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小型光谱编码显微成像系统的研制

廖九零,高万荣
南京理工大学电光学院光学工程系,江苏 南京２１００９４

摘要　光谱编码显微镜使用一个衍射光栅和光谱分析装置来获得显微图像.样品上不同的位置被不同的波长照

明,通过对反射光光谱进行解码来得到空间信息.研制了一个基于扫频光源和平衡探测器的小型光谱编码显微镜

(CSEM).在没有放大器的情况下,一 个 固 定 增 益 的 平 衡 探 测 器 被 用 来 探 测 较 弱 的 样 品 光.通 过 对 一 个

１９５１USAF分辨率测试靶成像来测量系统的横向分辨率.对离体猪小肠组织和在体手指皮肤成像来验证生物组

织成像性能.结果表明,CSEM具有对生物组织深度分辨成像的能力.
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Abstract　Spectrallyencoded microscopyusesadiffractiongratingandaspectrum analysissetuptoobtain
microscopicimages敭Thedifferentpositionsonthesampleareilluminatedbydifferentwavelengths敭Thenthespatial
informationisobtainedbydecodingthespectrumofreflectionlight敭Inthispaper acompactspectrallyencoded
microscopy CSEM isdevelopedbasedonasweptsourceandabalanceddetection敭Afixedgainbalanceddetectoris
employedinthesystemtodetecttheweaksamplelightwithoutamplifier敭Thelateralresolutionofthesystemis
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１　引　　言
在光谱编码显微镜(SEM)中,准直后的宽带激光照射到衍射光栅上,准直光中不同波长被光栅衍射后

以不同角度聚焦到样品上形成一条条线,即不同波长对应着线照明的不同位置[１].从样品反射回来的光沿

着照射光路原路返回,然后耦合进光谱分析仪.对于连续光源,光谱分析仪通常由衍射光栅,聚焦透镜和高

速电荷耦合器件(CCD)组成.对于扫频光源,通常采用的是光电探测器[２].空间信息可以通过对反射光光

谱解码获得,这样无需在探头远端进行扫描就可以得到线图像.通过对光谱编码线的慢速扫描,SEM 可以

很容易地获得二维平面图像.在SEM中,深度信息可以像共焦显微镜一样通过聚焦到不同深度来获得[３].
由于光纤纤芯直径小,光纤可以将离焦位置的光滤除,类似于传统共焦显微镜小孔的作用.由于不需要全范

围内的机械扫描,SEM相比于传统的共焦显微镜具有结构简单、速度快的优点,适合做成内窥探头应用[４].
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最近十多年来,已经有许多关于SEM 应用于不同领域的报道,Elhanan等[５Ｇ７]在内窥镜设计和血流测

量方面都取得了重要成果.Tearney研究组证明了SEM 对消化道组织[８]和乳腺癌组织[９]所成图像与组织

病理学图像相似,预言 SEM 也许可以用于肿瘤切除手术术中指导.现在 SEM 探头直径可以小至

０．５mm[１０],若改进为前向探测的内窥探头,直径也仅为１．８mm[１１].但由于应用场景的不同,SEM 制成的

内窥探头尺寸不一样.对于消化道成像应用,内窥探头可以以相对较大的直径进行制造.２００７年,Yelin
等[１２]制造了一台长为２．５cm,直径为２．０cm的探头装置,证明了SEM 的方法比传统共焦显微的方式成像

范围大.２０１１年,Kang等[３]提出了一个类似的探头结构,采用压电陶瓷控制物镜在深度处位置实现自适应

聚焦,使之聚焦到特定深度以消除样品抖动导致聚焦深度变化的影响.２０１３年,Kang等[１３]设计了一套直

径为５．８５mm,长度为３０mm的探头,对比了测试臂采用单模光纤探测方式和多模光纤探测方式的成像性

能差异.
本文设计了一个基于扫频光源的小型光谱编码成像系统(CSEM).在没有放大器的情况下,用一个固

定增益的平衡探测器来测量微弱的样品光[１４].通过对１９５１USAF分辨率测试靶,对离体猪消化道组织和在

体人类皮肤组织进行成像来测试系统性能.

２　系统结构及分辨率
２．１　实验装置

图１为CSEM装置示意图,CIR是环形器,CL是准直器,G是光栅,OL是物镜,TS是位移台,BD是平

衡探测器,DAQ是数据采集系统,PC是计算机.一个高速扫频光源(中心波长λ０＝１３０２．５nm,带宽Δλ＝
１０６nm,AxsunTechnologies)作为宽带光源被应用于系统中.扫频速度为５０kHz,占空比为４３％.输出

激光被耦合进光纤型环形器(CIRＧ１３１０Ｇ５０ＧAPC,Thorlabs)的输入端.从环形器端口２发出的光由一个准

直器(CL,f＝１１mm,CFCＧ１１XＧC,Thorlabs)准直.准直后的小尺寸准直光以入射角θi照射到一个透射式

光栅上(G＝１１４５line/mm,WasatchPhotonics),以衍射角θd 照射到一个非球面镜(fO＝８mm,NA＝０．５,

A２４０TMＧC,Thorlabs)后聚焦到样品上形成线照明.为了获得另一维的样品信息,采用一个线性位移台对

样品进行扫描.

图１ SEM原理图

Fig敭１ SchematicdiagramofSEM

样品的后向散射光被环形器收集,为了获得更高质量的图像,从环形器端口３出来的光耦合进９０∶１０的

光纤耦合器.９０％的光耦合进平衡探测器(PDB４１０C,Thorlabs)的input＋端口,剩下的１０％耦合进该探测

器的inputＧ端口.平衡探测器含有两个相互匹配的平衡光电二极管,可以实现出色的共模抑制比从而降低

噪声,加上一个超低噪声的高速互阻放大器,可以实现微小信号的放大,从而提高信噪比.

２．２　探头结构

探头是将波长对横向位置进行编码的主要部件.所用探头主要由三个支架部分组成:准直器支架,光栅

０５１８００１Ｇ２



光　　　学　　　学　　　报

支架和物镜支架(如图１右下角所示).从光纤芯发出的离散光被准直成一个小直径光束(理论直径为D＝
２．１mm),然后准直光以入射角θi照射到衍射光栅上.为了达到最大衍射效率,θi被设定为利特罗角.根据

利特罗方程,２sinθi＝λG,θi＝４８．２°.所以,光栅被放置在与光轴垂直方向约４８°的镂空的三角铝块上.以θd
衍射的光经过一个非球面透镜(fO＝８mm,NA＝０．５)聚焦到样品上.这个物镜装在一块具有透光孔的薄

铝板上.准直器支架和光栅支架都通过螺丝固定在铝板上.由于本实验系统中所使用的光栅是购买的量产

产品,直径为２．５４cm,所以整个探头的尺寸为５０mm(长)×３０mm(宽)×４０mm(高).未来将光栅切割成

很小直径后,整个探头的尺寸可以大大降低.

２．３　分辨率

在SEM中,每个波长的衍射角可以表示为

sinθi＋sinθd＝mλG, (１)
式中m 表示衍射级次.通常光栅都被设计成只在一级衍射下达到很高的衍射效率,此外,作为一种透射式成像

方式,采用利特罗结构也可以使得衍射效率最大化.如２．２节所述,本实验系统采用的利特罗角为４８．２°.
沿光谱线方向的视场可以表示为:

FOV＝２fOtan
Δθ
２

æ

è
ç

ö

ø
÷ , (２)

式中Δθ是准直光被光栅衍射后的角度发散范围.通过对(１)式求导,发散角范围可以表示为[２]

Δθ＝
G
cosθd

Δλ. (３)

　　由光栅决定的光谱分辨率为

δλG＝
λ０cosθi

DG
. (４)

因此,可分辨的光谱点数可以表示为

n＝
Δλ
δλG

＝
Δλ

λ０cosθi
DG. (５)

　　在通光孔径全部被填充的情况下,非球面物镜的数值孔径(NA)设定为０．５.准直光被光栅衍射后发

散,虽然衍射光填满了物镜后焦面的大部分,但是对于每个波长来说等效 NA 还是很小,因为每个波长衍射

后直径并未扩大.此系统的等效NA 为０．１３１[NA＝D/(２fO)].在传统共焦显微镜中,横向分辨率δx 可

以按照０．５１λ/NA 计算.一般情况下,在SEM中横向分辨率由有效的光谱分辨率决定,因为由共焦决定的

分辨率会更好.在SEM中,不同波长的光被聚焦到横向不同位置,因此横向分辨率等于相邻波长焦点之间

的间隔,可分辨光谱点数和横向可分辨点数是相等的.因此横向分辨率可以表示为

δx＝
FOV

n
. (６)

　　将实验装置的参数代入(６)式可以得到,理论FOV为１．４５mm,由共焦决定的横向分辨率为５．３２μm,由
光谱分辨率决定的横向分辨率为４．９μm.

根据参考文献[１５],轴向分辨率可以表示为

Δz＝
λ

n１－cosα( )
, (７)

式中n 表示浸润介质的折射率,α＝arcsinNA/n( ) 表示物镜孔径角.代入等效 NA 后,理论轴向分辨率的

半峰全宽为１５０μm .

３　实验结果
３．１　横向分辨率和视场

为了测量CSEM的成像性能,一块１９５１USAF分辨率测试靶首先被用来成像.如图２所示,第７组第１
个元素(线宽为３．９μm)被清楚地分辨开来.横向分辨率由线扩展函数(LSF)的半峰全宽测得.线扩展函数

的半峰全宽由第４组第１个元素的强度分布的一阶微分来计算得到.测得沿编码线方向和运动方向的横向

０５１８００１Ｇ３
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图２ (a)由CSEM探测得到的USAF１９５１分辨率板图像;(b)图２(a)中红色方框处的放大图像;
(c)、(d)分别是图２(b)中红线处强度分布和LSF图

Fig敭２  a ImageofaUSAF１９５１resolutiontargetdetectedbyCSEM  b magnificationimageofredboxinFig敭２ a  

 c and d areprofileintensitydistributionsandtheirLSFsalongredlinesinFig敭２ b 

分辨率分别为３．６３μm和４．２４μm.
对１００line/mm的反射式光栅进行成像,测得视场为１．４６mm.图３所示的是轴向响应曲线,此曲线通

过在焦平面附近轴向移动一个反射镜,测量反射光强获得.测得的轴向响应曲线的半峰全宽为１３０μm,即
为轴向分辨率.

图３ 轴向响应曲线

Fig敭３ Axialresponsecurve

３．２　组织成像

为了测试组织成像性能,一小块离体猪小肠组织被用于成像.该新鲜的小肠组织没有进行醋酸处理直

接成像,其结果如图４所示,图４中的比例尺为１００μm.在图４(a)中,具有不同尺寸的小肠腺体清晰可见.
图４(b)是图４(a)中红色方框区域的放大图,箭头表示小肠腺,可见在这个小区域内,腺体尺寸接近,分布比

较随机.图５所示的是在表面以下、以１００μm为间隔的不同深度区域的图像,图５中的比例尺为２００μm.
对比图中白色方框区域可以发现,随着深度的增加,小肠腺的腔体在膨胀.图５中的箭头也表示小肠腺,这
些小肠腺从特定深度才开始出现并随着深度增加腔体发生膨胀,符合小肠腺是随机分布在一定深度范围内

的规律.
为了测试在活体组织下的成像性能,对人的手指进行了成像,如图６所示,图６(b)的比例尺为１００μm.

该实验结果是在没有任何手指固定装置下获得的,由图６(b)可以看到,手指背部表面的纹理清晰可见.

０５１８００１Ｇ４
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图４ (a)离体猪小肠组织图像;(b)图４(a)中方框放大图

Fig敭４  a Imageofanexcisedswinesmallintestinetissue  b magnificationimageofboxregioninFig敭４ a 

图５ 深度间隔为１００μm连续获得的猪小肠组织图像

Fig敭５ Imagesofaswinesmallintestinetissueobtainedatsuccessivedepthswithintervalof１００μm

图６ (a)志愿者手指照片;(b)由CSEM获得的图６(a)中方框区域的放大图像

Fig敭６  a Photographofavolunteer′sfinger  b magnificationimageofboxregioninFig敭６ a obtainedbyCSEM

４　讨　　论
设计了一个具有高分辨率,可对生物组织深度成像的紧凑型光谱编码内窥显微镜.实验测得沿光谱编

码线方向视场为１．４６mm,由光谱编码所确定的横向分辨率和纵向分辨率分别为３．６３μm和１３０μm.该系

统提供了一种无需醋酸处理即可获得高对比度小肠组织图像的方法.这些生物组织的成像结果证明了采用

这个装置获得不同深度信息的可行性.
对比理论值和实际测得值,可以发现实际分辨率结果比理论值更好,而视场与理论值吻合.根据(２),

(３)式可知,视场与光斑直径无关,根据分辨率公式(４),(５),(７)式可知,横向分辨率和纵向分辨率都与准直

光斑直径有关.随着直径的增加,横向分辨率和纵向分辨率都变小.例如,当光斑直径为３mm时,横向分

０５１８００１Ｇ５
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辨率和纵向分辨率分别为３．４２μm和７３μm．所以可以合理推测从可调焦准直器出射的准直光直径不止

２．１mm.
光源的扫频速度可以实现５００００line/s的采集速度,此速度能够在很短时间内获得面积较大的组织图

像.但是,结果表明实际采集速度比光源的最大重复率慢.CSEM 的采集程序是基于LabVIEW 平台进行

编码的,采用扫描光源的扫频触发信号作为采集程序的外部触发信号.每条光谱编码线内的每个点可以被

高达１００MHz的采集速度进行采集,但是每秒钟获得的光谱编码线的数量达不到５００００.这种触发速度和

采集速度不匹配的原因可能是相邻两个触发信号在采集卡上响应时间间隔太长.当一次采集结束的时候,
采集软件初始化时间太长导致中间触发信号丢失.光谱方向和运动方向的分辨率的差别也表明了沿着运动

方向的数据采集存在欠采样现象.为了得到更好的图像,必须提高成像速度,成像速度可以通过替换更高速

度的采集卡或者优化采集程序来提高.

CSEM所用的光电探测器是一个由两个超低噪声互阻抗的光电二极管组成的平衡探测器,该探测器采

集速度达到１００MHz,能够满足高速采样的要求.相比于传统的采用单点探测的SEM探测方式,平衡探测

器主要有两个优点:一个是能够抑制共模噪声和热噪声,获得更好的分辨率;另一个是能够放大信号强度,对
于生物组织反射式成像特别有帮助.通过利用高转换增益的平衡探测器,在没有后置放大器的情况下,微弱

的样品反射光也能被探测到.

５　结　　论
设计了一套基于５０kHz扫频光源的小型光谱编码显微成像系统,该系统结构简单紧凑,通过对离体猪

小肠组织和在体手指皮肤成像来验证生物组织成像性能.结果表明,采用CSEM具有对生物组织实现深度

分辨成像的能力.由于小型光谱编码结构中采用的是现成的光栅,尺寸较大,而微小的内窥探头有助于减小

病人的痛苦,接下来可以将该装置的尺寸进一步缩小以适应消化道的内窥应用.
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