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基于谱域光学相干反射测量术的生物组织折射率
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摘要　提出了基于谱域光学相干反射法的生物组织折射率测量技术，设计了共光路干涉结构，提高了测量速度，抗

干扰能力强。中心波长为８５０ｎｍ的宽带光源发射的光经Ｙ型耦合器传输到样品端，由样品散（反）射后，回射入样

品臂，经Ｙ型耦合器传输到光谱分析系统，使用计算机虚拟仪器完成系统构建与优化。编写快速傅里叶变换程序

进行信号分析。使用标准 Ｋ９玻璃样片作为样品进行验证，实验误差为０．２９％。实际测量了黄瓜浅表切片在

８５０ｎｍ波长处的折射率，测量时间小于１ｍｉｎ。
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１　引　　言

折射率是反映生物组织光学性质的主要参数之一，因此，折射率的测量技术有重要地位。传统的折射率

测量方法如临界法、内反射法和透射法等，大部分操作比较复杂，自动化测量的实现难度较高，且不适用于对

生物组织折射率的测量［１］。

光学低相干技术的出现为位移（距离）的测量提供了一种新方法。光学低相干干涉术采用宽谱光源，具

有相干长度短的特性，可实现绝对测量。１９８４年，Ｂｏｓｓｅｌｍａｎｎ等
［２］首先报道了基于低相干干涉技术的位移

０４１２０２１
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传感系统，利用白光干涉测量技术实现了对可以转换成位移量的物理量的测量，而且具有非常高的测量精

度。在随后的几年中，又有基于低相干干涉原理的传感器被应用于压力［３～５］、温度［６～９］和应变［１０，１１］测量的报

道。与此同时，伴随着近代光纤通信技术和光纤传感技术的出现，光纤低相干干涉技术开始出现与发展。该

技术最初主要用于测量光通信系统中的背向瑞利散射，确定光纤的损耗特性及缺陷的位置［１２］，分辨率在

１５～４０μｍ之间。

由于低相干技术具有高精度、无损测量等优势，被认为在生物医学领域具有较大的应用潜力。在测量生

物组织折射率的研究中，目前主要运用光学相干层析（ＯＣＴ）技术建立测量系统，通过参考臂的移动确定样

品上下表面的位置。王新宇等［１３］利用时域ＯＣＴ系统，基于改进的光程匹配法，在８５０ｎｍ和１３００ｎｍ波长

下测量了标准的熔石英和新鲜黄瓜浅表组织的折射率，精度较高，测量时间较短。但是该研究采用了异光路

结构，抗外界干扰能力差，且需要移动参考臂，易产生运动干扰。

为了增强干涉系统的抗干扰能力，提高检测速度和精度，共光路的谱域光学相干反射技术（ＳＤＯＣＲ）被

图１ 迈克耳孙干涉仪原理图

Ｆｉｇ．１ ＰｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆＭｉｃｈｅｌｓｏｎｉｎｔｅｒｆｅｒｏｍｅｔｅｒ

用于生物组织折射率的检测。

２　谱域光学相干反射术基本理论

以迈克耳孙干涉仪为模型来分析ＳＤＯＣＲ的工作

原理。如图１所示，宽带光源出射的光经过分束器后被

分为两束，一束照射样品，称为样品光，而另一束为参考

光。认为光源为理想宽带点光源并忽略偏振，参考光经

平面镜反射后，其中任一频率的单色光可以表示为

犈ｃｅｘｐ（ｉ２犽犾），其中犈ｃ为参考光的振幅，犽＝２π／λ表示波

数，２犾为参考臂的光程。而样品光在样品的不同深度狓

处形成后向散射光，沿入射光路返回，是不同深度处后向

散射光的叠加。返回的样品光和参考光叠加后形成干涉

信号，并由光谱仪接收，其干涉光谱犐（ω）可以表示为
［１４］

犐（ω）＝Φ（ω）犈ｃｅｘｐ（ｉ２犽犾）＋∫
∞

０

犪（狓）ｅｘｐ｛ｉ２犽［犾＋狀（狓）狓］｝ｄ狓
２

， （１）

式中Φ（ω）是光源的光谱密度函数，狀（狓）和犪（狓）分别为在样品深度狓处的折射率和后向散射光的振幅，

２［犾＋狀（狓）狓］为样品深度狓处所对应的光程长度。

由于仅是光程差影响最后结果，因此可以令绝对光程犾＝０，参考光的振幅犈ｃ＝１，且样品折射率均匀。

假设犪（－狓）与犪（狓）关于狓＝０对称，可用犪^（狓）代替犪（狓），其中犪^（狓）＝犪（狓）＋犪（－狓），代入（１）式并展开

得到［１］

犐（ω）＝Φ（ω）１＋∫
∞

－∞

犪^（狓）ｃｏｓ（２犽狀狓）ｄ狓＋
１

４∫
∞

－∞
∫
∞

－∞

犪^（狓）^犪（狓′）ｃｏｓ［２犽狀（狓－狓′）］ｄ狓ｄ［ ］狓′ ． （２）

　　式中包含三个部分的和，分别对应干涉光谱中三个不同的成分：第一项是参考光的自相关谱；第二项是

样品光与参考光的互相关谱；第三项是样品光的自相关谱，主要是样品不同深度处的后向散射光的互相关。

第二、三项都包含了不同深度处样品光的后向散射信号，由于通常犪（狓）犈ｃ，第二项信号的探测难度要小于

第三项，因此之前的研究主要是对式中第二项信号进行分析和处理。而本系统的不同之处在于是对第三项

信号进行处理，采用共光路设计，取消了参考臂，在简化了硬件系统结构的同时也消除了参考臂一端带来的

噪声，且对信号进行频域分析，有利于微弱信号的获取。

光谱仪探测到的干涉信号包含了样品不同深度的后向散射信息，不同频率的信号对应样品的不同深度。

因此，对（２）式第三项进行波数空间的傅里叶变换，可以求得样品不同深度后向散射的强度分布：

犎（狓）＝犉［Φ（ω）］ ［犪（狓－狓′）＋犪（狓′－狓）］＝犉［Φ（ω）］犪^（狓－狓′）． （３）

　　系统性能参数主要包括理论分辨率和理论探测深度。光源的性能决定了系统的理论分辨率
［１５］：

０４１２０２２
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σ＝
２ｌｎ２

π

λ
２
０

Δλ
， （４）

式中λ０表示光源的中心波长，Δλ为带宽（半峰全宽，ＦＷＨＭ）。而ＳＤＯＣＲ理论测量深度在波长空间表示

为［１６］

犇ｍａｘ＝
１

４狀
λ
２
０

犚λ
， （５）

式中犚λ 表示光谱仪以波长表示的分辨率。由此可知，系统探测深度是由光源和光谱仪性能共同决定的。需

要指出的是，实际的探测深度要小于理论的探测深度。光在样品中由于散射的作用损耗得很快，深度越深，

光谱仪探测的难度就会越大，通常在到达理论探测深度之前光谱仪就已经不能做出响应，因此需要在实验中

关注实际的探测深度。

３　实验系统

根据ＳＤＯＣＲ原理搭建实验平台，主光路采用光纤式结构。其硬件装置主要包括光源、２×１光纤耦合

器、样品臂、光谱探测模块和计算机几个部分，图２为实验装置简图。所用光源为超辐射发光二极管（ＳＬＤ），

中心波长８４９．５ｎｍ，波长范围８１０～８８０ｎｍ，ＦＷＨＭ为２３．５ｎｍ。光谱仪部分设计主要是通过使用分光器

件（衍射光栅）对干涉信号进行分光，进而得到不同波长的干涉光谱，再通过线阵ＣＣＤ接收，进行数模转换以

后上传给上位机。其中线阵ＣＣＤ采用Ｔｈｏｒｌａｂｓ公司的ＬＣ１ＵＳＢ型线阵ＣＣＤ相机，像元数３０００，分辨率达

到０．０５５ｎｍ。

图２ 实验装置简图

Ｆｉｇ．２ Ｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｅｔｕｐ

图３ 样品台设计示意图

Ｆｉｇ．３ Ｄｅｓｉｇｎｓｃｈｅｍｅｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅｐｌａｔｆｏｒｍ

由于本装置光谱探测模块采用的是光栅分光、线阵

ＣＣＤ相机进行探测的硬件结构，环境光会影响ＣＣＤ接

受信号，且光栅的入射角度、聚焦透镜焦距是否落于

ＣＣＤ面板上等都会影响到最终的结果，因此对光束入射

光栅的角度、聚焦透镜的位置等进行了优化［１６］，使光谱

探测达到最优效果，提高了系统的信噪比。

样品臂的设计如图３所示，Ａ为经过加工的载物平

台，由抗腐蚀玻璃材质制成，在其上表面开一凹槽，凹槽

深度为犇，约为０．８ｍｍ，凹槽中可以放入样品，样品下表

面贴紧载玻片上表面。设切片厚度为犱，且犱＜犇。然后

在凹槽上盖上盖玻片，并放置于载物台上就可以开始进

行测量。

测量得到光谱后进行傅里叶变换，其频谱如图４（ａ）所示，犔１ 反映盖玻片下表面位置，犔２ 反映样品上表

面位置，而犔３则反映样品下表面（载玻片上表面）的位置。其后将样品移走，测量得到盖玻片和载玻片的后向

散射光谱，并进行傅里叶变换，频谱如图４（ｂ）所示，犔′１反映盖玻片下表面位置，犔′３反映载玻片上表面位置。需
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图４ 样品放置前后测量结果

Ｆｉｇ．４ Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓ（ａ）ｂｅｆｏｒｅａｎｄ（ｂ）ａｆｔｅｒ

ｔｈｅｓａｍｐｌｅｉｓｐｌａｃｅｄ

要注意的是犔′１尖峰左边还有一个比较大的尖峰，这是由

盖玻片下表面和凹槽上表面反射光相互干涉产生，由于

是将盖玻片上表面作为参考的零光程点，所以这个尖峰

是作为干扰信号而存在的。由于空气折射率狀０ ≈１，这里

令狀０ ＝１，由（４）式可以得到样品厚度犱和折射率狀的表

达式为

犱＝
（犔′３－犔′１）－（犔２－犔１）

２
， （６）

狀＝
犔３－犔２

（犔′３－犔′１）－（犔２－犔１）
． （７）

　　一次信号采集所获得的信号经过傅里叶变换后得到

的频谱图含有很多随机噪声，而需要的信息往往被湮没

在噪声当中。对信号进行多次采集，并对其频谱求有效

值平均（均方根值，ＲＭＳ）可很好地解决随机噪声带来的

干扰问题。实验中得到的频谱图（如图４所示）是对２０

次采集的数据求ＲＭＳ的结果，可以明显分辨出有用信号，随机噪声被抑制到可以接受的程度。

４　实验结果与讨论

利用搭建的ＳＤＯＣＲ系统进行测量。由于光源采用中心波长８４９．５ｎｍ，ＦＷＨＭ为２３．５ｎｍ的ＳＬＤ光

源，且光谱仪分辨率为０．０５５ｎｍ，若设样品折射率为１．５，那么根据（４），（５）式，可以得到本系统的理论分辨

率σ＝１３．５μｍ，理论探测深度犇ｍａｘ＝２．１８７ｍｍ。

使用标准Ｋ９玻璃片作为样品（用精度０．０１ｍｍ的千分尺测量样品厚度犱０＝０．５３０ｍｍ，符合系统探测

深度要求）对系统性能进行了验证实验。测量了１０组折射率数据，如表１所示。

表１ 测得的玻片样品折射率

Ｔａｂｌｅ１ Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｇｌａｓｓｓｌｉｐｓａｍｐｌｅ＇ｓｒｅｆｒａｃｔｉｖｅｉｎｄｅｘ

Ｇｒｏｕｐ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

狀 １．５０３ １．５０５ １．５００ １．５０９ １．５０２ １．５０１ １．５０７ １．５１１ １．５０２ １．５０６

　　对表中数据求平均，可得珔狀＝１．５０５，随机误差不超过０．００６，合成不确定度为０．００５，最终得到的实验结

果为狀＝１．５０５±０．００５。可见系统测量的精度还是比较令人满意的。通过理论计算，可知 Ｋ９玻璃在λ＝

８５０ｎｍ时的理论折射率为１．５０９４。测量数据的平均值与理论值的偏差为０．２９％，测量值比标准折射率小，

说明存在系统误差。一方面，本系统的理论分辨率σ＝１３．５μｍ，也就是说测量得到的厚度数据为１３．５μｍ的

倍数，理论上系统测得的数据应为５２６．５μｍ，比样品５３０μｍ的测量厚度小３．５μｍ，所以实际测得的数据小

于理论值。另一方面，经过对实验所用光源进行光谱标定，光源中心波长与其标称的８４９．５ｎｍ有偏差，实

际的中心波长要大于８５０ｎｍ，而波长越长，介质的折射率越低。在整个实验系统的搭建过程中，即使是进行

了优化设计，光路的设置在理论上也很难达到最佳，且各部件特别是光谱探测模块光路裸露在外，容易受到

外部自然杂散光以及自然振动的影响，从而产生随机误差，影响测量结果。

在使用Ｋ９玻璃作为样品进行实验并验证了系统可行性的基础上，还对新鲜黄瓜浅表组织不同深度处

切片的折射率进行了测量。样品切片的制备方法是使用两片双面刀片贴紧竖切黄瓜浅表，两层刀片之间就

会得到黄瓜浅表组织的切片样品。对制得的切片厚度进行测量，在０．２～０．４ｍｍ之间，切面面积不大于

１ｃｍ２，并且对黄瓜浅表组织进行横向切片，认为同一切片样品的折射率是均匀的。由于ＳＤＯＣＲ系统具有

快速测量的特性，从开始切片到对制得的样品切片进行测量，整个过程大约只使用了１ｍｉｎ的时间，保证了不

至于因为组织脱水而严重影响测量结果。由于黄瓜浅表组织为非均匀折射率介质，因此从其不同深度处制

得３个切片样品（面积约０．５ｃｍ２），并对每个切片在５个不同的位置分别进行了测量。每个位置测量１０次

取中均值，并求其不确定度。得到的结果如表２所示。
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表２ 黄瓜浅表组织不同深度处切片测量结果

Ｔａｂｌｅ２ Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｕｃｕｍｂｅｒ′ｓｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌｔｉｓｓｕｅｓｌｉｃｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｐｔｈｓ

Ｇｒｏｕｐ １ ２ ３ ４ ５

狀１ １．３５９±０．００６ １．３６０±０．００５ １．３６２±０．００６ １．３６１±０．００４ １．３６０±０．００６

狀２ １．３５４±０．００６ １．３５６±０．００３ １．３５５±０．００５ １．３５２±０．００６ １．３５４±０．００４

狀３ １．３５０±０．００４ １．３４９±０．００５ １．３４７±０．００６ １．３５０±０．００５ １．３４８±０．００４

　　表中狀１，狀２，狀３ 分别代表深度由浅及深的三个切片的折射率测量结果。可见实验系统能够较准确地测

得黄瓜浅表组织在不同深度处的折射率。另外从表中不同深度处黄瓜浅表组织的折射率结果来看，其折射

率随着深度的加大而降低。因此，对于不同层次间折射率非均匀的组织样品，可通过对多层切片分别进行测

量的方法来得到，进而绘制出生物组织不同深度处的折射率变化曲线。

５　结　　论

利用设计的ＳＤＯＣＲ折射率测量系统可以快速地测得透明、半透明介质的折射率。在测量Ｋ９玻璃样

片折射率的验证实验中，实际测量时间控制在了１ｍｉｎ之内，系统精度达到了１０－３。与双臂频域ＯＣＴ系统

相比，本系统采用共光路干涉结构，抗干扰能力强。对硬件的操作只需放入与取出样品，方便快捷，有实现集

成化、嵌入式的潜力。由于测量时间短，减少了样品在空气中暴露的时间，并且测量时只需要极少量且上下

表面平整的样品切片就可以进行。对于含水量高（制成切片后易脱水）、半透明且不同层次间折射率非均匀

的生物组织折射率的测量，本系统有较大优势，可以较准确地测量不同深度、不同层次以及不同部位的生物

组织样品切片的折射率。
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