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聚焦型折射率显微成像系统空间分辨率的
影响因素及改进方法
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摘要 为了提高成像系统的空间分辨率,分析聚焦型折射率显微成像系统中聚焦光斑尺寸与包络形状对空间分辨

率的影响机制,提出一种通过数值去卷积算法改善成像空间分辨率的方法。首先分析聚焦广义柱矢量光束的空间

场分布,接着对比该光束与理想细光束在折射率显微成像过程中对空间分辨率的影响差异。通过测量折射率与形

状已知的PS(Polystyrene)小球,获得该实验条件下系统的点扩展函数。采用去卷积算法对其他样品图像进行重构,

获得更加接近真实情况的实验结果。结果表明,该方法对提高该系统的成像质量与空间分辨率有着显著的效果。
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1 引  言

作为一种新型的二维材料,石墨烯具有很多独

特的光电特性。基于石墨烯的偏振选择吸收特

性[1-2]可以实现高灵敏度的折射率测量,基于该原理

研制的生物传感器在癌细胞筛选、气体成分和气体
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参数检测等领域得到广泛的应用[3-4]。2013年,科
学家提出了基于还原氧化石墨烯的高度集成化的光

声成像系统,实现对癌症小鼠病变部位的快速且高

质量的光声成像[5]。但是所有已报道的石墨烯细胞

传感与成像技术并不具有高的空间分辨率,因此本

课题组基于石墨烯的偏振选择吸收原理提出了一种

细胞显微折射率成像技术,相比于现有的表面等离

激元显微成像技术[6-7]具有无标记、高空间分辨率、
高折射率灵敏度及大探测深度等特点,在细胞生理

活动的动态监测和细胞药物应答等领域具有重要的

潜在应用价值。研究发现,提高成像的空间分辨率

会改善细胞的成像质量。本课题组首先采用线偏振

光聚焦的方法实现了空间分辨率为2.34
 

μm和折

射率灵敏度为9.3×10-4
 

RIU(RIU为单位折射率)
的折射率显微成像[8];然后采用广义柱矢量光束经

过高数值孔径物镜聚焦的方式,实现了空间分辨率

为1.07
 

μm和折射率灵敏度为4.40×10-5
 

RIU的

折射率显微成像[9];最后进一步结合使用共聚焦成

像技术,实现了空间分辨率为727
 

nm和折射率灵

敏度为2.86×10-5
 

RIU的折射率显微成像[10]。
然而,仅仅采用光束调制技术很难进一步改善

成像的空间分辨率,而通过对聚焦光场分布的分析,
再结合去卷积等数学的手段,可以进一步提高成像

系统的空间分辨率。目前,已有科学家在不同的应

用领域针对不同类型的光束开展了许多相关研究,
例如有科学家针对涡旋光束在大气中传输所产生的

湍流效应而导致其存在轨道角动量发生串扰和传输

质量下降的问题,研究了大气湍流及光束参数对聚

焦贝塞尔光束的螺旋谱展宽和接收功率的影响[11]。
科学家结合了艾里光束片状光照明样本成像与去卷

积算法,实现了光片显微镜对样本的高轴向分辨率

大视场成像[12]。
本文首先分析紧聚焦条件下矢量光束聚焦场的

形成与光场分布,基于菲涅耳公式计算多层膜结构

在不同偏振态下的光强差分探测结果,分别构建细

光束和柱矢量聚焦光场扫描载玻片上方介质小球的

折射率分布模型,并对这一物理过程与机理进行研

究,定量分析不同光束对系统空间分辨率的影响。
然后提出一种消除光束包络形状的方法,采用已知

折射率分布的介质小球测量出系统的点扩展函数,
通过编写反卷积的重构算法重构出更为接近理想条

件下的实验结果,有效消除宽光束包络形状带来的

影响,改善成像系统的空间分辨率。

2 基本原理

2.1 折射率的测量原理

在全内反射的条件下,光从光密介质射入光疏

介质中会在交界面处形成倏逝波。所用的光学系统

折射率的测量原理是基于石墨烯的偏振选择吸收特

性,为此设计一种三明治结构,将石墨烯夹在介质1
(折射率n1)和介质2(折射率n2)的中间,结构如

图1(a)所示。石墨烯具有复杂的光学常数,复折射

率n 为2.6+1.3i。单层石墨烯的厚度为0.34
 

nm。
根据菲涅耳公式及多层膜耦合理论,对石墨烯在全

内 反 射 条 件 下 的 反 射 率 进 行 模 拟,则 TE
(Transverse

 

Electric)偏 振 波 和 TM(Transverse
 

Magnetic)偏振波的反射率曲线如图1(b)所示。从

图1(b)可以看到,当入射角大于临界角(61.2°)时,
石墨烯对TE偏振波的吸收强于TM 偏振波,展现

出了石墨烯的偏振选择吸收特性。

图1 全内反射条件下石墨烯的偏振选择吸收特性。(a)含有石墨烯的三明治结构示意图;
(b)

 

TE偏振光和TM偏振光的反射率曲线

Fig 
 

1 Polarization
 

selective
 

absorption
 

properties
 

of
 

graphene
 

under
 

total
 

internal
 

reflection
 

conditions 
 

 a 
 

Schematic
 

of
sandwich

 

structure
 

containing
 

graphene 
 

 b 
 

reflectivity
 

curves
 

of
 

TE
 

polarized
 

light
 

and
 

TM
 

polarized
 

light
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2.2 广义柱矢量光束与理想细光束的理论模拟

基于2.1节的石墨烯偏振选择吸收特性,搭建

基于石墨烯的折射率显微成像系统,该系统采用的

是偏振角度为45°的广义柱矢量光束。根据聚焦矢

量衍射的基础理论,Zhan等[13-16]将折射率显微成像

系统延伸推广至广义柱矢量偏振光聚焦光场的计算

与模拟。一束广义柱矢量光束的电场可以表示为

E(r,φ)=P[cos
 

φ0er +sin
 

φ0eφ], (1)

式中:φ0 为光束中每一点偏振方向与其径向方向的

夹角;er 和eφ 分别为沿径向r和角向方向φ 的单位

矢量;P 为系统的瞳函数。广义柱矢量光束的聚焦

场表达式为

E(r,φ,z)=Ezez +Erer +Eφeφ, (2)
式中:ez 为沿传播方向z 上的单位矢量;Ez、Er 和

Eφ 分别为沿传播方向、径向和角向的电场分量强

度,分别表示为

Ez(r,φ,z)=iAcos
 

φ0∫
θmax

0
cos

1
2(θ)P(θ)sin2θJ0(krsin

 

θ)exp(ikzcos
 

θ)dθ

Er(r,φ,z)=Acos
 

φ0∫
θmax

0
cos

1
2(θ)P(θ)sin

 

θcos
 

θJ1(krsin
 

θ)exp(ikzcos
 

θ)dθ

Eφ(r,φ,z)=Asin
 

φ0∫
θmax

0
cos

1
2(θ)P(θ)J1(krsin

 

θ)exp(ikzcos
 

θ)dθ

􀮠

􀮢

􀮡

􀪁
􀪁
􀪁􀪁
􀪁
􀪁
􀪁􀪁

, (3)

式中:A 为一个振幅系数,计算过程中常常省略或

取为1;Jo(x)为第一类贝塞尔函数,其中o 为其阶

数;θmax 为由显微物镜数值孔径决定的最大孔径角;

k 为入射光的波矢。对于圆孔或矩孔等孔径,透光

部分的P(θ)值为1。当φ0 为0时,对应径向偏振

光的聚焦;当φ0 为90°时,对应角向光的聚焦;当φ0

为其他角度时,则对应广义柱矢量光束的聚焦。
在仿真模拟中,模拟波长为532

 

nm的45°广义

柱矢量光束经过一个具有高数值孔径(NA=1.49)
的显微物镜后的聚焦光场分布。图2(a)为广义柱

矢量光束聚焦的示意图,图2(b)~2(d)分别为其聚

焦后纵向电场分量强度Ez、径向电场分量强度Er

以及角向电场分量强度Eφ 的分布。从图2可以看

到,对于45°广义柱矢量偏振光束的聚焦,聚焦光斑

同时具有Ez、Er 和Eφ 三个电场分量,说明在其光

斑上同时具有p偏振和s偏振,其聚焦电场即为相

应的径向偏振光和角向偏振光的聚焦场的线性叠

加。由于45°广义柱矢量偏振光束的聚焦光斑同时

具有p偏振和s偏振,这样就可以实现共光路的聚

焦并与石墨烯发生作用。
以上介绍了广义柱矢量光束的形成以及作用,

下面将定量分析该光束在紧聚焦情况下的光束宽

度,在径向光束与角向光束的直径处[图2(c)和
图2(d)虚线]取值可以模拟得到直径处的光强分

布,如图2(e)和图2(f)所示。经过计算可知,两个

光束的半峰全宽分别为613.0
 

nm与573.2
 

nm。为

了对比光束宽度与包络形状对测量结果的影响,同
时模拟理想细光束对测量结果的影响。

首先构建图3的细光束扫描多层介质的模型,
其中最下方为BK7玻璃层,设定折射率为1.517,

BK7上方为10层石墨烯,厚度为3.4
 

nm,折射率

为2.6+1.3i,石墨烯上方分别为三层不同厚度和

不同折射率的样品。设定入射角度大于全内反射

角,在该角度下扫过该分层结构。使用菲涅耳多

层膜公式可以得到理想条件下光束对上方物质的

测量结果。
根据麦克斯韦电磁波理论、菲涅耳方程组以及

多层膜耦合理论[17]并结合图3,TM 偏振波的反射

系数可表示为

r01234=
r01+r1234exp(2iδ1)
1+r01×r1234exp(2iδ1)

, (4)

式中:r01234 为总的反射系数;r01 为BK7玻璃与石

墨烯层界面的反射系数;r1234 为石墨烯层上方的反

射系数总和;δ1 为第一层介质的光程。
同理,可以得到

r1234=
r12+r234exp(2iδ2)
1+r12r234exp(2iδ2)

, (5)

r234=
r23+r34exp(2iδ3)
1+r23n34exp(21δ3)

, (6)

式中:r12 为石墨烯与介质1界面的反射系数;r234
为介质1以上界面的反射系数;r23 为介质2与介质

3界面的反射系数;r34 为介质3与介质4之间的反

射系数;δ2 和δ3 分别为第二层和第三层介质的光

程。另外r01、r12、r23 和r34 可以由

ri,i+1=
εiki+1-εi+1ki

εiki+1+εi+1ki
,(i=0,1,2,3) (7)
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图2 45°广义柱矢量入射光聚焦。(a)偏振示意图;(b)纵向电场分量强度;(c)径向电场分量强度;
(d)角向电场分量强度;(e)径向电场光束直径处的宽度;(f)角向电场光束直径处的宽度

Fig 
 

245°
 

generalized
 

column
 

vector
 

incident
 

light
 

focusing 
 

 a 
 

Polarization
 

schematic
 

diagram 
 

 b 
 

intensity
 

of
 

longitudinal
 

electric
 

field
 

component 
 

 c 
 

intensity
 

of
 

radial
 

electric
 

field
 

component 
 

 d 
 

intensity
 

of
 

angular
 

electric
 

field
 

component 
 

 e 
 

width
 

at
 

diameter
 

of
 

radial
 

electric
 

field
 

beam 
 

 f 
 

width
 

at
 

diameter
 

of
 

angular
 

electric
 

field
 

beam

图3 细光束扫描多层介质的模型

Fig 
 

3 Model
 

of
 

slim
 

beam
 

scanning
 

multilayer
 

medium

得到。另外还有其他几个重要的关系式,即

εi=n2
i

ki=
2π
λ

(εi-ε0sin
 

θ1)2

δi=kihi

􀮠

􀮢

􀮡

􀪁
􀪁􀪁
􀪁
􀪁

, (8)

式中:εi 为不同层的相对介电常数;ni 为不同层的

折射率;ki 为不同层的波矢;δi 为不同层中的光程;

λ为入射光的波长;hi 为第二层和第三层介质的光

程。总的反射率可以根据总的反射系数得到,即

R=r01234 2。 (9)

  同理,根据菲涅耳方程组以及多层膜耦合理论

可以求解出TE偏振波的反射系数,这样就可以求

出TM光与TE光之间的差分结果。
综上,本课题组可以理论模拟出45°广义柱矢

量光束的电场分布,并定量分析出紧聚焦情况下该

光束的光斑大小,而且能够推导出理想细光束的理

论计算公式,这为后续使用这两种光束对上方物质

进行扫描奠定了理论基础。

2.3 理论模拟实验

根据45°广义柱矢量光束与理想细光束的理论

进行理论模拟工作,为了更为直观地观察不同光束

与上方物质发生作用的机理,选用的样品为均匀的

5
 

μm直径的PS(Polystyrene)介质小球。选用这一

样品是因其本身的圆型形状具有对称性并且具有不
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同的分层,这更利于观察实验现象。接着分别使用

不同的光束来扫描该小球的直径,对直径处的探测

结果进行模拟仿真。
第一步模拟理想细光束扫描介质小球的过程,

如图4所示。

图4 理想细光束扫描PS介质小球的模型

Fig 
 

4 Model
 

of
 

ideal
 

slim
 

beam
 

scanning
PS

 

medium
 

ball

在模拟过程中,由图4的大箭头方向从左至右

以0.05
 

μm的步长扫过放有小球的载玻片,当经过

位置1时,该理想细光束探测到载玻片的上方物质

由下至上分别为石墨烯、石墨烯到a 点为空气、a 点

到b点为介质小球以及b点以上为空气。通过前面

推导出的菲涅耳方程组以及多层膜耦合理论,使用

探测器便可以得到该位置TM光与TE光的差分结

果,经过与折射率样品的标定可以将其转化为折射

率数值。当扫过整个小球时,就可以得到理想细光

束与上方小球发生作用的结果。
接着模拟45°广义柱矢量光束扫描PS介质小

球的过程,如图5所示。
在模拟过程中,由图5的大箭头方向从左至右

以0.05
 

μm的步长扫过放有小球的载玻片,当经过

位置1时,光束经过具有大数值孔径的物镜后聚焦,
光斑聚焦在石墨烯的表面,由理论表征可知在紧聚

图5 45°广义柱矢量光束扫描PS介质小球的模型

Fig 
 

5 Model
 

of
 

45°
 

generalized
 

cylindrical
 

vector
 

beam
scanning

 

PS
 

medium
 

ball

焦的情况下,光束在4
 

μm的区间内均有光强,所以

柱矢量光束与小球发生作用的区域为a 与b两条虚

线之间的区域。在光束上标记出的点代表取样点,
在每一个取样点处均可认为是该位置使用理想细光

束扫过上方样品产生的电压信号,但是由于柱矢量

光束具有包络形状,因此在该取样点处的输出电压

信号应为柱矢量光束在该位置的光强乘以使用理想

细光束扫过上方样品产生的电压信号。可以这样理

解,该光学系统接受到的电压信号即为柱矢量光束

在区域a 与b之间与上方物质发生作用后信号的叠

加。由此,当光束扫过整个小球时,就可以得到45°
广义柱矢量光束与上方小球发生作用的结果。

探究不同光束扫描介质小球的机理后,当两束光

束均以0.05
 

μm的步长扫过整个小球时,根据菲涅耳

程组以及多层膜耦合理论公式可以计算得到理想细

光束扫描小球后的折射率,结果如图6(a)所示。对于

45°广义柱矢量光束,实验中使用到的是该光束的径

向与角向分量。图6(b)为使用45°广义柱矢量聚焦

光束扫描小球后得到的折射率。

图6 不同光束扫描小球直径处测得的折射率曲线。(a)细光束扫描小球直径处测得的折射率曲线;
(b)

 

45°广义柱矢量光束扫描小球直径处测得的折射率曲线

Fig 
 

6Refractive
 

index
 

curves
 

measured
 

at
 

diameter
 

of
 

ball
 

scanned
 

by
 

different
 

beams 
 

 a 
 

Refractive
 

index
 

curve
 

measured
 

at
 

diameter
 

of
 

ball
 

scanned
 

by
 

slim
 

beam 
 

 b 
 

refractive
 

index
 

curve
 

measured
 

at
 

diameter
 

of
 

ball
 

scanned
              

 

by
 

45°
 

generalized
 

cylindrical
 

vector
 

beam
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  从图6可以看到,理想细光束扫描得到的折射

率曲线的半峰全宽为701.3
 

nm,而45°广义柱矢量

光束 扫 描 得 到 的 折 射 率 曲 线 的 半 峰 全 宽 为

1070.1
 

nm,相比于细光束的扫描结果,半峰全宽明

显变大。同时,该小球的直径为5
 

μm,而系统的探

测深度为1.29
 

μm
[10],因此,在理想的模型中,当细

光束开始扫过小球时,光束探测不到小球,折射率数

值也近乎不变,在菲涅耳多层膜公式的计算过程中,
根据探测器的灵敏度设定相邻取样点TM 光与TE
光的差分结果大于10-5 即为系统探测的极限深度,
图6标记点即为开始可以测得小球信号的位置。由

于小球是对称的,根据小球信号的位置可以知道理

想条件下的小球宽度应该为3
 

μm。对于45°广义柱

矢量光束扫描得到的结果,当光束扫到小球时,相邻

取样点TM光与TE光的差分结果便大于10-5,原
因在于光束本身的包络形状带来的卷积影响,使得

测量结果较理想结果发生了畸变,因此探测到的小

球宽度为5
 

μm。根据柱矢量光束扫描样品的原理,
认为是光束包络形状与上方样品发生卷积而造成测

量结果的分辨率下降。为了消除光束包络形状带来

的影响,编写反卷积算法来解决这一问题。
一般来说,反卷积的目的是找到一个形式的卷

积方程的解,即

f'
 

􀱇
 

g'=h', (10)
式中:h'为一些记录的信号,也就是模糊图像;f'为
希望恢复的一些信号,即为理想图像,但是在记录之

前已经与其他一些信号g'发生卷积,g'可以表示光

学系统的传递函数;􀱇为卷积符号。如果知道g'或
者通过计算求出 g',那么便 可 以 执 行 确 定 性 反

卷积。
本文的模拟工作正是基于此公式的理论进行

的,在模拟过程中沿着水平方向扫过镀有石墨烯的

载玻片,其上放有小球1和小球2,首先分别用细光

束与45°广义柱矢量光束扫过小球1,分别得到小球

1在理想条件下的f'1以及经过卷积后的h'1,编写的

去卷积算法中的反卷积函数可以由已知的f'1和h'1
直接求解出该光学系统在此条件下的光学传递函数

g'。在具体的实验过程中,需要移动平移台来寻找

另一个小球,在此过程中系统会出现一定量的误差,
因此在模拟工作中,将小球2的折射率设为大于小

球1的折射率(0.005)来类比这一部分的误差。接

着分别使用细光束与45°广义柱矢量光束扫过小球

2,可以得到扫过小球2的折射率如图7(a)所示,由
小球1求解出该光学系统的光学传递函数g'后,采
用反卷积算法恢复出小球2消除宽光束影响后的折

射率,如图7(b)所示。

图7 解卷积与理论模拟结果。(a)理想细光束和广义柱矢量光束扫过小球2后的模拟结果;(b)消除宽光束影响后的结果

Fig 
 

7 Deconvolution
 

and
 

theoretical
 

simulation
 

results 
 

 a 
 

Simulation
 

results
 

of
 

ideal
 

slim
 

beam
 

and
 

generalized
 

column
vector

 

beam
 

sweeping
 

over
 

small
 

ball
 

2 
 

 b 
 

result
 

of
 

ball
 

2
 

after
 

eliminating
 

influence
 

of
 

wide
 

beam

  从图7(a)可以看到,使用理想细光束扫过小球

2后的半峰全宽为703.3
 

nm,使用45°广义柱矢量

光束扫过小球2后的半峰全宽为1070.1
 

nm。从

图7(b)可以看到,小球2消除宽光束影响后的半峰

全宽为700.1
 

nm。通过三条曲线半峰全宽的对照,
不难看出算法恢复出来的结果较柱矢量光束测得的

结果有了明显的改进,并且与理想细光束扫过的结

果较为接近,由此表明算法可以有效提高该光学系

统的空间分辨率。

3 实验结果与分析

3.1 实验光学系统的原理以及搭建

实验中搭建的石墨烯基折射率显微成像系统如

图8所示,其中SLM为空间光调制器,L
 

1~L
 

5为

透镜,M
 

1~M
 

4为平面镜,P为线偏振片,HP为半

波片,VP
 

1和VP
 

2为涡旋波片,BS
 

1和BS
 

2为光

分束器,MO为物镜,PBS为偏振光分束器,BD为

平衡探测器,CCD为电荷耦合相机。

1726001-6



研究论文 第41卷
 

第17期/2021年9月/光学学报

图8 聚焦型石墨烯传感成像的光路

Fig 
 

8 Optical
 

path
 

of
 

focused
 

graphene
 

sensor
 

imaging

  一束波长为532
 

nm和功率18
 

mW 的激光入

射到空间光调制器液晶面板的中心,空间光调制器

加载了轴棱镜、螺旋位相板及条形光栅的相位信息,
形成完美 OV(Perfect

 

Optical
 

Vortex,POV)[18]光
束,该光束反射后经过一个凸透镜(L

 

1),在透镜的

后焦面处形成光斑质量最佳和光环宽度最细的

POV光束。光束继续传播,在透镜焦面后形成一个

像点,该像点与空间光调制器处互为共轭。第二个

凸透镜(L
 

2)的前焦面放置在像点的位置,光束经过

后形成一束准直的平行光。光束经过一个涡旋波片

(VP
 

1)后形成实验所需的径向分量和角向分量等

分的光,即45°广义柱矢量偏振光,这样一束柱矢量

偏振POV 光经 过 一 个 具 有 高 数 值 孔 径(NA=
1.49)的显微物镜后聚焦于石墨烯-盖玻片的传感芯

片,盖玻片的厚度为0.17
 

mm,石墨烯为10层的由

化学气相沉积方法制作的材料,厚度约为3.4
 

nm。
在光束聚焦光斑的两个垂直方向分别形成s偏振和

p偏振,由于石墨烯对s偏振和p偏振具有不同的

吸收率,所以反射光斑在两个互相垂直的方向上具

有不同的光强分布。反射光束经过分光棱镜(BS
 

1)
的反射光区与入射光区后分开,后被另一个分光棱

镜(BS
 

2)分为两束。其中一束透射光经过第二个涡

旋波片(VP
 

2),其光轴排列方向与第一个涡旋波片

(VP
 

1)完全一致,此时柱矢量光束被还原成一束线

偏振光,其偏振方向由柱矢量光束中径向分量和角

向分量的比例决定。线偏振光继续传播经过一个偏

振分光棱镜(PBS)后将其水平分量及垂直分量分

开,其中水平分量强度代表从显微物镜反射出来的

柱矢量光束中径向分量的强度之和,而垂直分量则

代表角向分量的强度之和。被偏振分光棱镜分离的

两束光分别进入平衡探测器的两个光电探头,最终

记录下石墨烯对s偏振和p偏振的吸收差异。另外

一束则是经过一个具有550
 

nm截止波长的长通滤

光片和一个透镜,最后进入CCD相机中。当样品上

方的宽带卤素照明光源打开时,样品的散射光通过

显微物镜耦合,最终进入CCD相机中,通过CCD相

机可以观察样品的分布明场图像。
基于上述广义柱矢量偏振光束的折射率传感与

扫描成像系统,能够真正地达到共光路聚焦与差分

探测的目的。使用该系统可以对诸如细胞和PS小

球等样品进行扫描测量。细胞的折射率分布图像是

使用一个精密二维电动平移台来控制聚焦光斑扫描

样品而得的。平移台的最小移动步长为22
 

nm,其
移动精度满足细胞尺寸的扫描成像要求。通过标准

折射率溶液的标定可以将采集到的电压数据转换为

折射率数值,编写程序将获得的数据点矩阵以图像的

形式显示出来,每一幅折射率图像的扫描尺寸为

30
 

μm×30
 

μm,扫描的每一步步长为0.6
 

μm,扫描的

像素数为50×50。通过对LabView仪器控制软件程

序及MATLAB图像绘制算法的优化,生成一幅尺寸

为100
 

pixel×100
 

pixel的图像仅需约4.2
 

min。

3.2 实验样品及结果分析

在实验中采用的测量样品是由天津均益佳科技

公司生产的直径为5
 

μm的PS小球,图9分别为该

样品的明场显微镜图与库尔特表征图。
在实验准备中,将购得的PS小球溶液与水进

行体积比为1∶10的稀释,得到稀释的PS小球溶液

后使用移液器腔吸取一部分溶液并滴在镀有石墨烯

的特制载波片上,待溶液干燥后放在光学平移台上,
使用搭建好的光学系统以步长为0.6

 

μm扫过该小

球的直径处,同时平衡探测器会采集到载玻片上折

射率的变化。
实验中首先在视场中寻找一个小球,在尺寸为

30
 

μm×30
 

μm的区域内以0.6
 

μm的步长进行扫
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描,经过数据处理可以从扫描结果中得到该小球直

径处对应的一维数列矩阵,图10为测量到的PS小

球明场图与折射率图,其中图10(a)为小球的明场

图,图10(b)为第一个小球的折射率图。

图9 PS小球的表征图。(a)显微镜表征图;(b)库尔特表征图

Fig 
 

9 Characterization
 

diagram
 

of
 

PS
 

beads 
 

 a 
 

Microscope
 

characterization
 

diagram 
 

 b 
 

Coulter
 

characterization
 

diagram

图10 光学系统扫描第一个PS小球的结果。(a)光学系统下的明场图;(b)扫描第一个PS小球得到的折射率分布图

Fig 
 

10 Result
 

of
 

optical
 

system
 

scanning
 

1st
 

PS
 

ball 
 

 a 
 

Bright
 

field
 

diagram
 

under
 

optical
 

system 

 b 
 

refractive
 

index
 

distribution
 

obtained
 

by
 

scanning
 

1st
 

PS
 

ball

  通过理论模拟可以得到小球直径处在理想条件

下的结果,接着由编写的算法可以求解出在该实验

条件下系统的点扩展函数。移动平移台来找到视场

中的待测小球,同样使用光学系统来扫过待测小球

的直径处,可以得到待测小球的折射率和该小球直

径处所对应的一维数列矩阵,再由此前求得的点扩

展函数并通过解卷积算法可以得到该小球解卷积之

后的结果,实验结果如图11所示。
图11(a)为实验系统测得的小球的折射率结

果,图11(b)为在一维水平方向经过算法恢复后的

折射率图像。从图11(a)和图11(b)可以看到,在水

平方向,小球的宽度明显缩小,而在垂直方向,小球

宽度没有改变,由此可以说明采用该方法可以有效

改善成像质量。图11(c)为在二维方向恢复后的结

果,图11(d)为光学系统测得的小球与算法恢复后

的小球直径[图11(a)与图11(c)的虚线]处的折射

率曲线,两条曲线的半峰全宽分别为3625.5
 

nm和

685.5
 

nm。从图11(c)和图11(d)可以看到,由于求

取半峰全宽的过程中采用插值的方法以及测量样品

可能存在大小差异,恢复后的半峰全宽较理想情况

较小,经过算法恢复后的小球尺寸与形状都更为接

近理想条件下的结果,说明光学系统有效地消除了

由宽光束包络形状带来的影响,提高了该系统成像

的空间分辨率。

4 结  论

通过分析紧聚焦条件下矢量光束聚焦场的形成

与光场分布,基于菲涅耳公式计算多层膜结构在不

同偏振态下的光强差分探测结果,分别使用细光束

和柱矢量聚焦光束扫描载玻片上方介质小球来探测

样品的折射率分布,并对这一物理过程和机理进行

研究,这对于改进方法的提出具有重要意义。针对

宽光束对于系统空间分辨率存在的问题,提出一种

消除光束包络形状影响的方法。经过模拟与实验结

果的验证,所提方法对于光束与上方物质发生作用

的机理研究具有正确性,针对问题编写的算法恢复

后的小球效果比实际光学系统更为清晰,对提高该

系统的成像质量与空间分辨率有着显著的效果,并
且为后续的细胞折射率图像质量的提高提供一种新

的方法。由于光学手段进行折射率测量具有免标记

和无损于细胞等优点,对该方法的进一步改进在细

胞显微成像相关的领域将会有更大的应用前景。
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图11 小球实验的解卷积结果。(a)光学系统扫描第二个PS小球得到的折射率分布图;(b)
 

PS小球一维横向方向解卷积

恢复后的折射率分布图;(c)
 

PS小球二维横向与纵向方向解卷积恢复后的折射率分布图;(d)实验测得与解卷积恢

                复后PS小球直径处的折射率曲线

Fig 
 

11Deconvolution
 

results
 

of
 

ball
 

experiment 
 

 a 
 

Refractive
 

index
 

distribution
 

obtained
 

by
 

scanning
 

2nd
 

PS
 

ball
 

by
 

optical
 

system 
 

 b 
 

refractive
 

index
 

distribution
 

of
 

PS
 

ball
 

after
 

one-dimensional
 

transverse
 

deconvolution 
 

 c 
 

refractive
 

index
 

distribution
 

of
 

PS
 

ball
 

after
 

two-dimensional
 

transverse
 

and
 

longitudinal
 

deconvolution 
      

 

 d 
 

refractive
 

index
 

curves
 

measured
 

at
 

diameter
 

of
 

PS
 

ball
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by
 

deconvolution
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