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8月10日23点，Nature
Biotechnology
在线发表了由中国科学院脑科学与智能技术卓越创新中心（神经科学研究所）、上海脑科学与类
脑研究中心、神经科学国家重点实验室研究员王凯研究组完成的题为《共聚焦光场显微镜对小鼠
和斑马鱼大脑快速体成像》的研究论文。该研究发展了一种新型体成像技术：共聚焦光场显微镜
（Confocal light field
microscopy），可以对活体动物深部脑组织中神经和血管网络进行快速大范围体成像。

跨脑区大规模的神经元如何整合信息并影响行为是神经科学中的核心问题，解答这一问题需要在
更高时空分辨率上捕捉大量神经元活动动态变化的工具。共聚焦显微镜和双光子显微镜等运用于
活体脑成像的传统工具基于点扫描，时间分辨率较低，难以研究大范围脑区中神经元的快速变化
。因此，近年来科研人员一直致力于开发更快的成像方法。在多种新技术中，光场显微镜具有潜
力，得到广泛关注，其特点在于可以在相机的单次曝光瞬间，记录来自物体不同深度的信号，通
过反卷积算法重构出整个三维体，实现快速体成像，在线虫、斑马鱼幼鱼等小型模式动物上已获
得初步应用。

传统光场显微镜存在两个难以解决的问题，限制了其在生物成像上的应用。首先，重构的结果会
出现失真。2017年，王凯研究组研发的新型扩增视场光场显微镜（eXtended field-of-view Light
Field Microscopy, XLFM）解决了这一问题，并应用于自由行为斑马鱼幼鱼的全脑神经元功能成像
上，首次三维记录了斑马鱼幼鱼在完整捕食行为中的全脑神经元活动的变化。其次，现有光场显
微成像技术缺乏光学切片能力，无法对较厚组织，如小鼠的大脑进行成像。让光场显微镜具有共
聚焦显微镜一样的光学切片能力，滤除大样品中焦层之外的背景信号来提高信噪比，是提高成像
质量、可广泛应用的关键所在。

然而，传统共聚焦显微镜采用激光逐点扫描和共轭点针孔检测来降低焦面外噪声的策略不适用于
三维光场显微镜。面对这一挑战，研究团队创新提出广义共聚焦检测的概念，使其可以与光场显
微镜的三维成像策略结合，在不牺牲体成像速度的前提下有效滤除背景噪声，提高了灵敏度和分
辨率。这种新型的光场显微成像技术称为共聚焦光场显微镜。

研究团队在不同动物样品上测试了共聚焦光场显微镜的成像能力。团队成员对包埋的活体斑马鱼
幼鱼进行全脑钙成像，对比共聚焦和传统光场显微镜的成像结果，发现加入光学切片能力后，图
像分辨率和信号噪声比提高，可以检测到更多较弱的钙活动。进一步的，将共聚焦光场显微镜和
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高速三维追踪系统结合，对自由行为的斑马鱼幼鱼进行全脑钙成像，在� 800 μm x 200
μm的体积内达到2 x 2 x 2.5
μm3

的空间分辨率和6Hz的时间分辨率。受益于更高的分辨率和灵敏度，可以识别出斑马鱼幼鱼在捕
食草履虫过程中单个神经元的钙离子活动的变化。

团队成员验证了共聚焦光场显微镜对小鼠大脑的成像效果，对清醒小鼠的视皮层进行钙成像，可
以同时记录� 800 μm x 150 μm的体积内近千个神经元的活动，最深可达约400 μm，且连续5小
时以上稳定记录超过10万帧，没有明显的光漂白。团队成员进一步尝试使用共聚焦光场显微镜对
鼠脑中的血细胞进行成像，深度可达600 μm，拍摄速度70 Hz，同时记录上千根血管分支中群体
血细胞的流动情况并计算血细胞的速度，相比之前的传统成像方法通量提高了百余倍。

研究团队在自由行为的斑马鱼幼鱼和小鼠大脑上证明了共聚焦光场显微镜有更高的分辨率和灵敏
度，为研究大范围神经网络和血管网络的功能提供了新的工具。同时，该技术不仅适用脑组织的
成像，还可以根据所需成像的样品种类灵活调整分辨率、成像范围和速度，应用在其他厚组织的
快速动态成像中。

研究在王凯的指导下，主要由博士研究生张朕坤、白璐，以及助理研究员丛林共同完成。王凯研
究组余鹏、张田蕾，中国科学技术大学本科生石万卓，杜久林研究组李福宁做出贡献，研究员杜
久林参与合作并给予指导意见。研究得到中科院脑智卓越中心实验动物平台的支持。研究工作受
到科技部、中科院、国家自然科学基金委员会和上海市的资助。
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图1.（上）共聚焦光场显微镜原理示意图。（下）不同于传统光场显微镜，共聚焦光场显微镜采
用片状照明，选择性激发样本的一部分，在垂直照明的方向上扫描，采集到的信号被遮挡板过滤
掉焦层范围之外的部分。对采集到的图像进行重构可以得到焦层内的三维信息。
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图2.（左）斑马鱼幼鱼捕食行为的一个例子。0s 为斑马鱼吞食草履虫的时刻。（右）左图斑马鱼
捕食行为中，共聚焦光场显微镜记录到的两个不同脑区的神经元活动。箭头所指为过程中激活的
单个神经元。

图3.（左）共聚焦光场显微镜拍摄得到的小鼠视皮层中的复杂血管网络。6个在不同深度拍摄的
体积连接为一个深度达600 μm的三维结构。（中）100 μm到250 μm深度血管网络的平面投影
，颜色代表不同血管分支中血细胞的平均流速。（右）图中箭头所指的区域中五个血管分支在一
段时间内流过血细胞数量的计数。
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研究团队单位：脑科学与智能技术卓越创新中心 

更多 科学进展 请访问 https://www.iikx.com/news/progress/
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