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双荧光标记生物芯片激光共聚焦检测系统
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摘要：基于激光共聚焦检测原理，构建了针对荧光标记生物芯片的检测系统，对用Ｃｙ３ 或Ｃｙ５ 标记蛋白点样的玻片进行

了扫描检测，并对采集的荧光数据信号进行了图像重建。针对实际荧光信号可能较微弱并存在较大动态范围的情况，采

用形态学方法对图像进行滤波、增强处理，显著增强了图像质量。提出了标定系统信噪比和灵敏度的公式，并据此对检

测实验结果进行了详细的分析计算，最终标定此激光共聚焦生物芯片检测系统的灵敏度约为０．１ｆｌｕｏ／μｍ
２。
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１　引　言

　　生物芯片在新药开发、疾病诊断及基因表达

分析等方面具有广泛的应用［１］。目前主要的检测

原理和结构分为ＣＣＤ扫描和激光共聚焦扫描。

ＣＣＤ扫描系统相对于激光共聚焦扫描系统

来说，结构较简单，检测速度较快，但横向分辨率

较低。若要提高横向分辨力，需要提高成像系统

的放大倍数，相应视场将减小（即一次测量的芯片

面积较小），当需要测量的芯片面积较大时，只能

多次分块测量后再拼接。由于分块扫描实际上是

通过机械运动方式使芯片与成像系统做相对运

动，故机械定位误差将形成扫描图像的拼接误差，

所以这种方法不适用于高精度的高密度生物芯片

检测。另一方面，ＣＣＤ灵敏度远低于光电倍增



管，因此系统检测灵敏度也较低。

基于激光共聚焦原理构建的生物芯片检测系

统对生物芯片进行逐点扫描，由于生物芯片始终

处于焦平面，因此激发光的光斑尺寸非常小，横向

分辨率较高。检测光路通过在接收端设置一共轭

针孔，可以消除焦平面以外杂散光的干扰，检测灵

敏度也较高。由于激光共聚焦检测方式具有高分

辨率和高灵敏度的特点，能够获得生物芯片上用

荧光标记的抗体等的清晰数字荧光图像和定量分

析结果，故已成为高密度生物芯片扫描所主要采

用的检测方法［２］。

在实际应用中，不同的探针需要采用相应的

荧光物质标记，目前使用广泛的荧光标记主要为

Ｃｙ３ 和Ｃｙ５ 荧光染料，它们的激发光波长以及受

激产生的荧光波长各异，因此检测仪器应能对不

同荧光物质进行激发，并分别检测相应的荧光信

号。

本文描述了可对Ｃｙ３ 与Ｃｙ５ 荧光物质进行检

测的双荧光激光共聚焦生物芯片检测系统，并进

行了相关的实验研究，运用形态学方法对荧光图

像进行了有效的处理，并报道了该系统的相关实

验结果。

２　系统构成

　　本系统可对用Ｃｙ３ 与Ｃｙ５２种荧光物质标记

的生物芯片进行检测。光路设计采用激光共焦检

测方式，光源选用波长为５３２ｎｍ的绿光激光器

和波长为６３２．８ｎｍ的ＨｅＮｅ激光器。对生物芯

片的扫描采用物动式的机电扫描方法，这种扫描

方式的优点在于实现方法简单、价格低廉，而且光

轴方向与扫描方向始终垂直，显微物镜的成像质

量只对轴上点有要求，像差校正简单。

图１为实际实验系统照片，图２为实际实验

光学系统的俯视图。

２．１　光学系统

装置结构如图３所示。由于共焦扫描成像系

统具有较高的分辨能力，因而被广泛地应用于生

物芯片的信号成像系统中以实现空间扫描成像，

将二维荧光图像信号转化为一维的时间信号。共

焦扫描成像技术将聚焦照明和空间滤波探测相结

合，只让来自于焦平面的荧光信号通过，从而抑制

掉该焦面之外产生的背景及激发光散射噪声。这

图１　实际实验系统照片

Ｆｉｇ．１　Ｐｈｏｔｏｏｆｔｈｅｗｈｏｌｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｙｓｔｅｍ

图２　实际实验光学系统俯视图

Ｆｉｇ．２　Ｆｒｏｎｔｖｉｅｗｏｆｏｐｔｉｃａｌｔｒａｉｎ

种高选择性探测技术，减少了影像模糊，可有效增

加分辨率及图像的对比度和信息量［３４］。

　　Ｃｙ３ 和Ｃｙ５ 的激发峰值波长分别为５３０ｎｍ

和６３０ｎｍ，发射荧光的峰值波长分别为５７０ｎｍ

和６７０ｎｍ。本系统光源选用波长为５３２ｎｍ的绿

光半导体激光器和波长为６３２．８ｎｍ的红光 Ｈｅ

Ｎｅ激光器，功率均为５ｍＷ。购买的产品分别为

上海冠威光电有限公司的ＤＰＧＬ２０５０Ｆ＋ＬＤＣ

８００型号和美国 ＭＥＬＬＥＳＧＲＩＯＴ公司的２５－

ＬＨＰ９９１２３０型号激光器。

以Ｃｙ３ 检测为例介绍系统的工作原理。绿光

激光器发射的５３２ｎｍ激光经准直后，入射到窄

带带阻全息滤波片ＯＦ１后被衍射到物镜１，再聚

焦到生物芯片表面以激发荧光染料Ｃｙ３，激发出

的荧光和被生物芯片前表面部分反射的激发光被

物镜１收集后又返回ＯＦ１，其此时又充当窄带干

涉滤光片来滤除其中的激发光，只让荧光信号通

过。为了进一步滤除激发光，采集信号再次通过

窄带带阻全息滤波片ＯＦ３，以进一步滤除激发光
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图３　双荧光激光共聚焦测量系统原理图

Ｆｉｇ．３　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｄｕａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌｓｙｓｔｅｍｆｏｒｍｉｃｒｏａｒｒａｙａｎａｌｙｓｉｓ

所造成的系统背景噪声。

采集信号经过物镜２被聚焦，然后通过放置

在物镜２焦点处的针孔（５０μｍ）被ＰＭＴ采集转

换成相应的模拟电信号。针孔的作用是滤除焦平

面外反射的激发光及其他杂散光，故能有效提高

测量系统的信噪比和分辨率。针孔尺寸需要认真

选择，理论上存在一最佳值，但实际上由于激发光

光斑尺寸的不确定性，需要针对实际系统在实验

中进行选择。 本系统在具体实验中在采用低于

５０μｍ的针孔时，荧光信号功率降低；而采用高于

５０μｍ针孔时，背景光增强，信噪比降低，因此针

对本系统选用５０μｍ针孔较为合适。物镜１的

数值孔径选用０．６，可获得较高的荧光收集效率，

从而提高检测灵敏度。

（ａ）ＯＦ１透过率曲线

（ａ）ＴｒａｎｓｍｉｔｔａｎｃｅｏｆＯＦ１

（ｂ）ＯＦ２透过率曲线

（ｂ）ＴｒａｎｓｍｉｔｔａｎｃｅｏｆＯＦ２

图４　测试得到的窄带全息滤波片透过率曲线

Ｆｉｇ．４　Ｔｒａｎｓｍｉｔｔａｎｃｅｏｆｖｏｌｕｍｅｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｎｏｔｃｈｆｉｌｔｅｒ

　　用来激发Ｃｙ５ 的６３２．８ｎｍ激光由 ＯＦ２衍

射进入测量光路，ＯＦ４进一步滤除散射的激发

光。小孔后的光电倍增管将荧光信号转换成电信

号并放大，光电倍增管采用滨松公司的 Ｈ７７１１１２

型产品，其光谱特性适合于５７０ｎｍ和６７０ｎｍ荧

光信号。反射全息滤光片效率高、带宽窄、单峰性

好、调谐性能好、成本低，优于干涉滤光片和双折

射滤光片。另外由于全息滤光片能起到窄带激发

滤光片和二色镜２个光学元件的作用，故将它们

同时替代。本实验采用的全息滤波片是苏州大学

信光所研制的重铬酸明胶高光学密度窄带全息滤

９２７第６期 　　　　马军山，等：双荧光标记生物芯片激光共聚焦检测系统



光片，光学密度大于４Ｄ、带宽小于２０ｎｍ。图４

为测试得到的透过率曲线。窄带全息滤波片的光

学特性如表１所示
［５］。

表１　窄带带阻全息滤波片光学特性

Ｔａｂ．１　Ｏｐｔｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｖｏｌｕｍｅｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｎｏｔｃｈｆｉｌｔｅｒ

标号 中心波长
半最大

值全宽

中心波长

衍射效率
入射角θλ

ＯＦ１ ５３２ｎｍ ２７ｎｍ ＞９５％ ２３°

ＯＦ２ ６３３ｎｍ ３０ｎｍ ＞９５％ ２２°

ＯＦ３ ５３２ｎｍ １８ｎｍ ＞９５％ １０°

ＯＦ４ ６３３ｎｍ ３０ｎｍ ＞９５％ ４°

２．２　二维扫描控制与数据采集系统

本系统采用了物动式的机械扫描方式对芯片

进行二维扫描，这种扫描方法的优点在于实现方

法简单、价格低廉，而且光轴方向与扫描方向始终

垂直，显微物镜的成像质量只对轴上点有要求，像

差校正简单［６］。二维扫描台由２个垂直放置的电

控平移台组合而成，控制器提供驱动信号控制平

移台的步进电机实现二维扫描。控制器由单片机

系统构成，可与主机通过ＲＳ２３２串口进行通信。

扫描方式为往返扫描，即首先在犡 方向进行直线

扫描，完成犡 向一行扫描后，犢 向跳至下一行后

从反方向进行犡 方向扫描，以此重复。扫描时，

由主机向控制器发送指令，包括扫描步距、步距

数、扫描速度和扫描方向等，扫描过程由主机控制。

采用ＮＩ公司的ＰＣＩ６０１３型 Ａ／Ｄ采集卡进

行荧光模拟信号采集。首先，为系统构造一个共

同的参考地，然后利用差动放大器对荧光信号与

参考地电压进行差动放大。这种电路连接方式主

要考虑到荧光信号十分微弱，而差动输入电路可

以有效滤除各种电磁噪声干扰和共模信号，有利

于提高信噪比。采用控制器输出的步进电机时钟

信号作为Ａ／Ｄ采集卡的外部触发信号，在步进电

机每走完一步后采集荧光信号。利用ＤＭＡ的方

式将采集数据以数据文件形式保存到硬盘中，供

后续处理。

３　采用数学形态学处理扫描图像

　　图像处理包括图像重建和图像增强、滤波。

图像重建是将Ａ／Ｄ数据文件转换为ｂｍｐ图像文

件。通常生物芯片荧光信号非常微弱，原始图像

数据绝对值较低，与图像中背景的对比度不高。

虽然在前述光学系统中采用了滤波片、针孔等滤

除大部分的背景杂散光等，但仍有干扰信号。为

有效去除噪声，更好地识别信号与背景，需对图像

进行增强、滤波处理，以提高图像的对比度和清晰

度。实验中采用数学形态学方法进行图像增强、

图像滤波。

灰度图像的数学形态学有膨胀、腐蚀、开、闭

等基本运算［７］。开运算削去峰值，可消除散点和

毛刺，使图像平滑；闭运算去除谷底值，通过选择

适当的结构元素，可将两个临近目标连接起来，或

者得到图像的某些外部轮廓线。因此，数学形态

学中的形态开、闭运算可分别获得图像的峰值和

谷值［８］。

采集的图像中荧光点形状基本为圆形，直径

为５０～３００像素。所以，结构元素形状确定为圆

形，直径大小按增强和滤波两种不同处理而不同：

对图像增强而言，要提取边缘上的峰值，选择范围

不能太小即结构元素不能太小，故确定结构元素

形状为圆形，直径大小取１０个象素。图像滤波根

据开、闭运算的特点，通过组合使用开、闭运算及

选择合适的结构元素的大小，几乎能将所有的非

目标特征去除，达到滤波效果。目标大小为５０～

３００像素。图像中的噪声点及划痕等非目标特征

点大小从几个像素到十几个像素不等，基本形状

为圆或椭圆，故结构元素形状确定为圆形，直径大

小取２个象素。具体处理步骤如下：

（１）设图像为犳，结构元素犅１ 直径大小确定

为１０。对犳开运算：犳
犅
１；提取犳峰值犳１：犳１＝犳

－犳
犅
１；对犳闭运算：犳犅

１
；提取犳谷值犳２：犳２＝犳－

犳犅；

２）图像增强：保留峰值犳１、去除谷值犳２，将

使得信号与背景的对比增强，达到图像增强的目

的。犲＝犳＋犳１－犳２，结果犲为增强后的图像；

３）图像滤波：对增强后的图像依次进行开、

闭运算。确定结构元素犅２ 尺寸为２，对图像犲依

次进行开、闭运算：犵１＝犲
犅
２犵，犵＝犵１犅

２
。结果犵为

滤波后的图像。

图５为Ｃｙ３ 荧光图像及处理结果。可以看

出，原始图像犳灰暗；荧光点与图像背景对比度

低。经增强处理后，荧光图像清晰可辨。经滤波

后，图像中的噪声点去除，荧光图像光滑，形状保

持不变；达到图像增强、滤波目的。
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（ａ）原始图像犳

（ａ）Ｏｒｉｇｉｎａｌｉｍａｇｅ犳

（ｂ）增强后的图像犲

（ｂ）Ｅｎｈａｎｃｅｄｉｍａｇｅ犲

（ｃ）增强后的图像犵

（ｃ）Ｅｎｈａｎｃｅｄｉｍａｇｅ犵

图５　荧光图像处理结果

Ｆｉｇ．５　Ｐｒｏｃｅｓｓｏｆｅｎｈａｎｃｉｎｇｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｔｉｍａｇｅｓｔｈｒｏｕｇｈ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ

４　系统检测灵敏度测试

４．１　灵敏度的定义

灵敏度犛是指扫描仪能够测定的最小荧光

量的能力，通常用每平方微米能测定的荧光分子

数来表示。在系统其他组件参数确定的情况下，

增加荧光采集物镜（图３中Ｌｅｎｓ１）的数值孔径可

以显著提高荧光采集效率；另外与小孔径激光扫

描系统相比，其可以避免小孔径系统因采用高能

激光提高激发荧光功率而导致的荧光信号被漂

白，信噪比降低的情况，故能有效提高检测灵敏

度。本实验系统中物镜１（见图３）采用的数值孔

径大小为０．６。实验中灵敏度犛的计算采用式

（１）方法计算
［９１０］。

犛＝
取样量×荧光分子数浓度

点样面积 ×
１

信噪比
， （１）

其中取样量与荧光分子数浓度的乘积为待测的总

荧光分子数，此值与点样面积相除后可得出点样

阵列的平均荧光分子数浓度，即待测玻片上每平

方微米的平均荧光分子数浓度，然后再与检测信

噪比相比即可得出此检测系统的检测门限，即所

能测定的最小荧光分子数。由此完全可按此公式

标定本检测系统的灵敏度。

４．２　原始荧光溶液荧光分子浓度的计算

由于当荧光基团的浓度过高时激发效率会受

到影响，实验中选用了标记于蛋白分子上的荧光

基团。购买的产品为美国Ｊａｃｋｓｏｎ公司的Ｃｙ
ＴＭ３

ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄＣｈｒｏｍＰｕｒｅＭｏｕｓｅＩｇＧ（ｗｈｏｌｅｍｏｌ

ｅｃｕｌｅ），此产品是将荧光分子Ｃｙ３ 标记于蛋白分

子（小鼠的ＩｇＧ）上的Ｃｙ３ 荧光试剂（称之为ＩｇＧ

Ｃｙ３）。实验中将一定浓度的标记有荧光基团的

蛋白溶液点样于玻片上，然后根据所收集到的激

光激发出的荧光的强度计算出单位面积上的荧光

分子数，从而测定整个实验系统的灵敏度。

所购买的ＩｇＧＣｙ３ 为固体粉末状，配置成溶

液后方可使用。溶液的配置过程按照产品说明

书：１．０ｍｇ的ＩｇＧＣｙ３ 加入０．５ｍＬ的双蒸水，

完全溶解；然后加入０．５ｍＬ的无水甘油，混合均

匀。这样得到的ＩｇＧＣｙ３ 溶液的浓度为１ｍｇ／

ｍＬ，将该溶液称为原始Ｃｙ３ 荧光溶液，可分装后

置于－２０℃长期保存。配置过程在暗室中进行，

注意避光。

ＩｇＧ的分子量约为１６００００，Ｃｙ３ 的分子量约

为７５０。ＩｇＧＣｙ３ 的每个ＩｇＧ 分子上标记有约

４．７６６７个 Ｃｙ３ 分子，所以ＩｇＧＣｙ３ 的分子量约

为：

１６００００＋７５０×４．７６６７＝１６３５７５．０２５０

所以１ｍｇ／ｍＬ的ＩｇＧＣｙ３ 溶液的摩尔浓度为：

１ｍｇ／ｍＬ
１６３５７５．０２５０ｇ／ｍｏｌ

≈６．１１３４×１０
－６ｍｏｌ／Ｌ

所以此ＩｇＧＣｙ３ 溶液的的分子个数浓度为：

（６．１１３４×１０－６）×（６．０２２０５×１０２３）≈３．６８１５×

１０１８ＩｇＧ－Ｃｙ３／Ｌ

考虑到标记效率，可求得该溶液中的Ｃｙ３ 荧光分

子浓度为：

３．６８１５×１０１８×４．７６６７≈１．７５４９×１０
１９ｆｌｕｏ／Ｌ

测试的Ｃｙ５ 荧光试剂是美国Ｊａｃｋｓｏｎ公司的
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Ｃｙ
ＴＭ ５ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ  ＣｈｒｏｍＰｕｒｅ Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ

（ｗｈｏｌｅｍｏｌｅｃｕｌｅ），此产品是将荧光分子Ｃｙ５ 标

记于蛋白分子（小鼠的ＩｇＧ）上（称之为ＩｇＧＣｙ５）。

Ｃｙ５ 的分子量约为７９０，每个ＩｇＧ分子上标记有

约２．８６个Ｃｙ５ 分子，按同样方法配制原始Ｃｙ５ 荧

光溶液，其荧光分子浓度为１．０６０６×１０１９ｍｏｌ／Ｌ。

４．３　原始荧光溶液的稀释及浓度的计算

由于原始荧光溶液浓度太高，必须将原始荧

光溶液稀释后才能进行灵敏度测试。将原始荧光

溶液稀释１００万倍，１μＬ溶液中Ｃｙ３ 荧光分子个

数为：

１．７５４９×１０１９ｆｌｕｏ／Ｌ×１０－６×１μＬ＝１．７５４９×１０
７ｆｌｕｏ

将１μＬ该溶液点样在载波片上，半径约为

１ｍｍ，则１μｍ
２ 面积上的荧光分子数为：

１．７５４９×１０７ｆｌｕｏ／［３．１４×（１．０×１０３）２μｍ
２］＝

５．５１０ｆｌｕｏ／μｍ
２

按同样方法对原始Ｃｙ５ 荧光溶液进行稀释和

点 样，单 位 面 积 上 的 荧 光 分 子 数 为

３．３７８ｆｌｕｏ／μｍ
２。

４．４　系统噪音与信噪比

本实验系统的噪音主要来自４个方面，一是

在没有激发光时的系统噪音，即暗电流噪音；二是

由于杂散光和未完全滤除的激发光引起的噪音；

三是读出噪音；四是芯片本身引起的噪音［１］。暗

电流噪音主要是光电倍增管固有的噪音，它是由

热辐射和电子噪音等引起的，可以通过降低其温

度来降低暗电流。芯片本身的噪音是由芯片片基

材质的性质、片基的不均匀性、点样的不均匀性或

芯片表面污染等造成的，减少此类噪音的办法是

选择高质量的玻片，提高点样质量以及在洁净的

环境下操作［１１１２］。

由于采集数据的信噪比可以表现为重构图像

的清晰度，故实验中用如下方法来确定影响扫描

芯片图像质量的噪音程度。先进行图像分割确认

出荧光信号点和背景区域［１３，１４］，然后定义信噪比

（ＳＮＲ）的计算公式如式（２）。

ＳＮＲ＝样点荧光信号值的均值／背景区域值

的标准差ＳＤ， （２）

４．５　灵敏度测试结果

图６（ａ）为Ｃｙ３ 试剂测试结果。Ｃｙ３ 荧光信号

平均灰度值约为１４０，背景噪声的均方差约为

２．７，则信噪比约为５１．９，可得Ｃｙ３ 检测灵敏度

为：

５．５１０ｆｌｕｏ／μｍ
２／５１．９＝０．１０６ｆｌｕｏ／μｍ

２

图６（ｂ）为Ｃｙ５ 试剂测试结果。Ｃｙ５ 荧光信

（ａ）Ｃｙ３

（ｂ）Ｃｙ５

图６　灵敏度测试图像及灰度曲线

Ｆｉｇ．６　Ｉｍａｇｅｓｏｆｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔａｎｄｔｈｅｉｒｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄ

ｉｎｇｇｒａｙｃｕｒｖｅｓ

２３７ 　　　　　光学　精密工程　　　　　 第１３卷



号平均灰度值约为９０，背景噪声的均方差约为

２．５，则信噪比约为３６，可得Ｃｙ５ 检测灵敏度为：

３．３７８ｆｌｕｏ／μｍ
２／３６＝０．０９４ｆｌｕｏ／μｍ

２

故本系统的检测灵敏度可达到０．１ｆｌｕｏ／μｍ
２。

４．６　系统检测灵敏度的均一性验证

用相同浓度的荧光溶液分别均匀点样一个点

阵，其中Ｃｙ３ 为４×２的阵列，Ｃｙ５ 为３×２的阵

列，点样浓度Ｃｙ３ 为１．６９２２×１０
７ｆｌｕｏ／μＬ，Ｃｙ５

为１．４１４３×１０７ｆｌｕｏ／μＬ，每个样点点样量均为１

μＬ。然后用本检测系统进行扫描检测，对得到的

扫描图像进行偏差分析，图７和图８分别为Ｃｙ３

和Ｃｙ５ 的横向和纵向荧光样点检测强度的分布。

由程序计算得到Ｃｙ３ 各样点信号均值的均方差为

３．１，Ｃｙ５ 各样点信号均值的均方差为２．４。因此

可以说明本检测系统的均一性良好。

图７　Ｃｙ３ 点样阵列横向及纵向荧光样点检测强度分

布

Ｆｉｇ．７　Ｗｉｄｔｈｗａｙｓａｎｄｌｅｎｇｔｈｗｉｓｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｖａｒｉａｔｉｏｎ

ｏｆＣｙ３ｓｐｏｔｓ

图８　Ｃｙ５ 点样阵列横向及纵向荧光样点检测强度分

布

Ｆｉｇ．８　Ｗｉｄｔｈｗａｙｓａｎｄｌｅｎｇｔｈｗｉｓｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｖａｒｉａｔｉｏｎ

ｏｆＣｙ５ｓｐｏｔｓ

５　结　论

　　实验结果证明本系统可以实现Ｃｙ３ 与Ｃｙ５ 荧

光标记生物芯片的检测，检测精度达到了目前国

内外同类商业生物芯片扫描仪的最高检测精度，

即０．１ｆｌｕｏ／μｍ
２；检测面积也符合国内外同类仪

器的标准（２２ｍｍ×７５ｍｍ）。检测系统共焦扫描

光路中采用的大数值孔径（０．６）采集物镜有效提

高了荧光采集效率，同时降低了激发光的功率从

而减少了光漂白。本系统可同时满足常用的Ｃｙ３

（激发光波长为５３０ｎｍ左右）和Ｃｙ５（激发光波长

为６３０ｎｍ左右）的检测，当需要检测其它荧光试

３３７第６期 　　　　马军山，等：双荧光标记生物芯片激光共聚焦检测系统



剂时，根据采用窄带带阻全息滤光片光路设计所

具有的良好的扩展性，可方便地添加检测通道。

本系统采用窄带带阻全息滤波片的光路设计，除

了如２．１节中介绍的效率高、带宽窄、单峰性好、

调谐性能好、成本低，优于采用干涉滤光片和双折

射滤光片的光路设计外，此设计方案还可方便地

切换多种荧光波长的检测，而只需一部ＰＭＴ，从

而有效节省系统成本。

实验系统中采用形态学图像处理技术对原始

图像进行增强、滤波处理后，图像质量显著改善。

文中给出的实验数据均是在横向扫描步距１０μｍ

和纵向扫描步距１００μｍ的条件下的实验结果，

如果横向和纵向均采用５μｍ的扫描步距时，系

统分辨力将会进一步得到提高。同时由于本实验

系统是初步的实验装置，采用手动调焦方式使激

发光聚焦到生物芯片前表面，而在实际应用中，由

于玻片厚度的不一致，可能会出现离焦的情况，并

导致激发光斑增大，降低横向分辨力；另外也可能

会由于芯片前表面与针孔的共轭关系被破坏，导

致透过针孔能量的衰减，因此，增加自动调焦功能

是必要的。另外通过提高带阻滤光片在激发光波

长处的衍射效率，也可以进一步提高检测灵敏度。
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