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摘要　偏振成像可用于表征各向异性肌肉组织,但是常规偏振成像方法只能给出定性的结构形态,无法对肌肉发

育过程进行定量的比较.构建了一套定量偏振成像系统,采用两个互相垂直的偏振片同步旋转得到一系列图像,

经过图像处理获取斑马鱼每个肌节定量的相位延迟量.该定量偏振图像与光源亮度、曝光时间等无关,可以用来

比较不同时间拍摄的斑马鱼肌肉形态和分布.研究发现野生型和肌肉受损型斑马鱼肌肉生长变化过程不同.
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１　引　　言

偏振成像是一种无损、非标记的显微成像技

术[１].它利用不同方向的偏振光在透明生物样品中

传播时的相位延迟特性不同来提取生物样品各向异

性结构的信号,实现边缘增强的显微图像.偏振成

像通常采用正交探测的成像方法,能够抑制样品表

面散射光的影响.在成像过程中旋转偏振片可以获

得不同的线偏振图像,通过计算穆勒矩阵元可以获

取样品双折射主轴的空间分布,从而为各向异性组

织的量化特性提供一套定量偏振独立参数[２Ｇ４].使

用不同波长的激光可获取不同生物组织的穆勒矩

阵,以更全面检测样品的微观结构[５].随着光场偏

振态调控及表征技术的逐渐完善,偏振成像逐渐成

为研究具有双折射特性生物样本的重要方法,在细

胞骨架、神经元生长锥、肌纤维发育、癌症诊断等领

域得到广泛应用[６Ｇ１０].
斑马鱼作为生物医学研究中常用的模式动物,
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与人类基因同源性高达８７％,其实验结果对人体相

关研究具有很强的指导价值[１１Ｇ１２],特别地,斑马鱼胚

胎及幼体呈透明或半透明状[１３Ｇ１４],非常适合于光学

成像研究.斑马鱼肌肉纤维排列规则且具有双折射

特性,当发生肌纤维病变时,伴随的肌肉损伤会导致

肌纤 维 发 育 不 良,最 终 导 致 双 折 射 特 性 显 著 改

变[１５Ｇ１６].这使得人们可以使用偏振成像方法来研究

肌肉损伤与相关疾病的关联[１７Ｇ１９].目前已有实验室

利用偏振敏感光学相干层析对鸡肉组织两种变质过

程进行表征[２０],也有利用穆勒矩阵成像方法检测牛

骨骼肌组织的微观结构变化[２１].常规正交偏振探

测方法可定性表征样本的双折射特性[１,９],但无法

定量标定双折射相位差,这使得图像之间无法直接

比较,也就无法用于定量研究肌肉损伤程度及其随

时间演化的过程.而穆勒矩阵的偏振成像方法计算

过程较为复杂,物理含义不完全明确,还不能被生物

学研究广泛接受.
针对上述问题,本文提出一种针对斑马鱼肌肉

结构的定量偏振成像方法.通过旋转一对始终正交

的偏振片采集多张偏振图像,利用调制度计算得到

每个点的双折射相位延迟量.该定量相位延迟量与

光源亮度、曝光时间等无关,可以定量比较不同时间

拍摄的斑马鱼肌肉形态和分布,以表征肌肉受损的

程度.通过比较正常和肌肉受损的斑马鱼受精后

３~７d的成像,发现相同时间的野生型斑马鱼肌节

部位的相位延迟量远高于肌肉损伤斑马鱼的相位延

迟量.

２　方　　法

２．１　定量偏振成像系统

定量偏振成像系统如图１所示.采用单晶发光

二极管(LED)光源,中心波长为６４０nm,LED芯片

发出的光线穿透样品,由显微物镜收集后成像到图

像探测器上,其中物镜选用放大倍率为４的奥林巴

斯平场消色差物镜(RMS４X,Olympus,Japan,数

值孔径NA 为０．１,焦距为４５mm).在入射光部分

设置起偏器,在透射光部分设置检偏器,起偏器和

检偏器共轴安装在电动旋转架上,通过现场可编

程门阵列(FPGA)控制偏振轴取向,同时进行相机

曝光采图.当采集样品明场图像时,使起偏器和

检偏器的偏振轴相互平行;当检测样品双折射特

性时,使起偏器和检偏器的偏振轴相互垂直,并以

π/１８为步进量同步旋转,旋转１周总共采集３６张

原始图像.采用９５％量子效率的sCMOS(Prime

图１ 定量偏振成像装置示意图

Fig．１ Schematicofquantitativepolarizationimagingsetup

９５BTM,PhotoMetrics,Germany)相机拍摄.
实验进样时,样品池中的斑马鱼通过微流道进

入成像系统,观测完成后可通过微流道再次进入样

品池以备后续观测.为减小管道引入的像差,在探

测区域采用内径为０．８mm的石英玻璃管,并将玻

璃管浸没在长方体水池中,在水池两侧开光学观

察窗.
斑马鱼的受精卵养殖在 NＧ苯基硫脲溶液中

(２０L纯水,１．２g海盐,１．５mL０．２％亚甲基蓝,

１．２gNＧ苯基硫脲).斑马鱼受精１０h后开始出现

明显的形态变化,此后的１８h内陆续出现３０~３４
对体节,配对产生的体节一半位于背侧,一半位于腹

侧.体节内的部分细胞不断伸长分化为肌原细胞,
肌原细胞中的肌原纤维产生各向异性的光学性质,
第３天形态发育分化基本完成.此时测定体节内双

折射参数,该参数可反映肌细胞生长发育状态[２２].
肌肉受损斑马鱼模型通过基因遗传操作的方法

产生.

２．２　定量偏振成像方法

按照２．１节中的偏振成像方法进行观察时,入
射光沿Z 轴方向传播,光强表示为I０.起偏器与X
轴的夹角为θ,检偏器与 X 轴的夹角为(θ＋π/２).
调整斑马鱼的姿态使得其体长方向垂直于光轴,且
鱼体侧面正对光线入射方向,如图２(a)所示.则相

机采集的单帧原始图像光强可表示为[２３]

G＝I０􀅰
１－cos(４θ－４α)

８
(１－cosδ), (１)

式中:α表示双折射主轴与X 方向的夹角;δ表示Y
方向偏振光与X 方向偏振光通过样品后的相位延

迟量.由于斑马鱼样品接近透明,在(１)式中没有考

虑样品吸收或散射的影响,其透射率设为１.从

(１)式可知,采集的原始图像包含了样品的双折射信

息,对于没有双折射特性的区域(δ＝０),对应的透射

光强一直保持为零(G＝０).对于肌肉组织有双折

射特性的区域(δ≠０),随着(θ－α)的变化,光强呈

０８１１００１Ｇ２
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周期性变化,总共４个周期.不同的δ 值对应的光

强变化幅值显著不同,图２(b)给出模拟结果.实验

中改变θ的取值,使其等于nπ/１８(n＝０,１,􀆺,３５),
采集对应的图像Gn,再通过(１)式拟合出相位延迟

量δ.

图２ 定量偏振成像方法.(a)偏振方向与光线取向示意

图;(b)探测光强随正交偏振旋转角度变化的模拟

　　　　　　　　计算结果

Fig．２Quantitativepolarizationimaging method敭 a 
Schematicofthepolarizationorientationandlight

propagationdirection  b calculationresultsof
detectedlightintensitydependentontherotation
　　angleoftheorthogonalpolarizer analyzer

考虑到斑马鱼身体的不同部位具有不同的双折

射主轴取向和等效折射率差,因而θ,δ 的取值均与

坐标位置有关,本文通过平均相位延迟量来评估肌

肉受损程度,定义每个肌节的相位延迟量ε为

εi＝
１
N∑m,n∈Ωi

δm,n, (２)

式中:Ωi 表示第i个体节;m,n 表示Ωi 内的任意一

点的坐标;N 表示Ωi 内的总数据点数.需要强调

的是,肌肉组织的双折射特性不仅取决于肌纤维

自身的本征双折射特性,还与肌纤维的密度有关.
这里定义的肌节相位延迟量ε是二者共同作用结

果的一种表象,可反映肌肉生长发育的总体状态,
这对于发育生物学研究及药物高通量快速筛选具有

一定的应用价值[２４].

３　实验结果

斑马鱼受精后第３天主要形态分化已经完成,

体节、头 部、胸 部 等 在 明 场 成 像 中 清 晰 可 见,如
图３(a)所示,其中头部和胸部透光率低,在图像中

颜色较深,而体节部分透光率高,且透光率在每个体

节内均匀分布.部分黑点为微流道的管壁和液体中

的颗粒状杂质.图３(b)展示了相同样品在正交偏

振片旋转到不同角度θ 时的图像.与图３(a)对比

可知仅体节部分的结构信息出现在成像结果中,而
头部、胸部、管壁、杂质等不具备双折射性质,对成像

结果无影响,这些现象表明本文构建的成像方法对

反映肌节肌肉的生长状态具有较高特异性.当改变

θ时,采集的图像呈周期性明暗变化.在图３(a)中
选择２个具有相同亮度的点P１ 和P２,它们对应相

同的透光率,在偏振成像模式中的亮度值如图３(c)
所示,表现出显著差异,变化周期为旋转周期的

４倍,变化规律与(１)式相符.通过对(１)式进行拟

合发现P１ 和P２ 具有相同的波动周期,但P１ 点的

相位延迟量大于P２ 点,大约是后者的３倍,出现这

种显著差异的内在原因是尾部肌肉不如前部肌肉发

达,这表明相位延迟量δ 可量化表示肌肉生长发育

程度.通过拟合图中每个点的强度变化得到定量的

相位延迟量图像,如图３(d)伪彩色图所示.为方便

起见,在图３(d)中用虚线标出斑马鱼和管壁的轮

廓.从图中可以明显看出,相位延迟量图可以反映

出斑马鱼的肌节结构,不反映其他形态特征.由于

肌纤维细胞的结构和排列方式是引起肌肉组织双折

射特性的主要原因,因而测定肌肉组织的双折射参

数可以反映肌纤维组织的生长发育状况.严格说

来,生物组织的多次散射及光吸收也会导致光场偏

振度发生改变,但探测器接收范围对应的散射角较

小,由散射导致的偏振度降低也较小[２５].从实验结

果也可以看出,斑马鱼头部、胸部、尾部等组织对光

场偏振态的影响可以忽略,多次散射的影响主要是

使透射率降低.

　　对实验培育的肌肉受损型斑马鱼和同源野生型

斑马鱼作对比实验,如图４(a)和４(c)所示,对应定

量相位延迟量图像如图４(b)和４(d)所示.参考明

场图像沿体节分布将被测样本划分出２５对区域,并
分别编号.采用本文提出的定量偏振成像方法,统
计每个肌节的平均相位延迟量ε,结果如４(e)所示.
野生型斑马鱼和肌肉损伤型斑马鱼探测相位延迟量

都呈现出从头部到尾部先增加再降低的趋势,这符

合斑马鱼肌肉生长发育的一般规律,在中间肌节的

肌肉含量最多.野生型斑马鱼背部在编号为７的体

节处出现异常取值,通过对局部延迟量分布图和高

０８１１００１Ｇ３
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图３ 斑马鱼肌肉组织定量偏振成像.(a)受精后第３天野生型斑马鱼明场图像(侧面图);(b)不同正交偏振片起偏角度

下的系列斑马鱼偏振图像;(c)P１,P２ 位置偏振图上的光强强度随着角度变化曲线及其拟合;(d)定量相位延迟量

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　图像

Fig．３Quantitativepolarizationimagingofzebrafishmuscletissue敭 a BrightＧfieldimageofwildＧtypezebrafishat３days

postＧfertilization lateralview   b polarizationimagesataserialrotatinganglesfortheorthogonalpolarizer 
analyzer  c opticalintensityatposition１andposition２fromtheserialpolarizationimages andthecorresponding
　　　　　　　　fittingcurves  d imageofquantitativephaseretardance

分辨率明场成像仔细辨认发现,这一斑马鱼背部的

７号体节存在轻微肌肉缺陷,这印证了参数ε 可正

确反映肌肉发育状态.对于肌肉受损型斑马鱼,相
位延 迟 量 ε 整 体 取 值 显 著 低 于 正 常 斑 马 鱼.
图４(b)和图４(d)中所有肌节的相位延迟量统计分

布如图４(f)所示,野生型斑马鱼相位延迟量取值较

大,且较为分散,而肌肉受损斑马鱼相位延迟量分布

明显向左移动,且更加集中.野生型斑马鱼相位延

迟量平均值为０．５６７,肌肉受损型斑马鱼相位延长量

平均值为０．２１８７,野生型斑马鱼延迟量平均值与肌

肉受损型斑马鱼之比约为２．５９,因此可用相位延迟

量δ来定量表征斑马鱼肌肉受损的严重性.

　　基于本文提出的定量偏振成像方法,还可以记

录斑马鱼胚胎生长过程中不同时间点的肌肉发育动

态过程.图５(a)为斑马鱼第１０肌节(如图４(a)、
(c)中所示)相位延迟量随时间的变化,图５(c)展示

了一组肌肉受损型斑马鱼胚胎,在受精后第３至７
天肌肉双折射特性变化情况,作为对照,同时给出了

野生型斑马鱼的变化过程,如图５(b)所示.从测试

结果可以看出,实验组和对照组斑马鱼体型都随时

间增长明显,野生型斑马鱼的肌肉延迟量始终稳定

保持在较高值,表明肌纤维密度基本保持不变.而

肌肉受损型斑马鱼的平均相位延迟量明显低于对照

组,且随时间呈下降趋势,说明随着时间的推移,肌
肉损伤程度变得更加严重,肌纤维密度逐步下降.

４　结　　论

针对建立斑马鱼肌肉损伤动物模型的光学成像

需求,提出一种基于偏振暗场成像的双折射相位延

迟量定量检测方法.在微流道系统中采用偏振暗场

成像方法,可有效排除管壁、杂质、非肌肉组织等对

检测结果的影响.利用正交偏振成像数据可以拟合

出单个像素点的相位延迟量,统计得到的各分区延

迟量平均值,可客观地反映斑马鱼的不同身体部位

肌肉发育状态及随时间的变化.使用基因操作技术

产生一批肌肉受损斑型马鱼胚胎,进行定量偏振成

像检测,同时与正常野生型斑马鱼作对比,发现相位

延迟量的取值及分布存在显著差异,且具有明显不

同的时间演化规律,实验结果证实了本文所构建的

成像方法的有效性.平均相位延迟量参数及其检测

方法可用于斑马鱼肌肉疾病动物模型和相关药物筛

选研究.
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图４ 野生型与肌肉受损型斑马鱼肌节结构的成像对比.(a)受精后第３天的野生型斑马鱼明场图像;(b)对应(a)的相

位延迟量图像;(c)受精后第３天的肌肉受损型斑马鱼明场图像;(d)对应(c)的相位延迟量图像;(e)野生型和肌肉

损伤型斑马鱼腹部和背部每个肌节的平均相位延迟量,横轴为肌节编号;(f)斑马鱼肌节部位所有像素点的相位延

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　迟量分布

Fig．４ComparisonofimagesbetweenwildＧtypeandmuscleＧdamagedzebrafishsomitestructures敭 a Brightfieldimageof
wildtypezebrafishat３dayspostＧfertilization  b phaseretardanceimagecorrespondingto a   c brightfield
imageofmuscleＧdamagedzebrafishat３dayspostＧfertilization  d phaseretardanceimagecorrespondingto c   e 
averageretardanceofeachsomitealongthezebrafishabdomenandback domainrepresentsthenumberofsomite 
　　　　　　 f phaseretardancedistributionofeverypixelforwidetypeandmuscleＧdamagedzebrafish

图５ 野生型斑马鱼和肌肉受损型斑马鱼第３天到第７天肌肉生长变化.(a)第１０肌节相位延迟量随时间变化曲线图;
(b)野生型斑马鱼相位延迟量随时间变化分布图;(c)肌肉受损型斑马鱼相位延迟量随时间变化分布图

Fig．５ MusclegrowthofwildＧtypezebrafishandmuscleＧdamagedzebrafishfromday３today７敭 a Phaseretardancecurves
ofthe１０thsomitedependentontime  b phaseretardanceimageofwildＧtypezebrafishdependentontime 
　　　　　　　 c phaseretardanceimageofmuscleＧdamagedzebrafishdependentontime
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