
0200003-1

特邀综述第  44 卷  第  2 期/2024 年  1 月/光学学报

高精度定量相位显微成像方法研究
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摘要  定量相位显微成像在工业检测、生物医学和光场调控等领域具有重要的应用价值。常用的定量相位显微成像技

术通过干涉的方法来获取相位的定量分布，干涉装置的稳定性、光学衍射极限的限制、相位再现时的解包裹问题、激光照

明下的相干噪声，以及动态观测过程中的样品离焦等因素都会影响定量相位显微成像的分辨率和精度。本文围绕高精

度定量相位显微成像中的上述关键问题展开研究，通过构建物参共路的同步相移数字全息显微结构实现稳定的实时测

量；采用结构光照明的超分辨相位成像方法实现对微小物体的超分辨相位成像；利用双波长照明将纵向无包裹相位测量

范围扩大到微米量级；使用低相干 LED 照明解决相干噪声问题；提出了基于结构光照明和双波长照明的数字全息显微自

动调焦方法，可以满足对不同类型样品的长时间跟踪观测。
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1　引          言
相位是光波的基本物理属性之一，它的空间分布

直接影响聚焦光斑的三维分布和光学成像的空间分

辨率等特性。通过定量相位成像可以实现对透明物

体的三维形貌和内部折射率分布的观测，而折射率是

反映透明物体内部结构以及状态的重要特征物理量

之一。因此，开展定量相位成像技术研究具有重要的

意义［1］。迄今为止，已经诞生了许多定量相位成像技

术，其中数字全息（DH）是一种被广泛使用的定量相

位成像技术［2］。它使用 CCD 或 CMOS 等光电探测器

件代替传统光学全息干板作为记录介质，免去了复杂

耗时的湿法全息图再现步骤，使用计算机实现实时的

全息图再现，同时可以结合数字图像处理方法优化再

现测量结果。数字全息显微（DHM）是数字全息技术

与光学显微成像技术结合后诞生的新型显微成像技

术，是数字全息技术在显微成像领域中的应用［3］。它

既具备普通光学显微镜对样本无接触、可实时动态观

测等优点，还能通过获取目标的相位信息实现三维成

像和折射率定量测量，已经成为定量相位显微成像的

重要方法，在诸多领域中有了广泛的应用［4-9］。

作为一种干涉式定量相位显微成像技术，DHM
装置的结构稳定性、光学衍射极限的分辨率限制、全息

再现时的相位解包裹问题、激光照明产生的相干噪声，

以及动态观测过程中样品离焦等因素都会影响定量相

位显微成像的分辨率和精度。为了解决这些问题，国

内外有许多研究团队从事相关方面的研究工作［10-13］。

在装置结构优化方面，先后经历了离轴光路结构［14］、同

轴相移光路结构［15］、物参共路结构［16］的演变。为了提

升成像分辨率，加入显微物镜［17］、采用多角度照明［18］、

采用结构光照明［19］等方法相继被提出。各种相位解包

裹算法和双波长乃至多波长照明方法陆续诞生［20-23］。

国内外科研人员研发了基于照明调制或基于算法的相

干噪声抑制方法，来提升成像质量和精度［24-28］。通过

不同的自动调焦技术，可以实现对运动目标的长时间

跟踪观测［29-33］。虽然 DHM 在上述一些关键问题上已

经有了许多解决方案，但并未形成完整的理论和技术

体系，部分解决方案相互限制，给实际使用带来了一些

困扰。

本文围绕提高定量相位显微成像的测量精度和空

间分辨率、扩大纵向测量范围、抑制相干噪声、自动调

焦等方面展开研究，形成了以高精度定量相位显微成

像为核心的理论和技术体系，期望能为开发满足特定

条件下使用的高精度实用化 DHM 装置提供有益的

参考。
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2　DHM 成像的基本原理

大部分 DHM 装置使用的是基于马赫 -曾德尔

（Mach-Zehnder）或迈克尔孙（Michelson）干涉结构的

双光路离轴干涉结构。根据观测目标的特性不同，

DHM 装置又分为透射式和反射式两大类，其结构分

别如图 1（a）和 1（b）所示。下面以透射式 DHM 为例介

绍 DHM 的基本原理。

光源发出的光束经过扩束准直器（BE）扩展为合

适大小的平行平面光波后，被分光棱镜（BS1）分为两

束。其中一束光保持不变作为参考光 R，另一束光在

照明样品后成为物光 O。物光经过由显微物镜（MO）

和筒镜（TL）组成的显微成像系统后照射到探测器靶

面；参考光经过分光棱镜（BS2）反射后也照射到探测

器靶面，与物光发生干涉。通过调节反射镜（M2）的角

度可以改变物光和参考光光轴之间的夹角，得到离轴

干涉全息图，其强度分布可以表示为

I= |R|2 + |O|2 + 2|R||O| cos φ， （1）
式中，φ为物光和参考光之间的相位差。为了简便，这

里和后面省略坐标（x， y）。使用傅里叶变换（FT）法

对记录的干涉图进行再现［34］。经过快速傅里叶变换、

频谱滤波和傅里叶逆变换（IFT）后，最终可以再现物

光的复振幅分布O2和相位分布 φ：
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式中：ℱ 和 ℱ-1 分别表示快速傅里叶变换和快速傅里

叶逆变换；W为频谱滤波窗口；Im 表示取虚部；Re 表

示取实部。整个再现流程如图 2 所示。

3　高精度 DHM 成像

3. 1　基于物参共路同步相移的高稳定 DHM
如前所述，由于大部分的 DHM 装置中物光和参

考光各自独立传播，因此对环境的扰动十分敏感。常

用的提高装置稳定性的方法是加入反馈系统［35］，但反

馈系统不仅价格昂贵，而且增加了装置的结构复杂性。

此外，常用 DHM 使用离轴干涉以消除零级像和共轭

像并实现实时观测，但离轴记录只能利用探测器 1/4
的空间带宽积，影响成像精度。而同轴数字全息记录

虽然可以完全利用探测器的空间带宽积，但必须要借

助相移等才能消除干扰像，而相移记录往往需要在时

图 1　常用的 DHM 结构示意图。（a） 透射式 DHM；（b） 反射式 DHM
Fig.  1　Structure diagrams of commonly used DHMs.  (a) Transmission DHM; (b) reflection DHM

图 2　DHM 再现流程。（a） 记录的离轴干涉图；（b） 干涉图的频谱及频谱滤波；（c） 再现的相位分布

Fig.  2　 Flow chart of reconstruction of DHM.  (a) Recorded off-axis hologram; (b) frequency spectrum of hologram and spectrum 
filtering; (c) reconstructed phase map

间上连续操作，耗时长且容易引入误差，难以对运动物

体或动态过程进行观测。

结合点衍射技术和同步相移技术，本文设计了如

图 3 所示的物参共路同步相移 DHM 装置［33］。激光器

（HNL210LB， Thorlabs， USA）发出的光束依次经过

连续可调衰减器（NF）和偏振片（P）后，被扩束准直器

（BE）扩束准直成平行光。样品放在显微物镜（MO，

40×， NA=0. 65）的前焦面上，放大的实像出现在物

镜和准直透镜（L1，f1=200 mm）组成的显微成像系统

的后焦面上。在该平面上放置一光阑（A）用于限制成

像区域的视场（使得成像区域的面积为 CCD 感光面

积的一半，从而使 CCD 可以同时接收两幅相移干涉

图样）。在透镜 L2（f2=200 mm）和 L3（f3=200 mm）组

成的 4f系统中，焦平面的两侧对称放置着两个分别倾

斜 45°的非偏振分光棱镜（BS1和 BS2）。在透镜 L2的会

聚作用下，入射光束被 BS1 分成两束。它们的频谱出

现在透镜 L2的焦平面上，并且两个频谱中心之间的距

离为 d。d与入射位置到分光棱镜中间分光层的距离

有关。在透镜 L2的焦平面上，用直径为 15 μm 的针孔

滤波器对其中一束光的频谱进行滤波。滤波后的频

谱作为参考光频谱（经透镜 L3傅里叶逆变换后变成平

面参考光），另一频谱作为物光频谱。偏振方向为水

平和竖直的偏振片 P1 和 P2 分别放置在物光和参考光

频谱之上，使得物光和参考光变成正交线偏振光。物

光和参考光对称地入射到 BS2 上，当 BS2 的分光层平

行于光轴方向时，入射的物光和参考光分别被分成两

束，且两者相互重合、传播方向相同。当 BS2分光层与

光轴存在一定夹角 θ时，在被分开的两光束中，物光和

参考光具有一个夹角 θ。在透镜 L3之前放置了一个主

轴方向与水平方向成 45°的 1/4 波片，同时将透振方向

互成 45°的偏振片组合分别置于两束光传播路径之

上 。 根 据 偏 振 相 移 的 原 理 ，最 终 可 以 在 CCD
（DFK31BU03， The Imaging Source， Germany， 
1024×768@ 4. 65 μm×4. 65 μm）靶面上得到两幅相

位相差 π/2 的全息图。干涉图样的对比度可以通过旋

转偏振片 P 来调节。由于两干涉图样最后的偏振方

向不同，两幅干涉图样之间的相对强度可以通过旋转

偏振片 P3来调节。

为了验证方法的有效性，选取石英玻璃上刻蚀的

方块状相位台阶作为测试样品。该相位台阶的制作材

料 为 石 英 玻 璃 ，折 射 率 n=1. 45704，尺 寸 大 小 为

70 μm×20 μm，台阶厚度为 620 nm，对应的相位为

φ=2π（n-1）h/λ=2. 814 rad=0. 448×2π rad。通过

单次曝光得到的同步相移干涉图样如图 4（a）所示。

利用 FT 法再现得到的台阶相位分布如图 4（b）所示。

样品相位的测量结果与实际值相符合。

图 3　物参共路同步相移 DHM 实验装置［36］

Fig.  3　Experimental setup of common-path simultaneous phase-shifting DHM[36]

图 4　物参共路同步相移 DHM 对相位台阶的测量结果［36］。（a） 单次记录的同步相移干涉图样（I1和 I2具有 π/2 相移量）；（b） 再现相位

台阶的相位分布

Fig.  4　 Measurement results of phase-step with common-path simultaneous phase-shifting DHM[36].  (a) Single-shot recorded 
simultaneous phase-shifting hologram (phase shift between I1 and I2 is π/2); (b) reconstructed phase map of phase-step
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间上连续操作，耗时长且容易引入误差，难以对运动物

体或动态过程进行观测。

结合点衍射技术和同步相移技术，本文设计了如

图 3 所示的物参共路同步相移 DHM 装置［33］。激光器

（HNL210LB， Thorlabs， USA）发出的光束依次经过

连续可调衰减器（NF）和偏振片（P）后，被扩束准直器

（BE）扩束准直成平行光。样品放在显微物镜（MO，

40×， NA=0. 65）的前焦面上，放大的实像出现在物

镜和准直透镜（L1，f1=200 mm）组成的显微成像系统

的后焦面上。在该平面上放置一光阑（A）用于限制成

像区域的视场（使得成像区域的面积为 CCD 感光面

积的一半，从而使 CCD 可以同时接收两幅相移干涉

图样）。在透镜 L2（f2=200 mm）和 L3（f3=200 mm）组

成的 4f系统中，焦平面的两侧对称放置着两个分别倾

斜 45°的非偏振分光棱镜（BS1和 BS2）。在透镜 L2的会

聚作用下，入射光束被 BS1 分成两束。它们的频谱出

现在透镜 L2的焦平面上，并且两个频谱中心之间的距

离为 d。d与入射位置到分光棱镜中间分光层的距离

有关。在透镜 L2的焦平面上，用直径为 15 μm 的针孔

滤波器对其中一束光的频谱进行滤波。滤波后的频

谱作为参考光频谱（经透镜 L3傅里叶逆变换后变成平

面参考光），另一频谱作为物光频谱。偏振方向为水

平和竖直的偏振片 P1 和 P2 分别放置在物光和参考光

频谱之上，使得物光和参考光变成正交线偏振光。物

光和参考光对称地入射到 BS2 上，当 BS2 的分光层平

行于光轴方向时，入射的物光和参考光分别被分成两

束，且两者相互重合、传播方向相同。当 BS2分光层与

光轴存在一定夹角 θ时，在被分开的两光束中，物光和

参考光具有一个夹角 θ。在透镜 L3之前放置了一个主

轴方向与水平方向成 45°的 1/4 波片，同时将透振方向

互成 45°的偏振片组合分别置于两束光传播路径之

上 。 根 据 偏 振 相 移 的 原 理 ，最 终 可 以 在 CCD
（DFK31BU03， The Imaging Source， Germany， 
1024×768@ 4. 65 μm×4. 65 μm）靶面上得到两幅相

位相差 π/2 的全息图。干涉图样的对比度可以通过旋

转偏振片 P 来调节。由于两干涉图样最后的偏振方

向不同，两幅干涉图样之间的相对强度可以通过旋转

偏振片 P3来调节。

为了验证方法的有效性，选取石英玻璃上刻蚀的

方块状相位台阶作为测试样品。该相位台阶的制作材

料 为 石 英 玻 璃 ，折 射 率 n=1. 45704，尺 寸 大 小 为

70 μm×20 μm，台阶厚度为 620 nm，对应的相位为

φ=2π（n-1）h/λ=2. 814 rad=0. 448×2π rad。通过

单次曝光得到的同步相移干涉图样如图 4（a）所示。

利用 FT 法再现得到的台阶相位分布如图 4（b）所示。

样品相位的测量结果与实际值相符合。

图 3　物参共路同步相移 DHM 实验装置［36］

Fig.  3　Experimental setup of common-path simultaneous phase-shifting DHM[36]

图 4　物参共路同步相移 DHM 对相位台阶的测量结果［36］。（a） 单次记录的同步相移干涉图样（I1和 I2具有 π/2 相移量）；（b） 再现相位

台阶的相位分布

Fig.  4　 Measurement results of phase-step with common-path simultaneous phase-shifting DHM[36].  (a) Single-shot recorded 
simultaneous phase-shifting hologram (phase shift between I1 and I2 is π/2); (b) reconstructed phase map of phase-step
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为了进一步研究该光路的稳定性，本文进行了

35 min 的空载测量（未加样品），每隔 1 min 记录一次。

然后，对这 35 幅同步相移干涉图样分别进行相位再

现，从而确定装置对应的相位分布随时间的波动情况。

首先，跟踪了视场内某一点（点 P）的相位变化，图 5 中

正方形标记的数据线表示该点在 35 min 内光程差

（OPD）的波动情况。统计结果表明，该点在 35 min 内

光程差变化的标准差为 4. 2 nm，大约是传统的双光路

干涉定量相位显微的光程差变化的标准差（9. 2 nm）

的 1/2。另外，为了研究装置整体相位分布随时间的

变化情况，计算了相邻两次全场测量 OPD 之间差值的

均方根（RMS）值，如图 5 中三角形标记的数据线所示。

该 RMS 值一般被用来表征装置稳定性和可重复测量

能力，图 5 中三角形标记的数据对应的 RMS 值随时间

变化近似为一条直线，其平均值为 3 nm，说明该装置

具有优良的稳定性。

3. 2　基于结构光照明的超分辨相位成像

传统 DHM 采用平行光照明，其空间分辨率受到

物镜数值孔径的限制，不能完全满足生物医学对细胞

超精细结构观测的需求。国内外众多学者对如何提高

DHM 的空间分辨率进行了大量的探索［37-40］。为了提

高对透明样品的成像分辨率，本文将结构照明和

DHM 相 结 合 ，提 出 了 基 于 结 构 光 照 明 的 超 分 辨

DHM，其装置结构如图 6 所示［41］。

从 He-Ne 激光器发出的激光（λ=632. 8 nm）经由

透镜 L1 和 L2组成的望远镜系统扩束准直成平行光，然

后通过偏振片 P1变为水平线偏振光，经过非偏振分光

棱镜正入射到一个反射式纯相位空间光调制器（SLM）

上 。 在 SLM （PLUTO-2-VIS-096， HOLOEYE 

Photonics AG， Germany）上依次加载如图 6（b）中所示

的 4 个方向（互成 45°夹角）的结构光，并且每个方向下

的结构光依次进行三步相移（相移量分别为 2π/3）。

利用 SLM 产生结构照明，不但可以实现不同结构照明

的快速切换，而且避免了传统机械切换带来的运动误

差。结构照明光经望远镜系统（L3-MO1）缩束后成像

到样品表面。位于物镜 MO2（10×， NA=0. 25）物平

面的上半部分样品被该调制光照明后形成物光，下半

部分的调制光保持不变成为参考光。物光和参考光由

物镜 MO2 和透镜 L4 组成的成像系统收集。经过二维

光栅的衍射和透镜 L5 和 L6 组成的望远镜系统放大成

像后，物光和参考光发生干涉。记录的全息图如

图 7（a）所示，其频谱分布如图 6（c）所示。利用结构照

明，可以将原本无法收集的样品的高频信息包含在低

频的叠栅条纹中被物镜收集，然后通过特定的算法可

图 5　物参共路同步相移 DHM 装置的稳定性测试结果［36］

Fig.  5　 Stability test results for common-path simultaneous 
phase-shifting DHM[36]

图 6　基于结构光照明的 DHM 光路［41］。（a） 光路图；（b） SLM 上加载的四组结构光；（c） 结构光照明下的全息图频谱

Fig.  6　Schematic of DHM setup with sutructed illumination[41].  (a) Optical setup; (b) four groups of fringe patterns loaded in SLM; (c) 
frequency spectrum of generated hologram with sutructed illumination

以解码出样品的高频信息，实现成像分辨率的提升。

图 7（b）是结构光照明下再现的粒子团样品的相位分

布，对比图 7（c）中平行光照明下的再现结果可以清楚

地看出，结构光照明下的成像分辨率明显提高。由定

量分析可知，当结构照明条纹的空间频率与显微成像

物镜的最高空间频率相同时，结构光照明 DHM 的分

辨率是平行光照明 DHM 的两倍。

3. 3　基于双波长照明的DHM的无包裹三维形貌再现

根据式（2）可知，由反正切运算直接计算得到的相

位值分布在［-π， π）之间。当样品引起的相位变化不

超过 2π 时，可以直接计算得到目标的真实相位分布。

但当样品引起的相位变化超过 2π 时，再现相位的数值

被限制在［-π， π）之间，会呈现出阶跃式的包裹分布，

无法反映样品的真实信息。为了能够得到样品的真实

相位，必须使用一定的方法将阶跃式的包裹相位还原

为连续的相位或形貌分布。迄今为止，各种相位解包

裹方法加起来已经超过几十种。它们基本上可以分为

算法解包裹和多波长照明法两大类［42］。前者虽然是解

决相位包裹问题的常用方法，但解包裹计算往往涉及

到大量的运算，耗时长，不能用于台阶状等纵宽比较大

的样品的相位解包裹，且容易受到噪声的影响。而双

波长照明则能够通过两个波长合成较长的“等效波长”

来解决相位包裹问题，直接得到样品的形貌分布，其数

学表达式［43］为

h= λ2 - λ1

λ2 λ1

φ 1 - φ 2  
2π = Λ 12 

φ 1 - φ 2  
2π   ， （3）

式中：h是被测样品的光学厚度；λ1 和 λ2 分别表示两束

照明光的波长；φ1 和 φ2 分别表示波长 λ1 和 λ2 下的再现

包裹相位；Λ12=λ1λ2/|λ1-λ2|为等效波长。该方法的优

势在于通过两个包裹相位图的相减即可得到样品的形

貌分布，不需要进行额外的复杂计算，再现速度快，最

适用于实时观测的需要。但不足之处在于需要依次记

录不同波长下的干涉图，并计算不同波长下的包裹相

位分布，过程耗时较长。

为了解决上述问题，本文提出了一种基于单次曝

光双波长数字全息的相位无包裹恢复方法。利用彩色

CCD 贝尔滤光片的波长选择特性，可以从单次曝光记

录的同轴彩色全息图 I中分离出两幅单一波长的同轴

全息图 I1和 I2 
［44］。
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式中：IR、IG、IB 分别对应双波长全息图 I中的红绿蓝

（RGB）三个颜色分量；（a1r， a1g， a1b）和（a2r， a2g， a2b）分

别为 λ1 和 λ2 单一波长照明下贝尔滤光片对 RGB 颜色

的透过系数，可以通过实验测出。根据式（4）可得
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O 1 cos φ 1 = I1 - B 1
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O 1 sin φ 1 = I2 - aI1 cos φ- aB 1 ( 1 - cos φ )
2aR 1 sin φ

，（5）

式中：a为 I1 和 I2 之间的比例系数，可以通过分别使用

单一波长照明记录从实验中测量得到；φ=φ1-φ2，为

同一样品在不同波长照明下的相位分布差；Bi=|Oi|2+
|Ri|2 （i=1， 2），为全息图中的背景强度，可以通过空间

平均法直接从全息图中计算得到。由式（5）可得

 φ= cos-1 (-V± V 2 - 4UW
2U )， （6）

式中：U=4aR1
2（B1-R1

2）；V=2a（I2-aB1）（B1-I1）；

W=（I2-aB1）
2+（I1-B1）

2a2-U。 结 合 式（3）和 式

（6），可以直接计算出样品的光学厚度 h。然而式（6）
有多个解，为了找出正确的解，引入判断函数：

图 7　基于结构光照明的 DHM 实验结果［41］。（a） 记录的离轴全息图；（b） 平行光照明下的相位再现结果；（c） 结构光照明下的相位再

现结果；（d） 沿着（b）和（c）中绘制的两条线的相位分布

Fig.  7　Experimental results of DHM with structed illumination[41].  (a) Recorded off-axis hologram; (b) reconstructed phase image using 
plane wave illumination; (c) reconstructed phase image using structured illumination; (d) phase distributions along two lines 

drawn in (b) and (c)
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以解码出样品的高频信息，实现成像分辨率的提升。

图 7（b）是结构光照明下再现的粒子团样品的相位分

布，对比图 7（c）中平行光照明下的再现结果可以清楚

地看出，结构光照明下的成像分辨率明显提高。由定

量分析可知，当结构照明条纹的空间频率与显微成像

物镜的最高空间频率相同时，结构光照明 DHM 的分

辨率是平行光照明 DHM 的两倍。

3. 3　基于双波长照明的DHM的无包裹三维形貌再现

根据式（2）可知，由反正切运算直接计算得到的相

位值分布在［-π， π）之间。当样品引起的相位变化不

超过 2π 时，可以直接计算得到目标的真实相位分布。

但当样品引起的相位变化超过 2π 时，再现相位的数值

被限制在［-π， π）之间，会呈现出阶跃式的包裹分布，

无法反映样品的真实信息。为了能够得到样品的真实

相位，必须使用一定的方法将阶跃式的包裹相位还原

为连续的相位或形貌分布。迄今为止，各种相位解包

裹方法加起来已经超过几十种。它们基本上可以分为

算法解包裹和多波长照明法两大类［42］。前者虽然是解

决相位包裹问题的常用方法，但解包裹计算往往涉及

到大量的运算，耗时长，不能用于台阶状等纵宽比较大

的样品的相位解包裹，且容易受到噪声的影响。而双

波长照明则能够通过两个波长合成较长的“等效波长”

来解决相位包裹问题，直接得到样品的形貌分布，其数

学表达式［43］为

h= λ2 - λ1

λ2 λ1

φ 1 - φ 2  
2π = Λ 12 

φ 1 - φ 2  
2π   ， （3）

式中：h是被测样品的光学厚度；λ1 和 λ2 分别表示两束

照明光的波长；φ1 和 φ2 分别表示波长 λ1 和 λ2 下的再现

包裹相位；Λ12=λ1λ2/|λ1-λ2|为等效波长。该方法的优

势在于通过两个包裹相位图的相减即可得到样品的形

貌分布，不需要进行额外的复杂计算，再现速度快，最

适用于实时观测的需要。但不足之处在于需要依次记

录不同波长下的干涉图，并计算不同波长下的包裹相

位分布，过程耗时较长。

为了解决上述问题，本文提出了一种基于单次曝

光双波长数字全息的相位无包裹恢复方法。利用彩色

CCD 贝尔滤光片的波长选择特性，可以从单次曝光记

录的同轴彩色全息图 I中分离出两幅单一波长的同轴

全息图 I1和 I2 
［44］。
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式中：IR、IG、IB 分别对应双波长全息图 I中的红绿蓝

（RGB）三个颜色分量；（a1r， a1g， a1b）和（a2r， a2g， a2b）分

别为 λ1 和 λ2 单一波长照明下贝尔滤光片对 RGB 颜色

的透过系数，可以通过实验测出。根据式（4）可得
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2aR 1 sin φ

，（5）

式中：a为 I1 和 I2 之间的比例系数，可以通过分别使用

单一波长照明记录从实验中测量得到；φ=φ1-φ2，为

同一样品在不同波长照明下的相位分布差；Bi=|Oi|2+
|Ri|2 （i=1， 2），为全息图中的背景强度，可以通过空间

平均法直接从全息图中计算得到。由式（5）可得

 φ= cos-1 (-V± V 2 - 4UW
2U )， （6）

式中：U=4aR1
2（B1-R1

2）；V=2a（I2-aB1）（B1-I1）；

W=（I2-aB1）
2+（I1-B1）

2a2-U。 结 合 式（3）和 式

（6），可以直接计算出样品的光学厚度 h。然而式（6）
有多个解，为了找出正确的解，引入判断函数：

图 7　基于结构光照明的 DHM 实验结果［41］。（a） 记录的离轴全息图；（b） 平行光照明下的相位再现结果；（c） 结构光照明下的相位再

现结果；（d） 沿着（b）和（c）中绘制的两条线的相位分布

Fig.  7　Experimental results of DHM with structed illumination[41].  (a) Recorded off-axis hologram; (b) reconstructed phase image using 
plane wave illumination; (c) reconstructed phase image using structured illumination; (d) phase distributions along two lines 

drawn in (b) and (c)
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有且只有正确的解才能使得该判断函数的数值最小。

为了验证上述方法的可行性，本文使用搭建的物

参共路双波长同轴 DHM 装置［45］对周期为 15 μm、占空

比为 2：1、刻蚀深度为 1. 50 μm 的相位光栅进行观测。

装置的照明波长分别为红光 λ1=632. 8 nm 和蓝光 λ2=

476 nm。直接记录得到的双色同轴全息图如图 8（a）
所示，根据式（4）分离得到的单色红光和单色蓝光全息

图分别如图 8（b）和 8（c）所示。利用所提方法直接再

现得到的光栅形貌分布如图 8（d）所示，与传统离轴

DHM 的测量结果对比如图 8（e）所示。实验结果表

明，所提方法只需单幅双波长全息图就可再现被测目

标的光学厚度分布，无需相移或者其他操作，而且使用

同轴记录，充分利用相机的空间带宽积，实现了高精度

的定量相位成像。

3. 4　基于低相干 LED照明的高信噪比定量相位成像

目前大部分的 DHM 使用激光作为照明光源，全

息图不可避免地受到激光相干噪声的干扰，影响相位

测量精度。为了解决这个问题，人们提出了采用低相

干 LED 光源作为照明光源的 DHM 技术。LED 光源

相对于激光具有宽光谱的特点，是一种部分相干光源，

相干长度短，可以有效消除相干噪声。但是，由于

LED 光源的相干长度通常是在数十微米量级，在离轴

干涉记录时只能在部分视场中得到有限数量的干涉条

纹，且条纹的对比度从中间向边缘逐渐降低，因此成像

视场范围受到限制［46］。

为了实现高质量的全视场定量相位成像，本文提

出了一种基于 LED 照明的全视场 DHM 成像方法，确

保全息图整个视场中都具有均匀且最优的条纹对比

度［47］。装置结构如图 9 所示，利用偏振片 P1~P3 的组

合将物光和参考光分别调制成水平偏振和竖直偏振。

在出射的同轴传播的物光和参考光路上放置一个衍射

光栅 G，将物光和参考光衍射成不同方向的多束光，然

后在透镜 L4的后焦面上利用偏振滤波器使得 0 级只含

物光，+1 级光中只含参考光。两者通过光栅衍射后，

在透镜的后焦平上通过偏振滤波得到离轴的物光和参

考光。由于 CCD 平面和光栅 G 共轭，根据费马原理，

共轭面上每一点都是等光程的。因此，对于 CCD 平面

上的每一点，物光和参考光到达时的光程差均为零，在

整个记录平面上可得到良好对比度的干涉条纹。利用

傅里叶变换法即可从记录的单幅离轴干涉图中高质量

再现被测目标的相位分布，实现实时观测。

为了验证低相干光照明 DHM 的效果，利用上述

装置对在硅片上加工的宽度为 8 μm、深度为 50 nm 的

相位台阶进行观测。图 10（a）所示为记录的一幅像面

全息图，图 10（b）所示为其频谱分布，图 10（c）所示为

最终再现得到的台阶形貌分布。为了比较成像效果，

将 LED 光源换成 He-Ne 激光，采用相同的实验装置对

同一样品进行观测。图 10（d）~（e）分别为 He-Ne 激光

图 8　基于双波长照明的 DHM 的光栅形貌测量结果［45］。（a） 记录的双色全息图；（b）、（c） 从图（a）中分离得到的红光和蓝光全息图；

（d） 再现的光栅形貌分布；（e） 同轴与离轴全息测量结果的对比

Fig.  8　Experimental results of grating topography of DHM with dual-wavelenth illumination[45].  (a) Recorded dual-wavelength in-line 
hologram; (b), (c) red and blue light holograms extracted from (a); (d) reconstructed topography of grating; (e) comparison of in-

line and off-axis holographic measurement results
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照明下同一样品的像面全息图及重建得到的物体形貌

分布。图 10（f）给出了沿图 10（c）和 10（e）中的虚线方

向的高度截面分布。从以上对比图中可以看出，两种

光源照明下再现的测量结果整体符合。为了定量说明

两者的相位噪声，在重建的位相图中分别选择了一块

平整的区域，并计算这个区域的标准偏差作为衡量指

标。图 10（c）和 10（e）中的相位噪声分别是 2. 9 nm 和

9. 1 nm，说明 LED 照明时的相位噪声相比于 He-Ne 激

光照明时的噪声下降了约 68%。这种基于 LED 照明

的 DHM 装置具有低相位噪声和实时测量的优点，为

微纳结构、微机电系统（MEMS）表面的测量提供了一

种高精度的解决手段，可用于运动物体或动态过程的

实时观测。

3. 5　基于结构光照明和双波长照明的自动调焦方法

传统的光学显微镜需要通过手动或电动调焦才

能获得物体的清晰图像，往往不利于运动物体或动态

过程的实时观测。在定量相位成像中，样品轻微的离

焦会直接降低相位测量精度。DHM 可以获得被测样

品的复振幅分布，通过计算机对再现出的物光复振幅

进行衍射传播计算实现数字调焦，最后获得清晰的图

像。如何自动探测全息图到物体像面的距离是实现

自动调焦的关键。已有的许多自动调焦方法只适用

于纯振幅样品或纯相位样品，尚不能应用于更一般的

样品［48］。

在之前工作的基础上，本文分别提出了基于结构

光照明的自动调焦方法［41］和基于双波长照明的自动调

焦方法［49］，以满足不同条件下对振幅型和相位型目标

的长时间连续观测。基于结构光照明的自动调焦原理

是：结构光照明可以看作沿不同方向传播的平面波（结

构光的 0、±1 衍射光）的叠加。样品在结构光的照明

下，形成三个独立的物光分别沿着结构光的 0、±1 级

衍射光方向传播，它们的再现像只在像面上才会重合。

方便起见，将在第 m个方向结构光照明下的物光分记

为 Om，0、Om，+1 和 Om，-1，分别沿着结构光的 0、±1 衍射

光方向传播。当这些物光分量之间差异最小时，此时

对应的平面即为样品的像面。因此，可定义评价

函数［41］：

图 9　基于 LED 照明的 DHM 示意图［47］

Fig.  9　Schematic of DHM with LED illumination[47]

图 10　相位台阶样品实验结果对比［47］。（a） LED 照明下记录的全息图（白色矩形框内区域被放大显示）；（b）图（a）的空间频谱分布

（圆虚线框表示频谱滤波范围）；（c） LED 照明下再现的高度分布图；（d） He-Ne 激光照明下记录的全息图；（e） He-Ne 激光照

明下再现的高度分布图；（f） 沿图（c）和（e）中虚线方向的高度截面分布

Fig.  10　Comparison of experimental results on phase-step sample[47].  (a) Recorded hologram with LED illumination (area inside white 
rectangular box is enlarged displayed); (b) Spatial spectral distribution of (a) (circle dashed box represents spectral filtering 
range); (c) reconstructed height distribution with LED illumination; (d) recorded hologram with He-Ne laser illumination; 
(e) reconstructed height distribution reconstructed with He-Ne laser illumination; (f) height profiles at cross sections marked 

with dashed lines in (c) and (e)
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Cri ( d )= ∑m= 1
4 RMS{ }||Om，+1 + ||Om，-1 - 2 ||Om，0

MO
+

∑m= 1
4 RMS{ }φm，+1 + φm，-1 - 2φm，0

Mφ
， （8）

式中：RMS｛·｝表示均方根运算；φm，+1、φm，-1和 φm，0分别

是 Om，+1、Om，-1和 Om，0的相位分布。MO和Mφ是加权因

子，可以由实验测量得到。由式（8）计算的评价函数曲

线的最小值所对应的离焦距离即为样品的最佳聚焦距

离。该自动调焦机制不依赖于被测样品本身的特性和

其他先验知识，使得该方法能同时适用于振幅型和相

位型物体。

为了证明上述方法的可行性，利用之前的结构光

照明 DHM 装置（图 6）来进行实验验证。样品像面到

CCD 靶面之间的距离为 3. 2 cm。再现过程中，数字再

现 距 离 的 变 化 Δz 在 -15~20 cm 之 间 ，每 次 改 变

0. 2 cm。以刻蚀有图像的纯透明玻璃平板作为样品，

实验结果如图 11 所示。从测试结果可以看出，所提方

法与强度变化自动聚焦法（VAR）相比，均在 Δz=
3. 2 cm 处取得全局最小值，利用该值可再现出清晰的

相位图像，验证了基于结构光照明自动聚焦的可行性。

双波长衍射差异自动调焦法的基本原理是：当样

品固定放置好之后，样品像面到 CCD 记录靶面之间的

距离不随照明光波的改变而变化。根据光场衍射的独

立传播特性，两束不同波长的照明光可以分别再现得

到同一样品的两幅再现像。由于 λ1和 λ2波长不同且没

有公因子，两个再现像之间差值将随着再现距离的不

同而发生变化。当再现像面与样品理想像面的位置重

合时，两个归一化的再现像之间的差值最小，边缘最锐

利。当再现像面远离理想像面时，归一化再现像之间

的差值将随着再现像面与理想样品像面之间距离的增

大而增大。因此，可以建立如下的自动聚焦判据［49］：

Cri ( Δz )= 1
MN ∑

x= 1

M

∑
y= 1

N

( u- -
u )2， （9）

式中：M、N分别表示再现像面 x、y方向上的像素数；

u=A1/A10-A2/A20， A1和A2分别为 λ1和 λ2再现像的振

幅；A10和 A20为空载时的背景振幅；ū表示 u的平均值。

当判据函数值 Cri（Δz）最小时，λ1和 λ2的再现像面即为

样品像面。

为了证明上述方法的可行性，利用之前的双波长

DHM 装置来进行实验验证。以相位台阶为样品，样

品像面到 CCD 靶面之间的距离为 15 cm。再现过程

中，数字再现距离的变化 Δz在-30~50 cm，每次改变

2. 5 cm。图 12（a）~（c）分别为 Δz=0 cm、Δz=7. 5 cm
和 Δz=15 cm 时的两波长再现像之差。从图中可以看

出，当再现像面远离样品像面时，双波长再现像之间的

像差边缘将出现明显的边缘衍射。随着再现像面向样

品像面靠近，该衍射效果逐渐变小。当 Δz=15 cm 时，

衍射现象基本消失，Cri（Δz）最小，此时的再现距离即

为所求的聚焦距离，与实际情况相符。图 12（d）为

Δz=15 cm 时的红光再现相位分布。

将双波长衍射差异自动调焦法和梯度引导自动调

焦法（GRA）、强度变化自动调焦法 VAR 进行对比，三

种自动调焦方法聚焦过程的评价函数曲线如图 12（e）
所示。结果表明，三种自动调焦方法都可以找到最佳

成像面 Δz=15 cm 的位置，聚焦结果基本一致，证明了

双波长衍射差异自动聚焦法的可行性。与其他自动调

焦方法相比，该方法判据简单，通过再现像之间的差异

变化即可方便地确定最佳成像面，不需要繁琐的迭代

计算过程，处理速度相对较快。但需要注意的是，上述

方法要求装置具有良好的消色差特性，且样品对两照

明光波无吸收差异。

4　结         论
DHM 作为定量相位成像领域中具有重要影响力

并得到广泛应用的代表性成果之一，在生物医学、材料

科学、工业检测、流场显示等研究领域发挥着越来越重

要的作用。本文围绕高精度定量相位显微成像方法的

图 11　基于结构光照明的 DHM 的自动调焦实验结果［41］。（a） 基于 VAR 和所提方法的焦点标准；（b） 利用最佳聚焦距离（Δz=
3. 2 cm）重建的相位图像

Fig.  11　Experimental results for autofocusing of DHM basd on structured illumination[41].  (a) Focus criterions by amplitude variation 
(VAR) and proposed method; (b) reconstructed phase image with optimal focusing distance (Δz=3. 2 cm)

理论和技术问题，在提高测量精度和稳定性、提高横向

空间分辨率、扩大纵向无包裹测量范围、抑制相干噪

声、实现图像自动调焦等方面开展了系统的研究。提

出了物参共路同步相移 DHM 方法，为稳定的高精度

实时相位测量奠定了基础，适用于工业在线检测等具

有较大振动的观测场景中。结合结构光照明超分辨成

像技术，将 DHM 的成像分辨率提升了一倍，可以用于

对细胞器或纳米器件等超微目标的观测；提出了基于

双波长照明的无包裹相位再现方法，将纵向无包裹相

位测量范围提高一个量级，满足对较厚目标的观测需

求。设计了基于 LED 照明的 DHM 成像系统，有效解

决了激光照明相干噪声对相位测量精度有影响的问

题，提升了方法的观测精度；提出了基于结构光照明和

双波长照明的 DHM 自动调焦方法，可以实现对活体

细胞等运动样品的长时间跟踪观测。期望上述研究成

果能为构建高性能 DHM 提供有益的帮助。
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Fig.  12　Experimental results of autofocusing using dual-wavelength diffraction difference method[49].  (a)- (c) Differences between dual-
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Abstract 

Significance　 Phase is one of the important attributes of light waves, and its distribution directly affects the spatial 
resolution of optical imaging and is related to the three-dimensional topography of objects or the refractive index 
distribution of transparent objects.  However, the phase distribution of light waves cannot be directly detected.  How to 
accurately obtain the phase distribution of light waves has become a hotspot in the field of optics.  The invention of phase-

contrast microscopy has opened the curtain of phase imaging, which has epoch-making significance.  It successfully 
converts the phase distribution of light waves into intensity changes, solving the problem of difficult direct microscopic 
observation of transparent samples such as cells.  

Nevertheless, the conversion between phase distribution and intensity change is not a linear relationship in phase 
contrast microscopy, resulting in phase information that cannot be observed quantitatively.  By measuring the phase of light 
waves, the three-dimensional topography or refractive index distribution of transparent objects can be quantitatively 
obtained.  The refractive index is one of the essential characteristic physical quantities that reflect the internal structure and 
state of the sample.  Therefore, conducting quantitative phase microscopy methods has scientific significance.  Quantitative 
phase imaging has important application value in industrial detection, biomedicine, special beam generation, adaptive 
optics imaging, and synthetic aperture telescopes.

The current quantitative phase microscopy imaging technology mainly obtains the quantitative distribution of phase 
through interference.  Therefore, factors such as the stability of interference devices, limitations on optical diffraction, 
phase wrapping, coherent noise generated by laser illumination, and sample refocusing during dynamic observation affect 
the imaging resolution and accuracy of quantitative phase microscopy.  Thus, systematic and in-depth research on 
improving measurement accuracy and stability, spatial resolution, expanding the longitudinal measurement range, 
suppressing coherent noise, and autofocusing of quantitative phase microscopy imaging has been carried out.  A theoretical 
and technical system centered on high-precision quantitative phase microscopy imaging has been formed.

Progress　A simultaneous phase shift digital holographic microscopy (DHM) with a common-path configuration has been 
proposed, which allows the object light and reference light to share the same optical path and components, solving the 
impact of environmental disturbances on phase imaging fundamentally (Fig.  3), simultaneously recording multiple phase-

shift interferograms within one exposure and achieving real-time high-precision quantitative phase imaging.  The optical 
path fluctuation of the system is only 3 nm within 35 min, and the real-time phase microscopy imaging accuracy reaches 
4. 2 nm, which is 2. 2 times the accuracy of conventional off-axis interference quantitative phase microscopy imaging (Fig.  
5).  A super-resolution quantitative phase imaging method based on structural illumination has been proposed.  Using the 
structured light illumination, the spatial resolution of quantitative phase microscopy can be doubled when the spatial 
frequency of the structural illumination stripe is the same as the highest spatial frequency of the microscopic objective, and 
super-resolution phase imaging is realized (Fig.  7).  A slightly off-axis interference dual-wavelength illuminated digital 
holographic microscopy has been proposed to expand the longitudinal unwrapped phase measurement range from the 
wavelength to the micrometer level (Fig.  8), meeting the high-precision phase imaging requirements of thicker samples.  
Using a low-coherence LED as an illumination light source, the coherent noise in the common laser-illuminated DHM can 
be reduced by 68% (Fig.  10), and the signal-to-noise ratio (SNR) of images can be improved.  The phase measurement 
accuracy is 2. 9 nm, providing a high-precision solution for the measurement of micro/nano structures and micro electro 
mechanical system (MEMS) surfaces.  Two autofocusing methods based on dual-wavelength illumination and dual beam 
off-axis illumination have been proposed to meet the autofocusing requirements of high-resolution quantitative phase 
microscopy imaging for long-term tracking and observation of samples under different conditions (Fig.  11).  The former 
does not rely on the characteristics of the tested sample or other prior knowledge, making it suitable for both amplitude and 
phase objects.  The latter has a simple criterion and can easily determine the optimal imaging surface by reproducing the 
differences and changes between images, without the need for tedious iterative calculation and with relatively fast 
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processing speed.

Conclusions and Prospects　 Digital holographic microscopy is one of the representative achievements with significant 
influence and widespread application in the field of quantitative phase imaging, playing an increasingly important role in 
biomedical, material science, industrial testing, flow field display research, and other fields.  We focused on the theoretical 
and technical issues of high-precision quantitative phase imaging and conducted systematic research on improving 
measurement accuracy and stability, improving lateral spatial resolution, expanding longitudinal unwrapped measurement 
range, suppressing coherent noise, and achieving automatic image focusing.  With the promotion and application of 
quantitative phase microscopy imaging technology in other fields such as biological research, high-precision quantitative 
phase topography microscopy imaging methods will be our future research direction.  It is expected that quantitative phase 
microscopy imaging technology can play a greater role in industrial testing, materials science, and biomedical fields, 
becoming an indispensable tool for studying the micro world.

Key words quantitative phase microscopy imaging; common path for object light and reference light; structured 
illumination; phase unwrapping; autofocusing
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