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摘要 定量相位显微技术容易受到环境扰动的影响。如何克服环境扰动对量化相位成像的影响,一直是相位成像

领域研究的热点。着重介绍了物参共路数字全息显微技术和单光束定量相位显微技术。前者主要包括斐索干涉

显微、Mirau干涉显微、离轴和同轴点衍射干涉显微、双球面照明的数字全息显微和空间复用数字全息显微;后者主

要包括共轴数字全息和基于平行光照明、超斜照明和多点离轴照明的定量相衬显微。希望该综述能为构建高稳定

性、实用化定量相位显微装置提供有益参考。
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1 引  言

光学显微镜自16世纪诞生以来,就一直作为人

们观测和认识微观世界的重要工具。与电子显微镜

相比,光学显微镜具有对样品损伤小、适合活体成像

等优点。传统的光学显微只能获取样品的强度信

息,对于透明样品则无能为力。尽管借助荧光标记

能够以很高的成像衬度观测期望的细胞结构,但是

荧光标记所带来的光毒性破环了细胞等活体生物样

品的天然状态,照明光对荧光染料/荧光蛋白的漂白

作用也限制了对细胞的长时间观测。
振幅、相位以及偏振是表征光场最常见的三
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个参量。其中,相位分布是一个非常重要的属性。
如图1所示,当光波照射在待测样品表面,表面的

不同形貌会引起不同的反射光相位变化。对于透

明样品,当光波经过样品后,样品的结构或折射率

分布的不同会导致透射光光程差发生改变。通过

对样品的反射光或透射光进行相位成像,便可以

得到待测样品的三维形貌或折射率分布。因此,
相位成像可被广泛应用于工业检测、生物医学成

像、特殊光束产生、气体流体可视化,以及自适应

成像等领域。

图1 相位成像对样品三维形貌和折射率的测量

Fig 
 

1 Measurement
 

of
 

3D
 

profile
 

and
 

refractive
index

 

via
 

phase
 

imaging

全息技术是相位成像技术的重要分支之一,已
经经历了70年的发展。1948年,Gabor[1]为了克服

电子显微镜中电子透镜引起的畸变,提出直接记录

电子束衍射产生的图像的方法以提高电子显微镜的

空间分辨率。该衍射图像虽然只包含强度信息,但

可以通过光学再现恢复物体的完整信息(振幅和相

位分布)。由于当时照明光源(汞灯)的相干性很低,
只能采用同轴的方式来记录全息图,这就导致图像

重建时难以将零级像与其孪生像在频谱上分开,从
而严重制约了全息技术的发展。20世纪60年代

初,激光器的出现克服了全息记录对光源相干性的

要求,也使离轴全息记录和再现成为可能。离轴全

息技术可以有效地分离零级像和孪生像,极大地提

高了相位成像的信噪比,也扩大了全息技术的可应

用范围。然而,在很长一段时间内全息图一直由全

息干板和照相乳胶记录,该记录介质对光强的灵敏

度较低,所需的曝光时间较长,对记录装置的稳定性

要求也比较高。此外,全息图的记录过程需要额外

的化学操作,不利于实时测量。20世纪90年代初,
随着数字探测器(CCD、CMOS)的出现,全息技术的

发展迎来了新的春天。CCD和CMOS替代了传统

的记录介质,使全息图可以通过计算机实现数字存

储和数字重建,此时的全息技术被称为数字全息[2]。
至今,数字全息技术作为现代光学领域中一个独特

的类别,已经在许多领域产生了深远的影响,例如显

微技术[3]、3D成像[4]、计量学[5]、显示技术[6]、材料

处理[7]、数据存储[8]、信息处理[9]、自适应光学[10]以

及颗粒测量[11]等。与此同时,空间光调制技术[12-13]

的出现进一步扩展了数字全息术的应用范围,例如

全息显微操作[14-16]、像差补偿[17-18]、计算显微[19-21]、
全息显示[22-23]和比较数字全息[24-25]。

图2 DHM光路示意图。(a)
 

DHM成像原理;(b)物光与参考光干涉图样

Fig 
 

2 Schematic
 

of
 

DHM
 

optical
 

path 
 

 a 
 

Imaging
 

principle
 

of
 

DHM 
 

 b 
 

interference
 

pattern
 

of
 

object
light

 

and
 

reference
 

light

  数字全息显微(DHM)是数字全息在显微领域

的应用。相比于传统显微技术,DHM 无需对样品

进行特殊处理,是一种快速、高分辨率、高衬度、无损

的成像方法。DHM 成像原理如图2所示:照明光

被分成两束光,一束光穿过样品并被显微物镜 MO
和透镜L组成的望远镜系统放大,形成物光(强度

为O);来自同一激光器的另一束光被扩束后作为参

考光(强度为R);在分光棱镜BS的作用下物光和

参考光在探测器表面会合后产生干涉图样[图2
(b)]。为了实现实时振幅/相位成像,使物光和参

考光之间形成一定的夹角(离轴全息),此时形成的

离轴全息图样可以表示为

I(x,y)= O 2+ R 2+2O R cos(φ+Kx),
(1)
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式中:φ 表示物光和参考光之间的相位差;K 表示

CCD面上干涉条纹的载频量,这里假定条纹的载频

方向沿x 方向。采用传统的离轴数字全息再现方

法,可以再现出物光的复振幅:

Or(x,y,d0)=IFT{FT[IRD]·Ŵ(ξ,η)·

exp[ikd0 1-(λξ)2-(λη)2]}, (2)
式中:d0 表示离焦距离,即CCD到样品像面的距

离;I为干涉图样的强度分布;RD=exp(-iKx)为
数字参考光强度,可以通过测量条纹的载频量K 来

确定,主要用于补偿物光与参考光之间的夹角所引

起的频谱移动,利用IRD 可将实像O*RD 的频谱移

至频率域的中心;FT{·}和IFT{·}分别表示傅里

叶变换和傅里叶逆变换;(x,
 

y)表示空间域坐标;

(ξ,
 

η)表示频域坐标;Ŵ(ξ,
 

η)为窗函数(在所选择

的区域内取值为1,其他区域取值为0),用于选择物

光实像的频谱分布。利用再现的复振幅Or(x,
 

y,
 

d0)和对应关系Or=|Or|exp(iφr)可以得到样品的

振幅像|Or(x,
 

y)|和相位像φ(x,
 

y)。最后,通过

φ=2π/(λnd)还可以计算出被测样品的三维形貌

d(x,
 

y)和折射率分布n(x,
 

y)。
利用(2)式对图2(b)中的全息图像进行数值

再现,可以得到待测样品的振幅图像[图3(a)]和
相位图像[图3(b)]。通过对比图3(a)和(b),不
难发现对于该待测透明样品,相位图像明显提高

了成像对比度,并且量化了样品引起照明光的光

程差变化。

图3 DHM的重建结果。(a)重建的振幅图像;(b)重建的相位图像

Fig 
 

3 Reconstruction
 

results
 

of
 

DHM 
 

 a 
 

Reconstructed
 

amplitude 
 

 b 
 

reconstructed
 

phase

  近年来,国内外学者围绕DHM 技术及其应用

开展了诸多工作[26-46]。瑞士Charrière课题组率先

对 DHM 技 术 进 行 研 究 和 商 业 化 开 发(成 立 了

LynceeTecDHM 公司),并利用DHM 技术测量了微

透镜的特性[28]。德国 Kemper课题组利用 DHM
研究了人体血红细胞的三维结构[29]。Park等[30-31]

分别从提高空间分辨能力和减小散斑噪声方面提高

了DHM的性能。在我国,众多高校与科研院所也

在DHM方面开展了大量研究[32-46],例如,西北工业

大学赵建林教授课题组在DHM技术提升和应用方

面做了出色的工作[32-33],山东大学在相移数字全息

的相移量获取和相位再现算法方面取得了卓越的成

绩[34-35],北京工业大学在数字全息的自动调焦算法

方面进行了有益的探索[36-37]。
虽然数字全息显微有着传统光学显微无法比拟

的优点,但是仍然存在着一些不足与挑战。如图2
所示,目前的DHM 装置大多采用物参分离的光路

结构,即物光和参考光分别沿不同的路径传播一段

距离后才发生干涉,形成全息图样,因此外界环境的

扰动会对物光和参考光造成不同的影响,使全息图

极易受到环境扰动的影响。因此,如何提高装置的

稳定性成为DHM 实用化过程中不可回避的问题。
提高装置稳定性的常用方法有气垫隔振法、真空

封闭 式 隔 振 法 以 及 负 反 馈 电 子 线 路 隔 振 法。

Popescu等[47]通过在装置中加入反馈系统来提高

系统的稳定性,虽然该方法隔振效果明显,但反馈

系统价格昂贵,还增加了装置的结构复杂性。除

此之外,利用物参共路和单光束相位成像两种光

路也可以克服环境扰动对相位成像的影响:1)物
参共路可改善装置的稳定性,成像过程中物光和

参考光经历完全相同的路径到达探测器表面并产

生干涉图样,由于环境扰动对物光和参考光造成

完全相同的影响,所以不会影响两者之间的光程

差;2)单光束相位成像可改善装置稳定性,该成像

方法通过记录物光本身(无需引入额外的参考光)
的全息图实现相位成像,在简化实验光路的同时

还增强了装置的抗干扰能力。
本文主要就物参共路数字全息显微和单光束相

位显微两个方面综述了高稳定性定量相位显微技术

的最新研究进展。
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2 物参共路数字全息显微

如前所述,物参共路的DHM 通过令物光和参

考光经历完全相同的路径到达探测器表面(并发生

干涉),以克服环境扰动对相位成像与测量的影响。
下面将分别介绍以物参共路为基础的斐索和 Mirau
干涉显微、离轴和同轴点衍射干涉显微、双球面照明

数字全息显微以及空间复用数字全息显微的研究

进展。

2.1 斐索和 Mirau干涉显微

1862年Fizeau[48]首次提出用准直的单色光束

对样品进行小角度倾斜照明,利用反射光和参考平

面产生的干涉条纹来恢复待测样品的结构信息。此

后,斐索干涉显微[49-50]开始应用于样品表面相对于

标准平板的相对相位畸变测量。斐索干涉显微的结

构如图4(a)所示,激光器发出的光束经过透镜L1、

L2 构成的扩束准直系统后成为平行光照射到参考

平板上:一部分光经参考平板的反射后原路返回,这
部分光束作为参考光;另一部分光透过参考平板后照

射到待测样品上并被样品表面反射后沿原路返回,这
部分光束作为物光。物光和参考光经过透镜L2 后被

分光棱镜BS和反射镜M1 两次反射,由透镜L3 准直

后在CCD面上产生干涉图样。干涉图样反映了被测

样品表面与参考平面的差异。近年来,通过将相移技

术引入斐索干涉,使得相位成像由定性观测逐渐向定

量测量过渡[51]。此外,通过将参考平板换成1/4波

片,还可以实现同步相移,通过一次曝光得到被测样

品的相位分布[52]。

图4 物参共路干涉显微。(a)斐索干涉显微;(b)
 

Mirau干涉显微

Fig 
 

4 Common-path
 

interference
 

microscopy 
 

 a 
 

Fizeau
 

interference
 

microscopy 
 

 b 
 

Mirau
 

interference
 

microscopy

  1952年 Mirau
 

Andre[53]首次提出用 Mirau干

涉显微技术来表征物体表面的抛光度,之后其在

显微领域得到了广泛应用[54-55]。Mirau干涉显微

的原理如图4(b)所示。经过透镜L1 和参考平板

的照明光被分光面BS分成两束光:一束光透过分

光面BS照射到被测样品上并经样品表面的反射

后沿原路返回,这束光作为物光;另一束光被分光

面BS反射后又经参考平面以及分光面BS两次反

射,这束光作为参考光。反射后的两束光在CCD
面上产生干涉图样,利用该干涉图样就可以得到

样品表 面 相 对 于 参 考 面 的 相 对 变 形。斐 索 和

Mirau干涉显微装置具有体积较小、结构紧凑的优

点。近年来,人们进一步将参考平板与透镜L1 封

装成 一 个 整 体,构 建 了 Mirau物 镜,使 得 利 用

Mirau干涉进行相位成像更为便捷[56]。然而,这
两种方法的测量精度直接依赖于参考板的平面

度。同时,参考平板的引入减小了样品与物镜之

间的空间。样品与参考平板之间的距离也会受到

光源相干性的约束。

2.2 离轴点衍射数字全息显微

为提高实验装置的抗干扰能力,Popescu等[57]

提出了一种基于物参共路的离轴点衍射数字全息

显微技术,并利用该技术实现了对红细胞生理动

态过程的实时定量检测。实验装置如图5所示,

Nd∶YAG激光器发出的光束(λ=532
 

nm)作为倒

置显微镜的照明光源,扩束后的照明光照射到样

品,样品被由物镜和透镜组成的望远镜系统(RL)
成像到像面IP上。一衍射光栅被放置于样品IP
处,经过衍射将物光分成多个衍射级光束,这些衍

射光束经过由透镜组成的4f 系统(L1-L2)后成像

到CCD面上。在L1-L2 的中间频谱面上,利用一

个掩模板对这些衍射光的频谱进行滤波:利用该掩

模板上的针孔对0级衍射光进行滤波(形成参考

光),大孔令+1级衍射光无损地通过(用作物光)。
经过掩模板的0级光和+1级光最终在CCD面上

产生干涉图像。由于物光和参考光经历完全相同的
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图5 离轴点衍射数字全息显微[57]。G,光栅;IP,像平

面;L1-L2,透镜;SF,空间滤波器;VPS,虚拟点光源

Fig 
 

5Off-axis
 

point-diffraction
 

digital
 

holographic
 

microscopy 57  
 

G 
 

grating 
 

IP 
 

image
 

plane 
 

L1-

L2 
 

lenses
 

 f1 and
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光学元件,所以该装置对环境的扰动具有非常好的

免疫性。
图6(a)为离轴点衍射数字全息显微对血液涂

片的 定 量 相 位 成 像 结 果,实 验 选 取 放 大 倍 数 为

40×、数值孔径(NA)为0.65的显微物镜,在全孔

径照明下系统的横向分辨率为0.4
 

μm。为了量化

该装置的稳定性,实验记录了1000幅无样品时的干

涉图样,每张图样的采集间隔为10.3
 

ms。如图6
(b)所示,全视场光程的空间标准偏差的时间平均

值为0.7
 

nm,时间标准偏差为0.04
 

nm,任意单点

(平均大小为3
 

pixel×3
 

pixel)的光程随时间变化的

标准差为0.53
 

nm。
 

图6 离轴点衍射数字全息显微的成像结果[57]。(a)血液涂片的定量相位图像;(b)无样品时视场和

任意单点空间标准偏差的时间波动。σ为两个信号的时间标准偏差
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  需要说明的是,现有的点衍射相位显微技术都

是通过对物光波进行滤波形成参考光,因此参考光

的光强与被测样品有关,无法保证所有样品的干涉

图样都有高的条纹对比度。此外,Akondi等[58]利

用空间光调制器作为掩模板,对不同衍射光的频谱

进行滤波。通过调节针孔(用于产生参考光)直径提

高成像对比度。与此同时,Wang等[59]提出利用一

个单模光纤代替点衍射数字全息中的针孔,实现了

离轴点衍射数字全息。

2.3 同轴点衍射数字全息显微

与传统的离轴DHM 一样,离轴点衍射DHM
虽然可以通过记录单幅全息图来恢复待测样品的相

位信息,但却未充分利用CCD的空间带宽积(空间

分辨能力受到了限制)[60]。为了克服这一缺点,Gao
等[61]设计了如图7所示的物参共路同轴点衍射

DHM装置,激光器发出的光束经过光强控制单元

P的调节后,被光束扩展器扩束准直成平行光。透

镜L1 和显微物镜 MO1 组成共焦系统用于对光束

进行缩束,然后照射样品。样品放置在显微物镜

MO2 的前焦面处并经过显微成像系统(MO2 和L2)
放大后成像到像面上。在该像面处放置了一个周期

为T 的Ronchi光栅G1,通过衍射将物光复制成完

全相同的几份,并分别沿着各个衍射级方向传播。
由于Ronchi光栅的±1级各具有40%的衍射效率,
所以其他衍射级均可以忽略不计[62]。沿±1级方向

传播的物光可以分别表示为O+1 和O-1,两者同时

经过由透镜L3 和透镜L4 组成的共焦滤波系统,其
频谱位于透镜L3 的后焦面上。偏振方向正交的偏

振片P1、P2 分别置于+1和-1级衍射光的频谱之

上。-1级衍射光保持不变,作为物光;而+1级衍

射光被针孔滤波后被透镜L4 准直成平面光波,作为

参考光。物光和参考光在透镜L4 的后焦面处重合,
此处放置一个与光栅G1 完全相同的光栅G2,通过

衍射使物光和参考光都沿光轴方向传播。最后经过

由透镜 L5 和 L6 组成的中继系统将物像呈现到

CCD靶面进行记录。通过光栅G2 沿光栅矢量方向
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的移动实现相移。
将一石英玻璃上刻蚀的微透镜阵列(折射率n=

1.45704)作为被测样品,通过四步相移干涉法可以得

到被测微透镜阵列的三维厚度分布,如图8所示。图

8(a)~(d)中的相移量依次为0、π/2、π以及3π/2,从
图8(e)中可以看出,再现的相位分布具有较高的信噪

比。如果将该装置中的光栅G2 和透镜L5、L6 去掉,
直接将CCD放到G2 的位置,则可以形成离轴物参共

路点衍射DHM光路,利用一幅全息图即可再现物

体,但是离轴记录只能利用CCD空间带宽的1/4,这
限制了再现像的空间分辨率。通过开展与图6类似

的稳定性实验,测得该装置在45
 

min的重复测量误

差小于3
 

nm,说明该装置具有良好的稳定性。总之,
该物参共路点衍射DHM方案具有以下优点:1)具有

物参共路的光学结构,因此装置对环境的振动不敏

感;
 

2)物参共路的光学结构降低了装置对光源相干

性(单色性)的要求,因此可采用扩展光源照明;
 

3)采
用同轴光路可以充分利用CCD的空间带宽积。

图7 基于衍射光栅的同轴相移物参共路点衍射DHM光路[61]。G1 和G2,Ronchi相位光栅;L1~L6,

透镜;MO1 和 MO2,显微物镜;P,偏振片组合;P1~P3,偏振片;PH,
 

针孔滤波器
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图8 同轴相移点衍射DHM全息图样和再现结果[61]。(a)~(d)相移量分别为0,π/2,π,3π/2的全息图像;(e)相位再现结果
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  离轴与同轴点衍射数字全息显微的特点比较:
离轴点衍射数字全息显微只需记录单幅全息图像便

可恢复待测样品的振幅和相位信息,能够实现对样

品的实时测量。然而,该技术不能充分利用CCD的

空间带宽积,故其空间分辨能力较弱(相比于同轴点

衍射数字全息显微)。同轴点衍射数字全息显微可

以充分利用CCD的空间带宽积,但是需要引入额外

的相移操作,不利于样品的快速动态过程观测。离

轴和同轴点衍射干涉都是通过对物光进行滤波形成

参考光,因此它们干涉图样的对比度都与待测样品

有关。如何有效地提高条纹对比度是该技术亟需解

决的问题之一。例如,在点衍射数字全息显微光路

中,使用偏振光栅或引入其他偏振元件后,可以通过

改变入射光的偏振态实现对条纹对比度的调节。

2.4 基于双球面照明的数字全息显微技术

Mico等[63]提出了一种利用空间光调制器实现

超分辨率增强的共路数字全息显微技术。该方法的

原理如图9所示,在空间光调制器上加载球面相位

分布,当对照明光进行空间光调制将产生球面光束;
与此同时,一部分照明光被空间光调制器(SLM)的
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图9 基于SLM的共路相移数字全息显微[63]。(a)轴向照明;(b)离轴照明
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前保护玻璃所反射,产生了另外一束平面光。这两

个光束同时被具有高 NA 的聚光透镜所聚焦,形成

两个在轴向方向分离的激光焦点。其中,球面光的

焦点出现在离聚光透镜较近的位置,如图9(a)所
示。样品放置于平面光焦点所在的平面上。通过移

动样品,使得平面光的焦点位于样品上的空白区域,
其透射光不含样品信息,被作为参考光。样品在球

面光照明下形成物光。物光和参考光在CCD靶面

上发生干涉,形成的包含样品信息的全息图被一个

CCD所记录。当在SLM上加载的球面相位的中心

位于光轴中心,所形成的全息图为同轴全息图。此

时,通过在SLM上额外引入不同的相移量,可以得

到不同的相移全息图样。利用相移全息的再现方

法,可以去除全息图的零级像和孪生像,恢复出样品

的强度和相位图样。同时,如图9(b)所示,通过在

SLM上加载球面光束和不同倾斜角度楔形相位的

叠加相位可产生不同传播方向的球面光束,从而能

够以不同的角度照明待测样品。实验上分别在x
和y 方向上产生两个相反倾斜方向的照明光束,并
在这4个照明方向上依次记录3幅相移全息图样,
以恢复该倾斜照明下样品的复振幅信息。在再现过

程中,通过将不同倾斜照明下物光的频谱进行拼接,

提高了该成像系统的空间分辨率。
该方法利用SLM 引入不同相移量,并利用相

移算法消除了孪生像与零级像对重构图像的影响。
同时,该方法还可以利用SLM 产生不同方向的照

明光并依次照明样品,通过合成孔径提高成像系统

的空间分辨率。然而,为了产生不含样品信息的参

考光,该方法必须令参考光的焦点正好聚焦在样品

上的一个平整/空白区域,这对成像前样品的放置和

调节具有一定要求,增加了实验难度。同时,目前该

方法只能用于透射型样品(反射式样品无法实现镜

面反射且无法对参考光提供合适的反射率和波前平

整度)。此外,该方法利用一个离焦光斑照明样品来

形成物光,其成像视场比较小。

2.5 空间复用数字全息显微

Mico等[64]在传统显微镜的基础上实现了基于

空间复用的数字全息显微(SMIM)。如图10所示,
该技术采用点光源照明,将样品面划分为三种不同

的区域,分别为参考光区域(R)、样品区域(O)和遮

挡区域(X)。参考光区域被空置,经过该区域的光

束用作参考光。在样品区域放置待成像的样品,经
过该区域的光束用作物光。在CCD前一定距离处

放置一个衍射光栅,通过光栅的衍射作用使得物光
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图10 SMIM实验装置[64]

Fig 
 

10 Experimental
 

setup
 

of
 

SMIM 64 

和参考光发生重叠,产生的离轴干涉图像由CCD接

收。相比于传统的DHM,该技术具有较高的相位

测量精度。同时,由于物光和参考光经历了相同的

光学元件,该光路具有对振动不敏感的优点。另一

方面,通过使用低相干长度的光源可降低散斑噪声

对图 像 的 不 利 影 响。在 此 基 础 上,Picazo-Bueno
等[65]还将4π(双向)照明引入空间复用数字全息显

微,通过利用透射和反射光波的复振幅分布,对样品

中的透明和非透明区域同时进行相位成像。
基于空间复用的数字全息显微采用了平行光照

明,其空间分辨率会受到物镜数值孔径的限制,进而

不能完全满足生物医学上对细胞精细结构观测的要

求。为提升光学系统的成像能力,Mico等[66]在空

间复用数字全息的基础上,利用一个2D的垂直腔

面发射激光器(VCSEL)依次产生不同角度的离轴

照明光,并通过合成数值孔径提高了光学成像系统

的空间分辨率。此外,Gao等[67]将结构光照明和空

间复用DHM相结合,实现了对微小相位物体的超

分辨相位成像。众所周知,结构照明显微(SIM)是
一种超分辨成像方法,它通过在被测样品上投影一

组具有周期性分布的条纹,记录并处理样品(含高频

分量)和条纹形成的莫尔条纹,进而实现超分辨显微

成像。但是,传统SIM只能用于荧光样品或能对照

明光形成强度调制的样品,对于透明相位型物体的

成像则无能为力。为了实现对透明样品的超分辨成

像,利用SLM产生结构照明,在该结构照明下的物

光和参考光发生干涉,形成的全息图样被CCD记

录。通过对不同照明方向下的全息图进行数字再

现,将不同方向结构照明下的物光在频谱面上进行

合成,实现了对微小物体的相位和振幅的超分辨成

像。实验结果表明,该方法在NA=0.25的成像物

镜 下,将 横 向 分 辨 率 从 1.55
 

μm 提 高 到 了

0.90
 

μm,即平行光照明DHM的1.7倍。
空间复用数字全息显微中物光和参考光具有相

同的光程差,降低了对光源相干性的要求。因此,该
方法可以利用低相干照明光源来降低了相位成像中

的散斑噪声。同时,该方法还可以与离轴照明相结

合,通过合成数值孔径提高该成像系统的空间分辨

率。然而,该方法在成像时需要将样品面进行分割,
仅具有传统显微镜一半的成像视场。此外,该方法

对样品具有一定要求:样品需要足够稀疏,通过移动

样品能够使得视场内一半的区域处于空置状态(作
为参考光)。

3 单光束定量相位成像技术

虽然基于光学干涉的相位成像方法具有很高的

测量精度,但是它需要额外的参考光,具有对光源相

干性要求较高和抗环境干扰性差等缺点。与之相

反,单光束相位成像不需要参考光,具有结构简单、
抗干扰能力强等优点,逐渐受到人们的青睐。该技

术在研究特殊光束的相位分布、成像系统的畸变测

量与补偿以及自适应成像等方面发挥着越来越重要

的作用。
目前常用的单光束相位成像技术大致有以下

几类:

1)基于微透镜阵列或棱锥的波前传感技术

(Hartmann-Shack)。该传感器主要由二维微透镜

阵列和面阵CCD组成。传感器上的微透镜阵列将

入射光波面分割成许多子波面。通过探测每个子波

面引起的微透镜焦点的横向移动量实现对子波前的

探测。这些波前探测器都具有结构简单、灵活性好、
动态范围大、光学效率高、无运动部件、对环境条件

要求低以及适应能力强等优点,被广泛应用于自适

应光学和定量相位显微领域[68-70]。然而,这些波前

探测方法具有空间分辨率受到微透镜孔径(一般为

100
 

μm
 

左右)的限制,其分辨率无法满足对生物样

品的相位成像要求。

2)微分干涉显微[71-72]。显微放大后的物光被分

成平行的两份,两份光在某方向上错开一定的距离,
从而发生干涉。干涉图样反映的是被测相位在剪切

方向上的导数。该方法通过测量样品在两个正交方

向上的相位导数来确定样品相位分布。微分干涉能

测量连续性相位物体的相位分布,但是不能对阶跃
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型相位物体进行测量。

3)基于衍射光斑记录和迭代再现的单光束相位

成像技术。Almoro等[73-74]通过不同离焦平面的强

度图像结合迭代算法再现了样品的相位分布。Bao
等[75]通过记录样品在不同波长照明下的衍射图样,
定量获得了样品的相位分布。此外,通过在样品平

面上移动子孔径[76]、翻转样品[77]、对物光波进行不

同的相位调制[78]、采用不同照明方向以及结构光照

明[79-80]来记录所得的衍射图样,再结合类似的迭代

算法可以从衍射图像中得到相位信息。共轴数字全

息也属于一种单光束相位成像,近年来研究人员将

其与压缩感知相结合,使其能够在稳定成像的同时

消除传统全息术中的孪生像。
此外,相衬成像也是单光束相位成像技术中重

要的分支。1942年,Zernike[81]提出采用环状光源

照明样品,同时采用一个环状相位板实现物光波零

频分量的相位延迟,从而将样品的相位信息转换为

强度信息,实现了相衬显微。由于被测物体的相位

和干涉图样的强度之间是非线性的,所以传统的

Zernike相衬成像(只有单幅干涉图)只能用于对被

测物体的定性观测。伴随着空间光调制器的出现,
该技术在高稳定性和定量成像方面得到了进一步的

发展。这类定量相衬显微成像技术[82-84]也可以被归

为DHM技术,因为相衬成像的本质是物光的零频

分量(作为参考光)与高频分量(作为物光)之间的

干涉。
接下来将着重介绍单光束相位成像技术的研究

进展,具体包括基于压缩感知技术的单光束共轴数

字全息技术和基于平行光照明、偏振调制、超斜照明

以及多点离轴照明的定量相衬显微技术。

3.1 单光束共轴数字全息显微

同轴数字全息通过记录样品在平行光或球面光

照明下的衍射图样,并结合一定的再现算法得到样

品的振幅和相位信息。该方法不需要独立的参考

光,因此不受空气扰动和环境振动的影响。然而,在
全息图再现时,零级像与孪生像在空间频谱上难以

分开,影响了再现图像的质量[1]。在过去的几十年

里,为了消除孪生像的影响,很多数值重建的方法被

提出[85-90]。Latychevskaia和Fink[85]提出利用迭代

的方法从单幅同轴全息图中获取待测样品的振幅和

相位信息以抑制孪生像的干扰。Rong等[86]提出通

过Sobel边缘检测,在常规重建的基础上建立了松

散支撑(作为目标平面上的约束)的相位重建方法。

Gaur等[87]提出利用标准的混合输入输出方法,并

将该方法与图像稀疏性增强相结合实现相位重建。

Cho等[88]提出了一种掩模生成分割的再现方法。
近年来,Rivenson等[89]利用基于神经网络的深度学

习从全息图中再现待测样品的信息分布,抑制了同

轴数字全息重建时孪生像对成像的影响。

2018年,Zhang等[90]将压缩感知(CS)技术用

于单光束共轴数字全息技术,在充分利用探测器空

间带宽积的同时消除了孪生像对重建结果的影响。
单光束共轴数字全息显微技术的光路如图11所示,
照明光源发出的光束经准直后照射样品,由探测器

记录样品的衍射图像。该衍射图像可以看成物光不

同频率分量之间的干涉图样,因此仍然被称作全

息图。

图11 单光束共轴数字全息显微示意图[90]

Fig 
 

11 Diagram
 

of
 

single-beam
 

in-line
 

digital

holographic
 

microscopy 90 

全 息 图 可 以 表 示 为 H
~
=U* (x,y)+

U(x,y)+|U (x,y)|2 =2Re[U (x,y)]+
|U(x,y)|2。若G 表示物体强度分布ρ(x1,

 

y1)向
衍射光场U(x,

 

y)的正向转换,则该全息图的强度

分布可表示为

H
~
=2Re[Gρ(x1,y1)]+|U(x,y)|2。 (3)

  这里,(x,
 

y)和(x1,
 

y1)表示物面和全息图平

面的空间坐标。通过已知的 H
~ (即已知测量值)和

正向转变G 求解ρ是一个典型的求逆问题,而基于

稀疏性约束条件的CS算法是解决求逆问题的强大

方法之一。

Zhang等[90]利用CS技术实现了Gabor全息图

中的定量相位成像。CS是建立在信号的稀疏性表达

和测量的非相干性基础上,通过在已知测量值(Y)和
测量矩阵(Φ)的基础上求解CS方程,获得原信号

(X)。在共轴全息图的再现中,聚焦的重建图像(实
像)具有锐利的边缘,而离焦的孪生像的边缘则是扩

散的。该物理上的差异性导致了重建图像和孪生图

像在稀疏性上的差异,这为利用CS消除孪生像提供

了必要条件。此外,再现中的光波传播是由傅里叶变

换来完成的,这自然满足了CS的非相干条件。因此,
同轴全息图的再现可以通过CS来实现。
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在满足了CS的稀疏性和非相干性的基础上,
为求解待测样品的信息,曹良才课题组提出了基于

两步迭代的再现算法,通过寻求目标函数极小值来

求解该逆问题,利用测量值(H
~)来估计待测样品的

信息分布(ρ),估计值可表示为

ρ̂=argmin
1
2‖H

~
-Kρ‖22+τ‖ρ‖TV  ,(4)

式中:K 是正向转换G 与保留实部两种操作的组合

算符;τ 是相对权重因子。利用递推关系ρt+1=

(1-α)ρt+1+(α-β)ρt+βψτ[ρt+KT(H
~
-Kρt)]

进行重复迭代,其中α 和β 为迭代系数,ψτ 为去噪

函数,KT 为 K 的伴随算符。在迭代过程中,利用

判据R(ρt+1)=
1
2 H

~
-Kρt+1

2

2
+τ ρt+1 TV 计算

残差来确保ρ̂单调减小。重复进行迭代过程,直至

残差小于预先设定的阈值,此时将最终得到的ρ 作

为样品的再现强度分布。
实验中,以波长为532

 

nm的平面光波作为照

明光源,将分辨率板作为待测样品放置在xyz 三维

平移台上,分辨率板与探测器(像元大小为3.8
 

μm)
之间的距离约为9

 

mm。由于待测样品与探测器的

距离很近,当利用基于光波衍射传播的传统方法进

行图像再现时,恢复结果如图12(a)所示。从图中

可发现孪生像对重建结果影响比较大。利用基于

(3)、(4)式的压缩感知算法,经过500次迭代后得到

的结果如图12(b)所示。通过对比图12(a)和(b)不
难发现,利用压缩感知算法得到的重建结果更加平

滑,有效抑制了孪生像对再现结果的影响,并且不存

在图像模糊等缺陷。同时,基于压缩感知的单光束

共轴数字全息技术还可以应用于样品的三维层析成

像[91]。单光束共轴数字全息通过利用压缩感知技

术,能够在充分利用CCD空间带宽积的同时抑制孪

生像的影响。因此,该技术具有结构简单、可实时相

位成像(只需单幅强度图样)、环境适用性强等优点。
然而,该技术的计算复杂度较高,目前还无法在成像

过程中实现相位图像的实时再现。压缩感知理论和

算法研究的不断提升,为共轴全息技术的再现提供

更加快捷、有效的重建算法。

图12 实验全息图及重建结果[90]。(a)利用传统反向传播算法重建结果(有孪生像);(b)压缩感知算法500次

迭代的重建结果(无孪生像);(c)(d)分别为图12(a)和(b)虚线方框内的放大结果

Fig 
 

12Experimental
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and
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results 90  
 

 a 
 

Reconstructed
 

result
 

of
 

conventional
 

back
 

propagation
 

algorithm
 

 with
 

twin
 

image  
 

 b 
 

reconstructed
 

result
 

after
 

500
 

iterations
 

by
 

CS
 

algorithm
 

 without
 

twin
 

image  
 

           c  d 
 

enlarged
 

areas
 

of
 

the
 

dotted
 

box
 

in
 

Figs 
 

12
 

 a 
 

and
 

 b  
 

respectively

3.2 基于平行光照明的定量相衬显微

美国麻省理工学院的Popescu等[92]提出了一

种基于平行光照明的相衬干涉显微光路,如图13所

示。波长为633
 

nm且随机偏振的He-Ne激光器作

为照明光源,出射光的强度由一个连续可调的衰减

器(NF)进行控制。偏振片P1 放置在连续可调衰减

器(NF)之后,将照明光变为线偏振光。线偏振光经

扩束器(BE)扩束成平行光后照射到置于显微物镜前

焦面的样品上。经过样品后形成的物光被由显微物

镜(MO)和透镜L1组成的系统放大并成像到透镜L2
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图13 基于平行光照明的定量相衬显微[92]

Fig 
 

13 Quantitative
 

phase
 

contrast
 

microscopy
 

with
 

parallel
 

light
 

illumination 92 

的前焦面处。经过透镜L2 的傅里叶变换后,该物光

的频谱出现在透镜L2 的后焦平面上。其中,物光的

零频分量聚焦在频谱面的中央,高频分量分布在零频

的周围。在该频谱面上放置一个反射式可编程的空

间光调制器(PPM,768
 

pixel×768
 

pixel,像素大小为

26
 

μm×26
 

μm,相位调制范围为0~2π,相位阶为

8
 

bit),用于改变物光零频分量的相位。被PPM调制

后的物光沿原路返回。物光再次经过透镜L2 后,经
过分光棱镜(BS)的反射成像到CCD面上,原来的相

位分布转化为强度分布并被CCD记录。
该相衬显微光路中,物光的零频分量充当参考

光,其高频分量充当物光。参考光和物光经历了完

全相同的光学元件,即形成了物参共路的光学结构。
因此,该光路具有较好的抗振动能力,对环境振动不

敏感。同时,采用可编程空间光调制器来改变物光

零频分量的相位,通过实现零频分量的不同相位延

迟实现相移。该相移操作通过计算机向PPM 加载

灰度图像来实现,避免了传统相移操作所带来的机

械振动。另外,物参共路的光学结构降低了对光源

相干性的要求,因此可以采用低相干光源来减小测

量中的相干噪声。

在相衬成像中,物光的零频和高频分量分别

充当了参考光和物光,因此条纹对比度与样品有

关。为了解决这一问题,Zheng等[82]提出了一种

衬度可调的相衬成像方法,实验光路如图14所

示。He-Ne激光器发出的光束经过BE的扩束准

直后照射样品。经过样品后的光波被望远镜系统

(MO-L1)准直放大,被放大的光称作物光。经过

透镜L2 的傅里叶变换后,该物光的频谱出现在透

镜L2 的后焦平面上。将一个SLM 放在该处,通
过对物光波频谱进行调制实现相衬成像。实验

中,在SLM上依次加载的图像如图14(a)~(e)所
示。每一个空间光调制图像都由一个中心光栅和

周围光栅组成,分别对物光波的零频分量和高频

分量进行调制。通过在SLM上加载图14(a)、(b)
所示的空间光调制图像,可以得到物光的高频和

低频分量的强度分布;通过加载如图14(c)~(e)
的图像,可以获得相移量分别为0、π/2和π的相

衬图像。通过3幅相移干涉图样便可再现出被测

样品的相位分布。此外,通过调节中心区域光栅

的调制度,可以调节CCD面上零频分量和高频分

量的光强,最终实现条纹对比度的调节。

图14 基于SLM的相衬显微光路示意图[82]。
 

(a)周围光栅;(b)中心光栅;(c)~(e)分别是衍射和

未衍射部分之间相移为0,π/2和π的相移干涉图

Fig 
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optical
 

path
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SLM 82  
 

 a 
 

Surrounding
 

grating 
 

 b 
 

center
 

grating 

 c -- e 
 

phase
 

shift
 

interferograms
 

with
 

phase
 

shifts
 

between
 

the
 

diffracted
 

and
 

undiffracted
 

parts
 

of
 

0 
 

π 2 
 

and
 

π 
 

respectively
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  基于平行光照明的定量相衬显微使用SLM 调

制物光零频分量的相位,克服了传统相位板存在的

相位误差。同时,SLM的使用也带来了很多的便捷

性,人们可以自由地改变零频分量的相位延迟量,实
现快速相移操作。此外,通过在SLM 上加载不同

灰度的图像可以调节干涉图样的条纹对比度。然

而,利用SLM 对物光的零频分量进行调节时对

SLM像元尺寸具有较大要求。例如,当图13中L2
的焦距为100

 

mm时,零频分量对应圆形区域的直

径仅为几个微米,甚至小于一个SLM 像元的大小

(6.5
 

μm)。实验上为了克服SLM 像元较大的缺

点,需要利用焦距较大的透镜(L2)来放大物光的频

谱分布。这样一来,冗长的实验光路不利于其结构

的小型化。然而,随着SLM 像元尺寸的逐步减小,
该方法将具有更大的发展空间。

3.3 基于偏振调制的定量相衬显微

除了利用空间光调制器可以实现衬度可调的定

量相衬成像外,还可以利用偏振调制来实现相同的

目 的。4D
 

Technology 公 司 的 North-Morris

等[93-96]首次提出基于偏振调制的定量相衬显微技

术,该方法通过调节入射光偏振态改善干涉条纹对

比度,同时结合同步相移技术实现对动态样品或动

态过程的定量测量。
基于偏振调制的定量相衬显微光路如图15所

示。被测物光经透镜的傅里叶变换后,其频谱出现

在透镜的后焦平面上。在该频谱面上放置一个偏振

调制器,该偏振调制器的中心区域和外围区域布满

了方向垂直的、周期为亚波长量级的两组金属光栅。
该金属光栅对偏振方向平行于光栅刻线的入射光具

有很高的吸收率,而对偏振方向垂直于光栅刻线的

入射光则具有很高的透过率[97-99]。调制器的中心针

孔区域的光栅矢量与周围区域的光栅矢量相互垂

直。为了避免体光栅衍射,偏振调制器上金属的厚

度小于1.5λ/NA2。当物光频谱通过该偏振调制器

后,物光的零频和高频分量被调制成相互正交的线

偏振光,再结合同步偏振相移理论从单次曝光中获

得多幅相移干涉图,从而再现出被测样品的振幅和

相位信息。

图15 基于偏振调制的定量相衬显微[96]

Fig 
 

15 Quantitative
 

phase
 

contrast
 

microscopy
 

based
 

on
 

polarization
 

modulation 96 

  为了验证基于偏振调制的定量相衬显微光路的

可行性,Millerd等[96]利用该基于偏振调制的定量相

衬显微对气流进行了相位成像。实验中,偏振调制器

上中心区域直径为10
 

μm,外围区域直径为7.5
 

mm;
两个透镜的焦距为100

 

mm。利用该装置通过一次曝

光可以获得4幅相移干涉图样,如图16(a)所示。利

用传统相移干涉的再现方法,可以得到该气流场对应

的相位分布[图16(b)]。该方法通过改变物光的偏振

方向调节物光零频分量和高频分量之间的相对光强。
该方法采用同步相移技术,可以对动态样品进行实

时、高分辨相位成像。然而,该方法将CCD的靶面分

成4份,用于记录不同相移量的干涉图样。因此,该

方法的成像视场被相应地减少为原来的1/4。

3.4 超斜照明量化相位显微

上述定量相衬成像方法采用平行光照明,其横

向分辨率低于光学衍射极限水平[92]。Zernike最早

提出利用环状光照明样品来得到高分辨率、低噪声

的相衬图像。然而,传统Zernike相衬成像只能对

样品进行定性观测,无法进行量化相位成像,这限制

了其在生物研究领域的应用。Wang等[100]提出了

基于环状光源照明和环形相移器的定量相衬成像技

术。然而,由于环状相移器会改变环上物光高频分

量的相位分布,因此得到的相衬图样存在光晕(相位

失真)现象。为了解决这一问题,Ma等[101]提出超
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图16 基于偏振调制的定量相衬显微对气流的测量结

果[96]。(a)气流的四步相移干涉图样;(b)气流对

      应的再现相位分布

Fig 
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斜照明量化显微(UO-QPM),UO-QPM 利用具有

一定带宽的环状光源实现了大数值孔径的超斜照

明,并且具有高时空分辨、低相干噪声以及量化相位

显微的特点。

UO-QPM装置如图17(a)所示,多个LED排

列组成的环形阵列用于实现科勒照明。环形光源由

24个中心波长为505
 

nm、带宽为20
 

nm 左右的

LED均匀分布组成。每一个LED在组装时均存在

一定的倾角,以便尽可能多地让LED发出的光进入

系统。此外,每一个LED均配有散热环来加快热

量的消散,避免LED工作时产生的热量影响光源

的光谱和寿命。环形光源发出的光束通过透镜组

成像到浸水物镜(放大倍数为25,NA 为1.1)的光

瞳面处,实现对样品约55°的超斜照明。物镜的傅

里叶变换作用使得环状光源上每一点都将形成一

束平行光,并以不同角度照明样品。照明光束与

待测样品相互作用产生的散射光和非散射光均由

油浸物镜(放大倍数为60,NA 为1.4)收集。在后

续光路中,散射光和非散射光的频谱依次经过环

形幅值掩模(透过率为10%)和SLM的调制,以实

现定量 相 衬 成 像。放 置 在 成 像 面 处 的 探 测 器

sCMOS用于记录散射光与非散射光之间的干涉图

像。利用SLM对非散射光进行3次相位调制(0,
 

0.5π和π)得到对应的相移图像,最终结合相移算

法恢复样品的相位信息。该技术能够在高稳定成

像的同时,利用环形多角度同步照明来收集样品

更多的频谱信息,得到了270
 

nm的横向分辨率。
对cos7细胞进行相位重建得到的结果如图17(b)
所示。与传统显微技术不同的是,该方式无需荧

光标记就能够辨别活细胞内多种细胞器的精细结

构,如内质网网络结构、线粒体等。此外,该技术

的时间分辨率为250
 

Hz,能够对活细胞内多种细

胞器的复杂运动进行捕捉。

图17 UO-QPM装置和恢复结果[101]。(a)
 

UO-QPM装置示意图;(b)
 

cos7细胞重建结果

Fig 
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reconstruction
 

results 101  
 

 a 
 

Schematic
 

of
 

UO-QPM
 

system 

 b 
 

reconstruction
 

result
 

of
 

cos7
 

cells

  此外,Wang等[100]利用类似技术在无需物理接

触或者染色的前提下获得了生物神经细胞结构的定

量相位信息。基于扭曲向列液晶SLM 的空间光干

涉显微(SLIM)成像技术[102]能够在相位和幅值调

制之间相互切换,该技术不仅克服了衍射效率低和

色散强的问题,而且具有较高的横向分辨率;此外,
基于机器学习的SLIM[103]能够根据组织内的光程

差分布定量评估细胞癌变的信息,实现对乳腺癌组

织的无标记成像。
超斜照明量化相位显微通过引入相移操作,克

服了传统Zernike相衬成像只能对样品进行定性观

察的缺点。该方法利用SLM 进行数字化相位调制

和相移操作,提高了量化相位成像的时间分辨率。
同时,该方法利用大数值孔径的超斜照明,提高了成

像系统的空间分辨率,降低了相干噪声的影响,并且

保证了系统的时空尺度相位灵敏度。目前,该方法
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仅应用于二维薄样品的量化相位成像,因此对三维

厚样品的高对比度、高分辨以及三维层析成像将是

该技术未来的重要发展方向。

3.5 基于多点离轴照明的定量相衬显微

3.4节介绍了基于环状光源照明的定量相衬显

微技术。当采用该技术对一台阶状样品进行成像

时,台阶的周围会出现一个环状“光晕”。这是因为

采用环状照明光时,物光频谱的低频分量在同一个

环上,一部分高频分量也分布在同一环上。利用相

位板或空间光调制器改变该环状区域的相位时,也
错误地改变了高频分量的相位。为了克服这一缺

点,Gao等[84]提出基于多点离轴照明的定量相衬显

微技术,实现了对微小物体振幅和相位的定量测量。
如 图18所示,实验中利用锥镜来产生环状照明

图18 改进后的Zernike相衬成像光路示意图[84]

Fig 
 

18 Diagram
 

of
 

optical
 

path
 

of
 

improved
 

Zernike

phase
 

contrast
 

imaging 84 

光束,该光束在频谱面上对应一个锐利的圆环,同时

实验中利用一个旋转散射体使环上的每一点互不相

干。利用振幅掩模板选择该圆环上均匀分布的24
个点作为新的照明光源。这些点光源被透镜准直成

平行光后以不同的入射方向照明样品。不同照明光

对应的物光在频谱面上彼此分开,它们的零频分量

均匀分布在一个圆环上,高频分量围绕在零频分量

周围。为了改变物光零频分量的相位,将相位掩模

板放置于物光的频谱面上。掩模板上分布有不同厚

度的三组点状相位台阶,它们交替地分布在环形光

源对应的圆环上,每组相位台阶恰好可以覆盖24个

零频分量。旋转相位板使这三组相位台阶依次覆盖

24个零频分量,从而在零频和高频之间实现不同程

度的相移。最后,利用传统相移干涉的再现方法可

以从三组相衬干涉图中再现出被测样品的振幅和相

位分布。
实验采用微透镜阵列作为待测样品,每次以5°

为间隔旋转相位掩模板,相移量相应地改变为0、

-π/2、π/2,采 集 到 对 应 的 三 幅 相 衬 图 像 如

图19(a)~(c)所示。利用再现方法对这些相衬图

像进行再现,得到被测微透镜阵列的相位分布如图

19(d)所示。该方法保留了传统Zernike相衬成像

相干噪声小、抗振动性好以及横向分辨率高等多个

优点。基于多点离轴照明的定量相衬显微通过利用

多点源产生的离轴照明和点状相位掩模板克服了

图19 基于多点离轴照明的定量相衬显微对微透镜阵列的成像结果[84]。(a)~(c)相移量分别为0,

-π/2以及π/2的微透镜阵列的相衬图样;(d)重建的微透镜阵列的相位分布

Fig 
 

19Imaging
 

results
 

of
 

microlens
 

array
 

based
 

on
 

quantitative
 

phase
 

contrast
 

microscopy
 

with
 

multi-point
 

off-axis
 

illumination 84  
 

 a -- c 
 

Interference
 

patterns
 

with
 

phase
 

shifts
 

of
 

0 
 

-π 2 
 

and
 

π 2 
 

respectively 
 

              d 
 

reconstructed
 

phase
 

distribution
 

of
 

microlens
 

arrays
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传统Zernike相衬成像(采用环状照明和环状相位

延迟器)的光晕效应。然而,该方法利用机械旋转相

位板来实现相移操作,不利于动态样品的实时量化

相位成像。在今后的研究中,利用SLM 代替点状

相位掩模板,将可以几十到几百帧频的速度实现高

分辨、低噪声、动态相位测量。

4 结  论

定量相位显微通过获得物光波的振幅和相位信

息,为微观样品的三维形貌或折射率分布提供了一

种高分辨、快速、无损测量手段。基于光学干涉的相

位成像技术,对环境扰动十分敏感。尽管采用机械

隔振或负反馈电路主动隔振可以有效减小环境扰动

对相位成像的影响,然而,额外的隔振装置会增大装

置的体积和成本。通过采用物参共路或单光束相位

成像光路,可以克服环境扰动的影响,该方向的相关

研究也一直是量化相位显微探索的热点。根据是否

需要参考光,目前定量相位显微技术可分为数字全

息显微技术(需要参考光)和单光束相位显微技术

(无需参考光)两类。
目前出现了很多物参共路数字全息显微技术。

这些技术的共同点在于:尽量令物光和参考光经历

相同的路径(物参共路)。这样一来,环境振动和空

气扰动对物光和参考光产生了相同的影响,进而不

会影响两者之间的相位差。例如,斐索和 Mirau干

涉显微光路通过在样品上方增加一个半透半反平板

来产生参考光,并通过参考光与物光的干涉实现相

位测量。点衍射数字全息技术通过将物光分成两

束,将其中一束通过滤波形成参考光,并与物光进行

干涉。双球面照明数字全息显微利用两个曲率不同

的球面光波作为照明光,其中一光波在样品上聚焦

为一点,另一光波照明一个圆域(作为成像区域),根
据这两个光束的干涉图样可以实现对样品相位的定

量测量。
单光束定量相位显微不需要额外的参考光,通

过记录样品的单光束全息图样或衍射图样,可以实

现对样品振幅和相位图像的再现。其中,作为单光

束相位成像方法之一,共轴数字全息具有结构简单

的优点,但是其再现像一直受到零级像和共轭像的

影响。近年来,有研究利用迭代再现方法或压缩感

知有效消除了传统全息术中的孪生像,实现了单幅

同轴全息的定量相位成像。相衬显微通过延迟物光

零频分量的相位,将物光的相位分布转换为强度分

布。通过改变对零频分量的相位延迟量实现相移技

术,恢复出待测样品的振幅和相位信息。通过采用

偏振掩模板代替传统的相位掩模板,并通过调节入

射光偏振态实现了条纹对比度可调的目的。该技术

通过引入超斜照明实现了高时空分辨成像的目的。
然而,当采用环状照明光和环状相位板时,相衬图像

会存在环状光晕。采用多点离轴照明和点状相位掩

模板可以改善环状光照明时的光晕效应,且保留相

干噪声小和横向分辨率高的优点。在未来的研究

中,当利用空间光调制器代替点状相位掩模板,将可

以几十到几百帧频的速度实现高分辨、低噪声、动态

相位测量。
整体而言,上述两种定量相位成像技术各有优

点和缺点。在相位重建精度方面,相比于单光束定

量相位显微技术,物参共路数字全息显微技术具有

更高的相位恢复精度。然而,单光束定量相位显微

技术具有结构简单、对光源相干性要求低等优点。
近年来,有关定量相位显微方面的研究有着朝

以下几个方面发展的趋势:1)通过采用不同光场调

控或照明技术,来提高相位成像的空间分辨率;2)通
过自动探测样品像面与全息图之间的离焦距离,实
现对样品的自动调焦;3)研究具有极简光学结构的

相位显微技术,例如基于LED照明的片上相位显微

技术;4)与基于SLM的全息3D光学微操纵技术相

结合,实现对活细胞和组织的综合研究;5)利用相位

恢复技术,透过散射介质再现隐藏物体的振幅和相

位图像;
 

6)
 

现代数字全息通过对照明光波前进行

调制来克服特殊样品对干涉检测的苛刻要求;7)
 

结

合超连续谱激光器和光频梳技术等现代光源实现对

物体的高精度测量和3D重建。
未来,随着高稳定性定量相位显微技术研究的

进一步深入,此类技术将在工业检测、生命科学等研

究领域中发挥越来越重要的作用。
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