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展现最清晰的图像细节
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激光扫描共聚焦的基础与组成

激光扫描共聚焦技术应用实例

激光扫描共聚焦成像常见问题交流

内容：



能
级

荧光物质，探针、
染料、蛋白...

照明光
(激发光) 荧光

(发射光)

低能级、
稳态

高能级、
不稳态

Stokes频移

荧光产生



1.激发光和发射光有特定波长分布，激发光谱和发射光谱

2.荧光波长＞激发波长（STOKES 法则）

3.荧光强度极小于激发光的强度

4.有不同程度的衰减

5.荧光强度取决于激发光强度、被检物浓度、荧光效率

 特性

荧光特性



荧光观察



• 发射滤色镜

•荧光透过,阻挡杂光

• 分色滤色镜

•反射激发光,荧光透过

＞A 透过

A

＜A  反射

nm

T%

＞B 透过

B

＜B 阻挡

T%

• 激发滤色镜（带通）

• 激发波长选择

T%

nm

滤色镜组

nm
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激光扫描共聚焦显微镜：光学CT

Laser

Sample

针孔

Pinhole

PMT
 照明方式：点照明
 成像方式：逐点扫描成像
 光源：激光

 通过针孔和逐点扫描去除标本的非
焦平面信息，提高图像清晰度，上
下移动Z轴进行三维重构

针孔尺寸 增大 减小

图像分辨率 低 高

Z轴光学切片 厚 薄

图像反差 低 高

图像亮度 高 低
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聚焦区域

宽场照明荧光显微镜

背景荧光

背景荧光

激光扫描共聚焦显微镜

激光扫描共聚焦显微镜：光学CT
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激光扫描共聚焦显微镜：光学CT
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激光扫描共聚焦显微镜的组成

• 高端荧光显微镜-物镜/滤光片/机架等配件

• 光源-观察用荧光光源和成像用激光

• 扫描单元-扫描振镜、速度、视野

• 检测器-点阵式、灵敏度

• 软件系统-操作性和分析功能
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高端荧光显微镜

12

3

IX73/83 BX53/63



OLYMPUS Scientific Solutions

• N.A. 数值孔径-分辨率
• 物镜类型-色差校正
• 物镜介质
• 工作距离

Rxy = 0.51*λ/ NA 

Rz = 1.4*λ*η / NA2 (η 折射率)

荧光亮度 I∝NA4/M2

高端荧光显微镜

例：GFP，100X/NA1.4

Rxy ≈ 200nm

Rz ≈ 500nm
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NA = 1.7 共定位最佳 活细胞或活组织

光学分辨率
R = k*λ/ NA
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VS

镜头色差校正对共定位的影响

较好 更好



Dr. K. Ito, Institute of Molecular and Cellar Bioscience, Tokyo University
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水浸物镜 硅油物镜

镜头折射率匹配对深层成像的影响



空气物镜 硅油物镜

3D view

Section View

3D view

镜头折射率匹配对深层成像的影响
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光源

普通激光光斑

全新激光光斑

• 全新7色全固体激光：光斑质量高，功率稳，耗电低，寿命长

• 激光反馈监控系统(Laser Power Monitor, LPM)

监控激光功率，保证长时间观察的激光稳定性

• 0.01%-100% 高精度激光强度调节，步进0.01%
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AOTF－声光调制滤光片

连续调节功率：0.1%激光强度调整，（FV3000可0.01%）

（普通ND滤色片只能1％调节）

快速调节光闸：局部刺激和扫描，普通ND滤色片速度慢

快速光闸控制+局部ROI扫描：完成FRAP、FRET等实验
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扫描单元

ZOOM 的意义？

Galvano单向扫描

能无限放大？
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常规高分辨率扫描单元
特点：点停留时间长，信噪比高

16 fps 512x512

共振/常规混合扫描单元
30 fps 512x512 全幅
438 fps  512x32   最快

特点：速度快，适用于追踪快速变化

FV31-SU

FV31-HSU

扫描单元
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• 点阵探测器

• 灵敏度高，响应快速（μs）

• 噪声低，增益大

• 可探测紫外、可见光和近红外辐射

PMT 光电倍增管——光信号转换成电信号并进行放大

检测器
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FV3000 制冷型 GaAsP 高灵敏检测器

Q
u

a
n

tu
m

 

E
ff
ic

ie
n

c
y
(%

)

Wavelength (nm)

D
a

rk
 C

u
rr

e
n

t 
(%

)

Temperature (℃)

量子效率提高 2X 信噪比提高 5X

Noise at 25 ℃ Noise at 15℃Normal PMT GaAsP

检测器



普通检测 高灵敏检测

Laser 0.1% 561nm

PMT 500V

Laser 8% 561nm

PMT 500V

灵敏度低 高激光激发 荧光淬灭，细胞状态差
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1980s 1990s 2000s

滤色片 棱镜 反射光栅

图解

分光线性 无
非线性分光（光谱分辨率

低）
线性分光（光谱分辨率

高）

效率 高 较高 低

缺点 波长选择性差 非线性、受环境影响大 光效率低

400

800

700

600

500

400

800

700

600

500

共聚焦荧光检测方式发展
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Volumn phase holographic diffraction grating

体相位全息衍射透射光栅

FV 3000 四通道全真光谱检测

每个通道的接收波长都可以单独灵活调节
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FV 3000 四通道全真光谱检测
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辅助配件

防震台
高精度、高稳定性载物台
活细胞控制系统
焦点防漂移系统

Z轴防漂移系统 ZDC2

• 自动聚焦
• 全程自动锁焦
• 连续跟焦

• CO2浓度，温度37℃，湿度
• 气体混合功能
• 灌流加药系统

活细胞控制系统
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高精度软件
模块化设计，简单易用



软硬件同步控制：

Sequence Manager  帮助您轻松设计复杂实验

高精度软件



• 荧光的激发和发射光谱

• 物镜、分光镜

• 共聚焦——光学CT、三维重构

• 针孔、点扫描

• 光谱检测

小结
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激光扫描共聚焦的基础与组成

激光扫描共聚焦技术应用实例

激光扫描共聚焦成像常见问题交流

内容：



四标标本：Brainbow AAV转染的浦肯野细胞的胞体、树突、轴突以及非特异性染色的粒细胞。

同步四色 全光谱通道

多色成像



37

DAPI（白） ：核
AlexaFluor488（緑）：蛋白1

Fast Red（赤） ：mRNA 2

AlexaFluor647（青）：mRNA 3

画像ご提供：
東京大学大学院 農学生命科学研究科
機能性食品ゲノミクス 應本真先生・松本一朗 客員助教授

小鼠味蕾细胞

4色荧光＋ 透射光成像：

多色成像
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三维成像

理化学研究所
脳科学総合研究

杉山真由 先生、
宮脇敦史 先生

斑马鱼胚胎，转基因 Fucci（绿：S/G2/M期，红：G1期）



血管三维重建和切割

加药前 加药后

三维成像



- Cetuximab: Alexa Fluor 647，antibody drug (red)

- Nature Killer cells: ZsGreen (green)

- Detection of dead cells: DAPI (blue)

Green: antibody drug, Red: PI

药物杀伤肿瘤细胞 长时间追踪成像

延时成像



100x objective, 488/561, 0.01%

延时成像
菌丝中蛋白的降解



斑马鱼4天的胚胎心脏

8 fps

100fps 看清每一次 心跳 的 细节 30fps 512 X 512全幅
Image data courtesy of; Director Naoki Mochizuki 

Department of Cell Biology, National Cerebral and Cardiovascular Center (Japan)

延时成像（快速）
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No data copy / No data transfer permitted

Image data courtesy of; Director Naoki Mochizuki 

Department of Cell Biology, National Cerebral and 

Cardiovascular Center (Japan)

EGFP标记血管内皮细胞

30fps 512 X 512全幅

438fps  看清每一个 运动 的 细节

延时成像（快速）
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宏观到微观
1.25X宏观超低倍成像物镜 10mm X 10mm

Image acquired with 1.25x

Image acquired with 10x

小鼠肾脏小鼠脑片

多点成像和大视野拼图



OLYMPUS Scientific Solutions

超声电动载物台

1.25X物镜，2X2成像，20mmX20mm

大鼠胚胎

多点成像和大视野拼图



Cerebral infarction in mouse brain slices，FITC staining 

1.25x objective

正常血管

血栓血管

多点成像



多点长时程成像

Multi Point Time-lapse 

imaging of HeLa cells .

17 hours observation



高分辨率拼图



高分辨率拼图

• 分辨率
• 速度

VS120 虚拟切片系统



Focus Map 辅助大图拼接

 大图拼接容易出现的问题：
标本表面不平整，片子放置不平

 每个视野软件自动3点聚焦：
确保最佳在焦平面

Without focus map Focus map



光刺激

先决条件：

• 高质量激光

• 高效精准的激光调控—AOTF

• 荧光蛋白的稳定特性

利用激光和荧光蛋白的特性进行相应的实验设计



OLYMPUS Scientific Solutions

光漂白
（photobleaching,PB）

光活化
（Photo-activation，PA）

光转化
（Photo-conversion，PC）

荧光染料共性
PA-GFP，

Dronpa（可多次反复擦写）
光诱导变色荧光蛋白Kaede

• PA-GFP：405nm活化，488nm成像，荧光强度大增
• Dronpa：强功率488nm擦除，低能量405nm活化，然后488正常成像，可以反复
• kaede：紫外照射，kaede从绿色荧光到红色荧光的不可逆光转换，488成像

光刺激



光刺激

基于PB：荧光漂白后恢复（FRAP）

1976年，Axelrod和Webb等人首次发表文章，描述漂白活细
胞中某区域后，测量荧光信号恢复速度的技术。



光刺激

基于PB：荧光漂白后恢复（FRAP）

1976年，Axelrod和Webb等人首次发表文章，描述漂白活细
胞中某区域后，测量荧光信号恢复速度的技术。

FRAP主要应用方向:
蛋白或分子的运动和扩散（扩散速度）；
细胞内结构的分隔和连接；
细胞结构之间的蛋白或分子的置换现象及速度；
蛋白质之间的结合特性，例如单个氨基酸突变对蛋白质缔
合的影响，药物或抑制剂等小分子对蛋白质对的作用等等；
与细胞较大结构结合的蛋白质固定化作用，如DNA，核膜，
细胞膜，细胞骨架等等。



光刺激

基于PA：光活化蛋白的应用
Ryoko Ando,

http://science.sciencemag.org/content/306/5700/1370/tab-pdf

ERK1-Dronpa

表皮生长因子辅助胞外调控激酶的运输



基于PC：光转化蛋白（Kaede）的应用

光刺激

Dynamic behavior of individual cells in developing organotypic brain slices revealed by 
the photoconvertable protein Kaede

神经元的视觉呈现：
神经元转染kaede cDNA后，用紫外光辐照，光转换后的红色荧光态的kaede，延
伸到树突和轴突区域



光谱分析

PtK2 cell stained by YOYO-1, Alexa488, Rhodamine and MitoTracker-Red

 CH1  500nm-620nm

 500nm 到620nm全光谱扫描，需要采集13 frames 。

单通道光谱检测（ TruSpectral Detection ）



0
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YOYO-1

TRITC

MitoTracker Red

0

0.5

1

500 550 600

Merge

光谱分析



信号分布在四个通道

即便不同荧光信号强弱差别较大，
依然可以得到很好的拆分结果

每一通道根据荧光信号强弱调整电压

多通道光谱检测（ TruSpectral Detection ）

光谱分析



GFP（细胞质内）FITC（细胞膜）

GFP（细胞质内）

FITC（细胞膜）

北京大学化学院

光谱分析
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二维

多通道

Z轴

时间

多点

拼图

光刺激

光谱λ

二维 +多通道

二维 +多通道 + Z轴

二维 +多通道 + 时间

二维 +多通道 + 多点

二维 +多通道 + 拼图

二维 +多通道 + Z轴+时间

二维 +多通道 + Z轴+拼图

二维 +多通道 + 时间+拼图

二维 +多通道 + 时间+光刺激

小结：
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激光扫描共聚焦的基础与组成

激光扫描共聚焦技术应用实例

激光扫描共聚焦成像常见问题交流

内容：



OLYMPUS Scientific Solutions

关于成像：

空间分辨率

光毒性
光漂白

时间分辨率/速度

深度

• 明确实验目的
• 理解各成像参数



OLYMPUS Scientific Solutions

关于成像：

一张完美的共聚焦图像该有的样子是什么？

• 分辨率高

• 信噪比高

• 图像亮度



关于成像：

• 分辨率高

1）高数值孔径的物镜（光学分辨率）

2）扫描分辨率（512X512，1024X1024）

3）有效的ZOOM
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• 信噪比高（S/N）

1）激光强度高，检测器电压适中

2）扫描速度慢，信噪比相对高

3）多次扫描取平均，去除随机噪声

4）去除非特异性信号——串色

关于成像：
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• 信噪比高 去除非特异性信号——串色

关于成像：

方案1：利用光谱型检测的优势，各通道的接收波长远离

优点：不降低采图速度； 缺点：牺牲光亮度
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• 信噪比高 去除非特异性信号——串色

关于成像：

方案2：序列扫描，依次激发和接收

优点：防串色更有效； 缺点：速度降低
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• 信噪比高 去除非特异性信号——串色

关于成像：

方案3：光谱分析

优点：更复杂串色的解决； 缺点：速度最慢

方案4：样本标记入手



OLYMPUS Scientific Solutions

• 图像亮度

关于成像：
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• 图像亮度

关于成像：
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关于成像：

• 图像亮度
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• 图像亮度

关于成像：
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• 图像亮度

关于成像：

 合理调节Laser/HV/Offset

 关注目标区域

 采集尽可能多的有效信号
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小结：

一张完美的共聚焦图像该有的样子是什么？

• 分辨率高

• 信噪比高

• 图像亮度

关于成像：
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关于荧光样品：

• 自发荧光：多种

• 有机荧光染料：FITC，Cy5，Alexa系列

• 荧光蛋白：GFP、YFP、RFP

• 无机离子：镧系稀土元素

• 量子点：激发谱线宽，发射谱线窄，好用但可选择性少

生物荧光来自于哪里？
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自发荧光
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F-actin stain for fixed cells



OLYMPUS Scientific Solutions

• 细胞：活细胞、固定细胞

• 石蜡切片（组织结构保存较长时间）

• 冰冻切片（能够比较完好地保存多种抗原的免疫活性，保存时间短）

• 活体活组织（动态变化的追踪）

关于荧光样品：
共聚焦显微成像中常见样品：
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• 荧光蛋白表达

• 细胞器的特异性荧光标记

细胞核（DAPI、Hochest），细胞骨架（鬼笔环肽），线粒体（Mitotracker），
溶酶体（LysoTracker），内质网（DiOC6），高尔基体（NBD C6-ceramie），

• 免疫荧光：

原理：利用抗原抗体特异性结合，抗体与荧光染料耦连

关于荧光样品：

荧光标记：

细胞

固定→脱水→包埋→切片→通透→抗原修复→封闭→抗体→染色→封片→观察
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固定→脱水→包埋→切片→通透→抗原修复→封闭→抗体→染色→封片→观察

保持形态结构以及抗原的免疫活性
——4%多聚甲醛

细胞

增加膜通透性，促抗原抗体结合
——TritonX-100

非特异性位点封闭，降低样品的背景信号
推荐1×PBS中加入5% BSA+10% 二抗种属来源的正常血清

直接法：一抗-荧光探针
间接法：一抗+二抗-荧光探针

复染，定位
DAPI，鬼笔环肽

关于荧光样品：

免疫荧光：



注意点：

1、样本状态好，固定前必须观察，如细胞的状态、密度

2、合适的一抗浓度，阳性对照预实验摸抗体的最佳浓度

3、阴性对照，即只有二抗染色的片子，作为背景荧光的对照

4、封闭时加入二抗来源的正常血清、注意降低抗体浓度，可有效降低背景

5、多重染色时正确选择一抗，二抗，一抗要求不同种属，二抗需同一种属，如

一抗来源为鼠、羊，则二抗可为兔抗鼠、兔抗羊

6、多重染色注意耦连荧光探针的发射光谱，尽量远离

7、加一抗之后的所有步骤样品不能干，否则背景荧光高

关于荧光样品：

免疫荧光：



“仪器+服务+应用支持”完整方案

 北京/上海/广州/沈阳/大连/西安/武汉/成都 8大处点

 十年以上工作经验，原厂硬件安装资质工程师 > 15人

 专业应用支持团队，博士/硕士，生物/光学背景 > 10人

 显微镜成像技术培训中心 C-TEC

Olympus C-TEC显微成像技术培训中心



谢谢！
陈达 15669085468  da_chen@olympus.com.cn 


