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摘要 偏振成像可以获得样本丰富的微观结构信息。通过在传统光学显微镜上加装起偏器模块和检偏器模块,可
以将其升级为穆勒矩阵显微镜,实现生物医学样品的特征结构和偏振性质的全面定量测量。介绍了几种以商业显

微镜为基础的模块化穆勒矩阵显微镜,包括基于双波片旋转的透射式和反射式系统和基于双线偏振CCD的透射

式系统,并对其光路结构、测量原理、校准方法和应用演示进行了详细的阐述。
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1 引  言

偏振是光的基本属性之一。作为一种无标记、
无损伤的光学检测技术,偏振光学成像技术在病理

诊断[1-5]领域展示出良好的应用前景。偏振光学成

像技术具有无需对样品染色、获取信息量丰富、对样

品结构尤其是亚波长微观结构敏感、与传统光学成

像技术兼容等优点,非常适合与现有基于染色方法

的显微成像技术结合,区分病变样品的不同微观结

构特征。
传统偏振显微镜是在显微镜光路的照明端与成

像端增加偏振片。早在1953年,Inoue
 [6]就提出了

一种包含偏振片和相位延迟器的偏振显微镜,并将

其应用于检测活细胞有丝分裂时产生的纺锤体纤

维。1987年,Mickols等[7]在差分偏振显微镜中使

用扫描台对精子细胞核样品的各向异性结构进行了

研究。但这些显微镜都只能对样品的偏振性质进行

定性分析。Oldenburg[8-9]将电控液晶相位延迟器

引入偏振显微镜,精确获取了样品的双折射性质,包
括相位延迟大小和快轴角度分布,后来经过不断完

善推出了商业化Abrio系统[10-11]。
在所有偏振参数中,穆勒矩阵可完备表征待测

样品改变入射光偏振态的能力,进而可全面定量地

表征待测样品的偏振光学性质。通过在传统透射式

或反射式显微镜中添加起偏器(polarization
 

state
 

generator,
 

PSG)模块和检偏器(polarization
 

state
 

analyzer,
 

PSA)模块,可以测量样品的穆勒矩阵,实
现全偏振显微成像。Arteaga等[12]设计并实现了一

种穆勒矩阵显微成像装置,连续旋转起偏器和检偏

器的波片,通过数字解调,实现了样品穆勒矩阵的重

建。我们提出在商业显微镜的基础上进行偏振升级

以实现穆勒矩阵显微镜的思路,并实现了一系列穆

勒矩阵显微镜样机,包括基于双波片旋转的正置透

射式穆勒矩阵显微镜(upright
 

transmission
 

Mueller
 

matrix
 

microscope
 

based
 

on
 

dual
 

rotating
 

retarders,
 

DRR-UTMMM)[13-15]和基于双波片旋转

的正 背 向 反 射 式 穆 勒 矩 阵 显 微 镜 (collinear
 

reflection
 

Mueller
 

matrix
 

microscope
 

based
 

on
 

dual
 

rotating
 

retarders,
 

DRR-CRMMM)[16]。前者可以

实现病理组织等薄切片的穆勒矩阵成像,从而获得

样本的特异性微观结构信息;后者可以实现厚组织

样本的穆勒矩阵成像,相比于斜入射光照明系统,样
品方位角对测量结果的影响被抑制,样品本身的固

有偏振性质得到凸显。
基于双波片旋转的偏振测量系统按照时间顺

序串行调制光线的偏振态,属于非同时性的偏振
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调制方法,因此测量一幅穆勒矩阵图像所需的时

间较长,动态样本的测量结果会包含较明显的偏

振伪影。基于焦平面划分(division
 

of
 

focal
 

plane,
 

DoFP)的线偏振CCD通过在普通成像传感器前增

加具有不同通光方向的微偏振片阵列,实现了待

测光线线偏振分量的实时测量。近年来有一些研

究将线偏振CCD应用于显微成像之中,如将单个

线偏振CCD与荧光显微镜结合[17],以及我们提出

的基于单个线偏振CCD的可实现样品3×4穆勒

矩阵快速测量的偏振显微镜[18]。当线偏振 CCD
与可旋转的四分之一波片[19-20]或液晶可变位延迟

器(liquid
 

crystal
 

variable
 

retarder,
 

LCVR)[21]搭配

使用并进行至少两次图像采集时,可实现全偏振

的测量。我们设计并实现了基于双DoFP线偏振

CCD的 正 置 透 射 式 穆 勒 矩 阵 显 微 镜 (upright
 

transmission
 

Mueller
 

matrix
 

microscope
 

based
 

on
 

dual
 

DoFP
 

polarimeters,
 

DoFPs-UTMMM),其测

量速度和测量准确度相比基于双波片旋转的系统均

有明显的提升[22]。
本文将对模块化穆勒矩阵显微镜的两类实现方

案进行综述。首先介绍基于双波片旋转的穆勒矩阵

显微镜,包括透射式和正背向反射式系统。然后介

绍基于双线偏振 CCD的正置透射式穆勒矩阵显

微镜。

2 基于双波片旋转的穆勒矩阵显微镜

2.1 基于双波片旋转的透射式穆勒矩阵显微镜

  基于双波片旋转的穆勒矩阵测量方法最早于

1978年由Azzam[23]提出。在基于双波片旋转的穆

勒矩阵测量系统中,起偏器和检偏器的四分之一波

片以一定的转速或步进角度比例进行旋转,此时光

强探测器接收到的一系列光强信号可以视作一个傅

里叶周期信号,通过对光强信号序列进行傅里叶分

析,可以推导得到样品的16个穆勒矩阵阵元与光强

信号的傅里叶系数之间的关系,进而实现穆勒矩阵

测量。
在商业透射式显微镜中增加基于双波片旋转的

起偏器模块和检偏器模块,可以实现透射式穆勒矩

阵显微镜,如图1所示[24]。起偏器模块由一个具有

固定角度的偏振片P1和一个可旋转的四分之一波

片R1构成,旋转R1可以产生具有不同偏振态的入

射光线;检偏器模块则与起偏器模块的结构相反,其
包含一个可旋转的四分之一波片R2和一个具有固

定角度的偏振片P2。偏振片P1、P2的通光方向和

四分之一波片R1、R2的初始快轴角度均设定为0°。
单波长LED光源产生的准直单色光经过起偏器的

偏振调制,照射到固定于载物台的样品上,穿过样品

的散射光经过物镜后,被检偏器调制并被CCD所

接收。

图1 基于双波片旋转的透射式穆勒矩阵显微镜结构图[24]

Fig 
 

1 Schematic
 

of
 

transmission
 

Mueller
 

matrix
 

microscope
 

based
 

on
 

dual
 

rotating
 

retarders 24 

在穆勒矩阵测量过程中,起偏器波片R1和检

偏器波片 R2分别固定在电动旋转位移台上并以

1∶5的角度比转动。在本系统中,R1和R2每次步

进6°和30°,CCD对应采集一次光强图像,第i次接

收到的光强信号可以表示为

Iout(i)=c1 0 0 0  ·

MP2MR2(i)MsampleMR1(i)MP1SLED,(1)
式中:SLED 代表照明光的偏振态;MP1 和 MR1(i)分
别代表起偏器中P1和R1第i次步进对应的穆勒

矩阵;MP2 和 MR2(i)分别代表检偏器中P2和 R2
第i次步进对应的穆勒矩阵;Msample 代表待测样品

的穆勒矩阵;c代表CCD的灵敏度。由于四分之一

波片R1和R2具有不同的转动速率,因此Iout 是一

个周期信号,可以表示为傅里叶级数的形式:

Iout=a0+∑
12

n=1

(ancosnωt+bnsinnωt), (2)

式中:a0,an,bn 为信号Iout的傅里叶系数;n 为傅里

叶系数的阶数;t为时间;ω 为信号的基频。经过推

导,可知样品的穆勒矩阵阵元是光强信号傅里叶系

数an 和bn 的函数,因此通过对CCD采集的光强信
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号进行傅里叶分析,便可以求解样本的所有穆勒矩

阵阵元:

Msample=

m11 m12 m13 m14

m21 m22 m23 m24

m31 m32 m33 m34

m41 m42 m43 m44





















, (3)

式中:

m11=a0-a2-a10+a8+a12=

a0-
1
2m12-

1
2m21-

1
4m22

m12=2a2-2a8-2a12=2a2-
1
2m22

m13=2b2+2b8-2b12=2b2-
1
2m23

m14=b1+b9-b11=b1+2b9=

b1-2b11=b1-
1
2m24

m21=-2a8+2a10-2a12=2a10-
1
2m22

m22=4a8+4a12

m23=4b12-4b8
m24=-2b9+2b11=4b11=-4b9

m31=-2b8+2b10-2b12=2b10-
1
2m32

m32=4b12+4b8
m33=4a8-4a12

m34=2a9-2a11=4a9=-4a11

m41=b3-b5+b7=2b3-b5=

2b7-b5=-b5-
1
2m42

m42=-2b3-2b7=-4b3=-4b7
m43=-2a3+2a7=4a7=-4a3

m44=a6-a4=2a6=-2a4















































。
 

(4)

  但以上理论推导是建立在理想起偏器和检偏器

基础上的。在实际实验中,系统的偏振元件往往存

在误差,此时光强信号Iout 不仅为穆勒矩阵阵元的

函数,同时还是各项系统误差的函数,这会影响穆勒

矩阵测量结果的准确度,但可以通过校准方法减小

甚至消除这些系统误差。针对基于双波片旋转的透

射式穆勒矩阵显微镜对测量结果带来的影响,我们

采用解析式校准法(Analytic
 

Calibration
 

Method,
 

ACM),通过建立系统的误差模型,获取各个系统误

差与待测信号之间的解析表达式,进行精确的求解

和校准[25]。假定起偏器的偏振片P1的初始通光方

向与x 轴平行,定义四分之一波片R1、R2的真实初

始快轴方向与x 轴之间的角度误差分别为ε3 和ε4,
偏振片P2的真实初始通光方向与x 轴之间的角度

误差为ε5,四分之一波片R1和R2的真实相位延迟

为δ1 和δ2,则考虑了系统误差后(1)式变为

Iout(i)=c1 0 0 0  MP2(ε5)MR2(i,δ2,ε4)·

MsampleMR1(i,δ1,ε3)MP1SLED。 (5)

  此时,光强信号Iout 不仅为穆勒矩阵阵元的函

数,同时还是五项系统误差的函数,通过推导可以得

出样品穆勒矩阵阵元与光强信号的傅里叶系数和五

项系统误差的解析表达式。在校准时,通常令显微

镜进行空测,由于空气的穆勒矩阵可以看作是理想

的单位矩阵,则此时穆勒矩阵显微镜的各项系统误

差可以利用空气光强信号的傅里叶系数进行精确的

标定。在测量真实样品时,只需要在模型中代入系

统误差,即可获得经过系统误差校准后的穆勒矩阵。

2.2 基于双波片旋转的正背向反射式穆勒矩阵

显微镜

  对于厚组织测量和在体临床诊断等应用,反射

式成像更为实用。采用斜入射光照明的设计虽然可

以降低样本表面正反射光的干扰,但所得到的样本

偏振参数会受到样本放置方位角的影响[26]。
为了克服斜入射光照明带来的缺陷,我们设计

并开发了基于双波片旋转的正背向反射式穆勒矩阵

显微镜,其结构如图2所示[16]。通过在商业化金相

显微镜光路中添加起偏器和检偏器模块,实现正背

向反射式穆勒矩阵成像。与透射式穆勒矩阵显微镜

相似,正背向反射式穆勒矩阵显微镜的起偏器模块

同样由一个具有固定角度的偏振片P1和一个可以

旋转的四分之一波片R1构成,检偏器模块则包含

一个可旋转的四分之一波片R2和一个具有固定角

度的偏振片P2。偏振片P1、P2的通光方向和四分

之一波片R1,R2的初始快轴方向均设定为与x 轴

平行。照明模块由单波长LED光源和准直透镜构

成,照明模块产生的照明光经过起偏器模块的偏振

调制后,被一个50∶50非偏振分光棱镜向下反射以

实现对样品的照明。在这里非偏振分束棱镜的作用

是保证照明光和样品的背向散射光共线。从样品表

面发出的背向散射光向上穿过非偏振分束棱镜,经
过检偏器的偏振调制后最终被CCD接收。在单次

穆勒矩阵测量过程中,起偏器和检偏器的波片 R1
和R2每次步进6°和30°,CCD对应采集一次图像,
根据傅里叶分析的方法即可求解样品的16个穆勒

矩阵阵元。
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图2 基于双波片旋转的正背向反射式穆勒矩阵显微镜[16]。(a)实物图;(b)结构图

Fig 
 

2 Collinear
 

reflection
 

Mueller
 

matrix
 

microscope
 

based
 

on
 

dual
 

rotating
 

retarders 16  
 

 a 
 

Physical
 

map 
 

 b 
 

structural
 

diagram

  正背向反射式穆勒矩阵显微镜同样需要校准,
特别是非偏振分光棱镜自身也往往具有偏振性质,
其可能会在测量结果中引入二向色性和相位延迟误

差。主要考虑的系统误差包括:
 

R1的相位延迟δ1
和角度误差ε3,R2的相位延迟δ2 和角度误差ε4,

P2的角度误差ε5,分光棱镜反射端的穆勒矩阵 MS1

和透射端的穆勒矩阵MS2。则在穆勒矩阵测量过程

中,CCD接收的第i次光强信号可以表示为

Iout(i)=c1 0 0 0  MP2(ε5)MR2(i,δ2,ε4)·

MS2MsampleMS1MR1(i,δ1,ε3)MP1SLED。(6)
定义尺寸为4×30的起偏器仪器矩阵G 和尺寸为

30×4的检偏器的仪器矩阵A,将起偏器和检偏器

的仪器矩阵进行克罗内克积计算和拉直运算,可得

到系统整体的仪器矩阵F:

FT(i)=vecGT(i)AT(i)  , (7)
则(6)式可以简化为

Iout=cF·vec(Msample), (8)
式中:vec(Msample)表示经过拉直运算后的穆勒矩

阵。系统仪器矩阵F 包含了上述系统误差,由于系

统误差种类多且关系复杂,往往难以精确推导相关

解析表达式。为了对系统误差进行标定与校准,研
究者提出了数值求解校准法(Numerical

 

Calibration
 

Method,
 

NCM)[16,27]。首先使用系统测量多个标

准样品,构建由多个非线性方程构成的方程组,其次

通过数值求解直接计算误差模型的误差值并重建系

统的真实仪器矩阵。相比于解析式校准法,数值求

解校准法在适用范围和灵活性方面更有优势。
当求解得到全部的系统误差后,系统的真实仪

器矩阵F 可以被精确重建,则待测样品的穆勒矩阵

满足

vec(Msample)=F-1·Isample, (9)

式中:Isample 为待测样本的光强信号。
为了比较正背向反射式与斜入射光照明反射式

穆勒矩阵成像结果的差异,我们分别利用正背向反

射式穆勒矩阵显微镜以及20°斜入射光照明反射式

穆勒矩阵成像系统对电纺丝纤维样本进行穆勒矩阵

成像,并分别测量了样本的方位角为0°,90°,180°和

270°时的穆勒矩阵。对于每一组数据,我们都计算

了穆勒矩阵旋转不变量参数[26]qL= m2
42+m2

43 和

rL= m2
24+m2

34 以 及 对 应 的 频 率 分 布 直 方 图

(frequency
 

distribution
 

histogram,FDH),结果如

图3所示[16]。结果显示,相比于斜入射光照明反射

式穆勒矩阵成像系统的测量结果[图3(a)、(b)],正
背向反射式穆勒矩阵显微镜测量得到的偏振参数的

FDH几乎不受样品方位角的影响[图3(c)、(d)],
这有助于分离样品固有的偏振性质和样品的方位角

取向,更能反映出样品的真实偏振属性。

3 基于双线偏振CCD的透射式穆勒

矩阵显微镜

  采用旋转波片进行偏振态检测属于非同时性偏

振调制方法,在对偏振性质快速变化的样品进行测

量时,采用同时性偏振调制器件如 DoFP线偏振

CCD可以实现待测光偏振态的同时性测量。这种

装置在普通CCD的每个像素表面覆盖不同角度的

微型偏振片,可实现线偏振成像,具有尺寸和体积

小、测量速度快的优点,适用于快速偏振显微测量。

DoFP线偏振CCD的结构如图4(a)所示[18],邻近

的像素分别覆盖有0°,45°,90°,135°方向的偏振片,
每个像素上的偏振片仅检测一种偏振方向,从而可

以同时获取4个偏振通道的光强图像(I0、I45、I90、
I135)。通过对每个偏振通道的图像进行双线性插
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图3 正背向反射式穆勒矩阵显微镜和斜入射光照明反射式穆勒矩阵成像系统的测量结果[16]。
(a)(b)斜入射光照明反射式穆勒矩阵成像系统;(c)(d)

 

DRR-CRMMM

Fig 
 

3 Results
 

measured
 

by
 

DRR-CRMMM
 

and
 

oblique
 

incident
 

illumination
 

reflection
 

Mueller
 

matrix
 

imaging
 

system 16  
 

 a  b 
 

Oblique
 

incident
 

illumination
 

reflection
 

Mueller
 

matrix
 

imaging
 

system  c  d 
 

DRR-CRMMM

图4 DoFP线偏振CCD及相应的穆勒矩阵显微镜。(a)DoFP线偏振CCD的微偏振片阵列示意图[18];

(b)基于双DoFP线偏振CCD的透射式穆勒矩阵显微镜结构图[22]

Fig 
 

4 DoFP
 

linear
 

polarization
 

CCD
 

and
 

corresponding
 

Mueller
 

matrix
 

microscope 
 

 a 
 

Diagram
 

of
 

pixelated
 

micropolarizer
 

array
 

of
 

DoFP
 

linear
 

polarization
 

CCD 18 
 

  b 
 

schematic
 

of
 

transmission
 

Mueller
 

matrix
 

microscope
 

    based
 

on
 

dual
 

DoFP
 

linear
 

polarization
 

CCDs 22 

值[28-30],得到待测光线的线偏振态:

S=

S0

S1

S2

















 =

I0+I90
I0-I90
I45-I135

















 。 (10)

  为消除各偏振像素的消光比、通光方向和光强

响应的不均匀性引入的误差,在线偏振CCD使用之

前需要先使用具有特定线偏振态[Sref]的准直入射

光进行照明并记录线偏振CCD在每一个像素处的

光强响应[I],则线偏振CCD在每一个像素点处的

仪器矩阵[31]为

ADoFP=[I][Sref]-1。 (11)
为了对动态过程或活体组织进行快速的全偏振穆勒

矩阵测量,本课题组设计并实现了基于双线偏振

CCD的穆勒矩阵显微镜[22]。其中一路线偏振CCD
前加装一个具有固定角度的四分之一波片,两个线

偏振CCD共同组成一个全偏振检偏器。通过测量

检偏器的仪器矩阵,并结合两个线偏振CCD的多通

道偏振数据,实现信号的实时检偏,利用两个线偏振
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CCD的数据计算待测信号的全偏振态。这一方法

充分利用了线偏振CCD可以进行同时性偏振检测

的优点,并克服了单一线偏振CCD无法测量圆偏振

信息的缺点。
基于双线偏振CCD的透射式穆勒矩阵显微镜

的实物图和结构图如图4(b)所示[22]。其中系统的

起偏器模块包括一个具有固定角度的偏振片P1和

一个可旋转的四分之一波片R1,检偏器模块则包含

两个DoFP线偏振CCD、一个50∶50非偏振分光棱

镜和一个具有固定角度的四分之一波片R2。两个

线偏振CCD分别被固定在非偏振分光棱镜的透射

端和反射端,其中波片R2被固定在CCD1和非偏

振分光棱镜的透射端之间。初始状态时波片R1的

快轴方向和起偏器P1的通光方向平行,且与两个

线偏振CCD的0°通光方向平行。两个线偏振CCD
各自的0°通光方向相互平行,成像区域完全相同,
且基于仿射变换进行了图像配准。光源发出的准直

单色光经过起偏器的偏振调制后穿过样品,利用两

个线偏振CCD分别检测被非偏振分光棱镜分束后

的光束。
由于线偏振CCD在使用前已经过校准并已计

算得到了每个像素处的仪器矩阵ADoFP,根据偏振测

量模型,可以计算得到检偏器的整体仪器矩阵:

APSA=
ADoFPMR2(θR2,δR2)

ADoFP





 




 , (12)

式中:MR2(θR2,δR2)是相位延迟为δR2、快轴角度为

θR2 时波片R2的穆勒矩阵。
条件数指标可以用于衡量检偏器对测量误差的

敏感程度[32],其计算公式为

CN(APSA)= APSA · A-1
PSA , (13)

式中:APSA 表示检偏器仪器矩阵APSA 的欧几里得

范数。通过遍历不同的δR2 和θR2 并计算检偏器仪

器矩阵APSA 的条件数,对检偏器进行系统优化。可

以发现,当波片R2的相位延迟为90°时,APSA 的条

件数达到最小值2,且APSA 的条件数与波片R2的

快轴角度取向无关。即只需要一个任意角度的四分

之一波片作为R2,就可以使得检偏器处于最优化的

状态。
此外,为了消除由非偏振分光棱镜引入的残

余偏振信息,在实际的测量模型中需要考虑非偏

振分束镜透射端和反射端的穆勒矩阵。当结合

起偏器 并 使 用 显 微 镜 进 行 空 测 时,两 个 线 偏 振

CCD可以分别测量得到非偏振分光棱镜透射端

和波片 R2的等效3×4穆勒矩阵 Mtrans&R2 以及

非偏振分光棱镜反射端的3×4穆勒矩阵 Mreflect。
考虑了分光棱镜的偏振性质后,得到检偏器的仪

器矩阵为

APSA=
ADoFPMtrans&R2

ADoFPMreflect






 



 。 (14)

将检偏器的仪器矩阵校准后,任意位置处入射光偏

振态的检偏结果为

Sout=A-1
PSA[I], (15)

式中:[I]为两路线偏振CCD接收的未知入射光的

光强信号。
此外,当考虑到显微系统中采用具有大数值孔

径的物镜可能引入的退偏和双折射效应时,可以将

物镜看作检偏器的一部分,此时物镜的偏振效应会

包含在测量得到的检偏器仪器矩阵APSA 中,因而不

会对样本的穆勒矩阵测量结果产生干扰。
当搭配起偏器时,可以实现样品全穆勒矩阵

测量:

Msample=[Sout][Sin]-1。 (16)

  起偏器采用了固定偏振片P1和旋转四分之一

波片R1的结构,在此基础上讨论了两种不同的起

偏方式:1)根据文献[18]的结果,令R1旋转到4个

特定的角度(±45°和±19.6°)进行起偏,每转动到

一个角度时两个线偏振CCD进行数据采集,共进行

了4次采集;2)令R1从-45°开始连续旋转180°进
行起偏,与此同时两个线偏振CCD连续采集。在此

过程中每个CCD分别采集37
 

frame图像,由于R1
的转动可看作是匀速旋转过程且两个CCD均匀采

样,因此相邻两帧图像对应的R1的转动角度间隔

为5°。采用起偏方式2)时,由于电动旋转位移台不

需要在起偏过程中多次加速或减速,且CCD的采集

和波片R1的转动同步进行,因此起偏方式2)具有

更快的起偏速度。此外,起偏方式2)的条件数为

3.537,相比于起偏方式1)更小。
为了验证系统进行穆勒矩阵测量的性能,使用

系统对标准偏振样品进行穆勒矩阵成像,包括偏振

片和实际相位延迟为92.62°的波片,以步长10°采
集了两个标准样品方位角在0°~180°区间变化时的

数据。共采取了两种不同的起偏方式用于成像,分
别记录了各自所需的平均采集时间以评价测量速

度,并使用测量得到的各个穆勒矩阵阵元的均值计

算 平 均 均 方 根 误 差 (root
 

mean
 

squared
 

error,
 

RMSE)指标以评价测量准确度。此外,还将实验结

果与基于双波片旋转的透射式穆勒显微镜得到的结

果进行了比较。三种穆勒矩阵成像方法得到的实验

1517002-6



特邀综述 第48卷
 

第15期/2021年8月/中国激光

结果如表1所示。结果显示,基于双线偏振CCD的

两种起偏方式均可以取得较高的测量准确度(平均

RMSE小于0.01),且起偏方式2)相比于起偏方式

1)在测量准确度上有了进一步的提升。此外,相比

于基于双波片旋转的透射式穆勒矩阵显微镜,基于

双线偏振CCD的透射式穆勒矩阵显微镜不仅测量

时间大大缩短,测量准确度也有所提升,这可能是由

于后者整体系统的条件数更小,且后者的检偏器中

不包含运动部件,因此波片R2的不均匀性引入的

误差可以通过逐像素校准被很好地消除。
表1 三种穆勒矩阵成像方法的平均采集时间、平均RMSE和仪器矩阵的条件数[22]

Table
 

1 Average
 

acquisition
 

time 
 

average
 

RMSE
 

and
 

condition
 

number
 

of
 

three
 

different
 

Mueller
 

matrix
 

imaging
 

methods 22 

Imaging
 

method
Acquisition

 

time
 

/s
Average

 

RMSE Conditional
 

number
Linear

 

polarizer Wave
 

plate PSG PSA
DRR-UTMMM

 

192 0.0126 0.0208 3.612 3.612
DoFPs-UTMMM+scheme

 

1 14 0.0070 0.0062 3.677 2.217
DoFPs-UTMMM+scheme

 

2 9 0.0069 0.0049 3.537 2.217

4 全偏振显微成像技术应用

使用穆勒矩阵显微镜对样品进行穆勒矩阵显微

成像并计算具有明确物理意义的特异性偏振参数,如
穆勒矩阵分解(Mueller

 

matrix
 

decomposition,
 

MMD)
参 数[33] 以 及 穆 勒 矩 阵 变 换 (Mueller

 

matrix
 

transformation,
 

MMT)参数[34]等,这些参数可以提供

更加丰富的样品特异性微观结构信息。肝癌组织中

常伴随有肝纤维化导致的组织炎症反应,根据肝纤维

化程度的不同,可以对肝癌阶段进行分期(F1~F4)。

使用基于双波片旋转的透射式穆勒矩阵显微镜分别

测量并计算未染色的F1~F4期肝癌组织切片的偏

振参数显微图像,包括 MMD参数中的线性相位延

迟参数δ及其角度参数θ、MMT参数中的t参数和

x 参数,其中F4期肝癌组织的偏振参数显微图像如

图5所示[14]。可以发现,F4期肝癌组织的偏振参

数δ和t清晰显示组织中纤维结构的分布,而偏振

参数θ和x 则显示了肝纤维的不同取向。这意味着

偏振参数可以作为肝组织癌变过程中纤维化程度的

表征指标。

图5 具有肝纤维化特征的F4期肝癌组织的未染色脱蜡切片的偏振参数图像[14]。(a)
 

δ;(b)t;(c)θ;(d)x

Fig 
 

5 Polarization
 

parameter
 

images
 

of
 

nonstained
 

dewaxing
 

slice
 

of
 

cancerous
 

liver
 

tissue
 

with
 

fibrosis
 

in
 

F4
 

stage 14  
 

 a 
 

δ 
 

 b 
 

t 
 

 c θ 
 

 d 
 

x

  为了定量分析偏振参数对不同肝癌组织分期的

表征作用,计算了F1~F4期肝癌组织切片偏振参

数图像δ和t的平均值,如图6所示[14]。可以看到,
随着肝癌的发展,两个偏振参数的平均值逐渐增大,

这主要是其表征的样本纤维化程度的增加所导致

的。此外,图7显示了F1~F4期肝癌组织切片偏

振参数图像θ 的分布直方图[14],结果显示,随着肝

癌的发展,参数的分布由相对均匀逐渐收敛到特定
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角度,这表明纤维结构的取向主要分布在较窄的范

围内。以上结果显示,偏振显微成像技术能够表征

非染色病理切片中的纤维取向和分布,有利于辅助

图6 不同分期肝癌组织切片偏振参数

图像δ和t的均值
 [14]

Fig 
 

6Average
 

values
 

of
 

δ
 

and
 

t
 

for
 

cancerous
 

liver
 

tissue
 

slice
 

polarization
 

parameter
 

images
 

in
 

   different
 

stages
 

 14 

肝癌快速诊断。

  偏振显微成像具有数据维度大、信息量丰富且

结构化强的特点,因此可以通过结合机器学习方法

等,将 具 有 已 知 物 理 意 义 的 偏 振 参 数 作 为 基 底

(polarimetry
 

basis
 

parameter,
 

PBP)进行训练和组

合,有望找到各种样品的微观结构信息和偏振参数

之间的联系,从而构建可以定量表征生物组织微观

结构 的 新 的 特 异 性 偏 振 特 征 参 数(polarimetry
 

feature
 

parameter,
 

PFP),扩展偏振显微成像的表

征能力,达到准确区分不同病理结构的目标。利用

线性判别分析(linear
 

discriminant
 

analysis,
 

LDA)
方法提取的偏振特征参数,对四种乳腺组织(乳腺正

常组织、乳腺纤维瘤、乳腺导管癌和乳腺粘液癌)中
的三种典型病理结构(细胞核、增生纤维和正常纤

维)进行定量表征,结果如图8所示。结果显示,偏
振特征参数能够定量精准地识别癌变组织中病理结

构的种类与分布,可以作为病理组织特定微观结构

自动和定量识别的有力工具[35]。

图7 不同分期肝癌组织切片偏振参数图像θ的分布直方图[14]

Fig 
 

7 Statistical
 

distribution
 

histograms
 

of
 

θ
 

for
 

cancerous
 

liver
 

tissue
 

slice
 

polarization
 

parameter
 

images
 

in
 

different
 

stages
 

 14 

  为了对活细胞等偏振性质微弱的动态样品进行

准确偏振测量,实现采集快速、测量准确的偏振显微

成像技术具有重要的意义。利用基于双线偏振

CCD的透射式穆勒矩阵显微镜测量的血细胞涂片

的穆勒矩阵,计算得到二向色性参数D 以及m12 和

m13 的方位角αD 两个偏振参数图像[22],结果如图9
所示。结果显示,即使针对血细胞这样的微弱偏振

性质的样品,系统仍然能够以较高的信噪比表征样

品的偏振性。相比于背景,血细胞的二向色性被凸

显出来,且二向色性参数的方向围绕着血细胞的形

状发生连续变化,证明测量的偏振参数具有较高的

灵敏度。测量结果证明,当结合更快速的起偏器模

块时,系统未来有潜力对活细胞的动态过程进行实

时准确的偏振监测。
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图8 特异性偏振参数对四种乳腺组织中三种典型病理结构(细胞核、增生纤维以及正常纤维)的定量表征[35]。
(a)乳腺正常组织;

 

(b)乳腺纤维瘤;
 

(c)乳腺导管癌;
 

(d)乳腺粘液癌

Fig 
 

8 Quantitative
 

characterization
 

for
 

three
 

distinctive
 

pathological
 

features
 

 cell
 

nuclei 
 

aligned
 

collagen 
 

and
 

disorganized
 

collagen 
 

in
 

4
 

different
 

breast
 

tissues
 

using
 

PFPs
 

 35  
 

 a 
 

Healthy
 

breast
 

tissue 
 

 b 
 

breast
 

fibroma 
 

    c 
 

breast
 

ductal
 

carcinoma 
 

 d 
 

breast
 

mucinous
 

carcinoma

图9 血细胞涂片的偏振参数图像[22]。(a)
 

D;(b)
 

αD

Fig 
 

9 Polarization
 

parameter
 

images
 

of
 

red
 

blood
 

cell
 

smear 22  
 

 a 
  

D 
 

 b 
 

αD
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5 总结与展望

作为显微成像和偏振光学技术的结合,穆勒矩

阵显微镜可以获取样品丰富的微观结构信息和偏振

性质,在生物医学相关领域中发挥重要的作用。本

文对基于双波片旋转和基于双线偏振CCD的穆勒

矩阵显微镜进行了综述,并分别介绍了两类技术各

自的特点。
基于偏振光散射的穆勒矩阵显微成像技术具有

无标记、无损伤、定量测量的特点,十分适用于针对

活体生物体系和动态生物过程的研究。穆勒矩阵显

微成像能够获得亚波长光学超分辨尺度下的微观散

射颗粒(细胞器等)信息,也能够获得介观和宏观尺

度的图像信息,是一种跨尺度成像技术。偏振方法

是非偏振光学方法的直接升级,包含非偏振光学所

得到的光强信息,这些信息易于被人接受,同时偏振

方法能够获得更加丰富的微观结构信息。此外,偏
振显微成像还可以与机器学习等数据科学相结合,
为研究生物样本的微观结构提供强有力的实验手

段。基于以上优点,除生物医学领域之外,穆勒矩阵

显微成像技术还在材料识别、纤维含量检测、产品缺

陷检测等多个方面具有潜在的应用价值。
现有的穆勒矩阵显微成像技术还有待改进。一

是受显微成像原理的限制,成像区域较小,难以直接

获取整个样本的偏振信息。在穆勒矩阵显微镜上加

装电动扫描位移台并实现全玻片扫描穆勒矩阵成像

(Whole
 

slide
 

Mueller
 

matrix
 

imaging,
 

WSMMI)可以

解决这个问题。二是相比普通光强显微成像技术,穆
勒矩阵显微镜往往包含较多的偏振光学元件和运动

部件,这对系统的稳定性和便携性提出了挑战。采取

同时性偏振调制技术进行偏振态检测并减少或避免

运动部件的使用,有助于提升系统测量的稳定性和准

确度,方便技术的推广应用。三是穆勒矩阵显微成像

技术如果是在现有传统商业显微镜上升级改造实现

的,则偏振测量的准确度会在很大程度上受成像系统

内部光学元件的偏振残差的影响。发展有针对性的

系统误差校准方法,或者在光路设计上进行优化,可
以减小甚至去除成像系统引入的偏振误差。

未来穆勒矩阵显微镜的发展趋势是实现更快的

测量速度和更高的测量准确度。更快的测量速度依

赖于更加快速可靠的起偏器和基于同时性偏振调制

元件的检偏器,而更高的测量准确度则不仅与系统

中各个元件的质量和稳定性紧密相关,更取决于以

“优化、降噪、校准”为核心的偏振测量系统设计和校

准方法。随着偏振调制与测量技术的不断发展与完

善,未来穆勒矩阵显微镜有望实现对活体组织或细

胞的动态过程进行实时准确的偏振测量,从而成为

推动生物医学领域研究的重要工具。
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Abstract

Significance 
 

Polarization
 

imaging
 

technology
 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

non-invasive
 

detection 
 

rich
 

information 
 

sensitivity
 

to
 

the
 

microstructure
 

of
 

the
 

sample 
 

and
 

compatibility
 

with
 

traditional
 

optical
 

imaging
 

technology 
 

which
 

makes
 

it
 

suitable
 

for
 

combining
 

with
 

microscopy
 

techonology
 

based
 

on
 

staining
 

methods
 

to
 

distinguish
 

the
 

characteristics
 

of
 

different
 

microstructures
 

of
 

pathological
 

tissues 
 

By
 

adding
 

the
 

polarization
 

state
 

analyzer
 

 PSA 
 

and
 

polarization
 

state
 

generator
 

 PSG 
 

modules
 

to
 

the
 

commercial
 

transmission
 

and
 

colinear
 

reflection
 

optical
 

microscopes 
 

the
 

Mueller
 

matrix
 

microscopic
 

imaging
 

can
 

be
 

performed 
 

The
 

Mueller
 

matrix
 

can
 

realize
 

the
 

complete
 

characterization
 

of
 

the
 

polarization
 

properties
 

of
 

the
 

sample 

Progress We
 

have
 

established
 

the
 

upright
 

transmission
 

Mueller
 

matrix
 

microscope
 

 Fig 
 

1 
 

DRR-UTMMM 
 

and
 

collinear
 

reflection
 

Mueller
 

matrix
 

microscope
 

 Fig 
 

2 
 

DRR-CRMMM 
 

based
 

on
 

dual
 

rotating
 

retarders
 

in
 

which
 

PSA
 

and
 

PSG
 

modules
 

consist
 

of
 

a
 

fixed
 

linear
 

polarizer
 

and
 

a
 

rotatable
 

quarter-wave
 

plate 
 

respectively 
 

The
 

working
 

principles
 

are
 

based
 

on
 

Fourier
 

coefficient
 

analysis 
 

During
 

each
 

measurement
 

process 
 

two
 

quarter-wave
 

plates
 

rotate
 

with
 

a
 

fixed
 

step
 

angle
 

ratio 
 

and
 

30
 

images
 

with
 

different
 

polarization
 

states
 

are
 

collected
 

to
 

reconstruct
 

the
 

Mueller
 

matrix
 

of
 

the
 

sample 
 

In
 

order
 

to
 

eliminate
 

the
 

possible
 

systematic
 

errors
 

and
 

improve
 

the
 

measurement
 

accuracy 
 

the
 

calibration
 

of
 

the
 

Mueller
 

matrix
 

measurement
 

system
 

is
 

necessary 
 

For
 

the
 

transmission
 

system 
 

the
 

analytic
 

calibration
 

method
 

 ACM 
 

is
 

adopted 
 

The
 

systematic
 

errors
 

can
 

be
 

accurately
 

solved
 

by
 

establishing
 

the
 

error
 

model
 

between
 

each
 

systematic
 

error
 

and
 

the
 

measurement
 

signal 
 

For
 

the
 

collinear
 

reflection
 

system 
 

due
 

to
 

the
 

complex
 

relationship
 

between
 

the
 

measurement
 

signal
 

and
 

errors 
 

it
 

is
 

difficult
 

to
 

derive
 

the
 

expression
 

directly 
 

so
 

the
 

numerical
 

calibration
 

method
 

 NCM 
 

is
 

used
 

to
 

calculate
 

the
 

systematic
 

errors
 

and
 

rebuild
 

the
 

system
 

instrument
 

matrix 
 

which
 

has
 

a
 

higher
 

applicable
 

scope
 

and
 

flexibility 
 

In
 

order
 

to
 

perform
 

the
 

fast
 

Mueller
 

matrix
 

imaging 
 

linear
 

polarization
 

CCD
 

based
 

on
 

division
 

of
 

focal
 

plane
 

 DoFP 
 

is
 

used 
 

which
 

is
 

capable
 

of
 

measuring
 

the
 

linear
 

polarization
 

states
 

of
 

light
 

by
 

equipping
 

micro-polarizer
 

array
 

in
 

front
 

of
 

the
 

ordinary
 

imaging
 

sensor 
 

We
 

designed
 

and
 

implemented
 

the
 

upright
 

transmission
 

Mueller
 

matrix
 

microscope
 

based
 

on
 

dual
 

DoFP
 

linear
 

polarization
 

CCDs
 

 Fig 
 

4 
 

DoFPs-UTMMM  
 

Two
 

linear
 

polarization
 

CCDs
 

are
 

fixed
 

in
 

the
 

transmission
 

and
 

reflection
 

ends
 

of
 

a
 

non-polarized
 

beam
 

splitter 
 

respectively 
 

one
 

of
 

which
 

is
 

equipped
 

with
 

a
 

fixed
 

angle
 

quarter-wave
 

plate 
 

The
 

real-
time

 

polarization
 

state
 

analyzer
 

is
 

realized
 

by
 

combining
 

the
 

multi-channel
 

polarization
 

data
 

from
 

two
 

linear
 

polarization
 

CCDs 
 

In
 

order
 

to
 

eliminate
 

the
 

parasitic
 

polarization
 

artifacts
 

introduced
 

by
 

the
 

beam
 

splitter 
 

the
 

Mueller
 

matrix
 

of
 

the
 

beam
 

splitter
 

is
 

considered
 

in
 

PSA
 

instrument
 

matrix
 

after
 

calibration 
 

Two
 

different
 

schemes
 

of
 

PSG
 

are
 

also
 

discussed 
 

The
 

performance
 

of
 

DoFPs-UTMMM
 

is
 

validated
 

by
 

conducting
 

Mueller
 

matrix
 

imaging
 

on
 

standard
 

polarization
 

samples
 

with
 

different
 

azimuths 
 

The
 

results
 

show
 

that
 

DoFPs-UTMMM
 

has
 

a
 

higher
 

measurement
 

accuracy
 

and
 

faster
 

measurement
 

speed
 

compared
 

to
 

DRR-UTMMM 
 

which
 

make
 

it
 

suitable
 

for
 

monitoring
 

dynamic
 

processes
 

or
 

living
 

tissues 
In

 

this
 

article 
 

we
 

also
 

introduce
 

some
 

biomedical
 

applications
 

of
 

the
 

Mueller
 

matrix
 

microscope 
 

By
 

perfoming
 

Mueller
 

matrix
 

imaging
 

of
 

cancerous
 

liver
 

tissues
 

in
 

different
 

stages
 

and
 

calculating
 

polarization
 

parameters 
 

it
 

can
 

realize
 

the
 

characterization
 

of
 

the
 

degree
 

of
 

liver
 

fibrosis
 

in
 

the
 

cancerous
 

liver
 

tissue
 

 Figs 
 

5--7  
 

By
 

combining
 

with
 

data
 

technologies
 

including
 

machine
 

learning 
 

new
 

polarization
 

parameters
 

used
 

to
 

quantitatively
 

characterize
 

the
 

microstructure
 

of
 

biological
 

tissues
 

can
 

be
 

derived 
 

which
 

can
 

accurately
 

distinguish
 

specific
 

pathological
 

structures
 

 Fig 
 

8  
 

Through
 

the
 

fast
 

and
 

accurate
 

polarization
 

measurement
 

of
 

blood
 

cells
 

 Fig 
 

9  
 

it
 

can
 

be
 

tested
 

that
 

the
 

system
 

has
 

the
 

potential
 

for
 

real
 

time
 

and
 

accurate
 

polarization
 

monitoring
 

of
 

the
 

dynamic
 

process
 

of
 

living
 

cells
 

in
 

the
 

future 

Conclusions
 

and
 

Prospects In
 

this
 

article 
 

we
 

summarize
 

several
 

modular
 

polarization
 

microscopes
 

implemented
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in
 

our
 

previous
 

studies 
 

including
 

the
 

transmission
 

Mueller
 

matrix
 

microscope
 

and
 

the
 

collinear
 

reflection
 

Mueller
 

matrix
 

microscope
 

based
 

on
 

dual
 

rotating
 

retarders 
 

as
 

well
 

as
 

the
 

transmission
 

Mueller
 

matrix
 

microscope
 

based
 

on
 

dual
 

linear
 

polarization
 

CCDs 
 

Then
 

we
 

introduce
 

some
 

applications
 

of
 

modular
 

polarization
 

microscope
 

in
 

the
 

biomedicine
 

field 
 

With
 

the
 

combination
 

of
 

microscopy
 

and
 

polarization
 

imaging
 

technology 
 

Mueller
 

matrix
 

microscope
 

can
 

be
 

directly
 

upgraded
 

from
 

ordinary
 

optical
 

microscopy
 

methods 
 

It
 

has
 

the
 

following
 

advantages 
 

suitable
 

for
 

the
 

studies
 

of
 

biological
 

living
 

systems 
 

capable
 

of
 

obtaining
 

cross-scale
 

image
 

information 
 

and
 

easy
 

to
 

be
 

combined
 

with
 

data
 

science
 

technologies 
 

Besides
 

biomedicine 
 

the
 

Mueller
 

matrix
 

microscope
 

can
 

be
 

also
 

applied
 

to
 

many
 

fields
 

including
 

material
 

science 
 

defect
 

detection 
 

etc 
 

There
 

also
 

exsit
 

some
 

aspects
 

that
 

need
 

to
 

be
 

improved 
 

relatively
 

small
 

imaging
 

area 
 

and
 

high
 

requirement
 

for
 

system
 

stability
 

and
 

residual
 

polarization
 

artifacts
 

of
 

the
 

optics
 

inside
 

the
 

system 
 

This
 

article
 

puts
 

forward
 

specific
 

suggestions
 

for
 

the
 

above
 

problems 
 

In
 

the
 

future 
 

the
 

development
 

tread
 

of
 

Mueller
 

matrix
 

microscope
 

is
 

faster
 

measurement
 

speed
 

and
 

higher
 

measurement
 

accuracy 
 

With
 

the
 

improvements
 

of
 

polarization
 

modulation
 

and
 

measurement
 

technology 
 

the
 

Mueller
 

matrix
 

microscope
 

is
 

expected
 

to
 

perform
 

real-time
 

and
 

accurate
 

full-polarization
 

measurement
 

of
 

living
 

cells
 

and
 

in-vivo
 

tissues 
 

and
 

becomes
 

an
 

important
 

tool
 

to
 

promote
 

biomedical
 

applications 
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