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摘要　对显微数字全息相位重构技术中影响重构像质量的两个因素进行了讨论。分析了用角谱法进行重构的过

程中频谱滤波窗的大小与形状的选取对重构像质的影响，指出滤波窗口的选取应以刚好将原始像的二维频谱完全

包括为原则；分析了在对放在载玻片与盖玻片之间的生物样品进行的实验中，重构像场倾斜的原因及相应的校正

方法，并对这些分析和倾斜校正方法进行了实验验证。结果表明，要获得最佳的相位重构，应根据被测物体频谱分

布的大小和形状，精确选取滤波窗。ＣＣＤ探测面和样品的倾斜将导致重构相位像场的倾斜，通过图像处理可以得

到一定程度的校正。
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１　引　　言

大多数活生物样品属于相位样品，具有高度的

透明性，照明光场与之作用后其光强变化不明显，因

此，普通光学显微镜很难观察到其细微结构。目前

多用泽尼克（Ｚｅｒｎｉｋｅ）相衬显微镜进行观察，这种显

微镜借助于环状光阑和相差板，将光的相位差转变

为振幅差（明暗差），使原本透明的物体表现出明显

的明暗差，从而比较清楚地观察到透明样品中某些

细微结构，然而这种转变是非线性的，只能定性观

察，从中得不到相位的量化信息。显微数字全息用

ＣＣＤ记录生物样品的全息图，通过数字再现重构其

复振幅，根据复振幅可定量分析其强度及相位信息，

这为生物样品的定量检测带来很大的方便，已在微

小生物物体测量［１～５］方面得到了很好的应用。
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数字重构的复振幅决定着显微数字全息重构相

位的质量。在数字全息显微成像的重构算法中，由

于记录距离不满足菲涅耳（Ｆｒｅｓｎｅｌ）近似条件，角谱

法优于菲涅耳变换法和惠更斯（Ｈｕｙｇｅｎｓ）卷积法，

从而得到广泛应用［６～８］。用角谱法进行数值再现，

首先是借助于傅里叶变换算法来获得全息图的频

谱，然后通过空间滤波提取＋１级频谱重构再现像。

由于不同物体对应的频谱分布不同，空间滤波中频

率滤波窗的大小和形状将影响到重构复振幅的质

量，因此，滤波窗口的选择与再现像的质量密切相

关，须精确选取。成像过程中物光路与参考光路的

显微镜曲率不匹配，样品或ＣＣＤ与光轴不垂直等可

造成再现像场的弯曲和倾斜，也会影响到再现像的

质量，对此，一些研究者讨论了像场弯曲的校正方

法［９～１２］，而有关像场倾斜的讨论很少。

本文分析了在数字全息显微成像过程中频率滤

波窗精确选取的重要性，分析了像场倾斜的原因及

校正方法，旨在提高显微数字全息中重构相位的质

量，并以洋葱内层表皮细胞的测量为例，进行了相应

的实验验证。

２　数字全息和角谱法再现

数字全息的实现包含两个主要过程，即全息图

的记录与物光波的再现。

设记录全息图的ＣＣＤ光敏面位于狓Ｈ狔Ｈ 平面，

物光与参考光在狓Ｈ狔Ｈ 平面的复振幅分布可分别表

示为

犗（狓Ｈ，狔Ｈ）＝犗０（狓Ｈ，狔Ｈ）ｅｘｐｊφ（狓Ｈ，狔Ｈ［ ］），（１）

犚（狓Ｈ，狔Ｈ）＝犚０ｅｘｐ －ｊ２π（ξｒ狓Ｈ＋ηｒ狔Ｈ［ ］），（２）

式中犗０（狓Ｈ，狔Ｈ）和犚０ 分别表示物光波和参考光波

的振幅，φ（狓Ｈ，狔Ｈ）为物光波的相位分布，ξｒ ＝

ｓｉｎθ狓／λ，ηｒ＝ｓｉｎθ狔／λ分别为参考光在狓和狔方向的

空间频率，λ为参考光的波长，θ狓，θ狔分别为参考光传

播方向与狓轴和狔轴的夹角。

物光与参考光在ＣＣＤ记录面上叠加后的光强

度分布为

犐（狓Ｈ，狔Ｈ）＝犚犚

＋犗犗


＋犗犚


＋犗

犚＝ 犚０
２
＋ 犗０（狓Ｈ，狔Ｈ）

２
＋犗０（狓Ｈ，狔Ｈ）

犚０ｅｘｐｊ２π（ξｒ狓Ｈ＋ηｒ狔Ｈ［ ］）＋φ（狓Ｈ，狔Ｈ｛ ｝）＋犗０（狓Ｈ，狔Ｈ）犚０ｅｘｐ －ｊ２π（ξｒ狓Ｈ＋ηｒ狔Ｈ［ ］）－φ（狓Ｈ，狔Ｈ｛ ｝），（３）

式中为复共轭，前两项仅依赖于参考光与物光各自

的强度，第三，四项依赖于物光波与参考光波的相对

相位关系，结果物光波的振幅与相位信息均被记录。

用计算机模拟原参考光与全息图相乘，得到重

构的物光波前在全息图平面的复振幅分布为

犝（狓Ｈ，狔Ｈ）＝ 犚０
２犚＋ 犗０（狓Ｈ，狔Ｈ）

２犚＋

（犗犚）犚＋（犗犚）犚＝犝１＋犝２＋犝３＋犝４，（４）

式中犝１＋犝２ 为再现像的零级衍射项；由于参考波

的强度是均匀的，因此，犝３ 是原物光波前的精确重

现，是＋１级衍射像，为虚像；犝４是－１级衍射像，为

共轭实像。

设犝（狓犻，狔犻；０）是重建距离狕犻 ＝０的平面上的

重构复场，（狓犻，狔犻）是再现像的平面坐标，犝（狓犻，狔犻；

０）的角谱为

犃（ξ，η；０）＝犉犝｛ ｝１ ＋犉犝｛ ｝２ ＋犉犝｛ ｝３ ＋犉犝｛ ｝４ ＝

犃１＋犃２＋犃３＋犃４， （５）

式中ξ，η是与狓犻，狔犻相对应的频率，犉｛｝表示傅里叶

变换，犃３是物光波的＋１级频谱，可通过空间滤波取

出。根据角谱理论，犃３ 在狕犻＝犱的平面上分布为

犃３（ξ，η；犱）＝犃３（ξ，η；０）×

ｅｘｐｊ
２π犱

λ
１－ λ（ ）ξ

２
－ λ（ ）η槡［ ］２ ， （６）

则物光波在狕犻＝犱平面上的复振幅为

犝３（狓犻，狔犻；犱）＝犉
－１ 犃３（ξ，η；犱［ ］）， （７）

从而得到重构物光波的强度和相位为

犐（狓犻，狔犻；犱）＝ 犝３（狓犻，狔犻；犱）
２，

φ（狓犻，狔犻；犱）＝ａｒｃｔａｎ
Ｉｍ犝３
Ｒｅ犝（ ）

３

． （８）

图１ 显微数字全息的实验装置图

Ｆｉｇ．１ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｅｔｕｐｆｏｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ

ｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｇｒａｐｈｙ

３实验装置

图１为 ＭａｃｈＺｅｎｈｄｅｒ型显微数字全息实验系

统。图中 ＢＥ１ 和 ＢＥ２ 为扩束准直系统，ＭＯ１ 和

ＭＯ２ 为两个１６×的显微物镜。平行光照射固定于

８１３３
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载波片上的洋葱切片，成为携带物体信息的物光波，

ＭＯ１ 置于物光路，在ＣＣＤ面附近形成物体放大的

像。ＭＯ２ 置于参考光路，以便与物光路的波前曲率

相匹配，消除物光路因使用显微镜而带来的相位弯

曲失常，为此 ＭＯ１ 和 ＭＯ２ 到ＢＳ２ 的距离必须相

等。物光与参考光经ＢＳ２ 在ＣＣＤ靶面上形成干涉

图样。实验中仔细调整ＢＳ２ 的方位，实现离轴显微

数字全息的记录。

实验所用激光的波长为λ＝６３２．８ｎｍ，用于记

录全息图的 ＣＣＤ具有有效像素数为７２０ｐｉｘｅｌ×

５７６ｐｉｘｅｌ。计 算 中 截 取 全 息 图 中 ５１２ｐｉｘｅｌ×

５１２ｐｉｘｅｌ进行数据处理。被记录物体是新鲜的洋葱

内层表皮细胞。图２（ａ）是实验记录的显微数字全

息图，图２（ｂ）与图２（ｃ）是其对应的对数坐标下的频

谱分布。

图２ 显微数字全息图及其频谱。（ａ）全息图；（ｂ），（ｃ）对数坐标下的频谱

Ｆｉｇ．２ Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｍａｎｄｉｔｓｓｐｅｃｔｒｕｍｓ，（ａ）ｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｍ；（ｂ）ａｎｄ（ｃ）ｔｈｅｉｒｓｐｅｃｔｒｕｍｓ

ｉｎｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ

４　滤波窗口的选取对重构像的影响，

像场倾斜原因及校正方法

４．１　频谱滤波窗口选取对重构像的影响

在角谱法再现过程中，空间滤波决定着重构物

光波的质量，影响着再现像的像质，因此空间滤波中

滤波窗的大小和形状应精确选取。为了取出原始像

（或共轭像）的频谱，参物光夹角α必须满足α ＞

ａｒｃｓｉｎ（３犅λ）
［１３～１５］（犅为物光波对ＣＣＤ的带宽），这

样频谱面上正负一级谱与零级谱才能够完全分离，

此时适当选取滤波窗可使通过滤波取出的原始像

（或共轭像）不受零级谱的干扰。

在实验中，由各种光学元件引起的反射、散射等

杂散光均可能被ＣＣＤ接收，形成频谱面上的寄生噪

声，如果滤波窗内包含较多的寄生噪声，必将对再现

像产生严重干扰。因此，滤波窗口的选取原则应是

刚好将原始像的二维频谱完全包括为准，这样可以

在不丢失物体信息的同时，减少寄生噪声的干扰。

由于二维频谱的分布与被测物体有关，形状大

都不规则，因此要想不丢失物体信息，形状规则的滤

波窗一定要比原始像的频谱分布大，这样滤波窗内

很可能包含寄生噪声，这必将影响到再现像的质量。

若能按照物体二维频谱分布的轮廓选取滤波窗口，

就能最大限度地减少这类噪声，从而使再现像的质

量得到提高。下面给出选取不同滤波窗口对再现像

质量造成影响的具体实例。

图２（ｂ）中标出了正方形与圆形滤波窗，各滤波

窗的中心均在频谱＋１级像的中心点，正方形滤波

窗的大小为８２ｐｉｘｅｌ×８２ｐｉｘｅｌ；圆形滤波窗的半径

为４０ｐｉｘｅｌ；图２（ｃ）是根据原始像频谱的轮廓手工

选取的滤波窗。图３是与各种滤波窗相对应的重构

强度和相位图像，其中，图３（ａ１）～（ａ３）对应于正方

形、圆形和根据频谱分布的轮廓手动选取滤波窗口

得到的重建强度图像，图３（ｂ１）～（ｂ３）分别为对应

的未解包裹的相位图像，可以看到选取不同的滤波

窗对强度和相位重构均有影响。对于相位物体，我

们更关心其相位，下面着重讨论滤波窗口的选取对

重构相位的影响。

用同一种解包裹程序对图３（ｂ１）～（ｂ３）进行解

包裹，得到图３（ｃ１）～（ｃ３），其中图３（ｃ３）是手动取

窗所得，图像平滑，没有明显的相位畸变点。进一步

对图３（ｃ１）～（ｃ３）进行手动解包，得到图３（ｄ１）～

（ｄ３），可以看到选取形状规则的滤波窗得到的相位

图像中含有跳变点的部分不能解包，而对本样品而

言这些地方是不应该有这种跳变的，这些跳变应该

是由滤波窗中包含的寄生噪声引起的。根据频谱的

分布手动精确选取滤波窗，可以避开这种噪声，得到

了平滑的细胞相位重构图像。就不同的滤波窗口，

分别提取未解包与解包相位图像中的第６０列的数
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据进行比较，如图４（ａ）和图４（ｂ）所示，可以看到选

取不同滤波窗口的相位数值有一定的差异，尤其是

手动窗口的相位和其他两种窗口的相位差异较大。

这是由于全息图频谱分布与被测物密切相关，其形

状和大小是不规则的，而形状规则的滤波窗口不能

准确地提取所需的频谱，对相位重构影响较大。如

果窗口取大了，包含的物的信息多了，但同时包含的

寄生噪声也多了；窗口取小了，频谱中的寄生噪声少

了，但物的信息也少了。要做到在减少寄生噪声的

同时又不缺失物的信息，提高再现像的质量，必须根

据频谱的形状来确定滤波窗的形状和大小。

图３ 选取不同滤波窗所得的重构像。（ａ１）～（ａ３）是分别用正方形、圆形及手工滤波窗重构的振幅图像；（ｂ１）～（ｂ３）是分

别对应的未解包裹的相位图像；（ｃ１）～（ｃ３）是与（ｂ１）～（ｂ３）对应的用相同解包裹程序得到的相位图像；（ｄ１）～（ｄ３）

　　　　　　　　　　　　　　是与（ｃ１）～（ｃ３）对应的手工解包裹后的相位图像

Ｆｉｇ．３ Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｉｍａｇｅｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｉｌｔｅｒｗｉｎｄｏｗｓ．（ａ１）～（ａ３）Ａｍｐｌｉｔｕｄｅｉｍａｇｅｓｗｉｔｈｓｑｕａｒｅ，ｃｉｒｃｕｌａｒａｎｄｍａｎｕａｌ

ｆｉｌｔｅｒｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；（ｂ１）～（ｂ３）ｗｒａｐｐｅｄｐｈａｓｅｉｍａｇｅｓｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｆｉｌｔｅｒｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；（ｃ１）～（ｃ３）

ｕｎｗｒａｐｐｅｄｐｈａｓｅｉｍａｇｅｓｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏ （ｂ１）～ （ｂ３）；（ｄ１）～ （ｄ３）ｍａｎｕａｌｕｎｗｒａｐｐｅｄ ｐｈａｓｅｉｍａｇｅｓ

　　　　　　　　　　　　　　　　ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏ（ｃ１）～（ｃ３）

图４ 相位图像中的第６０列数据比较。（ａ）未解包的相位数据；（ｂ）解包的相位数据

Ｆｉｇ．４ Ｄａｔａｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅ６０ｔｈｃｏｌｕｍｎｉｎｔｈｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｐｈａｓｅｉｍａｇｅｓ．（ａ）Ｗｒａｐｐｅｄｐｈａｓｅｄａｔａ；

（ｂ）ｕｎｗｒａｐｐｅｄｐｈａｓｅｄａｔａ

４．２　像场倾斜原因及校正方法

实验中被测生物样品放在两玻璃片之间（载玻

片与盖玻片），尽管生物样品内部折射率分布有起

伏，但将其作为一个整体来看，其整体相位不应存在

倾斜，而图３（ｄ３）所示相位图像在水平方向明显倾

斜。经分析并通过实验证明这是由于样品或ＣＣＤ
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的放置与光轴不垂直而带来的像场倾斜失常现象，

需要进行图像处理以消除。下面从理论上进行分

析，并对倾斜予以消除。

先分析ＣＣＤ平面与光轴（狕轴）不垂直的情况。

如图５（ａ），假设ＣＣＤ平面与狓Ｈ 轴的夹角为θ狓，与

狔Ｈ 轴的夹角为零，物光场在狓Ｈ狔Ｈ 平面上的复振幅

分布为犗Ｈ ＝犗０Ｈｅｘｐ（ｉφＨ），其中犗０Ｈ 表示振幅，φＨ

表示相位。由于ＣＣＤ与狓Ｈ轴的夹角为θ狓，ＣＣＤ面上

各点与其在狓Ｈ狔Ｈ 平面的投影相比较有一附加光程

δ狓 ＝狓Ｈｓｉｎθ狓，从而有附加相位φ狓 ＝ 犽 ·δ狓 ＝

犽狓狓Ｈ，犽为波矢量，犽狓 为犽在狓Ｈ 方向的分量，因此，

ＣＣＤ实际记录的复振幅为

′犗Ｈ＝ ′犗０Ｈｅｘｐ（ｊφＨ＋犽狓狓Ｈ）， （９）

如果ＣＣＤ平面与狔Ｈ 轴也有夹角θ狔，则

′犗Ｈ＝ ′犗０Ｈｅｘｐ（ｊφＨ＋犽狓狓Ｈ＋犽狔狔Ｈ）， （１０）

犽狔 为犽在狔Ｈ 方向的分量。这样，重建后的再现像必

将在狓Ｈ 和狔Ｈ 方向有倾斜。

如果实验中样品放置与光轴不垂直，如图５（ｂ）

所示，也会造成像场的倾斜。设样品与狓轴的夹角

为θ狓，与狔轴的夹角为θ狔，样品被准直光照射。若样

品与 光 轴 垂 直，透 过 样 品 的 波 前 设 为 犗 ＝

犗０ｅｘｐ（ｊφ），样品倾斜后，其作为衍射屏的屏函数的

性质并没有改变，只是由于倾斜使入射到样品不同

位置上的波前附加了一个线性相位因子

′φ ＝ｅｘｐｊ（犽狓ｓｉｎθ狓＋犽狔ｓｉｎθ狔［ ］）＝

ｅｘｐｊ（犽狓狓＋犽狔狔［ ］）， （１１）

因此，透过样品的波前实际上为

犗＝犗０ｅｘｐｊ（φ＋犽狓狓＋犽狔狔［ ］）， （１２）

这样，重建后的再现像也同样存在倾斜。

图５ 倾斜失常的分析。（ａ）ＣＣＤ平面与光轴（狕轴）不垂直；（ｂ）样品与光轴不垂直

Ｆｉｇ．５ Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｔｉｌｔａｂｅｒｒａｔｉｏｎ，（ａ）ＣＣＤｐｌａｎｅｉｓｎｏｔｖｅｒｔｉｃａｌｔｏ狕ａｘｉｓ；（ｂ）ｔｈｅｓａｍｐｌｅｐｌａｎｅｉｓｎｏｔｖｅｒｔｉｃａｌｔｏ狕ａｘｉｓ

　　根据重建相位数据拟合一斜面，将重建相位的

原始数据与拟合斜面数据相减，便可消除倾斜。图

６（ａ）为重建后相位图像、拟合斜面及相减后图像中

的第１２０列的数据，图６（ｂ）为消除倾斜后的相位图

像。图７（ａ）与图７（ｂ）分别为倾斜消除前后相位图

像的三维显示。从图６与图７中，我们看到倾斜已

有一定程度的消除。

因此，对于放置在载玻片与盖玻片之间的生物

样品而言，如果再现的相位图像整体上有倾斜，为使

相位数据更加准确，这种倾斜有必要进行校正，而且

可以得到校正；但需要注意的是，这里提出的相位倾

斜校正是基于被测样品的整体相位分布不存在倾斜

情况，对于被测样品的整体相位分布存在倾斜情况，

由于不能确定校正基准，本文提到的校正方法将不

再适用。

图６ （ａ）消除倾斜前后的第１２０列相位数比较；（ｂ）消除倾斜后的相位图像

Ｆｉｇ．６ （ａ）Ｄａｔａｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅ１２０ｔｈｒｏｗｗｉｔｈａｎｄｗｉｔｈｏｕｔｅｌｉｍｉｎａｔｉｎｇｔｈｅｔｉｌｔａｂｅｒｒａｔｉｏｎ，ａｎｄ（ｂ）ｔｈｅｐｈａｓｅｉｍａｇｅ

ａｆｔｅｒｅｌｉｍｉｎａｔｉｎｇｔｈｅｔｉｌｔａｂｅｒｒａｔｉｏｎ
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图７ 倾斜校正前后相位图的三维显示。（ａ）倾斜消除前；（ｂ）倾斜消除后

Ｆｉｇ．７ ３Ｄｄｉｓｐｌａｙｏｆｔｈｅｐｈａｓｅｉｍａｇｅｓ（ａ）ｂｅｆｏｒｅｅｌｉｍｉｎａｔｉｎｇｔｈｅｔｉｌｔａｂｅｒｒａｔｉｏｎ；（ｂ）ａｆｔｅｒｅｌｉｍｉｎａｔｉｎｇｔｈｅｔｉｌｔａｂｅｒｒａｔｉｏｎ

５　结　　论

本文用角谱法对新鲜洋葱内层表皮细胞的振幅

和相位进行了重构。分析了频率滤波窗口选取与倾

斜失常对重构相位的影响。比较了选取不同滤波窗

的重构相位，结果表明滤波窗的选取直接影响到重

构相位的质量，要获得最佳的相位重构，应根据频谱

的大小和形状，精确选取滤波窗。ＣＣＤ探测面和样

品的倾斜将导致重构相位像场的倾斜，通过图像处

理可以得到一定程度的校正。
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