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光片荧光显微成像

杨豫龙,宗伟建,吴润龙,陈良怡
北京大学分子医学研究所膜生物学国家重点实验室,北京１００８７１

摘要　在过去的２０年,激光扫描共聚焦显微镜一直是在细胞水平和亚细胞水平上观察生命活动的标准工具,但是

基于针孔的共聚焦显微镜的光学层切是以牺牲焦平面以外的被激发的荧光色团和较大的光毒性为代价的.作为

一种新型的荧光显微镜,光片荧光显微镜采用侧向照明的方式,对样品直接进行面成像.相对于点扫描的成像方

式,光片显微镜成像速度远远高于激光扫描共聚焦显微镜,使得研究一些高速的精细生命活动过程成为了可能.

光片荧光显微镜的另外一个优点是只有光片处的样品才会被激发,处于光片以外的样品则不会被激发,因此光毒

性较小,使得人们能够在更长的时间尺度下观察样品.正是由于光片荧光显微镜特殊的照明和成像方式,才使其

在大样本的三维高速成像中起到不可替代的作用.本文简要回顾了光片荧光显微镜发展的历史及研究现状,旨在

为该领域的科研人员对光片荧光显微镜的现状及未来发展方向提供个人理解.
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LightＧSheetFluorescenceMicroscopy

YangYulong ZongWeijian WuRunlong ChenLiangyi
StateKeyLaboratoryofMembraneBiology InstituteofMolecularMedicine PekingUniversity Beijing１００８７１ China

Abstract　Inthepasttwodecades laserscanningconfocalmicroscopehasbeenthestandardtoolforobservingthe
processoflifeatcellularandsubＧcellularlevel敭TheopticalsectioningcapacityofpinholeＧbasedconfocalmicroscope
comesatthepriceofunwantedexcitationoffluorophoresoutoffocalplaneandphototoxicdamagetobiological
samples敭Asanewtypeoffluorescent microscope lightＧsheetfluorescence microscope LSFM usesside
illuminationtoconductsurfaceimagingofthesamplesdirectly敭AscomparedtothepointＧscanningimagingmode 
LSFMexcelsatitsimagingspeed whichismuchhigherthanthatoflaserscanningconfocalmicroscope thus
makingitpossibletostudysomehighＧspeedfinelifeactivities敭AnotheradvantageofthelightＧsheetfluorescence
microscopeisthatonlythesampleatthelightＧsheetisexcitedandthesampleoutsidethelightＧsheetisnotexcited 
sothereislessphototoxicdosageandwecanobservethesampleinalongertimescale敭Thespecialilluminationand
imagingmodeofthelightＧsheetfluorescencemicroscopemakeitplayanirreplaceableroleinthreeＧdimensionalhighＧ
speedimagingofbigbiologicalsamples敭ThehistoryandresearchstatusoflightＧsheetfluorescencemicroscopeare
reviewedwiththepurposeofprovidingapersonalperspectiveofcurrentsituationandfuturedirectionofLSFM敭
Keywords　microscopy fluorescenceimaging lightＧsheetillumination microＧimaging phototoxicity
OCIScodes　１８０敭２５２０ １１０敭０１８０ １１０敭３０５５ １２０敭３８９０

１　引　　言
１００多年来,生物医学研究者一直都应用显微成像技术来观察生物样本的精细结构.与其他的显微成

像技术相比,荧光成像技术可以选择性标记细胞内离子、基因组、信使核糖核酸(mRNA)、蛋白质等物质,不
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仅可以还原细胞内的精细结构,同时也可以实时监测细胞内广泛的信号通路变化过程.另一方面,由于斯托

克斯频移,荧光激发和接收发生在不同的波长上,从而提供了高对比度高灵敏的探测方式,使得活细胞内检

测单个荧光标记的分子成为可能.从本质上来说,荧光显微成像是一类可以用于活细胞、低侵害性的检测手

段.活细胞内存在复杂而精细的调控系统,随时感受细胞内外环境的变化,通过各种信使分子的信号传递作

用于靶分子来动态调控细胞功能.因此,与固定样本的显微成像相比,活细胞上的实时荧光成像能够揭示更

多生命活动的本质机制.
长久以来两个因素一直限制光学显微成像技术在活细胞上的应用.一方面不论是普通的宽场显微成像

还是共聚焦显微成像以及双光子显微成像等不同模式,其分辨率都受限于瑞利/阿贝衍射极限,不能突破

２００nm;另一方面,由于激发光的光漂白和光毒性作用,绝大多数的活细胞共聚焦荧光成像实验采样速度都

很慢(秒级),也无法实现长达小时量级的长时间观察并记录细胞内生命活动过程.正如史蒂夫乔布斯所预

言的那样,２１世纪最大的创新将在于生命科学与现代技术的交汇.２１世纪的第一个１０年见证了荧光成像

领域的迅猛发展和深刻革命,不同领域(物理、化学、生物)的科学家努力协作,突破了两个瓶颈:一方面把显

微镜的分辨率提升到纳米水平,实现了超高分辨率显微成像,并将其应用于生物学研究中,并由此获得２０１４
年的诺贝尔化学奖[１];另一方面就是发展出来的光片荧光显微镜(层状光激发显微镜)显著提高了荧光显微

镜的三维成像速度,降低了光漂白以及光毒性,使得科学家们能够长时间地观察生理状况下细胞的生命活

动.２０１４年,«NatureMethods»杂志在评选建刊十周年生物医学领域的十大新技术时,光片荧光显微镜和

超高分辨率显微镜一起名列其中,二者深刻地影响和改变了２１世纪生物医学观察和人们理解生命活动的方

式[２].本文总结了光片荧光显微镜的发展历史以及近年来的研究进展,以期为该领域的研究人员更好地认

识和了解光片荧光显微镜提供一些帮助.

２　层状光选择照明显微镜
不论是宽场显微镜(落射式)还是共聚焦显微镜,都是通过同一个物镜来激发样本并且收集从样本上发

射出来的荧光.首先,照明时整个细胞/组织样本的三维范围都被照射,而位于焦平面以外的样本发射出的

荧光也会影响成像的对比度;在共聚焦显微成像时,需要用小孔来限制焦平面以外的样本发射出的荧光,从
而提高成像的对比度.因此,为了得到一幅三维空间的图像,样本里所有的荧光分子实际上都受到了多次照

射,一方面显著地增加了光毒性,另一方面由于光漂白的增加,降低了可以连续成像的时间.
与经典的荧光显微镜相比,光片荧光显微镜的特点在于用两个或者多个显微物镜成像,其中激发和发射

的光路分开,从而保证选择性地激发需要观察的区域,减少无效曝光,从而显著降低光漂白和光毒性[３].光

片显微镜的概念最早的起源要追溯到１９０３年,当时的科学家Siedentopf等[４]提出将两个显微物镜呈直角排

列在一起,让太阳光通过侧向显微物镜选择性地照明胶体溶液样本中的特定薄层,增强信号的对比度,通过

正置的显微物镜观察胶体溶液中的颗粒的特性.由于这种激发光路和成像光路分开的显微镜和通常的生物

显微镜观察样本的模式不兼容,很长时间以来没有得到关注.２０世纪９０年代初,通过加入不同油的混合物

来匹配生物样本的折射率,使得样本透明化的工作开始出现.为了达到较大、透明化的生物样本的快速三维

荧光成像的目的,Spelman研究小组[５]于１９９３年研制了一套称为“垂直平面荧光光学层切(OPFOS)”的光

片显微镜系统,OPFOS显微镜具有现代光片显微镜的所有组分,包括用于产生光片的激光器、光束放大装

置和柱面镜、样本室构造、样本的激发与成像成直角的模式等.但是,由于当时并没有太多透明化生物样本

的需求,因此OPFOS光片显微镜也没有得到广泛的认同和应用.

２０世纪９０年代初ErnstStelzer和受激发射损耗(STED)超分辨率技术的发明人StefanHell合作,采
用将两个显微物镜对在一起的方式来研究如何提高共聚焦显微镜的轴向分辨率这一问题[６].之后他们就按

照各自的研究思路,奠定了超高分辨率和光片显微成像模式.２００４年,Stelzer研究小组的 Huisken等[７]在

«Science»杂志上报道了第一个现代意义上的光片显微镜,命名为层状光选择照明显微镜(SPIM).SPIM通

过柱面镜和直角放置的照明物镜形成高斯光片,选择性地激发生物样本特定的平面,被激发的样品面上发射

出的所有的荧光都被探测物镜和相机所收集.由于用于激发和探测的两个显微物镜正交排列,因此放置生

物样本的容器也与传统显微镜的载物台不同.SPIM的原理图如图１所示.
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图１　SPIM原理示意图

Fig敭１　SchematicdiagramofSPIM

Keller等[８]重新设计了样本装置,将透明、麻醉的青鳉鱼的胚胎包裹在低熔点的琼脂柱(折射率和水接

近)中,然后将琼脂柱从玻璃管中推出来,放置在照明和采集光路中心进行成像.利用半峰全宽为６．５μm的

光片照明,SPIM实现了整条鱼胚胎的成像,并能够以１０frame/s的速度清晰记录到青鳉鱼胚胎心脏跳动时

的三维收缩过程,另外还记录了果蝇卵在２０h内的整个发育过程,这是首次在这样快和长的时间尺度上记

录发育过程,凸显了光片显微镜成像速度和低光毒性的成像优势,是活体荧光显微成像发展的转折点[７].
由于使用较低数值孔径(一般小于０．１)的显微物镜来产生高斯光片,光片显微镜穿透深度一般超过传统

显微镜.尽管如此,活体样品本身的折射率不均匀以及散射特性仍然会在深层成像时带来显著的图像畸变

和模糊,这会降低图像的分辨率和对比度.利用光片显微镜样本台自由旋转的特性,光片可以从不同方向照

明样本,得到各个方向上的清晰图像,结合在一起可以显著提高光片显微镜在对厚样本成像时分辨率和对比

度上的一致性[９Ｇ１０],如图２所示.

图２　利用SPIM进行多角度成像[９Ｇ１０]

Fig敭２　MultipleＧangleimagingwithSPIM ９Ｇ１０ 

多角度成像的缺点是不同角度的图像是在不同的时间拍摄的,如果在成像过程中转动样本时发生移动,
合成多角度图像时就会出现伪迹.为了解决这个问题,Dodt和Becker分别在２００７年和２００８年将双边照

明引入到光片荧光显微镜中,提高成像时的照明深度[９].另一方面,激发荧光物质后其发射荧光在空间内

３６０度传播,光片显微镜引入了双边检测的模式,然后将得到的图像融合,从而提高检测信号的信噪比.通

过多角度成像,SPIM可以实现XYZ 三个方向上分辨率的一致性.

０３１８００７Ｇ３
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早期的光片显微成像中还存在伪影问题.伪影是当光穿过组织平面时,遇到对激发光产生明显吸收的

结构所产生的一些暗线.伪影问题可以通过在成像时小角度地旋转柱面镜来解决[１１],或者是成像后通过后

期算法处理移除[１２].通过这些改进,即使是单光子的光片荧光显微镜,也可以得到深层组织甚至是像果蝇、
斑马鱼胚胎这样模式的动物的整体三维图像.但是,SPIM 这样的光片显微镜也有几个主要的缺陷:第一,
激发光要被一套水平和垂直的狭缝裁剪来生成高斯层状光片,这个过程极大地降低了激发光的传输效率;第
二,形成的高斯层状光光片厚度并不均匀,因此三维成像中荧光的强度不一定可以定量反映荧光蛋白的多

少;第三,柱面镜产生的光片是高斯型光束轮廓(光束波面上各点的振幅呈高斯型函数分布),高斯型光束只

有在焦点处(高斯光束的束腰处)厚度最薄.束腰两侧的光束厚度会增大.在高斯型光束中,光束厚度和束

腰处基本保持相同的这一距离称为共焦参数.由于柱面镜只在一个方向对光束进行了会聚,因而产生的光

片相当于高斯光束在垂轴面的一个方向上扩展而形成的光片,光片的形状也是在焦平面处最薄,往两边延展

变厚.在一般的光片显微镜中,其轴向分辨率等于激发物镜产生的光片与接收物镜的轴向点扩展函数的乘

积[１３Ｇ１４],因此,光片厚度 (λexc/２NAexc)[ ] 越薄,轴向分辨率越高(其中,λexc表示激发光的波长,NAexc表示用

于照明的物镜的数值孔径);厚度越厚,轴向分辨率越低,同时光片厚度保持相对较薄的长度也决定了成像视

场的大小,由于高斯型光束的截面半径轨迹为双曲线,厚度保持相对较薄的区域很有限,要想光片薄,那么光

片的长度就较短;要想有更大的视场,则意味着更厚的光片以及轴向分辨率的下降.因此,本质上光片显微

镜的分辨率和视场存在矛盾.总体来说,SPIM大致可以达到细胞水平的分辨率,但是在类似于果蝇胚胎这

样的富含脂类的高散射样本成像时,并不能够很好地分辨出每一个细胞的形状和结构.

３　数字扫描的光片显微镜
２００８年,Stelzer研究小组的另一位博士PhillipKeller开创性地采用了数字扫描的方法来产生光片,改

变了之前产生高斯光片的模式.通过将激光扫描装置、fＧtheta透镜和聚光镜耦合在一起进入激发透镜,实
现将激发光聚焦成为光线而不是光片,用扫描振镜使激发光线在成像面上快速扫描产生虚拟光片成像,称为

数字扫描的光片显微镜(DSLM)[１５],其原理如图３所示.

图３　DSLM原理示意图[１５]

Fig敭３　SchematicdiagramofDSLM １５ 

与SPIM相比,DSLM利用动态扫描来产生光片的模式使得照明更加均匀,因此有更好的成像对比度.
利用DSLM和细胞核的特定标记蛋白,Keller等[１６]第一次观察到斑马鱼胚胎早期发育的２４h内每一个细

胞的动态过程,包括运动和分裂过程,并建立了斑马鱼胚胎发育的数字图像档案.但是,当用荧光探针标记

所有细胞的细胞膜时,DSLM仍然无法清楚地分辨斑马鱼胚胎每个细胞的边缘.可以通过控制扫描时激光

的开关,在扫描中加入结构光的照明模式,从而提高成像的对比度和分辨率,实现同时对斑马鱼胚胎内每个

细胞的细胞膜和细胞核进行双色清楚成像.

DSLM可以进一步延展成为双边激发和双边接收的模式.运用这种模式,Keller独立后在霍华德休斯

医学研究所(HHMI)的研究小组于２０１２年以每３５s一张的成像速度观察了连续２４h的高散射的果蝇胚胎

发育过程,并清晰地分辨出了其中每一个细胞.Keller采集的数据达到了１０T,以致于需要编写特定的算

０３１８００７Ｇ４



光　　　学　　　学　　　报

法来处理这样数量庞大的数据[１７].进一步地,Keller研究小组[１８]利用钙离子的荧光探针GCaMP５来标记

神经元,在大约１．３s内的时间尺度上观察了斑马鱼大脑内十万个神经元活动的工作状态,并持续观察了１h
内所有神经元的自发活动,充分显示出DSLM 在成像速度、分辨率和低漂白等方面的优势.尽管如此,

DSLM仍然受光片的厚度和视场大小之间成反比的影响,大多数情况下光片厚度为３~８μm,成像的分辨率

虽然比SPIM有改进,但是仍然低于高数值孔径的共聚焦或者是双光子显微镜.

４　高分辨率的光片显微镜
理论上,为了提高光片荧光显微镜的横向分辨率,可以尽可能地提高探测物镜的数值孔径;为了提高光

片显微镜的轴向分辨率,可以尽可能地降低光片的厚度.但是,由于一般的光片显微镜需要激发和探测物镜

成直角排列在一起,样本也一般直接放置在水(培养基)或者先固定在琼脂上然后放在水(培养基)中,因此不

能像传统的荧光显微镜那样,单纯使用高数值孔径的油镜来增加横向分辨率.另一方面,即使是使用高数值

孔径的水镜,也必须考虑相应物镜的尺寸和工作距离是否可以匹配激发物镜的尺寸和工作距离(是否可以同

时装配在一起).由于上述因素的限制,高分辨率光片荧光显微镜一般会采用两种构象,一种方法是应用激

发和探测物镜的数值孔径都尽可能高的组合:一个常见的方案是用数值孔径１．０以上的水镜作为探测物镜,
这时相应的产生光片的激发物镜一般是长工作距离水镜,数值孔径值相对较小,这使得轴向分辨率降低.针

对这个问题,Betzig研究小组[１９]向美国SpecialOptics公司定制了一款长工作距离、数值孔径为０．６５的水

镜,可以配合Nikon公司的数值孔径为１．１的水浸物镜,从而实现了成像分辨率的最佳组合.另一种方式是

试图找到一种方式来排列光片显微镜的激发光,从而可以使用数值孔径为１．３甚至更高的油镜.谢晓亮研

究小组[２０]发明了一种光片显微镜,将４０倍、数值孔径为０．８的水镜置于数值孔径为１．３５的探测油镜的侧上

方,将从４０倍水镜会聚的高斯光束通过一个原子力显微镜上的悬臂反射到油镜的视野中心和聚焦层面,形
成宽度大约为１μm的层状光,这极大地提高了光片显微镜的对比度和分辨率.利用这种模式的光片显微

镜可以记录通过细胞核中心的单个绿色荧光蛋白(GFP)分子,证明了这种显微镜的灵敏度和分辨率都很

高[２０].但是这种显微镜的缺陷是实验中每次换细胞时,光片聚焦的位置都需要精确调整,步骤非常繁琐,不
适于通常的生物学实验.针对这个问题,法国的Sibarita研究小组[２１]发明了一种微芯片,将金属的反射镜

以与培养皿底部成４５°的方式固定到整齐排列的每一个细胞培养皿;该研究小组使用数值孔径为１．４的油镜

实现了单个细胞三维尺度上的光片显微成像和基于单分子的超高分辨率成像.
但是,在这些高分辨率的光片显微镜中成像的分辨率和视场大小的矛盾仍然存在,而限制视场大小的关

键在于产生光片的大小.Betzig研究小组的Planchon等[２２]和Gao等[１９]分别在２０１１和２０１２年首先尝试使

用贝塞尔光束替代高斯光束来产生光片.贝塞尔光束是一种非衍射光束,其截面轮廓显著小于高斯光束,向
前传播时截面轮廓和光强都保持不变,理论上在无限长穿透深度上都可以保持光片的厚度一致.利用一定

方法使一个无限窄的圆环光从物镜后瞳面上进入物镜时,从物镜出来的光就是贝塞尔光.然而,由于实际入

射不可能得到无限窄的圆环光,因此实验中产生的光束实际上是贝塞尔Ｇ高斯光束,如图４所示.
当入射圆环光的宽度越窄时,得到的光就越接近于贝塞尔光,光束的长度也会越长,旁瓣所占的能量也

会越多;宽度越宽,得到的光就越接近于高斯光束,光束长度也会越短,旁瓣所占的能量也会越少.采用双光

子激发,可以解决当贝塞尔Ｇ高斯光束长度增加时,由于旁瓣能量增大导致单光子入射的光毒性和光漂白增

强的问题,得到厚度几百纳米、长度几十微米的双光子光束.在数值孔径为１．１的探测物镜下,双光子贝塞

尔平面照明实现了几乎均匀的三维空间分辨率,可以观察到细胞表面的动态三维结构[１９].但是,双光子激

发的峰值功率很高,激发效率较低,而分辨率也低于单光子光片显微镜;而单光子光片应用贝塞尔Ｇ高斯光束

时视场较大时光漂白会以非线性方式增加,因此限制了它的应用场景.
为了解决这个问题,２０１４年Betzig研究小组的Chen等[２３]又发明了一种晶格光片显微镜,该显微镜主

要的改进在于用可编程的空间光调制器(SLM)调整进入照明物镜的光束形状,使照明物镜的光形成排列整

齐的多束贝塞尔干涉,从而显著减少旁瓣的激发能量同时保持很薄的光片厚度,使得单光子激发状态下可以

同时实现高分辨率、相对较大的视场以及较低的光毒性.如图５所示,其中图５(a)~(c)代表物镜后瞳面所

给的不同的贝塞尔干涉模式,图５(d)~(f)为(a)~(c)三种不同的贝塞尔干涉模式所产生的光片.
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图４　物镜后瞳面不同入射光对应的出射光情况[２２]

Fig敭４　Statusofemergentraysfordifferentincidentraysontherearpupilplaneofobjective ２２ 

图５　照明物镜后瞳面上不同的光束形状对应的样品面上的激发光形状[２３]．(a)~(c)不同贝塞尔干涉模式的

后瞳面光强;(d)~(f)不同的贝塞尔干涉模式所产生的光片

Fig敭５　Formsoftheexcitingraysonthesampleplanescorrespondingtodifferentformsofraysontherearpupil

planeofilluminationofobjective ２３ 敭 a Ｇ c IntensityatrearpupilplanewithdifferentBesselinterferencemodes 

 d Ｇ f lightsheetgeneratedbydifferentBesselinterferencemodes

通过产生不同的贝塞尔干涉模式,晶格光片显微镜也可以和结构光照明结合,进一步提高空间分辨率.
由于光片可以同时照亮整个视场,因此在极低的峰值激发功率的情况下也可以实现每秒成像几百个平面.
通过结构光照明或者抖动光栅来产生均匀的光片,实现了在亚秒间隔下(１０Hz)对细胞和胚胎样本在成百

上千个时间点上的以极限分辨率或者超分辨率三维成像.Chen等[２３]在２０种不同的、时空上跨越了４个数

量级的生物过程中证明了其技术的优越性.值得一提的是,针对光片显微镜成像视场与分辨率之间的矛盾,
本课题组也于２０１４年发明了目前为止大视场显微成像下分辨率最高的光片显微镜模式.通过调制超声可

调制梯度(TAG)透镜进行高速点扫描产生的虚拟片层光来照明样本,应用两个数值孔径为０．８的水镜来作

为激发和探测物镜,成功发明了双光子三轴数字扫描光片显微镜(２P３AＧDSLM)[１４],其原理图如图６所示,
图中sCMOS表示科研级互补金属氧化物半导体相机,ETL表示电动可调透镜.

与其他的光片显微镜相比,２P３AＧDSLM 在保 持 超 大 视 场(２００μm×２００m)的 同 时,具 有 最 薄

(７００~８００nm)的光片,空间分辨率在XY 方向上达到４４０nm、Z 方向达到７００~８００nm,使得在活体模式

动物组织深处定量观察和研究亚细胞精细结构和动态过程成为可能.通过理论推导和实际实验,本课题组

系统比较了２P３AＧDSLM与现有的双光子点扫描显微镜的分辨率、光漂白以及光毒性.结果证明新研制的

２P３AＧDSLM具有采样速度快(１００frame/s,２０４８pixel×２０４８pixel)、光损伤小以及深层组织成像等优点.
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图６　２P３AＧDSLM原理图[１４]

Fig敭６　Schematicillustrationof２P３AＧDSLM １４ 

另外,由于视场大小由TAG的调制深度和扫描镜的偏转角度决定,因此光片的面积可以从５０m×５０m到

５００m×５００m(应用不同的激发物镜),这样在一台装置上就可以实现多尺度、自适应(细胞、组织、动物)活
体成像.

５　光片显微镜的应用和未来
光片显微镜正以其较低的光毒性和光漂白、高时空分辨率的特性,为三维细胞生物学、发育生物学以及

神经科学等提供更好的成像方法.目前,生命科学研究领域的另一个高地是脑连接组学,其中通过连续切片

或者是透明化后实现全脑神经元水平的精细成像是重要的一步,而成像速度也是限制瓶颈之一.光片显微

镜兼具高时间和空间分辨率的特点,将极大地加速透明脑成像的成像通量,促进从大量的鼠脑以及其他哺乳

类动物大脑神经连接组中找到规律的过程[２４].另一方面,光片显微镜也可以向自动化、智能化高内涵显微

成像的方向发展[２５],使高内涵显微镜不仅仅应用在细胞水平的筛选上,还可以应用到例如斑马鱼这类模式

动物的在体筛选上,成为药物筛选平台,前景广阔.
有了更高的轴向分辨率、更大的视场、更快的成像速度之后,如何使光片显微镜在高散射生物样品中的

成像深度更深,是未来光片显微镜的一个发展方向,更长的波长带来的散射效应的减弱无疑是一种最简单的

办法,自适应光学作为一种波前校正技术也可以被引入光片显微镜用于解决光片显微镜的成像深度问题.
另一方面,光片显微镜会产生大量的图像数据,如何对这些图像数据进行定量、自动化分析,抽取其中的生命

活动信息是当前迫切需要解决的问题.最后,新的光学器件的出现也将进一步推动光片显微镜的发展,包括

更大功率、更稳定的光源,更高量子效率的sCMOS相机,更个性化的入射以及发射显微物镜的设计等.值

得一提的是,国内在这些方面发展很快,已经发展了一些独特器件,包括特制的９２０nm的光纤飞秒双光子

激光器[２６Ｇ２７]、长工作距离激发物镜(东利来光电实业有限公司,IPLNAPONIR２０x,数值孔径为０．７)[２８]等,
这些器件在世界上处于领先的地位,将有望做出原创性的贡献,并推动光片荧光显微镜领域的发展.
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