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非共轴激光共焦显微技术的研究现状与展望

沙定国　江　琴　赵维谦　邱丽荣
（北京理工大学光电学院，北京１０００８１）

摘要　非共轴激光共焦显微技术是近年来激光共焦显微成像领域发展起来的一种新型成像方法。该成像方法将

被测样品与照明光轴成一定角度放置，使得照明光轴与采集光轴形成一定的夹角，减小系统合成焦体体积、提高轴

向分辨力。与传统的共焦显微技术相比，该方法可以有效兼顾激光共焦显微系统的轴向分辨力、工作距和视场大

小。介绍了非共轴激光共焦显微技术的成像原理，详述了共焦ｔｈｅｔａ显微技术和双轴共焦显微技术这两种典型的

非共轴激光共焦显微技术的研究现状和发展趋势，简述了在双轴共焦显微技术领域的研究设想。
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１　引　　言

提高分辨力一直是激光共焦显微技术研究领域

的永恒课题。由于衍射现象的限制，依靠增大物镜

的数值孔径（ＮＡ）和减小光源波长提高分辨力的方

法局限性很大，远不能满足日益增长的高精密成像

和测量对分辨力的要求。此外，随着航天技术、空间

生物技术等领域的发展，对仪器的小型化要求也日

趋迫切。针对于此，国内外学者做了许多努力［１～９］。

近年来发展起来的非共轴激光共焦显微技术首次通

过改进共焦显微技术的光路结构达到了提高轴向分

辨力的目的，且具有大工作距离、大视场和易于小型

化等优势。目前，非共轴激光共焦显微技术主要包

含共焦ｔｈｅｔａ显微技术和双轴共焦显微技术两个典

型的研究方向，国外大多还处于原理性研究阶

段［１０～１８］，仅小部分进入仪器化研究阶段［１９～３１］，且主

要应用方向集中在生物医学领域，而国内的相关研

究尚未起步。无论是从提高轴向分辨力、增大工作

距离的角度出发还是从易于小型化的角度考虑，非

共轴激光共焦显微技术都能很好地满足现有高精密

成像与测量对仪器的要求，具有良好的发展潜力。
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本文介绍了非共轴激光共焦显微技术的研究现状，

并展望其未来的发展趋势。

２　基本原理

非共轴激光共焦显微技术的基本原理［１０，１１］是

将共焦显微系统中被测样品与照明光轴成一定角度

放置，使得照明光轴与采集光轴形成一定的夹角，如

图１所示。由于激光共焦显微系统的点扩散函数

（ＰＳＦ）是照明ＰＳＦ与采集ＰＳＦ的乘积，因此当两个

光轴不共轴时，两个点扩散函数会相互制约，重叠部

分明显减小，使得系统的合成焦体体积减小。焦体

越小，显微系统就能观察被测样品的更精细结构的

信息，从而达到提高共焦系统轴向分辨力的目

的［１０］。理论上当两个光轴正交时，系统的合成焦体

体积最小，可形成一个近乎球形的焦体。

图１ 成一定角度放置的两个物镜的ＰＳＦｓ

Ｆｉｇ．１ ＰＳＦｓｏｆｔｈｅｔｗｏａｎｇｌｅｄｌｅｎｓｅｓ

３　研究现状

３．１　共焦ｔｈｅｔａ显微技术

１９９４年，Ｅ．Ｈ．Ｋ．Ｓｔｅｌｚｅｒ等
［１０，１２］提出了一种

新的共焦ｔｈｅｔａ显微技术，将照明光轴和采集光轴

正交放置，首次对激光共焦显微技术在光路结构上

进行了改进。该技术使得系统的ＰＳＦ在轴向和横

向上的尺寸变成相近，但牺牲了横向分辨力。比如，

物镜犖犃＝０．９４的共焦ｔｈｅｔａ双光子荧光显微镜的

焦体体积为５１×１０６ｎｍ３，轴向分辨力为２３０ｎｍ，狓

方向的横向分辨力为２９０ｎｍ。与同等条件下的共焦

荧光显微镜相比，该技术的焦体体积缩小至原体积的

４５％，轴向分辨力提高了３．５倍，横向分辨力降低了

５３％。通过对包括传统显微镜、共焦显微镜、４Ｐｉ共焦

显微镜和共焦ｔｈｅｔａ显微镜在内的各种显微镜的轴向

分辨力和焦体体积进行比较［１０］，发现共焦ｔｈｅｔａ显微

系统对轴向分辨力的提高程度最大。

随后Ｓ．Ｌｉｎｄｅ等
［１３］提出了一种三物镜共焦

ｔｈｅｔａ显微技术，如图２所示。该技术通过三个水浸

物镜从三个方向对样品进行照明／探测，观察过程中

无需移动或旋转样品，解决了传统显微镜在观察过

程中需要移动样品而带来像差以及成像图像重叠等

问题。

图２ 三物镜共焦ｔｈｅｔａ显微镜

Ｆｉｇ．２ Ｃｏｎｆｏｃａｌｔｈｅｔａｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｗｉｔｈｔｈｒｅｅ

ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｌｅｎｓｅｓ

２００１年，Ｏ．Ｈａｅｂｅｒｌé等
［１４］提出了一种多物镜

共焦ｔｈｅｔａ显微技术，其融合４Ｐｉ共焦显微技术和共

焦ｔｈｅｔａ显微技术，利用四个物镜照明、两个物镜探

测。该技术通过长工作距离的犖犃＝０．８的水浸物

镜理论上可产生近１００ｎｍ的三维分辨力，但该研

究未给出实际实验系统。

图３ ＳＬＴＭ的照明与探测光路细节图

Ｆｉｇ．３ Ｄｅｔａｉｌｓｏｆｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｌｉｇｈｔｐａｔｈｓｉｎＳＬＴＭ

上述共焦ｔｈｅｔａ显微系统均使用两个或两个以

上的物镜来构建独立的照明光路和采集光路，这种

结构使得光学器件的数量翻倍，增加了光路调整的

复杂程度。为此，Ｊ．Ｓｗｏｇｅｒ等
［１５］提出了一种单物

镜共焦ｔｈｅｔａ显微系统（ＳＬＴＭ），该系统采用单一显

微物镜，在物镜及其焦面之间放置一个反射镜单元，

偏转入射光和出射光，使得采集光轴和照明光轴形

成正交，如图３所示。此后，他们又在该系统中引入

光纤，可根据不同需求更换光纤，从而可使用不同波

长的激光光源进行工作，如图４所示。该技术的缺

８５１１
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陷是工作距离比双物镜的共焦ｔｈｅｔａ显微系统的

短，限制了可测试样品的种类。

图４ 光纤耦合单物镜ｔｈｅｔａ显微镜光路图

Ｆｉｇ．４ Ｌｉｇｈｔｐａｔｈｏｆｃｏｎｆｏｃａｌｆｉｂｅｒｃｏｕｐｌｅｄ

ｓｉｎｇｌｅｌｅｎｓｔｈｅｔａｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

此后，Ｍ．Ｒａｊａｄｈｙａｋｓｈａ等
［１６～１８］提出了一种单

物镜的共焦ｔｈｅｔａ线扫描显微技术，如图５所示。

该技术引入了分区光瞳结构和基于线性ＣＣＤ探测

器阵列的线性扫描技术，大大简化了光路的调整难

度，使得系统只有７个主要光学元件。实验系统使

用８３０ｎｍ的近红外光源，分区光瞳物镜犖犃＝０．８，

光学层析能力可达１～１０μｍ，横向分辨力１～

２μｍ，视场０．５～１．０ｍｍ。该系统只适用于带有轻

微散射和像差的人体表皮或上皮成像。由于线扫描

的对比度较之点扫描下降得很快，因此该系统不适

合用于高散射样品。

图５ 共焦ｔｈｅｔａ线扫描显微镜的光路设计

Ｆｉｇ．５ Ｏｐｔｉｃａｌｄｅｓｉｇｎｏｆｃｏｎｆｏｃａｌｔｈｅｔａ

ｌｉｎｅｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

３．２　双轴共焦显微技术

１９９９年美国 Ｗｅｌｌｍａｎ光子医学实验室的Ｒ．Ｈ．

Ｗｅｂｂ等
［１１］设计了一种基于非共轴共焦显微技术基

本原理的新型显微系统，与共焦ｔｈｅｔａ显微系统的主

要区别在于其所使用物镜的数值孔径相对较小，且两

光轴夹角均小于９０°。该系统实验光路的工作距离可

达２０ｍｍ，非常适合用于活体细胞学领域。

２００３年Ｔ．Ｄ．Ｗａｎｇ等
［１９］首次提出了双轴共

焦显微镜这一名称，设计了一种新型共焦显微系统。

该系统将两个独立的低数值孔径物镜（ＦＬ１ 和ＦＬ２）

分别用于照明光路和采集光路，令两光路的光轴与

系统中心轴线夹角为θ（如图６所示）。该实验系统

基于半峰全宽（ＦＷＨＭ）的横向和轴向分辨力可分

别达１．３和２．１μｍ。利用该系统采集散射介质的

图像，具有高横向和轴向分辨力、大工作距离、大视

场以及散射噪声少的优点。

图６ 双轴共焦显微系统示意图

Ｆｉｇ．６ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｄｕａｌａｘｅｓｃｏｎｆｏｃａｌ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｓｙｓｔｅｍ

图７ 后置扫描双轴共焦显微系统成像示意图

Ｆｉｇ．７ ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｄｕａｌａｘｅｓｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

ｗｉｔｈｐｏｓｔｓｃａｎｎｉｎｇ

此后，该研究小组在双轴共焦显微系统中引入

后置扫描和低相干外差检波技术［２０～２３］，光路原理如

图７所示。低相干外差检波技术可提高系统的动态

范围，使其超过７０ｄＢ。后置扫描结构是在物镜与

样品之间放置一个扫描反射镜（ＳＭ），用来控制光束

进行扫描。由于该系统中光束扫描不是通过物镜扫

描来实现的，因此其物镜可以使用简单的、易于小型

化的低数值孔径物镜，而不会在光束扫描过程中引

入像差等不良影响。而传统的单轴共焦显微镜的工

作距离通常较短，很难使用后置扫描方式。最终实
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验系统的分辨力可达４～５μｍ，可探测样品组织深

度达６１０μｍ。后置扫描方式可以提供６１０μｍ×

６４０μｍ的大视场。光路系统通过优化设计，不需要

加入低相干光栅即可有效地防止焦外散射光进入测

量光路。

２００５年，ＨｙｅｊｕｎＲａ等
［２４］研究了可用于双轴共

焦显微系统的高分辨力微机电系统（ＭＥＭＳ）扫描

器，随后Ｌｉｕ等
［２５～２７］将光纤以及 ＭＥＭＳ器件引入

双轴 共 焦 显 微 系 统。在 上 述 基 础 上，Ｍ．Ｊ．

Ｍａｎｄｅｌｌａ等
［２８，２９］开始研究用于内窥镜的小型双轴

共焦显微镜，对其光路进行了紧凑化的设计，光路原

理如图８所示。该系统引入了一个抛物面反射镜作

为照明和采集物镜，可保证任意两个平行的准直光

束入射到反射镜之后都可以在其焦点相交。该抛物

面反射镜中心开孔，可以放置用于折射率匹配的半

球镜，辅助减小各种像差。一个定制的二维 ＭＥＭＳ

扫描反射镜用以控制光束对样品进行扫描。

图８ 双轴共焦显微镜光路原理图

Ｆｉｇ．８ Ｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｄｕａｌａｘｅｓｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

斯坦福大学的研究小组最终制成两种规格的双

轴共焦探针［２９～３１］，如图９所示，封装直径分别为１０

和５ｍｍ，对非活体和活体成像均适用。探针可探

测的组织深度可达３００μｍ，最大视场为８００μｍ×

４５０μｍ，最高图像获取速度为５ｆｒａｍｅ／ｓ，横向和轴

向分辨力分别为５和７μｍ。

图９ 手持双轴共焦显微镜

Ｆｉｇ．９ Ｈａｎｄｈｅｌｄｄｕａｌａｘｅｓｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｓ

４　超分辨双轴差动共焦显微技术

根据非共轴激光共焦显微技术的特点，双轴共

焦显微技术在实际应用中有着明显的优势。但是双

轴共焦显微技术轴向分辨力的提高是以牺牲部分横

向分辨力为代价的，且其单一探测器的设计不利于

消除光源的光强漂移和探测器的电子漂移等共模噪

声，不具备绝对位置瞄准和双极性跟踪等能力。为

此，我们提出了一种新的超分辨双轴差动共焦显微

技术，融合现有的光瞳滤波技术［１～９］、差动处理技术

等［３２～３４］，弥补了现有双轴共焦显微技术在横向分辨

力上的不足，同时进一步提高其轴向分辨力，并改善

了抗干扰能力和线性范围，具备绝对位置瞄准和双

极性跟踪等能力。系统光路示意图如图１０所示。

图１０ 超分辨双轴差动共焦显微系统框图

Ｆｉｇ．１０ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｓｕｐｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎｄｕａｌａｘｅａｌ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

５　结　　论

非共轴激光共焦显微技术主要有共焦ｔｈｅｔａ显

微技术和双轴共焦显微技术两个典型的研究方向，

其主要优势包括轴向分辨力高、杂散光抑制能力强、

探测灵敏度高、动态范围大，尤其适用于高散射率的

生物样品检测领域。共焦ｔｈｅｔａ显微技术通常选用

较高数值孔径物镜，分辨力相对较高，但相对工作距

离较小。与共焦ｔｈｅｔａ显微技术相比，双轴共焦显

微技术采用了较低数值孔径物镜，相对工作距离较

大，达到的分辨力足以满足生物活体成像领域的测

量要求。同时双轴共焦显微技术结合光纤技术和

ＭＥＭＳ技术后，结构日趋紧凑和简单，易于小型化

和便携化。

非共轴激光共焦显微技术的横向分辨力较低，

现有的轴向分辨力还不能完全满足测试需求，且在

消除光源的光强漂移和探测器的电子漂移等共模噪

声方面存在缺陷，并且不具备绝对位置瞄准和双极

性跟踪等能力。因此，弥补上述缺陷，进一步完善该
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技术成像特性，且实现系统仪器化和小型化是该技

术今后发展的方向。
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