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生物芯片的激光共聚焦扫描检测

王立强， 倪旭期， 陆祖康 ， 李映楚，郑姐峰
(浙江大学国家光学仪器工程技术研究中心，浙江杭州 31002η

摘要 介绍了基于荧光标记的生物芯片扫描检测方法，主要分为两大类，以光电倍增管(PMT)为荧光探测器的共聚焦扫描检测方

法和以 CCD 为荧光探测器的全视场扫描检测方法。 重点介绍一种采用双波长(532 run 及 635 run)激光器作为激发光源，以激光共

聚焦原理所设计的生物芯片荧光信息检测技术 ， 由一个光电倍增管分时实现 cy3 与 cy5 两种荧光信号的检测。 生物芯片的横向扫

描由远心f-O 扫描物镜与振镜实现，纵向扫描由步进电机驱动精密导轨实现。实验结果表明，检测技术的分辨率可达到 5 阿飞信噪

比高达 10"，检测灵敏度最高为 1 fluor/μ时，并且扫描速度快， cy3 与 cy5 之间无串扰。
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Fluorescence Detection for Biochips by Laser Confocal Scanning 

WANG Li-qiang , NI Xu-xiang , LU Zu一kang ， LI Ying-sheng , ZHNEG Xu-feng 
(CNERCjor Opt化αlInst，叩阳时， Zhejiα叼 University， HangzJwu, zhφiang 310027, ch切α)

Abs位act &a.nn.ing detection of bioclúp b部ed on fluorescence labeling is introduced in the paper，吐1e detection methOO 

can be divided inωtwo category: one is confocal sca.nn.ing detection me世100 in wlúch a phoωmultiplier tube is used as 

fluorescence sensor, the other 四 flood illumination of the entire bioclúp andωes CCD as fluorescence sensor. A novel 

methoo of fluorescence detection for bioclúps is presented, wlúch uses a 532 run laser and 635run la!记r to excite 吐1e

fluorescent dyes according the principle of laser confocal sca.nn.ing. The fluorescence emitted from cy3 and cy5 is detected 

using a photomultiplier tube (pM'盯 sequentially. One dimension sca.nn.ing of the bioclúps is performed by a telecentric f - O 

objective with a moving coil optical 民anner， 位而 0位1er dimension is scanned by a st启pping motor d且叽ng the precision 

g且dance. 咀e experinlent results state 吐四位1e resolution of 吐1e presented 优chnology is 5 μn， 世1e signal- to-noise ratio can 

reach 10" and the detection limit is 1 fluor/μm'， and the cross-talk phenomenon is eliminated completely 
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detection limit 

1 引言

生物芯片(biochlp)是 20 世纪 90 年代中期发展

起来的一项尖端技术它以玻片、硅片或尼龙等为载

体，在单位面积上高密度地排列大量的生物材料，从

而实现一次试验能同时检测多种疾病或分析多种生

物样品的功能。 生物芯片可广泛应用于药物研究、

疾病诊断、基因结构与功能研究等领域[呐。

生物芯片是采用分子杂交原理进行工作的，其

基本做法是将要检测的样品加以荧光染料标记，然

后与已知结构的生物芯片进行充分杂交，再加以洗

脱后，检测发生杂交反应位置处的荧光信号，并以图

像形式显示出来。

基金项目:国家自然科学重点基金(30227002)资助项目 。

2 扫描检测方法

生物芯片的荧光扫描检测方法根据所采用的光

电探测器类型可分为基于光电倍增管(PMT)的荧光

扫描检测和基于 CCD 的荧光扫描检测两种。 基于

PMT 的荧光扫描检测方法均采用光学共聚焦原理

来提高检测灵敏度 ，其设计原理类似于激光共聚焦

显微镜，如图 1 所示 [3J . 从光源发出的光由物镜聚焦

到生物芯片上一点，激发荧光分子发射出荧光，此时

只有该点所发射出的荧光能通过光电倍增管前面的

共焦光阑，而生物芯片上其他点所发射出的荧光或

杂散光就被共焦光阑阻挡，不能进入到光电倍增管，

很好的分离了所需的信号荧光和背景杂散光，提高
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了荧光检测灵敏度。
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图 1 光学共聚焦原理

Fig.1 Confocal detection principle 

基于 CCD 的全视场扫描检测装置相对于基于

PMT 的共聚焦扫描检测装置来说比较简单，其激发

光源多采用缸灯或高压隶灯，也有采用激光作为激

发光源的，单色系统采用激发光窄带干涉滤光片来

实现，一般有数片，由电机驱动选择。 CCD 镜头前装

有电机驱动选择的发射光窄带干涉滤光片。其基本

原理如图 2 所示。
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图 2 基于 CCD 的全视场扫描检测原理示意图

Fig.2 Fluorescence scaruúng based CCD sensor 

光源所发出的光线经激发光窄带干涉滤光片后

变成单色光，去激发生物芯片产生荧光，经发射光窄

带干涉滤光片后成像在 CCD 芯片上。 CCD 一次只

能读取一个激发波长下的图像，对于多色荧光物质

标记的芯片，需要更换激发光窄带干涉滤光片和发

射光窄带干涉滤光片，再次读取。 由于 CCD 检测仪

器是同时读取整个芯片因此不需要X-y二维移动

平台，扫描速度较激光共聚焦扫描仪器快，一般仅耗

时 0.5-2 rnin。

3 共聚焦扫描系统的设计

在实验中，生物芯片的纵向扫描由步进电机驱动

精密导轨，移动生物芯片工作平台来实现，而生物芯

片的横向扫描由振镜的旋转摆动及f-f) 物镜相结合

来实现间，由于振镜的扫描频率可高达 100 Hz，因此生

物芯片的扫描检测速度很快而且运转平稳、震动噪

声小。 整个系统的工作原理如图 3 所示。
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图 3 光机扫描相结合的生物芯片扫描仪

Fig.3 Microarray scanner based on optical and 

mecha.nical sc缸uúng

在设计的扫描仪中，荧光的扫描检测是分时进

行的。 635 nrn 的激光首先对生物芯片扫描，此时

532 nrn 的激光由光阑挡住，与此相应，光电倍增管

前的滤色片对应 cy5 荧光。当 635 nrn 激光扫描结

束后，光阑进行切换，挡住 635 nrn 激光，而让

532 nrn 激光通过，对生物芯片进行另一种波长扫

描，此时光电倍增管前的滤色片也对应 cy3 荧光。

光电倍增管的信号由放大电路放大，再经过 AD 转

换，由计算机重建扫描图像。

4 系统性能分析

对生物芯片扫描检测系统来说，衡量其性能

的指标主要有扫描面积、扫描时间 、分辨率、检测

灵敏度等。

4.1 扫描面积与扫描时间

扫描区域为 70 mmx22 mm，在扫描分辨率为

5 阳，振镜扫描频率为 50 Hz 时，分时检测 cy3 与

cy5 两种荧光信号需耗时

70 t四 {u mm 二 x2=560 s (1) 
50 Hzx5 旧n

扫描速度比目前商业化的共聚焦生物芯片扫描仪

快，且由于分时检测两种荧光，因此信号之间没有

cross-talk 效应。

4.2 分辨率

扫描仪的分辨率主要由聚焦在生物芯片表面的



Supplement 王立强等:生物芯片的激光共聚焦扫描检测 309 

激光光斑尺寸决定。 由于f-θ 物镜的衍射效应，准直

后光束直径为 D 的激光聚焦在生物芯片表面的艾

里斑半径 γ。为

γ。=1. 22f(YD) (2) 
λ 为激光波长，光学分辨率要达到 5μn，必须使

γ。剖川。 图 4 为 D明阳、=5mm 时扫描获得的分辨

率图(图上数值表示黑线的实际宽度，单位为~)，扫

描步长为 5μm，可以看出本系统的光学分辨率可以

达到 5μn。

图 4 分辨率图像(绿激光直径 5mm，扫描步长 5μn)

Fig.4 Resolution ima伊 obtained when green laser 

diameter is 5 mm and 址le scaruùng step is 5μn 

4.3 检测灵敏度

生物芯片扫描仪系统的背景与噪声决定了检测

灵敏度。

背景 B 正比于 PMT 前共焦小孔的直径，该小

孔直径越小，背景就越小，然而 PMT 能收集的荧光

信号也会随之下降，因此要选择一个最优的共焦小

孔尺寸l坷，本系统的共焦小孔直径为 200 阳。背景 B

还与系统的杂散光、荧光滤色片性能有关，要尽量消

除杂散光，同时选择高性能的荧光窄带滤色片。

噪声N则主要包括 PMT 的暗电流噪声与散粒

噪声，应该选择暗电流很小的 PMT，散粒噪声则由

人射到 PMT 的总光子数决定，为 PMT 探测总光强

的平方根，总体来说，信噪比随信号 S 的增大而增

大。 PMT 的后续处理电路也必须精心设计，使其输

出噪声最小。

用荧光定标片对扫描仪的探测灵敏度及动态范
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图 5 探测灵敏度及动态范围测试图像

Fig.5 Evaluation image of detection linùt and d，严1缸nic

range of our microarray scanner 

围进行评定，结果如图 5 所示。

准确探测荧光强度的下限是 SNR=3，此时能探

测到的荧光分子数定义为本系统的探测灵敏度。 图

5 中竖线所在列的荧光图像其 SNR 大约为 3，此列

荧光浓度为 1 fluor/问时，因此本扫描仪的探测灵敏

度为 1 fluor/μm20 
本扫描仪选择的光电倍增管为 H7712 型，其输

出信号经 16 位模数转换器转换后送入计算机，由计

算机重建扫描图像，图 6 为本系统扫描获得的部分

蛋白芯片图像，其信噪比最高可达 1030

图 6 蛋白芯片图像(扫描分辨率 10 !lffi) 

Fig.6 Protein microarray image obtained (scaruùng 

resolution is 10μn) 

5 小结
激光共聚焦扫描检测系统已经应用于生物芯片

的荧光检测，它的最大优点在于以振镜的旋转摆动及

f-8 物镜取代了常规的直线电机扫描装置，具有扫描

速度快、运转平稳、震动噪声小等优点。然而，由于要

获得大尺寸的均匀扫描视场(22 mm)，使得f-8 物镜

必须设计成长焦距系统σ~36mm)，从而导致数值孔

径较小(NA=0.3)，荧光收集效率较低，系统的探测灵

敏度不够高，这是本系统以后需要改进的地方。 本系

统用一个 PMT分时检测 cy3 与 cy5 的荧光信号，消

除了两种信号之间的串扰。
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