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摘要  随着生物医学研究对复杂组织结构和功能的深入探索，高分辨率、高信噪比的深组织成像技术变得愈加重要。传

统的显微镜技术往往局限于二维、透明的生物薄样本的观测，这在很大程度上无法满足当前生物医学领域对三维深组织

体成像的研究需求。光片荧光显微镜凭借其低光损伤、高采集速率、大视场、体成像等优点被生物学家广泛使用。然而，

生物组织固有的高散射特性仍然为深层成像带来了巨大的挑战。本文重点介绍了光片荧光显微成像技术在深组织成像

领域的最新进展，特别是应对高散射样本挑战的解决策略，旨在为相关领域的研究人员提供有价值的参考，助力其对该

前沿技术的最新进展和应用前景的理解。首先，阐述了光片荧光显微镜的基本原理和高散射吸收特性的形成原因及影

响；然后，进一步阐明了增加组织穿透深度、应对光散射和吸收等问题的最新进展；最后，探讨了具有大穿透深度和强抗

散射能力的光片荧光显微成像技术的发展前景以及潜在应用。
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Abstract As biomedical research delves deeper into the intricacies of tissue structure and function, the demand for high-

resolution, high-signal-to-noise-ratio deep-tissue imaging technologies has become critical.  Traditional microscopy, limited 
to two-dimensional, transparent thin biological samples, falls short in satisfying the current requirements for three-

dimensional deep-tissue imaging in biomedical sciences.  In contrast, light-sheet fluorescence microscopy distinguishes itself 
through its attributes— low photodamage, rapid acquisition, extensive field of view, and volumetric imaging—establishing it 
as a cornerstone among biologists.  Despite these advantages, the intrinsic high-scattering characteristics of biological tissues 
pose formidable challenges to achieving deep imaging.  This review focuses on recent progress in light-sheet fluorescence 
microscopy for deep tissue imaging, emphasizing strategies that overcome challenges associated with high-scattering 
samples, so as to provide valuable insights to researchers in related fields, assisting them in developing a preliminary 
comprehension of the latest innovations and future possibilities inherent in this cutting-edge technology.  Firstly, the basic 
principles of light-sheet fluorescence microscopy and the causes and effects of high-scattering absorption characteristics are 
explained.  Subsequently, recent progress in enhancing tissue penetration depth and addressing issues such as light scattering 
and absorption is further examined.  Finally, the development prospects and potential applications of light-sheet fluorescence 
microscopy imaging technology with high penetration depth and anti-scattering ability are discussed.
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1　引 言

光学显微镜自发明以来，已经历了几个世纪的发

展历程。光学显微镜凭借其非接触性、低侵入性及多

样化的成像机制，在近现代细胞学和生物学研究中发

挥着卓越的作用，并展现出广泛的适用性［1］。20 世纪

90 年代，随着基因编码荧光蛋白的出现，生物学家能

够利用多种颜色的荧光蛋白标记生物体内的不同细

胞，使荧光显微镜成为一种重要的成像工具［2］。荧光

显微镜具有高时空分辨率和对生物样本损伤小等特

性，能够实现对特定目标的精准成像。随着新型荧光

探针的持续发现和研制，荧光显微成像技术得到了迅

速 推 进 并 不 断 创 新［3］，共 聚 焦 激 光 扫 描 显 微 镜

（CLSM）、全内反射荧光显微镜以及多光子荧光显微

镜等新型技术应运而生。

CLSM［4］的出现，为三维活体样本的非侵入性成

像提供了一种新的途径。然而，该技术利用逐点扫描

的方式实现三维图像构建，焦点处的功率较高，导致严

重的光漂白和光毒性等问题，并且采集速度较慢，不适

合长时间的活体成像。此外，该方法在穿透深度方面

有一定的局限性，且对样本的均匀性及低散射性有较

高的要求。随着研究的不断深入，生物学家们不再局

限于基础的生物样本，而是转向观测更为复杂的生命

体，如组织器官等结构［5］，以及整个胚胎发育的实时动

态过程。

在这一背景下，光片荧光显微镜（LSFM），也称

为选择平面照明显微镜（SPIM），成为应对现代生物

学中成像挑战的关键技术之一［6］。尽管光片显微镜

已经存在一个多世纪了，但直到 2004 年才被发展为

适用于现代生物学研究的成像技术［7］。该技术通过

照明与探测正交的方式实现三维图像采集，与传统荧

光显微成像技术相比，它只激发焦点处的荧光，有效

减少了离焦荧光信号的干扰，从而降低了光漂白与光

毒性。此外，采用片状光一次性照亮整个平面，能够

快速捕获大量数据，光片荧光显微镜的低光毒性与高

采集速率使其特别适合追踪活体样本的动态过程。

目前，光片荧光显微成像技术已经具备光损伤低、采

集速度快、成像视场大等优势，然而，在进行如大脑或

心脏的厚层切片和肿瘤组织等高散射生物样本的观

测时，其内部的复杂结构和光学异质性导致光片在样

品内产生严重的散射与吸收，进而引起图像模糊或失

真。因此，提升光片荧光显微镜在减弱散射与穿透深

层组织方面的能力，是当前研究亟需解决的关键

难题。

本文旨在阐述光片荧光显微成像技术在深组织成

像研究中面临的主要挑战，并介绍了应对高散射和提

高成像深度的解决方案。首先，介绍光片荧光显微成

像的基本原理，分析高散射与吸收的成因及其对成像

的影响。然后，从多个角度介绍现有的几种提高穿透

深度和应对样品散射挑战的技术，包括激发光调制、多

视图融合、非线性效应、波前整形及样品处理等。最

后，展望具有高穿透深度、强抗散射能力的光片荧光显

微镜在生物学研究中的发展前景。

2　光片荧光显微成像原理及高散射与
吸收成因

2. 1　光片荧光显微成像原理

图 1（a）所示为光片荧光显微镜的基本结构。激

光从一侧对样品进行照明激发，采用与照明光路垂直

的光路探测荧光，与传统的荧光显微成像技术相比，

光片荧光显微镜具有两个主要优势。首先，该技术提

供了固有的光学切片，仅在样本内部的薄层区域激发

荧光，显著降低了光漂白与光毒性，同时有效减少了

离焦信号和背景噪声，极大地提升了成像质量。相比

之下，共焦显微镜作为传统荧光成像技术，将激光能

量聚焦在样品内部一点，可获得良好的轴向分辨率和

对比度，但长时间成像时光毒性与光损伤较大。其

次，多光子显微镜利用非线性光学效应实现深部组织

成像，虽然它能提供较强的组织穿透能力，但其采集

速度通常不如光片显微镜。光片荧光显微镜能够一

次性对整个平面成像，拥有极快的采集速度。与各种

点扫描成像技术相比，光片独特的激发与探测结构赋

予了光片荧光显微镜在活体生物样本长时间动态成

像方面的显著优势。

光片荧光显微镜的照明光路主要用于光片的形

成，其厚度决定了系统的光学切片能力，探测光路则决

定了系统横向分辨率，并与光片厚度共同影响系统的

轴向分辨率。因此，光片的性能对光片荧光显微镜的

成像效果至关重要［8］。如图 1（b）所示，常见的光片形

成方法包括：1）由柱面透镜聚焦形成静态高斯光片。

该方法是选择平面照明显微镜的标准照明方法，由于

光片厚度通常为几微米到十几微米，系统的轴向分辨

率受到制约。这种方法的优势在于能够提供低光毒性

的照明条件，有助于长时间的活体成像［9］，但也存在一

定的局限性，如进行三维体成像时，需要对样品进行轴

向扫描或旋转，导致成像速度较慢，不利于捕获快速动

态过程，同时，高斯光片光强在中心最高，向外逐渐减

弱，可能导致不均匀照明，且对厚样品的成像深度有

限。2）使用扫描振镜在物镜焦平面快速移动聚焦光

束，形成动态的虚拟光片，该方法称为数字扫描光片显

微镜（DLSM）［10］。动态光片将其照明能量集中在单线

上，相较于静态光片实现了更均匀的照明效果，并且扫

描光束通常采用多种类型的无衍射光束，光片厚度可

达亚微米级别，获得更高的轴向分辨率。此外，由于扫

描的单线光束之间非相干，因此动态光片受散射的影

响比静态光片小，其成像质量提高［11］，同时，利用高速

扫描振镜使聚焦光束在样品上快速移动，并以每秒数

百帧的速率连续捕获图像，获得更快的成像速度，从而
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描光束通常采用多种类型的无衍射光束，光片厚度可

达亚微米级别，获得更高的轴向分辨率。此外，由于扫

描的单线光束之间非相干，因此动态光片受散射的影

响比静态光片小，其成像质量提高［11］，同时，利用高速

扫描振镜使聚焦光束在样品上快速移动，并以每秒数

百帧的速率连续捕获图像，获得更快的成像速度，从而
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在较短时间内覆盖更大的样本区域。采用该扫描光片

生成方式时需要配合使用另一轴向的振镜扫描进行三

维体成像，相比于静态高斯光束，该方式进一步加快了

成像速度。为了进一步优化光片的性能，减小深组织

成像中生物组织所带来的激发波前散射畸变，研究人

员通过对光束振幅、相位、偏振或频率等进行调制，开

发了多种类型的无衍射光束，例如贝塞尔光片［12］、艾里

光片［13］以及晶格光片［14］等。

2. 2　高散射与吸收成因及影响

物理散射和吸收是影响光学显微成像的主要因

素。散射通常由组织结构中的细胞和纤维等散射体

引起，这些结构在光的传播路径上形成障碍，使光发

生偏折和散射［15-16］，图 1（c）所示为光入射到深度为 Z0

处的散射情况［17］，不同颜色的曲线代表光波在介质中

遇到散射中心时的不同路径及相互作用。 εSS 曲线表

示单次散射波，即光波在目标物体上只发生一次散射

就到达探测器；εTM 和 εBM 曲线表示多次散射波，与样

品的不同部分发生相互作用时经历了多次散射；εDC

曲线为无散射的参考波。同时，组织内的吸收发色团

如血液中的血红蛋白、黑色素、水分以及其他色素会

吸收部分光能，导致光强度衰减，影响成像深度和信

号强度。光的散射与吸收共同作用，导致光在组织中

的传播受阻，进而限制了光学显微镜的穿透深度，通

常仅能观察到组织表面几十到几百微米的范围［18］。

在特殊的生物样本如肿瘤细胞聚集物和大型生物组

织切片等高散射样本中，不同细胞间折射率的差异会

导致光在穿越样本时发生严重的光散射［19］，不仅引起

光的传播方向混乱，产生光学像差，还会增加光片的

厚度，进而影响整个样品点扩展函数（PSF）的质量。

图 1（d）所 示 为 200 nm 直 径 的 荧 光 微 球 的 三 维

PSF［20］，PSF 的畸变极大地限制了深层细胞或组织结

构的成像清晰度。

尽管光片荧光显微镜在一定程度上能够实现深组

织成像，但在高散射和吸收的生物样本观测时仍面临

诸多挑战［21］。光片荧光显微镜从侧面一次照亮整个平

面，这种照明方式的缺点是所采集的数据中存在条纹

伪影，图像质量下降，这也是由样品中散射和吸收引起

的［22］。散射会减弱焦点处的荧光信号，并且由散射发

出的光子会在焦点体积外产生荧光，从而导致图像的

对比度降低。在透明度较高的生物样本如斑马鱼胚

胎中，样品散射产生的影响较小，可以在不透明化组

织的情况下直接进行样本的快速成像［23］，而光片荧光

显微镜最常见的用途为对胚胎和器官成像，这些样本

往往是较厚且不均匀的散射样本。在密度更高且体

积较大的生物样本如果蝇及小鼠大脑中，样品的不透

明性削弱了光线的穿透能力，导致图像上出现严重的

图 1　光片荧光显微成像原理图和散射成因及影响。（a）照明与探测结构［25］；（b）两种光片生成方式［25］；（c）光入射到 Z0处的

散射情况［17］；（d）散射后荧光微球的三维 PSF［20］

Fig.  1　Schematic of light sheet fluorescence microscopic imaging and scattering causes and effects.  (a) Illumination and detection 
structure[25]; (b) two modes of light sheet generation[25]; (c) scattering of light incident to Z0

[17]; (d) 3D PSF of fluorescent beads 
after scattering[20]
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伪影［24］。为了解决光片荧光显微成像技术面临的样

品高散射和吸收所引起的图像对比度降低的问题，可

将核心设计原则扩展到多种方式。

3　主要技术进展

下面介绍光片显微镜在解决穿透深度浅以及光

散射和吸收问题方面的最新进展。该类问题的基本解

决方案是改变激发光［26-28］，例如使用更长波长的激发

光和不同类型的无衍射光束；更直接的方法是从多个

角度收集样本信息［29-33］，并将这些图像融合以构建样

本的三维图像。在成像某些深层组织时，多光子激发

技术已被证明能够将组织穿透深度增加到 1 mm 以

上［19， 21］；除此之外，波前校正技术也被用于进一步提升

光学穿透深度［34-37］。对于固定的组织样本，组织透明

化［13， 18， 38-40］或者组织膨胀处理［41-44］是一种有效的方法，

可以在很大程度上减弱光散射引起的成像深度限制。

3. 1　激发光调制

如图 2（a）所示，在利用传统高斯光束形成足够长

且均匀的光片时，通常会产生较大的束腰，这就严重降

低了轴向分辨率，并且在高散射介质中导致光散射问

题加剧。为了克服这些局限性，研究人员采用贝塞尔

光束以及其他无衍射光束代替高斯光束，如图 2（b）所

示。贝塞尔光束在传播过程中能够保持较小的束腰尺

寸，且具备独特的“自我修复”特性，即在遭遇部分阻挡

后仍然能够恢复其原有形态，这使得贝塞尔光束即使

在高散射介质中也能保持较长的均匀光片，有效减少

对组织内部成像时的畸变。Planchon 等［26］采用扫描贝

塞尔光束形成比高斯光束有效长度长 3~5 倍的光片，

提供了各向同性分辨率并增强了组织穿透能力。与此

相比，另一种无衍射光束艾里光束，如图 2（c）所示，能

产生比相同数值孔径（NA）的高斯或贝塞尔光束更薄

的光片。图 2（d）对比了几种光束的荧光成像。华中

科技大学费鹏教授团队与张玉慧教授团队［45］提出一种

新的光片超分辨显微成像策略——双环调制选择平面

照明显微镜（IDDR-SPIM），通过将线形激发光投影到

双环调制板上，产生了均匀的贝塞尔光片，侧瓣强度比

相同厚度的晶格光片降低了大约 35%，显著减少了由

强侧瓣引起的图像伪影。中国科学院西安光机所姚保

利教授团队［46］提出了互补光束相减光片荧光显微成像

技术（CBS-LSFM），该技术利用空间光调制器生成贝

塞尔光束及其互补光束，互补光束的中心光强为 0，其
他位置的光强与贝塞尔光片旁瓣强度分布一致，用贝

塞尔光片和互补光片拍摄两幅荧光图像，二者相减，能

够有效消除贝塞尔光束旁瓣的干扰，从而提高图像的

图 2　3 种不同模式的光片及近红外激发策略。（a）~（c）高斯、贝塞尔、艾里光片［27］；（d）不同光束类型的光片沿着 x 轴的传播情况及

荧光微球的最大强度投影图像［27］；（e）3 种波长的激发光在小鼠脑组织中的穿透深度对比［48］

Fig.  2　Three different modes of light sheets and NIR excitation strategies.  (a)‒(c) Gaussian, Bessel, and Airy light sheets[27]; 
(d) propagation of light sheets with different beam types along x-axis and maximum intensity projection images of fluorescent 

beads[27]; (e) comparison of penetration depths of excitation light of three wavelengths in the brain tissue of mice[48]
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轴向分辨率与信噪比。Vettenburg 等［27］使用艾里光片

对幼年文昌鱼的肌动蛋白和核酸等高散射样本进行成

像，相较于高斯和贝塞尔光束，艾里光束能够沿轴向传

播更远的距离，能够更清晰地分辨出组织深处的细微

结构。艾里光束的不对称激发模式可能导致图像略显

模糊或扭曲，但通过反卷积算法处理，可以提取并恢复

原始图像的更多细节，从而在整个视场产生高对比度

和分辨率的图像。

使用近红外激发光是另一种有效策略，较长波长

的光具有更长的散射平均自由程，意味着在发生散射

前，光束可以传播更远的距离［47］。这使得这些光束在

生物组织中传播时，更不容易被介质中的小颗粒散射，

从而实现了更深的组织穿透。Wang 等［48］利用所开发

的近红外二区  （NIR-Ⅱ，1000~1700 nm）光片显微镜

对 3 种不同波长的激光在小鼠脑组织中的穿透深度进

行比较，如图 2（e）所示，1320 nm 激发光能够在甘油清

除的脑组织中进行约 750 μm 深、2 mm 宽的光学切片

成像。目前，已经开发了几种在 NIR-Ⅱ发射的荧光探

针，包括碳纳米管、量子点、有机共轭聚合物、分子染料

以及稀土纳米颗粒［49-54］。这些探针有效减少了光子散

射，降低了长波长区域的自发荧光强度，从而促进了

NIR-Ⅱ激光在心血管疾病、脑部病变和癌症小鼠模型

成像中的应用［55-56］。然而，开发适用于该光学窗口的

探针仍具挑战性，近红外光片成像的未来发展在很大

程度上取决于探针技术的突破。

3. 2　多视图融合

在成像高散射生物样本时，样本中的光吸收和散

射降低了光片的质量，进而限制了有效视场，导致随着

成像深度增加，图像质量下降。多视图融合技术通过

同时获取样本不同视角或不同光路的成像信息，将这

些信息融合，有效降低了散射的影响，提高了深组织成

像的质量。这种方法可以通过使用多个探测器、采用

不同的光路或不同的照明条件来实现，并利用多视图

融合算法对样本进行三维重建。

如图 3（a）所示，最原始的多视图光片显微成像系

统通过旋转样本并从不同的角度采集图像，Huisken
等［7］采用该方法实现了基因和蛋白质表达模式的高分

辨率三维可视化，显著提高了高散射样本图像的质量。

如图 3（b）所示，使用适当的融合算法对不同方向的旋

转位置斑马鱼图像进行处理［57］，可以获得具有各向同

性分辨率的三维图像。然而，这种顺序多视图成像方法

通常适用于固定样本，而不适用于捕获活体样本的动态

过程，这是因为该方法的成像速度较慢，在活体样本成

像时，连续多个视图采集之间可能发生了快速的发育变

化。Ahrens 等［29］使用双物镜激发系统［图 3（c）］提供更

均匀的照明平面，有效去除由样品散射和吸收引起的

图 3　多视图融合光片显微系统设计。（a）顺序多视图 SPIM 系统原理图［7］；（b）不同方向的斑马鱼融合图像［7］；（c）双向照明 SPIM 系统

原理图［29］；（d）不同深度斑马鱼脑部图像及其放大区域图像［29］；（e）同步多视图 SPIM 系统原理图［30］；（f）果蝇合胞胚胎重建图像［30］

Fig.  3　Multi-view fused light sheet microscopy system design.  (a) Schematic of sequential multi-view SPIM system[7]; (b) different 
orientations of zebrafish fusion images[7]; (c) schematic of SPIM system with dual-view illumination[29]; (d) images of zebrafish 
brain at different depths and images of its magnified regions[29]; (e) schematic of synchronized multi-view SPIM system[30]; 

(f) reconstructed images of Drosophila melanogaster syncytiotrophoblast embryos[30]

伪影。该方法利用相反方向的光片照明来补偿样品的

散射效应，有效光片更薄，其轴向分辨率比单向选择平

面照明显微镜提高了 2 倍。图 3（d）所示为在不同深度

获取的斑马鱼脑部图像，该方法每 1. 3 s 对整个大脑完

成一次采集，覆盖了 800 μm×600 μm×200 μm 的范

围，比顺序多视图采集方法的成像速度快。华中科技

大学龚辉教授团队［58］利用双光束照明和共焦双缝检测

来提高图像信噪比，其帧速率是线共焦光片荧光显微

镜的 2 倍，通过优化双缝的宽度与信噪比之间的关系，

进一步优化了图像质量。这种双侧照明方法虽然明显

减少了最终图像的伪影，加快了采集速度，但需要将两

个反向传播的光束与探测物镜的焦点区域精确对齐，

因此系统校准是一个复杂的任务。此外，以上两种方

法涉及样品的旋转，由此引起的机械移动伪影同样影

响了成像质量。

为了解决以上问题，研究人员提出具有多条同步

检测路径的光片显微镜，该方法能够消除缓慢的顺序

多视图成像所造成的时空伪影。然而，该技术在系统

构建上仍然面临挑战。Tomer 等［30］开发了同步多视

图选择平面照明显微镜（SiMView-SPIM），如图 3（e）
所示，带有 4 个同步照明与探测物镜的光片显微镜，

通过同时获取 4 个互补的光学视图，实现了几乎完整

的样本覆盖，不同视图间同步拍摄的时间间隔仅受相

机采集时间的限制，能够在多个视角上快速地采集图

像数据，并进行实时处理和存储。图 3（f）所示为果蝇

合胞胚胎重建图像。与传统的顺序多视图成像光片

显微镜相比，互补视角的时间同步性提高了 3 个数量

级以上，成像速度提高了 20 倍以上。其他多视图解

决 方 案 ，例 如 各 向 同 性 选 择 平 面 照 明 显 微 镜

（IsoView SPIM）［31］、多 视 图 选 择 平 面 照 明 显 微 镜

（MuViSPIM）［32］和四透镜光片显微镜［33］等，都在一定

程度上对系统的参数进行了优化，这些技术主要应用

于 胚 胎 发 育 过 程 中 细 胞 核 和 细 胞 形 状 变 化 的 跟

踪［32， 59］、核分裂和神经发育的检测［30］，以及胚胎中细

胞运动的重建［60］等。

3. 3　非线性光学

非线性光学效应是指在高光强条件下，光与物质

的相互作用不再遵循传统的线性光学规律而出现的非

线性响应，分别为双光子吸收（2PA）、二次谐波发生

（SHG）和相干反斯托克斯拉曼散射（CARS）［61］，如

图 4（a）所示。双光子吸收在生物成像中应用最广泛，

双光子显微镜就是一类基于双光子吸收效应构建的三

维扫描显微镜［62］，其发光原理为“同时”吸收两个光子

形成一个分子进入激发态，并回到基态释放出荧光，三

个或更多个光子也可以类似地形成多光子吸收［63-64］。

这种非线性激发的关键优势在于只激发焦点处荧光，

如图 4（b）所示，这是因为只有焦点处的光子密度足够

高，可以实现双光子吸收。该方法显著减弱了光的散

射和吸收，因此相比于传统的单光子宽场荧光显微镜，

双光子显微镜能够实现更深的组织穿透和更精准的光

学切片。此外，双光子显微镜［61， 65-66］或三光子显微

镜［67-68］通常采用红外激发，进一步增强了组织穿透能

力，使其穿透深度可达 0. 7~1. 5 mm。

双光子光片显微镜将非线性激发与正交照明相结

合，已成为深组织成像的金标准［69］，这种方法利用近红

外光与非线性激发效应，特别适用于厚组织的深层成

像。相比于传统的单光子光片显微镜，双光子光片显

微镜在生物组织中提供至少 2 倍的穿透深度，同时受

散射效应的影响更小［70］。Fahrbach 等［28］将双光子激发

与光片显微镜结合，对比了线性和非线性荧光激发贝

塞尔光束的 Z 轴剖面图，如图 4（c）所示。与单光子激

发相比，贝塞尔光束的旁瓣被有效抑制，只保留了中心

光强激发。进一步采用荧光小球验证了非线性激发的

散射情况，如图 4（d）所示，贝塞尔光束主瓣上的荧光

小球清晰可见，其旁瓣产生的背景荧光被显著抑制。

Wolf 等［71］进一步采用双光子光片显微镜对高散射样

本斑马鱼脑部组织样本进行成像，图 4（e）对比了利用

单光子和双光子光片显微镜进行斑马鱼幼体全脑区域

的三维成像结果。北京大学陈良怡课题组［72］开发了一

种新型成像技术，利用可调声光梯度变焦透镜（TAG）

的高速调焦特性，结合双光子显微镜高分辨率与信噪

比特性，创建了双光子三轴数字扫描光片显微镜，在低

数值孔径物镜下，成功实现了 1 μm 厚的大视场双光子

光片照明，拥有快速捕获深层组织结构的能力。双光

子光片显微镜提供了更高的分辨率与对比度，尤其是

在成像斑马鱼脑部深层结构时，展现出卓越的组织穿

透能力。双光子光片显微镜已成功应用于多种生物学

研究领域，包括发育中的胚胎［73］、小鼠脑切片［74］和肿瘤

细胞簇［28］的成像。

3. 4　波前校正

自适应光学（AO）最初是为天文望远镜开发的方

法，在过去的 10 年中成功应用于光学显微镜［34］。在各

类荧光显微镜中，自适应光学已成为校正像差和恢复

衍射极限分辨率非常有价值的工具［34］，其核心原理是

利用动态元件如可变形镜或空间光调制器进行波前控

制。这种主动补偿机制可以校正成像系统产生的相位

畸变，减少系统由光学元件及样品本身引起的像差，从

而优化成像系统的性能［35］。波前的校正可以通过直接

波前传感技术实现，通常使用 Shack-Hartmann 波前传

感器，或者采用迭代的无传感器方法来调整可变形镜

或空间光调制器，以产生理想的、无畸变的波前。通过

这种方式，自适应光学技术可以降低样品散射对成像

的影响，提高穿透深度和图像质量。

自适应光学结合光片显微镜应用于深组织成像方

面已取得显著成效。Bourgenot 等［36］采用无波前传感

器的方法，如图 5（a）所示，在探测光路中加入可变形

镜，对标记转基因斑马鱼的绿色荧光蛋白（GFP）进行

成像。图 5（b）对比了有无自适应光学校正的转基因
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伪影。该方法利用相反方向的光片照明来补偿样品的

散射效应，有效光片更薄，其轴向分辨率比单向选择平

面照明显微镜提高了 2 倍。图 3（d）所示为在不同深度

获取的斑马鱼脑部图像，该方法每 1. 3 s 对整个大脑完

成一次采集，覆盖了 800 μm×600 μm×200 μm 的范

围，比顺序多视图采集方法的成像速度快。华中科技

大学龚辉教授团队［58］利用双光束照明和共焦双缝检测

来提高图像信噪比，其帧速率是线共焦光片荧光显微

镜的 2 倍，通过优化双缝的宽度与信噪比之间的关系，

进一步优化了图像质量。这种双侧照明方法虽然明显

减少了最终图像的伪影，加快了采集速度，但需要将两

个反向传播的光束与探测物镜的焦点区域精确对齐，

因此系统校准是一个复杂的任务。此外，以上两种方

法涉及样品的旋转，由此引起的机械移动伪影同样影

响了成像质量。

为了解决以上问题，研究人员提出具有多条同步

检测路径的光片显微镜，该方法能够消除缓慢的顺序

多视图成像所造成的时空伪影。然而，该技术在系统

构建上仍然面临挑战。Tomer 等［30］开发了同步多视

图选择平面照明显微镜（SiMView-SPIM），如图 3（e）
所示，带有 4 个同步照明与探测物镜的光片显微镜，

通过同时获取 4 个互补的光学视图，实现了几乎完整

的样本覆盖，不同视图间同步拍摄的时间间隔仅受相

机采集时间的限制，能够在多个视角上快速地采集图

像数据，并进行实时处理和存储。图 3（f）所示为果蝇

合胞胚胎重建图像。与传统的顺序多视图成像光片

显微镜相比，互补视角的时间同步性提高了 3 个数量

级以上，成像速度提高了 20 倍以上。其他多视图解

决 方 案 ，例 如 各 向 同 性 选 择 平 面 照 明 显 微 镜

（IsoView SPIM）［31］、多 视 图 选 择 平 面 照 明 显 微 镜

（MuViSPIM）［32］和四透镜光片显微镜［33］等，都在一定

程度上对系统的参数进行了优化，这些技术主要应用

于 胚 胎 发 育 过 程 中 细 胞 核 和 细 胞 形 状 变 化 的 跟

踪［32， 59］、核分裂和神经发育的检测［30］，以及胚胎中细

胞运动的重建［60］等。

3. 3　非线性光学

非线性光学效应是指在高光强条件下，光与物质

的相互作用不再遵循传统的线性光学规律而出现的非

线性响应，分别为双光子吸收（2PA）、二次谐波发生

（SHG）和相干反斯托克斯拉曼散射（CARS）［61］，如

图 4（a）所示。双光子吸收在生物成像中应用最广泛，

双光子显微镜就是一类基于双光子吸收效应构建的三

维扫描显微镜［62］，其发光原理为“同时”吸收两个光子

形成一个分子进入激发态，并回到基态释放出荧光，三

个或更多个光子也可以类似地形成多光子吸收［63-64］。

这种非线性激发的关键优势在于只激发焦点处荧光，

如图 4（b）所示，这是因为只有焦点处的光子密度足够

高，可以实现双光子吸收。该方法显著减弱了光的散

射和吸收，因此相比于传统的单光子宽场荧光显微镜，

双光子显微镜能够实现更深的组织穿透和更精准的光

学切片。此外，双光子显微镜［61， 65-66］或三光子显微

镜［67-68］通常采用红外激发，进一步增强了组织穿透能

力，使其穿透深度可达 0. 7~1. 5 mm。

双光子光片显微镜将非线性激发与正交照明相结

合，已成为深组织成像的金标准［69］，这种方法利用近红

外光与非线性激发效应，特别适用于厚组织的深层成

像。相比于传统的单光子光片显微镜，双光子光片显

微镜在生物组织中提供至少 2 倍的穿透深度，同时受

散射效应的影响更小［70］。Fahrbach 等［28］将双光子激发

与光片显微镜结合，对比了线性和非线性荧光激发贝

塞尔光束的 Z 轴剖面图，如图 4（c）所示。与单光子激

发相比，贝塞尔光束的旁瓣被有效抑制，只保留了中心

光强激发。进一步采用荧光小球验证了非线性激发的

散射情况，如图 4（d）所示，贝塞尔光束主瓣上的荧光

小球清晰可见，其旁瓣产生的背景荧光被显著抑制。

Wolf 等［71］进一步采用双光子光片显微镜对高散射样

本斑马鱼脑部组织样本进行成像，图 4（e）对比了利用

单光子和双光子光片显微镜进行斑马鱼幼体全脑区域

的三维成像结果。北京大学陈良怡课题组［72］开发了一

种新型成像技术，利用可调声光梯度变焦透镜（TAG）

的高速调焦特性，结合双光子显微镜高分辨率与信噪

比特性，创建了双光子三轴数字扫描光片显微镜，在低

数值孔径物镜下，成功实现了 1 μm 厚的大视场双光子

光片照明，拥有快速捕获深层组织结构的能力。双光

子光片显微镜提供了更高的分辨率与对比度，尤其是

在成像斑马鱼脑部深层结构时，展现出卓越的组织穿

透能力。双光子光片显微镜已成功应用于多种生物学

研究领域，包括发育中的胚胎［73］、小鼠脑切片［74］和肿瘤

细胞簇［28］的成像。

3. 4　波前校正

自适应光学（AO）最初是为天文望远镜开发的方

法，在过去的 10 年中成功应用于光学显微镜［34］。在各

类荧光显微镜中，自适应光学已成为校正像差和恢复

衍射极限分辨率非常有价值的工具［34］，其核心原理是

利用动态元件如可变形镜或空间光调制器进行波前控

制。这种主动补偿机制可以校正成像系统产生的相位

畸变，减少系统由光学元件及样品本身引起的像差，从

而优化成像系统的性能［35］。波前的校正可以通过直接

波前传感技术实现，通常使用 Shack-Hartmann 波前传

感器，或者采用迭代的无传感器方法来调整可变形镜

或空间光调制器，以产生理想的、无畸变的波前。通过

这种方式，自适应光学技术可以降低样品散射对成像

的影响，提高穿透深度和图像质量。

自适应光学结合光片显微镜应用于深组织成像方

面已取得显著成效。Bourgenot 等［36］采用无波前传感

器的方法，如图 5（a）所示，在探测光路中加入可变形

镜，对标记转基因斑马鱼的绿色荧光蛋白（GFP）进行

成像。图 5（b）对比了有无自适应光学校正的转基因
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斑马鱼图像，可以看到，自适应光学校正极大提高了成

像质量，特别是在成像深度方面得到了显著提高。

Royer 等［37］提出一种基于 AutoPilot框架的时空自适应

成像方法，能够通过数字方式在三维空间内调整光片

和探测平面的位置和方向，从多个角度捕捉高分辨率

的生物样本图像，实时优化整个样本范围的空间分辨

率。图 5（c）为自适应成像系统的自由度和工作流程

图，该方法将大型多细胞生物的空间分辨率和信号强

度提高了 2~5 倍。图 5（d）所示为斑马鱼幼体的全脑

功能成像，对中脑区域自适应校正和未校正的图像质

量和空间分辨率进行比较，发现利用该方法恢复了非

自适应成像无法分辨区域的细胞和亚细胞结构。Liu
等［75］将晶格光片显微镜与自适应光学相结合，在大型

多细胞样本中实现了亚细胞过程的无像差成像，

图 5（e）为系统光路图。图 5（f）比较了斑马鱼胚胎脊

骨自适应校正前后的切片，通过对系统和样品引起的

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。

3. 5　样品处理

在生物学成像领域，无论是光片荧光显微镜还是

其他传统光学显微镜，普遍面临一个限制：只适用于观

测透明或半透明样本，例如无色素的斑马鱼幼体或胚

胎［76］等，这类样本在光片显微镜下能够获得较好的成

像效果，因为光片能够穿透这些样本。然而，在实际的

生物学应用中，多数样本并不具备足够高的透明度，这

就成为研究人员观测复杂样本的一大挑战。为了应对

上述挑战，研究人员尝试通过调整物镜浸没介质的折

射率来降低组织的散射［38， 77］，以增强光片的穿透能力。

然而，这种方法在提高样品透明度和穿透能力方面的

效果是有限的。因此，研究人员开始探索更加有效的

方法来“透明化”这些原本不透明的样品。在这种需求

的驱动下，组织透明化技术和组织膨胀技术等创新手

段相继被开发出来，为深入观测复杂的多细胞生物样

本提供了可能。

早期的组织透明化技术着重于将生物样本脱水处

理，并用与脂质膜折射率相匹配的油代替水以减少光

散射。图 6（a）所示为未处理（左侧）和经过透明处理

的（右侧）肺叶［78］，处理后的组织变得透明，便于显微成

像。Dodt 等［79］采用该方法结合双向照明光片荧光显

微成像技术，实现了对小鼠整个大脑的成像，其光路图

图 4　非线性光学效应。（a）三种非线性效应［61］；（b）线性与非线性激发特性［61］；（c）线性与非线性荧光激发下贝塞尔光束的 Z 轴剖面

图［28］；（d）荧光微球的线性与非线性激发成像对比［28］；（e）斑马鱼幼虫的全脑区域单光子与双光子激发成像对比［71］

Fig.  4　Nonlinear optical effects.  (a) Three nonlinear effects[61]; (b) linear and nonlinear excitation properties[61]; (c) Z-axis profiles of 
Bessel beams under linear and nonlinear fluorescence excitation[28]; (d) comparison of linear and nonlinear excitation imaging of 
fluorescent beads[28]; (e) comparison of one-photon and two-photon excitation imaging of whole-brain regions in zebrafish larvae[71]
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如图 6（b）所示。图 6（d）展示了由 550 张光学切片重建

的小鼠大脑图像，图 3（e）为部分海马区域的三维重建

结果。组织透明化技术不仅在保持样本内部信息完整

性的同时提高了组织的透明度，显著减弱了由光散

射引起的畸变，突破成像深度的限制，还改进了样本

的染色和标记过程，从而简化了处理流程并缩短了

处理时间［41， 80］。然而，这种方法可能在去色的化学处

理过程中对某些蛋白质或结构造成破坏，针对这一

问题，研究人员进一步开发了组织膨胀技术［42， 81］。

图 6（b）所示为组织膨胀前后的小鼠大脑［82］，该技术

图 5　波前校正。（a）探测光路中加入可变形镜的自适应光片显微系统光路图［36］；（b）有无自适应光学校正的转基因斑马鱼图像对

比［36］；（c）基于 AutoPilot框架的自适应成像系统的自由度和工作流程图［37］；（d）斑马鱼幼体中脑区域自适应校正和未校正的图

像对比［37］；（e）自适应晶格光片系统光路图［75］；（f）斑马鱼胚胎脊骨自适应校正前后的切片比较［75］

Fig.  5　Wavefront correction.  (a) Optical pathway diagram of an adaptive light-sheet microscopy system with deformable mirrors in the 
detection optical pathway[36]; (b) comparison of transgenic zebrafish images with and without adaptive optical correction[36]; 
(c) degrees of freedom and workflow diagram of an adaptive imaging system based on the AutoPilot framework[37]; 
(d) comparison of adaptive-corrected and uncorrected images of zebrafish larval midbrain regions[37]; (e) adaptive lattice light-
sheet system optical pathway diagram[75]; (f) comparison of sections before and after adaptive correction of the spine of 

zebrafish embryos[75]
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能够在保持组织结构的同时均匀地将样品物理放大

10 倍甚至更多［43-44］，使原本低于光学显微镜分辨率的

细节特征在完整的样本中也能够实现可视化。Gao
等［83］将膨胀显微镜与超分辨率晶格光片显微镜结

合，通过膨胀脑组织来降低散射和吸收，实现了小鼠

和果蝇大脑的近纳米级成像，图 6（f）所示为果蝇神经

纤维和突触结构的三维重建图像。西湖大学高亮教

授团队［39］提出一种多功能平铺光片显微镜，具有从

微米尺度到亚微米尺度的多种分辨率尺度，通过组

织 膨 胀 处 理 ，能 够 将 分 辨 率 提 高 到 100 nm 以 内 ，

图 6（g）所示为对组织透明化后小鼠大脑血管网络的

三维重建结果。

4　深组织光片荧光显微成像应用

4. 1　发育生物学

光片荧光显微镜因其低光毒性和光损伤特性，已

成为实时活体样本成像的理想选择。该技术最初主要

应用于发育生物学领域［84］，包括胚胎发育、细胞间相互

作用，以及发育过程中分子、细胞的定量分析等。在这

一领域的研究中，成像的生物样本常为大型多细胞生

物，成像质量受到光散射的极大限制，如细胞分化和组

织形成等关键的生物学过程往往发生在生物体的深层

组织中。传统的光学成像技术在深层组织中的应用受

到光散射的严重限制，而深组织光片荧光显微镜能够

有效应对样本内部的光散射问题，使研究人员能够更

加深入和清晰地观察包括胚胎发育及神经系统发展在

内的复杂生物过程。

Keller 等［60］利用数字扫描光片显微镜实现了对斑

马鱼胚胎在发育初期 24 小时内细胞核定位和运动的

亚细胞分辨率成像，全面分析了斑马鱼胚胎发育过程

中细胞和基因表达的动态过程，如图 7（a）所示。上述

光片显微镜设置仅限于单角度记录，只记录胚胎的一

小部分，而不能对整个胚胎成像。Chhetri 等［31］开发了

一种各向同性的多视图光片荧光显微镜（IsoView 
SPIM），通过同时从 4 个正交方向进行光片照明和荧

光检测，实现了对果蝇原肠受精胚胎发育过程的多视

图反卷积成像，如图 7（b）、（c）所示。McDole 等［85］开发

了一种适用于动态标本的自适应成像框架，该技术能

够以高时空分辨率对小鼠胚胎从原肠胚形成到早期器

官发育的过程进行成像，推动了同步多视图光片显微

图 6　样品处理。（a）未处理和经过透明化处理的肺叶对比［78］；（b）组织膨胀前后的小鼠大脑对比［82］；（c）双向照明光片成像系统光路

图［79］；（d）由 550 张光学切片重建的小鼠大脑［79］；（e）部分海马区域的三维重建图像［79］；（f）果蝇神经纤维和突触结构的三维重

建图像［83］；（g）小鼠大脑血管网络的三维重建图像［39］

Fig.  6　Sample processing.  (a) Comparison of tissue unclearing and clearing lung lobes[78]; (b) comparison of mouse brains before and after 
tissue expansion[82]; (c) dual-view illumination light sheet imaging system[79]; (d) reconstruction of the mouse brain from 550 optical 
slices[79]; (e) 3D reconstructed image of some hippocampal regions[79]; (f) 3D reconstructed image of nerve fiber and synaptic structures 

of Drosophila melanogaster[83]; (g) 3D reconstructed image of the vascular network in mouse brain[39]

镜（SiMView）［30］和 AutoPilot 光片显微镜框架［37］的发

展，图 7（d）为采用该技术进行小鼠细胞水平发育的长

时间实时成像结果。为了定量地了解发生在数小时或

数天内的生物过程，Daetwyler 等［86］同时对多个样品

进行成像，用荧光血管标志物［Tg（kdrl∶EGFP），青

色］和红细胞标志物［Tg（GATA1a∶dsRed），洋红色］

标记生长中斑马鱼胚胎的血管，如图 7（e）所示，受精

后几天内的长时间发育成像结果为各种定量长时间

成像研究铺平了道路。这些方法为研究人员提供了

一种更准确地成像复杂、高散射样本如多细胞、组织

和器官的手段，有助于捕获整个发育过程中组织深处

的动态变化，为理解生命的起源、发育和进化提供了

宝贵的信息。

4. 2　神经科学

神经系统的发育、成熟和维持，尤其是大脑及其在

行为和认知中所起的作用，是长期以来众多科学研究

的重点［87］。光片荧光显微成像技术能够在最小的光损

伤下以快速、高对比度的光学切片成像大型三维样品，

因此非常适于获取神经系统的功能成像和大脑的形态

学研究［88］。深组织光片成像技术为神经科学研究提供

了一个强大的工具，有助于更深入、更细致地研究神经

系统的结构和功能。

Ahrens 等［29］开 发 了 同 步 多 视 图 光 片 显 微 镜

（SiMView），该系统采用从样品两侧入射的扫描光片

来记录完整的斑马鱼大脑中几乎所有神经元单细胞分

辨率成像。图 8（a）所示为遗传编码钙指示剂表达的

图 7　光片显微成像在发育生物学中的应用。（a）斑马鱼胚胎发育过程中细胞和基因表达成像［60］；（b）（c）果蝇原肠受精胚胎的多视

图成像［31］；（d）小鼠细胞水平发育的长时间实时成像［85］；（e）表达荧光血管标志物的斑马鱼胚胎成像［86］

Fig.  7　Applications of light-sheet microscopic imaging in developmental biology.  (a) Imaging of cell and gene expression during 
zebrafish embryo development[60]; (b) (c) multi-view imaging of gastrulation-fertilized embryos in Drosophila melanogaster [31]; 
(d) long-term real-time imaging of cellular level development in mice[85]; (e) imaging of zebrafish embryos expressing fluorescent 

vascular markers[86]
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镜（SiMView）［30］和 AutoPilot 光片显微镜框架［37］的发

展，图 7（d）为采用该技术进行小鼠细胞水平发育的长

时间实时成像结果。为了定量地了解发生在数小时或

数天内的生物过程，Daetwyler 等［86］同时对多个样品

进行成像，用荧光血管标志物［Tg（kdrl∶EGFP），青

色］和红细胞标志物［Tg（GATA1a∶dsRed），洋红色］

标记生长中斑马鱼胚胎的血管，如图 7（e）所示，受精

后几天内的长时间发育成像结果为各种定量长时间

成像研究铺平了道路。这些方法为研究人员提供了

一种更准确地成像复杂、高散射样本如多细胞、组织

和器官的手段，有助于捕获整个发育过程中组织深处

的动态变化，为理解生命的起源、发育和进化提供了

宝贵的信息。

4. 2　神经科学

神经系统的发育、成熟和维持，尤其是大脑及其在

行为和认知中所起的作用，是长期以来众多科学研究

的重点［87］。光片荧光显微成像技术能够在最小的光损

伤下以快速、高对比度的光学切片成像大型三维样品，

因此非常适于获取神经系统的功能成像和大脑的形态

学研究［88］。深组织光片成像技术为神经科学研究提供

了一个强大的工具，有助于更深入、更细致地研究神经

系统的结构和功能。

Ahrens 等［29］开 发 了 同 步 多 视 图 光 片 显 微 镜

（SiMView），该系统采用从样品两侧入射的扫描光片

来记录完整的斑马鱼大脑中几乎所有神经元单细胞分

辨率成像。图 8（a）所示为遗传编码钙指示剂表达的

图 7　光片显微成像在发育生物学中的应用。（a）斑马鱼胚胎发育过程中细胞和基因表达成像［60］；（b）（c）果蝇原肠受精胚胎的多视

图成像［31］；（d）小鼠细胞水平发育的长时间实时成像［85］；（e）表达荧光血管标志物的斑马鱼胚胎成像［86］

Fig.  7　Applications of light-sheet microscopic imaging in developmental biology.  (a) Imaging of cell and gene expression during 
zebrafish embryo development[60]; (b) (c) multi-view imaging of gastrulation-fertilized embryos in Drosophila melanogaster [31]; 
(d) long-term real-time imaging of cellular level development in mice[85]; (e) imaging of zebrafish embryos expressing fluorescent 

vascular markers[86]
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斑马鱼全脑神经元多视图成像，每隔 1. 39 s 记录一幅

全脑区域图像。Xiao 等［89］采用晶格光片显微镜进行

斑马鱼幼体高分辨率活体成像，研究斑马鱼神经损伤

模型中雪旺细胞与感觉神经元之间的相互作用。

图 8（b）展示了转基因斑马鱼的各种表型，对比了异基

因与同基因斑马鱼的后神经节和侧线的正常与异常表

达模式。Pan 等［90］开发了组织透明化溶液 uDISCO，使

完整的器官和啮齿动物身体透明，从而突破厚组织中

光散射的局限性。采用该方法结合光片显微镜，对超

过 7 cm 的神经和血管系统进行成像，图 8（c）所示为对

表达绿色荧光蛋白的成年小鼠中央神经系统的成像结

果，可以清楚地观察到单个神经元和突触的结构，该方

法使得研究者能够在没有组织切片的情况下，在整个

大脑和脊髓的组织水平上研究复杂的神经网络和细胞

间的相互作用。de Medeiros 等［91］采用四物镜光片显

微镜结合短红外激光脉冲的时空技术，实现了对斑马

鱼亚细胞水平的神经元成像。图 8（d）展示了在斑马

鱼大脑中进行的单个神经细胞体和轴突的实时成像。

提升光片显微成像技术在高散射介质中的穿透能力可

以提高成像的分辨率和对比度，使神经细胞、轴突、树

突等微小结构更加清晰可见。实时监测神经活动，尤

其是对深部组织的监测，有利于研究人员在活体条件

下观察和记录神经细胞的活动和相互作用。

4. 3　组织病理学

活体组织检查对于医学诊断及判定疾病的存在

与严重程度至关重要［92］。传统活检的组织病理学分

析包括一系列繁琐的固定和染色步骤，这些步骤可能

会对活检组织造成损伤［93］。目前，已经开发了多种无

图 8　光片显微成像在神经科学中的应用。（a）斑马鱼全脑神经元多视图成像［29］；（b）对比异基因与同基因斑马鱼的后神经节和

侧线的正常与异常表达模式成像［89］；（c）成年小鼠中央神经系统成像［90］；（d）在斑马鱼大脑中进行的单个神经细胞体和轴

突实时成像［91］

Fig.  8　Applications of light-sheet microscopic imaging in neuroscience.  (a) Multi-view imaging of neurons in the whole brain of 
zebrafish[29]; (b) imaging of normal and abnormal expression patterns in the posterior ganglia and lateral line comparing 
heterozygous versus homozygous zebrafish[89]; (c) imaging of central nervous system in the adult mouse[90]; (d) real-time imaging 

of individual neuronal cell bodies and axons in the brain of zebrafish[91]
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损伤的荧光显微技术，如共聚焦显微镜和多光子显微

镜。这些技术具有复杂的操作设置、强烈的光漂白、

较低的图像采集速率以及有限的三维成像能力，不适

合临床组织病理学的快速应用。光片显微镜提供了

一种快速、无需切片、低光漂白、非破坏性的活体组织

检查，吸引了临床病理学家的广泛关注。然而，深层

活体组织成像面临的一个主要挑战是光散射，深组织

光片显微镜为突破传统组织病理学分析的局限提供

了可能。

Glaser 等［94］开发了非破坏性开放式光片显微镜

（OT-LSM），OT-LSM 将照明和收集物镜定向于垂直

轴 45°，并将它们放置在清除的样品下方，可以实现横

向无约束成像［95］。该方法使用固体浸没透镜（SIL）和

油层对进出玻璃板和组织样品的照明和收集光束进行

折射率匹配，图 9（a）为 OT-LSM 用于术中对新鲜人类

前列腺组织的病理成像，图 9（b）为新鲜人类乳腺组织

的病理成像，对组织的病理评估可用于术后癌症或其

他病变的存在及程度判定。Migliori 等［96］开发了光片

θ 显微镜，它从检测物镜的同一侧均匀地照亮样品，

消除了横向尺寸的限制，采用该方法对人脑厚冠状板

进行快速高分辨率定量成像，成为同类研究中首次使

用光片显微镜对人类大脑进行研究的方法。Glaser
等［40］进一步开发了多浸入的开放式光片显微镜，其能

够对组织透明化的标本进行便捷的高通量成像，

图 9（c）为组织膨胀后的肾切片成像，高分辨率部分

清晰展示了单个肾小球、血管、肾小管和多通道 DAPI

图 9　光片显微成像在组织病理学中的应用。（a）人类前列腺组织病理成像［94］；（b）人类乳腺组织病理成像［94］；（c）肾切片及单个肾小

球、血管、肾小管及多通道 DAPI对染成像［40］

Fig.  9　Applications of light-sheet microscopic imaging in histopathology.  (a) Histopathological imaging of human prostate[94]; 
(b) histopathological imaging of human breast[94]; (c) renal sections and single glomeruli, blood vessels, tubules, and 

multichannel DAPI para-staining imaging[40]
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对染的成像结果。光片荧光显微成像技术作为一种

有前途的组织病理学工具，提供了细胞尺度的分辨

率，并且拥有极低的组织损伤，可以在数十分钟内对

大型人体组织样本进行成像，帮助病理学家更好地了

解组织的生长和形态变化，提高诊断疾病和分期病变

的能力。

5　结 论

光片荧光显微成像技术因其独特的照明和探测方

式，不仅具备了低光损伤、高分辨率和快速三维体成像

的特性，更进一步优化了传统显微成像效果，成为生物

医学领域开展多种复杂研究的主要工具。面对生物样

本的多样性与复杂性，传统的光片荧光显微成像技术

常常受限于光散射与组织穿透能力，研究人员通过对

传统光片显微成像技术进行独特的优化，成功地突破

了这一难题，从而在深组织成像领域得到了广泛的应

用和研究。更为重要的是，随着技术的进步，光片荧光

显微成像不仅能揭示单个细胞的结构和功能，还可以

深入到细胞群体中，观察细胞之间的互动和通讯。这

一突破性技术为人们理解复杂的生物过程，如细胞间

信号传递、组织形成和疾病进展，提供了前所未有的视

角。综合来看，深组织光片荧光显微成像技术不仅是

生物医学成像领域的一大进步，更为人们打开了一个

探索生命奥秘的全新窗口，预示着更多的科研突破和

医学应用的可能性。
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