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用于生物学表面的紫外激发显微术的方法

(57)摘要

具有紫外表面激发的显微镜(MUSE)，用于在

教室中使用以增强生命科学教育和课程，或用于

其它应用，包括但不限于手术室、其它医学环境、

研究环境和低资源环境。MUSE的适用性基于多个

关键因素，包括其使用的简单性、结合廉价硬件

(包括LED照明)、以及非常基本的组织制备。紫外

激发作为将所生成的荧光信号限制到组织表面

下方仅几微米的无源光学切片，因此消除离焦信

号。这促进在完整或切片表面处从试样的组织微

观结构和组构的图像捕获，这是由于在不同的细

胞隔室内变化的荧光团浓度所引起的。尽管可以

仅使用组织自发荧光，但是图像质量通过简单地

应用无毒荧光染料以选择性地突出细胞隔室而

增强。样品制备是安全、有效的，并且对于具有基

本化学或生物学实验室经历的学生是熟悉的。混

合染料粉末可用于简化该方法对于教育、医学、

研究、低资源和其它环境的转换。
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1.使样品染色用于通过紫外表面激发显微术系统检查的方法，所述方法包括：

(a)选择由一组预选比例的发荧光染色剂制成的混合荧光染料溶液，所述预选比例的

发荧光染色剂用于当溶解于预选体积的溶剂中时产生所述混合荧光染料溶液，所述溶液包

含：

(i)至少以下发荧光染色剂：第一浓度的第一发荧光染色剂和第二浓度的第二发荧光

染色剂，(ii)所述第一发荧光染色剂的特征在于当通过所述紫外表面激发显微术系统经受

第一波长的紫外光时的第一光发射光谱，所述第二发荧光染色剂的特征在于当经受第一紫

外光源波长时的第二光发射光谱，其中所述第一光发射光谱不同于所述第二光发射光谱；

和

(b)将用于紫外表面激发显微术检查的样品暴露于所述混合荧光染料溶液达预定的时

间段，以使所述样品的特征染色；

其中所选的混合荧光染料溶液被配置成制备所述样品，用于在所述第一紫外光源波长

下通过所述紫外表面激发显微术系统成像，使得与所述第一发荧光染色剂相关联的特征的

所述光发射通过所述系统在第一强度下成像，并且与所述第二发荧光染色剂相关联的特征

的所述光发射通过所述系统在第二强度下成像，其中所述第一强度和第二强度大致相同。

2.权利要求1所述的方法，其中所选的混合荧光染料溶液被配置成制备所述样品，用于

通过所述紫外表面激发显微术系统成像，所述紫外表面激发显微术系统包含多通道传感器

以检测通过显微镜物镜收集的所述光发射，其中所述多通道传感器的第一通道对所述第一

发荧光染色剂光发射光谱比对所述第二发荧光染色剂光发射光谱更敏感，其中所述多通道

传感器的第二通道对所述第二发荧光染色剂光发射光谱比对所述第一发荧光染色剂光发

射光谱更敏感。

3.权利要求1所述的方法，其中所述溶剂是水基流体。

4.权利要求2所述的方法，其中所述第一强度和第二强度大致相同包括与所述第一发

荧光染色剂相关联的特征的所述光发射的平均强度在与所述第二发荧光染色剂相关联的

特征的所述光发射的平均强度的1/3‑3倍范围内。

5.权利要求4所述的方法，其中所述第一浓度和第二浓度以及所述预定的时间段被配

置成使得通过所述多通道传感器的第一通道记录的所述第一强度与通过所述多通道传感

器的第二通道记录的第二强度大致相同。

6.权利要求4所述的方法，其中所述第一浓度和第二浓度、所述预定的时间段以及所述

紫外光源波长和强度被配置成使得通过所述多通道传感器的第一通道记录的所述第一发

荧光染色剂光发射强度与通过所述多通道传感器的第二通道记录的第二发荧光染色剂光

发射强度大致相同。

7.权利要求6所述的方法，其中所述第一浓度和第二浓度、所述预定的时间段以及所述

紫外光源的波长发射光谱被配置成使得通过所述多通道传感器的第一通道记录的所述第

一强度与通过所述多通道传感器的第二通道记录的第二强度大致相同。

8.权利要求3所述的方法，其中所述预选比例的发荧光染色剂的组包含粉末形式并且

被配置成使不同的细胞隔室染色。

9.权利要求8所述的方法，其中所述预选比例的发荧光染色剂的组包含粉末形式的曙

红染料和粉末形式的Hoechst染料，其中以重量计，所述曙红染料的量在所述Hoechst染料
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的量的约1‑10倍范围内。

10.权利要求9所述的方法，其中所述显微术系统的所述第一紫外光源波长包含260nm

至280nm范围内的紫外光。

11.权利要求9所述的方法，其中所述显微术系统的所述第一紫外光源波长包含230nm

至370nm范围内的紫外光。

12.权利要求9所述的方法，其中所述显微术系统的所述第一紫外光源波长包含250nm

至290nm范围内的紫外光。

13.权利要求1所述的方法，其中所选的混合荧光染料溶液被配置成使所述样品染色，

用于在所述紫外表面激发显微术系统的所述第一波长下通过所述显微术系统成像，使得与

所述第一发荧光染色剂和第二发荧光染色剂相关联的特征的所述光发射通过所述系统以

每个像素大于约50个计数的图像强度成像。

14.权利要求13所述的方法，其中所选的混合荧光染料溶液被配置成使所述样品染色，

用于在所述显微术系统的所述第一波长下通过所述紫外表面激发显微术系统成像，使得与

所述第一发荧光染色剂和第二发荧光染色剂相关联的特征的所述光发射通过所述系统以

相对于所述特征的相应的自发荧光强度的至少1.2倍的更高图像强度成像。

15.权利要求14所述的方法，其中所选的混合荧光染料溶液被配置成制备所述样品，用

于在所述紫外表面激发显微术系统的所述第一紫外光源波长下通过所述显微术系统成像，

使得与所述第一发荧光染色剂和第二发荧光染色剂相关联的特征的所述光发射在没有显

著存在图像伪影的情况下通过所述系统成像。

16.显微术方法，其利用紫外表面激发显微术系统与混合荧光染料溶液的组合，所述混

合荧光染料溶液由一组预选比例的发荧光染色剂制成，所述预选比例的发荧光染色剂用于

当溶解于预选体积的溶剂中时产生所述混合荧光染料溶液，所述方法包括：

(a)将用于显微镜分析的样品暴露于所述混合荧光染料溶液达预定的时间段，使所述

样品的特征染色，所述溶液至少包含第一浓度的第一发荧光染色剂和第二浓度的第二发荧

光染色剂，所述第一发荧光染色剂的特征在于当经受所述显微术系统的第一波长的紫外光

时的第一光发射光谱，所述第二发荧光染色剂的特征在于当经受所述显微术系统的所述第

一波长的紫外光时的第二光发射光谱，其中所述第一光发射光谱不同于所述第二光发射光

谱；

(b)定位所述样品用于通过所述显微镜成像，所述显微镜包含紫外光源和显微镜物镜；

(c)使用所述紫外光源同时激发与所述样品的所述特征相关联的所述第一发荧光染色

剂和第二发荧光染色剂，使得所述显微镜物镜收集来自所述第一发荧光染色剂和第二发荧

光染色剂的光发射；

(d)其中所述方法被配置成使得与所述第一发荧光染色剂相关联的特征的所述光发射

通过所述系统在第一强度下成像，并且与所述第二发荧光染色剂相关联的特征的所述光发

射通过所述系统在第二强度下成像，其中所述第一强度和第二强度大致相同。

17.权利要求16所述的显微术方法，所述方法进一步包括使用多通道传感器以检测通

过所述显微镜物镜收集的所述光发射，其中所述多通道传感器的第一通道对所述第一光发

射光谱比对所述第二光发射光谱更敏感，其中所述多通道传感器的第二通道对所述第二光

发射光谱比对所述第一光发射光谱更敏感。
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18.权利要求16所述的显微术方法，其中所述溶剂是水基流体。

19.权利要求17所述的显微术方法，其中所述第一强度和第二强度大致相同包括与所

述第一发荧光染色剂相关联的特征的所述光发射的平均强度在与所述第二发荧光染色剂

相关联的特征的所述光发射的平均强度的1/3‑3倍范围内。

20.权利要求19所述的显微术方法，其中所述第一浓度和第二浓度以及所述预定的时

间段被配置成使得通过所述多通道传感器的第一通道记录的所述第一强度与通过所述多

通道传感器的第二通道记录的第二强度大致相同。

21.权利要求19所述的显微术方法，其中所述第一浓度和第二浓度、所述预定的时间段

以及所述紫外光源波长和强度被配置成使得通过所述多通道传感器的第一通道记录的所

述第一强度与通过所述多通道传感器的第二通道记录的第二强度大致相同。

22.权利要求21所述的显微术方法，其中所述第一浓度和第二浓度、所述预定的时间段

以及所述紫外光源的波长发射光谱被配置成使得通过所述多通道传感器的第一通道记录

的所述第一强度与通过所述多通道传感器的第二通道记录的第二强度大致相同。

23.权利要求19所述的显微术方法，其中所述显微术系统进一步包含至少一个滤光器，

所述滤光器被配置成选择性地衰减所述第一光发射光谱和第二光发射光谱中的至少一个

的至少一部分，使得通过所述多通道传感器的第一通道记录的所述第一强度与通过所述多

通道传感器的第二通道记录的第二强度大致相同。

24.权利要求23所述的显微术方法，其中所述第一浓度和第二浓度、所述预定的时间

段、所述紫外光源波长以及所述至少一个滤光器被配置成使得通过所述多通道传感器的第

一通道记录的所述第一强度与通过所述多通道传感器的第二通道记录的第二强度大致相

同。

25.权利要求24所述的显微术方法，其中所述至少一个滤光器被配置成衰减红色、绿色

或蓝色光谱范围中的至少一个，其中所述多通道传感器具有覆盖红色、绿色或蓝色光谱范

围的三个通道。

26.权利要求19所述的显微术方法，其中所述紫外表面激发显微术系统进一步包含图

像处理器，其中所述图像处理器被配置成生成图像，使得所述第一发荧光染色剂和第二发

荧光染色剂的光发射使用大致相同的第一强度和第二强度成像。

27.权利要求18所述的显微术方法，其中所述预选比例的发荧光染色剂的组包含粉末

形式并且使不同的细胞隔室染色。

28.权利要求27所述的显微术方法，其中所述预选比例的发荧光染色剂的组包含粉末

形式的曙红染料和粉末形式的Hoechst染料，其中以重量计，所述曙红染料的量在所述

Hoechst染料的量的约1‑10倍范围内。

29.权利要求27所述的显微术方法，其中使用所述紫外光源同时激发与所述样品的特

征相关联的所述第一发荧光染色剂和第二发荧光染色剂包括将与所述样品的特征相关联

的所述第一发荧光染色剂和第二发荧光染色剂暴露于230nm至370nm范围内的紫外光。

30.权利要求27所述的显微术方法，其中使用所述紫外光源同时激发与所述样品的特

征相关联的所述第一发荧光染色剂和第二发荧光染色剂包括将与所述样品的特征相关联

的所述第一发荧光染色剂和第二发荧光染色剂暴露于250nm至290nm范围内的紫外光。

31.权利要求27所述的显微术方法，其中使用所述紫外光源同时激发与所述样品的特
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征相关联的所述第一发荧光染色剂和第二发荧光染色剂包括将与所述样品的特征相关联

的所述第一发荧光染色剂和第二发荧光染色剂暴露于270nm至280nm范围内的紫外光。

32.权利要求27所述的显微术方法，其中使用所述紫外光源同时激发与所述样品的特

征相关联的所述第一发荧光染色剂和第二发荧光染色剂包括将与所述样品的特征相关联

的所述第一发荧光染色剂和第二发荧光染色剂暴露于260nm至280nm范围内的紫外光。

33.权利要求16所述的方法，其中所述混合荧光染料溶液由预选量的所述第一发荧光

染色剂和预选量的所述第二发荧光染色剂制成，所述第一发荧光染色剂和第二发荧光染色

剂在溶解于所述溶剂中之前为粉末、固体或液体形式。

34.权利要求33所述的方法，其中在溶解于所述溶剂中之前，所述预选量的所述第一发

荧光染色剂和所述预选量的所述第二发荧光染色剂包含在一个或多个片剂或一个或多个

胶囊中。

35.权利要求33所述的方法，其中在溶解于所述溶剂中之前，所述预选量的所述第一发

荧光染色剂和所述预选量的所述第二发荧光染色剂包含在单个片剂或胶囊中。

36.权利要求33所述的方法，其中在溶解于所述溶剂中之前，所述预选量的所述第一发

荧光染色剂和所述预选量的所述第二发荧光染色剂为液体形式并且包含在容器中。

37.权利要求33所述的方法，其中将所述样品暴露于所述混合荧光染料溶液是染色程

序的一部分，所述染色程序进一步包括将所述样品暴露于醇基液体。

38.权利要求33所述的方法，其中将所述样品暴露于所述混合荧光染料溶液是染色程

序的一部分，所述染色程序进一步包括将所述样品暴露于促进增加所述染料溶液在组织中

的摄取的物质。

39.权利要求33所述的方法，其中将所述样品暴露于所述混合荧光染料溶液是染色程

序的一部分，所述染色程序包括其中将所述样品暴露于多种流体达预定的时间段的多个步

骤，其中所述多个步骤的所述预定的时间段的总时间小于5分钟。

40.权利要求33所述的方法，其中将所述样品暴露于所述混合荧光染料溶液是染色程

序的一部分，所述染色程序包括其中将所述样品暴露于多种流体达预定的时间段的多个步

骤，其中所述多个步骤的所述预定的时间段的总时间小于3分钟。

41.权利要求33所述的方法，其中所述样品包含厚度超过0.05mm的样品。

42.权利要求33所述的方法，其中将所述样品暴露于所述荧光染料溶液包括将所述样

品暴露于包含曙红染料和Hoechst染料的染料溶液，其中所述曙红染料的浓度为所述

Hoechst染料的浓度的约1‑10倍。

43.权利要求33所述的方法，其中将所述样品暴露于所述荧光染料溶液包括将所述样

品暴露于包含曙红染料和Hoechst染料的染料溶液，其中以重量计，所述曙红染料的浓度为

所述Hoechst染料的浓度的约4倍。

44.权利要求33所述的方法，其中将所述样品暴露于所述荧光染料溶液包括将所述样

品暴露于包含约1‑3mg/ml曙红和约250‑750μg/ml  Hoechst的染料溶液达30秒‑2分钟。

45.权利要求44所述的方法，其中使用所述紫外光源包括使用光密度为1‑600毫瓦/平

方厘米的275nm紫外光源。
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用于生物学表面的紫外激发显微术的方法

[0001] 相关申请

[0002] 本专利申请要求对于“Systems  and  Methods  for  Ultraviolet  Surface 

Excitation  Microscopy”在2018年1月26日提交的美国临时专利申请序号62/622,358和对

于“Systems  and  Methods  for  Ultraviolet  Surface  Excitation  Microscopy”在2018年

3月14日提交的美国临时专利申请序号62/642,730的优先权和权益，两者的全部内容通过

引用并入本文。

[0003] 联邦资金

[0004] 本发明是在由能源部授予的DE‑NA0001944的政府支持下进行的。政府对本发明享

有一定权利。

技术领域

[0005] 紫外表面激发显微术系统和方法。

背景技术

[0006] 宽视场光学显微术是用于在生物学教育中向学生介绍活体的微观结构的形象工

具。由于宽视场光学显微镜的通用性和低价格，它们被广泛地应用于全世界的学校[1]。然

而，组织中的光散射使得细胞结构不可能直接成像，因为离焦信号强得多，而细胞隔室之间

的图像对比度非常有限。结果，在大学生教育实验室环境中，观察生物学样品通常局限于准

备好的微米厚组织样品的载玻片或来自洋葱或面颊刮削的活样品[2]。甚至需要将洋葱皮

切成薄的单细胞层，以使特征性的大尺寸细胞结构(如细胞膜和细胞核)可视化，这是在教

育环境中学生完成的一项重要任务。因此，学生经常发现显微术实验令人沮丧，导致对探索

细胞解剖学的最初实习体验的动机低[2]。例如，与传统的4年设立相比，专注于使更高级教

育可进入更广泛的社会范围的社区学院中的学生的体验表明，载玻片制备的挑战使经常离

开课程的学生泄气，这可能使他们在更高级课程中失败[3]。心理学家认为，成就动机对于

教育是至关重要的；对他/她的学科能力不自信的学生将对相关领域变得不太感兴趣[4]。

[0007] 使用准备好的显微镜载玻片和教科书图像教导学生吸引度较低，并且可能不会刺

激他们在生命科学中的兴趣或者他们在相关领域中从事职业的能力的自信。提供光学切片

和快速成像组织微观结构的能力的正在开发的成像方法[5‑10]对于教室使用是复杂且昂

贵的。

[0008] 其它领域也可以从更好的显微术系统和方法中受益。例如，制备用于显微镜检查

的样品通常所需的时间、设备、专业人员和(通常有毒的)化学品限制了可以制备和检查样

品的地点和时间。例如，在手术室中，人们通常没有时间或能力使用传统的样品制备方法制

备用于显微镜检查的样品。低资源环境是另一个实例，其中由于缺乏设备、专业知识、材料、

合适的设施和合适的地方来处理有毒化学品和在使用后需要仔细处理的其它材料，传统的

病理学方法完全不可能。

[0009] 对于教室、医院、低资源环境、生物医学研究实验室和其它环境，需要更好的显微
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术系统和方法。

发明内容

[0010] 本文我们探究用于在各种环境中使用的具有紫外表面激发的显微术(MUSE)[11]。

MUSE可以产生新鲜组织的近表面层的显微照片，而不需要组织处理成超薄切片，如在常规

的H&E染色中使用的。常规的H&E染色切片通常为5‑10μm厚。使用MUSE的试样的厚度可以是

任意的，通常大约几毫米。小动物(小鼠、青蛙等)的器官小，大约1厘米或更小，并且可以被

分成/切割成多个切片以用MUSE对其内部成像。最近在别处已经提出一般MUSE方法的描述，

集中于其在医学领域中的潜在实现。简而言之，该研究涉及新鲜的或福尔马林固定的组织，

将其短暂地暴露于荧光染料(如罗丹明或DAPI)，所述荧光染料定位在不同的细胞隔室中并

在可见光谱范围内发射。随后将试样在盐水中清洗，并放置在宽视场显微镜中，其中组织表

面通常在轻微压力下在薄的光学器件上变平，该光学器件在用于激发的光谱范围内是透明

的。该激发由在紫外(UV)光谱范围(在一个实例中，在约270nm)中操作的发光二极管(LED)

源提供。该激发引起荧光染料的基态电子占据较高的激发态，并最终在较低的激发态中级

联，以从每种染料产生典型的可见荧光。因此，一种UV激发波长可用于两种或更多种染料，

所述染料可以提供不同细胞组分(通常是细胞质和细胞核)的染色。

[0011] 成像系统可以基于标准显微镜光学器件和单色或彩色电荷耦合装置(CCD)照相

机。因为取决于波长，在MUSE中使用的UV光在组织中的穿透深度可以非常浅，大约一个细胞

直径[11]，当使用较低放大倍数物镜时，信号可以定位在显微镜的光学器件的成像深度内，

并且仍然提供大约1μm或更小的空间分辨率。较低放大倍数标准显微镜物镜以及长工作距

离物镜也支持绕过显微镜的光学器件的组织斜角照明。用这种方法产生的人类组织的图像

可以类似于常规组织病理学图像，而图像处理可以将彩色图像转换成类似的常规苏木精和

曙红(H&E)图像。

[0012] MUSE在教育、手术室、低资源环境、生物医学研究实验室和其它环境中的适用性源

于其简单性，因为它可依赖于廉价的硬件，并且可能需要非常有限的待成像组织制备。可使

得MUSE系统和方法进一步适用于这些应用，例如，通过仅使用满足教室和其它通用安全要

求的无毒化学品，以及使用可由学生或其它个人容易地执行而无需专门的样品制备训练的

组织制备方法。对于教室使用，通常期望该方法可与在高中和大学生教育中通常使用的组

织试样一起使用，当多个学生可以共享资源时，该方法可以以及时的方式(例如在课堂期间

内)实现，并且所获得的图像和所观察到的结构特征是使用学生可用的信息(书等)可察觉

和可识别的。

[0013] 在教育环境下，动物解剖仍然是生命科学教育的重要部分，因为其能够证明生物

体的复杂性[12]。学生通常仅研究主要器官结构，并在没有观察组织学的情况下处理试样

[1]。MUSE可利用来自当前解剖阶段的试样使器官特异性微观结构可视化。这将扩展学生学

习体验，并且与冷库存制备的载玻片相比，更吸引人且更与学生的个人体验相关。鼓励学生

将课程材料与个人体验联系起来的教室活动增加了学生的动机和学习，尤其是对成功期望

低的学生[13]。此外，MUSE可提供高质量的实习体验，当学生通过探究学习时，该体验可正

面地影响学生的兴趣[14]。MUSE也将通过提供来自动物试样的更多信息来帮助改进动物试

样效率，并因此满足实验动物使用的3‑R(替代、减少和优化)原则[15]。
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[0014] 在一个实例中，显微术方法利用紫外表面激发显微术系统与混合荧光染料溶液的

组合，所述混合荧光染料溶液由一组预选比例的发荧光染色剂制成，用于当溶解于预选体

积的溶剂中时产生所述混合荧光染料溶液，所述方法包括：(a)将用于显微镜分析的样品暴

露于所述混合荧光染料溶液达预定的时间段，使所述样品的特征染色，所述溶液至少包括

第一浓度的第一发荧光染色剂和第二浓度的第二发荧光染色剂，所述第一发荧光染色剂的

特征在于当经受所述显微术系统的第一波长的紫外光时的第一光发射光谱，所述第二荧光

染料的特征在于当经受所述显微术系统的所述第一波长的紫外光时的第二光发射光谱，所

述第一发射光谱不同于所述第二发射光谱；(b)定位所述样品用于通过所述显微镜成像，所

述显微镜包括紫外光源和显微镜物镜；(c)使用所述紫外光源同时激发与所述样品的所述

特征相关联的所述第一发荧光染色剂和第二发荧光染色剂，使得所述显微镜物镜收集来自

所述第一发荧光染色剂和第二发荧光染色剂的光发射；和(d)所述方法被配置成使得与所

述第一发荧光染色剂相关联的特征的所述光发射通过所述系统在第一强度下成像，并且与

所述第二发荧光染色剂相关联的特征的所述光发射通过所述系统在第二强度下成像，其中

所述第一强度和第二强度大致相同。

[0015] 所述方法可以使用多通道传感器以检测通过所述显微镜物镜收集的所述光发射，

所述多通道传感器的第一通道对所述第一光发射光谱比对所述第二光发射光谱更敏感，所

述多通道传感器的第二通道对所述第二光发射光谱比对所述第一光发射光谱更敏感。

[0016] 所述方法可以替代地使用市售可得的传感器或其它传感器，并且不限于上述多通

道传感器。

[0017] 所述方法可以使用作为水基流体的溶剂。

[0018] 所述第一强度和第二强度大致相同可以指定与所述第一发荧光染色剂相关联的

特征的所述光发射的平均强度在与所述第二发荧光染色剂相关联的特征的所述光发射的

平均强度的1/3‑3倍范围内。

[0019] 所述第一染色剂浓度和第二染色剂浓度以及所述预定的时间段可以被配置成使

得通过所述多通道传感器的所述第一通道记录的所述第一光发射强度与通过所述多通道

传感器的所述第二通道记录的第二光发射强度大致相同。

[0020] 所述第一染色剂浓度和第二染色剂浓度、所述预定的时间段以及所述紫外光源波

长和强度可以被配置成使得通过所述多通道传感器的所述第一通道记录的所述第一光发

射强度与通过所述多通道传感器的所述第二通道记录的第二光发射强度大致相同。

[0021] 所述第一染色剂浓度和第二染色剂浓度、所述预定的时间段以及所述紫外光源的

波长发射光谱可以被配置成使得通过所述多通道传感器的所述第一通道记录的所述第一

光发射强度与通过所述多通道传感器的所述第二通道记录的第二光发射强度大致相同。

[0022] 所述显微术系统还可包括至少一个滤光器，所述滤光器被配置成选择性地过滤所

述第一光发射光谱和第二光发射光谱中的至少一个的至少一部分，使得通过所述多通道传

感器的所述第一通道记录的所述第一光发射强度与通过所述多通道传感器的所述第二通

道记录的第二光发射强度大致相同。

[0023] 所述第一染色剂浓度和第二染色剂浓度、所述预定的时间段、所述紫外光源以及

所述至少一个滤光器可以被配置成使得通过所述多通道传感器的所述第一通道记录的所

述第一光发射强度与通过所述多通道传感器的所述第二通道记录的第二光发射强度大致
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相同。

[0024] 所述至少一个滤光器可以被配置成衰减红色、绿色或蓝色光谱范围中的至少一

个，所述多通道传感器具有覆盖红色、绿色或蓝色光谱范围的三个通道。

[0025] 所述紫外表面激发显微术系统可以包括图像处理器，所述图像处理器被配置成生

成图像，使得所述第一荧光染料和第二荧光染料的光发射使用大致相同的所述第一强度和

第二强度成像。

[0026] 所述预选比例的发荧光染色剂的组可以是粉末形式并且使不同的细胞隔室染色。

[0027] 所述预选比例的发荧光染色剂的组可以是粉末形式的曙红染料和粉末形式的

Hoechst染料，其中以重量计，所述曙红染料的量在所述Hoechst染料的量的约1‑10倍范围

内。

[0028] 使用所述紫外光源同时激发与所述样品的特征相关联的所述第一发荧光染色剂

和第二发荧光染色剂可以指定将与所述样品的特征相关联的所述第一发荧光染色剂和第

二发荧光染色剂暴露于230nm至370nm范围内的紫外光。

[0029] 使用所述紫外光源同时激发与所述样品的特征相关联的所述第一发荧光染色剂

和第二发荧光染色剂可以指定将与所述样品的特征相关联的所述第一发荧光染色剂和第

二发荧光染色剂暴露于250nm至290nm范围内的紫外光。

[0030] 使用所述紫外光源同时激发与所述样品的特征相关联的所述第一发荧光染色剂

和第二发荧光染色剂可以指定将与所述样品的特征相关联的所述第一发荧光染色剂和第

二发荧光染色剂暴露于270nm至280nm范围内的紫外光。

[0031] 使用所述紫外光源同时激发与所述样品的特征相关联的所述第一发荧光染色剂

和第二发荧光染色剂可以指定将与所述样品的特征相关联的所述第一发荧光染色剂和第

二发荧光染色剂暴露于260nm至280nm范围内的紫外光。

[0032] 在另一个实例中，显微术方法利用紫外表面激发显微术系统与混合荧光染料溶液

的组合，所述混合荧光染料溶液由一组预选比例的发荧光染色剂制成，用于当溶解于预选

体积的溶剂中时产生所述混合荧光染料溶液，所述方法包括：(a)将用于显微镜分析的样品

暴露于所述混合荧光染料溶液达预定的时间段，使所述样品的特征染色，所述溶液至少包

括第一浓度的第一发荧光染色剂和第二浓度的第二发荧光染色剂，所述第一发荧光染色剂

的特征在于当经受所述显微术系统的第一波长的紫外光时的第一光发射光谱，所述第二荧

光染料的特征在于当经受所述显微术系统的所述第一波长的紫外光时的第二光发射光谱，

所述第一发射光谱不同于所述第二发射光谱；(b)定位所述样品用于通过所述显微镜成像，

所述显微镜包括紫外光源和显微镜物镜；和(c)使用所述紫外光源同时激发与所述样品的

所述特征相关联的所述第一发荧光染色剂和第二发荧光染色剂，使得所述显微镜物镜收集

来自所述第一发荧光染色剂和第二发荧光染色剂的光发射。

[0033] 所述混合荧光染料溶液可以由预选量的所述第一发荧光染色剂和预选量的所述

第二发荧光染色剂制成，所述第一发荧光染色剂和第二发荧光染色剂在溶解于所述溶剂中

之前为粉末、固体或液体形式。

[0034] 在溶解于所述溶剂中之前，所述预选量的所述第一发荧光染色剂和所述预选量的

所述第二发荧光染色剂可以包含在一个或多个片剂或一个或多个胶囊中。

[0035] 在溶解于所述溶剂中之前，所述预选量的所述第一发荧光染色剂和所述预选量的
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所述第二发荧光染色剂可以包含在单个片剂或胶囊中。

[0036] 在溶解于所述溶剂中之前，所述预选量的所述第一发荧光染色剂和所述预选量的

所述第二发荧光染色剂可以是液体形式并且包含在容器中。

[0037] 将所述样品暴露于所述混合荧光染料溶液可以是染色程序的一部分，所述染色程

序包括将所述样品暴露于醇基液体。

[0038] 将所述样品暴露于所述混合荧光染料溶液可以是染色程序的一部分，所述染色程

序进一步包括将所述样品暴露于促进增加所述染料溶液在所述组织中的摄取的物质。

[0039] 将所述样品暴露于所述混合荧光染料溶液可以是染色程序的一部分，所述染色程

序包括其中将所述样品暴露于多种流体达预定的时间段的多个步骤，所述多个步骤的所述

预定的时间段的总时间可以小于5分钟。

[0040] 将所述样品暴露于所述混合荧光染料溶液可以是染色程序的一部分，所述染色程

序包括其中将所述样品暴露于多种流体达预定的时间段的多个步骤，所述多个步骤的所述

预定的时间段的总时间可以小于3分钟。

[0041] 所述样品的厚度可以超过0.05mm。

[0042] 将所述样品暴露于所述荧光染料溶液可以指定将所述样品暴露于包括曙红染料

和Hoechst染料的染料溶液，所述曙红染料的浓度为所述Hoechst染料的浓度的约1‑10倍。

[0043] 将所述样品暴露于所述荧光染料溶液可以指定将所述样品暴露于包括曙红染料

和Hoechst染料的染料溶液，所述曙红染料的浓度可以为所述Hoechst染料的浓度的约4倍。

[0044] 将所述样品暴露于所述荧光染料溶液可以指定将所述样品暴露于包括约1‑3mg/

ml曙红和约250‑750μg/ml  Hoechst的染料溶液达30秒‑2分钟。

[0045] 所述紫外光源可以是光密度为1‑600毫瓦/平方厘米的275nm紫外光源。

附图说明

[0046] 图1示意性地说明MUSE显微镜设置的一个实例。

[0047] 图2显示用MUSE自发荧光获得的图像的实例：a)新鲜的白洋葱组织，b)新鲜的青蛙

肾组织，c)新鲜的青蛙心肌组织，d)青蛙肝脏组织。

[0048] 图3显示用曙红Y染色的新鲜青蛙肾组织的MUSE图像的实例：a)染色不足，b)过度

染色。

[0049] 图4显示使用不同染色剂的青蛙肾组织的MUSE图像的实例：a)碘化丙锭，b)

Hoechst  33342，c)曙红Y，d)Hoechst  33342加上曙红Y。

[0050] 图5显示以下实例图像：a)用Hoechst  33342和曙红Y染色下的新鲜青蛙心肌组织。

使用RGB彩色图像的原始蓝、绿和红图像分量数字处理图像，以分离出b)曙红Y和c)Hoechst 

33342的发射分量。d)彩色增强数字处理以改进图像质量。

[0051] 图6显示以下实例：a)用Hoechst  33342和曙红Y染色下的新鲜青蛙肝脏组织的

MUSE图像。b)数字处理的图像，其中用绿色图像代替蓝色图像以增强图像质量。

[0052] 图7显示放置在明胶胶囊中用于储存的预定量的染料粉末的实例。该粉末混合物

是稳定的，并且可以溶解于100ml去离子水中，为教室阶段中的所有学生产生足够的染料溶

液。

[0053] 图8显示未染色的(图8(a))和在Hoechst  33342水溶液中短暂浸没后的(图8(b))
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保存的猪支气管的MUSE图像的实例。

[0054] 图9显示使用4倍放大倍数显微镜物镜，保存的猪支气管组织的MUSE图像的实例。

[0055] 图10显示蛙科动物肾的拼接的宽视场图像的实例。插图1‑3是拼接的图像在编号

位置处的3倍放大部分。

具体实施方式

[0056] 下面的详细描述提供了MUSE系统和方法的说明性、非限制性的实例，并且不限制

本专利要求保护的发明的范围。

[0057] 图1显示MUSE显微镜的一个实例。显微镜包括紫外光源，在该实例中，为UV  LED，尽

管在其它情况下，可以使用其它类型的UV光源(例如，多个LED、激光器(固定的或可调的)、

弧光灯、等离子体灯等)。作为一个实例，光源可以是270nm  UV  LED(Ocean  Optics)，光输出

为约600μW，使用附着于LED的球透镜，其输出聚焦到约4mm2的区域中。在该实例中，存在约

10mW/cm2
的估计功率密度。可以采用其它或另外的波长的光源，例如光谱范围在290和

240nm之间，或在290和360nm之间，或在230和370nm之间。

[0058] 如图1所示，光以斜角被引导到样品。还如图1所示，样品可以位于透明窗口下方并

与之接触，该透明窗口可用于稍微平整样品的表面用于成像。CCD照相机通过显微镜的物镜

捕获样品的图像。在其它实施方案中，可以利用CMOS或其它数字或模拟照相机。在再其它实

施方案中，可以使用目镜而不是照相机使图像直接可视化。

[0059] 尽管图1中未显示，但可以将一个或多个滤光器结合到显微镜中，用于选择性地衰

减某些光谱范围(例如，光谱的红色、绿色或蓝色部分)，其原因将在下面进一步详细讨论。

也可以结合其它类型的滤光器，例如偏振滤光器。可以将一个或多个滤光器在物镜和CCD之

间或在其它位置结合到系统中。

[0060] 1.自发荧光成像

[0061] 在一个实验中，使用大约几秒的曝光时间，在图1中所示的MUSE显微镜的LED光输

出足以捕获新鲜组织的自发荧光显微图像，而无需任何准备或染色。图2显示来自厚度大约

5mm的组织切片的表面的示例性图像。具体地，图2(a)显示洋葱组织的薄切片的图像，其捕

获了洋葱细胞及其细胞核的结构。与在白光显微术下对洋葱的薄切片成像的费力努力相

反，用MUSE成像非常简单，切割5mm洋葱组织切片并放置在MUSE显微镜中需要不超过约1分

钟的时间间隔。洋葱细胞的图像容易获得，显示细胞核和细胞膜为较高强度的特征。

[0062] 在图2(b)、2(c)和2(d)中显示的图像分别来自青蛙的肾、心脏和肝脏。在图2(b)中

所示的图像捕获通过肾膜观察到的小管的结构。在图2(b)中的插图显示单个小管的较高放

大倍数部分，显示细胞核表现为较低强度的特征。以前报道使用激光激发源的类似图像

[16‑17]。使用简单、便宜且安全得多的LED源证明这样的成像，对于在教育环境中该技术的

转换是关键的。在图2(c)和2(d)中所示的心脏和肝脏组织的图像证明MUSE自发荧光成像以

交互方式和实时地使各种器官的不同微观结构可视化的能力，提供了目前在教育环境中不

可获得的能力。注意到，在图2(c)中观察到的直径大约10μm的深色特征是血细胞。血细胞在

图2(d)的图像中也是可见的，其中另外的更大的深色特征与组织的血管结构相关。

[0063] 2.染色样品的成像

[0064] 测试了多种无毒荧光染料，包括DAPI、Hoechst  33342和碘化丙锭(用于突出细胞
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核)、和曙红Y以及荧光素(用于使细胞质复染色)。在去离子水中在宽范围的浓度下测试细

胞核荧光染料。还测试细胞质复染色染料。

[0065] 图8 (a)显示保存的猪肺的MUSE自发荧光图像。图8 (b)显示在500μg/ml 
Hoechst33342中浸没15秒以增强细胞核的突出性后相似位置的MUSE图像。尽管自发荧光成

像证明折叠的上皮层(箭头)和下面的平滑肌，但是细胞核染色产生另外的细节并且使得能

够可视化似乎是软骨板的东西。

[0066] 将样品浸入染色剂溶液中以促进跨越表面的均匀染色。用彩色CCD照相机代替前

面部分中使用的单色照相机(用于自发荧光成像)，以评价单独的和组合的发荧光染色剂的

成像质量。选择无毒且适用于教室环境的染色剂。在一些实施中，可能期望水溶性染色剂。

此外，当同时施加到组织时，选择每种染料的发射光谱范围不同。将组织顺序地浸没到单独

的染料溶液中各种暴露时间，其中涉及的参数(染料浓度和暴露时间)变化以优化图像质

量。

[0067] 为了分析由荧光图像中的每种染料(染色剂)的发射产生的图像信息，每种染料的

发射光谱必须不同。例如，DAPI和Hoechst  33342可以染色细胞核，并且它们都在蓝色光谱

区发射。曙红Y和荧光素可以染色细胞质，并且它们在黄色和红色光谱区发射。彩色CCD检测

器捕获不同的生成颜色，允许每种造影剂的定位的可视化。

[0068] 我们的工作已经揭示了重要的参数，使得能够在教育环境和其它环境(包括但不

限于手术室、生物医学研究实验室和低资源环境)中使用MUSE显微术。具体地，每种染料的

浓度需要在一定范围内。较低的浓度将不能有效地使组织染色用于MUSE成像。较高的浓度

将导致组织过度染色，这进而导致预期结构的低质量成像或完全丧失使用MUSE使这些结构

成像的能力。组织在染色剂中的暴露时间也需要在一定的时间窗口内，对染料浓度具有一

定依赖性。较长的暴露将导致组织过度染色，而较短的暴露将导致染色不足，导致组织的某

些部分的局部和/或部分染色，或者导致小于约一个细胞层的深度用于用MUSE成像。这种效

应在图3中所示的用曙红Y染色的青蛙组织的图像中证明。具体地，图3(a)中的图像是染色

不足的组织，其中带蓝色的自发荧光信号与由染色剂产生的带黄色信号一致。相反，在图3

(b)中所示的图像被过度染色，导致不均匀的染色和图像伪影。

[0069] 图4证明用不同染料使青蛙肾组织染色的特征性实例。具体地，图4(a)和4(b)显示

在暴露于碘化丙锭(500μg/ml，15秒)和Hoechst  33342(500μg/ml，15秒)以突出细胞核之后

的图像，所述细胞核分别以红色和蓝色出现。细胞质几乎不可见，可能仅从(蓝色)自发荧光

发射可见。图4(c)中的图像是在用曙红Y使细胞质染色后获得的。染色剂暴露了细胞的其余

部分而不是细胞核，其仍作为较深的特征可视化。在图4(d)中的图像是在连续暴露于曙红Y

(5mg/ml在水中，40秒)和Hoechst  33342(500μg/ml在水中，40秒)之后获得的，这使得能够

用不同颜色(分别为黄色和蓝色)同时可视化细胞质和细胞核。可以容易地理解包括肾小球

和肾小管以及相关细胞核的肾组织的微观结构。利用无害的、教室相容的化学品，样品制备

快速(组织切割和染色的整个过程小于5分钟)并且有效。

[0070] 3.发射强度和数字图像处理

[0071] 使用彩色数字照相机同时获得不同染色剂的荧光将所产生的荧光分成不同的光

谱分量(红色、绿色和蓝色)，并同时记录每个分量。用于表示每个颜色通道(红色、绿色、蓝

色)的位数通常为8，其表示图像的每个颜色像素的强度的数值(范围从0到256)。在至少一
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些实施中，在使用这样的彩色传感器来获得MUSE图像的情况下，通过每种染料产生的发射

的强度应当大致相同。

[0072] 当考虑每个图像/颜色通道具有8位的动态范围的照相机时，“大致相同”的发射强

度应当被理解为包括在平均值的1/3‑3倍之间的值(4倍的范围)。例如，这可以是每像素60‑

256个计数，如可以使用数字图像分析平台测量的。使用在图4(d)中显示的图像作为具体实

例，在蓝色图像通道中，含有蓝色细胞核的像素的强度在约100和255个计数之间。以黄色

(绿色和红色的混合)出现的图像像素在绿色和红色通道中的强度平均约150个计数，其中

最大值和最小值在100和256个计数之间。这提供了彩色图像，其中可以可视化细胞核的蓝

色发射(由于Hoechst  33342的染色)和来自细胞质的黄色发射(曙红的发射)两者。两者之

间的不平衡将使得较低强度分量的可视化非常困难，因此对于教育环境是不实际的。较高

动态范围照相机可相应地利用可被视为“大致相同”的较高发射强度范围，例如通过对于动

态范围的每个额外的位，将强度值范围扩展到2倍。上述讨论涉及显示的图像强度。这可以

不同于由传感器强度记录的，其可以在显示给用户之前被数字化处理以增强某些分量。

[0073] 实现大致相同的图像强度的一种方式是通过控制组织中每种染色剂的浓度(与每

种染料溶液的浓度和组织在一种或多种溶液中的暴露时间有关)。存在其它方法来解决这

样的问题，这些方法是预期的并且在本公开的范围内，例如使用适当的滤色器来(部分地或

完全地)拒绝光谱的一部分。

[0074] 数字彩色图像可以进一步分离成其组成分量(蓝色、绿色和红色)。在图5(a)中显

示的心脏组织(暴露于2mg/ml曙红+500μg/ml  Hoechst，1分钟)的图像的实例中，主要在蓝

色和绿色通道中记录来自细胞核的信号，并且在绿色和红色通道中记录来自细胞质的信

号。然后可以使用多种不同的方法来分离这两个信号分量。这在图5(b)和5(c)所示的图像

中得到证明，其中曙红和Hoechst的图像分量分别被分离。此外，可以重新组合图像以形成

具有定制颜色指定的新图像，如图5(d)的图像中所示。

[0075] 数字图像处理可用于增强图像质量和特征的可视化。这在图6中所示的图像中得

到证明。青蛙肝脏切片的原始MUSE图像在图6(a)中显示。将该图像分割为组成图像证明，在

蓝色图像处的细胞核的强度是饱和的，引起整个图像的劣化。另一方面，红色图像曝光不

足。数字化增加红色图像的强度并用绿色图像代替蓝色图像，在图6(b)中重建了伪彩色图

像，其可被认为提供了组织微观结构的更详细和清晰的可视化。

[0076] 4.混合荧光染色剂评价

[0077] 在生命科学教育背景中，焦点是对新鲜的或保存的组织样品的细胞结构和组构的

理解，而不是混合造影剂和暴露组织的化学和相关劳动(和时间努力)。类似的关注也存在

于手术室和其它医学和研究环境(其中时间约束、防止使用有毒化学品的安全程序和其它

约束使得传统的样品制备技术即使不是不可能的也是不切实际的)、低资源环境(其中可能

简单地缺乏传统的样品制备技术所需的专门设备、材料、专门技术和合适位置)和其它设置

中。因此，期望设计一种快速和简单的方法来制备造影剂溶液。该问题的一种可能的解决方

案是配制混合染料，例如呈粉末形式，其可以制成小片剂形式或包含在胶囊(例如水溶性胶

囊)中。然后可以将其简单地放置在含有蒸馏水或磷酸盐缓冲盐水或不同的合适介质的烧

瓶中，以快速和安全地制备混合染料的溶液，用于使组织染色用于MUSE成像。当考虑混合染

料的这样的组合时，组织对每种染料的暴露时间将是相同的。这需要开发在液体溶液内良
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好控制的染料比率和浓度，使得所有预期的感兴趣的结构(通常是细胞核和细胞质)适当成

像。这包括a)通常高于约50个计数(但它可以更低)的图像强度/像素，b)细胞隔室的良好染

色，使得产生的发射是组织自发荧光的至少1.2倍，c)组织未过度染色，过度染色可能引起

图像伪影，和d)在由每种染料产生的图像分量(其可以由RGB图像通道分开)上的相应的感

兴趣的特征(通常是细胞质和细胞核)中记录的发射强度大致相同(如在第67段中定义的)。

还必须认识到，实现上述标准的每种染料的相对浓度可以是(并且通常是)激发波长的函

数。

[0078] 为了测试这个概念，我们利用曙红Y和Hoechst，以粉末形式混合在一起，并贮存在

00号水溶性明胶胶囊(0.9mL)中。图7显示含有曙红Y和Hoechst的混合粉末的明胶胶囊的照

片。通过实验，我们开发了含有200mg曙红和50mg  Hoechst的混合物(粉末形式)，其可用于

制备100ml溶液，我们认为这足以满足实验室阶段内所有学生的需要。为了制备溶液，将胶

囊打开并将粉末溶解(通过搅拌约1分钟)到100ml去离子水中。随后将组织样品浸入混合染

色剂溶液中约60秒，以促进跨越组织切片表面的均匀染色。我们发现，明胶胶囊内的该粉末

混合物是稳定的，并且产生与使用单独的染料溶液在图2‑6中所示的图像实际上相同的图

像。在一些情况下，可能希望在混合物中包括添加剂，例如用于控制溶液参数(如酸度(pH))

的添加剂。这样的添加剂可以增强染色剂对组织的渗透性或提供其它期望的效果(增强或

降低发射的量子效率，改变发射光谱等)。该方法使得在教室环境中使用MUSE成像简单且更

便宜(因为溶液是一次性制备的，可能由指导者制备)，并且还更具有时效性(组织试样的成

像可以在几分钟内开始)。

[0079] 实验还表明，在新鲜的组织试样中，短暂暴露于异丙醇增强细胞核的染色。在这种

情况下，从收获组织样品到获得图像的整个程序(10秒PBS冲洗，在异丙醇中20秒，10秒PBS

冲洗，在染色剂溶液中60秒，10秒冲洗)耗时小于3分钟。由于程序短，学生应该能够在一个

半小时的实验室阶段内研究多于5种不同的组织。

[0080] 5.成像格式考虑

[0081] 图9显示保存的胎儿猪支气管组织的MUSE图像，其提供使用4倍国际标准显微镜物

镜与具有2.4μm像素尺寸的彩色CMOS照相机的组合在较低空间分辨率下的组织结构的引人

注目的实例。

[0082] 虽然提供较大的视场通常是有益的，但是通常还期望保持高分辨率细节。通过采

用数字拼接，可以取消提供大视场和维持足够的空间分辨率之间的折衷。这在图10中得到

了证明，其中显示青蛙肾的横截面，其通过数字拼接(使用Adobe  Photoshop)用4倍显微镜

物镜获得的5个单独的图像而获得，以产生在整个图像场中提供高分辨率的大图像。放大的

图像表明使用4倍物镜，细胞核组构的良好可视化。

[0083] 如上所述，作为本工作的一部分，测试了结合不同的CCD和CMOS传感器的各种照相

机。这些照相机是市售可得的并且是相对便宜的，代表了当代产品。总体上，所有的照相机

都充分地执行。较小的像素支持较低的由于数字图像采集而导致的光学分辨率损失。主动

照相机冷却提供更高的信噪比，其也高度取决于传感器质量。

[0084] 6.结论

[0085] 生命科学和生物技术被广泛地预期为基于知识的经济的下一浪潮。在相关领域中

创建所需劳动力和培养个人人才在生命科学的前沿技术的发展中具有根本的重要性。用于
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医学和生物医学应用的光学技术的发展已经稳步增长。下一代人才的创造从学校的早期开

始，重点必须集中在这个地方。MUSE成像提供了一种新颖的工具，通过以最小的难度和学生

所需的技能提供组织微观结构的信息丰富的图像来增强生命科学的教育。这些相同的技术

也可用于医院、低资源、生物医学研究实验室和其它环境中的有益效果。样品制备是安全、

有效的，不需要有毒化学品，并且可由没有专业技术或培训的人进行。当需要时，使用无毒

荧光染料来选择性地突出细胞隔室，可以增强图像对比度和信息。在教育环境中，基于MUSE

的实验室不仅增强生命科学课程，而且在STEM教育中，即结合物理、化学和计算机科学课

程，可提供跨学科的体验。学生可以收集他们“自己”的图像，并使用教科书来识别他们观察

的结构。由于实时提供图像，该方法还使得学生能够在教室中研究和识别特定感兴趣的结

构。除了教育背景之外，MUSE还可用于临床、研究、医学和低资源环境，其可能需要高容量、

低成本和快速的组织评估，而不需要使用有毒化学品或昂贵的设备。
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