
第
!"

卷
!

第
#

期

#$%&

年
'

月

光
!

学
!

仪
!

器

()*+,-.+/0*1234/*0

5678!"

!

/68#

-

9

:;7

!

#$%&

!!

文章编号"

%$$&<&=!$

#

#$%&

$

$#<$%"$<$&

收稿日期!

#$%'<%%<$!

基金项目!国家自然科学基金资助项目#

=%%"?$">

$

作者简介!陶振强#

%>>$

%$!男!硕士研究生!主要从事超分辨成像的研究&

4<@A;7

"

NA6$?>$?'$%?

!

L;HA8CH

单点式位移平台激光共聚焦扫描荧光显微镜

陶振强!贾南南!阮
!

斌
#上海理工大学 光电信息与计算机工程学院!上海

!

#$$$>!

$

摘要!为了获得细胞图像!利用
5;LJA70NJM;6,
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开发了移动位移平台的控制程序!使用位移平

台单点扫描的方式设计激光共聚焦扫描显微镜%
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为了获得高分辨率的位移!位移由精度可以达到
%H@

的压电陶瓷驱动器驱动"设计了梳状和

矩形两种扫描路径!通过程序设计位移补偿的方法弥补了机械运动的偏差"利用算术平均值的

数字滤波方法处理数据采集卡采集的数据以减小随机噪声的影响"实验结果证明!利用
,

-

程

序控制的单点式平台扫描
.,03

具有较好地测量效果"

关键词!共聚焦#荧光显微镜#数字滤波#平台扫描#

,

-

程序控制#位移补偿

中图分类号!

g=!%

!

文献标志码!

-

!

!"#

"

%$8!>=>

$

E

8;LLH8%$$&<&=!$8#$%&8$#8$%"

$#*

(

0+;

2

"#*%!#,

2

0'3+-+*%"/%)+

2

0'%/"&-0',+&3"*/"3'0,3'**#*

(

/0."&+,3+*3+-#3&",3"

2

+

E"PB&9)

R

+()

,

!

S="#())()

!

G>"#N+)

#

0CD6676B(

9

N;CA7<47GCN:;CA7AHM,6@

9

JNG:4H

F

;HGG:;H

F

!

2H;PG:L;N

I

6B0DAH

F

DA;B6:

0C;GHCGAHM*GCDH676

FI

!

0DAH

F

DA;#$$$>!

!

,D;HA

$

41,%&'3%

"

+H6:MG:N66RNA;HCG77L;@A

F

G

!

OGJLG5;LJA70NJM;6,

-

N6MGPG76

9

NDGC6HN:67

9

:6

F

:A@6BNDG@6R;7GM;L

9

7ACG@GHN

9

7ANB6:@

!

AHMJLGM;L

9

7ACG@GHNL;H

F

7G<

9

6;HNLCAHH;H

F

OA

I

N6MGL;

F

H7ALG:C6HB6CA7LCAHH;H

F

@;C:6LC6

9

G

#

.,03

$

8+H6:MG:N66RNA;HD;

F

D:GL67JN;6H

M;L

9

7ACG@GHN

!

M;L

9

7ACG@GHN6BNDG

9

7ANB6:@O;ND

9

;GQ6G7GCN:;CCG:A@;CACNJAN6:;LJLGMAHMNDG

D;

F

DGLNACCJ:AC

I

CAH:GACD%H@8W6NDC6@RAHM:GCNAH

F

7GLCAHH;H

F9

ANDLA:GMGL;

F

HGM

!

R

I

9

:6

F

:A@@;H

F

NDGM;L

9

7ACG@GHNC6@

9

GHLAN;6H@GND6MN6@AUGJ

9

NDG@GCDAH;CA7@6PG@GHN

MGP;AN;6H8̂;

F

;NA7B;7NG:;H

F

A:;ND@GN;CAPG:A

F

G@GND6M6BMGA7;H

F

O;NDNDGMANAAC

T

J;L;N;6HCA:M

;LJLGMN6C677GCNMANAN6:GMJCGNDG;HB7JGHCG6B:AHM6@H6;LG84S

9

G:;@GHNA7:GLJ7NLLD6ONDAN

L;H

F

7G<

9

6;HN

9

7ANB6:@JL;H

F

,

-9

:6

F

:A@.,03DALAPG:

IF

66MGBBGCN8

5+

6

7"&!,

"

C6HB6CA7

(

B7J6:GLCGHCG@;C:6LC6

9I

(

M;

F

;NA7B;7NG:;H

F

(

M;L

9

7ACG@GHN6BNDG

9

7ANB6:@

(

,

-

C6HN:67

9

:6

F

:A@

(

M;L

9

7ACG@GHNC6@

9

GHLAN;6H

引
!

言

激光共聚焦扫描显微镜)

%

*

#

7ALG:C6HB6CA7LCAHH;H

F

@;C:6LC6

9

G

!

.,03

$高度结合光'机'电'计算机和

图像处理等技术!使其在光学显微领域具有极其重要的地位&与传统的光学显微镜相比其具有很高的横
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向和纵向分辨率)

#<!

*

!光学切片式的测量方式可以观测物体的三维结构&其优良的性能在半导体)

'

*

'材料

科学)

&

*

'生物医学)

=

*领域具有广泛的应用&激光共聚焦扫描荧光显微镜是结合激光共聚焦扫描显微镜和

激光诱导荧光成像技术)

"

*的用于观察细胞内部结构的仪器&

激光共聚焦扫描显微镜以光学共轭焦点#简称共焦$成像技术)

?

*为基础!相比传统的荧光显微镜最大

的优点在于加上了扫描系统!通过扫描可以对物体进行三维动态检测&扫描系统通常有两种工作方

法)

>

*

"光束扫描和物体扫描&光束扫描就是被扫描物体不动光束运动(物体扫描就是被扫描物体运动光

束不动&光束扫描的优点是扫描速度快'精度高(物体扫描的优点是视场大'光学畸变小&

图
8

!

激光共聚焦扫描显微镜原理图
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激光共聚焦扫描显微镜的原理

激光共聚焦扫描显微镜采用共轭焦点技术!使用激光

作为光源!被探测物体和探测器处于彼此对应的共轭焦点

位置&如图
%

所示!激光器发出的激光光束通过扩束镜扩

束形成平行度好'直径合适的平行光束!此光束被二向色

镜反射后进入物镜!被物镜聚焦于载物台上的被测物体

#以细胞为例$上&被荧光染色的细胞受激光照射后发出

另外一种波长的光!反向通过物镜形成和入射光束平行的

荧光平行光!荧光可以通过二向色镜而不被反射&通过二

向色镜的荧光被透镜聚焦!在焦点处放置有针孔!此处针孔的作用是滤除非焦点处荧光的杂散光!针孔处

放置有光电倍增管#

)3*

$以接收荧光信息&

<

!

激光共聚焦扫描荧光显微镜的关键因素

<:8

!

针孔大小的选择

)3*

前方针孔大小的选择对
.,03

成像影响极大!有关针孔大小该如何确定的研究有许多)

%$<%%

*

!研

究表明!当针孔直径恰好等于一个爱里斑直径时!探测器通过针孔接收的光能量最大!成像效果最好&爱

里斑通过系统成像的直径为

4

7

)

%X##

.

#"

#

%

$

式中"

)

为系统的放大倍率!即物镜的焦距和透镜焦距之比(

.

为所用光波长(

#"

为物镜数值孔径&实验

所用的
.

X'$&H@

!

#"X$X>&

!

)

X'$

!由此可知爱里斑成像直径约为
#$8?

"

@

&

<:<

!

数字滤波处理方法

.,03

成像数据是通过采集卡
-

+

^

转换而来!通过采集卡把模拟信号转换为数字信号&由于通过

采集卡采集转换的数据没经过任何处理!会带有许多干扰信号!噪声较大&为了得到更好的数据使图像

更加清晰!就需要对采集的数据进行处理!以滤除干扰信号&数据处理方法多种多样)

%#

*

!最常用的有算术

平均值数字滤波'加权平均值数字滤波'滑动平均值滤波'中值滤波等&

由于实验中会有各种随机干扰#随机噪声$!实验选用的是算术平均值数字滤波方法!按输入的
#

个

采样数据
2

+

#

+X%

!

#

!

!

!-!

#

$!寻找
L

!使
L

与各采样值间的偏差平方和最小!其公式为

.
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对式#

#

$求极值可得
L

7

&

#

+

7

%

2

+

#

!该方法就是把
#

次采样值相加!然后取其算术平均值为本次采样值&

实验是通过
,

-

编写程序)

%!

*对采集卡采集的数据进行处理!程序代码如下"
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读取采集卡采集数据
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为行数和列数

3

?

!

位移平台控制设计

为了达到更好的实验效果!使用
)+

公司生产的压电陶瓷驱动的六轴纳米位移平台!型号是

)<&=#8=,̂

!

2

'

L

'

T

轴移动范围均为
#$$

"

@

!位移精确度为
%H@

!完全可以满足高分辨率的需求&采用单

点扫描方法控制平台移动!单点扫描就是把单一方向上的量程按要求分成等分点!位移平台移动时在每

一个点上停一下!同时采集卡在此采集数据!实验采用每点采集
%$$$

个数据!然后取平均值&

?:8

!

扫描方式的选择

单点扫描可分为两种扫描方式"梳状波扫描和矩形波扫描&梳状波扫描就是扫描沿着同一个方向进

行!也就是说沿
2

轴的方向不变!

2

的起始点是一定的(矩形波扫描就是双向来回扫描!也就是说沿着
2

轴方向在起点和终点来回交替变化&图
#

'图
!

分别是梳妆波'矩形波扫描的局部路径图&

图
<

!

梳状波扫描局部路径
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图
?

!

矩形波扫描局部路径
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梳状波扫描程序为"
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I

轴对应图像的
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!
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S

轴对应图像的
S
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!

2

! F

6A7)6L

)

$

*

X

F

6A7)6L

)

$

*

YS

4

F

:;M

(

!

3

2

移动
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台到新的一行
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轴移动一个采集距离

!

3

矩形波扫描程序如下"
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跳到新一行
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!

位置偏差的补偿

由图
#

'图
!

可以看出!扫描时位移台移动和设计会有偏差!这是由于位移台移动有加速和减速过程!

所以采集卡在采集数据时就会有偏差!也就是说对于细胞上某一点#

+

!

/

$预期对应的下一点#

+

!

/

Y%

$可能

由于位移台移动时机械误差的原因变成点#

+

!

/

Y#

$!如图
'

所示&这时可以在程序中弥补机械运动产生

的位移偏差!增加代码为"

F

6A7)6L

)

$

*
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E4

S

4
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:;M\H

(其中
)

值随实际情况选取!所得效果如

图
&

所示&

图
@

!

实际带有位置偏差的效果图
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!
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图
B

!

程序纠正的效果图

9#

(

:B

!

="&&+3%#"*1

6

.,#*

(2

&"

(

&'-

@

!

实验结果

图
=

为所设计的实验装置图&考虑荧光效率!激光器使用的是波长为
'$&H@

的半导体激光器!为了

得到大视场范围我们使用了数值孔径为
$8>&

的物镜!本实验所采用的样品是老鼠的神经细胞!其平均尺

寸约为
%$

"

@

&图
"

为本实验的扫描细胞效果图!由图像可以看出!用
5;LJA70NJM;6,

-

程序控制的扫描

对于细胞的扫描成像具有很好的效果&

图
F

!

实验装置图
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图
W

!

扫描细胞成像图
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论

影响激光共聚焦扫描荧光显微镜系统图像质量的因素有很多!比如光路搭建是不是共轴!数据采集

卡的增益系数稳定性!光电倍增管#

)3*

$的驱动电源的电流电压值是否稳定等等!若要得到好的实验效

果需要综合考虑这些因素&
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