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摘要 设计了一种基于线扫描成像(LSI)的光片荧光显微镜(LSFM),旨在通过抑制样本散射达到提高成像质量的

目的。该显微镜将数字扫描光片荧光显微镜(DSLM)与LSI两种方法结合,以前者为基础,在探测光路上增加了一

个用于解扫描的扫描振镜。在控制过程中,将照明光路的扫描振镜与解扫描振镜同步,使得均匀运动的图像在相

机前固定于同一位置,从而实现了LSI。在系统中,为了便于与传统方法对比,线阵探测器通过面阵相机模拟实现。
另外,与常规的LSFM相比,改进后的系统,在高散射荧光微球样品和斑马鱼心脏样品的成像实验中,更有效地抑

制了样本散射。因此,验证该方法具有可行性。
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Abstract An
 

updated
 

light
 

sheet
 

fluorescence
 

microscope
 

 LSFM  
 

combining
 

the
 

digital
 

scanning
 

light
 

sheet
 

fluorescence
 

microscope
 

 DSLM 
 

and
 

the
 

line-scanning
 

imaging
 

 LSI 
 

method 
 

is
 

designed
 

to
 

improve
 

the
 

imaging
 

quality
 

by
 

decreasing
 

sample
 

scattering 
 

Based
 

on
 

DSLM 
 

a
 

scanning
 

galvanometer
 

for
 

descanning
 

is
 

added
 

in
 

the
 

detection
 

light
 

path 
 

Moreover 
 

the
 

scanning
 

galvanometer
 

in
 

the
 

illumination
 

light
 

path
 

is
 

synchronized
 

with
 

the
 

descanning
 

galvanometer
 

to
 

fix
 

the
 

evenly
 

moving
 

images
 

at
 

the
 

same
 

position
 

in
 

front
 

of
 

the
 

camera
 

during
 

the
 

control
 

process 
 

thereby
 

realizing
 

LSI 
 

The
 

linear
 

array
 

detector
 

is
 

simulated
 

by
 

the
 

area
 

array
 

camera
 

in
 

the
 

system
 

for
 

conveniently
 

comparing
 

with
 

the
 

traditional
 

method 
 

In
 

addition 
 

compared
 

with
 

the
 

conventional
 

LSFM 
 

the
 

improved
 

system
 

is
 

more
 

effective
 

in
 

suppressing
 

the
 

sample
 

scattering
 

problem
 

in
 

the
 

imaging
 

experiments
 

of
 

high-
scattering

 

fluorescent
 

microsphere
 

samples
 

and
 

zebrafish
 

heart
 

samples 
 

Hence 
 

the
 

feasibility
 

of
 

LSFM
 

based
 

on
 

LSI
 

method
 

can
 

be
 

verified 
Key

 

words microscopy 
 

light
 

sheet
 

fluorescence
 

microscope 
 

sample
 

scattering 
 

line-scanning
 

imaging 
 

zebrafish
OCIS

 

codes 180 2520 
 

110 0180 
 

170 2520

  收稿日期:
 

2021-03-01;
 

修回日期:
 

2021-04-07;
 

录用日期:
 

2021-05-06
基金项目:

 

中国科学院战略性先导科技专项(XDB32030200)
通信作者:

 

*ghshi_lab@126.com;
 

**zhangx@sibet.ac.cn

1 引  言

光片荧光显微镜(LSFM)与传统的落射式荧光

显微镜和共聚焦荧光显微镜不同,采用一薄层的光

片从侧面照明样品,因此仅仅激发样品的一个薄层

切片,就能显著减少非焦平面的荧光产生从而提高

对比度[1]。同时,每次只有单个平面被激光照射,显
著减少了荧光分子被照射的时间,从而降低光漂白
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和光毒性的影响[2],在长时间生物成像的相关研究

中有明显优势[3-5]。
LSFM由照明光路和探测光路两个部分组成。

在照明光路中形成光片的方式主要有两种:1)通过

柱面透镜聚焦高斯光束实现覆盖整个平面的光片,
这种显微镜被称之为层状光选择照明显微镜

(SPIM)[6];2)将聚焦的高斯、贝塞尔或艾里光束通

过振镜进行扫描从而形成一个虚拟的光片,称之为

数字扫描光片荧光显微镜(DSLM)[7]。在探测光路

中,目前的LSFM通常使用面阵相机进行成像[8],
使用面阵相机成像在成像帧率上有很大的优势。但

是与线阵相机相比,在同等面积、同等分辨率的情况

下面阵相机的成本很高。并且,由于目前相机技术

的制约面阵相机的视场难以扩大,在探测端使用面

阵相机会给LSFM视场扩展方面的研究带来很大

的限制。
另一方面生物样品具有较强的散射[9],散射的

光子进入探测光路后会导致图像质量下降。目前主

要的解决方法有光学清除技术[10]、结构光照明[11-12]

和共焦线检测[13-15]三种。光学清洗通过生物化学的

方法对样本进行清洗以提高样本的透明度,从而减

小样本散射。结构光照明的方法需要用多帧图像进

行处理,实时性较差。共焦线检测的方式相对这两

种方法更加的简单与常用。线阵相机自身就相当于

空间滤波器,可以拒绝其他位置散射的荧光,从而减

小样品散射的影响。因此线扫描成像(LSI)的方式

天然就符合共焦线检测的原理,可以提升图像信

噪比。
本文针对传统LSFM在探测光路上探索的不

足以及样品带来的散射等问题,将DSLM与LSI进

行结合,设计了基于LSI的LSFM。照明光路的扫

描振镜匀速运动扫描整个视场,在探测光路中通过

解扫描振镜进行同步扫描,使得图像固定在同一位

置,从而实现LSI。本文系统使用面阵相机模拟线

阵相机,实现LSI,这样就可以在相同条件下与传统

方法进行对比。整个系统保持了较大探测视场,对
832

 

μm×832
 

μm的样品区域进行二维成像,得到

2048
 

pixel×2048
 

pixel、16
 

bit的灰度图像,并通过

荧光微球和斑马鱼心脏的成像实验证明了系统的

性能。

2 基本原理

2.1 实验装置与原理

成像系统原理图如图1所示,488
 

nm的半导体

激光器作为光源,经透镜(f1=30
 

mm)准直之后通

过X 高速扫描振镜(S-9320M,Sunny
 

Technology,
北京)。通过 X 振镜的光经由扫描透镜(f2=
70

 

mm)和筒镜(f3=100
 

mm)组成的4-f系统后再

通过轴向扫描振镜即Z 振镜,对照明的深度方向进

行调节。经过Z 振镜的光通过扫描透镜(f4=
39

 

mm)和筒镜(f5=150
 

mm)组成的扩束系统,使
得 光 束 直 径 和 照 明 物 镜 (Mituyoto,

 

MPlanApoNIR10×
 

NA=0.26,
 

fEO=20
 

mm)的
入瞳相匹配。经照明物镜聚焦光束激发样品的荧光

的同时,探测物镜(CFI75LWD16XW,
 

Nikon,
 

日

本,NA=0.8,
 

fDO=25
 

mm)从与照明物镜正交的

方向上探测荧光,探测物镜连接的压电位移台用于

调节物镜对焦或者配合Z 振镜调节成像平面。探

测物镜后为两个透镜组成的透镜组(f6=200
 

mm,
 

f7=100
 

mm)。然后是一个解扫描振镜(S-9320M,
Sunny

 

Technology,北京)将光斑进行回扫,使得光

斑在透镜8处从同一位置入射。最终,荧光经过透

镜8(f8=100
 

mm)聚焦到探测相机(ORCA-
Flash4.0

 

V3,Hamamatsu,日本)的成像单元上。
整个系统的二维成像视场为832

 

μm×832
 

μm,实
际横向分辨率为0.4

 

μm。
DSLM将高速扫描得到的虚拟光片作为一个

整体当作成像单元,而本文系统将高斯光束中心最

亮处当作成像单元。如图2所示,左边为一个三角

形的样本被X 扫描振镜偏移到上方的高斯光束照

亮,右边为解扫描振镜将光束激发的荧光图像重新

偏移到相机中心后的效果。在成像的过程,将高斯

光束中心亮度最强处的单行像素拼接,得到完整的

图像。
生物样本在成像过程中,由于组织中不同类型细

胞的大小与折射率不一[16],会导致光学散射现象的

发生。如图2所示,光束照射到样品后,产生了大于

光束宽度的荧光,这部分荧光包含与位置信息无关的

噪声,会降低图像对比度[8]。在面阵成像过程中,由
于所有像素同时曝光,收集到的额外散射光会降低图

像的信噪比。但是在LSI过程中,只有中心有效光处

的像素曝光,因此不会收集到额外的散射光,相当于

通过狭缝进行了滤光,从而提升了图像信噪比。
这里相机选用的是滨松公司的sCMOS面阵相

机,在解扫描振镜静止的情况下,系统等效为常规的

DSLM。相机设置曝光区域为4行像素(相机特性

最小曝光行数为4行)后等效为线阵相机,让X 扫

描振镜和解扫描振镜同步扫描就可以实现LSI。
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图1 基于LSI的LSFM装置图

Fig 
 

1 Schematic
 

of
 

LSFM
 

based
 

on
 

LSI

图2 系统成像过程示意图

Fig 
 

2 Schematic
 

diagram
 

of
 

system
 

imaging
 

process

  使用面阵相机模拟线阵相机用于成像,有两个优

点:1)常规的DSLM只能通过面阵相机成像,这样与

DSLM进行比较时,排除了不同相机性能差异造成的

结果误差;2)在同一实验中如果替换相机,则重新对

准需要较长的时间,用于实验的活体生物样本生命状

态可能发生变化,降低了对比结果的可信性。
2.2 同步控制系统

由于需要确保X 扫描振镜、解扫描振镜以及相

机的同步,才能实现LSI。因此整个系统除了上述

的光学结构之外,还需要同步控制系统用于控制系

统中器件的运动。整个同步控制系统的结构以及信

号传递流程如图3所示,控制模块通过控制信号使

整个光学模块中的器件同步运动,它由上位机和下

位机两个部分组成。
上位机为用户接口,用来进行控制参数的设置

(成像帧率和视场大小)以及对采集得到的图像进行

显示。下 位 机 由 模 拟 输 出 设 备 (PCIE-6738,

National
 

Instruments,美国)和图像采集卡(AS-
FBD-1XCLD-2PE4-F,Active

 

Silicon,英国)组成,模
拟输出设备产生三个通道的控制信号,并且保证控

制信号的同步。前两个通道的控制信号驱动两个扫

描振镜进行同步的运动,第三个通道给sCMOS相

机一个起始触发信号控制图像采集卡对样品图像的

采集。
图4为同步控制系统控制信号的时序图。模拟

输出设备根据使用者设定的成像帧率、视场大小以

2
 

kS/s的采样率输出对应的三角波来控制两个扫

描振镜的运动。并且在扫描振镜运动到视场边界的

位置时,给sCMOS相机一个起始触发信号从而开

始图像的采集。虽然相机在起始触发模式下只需要

一个上升沿信号就开始连续的图像采集,但是由于

模拟输出设备的特性,会周期性地出现触发信号,额
外的触发信号不会对设备产生不良影响。还有一点

需要注意,同步扫描信号并不是标准的三角波而是
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以零点为中心的分段线性函数,这是因为系统有难

以通过手动调节的不对称,因此调整扫描的波形抵

消系统由于几何位置的不对称导致的误差,从而确

保LSI过程中成像位置始终在相机靶面的中心。

图3 基于LSI的LSFM控制原理图

Fig 
 

3 Control
 

principle
 

of
 

LSFM
 

based
 

on
 

LSI

图4 同步系统控制信号时序图

Fig 
 

4 Sequence
 

chart
 

of
 

synchronization
 

system
control

 

signal

  相机在接收到起始触发信号之后便会连续不断

地采集图像,为了提高系统的时间分辨率,所使用的

扫描信号在上升与下降过程的占空比为1∶1,在来

回两个方向的扫描过程中都进行图像的采集,因此

在一个扫描周期内采集得到两帧图像,系统的成像

帧频是扫描频率的两倍。
系统的帧率不完全取决于两个振镜的扫描频

率,还由相机特性和图像行数决定。本实验中使用

的探测相机(ORCA-Flash4.0
 

V3,Hamamatsu,日
本)是一款常用的科学相机,下文将根据相机特性对

一些参数进行推导,这些公式在需要运用到局部区

域曝光的情形下,对相机成像帧频的把握很有参考

价值。相机的曝光时间设定与选定的曝光行数相

关,在最小同时曝光4行的情况下曝光时间是

38.96
 

μs~10
 

s,因此系统的帧率表示为

fimage=2fscan≤25577.12/l, (1)

式中:fimage是成像帧率;fscan是扫描速度;l为图像

行数。
另外相机帧频与扫描频率必须相匹配,否则得

到的图像会出现拉伸或者压缩的现象。因此要注意

对相机曝光时间的设定,相机曝光时间的特性表

示为

texp=H ×Ceiling(tin÷H), (2)
式中:texp 是实际曝光时间;tin 是输入的曝光时间;
H 是相机读出脉冲间隔,其值为9.74436

 

μs。
在(2)式基础上,根据目标帧率推算应该输入的

曝光时间,以及对应的实际帧率,表示为

tin=Ceiling round 1×106

H ×ftarget×l  -0.5


 




×H  ,
(3)

freal=
1×106

l×H ×Ceiling(tin÷H)
, (4)

式中:ftarget为目标帧率;round函数表示四舍五入。
其中(3)式求解应该输入的曝光时间。在计算出实

际输入的曝光时间后,根据(4)式计算相机的实际帧

率freal。在成像大小2048
 

pixel×2048
 

pixel、目标

帧率10
 

Hz下,通过计算得到输入的曝光时间应该

为44
 

μs,此时相机的实际曝光时间和系统的实际帧

率分别为48.7218
 

μs、10.0218
 

Hz。
系统中使用的面阵相机像素逐行读出,并且每

行至少需要9.74436
 

μs的读出时间,因此用于曝光

的像素行越少,曝光时间下限越短,成像速度上限越

高。由于相机的特性最少同时曝光4行像素,为了

得到最快的成像速度只选取了中心位置的4行像素
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用 于 曝 光。本 文 中 成 像 大 小 2048
 

pixel×
2048

 

pixel,根据(1)式计算得到系统最快成像帧率

为12.488
 

Hz。

3 实验与结果

3.1 系统稳定性测试

溶有荧光染料的琼脂糖凝胶用于成像时,可以

看到清晰的高斯光束,通过成像得到高斯光束图片,
寻找光束峰值位置,并以此作为光束中心位置。在

LSI过程中连续采集光束图像,根据光束中心位置

的偏移来判断整个系统同步扫描的过程是否稳定。
实验中将荧光染料(Rhodamine

 

123)以1∶1000
的比例溶解到质量浓度为1%的琼脂糖溶液中,然
后将琼脂糖溶液灌注到样品槽,等待其凝固成凝胶

后作为实验样本。由于探测物镜为水镜,待琼脂糖

凝固后向样品池中注入水,并调节样品台的位置,使
探测物镜浸没于水中。设置相机曝光行数为中心处

的200行,曝光时间为1
 

ms,此时成像帧率为

1
 

kHz,图像大小为2048
 

pixel×200
 

pixel。启动控

制系统让X 扫描振镜与解扫描振镜以5
 

Hz的速度

(对应LSI帧率为10
 

Hz)开始同步扫描,然后使用

相机采集1000帧光束图像,结果如图5所示。

图5 基于LSI的LSFM稳定性测试。(a)单帧高斯光束

示意图;(b)
 

LSI过程中高斯光束的峰值位置统计图

Fig 
 

5Stability
 

test
 

of
 

LSFM
 

based
 

on
 

LSI 
 

 a 
 

Schematic
 

of
 

a
 

single
 

frame
 

Gaussian
 

beam 
 

 b 
 

statistic
 

diagram
 

of
 

peak
 

position
 

of
 

Gaussian
     

 

beam
 

in
 

LSI
 

process

图5(a)为连续采集到的高斯光束的一帧。在

连续采集得到的1000帧图像中,处理如图5(a)所
示的标记线处的图像强度,获得每帧图像在标记线

处的光强峰值位置。然后对这1000个光强峰值位

置进行了统计,得到图5(b)的结果。可以看出,光
强峰值位置基本稳定在图像中心,并且计算得到光

强峰值位置数据的平均差为1.181
 

pixel,对应到样

本上偏差为0.48
 

μm。考虑到在视场边界由于像差

等因素导致高斯光束的形状不再标准等误差,可以

证实整个LSI过程均匀稳定。
3.2 荧光微球成像

本实验的样品为直径0.2
 

μm 的荧光微球

(Invitrogen,
 

F8811)以1∶50的比例溶解到1%的琼

脂糖溶液中,然后注入样品槽中,等待降温凝固后形

成高散射的样本。此样本用于测试在高散射情形下

系统的成像效果。整个实验进行了两次成像,第一

次成像保持解扫描振镜不动,X 振镜以三角波高速

地扫描整个视场,得到DSLM的图像,成像帧率为

10
 

Hz。第二次,使用LSI模式进行成像,设置相机

曝光时间为44
 

μs,相机曝光宽度为4行,将得到的

2048帧图像,每帧选取中心处的1行图像进行拼

接,得到完整的图像,整体的成像帧率也是10
 

Hz。
两种方法均得到2048

 

pixel×2048
 

pixel、16
 

bit的

灰度图像,将两种方法下相机采集到的原始图像进

行对比,结果如图6所示。
由于面阵相机曝光过程中,相机所有像素都可

以接收荧光分子,因此大量散射的荧光光子被相机

接收,因此在高散射的样品中得到的图像有很强的

背景噪声,如图6(a)所示。而本系统所获取的图

像,荧光微球主要集中在高斯光束聚焦的部分,并且

背景噪声更弱,如图6(b)所示。为了量化图像质量

改进的效果,在图6(a)和(b)选取相同区域得到图6
(c)和(d),对图6(c)和(d)中标记线处的归一化强

度进行了分析。结果如图6(e)所示,证明了基于

LSI的LSFM的信噪比相对DSLM有很大的提升。
3.3 斑马鱼成像

实验采用孵化两周的增强型绿色荧光蛋白

(flk1:EGFP)标记血管的转基因斑马鱼,用1%琼脂

糖将其固定在样品槽中。琼脂糖凝固后,向其中注

入水使探测物镜浸没于水中。
  对DSLM和线扫描成像两种方法都以10

 

Hz
的速度进行成像,两种方法均得到2048

 

pixel×
2048

 

pixel、16
 

bit的灰度图像。将两种方法下相机

采集到的原始图像进行对比,结果如图7所示,图中

箭头指示的是斑马鱼的心脏所在位置。图7(a)和
(b)分别是DSLM和基于LSI的LSFM的结果。在

图7(a)和(b)中选择血管较为密集的地方得到图7
(c)和(d),对图7(c)和(d)中标记线处的归一化强
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图6 高散射情形下数字扫描LSFM和基于LSI的LSFM的对比图。(a)
 

DSLM采集的图像;(b)基于LSI的LSFM
采集的图像;(c)(d)对应(a)(b)框选区域的高倍率放大图;(e)对应(c)(d)中划线处归一化后的强度曲线图
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图7 高散射情形下数字扫描DSLM和基于LSI的LSFM对比图。(a)
 

DSLM采集的图像;(b)基于LSI的LSFM
采集的图像;(c)(d)对应(a)(b)框选区域的高倍率放大图;(e)对应(c)(d)划线处归一化后的强度曲线图
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度进行了分析,结果如图7(e)所示。可以看出,基 于LSI的LSFM系统相对于DSLM,在对斑马鱼心
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脏成像的实验中信噪比略有提升,细节更加明显。
与荧光微球的实验相比提升较弱,这是由于信噪比

提升效果与样本散射的强弱有关,在高散射的样本

中提升更为明显。

4 结  论

本文对光片显微镜的探测光路进行了改进,设计

了一种基于LSI的LSFM系统。系统中选用面阵探

测器进行初步的研究,以方便与传统的LSFM进行对

比。实验中以1
 

kHz的速度连续成像得到高斯光束

图像,证明了整个线扫描过程的稳定性。在对高散射

的荧光微球样本成像以及斑马鱼心脏成像的实验中,
对图像进行了量化分析,证实了LSI对样本散射的抑

制能力。之后会用专门的线阵相机对生物样本进行

成像来检验系统的成像能力。LSI方案的研究非常

有意义,整个方案是大视场LSFM设计的一个新的切

入点,为LSFM在探测光路上的设计提供了新的思

路。在未来,该方法可以与自适应光学[17]、光场调控

等技术结合,具有很大的应用潜力。
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