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体式（荧光）显微镜 



Leica DLS 

Leica SP8 

Zeiss LSM 710 NLO 

现有激光扫描共聚焦显微镜 

Leica STED 



共聚焦——定义 

        以激光作为激发光源，采用光源针孔与检

测针孔共轭聚焦技术，对样本进行断层扫描，

以获得高分辨率光学切片的荧光显微系统。 



Rat Brain, Double labelling: 

Green: Neurons, Blue: Nuclei 

宽场荧光显微镜成像原理 



PMT 

Laser 

Rat Brain, Double labelling: 

Green: Neurons, Blue: Nuclei 

 
 

共聚焦显微镜成像原理 

Pinhole（针孔） 



Laser 

Sample 

PMT 

Pinhole 

共聚焦扫描方式 

XY scanning 



光学切面和三维信息采集 

Z-Drive 

光学切片的厚度 d 取决于： 

 物镜NA      针孔大小      发射波长 



共聚焦基本结构 

• 激光光源 

 

• 扫描模块（包括光路通道、针孔、扫描镜、检测器） 

 

• 倒置或者正置荧光显微镜 

 

• 数字信号控制处理系统 ：计算机、数字信号处理器等 

 

• 图像输出设备：显示器、存储器 
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共聚焦分光检测系统 

90° 



共聚焦PMT检测器 
 

多碱性阴极 

入射到PMT（光电倍增管）的光经过以下过程后才能输出信号： 

（1）荧光到达光阴极面，发生光电转换，放出光电子（外光电效应） 

（2）光电子经聚焦极汇集到第一倍增极，然后再相继经过各倍增极（发射二次电子），进行

二次电子倍增 

（3）最后由末极倍增极发射的二次电子通过阳极输出。 



波长（nm） 

 

 超高灵敏 

 低噪声 

 大动态范围 

 快速响应 

光子探测效率
（PDE）比较 

HyD™: 超高灵敏检测器 



物镜 



 单张光学切片功能 

 多通道序列扫描 

 连续光学切片，三维图像重构 

 时间序列扫描 

 大视野拼图 

 多点标记扫描 

 光谱扫描 

 光操作 

共聚焦的功能及优势 



共聚焦的功能及优势 

 单张光学切片功能：高清晰度、高分辨率图像采集， Pinhole、去除杂散光，

实现“光学切面” 

 多通道序列扫描 

 连续光学切片，三维图像重构 

 时间序列扫描 

 大视野拼图 

 多点标记扫描 

 光谱扫描 

 光操作 







共聚焦的功能及优势 

 单张光学切片功能，高清晰度、高分辨率图像采集， Pinhole、去除杂散光，

实现“光学切面” 

 多通道序列扫描：多色荧光标记成像，避免荧光串色 

 连续光学切片，三维图像重构 

 时间序列扫描 

 大视野拼图 

 多点标记扫描 

 光谱扫描 

 光操作 







共聚焦的功能及优势 

 单张光学切片功能，高清晰度、高分辨率图像采集： Pinhole、去除杂散光，

实现“光学切面” 

 多通道序列扫描：多色荧光标记成像，避免荧光串色 

 连续光学切片，三维图像重构：通过Z-stack扫描，用软件重构细胞组织内3D

真实空间结构 

 时间序列扫描 

 大视野拼图 

 多点标记扫描 

 光谱扫描 

 光操作 













共聚焦的功能及优势 

 单张光学切片功能，高清晰度、高分辨率图像采集： Pinhole、去除杂散光，

实现“光学切面” 

 多通道序列扫描：多色荧光标记成像，避免荧光串色 

 连续光学切片，三维图像重构：通过Z-stack扫描，用软件重构细胞组织内3D

真实空间结构 

 时间序列扫描：: xyt 、xyzt 和 xt 扫描等，可以对Ca2+、pH及其它细胞内离子

进行动态测量 

 大视野拼图 

 多点标记扫描 

 光谱扫描 

 光操作 













共聚焦的功能及优势 

 单张光学切片功能，高清晰度、高分辨率图像采集： Pinhole、去除杂散光，

实现“光学切面” 

 多通道序列扫描：多色荧光标记成像，避免荧光串色 

 连续光学切片，三维图像重构：通过Z-stack扫描，用软件重构细胞组织内3D

真实空间结构 

 时间序列扫描：: xyt 、xyzt 和 xt 扫描等，可以对Ca2+、pH及其它细胞内离子

进行动态测量 

 大视野拼图：Tilescan对大样品完整成像 

 多点标记扫描 

 光谱扫描 

 光操作 









共聚焦的功能及优势 

 单张光学切片功能，高清晰度、高分辨率图像采集： Pinhole、去除杂散光，

实现“光学切面” 

 多通道序列扫描：多色荧光标记成像，避免荧光串色 

 连续光学切片，三维图像重构：通过Z-stack扫描，用软件重构细胞组织内3D

真实空间结构 

 时间序列扫描：: xyt 、xyzt 和 xt 扫描等，可以对Ca2+、pH及其它细胞内离子

进行动态测量 

 大视野拼图：Tilescan对大样品完整成像 

 多点标记扫描：Mark and Find设置后自动多次多点分别成像  

 光谱扫描 

 光操作 





共聚焦的功能及优势 

 单张光学切片功能，高清晰度、高分辨率图像采集： Pinhole、去除杂散光，

实现“光学切面” 

 多通道序列扫描：多色荧光标记成像，避免荧光串色 

 连续光学切片，三维图像重构：通过Z-stack扫描，用软件重构细胞组织内3D

真实空间结构 

 时间序列扫描：: xyt 、xyzt 和 xt 扫描等，可以对Ca2+、pH及其它细胞内离子

进行动态测量 

 大视野拼图：Tilescan对大样品完整成像 

 多点标记扫描：Mark and Find设置后自动多次多点分别成像  

 光谱扫描：自发荧光、串色荧光的准确分离 

 光操作 







 单张光学切片功能，高清晰度、高分辨率图像采集： Pinhole、去除杂散光，

实现“光学切面” 

 多通道序列扫描：多色荧光标记成像，避免荧光串色 

 连续光学切片，三维图像重构：通过Z-stack扫描，用软件重构细胞组织内3D

真实空间结构 

 时间序列扫描：: xyt 、xyzt 和 xt 扫描等，可以对Ca2+、pH及其它细胞内离子

进行动态测量 

 大视野拼图：Tilescan对大样品完整成像 

 多点标记扫描：Mark and Find设置后自动多次多点分别成像  

 光谱扫描：自发荧光、串色荧光的准确分离 

 光操作：光激活、光转换、光损伤、光漂白等实验 

共聚焦的功能及优势 



PA-GFP and HcRed 
cotransfected NRK cells 

光激活 

paGFP  



BMP signaling is required for nkx2.3-positive pharyngeal pouch progenitor specification in zebrafish 

nkx2.3-EosFP 

光转换 



 测量质膜或胞质不同组分的侧向扩散； 

 研究不同条件下(如细胞缺氧性损伤)膜

受体和脂质的迁移； 

 研究细胞骨架动力学； 
COS cells expressing p75-GFP 
Courtesy Prof. Dr. Ralf Jacob, University Marburg 

光漂白 



2020，EMBL，Matteo Rauzi and Lars Hufnagel，Scientific Reports 

1025nm 
脉冲激光 

光损伤 



图像处理及数据分析 

图像处理： 

• 编辑：Crop、Merge、Project 

• 调整：去背景、对比度 

• 去噪：滤镜、椒盐噪声 

• 去卷积：Huygens、Lightning 

• 3D重构 

图像分析： 

• 细胞计数 

• 荧光强度 

• 共定位分析 



• 图像处理-Crop 



• 图像处理-Merge 





• 图像处理-Projection 



• 图像处理-对比度、去背景 



• 图像处理-常用滤镜 

Median滤镜 

Gaussian Blur滤镜 



• 图像处理-Despeckle去椒盐噪声 



• 图像处理-Huygens 



• 图像处理-3D重构 



• 图像分析-细胞计数 

 细胞形状规则，可以和背景分离 

 细胞形状不规则，且细胞重叠 



• 图像分析-荧光定量 

半定量分析 

 平均荧光强度 

  ROI荧光强度 

 单细胞荧光强度 

 3D荧光强度 





• 图像分析-共定位分析 



Colocalization Rate 

 Scatter Plot散点图 

Plot  profile图 

Manders' 
Colocalization 
Coefficients (MCC) 
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 普通共聚焦成像及FRAP、FRET、光转化、光激活等特殊成像      
   用于测定荧光强度、共定位、三维重构和蛋白动力学数据和蛋白相互作用等结果 
 

 双光子共聚焦成像 
   利用双光子激发化学合成小分子纳米材料标记目标蛋白，或进行厚样品的深度观察 
 

 超分辨STED成像     
   获得分辨率XY≤120nm的全光谱超高分辨率成像 
 

 特定单细胞或区域制备 
   在显微镜下精确从各种各样的组织样本中分离出特定的单细胞或整个区域的组织 

 
 

 病理玻片扫描 
   批量、高清、快速、多通道扫描 

光学成像技术平台已熟练开展的检测项目 



组织切片制样及切片扫描 


