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双路频分复用荧光共焦显微探测技术研究

唐平玉　郑继红　曹剑炜　张运波　蒋妍梦　黄爱琴　周增军　庄松林
（上海理工大学光电信息与计算机工程学院，上海２０００９３）

摘要　报道了结合频分复用技术来提高荧光共焦生物显微探测系统探测能力的实现原理和方法。通过对双路激

发光信号的载频调制，将激发光聚焦到生物样品上产生荧光信号，再通过傅里叶变换、滤波和解调制过程，最后将

两路荧光信号强度随时间变化曲线进行还原。实验搭建了紫外波段激励光源的双频复用荧光共焦显微成像系统，

并成功探测到了鼠神经海马细胞样品发出的双点荧光信号。频分复用共焦显微成像系统能够多通道、实时、快速

地探测生物细胞荧光信号，并具有较高的时间和空间分辨率。
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１　引　　言

激光扫描共焦显微镜（ＬＳＣＭ）是随着光学、视频、计算机等技术的飞速发展而诞生的新一代显微镜，它

在研究和分析活细胞结构、分子、离子的实时动态变化过程，组织和细胞的光学连续切片和三维结构重建等

方面，具有传统的光学显微镜望尘莫及的能力［１，２］。频分复用荧光共焦显微镜（ＦＤＭＣＦＭ）是把频分复用技

术应用到荧光共焦显微镜中，采用对激发光信号的载频调制和对荧光信号的分频解调，实现对生物细胞的多
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点荧光实时快速探测［３］。该方法不同于现有的逐点扫描式荧光显微技术，而且不需要昂贵的光电倍增管

（ＰＭＴ）探测器阵列，是用来研究活细胞内部变化的有效工具。

２　基本原理

共焦显微术由 Ｍｉｎｓｋｙ
［４］提出并申请了美国专利。在此共焦成像系统中，采用点光源照明样品，并用探

测器之前的与光源成共轭关系的孔径来滤去焦外信号，然后利用横向和轴向扫描技术获得整个样品的三维

信息，获得了高分辨三维图像。自此以后，共焦显微成像受到人们广泛的关注，新型的共焦成像技术不断涌

现。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；１９９０年Ｓｔｒｉｃｋｌｅｒ等
［５］

提出将双光子激发现象应用到激光扫描共焦显微镜中，产生了双光子激光扫描显微镜。１９９２年Ｄａｂｂｓ等
［６］

使用单模光纤进行光束传输设计出了反射光纤共焦显微镜。在过去的十几年里又出现了多种类型的共焦显

微镜，例如三维数字共焦拉曼显微镜［７］、光谱编码共焦显微镜［８］、光纤耦合多路复用共焦显微镜［９］以及使用

光子晶体光纤产生的超白光作激励光源的彩色共焦显微镜［１０］。这些显微镜的分辨率和反应速度相比之前

的显微镜都有很大的提高和改善。近年来国内在显微术领域也有了一定发展，２００９年余卿等
［１１，１２］提出基于

中心扩散法和光强重组法的激光并行共焦显微系统，２０１０年李恒等
［１３］提出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，这些新技术对提高显微系统探测精度、分辨率和反应速度等都有不少贡献。

频分复用荧光共焦显微镜是２００６年由Ｓｈｉ等
［１４］提出的一种新型的显微镜，基本思想就是将通信原理

中的频分复用技术运用到显微测量领域，实现快速多信道测量。该技术实现了多通道无扫描多点同时探测，

能够实时观察生物活细胞的瞬间动态变化。频分复用技术通常是将用于传输信道的总带宽划分成若干个子

信道，每一个子信道传输一路信号，并以并行的方式工作。在荧光共焦显微镜中使用频分复用技术，其基本

原理是：将一束激光分为多路，然后这些光束通过光斩波器被调制不同的载波频率（为了在解调的时候能够

轻易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，通过傅里叶变换实现荧

光信号的解调制，从而区分各点的荧光发射情况。整个过程类似于调频收音机的调制解调。该方法能够有

效克服荧光显微镜不能同时多点读取信息的问题，同时还能保持甚至提高荧光显微镜的空间和时间分辨率。

根据抽样定理，各信道的时间分辨率主要取决于被调制信号的频率，其极限值取决于荧光信号本身的寿命和

图１ 双路频分复用荧光共焦显微成像光路图

Ｆｉｇ．１ Ｏｐｔｉｃａｌｓｙｓｔｅｍｏｆｆｒｅｑｕｅｎｃｙｄｉｖｉｓｉｏｎｍｕｌｔｉｐｌｅｘｅｄ

ｃｏｎｆｏｃａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ（ＦＤＭＣＦＭ）

光电倍增管的反应时间，最快可能达到纳秒量级。

３　实验系统

最简单的双光路复用荧光共焦实验系统光路图如图１所示。首先，激发激光通过扩束准直后通过非偏

分光棱镜ＢＳ１分成两束，每束分别以不同的斩波频率斩波，再用合光棱镜ＢＳ２合光后进入二向色镜组。激

发激光单方向经过物镜会聚于样品两点，产生双点荧光，

然后再次被物镜收集，并从二向色镜组出射，进入分光棱

镜ＢＳ３，其中一束经过成像透镜将生物细胞成像于ＣＣＤ

接收，另外一束经过共焦小孔（本实验用单模光纤代替共

焦小孔）后被光电倍增管接收。经过模数转换，信号经数

据采集卡后输入电脑并采集和处理数据，解调单路荧光

信号强度变化。在该系统中，光电倍增管检测到的实际

强度是两个荧光点所发出的荧光光照强度之和，假设荧

光光照强度作为时间函数的两个点分别为犳１（狋）和

犳２（狋）。通 过 调 制 后 单 路 荧 光 光 照 强 度 分 别 为

犳１（狋）ｃｏｓ（ω１狋）和犳２（狋）ｃｏｓ（ω２狋）。这样光电倍增管检测的

强度信号狊（狋）可以记作
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狊（狋）＝犳１（狋）ｃｏｓ（ω１狋）＋犳２（狋）ｃｏｓ（ω２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）。光电倍增管输出的信号经过模数转

换器，模拟电子信号就被转换为数字信号并传送到数据采集卡上，数据采集卡输出的数字信号被输入电脑，

电脑程序对采集到的检测信号进行傅里叶变换，并在频域上使用带通滤波器很容易就把这两路信号分开，最

后再通过余弦函数解调制，还原出两点没有被调制的荧光信号。总之，频分复用荧光共焦显微镜是通过对激

光光源进行分光调制，然后再对收集到的荧光进行解调来实现对样品的观察和对其发出荧光的测量，实现并

行高速探测。

在实验系统中，激发光光源采用了紫外（ＵＶ）波段的４０５ｎｍ半导体准直激光器（ＤｒｅａｍＬａｓｅｒ公司提

供，功率为２０ｍＷ），样品是鼠神经海马细胞切片。激发激光经过准直扩束后产生直径为１０ｍｍ的平行光

束，然后经过局部马赫 曾德尔光路，在光路的两臂中加入双通道斩波器（南京大学微弱信号公司生产的ＮＤ

４型可变频率双参考光斩波器），将激光分别调制到不同的载波频率，记作ω１＝２π犳１和ω２＝２π犳２，两路频率

存在５倍关系，即犳１ ＝５犳２。在马赫 曾德尔光路中，通过调节两个反射镜 Ｍ１和 Ｍ２的微小角度变化，调节

两束激发光束的夹角，从而控制样品表面所聚焦的双点荧光之间的距离。双路激发激光信号通过 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），激发激光再通过显微物

镜会聚到生物样品上形成双点荧光。所选用的是４０倍无限远物镜，数值孔径（犖犃）为０．６５（二向色镜组和

无限远物镜均由上海长方光学仪器有限公司提供）。样品所发出的绿色荧光一部分经过成像物镜后所成的

像被黑白ＣＣＤ或者彩色ＣＭＯＳ摄像接收（由大恒公司提供），另外一部分被高敏感光电倍增管接收（光电倍

增管由北京滨松光子生产，型号ＣＲ１８６，波长范围为３００～６５０ｎｍ，峰值波长为４２０ｎｍ）。荧光信号从ＢＳ３

棱镜分光后在进入ＰＭＴ探测之前，通过了光纤耦合共焦部分，光学系统结构如图２所示。由于聚焦到样品

上的荧光两点之间距离很小（在微米量级），出射双路荧光首先经过长焦距３００ｍｍ的傅里叶消色差透镜聚

焦，在透镜的频谱面上两聚焦荧光点距离分离至１～３ｍｍ，然后采用三角光楔棱镜（直角棱镜）将两荧光信

图２ ＦＤＭＣＦＭ系统光纤耦合共焦实现光路图

Ｆｉｇ．２ ＣｏｎｆｏｃａｌｓｅｃｔｉｏｎｏｆＦＤＭＣＦＭ

号彻底分开（两束光分开的角度约为６５°），再分别通过光

纤耦合器。耦合器采用４０倍聚焦透镜聚焦荧光信号后

输入单模光纤，然后将光纤出射端双路信号直接送入光

电倍增管探测。在实验中光纤的直径只有２５μｍ左右，

相当于小孔的共焦作用。光电倍增管探测后的信号通过

数据采集卡完成模数转换（北京阿尔泰科技公司提供的

ＵＳＢ２８１６），再将数据用 Ｍａｔｌａｂ软件进行滤波和还原。

４　结果与讨论

在成像观察部分，由于采用了无限远物镜，平行的荧光光束经过成像透镜聚焦在焦距附近，因此摄像头

在成像透镜的焦距附近调节，得到清晰的成像图片。通过对成年鼠神经细胞样品的成像观察，可以得到不同

倍率情况下的细胞成像图３。图中，鼠海马细胞的轮廓清晰可辨，根据常用的分辨率公式，横向分辨率Δ狉表

示为

Δ狉＝０．６１
λ
犖犃
， （２）

式中λ为所激发出的荧光的波长，样品所激发出的荧光中心波长为５３０ｎｍ，显微物镜的数值孔径为０．６５，则

横向分辨率为Δ狉＝０．５μｍ。４０倍无限远显微物镜的焦距约为３．３ｍｍ，光学系统的放大倍率为所采用的成

像透镜的焦距同显微物镜焦距的比值，再经过ＣＣＤ成像系统的接收平面的放大可以得到更大的放大倍率。

因而，采用相同的ＣＣＤ采集器件，成像透镜焦距越大则系统放大倍率越高。图３（ａ）和（ｂ）采用焦距为

２５０ｍｍ，通光孔径４０ｍｍ的透镜拍摄。图３（ｃ）采用焦距为１００ｍｍ，通光孔径为２５．４ｍｍ的成像透镜拍

摄。图３（ｄ）采用焦距为１２０ｍｍ，通光孔径为７０ｍｍ的大数值孔径（０．５８３）成像透镜，具备更强大的荧光聚

集能力，可以看到箭头所标识的两个明显成像聚焦点。

０９１８０１３



４８，０９１８０１ 激光与光电子学进展 ｗｗｗ．ｏｐｔｉｃｓｊｏｕｒｎａｌ．ｎｅｔ

图３ 采用不同成像物镜拍摄的鼠神经细胞显微图

Ｆｉｇ．３ ＲａｔｎｅｕｒａｌｃｅｌｌｐｉｃｔｕｒｅｓｔａｋｅｎｂｙＦＤＭＣＦＭｓｙｓｔｅｍｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｍａｇｉｎｇｌｅｎｓｅｓ

　　对于共焦探测部分，其横向分辨率同上述描述一致，轴向分辨率则表示为

Δ狕＝
１．４λη
犖犃２

， （２）

式中λ为所激发出的荧光的波长，样品所激发出的荧光中心波长为５３０ｎｍ，η为所探测样品的有效折射率，

考虑到７０％的生物细胞成分是水分子，因此取值为１．３。显微物镜的数值孔径为０．６５，则系统的轴向分辨

率为Δ狕≈２μｍ。

图４ （ａ）对ＰＭＴ采集信号的模拟；（ｂ）实际采集的信号

Ｆｉｇ．４ （ａ）ＳｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｓｉｇｎａｌｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｂｙＰＭＴ；（ｂ）ｓｉｇｎａｌｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

用该系统对两路荧光信号分别以某一载波频率调制后，对生物样品实现双点荧光探测功能。实验中采

用了１９８Ｈｚ和９９０Ｈｚ调频信号为例。光电倍增管采集到的应为两路调频信号的叠加。图４是双路调频荧

光信号的模拟和实验结果图。图４（ａ）是利用 Ｍａｔｌａｂ软件模拟１９８Ｈｚ和９９０Ｈｚ的正弦和频信号，图４（ｂ）

是光电倍增管实际测量的荧光强度图。通过比较可以看到，由于机械振动和光电倍增管等噪音信号，实际探

测的荧光强度变化与理想强度形状基本一致，但也略有不同。然后对所采集的双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。从图中可见，１９８Ｈｚ和９９０Ｈｚ的频谱信号明显，在１９８Ｈｚ的三

倍频６００Ｈｚ左右的位置可见其倍频信号，在其他频谱位置可见一些干扰信号的频谱信号。将采集到的双路

荧光信号进行滤波后再进行傅里叶变换，得到频率域的频谱分布如图５（ｂ）所示。从图中可见，频谱信号在

去除噪声后更加明显。经过对所需要频率信号的挑选滤波，然后做逆傅里叶变换，得到１９８Ｈｚ和９９０Ｈｚ调

频位置处的双点荧光强度随时间变化曲线如图６所示。从图中可见两条荧光变化曲线幅度不同，但是两点

荧光信号强度变化很小。事实上，荧光强度与细胞中激发光聚焦点所在位置的某种蛋白质浓度有关。在激
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发激光能量相同且共焦光纤耦合效率相同的情况下，不同的荧光细胞，甚至同一细胞不同位置，只要该种荧

光蛋白浓度存在差异，就会产生荧光强度的不同。假设ＦＤＭＣＦＭ系统中分光棱镜是严格等幅度分光的，则

图６反映出１９８Ｈｚ荧光点处荧光蛋白浓度比９９０Ｈｚ聚焦点处稍高。另外，鼠神经细胞样品是死细胞，

１９８Ｈｚ和９９０Ｈｚ两条曲线所反应出来的荧光强度变化都只出现了小幅度起伏，但整体强度变化趋势平缓，

这符合荧光变化的实际。如果是活细胞实验，例如探测鼠心肌细胞内的Ｃａ离子浓度随时间的变化，多点探

测将反应出细胞上各个地方荧光点强度的变化，因此探测将更加有意义。

图５ （ａ）采集信号的傅里叶变换频谱图（１９８Ｈｚ和９９０Ｈｚ）；（ｂ）采集信号经滤波后的傅里叶变换频谱图

（１９８Ｈｚ和９９０Ｈｚ）

Ｆｉｇ．５ （ａ）Ｄｅｔｅｃｔｅｄｓｉｇｎａｌｓｉｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙｄｏｍａｉｎ（１９８Ｈｚａｎｄ９９０Ｈｚ）；（ｂ）ｆｉｌｔｅｒｅｄｓｉｇｎａｌｓｉｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

ｄｏｍａｉｎ（１９８Ｈｚａｎｄ９９０Ｈｚ）

图６ 解调后的双点荧光图谱

Ｆｉｇ．６ Ｄｅｍｏｄｕｌａｔｅｄｃｕｒｖｅｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｖｅｒｓｕｓｔｉｍｅ

双路ＦＤＭＣＦＭ实验系统不仅拍摄了鼠神经海马细

胞的荧光显微图片，同时还将样品上聚焦两点位置处的

荧光能量量化指标随时间的变化用曲线体现出来。图３

拍摄了不同形态的海马细胞，反映了不同形态的细胞核

形貌，如锥形的，圆球型的，叠加在一起的，弥散分开的

等。而图６则是调制解调得到的两根曲线，分别代表

１９８Ｈｚ和９９０Ｈｚ加载频率的两点所发出的荧光强度随

时间变化曲线。根据抽样定理，实验系统中单个信道的

时间分辨率分别为１０．１ｍｓ和２．０ｍｓ。

５　结　　论

频分复用荧光共焦显微镜结合了频分复用技术的优

势，能实现多信道并行探测，有效提高荧光共焦显微系统的工作效率。但是，在目前最简单的双通道的实验

系统中，仍然存在一些可以改进的地方。例如，采用提高显微物镜数值孔径的方法（最大可以达到１．４左

右），可以有效提高分辨率；将由棱镜分光改成光纤分光和光纤集光可以更轻松地实现多路分光，有利于荧光

信号的收集和处理，并有利于系统的小型化和集成化。对于多光束激发激光的频率调制如果采用电控液晶

器件调频代替机械式光斩波，将有利于提高调制和控制的精度。
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