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摘要：转盘共聚焦显微镜是快速激光共聚焦显微镜的一种，与传统的激光共聚焦显微镜相比具有一些相同点，也有其特有的优

势。本文主要介绍转盘共聚焦显微镜的基本原理及如何利用转盘共聚焦显微镜进行快速实验及应用实例，并与传统激光共聚焦

显微镜进行比较。转盘共聚焦显微镜具有速度快、灵敏度高、对样品光损伤和光淬灭程度低、操作灵活简单，是随着实验技术发展

使用越来越广泛的实验仪器。
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New Methods for Rapid Experiment using Spinning Disk Confocal
Microscope

Spinning disk confocal microscope is a kind of fast laser confocal microscope. Compared with traditional point Laser

scanning confocal microscope, spinning disk confocal microscope has some common points and unique advantages. This paper mainly

introduces the basic principle of spinning disk confocal microscope and how to use spinning disk confocal microscope to take out rapid

experiments and application examples, and compares it with common point scanning confocal microscope. It is concluded that the spin-

ning disk confocal microscope has the advantages of fast speed, high sensitivity, low degree of light damage and low bleaching to the

sample, flexible and simple operation, and is an experimental instrument that is more and more widely used with the development of ex-

perimental technology.
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前言

普通荧光显微镜在拍摄图像时，除了可以获取焦平面的信

息，同时也获取了焦点平面上下的信息，使得拍出的图像清晰

度不够，分辨率降低。由于激光共聚焦显微镜在样本焦平面的

共轭焦平面上安装了一个微小的光栏（即针孔），以保证获得的

图像仅来自样品聚焦处的信息，去除了非焦平面的杂散光的干

扰，从而可以拍摄分辨率更高的图像。共聚焦技术依据扫描方

式的不同可以分为线扫描共聚焦、点扫描式共聚焦和转盘式共

聚焦三类。线扫描共聚焦显微镜由于只在一个轴向上屏蔽光信

号，造成图像质量不佳，已经逐渐被淘汰，而点扫描和转盘式激

光扫描激光共聚焦显微镜是当前的主流共聚焦成像方式。点扫

描激光共聚焦显微镜由于其分辨率高且应用范围广，已被广泛

用来拍摄静态的组织、细胞等样品图像，但随着科学研究的进

步和拍摄活细胞动态变化过程的需求日益增长，不仅要求仪器

分辨率要高，对仪器的拍摄速度及光漂白、光毒性等方面也提

出了更高的要求。转盘式共聚焦显微镜由于其独特的高速、高

灵敏度、高分辨的特点，不仅可以拍摄静态的组织、细胞样品的

图像，而且为科研工作者研究和拍摄活细胞动态变化过程提供

了更多可能。本文介绍转盘式共聚焦显微镜的基本原理、特点

和应用实例，并提出利用转盘式共聚焦显微镜进行快速实验的

新方法,最后总结和展望其应用和发展前景。

1 转盘式激光共聚焦显微镜
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激光共聚焦显微镜（Laser Scanning Confocal Microscopy,

LSCM）是 20世纪 80年代中期发展起来的细胞生物医学分析

仪器[1-4]。转盘式激光共聚焦显微镜(Spinning Disk Confocal Mi-

croscopy, SDCM )是随着激光共聚焦显微镜的发展而逐步发展

起来的[5-8]。激光共聚焦显微镜(LSCM)是采用激光作为光源，在

传统光学显微镜基础上采用共轭聚焦原理和装置，并利用计算

机对所观察的对象进行数字图像处理的一套观察分析和输出

系统[9]。激光共聚焦显微镜技术利用激光点光源，有效地排除焦

点以外的荧光信号干扰，有利于对标本深层结构的探测，实现

高分辨率的二维光学断层成像，使标本结构得以完整显示，对

于待测样品三维立体图像重建有着重要的意义[10]。同时 LSCM

也是多重免疫荧光标记和离子荧光标记观察的有力工具[11]。但

是由于活细胞样品运动比较快，利用传统激光共聚焦显微镜不

能捕捉到样品快速运动的过程信息[12-16]。

相对于经典的激光共聚焦显微镜，转盘式激光共聚焦显微

镜（Spinning Disk）是随着活细胞技术的兴起而逐渐发展起来

的[17,18]。激光共聚焦显微镜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。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。转盘式共聚焦显微镜通过多点同步扫描的方式，大大提高

了扫描效率，延长了单点滞留时间，借助微弱的激发光照射就

可以实现高灵敏度的成像效果[19-23]。转盘共聚焦系统采用双转

盘共聚焦系统，该系统有一个微透镜转盘和一个针孔转盘组

成，转盘上分布有 20000个螺旋排列的针孔，每一个针孔微透

镜和转盘都是一一对应的，激光通过透镜系统会形成一个圆

斑，这个圆斑可以覆盖大约 1000个微透镜的范围（即扫描区

域），当光线通过微透镜聚光后，会穿过每一个小孔，形成一个

1000个微光束，这 1000个微光束再经过显微镜光路照射到样

品上，会同步激发 1000个光信号，这些信号会沿着显微镜光路

返回，当他们再次穿过小孔就会实现共聚焦过滤，所得到的焦

平面的信号再通过两个转盘之间的二向色镜转移到 EMCCD

上，由于微透镜和小孔在转盘上以螺旋状分布，随着转盘的转

动（针孔位置随之改变），实现对样品不同区域的的完整扫描[24]

转盘共聚焦显微镜原理图见图 1。因此，所得的图像不是通过

单点扫描，而是通过一个平行的扫描 /检测系统得到一个面的

更高速度的成像 [25,26]。

2 转盘激光共聚焦显微镜在生物学研究中的实例介绍

通过多通道快速扫描、多通道 Z轴扫描、多通道大图拼接

及多通道多点快速扫描等应用实例对转盘共聚焦显微镜进行

功能介绍，同时比较转盘共聚焦显微镜与传统激光共聚焦显

微镜的不同。所用实验材料为植物花粉样片（AS651d Bellls和

植物根样片，所用仪器为 PerkinElmer的转盘式共聚焦显微镜，

Yokogawa微透镜增强型双转盘扫描头 CSU，配有高灵敏度

EMCCD相机。显微镜主机为 Olympus IX83倒置全电动显微

镜，并有焦点防漂移系统，操作和分析软件 Volocity 6.3.1；点扫

描激光共聚焦显微镜采用 Olympus FV1200激光共聚焦显微镜。

2.1 多通道快速扫描

转盘共聚焦显微镜可对固定样品、免疫荧光样品及活细胞

样品进行快速多通道采集，得到清晰的高分辨率图像，图 2为

转盘共聚焦显微镜快速扫描（a-d）与普通激光共聚焦显微镜

（e-h）对植物样片在 405 nm，488 nm，561 nm三个通道下进行拍

摄，其中转盘共聚焦显微镜拍摄参数为：40x物镜，405 nm（曝

光时间：45 ms，激光强度：15%，Sensitivity值：140）；488 nm（曝

光时间：30ms 激光强度：10%，Sensitivity值：144）；561 nm（曝

光时间：30 ms，激光强度：8%，Sensitivity值：148）三通道同时进

行扫描，并进行通道叠加，用时 5.41s。激光共聚焦显微镜拍摄

参数为：40× 物镜，405 nm（激光强度：15% HV值：634），488

nm（激光强度：23%，HV值：545），561 nm（激光强度：20%，HV

值：512），扫描速度：8 us/pix 分辨率：512× 512，kalman 2，用

Line的方式，三通道同时进行扫描，并进行通道叠加 d，用时

16.26 s。从图中可以看出，转盘共聚焦显微镜与激光共聚焦显

微镜拍摄图像分辨率相同，但是从速度上转盘共聚焦显微镜要

比激光共聚焦显微镜快 3倍以上，如果各个通道曝光时间短的

话，时间差距会更大。

2.2 多通道 Z轴扫描

转盘共聚焦显微镜能够对组织切片或细胞样品进行快速

三维层扫，将整个三维结构拍摄完整，同时对所拍摄的样品进

行三维重构，展示不同角度的三维效果见图 3。图为转盘共聚

焦显微镜下，对于植物样片在 40x物镜，488 nm，561 nm，647 nm

三个通道进行 Z（Z=29）轴扫描，用时 13.91 s。并进行的最大密

度投影（图 a-d），同时做三维重构(图 e)的结果。而同样的样品

和区域，同样的拍摄条件，激光共聚焦显微镜需要用时 476.95 s，

而且点扫描激光共聚焦显微镜三维重构不是特别方便。

2.3 多通道大图拼接

在目标样品大小超出成像视野时，可以使用多视野拼接功

能，实现采集高分辨率大图的目的。首先在 XY Stage预览下，

根据左下角小图预览选择合适的视野焦面，然后用 ROI工具设

置一个成像范围（如不满意，直接再画一个即可）。首先进行大

视野预览，再根据预览区域选择要采集的区域，设置好参数进

行大图拼接。图 4为植物样品利用转盘共聚焦显微镜在 20x物

镜下在 405 nm，488 nm，561 nm三通道选择的 25张图像的拼

接及 Merge图像，用时 76 s，而传统激光共聚焦显微镜进行大

图拼接时一方面寻找区域比较麻烦，需要在目镜视野下分别找

到要拍摄的样品的各个角的位置（eg.左上、右下等），如果样品

不规则的话经常会找不全，也不能把找到的区域进行快速预览

然后再根据预览效果选择目标区域，同时拍摄速度比较慢。
图 1 转盘共聚焦显微镜原理图

Fig.1 Schematic diagram of spinning disk confocal microscope
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图 2 转盘共聚焦显微镜（a-d）与点扫描共聚焦显微镜(e-h)拍摄植物自发荧光样品

图 a-d为转盘共聚焦显微镜分别在 405 nm(a),561 nm(b),488 nm(c)激光通道下对植物样品进行拍摄，并进行通道叠加（d）;图 e-h为点扫描共聚焦

显微镜分别在 405 nm(e),561 nm(f),488 nm(g)激光通道下对同一样品进行拍摄，并进行通道叠加（h）

Fig.2 Auto fluorescence samples were taken by Spining disk confocal microscopy (a-d) and point-scanning confocal microscopy (e-h)

a-d shows the scanning of plant samples at 405 nm(a), 561 nm(b), and 488 nm(c) under the laser channel under the spinning disc confocal microscope,

respectively, and merge the channels (d). e-h shows the scanning confocal microscope scanning the same sample at 405 nm(e), 561 nm(f) and 488 nm(g),

respectively, and merge the channels (h)

图 3 转盘共聚焦显微镜的三维扫描及重构

对植物花粉 488nm（a）, 647nm（b）, 561nm（c）下进行三维扫描并进行最大密度投影（d）及三维重构（e）

Fig.3 Three-dimensional scanning and reconstruction of Spinning disk confocal microscopy

3D scanning and maximum density projection (d) and 3d reconstruction (e) of plant pollen at 488 nm (a), 647 nm (b) and 561 nm (c) were performed.

2.4 多通道多点快速扫描

如果进行大量统计或者进行长时间多点样品拍摄时，传统

的点扫描激光共聚焦显微镜需要逐点进行选择，而且每选择一

个要拍摄的点都需要在目镜和电脑界面来回切换来确定目标

点位置，而且受限于拍摄速度，一次不能同时拍摄太多时间点，

并且如果拍摄时间过长会对样品淬灭比较严重。而转盘共聚焦

显微镜具有拍摄速度快、对样品的光损伤小的特点，可以进行

活细胞长时间快速拍摄。并且方便快捷的同时选择多个时间点

进行长时间快速多点拍摄。首先进行大视野预览，方法同 2.3，

在预览区域筛选自己的目标点将该点做一标记，然后再设置多

通道多点拍摄参数，如果是活细胞拍摄，则可以加上长时间防

漂移系统，进行快速多点快速稳定拍摄。图 5为对植物样片，在

10× 物镜下，在 405 nm通道下，先进行大视野预览，然后再在

预览区域选择自己关注的点做上标记（图中红色圈点标注的

点）进行拍摄，也可以在圈点的位置直接切换高倍物镜，进行目

标区域高分辨快速成像，这样可以直观的拍摄目标区域，节约

大量时间。

3 转盘共聚焦显微镜新实验功能的开发

利用转盘共聚焦的特点，结合与传统激光共聚焦显微镜功

能及应用的不同及转盘共聚焦显微镜的功能及特点，根据不同

的实验内容和目的，开发了一些新的实验方法，大大提高了实
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验的过程及实验的成功率，节约大量时间及机时成本，与传统 激光共聚焦显微镜相比极大的提高了实验的效率。

图 4转盘共聚焦显微镜快速大图拼接

植物样品利用转盘共聚焦显微镜在 20× 物镜下在 405 nm（a）,488 nm

（c）,561 nm（b）三通道选择的 25张图像的拼接及叠加图像（d）

Fig.4 Rapid large image Mosaic of spinning disk confocal microscope

Stitch and merge images (d) of 25 selected images at 405nm (a),488nm (c)

and 561nm (b) under a 20× objective microscope using spinning disc

confocal microscope

图 5 转盘共聚焦显微镜快速大视野预览与定位

10× 物镜下对植物样品，在 405 nm通道下进行快速大视野预览，然后

选定目标区域进行标定（红色十字）

Fig.5 Fast wide field preview and positioning of confocal microscope with

rotary table

Plant samples were previewed at 405 nm under 10× objective lens, then

the target area was selected (red cross)

3.1 多通道多视野快速高通量实验研究开发

传统光学显微镜找样品操作都是再黑暗的环境中，先在汞

灯下找到样品，然后再切换到激光下拍摄，寻找下一个样品时

会再切换到汞灯下找样品，再切换到激光下激发，这样不停的

反复进行来回切换寻找。这个方法的问题是：（i）汞灯特别是常

用 DAPI激发的紫外光对眼睛损伤较大；（ii）汞灯和激光来回

切换耗时较长，并对仪器损耗更大。利用转盘共聚焦显微镜快

速预览和多点拍摄的功能，建立细胞或者组织快速高通量筛选

的方法。一个样品在目镜下用明场下找到焦面之后，可以直接

切换到软件中来，利用仪器在 XY-Stage模式下快速预览，选择

一个大的区域可以先在低倍镜下快速预览整个细胞或者组织，

然后再直接切换到高倍镜直接双击鼠标到自己选择的目标区

域中，直接进行选择目标拍摄。这样的优势在于：（i）节约了大

量的时间；（ii）减少了长时间找视野区域对眼睛的损伤；（iii）减

少了汞灯以及汞灯和激光切换开关的损耗；（iv）能够给出一个

大视野的样品状况，可以快速了解拍摄的样品概况。采用这个

方法，显著提高了寻找样品的成功率，节约了寻找样品的时间，

并且节约了大量的时间，并能在转盘共聚焦显微镜系统上快速

完成传统激光共聚焦显微镜系统上不能实现的实验。例如根据

实验目的，在转盘共聚焦显微镜系统上建立了酵母细胞快速高

通量筛选的方法。完成了两个月内 6000多个样品的筛选，将本

来需要在传统激光共聚焦显微镜上至少一年内完成的实验缩

减到两个月内完成，极大的提高了工作效率。

3.2 活体脑神经分化长时程跟踪开发研究

神经分化领域一个大的挑战是如何保证在最小光损伤和

光漂白下进行长时间稳定追踪。利用传统激光共聚焦显微镜进

行样品拍摄时遇到的难点是：（i）组织样品比较大，长时间贴壁

效果不好；（ii）拍摄速度比较慢，不能把样品快速变化的过程捕

捉到；（iii）长时间拍摄过程中神经会不断分化，甚至会超出一

个视野范围；（iv）长时间拍摄对样品淬灭比较严重。这样会给

实验结果造成极大的困扰。结合转盘共聚焦显微镜长时程、多

点和大图拼接的功能，设定了多点同时每个点设定 2× 2的大

图范围的快速拍摄，实现了对脑组织神经分化长达一个星期的

稳定追踪，并且所拍摄的信息都在看见的视野范围内。这个方

法有三个方面的优势：（i）样品光损伤较小，能够保证在长时间

内细胞能够正常的分化与生长；（ii）保证样品的稳定追焦，这也

是能够保证进行长时间成像的根本，（iii）设定 2× 2的大视野

拍摄区域，能够保证即使生长比较快，也能够拍摄到生长每个

区域的信息。

4 小结与展望

本文介绍了传统点扫描激光共聚焦显微镜及转盘共聚焦

显微镜的基本原理及应用，并比较两种不同仪器在使用及样品

拍摄所用时间的不同。转盘共聚焦显微镜具有拍摄速度快、灵

敏度高、分辨率高、对样品损伤小，并且可以长时间快速稳定拍

摄的特点，为研究和拍摄活细胞动态变化过程提供了更多可

能。同时，基于转盘共聚焦显微镜的特点我们根据不同实验目

的，开发了快速高通量及活细胞长时间稳定拍摄的方法，节约

了大量的实验时间，得到快速便捷的实验方法。转盘共聚焦系

统具有扫描速度快，时间分辨率高，可以进行 3D-6D快速扫
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描；灵敏度高，光毒性小，光漂白小；同时具有更高的精确性与

再现性等特点。主要应用于活细胞快速高分辨率长时间快速稳

定成像及大样品快速拼接成像。适用于细胞生物学（细胞增殖

和快速迁移等）、生物医学（建立细胞生理或病理模型）、发育生

物学（长时间高通量快速实验）、神经生物学（神经元的生长迁

移）、植物科学（植物的快速生长迁移等）、病毒学（病毒侵染）、

药理学（药物筛选）等多学科研究中的各种需求[27-32]。转盘共聚

焦显微镜在生物医学领域得到越来越多的应用，特别随着实验

技术的发展，科学家们对快速动态实验的要求越来越高，并且

随着科学技术的发展，转盘共聚焦技术也在不断提升，特别在

拍摄速度和成像分辨率方面的技术也不断更新，相信不久的将

来转盘共聚焦显微镜会得到越来越广泛的应用。
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