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摘要　发展了一种新型的多焦点多光子激发荧光显微技术，通过软件控制空间光调制器，在所需要的成像区域产

生相应的激发光点阵，通过扫描入射角实现激发点阵快速并行扫描激发，通过ＣＣＤ并行记录所产生的荧光信号，

获得任意视场图像。分别实现了１０×１０和５０×５０点阵激发下的全视场双光子荧光图像，并且实现了同时多个区

域寻址的多焦点激发成像。对比其他多焦点显微技术，该技术具有明显的灵活性，不但保持了多焦点激发的快速

成像的优点，而且还增加了任意数量成像区域同时寻址和阵列点密度变化，所有这些变化只需要通过软件加载相

应的相位图案给空间光调制器，而不需要任何硬件更改。
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１　引　　言

双光子激发荧光显微技术具有高空间分辨率，

而且采用近红外光波激发，对生命体的杀伤作用小，

成像穿透深度大，已经成为生命科学研究的重要手

段［１～６］。相比单光子荧光技术，双光子激发荧光技

术具有更小的激发截面，因此需要更强的激光功率。

１０１８００１１
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而显微物镜的强聚焦作用，虽然能够实现非线性激

发过程，但对生物样品通常会导致光损伤，特别是飞

秒激光光源。为了提高成像速度和光能利用率，发

展了快速扫描双光子显微技术和多焦点并行扫描显

微技术。快速扫描技术包括声光扫描技术［７～１０］、共

振镜扫描技术［１１］等，但声光扫描器具有大的空间色

散和时间色散，而且扫描角度小，通常为４４ｍｒａｄ，

使其在显微镜中应用受到限制。多焦点并行扫描多

光子显微（ＭＭＭ）技术是利用分光器件将一束光分

成多束子光束，通过光学系统引入到显微镜，最终在

样品处形成紧聚焦的阵列点，利用扫描器并行扫描

阵列点，并利用ＣＣＤ相机并行记录荧光信息，其空

间分辨率类似于单光束双光子激发荧光显微技术。

ＭＭＭ 技术实现多路并行激发，还提高了光能利用

率，同时提高了成像速度和单点驻留时间。目前报

道的方案包括采用 Ｎｉｐｋｏｗ 转盘
［１２］或微透镜阵

列［１３，１４］和衍射光学元件［１５］等分光技术。由于通常

激光器发射高斯分布的激光束，因此 Ｎｉｐｋｏｗ转盘

和微透镜技术存在阵列点光强分布不均匀的问题，

阵列中心点光强约为阵列边缘点光强的两倍，且光

能利用率仅为２５％
［１２］。Ｓａｃｃｏｎｉ等

［１５］报道了基于

衍射光学元件的１０×１０点阵激发的多焦点显微技

术，光能利用率达到了７５％，阵列点不均匀性小于

１％。然而，这些多焦点多光子显微方法，不具有灵

活性，无法根据激发光源功率大小实现阵列点密度

变化以及选择性多区域多焦点激发。

本文利用空间光调制器（ＳＬＭ）灵活地动态产

生激发光点阵，通过扫描振镜实现阵列点快速扫描

激发，克服了空间光调制器刷新频率慢的缺点。基

于同一显微装置且不改变任何硬件条件，分别实现

了１０×１０和５０×５０激发点阵的全视场的并行扫描

成像以及多个不同形状区域的多焦点扫描成像，分

别获得了荧光珠和生物样品图像。

２　技术原理

本文所建立的多变视场的多焦点多光子激发荧

光显微系统原理如图１所示，该系统主要包括相位型

空间光调制器、二维扫描振镜、钛宝石锁模飞秒激光

器（光谱物理公司，Ｔｓｕｎａｍｉ）和利用Ｏｌｙｍｐｕｓ公司显

微元件搭建的显微镜（６０×水镜，数值孔径 犖犃＝

１．０）。飞秒激光束经准直扩束后入射到空间光调制

器，入射角约为８°，空间光调制器采用 Ｈｏｌｏｅｙｅ公司

的Ｐｌｕｔｏ近红外波段的纯相位空间光调制器（８ｂｉｔ），

像素数为１９２０ｐｉｘｅｌ×１０８０ｐｉｘｅｌ，相位调制深度为

图１ 多变视场的多焦点多光子激发荧光显微

系统原理图

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｈｅｍｕｌｔｉｐｌｅｖａｒｉａｔｉｏｎａｌｆｉｅｌｄｏｆ

ｖｉｅｗｍｕｌｔｉｆｏｃａｌｍｕｌｔｉｐｈｏｔｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

２π，刷新频率为６０Ｈｚ。为了保证最佳的衍射图像

对比度，要求入射光束刚好充满空间光调制器，实验

中扩束后光束直径约为１０ｍｍ。根据所需要的任

意的激发点阵图案，利用ＧｅｒｃｈｂｅｒｇＳａｘｔｏｎ（ＧＳ）算

法计算出相应的相位图案［１６］，通过 Ｈｏｌｏｅｙｅ公司的

控制软件写入空间光调制器，形成相位调制光波，再

由傅里叶透镜变换形成所需要的阵列点图案，傅里

叶透镜与显微镜管镜构成４犳系统，管镜前焦面位

于显微物镜后孔径，空间光调制器位于管镜的后焦

面，阵列点图案经显微物镜在样品内形成激发点阵。

傅里叶透镜的焦距为２００ｍｍ，在管镜后焦面处最

大点阵图案尺寸约为１５ｍｍ，刚好对应显微镜完整

视场。样品发射的荧光经双光子激发荧光滤光片滤

除激发光后由ＣＣＤ相机并行记录。

商用的空间光调制器刷新频率较低，无法实现高

速阵列点扫描。以本实验采用的刷新频率为６０Ｈｚ

的空间光调制器为例，对于１０×１０的激发点阵而言，

如果要获得５１２ｐｉｘｅｌ×５１２ｐｉｘｅｌ的图像，需要给空间

光调制器最少写入２６０１幅相位图，总共需要４３ｓ，

这对于动态观测生物学过程是不够的。本文采用二

维振镜改变光束入射角实现样品中的阵列点扫描，

扫描速度由扫描振镜的扫描频率决定，而不受空间

光调制器的刷新频率限制。具体扫描原理如图２所

示，假设空间光调制器位于狕＝０的平面内，如图２

所示，入射平面光波犈ｉｎ可以写为

犈ｉｎ＝ｅｘｐ［ｉ（犽狓ｃｏｓα＋犽狔ｃｏｓβ）］， （１）

式中犽为光波波数，狓和狔分别为平行于空间光调制

器表面的坐标轴，ｃｏｓα和ｃｏｓβ为方向余弦，α和β是

入射角的函数。空间光调制器的相位调制函数可以

表示为犈ｍｏｄ ＝ｅｘｐ［ｉ（狓，狔）］，为需要产生的点阵

１０１８００１２
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图案对应的相位函数，是狓和狔的函数。经由空间

光调制器调制后的出射光波可以写为

犈ｒｅｆ＝犈ｉｎ犈ｍｏｄ， （２）

因此，经过傅里叶变换后的光波可以表示为

犌（狌，狏）＝犉（狌，狏）δ狌－
ｃｏｓα
λ
，狏－

ｃｏｓβ（ ）λ
＝

犉 狌－
ｃｏｓα
λ
，狏－

ｃｏｓβ（ ）λ
， （３）

式中犉（狌，狏）为空间光调制器的相位调制函数犉ｍｏｄ

的傅里叶变换，狌＝
狓
犉λ
，狏＝

狔
犉λ
，狌和狏为空间频率，

犳为透镜焦距，λ为光波长。根据（３）式可知，当改变α

和β时，阵列点的空间频率将随之改变，又因为当入

射角很小时，ｃｏｓα＝ｓｉｎθ狓≈θ狓和ｃｏｓα＝ｓｉｎθ狔≈θ狔，

因此，在小角度入射条件下，通过改变入射角能够线

性地改变阵列点的空间频率，实现阵列点线性扫描。

图２ 多焦点阵列扫描原理图

Ｆｉｇ．２ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｓｃａｎｎｉｎｇａｍｕｌｔｉｆｏｃｕｓａｒｒａｙ

３　结果与讨论

实验中调节飞秒激光输出中心波长为８００ｎｍ，

功率为１．８Ｗ，通过Ｈｏｌｏｅｙｅ公司控制软件将需要的

阵列 点 的 相 位 信 息 写 入 空 间 光 调 制 器，利 用

ＬａｂＶＩＥＷ软件通过ＮＩ公司数据采集卡（ＮＩＰＣＩ６１１５

ＤＡＱ）控制Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ公司正交的二维扫描振镜改变

光束入射角（空间光调制器的法线与入射光线的夹

角），实现阵列点快速扫描。滤波片滤出的双光子激

发荧光信号由 Ａｎｄｏｒ公司电子倍增电荷耦合器件

（ＥＭＣＣＤ）（ＤＵ８８８ＥＣ００＃ＤＺ）记录。图 ３ 是

αａｃｔｉｎｉｎ染色的大鼠心肌细胞的双光子激发荧光图

像，激发点阵为１０×１０，视场大小为２００μｍ×

２００μｍ，栅扫描速度为每秒５００线，ＥＭＣＣＤ电子增

益系数为０。心肌细胞的肌节清晰可见。为了满足

不同功率光源的情况，该技术可以根据光源功率和

成像速度要求，通过软件更改阵列点数量，既达到快

速成像的目的，又能满足样品激发对光功率的要求，

例如３×３、５×５、１０×１０等，而不需要更改任何硬

件。设计产生了５０×５０的密集点阵并进行了荧光

珠成像实验。图４为５０×５０密集点阵情况下获得

的直径为４０μｍ荧光珠的双光子荧光图像，视场大

小为２００μｍ×２００μｍ，由ＮＩ采集卡产生白噪声信

号控制振镜实现随机 扫描，曝光 时间 １０ ｍｓ，

ＥＭＣＣＤ电子增益系数为１０００。随机扫描有效地

消除了栅扫描出现的图像栅格现象（如图３所示）。

因此，该技术的阵列点密度的灵活性对于快速生物

成像具有潜在的应用价值。

图３ １０×１０点阵激发下，αａｃｔｉｎｉｎ染色的大鼠心肌

细胞的双光子荧光图像

Ｆｉｇ．３ Ｔｗｏｐｈｏｔｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅｏｆｔｈｅｓａｒｃｏｍｅｒｅ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｉｎｓｅｖｅｒａｌａｄｕｌｔｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｓｔａｉｎｅｄ

　　　　ｆｏｒαａｃｔｉｎｉｎｕｎｄｅｒ１０×１０ａｒｒａｙ

图４ ５０×５０点阵激发下荧光珠的双光子荧光图像

Ｆｉｇ．４ Ｔｗｏｐｈｏｔｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅｏｆｔｈｅ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｂｅａｄｓｕｎｄｅｒ５０×５０ａｒｒａｙ

在生物学成像应用中，很多情况下感兴趣的是

几个区域，而不是整个视场，通常的显微技术都是一

次激发整个视场，不具有选择性的激发。空间光调

制器能够根据写入的任意所需要的相位图案产生对

应的光强分布图案。我们根据感兴趣的区域的个
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数、大小和形状，在不改变任何硬件的条件下，计算

出对应的多个区域的激发点阵图案，利用 Ｍａｔｌａｂ软

件产生相应的激发点阵图案，再通过ＧＳ算法计算

产生相应的相位图案，写入空间光调制器，产生多区

域寻址的激发点阵图案，如图５（ａ）所示。图５（ｂ）为

通过多区域选址激发获得的荧光珠双光子荧光图

象。通过选择性多焦点激发，保证了只有感兴趣的

区域被激发，而其他区域不被照明，有效地消除了这

些区域的光损伤和光漂白。对比声光寻址激发荧光

显微技术，该技术实现了多个区域同时多焦点激发，

而且通过构造不同的阵列点图案实现了不同形状的

多个区域同时多焦点激发。据我们所知，这种多变

视场的多焦点多光子显微技术还未见报道。

图５ （ａ）多区域多焦点阵列图；（ｂ）多区域寻址激发的荧光珠的双光子荧光图像

Ｆｉｇ．５ （ａ）Ｉｍａｇｅｏｆｔｈｅｍｕｌｔｉｆｏｃｕｓａｒｒａｙｓｉｎｔｈｅｍｕｌｔｉｐｌｅｓｕｂａｒｅａｓ；（ｂ）ｔｗｏｐｈｏｔｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅｏｆ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｂｅａｄｓｉｎｔｈｅｍｕｌｔｉｐｌｅｓｕｂａｒｅａｓａｄｄｒｅｓｓｅｄ

４　结　　论

发展了一种新的多焦点多光子激发荧光显微技

术，通过软件控制写入空间光调制器所需要的任意

激发点阵的相位图案，不但可以产生各种密度的点

阵，而且可以产生寻址点阵，有效地增加了显微系统

的灵活性和实用性，同时具有多焦点多光子显微技

术的快速并行成像的优点。通过扫描入射角实现阵

列点的快速扫描，克服了利用空间光调制器刷新频

率慢的缺点。实验中为了消除０级光的影响，采用

空间滤波的方法，在载波片上粘贴一个小的方形黑

铝箔构成空间滤波器，放置于傅里叶透镜的焦平面

上阻挡０级光，而光学衍射图案不受影响。利用荧

光珠测量了系统的空间分辨率，解卷积后横向分辨

率达到０．５５μｍ，纵向分辨率１．３μｍ。因此，该显

微技术的灵活性将使其成为生物医学研究中重要的

成像工具。
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ｍｕｌｔｉｆｏｃａｌｍｕｌｔｉｐｈｏｔｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ［Ｊ］．犃狆狆犾．犘犺狔狊．犅，２０１０，

９９（４）：６３３～６３７

１５Ｌ．Ｓａｃｃｏｎｉ，Ｅ．Ｆｒｏｎｅｒ，Ｒ． Ａｎｔｏｌｉｎｉ犲狋 犪犾．． Ｍｕｌｔｉｐｈｏｔｏｎ

ｍｕｌｔｉｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｅｘｐｌｏｉｔｉｎｇａｄｉｆｆｒａｃｔｉｖｅｏｐｔｉｃａｌｅｌｅｍｅｎｔ［Ｊ］．

犗狆狋．犔犲狋狋．，２００３，２８（２０）：１９１８～１９２０

１６Ｚ．Ｚａｌｅｖｓｋｙ，Ｄ．Ｍｅｎｄｌｏｖｉｃ．ＧｅｒｃｈｂｅｒｇＳａｘｔｏｎａｌｇｏｒｉｔｈｍａｐｐｌｉｅｄ

ｉｎｔｈｅｆｒａｃｔｉｏｎａｌＦｏｕｒｉｅｒｏｒｔｈｅＦｒｅｓｎｅｌｄｏｍａｉｎ［Ｊ］．犗狆狋．犔犲狋狋．，

１９９６，２１（１２）：８４２～８４４
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