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卤素灯照明光栅衍射共路数字全息显微定量相位成像

张佳恒,马利红,李勇,金洪震
浙江师范大学信息光学研究所,浙江 金华３２１００４

摘要　数字全息显微术是数字全息术和光学显微术相结合的定量相位成像技术.为克服高相干光源(激光)照明

产生的散斑噪声和寄生条纹噪声,以及参物光路分离系统结构的不稳定性(易受外界震动干扰),实现了白光照明

(卤素灯照明)的基于光栅衍射的共路离轴数字全息显微定量相位成像.首先基于理论分析和计算,得出系统可采

用的光学元件参数和系统结构参数;然后建立了一套卤素灯照明的光栅衍射共路数字全息显微成像系统;最后对

系统的成像准确度和时空噪声进行了测量.实验结果表明,该系统具有高准确度的成像性能,并具有非常高的时

空敏感性(空间噪声为０．６nm,时间噪声为０．０４nm).
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１　引　　言

数字全息显微术[１Ｇ９]是数字全息术和光学显微

术相结合的定量显微相位成像技术.全息图带有物

光波振幅和相位的全部信息.将数字全息技术和显

微技术相结合,可以精确地获取样品的高分辨率相

位信息.由于其可以实现无标记、无损伤、全场定量

测量,数字全息显微术具有其他显微技术不可替代

的优势,是一种比较理想的定量相位成像方法.然

而,传统的数字全息显微术存在两方面无法克服的

困难.一是采用高相干照明光源(激光照明),产生

无法消除的激光散斑和寄生条纹噪声;二是参物光

路分离的系统结构,导致系统对外界扰动影响敏感,
测量时间稳定性差.
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采用低相干光源照明的数字全息显微系统能

很好地抑制激光散斑噪声和相干寄生条纹噪声,
提高测量精度[１０Ｇ１３].但是,为了克服相干长度短

的问题,即保证干涉条纹的对比度,低相干照明的

光路系统往往需要复杂的光路结构.共路数字全

息显微系统[１４Ｇ１８]是指物光和参考光经过完全相同

路径的干涉显微装置,可以有效地克服外界扰动,
提高系统稳定性,同时可以保证参物光路光程相

等.因此,低相干共路数字全息显微成像能够很

好地克服传统数字全息显微成像的固有缺陷,已
引起广泛的关注[１９Ｇ２３].

本文实现了白光照明的基于光栅衍射的共路离

轴数字全息显微定量相位成像.首先基于理论分析

和计算,得出系统可采用的光学元件参数和系统结

构参数;然后建立了一套卤素灯照明的光栅衍射共

路离轴数字全息显微成像系统;最后对系统的成像

准确度和时空噪声进行了测量.实验结果表明,该
系统不仅具有高准确度的成像性能,而且具有非常

高的时空敏感性(空间噪声为０．６nm,时间噪声为

０．０４nm).

２　光栅衍射白光共路离轴数字全息

显微系统

图１为基于光栅衍射的白光共路离轴数字全息

显微系统的光路系统原理示意图,其在明场光学显

微镜的基础上附加了一个４f 结构光学模块.图１
虚线框中即为明场光学显微镜的光路示意,后面的

４f 结构光学模块即为建立的光栅衍射共路离轴数

字全息显微系统.首先,在明场显微镜的像平面(也
即４f 系统的输入平面)上放置一个黑白光栅,利用

光栅的分光功能,产生多个携带完整样品信息的衍

射级次.然后,在４f 系统的傅里叶变换平面(频谱

平面),利用滤波器滤出０级和＋１级光,滤波器设

计如图１中所示.让＋１级光完整通过,作为物光

波场,而对０级光进行进一步低频滤波,只让０级光

中的直流部分通过,作为参考光.最后,将滤波后得

到的０级光和＋１级光经４f 系统中的第二块透镜

傅里叶变换后,叠加干涉形成全息图.系统中的４f
系统形成一个马赫Ｇ曾德尔干涉结构,利用０级和

＋１级光的夹角形成离轴干涉.

图１ 基于光栅衍射的白光共路离轴数字全息显微系统原理图

Fig敭１ SchematicofwhiteＧlightcommonＧpathoffＧaxisdigitalholographicmicroscopebasedongratingdiffraction

　　系统采用的照明光源为卤素灯,并用白光平衡

滤波片滤色.用光谱仪测量其光谱分布.在色温

TC＝３２００K时,光谱分布曲线如图２中蓝色曲线

所示,其等效功率带宽(PEB)[２４]如图２中红色虚线

所示.由等效功率带宽得到,光源的中心波长λ＝
５７４nm,带 宽Δλ＝１７９nm.由 相 干 长 度lc＝λ２/
(Δλ),得到该卤素灯光源的相干长度lc＝１．８μm.同

时,卤素灯是扩展光源,为了提高其空间相干性,采用

科勒照明光路结构,并将照明数值孔径设置到最小,

NA＝０．０９,提高空间相干性.文献[２２]详细分析了

照明数值孔径大小与相位测量准确度的关系.
在CCD 相机记录面,假设物光波为 O(xH,

yH),参考光波为R(xH,yH),两光波叠加后的光强

分布为

I(xH,yH)＝ R(xH,yH)＋O(xH,yH)２＝
R(xH,yH)２＋ O(xH,yH)２＋

R∗(xH,yH)O(xH,yH)＋R(xH,yH)O∗(xH,yH).
(１)
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图２ 系统所用卤素灯的功率谱

Fig敭２ Spectrumofthehalogenlampusedinthesystem

　　基于离轴全息图的三项分离条件、全息图记录

的采样条件以及光栅的衍射原理,可以计算得到各

个光学元器件的光学参数和系统光路的结构参数.
已知系统中采用的显微物镜为放大倍率为４０,数值

孔径为０．７５,则在照明聚光镜的数值孔径近似为０
的照明条件下,明场显微镜的最小分辨距离为

Δρ≈
１．２２λ
NAobj

, (２)

式中 λ＝５７４nm 为 卤 素 灯 光 谱 的 中 心 波 长,

NAobj＝０．７５为显微物镜的数值孔径,计算可得

Δρ＝０．９３μm.显微放大４０倍后,像平面即光栅平

面的最小衍射光斑宽度为３７．２μm.为满足奈奎斯

特采样条件,衍射光栅的光栅常数必须小于等于

１８．６μm.但是,基于离轴全息的三项分离原则,在
光栅平面,光栅调制得到的参考光载频至少为样品

在该平面最高频率的３倍,即

β≥
３k０NAobj

Mobj
, (３)

式中k０＝２π/λ,β 为光栅调制频率,β＝２π/Λ,Λ 为

光栅常数,Mobj为物镜横向放大倍数,最后可得光栅

常数必须满足

Λ ≤
λMobj

３NAobj
. (４)

　　将物镜参数和中心波长参数代入(４)式,计算可

得Λ≤１０．２μm.在系统中,实际采用光栅的光栅常

数为７．５μm.
同时为了让CCD相机能够对全息图进行正确

采样,采样频率也必须满足奈奎斯特采样定理,即
CCD采样频率ks必须大于等于全息图最高频率的

２倍:

ks＝
２π
a

æ

è
ç

ö

ø
÷ ≥ ２kmax＝２β

＋k０NAobj/Mobj

M４f

æ

è
ç

ö

ø
÷ ,

(５)
式中a 为CCD相机的像元间距,M４f为４f 系统横

向放大倍率.则由(５)式可得,４f 系统的横向放大

倍率必须满足

M４f ≥２a
１
Λ ＋

１
λ

NAobj

Mobj

é

ë
êê

ù

û
úú . (６)

　　 在 系 统 中,采 用 的 CCD 相 机 像 元 间 距

３．４５μm×３．４５μm,计算可得M４f≥１．１４.
但是,透镜L１ 和L２ 的参数选择除了必须满足

(６)式的横向放大倍率,还必须保证０级和＋１级光

波场能完整地通过４f 系统.结合光栅衍射和样品

在光栅平面的最高频率,得到透镜L１ 和L２ 的数值

孔径NA１ 和NA２ 必须满足:

NA１ ≥
λ
Λ ＋

NAobj

Mobj

NA２ ≥
１

M４f

λ
Λ ＋

NAobj

Mobj

æ

è
ç

ö

ø
÷

ì

î

í

ï
ïï

ï
ï

. (７)

　　将各参数代入(７)式,计算可得 NA１≥０．０９５,
而NA２ 还与４f 系统实际的放大倍率有关.综合

４f 系统横向放大倍率和系统对透镜数值孔径的要

求,系统中实际采用的透镜L１ 焦距为５．５cm,数值

孔径为０．３２;透镜 L２ 焦距为１５cm,数值孔径为

０．１６.系统实际横向放大倍率M４f＝３．０.
系统中另一个重要的器件是滤波光阑.首先确

定０级和＋１级光谱的中心位置,以０级谱中心为

坐标原点,＋１级谱的中心位置则可根据光栅衍射

计算得到:

Δx＝
f１λ
Λ
, (８)

式中f１ 表示透镜L１ 的焦距.＋１级的滤波孔径尺

寸设计比较简单,一般设置得足够大,保证＋１级光

能完全通过,但不能让其他级次的光进入该滤波孔

径.０级的滤波孔径只允许直流部分通过,使得滤

波后到达相机平面的参考光波是均匀的平面光波.
为得到０级滤波孔径的尺寸大小,需要移除光栅和

样品,此时直接在４f 系统的频谱面测量得到的光

谱尺寸大小即为０级滤波孔径的匹配尺寸.实际系

统中,０级滤波孔径的直径为１００μm.

３　相位像重建数据处理

对获取的数字全息图进行数值重建,得到被测

样品的物光场分布,进而得到被测样品的相位分布.
首先对测量得到的像面数字全息图进行傅里叶变

换,得到全息图的频谱分布.然后对频谱图进行滤

波处理,利用离轴全息图三项频谱分离的特点,直接

滤除零级项和共轭项,得到只包含物光波的频谱分

０６０９００３Ｇ３
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布.最后再经过傅里叶逆变换,得到只包含物光波

的复数场:

U(xH,yH)＝R∗(xH,yH)O(xH,yH). (９)

　　由于计算得到的是物光波复振幅分布,因此可

以同时得到样品像的光强和相位分布:

I(xH,yH)＝ U(xH,yH)２, (１０)

φ(xH,yH)＝arctan
Im[U(xH,yH)]
Re[U(xH,yH)]{ },(１１)

式中Im()表示取复振幅的虚部,Re()表示取实部.
但是,由(１１)式得到的相位值分布在[－π,π]区间,
是四象限包裹相位值.因此,一般情况下,要得到物

体的真实相位分布还需要利用二维解包裹算法得到

展开的相位分布.本文采用基于离散余弦变换

(DCT)的最小二乘相位解包裹算法[２５].
由(１１)式可知,要得到准确的相位重构,即要得

到准确的物光场重建.首先根据(９)式,为消除参考

光波的影响,需要数值生成一个数字照明光波,其必

须是原参考光波的准确复制.其次,样品经显微物

镜放大成像,因此在像平面会产生一个附加的二次

相位因子.为了准确重建,这个二次相位因子也必

须被消除.
本文采用参考平面相位相减的方法获取准确的

相位重构[２６].其基本思想是:在同一个光路系统

中,采集两幅全息图,一幅称为背景全息图,即没有

放置样本的情况下记录的干涉图;一幅称为样本全

息图,即在记录系统中放置了样本后记录的全息图.
两幅全息图各自数值再现,经过相位解包裹计算后

得到各自的相位分布,再经过相减处理得到样品的

准确相位分布.这种方法不但能消除参考光波和显

微成像附加的相位因子,而且能消除成像系统的像

差以及其他背景噪声,因此能得到样品的准确相位

信息.

４　系统成像的准确性

为了测量这套白光共路离轴数字全息显微系统

的成像准确性,选用标准聚苯乙烯微球作为被测样

品,微球直径为(２±０．０５)μm,折射率为１．５９.取少

量微球散落于载玻片,等水分蒸发完后,滴入奥林巴

斯物镜浸油(折射率为１．５１８)浸没微球,并盖上盖玻

片.将此标准样品放入载物台,进行调焦,使之成像

于CCD相机平面.记录的全息图如图３(a)所示.
将红色矩形框内的部分全息图放大显示,如图３(b)
所示,可以清晰地显示干涉条纹.对全息图图３(a)
进行频域滤波,再经傅里叶逆变换得到物光波复振

幅,对物光波复振幅求反正切值得到包裹相位,利用

基于DCT的最小二乘解包裹算法进行解包裹运

算.采用减去参考平面相位的方法进行相位补偿.

图３ 实验结果.(a)全息图;(b)矩形框中部分全息图的放大显示;(c)再现相位像;
(d)小球厚度三维形貌;(e)(c)中白色直线的微球厚度分布曲线

Fig敭３ Experimentalresults敭 a Hologram  b enlargedpartofthehologramshownintherectangle 

 c reconstructionphaseimage  d threeＧdimensionalthicknessprofileofthemicrobead 

 e thicknessprofileofthemicrobeadalongthewhitelinein c 
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保持所有参数不变,将物体移除,记录一张背景全息

图,对这张全息图进行同样的处理,得到包裹展开的

相位图.将两个包裹展开的相位图进行相减运算,
得到相位像,如图３(c)所示.

在微球这样的单一折射率样品中,光波的传播

可认为是直线传播.因此,光经过微球的几何路径

h(x,y)和测量得到的相位分布φ(x,y)之间的关

系为h(x,y)＝λφ(x,y)/[２π(n－n０)].已知微球

折射率、浸没介质折射率和中心波长,利用测量得到

的相位分布φ(x,y)便可得到微球的厚度分布

h(x,y),其厚度分布三维图如图３(d)所示.图３
(e)是沿图３(c)中所示过微球中心直线的微球厚度

曲线,由最高点值得到微球直径为２．０５μm.值得

注意的是,该直径值是通过测量相位值计算得到的

微球纵向直径,避免与横向测量得到的直径值混淆.
测量了很多组微球样品,分析了１００个微球的纵向

直径,其值为(２±０．０５)μm.微球粒径分布范围为

(２±０．０５)μm,这证实了组建的白光共路离轴数字

全息显微系统具有准确的定量相位成像性能.

５　系统的时空噪声

本文也测量了系统的时空噪声,从而量化系统

成像的时空敏感性.在定量相位成像中,常用的系

统空间噪声、时间噪声定义如下[１９,２７].系统的空间

噪声:不放置任何样品,直接测量得到的相位像有一

定的随机分布值,根据相位和光程的关系可以得到

没有样品时的随机光程分布,对该随机光程分布求

均方差,该均方差值即表示空间噪声分布.系统的

时间噪声:不放置任何样品,连续测量得到多帧相位

像,根据相位和光程的关系可以得到没有样品时的

一系列随机光程分布,对每个像素的时间序列求均

方差,得到每个像素点的时间噪声,再对所有像素点

的时间噪声求均方差,得到的值即为系统的时间

噪声.
在 不 放 置 样 品 的 情 况 下,记 录 帧 率 为

２０frame􀅰s－１,记录２５７张全息图.实验证明此序

列已 达 到 时 间 稳 态.每 张 全 息 图 的 像 素 数 为

１０２４pixel×１０２４pixel.将第一张全息图作为背景

全息图,其展开相位分布为φ０(x,y,０).对其余每

张全息图进行数值重建得到展开相位分布φ(x,y,

t),将其与第一张的相位分布相减,以此得到２５６张

相位图:

δφ(x,y,t)＝φ(x,y,t)－φ(x,y,０). (１２)

　　由于全息图是在不放置样品的条件下记录的,
因此这２５６张相位图反映了系统的时空噪声.根据

相位和光程的关系,可计算得到相应的２５６张光程

分布图.图４(a)是２５６张光程分布图中的任一张,
显示了该时刻的噪声分布.图４(b)是图４(a)光程

分布的直方图,其空间均方差σs＝０．６nm,表示空

间噪声为０．６nm.图４(c)是２５６张光程分布图所

有像素的直方图,根据时间噪声的定义,先对每一像

素时间序列求均方差,再对得到的所有像素的时间

均方差求均方差,得到时间噪声σt＝０．０４nm.这两

个值表明该系统具有非常低的噪声影响,也就是具

有非常高的时空敏感性.通常表述为系统的空间敏

感性为０．６nm,时间敏感性为０．０４nm.

图４ 系统的时空噪声测量结果.(a)无样品时的光程分布;(b)空间噪声直方图;(c)时间噪声直方图

Fig敭４ Analysisofspatiotemporalnoiseofthesystem敭 a AopticalpathdifferenceimageofnoＧsample 

 b histogramofthespatialnoise  c histogramofthetemporalnoise

６　结　　论

在理论分析和参数计算的基础上构建了白光照

明的光栅衍射共路离轴数字全息显微成像系统,并
对系统的成像准确度、时空噪声进行了反复测量.

实验结果表明,该系统能测量得到准确的定量相位

像,比激光照明的参物光路分离的数字全息显微系

统具有更高的时空敏感性.而且,由于该系统是白

光照明,对生物样品完全无损,加之时间稳定性好,
故该系统将非常适用于对生物样品的长时间观测.

０６０９００３Ｇ５
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