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共焦布里渊显微镜轴向成像特性
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摘要　搭建了共焦布里渊显微镜装置,采用５３２nm的单模激光器激发样品布里渊散射光,显微物镜放大倍数为

１００倍,数值孔径为０．８,采用串联扫描式多通道法布里Ｇ珀罗(FＧP)干涉仪收集布里渊光.从实验中测得了装置的

共焦光强响应曲线,以及二氧化硅玻璃、硅胶和聚甲基丙烯酸甲酯(PMMA)３种样品的布里渊光谱.采用全新的

光子数组分权值数据处理方法仿真分析了此装置的轴向成像分辨力,以及测试样品为二氧化硅玻璃Ｇ硅胶ＧPMMA
多层样品时,样品的频移、轴向声速和纵向弹性模量３种参量的轴向成像特性,并对此方法获得的３种参量的轴向

成像特性曲线进行了误差分析.仿真结果显示,光子数组分权值数据处理方法可使装置的轴向成像分辨力提高至

约２μm.在信噪比高于１．４６dB时,通过误差关系曲线可获得精确的布里渊频移值、轴向声速和纵向弹性模量.
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Abstract　ConfocalBrillouinmicroscopydeviceissetup andBrillouinscatteringlightofsampleisexcitedusinga
singleＧmodelaserof５３２nmwavelength敭Theamplificationfactoris１００×andthenumericalapertureis０敭８敭A
tandemscanning multiＧchannelFabryＧPerot FＧP interferometerisusedtocollectBrillouinlight敭Inthe
experiment theconfocallightintensityresponsecurveismeasuredandtheBrillouinspectraofSiO２glass silicon
rubber andpolymethylmethacrylate PMMA areobtained敭Usinganovelphotonnumbercomponentfactordata
processmethod theaxialimagingresolutionissimulatedandanalyzed敭Theaxialimagingpropertiesoffrequency
shift axialacousticvelocityandlongitudinalelasticmoduliofmultiＧlayersampleofSiO２glassＧsiliconrubberＧ
PMMAarealsopresented敭Erroranalysisofthesethreeparametersofaxialimagingpropertycurvebythismethod
ismadeaswell敭Thesimulationresultsshowthattheaxialimagingresolutioncanbeimprovedtoabout２μmwith
thisnovelphotonnumbercomponentfactordataprocessmethod敭WhenthesignalＧtoＧnoiseratioisgreaterthan
１敭４６dB theaccurateBrillouinfrequencyshift axialacousticvelocityandlongitudinalelasticmodulicanbe
obtainedbyerrorrelationcurves敭
Keywords　microscopy confocalmicroscopy spectrumimaging Brillouinscattering imagingproperty error
analysis
OCIScodes　１８０敭１７９０ １８０敭４３１５ ２９０敭５８３０

１　引　　言
共焦布里渊成像是在普通共焦成像的基础上,把成像图的因变量由光强值替换成布里渊频移值,或布里
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渊半峰全宽、布里渊峰值光子数等,或由这些布里渊光谱参量所反映的特征量,比如声学声子速度、声学声子

损耗系数、弹性模量等.２００５年,KoskiKJ等[１]实现了液体Ｇ液体、液体Ｇ聚合物共焦布里渊二维成像.实验

的成像分辨力为２０μm,成像因变量为纵向布里渊频移和声学损耗系数.２００７年,LiptakDC等[２]研究了

多层样品的横向和纵向成像特性,成像分辨力为５μm.采用波长为５１４．５nm的氩离子激光器,三通道扫描

式法布里Ｇ珀罗(FＧP)干涉仪探测布里渊光谱.２００８年,ScarcelliG等[３]实现了共焦布里渊三维力学成像,分
别给出XZ 方向二维成像图以及Z 方向轴向成像特性,没有明确给出成像分辨力,轴向扫描步进为１００μm.

２０１２年,ScarcelliG等[４]研究人眼布里渊轴向成像特性,轴向分辨力为６０μm.２０１４年,PalomboF等[５]实

现了生物样品的共焦布里渊成像,未提及成像的轴向分辨力,横向分辨力约为２５０nm.
本文利用自行搭建的共焦布里渊显微镜,进行了轴向分辨力的实验和仿真研究.由于文献报道中的共

焦布里渊装置最优轴向成像分辨力的５μm
[２],是以分界面能同时测到２种光谱的完全重叠区域作为定义,

忽略了分界面光谱响应曲线上升沿和下降沿的可利用特性,本文提出了全新的光子数组分权值数据处理方

法,充分利用光谱响应曲线在分界面的过渡带特性,来提高装置的轴向成像分辨力.在实验上分别测试了二

氧化硅玻璃、硅胶和聚甲基丙烯酸甲酯(PMMA)３种样品的布里渊频移,计算了３种样品的轴向声速和纵向

弹性模量.仿真分析了此装置对３层样品二氧化硅玻璃Ｇ硅胶ＧPMMA进行轴向逐点扫描、以光子数组分权

值数据处理方法可获得的样品在布里渊频移、轴向声速和纵向弹性模量３种参量的轴向成像特性曲线,讨论

了此装置以光子数组分权值数据处理方法的轴向成像分辨力.由于此种数据处理方法在提高轴向成像分辨

力的同时,会造成特征参量的误差,最后对此方法的３种参量轴向成像特性曲线进行了误差分析.

２　共焦布里渊显微镜装置

图１　共焦布里渊显微镜装置图

Fig敭１　ConfocalBrillouinmicroscopysetup

原理如图１所示,装置使用中心波长为５３２nm的单纵模激光器,出射激光为连续波,线宽小于５MHz,
可提供最大输出光功率为２W.光束为线偏振光,振动方向垂直于光学平台及消偏振分光棱镜BS１入射

面.光束首先通过中心波长为５３２nm的隔离器,阻隔反向通过的光,典型阻隔比为４０dB.激光器出射光

束光斑直径为２．２５mm,考虑物镜后瞳满瞳,装置使用×２倍扩束镜,将光斑直径扩展为４．５mm.扩束后的

光束首先通过５０∶５０消偏振分光棱镜BS１,反射光束经由反射镜 M１和 M２,进入FＧP干涉仪参考光入光口.
透射光束透过５０∶５０消偏振分光棱镜BS２,经过带阻滤光片反射进入样品台.带阻滤光片中心波长为

５３２nm,阻带带宽典型值为１７nm,换算成波数大约为３００cm－１的光谱.样品台物镜放大倍数为１００倍,数
值孔径为０．８.光斑聚焦在样品上,由于光与物质相互作用,会产生３种散射光:弹性散射光瑞利光、非弹性

散射光布里渊光和拉曼光.散射光束以背向１８０°进行收集,沿光路返回通过物镜.滤光片反射瑞利光和布里

渊光,透射光束为拉曼探测光束.反射的瑞利光和布里渊光通过BS２反射,在经过BS３时透射光束为差动共焦

定焦探测光束,反射光束通过焦距为１５０mm透镜L１会聚经过共焦针孔PH１.通过直径为５０μm共焦针孔

PH１滤波衍射的光束可看作点光源发散,通过焦距为１５０mm透镜L２重新形成平行光束,经由反射镜 M３、M４
和焦距为２００mm消色差凸透镜L３会聚至直径１０００μm共焦针孔PH２,进入FＧP干涉仪探测布里渊光.

１０１８００１Ｇ２



光　　　学　　　学　　　报

３　光谱测量
光谱响应曲线和轴向成像特性的分析是以装置测得的共焦光强响应曲线为基础的,共焦光强响应曲线

描绘的是样品轴向位移与共焦针孔出射光强之间的关系[６Ｇ７].实测时由物镜驱动器控制移动物镜轴向位移.
由于光束在物镜前已调为平行,轴向移动物镜与轴向移动样品台等效.光强值则由光电倍增管反映为电压

值.曲线的横坐标为物镜控制器轴向位移,纵坐标为光强电压值.首先移动轴向升降台粗调轴向位置,使得

通过电荷耦合器件(CCD)观察到的会聚光斑最小,此时光束焦点大致聚焦在样品表面.将光电倍增管放置

在针孔后并调节光电倍增管感光片和针孔位置,使光电倍增管获得最大光子数计数.利用软件扫描共焦光

强曲线,使光强曲线的峰值位置对应软件初始化时轴向位移绝对值.再反复调节针孔,使光强曲线近似sinc
函数理想线型.图２为使用此方法测得的共焦光强响应曲线,其半峰全宽为０．８１μm.

分析样品散射光中的布里渊光谱部分,可获得样品组分、弹性力学等信息[８Ｇ１５].光束的布里渊光谱通过

FＧP多光束干涉仪测试获得.通过压电陶瓷换能器及相关电机控制调节FＧP光学腔腔长,腔长不同时通过

的波长不同,由此可绘出布里渊光相对瑞利光几十千兆赫兹频移的光谱图.分析此光谱图可获得布里渊光

谱谱峰频移,从而得到样品成分、弹性模量等参数.按照此种方法,实验分别选取了二氧化硅玻璃、硅胶和

PMMA测试其布里渊光谱,如图３所示,这３种样品的布里渊频移分别在３３．８、５．８、１５．７GHz左右.

图２　共焦光强响应曲线

Fig敭２　Confocallightintensityresponsecurve

图３　二氧化硅玻璃、硅胶和PMMA布里渊光谱图

Fig敭３　BrillouinspectrumofSiO２glass 

siliconrubberandPMMA

４　成像特性
首先讨论单位时间收集到的布里渊光子数n 和轴向相对位移u 之间的关系.只考虑轴向以及光瞳滤

波函数为常数,光斑焦点轴向偏离量u 处的入射光强I为:I(u)＝sinc２ u
４
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è
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÷

[６]

.设布里渊散射光强为IB,以

固定dΩ 立体角收集在du 微小偏移量处的布里渊散射光强值dIB 可表示为[１６Ｇ１７]:

dIB

I(u)dudΩ＝
π２ε２p２kBT
４λ４０ρv２

, (１)

式中ε为介质的介电常数,p 为泡克尔常数,kB 为玻尔兹曼常数,T 为绝对温度,λ０ 为激光中心波长,ρ为介

质密度,v 为介质声速.当收集角dΩ 固定时,(１)式可修改为:

dIB

I(u)du＝A, (２)

式中A 为常数,且A＝
π２ε２p２kBTdΩ
４λ４０ρv２

. 再结合I(u)的表达式,布里渊散射光强值IB(u)与光斑聚焦位置处

轴向偏移量u 的关系可表示为:

IB(u)＝∫
u２

u１
Asinc２ u′－u

４
æ

è
ç

ö

ø
÷du′, (３)

式中u１ 和u２ 分别为介质的上边界面和下边界面.当样品厚度为０．５,１,２,３,５,１０μm,以及轴向共焦光强

响应曲线半峰全宽为０．８１μm时的光谱轴向响应曲线如图４所示.

１０１８００１Ｇ３
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用于仿真的样品是３层的多层样品,每层样品分别为二氧化硅玻璃层２０μm、硅胶层１０μm和PMMA
层２０μm.将所有轴向位置以逐点扫描的方式获得的单点光谱图的布里渊光子数,与相应的轴向位置对应,
可描出样品轴向布里渊光谱响应曲线如图５所示.由图５的曲线可得到,测试样品在分界面的重叠区域大

约为５μm,与文献[２]中的最佳实验结果一致,表明两者具有相同的实验对比条件.

图４　样品厚度分别为０．５,１,２,３,５,

１０μm时的布里渊光谱轴向响应曲线

Fig敭４　 a Brillouinspectrumaxialresponsecurvewhen
samplethicknessis０敭５ １ ２ ３ ５ １０μmrespectively

图５　测试样品布里渊光谱响应曲线

Fig敭５　Brillouinspectrumresponsecurveoftestsample

　　以布里渊频移值作为样品空间样点微区的光学信息值,样品空间样点微区与布里渊频移值一一对应,测
试样品在轴向的共焦布里渊频移成像特性曲线如图６(a)所示.为使成像特性曲线在多层样品边界面平滑

过渡以及提高轴向成像分辨力特性,采用以某轴向位置所获得的样品的布里渊光谱图中３种样品各自峰值

处光子数与３处光子数的总和的比值,作为该空间位置处的此种样品组分的布里渊频移权值.设某轴向位

置为ui,在该处得到的共焦布里渊光谱图在二氧化硅玻璃布里渊频移处f１ 的光子数为 Ni１,硅胶布里渊频

移处f２ 的光子数为Ni２,PMMA布里渊频移处f３ 的光子数为Ni３,ui 轴向位置处的３种光子数总数则为

Ni＝∑
３

j＝１
Nij,样品组分布里渊频移的权值为aij ＝

Nij

Ni
,此处布里渊频移的有效值fi 为:

fi＝∑
３

j＝１

Nij

Ni
fj ＝∑

３

j＝１
aijfj, (４)

在背向散射配置中,单一样品声速的计算公式为[２,１７]:

va＝
λpfB

２n
, (５)

式中λp 为激光中心波长,fB 为布里渊折射率,n 为样品折射率.单一样品纵向弹性模量为[１３]:

Cs＝v２
aρ, (６)

式中ρ为样品的密度.同样考虑由于样品的多组分特性,设二氧化硅玻璃、硅胶和PMMA的折射率分别为

ni１、ni２和ni３,密度分别为ρi１、ρi２和ρi３.则在轴向ui 位置处相应的有效折射率为ni＝∑
３

j＝１
aijnij,结合(５)式

可得有效声速值vai为:

vai＝
λpfi

２ni
, (７)

有效密度为:ρi＝∑
３

j＝１
aijρij,结合(６)式可得有效纵向弹性模量为:

Csi＝v２
aiρi, (８)

　　表１所示为３种样品的典型折射率、密度和布里渊频移值.图６(b)同时给出以此种方法计算得到的测

试样品在轴向声速和纵向弹性模量的成像特性曲线.曲线在分界面上的过渡带宽度大约为２μm ,过渡带

以曲线上升沿或下降沿噪声作为始末位置.由于只有过渡带区域的数值无法确定为某种样品成分的特征

量,所以仿真结果显示此装置的轴向成像分辨力即为过渡带带宽大约２μm.此种方法比能同时测到２种光

１０１８００１Ｇ４
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图６　测试样品共焦轴向成像特性.(a)布里渊频移;(b)声速、弹性模量

Fig敭６　Confocalaxialimagingpropertiesoftestsample敭 a Brillouinfrequencyshift  b acousticvelocityandelasticmoduli

谱重叠区域的定义方法有了显著提高.
表１　二氧化硅玻璃、硅胶和PMMA典型参数

Table１　TypicalparametersofSiO２glass,siliconrubberandPMMA

Sample
component

Refractive
index

Density
/(g/cm３)

Brillouin
frequencyshift/GHz

Acousticvelocity
/(km/s)

Longitudinalelastic
modulus/GPa

SiO２glass １．４７ ２．２３ ３３．８ ６．１２ ８３．４
Siliconrubber １．３７ ０．９５５ ５．８ １．２３ １．２１
PMMA １．４８ １．１９ １５．７ ２．８２ ９．４８

５　误差分析
采用光子数组分权值数据处理方法比以组分谱线重叠区域的定义方法[２],有效提高了轴向分辨力,由

５μm提高到了约２μm.由于布里渊频移的有效值来自于样品若干组分的布里渊频移加权值,所以当轴向

位移从分界面过渡区进入到单一样品区时,此种方法会引入其他组分布里渊频移处的光子数噪声加权值,造
成布里渊频移的频率误差fe.

设在某单一样品层轴向位移位置ui,实测的布里渊光谱曲线在此种样品的布里渊频移处光子数为

S＋N０,其中信号光子数为S,噪声均值为N０,信噪比RSN＝S/N０. 由于为单一样品区,另外２种样品布里

渊频移处光子数噪声均值均为N０.由此可定义二氧化硅玻璃布里渊频移f１ 的频率误差fe１:

fe１＝
S＋N０

S＋３N０
f１＋

N０

S＋３N０
f２＋

N０

S＋３N０
f３－f１＝

f２＋f３－２f１

RSN＋３
, (９)

式中f１、f２ 和f３ 分别为３种样品的布里渊频移典型值,由表１可查得.硅胶和PMMA的频率误差fe２和

fe３与(９)式类似.当３层样品组分的布里渊频移典型值确定后,可由此画出信噪比RSN和频率误差的曲线

关系图如图７(a)所示.

图７　测试样品的误差分析曲线.(a)布里渊频移;(b)轴向声速、纵向弹性模量

Fig敭７　Erroranalysiscurvesoftestsample敭 a Brillouinfrequencyshift  b axialacousticvelocity
andlongitudinalelasticmoduli
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由于信噪比RSN为１．４６dB时,此种组分权值数据处理方法得到的硅胶纵向弹性模量为９．４９GPa,接近

PMMA的典型弹性模量值,所以以此信噪比作为此种组分权值数据处理方法的信噪比容限值.当信噪比为

１．４６dB时,数据处理后的成像特性曲线中,二氧化硅玻璃、硅胶和PMMA的布里渊频移值为２３．３２,１４．４,

１７．５GHz,并不会对实际组分造成误判.可通过图７(a)的频移误差关系曲线修正有效布里渊频移值,修正

后３种物质的布里渊频移值分别为３３．８０,５．７９,１５．６４GHz.同样可获得样品的二氧化硅玻璃的声速误差

vae１为:

vae１＝
λp[(１＋RSN)f１＋f２＋f３]
２[(１＋RSN)n１＋n２＋n３]－

λpf１

２n１
, (１０)

样品的二氧化硅玻璃纵向弹性模量误差Cse１为:

Cse１＝
λ２p [(１＋RSN)f１＋f２＋f１]２[(１＋RSN)ρ１＋ρ２＋ρ３]

４[(１＋RSN)n１＋n２＋n３]２(RSN＋３)
－
λ２pf２

１ρ１
４n２

１
, (１１)

式中n１、n２ 和n３ 分别为３种样品的典型折射率,ρ１、ρ２ 和ρ３ 分别为３种样品的典型密度,λp 为激光中心波

长同理可分别得到硅胶和PMMA的声速误差vae２、vae３ 和弹性模量误差Cse２、Cse３. 声速误差和弹性模量误

差曲线如图７(b)所示.
若信噪比为１０dB时,由此种数据处理方法获得的二氧化硅玻璃、硅胶和PMMA３种样品声速分别为:

５．５０,１．６７,２．９５km/s.通过图７(a)误差修正后,得到３种样品轴向声速的精确值为:６．１２,１．１２,

２．８２km/s.同样当信噪比为１０dB时,由此种数据处理方法获得的二氧化硅玻璃、硅胶和PMMA３种样品

纵向弹性模量分别为:６２．０,３．０,１０．９GPa,以图７(b)纵向弹性模量误差曲线作为修正依据,获得３种样品纵

向弹性模量精确值为:８３．３,１．２,９．４GPa.

６　结　　论
实验表明,本装置共焦布里渊显微镜可有效测得样品微区布里渊光谱,轴向光强分辨力为０．８１μm.通

过逐点扫描可获得测试样品轴向成像特性曲线,采用光子数组分权值数据处理方法的此装置轴向成像分辨

力达到约２μm,可有效分析测试样品轴向微区的声速和纵向弹性模量特性.对利用此方法的３种轴向成像

特性进行的误差分析表明,光子数组分权值数据成像特性分析方法可有效平滑过渡分界面.仿真结果表明,
当信噪比大于１．４６dB时,可通过误差关系曲线有效修正布里渊频移值.
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