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基于 Mueller矩阵的生物细胞偏振显微成像
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摘要 相比常规的显微成像技术,Mueller矩阵偏振显微成像技术能提供更多介质微观结构的特征信息。因此,设
计了一组基于双波片旋转的显微成像系统,通过选取特殊的不相关入射偏振态,实现了快速 Mueller矩阵计算成

像。用该系统对浸泡在不同质量分数葡萄糖溶液的洋葱内表皮细胞和不同活性状态的人喉癌细胞进行了成像研

究。实验结果表明,该系统的测量误差小于4.35%。相比表征样本表面结构特征的传统强度成像,偏振成像可以

更有效地检测出样本的变化情况,为生物医学领域提供了一种新的研究方法。
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Abstract Compared
 

with
 

conventional
 

microscopy
 

imaging
 

technology 
 

Mueller
 

matrix
 

polarization
 

microscopy
 

imaging
 

can
 

provide
 

more
 

information
 

about
 

a
 

mediums
 

microstructure
 

characteristics 
 

This
 

paper
 

presents
 

the
 

designs
 

for
 

a
 

set
 

of
 

microscopy
 

imaging
 

systems
 

based
 

on
 

the
 

rotation
 

of
 

dual
 

waveplates
 

that
 

achieve
 

fast
 

Mueller
 

matrix
 

computing-based
 

imaging
 

by
 

selecting
 

special
 

uncorrelated
 

incident
 

polarization
 

states 
 

The
 

system
 

is
 

then
 

employed
 

in
 

imaging
 

studies
 

on
 

onion
 

inner
 

epidermal
 

cells
 

immersed
 

in
 

glucose
 

solutions
 

with
 

different
 

mass
 

fractions
 

and
 

human
 

laryngeal
 

carcinoma
 

cells
 

in
 

different
 

active
 

states 
 

Experimental
 

results
 

show
 

that
 

the
 

measurement
 

error
 

of
 

the
 

system
 

is
 

less
 

than
 

4 35% 
 

Compared
 

with
 

traditional
 

intensity
 

imaging 
 

which
 

characterizes
 

the
 

surface
 

structure
 

of
 

the
 

sample 
 

polarization
 

imaging
 

can
 

detect
 

changes
 

in
 

the
 

sample
 

more
 

effectively 
 

thereby
 

providing
 

a
 

new
 

research
 

method
 

for
 

the
 

biomedical
 

field 
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1 引  言

目前,生物医学诊断采用的光学表征技术主要

依赖于强度测量,而忽略了光的偏振信息[1]。相比

光强成像,Mueller矩阵偏振成像基于被测组织样

本对光偏振态的调制作用,实现对组织微观结构特

征的全面表征与解析,包括组织结构的各向异性,如

双折射、双衰减以及各种形态散射粒子的偏振特

性[2-6]。此外,偏振成像技术还具有无标记、无创伤、
系统结构简单和测量周期短等优点[7]。在现有的非

偏振传统光学检测系统中加入偏振态发生器(PSG)
和偏振态分析器(PSA),就能实现 Mueller矩阵偏

振成像。尽管 Mueller矩阵的16个元素中包含了

样本丰富的组织微观结构信息,但仍然难以定义每
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个元素对应的具体物理信息。Lu等[8]提出一种

Mueller矩阵极化分解(MMPD)法,将光在传输过

程中与介质的相互作用描述为散射、二向色性和双

折射三个独立的过程,提取出退偏、二向色性和衰减

参数,为生物医学诊断提供了新的方向。He等[9-10]

提出的 Mueller矩阵转换(MMT)参数,对组织的各

向异性、取向角度及亚波长粒子的密度比较敏感。
现有研究表明,基于生物样品微观结构信息的偏振

成像技术能有效区分多种生物组织的癌变区域,与
传统光谱技术相结合在癌症等医学诊断领域具有广

泛的应用前景[11-13]。
为了对生物组织的外部形貌结构及内部生化特

性等微观变化进行全面表征,本文提出了一种新型

的快速 Mueller矩阵偏振显微成像系统。首先,采
用双波片旋转测量法,通过选取特定的波片角度快

速求解样本的 Mueller矩阵,从而对生物组织历经

多次散射的偏振光进行 Mueller矩阵显微成像。然

后,对四分之一波片进行校准实验,结果表明,该系

统的测量误差为4.35%。最后,对浸泡在葡萄糖溶

液中的洋葱内表皮细胞组织及不同活性的人喉癌细

胞进行 Mueller矩阵偏振显微成像,并对比了被测

样本的光强图、Mueller矩阵图与 MMPD参数图,
系统分析了洋葱内表皮细胞的葡萄糖含量和形貌结

构变化以及人喉癌细胞的活性状态与各参数之间的

关系。

2 系统与原理

2.1 Mueller矩阵偏振显微成像系统

基于双波片旋转法进行 Mueller矩阵偏振显微

成像测量[14-15]实验,其原理如图1所示。光源(LD)
采用中心波长为532

 

nm的绿光,LD发出的光经过

10×物镜L1和凸透镜L2准直扩束后变为平行光,
以线性偏振片P1的起偏方向(0°)对后续光路进行

准直,以保证进入偏振发生模块的光束偏振态已知

且稳定不变。PSG模块由二分之一波片 HWP1和

四分之一波片QWP1组成,用二分之一波片对光束

的圆偏振态进行调制,用四分之一波片对光束的线

性偏振态进行调制。用10×物镜L3将光束聚焦在

待测样本上,再通过10×物镜L4重新形成平行光

束,由四分之一波片 QWP2和偏振片 P2组成的

PSA模块对输出光进行偏振解调,解调后光束通过

互补金属氧化物半导体(CMOS)进行灰度图成像。

图1 Mueller矩阵偏振显微成像系统的原理

Fig 
 

1 Principle
 

of
 

the
 

Mueller
 

matrix
 

polarization
 

microscopy
 

imaging
 

system

2.2 快速 Mueller矩阵测量的原理

光与被测样本接触时,被测样本中的散射、双折

射和二色向性等偏振效应会使光的偏振态发生变

化。若入射光的偏振态为Sin,出射光的偏振态为

Sout,根据Stokes-Mueller法则可将入射光与出射光

的偏振态关系表示为

Sout=Ms×Sin, (1)
式中,Ms 为4×4矩阵,是样品的 Mueller矩阵,能
反映光与介质之间的相互作用对偏振态的影响。

以图1中偏振片P1的检偏方向为基准0°,其
出射光的偏振态SP1=[1,0,0,0]T,PSG中 HWP1
和QWP1的方位角分别为θ1 和θ2,其Mueller矩阵

分别为Mθ1
和 Mθ2

。偏振解调模块中 QWP2和偏

振片P2的方位角分别为θ3 和θ4,其 Mueller矩阵

分别为Mθ3
和Mθ4

,出射光经过P2后的Stokes矢

量为SCOMS。根据偏振级联理论可知,到达CMOS
的Stokes矢量SCOMS 可表示

SCOMS(θ1,θ2,θ3,θ4)=
Mθ4 ×Mθ3 ×Ms×Mθ2 ×Mθ1 ×SP1。 (2)

  CMOS每个像素单元接收的光强I 为Stokes
矢量SCOMS 的第1个分量,针对不同波片和检偏器

方位角,可根据(2)式构建相应的线性方程。由于

Mueller矩阵具有16个矩阵元素,根据线性代数理

论可知,最少需要16个线性无关方程才能求解出各

个矩阵元素。一般情况下,调节PSG的 HWP1和

QWP1,产生任意4个不相关的入射偏振态,从而根

据系统估值算法得到Ms。但对 Mueller成像系统,

CMOS的成像像素多达百万量级(本系统中CMOS
的分辨率为2592×1944),对每个像素进行系统估

值运算并求取对应像素点的 Mueller矩阵耗费时间
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较长。为了解决该问题,选取特定PSG和PSA中

波片的准直角度,直接得到Ms 的解析表达式,从而

实现快速 Mueller成像计算。4个不相关偏振态

PSG的设置如图2所示,包括水平线偏振(SH=[1,

1,0,0])、左旋圆偏振(SL=[1,0,0,-1])、右旋圆

偏振(SR=[1,0,0,1])和45°线偏振(SP=[1,0,1,

图2 4个不相关的PSG偏振态

Fig 
 

2 Four
 

uncorrelated
 

PSG
 

polarization
 

states

0])。每一束入射光与样本作用后,PSA模块均采

用4种角度进行检偏,各光学器件的方位角如表1
所示。

表1 光学器件的准直方向

Table
 

1 Collimation
 

direction
 

of
 

the
 

optical
 

device
unit:

 

(°)

Polarization
 

state

PSG PSA

P1 HWP1 QWP1 QWP2 P2

SH 0 0 0 0 0

SL 0 0 -45 0 45

SR 0 0 45 45 45

SP 0 22.5 45 90 45

对于4种入射偏振态和4种检偏设置,将CMOS
采集到的16组光强记为Iij,其中,i为PSG调制的

偏振态,j 为 PSA 解调的偏振态。由(2)式解出

Mueller矩阵各个元素的计算公式如表2所示。
表2 Mueller矩阵元素的计算公式

Table
 

2 Calculation
 

formulae
 

of
 

the
 

Mueller
 

matrix
 

elements
 

Element Formula

m11 ILL+ILP+IRL+IRP

m12 -ILL-ILP-IRL-IRP+2IHL+2IHP
 

m13 -ILL-ILP-IRL-IRP+2IPL+2IPP
 

m14 -ILL-ILP+IRL+IRP

m21 -ILL-ILP-IRL-IRP+2ILH+2IRH

m22 ILL+ILR+IRL+IRP-2ILH-2IRH-2IHL-2IHP+4IHH

m23 ILL+ILP+IRL+IRP-2ILH-2IRH-2IPL-2IPP-4IPH

m24 ILL+ILP-IRL-IRP-2ILH+2IRH

m31 -ILL-ILP-IRL-IRP+2ILR+2IRR

m32 ILL+ILP+IRL+IRP-2ILR-2IRR-2IHL-2IHP+4IHR

m33 ILL+ILP+IRL-IRP-2ILR-2IRR-2IPL-2IPP+4IPR

m34 ILL+ILP-IRL-IRP-2ILR+2IRR

m41 ILL-ILP+IRL-IRP

m42 -ILL+ILP-IRL+IRP+2IHL-2IHP

m43 -ILL+ILP-IRL+IRP+2IPL-2IPP

m44 -ILL+ILP+IRL-IRP

  Mueller矩阵是对样本偏振效应的总体数学描

述,其矩阵元素准确的物理意义仍未有定论。为进

一步分析样本微观结构与成分改变对偏振态的影

响,Lu等[8]根据极化分解理论将 Mueller矩阵分解

为三个独立的物理过程,分别为表征散射退偏Δ 的

矩阵MΔ、表征相位延迟R 的矩阵MR 和表征二向

色性D 的矩阵MD。退偏参数Δ 可表示为

Δ=1-
tr(MΔ)-1

3
。 (3)

  进一步分解相位延迟矩阵可得到线性双折射
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参数和圆双折射参数。圆相位延迟参数RC 可表

示为

RC=
1
2arctan

MR(3,2)-MR(2,3)
MR(2,2)-MR(3,3)




 




 。 (4)

  二向色性参数D 可表示为

D=
1
m11

m2
12+m2

13+m2
14。 (5)

2.3 系统装置的误差校准与分析

实验过程中,光学系统各波片器件的准直性及

器件本身的噪声等因素,均会影响实验结果的准确

度,如CMOS工作温度升高时会增加系统的热噪

声[16],手动调整波片角度会额外引入不稳定的测量

误差,可通过电机控制波片旋转或以空气为样本重

复测量并利用最小二乘法处理数据减小实验中的测

量误差[17]。为了评估实验系统的准确性,采用一个

标准四分之一波片对成像系统的测量误差进行评

估。实验中旋转QWP,在0°~180°内每隔30°测量

一次 波 片 的 Mueller 矩 阵。图 3 为 QWP 的

Mueller矩阵测量值与理论值,可以发现,Mueller
矩阵测量值的变化与理论值高度一致,矩阵元素

m11、m12、m13、m14、m21、m22、m23、m24、m31、m32、

m33、m34、m41、m42、m43、m44 的平均测量相对误差δ
分别 为 0%、1.52%、0.82%、2.48%、3.21%、

0.68%、2.86%、2.04%、2.29%、3.11%、3.56%、

2.98%、1.89%、4.35%、2.49%、3.39%,这 表 明

Mueller成像系统的最大测量误差为4.35%。

图3 Mueller矩阵的测量值与理论值

Fig 
 

3 Measured
 

and
 

theoretical
 

values
 

of
 

the
 

Mueller
 

matrix

3 实验结果与分析

3.1 植物细胞的 Mueller矩阵偏振显微成像

首先,对不同葡萄糖含量的洋葱内表皮组织进

行了 Mueller矩阵显微偏振成像研究。为了有效分

析 Mueller矩阵各元素及其他偏振成像参数与植物

细胞微结构之间的关系,将洋葱内表皮组织先后浸

泡在质量分数为0%、2.5%、5%、10%的葡萄糖溶

液中,0.5
 

h后对其进行 Mueller矩阵显微偏振成

像。图4为在不同质量分数葡萄糖溶液中浸泡后洋

葱内表皮组织的 Mueller矩阵成像图,其中,m11 反

映了介质的光强信息,因此,对 Mueller矩阵各元素

相对m11 进行归一化,以排除光强的影响。可以发

现,Mueller矩阵基本呈对角矩阵分布形式,非对角

矩阵元素值沿对角的对称性较差,其中,m34 与m43

负相关,表明洋葱内表皮细胞具有双折射效应[18-20],
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图4 洋葱内表皮组织的归一化 Mueller矩阵成像结果。
(a)质量分数为0%;(b)质量分数为2.5%;(c)质量

  分数为5%;(d)质量分数为10%
Fig 

 

4 Normalized
 

Mueller
 

matrix
 

imaging
 

results
 

of
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inner
 

epidermal
 

tissue
 

of
 

onion 
 

 a 
 

Mass
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0% 
 

 b 
 

mass
 

fraction
 

is
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 c 
 

mass
 

fraction
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5% 
 

 d 
 

mass
 

fraction
 

is
 

10%

m22 与m33 具有的差异性也表明洋葱内表皮组织是

各向异性介质。Mueller矩阵元素值在细胞中心和

细胞边缘部位处的差异较大,这与细胞的结构形貌

特征密切相关[21]。

  在不同质量分数葡萄糖溶液的浸泡下,葡萄糖

进入洋葱内表皮细胞的含量不同,Mueller矩阵各

元素的变化趋势也不同[22],细胞内部与细胞边缘处

矩阵元素的差异发生变化。图5为不同质量分数

葡萄糖溶液浸泡下细胞的m22 和m23 元素,可以发

现,当葡萄糖溶液的质量分数为2.5%时,洋葱内

表皮细胞形态无明显变化,当葡萄糖进入洋葱内

表皮细胞时,m22 元素的变化微弱;随着葡萄糖溶

液质量分数的升高,细胞逐渐失水,散射程度降

低,m22 元素在细胞内部与细胞边缘处的差异逐渐

降低。当葡萄糖溶液的质量分数为5%时,葡萄糖

进入细胞且分布不均导致折射率发生变化,增强

了洋葱内表皮组织的双折射效应,m23 元素在细胞

内部与细胞边缘处的对比度较高。之后,大量葡

萄糖进入细胞中导致细胞失水,m23 元素在不同细

胞部位的差异性降低,反映出 m23 元素受介质散

射和双折射的共同影响。这表明洋葱内表皮细胞

葡萄糖含量的增加会增强组织结构不同部位之间

Mueller矩阵元素值的差异性。当外部葡萄糖溶液

的质量 分 数 引 起 洋 葱 内 表 皮 组 织 质 壁 分 离 时,

Mueller矩阵元素反映组织形貌结构的能力降低,
此时,细胞内葡萄糖含量的升高对 Mueller矩阵元

素值的影响较小。

图5 不同质量分数葡萄糖溶液下洋葱内表皮组织的 Mueller矩阵元素。(a)m22;(b)m23

Fig 
 

5 Mueller
 

matrix
 

elements
 

of
 

onion
 

inner
 

epidermal
 

tissue
 

under
 

different
 

mass
 

fractions
 

of
 

glucose
 

solutions 
 

 a 
 

m22 
 

 b 
 

m23

  图6(a)为CMOS采集到的横向排列洋葱内表

皮细胞的强度图,可以发现,当葡萄糖溶液的质量分

数为0%时,细胞最饱满,细胞边缘区域的散射较

强,灰度值明显低于细胞内部区域;当葡萄糖溶液的

质量分数为2.5%时,细胞形态无明显变化。随着

葡萄糖溶液质量分数的增加,葡萄糖进入细胞的主

动扩散和渗透压导致的被动扩散逐渐增强,洋葱内

表皮细胞逐渐发生质壁分离,细胞边缘区域的散射

减少,细胞不同区域的灰度值趋于稳定。图6(b)为
浸泡在不同质量分数葡萄糖溶液中洋葱内表皮组织

的退偏参数,与洋葱内表皮组织的形貌特征相关,细
胞边缘区域与细胞内部的退偏值差异较大,但均呈

下降趋势,当葡萄糖溶液的质量分数为0%、2.5%、

5%和10%时,细胞内部(A区域)的退偏参数均值

分别为1.81、0.78、0.17和0.04,原因是葡萄糖含

量的增加导致细胞内部的退偏度降低。当葡萄糖溶
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图6 不同质量分数葡萄糖溶液中洋葱内表皮组织的 Mueller矩阵极化分解参数。(a)强度图像;(b)退偏;(c)圆相位延迟;
(d)二向色性
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液的质量分数为0%、2.5%、5%和10%时,细胞边

缘(B区域)的退偏参数均值分别为3.59、2.64、

0.25和0.09,原因是细胞逐渐失水导致形态发生变

化,边缘区域的散射降低。图6(c)为浸泡在不同质

量分数葡萄糖溶液中洋葱内表皮组织的圆相位延迟

参数图,可以发现,当葡萄糖溶液的质量分数为0%
时,细胞内部的圆相位参数大于细胞间隙处,葡萄糖

溶液的质量分数会影响细胞的旋光特性,这表明洋

葱内表皮组织不同部位的含糖量不同[17];当葡萄糖

溶液的质量分数为2.5%时,少量葡萄糖进入细胞

内部,圆相位延迟参数与葡萄糖在细胞内部的分布

相关,呈现出不均匀特性,且细胞内部与边界处的参

数差异性更明显。随着葡萄糖溶液质量分数与浸泡

时间的升高,洋葱内表皮组织各部位的葡萄糖含量

整体增加,细胞质壁分离程度增大。当葡萄糖溶液

的质量分数为5%和10%时,圆相位延迟参数比较

均匀,且细胞间隙处的圆相位延迟参数逐渐降低,最
终与细胞内的参数值一致,这表明洋葱内表皮组织

的圆相位延迟特性主要与葡萄糖含量有关,与组织

形貌和结构特征无关。图6(d)为浸泡在不同质量

分数葡萄糖溶液中洋葱内表皮组织的二向色性参数

图,可以发现,随着浸泡溶液中葡萄糖质量分数的增

大,细胞的二向色性参数值逐渐降低,对光的偏振衰

减能力也越弱。实验结果表明,相对于光强成像,退
偏、圆相位延迟和二向色性参数能更有效地检测洋

葱内表皮细胞中的葡萄糖含量变化。

3.2 动物细胞的 Mueller矩阵偏振显微成像

为了分析人喉癌细胞活性降低及分解过程中生

物特性的变化,用本系统对其进行了 Mueller矩阵

偏振显微成像的测量研究[23]。实验中,将人喉癌细

胞从培养皿中提取后置于载玻片上,固定在待测区

0、0.5、1
 

h后分别测量人喉癌细胞的 Mueller矩阵,
并提取相应的偏振参数,结果如图7所示。其中,
图7(a)为COMS采集的人喉癌细胞强度图,可以

发现,固定0
 

h后,细胞形态较好,而固定0.5
 

h和

1
 

h后,细胞失活,形态发生变化。图7(b)为人喉癌

细胞的 Mueller矩阵成像图,其中,m22 大于m33,这
表明人喉癌细胞是各向异性的介质。人喉癌细胞静
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图7 不同实验时间下人喉癌细胞的成像结果。
(a)光强图;(b)Mueller矩阵成像
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置在载玻片上0.5
 

h后,m22 与m33 之间的差异降

低,这表明细胞的各向异性程度在降低;在静置1
 

h
后,差异性保持不变,这表明人喉癌细胞失活后各向

异性不会发生改变。暴露于空气中后,元素 m12、

m13 与m14 均不再变化,这表明人喉癌细胞的偏振

衰减特性随细胞的分解而降低。m21 元素中细胞轮

廓更加明显,其他元素的绝对值均降低,与载玻片的

Mueller矩阵一致,这表明人喉癌细胞在活性衰减

的过程中,其偏振特性在逐渐消失。
图8 为 人 喉 癌 细 胞 在 不 同 固 定 时 间 下 的

Mueller矩阵偏振分解参数图像。图8(a)为人喉癌

图8 不同实验时间下人喉癌细胞的 Mueller矩阵极化分

 解参数图。(a)退偏;(b)圆相位延迟;(c)
 

二向衰减
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细胞的退偏参数图像,以虚线区域为例,固定0、

0.5、1
 

h后该区域的退偏参数均值依次为0.55、

0.39、0.37,这表明人喉癌细胞活性衰减时,退偏能

力逐渐降低。图8(b)为人喉癌细胞的圆相位延迟

参数图像,固定0、0.5、1
 

h后虚线区域的圆相位延

迟参数均值分别为0.1、0.05、0.04。圆相位延迟参

数反映介质的旋光特性,而旋光特性与葡萄糖含量

密切相关[17],这表明人喉癌细胞中的葡萄糖含量较

少。图8(c)为人喉癌细胞的二向色性参数图像,可
以发现,0

 

h时人喉癌细胞活性较高,细胞的偏振衰

减能力较强,虚线区域的二向色性平均值为0.19,
固定0.5、1

 

h后虚线区域的二向色性平均值分别降

低为0.03、0.02,这表明失去活性的人喉癌细胞偏

振衰减能力较弱。

4 结  论

设计并实现了基于特殊入射偏振态的 Mueller
矩阵偏振显微成像系统,可实现快速 Mueller矩阵

成像运算。利用标准四分之一波片进行验证,结果

表明,该系统的测量误差小于4.35%。用该系统分

别对洋葱内表皮组织和人喉癌细胞进行了 Mueller
矩阵偏振显微成像研究,实验结果表明,洋葱内表皮

组织的各向异性是由组织内部的双折射引起的,相
比光强成像,Mueller矩阵成像的偏振参数对洋葱

内表皮细胞的葡萄糖含量变化更敏感。人喉癌细胞

的实验结果表明,当细胞活性较低时,其 Mueller矩

阵以及极化分解参数明显较低,偏振特征不明显。
这表明相比传统成像技术,Mueller矩阵成像技术

能更有效地检测植物组织中的含糖量以及癌细胞活

性,为检测动物细胞中的血糖含量及血液中癌细胞

的筛查提供了一种新思路。
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