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共路剪切数字全息自参考聚焦显微成像
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摘要：提出了一种基于共路剪切的数字全息自参考聚焦显微成像方法。该方法利用偏振光栅的分光特性，设置了双偏振

光栅的剪切装置，并实现了对携带样品信息的物光复制。通过调节双偏振光栅之间的距离，灵活控制相机上显微像和全

息干涉像之间的距离，实现了显微像和全息干涉像的同时记录。在显微像和全息干涉像同时记录的基础上，记录多幅离

焦-聚焦-离焦图像，再利用 Brenner梯度法对相机记录的多幅离焦-聚焦-离焦图像中的显微成像区域进行聚焦评价，找出

最佳聚焦图像，完成自参考聚焦。同时，采用角谱法对最佳聚焦图像中的干涉区域进行相位重建。最后，以相位分辨率

板作为实验样品来验证所提方法的可行性。实验结果表明：相位分辨率板的高度为 0. 336 μm，平均绝对误差为 0. 023 
μm，所提方法具有准确性高、稳定性好以及结构紧凑等优点。
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Abstract： This paper presents a self-reference focusing digital holographic microscopy method based on 
common-path shearing.  The method employs a dual-polarization grating shearing device that utilizes the 
polarization grating’s spectral properties to replicate the object wave carrying sample information.  By ad⁃
justing the distance between the dual-polarization gratings， the spacing between the micrograph and the ho⁃
lographic interference image on the camera can be flexibly controlled， enabling simultaneous recording of 
both.  Through recording multiple images from defocus to focus to defocus， the Brenner gradient method is 
applied to determine the optimal focus， achieving self-reference focusing.  The ASM is then used to recon⁃
struct the interference region’s phase at the best focus.  Experimental verification， using a phase resolution 
plate， demonstrated a measured phase height of 0. 336 μm with an average absolute error of 0. 023 μm.  
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The proposed method features high accuracy， stability， and a compact design.
Key words： digital holography； microscopic imaging； self-reference focusing； common-path shearing

1 引  言

数字全息显微成像［1］是近年来数字全息研究

领域的一个热点，是数字全息技术和显微成像技

术的结合，能够实现非接触、高分辨率、三维的显

微成像，为生物医学［2］、材料科学［3］和工业检测［4］

等领域提供了全新的研究工具和方法。在数字

全息显微成像中，物体的聚焦成像直接影响相位

重建结果的准确性。因此，为了获得准确的相位

信息，成像系统要能实现手动调焦或自动聚焦［5］。

手动调焦方式依赖于人眼进行距离测量和手动

步进来实现清晰对焦，这种方式的可靠性、准确

性以及效率都相对较低。与之相比，自动聚焦过

程依赖于数字全息技术的数字化特性，利用计算

机模拟从物光平面到全息记录平面的衍射全过

程，并进行数值重建［6］。通过评价重建图像的聚

焦效果，可以确定最佳的聚焦位置。重建图像越

清晰，重建位置越接近最佳的焦平面位置。

目前，自动聚焦过程中的聚焦评价方法大多

是基于空域信息类和频域信息类。当图像聚焦

时，物体边缘更清晰，高频分量更多；反之，离焦

图像物体边缘更模糊，高频分量更少。空域类方

法有灰度方差法［7］、拉普拉斯算法［8］、Brenner 梯
度法［9］和熵函数法［10］等，都是通过计算高频分量

来判断图像是否聚焦；频域类方法将图像变换到

频域内计算高频分量进行评价，如傅里叶变换

法［11］和小波变换法［12］。除了空域类和频域类方

法，深度学习也被广泛应用于自动聚焦领域。

Ren 等［13］提出基于卷积神经网络（Convolutional 
Neural Network， CNN）的自动聚焦方法，通过设

计一个 CNN 模型，将自动聚焦过程视为一个回

归问题，从而直接预测出最佳的聚焦位置。近年

来，Dong 等［14］提出一种计算光波场之间相关系

数的自动聚焦算法，应用在双波长数字全息测量

中。Ren 等［15］提出一种基于结构张量的数字全息

自动聚焦算法，该方法利用 Schatten 矩阵范数代

替矢量范数，显著提高了计算速度。Winnik 等［16］

提出一种通过利用抛物线插值的黄金选择搜索

方法，解决了单变量优化问题，该方法成功地应

用于 3 种不同的自动对焦情况，并实现了高达

136 倍的加速。Kwon 等［17］提出了一种利用傅里

叶 运 算 和 角 谱 法 的 相 位 检 测 自 动 聚 焦 法

（PDAF），在高透射率的样品中也能实现快速准

确的聚焦。在数字全息聚焦成像中，自动聚焦算

法有着高精度、高效性、减少人工干预等优点，但

是在使用自聚焦算法时，全息图中干涉条纹的密

度、清晰度、失真情况，以及可能出现的重叠和非

线性效应等，都会影响数值重建精度，从而影响

聚焦位置判断。

针对以上问题，本文提出了一种无需考虑全

息图条纹噪声影响的数字全息聚焦成像方法。

该方法基于共路剪切数字全息显微系统，利用双

偏振光栅的分光特性，同时记录显微图和全息

图；再利用 Brenner 梯度法对显微图完成自参考

聚焦，使用角谱法完成了聚焦图像干涉区域的相

位重建。

2 原  理

2. 1　基于共路剪切的自参考聚焦数字全息显微

成像

图 1 为基于共路剪切的自参考聚焦数字全息

显微系统原理。He-Ne 激光器（λ = 632. 8 nm）发

出的光通过偏振片 P1，进入由显微物镜 MO1
（40×，NA=0. 60）和焦距为 150 mm 的透镜 L1组

成的扩束准直系统；准直后，光束经光阑 AS 进行

光束尺寸调节后照射待测样品 Sample，通过待测

样品后由显微物镜 MO2（20×，NA=0. 40）对待

测样品进行放大处理；经管镜 L2 后，由双偏振光

栅 PG 组成的剪切装置对带有相位信息的物光进

行横向剪切，形成光束复制；再通过调节偏振片

P2实现自参考干涉成像，由 CMOS 相机记录。在

CMOS 成像靶面上有两个样品像，其中一个是样

品全息干涉成像，另一个是样品非干涉显微成像。

双偏振光栅设置原理如图 2 所示，偏振光栅

（Polarization Grating，PG）是一种基于入射光的
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偏振态实现选择性分光的衍射光学元件，其衍射

角度取决于光栅线数［18］。通过控制入射光的偏

振态，偏振光栅能够调控+1 级和-1 级之间的能

量分布。当入射光束偏振态不同时，偏振光栅呈

现不同的衍射特性。

单个 PG 的光束偏转角度基于光栅方程决

定，即：

sin θm = mλ
d

- sin θ in， （1）

式中：θm 为出射角，θ in 是入射角，m 是衍射级次，d

是光栅周期，λ是入射波长。

由图 2 可以看出，携带样品相位信息的物光

O 通过 PG1，PG1 将物光分成相互正交的+1 级

左旋圆偏振物光 O 和-1 级右旋圆偏振参考光

R，两束物参光再进入 PG2；当左旋和右旋圆偏振

光入射 PG2 后，出射-1 级右旋圆偏振光和+1
级左旋圆偏振光。所以物光 O 和参考光 R 进入

PG2 时，左旋圆偏振物光 O 变成右旋圆偏振物光

O，右旋圆偏振参考光 R 变成左旋圆偏振参考光

R；最后，调节两光栅之间的距离来控制剪切量，

从而实现物参光不同程度上的分离，再通过旋转

偏振片，物光 O 和参考光 R 干涉形成全息图。其

光强分布可表示为：

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

|O ( x，y ) | 2 + | R ( x，y ) | 2 + O ( x，y ) R∗ ( x，y )+
                             O ∗ ( x，y ) R ( x，y )，                          ( 2 )
式中：O ∗ ( x，y ) 表示 O ( x，y ) 的共轭光，R∗ ( x，y )
表示 R ( x，y )的共轭光。

2. 2　自参考聚焦技术

自参考干涉图如图 3 所示，R 为 O 的复制光

束，经过双偏振光栅出射的两光束保持平行出

射，通过对 R1 区域内样品显微像进行聚焦评价，

来确定 O2和 R2重叠的干涉区域内样品的聚焦成

像位置。根据图 1 原理对样品进行测量，将样品

非干涉显微像和样品全息干涉像同时记录在

CMOS 上（即 R1区域内非干涉图、O2和 R2重叠区

域内干涉图同时记录在 CMOS 上）；连续记录多

幅离焦 -聚焦 -离焦范围内的图像，对记录的多幅

图像进行分区域处理。首先，利用 Brenner 梯度

法对记录的多幅图像中左边区域的样品显微像

进行聚焦评价；接着，通过左边区域的样品显微

像的聚焦评价结果选择出最佳聚焦位置图像；最

后，对最佳聚焦位置图像中的右边干涉区域进行

相位重建。

图 1　基于共路剪切的自参考聚焦数字全息显微系统原理

Fig. 1　Schematic diagram of self-reference focusing digital holographic microscopic system based on common-path shearing

图 2　双偏振光栅设置原理

Fig. 2　Schematic diagram of dual-polarization grating setup

图 3　自参考干涉图

Fig. 3　Self-reference interference pattern

3418



第  23 期 黄琳琳，等：共路剪切数字全息自参考聚焦显微成像

Brenner 梯度法是一种常用于图像聚焦评价

的方法，其原理是利用图像中像素灰度值的梯度

信息来判断图像的聚焦程度，即：

BRE = ∑
i = 1

M

∑
j = 1

N

[ ]I ( i + 2，j )- I ( i，j )
2
， （3）

其中：I ( i，j ) 为图像在像素点 ( i，j ) 的灰度值，

M，N 为图像像素两个方向维度上的数目。由于

图像在最聚焦时，拥有最多细节成分，含有最多

高频分量，相应像素灰度值梯度也较大，即在图

像最聚焦时，Brenner 函数利用是否达到最大值

来判断图像是否聚焦。

2. 3　相位重建

由于角谱重建法相较菲涅尔重建法能够始

终保持重建图像像元尺寸与传感器的像元尺寸

相同，相较卷积法其运算速度更快且准确性更

高。因此，本文采用角谱法对干涉区域进行相位

重建，角谱理论可以很好地描述光波从物面到全

息图记录面的频谱变化关系。依据角谱理论，像

平面上的光波场在频域中频谱满足：

G ( fx，fy )= G 0 ( fx，fy ) GB ( fx，fy )， （4）
式 中 ：( fx，fy ) 是 重 建 平 面 中 点 的 频 域 坐 标 ；

GB ( fx，fy )是光波在自由空间的传递函数。

  GB ( fx，fy )= exp ( j
2π
λ

zi 1 - λfx
2 - λfy

2 )，（5）

式中 zi表示全息图平面到重建像平面的距离。

根据衍射理论，当再现光波 C ( x，y ) 照射全

息图时，会在紧贴全息图后表面得到光波场，进

行傅里叶变换得到：

G 0 ( fx，fy )= F{C ( x，y ) I ( x，y )}. （6）
再根据角谱理论，可得到像平面上再现光场

的频谱，对频谱进行逆傅里叶变换可得到再现光

波场的复振幅分布：

U ( xi，yi )= F-1{F [C ( x，y ) I ( x，y )]GB ( fx，fy )}.
（7）

3 实  验

为了验证该方法的准确性，根据图 1 搭建实

验装置如图 4 所示，He-Ne 激光器的中心波长为

632. 8 nm；CMOS 相 机 （IMAGING，DFK 
33UX183）的分辨率为 5 742 pixel×3 638 pixel，
像 素 尺 寸 为 2. 4 µm×2. 4 µm；偏 振 光 栅

（LBTEK，PZGS-5-633）的周期为 5 µm，衍射效

率大于 98%，衍射角度为 7. 27°。当直径为 10 
mm 的光束入射到 PG1 后发生±1 级衍射，在距

离 PG1 后 39 mm 处，±1 级光完全分离；调节

PG2 在 PG1 后 0~39 mm 内的位置，使在 CMOS
相机靶面上的±1 级光从完全重合至逐渐分离，

满足自参考聚焦需求。

采用相位分辨率板（USAF 1951 Resolution 
Target）作为待测样品进行实验验证，将显微物镜

安装在芯明天压电扫描台（P70. Z200S）上，芯明天

压电扫描台的扫描范围为 0~200 μm，满足相位分

辨率板离焦-聚焦-离焦图像的采集。通过控制压

图 4　基于共路剪切的自参考聚焦数字全息显微系统实验装置

Fig. 4　Experimental setup of self-reference focusing digital holographic microscopic system based on common-path shearing
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电扫描台来控制显微物镜与相位分辨率板之间的

距离，连续采集 11幅间隔为 10 μm 的离焦-聚焦-离

焦图像，其中一幅图像如图 5所示。采集图像的左

边区域为显微像，右边区域为全息干涉像。

接着对 11 幅连续图像的左右区域进行分区

域处理，利用 Brenner 梯度法分别对左右区域的

相位分辨率板成像进行聚焦评价对比，聚焦评价

结果如图 6 所示。由图 6（a）可以看出，左边区域

聚焦评价有峰值且在第 6 幅中出现峰值，表明第

6 幅图像为最佳聚焦图像，如图 6（b）所示；右边区

域的评价结果无单峰，且在第 5 幅和第 6 幅中均

出现最大值，无法评价是否聚焦成像。

使用角谱法对图 6（b）的右边区域进行相位

重建，相位分辨率板的重建结果如图 7 所示。

4 讨  论

为了验证实验结果的准确性，对除第 6 幅以

外的图像进行相位重建，结果如图 8 所示。可以

看出，图像左边区域的显微像聚焦程度越好，重

建的相位分辨率板越清晰且边缘更锐利。

图 5　采集图像

Fig. 5　Acquired images

图 7　第 6 幅图像相位分辨率板重建结果

Fig. 7　Reconstruction results of phase resolution plate in Image 6

图 6　聚焦评价结果

Fig. 6　Focus evaluation results
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接着验证第 6 幅图像左边区域在最佳聚焦位

置时，右边干涉区域的相位重建结果是否最佳，

将第 5 幅、第 6 幅、第 7 幅的相位重建结果与白光

干涉仪（ZYGO，NewView 8000）的测量结果进行

对比分析。通过截面线选取，得到相位分辨率板

6-2 截面的相位高度如图 9 所示。

对图 9（a）中 6-2 的 3 个位置高度取平均值，

结果如表 1 所示。测得第 5 幅、第 6 幅和第 7 幅

6-2 处的平均纵向高度分别为 0. 355，0. 336 和

0. 368 μm，与白光干涉仪的测量值 0. 313 μm 相

比，绝对误差分别为 0. 042，0. 023 和 0. 055 μm；

相 对 误 差 分 别 为 13. 42%，7. 35% 和 17. 57%。

由表 1 可以看出，第 6 幅 6-2 处 3 个位置的高度比

较接近；第 5 幅和第 7 幅 6-2 处的平均高度均高于

第 6 幅的平均高度和白光干涉仪的测量高度且

3 个位置的高度差较大。

图 8　相位重建结果

Fig. 8　Phase reconstruction results

图 9　6-2 截面的相位高度

Fig. 9　Section phase height at cross-line 6-2

表 1　6-2截面线相位高度结果

Tab. 1　Phase height results of section line at cross-line 6-2
（μm）

Image 
number

5
6
7

Position 1

0. 383
0. 315
0. 366

Position 2

0. 347
0. 358
0. 381

Position 3

0. 336
0. 336
0. 356

Average 
height
0. 355
0. 336
0. 368
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进一步对实验结果进行分析，将第 5 幅、第 6
幅和第 7 幅的相位重建结果与白光干涉仪测得的

结果进行残差对比，结果如图 9（c）所示。采用峰

谷 差 值（Peak-Valley，PV）和 均 方 根 值（Root-
Mean-Square，RMS）作为评价指标，残差分析结

果 如 表 2 所 示 ，PV 值 分 别 为 0. 220，0. 215 和

0. 259 μm，RMS 值 分 别 为 0. 053，0. 051 和

0. 075 μm。结果表明：第 6 幅的 PV 值和 RMS 值

均小于第 5 幅和第 7 幅，验证了基于共路剪切的

自参考聚焦数字全息显微成像方法的准确性。

5 结  论

本文提出基于共路剪切的自参考聚焦数字全

息显微成像技术，实现了数字全息自参考聚焦成

像。通过调节双偏振光栅之间的距离来控制物参

光的分离程度，实现了显微图和全息图的同时记

录。采用对显微像和全息干涉像的分区域处理方

法，实现了自参考聚焦及相位重建。最后对相位

分辨率板进行测量，测量高度为 0. 336 μm，绝对

误差为 0. 023 μm。实验结果证明了该方法的可

行性和准确性，为数字全息聚焦成像提供了新

思路。
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