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摘#要!针对共焦拉曼系统空间分辨力提升的迫切需求&研制了一套径向偏振光瞳滤波共焦拉曼光谱显微系统"If&I3#’ 该
系统利用径向偏振光发生器"3波片#将激光器发出的线偏振光转换为径向偏振光%然后&利用光瞳滤波器对径向偏振光进行调
制&从而压缩拉曼激发光斑%最后&利用共焦针孔消除焦点外位置的拉曼散射光&进一步提升共焦拉曼显微系统的空间分辨力’
该系统具有较高的空间分辨力和横向灵敏度’ 以周期性刻线和标准台阶作为测试样品进行实验&实验结果表明&If&I3的空
间分辨力可以达到 $!% )7&横向灵敏度相比普通拉曼共焦系统提升了 !A9B!&测量标准不确定度为 "L9LG )7’ 该系统可用于
高空间分辨共焦拉曼成像’
关键词! 径向偏振%光瞳滤波%共焦拉曼%空间分辨力
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共焦拉曼光谱显微系统"4-)2-401I070) 7(4/-+4-W*
+T+5*7& &I3#将共焦显微技术和拉曼光谱技术进行了有机
结合&凭借着其分子指纹的特性和层析探测的功能被广泛
应用于物理化学$生物医学等前沿领域("H@) ’ 然而&传统共
焦拉曼技术采用线偏振照明方式&其空间分辨力始终无法
突破衍射极限’ 实际应用中&常常需要更高的空间分辨

力("%H"$) ’ 因此&如何提高共焦拉曼光谱显微系统的空间分
辨力是如今拉曼光谱探测领域研究的热点和前沿问题’

为了改善共焦拉曼光谱显微系统的空间分辨力&
很多学者对共焦拉曼光谱显微系统的光路进行改进&
如使用光纤替代共焦针孔&实现空间分辨力的提升("F) &
但是这种方法会增加光学结构的复杂性’ 结构光照明
方法是一种比较常用的提高共焦拉曼光谱显微空间分
辨力的手段&它可以通过对照明光束进行调制&得到光
谱图像的高频细节信息’ 其中&有学者采用结构光线
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照明显微技术&使共焦拉曼显微系统空间分辨力逼近
理论极限值("!) ’ 在结构光的基础上研究人员又提出扫
描图形照明显微技术 "+40))()ZW055*/) (11.7()05(-)
7(4/-+4-WT& 3f6M#&该技术对激发光的峰值强度进行时
间调制&使系统分辨力与宽场显微镜相比提高了 $
倍("B) &但是这些方法依旧会让光路结构变得更为复杂&
而且也无法实现照明光斑的压缩’

光谱增强的方法也可以通过提高拉曼光谱信号
的信噪比&实现共焦拉曼显微系统的空间分辨力的提
升’ 常见的光谱增强技术是表面增强拉曼光谱
"+./204**)’0)4*K I070) +W*45/-+4-WT& 3VI3#技术$针
尖增强拉曼光谱 "5(W *)’0)4*K I070) +W*45/-+4-WT&
SIV3#技术和相干反斯托克斯拉曼光谱 "4-’*/*)5
0)5(H35-E*+I070) +W*45/-+4-WT& &UI3#技术’ 有学者
将结构光照明技术与 3VI3 技术相结合&使空间分辨
力达到 "$% )7("A) &但是这种方法既没有实现照明光
斑的压缩&同时存在基底制备困难$可移植性差的问
题’ SVI3 技术已经可以实现 $9F )7的空间分辨
力 ("G) &在传统 SVI3 技术基础之上引入非线性受激拉
曼散射效应&空间分辨力还可以得到进一步提升 ("L) ’
但是&SVI3技术不易保证针尖的稳定性与可控性&并且
与共焦拉曼的结合能力较差&无法满足生物$材料科学等
领域对样品内部信息光谱探测的需求’ 在&UI3 技术方
面&有学者将托拉多型光瞳相位滤波器应用于 &UI3 系
统&将 &UI3 系统的空间分辨力提高到 "F% )7("@) ’ 然
而&受&UI3 技术原理限制&其谱峰位置与形状可能会发
生变化&导致解谱困难&难以实现定量测量’

基于以上现状&本文基于所提出的径向偏振光瞳滤
波共焦显微原理($%H$") &研制了径向偏振光瞳滤波共焦拉
曼光谱显微系统 "/0K(01HW-10/(Y*K W.W(1H2(15*/4-)2-401
I070) 7(4/-+4-W*+T+5*7& If&I3#’ 该系统通过共焦显
微系统$三维扫描系统$白光观测系统和光谱探测系统等
功能模块实现了高空间分辨的共焦拉曼光谱成像’

<;成像原理

If&I3 的成像原理如图 " 所示&绿色光束为激发
光&粉红色光束为拉曼散射光’ 激光器发出的线偏振光
扩束后经过径向偏振光发生器 "/0K(01W-10/(Y05(-)
4-)J*/5*/& If&#后变为径向偏振光&后被光瞳滤波器
"W.W(12(15*/& f;#调制’ 然后&经过:-54’ ;(15*/反射进入
物镜&并聚焦于被测样品表面&激发样品表面的拉曼散射
光’ 拉曼散射光经过物镜后透过 :-54’ ;(15*/&被会聚镜
聚焦于共焦针孔&然后被光谱仪探测’ 二维扫描台带动
样品进行横向扫描&从而实现对被测样品表面拉曼光谱
的探测&并实现样品的拉曼光谱成像’

图 "#If&I3的成像原理
;(Z="#34’*705(4-2If&I3 W/()4(W1*

根据非相干共焦三维成像原理&当被测样品为点物&
且共焦针孔为理想针孔时&If&I3的三维响应函数为($") !
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式中!2"!&"#为拉曼光谱辐射强度%E"$#为光瞳滤波器的
调制函数%*是物镜的孔径角%,为散射波长与入射波长比
值&即 ,c!$M!"%!" 为入射光波长%!$ 为拉曼散射光波长%
!$ 7()为拉曼散射光的最小波长%!$70_为拉曼散射光的最大
波长%D为归一化轴向坐标%;为归一化横向坐标&表示为!
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@;成像系统参数优化

@?<;光瞳滤波器优化

本系统选择:区圆对称光瞳滤波器&其结构如图 $所示’
对于光瞳滤波器&光斑尺寸Q$斯托克斯比 % 和旁瓣

强度+是用来表示其分辨能力的主要参数’ 其中&光斑
尺寸Q为经过光瞳滤波器后衍射光斑第 "个最小值位置
与原系统衍射光斑第 "个最小值位置的比值&Q越小&光
斑压缩效果越明显’ 斯托克斯比 %为经过光瞳滤波器后
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图 $#:区圆对称光瞳滤波器
;(Z=$#:H0/*04(/4.10/+T77*5/TK(0W’/0Z72(15*/

衍射光斑主瓣最大强度与原系统衍射光斑主瓣最大强度
的比值&%越大&光斑能量损失越少’ 旁瓣+为经过光瞳
滤波器后旁瓣最大值与主瓣最大值之比&+越小&光板能
量越集中($$) ’ 对光瞳滤波器进行优化的时候&需要在降
低Q的同时&尽可能的提高 %&并且降低+’ 本文基于遗
传算法&对光瞳滤波器结构参数进行优化’

当入射波长为 BF$ )7&物镜 RVc%9@ 时&综合考虑
光瞳滤波器的性能和光能利用率&基于遗传算法进行优
化&可以得到归一化结构如表 "所示的五区光瞳滤波器’

表 <;五区光瞳滤波器归一化参数
A’64"<;[0+,’4$G"(*’+’,"-"+#011$D"G0&"*.*$41$4-"+#

参数 归一化值 参数 归一化值
-" %9%@" %" %
-$ %9F@" %$ "
-F %9B@$ %F %
-! %9GAL %! "

%B %

##为了验证If&I3对空间分辨力的改善&将其横向相应
曲线与普通线偏振共焦拉曼光谱显微成像系统"1()*0/1T
W-10/(Y*K 4-)2-401I070) +W*45/-+4-WT7(4/-+4-W*+T+5*7&
Q&I3#横向响应曲线($FH$!)进行对比’ 令 Dc%&If&I3 和
Q&I3的横向响应曲线对比如图 F所示’

图 F#If&I3和Q&I3的横向响应曲线对比
;(Z=F#Q05*/01)-/701(Y*K ()5*)+(5T/*+W-)+*4./J*+-2

If&I3 0)K Q&I3

通常情况下&系统横向相应曲线的半高宽可以用于
表征系统的空间分辨力’ 从图 F 可以看出&If&I3 横向

响应的归一化半高宽为 $9"$&而 Q&I3 的为 $9G$’ 通过
计算可以得到&当波长 !cBF$ )7&物镜的 RVc%9@ 时&
If&I3的理论空间分辨力可达 "@@ )7&而 Q&I空间分
辨力为 $B@ )7&If&I3比Q&I3 横向提高了 $F9$!’ 可
以看出If&I3提高了共焦拉曼系统的空间分辨力’

@?@;最佳针孔尺寸优化
假设被测样品为点物&针孔尺寸为 ;/&根据式""#可

以得到此时的If&I3的三维响应函数为!
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当;/取不同数值时&可以得到如图 ! 所示的共焦拉

曼光谱成像系统的横向相应曲线’

图 !#不同针孔尺寸下的共焦拉曼横向响应曲线
;(Z=!#&-)2-401I070) 105*/01/*+W-)+*4./J*+05K(22*/*)5

W()’-1*+(Y*+
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由图 !可知&共焦拉曼光谱成像系统的横向相应峰
值强度和半高宽也均随着针孔归一化半径 ;/的增加而
增加&且增加趋势也不相同’

在此基础上&可以得到如图 B 所示的归一化针孔尺
寸与共焦显微系统的横向响应曲线峰值强度和半高宽的
关系曲线’

图 B#针孔归一化半径与共焦拉曼轴向响应曲线峰值强度
和半高宽关系

;(Z=B#S’*/*105(-) <*5̂**) W()’-1*)-/701(Y*K /0K(.+0)K 4-)2-401
I070) 0_(01/*+W-)+*4./J*W*0E ()5*)+(5T-/2.11̂(K5’H’*(Z’5

由图 B可知&当 ;/qA 时&横向响应的半高宽处于一
个较低的数值&峰值强度处于快速增加阶段%当 A+;/+
"!时&峰值强度开始趋于稳定&且半高宽开始增加%当 ;/
e"!时&半高宽达到稳定的最大值’ 因此&为了取得尽量
小的显微横向响应半高宽和尽量大的峰值强度&共焦拉
曼系统的针孔归一化半径应为!A+;/+"!’

C;光谱显微系统构建

根据图 "所示的原理&设计并研制了如图 A所示的径向
偏振光瞳滤波共焦拉曼光谱显微系统’ 该系统由共焦显微
模块$三维扫描模块$白光观测模块和光谱探测模块组成’

图 A#If&I3实物
;(Z=A#3*5.W -2If&I3

共焦显微模块由激光器$扩束镜$径向偏振光发生
器$光瞳滤波器$显微物镜及其他光学元件组成&其中&激
光器选用波长为 BF$ )7固体激光器&并以 3波片作为径
向偏振光发生器&显微物镜的数值孔径为 %9@&放大倍率

"%%倍’ 根据第 $ 节的参数优化&光瞳滤波器的物理尺
寸为!3" c%9FGF 77&3$ c"9A%F 77&3F c$9!$G 77&3! c
F9"!@ 77&3c"% 77&3"$3$$3F$3!$3 分别为第 "b!区的
直径和总直径%共焦针孔的实际尺寸为 B% #7’ 通过共焦
显微模块可以实现照明光斑的压缩及共焦光谱的收集’

三维扫描模块由二维扫描台$物镜驱动器$轴向升降
台和二维载物台组成&其中&二维扫描台选用分辨力为
%9! )7&线性度为 %9%F!&重复性为 B )7&扫描范围为
$%% #7d$%% #7&偏航角度为v"% #/0K 的 f6公司
fHB!$9$&>扫描台&物镜驱动器选用分辨力为 %9GB )7&
线性度为 %9%F!&重复性为 B )7&行程为 $!% #7的f6公
司fHB!$9$&>’ 通过二维载物台和轴向升降台可以实现
样品位置的粗定位&之后通过物镜驱动器对样品进行高精
度定焦%二维载物台用于实现样品表面光谱的二维采集’

白光观测模块由目视系统$科勒照明系统及其他光
学元件组成’ 通过白光观测模块&可以观测成像位置&并
与光谱探测结果相对应’

光谱探测模块由单色仪和 &&>组成&其中&单色仪
选用焦距为 L%% 77的 &Y*/)THS./)*/结构单色仪&&&>
选用像素尺寸为 "B #7d"B #7$像素点数 $ %%%d$BA 的
U)K-/公司的(>.+!"A’ 通过光谱探测模块可以实现各
点拉曼光谱的采集’

E;成像性能测试及不确定度分析

E?<;空间分辨力测试

本文使用如 G所示的电子束刻线样品进行测试’ 样品
基底为的 3(&样品图形材料为fMMU’ 样品形貌由奥林巴斯
显微镜观察获得&如图 G"0#所示&图 G"<#为 L%b" %%% )7不
同周期线宽图形&图 G"4#为线宽样品的设计图’

图 G#被测样品
;(Z=G#S*+5*K +07W1*
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本文以单晶硅在 B$%9G 47a"位置处的拉曼一阶峰位
作为成像的目标峰为&使用 $!% )7周期间隔的刻线进行
测试&横向扫描间隔为 "B )7&扫描像素尺寸为 A!dL&
&&>曝光时间 %9B +’ 分别使用 If&I3 与 Q&I3 进行测
试&其测试结果如图 L所示’

图 L#空间分辨力测试结果
;(Z=L#S*+5/*+.15+-2+W05(01/*+-1.5(-)

图 L"0#所示为线偏振光照明下的普通共焦拉曼光
谱图像&图 L"<#所示为径向偏振光瞳滤波照明下的共焦
拉曼光谱图像’ 通过图 L 可以发现&Q&I3 无法分辨
$!% )7的周期刻线&而 If&I3 可以分辨 $!% )7的周期
刻线&能看到明显的高低起伏形状&可见 If&I3 的空间
分辨力相比于Q&I3有了明显改善&优于 $!% )7’

E?@;横向灵敏率测试

以 F"%% 型原子力显微镜"05-7(42-/4*7(4/-+4-W*&
U;M#配套的标准台阶S‘N][%$型标准台阶作为被测样
品进行测试’ 横向扫描间隔为 $%% )7&像素点为 A!dA!&
&&>曝光时间为 %9B +’ 分别使用 Q&I3 和 If&I3 进行
测试&测试结果如图 @所示’

图 @"0#和 " <#所示分别为 Q&I3 和 If&I3 在
B$%9G 47a"峰位强度所成的光谱图&图 @ "4#所示为
图 @"0#和"<#中黑线标注位置的轮廓曲线&其中&- 和
-O连线为 If&I3 所测得的台阶边沿&其横向宽度为
GB% )7%A和 AO连线为 Q&I3 所测得的台阶边沿&其横
向宽度为" %F@ )7’ 使用原子力显微镜测试得到的台
阶边沿宽度!"L )7’ 因此&相比于 Q&I3&If&I3 具有
更好的台阶边沿响应&与原子力显微镜测试结果更为
接近’

若以台阶边沿宽度的测量结果与原子力显微镜测量
结果的差值表征系统的横向灵敏度&则 If&I3 相比于
Q&I3&其横向灵敏度提升了 !A9B!’

E?C;横向测量不确定度
依旧以标准台阶S‘N][%$型标准台阶为被测样品&

利用周期测试结果来表征If&I3的横向测量不确定度’
该样品的周期为 B #7&一次扫描后&对样品的周期进行
"%次测试&测试结果如表 $所示’

周期测试的 U类标准不确定度由测量的重复性引
起&其数值可以通过贝塞尔公式进行计算&即!

图 @#横向灵敏度测试结果
;(Z=@#S*+5/*+.15+-2105*/01+*)+(5(J(5T

DUH
( 0

1I"
"!1I-!#

$

0 I"槡 "!#

表 @;周期测试结果
A’64"@;A"#-+"#.4-#01*"+$0($5,"’#.+","&-

次数 周期C#7

" !9@F"

$ B9%A@

F !9@F"

! !9@!@

B !9@AG

A !9@LF

G !9@!@

L !9@@!

@ !9@"!

"% B9%LA

平均 !9@GG

##根据表 $的测试结果&可以得到 DUc"L9!$ )7’
周期测试的O类标准不确定度由扫描台的扫描运动

误差引起&假设扫描台的扫描误差服从均匀分布&则在扫
描台的扫描范围)!̂"内&O类标准不确定度为!

DOH"/N50)$,)!I"#M槡F "B#
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其中&/为扫描台的重复性%$为扫描台的偏航角度’
本系统采用的是fHB!$9$&>二维扫描台&其重复性

/cB )7&偏航角度 $cv"% #/0K&扫描范围为 $%% #7&因
此可以得到 DOc!9" )7’

If&I3的横向测量合成标准不确定度 D>由U类标
准不确定度 DU和O类标准不确定度 DO共同决定&即!

D>H D$UND槡
$
O "A#

因此&以S‘N][%$样品的周期测试结果表征横向测
量标准不确定度时&可以得到 D>c"L9LG )7’

N;结;;论

本文基于径向偏振光瞳滤波技术和共焦拉曼成像技
术&研制了一套径向偏振光瞳滤波共焦拉曼光谱显微系
统’ 该系统利用径向偏振光发生器将激光器发出的线偏
振光转换为径向偏振光&并通过光瞳滤波器对径向偏振
光进行调制&实现拉曼激发光斑的压缩%同时&利用共焦
针孔消除焦点外位置的拉曼散射光&提升共焦拉曼光谱
显微系统的空间分辨力’ 以周期性刻线和标准台阶作为
测试样品&实验结果表明&If&I3 的空间分辨力可以达
到 $!% )7&横向测量标准不确定度为 "L9LG )7&横向灵
敏度相比普通拉曼共焦系统提升了 !A9B!’

然而&相比于SVI3技术等提高空间分辨力的手段&
径向偏振光瞳滤波共焦拉曼光谱显微系统虽然存在着很
多优势&但是在提升空间分辨力和横向灵敏度方面还存
在着一定的不足’ 对此&可以进一步结合图像复原技术&
对扫描得到的高分辨共焦拉曼图像进行进一步复原&从
而获得超分辨的共焦拉曼光谱显微成像效果’
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