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一种多照明模式的荧光信号测量装置

(57)摘要

本实用新型属于荧光信号测量技术领域，涉

及一种多照明模式的荧光信号测量装置，在照明

激发光路中对激发光进行调制，通过物镜之后在

样品处生成不同相位的激发照明图案，在荧光收

集光路中设置高速切换装置，切换样品的荧光图

像在光电传感器靶面上的位置，通过多照明激发

光路与荧光成像光路的同步运行，在一次曝光后

能够同时得到多个子图像，即对应多种照明模式

下的荧光信号。本实用新型能够实现在多种照明

模式下对单分子进行荧光信号测量，并能够提高

对单分子的定位精度，可以在同等光子数条件下

实现更高的分辨能力。
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1.一种多照明模式的荧光信号测量装置，其特征在于，包括多照明激发系统(42)、荧光

成像系统(43)和信号控制处理系统(41)；其中多照明激发系统(42)用于生成X和Y方向不同

相位的多照明激发图案，对样品进行激发；荧光成像系统(43)用于收集和扫描不同相位激

发照明图案激发产生的荧光子图像，使得在一幅荧光图像中包含N幅荧光子图像；信号控制

处理系统(41)用于控制多照明激发系统(42)的激发光闭合、调制器件的相位变换和共振扫

描振镜的扫描以及各部分顺序、快速的切换；还包括荧光图像的处理。

2.根据权利要求1所述的一种多照明模式的荧光信号测量装置，其特征在于：所述的多

照明激发系统(42)包括激光器(1)，激光器(1)的光路上依次设有声光调制器(2)、第一1/2

波片(3)、检偏器(4)、第一电光调制器(5)、第一偏振分光棱镜(6)；

光束经过第一偏振分光棱镜(6)分成两个光路即光路A和光路B；

光路A依次设有第二1/2波片(7)、第二电光调制器(8)、第一扩束镜、第二偏振分光棱镜

(10)；第二偏振分光棱镜(10)分有两个光路：第一光路上依次设有第一反射镜(11)、第三1/

2波片(12)、第三反射镜(15)；第二个光路上依次设有第四1/2波片(13)、第二反射镜(14)；

两个光路然后均依次通过第四反射镜(16)、第五反射镜(17)；

光路B依次设有第五1/2波片(18)、第三电光调制器(19)、第二扩束镜(20)、第三偏振分

光棱镜(21)；第三偏振分光棱镜(21)分有两个管理，第一光路上依次设有第六反射镜(22)、

第六1/2波片(23)、第七反射镜(26)；第二个光路上依次设有第七1/2波片(24)、第九反射镜

(25)；两个光路然后均依次通过第八反射镜(27)；

第五反射镜(17)和第八反射镜(27)的反射光路分别进入第四偏振分光棱镜(28)；第四

偏振分光棱镜(28)的出光路上设有第一透镜(29)；第一透镜(29)的光路进入荧光成像系统

(43)的二向色分光镜(30)。

3.根据权利要求2所述的一种多照明模式的荧光信号测量装置，其特征在于：所述的激

光器(1)的光源为连续、单纵模的光源；各个调制器的转换频率至少1MHZ；共振扫描振镜

(37)扫描频率至少4kHz。

4.根据权利要求1所述的一种多照明模式的荧光信号测量装置，其特征在于：所述的荧

光成像系统(43)由物镜(31)、二向色分光镜(30)、第二透镜(33)、光阑(34)、第三透镜(35)、

第四透镜(36)、共振扫描振镜(37)、第五透镜组(38)、第六透镜组(39)和光电传感器(40)组

成；二向色分光镜(30)、物镜(31)、样品(32)在同一光路上；二向色分光镜(30)的分光路上

依次设有第二透镜(33)、光阑(34)、第三透镜(35)、第四透镜(36)、共振扫描振镜(37)；共振

扫描振镜(37)的另外一光路上依次设有第五透镜组(38)、第六透镜组(39)和光电传感器

(40)；其中第五透镜组(38)和第六透镜组(39)各包含六个分透镜，六个分透镜用于不同相

位下的荧光信号收集。
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一种多照明模式的荧光信号测量装置

技术领域

[0001] 本实用新型属于荧光信号测量技术领域，涉及一种多照明模式的荧光信号测量装

置。

技术背景

[0002] 传统的光学显微镜由于光的衍射现象导致了分辨率极限的存在，一般为侧向

200nm左右，轴向500nm左右。而近年来基于单分子定位的超分辨显微成像技术能够突破这

种分辨率限制。这种成像技术依赖于对单个分子的荧光信号的精确定位，因此对单分子定

位的精度直接影响到分辨能力。通常的定位方式是对荧光图像中的单分子图像进行图像拟

合，并对图像的中心进行估计，进而得到单分子的位置。这种方式无法充分利用物镜的数值

孔径，从而限制了定位精度的提高。同时，基于图像拟合的定位方式也会受到单分子图像形

状的影响，进一步导致定位精度的下降，除此以外单分子在发光时是不连续的，存在闪烁以

及漂白的现象，导致定位精度差、成像时间长。因此，解决上述问题对单分子图像具有重要

的意义和应用价值。

实用新型内容

[0003] 为了减少现有多照明模式荧光测量受到样品变化的影响，本实用新型提出了一种

多照明模式的荧光信号测量装置，通过将激发光的调制、光源的闭合、不同相位荧光信号在

光电传感器靶面的成像进行同步，实现了多种照明模式下对快速变化荧光信号的测量。通

过使用不同相位及方向的激发照明图案，实现了对单分子荧光信号测量，并提高了单分子

的定位精度。

[0004] 本实用新型的目的是通过下述技术方案实现的。

[0005] 首先，一种多照明模式的荧光信号测量装置，包括多照明激发系统、荧光成像系统

和信号控制处理系统；其中多照明激发系统用于生成X和Y方向不同相位的多照明激发图

案，对样品进行激发；荧光成像系统用于收集和扫描不同相位激发照明图案激发产生的荧

光子图像，使得在一幅荧光图像中包含N幅荧光子图像；信号控制处理系统用于控制多照明

激发系统的激发光闭合、调制器件的相位变换和共振扫描振镜的扫描以及各部分顺序、快

速的切换；还包括荧光图像的处理。

[0006] 进一步的，所述的多照明激发系统包括激光器，激光器的光路上依次设有声光调

制器、第一1/2波片、检偏器、第一电光调制器、第一偏振分光棱镜；

[0007] 光束经过第一偏振分光棱镜分成两个光路即光路A和光路B，

[0008] 光路A依次设有第二1/2波片、第二电光调制器、第一扩束镜、第二偏振分光棱镜；

第二偏振分光棱镜分有两个光路：第一光路上依次设有第一反射镜、第三1/2波片、第三反

射镜；第二个光路上依次设有第四1/2波片、第二反射镜；两个光路然后均依次通过第四反

射镜、第五反射镜；

[0009] 光路B依次设有第五1/2波片、第三电光调制器、第二扩束镜、第三偏振分光棱镜；
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第三偏振分光棱镜分有两个管理，第一光路上依次设有第六反射镜、第六1/2波片、第七反

射镜；第二个光路上依次设有第七1/2波片、第九反射镜；两个光路然后均依次通过第八反

射镜；

[0010] 第五反射镜和第八反射镜的反射光路分别进入第四偏振分光棱镜；第四偏振分光

棱镜的出光路上设有第一透镜；第一透镜的光路进入荧光成像系统的二向色分光镜。

[0011] 进一步的，所述的荧光成像系统由物镜、二向色分光镜、第二透镜、光阑、第三透

镜、第四透镜、共振扫描振镜、第五透镜组、第六透镜组和光电传感器组成；二向色分光镜、

物镜、样品在同一光路上；二向色分光镜的分光路上依次设有第二透镜、光阑、第三透镜、第

四透镜、共振扫描振镜；共振扫描振镜的另外一光路上依次设有第五透镜组、第六透镜组和

光电传感器；其中第五透镜组和第六透镜组各包含六个分透镜，六个分透镜用于不同相位

下的荧光信号收集。

[0012] 优选的，所述的激光器的光源为连续、单纵模的光源；各个调制器的转换频率至少

1MHZ；共振扫描振镜扫描频率至少4kHz。

[0013] 该多照明模式的荧光信号测量装置的测量方法，包括以下步骤：

[0014] (1)光源发出激发光，激发光经过调制器件调制后通过物镜照射在样品处，形成可

控的激发照明图案，调制器件控制N种激发照明图案的切换以及激发光的打开和关闭；

[0015] (2)样品受到第一种激发照明图案激发并发射荧光信号，荧光信号通过物镜收集

后汇聚在共振扫描振镜镜面上，经共振扫描振镜快速扫描，通过N组共轭透镜组中的第一组

透镜汇聚到光电传感器靶面位置1处，对荧光信号进行积分；然后切换到第二种激发照明图

案激发样品并发射荧光信号，荧光信号通过物镜收集后汇聚在共振扫描振镜镜面上，经共

振扫描振镜快速扫描，通过N组共轭透镜组中的第二组透镜汇聚到光电传感器靶面位置2

处，对荧光信号进行积分；依次循环，激发照明图案切换N次；

[0016] (3)在光电传感器曝光过程中，重复步骤2若干次，最终在曝光结束得到一幅荧光

图像，其中包含N个荧光子图像，然后对荧光信号图像进行处理分析。

[0017] 优选的，当荧光光束处于两组透镜的交界处时，激发光处于关闭状态；当荧光光束

完全位于某一组共轭透镜的通光孔径内时，激发光处于打开状态。

[0018] 在一个曝光周期内，需要共振扫描振镜循环扫描若干周期；对于同一激发照明图

案，在一个曝光周期内对应的荧光信号在光电传感器靶面的同一部分进行积分，最终曝光

结束后在光电传感器上同时得到N个荧光子图像，分别对应N种不同的激发照明图案。曝光

周期的意思是指光电传感器接收到足够的信号，可以行成一个清楚的图像。

[0019] 荧光光束聚焦在共振扫描振镜镜面上，并且共振扫描振镜镜面处于共轭透镜组的

焦点处。

[0020] 该一种多照明模式的荧光信号测量方法的应用，当照明图案为不同相位的X和Y方

向条纹时，该测量方法用于荧光单分子定位测量。当照明图案为不同方向，且每个方向包含

不同相位的若干条纹时，该测量方法用于结构光照明显微成像。

[0021] 本实用新型提出了一种多照明模式的荧光信号测量方法和装置，即激发光使用不

同相位的照明图案进行激发，同时不同相位的照明图案和光源快速切换，实现不同相位的

图像同幅图显示，然后对单分子在不同照明图案下的亮度计算其相对于照明条纹的相位，

再通过相位对位置进行解析，从而实现更高的定位精度和更快的成像速度。利用该技术可
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以实现对单分子在若干不同照明模式下的荧光信号测量，同时将荧光分子自身的漂白等因

素的影响降至最低。使用这种方法，结合不同相位的条纹状照明模式，能够实现对于单分子

的干涉测量，相比以往的定位方法具有精度高且不受单分子闪烁漂白的影响等优点。

[0022] 本实用新型提供的一种多照明模式的荧光信号测量装置，基于不同相位下照明激

发图案激发和时序控制，有效消除单分子亮度闪烁造成的误差、提高了信号信噪比、降低了

荧光染料易漂白等影响。

[0023] 本实用新型对比已有技术具有以下显著优点：

[0024] (1)本测量方法中，对于样品在不同照明激发图案下的荧光信号测量，能够有效消

除样品自身变化以及单分子荧光闪烁造成的影响。

[0025] (2)本测量方法中，基于不同相位下照明激发图案激发，能够显著提高单分子定位

精度，同时提高超分辨显微成像的分辨能力。

附图说明

[0026] 图1为本实用新型一种多照明模式的荧光信号测量装置的示意图；

[0027] 图2为本实用新型中一种多照明模式的荧光信号测量图像采集流程示意图；

[0028] 图3为本实用新型中一种多照明模式的荧光信号测量图像处理流程示意图；

[0029] 图4为本实用新型中照明激发系统产生的不同方向和相位的激发干涉照明条纹图

案；

[0030] 图5为本实用新型中光电传感器靶面示意图；

[0031] 图6为本实用新型中一幅荧光图像中包含六个荧光子图像示意图；

[0032] 图7为本实用新型得到的荧光信号图像和传统荧光信号图像对比示意图；

[0033] 图8为本实用新型得到的荧光信号图像和传统荧光信号图像分辨率对比示意图。

[0034] 其中：1-激光器；2-声光调制器；3-第一1/2波片；4-检偏器；5-第一电光调制器；6-

第一偏振分光棱镜；7-第二1/2波片；8-第二电光调制器；9-第一扩束镜；10-第二偏振分光

棱镜；  11-第一反射镜；12-第三1/2波片；13-第四1/2波片；14-第二反射镜；15-第三反射

镜；16-  第四反射镜；17-第五反射镜；18-第五1/2波片；19-第三电光调制器；20-第二扩束

镜；21-  第三偏振分光棱镜；22-第六反射镜；23-第六1/2波片；24-第七1/2波片；25-第九反

射镜；  26-第七反射镜；27-第八反射镜；28-第四偏振分光棱镜；29-第一透镜；30-二向色分

光镜；  31-物镜；32-样品；33-第二透镜；34-光阑；35-第三透镜；36-第四透镜；37-共振扫描

振镜；  38-第五透镜组；39-第六透镜组；40-光电传感器；41-信号控制处理系统；42-多照明

激发系统；43-荧光成像系统。

具体实施方式

[0035] 下面结合附图和实施例对本实用新型进一步说明。

[0036] 本实用新型的基本思想是基于照明激发图案激发和荧光信号接收时序控制，实现

单分子荧光信号的高精度定位。

[0037] 下面结合附图以实际的单分子荧光信号的测量为例，对本实用新型进行详细的说

明。

[0038] 如图1所示，一种多照明模式的荧光信号测量装置，结构为：
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[0039] 包括多照明激发系统42、荧光成像系统43和信号控制处理系统41；其中多照明激

发系统42用于生成X和Y方向不同相位的多照明激发图案，对样品进行激发；荧光成像系统

43  用于收集和扫描不同相位激发照明图案激发产生的荧光子图像，使得在一幅荧光图像

中包含  N幅荧光子图像；信号控制处理系统41用于控制多照明激发系统42的激发光闭合、

调制器件的相位变换和共振扫描振镜的扫描以及各部分顺序、快速的切换；还包括荧光图

像的处理。

[0040] 其中，多照明激发系统42包括激光器1，激光器1的光路上依次设有声光调制器2、

第一1/2波片3、检偏器4、第一电光调制器5、第一偏振分光棱镜6；

[0041] 光束经过第一偏振分光棱镜6分成两个光路即光路A和光路B，

[0042] 光路A依次设有第二1/2波片7、第二电光调制器8、第一扩束镜、第二偏振分光棱镜 

10；第二偏振分光棱镜10分有两个光路：第一光路上依次设有第一反射镜11、第三1/2波片 

12、第三反射镜15；第二个光路上依次设有第四1/2波片13、第二反射镜14；两个光路然后均

依次通过第四反射镜16、第五反射镜17；

[0043] 光路B依次设有第五1/2波片18、第三电光调制器19、第二扩束镜20、第三偏振分光

棱镜21；第三偏振分光棱镜21分有两个管理，第一光路上依次设有第六反射镜22、第六1/2 

波片23、第七反射镜26；第二个光路上依次设有第七1/2波片24、第九反射镜25；两个光路然

后均依次通过第八反射镜27；

[0044] 第五反射镜17和第八反射镜27的反射光路分别进入第四偏振分光棱镜28；第四偏

振分光棱镜28的出光路上设有第一透镜29；第一透镜29的光路进入荧光成像系统43的二向

色分光镜30。

[0045] 荧光成像系统43由物镜31、二向色分光镜30、第二透镜33、光阑34、第三透镜35、第

四透镜36、共振扫描振镜37、第五透镜组38、第六透镜组39和光电传感器40组成；二向色分

光镜30、物镜31、样品32在同一光路上；二向色分光镜30的分光路上依次设有第二透镜33、

光阑34、第三透镜35、第四透镜36、共振扫描振镜37；共振扫描振镜37的另外一光路上依次

设有第五透镜组38、第六透镜组39和光电传感器40；其中第五透镜组38和第六透镜组39各

包含六个分透镜，六个分透镜用于不同相位下的荧光信号收集。

[0046] 信号控制处理系统41控制激光器1发出激发光，经过声光调制器2控制激发光的光

强输出，经过第一1/2波片3和检偏器4改变激发光的偏振方向，然后第一电光调制器5调制

激发光的偏振方向，并根据偏振方向的不同由第一偏振分光棱镜6在两个不同的光路A和B

之间切换。

[0047] 其中激发光在光路A中经过第二1/2波片7、第二电光调制器8改变激发光的偏振方

向以及p-与s-光之间的相位差，经第一扩束镜9扩束，然后通过第二偏振分光棱镜10分为两

个振动方向不同的激发子光束a和b。激发子光束a和b分别经过第一反射镜11、第三1/2波片 

12、第四反射镜16和第四1/2波片13、第二反射镜14、第三反射镜15，然后通过第五反射镜

17、第四偏振分光棱镜28、第一透镜29、二向色分光镜30和物镜31聚焦在样品32上发生干

涉，生成X方向的激发干涉照明条纹图案M1(如图4)。激发干涉照明条纹图案M1激发样品32

发出荧光信号，经物镜31、二向色分光镜30、第二透镜33、光阑34、第三透镜  35和第四透镜

36；成像在共振扫描振镜37的镜面之上，然后通过共振扫描振镜37进行扫描，然后通过对应

的第五透镜组38和第六透镜组39下对应的分透镜。然后荧光信号汇聚在光电传感器40靶面
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位置N1(如图5)处，对荧光信号进行积分；共振扫描振镜37扫描的荧光光束处于第五透镜组

38和第六透镜组39下对应的分透镜的边缘处时，信号控制处理系统41控制光源1关闭。

[0048] 信号控制处理系统41控制产生X方向的激发干涉照明条纹图案M2，激发干涉照明

条纹图案M2激发样品32发出荧光信号，经物镜31、二向色分光镜30、第二透镜33、光阑34、第

三透镜35和第四透镜36；成像在共振扫描振镜37的镜面之上，然后通过共振扫描振镜37  进

行扫描，然后通过对应的第五透镜组38和第六透镜组39下对应的分透镜。然后荧光信号汇

聚在光电传感器40靶面位置N2处，对荧光信号进行积分；共振扫描振镜37扫描的荧光光束

处于第五透镜组38和第六透镜组39下对应的分透镜的边缘处时，信号控制处理系统41  控

制光源1关闭。

[0049] 信号控制处理系统41控制产生X方向的激发干涉照明条纹图案M3，激发干涉照明

条纹图案M3激发样品32发出荧光信号，经物镜31、二向色分光镜30、第二透镜33、光阑34、第

三透镜35和第四透镜36；成像在共振扫描振镜37的镜面之上，然后通过共振扫描振镜37  进

行扫描，然后通过对应的第五透镜组38和第六透镜组39下对应的分透镜。然后荧光信号汇

聚在光电传感器40靶面位置N3处，对荧光信号进行积分；共振扫描振镜37扫描的荧光光束

处于第五透镜组38和第六透镜组39下对应的分透镜的边缘处时，信号控制处理系统41  控

制光源1关闭。

[0050] 信号控制处理系统41控制光源1打开产生激发光，激发光在另一个光路B中经过第

五  1/2波片18、第三电光调制器19改变激发光的偏振方向以及p-与s-光之间的相位差，经

第二扩束镜20扩束，然后通过第三偏振分光棱镜21分为两个振动方向不同的激发子光束c

和d。激发子光束c和d分别经过第六反射镜22、第六1/2波片23、第八反射镜27和第七1/2波

片  24、第九反射镜25、第七反射镜26，然后通过第四偏振分光棱镜28、第一透镜29、二向色

分光镜30和物镜31聚焦在样品32上发生干涉，生成Y方向的激发干涉照明条纹图案M4。

[0051] 激发干涉照明条纹图案M4激发样品32发出荧光信号，经物镜31、二向色分光镜30、

第二透镜33、光阑34、第三透镜35和第四透镜36；成像在共振扫描振镜37的镜面之上，然后

通过共振扫描振镜37进行扫描，然后通过对应的第五透镜组38和第六透镜组39下对应的分

透镜。然后荧光信号汇聚在光电传感器40靶面位置N4处，对荧光信号进行积分；共振扫描振

镜37扫描的荧光光束处于第五透镜组38和第六透镜组39下对应的分透镜的边缘处时，信号

控制处理系统41控制光源1关闭。

[0052] 信号控制处理系统41控制产生Y方向的激发干涉照明条纹图案M5，激发干涉照明

条纹图案M5激发样品32发出荧光信号，经物镜31、二向色分光镜30、第二透镜33、光阑34、第

三透镜35和第四透镜36；成像在共振扫描振镜37的镜面之上，然后通过共振扫描振镜37  进

行扫描，然后通过对应的第五透镜组38和第六透镜组39下对应的分透镜。然后荧光信号汇

聚在光电传感器40靶面位置N5处，对荧光信号进行积分；共振扫描振镜37扫描的荧光光束

处于第五透镜组38和第六透镜组39下对应的分透镜的边缘处时，信号控制处理系统41  控

制光源1关闭。

[0053] 信号控制处理系统41控制产生Y方向的激发干涉照明条纹图案M6，激发干涉照明

条纹图案M6激发样品32发出荧光信号，经物镜31、二向色分光镜30、第二透镜33、光阑34、第

三透镜35和第四透镜36；成像在共振扫描振镜37的镜面之上，然后通过共振扫描振镜37  进

行扫描，然后通过对应的第五透镜组38和第六透镜组39下对应的分透镜。然后荧光信号汇
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聚在光电传感器40靶面位置N6处，对荧光信号进行积分；共振扫描振镜37扫描的荧光光束

处于第五透镜组38和第六透镜组39下对应的分透镜的边缘处时，信号控制处理系统41  控

制光源1关闭。如此往复，一个共振扫描振镜37扫描循环周期(如图2)完成。六个条纹循环为

一个周期的时间，以每个条纹曝光时间为20μs为例也就是振镜单向扫描循环一次的时间是

125μs。

[0054] 在一个曝光周期内，包含扫描循环共振扫描振镜37扫描若干次，对于同一种激发

干涉条纹图案，其对应的荧光信号在光电传感器40靶面的对应部分进行积分。最终在一个

曝光周期内每幅荧光图像中能够得到六个荧光子图像(如图6)，分别对应六种不同的激发

干涉条纹图案。以光电传感器40的曝光时间为100ms为例，振镜将进行400个扫描循环，实现

每个条纹下信号积分800次。

[0055] 信号控制处理系统41根据得到的图像进行信号处理(如图3所示)。首先根据得到

的荧光图像，通过一个单分子在每幅图像中六个子图像的亮度，根据二维高斯拟合计算出

单分子的粗略位置以及每个单分子所在位置的照明条纹的相位信息，通过这两种数据将相

位与中心位置进行配准、计算得到单分子的精确位置信息(如图8)。

[0056] X方向不同相位下发射光子的概率：

[0057]

[0058] Y方向不同相位下发射光子的概率：

[0059]

[0060] Fisher信息：

[0061] 克拉美罗下界(CLRB)：

[0062]

[0063] 其中λ为激发光的波长，NA为物镜的数值孔径，N为采集到的总的光子数。

[0064] 此实施例通过一系列的措施实现了荧光信号的高精度定位，如图4和图5所示，可

以看出本实用新型提供的荧光信号测量装置和方法，以激发干涉条纹图案激发荧光信号，

实现同步和数据采集，与常规定位方法相比(如图7)，最大化避免因荧光分子闪烁、漂白、发

光周期短导致的定位误差，保证超高精度定位信息的获取。

[0065] 以上结合附图对本实用新型的具体实施方式作了说明，但这些说明不能被理解为
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限制了本实用新型的范围，本实用新型的保护范围由随附的权利要求书限定，任何在本实

用新型权利要求基础上进行的改动都是本实用新型的保护范围。
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图1
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图2
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图3

图4
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图5

图6
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图7

图8
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