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基于有限内存拟牛顿法的荧光显微成像
相位差异自适应光学技术研究

黄则陆，李欣，苏德磊，于文浩，张之光*

（江苏海洋大学  电子工程学院，江苏  连云港  222005）

摘 要：荧光显微镜因其对样品损伤小、可进行特异性标记等特点，被广泛应用于细胞结构及动态过程的研究。

然而当光的波前由于系统自身缺陷或样品的折射效应而发生畸变时，这些光学像差的产生会大大降低成像的对比度和

分辨率。自适应光学 （AO） 是一种校正波前畸变的技术，将自适应光学技术与荧光显微镜相结合，可以有效提高成

像的质量。文章提出了一种基于有限内存拟牛顿法 （L-BFGS） 的荧光显微成像相位差异 （PD） 自适应光学技术，相

位差异自适应光学技术最初用于天文观测领域，在生物样本显微成像方面的应用尚未得到充分探索。仿真与实测结果

表明，相比基于高斯牛顿法 （Gauss-Newton） 的荧光显微相位差异自适应光学技术，方法在计算速度、波前重建能力

方面都有着较大的优势。研究结果可为恢复生物细胞的衍射极限成像提供重要的理论基础。
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Abstract: Fluorescence microscopy is widely used in the study of cell structures and dynamic processes due to its mini⁃
mal sample damage and ability to perform specific labeling. However, when the light wavefront is distorted due to system de⁃
fects or refractive effects of the sample, these optical aberrations can significantly reduce imaging contrast and resolution. 
Adaptive optics （AO） is a technology used to correct wavefront distortions. By combining adaptive optics with fluorescence 
microscopy, imaging quality can be effectively improved. The fluorescence microscopy phase diversity （PD） adaptive optics 
technique based on the limited-memory Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno （L-BFGS） method is proposed. Phase diversity 
adaptive optics was initially used in astronomical observations, and its application in biological sample microscopy has not 
been fully explored. Simulation and experimental results show that, compared to the fluorescence microscopy phase diversity 
adaptive optics technique based on the Gauss-Newton method, the proposed method offers significant advantages in computa⁃
tional speed and wavefront reconstruction capabilities. The research results provide an important theoretical foundation for re⁃
storing diffraction-limited imaging of biological cells.
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0　引 言

荧光显微镜通过荧光探针对生物组织或细胞

进行特异性标记，实现高分辨率成像并支持活体

观察，已成为研究细胞结构与动力学过程的关键

工具 [1]。然而，受光的波动特性影响，传统光学显

微镜受到衍射极限的限制，同时像差的存在会进

一步影响成像质量，使得分辨率难以达到衍射极

限。自适应光学 （Adaptive Optics，AO） 技术最

早由美国天文学家 Babcock 于 1953 年提出 [2]，并成

功应用于天文观测，实现了成像分辨率的显著提

升。2000 年，自适应光学技术首次应用于生物荧

光显微镜上 [3]，用于校正由生物组织折射率不均匀

引起的像差，从而标志着自适应光学在生物显微

成像领域应用正式开启。

实现自适应光学的关键在于波前探测和畸变

校正，当前常用的方法可分为基于波前探测器的

直接探测法和基于迭代算法的间接探测法 [4-6]。然

而，直接检测生物样本的畸变波前往往会面临着

诸多挑战。首先，夏克-哈特曼波前探测器 （Shack-

Hartmann Wavefront Sensor, SHWFS） 在处理生物

组织复杂的三维结构时容易受到离焦及杂散光的干

扰；另一方面，生物荧光显微镜中荧光光子的数量

有限，不足以同时满足波前检测与样本成像的需

求[7]。因此，基于迭代算法的无波前探测方法已成为

研究热点。然而，该方法需经过多次迭代才能获得

符合评价标准的像差信息，搜索过程耗时较长，且

探测结果可能存在不唯一性[1]。

在众多间接探测法中，相位差异法 （Phase Di⁃
versity，PD） 通常通过在离焦图像间引入已知的离

焦像差来获取显微成像系统中未知的波前像差。该

方法最初主要应用于天文领域，但基于相位差异的

自适应光学技术应用于生物样本显微成像中却尚未

得到充分挖掘。2013 年，Kner 等 [8]提出将相位差

异法应用于三维物体的宽视野成像。 2020 年，

Krishnan 等[9]提出了一个基于深度学习的宽视场光学

像差和校正框架。结合相位差异自适应光学技术，

通过两个模块分别进行波前相位估计和盲卷积，由

此生成无像差图像。2023年，Hu等[10]提出了一种基

于物理的机器学习辅助的方法，结合引入预定义的

相位偏置来获取一系列图像，通过补偿由不完美的

光学系统和样本中不均匀的折射结构引起的像差。

相位差异法利用显微镜中相干光瞳函数 （Pupil 
Function，PF） 与相干点扩散函数 （Point Spread 
Function，PSF）之间的傅里叶变换关系，通过测量

PSF 来确定波前[11]。其核心是通过优化算法求解评

价函数的全局最优值。常用的梯度优化算法如最速

下降法、共轭梯度法和拟牛顿法已广泛应用于此领

域。BFGS 法是一种常用的拟牛顿方法，通过利用

近似黑塞 （Hessian） 矩阵的方法来解决牛顿法对二

阶导数的依赖，但其迭代过程需占用大量存储空间，

矩阵的存储和计算会比较困难。为此，Liu和Nocedal
等[12]提出有限内存拟牛顿法 （Limited-memory Broy⁃
den Fletcher Goldfarb Shanno，L-BFGS），仅需存储

最近若干次迭代数据以降低存储需求。

2024 年， Johnson 等[13]提出的基于高斯牛顿法

（Gauss-Newton） 的荧光显微成像相位差异自适应

光学技术备受关注。该方法在无需额外硬件的情况

下，以少量测量实现了小于 λ/35 的均方根 （RMS）
误差，成功恢复生物样品的衍射极限成像。但在面

对大规模数据及受较大扰动的初始畸变图像时，高

斯牛顿法的劣势逐渐体现。因此，本文在此基础上

提出了一种基于有限内存拟牛顿法的荧光显微相位

差异自适应光学技术，该方法相比基于高斯牛顿法

的相位差异自适应光学技术在处理较大像差的图像

时的校正能力、校正速度方面都有较大的优势。

1　算法介绍

1.1　PD算法介绍

在荧光成像中，可以将图像 d表示为目标 f和

点扩散函数 s ( ϕ )的卷积，之间的关系表示为

d= f ⋆ s ( ϕ )+ n （1）
式中，⋆ 表示卷积；ϕ代表像差，n为噪声，并假

设 s在空间上是恒定的。在自适应光学中，希望通

过估计 ϕ来补偿像差，从而提升图像的成像质量。

通常，f和 ϕ都是未知的，因此无法仅从单一图像 d

中估计出其中的任何一个。因为不同的波前畸变

可能产生相同的光强分布，从而导致解的不唯一

性。相位差异法则是通过收集附加的差异图像

}{d 1,…,dk 来解决这一问题，其中的 θ1,…,θk 是人

为引入的已知差异像差，这些图像中包含的附加

信息可以帮助有效地估计目标 f和像差 ϕ，如图 1
所示 （图中忽略了噪声的影响）。

?

?

?

图 1　相位差异法原理示意图
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1.2　基于 L-BFGS的荧光显微成像相位差异法

本文使用 L-BFGS 法来快速估计目标 f和像差

ϕ。其数学策略与 Vogel 等 [14]的方法密切相关，但

在像差的参数化方面有所不同。Vogel 的研究聚焦

于天文学领域，他们研究的像差主要由大气的时

间波动引起，并将其建模为一种二阶零均值的平

稳过程。与此不同，在荧光显微镜系统中， John⁃
son 等 [13]将像差表示为泽尼克多项式的展开形式，

目标是来估计这些多项式的系数向量。由于使用

有限数量的泽尼克多项式可以自然地生成较为平

滑的相位图，因此省略了 Vogel等针对相位所采用

的正则化项，但保留了他们在估计目标时使用的

Tikhonov 正则化项。具体推导过程如下：

对于第 k个相位差异图像 dk ( x )所获取数据的

成像模型表示为

dk ( x )= sk ( x ) ⋆ f ( x )+ n ( x ) （2）
式中，⋆表示卷积，f ( x )为未知的目标对象，n ( x )
为加性噪声。为了同时确定未知的目标 f ( x )和像

差 ϕ ( u )，将 ϕ ( u )表示为 N阶泽尼克多项式的展开

形式，其系数为 cn

ϕ ( u )= ∑
n= 1

N

cn ϕn ( u ) （3）

因此，目标是确定一个 N×1 的系数向量 c，

c={c1,⋯,cn}，从而来确定未知的相位 ϕ和目标

f ( x )。为了通过寻找系数向量 c来确定 ϕ和 f ( x )，
尝试最小化一个带有 Tikhonov 正则化的最小二乘

目标函数

J= J [ ϕ,f ]= γ
2 ∫

R2
f ( x )2dx+

1
2 (∑k= 1

K ∫
R2
[ ]( )sk ⋆ f ( x )- dk ( x )

2
dx) （4）

Gonsalves 研究表明 [7]，在给定相位估计值和

点扩散函数的条件下，目标 f ( x )具有封闭形式的

表达式，其中 γ是正则化参数。根据 Vogel[14]文献

中的公式，可表示为

F [ ϕ ]=
∑
k= 1

K

S *
k [ ϕ ] Dk

γ+ ∑
k= 1

K

|| Sk [ ϕ ]
2

（5）

式中，上标 ∗ 表示复共轭；Dk 是相位差异图像 dk
的 傅 里 叶 变 换 ； F [ ϕ ] 是 f ( x ) 的 傅 里 叶 变 换 ，

并且

Sk [ ϕ ]= F { sk [ ϕ ]} （6）
是 PSF 的傅里叶变换。为了简洁起见，可以

省略对空间位置 x和空间频率 u的显式依赖，但保

留了对相位 ϕ的显式依赖，这样就可以仅以未知的

相位为变量

J= ∑
k= 1

K

| Dk |
2 -

∑
k= 1

K

|| D *
k Sk [ ϕ ]

2

∑
k= 1

K

|| Sk [ ϕ ]
2
+ γ

（7）

为了确定相位，Vogel 等在相位反演问题中应

用了 L-BFGS 方法，该方法为拟牛顿方法，拟牛顿

法是一类不需要计算 Hessian 矩阵，而是通过产生

一系列 Hessian 近似矩阵来进行优化的算法。其迭

代公式为

ck+ 1 = ck + λkdk （8）
dk = -H k gk （9）

H k+ 1 = ( I- sk y T
k

sT
k yk ) H k( I- yk sT

k

sT
k yk )+ sk sT

k

sT
k yk

（10）

式中 H k为逆 Hessian 的近似， sk = ck+ 1 - ck为步长

变化量，yk = gk+ 1 - gk为梯度变化量。

令 ρk = 1/sT
k yk,Vk = I- sT

k yk，则逆 Hessian 近

似的 BFGS 公式表示为

H k+ 1 = V T
k H kVk + ρk sk sT

k （11）
矩阵 H k是通过使用成对的{ sk,yk}来更新 H k得

到 的 。 在 L-BFGS 法 中 ， 通 过 存 储 m 对 { si,yi}
（i= k- m,k- m+ 1,…,k- 1） 来 隐 式 地 保 存

H k，因此有限内存拟牛顿法对于解决大规模优化

问题非常有用。

选择一些初始的逆 Hessian 矩阵来近似H 0，并

将其作为第 k次迭代的起始值，然后可以通过重复

使用下式m次来更新矩阵H k+ 1，表示为

H k+ 1 = (V T
k ⋯V T

k- m̂ ) H 0 (Vk- m̂⋯Vk)+

∑
j= 0

m̂

ρk- m̂+ j( ∏
l= 0

m̂- j- 1

V T
k+ l) sk- m̂+ j sT

k- m̂+ j( ∏
l= 0

m̂- j- 1

V T
k+ l)
（12）

式中，m̂表示在每次迭代中至多使用的{ sk,yk}的对

数；V T
k 为Vk 的转置。其次，选取初始H 0 很重要，

在实践中被证明有效 [15]的是

H 0 = sT
k yk

 yk
2 I （13）

接下来还需要构造梯度，Vogel 等给出了梯度

的表达式为

g [ ϕ ]= -2 ∑
k= 1

K

Imag

(H *
k [ ϕ ] F (Real (hk [ ϕ ] F-1Vk [ ϕ ]) ) )

（14）
在上述内容中，Imag{ ⋅ }表示复随机变量 w的
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虚部，Real{ ⋅ }表示实部，F表示傅里叶变换，而

F-1 表示傅里叶变换的逆变换。此外，

Vk [ ϕ ]= F * [ ϕ ] Dk - |F [ ϕ ] |2Sk [ ϕ ] （15）
由于梯度的维度与图像中的像素数量相同，

为了获得关于系数向量 c的梯度，只需要将上述梯

度与泽尼克多项式 ϕm进行内积运算

gm = g [ ϕ ],ϕm ,m= 1,…M （16）
通过比较目标函数 J在当前迭代与上一迭代之

间的变化量，与自算法开始迭代至当前时刻的总

变化量之比来评估算法的收敛性。若迭代后 J的值

小于设定的阈值，即可判定算法收敛并终止迭代。

可表示为

ΔJ=
|| J ( q+ 1 ) - J ( q )

|| J ( 0 ) - J ( q )
（17）

使用 L-BFGS 算法迭代估计目标 f和相位 ϕ的

过程如图 2 所示。首先，根据输入的相位差异信

息，初始化波前为 0，随后计算当前波前的光瞳函

数 和 调 制 传 递 函 数 MTF （Modulation Transfer 
Function，MTF）。基于得到的 PF 和 MTF 计算目

标函数 J，并判断是否满足收敛条件。如果满足收

敛条件，则输出最终的目标 f和相位估计值 ϕ；否

则，继续计算梯度 g和 Hessian 矩阵，以优化估计

过 程 。 然 后 ， 根 据 梯 度 g 和 Hessian 矩 阵 更 新

Zernike 系数，用于重新估计波前。此过程不断循

环，直到目标函数的变化量小于设定阈值 （如

0.01），此时算法收敛，输出最终估计结果。

2　系统介绍

为了验证本文提出的基于有限内存拟牛顿法

的荧光显微成像相位差异自适应光学技术，本文

模拟搭建了荧光显微镜光学系统，如图 3 所示，荧

光激发模块 LA 产生的 405nm 激光光束从二向色镜

（Dichroic Mirror，DC） 处反射并聚焦在透镜 L1 的

后焦平面上，并经反射镜 M （Mirror） 引导进入物

镜 （（Objective Lens，OBJ）） 的后焦面，从而照亮

了荧光标记的样品。样品中的荧光分子吸收激发

光后，发射出荧光信号。这些荧光信号沿原光路

反射至物镜，经反射镜 M 和透 L1 再次传至二向色

镜，从而实现激发光与荧光信号的有效分离。然

后荧光信号透过 L2 至变形镜 （Deformable Mirror，
DM） 上经由透镜 L3 将荧光成像到 CCD 上，传入

PC 端，利用基于有限内存拟牛顿法的荧光显微相

位差异法计算出驱动电压来控制 DM 形成校正

闭环。

本文采用的是 97 单元的变形镜，由 L1 和 L2
透镜以 4f配置放大 （为了更直观的表达结构，此

图并不是按比例绘制的），用于将物镜瞳孔放大并

成像到变形镜上，且在 L1 和 L2 之间设置了光阑

（Iris），用于选择透过特定孔径的光束。

3　实验结果与分析

3.1　仿真分析

为了测试本文提出的基于有限内存拟牛顿的

荧光显微相位差异自适应光学技术的波前重建效

果，选取了 256×256 尺寸大小的 USAF 标靶作为

成像目标模拟成像。仿真中涉及到的部分器件参

数如下：激光器发射的中心波长 λ 为 670nm，使用

1.2NA、60x 的物镜。两种方法的波前重建效果如

图 4 和 5 所示。

针对输入的同一尺寸的 USAF 标靶图像，如

图 4 （a）、（b） 和图 5 （a）、（b） 所示，分别为有

限 内 存 拟 牛 顿 法 （L-BFGS 法） 和 高 斯 牛 顿 法

（Gauss-Newton 法） 重建前后的图像。为了量化两

种算法的性能差距，将输入的 USAF 标靶图像生

成对应的波前图，并计算其 PV 值，如图 4 （c）、

（d） 和图 5 （c）、（d） 所示，L-BFGS 法和 Gauss-

Newton 法 重 建 波 前 的 PV 值 分 别 为 2.0678λ、
2.3973λ。 L-BFGS 法的波前重建能力优势明显，

更接近于原图的 PV 值 1.8643λ。  

图 2　L-BFGS 法估计目标 f和 ϕ相位流程图

��

图 3　荧光显微镜结构示意图
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仿真采用前 60 阶泽尼克系数来表述波前 （排

除 tip/tilt项），两种方法重建的Zernike系数如图4（e）
和图 5 （e） 所示，L-BFGS 法与 Gauss-Newton 法

估计的泽尼克系数值与真值的绝对误差分别为

0.10λ、0.16λ，代表了其更优越的波前重建能力。

3.2　实验验证

为了更好地模拟像差对生物细胞显微成像的效

果，在 Johnson 等[13]提供的开源数据集基础上，通

过 Matlab编程语言平台，建立了具有缩放因子的人

骨肉瘤细胞 （U2OS cell） 数据集，在模拟成像过

程时，还加入了混合泊松和高斯噪声用来模拟真实

图像。Zernike系数是逐阶随机生成的，且 tip、tilt、
阶数大于 20 的被排除在选择之外。Zernike 系数W c

通过随机生成的W n （为 0~1之间的随机数） 确定，

并乘以缩放因子Q用来控制像差的大小。

W c = Q ( 2W n - 1 ) （18）
RMSE 指的是算法重建估计的 Zernike 系数与

初始 Zernike 系数之间的误差的均方根。wRMSE
指的是评估波前重建质量的指标，其值反映了波

前误差在有效光瞳区域内的均方根值。Runtime 指

的是处理 100 组随机畸变图像共花费的总时间 （每

组包含 1 个初始畸变图像和 4 个相位差异图像）。

PV 值是指表示波前中峰值 （Peak） 和谷值 （Val⁃
ley） 之差，反映了波前的平整度及均匀性。

为了对比两种算法的性能，本文使用的 100 组

随机图像是通过以迭代次数的索引作为种子生成

的。如图 6 （a） 和 （b） 为 Courtney Johnson 等 [13]

给定的一组 U2OS cell 的相位差异图像，左边一列

为初始畸变图像，右边一列分别为 L-BFGS 法和

Gauss-Newton 法校正后的像差 （每组图像包含 1
个初始畸变图像和 4 个相位差异图像，初始畸变的

wRMSE 约为 150nm）。结合计算时间以及性能指

标 wRMSE （量化重建波前的误差） 可以发现，迭

代结束后两种算法可以达到几乎相同的 RMSE
（法 一 L-BFGS 为 55.1nm 法 二 Gauss-Newton 为

58.8nm）， 但 L-BFGS 法 计 算 用 时 约 为 Gauss-

Newton 法的 1/2。
在已建立具有缩放因子的 U2OS 生物细胞数据

集上对两种算法性能进行进一步测试，表 2-3、表

分别对应于 Q=1 （弱像差）、2.5 （中等像差）、5
（强像差） 时的性能指标两种算法处理 100 组随机

畸变图像的表现。
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图 4　有限内存拟牛顿法的波前重建效果
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图 5　高斯牛顿法的波前重建效果
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从表 1~3 可知，随着像差的增大，两种算法

估计的 RMSE、wRMSE、以及运行的总时间 Run⁃
time 均有所明显增加。在 Q=1 （弱像差） 时，两

者 的 RMSE 和 wRMSE 差 别 并 不 大 ， Gauss-

Newton 法的 wRMSE 小幅优于 L-BFGS 法，但这

时 L-BFGS 法对于大量数据的优越性已经体现出

来，其计算时间约为 Gauss-Newton 法的 1/3 就可

以达到几乎相同的效果。在 Q=2.5 （中等像差）

时，两者校正能力的差距逐渐体现，L-BFGS 法对

应的 RMSE 和 wRMSE 要全面由于 Gauss-Newton
法，在Q=5 （强像差） 时这种差距逐渐被放大。   

为了更直观地比较两种算法的性能，绘制了

箱型图。横坐标分别为法一 （L-BFGS 法） 和法二

（Gauss-Newton 法），纵坐标为估计的 Zernike 系数

的残差均方根 （Residual RMSE）。箱型图 7、8、9
分别对应 Q=1、Q=2.5 和 Q=5 的情形。从图中

可以看出，无论在何种像差下，L-BFGS 法的校正

能力明显优于高斯牛顿法，且这种优势随着Q值的

增大而提高。然而，也发现 L-BFGS 法的鲁棒性相

对较差，箱型图中的最大值上方存在迭代的离群

值。在 Q=2.5 和 Q=5 时，L-BFGS 法均出现了离

群值，而高斯牛顿法仅在Q=2.5时出现了一次离群

值。针对 L-BFGS 法在中等及强像差 （Q=2.5、5）
时出现的离群值问题，下一步的工作是引入更加稳

健的迭代控制策略，以减少异常离群值的产生。

4　总  结

本文提出了一种基于有限内存拟牛顿法的荧

光显微成像相位差异自适应光学技术，有效提高

了对于大规模数据以及强像差初始畸变图像波前

重建的能力。仿真与实测结果表明，与传统的高

表 3　Q=5（强像差）

迭代算法

有限内存拟牛顿法

高斯牛顿法

RMSE
λ/nm

67.7
125.8

wRMSE
λ/nm
107.7
190.7

Runtime
t/s
907

3700
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图 6　荧光显微成像中 U2OS 生物细胞校正图

表 2　Q=2.5（中等像差）

迭代算法

有限内存拟牛顿法

高斯牛顿法

RMSE
λ/nm
37.9
55.8

wRMSE
λ/nm
66.8
89.4

Runtime
t/s
770

2506
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图 7　弱像差（Q=1）时残余像差 RMSE 的结果图
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图 8　中等像差（Q=2.5）时残余像差 RMSE 的结果图
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图 9　强像差（Q=5）时残余像差 RMSE 的结果图

表 1　Q=1（弱像差）

迭代算法

有限内存拟牛顿法

高斯牛顿法

RMSE
λ/nm
26.7
30.2

wRMSE
λ/nm
59.7
58.7

Runtime
t/s
603

1845
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斯牛顿法相比，有限内存拟牛顿法虽然在鲁棒性

上略显不足，但在校正速度和校正能力方面表现

出明显优势。尤其是在较大像差下，有限内存拟

牛顿法不仅校正精度更高，而且计算时间显著缩

短；并且随着像差强度的增加，其优势愈加明显。

由此可见，此方法不仅能够减少计算时间，还可

显著提升校正精度，并且在强像差环境下优势更

为突出。本方法为恢复生物细胞的衍射极限成像

提供了重要理论基础。
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