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基于偏振滤波图像增强和动态散斑照明

的宽场荧光层析显微镜*
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提出了一种基于偏振滤波图像增强和动态散斑照明的新型宽场荧光层析显微镜. 该显微镜采用了一种新型的

偏振滤波图像增强技术,基于激发光与荧光偏振态的差异,利用偏振器件滤除激发光;并利用动态散斑照明实现宽

场层析.该荧光层析显微镜具有结构简单、低成本、响应速度快、容易操作等特点. 实验研究结果表明,本文提出

的滤波方案能够显著地提高图像质量,利用动态散斑照明实现宽场层析具有较高的纵向分辨能力. 研究丰富了在荧

光显微镜中,从强激发光中提取弱荧光信号的技术手段,为今后发展具有快速响应,波长可调谐的多光谱荧光层析

等高端的显微镜具有重要参考意义.
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1 引 言

具有层析分辨能力光学显微镜的出现是显微

镜技术的一次革命, 该技术的发展使得组织和细

胞的光学连续切片和三维结构重建等能够得以实

现, 对研究生命现象的本质具有重要的科学意义.

激光扫描共焦显微镜 (laser scanning confocal micro-

scope, LSCM) 能够有效提高图像的分辨率和成像

质量,而且具有深层分辨能力和三维层析能力 [1−4],

但该显微镜系统复杂、造价昂贵、成像速度慢. 最

近,人们提出了一种利用动态散斑照明的荧光显微

镜, 该显微镜不仅具有深层层析分辨能力, 而且采

用宽场成像方法,不需要复杂的振镜扫描系统和共

轭针孔光阑, 因此, 结构简单、成像速度快、使用

便捷 [5−10].

荧光显微镜是利用特定波长光照射被检物,使

之发出荧光,在显微镜下观察物体的形状及其所在

位置的一种显微光学检测技术. 荧光显微镜的一项

关键技术是把淹没在较强激发光中的荧光信号提

取出来,激发光的滤波效果在一定程度上决定了成

像的质量. 目前使用的荧光显微镜大多数根据荧光

与激发光波长的差异,采用频率滤波方法来滤除激

发光, 提取荧光信号. 这种方法不仅对滤光片要求

很高,而且对荧光和激发光的波长有很强的依赖性,

导致荧光显微镜的使用受到激发光与荧光的波长

限制. 例如当激发光或荧光波长改变时, 需要切换

相适应的滤光片; 当激发光为白光或宽带光源时,

如果激发光与荧光在波长上有重叠,采用传统的频

率滤波法则无能为力 [11].

本文提出了一种新型的基于偏振滤波图像增

强和动态散斑照明的宽场荧光层析显微镜. 该显

微镜采用新型的偏振滤波图像增强技术, 基于激

发光与荧光偏振态的差异,利用偏振器件滤除激发

光, 提取荧光信号;并利用动态散斑照明实现宽场

层析,具有结构简单、低成本、响应速度快等特点.

本文的研究对于今后发展一种不受激发光与荧光

波长的限制的宽场荧光层析显微镜具有重要的参
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考意义.

2 实验装置及原理

图 1 是一种新型基于偏振滤波图像增强和动
态散斑照明的宽场荧光层析显微镜结构示意图.
该显微镜主要由激光器、散射体、散斑成像光学

系统、荧光显微镜、偏振元件及控制系统等部分

组成. 半导体抽运固体激光器 (长春新产业光电
技术有限公司, MBL50, 中心波长为 473 nm) 发出
的激光耦合到散射体, 获取特定大小的散斑光源,
该光源经过偏振片 P2 (大恒新纪元科技股份有限
公司, GCL-050003)后得到具有线偏振特性的散斑
光, 再经散斑成像光学系统将散斑成像到显微镜
(Leica公司, LDMLB2)的物镜 (其中物镜放大倍率
为 40倍, 数值孔径为 0.65)后焦面上, 使后焦面上
的散斑的大小刚好覆盖显微物镜的后通光孔径,以
实现对样品的宽场激发. 散斑激发样品产生的荧
光经由物镜收集,分别经过双色分光镜为 (Chroma

Technology 公司, 505 dcxr)、透镜 fS 和检偏器 P1

(大恒新纪元科技股份有限公司, GCL-050003), 最
终成像于 CCD 相机 (英敏基信息技术有限公司,
QHY-IMG2S-M-COOL),再由计算机读取和存储作
为源图像. 显微镜的横向分辨率为 d = 1.22λ f/D,
其中 λ 为波长, f 为透镜的焦距, D为通光孔径. 检
偏器 P1 的偏振态与激发光偏振态正交, 从而过滤
激发光. 通过计算机同步步进电机和 CCD相机,步
进电机驱动散射体运动,产生一系列彼此独立的散
斑.当步进电机每前进一步,散斑变化一次, CCD相
机同步记录一幅荧光图像,计算机对应地存储一系
列源图像.这一系列源图像中任一幅源图像都是彼
此独立的,而且其记录的荧光强度都包括物镜焦平
面内荧光信号强度和焦平面以外的荧光背景强度.
由于散斑图案的变化,导致物镜焦平面内荧光信号
强度变化剧烈, 而焦面外的荧光信号变化缓慢, 这
种信号变化特征恰恰被包含于源图像中,因此根据
这种信号变化特征, 利用特殊的算法 [4], 能够获得
物镜焦平面内的荧光信号,实现宽场层析成像.

图 1 基于偏振滤波和动态散斑照明的宽场荧光层析显微镜结构图

宽场荧光显微镜实现层析的基本原理如下: 在

普通荧光显微镜中, 引入激光散斑照明, 在显微镜

物镜的后面形成一系列随机变化的散斑照明分布

图案,如图 2(a)所示. 图 2(b)是为图 2(a)中散斑照

明分布图案的放大图, 其中点划线表示后焦平面,

小椭圆表示散斑.

散斑照明样品时,在样品上激发产生对应的一

系列荧光信号,这些荧光信号经物镜、分光镜、透

镜、检偏器后成像于 CCD相机上. 这些荧光信号

主要有两个来源: 一是产生于显微镜物镜焦平面内

的荧光信号,另一个是产生于显微镜物镜焦平面外

的背景荧光信号.假如散斑所照明到的样品处都能

激发出荧光, 且荧光强度正比于激发光强度. 在宽

场荧光显微镜中,当物后焦平面处 (图 2中点划线)

与 CCD平面满足物像共轭面时, 若不考虑光学元

件口径尺寸的限制,共轭面的物像关系的点扩散函
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数 (PSFF )为 δ函数,物后焦平面处的物体清晰地成
像于 CCD平面 (如图 3(a)); 非物后焦平面与 CCD
平面不是物像共轭面,它们的物像关系的点扩散函
数 (PSFNF )不是 δ函数,因此,非物后焦平面的物体
弥散而模糊地成像于 CCD平面 (如图 3(b)). 因此,
随着照明散斑的变化, CCD相机探测到的来自于显
微镜物镜焦平面内的荧光信号强度发生剧烈变化

(如图 3(a)), 图 3(a)下方的小散斑为物后焦平面上
的一个散斑在 CCD 平面的成像, 而在物镜焦平面
外的荧光信号强度变化缓慢 (如图 3(b)),图 3(b)下
方的散斑为物后焦平面上的一个散斑在 CCD平面
的成像. 这种信号变化特征是实现层析的基础, 根
据这种信号变化特征,利用下面算法能够提取的该
层面的荧光信号,实现样品的层析成像 [5,7]

IRMS =

{[ N

∑
i=1

(Ii − Ii−1)
2
]/

2N
}1/2

, (1)

式中, N 为图像序列中的图像数, Ii 为第 i幅图像的

强度, IRMS 为采集得到 N 幅图像的均方根图像,也
就是层析图像, N 一般取值为 40∼60.
若以高斯 - 洛仑兹近似表示探测和照明的点

扩展函数, 则散斑图案变化时, 在 CCD 探测器探
测面上的每一个象素的强度变化的均方根值 RMS
(root-mean-square)可以表示为 [5−7]

RMS =
⟨IS⟩CA√
3+2ζ 2

c
, (2)

式中, A =
πω2

0
2

, ω0 =
0.61λ

NA
, NA 为物镜数值孔径,

ζc =
λZc

πω2
0

, Zc 为轴向离焦距离, C为荧光团的浓度.

RMS 反映了该系统的具有层析分辨能力, 类似于
共焦显微镜的层析能力 (正比于 1/z2

c). 增大显微
镜的数值孔径,将有利于改善层析显微镜的纵向分
辨能力.
基于正交偏振的滤光方案的工作原理说明如

下: 将图 1 中的光路展开 (只考虑光的偏振特性),
得到如图 4 所示的光路原理简化示意图, 其中, 参

考面 1 上的带箭头的虚线和参考面 2带箭头的实
线表示光的偏振方向,而偏振片 P1, P2 上的带箭头

的实线表示偏振片 P1, P2 的偏振方向,样品 S上的
带箭头的蓝色虚线、红色实线分别表示激发光和

荧光的偏振方向. 具体地, 参考面 1 位置为激发光
(带箭头的蓝色虚线表示激发光, 箭头表示偏振方
向)入射偏振片 P2 前的任意一位置,激发光的偏振
态为自然偏振,经过偏振片 P2 (偏振方向如图 4中
所示)后,入射到样品 S上的激发光为线偏振光. 样
品 S被激发光激发后, 辐射出荧光信号 (带箭头红
色实线表示荧光,箭头表示偏振方向),荧光为自然
光或接近自然光. 由于偏振片 P1 与偏振片 P2 正交,
激发光经过偏振片 P1 时由于其偏振方向与偏振片

偏振方向垂直而被过滤掉.样品 S被激发辐射出的
荧光为自然光, 其中偏振态平行于偏振片 P1 的那

部分荧光,能顺利地通过偏振片 P1,入射到 CCD相
机上.

图 2 物镜后的散斑照明分布图案

图 3 散斑在 CCD上成的像 (a)焦平面处散斑在 CCD上成
的像; (b)焦平面外散斑在 CCD上成的像

图 4 正交偏振滤波原理示意图
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3 实验结果

实验中我们给出铃兰根茎样品切片的荧光层

析图像,如图 5所示. 图 5(a)为未采用偏振片 P1 来

滤除激发光的图像,即采用偏振滤波图像增强前的

层析图像,图 5(b)为采用偏振片 P1 滤除激发光,实

现图像增强后的层析图像,图 5(c)为对比实验, 采

用高消光比的滤光片代替偏振片 P1 滤除激发光的

层析图像.图中的阿拉伯数字表示的是不同深度的

层析图像,图 5(1)与图 5(2)差 5 µm深度,图 5(2)与

图 5(3) 差 4 µm 深度. 对比图 5(1), 5(2), 5(3) 可知,

该显微镜具有较高的层析分辨能力. (a)图中,由于

激发光较强,荧光信号基本淹没在激发光中, (b)图

清晰地显示出荧光图像. 对比 (a) 图和 (b) 图可知,

本文提出的偏振滤波图像增强方案能够很好地滤

除激发光,提取荧光信号,显著地提高图像质量. 我
们在实验中也采用高对比的滤光片代替偏振片 P1

滤除激发光后的图像, 为 (c) 图. 比较 (b), (c) 两图
可知,我们提出的偏振滤波法获得的图像质量并不
差于传统滤波法. 需要指出的是, 实验中所采用的
起偏器和检偏器为国产吸收型偏振片 (大恒新纪元
科技股份有限公司, 型号 GCL-050003), 其消光比
为 500 : 1;进行对比实验的传统频率滤波法采用的
是美国进口滤光片 (Chroma Technology Corp.,型号
HQ510lp),其光密度 (optical density, OD)大于 6,即
消光比大于 106. 由此可知,采用偏振滤波图像增强
技术,显著降低了荧光显微镜中滤除激发光对光学
器件性能参数的要求. 当然, 如果采用高消光比的
检偏器件,偏振滤波荧光显微镜所获得的图像质量
也将会有进一步地提高.

图 5 铃兰根茎样品切片的荧光层析图像 (a)采用偏振滤波图像增强前的层析图像; (b)采用偏振滤波实现图像增强后的层析图像;
(c)采用高消光比的滤光片的对比层析图像

4 结 论

本文提出了一种基于偏振滤波图像增强和动

态散斑照明的新型宽场荧光层析显微镜. 该显微镜

采用新型的偏振滤波图像增强技术,基于激发光与

荧光偏振态的差异,利用偏振器件滤除激发光. 实
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验研究表明,偏振滤波图像增强技术能够显著地提
高图像质量,也显著降低了光学器件性能参数的要
求. 该方案丰富了荧光显微镜从较强的激发光中提
取微弱荧光信号的技术手段,且不受激发光与荧光
波长的限制,对于今后解决波长可调谐的多光谱荧
光显微镜、白光照明多光谱荧光显微镜等技术上

的瓶颈具有直接的参考意义.利用动态散斑照明能

够实现宽场层析,这种散斑照明宽场荧光显微技术
能够以高的纵向分辨率对生物组织进行层析成像,
而且结构简单,成像速度快,使用方便,该显微镜对
于满足当今生物、生命科学领域发展的需求,研制
具有我国自主知识产权的高端荧光显微镜有重要

意义.
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Abstract
We propose a novel wide-field fluorescence sectioning microscope based on polarization filtering image enhancement and dynamic

speckle illumination in this article. A new type of polarization filtering image enhancement technology, based on the differences in
polarization characteristic between excitation light and fluorescence, is used to filter out the excitation light and enhance image quality.

The dynamic speckle illumination is employed to achieve the wide field fluorescence sectioning which has many advantages, such as
simple configuration, low cost, rapid response and easy operation. The experimental results indicate that our filtering method can be
utilized to improve the image quality significantly, and the dynamic using speckle illumination can be employed to achieve optical

sectioning with a wide field and a high vertical resolution capability. Our study is not only to enrich the technological method to
extract the weak fluorescence signal from the strong excitation light, but also to provide a significant reference for developing a light
wavelength tunable multi-spectral fluorescence microscope with rapid response.

Keywords: laser speckle, polarization filtering, fluorescence microscope, optical sectioning
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