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基于菲涅耳透镜色散的双波长荧光显微深度成像

黄新荣,郑继红,刘悠嵘,朱天赟,缪涛
(上海理工大学 光电信息与计算机工程学院,教育部光学仪器与系统工程研究中心,

上海市现代光学系统重点实验室,上海200093)

摘 要:提出一种非轴向扫描的细胞显微深度成像技术,在显微系统中加入菲涅耳透镜,利用菲涅耳透

镜的色散将不同激发光波长聚焦到不同的轴向位置,以实现对两个或多个焦平面同时成像.基于405
nm和532nm两种激发光波长,在传统的荧光显微镜的激发路径中加入对应的两个成像探测器来探测

两个不同焦平面所对应像面的成像信息,搭建得到一个能够实现探测深度约为12μm的基于菲涅耳透

镜的荧光显微深度成像系统,并与基于显微物镜色差无菲涅耳透镜的荧光显微深度成像系统的成像深

度和轴向分辨率进行实验对比.实验结果表明:加入菲涅耳透镜能够实现系统对不同焦面的同时成像;
对于同一荧光波段,保证系统横向分辨率的同时,扩大了成像景深.该系统可以实现荧光生物细胞内部

不同深度处的多波段同时探测.
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DualWavelengthFluorescenceMicroscopyDepthImagingBasedon
FresnelLensChromaticAberration
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Abstract:Atechniqueaboutnon-axial-scanningmicroscopiccelldepthimagingisproposed.Fresnellens
areaddedintothemicroscopicsystem,andthechromaticaberrationofaFresnellensisexploitedtofocus
differentexcitationlightwavelengthsintodifferentaxialpositions.Itcanrealizetheimagingoftwoor
morefocalplanes.Basedontheexcitationlightwavelengthsof405nmand532nm,twoimaging
detectorsareaddedintotheexcitationpathofaconventionalfluorescencemicroscopetodetectthe
imaginginformationoftheimageplanecorrespondingtotwodifferentfocalplanes.Afluorescence
microscopicdepthimagingsystem withadetectiondepthofabout12μmisestablished.Theimaging
depthandaxialresolutionoftheproposedsystemarecomparedwiththoseofafluorescencemicroscopic
depthimagingsystem basedonamicroscope-lessFresnellens.Experimentalresultsshowthatthe
additionofFresnellensenablessimultaneousimagingofdifferentfocalplanes.Forthesamefluorescence
band,thelateralresolutionofthesystemisensuredwhiletheimagingdepthoffieldisexpanded,the
systemcanachievemulti-bandsimultaneousdetectionatdifferentdepthsoffluorescentbiologicalcells.
Keywords:Microscopysystem;Fluorescentmicroscopicimaging;Fresnellens;Fluorescentcell;Focal
shift;Depthimaging;Axialresolution
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0 引言

20世纪50年代MINSKYM提出共焦扫描显微[1]的概念,随后共焦显微系统在生物医学等领域被广泛

应用.20世纪80年代中期,激光扫描共焦显微镜(ConfocalLaserScanningMicroscope,CLSM)[2]被用于分

析活细胞结构、分子、离子的实时动态变化过程、细胞多层成像、细胞三维重构等方面.荧光显微镜系统,如荧

光并行共焦显微镜[3]、频分复用荧光共焦显微镜系统[4]等,能实现多通道并行共焦扫描探测荧光显微细胞成

像,提高了共焦显微系统成像的探测速度,且具有较高的分辨率.但由于其只能针对某一个焦平面进行扫描

成像,而且不同焦平面的成像依赖于焦平面之间的切换且受时间的限制,不能同时对两个或多个不同的焦平

面进行成像,所以大多数荧光共焦显微镜系统的成像只局限在二维成像水平,限制了生物学中三维细胞动力

学的研究进展.
2004年PRABHATP等提出用两个或多个成像探测器来实时探测活细胞的动态胞吐过程[5],系统中

利用显微物镜自身的色差进行荧光细胞显微深度探测,但探测得到的细胞深度或是动态范围较小.近年来提

出的基于多焦面衍射光栅方法[6-7]的显微成像技术可以用于多分子动态追踪,实现大景深的动态成像且达到

较高的定位精度,但该方法主要通过利用多焦面衍射光栅进行分光,将样品所发出的荧光按照不同的轴向位

置进行分割,导致样品所发出的荧光会被均分,降低光能;由于成像探测面大小一定,多个分光面会使得探测

面也同时进行等分,导致成像范围减小;且多焦面衍射的使用需要足够高的激发光强度,对光源器件的自身

性能要求较高.
本文提出了一种基于菲涅耳透镜色散的双波长荧光显微深度成像系统,将菲涅耳透镜引入到反射式荧

光显微成像系统中,利用菲涅耳透镜的色散特性将不同激发光波长聚焦到不同的轴向位置,激发得到不同深

度位置的荧光信号.采用405nm和532nm两种激光波长的合光作为激发光光源进行初步实验,在反射式荧

光显微镜系统的激发路径中加入两个工业相机成像探测器[8],由两个工业相机分别在两个成像透镜的焦平

面处同时接收得到深度约为12μm的两个深度面的完整荧光显微图像.对荧光显微深度成像的可行性进行

分析,同时与基于显微物镜色差的无菲涅耳透镜的荧光显微深度成像系统进行对比分析.

1 系统的原理和光路设计

在荧光显微系统基础上,采用单色性和方向性较好的两束激光405nm和532nm的合光作为激发光光

源.基于菲涅耳透镜色散的荧光显微深度成像系统和基于显微物镜色差的无菲涅耳透镜的荧光显微深度成

像系统,分别利用菲涅耳透镜的色散以及显微物镜自身的色散特性,在两种显微系统中引入色差.
将两束激发光光源准直扩束,经过菲涅耳透镜并通过准直透镜重新准直后,入射到无限远显微物镜中,

经过无限远显微物镜聚焦到经荧光染料染色的样品的两个不同深度位置,激发反射回来的荧光信号和激发

光同时被显微物镜收集,激发光经两发射滤光片组滤除,所激发的两束荧光(发射荧光波段的中心波长分别

为552nm和605nm)经过两成像透镜最终成像在两个成像探测器相机的像面位置,进行基于菲涅耳透镜色

散的双波长荧光显微深度的细胞宽场成像.
实验中采用平面反射镜作为样品,荧光探测显微成像得到引入色差的两种不同激发光波长下系统的深

度响应曲线,同时探测得到马铃薯细胞样品中两个不同深度位置所激发荧光细胞的显微图像.
基于菲涅耳透镜色散的荧光显微深度成像系统的光路如图1,405nm和532nm两束激发光进行扩束,

经过菲涅耳透镜由透镜重新准直后以平行光入射到显微物镜,经过无限远显微物镜会聚在细胞样品的两个

不同深度面Position1、Position2 上,两束激发光分别激发产生两束荧光信号.激发光与荧光信号同时被显微

物镜收集,激发光经两发射滤光片组滤除,透过的荧光信号被成像透镜会聚在成像相机上,进行基于菲涅耳

透镜色散的荧光显微深度成像实验.
基于显微物镜色差无菲涅耳透镜的荧光显微成像系统,不考虑菲涅耳透镜的色散,只考虑物镜本身的色

差特性,并与加入菲涅耳透镜的系统作对比.405nm和532nm两束激发光进行合光后准直,直接入射到无

限远显微物镜上,经过无限远显微物镜会聚在细胞样品的两个不同深度面Position1、Position2 上.在图1所

示的系统的基础上,去掉菲涅耳透镜与其后的准直透镜对显微系统的影响即为基于显微物镜色差无菲涅耳

透镜的荧光显微成像系统光路.
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图1 基于菲涅耳透镜色散的荧光显微深度成像系统光路

Fig.1 FluorescentmicroscopedepthimagingsystemopticalpathbasedontheFresnellensdispersion

影响荧光显微探测系统轴向分辨率的主要因素是轴向光强分布,即深度响应函数

I(z)= sin
[knz(1-cosβ)]

knz(1-cosβ){ }
2

(1)

评价其深度响应的指标为半极大处全宽度(FullWidthatHalfMaximum,FWHM),定义为沿轴向采样

时,接收端的轴向光强I(z)最大值的一半所对应的轴向坐标间距ΔZ,计算公式为[9]

Δz=dFWHM=
0.443λ
1-cosα=

0.443λ
n- n2-NA2

(2)

式中,λ为激发光波长,α为物镜的孔径角,β为有效数值孔径,n 为显微物镜的折射率,NA为显微物镜的数

值孔径,NA=nsinα.
dFWHM越窄,轴向分辨率越高.分析式(2)可知,NA越大,λ越小,则dFWHM越小,其轴向分辨率越高.对系

统的轴向分辨率可做一定的理论计算:实验选取NA=0.7的显微物镜,则当激发光波长为405nm时,

dFWHM≈1μm;激发光波长为532nm时,dFWHM≈1.4μm.
荧光显微探测系统的横向分辨率的计算公式为

Δr=
0.61λ
NA

(3)

系统的横向分辨率是由入射的激发光波长和显微物镜的数值孔径决定.当激发光波长为405nm时,

Δr≈0.35μm;激发光波长为532nm时,Δr≈0.46μm.

2 系统的深度响应曲线测试及分析

2.1 实验系统

实验系统光路如图1,激发光源采用紫外(UltravioletUV)波段的半导体准直激光器(DreamLaser公

司),功率为50mW,波长为405nm;532nm的Verdi激光器,额定功率为2W,实验输出功率为50mW.物
镜为ZEISS公司提供的放大倍率为50×,NA=0.7的无限远消色差显微物镜(消色差波段为绿光波段).轴
向扫描器由德国PI公司提供的型号E-517的线性纳米位移台.菲涅耳透镜是由THORLABS公司提供,型
号FRP251,焦距f0=51mm(λ0=588nm,λ0,f0 为该透镜的设计波长和该设计波长下透镜的焦距),槽距

为0.33mm,探测宽场成像的工业相机是由AlliedVisionTechnologies公司提供的,曝光时间约为500ms;
两成像透镜的焦距均为120mm.
2.2 菲涅耳透镜的色散特性分析

菲涅耳透镜是由一系列同心沟槽组成的光学系统,每个环带都相当于一个独立的折射面,这些环带均能

3-3007190
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使入射光线会聚到一个共同的焦点.两种或多种波

长导致的像点位置差异的色差称为位置色差或轴向

色差[10],图2所示为两个波长下由于菲涅耳透镜的

色散导致的像方焦点偏移示意图.以平行光作为光

源,菲涅耳透镜在λ1,λ2(λ1<λ2)两种波长下在像方

聚焦于A'
1,A'

2 两点,焦距分别为f'
1,f'

2,菲涅耳透

镜的色差可定性表示为

Δf'
12=f'

1-f'
2 (4)

由理论分析可知,菲涅耳透镜的焦距与入射光

波长关系可表示为[11]

图2 菲涅耳透镜的轴向色差示意图

Fig.2 AxialchromaticaberrationdiagramofFresnellens

λf=λ0f0 (5)
单透镜的焦距为

f(λ)=
1

[n(λ)-1]1R1
-
1
R2

æ

è
ç

ö

ø
÷

(6)

式中,R1,R2 为单透镜两表面的曲率半径,对应为菲涅耳透镜未进行加工压缩时两表面的曲率半径,n(λ)是
该透镜材料在不同波长λ下的折射率.则单透镜在不同波长下的焦距偏移量表达式为

δf=-
δn
(n0-1)f0 (7)

  在405nm和532nm两种波长下的折射率分别

为n0.405≈1.5065333,n0.532≈1.494582,由式(5)~
(7)可知,可通过折射率关系理论计算得到菲涅耳透

镜在405nm和 532nm 下 的 焦 距 偏 移 量 即 焦

深[12-13],则由式(7)可计算得到该菲涅耳透镜在

405nm和532nm两种波长下的焦距偏移量δf≈
1.2mm.

利用ZEMAX软件模拟得到菲涅耳透镜在不

同波长下的焦距偏移量曲线如图3所示,横坐标的

焦距偏移量用以632nm为基准的坐标表示,纵坐

标为400~800nm的波长范围.
由图3分析可得,在405nm和532nm两种波

长下的焦距偏移量约为1.2mm,与理论计算结果一

致,将其引入到该反射式荧光显微成像系统中.

图3 菲涅耳透镜在不同波长下的焦距偏移量曲线

Fig.3 FocallengthshiftcurveofFresnellensat
differentwavelengths

2.3 深度响应曲线测试及分析

实验中将平面反射镜代替待测样品放置在PI纳米位移台上作为探测样品,将系统中的BS3以下的实

验装备直接换置为成像透镜和成像工业相机.设置位移台步长为1μm,无限远显微物镜的数值孔径为0.7,
选取405nm和532nm两种激发光波长分别进行基于菲涅耳透镜色散的荧光细胞显微深度成像系统以及

基于显微物镜色差无菲涅耳透镜的荧光显微深度成像系统下的深度响应曲线测试.测得的深度响应曲线反

映光学系统焦平面与非焦面处点的强度的对比关系.分析可知,光强最大值所对应的轴向位置对应某一特定

波长下的焦平面位置.工业相机探测成像的像方焦平面对应物方以平行光入射,则以平行光入射到显微物镜

的两束激发光聚焦在荧光显微样品的两个焦平面位置.当在两束激发光波长下像方光强达到最大值时,PI纳

米位移台的位移量可近似看作两束激发光进入细胞的深度.
图4(a)所示为激发光波长分别为405nm、532nm时测得的加入菲涅耳透镜后的系统的深度响应曲线,

当激发光波长为405nm,成像探测器处于成像透镜的像方焦平面时,PI纳米位移台的移动位置对应图1中

的Position1 处,ΔZ1=9μm,同理可得532nm时像方焦平面对应图中的Position2 处,ΔZ2=21μm,ΔZ1、
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ΔZ2 分别为样品边界到Position1、Position2 面的距离.则在405nm和532nm两束激发光波长下,探测得到

基于菲涅耳透镜色散的荧光显微深度成像系统进入细胞样品的深度约为12μm.
图4(b)所示为激发光波长分别为405nm、532nm时测得的不加入菲涅耳透镜后的系统的深度响应曲

线,同理可知,基于显微物镜色差的无菲涅耳透镜的荧光显微深度成像系统的实验得到了约3.6μm的显微

探测深度.
从图4还可以看出,基于菲涅耳透镜色散的荧光显微深度成像系统中,当激发光波长为405nm时,系

统的轴向分辨率为10.6μm,532nm时轴向分辨率为14μm;基于显微物镜色差无菲涅耳透镜的荧光显微深

度成像系统中,当激发光波长为405nm时,系统的轴向分辨率为2.5μm,532nm时轴向分辨率为3.5μm.
由于杂散光和散射荧光等因素的影响,两种系统下的实验结果与式(2)的计算结果均有所差异,系统轴向分

辨率有待提高.

图4 激发光波长分别为405nm和532nm时系统加与不加菲涅耳透镜下的深度响应曲线

Fig.4 DepthresponsecurveofthesystemwiththeFresnellensandwithoutFresnellenswhentheexcitationlight
wavelengthsare405nmand532nmrespectively

由式(3)可知,当激发光波长一定,系统的横向分辨率仅由显微物镜的特性决定,与系统中是否加入菲涅

耳透镜无关.
由上述分析可知,菲涅耳透镜的加入在一定程度上有利于扩大系统的成像景深,但成像景深的扩大是以

牺牲系统的轴向分辨率为代价实现的.

3 基于菲涅耳透镜色散的双波长的荧光显微深度成像实验

基于有无菲涅耳透镜两种系统下深度响应曲线的实验结果初步验证了荧光显微深度成像的可行性.相
干性好、光功率较高的两束激发光经过菲涅耳透镜和准直透镜后被无限远显微物镜聚焦到待测样品的两个

不同深度位置,如图5上部分是这一过程的清晰结构示意图[14],所激发的两束荧光经过显微物镜收集和滤

光片组滤光后,经过两相同的成像透镜最终成像在两工业相机的像方焦面上,图5下部分为工业相机所探测

接收得到的两个不同深度位置处的马铃薯细胞的宽场显微图像.
实验中,激光光源的相干性在显微系统中带来了散斑和相干噪声;在荧光显微系统中,菲涅耳透镜的加

入可以得到更大的荧光显微细胞的成像深度,但同时在系统中引入一定的色差,对系统的轴向分辨率及成像

质量造成一定的影响.因此在后续的工作中,拟采用非相干光源在一定程度上改善散斑和相干噪声,提高荧

光细胞图的成像质量,提高系统的分辨率.此外,该荧光显微深度成像系统由于荧光的干扰,只能探测某几个

特定波长下的显微细胞深度,是一种非轴向扫描荧光显微深度探测系统,在实验过程中的几个特定波长间的

z轴距离不可调谐.为了实现特定波长间的z 轴距离可调,探测对应成像的深度位置的细胞信息,可以通过

在成像前,制作得到全息曝光的双焦点电控可调的液晶菲涅耳透镜来代替购买的菲涅耳透镜,利用双焦点透

镜的电控焦距可调特性,实现不同特定波长间的z 轴距离可调[15];或是在后续工作中采用超连续白激光光

源的某一特定波段同时激发样品,经过搭建的反射式显微成像系统接收反射回来的光谱信号,不同的波长对

应待测样品的不同扫描深度位置,得到一定波段下该系统的轴向扫描范围[16-17],来直接探测连续变化的位置
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信息所对应的深度位置关系.

图5 基于菲涅耳透镜色散的两个深度位置的马铃薯细胞显微图

Fig.5 MicroscopicimagesofpotatocellmapattwodepthpositionsbasedonFresnellensaberrations

4 结论

本文利用405nm、532nm两种激发光光源,搭建了基于菲涅耳透镜色散与显微物镜色差无菲涅耳透镜

的两种双波长荧光显微深度成像系统,对实现荧光显微深度成像的可行性进行合理分析并得到两种系统下

的初步实验对比结果.结果表明:菲涅耳透镜的加入在一定程度上有利于扩大成像景深,实现更大的荧光显

微细胞成像深度;系统的横向分辨率是由显微物镜的特性决定,与是否加入菲涅耳透镜无关.进行了基于菲

涅耳透镜色散的荧光显微深度成像探测实验,拍摄得到在双激发光波长下两个不同深度位置处马铃薯细胞

的宽场显微成像图.
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