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双波段 LED 照明的基因测序荧光显微系统设计
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摘要：荧光显微成像系统是基因测序仪的关键模块之一，为了确保基因测序的准确性，荧光成像系统要能够实现高分辨

率，高质量成像。为满足对基因测序仪小型化，低成本，高分辨率的需求，本文设计了一种基于窄带 LED 照明的双波段

基因测序荧光显微成像系统。首先，根据荧光显微成像的基本原理，利用临界照明原理设计基于 LED 的照明系统，通过

仿真分析优化照明均匀性，并利用分束镜完成高分辨率、高成像质量的成像系统设计。通过设计方案完成了样机研制，

并验证了成像性能。根据测试结果显示，所设计的显微系统 XY 方向分辨率为 0. 8 μm，照明均匀性优于 80%，满足高分

辨率成像要求。相较其他系统而言，该系统整机具有小型化，低成本的特点，满足基因测序需求，在发展小型化基因测序

仪领域具有重要应用前景。
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Abstract： The fluorescence microscopy imaging system is one of the key modules of the gene sequencer.  
In order to ensure the accuracy of gene sequencing， the fluorescence imaging system must be able to 
achieve high resolution and high-quality imaging.  To meet the requirements of miniaturization， low cost， 
and high resolution for gene sequencers， this paper designed a dual band gene sequencing fluorescence mi⁃
croscopy imaging system based on narrowband LED illumination.  Firstly， based on the basic principle of 
fluorescence microscopy imaging， an LED based illumination system was designed using the critical illumi⁃
nation principle.  The illumination uniformity was optimized through simulation analysis， and a high-resolu⁃
tion and high imaging quality imaging system was designed using a beam splitter.  The prototype develop⁃
ment was completed through the design scheme， and the imaging performance was verified.  According to 
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the test results， the designed microscopy system has a resolution of 0. 8 μm in the XY direction.  The illu⁃
mination uniformity is better than 80%， meeting the requirements of high-resolution imaging.  Compared 
with other systems， this system has the characteristics of miniaturization and low cost， meeting the needs 
of gene sequencing， and has important application prospects in the development of miniaturized gene se⁃
quencers.
Key words： gene Sequencing； LED illumination； fluorescence imaging； optical system

1 引  言

由于基因测序仪对基因测序具有高效性、准

确性的优点，已经成为获取生物信息的有力工

具。荧光显微成像是基因测序的核心技术之

一［1-5］，该技术通过特定波长的照明光照射后，激

发出不同的荧光物质，这些荧光物质发出的荧光

波长不同，将荧光分离出来用于成像，便能实现

生物信息的可视化，因此该技术成为一种精准定

位疾病的方法［6］。基因测序仪目前被广泛应用于

人类健康、疾病防治、药物研究、生物工程等

领域［7］。

基因测序是对生物芯片中基因片段的四种

碱基进行荧光成像，并通过图像识别、数据分析

等手段得到其基因序列的过程［8］，为了确保基因

测序的准确性，高成像质量的成像系统起到尤为

关键的作用。通常采用荧光染色剂对碱基进行

标记实现对四种碱基的区分，利用不同波段的激

发光照射，激发出不同波段的荧光，每种荧光信

号对应一种或几种碱基，最后将所得图像进行数

据分析对比，确定基因序列中的碱基位置，完成

对基因片段中碱基序列的测定［9］。

关于基因测序荧光显微成像光学系统设

计，国内外学者已开展广泛研究并取得一定成

果。2011 年，美国 CG 公司研制了一款高通量基

因测序仪［10］，系统采用自主研制的显微物镜，该

显微物镜的信息通量高，工作波段为 490~712 
nm，数值孔径达到 1. 0，物方视场为 1. 3 mm，显

微物镜直径约 160 mm，长度超过 500 mm，整机

系统的占地面积超过 3 m2，研制成本高昂，由于

该基因测序仪的综合性价比较低，其使用也受

到了限制。基因测序仪发展至今，出现了分辨

率更高的单光子基因测序仪［11］和双光子基因测

序仪等，但这些基因测序仪受到微小扰动会对

检测结果有较大影响，因此还处于完善阶段，并

未大量投产。目前研究基因测序成像光学系统

的公司有很多，较为知名的有美国公司 Illumi⁃
na，ThermoFisher，瑞士公司 Roche 和我国华大

智造公司。荧光显微成像光学系统在高通量成

像、成像能量集中度等方面实现了突破［12-13］，可

以大幅度提高显微成像系统的信息通量。然

而，这些系统通常体积过大、造价高昂，缺少能

够在科研实验与寻常病理检测时快速筛查基因

片段的小型化设备。

在此背景下，本文设计了一种双波段 LED
照明的基因测序荧光显微系统，采用罗丹明作为

荧光分子探针，窄带红光 LED 光源及窄带绿光

LED 光源作为荧光的激发光源，设计光学结构与

机械结构，制作样机并通过实验测试验证了系统

的性能。本文实现了照明均匀性优于 80%，系统

分辨率约为 0. 8 μm 的高成像质量、高成像分辨

率的荧光显微系统设计。结果表明该系统可以

针对生物芯片进行实时准确荧光成像，可以有效

进行基因测序，满足对小型化基因测序系统的

需求。

2 系统设计及其工作原理

2. 1　系统总体设计

双波段基因测序荧光显微成像系统分为照

明系统和成像系统，系统整体主要由 LED 光源，

分束镜，镜筒透镜，显微物镜及 CMOS 相机等组

成。系统原理图如图 1 所示。

系统的具体工作流程为：系统通过软件控制

两个光源在同一位置先后发光完成成像，照明光

源发出的光经激发滤光片及扩束镜整形，由分束
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镜反射进入物镜后照亮生物芯片，激发可以基因

测序的荧光信号。被激发的荧光经成像透镜聚

焦于 CMOS 相机靶面，实现信息采集。通过系统

在短时间内对生物芯片进行扫描成像，即可获取

被荧光标记的碱基位置，再通过 CMOS 相机获取

图像，最终经图像处理和数据对比即可得到生物

芯片中被标记的基因序列。

基因测序荧光显微系统的系统放大倍率、系

统分辨率及成像范围会影响系统性能。成像范

围太小会导致基因测序仪的信息通量低，影响测

序效率。被荧光探针标记的碱基需要微米级分

辨率才能进行准确清晰成像，成像目标直径大多

为 4~9 μm，根据抽样定理，系统在 XY 方向的系

统分辨率必须高于 2 μm。

显微物镜选用无限远平场复消色差物镜，参

数为数值孔径 NA=0. 45、放大倍率为 10×、焦距

f=20 mm，制造商用于计算物镜放大倍率的镜筒

透镜的焦距为 200 mm，该系统所采用的镜筒透

镜焦距为 200 mm。根据瑞利判据，显微物镜的

空间分辨力为 0. 61λ/NA，其中，λ 为成像波长［14］，

由瑞利判据判断，该系统的光学分辨率约为 0. 8 
μm。图像传感器选用像素为 2 000 万、分辨率为

5 472 pixel×3 648 pixel、像元尺寸为 2. 4 μm×
2. 4 μm 的黑白 COMS 相机。将生物芯片安装在

电控平移台上，由显微系统配合电控平移台实现

快速扫描成像，将得到的矩形图像进行拼接，即

可得到整张生物芯片的完整生物信息。根据图

像传感器，显微物镜等参数进行计算，其照明范

围需达到 1. 31 mm×0. 88 mm。系统的有效放

大率可表示为：

M e = M o × ft

ft ′
， （1）

其中：Me为系统的有效放大倍数，Mo为物镜放大

倍率，ft为本文系统中所使用的镜筒透镜焦距，ft'

为该系统所使用的显微物镜设计的镜筒透镜焦

距，ft'=200 mm，通过计算可得出该系统的放大

率为 10 倍。根据奈奎斯特采样定理，必须对信号

每个周期采样 2 个点以上，才能完整恢复该信号，

因此相机的图像分辨率=2×像素尺寸/物镜放

大倍数=0. 48 μm。荧光显微系统的分辨率由显

微物镜分辨率和相机分辨率共同决定，并受限于

分辨率相对较差的部分，因此该系统在 XY 方向

的分辨率为 0. 8 μm，满足初始系统设计对分辨率

的要求。本文设计的荧光显微系统设计要求如

表 1 所示。

本文设计的系统要实现小型化，低成本的特

点，所以设计的过程中，在保证性能指标的前提

下，应尽量采用高性价比的元件，还需考虑系统

结构的布局。

2. 2　光源和滤光片的选择

基因测序荧光显微系统需要采用具有高照

明功率、高照明均匀性和窄光谱带宽特点的照明

光源，以满足对高激发光光子密度的要求。基因

测序荧光显微系统的物方视场通常比其他显微

系统而言更大，根据系统的工作特点，系统需要

快速激发荧光用于成像，因此必须使用高功率照

图 1　双波段基因测序荧光显微成像系统原理图

Fig. 1　Optical path of dual-band gene sequencing fluores⁃
cence microscopic imaging system

表 1　系统设计指标

Tab. 1　Specification of the optical system

Parameter

Resolution/pixel

Pixel size/μm2

Excitation wavelength/nm

Fluorescence wavelength/nm

Imaging range/mm

Systemic resolution/μm

Specifications

5 472×3 648

2. 4×2. 4

525， 620

570 ，680

1. 31×0. 88

≤2
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明光源。此外，照明不均匀会使图像产生额外的

噪声，对成像造成干扰，由于在系统光路中同时

存在不同波段的光，因此选用窄光谱带宽的激发

光源更易于分光。

在基因测序仪的成像系统设计中，照明光源

多使用氙灯，卤素灯，半导体激光器等，但以上几

种照明光源打开后需要预热，再次使用时需要等

待光源完全冷却，否则将会影响光源的使用寿

命，影响系统正常工作。且荧光物质受到激发光

的长时间照射会促进激发态分子与其他分子相

互作用、引起碰撞，进而导致荧光淬灭。基于以

上原因，本文设计的基因测序系统选用 LED 光

源代替传统光源进行照明，LED 便捷、小巧、方便

操作，可以很好地满足设计需求。

经过对多种 LED 的选择对比，最终照明光

源选择朗明纳斯垂直结构的红光芯片及绿光芯

片。系统所需的激发波长为 525 nm 及 620 nm，

红光 LED 的主波长为 620 nm，绿光 LED 的主波

长为 527 nm。LED 芯片的发光面积为 3 mm×3 
mm。G-LED 峰值带宽为 35 nm，R-LED 峰值带

宽为 20 nm，具有较好的单色性，光功率分别可达

5. 5 W 和 6. 6 W，激发出的荧光强度能够达到测

序要求。

罗丹明（Rhodamine Dyes）是一种邻苯二酚

类荧光生物染色剂，因其具有强荧光量子产率、

大摩尔消光系数、稳定性和水溶性好等优点，被

广泛用于生物医学、材料、环境等多个领域。罗

丹明染色剂激发荧光物质的特定激发波长为

525 nm 以及 620 nm，荧光物质所发荧光的发射

波长为 570 nm 及 680 nm，各种波长的激发光及

荧光彼此之间带宽相差较大，便于在系统中使用

滤光片进行分光，不会造成信号之间的串扰。在

该系统中选择带通滤光片对激发波长和激发后

所产生的荧光波长进行分离效果最优。最终所

选择的滤光片分别为：激发滤光片（中心波长 1 为

534 nm，带宽为 36 nm；中心波长 2 为 635 nm，带

宽为 31 nm）、出射滤光片（中心波长 1 为 577 nm，

带宽为 24 nm；中心波长 2 为 690 nm，带宽为 50 
nm）。滤光片在波长 450~750 nm 处的透过率分

布如图 2 所示。

2. 3　LED 照明系统设计

照明系统需要具备照明功率高，照明均匀性

高，所用光源的光谱带宽窄的特点。基因测序荧

光显微系统要求照明系统能够在极短时间内激

发出足够光强的荧光强度，且照明应尽量均匀满

足成像信噪比的要求。为了方便分离系统中同

时存在的几种不同波长的光，本文选用光谱带宽

窄的 LED 光源进行照明。

525 nm 的绿光光源及 620 nm 的红光光源发

出的光经过非球面透镜扩束后，由二向色镜分

光，使 R-LED 发出的激发光透射，G-LED 发出的

激发光反射，两束光经过激发滤光片时只允许用

于激发荧光物质的特定波长的光通过，并由显微

物 镜 会 聚 光 束 后 均 匀 照 亮 生 物 芯 片 上 1. 31 
mm×0. 88 mm 大小区域，使该区域生物芯片中

的荧光物质发出比 LED 光源波长更长的荧光。

荧光光束和照明光束在到达截止滤光片时，照明

光被截止，仅荧光光束通过，并最终在 CMOS 相

机上成像。

为实现高分辨照明，本文设计的照明系统采

用落射式临界照明方法。落射式照明可以实现

较大视场照明，更适用于基因测序荧光成像显微

镜。柯勒照明相较临界照明而言，虽然可以更好

地实现均匀照明，但光路结构更为复杂，会增大

系统的体积，不符合系统小型化的特点，因此该

系统采用临界照明方式。临界照明的光路结构

图 2　R-LED 与 G-LED 的光谱分布和滤光片在不同波长

下的透过率

Fig. 2　Relation spectral power distribution of R-LED and 
G-LED and transmission of filter at different wave⁃
lengths
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简单，构成“光瞳对光瞳、视场对视场”的光学结

构，可以充分利用照明光强，更适合高功率光源

的照明系统。设计荧光系统落射式临界照明光

路，并在软件中建立非序列模型，对像面光斑进

行模拟，设置光源参数进行光线追迹。

根据以上设计思路设计照明系统光路，由于

系统中的两个光源的照明原理完全相同，因此仿

真时设置同一光源分别发出 525 nm 和 620 nm 波

长的光进行仿真模拟。非序列模式下的照明光

学系统的光路图如图 3 所示，并分析照明均匀性，

仿真结果如图 4 所示，该荧光成像系统的照明均

匀性优于 80%。

2. 4　荧光显微成像系统设计

为减少荧光能量损耗，成像系统的结构应该

尽量简单，减少衍射元件的使用数量。成像系统

主要由分光镜、物镜、镜筒透镜和黑白 CMOS 相

机组成。

根据无限远光学系统的设计原理，进入镜筒

透镜中的荧光应为平行光束，再由镜筒透镜成中

间像。相比普通光学系统而言，无限远光学系统

在调整物镜与镜筒透镜之间的距离时，系统成像

的倍率不发生改变［15］，这样的结构更容易实现系

统布局的紧凑性。

成像系统中主要的光学元件有显微物镜、镜

筒透镜和滤光片。为了方便对光路的像质进行

优化，建模时省去了若干块用于折转光路的反射

镜，成像区域应当充满黑白 CMOS 相机的靶面。

成像光学系统的光路图如图 5 所示。

3 光机结构设计

3. 1　LED 散热结构设计

在照明系统部分，必须确保固定 LED 的部

分使用绝缘材料，以防系统发生短路，造成不必

要的损失。由于在 LED 工作时，需要进行能量

的转化，除了一部分被转化为光能外，还有大部

分能量被转换成热能，从而导致机械部分温度升

高，影响系统的工作稳定性，因此需要设计散热

结构来保护系统的正常工作。散热结构在 LED
照明光源工作时不能产生振动和噪音，若使用风

冷散热或其他主动散热方法，都会产生振动和噪

音；而水冷散热，液氮散热等方法成本过高，不适

用于该系统。经过分析，最终决定采用非金属材

料制作的散热器结构进行散热。散热结构如图 6
所示。

图 5　成像光学系统光路图

Fig. 5　Layout of the imaging optical system

图 3　照明光学系统光路图

Fig. 3　Layout of the illuminating optical system

图 4　照明均匀性

Fig. 4　Schematic of the illumination system simulation
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3. 2　滤光片组机械结构设计

滤光片组是荧光显微系统机械结构中的主

要组成部分。其中激发滤光片用于使特定波长

的激发光通过用于照明，出射滤光片则用于过

滤杂散光。在激发滤光片和二向色镜的作用

下，照明光中只留下激发光，其他波长的光被截

止，激发光通过显微物镜照射到生物芯片上实

现照明并激发荧光，因此在工作时需要确保系

统中不出现光线遮挡现象。由于滤光片较薄，

需要使用恰当的结构装卡，避免在测试或使用

时，在挪动系统的过程中对其造成损坏，影响系

统工作。

为了方便装调时更好地对准光轴，在滤光片

模块下添加垫片来调整元件高度。通过点胶方

式将滤光片嵌入基座的凹槽中，且需要保证二向

色镜能精准反射光束，激发滤光片与出射滤光片

在固定时需要确认方向，否则会影响光线传播，

最后通过螺钉固定放置滤光片的部分。荧光显

微镜滤光片模块设计如图 7 所示。

3. 3　整机结构设计

光机结构设计应该尽量减小整机质量与尺

寸，保证各部分光学元件不会离轴。为提高系统

工作效率，样机系统采用对称式设计，左右两侧

各为一套完整的系统。与原理图相比，考虑到系

统的实用性与空间布局的紧凑性，显微物镜处使

用了多块反射镜对显微物镜进行了光路折转；并

在设计样机的机械结构时，为检焦系统预留了系

统接口。样机的机械结构如图 8 所示。

4 测  试

双波段基因测序荧光显微成像系统的机械

零件生产完成后，需要进行染黑，再将光学元件

等进行安装，部分元件需要基于定心仪等设备进

行精密装调，完成搭建装调的整机系统如图 9
所示。

将装调好的整机与计算机，供电器等连接并

图 6　散热器结构

Fig. 6　Structure of radiator

图 7　滤光片模块结构

Fig. 7　Structure of the optical filters

图 8　整机结构

Fig. 8　Structure of radiator
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进行性能测试。利用该系统对杭州易速微控基

因技术有限公司的生物芯片进行成像测试。测

试时需要将生物芯片放入平移台上，通过平移台

配合系统快速照明成像实现对整块芯片的成像

过程，通过计算机控制照明光源在同一区域快速

曝光，测试过程如图 10 所示。

图像传感器拍摄的测试结果如图 11 所示，测

试结果显示，系统照明均匀，可对生物芯片实现

清晰精准成像，拍摄图像像质良好，满足测序需

求。根据对照明均匀性的仿真结果显示，仿真图

像的四角照明均匀性相对较差，于是将测试所得

图像分为四个边角与中心区域五部分，对图像的

照明均匀性进行验证，测试的图像像素数为

5 472 pixel×3 648 pixel，分别对图像四个边角及

中心区域进行采样，采样示意图如图 12 所示，每

个部分取 1 800 pixel×1 200 pixel区域，分别获取

图 11　测试结果

Fig. 11　Result of testing

图 9　整机系统

Fig. 9　Complete machine system

图 10　成像测试

Fig. 10　Imaging test
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每一部分的平均灰度值。通过计算，所得红光图

像的均匀性达到 83%，绿光图像的均匀性达到

82%，与仿真数据基本达到一致。

5 结  论

随着精准医疗的概念越来越深入人心，基因

疾病精准定位成为医疗生物领域的焦点问题，而

基因测序的发展为基因疾病精准诊断提供了方

便，因此基因测序成为生物工程、医药科学等领

域的研究热点，基因测序仪也应运而生。本文设

计并研制了一款具备小型化、低成本、高分辨率、

高质量成像特点的双波段基因测序荧光显微成

像系统。照明系统采用落射式临界照明，照明均

匀性可达 80% 以上，成像系统进行了良好的分光

设计，系统分辨率达 0. 8 μm。系统的结构相对简

单，在设计时尽可能减少了光学元件的使用数

量，所应用的光学元件无特殊定制产品，满足系

统的低成本需求。在光机结构部分，考虑到光源

的散热问题及系统紧凑性问题，在设计时进行了

严格约束，最后搭建完成的样机外包络尺寸约为

54 mm×28 mm×32 mm，通过样机集成和性能

验证实验的结果显示，本文设计的基因测序荧光

显微成像系统性能稳定，功能良好，满足对基因

测序的需求。
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