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激光扫描共聚焦显微成像技术与应用
李成辉，田云飞，闫曙光

（四川大学 分析测试中心，成都 610064）

摘要：激光扫描共聚焦显微镜已成为生物及医学等领域重要的研究手段。为了更充分、灵活地运用共聚焦显微镜的功

能，提高仪器应用效果，拓展仪器使用需求，该文以尼康 A1+共聚焦显微镜为例，介绍了共聚焦显微镜的基本原理、仪器

配置和技术参数，样品制备要求，图像采集操作规程及技巧，日常维护和管理等方面信息。旨在为科研工作者获取高质量

共聚焦图像提供有力的技术支持，提高工作效率，更好地服务于教学和科学研究。
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Laser Scanning Confocal Microscopy and Its Application
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Abstract: Laser scanning confocal microscopy has become crucial to biological and medical research. To fully and flexibly use
the function, improve the application and performance, and boost the potential demand of confocal microscope, this article introduces
the fundamental principle, instrument configuration and technical parameters, sample preparation requirements, image acquisition pro-
cedures and techniques, as well as daily maintenance and management information of Nikon A1+ laser scanning confocal microscope.
The aim is to provide a powerful technical reference for scientific researchers to obtain high-quality confocal images, improve work
efficiency, and better assist teaching and scientific research.
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激光扫描共聚焦显微镜（laser scanning confocal
microscope，LSCM）通过一种或多种荧光探针标记

研究对象，在荧光显微镜基础上配置激光扫描装

置，采用共轭聚焦方式，对观察样品进行逐点扫

描，实现高分辨的共聚焦图像，同时能够通过控

制 Z轴焦平面，实现三维成像。随着生命科学研

究的不断深入和荧光探针技术的迅猛发展，激光

扫描共聚焦显微技术在生物及医学等研究领域的

应用受到越来越多的关注。LSCM的主要原理是

激光束经照明针孔形成点光源被二向色镜反射，

再通过物镜聚焦于样品，对样品焦平面上的点进

行逐点扫描。由于样品发射的荧光波长比入射光

长，可直接通过二向色镜并到达探测针孔处，经

光电倍增管采集，输入计算机得到荧光图像。而

非焦平面的光线则被探测针孔阻挡，不能到达检

测器。LSCM高分辨的荧光成像能力也正是来源

于这种双共轭的成像方式，即照明针孔与探测针

孔相对于物镜焦平面是共轭的，焦平面上的点同

时聚焦于照明针孔和探测针孔，以此屏蔽焦平面

外点的荧光信号。因此，共焦探测针孔相当于一

个空间滤波器，可极大地提高成像的信噪比和清

晰度[1]。LSCM主要用于荧光标记活细胞、生物组

织切片、活体、荧光材料等的观察、成像、三维

图像重建分析以及细胞生物物质、离子的定性、

定量、定时和定位分布检测等[2]。该技术的出现革

新了分子及细胞水平的研究方式，为监测药物、

材料靶向分布以及监控疾病的整体发展过程等相

关研究提供了更有效的测量方式[3−4]。
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目前，LSCM技术已发展活细胞共聚焦显微

镜、双光子显微镜[5−6]、超分辨显微镜[7] 等多种显

微成像技术，以满足不同的功能需求，为生物及

医学等研究领域提供了更加全面的信息和更加有

效的检测方法。细胞中很多重要生命活动的研

究，如细胞分裂、分化，细胞迁移，蛋白质的运

输等过程，都必须通过显微镜进行活细胞成像才

可以观察并记录到。活细胞共聚焦成像系统是在

LSCM基础上增加一个活细胞培养装置，进行细

胞培养。因而可长时间、动态、实时的观测活细

胞复杂的生理活动。双光子显微镜将 LSCM和双

光子激发技术相结合，利用数个低能光子同时释

放的能量代替单个高能光子的作用，从而达到长

波激发短波发射的效果。与 LSCM相比，双光子

激发只发生在物镜的焦点上，成像时不需要共聚

焦针孔，提高了荧光的收集率。双光子显微镜有

很多优点，如穿透力强，能对样品进行深度成像

（成像深度可达 1 000 μm），同时焦平面以外的信

号不会被激发，不会产生自发荧光，成像信噪比

高，细胞光毒性小，能够对活体组织进行在体成

像，可实现样品内部超深动态变化的可视化高分

辨率成像。近年来，超分辨显微成像技术的迅猛

发展使其突破了光学显微镜分辨率极限（200 nm），

实现了 10~100 nm的超高分辨成像，能够清楚的

观察到活细胞及固定的纳米结构和功能，可以从

分子簇乃至单分子水平上对亚细胞结构直接观

察，如 DNA和蛋白质分子的结构和运动，为蛋白

质的功能和基因的调控提供最直接的图像支持。

活细胞共聚焦、双光子显微系统与超分辨显微系

统弥补了单一 LSCM的不足，为生命科学提供了

有效的检测工具。

四川大学分析测试中心配置的倒置激光共聚

焦显微镜（A1++N-SIM，Nikon）是一台集共聚焦、

活细胞培养和 N-SIM超分辨成像为一体的共聚焦

显微镜。本文以此为例，主要介绍了激光扫描共

聚焦显微镜的样品制备要求、操作技巧及在生物

学领域的应用和日常管理与维护，旨在为相关科

研教学人员提供快速有效的制样参考，获取高质

量的共聚焦图像，为相关科研与教学提供强有力

的技术支持。

1    仪器介绍

1.1    仪器型号

A1++N-SIM，Nikon

1.2    技术参数

1） 光源系统：包括 4个独立激光器，可提供 6
个不同波长，即 405 nm固体紫外激光器（100 mW）；

蓝色 Ar激光器，谱线含 458 nm、488 nm、514 nm
（65 mW）；561 nm固体激光器（100 mW）；640 nm
固体激光器（100 mW）。激光波长选择和激光能量

控制均由 8通道 AOTF超快激光控制系统完成，

激光输出模式为单线/多线混合，输出功率 0~100%
连续可调，激光强度调节精度为 0.01%，可实现激

光纳秒级切换。

2）  扫描探测系统：采用双检流计式振镜扫

描，内置 4个光电倍增管（PMT）荧光探测通道和

1个透射光 DIC通道。通过软件控制可实现多种

扫描模式。

3） 显微镜：全自动倒置显微镜，兼具 TIRF
和 SIM超分辨成像模式。高速电动组件可实现对

图像的快速、协调、无缝拍摄。适合玻片、活细

胞样品的观察。配备 10X、20X、40X、60X水镜

及油镜，100X TIRF 6个物镜。

4） 活细胞培养装置：适合活细胞在培养室内

长期培养，可实现 CO2 浓度、温度和湿度的全面

控制，保证活细胞的长时程、实时成像。

2    样品制备要求

LSCM主要用于荧光样品的观察测定。对于

无自发荧光的样品，需先对样品进行荧光标

记，再进行检测。对于多重荧光标记，荧光标

记物的选择不仅需要考虑所配激光器的波长，

还需尽量选择不同种属来源的抗体进行染色，

同时选择反应特异性强、荧光定位准确、强度

适宜、光稳定性好的染料进行染色，尽量避免

出现荧光光谱重叠等问题 [8−10]。共聚焦常用的荧

光标记物激发波长如表 1所示。LSCM样品可以

是固定的组织或细胞；也可以是活体标本或活

细胞。活体标本和活细胞只需荧光免疫标记即

可，不需要固定、封片等操作。细胞应培养在

共聚焦专用玻底培养皿（33 mm）或盖玻片（0.17 mm）

上，载玻片（0.8~1.2 mm）应厚度均一，表面光

洁，无明显自发荧光。封片时可选用含抗荧光

淬灭的封片剂，以减少荧光信号损失。制备好

的样品可收集于载玻片盒中于 4℃ 条件下保存。

制备共聚焦样品时，要根据实验目的、样品种

类及形态、激光器配置、物镜的工作距离及所
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用显微镜的载物台设置等条件确定样品的制备

方式。 

表 1    激光共聚焦常用荧光标记物激发波长
 

激光波长/nm 常用荧光标记物

405 DAPI, Hoechst, Cascade blue, BFP, VCFP
440/457 CFP, Fura red, Lucifer yellow, Cerulean
488 GFP, Alexa 488, FITC, Dio
514 YFP, TOTO-1, Calcium green

543/561 DS red, Cy3, Tritc, Dil
594 Alexa 594, Texas red, mRFP
640 Cy5, Alexa 647, TOPRO-3, DRAQ-5

 

3    激光共聚焦成像参数设置

LSCM在进行图像采集时，显微镜的参数选

择和设置直接影响着成像质量。因此，除了要考

虑所观察的样品特征、检测目的外，还要综合考

虑显微镜各个参数之间的关系获得高分辨的共聚

焦成像。

3.1    物镜的选择

根据样品大小及放大倍数，选择合适物镜，

以使成像更清晰。通常情况下，物镜放大倍数越

高，成像视野越小。选择高数值孔径（NA）的物

镜，采集的共聚焦图像分辨率会更高。有矫正环

的物镜，应调节矫正环，改善图像质量。

3.2    显微镜目视观察

采集样品的共聚焦图像时，首先通过目视荧

光或者明场透射观察来确定拍摄位点和调节焦平

面。其次，在做相应观察时，应将对应光闸打

开，不用的光闸关闭，调节焦平面进行观察；样

本漂白严重时，需减弱激发光以进行观察。不观

察时，关闭光闸，避免样本荧光漂白。

3.3    光路设置

根据样品所标记的荧光探针激发波长选择相

应的激光器。多荧光通道同时采集光谱时，可能

会出现光谱重叠（串色）现象。因此，在设置扫描

顺序时，推选顺序激发各荧光通道，即一种激光

扫描时，只有对应的通道接收发射光，可有效避

免串色现象。

3.4    图像采集参数设置
[11−12]

1） 激光强度：激光强度直接影响着样品荧光

信号的强弱。激光强度越大，荧光信号就越强，

但荧光也越容易漂白。随着激光使用时间的增

加，激光强度会有所下降。所以在保证成像质量

的前提下，激光功率通常要尽可能小。

2） 光电倍增管的增益（HV）：增益大小可通过

调节 PMT的电压值，直接影响检测器的灵敏度。

HV值越大，荧光信号越强，图像亮度越高，同时

背景噪音也提高；HV越小，如要提高图像亮度，

则需使用更高的激光强度。

3） 检测针孔（Pinhole）：检测针孔直径的大小

决定了采集荧光信号的多少及光学切片的厚度。

针孔越大，采集的荧光信号越多，切片的厚度越

大，同时获得的非焦平面的杂散光也越多，信噪

比越低。因此，要获得高分辨的图像，针孔直径

需根据样品实际情况调节。对于一些弱荧光信号

材料的成像，则必须适当地增大检测针孔直径；

对于光漂白严重的样品，则需适当降低针孔直径。

4） 扫描速度及扫描次数：通常情况下，要获

取高清图像，不仅可以通过提高扫描像素的方

法，还可以采用增加扫描次数、降低扫描速度的

模式，更好地降低背景噪音，提高图像信噪比。

但扫描次数越多、扫描速度越慢，越容易造成荧

光漂白和弱信号丢失。因此，要根据荧光染料及

检测量变化的快慢选择重复扫描次数和扫描速度。

5） 扫描分辨率：即图像的分辨率。实际上是

像素点多少的选择。图像的像素点越多，分辨率

越高，细节越丰富。图像采集时，通常选用 1 024
的扫描分辨率。当像素点从 512增加到 1 024时，

在相同扫描速度下平均每个像素点上的曝光时间

缩短，图像亮度降低。要提高图像亮度，必须提

高扫描速度或调节激光强度和增益。

6） 平均和积分模式：平均模式是将多张图像

合并后进行亮度平均，可降低随机信号，减少噪音；

积分模式是将多张图像合并后进行亮度积分，可

提高弱荧光样品的信号，但背景噪音随之增加。

3.5    图像优化

图像采集完成后，可使用共聚焦软件完成图

像的后期优化处理。通过 LUTs界面对图像荧光亮

度进行调节，降低图像噪音，增加图像亮度，使画

质清晰。荧光图像背景过重会影响图片质量，可

通过中值滤波、平滑、去噪声等操作降低背景噪音。

4    激光共聚焦显微镜应用

4.1    多通道荧光和透射图像扫描

LSCM可进行多通道荧光及透射图像的扫描

及叠加，如图 1所示。选用不同的颜色来区分不

同的荧光探针，可得到细胞水平的实时分布、定
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位、定性等信息，为药物或材料与细胞的相互作

用提供更加直观的理论依据。通过多通道荧光叠

加图像，可将检测到的两个或多个荧光信号进行

共定位分析，获得两个或多个不同分子在细胞中

的同一细胞结构的分布情况。
 
 

25 μm 25 μm

25 μm 25 μm

(a) 三通道叠加图 (b) DAPI 通道

(c) FITC 通道 (d) TRITC 通道

图 1    小鼠组织切片三通道荧光拍摄
 

4.2    多维拍摄

LSCM可为细胞、组织和较小的生物体提供

从 2维到 6维（x，y，z，t，波长，位置）的多维成

像，实现从宏观到微观的精准、快速、高分辨的

光学成像，完整展现真实生命过程。

1）  XYZ三维图像拍摄：LSCM又称“显微

CT”，可对较厚样品进行多层扫描及三维重构，

如图 2所示。通过聚焦样品不同的焦平面，得到

样品不同层面的连续光学切片图像，经计算机三

维重构，可得到样品的立体结构信息，实现了样

品的无损层析。根据实验需求，可调节 Z轴的步

进值、扫描层数等参数实现轴向的高分辨观测。

2） XYT时间序列拍摄：用于样品荧光强度或

分布随时间变化的图像拍摄，可实现对活细胞实

时动态观测，记录细胞生理变化。在单次实验

中，可以有效地分析细胞内的物质随着时间的推

移而发生的变化，并采集到大量的数据，从而提

高了实验效率。

4.3    全光谱扫描

标准探测模式采用四通道探测器，可进行四

色标记的样品成像，主要用于已知发射光谱的荧

光探针成像。对于采用未知发射光谱荧光探针标

记的生物样品成像，通常采用光谱扫描模式。光

谱扫描模式采用阵列检测器，可在可见波段（400~
650 nm）实现一次性全光谱扫描，获得光谱特征曲

线，减少拍摄时间，实现对全光谱的实时观察，

如图 3所示。在实际样品测试过程中，根据样品

的具体情况，可将几个接收波长相近的 PMT探测

通道合并为一个通道，减少扫描图像的数量、缩

短扫描时间，并获得更高的图像亮度；也可在已

选定的光谱波长范围中跳过某些波段的接收，得

到不连续的光谱图像。
 
 

(a) 普通视图 (b) 剖面视图 (c) 立体视图

图 2    植入兔软骨细胞的水凝胶微球三维重构图像
 

4.4    光谱拆分

对荧光标记的样品，在获得各通道荧光图像

后，通过对不同荧光标记所发出的重叠光谱进行

拆分，包括光谱接近，大范围重叠的荧光信号（如

CFP，RFP，YFP和 Alexa488），可有效避免多色

荧光串色的问题，显著改善样品的成像质量，更

易于获取详细、精确的数据。在观察多重荧光染

色来定位蛋白分子、FRET实验时，光谱拆分功能

保障了检测的准确性。同时通过光谱拆分，还可

以清除掉样品自发荧光的信号。 
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图 3    纳米材料全光谱扫描成像图谱

 
4.5    大图拍摄

当样品的大小超出了显微镜的成像范围，在

不改变物镜放大倍数的情况下，需要得到完整的

样品图像时，可采用大图拼接的拍摄模式。通过

设定扫描范围或扫描张数可实现图像的自动拼

接，从而得到样品的整体结构如图 4所示。

 
 

1 mm1 mm

1 mm1 mm

DAPIAll

TRITC Cy5

图 4    小鼠脑切片大图拍摄整体成像

4.6    光活化序列拍摄

光活化即借助高强度脉冲式激光扫描样品特

定区域，使该区域荧光分子被漂白或发生淬灭，

观察周围非漂白区荧光分子向光漂白区的迁移和

荧光恢复，对新药开发、细胞的分化增殖等生化

代谢过程的调控等具有重要意义。光活化序列拍

摄主要用于光漂白荧光恢复（FRAP）技术和光漂白

中的荧光损失（FLIP）技术。LSCM用于光活化的

最大优势是可以在刺激样品的同时，获取样品的

瞬态变化图像，为光刺激研究提供了最佳的解决

方案[13]。

4.7    活细胞成像

在用 LSCM进行活细胞延时成像时，要使用

活细胞培养装置，以保证细胞在正常的生长环境

下，进行成像拍摄。显微镜上需要配备专用的加

热系统，用于载物台、水浴、物镜和气体的加

热，还可控制 CO2 浓度、湿度和温度等。活细胞

成像过程中难免会出现热漂移，尤其是长时程的

拍摄过程中，会严重影响成像质量。因此，在活

细胞成像过程中应打开锁焦系统，尤其是在做加

药实验的过程中，可防止加药扰动细胞成像。尽

量降低激发光强度，避免标本荧光信号漂白。只
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有满足了上述条件，才可能采集到高质量的荧光

图像。活细胞成像一般使用专用的共聚焦培养

皿。通常情况下，活细胞成像实验不能保证在无

菌条件下进行，因此细胞在成像后即被丢弃。

5    激光共聚焦显微镜的维护

1） 仪器周围要远离电磁辐射源。

2）  仪器安装在防震台上，且保持环境无震

动，无强烈的空气扰动。

3） 工作间要安装空调及除湿机，温度控制在

5~25℃。

4） 室内具有遮光系统，保证荧光样品不会被

外源光漂白[14]。

5） 不要直视激光，以免损伤眼睛，同时需避

免激光外泄。

6） 关于镜头：在转动镜头前首先要保证镜头

处于 Z轴最低点，以防在转动时刮损镜头；实验

完毕后，请把镜头转回到 Z轴最低处。如需使用

水镜或油镜，水、油不要滴太多，以免从镜头边

缘流入物镜内部污染镜头。更换样品时不要反复

擦拭镜头，擦拭过多容易磨花镜头，降低透过

率，一般两三个样本后再追加一滴水或油即可。

实验结束后先用擦镜纸将油擦尽，再用无水乙醇

清洁。非油镜禁止浸油。

7） 关于汞灯：汞灯关闭后，如果需要重新开

机，需等待 30 min汞灯冷却后，再打开汞灯电源。

8）  仪器清洁：仪器使用完毕后，应对载物

台、物镜、目镜等易污染部件进行擦拭，保持仪

器的清洁[15]。

6    结束语

由于荧光探针技术的飞速发展以及生物成像

在生命科学研究中的重要作用，LSCM已成为生

物、医学、材料等领域重要的研究手段，广泛应

用于各个实验室。对显微镜基础知识的深入理

解、常规使用方法的熟练掌握和仪器设备的妥善

维护，不仅可以提高仪器利用率、数据的准确

度，还可促进各学科的不断交叉融合，为科学研

究提供更有力的技术支持和保障。
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