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多層全像非軸向掃描狹縫共軛焦
螢光顯微鏡
Multiplexed Holographic Slit Confocal 
Microscopy for Multiplane Imaging
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Tso-Hua Wu, Hung-Chun Wang, Chou-Min Chia, Yuan Luo

本研究提出了一種非軸向掃描多焦平面共軛焦顯微鏡系統，結合了多層體積全像光柵和

狹縫陣列檢測，可同時擷取不同深度的光學切片影像。顯微鏡系統中配置多層體積全像光

柵，於樣本內的兩個或多個焦平面中選擇性地產生軸向焦點，然後使用共焦狹縫孔徑同時將

多個平面成像到 CCD 的感測區域。本文說明了系統設計、實施方法和實驗數據，證明了這
種顯微鏡系統不需利用任何軸向掃描裝置即能夠獲得螢光標記的標準微球和組織樣本的光學

切片多焦平面影像。

Here, we proposed a non-axial-scanning confocal microscopy. The system is equipped with 
multiplexed volume holographic gratings for illumination and slit apertures for detection. The 
multiplexed volume holographic gratings produce multiple axial focal points, and the slit apertures 
image corresponding axial focal points, which display onto different sensing areas of a CCD. 
The system design, development and experimental measurements using biological samples are 
described thoroughly. The proposed system provides optical sectioning using fl uorescently labeled 
standard micro-spheres as well as tissue samples without axial scanning.

一、前言

光學切片技術通過去除離焦背景雜訊，從各種樣本獲取三維信息的能力，最常用並具

有良好背景雜訊抑制的光學切片成像方法就是基於共軛焦方法(1-7)。雖然共焦成像提供了精

確的光學切片能力來阻擋離焦背景，但是為改善影像品質而付出的代價通常是逐點掃描的

時間。有許多研究正在努力開發高速橫向掃描機制或增加檢測和焦點數量(8-12) 來提高掃描效
率。為了減少掃描的需要，通過利用線型孔徑而不是單點針孔開發了狹縫共軛焦技術，用於

各種生物成像應用(6, 7, 13-17)。

通常在狹縫共軛焦顯微鏡中，需要利用多個感測器擷取訊號，因此一維或二維相機較

適用於高速操作(18,19)。為了進一步提高擷取速度，在狹縫共軛焦顯微鏡中使用單個振鏡(14) 
或雙面鏡(15) 進行成像應用。近期研究中，聲光偏轉器(20) 亦用於在狹縫共軛焦上的組織樣本
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進行線掃描，但這種方法必須進行深度掃描。基於傾斜照射的角度－狹縫共軛焦 (theta slit 
confocal) 被開發用於簡化橫向掃描的系統配置。角度－狹縫共軛焦系統將物鏡之入射孔徑
分為兩個部分：照明區與收光區。入射光進入照明區，經由物鏡聚焦於觀察物上後漫射，再

經由物鏡接收並於收光區將觀察物資訊回傳。掃描式角度－狹縫共軛焦系統(26) 利用移動照
明區之入射光達到橫向掃描的效果。基於色散的光譜編碼狹縫共軛焦 (spectrally encoded slit 
confocal)(18) 能夠獲得無標記樣品的影像，但不能解析厚螢光樣品。雙狹縫配置亦被提出，
使兩道聚焦光束沿相反方向掃描物體，並且與感光耦合元件 (CCD) 相機上的相應像素 (視作
數位狹縫) 同步。目前狹縫共軛焦技術已有許多研究致力於開發高速橫向掃描機制，然而現
有的狹縫共軛焦系統仍需要沿軸向掃描。

平行共焦方法 (parallel confocal approach)(8) 通過在空間光調製器 (spatial light modulator, 
SLM) 上使用電腦生成的雙扭曲光柵加速多面影像形成，使用一個波長激發及一個扭曲光柵
產生兩個軸向焦點，並觀察在不同發射波長、光柵下的發射光。然而兩個平面之間的分離非

常有限，它仍然需要在兩個方向上掃描。另外，由於偏振選擇性，使用 SLM 觀察微弱螢光
影像是非常困難的。

本文我們提出了一種新的非軸向掃描狹縫共軛焦成像，結合了多層體積全像光柵 
(multiplexed volume holographic gratings, MVHGs) ，在樣品內的兩個或多個平面上產生焦
線，然後使用狹縫孔徑同時成像多個深度，橫向投射到 CCD 上。與先前描述的狹縫共軛焦
系統相比，我們的方法具備同時從多個深度獲取厚組織樣本的光學切片影像而無需軸向掃

描。與 (8) 中描述的系統在 SLM 上使用電腦生成的光柵不同，我們的方法不依賴於探測影
像的偏振選擇性，並且可以使用適當的 MVHGs 實現任意佈置縱向焦線的位置。與 (18) 中
通過色散技術描述的系統相比，我們的方法能同時擷取無標記樣品以及螢光標記的組織樣品

的影像。在本文中，實驗證明了多平面非軸向掃描狹縫共軛焦系統的性能，可以在多個深度

成像標準微球和離體生物組織樣本。

二、實驗方法

圖 1 顯示了所提出的狹縫共軛焦顯微鏡的示意圖。架構配置成使 MVHGs 符合布拉格匹
配條件而在樣本內的不同深度產生兩條焦線，並且還用作隨後的狹縫孔徑的輸入焦線。因

此，使用 CCD 同時獲得不同深度內的樣品的光學截面影像，而無須軸向掃描。
多層體積全像光柵基於通過多次曝光菲酉昆 (phenanthrenequinone) 摻雜的聚甲基丙烯酸甲

酯 (PQ-PMMA) 材料並配合多路曝光角度切換 (shift-angular multiplexing)(23) 而形成。可以使
用圖 2 中的 k-球圖來說明。圖 2(a) 為記錄全像光柵的過程，ks,i 和 kr,i 分別表示訊號和參考光
向量。第 i 個 MVHGs 的光柵向量由 (23) 給出。

, , ,   1,2,...,s i r i ik k K and i M    (1)

其中 , , ,2 /s i r i r ik k n   ， r,i 在空間中是記錄波長，Ki 是第 i 個全像圖的光柵向量，n 是
記錄材料的折射率，M 是多層光柵的數量，z 為 i 個光柵向量間的深度差距，本研究的預
設值為 10 微米。移動透鏡 L1 即能更改訊號光之波前，並且與透鏡 L1 之對焦深度相關。圖 
2(b) 為重建過程，基於布拉格條件(24)，探測器和繞射光束的傳播向量可表示為：
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(2)

 p 是空間中的探測波長，因為布拉格選擇性，以特定生成波長  r 形成的 MVHGs可以在
不同的探測波長  p 下產生繞射。在圖 2 中，M = 2， L1 和 L2 的數值孔徑分別為 0.65 和 

圖 1. 多平面狹縫共軛焦方法的示意圖。通過布拉格匹配的 MVHGs 的繞射同時
產生兩個不同深度的焦線，並通過相應的共軛焦縫隙孔徑探測，在沒有軸

向掃描的情況下使用 CCD 檢測在多個深度處的光學切片螢光圖像。其中
藍色光路為照明光路徑，綠色光路為接收光路徑，若觀察螢光樣本則兩

路徑的光波長將不同，如同圖 1 中兩光路的顏色差異性。[Adapted] with 
permission from [ref 27] © The Optical Society.
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圖 2. (a) 基於 K 球面圖的記錄設計。ks,i = 1,2 和 kr,i = 1,2 是形成 MVHGs 的相應信號和參考光
束。(b) 在布拉格匹配條件下重建。 滿足 K 球面圖的探測光同時產生兩個繞射光束 
kd,1 和 kd,2，它們通過物鏡在樣品空間的不同平面上產生不同的焦點。[Adapted] with 
permission from [ref 27] © The Optical Society.
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0.55。繞射和重建光束之間的角度稱光束間角 ( ) 是 68°，重建光束之間的多層角度 ( ) 是 
14.5°，z 是 10 微米。因此利用重建光之不同入射角度，即可選擇體積全像的繞射光；由於
不同角度的繞射光之波前訊號不同且與聚焦深度相關，即能利用物鏡將繞射光對焦於不同深

度。

三、實驗結果與討論

在我們的實驗架構中，兩個 MVHG 在波長 488 奈米處的平均繞射效率為 ~35%，在成
像架構同時使用兩個瞳孔尺寸為 5 微米的狹縫孔徑來抑制離焦光。使用焦距為 200 毫米奧林
巴斯物鏡 (ULWD MSPlan 50X)，搭配 CCD (iXon897，Andor) 構建所提出的 MVHG 多平面
狹縫共軛焦顯微鏡，通過對解析度圖表進行成像來評估所提出的共軛焦系統的橫向解析度。

圖 3(a) 顯示當圖表在不同深度聚焦時，寬度為 0.78 微米的最小線條時有很好的解析度。值
得一提的是，垂直方向上最小線對的對比度略高於沿水平方向的對比度，因為非對稱的狹

縫孔徑形狀會引起非等向的共焦效應 (anisotropic confocal effect)(24)。此外，通過以 0.1 微米
的步進長掃描螢光標記的微球 (直徑 1 微米，Polyscience) 進行實驗評估系統軸向解析度。圖 
3(b) 顯示了使用 488 奈米的激發波長沿軸向 (Z-PSF) 的點擴散函數的實驗結果，並且半高寬
(full width at half maximum, FWHM) 在深度 1 為 3 微米、深度 2 為 3.5 微米，Z-PSF 測量與

圖 3. (a.i) 通過該系統的 1951 年美國空軍條形圖的標準卡影像。第 9 組中的最小元素的線寬
為 0.78 微米；(a.ii) 垂直和水平方向上的最小線對 (a.i) 的輪廓圖。由於所使用的為狹縫
式共軛焦顯微鏡，因此橫向掃描時其中一個維度的對比度將會較差，如圖 (a.ii) 所示。
(b) 通過掃描測量 1 微米螢光微球，基於 MVHGs 的多平面狹縫共軛焦系統的歸一化軸
向解析度。不同深度的半高寬 (FWHM) 分別為約 3 微米 (深度 1) 和 3.5 微米 (深度 2)，
兩個深度之間的距離約為 10 微米。[Adapted] with permission from [ref 27] © The Optical 
Society.
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非同調條件下的模擬結果一致(24)，其半高寬為 3 微米。
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為了驗證提出的多平面狹縫共軛焦系統的能力，使用備具螢光標記稀疏分佈之厚的綠色

微球樣品 (直徑 5 微米，Polyscience) 並嵌入 1 毫米厚的瓊脂糖平板 (Invitrogen) 中以成像。
並使用藍色可調變雷射光源 (Innova 304C，Coherent Inc.) 在   = 488 奈米處激發稀疏分佈的
微球。在不進行軸向掃描情況下，圖 4(a) 為焦平面上螢光微球之 CCD 成像，並且顯著抑制
了第二層深度的離焦光。在圖 4(b) 中，相同微球的光學切片影像在不同層深度處聚焦，而
離焦背景也被明顯阻擋。此外，更密集分佈的螢光標記綠色微球 (Polyscience，直徑為 25 微
米) 亦被使用於檢測系統成像能力。
圖 5 比較了標準全域影像和光學切片影像由所提出的 MVHGs 多平面狹縫共軛焦方法擷

取。在圖 5(a) 為標準全域影像，同時從 CCD 以均勻照明擷取具有對焦和離焦的螢光微球影
像；圖 5(b) 顯示了使用基於 MVHGs 的多平面狹縫共軛焦系統，在兩個深度同時獲得螢光
標記的微球影像，沿 x 軸的橫向掃描步進長為 0.1 微米，並且不需要沿軸向掃描；圖 5(c) 通
過強度分佈圖來比較局部對比度和離焦背景抑制，顯示了當在焦平面成像時，MVHGs 多平
面狹縫共軛焦系統明顯的抑制了來自離焦背景之雜訊。

為了證明 MVHGs 多平面狹縫共軛焦顯微鏡對高度散射的組織樣本成像的能力，我們對
兔子角膜上皮進行了體外 (in vitro) 成像實驗。圖 6 顯示了用 MVHGs 多平面狹縫共軛焦顯微
鏡拍攝的螢光標記之兔子角膜樣品的影像，在樣品的細胞膜上用螢光染料 (PKH67) 染色，
並用相同的激發雷射光 (488 奈米) 照射。與前面描述的微球實驗一樣，MVHGs 多平面狹縫
共軛焦顯微鏡成功地去除了高度散射的組織樣本中多個螢光平面的背景雜訊。

圖 4. (a)、(b) 從軸向分開 10 微米的兩個平面同時獲得的稀疏分佈的 5 微米螢光
微球的光學截面影像：(a) 位於深度 1 的螢光微球影像，和 (b) 位於深度 2 
的微球影像。[Adapted] with permission from [ref 27] © The Optical Society.
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圖 5. 嵌入瓊脂糖凝膠中的密集分佈的 25 微米微球的影像。(a) 使用標準的全域拍攝微球的
影像。(b) 使用 MVHGs 多平面狹縫共軛焦系統，從軸向間隔 10 微米的兩個平面同
時獲取光學截面影像。(c) 使用不同的成像技術比較 (a) 和 (b) 之間的信號 (對焦微球) 
和背景 (離焦微球) 的強度分佈。[Adapted] with permission from [ref 27] © The Optical 
Society.

圖 6. 使用基於 MVHGs 的多平面狹縫共軛焦成像從兩個軸向分離的平面 (深度 1 和 2) 獲得
螢光標記的兔子角膜樣品的合成影像。[Adapted] with permission from [ref 27] © The 
Optical Society.
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四、結論

本研究開發了 MVHGs 多平面狹縫共軛焦顯顯微鏡，以同時觀察來自不同深度的體外 
(in vitro) 光學切片 3D 影像。在本方法中，藉由利用 MVHGs 於照明與狹縫共軛焦檢測原理
的應用，在厚的組織樣本內成像多層深度的應用上，能更有效率且高速的替代軸向掃描機

制，並且同時有效地阻擋離焦背景。

該系統簡易而適應性強，並且能顯著的加快掃描成像的速度，因為它可以同時捕獲多層

深度影像；雖然本研究僅呈現兩層深度的掃描，但若配合更多層的 MVGHSs 以擴展系統，
即可同時獲得更多的成像平面(25)，同時也是本研究後續的發展方向。目前的狹縫共軛焦顯

微系統是利用橫向一維線掃描，雖說掃描速度較優於點掃描系統，但仍有許多改善空間。

利用二維掃描振鏡 (Galvo-Mirror) 即可以進一步提高共軛焦顯微系統的採集速度；除此之外
更快的計算設備及更多的 MVGHSs 於體內 3D 影像狹縫共軛焦顯微鏡，能完善系統以全自
動方式重建整個三維影像。本研究於 2018 年 5 月發表於 Optics Express (Vol. 26 Issue 11 pp. 
14288-14294)。
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