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摘要：双光子激发激光扫描荧光显微镜具有三维成像能力，但对于大视场快速动态成像的应

用场合，三维成像速度较慢，成像视场也受限于扫描器件和物镜的约束。本文基于光场调控

技术与双视角延伸焦场立体扫描技术相结合的方法，以及高速轴向扫描与自动化平移样品的

装置，构建了一套双光子激发激光扫描实时立体显微镜。与国内外同类仪器相比，主要特点

是利用光场调控技术实现变景深的显微成像，以适应生物成像中灵活多变的成像需求；利用

延伸焦场的双视角快速切换扫描技术，实现快速立体成像，以获取样品的深度信息；通过高

速轴向压电平移台和横向平移台实现自动化三维视场扫描成像和拼接，为活体生物的深层组

织成像和大视场自动化三维成像提供一种新的观测手段。
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Abstract:Two-photon excitation laser scanning fluorescence microscopy has the intrinsic

three-dimensional imaging capability, but suffers from the limited imaging speed for observing

fast dynamic samples across a large field of view. Here we developed a set of two-photon laser

scanning real-time stereomicroscope with a variable depth of field, which can work in several

imaging modes, including point scanning mode, line scanning mode and stereoscopically line

scanning mode. By using a fast moving piezo z-stage and an electronic motorized xy-stage,

samples across several millimetres wide and hundreds micrometres deep can be imaged

automatically with stack stitching process. This microscope is demonstrated for fast and

volumetric imaging of dynamic biological tissues.
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1 研制背景

光学显微成像技术，特别是复式显微镜自十七世纪发明至今已被广泛应用于生物医学、

材料工程、微加工和监测等领域，成为非常重要的信息获取手段。近年来发展迅速的宽场三

维显微成像技术，如结构光照明光学显微[1]和光片荧光显微[2]可实现快速、超分辨、低光

毒性的三维成像结果，被广泛应用于细胞级的生命现象研究以及模式小动物的研究。其试验

样品都比较透明，成像深度一般在数十微米，生物组织对光散射的影响可以忽略。

对于更大的成像深度，光的散射成为影响成像的关键限制因素。目前最有效的对深层组

织或厚样品成像的光学显微方法是上世纪 90年代 Denk等人[3]提出的双光子激发激光扫描

荧光显微技术。它通过近红外超短脉冲激光作为激发光源来提高在生物组织中的穿透深度，

并且利用高灵敏的探测器（PMT或 APD）来捕获荧光信号，可对数百微米至毫米量级的深

层组织进行成像，所以近年来发展迅速并成为神经科学研究的主要成像工具。但由于聚焦光

场的轴向分布一般在微米量级，虽然使其具有光学层切效果，也意味着成像景深很短，所以

一次只能对三维样品中的一薄层进行成像。为了观测样品的三维分布，需要移动样品或者显

微物镜，让样品的不同深度依次经过物镜的焦面，从而获取一系列的二维图像，最后再通过

计算机完成图像融合与三维重建。获取单幅二维图像一般在数毫秒到秒量级（取决于激光扫

描速度、荧光标记物的量子效率、激发光的功率以及探测器的灵敏度等条件），三维成像的

时间分辨率则一般在数分钟至数十分钟，这成为观测组织中的三维动态过程的主要瓶颈。

针对目前双光子激发荧光显微镜三维成像速度慢和成像景深受限的问题，本文采用光场

调控技术与双视角延伸焦场立体扫描技术相结合的方法，实现变景深多模式双光子扫描成像

[4,5]。其主要特点是利用光场调控技术实现变景深的显微成像，以适应生物成像中灵活多变

的成像需求。利用延伸焦场的双视角快速切换扫描技术，实现快速立体成像，以获取样品的

深度信息，结合三维显示技术，使用者可对样品进行实时三维动态观察。通过高速轴向压电

平移台和横向平移台，实现自动化三维视场扫描成像和拼接，为活体生物的深层组织成像和

大视场自动化三维成像提供一种新的观测手段。
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2 双光子激光扫描实时立体显微镜

图 1 双光子激光扫描实时立体显微镜

2.1 仪器主要性能指标

双光子激光扫描实时立体显微镜如图 1所示，设备的最佳横向分辨率为 0.6μm，景深调

谐范围为 3~90μm，单帧成像速度≥30 帧/秒@512×512 像素，双视角立体成像速度大于 5

体帧/秒，单成像视场 600×600μm2，大视场图像拼接成像横向尺寸可达 5mm×5mm。

2.2 仪器构成

仪器主要由光学成像部分、电控及数据采集以及显示模块组成，具体包括：1、激发光

源和变景深光场调制模块。2、激光扫描模块。3、荧光探测模块。4、立体实时显示模块。

最终图像通过立体显示器把经过实时处理的高景深、双视角立体荧光图像显示，供使用者对

三维样品进行实时动态观测。

2.3 仪器工作模式

本仪器把点扫描成像、延伸焦场的线扫描成像、以及双视角线扫描的立体成像三种成像

模式合为一体，并可以快速切换。三种工作模式如下：

（1）点聚焦扫描模式。用于高轴向分辨率的光学层切成像，成像分辨率高且景深较短，

需要配合电动平移台进行轴向扫描三维成像，可作为延伸焦场扫描成像的参考和校准之用。

（2）延伸焦场扫描成像模式。利调控贝塞尔光束或其他延伸焦场可以同时激发高景深

范围的荧光样品，从而实现无轴向扫描的三维体积的投影成像，可大大提高成像的速度，适

用于分布较为稀疏的样品的动态观测。

（3）双视角立体扫描成像模式。将延伸焦场光束从两个方向呈一定角度照射样品，通

过双目视觉原理获取立体图像。立体成像设置模块中可以设置视差角，还可以选择立体成像
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模式，包括 3D眼镜、双色图像和并排显示等，用户佩戴相应的眼镜，即可从计算机显示界

面中实时观察到立体荧光图像。

2.4 仪器控制软件

本仪器软件包含多模式成像、光场调控、像差矫正、数据处理及立体显示、大视场拼接

等功能，扫描成像引擎采用开放源代码的 Scanimage项目，软件界面如图 2所示。

图 2 光场调控及扫描成像控制软件

通过光场调控面板，可以检测空间光调制器并设置其连接参数，设定工作波长、衍射角、

面型校正相位以及其他用户自定义相位。

在成像模式选择面板中可以选择三种成像模式的光场调控参数，包括菲涅尔透镜相位因

子和贝塞尔光束的各种参数，以及配合辅助光场测量光路对光束完成拍摄和分析。在立体成

像模式中，可以选择体视角度、立体显示方式及成像速度等参数的选择。

为了定量分析成像结果，软件在测量面板中设置了通过荧光小球测量系统点扩散函数的

功能，可方便对采集的数据进行横向和轴向分辨率的测定。

对于毫米量级的大视场区域，需要利用软件的大视场拼接成像模式。首先，在实时成像

模式由用户根据样品的分布设定三维成像的深度范围以及轴向步进值，然后选择需要成像的

整个区域的边界点，由程序自动分割视场，生成边界区域重叠的数个视场，并规划扫描路径，

开始多视场图像 Stack的扫描。扫描完成后，调用程序的图像拼接模块，对图像进行拼接和

融合，以及去噪声等后处理，生成完整的大视场三维图像数据。
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3 仪器使用效果

通过对激发光场焦深的控制实现变景深成像，可以实现对不同结构复杂性的样品实现灵

活的显微成像。如图 3有高的轴向分辨率，但是成像速度较慢，一般在数十秒到数分钟；(b)

和(c)展示了通过立体成像模式获得的高景深立体图像。整个成像区域的厚度约为约 82μm。

图 4展示了植物花粉样品的显微成像结果，景深约 65μm。

(a) (b)

(c)

50μm

图 3 小鼠脑神经显微成像结果。(a)点扫描三维成像(41层)；(b)、(c)立体成像伪彩色图及左右视角图像。
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(a) (b)

(c)

20μm

图 4 植物花粉显微成像结果。(a)点扫描三维成像(30层)；(b)、(c)立体成像伪彩色图及左右视角图像。

图 5为小鼠角膜神经的大视场拼接成像结果，成像模式为传统的点扫描方式。整个视场

由 4×4个单独的扫描视场组成，每个成像视场的覆盖约 600μm×600μm的区域，轴向移动间

隔为 2μm，共 101层，相邻区域的重叠区域根据样品的特点设置，一般为 1/10左右。扫描

获得的原始图像的 z向投影图见图 5(a)；经算法辅助的手动图像对齐方式，图像 Stack完成

配准，如图 5(b)所示；再对重叠区域的图像强度做强度融合处理，获得均匀的背景和信号强

度分布，最终获得如图 5(c)的完整的三维大视场图像数据，覆盖区域约 2.4mm×2.4mm×300μm，

全视场成像速度耗时约 10分钟。
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(b)(a)

(c)

图 6 小鼠角膜神经大视场拼接三维成像结果。(a)4×4视场 z向投影图，单视场 512×512像素，共 101层；

(b) 拼接完成的图像，2048×2048×101像素。(c)经过后处理的拼接图像的三维渲染图。
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