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绿光液晶光阀的伽马校正及空间干涉显微成像研究

陈大强 郑明杰 李志芳 吴华钦 王由平
福建师范大学光电信息与工程学院 , 福建 福州 350007

摘要 近年来，定量相位成像技术在生物组织及细胞成像方面受到广泛的运用。定量成像技术最初采用的光源主要

为激光和超发光二极管，如今主要采用白光成像，它可以克服散斑的影响，提高轴向分辨率。介绍了低相干测量技术

相关原理，利用 16阶二元相位光栅衍射的方法实现了对 Holoeye Pluto数字电寻址式液晶空间光调制器(SLM)绿光

伽马校正，从而得到了相位与灰度之间的线性关系。搭建实验装置，在同一光路中完成伽马校正与定量成像。计算

出奥林巴斯的 20×物镜相衬环的实际大小，制作相位分别为 0，π/2 ，π 和 3π/2 的相位环光栅。加载相位环光栅到液

晶空间光调制器上完成对散射光的相位调制。确认了绿光可运用于空间干涉显微(SLIM)调制，并初步实现了 SLIM

观察，对今后 SLIM研究具有一定的意义。
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Abstract In recent years,quantitative phase imaging is widely used in biological tissues and cell imaging. At
first, used laser or superluminescent diode is used as the light source in quantitative phase imaging. Now it
mainly adopts the white light to image, as it can overcome the influence of speckle and improve the axial
resolution. In this paper, the principle of low- coherence interferometry techniques is introduced. Diffractive
method with 16 order binary grating is utilized to realize the green light gamma correction of the Holoeye Pluto
digital electric- addressed liquid crystal spatial light modulator, and the linear relationship between phase and
gray is obtained. An experiment setup is constructed (SLM), the gamma correction and the quantitative phase
imaging can be completed in the same setup. The actual size of the phase ring is calculated in the 20× objective
of the Olympus, and four phase grating rings are made, their phase corresponding to 0, π/2 , π and 3π/2 . The
four phase grating rings are loaded on the liquid crystal SLM to complete the phase modulation of the scattered
light. It shows that the green light can be applied to spatical light interference microscopy (SLIM), and realizes
the SLIM observation. It has certain significance for the SLIM study in the future.
Key words measurement; quantitative phase imaging; low coherence interferometry; liquid crystal spatial light
modulator; gamma correction; phase grating ring
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1 引 言
相位型物体在生命科学当中广泛存在，如人体细胞及一些生物组织。它们一般不会吸收或散射光线 [1-2]，

导致使用传统显微镜很难得到高对比度的图像。1935年荷兰科学家 Zernike发明了相衬显微镜(PCM)，并
因此获得 1953年诺贝尔物理学奖 [3]。相衬显微镜可以把透明样本的相位分布转化成强度调制，便于实验观
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察。因此相衬显微镜被广泛运用于相位物体的观察，如未经染色的物组织、活体细胞、聚苯乙烯球等。现有

的科学研究中，科学家们往往采用相衬法、纹影法、暗场法、刀口法和微分干涉差法来实现对纯相位物体的

观察 [4-5]，这些方法虽然在生物医学、光学信息处理及科学研究等领域具有广泛的应用。但这些方法都只适

用于定性观察，难以实现纯相位物体的定量相位分布测量。

近年来，一种能实现纯相位物体定量相位分布测量的技术进入科学家们的视野，它可以精确地测出由

样本结构变化和样本运动引起的光学相位变化，从而得出样本的内在信息 [6-8]。定量成像是一种无接触、无

损伤的实时检测细胞或生物组织的方法。现有的定量成像技术有直接零部件标印 (DPM)，单光子计数

(SPC)、空间光干涉法、双点源干涉扫描成像法等 [9-12]。早期定量成像技术采用的照明光源大多时间相干性

非常高，生成的图片往往带来一些散斑，影响观察。其图像的对比度并没有相衬等白光技术好。因此，可以

预见低相干干涉测量技术 [13]将会是今后的发展方向。

由于液晶空间光调制器(SLM)是一种功能非常强大的衍射光学元件，它能够实现对光波的整形及空间

滤波等，使得它在光学显微镜中应用越来越广泛。研究者往往通过利用 SLM实现对 DPM，SPC暗场等高分

辨率显微镜的模拟来完成对相位物体或近相位物体的观察 [14-15]。

本文通过把奥林巴斯 IX73相衬显微镜与 Holoeye SLM组合成一种低相干定量成像系统。首先，对纯相

位型 Holoeye Pluto 空间光调制器做绿光伽马校正，使得 0~255 灰度之间，相位呈现线性变化，找出 SLM 加

载不同灰度值时对应的相位值，并利用MATLAB程序生成相位分别为 0，π/2 ，π ，3π/2 的相位环光栅，加载

到空间光调制器上，实现对直射光的相位调制，完成了空间干涉显微(SLIM)研究的初步工作。

2 原理及方法
2.1 SLIM原理

根据低相干干涉原理 [16]，假设用于照明的空间相干光源的振幅分布为：

U (x,y) = ||U (x,y) exp[ ]iΦ(x,y) , (1)

照明光通过样本以后分成两类光，一部分是生成背景图案的背景光(R光)，另一部分是带有样本精细结构信

息的散射光(S光)。设背景光的场分布为 U 0 ，散射光场为 U1( )x,y 。设 ϕ 0 是光路中特意添加的一个相位延

迟，ϕ1( )x,y 是 U 0 和 U1( )x,y 之间的相位差，那么互补金属氧化物半导体(CMOS)相机上得到的强度分布函数

为：

I ( )x,y,ϕ 0 = ||U 0
2 + ||U1(x,y) 2 + 2 ||U 0 ||U1(x,y) cos[ ]ϕ1(x,y)+ϕ 0 . (2)

在传统的相衬显微镜中，φ0 = π/2 ，其只能提供样本的一个定量的信息图。然而，该相干成像系统中采用多

个相位延迟，分别为：0 ，π/2 ，π ，3π/2 ，因此，ϕ1 可以得到唯一确定的函数。具体来说 ϕ1 可以写成以下式

子：

φ1( )x,y = arctan é
ë
êê

ù

û
úú

I(x,y, -π 2) - I(x,y,π 2)
I ( )x,y, 0 - I(x,y,π) . (3)

2.2 实验装置

图 1为奥林巴斯相衬显微镜与 SLM 结合的基本原理图。该显微镜采用的光源为卤素灯。卤素灯灯丝

的像通过一透镜成到聚光环上，聚光环的位置在聚光镜的前焦面上，因此，通过聚光镜的光线能均匀地照在

样本上。在聚光镜前加一奥林巴斯滤色片(43IF550-W45)，光透过后的中心波长为 550 nm。采用它的一主

要原因是，在相衬观察条件下，能更好地消除晕轮现象，提高系统的成像质量，同时绿光能给人眼提供一个

舒适敏感的观察背景。实验中采用的物镜放大倍率 20×，数值孔径 NA=0.45\PH1，物镜后焦面自带一相位

环，该相位环对透过样本的散射光具有相位延迟及降低光强的作用。为了能使用 SLM(Holoeye Pluto)实现

对散射光的进一步调制，采用了一个棱镜和两个焦距分别为 500 mm 的透镜把显微镜中的散射光与直射光

导入到 SLM上，并在第一个傅里叶透镜的前焦面处放一大小可变的光阑。在 SLM上加载不同的相位光栅实

现对散射光与非散射光进一步处理。最后用一个焦距为 200 mm的傅里叶透镜使光束成像于 CMOS相机。
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图 1 基于 SLM的 SLIM成像系统示意图

Fig.1 Schematic of SLIM imaging based on SLM

2.3 绿光伽马校正

利用图 1可以实现绿光 SLM的伽马校正，在照明光路中加显微镜自带的绿色滤光片，采用 PerkinElmer
的 Lambda 950紫外可见分光光度计测出其透过率，如图 2(a)所示，卤素灯的色温为 3300 K，因此，绿光照明

光谱图分布如图 2(b)所示，使得照明光中心波长为 550 nm 的低相干光源。根据(4)式可计算出该照明光的

相干长度为 2.03 μm ，远小于激光，发光二极管等带宽光源的相干长度 [17]：

ΔlFWHM = 2 ln 2
π

æ

è
ç

ö

ø
÷

λ2
0

Δλ . (4)

图 2 (a) 绿光片透射光谱 ; (b) 照明光谱图分布

Fig.2 (a) Transmission spectrum of green light; (b) spectrum distribution of the illumination

为了利用 SLM 实现对绿光准确的调制，需对绿光 SLM 做伽马校正，使得灰度在 0~255对应的相位呈线

性变化。物镜用 20×，相位环采用 PH1，并在照明光之前加一偏振片，通过棱镜及 2个焦距为 500 mm的透镜

把相位环共轭到 SLM上。利用焦距为 200 mm的透镜使光束成像于 CMOS相机上。为了测量一级光的衍射

效率，在聚光镜前加一偏振片，适当减小可变光阑的直径，使得在 CMOS相机能同时观察到一次光和零次光

的图，通过旋转偏振片的角度使偏振片的方向与 SLM的水平方向平行，从而使得一次光强最大。在 SLM加

载一个 16阶二元光栅，如图 3(a)所示。从 0到 250每隔 5灰度拍一张图片，获得一级光的衍射图片，如图 3(b)
所示。利用MATLAB程序分别算出每个灰度处的零次光强度与一级光强度，结果如图 4(a)所示。

加载二元光栅后的一级衍射光强与相位的关系式为 [18]：

In = I0
2 (1 - cos φ)é

ë
ê

ù
û
úsincæ

è
ö
ø

nπ
2

2
, (5)

式中 I0 为入射光强，n 为衍射级数，ϕ 为光栅相位。
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图 3 (a) 16阶二元光栅 ; (b) CMOS相机上得到衍射图案

Fig.3 (a) 16 order binary grating; (b) diffraction pattern on the CMOS camera

利用(1)式将图 4(a)的强度关系转换成相位关系，进而利用 MATLAB 程序的线性插值的方法得到相位

灰度的关系，如图 4(b)所示。把获得的不同灰度值对应的相位值输入到 Holoeye提供的 excel文件便可得

最终的伽马校正曲线。并最终确定灰度值为 0,114，140，161时对应的相位值分别为 0，π/2 ，π 和 3π/2 。再

次利用衍射法完成伽马校正的验证，如图 4(b)所示，校正后的相位灰度大致呈线性关系。

图 4 (a) 二进制光栅一次光强衍射效率随灰度值的变化 ; (b) 相位与灰度值的变化关系

Fig.4 (a) Intensity diffraction efficiency along with the change of gray value by using binary phase grating;

(b) relationship between the phase and the gray value

2.4 SLIM成像研究

2.4.1 相位环光栅计算及制作

从图 1可知，物镜的相位环在其后焦面上，两个 f=500的透镜组成一个无限系统，把相位环成像到 SLM
上。该系统利用 SLM 对透过样本后的散射光再次调制。利用 MATLAB制作四个 0 ，π/2 ，π ，3π/2 的相位

环光栅来实现对散射光的额外调制。为了能使得相位环光栅能有效地对散射光进行调制，需要对加载在

SLM上的相位光栅的内外半径进行准确的计算，使得其大小与 PH1环真实值大小对应。首先，物镜采用 20×
相衬物镜，相衬环为 PH1，并移开图 1中的可变光阑和傅里叶透镜 1，在 SLM 后 400 mm 加一焦距为 200 mm
的透镜，利用 CMOS 相机在透镜后 400 mm 处接收，如图 5(a)所示，图 5(b)为 SLM 上加载一空屏图像时

CMOS相机上看到的相位图像。通过计算可知加载在 SLM 上的相位环的内外环的半径对应的像素值分别

为 127和 176。图 6中(a)，(b)，(c)，(d)是环上灰度值分别为 0,114，140，161的相位光栅。

图 5 (a) 相位环成像光路 ; (b) CMOS相机上观察到的相位环

Fig.5 (a) Imaging light path of phase ring; (b) phase ring pattern on the CMOS camera
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图 6 (a), (b), (c), (d)分别是环上灰度值为 0，114，140，161的相位光栅

Fig.6 (a), (b), (c), (d) are the phase grating rings when each of the gray value is 0, 114, 140, 161, respectively

2.4.2 光路中心校正

为了使得 SLIM成像效果达到最佳，首先，制作一内外半径分别为 127和 176，灰度为 140的二元光栅环 ,
如图 7(a)所示。其次，把其加载到 SLM 上，通过调节固定 SLM 的大恒五维精密微米台使得相位环中心与

SLM中心重合从而得到一级光衍射效率最大的强度图，如图 7(b)所示。

图 7 (a) 灰度为 140的二元光栅环 ; (b) COMS相机上的观察图案

Fig.7 (a) Binary phase grating for the gray level is 140; (b) pattern on the CMOS camera

2.4.3 实验结果

实验时采用的物镜为 20×，PH1观察。用折射率为 1.59，直径为 6 μm 聚苯乙烯球和折射率为 1.518的油

混合作为观察的样本。为了能在 COMS相机上得到适当视场的图片，可适当加大可变光阑的孔径。在 SLM
上分别加载图 6的(a)，(b)，(c)，(d)四张光栅图得到一组相位图，如图 8所示。从图 8中可看出制作的相位光

栅对样本产生的调制效果，但其中微球的光场分布不均匀，与奥林巴斯相衬显微镜自带的电耦合图像传感

(CCD)相机观察效果有一定差距，这与光路的不对称及采用的 CMOS相机成像质量有关，也就是 SLIM系统

对光路的校正要求高。下一步的主要工作是对整个光路重新调整，并采用更好的 CCD相机来采集图像，进

而求出准确的样本相位。

图 8 (a)，(b)，(c)，(d)对应图 6中每一个相位光栅的样本图案

Fig.8 (a), (b), (c), (d) are the sample patterns on the CMOS camera corresponding to Fig.6

3 结 论
定量相位成像技术在生物、医学等领域中分析定量相位物体具有重要的研究意义。本文利用校正后的

SLM实现对透过样本后的散射光进行精确调制，初步实现了 SLIM成像。
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