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基于四象限液晶器件的差分相衬成像系统
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摘要：在显微成像领域中，高成像质量图像的获取与良好的照明方式息息相关。传统显微镜使用聚光透镜来提供均匀强

度的照明，调节聚光透镜的光阑匹配不同放大倍率的物镜。然而无色生物细胞的光学吸收系数低，在传统显微镜下难以

观测到其细节信息。为了突破传统显微镜的成像功能，本文设计了一种可调控的显微镜聚光镜模块，通过将小型扭曲液

晶器件嵌入聚光透镜的后焦面处，调控液晶器件的对光的透过效果可以实现明场成像以及差分相衬成像。系统由一款

商用显微镜改装而成，液晶器件尺寸为 22 mm×18 mm，实现了系统的高度集成化。通过实验验证了系统的成像性能，

实现了对微凸透镜样品的定量相位重建，实验与理论曲线的互相关系数达到 0. 994 9，并且通过胚胎干细胞的重建展示

了系统在实际应用中的效果。
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Abstract： In the field of microscopic imaging， the acquisition of high-quality images is closely related to good 
illumination mode.  Traditional microscopes use a condensing lens to provide illumination with uniform intensity 
and adjust the aperture of the condensing lens to match the objective lenses with different magnification.  
However， it is difficult to observe the details of colorless biological cells which optical absorption coefficient 
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is low under the traditional microscope.  In order to improve the imaging capacity of traditional microscopes， 
this paper designs a kind of adjustable microscope condenser module.  Bright field imaging and differential 
phase contrast imaging can be achieved by embedding a small twisted liquid crystal device in the back focal 
plane of the condenser lens to regulate the light transmission effect of the liquid crystal device.  The system 
is refitted from a commercial microscope.  The size of the liquid crystal device is 22 mm×18 mm， which 
realizes the high integration of the system.  The imaging performance of the system is verified through 
experiments and the correlation coefficient between experimental and theoretical curves reaches 0. 994 9.  
The reconstruction of embryonic stem cells shows the effect of the system in practical application.
Key words： microscopy； computational imaging； differential phase contrast imaging

1 引 言

在显微成像领域中，由于无色生物样本的振

幅 吸 收 率 低 ，常 规 显 微 镜 观 测 下，成 像 对 比 度 很

低，传统方法多采用对其染色的方法使其在显微

镜下被观测。然而对于生物样本，化学染色方式使

得生物样本失活，对生物样本进行荧光染色时，所

采用的激光照明的方式又会不可避免地产生光毒

性［1］，对生物样本有损伤，难以对活体细胞进行长

时间的观测。因此，无标记的相位成像方法成为

了生物观测中逐渐采用的方式，并在近年来蓬勃

发展［2-3］。相衬显微镜和微分干涉显微镜［4］的出现

为人们观测细胞提供了新的方式。根据光的干涉

以 及 衍 射 将 样 品 的 折 射 率 信 息 即 相 位 差 转 换 为

振 幅 差 ，实 现 了 无 需 标 记 的 无 色 透 明 样 品 观 测。

为了更进一步提升成像性能，1984 年 Hamilton 首

次提出了差分相衬成像方法［5］，通过将分离式探

测器与扫描式显微成像系统相结合，实现了对样

品三维信息的定性观察。2014 年 Guo 等人提出

使用液晶显示器件作为空间光调制器［6］，实现了

显微镜的多模态成像功能。2015 年，Tian 等［7］通

过 将 LED 阵 列 作 为 照 明 调 控 模 块 ，提 出 了 定 量

的差分相衬成像方法。同年 Zuo 等人［8］通过对现

有倒置显微镜进行优化，在显微成像系统中外接

一个 4F 系统，在 4F 系统中两透镜的共焦平面放

置一款商用 LCD 显示屏进行调控，实现了差分相

衬成像等多种成像模式。然而在实际场景下，商

用 LCD 的 显 示 器 尺 寸 大 ，对 于 一 般 的 显 微 镜 成

像 系 统 ，聚 光 镜 后 焦 面 位 于 机 械 可 调 光 阑 处，难

以将商用 LCD 器件放在聚光镜后焦面处。并且

商用 LCD 因其结构存在黑矩阵遮光膜，导致其对

光的透过率低，其彩色滤光膜也会进一步影响透

过率。对于差分相衬成像系统来说，这几种因素

会影响系统成像性能的进一步提升。

为了实现活体细胞观测系统的小型化、集成

化、高对比度、低成本需求，贴近差分相衬成像的

应用场景，本文提出了一种可调控的显微镜聚光

镜模块，目前在商用显微镜 OLYMPUS CX23 上

进行优化改装，所设计使用的四象限液晶器件尺

寸仅为 22 mm×18 mm，可嵌入于显微镜聚光透

镜的前焦平面处。

2 成像模型与理论

2. 1　成像系统的构成

图 1 为基于四象限液晶器件的差分相衬成像

系统结构图。它由相机、成像透镜、物镜、载物平

面、聚 光 镜、四 象 限 液 晶 器 件 以 及 光 源 组 成。 系

统 由 一 款 商 用 显 微 镜 OLYMPUS CX23 改 装 而

成，将小型的四象限液晶器件嵌入放置在聚光透

镜的前焦平面处。

2. 2　定量差分相衬成像算法原理

定义薄样品为一个纯相位物体：

o ( r )= eiϕ ( )r  ， （1）

其中：r = ( x，y ) 为样品平面的空间坐标，ϕ ( r ) 为

样品的相位。采用弱相位近似下［9-10］，

图 1　液晶差分相衬成像系统结构图

Fig. 1　Structure diagram of liquid crystal differential phase 
contrast imaging system
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o ( r )≈ 1 + iϕ ( r ) . （2）

在某一角度的照明下，样品平面上的复函数

为照明函数 Sj( r )与样品的透过率函数 o ( r )的乘

积，其中 j 代表某个方向的照明，系统的光瞳函数

P (u)由显微物镜的数值孔径（NA）决定，P (u)=
NA/λ。当系统的光瞳函数 P (u)已知时，相机上

采集到的强度谱为：

I (uj)= S (uj) δ (u) | P (uj) | 2 + iS (uj) ϕ (u)×
[P *(uj) P (u + uj)- P (uj) P *(u - uj) ] .  （3）

为了线性化地恢复样品的相位信息，忽略计

算过程中的二次交叉项［11］。在正常照明情况下，

照射到样品平面上的光源是空间部分相干光，那

么强度谱 I (u)为多个角度照明下采集到的强度

谱的和：

I ( u )= Bδ (u)+ iΦ (u) PTF (u) ， （4）

式中 B 代表背景项：

B =∬S (uj) | P (uj) | 2 d2 uj . （5）

系统的相位传递函数 PTF 为：

PTF (u)=∬S (uj) [ ]P *( )uj P ( )u + uj - P ( )uj P *( )u - uj d2 uj . （6）

我们使用两个正交轴上的 4 张非对称照明下

采集到的图像，计算样本的相位对比图像［5，12］：

I DPC
lr = I l - I r

I l + I r
 . （7）

I l 和 I r 代表左半圆和右半圆照明时采集到的

图像，I DPC
lr 为样品在上下方向上的相位对比图，此

时相位传递函数为：

F ( I l - I r)= iΦ (u) [PTFl(u)- PTFr(u) ]， （8）

F ( I l + I r)= (B l + B r) δ (u) . （9）

对式（7）傅里叶变换，结合式（8）、（9）得到差

分情况下其强度谱为：

I DPC
lr (u)= iΦ (u) PTFlr( )u

B l + B r
 . （10）

更新后差分情况下的相位传递函数整合为：

PTFDPC
lr (u)=

∬S lr( )uj [ ]P *( )uj P ( )u + uj - P ( )uj P *( )u - uj d2 uj

∬S lr( )uj || P ( )uj

2
d2 uj

. （11）

这 里 的 S lr(uj) 是 左 半 圆 照 明 减 去 右 半 圆 照

明 后 的 照 明 强 度 分 布 。 最 后 通 过 反 卷 积 和 Tik-
honov 正则化，解算出样品的定量相位［10］：

ϕ ( r )= F-1

■

■

■

■
■■
■

■
■■
■

∑
k
[ ]PTFDPC*

k ( )u ·   I DPC
k ( )u

∑
k

|| PTFDPC
k ( )u

2
+ α

■

■

■

■
■■
■

■
■■
■
 .   （12）

式中：PTFDPC*

k (u)为相位传递函数在不同轴向上

的共轭，k 代表水平方向或者竖直方向的轴向 ，α
为稳定卷积和防止噪声放大的正则化参数。

2. 3　液晶器件的设计

图 2（a）给出了四象限液晶器件的实物图，中

间小型的为所制作的液晶器件，通过外侧转接件固

定到聚光镜上，红框中器件显示的是两个象限通

光，两个象限不通光的效果。图 2（b）所示为所制

作 的 液 晶 器 件 被 均 分 为 ４ 个 象 限 。 四象限液晶

器件在本文搭建的系统中相当于一个开关作用，

每一次获取图像时仅有半圆形状的两个象限通光

如图 2（c）所示。

根据差分相衬成像的照明调制需求，研究扭

曲液晶器件的透过率特性以及响应速度特性，设

计 并 制 作 扭 曲 液 晶 器 件 。 扭 曲 液 晶 器 件 的 透 过

率 T 与器件的调制量 u 的关系式如式（13）所示［13］：

图 2　本研究使用的液晶器件

Fig. 2　Liquid crystal devices used in this study
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T = 1 -
sin2■

■
■
■θ 1 + u2

1 + u2  ， （13）

式中：T 为液晶器件的透过率，θ 为扭曲角度， u =
2Δnd/λ，Δn 为液晶的折射率各向异性，d 为液晶

器件的液晶层厚度，λ 为照明光波长，对于本文使

用的 TN 型液晶器件，θ = 90°。透过率曲线如图 3
所示，定义第一个使得透过率 T 为 1 时的调制量

为第一极值点，m 代表第几极值点，m 与调制量 u
的关系式如式（14）所示：

u = 4m 2 - 1 ， （14）

液 晶 器 件 的 响 应 时 间 定 义 为 加 电 时 和 断 电

时透光率变化 10% 所需要的时间，前者为上升时

间，后者为下降时间，分别用 τon 和 τoff 来表示［13］：

τon = η·   d 2

ΔεV 2 - π2 k
， （15）

τoff = η·   d 2

π2 k
， （16）

式 中 ：η 为 黏 度 ，k 为 弹 性 系 数 ，d 为 液 晶 器 件 厚

度 ，Δε 为介电各向异性，V 为外加电压。响应时

间主要与液晶器件的厚度有关，结合器件的透过

率特性进行参数设计，本文设计的扭曲液晶器件

根 据 透 过 率 为 1 时 的 第 一 极 值 点 进 行 设 计 ，即

m = 1。当采 用 第 二 或 者 第 三 极 值 点 时 ，所 需 要

的调制量 u 也增大，液晶盒厚 d 增加，使液晶器件

的响应时间变长。在照明光波长为 550 nm 的情

况下，计算得到液晶器件的 Δn 为 0. 11，器件厚度

为 4 μm。

图 4 为实验测得的相对光透过率和时间的曲

线，经计算得到实测的器件的总响应时间为 21 ms。

测量器件亮态和暗态的消光比达到 350∶1。

液 晶 器 件 嵌 入 显 微 镜 聚 光 镜 模 块 的 前 焦 平

面 处 ，由 于 聚 光 镜 模 块 的 空 间 限 制，前 焦 平 面 的

空余区域为直径为 30 mm 的圆形区域，液晶器件

通过转接嵌入聚光镜前焦平面镜处，因此液晶器

件的尺寸定为 22 mm×18 mm，其中通光区域的

大 小 为 16 mm×16 mm，可 以 提 供 匹 配 40x 物 镜

的照明 NA。

3 实验结果与分析

实 验 系 统 搭 建 在 商 用 显 微 镜 OLYMPUS 
CX23 上 ，将 设 计 制 作 的 小 型 扭 曲 液 晶 器 件 通 过

转接件安置于显微镜聚光透镜的后焦面处。

3. 1　微凸透镜阵列成像实验

为了验证所搭建系统的成像性能，我们对微

凸 透 镜 阵 列 进 行 成 像 实 验 。 物 镜 放 大 倍 率 为

20×，0. 4 NA。使用微透镜阵列的参数为单个截

面尺寸为 288 μm，曲率半径为 9 764 μm，根据几

何关系计算出微透镜阵列的厚度约为 1 061 μm。

空气介质的折射率参数 nd = 1，微透镜阵列的折

射率为 nm = 1. 46。

对微凸透镜阵列进行定量相位重建实验，解

算获得的定量相位图像如图 5 所示。

为了量化相位重建的效果，我们绘制了单个

微 透 镜 某 一 方 向 上 的 相 位 变 化 曲 线 并 与 理 论 曲

线进行对比，如图 6 所示。

理论计算经过微透镜阵列的相位差为［14］：

图 4　实验测得相对透过率与时间曲线

Fig. 4　Relative transmittance versus time curve measured 
experimentally

图 3　液晶器件透过率与调制量关系图

Fig. 3　Relationship between transmissivity and modula-
tion of liquid crystal device
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Δϕ = 2πd ( )nm - nd

λ
. （17）

理 论 计 算 经 过 微 透 镜 阵 列 的 最 大 相 位 差 为

5. 71 rad，实验测得为 5. 60 rad，与理论值差 2%，

结果展现了 98% 的准确率。

皮 尔 逊 相 关 系 数 是 衡 量 曲 线 相 似 度 的 一 种

方 式 ，输 出 范 围 为 -1~ +1，其 中 0 代 表 无 相 关

性，负值代表负相关，正值代表正相关。

Pearson 相关系数计算方式如式（18）所示：

ρ (A，B)= 1
N - 1 ∑

i = 1

N ( )A i - μA

σA ( Bi - μB

σB ) .（18）

我 们 对 实 验 解 得 的 微 透 镜 阵 列 的 相 位 图 像

中单个微透镜的某一方向上的相位差值曲线与理

论曲线进行相关性计算，得到相关系数为 0. 994 7，

结果表明了系统定量相位成像的高精确度。

3. 2　胚胎干细胞成像实验

验证了系统的定量相位成像能力后，我们对

胚胎干细胞进行了定量相位重建实验，成像效果

如图 7 所示。在普通明场显微镜情况下，未染色

的生物细胞的光学吸收系数低，我们难以观测到

胚 胎 干 细 胞 的 有 效 信 息，但 在 相 位 图 像 中 ，可 以

清 楚 看 到 胚 胎 干 细 胞 的 细 胞 结 构 以 及 其 中 的 线

粒体等微观结构。

4 结 论

本 文 提 出 了 一 种 可 调 控 的 显 微 镜 聚 光 镜 模

块，根据差分相衬成像的照明调制需求设计了聚

光镜模块中的小型液晶器件进行调控，所设计的

器件尺寸为 22 mm×18 mm，对比度达到 350∶1，

响应速度为 21 ms。通过微凸透镜阵列的实验验

证 了 根 据 该 模 块 搭 建 的 系 统 的 定 量 相 位 成 像 性

能，胚胎干细胞成像效果进一步体现了本文在实

际 场 景 中 的 应 用 效 果 。 本 文 所 设 计 的 液 晶 器 件

只是初步的应用尝试，未来可以通过选择其他参

数 液 晶 材 料 进 行 设 计，如 快 速 响 应 液 晶，制 作 出

对 比 度 更 高 ，响 应 速 度 更 快 的 液 晶 器 件，为 未 来

实 现 高 成 像 速 度 的 实 时 活 体 成 像 系 统 打 下 良 好

的基础。
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