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采用长工作距离物镜的低噪声
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摘要：在数字全息显微技术中，为了提高测量精度，提出了一种利用长工作距离物镜的相移数字全息显微的测量装置

和方法。该装置采用 LED 作为照明光源，可以有效地抑制相位噪声，提高了重建精度。通过在长工作距离物镜和样品

之间加入分光棱镜的方法，构建了一种准物参共路的迈克尔逊干涉仪。该装置结构简单，调整方便，在部分相干光照

明时，容易实现干涉。重建时，采用盲相移干涉技术，结合两步盲相移算法，重建出物体的表面相位分布。实验中，

分别采用 LED 照明和 He-Ne 激光照明，测量了一个反射式 USAF1951 分辨率板的高度分布。结果表明，两者的测量

结果相互吻合，但是 LED 照明时的噪声与激光照明时相比降低了 70%。此外，为了进一步验证装置的有效性，使用该

装置对刻于硅基底的微纳矩形台阶进行测量，测量结果与标称值具有良好的一致性，表明该装置在微结构的形貌测量

方面有广阔的应用前景。 
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Abstract: In order to improve the measurement accuracy, a kind of phase shifting digital holographic microscopy 
based on a long working distance microscopic objective is proposed. In the setup, an LED is adopted as the illumi-
nation light source, which can suppress coherent noise effectively and hence improve the measurement accuracy. A 
michelson quasi-common-path interferometer is constructed by adding a beam-splitter between the long working 
distance objective and the sample. The layout of the setup is simple and it can be easily adjusted, and thus the in-
terference can be come into being conveniently especially when the sample is illuminated with a partial light source. 

Microscope 
objective

LED

Non-polarizing 
beam splitter 

Len1 

Len2 

Sample Mirror  

Translation 
stage  

Long working 
distance objective

CCD 

Aperture 1
Aperture 2 

—————————————————— 

收稿日期：2019-03-27； 收到修改稿日期：2019-07-24 
基金项目：国家自然科学基金资助项目(61605152,11704302)；陕西省科技厅项目(2018JM6041)；陕西省教育厅项目(19JK0415) 
作者简介：惠倩楠(1994-)，女，硕士研究生，主要从事光学检测技术的研究。E-mail：760025990@qq.com 
通信作者：段存丽(1972-)，女，副教授，主要从事光学检测及激光技术应用的研究。E-mail：duancunli2003@126.com 

郭荣礼(1981-)，男，副教授，主要从事光学检测技术的研究。E-mail：guorongli@xatu.edu.cn 



光电工程    DOI: 10.12086/oee.2019.190140 

190140-2 

The blind phase-shifting interferometry is adopted in the reconstruction procedure, and the two-step blind 
phase-shifting algorithm is used to reconstruct the phase map of the measured sample. In the experiments, the 
height maps of a reflective USAF 1951 resolution target are measured under LED illumination and He-Ne laser il-
lumination, respectively. The measurement results show that both coincide with each other; the phase noise under 
LED illumination is, however, reduced by 70% when compared with that under laser illumination. In addition, in order 
to further verify the effectiveness of the device, the device is used to measure a micro-nano rectangular step en-
graved on the silicon substrate. The measurement results are in good agreement with the nominal values. This 
technique can be potentially used in the topographic measurement of micro-structures. 
Keywords: digital holographic microscopy; phase-shifting interferometry; quasi-common-path; partially coherent 
light 
Citation: Hui Q N, Duan C L, Feng B, et al. Study of low-noise phase-shifting digital holographic microscopy using a 
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1 引  言 
数字全息显微是利用 CCD或 CMOS记录全息图

并于计算机进行数值重建得到物体的振幅与相位信息

的一种显微技术[1-6]，数字全息显微是数字全息与光学

显微的结合，具有非接触、无损伤、高分辨、可定量

获得物体相位分布的优点[7]，因此广泛应用于生物样

品成像[8]、三维形貌检测[9-10]、流场测量[11]等领域。 
在数字全息显微中，通常采用激光作为照明光源。

激光由于其相干长度长，易产生干涉条纹，因此被广

泛使用。但是激光相干噪声较大，它在光学元件表面

的多次反射会引起寄生干涉条纹，使得全息图的信噪

比减小，成像质量降低[12-13]。为了减小相干噪声，提

高成像质量，提出了许多不同的方法。目前常用方法

分为两类，一类是在全息图的获取过程中，通过采用

偏振、多角度照明等光学方法降低图像中的噪声，但

是增加了光路结构的复杂性。另一类是采用图像处理

方法对再现像降噪滤波，此方法对不同的噪声处理效

果不同，普遍适应性不强[14-17]。除了这两类常用方法

之外，降低相干噪声最直接的方法是将相干性强的激

光光源改为相干性较弱的部分相干光，例如采用常见

的 LED作为照明光源[18-20]，可有效地降低光源的时间

及空间相干性，抑制相干噪声。 
采用 LED作为照明光源的数字全息显微中，王海

珊等[21]以及 Kemper 课题组[22]基于林尼克干涉仪，在

物体及参考镜前分别放置显微物镜，实现对物体的放

大，并应用相移算法重建了反射式微纳物体的表面结

构。Dubois等[23]基于马赫曾德干涉仪，在物光路与参

考光路中分别放置相同的显微物镜以及辅助透镜组，

实现了物光与参考光的干涉，对透射式微纳物体进行

了三维重建。以上方案中所使用的林尼克干涉仪与马

赫曾德干涉仪是典型的物参分离干涉结构，物参分离

干涉结构由于光路中光学元件比较分散，容易受到外

界环境振动的影响，物光臂与参考光臂中显微物镜和

任意一个透镜的微小的横向或轴向偏移都有可能造成

物光与参考光的光程差大于光源的相干长度，从而无

法形成干涉条纹[24-25]。相比而言，物参共路干涉结构

由于物光与参考光经过相同的路径[26]，可以有效地减

小外界环境振动对光路的影响，使得物光与参考光光

程相等，在数字全息显微中容易发生干涉。 
为了解决以上问题，本文基于长工作距离物镜，

提出了一种新的采用 LED 作为照明光源的相移数字
全息显微装置。长工作距离物镜是一种工作距离较长

的物镜，由于其工作距离长，它可以通过培养皿或厚

的盖玻片等对生物细胞、流体等材料进行显微观察，

常用于体外(in-vitro)生物组织细胞成像的研究[27-29]。

本文利用长工作距离物镜的工作距离长的特点，通过

在长工作距离物镜与样品之间放置一个分光棱镜的方

法，构建了一个微型迈克尔逊干涉仪。在该装置中，

物光和参考光经过几乎相同的路径，结构紧凑，调整

方便。实验中，采用 LED作为照明光源，减小了相干
噪声，提高了重建精度。在此基础上，采用低成本的

机械微位移平台代替昂贵的压电陶瓷移相器实现相

移，应用两步轻离轴盲相移干涉技术，完成全息图的

数值再现。 

2  实验装置 

实验装置如图 1所示，光源 LED发出的光波经显
微物镜会聚后被小孔 1滤波，经过透镜 1后变为平行
光，再经非偏振分光棱镜分为两路，一路照明待测样

品，另一路照明参考镜。从样品反射回去的光，经非
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偏振分光棱镜反射后，被长工作距离物镜放大，通过 
透镜 2后变为平面光波；另一路从参考镜反射回去的
光波作为参考光。为了改变参考光波的光程，实验中

参考镜放置于机械微位移平台上，通过旋转螺旋测微

尺可以改变参考光的光程。水平调节参考镜的位置，

可以使物光波和参考光波的光程近似相等，从而使两

者发生干涉得到全息图。通过轻微调节参考镜的法向

方向，可以改变全息图中条纹的疏密及走向。为了记

录全息图，CCD相机放置于透镜 2的后方焦平面处。 
由于 LED光波的相干长度短，物光和参考光直接

干涉不能得到密集的离轴干涉条纹，因此不能从一副

干涉图中得到物光波的相位信息。为了解决这个问题，

采用两步盲相移的重建方法[29]。为了在两幅全息图之

间引入相移，可以轻微地旋转螺旋测微尺，改变参考

光的光程。装置中采用的是工作距离为 33.5 mm的长
工作距离物镜，样品、参考镜距离非偏振分光棱镜非

常近，因此光路结构紧凑，构建了一种准物参共路的

迈克尔逊干涉仪。由于用到的光学元件少，物光和参

考光的光程容易调节实现相等。 

3  数字显微全息图的记录及重建 
算法 
在图 1所示实验装置中，通过旋转机械微位移平

台的螺旋测微尺沿轴向移动参考镜，在参考光中引入

相移，记录两幅相移的轻离轴全息图。轻离轴全息图

是在物光与参考光在干涉角接近零度的情况下记录

的，降低了同轴干涉下物光与参考光之间角度严格为

零的要求，同时，仍可在全视场内获得良好对比度的

干涉条纹[30]。干涉图的强度 In(x, y)可以表示为 
2 2( , ) | ( , )| | ( , )|nI x y O x y R x y= +  

2 | ( , )|| ( , )|O x y R x y+  
cos[2π( ) ( , ) ]x y nk x k y φ x y δ⋅ + + +  ,      (1) 

式中：n=1, 2；(x, y)是记录平面的坐标，O(x, y)、R(x, y)
分别表示物光波与参考光波，(kx，ky)分别为沿 x 和 y
方向的空间载波频率，ϕ(x，y)为需要测量的相位分布，
即对物光波与参考光波之间的相对相位差，δn为第 n
次记录时物光与参考光之间引入的相移量。 
为了从记录的干涉条纹中得到被测相位分布ϕ(x, 

y)，这里采用两步盲相移算法[30]，两步盲相移算法是

对两幅未知相移量的相移干涉图进行处理，它是基于

傅里叶变换的方法确定未知相移量进而重建相位的一

种方法。 
由于采用的是轻离轴相移技术，物体的+1级谱、

零级谱与共轭谱在频谱域重叠。零级谱通过图像相减

的方法去除[29]，因此算法第一步是两幅全息图分别减

去物光光强|O(x, y)|2以及参考光光强|R(x, y)|2，得到两

幅去除直流分量的干涉图 I1′和 I2′。然后分别对 I1′和 I2′

做傅里叶变换到频域，得到两幅频谱图 i1′和 i2′。由于

轻离轴干涉图存在载频项，在频谱图中物光频谱和其

共轭频谱必然存在相应的峰值，只要物光波的谱峰没

有与共轭光波谱峰重叠，即可通过下式(2)得到相移
量。通常假设第一次记录全息图时相移量 δ1=0，则两
幅全息图之间的相移量即第二次记录全息图时参考光

引入的相移量 δ2为 

2
2

1

ln[ ( , )]
Im

ln[ ( , )]
x y

x y

i k k
δ

i k k

′
=

′
 ,          (2) 

图 1  基于长工作距离物镜的相移干涉实验装置 
Fig. 1  Experimental setup of phase-shifting interferometry based on a long working distance objective 
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式中：ln为自然对数算符，Im表示对复数取虚部。求
出相移量 δ2后，物光波可通过两幅无直流项的干涉图

重建： 

1 2 2
2

exp[ i2π( )]
( , ) [ exp( i ) ]

[1 exp( i2 )]
x yk x k y

O x y I δ I
δ

− +′ ′= − −
− −  

,  (3) 
式中 i 为虚数符号。然后，通过反正切函数获得物光
波的包裹相位分布ϕw(x, y)： 

w
Im[ ( , )]( , ) arctan
Re[ ( , )]

O x yφ x y
O x y

=  ,       (4) 

式中：Re表示对复数取实部。对包裹相位ϕw(x, y)，利
用相位解包裹算法，即可得到无包裹相位分布ϕ(x, y)，
即为物体的真实相位分布。 
对反射式测量样品，其面型高度分布与相位分布

有如下关系： 
( , )( , )
4π

λφ x yh x y =  。         (5) 

通过该式，即可得到样品的高度分布。 

4  实验及结果 

4.1 实验过程 
为了验证实验装置和算法，对一个样品进行了测

量。实验中样品为刻在硅基底上的 USAF1951 分辨率
板；光源是 LED，中心波长为 630 nm，半高宽为 21 nm，
对应的相干长度为 8.3 μm；长工作距离物镜的数值孔
径为 0.28，工作距离为 33.5 mm；CCD相机的分辨率
是 1040像素×1388像素，像元大小是6.45 μm×6.45 μm。
实验中首先调整样品位于长工作距离物镜的工作距离

处，使样品清晰成像于 CCD 上。然后通过移动参考
镜使得参考光与物光光程相等发生干涉，通过调节参

考镜的俯仰，在物光与参考光之间引入轻微的离轴角

α，获得空间频率较低的离轴像面全息图。为了实现相
移，轻微旋转螺旋测微尺前后移动参考镜，通过改变

光程的方法引入相移，如图 2(a)和图 2(b)所示，分别
为相移前和相移后的两幅全息图。根据两步盲相移算

法，还需记录物光强度图以及参考光强度图，通过分

别遮挡参考镜和样品的方法记录的物光强度图及参考

光强度图，如图 2(c)和图 2(d)所示。 

4.2 实验结果 
在相位重建过程中，根据式(2)，得到两幅全息图

之间的相移量为 0.877 rad；然后将所得到的相移量代
入式(3)，即可得到物光波的包裹相位分布，如图 3(a)
所示。由于物光与参考光之间微小离轴角的存在，因

此从图 3(a)中可以看出被测样品的相位图中存在线性
包裹相位分布。利用解包裹算法，得到无包裹相位分

布，即为最终的相位分布图，然后根据式(5)转换为高
度分布图，如图 3(b)所示。 
此外，为了展示 LED光源具有的低相干噪声的特

点，在相同的条件下，使用 He-Ne激光器作为照明光
源，对同一样品进行了测量，并对比了两种光源照明

下测量结果的相位噪声。图 4(a)为激光照明下记录的
一幅全息图，与 LED光源所记录的全息图图 2(a)以及
图 2(b)相比，图中的相干噪声显著增加。图 4(b)为重
建的高度分布图，可见重建结果与 LED光源照明时的 

图 2  (a) 全息图 1；(b) 全息图 2；(c) 物光强度图；(d) 参考光强度图 
Fig. 2  (a) Hologram 1; (b) Hologram 2; (c) Object intensity; (d) Reference intensity 

(a)  (b)

(c)  (d)
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高度分布图 3(b)相似，但是在无样品区域，图 4(b)中
的噪声更大。为了直观地对比两种光源照明时的重建

结果，给出了图 4(b)与图 3(b)中相同位置处沿白色划
线的截面图的分布如图 4(c)所示。从图 4(c)中可以看
出，两种光源的测量结果相互吻合，激光照明时所测

得的平均高度为 205 nm，LED照明时测得的平均高度
为 202 nm。由于样品的标称值为 200 nm，可见测量
结果与标称值具有很好的一致性，但激光照明下的测

量结果起伏较大。由此可见，对比两种光源下的测量

结果，由于相位噪声的影响，激光的重建结果相比于

LED的重建结果误差更大。 

为了定量地描述 LED光源与激光光源照明时，重

建结果中相位噪声的大小。在图 3(b)与图 4(b)中选取
相同的平坦的、无样品区域，如两幅图中白色矩形框

所示，分别计算此区域噪声的标准偏差 Std。图 3(b)中
Std值为 1.6 nm，图 4(b)中噪声的 Std值为 5.4 nm。结果
表明，He-Ne 激光器照明下重建结果的相位噪声为
LED照明下相位噪声的 3.4倍，说明 LED照明下相位
噪声较 He-Ne激光器照明时降低了 70%。由此可见，
使用 LED作为照明光源可有效抑制相位噪声，提高测
量精度。 
另外，还比较了 LED和 He-Ne激光器这两种光源

照明时的分辨率。由于系统的分辨本领主要由物镜的

数值孔径决定，因此在相同物镜下，不同光源照明时

图 3  (a) 包裹相位图；(b) 高度分布图

Fig. 3  (a) Wrapped phase map; (b) Height map 

(a)  (b)
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图 4  (a) 激光照明时的全息图；(b) 激光照明时的高度分布；(c) 沿图 3(b)和图 4(b)白线方向的高度截面分布

Fig. 4  (a) A hologram with He-Ne laser illumination; (b) Height map with He-Ne laser illumination; (c) Height profiles along the white
lines in Fig. 3(b) and Fig. 4(b) 
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分辨率应该一致。从图 3(b)和图 4(b)中可见，两者分
辨率几乎相同。为了直观清晰地对比分辨率的高低，

分别放大显示了图 3(b)和图 4(b)中白色虚线框部分。
从放大图中可以看到，两种光源照明下的系统分辨率

并无明显差异，但是激光照明时的相干噪声大，使得

测量结果的起伏较大。 

4.3 实验应用 
为了进一步验证方案的有效性，采用该装置对刻

在硅基底的微纳矩形台阶进行了测量。 
图 5(a)为 CCD记录的一幅全息图，图 5(b)为重建

得到的物体高度分布图。为了更明确地观察物体的重

建结果，我们给出了图 5(b)中的黑色实线部分的高度
截面分布图，如图 5(c)所示。从图 5(c)中可以得到，
沿黑色实线部分物体的平均高度为 198 nm，与台阶的
标称值 200 nm具有很好的一致性。实验证明，该装置
可以应用于微结构表面的三维形貌精密测量。 

5  结  论 

提出了一种利用长工作距离物镜的相移数字全息

显微的测量装置和方法，并通过实验验证了方案的可

行性。实验中对在硅基底上制作的反射式 USAF1951
分辨率板以及矩形台阶进行了测量，测量结果与标称

值具有很好的一致性。此外，分别在 LED照明与激光
照明时对物体的三维面型分布进行了测量。对比测量

结果可知，LED光源照明的相位噪声与激光照明时相
比降低了 70%，因此，LED光源可以有效降低相位噪
声。与其他数字全息显微装置相比，该装置不仅采用

低成本的 LED光源，而且利用微位移平台移动参考镜
引入相移，抛弃了成本高昂的压电陶瓷移相器，实现

了对微纳物体的低成本的测量。结合两步盲相移算法，

使得数值重建过程简单快捷。另一方面，通过在长工

作距离物镜和样品之间加入分光棱镜的方法，构建了

一种紧凑的准物参共路的迈克尔逊干涉仪，光路结构

简单，调整方便，在短相干长度的光波照明时，容易

实现干涉。基于这些优点，该测量方案可方便地用于

对微结构表面形貌的低噪声测量。 
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Experimental setup of phase-shifting interferometry based on a long working distance objective 

Overview: Digital holographic microscopy (DHM) has been widely applied in biological sample imaging, 
three-dimensional morphology detection, flow field measurement, and other fields, because it has the advantages of 
non-contact, non-destructive, high resolution, and so on.  
  In DHM, the laser is usually used as the illumination source. However, the speckle noise induced by laser is large, and 
hence it degrades the quality of reconstructed phase image of objects. In order to reduce speckle noise, we use partially 
coherent light source light emitting diode (LED) as the illumination source. With the adoption of an LED, we proposed 
a phase-shifting digital holographic microscopic device based on a long working distance objective. By taking advantage 
of characteristic of long working distance of the objective, a micro-Michelson interferometer is constructed by inserting 
a non-polarizing beam splitter (NPBS) between the objective and the sample. In the system, as both object wave and 
reference wave pass through almost the same path, thus the interferometer is a quasi-common-path one. In addition, 
the system has a compact structure and it is convenient to adjustment. When it is illuminated by an LED, the interfe-
rence between object wave and reference wave can be easily realized. To reconstruct the phase maps from the holograms, 
two-step blind phase-shifting algorithm is adopted. To achieve this, a low-cost mechanical micro-displacement platform 
is used to introduce phase shift between the holograms in the system to replace the usually expensive piezoelectric ce-
ramic transducer (PZT). 
  Several experiments were conducted to verify the correctness and effectiveness of the system. In the experiments, we 
measured samples respectively under LED illumination and laser illumination and compared the phase noise level of 
phase images under different illuminating sources. In the first experiment, the sample is a reflective USAF 1951 resolu-
tion target and the experimental results demonstrate that the noise in the phase map with LED illumination is reduced 
by 70% when compared with that of laser illumination. At the same time, there is no significant difference in system 
resolution between two reconstructed phase maps corresponding to LED and laser illumination, respectively. Conse-
quently, the proposed scheme can effectively reduce the phase noise and improve the quality of reconstructed phase 
image. In the second experiment, the device was used to measure a micro-nano step. The measured height was in good 
agreement with its nominal value. The experimental results show that the system can be potentially applied in the pre-
cise measurement of the three-dimensional topography of the micro-structure surface and other related fields. 
Citation: Hui Q N, Duan C L, Feng B, et al. Study of low-noise phase-shifting digital holographic microscopy using a 
long working distance objective[J]. Opto-Electronic Engineering, 2019, 46(12): 190140 
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