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基于数字微镜器件的高时空分辨
选择性光刺激系统

唐诗瑶，闫军帅，谢家俊，沈炳林，余文慧，李艳萍，胡睿，屈军乐，刘丽炜
（深圳大学 物理与光电工程学院，教育部/广东省光电子器件与系统重点实验室，广东 深圳 518060）

摘 要：利用数字微镜器件将目标图案投影在样品面的方法相比于传统光照明方式大大提高了光刺激

系统的空间选择性，但其光能利用率较小。全息光照射通过调制频谱面实现光能量的重新分布，在实

现复杂的选择性光刺激同时，还具备较高的空间分辨率和光能利用率。构建了基于数字微镜器件的高

时空分辨率的选择性逐点光刺激系统，通过在数字微镜器件上加载结构变化的二维达曼光栅相位图实

现对视场内任意位置和任意时序的选择性逐点光刺激。研究表明，系统不仅能够以不同轨迹（如方形

点阵、圆、螺旋线等）对全视场进行逐点的二维扫描，还能够选取感兴趣区域以自定义路径进行逐点扫

描。该系统的最大扫描视场可达到 400 μm，最小扫描步长为 0.204 μm，单个扫描光斑的峰值半高宽最

小可达到 1.5 μm，单点扫描速度可达 10 kHz。本系统适用于需要对样品进行高分辨光刺激或需要对感

兴趣区域进行实时刺激的光遗传研究中。
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0 引言

光是调控细胞活动的重要工具，相比电刺激［1，2］、药物递送［3］等传统的微观调控方法，光调控具有侵入性

小、靶向性好以及易与多种成像手段结合的优点，目前已广泛应用于生物医学领域［4，5］。光刺激系统是进行

光调控的重要工具，通过对光波进行调制以对目标区域实现稳定的光刺激［6］。为了能够以细胞尺度对生命

活动进行精准调控，科学家们发展了各种高分辨光刺激系统［7-10］。

BOYDEN ES最初使用宽场照明的方式对神经元进行光刺激，但这种方式空间靶向性较差，只能对体

外细胞进行大面积刺激［11］。随后，ZHANG Feng等开发了基于光纤的光刺激系统，并对开颅小鼠的神经元

进行光刺激，将光遗传拓展到了活体层面［12］，但由于光纤模式单一、位置固定，难以对特定区域的神经元进

行选择性刺激。为了能够对特定区域的细胞进行精准的靶向刺激，科学家们结合不同扫描器件发展了多种

高分辨空间选择性光刺激系统。扫描振镜能够将分辨率仅受衍射限制的光斑对准视场范围内的目标区域，结

合其进行光刺激具有光利用率高以及空间分辨率高的优势，但由于其扫描方式固定，无法对更加复杂的单个

或多个感兴趣区域（Region of interest，ROI）进行选择性光刺激。利用数字微镜器件（Digital Micromirror
Device，DMD）进行投影式光刺激（即扫描面和 DMD共轭）能够实现更为复杂的选择性光刺激，DMD由上

百万个可独立控制的微反射镜组成，单个反射镜仅具有“开”“关”两种模式，打开微镜的数量与其在阵列中

位置决定了光刺激图案在视场内的大小与位置［13-15］。由于每次照明只利用到了处于“开”状态的少数微镜所

反射的光，因此其光能利用率较低，使用过少的微镜提高投影图案的空间分辨率可能会使到达样品面的光功
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率不够，难以实现有效的光刺激［14］。利用DMD或液晶空间光调制器（Liquid Crystal Spatial Light Modulator，
LC-SLM）将光进行全息投射，将光的能量重新分布，在实现空间选择性与高空间分辨率光刺激的同时，大

大提升了光能利用率，使科学家能够将需要高激发功率的光刺激技术——例如双光子激发——运用在神经

环路的研究中［16，17］。以全息投射为照明方式的光刺激主要分为两种：加载静态图像对视场进行区域性光刺

激和加载高分辨光斑对视场进行动态扫描光刺激。前者利用 G-S算法［18］等优化迭代算法获得视场中目标

区域的全息图并将其加载到空间光调制器上［19，20］，光依次经过空间光调制器与物镜对视场内目标区域进行

光刺激，但反馈算法用时较长导致这种方法时间分辨率较低。在区域性光刺激的基础上，逐点扫描光刺激

进一步将目标区域划分为像素点，提高了光刺激的空间分辨率，无需复杂的迭代算法使光能够以任何时序

对目标区域进行刺激。

本文构建了一种基于 DMD的选择性光刺激系统，利用 DMD加载由计算全息得到的二维达曼光栅，使

光通过达曼光栅与物镜后能够对视场内二维样品面进行选择性逐点光刺激。实验证明，系统不仅能够以不

同轨迹（如方形点阵、圆、螺旋线等）对全视场进行逐点的二维扫描，还能够选取 ROI以自定义路径进行逐点

扫描。该系统最大的扫描视场为 400 μm，最小的扫描步长为 0.204 μm，单个光斑峰值半高宽最小为 1.5 μm，

扫描速度高达 10 kHz。该系统适合运用于需要对样品的 ROI进行实时并精准光刺激的实验当中。

1 工作原理

在所构建的光刺激系统中，为了对感兴趣区域进行选择性逐点光刺激，在 DMD上加载通过计算全息生

成的结构变化的二维达曼光栅，光通过DMD可在二维方向上对目标区域进行逐点光刺激。

1.1 达曼光栅的扫描原理

达曼光栅是一种能够使入射光在其远场傅里叶变换面高效地转换成均匀光强点阵的二值相位光栅，主

要分为奇数型达曼光栅和偶数型达曼光栅［21-23］。系统采用的达曼光栅结构为 2×2的偶数型结构，选择其频

谱面 4个一级衍射光中的一个作为扫描点，通过改变达曼光栅的转折点位置和周期来控制-1级和 0级衍射

之间的分离距离（或角度），实现二维方向的选择性逐点扫描。其中每一张达曼光栅图对应一个扫描点，将

结构变化的达曼光栅加载到DMD上，实现基于DMD的选择性逐点扫描。由达曼光栅原理以及光栅方程可

知，一级衍射光位置为

d= f sin θ= λ
dDamm

f （1）

式中，f为达曼光栅后透镜的焦距，λ为光源波长，dDamm为光栅周期，θ 为各个分数级次的发散角。当透镜焦

距、光源波长固定时，可通过更换光栅周期实现一级衍射光位置的变化。系统中二维方向上选择性逐点扫

描的实现的基本流程是：通过计算机获取感兴趣区域对应的位置信息，由计算全息的方法生成感兴趣位置

对应的达曼光栅结构，并通过计算机编码来制作不同的全息图，最后通过 DMD实现对目标区域的选择性逐

点光刺激。

1.2 系统设计

基于DMD的时空分辨率选择性逐点光刺激系统原理如图 1（f）所示，卤素灯光源通过 650/40 nm带通滤

光片发出红光，在加入环形光照明装置后进行环形光照明以实现暗场成像。该高时空分辨率选择性点刺激

系统生成扫描点的流程如图 1（a），由 LabView完成同步控制及用户界面显示。计算机首先将 sCMOS相机

获取的暗场成像进行阈值处理后，计算机生成并储存值为 1的像素坐标，用于计算需要加载在 DMD上的达

曼光栅相位图。由于 DMD的工作特性，准直后的 473 nm的激光以 24°入射在 DMD芯片表面。DMD位于

傅里叶变换透镜（f=200 mm）的前焦面，其加载的达曼光栅在透镜后焦面产生衍射光斑，然后将孔径可调的

方形光阑置于该傅里叶面，滤除零级斑及其余衍射斑，仅保留一个 1级衍射斑作为扫描刺激点（图 1（f））。后

置的管镜（f=200 mm）与显微物镜（M=20×）组成 4f系统，将上述扫描点共轭成像到样品面上用于扫描光

刺激，实验证明光刺激的扫描视场最大可达 400 μm×400 μm，扫描速度取决于 DMD的更新速度，最大可达

10 kHz。
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2 实验步骤

2.1 系统硬件及搭建步骤

1）光源

为了获得高质量的高斯光束，系统使用购自长春新产业 473 nm的单模光纤耦合的固体激光器，输出的

最高功率为 40 mW。

2）光路准直

为了对从单模光纤输出的 473 nm激光进行准直和控制，需要在空间滤波器（匠星光电，SF-1T）上安装

4倍（OLYMPUS，NA=0.1）的物镜，以及用于单模光纤耦合的耦合组合件：FC接口（Thorlabs，SM1FC）及

连接 FC接口和空间滤波器的转接环（图 1（b））。该光纤耦合方式相比于常规的三轴位移台或光纤耦合方

式，在不影响耦合后光斑的质量前提下，成本更低，除了用于光纤耦合时的三维方向的调节，自身底部还带

有二维方向的调节器用于垂直于水平面的二维方向的调节。并且可通过更换耦合物镜倍数来改变出射光

斑的大小。

3）入射光阑

在准直光进入 DMD前加入圆形光阑，控制圆形孔径光阑大小使入射光斑与 DMD芯片表面正好相切

（图 1（c））。

4）DMD入射光调节

由于 DMD在切换镜片状态时是以微反射镜对角线为旋转轴旋转+12°或-12°，为使出射光路垂直于

DMD芯片出射，除了满足入射光路与 DMD芯片表面垂法线夹角 24°外，还需要求入射光沿着与单个微反射

镜旋转轴垂直的方向入射。

如图 1（d），为了满足上述的入射条件，定制了将 DMD转动 45°的外部八边形固定装置。利用该固定装

图 1 基于DMD的高时空分辨率逐点光刺激系统的实现原理

Fig. 1 The principle of selective optical stimulation system with high spatiotemporal resolution based on DMD
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置，仅需使入射光与DMD芯片表面的垂轴夹角 24°，出射光线便垂直于DMD射出，为了使光斑打在DMD芯

片中心上，还需将其底部固定在纳米精度的三轴位移台上（Thorlabs，MBT616D）。

5）DMD出射光准直

固定 DMD的外部结构并不能保证 DMD芯片表面完全垂直于光学平台，为了让通过 DMD后的调制光

的光轴平行于光学平台，在DMD后加入如图 1（d）所示的双反射镜结构，使选择的一级衍射光的中心光轴不

仅平行于光学平台，还与光学平台上的其中一排螺孔完全平行。

6）傅里叶变换透镜调节

在准直好一级衍射光斑后，去掉近端光阑，保留远端光阑，加入透镜，使 DMD位于其前焦面以得到达曼

光栅的频谱，由于 DMD和扫描透镜中间有两个反射镜，无法直接测量 DMD和透镜之间的距离。可在透镜

后引入平行光反向照射，前后移动透镜保证 DMD位于其前焦面。在调节 XY方向位置前，应提前确定好轴

向距离（光斑尺寸最小处），再慢调透镜 XY方向位置，使通过透镜的零级衍射光正好位于远端光阑中心。

7）方形可变光阑

在使用 DMD作为二维光栅对光进行调制时，0级光斑附近的 X轴方向和 Y轴方向共有 4个 1级光斑

（图 1（f）），需要在扫描透镜的后焦面加一个可调节的方形光阑（大恒光电，GCM-5711M）进行滤波，只留下

其中一个光斑作为扫描点，利用光功率计测得，所选的光斑相较于入射光斑的能量利用率为 1.36%。由于

DMD芯片外部加有旋转 45°的装置，从 DMD出射的整体调制光也会旋转 45°，因此方形光阑的底部也需要

装配将其旋转 45°的底座（图 1（e））。

8）套筒透镜调节

套筒透镜和方形光阑距离为套筒透镜的焦距，调节套筒透镜轴向位置，使出射的光束为平行光。

9）物镜调节

由于生物实验需要在培养品中进行，故选采用倒置的显微镜结构。将物镜倒置安装在直角镜架（匠星，

CM-26-01）上，首先调节直角支架的轴向位置，为保证套筒透镜和物镜形成 4f系统，在套筒透镜前引入平行

激光沿光轴入射，前后移动直角支架，使物镜后的光束为平行光束，确定好直角支架轴向位置。然后在直角

支架上安装两根短的笼式系统支杆，并在支杆上放置荧光对准板（Thorlabs，VRC6SCPT），荧光对准板应贴

近直角镜架入光口，调节直角支架 XY方向位置，使光斑中心正好置于荧光对准板中心，轻微旋转直角支架

上旋钮，使光斑垂直于光学平台射出。

2.2 扫描视场和扫描步长的控制

系统中，经 DMD调制的光束在成像面扫描视场的大小可通过改变光栅周期 fx，扫描透镜焦距 fscan，套筒

透镜焦距 ftube，及物镜的焦距 fobj来控制。在 x轴方向的最大扫描视场可以表示为

Δx= Δθfscan fobj
f tube

= λfscan fobj
f tube

Δfx=
λfscan fobj
f tubed ( )1

NTx，min

- 1
NTx，max

（2）

式中，∆θ为调制光束通过 DMD后的一阶衍射角，fscan为扫描透镜焦距，fobj为物镜焦距，ftube为套筒透镜焦距，fx

为光栅的空间频率且 fx=
1

NTx× d
，NTx 为在 x轴方向上每个光栅周期内所占的 DMD像素数，d为 DMD像

素点的尺寸 7.6 μm，由于DMD入射角度为 45°，因此实际有效的 d的大小为 10.75 μm。NTx，min为 x轴方向上每

个光栅周期内所占的DMD像素数的最少数，实际上DMD上相邻像素点一个为“开态”，一个为“关态”，此时每

个光栅周期内所占DMD像素点数最少，即 2个像素点；NTx，max为 x轴方向上每个光栅周期内所占的DMD的最

大像素数，默认为∞。y轴方向的最大扫描视场与 x轴方向相同。假设扫描透镜焦距 fscan=200 mm，套筒透镜

焦距 ftube=200 mm，物镜焦距 fobj=10 mm，波长 λ=473 nm，基于 DMD的选择性扫描系统的最大扫描视场为

220 μm。

基于DMD的选择性扫描系统最小扫描间隔由光斑内所占DMD像素数等参数表示，即

δx= λfscan fobj
f tube

Δfx，min =
λfscan fobj

f tubeNTx，minnd
（3）

式中，∆fx，min为最小空间频率变化，Δfx，min=
1

nNTxd
，n为光斑内所占DMD的像素数，这里取 n=1 080，NTx，min=2，计
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算出最小步长为 0.204 μm。

2.3 扫描视场与成像视场的空间匹配

为了能够对感兴趣区域进行精准光刺激，需要使滤波后的调制光衍射面和显微成像系统视场空间匹

配，通过探测器可以实现任意选择空间光刺激模式以满足实际需求。图 2表示在进行刺激视场与成像视场

的空间匹配前，通过相机获得的成像视场与刺激光场的空间关系，白色区域代表成像视场，红色虚线范围为

扫描视场，两者在空间尺寸，空间位置及角度上均不匹配。

当光路确定后，成像视场的大小和位置也确定了，通过改变扫描光路中一些参数来进行视场匹配。首

先确定系统的成像视场大小为 400 μm×400 μm，在向程序输入 ROI坐标以及尺寸参数后，通过图像处理可

获对应的全息图，使用 DMD加载全息图并在物镜后得到图 2红色虚线中的目标光场。为了使扫描视场也

为 400 μm×400 μm，将扫描透镜大小更换为 300 μm ，套筒透镜大小更换为 100 μm，并改变操作数 xd，实现

400 μm×400 μm 的扫描视场。成像视场大小和扫描视场大小尺寸匹配后，还需使成像视场中心和扫描视

场中心重合。在刺激光场经过套筒透镜 f tube后和进入物镜前，通过一组双反射镜来准直 f tube后的出射光。最

后调节相机靶面偏转角，使扫描视场和成像视场完全共定位。

2.4 系统的同步控制

系统中所有的操作由自定义开发的 LabVIEW程序完成。系统的暗场成像主要通过 LabVIEW实时改变

成像时相机的参数，显示成像结果及对图像进行保存等。包括改变相机在成像时的分辨率、曝光时间、对比

度等，以及保存图片的格式、路径等等。用于图像处理及生成全息图的MATLAB脚本可嵌入 LabVIEW程

序中，实现对图像的像素化处理，边缘检测/阈值处理，ROI坐标信息转化和全息图生成。LabVIEW 还可控

制电动旋转色轮进行自动滤光片切换，以及控制DMD加载全息图的时序，实现对ROI的选择性逐点光刺激。

2.5 算法生成达曼光栅

图像处理由MATLAB实现，为了获取 ROI坐标，首先对图像进行不同程度的像素化处理，一定程度的

像素缩放在不影响还原度的情况下减少 ROI的像素点，极大地提高了系统对视场内目标区域的扫描速度。

然后对像素化处理后的图像进行二值化处理或边缘检测，最后获取图像处理后 ROI的坐标。

使用MATLAB生成偶数型二维达曼光栅图，并将其作为全息图加载到 DMD上以得到扫描光斑。偶

数点阵达曼光栅结构排除了零级衍射光对制作误差的敏感性，照明均匀性好于奇数阵列照明。在生成全息

图时，算法采用了周常河求解 2×2偶数型达曼光栅时的最优数值解 0.5［24］。为了在扫描透镜后焦面产生沿 x
和 y轴方向扫描的点，需要通过改变物光场 x轴和 y轴的相对坐标值（分别表示为 xd和 yd），从而改变-1级和

0级衍射光斑之间的分离距离（或角度）来实现。实验中应避免选择过高的 xd或 yd，因为它们会导致不同级

次的衍射光束重叠。

由于 DMD上的反射镜只有“0”和“1”两种状态，只能加载二值全息图，因此需要对获得的相位型光栅进

行二值化处理，以获得“0”“1”结构的数字光栅［25］。通过以上步骤获得的达曼光栅是一个二维的方形矩阵，

而 DMD上的像素点数是 1 920×1 080，为充分利用 DMD像素点数并且使达曼光栅以正常状态加载到

DMD（若加载到 DMD上的图片像素点数不是 1 920×1 080，DMD会对图片进行默认缩放）上，在制作达曼

光栅时选择的像素点数为 1 080×1 080，并在其两边分别加上 1 080×420“关态”矩阵，最终生成的 DMD上

加载的达曼光栅结构如图 3。

图 2 成像视场和扫描视场的空间不匹配示意图

Fig. 2 Schematic diagram of the spatial mismatch between the imaging field of view and the scanning field of view.
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3 实验结果

3.1 扫描视场和单点分辨率

实验使用罗丹明 A指示剂，对扫描路径进行成像，将电动旋转色轮内的滤光片切换为 495 nm长通滤光

片。获得的扫描视场大小为 400 μm×400 μm（图 4（a））。使用光束质量分析仪对单个扫描点的光强进行测

量，并对光强采样值进行高斯拟合，获得的单个扫描点的光强峰值半高全宽对应于相机的 4个像素点，每个

像素点在实际视场中对应的尺寸为 0.325 μm，因此单个光斑的峰值半高宽为 1.5 μm。使用不同焦距的扫描

透镜，套筒透镜以及物镜可以获得不同范围的扫描视场。

图 3 加载到DMD上的全息图

Fig. 3 The Hologram loaded on DMD

图 4 光刺激系统获得最大扫描视场以及单个光斑的分辨率

Fig. 4 The maximum scanning field of view obtained by the optical stimulation system and the intensity Gaussian fitting curve of
single stimulus spot
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3.2 不同扫描路径的实现

3.2.1 达曼光栅的固定步长逐点扫描

2×2偶数型达曼光栅下，利用其 x轴-1和 y轴的-1级的衍射光斑，通过改变光栅周期和相位拐点，可

实现固定步长的逐点扫描，包括 2×2，4×4的方形点阵。当特定形状图形的路径坐标代入到物光的坐标信

息中时，光通过顺序加载的达曼光栅后可实现对应的路径扫描，如圆、螺旋线、椭圆等（图 5）。

3.2.2 达曼光栅的选择性扫描

为验证系统的选择性扫描，将深圳大学的英文缩写“SZU”进行图像处理，全息图生成和加载后，实现了

一级衍射光斑沿着“SZU”路径进行扫描。选择的 DMD开态时间为 100 μs，相机的曝光时间为 100 ms。在

相机曝光时间内，相机可捕捉 DMD加载 700张全息图下光的扫描路径（图 6（a））。分别手动选取首尾“S”
“U”以及“S”“Z”两个字母，在进行阈值化处理和坐标获取后，进行全息图生成和加载，完成了对手动选取

ROI选择性光刺激的验证（图 6（e）和（f））。

图 5 不同路径的扫描成像图

Fig. 5 Scanning imaging diagrams of different paths

图 6 手动选择 ROI模式下的扫描图

Fig. 6 Scanning schematic diagram under manual selection of ROI mode
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3.3 复杂图案的选择性逐点光刺激

为验证系统对复杂图案的选择性逐点光刺激能力，将深圳大学校徽进行像素化与阈值化处理，坐标获

取后，将其转换所得的全息图序列依次加载到DMD上（图 7（c）），设置单个扫描点的驻留时间与相机曝光时

间分别设置为 100 μs和 1 s，以获取所有光刺激点在曝光时间内的组合图，获得的扫描结果如图 7（d）。将电

动旋转色轮内的滤光片切换为 525 nm长通滤光片，以相同的步骤在 10倍物镜下，对被荧光素钠染色的卵巢

癌细胞进行了复杂图案的跨细胞扫描，结果如图 7（e），可以看出在被均匀染色的细胞密集的区域能够成功

激发出目标图案。

4 结论

本文从计算全息和达曼光栅原理出发，提出了一种基于 DMD的高时空分辨率选择性逐点光刺激方法。

在DMD上加载结构快速变换的达曼光栅，使经过DMD的刺激光能够在物镜后焦面形成分辨率仅受衍射限

制的扫描点，将成像视场与扫描视场进行匹配之后，结合图像处理对成像视场的感兴趣区域进行选择性逐

点光刺激。为验证方法的可行性，设计并搭建了基于 DMD的高时空分辨率选择性逐点光刺激系统，完成了

该系统功能的实验验证：1）能够对视场以任意扫描方式进行光刺激；2）能够对 ROI区域进行选择性逐点光

刺激；3）能够逐点扫描出复杂图案。系统的最大扫描视场为 400 μm，最小扫描步长为 0.204 μm，单点的扫描

速度为 10 kHz。本系统适用于需要对样品进行高分辨光刺激或需要对感兴趣区域进行实时刺激的光遗传

研究中。例如在线虫和斑马鱼等生物的神经环路研究中，该系统能够对单神经元进行精准光刺激，研究单

神经元在整个神经环路中的作用。在本系统的基础上加入电动位移台实时控制生物体的位置还可实现其

在自由运动状态下的光遗传研究。在全息投射方面，可在该系统基础上加入 G-S迭代等反馈算法，实现区

域性光刺激模式和选择性逐点光刺激的一体化。此外，结合钙成像、双光子成像等技术，还能实时获取更微

观的神经元活动信息，将其与动物行为相关联能够对神经环路进行更有效地分析与研究。
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High Spatiotemporal Resolution System for Selective Optical
Stimulation Based on DMD
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HU Rui，QU Junle，LIU Liwei

（College of Physics and Optoelectronic Engineering，Key Laboratory of Optoelectronic Devices and Systems of
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Abstract：The optical stimulation system provides an important tool for light regulation，which modulates
stably the optical waves to stimulate the target under investigation. In order to regulate vital movement
precisely on cellular scale，scientists have developed various high-resolution optical stimulation systems.
Traditional light stimulation methods include full-field light illumination，optical fiber illumination and
galvanometer scanning illumination，etc. These methods can not accurately stimulate a single neuron in a
specific area due to the lack of flexibility in spatial selection. Using Digital Micromirror Device（DMD）to
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project the target pattern on the sample plane greatly improves the spatial selectivity of the light stimulation
system，but it has the disadvantage of low light energy utilization. Holographic light scanning allows not
only complex selective light stimulation，but also achieves high spatial resolution and efficient light
utilization.

In this article，we embarked from computational holography and Dammann grating generation，and
proposed a method of selective point-by-point stimulation with high spatiotemporal resolution based on a
DMD. First，the structure transformed Dammann gratings generated by computational holography were
loaded on the DMD. Then，the light modulated by the Dammann gratings stimulated the 2D target area
point-by-point. The wide spectrum light from a halogen source was filtered by a 650/40 nm bandpass
filter. An annular iris was placed in front of a condenser to realize dark field microscopy. We used LabView
to complete the synchronization control and user interface display. The control algorithm first performs
threshold to the dark-field images acquired by the sCMOS. Dammann grating phase diagrams was then
calculated from stores the pixel coordinates with value of 1.

Due to the working characteristics of DMD，the collimated 473 nm laser needs to be incident on the
chip surface at 24° . DMD located on the front focal plane of the Fourier transform lens（f=200 mm）can
produce a diffraction spot on the rear focal plane of the lens，and then a square diaphragm with adjustable
aperture placed on the Fourier plane retains only one first-order diffraction spot as the scanning point. The
tube lens（f=200 mm）and the objective lens（M=20×） form a 4f system to make the scanning point
conjugated to the sample surface for scanning light stimulation.

We use Rhodamine A indicator to image the scanning path. The maximum scanning field is 400 μm×
400 μm，the minimum scanning step is 0.204 μm，and the minimum half-height width of a single point
peak is 1.5 μm. We proved that the system can not only scan the full field of view point by point in different
scanning mode（such as square lattice，circle，spiral，etc.），but can also scan point by point through a
custom path in Region of Interest（ROI）. The maximum scanning speed is 10 kHz. We also proved that the
system can clearly scan complex patterns on homogeneously-stained cancer cells in a transcellular manner
under 10× objective.

In this article，we present a selective light stimulation system，which used DMD to deliver light to
specified targets with high spatiotemporal resolution. We also completed the experimental verification of the
system functions：1）it can perform optical stimulation on the imaging plane with arbitrary scanning mode；
2） it can perform point-by-point light stimulation on the ROI；3） it can scan complex patterns on
homogeneously-stained cells. The system is suitable for biomedical scientific research that requires optical
stimulation on samples with high spatial resolution or real-time stimulation on ROI. For example，in
optogenetics，the study of the contribution of single neuron in the entire neural circuit. On the basis of this
system，adding a motorized stage can realize the real-time optogenetic research in freely moving organism.
In terms of holographic projection，feedback algorithms such as G-S iteration can be applied to the system
to realize the integration stimulation of regional light mode and selective point-by-point mode. In addition，
combined with calcium imaging，two-photon microscopic imaging and other technologies，it can also
obtain more microscopic neuronal activity information in real time，and analyze organism behaviors more
effectively.
Key words：Computer generated hologram；Selective point-by-point light stimulation；High resolution；
Digital micromirror device；Dammann grating
OCIS Codes：170.0110；130.6622；230. 6120；230. 1950
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