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基于结构光照明的数字全息显微术

袁操今 冯少彤 聂守平
南京师范大学物理科学与技术学院 , 江苏 南京 210023

摘要 通过调制入射光的振幅和相位，形成特殊结构分布的照明光以提高数字全息显微记录系统分辨率，结合结构

光的特性设计了明场和暗场记录系统。明场记录系统中，在利用振幅型正弦光栅和随机散射元件调制入射光波

前，将超出衍射极限的物体高频信息调制到系统截止频率以内，这部分信息可以通过成像系统被记录。数字再现

过程中，将其与低频信息合成，可使再现像分辨率得到提高。在暗场记录系统中，通过在空间光调制器上加载相息

图改变入射光的振幅和相位分布，分别用拉盖尔-高斯涡旋、径向艾里以及携带涡旋相位的径向艾里结构光照明物

体，结合暗场聚光镜的应用，提高系统的分辨率和对比度。
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Digital Holographic Microscopy by Using Structured Illumination
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Abstract Structured illumination formed by modulating the phase and the amplitude of input beams is used to

improve the resolution of digital holographic microscopy. According to the properties of structured illumination,

bright-field and dark-field recording systems are built. In the bright-field system, an amplitude type sinusoidal

grating and scattering elements are used to modulate the high frequency information which overpasses the

diffraction limit into the frequency lower than the cut-off frequency, which can be recorded by an imaging system.

By shifting the high frequency information to the correct position and combining the low frequency information,

the resolution of the reconstructed image can be improved in the process of digital representation. In the dark-field

system, both the amplitude and phase of the input beams are modulated by loading different images on a spatial

light modulator to generate Laguerre-Gaussian vortex beam, Airy beam and Airy beam with vortex phase. A dark-

field condenser used in the system focuses these beams on the sample respectively. It is found that not only the

resolution but also the contrast is enhanced.
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1 引 言
数字全息术 (DH)[1-2]利用数字光敏器件记录物光和参考光发生干涉的全息图，并在计算机中模拟光学衍

射过程实现数字再现。数字全息显微术 (DHM)是数字全息术的一个重要的应用领域 [3-4]，通过在物光部分引

入显微光学成像系统，将物体放大后成像于记录介质表面；或者距离记录介质一定的距离，再现过程中利用

数值计算得到放大像的波前信息 (振幅和相位)。与其他显微技术相比，它具有宽视场成像、不需要标记和染

色、实时记录、可以利用数字聚焦获得任意层面信息等优点，被广泛应用于活体细胞实时监测和粒子流中微

粒跟踪等 [5-14]方面。
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DHM记录系统的分辨率由光学显微系统的数值孔径和照明光的波长决定，和波长成正比，和数值孔径

成反比。根据阿贝理论，缩短波长和扩大数值孔径成了提高分辨率最有效的途径。利用深紫外的光源 (波长

为 193 nm)照明物体，可以获得较高的分辨率 [15]，但是它会对生物体造成损伤，以及相应波长的光学元件价格

高昂，使得它的应用范围非常有限。当波长一定时，使用大数值孔径的显微物镜也可以得到高分辨率成像，

但是它要以牺牲焦深、工作距离和视场为代价 [16]。合成孔径技术 [17-18]和结构光照明技术 [19]被证明可以在不需

要大幅度增加实验设备条件下，通过扩大等效数值孔径提高数字全息显微系统的分辨率，因此，这两方面的

研究成果较为突出。传统合成孔径数字全息技术通过在同一平面上多次移动 CCD或者物体，每次记录不同

频谱范围的物体信息，并将其数字合成，相当于使用了一个大数值孔径的系统进行记录。由于该方法需要

多次记录，因此，难以实现动态过程的实时记录，而且在移动 CCD或者物体的过程中，难免会引入误差。在

记录系统中引入复用技术可以将多个信息同时或者在极短时间内记录下来，这也是合成孔径数字全息术的

发展方向 [20-27]。复用技术虽然可以避免移动误差，实现实时记录，但是构建以及调整系统稍显复杂。基于正

弦光栅照明的合成孔径数字全息技术，通过在其中插入一块一维光栅就可以使在截止频率以外的频谱信息

改变传播方向，进入记录系统的孔径内，该系统结构简单 [19,28]，但是需要旋转光栅结合相移技术来分离不同

方向的高频和低频信息，分辨率可以提高一倍；根据数字全息图的频谱分布特点分析，通过采集两幅全息图

不需要相移技术也可以分离高、低频信息 ,同时，分辨率在两个方向得以提升 [29]。入射光被暗视场聚光镜会

聚，可携带 360°的光锥型载频照射物体，因此，暗场数字全息显微术能在圆对称方向提高成像分辨率 [30-33]。

文献报道的数字全息暗场系统通常是利用光阑遮挡扩束后光束的中心区域，形成环形照明光，对于高斯光

来说，其能量大部分集中于中心区域，光阑会导致照明光的强度锐减，随之到达 CCD的物光也较弱，降低了

成像对比度。涡旋光束 [34-36]是一种具有连续螺旋相位分布的光，光束的中心存在奇点，表现在强度上是中心

区域为一个暗核。利用高斯涡旋光束的暗场照明数字全息术不仅可以提高分辨率，而且还可增强成像对

比度 [37]。

本文通过调制入射光相位和振幅的分布，研究基于结构光照明的明、暗场数字全息显微术的记录和再

现原理，并对实验结果进行分析和讨论。明场照明中，照明光携带的载频将会使超过截止频率的物光信息

改变传播方向最终被系统记录从而提高分辨率；利用暗场聚光镜和照明光具有的无衍射特性，不仅可以提

高分辨率而且还可以增强成像对比度。详细介绍在正弦和随机结构光明场照明情况下，分辨率提高的原理

和方法，以及它们的实验结果比对分析。最后，介绍利用空间光调制器改变入射光的振幅和相位，除了形成

高斯涡旋光束外，还利用径向艾里光加载涡旋相位作为暗场照明结构光与之进行比较，实验证明这些特殊

结构光可以突破系统衍射极限。

2 基于结构光的明场照明数字全息显微术
2.1 正弦结构照明光的明场数字全息术

入射光透过振幅型正弦光栅后，其振幅和空间频率受到调制。光栅的载频可以使超过衍射极限的高频

信息随着光栅的+1级和-1级衍射光进入记录系统，再现过程中将高频信息消除载频后与低频信息进行拼

接，由于记录系统等效频谱范围扩大了，因此，分辨率提高。

设物平面位于 xO-yO平面，记录平面位于 x-y平面，入射光的平面光波振幅为 1，当它透过二维的振幅型

正弦光栅后，它的振幅和相位受到调制，在物平面的分布为

t(xO,yO) = 1 + m
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式中 xO , yO 为物平面上的坐标，1/px和 1/py分别是结构照明光在 x和 y方向的频率分量，m是光栅衍射效率。入

射光透过物体后的分布为

O′(xO,yO) = O(xO,yO)t(xO,yO) = O 0 + O
x- + O

x+ + O
y- + O

y+ , (2)
式中 O 0 为零级衍射像，O

x+ 和 O
x- 为 x方向的+1和-1级衍射像，O

y+ 和 O
y- 为 y方向的+1和-1级衍射像。

通过显微物镜(MO)将 5个不同级次衍射像成像于记录面上，并与参考光干涉，干涉场的强度分布为
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, (3)

式中 R和 O分别为参考光和物光的复振幅分布。

设 fx 和 fy 为频谱面的坐标，对(3)式进行傅里叶变换，并将其表示为

I1͂( fx, fy ) = A͂( fx, fy ) + C͂( fx, fy ) + U͂ ( fx, fy ) + U͂ *( fx, fy ) , (4)
式中 A͂( fx, fy ) = ℱ ( )||Ox -

2 + ||Ox +
2 + ||O 0
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2 + ||R 2
为零级衍射光的傅里叶变换，ℱ(·) 为傅里叶变换，

C͂( fx, fy ) 为物光不同衍射级次之间干涉项的互相关函数之和，U͂ ( fx, fy ) 为
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式中 ΔFx 和 ΔFy 分别为参考光在 x和 y方向上的载波频率，O͂ 为物光的频谱，第四项则是 U͂ ( fx, fy ) 的共轭分布

函数。图 1中给出全息图频谱分布 (4)式的示意图。 A͂ 和 C͂ 的分布主要集中在中间的低频区域，U͂ ( fx, fy ) 和其

共轭像分别位于频谱面的一三象限，它们距离中心零点的距离由参考光的载频 ΔFx 和 ΔFy 决定。在频域中

设计带通滤波器仅保留 U͂ ( fx, fy ) 项，并将其移动到原点处，使 ΔFx = 0 和 ΔFy = 0 。为分析结构光照明提高系

统分辨率的原理，在图 1(a)中 U͂ ( fx, fy ) 的分布区域绘制了一条平行于 fx的点划线，U͂ ( fx, fy ) 沿该点划线的强度

分布如图 1(b)所示，中间的三角形代表零级衍射像的频谱，两边的三角形为正负一级衍射像的频谱。由于光

栅衍射效率 m不等于 1，造成三个三角形的高度不等，但是它们的底等宽，即为物体的频谱带宽，正负一级像

频谱中心和零级衍射像频谱距离为 1/px。图 1(b)、(c)中波浪线填充矩形背景区域代表显微成像系统允许通过

的频谱范围，两端的边界对应系统的截止频率 fc=NA/λ，NA为数值孔径。照明结构光载频可使+1和-1级衍

射像携带的高频信息与 0级衍射像的低频信息一起进入显微成像系统，并被 CCD记录。

图 1 全息图频谱分布示意。 (a) I ͂ ( fx, fy ) 的分布 ; (b) U͂ ( fx, fy ) 的分布 ; (c) 合成频谱示意图

Fig. 1 Schematic of holograms frequency distribution. (a) Distribution of I ͂ ( fx, fy ) ; (b) distribution of U͂ ( fx, fy ) ;
(c) synthetic frequency distribution

相移方法是在结构光照明显微成像术中普遍采用的分离高频和低频信息的方法，这种方法同样也适用

于数字全息术。根据所要分离的信息数量，多次移动光栅并记录下一组全息图，对每一幅全息图进行相同

的频率滤波提取 U͂n ( fx, fy ) (n为移动的次数)，并将该分量移动到频谱分布的中心以消除参考光的载频。为简

化推导过程，仅以 x方向的高频和低频信息分离方法作说明，y方向的信息分离方法与此相同。设相移后的

结构光分布为 t(xO,yO) = 1 + m
2 cosæ

è
ç

ö
ø
÷2π xO

px

+ φn ，(n=1,2,3,4)，其相位分布为 φ1 = 0 ，φ2 = 1
2 π，φ3 = π，φ 4 = 3

2 π ，

对应的 U͂n ( fx, fy ) 频谱分布可表示为
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可求得
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O͂ 0 = O͂( fx, fy ) = 1
4∑n = 1

4
U͂n ( fx, fy )
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px
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O͂- = O͂( fx - 1
px

, fy ) = 1
2 [ ]( )U͂1 - U͂3 - i( )U͂2 - U͂ 4

。 (7)

对于数字全息结构光照明来说，参考光的载频可以将高频和低频信息移动到远离频域中心零点的位

置，而低频和高频信息相互干涉的项都集中在低频区域，这样，在 U͂ ( fx, fy ) 分布中只有低频和高频信息简单的

叠加，因此，只要高频信息在空间中不重叠，通过复振幅相减就可以使它们分离。如图 1(b)所示，两侧的高频

信息不重叠，通过采集加入结构光照明和未加结构光照明的两幅全息图，并将它们相减即可将低频和高频

信息分离，即 I1͂( fx, fy ) - I ͂2 ( fx, fy ) ,其中 I ͂2 ( fx, fy ) = ℱ[ ]||O 0
2 + ||R 2 + O 0R

∗ + O*
0R 。对于频域空间中不重叠的高频信

息，通过进一步设计带通滤波器将所需信息滤除，可分别获得 O͂ x - , O͂ x + , O͂ y - 和 O͂ y + 。

从 O͂ x - 的分布 O͂ x - = ℱ é
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, fy 可知，物体的高频信息不仅发生了移位而

且受到幅度调制。与低频信息融合前，需要进行移频和幅度调整。将高频移动到原始位置，也可以根据傅

里叶变换的特性，在空域中乘以共轭的相位因子。由于照明光的频率参数已知，频域中直接数字移动高频

信息并调制其幅度，将它与低频信息拼接后由图 1(c)可知，合成系统的频率带宽扩大了一倍，相当于显微成

像系统的截止频率提高了一倍。

2.2 随机结构照明光全息记录

散射元件可以认为是不同频率和方向的多组光栅的随机组合，它对于系统分辨率提高的机理与正弦结

构光类似，但是它可以在多个方向提高分辨率。当入射光波透过该元件后，振幅和相位都将受到调制，物体

照明光函数可以表示为

trand (xO,yO) = A rand (xO,yO)exp[iϕ rand (xO,yO)] , (8)
式中 A rand (xO,yO) 和 ϕ rand (xO,yO) 分别为随机分布的振幅和相位。设物体的复振幅分布为

O(xO,yO) = AO(xO,yO)exp[iϕO(xO,yO)] , (9)
式中 AO(xO,yO) 和 ϕO(xO,yO) 分别为物体的振幅和相位，则散射光透过物体后，在物体后表面形成的分布为

O′(xO,yO) = O(xO,yO)trand (xO,yO) = AO(xO,yO)A rand (xO,yO)exp[i(ϕ rand + ϕO)] 。 (10)
物光经过一定距离衍射后，在记录平面上形成的光场分布为

O(x,y) = ∬
∞
O′(xO,yO)h(x,y ; xO,yO)dxOdyO = ℱ-1[ ]O͂′( fx, fy )H͂ ( fx, fy ) , (11)

式中 ℱ-1(·) 代表傅里叶逆变换，H͂ ( fx, fy ) 为系统的传递函数，若令物体的频谱分布为 O͂( fx, fy ) = ℱ[O(xO,yO)] ，则
O͂′( fx, fy ) = ℱ[ ]O′(xO,yO) = O͂( fx - fx - rand , fy - fy - rand) , (12)

式中 fx - rand 和 fy - rand 是随机照明结构光在 x和 y方向上的频率分量，从 (12)式可看出，散射光场的随机相位会

导致物体的频谱信息发生频移。当物体被随机散射介质中相位分布为零 [即 ϕ rand (xO,yO) = 0 ]的点源照射时，

满足-fc≤fx≤fc和-fc≤fy≤fc条件的物体频谱信息可以被 CCD记录，这等同于传统的照明方式。当物体的相位信

息被散射介质中相位非零点调制后，记录到的物体频谱信息将会发生改变，即满足 -fc + fx - rand ≤ fx ≤ fc + fx - rand

和 -fc + fy - rand ≤ fy ≤ fc + fy - rand 条件的频谱都可以被记录，其中，原来处于系统截止频率以外的一部分高频分量

由于获得了外加的载频，可以被记录下来，这相当于扩大了系统的数值孔径 NA。

4
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2.3 基于结构光照明的明场全息实验和结果分析

图 2为结构光照明的明场数字全息显微记录系统装置示意图 (A: 孔径光阑)。激光器发出光经过显微物

镜MO1和透镜组成的扩束准直系统后变成平面光波，被分束镜 BS1分成两束光。一束光被 BS1和反射镜M1反

射后照射到一块二维振幅型正弦光栅上，它被透镜 L1和 L2组成的成像系统放大或者缩小后成像于物体 O表

面，形成结构光照明，其中结构光的频率由光栅频率和透镜成像系统横向放大率M决定，利用显微物镜 MO2

将物体和结构光场进行放大成像。为了抵消物光部分的球面相位因子，透过分束镜 BS1并被反射镜 M2反射

后的光，将透过一个透镜 L3形成球面参考光。数字相机 CCD用于接收物光和参考光干涉后的强度分布图。

图 2 基于结构光照明的明场 DHM实验装置

Fig. 2 Experimental setup for bright-field DHM under structured illumination
光源由一个氦氖激光器提供，波长为 633 nm，记录全息图的 CCD像素为 2452 pixel×2054 pixel，像元尺寸为

3.45 μm ×3.45 μm，被记录物体是 USAF1951分辨率板，二维光栅在 x和 y方向上的频率分别是 25.2 lp/mm 和

21.0 lp/mm，透镜 L1和 L2的焦距分别是 f1=120 mm和 f2=20 mm，实验中，将光栅缩小了 6倍后成像于物体上，在物

体表面的光栅像在 x和 y方向的频率分别为 151.2 lp/mm和 126.0 lp/mm，利用一个数值孔径 NA为 0.12的显微物

镜将结构光照明下的物体成像于 CCD上，为了补偿显微物镜对物体引入的二次相位调制，在参考光部分用一

个焦距为 120 mm的透镜 L3。在此记录系统中，显微物镜的截止频率决定了系统的分辨率，在相干光照明下，系

统的分辨率为 4.1 μm[38]，换成频率单位是 122 lp/mm，该分辨率对应着分辨率板第 6单元 6组条纹。

利用 CCD记录了两幅全息图，一幅全息图记录时在系统中加入了光栅，物体被结构光照明；一幅全息图

没有加入光栅，等同于传统照明方式，如图 3所示 [29]。没有结构光照明的全息图频谱分布如图 3(a)所示，在零

级衍射像频谱的两侧能够看到物体的频谱，该频谱范围由显微物镜的截止频率决定。图 3(b)是结构光照明

全息图的频谱分布，从该图可发现，零级衍射像的频谱范围有所展宽，这是由于 CCD记录到了物体超过截止

频率的高频信息，以及高频和低频信息的相互干涉项。在图 3(a)中，+1和-1级项频谱的位置四周出现了 4个

频移的物体频谱分布，它们的中心与低频信息的中心发生偏离，偏离的位置由结构光的空间频率决定。为

了将高频和低频信息分开，将两幅全息图的频谱信息相减，在图 3(c)中能清楚地看到 4个高频信息。

图 3 (a)未加结构光和(b)加入结构光，以及(c)二者相减的全息图的频谱图

Fig. 3 Spectra of holograms (a) without, (b) with structured illumination and (c) subtract between (a) and (b)
将图 3(a)中的+1级像频谱滤出，并消除参考光的载频，再经过傅里叶逆变换可以获得传统照明方式下的

再现像强度分布 [图 4(a)]和相位分布 [图 4(c)][29]，将其中的第 6和第 7单元的条纹图像放大 [图 4(b)]。从图 4(b)
可以看出 , 条纹可以被分辨到第 6单元的第 6组，对应的分辨率是 114 lp/mm。由于分辨率板的数值是一组离

散数据，因此，在达不到第 7单元第 1组条纹分辨率时，认为系统分辨率 114 lp/mm略低于理论计算值。

利用结构光照明情况下获得的频谱[图 3(b)和图 3(c)]，消除参考光和光栅的载频后，在频谱域将高频和低

频信息进行拼接，并且进行傅里叶逆变换，得到的强度和相位分布如图 5所示 [29]，从强度局部放大像图 5(b)中
5
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可以分辨第 7单元第 6组条纹，对应分辨率为 228 lp/mm。

图 4 未加结构光照明下重构再现像。 (a) 强度分布 ; (b) 白框内区域的放大像 ; (c) 相位分布

Fig. 4 Reconstructed image without structured illumination. (a) Intensity distribution; (b) magnified image of the area in the white
frame in Fig. 4 (a); (c) phase distribution

图 5 结构光照明下重构再现像。 (a) 强度分布 ; (b) 白框内区域的放大像 ; (c) 相位分布

Fig. 5 Reconstructed image under structured illumination. (a) Intensity distribution; (b) magnified image of the area in the white frame
in Fig. 5 (a); (c) phase distribution

图 6 随机结构光照明下重构再现像。 (a) 强度分布 ; (b) 白框内区域的放大像 ; (c) 相位分布

Fig. 6 Reconstructed image under random structured illumination. (a) Intensity distribution; (b) magnified image of the area in the
white frame in Fig. 6 (a); (c) phase distribution

将光栅换成一块随机散射介质，虽然它的强度和相位上的随机分布造成了再现像强度 [图 6(a)]和相位分

布 [图 6(c)]的不均匀，但是能看到分辨率提高了，可以分辨到第 7组第 3单元条纹，对应 161 lp/mm，如图 6(b)所
示 [29]。当移动散射介质时，再现像的分辨率也不尽相同，某些位置的分辨率会高于或者低于 161 lp/mm。

利用二维的正弦结构光照明只能在两个方向提高图像的分辨率，由于 USAF1951分辨率板仅表征两个

垂直方向的分辨率，因此一次照明即可。对于其他样品，需要旋转光栅在多个角度采集图像并进行拼接，这

对于系统的稳定性提出了较高的要求。对于已知照明结构光参数的全息记录系统，可以不需要相移，通过

后续的数值计算，即频域滤波、数字频移和拼接恢复物体的波前信息，也可以直接利用相位恢复算法 [39-41]。

随机散射照明光可以认为是不同频率和方向的多组光栅的随机组合，它对于入射光的振幅和相位的调制也

是随机的，致使物体的振幅和相位信息难以重构。在不同距离处采集随机散射结构光照明下的强度图像，

利用相干衍射成像算法也可以恢复物体的振幅和相位 [42]，但不能实时记录。

3 基于结构光的暗场照明数字全息显微术
文献[37]报道的涡旋光的暗视场数字全息显微术，证明了利用高斯涡旋光具有的准无衍射特性 [43]以及聚

光镜可提供的 360°光锥型载频，可以在圆对称方向提高成像分辨率。进一步研究表明，同时调制振幅和相

位信息，获得的径向艾里涡旋光 [44-46]可以获得更高分辨率的图像。

3.1 基于径向艾里涡旋光照明的暗场数字全息术

设一束振幅为 1的平面光波照在加载了相息图的空间光调制器 (SLM)上，其相位和振幅受到了调制，出
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射时该光束照明光函数在柱坐标下的表达式为 [47]
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式中 A(·)表示艾里函数，r和 θ 是源平面上的极坐标，z代表衍射距离，Aæ
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为高斯分布。文献[37] 中拉

盖尔-高斯涡旋照明光，实际上是径向对称艾里高斯涡旋光的一个特例，即艾里光分布为 1。根据暗场聚光镜

的尺寸，设定主环半径，在出射光平面上 t(r,θ, z = 0) 为一个环形光，其能量主要集中在主环，如图 7(a)所示。

当拓扑荷数 l=0时，径向对称的艾里光会在一定距离处发生自聚焦。与成像透镜不同，它的聚焦属于突

聚焦情形，也就是光束会在某个位置半径急剧缩小，很快变成一个点。当有涡旋相位分布存在时，拓扑荷数

l≠0，在传播过程中，光斑的内径尺寸变化较小，光斑的外径略有增大，这就导致了环形光斑在传播过程中略

有展宽 [48]。在聚焦位置处，光斑的半径会很快缩小，但是光斑中间的奇点在传播过程中一直存在，图 7(b)所
示 l=1时的聚焦场分布。若直接利用该光束照明，成像中心区域会存在暗区。因此，需要用一个暗场聚光镜

将环形光场会聚并且照明样品。在距出射平面较短位置处，由于艾里光的无衍射特性以及涡旋光束的准无

衍射特性，照明光的复振幅分布可以认为与源平面的分布相似，透过物体后的复振幅分布为

O(r,θ, z) = t(r,θ, z)exp[-irk tan(α)]O(r,θ) , (14)
式中 O(r,θ) 是样品的透射率，t(r,θ, z) 为入射光束传播了距离 z后的复振幅，exp[-irk tan(α)] 表示暗场聚光镜

对光会聚作用的函数，相当于使环形光束偏折了α角度，实现了光锥型的倾斜照明。这个过程与自会聚作用

不同，图 7(c)是拓扑荷数 l=1时，距离聚光镜 3 mm处的光场强度分布，从该图可看出利用暗场聚光镜会聚，其

中心会形成一个较为均匀的光斑，而非一个亮环。当距离聚光镜 4.5 mm处，光斑中心再次出现暗区，而且光

环半径随着距离增大而迅速增大 [图 7(d)]。用该光束照明物体时，物体的低频信息会随着照明光束偏离光轴

方向，而物体的高频散射光能够沿着光轴方向进入成像系统参与成像。

图 7 不同位置处的光场分布。 (a) 出射平面处 ; (b) 自聚焦平面处 ; (c) 距离聚光镜 3 mm处 ; (d) 距离聚光镜 4.5 mm处

Fig. 7 Intesity distributions at different positions. (a) On the output plane; (b) on the autofocus plane;
(c) distance from dark-field condenser is 3 mm; (d) distance from dark-field condenser is 4.5 mm

利用暗场聚光镜会使入射光携带光锥型倾斜载频，它将被记录的物体频谱范围展宽为 2α
λ

[25]。当记录

平面与显微物镜的成像面重合时，记录平面上的复振幅分布为

O(rH,θH) = O(r,θ, z) ⊗ h(r,θ) , (15)
式中 rH和θH 是记录平面的坐标 ,⊗ 为卷积符号 , h(r,θ) 是成像系统的点扩展函数 [49]。在记录面上，参考光和物

光发生干涉，形成数字全息图，即

I(rH,θH) = ||O(rH,θH) 2 + ||R(rH,θH) 2 + O(rH,θH)R*(rH,θH) + O*(rH,θH)R(rH,θH) 。 (16)
3.2 实验系统和结果分析

实验装置基于马赫-曾德尔干涉装置设计，如图 8所示 [37]。激光器发出的光被分束镜 BS1分成两束光，透

过分束镜 BS1的一束光通过显微物镜和透镜组成的扩束准直系统 BEC后形成平面光波，它依次经过光阑 AP1

和 BS2后，照射到一个反射型相位 SLM上。在 SLM上加载不同的相息图，可以实现对入射光波前的调制，利

7
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用光阑 AP2可以只保留+1级或者-1级光，而滤除不需要的杂散光，被调制的光透过暗场聚光镜 DFC后，照射

到样品表面，样品被调制光照明后，再由显微物镜 MO成像于 CCD面上。参考光经平面反射镜 M2反射后，被

护束镜 BE扩束形成球面光波，以抵消物光光路中携带的二次相位因子，物光和参考光干涉的全息图被 CCD
记录。

输入光由半导体抽运固体激光器提供，中心波长为532 nm，输出功率约为400 mW，相位调制采用德国HOLOEYE
公司 PLUTO系列反射型 SLM，总像素为 1920 pixel×1080 pixel，像素间隔为 8 μm。暗场聚光镜 NA为 0.45，成像

显微物镜的放大倍数是 20倍(NA=0.4)，根据相干照明时的分辨极限表达式 0.77 λ
NA

计算 [38]，该系统的极限分辨

距离应为 1024.1 nm。CCD的像素大小为 3.45 μm×3.45 μm，采样分辨率为 2048 pixel×1536 pixel 。实验中样品

采用的是不同尺寸的聚苯乙烯小球，小球大小尺寸均低于相干照明的极限分辨率，为对比不同相位振幅结构

分布的光照情况下获得的再现像分辨率，在 SLM上加载了不同的图案。

图 8 基于特殊结构照明光的暗场 DHM记录系统

Fig. 8 Recording system for dark-field DHM under special structured illumination
在 SLM上未加载任何信息，并且不加暗场聚光镜时，系统属于明视场照明方式。被记录物体是直径为

690 nm的聚苯乙烯透明小球。明暗视场照明对比如图 9所示 [37]。图 9(a)是小球被高斯光照明获得的记录全

息图 , 图 9(b)是局部区域的放大图像，在放大图像中能看到明显干涉条纹，对数字全息图进行傅里叶变换、滤

波、傅里叶逆变换，可以获得再现像的复振幅信息，图 9(c)是明场照明情况下小球再现像的强度分布，对再现

平面中心记录到的一个小球进行放大，可以见到该小球出现在一个亮背景视场中，沿该小球中心绘制其强

度分布曲线，并对它进行强度归一化，如图 9(d)所示，背景区域强度为 0.2，小球中心为 0.9，对比度为 0.64。
在 SLM上加载高斯涡旋相位环形照明光，并在记录系统中放置暗场聚光镜对物体照明。图 9(e)是暗场

情况下记录到的全息图，利用相同的方法再现，获得样品相同位置处的小球再现像强度分布为图 9(g)，不论

是在全息图 9(f)还是在强度分布中都能发现该位置处不是一个小球，而是两个相互紧挨的小球，可见在明场

看不到的细节，利用暗视场的倾斜照明可以将其分辨，说明分辨率得到了提高。从强度分布曲线图图 9(h)也
明显看出，在该位置处是两个小球，背景区域强度接近 0，小球中心亮度为 0.9，对比度接近为 1。利用暗视场

聚光镜，再现像的分辨率和对比度都有明显提高。

利用相同的装置，对直径为 800 nm的小球样品进行了明场照明和暗场照明的再现对比。图 10(a)是明场

照明情况下获得的强度分布图像，图 10(b)是暗场聚光照明情况下获得的强度分布图像，暗场的背景强度基

本为 0，在暗背景下小球显得很突出。对比两幅图中在红色框内的小球，在明场中分辨的是一个小球，在暗

场背景中能看到是两个紧紧接触的小球，同样证明了暗视场聚光镜产生的光锥型倾斜载频使得系统的分辨

率和对比度提高。

在 SLM上加载不同的相息图，调制入射光分别形成高斯涡旋光、艾里光和艾里涡旋光，利用暗视场聚光镜

将它们会聚并分别照明物体，物体为直径 500 nm的聚苯乙烯小球，实验得到的结果如图 11所示。对比其中红

色框区域内的小球图像，在图 11(a)和图 11(b)中不能分清楚的小球，在图 11(c)中可以分辨。由于涡旋相位具有

边缘信息增强的效应 [50]，因此，加入涡旋相位的恢复物体的强度再现像对比度要高于不加涡旋相位的，从分辨

率角度分析，艾里涡旋光得到的图像分辨率最高，能够分辨直径为 500 nm的小球，超过衍射极限分辨率。

8
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图 9 明(上方)暗(下方)视场照明对比。 (a)、(e) 全息图 ; (b)、(f) 全息的放大像 ; (c)、(g) 物体再现像 ; (d)、(h) 强度分布曲线图

Fig. 9 Comparison between bright-field (upper) and dark-field (lower) illuminations. (a),(e) Recorded hologram ; (b),(f) magnified
image of hologram; (c),(g) reconstructed image; (d),(h) intensity distribution

图 10 明暗视场照明全息国图对比。 (a) 明场 ; (b) 暗场

Fig. 10 Comparison of holograms between the bright-field and dark-field illumination. (a) Bright-field; (b) dark-field

图 11 不同结构光波照明物体获得的强度分布图像。 (a) 高斯涡旋光 ; (b) 艾里光 ; (c) 艾里涡旋光

Fig. 11 Intensity distribution under different structured beam illumination. (a) Gaussian beam with vortex phase;
(b) Airy beam; (c) Airy beam with vortex phase

从实验和理论上，证明了不同振幅和相位分布的特殊结构光经暗场聚光镜会聚照明物体可以提高分辨

率和对比度。暗场聚光镜会聚照明光相当于 360°倾斜照明，与普通的倾斜光照明相比，该方法可使分辨率

在圆对称方向都得到提高。在暗场照明下，利用 SLM对入射光复振幅调制，不同的结构光获得的分辨率是

不相同的，艾里涡旋结构光可以获得最佳的对比度和最高分辨率。

4 结束语
介绍了利用特殊结构光照明并结合明、暗场记录系统，提高数字全息显微系统分辨率的方法。正弦条

纹结构光照明是一种较为常用的显微超分辨方法，在照明光中加入载频可以使超过系统截止频率的物体的

高频信息进入成像系统，但为了分离高频和低频信息需要多次移动和旋转光栅，建立方程组进行求解。在

全息记录中，由于参考光已将高频和低频信息移动到一个远离频谱分布的中心原点区域，在该区域高频和

低频信息是复振幅相加的过程，因此只要保证高频信息在频域中不重叠，通过复振幅相减就可以分离高频

和低频信息。根据结构光的频率移动高频信息到原有的位置并与低频信息进行拼接，即可获得高分辨率的

9



中 国 激 光

0609003-

再现像，但是，这种方法只能使两个方向上的分辨率提高，而且要保证高频信息完全不重叠是很难控制的；

由于激光光源的相干性较好，所以再现像中经常会出现干涉条纹，可考虑用低相干的 LED作为光源。由于

随机结构光场可以看作是不同方向的多组光栅组合，因此，它可以在多个方向提高系统成像分辨率。但是

这种随机分布结构光也会使物体的波前信息难以恢复。通过在 SLM上加载不同信息的相息图，改变高斯光

的振幅和相位，利用特殊光束具有的无衍射特性，在系统中用暗视场聚光镜照明物体，不仅可以提高再现像

的分辨率，而且增强了图像对比度。暗场系统不需要在频域合成高低频信息即可提高分辨率，但是暗场照

明方式下 CCD接收到的是物体散射的高频信息，可结合相位恢复算法恢复被记录物体的相位。
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