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可重构的编码非相干光片阵列实现并行荧光体成像。 近日，香港大学研究团队用一对接近平行
且高反射的平面镜所构成的无穷镜实现可重构的非相干光光片阵列。通过编码调制单元，对每片
光片加载特定的调制频率，实现对照明光编码，二维图像传感器获取的荧光图像序列包含样品的
三维信息，对荧光数据解码即可实现三维荧光成像。所研制的显微镜具有无扫描以及非相干光照
明等特点，在器官三维结构、发育生物学、植物生理等需要低损伤的领域具有广泛的应用前景。
相关成果于近日以Parallelized volumetric fluorescence microscopy with reconfigurable coded incoherent
light-sheet array在线发表在国际顶尖光学期刊《Light: Science Applications》上。

生物体系复杂系统的动态观测仍依赖于光学显微镜。为适应不同研究体系，光学显微镜的两个不
同的研究方向是如何提高分辨率以及增大视场范围。以突破光学衍射极限为目的的超高分辨率显
微技术，如受激损耗荧光显微术、光敏定位显微术等，获得2014年诺贝尔化学奖。此外，光片荧
光显微镜以大视场、多尺度、以及低损伤等优势，在发育生物学、细胞生物学以及组织三维成像
等研究中发挥着独特的作用。光片荧光显微镜的一个重要特色就是采用片状的照明光照射样品的
特定层，采用侧向宽场成像收集荧光信号，和传统的共聚焦显微镜相比，片状光照明所造成的光
损伤更小。为实现三维成像，需要对照明光或者样品进行机械扫描，这限制了三维成像的速度并
对系统的稳定性造成一定影响。目前国际上有些报道采用空间光调制器或者简单的机械分光（如
分束成3束）将激光束整形成少数片并同时照射到样品上实现并行激发。通过少数片光照明是通
向多片并行化迈出的重要一步，然而，由于所生成的光片数目比较少，三维连续成像仍需要借助
于机械扫描。此外，由于现有技术采用相干光，在散射介质成像中具有一定的制约，如穿透深度
增大后散斑效应强烈。如何有效地采用多片照明并对散射介质中的结构进行低损伤、高时空分辨
率成像仍是光学成像领域的一个研究热点。

在这项工作中，研究团队通过无穷镜将光束整形成相互非相干的一维虚拟光源阵列。通光定制的
调制编码单元，每一个虚拟光源的光强度会以特定的频率随时间变化。这个经过时间调制的光源
阵列通过光学元件形成单个光片后进入显微镜物镜并照射到荧光样品上。荧光成像沿用常规光片
荧光显微镜的侧向采集方式。为了并行采集每层的图像，装置中人为引入球差增大成像焦深。这
种设计提供了一种可行的方案克服了传统光片荧光显微镜由于机械扫描引起的稳定性差以及每层
图像之间有时滞的瓶颈。同时，所采用的双反射镜设计有效地在相邻的兩束光之间引入时间延迟
，使得照明的光片之间互不相干，减少在荧光成像中形成激光散斑，特别适合对散射介质中的结
构进行成像。与传统的基于空间光调制或者激光分束的技术相比，采用双反射镜所生成的多光片
具有光片数目以及相干性可控的优势。由于采用编码调制结合并行照明，可以实现对样品的深度
结构进行低损伤成像，光损伤比传统的光片荧光显微镜更小。研究团队利用CLAM对含二氧化钛
的人工散射介质中的荧光高分子微球进行成像，在300 μm穿透深度内仍能得到较好信噪比的图
像。所构建的CLAM系统能对组织透明化的老鼠肾小球以及血管等重要组织结构进行三维成像。
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CLAM的应用还可以进一步拓展到发育生物学、细胞生长调控等研究，如对斑马鱼、果蝇等模式
动物以及植物细胞的实时三维成像。在显微技术方面，非相干多片光照明以及编码调制技术可以
方便的移植到传统的商用显微镜以及光片荧光显微镜上，实现多功能紧凑的光学显微成像系统。
据悉，本论文的核心概念已提交了国际发明专利申请。

图1. 编码调制的光片荧光体成像显微镜（CLAM）原理示意图。

（a）所研制的显微镜原理示意图。准直的连续激光经柱透镜一维聚焦后进入双反射镜腔，一维
光锥在腔内多次反射后在不同位置延原有路径折返。反射光等效于自一系列的虚拟光源发出，经
调制单元调制后，每个虚拟光源的光强以特定频率随时间变化。虚拟光源可以经光学透镜转化成
片状照明光并由物镜传递到样品上。荧光探测由侧向的成像系统完成。

（b）单个虚拟光源光线传播示意图。只有离散的光线满足正入射条件折返，在两个相邻的满足
正入射条件光线之间的光线以偏离正入射点的位置折返，这样能确保在入射光锥内的所有光线都
可以被搜集到并用来照明。

（c）调制编码示意图。编码器单元将特定的调制码加载到每个光片上。

（d）图像处理示意图。以傅里叶变换编码为例，左图为实际拍摄到的血管分支结构的时序图像
，中间图为对每个像素序列做傅里叶变换后的频域图像，右图为三维重构后的立体图。
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图2. 多片光束的产生以及时域调制。

（a）照明光的截面分布（蓝色线条显示的是一维光强分布）。

（b）非相干光照明下能看清散射介质中的结构，而传统相干光经散射介质会形成散斑。

（c）成像深度和调制频率呈线性关系。插图为调制频谱曲线以及傅里叶调制器的示意图。
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图3. CLAM显微镜性能测试。

（a）依赖位置的点扩散函数分布，右图为两个特定的纳米颗粒二维截面影像。

（b）三维分辨率的盒形图。（c）利用像差增强成像深度示意图。（d）引入球差后，纳米粒子
的成像范围增大，表明球差会增大成像深度。（e）点扩散函数随深度的变化表明，在有像差下
成像焦深比无像差时增大约32%。（f）在微流通道中运动的微球三维动态影像（体帧速率13.2vol
/sec，体积170 μm x25 μm x28 μm）。
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图4.散射介质中荧光微球成像随穿透深度的变化。

对应的深度为（a,e）30 μm, (b,f) 100 μm, (c,g) 200 μm, (d,h) 300 μm. (c,d) 中右上角为去噪声后
的图。（e~h）对应（a~d）中虚线框标出的微球的二维（左）以及一维（右）荧光强度分布。
（i）微球图像信噪比随穿透深度的变化。

图5.光学透明的老鼠组织三维成像。

（a）老鼠肾脏表皮血管三维结构以及强度标准差投影（成像体速率为6.6vol/s, 光片数N=34）。
老鼠(b)肾小球及(c)肠道血管结构的的三维强度标准差投影图。（d，e）为对应的(b，c)结构的
二维截面影像。（f）在单片以及多片荧光激发光照明下荧光强度的对比表明所研制的成像系统
具有更小的光损伤。

（来源：科学网）

相关论文信息：https://doi.org/10.1038/s41377-020-0245-8
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