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基于空间光调制器的光学显微成像技术

杜艳丽 马凤英 弓巧侠 郭茂田 梁二军
郑州大学物理工程学院 , 河南 郑州 450001

摘要 空间光调制器（SLM）是一种对光波的光场分布进行调制的元件。它广泛应用于光信息处理、光束变换和输出

显示等诸多应用领域。随着高分辨率空间光调制器在光学显微成像系统中的应用，大大提高了显微振幅和相位样品

显微成像的分辨率和对比度，不仅能够实现各种传统的相位显微技术，而且能够灵活地以更复杂的相位调制方式实

现新的显微成像。在光学显微系统中，SLM不仅用以控制样品照明光束，同时能作为空间傅里叶滤波器用于成像光

路，综述了 SLM在光学显微系统中的多种灵活应用。
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Optical Microscopic Imaging Technology Based on Spatial
Light Modulator
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Abstract Spatial light modulator (SLM) is a kind of optical modulating elements for the optical field distribution.
It is widely used in optical information processing, beam transformation, output display and many other application
fields. With the wide applications of high-resolution SLMs, the microscopic imaging resolution and contrast of phase
and amplitude samples are enhanced greatly, which can not only achieve traditional phase microscopic techniques，
but also achieve new type microscopic imaging with a more complicated way and flexibility to modulate phase. In
microscopy SLM can not only be used to control the sample illumination, but also act as spatial Fourier filters in the
imaging path. Some of these flexible applications are reviewed in this article.
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1 引 言
自从 17世纪列文虎克的光学显微镜发明以来，光学成像技术极大地推动了人类文明的进程，使人类的

观察视野延伸到极端的微观世界，迄今为止，它仍是一个非常活跃的研究领域。看得更细、更清楚一直是人

们不断追求的目标，因此各种技术层出不穷以提高光学显微成像系统的分辨率和图像衬比度。

由于光的波动性，最大可达到的光学分辨率约为 200 nm，即光学衍射极限或阿贝极限。为了突破该极

限，最早通过减小波长的电子显微镜实现亚纳米水平的空间分辨率，该技术被用来观察生物细胞内的亚细

胞结构，但不能研究活体细胞，即使对冷冻细胞其穿透深度也极其有限。只有光学显微手段才有可能进行

活细胞三维成像，因此寻求突破衍射极限限制的分辨率成了光学显微成像技术发展的一个必然方向。根据

突破衍射极限的方法所利用的渠道可分为近场和远场的超分辨成像方法。近场的超衍射极限分辨成像方

法就是利用只存在于近场的倏逝波来实现超分辨，具体方法包括全内反射荧光显微 [1-3]、近场扫描显微镜

（SNOM）[3-6]和超透镜 [7-9]。远场超衍射极限分辨成像包括荧光和非荧光显微成像。非荧光远场超衍射极限

分辨成像相关研究较少，目前研究主要集中在荧光远场超衍射极限分辨成像，如利用激光非线性效应的受
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激跃迁激发耗尽（STED）技术就是远场荧光纳米成像突破衍射极限分辨的开始 [10-12]。

光学显微技术发展的另一方向是提高图像衬比度。许多生物样品属于相位型，光波通过后通常相位改

变，而波长和振幅变化不大。因此利用普通显微镜观察时，由于成像对比度不高，人眼很难分辨样品细节。

据此，一系列基于干涉、滤波、相衬和微分方法的新型光学显微技术相继出现，用于相位物体的成像与观

测。主要有 Zernike相衬显微 [13-14]、微分干涉显微（DIC）[15-16]，荧光显微 [17-18]等。相衬显微方法需要改变物镜

结构，且成像伴有晕轮和渐暗现象，要求由物体厚度不同引起的相位改变要远小于 2 π 等。而 DIC需要采用

两个 Wollaston棱镜形成干涉的偏振光束，不适合双折射样品的观察，成像时会产生伪像。两者均不能实现定

量的相位测量和重现。而荧光方法则不能观察那些本身不发出荧光的活体生物样品，应用范围受到限制。

近年来，光学和光电子学中的空间光调制器（SLM）作为一种对光波的光场分布进行调制的元件，相关

研究和应用迅速发展。SLM 能实时地在空间上调制光束，使其成为光电混合系统中开展光学检测、图像处

理、光计算、模式识别、光学相关、光学控制、显示技术等应用的基本构件和关键器件。

SLM最初是开发用作视频投影的显示设备的，最近被用于光学显微系统中控制系统成像性能。本文综

述了 SLM 在显微镜系统中的典型作用，主要表现为三个方面：1）在照明光路中作为一个衍射光学元件

（DOE）整形照明光束，以获得灵活复杂的照明模式或动态可控的照明光源；2）作为滤波器用于成像光路可

提高成像分辨率和衬比度；3）两者结合，照明图案与傅里叶滤波匹配，产生新的显微系统模式。

2 光学显微系统中的 SLM
2.1 SLM工作原理

在常用的 SLM 中，液晶 SLM（LCSLM）具有制作简单、价格低、耗能低、易控制、易制成二维器件且易构

成并行光学信息处理器件等优点，相关研究和应用备受关注，本文所涉及的 SLM就以 LCSLM为例。LCSLM
又称光学快门阵列(OSA) ，它将液晶层作为光调制材料，采用向列型液晶的混合场效应工作模式，在液晶层

上各区域施加不同的电场，可以引起液晶分子排列方向和位置的变化，从而导致其光学性质的变化，实现对

光信号的相位和振幅的调制。图 1所示为德国Holoeye公司的型号为 Pluto-VIS的 LCSLM及其工作原理。

图 1 Holoeye液晶 SLM Pluto-VIS及其工作原理

Fig.1 Photograph and principle of a Pluto-VIS LCSLM panel from Holoeye Photonics AG

2.2 SLM用于照明光路

采用 SLM 进行光束整形是利用了 SLM 的相位调制特性，结合扩束准直、空间滤波、CCD采集以及实时

控制等多种方法来实现。计算机实时地向 SLM输入相位编码，从而驱动 SLM对入射光束进行调制，在空间

光束整形和色散补偿上已有应用 [19-21]。如图 2所示为基于 SLM的飞秒脉冲整形实验光路 [22]。理论和实验研

究表明，采用 LCSLM能够实现纯振幅或纯相位的调制，可方便地进行激光束的实时、可调控光束空间整形，

获得所需形状(如方形、圆形等几何形状)的近“平顶”光强分布的近场光束，如图 3所示。

照明光路中的 SLM作为 DOE，不仅能够整形单个光点，也可在不同的焦平面上整形大量的聚焦点。通

过改变 SLM上闪耀光栅的光栅常数和方向来实现光斑的横向位移，若同时叠加一个菲涅耳透镜则能够控制

光斑的轴向位置，通过算法实现复杂的相息图，高效控制样品中照明场的三维空间分布 [23]。同时，利用 SLM
改变焦点的能力可以实现荧光探针扫描，目前利用 SLM 的共轭照明和检测，实现了一种能够进行光学切片

的可编程荧光显微镜 [24]。

在宽视场荧光显微镜系统中，利用 SLM产生结构光照明样品增加宽视场显微镜的横向和轴向分辨率[25]。采

用结构光照明时，可改变样品上投射光的倾斜角度、光栅常数或光栅取向，测量条纹的变形来获得微观表面
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形貌 [26]。而最近的研究表明，结构化照明结合非线性光学效应可以产生理论上无限高的分辨率 [11]，所有结构

光都可以利用 SLM灵活实现，而不需机械运动部件产生所需相移 [27-29]。

图 2 飞秒脉冲整形实验光路

Fig.2 Experimental setup of femtosecond optical pulse shaping

图 3 激光束整形效果图

Fig.3 Effect of laser beam shaping

2.3 SLM用于成像光路

傅里叶光学中显微物镜可以看作光学傅里叶变换器，则 SLM 放置其后可以直接调制物光波的空间频

率，即进行傅里叶滤波，实现增强显微图像衬比度的目的。

2.3.1 光路结构

SLM放置于显微成像光路中可分同轴和离轴两种光路结构。便于分析，给出最简单的同轴光路模式如

图 4所示，即通常的 4f系统中间位置放置一个透射式 SLM[30]。平行入射光场经物面发生衍射，形成频谱；通

过 SLM形成不同类型的滤波器在频谱面上进行滤波，则可以改变成像光路，进而改变物体像。

图 4 基于透射式 SLM傅里叶滤波的同轴光路结构

Fig.4 Schematic setup for the on-axis Fourier filtering with a transmissive SLM

实际的显微系统应用中，由于反射型 SLM光效高，多采用离轴的光路模式，如图 5所示。样品的频谱通

过物镜成像在后焦面的 SLM 上进行相位调制，即傅里叶滤波，为了保证衍射光中的零级和一级衍射完全分

离，在 SLM的调制内容中添加一个闪耀光栅，经 SLM调制后一级衍射光成像。但这种离轴模式通常有较高

的空间光路要求，若系统没有色散补偿元件，则需要准单色光源 [31]。最近已有利用白光光源的离轴系统实现

了相位或振幅物体的多色显微成像 [32]。

2.3.2 SLM 作为传统傅里叶滤波器

传统的提高相位衬比度的方法，如 Zernike相衬和 DIC技术均是通过改动零级频谱分量的振幅或相位，

实现相幅转换，获得暗场或相衬显微图像。如果成像光路中采用 SLM，能够更加灵活地变换 SLM掩模形式

对样品频谱进行相应的相位变换，实现同样的效果。图 6所示分别为基于图 5 的离轴模式实现的染色体亮
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图 5 基于反射式 SLM傅里叶滤波的离轴光路结构

Fig.5 Schematic setup for the off-axis Fourier filtering with a reflective SLM

场、暗场和相衬显微图像及对应的 SLM相位掩模。图 6(a)显示，如果 SLM相位掩模只是普通的闪耀光栅，频

谱不变，单纯将光束衍射至成像系统获得的亮场图像衬比度低。图 6(b)中将闪耀光栅中心小的圆形区域吸

收，此时零级分量被滤除，显微图像为黑暗背景下的明亮结构，即暗场图像，衬比度很高。图 6(c)为闪耀光

栅中心小的圆形区域有 π /2的相对相移，则零级傅里叶分量与其他衍射光干涉，在不损失入射光的情况下

实现相幅转换，形成相衬图像。

图 6 基于 SLM的浸油云母片傅里叶滤波图像。(a) 亮场；(b) 暗场；(c) 相衬

Fig.6 Emulation of classical Fourier filters. (a) Bright field; (b) dark field and (c) phase contrast images of mica fragment

dispersed in immersion oil

基于 SLM滤波也可以实现微分干涉显微成像 [33]。该系统不需要传统 DIC 中的两个 Wollaston棱镜，而

是通过控制 SLM 上的相位掩模实时控制两束成像相干光的方向、夹角和相位差，操作方便。也可灵活改变

SLM进行多次相位调制，实现定量测量和动态 DIC 显微成像 [34]。图 7为基于 SLM滤波的DIC显微图像。

图 7 基于 SLM滤波的染色体 DIC显微图像。（a）DIC图像；（b）重现的水平相位梯度；（c）由相位梯度计算的光程差

Fig.7 SLM-DIC measurements of chromosomes. (a) A sample DIC image; (b) recovered horizontal phase gradient;

(c) optical path length difference（OPD）obtained from the gradients

2.3.3 SLM 作为螺旋相位滤波器

采用高分辨率的 LCSLM，还能实现更为复杂的滤波器，如螺旋相位滤波器或光学旋涡滤波器。光学旋

涡是一种具有连续螺旋相位波前和确定轨道角动量的特殊光场 [35]，其螺旋相位中心的光强为零，中心相位无

法确定，光学旋涡中心的奇异性能够有效地将入射光散射使其远离中心。采用螺旋相位滤波器对光学图像

进行滤波对应于进行广义的希尔伯特变换，能够得到振幅型物体 [36]和相位型物体 [37]的等方向性边缘增强图

像 [38]。在此基础上，若将滤波器原本不透光的吸收中心改为了透射中心，可以得到与 DIC类似的三维浮雕成

像效果，且同样对相位梯度变化敏感，与DIC不同的是螺旋相衬法无需考虑样本双折射的影响 [39]。

1）等方向性边缘增强。

螺旋相位滤波器的透射率函数可以表示为 T(x,y)=exp(i Φ )，其中 Φ 为旋转方位角。将该滤波器引入
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到图像波的傅里叶频谱面，滤波后像平面的复振幅分布为

E(x,y) = O(x,y)∗F{ }exp(iϕ) = O(x,y)∗i exp(iϕ)2πr2 = ∫
-∞

∞ dx̄dȳO(x - x̄,y - ȳ)i exp(iϕ)2π r̄2 , (1)

式中，物体透射率函数为 O(x,y), r = x2 + y2 ,ϕ = arctan(y x) 为极坐标。 r,ϕ 和 r̄,-ϕ 分别在与光轴垂直的

SLM平面和 CCD平面。图 8给出了同轴和离轴光路模式下螺旋相位滤波器相位掩模效果图，其中图 8（a1），

（a2）为中心不透光时的相位掩模，图 8（b1）, (b2)为中心均匀相位透射的相位掩模。

图 8 同轴（a1）, (b1)和离轴（a2）, (b2)光路下的螺旋相位滤波器相位掩模。(a1), (a2) 中心不透光；(b1), (b2) 中心均匀相位透射

Fig.8 On-axis (a1), (b1) and off-axis (a2), (b2) spiral phase filters. (a1), (a2) No transmission in the central region; (b1),

(b2) a uniform transmissive phase filter in the central region

当相位掩模为中心不透光时，沿螺旋相位滤波器任意直径方向都会有一个 n π 的相位差，因此，沿任意

穿过滤波器中心的直线方向都等价于一个一维的希尔伯特变换，其结果是让沿样品边缘的光场等方向增

强。在离轴的螺旋相位滤波系统中，SLM 的相位掩模叠加上闪耀光栅后中心出现叉形结构分布，如图 8
（a1）,(a2)所示，则于中央位置的零级傅里叶分量被散射掉，形成类似暗场的边缘增强图像。图 9为相同样品

分别在亮场和螺旋相位滤波情况下成像的比较。

图 9 亮场（a1）, (b1)与螺旋相位滤波显微等方向边缘增强图像(a2), (b2)比较。 (a1), (a2) 吸收分辨率目标；(b1), (b2) 在水中

浸泡的油滴

Fig.9 Comparison between imaging using bright field (a1), (b1) and spiral phase contrast (a2),(b2). (a1), (a2) Absorptive

resolution target; (b1), (b2) drops of immersion oil in water

2）虚拟立体图像。

若改变 SLM滤波器相位掩模，将原本不透光的吸收中心改为均匀相位的透射中心，如图 8（b）所示，则螺

旋相位滤波器的旋转对称性被破坏，中心零级分量不能被散射出去，而和其余的衍射光波相干涉，成像结果

具有与 DIC类似的三维浮雕效果，有一定的立体感。图 10为在离轴模式下，染色体、血细胞和生物酶的虚拟

立体显微图像 [40]，高分辨率显微图像的整个视场中阴影效果明显可见。

图 10 螺旋相位滤波显微的虚拟立体图像。(a) 染色体；(b) 血细胞；(c) 生物酶

Fig.10 Spiral phase contrast filtering with relief effect. (a) Chromosomes; (b) cheek cell; (c) bio-enzyme
3）定量图像重建。

很多实现对比度增强的光学显微技术如 DIC 和霍夫曼调制相衬 (HMC)已广泛应用于相位样品的研

究。但这些技术不能从显微图像中提取量化的相位信息。而已有的显微定量测量光学方法包括定量相位
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显微镜（QPM）[41-43]和数字全息显微镜（DHMS）[44-45]。基于 SLM的傅里叶滤波方法则能够根据图像相位变化

定量地确定样品的光学厚度，具有亚波长的轴向分辨率 [46-49]。

定量测量的原理基于共光路干涉，输入光波中未被调制的零级傅里叶分量作为参考波沿着同样的光路

与剩余的调制后的成像波干涉叠加。至少改变三次中心像素的相位记录不同的显微图像，获得复杂样品的

定量的振幅和相位信息。图 11给出了颊细胞的螺旋相位滤波显微图像，三个不同相位记录的图像经过相应

的数字处理，可以获得图像定量的强度透射像和相位轮廓图；图中还给出了重建后的相位剖面图。

图 11 颊细胞的螺旋相位滤波显微图像。(a) 亮场；(b)~(d) 相位分别为 0, 2 π /3和 4 π /3时的阴影效果图像；(e)~(f) 数字处

理后样品的强度透射像和相位轮廓；(g) 表面相位剖面图

Fig.11 Spiral phase imaging of a cheek cell. (a) Bright-field image; (b)~(d) three shadow-effect images recorded at

spiral phase plate angles of 0, 2 π /3 and 4 π /3, respectively; (e)~(f) numerically processed intensity transmission and

phase profile images of the sample; (g) surface plot of the phase profile

4）螺旋干涉图样。

SLM 添加了螺旋相位调制内容后，螺旋条纹图样的对称性被其旋转方向打破，传统显微中共路干涉的

闭合曲线干涉图样，变为螺旋状的开环干涉条纹，旋转方向则包含相位形貌信息，据此可以判断样品形貌的

上升或凹陷。图 12给出了夹在两个盖玻片之间的浸油中包括气泡，传统干涉不能区分空气泡和油气泡的干

涉图样。而根据螺旋干涉条纹的旋转方向区分则一目了然。由螺旋干涉条纹还可以获得纯相位样品的定

量形貌信息并进行三维重建。图 13所示为局部加热的约 500 μm 范围变形的胶带传统干涉图样和螺旋干

涉图样，同时给出了数值处理的轮廓线和重建后的三维形貌。

图 12 油滴的两种干涉图样。 (a) 传统干涉图样；(b) 螺旋干涉图样

Fig.12 Immersion oil with included air bubbles. (a) Classical interferogram; (b) spiral interferogram

近年来，利用螺旋相位滤波结合其他显微成像技术，形成了多种模式的光学显微成像系统。如将螺旋

相称技术用于高分辨率 STED显微系统，系统无需添加光学元件，能够同时实现宽场和扫描两种模式成像，

能够对荧光标记纳米结构的固定样本和活体细胞超分辨率成像，同时由于引入了螺旋相衬技术实现了高的

光学衬比度。实验结果对荧光蛋白成像分辨率达到 80 nm，用有机染料成像分辨率甚至优于 50 nm[50]。此

外，结合数字全息显微技术，可形成基于 SLM 的多模式立体显微镜系统 [51]，该系统采用立体照明，基于 SLM
多滤波器[如可同时采用相衬、螺旋相位、双螺旋点扩展函数、空间光干涉显微（SLIM）滤波器、Gabor滤波器

等]兼容实现多模式立体显微成像，达到扩展景深的目的，适用于弱散射物体成像，同时能够进行粒子追踪。

系统结构如图 14所示。
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图 13 加热变形胶带的两种干涉图样与数值重建。 (a) 传统干涉图样；(b) 螺旋干涉图样；(c), (d) 两种干涉图样数值处理的

轮廓线；(e) 重建后的三维形貌

Fig.13 One-image demodulation of a heat-induced deformation in a glue strip. (a) Classical closed-fringe interferogram;

(b) spiral interferogram; (c), (d) single contour lines of raw data and data after preprocessing, respectively; (e)

reconstructed three-dimensional shape

图 14 基于 SLM的多模式立体显微镜系统结构

Fig.14 Configuration of multi-modal stereo microscope based on a SLM

图 15给出了三个悬浮在光刻胶上的 5 μm 二氧化硅微球的多滤波器模式成像结果。图 15（a）~（c）分别为

双螺旋、离焦和暗场时的 SLM掩模形式，图 15（d）为三种掩膜叠加到 SLM后的显示结果，图 15（e）给出了最终

的成像结果，分别对应双螺旋图像（左上），非衍射零级图像（中心），暗场图像（右边）和离焦图像（左下）。

2.4 SLM同时用于照明和成像光路

这种方式中，照明光路中的第一个 SLM产生所需的照明图案可以精确匹配成像光路中的第二个 SLM上

所需的傅里叶滤波器 [52]。如图 16所示，通过在照明光路和成像光路中使用一对 SLM实现光束整形和滤波成

像。激光束照射 SLM1，SLM1上显示为预先设计的全息图，通过透镜 L将相应的强度模式投影到旋转扩散板

D，利用聚光透镜 C引导散射光照明样品 S。物镜 O接收成像光波到 SLM2，作为空间滤波器的 SLM2放置在

样品 S的傅里叶频谱面上，同时也是旋转扩散板 D的清晰像面。则 SLM1上的全息图在 D上产生的照明图案

在 SLM2上成像，通过特定的滤波器进行空间滤波后可在 CCD上得到相应的图像。

7
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图 15 三个悬浮在光刻胶上的 5 μm 二氧化硅微球的多滤波器模式成像结果

Fig.15 Images of three 5 μm silica spheres suspended in optical adhesive

图 16 双 SLM分别用于照明和成像光路

Fig.16 Double-SLM setup for matched illumination tailoring and subsequent spatial Fourier filtering.

若利用以上系统实现 Zernike相衬成像，照明光源为一个光点，可通过 SLM1上的全息图在 D上投影环

形的强度分布，转换为样品平面中均匀的照明场，进而利用 SLM2的环形相位图案对中心的零级傅里叶分量

产生相移，实现相位衬比图像。和传统的 Zernike显微系统相比，环形光阑被 SLM1上的全息图取代，相位板

被 SLM2上显示的环形相位图案取代，则可以方便地调节 SLM1和 SLM2上的显示内容实现不同相位衬比间的

转换，而不需改变硬件组件如环形光阑或相位板，调节方便，系统紧凑。

双 SLM系统通过照明和空间滤波间的匹配，未来还可能扩展到其他应用领域，如衍射层析成像、定量成

像和干涉测量系统中，可以设想干涉仪中使用第一个 SLM作为分束器，第二个 SLM作为合束器构成干涉光

路结构。

3 结束语
利用 SLM 良好的相位调制特性，几乎能够实现所有传统的光学衬比显微技术，同时不需要对硬件组件

进行大的改动，只用合适的 SLM 实现相应的照明图像或滤波器掩模即可，灵活实现的收益远超过设计系统

成本的增加。同时，基于 SLM 的显微系统也实现了一些新的纯光学模式的衬比度增强技术，如螺旋相位滤

波，能够实现定量测量和动态显示，能够适应超精密加工、纳米技术、微机电系统等都对微纳尺度的三维表

面形貌测量要求，同时为活体生物和细胞形貌等相关研究提供了更丰富、更全面的样品信息。随着 SLM 自

身性能的提高以及与其他技术手段的不断结合，SLM将会有更灵活、更广泛的应用。
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