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Введение

Оптическая цифровая голографическая микроскопия [1‒5] су-
щественно расширяет возможности интерференционной (фазовой) 
микроскопии [6‒11] и тем более обычной световой микроскопии. 
Это обеспечивается применением эффективных компьютерных 
средств обработки цифровых голограмм для визуализации и чис-
ленного представления поверхностной и объемной микрострукту-
ры исследуемых объектов технологического или биологического 
происхождения. Для записи цифровых голограмм в микроскопии 
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используется пространственно когерентное ла-
зерное излучение с достаточно большой длиной 
временной когерентности, что необходимо в го-
лографии для создания взаимной когерентности 
оптического поля изображения объекта и опор-
ной волны [12, 13]. Использование лазерного 
излучения существенно упрощает возможность 
конструирования интерференционной и голо-
графической системы. Однако использование 
лазеров приводит к формированию когерентных 
шумов – паразитной пространственной моду-
ляции в объектном и опорном волновых полях, 
обусловленной интерференцией волн, рассеян-
ных или дифрагированных на микронеоднород-
ностях поверхностей оптических элементов – на 
пылинках, микроцарапинах и т.п., появляющихся 
неизбежным образом в процессе эксплуатации 
микроскопа. Модуляция носит, как правило, 
случайный пространственный характер – часто 
наблюдается спекл-модуляция [14–16], которая 
переносится на восстанавливаемое с голограм-
мы поле изображения объекта, в том числе и в 
цифровой голографии. Это приводит к заметным 
искажениям восстанавливаемых амплитудных и 
фазовых распределений в объектном поле и, как 
следствие, к искажению получаемой в микро-
скопии информации о пространственной микро-
структуре исследуемого объекта.

Для подавления когерентных шумов в той 
или иной оптической системе необходимы 
процедуры усреднения картин интерференции 
рассеянных волн. Усреднение может быть ре-
ализовано путем существенного уменьшения 
радиуса пространственной когерентности 
используемого излучения, что может быть вы-
полнено с использованием лазерного пучка 
света, рассеянного на движущемся с достаточно 
большой скоростью рассеивателе. В этом случае 
подавляются как когерентные шумы, вызванные 
рассеянием на неоднородностях оптических 
деталей, так и исходная спекл-модуляция в 
освещающем излучении, рассеянном на дви-
жущемся рассеивателе. В [17–26] такой способ 
записи цифровых голограмм с подавленными 
когерентными шумами рассматривается в систе-
ме микроскопии с использованием освещения 
прозрачных объектов на пропускание. В этом 
случае удаётся получить взаимно когерент-
ными объектное поле и внеосевую (наклонно 
падающую) опорную волну с динамически 
изменяющейся спекл-модуляцией в лазерном 
излучении с достаточно большой длиной про-
дольной когерентности [22, 23].

Для существенного снижения контраста 
спеклов в дифрагированном на движущемся рас-
сеивателе световом поле необходимо достаточно 
большое число реализаций спекл-поля NS за время 
записи кадров цифровых голограмм. Для сниже-
ния контраста спеклов С SN1  [15] до значения 
0.05, что можно оценивать как порог зрительного 
восприятия пятнистой картины, требуется более 
500 реализаций. Следовательно, необходима 
достаточно высокая скорость движения рассеи-
вателя и длительная экспозиция записываемых 
кадров голограмм, что ограничивает возможно-
сти исследования динамически изменяющихся 
объектов средствами цифровой голографической 
микроскопии.

Это ограничение преодолевается при ис-
пользовании нелазерных источников света с 
протяженным телом светимости (тепловые ис-
точники, светодиоды и т.п.). Такие источники 
формируют волновые поля, в которых реализа-
ции спекл-полей сменяются за время когерентно-
сти  τc ≈ 2π/∆ω с частотой, равной ширине спек-
трального контура излучения ∆ω. Для цветного 
светодиода ∆ω ≈ 2π ∙1012 Гц и при частоте записи 
кадров 25 Гц сменяется более 1011 реализаций 
спекл-модулированного поля, что обеспечивает 
подавление пятнистости изображения до пре-
небрежимо малого контраста С ≈ 10−5.

Однако использование в голографических 
системах частотно широкополосного света с 
малой длиной продольной когерентности (для 
светодиода lc ≈ 20 мкм) и малым радиусом по-
перечной когерентности сопряжено с технически 
сложной проблемой выравнивания разности 
хода волн в объектном и опорном каналах и про-
странственным совмещением фронтов этих волн 
с точностью до долей радиуса когерентности для 
взаимной когерентности этих волн.

В настоящей работе рассматриваются систе-
мы интерференционной микроскопии в частот-
но-широкополосном излучении протяженных 
источников для реализации режима цифровой 
голографической микроскопии отражающих объ-
ектов. Представлено теоретическое обоснование 
возможности использования интерференционных 
микроскопов с протяженным и широкополосным 
источником света для записи цифровых голо-
грамм микрообъектов и восстановления (визуа-
лизации) их фазовых изображений. Приведены 
результаты экспериментов по цифровой гологра-
фической микроскопии биологических объектов 
в частично когерентном свете с использованием 
интерференционного микроскопа Линника.
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Интерференционное изображение 

в частично когерентном свете

В интерферометрах с делением по амплитуде 
при использовании протяженных пространствен-
но некогерентных источников света с широким 
частотным спектром картина интерференции 
пространственно локализована [27]. Это обуслов-
лено ограниченной областью пространственной 
когерентности оптического поля с конечной ши-
риной углового спектра. Полосы интерференции 
на выходе интерферометра формируются только 
в той области пространства, где интерферирую-
щие поля накладываются с взаимным простран-
ственным сдвигом, не превышающим радиуса 
когерентности поля в направлении взаимного 
сдвига полей [28, 29]. Однако, в первую очередь, 
интерферирующие поля должны быть в доста-
точной степени идентичными – взаимно коге-
рентными – тогда в области нулевого взаимного 
сдвига этих полей наблюдаются интерференци-
онные полосы максимального контраста. Оба 
этих условия предопределяют необходимость ис-
пользования идентичных оптических элементов 
и одинаковую конфигурацию оптических систем 
в плечах интерферометра. В противном случае 
разделенные в интерферометре поля перестают
быть идентичными и соответственно взаимно 
когерентными.

Этим требованиям в полной мере удовлет-
воряют системы интерференционной микроско-
пии – микроскопы Майкельсона, Линника [7‒11, 
30‒32] и Миро [7, 33, 34]. В данных системах при 
использовании протяженных источников света 
локализованная картина интерференции форми-
руется в области действительного изображения 
исследуемого объекта.

Для реализации метода цифровой внеосевой 
голографической микроскопии необходимо тем 
или иным способом создать систему несущих 
интерференционных полос в плоскости записи 
голограммы. В интерференционных микроско-
пах, построенных по схеме Линника и Миро, 
система опорных интерференционных полос 
создается или наклоном к оптической оси опор-
ного зеркала или предметной поверхности на 
некоторый угол α. В интерферометре Линника 
при использовании в нем микрообъективов, 
скорректированных на бесконечность, и тубус-
ной линзы опорные полосы могут быть созданы 
также путем поперечного сдвига микрообъектива 
опорного плеча. Однако оба этих способа не 
позволяют получить опорные полосы доста-
точно высокой пространственной частоты из-за 

апертурных ограничений волнового поля, про-
ходящего через микрообъектив, и возникающих 
из-за этого эффектов декогерентности опорного 
поля по отношению к объектному.

На рис. 1, а, б представлена оптическая 
схема интерференционного микроскопа Линника 
(без осветительной части). Предполагается, что 
на вход микроскопа-интерферометра направ-
ляется пространственно частично когерентное 
волновое поле с широким угловым спектром и, 
следовательно, с малым радиусом поперечной 
пространственной когерентности. В плечах 
интерферометра на одинаковых расстояниях 
от делителя пучка света BS установлены иден-
тичные микрообъективы МО1 и МО2, опорное 
зеркало MR и поверхность объекта S в передних 
фокальных плоскостях микрообъективов. Дей-
ствительные изображения поверхности объекта 
S и опорного зеркала MR формируются в задней 
фокальной плоскости тубусной линзы TL. Та-
ким симметричным расположением оптических 
элементов в плечах интерферометра обеспечива-
ется идентичность и соответственно взаимная 
когерентность объектного и опорного волновых 
полей в плоскости записи изображения.

Для создания системы опорных интерферен-
ционных полос в плоскости действительного 
изображения поверхности объекта в интерферо-
метре Линника возможны два варианта линейной 
фазовой модуляции опорного поля по отноше-
нию к полю изображения объекта. В первом вари-
анте (см. рис. 1, а) используют наклон опорного 
зеркала MR на некоторый угол α, так что падаю-
щее и отраженное от опорного зеркала волновое 
поле  zyxtU ,,,0  приобретает дополнитель-
ный фазовый сдвиг       sin22 0 xxR ,
переменный в пространстве вдоль направле-
ния x, перпендикулярного оси наклона y, где 
λ0 – средняя длина волны поля (при использо-
вании микрообъективов с достаточно большой 
числовой апертурой NA вместо λ0 необходи-
мо использовать эффективную длину волны 

1
0 NAarcsincos12eff  [35]; в [36‒42] 

получены иные выражения для λeff).
Во втором варианте создания опорных 

полос используют нарушение соосности опти-
ческой системы в опорном плече микроскопа 
путем поперечного сдвига микрообъектива 
MO2 на некоторую величину x  (см. рис. 1, б). 
В этом случае освещающее оптическое поле 
U0(t,x,y,z)  падает на опорное зеркало MR и от-
ражается от зеркала под углом MOfxarctg . 
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В результате опорное волновое поле приобре-
тает переменный пространственный фазовый 
сдвиг       sin22 0 xxR , определяемый 
величиной смещения ∆x микрообъектива MO2.

Возможна комбинация этих способов соз-
дания опорных полос в интерференционном 
изображении микрообъекта. Например, в случае 
нарушения соосности в опорном плече поверх-
ность объекта может располагаться не перпен-
дикулярно оптической оси, так что фазовая 
модуляция, определяющая образование опорных 
полос, возникает одновременно в обоих плечах 
интерференционного микроскопа. Как правило, 
это имеет место на практике из-за неточности 
установки объекта в предметной плоскости 
микроскопа.

В общем случае опорное зеркало может 
иметь некоторое продольное (осевое) смещение 
∆zR, регулируемое в эксперименте, вызываю-
щее некоторую дефокусировку 2∆zR, дополни-
тельную разность хода 2∆zR и фазовый сдвиг 
2∆zR 2π/λ0 опорного поля.

Таким образом, для комплексной амплитуды 
опорного поля можно записать выражение:

Рис. 1. Схема интерференционного микроскопа Линника (без осветительной части) с использованием на-
клона опорного зеркала MR (а) и поперечным смещением Δx микрообъектива MO2 в опорном плече (б) для 
создания опорных интерференционных полос: L – линза осветительной части; BS – делитель пучка света; 

MO1 и MO2 – микрообъективы; S – объект; MR – опорное зеркало; TL – тубусная линза

а б

    RR zxzyxtUzyxtU 2sin2,,,,,, 0

RR zxikyxr 2sin2exp, 0 ,       (1)
где для освещающего поля  zyxtU ,,,0  учтена 
разность хода ∆R(x) и равный ей продольный 
сдвиг – дефокусировка поля вдоль оптической 
оси   Rzxxz  2sin2 , rR(x, y) – амплитуд-
ный коэффициент отражения опорного зеркала, 
который в общем случае, например, «плохого» 
зеркала, может быть переменным в плоскости 
зеркала (x, y).

Аналогичным образом можно записать вы-
ражение для комплексной амплитуды объектного 
поля:

 zyxtU S ,,, 

yxhikyxryxhzyxtU S ,2exp,,2,,, 00 , (2)

где также учтены и дефокусировка освеща-
ющего поля  zyxtU ,,,0  и его фазовый сдвиг 

   yxhkyxS ,2, 0 , обусловленные микроре-
льефом  yxh ,  поверхности объекта,  yxrS ,  – 
амплитудный коэффициент отражения объекта 
и поверхности объектного зеркала (см. рис. 1).

fMO fMO

fTLfTL
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Опорное  и  объектное  волновые  поля 
 zyxtU R ,,,  и  zyxtU S ,,,  переотображаются 

микрообъективами MO1, MO2 и тубусной линзой 
TL в её заднюю фокальную плоскость, где рас-
полагается матричный фотодетектор для записи 
интерференционного изображения. Опорная 
волна после прохождения тубусной линзы TL 
падает на заднюю фокальную плоскость линзы 
под некоторым углом R  (см. рис. 1), определя-
емым или углом наклона опорного зеркала   
или поперечным сдвигом ∆x микрообъектива в 
опорном плече. Объектная волна в целом также 
может падать под некоторым углом S  на 
зад нюю фокальную плоскость тубусной линзы 
из-за возможного наклонного положения пред-
метного стола по отношению к оптической оси 
микрообъектива. В результате этих различных 
направлений распространения опорной и объ-
ектной волн и их интерференции формируется 
картина опорных (несущих) интерференционных 
полос с периодом  SR  0 , где учтена 
малость углов падения в силу относительно 
большого фокусного расстояния fTL тубусной 
линзы.

Отображение опорного и объектного оп-
тических полей осуществляется с некоторым 

поперечным увеличением M, определяемым 
отношением фокусных расстояний тубусной 
линзы и микрообъективов M = fTL / fMO . На фото-
детектор падают масштабно измененные опорное 
и объектное волновые поля с комплексными 
амплитудами, определяемыми выражениями (1) 
и (2). При этом в определенном приближении 
можно пренебречь некоторыми декорреляци-
онными изменениями этих полей, вызванными 
их поперечными сдвигами во входных зрачках 
микрообъективов и вносимыми вследствие этого 
апертурными ограничениями («обрезаниями») 
полей. Особенно это относится к опорному пле-
чу микроскопа (рис. 2), в котором при наклоне 
опорного зеркала MR или при поперечном сдви-
ге микрообъектива MO2 (рис. 2, б) выводится 
из оптической системы часть падающего на 
апертуру микрообъектива освещающего поля 

 zyxtU ,,,0  в прямом и обратном ходе этого поля 
через микрообъектив, что вызывает определен-
ную декорреляцию опорного волнового поля. 
Эта декорреляция приводит к взаимной декоге-
рентности опорного и объектного полей даже 
при равенстве оптических путей волн в плечах 
интерферометра в области интерференционной 
полосы нулевого порядка.

Рис. 2. Возникновение декорреляции вследствие апертурных «обрезаний» оптического поля, проходящего 
через микрообъектив МО2 при наклоне опорного зеркала МR на угол α (а) и при поперечном смещении 

∆x микрообъектива (б)

 
 

 
 

Реально интерференция опорной и объектной 
волн имеет место на выходе интерференционно-
го микроскопа – в задней фокальной плоскости 
тубусной линзы. Однако можно воспользоваться 
представлением об интерференции опорной и 
объектной волн в пространстве предметов, рассма-

тривая взаимное наложение пространства опорного 
зеркала и пространства объекта и соответственно 
наложение объектного и опорного волновых полей. 
Исходя из этих представлений, для распределения 
интенсивности света в интерференционном изо-
бражении можно записать следующее уравнение:

2,,,,,, zyxtUzyxtUzy,x,I RS
22 ,,,,,, zyxtUzyxtU RS

zyxtUzyxtUzyxtUzyxtU RSRS ,,,,,,,,,,,, zyxzyxyxIyxI SRSRRS ,,,,,, * , (3)
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где угловые скобки ...  определяют временное 
усреднение, эквивалентное статистическому 
усреднению по ансамблю реализаций освещаю-
щего случайного поля  zyxtU ,,,0 ;  zyxtU S ,,,  
и  zyxtU ,,,R  – комплексные амплитуды объ-
ектного и опорного оптических волновых полей, 
определяемые выражениями (1) и (2),  yxIS ,  и 

 yxI R ,  – интенсивности объектного и опорного 
полей, ГSR      zyxtUzyxtUzyx RS ,,,,,,,,   – 
функция взаимной когерентности объектного и 
опорного полей.

Интенсивности объектного  yxIS ,  и опор-
ного  yxI R ,  полей в (3) можно представить в 
следующем виде:

          yxryxhzyxtUzyxtUyxI SSS ,,2,,,,,,, 22
0

2

        yxrzyxIyxryxhzyxI SS ,,,,,2,, 2
0

2
0  ,                                         (4)

         yxrxzyxtUzyxtUyxI RRR ,z2sin2,,,,,,, 22
R0

2

       yxrzyxIyxrzxzyxI RRR ,,,,2sin2,, 2
0

2
0  ,                                     (5)

где  zyxI ,,0  – интенсивность идентичных полей, 
освещающих объект и опорное зеркало.

В (4) и (5) мы пренебрегли возможным из-
менением интенсивности поля  zyxI ,,0  вдоль 
оптической оси в небольшом интервале z , 
определяемом дефокусировкой опорного поля 
из-за осевого сдвига опорного зеркала, или 

объектного поля из-за осевого сдвига и микро-
рельефа поверхности объекта.

Функцию  взаимной  когерентно сти 
объектного и опорного полей ГSR(x ,y ,z)  =

   zyxtUzyxtU RS ,,,,,,   в  (3) можно  запи-
сать в развернутом виде с использованием (1) 
и (2):

где   Rzsin,2  xyxhz  – разность зна-
чений продольной (осевой) координаты z в 
осве щающем поле  zyxtU ,,,0  для различных по-

        zyxtUzyxtUzyx RS ,,,,,,,,       
R00 z2sin2,,,,2,,, xzyxtUyxhzyxtU

(6),

перечных координат  yx, ;  zzyx  ,,,0  – функ-
ция продольной когерентности освещающего 
поля:

– нормированная функция продольной когерент-
ности освещающего поля.

Выражение (6) показывает, что степень 
взаимной когерентности опорной и объект-
ной волн, определяемая модулем нормиро-
ванной функции взаимной когерентности

zyxIzyxIzyxzyx RSSRSR ,,,,,,,, , за-
 висит от степени продольной когерентности 
поля, освещающего опорное зеркало и объект, 

zzyxzyxSR ,,,,, 0 . В свою очередь, сте-
пень продольной когерентности освещающего 

      R000 z2sin2,,,,2,,,,,,   xzyxtUyxhzyxtUzzyx , (7)

   
    

 
 zyxI

zzyx
xzyxIyxhzyxI

zzyxzzyx
,,
,,,

sin2,,,2,,
,,,,,,

0

0

00

0
0







 (8)

поля  zzyx  ,,,0  в общем случае зависит от ши-
рины частотного спектра ∆ω и ширины углового 
спектра   поля. При этом длина cL  продольной 
когерентности оптического поля в общем случае 
определяется выражением [43, 44]:

111

cc lL
.                        (9)

Здесь cl  – длина временной когерентности, 
определяемая шириной частотного спектра, 

 2
0cl , где   – ширина частотного спектра 

в шкале длин волн;  – длина продольной ко-
герентности, определяемая шириной   углового 

R0 zsin,2exp,, xyxhikyxryxr RS

R00 zsin,2exp,,,,, xyxhikyxryxrzzyx RS

yxryxrzyxzyxI RS ,,,,,, 00 R0 zsin,2exp xyxhik
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спектра поля, 2sin2 2
0 n , где n – пока-

затель преломления иммерсии.
Ширина   углового спектра волнового поля 

 zyxtU ,,,0 , освещающего объект и опорное 
зеркало, определяется диаметром aD  входной 
апертуры поля A  и фокусным расстоянием 
микрообъектива MO aDtg2  fMO  (рис. 3). В 
пределе, когда aD  превышает диаметр аперту-
ры микрообъектива, ширина углового спектра 
поля 0  определяется числовой апертурой 
NA микрообъектива 0sin  NA/n.

С учетом (2)‒(7) для пространственного 
распределения интенсивности в интерференци-
онном изображении получаем выражение

Рис. 3. Угловая апертура θ поля, освещающего опор-
ное зеркало и объект: A´ – изображение апертурной 
диафрагмы в фокальной плоскости микрообъектива 
MO; aD  – диаметр изображения апертурной диа-

фрагмы; MR – опорное зеркало

Это выражение можно также записать в виде 
классического интерференционного уравнения 
[27], объединив два последних комплексно со-
пряженных слагаемых,

           zyxyxryxrzyxIzyxI RS ,,2,,,,,, 0
22

0

        R0 zsin,2cos,, xyxhkyxryxr SR ,
(11)

где   zyx  z,,,arg 0 .
Линейное изменение разности фаз волн 

   sin2 0 xkx  определяет формирование 
параллельных опорных интерференционных по-
лос – несущих полос голограммной структуры 
[12, 13]. Поэтому выражение (10) можно рас-
сматривать в качестве голограммной структуры 
при записи голограммы сфокусированного изо-
бражения [12, 13].

Если в области расположения исследу-
емого объекта достаточно велика степень 
взаимной когерентности интерферирующих 
полей,   1,,,0  zzyx , то третье и четвертое 
слагаемые в (10) содержат в себе информацию 
о комплексном коэффициенте отражения объек-
та:       0,4exp,,  yxnhiyxryx SS . В этом 
случае на изображении объекта наблюдаются 
несущие интерференционные полосы, форма 
которых определяется микрорельефом h(x, y) 
поверхности объекта.

Интерференционные полосы в частично ко-
герентном свете имеют локализованный характер. 
Полосы формируются в той области изображения, 
где разность хода опорной и объектных волн не 

(10)

превышает длину продольной когерентности оп-
тического поля LC:    CR Lzxyxh  sin,2 . 
При этом центр области локализации полос, где 
контраст полос максимален, определяется как 

    sin,max Rzyxhx . Изменением величи-
ны ∆zR – положения опорного зеркала, можно 
смещать положение области локализации полос 
и совмещать ее с объектом исследования. Вне 
изображения объекта, где h(x, y) = const – зеркаль-
ная поверхность подложки, протяженность 2xL 
области локализации полос в перпендикулярном 
полосам направлении (рис. 4) определяется вы-
ражением 2xL ≈ LC /sin α .

На рис. 4 представлено пространственное 
распределение интенсивности в изображении 
поверхности тестового объекта, рассчитан-
ное в соответствии с (11). В качестве объекта 
рассматривался сферический выступ, поверх-
ность которого h(x, y) задавалась уравнением 
    222

0 1, Ryxhyxh   при   222 Ryx  , где 
h0 = 0.5 мкм и R = 350 мкм – высота и радиус гра-
ницы выступа на плоскости объектного зеркала. 
Формирование опорных полос осуществлялось 
путем наклона зеркала в опорном плече на угол 
α = 10’. Рассматривались источник белого света 
(рис. 4, а) с центральной длиной волны λH =
= 0.535 мкм и длиной временной когерентности 
lC =1.5 мкм, и красный светодиод (рис. 4, б) с 
λD= 0,63 мкм и lC = 15 мкм. При этом модуль 
нормированной функции продольной когерент-
ности освещающего поля задавался в виде 

   22
0 exp Clzz  .

yxrzyxyxryxrzyxIzyxI RRS ,,,,,,,,, 0
22

0

zyxxikyxhnikyxrS ,,zsin2-exp,2exp, 0R00

R00 zsin2exp,2-exp,, xikyxhnikyxryxr SR .

С. А. Савонин и др. Метод цифровой голографии в интерференционной микроскопии 

fMO fMO



Изв. Сарат. ун-та. Нов. сер. Сер. Физика. 2016. Т. 16, вып. 2

74 Научный отдел

На участке зеркала, содержащем выступ, об-
разуется изгиб опорных полос из-за переменной 
разности хода волн yxnhyxS ,2, , вносимой 
в отраженное волновое поле вариациями рельефа 
поверхности объекта.

Таким образом, цифровая голограмма сфоку-
сированного изображения в частично когерентном 
свете имеет локализованный характер – голо-
графическая запись осуществляется в локальной 
области изображения.

Голографическая обработка интерферограмм

в частично когерентном свете

Для восстановления по цифровой голо-
грамме комплексной амплитуды объектного 
поля  zyxtU S ,,,  и построения микрорельефа  
поверхности объекта h(x, y)  необходимо отфиль-
тровать в (10) третье или четвертое слагаемое, 
что возможно при использовании спектральной 
фильтрации. В цифровой голографии простран-
ственно-частотная фильтрация выполняется с 
помощью специализированной численной про-
цедуры, включающей: фурье-преобразование 
исходной голограммы, полосовую фильтрацию 
компонент спектра голограммы, соответству-
ющих объектному полю, обратное фурье-пре-
образование для восстановления в численном 
виде комплексной амплитуды объектного поля. 
Полная (чистая) фильтрация третьего или четвер-
того компонента в (10) возможна при условии, 
если частота опорных полос Rf  голограммной 
структуры более чем в два раза превышает 
максимальную частоту спектра интенсивно-
сти изображения объекта intSf , int2 SR ff   [1]. 

Рис. 4. Рассчитанные интерференционные изображения: а ‒ для белого света с lC  = 1.5 мкм; б ‒ для 
квазимонохроматического света с lC =15 мкм

      
а б

Если в микроинтерферометре используется 
освещение по Кёлеру [27], то интенсивность 
освещающего волнового поля  zyxI ,,0  и его 
степень продольной когерентности  zzyx  ,,,0  
практически постоянны в плоскости объекта 
и опорного зеркала. Коэффициент отражения 
опорного зеркала   RR ryxr ,  – постоянная ве-
личина, если используется «хорошее» опорное 
зеркало – без царапин и пылинок на поверхности, 
что, однако, не всегда бывает. Таким образом, 
ширина составляющих пространственного спек-
тра голограммы в лучшем случае определяется 
в основном пространственными вариациями 
комплексного коэффициента отражения объ-
екта yxhnikyxryx S ,2exp,, 0  – вариа-
циями амплитудного коэффициента отражения 
поверхности объекта  yxr ,S  и, в значительной 
степени, фазовыми вариациями объектного поля 

   yxhnkyxS ,2, 0 , обусловленными вариаци-
ями микрорельефа поверхности h(x, y). Макси-
мальная пространственная частота объектного 
поля ограничивается числовой апертурой микро-
объектива и длиной волны света 0max NAfS . 
Отсюда следует, что для максимального разреше-
ния голографического микроскопа период опор-
ных полос должен быть в 2 и более раза меньше 
элемента оптического разрешения микроскопа.

Однако в интерференционных микроскопах 
(в том числе в микроинтерферометре Линника) 
имеются технические ограничения по созданию 
опорных полос требуемой высокой простран-
ственной частоты fR. Это приводит к тому, что 
спектральные компоненты объектного поля 
могут частично перекрываться с компонентами 
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спектра интенсивности объектного поля, что 
ограничивает возможности по частотной филь-
трации голограммы (рис. 5, а). Для уменьшения 
влияния пересечения спектральных компонент 
на эффективность спектральной фильтрации 
можно использовать особую последователь-
ность записи цифровых изображений. На первом 
этапе – запись изображения картины интерферен-
ции опорного и объектного полей, затем – запись 
только изображения объекта  yxIS ,  и запись 
только изображения опорного зеркала  yxI R , .
Численное вычитание изображений  yxIS ,  и 

 yxI R ,  из интерференционной картины позво-
ляет устранить в (10) первое и второе слагаемые, 
и для переменной составляющей интенсивности 
в интерференционном изображении можно за-
писать выражение

yxryxrzzyxzyxIzyxI SR ,,,,,Re2,,,,~
00

Ryx zyxikyxhik sinsin2exp,2exp 00 ,
(12)

где предполагается одновременный наклон опор-
ного зеркала вокруг взаимно-перпендикулярных 
осей на углы αx и αy .

На рис. 5, б приведен спектр цифровой голо-
граммы в частично когерентном свете до и после 
применения вышеописанной процедуры. На-
блюдается устранение большей части компонент 
дифракционного гало, что позволяет эффективно 
выделять спектральные компоненты объектного 
поля в спектре голограммы.

Необходимо отметить, что численное устра-
нение в спектре голограммы компонент дифрак-
ционного гало применимо для объектов, которые 
не претерпевают изменений во времени, так как 
запись изображений осуществляется в разные 
временные моменты.

Рис. 5. Спектры цифровой голограммы сфокусированного изображения в частично когерентном свете: 
а ‒ спектр исходной голограммы; б ‒ спектр после частичного устранения дифракционного гало

а б
      

Применение полосовой фильтрации спектра 
голограммы и последующее обратное фурье-
преобразование отфильтрованной области дают 
возможность в численном виде восстановить 
комплексную амплитуду  yxU S ,  объектного 
поля в следующем виде:

где  ,B  – апертурная функция окна фильтра-
ции, фурье-образ которой    ,1 BF  определяет 
импульсный отклик системы и соответственно 
разрешение восстановленного изображения. 

В (13) сомножитель xxik sin2exp 0
yy sin , связанный с использованием при 

записи голограммы наклонно падающей под 
углами x  и y  опорной волны, модулирует 
по фазе по линейному закону восстановленное 
объектное поле  yxU S , . Для устранения этой 
модуляции цифровую голограмму необходимо 
поэлементно перемножить с дискретной ком-
плексной  функцией      yxiyxU R ,exp,  , 
аргумент которой равен по величине, но противо-
положен по знаку аргументу сомножителя в (13): 

yxR yikxikyxU sin2expsin2exp, 00 .
В результате такой процедуры происходит 

смещение спектральных компонент объектного 
поля в центр спектрального окна – в область 
нулевых частот (рис. 6). Полосовая фильтрация 
смещенных объектных компонент спектра по-
зволяет устранить линейную фазовую модуля-
цию в восстановленной комплексной амплитуде 
объектного поля:

, (14)
где   – знак операции свертки.

yxhikyxrByxU SS ,2exp,F,F~, 0
1

,Fsinsin2exp 1
0 Bzyxik Ryx

yxhikyxrS ,2exp, 0

Ryx zyxik sinsin2exp 0 ,               (13)

yxhikyxrByxU SS ,2exp,,F~, 0
1
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Рис. 6. Полосовая фильтрация объектных компонент в 
спектре цифровой голограммы, полученном в результате 
численной компенсации влияния наклонного падения 

опорной волны при записи голограммы

Вышеприведенный алгоритм голографи-
ческой обработки интерферограмм в частично 
когерентном свете дает возможность численного 
восстановления и визуализации пространствен-
ного распределения комплексных амплитуд 
объектного поля и микрорельефа поверхности 
объекта.

Экспериментальные исследования

микрообъектов в частично когерентном свете

Голографическая обработка интерферо-
грамм в частично когерентном свете использо-
валась для выявления особенностей морфологии 

форменного элемента крови (эритроцита). Объ-
ектом исследования служил препарат образца 
крови человека в виде мазка на предметном 
стекле. Применялись три источника освещения: 
галогеновая лампа белого света с центральной 
длиной волны λH ≈ 0.54 мкм и длиной временной 
когерентности (с учетом полосы чувствитель-
ности фотодетектора) lCH ≈ 1.5 мкм; светодиод 
(λD ≈ 0.65 мкм, lCD ≈ 10 мкм); гелий-неоновый 
лазер (λL ≈ 0.63 мкм, lCL ≈ 0.3 м). Опорные поло-
сы на интерферограммах формировались путем 
наклона зеркала в опорном плече микроинтер-
ферометра на угол 6 .

На рис. 7, а представлен фрагмент ин-
терферограммы группы эритроцитов в белом 
свете. Малая длина временной когерентности 
обусловливает небольшое число несущих полос 
на изображении объекта и ограничивает область 
локализации полос в перпендикулярном полосам 
направлении. Таким образом, запись голографи-
ческого изображения осуществляется только на 
некоторой небольшой по площади части интер-
ферограммы, что приводит к восстановлению с 
голограммы пространственного распределения 
комплексной амплитуды объектного поля в такой 
же по размеру области (рис. 7, б). На приведен-
ном рисунке видно, что размеры одиночного 
эритроцита фактически превышают ширину об-
ласти восстановления изображения с голограм-
мы, что ограничивает анализ морфологических 
особенностей клеток препарата.

Рис. 7. Голографическая обработка интерференционного изображения группы эритроцитов, наблюдаемых 
в белом свете в микроинтерферометре Линника: а ‒ исходная интерферограмма; б ‒ изображение, вос-

становленное путем голографической обработки интерферограммы

      
а б

Применение лазерного излучения с боль-
шой длиной временной когерентности позволя-
ет сформировать интерферограмму с системой 

несущих полос по всему полю изображения 
(рис. 8, а). Однако в этом случае формируют-
ся интенсивные когерентные шумы, включая 
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спекл-модуляцию, обусловленные интерфе-
ренцией волн, рассеянных на пылинках, цара-
пинах и иных неоднородностях в оптических 
каналах микроинтерферометра. Эта случайная 

пространственная модуляция переносится на 
восстановленное изображение, что значительно 
снижает разрешение деталей в изображении 
(рис. 8, б).

Устранение паразитной модуляции проис-
ходит при использовании цветного светодиода с 
длиной временной когерентности большей, чем 
у белого света, и существенно меньшей, чем у 
лазера (рис. 9, а). По сравнению с белым светом 
значительно увеличивается протяженность обла-
сти локализации интерференционных полос (см. 

рис. 9, а) – голографическая структура формиру-
ется на значительной части изображения. Область, 
где восстанавливается комплексная амплитуда 
объектного поля, становится пропорционально 
больше – на восстановленном изображении при-
сутствуют группы эритроцитов не только в центре 
изображения, но и на его периферии (рис. 9, б).

Рис. 8. Интерференционное изображение группы эритроцитов в лазерном свете (а) и восстановленное 
изображение (б)

а б

а б

Контраст изображения снижается при дви-
жении от центра к границе области локализа-
ции интерференционных полос в соответствии 
с профилем модуля нормированной функции 
продольной когерентности   0  освещающего 
поля (рис. 10).

Голографическая обработка интерферо-
грамм предопределяет возможность прямого рас-
чета и последующей визуализации микрорельефа 
 yxh ,  поверхности исследуемого объекта:

      yxUyxyxh SS ,arg
4

~,
4

,







 ,    (14)

Рис. 9. Голографическая обработка интерференционного изображения группы эритроцитов в излучении 
цветного светодиода: а ‒ исходная интерферограмма; б ‒ восстановленное изображение
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где  yxS ,  – фазовое распределение в объект-
ном поле. Численная процедура состоит из не-
скольких этапов: I – выбор области поверхности 
объекта, где требуется восстановление микро-
рельефа – из полного набора восстановленных 
комплексных амплитуд  yxU S ,  объектного поля 
выделяются относящиеся к выбранной области; 
II – вычисление распределения фазы  yxS ,  в 
объектном поле через вычисление аргумента 
для каждого элемента в массиве комплексных 
амплитуд   yxU S ,arg ; III – на основе про-
странственного распределения фазы  yxS ,  
построение карты высот по поверхности объек-
та – визуализация микрорельефа  yxh , .

На рис. 11 представлен результат численной 
визуализации микрорельефа поверхности не-
скольких эритроцитов, осуществленной по вос-
становленному с интерферограммы (см. рис. 9, а) 

Рис. 10. Модуль степени когерентности   0  освещающего поля в шкале разности хода ∆, определенный по восста-
новленным изображениям: а ‒ в белом свете (см. рис. 7, б); б ‒ в свете светодиода (см. рис. 9, б)

∆, мкм

|γ0(∆)| |γ0(∆)|

∆, мкм
а б

пространственному распределению комплексной 
амплитуды объектного поля. На рис. 11, а показа-
на область в изображении восстановленного объ-
ектного поля, по которой осуществлялся расчет 
микрорельефа поверхности одиночной клетки 
и визуализация её трехмерного изображения 
(рис. 11, б). Хорошо различимы размер и фор-
ма эритроцита на подложке препарата. Оценка 
диаметра эритроцита по реконструированному 
профилю дает значение 7 – 8 мкм, что хорошо 
согласуется с результатами экспериментов с 
использованием полнопольной интерферен-
ционной микроскопии [45] и с литературными 
источниками [46, 47]. На рис. 11, г представлено 
трехмерное изображение пары близко располо-
женных эритроцитов, рассчитанное в соответ-
ствии с выделенной областью на изображении 
объектного поля препарата (рис. 11, в).

Рис. 11. Восстановление микрорельефа поверхности эритроцитов с интерферограммы, 
записанной в излучении светодиода: а, в – области восстановленных изображений эритро-
цитов, б, г – профили микрорельефа поверхности одиночного (б) и пары (г) эритроцитов

 
  

 
  

у, мкм

х, мкм

х, мкм

h(x,y), мкм

h(x,y ), мкм

у, мкм
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Заключение

Таким образом, применение метода гологра-
фической обработки интерференционных изобра-
жений в частично когерентном свете позволяет 
представить пространственное распределение 
фазы объектного поля в численном виде, что 
исключает трудоемкий процесс интерпретации 
интерферограмм в полосах конечной ширины и 
позволяет осуществить трехмерную визуализа-
цию микрорельефа поверхности исследуемого 
объекта. При этом имеется возможность при за-
писи интерферограммы эффективно применять 
стандартные интерференционные системы фор-
мирования интерференционных изображений, на-
пример, микроинтерферометр Линника, широко 
используемый на практике, в промышленности, 
в технологических разработках.

Геометрия оптических схем интерференци-
онных микроскопов и их апертурные параметры 
ограничивают возможности формирования опор-
ных полос высокой пространственной частоты, 
что требуется для эффективного разделения 
компонент в спектре голограммы и увеличения 
разрешения восстанавливаемых и визуализиру-
емых фазовых изображений при исследовании 
отражающих микрообъектов с высокими про-
странственными частотами микрорельефа по-
верхности. Для преодоления таких затруднений 
требуется разработка новых схемных решений 
записи голограмм отражающих объектов в про-
странственно частично когерентном свете с более 
высокой пространственной частотой несущих 
интерференционных полос, чем это технически 
возможно в существующих системах интерфе-
ренционной микроскопии.

Авторы благодарны А. А. Гребенюку и 
С. Г. Каленкову за конструктивные замечания 
по теме настоящей работы.
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