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基于单棱镜复用的轴向可调式共光路
干涉相位成像系统

张明明１,韩豪１,刘景业２,徐媛媛２,王亚伟２,季颖２
１江苏大学机械工程学院,江苏 镇江２１２０１３;

２江苏大学理学院,江苏 镇江２１２０１３

摘要　基于干涉成像原理,提出了一种结构简单的轴向可调式共光路干涉成像系统的设计.该设计充分利用光路

可逆性和分光棱镜的反射、折射特性,先通过棱镜将入射光分为两束平行光,一束照射到样品上被反射载物台反射

作为物光,另一束则直接被反射作为参考光,然后利用上述棱镜使反射回的物光和参考光合束发生干涉.通过调

整棱镜的分光层与光轴之间的夹角可分别实现不同类型的干涉.分别以傅里叶变换和三步相移范数法为例对实

验获得的干涉条纹进行相位恢复,并通过对结果的分析评估了系统的性能,对设计用于生物细胞相位成像的可行

性进行了论证.所设计的系统结构简单、操作方便、系统误差小,可为均质细胞的无损免标记形态检测提供一种简

单易行的方法.
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１　引　　言

生物细胞是生命体的基本单元,对细胞形态结

构和动力学行为的识别与检测,在生命科学研究中

已经受到越来越多的关注,尤其是在临床医学领域,
对癌症等重大疾病的病因检测、发病机理的研究以

及药物对疾病医治效果的评测,都离不开对该区域

细胞不同状态下细胞形态特征的观察和检测[１].但

是由于细胞无色透明,传统显微镜对细胞的直接观

测极为困难,扫描电子显微镜纵向分辨率可达到

０．７nm左右,但是由于采用逐点扫描观察,导致该方

法成像速度相对较慢且范围相对较小,不利于实时

观测[２].荧光显微技术借助合适波长的激发光激发

样本中的荧光探针可以实现对样本的成像,此技术

信噪比高、特异性强,但是需要对细胞进行染色等预

处理,信号强度与光漂白效应往往较难平衡,而且成

像过程中光毒作用对活细胞的影响不容忽视[３Ｇ５].
因此,研发可对活细胞样品进行原态可视化观测的

无损免标记成像技术一直是人们关注的重点与热点

之一[６].干涉相位成像技术作为一种非接触免标记

测试方法,利用细胞内各组分的折射率为固有对比

源这一特性,可从干涉图样中提取被测样品的相位

分布,并从中解调出物体表面乃至亚表面的整体形

貌,其纵向测量精度可以达到纳米量级[７].其中,物
参共光路干涉系统因物光和参考光沿着相同的路径

进行传播,装置对环境振动不敏感,系统的抗干扰能

力和稳定性较好,在医学检测方面得到了广泛的应

用.例如傅里叶相位显微技术[８]通过将样本的散射

光和非散射光分别作为物光和参考光,在傅里叶变

换频谱面上使用软件控制的相位调制器进行移相,
可分时获得相移干涉图.该技术具有共光路系统高

稳定性的优势,可以进行长达数小时的显微观察.
空间光干涉显微技术[９]也是利用将透过样品的散射

和非散射光分别作为物光和参考光,使用液晶相位

调制器对参考光进行移相获得干涉图.该技术分辨

率达到了纳米级别,且处理速度极快,可以适用于多

种类型细胞的观测.但是上述显微系统的结构较为

复杂,需要较多的光学元件,实验成本较高、操作难

度较大,不利于推广使用.因此对于均质细胞形态

的快速无损检测需要一种低成本、易操作的成像方

法.本文基于共光路干涉原理,利用棱镜的分光原

理和特性,设计了一种结构简单且应用范围较广的

干涉相位成像系统,并且通过实验验证了该系统的

可行性.

２　干涉成像装置与工作原理

基于共光路设计的微分干涉显微系统如图１所

示.从氦氖(HeＧNe)激光器中发出的光(波长为

６３２．８nm)向前传输经过中性可调衰减器 NF调节

至合适的光强后,利用扩束准直器BE将激光光束

调整为大小合适的平行光后射向样品,光束经分光

棱镜BS１ 反射为水平向右的光束并向分光棱镜BS２
传输,在这两个装置中间放置一个大小合适的视场

光阑Ap,使得成像区域的大小不超过电荷耦合器件

(CCD)记录靶面的面积,又经BS２ 分光为两束平行

光束,照射到反射载物台 M上.其中照射到样品上

的一束作为样品光O,另一束则被 M全反射后直接

原路返回作为参考光R;物、参反射光束经过BS２ 合

束后发生干涉,并原路返回经过Ap 和BS１,再经过

显微物镜 MO放大后,由透镜L１ 准直为平行光,进
而被CCD接收,并将干涉数据传输到计算机,以便

后续用相应算法恢复相位信息.理论上,通过改变

BS２ 分光层与光轴之间的夹角可以实现同轴干涉、
轻微离轴和离轴干涉,分别如图１(a)、(b)、(c)所
示.从实际应用来看,同轴干涉对光路精密度要求

较高,需参考光与物光之间没有夹角,而且同轴干涉

会带来共轭像问题,给原始像的提取和处理带来一

定的困难[１０],因此该系统实际操作时只对离轴和轻

微离轴干涉进行了实验.参考光臂上的相移器PS
可根据实验目的和要求对参考光进行相移,从而获

得不同相移下的多幅干涉图,以便进行后续的相位

恢复等数据处理工作.
采集到的干涉图通过相位恢复运算获得样品

的定量相位信息.常用的方法有积分变换法、微
分法、相移法等.下面通过实验验证上述成像系

统的可行性.考虑到同轴干涉的干涉图中会出现

共轭像从而给原始像的提取带来一定困难,而离

轴干涉获得的干涉图的信息在频谱面上是完全分

开的,可以从单幅干涉图中很方便地获取样品信

息,并且该方法在实际的实验中也较为容易实现.
因此,实验以目前较为常用的离轴干涉为例进行

验证,并分别以傅里叶变换法和三步相移法对平

面波进行了相位恢复.

３　干涉成像实验与结果分析

上述共光路干涉系统的实验装置见图２,其中,
光源采用波长为６３２．８nm 的非偏振 HeＧNe激光

器,激光经过分光镜后分成的两束平行光分别作为
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图１ 共光路干涉相位显微示意图.(a)同轴干涉;(b)轻微离轴干涉;(c)离轴干涉

Fig敭１ SchematicdiagramofcommonＧpathinterferencephasemicroscopy敭 a OnＧaxisinterference 

 b microoffＧaxisinterference  c offＧaxisinterference

图２ 实验装置图

Fig敭２ Diagramofexperimentalsetup

物光和参考光.通过相移器实现多步相移,该相移

器放置在参考光光路上是由电动旋转平台(SGSPＧ
４０YAW型,西格玛,日本)和玻璃板组成,而电动旋

转平台的控制器与电脑相连,采用步进(每步转角

α＝０．００２５°)的方式来实现较为精确的相移,由于参

考光两次通过移相器,所以相移量δ≈２×πd(n－
１)α２/(nλ),其中λ 为光源波长,d 和n 分别为玻璃

板的厚度和折射率,即λ＝６３２．８nm,d＝０．２８mm,

n＝１．５５.干涉条纹的采集使用日本索尼ILCEＧ
６０００型数码相机完成,其感光器件为Exmor,图像

有效像素数为６０００pixel×４０００pixel,传感器尺寸

为２３．５mm×１５．６mm.实验以焦距f＝２０mm的

平凸透镜为物镜,放大倍率为１３．５倍.
基于傅里叶变换的相位恢复法[１１]仅需采集一

幅干涉图[图３(a)],干涉光强可表示为

I(x,y)＝IS＋IR＋２ ISIRcos[φ(x,y)＋２πfxx]＝
a(x,y)＋b(x,y)exp[j２πfxx]＋

b∗(x,y)exp[－j２πfxx], (１)
式中fx 为空间载频,a(x,y)＝IS＋IR 为背景光

强,b(x,y)＝
１
２×２ ISIRexp[jφ(x,y)],∗代表

复共轭.对(１)式进行傅里叶变换得

I(f,x)＝A(f,y)＋B(f－fx,y)＋
B∗(f＋fx,y), (２)

由于载波的调制作用,在(２)式右边的３项是相互分

离的.其中滤波器的中心频率为fx,并且可以通过

移频的方式来得到B(f,y),以此来消除背景光和

共轭像的影响,再对其使用傅里叶逆变换获取b(x,

y)得到样本的相位分布:

φ(x,y)＝arctan
Im[b(x,y)]
Re[b(x,y)]

. (３)

　　恢复的结果如图３所示,图３(b)和图３(c)分别

为恢复得到的平面波包裹相位图和三维相位分布

图.其中,色坐标表示图中的相位值.
下面再基于相移法进行图像采集和相位恢复

运算.在相同的实验条件下,采用移相器使参考

光产生相移.这里拟采用三步相移法[１２],因此分

别设置下列相移量０rad,１rad,３rad.需要注意的

是,该相移量是根据移相器的工作原理计算而来
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的,实际产生的相移可通过范数法[１３]确定.分别

采集了相应的３幅干涉图[图４(a)、(b)、(c)],其
光 强 的 分 布 分 别 记 为I１,I２,I３,其 强 度 函 数 表

示为

Ikmn ＝amn ＋bmncos[φmn ＋δk],　k＝１,２,３,
(４)

图３ 平面波的离轴干涉图样及基于傅里叶变换的相位恢复结果.(a)干涉图;(b)包裹相位;(c)三维相位分布图

Fig敭３ OffＧaxisinterferenceimageofplanewaveandphaserecoveryresultsofFouriertransform敭

 a Interferogram  b wrappedphase  c ３Dphasedistribution

式中m 和n 为空间坐标,k 为获得的干涉图的帧

数,amn和bmn分别为采集到的干涉图中某一点的背

景光强和强度调制因子,φmn为在某一点处物光和参

考光之间的相位差,δk 为第k 幅干涉图的相移值.
首先采用差运算来消除背景项的影响,即从获取的

３幅干涉图中任取２幅相减,其强度差可以表示为

ΔIpq ＝Ipmn －Iqmn ＝

２bmnsinφmn ＋
δq ＋δp

２
æ

è
ç

ö

ø
÷sin

δq －δp

２
æ

è
ç

ö

ø
÷ ,

p,q＝１,２,３, (５)
进而由二范数的定义得到上述强度差的二范数表达

式为

Epq ＝‖ΔIpq‖２＝

∑
M

m＝１
∑
N

n＝１
２bmnsinφmn ＋

δq ＋δp

２
æ

è
ç

ö

ø
÷sin

δq －δp

２
æ

è
ç

ö

ø
÷

é

ë
êê

ù

û
úú

２

{ }
１/２

＝

２ sin
δq －δp

２
æ

è
ç

ö

ø
÷ ∑

M

m＝１
∑
N

n＝１
b２mn[１－{

cos(２φmn ＋δq ＋δp)]}１/２, (６)
式中ΔIpq为两幅干涉图的光强差.如果干涉图中

条纹的数目超过１,则有下述的关系式成立:

∑
M

m＝１
∑
N

n＝１
b２mn ≫∑

M

m＝１
∑
N

n＝１
b２mncos(２φmn ＋δq ＋δp),

(７)

　　因此(６)式可以简化为

Epq ≈ ２ sin
δq －δp

２
æ

è
ç

ö

ø
÷ ∑

M

m＝１
∑
N

n＝１
b２mn{ }

１/２
＝

C sin
δq －δp

２
æ

è
ç

ö

ø
÷ , (８)

式中C ＝ ２ ∑
M

m＝１
∑
N

n＝１
b２mn{ }

１/２. 在三步相移的情况

下,(８)式中有δ１,δ２,δ３和C共４个未知数.通常把

第１相移值δ１取为０,(８)式中根据p、q的取值不同

可以获得３个独立方程构成的方程组,其余３个未

知数便可从中求解得到.
为了避免三角函数的周期性带来的相移不确

定,通常把δ限定在(０,π)之间,在此区间内正弦函

数均为正值,则得到的方程组可以表示为

E１２＝Csinδ２
２

æ

è
ç

ö

ø
÷

E１３＝Csinδ３
２

æ

è
ç

ö

ø
÷

E２３＝Csinδ３－δ２
２

æ

è
ç

ö

ø
÷

ì

î

í

ï
ï
ï
ï

ï
ï
ïï

. (９)

　　解方程获得第２,３相移值分别为δ２≈０．９５rad
和δ３≈２．９９rad.将确定的相移值代入三步相移相

位计算公式中,从而完成相位信息的获取:

φ＝arctan
I３－I２＋(I１－I３)cosδ２＋(I２－I１)cosδ３

(I１－I３)sinδ２＋(I２－I１)sinδ３
.

(１０)

　　按照上述过程恢复出来的包裹相位如图４(d)
所示,图４(e)为二维解包裹相位图,图４(f)为三维

相位分布图.其中,色坐标表示图中的相位值.
由计算结果可以看到,由三步相移法得到的

平面光波相位分布比傅里叶方法得到的结果更均

匀光滑,意味着其精度较高.一方面是因为三步

相移法基于更多的实验数据,另一方面是因为采

用的范数法对干涉图像的要求较为宽松,对噪声

不敏感.不足之处在于,相移法需要采集多幅干

涉图,而该成像系统目前尚未实现同步采集,不适

用于样品动态检测.对于细胞形态特征的静态观

察,还可以通过其他途径来提高观测精度,比如选

用更加稳定的激光器降低相干噪声的影响,提高

０４０７００７Ｇ４
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采样精度等.此外,若要对样品进行３D形态重

建,往往需要从多个角度或层面采集多个相位信

息,还需对该装置的光路结构进行扩展优化,这也

是后续的工作目标.

图４ 离轴干涉下平面波的三步相移范数法的相位恢复结果.(a)~(c)第１,２,３帧相移干涉图;
(d)包裹相位;(e)二维解包裹相位图;(f)三维相位分布图

Fig敭４ PhaserecoveryresultsofthethreestepphaseshiftnormmethodforplanewaveunderoffＧaxisinterference敭

 a Ｇ c １st ２ndand３rdinterferograms  d wrappedphase  e ２Ddisplayoftheunwrappedphase  f ３Dphasedistribution

　　上述实验结果及分析是以平面波为例进行的,
对实际样品(如红细胞)分析时,光透过样品会产生

Δφ(x０,y０)＝－
２π
λh(x０,y０)的相位延迟,其中

h(x０,y０)为样品在点(x０,y０)处的物理厚度.该系

统的干涉光路为反射式,即物光O和参考光R被反

射式载物台反射后再相干(如图５所示),这样物光

两次穿过样品,故相位延迟为２Δφ(x０,y０).

图５ 物光、参考光在BS２中的光路图.(a)同轴光路;(b)离轴光路

Fig敭５ LightpathdiagramsoftheobjectlightandthereferencelightinBS２敭 a PathofonＧaxis  b pathofoffＧaxis

　　对于同轴干涉,入射光经BS２分束后平行向前

传播,校准反射镜(即载物台)使其与两束平行入射

光垂直,则物光两次穿过样品的路径完全一致.对

于离轴干涉,物光的反射路径与入射路径会出现微

小夹角２θ,离轴干涉的夹角θ的范围由奈奎斯特采

样定理[１４]来确定,即θmax≤
λ
２Δx

,其中Δx 为像素尺

寸,则０≤θ≤θmax≈４．６３°.假设入射时物光在点

(x０,y０)处的样品内实际穿过的物理厚度为h′,反

射时实际穿过的厚度为h″,则在均质细胞中h′与h″
是相等的.而在点(x０,y０)处物光在样品内实际穿

过的厚度h′与样品在该点处的实际物理厚度h 间

存在误差,取θ＝２°估算两者误差,则h′与h 间的关

系式为h/h′＝cosθ＝cos２°≈０．９９９４,即此时物光

在点(x０,y０)处h′与h 间的误差为０．０６％.此外,
反射光在样品横向也将发生偏移,横向偏移量l与

样品在该点的实际厚度h 间的关系表示为l＝
htanθ＝htan２°≈０．０３４９h,即横向偏移量为该点处
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样品厚度的３．４９％,以红细胞为例,其平均厚度

hav＝２．１０μm,平均直径D＝７．３３μm,则l对红细

胞直径产生的误差l/D≈１．００％.因而该装置对于

均质细胞的形态检测和分类完全适用.
此外,选取聚苯乙烯小球作为均质相位体样

品,以离轴干涉为例进行了实验.该小球直径为

７８．００μm,折射率n＝１．５９,使用图２所示的实验

装置进行了离轴干涉实验,并对干涉图进行采集

[图６(a)],截取干涉图中有效的部分用傅里叶变

换法对其进行相位恢复,结果如图６(b)、(c)所示.
根据同样方法,按照相同的样品参数建模并进行

仿真计算,得到的结果如图６(d)~(f)所示.可以

看出,图６(c)和图６(f)中的分布特征基本相似.
其中,色坐标表示图中的相位值.

图６ 聚苯乙烯小球的离轴干涉实验图和仿真模拟图及基于傅里叶变换的相位恢复结果.(a)~(c)聚苯乙烯小球的

实验干涉图、包裹相位图及三维相位分布图;(d)~(f)聚苯乙烯小球的仿真干涉图、包裹相位图及三维相位分布图

Fig敭６ DiagramsoftheoffＧaxisinterferenceexperimentandsimulationofpolystyrenesphereandphaserecoveryresults
basedonFouriertransform敭 a Ｇ c Experimentalinterferogram wrappedphaseand３Dphasedistributionofpolystyrene

sphere  d Ｇ f simulationinterferogram wrappedphaseand３Dphasedistributionofpolystyrenesphere

　　根据相位函数的定义,相位反映的是样品与周

围环境相对折射率差与其厚度的乘积,是一个沿光

轴方向的积分整体变化量,并不能反映样品每一个

空间点的情况.因而要获得样品的３D形态还需要

采集不同角度(不同层面)的相位图,并通过相应的

算法从相位信息中将其厚度分布提取出来.该装置

目前尚未加载诸如光镊等辅助模块,仅供采集单一

方向的干涉图.对于均质样品的快速检测,在对空

间分辨率要求不高(如微米或亚微米量级)的情形

下,可利用相位梯度对折射率变化敏感的特性对相

位分布进行边缘检测从而确定样本的边界信息,以
此来估计其大小和形态,实验和仿真的结果分别如

图７(a)、(c)所示,从图７(c)中可以清楚地看出边界

处梯度的变化,在图７(a)中可以大体看出边界梯度

的变化,但这些都只是定性的判断.为了可以量化

边界信息,取过图７(b)、(d)中相心(即相位值最大

处)的横向AB 和CD 的梯度分布曲线,可以得出样

品边界的定量数据.梯度分布曲线表示沿曲线方向

相位前后的变化幅度,由于厚度变化为定值,折射率

的变化则决定了相位的变化[１５].从仿真结果来看

[图７(d)中的C,D 点处],小球的相位梯度经历了一

正一反两次跳变,且幅度相等,这也与样本折射率的

变化相吻合,意味着这个跳变的位置对应样本的边界

点.在实际实验中,由于噪声等原因,实际梯度图的

边界不如仿真结果清晰[图７(a)].为了获得小球的

尺寸信息,选取图７(b)中经过相心的线,即AB,经换

算得 AB 对应的尺寸约为７４．５３μm,与实际尺寸

７８．００μm的误差为４．４４％.
上述信息处理过程都只需一幅干涉图,图像采集

和数据运算都很简便,且误差满足均质样本检测的要
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图７ 聚苯乙烯小球的相位梯度图.(a)实验相位梯度图;(b)实验相位梯度分布曲线;
(c)模拟相位梯度图;(d)模拟相位梯度分布曲线

Fig敭７ Phasegradientdiagramsofpolystyrenesphere敭 a Experimentalphasegradientmap  b experimentalphase

gradientdistributioncurve  c simulatedphasegradientmap  d simulatedphasegradientdistributioncurve

求,因此该系统可以用于均质样品的实时动态检测.

４　结　　论

所设计的基于单棱镜复用的共光路干涉相位成

像系统,结构简单紧凑,易于搭建和调试,可实现多

种干涉成像,如离轴、轻微离轴等.经实验验证,该
系统可方便、快速地采集单幅或多幅干涉图,相位恢

复运算的结果表明,该设计能够满足均质生物细胞

形态快速检测的要求,并且可以根据研究需要采用

动态和静态观察.该系统不仅具有共光路光学系统

本身稳定性高、抗噪能力强的优点,还因其使用的光

学元件较少,降低了使用成本和操作难度,在一定程

度上减少了由光学器件引入的误差,如材料误差、面
形误差、装配误差等,可为生物细胞无损免标记成像

技术的发展提供一定的参考.该成像系统目前尚未

具备多角度、多幅干涉图同步采集的功能,将在后续

的工作中进一步开发完善.
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