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摘要　基于小波变换抑制偏置量,并利用初始图像消除噪声,进行非相干全息两步相移重现.给出了全息图重现

及抑制偏置量计算的具体表达式.实验搭建了基于空间光调制器的非相干数字全息显微系统,给出基于三步相移

技术和两步相移技术的数字全息图和重现结果,并对比了两种不同方法的两步相移重现结果.对荧光显微颗粒拍

摄了两张全息图,并在不同平面实现了数字重聚焦.两步相移相比三步相移成像速度大大提高,为活体细胞动态

三维成像提供可能.实验结果表明利用小波变换及初始图像能够更有效地抑制偏置量并消除噪声,在不增加相移

次数的前提下,提高两步相移的再现像质量.
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１　引　　言
由于全息技术可以记录物体的三维结构,因此在很多领域得到了广泛的应用[１Ｇ９].传统的全息技术一般

使用相干光源以获得全息图,而荧光属于非相干光源,因此全息技术往往很难应用于荧光物体的三维成像.
近年来,随着计算机、高分辨率CCD和空间光调制器(SLM)的发展,数字全息术受到越来越多的关注[２Ｇ１４].

Rosen等[３Ｇ４]于２００７年提出利用空间光调制器分光的菲涅耳非相干相关数字全息术(FINCH).FINCH可

以用于记录非相干光源的三维信息,其基本思想是非相干光源照明下的物体表面可看作无数空间非相干点

源的集合,每个点发出的球面波经分光系统分成两束自相干光,干涉图案为点源全息图,所有点源全息图的

非相干叠加形成物体的全息图.空间光调制器作为系统的分光元件和相移元件,将来自于物体表面的光分

成两束传播方向相同但曲率半径不同的光,用CCD拍摄三张不同相移的全息图,然后在计算机中进行数值

处理并模拟菲涅耳衍射实现物光场的三维再现.通过这种方法可以搭建一个非相干数字全息显微镜,可以

用来记录荧光样品的高分辨率的三维信息,而不需要进行扫描.目前FINCH系统广泛应用于３D荧光物体

的多色全息成像[４,１７Ｇ１９]、３D显微成像[５Ｇ８]和基于菲涅耳元件的合成孔径系统[９Ｇ１１].

FINCH显微镜一般采用三步相移以消除共轭像和偏置量,这种方式需要采集三幅不同相位的全息图,
限制了对活细胞等运动物体进行动态三维成像的可能性.Wan等[１３]于２０１４年提出采用汉宁滤波器抑制偏

置量的两步相移重现方法[１５Ｇ１６],仅采集两幅全息图便可进行全息重现.但这种方法噪声抑制效果较差,再现

像质量相比传统的三步相移大大降低.小波变换可以逐层分离图像高频和低频信息,是处理数字全息图的

最佳工具[２０Ｇ２５].因此,本文提出了基于小波变换计算偏置量,并利用初始图像消除噪声,在不增加相移次数

的前提下,提高两步相移的再现像质量.搭建了非相干数字全息显微系统,给出了基于三步相移技术和两步

相移技术的数字全息图和重现结果,并对比了文献[１３]方法与本文方法的重现结果.实验对荧光显微颗粒

拍摄了两张全息图,并基于本文方法在不同平面实现了数字重聚焦.结果表明利用小波变换及初始图像能

够更有效地抑制偏置量并消除噪声,进一步提高两步相移技术的再现像质量.

２　原　　理
基于相移的FINCH显微镜实现目前有多种方法,包括平面波叠加球面波的方式[３],不同曲率的双球面

波叠加方式[７]和偏振的方式[８].提出的两步相移技术适用于以上任何一种FINCH显微镜.以平面波叠加

球面波的方式为例,说明如何仅记录两幅全息图即可重现三维荧光物体的信息.

SLM的理想反射方程的数学表达式为

R(x,y)＝
１
２＋

１
２Q －１/fd( )expiθ( ) , (１)

式中Q －１/fd( ) ＝exp －iπx２＋y２( )/λfd( )[ ] 表示波长为λ时焦距为fd的菲涅耳透镜,常数１/２表示平面

波的调制,θ是相移参数.SLM加载的相位模板如图１(a)所示.
假定有一个三维荧光物体p(xp,yp,zp)在物镜的工作距离f０ 处.CCD记录的全息图为

H(x,y)＝A０ D＋expiθ( )∭p xp,yp,zp( ) ×exp
iπ
λzr

x－xr( ) ２＋ y－yr( ) ２[ ]{ }dxpdypdzp＋{

exp－iθ( )∭p xp,yp,zp( ) ×exp－iπ
λzr

x－xr( ) ２＋ y－yr( ) ２[ ]{ }dxpdypdzp} , (２)

式中A０ 为常数,在重建过程中可被忽略,D 是由SLM反射后的两束曲率不同的物光强度之和,(xr,yr)是

重现像的横坐标,zr是重现距离,与物体的深度信息相关. (２)式可以分为偏置量,共轭像和物像三部分.
其中后两部分分别代表了三维物体的实像和虚像.

在SLM加载相位模板之前,先采集一幅初始图像.SLM 未加载相位模板时,其作用相当于平面反射

镜,将未经聚焦的物光波直接反射至CCD上.然后在SLM上加载两次相位不同的相位模板,分别采集两幅

全息图.具体全息重现由以下三个步骤完成:

１)将记录的全息图减去初始图像,假设相减后的全息图为 Hs(x,y);

２)采用小波变换抑制 Hs(x,y)的偏置量.假设抑制偏置量后的全息图为 H′s(x,y);
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３)将抑制偏置量后的全息图 H′１s(x,y)和 H′２s(x,y)进行两步相移计算,得到重现结果.
采用二维离散小波变换抑制全息图中的低频偏置量,对相减后的全息图 Hs(x,y)进行适当层次的小波

分解.

Hl
LL[i,j]＝∑

x,y
h(x)h(y)Hl－１(２i－x,２j－y), (３)

Dl
LH[i,j]＝∑

x,y
h(x)g(y)Hl－１(２i－x,２j－y), (４)

Dl
HL[i,j]＝∑

x,y
g(x)h(y)Hl－１(２i－x,２j－y), (５)

Dl
HH[i,j]＝∑

x,y
g(x)g(y)Hl－１(２i－x,２j－y), (６)

式中h(x)相当于低通滤波器,g(x)相当于高通滤波器,l＝１,２,３,,N 表示小波分解层数.Hl－１ 表示上一

层的小波分解图像;HLL 表示水平低通且垂直低通的子图像,DLH 表示水平低通且垂直高通的子图像,DHL

表示水平高通且垂直低通的子图像,DHH 表示水平高通且垂直高通的子图像. 分解一次可得到一个近似子

带和若干细节子带,分解多次后再有选择性地进行小波重构即可抑制偏置量.所谓有选择性地重构,即在重

构中仅用细节子带中的系数重构而舍去最高层次分解后得到的近似子带,这样可以很好地滤除低频成分而

保留高频成分,从而得到去除偏置量后的全息图.
在两步相移中,记录两幅相位不同的全息图θ１ 和θ２,θ１ 可以任意选择,θ２＝π/２＋θ１.根据文献[１３]的

两步相移方法可以得到消除偏置量和共轭像之后的复值全息图:

HF(x,y)＝H′１s(x,y)＋iH′２s(x,y)≅

∭p xp,yp,zp( ) ×exp
iπ
λzr

x－xr( ) ２＋ y－yr( ) ２[ ]{ }dxpdypdzp. (７)

物体的三维信息重建公式为

p′(xp,yp,zp)＝HF(x,y)∗exp ±
iπ
λzr

x２－y２( )
é

ë
êê

ù

û
úú , (８)

式中∗表示二维卷积运算.

３　实　　验
荧光全息显微系统如图１所示.荧光全息显微系统由物镜,滤光片组,水银弧光灯,SLM和CCD组成.

激发光源采用宽场荧光显微镜激发光源系统(XＧCite１２０Q),样品采用荧光聚合体显微颗粒(４８μm,最大激

发波长４６８nm,最大发射波长５０８nm,DukeScientific公司).激发滤光片(MDFＧFITC,４７５/３５,Thorlabs公

司)被用于选择激发波长４７５nm,激发样品荧光的中心波长为５０８nm.样品荧光经过一个远心显微物镜

(MoticEFＧNPlan,１０×,NA＝０．２５),再经过二向色分光镜(MDFＧFITC,４７０~４９０nm/５０８~６７５nm,Thorlabs
公司)和发射滤光片(MDFＧFITC,５３０/４３,Thorlabs公司),到达SLM (PLUTONIR２,１０８０pixel×１９２０pixel,

Holoeye公司)上,再经由SLM反射到达EMCCD相机(AndoriXon＋,１４bit,１０２４pixel×１０２４pixel,１３μm２).

FINCH显微镜的工作流程简述如下,FINCH显微镜原理请参考文献[５].SLM上加载一个相位模板,
该相位模板包含两种不同曲率的衍射透镜,其中一个无穷远聚焦.物体上每个点发出的波面,经SLM反射

后被分成了两个自相干但曲率不同的波面.这两个波面沿着相同的方向传播到相机上,并且在CCD上相干

成像.每一点产生的相干图样都是一个菲涅耳全息图.物点的深度信息通过菲涅耳全息图的条纹密度来体

现,横向信息通过条纹图样的横向位置直接体现,因此在不使用任何扫描装置和移动部件的条件下即可获取

样品的三维信息.不同物点产生的多个菲涅耳全息图非相干叠加在一起.为了消除每一个菲涅耳全息图的

共轭像和偏置量,需要在SLM上加载不同相位的模板,然后记录多幅相移全息图.
为了利用荧光显微系统观测样品,如图１(b)所示,将荧光聚合体显微颗粒加入液体的聚二甲基硅氧烷

(PDMS)基底中,并混合均匀,然后加入固化剂(比例１０∶１).当PDMS混合物固化之后,荧光显微颗粒被随

机固定在PDMS的任意位置任意深度中.
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图１ 荧光全息显微系统.(a)SLM上加载的相位模板;(b)荧光样品

Fig敭１ Fluorescentholographicmicroscopysystem敭 a PhasemaploadedonSLM  b fluorescentsample

３．１　两步相移及三步相移的全息记录与重现

图２ 三步相移和两步相移重现结果对比.(a)初始图像;(b)θ＝０°时的全息图;(c)常规荧光显微镜的观测结果;
(d)传统的三步相移重现结果;(e)文献[１３]方法的两步相移重现结果;(f)本文方法的两步相移重现结果

Fig敭２ ResultcomparisonbetweenthreeＧstepphaseＧshiftingandtwoＧstepphaseＧshifting敭 a Initialimage 

 b hologramcapturedwhenθ＝０°  c regularfluorescenceimageundermicroscope  d threeＧstepphaseＧshifting
reconstructedresult  e reconstructionresultoftwoＧstepphaseＧshiftingusingmethodinRef敭 １３  

 f reconstructionresultoftwoＧstepphaseＧshiftingusingmethodpresentedinthispaper

为对比两步相移与三步相移的重现结果,首先采用传统的三步相移的方法对样品进行全息记录.分别

在相位常数θ为０°,１２０°,２４０°时采集样品全息图并进行基于三步相移的全息重现.对于同一样品,先在

SLM加载相位模板之前,采集一幅初始图像,再分别于相位常数θ为０°,９０°时采集样品全息图,并采用文献

[１３]的方法进行基于两步相移的全息重现,如图２所示.其中图２(a)为SLM 加载相位模板之前采集的初

始图像,图２(b)是SLM加载相位常数θ为０°的相位模板时采集的全息图,图２(c)为常规的荧光显微镜观察
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的样品,图２(d)是三步相移的重现结果,图２(e)是采用文献[１３]方法的两步相移重现结果.
从图２可以看到,由于文献[１３]的方法仅使用汉宁滤波器来滤除全息图中的低频偏置量,对全息图频率

划分过于粗糙,无法对采集到的全息图像进行细分.估计偏置量时,若滤波器窗口选择过大,则容易损失再

现像中部分物体的信息,若滤波器窗口选择过小,则容易保留过多的偏置量未消除,最终变成再现像中的背

景噪声.同时,除了偏置量,由于实验环境及光学系统中的灰尘等影响,采集的全息图像中还存有部分高频

背景噪声,这些高频噪声仅用汉宁滤波器也无法去除.小波变换对高频成分采用由粗到细渐进的时空域上

的取样间隔,可以逐层分离图像高频和低频信息,对全息图像的频率划分更为细致,可以根据实验噪声情况

及被测物特征有选择性地进行小波重构,能够更有效地分离偏置量和被测物信息.
按照本文的两步相移方法,首先用采集的全息图减去初始图像,然后采用小波变换对相减后的全息图进

行逐层分解.重构时选择性地采用细节子带中的系数重构而舍去最高层次分解的近似子带中的系数,可以

很好地滤除低频成分而保留高频成分,从而对偏置量进行有效抑制.最后将抑制偏置量后的两幅全息图进

行两步相移计算,得到重现结果,如图２(f)所示.可以看到,采用本文方法可以更有效地抑制偏置量并消除

背景噪声,大大提高了两步相移的再现像质量.

３．２　基于两步相移技术在不同距离的聚焦重现

为了验证本文方法的有效性,实验时采集两幅样品全息图,并采用本文方法在不同平面上重现三维荧光

样品信息,实现了样品不同部分的数字重聚焦,如图３所示.图３(a)是常规荧光显微镜下观察到的荧光颗

粒,图３(b)、(c)分别为不同衍射距离的重现图.可以看到,在不同衍射距离上进行重现,可以对不同深度的

荧光颗粒聚焦.图中箭头所指的位置即聚焦的荧光显微颗粒.实验证明本文方法可有效记录物体的三维信

息并予以重现.

图３ 不同衍射距离的重现结果(箭头标明当前聚焦的荧光颗粒的位置).(a)常规荧光显微镜的观测结果;
(b)(c)不同衍射距离上的重现结果

Fig敭３ Reconstructedimageswithdifferentdiffractiondistances arrowsindicatelocationsofdifferentfluorescentbeads
infocus 敭 a Regularfluorescenceimageundermicroscope  b  c reconstructedimagesfordifferentdiffractiondistances

４　结　　论
基于小波变换抑制偏置量,并利用初始图像消除噪声,进行非相干全息两步相移重现.相对于使用汉宁

滤波器来估计全息图中的低频偏置量,小波变换可以逐层分离图像高频和低频信息,对全息图像的频率划分

更为细致,能够更有效地分离偏置量和被测物信息.同时,由实验环境和光学系统中的灰尘所带来的高频噪

声,利用初始图像也在一定程度上有所消除.值得注意的是,尽管小波变换抑制偏置量已经较为理想,但是

始终无法完全滤除包括干扰、杂质在内的所有背景噪声.由于两步相移仅采集两幅全息图,因此两步相移的

再现像信噪比相对于三步相移有所降低.两步相移相比三步相移成像速度大大提高,为活体细胞动态三维

成像提供可能.实验结果表明利用小波变换及初始图像能够更有效地抑制偏置量并消除噪声,在不增加相

移次数的前提下,提高两步相移的再现像质量.
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