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基于单一分光棱镜干涉仪的双通路

定量相位显微术∗

孙腾飞1) 卢鹏2) 卓壮1) 张文浩1) 卢景琦1)†

1) (山东大学信息科学与工程学院, 山东省激光技术与应用重点实验室, 济南 250100)

2) (山东大学物理学院, 济南 250100)

( 2017年 12月 22日收到; 2018年 4月 9日收到修改稿 )

仅仅使用一个单独的分光棱镜 (BS), 实现了一种用于生物细胞三维成像的双通路定量相位显微术. 不同
于传统的使用方法, 将BS倾斜放置, 使中央半反射层与入射光光轴之间存在一个非常小的角度. 这样基于
BS的分光特性, 经过BS后的透射光束和反射光束将会叠加在一起并形成干涉. 调节样品位置, 利用相机拍
摄同时获得了存在π相移的双通路干涉图. 这种离轴干涉模式, 只需要记录单幅干涉图就可以获得真实的相
位信息, 方法结构简单, 易于操作, 适用于微小透明样品的三维形貌测量.

关键词: 定量相位显微, 干涉仪, 相位恢复, 分光棱镜
PACS: 07.60.Ly, 42.30.Va, 42.30.Rx, 42.62.Be DOI: 10.7498/aps.67.20172722

1 引 言

近年来, 用于识别检测透明微结构特征的技术
愈发重要. 相较于传统光学显微技术, 定量相位显
微术通过测量相位信息来间接地反映三维轮廓信

息, 这种技术无需对细胞进行标记即可观察完整
细胞的形态和光学性质, 作为一种无损伤、非接触
式的光学测量技术, 其已经被广泛地应用于微结
构 (细胞等)的形态特征测量中 [1−6]. 常见的马赫
尔 -曾德干涉仪结构经常在定量相位显微术中使用,
然而这种结构极易受到外部环境的干扰, 最终会降
低测量的精度. 为解决上述问题, 采用信号光束和
参考光束共光路的结构 [7−14]是一种不错的选择.
除此之外, 采用尽可能少的光学元件不仅可以实现
信号光束和参考光束共光路结构以提高系统的稳

定性, 而且显著地简化了系统的结构以及降低了系
统的成本, 目前对于这一方面的研究已取得了一
定成果 [15−21]. 例如, Anand等 [15] 及冯少彤等 [16]

分别描述了仅仅使用普通平面反射镜——Lloyd镜
的自参考共光路数字全息显微技术, 即利用反射
镜将光束的一部分反射与另一部分光束叠加形成

干涉条纹; 此外, Anand等 [17]仅仅使用一片玻璃平

板实现了横向剪切干涉显微术, 获取了微小生物
样品的三维轮廓信息; Yaqoob等 [18]则使用两片方

形平面反射镜实现了活细胞的光学色散相位测量;
Qu等 [19], Gabai和Shaked [20]及冯国英等 [21]使用

单一的分光棱镜 (BS)实现了微结构的干涉相位测
量. 本文仅仅通过使用一个BS, 提出了一种新的双
通路定量相位显微术. 利用这种方法, 获得了较高
质量的干涉图样, 并成功实现了生物细胞的相位信
息测量.

2 实验原理

2.1 相位提取方法

基于本文实验所采用的离轴干涉结构, 只需要
采集一幅干涉图就可获取样品的相位信息, 故此选
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择应用广泛的快速傅里叶变换 (FFT)法来恢复样
品相位信息. FFT法 [22]的具体流程参见图 1 .

FFT +1

+1

FFT

图 1 FFT法处理干涉图流程
Fig. 1. Flow diagram of FFT method for processing
interferogram.

假设信号光波O(x, y)和参考光波R(x, y)均为
平面光波, 干涉条纹的光强分布可表示为

I(x, y) = (|O(x, y)|2 + |R(x, y)|2)

+O∗(x, y)R(x, y)

+O(x, y)R∗(x, y), (1)

式中令O(x, y)=A(x, y) cos[φ0+φ(x, y)], R(x, y) =

A(x, y) cosφ0. 设A(x, y)和φ(x, y)分别为光波的
振幅和样品相位分布, φ0为初始相位, “*”代表共
轭. 对 (1) 式进行FFT, 然后用合适的滤波器提取
出+1级频谱:

I(µ, ν) = C0(µ, ν) + C+1(µ, ν) + C−1(µ, ν), (2)

I ′(µ, ν) = C+1(µ, ν). (3)

坐标 (µ, ν)为与空域坐标 (x, y)相对应的频域坐标.
(2)式与 (1)式中各项对应, 分别为背景 (0级)、实像
(+1级)和共轭像 (−1级). 滤波后将+1级频谱移
至谱域中心, 然后对 (3)式进行逆FFT得到 c(x, y).
利用反正切计算, 从 c(x, y)求解相位信息:

φ(x, y) = arctan Im[c(x, y)]

Re[c(x, y)] , (4)

式中 “Im”和 “Re”分别代表复函数的虚部和实部.
利用求解反正切的方法来获取相位信息时, 提

取的相位值被限制在 [−π,π], 即得到的是相位被
“包裹”的图像. 需要对其进行相位解包裹以便得到
真实的连续相位分布

φu(x, y) = U [φw(x, y)] = φw(x, y) + 2kπ, (5)

式中U [ ]为解包裹计算, 下标 “u”和 “w”分别代表
解包裹和包裹, k为整数.

2.2 BS干涉原理

利用BS将一束光分成两束.不同于文献 [19, 20]
中的用法, 调节光束的入射位置, 使其仅仅入射到

BS的左 (右)半部分 (中央半反射层一侧), 平行光
束入射到BS时的光线追迹如图 2所示. 将一个分
光比为5 : 5的普通BS倾斜放置, 在最初状态使BS
的中央半反射层与平行入射光束光轴方向平行. 以
BS的中央半反射层所处方向为基准, 定义 θ为平行

入射光束光轴与BS中央半反射层之间的夹角, 按
照几何光学中的符号规则 (以锐角度量, 顺时针转
为正,逆时针转为负)来表示入射光的入射状态. 假
设BS位置不变, 当入射光束方向发生变化时, 出射
光束 (经中央半反射层的透射光束和反射光束)的
方向也随之发生变化. 当 θ = 0时, 两出射光束平
行; 当 θ > 0时, 两出射光束汇聚; 当 θ < 0时, 两出
射光束发散. 可以很容易发现, 当处于 θ > 0的情

况下 (图 2 (b)), 经过BS之后的两出射光束 (两出射
光束之间存在夹角 2θ)将相遇叠加在一起并发生离
轴干涉. 本文实验即利用这一性质.

(a)

(b)

θ=0

θ=0

θ 0

θ 0

θ

θ

(c)

图 2 平行光束以不同方向入射到BS时的光线追迹
(a) θ = 0; (b) θ > 0; (c) θ < 0

Fig. 2. Ray tracing of parallel beam incident to BS
with different directions: (a) θ = 0; (b) θ > 0;
(c) θ < 0.

本文提出的定量相位显微术有几个有利条件:
第一, 使用单一的BS可以简化光学系统, 降低光学
系统的成本及调节难度; 第二, 调节入射光束距离
BS中央半反射层尽可能远, 这样两出射光束之间
的距离越近, 这种自参考近共光路模式使得系统的
抗干扰能力较好; 第三, 如图 2 (b)所示, 通过调节
样品的位置, 使样品尽可能只占据入射光束的一半
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位置, 这样经过BS的两出射光束就是入射光束的
复制像, 并且彼此相反. 因此, 当这两出射光束相
互叠加时, 其对应位置彼此干涉, 形成双通路干涉
形式; 第四, 两干涉光束之间存在一个非常小的夹
角, 这就形成了离轴干涉, 并且干涉光束之间的夹
角可以自由地调节, 从而实现频谱中实像和共轭像
完全分离, 因此只需要记录一幅干涉图并且可以很
好地提取出样品的相位信息. 对于文献 [19, 20] 中
的方法, 需要尽可能调节BS中央半反射层与入射
光光轴共面, 使得每一干涉通路中参考光束和信号
光束的截面积相近, 以期获得大的干涉区域. 而本
文方法只需使入射光束入射到BS中央半反射层的
一侧即可实现同样目标, 这一调节相对简单. 此外,
本文方法利用的是通过BS后两束光束的汇聚性质
(图 2 (b)), 而文献 [20]利用了通过BS后两束光束
的发散性质 (图 2 (c)), 比较两种方法, 可以较容易

地发现在获取同样的双通路干涉图样时, 本文方法
只需要更小的探测器面积.

3 实验系统及测量结果

3.1 实验装置及细节

本文提出的双通路定量相位显微术实验光路

如图 3所示. 首先, 按照传统倒置型显微镜配置
搭建了光路的基础部分. 使用He-Ne激光 (波长λ

为 632.8 nm)作为照明光源, 采用英国Andor公司
的Zyla 5.5科研型CMOS相机拍摄干涉图, 像素
尺寸∆x 为 6.5 µm × 6.5 µm, 最大有效像素数为
2560 pixel × 2160 pixel (5.5 M像素). 图 3左侧插
图显示了样品放置情况, 右侧插图为双通路离轴干
涉示意图,其中O(O′)代表信号光束, R(R′)代表参
考光束.

He-Ne

2θ

θ

2θ
O↼Rϕ↽

R↼Oϕ↽

CMOS

图 3 双通路定量相位显微术实验光路示意图

Fig. 3. Experimental optical path diagram of dual-channel quantitative phase microscopy.

将BS安装在旋转台上, 精细调节入射光束光
轴与BS中央半反射层之间的夹角 θ(根据几何关
系, 可以得到两干涉光束之间存在夹角为2θ), 以便
获取条纹对比度高的高质量干涉图. 通过调节夹
角 θ的大小, 发现干涉条纹的空间频率也随之发生
变化. 随着夹角 θ逐渐增大, 干涉图条纹变得越来
越细密, 干涉条纹的空间频率逐渐增大, 如图 4 (a)
所示. 对应于图 4 (a)中不同夹角下记录的干涉条
纹, 计算了相应的傅里叶频谱, 如图 4 (b)所示. 从
傅里叶频谱图中可以清晰地发现, 随着夹角 θ逐渐

增大, 背景 (0级)频谱、实像 (+1级)频谱和共轭像
(−1级)频谱之间彼此远离. 基于此, 可以适当增大
夹角 θ, 实现频谱中实像 (+1级)和共轭像 (−1级)
彻底分开. 这使得在滤出实像 (+1级)频谱时更容
易, 最终只需记录单幅干涉图来重构相位, 显著降

低系统的复杂程度. 需要注意的是必须调节夹角 θ,
使其满足 2θ 6 sin−1(λ/2∆x), 以便于满足探测器
的采样条件 [23]. 在本文实验中, 应满足2θ 6 2.8◦.

由于BS产生的透射光束和反射光束均为入射
光束的复制像, 参考光束和信号光束均来自同一入
射光束, 所以这种方法实质上是一种共光束自干涉
系统. 对测试样品而言, 希望被测试的样品中细胞
稀疏分布, 仅仅包含几个细胞就可满足需要. 为了
更好地实现双通路成像, 在调节样品时, 需要注意
样品的位置, 尽可能使样品只接触照明光束的一
半. 透射光束中携带样品信息的部分和反射光束中
未携带样品信息的部分分别作为信号光束和参考

光束形成干涉, 反之亦然, 这样就形成了双通路干
涉模式. 最后, 只使用一台CMOS相机就可单次拍
摄到双通路离轴干涉图.
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(a) (b)

θ

图 4 夹角 θ逐渐增大时干涉条纹的变化 (a) 记录的干
涉条纹; (b)对应于 (a)的傅里叶频谱
Fig. 4. Variation of interference fringes with increasing
angle θ: (a) Recorded interference fringes; (b) Fourier
spectra corresponding to (a).

3.2 实验结果

利用草履虫样品来验证上述方法的可行性.
考虑到草履虫的实际大小 (通常为 180—280 µm),

选用一个数值孔径为 0.12, 放大倍数为 5倍的显
微物镜来放大样品. 拍摄的干涉图如图 5 (a)所
示, 图 5 (b)和图 5 (c)分别显示了图 5 (a)中方框标
记部分的放大图像. 干涉图的傅里叶频谱分布如
图 5 (d)所示, 用方框标记出了+1级频谱. 图 5 (e)
和图 5 (f)分别为图 5 (b)对应的二维解包裹相位图
及三维相位分布, 图 5 (g)为图 5 (c)对应的二维解
包裹相位图.

从图 5可以观察到双通路干涉情况. 图 5 (b)
两通路完全分离, 而图 5 (c)显示两干涉通路有重
叠. 从图 5 (b)和图 5 (c)可知, 草履虫的形状清晰
可见, 干涉条纹的弯曲情况非常清晰并且方向相
反, 这揭示出两干涉通路之间存在π相移. 图 5 (d)
频谱图中 0级、+1级和−1级频谱彻底的分离, 这
说明本文方法可以很好地提取出实像. 图 5 (e)—
图 5 (g) 再次清楚地显示出两通路、π相移和草履
虫的形貌. 图 5 (g)显示双通路重叠部分影响了相
位信息的提取, 这提醒在实验调节时要注意样品位
置. 重要的是, 基于双通路干涉图的π相移镜像特
性, 可以对重构的样品相位信息进行校正, 实现定
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图 5 双通路定量相位显微术实验结果 (a)干涉图; (b)和 (c)分别为 (a) 中方框标记部分的放大图; (d)傅里叶频谱图, 红
色方框标记了+1级频谱; (e)和 (f)分别对应 (b)的二维解包裹相位图及三维相位分布; (g)对应 (c)的二维解包裹相位图;
(h)对应 (e)中白色虚线标记的竖直方向的相位轮廓分布曲线
Fig. 5. Experimental results: (a) Interferogram; (b) and (c) are the enlarged images of parts of the interferogram
marked by box in (a); (d) Fourier spectrum, the +1 order spectrum marked with the red box; (e) and (f) are the 2D
and 3D unwrapped phase maps corresponding to (b), respectively; (g) 2D unwrapped phase map corresponding to
(c); (h) different vertical direction phase profile curves of cross-section at the location marked by the white dashed
lines shown in (e), respectively.
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量分析. 由于BS的对称结构, 两个干涉通路也是
彼此对称的, 则一个干涉通路中的相位最大值对应
另一干涉通路中的相位最小值. 以不同干涉通路
中相位最大值和最小值的对应坐标为基准, 两通路
的对应相位值相减后取平均值, 该平均值即为所需
的精确相位值 (图 5 (h)). 图 5 (h)中红色和蓝色曲
线分别显示了图 5 (e)中左侧和右侧白色虚线标记
的竖直方向 (分别包含了相位最大值和最小值)的
相位分布, 黑色曲线表示两干涉通路的平均相位分
布. 可以看出, 双干涉通路可获得更多的相位信息,
样品相位信息得到了较好的校正并且一定程度上

降低了背景影响, 这反映了本文方法的较好特性.
综上所述, 利用本文方法成功实现了透明微小样品
的相位测量, 揭示了样品的三维形貌, 证明了本文
双通路定量相位显微术的可行性.

4 结 论

利用BS的分光特性, 通过调节BS中央半反射
层和入射光束光轴之间的夹角, 实现了一种双通路
定量相位显微术, 并通过测量微小透明样品的相位
信息对实验方法进行了验证. 实验结果表明, 本文
方法具有双通路干涉特性, 两通路均能够成功地
获取样品的相位信息. 本文方法只需要一个单独
的BS, 显著地降低了系统的复杂程度, 降低了成本
并提高了系统稳定性, 容易操作, 拓展了使用范围.
在将来的发展中, 考虑将光源、显微物镜、BS和相
机集成开发, 形成一种便携式易于现场测量的定量
相位显微装置.
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Abstract
Quantitative phase microscopy, as a non-destructive and non-invasive measurement technique, can indirectly reflect

three-dimensional (3D) morphology and optical properties of transparent microstructure object by measuring phase
information. In recent years, this kind of technique has been widely used to detect and investigate the characteristics
of biological cells and it has become more and more important in the field of modern biomedical and life science.
In this paper, only by using a single cube beamsplitter interferometer, a simple single-shot dual-channel quantitative
phase microscopic measurement technique is demonstrated for 3D quantitative phase imaging of biological cells. In the
proposed method, a conventional non-polarized cube beamsplitter is the most pivotal element. Unlike its traditional
application method, the cube beamsplitter is tilted in a nonconventional configuration and the illumination beam is only
incident on the left (or right) half of the cube beamsplitter (just the one side of central semi-reflecting layer), and a
very small angle is introduced between the central semi-reflecting layer and the optical axis of incident beam. Based
on the light splitting characteristic of the cube beamsplitter, two replicas of incident beam are generated. These two
generated replicas (transmission beam and reflection beam) are of symmetry with respect to each other, and they will
encounter and form interference when the direction of the incident beam meets a certain condition. Adjust the sample
to a suitable position and make it only contact one half of incident beam, and the modulated beam will be seen as the
object beam and the remaining clean half of incident beam as the reference beam. When the interference phenomenon
occurs, two interference channels with a relative π (rad) phase-shift in one interferogram are acquired simultaneously
only using one digital camera, and the higher spatial frequency of interference fringes can be achieved by adjusting a
relatively big angle between the central semi-reflecting layer and the optical axis of incident beam. Because of the off-axis
interference mode, we only need to record one interferogram to gain the continuous phase information and avoid using
complex phase-shift techniques. At the same time, this proposed method is of simple structure and easy to operate due
to using less ordinary off-the-shelf optical elements. All these simplify the structure of the system and reduce the cost
of the system as much as possible. Finally, the phase information of paramecium is successfully obtained from different
interference channels respectively. Furthermore, according to the characteristic of π (rad) phase-shift, we also realize the
calibration and determination of ultimate precise phase information of sample by using the method of averaging between
these two channels. The experimental results show that our proposed method is suitable for 3D surface morphology
measurement of small transparent samples.
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