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基于可控光剂量的低荧光漂白共聚焦成像技术

徐依雯１,２,张运海１,杨皓旻１,季林１,昌剑１,刘创１,２,唐玉国１
１江苏省医用光学重点实验室,中国科学院苏州生物医学工程技术研究所,江苏 苏州２１５１６３;
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摘要　激发光引起的荧光漂白限制了共聚焦成像技术在长时间观测生物样本方面的应用.提出了一种基于可控

光剂量的共聚焦成像技术(CLEＧCM),该技术通过预实验设置高低阈值,定时读取采样像素值并与预设阈值进行比

较,根据比较结果控制每个物方像素的光照时间,以更高效地利用荧光信息,在不牺牲图像质量的情况下降低了荧

光漂白.用CLEＧCM和标准共聚焦对牛肺动脉内皮细胞样本连续成１１幅图像,与第１１幅标准共聚焦图像相比,

第１１幅CLEＧCM图像的荧光漂白减少了５２．６２％,具体降漂白效果与样本中的荧光分布有关.CLEＧCM通过减少

光剂量大幅降低了共聚焦显微成像的荧光漂白,使共聚焦显微镜能连续成更多张高质量图像.
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Abstract　PhotobleachinginducedbyexcitationlightlimitstheapplicationofconfocalmicroscopyforlongＧtime
observationofbiologicalsamples敭Anewimagingapproach controllablelightexposureＧconfocalmicroscopy CLEＧ
CM  isproposed敭CLEＧCMhastwothresholdsdecidedthroughpreＧexperimentsanddetectsthefeedbackofsample
pixelvalueatsetintervals敭Thefeedbackiscomparedwithupperandlowerthresholds敭Byspatiallycontrollingthe
lightＧexposuretimeofobjectivepixelaccordingtotheresultsofcomparison CLEＧCM exploitsfluorescent
informationinamoreefficientwayandreducesphotobleachingwithoutdecreasingimagequality敭Twoscanseriesof
１１successive CLEＧCM images and standard confocalimages show that CLEＧCM reduces ５２敭６２％ of
photobleachinginbovinepulmonaryarteryendothelial BPAE cellscomparedwithstandardconfocalatthe１１th
image敭The effectof bleaching attenuation depends on thefluorophore distribution敭CLEＧCM decreases
photobleachingmarkedlythroughthereductionofexcitationＧlightdose andincreasesthenumberofgoodＧquality
imagesthatcanbecapturedcontinuouslybyconfocalmicroscope敭
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１　引　　言

荧光显微成像因具有非侵入和特异性标记识别

的特点而广泛应用于生命科学领域,但常遇到荧光

漂白的难题.随着对同一样本成像次数的增加,荧
光染料会逐渐失去发荧光的能力[１],从而导致图像

变暗,变模糊,逐渐丢失重要的细节信息.生命科学

领域内的研究需要对研究目标连续取多幅图像,以
观察目标的变化过程,逐渐变暗的图像会严重影响

生命科学领域研究的开展,因此降低荧光漂白对生

物医学研究,尤其是发育生物学研究十分重要.
共聚焦显微镜是一种得到了广泛应用的荧光显

微成像工具,与普通宽场荧光显微镜和光片显微镜

相比,成像深度可控,可层析成像,分辨率高,信噪比

高[２Ｇ４].在 其 基 础 上 还 发 展 出 了 受 激 辐 射 损 耗

(STED)超分辨成像技术,这两种技术均属于激光

点扫描成像技术.与激光分布在整个照明区域的宽

场荧光成像技术[５]相比,点扫描成像技术的激光束

通过高数值孔径物镜聚焦在一个非常小的光斑内,
聚焦功率密度很高,典型的共聚焦光功率密度[６]可

达５×１０４~２．５×１０５ W/cm２,而STED的光功率密

度[７]更是高达２００MW/cm２,过高的光功率密度使

得荧光漂白现象十分严重,限制了点扫描成像的应

用范围.低荧光漂白共聚焦成像技术可以扩大共聚

焦成像的应用范围,而且其采用的技术经调整后又

可以方便地应用到STED成像中.
荧光漂白的三大因素为荧光分子、化学环境、光

剂量,降漂白技术正是基于这三点,使用特殊荧光染

料[８Ｇ９](如量子点)或改变荧光分子的化学环境[１０Ｇ１２]

(如添加抗漂白剂)来达到提高荧光标记物光学稳定

性的目的,但这两类方法都不适用于普通生物样本.
通过改进成像技术来减少光剂量的方法,如提高线性

扫描速度的快速扫描技术[１３]更适用于普通生物样

本.Manders等提出的闭环控制技术(CLEM)[１４]通
过减少弱荧光和强荧光区的光照大大降低了烟草

BY２型细胞３D活细胞成像的荧光漂白,但牺牲了图

像的信噪比,其重要参数的高低阈值依靠多次成像经

验得出,不能灵活地运用于其他生物样本.
本文提出了一种降低共聚焦成像荧光漂白的新

技术:基于可控光剂量的共聚焦成像技术(CLEＧ
CM).实验结果证明,该技术能够有效降低共聚焦

成像时的荧光漂白,可灵活地用于多种生物样本,并
且这种荧光降漂白技术经过适当调整后可以方便地

应用到STED超分辨成像技术中.

２　CLEＧCM的实现机理和方法

２．１　机　　理

高数值孔径物镜带来的高光功率密度是样本荧

光漂白的直接原因,简单地降低光功率密度或减少光

照时间能缓解荧光漂白,但也会降低有效荧光信号,
导致图像丢失,细节模糊不清[１５].为此本研究提出

了一种既能控制光剂量又不影响图像质量的方法.
图１(a)展示了共聚焦成像的原理.共轭针孔

滤除了焦点光斑以外的背景荧光,极大地提高了信

噪比,但一次只能观察光斑大小的一个点,通过振镜

或纳米位移台使光斑与样本发生相对位移来获得各

点的荧光信息,点扫描过程如图１(b)所示.扫描样

本的“点”是一个三维分布的光场,称为点扩散函数

(PSF)[１５],其在xy 平面和xz 平面都遵循高斯分

布[１７],影响范围非常广.扫描光斑就是激发光透过

物镜形 成 的 焦 斑,其 直 径d 的 计 算 公 式 为d＝
１．２２λ/NA(λ为激发光波长,λ＝４８８nm;NA 为数

值孔 径,NA ＝１．４).计 算 可 得 光 斑 直 径 d＝
４２５nm,该成像系统的光学分辨率为光斑直径的

１/２[１８],约为２１２nm.根据奈奎斯特采样定理,采
样频率为信号频率的２倍,而实际应用中至少要达

图１ (a)激光点扫描共聚焦成像原理以及(b)共聚焦成像点扫描过程示意图

Fig敭１ Schematicsof a principleoflaserspotscanningconfocalmicroscopyand b spotscanningprocessofconfocalmicroscopy
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到３倍,采样间隔(物方像素尺寸)应小于分辨率的

１/３,物方像素尺寸设为６０nm.
标准共聚焦成像以光强固定的光斑匀速扫描,

成像过程中光剂量不可调节.对图２(a)所示的像

素(稀疏区)施加固定剂量的光照,不但不能获得有

效的 荧 光 信 号,还 会 漂 白 周 边 的 荧 光 分 子;对
图２(b)所示的像素(密集区)施加相同剂量的光照,
则会得到过强的荧光信号,远超图像信噪比的需求.

CLEＧCM可针对以上两种情况的像素控制光照剂

量 ,能保证各区域接收“最小的光剂量”,从而降低

图２ 物方像素扫描图.(a)荧光分子稀疏区;(b)荧光分子密集区

Fig敭２ Spotscanningdiagramsofobjectivepixel敭

 a Fluorophoresparsearea  b fluorophoredensearea

漂白.

２．２　CLEＧCM 的实现方法

可控光剂量共聚焦实现的方法是先设置阈值,
再读取反馈,以判断像素内荧光分子的密集程度,最
后根据判断结果控制像素的光照时间.

设置阈值:在CLEＧCM成像前取一张标准共聚

焦图像,用于分析高低阈值以及与CLEＧCM 图像对

照.高阈值需要参考对照图的最大像素值,计算对

照图像中５％最大像素值的均值,该均值的１/４设

为CLEＧCM的高阈值.低阈值需要参考对照图的

最小像素值,计算对照图像中５％最小像素值的均

值p,考虑到决策时间与像素驻留时间比值t以及

噪声的影响,CLEＧCM低阈值设为pt＋２.
根据反馈判断荧光分子的密集程度.反馈就是

某像素扫描过程中某时刻读取的像素值I,为采样

像素值;第一次读取反馈的时间Td 为决策时间,光
斑中心停留在单个物方像素的时间Tp 为像素驻留

时间,CLEＧCM激光实际开启的时间Te 为像素的

实际光照时间,Te 时刻读取的像素值Ie 为实际像

素值.图３展示了单个像素扫描过程的可能情况,

Iu 为高阈值;Il为低阈值.

图３ CLEＧCM反馈判断过程示意图.(a)荧光分子极稀疏;(b)荧光分子高密度;(c)荧光分子密度适中

Fig敭３ ProcessoffeedbackjudgmentinCLEＧCM敭

 a Fluorophorewithextremelysparsedensity  b fluorophorewithhighdensity  c fluorophorewithmediumdensity

　　每个像素扫描前一小段时间保持光照,从决策时

间开始读取反馈进行判断,若反馈未达到低阈值,说
明像素内的荧光分子极稀疏,无法提供荧光信息,立
刻关闭激光,如图３(a)所示;若反馈达到高阈值,说明

像素内的荧光分子很密集,已获得足够的荧光信息,
立刻关闭激光,如图３(b)所示;若像素驻留时间结束,
而采样像素值仍未达到高阈值,说明该像素内荧光分

子的密度适中,光剂量未过剩,如图３(c)所示.
反馈判断的理想情况是实时监测反馈,在其恰

好达到高阈值时关闭激光,如图４中绿色虚线所示,
但实际上这种实时监测很难实现,所以采用近似方

法,将像素驻留时间分成如图４所示的N 段,在每

图４ 高阈值判断过程分段示意图

Fig敭４ Schematicoftimesubsectioninupperthresholdjudgment

段时间末尾读取反馈,像素实际光照时间 Te＝
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Td＋kδT 其中:k＝０,１,􀆺,N－１;δT＝(Tp－Td)/
(N－１),δT 为相邻判断的时间间隔.理论上,N 越

大,k的取值范围越大,像素光照时间的变化越细微.

CLEＧCM中一幅图像扫描结束得到两组数据,
一组是各像素的实际光照时间,如图５(a)所示,另
一组是各像素的实际像素值,如图５(b)所示.由于

激光的强度恒定,荧光强度不变,像素值等于荧光强

度与像素光照时间的乘积,所以像素值与像素光照

时间成正比,根据这一关系可以恢复出CLEＧCM 图

像,如图５(c)所示.

３　CLEＧCM成像实验

３．１　实验系统

与标准共聚焦成像系统相比,图６所示的CLEＧ
CM成像系统增加了两部分:反馈电路和声光可协

调滤波器(AOTF).AOTF在光路中起高速开关的

作用;反馈电路的主体是１块现场可编程逻辑门阵

列(FPGA)开发板,用作光子计数器和光照时间计

时器,同时执行比较判断程序,并根据判断结果输出

波形控制AOTF,实现激光的开闭.

图５ (a)像素光照时间分布图;(b)采样像素值分布图;(c)CLEＧCM恢复图像

Fig敭５  a PixellightＧexposuretimedistribution  b realpixelvalue  c reconstructedimageofCLEＧCM

图６ CLEＧCM成像系统示意图

Fig敭６ DiagramofCLEＧCMimagingsystem

　　实验样本为牛肺动脉内皮细胞(F３６９２４ＧBPAE
cells).超连续谱皮秒脉冲白激光光源(SC４５０ＧPPＧ
HE)经滤光片选通４８８nm波长的光,脉冲重复频率

为１MHz,可覆盖GFP/YFP、ATTO４８８、FITC等常

用荧光染料.探测器采用光子计数型雪崩光电二极

管 (APD,型 号 为 SPCMＧAQRHＧ１４ＧFC).AOTF
(１６０T１Ｇ１SNRＧ１２Ｇ０．４J)对激发光的转移效率约为

８８．９８％,对模拟调制信号的响应时间约为２μs(远小

于整个像素驻留时间２００μs),可用于成像.

３．２　可控光剂量共聚焦图像分析

标准共聚焦以光强固定的光斑匀速扫描,光剂

量不可控,每个像素接受相同的光剂量.在CLEＧ
CM成像前,先取一幅标准共聚焦对照图像(如图７

(a)所示),再取像素光照时间分布图(如图７(b)所
示)和实际像素值分布图(如图７(c)所示),并根据

图７(b)和图７(c)获得图７(d)所示的CLEＧCM重

建图像.由图７可见:CLEＧCM 重建图像与标准共

聚焦对照图像基本一致,但从白箭头标注处能看出

重建图像的信噪比较低.根据理论预测可知提高时

间分段数N 能改善重建图像的信噪比,分别取N
为４、９、１６进行三组对比实验,高阈值为对照图像中

最大５％像素值均值的１/４,低阈值为p􀅰５０/２００＋
２,决策时间为５０μs,像素驻留时间为２００μs.

增大N 能使像素光照时间分布图更平滑(如图

７(b)所示),CLEＧCM重建图像质量显著提升(如图

７(d)所示),N＝４时弱荧光区有大量黑点,N＝９时

黑点数量大大减少且边缘更平滑,N＝１６时图像质

量非常高,信噪比满足需求.
为验证阈值分析法设置阈值配合CLEＧCM 的

降漂白效果,先取对照图像以阈值分析法计算,高阈

值为２６,低阈值为５,激发光波长４８８nm,显微镜侧

入口光强２．８μW,像素驻留时间２００μs,决策时间

５０μs,N 为１６,物方像素尺寸６０nm,成像区域

１５μm×１５μm,对BPAE样本连续成１１幅图像.
对于第１１幅图,标准共聚焦图像已损失了约８５％
的荧光信息,而CLEＧCM图像只损失了约３０％的荧

光信息,如图８所示.
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图７ (a)标准共聚焦对照图像;(b)像素光照时间分布图;(c)实际像素值分布图;(d)CLEＧCM重建图像

Fig敭７  a Standardconfocalcontrastimages  b distributionofpixellightＧexposuretime 

 c distributionofrealpixelvalue  d reconstructedimagesofCLEＧCM

图８ (a)标准共聚焦图像;(b)CLEＧCM重建图像

Fig敭８  a Standardconfocalimages  b reconstructedimagesofCLEＧCM

　　为定量分析降漂白的效果,从两组图内亮度中

等的细丝上(如图８黄框圈出的区域)选取所有像素

值在５０~９０范围内的点,追踪荧光强度的变化,绘
成荧光强度的变化曲线(图９),标准共聚焦图像荧

光强度迅速下降到５０％以下,而CLEＧCM图像的荧

光强度均匀、缓慢、近似线性地下降.到第１１幅图,
标准共聚焦图像和CLEＧCM 图像剩余荧光强度各

为起始强度的１５．６７％和６８．２９％,CLEＧCM 将荧光

漂白降低了５２．６２％.若从强荧光区选择样本点,第

１１幅CLEＧCM图像将保留超过８０％的荧光强度,
图９ 荧光强度曲线

Fig敭９ Curvesoffluorescenceintensity
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可见具体效果还与荧光分布情况有关.

４　结　　论

提出了一种低荧光漂白共聚焦成像技术———基

于可控光剂量的共聚焦(CLEＧCM)成像技术,它通

过预扫描的标准共聚焦图像的阈值,结合反馈最大

程度控制像素光剂量,极大地降低共聚焦成像技术

的荧光漂白,简化了更换样本后反复确定阈值的过

程;可通过细化时间分段来改善图像质量,为进一步

提高图像质量并降低漂白的研究提供了思路.
实验以CLEＧCM 对牛肺动脉内皮细胞样片连

续成１１幅图像,在光分子分布均匀的细丝区域的荧

光漂白降低了５２．６２％,证明了CLEＧCM 技术具有

很好的降漂白效果,使共聚焦显微镜能针对生物样

本的同一区域连续获取更多的高质量图像,极大地

提高了共聚焦显微镜长时间观测生物样本的能力.
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