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共聚焦激光扫描荧光显微镜扫描系统研制
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摘要 :为适应三维光学微细加工及三维光学信息存储研究的需要 ,研制了共聚焦激光扫描荧光显微镜的
工作台式扫描系统 ,扫描范围 138μm×138μm。工作台采用压电陶瓷驱动器 ( PZT actuator)驱动的方式
来获得高分辨率的位移 ,采用带柔性铰链的杠杆放大装置来获得较大的位移范围。描述了工作台的工
作原理 ,并对其静态和动态性能进行了测试 ,实验表明这一扫描系统能很好的应用于共聚焦激光扫描荧
光显微镜系统。
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1　引　言

　　共聚焦激光扫描显微镜 (confocal laser scan2
ning microscopy , 简称 CL SM)及其在此基础上发

展起来的双光子激光扫描显微镜 ( two-photon

laser scanning microscopy , 简称 TPL SM)以其优

异三维成像能力在生物学、半导体工艺及三维微

细加工等诸多领域得到日益广泛的应用[1-2 ]。共

聚焦激光扫描荧光显微镜 (CL SM)光学部分的基

本原理如图 1所示。点光源发出的光通过分光镜

和物镜聚焦到样品上 ,并在样品中激发出荧光。

荧光由物镜收集并通过分光镜会聚到共焦小孔

上 ,并由探测器检测。由于共焦小孔、点光源和物

镜焦面处于共轭位置 ,因此非焦面的荧光和杂散

光将被共焦小孔阻挡。通过逐点扫描工作台上的

样品 ,便可得到样品的荧光图象。

扫描方式的选择和设计是共聚焦显微镜研制

的重要环节。自共聚焦扫描显微镜出现以来 ,其

扫描方式主要有三种 :工作台扫描 ( stage scan2
ning) [3 ] ,光束扫描 (beam scanning) [4 ]和转盘扫描

(spinning disk ) [5 ]。工作台扫描是指激发光的会

聚焦点静止而承载样品的工作台进行二维平面运

动实现逐点扫描。光束扫描与其相反 ,通过在光

路中加入扫描振镜使光束发生偏转 ,从而实现焦

点在样品上的扫描[6 ]。转盘扫描是利用快速旋

转的 Nipkow Disk来实现光束对样品的光栅式扫

描。

目前 ,利用双光子及其共聚焦显微镜来进行

三维光学高密信息存储及三维光学微细加工的研

究工作已成为微型电子器件和光子器件的重要方

法[7-8 ]。三维光学微细加工要求聚焦脉冲的宽度

要小 ,光斑的空间轮廓形状光滑。光束扫描方式

由于在扫描过程中使光束发生偏转而产生球差 ,

从而容易导致光斑的空间轮廓形状凹凸不平。

Nipkow Disk扫描方式在利用飞秒激光作为光源

时 ,将不可避免地造成飞秒激光脉宽的变形和加

宽 ,同样也无法提供高质量的光斑。所以我们开

发了一套专门用于此研究方向的工作台扫描的共

聚焦显微镜扫描系统 ,它的扫描过程不改变光束

的参数从而使光斑质量达到最优。

本文主要报道了利用压电陶瓷驱动器较高

的位移分辨率和基于柔性铰链的微动工作台组

建的共聚焦荧光显微镜的扫描系统的原理与设

计 ,对工作台的有关性能如扫描范围、非线性及

其动态性能进行了测试 ,并通过实验获得了良

好的效果。
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图 1　共聚焦激光扫描荧光显微镜原理图

Fig. 1 　Principles of the confocal laser scanning fluores2
cence microscopy.

2　共聚焦激光扫描荧光显微镜的扫
描系统

研制的共聚焦显微镜的扫描系统由两部分组

成 ,一是计算机控制电子系统 (CL SM控制器) (图

2) ;二是微位移工作台 (图 3) 。

图 2　共焦激光扫描荧光显微镜电子及控制系统

Fig. 2　Electronical and controlling system of the confo2
cal laser scannin fluorescence microscope.

扫描系统的基本工作原理是 :计算机通过 D/

A转换器和高压放大电路产生两路独立的峰值在

0～120V的扫描电压 ,波形为三角波或锯齿波 (图

2) 。这两路扫描电压分别驱动两个压电陶瓷驱动

器 ,使它们分别在两个方向 ( x 和 y) 上产生相应

的伸缩运动。一个微位移工作台 (图 3)将嵌入在

它内部的压电陶瓷驱动器的伸缩运动放大 ,并带

动微位移工作台及其上面的样品实现二维扫描。

图 3　扫描工作台结构

Fig. 3　Drawing of the scanning stage.

压电陶瓷驱动器的变形量与两端的电压大致

成正比 ,采用的压电陶瓷驱动器在 120V 电压下

可输出约 10. 8μm的位移。这样压电陶瓷驱动器

提供了一种将电压信号转换为微位移的简便方

式 ,而且它具有非常好的可控性。

微位移工作台的结构如图 3所示。它在两个

方向上将压电陶瓷驱动器的位移放大 ,实际的放
大倍数为 12. 8 ,并实现在二维平面上的扫描。压

电陶瓷驱动器具有非常高的位移精度 ,但它的位

移量相对于共焦显微镜的需要来说仍然较小。因

此 ,采用了基于柔性铰链的杠杆放大机构来获得

更大范围的位移。柔性铰链是一种圆弧切口结

构 ,利用其有限的角位移可实现精密的运动[9 ]。

考虑到与压电陶瓷驱动器的线膨胀系数比较接

近 ,工作台材料选用整块的铝合金 LD31 ,并用线

切割方法加工而成。为保证扫描运动的直线性 ,

工作台由平行四杆机构加上一个杠杆放大机构组

成 (图 4) 。平行四杆机构的对称性保证在杠杆做

微转动时 ,工作台中承载样品的部分始终做平动。

工作台在两个方向上的结构完全相同。图 4为在

一个方向上的机构简图。

放大机构对压电陶瓷驱动器的变形量 dp 作

二级杠杆放大 ,理想情况下总输出位移为 :

d = m 1 m 2 dp , (1)
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图 4　工作台在一个方向上的机构简图。A ～ F为柔

性铰链 , a , b , c为杠杆 , d为运动部分

Fig. 4 　Schematic of the stage design in one direction ,

where A ～ F are flexure hinges , a , b , c are

levers ,and d is the moving part .

　　其中 : m 1 = 1 + R1/ R , m 2 = 1 + R3/ R2

在设计中 , R = 15mm , R1 = 60mm , R2 =

10mm , R3 = 40mm ,由 (1)式可得理想情况下总

输出位移应为 270μm。

由于柔性铰链和压电陶瓷驱动器的刚度均为

有限的 ,因此总输出位移必然有一定的损失。

Fredric E S给出了由柔性铰链引起的位移损失的

理论计算[10 ] :

d/ gdp = { 1 + (0 . 222 t2 - 0 . 1818 t5/ 2/ρ1/ 2)

×[ gk1 + k2 ( g - m 2) ]} - 1 , (2)

　　其中 :ρ为柔性铰链的圆弧半径 , t 为柔性铰

链的厚度。

g = m 1 m 2 ,

k1 = 4 m 1/ R2
2 m 2 + 3/ R2 m 1 m 2 ,

k2 = 4 R1/ R R2
2 m 2

在设计中 , 柔性铰链的圆弧半径 ρ =

1175mm ,柔性铰链的厚度 t = 0. 35mm ,代入式

(2)得 d/ gdp = 0. 97。可见柔性铰链造成的位移

损失很小 ,约 3 %。

工作台的位移分辨率对三维微细加工和成像

有很大的影响 , CL SM 控制器电压纹波小于

10mV ,所以理论上工作台位移分辨率小于

01025μm ,远小于光学分辨率 ,完全满足成像和三

维微细加工的要求。

3　工作台性能测试

3 . 1　工作台静态性能测试

图 5 (A)为实测得到的工作台上压电陶瓷驱

动器的电压位移曲线 ,测试仪器 VRZ480 电感测

微仪 ,分辨率 0. 1μm。图 5 (B)为用激光干涉仪

HP5528A对工作台进行的测试 ,分辨率 0. 1μm。

测试结果表明工作台最大位移量 138μm。与理

想值的差距除了柔性铰链引入的位移损失外 ,其

余主要由压电陶瓷驱动器的刚度及驱动器与工作

台的粘接处的刚度引入。但从 (A) 、(B)两图中

可以看出它们的位移曲线基本相同 ,工作台的位

移输出与压电陶瓷驱动器的位移输出成固定的比

例关系 (12. 8∶1) ,表明工作台的位移能由压电陶

瓷驱动器上的电压准确的控制。

图 5　压电陶瓷驱动器 (a)及扫描工作台 (b)的电压一

位移曲线

Fig. 5　Voltate versus displacement curve for PZT actua2
tor (A) and scanning stage (B) .

从测试结果可以看出压电陶瓷存在一定的迟

滞。解决这种非线性的方法是根据实测位移电压

曲线用软件补偿来修正扫描电压的波形 ,使位移
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输出成线性 :即对实测的数据进行三次曲线拟合 ,

得到其三次方程 :

y1 = - 7 . 9 ×10 - 6 x 1
3 + 0 . 004 x 1

2 + 0 . 71 x 1 - 0 . 4 ,

(3)

y2 = - 1 . 2 ×10 - 5 x 2
3 + 0 . 00064 x 2

2 + 1 . 2 x 2 + 3 .

(4)

其中 : y为位移 , x 为电压。由方程可求得某一位

移对应的电压。方程 (3) , (4)与实测数据的最大

误差分别为 0. 6μm和 0. 7μm 。如果想获得更精

确的位移输出 ,也可采用硬件中加入闭环反馈来

实现线形输出[11 ]。

对工作台的电压 - 位移曲线进行了多次测

试 ,比较各次测试结果中各测量点上位移的差异

可反映出工作台的重定位精度。测试数据表明误

差平均值 0. 37μm ,均方根误差 0. 24μm ,最大值

与最小值之差 0. 7μm。

3 . 2　工作台动态性能测试

由于工作台在工作时处于动态扫描状态 ,其

动态性能会对扫描过程的稳定性及位移精度产生

影响[12 ]。图 6 为用电容测微仪 BHCW Y-1 及示

波器 TDS210 测得的工作台在两个方向 (以图 3

为例 ,水平方向为 x ,垂直方向为 y) 的冲击响

应。对其分析表明 x、y两个方向的共振频率分别

为 91Hz和 32Hz。工作台扫描时在 x方向上进行

行扫描 , y方向实现帧扫描 ,以便获得更好的动态

性能。一般取工作频率 (行扫描)在 10Hz以下。

图 6　扫描工作台在两个方向上的冲击响应

Fig. 6 　Impulsive response of the scanning stage in two

directions.

4　实验结果

为了验证工作台的扫描功能 ,用该扫描工作

台在自行研制的共焦荧光显微镜中对样品进行扫

描成像。样品中的荧光物质为 Shipley 公司

S1830光刻胶 ,激发光源为 V ERD1-5半导体泵浦

激光器 (Coherent , USA) ,波长 532nm ,显微镜入

口处激光功率约 5 mW ,荧光波长大于 590nm ,得

到的图像如图 7所示。

图 7 　S1830 光刻胶荧光图像。A 为两个英文字母

“ME”。B为光刻胶组成的样条。深色部分表

示荧光

Fig. 7 　Fluorescent images of S1830 photoresist , where

A is the two English character“ME”, and B is

the arrangement of lines of the photoresist . The

deep color repressents fluorescence.
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图 7 (A)为 S1830 光刻胶通过光刻而成的两个英

文字母“ME”。图 7 (B)为用该光刻胶制成的线

条 ,图中的线条最小宽度约为 4μm ,深色部分代

表荧光。

5　结论

报道了利用压电陶瓷驱动器较高的位移分辨

率和基于柔性铰链的微动工作台组建的共焦荧光

显微镜的扫描系统 ,各种性能的测试均满足共焦

荧光显微镜的要求 ,并在实验中得到了较理想的

图像。该工作台在扫描过程中不会引入像差 ,并

简化了共焦显微镜的光路设计。并且 ,增加或减

小扫描电压的幅值可以方便的调节视场的范围。

轴向的扫描可以用步进电机或手动方便地加入。

这种工作台可以实现准确的定位 ,以便实现对某

些感兴趣的点或线进行时间扫描 ,非常适合微细

加工的需求。
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Development of the scanning system for confocal laser scanning fluorescence microscope

ZHOU Yong-jun1 , CHEN De-qiang1 , HUAN G Wen- hao1 , XIA An- dong1 ,2
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U niversity of Science and Technology of Chi na , Hef ei 230026 , Chi na ;
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Abstract : For adaptation of 3D optical microfabrication and 3D optical data storage , we have developed a

stage- scanning system for a confocal laser scanning fluorescence microscope (CL SM) with 138μm x 138μm

field of view. The stage employs flexure hinges driven by piezoelectric ( PZT) actuators to achieve high po2
sitioning accuracy and large scanning area. This paper describes the principle of the stage , and the testing of
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the static and dynamic properties. The whole system has been testified to work well for confocal laser scan2
ning microscopy .

Key words : confocal microscope ; PZT(piezoelectric) actuator ; flexure hinge
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