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高分辨率大视场线扫描共焦显
微镜的设计与研制	
孔	 	文 1,2，郎婷婷 2，高	 	峰 1，樊金宇 1，史国华 1*	
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2 中国计量大学光学与电子科技学院，杭州 310018 

 

摘要：商用共聚焦显微镜使用二维光点扫描对样品成像，成像帧频被限制在 30 Hz 以内，扫描速度大多在 10 帧/秒(f/s)

左右。为了提高共聚焦系统成像速度，满足生物细胞在体成像的需求，本文使用线光束对样品进行一维扫描照明，成

像速度大大提高，同时根据共聚焦成像原理，在线阵 CCD 前使用狭缝滤除非聚焦平面杂散光以提高成像质量。实验表

明，系统光学放大倍率为 55 倍，横向分辨率高于 2.2 μm，当线阵 CCD 以 28 kHz 行频扫描成像时，帧频可达 50 f/s，

通过对动植物细胞成像证明，本系统可用于生物细胞的在体成像。 
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Abstract: Commercial confocal microscopy usually utilizes two-dimensional galvanometer to scan specimen, the 

frame rate is limited within 30 f/s, and commercial confocal microscopy is 10 f/s or lower. In order to improve the 

imaging speed of confocal system, and meet the needs of real-time observation of in vivo imaging, in the high-speed 

confocal line scanning laser microscopy, the sample is illuminated by one-dimensional scanning laser beam. The 

imaging speed is greatly improved. At the same time, a slit is placed before the linear array CCD to filter out to the 

non-focused plane stray light and improve the image quality. Experiments show that the optical magnification is 55, 

horizontal resolution is higher than 2.2 μm, and the frame rate is up to 50 frame per second when the linear CCD 

scans with 28 kHz horizontal frequency and 512 pixels2048 pixels image resolution, image experiment of plant and 

animal cells prove that this imaging system could be used in ex vivo or in vivo cell image. 
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1  引  言 

共聚焦成像技术，就是将光源经过物镜聚焦后照

射样品，使用针孔滤除非聚焦层面的杂散光，只有聚

焦层面的光可以通过针孔到达检测器成像，这样大大

减少了非焦面杂散光对于成像质量的影响，极大地提

高了图像分辨率，在生命科学[1]、半导体检测[2]和材料

科学[3]等领域已被广泛应用。点共聚焦显微镜中光源
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发出的光通过针孔照明样品，因此需要通过扫描才可

以对样品成像，共聚焦成像系统扫描模块有三种：载

物台、照明光束或物镜[4]。照明光束扫描速度快，而

且容易实现，是共聚焦显微镜中 常见的扫描方式。

常见的扫描方法有振镜扫描[5]、共振式扫描[6]、多面转

镜扫描[7]、声光扫描[8,9]、微机电系统(MEMS)扫描[10]

等， 常见的是检流计扫描振镜，其他扫描方式虽然

速度更快，但是会影响视野、畸变、色散等其他系统

关键参数。由于成本低廉、稳定可靠的优点，扫描振

镜是激光共聚焦扫描显微镜中 常用的扫描器件，受

到振镜扫描速度的限制，二维点扫描商用共聚焦显微

镜大多是单帧或低帧频(小于 10 f/s)成像[11,12]，近年来

有报道称研制出帧频为 30 Hz 的点扫描激光共聚焦显

微镜[13-15]。 
为了进一步提高成像速度，Master[16]等提出使用线

光束进行一维扫描代替二维点扫描，只需一维扫描即

可对样品成像，大大提高了扫描和成像速度。国内对

于线扫描成像鲜有报道，何益[17]等人提出采用线共焦

扫描检眼镜检测眼底视网膜的非受控抖动。其使用行

频为 53 kHz 的 CCD 相机以 512 pixels 1024 pixels 的

分辨率对视网膜进行低分辨率成像，成像速度可达110 
f/s，可用于探测视网膜的非受控生理震颤。文中报道

的成像分辨率仅 10 μm，成像视场仅 10 °左右，而且

生物应用受限。 
本文研制了一种大视场、高分辨率的线扫描共焦

成像系统。通过 Zemax 的优化设计，采用消色差双胶

合柱面镜，形成一维线扫描光束，结合优化设计的扫

描照明光路，以聚焦的线光束一维扫描样品，通过狭

缝滤除非聚焦层面杂散光实现共焦成像。系统结构简

单紧凑，适用于在体光学成像的分辨率和视场角，横

向分辨率高于 2.19 μm，成像帧频更可达 50 f/s，满足

细胞级的快速、动态观察的需要，可以用于在体观察

体表肿瘤等病变细胞，为疾病诊断提供新的检查方法。 

2 线共焦成像的构成与评价 

2.1 系统结构 

图 1 为高速线扫描共焦显微镜的结构示意图，激

光光源(功率可调单色光源， 大输出功率 82 mW，λ= 
641 nm，=3 nm)发出的光线经过准直镜(f=150 mm)
准直变为平行光，平行光穿过光阑，被柱面镜(f=60 mm)
聚焦为线光束，部分线光束穿过分光镜，经由扫描振

镜(Cambridge 6230H 系列)反射，线光束变为扫描光，

被照明透镜 (f=50 mm)会聚，进入物镜 (Olympus 
UPLSAPO 20X)， 终聚焦于物镜焦平面，照明样品。

样品返回的成像光束经过物镜收集后，穿过照明透镜，

被扫描振镜反射到分光镜，在分光镜处大部分成像光

线被反射，经由成像透镜(f=100 mm)聚焦，穿过共焦

狭缝(大恒光电 GCM-560101M)到达线阵 CCD(e2v 
AViiVA SM2LV2014 线阵相机，2048 行像素，像素大

小 14 μm)。线阵 CCD 相机将接收到的光信号转化为

电信号，图像采集卡将 CCD 传来的电信号转化为图

像，显示在屏幕上，系统电控和图像显示均通过电脑

实现。系统成像分辨率为 512 pixels2048 pixels，其中

512 为样品一次完整扫描所经过的扫描点数，数值由

系统控制程序决定，2048 对应 CCD 的行像素个数。 

为 大化利用样品返回的成像光束的强度，保证

成像质量，分光镜的反射-透射比为 90/10，光源 大

输出功率为 82 mW，经过分光镜、光阑以及各透镜后，

到达样品的功率为 3.5 mW，实际检测中可以根据成像

的需要调节光源功率，以满足 GB7427.1-2012 规定的

激光产品功率要求。因此本成像系统既可以对离体样

品成像，也可用于在体样品的检测。 
在此系统中，共焦狭缝放置于 CCD 前，物镜非

聚焦层面的样品返回光被检测器前的共焦狭缝阻挡，

只有物镜聚焦层面的样品返回的光线可以到达 CCD
成像，这样就避免了非聚焦层面的杂散光对样品成像

带来的影响，有效地提高了系统的信噪比和分辨率。

同时在柱面镜前设有光阑，可以根据需要调节进入系

统中照明光束的大小，间接调节成像区域的大小，有

针对地对样品感兴趣的部分成像。 

图 1  高速线扫描共焦显微镜的结构示意图. 

Fig. 1  Schematics of high speed confocal line scanning 

laser microscopy. 
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2.2 系统评价 

使用 Zemax 对上述线共焦系统结构进行仿真，分

析线光束色散情况，以及不同扫描角度的单波长线光

束形状和位置，通过光线点列图的方式对线扫描共聚

焦系统进行评价。 
图 2(a)为不同波长的光在成像面的光线点列图，

从图中可以看到，不同波长的光经过线扫描共聚焦系

统后，聚焦在成像平面同一位置，光束为线状，这是

由于系统中使用了消色差双胶合柱面镜，在设计时针

对蓝色(486.1 nm)，绿色(546.1 nm)和红色(656.3 nm)
三个波长，对分散的不同波长值和透镜形状进行了优

化，实现了 小色差。因此，此柱面镜可在整个可见

光区域使用。同时，对系统球差也进行了一定程度的

优化，与单个柱面镜相比，消色差双胶合柱面镜的球

差要小得多，因此本系统还可以用于多波长光源照明

条件下的样品成像，也就是说，即使光源波长改变，

线光束的形状和位置也不会发生很大的变化。 
图 2(b)为不同扫描角度的光线点列图，由图可见，

不同扫描角度下，聚焦平面的光仍能保持线状不改变。

说明经过线扫描系统后，光束的像差得到很好的控制，

不会产生明显的球差、畸变等单色像差，这对于保证

线扫描共聚焦系统成像质量起到了很大的作用。 

经过对仿真结果的分析，不同波长的光线点列图

证明了系统对于多个波长的光束在系统中的传输进行

了一定程度的优化，不同波长的光源均可用于本系统

对样品成像，丰富了本系统的适用范围。对于单波长

成像，经过系统传输后，光束基本保持线状不变，说

明系统不存在明显的的单色像差，侧面证明系统具有

很好的成像质量。 

3 实验结果 

3.1 放大倍率 

系统的光学放大倍率取决于成像透镜焦距与物镜

焦距之间的比值： 

55
8.1

100

obj

img 
f

f
M ,         (1) 

其中： imgf 为成像透镜焦距， objf 为物镜焦距。从样

品反射回的成像光束经成像透镜聚焦后，匹配到线阵

CCD 的探测面尺寸，从而得到 佳的成像质量。 

3.2 分辨率检测 

首先对系统的横向分辨率进行检测，使用分辨率

板作为样品放置在三维调整架上，调节三维调整架纵

向高度，使其位于焦平面位置，此时系统得到的图像

清晰，系统能分辨出的 小间距即系统的 高分辨

率。分辨率板使用 Thorlabs R2L2S1P1，该分辨率板的

测试靶 大线对数为 228 lp/mm，即 大可用分辨率

为 2.19 μm。图 3(a)为分辨率板 小测试靶图像，调节

三维调整架沿某一方向纵向移动，使得分辨率测试靶

先靠近后远离聚焦平面。当分辨率测试靶位于聚焦平

面时， 小刻度线仍清晰可辨，因此系统横向分辨率

应高于 2.19 μm。 
对于轴向分辨率，通常使用样品在不同深度返回

光强度的半高全宽表示[18]。本系统中使用毛玻璃作为

样品，将其放置在三维调整架上，沿着深度方向移动

样品，每隔一段距离记录下图像的返回光强度。当样

品位于焦平面时返回光强度 大，设此处深度为 0。
然后建立光强度与轴向深度的关系，即认为归一化强

度值的半高全宽为此系统的轴向分辨率，如图 3(b)，
本文中线扫描共聚焦系统的轴向分辨率约为 9 μm。 

3.3 视场大小 

系统中振镜的扫描驱动电压直接决定了振镜扫描

角度，进一步决定了系统的视场大小。以分辨率板的

靶条作为标尺，可大致计算出系统的视场大小，靶条

的分辨率为 228 lp/mm，则靶条的总宽度约为 21.9 μm，

图 2  (a) 不同波长的光线点列图. (b) 不同扫描角度

的光线点列图. 

Fig. 2  (a) Spot diagram of light in different wavelength. (b) 

Spot diagram of light in different scanning angle. 
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对应图 3(a)中 14 个像素，因此每个像素对应的实际大

小为 1.56 μm，由此可以算出系统的视场大小约为 713 
μm 713 μm。 

3.4 实物成像 

常见的动植物细胞直径约为 5 μm100 μm，理论

上本成像系统的分辨率足以对一般的生物细胞成像，

于是我们针对四种常见的动植物细胞进行了实验验

证。图 4(a)为洋葱表皮细胞，图中细胞近似长方形，

宽度约为 100 μm，长度 150 μm300 μm，细胞中心高

亮部分应为植物细胞的液泡；图 4(b)为某种植物叶肉

细胞，形状为不规则多边形，直径约 20 μm。两者均

为成熟的植物细胞，同种细胞形态相似，排列紧密，

细胞之间有明显边界分隔开来。图 4(c)为人口腔上皮

细胞图像，在漱净的口腔任意一侧的颊部，用消毒牙

签的钝端轻轻刮几下，把牙签上附有口腔壁碎屑的一

端放在载玻片上的氯化钠溶液中涂几下，盖上盖玻片，

将载玻片放在三维调整架上，调节至适当位置使得系

统能够清晰成像，对口腔上皮细胞进行观察，观察到

的细胞呈扁平状，形状不规则，直径约 20 μm，符合

口腔上皮细胞的特征。图 4(d)为人血细胞图像，取少

量血液滴在载玻片上，再盖上盖玻片放置到三维调整

架上对其观察，发现血细胞形状规则，大致为圆形，

直径在 9 μm 左右。 
通过对两种植物细胞的观察，说明本系统可用于

离体细胞样本的观察；通过对人口腔上皮细胞和人血

细胞的观察，说明本系统可用于人体活细胞的观察。 

4 数据分析 

高速线扫描激光共聚焦显微镜使用线光源照明样

品，一维线扫描取代了常见的二维点扫描，简化了系

统光路，极大地提高了扫描和成像速度。通过对洋葱

表皮细胞、植物叶肉细胞、人口腔上皮细胞和血细胞

的观察说明本成像系统可用于细胞层级或者亚细胞级

细胞器的观察，高达 50 f/s 的帧频表明系统可用这些

细胞的实时观察。在特异性荧光标记的帮助下，未来

我们可以通过对不同细胞的特异性标记，使不同细胞

产生不同波长的荧光，对细胞进行活体观察，记录其

生理特点和发现在体细胞与离体细胞不同生理特性的

可能性。 
穿透深度和轴向分辨率是在体成像系统的两个主

要参数，穿透深度较大时，无需对表层细胞做处理，

即可对深层细胞进行检测，这种非侵入式检测对于在

体成像有着重大意义；而轴向分辨率较高时，可以根

(a) (b) (c) (d) 

100 m 100 m 100 m 100 m

图 4  (a) 洋葱表皮细胞. (b) 植物叶肉细胞. (c) 人口腔上皮细胞. (d) 人血细胞成像实验. 

Fig. 4  Images of (a) onion epidermal cells, (b) plant mesophyll cells, (c) human oral epithelial cells and (d) human blood cells.

图 3  横向(a)和轴向(b)分辨率检测. 

Fig.3  Test results of (a) lateral resolution and (b) axial resolution. 
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据轴向移动的距离知道图像所在的深度，对于确定病

变细胞的深度具有长足意义。图 3 表明高速线扫描激

光共聚焦显微镜具有较高的轴向分辨率，但是关于穿

透深度的检测由于实验条件的限制未能实现。 
线扫描使用线光源代替点光源扫描，虽然提高了

成像速度，但也在一定程度上牺牲了成像分辨率；同

时系统光路仍可进行优化，比如成像过程中由于透镜

表面的反光，图像里存在一条明亮的竖线，可以通过

镀增透膜等方法解决。 
临床中通常取一定大小的病变组织，通过病理组

织学方法制成病理切片，使用光学显微镜观察切片，

其成像分辨率一般在 1 μm 左右，而高速线扫描激光

共聚焦显微镜分辨率约 2.19 μm，可以在一定程度上代

替病理切片用于临床观察。 

5 结  论 

本文提出了一种高速线扫描激光共聚焦显微镜，

使用线光束代替点光源，一维线扫描照明样品成像代

替了点扫描成像，极大地提高了成像速度，同时使用

共焦成像原理，仅有焦平面返回的光可以到达 CCD
成像，有效屏蔽了非聚焦层面杂散光对成像产生的噪

声干扰。理论计算和实验表明，系统光学放大倍率为

55 倍，横向分辨率高于 2.19 μm，且具有较高的轴向

分辨率。系统还能对样品实时成像，帧频为 50 f/s，足

以用于对于细胞层级的样品进行实时观察，当系统使

用更高行频的 CCD 相机时，成像速度可以得到进一

步提升。系统结构简单，成本低廉，成像速度快，分

辨率高，未来可以根据得到的图像对样品进行三维重

构，得到三维立体图像，因此在生物细胞的在体观测

方面拥有较好的前景。 
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