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光片荧光显微镜长时间的稳定成像
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摘要　利用４f(f 为焦距)系统和电子耦合器件相机跟踪样品的位置,通过纳米平移台对机械漂移进行了补偿,使
样品始终处于光片的束腰位置,从而获得了最优图像.所提方法可以对几纳米的机械偏移进行补偿.使用自主搭

建的光片荧光显微镜对直径为几微米的荧光微球进行了长时间成像,验证了所提方法的可行性.
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Abstract　Byusinga４f fisthefocallength opticalsetupandachargecoupleddevicecamera thesample
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１　引　　言

光片荧光显微镜(LSFM)以其较强的切片能

力、快速采集和三维(３D)无损成像等优势,在细胞

生物学[１Ｇ２]、生物物理学[３Ｇ４]和神经科学[５Ｇ６]等方面得

到越来越广泛的应用.LSFM 的两个物镜垂直放

置,仅探测物镜焦平面附近的样品被照明进而辐射

荧光信号,从而实现切片效果,极大地减少离焦信号

并减轻光毒性和光漂白性[７Ｇ９].此外,由于整个探测

物镜焦平面的荧光信号被一次性采集,因此LSFM
是一种宽场成像的手段,能够极大地提高图像采集

的速度[１０Ｇ１２].为了满足亚细胞成像的需求,需要采

用高数值孔径(NA)的物镜以激发出超薄的光片,
进而实现数百纳米的空间分辨率[１３Ｇ１４].然而,对于

这种装置而言,机械偏移是一个很严峻的问题,尤其

是在长时间成像进程中,机械偏移会持续恶化图像

质量,甚至使图像脱离视野.
当前对于LSFM稳定性的研究不多,机械偏移

的补偿精度也有限,普适性不高.因此本文提出了

一种利 用４f(f 为 焦 距)系 统 和 电 子 耦 合 器 件

(CCD)相机来监测机械偏移、使用纳米平移台进行

反馈调节的方法提高系统的长时间成像稳定性.首

先CCD对从盖玻片表面反射的光片进行成像,并对

采集的图像进行分析,进而监测样品的位置,随后将
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样品的位置传递给纳米平移台,通过纳米平移台的

反馈调节使样品始终位于光片的束腰位置,以达到

最好的成像质量.此外,可以通过调节４f 系统的

放大倍率来改变 CCD相机对于机械偏移的响应

精度.

２　基本原理

２．１　计算样品的位置

在LSFM中,滤光片通常被放置在探测光路中

以过滤除荧光之外的其他光信号[１５Ｇ１６].然而,在本

实验中,利用激发光作为样品位置的参考.如图１
所示,激发光片经盖玻片反射后入射到探测物镜中,
随后反射光片经４f 系统放大后在 CCD中成像.

对反射光片进行强度分析得出反射光片在垂直方向

的偏移量ΔSy,则样品在z轴方向的偏移量为

ΔSz ＝ΔSy
a
２MN

, (１)

式中:a 为CCD相机的单个像素尺寸;M 为探测光

路的放大倍数;N 为４f 系统的放大率.通过对反

射光片进行强度分析得出,最小能被识别的偏移量

为１.当ΔSz＝１时,所对应的即为最小能辨别的机

械偏移量.根据(１)式,提升反馈系统对机械偏移监

测精度的方式有三种:增大M、增大N 以及减小a.
考虑到经济效益和实现难易程度,选择增大N 来实

现目标最具可行性.图１右侧是N 取不同数值时,

CCD相机中采集到的反射光片图像.

图１ 基于４f 系统和CCD相机的长时间成像稳定装置图

Fig敭１ Schematicoflongtimestabilizationsystemwith４fopticalsetupandCCDcamera

２．２　实验装置

图２ LSFM的实验装置图

Fig敭２ SchematicofLSFMexperimentalsetup

图２是自主搭建的光片荧光显微镜装置图.

M１~M５是反射镜;L１~L１０是消色差透镜,其对

应的焦距分别为２５,５０,１００,１５０,５０,７５,５０,１００,

３０,５０mm.从４８８nm固体激光器中出射的光束

先经L１和L２扩束,再经L３和L４放大至直径约为

２．１mm,随后射入柱透镜CL(焦距f＝５０mm)中
生成光片.振镜 GM(GVS００１,Thorlabs,美国)被
放置在柱透镜的焦平面上,并与激发物镜 OBJ１
(N４０XＧNIR,Nikon,日本)的后焦面共轭,光片经

GM反射后再经L５和L６射入激发物镜中,并在样

品处 生 成 ６００nm 厚 的 光 片.探 测 物 镜 OBJ２
(N４０XＧNIR,Nikon,日本)安装在压电陶瓷 PZE
(PＧ７２６．１CD,PI,德国)上,被用来接收样品处的光

信号,这些光信号 经 过 套 筒 透 镜 TL(焦 距 f＝
２００mm)后被长波通二向色镜 DM(DMLP５０５R,

Thorlab,美国)分成荧光信号和反射光片两部分,荧
光信 号 经 过 L７ 和 L８ 后 在 sCMOS (scientific
ComplementaryMetalＧOxideＧSemiconductor)相机

(C１３４４０,Hamamatsu,日本)中成像,反射光片则经

由 L９ 和 L１０ 后 在 CCD 相 机 (DCC１６４５C,

Thorlabs,美国)中成像.F０是由F９和F１０组成的

４f 系统,实验中保持L９的位置不变,通过改变L１０
的焦距来调节 N 值.样品放置在纳米平移台 NS
(MAX３４１M,Thorlabs,美国)上,其坐标轴方位在
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图的右下角.样品的３D图像可通过图中左下角所

显示的物镜扫描模式或者样品扫描模式来实现.对

于物镜扫描模式,通过控制GM和PZE进行同步扫

描,从而实现３D图像采集,其中GM 带动激发光片

沿着轴向扫描,PZE带动探测物镜沿着轴向同步扫

描,各自的扫描方向在图中用黑色箭头标出;对于样

品扫描模式,通过控制 NS使样品沿着图中的箭头

方向即可实现３D图像采集.

２．３　样品位置的修正

系统的控制信号如图３所示,最上方是触发信

号,采取上升沿触发的方式;中间是相机的曝光控制

信号;最下方是GM和PZE/NS的控制信号.假定

GM从初始位置出发再回到初始位置的整个过程为

一个完整的扫描周期,其中GM每次运动后所停留的

时间称为一个子阶梯.一个共同的触发信号使相机、

GM和PZE同时开始运动,其中GM和PZE每个子

阶梯长度与相机的一次曝光和数据读出的总长度保

持一致.在相机每次读出数据的同时确认样品当前

位置并调节纳米平移台,使样品处于光片束腰处,然
后重复上述过程.实验中相机可设置的曝光时间为

１ms到１０s,因此扫描周期中每个子阶梯的长度可根

据曝光时间和读取时间以及反馈调节时间来确定.
此外,也可以用纳米平移台NS代替GM和PZE来实

现３D成像,其控制信号与GM和PZE保持一致.

图３ sCMOS相机以及GM和PZE/NS的控制信号

Fig敭３ ControlsignalsequencesforsCMOScameraaswellasGMandPZE NS

图４ 反馈控制下的成像流程图

Fig敭４ Flowchartforimagingunderfeedbackcontrol

　　实验装置的反馈控制流程如图４所示.打开激

光器并调节纳米平移台,使样品处于光片的束腰位

置,此时样品成像最优.对于快速３D成像,子阶梯

的长度很短,因此可忽略相机曝光过程中的机械漂

移,将当前样品位置(光片束腰处)设置为整个子阶

梯的参考.此外,为了保证每次采集的图像均最优,
在相机读取数据前需将样品的位置调整好,这涉及

到阈值的设定,一般情况下阈值可设置为１pixel,
即CCD中反射光片的中心移动１pixel,大概对应z
轴方向光片尺度的１/３０~１/１０.同时还需根据实际

标定情况进行一定的修正,以便达到最佳的实验效

果.同时,本实验中为了保证每次成像的最优化,每
次sCOMS相机数据读出过程都会进行一次样品位

置的调整,这样在一定程度上会降低图像采集效率.
不过这一稳定系统主要用于长时间的机械偏移校正,
短时间内认为偏移可接受,因此可以设定一个时间间

隔后再进行反馈.比如,当设定每间隔１min进行一

次反馈时,４０~１００ms的反馈时间对于整个系统的

采集速度的影响就已经小到可以忽略了.

３　实验结果

３．１　机械漂移及其补偿

本节将从反射光片的成像质量以及实验装置的

标定情况两个角度对实验原理进行验证.首先,对

CCD中的反射光片进行强度分析,绘制出强度分布

的半峰全宽图ω１/２
[１７].如图５所示,当N＝１,５/３,

５/２时,半峰全宽分别为１０,１７,２６pixel.这证实了

调节N 值,确实可以使反射光片按照特定的比例放

大.不过随着 N 值越来越大,成像质量也随之变

差.因此N 值并非越大越好,而应该根据反射光片

成像质量和纳米平移台的位移精度来选择.横坐标

的差异是相机安装导致的,对成像质量和半峰全宽

没有影响.
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图５ CCD相机中光片的半峰全宽.(a)N＝１;(b)N＝５/２;(c)N＝５/３
Fig敭５ FullwidthathalfmaximumoflightsheetinCCDcamera敭 a N＝１  b N＝５ ２  c N＝５ ３

　　控制纳米平移台z 轴以２５nm的步长进行移

动,并同步对CCD中的反射光片进行强度分布分

析.如图６所示,“up”表示纳米平移台向上移动,
“down”表示纳米平移台向下移动,６组实验在尽量

短的时间里完成,以减小无关因素的影响.由图６
可知,当N＝１,５/３,５/２时,CCD中反射光片的偏

移总体上分别以３/５,１,３/２的斜率远离初始位置,
即当N＝１,５/３,５/２时,CCD中反射光片１pixel的

偏移分别对应z 轴４２,２５,１７nm的偏移.对CCD
中的反射光片进行偏移量分析时,由于偏移量只能

是整数个像素,同时纳米平移台移动时也有误差,实
验结果和理论值有些差异,但是这些差异不会对实

验造成不可忽视的影响.综上,选择 N 值时,需综

合考虑反射光片的成像质量、纳米平移台的精度以

及光片的尺寸三个方面的因素.在本实验中,取

N＝５/３.

图６ 以２５nm步长移动时CCD中反射光片的移动情况

Fig敭６ MovementoflightsheetinCCDcamera
understepsizeof２５nm

前文中已经证实了实验原理的可靠性,这里将

利用该原理对实验装置的机械偏移情况进行测试.
在室温２６ ℃的条件下,每间隔３min采集一次

CCD相机中反射光片图像,总共采集７８３min.根

据实验装置图,可知x 轴和y 轴方向的机械偏移原

理上不会改变光片的反射表面,所以CCD相机中采

集的偏移信息只是整个系统机械偏移在z 轴方向

上的分量,不过后续实验会证实z 轴方向分量占比

很大,只对其进行反馈就已经可以满足成像的质量

要求.如图７所示,x 轴表示时间,y 轴表示偏移

量.为了增强对比性,实验分无反馈下的机械偏移

情况(I:０~１００min,II:２２０~３４０min,III:４６０~
５８０min,IV:７００~７８３min)和有反馈下的机械漂

移情况(①:１００~２２０min,②:３４０~４６０min,③:

５８０~７００min).对 于 无 反 馈 的 情 况,在 最 初 的

１００min出现约３．３μm的偏移量,已经远远大于光

片在z 轴方向的尺度(８００nm),虽然机械偏移在

III、V和 VII三个阶段有所减小,但依然很可观;而
对于有反馈的情况,z轴方向的偏移被很好地补偿.
因此,实验中的反馈是一种必需且有效的补偿机械

偏移的方法.

图７ 不同情况下样品在z轴方向的机械漂移量

Fig敭７ Mechanicaldriftsinzaxisofsample
underdifferentconditions

３．２　荧光微球成像的补偿效果

这里将通过对１．０６μm荧光微球的长时间成像

来验证实验方法在成像进程中的效果.测量时间过

长时,图像会脱离视野,因此选择对微球成像２．５h.
实验在２６℃下进行,荧光波长为５９５nm,先在没有

反馈情况下测量２．５h,复原实验条件,再在有反馈

的情况下测量２．５h,通过对比成像质量来验证实验

方法的可靠性.为了使实验现象便于理解,先分析

机械偏移对荧光微球的影响效果.如图８所示,FM
是荧光微球,x、y 和z 是纳米平移台坐标轴方向,
假设所有的机械偏移均被投影在这三个方向上.可

０４０７００１Ｇ４
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以发现z轴和x 轴垂直于成像平面的分量zv 和xv

会迫使荧光微球沿垂直于成像平面方向移动,同时

沿成像平面的分量zp 会迫使荧光微球沿成像平面

的竖直方向移动,而y 轴方向的偏移会使荧光微球

沿着成像平面的水平方向移动.

图８ 机械漂移对成像的影响.(a)机械漂移在垂直于

成像平面方向的作用效果;(b)机械漂移在平面内

　　　　　　　　的作用效果

Fig敭８ Effectofmechanicaldriftonimaging敭 a Effect
ofmechanicaldriftindirectionperpendicularto
imagingplane  b effectofmechanicaldriftin
　　　　　　　　　plane

图９ 不同条件下的荧光微球成像效果图.
(a)~(d)没有反馈;(e)~(h)有反馈

Fig敭９ Imaging effects offluorescent microspheres
underdifferentconditions敭 a Ｇ d Without
　　　feedback  e Ｇ h withfeedback

图９(a)~(d)是没有反馈下的荧光微球成像

图,图９(e)~(h)是有反馈下的成像图,图中方框是

边长为２００pixel的正方形区域.从成像质量上来

看,在没有反馈的情况下,荧光微球图像会随着时间

的推移逐渐模糊,并且背景噪声也有所增大.０h
时,在成像平面上可以清晰地观察到３个荧光微球;

１h后,最下方的荧光微球变得模糊不清;２h后,下
方的２个荧光微球均变得模糊不清;２．５h后,３个

荧光微球均变得模糊不清.在有反馈的情况下,虽
然背景噪声会随着时间的推移出现一定的增加,但
是在成像平面上始终能观察到３个清晰的荧光微球

图像.从图像偏移上来看,当没有反馈时,随着时间

的推移荧光微球在竖直方向移动了约６０pixel,由
sCMOS相机的像素尺寸以及探测光路的放大率可

知偏移约为３．５μm,几乎与图７中的偏移保持一

致,同时在水平方向也只有几个像素的波动,这证实

了只补偿z轴方向的偏移确实可行.当有反馈时,

３个微球图像始终清晰地处于视野的中心,最多也

只有几个像素的漂移.因此,该实验方法是成像系

统一个很好的补充,并为长时间采集下的成像质量

提供可靠的保障.

４　结　　论

由于实验中的机械偏移难以避免,长时间成像

下的系统稳定性至关重要,尤其是对于超高分辨率

的成像系统.如果没有反馈,成像质量会被持续恶

化.本实验中,提出了一种利用４f 系统和CCD相

机来监测样品位置并利用纳米平移台来补偿机械偏

移的方法,同时分别从原理验证和成像效果两个角

度证实了所提方法的可靠性.通过一个简单的４f
系统,可以对几个纳米的机械偏移进行监测并补偿,
进而使成像质量始终最优.但是,由于该方法只能

补偿z轴方向的机械漂移,虽然成像质量得到了很

好的保证,但是成像的背景噪声会有轻微的增强.
今后将同时从x、y 和z三个方向来进行补偿,以消

除背景噪声的影响.
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