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基于电光调制器的高速偏振荧光显微系统
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摘要　为提高偏振荧光图像序列的获取速度,提出利用电光调制器对激发光的偏振方向进行控制并配合相机记录

偏振荧光图像的高速偏振荧光显微系统.对激发光路的偏振畸变进行测量和有效补偿,以确保样本平面激发光偏

振方向的精确控制.利用巨型单层囊泡样本对实验系统进行测试,结果表明该系统能够以近视频帧率对分子方向

信息进行成像,具备监测动态样本分子方向信息的能力.
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１　引　　言
偏振作为光的一个基本特性,在光与物质的相互作用过程中表现出对样本方向信息的敏感性,因此偏振

光被广泛应用于光学显微成像技术中,提供强度和相位之外另一维度的对比度,以获取样本的各项异性信

息[１].基于荧光吸收效率对激发光偏振方向的敏感性提出的偏振荧光显微技术[２],通过分析荧光辐射对激

发光偏振方向的响应可以获取荧光分子的方向信息,成为研究生物分子方向及结构信息的有力工具.基于

单分子荧光吸收的偏振荧光显微技术已成功用于分子方向信息的获取,例如细胞膜磷脂分子方向排列的有

序度[３]、酵母Septin蛋白质方向[４Ｇ５]以及细胞膜上及细胞核孔处蛋白质分子的方向结构[６Ｇ７].相比于单光子

荧光吸收,多光子荧光成像具有分辨率高、成像深度深等优点,并且多光子荧光吸收效率对激发光偏振方向

具有更高频率的响应[８],因此,多光子偏振荧光显微成像可以获取生物分子更为复杂的空间结构信息,如
蛋白质分子的内部组织结构[９]、蛋白分子排列及聚合结构[１０]、蛋白晶体结构[１１Ｇ１２]以及生物组织纤维结
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构[１３Ｇ１４]等.另外,通过荧光偏振响应来获取分子方向,可以在纳米尺度区分不同的荧光分子,基于此有研

究小组提出基于荧光偏振分析的超分辨显微方法[１５].
上述基于荧光偏振响应分析的显微成像技术可对荧光显微成像系统激发光的偏振方向进行控制,并获

取不同偏振方向激发光对应的荧光图像序列.偏振控制最传统的方法是通过波片或偏振片的旋转来实

现[３,６,９Ｇ１１,１６],荧光显微成像系统可以是宽光场或激光扫描显微成像系统.基于波片或偏振片旋转进行偏振

方向控制的响应时间在几百毫秒量级,使得整个偏振荧光图像序列的获取非常耗时,不适用于动态样本,特
别是活体生物样本的测量.为此,有研究小组提出基于液晶调制的偏振荧光显微系统[４,１７],但液晶会对温度

等因素产生不稳定性,从而使得偏振控制产生偏差.相比于液晶,电光调制器(EOM)也可以实现偏振控

制[１８],且响应速度为纳秒量级,性能更为稳定.有研究小组利用EOM进行偏振控制,在激光扫描显微系统

上实现了高速的多光子偏振荧光显微成像[１９],相关技术成功应用于活体样本的研究,例如用于人体脸部皮

肤胶原蛋白纤维的研究等[１４].
本文基于宽光场荧光显微系统,利用EOM 配合１/４波片(QWP)对激发光偏振方向进行快速控制,配

合相机曝光记录对应的偏振荧光图像,同时在数据采集和偏振控制方面采用硬件同步的方式减少测量过程

中与计算机通信和数据交换的时间,以最大程度地提高测量速度.对激发光路产生的偏振畸变进行测量和

补偿,确保偏振控制的准确性.利用巨型单层囊泡(GUVs)对系统进行测试验证,结果证明该系统能以近视

频帧率对分子方向信息成像,具备监测动态样本的能力.

２　实验系统
２．１　光　路

整个光路系统基于倒置荧光显微系统(IX５１型,Olympus公司,日本)进行搭建,如图１(a)~(c)所示.
半导体激光器(Calypso型,Cobolt公司,美国)发出波长为４９１nm的连续光波,将其作为激发光,激发光进入

由半波片(WPH０５MＧ４８８型,Thorlabs公司,美国)和格兰偏振器(GTH５ＧA型,Thorlabs公司,美国)组成的

功率调制模块.在该模块中格兰偏振器的透射轴沿垂直方向固定,通过旋转半波片可以改变输出垂直线偏

振光的功率,以适应样本和相机的曝光时间.垂直线偏振光经由EOM(PockelscellNo２８ＧNp型,Quantum

图１ (a)高速偏振荧光显微系统示意图;(b)偏振图像采集信号控制时序;(c)偏振控制光路

Fig．１  a Schematicoffluorescencemicroscopysystemwithhighspeedpolarization  b controlsequenceof
polarizationimageacquisitionsignal  c opticalpathofpolarizationcontrolling
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technology公司,美国)和１/４波片组成的偏振方向控制模块后变为具有不同偏振方向的线偏振光.扩束镜

(BE０５Ｇ１０ＧA型,Thorlabs公司,美国)放大光斑的尺寸需匹配显微物镜后焦平面的入射孔径.线偏振光被

二向色镜(FF４９９ＧDi０１型,Semrock公司,美国)反射后进入显微物镜被聚焦,以照亮样本平面并激发样本.
样本受激发后出射的辐射荧光经同一物镜返回,透过二向色镜和荧光滤光片后被相机(ORCAＧFlash４．０
LT,Hamamatsu公司,日本)曝光成像.

２．２　数据采集

使用数模转换卡(NIＧUSBＧ６３５１型,NI公司,美国)生成模拟电压输出信号,通过电压放大器(２３５０型,

Tegam公司,美国)的放大电压信号来控制EOM,以进行偏振控制.整个控制电路设备带宽均超过１MHz,
从而可确保偏振控制的响应时间小于１μs.在电压信号控制生成的具有特定偏振方向的线偏振光激发下,
通过相机曝光记录相应的荧光图像.为了最大程度地提高偏振荧光图像序列的获取速度,在偏振控制和相

机曝光过程中减少数模转换卡、相机与计算机通信的时间,利用数据采集卡的内部存储空间预设所需偏振方

向的对应电压序列以及每个电压的维持时间.相机选用动态连拍模式,设其曝光周期与偏振方向所对应的

电压信号维持时间一致,相机曝光图像数量与偏振方向调制个数相同.数模转换卡输出同步信号,触发相机

开始曝光第１幅荧光图像,之后相机根据曝光时间和曝光图像数量自动曝光记录,并利用自身内部存储空间

存储整个偏振荧光图像序列,最后一次性将图像输出到计算机.具体数据采集控制序列如图１(b)所示.

２．３　偏振控制与补偿

在系统中利用EOM配合QWP来实现入射激发光偏振方向的控制.所选EOM 为基于泡克耳斯效应

的泡克耳斯盒(No２８ＧNP型,QuantumTechnology公司,美国).泡克耳斯效应为线性电光效应,施加电场

引起的快慢轴相位差与所施加电场呈线性关系,通过施加电场产生双折射效应.偏振方向控制原理如图２
所示,其中泡克耳斯盒的主轴与X 轴成４５°放置,QWP的快轴方向沿垂直方向(Y 轴)固定,与入射的垂直线

偏振光方向相同.利用琼斯矩阵分析该模块进行偏振方向控制的原理.

图２ EOM和QWP组成的偏振旋转模块

Fig．２ PolarizationrotationmodulecombiningEOMwithQWP

　　垂直入射的线偏振光可表示为:[０１]T;快轴成４５°放置的泡克耳斯盒可表示为:cos(Γ/２)
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可知,出射光仍为线偏振光,其偏振方向的旋转角度为泡克耳斯盒快慢轴引入相位差的一半.荧光偏振

显微系统中,需要激发光偏振方向从０°到１８０°旋转,因此需要泡克耳斯盒引入０°~３６０°的相位延迟,对应的

电压信号为０~４００V,偏压为－２００V.为此,数模转换卡生成±２．５V的模拟电压信号,并通过电压放

大器进行８０倍电压放大,生成的－２００~２００V电压信号用来实现出射光从０°~１８０°的旋转.由图３(a)可
见,激发光偏振方向与模拟输出电压之间为线性关系(由于泡克耳斯效应为线性电光效应),任意所需偏振方

向对应的控制电压可以通过线性差值计算得到.在偏振控制实现环节中,泡克耳斯盒具有非常高的线性度,
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而选用的数模转换卡具有输出１６bit模拟电压的高分辨率,因此偏振方向的控制精度主要取决于电压放大

器.本系统所选用电压放大器的失真度约为０．１％,而泡克耳斯盒的灵敏度为１３mrad/V,因此在最大偏压

２００V(－２００V)时会产生０．１５°左右的偏差,该偏差可以忽略.
激发光路中的光学器件对通过的偏振光会造成一定的偏振畸变,特别是二向色镜.为此,利用自制

的偏振畸变测量工具[２０],对QWP到物镜后焦平面之间光路产生的偏振畸变进行了检测.具体方法为:
利用偏振控制模块产生不同偏振方向的理想线偏振光,然后使用自制的偏振畸变测量工具在物镜后焦平

面测量对应的偏振态(包括椭偏度和主轴方向两个参数),测量结果如图３(b)所示.从图３(b)中可以看

出,激发光路中的多个光学器件对入射的线偏振光造成了一定畸变,使其在某些方向变成了椭圆偏振光.
使用虚拟波片并改变其参数(包括快轴方向、相位延迟和快慢轴衰减比率),基于最小二乘法拟合上述测

量的椭偏度和主轴方向两个参数对入射偏振方向的响应曲线,得到激发光路上的光学器件产生的偏振畸

变等效于插入一个快轴方向为１３．１°、延迟为１８．７°的波片.据此,在扩束镜前插入索累Ｇ巴比涅补偿器

(SBCＧVIS型,Thorlabs公司,美国),当补偿器的快轴方向垂直于１３．１°且调节器相位延迟为１８．７°时,激
发光路中光学器件导致的偏振畸变可以得到补偿.对补偿后后焦平面的偏振态再次进行测量,如图３(b)
所示,可以看出偏振畸变已被有效补偿,后焦平面偏振态与入射线偏振光保持一致.图３(b)中紫线表示光

路中各个位置的偏振态,蓝线表示EOM和QWP的快轴方向.

图３ (a)偏振角度与施加输出电压的关系;(b)偏振控制模块输出的线偏振光(绿线)经激发光路偏振产生畸变后在物镜后

焦平面上的偏振态(紫线)及加入索累Ｇ巴比涅补偿器补偿之后在后焦平面的偏振态(蓝线)

Fig．３  a Polarizationangleversusappliedoutputvoltage  b polarizationstatesofdistortedoutputlinearpolarization

lightfrompolarizationcontrolunit greenlines atthebackfocalplanebefore purplelines andafter bluelines 
compensationbySoleilＧBabinetcompensator

３　实验验证与分析
３．１　理论基础

荧光分子具有极性方向,其吸收效率正比于荧光吸收偶极子与电场点乘的平方[２],因此单光子吸收的荧

光辐射光强为

I∝ μabsE ∝cos(α－ρ)２, (１)

式中μabs为吸收偶极子矢量(方向角为ρ),E为激发光的电场矢量(方向角为α).光学显微成像存在空间分

辨极限,在可分辨的激发光斑内存在大量荧光分子,这些荧光分子的方向可以用平均极性方向角θ和方向偏

差Ω 来统计性地描述,如图４(a)所示.激发光斑内偏振方向为α时的辐射光强可表示为

I(α)∝∫
θ＋Ω/２

θ－Ω/２
cos(α－ρ)dρ. (２)
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　　当激发光的偏振角α从０°旋转至１８０°时,其对应的辐射光强I(α)是方向角为２α 的余弦调制曲线,如
图４(b)所示,其最大值出现在α＝θ时,其调制幅度R 取决于方向偏差Ω,Ω 越小则R 值越大,Ω 越大则R
值越小.因此通过分析辐射荧光受激发光偏振方向α的调制响应,可获取光斑内与荧光分子的方向统计信

息,包括θ和Ω,从而可研究被荧光分子所标记的生物分子的方向信息.

３．２　实验验证

选用GUVs作为测试样本对系统进行实验测试.GUVs是通过电化学方法制备的人工球形空腔,表面

覆盖单层磷脂分子膜[２１],其磷脂分子均匀排列在球形表面,具有与细胞膜相似的磷脂分子排列结构,被广泛

用作标准样本来模拟细胞膜的结构和功能[２２].在制备过程中加入荧光分子并对磷脂分子进行标记,其刚性

键合链接使得荧光分子排列方向与磷脂分子相关.样本制备中选用的磷脂分子为DOPC(１,２ＧdioleoylＧsnＧ
glyceroＧ３Ｇphosphocholine),选用的染色荧光分子为diＧ８ＧANEPPQ,磷 脂 分 子 与 荧 光 分 子 的 摩 尔 比 为

１０００∶１.这种荧光分子在键合作用后具有与磷脂分子相同的极性方向,垂直于球形表面均匀排列,如图４(a)
所示,黑色圆圈内为激发光斑内荧光分子(红线)方向的统计描述(包括平均方向θ和方向偏差Ω).图４(b)
为激发光斑内荧光分子在激发光偏振方向α调制下的荧光响应曲线,α＝θ处为最大响应位置.

实验中激发光的偏振角α从０°旋转至１８０°,间隔为１０°,相机曝光记录偏振荧光图像序列,相机采用

５１２pixel×５１２pixel的子阵列分辨率,可以达到４００pixel/s的曝光速度,每幅图像用时２．５ms,因此整个

偏振荧光图像序列的获取时间为４７．５ms.图４(c)给出了在不同偏振角α下曝光记录的其中一个巨型囊

泡样本赤道平面的荧光图像.可以看出在不同偏振方向的激发下,辐射光强分布在变化,对于同一位置,
当激发光的偏振方向与该位置处荧光分子的平均方向一致时,其辐射荧光会达到最大值.

图４ (a)巨型囊泡赤道面上磷脂分子排列示意图;(b)偏振角为α时的荧光强度;

(c)在不同偏振角激发光下CCD曝光记录的荧光图像

Fig．４  a Schematicsoflipidmoleculesatequatorialplaneofgiantvesicle  b fluorescenceintensityunder

polarizationangleofα  c fluorescenceimagesrecordedbyCCDatvariouspolarizationangleα

　　图５(a)展示了偏振荧光图像序列叠加在一起的辐射荧光总强度.从获取的偏振荧光图像序列中对每个

像素位置沿偏振方向α提取荧光响应曲线,图５(b)展示了图５(a)中４个不同位置(A、B、C和D)的荧光响应.
由第３．１节的分析可知,偏振响应I(α)为频率为２α的余弦函数.据此设计拟合函数y＝acos[２(α－b)]＋c,
对所获取的偏振响应进行以２α为频率的余弦拟合,其中拟合系数a 反映响应曲线的R,b为光斑内荧光分

子的平均方向θ,c为偏振响应的平均值.对上述获取的偏振荧光响应进行拟合后,可以看出偏振荧光响应

符合预期的余弦分布.对获取的荧光图像序列进行数据处理,每个像素位置处荧光分子的平均方向θ为该

位置处荧光响应曲线最大值对应的偏振方向α,处理结果如图５(c)所示.从图５(c)中可以看出,荧光分子的
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平均方向θ沿囊泡的轮廓线从０°变化至１８０°,符合预期,囊泡周围和内部荧光分子方向随机分布,因此其最

大响应位置也是随机的.同时根据R 的定义,满足

R＝
max[I(α)]－min[I(α)]

mean[I(α)]
, (３)

式中max()代表取最大值,min()代表取最小值,mean代表取平均值.对每个位置的调制响应进行处理,计
算其偏振响应调制幅度R,计算结果如图５(d)所示.由图５(d)可以看出,在囊泡赤道面的分子膜轮廓上,R
约为０．０５,表面轮廓上所有位置的调制幅度保持一致,说明激发光斑内分子排列方向的偏差Ω 保持一致,这
与囊泡本身磷脂分子均匀排列分布的事实相符合,意味着高速偏振显微系统在获取各个位置荧光分子的方

向信息时具有相同的效率.囊泡内外由于平均荧光信号小而没有偏振响应,所以其R 值偏大且随机分布.

图５ (a)各个偏振荧光图像叠加后总的荧光强度图像;(b)图５(a)中A、B、C、D４个位置处荧光调制响应以及

拟合后的荧光调制曲线;(c)平均方向角θ;(d)调制幅度R

Fig．５  a Totalfluorescenceintensityimageaftersumminguppolarizationfluorescenceimages 

 b fluorescencemodulationresponsesandfittingmodulationcurvesforfourpointsA、B、C、Din

Fig敭５ a   c averagedirectionangleθ  d modulatedamplitudeR

　　在上述测量中,整个偏振荧光序列的获取时间为５０ms左右,意味着系统能够以每秒２０帧的帧率对分

子方向信息进行成像.该系统中基于电光调制的偏振控制响应时间小于１μs,已经非常快,因此数据获取

速度受限于荧光图像的曝光时间.继续提高系统速度可以采取如下措施:１)减少偏振方向α的个数,从
而减少每个序列中荧光图像的个数;２)缩短每幅荧光图像的曝光时间.根据奈奎斯特采样定律,由于荧

光偏振响应服从２α的正弦分布,因此０°~１８０°的调制周期内偏振方向α的最少个数为４.但由于噪声的

影响,过少的偏振响应个数会造成拟合精度的下降,从而导致参数R 和θ精度的下降.偏振个数的选取
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取决于荧光强度和相机信噪比;缩短荧光图像的曝光时间,同样受限于荧光强度和相机本身曝光时间的

极限.因此系统测量速度取决于样本荧光强度、相机信噪比和曝光速度性能.提高激发光强度可以增加

荧光辐射强度,但同时提高了光漂白的可能性.因此在实际测量中,激发光强度、相机曝光时间以及偏振

方向调制个数这几个参数要根据实际样本进行具体调节,从而在光漂白、测量精度和测量速度上达到最

优平衡.

４　结　　论
提出一套宽光场偏振荧光显微系统,该系统利用EOM对激发光的偏振方向进行高速控制,并配合相机

曝光记录对应的偏振荧光图像序列.利用人工制备的GUVs样本对实验系统进行了测试验证,结果表明该

系统能够有效获取分子方向的排列信息,其测量速度达到近视频帧率,适用于动态样本分子方向信息的获取

和监测.
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