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摘要：传统落射式荧光显微镜的探测光路和照明光路处于同轴位置，成像质量会受到非焦平面荧光的影响。光片荧光

显微镜（Light sheet fluorescence microscopy，LSFM）区别于传统的荧光显微镜，它的探测光路和照明光路呈直角

排布，照明光为一个薄片，成像时只有光片区域的样本被照亮，这种照明方式能够有效降低非焦平面荧光激发。同时，

激光每次只照亮一个平面，能够有效降低样本的照射时间，由此降低光毒性和光漂白性的影响。本文首先介绍了光片

荧光显微镜的基本光路组成结构，以及在这些结构基础上进行的优化创新；之后介绍了针对离体样本和活体样本发展

出的多种解决方案。得益于这些创新，光片荧光显微镜能够在较长时间范围内对荧光标记的生物样本进行 3D 成像。

最后提出了光片荧光显微镜发展的潜在方向以及局限性，希望能给研究人员提供更为系统的光片荧光显微镜方面的知

识以及一些有益的参考。
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Review of the development of light sheet
fluorescence microscopy
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Abstract: In a traditional epi-illumination fluorescence microscope, the detection path is coaxial with the illumination
path, which induces the non-focal plane fluorescence and deteriorates the imaging quality. Light sheet fluorescence
microscopy (LSFM), differing from the traditional fluorescence microscopes, adopts an orthogonal configuration of
detection and illumination paths. A thin sheet is formed from the excitation beam, which only excites a single layer
of  the  sample.  This  methodology  prevents  the  excited  fluorescence  from  the  non-focal  plane  during  imaging.
Besides,  the  utilization  of  the  laminar  illumination  light  can  significantly  reduce  the  exposure  time  of  the
fluorescence imaging. As a result, the effects of photobleaching and phototoxicity are decreased. In this review, we
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first  introduce  the  basic  light  path  structure  compositions  of  a  LSFM  system  as  well  as  the  optimization  and
innovation based on these structures. Next, we discuss enormous processing methods developed for samples both
in  vitro  and  in  vivo.  Benefiting  from  all  these  innovations,  LSFM  outstands  in  performing  the  3D  imaging  of  the
fluorescence-labeled  biological  samples  and  can  function  steadily  for  a  long  recording  time.  Finally,  we  propose
potential  researching  directions  in  the  future,  and  discuss  the  technical  limitations  of  current  LSFM.  This  review
aims  to  provide  researchers  in  the  relevant  scientific  research  fields  with  a  comprehensive  understanding  and
inspiring reference of LSFM techniques.
Keywords: light sheet fluorescence microscopy; sectioning ability; optical structures; sample processing

 
 1   引　言

最早的显微镜发明要追溯到十七世纪晚期，荷兰

商人列文虎克用自己磨制的镜片观察微生物，打开了

人们观察微观生物世界的大门。从此，人类开始在显

微镜研究的路上越走越远。目前常采用荧光显微成像

技术观察生物样本，该技术可以对特定的核糖体、蛋

白质以及细胞进行荧光标记，观察它们在生物组织中

的位置和作用。荧光显微镜有两个巨大的优势：其一，

荧光的激发波长和发射波长在不同波段上，能够利用

滤光片将两个波段的光分开，从而显著提高图像对比

度。其二，能够特异性标记目标基因或蛋白，使得追

踪单个分子成为可能，并使之能够应用于活体成像。

光片荧光显微镜的探测端和照明端不共用一个物

镜，照明端物镜负责将光束汇聚成薄片光束，光片覆

盖区域的荧光分子会被照明并发射荧光。探测端物镜

负责收集样品发出的荧光信号，最终由相机记录下来

上传电脑。

传统的落射式荧光显微镜[1] 探测光路和照明光路

处于同轴位置，成像质量会受到非焦平面荧光的影响。

与之相比，光片这种照明方式能够有效降低非焦平面

的荧光激发，降低荧光分子的曝光时间，从而降低光

毒性和光漂白性的影响。共聚焦荧光显微镜[1] 和双光

子荧光显微镜[2] 都具有层切能力，它们基于传统落射

式光路进行设计，每次照明一个点。共聚焦荧光显微

镜在点探测器前有一个与样本焦平面共轭的小孔，可

以阻挡焦平面外激发的荧光信号。双光子荧光显微镜

只有在焦平面处才会由于光能量密度大而发生光学非

线性效应，从而激发荧光。而光片荧光显微镜的照明

物镜可以在与深度垂直的方向进行照明，每次照明一

个面，是从横向进行照明并具备层切能力的荧光显微

镜。同时，面探测在成像速度上比点探测更快，更适

合用于观察活动的样本。

光片荧光显微镜的特征之一是照明光路和探测光

路分开进行，这种光路设计最早起源于 1902 年。

Siedentopf 等人[3] 将两个物镜呈直角摆放，以阳光作

为照明光横向照明溶液中的胶体颗粒，用眼睛配合垂

直物镜进行观察。这种照明方式能够优化目视效果，

增强图像对比度。但是该方法只适合观察透明的生物

组织样本，受限于当时的技术条件，长时间没有实质

性进展，直到 1993 年 Voie 等人[4] 研制了一种垂直平

面荧光光学层切 (orthogonal plane fluorescence optical
sectioning，OPFOS) 成像技术应用光学系统。该系统

以激光器为光源，用柱透镜产生光片照明豚鼠耳蜗，

用垂直于照明光方向的物镜收集荧光信号，得到了视

场 1.5 mm，横向分辨率 10 μm，纵向分辨率 26 μm
的光学图像。此时样本透明化的工作已经开始发展，

豚鼠耳蜗经过特殊处理，通过加入多种有机物来匹配

折射率，达到样本透明的效果，这是首次将光片光路

应用于荧光成像。

之后随着科学技术不断进步，光片荧光成像技术

飞速发展，并且在各个研究领域中大展身手。基于此，

本文从光片荧光显微镜技术路线角度入手，着重介绍

光片荧光显微镜的经典光路结构，以及在提高分辨率、

提升视场均匀性和提升通量方面做出的技术革新。同

时，还介绍了光片荧光显微镜常用的染色方式、样品

处理手段革新以及区别于普通显微镜的样品台设计，

旨在帮助研究人员快速了解光片荧光显微镜的基本结

构组成并能够在此基础上有所创新。

 2   光片荧光显微镜的基本结构与创新

光片荧光显微镜最典型特点是探测光路与照明光

路分两路进行。照明光路负责用激光产生光片，照亮

样品。探测光路负责收集样品产生的荧光信号。如

图 1(c) 所示，照明光沿 x轴进入样品，x轴与 y轴组

成的平面即为光片平面，该平面的分辨率为横向分辨
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率。横向分辨率公式[5] 为

∆r =
λem

2×NAdet
, (1)

NAdet λem其中： 为探测物镜的数值孔径， 为荧光信号

波长。横向分辨率只与探测物镜的数值孔径和激发的

荧光波长有关。z 轴为深度方向，该方向的分辨率为

轴向分辨率。轴向分辨率则和光片的厚度有直接关系，

通常所用的光束类型为高斯光束，因此高斯光束的光

腰半径直接影响光片的轴向分辨率，光腰半径公

式[5] 为

ω0 � 0.85 · λexc

2×NAill
, (2)

λexc NAill其中： 为激发光波长， 为照明物镜的数值孔

径。远离光腰处，光束半径增加，光片的层切能力变

差，光束半径公式[5] 为

ω (x) = ω0 ·

√
1+

(
x
xR

)2

, (3)

xR其中： 为瑞利长度，公式[5] 为

xR =
n×π×ω2

0

λexc
, (4)

λexc其中： 为激发光波长，n为介质折射率。

照明光路负责产生光片照亮样品，主要有两种产

生方式。一种是用柱透镜将圆形高斯光束变为矩形高

斯光片[6]，再经过照明物镜将矩形光束汇聚在焦平面

上，这种方式结构更简单，但是分辨率仍然会被限制。

另一种是用振镜将光束扫描成片状光束[7]，这种方式

本质上是线状光束的多次扫描，可以对光束进行相位

调整，变换出无衍射光如艾里光[8]、贝塞尔光[9] 以及

晶格光片[10] 等。

探测光路由探测物镜、滤光片和相机构成。探测

物镜通常选择数值孔径大的干镜或者浸水物镜，用于

收集样品照明后产生的荧光信号。滤光片负责滤除照

明光，只让荧光信号通过。相机负责将荧光信号变为

图像并上传电脑。光片显微镜每次产生一个切面的图

像信息，接着样品或光片沿着 z轴移动，获得一组二

维平面图像，记录不同深度位置的图像。最后还需要

对图像进行后期处理，使图片还原成 3D 信息。

至此，基本的光片荧光显微镜公式和组成介绍完

毕，后文将着重介绍其光束优化整形及光路结构方面

的技术革新。

 2.1  经典光片光路

2004 年 Huisken 等人[6] 报道了层状光选择照明显

微镜 (selective plane illumination microscopy，SPIM)，
如图 1(a) 所示。该显微镜的光片由柱透镜产生，生物

样品包埋在琼脂糖凝胶中，被固定在四轴位移台上

(xyz三维位移和一个旋转位移)，能够从多个角度记

录样品信息，最后再通过算法将每个角度成像效果好

的部分组合在一起，组成一个切面的图像。该文章明

确提出了光片显微镜在生物发育学领域的优势，即具

有光漂白性和光毒性低的特点，能够对生物样本进行

长时间观察，并使用活体生物样本做出了完整论证。

同时，该光片显微镜也是第一个达到衍射极限的光片
 

Scanning

mirror 

F-theta lens

Tube lens

x

y

z

Tube lens

Cylindrical lens

Illumination

objective lens

Detection

objective lens

Tube lens

Planar illumination optics

Optics coupler

Optical fiber

Objective lens

Piezo positioner

Barrier filter

Laser optics
Objective lens

Fluorescent

sample Excitation

light sheet

a b

c

图 1　经典光片光路。(a) SPIM 装置
[5]
；(b) OCPI 示意图

[11]
；(c) DSLM 装置

[5]

Fig. 1　Classical LSFM path. (a) SPIM implementation[5]; (b) OCPI microscope schematic[11]; (c) DSLM implementation[5]
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显微镜，掀起了光片显微镜研究的热潮。

2008 年 Holekamp 等人 [11] 提出了物镜耦合平

面照明显微镜 (objective-coupled  planar  illumination
microscopy，OCPI Microscopy)，如图 1(b) 所示。在

该光学系统中，样品保持静止，而探测光路和照明光

路固定在一起，这使得物镜焦平面始终与照明面对齐。

扫描时使用压电定位器 (piezoelectric positioner) 移动

整个光路系统，导致整个移动部位承重大，成像速度

慢，该系统在2 s 只能获得 40~50 帧图像。

OCPI 与 SPIM 原理上类似，不同之处在于 OCPI
使用单模光纤接入光源，通过小型柱透镜产生光片，

用定制器件将照明部分与探测物镜耦合在一起，平移

整个光学器件进行扫描。探测物镜与样本之间有

30°~45°倾斜，方便观察水平样本，能够在高速扫描

下不接触样本。SPIM 使用物镜生成光片，通过平移

旋转样品进行扫描，对样品的体积要求更小，适合观

察垂直放置的样品，高速扫描时受样品惯性限制。样

品的放置规则本质上都是减少照明光和探测光在样品

中的传播距离，从而最大化减少在生物样品内部的散

射光。

2008 年 Keller 等人[7] 提出了数字激光扫描光片显

微 镜 (digital  scanned  laser  light  sheet  fluorescence
microscopy，DSLM)，如图 1(c) 所示。其创造性使用

振镜扫描高斯光束，用 f-θ 透镜作为扫描透镜的方式

产生光片。当平行光入射常规透镜时，焦点像高

y=tanθ，理想像高和扫描角度不是线性关系，振镜以

等角度扫描时在焦平面上产生的位移不是等距的。f-
θ 透镜的像高与扫描角度呈线性关系，适用于扫描系

统。文章对斑马鱼胚胎进行了 24 h 的持续观察，得

到了横向分辨率 300 nm，纵向分辨率 1000 nm 的光

学图像。与 SPIM 相比，DSLM 能够以相同的光强照

明整个样本，成像质量更好。同时，由于 DSLM 使

用一束激光进行扫描照明，光能利用率更高，并且允

许进行强度调制和光束整形。

 2.2  光束优化整形

xR

xR

前文提及，轴向分辨率的提升与光片厚度有直接

关系。由式 (4) 可知，高斯光束腰斑半径越小，轴向

分辨率越好，但是瑞利长度 会随之变短，有效照明

距离变短，有效照明大小和视场之间相互制衡。同时，

由于高斯光束是一种衍射光，在聚焦时由于衍射特

性，瑞利长度 会缩短。因此，更换照明光束类型，

采用无衍射光照明就成了减少光片厚度的主要方式

之一。

贝塞尔光 (Bessel beam) 是一种非衍射光，传播

时理论上光强分布保持不变，适合用在光片荧光显微

镜中[12]。Planchon 等人 [9] 使用环形掩膜版 (annular
apodization mask，AM) 在样品焦平面的共轭面处产

生贝塞尔光束进行扫描成像，光路如图 2 所示，

得到了厚度小于 0.5  μm 的光片。系统用压电圈

(piezoelectric collar) 移动物镜，收集焦平面上的光。
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图 2　贝塞尔光束平面照度显微镜的简图
[9]

Fig. 2　Simplified schematic of the Bessel beam
plane illumination microscope[9]

 
但是贝塞尔光的旁瓣会产生背景噪声导致成像对

比度下降，同时也会产生更高的光毒性和光漂白性，

使用艾里光束和晶格光片都能一定程度上改善这种情

况。艾里光束[8](airy  beam) 具有特征性不对称模式

(characteristic asymmetric excitation pattern)，光学轨迹

呈现弯曲形态，拥有相对较弱的旁瓣，使用反卷积处

理后能够得到高分辨图像，相比于贝塞尔光束，它能

提供更宽的视场和更清晰的图像对比度。Vettenburg
等人[8] 用空间光调制器 (spatial light modulator，SLM)
生成艾里光束，得到了在视场中心 100 μm 距离内保

持厚度小于 1.5  μm 的光片。晶格光片 (lattice  light
sheet) 由多束贝塞尔光干涉产生，能够有效降低旁瓣

效应，得到光毒性和光漂白性更低的光片。Chen 等

人[10] 使用空间光调制器输入二元相位图案，经过环

形掩膜版后，使多束贝塞尔光干涉，得到晶格光片，

光路如图 3 所示。该光片系统能够从每个样本中获得

数十万个原始 2D 图像，这比单使用线性贝塞尔光获

得的原始图像多一个数量级。

实验中想要更换光束类型往往需要重新调整光路。

Chang 等人使用场合成[13](field synthesis) 的方式可以
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产生任何扫描类型的光片，光路如图 4 所示。其本质

上是在不同类型光片的傅里叶域内进行平均线扫描，

能够极大简化光路设计结构，且拥有不输于传统方式

生成光片的照明效果。但是光片由一系列原点处为最

大值的余弦组成，整个视场将会被一次性照亮，因此

无 法 与 虚 拟 共 焦 线 检 测[14](virtual  confocal  line
detection) 方式相结合。

除了改变光束类型，还可以在光波段上进行创新。

Truong 等人[2] 提出双光子扫描光片显微镜，利用近红

外光的非线性特性实现高穿透深度的样本扫描成像。

由于只有在光束密集的地方才能激发荧光，变相减少

了光片厚度，在提升轴向分辨率的同时，大大减少了

散射光的影响，提升了成像对比度。并且这种技术手

段可以与上述光束类型进行一起使用，如双光子艾里
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Fig. 3　Schematic of the lattice light sheet microscopy optical path[10]
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光显微镜[15] 等。

 2.3  光路设计创新

实验中为了达到一些特殊的目的，通常需要对光

路结构进行创新，例如得到更均匀照明效果，看到更

大的成像面积，在一定程度上解除对样本的限制，增

加相机端的成像速度等。本节将对近年来一些在光路

设计上的创新进行归纳总结，需要注意的是，上一节

的光束类型同样可以运用到这些新的结构中。

光片进入样品后会发生的散射和吸收现象，照明

会出现不均匀性，影响成像质量。Huisken 等人[6] 通

过样品平移台将样品进行水平旋转，从多个角度照射

样品，之后用算法将多个图像照明效果好的部分拼接

在一起重建图像信息，得到了视场均匀性较好的图像。

但是这种一侧照明的方式会产生伪影，使图像合成变

得困难，同时影响成像速度。Huisken 等人[16] 用分光

镜 (flip mirror，FM) 将一束光分为两束，从相对的方

向照射样品，无需旋转样品，得到了更好的成像效果

和更快的成像速率。Krzic[17] 和 Tomer[18] 等人用两个

物镜生成两束照明光，同时用两个物镜探测样品荧光，

能够在不旋转样品的情况下得到样本图像，加快了图

像获取速度。

各种光束产生的光片都有其工作距离，当样本体

积变大时，就无法一次照亮一个平面，即照明视场不

够，视野和照明光穿透深度不够。平铺光片层状

光 照 明 显 微 镜[19-20](Tiling  light-sheet  selective  plane

illumination microscopy，TLS-SPIM) 每次只照亮一小

块位置，通过 SLM 改变聚焦点的位置将小光片平铺

到图像平面多个位置，并在每个位置拍摄一张图像，

之后将所有图像拼接为一整张图像，原理如图 5 所示。

Wang 等人[21] 使用 SLM 产生需要的激发光束，在一

张 SLM 中叠加四张相位图，能够调制出含有四段同

轴小光片的照明光，大大缩短平铺整个平面需要的时

间。Zong 等人 [22] 在光路中加入了声梯度折射率镜

(tunable acoustic gradient，TAG)，能够通过持续变焦

实现快速扫描效果。但是这种方法产生的光片照度并

不均匀，需要通过其他手段实时调整照明功率。

Dean 等人 [23] 提出了轴向扫描光片显微镜 (axially
swept light sheet microscopy，ASLM )，在光路中多加

入一个物镜和压电反射镜片改变照明光光程，以实现

变焦效果，这种照明方案能在 x与 y方向提供高度均

匀的照明。本质上说，这些方案都是通过改变光片焦

点的方式拓展轴向穿透深度，在实现方式上有所不同。

光片显微镜优势在于能够观察体块形样本，一些

需要高横向分辨率的场景，会使用数值孔径更高的探

测物镜，但是这类物镜工作距离短，同时镜片结构更

复杂，体积更大。一些场景同时需要高的轴向分辨率，

则照明物镜也需要高数值孔径，传统的两物镜对角设

计会对样本产生限制。Bouchard 等人[24] 提出了一种

扫描共聚焦平面激发 (swept confocally-aligned planar
excitation，SCAPE) 显微镜进行活体成像。该系统用

同一个物镜激发和收集荧光信号，使用多边形扫描仪

缓慢旋转，同时对照明光和荧光信号进行扫描，光路

如图 6 所示。其单透镜结构设计能够解除样本空间限

制，同时扫描光片与相机共轭，解决探测焦平面与光

片位置同步问题。但是正置显微镜不方便进行样本更

换，Strnad 等人[25] 研制了一种倒置光片显微镜，照明

端和探测端物镜都浸没在水中。样品通过重力作用放

置在特制的样品台上，样品台下方是折射率与水接近

的塑料。这种设计结构能够将样品完全与浸没介质隔
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图 5　TLS-SPIM 工作原理
[20]

Fig. 5　Working principle of the TLS-SPIM[20]
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离，可以将多个胚胎连续放置进行成像，适用于生物

发育学研究。
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Fig. 6　Schematic of the swept confocally-aligned
planar excitation microscopy[24]

 

随着成像速度变快，样品体积的变大，相机成像

速度成为制约图像获取的瓶颈，单一的科研相机不能

满足数成像需求。Greer 等人[26] 提出分布式平面成像

(distributed planar imaging，DPI) 技术，在 OCPI 显微

镜架构基础上在成像端做出改进，使用刀锋直角反射

镜 (knife-edged mirror，KEM) 将图像信息用两个相机

进行接收，最后将图像合成为完整的图片，能够显著

提升成像速度。Fan 等人 [27] 提出平面 -弯曲 -平面

(flat–curved–flat) 成像策略，首先将样本平面放大到

一个球形表面上，接着用 5×7 个 sCOMS 相机无缝结

合，35 个相机同时工作，配合高速算法实时拼接图

像，能够实现每秒 51 亿像素的输出。

 3   光片荧光显微镜特殊的样本处理

光片荧光显微镜由于其特殊的成像方式和构造，

能够对体块类型的样本进行三维成像。这类样本通常

需要进行荧光染色，如对生物体进行基因编辑或者对

样本块进行染料染色处理。处理后的样本在特定波长

光束照射时会产生荧光。自绿色荧光蛋白[28] 被发现

后，经过多年的发展，荧光蛋白和荧光染料的波长遍

布紫外光、可见光和近红外光，可以根据实际情况进

行选择。除了荧光标记以外，对离体样本通常要进行

透明化处理，以获得更好的成像效果，对活体样本则

要注意样品室的构建，以延长其存活时间。

 3.1  染色方式

光片荧光显微镜能够探测样本体内荧光团的分布，

目前已经有数百种不同种类的荧光团和不同光谱特性

的染料可供选择。传统的荧光产生方式主要有荧光染

料和免疫染色技术。

荧光染料主要有荧光素 (fluorescein) 和罗丹明

(rhodamine) 等，主要用于离体样本或生物组织切

片的成像。这类化学基团可以被苯甲基鸟嘌呤

(benzylguanine， BG) 携 带 ， 而 后 与 标 签 蛋 白 如

SNAP- tags[29]、HaloTags[30] 等通过共价键进行连接，

从而特异性标记样本，HaloTag 模型如图 7 所示。这

种荧光标记方式的优势在于体内外都可以进行标记。

对于活体成像，一般选用免疫染色技术，几乎不

会对活体样本产生影响，通常对生物样本进行转基因

或基因注射 mRNA 表达荧光蛋白。

实验要求荧光蛋白明亮且稳定[31]，而蛋白质亮度

 

a b

图 7　蛋白模型
[30]
。 (a) HaloTag 蛋白模型；(b) 配体隧道

Fig. 7　Protein model[30]. (a) The HaloTag protein; (b) The ligand tunnel
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由蛋白质本身的特性如成熟速度、量子效率等，光学

系统设置如照明滤光片、探测滤光片的选择以及相机

或人眼对发光谱的敏感性三个方面共同决定。对哺乳

动物活体成像来说，需要蛋白质在 37 ℃ 的温度下进

行折叠表达，常见的如水母衍生荧光蛋白 (aequorea-
derived  fluorescent  proteins，AFPs) 以及珊瑚虫类蛋

白[32]，对于一些不适合在该温度下表达的蛋白也可以

对蛋白进行改造[33]，使其适合于活体成像。此外还有

其他基因编辑的指示剂，如钙离子荧光指示剂[34]

(fluorescent calcium sensors)，其亮度与钙离子浓度有

关，能够提供与生物活动成比例的荧光信号，从而实

现功能性成像。

蛋白质染色也可以用于离体样本，但是通常依赖

于缓慢扩散，需要较长时间。Kim 等人[35] 提出随机

电传输方式 (stochastic electrotransport)，使用旋转电

场将高电迁移性分子随机地分散在多孔样品中，而不

影响低电迁移性分子，是一种主动的免疫标记方式，

能够大大缩短染色需要的时间。

 3.2  生物样本及样品台要求

光片荧光显微镜为了提高分辨率，探测物镜多采

用高数值孔径的浸水物镜。由于具备层切能力，能够

观察具有一定大小的体块的生物样本，但是这类样本

需要对生物样本和样品台进行特殊设计，针对离体样

本和活体样本有不同的处理方法。

对于离体样本，能够允许多种操作手段使生物样

品本身变得透明，从而更好地进行成像[36]。生物样本

中的蛋白质会局部改变样本的折射率，引起散射；脂

质会吸收照明光，这两种效应都严重降低了有效穿透

深度[37]。光学透明技术使得荧光显微镜能够对厘米级

别的样本成像[38-39]。 Dodt 等人 [40] 提出超显微镜

(ultramicroscopy)，他们首先对小鼠进行灌注，去除体

液和组织液，接着取出大脑进行脱水处理，最后放入

苯甲醇与苯甲酸配比 1:2 的溶液中进行折射率匹配。

目的是将样品放入与蛋白质具有相同折射率的介质中，

使细胞之间折射率相等，光不再被散射，从而增强光

片穿透深度。之后又发展出多种组织透明化的方

法，如 ScaleA2[41]、3DISCO[42] 以及 CLARITY[43] 等，

CLARITY 呈现效果如图 8(a) 所示。这些方法都是通

过某种方式保持生物样本结构和体内蛋白质的同时去

除细胞的脂质，用折射率匹配的方式得到透明样本，

这样处理下来的细胞可以进行荧光成像。

通常可选用折射率为 1.33 的水基溶液、1.44 的

甘油混合物以及 1.55 的苯甲醇等作为溶剂。Park 等

人[44] 在 CLARITY 技术基础上进行了改进，提出了

SHIELD  (stabilization  under  harsh  conditions  via
intramolecular epoxide linkages to prevent degradation)，
使用 P3PE 进行样本固定，无需包埋步骤，大大简化

了样品处理流程，样本处理前后如图 8(b) 和 8(c) 所
示。某些组织清除技术可以使标本收缩或膨胀，Pan
等人[45] 使用 uDISCO 技术对生物样本进行收缩成像，

可以观察常规光片显微镜无法观察的大样本。Chen
等人[46] 提出了膨胀显微镜，在得到透明组织的同时

能够使生物样本的体积膨胀 4~5 倍，这种膨胀同时能

够提升分辨率，应用到 RNA 纳米级成像[47]、膨胀原

位测序[48] 等多种研究中。

活体样本的观察则更有益于生物学研究。卵生生

物的胚胎被壳膜所保护，不需要额外给养的情况下能

够维持正常的生命活动，这类生物有斑马鱼以及绝大

多数昆虫。方法是将生物样品包埋在低浓度琼脂糖凝

胶中，能够在不影响成像精度的情况下用位移台进行

平移和旋转。最新的方式是在氟化乙烯丙烯 (FEP) 管
中加入低浓度琼脂糖凝胶或甲基纤维素[49]，使用浓度

为 0.1％琼脂糖和浓度为 3％甲基纤维素固定样品。

由于其强度不能支撑样品直接裸露在水或空气中，因

此使用 FEP 管充当非刚性介质的外壳，其能够进行

空气交换，但不能进行液体交换，如图 9 所示。另外，

使用这种方式不会对胚胎的生长发育造成影响。

 

a b c

图 8　组织透明化。 (a) 小鼠脑透明化后
[43]
；人脑冠状半球 SHIELD[44]

处理前 (b) 和处理后 (c)
Fig. 8　Tissue transparency. (a) Cleared mouse brain[43]; Human brain coronal hemisphere before (b) and after (c) SHIELD processing[44]
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胎生生物由于胚胎不能进入子宫，情况则更为复

杂。这类生物样品多是鼠类胚胎，需要在无菌环境下

进行培养，同时对温湿度也有严格的要求。通常将这

类胚胎分为植入子宫前 (pre-implantation) 和植入子宫

后 (post-implantation)。植入子宫前的小鼠胚胎成像条

件最为苛刻，对光敏感性高[50]。植入子宫后，小鼠胚

胎开始发育并产生分化，需要样品室能够有胚胎发育

的空间。Ichikawa 等人[51] 将胚胎通过外胎盘粘性附着

在亚克力棒 (acrylic rod) 的孔中，再放入样品室中特

制的胚胎支架上，该样品室同时能够控制温度和气体，

成像可达 3 h。Udan 等人[52] 用尺寸适配的空心琼脂糖

圆柱容纳胚胎生长，该圆柱体内放置胚胎所需的培养

基，同时最大限度限制组织漂移，能够进行 24 h 成

像观察。McDole 等人[53] 将样品室变为孵化室，使用

自适应光片显微镜观察了植入后小鼠胚胎从原肠胚到

早期器官发育的过程。

 4   总结与展望

光片荧光显微镜作为一种具有一百多年历史的显

微镜，在生物样本透明化技术出现后受到越来越多科

研工作者的关注。由于其特殊的照明和探测结构，允

许对样品进行一层一层成像，避免了单次照明时曝光

整个样本，具有更低的光毒性以及光漂白性。研究人

员创造出多种无衍射光，提升其轴向分辨率，提出了

多种光路方案使照明更加均匀，使样本受到的限制越

来越少，并且能够以更快的速度成像。得益于以上这

些特性，光片荧光显微镜目前已经广泛应用在神经

学[54]、生物发育学[55]、病理组织学[56] 等多种生物学领

域当中。同时得益于荧光染料和生物组织处理技术的

发展，研究人员能够在活体状态下观察生物的发育和

结构，能够在离体条件下以更好的清晰度观察内部

结构。

但是，光片荧光显微镜也存在局限性，其轴向分

辨率不能达到与横向分辨率一样的水平。对于不透明

的活体生物样本，依旧需要面临样本高散射性高吸收

性带来的影响。样本中能被激活的荧光团数目是恒定

的，能够承受的扫描次数是有限的，不能永久性地观

察样本，因此必须要在空间分辨率和时间上进行取舍。

同时，人们希望能对更大尺寸的生物样本进行成像，

这往往伴随着庞大的数据信息需要处理。

因此，未来光片荧光显微镜突破的发展方向主要

在提升时空分辨率和生物学应用方面。在分辨率提升

方面，横向分辨率已经达到理论分辨率极限，需要

与 SIM[57] 和 SMLM[58] 等超分辨技术相结合。轴向分

辨率依旧可以在光束类型上进行挖掘，如新的光片生

成方式，与超分辨技术 STED[59] 相结合等。在生物学

应用方面，未来将从解决实际生物问题角度入手，与

其他技术一起联合使用，如与原子力显微镜 (atomic
force microscope，AFM)[60] 结合进行机械生物学方面

研究，与自适应技术[61] 结合进行生物发育学方面的
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图 9　斑马鱼发育观察
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Fig. 9　Observation on the development of zebrafish[49]. (a) Schematic of the mounting in 1.5% agarose; (b) Schematic of the multilayer
mounting in 0.1% agarose in coated FEP tubes; (c) Developing zebrafish embryo
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研究等，同时带动自身技术升级。相信光片荧光显微

镜能够在接下来的几十年中继续为生物学研究发光

发热。
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Review of the development of light sheet
fluorescence microscopy

Zhang Zijian1,2, Xu Xin1,2, Wang Jixiang1,2, Ye Hong2, Zhang Xin2, Shi Guohua2*

Overview: Light sheet fluorescence microscopy (LSFM), as a type of fluorescence microscope, can image fluorescence-
labelled specific ribosomes, proteins, and cells, and observe their positions and functions in biological tissues. Different
from  traditional  fluorescence  microscopes,  LSFM ’s  detection  path  and  illumination  path  are  arranged  at  orthogonal
orientation.  The  excitation  beam  is  a  thin  sheet,  only  a  slice  region  of  the  sample  is  illuminated,  thus  reducing  the
fluorescence generation in the non-focal plane.  Besides only a single plane is  illuminated by the laser at  a time, which
significantly reduces the exposure time of the fluorescent molecules,  thereby minimizing the effects of photobleaching
and phototoxicity. Due to these properties, LSFM can perform 3D imaging of fluorescence-labeled biological samples for
a long recording time. Nowadays, it has been widely used in many biological fields such as neuroscience, developmental
biology, and histopathology.

In the first part, the LSFM with classical optical path configurations, such as SPIM, OCPI, and DSLM are described
from the perspective of optical path construction. The work made by researchers to promote the resolution and imaging
throughput  based on those work are  introduced.  These methods include changing the beam structure,  shortening the
optical path distance, and increasing the imaging speed, many of which are still beneficial to us today. In the second part,
fluorescent  dyes  and  immuno­fluorescence  staining  techniques  for  biological  samples  used  in  LSFM  are  described,
including  tissue  transparency  and  sample  fixing  of  living  animals.  These  sample  processing  methods  have  greatly
promoted the development of fluorescence microscopes, and representative studies are listed.

Finally, the review summarizes both the advantages and disadvantages of LSFM as well as the potential development
direction and limitations. The orthogonal optical path configuration limits the lateral size of the sample, and the imaging
performance  is  poor  for  the  opaque  or  high-scattering  samples.  LSFM  has  higher  requirements  for  both  the  size  and
transparency of the sample. It is considered that the breakthrough of the LSFM in future breakthroughs mainly lies in
two aspects: improving the imaging parameters and adapting to more biological applications. It should be done from a
biological  point  of  view,  in  conjunction  with  other  technologies,  to  advance  the  development  of  LSFM.  Finally,  this
review is expected to provide researchers with a more systematic knowledge of light-sheet fluorescence microscopy and
some useful references.

Zhang Z J, Xu X, Wang J X, et al. Review of the development of light sheet fluorescence microscopy[J]. Opto-Electron
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