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显微镜性能监控器有助于进⾏可靠的定量性共聚焦荧光成
像
简介
虽然光学显微镜的荧光成像主要⽤于定性观察，但其定量分析应⽤也越来越多。在这种情况下，建议进⾏定期维
护，因为光源的功率会因环境温度变化等原因⽽波动，从⽽导致图像质量不佳。此外，由于系统存在热膨胀，如果
从激光光源到显微镜框架之间的光学器件稍有偏差，则系统的激光功率也会发⽣波动。

共聚焦显微镜是⼀种复杂设备，需要训练有素的技术⼈员对其进⾏维护或性能评估。定期维护显微镜对实验的可重
复性和研究质量⾄关重要，这个问题在业界⼀直备受关注，并且相关的讨论仍然在进⾏中。1,2,3,4 国际标准化组
织（ISO）也在跟进这⼀问题，不仅发布了ISO21073 2019，还规定了共聚焦激光扫描显微镜的图像性能。5

在Evident，我们意识到这⼀问题的重要性，并努⼒加以解决。当我们在2023年推出FLUOVIEW FV4000共聚焦
激光扫描显微镜时，我们决定使⽤显微镜性能监视器为其提供⽀持，以帮助核⼼实验室管理⼈员和⽤户跟踪三个关
键性能参数，这些参数能够影响定量共聚焦荧光成像并对图像质量产⽣影响。

在本⽩⽪书中，我们将讨论这些关键性能参数以及显微镜性能监视器如何帮助实现更⾼质量的定量成像。我们还将
介绍每个性能特征的测量原则和标准，并讨论性能监视器能为核⼼实验室和其他希望尽可能提⾼荧光定量成像的实
验室提供哪些优势。 

 

需要监控的荧光定量成像性能因素

2022年，O. Faklaris等⼈针对应定期检查的七项显微镜性能指标及各性能指标测量指南提出了建议。6这七项显
微镜性能指标是：辐照度功率稳定性、成像性能、场照明平整度、⾊差、载物台漂移、载物台位置重复性和检测
器背景噪声。

不过，这⾥存在⼀项挑战，如果没有⼀定⽔平的光学显微镜专业知识，就很难测量这些性能特征。由于很难获得这
⽅⾯的专业知识，因此很难对显微镜进⾏定期维护，以确保这七个因素保持在容差范围内，尤其是对于负责多个显
微镜系统的核⼼实验室管理⼈员⽽⾔。
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为了向⽤户提供初始帮助，Evident开发了⼀种解决⽅案，使⽤户能够轻松定量测量荧光信号。荧光信号的波动很
难根据图像的外观来判断，因此研究⼈员不太可能注意到这些问题，相⽐之下，共聚焦观察中的⾊差或延时成像
中的载物台漂移等问题更容易被注意到。显微镜性能监视器的⽬的之⼀是让研究⼈员能够在成像过程中及早发现性
能变化，⽽不是在成像实验完成后才发现，因为这有可能导致错误的结果和重复⼯作。

在上述七个特性中，荧光显微镜的亮度与三个因素⾼度相关--辐照度功率稳定性、成像性能和检测灵敏度。 

这是因为荧光亮度取决于照射到样品上的光强度以及荧光信号的检测能⼒。

在荧光显微镜中，照射到样品上的光强度取决于激光功率和照射⾯积。照射⾯积由成像性能决定，成像性能是衡
量光学仪器将光通量从光源聚焦到单点的准确程度。 换⾔之，激光束的聚焦和照射到样品上的光强度都会随着成
像性能的变化⽽变化。

其次，荧光信号的检测效果取决于整个系统的检测灵敏度。因此，监测激光功率、成像性能和检测灵敏度的变化对
于⾼质量、稳定的荧光定量成像⾮常重要。

监测激光功率⾮常重要，因为通过物镜照射的激光功率会因环境温度变化或其他各种因素⽽波动。显微镜性能监视
器可在激光功率从光纤输出端进⼊FV4000系统后⽴即对其进⾏测量，从⽽使系统能够确定功率与安装了显微镜时
相⽐是否发⽣了变化。 通过⾃动调整激光器的输出功率，系统可以纠正波动，使其在⼀段时间内达到⼀致的值。

需要对检测灵敏度进⾏监测，以便定量了解⾃显微镜安装以来，由于光学器件⽼化或针孔光轴没有对齐⽽导致的检
测效率下降。 针孔的中⼼位置对于共聚焦激光扫描显微镜尤为重要，如果室温因季节变化等原因发⽣显著变化，
针孔的中⼼位置就会发⽣偏移。 如果显微镜安装在温度得到严格控制并保持恒定的地⽅，则可能不需要监控检测
灵敏度，但并⾮所有共聚焦激光扫描显微镜都安装在这种⾼度稳定的环境中。 此外，镜头表⾯的灰尘和划痕虽然
不常见，但也会降低透光率。 不过，由于这种变化是逐渐形成的，因此性能的缓慢下降很难察觉。

成像性能的变化主要是由物镜表⾯的划痕、灰尘、使⽤了错误的浸泡油或校正环调整不当造成的。 如果不具备丰
富的显微镜知识，便很难注意到⼤多数成像性能问题。 在少数情况下，我们曾发现因物镜掉落⽽导致的性能问
题，但核⼼实验室管理员仍未意识到该问题的存在，因为物镜掉落的情况从未报告过。

虽然上述成像性能问题是由与物镜有关的问题引起的，但还有⼀些其他因素也会导致常见的性能问题，例如由于
温度波动⽽导致镜⽚和透镜与光轴错位。 

 

显微镜性能监视器的⼯作原理
显微镜性能监视器可独⽴测量激光功率、检测灵敏度和成像性能。 下⾯将解释系统如何测量每种特性。

激光功率

图1为显微镜性能监视器的激光功率测量系统概览图。 测量开始后，系统会⾃动执⾏以下流程。

1) 405 nm激光设置为100%，其他激光设置为0%。

2) 发射激光。

3) 激光被位于光纤进⼊FV4000后的分光器(BS)部分反射。

4) 激光输⼊到安装在FV4000内部的光电探测器（激光功率监视器，简称LPM）。

5) 系统根据LPM的实际输出值计算出100%的激光功率输出。

6) 将激光设置为0%，然后将短波长激光设置为100%。 
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依次对所有已安装的激光器重复步骤2-6。

图1：激光功率测量系统⽰意图。

使⽤LPM测量值对激光功率进⾏⾃动修正。 将测量到的电流输出与安装显微镜时的输出进⾏⽐较，并计算出两者
之间的差值百分⽐。根据计算出的百分⽐调整激光控制参数，以保持激光输出恒定。我们建议⽤户在每次图像采
集之前启⽤激光功率监控功能，以确保每次成像实验的激光功率保持恒定。

为了确定显微镜性能监视器测量的激光功率与样品上发射的实际光强的匹配程度，我们对性能监视器测量的激光功
率和物镜发射的激光功率进⾏了为期六个⽉的跟踪。结果如图2所⽰。我们使⽤UPLSAPO10X物镜测量了物镜发
射的激光功率。

如图2所⽰，显微镜性能监视器测量的激光功率与物镜发射的激光功率之间存在⾼相关性；确认精度在5%以内。
不过，当激光器设置为低电平时，如果仪器没有充分预热，物镜发射的激光功率就不稳定。图3为系统预热两⼩时
后记录到的结果。物镜发射的激光功率变化记录在六个激光设定点上：1%、10%、25%、50%、75%和
100%。从图3中可以看出，激光器设置越低，预热效果越明显。根据这些数据，我们建议⽤户将系统预热⾄少60
分钟，然后在成像前使⽤显微镜性能监视器校正激发光源功率。

图2：物镜发射的激光功率与性能监视器测量的激光功率之间的⽐较结果。
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图3. 预热期间不同激光设置值（1%、10%、25%、50%、75%和100%）下物镜发射的激光功率输出变化。

定期监测激光功率可以检测到激光器本⾝的低功率，以及激光合束器和光纤的缺陷。当输出功率下降到显微镜系
统⾸次安装时所测输出功率的50%以下时，就会触发维护⼯作。当激光功率达到这个临界值时，尽管实际输出功
率始终被校正为⼀致，其也可能不⾜以⽤于⼀些应⽤，例如深层观测。

如果连续使⽤激光器数⼩时，系统产⽣的热量可能会对室温产⽣影响，导致激光功率波动。因此，我们建议⽤户记
录激光器的使⽤时间，并在每次获取图像时校正激光功率，因为激光功率对温度变化很敏感。

检测灵敏度

检测灵敏度有两个测量特征：每个检测器的灵敏度和针孔位置。图4为每个检测器灵敏度测量系统的概览图，图5
为按检测灵敏度获取图像顺序的流程图。与激光功率测量⼀样，⼀旦开始测量，系统就会⾃动执⾏以下流程。

检测灵敏度

1) 选择分光器BS10/90，将405 nm激光和检测器1调⾄ON（光路会⾃动调整，使激光反射到所选检测
器）。

2) 安装在显微镜镜架转换器上的直⾓反射镜可以反射激光，同时减少激光功率。

3) 激光通过分光镜和针孔进⼊FV4000检测系统
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4) 以安装时测量的同⼀检测器的灵敏度为准，计算检测器的相对灵敏度（图像的中值）。

5) 关闭检测器1，打开检测器2，重复步骤2-4。

6) 对所有已安装的检测器重复此过程。

针孔位置

7) 再次选择检测器1，在10个针孔光轴位置（X轴和Y轴各5个位置，其中针孔表⾯为XY轴）各重复步骤2-4
共10次。

图4：检测灵敏度测量系统⽰意图。

图5：检测灵敏度测量流程图。

测量检测灵敏度时，需要测量每个检测器的灵敏度变化和针孔光轴的适当移动位置。设备整体检测灵敏度的降低可
归因于针孔光轴位置的偏差。

图6中左上和右上图分别显⽰了11个针孔光轴位置与检测系统X轴和Y轴⽅向相应输出值之间的关系图。 这些图还
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显⽰了利⽤11个数据点中的5个数据点绘制的⾼斯近似曲线。通过使⽤⾼斯近似法，即使⽆法获得针孔光轴中⼼位
置的数据，也能以⾼精度计算出位移量。

因针孔光轴错位导致的荧光强度降低程度取决于物镜的放⼤倍率和数值孔径（NA）。针孔的位置与物镜焦平⾯共
轭，针孔平⾯的Airy尺⼨由三个因素决定：物镜放⼤率、投影透镜放⼤率和焦平⾯的Airy尺⼨。

图6右上图显⽰了使⽤两种物镜时针孔光轴错位程度与细胞试样中荧光强度之间的关系。图6下部为三幅荧光图像
⽰例，均为使⽤UPLXAPO20X物镜拍摄的细胞图像，针孔光轴分别偏移了-0.5 AU、0 AU（标准）和+0.5
AU。图6右上图是根据这些图像，以及使⽤UPLXAPO20X（NA 0.8）和UPLSAPO100XS（NA 1.35）物镜在
每个位移量下获得的图像中的荧光强度绘制⽽成的。

结果适⽤于投影透镜的1X放⼤倍率，并且表明，当针孔光轴移动0.32 AU时（假设UPLXAPO20X物镜的Airy尺
⼨为 1），UPLXAPO20X物镜的荧光强度降低10%，UPLSAPO100XS物镜的荧光强度降低1.1%。这说明针孔
光轴偏差所产⽣的影响因物镜⽽异。

图6：针孔光轴偏差与检测灵敏度的测量值对⽐（左上，中上）。UPLXAPO20X和UPSAPO100XS物镜的荧光强度与针孔光轴偏差的
关系（右上）。使⽤UPLXAPO20X物镜获取的细胞图像，针孔光轴分别偏移了-0.5 AU、0 AU和+0.5 AU（下图）。

当每个检测器的灵敏度与系统⾸次安装时所测得的灵敏度相⽐下降到80%以下时，便需要进⾏维护。判断针孔位
置的标准是使⽤UPLXAPO20X时荧光强度的降低率，因为UPLXAPO20X物镜被认为是影响最⼤的因素。由于
研究⼈员很难⾃⾏调整检测器灵敏度和针孔位置，我们建议⽤户在检测结果持续显⽰“失败”时与Evident联系。

我们建议经常对检测灵敏度进⾏测量，并在每⼀次关键定量成像时对检测灵敏度进⾏测量，因为检测灵敏度会随着
环境温度变化和系统预热⽽略有变化。
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成像性能

图7显⽰了如何利⽤边缘图样本的三维反射观测结果计算三维线扩展函数（3D LSF）。从反射图像的测量到成像
性能的定量评估，整个过程遵循以下步骤。

1) 选择要测量的物镜。

2) 将边缘图样本放在FV4000载物台上。

3) 打开561 nm激光器，设置分光镜BS10/90，并启⽤⼀个检测器。

4) 将针孔设置为2 AU，以获取边缘图样本的三维共焦反射图像。

5) 从三维图像中提取由⼋个⽅向组成的三维边缘响应。

6) 通过区分边缘响应计算LSF。

7) 计算具有理想成像性能的3D LSF和LSF的⼆维交叉相关值；相关值通过零均值归⼀化交叉相关
（ZNCC）获得。7

图7：3D LSF提取⽅法⽰意图。在XZ⽅向上提取8个LSF。

显微镜性能监视器⾃动执⾏所有其他任务，但需要⼿动⼲预的任务除外，如设置物镜、对焦和边缘图案居中。

我们采⽤三种特殊⽅法实现3D LSF⾼精度测量。⾸先，我们特意将针孔设置为2 AU，这样即使在散焦时也能检
测到更多的反射光强度。其次，与典型的星图相⽐，我们使⽤的标本只有8对明暗条纹，这样可以防⽌在散焦过程
中相邻条纹对反射光的⼲扰。第三，我们将边缘图案做得⾮常薄，这样就能获得接近理论值的边缘响应。这些⽅法
使3D LSF测量更加准确可靠。

点扩散函数（PSF）通常⽤于评估成像性能，其可以⽤于显⽰单点在图像上的表现，并能捕捉成像性能的各向异性
退化。然⽽，LSF显⽰的是线的成像过程，可能会忽略某些⽅向上成像性能的下降。

在上述⽅法中，3D LSF从⼋个⽅向获取，提供的信息⼏乎等同于三维PSF（3D PSF）。图8显⽰了当存在慧差
（发⽣在物镜倾斜以及样本盖玻⽚或载物台相对于物镜倾斜时）时，3D PSF和2D LSF在⼋个⽅向上的模拟结
果。 

3D PSF呈⾹蕉状，2D LSF也呈类似的⾹蕉状。然⽽，在某些⽅向上，各向异性像差̶̶如彗差̶̶不会被2D
LSF捕获，因此可能看似不存在像差。通过获取8个⽅向的2D LSF，可以捕捉各向异性信息及3D PSF。
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图8. 通过模拟获得的3D PSF和3D LSF对⽐图。

为了定量验证8个⽅向上的LSF是否与PSF处于同⼀⽔平，我们计算了PSF的斯特列尔⽐和LSF的ZNCC，同时改
变了彗差和球差的⼤⼩。斯特列尔⽐是⼀个表⽰聚光强度的定量值，表⽰为当使⽤⽆像差光学系统获得的理想PSF
中⼼强度为100%时，实际光学系统PSF所对应的中⼼强度⽐值。 众所周知，斯特列尔⽐与波前像差⾼度相关，
⽽波前像差是物镜质量控制的⼀个指标。

如前所述，彗差是使⽤显微镜时产⽣的像差之⼀，球差是另⼀种像差。球差可能是由于物镜校正环调整不当、使
⽤了错误的浸泡介质或液体意外附着在物镜或样品表⾯造成的。下图显⽰了这些像差所产⽣的影响；ZNCC值是8
个⽅向计算结果的平均值。还提供了PSF半峰全宽（FWHM）与斯特列尔⽐的对⽐参考图。斯特列尔⽐和FWHM
是PSF的两个量化指标。

图9中的图形显⽰，PSF斯特列尔⽐与LSF的ZNCC之间存在⾼度相关性，线性回归的决定系数R2⾼达0.959。这
表明3D LSF的ZNCC可以替代3D PSF的斯特列尔⽐。另⼀⽅⾯，由于FWHM与斯特列尔⽐之间存在相关性，因
此应谨慎设置统⼀阈值。例如，如果测得的FWHM为340 nm，可认为成像性能没有问题，因为其接近320 nm的
理论值，但可能会出现由于球差导致斯特列尔⽐降低到65%的情况。不过，根据3D LSF计算出的ZNCC可⽤来确
定图像形成性能，其精度⾼于PSF的FWHM。

直接测量另⼀个指标̶̶斯特列尔⽐，需要从显微镜上安装单独的波前像差测量设备，因此⽤户很难直接测量该指
标。相反，⽤户可以使⽤ZNCC来确定成像性能。
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图9. 根据3D PSF计算出的斯特列尔⽐与根据3D LSF计算出的ZNCC（上图）以及根据3D PSF计算出的FVHM（下图）三者之间的关
系。

当斯特列尔⽐下降⾄⼩于80%时，需要对成像性能进⾏维护。80%的斯特列尔⽐通常被称为衍射极限，⽽斯特列
尔⽐低于80%的物镜在性能上⽆法满⾜要求。我们建议⽤户每次启动FV4000系统时都进⾏⼀次成像性能检查。
建议在更换⽤户的情况下，或使⽤24⼩时后，重新运⾏此检查。 

 

显微镜性能监视器应⽤
图10显⽰了荧光定量实验中对照样本的定量评估结果。 对照样本因实验⽽异，但在本例中，其被定义为⽤于校准
荧光强度标准的样本。这⾥，第⼆次实验是在第⼀次实验⼀个⽉后进⾏的。第⼀次实验是在荧光观测条件确定后进
⾏的，第⼆次实验是在仪器开启后⽴即进⾏的。

虽然含有激光的共聚焦显微镜需要根据制造商的规定进⾏预热，但为了清楚地显⽰效果，还是在开机后⽴即进⾏
了实验。图10⽐较了使⽤和未使⽤显微镜性能监视器时第⼀个和第⼆个对照样本的荧光强度。

结果表明，如果不使⽤显微镜性能监视器进⾏校正，仪器启动后⽴即会出现性能不稳定和数据波动较⼤的情况。另
⼀⽅⾯，在进⾏性能校正时，即使实验跨越了⼏天，荧光定量的准确性也很⾼。
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图10. 两天实验中对照样本荧光强度的变化。

 

总结

显微镜性能监视器可为FV4000激光扫描共聚焦显微镜提供半⾃动维护功能。这不仅能提⾼维护⼯作的效率，⽽且
⽆需对其他⽤户进⾏维护培训。此外，该系统还能使管理⼈员⽆需花费时间进⾏故障排除，并提供清晰的数据。这
样，管理⼈员在与制造商沟通时，能更容易且准确地说明显微镜系统存在的问题，从⽽有助于尽可能减少停机时
间。显微镜性能监视器提供的数据还能帮助⽤户了解设备预热、物镜校正环调整和物镜发射激光功率波动的重要
性。

对于在实验中使⽤共聚焦激光扫描显微镜系统的研究⼈员⽽⾔，事先监控与荧光强度波动有关的显微镜性能可以⼤
⼤降低荧光定量的差异性，从⽽获得可靠稳定的图像和定量数据。显微镜性能监视器的半⾃动测量功能能够确保
不熟悉显微镜操作的初级⽤户也能轻松完成这些测量。此外，如果实验结果出乎意料，还能⽤其帮助确定问题出在
显微镜还是样本上。
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我们认为，对研究⼈员⽽⾔，提⾼个⼈⽤户实验的可重复性以及研究论⽂的可重复性均⾮常重要。为
此，EVIDENT将继续努⼒提⾼显微镜性能测量数据的可追溯性。

*本内容基于⽇本理化学研究所CBS-EVIDENT开放式协作中⼼（BOCC）的技术开发，⽬前正在申请专利。
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相关产品
激光扫描共焦显微镜

FV4000
改变了游戏规则的⼤动态范围，实现从宏观尺度到亚细胞结构的
成像
采⽤TruSpectral技术可扩展多达6个通道的同步多⾊成像能⼒
重新设计的⾼速、⾼分辨率扫描单元，可进⾏固定细胞和活细
胞的⾼效成像
凭借出⾊的近红外（NIR）功能和⾼品质光学器件，提供优异的
成像深度和灵敏度
可靠、可重复的SilVIR探测器让研究者安枕⽆忧
业界出⾊的*10条激光谱线，提供从405 nm到785 nm的更⼴
光谱范围
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*截⾄2023年10⽉。

学习更多内容 ▸ https://www.olympus-lifescience.com/laser-scanning/fv4000/
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