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使用改进型科勒照明系统的全场光学
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摘要　研制了一套基于林尼克干涉仪结构的全场光学相干层析成像（ＦＦＯＣＴ）系统，以获得高质量的全场光学相

干层析图像。不同于大多数ＦＦＯＣＴ系统所采用的光纤束照明方式，本系统采用卤素灯作为光源，搭建改进型科

勒照明系统进行照明。选用ＩｎｔｅｌＰｅｎｔｉｕｍ４处理器芯片作为样品，对其内部结构进行了成像实验，通过四步移相

算法根据四幅连续的相移干涉图像获得了样品的层析图像，实验结果证实了成像系统的可行性。使用改进型科勒

照明系统的ＦＦＯＣＴ成像系统，与现有的ＦＦＯＣＴ系统相比，结构简单便于制作，且成本低廉，为实现高分辨率光

学相干层析成像提供了简单易行的方法。
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１　引　　言

光学相干层析成像（ＯＣＴ）是一种极有前途的

成像方式，最早在１９９１年被提出
［１］。ＯＣＴ是一种

非入侵性成像技术，可对生物组织等获取在体光学

断层成像，在生物医学领域具有重要的应用前

景［２－５］。

基本的 ＯＣＴ 技术有两种：时域 ＯＣＴ（ＴＤ

ＯＣＴ）和傅里叶域ＯＣＴ（ＦＤＯＣＴ）。虽然基于点扫

描的ＦＤＯＣＴ系统具有较高的灵敏度，但价格昂

贵，并且通常缺乏时域全场 ＯＣＴ（ＴＤＦＦＯＣＴ）系

统所获得的极高分辨率。全场光学相干层析成像

（ＦＦＯＣＴ）在三维空间中具有微米级的空间分辨

率［６］，使用高犖犃值的物镜，从而获得很高的横向分

辨率，这种高分辨率的成像模式在细胞成像领域中起

０５１１００２１
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着非常重要的作用。

对于ＦＦＯＣＴ 系统而言，光源的选择非常重

要，光源带宽决定了系统的轴向分辨率［７］。现有的

各种光源均可用于 ＦＦＯＣＴ成像，由Ｂｅａｕｒｅｐａｉｒｅ

等［８］研制的第一套ＦＦＯＣＴ系统采用ＬＥＤ光源进

行照明，Ａｋｉｂａ等
［９］研制的 ＦＦＯＣＴ 系统选用了

ＳＬＤ光源。近年来发展的ＦＦＯＣＴ系统多采用热

光源［１０－１１］加光纤束进行照明，使用的热光源主要有

氙弧灯和卤素灯。

对生物组织显微成像过程中，常使用临界照明

和科勒照明两种方式：临界照明是将光源直接成像

到样品平面上，光源亮度的不均匀性可能导致在样

品平面成像的光斑亮度也不均匀，从而影响观察效

果；科勒照明是将发光光源成像到前置聚光镜的后

焦平面，再由聚光镜成像在无限远处，这样在样品表

面处没有灯丝的像形成，从而照度均匀。并且由于

照度均匀，在样品上没有热焦点形成，因此即使长时

间照明，也不会出现灼伤，这一点对于生物组织成像

非常重要。

本文基于林尼克干涉仪结构［８］，研制了一套使

用改进型科勒照明系统作为光源的ＦＦＯＣＴ系统。

通过对实验样品进行成像实验来验证系统方案的正

确性，使用相移技术从连续干涉图像中获得的样品

图像证明了系统具有层析成像能力。

２　实验系统与方法

科勒照明克服了临界照明的缺点，是生物显微

照明的理想照明法。图１所示为科勒照明系统的结

构图，光源的灯丝经聚光镜犳１ 及可变视场光阑

（ＦＳ）后，灯丝成像在聚光镜孔径光阑（ＡＳ）的平面

处，再由聚光镜犳２ 成像在无限远处，这样在样品表

面处没有灯丝像的形成，且照度均匀。

图１ 科勒照明系统结构图

Ｆｉｇ．１ Ｋｈｌｅｒｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

图２为本文研制的ＦＦＯＣＴ系统所采用的照明

系统结构。卤素灯（２０Ｗ）的灯丝经聚光镜（犳１＝

４０ｍｍ）后成像在孔径光阑ＡＳ的平面处，再由聚光镜

（犳２＝１３０ｍｍ）成像在显微物镜（ＭＯ）（２０×，０．５犖犃）

的前焦面上（Ａ面）。视场光阑（ＦＳ）置于聚光镜犳２ 的

前焦平面处，经聚光镜犳２ 成像在显微物镜的后焦平

面上（Ｂ面），改变ＦＳ大小可以控制照明范围。

图２ 改进型科勒照明系统结构图

Ｆｉｇ．２ ＩｍｐｒｏｖｅｄＫｈｌｅｒｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

与图１所示的照明结构相比，采用改进的光路结

构，在相同的显微物镜数值孔径下，更容易实现对样

品的均匀照明，且能充分利用光源发出的光功率。实

验表明，采用同样的光源，到达样品表面的光强得到

了增强。通过改变透镜犳２ 的焦距，可以改变透镜犳２

与显微物镜之间的距离，以便于放置分光棱镜等。

本文研制的ＦＦＯＣＴ系统的结构图如图３所示，

系统基于林尼克干涉仪结构，使用卤素灯作为光源，

宽带光源经科勒照明系统后，被分光棱镜（ＢＳ）分光成

参考臂光束和样品臂光束，分别投射在两个完全相同

的显微物镜 ＭＯｒ和 ＭＯｓ（２０×，０．５犖犃）的后焦平面

上，实现对样品的均匀照明。实验中卤素灯的中心波

长为５５０ｎｍ，有效带宽４５０～６５０ｎｍ。参考镜（ＲＭ）

置于压电陶瓷微位移器（ＰＺＴ）上，样品载物台安装在

电动位移平台上。当参考光和样品光光程小于光源

相干长度时，两光束发生干涉，ＢＳ反射后的光束由成

像透镜ｌｅｎｓ（犳Ｌ＝２６０ｍｍ）聚焦在面阵ＣＣＤ上。

图３ 使用改进型科勒照明系统的ＦＦＯＣＴ系统结构图

Ｆｉｇ．３Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｆｕｌｌｆｉｅｌｄｏｐｔｉｃａｌｃｏｈｅｒｅｎｃｅｔｏｍｏｇｒａｐｈｙ

（ＦＦＯＣＴ） ｓｙｓｔｅｍ ｗｉｔｈ ｉｍｐｒｏｖｅｄ Ｋｈｌｅｒ

　　　　　　　　ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ

由横向分辨率公式Δ狓＝
０．６１λ０
犖犃

，可得系统横向

分辨率的理论值约为０．７μｍ；根据轴向分辨率公式

Δ狕＝
２ｌｎ２

π

λ０

Δ（ ）λ ，可得系统轴向分辨率的理论值约

０５１１００２２
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为０．７μｍ。

实验中采用移相干涉测量技术，使用ＰＺＴ控制

器改变ＰＺＴ的电压，带动参考镜（ＲＭ）移动，改变参

考臂和样品臂之间的光程差，从而引入相移。面阵

ＣＣＤ接收到的干涉的光强分布为

犐ｉ（狓，狔）＝犃（狓，狔）＋犅（狓，狔）ｃｏｓ［（狓，狔）＋β］，

（１）

式中犃（狓，狔）为直流项，犅（狓，狔）为待求样品图像信

息，（狓，狔）为相位差，β为ＰＺＴ引入的相移量。由四

步移相干涉测量法，对应于０，π／２，π，３π／２相移量，

ＣＣＤ采集的四幅干涉图像分别为犐１，犐２，犐３，犐４，则可

由（２）式计算出（狓，狔）为
［１２］

（狓，狔）＝ａｒｃｔａｎ
犐４－犐２
犐１－犐３

． （２）

样品ＯＣＴ图像可表示为

犅＝
２［（犐４－犐２）

２
＋（犐１－犐３）

２］１／２

犐１＋犐２＋犐３＋犐４
． （３）

３　实验与结果

图４为ＺＢＮ３５００３１９８９国家专业标准分辨率

图案，图５为使用本文ＦＦＯＣＴ系统所获得的 Ａ５

号分辨率板图像，分辨率板中第１７单元的图案线条

清晰可见，其对应的线条宽度为３．９７μｍ。

图４ ＺＢＮ３５００３１９８９国家专业标准分辨率图案

Ｆｉｇ．４ ＺＢＮ３５００４１９８９Ｎａｔｉｏｎａｌｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ

ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｔａｒｇｅｔ

采用ＩｎｔｅｌＰｅｎｔｉｕｍ４处理器芯片作为样品，对

其内部结构成像。使用ＰＺＴ控制器，通过控制ＰＺＴ

电压的变化来控制位移量的大小，从而驱动参考镜

ＲＭ移动，引入相移。

系统的参考臂和样品臂只有在接近等光程时才

会发生干涉，对来自非等光程的其它位置的反射光

或散射光具有抑制作用。因此，通过轴向移动参考

图５ Ａ５ 号分辨率板图像

Ｆｉｇ．５ ＩｍａｇｅｏｆＡ５ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｔａｒｇｅｔ

镜，可以选择样品中与参考臂光程相等的深度位置

的结构信息来成像。在该参考镜臂长位置，由样品

中其他位置后向散射或反射回来的光，由于与参考

臂之间的光程差超出光源的相干长度，不会发生干

涉，探测器也就不会有相应的干涉信号，这就是ＦＦ

ＯＣＴ的空间滤波作用，即滤掉其它层的信息，从而

实现层析成像。

图６为样品的光学显微图像。调试系统，先使样

品右侧与参考臂达到等光程，得到干涉图像如图７（ａ）

所示，其对应的ＦＦＯＣＴ层析图像如图７（ｂ）所示，可

以看到左侧结构被滤掉；再使样品左侧与参考臂达到

等光程，得到干涉图像如图８（ａ）所示，其对应的ＦＦ

ＯＣＴ层析图像如图８（ｂ）所示，可以看到右侧结构被

滤掉，系统实现了对样品的层析成像。

调节系统至视场中只有一个样品对象，进行成

像实验观测其微观结构。对应于０，π／２，π，３π／２相

移量的干涉图分别如图９（ａ）～（ｄ）所示。

由四步移相算法得到ＦＦＯＣＴ图像结果如图１０

所示，样品结构清晰可见，图像尺寸为１６０μｍ×

１２０μｍ。

图６ 样品的显微图像

Ｆｉｇ．６ Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｉｍａｇｅｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅ
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图７ ＦＦＯＣＴ的层析作用滤除左侧结构。（ａ）干涉图；（ｂ）ＦＦＯＣＴ层析图像

Ｆｉｇ．７ ＴｏｍｏｇｒａｐｈｉｃｉｍａｇｉｎｇｃａｐａｂｉｌｉｔｙｏｆＦＦＯＣＴｏｆｒｅｍｏｖｉｎｇｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｎｔｈｅｌｅｆｔ．（ａ）Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｇｒａｍ；

（ｂ）ＦＦＯＣＴｅｎｆａｃｅｉｍａｇｅ

图８ ＦＦＯＣＴ的层析作用滤除右侧结构。（ａ）干涉图；（ｂ）ＦＦＯＣＴ层析图像

Ｆｉｇ．８ ＴｏｍｏｇｒａｐｈｉｃｉｍａｇｉｎｇｃａｐａｂｉｌｉｔｙｏｆＦＦＯＣＴｏｆｒｅｍｏｖｉｎｇｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｎｔｈｅｒｉｇｈｔ．（ａ）Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｇｒａｍ；

（ｂ）ＦＦＯＣＴｅｎｆａｃｅｉｍａｇｅ

图９ 相移干涉图像。相移量为（ａ）０；（ｂ）π／２；（ｃ）π；（ｄ）３π／２

Ｆｉｇ．９ Ｐｈａｓｅｓｈｉｆｔｅｄｉｎｔｅｒｆｅｒｏｇｒａｍｓｗｉｔｈ（ａ）０；（ｂ）π／２；（ｃ）πａｎｄ（ｄ）３π／２

图１０ 四步移相算法获得的样品ＦＦＯＣＴ图像

Ｆｉｇ．１０ ＦＦＯＣＴｅｎｆａｃｅｉｍａｇｅｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｕｓｉｎｇ

ｆｏｕｒｓｔｅｐｐｈａｓｅｓｈｉｆｔｉｎｇａｌｇｏｒｉｔｈｍ

４　结　　论

ＦＦＯＣＴ作为一种非荧光标记、非入侵性成像

技术，可应用于生物组织成像，在诊断病变组织方面

具有极高的应用价值，也为胚胎早期模式和哺乳动

物发育生物学的相关研究提供了有效的研究方法。

除应用于生物医学领域外，ＦＦＯＣＴ也可应用

于工业检测。实验结果证实了所提出的ＦＦＯＣＴ

成像系统的可行性，使用改进型的科勒照明系统，器

件简单且成本低廉。对芯片样品进行成像实验，通

过四步移相算法，可以从四幅干涉图像获取一幅全

场ＯＣＴ层析图像，取得了良好的实验效果，这对于
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朱晓萌等：　使用改进型科勒照明系统的全场光学相干层析成像系统

微米级乃至亚微米器件的检测具有有益意义。
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