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基于四波前剪切干涉的显微定量相位成像实验研究
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摘　要：提出一种基于四波前剪切干涉的显微定量相位成像方法，使用棋盘型位相光栅获得生物样品的

干涉图，采用快速傅里叶法解得相位信息．实验测量可变形镜产生的随机波前，与ＺＹＧＯ干涉仪的对照

结果表明相位测量误差不超过３％，验证了四波前剪切干涉仪的相位探测精度．建立了一套基于四波前

剪切干涉技术的显微定量相位成像系统，以小鼠肝癌活体细胞为样品，获得了清晰的强度图像和相位图

像．实验结果表明基于四波前剪切干涉技术的系统可以实现高精度的定量相位成像，适用于生物活体细

胞的相位显微成像研究．
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０　引言

活体生物细胞的透明特性导致其难以使用传统的光学显微技术进行测量，而各种细胞染色法又会杀死

细胞，破坏其原有的形态，无法对细胞的运动模式进行观测．细胞内部细胞器的折射率不同导致相位分布的

变化，因此定量相位成像技术成为研究重点．按照基本原理，定量相位成像技术可以分为干涉法和非干涉法，

１－１００８１７０
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干涉法利用光的干涉原理获得目标相位图像，比较有代表性的是数字全息技术．２０１２年，马利红等［１］使用数

字全息技术进行了显微定量相位成像的实验研究．然而数字全息需要高相干性激光光源，会带来散斑噪声，
对实验装置的要求也比较高，具有一定的局限性．近些年来，国内外学者对非干涉方法进行了一系列深入的

研究，其中２００４年，ＦＡＵＬＫＮＥＲ　Ｍ等［２］使用空域叠层成像（Ｐｔｙｃｈｏｇｒａｐｈｉｃａｌ　Ｉｔｅｒａｔｉｖｅ　Ｅｎｇｉｎｅ，ＰＩＥ）技术实

现了显微定量相位成像；２０１６年，姚玉东等［３］对ＰＩＥ技术细节和发展趋势进行了详细的介绍；２０１３年，郑国

安等［４］提出了傅里叶叠层成像（Ｆｏｕｒｉｅｒ　Ｐｔｙｃｈｏｇｒａｐｈｉｃ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＦＰＭ）技术，该方法采用了合成孔径的

思想，可以获得大视场和高分辨率的成像结果．２０１６年，孙佳嵩［５］等对ＦＰＭ技术的理论、发展和应用进行了

总结．光强传输方程（Ｔｒａｎｓｐｏｒｔ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ＴＩＥ）技术也是一类具有代表性的非干涉相位成像法，２０１６年，
左超［６］等综述了ＴＩＥ方法的研究现状与最新进展．基于非干涉法的定量相位成像对实验设备要求较低，但

是都需要进行复杂的计算来获得物体的高分辨率复振幅最优解．
作为干涉法的一种，四波前剪切干涉（Ｑｕａｄｒｉｗａｖｅ　Ｓｈｅａｒｉｎｇ　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＱＷＳＩ）技术是一种新型的波

前探测手段，在多波段面 型 测 试［７］、激 光 光 束 分 析［８］和 纳 米 结 构 热 成 像［９］等 多 种 相 位 测 量 领 域 均 有 应 用．
ＱＷＳＩ使入射光分成四份使其自相干涉，不需要复杂的干涉光路和高相干性光源，具有结构简单、调整方便、
空间分辨率高的优点，可从单幅干涉图中解得强度和相位信息．基于四波前剪切干涉技术的显微定量成像方

法无需对生物细胞进行标记、染色和固定等处理手段，保证了细胞的生物活性，可以实现无损伤的全场测量．
而且此方法还可以对细胞进行真实环境下的动态测量，继而获取细胞的动态特性，细胞间的相互作用以及细

胞对试剂的反应等信息，具有重大研究意义．
本文阐述了四波前剪切干涉的干涉原理和波前相位的解调方法；进行了波前探测的对比实验，测量可变

形镜（Ｄｅｆｏｒｍａｂｌｅ　Ｍｉｒｒｏｒ，ＤＭ）反射平行光产生的一系列波前，并且使用ＺＹＧＯ干涉仪进行对照，验证了四

波前剪切干涉仪的相位探测精度；建立了一套基于四波前剪切干涉技术的显微定量相位成像系统，以小鼠肝

癌活体细胞（Ｈｅｐａ１－６）为样品，获得了清晰的强度图像和相位图像．

１　基本原理

１．１　剪切干涉原理

四波前剪切干涉技术使用了一种特殊的相位光

栅将待测光分成四支衍射光束，进而产生自相干涉

的效果［１０］．该光栅由哈特曼光阑和棋盘型相位光栅

两部分叠加组成，其中，相位光栅的相位差为半个波

长．两者组合后的效果如图１所示．
该相位光栅的干涉原理如图２，其中ｋｉ，ｊ为４支

参与干涉的波矢，Ｒｉ，ｊ为波矢在观测屏产生 的 光 场．
相位光栅可以 使ｋｉ，ｊ（ｉ，ｊ＝｛－１，１｝）４支 衍 射 光 束

最大达到９０％的衍射效率［１１］．
图１　相位光栅结构

Ｆｉｇ．１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｈａｓｅ　ｇｒａｔｉｎｇ

图２　四波前剪切干涉原理

Ｆｉｇ．２　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ　ｏｆ　ｑｕａｄｒｉｗａｖｅ　ｓｈｅａｒｉｎｇ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

如果只考虑（±１，±１）级衍射光束，相位光栅的振幅透射率为

２－１００８１７０
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ｔ（ｘ，ｙ）＝ｃｏｓ πｘ（ ）ｐ ·ｃｏｓ πｙ（ ）ｐ （１）

式中，ｘ，（ ）ｙ 为空间坐标，ｐ为光阑周期．那么对应的光强透射率为

Ｔ（ｘ，ｙ）＝ｔ（ｘ，ｙ）２＝１４ １＋ ｃｏｓ
２π
ｐ（ ）ｘ ＋ｃｏｓ２πｐ（ ）［ ］ｙ ＋１２ ｃｏｓ

２π
ｐ
（ｘ＋ｙ（ ））＋ｃｏｓ ２πｐ（ｘ－ｙ（ ）［ ］｛ ｝） （２）

光在空间中的传播可以用复振幅来表示，即

Ａ（ｒ）＝ Ｉ（ｒ槡 ）ｅｘｐ　ｉ［ｋ·ｒ－φ（ｒ（ ））］ （３）

式中，ｒ是空间方位矢量，ｋ为波矢，Ｉ为光场强度，φ为相位．
每支衍射级次都沿着其波矢方向传播，光场在沿ｚ轴方向传播距离ｚ之后，由于其自由空间衍射在近轴

传播的前提下可以忽略不计，故ｚ处的光场为所有衍射级次的叠加，光场强度为

Ｉ（ｒ，ｘ）＝Ｉ０ １＋ ｃｏｓ ２π
ｐｘ＋

λ
ｐｚ
φ（ｒ）
（ ）ｘ ＋ｃｏｓ ２π

ｐｙ＋
λ
ｐｚ
φ（ｒ）
（ ）［ ］｛ ｙ ＋

　１２ ｃｏｓ
２π
ｐ
（ｘ＋ｙ）＋λｐｚ

φ（ｒ）
（ｘ＋ｙ［ ］）＋ｃｏｓ ２π

ｐ
（ｘ－ｙ）＋λｐｚ

φ（ｒ）
（ｘ－ｙ［ ］｛ ｝）

（４）

式中，Ｉ０为ｚ＝０时干涉图强度的最大值；φ为入射光相位；λ为入射光波长．干涉条纹的强度分布如图３所

示，其中干涉仪的精度由ｐ与ｚ的比值决定［１２］．

图３　干涉条纹强度分布

Ｆｉｇ．３　Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ｆｒｉｎｇｅｓ

１．２　解调原理

获得干涉图之后，便可以解调出波前相位信息．快速傅里叶分析法［１３］在保证结果准确的前提下，计算相

对简便，通过对一幅干涉图进行快速傅里叶变换进行分析，便可解调出波前相位信息．
式（４）的傅里叶频谱为

Ｕ　ｆｘ，ｆ（ ）ｙ ＝２πＩ０ δｆｘ，ｆ（ ）｛ ｙ ＋
１
２ δｆｘ＋

１
ｐ
，ｆ（ ）ｙ Ｆ　ｅ－ｊλｐｚφ（ｒ）｛ ｝ｘ －δｆｘ－１ｐ

，ｆ（ ）ｙ Ｆ　ｅ－ｊλｐｚφ（ｒ）｛ ｝［ ］ｘ ＋

　１２ δｆｘ
，ｆｙ＋

１（ ）ｐ Ｆ　ｅ－ｊ
λ
ｐｚ
φ（ｒ）
｛ ｝ｙ －δｆｘ，ｆｙ－

１（ ）ｐ Ｆ　ｅ－ｊ
λ
ｐｚ
φ（ｒ）
｛ ｝［ ］ｙ ＋

　１４ δｆｘ＋
１
ｐ
，ｆｙ＋

１（ ）ｐ Ｆ　ｅ－ｊ
λ
ｐｚ

φ（ｒ）
（ｘ＋ｙ｛ ｝） －δｆｘ－１ｐ

，ｆｙ－
１（ ）ｐ Ｆ　ｅ－ｊ

λ
ｐｚ

φ（ｒ）
（ｘ＋ｙ｛ ｝［ ］） ＋

　１４ δｆｘ－
１
ｐ
，ｆｙ＋

１（ ）ｐ Ｆ　ｅ－ｊ
λ
ｐｚ

φ（ｒ）
（ｘ－ｙ｛ ｝） －δｆｘ＋１ｐ

，ｆｙ－
１（ ）ｐ Ｆ　ｅ－ｊ

λ
ｐｚ

φ（ｒ）
（ｘ－ｙ｛ ｝［ ］）

（５）

式中δ为狄拉克函数，Ｆ为傅里叶变换．
通过式（５）可以看出，此时干涉图频谱按中心频率的不同可以分成９个部分，与图３中的９个区域分别

对应，其中位于中心点（０，０）的零级频谱对应入射光光强的变化信息，理想情况下，入射光光强是常数，谱宽

为０．其余８个部分为线性载频干涉图的一级频谱信息，中心分别位于（±１／ｐ，±１／ｐ）、（０，±１／ｐ）和（±１／

ｐ，０），干涉图的一级频谱对应干涉条纹的调制信息，其中包含了入射光波前的相位梯度．使用频域滤波窗提
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取出中心位于（１／ｐ，０）的一级频谱，将其移至中心位置（０，０），再进行逆傅里叶变换，得

Ａ（ｘ，ｙ）＝Ｆ－１ δｆｘ，ｆ（ ）ｙ Ｆ　ｅ－ｊ
λ
ｐｚ
φ（ｒ）
｛ ｝｛ ｝ｘ ＝ｅ－ｊ

λ
ｐｚ
φ（ｒ）
ｘ （６）

式中，Ｆ－１表示逆傅里叶变换．
Ａ（ｘ，ｙ）带有相位梯度信息，取其相位角便可得到ｘ方向的相位梯度，即

φ（ｒ）
ｘ ＝－ｐλｚａｎｇｌｅ

［Ａ（ｘ，ｙ）］＝－ｐλｚａｒｃｔａｎ
Ｉｍ［Ａ（ｘ，ｙ）］
Ｒｅ［Ａ（ｘ，ｙ｛ ｝）］ （７）

式中，ａｎｇｌｅ［Ａ（ｘ，ｙ）］表示取Ａ（ｘ，ｙ）的复数相角，Ｉｍ［Ａ（ｘ，ｙ）］和Ｒｅ［Ａ（ｘ，ｙ）］分别表示取Ａ（ｘ，ｙ）的实部

和虚部．

图４　干涉图傅里叶频谱中的衍射级次

Ｆｉｇ．４　Ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ　ｇｒａｄａｔｉｏｎ　ｉｎ　Ｆｏｕｒｉｅｒ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ｏｆ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｇｒａｍ

采用同样的方法提取出中心位于（０，１／ｐ）的一级频谱也可以得到ｙ方向的相位梯度φ（ｒ）
ｙ ．得到ｘ和ｙ

方向的相位梯度后，便可通过傅里叶积分的方法得到最终的波前相位，重建方程为

φ（ｒ）＝Ｆ
－１ Ｆ

φ（ｒ）
（ ）ｘ ＋ｉ　Ｆφ

（ｒ）
（ ）ｙ

ｆｘ＋ｉｆ
烅
烄

烆
烍
烌

烎ｙ

（８）

需要注意的是，在工程应用中，剪切量的大小会影响波前测量结果的分辨率［１　４］，假设剪切量为Ｓ，则式

（４）中φ
（ｒ）
ｘ

在实际测量中为φ（ｒ）－φ（ｒ－Ｓ）
Ｓ

，即相位微分的差分近似，所以剪切量Ｓ越小，对φ（ｒ）
ｘ

的近似误

差越小，测量结果的分辨率越高．对于不同的原始相位φ（ｒ），其差分近似的误差取决于原始相位值，因此从

提高稳定性的角度来说，应尽可能减小剪切量Ｓ．此外，剪切量的大小也会影响到有效测量口径．假设原始波

前数据维数（即ＣＣＤ靶面上有衍射部分）为Ｎ×Ｎ，那么四波前剪切干涉区域数据维数仅为（Ｎ－Ｓ）×（Ｎ－
Ｓ），即数据行数和列数都减少，有效测量口径也因此减小，所以剪切量越小，有效测量口径越大．

２　相位探测对比实验

２．１　实验装置

图５为用于显微定量相位成像的四波前剪切干涉仪，由棋盘型相位光栅和ＣＣＤ组成．其中棋盘型相位

光栅采用了德国 Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ公司的ＤＷＬ４０００型激光直写系统与美国Ｔｒｉｏｎ公司的Ｐｈａｎｔｏｍ　ＩＩＩ　ＲＩＥ型反

应离子束刻蚀设备制成．首先使用激光直写工艺将相位光栅图样刻蚀在光刻胶层，然后采用反应离子束刻蚀

技术将光刻胶层上的图案转印到玻璃基底．相位光栅的周期为１１μｍ，位于相位光栅后方的ＣＣＤ像元尺寸

５．５μｍ，分辨率则是２　０４８×２　０４８，可以得到分辨率最高为５１２×５１２的波前相位图像．
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图５　用于定量相位成像实验的四波前剪切干涉仪

Ｆｉｇ．５　Ｑｕａｄｒｉｗａｖｅ　ｓｈｅａｒｉｎｇ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｍｅｔｅｒ　ｆｏｒ　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｐｈａｓｅ　ｉｍａｇｉｎｇ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

随机波前使用６３２．８ｎｍ 光 纤 光 源 配 合Ｉｒｉｓ　ＡＯ公 司 的 型 号 为ＰＴ１１１－５的３７单 元 分 段 式 微 机 电

（Ｍｉｃｒｏ－Ｅｌｅｃｔｒｏｍｅｃｈａｎｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，ＭＥＭＳ）可变形镜生成，其反射镜单元的最大行程为８μｍ，最大帧频

６．５ｋＨｚ．可变形镜的面型为正六边形，其中每个六边形均为单个４自由度反射镜单元．为了验证测得波前

的正确性，采用法国ＺＹＧＯ索菲型干涉仪作为对照，实验光路如图６．其中，Ｌ０：波长６３２．８ｎｍ的光纤光源、

Ｓ１：２０ｍｍ分光棱镜、Ｓ２：６ｍｍ分光棱镜、Ｌ１：１０ｍｍ透镜、Ｌ２：７ｍｍ透镜、Ｌ３：５ｍｍ透镜、Ａ１：光瞳直径为５
ｍｍ的小孔光阑、Ｍ０：ＭＥＭＳ可变形镜、Ｃ１：ＺＹＧＯ干涉仪、Ｃ２：四波前剪切干涉仪．

图６　四波前剪切干涉实验光路

Ｆｉｇ．６　Ｏｐｔｉｃａｌ　ｐａｔｈ　ｏｆ　ｑｕａｄｒｉｗａｖｅ　ｓｈｅａｒｉｎｇ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

２．２　实验结果

首先，使用ＭＥＭＳ可变形镜产生了均方根误差

（Ｒｏｏｔ　Ｍｅａｎ　Ｓｑｕａｒｅ，ＲＭＳ）从０．０２～０．８的一系列

离焦波前，图７为四波前剪切干涉仪探测到的波前

ＲＭＳ与可变形 镜ＲＭＳ（标 准 参 考 值）的 对 比，基 本

满足线性关系．由此可见，四波前剪切干涉仪可以得

到准确的相位测量结果．
接下来，使用可变形镜产生一系列随机的波前，

并且将四波 前 剪 切 干 涉 仪 测 量 结 果 与ＺＹＧＯ干 涉

仪进行比对，图８显示了其中一幅对照结果．表１为

可变形镜（原始像差）、ＺＹＧＯ干涉仪与四波前剪切

干涉 仪 的 三 次 不 同 随 机 波 前 测 量 结 果 的 ＲＭＳ
比 较，可知四波前剪切干涉仪的相位测量误差不超过

图７　重构波前ＲＭＳ与可变形镜ＲＭＳ对比

Ｆｉｇ．７　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ　ｗａｖｅｆｒｏｎｔ　ＲＭＳ　ａｎｄ
ｄｅｆｏｒｍａｂｌｅ　ｍｉｒｒｏｒ　ＲＭＳ

３％，考虑到存在一定的非共光路像差，此即为理想的波前测量结果．
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图８　四波前剪切干涉仪测量结果与ＺＹＧＯ干涉仪的对比

Ｆｉｇ．８　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ　ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ＱＷＳＩ　ａｎｄ　ＺＹＧＯ

表１　测量随机波前的ＲＭＳ对比

Ｔａｂｌｅ　１　ＲＭＳ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｒａｎｄｏｍ　ｗａｖｅｆｒｏｎｔ　ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ
ＭＥＭＳ　 ＺＹＧＯ　 ＱＷＳＩ　 Ｅｒｒｏｒ
０．７４λ ０．７４λ ０．７６λ ２．７％
１．２６λ １．２５λ １．２６λ ０．８％
１．８５λ １．８７λ １．８３λ ２．１％

３　显微定量相位成像实验

３．１　实验装置

使用小鼠肝癌活体细胞作为待测样本，进行了显微定量相位成像实验．实验系统使用尼康ＴＥ２０００－Ｕ倒

置显微镜，将四波前剪切干涉仪接入显微镜的前端口，光路如图９所示．实验装置使用１００Ｗ卤素灯、视场光

图９　四波前剪切干涉显微定量相位成像实验光路

Ｆｉｇ．９　Ｏｐｔｉｃａｌ　ｐａｔｈ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｐｈａｓｅ　ｉｍａｇｉｎｇ
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阑、孔径光阑和聚光镜组成的科勒照明系统作为平面波参考，平面波前穿透细胞样本之后，光程差由于细胞

内部折射率不同而发生改变，从而产生含有细胞折射率分布信息的畸变波前，经过４０×物镜和镜筒透镜后

进入四波前剪切干涉仪干涉成像，最终获得了同时含有待测细胞强度信息和相位信息的干涉图像．
３．２　实验结果

获得干涉条纹图像之后，首先对干涉图进行傅里叶变换获得频谱图，用滤波窗提取零级衍射频谱，进行

逆傅里叶变换，得到细胞的强度图像．然后用滤波窗分别提取出ｘ和ｙ方向的次级衍射频谱，进行逆傅里叶

变换，并且用取相位角运算求得相位梯度，用傅里叶积分法得到小鼠肝癌细胞的相位图像，并且通过第２节

的可变形镜标定方法获得具体的相位数值，最终获得的小鼠肝癌细胞的强度图像和相位图像如图１０所示．
从图１０（ａ）中可以看出细胞的外形轮廓，而从图１０（ｂ）中可以分辨出细胞内部的不同组分，细胞的强度和相

位图像清晰度都比较高，与文献［１５］中描述的 Ｈｅｐａ１－６细胞形态一致．实验结果表明，四波前剪切干涉技

术可以定量测出细胞的相位信息．

图１０　小鼠肝癌细胞定量相位成像实验测量结果

Ｆｉｇ．１０　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｐｈａｓｅ　ｉｍａｇｉｎｇ　ｏｆ　ｍｏｕｓｅ　ｈｅｐａｔｏｍａ　ｃｅｌｌｓ

４　结论

本文分析了四波前剪切干涉的原理和波前相位的解调方法，从理论角度论证了使用四波前剪切干涉技

术进行显微定量相位成像的可行性．通过波前探测实验测量可变形镜产生的随机波前，使用ＺＹＧＯ干涉仪

进行对照，结果表明四波前剪切干涉仪可以得到准确的相位测量结果．最后建立了一套基于四波前剪切干涉

技术的显微定量相位成像系统，以小鼠肝癌活体细胞为样品，获得了清晰的强度图像和相位图像．实验结果

表明，基于四波前剪切干涉技术的系统结构简单、操作方便，并且可以同时实现高精度的强度成像和定量相

位成像．
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