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摘要　分析了多路频分复用并行显微荧光探测的基本原理，即把激发光分成多束，对每一束进行不同频率调制，聚

焦到生物样品的不同位置，激发产生相应频率的荧光信号，再对光电倍增管（ＰＭＴ）接收的荧光信号进行分频解调，

实现实时、并行和高分辨率的探测技术。搭建了激发光源为４０５ｎｍ近紫外激光的双路方波调制荧光显微探测系

统，实验探测了老鼠神经细胞显微形态，分析解调了双点荧光能量随时间变化的曲线。并研究了荧光显微成像系

统放大率、时间分辨率等技术参数，还通过数值分析给出了避免各通道间信号串扰的条件。
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１　引　　言

为了研究动态微生物学行为，对细胞中重要离

子或分子浓度变化的快速准确探测非常重要。例如

钙离子（Ｃａ２＋）是已知最通用的细胞内信使之一，几

乎可以调控所有细胞功能［１，２］。而一定浓度的钾离

子是维持心肌细胞和神经肌肉细胞正常功能的基本

条件。细胞的功能和结构与钙离子、钾离子等有着

重要的关系［３］。利用荧光指示剂法对钙离子、钾离

０６１８００２１
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子等浓度的检测已经成为重要的检测手段之

一［４，５］。在被测细胞加入相应的荧光指示剂后，荧

光强度的变化曲线能准确地反映出被测离子浓度变

化情况。目前测定细胞荧光强度常用技术有荧光分

光光度计［６］、荧光比例图像技术［７］、显微荧光光度

计［８］和激光共聚焦扫描显微镜［９，１０］等。荧光分光光

度计主要用于荧光物质的定量检测，一般不应用于

对于微观荧光信号检测。荧光比例图像技术采用

ＣＣＤ或ＣＭＯＳ作为接收荧光探测器，其时间分辨

率难以提高，限制了其使用的范围。显微荧光光度

计有着较好的横向分辨率，但是探测的为视场中某

一点。激光共聚焦扫描显微镜具有较高的横向分辨

率和极高的纵向分辨率，越来越多的受到人们重视，

但是由于大多为单点式扫描，不能同时对细胞的整

个视场进行荧光强度的检测，无法满足多点同时测

量的需求。本研究基于频分复用原理的并行荧光显

微成像技术，该技术将通信原理中的频分复用技术

同光学成像技术相结合，通过分频调制、荧光收集、

滤波和解调等过程实现对生物细胞多点荧光快速多

通道实时测量，并对老鼠神经细胞进行了实验探测。

频分复用荧光探测成像技术是由ＳｈｉｚｈｕｏＹｉｎ

课题组于２００６年提出的
［１１］。基本思想就是将通信

原理中的频分复用技术运用到纳米显微测量领域，

实现快速多信道测量的目的，但是其研究不够完善，

主要表现在以下２个方面：１）论文中只是对两路信

号探测的情况进行了论述，缺少多路即一般情况下

的理论分析；２）没有对进行方波调制时避免串扰的

条件进行分析。本研究从多路调制信号的情况出

发，对调制信号为方波和正弦波的频分复用荧光探

测技术调制解调理论进行了全面的论述，并且给出

了避免串扰的条件。

２　频分复用并行荧光探测技术基本原理

频分复用技术（ＦＤＭ）是广泛应用于光电通信

系统中的技术［１２，１３］，图１为犖 路信号的频分复用通

讯原理。每路信号首先通过低通滤波器（ＬＰＦ）限制

其最高频率，然后各路信号通过各自的由乘法器和

带通滤波器（ＢＰＦ）构成的调制器，在选择载波频率

时，应保证各个通道之间留有一定的保护频带，以防

相邻通道之间造成干扰。在解调时，应当利用相应

的带通滤波器来区分开各路信号的频谱，然后通过

各自的解调器可以恢复各路信号。

图１ 频分复用原理图

Ｆｉｇ．１ ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅＦＤＭ

基于频分复用原理的并行荧光探测过程，首先

将一束激光分为犖路，然后这些光束通过犖个光调

制器后被调制到不同的载波频率上。这样当犖 路被

调制后的激光聚焦在生物样品上产生犖 路荧光信

号，而且所激发的荧光也具有相应的调制频率。再

将荧光信号收集并输入单像素高敏感光电倍增管，

通过傅里叶变换等处理实现荧光信号的解调制，从

而区分每一点荧光发射随时间变化的情况。

假设激光光束被分成相同的犖 路，聚焦在样品

的犖 个不同点上，当没有加载载波调制时，在样品

上产生的犖 路荧光信号随时间变化的函数为

犳１（狋），犳２（狋），…，犳犖－１（狋），犳犖（狋）， （１）

所加载的犖 路激发光调制信号分别为

ｃｏｓ（ω１狋），ｃｏｓ（ω２狋），…，ｃｏｓ（ω犖－１狋），ｃｏｓ（ω犖狋），

（２）

则调制后的每路荧光信号分别为

犳１（狋）ｃｏｓ（ω１狋），　犳２（狋）ｃｏｓ（ω２狋），…，

犳犖－１（狋）ｃｏｓ（ω犖－１狋），　犳犖（狋）ｃｏｓ（ω犖狋）， （３）

则在光电倍增管（ＰＭＴ）上接收到的信号为各路荧

光信号的总和，即为

犛（狋）＝犳１（狋）ｃｏｓ（ω１狋）＋犳２（狋）ｃｏｓ（ω２狋）＋…＋

犳犖－１（狋）ｃｏｓ（ω犖－１狋）＋犳犖（狋）ｃｏｓ（ω犖狋），（４）

对犛（狋）做傅里叶变换，由于犉［犳（狋）ｃｏｓ（ω０狋）］＝

１／２｛犉［ｊ（ω－ω０）＋犉［ｊ（ω＋ω０）］｝，得到荧光函数

犛（狋）的频谱犛（ｊω）为

０６１８００２２
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犛（ｊω）＝
１

２
犉１［ｊ（ω－ω１）］＋犉１［ｊ（ω＋ω１）］＋犉２［ｊ（ω－ω２）］＋犉２［ｊ（ω＋ω２）］＋…｛ ＋

犉犖 －１［ｊ（ω－ω犖－１）］＋犉犖－１［ｊ（ω＋ω犖－１）］＋犉犖［ｊ（ω－ω犖）］＋犉犖［ｊ（ω＋ω犖 ｝）］． （５）

　　只要相邻的通道间没有串扰，并且满足采样定理，

那么在解调的时候就可以通过带通滤波器选择出

犉狀［ｊ（ω＋ω狀）］，１≤狀≤犖，从而可以恢复犳狀（狋），也就是

将每个信道的信息从混频信号中一次性提取出来。

３　双路频分复用并行荧光探测实验系统

为了实现频分复用荧光显微探测技术，实验中

搭建了最简单的双路频分复用荧光探测系统，如

图２所示。因为对激光进行方波调制比正弦波调制

容易实现，所以初步的实验采用了方波调制器（光斩

波器）对激光进行调制。激光首先通过扩束器进行

扩束，然后通过分光棱镜ＢＳ１分成两束，每束分别

通过不同频率的斩波器，再经过分光棱镜ＢＳ２进入

二向色镜组，最后两路激光经过物镜会聚于样品上

两点。而在Ｙｉｎ的实验中，采用的为滤波片，二向色

镜组比单纯采用滤波片具有更高的光能利用率。两

点间距离的调解可以通过微调马赫 曾德尔光路中

２个反射镜的偏角实现。样品激发的双点荧光信号

被物镜收集，通过二向色镜、分光棱镜ＢＳ３后分成

两束，其中一束经过成像透镜成像于ＣＣＤ，用于对

生物细胞的观察；另外一束被光电倍增管（ＰＭＴ）接

收，然后经过模数转换后信号送入计算机，经过数据

处理便可以解调每路荧光信号强度变化。对所搭建

的系统放大率、系统横向分辨率与景深、时间分辨率

有关参数进行分析。

图２ 双路频分复用并行荧光探测系统

Ｆｉｇ．２ ＴｗｏｃｈａｎｎｅｌＦＤＭａｐａｒａｌｌｅｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｄｅｆｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

３．１　系统放大率

在该显微成像系统中，图３是光学成像示意图，该

系统放大率β＝犳２／犳１＝犺２／犺１，其中犳１为物镜焦距，犳２

为成像透镜焦距。从上式中可以看出：β与成像透镜的

焦距成正比，与物镜的焦距成反比。实验中对老鼠神

经细胞成像，老鼠神经海马细胞形态分为球状，篮状和

棒状细胞等，在记忆和方向定位等方面起着重要作用，

海马细胞的大小在１０～５０μｍ之间。图４是成像透镜

焦距分别为２５０ｍｍ以及１００ｍｍ时采集到老鼠神经

细胞切片的成像图。系统中采用的４０倍平场无限远

显微物镜，其焦距约为犳２＝３．３ｍｍ由此可以计算出其

放大倍率分别为７５．６倍和３０．３倍。

图３ 系统成像光路图

Ｆｉｇ．３ Ｉｍａｇｉｎｇｏｐｔｉｃａｌｐａｔｈｏｆｔｈｅｉｍａｇｉｎｇｓｙｓｔｅｍ

图４ 老鼠神经细胞成像图

Ｆｉｇ．４ Ｍｏｕｓｅｎｅｕｒａｌｃｅｌｌｉｍａｇｉｎｇ

３．２　系统横向分辨率和景深

系统的横向分辨率受瑞利衍射限制，其表达式

为［１４］

Δ狉＝０．６１
λ
犖犃
， （６）

其景深表达式为

Δ犾＝
λ

２犖犃２
， （７）

式中λ为所激发出的荧光波长，犖犃表示显微物镜的

数值孔径。要想提高系统的横向分辨率，可以通过减

小λ和增加系统犖犃，这样可以看到更小的细胞结

构，但是会牺牲视场，也就是所看到的样品的区域。
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样品所激发出的荧光中心波长为５３０ｎｍ，显微物镜

的数值孔径 犖犃＝０．６５，则计算得到横向分辨率

Δ狉＝４９７．４ｎｍ，景深为Δ犾＝６２７．２ｎｍ。

３．３　时间分辨率

系统对细胞形态荧光探测的同时，可以通过

ＰＭＴ的荧光拍频信号解调出单路信号随时间的强

度变化曲线。根据采样定理，对细胞内部荧光信号

的时间分辨率由加载的调制频率所决定［１５］。其时

间分辨率狋表达式为

狋＝
２

犠
， （８）

式中犠 为调制信号频率。

采用该系统实现两路荧光信号分别以某一载波频

率调制后，对生物样品进行两点同时成像和信号采集

的功能。如果斩波频率分别为１４５．２Ｈｚ和７２６．９Ｈｚ，

根据（８）式计算可得实验系统的两路荧光信号探测的

时间分辨率分别为１３．７７ｍｓ和２．７５ｍｓ。

４　频分复用荧光探测解调过程分析与

实验结果

４．１　基于方波调制的双路荧光信号解调过程分析

基本原理中介绍了多路频分复用荧光探测的调

制解调过程，在实际中对光强进行正弦调制较困难，

所以实验中采用方波调制，可通过斩波器来实现，但

是会带来不同信道间的串扰问题，影响到解调结果

的正确性。首先对方波调制情形做调制解调过程

分析。

如图５所示的方波信号的周期为犜，幅值为犃，

其表达式为

犳（狋）＝

－
犃
２
， －

犜
２
＜狋＜０

犃
２
， ０＜狋＜

犜
烅

烄

烆 ２

． （９）

图５ 调制方波信号

Ｆｉｇ．５ Ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｓｑｕａｒｅｗａｖｅｓｉｇｎａｌ

　　实验中采用方波的幅值是非负的，采用图５所

示的方波是为了更清晰的说明原理，并且仍然能够

得到正确的结果。其三角形式的傅里叶级数为

犳（狋）＝
２犃

π
ｓｉｎ（ω狋）＋

１

３
ｓｉｎ（３ω狋）＋

１

５
ｓｉｎ（５ω狋）＋［ ］… ， （１０）

其指数表达形式为

犳（狋）＝
ｊ犃

π
ｅｘｐ（－ｊω狋）＋

１

３
ｅｘｐ（－ｊ３ω狋）＋

１

５
ｅｘｐ（－ｊ５ω狋），…，－ｅｘｐ（ｊω狋）［ －

１

３
ｅｘｐ（ｊ３ω狋）－

１

５
ｅｘｐ（ｊ５ω狋）－ ］… ， （１１）

式中ω＝２π／犜。

假设样品发出荧光信号为犳１（狋），犳２（狋）。经方波调制后的信号为

犵１（狋）＝犳１（狋）
ｊ犃

π
ｅｘｐ（－ｊω１狋）＋

１

３
ｅｘｐ（－ｊ３ω１狋）＋

１

５
ｅｘｐ（－ｊ５ω１狋），…，－ｅｘｐ（ｊω１狋）［ －

１

３
ｅｘｐ（ｊ３ω１狋）－

１

５
ｅｘｐ（ｊ５ω１狋）－ ］… ， （１２）

犵２（狋）＝犳２（狋）
２犃

π
ｅｘｐ（－ｊω２狋）＋

１

３
ｅｘｐ（－ｊ３ω２狋）＋

１

５
ｅｘｐ（－ｊ５ω２狋），…，－ｅｘｐ（ｊω２狋）［ －

１

３
ｅｘｐ（ｊ３ω２狋）－

１

５
ｅｘｐ（ｊ５ω２狋）－ ］… ， （１３）

ＰＭＴ上接收到的荧光信号为犵１（狋）＋犵２（狋）。分别对犵１（狋）和犵２（狋）作傅里叶变换，则其频谱表示为

犌１（ｊω）＝
ｊ犃

π
犉１ ｊ（ω＋ω１［ ］）＋

１

３
犉１ ｊ（ω＋３ω１［ ］）＋

１

５
犉１ ｊ（ω＋５ω１［ ］）＋，…，－犉１ ｊ（ω－ω１［ ］）｛ －

１

３
犉１ ｊ（ω－３ω１［ ］）－

１

５
犉１ ｊ（ω－５ω１［ ］）－ ｝… ， （１４）
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犌２（ｊω）＝
ｊ犃

π
犉２ ｊ（ω＋ω２［ ］）＋

１

３
犉２ ｊ（ω＋３ω２［ ］）＋

１

５
犉２ ｊ（ω＋５ω２［ ］）＋，…，－犉２ ｊ（ω－ω２［ ］）｛ －

１

３
犉２ ｊ（ω－３ω２［ ］）－

１

５
犉２ ｊ（ω－５ω２［ ］）－ ｝… ． （１５）

ＰＭＴ上接收到的荧光信号的傅里叶变换为犌１（ｊω）＋

犌２（ｊω），然后把傅里叶变换的结果送入带通滤波器，分

离出ｊ犃

π
犉１［ｊ（ω＋ω１）］和

ｊ犃

π
犉２［ｊ（ω＋ω２）］项，再分别

对这 ２ 个 信 号 做 傅 里 叶 逆 变 换，分 别 得 到

犳１（狋）ｅｘｐ（－ｊω１狋）和
ｊ犃

π
犳２（狋）ｅｘｐ（－ｊω２狋），然后这２

个信号分别与ｅｘｐ（ｊω１狋）和
π

ｊ犃
ｅｘｐ（ｊω２狋）相乘，得到

原始荧光信号犳１（狋）和犳２（狋）。

在上述双路信号解调过程中，如果ω１ ≠ （２狀＋

１）ω２，且ω２≠（２狀＋１）ω１，狀为自然数，即双路信号所

调制频率间不存在奇数倍数关系，则能正确解调各路

信号；否则，两路信号就会造成串扰。例如，当ω１ ＝

３ω２时，经过带通滤波器后得到表达式为

ｊ犃

π
犉１ ｊ（ω＋ω１［ ］）＋

１

３
ｊ犃

π
犉２ ｊ（ω＋３ω２［ ］｛ ｝）

的信号，此信号经过傅里叶逆变换后必定包含

犳２（狋），便无法直接还原犳１（狋）。

４．２　双路频分复用并行荧光探测系统信号探测与

解调结果

在实验系统中，激发光光源采用波长为４０５ｎｍ

的半导体准直激光器，样品是老鼠神经海马细胞切

片。激光经过准直扩束后产生直径为１０ｍｍ的平

行光束，然后经过分光棱镜ＢＳ１分成两束，这两束

激光通过双通道斩波器（南京大学微弱信号公司生

产的ＮＤ４型可变频率双参考光斩波器，双通道间

调制信号刚好为５倍率关系需解调中纠正补偿），两

路激光分别调制到１４５．２Ｈｚ和７２６．９Ｈｚ的载波频

率。然后依次通过分光棱镜ＢＳ２、二向色镜组、物镜

（４０倍，无限远物镜，犖犃＝０．６５）后到达样品上。样

品激发的两路荧光信号依次通过物镜、二向色镜组、

分光棱镜ＢＳ３后，一束进入ＰＭＴ，另一束经过成像

透镜成像于ＣＣＤ上。计算机记录ＰＭＴ得到的信

号和ＣＣＤ采集到的图像。

图６为ＰＭＴ接收到的双路时域荧光信号，可

以看出比较明显的拍频信号。对其做傅里叶变换得

到频域信号如图７所示。频域信号通过选频滤波，

将工作频率１４５．２Ｈｚ和７２６．９Ｈｚ选出后得到的频

谱图如图８所示。

图６ ＰＭＴ接收到的原始信号

Ｆｉｇ．６ ＰｒｉｍｉｔｉｖｅｓｉｇｎａｌｒｅｃｅｉｖｅｄｂｙＰＭＴ

图７ 信号的傅里叶变换频谱图

Ｆｉｇ．７ ＦｒｅｑｕｅｎｃｙｓｐｅｃｔｒｕｍａｆｔｅｒＦｏｕｒｉｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍ

ｏｆｔｈｅｓｉｇｎａｌ

图８ 经过滤波器后的频谱

Ｆｉｇ．８ Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙｓｐｅｃｔｒｕｍａｆｔｅｒｐａｓｓｉｎｇｔｈｒｏｕｇｈｆｉｌｔｅｒｉｎｇ

再通过信号处理，还原两路荧光信号如图９所

示。可以看出，２条曲线所反应出来的某种蛋白质

浓度的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。２条曲线中

一条强另外一条弱，这说明了在两点荧光处产生的

荧光强度的差别，因而反映出两点处荧光蛋白浓度
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的差异（在激发光能量相等的情况下）。２条曲线具

有较高的时间分辨率，为研究细胞内部荧光变化提

供了新的手段。然而，如果样品为活细胞，例如探测

老鼠心肌细胞内的Ｃａ２＋离子浓度随时间的变化，频

分多点探测方法将复原出细胞上视场中各点荧光强

度曲线，这样实验更加具有实用性。

图９ 还原的荧光信号

Ｆｉｇ．９ Ｒｅｓｔｏｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｉｇｎａｌ

５　结　　论

对频分复用荧光显微探测技术进行理论分析，

推导了多路频分复用荧光探测技术的调制解调过

程，为多路频分复用荧光探测技术的应用提供了理

论指导。在此基础上搭建了近紫外波段双路方波调

制的频分复用荧光探测系统，采集了老鼠神经细胞

的显微图片，通过ＰＭＴ接收了两路荧光的拍频信

号，成功还原了两路荧光信号。计算了所搭建系统

的放大率、横向分辨率和景深、时间分辨率等参数，

并且通过数学分析，给出了采用方波调制信号时避

免造成串扰的条件。
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