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南京理工大学电子工程与光电技术学院，南京 210094
摘要摘要 建立全场光学相干层析系统（OCT），可对生物细胞进行高分辨率层析成像。该系统基于Linnik干涉结构，采用低相干白

光光源卤钨灯照明和大数值孔径的显微物镜，理论分辨率可达0.7 μm × 0.7 μm（横向 ×轴向）。系统采用电荷耦合元件（CCD）
采集数张样品和参考镜的干涉图，通过三步移相算法获取层析图，最后合成三维图像。与荧光标记细胞等其他生物组织成像的

方法相比，全场OCT成本低廉、对细胞无损伤、分辨率高。该系统能够完成对洋葱表皮细胞和猪肝组织切片细胞等生物组织实

现层析成像，且分辨率高、成本低、结构简单便于调节，为实现高分辨率光学相干层析成像提供了简单易行的方法。
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Imaging of Liver Biopsy Cells with Full-field Optical Coherence
Tomography

AbstractAbstract Aninterference microscope for ultrahigh-resolution full-field optical coherence tomography (FFOCT) system was developed
for imaging of biological media. The experimental setup is based on a Linnik- type interferometer illuminated by a low coherence
tungsten halogen lamp and equipped with high numerical aperture microscope objectives. The theoretical resolution of the system is
0.7 μm×0.7 μm(lateral× axial). En-face tomographic images were obtained by a combination of interferometric images recorded by a
smart CCD camera and 3-step phase-shifting algorithm. Previous studies usually used 4-step phase-shifting algorithm with less speed
of shifting the phase. Three-dimensional images can then be generated from these tomographic images. Compared with fluorescence
labeling image, FFOCT has advantages of low cost, no damage, and ultrahighresolution. En-face images of onion surface cellsand liver
biopsy tissue cells showed the excellent performance of the system for generating en-face images of biological tissues. Our system is
characterized by its high resolution, low cost and simple arrangement for adjustment, providing a practical method for FFOCT imaging.
KeywordsKeywords medical optics; FFOCT; phase-shifting interferometry; biological tissue
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全 场 光 学 相 干 层 析 术（full- field optical coherence
tomography，FFOCT）于 1998 年由美国麻省理工大学（MIT）
Fujimoto工作组提出[1]，是一种可以对生物组织的横断面进行

非接触和非破坏性成像的技术，此后相继有关于该系统的报

告[2~4]。FFOCT使用白光光源且基于并行检测技术，无需横向

扫描即可获得样品的二维图像，与逐点扫描成像相比，不但

具有很高的三维分辨率，还具有很快的成像速度。同时，由

于白光的价格较低[5]，在很大程度上降低了成本，对医学成像

及临床应用有着重大意义。近年来，在国际上被极多运用于

活体生物组织和细胞的三维成像，如法国Boccara小组对洋
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葱、虾尾、蝌蚪、非洲蛙等生物组织的层析实验[6~8]，日本山形

大学使用双电荷耦合元件（CCD）对植物叶片进行的快速层

析成像[9]，中国清华大学薛平小组对老鼠胚胎初期的观察实

验[10]，这些生物实验的目的都是为临床医学做准备。

本研究搭建的光学系统是基于 Linnik结构干涉显微系

统[11]，相比Mirau结构[12]系统的优势有3点。

1）因为Mirau结构的干涉仪在样品和显微物镜间需放

置分束器等光学器件，从而要求显微物镜需要很大的工作

距，不能使用高倍显微物镜，限制了系统的分辨率，而Linnik
结构要求使用两个显微物镜，在它们与样品和参考镜之间无

需放置其他光学器件，故可以使用大数值孔径显微物镜。

2）Linnik可以增加偏振干涉部分 [13~15]，消除 PZT移相引

起的色差或利用偏振实现快速采集干涉信号。

3）Linnik结构的两臂可以独立调节。

除了结构的优势外，许多OCT系统的光源都是近红外波

段的激光[16]，因为激光相干性好，容易得到条纹对比度很高的

干涉图，而相干长度是与光谱带宽相关，故轴向分辨率就会

被光源的相干长度所限制。本文运用中心波长 550 nm光谱

带宽200 nm的白光光源，它具有极低的相干长度，对分辨率

的提高有着极大贡献。另外，研究采用科勒照明系统获取均

匀的照明光，这样既不会对被测生物组织造成热损伤而且照

明范围随时可调。最后，相比于对荧光标记生物组织的成像

来说，本研究是无标记成像。众所周知，一般染色剂无法进

行生物活体成像或者体内成像，而活体的荧光染色也会对生

物组织造成一定伤害，这也是本研究的优势之一。

目前，运用FFOCT系统得到猪肝切片细胞的层析图，在

国内还没有相关研究。本文呈现基于 Linnik干涉显微术的

FFOCT系统，得到洋葱表皮细胞的横断面，以证实系统的层

析能力；得到了猪肝组织切片细胞，以证实系统对生物组织

高分辨的能力。

1 实验装置及原理
图 1是搭建的光学系统，包含科勒照明系统和Linnik干

涉仪。主要器件参数为：采用 Linnik干涉结构，光源为白光

（卤钨灯，12 V/20 W），使用了有均匀照明的科勒照明系统。

光谱范围约为 200 nm，中心波长 550 nm，由纵向分辨率公式

Δz = 2 ln 2π æ
è
ç

ö
ø
÷

λ0Δλ ，得到纵向分辨率为 0.7 μm。一对完全相同

的显微物镜（Olympus，放大倍率 20 × ，数值孔径（NA）=0.5）
放置干涉系统的两臂，横向分辨率由公式 Δx = 0.61λ0

NA
可得

到系统横向分辨率的理论值为 0.7 μm。YAG晶体放置于参

考臂作为参考镜，且附着于锆钛酸铅（PZT）前，通过PZT调制

光程差，使干涉信号从背景信号中分离出来。用 CCD
（Matrox Iris GT300，640像素 × 480像素，像元大小 7.4 μm×
7.4 μm）记录信号。

科勒照明系统的目的是为了灯丝的二次成像以得到较

均匀的照明光，保证对生物组织没有灼伤。主系统中，光源

发出的光束经过完全一致的两臂，分别投射在样品和参考镜

上，沿原路返回的参考光与记录样品信息的样品光经过会聚

透镜，两个像面会聚到CCD叠加发生干涉，利用计算机对获

得的图像进行处理，通过移相算法恢复出高分辨的FFOCT层

析图。其中，PZT与微位移平台和CCD采集均有电脑控制同

步信号，使得系统精准移相，严格控制每步长为 2π/3。

FFOCT之所以能得到高分辨率的组织细胞的原因是，使

用的光源为非相干光，样品与参考镜的像只有对应点之间才

能发生干涉从而被恢复出来，随着参考镜的轴向移动，可选

择样品中与之光程相等的层来进行成像，而其他层的信息将

被滤掉，从而实现了层析成像。最后把CCD采集到的干涉图

进行分析处理，就能得到样品的横断面结构图[17,18]。其中，宽

带光源能提高系统纵向分辨率，大数值孔径能提高横向分

辨率。

面阵CCD探测器上 (x,y) 点接收到的干涉光强信号可表

示为

Id( )x,y = I0( )x,y + Ai( )x,y cos[ ]ϕ( )x,y （1）
式中，I0( )x,y 为表示由非相干光形成的背景光强；cos[ ]ϕ( )x,y
为干涉光强，它随样品和参考镜上对应点 (x,y) 的相位差

ϕ( )x,y 而变化；Ai( )x,y 为第 i 层组织的层析图像。为了提取

样品的图像信息 Ai( )x,y ，必须移除背景光强 I0( )x,y 和干涉

项 cos[ ]ϕ( )x,y 。

本文采用3步移相法。移相法是通过在参考光束和样品

光束间引入移相量，采集几幅干涉图像之后，通过对它们的

图1 FFOCT系统

Fig. 1 FFOCT system
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加减然后相除来获得样品信息。式（1）中存在3个未知量，至

少需要采集3幅图像才能求出样品图像信息。为了提高采集

速度，本文使用3步移相法，通过PZT驱动器带着参考镜做步

长为 φ = 2π/3的线性移动，引入3 φ相位，并分别由CCD记录

对应所需移相量时的干涉图像 I1，I2，I3 ，3幅干涉图分别为

I1(x,y) = I0 + Ai( )x,y cos[ ]ϕ( )x,y -φ （2）
I2(x,y) = I0 + Ai( )x,y cos[ ]ϕ( )x,y （3）

I3(x,y) = I0 + Ai( )x,y cos[ ]ϕ( )x,y +φ （4）
每步引入的移相量为 φ ，样品 OCT 图像由式（5）[19,20]

给出：

Ai( )x,y = [ ](2I2(x,y) - I1(x,y) - I3(x,y))2 + 3(I1(x,y) - I3(x,y))2 1/2

3 （5）
经过实验发现，3步法简便快捷，通过多次测量减小信噪

比的方法可以降低噪声。

2 结果与讨论
本文采用压电陶瓷移相。首先对PZT进行标定，然后通

过标定曲线结合 PZT驱动器（ThorlabsMDT693A）配套 PC端

控制软件，输入电压即可获得相应的移相量。三步移相相位

为每步 2π/3，对应步长应为 λ0 /3（λ0 为中心波长 550 nm），

实际参考镜移动的步长为 λ0 /6 ，每一步得到的干涉图都被记

录，3幅图可以恢复出一幅横断面。

首先对洋葱细胞进行成像。样品放置于垂直方向可调

的微位移平台。手动调节至不同的纵向深度得到该深度的横

断面，如将改成高速电动步进电机，可自动扫描纵向深度，即可

合成三维图像。生物组织的最大障碍在于细胞水分大，吸收光

强且组织透明度高，一旦反射光稍强，干涉信号就被淹没，因此

选择匹配的参考镜的材质很重要，本文使用YAG晶体。

图 2（a）、（b）为同一洋葱表皮细胞在不同纵深方向的横

断面，其中图 2（a）恢复出洋葱细胞的细胞壁，而图 2（b）恢复

出细胞质，其中图2（b）中白色箭头指向的是恢复出的细胞核

的轮廓。一般洋葱细胞的宽为 15~30 μm，而细胞核约 1~5
μm。该项实验证实了本文的系统具有很好的层析能力，而不

仅仅是恢复细胞的起伏。

图2 洋葱表皮细胞不同纵深方向的横断面图像

Fig. 2 x,y en-face images of the onion by FFOCT at different depths of onion cells

图3 猪肝组织切片

Fig. 3 Liver biopsy tissue

（a）显微图像 （b）FFOCT图像 （c）化学染色图像

其次，研究对猪肝组织成像，如图3所示。图3（a）为猪肝

组织的显微图像，图 3（b）为由本文系统获得的FFOCT图像，

图3（c）为化学染色猪肝生物组织标本图像[21]，可以看清猪肝

组织切片的脉络走向及脉络周边的细纹。该项实验仅仅对

猪肝组织进行了清洗与切块，没有任何荧光染色标记，图像

计算时间只需几μs。

搭建并利用FFOCT系统对洋葱表皮细胞成像，验证了本

系统的层析能力；对猪肝组织的成像，验证了系统对离体组

织可以高分辨的成像。在搭建系统初期的验证实验中，主要

对集成电路和洋葱细胞进行层析成像。对集成电路的芯片
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成像时反射光很强，所以能看清长度约180 nm的细节；当样

品变为透明的洋葱表皮，则针对后向散射光的微弱做出了更

换参考镜的措施，以匹配两臂的光强；本文运用未经特别处

理的猪肝组织，需要保证切面起伏平缓并且擦干血水，否则

杂散光会影响成像质量。肝癌在中国乃至亚洲，都是死亡率

最高的癌症，如果该系统可以对离体的人体肝脏组织进行成

像，找出病变之处，该系统将会很有价值。

3 结论
研究搭建的基于Linnik干涉结构的全场光学相干层析系

统已经能够获取高分辨的洋葱表皮细胞和猪肝组织切片的

光学断层图像，这对生物医学、尤其是人体临床医学辅助诊

断有着极大的贡献。传统的石蜡切片至少需要1~3 d制作切

片，而冰冻切片所需要的技术成本也较高。本文提出的非荧

光标记、非入侵性成像技术可以应用于肝脏等重大器官癌症

术中的突发状况，例如癌细胞扩散、术前误诊，简便且快速的

FFOCT系统可以为挽救生命争取更多的时间。目前正在对

系统进行改进，以期能够对临床诊断样品实现大视场三维实

时成像。
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