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线扫描共聚焦成像技术在生物医学成像中的应用
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摘要　线扫描共聚焦成像技术基于共聚焦成像原理,使用线光束一维扫描照明样品以提高成像速率;通过共焦狭

缝滤除样品成像光束中的非聚焦层面杂散光,提高成像分辨率和对比度;近年来,该技术因分辨率高、成像快、成像

视场大、系统结构简单等优点而在生物医学成像中的应用越来越广泛.介绍了线扫描共聚焦成像技术的基本原

理,列举了成像系统的主要参数及其影响因素,并举例说明了其在生物医学成像,尤其是眼底成像和生物组织细胞

观察等方面的应用,最后总结了该技术的优缺点及其应用前景.
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Abstract　Basedonconfocalimagingprinciple theconfocallinescanningimagingtechniqueusestheoneＧ
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１　引　　言

共聚焦成像原理由 Minsky[１]在１９５７年首次提

出.在共聚焦成像中,光源发出的光经过物镜聚焦

到样品上,样品返回的成像光束通过小孔或狭缝到

达探测器.小孔或狭缝的限制使得非聚焦层面的杂

散光被滤除,只有物镜聚焦层面的光可以到达探测

器成像,系统的成像分辨率大大提高.基于此原理

制成了点扫描共聚焦显微镜(LSCM),点光源在扫

描器件驱动下对样品进行二维点扫描照明,通过探
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测器(如光电倍增管、雪崩光电二极管等)收集返回

光信号对样品成像.在探测器前放置针孔,由于点

光源与探测器之间严格共轭,非聚焦平面杂散光被

滤除,因此成像分辨率和对比度提高,系统的理论光

学分辨率可达衍射极限.LSCM 因具有分辨率高、
非侵入式成像等优点而在生物医学成像中应用广

泛,其常用的扫描方式有检流计振镜扫描、共振式扫

描、多面转镜扫描、声光扫描、微机电系统扫描等[２].
由于需要对样品逐点扫描,成像速率受到扫描速度

的限制,因此商用LSCM一般为单帧成像或低帧频

(典型值为１０frame/s)成像[３Ｇ４].
为了克服点扫描共聚焦成像速率慢的不足,文

献[３Ｇ４]提出了线扫描共聚焦成像技术.该成像技

术同样基于共聚焦成像原理,以线光束作为光源,仅
需一维扫描即可对样品成像,成像速率大大提高;在
探测器前放置狭缝消除了非聚焦平面杂散光对成像

的影响,提高了系统的成像分辨率和信噪比;系统光

路结构更加简单,硬件成本也因此而降低.该成像

技术自提出以来,经过不断的改进和发展,在生物医

学成像中的应用越来越广泛.既能用于对眼底视网

膜快速成像,消除视网膜成像中的帧内和帧间图像

抖动,得到大视场、高分辨率的眼底图像,又能用于

对生物组织细胞的离体或在体成像,从而对组织细

胞的生理状态进行动态观察和实时检测,目前已成

为研究细胞生物学、遗传学、免疫学以及病理学的分

析工具.本文介绍了该成像技术的基本原理,列举

了其主要参数及影响因素,并举例说明了其在生物

医学成像,尤其是眼底成像和生物组织细胞观察等

方面的应用,最后总结了该技术的优缺点及应用

前景.

２　原理及参数

线扫描共聚焦成像最初用于追踪和消除眼底抖

动,改善眼底成像质量.其结构如图１[５]所示.该

系统共包括２个部分,一部分是线扫描眼底成像系

统,用于对眼底视网膜成像,另一部分是视网膜追踪

模块,用于追踪并消除眼底抖动.激光二极管(LD)
光源发出的光线经过成像振镜(IG)反射形成扫描

光线,穿过扫描透镜(SL)和眼底透镜(OL)成像透

镜组到达眼底,眼底反射光经过成像透镜组,一部分

经过追踪振镜(TG)进入包括高频扫描镜(DS)和追

踪反射镜(TR)的视网膜追踪模块,另一部分穿过扫

描振镜和成像透镜L,到达探测器后成像.

图１ 线扫描共聚焦成像系统结构示意图[５]

Fig敭１ Structurediagramofconfocallinescanningimagingsystem ５ 

　　上述设备利用振镜等扫描器件使线光束一维扫

描并照明样品而成像,同时采用线阵电荷耦合器件

(CCD)探测器采集样品的反射光或荧光成像,因此

被称为线扫描共聚焦成像.由于线阵CCD仅有一

维排布的像素,因此可将其等效为共焦狭缝,通过确

保样品与CCD之间的共轭关系来滤除非聚焦层面

的杂散光.采用此成像技术,仅需一维扫描即可获

得近共聚焦分辨率的样品图像,成像速率大大提高;
同时还能无损地实时观察样品.近年来,线扫描共

聚焦成像设备被广泛应用于生物医学成像的各个方

面.随着扫描器件和加工技术的发展,成像速率越

来越快,帧频最高可达每秒上百帧,同时呈现出了高

分辨率、小型化、多功能化的发展趋势.

２．１　分辨率

在共聚焦成像中,仅有物镜聚焦平面的光能够

到达探测器成像,因此共聚焦系统具有较高的横向

分辨率和轴向分辨率,其光学分辨率理论上可以达

到衍射极限[６Ｇ７].横向分辨率Rlateral和轴向分辨率

Raxial的数值取决于物镜数值孔径 NA 和光源波长

λ,即

Rlateral＝
０．６１λ
NA

, (１)

Raxial＝
１．１４λ
NA

. (２)
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　　横向分辨率和轴向分辨率检测结果如图２[８]所
示.系统的实际横向分辨率通过分辨率鉴别板检

测,分辨率鉴别板上有不同空间频率的线对,系统对

分辨率板成像时能够分辨的最高线对数值认定为系

统的横向分辨率.对于轴向分辨率,一般用轴向返

回光强度的半峰全宽表示[９Ｇ１０].轴向分辨率的具体

检测方法如下:以平板玻璃[９](或荧光小球[１１Ｇ１２])作
为样品,利用轴向平移台将样品沿着同一方向移动,

使用探测器记录返回光强度,然后将样品轴向高度

与探测器检测到的返回光强度进行拟合,得到返回

光强度的半峰全宽即可认为是系统的轴向分辨率.
通常,线共焦眼底成像设备的横向分辨率为５０μm;
线共焦显微镜的横向分辨率较高(３~５μm),最高

可达１μm,纵向分辨率约为１０μm,而动植物细胞

直径通常为５~２０μm,因此足以对各类组织细胞清

晰成像.

图２ (a)横向分辨率[８]和(b)轴向分辨率的检测结果[８]

Fig敭２ Detectionresultsof a lateralresolution ８ and b axialresolution ８ 

２．２　放大倍率

在线扫描共聚焦成像系统中,眼底成像设备的

放大倍率一般为７~１０倍,而显微设备通常使用放

大倍数为２０或４０的物镜对样品进行成像,其放大

倍率通常更高.由于样品聚焦层面与探测器之间存

在共轭关系,因此系统的放大倍率M 取决于探测器

前成像透镜焦距fimage与照明光路中照明透镜焦距

flight的比值[８],即

M ＝
fimage

flight
. (３)

２．３　成像速率和成像视场

成像速率(或成像帧频)取决于扫描器件的扫

描速度和探测器件的曝光时间.常见的扫描方式

有振镜扫描[１０]、声光扫描[１３]、微机电系统扫描[１４]

等.声光调制器作为偏转器件近年来才被广泛使

用,系统成像速率可达到每秒上百帧,但是其偏转

角度会随着光源波长的变化而变化,而且光透过

率较 低,会 造 成 较 大 的 光 能 损 失.微 机 电 系 统

(MEMS)通常用于微型成像设备,成本一般比较

高,而且需要根据实际要求来定制元件.检流计

扫描方式成本低廉,稳定可靠,是最常用的扫描方

式,目前 报 道 的 检 流 计 扫 描 成 像 速 率 最 大 可 达

２００frame/s.
系统的成像视场与线光束长度、扫描器件的偏

转角度有关:线光束越长,视场越大;扫描器件的转

动角度一般通过电压控制,控制电压越大,扫描器件

的转动角度越大,成像视场也越大.线共焦眼底成

像设备的视场角通常在３０°左右,通过图像拼接等

图像处理方法可以得到视场更大的眼底图像;线共

焦显微成像设备的视场通常较小,与系统物镜的放

大倍率有关.
成像速率与成像视场会相互影响,由于扫描器

件的响应速率有限,因此成像视场越大,完成一次扫

描所需时间越长,成像速率就越慢.在实际应用中,
需要综合考虑成像速率与成像视场之间的相互影

响,确定成像时系统的参数设置.在对眼底血管成

像时,由于视网膜的大小确定,因此为了更快速地成

像,消除眼底抖动对成像质量的影响,系统视场角大

都在３０°左右(１°视场角对应３００μm);而离体细胞

成像对成像速率的要求不高,在确保分辨率的前提

下,成像视场越大越好.

３　生物医学中的应用

线扫描共聚焦成像技术在生物医学成像领域中

的应用主要有２个方向:一是利用其成像快、视场大

的优点,消除眼球震颤和不自主抖动引起的图像抖

动,提高眼底成像时的分辨率和成像速率,获得大视

场高清眼底图像;另一个是用于生物细胞观察的显

微镜成像系统,充分利用该技术成像分辨率高、非侵

入检测的优点,观察离体细胞或在体生物组织细胞.

０５０００３Ｇ３
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该成像技术还可以与其他成像技术相结合,得到更

丰富的样品图像信息.

３．１　眼底成像

人眼存在高频(最高可达１００Hz)生理性颤

动[１５],对眼底进行成像时,如果成像帧频较低,得到

的眼底图像就会存在帧间抖动,而且在同一帧图像

内也会存在图像模糊和抖动的情况,不利于对眼底

图像的定量分析[１５].提高成像速率可以消除人眼

生理性颤动对眼底图像的大部分影响,当成像速率

高于眼睛视网膜抖动的频率时,人眼生理性颤动对

成像的影响大大减小.线扫描共聚焦成像快,每秒

成像帧数可达几十甚至上百,因此该成像技术最先

用于消除视网膜成像的帧内、帧间抖动对眼底成像

的影响.

Hammer等[５]将线扫描共聚焦系统集成到眼

底成像系统中,以消除眼底抖动对成像的影响,从而

改善眼底成像质量,其追踪速度接近５００(°)/s(眼
底１°视场角对应３００μm).图３[５]所示为未消除抖

动和高帧频消抖后的视网膜图像.由图３可知,消
除抖动后,图像的清晰度大幅提升.何益等[４]提出

的线扫描共聚焦眼底成像系统使用高速扫描振镜和

高速线阵CCD得到大视场眼底成像,系统分辨率可

达１０μm,成像帧频约为１１０frame/s,略高于眼底

抖动的频率,基本消除了眼底抖动对成像的影响.

图３ (a)未消除抖动和(b)高帧频消抖后的视网膜图像[５]

Fig敭３ Fundusimages a withoutshakecancellationand b withshakecancellationbyusinghighframefrequency ５ 

　　线扫描共聚焦除了用于消除眼底抖动,改善成

像质量外,还能用于得到高分辨率的大视场眼底血

管图像.与眼底相机等常见的眼底血管观察手段相

比,其成像更快.一些全身性疾病,如高血压[１６]、糖
尿病[１７]、慢性肾功能病[１８]等会导致眼底血管病变,
因此可以通过对眼底血管的观察作为此类疾病的初

期诊断依据.Hammer等[１９]提出的线扫描共聚焦

检眼镜以６６D的裂隙灯前置镜作为照明物镜,得到

了视场角约为２９°的眼底图像(如图４所示,箭头所

指位置为黄斑中心凹,比例尺对应５°眼底视场角),
系 统 横 向 分 辨 率 约 为 ５６ μm,成 像 速 率 为

１５frame/s.

图４ (a)４０D和(b)６６D屈光度眼底镜下的眼底血管图像[１９]

Fig敭４ Fundusvesselimageswith a ４０Dand b ６６Dophthalmoscopiclenses １９ 

　　线扫描共聚焦成像技术还能通过特定波长光源

激发眼底荧光,与眼底荧光造影(FFA)等方法结合

起来对眼底血管进行成像.与临床上常用的眼底相

机拍摄眼底荧光造影来获取单帧图像的成像方式相

比,线扫描共聚焦检眼镜可以对眼底血管进行实时

成像,观察造影剂在眼底血管中的动态变化过程.

同时,相对于眼底相机使用闪光灯或大功率卤素灯

照明成像,该技术使用小功率激光光源对眼底扫描

成像,患者的舒适度更高.

３．２　生物细胞成像

与点扫描共聚焦相比,线扫描成像更快,光路结

构相对简单,成本更低,系统分辨率可达病理切片水

０５０００３Ｇ４
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平,同时还是一种非侵入式检测方法,因此被广泛应

用于离体或在体生物组织成像,对细胞的生理状态

进行实时动态观察和检测.
为了更好地突出样品特性,细胞成像中常用荧

光蛋白标记样品并激发荧光成像.Mei等[７]以二向

色镜作为扫描器件,进一步简化系统结构,成像系统

使用２０倍物镜,分辨率可达２．１μm.为了更快地

成像,Im[１３]等以声光调制器(AOD)作为光偏转装

置,系统结构及横向分辨率检测结果如图５所示.

氦氖激光器发出的照明光束通过透镜组(L１和

L２)、分 束 镜(PBS)、四 分 之 一 波 片(WP)到 达

AOD,通过计算机发出控制信号引导照明光束偏

转扫描,扫描光束经过物镜到达样品,样品返回光

按原路返回,经过分束镜反射,进入成像光路通过

CCD成像,CCD前设有狭缝(S),目的是滤除非聚

焦 层 面 的 杂 散 光.系 统 的 成 像 分 辨 率 为

５１２pixel×５１２pixel,成像帧频为１９１frame/s,横
向分辨率约为４．３μm.

图５ (a)以AOD为光偏转装置的成像系统结构及(b)横向分辨率检测结果[１３]

Fig敭５  a ImagingsystemstructurewithAODaslightdeflectiondeviceand b itslateralresolutiondetectionresult １３ 

　　线扫描共聚焦不仅可用于荧光成像,还能通过

样品反射光直接对样品成像.孔文等[８]利用图６(a)
所示的线扫描共聚焦显微成像系统,通过线阵CCD
收集样品反射光成像.由于线阵CCD仅有一维排

布的像素,因此可以将其等效成狭缝,以滤除杂散

光.图６(b)所示为利用线扫描共聚焦显微成像系

统对植物叶片细胞进行成像的结果.该成像系统的

横向分辨率为２．１μm,轴向分辨率约为９μm,成像

视场大小为７００μm×７００μm.系统使用２８kHz线
阵CCD以５１２pixel×２０４８pixel的图像分辨率成

像,帧频可达５０frame/s(使用更快频率的相机可以

达到更高的成像速率).

图６ (a)线扫描共聚焦显微镜光路结构[８];(b)植物叶片细胞成像结果[８]

Fig敭６  a Lightpathofconfocallinescanningmicroscopy ８   b imagingresultofplantleafcells ８ 

　　除此之外,反射式线共焦还能够用于对皮肤细

胞进行无损的动态、实时成像,临床上越来越多地利

用皮肤细胞的共聚焦成像结果对常见皮肤疾病进行

诊断、鉴别诊断及疗效检测.Dwyer等[２０Ｇ２１]提出如

图７所示的共聚焦θ线扫描显微镜用于对皮肤细胞

在体成像,该系统使用分光条将物镜分为２个部分,
光源经过物镜一侧的照明孔聚焦到样品上,成像光

从物镜另一侧的成像孔经反射到达探测器成像,而

０５０００３Ｇ５
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图７ (a)共聚焦θ线扫描显微镜示意图及(b)皮肤细胞的在体成像结果[２１]

Fig敭７  a Schematicforconfocalthetalinescanningmicroscopeand b invivoimagingresultofskincells ２１ 

物镜中心部分没有光通过,这种照明和成像方式可

以有效减少因物镜表面反射引起的噪声.该系统的

成像分辨率为１~２μm,视场大小为０．５~１mm,成
像速率为５~２０frame/s.由于使用了近红外波长,
因此可以穿透皮肤细胞进行成像,最大穿透深度为

１００μm.
利用反射光成像时,成像光束一般先经过照明

光路传递.Chen等[２２]提出了双轴线扫描共聚焦显

微镜的成像系统,该系统结构及横向分辨率检测结

果如图８(a)和图８(b)所示.激光点光源发出的光

线经过照明光路(L１、C１、L１)到达样品,通过振镜对

样品扫描,样品产生的成像光由振镜反射,无需分光

镜即可进入成像光路(L１、长通滤波片、L２)到达探

测器成像,减小了照明光路中镜面反射等原因对成

像结果的影响.该双轴共聚焦显微成像系统视场的

大小为２５０μm×２５０μm,横向分辨率为１．２３μm,
轴向分辨率为２．２μm,成像速率可达３０frame/s.

Yin等[１４]研制出了手持式双轴线共焦显微镜,如图

８(c)所示.使用微电机系统驱动光束扫描,以缩小

整体的体积,系统横向分辨率和轴向分辨率分别为

１．１μm和２μm,视场大小为２００μm,成像速率为

１６frame/s.

图８ (a)双轴线扫描共聚焦系统结构[２２];(b)横向分辨率检测结果[２２];(c)手持式双轴共聚焦显微镜结构图[１４]

Fig敭８  a StructureofdualＧaxialconfocallinescanningsystem ２２   b detectionresultoflateralresolution ２２  

 c structureofhandledualＧaxisconfocalmicroscope １４ 
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３．３　与其他成像技术的结合

光学相干层析成像(OCT)是一种眼科常用的

眼底成像方法,一般通过双振镜扫描对眼底成像.

Iftimia等[２３]将线扫描共聚焦成像与OCT相结合,
使用同一套扫描振镜系统,用２种成像方法同时对

眼底扫描成像.OCT在视网膜深度方向成像,线扫

描共聚焦对视网膜血管成像,为眼科临床检查提供

了更丰富的检测结果.
在眼底成像中,自适应成像技术可用于修正和

消除系统像差,从而改善系统的成像质量,Muja
等[２４]将自适应成像技术引入到线扫描共聚焦眼底

成像中,利用波前传感器(WS)检测系统像差,通过

变形镜矫正系统像差,成像帧频可达７０frame/s,视
场大小为１．６mm(眼底视场角为５．５°).Lu等[２５]同

样提出了自适应高速线扫描共聚焦眼底成像系统,
该系统结构及其成像结果如图９所示.光源LS１
和LS２发出的光线首先被二向色镜(DF)合为一束,
经过光路S１~S６、DM、GS、FM传递到达人眼,返回

光经光路反射到达 WS,WS将探测到的人眼像差传

递到计算机,计算机通过控制变形镜(DM)对照明

光进行矫正,以减小成像像差,最终到达探测器,以

５１２pixel×５１２pixel对眼底成像,成像速率最快可

达２００frame/s,同时系统成像质量很好,能够清晰

分辨眼底细胞.

图９ (a)自适应线扫描共聚焦眼底成像系统结构及其(b)成像结果[２５]

Fig敭９  a Structureofadaptiveconfocallinescanningfundusimagingsystemandits b imagingresult ２５ 

　　除了通过提高扫描器件速度来提高系统帧频

外,还能使用多条平行线光束同时对样品扫描来提

高成 像 速 率.Vienola 等[２６] 以 数 字 微 镜 阵 列

(DMD)作为扫描器件,通过控制DMD每列像素的

偏转角度来生成多条平行线光束,同时对样品扫描

成像,平行线扫描检眼镜结构及其成像结果如图１０
所示.系统成像速率可达１００frame/s,横向分辨率

为３．９１μm,眼底成像视场可达１０°×１０°.

图１０ (a)平行线扫描检眼镜结构及其(b)成像结果[２６]

Fig敭１０  a Structureofparallellinescanningophthalmoscopeandits b imagingresult ２６ 
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　　与激光器相比,发光二极管(LED)光源的成本

更低.随着LED工艺的进步,大功率、高亮度LED
光源已能在一定程度上代替激光光源照明,从而降

低系统成本.Vakili等[２７]以高亮度线阵LED作为

线扫描共聚焦显微镜的光源,使用柱面镜和狭缝形

成线光,通过扫描振镜驱动线光对样品扫描成像,其
他光路结构与现有的线扫描共聚焦显微镜相似,系
统成像视场大小为７７μm,横向分辨率为１．３５μm,
轴向分辨率为１．７６μm.

通常,系统的成像视场取决于线光束长度和扫

描角度.Carucci等[２８]使用长度为６mm的线光束

扫描照明样品,利用移动量程为５０mm的平移台移

动样品以得到高分辨率、大视场人体皮肤图像,系统

图像的横向分辨率为５μm.由于成像视场大,分辨

率高,因此可在临床上作为辅助设备,获取当前手术

部位图像并进行分析.

４　结束语

在眼底成像领域中,线扫描共聚焦主要用于快

速获得高分辨率、大视场的眼底图像.该技术最先

被集成在眼底成像系统中,用于消除帧间和帧内图

像抖动,得到更清晰的眼底图像.在此基础上研制

的线扫描共聚焦检眼镜可采集大视场眼底血管图

像,用于分析眼底血管的生理状态,可作为高血压、
糖尿病等全身性疾病发病初期的诊断依据.

在细胞成像领域,线共焦显微镜具有成像快、分
辨率高、非侵入式地对生物组织细胞成像的特点,不
仅满足了临床上对组织细胞在体观察的要求,还省

去了复杂的样品制备过程.观察后的细胞仍可用于

其他研究,提高了样品的利用率,在一定程度上降低

了实验成本.据此研制的反射式线扫描共聚焦皮肤

细胞检查设备可以对皮肤细胞实时成像,用于对常

见皮肤疾病进行诊断、鉴别诊断及疗效检测.
为了得到更丰富的样品信息,扩大应用领域,还

可将线扫描共聚焦成像技术与其他成像技术相结

合.线扫描共聚焦成像技术与OCT成像技术相结

合,能够同时获取平面和轴向方向上的样品信息,构
建更精细的三维模型;线扫描共聚焦成像技术还可

与自适应眼底成像技术相结合,高速采集眼底的高

分辨率图像.
线扫描共聚焦成像技术也存在一些不足.由于

只使用了一维共聚焦,因此其成像分辨率略低于点

扫描共聚焦成像的分辨率;但是,该技术因成像快、
分辨率高、非侵入式成像等优点而被广泛应用于生

物医学成像领域.充分利用这些优点还可以进一步

扩大其应用范围:

１)通过进一步提高成像帧频和成像分辨率,可
以拍摄细胞生命活动中的超快过程,提供研究细胞

生命活动的新方法;还可以利用不同轴向深度的图

像对样品进行三维重构,快速绘制高分辨率的样品

三维重构模型;

２)充分利用该技术光路简单、结构紧凑的优

势,优化系统的光路结构和成像效果,将其设计成便

携式成像设备,为样品的现场快速检测提供新方法;

３)在线扫描共聚焦系统中使用多波长光源照

明样品,研究不同波长照明条件下的样品特性,同时

获得样品的图像信息和光谱信息;

４)将其与内窥成像结合制成内窥式快速成像

设备,用于体内成像,得到细胞级分辨率的病灶

图像.
总之,由于线扫描共聚焦成像技术使用线光束

一维扫描成像和共聚焦成像原理,因此在高速成像

和高分辨率成像领域具有天然的优势,在高速生物

成像方面具有广阔的发展前景.
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