下，上述特征和下面将要说明的特征不

仅可以以指定的组合使用，而且可以以其他组合使用或单独使用。

附图说明

[0018] 参考附图，下面将基于示例性实施方式更详细地解释本发明，该附图同样公开了

对本发明必不可少的特征。这些示例性实施例仅用于说明而不应被解释为限制性的。举例

来说，具有多个元件或组件的示例性实施方式的描述不应被解释为所有这些元件或组件对

于实施目的而言是必需的。而是，其他示例性实施方式还可以包含替代的元件和组件、更少

的元件或组件或附加的元件或组件。除非另有说明，否则不同示例性实施方式的元件或组

件可彼此组合。针对示例性实施方式之一描述的修改和发展也可以适用于其他示例性实施

方式。为了避免重复，各图中的相同元件或相应元件由相同的附图标记表示，并且不再解释

多次。在图中：

[0019] 图1示出了用于高分辨率显微镜检查的显微镜的示意图，

[0020] 图2a和图2b示出了图1的显微镜的检测器的像素排列的示意图，

[0021] 图3示出了关于显微镜检查方法的信号传播图，以及

[0022] 图4示出了用于高分辨率共焦显微镜的数据处理的示例性实施方式。

具体实施方式

[0023] 图1示意性地示出了共焦显微镜20，该共焦显微镜提供高分辨率，即根据如同从EP 

2317362  A1获知的所谓的Airyscans原理增加到超出衍射限制的分辨率。它具有光源6，以

照射样本P，从而具有照明斑点14。照明光B经由光束整形装置7、反射镜8被引导到分束器9。

分束器9被实施成使得它反射尽可能多的照明光B并将其引导到扫描仪10。照明光B被从扫

描仪10通过另外的光束整形光学单元11和光束整形光学单元12引导到物镜13。物镜13将照

明光B聚焦到样本P上进入照明斑点14。

[0024] 由照明斑点B处的样本产生的样本光D由物镜13收集，并且在相对于照明光B的反

向路径上被引导到分束器9。分束器9被实施成使得其尽可能多地传输样本光D。由分束器9

传输的样本光D经由另外的滤光器15和另外的光束整形光学单元16传递到检测器17。检测

器17检测样本光D，从其产生电信号，并将所产生的电信号经由导体23、24、25传递给控制和

评估装置C，例如计算机。以这种方式，衍射图像18被记录，其是衍射受限的，如衍射结构18a

所表明的那样。

[0025] 为了获得样本P的图像，通过扫描仪10使照明斑点14以步进方式在样本P上移动。

根据如此获得的步进样本信号，控制和评估装置C构出例如使用显示器可以呈现的3D图像。

[0026] 扫描仪10在此允许记录横向延伸的二维图像，即在垂直于物镜光轴的平面中。

[0027] 如已经提到的，照明光束路径和成像光束路径不包含以定向的(targeted，靶向

的、有针对性的)方式使点扩散函数不对称的操纵元件；特别是，没有提供像散透镜或相位

掩模。此处，该术语操纵涉及对点扩散函数进行定向的影响，以产生特别是在3D重建中防止

位于焦平面下方的层和位于焦平面上方的层之间的模糊的不对称。因此，定向操纵意味着

位于焦平面下方的层具有与位于焦平面上方的层明显不同的点扩散函数。这种操纵通常需

要在光束路径中使用相位掩模和/或像散元件。
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[0028] 图2a和图2b示意性地例示了共焦显微镜的检测器。图2a示出了具有单个敏感表面

30的传统检测器。为了实现高分辨率，共焦显微镜20的检测器17具有多个检测元件或像素

31，如图2b所示。这些元件被编号，示例中的布置具有32个像素。

[0029] 像素31的尺寸被设计成使得它们显著小于在检测器17上产生的衍射图像18。同

时，像素31的数量以及由此的检测器17的整个表面被设计成使得可以检测衍射图像18的大

部分的样本光D。

[0030] 便于比较，图2a表明仅具有一个元件30的检测器，它用在具有典型分辨率的共焦

显微镜中。该术语典型分辨率在此应理解为意味着所实现的分辨率至少对应于阿贝极限

(Abbe  limit)。相比之下，在具有增加的分辨率的共聚焦显微镜20中，照明和检测共同起作

用，使得理论上可以实现两倍高的分辨率。在实践中，分辨率的增加是略微降低的，因为衍

射限制附近的结构只能以非常差的对比度传输。可以实际地实现最高达阿贝极限的1.7倍

的分辨率。

[0031] 对于每个扫描点 高分辨率共焦显微镜20的检测器17捕获对应于检测器元

件31的数量的多个被检测信号 表示横向样本位置，z表示轴向样本位置，指数h表

示检测器元件(像素)。在下文中，描述是基于32个像素的；然而，可以使用不同数量的像素。

[0032] 每个检测器元件31捕获来自样本P的原始图像信号，得到信号 原始图像

信号彼此不同，其中差异是由于照明光斑点相对于由相应检测器元件检测的样本区域的单

独横向距离引起的。通过“真实”样本图像 与相应检测器元件h的点扩散函数(PSF)

的卷积来在数学上描述原始图像信号：

[0033]

[0034] 评估单元C的功能是根据所有 重建图像 其尽可能准确地对应于初

始样本 使用去卷积(DCV)和由此的经去卷积的原始图像信号的随后组合来达到这

个目的，其中去卷积和组合的过程可以以过程技术方式彼此融合。

[0035] 图3例示了信号传播图中的所有步骤。起始点是PSF 40和原始图像信号

41。根据光学系统的特性，PSF是已知的。它们可以根据系统参数计算得到或测量一

次并存储。信号通过线140、141传递到评估50，该评估相应地对所有原始图像信号去卷积，

将它们联合在一起，并输出尽可能准确地对应于初始样本 的样本图像 42。

[0036] 图3和所有其他信号传播图通过箭头140、141、151的厚度的方式示出了待传输的

数据量。有32个原始图像信号 和32个PSF 在评估期间产生的是样本图像

该图像的数据量是所有原始图像信号的数据量的三十二分之一。这由细箭头151表

示。在箭头处同样表明的是关于单个图像的数据量的因数。也就是说，对于原始图像信号和

PSF为//32，对于样本图像为//1。

[0037] 虚线60分离整个共焦显微镜20的域，在这些区域之间必须传输有原始图像信号的

数据。LSM(激光扫描显微镜检查)域在此包括共焦显微镜的硬件相关域，即光学、机械和电

子器件，其允许数据传输到PC域。PC区域描述了控制和评估装置C，并从而描述了控制共焦

显微镜20、数据的进一步处理和表示所需的一切。该域的核心通常是个人计算机C。具体而
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言，所有原始图像信号的数据必须从LSM传输到PC。此处必需的是一个功能强大的接口，换

句话说，数据传输的速度可能受到特定接口的限制。

[0038] 图4示出了高分辨率共焦显微镜20的数据处理的实施方式。评估单元50a在此执行

例如所谓的维纳(Wiener)滤波。在该滤波中，首先对以空间坐标表示的原始图像信号

进行傅立叶变换，使得原始图像信号现在可用于空间频率坐标 PSF也是

如此。被变换为傅立叶域的PSF 被称为对象传递函数OTF。

[0039] 对于理解50a中的去卷积公式，有两个方面很重要：

[0040] 1、原始图像信号对应于与系统PSF卷积的样本；如上所说明的。

[0041] 2、空间域中的卷积对应于傅立叶域中的乘法。也就是说，原始图像信号可以在傅

立叶域中表示为样本和OTF的乘积：

[0042]

[0043] 如果将 的公式插入到去卷积公式中，则结果为：

[0044]

[0045] 是指具有共轭-复相位的OTF，与(初始)OTF的乘积随后产生绝对平方值。

[0046] w是正实数，在这里被指定为维纳参数。如果维纳参数相对于 较

小，则分数几乎变为1且 几乎对应于初始样本 另一方面，不太低的w

确保在位置 处——在此处 是较小的——分数不会发散。这种发散

会使在原始图像信号 中不可避免地存在的且在此未示出的噪声超出所有估量，

并且使得到的图像 不可用。

[0047] 为了能够表示图像，必须通过逆傅立叶变换将可用于空间频率坐标的图像

变换回空间域。

[0048] 检测到的信号 可以被建模为激发PSF 和对象 的乘积与检测PSF

的卷积：

[0049]

[0050] 其中， 是该激发PSF的位置，并且 是该检测PSF(相机

像素或光纤元件)的位置。

[0051] 从2D情形(pz＝0，z＝0)获得的是三维方程：
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[0052]

[0053] (2)在px和py中的傅立叶变换产生

[0054]

[0055] 将(3)中的 替换为 得

到

[0056]

[0057] 出于简化符号的目的，假设x和y对应于像素i的位置：

[0058]

[0059] 离散化(5)中的z上的积分产生

[0060]

[0061] 等式(6)将对象空间中的z维度变换为测量数据中的x-y维度。该变换完全由“共

焦”OTF， 定义。可以例如通过傅立叶域中的线性回归来重建对象空间中

的z维度。

[0062] 由于未操纵，特别是对称点扩散函数，在仅对于焦平面的这种三维重建之后可获

得独特的解决方案。因此，可以毫无问题地选择该平面。丢弃外焦平面，即在预定截面厚度

之外并且特别是在焦平面之上和之下的平面。在任何情况下都不可能唯一地分配它们。然

而，这并不是问题，因为本显微镜检查产生2D图像。由此原因，在傅立叶域中的线性回归分

析之后选择的是获得的z堆栈的中心图像。这对应于以下等式：

[0063]
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图1

图2a
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图2b

图3
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图4
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