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CellCelector 明场和荧光
CellCelector Flex 的光学单元由一个倒置的荧光显微镜、
一个制冷 CCD 相机和一个电动定位载物台组成。该载物台
的灵活性高，能够确保即使是最复杂的细胞结构，也能在
明场、相差或荧光成像下进行观察，另外，提供的标准和
定制化滤光片几乎适用于任何一种市售荧光染料。

显微镜相机

CellCelector 使用数码显微镜相机是帕尔贴（Peltier）冷却
CCD 相机，分辨率和感光度更高，具体性能如下：

1376 × 1032 像素分辨率
A 6.45 µm 螺距传感器
14 位动态范围
全分辨率下每秒 28 帧
曝光时间为 100 µs-160 s 不等
有 2×2、4×4 和 8×8 三种像素组合模式

CellCelector 提供两种显微镜相机 ：一种为标准的荧光显
微镜，另一种则涵盖完整的荧光染料光谱范围，包括发射
光在近红外区域的荧光染料。

明场和相差成像

可使用明场成像轻松识别细胞结构，然后将其叠加在彩色
荧光图像上，使颗粒结构更为明显。当样品为透明、无色
或具有非常精细的细节时，首选相差成像，效果优于明场
成像。

荧光成像

光线通过 3 mm 的液芯光导管从荧光灯源传入显微镜，并
向样品上方转移。有两种不同的荧光光源供选择：

6 个带激发滤光片的 LED，以生成所需激发波长的光
单一的白光光源能够产生一致的白光光谱

滤光片选择

根据荧光光源的不同，有三种发射光滤光片套件可供选择：
单荧光通道：独立的发射滤光片套件
1 个单一的多波段发射光滤光片，以更快的速度进行荧光
切换和检测
带有 8 个单波段发射光滤光片位置的滤光轮，用于自动选择
特定的发射波长，最大限度减少荧光染料之间的潜在交叉

荧光染料选择

因此，根据仪器的配置，最多可以同时使用 5 个荧光通道（表
1），总共可以串联使用 14 种不同的荧光染料。软件中预先
储存有各类市售的常规染料，设置实验室可直接选用，其
他的荧光染料可以手动输入或批量导入软件中。设置好染
料类型后，对应的激发和发射滤光片会自动进行匹配；如
果是手动添加的荧光染料，只需简单从软件中添加对应的
滤光片即可。

光照强度

荧光激发光强度可以根据源材料的荧光特性而更改，以便
对暗淡的荧光对象进行调节，如果是光敏染料存在光漂白
风险，建议降低光强度。光照强度以最大强度值的百分比
表示。

物镜

有不同的荧光和非荧光物镜可供选择，范围为 1.25x 至 40x
（表 2）。选择正确的物镜时，有两个主要考虑因素：

焦距：物镜与细胞之间的距离。具有大焦距的物镜可以在
滤膜或高于板底的更大距离处观察细胞。
焦深：物镜的放大倍率越高，图像的焦深就越低（即物镜
成像越清晰、聚焦的图像面积就越小）
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光照通道 激发 (nm) 发射(nm) 荧光染料示例

明场

相差

蓝色

绿色

红色

远红光

近红外光谱（NIR）

395 | 25 434 | 32 DAPI, Hoechst, Alexa Fluor 350, Alexa Fluor 405

475  | 28 519  | 26 GFP, Alexa Fluor 488, FITC, Cy2

555 | 28 595 | 33 Alexa Fluor 546, Alexa Fluor 555, TRITC, Cy3, PE, mKO, mOrange, TR,  
Alexa Fluor 568, Alexa Fluor 594, mCherry, Cy3.5

635 | 22 680 | 40 Alexa Fluor 647, APC, Cy5

730 | 40 810  | 90 Alexa Fluor 750, Cy7

表 1. 不同荧光和非荧光通道概览，适用于 5 个荧光通道的选项，并罗列了部分可用的荧光染料。

物镜 光照 数值孔径
   (NA)

焦距
   (WD)(mm)

分辨率/像素 应用示例

荧光 1.25  × BF 和 FL 0.04 5.0 8 µm 低倍率细胞概况扫描

2 × BF 和 FL 0.08 6.2 5 µm 大型类器官或集落

4 × BF, PhC 和 FL 0.13 17 2.5 µm 干细胞、克隆挑取、细胞球、类器官

10  × BF, PhC 和 FL 0.30 10 1 µm 细胞株开发或单细胞克隆

20 × BF, PhC 和 FL 0.45 6.6 – 7.8 0.5 µm 细胞内部观察

40 × BF 和 FL 0.60 2.7 – 4.0 0.25 µm 细胞内部观察

无荧光 1.25  × BF 和 FL 0.04 5.0 8 µm 低倍率细胞概览

2 × BF 0.06 5.8 5 µm 大型类器官或集落

4 × BF 和 PhC 0.13 16.4 2.5 µm 干细胞、克隆挑取、细胞球和类器官

10  × BF 和 PhC 0.25 8.8 1 µm 细胞株开发或单细胞克隆

20 × BF 和 PhC 0.40 3.2 0.5 µm 细胞内部观察

40 × BF 和 PhC 0.55 2.2 0.25 µm 细胞内部观察

表 2. 不同荧光和非荧光物镜及相应的数值孔径和焦距规格概览。BF：明场，FL：荧光，PhC：相差。
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适配器类型 尺寸规格 适配器能够固定

培养皿 35 mm 两个直径在 32-40 mm 之间的培养皿

一个直径在 48-50 mm 之间的培养皿

一个直径在 52-55 mm 之间的培养皿

一个直径在 82-88.5 mm 之间的培养皿

一个直径在 87-88.5 mm 之间的培养皿

一个直径在 86-92.5 mm 之间的培养皿

一个直径在 97-100.5 mm 之间的培养皿

一个标准的微孔板

一个纳米微孔板

标准微孔板载物台适配器上最多可容纳 4 片标准载玻片

用于将一个 MagnetPick 载玻片置于标准微孔板载物台适配器中的适配器

50 mm

60 mm

89 mm

90 mm

93 mm

100 mm

微孔板 1、6、12、24、48、96 或 384 孔板

纳米微孔板 6、12 和 24 孔板

载玻片 标准载玻片

MagnetPick 载玻片 Magnetic 载玻片

定制 可以根据用户的需求定制适配器

表3. CellCelector 显微镜载物台（源板）适配器概览，可灵活兼容各类培养容器。

显微镜载物台

显微镜载物台包含两个用于沿 X 和 Y 轴移动的马达，可根
据软件的设置自动移动。此外，该载物台还可以使用操纵
杆手动定位，以快速识别感兴趣的单个细胞或集落。

载物台延迟

在扫描过程中，源板内的液体会随着显微镜载物台位置的
变化而移动，移动程度也要视其他变量而定，如孔的大小、
深度和培养基体积。为了在相差下获得均一的孔扫描，需
要使整个孔内的培养基保持均匀的厚度。可以在载物台移
动和随后的图像记录之间设置一个延迟，使孔内液面平稳
且一致时进行成像，从而生成最佳的图像。

显微镜载物台（源板）适配器

CellCelector 的一个主要特点是兼容所有类型的实验室细
胞培养容器，以便后续挑取。不需要独特或昂贵的耗材。
因此，我们开发出了多种显微镜载物台适配器，以确保最
大的灵活性（表 3）。

至少需要一个适配器，以方便进行扫描。适配器包括：

培养皿适配器
标准微孔板适配器
纳米孔板适配器
载玻片适配器

所有的适配器均可通过弹簧夹精确且稳固地嵌入载物台，
其结构经过专业的设计，可安全地固定所有尺寸的微孔板
和培养皿，防止目标器皿在载物台上意外移动，并有利于
进行准确成像和目标对象转移。
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CellCelector 成像和成像分析

图1.自动对焦功能的可视化视图。图中描绘了以下焦平面：（1）孔的底部外平面 （2）含有细胞的孔内部平面以及 （3）培养基表面。系统会自动在
聚焦范围（蓝线之间）搜索一个最佳焦点。  

光照（明场）

孔边缘

杂质

培养基

细胞

污染物

物镜

3

2

1

选择并定义新的微孔板

各种市售或定制的源板均可在 CellCelector 上使用，无需
购买昂贵的仪器相关耗材。可以在软件内预先定义好的孔
板库中选择，或由用户创建新的孔板（对称或非对称）。可
在软件中轻松进行孔板校准，以确保达到最大的挑取精度。

孔扫描

大多数情况下我们需要将捕获到的多个图像拼接组合以提
供完整的孔扫描图片。以水平或垂直的梳状或 Z 字顺序扫
描孔，连续的图象之间默认有 20 μm 的重叠，从而确保孔
内没有潜在的盲点。当然，根据用户需求，可以将重叠减
少至 0 μm 以达到不重不漏。然后按照拍摄的顺序依次处
理图像，生成全孔图像，确保孔到孔的分辨率尽可能高，
以便更加准确地识别和转移细胞。另外，不同的 mask、阈
值或滤光片设置既可以应用于单张图像，又可以应用于所
有孔图像。

自动对焦

自动对焦是一个强大的工具，可通过分析样品周围一系列
不同的焦平面来实现，从而确定每张图像的最佳焦点（图 1）。

在扫描放大倍数较高的样本时，以及在扫描底面不平整的
孔板或孔时（如滤膜），建议始终使用自动对焦。在软件内
可以选择不同的自动对焦选项，包括：

3 点对焦：在孔内的 3 个位置确定最佳焦点。
焦点矩阵：根据预先设置的焦点定位数量在孔内确定最佳
焦点
孔中心自动对焦：只在孔中心确定一个焦点，这对底部均
匀的小孔更适用。
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图2. (A) CellCelector软件中简单直观的阈值设置步骤，(B) 阈值设置正确，只检测到细胞，(C) 阈值设置过高，也检测到了背景。

A B C

图像生成⸺实时图像和快照

当启用像机时，可以直接观察到实时图像，并自动进行图
像捕获。然后可以使用荧光或相差拍摄快照，并叠加在一起，
生成最终的概览图。图片管理列表中会列出扫描捕获的所
有可用图像，便于快速浏览多个孔板、孔或感兴趣的特定
区域。

根据实时图像，可以自动设置曝光时间，以便在当前载物
台位置捕获最优的实验结果。

曝光时间

曝光时间指的是相机快门打开进行图像记录的时间长度。
随着曝光时间的延长，更多的光线将会射入，以使图像更
加明亮，从而增强信号和背景。而对于微弱的信号，增加
曝光时间可以增加信号亮度，因为真实的信号会被捕获，
而微弱的信号未被强化，这样图像噪声就不会额外增加。

自动增益显示

自动优化图像的对比度，增强实时图像中弱信号的凸显。

图像清晰度

在实时图像记录过程中，可以控制并优化特定感兴趣区域
或对比度不佳区域的图像清晰度，并可使用滑动条轻松控
制清晰度，从而确保挑取目标对象更加准确和明确。

阈值

可设置阈值，以自动检测超过规定强度阈值的目标对象（图
2）。创建包含目标对象的参考图像，其会突出显示所有超
过阈值的对象，如果检测到的对象过多或过少，也可以随
时调整阈值。根据具体的研究要求，可轻松设置每个通道
的下限和上限阈值。然后再加工图像，仅突出显示满足所
有规定标准的细胞和对象。

测量值和范围

在分析阶段，可根据颗粒信息设置其他门控。常见的参数
包括面积、直径、伸长率、形状参数、球度、边界距离、
灰度平均值和最近的细胞的邻近距离等变量。有 140 多个
不同的参数可供选择，并且软件内有对每个参数做简短的
描述。

图像圈描和形态滤光片

可以创建并优化图像圈描，以排除对目标对象检测的干扰。
此外，还可应用 30 多种不同的形态过滤选项或处理选项以
增强图像处理。每个过滤项都会检查单象素邻近区域并分
析对象的形状，然后再修改、完善或删除图像点、平滑处
理不规则的地方，或删除单个噪声信号。因此，可以对图
像进行处理，以便根据需要提供更多或更少的细节（图 3
和 4）。
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在线阴影校正

阴影校正功能可对图像背景中的不均匀处或差异进行校正。
如果由于环境光斜向入射或系统中存在杂质而无法获得均
匀的图像照度，则建议始终使用阴影校正。虽然该功能对
明场和相差图像非常有帮助，但在荧光图像中，该功能通
常不被使用，因为启用阴影校正时，校正图像与当前图像
相抵消，因而只能获得均匀的图像背景。

扫描阴影校正

与在线阴影校正相反，扫描阴影校正是一个图像处理步骤，
在图像扫描后和保存前应用。如上述信息，在线阴影校正
一般在荧光检测中停用，但建议使用扫描阴影校正，特别
是背景信号高的弱荧光图像。使用扫描阴影校正可帮助改
善分析和检测。

颗粒检测选项

精确检测目标对象对于实现最佳的挑取结果至关重要。因
此，可以使用多种颗粒检测参数。在细胞密度增加的区域，
可对对象进行逐个像素的分析，以识别单细胞。自动分析
最外层的像素，以确定是共用相邻边界或是对角线点衔接

（图 5），同时可以纳入、排除或截断扫描边缘的颗粒，也
可以填充强度不均匀的对象，以确保尽可能准确地挑取。

高感光度模式

高感光度模式通常用于弱荧光信号的增益，或用于显示轻
微漂白的样本，只需要低强度光照。激活这个功能会产生
对所有接收到信号的数字增益，可以增加 2 倍、4 倍或 8 倍。

图像叠加和测量

可以将额外的信息添加到图像中，如注释、测量值或形状（图
6）。添加叠加并不会改变图像，并可以随时删除或隐藏。

图 6. 图像叠加了原容器、孔板和孔数量、细胞类型、目标
孔板、日期和时间等信息的注释。

图 5. 邻近边界的标准设置意味着只有具有共同边界的颗粒
才会被视为一个粒子。右边的图片显示的绿色和黄色的区
域，由于具有共同的边界而被视为一个单一对象，而红色
颗粒被视为不同的颗粒。如果选择了“ 包括对角线 ”选项，
则会将红色、绿色和黄色区域的组合视为一个单一对象。

图 4. 在无饲养层培养的人类干细胞群上使用梯度过滤进行
调节。

图 3. 在干细胞集落上使用腐蚀过滤进行调节。
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