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带对准光路的激光细胞穿孔显微物镜设计 

黄幼萍，林  峰 
（福建师范大学光电与信息工程学院，医学光电科学与技术教育部重点实验室，福建 福州 350007） 

摘要：针对近红外光谱可对活体组织进行无损伤穿孔，并解决在穿孔中需要重新对焦的问题，通过

Zemax 软件对 7 片式前置光阑显微物镜结构在 0.48～1.48 m 波长范围内进行了宽光谱消色差的优化

设计。设计实现了像距为无限远的多光谱共焦成像，其放大倍率为 40，数值孔径 0.5，最大焦面漂移

量仅为 27 m，可见光波段在空间频率为 350 lp/mm 时，0.7 视场的 MTF＞0.5，具有较高的分辨力。

并且在波长 1480 nm 处，MTF 值接近衍射极限，具有较高的能量，满足细胞穿孔的要求。文中还给出

了实验结果，并预测其应用前景。 

关键词：消色差显微物镜；激光细胞穿孔；多光谱共焦成像；Zemax 软件；无限远像距 
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Design of Microscopic Objective for Laser Cell Perforation 

with an Aligned Optical Path 

HUANG You-ping，LIN Feng 

(Key Laboratory of Optoelectronic Science and Technology for Medicine Ministry of Education, 

College of Photoelectric and Information Engineering, Fujian Normal University, Fuzhou 350007,China) 

Abstract：Since living tissue can be perforated without injury bynear infrared spectrum, and in order to solve 

the problem of refocusing, the 7 pieces of front aperture microscope structure is designed and optimized in 

the 0.48-1.48 m waveband by using Zemax software. It realizes apochromatism and multi-spectral confocal 

imaging with the image distance of infinity, and the maximum focal shift is only 27 m. At the same time, the 

optical magnification reaches 40 and number aperture is 0.5. The Optimal Structure Designing shows that the 

system has high resolution, the MTF of visible wavelengths beyond 0.5 at a spatial frequency of 350 lp/mm 

in 0.7 field. In addition, the MTF of 1480 nm wavelength is close to the diffraction limit and the energy is 

high, which caters for the requirements of cell perforation. In the meantime, the experimental results are 

drawn out and we have made predictions about its prospects. 

Keywords：achromatic microscope objective，laser cell perforation，multispectral confocal imaging，Zemax 

software，infinity image distance 

 

0  引言 

激光穿孔[1]即用激光微束照射受体细胞，导致细

胞膜的可逆性穿孔，将一些外源物质导入到活细胞当

中。由于激光具有无污染、非接触、保证细胞完整性

等优点，且可以对单个细胞进行操作，适用于各种细

胞的研究，使得激光穿孔技术在基因转导等方面具有

一定的研究价值。早在 20 世纪 60 年代末，Saks[2]等

人就已经使用红宝石激光器进行细胞穿孔实验，此后

许多穿孔实验表明，使用近红外光谱[3]可穿透到更深

层组织，且速度更快，转染效率更高。目前，国内外

主要有可见光-紫外以及可见-近红外两种宽光谱显微

物镜，后者在激光穿孔中比较常见[4-6]，但这些镜头在

穿孔时需要重新对焦，因此本设计基于奥林巴斯 IX71

显微镜的强大拓展能力和实验的具体要求，添加了一

个对准光路，同时需要设计一款可以实现多光谱共焦

显微物镜，以代替奥林巴斯标准物镜系列，解决其在

细胞穿孔中需要重新对焦的问题。 

无限远像距[7]显微物镜的特点是显微物镜和辅助

物镜之间为平行光束，间距比较自由、装配调整自由，
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在其间加入棱

率的变化。利

限远共轭距，

种显微成像技

设计时利

500 nm 用于

使用，此外使

系统的分辨力

m 波长作为

种光学材料中

聚焦在可见光

同时系统采用

 光学系统

.1  设计指标

无限远像

计算得出，fTL

大倍率。不同

奥林巴斯显微

mm，则 f＝f

0×
时，NA≥

.2  初始结构

显微物镜

类型中选取。

物镜装调、防

故设计中选择

镜，设计中应

差可以通过补

像差，主要由

Magnification 

－40× 

图

 

            
            

棱镜等附加元

利用这一优点

通过与 CCD

技术，拓宽其

利用 625～660

于细胞穿孔，

使用单一波长

力，故对准和穿

入射光。由

中的成像焦面

光谱范围内，

用的光学玻璃

统的设计优

标 

像距的显微物

L为辅助物镜

同厂家的辅助

微物镜为参考

fTL/＝180/4

≥0.5，故光学

构的确定 

镜的结构主要

由于反射式

防止杂光和保

择折射式的结

应注重校正轴

补偿目镜进行

由透镜的球形

Focal length 

4.5 mm 

图 1  光学系统

            
            

元件而不引起

，本文将显微

D 或者计算机

其应用领域。 

0 nm 波段进行

可见光谱波段

长光可以减小色

穿孔分别选取

于可见光和近

面不一样，为

设计中采用多

璃较为普遍。 

化及公差分

物镜的焦距可

镜的焦距；为
物镜，其焦距

考，辅助透镜的

40＝4.5 mm，

学系统的设计

要是在折射式

中反射面的加

保持稳定性等

结构。该显微镜

轴上色差、球

行补偿。球差是

形表面引起的

表 1  设

Numerical a

0.5 

结构  Fig.1  

            
          In

起像差和放大

微物镜设计为

机相结合形成

行对准，144

段则作为观察

色差，提高光

取 650 nm和 1

近红外光在同

了让近红外光

多光谱共焦技

分析 

由公式 f＝fT

为显微物镜的

距也不一样。

的焦距 fTL＝
，当放大倍率

计指标选取如

式和反射式两

加工要求比较

等也都比较困

镜属于小焦距

球差[8]，而垂轴

是轴上点的单

，使用双胶合

设计指标     

aperture Field

22 m

Layout of optic
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nfrared Technol

大倍
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成各

40～

察时

光学

1480 

同一

光束

技术。
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的放

。以

＝180 

率为

如下。 

两种

较高，

困难，

距物

轴色

单色

合透

镜可

组双

式中

光轴

式中

数；

组合

石玻

该光

统应

多重

由物

透镜

物镜

厚度

的效

5（

6、

统的

图 2

分别

      Table 1

d Working

mm ≥2

     

cal system    

术            
logy         

可以同时校正

双胶合，根据

l

中：nk为第 k

轴的夹角；h

对双胶合系

中：1、1 和

为总光光

由公式(1)～

合方式可消除

玻璃的组合形

光学系统进行

应以平行光入

重结构[10]对多

物镜的焦距和

镜的焦距是固

镜的焦距，同

度、材料的折

效果并不是很

见图 1），使

7 设计成三胶

的像差明显变

2）。该系统主

别为(1.8, 40)、

  Design spec

g distance Im
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正球差和色差

据消色差理论

ch, 2
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k 个折射面的

为光线的入
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1

1

 
 



1 2 

和2、2 是各

焦度。 

～(3)可知，采

除色差。故三

形式，把孔径

行反光路设计

入射，即物距

多光谱进行建

和辅助透镜的

固定的，所以

同时还要控制

折射率和阿贝

很理想，此时

使其能更好地

胶合时，倍率

变小，最大的均

主要采用的玻

、(1.7, 54)、

ifications 

mage distance 

Infinity 

列图   Fig.2  

            
            

差。综上本光

论[9]，整个系

2
2

0h



 
  

的折射率；uk
入射高度。 
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0
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各块透镜的光

采用冕牌玻璃

三组双胶合均

径光阑固定在

计，当像距为

距设为无穷远

建模，由于物

的焦距共同决

以在评价函数

制好玻璃的中

贝常数等边界

时在系统中加

地校正像差。

率色差得到很

均方根半径只

玻璃材料折射

(1.7, 26)、(1
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为了减小

差影响，本设

培养皿和细胞

择上均按实验

实验的情况相

.3  优化结果

图 3 分别

波段以及全波

波长在空间频

图 4  色球

 

            
            

小培养皿厚度

设计在透镜 7

胞的组织液，

验要求来设定

相似，实验结

果分析 

别是可见光波

波段的调制传

频率为 350 lp/

(a) 可

(c) 148

球差曲线图   

            
      黄幼萍

度、液体环境等

后增加了 2 块

这 2 块平板

定，从而使物镜

结果更为精确

波段、650 nm

传递函数。可以

/mm 时，MTF

可见光波段    

80 nm 波段   

图 3 

Fig.4  Longitu

           
萍等：带对准光

等因素带来的

块平板用来模

的厚度和材料

镜模拟的结果

。 

m 波段、1480

以看出，1480

F 接近衍射极

            

            

 MTF 曲线  

udinal Aberratio

            
光路的激光细胞

的像

模拟

料选

果与

0 nm

0 nm

极限，

大部

够实

场的

差曲

条谱

光学

畸变

            

            

            

            

            

            

on          

           
胞穿孔显微物镜

部分能量都集

实现细胞穿孔

的 MTF 都在

图 4 和图 5

曲线图，0.48

谱线在 0.707

学系统实现了

图 6 给出了

变为－0.31%

            

            

Fig.3  MTF c

 

     图 5  焦

            
镜设计       

集中在瑞利斑

孔。其余波段

0.5 以上，分

5 是全波段的

86 nm、0.650

带基本交于

了消色差。 

了全系统的场

%，满足观测条

   (b) 650 nm

        (d) 全

curves 

焦点漂移图   

            
            

斑内，具有较

段在该空间频

分辨率较高。

的多色光焦点

0 nm、0.656 n

一点，焦移量

场曲和畸变，

条件。 

m 波段 

全波段 

 Fig.5  Focal
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图 6

.4  公差分析

理论设计

配检测工艺，

实际光学性能

以在 350 

用 zemax 软

.50265718，

所示。图中显

在 X、Y 轴上

光圈 局部

5 0.

Fig.7 

 实验结果

图 10 是

于目标的对准

则光圈是平均

所示，其光圈

图 11则是

孔情况。从图

理想，因而本

            
            

6  畸变图    

析 

计完成后，根

需要合理进

能和良率，表 2

lp/mm 传递

软件进行公差

其中影响较为

显示，靠近孔

上的偏心和厚

表 2  光

光圈 厚度公

.5 ±0

图 7  最敏感

 The most sens

果 

650nm 激光

准。当激光光

均对等的，光

圈质量在可接

是用 1480nm

图 11 可知，

本设计符合实

            
            

   Fig.6  Dis

据加工厂家

进行公差分配

2 是该光学系

函数的平均值

差分析后，

为严重的公差

孔径光阑的第

度偏差较为敏

光学系统的公差

公差/mm X 偏

0.05 

感的公差操作数

sitive tolerance

产生的衍射光

束和物镜在

的颜色也是均

接受范围内。 

激光在小鼠胚

物镜穿孔质量

实验要求。 

            
          In

stortion 

的加工水准和

，以提高产品

系统的公差要

值作为评价标

标准名义值

差操作数如图

2、第 4 光学

敏感，可采取

差要求        

偏心公差/mm

±0.02 

数 

 operands 

光圈，该光圈

同一方向校准

均匀的，如图

胚胎上进行的

量整体还是比

 红 外 技 术
nfrared Technol

 

和装

品的

要求。 

标准，

值为

图 7

学面

取较

为严

差设

度公

本，

图 8

0.26

2 

奥林

出口

在穿

口作

2 个

行光

上，

细胞

底光

像。

 

    Table 2  

Y 偏心公差/m

±0.02 

圈用

准时，

图 10

的穿

比较

术            
logy         

严格的公差要

设置为±0.01

公差设置为±

分析后的 M

8 和表 3 所示

635，满足光

激光细胞穿

激光细胞穿

林巴斯 IX71

口，可以单独

穿孔实验中，

作为光路输入

个光口发射出

光再被反射镜

通过物镜聚

胞穿孔且不破

光口中选一个

 

Tolerance dem

mm X 轴倾角

5 

图

Fig

Table

     

            
           

要求，即第 2

15 mm，第 2

±0.03 mm，再

MTF 曲线和

示，其结果表

光学系统的要

穿孔实验装

穿孔的装置如

显微镜上，

独使用其中某

上光口用来

入口，650 nm

出来经过瞄准

镜反射到物镜

聚焦在样品上

破坏活细胞的

个光口来安装

mands of optica

Y 轴倾角 

5 

图 8  20 个样本

g 8  MTF curv

 

表 3  蒙特卡

e 3  Monte Ca

     MTF（

90%＞0.2

80%＞ 0.2

50%＞0.3

20%＞0.4

10%＞0.4

            
            

2 和第 4 面的

～4 面以及第

再次采取 20

和蒙特卡罗分

表明，90%以

要求。 

装置 

如图 9 所示。

该显微镜具有

某个光口，也可

来照明，后上

m 和 1480 nm

准仪成为平行

镜（NA＝0.5

上，在短时间

的完整性。从

装 CCD，就可

al systems 

折射率 阿贝

0.001 

本的 MTF 曲线

ves of 20 sample

卡罗分析结果 

arlo analysis res

350 lp/mm） 

26354274 

28492367 

34495827 

41901765 

42466588 
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 应用前景

随着绿色

荧光显微镜和

了更广泛地应

了提高荧光图

差物镜，尤其

孔径的物镜，

焦显微镜要求

上述设计结果

高的分辨力，

显微物镜的要

牌和火石玻璃

在荧光探测[1

观的应用前景

场合中使用。

光源、激发滤

把图 6 光路图

口安装 CCD

光共聚焦显微

图 10 
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