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用于荧光显微镜的正交偏振滤波图像增强技术
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摘要　在荧光显微镜中，微弱的荧光信号一般淹没于较强的激发光中，显微镜的成像质量在很大程度上取决于提

取微弱荧光信号的能力。目前，荧光显微镜均根据荧光与激发光波长的差异，采用频率滤波法滤除激发光，实现图

像增强。但该方法不仅对滤光片要求高，而且对荧光和激发光的波长有严重的依赖性。基于激发光与荧光在偏振

态上的差异，提出了一种用于荧光显微镜的正交偏振滤波图像增强技术。研究表明，正交偏振滤波图像增强技术

能够显著地提高成像质量，对光学元件性能参数的要求大幅度降低。丰富了从强激发光中提取弱荧光信号的技术

手段，为今后解决波长可调谐的多光谱荧光显微镜、白光照明多光谱荧光显微镜等技术上的瓶颈提供了参考。
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１　引　　言

荧光显微镜是利用特定波长的光照射被检物，

使之发出荧光，然后在显微镜下观察物体的形状及

其所在位置的一种显微光学检测技术［１］。近年来，

由于免疫荧光在医学研究、诊断领域里的广泛应用，

荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）、绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）技术分

别在基因组学、蛋白质组学研究方面的推广，赋予这

一传统技术新的应用价值和生命力［２～４］。

１００４００２１
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在荧光显微成像中，激发光照射到样品后，一部

分激发光被样品的荧光团吸收，用于激发荧光团分

子内的电子跃迁到较高能级轨道，使分子进入激发

态，处于激发态的分子通过释放出相应较低能量的

荧光回到基态。另一部分激发光对产生荧光信号没

有贡献，只在样品上发生反射或透射，结果导致荧光

信号淹没在较强的激发光当中。因此，荧光显微镜

的成像质量在一定程度上取决于对激发光的滤波效

果。典型的荧光显微镜依靠激发滤光片、双色分光

镜和发射滤光片等多种频率滤波器件，根据荧光与

激发光波长的差异，将微弱的荧光与强激发光分离。

但这种方法不仅对滤光元件参数要求极高，而且滤

光元件的选择必须与样品激发光谱、发射光谱相匹

配［５］。在这种情况下，荧光显微镜在同一时间内，只

能对一种颜色的荧光团成像；要想获得多色或彩色

荧光团的图像，得由不同时刻的单色成像合成。当

激发光或荧光波长调谐时，需要频繁切换相适应的

滤光片；当激发光为白光或宽带光源时，如果激发光

与荧光在波长上有部分重叠时，该方法则具有一定

的局限性。

本文提出了一种新型的基于正交偏振滤波图像

增强技术的荧光显微镜。偏振滤波图像增强方法根

据激发光与荧光偏振态的差异，利用偏振器件滤除

激发光，提取荧光信号。

２　实验装置

在传统荧光显微镜中，人们根据激发光与荧光

波长的差异用滤光片滤除激发光。偏振滤波图像增

强技术与传统荧光显微镜不同，它根据激发光与荧

光偏振态的差异，利用偏振元件滤除激发光，提取荧

光。自然偏振态的激发光源经过起偏器后变成线偏

振光，线偏振光激发样品中的荧光团，荧光团受到其

中一部分激发光的激励，辐射出荧光。荧光为自然

光，其偏振态为自然偏振或接近于自然偏振，即不再

保持原来激发光的偏振态。另一部分未被吸收的激

发光在样品表面发生反射，对产生荧光信号没有贡

献，此部分的激发光经过样品的反射后，其偏振态几

乎保持不变，仍然为线偏振。根据荧光团辐射出荧

光偏振态与被样品表面反射激发光偏振态的差异，

利用偏振器件可以轻松滤除激发光，实现激发光与

荧光的分离［５］。

图１为正交偏振滤波原理示意图（彩图见网络

电子版）。参考面１为激发光入射偏振片Ｐ２ 前的任

意位置，参考面２表示荧光通过检偏器Ｐ１ 后的任意

位置。在参考面１内，带箭头的虚线表示为激发光，

此时，激发光为自然偏振光，激发光经过偏振片Ｐ２

后变为线偏振光。偏振片上带箭头的实线表示偏振

片的偏振方向，通过偏振片后，激发光偏振方向与偏

振片Ｐ２ 的偏振方向一致。当然，如果采用的光源是

线偏振光，图中偏振片Ｐ２ 可以省略。线偏振的激发

光入射到样品Ｓ上，样品Ｓ被激发后，辐射出荧光信

号，荧光为自然光或接近自然光。图１样品Ｓ中，虚

线是激发光，实线为荧光，箭头表示偏振方向。偏振

片Ｐ１ 与偏振片Ｐ２ 正交，激发光经过偏振片Ｐ１ 时，

由于其偏振方向与偏振片Ｐ１ 偏振方向垂直而被过

滤掉。然而，样品Ｓ被激发辐射出的荧光为自然光，

偏振态平行于偏振片Ｐ１ 的那部分荧光，能顺利地通

过偏振片Ｐ１，最终能够将激发光与荧光分离。

图１ 正交偏振滤波原理示意图

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｆｉｌｔｅｒｉｎｇｐｒｉｎｃｉｐｌｅ

　　基于正交偏振滤波图像增强技术的散斑照明荧

光显微镜结构示意图如图２所示，主要由激光器、散

射体、散斑成像光学系统、荧光显微镜、偏振元件及

控制系统等部分组成。半导体抽运固体激光器（长

春新产业光电技术有限公司，ＭＢＬ５０，中心波长为

４７３ｎｍ）发出的激光耦合到散射体，得到特定大小

的散斑光源，光源经过偏振片Ｐ２（大恒新纪元科技

股份有限公司，ＧＣＬ０５０００３）后获得具有线偏振特

性的散斑。散斑再经散斑成像光学系统成像于显微

物镜（莱卡公司，ＬＤＭＬＢ２）后焦面上，而且散斑像的

大小刚好覆盖显微物镜后通光孔径，以实现对样品

的宽场激发。样品被激发后产生的荧光由物镜收

集，分别经过双色分光镜（ＣｈｒｏｍａＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公

司，５０５ｄｃｘｒ）、透镜ｆＳ和检偏器Ｐ１，最终成像于电荷
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耦合器件（ＣＣＤ）相机（英敏基信息技术有限公司，

ＱＨＹＩＭＧ２ＳＭＣＯＯＬ）。Ｐ１（大恒新纪元科技股

份有限公司，ＧＣＬ０５０００３）偏振态正交于激发光偏

振态，因此能够过滤除激发光，提取荧光信号。对比

实验采用的是ＣｈｒｏｍａＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司 ＨＱ５１０ｌｐ

的滤光片。利用动态散斑照明可实现类似共焦显微

镜的宽场层析功能，且具有结构简单、低成本、响应

图２ 基于偏振滤波图像增强技术的散斑照明荧光

显微镜结构图

Ｆｉｇ．２ Ｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｓｐｅｃｋｌｅｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｂａｓｅｄ ｏｎｔｈｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｆｉｌｔｅｒｉｎｇ

　　　　　ｉｍａｇｅｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ

速度快、容易操作等共焦显微镜不具备的优点。

３　实验结果

为了验证正交偏振滤波图像增强技术的有效性，

对荧光珠样品进行了实验，实验采用散斑照明。图３

给出了荧光珠（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｒｏｂｅｓ公司，Ｃ１４８３７）的荧

光图像。图３（ａ）为采用偏振滤波图像增强前的原

图像，由于激发光比较强，荧光完全被激发光淹没

了，因此得到的图像是一幅激光散斑图像。图３（ｂ）

为采用偏振片Ｐ１ 滤除激发光，实现图像增强后的图

像是一幅清晰的荧光珠图像。实验表明偏振滤波图

像增强方案能够很好地滤除激发光，提取荧光信号，

显著提高成像质量。为了进一步说明实验方法的有

效性，图３（ｃ）中给出了采用高消光比的频率滤光片

代替偏振片Ｐ１，滤除激发光后得到的荧光珠图像。

比较图３的各幅图像得知，偏振滤波法获得图像的

质量明显地优于原图像，成像质量不差于传统滤波

法。由于荧光珠浸泡在液体中，在成像过程中荧光

珠在横向和轴向都有微细的移动，因此图３（ｂ）和

图３（ｃ）形状有一些差异，但这完全不影响实验结论

以及证明系统方案的有效性。

图３ 荧光珠的荧光图像。（ａ）原图像；（ｂ）采用偏振滤波实现图像增强后的图像；（ｃ）采用高消光比滤光片的对比图像

Ｆｉｇ．３ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅｓｏｆｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｂｅａｄ．（ａ）Ｏｒｉｇｉｎａｌｐｉｃｔｕｒｅ；（ｂ）ｐｉｃｔｕｒｅｅｎｈａｎｃｅｄｂｙｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｆｉｌｔｅｒ；

（ｃ）ｃｏｎｔｒａｓｔｉｍａｇｅｕｓｉｎｇｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｆｉｌｔｅｒｉｎｇｉｍａｇｅｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｗｉｔｈａｈｉｇｈｅｘｔｉｎｃｔｉｏｎｒａｔｉｏｆｉｌｔｅｒ

　　图４给出了莱卡公司染色的铃兰根茎样品的荧

光图像。图４（ａ）为采用偏振滤波图像增强前的原

图像，图４（ｂ）为采用偏振片Ｐ１ 滤除激发光，实现图

像增强后的图像。图４（ａ）表明图像包含很强的散

斑激发光。在图４（ｂ）中，激发光几乎完全被过滤

掉，清晰地显示出了荧光图像。对比图４（ａ）、（ｂ）可

知，提出的偏振滤波图像增强方案能够很好地滤除

激发光，提取荧光信号，显著提高图像质量。同样

地，为了进一步说明实验方法的有效性，图４（ｃ）给

出了采用高消光比的频率滤光片代替偏振片Ｐ１，滤

除激发光后的图像，以便对两种滤波方法进行对比。

比较图４（ｂ）、（ｃ）两图可知，偏振滤波法获得的图像

质量并不差于传统滤波法。由于采用散斑照明激

发，图４的各幅图像的铃兰根茎环中，能看到散斑的

颗粒。

在偏振滤波图像增强技术的实验中，所采用的

起偏器和检偏器为国产吸收型偏振片，其消光比为

５００∶１；进行对比实验的传统频率滤波法采用美国进

口滤光片，其光密度（ＯＤ）大于６，即消光比大于

１０６。由此可知，采用偏振滤波图像增强技术，显著

降低了荧光显微镜中滤除激发光对光学元件性能参

数的要求。当然，如果采用高消光比的检偏器件，偏

振滤波荧光显微镜所获得的图像质量将会进一步

提高。
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图４ 铃兰根茎样品的荧光图像。（ａ）原图像；（ｂ）采用偏振滤波实现图像增强后的图像；（ｃ）采用高消光比滤光片的

对比图像

Ｆｉｇ．４ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅｓｏｆｔｈｅｓｔａｉｎｅｄｌｉｌｙｓａｍｐｌｅｓｌｉｃｅｓ．（ａ）Ｏｒｉｇｉｎａｌｐｉｃｔｕｒｅ；（ｂ）ｐｉｃｔｕｒｅｅｎｈａｎｃｅｄｂｙｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ

ｆｉｌｔｅｒ；（ｃ）ｃｏｎｔｒａｓｔｉｍａｇｅｕｓｉｎｇｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｆｉｌｔｅｒｉｎｇｉｍａｇｅｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｗｉｔｈａｈｉｇｈｅｘｔｉｎｃｔｉｏｎｒａｔｉｏｆｉｌｔｅｒ

４　结　　论

提出了一种基于偏振滤波图像增强技术的新型

荧光显微镜。显微镜基于激发光与荧光偏振态的差

异，利用偏振器件滤除激发光，提取荧光信号。实验

研究表明，偏振滤波图像增强技术在显著提高图像

质量的同时，大幅度地降低了对光学元件性能参数

的要求。该方法丰富了在荧光显微镜中，从较强的

激发光中提取微弱荧光信号的技术手段，且不受激

发光与荧光波长的限制。
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