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“细胞工厂”显微监测装置的光学设计
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摘要　基于目前国内对于细胞工厂（１～４０层培养皿）监测观察方法的局限性，为了方便观察，节省时间，提高工作

效率，设计出一款用于监测“细胞工厂”中培养细胞的长工作距离的视频显微物镜。设计利用卡塞格林反射系统，

放大倍率为５×，工作距离８５ｍｍ，数值孔径（ＮＡ）达到０．３，根据培养皿中的细胞大小，经过计算，运用ＺＥＭＡＸ软

件进行模拟，配以维视图像生产的 ＭＶ２００ＵＣ１／３″电荷耦合器件（ＣＣＤ）进行观察，接以视频显示器二次放大，总放

大倍率犕 在２００倍左右，系统分辨的最小距离在１．１μｍ左右，满足分辨培养皿细胞的要求。
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１　引　　言

为适应医药工业比如疫苗、单克隆抗体、细胞治

疗等生产企业大规模细胞培养需要，近２０年来，我

国“细胞工厂”培养技术迅速发展。“细胞工厂”是

１～４０层细胞培养装置，这就需要生产企业对１～４０

层培养皿中细胞进行实时监测。如何用光学系统观

察到每一层细胞的大小和生长过程，是本课题研究

的重点。

目前国内对于细胞工厂监测观察的方法主要是，

利用传统倒置显微镜直接观察到底部细胞的生长情

况，只适用于检查细胞层的均匀度。这种方法存在很

大局限性，只适合于转瓶培养。不能实时监测多层培

养皿内的细胞生长状况，只能监测单层培养皿。倒置

显微镜工作距离很短，只有几毫米左右，观察１～４０

层培养皿极其浪费时间与精力。所以为了方便观察，

节省时间，提高工作效率，需要一种高分辨率的“细胞

工厂”显微光学系统，斜置固定，通过机械上下移动距

离直接对多层的细胞工厂进行观测。

１０１６００２１
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国内不能实时监测多层培养皿内的细胞生长状

况，只能监测单层培养皿。对于细胞工厂多层细胞

培养皿进行实时快速、自动化的显微监测装置及技

术，目前国内没有相关产品及报道。国外只有日本

Ｔａｉｔｅｃ公司生产的“细胞工厂”显微监测仪，价格极

其昂贵，单价在２００万左右，国内疫苗企业就有近百

家，而每个疫苗企业需要几台到几十台同时观察，国

内医药企业难以承受。基于国内现状，需求量大，所

以本文设计一款便于市场化，低成本，结构简单，且

达到企业要求的高分辨率，高性价比的“细胞工厂”

显微监测装置，填补国内技术空白，保障医药行业质

量监控，具有很大的市场前景与竞争力。

２　设计思路与原理

研究了用于观测“细胞工厂”的显微监测装置的

光学系统，放大倍率为５×，配合电荷耦合器件

（ＣＣＤ）接显示器二次放大，总放大倍率犕 在２００倍

左右，满足有效放大倍率的要求，从而达到看清和分

辨微小实物（如细胞）的目的，为了能分清单位视场

内的大量细胞，放大倍率不宜做的过大。

图１长工作距视频显微镜观测“细胞工厂”的

原理。

图１ 系统观测原理

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｓｙｓｔｅｍｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ

“细胞工厂”每层尺寸参数长宽高分别是：

３３５ｍｍ×２０５ｍｍ×１７ｍｍ。因为每层培养皿中细

胞的培养方式，生长过程与状态是一样的，所以在检

测中，为了提高工作效率，如图１所示，看清每层培

养皿底部的部分区域即可，工作距离不用做得过长。

“细胞工厂”显微监测装置不仅仅是需要长工作

距离，更需要系统具有高分辨率。根据瑞利判据，由

正弦条件可知，显微镜的分辨率公式：σ＝
０．６１λ
犖犃

，σ

为系统能分辨的最小距离，数值孔径犖犃 ＝狀ｓｉｎμ，

显微镜的分辨率主要取决于数值孔径（ＮＡ），想要

获得高分辨率，就要提高数值孔径，使物方孔径角足

够大。所以设计部分选择传统的卡塞格林系统。

传统的卡塞格林光学系统属于反射式系统，没

图２ 传统的卡塞格林系统

Ｆｉｇ．２ ＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣａｓｓｅｇｒａｉｎｓｙｓｔｅｍ

有色差，为了得到大数值孔径，口径可以做得足够

大，尽可能接收多的能量。从消除像差的角度上看，

显微物镜系统属于小像差系统，卡式系统可以在减

少光学元件个数的同时消除球差，系统像差较容易

校正［１］。

卡式系统次镜通常都是利用三角支架来固定，

这就大大增大了机械结构的复杂性，所以在设计中

利用平行平板与次镜进行胶合，通过公差分析，满足

光学零件所允许的平行与倾斜偏心公差即可，从而

简化了机械结构，方便加工装调。

折反射型物镜的孔径中心有遮拦，设此系统的

中心遮拦比为γ，轴向光束在主镜的光线高度为犺１，

在次镜的光线高度为犺２，则遮拦比定义为

γ＝
犺１
犺２
． （１）

　　光学系统中次镜的存在，就一定会形成中心遮

拦，还会产生衍射效应，影响成像质量。而中心遮拦

对调制传递函数（ＭＴＦ）也是有影响的。所以要设

置中心遮拦比，以获得较好像质。

３　系统参数与设计指标

选用维视图像生产的 ＭＶ—ＵＣ２００型高分辨

率工业数字相机，最高分辨率是 １２８０ｐｉｘｅｌ×

９６０ｐｉｘｅｌ，像元尺寸为３．７５μｍ，由此可计算出光学

系统的相关参数：

１）对角线长度即像高：

２犺＝３．７５× １２８０２＋９６０槡
２
＝６ｍｍ． （２）

　 　２） 系 统 ＭＴＦ 的 截 止 频 率： 由 公 式

犖 ＝
１０００

２×犪
（犖 为极限分辨率，犪为像元尺寸），可知

截止频率为

１０００

２×３．７５
＝１３３ｌｐ／ｍｍ． （３）

　　３）一般显微物镜只能有很小的视场，因为视场

１０１６００２２
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一增大，视场边缘部分的像质就会急剧变化。通常，

当线视场２狔不超过物镜焦距的１／２０时，成像质量

是满意的，即

２狔≤
犳′１
２０
． （４）

　　设计所选取的是１／３″ＣＣＤ，根据（４）式要求，线

视场狔＝０．６，系统焦距为６０ｍｍ，满足上述条件。

一款镜头的 ＭＴＦ曲线值通常低频表示画面轮

廓，中频表示画面层次，高频表示画面细节，在０．６

线视场，对高频和中频有所要求，ＭＴＦ值在中频

６６ｌｐ／ｍｍ大于０．５，在高频１３３ｌｐ／ｍｍ时大于０．３，

尽量接近衍射极限。

表１ 系统设计参数

Ｔａｂｌｅ１　Ｓｙｓｔｅｍｄｅｓｉｇｎｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ Ｖａｌｕｅ

Ｗｏｒｋｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅ ８５ｍｍ

Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ β＝５×

Ｆｏｃａｌｌｅｎｇｔｈ ６０ｍｍ

Ｎｕｍｅｒｉｃａｌａｐｅｒｔｕｒｅ 犖犃＝０．３

Ｍａｔｔｅｒｏｆｈｉｇｈ ２狔＝１．２ｍｍ

Ｄｅｔｅｃｔｏｒｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ １２８０ｐｉｘｅｌ×９６０ｐｉｘｅｌ

Ｐｉｘｅｌｓｉｚｅ ３．７５μｍ×３．７５μｍ

４　初始结构的选取

光学系统分为两部分，前半部分为常见的显微

物镜结构形式，后半部分为传统卡塞格林系统，根据

要求的物镜放大倍率β与数值孔径的大小来选取初

始结构。

低倍消色差物镜，倍率大约为３×～６×，数值

孔径为０．１～０．１５，对应的相对孔径约为１／４，采用

简单的双胶合即可，但其数值孔径不够大，与设计目

的不符。中倍“李斯特”型消色差物镜，数值孔径在

０．２～０．３，为了减少高级球差，一般采取两个双胶合

透镜组［２］。如图３所示。

图３ “李斯特”型显微物镜

Ｆｉｇ．３ “Ｌｉｓｚｔ”ｔｙｐｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｏｂｊｅｃｔｉｖｅ

为了便于像差校正，以“李斯特”型显微物镜的

两组双胶合的中心为对称轴，类似于对称式结构，可

以减小垂轴像差，即彗差、畸变、垂轴色差。同时，第

一组负光焦度胶合透镜弯向光阑，有利于校正像

散［３－７］。

每个双胶合组分别消色差，这样可同时校正轴向

色差与垂轴色差，即需满足光焦度方程，消色差方程

Φ１＋Φ２ ＝Φ， （５）

Φ１
狏１
＋
Φ２
狏２
＝０． （６）

　　虽然数值孔径越大，分辨率越高，但考虑到工作

距离长，导致透镜的尺寸过大，提高了加工成本。随

着数值孔径的增大，景深也随之减小等影响。根据

显微镜的分辨率公式σ＝
０．６１λ
犖犃

，在数值孔径犖犃＝

０．３时，分辨的最小距离为１．１μｍ，配合显示器组

合放大，总放大倍率 犕 为２００×，足以分辨与看清

“细胞工厂”中的细胞，所以数值孔径不宜再增大。

所以系统前部分结构采取“李斯特”型物镜设计，配

合卡塞格林系统，最终结构确定。系统采用的材料

光学性能优良，通过镀膜、图像处理等手段能达到预

期的画面效果，并且随外界环境的变化不大，比较稳

定，加工成型后成本较低，易于量产。

图４ 初始结构图

Ｆｉｇ．４ Ｉｎｉｔｉａｌｓｔｒｃｔｕｒｅ

图５ 初始结构的 ＭＴＦ曲线

Ｆｉｇ．５ ＭＴＦｃｕｒｖｅｓｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
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５　像差分析及校正

在初始结构已经确定，基本结构满足的前提下，

观察图６，７系统的 ＭＴＦ曲线与点列图，显然与最

终的要求不符。所以再进行优化，并对初级像差进

行分析［４－６］。根据显微物镜视场小，相对孔径不大

等特点，应保证其轴上点和近轴物点有很好的成像

质量。所以在像差校正时，对应的像高狔′二次方以

上的像差如像散、场曲、畸变等及高级像差（孔径角、

视场越大，像散现象越明显）一般不专门考虑，着重

考虑球差、彗差、位置色差等。同时，尽量将像散、场

曲和畸变降到最小。

图６ 初始结构的点列图

Ｆｉｇ．６ Ｓｐｏｔｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

图７ 塞德尔图

Ｆｉｇ．７ Ｓｅｉｄｅｌｄｉａｇｒａｍ

整个系统的像差校正，是在前后组透镜分别校

正像差的基础上再进行综合平衡。两个双胶合镜组

光焦度“－ ＋”一负一正，镜组类似于对称结构利于

校正初级像差［７－１０］。

通过对初始结构的优化，结合（６）、（７）式与赛德

尔数来进行判断，由小视场光学系统的相对彗差

犓ＳＣ′为

犓ＳＣ′ ≤０．００２５． （７）

系统的色差公差：

Δ犔′ｆｃ≤
λ

狀′ｓｉｎ２（狌′犿）
． （８）

由（７）、（８）式可知，系统位置色差与彗差相对不大，

而球差偏大，所以着重考虑球差。通过球差公差表

达式来判定系统球差的合理性：显微物镜光学系统

都具有初级和二级球差，边缘孔径处球差校正后，在

０．７０７带上具有最大剩余球差，做
３

４
δ犔′０．７０７轴向离

焦，球差公差严格表达式为

δ犔′０．７０７≤
６λ

狀′ｓｉｎ２（狌犿′）
． （９）

　　根据（９）式求得，系统容许的最大剩余球差为

２．１９６６。

分析各个面球差，通过设置操作数ＳＰＨＡ 和

ＬＯＮＡ，继续校正球差，并相应针对各个面加大权

重，在满足其他条件的前提下，分析赛德尔图和点列

图继续优化，设置相应的操作数，经过反复的分析与

优化，直到使数值达到球差公差的范围内，最终获得

能够满足设计指标参数以及性能要求的系统。

６　设计结果

图８ 最终结构示意图

Ｆｉｇ．８ Ｆｉｎａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄｉａｇｒａｍ

根据设计指标与要求，计算光学系统的初始结

构，通过像差分析校正，不断优化 ＭＴＦ曲线与点列

图，结合公差系统理论，调整评价函数，添加焦距，系

统总长操作数，将镜片曲率、厚度设置为变量，经过

反复优化，最终设计结果如图８所示。光学系统工

作距离８５ｍｍ，物镜放大率β为５×，数值孔径

犖犃＝０．３，线视场物高２狔＝１．２ｍｍ，系统的遮拦比

为３０％。综合考虑次镜遮拦所造成的像质影响，对

像质进行了更加实际的评价。结构紧凑，公差均根

据国标而定，方便生产加工。

从 ＭＴＦ 曲 线 上 可 看 出，ＭＴＦ 值 在 中 频

６６ｌｐ／ｍｍ大于０．５，在高频１３３ｌｐ／ｍｍ，ＣＣＤ截止
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图９ ＭＴＦ曲线图

Ｆｉｇ．９ ＭＴＦｃｕｒｖｅｓ

频率时 ＭＴＦ值约为０．３，而且从该图可以看出各视

场的子午和弧矢重合较好，有较好的成像质量。

通过观察点列图图 １０ 所示，分析均方根

（ＲＭＳ）弥散斑大小，如表２所示。

图１０ 系统点列图

Ｆｉｇ．１０ Ｓｙｓｔｅｍｓｐｏｔｄｉａｇｒａｍ

表２ 各视场均方根弥散斑大小

Ｔａｂｌｅ２　ＲＭＳｓｐｏｔｓｉｚｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｉｅｌｄｏｆｖｉｅｗｓ

Ｍａｔｔｅｒｏｆ

ｈｉｇｈ／ｍｍ
ＲＭＳｒａｄｉｕｓ／μｍ

ＣＣＤｐｉｘｅｌ

ｓｉｚｅ／μｍ

０ ２．６８２

０．４２ ２．３８６ ３．７５

０．６ ３．６１６

　　各个视场的均方根弥散斑均小于提供的ＣＣＤ

像元尺寸３．７５μｍ，全部弥散斑大小也非常接近艾

里斑直径，说明系统有很好的分辨率，成像质量良

好，这样就排除由于弥散斑过大，受杂光影响，导致

分辨不清细胞的因素。

由系统能量图图１１可看出，能量集中度相当

高，说明通过系统到达探测器的能量高，对于光学系

统来说会有很清晰的成像。

图１１ 系统能量图

Ｆｉｇ．１１ Ｓｙｓｔｅｍｅｎｅｒｇｙｄｉａｇｒａｍ

图１２ “细胞工厂”显微监测装置

Ｆｉｇ．１２ “Ｃｅｌｌｆａｃｔｏｒｙ”ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｄｅｖｉｃｅ

通过上下移动调整台，移动量就是单层培养皿

的高度（１７ｍｍ），配以光源照射，逐层对“细胞工厂”

进行观测。图１３、１４、１５为在长工作距离显微镜下

观察到的“细胞工厂”中第１０、２０、３０层的卵巢癌

细胞。

图１３ 第１０层细胞图

Ｆｉｇ．１３ Ｔｅｎｔｈｌａｙｅｒｏｆｃｅｌｌｓ

可看到“细胞工厂”中的各层细胞的界限分辨的

很清楚，达到要求。

７　结　　论

利用ＺＥＭＡＸ光学设计软件，设计了一款“细胞

工厂”监测观察装置的光学系统。从设计中，分析了

高分辨率视频显微镜的像差特点，通过调整优化结构
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图１４ 第２０层细胞

Ｆｉｇ．１４ Ｔｗｅｎｔｉｅｔｈｌａｙｅｒｏｆｃｅｌｌｓ

图１５ 第３０层细胞

Ｆｉｇ．１５ Ｔｈｉｒｔｉｅｔｈｌａｙｅｒｏｆｃｅｌｌｓ

的权重，增减优化操作数，可以引导和建立一个优秀

的光学结构。最终得到最小分辨距离为１．１μｍ，可连

续观察“细胞工厂”培养皿细胞的长工作距离视频显

微系统。设计结果不仅成像质量优良，且结构简单紧

凑，成本不高，加工可行性强，目前国内监测装置不能

时时监测多层培养皿内的细胞生长状况，设计填补国

内技术空白，具有很大的市场前景。
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