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激光扫描共聚焦显微镜方法通则
1  范围
本标准规定了激光扫描共聚焦显微镜的测定和分析方法。

本标准适用于一般激光扫描共聚焦显微镜的常规图像采集。
2  规范性引用文件
    下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 2609-2006  显微镜  物镜
GB/T 2985-2008  生物显微镜
  GB/T 9246-2008  显微镜  目镜
JB/T 8230.1-1999  光学显微镜  术语
3  术语和定义
JB/T 8230.1-1999界定的以及下列术语和定义适用于本文件。
3.1  
    波长  wavelength
指波在一个振动周期内传播的距离。
3.2  
    微分干涉  differential interference contrast,  DIC
微分干涉显微方法中，用于照明的线偏振光经特殊棱镜折射后分成两束,同时穿过样品的微小相邻部位;经另一棱镜将这两束光汇合,进行干涉;样品厚度上的微小差别转化为干涉信息，形成明暗区别,增加了样品反差。
3.3  
    孔径角  aperture angle
是物镜光轴上的物体点与物镜前透镜的有效直径所形成的角度。孔径角与物镜的有效直径成正比，与焦点的距离成反比。
3.4  
    数值孔径  numerical aperture，NA
是被检物体与物镜间媒质的折射率n与物镜孔径角半数（a/2）正弦值的乘积，简称NA，用公式表示为：NA=n·sin(a/2)。
3.5  
    分辨率  resolution
分辨率d=0.61λ/NA，式中d为分辨率，λ为光线的波长，NA为物镜的数值孔径。
3.6  
    放大率  magnification
指被检验物体经过物镜和目镜放大后，人眼所看到的图像大小与原物体大小的比值，是物镜和目镜放大倍数的乘积。
3.7  
    景深  depth of field
当显微镜调焦于某一物平面（对准平面）时，如果位于其前和后的物平面仍然能被观察者看清楚的话，则该两平面之间的距离，称为显微镜的景深。
3.8  
    视场  field of view, FOV
指在显微镜下单次目镜观察或激光扫描时能达到的最大视野的对角线长度看到的圆形视场内所能容纳被检物体的实际范围，在共聚焦中，激光扫描视场略小于目镜观察视场。
3.9  
    艾里斑  airy disk
由于光的波动性，光通过小孔会发生衍射形成明暗相间的条纹衍射图样，条纹间距随小孔尺寸的减少而变大。大约有84 %的光能量集中在中央亮斑，其余16 %的光能量分布在各级明环上。衍射图样的中心区域有最大的亮斑，称为艾里斑。
3.10  
    工作距离  working distance, WD
指试样调准焦点时的物镜前缘与试样表面（或物镜使用盖玻片时，与盖玻片顶面）的距离。
3.11  
    扫描速度  scanning speed
    指在指定扫描速度下的单位时间内激光扫描样品点的数量。
3.12  
    检测针孔  detection pinhole
    简称针孔。放置在检测器前的针孔，起到空间滤波器的作用，阻碍非聚焦平面散射光和聚焦平面上非焦点斑以外的散射光，以保证检测器所接收的光线全部来自于样品光斑焦点。
3.13  
    光电倍增管  photomultiplier tube, PMT
接收穿过检测针孔的光信号，将光信号转变为电信号传输至计算机成像。
3.14  
    共聚焦  confocal
激光光源经过分光镜分光，聚焦在样品焦平面某个点上，该点发射的荧光成像在检测针孔上，而该点以外的其它发射荧光均被检测针孔阻挡。照射在标本焦面上的光点与检测针孔是共焦点的，称为共聚焦。
3.15  
    明场  bright field，BF
光束透过标本后直接进入物镜，视场是明亮的，称为明场。
3.16  
    荧光观察  fluorescent view
以特定波长的激发光照射被荧光物质标记的标本，使之发出荧光，然后在显微镜下观察物体的形状及其所在位置。
4  方法原理
激光扫描共聚焦显微镜采用激光和检测针孔实现点照明和点探测。激光器发射一定波长的激发光，由物镜聚焦于样品焦平面上。样品被照射点激发产生荧光信号，经检测针孔到达检测器，并成像于计算机显示屏上。焦平面上每个样品点的荧光图像组成了一幅完整的共焦图像。样品上激光扫描点与检测针孔是共焦的，激光扫描过程中，只有样品焦平面被扫描点产生的荧光聚焦于检测针孔，并被检测器记录。来自非焦平面的荧光，均被检测针孔光栏阻挡，不能形成共焦图像。仪器成像原理见图1。
结合载物台上的微量步进马达或物镜的上下移动，使物镜聚焦于样品的不同层面上，获取该层的光学切片，从而得到样品各层面的系列连续光学切片，实现“显微CT”。连续光学切片可用于样品立体结构观察和图像的三维重建。若间歇或连续扫描样品某一层面（或一条线），并对其荧光进行定位、定性及定量分析，则可实现对该样品的实时监测。
[image: image1.png]pipin:s

ok





图1 激光扫描共聚焦显微镜成像原理图
5  试剂和材料
5.1  试剂
5.1.1  浸油
使用厂商提供的专用浸油。应按照物镜镜体上的标识规范使用浸油，不可混用。在使用浸油时还应注意不要把新鲜的浸油混入已经放置时间较长的浸油中去，否则会形成暗线并明显地影响像的质量。
5.1.2  超纯水
折射率1.333。
5.1.3  物镜清洗剂
使用厂商推荐的浸油清洗剂。
5.2  材料
5.2.1  擦镜纸
光学擦镜纸。
5.2.2  盖玻片
符合BS ISO8255-1:2011规定，玻璃材质，厚度约0.17 mm。
5.2.3  激光共聚焦培养皿
底部采用厚度为0.17 mm盖玻片的培养皿。
5.2.4  激光共聚焦培养板
底部采用厚度为0.17 mm的玻璃培养板。
6  仪器
6.1  仪器组成
激光扫描共聚焦显微镜主要由以下几部分组成：激光光源、扫描器（内装有扫描振镜、针孔光栏、分光镜、色散元件）、荧光探测器、荧光显微镜系统（装有微量步进马达或电动z轴物镜）、光学装置、计算机图像处理及控制系统。由计算机控制系统控制激光光源、扫描器及荧光显微镜系统，仪器各部分相互关系如图2所示。
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图2  激光扫描共聚焦显微镜各部分相互关系示意图
6.1.1  照明光源
由LED、卤素灯、汞灯或金属卤化物灯和激光器组成。
6.1.1.1 常用激光器
常用激光器如下：
——固体激光器：405 nm、440 nm、448 nm、488 nm、514 nm、552 nm、561 nm、638 nm；
——氩离子激光器：457 nm、477 nm、488 nm、496 nm、514 nm；
——氦氖激光器：594 nm、633 nm。
6.1.2  荧光显微镜
荧光显微镜基本性能应符合GB/T 2985-2008中各项要求。
配置有全自动荧光显微镜；荧光照明部件（如超长寿命汞灯）；多种荧光滤片；电动 Z 轴聚焦控制单元；电动精密 XY载物台；电动物镜转盘；电动DIC等。
6.1.3  扫描器
配置有图像获取所需的标准扫描器。
6.1.4  物镜
应符合GB/T 2609-2006规定，应有一组低倍和高倍的平场复消色差物镜组成，应考虑干镜、油镜和水镜的配比。倍率如10X，20X，40X（或50X），60X（或63X），100X等。
6.1.5  目镜
应符合GB/T 9246-2008规定，双目镜倍率一般为10X，视场大小一般为25 mm。
6.1.6  检测器
一般配备3个荧光检测器（光电倍增管或超高灵敏度检测器）和1个透射光检测器。
6.2  仪器性能
表1 激光共聚焦显微镜的主要性能和技术指标
	参数
	针孔
	标准检测器
	扫描放大(scan zoom)
	扫描速度
	扫描尺寸
	分光镜

	性能
	具有可调的针孔
	≥3个荧光检测器+1个透射检测器
	最大不小于40倍
	512x512采图分辨率下，速度不小于1帧／秒。
	至少包含
512 x512
1024 x1024
2048 x 2048
4096 x 4096
	入射角≤45°


7  试样制备
样品可根据种类、发光特性（自发荧光或者次生荧光）及实验需求，采取不同的制备技术，进行激光扫描共聚焦成像。
7.1  样品要求
适合于固定标本、培养细胞、活体小动物浅层细胞的观察。
7.2  样品制备
培养细胞应使用共聚焦观察专用培养皿进行培养，染色后直接用于共聚焦观察。固定标本样品（如组织切片，固定细胞等）染色后，选择0.17 mm厚的盖玻片并使用无荧光封固剂进行封片后进行共聚焦观测。液体样品可使用涂片的方法进行样品制备,直接用于共聚焦观察。进行DIC观测时需使用共聚焦专用培养皿或0.17 mm 厚的盖玻片。体积较大物品的表面荧光观察可将样品直接放置于盖玻片上进行。
7.3  样品保存
按需选择4 ℃或-20 ℃避光保存。
8  分析步骤
8.1  试样准备
首先应了解样品的理化特性和测试要求，以便选择合适的制样方法和实验步骤。根据测试要求按第7项的方法进行试样的准备。
8.2  检测前准备
8.2.1  启动所有仪器、设备，依次开启汞灯、显微镜、激光器、总控制器和软件。
8.2.2  开机后，确保仪器运行正常，可用植物标准品或三色荧光片进行仪器的测试。
8.2.3  检查科勒照明的调节方法：
a）选择10X物镜；
b）调焦，使标本清晰成像；
c）将视场光阑缩至最小；
d）上下调节聚光器，调至视场光阑边界清晰；
e）调节聚光器对中旋钮，使其居中；
f）放大视场光阑，使其刚刚外切于视野；
    g）取下一侧目镜，调节孔径光阑使大小为整个视野的2/3。
8.2.4  逐一检查各激光器的出光情况。
8.3  工作条件的选择
根据测定要求、样品观察目的物的大小尺寸及荧光标记物的激发和发射光谱情况选择合适的物镜、激光器、分光镜、检测器、检测范围及通道伪彩颜色等。
8.3.1  物镜的选择
根据放大倍数的要求选择合适的物镜或者根据清晰度的要求选择不同数值孔径（NA）物镜。
8.3.2  激光器的选择
根据试样荧光标记物的激发波长选择合适的激光器。
8.3.3  针孔，激光功率，检测器增益的选择
为得到清晰，色彩适中的图片，在满足要求的情况下，针孔一般设置为艾里斑=1；激光功率和检测器增益不宜过大，激光功率过大会加快荧光物质的荧光淬灭；检测器增益过大会带来背景噪点。
8.3.4  扫描方式的选择
选择单向或双向扫描，一般在预览时采用双向扫描以提高速度减少荧光淬灭，采集图像时则采用单向扫描以避免图像错位。
8.3.5  扫描尺寸和扫描速度的选择
扫描尺寸：预览时采用小尺寸如512 x512, 常规图像采集时至少采用1024 x1024（某些特殊实验除外）。
扫描速度：可选择512x512采图分辨率下，速度1帧／秒预览。如需增加亮度可放慢扫描速度。如需增加图像亮度或提高图像信噪比可采用图像叠加或平均模式。
8.4  光路调节
8.4.1  明视场透射光路调节
a）打开显微镜透射光卤素灯电源开关；
b）把滤色块移到空位
c）把起偏器和检偏器移出光路；
d）把聚光器模块切换到明场模式；
e）检查科勒照明（柯勒照明调节方法参看8.2.3）；
f）检查出光端口。
8.4.2 荧光场光路调节
    荧光场光路调节步骤如下：
a）打开荧光电源稍等片刻至光源指示灯不闪（关闭后15分钟后才可再次启动）；
b）确认透射光开关处于关闭状态；
c）检查出光端口；
d）选择合适的滤色块；
e）打开光闸，调节激发光强度，进行观察；
f）不观察时，把激发光光闸关掉，避免荧光淬灭。
8.4.3  微分干涉（DIC）光路调节
    微分干涉（DIC）光路调节步骤如下：
a）按照明视场透射光方法调节好显微镜；
b）把起偏器，检偏器移入光路；
c）按照物镜相应地插入物镜棱镜和聚光镜棱镜；
d）检查出光端口；
e）旋转起偏器，选择最佳显示效果。
8.5  图像拍摄
8.5.1  参数设定
8.5.1.1  在软件中打开光路配置窗口。选择好扫描模式后，在光路配置窗口进行光路配置。根据染料的激发及发射光谱，为各个通道选择被观察的染料，选择所要使用的激光器、分光镜、荧光通道、检测范围及伪彩，选择是否使用透射探测器，最后确认光路设置。
8.5.1.2 通过软件对扫描参数进行设置，包括扫描方式（单向/双向扫描）、图像精度、扫描速度、平均或累计方法等。
8.5.2  实时图像的获取
8.5.2.1  通过预览获取实时图像，调节各个通道的参数（激光能量，检测器增益，光谱检测范围）来调整各个通道的亮度。
8.5.2.2  对所选择区域的图像获取。利用选择工具进行扫描区域的设定，在所选择区域中通过预览获取实时图像，并调节各通道的参数来调整各通道的亮度。
8.5.3  二维（XY）图像拍摄
在实时图像亮度和扫描方式均设定的基础上，选择二维（XY）拍摄，即可获得所需的二维图像。
8.5.4  三维（XYZ）图像的拍摄
在实时图像亮度和扫描方式均设定的基础上，调出XYZ设定窗口，设定Z轴拍摄的范围（选取顶面和底面，对称范围，不对称范围等）和步进，进行三维光学切片拍摄。
8.5.5  二维时间序列（XYT）图像的拍摄
在实时图像亮度和扫描方式均设定的基础上，调出XYT设定窗口，设定拍摄的时长（一般为帧数）和间隔，进行拍摄。
8.5.6  其余图像的拍摄
根据仪器的配置和样品需求，在图像获取窗口选择相应的其他拍摄模式（如XYZT, XY+多通道、XY+大图等）进行图像的拍摄。
8.6  测定后仪器的检查
8.6.1  关机顺序
先关闭软件和电脑，再关闭共聚焦控制器，依次关闭显微镜各个控制部件电源，依次关闭各个激光器和激光器电源总开关。
8.6.2  镜头的清洗
使用过的镜头需采用专门的擦镜纸和专用的溶剂（见5.3）进行清洗。
8.6.3  显微镜的调节
取下样品，将物台或物镜降至最低，物镜转盘转到低倍物镜或空位。
9  分析结果的表述
根据需要提供单色或伪彩的单通道或多通道叠加的图片。
10  安全注意事项
应注意以下安全事项：
——仪器周围要远离电磁辐射源，有稳定的电源电压；
——环境清洁、干燥、无震动，周围无粉尘、无腐蚀性介质，如有些试样可能有腐蚀，应在测定前详细了解性能，做好防范措施；
——具有遮光系统，保证荧光样品不会被外源光漂白；
——控制工作温度在18℃～25 ℃；
——激光是一种强光，易对人眼等造成损伤。实验时应注意不要让激光直接射入眼睛，严格执行安全规则；
——使用完毕后，应注意显微镜及镜头的清洁。
注：本标准未提出使用此标准过程所碰到的其他安全问题，使用人也应做好必要的安全措施。
附录A
（资料性附录）

长寿命汞灯电源的使用
A.1  长寿命汞灯电源的使用应注意事宜
长寿命汞灯电源的使用应注意以下事宜：
——电源打开以后，大约15分钟左右光源达到稳定状态；
——电源关闭以后，至少要等15分钟才能再次打开；
——紫外线防护：在观察蓝色标本时，光源往往含有紫外线成份，应避免人眼直视光源。
附录B
（资料性附录）

物镜盖玻片矫正环的调节方法
B.1  物镜盖玻片矫正环的调节方法
物镜盖玻片矫正环的调节方法如下：
——调焦，使图像相对最清楚；
——把矫正环向一个方向转动一定角度，此时图像变模糊，调焦，使图像相对更清楚；
——判断此时的图像质量是否有所改善。如有改善，则按照该方向再旋转一定角度；如质量下降，则反方向旋转；
——重复前两个步骤直到图像质量改善之后又有所下降；
——反方向旋转，回到倒数第二次的位置即可。
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