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摘　要　拉曼光谱技术因其光谱信息丰富、非接触、无破坏、样品用量少、高灵敏度等特点，为现代前沿基

础科研领域提供一种有力的分析手段，成为分析科学的研究热点。激光共焦拉曼技术结合共焦显微探测和

拉曼光谱探测技术，具有空间分辨力高、可层析探测的优势，在物理化学、材料科学、生物医学、考古及文

物鉴定、刑侦科学等众多领域应用广泛。现有共焦拉曼系统由于在扫描过程中无法对探测点进行定焦，因而

在长时间的探测过程中会因环境变化、系统漂移等问题导致系统离焦，从而造成测量结果存在误差甚至错

误的问题。本文针对这一问题，在现有共焦拉曼系统的基础上，提出一种基于二次曲线拟合的共焦拉曼光谱

探测方法。该方法利用二次曲线对光谱共焦曲线进行拟合，通过寻找曲线最大值，得到系统焦点，进而在扫

描过程中对每个探测点进行焦点定位后，采集该点光谱信息，从而保证扫描过程中系统始终位于焦点位置，

消除系统离焦对实验结果的影响，实现共焦拉曼光谱系统的精确测量。通过仿真分析和实验结果表明：本文

提出的基于二次曲线拟合的共焦拉曼光谱探测方法可以有效消除系统离焦对实验结果造成的影响，提高系

统轴向定焦的准确度，为共焦拉曼光谱技术的进一步应用提供了保证，是一种行之有效的定焦准确、抗漂移

强的拉曼光谱测量方法。
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引　言

　　自１９９０年Ｐｕｐｐｅｌｓ等将共焦显微技术与拉曼光谱探测

技术相结合发明共焦拉曼光谱技术，并成功用于探测单细胞

和染色体的形态与组成起［１］，激光共焦拉曼技术因继承了拉

曼光谱技术独特的“分子指纹”特性和共焦技术的高分辨层析

成像特性，而被作为极其重要的光谱探测手段广泛应用于物

理学［２３］、材料科学［４５］、医学［６７］、生物学［８］、地质学［９１０］、

考古及文物鉴定［１１］、刑侦科学［１２］等领域。

在物理化学、生物医学等研究领域，分析样品的化学成

分、空间分布、表面物理化学性质时，常以图像的形式来获

取样品更多的信息，因此需要将拉曼光谱探测由单点分析的

方式拓展到对一定区域范围内样品的探测分析，即拉曼光谱

成像。然而，在拉曼光谱成像时需要较长的探测时间，常达

几个小时，甚至是几十小时［８］，才能完成。而在长时间的实

验过程中，例如活体探测，由于生物的运动，致使系统离

焦［１３］，导致得出错误的结果；另外，仪器在长时间成像过程

中受环境温度、振动、空气抖动等影响较大，同样易使系统

产生漂移，从而导致样品被探测位置产生离焦。可见，在采

集光谱信息的过程中，对系统进行实时定焦是非常必要的。

由于现有共焦拉曼光谱探测技术不具备实时焦点跟踪能力，

因而在整个成像过程中，无法补偿因样品探测位置偏移引入

的离焦误差，制约了共焦拉曼光谱成像技术的应用。为此，

本文基于二次曲线对光谱共焦曲线进行拟合，寻找曲线极值

点，对系统进行精确定焦，改善系统定焦准确性，消除系统

离焦对实验结果的影响。

１　共焦拉曼光谱技术基本原理

　　共焦成像原理是一种点对点的成像技术，其将点光源、

样品被测点和共焦针孔置于彼此对应的共轭位置上，利用逐



点照明和空间针孔调制来去除样品非焦点平面散射光，与传

统成像方法相比可以提高光学分辨力。

共焦拉曼系统原理如图１所示，激光经准直扩束并被

ＮｏｔｃｈＦｉｌｔｅｒ反射后，经物镜在物体表面聚焦成光斑，激发出

载有样品信息的拉曼散射光，拉曼散射光沿原光路返回，再

透射过ＮｏｔｃｈＦｉｌｔｅｒ将拉曼散射光导入放置于单色仪前面的

共焦针孔内，形成点检测，单色仪只接收来自物镜焦点处的

拉曼散射光，焦点以外的光全被针孔屏蔽。当物体恰好位于

焦平面时，单色仪接收到的拉曼散射光能量最大；当物体偏

离焦平面时，拉曼散射光被聚焦于像焦平面前或后的某个位

置上，此时单色仪仅接收到部分光谱能量，因此，样品离焦

时容易造成探测信号降低，进而造成扫描成像结果错误。

图１　共焦拉曼原理图

犉犻犵１　犇犻犪犵狉犪犿狅犳犮狅狀犳狅犮犪犾犚犪犿犪狀狊狆犲犮狋狉狅狊犮狅狆狔

　　因此，根据共焦拉曼成像原理，为获得足够强度的拉曼

光谱信号，测量时需要对样品进行准确定焦，而现有共焦拉

曼光谱系统依靠图像清晰度进行定焦，同时无法进行焦点跟

踪，不能补偿实际测量中因样品离焦而造成的影响。

　　从图１中可以看出，共焦拉曼光谱轴向曲线呈钟形分

布，峰值点准确对应物镜焦点，但是实际测量中，受采样间

隔限制，测量数据呈离散化分布，难以精度捕获峰值点，并

且受系统噪声影响，峰值点附近数据可能发生无规律跳跃，

如图２所示，导致峰值点位置由点Ｈ偏移到点 Ｍ，造成焦点

定位错误，进而影响共焦拉曼系统的成像质量，因此，针对

该问题本文提出基于二次曲线拟合的共焦拉曼光谱探测方

法。

图２　共焦拉曼曲线最大值对比图

犉犻犵２　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犿犪狓犻犿狌犿狆狅狊犻狋犻狅狀狅犳犮狅狀犳狅犮犪犾犮狌狉狏犲

２　算法原理

２１　基于二次曲线拟合的共焦拉曼光谱探测原理

为解决系统离焦及定焦不准确对测量结果造成的影响，

我们拟利用基于曲线拟合的共焦拉曼光谱测量方法进行改

善。本文利用现有共焦拉曼技术中的光谱轴向响应曲线，采

用对每个探测点进行定焦的方法消除共焦拉曼光谱系统因离

焦对结果造成的影响，采用曲线拟合寻找共焦曲线峰值点的

方法确定共焦拉曼系统焦点，消除共焦拉曼系统因随机误差

对测量结果准确性的影响。

图３　共焦拟合算法原理
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　　共焦拟合算法基于二次曲线拟合，利用共焦曲线最大值

两侧边附近区间内的数据，拟合二次曲线方程，通过寻找二

次曲线方程的峰值点确定共焦曲线极值点位置，进而确定系

统焦点位置。从共焦系统的轴向响应特性曲线可以看出，其

理论特性曲线关于极值点位置左右对称，并且在极值附近的

数据具有二次曲线特性。因而，如图３共焦拟合算法原理所

示，该方法利用共焦曲线靠近极值点附近的数据来进行拟

合，而由该数据段拟合得出的共焦特性曲线极值点位置的准

确度也得到大幅提高。

本文利用二次曲线对光谱共焦曲线进行拟合，并采用最

小二乘法进行回归方程求解，最小二乘法具有拟合数据与真

实数据之间残差和最小的特点，使得拟合方程更能准确的反

应真实数据的分布。

基于二次曲线拟合的拉曼光谱探测方法需要在显微物镜

上安装物镜驱动器（ｐｉｅｚｏｅｌｅｃｔｒｉｃｃｅｒａｍｉｃａｃｕｔａｔｏｒ，ＰＺＴ）以带

动物镜进行轴向扫描，利用该方法进行拉曼光谱测量，具体
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可分为以下五步：

Ｓｔｅｐ１：通过计算机软件设置扫描层数Ｎ，通过确定扫描

上下限，及扫描层间隔，得到相应的扫描层数Ｎ；

Ｓｔｅｐ２：通过ＰＺＴ控制物镜移动，快速探测每层位置的

拉曼光谱；

Ｓｔｅｐ３：提取每层光谱光强最大值犐ｍｉ，获得光谱共焦曲

线犐；

Ｓｔｅｐ４：基于二次曲线，对光谱共焦曲线犐进行拟合，并

获得系统焦点位置；

Ｓｔｅｐ５：利用ＰＺＴ驱动物镜移动到Ｓｔｅｐ４中获得的焦点

位置，并探测焦点位置拉曼光谱。

图４为基于二次曲线拟合的拉曼光谱探测方法的焦点定

位流程图。

图４　焦点定位流程图

犉犻犵４　犉犾狅狑犮犺犪狉狋狅犳犳狅犮犪犾犻狕犪狋犻狅狀

２２　仿真分析

如图３共焦曲线拟合原理所示，对共焦曲线进行二次曲

线拟合时，拟合数据段区间的选取需要兼顾拟合优度，随着

拟合区间的扩大，拟合优度降低，因此，需要根据实际测量

曲线和数据量进行优化选择。本文以共焦拉曼理论轴向响应

曲线为对象，采用连续曲线离散化数据作为拟合输入数组，

根据最小二乘拟合算法，以残差为依据对共焦拉曼系统轴向

定焦响应曲线的拟合区间进行仿真分析与优化选取。

本文以共焦曲线最大值附近、以附加１％高斯噪声的曲

线的最大值６０％～９５％范围为备选区间，针对于不同的区

间，对其进行仿真分析，根据菲涅尔衍射理论，构建共焦拉

曼探测系统的标量理论模型，对系统的轴向定焦响应进行仿

真计算，得到共焦拉曼探测系统的理论轴向响应函数，并通

过光学反向归一化公式获得系统拟合的目标函数，以最小二

乘法建立递归方程判别残差梯度方向，迭代计算得到最佳拟

合曲线，并进行峰值点遍历定位。

为获得最优化的拟合结果，本文针对数据拟合曲线的选

取进行仿真分析，对拟合优度和拟合区间进行了优化选择。

从表１中可以看出，拟合区间越接近极值附近，其残差越小，

二次曲线特性越好。在所给范围内，拟合区间为最大值９５％

时，该段数据的残差最小，二次曲线特性最好，但是该区间

范围较小，拟合数据过少，因此，为兼顾拟合区间与拟合优

度，选取区间８２．５％为拟合区间。为使拟合数据充足，在

８２．５％区间附近２．５％范围内进行扩大选取，发现该数据段

内，保证残差不变时的最大拟合区间为最大值的８１．５％处。

因而，本文在均衡残差与拟合区间范围后，选取最大值

８１．５％以上的数据为曲线拟合时的拟合数据。

表１　拟合区间与残差值

犜犪犫犾犲１　犚犲狊犻犱狌犪犾犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犳犻狋狋犻狀犵狉犪狀犵犲狊

区间／％ 残差 区间／％ 残差

９５ ４．２８×１０－５ ７２．５ ２．８×１０－３

９２．５ ２．０５×１０－４ ７０ ２．８×１０－３

９０ ３．６９×１０－４ ６７．５ ３．８×１０－３

８７．５ ６．１２×１０－４ ６５ ４．９×１０－３

８５ ６．１２×１０－４ ６２．５ ４．９×１０－３

８２．５ ９．５４×１０－４ ６０ ４．９×１０－３

８０ １．４×１０－３ ５７．５ ４．９×１０－３

７７．５ １．４×１０－３ ５５ ８×１０－３

７５ ２×１０－３ ５０ ９．９×１０－３

　　基于以上仿真分析，对光谱强度共焦曲线进行二次曲线

拟合求解系统焦点位置的具体步骤如下。

Ｓｔｅｐ１：选取光谱强度共焦曲线强度最大值８１．５％以上

的数据点为二次曲线拟合区间；

Ｓｔｅｐ２：对选取的数据段利用二次曲线方程进行拟合，得

到二次曲线拟合方程犐犙（狕）；

Ｓｔｅｐ３：对二次曲线拟合方程犐犙（狕）求导，求解二次曲线

拟合方程导数为零的点 犎，即令
ｄ犐犙（狕）

ｄ狕
＝０，得到导数为零

的点位置狕＝狕０；

Ｓｔｅｐ４：被测点的焦点Ｏ位置即为狕＝狕０ 处。

３　结果与讨论

　　采用单晶硅为实验样品，进行以下几组实验测试。现有

共焦拉曼光谱技术与基于二次曲线拟合的共焦拉曼光谱技术

受系统离焦影响的大小：将样品分别置于物镜焦点位置、离

焦０．１～５μｍ范围内（其中，０．１～１μｍ离焦范围内离焦采

集间隔为０．１，２～５μｍ离焦范围内离焦采集间隔１μｍ），并

分别采用现有共焦拉曼光谱技术和基于二次曲线拟合的拉曼

光谱探测方法进行拉曼光谱探测，观察光谱信号强度变化。

其中，激发光源为５３２ｎｍ，激光器稳定性为±２％（８ｈｒｓ±

１．５℃），显微物镜放大倍率为１００倍，数值孔径为０．９，光

谱ＣＣＤ暗噪声为０．０００６ｅ－／ｓ／ｐｉｘｅｌ。图５和图６所示为两

种方法在拉曼频移为５２０．７ｃｍ－１时，光谱强度信号变化。

　　图５为采用现有共焦拉曼光谱技术进行光谱强度变化测
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试的实验结果，从图５中可以看出，当系统离焦０～１μｍ

时，光谱强度由１００％减弱到５６％；当系统离焦１～２μｍ时，

光谱强度衰减到２７％，光强衰减速率减小；当系统离焦３～５

μｍ时，光谱强度由１５％衰减到６％，光谱强度趋于平缓；在

系统离焦５μｍ时，光谱强度仅为焦点位置光谱强度的６％，

衰减明显。以上实验结果表明采用现有共焦拉曼光谱技术进

图５　共焦拉曼光谱技术离焦实验结果

犉犻犵５　犚犲狊狌犾狋狅犳犱犲犳狅犮狌狊犫狔犮狅狀犳狅犮犪犾狉犪犿犪狀犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲

图６　基于二次曲线拟合的共焦拉曼光谱技术离焦实验结果

犉犻犵６　犚犲狊狌犾狋狅犳犱犲犳狅犮狌狊犫狔犮狅狀犳狅犮犪犾狉犪犿犪狀犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲
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行光谱测量时，受系统离焦影响严重，光谱光强衰减较大。

　　图６为采用基于二次曲线拟合的共焦拉曼光谱技术进行

光谱强度变化测试的实验结果，从图６中可以看出，由于采

用二次曲线拟合的方法精确寻找焦点位置，对被测样品进行

实时定焦，保证系统始终位于焦点位置，因而，在实验中设

定的５μｍ离焦范围内，光谱强度变化可以忽略，几乎保持不

变。

从图５所示的结果中可以看出，现有共焦拉曼技术在没

有实时定焦的情况下，随着系统离焦量的增大，光谱强度衰

减逐渐减弱，最终趋于平缓。但是，在实际的实验测试中，

受系统漂移、环境变化等影响，产生１μｍ以内的系统离焦

非常常见，而从上述实验结果中可以看出，１μｍ离焦量范围

内，光谱光强变化非常剧烈，从而严重影响了实际测试结果

的准确性。从图６所示的结果中可以看出，本文提出的基于

二次曲线拟合的共焦拉曼光谱探测方法，保证了系统始终位

于焦点位置，在５μｍ离焦范围内光谱光强几乎保持不变，

因而，可以有效改善系统离焦对实验结果的影响，同时利用

光谱强度共焦曲线进行二次拟合，提高了焦点定位的准确

度。

４　结　论

　　基于现有共焦拉曼技术，结合实际需求，提出了一种基

于二次曲线拟合的共焦拉曼光谱探测方法，该方法对每个探

测点进行定焦探测，消除了系统离焦对实验结果造成的影

响，同时，利用二次曲线对光谱共焦曲线进行二次拟合提高

了共焦拉曼系统定焦准确度。实验结果表明该方法具有定焦

准确、抗漂移明显的效果，随着拉曼光谱应用需求的深入，

对系统性能的要求也不断增加，基于二次曲线拟合的共焦拉

曼光谱探测方法将在生物、材料等领域形成广泛应用。
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ｇｕａｒａｎｔｅｅｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｏｎｆｏｃａｌＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ．Ｔｈｉｓａｎｔｉｄｒｉｆｔｍｅｔｈｏｄｉｓｅｆｆｅｃｔｉｖｅａｎｄａｃｃｕｒａｔｅｉｎｆｏｃｕｓｉｎｇ

ｗｉｔｈｇｒｅａｔｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｏｂｅａｐｐｌｉｅｄｉｎｂｒｏａｄｅｒａｒｅａｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊　ＣｏｎｆｏｃａｌＲａｍａｎ；Ｑｕａｄｒａｔｉｃｃｕｒｖｅｆｉｔ；Ｈｉｇｈａｃｃｕｒａｃｙ；Ａｎｔｉｄｒｉｆｔ

（ＲｅｃｅｉｖｅｄＤｅｃ．４，２０１５；ａｃｃｅｐｔｅｄＡｐｒ．２２，２０１６）　　

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ
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