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摘 要院 定量相位显微(Quantitative Phase Microscopy，QPM)将相位成像和光学显微技术相结合，为微

观物体的三维形貌、透明物体的厚度/折射率分布提供了一种快速、无损、高分辨率测量手段。然而，传

统 QPM成像系统依然是一个衍射受限系统，高分辨率与大视场难以同时兼顾。因此，如何在保持大

视场的前提下提高成像空间分辨率是 QPM亟需解决的问题之一。近年来，国内外学者采用离轴照

明、散斑照明、结构照明、以及亚像元技术形成“合成数值孔径”，实现了 QPM的大视场、高分辨成像。

文中对以上 QPM的分辨率增强技术进行了综述，并对不同方法的优缺点进行了分析。
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Abstract: Quantitative Phase Microscopy (QPM), which combines phase imaging and optical microscopy,

has been acting as a fast, non鄄destructive, and high鄄resolution methodology to measure the 3D

morphology of reflective samples, as well as the inner structure or the refractive index of transparent

samples. Similar to other diffraction鄄limited imaging systems, QPM suffers from the contradiction between

spatial resolution and field of view (FOV). Therefore, how to achieve high spatial resolution in a large

FOV has attracted a lot of attentions in the field of optical microscopy. In recent years, people utilized

off鄄axis illumination, speckle illumination, structural illumination, and sub鄄pixel technology to synthesize a

larger numerical aperture (SNA), and consequently enhanced the resolution of QPM. The resolution

enhancement technologies of QPM were reviewed in this paper. The advantages and limitations of

different methods were analyzed.

Key words: phase imaging; resolution enhancement; modulated illumination; synthetic aperture;

sub鄄pixel technology



红外与激光工程

第 6期 www.irla.cn 第 48卷

0603007-2

0 引 言

自 从 17 世 纪 光 学 显 微 镜 出 现 以 来 袁 光 学 显 微 成

像 已 经 成 为 人 们 认 识 和 研 究 微 观 世 界 的 重 要 手 段 遥

然 而 袁 传 统 的 光 学 显 微 只 能 获 取 样 品 的 强 度 信 息 袁 无

法 对 相 位 进 行 直 接 成 像 或 测 量 遥 而 相 位 分 布 往 往 能

反 映 物 体 三 维 形 貌 尧 内 部 结 构 与 折 射 率 分 布 等 信 息 袁

因 而 研 究 一 种 新 型 的 成 像 技 术 袁 能 够 对 样 品 的 相 位

分 布 进 行 可 视 化 或 定 量 测 量 具 有 重 要 意 义 遥 定 量 相

位 显 微 (Quantitative Phase Microscopy袁QPM) 技 术 便

是 在 此 背 景 下 发 展 起 来 的 遥 该 技 术 将 相 位 成 像 和 光

学 显 微 技 术 相 结 合 袁 能 够 定 量 测 量 待 测 样 品 引 起 的

空 间 上 的 相 位 变 化 遥 与 其 他 成 像 技 术 相 比 袁 该 技 术 无

需 标 记 尧 具 有 对 样 品 损 伤 小 尧 可 对 透 明 样 品 进 行 高 衬

度 成 像 等 优 点 遥 常 见 的 相 位 成 像 技 术 主 要 有 基 于 折

射 或 衍 射 元 件 的 波 前 传 感 技 术 (Shack-Hartmann尧

PhasicsSID4) [1 -2]尧 微 分 相 衬 干 涉 显 微 (Differential

Phase Contrast Interference Microscopy袁DIC)[3]尧 数 字

全 息 显 微 (Digital Holographic Microscopy袁DHM)[4]尧

单 光 束 相 位 显 微 [5] 等 遥 QPM 技 术 广 泛 应 用 于 基 础 科

学 尧 工 业 应 用 尧 生 物 医 学 领 域 等 方 面 遥 在 生 物 医 学 领

域 袁QPM 被 用 于 测 量 红 细 胞 膜 形 态 变 化 [6]尧 纳 米 级 别

电 生 理 现 象 [7]尧 单 细 胞 体 积 和 质 量 [8]尧 硫 矿 物 质 颗 粒

中 的 病 毒 和 分 析 浮 游 生 物 的 尺 寸 [9] 等 遥 同 时 袁 还 被 用

来 观 测 正 常 细 胞 与 病 变 细 胞 之 间 的 相 互 作 用 [10]尧 血

液 筛 选 [11]尧 试 管 受 精 观 测 [12]尧 测 量 红 细 胞 和 白 细 胞 信

息 [13] 等 遥 然 而 袁 传 统 的 QPM 采 用 平 行 光 照 明 袁 其 空 间

分 辨 率 受 到 物 镜 数 值 孔 径 的 限 制 袁 不 能 完 全 满 足 微 观

领 域 研 究 观 测 的 需 求 遥 相 位 成 像 的 分 辨 率 提 高 对 于 理

解 光 的 相 位 特 性 袁 尤 其 是 光 通 过 散 射 介 质 传 播 的 特

性 袁 具 有 重 要 意 义 遥 同 时 袁高 分 辨 定 量 相 位 显 微 技 术 在

生 物 医 学 等 领 域 有 着 很 好 的 应 用 前 景 袁 能 为 观 测 透 明

样 品 的 细 微 结 构 提 供 有 力 手 段 遥 为 了 提 高 QPM 空 间

分 辨 率 袁 则 需 使 用 高 数 值 孔 径 的 显 微 物 镜 袁 但 与 此 同

时 成 像 视 场 会 减 少 遥 因 此 袁 如 何 解 决 空 间 分 辨 率 与 视

场 两 者 之 间 的 矛 盾 袁 实 现 对 微 小 物 体 的 超 分 辨 成 像 是

目 前 定 量 相 位 显 微 领 域 研 究 的 重 要 方 向 之 一 遥

根 据 如 何 需 要 参 考 光 袁QPM 可 以 分 为 双 光 束

QPM( 需 要 参 考 光 ) 和 单 光 束 QPM( 无 需 参 考 光 ) 两

种 遥 文 中 分 别 介 绍 这 两 种 QPM 分 辨 率 增 强 技 术 的 最

新 研 究 进 展 遥

1 双光束相位成像方式

数 字 全 息 显 微 技 术 是 将 光 学 干 涉 和 光 学 显 微 技

术 相 结 合 的 新 型 相 位 成 像 方 法 袁 其 基 本 成 像 原 理 如

图 1 所 示 袁 照 明 光 被 非 偏 振 分 光 棱 镜 NPBS1 分 成 物

光 (O) 和 参 考 光 (R)遥 透 过 样 品 后 的 物 光 被 显 微 物 镜

MO 放 大 袁 再 通 过 透 镜 L 准 直 为 平 行 光 曰 参 考 光 在 非

偏 振 分 光 棱 镜 NPBS2 的 作 用 下 与 物 光 汇 合 并 发 生 干

涉 袁 干 涉 图 样 被 CCD 相 机 记 录 曰 经 过 数 字 化 后 袁 全 息

图 被 存 入 计 算 机 中 曰 然 后 通 过 相 应 的 数 值 再 现 算 法 袁

从 记 录 的 干 涉 图 样 ( 单 幅 离 轴 干 涉 图 或 多 幅 相 移 干

涉 图 ) 中 再 现 出 被 测 物 体 的 相 位 和 振 幅 信 息 袁 还 原 被

测 样 品 的 三 维 形 貌 或 折 射 率 的 空 间 分 布 遥

图 1 传 统 DHM 光 路 示 意 图

Fig.1 Schematic diagram of traditional DHM optical path
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近 年 来 袁 多 种 提 高 DHM 分 辨 率 的 技 术 不 断 涌

现 袁 为 待 测 样 品 的 信 息 精 确 恢 复 提 供 了 有 利 途 径 遥 下

面 将 介 绍 以 DHM 为 基 础 的 离 轴 照 明 尧 散 斑 照 明 尧 结

构 光 照 明 的 双 光 束 相 位 成 像 方 式 的 研 究 进 展 遥

1.1 基于离轴照明的数字全息显微

如 上 文 所 述 袁 传 统 数 字 全 息 显 微 技 术 一 般 采 用

平 行 光 照 明 样 品 袁 经 过 样 品 后 的 光 束 被 由 物 镜 放 大

后 成 像 到 CCD 上 袁CCD 面 上 物 光 的 最 大 空 间 频 率 受

到 物 镜 数 值 孔 径 (Numerical Aperture袁NA) 的 限 制 曰 超

出 物 镜 有 限 数 值 孔 径 的 高 空 间 频 率 成 分 不 能 被 物 镜

所 接 收 袁 如 图 2(a) 所 示 遥 若 使 用 离 轴 照 明 方 式 袁 物 光

图 2 离 轴 照 明 和 合 成 孔 径 原 理 示 意 图

Fig.2 Schematic diagram of off鄄axis illumination and synthetic

aperture

的 部 分 高 频 分 量 会 被 平 移 向 低 频 分 量 袁 从 而 进 入 物

镜 的 数 值 孔 径 范 围 遥 如 图 2(b) 所 示 袁 通 过 采 用 不 同 的

照 明 方 向 袁 可 以 得 到 一 系 列 互 补 的 空 间 频 率 成 分 袁 即

添 加 4 个 额 外 的 孔 径 袁 最 后 合 成 了 一 个 较 大 的 野 合 成

孔 径 冶(Synthesized Aperture袁SA)遥

实 验 中 袁 不 同 照 明 方 向 下 物 光 的 频 谱 合 成 是 通

过 计 算 机 来 实 现 的 遥 从 每 幅 全 息 图 中 再 现 出 的 频 谱

分 布 被 移 动 到 它 们 在 物 光 频 谱 中 原 有 的 位 置 袁 形 成

大 于 物 镜 固 有 孔 径 的 野 合 成 孔 径 冶曰 最 后 对 拼 接 的 频

谱 进 行 傅 里 叶 逆 变 换 可 以 得 到 超 分 辨 的 再 现 图 像 遥

需 要 注 意 的 是 袁 不 同 照 明 方 向 下 物 光 的 频 谱 合 成 是

一 个 相 干 叠 加 的 过 程 袁 这 要 求 不 同 照 明 方 向 下 物 光

之 间 不 能 存 在 相 位 差 ( 相 位 畸 变 )遥 因 此 袁 在 合 成 孔 径

之 前 袁 有 必 要 对 获 得 的 物 光 进 行 畸 变 补 偿 袁 以 便 提 供

高 质 量 的 重 建 图 像 遥 为 了 保 证 每 次 离 轴 照 明 下 再 现

的 物 光 波 具 有 相 同 的 相 位 分 布 袁 可 采 取 一 下 步 骤 院 首

先 袁 计 算 每 次 离 轴 照 明 相 对 于 沿 轴 向 照 明 物 光 波 之

间 的 相 位 差 袁 并 采 用 低 次 二 维 多 项 式 函 数 对 其 进 行

拟 合 袁 产 生 abber(x袁y)遥 然 后 袁 将 第 i 个 物 光 波 的 复 振

幅 乘 以 exp(-i abber) 来 补 偿 偏 差 遥 图 3 展 示 了 合 成 孔

径 中 相 位 补 偿 的 重 要 性 袁 图 3(a) 为 QPM 中 不 同 照 明

图 3 基 于 离 轴 照 明 DHM 的 合 成 孔 径 和 数 字 在 线

Fig.3 Synthetic aperture and numerical reconstruction of the DHM based on off鄄axis illumination

方 向 下 的 频 谱 分 布 曰 实 线 圆 圈 为 采 用 轴 向 照 明 对 应

的 物 光 波 的 频 谱 分 布 曰4 个 黄 色 虚 线 圆 圈 为 不 同 离

轴 照 明 下 物 光 波 的 频 谱 分 布 曰 图 3(b) 为 传 统 平 行 光 照

明 DHM 再 现 的 的 低 分 辨 率 图 像 曰 图 3(c) 为 未 进 行 相

位 匹 配 情 况 下 合 成 孔 径 后 得 到 的 结 果 袁 图 3(d) 为 进

行 相 位 匹 配 情 况 下 合 成 孔 径 得 到 的 结 果 遥 通 过 对 比

发 现 只 有 消 除 了 不 同 照 明 方 向 下 物 光 波 之 间 的 相 位

偏 移 才 可 以 得 到 高 质 量 图 像 遥

事 实 上 袁 利 用 离 轴 照 明 并 未 改 变 成 像 系 统 本 身

的 NA袁 而 是 利 用 倾 斜 照 明 使 得 来 自 常 规 有 限 孔 径 之

外 的 空 间 频 率 能 够 被 物 镜 所 接 收 遥 基 于 平 行 光 照 明

的 DHM 分 辨 率 极 限 为 0.82 /NA袁 当 离 轴 照 明 对 应

的 数 值 孔 径 为 NAillum 时 袁 最 终 的 分 辨 率 可 提 高 到

0.82 /(NA+NAillum)遥 图 4 展 示 了 采 用 离 轴 照 明 提 高

相 位 成 像 空 间 分 辨 率 的 结 果 [14]袁 图 4(a) 为 传 统 低 分

辨 率 图 像 曰 图 4(b) 为 超 分 辨 图 像 曰 图 4(c) 为 与 传 统 图

像 相 比 的 合 成 孔 径 图 像 曰 图 4(d)~(e) 分 别 为 不 同 照

明 条 件 下 红 细 胞 的 定 量 相 位 信 息 三 维 分 布 遥实 验 中 袁

采 用 数 值 孔 径 NA=0.1 的 显 微 物 镜 对 样 品 进 行 成

像 袁 通 过 利 用 NAillum=0.17 的 离 轴 照 明 最 终 得 到 了 覆

盖 物 光 频 谱 的 二 维 全 空 间 的 合 成 孔 径 NAsyn=0.27遥 平

行 光 照 明 下 袁 空 间 分 辨 率 为 6.97 滋m( 图 4(d))袁 采 用
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离 轴 照 明 后 空 间 分 辨 率 约 为 2.58 滋m( 图 4(e))袁 对 比

图 4(d) 和 (e)袁 可 以 看 出 院 离 轴 照 明 下 红 细 胞 的 相 位

图 像 比 在 传 统 平 行 光 照 明 下 的 图 像 更 加 清 晰 尧 具

有 更 多 细 节 遥 自 离 轴 照 明 被 首 次 应 用 于 QPM 的 分

辨 率 提 高 以 来 袁 涌 现 了 许 多 关 于 合 成 孔 径 的 文 献

报 道 [ 15-18]遥 Schwarz[16] 等 人 利 用 离 轴 照 明 将 物 光 频 谱

转 化 为 低 频 频 谱 袁 在 再 现 光 束 中 引 入 具 有 相 同 倾 斜

角 度 的 参 考 光 束 袁 将 图 像 的 频 谱 移 动 至 原 有 位 置 袁 利

用 合 成 孔 径 效 应 实 现 了 分 辨 率 的 提 高 遥 原 操 今 [17]等 人

采 用 偏 振 复 用 的 方 法 实 现 了 两 个 离 轴 方 向 的 同 时 照

明 和 成 像 遥 Mico[18] 等 人 提 出 利 用 垂 直 腔 面 发 射 激 光 器

阵 列 作 为 照 明 光 源 袁 通 过 将 不 同 发 光 元 对 应 的 再 现 像

进 行 频 谱 拼 接 袁 将 QPM 的 空 间 分 辨 率 提 高 了 5 倍 遥 此

外 袁 通 过 照 明 光 束 扫 描 旋 转 样 品 来 实 现 离 轴 照 明 的 方

图 4 利 用 基 于 离 轴 照 明 QPM 得 到 的 人 类 红 细 胞 的 实 验 结 果

Fig.4 Experimental results of human erythrocytes obtained by QPM with off鄄axis illumination

法 也 有 相 继 报 道 [19]遥

1.2 基于结构光照明的数字全息显微

结 构 光 照 明 显 微 (Structured Illumination

Microscopy袁SIM) 技 术 袁 在 被 测 样 品 上 投 影 一 组 具 有

周 期 性 分 布 的 条 纹 袁 通 过 记 录 和 处 理 样 品 和 照 明 条

纹 之 间 形 成 的 摩 尔 条 纹 袁 可 以 实 现 超 分 辨 显 微 成 像 遥

为 了 提 高 各 个 方 向 上 的 空 间 分 辨 率 袁 需 要 在 样 品 上

投 影 不 同 方 向 的 条 纹 来 实 现 [20-21]遥 美 中 不 足 的 是 袁 传

统 SIM 只 能 提 高 强 度 型 物 体 的 成 像 分 辨 率 袁 对 于 透

明 相 位 型 物 体 的 成 像 则 无 能 为 力 遥

为 了 提 高 对 透 明 样 品 的 成 像 分 辨 率 袁 提 出 将 结 构

照 明 和 DHM 相 结 合 袁 实 现 对 微 小 透 镜 物 体 的 超 分 辨

相 位 成 像 [22]遥 利 用 空 间 光 调 制 器 (Spatial Light

Modulator袁SLM) 产 生 结 构 光 照 明 袁 在 该 结 构 照 明 下

的 物 光 和 参 考 光 进 行 干 涉 袁 形 成 的 全 息 图 样 被 CCD

所 记 录 遥 通 过 对 不 同 照 明 方 向 下 全 息 图 进 行 数 字 再

现 袁 并 将 不 同 照 明 下 的 物 光 频 谱 进 行 合 成 袁 可 实 现 对

微 小 物 体 的 相 位 和 振 幅 的 超 分 辨 成 像 遥 笔 者 提 出 的
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基 于 结 构 光 照 明 的 DHM 装 置 如 图 5 所 示 遥

He-Ne 激 光 器 发 出 的 激 光 ( =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 袁 然

后 通 过 偏 振 片 P1 变 为 水 平 线 偏 振 光 袁 经 过 非 偏 振 分

光 棱 镜 BS 正 入 射 到 一 个 反 射 式 纯 相 位 空 间 光 调 制

器 (SLM) 上 遥 通 过 在 SLM 上 加 载 不 同 的 结 构 灰 度 图

样 ( 条 纹 ) 可 以 方 便 地 调 制 入 射 光 场 生 成 相 应 的 结 构

照 明 光 遥 结 构 照 明 光 经 望 远 镜 系 统 (L3-MO1) 缩 束 后

成 像 到 样 品 表 面 遥 位 于 物 镜 MO2(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 袁 下 半 部

分 的 调 制 光 保 持 不 变 被 用 作 参 考 光 遥 物 光 和 参 考 光

由 物 镜 MO2 和 透 镜 L4 组 成 的 成 像 系 统 所 收 集 遥 经 过

二 维 光 栅 郧 的 衍 射 和 透 镜 L5 和 L6 组 成 的 望 远 镜 系

统 放 大 成 像 后 袁 物 光 和 参 考 光 干 涉 产 生 离 轴 全 息 图

并 被 CCD 记 录 袁 如 图 6(a) 所 示 遥 图 6(b) 是 结 构 光 照

明 下 再 现 的 样 品 相 位 分 布 袁 对 比 图 6(c) 中 平 面 光 照

明 下 的 再 现 结 果 可 以 清 楚 的 看 出 袁 结 构 光 照 明 下 的

成 像 分 辨 率 明 显 提 高 遥 图 6(d) 为 两 种 照 明 方 式 成 像

分 辨 率 的 比 较 遥 通 过 定 量 分 析 得 知 基 于 平 行 光 照

明 和 基 于 结 构 光 照 明 的 DHM 的 空 间 分 辨 率 分 别 为

1.55 滋m 和 0.90 滋m遥 事 实 上 袁 结 构 光 可 以 看 成 是 两

个 沿 不 同 方 向 传 播 的 平 行 光 的 组 合 ( 分 别 沿 结 构 光

的 依1 级 衍 射 方 向 )遥 在 再 现 过 程 中 袁 其 相 移 操 作 可 以

分 离 出 沿 着 不 同 衍 射 级 的 物 光 复 振 幅 袁 通 过 将 不 同

的 物 光 在 频 谱 内 对 接 袁 形 成 野 合 成 数 值 孔 径 冶袁 最 后 通

过 傅 里 叶 变 换 提 高 了 成 像 空 间 分 辨 率 遥 因 此 袁 结 构 照

明 与 离 轴 照 明 异 曲 同 工 遥 利 用 空 间 光 调 制 器 产 生 结

构 照 明 袁 不 但 可 以 实 现 不 同 结 构 照 明 的 快 速 切 换 袁 并

且 避 免 了 传 统 切 换 带 来 的 机 械 运 动 遥 此 外 袁 利 用 该 结

构 照 明 DHM 装 置 袁 在 提 高 DHM 的 空 间 分 辨 率 的 同

图 6 基 于 结 构 照 明 的 DHM 成 像 结 果

Fig.6 Imaging results of DHM based on structural illumination

时 还 可 以 实 现 自 动 对 焦 功 能 [23]遥

1.3 基于散斑照明的数字全息显微

1960 年 袁 激 光 出 现 以 后 袁 散 斑 就 成 为 了 光 学 显 微

成 像 中 一 种 常 见 的 现 象 [24]遥 散 斑 照 明 技 术 ( 包 括 散 斑

摄 影 术 尧 数 字 散 斑 相 关 方 法 和 电 子 散 斑 干 涉 测 量 等 )

可 以 用 于 研 究 样 品 位 移 和 变 形 尧 振 动 和 应 力 分 析 等

方 面 [25]遥 尽 管 通 过 对 不 同 散 斑 照 明 下 得 到 的 图 像 进

行 平 均 可 以 减 少 相 干 噪 声 尧 但 是 这 种 方 式 也 会 造 成

相 位 信 息 的 丢 失 遥

近 年 来 袁 散 斑 照 明 也 会 被 用 来 提 高 QPM 的 空 间

分 辨 率 袁 并 减 少 DHM 的 相 干 噪 声 [26-27]遥 基 于 散 斑 照

明 的 DHM 实 验 装 置 如 图 7(a) 所 示 袁 一 个 全 息 散 射 板

被 放 置 在 物 光 光 路 中 袁 用 于 产 生 散 斑 照 明 遥 在 该 散 射

板 之 前 放 置 一 个 压 电 扫 描 振 镜 袁 用 来 控 制 / 改 变 激 光

束 入 射 到 散 射 板 上 的 角 度 遥 利 用 声 光 调 制 器 (AMO1

和 AMO2) 在 物 光 与 参 考 光 之 间 引 入 相 位 袁 来 重 构 含

有 和 未 含 有 样 品 信 息 的 两 种 物 光 波 袁 分 别 记 为 O0(x袁

y) 和 Os(x袁y)遥 然 后 袁 再 将 这 两 个 复 振 幅 相 除 可 以 得 到

样 品 的 复 透 过 率 分 布 Oi=O0/Os遥 然 而 袁 由 于 散 斑 照 明

中 存 在 强 度 为 零 的 区 域 袁 导 致 每 次 重 构 的 Oi 的 振 幅

和 相 位 图 中 都 存 在 一 些 噪 点 遥 为 了 解 决 这 个 问 题 袁 需

要 记 录 数 百 幅 散 斑 图 像 袁 再 对 这 些 散 斑 照 明 下 重 建

的 Oi 进 行 平 均 来 达 到 抑 制 噪 声 的 目 的 遥 这 种 方 法 集

成 了 非 相 干 成 像 高 分 辨 率 和 图 像 清 晰 度 方 面 的 优 点 袁

以 及 可 再 现 相 位 分 布 的 优 点 遥 图 7(b)尧(c) 和 图 7(d)尧

(e) 分 别 为 基 于 平 行 光 照 明 和 散 斑 照 明 DHM 对 聚 苯

乙 烯 微 球 相 位 成 像 的 结 果 遥 对 比 这 两 张 图 袁 可 以 看 出

散 斑 照 明 明 显 提 高 了 相 位 成 像 的 分 辨 能 力 遥 同 时 袁 通

过 对 分 辨 率 进 行 定 量 分 析 袁 基 于 平 行 光 照 明 的 点 扩

展 函 数 的 分 辨 率 ( 以 点 扩 散 函 数 的 半 高 全 宽 为 衡 量
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图 8 基 于 散 斑 照 明 的 数 字 全 息 装 置 示 意 图

Fig.8 Schematic diagram of DHM based on speckle illumination
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图 7 基 于 散 斑 照 明 的 数 字 全 息 成 像 示 意 图

Fig.7 Schematic diagram of DHM with speckle illumination

标 准 ) 为 516 nm袁 而 基 于 散 斑 照 明 DHM 的 分 辨 率 为

305 nm袁 两 者 非 常 接 近 理 论 预 期 遥

需 要 注 意 的 是 袁 该 方 法 在 重 建 过 程 中 采 用 平 均

的 思 路 来 获 得 超 出 物 镜 数 值 孔 径 的 高 频 分 量 遥 但 是 袁

该 平 均 算 法 使 得 最 终 得 到 的 物 光 的 低 频 分 量 具 有 更

高 的 比 重 袁 不 利 于 成 像 分 辨 率 的 提 高 遥 为 了 解 决 这 一

弊 端 袁 提 出 了 一 种 迭 代 的 重 建 方 法 [28]遥 如 图 8 所 示 袁

该 方 法 利 用 SLM 来 产 生 散 斑 照 明 袁 提 高 了 切 换 散 斑

照 明 的 速 度 和 重 复 性 遥 利 用 迭 代 算 法 袁 使 得 照 明 光 中

低 频 和 高 频 分 量 的 比 重 不 影 响 再 现 结 果 遥

事 实 上 袁 散 斑 场 可 以 认 为 是 不 同 方 向 平 行 光 照

射 的 组 合 遥 图 9 展 示 了 一 种 基 于 迭 代 的 再 现 方 法 遥 不

同 角 度 的 倾 斜 照 明 会 使 物 光 在 共 轭 面 的 频 谱 产 生 位

移 袁 进 而 获 得 额 外 的 空 间 频 率 袁 如 图 9(a) 所 示 袁 这 些

额 外 的 信 息 通 过 迭 代 积 分 袁 可 以 合 成 一 个 更 大 的

NA遥 该 迭 代 再 现 过 程 如 图 9(b) 所 示 袁 需 要 说 明 的 是 院
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图 9 基 于 散 斑 照 明 的 DHM 的 迭 代 重 建 过 程

Fig.9 Iterative reconstruction process of DHM with speckle illumination

改 进 的 迭 代 方 式 不 仅 提 高 了 分 辨 率 袁 而 且 通 过 对 不

同 迭 代 次 序 得 到 的 物 光 复 振 幅 进 行 平 均 还 可 以 提 高

再 现 像 的 信 噪 比 (Signal to Noise Ratio袁SNR)遥

2 单光束相位成像方式

传 统 的 DHM 具 有 很 高 的 相 位 测 量 精 度 袁 但 是 它

需 要 使 用 参 考 光 袁 故 成 像 装 置 较 为 复 杂 袁 且 抗 环 境 干

扰 性 差 遥 近 年 来 袁 单 光 束 相 位 成 像 技 术 异 军 突 起 袁 逐 渐

成 为 QPM 的 重 要 技 术 之 一 遥 单 光 束 相 位 成 像 技 术 在

研 究 特 殊 光 束 本 身 的 相 位 分 布 尧 成 像 系 统 畸 变 补 偿 尧

自 适 应 成 像 等 方 面 发 挥 着 越 来 越 重 要 的 作 用 袁 下 面 着

重 介 绍 单 光 束 相 位 显 微 成 像 中 分 辨 率 增 强 技 术 遥

2.1 傅里叶叠层显微成像

傅 里 叶 叠 层 显 微 成 像 (Fourier Ptychography

Microscopy袁FPM) [29] 是 以 空 域 叠 层 成 像 技 术 [30]

(Ptychography) 为 基 础 发 展 起 来 的 单 光 束 相 位 成 像 技

术 遥Ptychography 这 个 单 词 最 早 是 由 Walter Hoppe 等

人 [31] 在 1969 年 构 造 用 来 表 示 通 过 卷 积 定 理 实 现 相

位 恢 复 目 的 所 提 出 的 遥 Ptychography[30] 通 过 移 动 一 聚

焦 光 束 照 明 样 品 的 不 同 部 位 袁 同 时 记 录 所 得 的 衍 射

图 像 袁 最 终 利 用 迭 代 算 法 从 这 一 系 列 衍 射 图 像 中 恢

复 样 品 的 复 振 幅 信 息 ( 相 位 信 息 )遥 与 Ptychography 相

比 袁FPM 引 入 了 野 角 度 复 用 冶 的 概 念 ( 与 离 轴 照 明

DHM 类 似 )袁 不 同 角 度 的 照 明 光 束 扩 大 了 成 像 系 统

对 物 光 频 谱 的 收 集 能 力 [32-33]曰 因 此 FPM 可 以 通 过 记

录 不 同 照 明 角 度 下 的 低 分 辨 率 图 像 袁 最 后 结 合 迭 代

算 法 恢 复 出 高 分 辨 率 和 高 空 间 带 宽 积 的 振 幅 和 相 位

图 像 遥

FPM 成 像 装 置 [29] 如 图 10 所 示 袁 样 品 放 置 于 物 镜

的 前 焦 平 面 处 袁 通 过 控 制 LED 阵 列 中 不 同 位 置 处

LED 的 野 开 冶 与 野 关 冶 来 实 现 不 同 方 向 的 照 明 遥 图 10(a)

FPM 成 像 示 意 图 曰 图 10(b) 使 用 不 同 照 明 角 度 合 成 频

谱 分 布 袁 中 央 红 色 圆 域 是 垂 直 照 明 时 频 谱 分 布 袁 白 色

圆 域 是 倾 斜 照 明 时 频 谱 分 布 袁 绿 色 圆 域 是 最 终 合 成

的 频 谱 范 围 曰 图 10(c1) 实 验 所 用 样 品 曰 图 10(c2) 利 用

20X 显 微 物 镜 拍 摄 的 图 像 ( 与 图 10(b) 中 红 色 区 域 内

频 谱 相 对 应 )遥 每 两 个 相 邻 光 源 之 间 的 距 离 需 要 设 置 的

足 够 接 近 袁 以 保 证 两 次 相 邻 照 明 所 得 的 衍 射 图 像 具 有

60% 的 覆 盖 率 遥 不 同 位 置 处 的 LED 照 射 样 品 后 记 录

的 一 系 列 低 分 辨 率 的 衍 射 图 像 如 图 10(c3)尧(c4) 所 示 曰

随 后 袁 利 用 一 迭 代 算 法 最 终 可 以 获 得 高 分 辨 率 图 像 袁

如 图 10(c5) 所 示 遥 对 比 图 10(c5) 和 (c2)袁 可 以 清 晰 地 看
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图 10 傅 里 叶 叠 层 显 微 成 像 原 理

Fig.10 Theory of FPM
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出 FPM( 采 用 多 角 度 倾 斜 照 明 ) 提 高 了 成 像 分 辨 率 遥

需 要 注 意 的 是 袁FPM 通 过 记 录 一 系 列 低 分 辨 率

的 衍 射 图 样 来 实 现 空 间 带 宽 积 的 增 加 袁 获 取 时 间 通

常 是 以 分 钟 为 单 位 的 袁 在 此 过 程 中 牺 牲 了 时 间 分 辨

率 遥 为 了 能 够 研 究 动 态 样 品 袁 则 需 要 更 快 的 捕 获 时

间 [34]遥 为 了 达 到 这 种 目 的 袁 国 外 学 者 可 以 利 用 声 控 /

电 控 光 栅 [35]尧 源 编 码 LED 阵 列 来 提 高 图 像 的 获 取 速

度 曰 同 时 袁 利 用 一 种 改 进 的 迭 代 算 法 [34-36] 来 提 高 图 像

重 构 速 度 遥 此 外 袁 为 了 更 多 程 度 的 提 高 成 像 分 辨 率 袁

还 可 以 采 用 浸 油 聚 光 镜 来 增 大 照 明 角 度 [37]遥 除 了 使

用 LED 阵 列 外 袁 也 可 以 通 过 固 定 光 束 照 射 横 向 平 移

的 样 品 来 提 高 相 位 成 像 的 分 辨 率 [38]遥 与 不 同 LED 产

生 的 离 轴 照 明 类 似 袁 汇 聚 光 束 在 不 同 位 置 处 具 有 相

同 的 相 位 梯 度 袁 可 以 将 样 品 的 高 频 分 量 移 向 低 频 分

量 袁 最 终 产 生 合 成 数 值 孔 径 遥 近 年 来 袁 人 们 还 将 FPM

与 荧 光 显 微 相 结 合 来 实 现 多 模 式 显 微 成 像 [39]遥

与 FPM 较 为 类 似 袁 相 干 衍 射 成 像 (Coherent

Diffraction Imaging袁CDI)[40-42] 也 是 一 种 用 迭 代 算 法 袁

直 接 从 所 记 录 的 物 体 散 射 斑 恢 复 物 体 强 度 和 相 位 的

成 像 技 术 遥 不 同 的 是 袁CDI 不 使 用 物 镜 袁 直 接 利 用 一

发 散 或 聚 焦 的 光 束 照 明 样 品 的 局 部 遥 通 过 移 动 样 品

得 到 不 同 的 衍 射 强 度 图 像 袁 再 利 用 一 迭 代 算 法 再 现

出 样 品 的 相 位 分 布 遥 此 外 袁CDI 和 X 射 线 相 结 合 在 材

料 学 和 生 物 学 方 面 得 到 了 广 泛 应 用 遥

2.2 基于结构照明的单光束相位成像技术

基 于 结 构 照 明 的 单 光 束 相 位 成 像 [43] 利 用 不 同 的

调 制 图 像 ( 复 振 幅 分 布 已 知 ) 照 明 样 品 袁 通 过 记 录 样

品 在 不 同 散 斑 照 明 下 的 衍 射 图 像 袁 不 但 可 以 再 现 出

样 品 的 复 振 幅 分 布 袁 还 可 以 实 现 分 辨 率 的 提 高 遥 其 光

路 示 意 图 如 图 11 所 示 院 从 半 导 体 激 光 器 发 出 的 激 光

经 由 透 镜 L1 和 透 镜 L2 组 成 的 望 远 镜 系 统 扩 束 准 直

成 平 面 波 袁 然 后 通 过 偏 振 片 P 变 为 水 平 线 偏 振 光 遥 水

平 线 偏 振 的 平 面 波 经 过 分 光 棱 镜 BS 后 正 入 射 在 一

个 纯 相 位 SLM 上 遥 通 过 在 空 间 光 调 制 器 上 加 载 不 同

的 灰 度 图 样 ( 条 纹 结 构 图 样 尧 随 机 结 构 图 样 ) 可 以 调

制 入 射 光 场 生 成 相 应 的 结 构 照 明 光 遥 结 构 照 明 光 经

望 远 镜 系 统 (L3-MO1) 缩 束 后 成 像 到 样 品 表 面 遥 在 该

调 制 光 照 明 下 袁 样 品 被 由 物 镜 MO2 和 透 镜 L4 组 成 的

望 远 镜 系 统 放 大 成 像 遥 CCD 在 偏 离 像 面 的 位 置 记 录

样 品 在 不 同 结 构 照 明 条 件 下 的 衍 射 光 斑 遥 该 技 术 再
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图 12 基 于 调 制 照 明 的 单 光 束 相 位 显 微 成 像 遥 (a) 在 SLM 上 加 载 的 随 机 结 构 图 样 曰(b) 在 不 同 随 机 结 构 照 明 下 的 衍 射 图 样 曰

(c) 再 现 相 位 分 布

Fig.12 Single鄄beam phase microscopy with modulated illumination. (a) Random illumination patterns loaded

on SLM; (b) Diffraction patterns under different illumination patterns; (c) Reproduction phase distribution

图 11 基 于 结 构 照 明 的 单 光 束 相 位 成 像 光 路

Fig.11 Single鄄beam phase microscopy with structured illumination
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现 出 被 测 样 品 的 相 位 分 布 的 同 时 袁 也 提 高 了 相 位 成

像 的 空 间 分 辨 率 遥

实 验 上 采 用 蚊 子 翅 膀 作 为 相 位 物 体 袁 记 录 了 8 幅

随 机 结 构 照 明 下 的 衍 射 图 样 袁其 中 5 幅 图 样 如 图 12(b)

所 示 遥 利 用 迭 代 方 法 袁 再 现 出 蚊 子 翅 膀 的 相 位 分 布

图 12(c) 所 示 遥 实 验 结 果 表 明 袁 该 方 法 不 仅 可 以 对 连

续 相 位 物 体 进 行 成 像 袁 还 可 以 对 跃 变 相 位 物 体 ( 如 相

位 台 阶 ) 成 像 遥 此 外 袁 随 机 结 构 照 明 光 可 以 看 作 无 数

个 不 同 方 向 的 平 面 波 相 干 叠 加 而 成 遥 在 随 机 结 构 照

明 下 袁 不 同 方 向 的 平 面 波 将 物 光 的 高 频 分 量 向 零 频

方 向 移 动 袁 并 通 过 系 统 的 有 效 数 值 孔 径 遥 因 此 袁 基 于

结 构 照 明 的 单 光 束 相 位 成 像 技 术 可 以 提 高 相 位 成 像

的 空 间 分 辨 率 遥

2.3 合成孔径片上相位显微技术

片 上 相 位 显 微 (Phase microscopy on chip) 技 术 将

待 测 样 品 会 放 置 在 CCD/CMOS 芯 片 前 的 保 护 玻 璃

上 ( 距 离 成 像 芯 片 的 距 离 臆1 mm)袁 通 过 记 录 样 品 在

不 同 照 明 方 向 下 的 衍 射 图 样 可 以 实 现 相 位 成 像 遥 由

于 不 存 在 额 外 的 成 像 系 统 袁 片 上 相 位 显 微 的 空 间 分

辨 率 直 接 取 决 于 CCD/CMOS 的 像 素 大 小 ( 一 个 或 几
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图 13 合 成 孔 径 片 上 相 位 显 微 成 像 原 理 遥 (a) 片 上 相 位 显 微 成 像 装 置 示 意 图 曰(b) 利 用 合 成 孔 径 相 位 恢 复 算 法 得 到 的 频 域 范 围 袁

不 同 颜 色 的 圆 域 是 指 不 同 角 度 对 应 的 频 域 大 小 曰(c) 最 终 恢 复 待 测 样 品 的 振 幅 和 相 位

Fig.13 Principle of on鄄chip microscopy with synthetic aperture. (a) Set鄄up of on鄄chip microscopy; (b) Frequency domain range

obtained by using the synthetic aperture phase recovery algorithm, and the circle domain of different colors refers to

the frequency domain size corresponding to different angles; (c) Recovered amplitude and phase of sample
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个 微 米 )遥 因 此 袁 片 上 相 位 显 微 技 术 对 应 的 空 间 分 辨

率 接 近 于 采 用 0.25 NA 物 镜 的 对 应 的 空 间 分 辨 率 遥

虽 然 通 过 减 小 像 素 尺 寸 可 以 提 高 空 间 分 辨 率 袁 但 也

会 降 低 信 噪 比 遥 为 了 解 决 分 辨 率 和 信 噪 比 之 间 的 矛

盾 袁 海 内 外 学 者 提 出 了 亚 像 元 成 像 技 术 袁 并 被 成 功 的

应 用 到 片 上 显 微 [44-45]遥

亚 像 元 技 术 是 通 过 沿 水 平 方 向 和 垂 直 方 向 移 动

样 品 或 CCD袁 在 每 次 横 向 移 动 量 小 于 一 个 像 素 的 多

小 ( 如 1/2 pixel)遥 通 过 记 录 每 次 横 向 移 动 样 品 /CCD

时 样 品 的 衍 射 图 像 袁 最 后 将 全 部 所 得 图 形 组 合 起 来

可 以 得 到 一 幅 具 有 亚 像 素 分 辨 率 的 图 像 遥 值 得 注 意

的 是 袁 在 基 于 卷 积 的 重 建 算 法 中 袁 除 了 移 动 待 测 样 品

和 相 机 以 外 袁 还 可 以 通 过 移 动 照 明 来 减 少 有 效 像 素

大 小 [47-48]遥

合 成 孔 径 片 上 显 微 的 装 置 如 图 13 所 示 [46]袁 该 装

置 利 用 声 光 可 调 谐 滤 波 器 对 宽 频 带 光 源 (WhiteLase鄄

Micro曰Fianium Ltd袁Southampton袁UK) 进 行 滤 波 袁 滤

波 后 的 光 谱 带 宽 约 为 2.5 nm遥 该 光 源 发 出 的 光 被 耦

合 为 单 模 光 纤 袁 光 纤 的 另 一 端 被 安 装 在 旋 转 臂 上 袁 旋

转 臂 的 旋 转 轴 与 数 字 传 感 器 芯 片 的 平 面 严 格 对 准 袁

用 来 提 供 像 素 超 分 辨 的 横 向 光 源 位 移 袁 同 时 袁 也 会 将

CMOS(color sensor袁Sony Corp袁Tokyo袁Japan袁 像 素 大

小 为 1.2 滋m) 安 装 在 旋 转 座 上 来 实 现 横 向 平 面 内 旋

转 遥 光 纤 与 CMOS 之 间 的 距 离 为 7~11 cm袁 且 样 品 放

置 在 图 像 传 感 器 上 方 100~500 滋m 处 遥 通 过 电 动 装 置

控 制 机 械 臂 使 得 光 源 依 次 发 生 0.1~0.2 mm 的 横 向

位 移 量 袁 同 时 记 录 每 个 光 源 位 置 所 对 应 的 衍 射 图 像 遥

通 过 以 10毅 为 增 量 不 断 重 复 这 一 过 程 袁 使 得 光 纤 照 明

在 两 个 正 交 方 向 上 具 有 -50毅~50毅 的 视 场 角 遥 然 而 袁 通

过 迭 代 可 以 恢 复 被 测 样 品 的 相 位 分 布 遥

实 验 中 袁 利 用 片 上 相 位 显 微 技 术 对 苏 木 精 和 伊

红 染 色 的 乳 腺 癌 细 胞 进 行 成 像 遥 所 用 图 像 传 感 器 的

整 个 可 探 测 区 域 为 20.5 mm2( 视 场 范 围 )曰 实 验 上 利 用

22 个 不 同 的 光 照 角 度 来 照 明 样 品 ( 以 10毅 为 增 量 袁 沿

着 两 个 正 交 的 方 向 覆 盖 -50毅~50毅)遥 通 过 5~10 个 迭

代 过 程 袁 恢 复 出 来 的 振 幅 和 相 位 分 布 如 图 13(c) 所 示 遥

与 之 前 提 到 的 数 字 全 息 显 微 结 构 相 似 袁 片 上 相 位 显

微 也 采 用 了 合 成 孔 径 的 方 式 来 提 高 分 辨 率 遥 通 过 光
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Technologies Phase accuracy

DHM with off-axis illumination ***

DHM with structured illumination ***

Velocity

***

***

SNR Resolution FOV

* *** *

* *** *

DHM with speckle illumination *** * *** *** *

Fourier phychography microscopy * * *** *** *

Single鄄beam QPM with structured illumination * * *** *** *

On鄄chip phase microscopy * * *** * ***

表 1 不同分辨率增强相位成像技术的比较

Tab.1 Comparison of different resolution鄄enhanced QPM approaches
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源 的 亚 像 素 移 动 来 提 高 CCD/CMOS 的 空 间 采 样 能

力 袁 或 利 用 改 变 照 明 角 度 实 现 合 成 孔 径 来 提 高 分 辨

率 遥 在 这 种 情 况 下 袁 需 要 记 录 16~64 幅 衍 射 图 样 (x 和

y 方 向 上 各 有 11 个 角 度 ) 来 实 现 超 分 辨 成 像 遥 由 于 片

上 相 位 显 微 成 像 技 术 具 有 结 构 简 单 尧 实 用 性 强 等

优 点 袁 到 目 前 为 止 已 经 被 广 泛 应 用 于 多 个 方 面 袁 其 中

包 括 荧 光 成 像 [49]袁 结 构 光 照 明 成 像 [50]尧 彩 色 全 息 成

像 [45]袁 同 时 结 合 深 度 学 习 作 为 细 胞 培 养 和 水 性 寄 生

虫 的 观 察 工 具 [51]袁 以 及 基 于 提 高 轴 向 分 辨 率 的 精 子

细 胞 三 维 轨 迹 跟 踪 技 术 [52]遥

3 结 论

文 中 综 述 了 相 位 成 像 中 分 辨 率 增 强 方 式 的 研 究 现

状 袁重 点 介 绍 了 对 微 观 物 体 的 相 位 成 像 方 式 遥 相 位 成 像

技 术 一 般 包 括 院(1) 基 于 干 涉 方 法 的 双 光 束 定 量 相 位 显

微 (QPM)曰(2) 基 于 衍 射 的 的 单 光 束 相 位 显 微 技 术 遥 后

者 可 以 通 过 采 用 不 同 的 约 束 条 件 将 物 光 的 相 位 分 布 转

换 为 强 度 变 化 袁 通 过 记 录 这 些 强 度 分 布 来 重 构 物 光 相

位 分 布 遥 这 两 种 相 位 显 微 技 术 的 分 辨 率 增 强 是 通 过 利

用 一 个 扩 大 的 等 效 数 值 孔 径 的 方 法 来 实 现 的 遥 具 体 而

言 袁 可 以 通 过 移 动 样 品 和 CCD尧 采 用 离 轴 照 明 尧 结 构 光

照 明 尧散 斑 照 明 尧或 在 成 像 装 置 中 使 用 光 栅 来 实 现 遥

在 表 1 中 粗 浅 地 比 较 了 不 同 相 位 显 微 分 辨 率 增

强 技 术 在 相 位 精 度 尧 速 度 尧 成 像 信 噪 比 尧 空 间 分 辨 率 尧

和 成 像 视 场 上 的 优 劣 遥 基 于 光 学 干 涉 的 DHM袁 相 比

于 其 他 三 种 单 光 束 相 位 显 微 技 术 袁 具 有 更 高 的 相 位

精 度 袁 为 此 付 出 了 光 路 复 杂 尧 对 环 境 要 求 高 等 代 价 遥

基 于 离 轴 照 明 和 结 构 光 照 明 的 DHM 可 通 过 采 用 稀

疏 的 尧 对 称 的 照 明 袁 在 4 个 或 9 个 方 向 进 行 频 谱 拼 接

得 到 超 分 辨 的 相 位 成 像 袁具 有 较 快 的 成 像 速 度 遥 后 面 四

种 相 位 成 像 技 术 需 要 更 多 次 照 明 来 实 现 相 位 成 像 和 各

个 方 向 上 的 分 辨 率 增 强 袁与 此 同 时 袁具 有 较 低 的 散 斑 噪

声 或 更 高 的 信 噪 比 遥 此 外 袁相 对 于 片 上 相 位 显 微 技 术 袁

前 五 种 相 位 显 微 技 术 利 用 物 镜 来 对 样 品 进 行 放 大 成

像 袁具 有 更 高 的 分 辨 率 和 更 小 的 成 像 视 场 遥

不 同 相 位 显 微 分 辨 率 增 强 技 术 的 共 同 点 在 于 院

大 视 场 下 增 加 分 辨 率 确 实 增 加 了 成 像 系 统 的 空 间 带

宽 积 袁 是 以 牺 牲 其 时 间 分 辨 率 为 代 价 的 遥 而 随 着 场 调

制 技 术 ( 强 度 和 相 位 调 制 ) 和 成 像 设 备 ( 例 如 该 用

CMOS/CCD 相 机 ) 的 快 速 发 展 袁 以 及 多 路 复 用 的 发

展 袁 时 间 分 辨 率 有 得 到 显 著 的 提 高 遥
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