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免显微物镜的共光路相位显微成像方法
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摘要 相位显微成像技术在生物细胞形态观察和类别识别中有着重要的应用。基于稳定性强的共光路系统，提出了

一种利用反射镜将光束一分为二，然后重叠，产生共光路干涉的方法，该方法利用光束的几何放大作用，免加载显微

物镜，即可将干涉图像放大在成像屏上，且通过调节反射镜的角度，实现同轴、离轴和微轻离轴相位显微成像，对图像

进行相位恢复处理后，可了解相位样品的形态结构，理论和实验结果表明该方法可行，为生物细胞相位显微成像新技

术的开发研究提供了一种方法。
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Phase Microscopy Imaging Method Based on Common-Path
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Abstract Phase microscopic imaging technology has an important application significance in morphological
identification as well as classification of biological cells. An interferometric imaging method is introduced, which
is based on a high stability common-path interference system. In this approach, a reflecting mirror is employed to
divide one beam into two parts. Then interferogram can be obtained by the overlap of these two beams. It is worth
pointing out that, the interferogram can be amplified by means of geometrical magnification of the light instead of
microobjective. Furthermore, the on-axis, off-axis and micro off-axis phase microscopy images can be obtained
by controlling the angular position of the reflecting mirror. Then the structure of the sample can be acquired by phase
retrieval. The method is suggested to be feasible by theoretical analysis and experiment result, which can provide
a approach to phase microscopy imaging.
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1 引 言
生物细胞是生物体的基本结构和功能单位。生物细胞结构形态的检测在各个领域有着广大的应用，尤

其是在临床医学应用方面，许多疾病发病机制的研究、疾病的诊断、治疗效果的观察都依赖于对细胞形态特

征的检测 [1]。如血液常规检查中的血液细胞的大小和形态检测可用于鉴别并诊断多种疾病 [2]。由于细胞的

无色性和微米量级的尺度，因此无法通过肉眼直接观察。但是细胞可看作透明的相位物体，当光线通过细
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胞时，光程发生变化，产生相移 [3]。光学相位显微成像方法具有非侵入性、无电离辐射、可实时、可定量等特

点，成为细胞检测的主要技术 [4-5]。

相位物体的光学检测技术主要基于干涉原理。干涉显微从结构上可划分为物光与参考光分离的干涉

显微和物光与参考光共路的干涉显微。物、参光分离干涉显微的主要方法有 Michelson干涉显微、Linnik干

涉显微和Mach-Zehnder干涉显微 [6]等。基于这些显微成像原理，国内外科学家进行了拓展研究，如 B Kem ⁃
per[7]提出的一种基于 Michelson光路的数字全息显微；基于 Linnik [8]干涉光路的全场光学光学层析技术；类

Mach-Zehnder干涉显微光路的平行同轴二步相移技术 [9]、希尔伯特相位显微(HPM)[10]、异步数字全息 [11]和双

通道干涉显微技术 [12-13]等。这些装置结构简单，操作方便，但由于光路中物光与参考光经历完全不同的路

径，环境的扰动会对物光与参考光造成不同的影响，从而影响两者之间的光程差的稳定性，最终对测量精度

产生影响。而物参共光路干涉显微装置中，物光与参考光经历完全相同的路径，环境的扰动对物光和参考

光造成完全相同的影响，从而不会影响两者之间的光程差，测量的精度较高。物、参共路干涉显微主要有

Fizeau干涉显微 [14]、微分干涉显微 [15]、相衬干涉显微 [16]和衍射相位显微技术 [17-18]等。但是这些干涉显微装置

在使用过程中需要较多的光学元器件，特别是显微镜系统，实验成本较高。

本文基于双光束、共光路干涉原理，设计了一种免显微镜器件的相位显微成像系统，该系统利用一反射

镜将共光路系统中光束的一半与另一半叠加，从而产生干涉，通过对该反射镜旋转角的调节，可实现离轴、

同轴和轻微离轴干涉成像，并且利用光束的几何放大特性实现显微功能。该系统结构简单、成本低廉、实验

操作方便 ,仿真分析和实验验证均表明了其具有很好的相位显微成像功能，可对一般的相位体(如细胞)进行

相位显微成像。

2 免显微物镜下的共光路干涉成像方法
干涉显微成像的原理主要是利用相位体在其一束光中产生了相移，当两束相干光相遇时，产生干涉条

纹，通过显微物镜系统显微放大后，在远处的成像屏面上成像。通过对图像相位信息的恢复和解包裹处理，

可以得到相位分布，利用从相位中解耦的折射率和厚度分布参量，可以重建细胞的三维(3D)形态。该方法

主要基于共光路双光束干涉原理，其结构如图 1所示。

图 1 相位显微成像原理图

Fig.1 Schematic diagram of phase microscopy imaging

图 1中，光束由一个激光器发出，通过一扩束准直系统，该扩束准直系统由消色差透镜 L0，针孔空间滤波

器 P和消色差透镜 L1构成。光束被分成上下两部分(即可看成两束，用红色和蓝色加以区分)，其中一束光

(红色部分)通过样品，作为物光，另外一束光(蓝色部分)作为参考光。参考光经过可旋转的反射镜 M反射，

反射镜与光轴的夹角为 q，参考光与物光束相遇产生干涉。在距 L2焦点的 L处的屏 P上可得到干涉图像。L2

为柱状透镜，其焦距为 f，与反射镜 M 组合，产生光束重叠，并兼有几何放大作用。装置中的可旋转反射镜，

可以微调实角，从而使得参考光与物光出现不同的夹角 q，即实现同轴干涉，离轴干涉和轻微离轴干涉。

按照双光束干涉理论，在此结构下，整个装置中，光轴上半部分的光束通过样品，作为物光束，共光路强

度为 I1(x,y) ；光轴下半部分则作为参考光束，其光强为 I2 (x,y) 。通过反射镜的作用，两光束相遇发生干涉。

在反射镜水平的情况下为同轴干涉，此时其干涉强度 Icoaxial (x,y) 可表示为

Icoaxial(x,y) = I1(x,y) + I2 (x,y) + 2 I1(x,y)I2 (x,y) cos[π + φ(x,y)] , (1)

式中π为反射镜所产生的半波损失，φ 为样品产生的相位差，其表达式为

φ = 2π
λ ∫0hn(x,y, z)dz . (2)

为了获取样品的定量相位图样，在同轴干涉下，可放置波片，产生一个新的相移，应用相移相位恢复方
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法可以得到样品的相位分布函数。

其放大倍数 βcoaxial = L/f ，式中 L为屏到透镜 L2焦点的距离，f为透镜 L2的焦距。

当反射镜与水平面成 q夹角时，视 q的大小将产生离轴或微离轴干涉，如图 1所示，在离轴干涉显微成像

系统中，基于双光束干涉原理，在成像平面其干涉强度 Ioff-axis (x,y)可表示为

Ioff - axis (x,y) = I0 (x,y) + γ(x,y)cos[φ(x,y) + kx + π] , (3)

式中 I0 (x,y) 为背景光强，是一低频信号，γ(x,y) 为强度调制因子，k = 2πsinθ/λ为由样品光与参考光之间的倾

斜角决定的载波条纹的空间频率，φ(x,y) 为由样品产生的相位变化，π为镜面产生的半波损失。

其放大倍数同样有 βoff - axis = L/f 。利用离轴干涉显微成像相位恢复方法，如希尔伯特或者微分方法等可

以得到相位分布函数。

3 实验结果
3.1 小球离轴相位成像实验

选取聚苯乙烯小球作为相位体样品。该小球直径为 78 μm，根据图 1的光路设计原理图所搭建的实验

装置，进行离轴实验，f=45 mm，成像距离 L=1800 mm，l=0.6328 μm，q=4°，采用数码照相机(数码照相机为

索尼 ILCE-6000，图像分辨率为 6000 pixel×4000 pixel，感光器件为 Exmor，自动拍摄模式)对屏上干涉图拍

摄。该条件下的离轴相位显微成像实验结果如图 2所示。图 2(a)为无样品时的干涉图，由于光路中存在一

个夹角，所以图中存在光束不重叠区，该区无干涉条纹，但是干涉区存在可用的干涉条纹。图 2(b)为有样品

时的干涉图，图 2(c)为从图 2(b)中剪取出的聚苯乙烯小球样品的干涉图。

图 2 干涉实验图。 (a) 无样品时的干涉图；(b) 有样品时的干涉图；(c) 聚苯乙烯小球干涉图

Fig.2 Interferograms of experiment. (a) Interferogram without samples; (b) interferogram with samples;

(c) interferogram of a polystyrene sphere

3.2 相位恢复

根据(3)式所描述的离轴干涉下的光强分布函数，可以得到

I
(0) = γ cos[ϕ(x,y) + kx + π] = -γ cos[ϕ(x,y) + kx] , (4)

考虑到实际情况，I0和 γ(x,y) 可以近似认为常数项，φ 变化缓慢，则有

∂I0
∂x ≈ 0, ∂γ∂x ≈ 0, ∂

2φ

∂x2 ≈ 0 , (5)

可以得到

I
(1) = ∂I(x,y)

∂x = γβ sin[ϕ(x,y) + kx] , (6)

I
(2) = ∂2 I(x,y)

∂x2 = γβ2 cos[ϕ(x,y) + kx] , (7)

式中

β(x,y) = ∂φ(x,y)
∂x + k , (8)

最终可以得到相位分布为

3



52, 121702(2015) 激光与光电子学进展 www.opticsjournal.net

121702-

φ(x,y) =

ì

í

î

ï

ï
ïï

ï

ï
ïï

tan-1ì
í
î

ï

ï

ü
ý
þ

ï

ï

é

ë
êê

ù

û
úú- [I (1)]2

I
(2)·
I
(0)

1/2

- kx [I (1)·I (2) ≥ 0]

tan-1ì
í
î

ï

ï

ü
ý
þ

ï

ï
- é
ë
êê

ù

û
úú- [I (1)]2

I
(2)·
I
(0)

1/2

- kx [I (1)·I (2) < 0]
. (9)

根据上述计算理论，对图 2(c)中样品干涉图进行数值计算，得到其相位两维(2D)和三维分布分别如图

3(a)和 3(b)所示。

图 3 相位恢复分布图。 (a) 二维相位分布；(b) 三维相位分布

Fig.3 Phase reconstruction of a polystyrene sphere. (a) 2D phase distribution; (b) 3D phase distribution

3.3 结果分析

根据相位恢复方法和计算理论，采用相关实验关联参数为参考值，通过仿真计算，得到结果如图 4所示，

从图中可以看出，图 3(b)与图 4(d)的分布特征具有明显的一致性，仿真与实验结果一致。

图 4 仿真实验结果。 (a) 干涉光强分布；(b) 一阶导数分布；(c) 二阶导数分布；(d) 恢复相位三维分布

Fig.4 Simulation results. (a) Distribution of interference intensity; (b) distribution of first derivative;

(c) distribution of second derivative; (d) 3D distribution of phase reconstruction

该方法得到的干涉图像质量不高，图 5为 Mach-Zehnder干涉显微方法下所得到的同样标准球样品的

干涉图，比较图 5和图 2(c)，可以发现，除因空间频率(因角度 q不同)不同外，该方法所得到的图像噪声和畸

变比传统方法得到的结果要大，这主要是由于大倍率几何放大，噪声和畸变也被放大；干涉图的基本信息都

存在，且信息比较准确，相位恢复的结果也说明了这点。
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图 5 Mach-Zehnder干涉显微实验结果

Fig.5 Interferograms of experiment under Mach-Zehnder method

血细胞的大小一般分布在几微米到几十微米之间，不同类别，大小不同。虽然采用了 78 mm的样品球，

但是不影响方法的应用，因为实际应用中，可观察到细胞基本二维形态的显微镜有 20倍光学放大率即可。

所以提出的方法完全满足细胞的观察。

4 结 论
所设计的免物镜相位显微成像系统，其结构简单，不仅充分利用了共光路光学成像系统的稳定特性，而

且由于直接利用了光学几何放大的特征，可以将微米量级的相位体清晰成像，从而减免了放大物镜系统所

产生的噪声和畸变，在不减弱相位显微成像功能的情况下简化了装置和操作。其仿真与实验结果表明，该

方法可行。系统所得到的图像满足相位恢复的技术要求，为相位成像技术的开发研究提供了较好的理论和

实验基础。
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