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　　提要　激光共聚焦显微技术是一种以激光作为激发光源，通过特殊装置“针孔”来过滤离焦光线以提高光学分

辨率和对比度的光学成像技术。由于大部分化石不能自发荧光，该技术在古生物学领域尚未实现大范围的应用。

但若围岩能自发荧光而与化石之间具有一定衬度，或化石因含特殊成分能在特定波段激光照射下自发荧光而产生

结构衬度，则可以运用激光共聚焦显微技术获得在普通光学显微镜及荧光显微镜下难以清晰观察到的信息。为推

动激光共聚焦技术在古生物学领域中的应用，文中系统介绍了该技术的原理与使用方法，并以埃迪卡拉纪磷酸盐

化特异埋藏的瓮安生物群微体化石为例，展示了该技术在化石成像中的若干优势。实验结果表明，瓮安生物群微

体化石因富含磷灰石可自发荧光实现成像，使用激光共聚焦显微成像技术观察瓮安生物群化石薄片不仅可以获得

较好衬度，而且还能提高成像的分辨率和清晰度。此外，在化石薄片的厚度范围内还可以实现化石结构三维重建。
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１　前　言

共聚焦显微技术的概念由 Ｍａｒｖｉｎ　Ｍｉｎｓｋｙ于

２０世纪５０年代提出（Ｍｉｎｓｋｙ，１９８８），目的是避免离
焦光源对成像的干扰，以获得更高的图像分辨率。
该技术所用光源历经碳弧灯（ｃａｒｂｏｎ　ａｒｃｓ）、锆弧灯
（ｚｉｒｃｏｎｉｕｍ　ａｒｃｓ），后演变为现今使用的激光。首次
生产的激光共聚焦显微镜可以追溯到２０世纪６０年
代（Ｄａｖｉｄｏｖｉｔｓ　ａｎｄ　Ｅｇｇｅｒ，１９６９），发展至今，激光共
聚焦显微技术已在现代生物学、医学、植物学、能源
及材料科学等各个领域发挥重要作用。例如，使用
免疫荧光技术标记感兴趣组分，追踪该目标的分布
和运移（Ｌｅｓｚｃｚｕｋ　ａｎｄ　Ｓｚｃｚｕｋａ，２０１８）；通过转基因
表达荧光蛋白，了解蛋白质在生物组织中分泌和分
布情况（Ｄｏｂｒｅｔｓｏｖ　ｅｔ　ａｌ．，２０１９）；在植物中，如叶绿
素、生物碱、酚类和卟啉类化合物能够被激发出荧光
（Ｇａｒｃíａ－Ｐｌａｚａｏｌａ　ｅｔ　ａｌ．，２０１５），可以使用该技术进
行结构和物质的观察；在油气地质学研究领域，该技

术可以有效检测含油气黑色页岩的有机组分（Ｎｉｘ
ａｎｄ　Ｂｕｒｋｈａｒｄｔ，２００３）。此外，荧光染料的发明与应
用也使得激光共聚焦显微观察和研究更便捷直观

（Ｈｉｃｋｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）。
激光共聚焦技术（Ｃｏｎｆｏｃａｌ　Ｌａｓｅｒ　Ｓｃａｎｎｉｎｇ　Ｍｉ－

ｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＣＬＳＭ）作为一种采集自发荧光进行成像
的工具，虽然在上述各领域的应用已十分普遍，但在
古生物学领域尚未得到大范围推广，究其原因是由
于研究对象的特殊性———化石不具有生命，无法像
现代生物学领域利用活性荧光蛋白标记特定的结

构。激光照射下可以自发荧光的物质一般分为有机
质的和矿物的（无机的）。其中，有机质的化学成分
及成熟度影响其荧光性质（Ｌｉｎ　ａｎｄ　Ｄａｖｉｓ，１９８８；

Ｐｒａｄｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９１；陈尚斌等，２０１５），其原因是在
地质历史尺度下，经过不同的成岩温度和压力等条
件作用，有机质中的各种化学键会发生不同程度的
断裂。成熟度较低的有机质如琥珀可以在激光激发
下产生自发荧光（Ｈｕａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，２０１６），而成熟度较
高的有机质，比如甘洛根，在激光照射下并不发荧
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光。目前已知部分矿物在激光照射下可以产生较强
的荧光。利用矿物的自发荧光特性，相关学者在研
究富含方解石、磷灰石、黏土矿物的物质中都获得了
较好的荧光成像效果（Ｂｉｒｋｍａｎｎ　ａｎｄ　Ｌｕｎｄｉｎ，１９９６；

Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００７；Ｊａｃｋｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，２０１０；Ｓｃｈｏｐｆ　ｅｔ
ａｌ．，２０１５）。因而将该技术应用于化石研究时，一般
观察到的情况有三种：１）化石整体因含有特定的化
学组分（能自发荧光的矿物或成熟度很低的有机质）

能在激光光源的激发下自发荧光；２）化石和围岩的
化学组成不同，围岩因含有特定的组分能在激光的
激发下自发荧光从而在化石和围岩之间产生成像衬

度；３）化石本身不同结构的化学组成不同，并且部分
结构能够在激光的激发下自发荧光从而显示出不同

结构之间的衬度。

前人在激光共聚焦显微技术对古生物学研究领

域有过尝试，认为该技术在古生物学领域具有较大
潜力（杨伟平等，１９９６）。比如在研究各类化石薄片
和实体化石，包括疑源类（杨伟平等，１９９８；Ｔａｌｙｚｉ－
ｎａ，１９９８；王金星，２００４）、孢粉（Ｓｃｏｔｔ　ａｎｄ　Ｈｅｍｓｌｅｙ，

１９９１；王金星，２００４；Ｈｏｃｈｕｌｉ　ａｎｄ　Ｆｅｉｓｔ－Ｂｕｒｋｈａｒｄｔ，

２００４；卓二军等，２００６）、蓝细菌 （Ｓｃｈｏｐｆ　ｅｔ　ａｌ．，

２００６；Ｓｃｈｏｐｆ　ｅｔ　ａｌ．，２００８；Ｇｕｏ　ｅｔ　ａｌ．，２０１８）、腕足类
（王金星，２００４）、龟鳖壳壁及恐龙蛋壳壁（王金星，

２００４）、磷酸盐化栉水母胚胎（Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００７）、藻
类（尹磊明等，２００３；Ｃｈｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００６，２００８）、植物化
石（Ｓｃｈｏｐｆ　ｅｔ　ａｌ．，２０１０）、琥珀（杨伟平等，１９９６；Ｃａｉ
ａｎｄ　Ｈｕａｎｇ，２０１４；Ｈｕａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，２０１６）、牙形石（王
金星，２００４）、小壳化石（杨伟平等，１９９６）等过程中，

相关学者均使用过激光共聚焦成像技术。但囿于前
面提到的成像条件，并非所有化石都能通过该技术
实现高质量成像。正因为如此，前人采用该技术研
究化石的实例也较为零星。迄今为止，系统介绍激
光共聚焦技术在古生物学领域应用的相关文献依旧

贫乏，已有的应用实例也往往局限在对化石成像的
随机尝试，或者是单纯的化石生物学研究，缺乏技术
层面的详细探讨以及与普通光学显微镜和荧光显微

镜对比，足见激光公共聚集技术在古生物学领域的
应用潜力尚未被充分挖掘。

本文将系统介绍激光共聚焦显微技术的工作原

理、样品制备方法，并以瓮安生物群微体化石为例，

对比激光共聚焦技术相较于普通光学显微镜和常规

荧光显微镜成像的优势，以期为该技术在古生物学
领域的应用提供有益参考。

２　激光共聚焦显微技术的基本原理及
功能

激光共聚焦显微技术实现的设备称为激光共聚

焦显微镜（Ｃｏｎｆｏｃａｌ　Ｌａｓｅｒ　Ｓｃａｎｎｉｎｇ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ），
它主要由荧光显微镜、扫描检测单元、光源、光电倍
增管和图像处理工作站等部分组成。激光共聚焦显
微镜作为一个系统，通常配备有三种光源：卤素灯透
射光光源、金属卤化物灯荧光光源和激光光源。不
同光源在成像观察中功用不同，初步观察时，实验人
员可以在透射光光源下快速浏览样品，待找到标本
的感兴趣区后，可以关闭透射光光源，打开金属卤化
物荧光灯照射标本，激发标本感兴趣区，通过荧光显
微镜的目镜观察是否有自发荧光产生的结构衬度，
若有，则可对感兴趣区进行照相，此时关闭荧光光源
并打开激光光源，照射成像区域，结构受激光激发产
生的荧光信号通过物镜传入扫描检测单元完成收

集、过滤离焦光、信号放大等流程后，再传入图像处
理工作站，由使用者进行相关的图像处理。
激光共聚焦系统中荧光显微镜选用的金属卤化

物灯是在汞蒸气放电时加入某些金属卤化物，与传
统的荧光显微镜使用的高压汞灯相比，它具有更好
的显色性、更高的发光效率和更长的使用寿命（陈育
明、刘洋，２０１１）。由于化石自发荧光往往较弱，很多
情况下常规的高压汞灯很难激发化石产生荧光，而
金属卤化物灯因其更高的亮度和显色性，大大增强
了化石自发荧光的强度，使得许多由弱荧光物质组
成的化石在高压汞灯下无法观察到的结构可以清晰

地观察到。
为了获得最佳成像效果，与肉眼通过目镜实时

观察化石结构时采用的光源不同，对样品感兴趣区
域照相时需要使用激光光源。激光具有相干性、单
色性和准直性等特征，用于激发化石产生荧光时能
有效避免被照射物体受不同波长光激发出不同波长

的荧光产生的视觉干扰，而且效率更高。更为重要
的是，激光的亮度极高，相较于高压汞灯和金属卤化
物灯，可以激发出更强的荧光，使得一些本身自发荧
光较弱的物质得以被更清晰地观察到，大大提高了
成像信噪比。根据工作介质的不同，激光光源可分
为固体激光器、气体激光器、液体激光器、半导体激
光器和自由电子激光器等（安毓英，２００２）。现今已
研发出的激光器达上千种，可提供各种波长，其中在
激光共聚焦系统中常用的波长有４０５ｎｍ（半导体激
光器）、４５７ｎｍ、４７７ｎｍ、４８８ｎｍ、５１４ｎｍ（氩离子激
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光器）、５４３ｎｍ、５６１ｎｍ、６３３ｎｍ（氦氖激光器）等，可
根据实际需要配置。
在检测荧光信号时，系统内形成独特的光路（插

图１－Ｂ）。激光从激光器中导出，照射在观测者研究的
感兴趣区域内，激发出样品的自发荧光。自发荧光的
光信号通过物镜传导到扫描检测单元中，再进行一系
列处理。其中最重要的一步是过滤离焦光线：所有接
收到的由样本发出的光信号需要经过一个特制的可

调节大小的“针孔”，使只有恰好在焦平面的光线才能
通过该小孔，其余光线（即成像平面高于或低于焦平
面的光线）则不能通过（插图１－Ａ）。这种只在焦平面

上成像的方法称之为“光学切片（ｏｐｔｉｃａｌ　ｓｅｃｔｉｏｎｉｎｇ）”。
经过针孔这一特殊光学构造的过滤之后，剩下的光线
均来自焦平面。由于没有离焦光的干扰，光学切片成
像更加清晰，图像分辨率和信噪比均超越了透射光学
显微镜和常规荧光显微镜。
目前新型的激光共聚焦显微镜配备了光电倍增

管，这一电子器件在系统接收荧光信号时能将微弱
的光信号有效转变为电信号，通过加速电子冲击电
极刺激次级电子大量释放，并多次重复以放大信号
强度，使得成像信噪比大大提升，以便于后期信号观
测与处理。

插图１　激光共聚焦显微成像系统光路示意图

Ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｌｉｇｈｔ　ｐａｔｈ　ｏｆ　ｃｏｎｆｏｃａｌ　ｌａｓｅｒ　ｓｃａｎｎｉｎｇ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　ｓｙｓｔｅｍ．

Ａ．激光共聚焦显微系统通过针孔过滤离焦光线的示意图，切片上红色点代表焦平面，红色虚线代表其被激发的自发荧光，黄色和绿色点代表

焦平面附近，对应颜色虚线代表离焦的干扰光。Ｂ．激光共聚焦显微系统工作时形成的光路，激光器发出指定波长激光光源（绿色光柱），激发

物体的自发荧光（红色光柱）被检测器接收成像。① 检测器；② 针孔；③ 分光镜；④ 物镜；⑤ 切片；⑥ 激光器。
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　　综上所述，激光共聚焦显微技术是使用激光光
源及基于针孔和光电倍增管的高分辨荧光成像，与
其它光学成像技术不同，它利用高流明的单色激光
避免多色光的干扰并激发更强荧光，利用针孔装置
过滤离焦光线，实现清晰的焦平面成像，利用光电倍
增管将收集到的光信号有效放大，可弥补一些化石
样品因自发荧光微弱而导致成像信噪比低的缺陷。

３　样品制备

激光共聚焦显微成像技术在诸多研究领域中应

用广泛，根据所观察的样品不同，样品制备方法也不
同。在古生物学领域，使用该方法观察的样品多为
化石薄片，少量为三维立体的实体化石。对于化石
薄片而言，为更好地观察到目标化石的三维结构，在
制作薄片的过程中应该保证合适的厚度，根据笔者
的实验经验和前人文献，以３０—５０μｍ为佳（Ｃｈｉ　ｅｔ
ａｌ．，２００６）。该厚度比用于普通岩石学研究的薄片
厚，有利于提高化石结构在透射光下成像的衬度并
观察到一定的三维立体结构信息。但若岩石薄片通
光性较差，激光则难以穿透表层到达需观察层位，或
所观察层位被激发出的荧光难以穿透表层而不能被

２３１ 古　 生　 物　 学　 报　　　　 第５８卷　　



观察和接收，所以制作岩石薄片过程中需要考虑标
本的透光性，不能为了保留更多结构而一味增厚。
因此，薄片最终厚度需要根据所观察标本的透光性
等实际情况决定。若为经过碎样、酸洗等前处理获
得的微体化石，如孢粉、硅藻等，也可采用先挑选后
固定的方法，制作成薄片，以供观察。若为体积相对
较大的实体标本，如琥珀、小壳化石和牙形刺等，可
以选择适当的待观察面先简单固定或放置在干净清

洁的平面上，方便观察时移动。为了更好地观察实
体化石的细节，也可以对化石进行染色或表面镀层，
获得更好的成像衬度。如在观察化石表面形态和高
程起伏时，过往研究中有在化石表面使用少量氯化
铵喷洒以增强成像效果的例子 （Ｂｉｒｋｍａｎｎ　ａｎｄ
Ｌｕｎｄｉｎ，１９９６）。虽然对化石标本镀层和染色均不
是激光共聚焦成像的必要条件，但这些前处理能为
优化成像效果提供一些参考。

４　材料来源

本文以瓮安生物群磷酸盐化微体化石为研究对

象，实例展示激光共聚焦显微技术在瓮安生物群中
的应用。
埃迪卡拉纪瓮安生物群是发现于距今约６．０９

亿年前（Ｚｈｏｕ　ｅｔ　ａｌ．，２０１７）的磷酸盐化特异埋藏生
物群，其中保存着大量精美、种类丰富的微体化石，
包括动物成体 （Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００４；Ｙｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，

２０１５）、多种卵裂方式的动物胚胎（Ｘｉａｏ　ｅｔ　ａｌ．，

１９９８；Ｃｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００６，２００９；Ｙｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，２０１３，

２０１６）、藻类（陈孟莪、刘魁梧，１９８６；Ｚｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，

１９９８）、地衣（Ｙｕａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）、疑源类（Ｚｈａｎｇ　ｅｔ
ａｌ．，１９９８；Ｘｉａｏ　ｅｔ　ａｌ．，２０１４）及其它分类位置不明的
化石类型（Ｘｉａｏ　ｅｔ　ａｌ．，２０１４）等，为研究６亿年前海
洋生物圈和真核多细胞生命多样性提供了精美的化

石证据。更为重要的是，瓮安生物群中的动物胚胎
和成体动物化石代表了迄今为止最古老的后生动物

地质记录，为实证研究动物的起源，追溯寒武纪大爆
发的源头打开了一个重要的窗口。此外，瓮安生物
群是磷酸盐化特异埋藏化石群，化石均以三维立体
形式保存了细胞甚至是亚细胞结构，为在细胞和亚
细胞层面上开展化石生物学和比较组织学研究提供

了难得的机会。
瓮安生物群丰富的化石种类和重要的研究价值

使得新技术的使用和多元信息的挖掘成为必然。前
人在研究过程中发现，瓮安地区埃迪卡拉系陡山沱

组按岩性自下而上可划分为下白云岩段、下磷矿段、
中白云岩段、上磷矿段和条带状磷质白云岩段五段，
赋存瓮安生物群化石的陡山沱组上磷矿段根据岩性

和沉积环境又分为下部黑色磷块岩相和上部灰白色

白云质磷块岩相（Ｚｈｕ　ｅｔ　ａｌ．，２００７）。灰白色白云质
磷块岩中的化石能通过５％—１０％的醋酸溶液侵蚀
白云质围岩后得到三维立体保存的化石（陈均远，

２００４），而黑色磷块岩因富含磷质和硅质成分，醋酸
溶液处理效果不佳，更多采用制作化石薄片的方法
进行研究（袁训来等，２００２）。虽然现今关于瓮安生
物群的研究主要集中在三维立体保存的标本，但来
自黑色磷块岩的薄片同样包含了海量生物学信息，
而且黑色磷块岩中的化石因含硅质成分，其结构保
存的精细程度比起来自灰白色白云质磷块岩中的化

石甚至更胜一筹，赋存的生物学信息更丰富。因此
将激光共聚焦显微镜用于观察黑色磷块岩薄片中的

瓮安生物群微体化石便是其中的一个研究新思路。

５　在瓮安生物群中的应用

前言中已经提到，在古生物学领域，激光共聚焦
显微技术主要通过需成像对象所含成分之间自发荧

光的强弱程度的差别来凸显不同结构之间的边界，
只要成像对象部分或全部结构能在激光激发下自发

荧光，就能区分出其与围岩之间的边界或化石内部
结构之间的界限，获得比普通明场光学显微镜下更
清晰锐利的结构图像。以磷酸盐化特异埋藏的瓮安
生物群为例，采自黑色磷块岩中的化石含有较少的
白云质，较多的磷质和少许硅质，其中磷质部分主要
矿物为磷灰石，具有很好的自发荧光效果，白云质和
硅质则在可见光激光的激发下无自发荧光。由于化
石与围岩成分不同，且不同化石标本磷酸盐化程度
也不同，激光共聚焦显微镜下瓮安生物群的微体化
石能呈现多种不同的成像效果。下文中将从化石轮
廓形态成像、内部结构成像和三维结构重建等方面
分别阐述激光共聚焦技术在瓮安生物群微体化石成

像中的可行性和优点。
所有实例中激光共聚焦显微成像的图片均使用

Ｚｅｉｓｓ　ＣＬＳＭ７１０拍摄，激发光源波长为４８８ｎｍ。用
于对比研究的明场光学显微照片和荧光显微照片使

用Ｎｉｋｏｎ　Ｈ５５０Ｌ拍摄。其中，荧光光路激发光源为
高压汞灯，提供全光谱的光，但在显微镜的光路中设
置有三个滤光模块，通过过滤特定范围的波段分别
使得蓝色、绿色、红色的光通过落射在样品上。
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５．１　化石轮廓形态成像
当化石的磷酸盐化程度较弱，而围岩的主要成

分为磷酸盐岩（即胶磷矿）时，有利于对化石整体轮
廓形态进行高分辨成像。胶磷矿主要由纳米尺度的
磷灰石晶体构成，在明场或偏光显微镜下均无法观
察到晶体结构（前人认为是隐晶质或非晶质）。幸运
的是，磷灰石会在适宜波段激光（比如４８８ｎｍ）激发
下产生强烈的荧光，使得视野内围岩部分十分明亮。
相较之下，化石主要被硅化或者碳酸盐化，磷酸盐含
量较低，在相应的激光激发下不发荧光或荧光十分
微弱，因而视野内化石部分较暗。此时，在化石与围
岩之间有非常清晰的结构衬度，即两者的边界锐利
可见。如插图２所示，Ａ图展示的是普通光学显微
镜（Ａ１）和激光共聚焦显微镜（Ａ２）对同一个标本进
行成像的差异：Ａ２中，化石与围岩的边界锐利，且
内部多道波浪状内衬结构（ｌｉｎｉｎｇ）清晰可见；Ａ１中

的化石与围岩的边界不如图 Ａ２清晰，内部的波浪
状内衬分辨不清，但有一亮色的环带，在激光共聚焦
显微镜下只发微弱的荧光。所以使用不同的成像技
术所得的两张图片可以互相结合以补充观察细节。
插图２－Ｂ展示的是一枚疑源类化石，与插图２－Ａ中
的标本类似，因为化石与围岩所含成分差异，不仅可
以清晰观察到围岩与化石之间的边界，而且可以观
察到化石内部腐烂后被磷酸盐填充的中空部位（插
图２－Ｂ１中方框标记的较亮区域）。该疑源类标本表
面凸起的刺状结构磷酸盐化程度十分微弱，几乎不
发荧光，在较强荧光的围岩对比下可以清晰地分辨
出其形态和密度。标本刺状结构附着的囊包本身
未被磷酸盐化，故在激光共聚焦显微镜下为一圈
细窄的黑色不发光环带（插图２－Ｂ２），之下则为一
圈较宽的亮色环带，推测应为次生的磷灰石内衬
结构。

插图２　瓮安生物群不明属性的微体化石和大型带刺疑源类

Ａｎ　ｕｎｋｎｏｗｎ　ｍｉｃｒｏｆｏｓｓｉｌ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　Ｗｅｎｇ’ａｎ　ｂｉｏｔａ　ａｎｄ　ａ　ｌａｒｇｅ　ａｃａｎｔｈｏｍｏｒｐｈｉｃ　ａｃｒｉｔａｒｃｈ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　Ｗｅｎｇ’ａｎ　ｂｉｏｔａ．

Ａ．瓮安生物群中不明属性的微体化石，Ａ１．为普通光学显微镜透射光下成像；Ａ２．为同一枚化石在激光共聚焦显微镜下成像。Ｂ．大型带刺

疑源类在激光共聚焦显微镜下不同放大倍率的成像，Ｂ１．为该化石全貌；Ｂ２．为Ｂ１所示红框中的局部放大。

Ａ．Ａｎ　ｕｎｋｎｏｗｎ　ｍｉｃｒｏｆｏｓｓｉｌ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　Ｗｅｎｇ’ａｎ　ｂｉｏｔａ，Ａ１．ｉｍａｇｅｄ　ｂｙ　ｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄ　ｌｉｇｈｔ　ｕｎｄｅｒ　ｏｒｄｉｎａｒｙ　ｏｐｔｉｃａｌ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；Ａ２．ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｆｏｓｓｉｌ

ｉｍａｇｅｄ　ｂｙ　ｃｏｎｆｏｃａｌ　ｌａｓｅｒ　ｓｃａｎｎｉｎｇ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．Ｂ．Ａ　ｌａｒｇｅ　ａｃａｎｔｈｏｍｏｒｐｈｉｃ　ａｃｒｉｔａｒｃｈ　ｉｍａｇｅｄ　ｂｙ　ｃｏｎｆｏｃａｌ　ｌａｓｅｒ　ｓｃａｎｎｉｎｇ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｂ１．ｔｈｅ　ｅｎｔｉｒｅ　ａｐｐｅａｒａｎｃｅ；Ｂ２．ａ　ｃｌｏｓｅ－ｕｐ　ｖｉｅｗ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｒａｍｅｄ　ａｒｅａ　ｉｎ　Ｂ１．

５．２　化石内部结构成像
当化石整体磷酸盐化程度较高时，在激光激发

下自发荧光较强，内部结构清晰可见。若此时的围
岩主要由碳酸盐岩组成，在激光下几乎不发荧光，使

得视野内的背景黑暗，则可形成良好衬度，有助于对
化石内部结构进行成像。
如插图３－Ａ为一组具网状多细胞结构的藻类

标本的两种显微成像的对比，其中图３－Ａ１为普通
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光学显微镜下拍摄的图像，图３－Ａ２为激光共聚焦
显微镜下拍摄的图像，两者对比不难发现该网状藻
类的细胞结构在图３－Ａ２中更为清晰，细胞之间的
空间关系更为明确。插图３－Ｂ则展示了另一组多细
胞藻类（可能的四分孢子球藻）的镜下成像，其中图

３－Ｂ１为普通明场光学显微镜下图像，图３－Ｂ２为同
一个标本在激光共聚焦显微镜下拍摄的图像，图

３－Ｂ３，３－Ｂ４，３－Ｂ５分别是在传统荧光显微镜下蓝色、
绿色和红色光的成像效果。由于荧光显微镜的激发
光通量较低，故成像时单张照片的曝光时间是明场
光学显微镜和激光共聚焦显微镜的数倍甚至数十

倍。对比图中箭头所指三个区域，不难发现，普通明
场显微镜成像（插图３－Ｂ１）及传统荧光显微镜成像
（插图３－Ｂ３，３－Ｂ４，３－Ｂ５）细胞结构模糊不清。而使
用激光共聚焦显微系统成像的图片（插图３－Ｂ２），其
四分孢子状细胞结构整体清晰，边界明确，可观察到
的结构细节更多，由此可见该情况下激光共聚焦显

微成像比普通光学显微镜更具优势，而传统的荧光
显微镜则不能满足成像需求。
若化石部分结构磷酸盐化，部分为有机质或

碳酸盐化保存的情况，则会出现化石内磷酸盐化
的部分区域明亮、不含磷酸盐的部分黑暗的现象，
有利于呈现化石结构中细胞分化、定向等信息。
如插图４－Ａ中展示的多细胞组织中每个细胞的细
胞壁部分磷酸盐化程度高，荧光信号强，呈现清晰
的多细胞网状结构，但不同区域的细胞形态、尺寸
和空间排列方式有明显差异：左侧区域细胞呈多
角状平铺，无明显定向；中部细胞拉长，呈菱角状，
弧形定向排列；右侧细胞尺寸较其它区域明显增
大。这些特征表明该个体已经发生细胞分化。插
图４－Ｂ为八细胞期动物胚胎化石切面，其中细胞质
部分磷酸盐含量低，荧光信号十分微弱，整体呈暗
色，但细胞边界部分磷酸盐化程度较高，荧光信号
较强，使得细胞整体轮廓分明。

插图３　三种成像技术（传统光学显微成像、传统荧光显微镜成像和激光共聚焦成像）对瓮安多细胞藻类化石成像效果对比

Ｔｈｅ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ　ｏｆ　ｉｍａｇｉｎｇ　ｑｕａｌｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ｅｐｉｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　ａｎｄ　ＣＬＳＭ．

Ａ．一多细胞藻类的网状结构局部，Ａ１．普通光学显微镜成像；Ａ２．激光共聚焦显微镜成像。Ｂ．可能的四分孢子球藻化石，Ｂ１．普通光学显微
镜成像；Ｂ２．激光共聚焦显微镜成像；Ｂ３—Ｂ５．同一标本分别使用传统荧光显微镜蓝色、绿色、红色光照射下的成像，红色箭头处指示不同光源
下的几处成像差异对比。

Ａ．Ａ　ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｌｇａｅ　ｗｉｔｈ　ｎｅｔｗｏｒｋ　ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，Ａ１．ｉｍａｇｅｄ　ｂｙ　ｏｒｄｉｎａｒｙ　ｏｐｔｉｃａｌ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ；Ａ２．ｉｍａｇｅｄ　ｂｙ　ｃｏｎｆｏｃａｌ　ｌａｓｅｒ　ｓｃａｎ－
ｎｉｎｇ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．Ｂ．Ａ　ｐｏｓｓｉｂｌｅ　Ｐａｒａｔｅｔｒａｐｈｙｃｕｓ，Ｂ１．ｉｍａｇｅｄ　ｂｙ　ｏｒｄｉｎａｒｙ　ｏｐｔｉｃａｌ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；Ｂ２．ｉｍａｇｅｄ　ｂｙ　ｃｏｎｆｏｃａｌ　ｌａｓｅｒ　ｓｃａｎｎｉｎｇ　ｍｉｃｒｏ－
ｓｃｏｐｅ；Ｂ３—Ｂ５ａｒｅ　ｉｍａｇｅｓ　ｃａｐｔｕｒｅｄ　ｂｙ　ｅｐｉｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．Ｔｈｅ　ｂｌｕｅ，ｇｒｅｅｎ　ａｎｄ　ｒｅｄ　ｌｉｇｈｔ　ｏｍｉｔｔｅｄ　ｂｙ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｍｅｒｃｕｒｙ－ｖａｐｏｕｒ　ｌａｍｐ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｄ　ａｒｒｏｗｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｒａｓｔｓ　ａｍｏｎｇ　ｐｉｃｔｕｒｅｓ．
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插图４　具有细胞分化的多细胞藻类网状结构及八细胞期动物胚胎的激光共聚焦成像

ＣＬＳＭ　ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ａ　ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｌｇａｅ　ｗｉｔｈ　ｃｅｌｌ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｎｅｔｗｏｒｋ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　ａｎ　ａｎｉｍａｌ　ｅｍｂｒｙｏ　ａｔ　８－ｃｅｌｌ　ｓｔａｇｅ．

Ａ．多细胞藻类网状结构，具明显的大小分化和形态差异，且部分有明显定向性。Ｂ．八细胞期动物分裂胚胎，细胞间隙明亮，内部可见颗粒状结构。

Ａ．Ａ　ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｌｇａ１ｓｐｅｃｉｍｅｎ　ｗｉｔｈ　ｏｂｖｉｏｕｓ　ｃｅｌｌ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ．Ｂ．Ａｎ　ｅｉｇｈｔ－ｃｅｌｌ　ｓｔａｇｅ　ａｎｉｍａｌ　ｅｍｂｒｙｏ　ｗｉｔｈ　ｂｒｉｇｈｔ　ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ　ｓｐａｃｅ　ａｎｄ

ｄａｒｋ　ｇｒａｎｕｌｅｓ　ｉｎｓｉｄｅ．

５．３　化石三维结构重建
利用激光共聚焦显微技术中基于分层激发荧光

扫描的三维立体重建功能，可观察黑色磷块岩切片
中个体微小但具有一定厚度（３０—５０μｍ）的微体化
石的三维结构。三维立体重建功能通过设定合适的
步径（通常为数微米），变换焦平面连续拍摄多张图
像，并通过专业软件将来自不同焦平面的多图组合
叠加成具有一定厚度的三维立体图像（体数据），能
够揭示一定厚度内的细微变化。多图叠加是对多个
层面的结构信息综合，保存了不同焦平面上清晰的
化石信息的同时，不丢失焦平面的深度信息，这种称
作“光学切片”叠加的功能在单一体数据中实现了化
石立体结构信息的三维可视化，与常规明场光学显
微镜的Ｚ轴叠加功能具有本质区别。后者是将不
同焦平面上的所有结构信息叠加到单张二维图像

上，实际上将标本Ｚ轴信息丢失了，造成化石结构
的严重变形，比如一个球形化石通过Ｚ轴叠加拍摄
的图像则为一个平面的圆，而非一个球。
插图５为多细胞藻类网状结构在不同焦平面上

的连续成像（插图５－Ａ—Ｈ）及其叠加（插图５－Ｉ）。
连续成像的８张图片可见结构上细微的差别，体现
了不同焦平面上化石结构的变化。叠加后网状结构
不同位置的疏密程度差异清晰。三维立体重建功能
还可以制作不同动画特效，如不同方向旋转、切割
等，对展示其三维结构、增强对化石各个角度的认知
有所帮助。

６　结论与展望

与传统荧光显微镜及明场透射光学显微镜相

比，激光共聚焦显微技术有效过滤离焦光的成像方
式使得每一张“光学切片”都只有该层面的成像信
息，避免了上下焦平面虚影的干扰和合成中的多次
重叠，提高了成像的信噪比和空间分辨率，为能自发
荧光的特异埋藏化石（如磷酸盐化的瓮安生物群微
体化石）提供更好的成像衬度。通过形成“光学切
片”的方法叠加每一层焦平面所成图像，实现基于光
学成像的三维重建，帮助我们恢复及提取化石的立
体结构信息，也有别于传统光学显微镜多次成像再
后期叠加合成的“伪三维”图像。上文中的研究实例
显示，由于化石不同结构之间组成矿物成分差异导
致的自发荧光有强弱之分，可以较好地识别化石内
部结构和边界，为化石生物学和埋藏学研究提供了
一些传统手段无法获取的新信息。
激光共聚焦作为众多成像技术手段之一，旨在

提升显微观察的精确度。虽然激光共聚焦在化石成
像中具有一定的特色和优势，但不存在万能的成像
技术，每一种技术的应用范围均有明显的局限性，激
光共聚焦技术也不例外，它的应用毫无疑问是对传
统光学成像技术的提升和有益补充。
当前，在古生物学领域多种成像技术的联用，以

在多尺度范围全方位获取化石结构和化学成分的信

息是大势所趋。激光共聚焦显微术和传统光学显微
术（光学显微镜）、Ｘ射线显微术（显微ＣＴ技术）、电
子显微术（扫描电镜、聚焦离子束－透射电镜等）以及
显微谱学技术（比如Ｘ射线荧光光谱和拉曼光谱显
微术）的联用将进一步挖掘该技术的潜力。例如瓮
安生物群中的磷块岩经过酸洗、挑样后的化石使用
扫描电镜可观察其表面结构，进行初步遴选；显微ＣＴ
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插图５　多细胞藻类网状结构的激光共聚焦成像

ＣＬＳＭ　ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ａ　ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｌｇａｅ　ｆｏｓｓｉｌ　ｗｉｔｈ　ｎｅｔｗｏｒｋ－ｌｉｋｅ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．

Ａ—Ｈ．同一多细胞藻类网状结构在不同焦平面上的连续成像，可见结构上细微的差别，其中明暗差异代表接收到的该化石在不同焦平面上自

发荧光的强弱程度不一样。Ｉ．为多张不同焦平面上连续成像的叠加。

Ａ—Ｈ．Ａ　ｓｅｒｉｅｓ　ｏｆ　ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｌｇａｅ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｆｏｃａｌ　ｐｌａｎｅｓ　ａｎｄ　ｓｏｍｅ　ｓｌｉｇｈｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｉｔｓ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｃａｎ　ｂｅ　ｏｂｓｅｒｖｅｄ．

Ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂｒｉｇｈｔｎｅｓｓ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｉｍａｇｅｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｔｈｅ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ　ｏｆ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｆｏｃａｌ　ｐｌａｎｅｓ．Ｉ．Ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｒｅｃｏｎ－

ｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｐｅｃｉｍｅｎ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅ　ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｆｏｃａｌ　ｐｌａｎｅｓ．

能基于密度差异揭示化石内部三维信息，若具有研
究价值的信息，可以采用定向包埋的方法制作切片，
然后再使用激光共聚焦显微技术等手段详细研究；
黑色磷块岩的岩石切片可以综合普通光学显微镜和

激光共聚焦显微镜进行对比观察。而在上文所提及
的成分研究方面，如插图４－Ｂ动物八细胞期分裂胚
胎中可见的颗粒状物质，可以用扫描电镜－能谱或拉

曼光谱仪进行测定，了解具体的化学成分及含量，进
一步探究其是否可能为细胞质中的特殊组成，如卵
黄颗粒等。总之，多手段联用能尽可能降低信息缺
失而导致的多解或误判，为科研人员更好地理解化
石生物学和埋藏学提供更详实的证据。

致谢　评审专家提出宝贵修改意见，特此致谢。
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