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五维同时荧光信息显微成像方法是一种新的荧光信息获取技术，它采用了双光子阵列点激发方式 ’这一方法

可同时获取激发阵列点每点荧光的位置信息、荧光光谱信息和荧光寿命信息，弥补了现有荧光检测技术的不同功

能信息不具有同时性的缺陷 ’给出了从这种技术的复合信息中提取复合光谱几何强度结构图像、不同光谱几何强

度结构图像、不同光谱寿命图像的方法 ’提出了一种激发荧光强度修正系数矩阵方法，消除阵列点激发光强不均匀

对激发荧光强弱产生的不利影响，取得明显效果 ’实验对实际样品做了数据采集和处理，给出图像结果，表明处理

的效果良好 ’对存在的问题也作了讨论 ’
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!国家自然科学基金重点项目（批准号：%$")#$"$）资助的课题 ’

" , 引 言

荧光分析和检测技术已应用于材料、生物医学

和临床诊断等领域，其中荧光光谱技术和双光子荧

光效应得到了较广泛的应用［"—+］，可以显示样品中

荧光分子团的组分和分布 ’荧光寿命成像提供了一

种定量获取样品功能信息的手段［!，%］，已在生物物

理、生物化学以及临床医学诊断等领域获得广泛的

应用 ’双光子激光扫描显微技术以其高空间和时间

分辨率三维荧光成像的特征成为深入研究生物体功

能与现象的新工具［(，#］，特别是在活细胞的研究方

面，双光子对活细胞的杀伤力与光毒性都较小，适合

长时间观察 ’双光子技术结合荧光蛋白标记方法可

用于研究活细胞中蛋白质的形貌、运动和化学特性

等，如跟踪、量化单一蛋白和复合蛋白，探测蛋白质

分子之间的相互作用，作为一种传感器描述生物事

件和信息，为理解蛋白质的功能提供了一个重要的

方法［-］’随着荧光标记技术的进一步发展和研究的

深入，对荧光检测的要求也会越来越高 ’在现有的荧

光检测分析技术中，荧光分子的几何信息、光谱和寿

命等功能信息是不能同时获取的，这对研究活细胞

中的生物医学问题是个不足，使获取的不同功能信

息不具有同时性 ’五维同时荧光信息显微成像技术

是我们近期提出的一种新的荧光检测技术［"$］，它利

用双光子阵列点激发，能同时获取每点荧光三维位

置信息、荧光光谱信息和荧光寿命信息 ’这种新的荧

光检测技术弥补了现有荧光检测技术对不同功能信

息不具有同时性的缺陷 ’由于从这种新的荧光检测

技术获取的是一个复合信息，因此如何将复合信息

中的位置、光谱和寿命等信息直观地显示出来是一

个信息处理问题 ’本文的目的就是要找到从新的荧

光检测技术获得的复合信息中提取复合光谱几何强

度结构图像、不同光谱几何强度结构图像和不同光

谱寿命图像的方法 ’

& ’五维同时荧光信息显微成像技术原

理简介

建立基于同步扫描相机的五维同时荧光信息显

微成像系统原理如图 " 所示 ’该系统主要由飞秒激

光器、脉冲提取器、准直装置、微透镜阵列、显微镜物

镜、三维微位移系统、棱镜分光系统、同步扫描相机

及光锥电荷耦合器件（../）读出系统和计算机组

成 ’飞 秒 激 光 器 输 出 的 光 经 脉 冲 提 取 器 后 变 成

" 012的飞秒脉冲序列，通过分束镜 34" 分为两束

光，一路由 567 光电管接受作为同步扫描相机的同

步信号，另一路光经准直装置后入射微透镜阵列，再
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经透镜 ! 变为平行光入射显微物镜，成为阵列点激

发光 !激发出的荧光由显微物镜收集，经透镜 ! 变

为平行光，再由双色分光镜选出荧光信号，经棱镜分

光系统分光进入同步扫描相机，扫描后得到光谱分

辨荧光寿命信号 !图 " 中，垂直纸面向下方向为 " 方

向，而纸面为 #$ 平面 !光谱沿 # 方向展开，同步扫描

相机的扫描方向与 " 同方向，即荧光寿命沿 " 方向

衰减 !从光锥 ##$ 获取的信息如图 % 所示 !

图 " 五维同时荧光信息显微成像技术原理示意图

图 % & ’ & 点阵同时荧光位置、光谱、寿命信息图

从图 % 可看出，每一点的信息中包含了荧光强

度、几何位置、光谱和寿命的信息 !微位移系统每移

动一步就获得类似图 % 的结果 !当微位移系统带动

样品以合适的精度在 #" 平面内移动一定区域后，就

得到有几何位置顺序并包含了荧光强度、光谱和寿

命信息的点阵序列图 !这样的复合信息需要经过计

算机的合理处理，才能直观地显示出需要的信息 !
系统光学显微镜、微透镜阵列、分光棱镜和同步

扫描相机是自行设计的 !微位移系统由美国 ()*+,-.
公司制造，横向空间分辨率高达 /0%!1! 通过三维

微位移系统在 #" 平面内移动，获得样品某一 #" 平

面的信息，再通过 $ 方向的微位移，获得样品的三维

空间信息 !因此，系统可以获得双光子阵列点激发五

维荧光显微功能图像信息，即三维空间信息、光谱信

息和寿命信息，提高了信息的获取速率和信息获取

的同时性 !系统中使用了同步扫描相机，更适合于高

重复频率荧光信号的测量，它具有 203 +4 的高时间

分辨率，可记录荧光衰减的过程 !这种多参量复合测

量和多参量同时测量技术，能够适应生物学研究中

不同层次的需要，是一种新型的光谱分辨荧光显微

功能成像技术 !

& !五维同时荧光信息的处理方法

五维荧光序列信息同时包含了样品的几何信

息、光谱信息和寿命信息 !下面就以双光子 & ’ & 阵

列点激发为例，阐述从复合信息中获取样品的复合

光谱几何强度结构图像、不同光谱几何强度结构图

像以及不同光谱寿命图像的方法 !

!"#" 复合光谱几何强度结构图像的提取

要获取复合光谱几何强度结构图像，需知道每

一取样点的几何位置和相应的荧光强度 !从上述原

理可知，光锥 ##$ 相机获得的 & ’ & 阵列荧光复合

信息在每幅取样图中的位置是不变的，改变的是样

品的位置 !由于是点阵图，不必知道每一取样点的几

何坐标，只需知道不同取样点间的拓扑关系 !我们采

取对每一幅取样图的左上点 #" 作矩阵元的标识，并

命名这一幅取样图的文件名，这样每一幅取样图的

第一取样点间的拓扑关系就得以确定 !当微位移系

统在 #，" 方向移动的距离不大于采样阵列点在相

应 #，" 方向的间距时，取样的数据就不会发生重

叠 !在取样步数确定后，其他 5 个取样点在图像中

的位置拓扑关系就可确定 ! 设 #，" 表示采样序列

图像左上取 样 点 在 图 像 阵 列 中 的 位 置 和 序 列

图像的序号，% 为 #，" 方向位移的步数，（ &# ，&" ）

表示取样阵列点，若 用 ’［ (，)］表 示 复 合 光 谱 几

何强度结构图像矩阵，则 它 与 采 样 序 列 图 像 点 阵

*［# 6 &# ，" 6 &"］的位置关系可表示为

’［ (，)］7 *［# 6 &#%，" 6 &"%］

（&# ，&" 7 /，"，⋯，&189），

式中，# 7 /，"，⋯，%；" 7 /，"，⋯，%；( 7 /，"，⋯，#
6 &#%；) 7 /，"，⋯，" 6 &"%；&# 和 &" 的最大值为阵

列点行列数减 "，如 & ’ & 阵列点时 &189 7 &#189 7
&"189 7 & : " 7 %!

从系统原理可知，采样序列图像中每一取样点
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的位置和信息记录的区域在系统校准后是固定的，

记录的信息内容也是相同的，所以对每一取样点荧

光强度的处理方法是相同的 ! " # " 阵列点激发使用

" # " 区域模板确定 $ 个荧光信息的区域与位置，每

个区域是一个矩形区域 !在每个矩形的限定区域内，

对每一像素的强度求和取平均值，得到取样点荧光

强度，并保存于 !［ "，#］相应的矩阵元中 ! 当处理完

点阵采样序列图像后，在!［ "，#］中就记录了要显示

的图像 !为了得到合理的强度值，应当对采样图像序

列做背景噪声的去除 !
由于是阵列点激发，每一点的激发光光强不能

保证完全一样，这对激发的荧光强度带来激发强度

误差 !为了修正这一误差，引入激发荧光强度修正系

数矩阵 !为得到激发荧光强度修正系数矩阵，用一均

匀染料样片置于样品位置，采集 " # " 阵列点激发的

荧光光强 !例如，若丹明 %& 染料的荧光强度分布情

况如图 " 所示，其中的数字表示光强计数率 !

图 " " # " 阵列激发若丹明 %& 染料荧光强度分布

以中心最亮点的光强为“’”，归一化得到激发荧

光强度修正系数矩阵见图 ( !

图 ( 若丹明 %& 激发荧光强度修正系数矩阵

修正时，将点阵采样序列图像的每一幅图 " # "
区域模板中的强度值除以相应修正系数，就得到修

正后 的 荧 光 强 度，经 过 重 建 后 的 强 度 结 构 图 像

!［ "，#］也得到了修正 !
通过增强系数只能提高各区域的整体亮度，在

有效图像信息得到增强的同时，噪声信息也会随之

增强 !为了去除噪声，引入强度阈值噪声和中值滤波

方法去除噪声 !

!"#" 不同光谱几何强度结构图像的获取

光谱信息在点阵采样序列图像的每一幅图的水

平方向（$ 方向），亦即 " # " 区域模板每个区域水平

方向的位置变化表示了不同的光谱 !由于采用了棱

镜分光，光谱的展开不是线性的，因此需要标定波长

与像素位置的对应关系 !用 %") *+ 谱线的半导体激

光、,") *+ 谱线的 -.& 激光倍频光、四条谱线分别

为 ,’(，(//，(0%，(,/ *+ 的氩离子激光作为激发光

源 !在样品位置放一平面玻璃片，分别测得每一区域

中光谱线与像素位置的离散对应关系，再通过拟合

获得像素位置与光谱的对应关系 !从棱镜分光原理

可知，光谱仅在 $ 方向展开，所以沿 % 方向同一列

区域中光谱线与像素的对应位置关系相同 !对 " # "
区域模板实验测得沿 % 方向同一列区域中光谱线

与像素的对应位置见表 ’ !

表 ’ 实验光谱线与像素的对应位置

参 数 取 值

波长1*+ %") ,") ,’( (// (0% (,/

第一列像素位置 ’00 ))’ ))% )(’ )," )%0

第二列像素位置 ")) "%$ "0% "$% (2, ())

第三列像素位置 (%0 ,)2 ,)0 ,,’ ,,/ ,00

每一列的拟合公式为

! 3 &456（7 $ 1 ’）8 (， （’）

式中，!为波长（单位为 *+），$ 为像素值 !每一列对

应的拟合系数见表 ) !

表 ) （’）式中的拟合系数取值

位 置 & ’ (

第一列 ’/’,9(%/(’ $%9)%0/% "("9%,,%/

第二列 %%",9/,"/" ’2’9%2"00 ","9)’),$

第三列 ’"(,09’’2// ’))9’)/)( ""/9’%/$(

通过标定获得 " # " 区域模板每个区域像素位

置与光谱的对应关系后，就可用提取复合光谱几何

强度结构图像的方法构建不同光谱的强度结构图 !
这时每个区域的中心位置由所选取的波长对应的像
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素位置确定，而区域宽度由设定的光谱宽度波长对

应的像素位置确定 !这样确定了 " # " 区域模板后，

强度的构建与提取复合光谱几何强度结构图像的方

法完全相同 !可称此时的区域模板为光谱区域模板 !

图 $ 光谱区域模板示意图

在图 $ 所示的像素与光谱的对应关系中，$ 种

灰度色的矩形框分别对应 $ 种不同的波长范围 !由
于像素与波长之间存在着非线性对应关系，所以即

使波长范围的宽度相同，其模板所取的矩形框宽度

也是不同的 !由短波长到长波长（图 $ 从右向左），相

等波长宽度对应的像素数逐渐减少，矩形框的宽度

也变窄 !要生成某一个波长范围的光谱分辨图像，就

用相应灰度色的矩形框划分原始图像的信息提取

区域 !

!"!" 不同光谱寿命图像的获取

利用光谱区域模板，将区域中强度计算改为荧

光寿命的计算，就可获得不同光谱的寿命图像 !
在每个矩形的限定区域内，先对每一行像素 !

方向分别求和取平均值，得到 " 方向上的强度分

布，即寿命衰减方向的强度分布，保存到数组［#］

中 !然后搜索［#］中强度最大点的位置 #%&’ !荧光寿

命的定义是强度从峰值衰减为峰值的 () * 所经历的

时间，所以在［#］数组中搜索强度最接近最大峰值

强度 () *的像素位置 #() * ，并计算 #%&’与 #() * 之间的

像素差 $ !系统中采用的是同步扫描相机记录荧光

的衰减，当同步扫描相机的扫描速度标定后，就知道

每个像素代表的时间 %，于是荧光寿命!为

! + % # $ ! （,）

获得矩阵&［ ’，(］每一矩阵元的寿命值后，用数字图

像伪彩色方法表示寿命图 !
将上述方法与调用 -&./&0 软件拟合模块中的

负指数拟合函数计算寿命方法作了比较 !调用首先

改写 -&./&0 中的 /123456(78. 函数（任意曲线拟合函

数），使其满足负指数拟合的要求，并将改编后的函

数保存为文件 -!然后使用 %&.9:;;/1 公司的 -&.3;%
工具，将 - 文件转化成可供调用的 < = = 代码文件，

就可以在主程序中调用此 < = = 代码文件 ! 实验对

纯若丹明 >? 染料样品上任取一点，用两种方法处

理，处理结果如图 > 所示，得到的寿命值较为一致 !

图 > 纯若丹明 >? 染料样品上任取一点的荧光寿命计算结果

图 > 为若丹明 >? 染料样品任取一点的荧光寿

命计算结果，其中虚线表示的是 -&./&0 负指数拟合

函数计算寿命的结果 ! 从图 > 可以看出，若丹明 >?
染料荧光寿命在纳秒级 !利用（,）式计算得到的荧光

寿命的相对误差为 *@*,A，调用 -&./&0 曲线拟合模

块计算荧光寿命的相对误差为 B@CDA !通过比较可

知，本文的方法是可行的 !

E !实验与数据处理结果

对两种样品在五维同时荧光信息显微成像系统

上作了成像实验，按五维同时荧光信息处理方法中

的三种处理方法对实验数据做了处理 !一种样品是

徕卡显微镜带的样片，是一种植物茎的横断面，另一

种是植物芦荟叶染若丹明 >? 和 >F 染料样片 !双光

子激发波长为 CBB G%，取样阵列点在样品上 ! 和 "
方向的间距为 >"!%，微位移系统在 ! 和 " 方向移

动的步距为 "!%，同步扫描相机的扫描速度是每像

素 CE@*, H1!

#"$" 复合光谱几何强度结构图像的提取结果

两种样品复合光谱的几何强度结构图像信息处

理结果如图 D 所示 ! 图 D（&）和（0）是徕卡植物样片
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结果，图 !（"）和（#）是植物芦荟叶染若丹明 $% 和 $&
染料样片结果，其中图 !（’）和（#）是使用激发荧光

强度修正系数矩阵后再经阈值噪声滤波和中值滤波

降噪后得到的图像 (

图 ! 两种样片复合光谱几何强度图像 （)）和（’）是徕卡植物样片，（"）和（#）是植物芦荟叶样

片，其中（’）和（#）是激发荧光强度修正系数矩阵处理后的结果

!"#" 不同光谱几何强度结构图像的实验处理结果

图 * 所示是植物芦荟叶染若丹明 $% 和 $& 染料

样片分光谱几何强度结构图像信息处理的结果，在

分光谱处理之前先使用激发荧光强度修正系数矩阵

和阈值滤波降噪做了处理 (

图 * 植物芦荟叶样片分光谱处理结果 光谱范围均取 +, -. （)）/0/ -.，（’）/$/ -.，（"）/*/ -.

!"$" 不同光谱寿命图像的实验数据处理结果

植物芦荟叶染若丹明 $% 和 $& 染料样片分光

谱寿命图像实验处理结果见图 1，光谱范围均取 +,
-.(与不同光谱几何强度结构图像的实验处理相

同，在分光谱处理之前也先使用激发荧光强度修正
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图 ! 植物芦荟叶样片分光谱寿命处理结果 寿命图和寿命分布图中不同的灰度表示不同的寿命 "（#）不分光谱的的几何强度图，

（$）和（%）是（#）图相应的寿命图和寿命分布图；（&），（’），（(）分别为 )*)，)+)，)!) ,- 光谱的寿命图；（.），（/），（0）分别为对应（&），（’），

（(）图的寿命分布图

系数矩阵和阈值滤波降噪做了处理 "

) "结 论

本文给出从五维同时荧光信息显微成像技术获

取的复合信息中提取复合光谱几何强度结构图像、

不同光谱几何强度结构图像、不同光谱寿命图像方

法，并对两种样品做了相应的实验研究，实验结果表

明，本文提出的处理方法是可行的 "虽然所提方法和

实验中只给出三种图像信息的获取，但在此基础上

做进一步的分析计算还能获取其他信息，如光谱分

布统计、样品上任意点的寿命曲线和光谱的寿命分

布等 "
实验虽然取得了希望的结果，但仍然存在一些

有待进一步改进之处 " 尽管激发荧光强度修正系数

矩阵对修正激发光点不均匀的影响效果明显，但对
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不同的荧光标记物需要做相应的激发荧光强度修正

系数矩阵，所以，应使系统激发光点光强尽量均匀 !
当测量的荧光寿命较短时，在荧光寿命的计算中应

考虑系统响应对测量荧光寿命的影响，通过测量系

统的响应函数，解卷积消除影响 !文中实验测量的荧

光寿命在 " #$ 以上，系统响应的影响可忽略 !
本文以 % & % 区域模板为例讨论了处理方法，而

对 % & % 区域模板如何确定未作详细讨论，这属系统

定标问题，已超出本文所讨论的范围 !
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