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光片荧光显微镜特点及其应用
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摘　 要: 传统荧光显微镜由于对某些荧光分子存在光毒性、光损伤等方面的缺陷ꎬ无法满足对部分活体样本进行长时间

观测的需求ꎮ 光片荧光显微镜( ｌｉｇｈｔ ｓｈｅｅｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬＬＳＦＭ)是一种新型荧光显微镜ꎬ有别于激光共聚焦显

微镜ꎬ其特殊的正交光路设计和高效的信号采集装置ꎬ使其具备低光毒性、低光漂白、低光损伤和高时空分辨率等优良特

性ꎬ从而能对细胞及大尺度生物组织样本进行时空连续性较好的记录ꎬ尤其适宜于活体生物样品ꎮ 基于此ꎬ概述了光片

荧光显微镜的成像原理、成像优势、成像效果的改进与优化历程及其在生命科学领域应用所取得的研究成果ꎬ重点对近

三年相关应用进行了汇总ꎬ并简要介绍了其在神经生物学、发育生物学、动物细胞生物学和植物科学领域中一部分代表

性研究内容ꎬ最后ꎬ总结了光片荧光显微镜的优点与发展至今仍存在的不足ꎬ并对其在光遗传学和多组学研究中的潜在

应用进行了展望ꎬ以期为研究人员提供较为系统的光片荧光显微镜相关基础知识、最新的研究应用进展以及未来的潜在

应用方向ꎬ为研究人员提供参考ꎮ
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　 　 在生命科学研究领域中ꎬ激光扫描共聚焦显

微镜(ｌａｓｅｒ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬＬＳＣＭ)是
光学显微水平上观察生命活动的重要工具ꎬ但是

其成像模式会对样品和荧光分子产生较大的影

响ꎬ样品中等焦点以外的荧光分子仍然会被路过

的激光激发却不参与成像ꎬ等到更换共聚焦点再

次激发参与成像时可能会出现光漂白而导致失

真ꎻ在需要长时间观测高灵敏活性样品的研究中ꎬ
传统的共聚焦显微镜光毒性较大ꎬ会造成样品荧

光失活ꎬ无法满足高保真观测要求[１￣２]ꎮ 首个真

正 意 义 上 的 光 片 荧 光 显 微 镜 ( ｌｉｇｈｔｓｈｅｅｔ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬ ＬＳＦＭ)ꎬ又名选择平面光

照 明 显 微 镜 ( ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｐｌａｎｅ ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬ ＳＰＩＭ)ꎬ由 Ｈｕｉｓｋｅｎ 等[３] 在«科学»杂

志上于 ２００４ 年报道ꎬ距普通光片成像技术的提出

(１９０３ 年)及荧光显微镜的诞生(１９０８ 年)已有百

年ꎮ 光片荧光显微镜作为一种新型荧光显微镜ꎬ
采用不同于传统共聚焦显微镜的成像模式ꎬ大幅

降低光毒性ꎬ减少了光漂白现象的发生ꎬ解决了时

空连续性观测大型活体样品内部荧光信号成像难

题ꎮ 鉴于光片荧光显微镜在细胞生物学、发育生

物学以及神经生物学等领域的潜在应用价值ꎬ与

光片荧光显微镜同年诞生的«自然－方法»将其评

选为建刊十年以来十大生物学领域新技术

之一[４]ꎮ
基于此ꎬ本文简要介绍光片荧光显微镜的成

像原理、成像特点以及标志性改进成像质量的事

件ꎬ重点介绍光片荧光显微镜在神经生物学、发育

生物学、动物细胞生物学和植物科学领域的应用ꎬ
并对近年来代表性应用进行汇总ꎬ旨在帮助研究

人员快速了解该显微镜的基本原理及其在生命科

学领域中的应用ꎬ为相关领域的研究者提供参考ꎮ

１　 光片荧光显微镜的成像原理、特点与改进

１.１　 成像原理

光片荧光显微镜采用薄片层状光源取代了以

往荧光显微镜的圆柱状光源ꎬ利用柱面镜聚焦或

快速扫描高斯光束、贝塞尔光束等方式在探测物

镜的焦面产生非常薄的片状光场ꎬ在样品内形成

一块二维的光平面(ｓｈｅｅｔ)ꎬ平面内的荧光分子受

到光激发产生荧光ꎬ形成荧光平面ꎬ如同利用光束

在立体标本中切出切片一样ꎬ“光片(ｌｉｇｈｔ ｓｈｅｅｔ)”
之名由此而来[２ꎬ５]ꎮ 光片的产生方式主要有 ４
种ꎬ具体见表 １ꎮ

表 １　 ４ 种光片产生方式的比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｏｕｒ ｗａｙｓ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｌｉｇｈｔ ｓｈｅｅｔ

产生方法 原理 特点 商用显微镜型号举例 参考文献

柱面镜法
光束通过狭缝ꎬ再利用柱面镜
进行聚焦

最早出现ꎬ能量利用率低ꎬ仅可
利用高斯光束产生光片

Ｌｉｇｈｔｓｈｅｅｔ Ｚ.１ (Ｚｅｉｓｓ) [６]

扫描振镜法
由扫描振镜快速扫描光束ꎬ再
通过照明物镜聚焦

能量利用率高ꎬ可以采用贝塞尔
和艾里等无衍射光束产生光片

ＴｗｉｎＦｌｅｘ ( Ｌｅｉｃａ )ꎻ
ＭｕＶｉＳＰＩＭꎬ ＩｎＶｉＳＰＩＭ
(Ｌｕｘｅｎｄｏ)

[６]

场合成法

通过在傅里叶空间进行傅里
叶逆变换对照明函数行扫描ꎬ
得到时间平均值ꎬ进而可以生
成任何照明函数

极大的简化了光源的设计流程ꎬ
且有效降低光漂白与光损伤

－ [７]

非相干光法
非相干光作为光源ꎬ再通过编
码调制单元实现光调制

缓解成像存在阴影的问题ꎬ降低
光漂白与光损伤

－ [８￣９]

　 　 激光扫描共聚焦显 微 镜 ( ｌａｓｅｒ ｓｃａｎｎｉｎｇ
ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬＬＳＣＭ)通常只有 １ 个工作物

镜ꎬ基于落射式架构的共聚焦显微镜ꎬ其物镜同时

起到激光光源照明汇聚和样品成像的功能ꎬ利用

滤色镜将荧光以外的光过滤掉ꎬ再通过同一物镜

接收激发得到的荧光信号[１０]ꎮ 而光片荧光显微

镜通过 ２ 个物镜分别完成激发光的照射及荧光信

号的收集ꎬ将照明和探测成像两个功能分开ꎮ 片

状的激发光源通过一个照明物镜对样品从一侧进

行照射ꎬ横穿样品内部的扁平光束会在样品中形

成一个荧光照射平面ꎮ 这个二维平面与激发光的

轴向呈 ９０°ꎬ即照明激发光路与探测光路互相正

交ꎬ被与激发光束垂直排列的探测成像物镜和相

机所采集ꎮ 由于其激发装置和探测装置在同一平

面正交分布ꎬ而非在同一条竖线上排列ꎬ这使得放

置生物样本的承载容器也与传统显微镜的平板状
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载物台不同(图 １) [２ꎬ １１]ꎮ 受到这种装置结构的影

响ꎬ光片荧光显微镜的样品是装载在含有琼脂糖

或氟化乙丙烯的样品圆柱长管中的ꎮ 共聚焦显微

镜的样品通常承载在载玻片或培养皿等平面支持

物上ꎬ对样品有薄片状的要求ꎻ而光片荧光显微镜

采用的正交光路设计ꎬ使其具有较大的观测空间ꎬ
可以观测较大的样本ꎬ其样品可以是较大尺度的

完整胚胎、器官等[５]ꎬ如秀丽隐杆线虫[１２]、黑腹果

蝇[１３]、斑马鱼[１４￣１５]、夏威夷明沟虾[１６] 和小鼠[１７￣１９]

等模式生物的动物活体胚胎或器官ꎮ

图 １　 光片荧光显微镜的基本原理

Ｆｉｇ.１　 Ｂａｓｉｃ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｇｈｔ￣ｓｈｅｅｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

１.２　 成像优势

１.２.１　 低光毒性、光漂白性与低光损伤　 光毒性

(ｐｈｏｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ)是指在较长时间的强光照射下ꎬ活
体生物样本细胞内的有机分子会产生分解现象ꎬ
这是利用激光作为光源进行显微观测时无法避免

的[２０]ꎮ 光损伤(ｐｈｏｔｏｄａｍａｇｅ)是指长时间或是高

剂量进行激光扫描样品ꎬ令样品细胞内有机分子

受到破坏的现象[１]ꎮ 光漂白( ｐｈｏｔｏｂｌｅａｃｈｉｎｇ)指

的是荧光分子在光照下荧光褪色减弱的过程ꎬ几
乎所有的荧光团在光照下都会出现褪色[２１]ꎮ 光

毒性、光漂白和光损伤是荧光显微镜、共聚焦显微

镜观察样本常面临的负面效应ꎮ
共聚焦显微镜基于针孔结构ꎬ采用传统的光

发射－激发耦合模式ꎬ即光的发射与探测装置由

二向色镜等效在一条直线上排列且空间重合ꎮ 在

观测样品某一平面的时候将会使样品内大多数的

化合物都吸收光ꎬ这种无选择性的光照会增大光

漂白的影响ꎬ容易对样本造成较大的光损伤以及

光毒性作用ꎬ导致无法长时间连续观测活体样

本[２０]ꎮ 而光片荧光显微镜侧向照明的方式使其只

需照亮观测平面即可观测所要观测的成像面ꎬ使得

光毒性和光漂白效应降低几个数量级[２１]ꎬ解决了

共聚焦显微镜成像时无法长时间持续观测的问题ꎮ
１.２.２　 高时空分辨率 　 光片荧光显微镜采用了

宽视场的图像采集器如电荷耦合器件 ( ｃｈａｒｇｅ
ｃｏｕｐｌｅｄ ｄｅｖｉｃｅꎬ ＣＣＤ)相机和科研级互补金属氧

化物半导体相机 ( ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｍｅｔａｌ
ｏｘｉｄｅ ｓｅｍｉｃｏｎｄｕｃｔｏｒꎬ ｓＣＭＯＳ)ꎬ进行逐面成像ꎬ使
得被激发光所照射的平面所有的荧光信号都能被

检测到ꎮ 结合精确的采样定位系统便可以快速地

获得样品多层次的光学切片ꎬ还可在低光毒性的

基础上对活样本同时进行长时间的多色、多视角

成像[２０]ꎮ
最早的成像模式是保持光片固定不动ꎬ沿探

测光路轴向移动样品ꎬ但由于位移平台速度受限ꎬ
其成像速度只能达到约 １０ ｆｒａｍｅｓ􀅰ｓ－１ꎻ随后出现

了物镜耦合平面照明显微镜 ( ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ￣ｃｏｕｐｌｅｄ
ｐｌａｎａｒ ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬＯＣＰＩＭ) [２２]ꎬ主要是

通过保持样品静止ꎬ用移动速度较快的压电位移

平台沿轴向同时移动光片和探测物镜进行三维成

像ꎬ将成像速度提高到了 ２０ ｆｒａｍｅｓ􀅰ｓ－１ꎬ但仅适用

于产生高斯光片ꎬ其他类型的光片由于需要更复

杂的激发装置ꎬ无法满足 ＯＣＰＩＭ 的承重要求ꎻ再
往后出现了解耦合照明探测光片荧光显微镜

( ｄｅｃｏｕｐｌｅｄ ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ￣ｌｉｇｈｔ ｓｈｅｅｔ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬ ＤＩＤ￣ＬＳＦＭ) [２３]ꎬ在探测

光路中加入三次相位板(ｃｕｂｉｃ ｐｈａｓｅ￣ｍａｓｋꎬ ＣＰＭ)
来拓展探测装置的景深ꎬ成像速度可以达到 １ ６００
ｆｒａｍｅｓ􀅰ｓ－１(通过设置感兴趣领域减少相机使用像

素数目)ꎬ这种高时空分辨率的成像模式是其他

显微镜难以实现的ꎮ 但是在引入 ＣＰＭ 后ꎬ需经后

期去卷积处理抵消高速、宽视场成像所带来的分

辨率与对比度下降等问题ꎮ 国内也有相关研究ꎬ
如胡渝曜等[２４] 提出通过引入电动可变焦距透镜

(ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌｌｙ ｔｕｎａｂｌｅ ｌｅｎｓꎬ ＥＴＬ)与一维振镜ꎬ大幅

提高成像速度以突破移动探测物镜或移动样本等

方案的速度极限ꎬ使单幅图像稳定成像的速度达

到 ２７５ ｆｒａｍｅｓ􀅰ｓ－１ꎬ此外通过调整光路还有效地减

少了高时空分辨率成像过程中伪像的出现ꎮ
Ｇｒｅｅｒ 和 Ｈｏｌｙ[２５] 引 入 了 分 布 式 平 面 显 像

(ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｐｌａｎａｒ ｉｍａｇｉｎｇ)的技术ꎬ即在 ＯＣＰＩＭ
的基础架构中的镜筒透镜后置入锋利的棱镜镜面
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(ｋｎｉｆｅ￣ｅｄｇｅｄ ｐｒｉｓｍ ｍｉｒｒｏｒꎬ ＫＥＭ)ꎬ将图像截成两

部分ꎬ分别由 ＣＭＯＳ 相机接收ꎬ可以并行对两部分

图像处理ꎬ而后拼合ꎬ提高图像处理速度ꎬ支持深

达 ７００ μｍ、每秒扫描 ２８ ｍｍ 的成像ꎬ研究人员将

其命名为快速物镜耦合平面照明显微镜 ( ｆａｓｔ
ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ ｃｏｕｐｌｅｄ ｐｌａｎａｒ ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ)ꎮ
此外ꎬ与近年来快速发展的超分辨技术结合ꎬ也成

为光片荧光显微镜成像模式改进的热点之一ꎬ如
受激辐射损耗 － 光片荧光显微镜 ( ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ
ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｐｌａｎｅ ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬ ＳＴＥＤ￣ＳＰＩＭ) [２６]、相干结构照明－光片

荧光显微镜( ｃｏｈｅｒｅｎｔ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ ｌｉｇｈｔ
ｓｈｅｅｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬ ｃｓｉ￣ＬＳＦＭ) [２７]等ꎬ突
破了传统荧光显微镜的光学衍射极限ꎬ有效提高

了显微镜的分辨率ꎮ 如 Ｌｅｉｃａ 公司的 ＴｗｉｎＦｌｅｘ 可

以与自家的 ＳＰ８ 超分辨成像技术结合使用ꎮ

１.３　 成像效果的改进与优化

常见光源的光是容易产生衍射和散射问题的

高斯光束(Ｇａｕｓｓｉａｎ ｂｅａｍ)ꎬ存在观测视场与轴向

分辨率相互制约的问题ꎮ 有研究小组选择利用无

衍射光束解决这一问题ꎬ如利用艾里光束(Ａｉｒｙ
ｂｅａｍ) [２８]或贝塞尔光束(Ｂｅｓｓｅｌ ｂｅａｍ) [２９] 来代替

传统的高斯光束来产生光片ꎬ显著增强了高散射

的大型生物样品的体内细胞分辨率三维成像的信

号对比度和成像深度ꎮ Ｗａｎｇ 等[３０] 以 １ ３２０ ｎｍ
的近红外二区的连续激光为激发光ꎬ能够得到中

心波长为 １ ６００ ｎｍ 的发射光ꎬ对小鼠脑组织进行

非侵入式成像ꎬ成像深度达到 ２ ｍｍꎮ 利用光片荧

光显微镜观测样品过大仍会造成样本光吸收量和

散射过多ꎬ从而影响到成像的质量ꎮ 多向选择性

层状光照明显微镜(ｍｕｌｔｉｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｐｌａｎｅ
ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬ ｍＳＰＩＭ)的出现解决了这

２ 个问题:首先是从样品的不同角度成像ꎬ成像叠

加后的结果可以消除样品吸收所引起的激发路径

阴影ꎬ这个策略也可以解决贝塞尔光片由于旁瓣

的存在而导致的成像对比度下降问题ꎻ其次ꎬ从相

反的方向连续照射样品或者是成像后利用算法处

理得到优化后的结果ꎬ解决了在样品中散射过强

的问题[３１]ꎮ Ｙａｎｇ 等[３２]采用特殊设计的水浸式物

镜接收激发光ꎬ而后被相机采集ꎬ通过改变介质ꎬ
有效地提高了信号接收率ꎬ还可作为附加模块安

装到荧光倒置显微镜上ꎬ使其能够进行光片荧光

显微成像ꎮ

对于这种可以进行高时空分辨率成像的显微

镜来说ꎬ高频的机械偏移使图像质量下降ꎬ是一个

难以避免的问题ꎮ 张球等[３３] 提出利用 ４ｆ 系统和

ＣＣＤ 相机跟踪样品的位置并使用纳米平移台对

机械漂移进行补偿的方案ꎬ有效地减少了机械偏

移现象的出现ꎮ
在光片荧光显微镜允许尽可能多的光线通过

物镜的同时ꎬ使得衍射所产生的离焦信号被采集ꎮ
去卷积算法可以有效解决成像模糊的问题ꎬ去卷

积(ｄｅｃｏｎｖｏｌｕｔｉｏｎ)就是利用各种算法消除离焦的

图像信号或是对其进行重新分配ꎬ提高图像的对

比度和分辨率[３４]ꎮ 在单位算力价格逐步下降的

今天ꎬ计算密集型的去卷积算法愈来愈广泛地应

用在光片荧光显微成像中ꎮ 如 Ｚｈａｎｇ 等[３５] 采用

海森正则化(Ｈｅｓｓｉａｎ ｒｅｇｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ)算法和修改后

的去条纹算法(ｓｔｒｉｐｅ￣ｒｅｍｏｖａｌ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ)对图像进

行处理和重建ꎬ能够在较厚的光片中保持高成像

对比度和高信噪比的容积成像ꎮ 此外ꎬＦｅｉ 等[３６]

开发了一种新的光片荧光显微镜———亚体素光片

荧光 显 微 镜 ( ｓｕｂｖｏｘｅｌ ｌｉｇｈｔ ｓｈｅｅｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙꎬ
ＳＬＳＭ)ꎬ 通过支持向量回归机 ( ｓｕｐｐｏｒｔ ｖｅｃｔｏｒ
ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎꎬ ＳＶＲ )算法重建一批低分辨率图像ꎮ
重建 ４×ＳＬＳＭ 采集到的图像分辨率优于同倍数镜

ＳＰＩＭ 近百倍ꎻ４×ＳＬＳＭ 的分辨率略优于 ２０×ＳＰＩＭ
的分辨率ꎬ但成像速度是后者的 １０ 倍还多ꎬ且光

漂白显著低于后者ꎮ
目前针对不同的具体研究条件ꎬ产生了以正

交光路设计为核心的一系列光片荧光显微镜ꎬ如
在探测物镜焦平面上快速移动聚焦光束ꎬ形成一

个虚拟光片的数字扫描激光光片显微镜(ｄｉｇｉｔａｌｌｙ
ｓｃａｎｎｅｄ ｌａｓｅｒ ｌｉｇｈｔ ｓｈｅｅｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬ ＤＳＬＭ) [２０]ꎻ同
时利用 ３ 个物镜(２ 个照明物镜和 １ 个探测物

镜)ꎬ发射两束排在同一直线对射的光束激发样

品 的 多 向 选 择 性 层 状 光 照 明 显 微 镜

(ｍｕｌｔｉｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ ＳＰＩＭꎬ ｍＳＰＩＭ) [３１]ꎻ具有多个探

测物镜ꎬ可多向对立体样本进行信号采集的多视

角光片显微镜(ｍｕｌｔｉ￣ｖｉｅｗ ｌｉｇｈｔ￣ｓｈｅｅｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬ
ＭｕＶｉ￣ＬＳＦＭ) [５]ꎻ在倾斜样品内部形成倾斜光片ꎬ
可以对细胞、秀丽隐杆线虫性腺、果蝇幼虫脑部、小
鼠视网膜和脑切片以及整个棘鱼进行深达 ６６ μｍ 超

分辨成像的单分子倾斜平面显微镜(ｓｉｎｇｌｅ￣ｍｏｌｅｃｕｌｅ
ｏｂｌｉｑｕｅ￣ｐｌａｎｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙꎬ ｏｂＳＴＯＲＭ)[３７]等ꎮ

各大公司开发了许多商用光片荧光显微镜ꎮ
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一些显微镜套用的是传统显微镜镜筒装配架构ꎬ
将平面载物台替换为成像室ꎬ侧面有照射物镜ꎮ
另一些则是采用了集成化箱体设计的非传统显微

镜装配架构[５]ꎬ放弃了传统显微镜的架构使得光

片显微镜能在保留核心结构的同时ꎬ有了更多灵

活的装配空间来观测较大的立体样本ꎮ 如蔡司

(Ｚｅｉｓｓ)推出的 Ｌｉｇｈｔｓｈｅｅｔ Ｚ.１ꎬ呈箱式的外观与传

统显微镜相差极大ꎬ内部装载有含琼脂糖或聚全

氟乙丙烯的样本管ꎻ其他比较具有代表性的还有

徕卡 ( Ｌｅｉｃａ) 公司的 ＴｗｉｎＦｌｅｘ、 Ｌｕｘｅｎｄｏ 公司的

ＭｕＶｉＳＰＩＭ 和 ＩｎＶｉＳＰＩＭ 等ꎬＬｅｘｅｎｄｏ 公司生产的

这 ２ 款显微镜中ꎬＭｕＶｉＳＰＩＭ 还额外支持样品的

旋转功能ꎮ

２　 光片荧光显微镜的应用

光片荧光显微镜解决了传统的共聚焦显微镜

难以长时间观测以及无法对大体积活体样本的观

测问题ꎬ而这些问题恰恰是研究神经与发育生物

学等学科的核心要求ꎮ 截至 ２０２０ 年 １２ 月ꎬ被
Ｗｅｂ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ 数 据 库 收 录 的 以 “ ｌｉｇｈｔ ｓｈｅｅｔ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ”或“ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｐｌａｎｅ ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ”为关

键词的文献已有 ２ ２６３ 篇ꎬ包括但不限于对光片

荧光显微镜的改进和应用ꎮ

２.１　 光片荧光显微镜在神经生物学中的应用

光片荧光显微镜在神经科学领域的应用为中

枢神经系统的发育以及获得亚细胞分辨率的完整

哺乳动物大脑形态图像等研究提供了可能ꎻ使用

贝塞尔光束和艾里光束等无衍射光束还可以显著

增加混浊神经组织穿透深度的能力[１１]ꎮ 在观测

一些密度较大、易造成散射降低成像质量的样品ꎬ
如大脑、免疫器官、肿瘤组织等时需要作透明化处

理ꎬ方可达到更理想化的观测效果ꎮ Ｔｏｍｅｒ 等[１３]

对发育中的黑腹果蝇胚胎神经系统进行了高分辨

率的长期成像ꎬ并在体内建立了神经母细胞谱系ꎬ
还在整个早期胚胎中实现了精准的单细胞自动跟

踪ꎮ Ｈａｈｎ 等[１７] 在原有 ３ＤＩＳＣＯ ( ３￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ
ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｓｏｌｖｅｎｔ￣ｃｌｅａｒｅｄ ｏｒｇａｎ) 技术的基础上开

发出了一种新式组织透明技术 ｓＤＩＳＣＯ (ｓｔａｂｉｌｉｓｅｄ
３Ｄ ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆ ｓｏｌｖｅｎｔ￣ｃｌｅａｒｅｄ ｏｒｇａｎｓ)ꎬ对小鼠全脑

进行了高分辨率的荧光成像ꎮ 该技术的核心是由

１ 份苯甲醇( ｂｅｎｚｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ) 和 ２ 份苯甲酸苄酯

(ｂｅｎｚｙｌ ｂｅｎｚｏａｔｅ)配制而成的一种组织透明化试

剂 ＢＡＢＢꎬ它可以作为清除剂将所要观察周围无

关的联结组织清理掉ꎬ得到更好的深层组织成像

效果ꎮ 研究表明ꎬ通过 ＧＣａＭＰ 对斑马鱼大脑中

的钙离子的捕获进而产生荧光ꎬ发现丘脑对外界

光信号刺激ꎬ尤其是对若隐若现的光刺激起到感

应器的作用ꎬ并将这一信息传达至顶盖ꎬ使生物产

生逃离的反应[１５]ꎮ 光片荧光显微镜的低光毒性

保证了实现长时间检测脑部神经活动的可能性ꎮ
Ｍｉｓｈａ Ａｈｒｅｎｓ 实验室发现位于延髓后侧的一部分

去甲肾上腺素能神经细胞能够激活位于延髓侧部

的一部分胶质细胞ꎬ在必要的时候允许动物选择

放弃ꎬ抑制持续失败的行为[３８]ꎮ 其实验室在 ２０１８
年发表在«自然－方法» [３９] 和«神经元» [４０] 上的文

章提供了该研究使用的光片荧光显微镜、虚拟现

实、细胞消融术和光遗传学等技术详细的实验方

法与工具说明ꎮ 此外ꎬ还有研究小组首次发现了

斑马鱼的睡眠神经信号特征:大脑背侧皮层存在

低频率高幅度的簇状放电活动 ( ｓｌｏｗ ｂｕｒｓｔｉｎｇ
ｓｌｅｅｐ)ꎬ且端脑存在持续传播的神经信号波ꎬ表明

脊椎动物大脑中睡眠的共同神经信号可能出现超

过了 ４.５ 亿年[４１]ꎮ

２.２　 光片荧光显微镜在动物发育生物学中的应用

光片荧光显微技术以其低光毒性和可三维实

时成像为核心特性ꎬ解决了难以长时间对发育中

的生命体进行显微观测的难题ꎬ正在成为发育生

物学研究中必不可少的研究工具ꎮ Ｄｉｎｇ 等[４２] 利

用光片荧光显微镜与配套的荧光友好型组织清理

技 术 ( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ￣ｆｒｉｅｎｄｌｙ ｔｉｓｓｕｅ ｃｌｅａｒｉｎｇ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ)观测了新生儿以及小鼠心脏ꎬ量化了心

室尺寸ꎬ还定位了从出生后到成年小鼠心脏的心

脏特异性蛋白和离子通道的空间分布ꎮ 充分说明

了光片荧光显微技术极大地促进了发育生物学所

能观测到空间的广度和时间的长度ꎮ Ｗｏｌｆｆ 等[１６]

通过对一种海洋甲壳动物———夏威夷明钩虾的胚

胎发育过程进行持续长达数天的观察ꎬ随后对长

出的胸肢在单细胞分辨率下进行细胞重建ꎬ分析

发现正在生长的早期肢体原基会进一步划分出 ２
个分别进行前－后轴与背－腹轴发育的部分ꎬ并于

肢远端交汇ꎻ肢芽的形成与细胞增殖过程的空间

调控有关ꎬ同时肢体的伸长也受细胞分裂过程在

远－近轴上的优先取向的驱动ꎮ Ｄａｅｔｗｙｌｅｒ 等[１４]

同时对 ５ 个活斑马鱼胚胎进行成像ꎬ再以红细胞

图像作为训练数据ꎬ建立了一套可自动化处理并

０４１ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



分析数据集的平台ꎮ 通过平台的分析ꎬ得到了一

个记录有时间信息且能精准定量的三维血管网络

发育模型ꎮ 有研究报道ꎬ将光片荧光显微镜与微

粒图 像 测 速 ( ｍｉｃｒｏ￣ｐａｒｔｉｃｌｅ ｉｍａｇｅ ｖｅｌｏｃｉｍｅｔｒｙꎬ
μＰＩＶ)技术相结合ꎬ对 ３ ｄ 左右斑马鱼幼体的心

脏血液流动进行跟踪ꎬ根据流动数据模拟重建出

心脏血液流动的三维模型ꎬ此外还可测算出每次

泵动的血液流量[４３]ꎮ Ｍｃｄｏｌｅ 等[４４] 设计了一种智

能的光片荧光显微镜ꎬ能够自适应性的跟踪胚胎

发育过程ꎬ构建出小鼠胚胎从原肠胚形成到早期

器官发育的全过程ꎬ在此基础上该研究小组绘制

出了小鼠的高分辨胚胎发育图谱和细胞水平的命

运图谱ꎮ

２.３　 光片荧光显微镜在动物细胞行为相关研究

中的应用

光片荧光显微镜的低光毒性、低光漂白性和

低光损伤的特点ꎬ支持长时间对活细胞进行跟踪ꎮ
Ｒｅｎｋａｗｉｔｚ 等[４５]在借助光片荧光显微镜长时间跟

踪细胞行为时ꎬ发现了部分种类的癌细胞、中性粒

细胞以及 Ｔ 细胞等变形细胞可以利用细胞核衡

量路径宽窄ꎬ并以此来寻找细胞迁移过程中最易

通过路径的行为ꎮ Ｖａｒｇａｓ￣Ｐａｔｒｏｎ 等[４６] 对斑马鱼

幼体进行了含有荧光标记人胶质母细胞瘤

(ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ)细胞的异体移植ꎮ 通过利用光片

荧光显微镜的持续成像ꎬ结合流式细胞仪对细胞

增殖情况的分析ꎬ鉴定出了人胶质母细胞瘤细胞

的至少 ３ 个细胞增殖周期ꎮ 同时根据人胶质母细

胞瘤在斑马鱼体内的增殖和生长情况ꎬ认为其可

以作为临床前研究过程中评估抗增殖药物有效性

的模 型ꎮ 多 形 性 胶 质 母 细 胞 瘤 ( ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ
ｍｕｌｔｉｆｏｒｍｅ)会通过诱导血管生成和血管重构来改

变健康组织的血管网络ꎬ因此研究人员对小鼠大

脑进行 Ｕ８７ 与 ＧＬ２６１ 多形性胶质母细胞瘤的异

体移植ꎬ通过光片荧光显微镜的成像ꎬ建立了移植

前后的血管拓扑结构模型[４７]ꎮ 研究发现在整体

上基本拓扑结构保持一致ꎬ但在细节上发生了许

多微妙的改变ꎮ 移植后的血管拓扑结构具有较高

的肿瘤内和肿瘤间异质性ꎬ这有助于我们更好的

了解这一肿瘤对血管拓扑结构的影响ꎮ Ｐｒａｈｓｔ
等[１８]使用光片荧光显微镜对小鼠视网膜组织在

细胞和亚细胞水平进行快速、定量的三维及四维

时移成像ꎮ 相对于共聚焦成像时制片对视网膜结

构的破坏ꎬ光片荧光显微镜可以对整个眼部进行

成像ꎬ以避免破坏原有组织形态ꎮ 研究人员运用

该显微镜通过氧诱导视网膜病变模型( ｏｘｙｇｅｎ￣
ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ＯＩＲ)观测到诸如细胞移动异

常、细胞丝状伪足的改变以及之前从未观测到的

病态血管簇等现象ꎮ

２.４　 光片荧光显微镜在植物科学中的应用

近年来ꎬ在光片荧光显微镜在动物器官和胚

胎研究中应用越来越广泛的背景下ꎬ植物学家也

将其用作研究植物生理生化与发育的新工具ꎮ 研

究人员利用一种荧光能量共振技术结合光片显微

镜对拟南芥根尖细胞的胞质及核质中的 Ｃａ２＋进行

动态成像ꎬ跟踪其在不同刺激下 Ｃａ２＋的分布与浓

度变化ꎬ从而在植物发育与信号转导方面可以获

得植物体内高分辨率、在大组织体积深度方面获

得可忽略光漂白效应的更精确的研究结果[４８]ꎮ
Ｊｏｚｅｆ Šａｍａｊ 实验室分别对拟南芥[４９] 和紫花苜

蓿[５０]的根部细胞分裂过程进行长时间成像跟踪ꎮ
通 过 对 拟 南 芥 根 部 细 胞 中 磷 脂 酶 Ｄα
(ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ Ｄ ａｌｐｈａ １)与微管、网格蛋白小泡

(ｃｌａｔｈｒｉｎ￣ｃｏａｔｅｄ ｖｅｓｉｃｌｅｓꎬ ＣＣＶｓ)和网格蛋白小窝

(ｃｌａｔｈｒｉｎ￣ｃｏａｔｅｄ ｐｉｔｓꎬ ＣＣＰｓ)之间的定位ꎬ可知细

胞是否正在进行分裂ꎻ通过对紫花苜蓿根表皮和

皮层细胞微管中荧光标记的长时间连续跟踪ꎬ得
到根部生长速率的信息ꎮ Ｄｅ Ｃｏｌ 等[５１] 开发出基

于荧光能量共振转移的新型 ＡＴＰ 荧光感应蛋

白———ＡＴｅａｍ１.０３￣ｎＤ / ｎＡꎬ结合光片荧光显微镜

用于监测细胞质或细胞器 (如线粒体) 中的

ＭｇＡＴＰ ２－ꎬ 并 能 绘 制 出 诸 如 根 须 等 组 织 的

ＭｇＡＴＰ ２－含量与分布图ꎬ这套方案能够对活细胞

的 ＡＴＰ 能量代谢状况进行精准、高效的实时分

析ꎬ为活细胞能量代谢研究提供了高通量的研究

手段ꎮ 此 外ꎬ 利 用 对 拟 南 芥 花 的 种 系 分 化

(ｇｅｒｍｌｉｎｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ)现象进行多视角跟踪ꎬ在
亚细胞分辨率下重建出花的三维模型ꎬ观察到了

雌、雄胚子的减数分裂、花粉不对称分裂、减数分

裂过程中染色体的移动以及在绒毡层细胞中异常

的再组有丝分裂(ｕｎｕｓｕａｌ ｒｅｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｍｉｔｏｓｉｓ)等现

象[５２]ꎮ Ｓｌａｔｔｅｒｙ 等[５３]利用光片荧光显微镜监视叶

片内部光环境ꎬ对野生大豆和叶绿素 ｂ 突变体大

豆 Ｙ１１ｙ１１ 叶片的叶绿素与光合光能吸收率进行

了分析ꎮ 使用光片荧光显微镜不仅无需在叶片表

１４１陈炫亦ꎬ等:光片荧光显微镜特点及其应用



面进行多余的处理ꎬ还能避免荧光成像时叶绿素

所造成的误差和焦平面的光漂白现象ꎮ
综上所述ꎬ光片荧光显微镜以其宽视野、高时

空分辨率及低光毒性、低光损伤等的优势在现代

生命科学研究众多领域中迅速崛起ꎬ近年来代表

性的应用汇总见表 ２ꎮ

表 ２　 光片荧光显微镜在生命科学领域的应用

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＬＳＦＭ ｉｎ ｌｉｆｅ ｓｃｉｅｎｃｅ

物种 观测对象 光片荧光显微镜参与的主要研究内容 参考文献

线虫纲
秀丽隐杆

线虫
胚胎 长时间观测神经发育过程ꎬ对单个神经细胞及其细胞核结构成像 [１２]
成虫 建立了一种荧光光斑分析方法ꎬ用于评估线虫的活性 [５４]

辐鳍
鱼纲

斑马鱼

胚胎血管
同时对 ５ 个胚胎的血管发育过程进行连续数天的成像ꎬ得到整个胚胎
血管网络精确的发育模型

[１４]

幼体血管
结合微粒图像测速系统ꎬ利用荧光微粒可视化血液的流动并获得其流
速的信息

[４３]

幼体大脑

与线性重构结构照明结合ꎬ对幼体的神经活动进行双色成像ꎬ提高了
分辨率以及轴向和横向的对比度ꎻ记录视觉刺激过程中神经细胞的动
态变化ꎬ揭示了丘脑在生物体接受光刺激时辅助顶盖产生响应的作
用ꎻ对全脑的神经细胞进行动态成像

[１５ꎬ ５５￣５６]

幼体心脏
对幼体正在跳动的心脏以及其中的血细胞进行成像ꎻ对心脏跳动时的
收缩和舒张状态建立模型ꎬ结合作者开发的心肌机械变形位移分析方
法评估生理病理条件下的节段性心肌运动

[５６￣５７]

幼体肿瘤 结合流式细胞仪ꎬ鉴定出异体移植人胶质母细胞瘤的 ３ 个细胞增殖周期 [４６]

哺乳纲

小鼠

猪

大脑

心脏

肺

消化系统

视网膜

骨

肿瘤

房水引流
系统

对小鼠全脑进行了高分辨率的荧光成像ꎻ对 ＭＰＴＰ 损伤的小鼠帕金森
模型进行全脑酪氨酸羟化酶的成像ꎬ得到表达酪氨酸羟化酶神经细胞
的分布信息ꎬ有助于理解以多巴胺能神经元为靶点的化学物质对大脑
产生的影响ꎻ对体外培养小鼠的海马体组织长时间成像ꎬ观察并界定
了如胞啃等的小胶质细胞与突触互作行为ꎬ发现小胶质细胞促进树突
棘丝状伪足的形成ꎻ对小鼠全脑进行三维成像ꎬ研究血脑屏障对瘦素
运输的影响ꎬ发现脉络丛是控制瘦素进入脑部的关键结构ꎬ且瘦素的
浓度不受血脑屏障所限制

[１７ꎬ ５８￣６０]

结合组织清理技术ꎬ对 Ｉ / Ｒ 损伤的心脏进行成像与分析ꎬ有助于对新
的治疗方案进行评价ꎻ观测了小鼠心脏ꎬ量化了心室尺寸ꎬ还定位了从
出生后到成年小鼠心脏的心脏特异性蛋白和离子通道的空间分布

[１９ꎬ ４２]

结合组织清理技术ꎬ对肺部以及摄入肺部的纳米药物 / 颗粒进行成像ꎬ
揭示了肺纳米药物和纳米颗粒递送和沉积的动力学和机制ꎬ为研究肺
部给药方法提供支持

[６１￣６２]

通过对小鼠肠发育的成像ꎬ结合组学分析等ꎬ揭示了间充质细胞聚集
和小肠绒毛形成的机理ꎻ分别对小鼠的结肠黏膜进行激光共聚焦内
镜、光片荧光显微镜和磁共振成像ꎬ提供了多种有助于揭示肠炎症机
理的成像模式

[６３￣６４]

对小鼠视网膜组织进行成像ꎬ观测到如细胞移动异常、细胞丝状伪足
改变等细胞行为

[１８]

结合组织清理技术ꎬ对小鼠胚胎的骨超结构的形成过程进行成像ꎬ发
现 Ｓｏｘ９＋与 Ｓｃｘ＋祖细胞对长骨的形成有巨大贡献ꎬ促进了对长骨形态
与发育的认知

[６５]

对异体移植的 ４ 种 Ｂ 细胞非霍奇金淋巴瘤进行长时间观测ꎬ用于评估
达雷木单抗对癌细胞团的效力ꎬ为 ＣＨＯＰ 和 Ｒ￣ＣＨＯＰ 化疗方案的进一
步完善提供理论依据

[６６]

采用贝塞尔光束对猪房水引流系统的小梁网进行的高分辨成像ꎬ有助
于理解青光眼等房水引流系统致病机理ꎬ进而提出更好的预防和治疗
方法

[６７]
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物种 观测对象 光片荧光显微镜参与的主要研究内容 参考文献

哺乳纲 人

诱导多能
干细胞

脂肪干细胞

泌尿生殖
系统

肿瘤

免疫细胞

体外培养诱导多能干细胞ꎬ观察分化心脏微组织的结构与功能ꎬ还通
过对心肌细胞进行钙成像ꎬ检测其不同细胞的功能异质性ꎬ为研究组
织的结构－功能互作提供新见解

[６８]

结合组织清理技术ꎬ在小鼠大脑中观测人诱导多能干细胞源神经前体
细胞的分化ꎬ分化为神经细胞、星形胶质细胞和寡突胶质细胞ꎬ该研究
提供了一套研究干细胞分化的成像方法

[６９]

用于观测生物活性玻璃参与诱导脂肪干细胞的成骨分化ꎬ开创了新的
用于成骨分化和骨再生的立体水凝胶体外培养模式

[７０]

首次系统介绍了利用光片荧光显微镜对胚胎与胎儿内、外生殖器与肾
脏的样本制作、成像和体外建模等完整流程

[７１]

对上皮性卵巢癌组织进行成像ꎬ发现在癌细胞转移的过程中ꎬ血管构
造变的无序且密集ꎬ减少血流灌输可以有效抑制转移过程ꎬ为此类癌
症治疗提供了新思路

[７２]

在体外构建出肝癌细胞球状体ꎬ使用显微镜观察形态及其功能ꎬ发现
球状体中的肝细胞会发生极化并形成胆管ꎬ进行胆汁排泄ꎬ为特定组
织的相关研究提供新的思路

[７３]

对部分种类的癌细胞、中性粒细胞以及 Ｔ 细胞等变形细胞进行长时间
成像ꎬ研究发现其可以利用细胞核宽度寻找最佳运动路径ꎬ解答了白
细胞等为何能够快速通过致密组织ꎬ到达靶点的问题

[４５]

鸟纲 斑胸草雀 输卵管
对斑胸草雀的输卵管组织进行三维成像ꎬ研究精子的储存机制ꎬ发现
了一个可能影响精子选择的门状狭窄开口结构ꎬ这是首次对脊椎动物
的精子储存器官进行的三维成像与建模

[７４]

昆虫纲 果蝇 胚胎
建立了 ＳｉＭＶｉｅｗ 成像系统ꎬ对胚胎神经系统进行长时间成像ꎬ建立神
经母细胞谱系ꎬ实现了精准的单细胞自动跟踪ꎬ提供了高分辨的活体
成像方法

[１３]

甲壳纲
夏威夷
明钩虾

胚胎
对夏威夷明钩虾胚胎的腹肢发育过程进行长时间成像ꎬ这也为其他动
物四肢的发育提供了新的研究思路和见解

[１６]

头足纲 章鱼 胚胎
实现了章鱼卵的人工控制孵化ꎬ并对章鱼的胚胎进行成像ꎬ观测其发
育和器官发生事件ꎬ为头足类动物发育的研究提供支持

[７５]

珊瑚纲
尖枝列
孔珊瑚

珊瑚共生
微生物

结合组织清理技术ꎬ对珊瑚进行三维成像ꎬ还得到了共生微生物的丰
度和空间分布ꎬ以及对细胞行为的捕捉ꎬ为珊瑚相关研究提供了有力
的成像方法

[７６]

双子叶
植物纲

拟南芥

紫花苜蓿

大豆

花

根部

根部表皮
和皮层

叶片

对拟南芥花的种系分化现象进行多视角跟踪与计算机模拟重建ꎬ观察
到一系列生殖细胞的细胞活动ꎬ为植物有性生殖研究提供新思路

[５２]

对拟南芥根尖细胞胞质及核质中的 Ｃａ２＋进行动态成像ꎬ研究钙信号传
递的细胞活动

[４８]

对拟南芥根部细胞中磷脂酶 Ｄα 进行定位ꎬ结合其他蛋白质的信息ꎬ可
以确定细胞是否正在进行分裂

[４９]

开发出一种荧光感应蛋白ꎬ结合光片荧光显微镜成像ꎬ可以监测细胞
质或细胞器中的 ＭｇＡＴＰ２－ꎬ对活细胞的 ＡＴＰ 能量代谢状况进行定量
分析

[５１]

对根部进行成像ꎬ研究植物与 ４ 种真菌的互作关系ꎬ以及真菌对植物
分泌 ＩＡＡ 与 ＪＡ 的影响ꎬ为研究植物－微生物互作机理的研究提供新
思路

[７７]

对紫花苜蓿根表皮和皮层细胞成像ꎬ得到根部生长速率的信息 [５０]

对野生大豆和叶绿素 ｂ 突变体大豆叶片的叶绿素与光合光能吸收率
进行分析ꎬ发现叶绿素含量会极大地影响光衰减效应

[５３]
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丝胞纲 烟曲霉 菌体

对 ３ 种类型的小鼠侵袭性肺曲霉病模型肺部进行成像ꎬ观测菌体生长
与侵蚀小鼠肺部情况ꎬ揭示了抗真菌过程中肺泡巨噬细胞和多形核中
性粒细胞这 ２ 个关键免疫细胞群的空间分布、相互作用和激活事件ꎬ
有助于理解复杂的宿主－病原体互作和对小鼠模型的优化

[７８]

３　 展望

作为一类新式显微镜ꎬ光片荧光显微镜在保

持高空间分辨率和最小化光漂白与光毒性的同

时ꎬ进行容积成像ꎮ 该显微镜所具有的较低的光

毒性、高时空分辨率、宽视场、大型样本成像、与不

同激发态的相容性以及可以与其他现有成像技术

和组学分析相结合的特性日益发展成熟ꎬ将满足

科研领域日益增长的对整个生物体、组织和细胞

快速、温和条件成像的需求ꎮ
在光遗传学中ꎬ通过向神经元中导入特定基

因ꎬ表达的光敏蛋白能将光信号转换成电信号ꎬ再
利用光的有无控制神经细胞的活跃与否[１１]ꎮ 脑

的神经连接复杂ꎬ神经元之间连接转换处理各种

信号的数量是天文数字级别ꎬ而对某些神经官能

疾病ꎬ例如对某些行为的神经网络调控路线ꎬ我们

要有效的追踪哪些细胞与诸如语言迟滞、强迫症

等有关的神经疾病活动有关联———是激活行为还

是关闭行为ꎮ 因此或许可以将光片荧光显微镜同

光遗传学技术结合起来ꎬ利用 ＬＳＦＭ 对组织的光

照穿透力等特性ꎬ实现光控特定荧光标记细胞进

行细胞生物学过程的研究ꎮ 目前美国霍华德􀅰休

斯医学研究所的 Ｋｅｌｌｅｒ 课题组已经采用光遗传学

或化学遗传学的方法对神经通路进行干涉并应用

于研究中[３８￣３９]ꎮ 除此之外ꎬ光片荧光显微镜作为

高时空分辨率的观测装置ꎬ还可与当前热门的诸

如基因组学、转录组学以及蛋白质组学等多组学

研究乃至基因编辑技术相结合[７９]ꎬ通过将观察性

研究与构建细胞动态变化模型、细胞分子互作网

络的构建及信息整合挖掘的研究相联系ꎬ有望统

一长期以来对不同细胞种类定义研究领域“百家

争鸣”的局面ꎬ 为多维度认知细胞发育、行为和互

作关系等提供了有力的技术支持ꎮ 此外ꎬ大量的

图像数据已难仅靠人力进行处理ꎬ以图像识别领

头的一系列深度学习技术渐渐成为该领域标本信

息分析的“标配”ꎬ协助研究人员进行研究ꎻ反卷

积算法的应用能够有效解决宽视场成像所带来的

成像质量低的痛点ꎬ由此可以预见到愈来愈多计

算机科学元素的加入是未来光片荧光显微镜发展

的大势所趋[３５￣３６ꎬ ３８]ꎮ 光片荧光显微镜模块化的

装配模式ꎬ使其包容性足够大ꎬ有研究小组将其与

药物的高通量筛选系统结合ꎬ使得可以实时观测

药物对如神经活动作用的效果[８０]ꎮ
目前在光片荧光显微镜使用过程中仍会有一

些局限ꎬ譬如在观测心脏等器官时ꎬ残留的血红蛋

白会干扰荧光分子ꎬ产生假阳性信号ꎬ还会在观测

中遇到生理伪影等的问题[３０ꎬ ８１]ꎻ一些比较厚的组

织较强的光散射会造成成像质量不足[３０]ꎻ以及成

像所产生的数据常以太比特计量ꎬ需要大量的储

存介质保存ꎮ 但从目前应用来看ꎬ光片荧光显微

镜可以为细胞生物学、发育生物学以及神经科学

等提供独特优势的成像视域并促进学科的进一步

发展ꎮ
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