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基于像面干涉的高光谱显微成像方法
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摘要　为了实现微小尺度目标的光谱成像分析，提出了一种基于像面干涉技术的高光谱显微成像方法。研究了由

显微物镜、准直镜、横向剪切分束器、成像镜和探测器等组成的干涉成像光学系统。采用可调式实体横向剪切分束

器，并通过旋转横向剪切分束器的方法获得目标的干涉信息。分析了该方法的成像原理、系统放大率、空间分辨

率、光谱分辨率以及景深等。对蚕豆叶表皮切片进行了显微光谱成像实验，获得了可见光波段的光谱复原图像。

实验结果表明，该方法具有光通量大、光谱分辨率高的优点，为显微光谱成像提供了一种新方法。
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１　引　　言

近年来随着成像光谱技术的日趋成熟，其在显

微领域的应用逐渐成为研究热点，显微成像光谱技

术［１－４］应运而生。显微成像光谱技术是在显微成像

技术的基础上引入光谱成像理论而得到的一种新型

的光学探测技术，在生物医学、药学、病理学、材料科

学等领域发挥着重要作用。一种简单的实现方法就

是利用光源通过若干个分立的滤光片产生窄带光，

用产生的窄带光照射被测物体，再利用ＣＣＤ得到被

测物体在此频谱范围内的显微图像。虽然这种方法

简单，但由于采用分立的滤光片，显微光谱图像获取

速度慢，而且无法得到连续的光谱。为了解决这个

问题，研究人员提出了采用可调谐滤光器作为分光

手段的方法，常用的可调谐滤光器包括声光可调谐

１２１１００５１
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滤光器（ＡＯＴＦ）
［５］和液晶可调谐滤光器（ＬＣＴＦ）

［６］。

ＡＯＴＦ滤光具有相对较大的通光孔径、宽的光波工

作范围和快速电调谐等优点，但在带宽调谐时存在

空间像移，造成成像模糊，影响显微成像质量。

ＬＣＴＦ滤光具有光谱分辨率高、易与现有的显微镜

集成等优点，但存在透光效率低、光谱范围有限等问

题。肖功海等［７］成功研制了一种基于棱镜 光栅 棱

镜组件进行光谱分光的显微高光谱成像系统，该系

统具有结构简单无扫描元件的优点，但主要缺点是

系统的信噪比和光谱分辨率受到狭缝宽度的限制，

狭缝越窄，光谱分辨率越高，但系统接收到的能量也

随之降低。为了提高光能利用率，研究人员提出了

一种基于多通道编码孔径的高通量型高光谱显微成

像方法［８］，但孔径编码和信号解码的速度慢。此外，

近年来新兴的一种技术是计算层析式显微成像光谱

仪（ＣＴＩＳ）
［９］，这种技术将空间信息和光谱信息整体

投射至探测器上，从而实现一次获取，再通过算法提

取光谱信息。但其算法复杂，计算量大，目前仍处于

原理研究和实验阶段。

为实现高光谱、高分辨率显微成像，本文提出了

一种基于像面干涉的高光谱显微成像方法。该方法

可同时获得目标的空间信息及光谱信息，反映目标

的微观形貌及其光谱特征。采用旋转横向剪切分束

器实现快速推扫成像的方式，获得高精度的高光谱

显微图像，形成数据立方体。

２　高光谱显微成像原理和方法

２．１　像面干涉成像光谱原理

像面干涉成像光谱仪［１０－１１］是在无限远成像系

统中加入横向剪切分束器，由同一目标物点发出的

光波经过前置透镜和分束片形成两束光波，这两束光

波会聚到像面上同一点时，由于存在光程差（ＯＰＤ）

而产生干涉，因此所成的像是经过光程差调制后的

目标像，如图１所示。系统在推扫成像过程中，每个

像点在不同时刻被不同的光程差调制，经过完整的

推扫后该像点形成干涉条纹。对该干涉条纹数据进

行傅里叶变换，即可得到所对应物点的光谱信息。

整个系统中没有狭缝，采用前置准直透镜将从目标

物点入射的光线变成平行光入射到分束器上，有效

提高了进入系统的光通量和系统的信噪比。

图１ 光程差调制的干涉图像

Ｆｉｇ．１ ＩｎｔｅｒｆｅｒｏｇｒａｍｍｏｄｕｌａｔｅｄｂｙＯＰＤ

２．２　基于像面干涉的高光谱显微成像方法

目前像面干涉成像光谱仪主要应用在航空、航天

和遥感等领域对远距离探测目标进行光谱成像。基

于二次成像的像面干涉高光谱成像方法［１２－１３］解决了

像面干涉高光谱成像技术进行近距离探测时所面临

的问题。在此基础上，本文将像面干涉成像光谱技术

深入到微观领域，为研究或观测微小物体提供一种新

的手段。基于像面干涉的高光谱显微成像系统结构

如图２所示，由有限远共轭显微物镜Ｌ０、准直镜Ｌ１、

横向剪切分束器和成像镜Ｌ２ 等组成，像平面上由

ＣＣＤ探测器来接收图像。系统结构上不需要狭缝和

用于产生单色光的滤光元件，保留了像面干涉成像光

谱仪高光通量、高分辨率、高信噪比的性能优势。

图２ 高光谱显微成像原理图

Ｆｉｇ．２ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｈｅｈｙｐｅｒｓｐｅｃｔｒａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｉｍａｇｉｎｇ
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李建欣等：　基于像面干涉的高光谱显微成像方法

　　如图２所示，样本切片经光源照射后由有限远

共轭显微物镜Ｌ０ 成像于准直镜Ｌ１ 的前焦面上，经

过准直镜Ｌ１ 后，光束被准直成平行光束进入横向剪

切分束器。分束器横向剪切每一束光线，得到两束

相互平行的光线，再经过成像镜Ｌ２ 后在像平面上形

成清晰的目标像，但两束光线会聚到像面上同一点时

存在着光程差，根据相干特性产生干涉图，因此，在像

平面上得到的是经过光程差调制后的全视场目标像。

不同视场的目标单元对应着不同的干涉光程差。

设横向剪切分束器的剪切量为犱，则以视场角θ

入射的两束平行光束之间的光程差Δ满足

Δ＝犱ｓｉｎθ． （１）

　　若输入辐射为一具有无限窄线宽ｄσ的谱元，则

像面上得到的干涉光强分布为

ｄ犐（Δ）＝２犚犜犅（σ）［１＋ｃｏｓ（２πσΔ）］ｄσ， （２）

式中犚和犜 分别表示横向剪切分束器的反射率和

透射率，犅（σ）为样品上物点的光谱（σ为波数，σ＝

１／λ）。

（２）式对波数进行积分，得

犐（Δ）＝２犚犜∫
＋!

０

犅（σ）［１＋ｃｏｓ（２πσΔ）］ｄσ． （３）

　　（３）式中包含直流成分犐（!），在讨论干涉信息

与光谱信息之间的对应关系时，应当省去。则（３）式

可改写为

犐（Δ）＝∫
＋!

０

犅（σ）ｃｏｓ（２πσΔ）ｄσ． （４）

　　通过对探测目标进行推扫成像，获得目标干涉

图像序列，然后提取同一物点在不同光程差下的干

涉光强信息，进行傅里叶变换处理，可得到该物点的

光谱信息

犅（σ）＝∫
＋!

－!

犐（Δ）ｅｘｐ（２πσΔ）ｄΔ． （５）

　　物点发出的光波经过干涉仪进行了一次自相关

调制，因此光学系统及面阵探测器固定后，自相关调

制也是稳定的。同时面阵探测器放置在光学系统后

焦面上，它的一个单元对应目标空间的一块区域。

由于干涉作用，探测器单元记录的不是通常意义下

的像点强度，实际上是干涉波前的自相关函数，因此

基于像面干涉的高光谱显微成像方法具有高的光学

输出量。成像后将每一目标点的自相关函数值取出

来进行傅里叶变换，即可得到每一目标点对应的光

谱。同时，在由自相关函数的傅里叶变换得到光谱

的过程中，噪声都分布在各个光谱通道上，而每个光

谱通道的信号能量不会因光谱通道的增加而减少，

因此可以有效提高系统的信噪比［１４］。

２．２．１　显微成像理论分析

从成像角度来讲，上述系统可以看作一个二次

成像系统。第一级成像系统为显微成像系统，用于

将样本切片成像在一次像面上，且一次像面位于准

直镜的前焦面上。准直镜和成像镜组成第二级成像

系统，对有限远的目标（一次像）进行再次成像。

对于第一级成像系统，物高为犺的样品切片经

有限远共轭显微物镜成像，像高为犺１。有限远共轭

显微物镜的共轭距犔（物平面到像平面的距离）为

１９５ｍｍ，即

－犾＋犾′＝１９５ｍｍ， （６）

式中犾、犾′分别为样品切片的物距和像距。

共轭距一定的条件下，根据成像关系，可得物

距、像距分别为

犾＝－
１

１－β
·犔， （７）

犾′＝
－β
１－β

·犔． （８）

　　根据垂轴放大率β的定义，可得

犺１ ＝β犺． （９）

　　对于第二级成像系统而言，显微物镜所成的一

次像可看作第二级成像系统的目标物体。为了使

ＣＣＤ上获得清晰的目标像，须满足

犺′
犺１
＝－
犳２

犳１
， （１０）

式中犳１、犳２ 分别为准直镜和成像镜的焦距，犺′为一

次像在ＣＣＤ上所成的二次像像高。

将（９）式代入（１０）式，可得

犺′＝－β·
犳２

犳１
·犺． （１１）

因此，整个系统的放大率可表示为

犕 ＝
犺′
犺
＝犕１·犕２， （１２）

式中犕１＝β，犕２＝－犳２／犳１ 分别表示第一级成像系

统和第二级成像系统的放大率。

显微系统观察近距离微小物体，其分辨率以能

分辨开两点的最小线距离来表示。根据瑞利判据，

若两个相邻像点之间的距离等于艾里斑的半径，则

能被光学系统分辨开来。显微成像系统的理论分辨

率为σ０＝０．６１λ／犖犃，与照明光的波长λ和物镜的数

值孔径犖犃 有关。基于像面干涉的高光谱显微成

像系统，空间分辨率理论上是衍射受限的，但实际上

是由有效的空间分辨率决定的。对于本系统，有效
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空间分辨率主要与系统的放大倍数和ＣＣＤ探测器

的像素大小有关，可根据ＣＣＤ的参量计算系统的空

间分辨率。

待测目标经过光学系统放大后，成像在ＣＣＤ探

测器上，所以成像尺寸的大小乘以校正系数就能得

到目标的实际尺寸［１５］。系统的空间分辨率为

δ狔 ＝
２犚０
犕
， （１３）

式中犚０ 为ＣＣＤ像素尺寸的大小。

由（１２）式和（１３）式可知，整个系统的空间分辨

率主要取决于第一级成像系统的放大率。第二级成

像系统仅把被第一级成像系统分辨的像再次放大，

即使第二级成像系统的放大率再大，也不能把第一

级成像系统不能分辨的细节看清。

２．２．２　光谱分辨率分析

根据上文介绍，对干涉条纹进行傅里叶变换能

够反演得到目标的光谱数据，其分辨率可表示为

δσ＝
１

２Δｍａｘ
， （１４）

式中δσ为光谱分辨率的波数表达形式，Δｍａｘ为最大

光程差。

由于干涉数据采样宽度总是有限的，对其傅里

叶变换得到的光谱数据边缘会出现振荡，对数据的

准确性和可靠性带来影响，因此有必要对干涉数据

进行切趾以消除其影响。切趾后得到的光谱数据的

分辨率为

δσ＝
犆

Δｍａｘ

， （１５）

式中犆为由切趾函数决定的常数。可以看出，增大最

大光程差可以提高光谱分辨率。结合（１）式可知，增

大光程差可以通过增大剪切量和调整视场角实现。

２．２．３　景深分析

景深是显微成像系统重要参数之一，因此，有必

要对景深进行分析，以便在设计、生产中快捷地对有

景深要求的光学系统的方案选择提供科学依据。

按照理想光学系统的物像共轭特性，物空间一

个平面只能清晰成像于像空间的某一个特定平面

上。然而实际物体都有一定的空间深度，实际光学

系统是将一定空间深度范围内的物空间成像在一个

平面上。这样景像平面上除了有与其共轭的对准平

面的像之外，同时还映射了位于对准平面前后的空

间点的像，但这些非共轭的像只能为一个弥散斑。

如图３所示，与对准平面犘相距犱狓 的物平面犘１上

的点犃１ 发出的充满入瞳的光束和对准平面交为弥

散斑，在景像平面上的共轭像也是一个弥散斑。这

个弥散斑的大小可接受程度由系统像面分辨率决

定，当弥散斑小于一定限度时，仍可认为是一个点。

景深定义为在像面上获得清晰像的物空间深度。在

几何光学中，目视光学仪器的景深是以人眼的分辨

率且在物面为理想状态，即厚度为零的条件下给出

的。但是在本系统中以ＣＣＤ为光电检测器件，所以

应在ＣＣＤ的分辨率基础上确定该光学系统的景深。

景像平面上的弥散斑直径犣′可表示为

犣′＝２·犱狓′·狌′． （１６）

图３ 实际显微成像示意图

Ｆｉｇ．３ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆａｃｔｕａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｏｂｊｅｃｔｉｖｅｉｍａｇｉｎｇ

　　景像平面上的弥散斑经第二级成像系统在

ＣＣＤ靶面上所成弥散斑的半径小于ＣＣＤ像素尺寸

时，即

犣′·犕２ ＝２犚０， （１７）

仍可认为是一个清晰的像点。

利用轴向放大率和横向放大率的关系得到

犱狓 ＝
狀

狀′β
２′犱狓＝

狀

狀′β
２
· 犚０
犕２·狌′

， （１８）

式中狀、狀′分别表示物空间和像空间的折射率。再

根据

β＝狀狌／（狀′狌′）， （１９）

可得
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２犱狓 ＝
狀·２犚０
犕·犖犃

， （２０）

即该基于像面干涉的高光谱显微成像系统的景深犉为

犉＝２犱狓 ＝
２狀犚０
犕·犖犃

． （２１）

　　把被观测平面调焦到位于景深之内才可以看清

楚，所以（２１）式为成像系统微动调焦范围提出了理

论要求。同时可根据（２１）式来选择合适的光学器

件，实现快速实时测量。

２．３　可调式实体横向剪切分束器

横向剪切分束器作为基于像面干涉的高光谱显

微成像系统的关键部件，直接影响到整个系统的性

能、结构的复杂度、重量和体积等。它的作用是将一

束入射光沿垂直于光轴的方向（横向）剪切成两束相

互平行的相干光，这两束光之间的横向距离称为横

向剪切量。目前常用的横向剪切分束器有Ｓａｇｎａｃ

型［１６］和双折射偏振干涉型［１７］等。Ｓａｇｎａｃ分束器采

用三角共光路结构，具有性能稳定、坚固耐用等优

点；主要缺点是两束相干光中，一束经过分束面时是

两次反射，另一束则是两次透射，因此分束膜的光强

分束比直接影响着条纹的对比度。为了获得高精度

的干涉图，必须对分束膜的分束比进行严格要求，而

高精度的镀膜会大大增加仪器的制造成本。双折射

偏振干涉型分束器利用光束的双折射现象进行分

束。由于这种原理需引入起偏器、检偏器、特殊双折

射晶体材料等，并且为了保证分束器的一致性，对双

折射晶体的均匀性和波长响应以及主轴方向都有十

分严格的要求，从而不仅提高了制作成本，而且使得

制作更加复杂。上述两种横向剪切分束器系统一旦

固定，其横向剪切量等参数便不能改变。为了实现

剪切量连续可调，本系统采用可调式实体横向剪切

分束器，由两个相同的直角棱镜和一个分光棱镜组

成，如图４所示。直角棱镜的两个直角面镀制高反

膜，分光棱镜的分束面镀制分束膜，它们的有效工作

波段范围为４５０～７００ｎｍ。图中虚线表示直角棱镜

１关于分束面对称时的位置。当直角棱镜２沿着垂

直于光轴方向平移一段距离犾０ 后，经它们反射回来

到达分束面的两束相干光不再重合，而是沿着垂直

于光轴方向产生了一定的距离，称这一距离为横向

剪切量犱。由几何关系可知，两束相干光在分束器

内部不产生光程差，并且分束器对任意两束相干光

产生同样大小的横向剪切量，与入射角无关。横向

剪切量与平移量之间的关系可表示为

犱＝２犾０． （２２）

图４ 可调式实体横向剪切分束器

Ｆｉｇ．４ Ａｄｊｕｓｔａｂｌｅｓｏｌｉｄｌａｔｅｒａｌｓｈｅａｒｉｎｇｂｅａｍｓｐｌｉｔｔｅｒ

　　从图４可以看出，可调式实体横向剪切分束器

的两束相干光中，每一束光在经过分束面时都是一

次反射一次透射，所以干涉图的调制度不再受到分

束膜反射率和透射率不一致的影响，从而大大降低

了分束器的工艺难度和制作成本。进一步分析可

知，横向剪切量的大小与直角棱镜２的偏移量有关，

而与入射角度及入射点的位置没有关系。因而可以

根据实际需要，调整直角棱镜２偏移量的大小，产生

不同的横向剪切量，实现光谱分辨率的可调。

设分光棱镜的边长为犪，则入射光束投影到横

向剪切分束器上的口径犇（犇＝２０ｍｍ）一定时，产

生相同的横向剪切量犱（犱＝２ｍｍ），可调式实体横

向剪切分束器的分光棱镜的边长与实体Ｓａｇｎａｃ横

向剪切分束器的直角边长随视场角θ变化的关系曲

线如图５所示。

图５ 分光棱镜边长犪随θ的变化曲线

Ｆｉｇ．５ Ｌｅｎｇｔｈｏｆｔｈｅｂｅａｍｓｐｌｉｔｔｅｒ犪ｃｈａｎｇｉｎｇｗｉｔｈθ

从图５可以看出，Ｓａｇｎａｃ横向剪切分束器的直

角边长随视场角的变化曲线的斜率随着视场角的增

大而逐渐增大，也就是说，在大视场要求的横向剪切

分束器中，视场角的增大将会引起Ｓａｇｎａｃ横向剪切

分束器尺寸的快速增长。相对而言，可调式实体横

向剪切分束器尺寸的增长则比较缓慢。此外，对于
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一定的入射辐射通量，与Ｓａｇｎａｃ型相比，可调式实

体横向剪切分束器的结构可以更加紧凑，从而使整

个系统的尺寸大大缩小，易于实现仪器轻量化的

目标。

２．４　推扫方式

根据可调分束角棱镜在光源以固定方向入射

时，通过旋转镜体改变入射角从而得到较大的分束

角获得大光程差的原理［１８］，本文采用旋转横向剪切

分束器改变入射角θ的方法获得较大的光程差，在

与被测目标相对静止的情况下实现对目标的推扫成

像。在这种情况下，探测器同一单元始终对应于目

标同一物元，随着横向剪切分束器的旋转，获得完整

干涉图。最终探测器所得到的被剪切开的两束光之

间的ＯＰＤ可表示为

犇ＯＰ＝犱ｓｉｎ（θ－θ０）， （２３）

式中θ０ 为初始位置时的视场角。显然这是用横向

剪切分束器转过的角度来调制光程差。因此系统所

能达到的最大光程差与横向剪切分束器转过的最大

角度有关，不再受到探测器尺寸大小的限制。

虽然旋转横向剪切分束器使得准直光线入射点

发生变化，但是横向剪切分束器剪切前后光束对光

学系统光轴的倾角（视场角）不变，因此在推扫过程

中，探测器上获得的目标像不变，只是零光程差的位

置不同，同一物元不同光程差的干涉强度只由探测

器同一单元接收，不是在探测器某一空间方向分布，

干涉条纹随着横向剪切分束器的旋转而发生横向平

移。若在此条件下连续采样获取目标在一定光程差

范围内的干涉数据，适当处理即可获得光谱信息。

另外，在提取某点的用于光谱复原的干涉信息的环

节中，只需提取每幅图像中该点对应的像素数值即

可，不需要图像配准，简化了光谱复原过程。

３　高光谱显微成像实验与结果

３．１　实验装置

为了验证基于像面干涉的高光谱显微成像系统

的可行性，按照上述的二次成像系统模型，搭建了实

验装置对生物组织切片进行显微成像实验，装置示

意图如图６所示。准直镜和成像镜都采用焦距为

７５ｍｍ的镜头，这样探测器上所成的像和显微物镜

所成的一次像大小相同。当显微物镜采用１０倍有

限远共轭物镜时，整个系统的放大倍数为１０，空间

分辨率为１．４９μｍ，景深为２．９８μｍ，满足实验要求。

横向剪切分束器固定在电控转台上，由电机控制旋

转，实现对目标的推扫成像。

图６ 实验装置示意图

Ｆｉｇ．６ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｖｉｃｅ

３．２　实验图像与结果

采用搭建的实验装置对蚕豆叶表皮切片进行显

微成像实验。实验中采用ＬＥＤ环形灯进行透射式

照明。通过推扫共获得８３０幅干涉图像，图７为其

中的４幅不同时刻采集的干涉图像。从图中可以看

出，图像纹理清晰，干涉条纹具有很好的对比度。

从采集的干涉图序列中提取某物点在不同光程

差下的干涉信息，再重新组合后得到该物点的干涉

曲线图像，如图８（ａ）所示。对重新组合后的干涉曲

线进行去趋势项处理和相位校正处理后，再利用傅

里叶变换计算即可得到该物点的光谱信息［１９－２０］。

图８（ｂ）所示为经过光谱复原处理后得到的目标光

谱信息。实验中复原出４６３．３～６１６．６ｎｍ谱段范

围内共２６幅光谱图像，在λ＝４６３．３ｎｍ时，光谱分

辨率为４．１７ｎｍ；在λ＝６１６．６ｎｍ时，光谱分辨率为

７．３９ｎｍ。在整个谱段范围内，平均光谱分辨率为

５．８９ｎｍ，优于１０ｎｍ。图９为４幅不同波长处的重

构光谱图像。

初步实验结果表明，基于像面干涉的高光谱显

微成像能够对生物样本切片进行显微高光谱成像，

为显微光谱成像技术提供了一种新的技术方案。由

于初步搭建的实验系统的空间分辨率和光谱范围的

限制，所获得的高光谱显微图像不论是从图像上还

是从光谱上都只能进行比较粗略的分析。如果要达

到真正的实践应用，还有待进一步研究。
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图７ 干涉图序列

Ｆｉｇ．７ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｉｎｔｅｒｆｅｒｏｇｒａｍｓ

图８ （ａ）干涉图；（ｂ）光谱图

Ｆｉｇ．８ （ａ）Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｇｒａｍ；（ｂ）ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ

图９ 不同波长处的重构光谱图像

Ｆｉｇ．９ Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｓｐｅｃｔｒａｌｉｍａｇｅｓａｔｖａｒｉｏｕｓｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ

４　结　　论

根据遥感中推扫式成像光谱仪的工作原理，提

出了一种基于像面干涉的高光谱显微成像方法。整

个系统由显微物镜、准直镜、横向剪切分束器、成像

镜和ＣＣＤ等组成。在分析成像原理的基础上，推导

了系统的放大率、空间分辨率、光谱分辨率以及景深

的表达式。采用可调式实体横向剪切分束器的结

构，具有辐射通量高、结构简单紧凑、制作成本低等

优点，适宜作为高光谱显微成像仪的高效横向剪切

分束器。为了获得目标上某点全部的干涉信号，通

过旋转横向剪切分束器实现推扫成像，系统所能达

到的最大光程差与横向剪切分束器转过的最大角度

有关，不再受到探测器尺寸大小的限制。为了验证

系统原理的可行性，搭建了实验装置并对蚕豆叶表

皮切片进行了显微光谱成像实验，获得了有意义的

实验结果。基于像面干涉的高光谱显微成像技术作

为一种新的技术手段，在生物医学、材料学以及法医

病理学等领域具有重要应用价值。
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