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激光扫描共聚焦显微镜活细胞成像方法优化 *
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摘要：激光扫描共聚焦显微镜可用于固定样品和活细胞样品的成像，近年来得到了广泛的应用。本文介绍了激光扫描共聚焦显微

镜的基本原理及其在活细胞成像中的应用，并以 FV10-ASW Viewer4.2软件为例，从扫描速度、分辨率、降噪、光电倍增调节、多参

数协同优化、成像质量评估、图像后期处理等多个角度总结了激光扫描共聚焦活细胞成像系统的方法优化和推荐参数设置。本文

的工作可以为活细胞实验提供一定参考。
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Optimization of Live Cell Imaging with Laser Scanning Confocal
Microscopy*

The laser scanning confocal microscope (LSCM) has been widely used in the imaging of fixed and live cell samples.

We introduced the basic principle of LSCM and its application in live cell imaging. Take FV10-ASW Viewer4.2 software as an example,

we summarized the optimization and recommended parameter settings of live cell imaging system from the aspect of scanning speed,

resolution, noise reduction, photomultiplier, multi-parameter collaborative optimization, imaging quality evaluation and post-processing.

This work may provide some reference for live cell experiment.

Laser scanning confocal microscopy; Live cell imaging; Parameter optimization

·技术与方法·

前言

激光扫描共聚焦显微镜（Laser Scanning Confocal Micro-

scope，LSCM）是一种在传统荧光显微镜的基础上发展起来的

技术，不仅用于固定样品的拍摄，还可用于活细胞样品的成像，

因此获得了广泛的应用 [1，2]。活细胞成像（Live Cell Imaging,

LCI）要求在不破坏细胞整体结构的条件下进行多靶点多通道

扫描成像。由于在拍摄过程中既要保持细胞结构的完整性和生

理活性，同时还要获得好的成像效果，以准确捕捉活细胞的真

实生理状态，所以与固定样品相比，活细胞样本的拍摄更具难

度，也对拍摄技术和成像系统提出了更高的要求[3-5]。本文根据

对激光扫描共聚焦活细胞成像系统的使用和优化经验，总结并

提出了一些实用的优化建议和方法，以期帮助初学者更好地使

用激光扫描共聚焦显微成像系统高效完成活细胞实验。

1 激光扫描共聚焦显微镜的原理和应用

激光扫描共聚焦显微镜利用激光束作为光源对荧光样品

进行激发，在样本焦平面的共轭焦平面上安装了一个微小的光

栏，即针孔，利用针孔来排除非焦平面信号进入探测器，针孔仅

允许样本焦平面的光通过，因而只有焦平面上的信号被检测

到，而非焦平面的信号被屏蔽。之后经过一系列光电成像部件

进行信息采集和信号放大，最后经过信号处理输出到计算机上

得到整个图像[6]。自 20世纪 80年代以来，激光扫描共聚焦显微

成像技术发展迅速，在提高分辨率和扫描速度、降低光毒性、活

体观察、大视野图像拼接和三维重建等方面的功能获得提升，

进一步扩展了其在生物医学领域的应用，例如：干细胞分化和

迁移的动态过程观察、药物对肿瘤细胞的作用和影响、生物大

分子的亚细胞定位和相互作用、细胞通讯及血脑屏障研究、囊
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泡和外泌体的功能研究、免疫细胞分型、肠道菌群研究等[7，8]。

激光共聚焦显微镜可以进行活细胞实验，用来观察细胞在

特定刺激下，细胞内某个结构或者荧光强度的变化等。对于活

细胞或者固定组织等样品一般可以进行 XY单通道或者多通

道二维成像，并可以对拍摄后的样品进行初步定量分析或者进

行细胞结构的定位分析等。细胞样品本身有一定的厚度，如果

要拍摄完整的细胞，可以进行 XYZ三维成像，或者拍摄活细胞

的动态变化进行 XYT三维成像或者 XYZT四维成像。除了可

以进行基础的 2D（XY），3D（XYT、XYZ）成像外，也可以进行

4D（XYZT）及 5D（XYZTP）等多维成像。此外，还可以进行复杂

实验的拍摄。比如，共聚焦显微镜加上特定硬件之后可以进行

荧光共振能量转移（FRET），荧光漂白后恢复（FRAP）及荧光寿

命成像（FLIM）等实验，满足多维度及细胞内部不同蛋白之间

相互作用过程的研究[9-11]。对于特殊实验，比如合成特定染料，

激发和发射波长与常用商业化染料不一致的，可以根据不同染

料的特点，调节特定的激发或者发射波长，也可以进行单个波

长激发，不同波段范围接收的调节，以达到预期的实验效果。对

于大的组织样品及需要大量统计的样品，可以根据需要及实验

目的进行快速实验的调节，或者大图拼接及多点拍摄来实现相

应的实验目的[12-14]。

2 活细胞成像技术概述

活细胞成像技术自 20世纪 60年代伴着绿色荧光蛋白的

发现而开始，并于 20世纪 90年代随着显微镜镜成像技术的进

步而发展。绿色荧光蛋白 (GFP)技术的出现为活细胞成像带来

一场改革[15]。活细胞成像技术彻底革新了生物学家研究细胞、

蛋白质以及众多分子之间相互作用和生理过程的方式。这项技

术使得科学家们可以实时或者在一段时间内观察细胞内部结

构和细胞生理过程。了解这些细胞结构和动态过程对于解释许

多细胞生物学问题是至关重要的。与固定细胞的成像研究中提

供的 "快照 "相比，对于动态变化的观察使得人们对细胞的运

动过程的认识更加深入。使用活细胞成像方法可以回答一系列

的生物学问题。最热门的应用包括细胞内相变的研究、细胞结

构组分的检测，动态过程的研究以及分子的定位等[16-18]。细胞完

整性、胞吞、胞吐、蛋白质转运、信号转导和酶活性等过程都可

以被检测[19，20]。此外，由于活细胞成像不容易引入实验伪影，它

通常能提供比固定细胞成像更加真实可靠的信息。

活细胞样品与固定样品在进行共聚焦成像条件设定时的

基本原则基本一致。为了获得可靠地数据，活细胞成像需要若

干特征来保持细胞的健康，其中重要的一项就是为细胞提供一

个最佳的生理环境。此时，科学家们在进行科学研究时不仅要

确保细胞的存活，还要将细胞保持在一个稳定的代谢状态，使

其不至于产生能够改变待观测过程的非特异变化。这就包括维

持温度、pH值稳定、湿度、活细胞生长所需的气体、并减少物理

震动。能提供最佳成像条件的一些系统属性对于活体成像来说

也是必要的。检测系统既必须对弱荧光样品足够敏感以获取目

标图像，又需要在背景噪声或者样品自发荧光之上获得高的信

号水平。为了捕捉动态过程，这个系统必须足够快；为了捕捉到

非常好的细节，必须拥有足够高的分辨率；为了精确的测量非

常微小的光强变化，检测系统同时也必须具有一个较宽的动态

范围[21，22]。同时满足分辨率、信噪比和速度三方面的需求是拍摄

任何样品特别是活细胞样品的终极目标，也是一大难点。

3 激光扫描共聚焦活细胞成像系统优化 （以

FV10-ASW Viewer4.2软件为例）
如何对激光扫描共聚焦显微成像系统进行参数优化，进

行活细胞拍摄，得到稳定和最佳的图像信噪比及分辨率，以降

低样品光毒性及荧光淬灭风险、真实反映活细胞的生理状态，

是进行活细胞成像的最终目标。以下将以 IX83激光扫描共聚

集显微镜系统上的 FV10-ASW Viewer4.2软件为例，从扫描速

度（Speed）、分辨率设置（Image Size）、是否进行降噪处理

（Kalman）、光电倍增光（PMT）电压值的设定、多参数优化处

理、成像质量评估和图像后期处理等多个角度进行讨论并提

供参考。

3.1 扫描速度控制

扫描速度指激光在每个像素点上停留的时间，激光在每个

像素点上停留的时间越长，提取到有效信息越多。但是由于在

一个像素点上停留时间越长就会造成由于光照而对样品造成

一定程度的损伤，特别是对光比较敏感的样品，停留时间过长

会对样品造成淬灭。所以对于扫描速度的选择要根据样品本身

情况选择合适的扫描速度，活细胞样品尽量选择比固定样品稍

快的扫描速度。速度太快，提取的有效信息相对较少，图像上会

有模糊的信号，图像质量不如速度慢的好，并且速度慢的信噪

比要高一些。所以速度慢的图像质量要好一些，但相对需要的

时间要长一些。对不同扫描速度下的花粉样品进行拍摄的结果

可以看出（图 1），扫描速度为 2 滋s/pix时，无法清楚拍摄到全部
细胞结构。随着扫描时间的增加，图像质量逐渐变好，可以清楚

拍摄到细胞结构，当扫描速度到达 8 滋s/pix时，再增加扫描时
间，不能明显提高拍摄效果，并且长时间拍摄会造成对活细胞

样品的淬灭。因此，根据实际需要调整要拍摄的速度，一般推荐

4-8 滋s/pix。
3.2 分辨率设置

图像分辨率的设定直接影响图像的质量，一般分辨率设置

越高，扫描速度就会越慢，图像尺寸大小也会越大，图像质量越

高（图 2）。对于大部分的固定样品，如果想要拍摄非常清晰的

图像，一般选择 1024伊1024进行拍摄；对于活细胞样品，特别是
对速度要求较快的活细胞样品的拍摄可以适当将图像分辨率

调小，以期达到快速及低漂白的目的。一般可以选择 800伊800
或者 512伊512即可。
3.3 降噪处理

激光共聚焦样品由于是逐点进行扫描，点成线，线成面进

行成像，在扫描过程中会产生随机噪点，所以在拍摄过程中一

般可以选择多次扫描进行平均的方法，尽可能减少随机噪点，

以提高图像信噪比（本文中以图中最高荧光信号强度与最低荧

光信号强度的比值 S/N暂作为信倍比）。一般可以将 Kalman设

为 2-4（图 3）。一般线或者面平均次数越多，随机噪点就会越

少，得到的图像质量越清晰，图像信噪比就越高。但是需要的时

间就会成倍的递增，同时也会对样品造成一定程度的损伤，特

别是对光敏感的活细胞样品，可能扫描一次就会产生淬灭现

象，或者活细胞样品运动比较快，在进行平均降噪的过程中活

细胞快速的动态过程就不能被迅速捕捉到，这种情况下为了保
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图 1不同扫描速度下成像效果比较

醋栗花粉组织样品，拍摄参数为：PMT(HV)=680, Image Size=1024伊1024, Kalman=2.（a）扫描速度为 2 滋s/pix；
（b）扫描速度为 4滋s/pix；（c）扫描速度为 8 滋s/pix;（d）扫描速度为 12.5 滋s/pix。每一组图右图为左图红框范围的局部放大

Fig. 1 Comparison of imaging quality at different scanning speeds

Gooseberry pollen tissue sample with the following parameters: PMT(HV)=680, Image Size=1024伊1024, Kalman=2.
(a) The scanning speed is 2 滋s/pix; (b) The scanning speed is 4 滋s/pix; (c) The scanning speed is 8 滋s/pix; (d) The scanning speed is 12.5 滋s/pix.

The image on the right of each set is a partial enlargement of the red box range on the left

图 2不同分辨率设置成像效果比较

醋栗花粉组织样品，拍摄参数为：Speed=8 滋s/pix, Kalman=2. a-f为在其他条件一致的情况下，
不同分辨率设置下图像缩放到相同大小时的清晰度效果

Fig. 2 Comparison of imaging quality with different image size settings

Gooseberry pollen tissue sample with the following parameters: Speed=8 滋s/pix,
Kalman=2. a-f are the images scaled to the same size with different image size settings under the same condition

证细胞正常状态应减少或者不做降噪处理。

3.4 光电倍增调节

光电倍增管即 PMT上的电压在一定范围内，随着 PMT电

压的增加，样品亮度会相应提升，但是 PMT电压也不能无限增

加，当电压增加到一定程度(即 HV为 800以上)再增加时，背景

信号就会增加非常明显（图 4）。所以，PMT值建议在一定范围

内调节，不能调节太高或者太低。对于对光比较敏感并且荧光

强度又非常弱的活细胞样品，为了保证细胞的完整性可以适当

降低激光强度，将 PMT电压值稍微调高一些，牺牲一定的图像

信噪比来保证活细胞长时间拍摄的相对稳定。也可以选择高灵
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图 3不同降噪处理下成像效果比较

醋栗花粉组织样品，拍摄参数为：Speed=4 滋s/pix, Image Size=1024伊
1024.（a）没有对图像进行降噪处理（Kalman=0），

图像随机噪音较多；（b）对图像进行了降噪处理（Kalman=2），

减少了随机噪音，细胞结构更清晰

Fig. 3 Comparison of imaging quality under different denoising treatments

Gooseberry pollen tissue sample with the following parameters:

Speed=4 滋s/pix, Image Size=1024伊1024. (a) The image is not de-noised
(Kalman=0), and the image has a lot of random noise; (b) The image was

de-noised (Kalman=2), which reduced the random noise and made the cell

structure clearer

图 5多参数协同优化和成像质量评估

小鼠肾细胞样品，拍摄参数为：Speed=8 滋s/pix, Image Size=1024伊1024.（a）参数调节合适；（b）a对应图像动态范围；（c）图像亮度过高；
（d）c对应图像动态范围；（e）背景扣除过多；（f）e对应图像动态范围；（g）图像亮度过低；（h）g对应图像动态范围

Fig. 5 Multi-parameter collaborative optimization and imaging quality evaluation

Mouse kidney cells sample with the following parameters: Speed=8 滋s/pix, Image Size=1024伊1024. (a) Appropriate parameter adjustment;
(b) the dynamic range of image a; (c) Image brightness is too high; (d) the dynamic range of image c; (e) Excessive background deductions;

(f) the dynamic range of image e; (g) Image brightness is too low; (h) the dynamic range of image g.

图 4光电倍增调节对成像效果的影响

醋栗花粉组织样品，拍摄参数为：Speed=4 滋s/pix,
Image Size=1024伊1024, Kalman=2. (a) PMT电压调高，PMT(HV)=850；

(b) PMT电压调低，PMT(HV)=620

Fig. 4 Influence of photomultiplier regulation on imaging quality

Gooseberry pollen tissue sample with the following parameters:

Speed=4 滋s/pix, Image Size=1024伊1024, Kalman=2. (a) the PMT voltage

is a higher value, PMT(HV)=850;

(b) the PMT voltage is a lower value, PMT(HV)=620

敏度光电倍增管 GAasp或者 HyD提升灵敏度。

3.5 多参数协同优化和成像质量评估

对于不同的样品需要综合各个参数进行优化，达到最佳的

实验效果。对于不易漂白的固定样品，为了得到最佳图像质量，

可以将扫描速度调低、图像分辨率调大，PMT电压调到相对较

低并通过降噪处理来综合优化图像质量。对于相对容易漂白，

同时对速度要求比较快的活细胞样品，可以将扫描速度提升，

图像分辨率调小，PMT电压调高，减少或者不降噪来实现活细

胞样品快速运动及样品光漂白、光淬灭的问题。同时如果条件

允许的情况下，可以根据样品特点选择其他类型的仪器，比如

速度更快分辨率更高的转盘共聚焦显微镜或者宽场荧光显微

镜进行高速活细胞成像，同时减少对样品的光损伤及淬灭。不

论对于活细胞还是固定样品，如何达到最佳的成像效果是一个

需要进行多参数综合调节的过程，而图像的动态范围可用于评

估成像质量，这里以小鼠细胞样品为例来说明图像动态范围和

成像质量的关系。进行多参数协同优化，要确保图像亮度合适，

尽量充满整个图像的动态范围，参数既不要太高，也不能太低

（图 5 a-b）；如果参数太高，将会导致图像过曝，不能清晰地将

细胞结构呈现出来（图 5 c-d）；背景（offset）扣除过多，细胞内微

弱的结构将被扣除，不能在图像中展现出来（图 5 e-f）；信号调

节太弱，亮度不能充满整个动态范围（图 5 g-h），造成部分浪费。
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3.6 图像后期处理

样品拍摄完成之后可以对样品进行后期的处理分析与统

计，可以利用仪器对应的离线软件进行简单的数据导出，标尺

的标定，测量，图像对比度的调节等。如果需要深入精确的分析

可以利用 Imagj（Fiji）等开源软件进行分析，也可以利用商业化

的软件 Imaris、IPP等专业的图像处理软件或者自己编程的软

件进行分析与处理，具体要根据分析目的进行选择。

4 小结与展望

活细胞成像技术可以捕捉细胞运动过程的信息，结果直观

可靠，在生物医学领域正得到越来越广泛的应用，如观察细胞

的结构与组分、观察胞吞胞吐等动态过程、研究蛋白转运和信

号转导、研究分子的细胞定位等[23-25]。使用激光共聚焦显微镜系

统进行活细胞成像，具有快速直观，简单易操作的优点。本文介

绍了激光共聚焦显微镜的原理和活细胞成像的应用，对不同扫

描速度、不同分辨率设置、降噪参数设置、光电倍增调节、多参

数协同优化和成像质量评估、图像后期处理等多方面通过实

例，对不同参数条件下激光扫描共聚焦显微镜成像效果进行分

析和比较，并提出了活细胞拍摄参数的优化方法和建议，该方

法对拍摄其他样品同样适用。相信随着科学技术及成像技术的

发展，未来会有更多的新技术及方法应用到科学研究中。
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