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基于数字微镜器件多路频分复用荧光显微镜的
实验研究
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摘要　设计了基于数字微镜器件(DMD)的荧光显微镜探测系统.该系统不仅能对样品实现荧光成像,而且能探测

不同区域样品激发荧光信号能量的实时变化.实验采用DMD快速加载多通道不同帧率的视频信息,实现了对激

发光束的分割与频率调制.采用光电倍增管采集样品的荧光信息,荧光信息经模/数转换处理后再进行傅里叶变

换、滤波和解调操作,得到了不同信道区域荧光信号强度随时间变化的曲线.实验结果表明,将DMD加入到荧光

显微镜系统中可以加快集成多通道,且计算机可调控DMD通道,能有效提高荧光显微镜的探测效率.
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１　引　　言
２０世纪初,Kuehler等通过紫外光激发荧光细胞来观察细胞的形态[１].随着荧光显微镜的迅速发展,它
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已被广泛应用于生物和医学领域的细胞探测中.诞生于２０世纪６０年代的共焦显微镜具有单点式、机械移

动式[２]等扫描方式,随着对其探测速度的要求不断提高,传统的共焦显微镜已不能满足实际需求.２００６年,
美国宾夕法尼亚州立大学的Yin教授小组提出了频分复用荧光共焦显微系统[３]的概念,即将通信领域中的

波分复用原理引入到荧光显微镜中,利用对光束的频分复用和荧光显微镜相结合的方式对细胞进行多通道

探测[４Ｇ６].目前已报道的多通道荧光显微镜大多以机械斩波调制器或电控调光斩波器作为频分复用器件,以
实现多通道的光束频分复用;但这些调制器件存在一些缺陷,如机械斩波调制器的体积较大,容易产生机械

噪声等.
近年来,基于微透镜阵列多焦点多光子显微技术的研究促进了国内显微技术的快速发展[７Ｇ１１].数字微

镜器件(DMD)作为分束镜可以实现数字光源[１２Ｇ１３],其表面约由１×１０６ 个数字反射镜面组成,每个镜面都可

以通过旋转不同的角度来达到开关的作用,从而实现光的分束,形成阵列型光源[１４Ｇ１６].
本文用DMD代替机械斩波调制器或电控调光斩波器作为频分复用荧光显微系统中的斩波器进行波前

调控,形成可调谐光源.由计算机向DMD芯片传输相应的调制视频,控制DMD的开关功能,实现不同调制

频率的多通道光束.将DMD产生的光信号会聚到荧光显微镜中对染色的马铃薯细胞样品进行探测,然后

用光电倍增管(PMT)直接获取光信号进行解调,并与CCD接收的图像进行对比.采用DMD作为斩波器进

行波前调控的优点在于可快速集成多通道,实现数字化调控.

２　基本原理
频分复用技术原本指的是在通信技术中,将用于传输信道的总带宽划分成若干个子频带(或称子信道),

每一个子信道传输单路信号的技术.频分复用技术使子通道信号在频率位置上错开,能够实现多路信号并

行复用.将频分复用技术应用到显微成像领域,能够克服传统荧光显微镜或共焦显微镜不能同时多点探测

的缺陷,通过多路信号的调制解调实现实时并行探测.DMD多路频分复用荧光显微镜的基本原理是通过

计算机控制DMD上的微镜片开关形成多通道,再分别调制各个通道的开关频率,将光束调制成不同载波频

率的多束光,达到多通道频分复用的效果.经DMD多路调制的光源信号再经变倍扩束镜缩小至合适的尺

寸后完全进入显微物镜,经显微物镜聚焦的光束再投射到染有荧光染料的切片细胞上,激发出的多路荧光信

号与输入调制光束具有相同的调制频率.最后,采用工业相机和PMT接收调制后的图像和荧光信号.将

PMT接收到的荧光信号通过 MATLAB软件进行傅里叶变换并滤波解调后,就可得到多通道位置的荧光信

号强度随时间变化的关系.
本实验数据采集卡所采用的采样频率超过了DMD调制频率的２倍,满足奈奎斯特抽样定理.实验由

计算机控制,通过改变DMD的通道数量和开关调制的频率,实现多通道探测,具有无机械噪声和操作性稳

定等优点.本实验系统实现了一个可快速并行探测、数字化调控的多通道显微系统.

３　基于DMD的频分复用编码原理
本实验采用０．７inch(１inch＝２．５４cm)的DMD,DMD的分辨率为１０２４pixel×７６８pixel.DMD由多块

微反射镜组成,单个微反射镜的边长为１３．６８μm,两块微反射镜间的距离为１μm,每块微反射镜都可以绕

着各自的旋转轴转动,旋转角度范围为－１２°~＋１２°.将旋转到＋１２°的状态定义为“ON”状态,旋转到－１２°
的状态定义为“OFF”状态.扩束后的激光光源以一定的入射角(与DMD芯片垂轴的夹角为２４°)入射到

DMD表面,如图１所示,经“ON”状态的DMD反射后垂直于DMD表面出射.
通过计算机调节DMD的开关,以实现不同频率的多个通道.例如,针对两通道频分复用显微镜,将

DMD划分为左右２个区域,左侧区域加载３．３Hz的调制信号,右侧区域加载５Hz的调制信号,当制作帧率

为１０frames－１的视频时,左侧区域每隔３帧切换开关状态,右侧区域每隔２帧切换开关状态,每帧的开关

效果如图２所示.
通过以上的视频编码图可以形成两路调制信号,两路信号的频率分别采用基频sin(ω１t)和sin(ω２t)表

示 (ω１＝２π×３．３rads－１、ω２＝２π×５rads－１),调制后的光信号通过对应的细胞区域,激发出调制后的荧
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图１ 激光对DMD的入射角

Fig敭１ IncidentangleoflasertoDMD

图２ 两路１０frames－１视频的１s效果图

Fig敭２ OnesecondrenderingoftwoＧchannel１０frames－１video

光信号.假设荧光光照强度为时间函数,分别为f１(t)和f２(t),则通过调制后的单路荧光光照强度分别为

f１(t)sin(ω１t)和f２(t)sin(ω２t).PMT检测到混合后的荧光强度信号s(t)可记为s(t)＝f１sin(ω１t)＋
f２sin(ω２t),信号s(t)对应在频域上可表示为S(ω)＝F１(ω－ω１)＋F２(ω－ω２),其中ω为角频率. 激发的

荧光混合信号被PMT接收后再经过放大和模/数转换处理,然后通过计算机采集信号,并对采集的信号进

行傅里叶变换,解调出原始信号f１(t)和f２(t).
针对四通道频分复用显微镜,将DMD划分为上下左右４块区域,左上区域加载８Hz调制信号,右上区

域加载１０Hz调制信号,左下区域加载１３．３Hz调制信号,右下区域加载２０Hz调制信号.当制作帧率为

４０frames－１的视频时,左上区域每隔５帧切换开关状态,右上区域每隔４帧切换开关状态,左下区域每隔５
帧切换开关状态,右下区域每隔４帧切换开关状态,每帧的开关效果如图３所示.

图３ 四路４０frames－１视频１s效果图

Fig敭３ OnesecondrenderingoffourＧchannel４０frames－１video

通过以上的视频编码图可以形成四路调制信号,四路信号的频率分别采用基频sin(ω１t)、sin(ω２t)、

sin(ω３t)和sin(ω４t)表示(ω１＝２π×８rads－１、ω２＝２π×１０rads－１,ω３＝２π×１３．３rads－１、ω４＝２π×
２０rads－１).调制后的光信号通过对应区域的细胞,激发出调制后的细胞荧光信号.假设荧光光照强度为

时间函数,分别为f１(t)、f２(t)、f３(t)和f４(t),则通过调制后单路荧光光照强度分别f１(t)sin(ω１t)、

１００６００７Ｇ３



中　　　国　　　激　　　光

f２(t)sin(ω２t)、f３(t)sin(ω３t)和f４(t)sin(ω４t).PMT检测到混合后的荧光强度信号s(t)可记为s(t)＝
f１sin(ω１t)＋f２sin(ω２t)＋f３sin(ω３t)＋f４sin(ω４t),信号s(t)对应在频域上可表示为S(ω)＝F１(ω－ω１)＋
F２(ω－ω２)＋F３(ω－ω３)＋F４(ω－ω４). 激发的荧光混合信号被PMT接收后再经过放大和模/数转换处理,
通过计算机采集信号,并对采集的信号进行傅里叶变换,解调出原始信号f１(t)、f２(t)、f３(t)和f４(t).

４　基于DMD多路荧光显微镜成像系统的设计
在搭建的实验光路系统中,将DMD作为斩波器加到荧光显微镜系统中,形成四路调制的多通道荧光显

微镜,如图４所示.一束波长为４０５nm的紫光经扩束器准直扩束后(扩束镜组的放大倍数为４),与DMD垂

轴方向呈２４°角入射,通过加载四路帧率为４０frames－１的视频后,形成四路不同频率的调制光信号,然后通

过倒置的扩束镜组(扩束镜组的放大倍数为３)使光束半径缩小,经二向色镜后耦合进入到显微物镜(无限远

物镜,数值孔径为０．６５,放大倍率为４０)中.实验中入射激发光源为４０５nm 的激光,其激发的是波长为

５２０~５４０nm的绿色荧光.通过显微物镜的光束聚焦到含有荧光的马铃薯细胞样品上,返回的荧光信号由

分光棱镜(BS)分成分两路,一路由透镜(孔径为７０mm,焦距为１２０mm)会聚到CCD接收,另一路直接由

PMT接收.将PMT探测到的荧光信号进行模/数转换,采集到计算机中进行信号处理,然后经傅里叶变

换、滤波和解调后得到四路荧光信号强度随时间变化的关系.两路频分复用系统和四路频分复用系统的光

路基本相同,不同之处在于前者只在DMD上加载两路帧率为１０frames－１的视频.

图４ 基于DMD的四路荧光显微镜成像系统光路图

Fig敭４ OpticalpathdiagramoffourＧchannelfluorescencemicroscopyimagingsystembasedonDMD

５　基于DMD多路频分复用荧光显微系统的实验结果与分析
５．１　基于DMD多路频分复用荧光显微系统的成像

在上述实验系统中,经显微物镜照射在马铃薯细胞样品上激发出来的荧光,返回荧光显微镜系统后进入

到CCD成像设备中,得到了相对清晰的成像,如图５(a)所示.由于实验分别采用DMD实现了两路和四路

频分复用系统,因此可以得到图５(b)所示的两路成像(左侧区域加载３．３Hz调制信号,右侧区域加载

５Hz调制信号),以及图５(c)所示的四路成像(左上区域加载８Hz调制信号,右上区域加载１０Hz调制信

号,左下区域加载１３．３Hz调制信号,右下区域加载２０Hz调制信号).

５．２　基于DMD多路频分复用荧光显微系统的PMT解调结果

在DMD上加载两路１０frames－１的视频,将DMD分成左右两个区域,左侧区域加载３．３Hz调制信

号,右侧区域加载５Hz调制信号,调制后的信号通过PMT接收,然后通过采集卡传输到计算机中存储.采

样频率为２５００００Hz,采集的信号频率满足抽样定理.采集到的信号为两路调制信号的叠加.图６(a)为

PMT采集到的两路混合时域调制信号,图６(b)为模拟得到的两路混合时域调制信号.由图６可以看出,实
际探测的信号和模拟信号的强度基本一致.
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图５ (a)DMD全开的荧光显微成像;(b)两路１０frames－１视频荧光显微成像;(c)四路４０frames－１视频荧光显微成像

Fig敭５  a DMDfullＧopenfluorescencemicroscopyimaging  b fluorescencemicroscopyimagingoftwoＧchannel

１０frames－１video  c fluorescencemicroscopyimagingoffourＧchannel４０frames－１video

图６ (a)PMT采集到的两路混合时域调制信号;(b)模拟得到的两路混合时域调制信号

Fig敭６  a ActualtwoＧwaymixedＧtimeＧdomainmodulatedsignalacquiredbyPMT 

 b analogtwoＧwaymixedＧtimeＧdomainmodulatedsignal

从图７(a)所示的频谱图中能够看到２个明显的频谱峰值,峰值位置分别为３．３Hz和５．０Hz,这与DMD
上加载的１０frames－１视频的两路调制信号频率相吻合,从而证实了采用DMD可以实现两路显微镜频分

复用的功能.将采集到的荧光信号进行傅里叶变换,然后采用带通滤波器进行滤波,再对滤波后的频谱信号

进行傅里叶逆变换,就可得到对应调制频率的时域细胞强度信号,如图７(b)所示.解调后的信号是单频信

号,此信号的振幅代表了细胞信号的强度,由于是静态探测,所以解调后的信号振幅变化很小.

图７ (a)PMT采集的两路混合荧光信号频谱图;(b)解调出３．３Hz和５．０Hz的时域细胞强度信号

Fig敭７  a SpectrogramoftwoＧwaymixedfluorescencesignalcollectedbyPMT 

 b timeＧdomaincellintensitysignalscorrespondingmodulationfrequencyof３敭３Hzand５敭０Hz

在DMD上加载４０frames－１的视频形成四通道荧光显微镜系统.四通道荧光显微镜的调制与解调过

程如图８所示.图８(a)和图８(b)分别为实测信号和模拟信号,它们的波形一致.从图８(c)所示的频谱图中

能够看到四路明显的频谱峰值,峰值位置分别为８,１０,１３．３,２０Hz,这与DMD上加载的４０frames－１视频

的两路调制信号的频率相吻合,从而证实了采用DMD可以实现四路显微镜频分复用的功能.将采集到的

荧光信号进行傅里叶变换,然后采用带通滤波器进行滤波,对滤波后的频谱信号进行傅里叶逆变换,得到对

应调制频率的时域细胞强度信号,即得到了４条解调曲线,如图８(d)所示,曲线的振幅代表细胞信号的强

度.由于是静态探测,所以解调后的信号振幅变化很小.
以上的荧光成像图像、PMT采集的频谱图及解调信号图可以证实,采用DMD加载特殊的视频编码可

以实现多路频分复用功能.本实验系统不仅呈现了马铃薯清晰的细胞图像,还反映出了马铃薯细胞各分区
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图８ (a)PMT采集到的四路混合时域调制信号;(b)模拟得到的四路混合时域调制信号;
(c)PMT采集到的四路混合荧光信号频谱图;(d)解调８,１０,１３．３,２０Hz的时域细胞强度信号

Fig敭８  a ActualfourＧwaymixedtimeＧdomainmodulatedsignalcollectedbyPMT  b analogfourＧwaymixed
timeＧdomainmodulatedsignal  c spectrogramoffourＧwaymixedfluorescencesignalcollectedbyPMT 

 d timeＧdomaincellintensitysignalcorrespondingmodulationfrequencyof８Hz １０Hz １３敭３Hzand２０Hz

的荧光能量随时间的变化关系.在医学活体细胞检测中,本系统可以反映出细胞内某些蛋白分子浓度的实

时输运及变化过程,对病理研究具有重要意义.

６　结　　论
在基于 DMD 的快速集成多通道显微系统中分别加载两路帧率为１０frames－１和四路帧率为

４０frames－１的视频信号,构建出了两通道和四通道频分复用荧光探测系统,证实了DMD快速集成多通道

的可行性.实验用DMD阵列形成多通道实现并行探测,能够克服传统荧光显微镜或共焦显微镜不能同时

多点探测的缺陷,使探测效率成倍增加.相对于传统的机械斩波器或全息聚合物分散液晶(HＧPDLC)光栅,
采用DMD集成的多通道频分复用系统具有易于集成多通道和易于调制信号等优点,该技术为荧光显微探

测技术提供了一种更快的集成多通道方式.
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