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摘　要：荧光显微成像具有高分辨率、高灵敏度、高分子特异性以及非介入性的优点，可以在微米乃至

纳米尺度下表征样本的形态学与分子功能学信息，成为了生命科学研究的重要工具。随着微观生物学

研究的不断深入，荧光显微成像被期待能够动态且立体地观测微观生物结构与分子事件。文中系统性

地梳理了近年来快速三维荧光显微成像技术的研究进展，包括点扫描式成像、宽场成像与投影断层成

像在提高成像速度、拓展成像维度以及增强成像质量等方面的主要技术手段、改进策略与代表性研究

成果，并展望了快速三维荧光显微成像技术的未来挑战与发展前景。
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Abstract:   With the advantages of high resolution, high sensitivity, high molecule specificity and non-invasive,
fluorescence microscopy can characterize the morphological and molecular functional information of samples at
the  micron  or  even  nanometer  scale,  making  it  an  important  tool  for  life  science  research.  As  microbiology
research  continues  to  advance,  fluorescence  microscopy is  expected  to  provide  dynamic  and 3D observation  of
microscopic biological structures and molecular events.  This paper systematically reviews the research progress
of fast 3D fluorescence microscopy in recent years, including the main technical means, improvement strategies
and  representative  research  results  of  point-scan  imaging,  wide-field  imaging,  and  projection  tomography  to
improve the imaging speed, expand the imaging dimension and enhance the imaging quality. In the end, we look
forward to the future challenges and prospects of fast 3D fluorescence microscopic imaging techonology.
Key words:   biomedical  engineering;         fluorescence  microscopic  imaging;         volumetric  imaging;         fast
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 0    引　言

三维生物微观信息的可视化对于细胞代谢、组织

微结构、脑神经科学等生命科学领域的研究有着重要

意义 [1−3]。荧光显微成像技术具有样本损伤小、分辨

率高、背景低、通量大以及分子特异性强的优势 [4−6]，

可以对细胞代谢、神经元活动中的分子事件进行高特

异性追踪 [7−9]。通过轴向步进扫描等方式，荧光显微

成像技术可以采集样本内不同深度的图像并进行重

建，实现三维成像，进而更全面地揭示微观生命活动

的原理和机制[10]。但是由于数据维度的增加，相比于

二维平面成像，三维荧光显微成像的整体数据量将膨

胀两三个数量级，导致成像的实时性大幅下降[11]。为

了解决这一问题，快速扫描策略[12]、选择性照明方式 [13]、

光场成像[14] 以及稀疏化采样[15] 等方法被提出并不断

优化，使得快速三维荧光显微成像成为可能。文中将

系统性阐述和总结各种类型的快速三维荧光显微成

像的技术手段，并展望其未来的发展方向与前景。

 1    点扫描式三维荧光显微成像技术

使用具有层析能力的荧光显微镜对样本进行不

同深度的逐层成像获得图像堆栈，是实现三维荧光显

微成像的常用方式 [16]。传统的反射式宽场照明显微

镜进行成像时，其焦外荧光信号会进入探测器成为背

景噪声，降低图像对比度并导致较差的层析能力 [17]，

即使成像速度很快，在不配合逐层切片这种对样本具

有破坏性的技术时，也很难实现高质量的三维图像重

建。另一方面，和传统的反射式宽场照明荧光显微镜

相比，以激光扫描共聚焦显微镜 (confocal laser scan-

ning microscope, CLSM)和双光子显微镜 (two-photon

microscope, TPM)为代表的扫描式显微镜具有更高的

穿透深度、成像信噪比和光学切片能力 [18−20]，为三维

图像的光学重建提供了有力的数据采集工具。典型

的 CLSM系统结构如图 1(a)所示。CLSM和 TPM均

使用了逐点照明和逐点检测的成像策略来抑制临近

像素之间的信号干扰，其差异在于：CLSM通过像方

的针孔滤除焦平面的荧光信号，实现了成像信噪比、

横向分辨率以及光学切片能力的提升[21]；TPM则是利

用高瞬时功率的脉冲激光在物镜焦点处能够产生足

够高的光子密度使荧光分子同时吸收两个长波长光

子的现象，仅在聚焦光斑位置进行选择性激发，实现

了极低的成像背景以及优良的层析能力[22]，并且因为

激发波长较长，组织散射效应减少而具备了更深的成

像深度[23]。

CLSM和 TPM由于其良好的图像质量已被广泛

应用于如细胞成像、在体组织成像、脑神经元研究

(图 1(b)~(c))等领域中。2017年，Zhu等人使用自行

合成的近红外二区造影剂，在其自行搭建的 CLSM系
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图 1  点扫描式系统结构示意图及其典型应用结果。(a) 激光共聚焦扫描显微镜结构图；(b) 脑组织切片的多色共聚焦图像及三维重建结果[24]；

(c) 单光子与双光子脑神经元体积成像，以及不同照明策略的成像深度[22]

Fig.1  Schematic diagram of the point-scanning system and its typical application results. (a) Structural diagram of confocal laser scanning microscope;

(b)  Multicolor  confocal  images and 3D reconstruction of  brain tissue section[24];  (c)  Single-photon and two-photon volumetric  imaging of  brain

neurons, and imaging depths with different illumination strategies[22] 
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统中实现了对厚度为 150 μm的脑组织切片的三维体

积成像 [24]。2018年，Yang等人将双光子光遗传学与

双光子钙体积成像相结合，以单细胞级的分辨率进行

了在体三维测量和操纵小鼠大脑皮层的神经活动[25]。

然而，由于逐点扫描与逐点检测的成像策略，点扫描

式成像若以轴向像素数接近横向像素数为目标，获取

可以用于三维重建的图像堆栈是一个缺乏实时性的

过程，解决这一问题的主要方法是提高扫描速度，将

数据通量提高至每秒数千万乃至上亿像素。

减少一个扫描维度提升成像速度的线扫描策略

是早期被提出的方案[26]，但是只从一个方向屏蔽焦外

信号会降低成像质量，提高机械扫描组件扫描转子的

频率获得更高的扫描速度也是一种常见的思路。早

在 2007年，Piyawattanametha等人开发的二维单晶硅

扫描镜便已用于 TPM和显微内窥镜中，其快轴采集

速率可达 3.52 kHz[27]。2019年，Boutilier等人通过将

72面多面镜安装在每分钟 55 000转的电机上以提高

TPM水平方向上的快轴扫描速度，能够以 90 帧/s的

速度捕获 512 pixel×512 pixel的图像[28]。

进一步，提高扫描转子的利用效率也是提高扫描

速度的主要方向之一。基于传统的机械式扫描方案

中，通过偏转单个光束的传播方向获得运动的单个焦

点进行扫描的策略，发展出了同时偏转复数个光束进

行多焦点并行式高速扫描的方法 (图 2(a))。2019年，

Zhang等人使用扫描振镜和微透镜阵列，实现了 400

个焦点的并行式扫描，并能以 1 000帧/s速率对清醒

小鼠的大脑进行深达 300 μm的双光子成像 [29]。此

外，多焦点扫描策略允许不同于传统的光束偏转式扫

描策略，其中具有代表性的是转盘式扫描显微镜 ,其

结构如图 2(b)所示。利用包含针孔阵列的转盘，通过

转盘高速转动对样本进行多焦点扫描的成像帧率可

以比单焦点扫描提升一两个数量级[30]。2021年，Oketani

等人使用针孔阵列盘作为扫描单元，在可见光波段通

过双光子成像重建了宫颈癌细胞中高尔基体的三维

结构，并对其在三维空间上的运动进行了实时监测[31]，

其体积成像速率可达 2 s/帧 (图 2(c))。
 

Lens
Scanning

galvo mirror

Microlens array

Objective

Laser

Lens

Objective

Spinning disk with

array of pinholes

Lens

Scanning

device

Polarization

beam splitter

Flat mirror

Objective

Objective
X×Y×Z
45.6 μm×45.6 μm×48.2 μm

Camera

8 12 16 20 24 28

Laser

Laser

Tunable

lens

(a) (b) (c)

(d) (e) (g)(f)

Time/s
32 

y

z

x
x

图 2  快速扫描技术的实现方式及其典型应用。(a) 多焦点扫描装置； (b) 转盘式多焦点扫描； (c) 快速扫描技术用于实时观测高尔基体的三维运

动[31]；(d) 时间延迟多焦点扫描；(e) 使用变焦透镜的轴向扫描；(f) 通过变焦透镜实现小鼠神 经元三维功能成像[32]，180 μm×180 μm×165 μm，

时间分辨率: 0.25 s；(g) 多焦点结构光照明显微镜对斑马鱼胚胎的 三维成像结果，红色框内是正在分裂的细胞[33]

Fig.2  Realization  of  fast  scanning  technology  and  its  typical  application.  (a)  Multifocal  scanning  device;  (b)  Spinning  disk  multifocal  scanning;

(c) Fast scanning technique for real-time observation of 3D movement of the Golgi apparatus[31]; (d) Time delayed multifocal scanning; (e) Axial

scanning with tunable lens; (f) 3D functional imaging of mouse neurons through a tunable lens[32], 180 μm× 180 μm× 165 μm, temporal resolution:

0.25 s; (g) 3D imaging result of a zebrafish embryo through multifocal structured illumination microscope. Red box indicates a dividing cell[33] 
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然而，多焦点的扫描策略通常要求面阵探测器同

步探测多焦点激发的荧光信号，对相机的最快曝光时

间与光子探测效率等性能要求非常严苛 [34]。基于时

间延迟的多路复用的多焦点扫描技术可以在不同焦

点间产生照明延时，进而允许高速高灵敏度的单点探

测器 (如光电倍增管)采集多焦点的时间信号序列进

行图像重构。2020年，Wu等人在 TPM中，令非平行的

脉冲激光束在两个近乎平行的反射镜之间进行多次

反射以分离不同波矢方向的子脉冲，进而在样本面获得

了数十个具有时间延迟的焦点，配合一维扫描振镜与光

电倍增管实现了近乎线扫描的采样速度 (主要结构见

图 2(d))，最快能以 3 000帧/s的速度获得二维图像[35]。

但是，仅提高横向扫描速率不能完全解决体积成

像的实时性问题，还需提升轴向扫描的效率。传统的

基于位移台的轴向扫描在惯性控制、位移精度和位移

距离等方面存在限制，难以实现快速轴向扫描[36]。将

变焦透镜引入成像系统通过高速变焦进行轴向快速

扫描成为了一种新的思路。变焦透镜执行轴向扫描

的原理如图 2(e)所示。2021年，Chien将轴向扫描频

率高达 1 MHz的可调谐声学梯度指数镜头应用于双

光子显微镜中，实现了以亚秒级的体积速率对小鼠大

脑钙动力学信息的实时监控 (图 2(f))  [32]。进一步，

Weisenburger通过在照明光路中设置一个可以沿光轴

方向快速移动的反射镜也实现了轴向快速扫描，并结

合多路复用技术实现了 17 Hz的体积成像速率 [37]。

此外，利用贝塞尔光等无衍射光束在不损失横向分辨

率的前提下获得轴向长聚焦光斑也是一种实现快速

体积成像的手段[38]。

另一方面，充分利用点扫描照明策略的优势，进

一步增强空间分辨率，实现超分辨三维成像也是目前

提高数据通量的一个发展方向。例如，York等人开

发了一种多焦点结构光照明显微镜，利用数字微镜进

行多焦点并行扫描，并通过对采集的数据施加数字针

孔提升成像质量，最终获得了 145 nm的横向分辨率

(图 2(g))，突破了传统的光学分辨率极限[33]；使用两个

反向相对的物镜获得近乎全方向孔径角的 4Pi显微

镜技术，可以实现轴向分辨率高达 7倍的提升 [39]；经

典的受激辐射损耗显微镜可以通过照明光束和损耗

光束的叠加获得远小于衍射极限的激发光斑，配合三

维扫描可以实现超分辨三维成像[40]。2021年，Velasco

等人在受激辐射损耗显微镜的基础上，结合双光子照

明、自适应光学和近红外荧光探针等技术，获得了深

度可达 164 μm的三维超分辨荧光显微图像[41]。

总之，通过多焦点、静态扫描装置和变焦透镜等

进行点扫描式的高速三维荧光显微成像是可行的。

但是在提高扫描速度的同时，单个采样点的光子产量

及曝光时间会不可避免地下降，这对光子预算的规划

要求更为严格[42]，并且系统的复杂化会导致成本的提

高。这些问题限制了点扫描式高速三维荧光显微成

像的普及。另外，超分辨技术虽然和点扫描式成像有

良好的兼容性，但应当注意权衡分辨率、视野和成像

时间之间的关系。

 2    宽场式三维荧光显微成像技术

 2.1   光片荧光显微镜

除了点扫描策略外，在轴向进行选择性照明也是

一种抑制离焦信号的思路，而光片显微镜就是其中具

有代表性的一种。光片显微镜采用了薄片状的照明

光源替代了常规显微镜中的柱形光源，由于只有在光

片内部的荧光分子被高效率激发，成像时只会产生较

少的焦外信号，提高了图像对比度 [43−45]，其系统结构

如图 3(a)所示。和点扫描式成像相比，光片显微镜由

于宽场照明策略，大幅度降低了对生物样本的光毒

性 [46]，并且在横向上可以由面阵探测器直接成像，采

集图像堆栈只需执行一个维度的扫描，非常适合长时

间实时成像的应用。2018年，Liu 等人将晶格光片显

微镜与自适应光学相结合，实现了对大体积多细胞样

本中亚细胞过程的无创无像差成像 [47]。2019年，Fei

等人将像素超分辨技术加入到光片显微镜中，实现了

以非拼接的形式对大体积样本的各向同性的高分辨

率成像[48]。

光片显微镜同样需要考虑轴向扫描速率的问题，

而基于振镜和可变焦透镜的高速扫描策略同样可用

于光片显微镜中。Fahrbach等人利用透镜扫描实现

了以 510 帧/s的速度对跳动的斑马鱼心脏内的 17个

平面进行成像 [49]，相当于每秒进行 30次体积扫描

(图 3(b))。Haslehurst等人在光片显微镜中加入了振

镜进行快速轴向扫描，并配合电控可调谐镜头同步采

集图像，实现了对哺乳动物脑组织中神经元树突状突

起的快速功能性钙成像[50]。
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另一方面，通过扩展景深的方法也是提高光片显

微镜成像速度的一个方向。Lin等人通过将轴棱锥加

入到双光子光片荧光显微镜中，产生了传统镜头

20倍以上的拓展景深[51]，进而以最高 30 Hz的体积采

集速率捕获了斑马鱼幼虫中动态跳动的心脏和红细

胞的图像 (图 3(c))。Olarte等人通过使用波前编码技

术在光片显微镜中扩展检测光学器件景深的方法也实

现了快速体积成像。这种技术允许在扩展轴向范围内

的任何位置调节光片，他们的结果表明该方案可在不

移动样本的条件下进行每秒高达 70次的体积成像[52]。

此外，光片显微镜的照明臂和成像臂的正交结构

限制了样本空间，并且影响了短工作距离的大数值孔

径物镜的适用，因此单物镜式光片显微镜被开发出

来。2019年，Yang等人在落射式荧光显微镜中生成

了倾斜的光片进行选择性照明，并在像方光路选择了

区别于照明光路的视野，实现了在物方仅需单个物镜

的光片显微镜 [53]，并进一步在 2022年通过优化设计

突破其原本在成像视野方面的限制[54]。Cai等人在落

射式荧光显微镜中生成了沿轴向传播的光片照明，又

在像方沿光轴方向设置了微镜阵列以模拟轴向共焦

狭缝阵列去分离不同焦平面的信号，配合一维扫描实

现了单物镜、正入射式的光片显微镜[55]。

 2.2   光场荧光显微镜

选择性照明显微镜进行体积成像时由于其扫描

装置通常是必需的，因此在成像速度和简化系统结构

方面依然受到制约。光场显微镜通过在像方光路中

设置微透镜阵列的方式同时获取光的强度和角度信

息，通过算法可以在不执行扫描的条件下重建样本的

三维信息，具有天然的速度优势，是一种具有大视野、

大景深的快速三维荧光显微成像技术[56−57]，其光学结

构如图 4(a)所示。

但是，光场显微镜的三维成像能力本质上是以牺

牲横向分辨率为代价的[58]，需要在横向和轴向分辨率

之间做出权衡，并且其在三维视场上的分辨率并不均

匀，这些缺陷限制了光场显微镜的实际应用。因此对

光场显微镜的分辨率提升是目前其主要发展方向。

早在 2014年，Prevedel等人就通过反卷积的图像重建

方法获得了 1.4 μm的有效分辨率，并实现了对整个蠕
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图 3  光片显微镜结构及典型体积成像结果。(a) 传统光片显微镜的系统结构；(b) 斑马鱼心脏的体积成像结果[49], 包含二维图像序列 (左)和三维

重建结果 (右)，比例尺：50 μm；(c) 斑马鱼心脏随时间变化的图像[51]，右侧折线图是心脏跳动动态，比例尺：30 μm

Fig.3  Structure  of  light-sheet  microscope  and  typical  volumetric  imaging  result.  (a)  Structure  of  traditional  light-sheet  microscope;  (b)  Volumetric

imaging result of zebrafish heart[49], including 2D image sequence (left) and 3D reconstruction (right), scale bar: 50 μm; (c) Time-lapse images of a

zebrafish heart[51], the line chart on the right is the heart beat dynamics, scale bar: 30 μm 
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虫和斑马鱼幼体大脑以单神经元级的精度在三维视

野内同时进行的神经元活动进行功能成像 (图 4(b))，

体积成像速率达到 20帧/s[59]。2021年，Wu 等人提出

了一个称为数字自适应光学扫描光场相互迭代断层

扫描的计算成像框架，将光场显微镜的横向分辨率

和轴向分辨率分别提升至了 220 nm和 400 nm[61]。此

外，在光路中加入衍射光学元件也是增强分辨率的有

效手段。2019年，Pan等人通过在样品和显微镜物镜

之间插入透射式光栅获得不同衍射阶数的光场图像

并推导出系统的点扩散函数以用于图像重建，在不影

响横向分辨率的情况下提升了轴向分辨率 [62]。2020

年，He等人通过在光场显微镜的傅里叶平面上放置

衍射光学元件实现了一种快照多焦光场显微成像方

法，该方法可以同时收集多个焦移光场，并将所有异

焦光场一起反卷积，可以在不牺牲横向分辨率及其均

匀性的条件下获得较大的场深[63]。

另一方面，系统改良和重建策略的优化可以使光

场显微镜的成像速度得到进一步提高。 2019年，

Wagner等人使用两个互相垂直的物镜同时获取正交

光场，进行双视图数据融合并反卷积，实现了高达

200 Hz的无运动伪影体积成像 (图 4(c))[60]。2020年，

Geng等人利用高分辨率的二维图像和低分辨率的四

维光场图像，通过反卷积和相位恢复的混合算法将图

像重建的计算速度提高了 4倍 [64]。2021年，Wang等

人结合光场显微镜与深度学习成像技术的方案实现

了以单细胞级的分辨率对跳动的斑马鱼心脏中的血

流进行成像，其体积成像速率也达到了 200 Hz[65]。

此外，光场显微镜存在和传统宽场反射式荧光显

微镜同样的问题，即景深外被激发的荧光会成为干扰

信号，在成像对比度、信噪比和空间分辨率方面都有

所欠缺[66−67]。但另一方面，由于光场显微镜的系统结

构简单，具有良好的兼容性，可以和其他先进照明策

略进行结合以提升图像质量。2020年，Truong等人

构建了一个基于光场的选择性体积照明显微镜，其照

明范围被控制在感兴趣的体积内，有效降低了光场成

像的背景噪声，并获得了 35%的分辨率增强效果[68]。

类似地，2020年，Wang等人将光片照明技术应用于

光场显微镜，使其成像对比度增强了 10倍，成像信噪

比提升了 3.2倍[69]。Zhang等人将共焦检测方案与光

场显微镜结合，选择性地从照明光内部收集荧光信

号，获取了光学切片能力以及最高可达 600 μm的成

像深度[70]。
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Fig.4  Structure  of  light-field  microscope  and  typical  volumetric  imaging  result.  (a)  Structure  of  traditional  light-field  microscope;  (b)  Typical

reconstruction results at different depths of the worm brain[59], scale bar: 50 μm; (c) Blood flow imaging at 200 Hz volumetric imaging rate[60],

200 μm×200 μm×200 μm 
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 2.3   宽场超分辨显微镜

围绕宽场显微镜开发超分辨成像技术，可以在保

持较低的光毒性的同时获得更丰富的细节[71]，同样是

目前三维荧光显微成像技术的一个重要发展方向。基

于宽场显微镜实现超分辨成像的方法较多，大致可以

分为结构光照明超分辨成像[72]、单分子定位超分辨成

像[73] 和光学涨落超分辨成像[74] 三类。

结构光照明超分辨成像技术通过对样本施加干

涉条纹并相移来实现样本图像的超分辨率重建，可以

将空间分辨率提高一倍。其中，二维结构光照明技术

只需两束光干涉以及三次相位变换，但只能提升横向

分辨率[75]；而三维结构光则需要三束光产生干涉条纹

并进行 15次相位变换 (其典型系统结构如图 5(a)所

示 )，并可以重建出样本的三维超分辨率荧光图像

(图 5(b)) [76]，且使用空间光调制器可以将相位变换过

程的耗时控制在很短的时间内[77]。然而，三维结构光

照明技术对于像差非常敏感，因而在生物组织内成像

深度仅为数个微米，通常仅能覆盖单个细胞的厚度[78]。

针对这一问题，Lin等人在 2021年通过将自适应光学

技术引入到三维结构光照明成像中以消除像差，成功

将其成像深度提高至 80 μm[79]。

单分子定位超分辨成像技术通过对视野内的荧

光分子进行稀疏性激发，使临近的荧光分子不同时发

光，进而允许在每次成像时对零散的荧光分子以纳米
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Fig.5  Structure of 3D-SIM and typical imaging result  of super resolution technology. (a)  Representative system structure;  (b) Comparison of imaging

results of fluorescent microspheres with conventional microscope (left) and 3D-SIM (right)[76]; (c) Dynamic 3D super resolution imaging results of

transferrin  clusters[80],  scale  bar:  50 nm;  (d)  Imaging  results  of  rat  hippocampal  neuron[81],  including  widefield  imaging  (left),  classical  super

resolution optical fluctuation reconstruction (middle), and super resolution optical fluctuation reconstruction using Fourier interpolation (right) 
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级精度定位，这样的成像进行成千上万次即可重构出

一张超分辨图像 [82−83]。基于单分子定位的成像技术

已被证明可以在横向和轴向均获得超分辨率能力。

早在 2008年，庄小威等人就提出了一种三维单分子

定位超分辨成像方案，该方案使用了一个柱面镜在像

平面生成椭圆光斑，通过椭圆长短轴的变化来表征荧

光在轴向的位置，最终实现了横向 30 nm、轴向 60 nm

的单分子定位精度 [84]，并在 2011年以类似的分辨率

实现了 0.5 Hz的体积成像速率 (图 5(c)) [80]。为了进

一步降低单分子定位超分辨成像技术对数据量的要

求，Wang等人于 2017年提出了一种适用于单分子定

位的盲修复图像重建方法，可以从低密度图像中恢复

原本无法解析的精细结构，对原始数据的需求量仅为

传统方法的百分之一，因而可以将成像速度提高两个

数量级[85]。

光学涨落超分辨成像技术通过捕捉独立分布的

荧光分子的闪烁状态而实现分辨率增强 [86]。具体而

言，视野内被激光照射的荧光分子会随时间随机闪

烁，因此可以通过采集一组时间图像序列，依据图像

同一位置的像素值变化来分离临近的荧光分子，进而

重构出超分辨率图像 [87]。光学涨落超分辨成像技术

可以直接使用宽场荧光显微镜采集的时间图像序列

完成超分辨图像重建，具有低成本、适用广泛的优点，

但是其分辨率提升效果受限于探测器像素尺寸 [88]。

对此，Stein等人曾提出一种基于傅里叶变换的插值

方案，可以突破像素尺寸的限制，重建出像素密度更

高的图像且不会引入伪影 (图 5(d))，提高了光学涨落

超分辨技术对分辨率增强的上限[81]。

 2.4   小　结

使用了各类新技术的宽场式三维荧光显微成像

在克服了传统宽场显微镜缺陷的同时，凭借更低的光

毒性以及数据采集维度的优势，成为了实时体积成像

的强有力工具，允许科研人员对微观视野下短暂的分

子事件进行动态追踪。而超分辨技术的加入则使得

宽场显微成像可以在时间分辨率和空间分辨率之间

进行取舍。

 3    投影断层式三维荧光显微成像技术

类似于使用 X射线的计算机断层扫描，在光学波

段对样本进行多角度弹道式照明获取投影数据集可

以对样本实现三维断层重建，即光学投影断层成像技

术 (optical projection tomography, OPT) [89−91]。典型OPT

系统结构如图 6(a)所示。OPT已被证明可以用于某

些光学透明度较高的活体生物进行全身断层重建。

Bassi等人利用 OPT技术以无标记的形式实现了对弱

散射活体样本的血管网络的可视化与三维断层重

建 [92]。Arranz等人在没有进行光学透明化处理的条

件下，利用 OPT技术对黑腹果蝇蛹进行了三维断层

扫描 [93]，并捕捉到了蛹内头部外翻过程的体积图像

(图 6(b))。此外，结合荧光标记技术，OPT可对生物样

本内部的光吸收和荧光信号进行三维追踪。McGinty

等人使用绿色荧光蛋白标记了斑马鱼胚胎后，成功对

其进了包含荧光寿命信息的光学投影断层扫描[94]。

进一步，在缩小成像视野并提高放大倍率后，

OPT技术同样支持以微米级的空间分辨率对生物样

本在微观尺度上执行断层重建。Juntunen等人于 2021

年通过结合高光谱技术实现了对直径约 10 μm的向

日葵花粉粒的快速光学断层重建，获得了高质量的光

吸收与荧光图像[95]。总得来说，相比于点扫描需要对
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Drosophila melanogaster pupae[93] 
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样本进行数百万至数千万次采样才能重建出三维图

像，结合 OPT技术的三维荧光显微成像仅需获得数

百个不同角度的投影即可完成采样并断层重建，并且

可以检测厚度在毫米量级的样本[96]。

减少数据采集时间是进一步提高 OPT技术成像

速度的直接且高效的手段。首先，OPT成像对于投影

数据的角度信息的精确度要求较高[97]，而对角度的精

准定位和校正是一个相对耗时的过程。  Cheddad等

人针对这一问题开发出了样品在旋转轴上的半自动

精确定位方法，并结合数据采集后的自动校正算法，

获得了 0.01 pixel的校正精度，可以减少数据采集时

间并提高重建后的图像质量[98]。另外，提高重建时对

数据的利用效率能够有效控制对原始数据量的需求，

进而提高成像速度。Chen等人采用了基于调制传递

函数的频率截止滤波器作为重建时的附加滤波器，在

抑制重建伪影的同时降低了对数据量的要求，将数据

采集速度提高了 4倍[99]。

此外，经典的 OPT重建方法要求对样本进行圆

周式、高频次采样，这仍是一个耗时相对较长的过程，

并且采集全角度投影的方法很难用于对大尺寸样本

的局部观测。因此，开发适用于有限角度投影以及稀

疏投影的重建方法可以显著提高 OPT技术的成像速

度及其实用性。对于有限角度投影重建，由于采样角

度不足，滤波反投影 (filtered back projection, FBP)和

代数重建法等经典方法难以重建出良好的图像[100−101]。

Chen等人受压缩感知理论启发，提出了一种名为“基

于各项异性全变分极小化”的重建方法，可以在重建

有限角度的投影数据时获得明显优于经典方法的图

像质量 [102]。Wang等人在 2019年通过优化样本固定

方式提高了活体样本的纵向检测能力，并利用代数重

建与先验信息相结合的方法，最终仅需采集 130°范围

内的投影即可重建出质量可接受的图像 (图 7(a))[103]。

在稀疏投影重建方面，Chen等人在 2020年提出了一

种基于稀疏视图数据的稀疏重建方案，结合代数重建

和全变分正则化的迭代重建方法，用于重建的投影数

量可以降低至 15个[104]，比滤波反投影重建方法所需

的投影数量少了一个数量级。Wang等人在 2022年

将深度学习应用于三维重建中，提出了一种基于两阶

段深度学习网络的框架 (Two-stage deep learning net-

work, TSDLN)，用于稀疏投影的重建与去噪 [105]，可以

将所需的投影数量进一步降低至 9个 (图 7(b))。

 
 

180° 130°

250 μm 250 μm

FBP

(a)

(b) TSDLN

图 7  有限角度与稀疏采样的重建结果。(a) 180°和 130°范围内断层

重建结果[103]；(b)滤波反投影法使用 180个投 影数据的重建结

果 (左)和两阶段深度学习网络使用 9 个投影数据的重建结果

(右)[105]

Fig.7  Reconstruction  results  under  limited  angles  or  sparse  sampling.

(a)  Results  of  180°  and  130°  tomographic  reconstruction[103];

(b)  Reconstruction  results  of  filtered  back-projection  using  180

projection  data(left)  and  reconstruction  results  of  2-stage  deep

learning network using 9 projection data[105]
 

 

OPT显微成像技术可以对厚样本内部的荧光信

号和光吸收进行三维断层分析，有限角度重建和稀疏

采样技术的加入可以降低其对样本几何形状及尺寸

的限制，减少采样时间，扩大了该技术的检测目标的

范围。但同时，OPT技术对样本的光学透过率要求较

高，对于不透明的样本需要先进行透明化预处理，因

此可以检测的活体样本的种类有限，并会丢失在透明

化处理中被去除的生物信息。

 4    结束语

笔者归纳和分析了相对常见的三维荧光显微成

像方案及其实现高速成像的技术策略。可以认为，现

有的技术方案在一定程度上已经允许对部分微观尺
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度上的生物分子事件进行三维动态跟踪，但是仍存在

一些因素在限制实时体积成像的进一步发展。首先，

由于动态三维成像产生的庞大数据通量以及某些重

建方法对算力的高要求，导致数据处理的实时性较

差，该问题的解决可能需要结合数据压缩技术及计算

机科学的进步[106]；其次，由于生物组织对光的散射以

及自体荧光背景，光学显微成像的深度被限制在数百

微米内，近年来兴起的在近红外二区 (900~1 700 nm)窗

口的荧光显微成像因为更低的散射和自体荧光提供

了深层成像的可能 [107]，进一步，随着成像深度的加

深，像差的增加会降低图像质量，而自适应光学可以

有效缓解这一问题[108]；第三，传统显微成像技术中有

限的视场限制了数据吞吐量的上限，这一问题可以通

过改进物镜设计而有效改善 [109]。最后，由于荧光团

的种类有限以及同步激发的困难，基于荧光标记的显

微成像技术可能难以描述样本的全部分子事件，而拉

曼光谱成像技术由于其特有的分子间化学键指纹表

征能力 [110−111]，可以提供更加丰富的光学信息。笔者

相信，随着各种先进光学成像技术的发展与融合，实

时三维光学显微成像将会有进一步突破，提供更加完

善的微观生物信息。
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