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四路频分复用荧光共焦显微探测系统实验研究
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摘要　报道了采用全息聚合物分散液晶（ＨＰＤＬＣ）布拉格光栅阵列斩波调制的四通道频分复用荧光共焦显微探测

系统的实验研究。通过高衍射率 ＨＰＤＬＣ布拉格光栅将单束激光分成四束激发光并进行不同频率的载频调制，将

激发光聚焦到生物样品上产生荧光信号并采集后，再通过傅里叶变换、滤波和解调，最后将采集到的信号还原成四

路荧光信号强度随时间变化的曲线。实验搭建了激发光中心波长为４０５ｎｍ的四路频分复用荧光探测系统，并成

功探测到鼠神经海马细胞样品中激发的四点荧光信号的图像以及强度变化信息。
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１　引　　言

２０世纪６０年代 Ｍｉｎｓｋｙ
［１］在其专利中首次阐

述了共焦显微技术的基本原理。１９８４年出现了第

一台激光扫描共焦显微镜实用产品，真正实现了三

维立体成像［２，３］，共焦扫描显微镜也就逐渐成为生

物学、医学研究等领域一种非常重要的工具。此后，

在共焦扫描显微镜的基础上，经过不断地发展和改

进，各类新型共焦显微镜相继出现［４～８］，其分辨率和
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反应速度相比之前的显微镜都有很大的提高。近两

年来，基于微透镜阵列和振镜扫描的光谱分辨多焦

点多光子显微技术［９］、共焦显微系统中光学超分辨

光瞳滤波器的设计［１０］、具有自适应成像功能的荧光

显微内窥术［１１］等研究对国内在显微技术领域的提

升有着突出贡献。其中，在波分复用共焦成像概

念［１２］的基础上，２００６年又诞生了多点并行频分复用

荧光共焦显微探测的概念 利用频分复用技术和

荧光共焦技术的结合实现多点并行快速多通道实时

细胞探测［１３］。双路频分复用显微成像系统是最简

单易行的实现系统，初步构建的实验系统表明了其

具有空间和时间分辨率高、图像信噪比高并且双通

道并行调制和解调等优点［１４，１５］。但是，已报道的双

路频分复用荧光共焦显微（ＦＤＭＦＣＭ）系统仍然存

在两个明显的不足之处：一是通道数目少，对提高共

焦扫描探测速度作用不大；二是采用机械斩波调制

器件，系统体积庞大，机械振动噪音大。

为了克服双路系统的不足，有效扩大通道数目，

在大量实验研究全息聚合物分散液晶（ＨＰＤＬＣ）电

控光栅斩波器性能的基础上［１６，１７］，设计并构建了以

电控ＨＰＤＬＣ斩波阵列调制的四路频分复用共焦

探测系统，实现了对鼠神经细胞的四点共焦并行探

测，减小了系统体积，消除了机械噪音，并有效提升

了系统探测速率，改善了系统探测能力。

２　基本原理

多路频分复用荧光共焦显微技术的基本思路就

是将单束激光分为多路，并通过光斩波器调制为不

同的载波频率。为了在解调的时候能够方便地将多

路荧光信号区分开，防止多路信号相互重叠，两个相

邻信号的载波频率及它们的差必须要大于或等于荧

光信号最高频率的两倍，即满足抽样定理。这样多

点激光聚焦在生物样品上产生多点荧光，所反射的

荧光也具有相应的调制频率，再将反射荧光信号收

集输入单像素高敏感光电倍增管（ＰＭＴ），通过傅里

叶变换实现荧光信号的解调制，以区分各点的荧光

发射情况，从得到的荧光信号信息中可了解生物细

胞的相关信息。四路频分复用荧光共焦显微系统就

是按照四通道分光设计，通过采用快速电控 Ｈ

ＰＤＬＣ光栅阵列的分光和调制实现对生物样品细胞

四个通道的并行探测与成像。通常的点共焦扫描探

测系统是逐点扫描，在时间上，每次都只能得到某个

探测点荧光点强度随时间变化的一根曲线。而本文

所提的四路系统能够同时探测四根曲线，通过同一

个ＰＭＴ探测器件解调出四个点的变化情况曲线，

因此，原理上探测速度将提高四倍。该系统能够为

生物细胞信息的实时多路并行探测提供一种更为高

速的手段和方法。

３　ＨＰＤＬＣ阵列式光斩波器的设计

与制作

在四路频分复用荧光共焦显微镜系统中，高性

能的集成式斩波调制器件是关键。如延续双路系统

的设计，从二通道到四通道至少需要２个分光棱镜

和２个机械斩光调制器，这不仅增加了系统体积，也

给后续的共焦部分的实现带来技术困难。为此，设

计了集分光和调制于一体的基于 ＨＰＤＬＣ布拉格

光栅的四通道阵列式斩波器，其结构如图１所示。

图１ ＨＰＤＬＣ光栅组合成的２×２光斩波器阵列结构图

Ｆｉｇ．１ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅ２×２ｏｐｔｉｃａｌｃｈｏｐｐｅｒ

ａｒｒａｙｃｏｍｂｉｎｅｄｂｙＨＰＤＬＣｇｒａｔｉｎｇｓ

该斩波器由四片ＨＰＤＬＣ布拉格光栅按照２×

２排列方式组合成一个阵列式结构，固定在一个专

门制作的有机玻璃架上，支架是由四个相同的部分

组成的整体，但又不是绝对固定的，每个部分都可以

根据需要灵活调节对应光栅的布拉格角度，而且还

通过铜片电极给 ＨＰＤＬＣ供电。斩波器中的 Ｈ

ＰＤＬＣ布拉格光栅采用聚合物分散液晶全息材料，

在５３２ｎｍ激光的全息干涉光场中曝光，其中光场中

光源功率约为１０７ｍＷ，曝光光斑半径约为１ｃｍ，平

均光功率密度约为３４ｍＷ／ｃｍ２，曝光时间为５０ｓ，光

栅空间频率为１０００ｌｐ／ｍｍ。ＨＰＤＬＣ光栅在 ＨｅＮｅ

激光下有８５％以上的高衍射效率；系统中采用的是

光栅的一级布拉格衍射光，传播方向是一致的，这样

斩波器就可以将单束原激光分成四束光，起到了分

光作用；同时通过施加一定波形和频率的驱动电压

对其进行调制，实现四通道的分频调制。集成式结

构将分光和载波调制集成到同一个器件上，既缩小

了整个系统的体积，也消除了机械噪音的干扰。

１１０６００３２
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４　四路频分复用荧光共焦实验系统的

构建

所搭建四路频分复用荧光共焦显微系统图如

图２所示。激发光光源采用了紫外（ＵＶ）波段的

４０５ｎｍ半导体准直激光器（ＤｒｅａｍＬａｓｅｒ公司，功率

为６０ｍＷ），激发激光经过准直扩束后得到直径约

为２０ｍｍ的平行光束，照射在 ＨＰＤＬＣ集成斩光

器上分成四束光，同时借助驱动电路驱动对每束光

进行不同频率的调制。被调制的四束光以ＨＰＤＬＣ

光栅的一级布拉格衍射角平行出射，再经共焦的两

个透镜（Ｌｅｎｓ１焦距为１２０ ｍｍ，孔径为７０ｍｍ，

Ｌｅｎｓ２焦距为５０ｍｍ，孔径为３０ｍｍ）将四束光的光

斑直径缩小到可以通过二向色镜组的通光口径；光

斑直径缩小后的激发激光信号通过 ＵＶ波段二向

色镜组（激发激光为紫外到紫光光源，滤出荧光为

５２０～５４０ｎｍ的绿色荧光），再通过无限远显微物镜

［数值孔径（犖犃）为０．６５，５０倍］会聚到生物样品上

形成四点荧光。样品所激发出的绿色荧光经显微物

镜收集后经二向色镜组的滤光，由分光棱镜（ＢＳ）分

成两部分，一部分经过成像物镜，所成的像被ＣＣＤ

摄像头接收，另外一部分荧光信号经耦合聚焦进入

多模光纤（其纤芯直径为５０μｍ），相当于小孔的共

焦作用，再输入高敏感ＰＭＴ（北京滨松光子，型号为

ＣＲ１８６）。ＰＭＴ探测后的信号经模数（Ａ／Ｄ）转换，

输入电脑并采集和处理数据，解调后得到四路荧光

信号强度随时间变化关系图。

图２ 四路频分复用荧光共焦显微系统的原理光路图

Ｆｉｇ．２ ＯｐｔｉｃａｌｓｙｓｔｅｍｏｆｆｏｕｒｃｈａｎｎｅｌＦＤＭＦＣＭ

　　在该系统中，ＰＭＴ检测到的实际强度是四个荧

光点所发出的并进入ＰＭＴ的荧光光照强度之和。

假设荧光光照强度作为时间函数的四个点分别为

犳１（狋）、犳２（狋）、犳３（狋）、犳４（狋），通过调制后单路荧光光

照 强 度 分 别 为 犳１（狋）ｃｏｓ（ω１狋）、犳２（狋）ｃｏｓ（ω２狋）、

犳３（狋）ｃｏｓ（ω３狋）、犳４（狋）ｃｏｓ（ω４狋）。这样ＰＭＴ检测的强

度信号狊（狋）可记为

狊（狋）＝犳１（狋）ｃｏｓ（ω１狋）＋犳２（狋）ｃｏｓ（ω２狋）＋

犳３（狋）ｃｏｓ（ω３狋）＋犳４（狋）ｃｏｓ（ω４狋）， （１）

信号狊（狋）对应在频域上可表示为

犛（ω）＝犉１（ω－ω１）＋犉２（ω－ω２）＋

犉３（ω－ω３）＋犉４（ω－ω４）． （２）

实验系统中，ＰＭＴ接收的信号经放大、模数转换，然

后被传送到数据采集卡上进行采集并输入计算机，

利用电脑程序对采集到的被检测信号进行傅里叶变

换，并在频域上使用带通滤波器把这四路信号分开，

最后再解调制，还原出四点没有被调制的荧光信号。

５　实验结果与数据分析

５．１　成像情况

在实验系统中，经过二向色镜的荧光信号再经

过成像物镜（焦距为５０ｍｍ，孔径为３０ｍｍ）聚焦

后，进入ＣＣＤ摄像头，通过调节摄像头与成像透镜

间的相对距离，得到比较清晰的成像图片。在实验

中，样品采用成年鼠神经细胞样品，得到如图３所示

的成像图像，从图中可以看到箭头所标识的四个成

像明显的聚焦点区域，能反映出激发光聚焦在样品

的不同位置区域。

对于显微镜系统，其横向分辨率Δ狉表示公式为

Δ狉＝０．６１
λ
犖犃
，其中λ为所激发出的荧光的波长，
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图３ 频分复用荧光共焦显微系统拍摄的老鼠神经

细胞显微图

Ｆｉｇ．３ Ｍｏｕｓｅｎｅｕｒａｌｃｅｌｌｐｉｃｔｕｒｅｓｔａｋｅｎｂｙ

ＦＤＭＦＣＭｓｙｓｔｅｍ

ＮＡ为显微物镜的数值孔径。样品所激发出的荧光

中心波长为５３０ｎｍ，显微物镜的犖犃 为０．６５，则横

向分辨率为０．５μｍ。其轴向分辨率Δ狕可以表示为

Δ狕＝
１．４λ狀

犖犃２
，其中狀为所探测样品的有效折射率，考

虑到生物细胞约７０％成分是水，故取值为１．３，则

Δ狕≈２μｍ。

５．２　解调制情况

用该四路系统对四路荧光信号分别以某一载波

频率调制后，实现系统对生物样品四个荧光点的探

测功能。实验采用５０，８０，１００，２００Ｈｚ四个频率调

制信号，并采集到数据，而ＰＭＴ采集到的应为四路

调频信号的叠加，由于实验中采用的样品细胞是死

细胞，激发的被测荧光信号频率为０，所选的四个载

波频率满足抽样定理，所以解调时不会发生因为相

互重叠而解调不出来的现象。图４所示为ＰＭＴ采

集到的四路调频荧光信号和对信号模拟得到的数据

图。图４（ａ）为ＰＭＴ实际测量的荧光信号强度图，

图４（ｂ）为模拟的５０，８０，１００，２００Ｈｚ的四个余弦和

频信号图。由图４可知，由于有ＰＭＴ和光斩波器

等噪声的影响，实际探测的荧光强度变化与模拟的

理想强度形状有一定的差异，但是总体基本一致。

对所采集到的四路荧光信号进行傅里叶变换，得到

频率域的频谱分布如图５（ａ）所示。从图５（ａ）可知，

５０Ｈｚ和１００Ｈｚ的频谱信号强度比８０Ｈｚ和２００Ｈｚ

的要高，这是由于斩光器中有两片 ＨＰＤＬＣ光栅的

再现光照方向与制作曝光时的光照方向相反，引起

了一定的衍射效率降低。将采集到的荧光信号进行

滤波后，得到频率域的频谱分布如图５（ｂ）所示。再

对滤波后的频谱信号进行傅里叶逆变换，得到对应

图４ （ａ）ＰＭＴ实际采集到的原始信号；（ｂ）对ＰＭＴ采集信号的模拟

Ｆｉｇ．４ （ａ）ＯｒｉｇｉｎａｌＳｉｇｎａｌｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｂｙＰＭＴｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ；（ｂ）ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｓｉｇｎａｌｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｂｙＰＭＴ

图５ （ａ）采集信号的傅里叶变换频谱图（５０，８０，１００，２００Ｈｚ）；（ｂ）采集信号经滤波后的傅里叶变换

频谱图（５０，８０，１００，２００Ｈｚ）

Ｆｉｇ．５ （ａ）Ｆｏｕｒｉｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｓｐｅｃｔｒａｏｆｃｏｌｌｅｃｔｅｄｓｉｇｎａｌｓｉｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙｄｏｍａｉｎ（５０，８０，１００，２００Ｈｚ）；

（ｂ）Ｆｏｕｒｉｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｓｐｅｃｔｒａｏｆｆｉｌｔｅｒｅｄｓｉｇｎａｌｓｉｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙｄｏｍａｉｎ（５０，８０，１００，２００Ｈｚ）
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调频位置处的四点荧光强度随时间变化曲线，如

图６（ａ）所示。图中从上至下四条强度随时间变化

曲线所对应的频率分别是５０、１００、８０、２００Ｈｚ。由

图６（ｂ）可知，噪声频率１５０Ｈｚ对应的强度随时间

变化曲线，其强度幅值几乎为零，目前还不清楚噪声

产生的原因。从图中解调情况可以看出，四点荧光

信号的强度幅度变化除８０Ｈｚ的稍大外其他的都很

小，整体强度变化趋势平缓，这符合探测的鼠神经细

胞样品的荧光变化实际情况。

图６ （ａ）解调后的四点荧光信号图谱；（ｂ）有噪声信号曲线的信号图谱

Ｆｉｇ．６ （ａ）Ｃｕｒｖｅｓｏｆｄｅｍｏｄｕｌａｔｅｄｆｏｕｒｐｏｉｎｔｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ；（ｂ）ｃｕｒｖｅｓｗｉｔｈｎｏｉｓｅｓｉｇｎａｌ

　　四路ＦＤＭＦＣＭ实验系统不仅拍摄到了鼠神经

海马细胞的荧光显微图片，同时还用强度与时间曲

线将样品上四个聚焦位置处的荧光能量量化指标随

时间的变化情况体现出来。如果用在医学检测中，

实现多点活体细胞探测，反映出细胞内部某些蛋白

分子浓度的实时输运及变化过程，对于病理研究有

较大的意义。

６　结　　论

实验构建了四通道频分复用荧光探测系统，验

证了实现多路频分复用荧光共焦并行探测技术的可

行性。利用所构建的基于 ＨＰＤＬＣ电控阵列调制

的四路频分复用荧光共焦显微镜，实现多通道并行

探测，将共焦探测的工作效率成倍提高。但是，目前

的四路系统还有很多需要改进和完善的地方，如在

４０５ｎｍ波段下 ＨＰＤＬＣ材料的吸收率太高，需要

改善材料的光谱特性，减少损耗；另外，系统及斩波

调制器的结构需要改进设计，使得多点位置调节准

确，方便信号的耦合共焦。该技术有望为医学、生物

等领域的细胞研究提供一种高效有用的方法。
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