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摘要　提出一种具有快速层析成像以及光谱分辨功能的多光子激发荧光显微技术。采用微透镜阵列产生激发光

点阵，利用线扫描方式扫描阵列点，对样品进行多线并行多光子激发，利用棱镜色散荧光信号，同时，利用面阵ＣＣＤ

并行记录光谱分辨的多线荧光信号。采用４×４的微透镜阵列，仅需要记录１２８幅图像，即可重构５１２ｐｉｘｅｌ×

５１２ｐｉｘｅｌ的光谱分辨荧光显微图像。对多色荧光珠、染色铃兰根茎以及花粉颗粒等样品进行实验，得到样品的双光

子激发荧光光谱分辨图像，光谱测量范围为４５０～７００ｎｍ，光谱分辨率为３ｎｍ。
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１　引　　言

多光子激发荧光显微技术利用近红外激光

（７００～１０００ｎｍ）对样品进行非线性激发，不需要共焦

针孔即可获得样品的三维图像。与采用蓝紫光的单

光子激发荧光显微技术相比，多光子激发减少了激发

光的散射，提高了成像深度，有效减小了光漂白和光
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损伤，可以对生物样品进行实时在体监测，是目前广

泛应用的激光扫描共焦显微技术的重要补充［１～８］。

为提高成像速度和光能利用率，发展了基于声光扫描

技术的双光子激发显微技术［９，１０］、线扫描双光子激发

显微技术［１１，１２］和多焦点多光子显微（ＭＭＭ）技术
［１３］。

线扫描双光子激发显微技术的激发效率低，需要提供

更高功率的激发光，更重要的是，由于采用线激发，各

光点间彼此干扰，导致空间分辨率低。ＭＭＭ技术的

空间分辨率类似于单光束的双光子激发荧光显微技

术，但由于采用多路并行激发，显著提高了光能利用

率以及成像速度。在阵列点间距大于７λ（λ为激发光

波长）时，阵列点间不存在激发光的串扰，而且阵列点

数越多成像速度越快，成像速度可达到视频级，是研

究细胞和组织等的重要工具［１４～１６］。

然而，目前所报道的 ＭＭＭ 技术仅能对荧光强

度成像。我们前期报道了一种具有同时时间和光谱

分辨功能的 ＭＭＭ（ＳＴＳＲＭＭＭ）技术
［１７］，但要获

得样品二维或三维空间的光谱和寿命信息，必须用

阵列点对样品进行步进扫描，成像速度慢。而实际

上，在许多应用场合，如多色标记测量［１８］、荧光共振

能量转移（ＦＲＥＴ）
［１９］和荧光比率成像［２０］等，仅需要

快速获取样品的光谱信息。针对这种情况，本文提

出并研究了一种光谱分辨多焦点多光子显微（ＳＲ

ＭＭＭ）技术，利用微透镜阵列将样品分成多个子区

域，采用棱镜对样品所发出的荧光进行光谱色散，结

合二维振镜特殊的扫描模式，实现样品的并行多线

激发。

２　实验装置

光谱分辨多焦点多光子显微系统的工作原理如

图１所示，该系统主要由钛宝石锁模飞秒激光器

（Ｃｏｈｅｒｅｎｔ，Ｍｉｒａ９００Ｆ）、倒置荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ，

ＴＥ２０００Ｕ）、分光棱镜（材料 Ｋ９玻璃，顶角６０°）、微

透镜阵列 （ＳＵＳＳ ＭｉｃｒｏＯｐｔｉｃｓ）、ＣＣＤ 相机 （ＰＩ，

ＣｏｏｌｓｎａｐＥＺ）和计算机等组成。飞秒激光器输出光

脉冲的重复频率为７６ＭＨｚ，功率约８００ｍＷ。微透

镜阵列的大小为１０ｍｍ×１０ｍｍ，子透镜直径为

１．０３ｍｍ，焦距２４ｍｍ。飞秒激光脉冲经扩束和整

形后，照射到微透镜阵列上，形成多路子光束，在微

透镜像方焦平面束腰处，也就是图１中虚线所示位

置的大小约为４μｍ。经光学耦合系统和倒置显微

镜在样品上形成４×４的紧聚焦点阵，用于样品的双

光子激发。每个阵列点的光功率约为５ｍＷ。光学

耦合系统将微透镜产生的点阵成像到样品上，通过

改变耦合系统的参数可以改变阵列点数以及激发点

之间的距离。

图１ ＳＲＭＭＭ成像装置示意图

Ｆｉｇ．１ ＳｃｈｅｍａｔｉｃｏｆＳＲＭＭＭｓｙｓｔｅｍ

　　扫描振镜（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，６２１０ＨＢ）沿阵列点的列

方向以５００Ｈｚ的速率快速扫描，对于４×４激发点

阵，在样品上产生４条阵列线，用于对样品的并行多

光子激发。虽然在这４条扫描线上，每一条线上都

由４个点扫描而成，但由于每条线上相邻的光点不

是同时到达样品，所以有效地抑制了激发光点之间

的信号串扰，有利于提高空间分辨率和信噪比。对

于每一点来讲，最大扫描角度减小到原来的１／４，提

高了扫描速度。４条扫描线所发出的荧光信号经棱

镜色散后由ＣＣＤ相机记录。为了获得样品的二维

图像，采用扫描样品台的方法，振镜每扫描完一个周

期，ＣＣＤ记录一幅多光谱分辨图像，然后样品台沿

１４２１
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阵列点的行方向移动一步。扫描振镜和ＣＣＤ重复

上述过程，获得一系列多光谱分辨图像，最后通过图

像重构，可以获得样品的光谱分辨荧光显微图像。

３　结果与讨论

利用质量分数为１０％的荧光素ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ２７溶

液对ＳＲＭＭＭ系统进行了原理实验。没有扫描时，

点阵光激发的染料溶液光谱分辨图像如图２（ａ）所示，

图中横坐标为光谱方向，不同像素对应不同的波长，

纵坐标为空间位置。当扫描振镜沿阵列点的列方向

扫描时，ＣＣＤ记录到的荧光染料溶液中４条激发线的

光谱分辨图像如图２（ｂ）所示。样品台每移动一步，

ＣＣＤ记录一幅图像，扫描完整个样品后，获得一系列

荧光染料溶液的光谱分辨图像，如图２（ｃ）所示。采用

图像重构算法，对所获得的多线多光子激发光谱分辨

图像序列进行处理，即将采集图像按照采集顺序进行

重构图像的像素对应排序，从而可获得荧光染料样品

的全光谱强度图像，如图２（ｄ）所示。实验过程中，需

要仔细调整振镜扫描角度，保证阵列点间扫描区域刚

好对接，既没有漏扫，也没有重叠。

图２ ＳＲＭＭＭ成像过程及图像重构

Ｆｉｇ．２ ＳＲＭＭＭｉｍａｇｅａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓａｎｄｉｍａｇｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

　　采用多个波长已知的激光束对ＳＲＭＭＭ系统

的光谱分辨率进行了标定。把波长为４５８，４７６，

４８８，５１４，５３２和６３２．８ｎｍ的激光引入图１所示的

实验装置，测量其在ＣＣＤ上所对应的像素位置，并

通过

狔＝犃＋犅１狓＋犅２狓
２
＋犅３狓

３ （１）

给出的三阶多项式拟合来标定光谱分布，式中犃，

犅１，犅２，犅３ 为拟合系数。

由于系统采用４×４点阵激发，振镜沿垂直方向

快速扫描，而光谱方向为水平方向，因此在光谱标定

时可以得到４列谱线，对这些谱线沿水平方向拟合

所得到的结果如图３所示，光谱分辨率约为３ｎｍ。

图３ 阵列点的光谱标定结果

Ｆｉｇ．３ Ｓｐｅｃｔｒａｌｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｃｉｔａｔｉｏｎａｒｒａｙ

　　用直径约为３μｍ，发射中心波长分别为５１５，

５６７和６４５ｎｍ的多色荧光珠的混合溶液对系统的

光谱分辨以及成像功能做了进一步的测试。振镜的

扫描频率为５００Ｈｚ，根据样品发射荧光的强度，将

ＣＣＤ的曝光时间设定为８００ｍｓ。样品台的步进长

度为１μｍ，扫完一个子区域所需的总的步数为４４，

由４×４阵列点产生的整个探测区域为１７６μｍ ×

１７６μｍ。图４（ａ）为ＣＣＤ所记录的一系列光谱分辨

原始图像，该图像的水平方向为光谱信息，垂直方向

为位置信息。图４（ｂ）为对所采集的序列图像重构

后所得到的荧光珠的光谱分辨图像，图４（ｃ）为

图４（ｂ）中圆圈所标记区域的光谱曲线。图４（ｃ）中

的小图为圆圈中三种荧光珠各自的荧光光谱。
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图４ 多色荧光珠的实验结果

Ｆｉｇ．４ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｕｌｔｉｃｏｌｏｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｂｅａｄｓ

　　最后，利用ＳＲＭＭＭ系统，对两种植物样品进

行了实验，振镜扫描的频率为５００Ｈｚ，ＣＣＤ的曝光时

间为３００ｍｓ，样品台的步进长度为１μｍ，扫描总步数

为４４，成像区域为１７６μｍ×１７６μｍ。图５所示为染

色的铃兰根茎样片多光谱分辨荧光图像，对应的中心

波长分别为５７０，５９５和６５０ｎｍ。

图５ 铃兰根茎样片的光谱分辨多光子激发荧光显微图像

Ｆｉｇ．５ ＳｐｅｃｔｒａｌｌｙｒｅｓｏｌｖｅｄｍｕｌｔｉｐｈｏｔｏｎｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅｓｏｆａＬｉｌｙｓａｍｐｌｅｓｌｉｄｅ

　　图６所示是花粉颗粒的自体荧光成像结果。

图６（ａ）是样品的双光子激发自体荧光显微图像，

图６（ｂ）是图６（ａ）中圆圈区域内的荧光光谱。实验

中，每幅原始图像的采集时间为０．５ｓ，因此在２２ｓ

内即可获得样品在４５０～７００ｎｍ范围内的全部光

谱信息。

图６ 花粉颗粒自体荧光显微图像（ａ）及光谱曲线（ｂ）

Ｆｉｇ．６ Ａｕｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅｏｆｐｏｌｌｅｎｇｒａｉｎｓａｍｐｌｅ（ａ）ａｎｄｔｈｅｓｐｅｃｔｒｕｍ（ｂ）

４　结　　论

本文的研究目标是为多色标记成像、ＦＲＥＴ以

及荧光比率测量等生物学研究，发展一种能够快速

获取样品三维空间光谱信息的多光子激发荧光显微

测量和成像技术。所研究的ＳＲＭＭＭ技术采用棱

镜分光，可获得样品的连续谱，结合拟合算法，比采

用干涉滤光片分光更有利于解决光谱重叠问题。

ＳＲＭＭＭ 利用多个扫描线对样品并行激发，成像

速度快。另外，由于每条扫描线中相邻点之间存在

时间延迟，从而消除了常用柱透镜聚焦时产生的线

光源相邻点间的干扰，提高了成像对比度和空间分

辨率。由于采用振镜扫描时，存在转折静止点，限制
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了扫描速度，如果采用多面体转镜，将大幅提高扫描

速度。另外，在本系统中采用了普通的ＣＣＤ相机，

灵敏度低，为了记录到足够强的荧光信号，增加了曝

光时间。在以后的工作中，采用高灵敏度的快速

ＣＣＤ相机，可大幅度提高成像速度，结合高发光效

率的荧光分子，能够实现视频级的多光谱分辨

ＭＭＭ成像。在本实验中，样品上激发光斑的大小

和相邻点之间的间距分别为０．６３和４４μｍ，通过优

化光路设计，光学分辨率可进一步提高。
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