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多光谱消色差成像流式细胞仪的光学系统设计
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摘要　为了解决成像流式细胞仪多色、宽波段、长工作距离以及大数值孔径等难点,设计了１款多光谱成像流式细

胞仪光学系统.系统基于模块化设计思想,灵活运用部分和整体的优化方法,保证各模块的相对独立性;显微物镜

引入衍射元件对宽谱段色差进行校正,保证在全波段下成像质量均达到理想的性能指标;多光谱分解镜组采用二

向色镜堆栈分光,多重结构同时优化６个通道,大大降低了系统对色差的校正难度.全局优化得到最终的光学系

统,放大倍率为６０倍,视场为６０μm×１２８μm,波段为４２０~８００nm,６个分光通道,分辨率达到０．５μm,成像质量

接近衍射极限.
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Abstract　InordertosolvethedifficultiesofthemultiＧcolor widewavelengthband longworkingdistanceandhigh
numericalapertureinimagingflowcytometer anopticalsystemofmultispectralachromaticimagingflowcytometer
isdesigned敭Basedonthemodulardesignconcept therelativeindependenceofeachmoduleisguaranteedbythe
flexibleuseofthelocalandwholeoptimizationmethod敭Themicroscopeobjectiveintroducesdiffractiveoptical
elementtocorrectchromaticaberrationinthewidespectrum敭Sotheimagingqualitycanmeetsidealperformancein
fullＧwaveband敭Themultispectralgroupusesdichroscopestacktosplitlight andsixchannelsareoptimizedby
multiplestructure敭Thedifficultyofchromaticaberrationcorrectionisreducedgreatly敭Thefinalopticalsystemis
gotbyglobaloptimization敭Themagnificationis６０ thefieldofviewis６０μm×１２８μm thewavelengthrangeis
from４２０nmto８００nm thesystemhassixchannels theresolutionis０敭５μm andtheimagingqualityiscloseto
diffractionlimit敭
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１　引　　言
流式细胞术(FCM)是一种对液流中排成单列的细胞或其他生物微粒(如微球、细菌、小型模式生物等)

逐个进行快速定量分析和分选的技术.经过近５０年的发展和完善,如今的流式细胞仪已经十分成熟,并被

广泛地运用于从基础研究到临床实践的各个方面,涵盖了细胞生物学、免疫学、血液学、肿瘤学、药理学、遗传

学及临床检验等领域[１Ｇ３].但是传统流式细胞检测技术仍然存在局限性,例如获得的细胞信息很有限,缺乏
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细胞形态学、细胞结构及亚细胞水平信号分布的相关信息.２０１１年,美国MerckMillipore旗下的Amnis公

司首先研制成功第１台成像流式细胞仪,可以同时分析大量细胞的群体和实时观测细胞图像[４Ｇ７].然而,成
像流式细胞仪具有多色、宽波段、长工作距离以及大数值孔径等特点和难点,特别是多色、宽波段显微成像光

学系统的设计,制约着成像流式细胞仪的发展.
本文针对以上多色和宽波段的问题设计１款高质量成像流式细胞仪的光学系统.显微物镜采用多镜头

的反摄远结构设计保证长工作距离,同时引入衍射元件校正系统宽谱段色差,保证在全波段下的成像质量.
多光谱成像镜组采用全光谱分波段多重结构优化设计方法,以保证系统各个波段色差的良好校正.

２　系统的整体结构
成像流式细胞仪光学系统主要包括显微成像系统和测速Ｇ对焦系统２部分,如图１所示,其中显微成像

光学系统由显微物镜、２组相同的前后中继镜组和多光谱成像镜组组成,测速Ｇ对焦光学系统由正负调制光

栅光路２部分组成.
显微成像系统采用时间延迟积分(TDI)线扫描技术完成高速运动细胞荧光成像,细胞产生的散射光和

荧光信号被大数值孔径显微物镜收集,然后由二向色镜堆栈分光产生所需的多光谱图像,包括明场、暗场以

及荧光的细胞成像.测速Ｇ对焦系统采用光栅共聚焦原理完成显微物镜对焦,同时,由光栅调制得到细胞的

流速,保证细胞的速度精确控制和TDI相机的信号反馈驱动控制.

图１　多光谱流式细胞仪系统原理

Fig敭１　Systemprincipleofmultispectralflowcytometer

３　系统指标分析及理想结构设计
３．１　系统的关键技术指标

表１给出了成像流式细胞仪光学系统的主要技术指标,系统对５mm/s高速细胞群成像,像元分辨率

０．５μm,光谱通道分为６个,其中包括１个明场,１个暗场和４个荧光通道.系统视场６０μm×１２８μm,水平

方向的瞬时视场６０μm完全可以覆盖单个细胞的成像,然而对TDI成像系统,垂直方向视场１２８μm主要考

虑到TDI效应,即覆盖细胞高速运动被扫描拍摄所需的视场.波长４５０nm的发光二极管(LED)为明场照明

光源,波长７８５nm激光作为暗场照明光源,波长８３０nm激光作为测速Ｇ调焦光源,荧光激发光源的波长分别为

４０５,４８８,５６１,６５８nm.通过对整体指标的分析,将技术指标分配到显微成像和测速Ｇ对焦２个子系统.
表１　光学设计指标

Table１　Opticaldesignparameters

Parameters Values
Fieldofview ６０μm×１２８μm
Wavelength ４２０~８００nm

Pixelresolution ０．５μm
NA ０．７５

０９２２００２Ｇ２
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续表１

Parameters Values
Spectralchannelnumber ６
Laserwavelength ４０５,４８８,５６１,６５８,７８５,８３０nm
LEDwavelength ４５０nm

３．２　显微成像系统

３．２．１　显微成像系统指标分析

根据总体指标的分解,将显微成像系统分为显微物镜、中继镜组和多光谱分解镜组３部分组成[８Ｇ９].目

前,专用于生物荧光成像的日本滨松TDI相机分辨率为２０４８pixel×１２８pixel,其１２μm的像素大小决定整

体放大倍率至少为２４倍,探测器光敏面的尺寸２４．５７６mm×１．５３６mm,水平方向每个通道光敏面宽度约

３．９mm,由此方向上视场６０μm决定整体放大倍率最大不超过６５倍,垂直方向为扫描成像,TDI探测器不

必考虑与光学系统视场的匹配,仅影响TDI的积分级次.按照６５倍计算,细胞的流速５mm/s,探测器线速

度３２５mm/s,即行频要求２７kHz,该相机行频最大５０kHz,完全满足要求.
依据以上计算[１０],确定选择日本滨松的C１００００Ｇ８０１型号相机,综合考虑各个通道之间的间隔和高分辨

率的要求,成像系统整体放大倍率确定为６０倍,显微物镜焦距为４．５mm,多光谱成像物镜焦距为２７０mm,
中继镜组焦距为３６mm.各分光学系统的具体指标如表２、３、４所示.

表２　显微物镜指标

Table２　Microscopeobjectiveparameters

Parameters Values
Fieldofview １５０μm
Wavelength ４２０~８３０nm

Pixelresolution ０．５μm
NA ０．７５

Focallengthofmicroscopeobjective ４．５mm
Focallengthofdelaylens ３６mm

表３　多光谱显微成像系统指标

Table３　Multispectralmicroscopeimagingsystemparameters

Parameters Values
Fieldofview ６０μm×１２８μm
Wavelength ４２０~８００nm

Pixelresolution ０．５μm
Spectralchannelnumber ６

FocallengthofTDIimagingobjective ２７０mm

表４　光谱通道

Table４　Spectralchannel

Channel １ ２ ３ ４ ５ ６
Wavelengthband/nm ４２０~４８０ ４８０~５６０ ５６０~６００ ６００~６４０ ６４０~７４５ ７４５~８００

３．２．２　二向色镜堆栈设计

二向色镜堆栈的设计采用多重结构优化,通过控制６个二向色镜的相对空间位置,保证TDI成像系统

均匀扩展为６个通道,实现各个通道光谱成像分布于TDI相机的不同位置且无重叠.同时,保证二向色镜

之间不发生结构干涉.图２给出了最终二向色镜堆栈光学系统的设计结果,其中二向色镜的相对位置如表

５所示.
表５　二向色镜堆栈设计结果

Table５　Designresultofdichroicfilterstack

Channel １ ２ ３ ４ ５ ６
Wavelengthband/nm ４２０~４８０ ４８０~５６０ ５６０~６００ ６００~６４０ ６４０~７４５ ７４５~８００
OffＧaxis/mm ０ ４ ８ １６ ２０ ２４
Tilt/(°) ４４．０２ ４４．４１ ４４．８０ ４５．２０ ４５．５９ ４５．９８

０９２２００２Ｇ３
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图２　显微成像系统理想光学结构

Fig敭２　Idealopticalstructureofmicroscopeimagingsystem

３．３　测速Ｇ对焦系统

测速Ｇ对焦系统采用功率为４０mw、波长为８３０nm的激光照明待测细胞,产生的散射光被２个探测器接

收,通过对比２路信号的调制度可以精确地得到细胞离焦的方向和数值,同时由光栅调制信号的频率提取细

胞的速度信号,图３所示是该部分的系统原理图.

图３　测速Ｇ对焦系统原理

Fig敭３　PrincipleofvelocityＧautofocussystem

细胞的散射率为１０－１２~１０－９,对应的散射能量在拍瓦量级,光电探测器选择高灵敏度的光电倍增管

(PMT).细胞的运动速度为５mm/s,假设液流中细胞尺寸和间隔均为１μm,则调制信号频率为２．５kHz,
探测器频响至少要求２０kHz,选择日本滨松的 H７４２１Ｇ５０探测器.PMT物镜对无穷远成像,要求出瞳位于

像面后方２０mm,入瞳孔径为１０mm,出瞳口径为５mm以匹配探测器光敏面.
系统入瞳距离定为１３０mm,根据入瞳和出瞳的共轭关系[１０]计算得到焦距取４５mm.调焦范围指标要

求是±５μm,根据共聚焦和光栅调制的原理,物空间的光栅周期对应为１０μm,显微物镜视场１２８μm对应

大约１３个周期.整个系统垂轴放大倍率是１０倍,调制光栅的周期为１００μm,且轴向的调焦范围±５μm对

应正负光栅位置相对像面的距离分别为±５００μm,确定的测速Ｇ对焦系统指标如表６所示,理想结构如图４
所示.

表６　测速Ｇ对焦系统指标

Table６　VelocityＧautofocussystemparameters

Parameters Values
Fieldofview ６０μm×１２８μm
Wavelength ８３０nm

FocallengthofPMTobjective ５０mm
Exitpupildiameter ５mm
Exitpupilposition ２０mm
Gratingperiod １００μm

０９２２００２Ｇ４
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图４　测速Ｇ对焦系统理想光学结构

Fig敭４　IdealopticalstructureofvelocityＧautofocussystem

４　光学系统结构的设计结果
４．１　成像光学系统设计

４．１．１　显微物镜

图５给出了显微物镜的设计,系统采用反远距物镜的设计,在显微物镜后组引入大的负光焦度以提高系

统工作距离,前组采用齐明透镜组,大大降低了整个系统球差校正难度,工作距离是５mm.显微物镜的波

长范围为４２０~８３０nm,采用多片低色散FK和QK系列的光学玻璃,配合第５个平面引入的衍射面校正色

差[１１Ｇ１３],设计结果所设计的光学元件有８４个周期,最大的频率为１４．８２period/mm,即最小的环带间隔为

６７．５μm,相对于可见光波长满足标量衍射理论近似.

图５　显微物镜结构

Fig敭５　Microscopeobjectivestructure

根据标量衍射理论,衍射效率表达式为[８]:

ηm ＝ sinc m－
(n－１)d

λ
é

ë
êê

ù

û
úú{ }{ }

２

, (１)

式中λ为入射波长,m 表示设计的衍射级次,n 表示基底材料的折射率,d 代表环带深度.衍射级次m＝１
时,由(１)式可以得到环带深度应满足如下等式:

d＝
λ

n－１
, (２)

假设设计波长为中心波长０．６２５μm,基底BK７的折射率取１．５２,经计算,工作在１级的衍射面的环带深度为

１．２μm.根据(１)式得到全波段的衍射效率,如图６(a)所示,短波０．４２０μm处仅为４０．５％,将会影响短波处

能量的大小.通过优化设计,波长最终选择０．５５８μm,全波段的衍射效率均在６９．３％以上,如图６(b)所示,
明显提高了全波段衍射效率,平均衍射效率表达式为:

ηm ＝
１

λmax－λmin∫
λmax

λmin

ηmdλ, (３)

由(３)式计算平均衍射效率约为８８．３％.
显微物镜设计结果接近衍射极限,可满足高质量成像要求,图７(a)为光学传递函数(MTF)曲线,在

１０００lp/mm频率处调制传递函数大于０．４;图７(b)为点列图,点斑均方根半径小于０．５μm;图７(c)为能量

０９２２００２Ｇ５
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分布图,可以看到目标能量的８０％以上均在０．３５μm半径内;图７(d)为轴向色差图,系统轴向色差均小于

１．２μm.系统设计结果接近衍射极限,可以分辨０．５μm的细节.

图６　衍射效率.(a)设计波长为０．６２５μm;(b)设计波长为０．５５８μm
Fig敭６　Diffractionefficiency敭 a Designedwavelengthis０敭６２５μm  b Designedwavelengthis０敭５５８μm

图７　显微物镜的像质评价.(a)全波段下 MTF曲线;(b)点列图;(c)能量分布图;(d)轴向色差图

Fig敭７　Imagequalityassessmentofmicroscopeobjective敭 a MTFcurveatallwavelength  b spotdiagram 

 c energydistribution  d longitudinalaberration

４．１．２　二次中继镜组

图８　中继镜组结构

Fig敭８　Relaylensstructure

图８给出了前中继镜组的设计结果,由２个双胶合透镜组成.图９为 MTF曲线,在１２５lp/mm频率处

系统的 MTF大于０．５.高清晰的中间像面处设置视场光阑,有利于系统抑制外界杂散光和各通道之间的

干扰[１３Ｇ１４].

０９２２００２Ｇ６
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图９　中继镜组的 MTF曲线

Fig敭９　MTFcurveofrelaylens

４．１．３　多光谱分解

为提高系统优化效率,多光谱分解的设计中暂时忽略显微物镜和２次成像镜组.根据搭建的二向色镜

堆栈,设计采用多重结构同时优化多光谱成像物镜,每个结构对应从短波到长波的６个波段,这种分波段的

优化大大降低了系统对色差的校正难度,图１０给出了多光谱成像物镜的初步设计结果,最终设计需要联合

显微物镜和中继镜组联合优化.

图１０　成像物镜初始结构

Fig敭１０　Initialstructureoftheimagingobjective

４．１．４　整体成像光学设计

将以上显微物镜、中继镜组、多光谱分解的３个系统对接,取消显微物镜和中继镜组的变量,仅优化多光谱成

像物镜各个变量得到最终的显微成像光学系统,如图１１所示.图１２为TDI成像系统的MTF曲线,６个分光通道

的MTF在２０lp/mm处均能达到０．４以上,在光学系统中间频率１６．６７lp/mm均能达到０．４５以上 [１５Ｇ１６].

图１１　成像光学系统的最终结构

Fig敭１１　Finalstructureofimagingopticalsystem
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图１２　成像光学系统的 MTF曲线.(a)通道１;(b)通道２;(c)通道３;(d)通道４;(e)通道５;(f)通道６
Fig敭１２　MTFcurveofimagingopticalsystem敭 a Channel１  b channel２  c channel３ 

 d channel４  e channel５  f channel６

４．２　测速Ｇ自动对焦光学系统设计

图１３　测速Ｇ对焦系统光路

Fig敭１３　OpticalpathofvelocityＧautofocusingsystem

图１３给出调焦测速系统的设计结果,系统的出瞳直径为４．５mm,基本满足PMT探测器５mm靶面的

匹配.出瞳位于中间像面后方２０mm,满足PMT探测器工作距离的要求.图１４(a)为系统 MTF图,在空

间频率９０lp/mm处调制度在０．５５以上,接近于衍射极限.图１４(b)为探测面处相对照度分布图,出瞳面上

０９２２００２Ｇ８



光　　　学　　　学　　　报

的相对照度均匀性在０．９７以上.调焦测速光学系统的高质量成像和出瞳的能量均匀性,可以保证其调焦和

测速信号的提取精度.

图１４　测速Ｇ对焦系统的像质评价.(a)MTF曲线;(b)相对照度

Fig敭１４　ImagequalityassessmentofvelocityＧautofocusingsystem敭 a MTFcurves  b relativeillumination

５　结　　论
基于模块化设计思想,灵活运用部分和整体优化方法,在保证各模块独立性的基础上,完成了１款６０

倍、视场为６０μm×１２８μm、６通道的高质量成像流式细胞仪光学系统设计.根据显微成像和测速Ｇ对焦系

统各自的特点,通过对总体技术指标的层层分解,建立各个系统的理想结构以及初始光学系统,最后全局优

化得到最终的光学系统结构.显微成像光学系统划分为显微物镜、中继镜组和多光谱分解镜组３部分,显微

物镜采用多镜头的反摄远结构设计,同时引入衍射元件对系统宽谱段色差校正,保证在全波段下成像质量均

达到衍射极限.中继镜组采用对称性的结构为系统提供视场光阑位置,保证各个通道在像面上的分光以及

杂散光的抑制.多光谱分解镜组采用二向色镜堆栈的分光方式,多重结构同时优化６个光谱通道,这种分波

段的优化大大降低了系统对色差的校正难度,保证了全波段的成像质量达到理想的性能指标.
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