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基于激光回馈共聚焦的层析成像系统

王子涵1，张    立1，周博睿2

(1. 北京林业大学 理学院，北京 100083；
2. 中国人民解放军陆军工程大学 电子与光学工程系，河北 石家庄 050051)

NA = 0.42

摘　要：激光回馈共聚焦层析成像技术因其极高的灵敏度和纵向分辨力而被应用于高分辨率的表面

形貌测量、MEMS 器件的内部成像，并可对生物组织内部金属异物进行定位，然而至今未曾有过对于

生物组织细胞级别成像的报道。设计并搭建了基于激光回馈共聚焦层析成像技术的三维成像系统，对

活体生物组织进行了探测和图像重建，能够清晰地观测到细胞的结构信息，证明了激光回馈共聚焦层

析成像技术在生物组织成像领域的应用价值和发展潜力。三维成像系统可获得突破衍射极限 1.4 倍

的横向分辨力，在使用 的显微物镜时，横向分辨力约为 1.1 μm，纵向分辨力约为 19.4 μm，用

于表面形貌测量时纵向分辨力优于 500 nm。同时，设计了基于 LabVIEW 软件三维定位与扫描采集模

块和基于 Matlab 软件的三维图像重建模块，可对待测区域进行精确定位，进而获得待测区域三维层析

图像，具有相当的实际应用价值。

关键词：激光移频回馈效应；  共聚焦层析成像技术；  三维成像；  生物组织
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Tomography system based on laser feedback confocal

Wang Zihan1，Zhang Li1，Zhou Borui2

(1. College of Science, Beijing Forestry University, Beijing 100083, China;

2. Department of Electronic and Optical Engineering, Army Engineering University of PLA, Shijiazhuang 050051, China)
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Abstract:   Laser feedback confocal tomography was used for high-resolution surface topography measurement,
internal  imaging  of  MEMS  devices  due  to  its  extremely  high  sensitivity  and  longitudinal  resolution,  and  can
locate metal foreign objects in biological tissues. However, so far no cell-level imaging of biological tissues has
ever  been  performed.  A  three-dimensional  imaging  system  based  on  laser  feedback  confocal  tomography  was
designed and built. The living tissue was detected and reconstructed, and the structure information of the cells can
be clearly observed, which can prove its application value and development potential of technology in the field of
biological tissue imaging. The three-dimensional imaging system can obtain a lateral resolution of 1.4 times the
diffraction  limit.  When  a  microscope  objective  lens  with   was  used,  the  lateral  resolution  was  about
1.1 microns and the longitudinal resolution was 19.4 μm. It was used for surface topography measurement better
than 500 nm.At the same time, a 3D positioning and scanning acquisition module based on LabVIEW software
and a 3D image reconstruction module based on Matlab software were designed to accurately locate the area to be
measured, and then obtain a 3D tomographic image of the area to be measured, which has considerable practical
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application value.
Key words:   laser  frequency-shifted  feedback;         confocal  tomography;         three-dimensional  imaging;      

 biological tissue

0    引　言

光学成像技术具有无损、非接触及高分辨的特

点，在生物组织三维成像方面具有独特优势。当前，

用于生物组织三维成像的光学成像技术主要有激光

共聚焦层析成像技术 [1](Laser  Confocal  Tomography,

LCT)、光学相干层析成像技术 (Optical  Coherence

Tomography, OCT)[2]、超声调制光学层析成像技术 [3]

(Ultrasound-modulated  Optical  Tomography,  UOT)、光

声层析成像技术 [4−5](Photoacoustic Tomography, PAT)。

激光共聚焦层析成像技术主要用于科学研究，进

行细胞级别的生物三维成像，其横向分辨力突破衍射

极限 1.4倍，通常优于 2 μm[6]。纵向分辨力取决于离

焦曲线半高宽，在几十微量级，通过离焦曲线线性段

标定，可获得优于 1 μm的纵向分辨力，但激光共聚焦

层析成像技术成像深度较浅，对于荧光染色和透明化

处理后的生物样品，成像深度可达 200 μm以上，但对

于未进行处理的生物组织，成像深度通常低于 100 μm。

光学相干层析成像技术是一项新近发展的生物医学

三维成像技术，通过低相干光干涉实现层析成像，目

前已被应用于眼底病变检查、心脏冠状动脉成像和

乳腺癌早期检测 [7]，该技术横向分辨力通常为 3 ~

10 μm，纵向分辨力为 7 ~ 20 μm，成像深度 1 ~ 2 mm[8]。

超声调制光学层析成像技术 (UOT)和光声层析成像

技术 (PAT)属于声光相互作用的成像模式，虽然成像

深度均达到厘米量级，但分辨率受限于超声换能器，

通常仅有 0.5 ~ 1 mm左右。对比上述四项技术可以

看出，在生物组织三维成像领域成像分辨率和成像深

度难以兼顾，特别是对于厚组织样品的较大深度的细

胞级三维成像存在较大困难。

激光移频回馈技术 (Laser frequency-shifted feed-

back)又称激光自混合干涉技术 (Laser self-mixing inter-

ference)是一种新型的干涉技术，具有极高的探测灵

敏度，该项技术应用于生物组织成像具有显著的优

势。2013年，清华大学谈宜东课题组将激光移频回馈

技术和共聚焦层析成像技术相结合，提出了激光器回

馈共聚焦层析成像 (Laser  Feedback  Confocal  Tomo-

graphy, LFCT)技术 [9]。该技术在继承共聚焦层析成

像技术的层析能力和非焦面噪声抑制能力的同时，还

具有极高的灵敏度和纵向分辨力，在探测微弱信号领

域方面具有优势。目前，该项技术主要应用于高分辨

率的表面形貌测量、MEMS器件的内部成像及生物

组织内部金属异物的定位[10]，未见生物组织细胞级成

像报道。

NA = 0.42

文中详细介绍了研制的激光回馈共聚焦层析成

像系统。硬件方面，该系统可获得突破衍射极限

1.4倍的横向分辨力，在使用 的显微物镜时，

横向分辨力约为 1.1 μm，纵向分辨力约为 19.4 μm，在

进行离焦曲线线性段标定后，可获得与轴向位移台精

度一致的纵向分辨力。软件方面，设计了基于 LabVIEW

的三维定位与扫描采集模块和基于 Matlab的三维图

像重建模块，可对待测区域进行精确定位，进而获得

待测区域三维层析图像，具有相当的实际应用价值。

最后，展示了基于该系统获得的活体生物组织二维和

三维层析成像结果。

1    激光回馈共聚焦层析成像原理

激光回馈共聚焦层析成像原理示意图如图 1(a)

所示，激光束经成像系统聚焦于待测样品，形成光学

探针。经外部物体反射或散射的移频光进入激光谐

振腔，引起激光器输出功率的剧烈变化，这种变化与

返回谐振腔的光子数相关，可以直接反映待测样品信

息，通过探针扫描，可获得待测样品的二维、三维层析

图像。图 1(a)可以等效为图 1(b)所示的激光共聚焦

层析成像系统，在该系统中，信号光需要进入激光谐

振腔才能产生激光回馈效用，微片激光器既充当了光

源又充当了实际的探测器，因此成像系统是自准直

的。同时，微片激光器本身的激光束腰充当虚拟针

孔，杂散光无法沿束腰入射至激光器，不会引发回馈

效应，实现了虚拟共聚焦，可以在不使用空间滤波器

的情况下获得极高横向、纵向分辨力。另外，声光移

频器的设置也为该项技术带来独特的优势：一方面，

移频频率接近微片激光器弛豫振荡频率时可以获得
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极高的放大倍数；另一方面，类似外差干涉法的系统

设置使得激光回馈共聚焦层析成像系统光路部分具

有良好的稳定性。
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图 1  (a) 激光回馈共聚焦层析成像原理和 (b) 等效共聚焦系统

Fig.1  (a) Principle diagram of LFCT and (b) equivalent confocal system
 

 

Ω

激光回馈共聚焦层析成像技术的高灵敏度来自

于激光移频回馈效应。在声光移频器调制频率为

的条件下，其探测器所检测到的输出功率的相对调

制为：

∆I (2Ω)
IS

= κI (u)G (2Ω)cos(2Ωt−ϕ−ϕs)

G (2Ω) = 2γc

√√√
η2γ2+ (2Ω)2

η2γ2(2Ω)2+
(
ωr

2− (2Ω)2
)2 (1)

∆I IS

κ G(2Ω)

ϕs ϕ

η=N0/N

ωr = (γcγπ(η−1))1/2

G(2Ω) 2Ω

ωr 2Ω = ωr G(2Ω)

式中： 为表示激光器功率的调制信号； 为稳态

输出功率； 为样品的反射率； 是微片激器移频

回馈效应所产生的增益； 为固定的附加相位； 为

外腔回馈相位，反映了外腔长变化；   为相对

泵浦水平，是实际泵浦功率和阈值泵浦功率的比值；

为微片激光器的弛豫振荡频率。

增益系数 的大小与移频频率 和弛豫振荡频

率 有关，当 时， 取到最大值，可以达到

106 量级[11−13]。

2    激光回馈共聚焦层析成像系统

基于上述激光回馈共聚焦层析成像原理，搭建了

一套具有实际应用价值的激光回馈共聚焦层析成像

系统，该系统总体结构示意图如图 2所示，分为光学

成像模块、信号采集和扫描控制模块、数据存储与处

理模块三部分。光学成像模块用于提供高信噪比的

成像信号，信号扫描采集和控制模块用于位移台扫描

控制和信号采集，数据存储与处理模块用于数据存

储、预处理及三维图像重建。
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图 2  激光回馈共聚焦层析成像系统总体结构示意图

Fig.2  Overall structure diagram of LFCT system
 

 

2.1   光学成像模块

ω1 =

70 MHz ω2 = 71 MHz

Ω = |ω1−ω2| =

1 MHz

NA= 0.42

2Ω = 2 MHz

2Ω

2Ω = 2 MHz

激光回馈共聚焦层析成像系统光学成像模块如

图 3所示。光源使用 a-cut Nd:YVO4 微片激光器，微

片厚度 0.75 mm，由波长 808 nm的激光二极管泵浦，

实现单纵模线偏振输出，输出激光波长为 1 064 nm。

微片激光器输出的光束经过分束比为 1∶1的分束镜

(Beam Splitter)分为两部分，第一部分进入光电探测

器 (PD)用于信号探测和解调，第二部分进入成像光

路进行扫描成像。在成像光路中，两个声光移频器

(AOM)以差分结构排列，AOM1的驱动频率为

，AOM2的驱动频率为 。光束依

次通过 AOM1、  AOM2，产生的频移为

。而后光束经过扩束比为 10×的扩束镜 (Beam

Expander)扩束后，由 50×近红外物镜 (Object)聚焦到

样品的表面或内部，物镜工作距为 20.4 mm，数值孔径

。AOM2与扩束镜之间设置衰减片用于防止

强回馈现象发生。样品反射光沿入射路径返回至激

光谐振腔，经两次移频后的移频频率为 ，

对激光器输出光产生频率为 的光强调制。光电探

测器 (PD)输出的测量信号和混频器产生的参考信号

同时输入锁相放大器 (Lock-in Amplifier)进行解调，锁

相放大器选择放大得到 处的信号强度。

待测样品置于高精度三维位移台上，通过位移台移动

实现三维扫描。
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2.2   信号采集和扫描控制模块

光电探测器的信号输入至锁相放大器进行放大，

输出信号由 LabVIEW程序驱动采集卡采集后输入到

计算机[14−15]。LFCT系统采用电控位移台逐点扫描的

方式，在步进扫描同时进行数据采集，采用一维连续

扫描与二维度步进相结合的数据采集方式：位移台步

进时改变对应样品位置，位移台连续扫描时采集扫描

数据。

2.2.1    三维扫描方式

计算机输出的数字信号由采集卡 D/A转换后生

成模拟信号，分别驱动三个维度上的位移平台。为了

提高扫描效率、降低扫描时长，系统采用了不复位连

续扫描的方式，如图 4所示。若以 X–Y平面进行三维

扫描当中的数据采集平面，当二维扫描时，沿 X或

Y方向作为步进，在另一方向上进行连续扫描采集，

扫描结束后，对连续扫描得到的数据点进行数据重

建，得到纵切面或横切面图。以沿光轴 (Z)方向作为

三维扫描当中的步进方向进行步进，X–Y平面进行上

述相同形式的二维扫描采集操作，当每一层 X–Y平面

的图像采集完成后，进行二维层析图像的叠加，得到

样品扫描的三维图样。

只要设定好每个步进维度上的方向、步距、总距

离和每个连续扫描维度上的方向、速度、总距离，就

能够完成目标物体的三维扫描及数据采集。

由于采用了位移台机械扫描的方式，成像速度相

对较低，如若以 X轴方向 2 mm/s的扫描速度，Y、Z轴

步进距离 5 μm的参数设置，精细扫描一块 2 mm×

2 mm×0.1 mm三维立体的区域，扫描时间要约 2.2 h。

2.2.2    信号采集

活体生物组织的三维成像，对于成像的时效性要

求较高。为保证扫描数据的有效性和扫描数据的精

细度，采用了大范围粗略扫描和小范围精细扫描相结

合的扫描方式，便于定位目标区域，降低扫描时间。

对于大范围区域，采用降低采样频率、提高扫描速

度、增加步进距离的方式提高扫描时间和降低数据

量。对于需要精细观察的小范围区域，采用高采样频

率、低扫描速度、小步进距离的方式扫描。另外，为

进一步降低光轴方向数据量和扫描工作量，设计了

Z轴定位模块，在开始三维扫描之前，首先检测待测

目标上表面和轴向各个分界面，便于对扫描起始位置

进行快速定位，工作流程如图 5所示。

  
Positioning

Initial

position

Z-axis wide

scanning

Stage

movement

Control stage

Peak value

detection

图 5  沿 Z轴方向定位流程图

Fig.5  Flow diagram of positioning along the Z axis 

 

Z轴定位模块先对待测物体进行一定大范围内

扫描，获得扫描曲线。当光探针穿过介质分界面时，

扫描曲线会对应出现离焦曲线，且曲线峰值位置对应

分界面表面。初步定位过程中涵盖了所有分界面对

应的离焦曲线，根据目标界面位置处峰值及其曲线宽

度设置限制条件，进行波峰位置检测，得到峰值对应

位置信息。驱动平台缩进到达目标峰值位置，确认定

位后进入下层采集模块设置三个维度对应的采集范

围、速度、方向等参数，开始采集。

三维扫描程序代码如图 6所示。利用 LabVIEW

程序中的图形化界面配置 DAQ助手可实现位移台方

向的控制，创建 NI-DAQmx虚拟通道用于驱动及控制
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图 3  激光回馈共聚焦层析成像系统光学成像部分示意图

Fig.3  Optical imaging section diagram of the LFCT system 

 

X

Y

Z

图 4  激光回馈共聚焦层析成像系统三维扫描方式

Fig.4  3D scanning mode of LFCT system 
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位移台的运动速度和距离。DAQ助手无需编程，仅

通过图形化界面配置就能够实现数据采集任务。在

本系统中，DAQ助手连续采集平台采集到的数据写

入至测量文件，输出测量文件为文文中件。图 2中信

号采集与驱动部分驱动三个维度的位移平台，各维度

的位移台驱动及控制程序均由图 6所示程序代码构

成，并将其嵌套进条件结构与 For循环结构中，从而

实现三维驱动步进与连续采集相结合。不同的是，当

任一维度处于步进状态时，该顺序结构中 DAQ助手

采集到的数据无需写入测量文件。
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图 6  单一维度数据采集及步进驱动的 LabVIEW 程序代码

Fig.6  Single-dimensional data acquisition and step-driven LabVIEW program code 

 

2.3   数据预处理与三维图像重建

三维机械扫描并不能直接获得三维数据，数据采

集过程实际进行了数据降维，测量后输出的文件中仅

能获得一维数据。由于系统采用了不复位的连续扫

描方式，导致偶数次与奇数次扫描的二维层析图像在

步进方向与扫描初始方向上均完全相反，因此在图像

重建之前需要进行数据预处理。

数据预处理时，首先将一维的数据点按层数分

块，而后每层按照扫描逆过程重新排列，形成各层二

维矩阵。以 X轴方向连续扫描、Y轴方向步进为例，

二维矩阵的行数为 X轴扫描点个数，列数为 Y轴步进

次数。而后对二维矩阵进行归一化处理，将数据规范

到 [0, 1]范围内，便于后续数据处理。其次将各层二

维矩阵合并为三维矩阵，此时需要以奇数次 (即以初

始方向的 X、Y轴位移台运动方向)扫描得到的二维

层析图像为基准，将得到的偶数次层析图像进行翻

转，再与奇数次层析图像堆叠，输出结果。三维矩阵

中 x维度对应二维行数，y维度的大小由 Y轴向步进

次数给出，z维度的大小为 Z轴步进次数。

获得的三维图像直接显示时，各层图像间相互遮

挡，无法直观显示内部结构，为了清晰直观地反映重

建后的三维图像，设计了切片图和等值面图两种三维

图像重建显示方式。切片图用于从三维数据中提取

X、Y、Z任意方向的切面图像，显示方式较为简单，处

理基本流程为建立网格、提取切面图像、设置图像透

明度。等值面图可以较为直观地显示内部结构轮廓，

其程序框图如图 7所示。
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图 7  三维等值面显示程序框图

Fig.7  Flow diagram of 3D isosurface display 
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3    实验结果

3.1   成像系统指标测试

在完成激光回馈共聚焦层析成像系统搭建后，对

成像系统的横、纵向分辨力进行了计算和测量。在激

光回馈共聚焦层析成像技术中光源和探测器均为激

光器，激光器束腰充当探测前的空间针孔滤波器，该

系统满足共聚焦成像系统的构成条件，实现了虚拟共

聚焦。因此激光回馈共聚焦层析成像的横向分辨力

与激光共聚焦层析成像相当，为普通光学成像系统的

1.4倍[5−8]，其横向分辨力由物镜数值孔径与激光器波

长决定：

∆x =
0.61λ
√

2NA
(2)

NA= 0.42

∆x ≈

实 验 系 统 中 50倍 近 红 外 物 镜 的 数 值 孔 径

，激光的波长 λ = 1 064 nm，代入公式 (2)可

得入实验系统的理论横向分辨力为 1.09 μm。为

了测定系统的实际分辨力，对一块周期为 3.0 μm，台

阶高度约 500 nm的标准刻划光栅的台阶结构进行了

测试。实验结果如图 8(a)所示，系统能明显分辨台阶

的上下表面，表明该系统用于表面形貌测量时纵向分

辨力优于 500 nm。通过对刻划光栅的阶跃边缘的成

像进行分析可以得到系统的横向分辨力为 1.1 μm，结

果与理论横向分辨力一致。

系统的纵向分辨力则根据离焦响应曲线的半高

宽 (FWHM)给出，以一块 5 mm厚度的 K9玻璃作为

待测物体，沿光轴方向一维扫描 K9玻璃的上表面，行

程长度为 200 μm，实验结果如图 8(b)所示。计算得

曲线的半高宽为 FWHM = 19.4 μm，对应的实验系统

纵向分辨力为 19.4 μm。

3.2   生物组织三维层析成像

为了验证激光回馈共聚焦层析成像系统的生物

组织成像能力，取新鲜洋葱内表皮制成切片样本固定

在位移平台上，定位至上表面位置后开始层析扫描与

数据采集，扫描范围为 300 μm×600 μm，扫描深度为

80 μm，获得 40层二维层析图像。

经过三维数据重建后，图 9给出了激光回馈共聚

焦层析成像系统对洋葱表皮切片的探测结果，在这幅

图像中可以清晰地观察到洋葱表皮细胞分界以及细

胞壁的排列结构。图 9(a)所示为同一新鲜洋葱内表

皮制成切片样本在暗视场显微镜下的图像，图 9(b)为

激光回馈共聚焦层析成像系统获得三维图像，箭头所

示方向为光轴方向 (Z方向)。由于三维图像直接显示

时，各层图像间相互遮挡，无法直观显示内部结构，为

了清晰直观地反映重建后的三维图像，重建了切片图
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和等值面图两种三维图像，如图 9(c)和图 9(d)所示。

图 10给出了激光回馈共聚焦层析成像系统对于

未处理的新鲜洋葱组织内部 500 μm成像深度的大范

围扫描图像，证明激光回馈共聚焦层析成像技术可以

在保持高分辨率的同时获得较大的成像深度。相比

传统激光共聚焦层析成像系统，对于未进行荧光染色

和透明化处理的组织，成像深度有所突破。

4    结　论

文中设计并搭建了基于激光回馈共聚焦的层析

成像系统，并将该系统应用于生物组织细胞级三维成

像上，能够清晰地观测到细胞的结构信息，证明了激

光回馈共聚焦层析成像技术在生物组织显微成像领

域的应用价值和发展潜力。搭建的激光回馈共聚焦

层析成像系统横向分辨力约 1.09 μm，用于介质内部

成像时纵向分辨力约 19.4 μm，用于表面形貌测量时

纵向分辨力优于 500 nm。设计了基于 LabVIEW的三

维定位与扫描采集模块和基于 Matlab的三维图像重

建模块，可对待测区域进行精确定位，重构待测目标

三维层析图像，并获得任意方向的切面图像。
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