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基于双边拟合的高稳定性共焦拉曼光谱定焦方法

张蕊蕊!赵维谦!王
!

允!邱丽荣"

北京理工大学光电学院精密光电测试仪器及技术北京市重点实验室#北京
!

%)))6%

摘
!

要
!

共焦拉曼光谱技术可实现定量!无损!无需标记的样品微区,分子结构特征和物质组成信息-成像#

被广泛应用于生物医学!物理化学以及材料科学等领域"由于共焦拉曼系统采用,点-激发和,点-探测的探

测机制#且拉曼散射光谱信号微弱#导致成像所需时间可长达数小时甚至数十小时$测量过程中系统极易受

环境变化!空气扰动等因素影响产生漂移#造成被测样品离焦#从而导致成像质量不稳定"针对现有共焦拉

曼系统对样品定焦能力不足!样品易产生离焦误差!系统漂移大等问题#本文提出了一种基于双边拟合的高

稳定性共焦拉曼光谱定焦方法"该方法首先对共焦拉曼光谱强度轴向响应曲线两侧对样品离焦敏感的数据

区间分别进行线性拟合#得到两条拟合直线方程$然后#将所得的两条直线方程相减得到新的差分直线$最

后#通过差分直线的过零点位置确定系统焦平面位置#实现了被测样品的高精度定焦#消除了离焦对系统测

量结果的影响"以单晶硅表面同一位置#轴向扫描步距
%)):Z

#进行
R)

次重复定焦实验#实验获得的重复

定焦极差为
6)*(:Z

#说明系统具有良好的抗漂移能力"对周期
Q

%

Z

的竖条栅格标准原子力台阶样品进行

拉曼
Z9

FF

<:

;

成像测试#结果表明在长时间的成像过程中#和无定焦功能的图像相比#该方法获得的竖条栅

格图像更清晰!边缘更锐利!信噪比较好"仿真分析和实验结果表明%提出的基于双边拟合共焦拉曼光谱探

测方法可以提高系统的定焦准确度#抑制干扰因素导致的系统离焦对成像质量的影响#进而确保了系统探

测的稳定性和成像分辨力#是一种自动定焦!抗漂移的拉曼光谱成像方法"

关键词
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共焦拉曼光谱技术同时继承了拉曼光谱的,分子指纹-特

性和共焦显微技术的高分辨层析成像特性#被广泛应用于材

料科学(

%

)

!生物医学(

(

)

!物理化学(

!

)等领域"由于共焦拉曼

系统采用,点-激发和,点-探测的探测机制#而且拉曼散射光

谱信号强度微弱#因此单点探测需要的积分时间较长#导致

整个成像时间可长达数小时甚至数十小时(

,-Q

)

"在常规共焦

拉曼光谱技术的成像过程中#系统的轴向位置通常被认为是

不变的"但是#在漫长的测量过程中系统容易受环境温度变

化!空气扰动等影响产生漂移#导致样品不再位于焦平面位

置#样品的离焦会降低光谱信号强度以及拉曼图像分辨

率(

R-0

)

"在大数值孔径的共焦拉曼系统中#当离焦量大于
%

%

Z

时#拉曼图像的分辨率下降量超过
%Qe

#从而导致生成

的图像模糊"因此#高精度定焦是补偿系统漂移并保证高图

像质量的关键"

为了补偿系统漂移的影响#通常采用以下两种方法%

&

%

'在共焦拉曼系统中添加辅助聚焦光路#用于确定探测过

程中焦面的位置(

6-%(

)

"例如#彩色共焦显微镜(

6-%)

)通过物镜

使白光沿光轴聚焦#并根据反射光的波长确定样品的表面位

置"该方法具有较宽的测量范围&毫米量级'#但其定焦精度

相对较低&微米量级'"基于图像分析(

%%-%(

)的聚焦方法使用

//[

采集不同轴向位置的样品图像#然后利用具有最大对比

度的图像确定样品位置#该方法对于物镜的焦平面和
//[

像平面的共轭光学以及样品表面的反射率均匀性均有严格的

要求"&

(

'可利用拟合拉曼光谱强度轴向响应曲线顶点确定

焦点位置(

%!-%,

)

"通过快速扫描获取不同轴向位置处的光谱强

度信号#并使用最大强度确定样品表面的位置"该方法系统

结构简单#并且对样品的反射率没有严格要求"然而#由于

拉曼光谱强度轴向响应曲线在焦平面附近的轴向灵敏度较

低#限制了共焦拉曼系统的定焦精度"



为了提高共焦拉曼系统的定焦精度#本文提出了一种双

边拟合共焦拉曼光谱探测方法&
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'"该方法利用拉曼光

谱轴向强度响应曲线关于焦平面位置左右对称的特点#分别

直线拟合半高宽附近处的轴向位置敏感的两段区间数据#然

后将两条拟合直线相减获得差分直线#最后通过差分直线过

零点的位置对系统精确定焦"该方法提高了系统定焦的灵敏

度和精度#且具有较好的抗噪能力"通过该方法补偿了测量

过程中的离焦误差#提高了成像的稳定性#进而保证共焦拉

曼图像具有较高质量"

%

!

原理及仿真

HIH

!

共焦拉曼系统原理

共焦拉曼系统原理如图
%

所示"激光经过扩束器准直扩

束后被
VGAD8Y<BA@H

反射进入显微物镜#并聚焦于被测样品

表面#激发出载有样品微区物质组分信息的拉曼散射光#拉

曼散射光经过显微物镜后透过
VGAD8Y<BA@H

#被会聚镜聚焦

于共焦针孔#最后被光谱仪收集"通过二维扫描台带动样品

进行横向扫描#通过物镜驱动器带动显微物镜实现高精度的

轴向扫描"在共焦拉曼系统中激发光源!样品表面和共焦针

孔分别位于彼此的共轭位置#因此样品的离焦散射光会被针

孔屏蔽#光谱仪只能接收来自受激发的样品表面拉曼散射

光#从而保证了共焦拉曼光谱显微系统具有较高的空间分辨

力"

图
H

!

共焦拉曼原理图
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双边拟合算法仿真分析

双边拟合共焦拉曼光谱探测方法的定焦原理如图
(

所

示"可以看出#在
9l)*Q

附近#拉曼光谱强度轴向响应曲线

光谱强度
9

随离焦量
:

的改变而迅速变化#并且曲线在该区

域内的变化趋近于线性关系"分别对曲线两侧的部分区域进

行线性拟合#可以得到拟合直线
9

5

和
9

_

"假设这两条直线

的斜率分别为
"

5

和
"

_

#截距分别为
%
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和
%

_

则这两条直线

可表示为
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将上述两条直线方程相减后得到差分直线
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#其对应的

方程
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由于拉曼光谱强度轴向响应曲线关于焦平面位置对称#

因此差分直线
9

[

的过零点
;

E

的横坐标对应着共焦拉曼系统

焦平面的位置"且由对称性可知
"

5

0

c"

_

#差分直线
9

[

的

斜率约为
("

5

#说明双边拟合共焦拉曼光谱探测方法拥有较

高的定焦灵敏度"

图
J

!

双边拟合共焦拉曼光谱探测方法定焦原理
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依据双边拟合共焦拉曼光谱探测方法定焦原理#拟合区

域内数据的线性度会对双边拟合共焦拉曼光谱探测方法的定

焦精度产生影响"在图
(

中#用于双边拟合的区域表示为(

!

U

kZ9d

&

9

&

:

''#

!

$

kZ9d

&

9

&

:

'')#其中
!

$

和
!

U

分别是拟合

的区域因子上限和下限#且都在区间(

)

#

%

)内取值"本文采

用拟合优度判定因子
!

( 对所取区间的线性度进行判定(

%Q

)

#

为兼顾拟合优度!系统信噪比和拟合的数据量#本文
!

U

和

!

$

取值分别为
)*,

和
)*6

#此时拟合优度
!

(

l)*+++6

"

在实际测量中#共焦拉曼系统的系统误差!随机噪声及

轴向扫描间隔均会对双边拟合算法的定焦精度产生影响"系

统误差主要是光学系统在装调时所产生的像差#由
$@<M@B

像

差公式可知#像差主要由初级球差
5

),)

!像散
5

)((

!慧差

5

)!%

!场曲
5

%()

以及畸变
5

%%%

#由于共焦拉曼系统是共轴系

统#因此系统的慧差!场曲以及畸变一般较小#而球差和像

散较大"另外通常用信噪比&

$V4

'评估随机噪声对系统的影

响"本文仿真了不同扫描间隔时#系统误差和随机噪声对定

焦精度的影响"在仿真分析时#归一化的轴向定焦结果的均

方根误差&

4.$3

'被用于评价定焦精度"

!!

从图
!

&

9

'和&

]

'可以看出#在较大的扫描步距下#球差

R+0(
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和像散对双边拟合共焦拉曼系统
4.$3

影响很小#即系统像

差的变化对定焦结果影响较小"由图
!

&

D

'可以看出#双边拟

合共焦拉曼光谱探测系统的
4.$3

随着信噪比的降低而增

大#当信噪比为
Q)M_

时#其
4.$3

仍小于
)*)0

#说明双边

拟合共焦拉曼光谱探测算法具有良好的抗随机噪声能力"

图
M

!

#

,

$不同球差下扫描间隔对
!2/6

的影响)#

@

$不同像

散下扫描间隔对
!2/6

的影响)#

&

$不同信噪比下扫描

间隔对
!2/6

的影响
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通过以上仿真分析#可以看出双边拟合共焦拉曼光谱探

测方法具有很好的抗干扰能力#并且可以在较大的轴向扫描

间隔上实现高精度定焦#说明双边拟合共焦拉曼光谱探测方

法可以通过使用少量采样点获得焦平面位置#减小成像所需

的时间"

(

!

实验与结果讨论

!!

根据图
%

所示的原理构建了共焦拉曼系统的实验验证装

置"激光器选用波长为
Q!(:Z

固体激光器#显微物镜数值

孔径为
)*+

#放大倍率
%))

倍"物镜驱动器选用
"U

公司

"0(Q-,/[

纳米驱动系统#闭环分辨率为
%*(Q:Z

$二维扫描

台选用
"U

公司
"-Q,(*(/[

扫描台#闭环分辨力为
)*,:Z

"

收集针孔的大小为
%))

%

Z

$光谱仪使用天津港东科技有限

公司
#4$-Q

型号#

//[

选用
5:MGH

公司的
<[1I,%R

型号"

以单晶硅为待测样品#设置光谱的收集时间为
)*%I

#用

物镜驱动器带动显微物镜沿轴向对单晶硅样品进行扫描#物

镜驱动器的步进间隔设置为
Q):Z

"光谱仪采集每步的拉曼

光谱并提取各拉曼光谱在
Q()*0DZ

c%强度值#拉曼光谱轴向

响应曲线如图
,

所示"

图
N

!

双边拟合的实际拉曼光谱强度轴向响应曲线和聚焦结果

<

U

%实际曲线$

=

#

#

=

4

%拟合线$

=

[

%差分直线$

;

E

l%++*R+Q

%

Z

为焦点位置
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!
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=

#
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9H@E<AA<:

;
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$

=

[
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$

;

E

l%++*R+Q

%

Z<IA8@EGDSI

F
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图
R

!

双边拟合定焦方法的定焦重复精度
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9
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!

K.&L'+%
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D
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通过双边拟合算法求得的两条拟合直线相减后所得差分

0+0(

第
+

期
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

光谱学与光谱分析



直线
=

[

的过零点
;

E

的横坐标为
%++*R+Q

%

Z

#该坐标对应共

焦拉曼系统聚焦在样品表面位置时物镜驱动器所在的位置"

为了验证双边拟合拉曼测量方法的轴向定焦能力#对单晶硅

表面同一位置进行了
R)

次重复定焦实验"其中#轴向的扫描

步距为
%)):Z

#所得的定焦结果如图
Q

所示"从图
Q

中可得

R)

次重复定焦的极差为
6)*(:Z

#标准差为
(%:Z

"

!!

为了进一步验证双边拟合拉曼测量方法的定焦能力及其

对拉曼
Z9

FF

<:

;

成像稳定性的改善程度#测试样品为周期

Q

%

Z

的竖条栅格标准原子力台阶
X&?J7)(

#该样品是在硅

&

$<

'衬底上覆盖
%)):Z

不同结构的二氧化硅&

$<̀

(

'台阶阵

列"样品在共焦显微镜&

#3?X #̀$,))

#

B̀

N

Z

F

SI

'下观测到

的白光图像如图
R

&

9

'所示#其结构的示意图如图
R

&

]

'所示"

图
R

&

D

'是图
R

&

]

'中
5

点的拉曼光谱#在实验中#我们选取

Q()*0DZ

c%处硅的拉曼峰进行成像"设置
Z9

FF

<:

;

扫描像素

尺寸
!(kR,

#横向扫描间隔为
(Q):Z

#曝光时间为
)*QI

"

然后对图
R

&

9

'中样品的被测区域
_

进行扫描"在进行定焦扫

描时#每
,

个点进行一次定焦"实验获取样品拉曼
Z9

FF

<:

;

图像如图
0

所示"

图
S

!

#

,

$样品显微形貌)#

@

$图#

,

$中红色虚线位置放大示意图)#

&

$图#

,

$中
(

点拉曼光谱
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'是没有使用任何定焦方法所获得的拉曼
Z9

FF

<:

;

图像"图
0

&

]

'为双边拟合共焦拉曼光谱探测方法对被测区域

进行扫描所获得的拉曼
Z9

FF

<:

;

图像"从图
0

&

9

'中可以看

出#在对样品扫描过程中#由于系统漂移或者振动导致样品

被测区域逐渐离焦#竖条栅格图像的下半部分出现模糊的现

象#导致图像分辨率的下降"通过图
0

&

]

'和图
0

&

9

'相比#可

以发现双边拟合共焦拉曼系统获得的竖条栅格图像不会出现

逐渐模糊的现象#图像更为清晰#而且在容易引入误差的竖

条栅格边缘图像更锐利#且信噪比较高"实验结果表明#双

边拟合共焦拉曼光谱探测方法能够更好的消除误差变化对定

焦结果的影响#较好地补偿传统共焦拉曼系统因漂移!振动

或表面不平整所导致的样品离焦#提高了系统的稳定性#从

而保证了成像质量"

!

!

结
!

论

!!

提出了一种双边拟合共焦拉曼光谱探测方法#提高共焦

拉曼光谱技术的拉曼成像质量"该方法利用共焦拉曼光谱轴

向响应曲线的斜边对探测点进行定焦处理#消除了系统离焦

对实验结果的影响#从而确保了系统探测的稳定性"实验结

果表明该方法具有定焦准确!抗漂移的效果"随着拉曼光谱

应用的深入#对系统性能的要求也不断增加#基于双边拟合

共焦拉曼光谱探测方法将在微电子和材料科学等领域有更广

泛的应用"
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