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基于波前相位调制的宽视场光片显微镜研究
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摘要　为解决光片显微镜成像视场范围小的问题,通过光束波前相位调制与图像拼接技术实现了光片显微镜对样

本的宽视场成像.数值模拟了照明光束在波前相位调制后物镜聚焦面处的光强分布.搭建了光片显微镜光路系

统,并对荧光微球、菊花花粉进行成像实验.采用片状照明光束对不同聚焦位置处的样本进行成像,再将图像进行

剪裁、拼接得到宽视场成像结果.实验结果表明,４８８nm激发光通过数值孔径为０．３的物镜照明样本成像,可在保

持光片厚度为０．８１μm的情况下达到３１．９３μm的成像视场,视场扩展到原视场的３倍以上.仿真和实验表明,采
用光束波前相位调制与图像拼接技术可在不损失层切能力的前提下扩展光片显微镜的成像视场.
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Abstract　Inordertoextendthefieldofview FOV ofthelightsheetmicroscopysystem wavefrontphase
modulationanddigitalimagetilingareproposed敭Theintensitydistributionofthelightsheetatthefocalplaneofthe
objectivelensafterwavefrontphasemodulationisnumericallysimulated敭Alightsheetmicroscopysystemisbuiltto
carryouttheimagingexperimentsforfluorescentparticlesandflowerpollen敭Thelightsheetilluminatesdifferent
samplepositionsbybeamdefocusingtoobtaindifferentimages whicharetiledtogettheFOVＧextendedimage敭
FOVisextendedto３times about３１敭９３μm oftheoriginalfieldwithwavelengthof４８８nmandnumerical
apertureof０敭３whilethethicknessoflightsheetretains０敭８１μm敭Theexperimentandsimulationresultssuggest
thatFOVofthesystemcanbeextendedbywavefrontphasemodulationanddigitalimagetilingwithtomographic
abilitynotsacrificed敭
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１　引　　言
光片显微镜是一种新型的光学显微镜.与传统的落射式照明荧光显微镜不同,光片显微镜的照明光路

与荧光探测光路相互垂直.照明光束经过柱面透镜形成了在一定范围内厚度很薄、很均匀的片状光束,而探
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测光路在与照明光路垂直的方向进行探测成像,激发光束被限制在探测物镜焦面附近.光片显微镜成像的

光毒性弱,成像速度快,适于进行活体组织三维成像与长时间实时成像,可以得到细胞和亚细胞水平的实时

动态.因此,光片显微镜对于生命科学研究有非常重要的意义[１Ｇ３].

１９９３年,Voie团队提出了一种光片显微系统,正交荧光光切显微术(OPFOS).OPFOS利用单侧片状

光照明,对荧光标记样本进行成像.尽管初步实现了光片显微镜成像,但成像存在阴影与条纹干扰.２００４
年,Huisken等提出了选择性平面照明显微镜(SPIM).SPIM进行单侧光片照明,同时样本可以绕垂直轴进

行旋转,实验系统成像速度快,对样本层析能力好.２００７年,Dodt等提出了超显微技术,设置了两个照明物

镜进行双侧光片照明,并利用了样本透明化技术,实验系统成功地对大生物样本进行了实时成像.各种新型

的光片显微镜相继出现,光片显微镜开始快速发展.光片显微技术在２０１４年“NatureMethods”期刊上被评

为年度关键技术[４Ｇ５].
尽管光片显微镜在大生物样本成像中优势突出,但也存在不足之处.由于光片形状与照明物镜数值孔

径密切相关,其厚度与宽度(视场)相互制约,即光片厚度会随着视场(FOV)的扩展而相应变厚,导致扩展视

场时系统光学层切能力与轴向分辨率有所损失.研究人员一直探索在保证层切能力的前提下扩展视场的方

法,从而提高光片显微镜性能.Dean等[６]提出利用变焦镜头进行快速变焦,从而在接收面得到扩展视场后

的成像结果.这种方法在扩展视场的同时没有增加光片的厚度,但是由于变焦镜头在快速扫描时将光片的

不同位置叠加在一起,因此非焦面处的样本被激发,导致成像分辨率与层切能力的损失.Fahrbach等[７]提

出利用贝塞尔光束的非衍射性质扩展光片显微镜的视场,与利用高斯光束相比,这种方法扩展光片显微镜视

场的效果明显,但贝塞尔光束本身具有旁瓣,并且旁瓣占据了光束很大一部分能量,导致光片位置能量的损

失,且当增大激光能量时还会导致样本的光漂白与光毒性效应.
本文通过光束波前相位调制与图像拼接技术实现了光片显微镜对样本的宽视场成像.在不影响空间分

辨率和层切能力的前提下扩展视场,改善光片显微镜性能,并通过数值模拟与样本成像实验验证上述扩展视

场方法.

２　原理与方法
光片显微镜通过柱面镜或扫描高斯光束的方式生成了片状照明光束,同时光片显微镜的荧光探测光路与

照明光路相互垂直.图１所示为柱面镜生成片状照明光束的光片显微镜原理图.由于光片显微镜的片状照明

方式激发样本的范围较大且为CCD感光面探测,因此成像速度很快.光片尽可能地将激发光限制在感兴趣的

探测焦面附近,只有焦面附近的荧光物质才会被激发,从而降低了非焦面荧光的干扰,提高了成像层切能力与

轴向分辨率.与传统落射式照明不同,光片显微镜的照明光束从样本侧面进行激发,而探测光路在与照明光路

相垂直的方向探测荧光,从探测方向上观察,激发光与样本作用的面积小,降低了光毒性效应与光漂白性[８Ｇ１０].

图１　光片显微镜原理图

Fig敭１　Schematicoflightsheetmicroscope

光片显微镜的性能由光片的形状和能量分布决定.如图２(a)所示,当高斯光束光斑面积(S１ 或S２)为
束腰处光斑面积(S０)的两倍时,两个光斑之间的距离为瑞利长度.高斯光束共轭焦距(L０)为瑞利长度

(L１ 或L２)的两倍.光片视场的定义与瑞利长度有关,将高斯光束共轭焦距定义为光片的视场[１１].如图
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图２　(a)高斯光束瑞利长度及共轭焦距示意图;(b)光片形状示意图

Fig敭２　 a GaussianbeamRayleighlengthandconjugatefocaldistance  b illuminatinglightsheet

２(b)所示,X 方向为视场(宽度)所在方向;Y 方向上的光片高度取决于光束口径大小;Z 方向是探测光路光

轴方向,该方向表示光片的厚度,光片厚度决定光片显微镜层切能力和轴向分辨率.
高斯光束形成光片的厚度为

d＝
λ
２NA

, (１)

光片的宽度(视场)为

w＝
λ

n１－cosθ( )
,sinθ＝

NA
n
, (２)

式中λ为激发波长,NA 为照明物镜的数值孔径,n 为折射率[１２].根据(１)、(２)式,取n＝１,可得光片厚度与

光片视场的关系,如图３所示.

图３　光片厚度与宽度的关系

Fig敭３　Relationshipbetweenlengthandthicknessoflightsheet

由图３可看出光片厚度与视场大小呈正比关系.光片显微镜的轴向分辨率、层切能力与光片厚度息息相

关,光片越薄,轴向分辨率越高,层切能力越好.但在追求分辨率与层切能力的同时,光片宽度势必变小,即视

场范围变小,导致成像效率降低,因此光片显微镜必须在空间分辨率、层切能力、视场大小之间进行取舍.
本文提出了一种在不影响空间分辨率和层切能力的前提下扩展视场的方法,实现了宽视场光片显微镜

成像.空间光调制器(SLM)是一种调制光波光场分布的元件,广泛应用于光学显微成像技术[１３Ｇ１４].通过

SLM改变入射照明光束波前相位,使光束沿光轴方向发生离焦.快速改变SLM上加载的离焦相位图,生成

一系列离焦光束,再将这些离焦光束进行整合、拼接,则在探测光路方向上得到扩展了的视场.模拟照明物

镜的数值孔径NA＝０．３,激发波长λ＝４８８nm,折射率n＝１.利用物镜聚焦面处光强分布进行数值仿

真[１５Ｇ１７].仿真结果如图４所示,图４(a)~(c)所示为SLM上加载的相位图,离焦系数分别为－６．５,０,＋６．５.
图４(a)~(c)右列分别为相应聚焦光斑在XZ 平面内的点扩展函数.离焦光斑位置随着离焦系数的变化而

变化.通过SLM软件对相位图进行转换,可以得到这些离焦光束,再将这些离焦光束进行图像拼接,则在

探测光路方向上会得到扩展了的视场.图４(d)所示为离焦光束焦点位置光斑进行图像拼接的结果.如上

所述,可在不牺牲分辨率与层切能力的情况下扩展视场.
将NA＝０．３,n＝１,λ＝４８８nm代入(１)、(２)式得到光片厚度d＝０．８１μm,光片视场w＝１０．７１μm.在

０８１８００１Ｇ３
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图４　光束波前相位调制数值仿真结果.(a)离焦系数为－６．５时的焦面光强分布;(b)离焦系数为０时的焦面光强分布;
(c)离焦系数为＋６．５时的焦面光强分布;(d)各位置处的焦面光强分布拼接图

Fig敭４　Simulationresultsofbeamwavefrontphasemodulation敭 a Beamsgeneratedbyaddinga＋６敭５offＧaxis
binarysphericalphasemap  b beamsgeneratedbyaddinga０offＧaxisbinarysphericalphasemap  c beamsgenerated

byaddinga－６敭５offＧaxisbinarysphericalphasemap  d extendedfieldofviewbytilingexcitationbeams

SLM上分别加载离焦系数－６．５,０,＋６．５,从相位图可以得到上述离焦光束,再将这些离焦光束进行图像拼

接得到３２．１３μm的视场.视场范围由原来的１０．７１μm扩展到３２．１３μm,视场增大到原视场的３倍.
宽视场光片显微镜成像是将光片依次移动到样本中３个不同位置照明样本成像,再将这些图像进行剪裁

和拼接,最后得到一个宽视场图像.３个小视场图像在拼接之前,每个小视场的光束中心能量集中,光束两端能

量发散.由于光束中心和两端的亮度不均,如果将３个小视场的成像图像按照首尾相连依次拼接,则导致最终

拼接的宽视场成像图像的亮度不均.为避免这种情况,当聚焦光束在样本中移动时,仅选择光束中心附近亮度

均匀的部分照明样本的目标成像位置,同时选择的所有目标成像位置都依次相邻.对目标位置处的图像进行

剪裁、选择、拼接,得到完整的宽视场光片显微镜成像,可将亮度不均带来的影响降到最低.
与普通光片显微镜相比,宽视场光片显微镜对样本成像图像的拼接需要对样本不同位置进行光片照明,

再将这些图像进行拼接得到宽视场光片成像图像,因此牺牲了成像速度,但却成倍扩大了视场.与生物学研

究中常用的共聚焦显微镜相比,由于光片显微镜的片状照明方式激发样本的范围相对较大且为CCD感光面

探测,因此本文提出的宽视场光片显微镜成像速度依然较快.

３　成像实验与结果
３．１　荧光微球成像

搭建了光片显微镜光路系统,并对荧光微球进行了成像实验.将１１０nm荧光微球溶于１％(质量分数)
琼脂糖溶液中,均匀混合,然后降温凝固成凝胶作为实验成像样本.如图５所示,由４８８nm激光器产生的

激光依次经过偏振片,扩束镜扩束后入射到分光棱镜(PBS)上分光.激光入射到SLM上,选用的SLM为纯

相位调制型.将离焦相位图加载到SLM后,经过调制的光束返回分光棱镜并透射,通过振镜扫描光束的方

式得到片状光,光片通过照明物镜激发样本发出荧光.在探测方向上,样本发出的荧光依次通过探测物镜、
筒镜、荧光滤色块,最后射入CCD进行成像.宽视场光片成像图像获取过程如下:１)由扫描振镜扫描光束形

成光片,生成的光片照明样本,并通过探测物镜对视场范围内的样本进行成像,获得光片处于位置１的图像;

２)在SLM上加载正离焦系数的相位图使聚焦光斑位置发生移动,从而实现光片的位置改变,探测物镜对样

本区域进行成像,获得光片处于位置２的图像;３)在SLM上加载负离焦系数的相位图,获得光片处于位置３
的图像;４)将光片处于３个不同位置处获得的样本图像进行剪裁和拼接,形成一个宽视场图像.将溶有荧光

微球的琼脂糖凝胶放入样品槽中,激发光照明样本,CCD探测并收集荧光信号.安道尔制冷CCD(英国)的

０８１８００１Ｇ４
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曝光时间设置为０．３s.通过C语言进行编程,设计控制程序,对CCD、精密电动位移台和SLM进行自动控

制.考虑到CCD曝光时间、精密电动位移台移动时间与SLM更换相位图片时间,单张宽视场成像图片的采

集时间为１s.对样本进行三维重建时,通过控制精密电动位移台移动,以０．５μm为步距移动样本,拍摄

６００张图像,采用Imaris软件对这些荧光微球成像图片进行三维重建.每一张宽视场成像结果都由３张小

视场光片图片剪裁和拼接形成,这３张图片分别是光片在３个位置处对样本的成像结果.实验中,原始小视

场光片成像图片共１８００张,宽视场图像拼接结果为６００张.为分析成像结果的层切能力,选取XZ 面荧光

微球的成像结果进行视场扩大实验的验证.利用该方法生成一系列不同位置处的离焦光束图像,并将这些

图像进行剪切、拼接,则在探测光路方向上会得到扩大的视场.

图５　实验系统.(a)实验光路原理图;(b)实验光路实物图

Fig敭５　Experimentalsystem敭 a Schematicofexperimentalsystem  b photographofexperimentalsystem

光片显微镜对荧光微球的成像结果如图６所示.图６(a)~(c)所示分别为离焦系数为－６．５,０,＋６．５的

荧光微球XZ 平面成像结果.将这些离焦光束对样本不同位置所成的像进行剪裁、拼接,则在探测光路方向

上会得到扩大的成像结果[图６(d)].图６(e)~(h)分别为图６(a)~(c)中单个荧光微球的放大图像.
图６(i)为图６(e)~(h)单个荧光微球在Z 方向上的光强分布.荧光微球在XZ 面中的分布情况反映了轴向

分辨率的高低,也反映了层切能力.由于光片厚度很小,只有焦面附近的荧光物质才会被激发,降低了非焦

面荧光的干扰,因此位于光片区域中的荧光微球在探测光轴方向(即Z 方向)有较高的轴向分辨率.由(１)
式可得照明光路的横向分辨率为０．８１μm,即探测光路轴向分辨率为０．８１μm.当Z 轴方向上荧光微球点

扩展函数尺寸可达０．８１μm时,认为此荧光微球轴向可分辨且位于视场区域中,由此界定视场范围[１８Ｇ１９].可

以清楚地判定图６(a)~(c)中虚线框内区域是光片所在位置,从CCD上测得视场大小为１０．６０μm,这与由

(２)式计算得到的光片视场理论值１０．７１μm接近.图６(a)~(c)中光片的位置变化验证了在SLM 上加载

离焦相位可实现光片位置的变换.
图６(f)中荧光微球在Z 方向半峰全宽很大,而图６(e)、(g)、(h)中半峰全宽相对窄小,说明图６(e)、

(g)、(h)轴向分辨率比图６(f)高.通过图中光强分布可以看到图６(e)~(h)的光强分布对比.将

图６(a)~(c)图像进行拼接,即将图６(a)左侧部分、图６(b)中间部分,图６(c)右侧部分进行拼接、整合,可以

得到荧光微球宽视场成像结果[图６(d)],通过CCD图像测得图６(d)视场大小为３１．９３μm,在XZ 面可以

直观地看到轴向分辨率与层切能力的高低.对比图６(b)、(d)可得,图６(b)的视场范围从１０．６０μm扩展到

了图６(d)的３１．９３μm.图６(d)具有很好的层切能力,且视场范围扩大到原视场的３倍以上,在不影响轴向

分辨率和层切能力的前提下,扩展了宽视场光片显微镜视场.图６(a)~(d)样本图片的视场宽度为

３１．９３μm,高度为２０．０６μm,视场范围为６４０．５２μm２.

３．２　花粉成像

在图５所示实验系统中进行菊花花粉的成像实验.常温下,将菊花花粉管固定并浸入到样品槽的水中

进行光片显微镜成像.首先利用LED灯进行明场照明,找到花粉管上附着的花粉位置.然后关闭明场照明

并打开４８８nm激光进行光片照明,CCD探测接收花粉发出的荧光成像.由于菊花花粉大小约为２０μm,而
光片视场为１０．６０μm,只需要拼接两个样本位置的图像.在SLM 上加载离焦相位图,离焦系数分别为０,
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图６　XZ 平面处宽视场光片显微镜荧光微球三维成像结果.(a)(b)(c)离焦系数分别为－６．５,０,＋６．５的片状激发光

照明的XZ 面荧光微球成像结果;(d)剪切拼接图６(a)~(c)得到的荧光微球成像结果;(e)(f)(g)(h)分别为

图６(a)~(c)中标记的单个荧光微球的放大图像;(i)图６(e)~(h)中单个荧光微球在Z 方向上的光强分布

Fig敭６　３DimagingoffluorescentparticlesatXZplanebylightsheetmicroscopy敭 a  b  c Fluorescentparticleimages
atXZplaneilluminatedbyexcitationlightsheetwhenthedefocuscoefficientsare－６敭５ ０ ＋６敭５respectively 

 d fluorescentparticleimageobtainedbytilingFigs敭６ a Ｇ c   e  f  g  h magnifiedviewsofselectedfluorescent

particlesmarkedinFigs敭６ a Ｇ c   i intensitydistributionofsinglefluorescentparticlesinFigs敭６ e Ｇ h inZdirection

＋６．５,光片显微镜对花粉进行成像.如图７(a)、(b)所示,激发光束发生离焦,激发光片聚焦在花粉的不同位

置,探测CCD分别对不同花粉位置进行成像,可以看到图７(a)中虚线左侧花粉图像清晰,右侧模糊,图７(b)
虚线右侧花粉图像清楚,左侧模糊.将这两幅图像的清晰部分进行拼接处理,得到一幅视场大小为２０μm的

完整花粉图像,如图７(c)所示.

图７　菊花花粉宽视场成像.(a)(b)分别为片状激发光照明视场左、右侧时菊花花粉的XY 面成像结果;
(c)剪切拼接图７(a)虚线左侧图像与图７(b)虚线右侧图像并进行图像增强得到的完整菊花花粉图像

Fig敭７　FOVＧextendedimagingofchrysanthemumpollen敭 a  b Imagingresultsofchrysanthemumpollenat
XYplanewhentheexcitationlightsheetilluminatestheleftsideandtherightsideofFOVrespectively 

 c completedchrysanthemumpollenimageobtainedbytilingthelefthalfimageinFig敭７ a 
andtherighthalfimageinFig敭７ b andperformingimageenhancement

通过光片显微镜对菊花花粉的成像实验,验证了在不损失分辨率与层切能力的前提下可扩展花粉成像

的视场.从只能对花粉局部清晰成像,到对花粉整体都清楚成像,视场大小由１０μm扩大到２０μm,同时确

保了光片显微镜系统仍然对花粉整体成像具有很好的层切能力.光片显微镜的照明光路与探测光路垂直,
所以成像质量很大程度上取决于照明光入射样本的情况.由于菊花花粉本身透明度不够,受４８８nm激光

穿透样本能力的限制,靠近激发光入射面处的花粉位置成像质量好于花粉深处.对图像进行图像增强处理

可以提高最终的成像质量.
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４　结　　论
在光片显微镜成像基础上提出了一种确保层切能力前提下扩展视场的方法.通过SLM改变入射照明

光束波前相位,使光束聚焦位置在光轴方向发生离焦偏移.利用该方法生成一系列聚焦光束,再将这些聚焦

光束激发的荧光图像进行剪裁、拼接,则在探测光路方向上得到扩展了的视场.通过所提出的方法,可以在

保持光片厚度０．８１μm的情况下,将视场从原来的１０．６０μm扩展到３１．９３μm.通过数值模拟与实验对上

述视场扩展方法进行验证.该方法解决了由于光片形状造成的光片显微镜成像视场范围小的问题,改善了

光片显微镜性能,扩大了光片显微镜在生物科学中的应用范围.
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