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快速并行激光显微切割方法∗
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摘　 要:针对传统激光显微切割采用单激光焦点与工件相对运动形成加工轨迹,存在切割效率低、切割轨迹首尾不易闭合等局

限性,提出基于数字微镜器件的无机械运动激光显微切割方法。 通过调控数字微镜阵列,对激光光束的振幅进行调控,配合光

路设计在样品区域得到任意的光场强度分布,实现强度近乎相同的面投影并行切割。 阐述了关键参数设计、模拟仿真、系统搭

建过程。 先对聚酯薄膜进行直线、空心圆环、空心矩形等多种图案的切割,再对冷冻切片的细胞组织进行切割。 实验表明,
 

通

过一次投影并行切割可设计的图案化结构,目标图形准确,切割效率高。 在 20×物镜下,最小切割线宽达到亚微米,最小圆环直

径小于单细胞直径。 该方法可为提高激光显微切割系统的效率和精度提供新思路和新方向。
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Abstract:With
 

regard
 

to
 

the
 

traditional
 

laser
 

microdissection
 

using
 

the
 

relative
 

motion
 

between
 

the
 

single
 

laser
 

focus
 

and
 

the
 

workpiece,
 

there
 

are
 

limitations
 

in
 

forming
 

the
 

machining
 

trajectory,
 

such
 

as
 

the
 

low
 

cutting
 

efficiency
 

and
 

the
 

difficulty
 

in
 

closing
 

the
 

cutting
 

trajectory.
 

To
 

address
 

these
 

issues,
 

a
 

laser
 

microdissection
 

method
 

based
 

on
 

digital
 

micromirror
 

device
 

without
 

mechanical
 

movement
 

is
 

proposed.
 

By
 

adjusting
 

the
 

digital
 

micromirror
 

array,
 

the
 

amplitude
 

of
 

the
 

laser
 

beam
 

can
 

be
 

adjusted,
 

and
 

the
 

arbitrary
 

light
 

field
 

intensity
 

distribution
 

can
 

be
 

obtained
 

in
 

the
 

sample
 

area
 

with
 

the
 

optical
 

path
 

design.
 

In
 

this
 

way,
 

the
 

parallel
 

cutting
 

of
 

plane
 

projection
 

is
 

realized
 

with
 

almost
 

the
 

same
 

intensity.
 

Meanwhile,
 

the
 

process
 

of
 

key
 

parameter
 

design,
 

simulation,
 

and
 

system
 

construction
 

is
 

described.
 

Specifically,
 

the
 

polyester
 

film
 

is
 

first
 

cut
 

with
 

various
 

patterns
 

such
 

as
 

straight
 

line,
 

hollow
 

ring
 

and
 

hollow
 

rectangle.
 

Then,
 

the
 

frozen
 

section
 

of
 

cell
 

tissue
 

is
 

cut.
 

Experiments
 

show
 

that,
 

by
 

one
 

projection,
 

designable
 

patterned
 

structures
 

can
 

be
 

cut
 

in
 

parallel
 

with
 

accurate
 

target
 

graphics
 

and
 

high
 

cutting
 

efficiency.
 

Under
 

the
 

20×
 

objective
 

lens,
 

the
 

minimum
 

cutting
 

line
 

width
 

reaches
 

sub-
micron,

 

and
 

the
 

minimum
 

ring
 

diameter
 

is
 

smaller
 

than
 

the
 

single
 

cell
 

diameter.
 

This
 

method
 

can
 

provide
 

new
 

ideas
 

and
 

new
 

directions
 

for
 

improving
 

the
 

efficiency
 

and
 

accuracy
 

of
 

the
 

laser
 

microdissection
 

system.
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laser
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0　 引　 　 言

激光显微切割(laser
 

microdissection,
 

LMD)是在显微

成像观察下选择特定的生物组织,聚焦激光束沿着所规

划的组织周边切割一周,实现组织分离,获取高纯度细胞

组织的方法[1] 。
目前,国际上常用的激光显微切割系统有以下 4 种:
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德国 Leica 公司的 Leica
 

AS
 

LMD 系统、瑞士 MMI 公司的

Cellcut、德国 Zeiss 公司的 PALM、美国 ThermoFisher 公司

销售的 ArcturusXT。 现有激光显微切割方法是利用光学

元件聚焦激光束,然后通过载物台或者扫描振镜的机械

运动,让单激光焦点沿着特定轨迹运动实现切屑或者材

料熔融气化,从而实现细胞组织分离。 这种逐点扫描的

切割方法,需要辅以轨迹规划、坐标校正及控制算法,大
大降低了切割效率。 激光显微切割的轨迹往往需要匹配

各种不同复杂细胞簇结构的自然边界、甚至精细的单细

胞边界,机械运动受二维运动平台各主轴回转精度、重复

定位精度限制,在进行复杂图形或者高精度切割时,容易

产生切割轨迹首尾不闭合、需要重复切割的现象。 这对

于生物材料,尤其是对活性生物细胞的提取无疑是不可

取的。 与此同时,激光显微切割技术,目前面临着提高切

割效率和提高切割精度的两大挑战。 一方面,如果用户

选择的细胞类型在感兴趣的组织中非常稀有,则需要解

剖成千上万,甚至数十万的细胞,以获得足够的材料用于

进一步分析。 目前,高通量单细胞分离技术依然是基因

测序等领域的重要需求。 在每个细胞读取一次基因的前

提下,无论是从理论上还是实验上,测序尽可能多的细胞

依然是目前最优的方案[2] 。 现有 LMD 技术目前还存在

分离通量较低的不足。 另一方面,细胞内精细结构如细

胞核、线粒体、内质网、高尔基体、溶酶体、细胞凸起等细

胞器也逐渐成为生物医学的研究及实验对象。 随着科技

的进步,亚细胞器分离的需求已经开始显现[3-4] 。 但现有

LMD 技术,激光切割的线宽通常在微米级,微米级线宽

限制了单细胞显微切割的精度,有污染相邻细胞的潜在

风险[5] 。 综合以上分析,传统的采用单焦点与工件相对

运动形成加工轨迹的激光显微切割方法,难以满足高通

量和高精度单细胞分离发展趋势的需求[6] 。
基于空间光调制器的并行处理激光加工,通过把单个

焦点调制成强度近乎相同的多焦点、将单光束调制成多光

束或者面投影光束进行并行加工,可以克服逐点扫描法效

率低、激光加工精度受限于运动扫描系统的定位精度等问

题。 目前,已广泛应用到超快激光加工中,并被证明增加

了超短脉冲激光处理的吞吐量和效率。 在超快激光并行

加工应用中,常见的空间光调制器有液晶空间光调制器

(liquid
 

crystal
 

spatial
 

light
 

modulator,
 

LC-SLM)以及数字微

镜器件(digital
 

micromirror
 

device,
 

DMD)。 LC-SLM 的基本

工作原理,是沿晶体非常轴偏振的光的相位变化可以通过

液晶材料的可变折射率来精确控制,借此实现对光束的相

位、偏振态、振幅等的一维或二维的实时空间调制。 近年

来,由 LC-SLM 产生的多光束的并行处理已被广泛应用到

超快激光加工中的多焦点平行加工、二维面加工、三维体

加工等不同领域。 实现了多圆形波导光斑的激光并行加

工[7] 、二维图案的阵列打印[8] 、多种微结构的三维加工

等[9-10] 。 而 DMD 是一种快速数字开关反射镜阵列,由集成

在存储芯片上的数百万个微米平方大小的铝制反射镜排

列而成,每个像素的反射镜可以单独控制,从而改变出射

光的路径。 DMD 目前已被广泛应用于无掩模光刻领

域[11] ,获得了微米、亚微米线宽的特征尺寸[12-13] ,并且实现

了微透镜阵列的加工[14] 、微弹簧、微支架、微孔等多种 3D
微结构的加工[15] 。 以上基于 DMD 的超快加工,大多采用

汞灯、紫外波段 LED 灯等非相干光源,或者飞秒激光光源,
对激光的匀化设计、相干光源引起的衍射及消衍射方法讨

论较少。 同时,光刻是将几何掩膜图形转移到涂有光刻胶

的硅片表面的工艺过程。 其工艺参数、工艺过程与在薄膜

及生物组织上的切割不同。 激光显微切割,大多选择加工

过程中热影响区小的紫外纳秒激光光源,通过聚焦后的紫

外激光能量在空间高度集中,形成较高的功率密度,诱导

聚酯薄膜、石蜡包埋组织切片、冷冻组织切片等材料的分

子键断裂和原子电离完成切割。 基于 DMD 的并行激光显

微切割方法及实验,目前还未见报到。
本文提出基于 DMD 的并行激光显微切割方法,用于

提高激光显微切割的效率和精度。 选择紫外纳秒激光光

源,利用 DMD 作为空间光调制器,通过模型分析、参数设

计、系统仿真、平台搭建等过程,构建并行激光显微切割

系统。 对聚酯薄膜和生物组织切片进行了多种图形结

构、激光单次写入、一次切割成型的实验验证。 同时,介
绍了利用远心光学设计中的透镜组直接消除相干光衍射

的方法,并展示了相关实验结果。

1　 物理模型、参数设计及原理仿真

1. 1　 DMD 衍射模型

DMD 是一种反射式电寻址空间光调制器,由许多小

型铝制反射镜构成。 相对于表面法线,器件的每个反射

镜可以切换到+12°或-12°,分别对应于开或关状态[16] 。
开态微镜的反射光束进入后续的加工光路。 当与激光光

源一起使用时,DMD 是周期性间隔的二维阵列,其衍射

效应不能被忽略。 我们从分析数字微镜器件的反射函数

开始,DMD 反射及衍射示意图如图 1 所示[14] ,图 1( a)是

微镜无翻转状态,图 1(b)是翻转状态下的微镜。
DMD 实际上是二维有序反射光栅,微镜像素的衍射

特性类似于矩形孔的衍射特性[17-18] 。 其结构示意图如

图 1(c)所示。 DMD 所在平面为 ξ
 

-
 

O
 

-
 

η,DMD 的横

向、纵向长度分别为 Lξ、L
 

η,单个微镜的边长为 a,微镜间

距为 d,当平面垂直入射 DMD 时,单个微镜的反射率函

数可以用矩形函数表示,衍射光场 U(ξ,
 

η)满足[19] :
U(ξ,η) =

rect
ξ
a

, η
a( ) 􀱋 comb

ξ
d

, η
d( )é

ë
êê

ù

û
úú rect

ξ
lξ

, η
lη( ) (1)
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式中:􀱋
 

表示卷积; rect
ξ
a

, η
a( ) 表示单个微镜的孔径函

数;comb
ξ
d

, η
d( ) 表示对微镜的周期复制。 假设 DMD

入射光的光强分布 Ii(x,y),振幅为 Ui(ξ,η), 初相位为 0。
经 DMD 调制后,与 DMD 相距 l 时的夫琅和费衍射光场 K
(x,y)满足:

K(x,y) = exp( ikl)
ikl ∬U(ξ,η)exp { iπ

lλ
[(x - ξ) 2 +

(y - η) 2] } dξdη =

a2d2 exp( ikl)
ikl

exp
iπ
lλ

x2( ) exp
iπ
lλ

y2( ) P(x,y)é

ë
êê

ù

û
úú 􀱋

F rect
ξ
Lξ

, η
Lη

( ) exp
iπ
lλ

ξ2( ) exp
iπ
lλ

η2( )é

ë
êê

ù

û
úú (2)

式中:
 

F
 

表示傅里叶变换;
 

P(x,
 

y)
 

是一个二维周期函

数,满足:

P(x,y) = sinc
ax
lλ

,ay
lλ( ) comb

dx
lλ

,dy
lλ( ) (3)

式中: sinc
ax
lλ

,ay
lλ( ) 决 定 了 光 斑 的 幅 值 强 度, 而

comb
dx
lλ

,dy
lλ( ) 决定了光斑的复制周期。 最大光强的斑点

是在(x,y) = (0,0) 处, 随着级次的增大,衍射光斑强度

逐渐减弱。 随着 DMD 的单片微镜孔径 a 以及微镜间

距 d 的改变, 其衍射光场的分布也会随着改变。 用

Python 编程语言,绘制出 DMD 投影图案为矩形时的衍射

仿真示意图,如图 1(d)所示。

图 1　 DMD 衍射特性分析

Fig. 1　 Schematic
 

diagrams
 

of
 

diffraction
 

analysis
 

of
 

DMD

1. 2　 激光匀化设计

由于激光器直接输出光斑的强度满足高斯分布,不
同位置照明光强不均匀[20] 。 本系统利用微透镜阵列均

化器来实现激光光斑的匀化[21] 。 匀化系统原理图如图 2
所示。 系统主要由两部分组成:将入射光束分成大量细

光束的双列微透镜阵列和使各子光束在目标面上叠加的

积分透镜。 由微透镜阵列组成的匀化系统,成像面的正

方形光束的边长大小为可由式(4)获得[22] :

DH =
pfc
f1 f2

( f1 + f2 - d12) = p
fc
f2

(4)

第一和第二微透镜阵列的距离 d12 = f2 的前提下,方
形光束的大小可以由 3 个参数定义:透镜阵列中各子阵

列的间距大小阵列 p、第二透镜阵列的焦距 f2 和傅里叶

透镜的焦距 fc 。 同时,光束均化器应保持其与像平面的

距离。 本系统的 DMD 的封装尺寸为 14×10. 5
 

mm2,设计

DH = 5
 

mm。

图 2　 微透镜阵列匀化系统原理图

Fig. 2　 Schematic
 

diagram
 

of
 

homogenizing
 

system
 

based
 

on
 

microlens
 

array
 

除了光强均匀性,光斑的发散角是影响后续光学设

计的另一重要因素。 整个光斑的发散角半角可以由

式(5)计算[21] ,系统取 θdivp = 0. 01
 

rad。

θdivp = max p
f2

d2c

fc
- 1( ) - p

fc
1
2

+ n( ) ,

n = 0,N
- 1
2

é

ë
êê

ù

û
úú (5)

1. 3　 精缩投影参数设计与分析

根据系统的应用要求,将 DMD 配置在与加工对象共

轭的位置上,物镜和管镜组件是整个 DMD 投影系统的核

心部件,直接影响后面的刻蚀精度。 该系统管镜组件等

效焦距 f1 = 1
 

000
 

mm,高紫外透过率物镜等效焦距 f2 =
10

 

mm,如图 3 所示。 根据几何光学理论,刻蚀线的线宽

与 DMD 图案线宽之间的比例关系:

W(μm) =
nd0

f1 / f2
(6)

式中:n 是像素数;d0 是忽略微镜间隙的一个微镜像素大

小即 13. 68
 

μm;
 

f1 是管镜组件的等效焦距;
 

f2 是物镜的
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焦距。 基于该理论,设计刻蚀系统的缩小比例是 1 ∶100。
DMD 上图像周期为 2 个像素时,由式(6)可得,精缩后周

期为 274
 

nm。 根据瑞利判据,成像光学系统的分辨率与

其数值孔径 NA、照明光波长 λ 的关系为:

R = 0. 61 λ
NA

(7)

在本实验系统中,
 

物镜 NA = 0. 75,相干光照明下的

理论分辨率 R= 283
 

nm。 因此,当 DMD 一个周期中包含

两个微镜时,照明光斑大小接近理论衍射极限。 但实际

分辨率还与工艺参数有关。

图 3　 基于几何光学的 DMD 投影模型

Fig. 3　 Geometric
 

optics-based
 

the
 

model
 

of
 

DMD
 

project
 

system

1. 4　 光学仿真

基于 Codev 和 lighttools 光学仿真软件,对系统进行

了光学仿真,以确保系统参数的合理性。 对微透镜阵列

光束匀化系统仿真得到的目标平面处光强分布如

图 4(a)所示,实现了均匀性为 91. 89% 的均匀光斑。 仿

真获取得到物方艾里斑两点的间距为 0. 3
 

μm,与该波长

下的光学衍射极限基本吻合。

图 4　 匀化系统及光学分辨率仿真结果

Fig. 4　 Simulation
 

results
 

of
 

homogenization
 

system
 

and
 

optical
 

resolution
 

system

2　 实验及分析

2. 1　 实验系统

实验系统示意图如图 5 所示。 采用固体激光器

(349
 

nm,单脉冲 120
 

μJ,1
 

000
 

Hz,Spectra-Physics)作为

光源。 首先,采用开普勒扩束法将激光扩束后送入微透

镜阵列,进行光斑匀化,匀化成直径为 5
 

mm 的激光光

斑。 使用全内反射( total
 

internal
 

reflection,
 

TIR) 棱镜来

补偿 DMD 微镜的 12°旋转角,并将 DMD 旋转到 45°以确

保 DMD 反射的光平行于后续的光轴。 然后,通过计算机

控制 DMD 上的数字微镜阵列,使其产生期望的多二维图

案。 按照双远心光学设计,设计 DMD 输出到物镜之间的

中继透镜组。 DMD 输出的激光光斑经管镜组、二向色镜

到达紫外物镜(CFI
 

S
 

Fluor
 

20x),并聚焦在样品上。 相机

用于对系统进行成像采集。

图 5　 实验系统示意图

Fig. 5　 Schematic
 

diagram
 

of
 

the
 

experimental
 

system

2. 2　 消衍射实验

DMD 是周期性间隔的 2D 阵列,它与相干光一起使

用时,必须考虑衍射的影响。 根据 1. 1 小节对衍射模型

和特性的分析,我们可以发现二维衍射光栅具有以下的

特性:衍射第 0 阶的位置仅取决于入射角,并随着入射角

的变化而移动,而其他阶次与映射空间中的第 0 阶间距

固定。 间距和投影屏幕到 DMD 的距离 L、波长 λ、光栅间

距 d 有关。 基于该特性,我们直接利用双远心光路上的

中继透镜来消除系统衍射。 首先将平行于主光轴的光照

射到双凹透镜上,激光光斑和衍射级间的间距被同时放

大,然后仅保留零级衍射光斑进入后续的光路,后续的透

镜再将零级光斑压缩。 这样的光学设计,使得衍射的消

除比针孔滤波法更具有普适性。 实验效果如图 6 所示。
图 6(a)是 DMD 投影圆形图案时输出衍射图像的下半部

分图像, 图 6 ( b) 是经双凹透镜扩大后的衍射图像,
图 6(c)是被保留的进入物镜的激光光斑图像,即仅保留

零级衍射进入物镜。 实现了衍射的完全消除。

图 6　 消除衍射实验结果

Fig. 6　 Experimental
 

results
 

of
 

eliminating
 

diffraction
 

phenomenon
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2. 3　 激光显微切割实验

激光显微切割需要将生物组织材料的组织学切片

结合到生化惰性的特定膜片上。 作为热塑性饱和聚酯

的 一 员———聚 对 苯 二 甲 酸 乙 二 酯 ( polyethylene
 

terephthalate,
 

PET) 薄膜,具有透明性好,机械性能优

良、良好的耐化学药品性、热稳定性高等优点。 在激光

显微切割领域广泛用作生物组织的承载薄膜[5] ,激光

通常作用于显微镜载玻片上的目标组织与薄膜,然后将

二者一起分离。 为验证快速并行切割方法的可行性,首
先对 PET 薄膜进行并行切割实验,该薄膜理论厚度为

1. 4
 

μm。 切割的聚酯薄膜实验结果如图 7 ( a)、 ( b)
所示。

图 7　 快速并行激光显微切割实验结果及比较实验数据

Fig. 7　 Experimental
 

results
 

and
 

comparative
 

experimental
 

data
 

of
 

fast
 

parallel
 

laser
 

microdissection

　 　 如图 7(a),设计由不同像素个数组成的 DMD 直线

图形,对 PET 薄膜进行切割。 随着 DMD 像素个数由 35、
15 降至 6,切割后的特征线宽从 4. 7

 

μm,2. 1
 

μm 减少到

0. 8
 

μm,达到亚微米尺度,同时切割结果与精缩理论值基

本一致。 通过计算机调控 DMD 上数百万个微镜阵列的翻

转角度,可以快速形成各种图形的投影模式。 图 7(b)展示

了空心的圆环、矩形、三角形、五角星形二维面投影方式

下,对 PET 薄膜的切割结果。 每个图案是一次曝光,即将

DMD 调制的聚焦激光束面投影到样品,像一个光学印记一

样实现对样品一次成型的切割。 实验结果表明,受到聚合

物材料特性、功率密度及切割时间的影响,部分切割边缘

有熔融现象,其余部分均具有平坦的表面。 不同形状的切

割结果图形准确,满足设计值。 该并行切割方法具有不同

直线、曲线的切割能力,可以很好的匹配不同的切割曲线

要求。 切割边缘的一致性较好,无明显离焦现象,验证了

切割过程的快速性。 如图 7(b),所切割圆环的直径为 3. 7
 

μm,而哺乳动物单细胞的直径大于 10
 

μm,验证了该方法

的精度达到切割亚细胞尺度的需求。

生物组织的样品制作需要经过固定,脱水、包埋、
切片,粘片,贴片,染色,盖片等多个过程。 通过调控

DMD 产生椭圆形的形状,提高激光能量,对厚度接近 4
 

μm 的生物组织切片,进行并行激光显微切割,实验结

果如图 7( c)所示。 实验结果表明,该系统具备对生物

组织的切割能力。 通过一次成型的并行切割方式,切
割曲线自然闭合,无需设计复杂的算法对载物台或者

振镜进行控制,具有实现方法简单,切割效率高,切割

精度高的特点。
为进一步研究并行激光显微切割方法的优势,与单

焦点激光显微切割方法进行实验比较。 传统的聚焦激光

光斑为单焦点,然后与样品相对运动形成加工轨迹的实

验结果如图 7(d)所示。 图 7(d)中(i)图是文献[23],针
对 PALM

 

激光显微切割系统,采用载物台运动方式,在不

同物镜下切割直线的常规结果。 虽然文献中未提及物镜

的数值孔径,以及系统所能达到的最优线宽,但并行激光

显微切割的实验结果依然明显具有灵活控制线宽、可以

达到亚微米切割精度的优势。 图 7 ( d) 中( ii) 图是在
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LMD
 

7 激光显微切割系统上利用振镜的扫描方式,光斑

沿着所设计的轨迹进行运动,实现圆形闭环轨迹切割的

实验结果,系统需要逐点切割,且对控制算法的要求较

高,对于切割面积小、圆形度要求高的场合将增加控制难

度,还可能引起切不断,样品未脱落的现象。 图 7 ( d)
中(iii)图是基于载物台的运动进行闭合圆环的切割,出
现了切割轨迹未正常闭合,切割组织未脱落,需要重复切

割的现象。 通过实验数据的对比,证明并行激光显微切

割方法能有效克服现有激光显微切割方法的局限性,可
以减少重复切割率,提高切割效率和切割精度。

3　 结　 　 论

针对传统的采用聚焦激光光斑为单激光焦点与工件

相对运动形成加工轨迹的激光显微切割方法,存在难以

兼顾高精度加工与高通量加工、切割时可能存在切割线

过宽、切割轨迹首尾不闭合的局限性,提出基于 DMD 的

无机械运动快速并行激光显微切割方法。 首先,通过模

型分析、计算仿真及实验验证了一种消除相干光衍射的

方法。 同时,通过选择 DMD 微镜单元构成匹配目标的环

形、矩形等闭合轨迹,结合投影精缩设计,将轨迹缩小在

透镜的焦平面上形成强度均匀的二维自由曲线切割轨

迹,实现一次成型的快速并行激光显微切割。 在 PET 薄

膜和生物组织上进行了实验验证,在 20x 物镜下,最小切

割线宽达到了亚微米,最小切割圆环直径小于单细胞直

径,通过更换更高数值孔径的紫外物镜组,相信可以获得

更高的分辨率。 DMD 产生的环形闭合激光轨迹也有效

解决轨迹首尾分离的问题,通过选择微镜单元的翻转状

态可以形成任意的二维自由切割轨迹,这将更容易匹配

各种细胞簇的自然边界。 目前该系统设计主要用于切割

直径小于 50
 

μm 的样本区域,特别是亚细胞范围的样本

区域,对于大面积的宏观切割,依然需要采用高精度载物

台来实现大尺度切割轨迹。 结合 DMD 产生激光切割线

的方式,可以实现大尺度范围二维自由切割的首尾闭合

问题。 后续,通过对系统的软件及硬件进一步深化,该方

法将有望在激光显微切割领域实现低成本、灵活、高精

度、高通量的应用,并实现产业化。
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