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摘要　生物医学研究的发展对光学显微成像的性能,如空间分辨率、成像速度、多维度信息、成像质量等提出了更

高的要求.光片荧光显微采用一个薄片光从侧面激发样品,在正交方向探测成像,具有快速三维层析成像和对样

品光漂白和光毒性小的优点,是活体生物样品长时间显微观测的理想工具.本文介绍了光片荧光显微成像技术的

基本原理及其主要特点;综述了光片荧光显微面临的主要技术问题,以及为解决这些问题而发展出的新原理、新思

路和新方法;例举了光片荧光显微成像技术在细胞生物学、发育生物学和神经科学等领域的应用;讨论了该技术的

发展趋势及前景.该研究旨在帮助研究者系统了解光片荧光显微成像技术的基本知识、最新研究发展趋势和潜在

应用,为该领域科学研究提供参考.
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１　引　　言

１７世纪荷兰科学家列文虎克发明的光学显微镜

将神秘复杂、丰富多彩的微观世界呈现在人类面前.
光学显微镜因具有对样品损伤低、非侵入和丰富的成

像机制等优点,已成为生物医学研究不可或缺的重要

工具[１Ｇ３].光学显微成像技术直接推动了细胞学、组
织学、胚胎学、微生物学和古生物学等领域的快速发

展,人类以此探知生命的演化、洞悉疾病的原理、解码

基因的秘密.光学显微成像技术的不断革新为生物

医学研究带来新的发现和突破,而生物医学的发展反

过来又对光学显微的成像速度、空间分辨率、信息获

取维度、成像质量等性能提出了更高的要求.
经典的宽场荧光显微(WFFM)具有结构简单、

成像速度快的特点,但因采用落射式照明无法有效

区分在焦信号和离焦背景,不具备三维(３D)层析成

像能力.激光扫描共聚焦显微(LSCM)利用高度聚

焦的激光三维逐点扫描样品激发荧光,利用针孔过

滤离焦背景信号仅让在焦荧光信号被探测器收集,
从而实现三维层析成像[４].但逐点扫描成像模式使

得系统时间分辨率受到了很大的限制.此外,因强

聚焦产生的较强光毒性(光对细胞的损伤)和光漂白

性(荧光染料因过度激发而失效),使其不适合长时

间观测活体生物样品.
光片荧光显微(LSFM),也被称作选择平面照明

显微(SPIM)[５]或正交平面荧光光学切片显微术

(OPFOSM)[６],是一种新型的三维显微成像技术.它

采用正交光路设计,用一层薄光片从侧面激发样品,
并在垂直于光片的方向上利用显微物镜和数字相机

拍摄样品的二维荧光图像,通过轴向扫描光片或移动

样品逐面成像,即可获取不同深度处的层析图像并实

现样品的三维信息重构.它具有三维成像速度快、对
比度高、光损伤小的优点,尤其适宜于对活体生物样

品进行长时间三维成像[７Ｇ１１].国际上许多著名大学

和科研机构纷纷开展了光片荧光显微成像及其应用

研究,如:欧 洲 分 子 生 物 实 验 室 的 Stelzer课 题

组[５,１２Ｇ１４],美国霍华德休斯医学研究所的Betzig(因
光学超分辨显微的贡献获得２０１４年诺贝尔化学

奖)[１５]和Keller课题组[１６],斯坦福大学的Deisseroth
课题组[１７],德州大学西南医学中心的Fiolka课题

组[１８],德国马普分子细胞生物学和遗传学研究所的

Huisken课题组[１９]等等.国内的光片荧光显微研究也

方兴未艾,北京大学陈良怡课题组[２０Ｇ２１]和孙育杰课题

组[２２]、深圳大学牛憨笨院士课题组[２３]、华中科技大学

骆清铭院士课题组[２４]和费鹏课题组[２５Ｇ２６]、中国科学院

自动化研究所田捷课题组[２７]、中国科学院西安光学精

密机械研究所姚保利课题组[２８Ｇ３２]、中国科学院上海光

学精密机械研究所刘军课题组[３３]、中国科学院长春光

学精密机械与物理研究所穆全全课题组[３４]、中国科学

院苏州生物医学工程技术研究所张运海课题组[３５]、浙
江大学刘旭课题组[３６]、香港理工大学雷党愿课题

组[３７]、南昌大学刘明萍课题组[３８]、西湖大学高亮课题

组[３９]等都开展了各具特色的研究工作.
本文旨在帮助研究者们了解光片荧光显微成像

技术的基本知识、发展趋势和潜在应用,为该领域科

学研究提供参考.简介了光片荧光显微工作原理及

主要特点,对比两种经典的光片生成方法;介绍了光

片荧光显微面临的主要技术问题,如克服观测视场

和空间分辨率相互制约的矛盾,提高三维成像速度、
深度和成像质量,实现超分辨成像等,重点介绍为解

决这些问题而发展的新原理、新思路和新方法;介绍

了光片荧光显微成像技术在细胞生物学、发育生物

学、神经科学等生物医学领域的应用;最后进行总结

和展望.鉴于这个领域发展得非常迅速,本文不可

能包含所有的相关工作,只能选择性地讨论一部分

内容,在所难免会遗漏一些贡献.

２　光片荧光显微简介

２．１　光片荧光显微的特点

与图１(b)所示的传统落射式荧光显微构架不

同,光片荧光显微成像使用如图１(a)所示的正交独

立的激发和探测光路,从侧面用一层薄的光片照明

样品,仅激发成像物镜焦面薄层区域的样品,在正交

方向上进行探测成像,这样能有效避免离焦背景对

成像质量的影响,具有成像对比度高和天然光学层

析的优点[１０].其所需激光能量仅为激光扫描共聚

焦显微系统的１/１０００,且避免了激光扫描共聚焦显

微三维层析成像时激光对样品多次重复不必要的照

明激发,极大地降低了光漂白和光毒性,因而适宜于

对活体生物样品进行数小时甚至数天的长时间成

像.与逐点扫描成像模式相比,光片荧光显微可使

用 高 灵 敏、高 速 的 电 子 倍 增 电 荷 耦 合 器 件

(EMCCD)或 科 研 级 的 互 补 金 属 氧 化 物 半 导 体

(SCMOS)面阵探测器,采用逐面成像方式,因此具

有成像速度快的优势.光片荧光显微三维成像可通

过轴向移动样品或扫描光片,利用数字相机同步拍

摄样品一系列不同轴向位置处的二维荧光图像,然
后利用图形处理软件进行三维可视化重构.

１００００１Ｇ２



激 光 与 光 电 子 学 进 展

２．２　光片生成的方法

光片的生成是光片荧光显微成像技术的核心,
目前主要分为柱面镜聚焦和光束扫描生成两类.

图１ 两种显微成像方式对比.(a)光片荧光显微从侧面

用薄光片照明,只激发探测物镜焦平面处的样品发

射荧光,在正交方向上收集荧光信号成像;(b)落射

式荧光显微用同一物镜激发和收集荧光,光路经过

　　　　的在焦和离焦样品都会被激发

Fig敭１Comparisonoftwotypesofilluminationand
imagingschemes敭 a LSFM illuminatesthe
samplefromthesidewithathinlightＧsheetand
capturestheopticalsectionedimageinorthogonal
direction by another detection objective 

 b epifluorescence microscopy usesthesame
objectivetoilluminateanddetectthesample in
whichboththeinＧfocusandoutＧofＧfocusportions
　　　　　　　　areexcited

２００４年,Huisken等[５]提出的选择平面照明显微

(SPIM)是第一种光片荧光显微技术,具有里程碑意

义.如图２(a)所示,它使用柱面镜聚焦生成光片.
但该方法存在以下局限:激光束经过狭缝后再由柱

面镜聚焦生成光片,降低了激光能量利用率,仅为

３％左右;柱面镜聚焦方法仅能生成高斯型光片场,
限制了其他类型光片场的生成.２００８年,Keller
等[１２]进一步发展了光束扫描光片显微技术.如图２
(b)所示,它用扫描振镜快速扫描激光束,并经过显

微物镜聚焦后可生成一个动态虚拟的光片.光束扫

描生成光片方法具有以下优点:１)扫描生成的光片

场强度分布更均匀;２)激光的能量利用率显著提

升,高达９５％;３)光束扫描结合激光时空参量调控

可以生成不同类型光片场,利用声光调制器调控激

光器使得输出的光束强度随时间变化,经过扫描后

可以生成条纹结构光片[１０],调控激光的振幅、位相

或偏振等空域参量,可以生成贝塞尔光片[４０]、艾里

光片[４１]等特殊类型光片场,提升系统的成像性能.
基于以上优势,光束扫描生成光片法被应用在很多

光片荧光显微成像系统中.此外,一些新的光片生

成方法,如利用超构表面生成[３７]光片,正在积极探

索之中,它们的突破有望改变光片荧光显微系统构

架并拓宽应用.

图２ 两种光片生成方法的光片荧光显微原理图.(a)使用柱面镜聚焦方法生成光片;(b)利用振镜快速

扫描光束生成光片,下部分为不同类型入射光束的横截面强度分布图

Fig敭２SchematicdiagramsfortwotypesofLSFM withdifferentlightＧsheetgenerationschemes敭 a LightＧsheetis

generatedbyfocusingalaserbeamwithacylindricallens  b lightＧsheetisgeneratedbyrapidlyscanningalaser
beamwithascanmirror敭Belowarethetransversalintensitypatternsofvarioustypesofincidentlaserbeams

３　光片荧光显微的主要技术问题

３．１　空间分辨率与视场相互制约

光片荧光显微成像性能与光片特性息息相关,
系统的轴向分辨率由探测物镜的数值孔径与激发光

片的厚度共同决定,观测视场(FOV)受限于光片宽

度.传统高斯光片场的厚度(束腰半径:w０＝０．６１

λill/NAill,式中λill为照明光波长,NAill为照明物镜

有效数值孔径)和宽度(瑞利长度:FOV＝１．７８nλill/

NA２
ill,式中n 为折射率)[９]会随着柱面镜焦距的增

大或照明物镜的数值孔径的减小而增大,较大的观

测视场通常以牺牲轴向分辨率和三维层析成像能力

为代价,如表１所示.
研究人员通过扫描具有无衍射特性的贝塞尔光
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表１　高斯型光片的视场和光片厚度关系表(n＝１．３３,λill＝０．５μm)

Table１　RelationofFOVandthicknessofGaussianlightＧsheet(n＝１．３３,λill＝０．５μm)

FOV/μm １５ ５０ １００ ２００ ３００ ４００
w０/μm １．０９ １．９８ ２．８０ ３．９６ ４．８６ ５．６１

束、艾里光束等生成如图３(b)和(c)所示的新型光

片场,以解决光片荧光显微系统观测视场与轴向分

辨率相互制约的问题.Planchon等[１５]通过一维扫

描传播过程中能维持光束形貌不变的零阶贝塞尔光

束生成强度均匀的贝塞尔光片,然而贝塞尔光束的

同心环状旁瓣产生的离焦背景噪声,既降低了成像

对比度和系统轴向分辨率,又增大了光漂白和光毒

性效应.Fahrbach等[４２]结合共聚焦技术解决了贝

塞尔光片荧光显微成像对比度和轴向分辨率低的问

题,然而该方法合成一幅高对比度的二维图像需要

拍摄上百幅低对比度的图像,系统的成像速度降低

了两个数量级.Olarte等[４３]利用双光子激发荧光

有效抑制了贝塞尔光束旁瓣产生的离焦背景噪声,
并保证了系统的成像速度,但高强度超短飞秒光脉

冲的 光 漂 白 性 强 且 难 以 进 行 多 色 荧 光 成 像.

Vettenburg等[４４]将艾里光片应用到光片荧光显微

中,在保证轴向分辨率前提下将视场扩大了１０倍

(视场１７３μm×１７３μm,轴向分辨率０．８６μm),但
是艾里光片照明得到的荧光图像必须进行去卷积处

理才能真实还原出样品信息.

图３ 三种光片对比[４４].(a)高斯光片;(b)无衍射贝塞尔

光片;(c)无衍射艾里光片

Fig敭３Comparison ofthree types oflightＧsheets ４４ 敭

 a GaussianlightＧsheet  b nondiffractingBessel
lightＧsheet  c nondiffractingAirylightＧsheet

本课题组也开展了基于无衍射光束的光片荧光

显微研究,提出了互补光束相减光片荧光显微成像

图４ 无衍射互补光束相减光片荧光显微的原理图

Fig敭４ SchematicdiagramofnonＧdiffractingcomplementary
beamsubtractionLSFM

技术(CBSＧLSFM)[２９],它的原理如图４所示.该方

法的核心是设计并实验生成贝塞尔光束的互补光

束,该互补光束也具有无衍射特性,可满足大视场成

像需求;扫描该光束生成的互补光片中心光强为零,
其他位置处强度分布和贝塞尔光片旁瓣强度分布一

致[４５].分别用贝塞尔光片和互补光片照明样品拍

摄两幅荧光图像,然后将二者相减,可消除贝塞尔光

束旁瓣对成像的影响,从而实现大视场高轴向分辨

率成像(视场３００μm×２１０μm,轴向分辨率１μm,
横向分辨率０．４５μm).互补光片相减法用于光片

荧 光 显 微 同 时 引 起 其 他 科 研 人 员 的 关 注 和 研

究[３８,４６].为解决实验系统噪声影响成像质量的问

题,我们提出了一种基于压缩感知盲解卷和去噪图

像处理方法[３０].该方法可同时对荧光图像进行解

卷和去噪处理,可有效抑制伪影,将信噪比提高２
倍,显著提高图像对比度和质量.互补光束相减法

需要拍摄两幅荧光图像才能计算出一幅高分辨、高
质量的图像,成像速度受到一定限制且会额外增加

光剂量.为了解决该问题,利用深度学习进行图像

处理,可以直接从传统的贝塞尔光片拍摄的图像计

算出与互补光片相减法一致的高质量图片,有效提

高了成像速度并降低曝光剂量[３１].
除了使用无衍射光束外,Dean等[４７]利用超声

调制折射率梯度(TAG)透镜以２００kHz的频率沿

着光束传播方向高速扫描聚焦光斑,从而间接生成

一个细长的“针状”光场,再利用扫描振镜快速扫描

生成强度分布均匀的光片场,实现大视场成像.
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Zong等[２１]进一步将该技术应用到双光子光片荧光

显微成像中,同时提高了轴向分辨率和成像深度(视
场２００μm×２００μm,轴向分辨率０．８μm,横向分辨

率０．４４μm).Gao等[４８]开发了平铺拼接光片荧光

显微技术,利用铁电液晶空间光调制器控制光片沿

着光束传播方向移动,依次拍摄多幅小视场高分辨

图像,然后进行图像拼接,从而实现大视场高轴向分

辨率成像[４９].该技术被锘海生物科学仪器(上海)
股份有限公司成功商业产品化,并在２０１８年推出了

国产高端的商业光片荧光显微镜 NuohaiLS１８.

Fei等[５０]提出了亚体素光片荧光显微技术,通过获

取多帧亚体素位移的低分辨图像,利用极大似然估

计重建算法恢复出高分辨的三维图像,在不牺牲空

间分辨率的前提下将成像视场扩大了２５倍.

３．２　超分辨光片荧光显微成像

普通光片荧光显微系统的横向分辨率受到瑞

利Ｇ阿贝衍射极限的限制,由探测物镜的数值孔径和

荧光波长决定,在可见光范围内横向分辨率只能达

到约２００nm[５１Ｇ５５].近 年 来,以 光 激 活 定 位 显 微

(PALM/STORM)[５６Ｇ５８]、受 激 辐 射 损 耗 显 微

(STED)[５９Ｇ６０]、结构光照明显微(SIM)[６１Ｇ６２]为代表的

超分辨技术飞速发展,光片荧光显微与超分辨技术

的有机结合可突破光学衍射极限实现超分辨三维

成像.

２０１４年,Chen等[６３]提出了一种全新的技术:晶

格光片荧光显微(LLSFM).光晶格是由几个波矢

位于一个圆锥面上的平面波相干叠加生成的具有二

维或三维周期性结构的准无衍射光场,如图５(a)所
示.它可以类比为三维结构光照明中的明暗条纹,
结合结构光照明超分辨技术在 NA１．１探测物镜和

NA０．６５照 明 物 镜 组 合 的 光 片 显 微 系 统 中 实 现

１５０nm空间分辨率的超分辨成像.但由于光晶格

无法多角度旋转,仅在横平面的一个方向上实现了

超分辨成像.Chang等[６４]提出了相干结构照明光

片荧光显微技术(csiLSFM),如图５(b)所示,利用

两束相向传播的激光束干涉形成条纹结构光片场,
然后通过改变光束传播方向来旋转条纹结构光片

场,在横平面的各个方向上实现了超分辨成像,并将

空间分辨率提高到１００nm.结构照明和光片荧光

显微结合,虽然空间分辨率提升受限(线性结构照明

超分辨最高能将空间分辨率提高２倍),但它适用于

绝大部分荧光染料,能对活体样品实现快速超分辨成

像.Zanacchi等[６５]将单分子定位超分辨技术引入到

光片荧光显微成像中,将空间分辨率进一步提高到

６０nm.Gustavsson和Moerner(因光学超分辨显微的

贡献分享了２０１４年诺贝尔化学奖)等[６６]结合双螺旋

点扩展函数和单分子定位技术,实现了光片荧光显微

的三维超分辨成像(横向定位精度为１６nm,轴向定位

精度为２４nm).然而单分子定位超分辨需要拍摄大

量的图片才能重构出一张超分辨图像,成像速度受到

图５ 超分辨光片荧光显微.(a)晶格光片荧光显微[６３];(b)相干结构照明光片荧光显微[６４];

(c)受激辐射损耗光片荧光显微[６７];(d)随机光学涨落成像光片荧光显微[２２]

Fig敭５ SuperresolutionlightＧsheetfluorescencemicroscopy敭 a LatticeLSFM LLSFM  ６３   b coherentstructured

illuminationLSFM ６４   c stimulatedemissiondepletionLSFM ６７   d stochasticopticalfluctuationimagingLSFM ２２ 
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了限制.此外,STED和随机光学涨落成像(SOFI)技
术也已成功地和光片荧光显微结合[２２,６７].

３．３　提高三维成像速度

除了空间分辨率、观测视场等成像性能之外,成
像速度(二维成像速度和三维成像速度)是衡量光片

荧光显微性能的另一个非常重要的指标.光片荧光

显微系统的二维成像速度主要由相机决定.英国

Andor公司的Zyla４．２型、日本滨松公司的Flash４．０
型 商 用 SCMOS 相 机 能 达 到 １００frame/s＠
２０４８pixle×２０４８pixle的全画幅速度,通过设置感

兴趣区域(ROI)减少相机使用像素数目可进一步提

高速度,如４００frame/s＠２０４８pixle×５１２pixle,

１６００frame/s＠２０４８pixle×１２８pixle.光片荧光显

微的三维成像速度则受光片和样品相对移动速度、
相机速度、硬件同步及数据传输等因素影响.早期

的光片荧光显微系统[５,６８]中光片和探测物镜保持静

止不动,电动位移平台载着样品沿探测物镜轴向移

动,相机同步拍摄一系列二维荧光图像实现三维成

像,具有结构简单、价格便宜的优势.但受限于电动

位移平台的移动速度,其三维成像速度较慢(约为

１０frame/s),此外机械移动引起样品振动会影响

成像 质 量.为 了 提 高 三 维 成 像 速 度,Holekamp
等[６９]提出了如图６(a)所示的物镜耦合平面照明

显微技术(OCPIM),显微样品在该系统中保持静

止,用移动速度较快的压电位移平台同时沿轴向

移动光片和探测物镜进行三维成像,将速度提高

到２０frame/s.因机械件将探测物镜和激发装置

固定成整体,受压电位移平台承重限制,OCPIM
要求激发装置简单轻便,仅适宜于高斯光片,限制

了其他类型光片的生成和使用.受 OCPIM 启发,
科研人员发展了同步扫描移动技术,压电位移平

台仅移动探测物镜,扫描振镜沿轴向同步移动光

片并保证光片始终位于探测物镜焦平面,相机拍

摄样品一系列不同轴向位置处的清晰二维荧光图

像实现 三 维 成 像,从 而 将 三 维 成 像 速 度 提 高 到

５０frame/s左右[７０Ｇ７２].同步扫描移动对系统激发

装置的结构和重量无特定要求和限制,方便新型

光片场的生成及成像应用.
因压电/电动位移平台性能限制,基于机械移动

的三维成像速度很难大幅提升.Fahrbach等[７３]通

过在探测物镜和相机之间增加一个高速电动调焦透

镜(ETL),通过调节ETL的焦距来改变探测物镜成

像面的位置,并利用扫描振镜同步轴向移动光片以

保证光片始终位于探测物镜的成像面,无需机械移

动 即 实 现 了 三 维 成 像,将 成 像 速 度 提 高 到

５１０frame/s(３０volume/s).Olarte等[７４]在探测光

路中加入三次相位板(CPM)来扩展系统景深,如图

６(b)所示,在较大的空间范围内对样品都能进行较

清晰的成像,仅需轴向扫描光片并用相机拍摄样品

的一系列二维荧光图像实现三维成像,并将其命名

为解耦合照明探测光片荧光显微(DIDＧLSFM),在

ROI的前 提 下 将 成 像 速 度 提 高 到１６００frame/s
(７３volume/s).较高的成像速度都以减少相机有

效使用像素为代价,会影响系统的观测视场和图像

分辨率.此外,系统中引入ETL或CPM,成像放大

率会随着成像位置的变化而改变,CPM 扩展了景

深,拍摄的图像必须经过去卷积才能真实复原,这些

都会增加后期图像处理的工作量和难度.

图６ 两种用于快速三维成像的光片荧光显微技术.(a)物镜耦合平面照明显微示意图[６９];

(b)解耦合照明探测的光片荧光显微原理图[７４]

Fig敭６ TwokindsoflightＧsheetfluorescencemicroscopyforfastthreeＧdimensionalimaging敭 a Schematicofthe

objectiveＧcoupledplanarilluminationmicroscope ６９   b conceptofdecoupledilluminationdetectioninLSFM ７４ 
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３．４　提高成像质量和成像深度

对光学显微特别是三维显微技术而言,除了追

求高时空分辨率和大视场,提高成像质量和深度也

非常关键.显微系统或样品本身引起的像差会降低

图像对比度和信噪比,影响成像质量,因此有必要对

像差进行校正.Bourgenot等[７５]在光片荧光显微的

探测光路中增加变形镜,利用自适应光学技术同时

校正样品和探测系统引起的像差,校正后成像质量

提升效果明显.Wilding等[７６]用波前探测器测量出

光片荧光显微激发系统的像差,并用液晶空间光调

制器校正像差来优化光片场的性能,提高了系统的

轴向分辨率和成像质量.光片荧光显微激发系统的

像差会影响光片场质量,探测系统和样品引起的像差

会影响成像质量,需要同时对激发系统、探测系统和

样品本身引起的像差进行全面校正,才能得到优化成

像结果.Liu等[７７]将自适应光学技术引入到晶格光

片荧光显微系统中[其光路如图７(a)所示],分别使用

空间光调制器和变形镜,结合双光子导星技术对激发

系统、探测系统和样品引起的像差进行校正,实现了

多细胞生物组织的亚细胞结构动态高质量成像,如图

７(b)所示.此外,利用各类软硬件方法消除条纹伪影

可有效改善半透明样品的三维成像质量[２７,６８,７８,７９].

图７ 像差校正提高光片荧光显微成像质量.(a)自适应光学晶格光片荧光显微镜简化光路图;

(b)像差校正前后斑马鱼胚胎脊骨成像结果对比[７７]

Fig敭７ImprovingtheimagingqualityofLSFMbyaberrationcorrection敭 a Simplifiedschematicofadaptiveopticallattice
lightＧsheetfluorescencemicroscopy  b imagingresultsofthespineofazebrafishembryobeforeandafter

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　aberrationcorrection ７７ 

　　由于内源性色素以及组织内水、蛋白质、脂类等

不同物质折射率的差异,生物组织会吸收和散射光,
因此生物组织通常不太透明,对组织深部进行高时

空分辨率无创三维光学成像具有一定的挑战性.生

物组织对近红外光的吸收和散射比可见光弱,因此

用近红外超短脉冲激光作为光源的双光子光片荧光

显微可提高成像深度[４３,８０,８１].EscobetＧMontalbán
等[８２]发展的三光子光片荧光显微进一步提高了成

像深度,达到４５０μm.高强度的超短飞秒(皮秒)脉
冲激光会增大对样品的光损伤,对比研究[８３]表明:
超短激光脉冲照明成像１h后,肿瘤细胞停止有丝

分裂,而低功率连续激光照明成像时间可达２４h.

Wang等[８４]在光片荧光显微系统中用近红外二区

(波长１３１９nm)的连续激光作为光源,照明样品激

发出中心波长为１６００nm的红外荧光信号,用相机

拍摄荧光图像实现三维成像,将成像深度提高到

２mm.低功率连续红外激光提高了成像深度,降低

了光损伤,但荧光波长增大会降低空间分辨率.

除了革新和提升光片荧光显微成像系统软硬件

外,利用生物化学技术对样品进行前期处理,改善和

提高样品光学性能也是一种行之有效的策略.组织

透明技术,利用一种或多种化学试剂,通过浸泡、电
泳或灌注等处理方法,减少生物组织内部的折射率

差异,使得大块组织在视觉或光学显微镜下透明可

见[８５].２００７年,Dodt等[６８]对出生１０天的幼鼠进

行组织透明化处理,结合光片荧光显微成像技术对

鼠脑海马区的神经元进行了三维荧光成像.２０１９
年,Gao等[８６]利用生物组织膨胀技术来提高成像深

度和质量,他们通过给果蝇大脑注射凝胶使其体积

扩大８倍,让脑组织稀疏来降低光散射,然后用光片

荧光显微对果蝇的整个大脑实现了亚细胞尺度的三

维成像.组织透明化技术的发展让原本不透明的组

织、器官甚至完整生物体的光学特性提升,避免传统

组织切片技术对样品完整性的机械破坏,结合光片

荧光显微实现亚细胞尺度的三维清晰成像,具有革

命性意义.
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除了克服视场和空间分辨率相互制约的矛

盾,提高三维成像速度、深度和成像质量,实现超

分辨成像之外,其他一些技术问题也需要关注,
如:光片荧光显微成像系统中的样品放置和制备

问题.大部分光片荧光显微成像系统需要使用定

制的样品池放置显微样品[５,１０,１２,６３],不利于快速更

换显微物镜,且样品的制备比较复杂,对该技术的

大规模应用有一定的影响.倒置选择平面照明显

微技术[７０](iSPIM)、高度倾斜薄光片显微技术[８７]

(HILO)和横向干涉斜激发光片荧光显微技术[８８]

(LITEＧLSFM)等,可以对标准的显微切片样品进

行三维显微成像,在一定程度上解决了样品放置

和制备复杂的问题.

４　光片荧光显微的应用

４．１　细胞生物学

分子扩散或动态平衡过程引起的分子空间不均

匀分布,对细胞分裂、分化和迁移过程中的核组织和

信号传导至关重要.为了充分了解其机制,需要对

分子的丰度、扩散系数和相互作用进行追踪和定量

测量.Ritter等[８９]利用光片荧光显微镜成功观察

并追踪到摇蚊幼虫的唾液腺细胞核中的信使核糖核

蛋白颗粒(mRNP),研究了细胞中 mRNP颗粒的扩

散特性.Capoulade等[９０]结合光片荧光显微和荧光

相关谱(FCS)技术,对狗肾和果蝇翅膀细胞核中异

染色质蛋白进行了定量荧光成像,测量了活细胞内

蛋白质浓度和扩散系数.Wohland等[９１]研究了发

育４８h后活斑马鱼胚胎血流中荧光纳米珠的动力

学过程,测量了注入到斑马鱼血液循环系统中的纳

米荧光微球的扩散系数.

Chen等[６３]利用晶格光片荧光显微镜首次观测

到了海拉细胞质中微管细丝的生长动态过程(图

８),定量测量了单个微管细丝的生长速度、方向和生

长期,为细胞水平上全面理解细胞驱动机制作出了

重要贡献.Planchon等[１５]利用基于贝塞尔光束的

光片荧光显微可对活细胞中线粒体、丝状伪足、膜褶

皱、细胞内囊泡和有丝分裂染色体的动力学特性进

行成像和分析.Li等[９２]结合非线性结构照明超分

辨和光片荧光显微技术,拍摄了非洲绿猴SV４０转

化的肾细胞(COSＧ７)线粒体图像,人骨肉瘤细胞

(U２OS)中的肌动蛋白细胞骨架及高尔基体图像.

Lorenzo等[９３]用光片荧光显微对多细胞肿瘤球体中

有丝分裂进行了三维成像,并研究了抑制有丝分裂

药物Ｇ紫杉醇对肿瘤细胞有丝分裂的影响.光片荧

图８ 光片荧光显微在细胞生物学中的应用.(a)细胞有丝分裂不同阶段的生长速率分布;(b)组蛋白(绿色)、线粒体(黄
色)和内质网(品红色)在有丝分裂期间四个时间点处的３D空间关系;(c)原生动物嗜热链球菌单个标本在八个连续

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　时间点的体渲染图像[６３]

Fig敭８ApplicationsofLSFMincellbiology敭 a Distributionofgrowthratesatdifferentstagesofcellmitosis  b ３D
spatialrelationshipofhistones green  mitochondria yellow  andtheendoplasmicreticulum magenta atfour
timepointsduringmitosis  c volumerenderingsateightconsecutivetimepointsofasinglespecimenofthe

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　protozoanT敭thermophila ６３ 
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光显微用于研究细胞内分子扩散规律与机制、大分

子间相互作用、细胞器精细三维结构、细胞有丝分

裂、细胞与细胞之间的相互作用等各种生理规律,是
细胞生物学研究领域中非常重要显微成像工具[９４].

４．２　发育生物学

研究生物体从精子和卵子的形成、受精、发育和

生长的奥秘,需要对活生物体进行长时间的显微观

测,并且要求光学显微镜对生物体的光损伤尽可能

低,从而减少对生物体生长发育的影响.与传统落

射式荧光显微相比,光片荧光显微具有光损伤低和

快速三维层析成像的优势,适宜对发育中的生物体

进行长时间显微成像[１９].Keller等[１２]用扫描光片

荧光显微镜对斑马鱼胚胎实现了亚细胞空间分辨率

的三维成像,对斑马鱼早期胚胎中所有的细胞进行

追踪和重建,实验结果如图９(a)所示,揭示了合子

转录之前,与胚胎轴一致的初始形态动力学对称性

断裂.此外,光片荧光显微还用于对果蝇[５,８１]、秀丽

隐杆线虫[９５]等模式动物的胚胎发育过程的长时间

三维显微成像.图９(b)为果蝇胚胎发育过程中不

同阶段的光片荧光显微成像结果.
除了对模式动物的胚胎进行长时间显微成像,

光片荧光显微还能用于研究植物发育,研究植物早

期发育过程中从细胞分化形成组织,不同组织构成

器官的基本机理[９６Ｇ９７].Maizel等[９８]利用光片荧光

显微观察了拟南芥根尖和侧根的发育,研究了细胞

在器官生长过程中的增殖并追踪了根部单个内体的

运动.Lucas等[９９]用光片荧光显微研究了拟南芥侧

根的生成,由于细胞分裂和主根生长形成侧根,该研

究有效回答了植物发育特别是根系形态变化的原因

和机理问题.

图９ 光片荧光显微在发育生物学中的应用.(a)斑马鱼胚胎发育过程不同阶段的光片荧光显微

３D图像[１２];(b)果蝇胚胎发育过程不同阶段的光片荧光显微３D图像[１０]

Fig敭９ ApplicationsofLSFMindevelopmentalbiology敭 a LSFM３Dimagesatdifferentstagesduringthezebrafish

embryonicdevelopment １２   b LSFM３Dimagesatdifferentstagesduringthedrosophilaembryonicdevelopment １０ 

４．３　神经科学

在神经科学研究中,用于测量神经元活动的电

生理和钙成像技术仅能对大脑中一小部分神经元进

行测量,难以研究大脑不同区域的神经元的相互作

用.对整个大脑进行细胞或亚细胞尺度分辨率的三

维无创显微成像,获取全部神经元的位置、形态和行

为信息,有利于研究神经回路进而理解脑内过程和

神经机制.光片荧光显微是小型脊椎动物和无脊椎

动物全脑成像的出色工具,它可以对脑中所有的神

经元进行长时间三维成像并记录分析神经元活动特

性,进而回答神经科学研究中的很多问题.Ahrens
等[１００]利用光片荧光显微镜以０．８Hz的频率记录了

整个斑马鱼大脑的活动,并以单细胞分辨率捕获了

超过８０％的神经元.Dodt等[６８]结合光片荧光显微

和组织透明化技术,对鼠脑进行了三维成像,实验结

果如图１０所示.Silvestri等[１０１]将光片荧光显微技

术与共聚焦技术相结合来提高成像对比度,获得了

具有亚细胞分辨率的宏观鼠脑神经图像.Amat
等[１０２]利用光片显微技术重建了果蝇早期神经系统

的细胞谱系,整理分析了２９５个神经母细胞的轨迹

和分裂信息,并根据细胞分裂的时间和方向信息对

四种神经母细胞进行了高精度预测.Gao等[８６]用

光片荧光显微镜对果蝇的整个大脑实现了亚细胞尺

度的三维成像,观察到了全部１０万个神经元,标记

了所有多巴胺能神经元,并统计了整个果蝇大脑中

存在的突触.这些研究有助于人类理解不同的神经

环路如何组成、性别对大脑的影响以及疾病如何破

坏大脑.
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图１０ 鼠脑光片荧光显微成像结果[６８].(a)全脑图像重建结果;(b)切除的全海马区图像;(c)海马区部分

图像重建结果;(d)神经元的树突棘.标尺:５００μm

Fig敭１０ MicebrainimagingviaLSFM ６８ 敭 a Imagereconstructionofanentirewholemousebrain  b imagesofan
excisedwholehippocampus  c imagereconstructionofaspecificpartofhippocampus  d dendriticspinesofthe
　　　　　　　　　　　　　　　　neurons敭Scalebar ５００μm

５　结束语

光片荧光显微成像技术具有高空间分辨率、低
损伤、快速和三维层析成像的特点,已成功应用于细

胞生物学、发育生物学和神经科学等领域,是活体生

物样品长时间三维成像的理想工具.光片荧光显微

成像技术近二十年快速发展,但在以下方面还有进

一步改进的空间:１)系统硬件的改进升级对光片荧

光显微的性能的提升具有很大的促进.如使用高功

率稳定的激光光源,更快速高灵敏度的大面阵探测

器,高刷新频率的空间光调制器,成像性能更好的物

镜等;２)新的成像理论和技术的革新与发展.采用

空间光场调控技术设计生成性能优异或与样品关联

的智能化光片,控制系统的点扩展函数和全面校正

像差等,新的超分辨技术与光片显微结合,图像处理

过程中使用压缩感知和深度学习计算机技术,光学

显微与电子显微以及其他成像技术的有机结合,实
现跨尺度多模态成像等;３)生化技术改进荧光样品

制备.开发使用更高效更稳定的荧光染料,更方便

快捷的组织透明化技术和组织膨胀技术应用和推

广;４)光片荧光显微技术商业推广和大规模应用,与
终端用户深入沟通交流,设计供应用户操作简单、维
护方便、系统稳定以及价格控制的产品,促进技术的

大规模商业推广与应用进而反哺显微技术的发展,
为人们探索生命的奥秘提供更有利的工具.
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