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摘要　构建了无透镜傅里叶变换数字全息实验系统，实现了对一组生物样品特别是活体细胞的高保真度定量相衬

成像。系统的简单性在于其数值再现过程只需直接对全息图进行一次快速傅里叶变换，而对由此引入到相位像中

的畸变，则采用两步相减法予以校正。成像物体首先选用家蚊口器和洋葱表皮细胞的生物教学样片，进而使用无

标记的活体宫颈癌细胞。实验中，不仅观察到了静态生物样品清晰的形态，而且观察到活体细胞形态的动态变化，

充分表明了数字全息显微术应用于生物样品相衬成像的有效性。
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１　引　　言

数字全息的迅猛发展使其得到了越来越广泛的

关注［１～６］，其应用范围也实现了广泛的拓展［７～９］。

尤其是近年来生物医学的发展，推动了在生物细胞

尺度上观测技术的发展，而数字全息显微术无损、实

时、可获得定量相位分布的特点恰好成为其在生物

样品成像上的优势［１０～１４］。活体生物细胞一般为透

明结构，因此其相位图像能提供更多独特的信息。

不同于已有的相衬成像方法，数字全息技术不需要

对活体生物样品进行标记、固定等处理就可获得观

察对象定量的振幅和相位分布，从而实现对透明生

物样品的成像并进行定量分析。数字全息技术还可

以实现对生物样品形态的动态监测，继而可能用于

获取细胞动态特性、细胞间的相互作用以及细胞对
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药物的反应等信息，期望为早期医学诊断和药物设

计等提供一定的分析评价依据［３，１０，１５］。

无透镜傅里叶变换数字全息系统［１６～１８］光路简

单，全息图的数值再现只需在计算机中进行一次快

速傅里叶变换，因此本文选用这套光路进行实验。

理论分析表明，用这种再现算法获取的物体振幅信

息是准确的，但其对应的相位像存在畸变。校正该

相位畸变通常需要精确测量记录距离和参考光的偏

置等参数，但在实验中得到的这些参数往往达不到

相应的精度要求。为此，采用两步相减法［１９］来校正

该相位畸变。两步相减法的原理是分别记录物体存

在和不存在两种情况下的两幅全息图，获得其相位

分布再进行相减，即可得到没有畸变的相位图像。

本文首先选用了家蚊口器和洋葱表皮细胞的生物教

学样片作为成像物体，而后使用了无标记的活体宫

颈癌细胞进行实验。实验中，不仅观察到了静态生

物样品清晰的形态，还观察到活体细胞的形态及其

动态变化。

２　原　　理

２．１　无透镜傅里叶变换数字全息图的记录和再现

无透镜傅里叶变换数字全息的记录光路如图１

所示，（狓０，狔０）为物体所在平面的坐标，（狓，狔）为探

测器（ＣＣＤ）光敏面上的坐标，这也是全息图平面。

设物体的复振幅透射率为狋（狓０，狔０），参考点源与物

体位于同一平面上，在狓０方向上偏置距离为犪，在狔０

方向上偏置距离为犫，犱为物平面到ＣＣＤ平面的距

离，即为记录距离。

使用单位振幅平面光波垂直照明物体，在傍轴

近似下，根据菲涅耳衍射积分公式，可得ＣＣＤ平面

上物光场分布为

犗（狓，狔）＝ｅｘｐｊ
犽
２犱
（狓２＋狔

２［ ］）×

∫∫
∞

－∞

狋（狓０，狔０）ｅｘｐｊ
犽
２犱
（狓２０＋狔

２
０［ ］）×

ｅｘｐ －ｊ
２π

λ犱
（狓狓０＋狔狔０［ ］）ｄ狓０ｄ狔０，（１）

若设

狋′（狓０，狔０）＝狋（狓０，狔０）ｅｘｐｊ
犽
２犱
（狓２０＋狔

２
０［ ］），（２）

和

犜′
狓

λ犱
，狔
λ（ ）犱 ＝犉［狋′（狓０，狔０）］， （３）

式中犉表示傅里叶变换运算，则（１）式可以简化为

犗（狓，狔）＝ｅｘｐｊ
犽
２犱
（狓２＋狔

２［ ］）犜′ 狓

λ犱
，狔
λ（ ）犱 ．

（４）

图１ 无透镜傅里叶变换全息记录光路示意图

Ｆｉｇ．１ ＳｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｈｅｒｅｃｏｒｄｉｎｇｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｌｅｎｓｌｅｓｓＦｏｕｒｉｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｈｏｌｏｇｒａｐｈｙ

　　参考点源发出的球面波作为参考光，在ＣＣＤ平

面上的光场分布为

犚（狓，狔）＝ｅｘｐｊ
犽
２犱
（狓２＋狔

２［ ］）ｅｘｐｊ２πλ犱（犪狓＋犫狔［ ］）．
（５）

ＣＣＤ采集到的全息图是物光和参考光相干干涉所

形成的光场强度分布，为

犐（狓，狔）＝ 犗（狓，狔）
２
＋ 犚（狓，狔）

２
＋

犗（狓，狔）犚（狓，狔）＋犗（狓，狔）犚（狓，狔）． （６）

继而，把全息图在计算机中进行数字后处理，即实现

全息图的数值再现。根据（６）式，全息图再现结果将

包含三部分，第一部分是前两项形成的零级像，位于

坐标原点，第二和三部分是由（６）式的第三和第四项

形成的原始像和共轭像，相对坐标原点对称偏置。

合理安排实验条件，可使这三项相互分离。

为简化，仅分析感兴趣的产生原始像的项，对应

（６）式的第三项。由（４），（５）式得

７０９２
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犗（狓，狔）犚（狓，狔）＝

犜′
狓

λ犱
，狔
λ（ ）犱 ｅｘｐ －ｊ

２π

λ犱
（犪狓＋犫狔［ ］）， （７）

可见，全息图记录到的是如（２），（３）式所示的物体与

一个二次相位因子乘积的频谱再乘上一次线性相位

因子，其中的一次线性相位因子只会引起再现像的

平移。因此，无透镜傅里叶变换数字全息的再现过

程只需直接对全息图做一次傅里叶变换，若赋予其

尺度因子犳狓＝狓／（λ犱），犳狔＝狔／（λ犱），则再现的复振

幅分布为

犝１（狓′，狔′）＝∫∫
∞

－∞

犜′
狓

λ犱
，狔
λ（ ）犱 ｅｘｐ －ｊ

２π

λ犱
（犪狓＋犫狔［ ］）ｅｘｐ －ｊ２πλ犱（狓′狓＋狔′狔［ ］）ｄ狓ｄ狔＝

（λ犱）
２狋′（－狓′，－狔′）×δ（－狓′－犪，－狔′－犫）． （８）

对原坐标系进行１８０°反转，得到新的坐标为（狓″，狔″），并把（２）式代入，则

犝１（狓″，狔″）＝ （λ犱）
２狋（狓″－犪，狔″－犫）ｅｘｐｊ

犽
２犱
［（狓″－犪）

２
＋（狔″－犫）

２｛ ｝］． （９）

　　分析（９）式的再现结果可知，如果直接对无透镜

傅里叶变换数字全息图进行一次傅里叶变换，则其

振幅再现结果是中心在（犪，犫）的准确原物体分布，但

其相位分布是不正确的，出现了二次相位畸变，对于

高精度相衬成像，需要对该畸变予以校正。

２．２　两步相减法校正相位畸变

保持所有的实验条件不变，只去除掉物体，再记

录一幅全息图进行再现，′犝１（狓″，狔″）表示此时再现得

到的原始像的复振幅，则

′犝１（狓″，狔″）＝

（λ犱）
２ｅｘｐｊ

犽
２犱
［（狓″－犪）

２
＋（狔″－犫）

２｛ ｝］，（１０）
可见，其振幅再现结果应为均匀的，但其相位分布与

（９）式中造成物体相位畸变的一样，因此分别得到

犝１（狓″，狔″）和 ′犝１（狓″，狔″）相位后再进行相减，即可得

到没有畸变的物体的相位图像。如果物体的轴向光

学厚度超过一个波长，则此时得到的是包裹着的相

位图像，进一步可选用最小二乘法进行相位解包裹，

最终得到解包裹的物体的相位图像。

３　实验结果

搭建了一套无透镜傅里叶变换数字全息实验装

置，其光路结构如图２所示。激光器为相干公司

Ｖｅｒｄｉ５激光器，最大输出功率为 ５ Ｗ，波长为

５３２ｎｍ，该激光器发出的光经偏振分束棱镜（ＰＢＳ）

分成两束，每束光均经过扩束滤波系统（ＢＥ）分别作

为物光和参考光，两个半波片（λ／２）与偏振分束棱镜

配合使用，可实现物光和参考光光强比的调节，还可

保证两路光偏振态一致。物体前面的光阑用来限制

照射到物体上的光斑尺寸。参考光通过一个２５倍

显微物镜（ＭＯ）产生点光源，和透过物体的物光，被

消偏振合束棱镜（ＢＳ）合束，其干涉图样被ＣＣＤ记录，

从而完成数字全息图的记录过程。所使用的Ｄａｌｓａ

公司的ＣＣＤ分辨率为４０１６ｐｉｘｅｌ×２６７２ｐｉｘｅｌ，每个像

素大小为９μｍ×９μｍ。无透镜傅里叶变换全息要求

点光源和物体到ＣＣＤ的距离相同，该距离即为记录

距离。ＮＦ为连续衰减片，可用于进一步调节物光和

参考光的光强比。

图２ 无透镜傅里叶变换数字全息实验光路示意图

Ｆｉｇ．２ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎｆｏｒ

ｌｅｎｓｌｅｓｓＦｏｕｒｉｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｙ

３．１　生物样品教学样片成像

首先选用家蚊口器的生物教学样片作为成像物

体，记录距离为１２．１ｃｍ，ＣＣＤ记录得到全息图，全

息图 经 裁 剪 成 正 方 形，大 小 为 ２６７２ ｐｉｘｅｌ×

２６７２ｐｉｘｅｌ，如图３（ａ）所示。然后，在计算机中进行

数值再现，全息图直接经一次快速傅里叶变换得到

的全视场振幅再现像如图３（ｂ）所示。再现像的像素

大小与全息图像素大小之间存在约束关系Δ狓′＝

λ犱／（犕Δ狓），Δ狔′＝λ犱／（犖Δ狔）（Δ狓和Δ狔为ＣＣＤ的

像素大小，犕和犖 为全息图总的像素数），由此可得
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再现像的像素大小为２．６７μｍ。这里需要指出，由

于家蚊口器的生物样片是被标记、固定的，不是完全

透明的，因此振幅像中也可得到物体的像。截取出

右上角的原始像如图３（ｃ），其对应的包裹相位分布

如图３（ｄ），可清楚地看到偏置了的环状条纹，对应

（９）式中的二次相位因子。继而在实验光路中去掉

物体，得到相应的全息图、全视场振幅再现像、原始

像和对应的包裹相位图像如图３（ｅ）～（ｈ）所示。根

据两步相减去畸变法，用图３（ｄ）的相位减去图３（ｈ）

的相位得到包裹的相位图像如图３（ｉ）所示，再使用

最小二乘法解包裹，并最终得到解包裹的相位图像

如图３（ｊ）所示。可见，得到了基本没有畸变的高质

量的相位图像，且分辨率高，可看清家蚊口器的细

节，其最精细的结构为２４μｍ左右。

图３ 家蚊口器教学样片的实验结果。（ａ）～（ｄ）物体存在时的全息图、全视场振幅再现像、原始像、包裹相位图像，（ｅ）～

（ｈ）物体不存在时的全息图、全视场振幅再现像、原始像、包裹相位图像，（ｉ）两步相减法去畸变后包裹的相位图像，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｊ）解包裹的没有畸变的相位图像

Ｆｉｇ．３ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｍｏｕｓｅｏｆｔｈｅｓｋｅｅｔｅｒｓａｍｐｌｅｐｌａｔｅ．（ａ）～（ｄ）ｗｉｔｈｔｈｅｅｘｉｓｔｅｎｃｅｏｆｔｈｅｏｂｊｅｃｔ，ｔｈｅ

ｈｏｌｏｇｒａｍ，ｔｈｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｍｐｌｉｔｕｄｅｉｍａｇｅｏｆｔｈｅｗｈｏｌｅｆｉｅｌｄ，ｔｈｅｒｅａｌｉｍａｇｅａｎｄｔｈｅｗｒａｐｐｅｄｐｈａｓｅｉｍａｇｅ，（ｅ）～

（ｈ）ｗｉｔｈｔｈｅａｂｓｅｎｃｅｏｆｔｈｅｏｂｊｅｃｔ，ｔｈｅｈｏｌｏｇｒａｍ，ｔｈｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｍｐｌｉｔｕｄｅｉｍａｇｅｏｆｔｈｅｗｈｏｌｅｆｉｅｌｄ，ｔｈｅｒｅａｌ

ｉｍａｇｅａｎｄｔｈｅｗｒａｐｐｅｄｐｈａｓｅｉｍａｇｅ，（ｉ）ｔｈｅｗｒａｐｐｅｄｐｈａｓｅｉｍａｇｅａｆｔｅｒｕｓｉｎｇｔｈｅｔｗｏｓｔｅｐｓｕｂｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ，

　　　　　　　　　　　　　　　（ｊ）ｔｈｅｕｎｗｒａｐｐｅｄｆｒｅｅｏｆａｂｅｒｒａｔｉｏｎｐｈａｓｅｉｍａｇｅ

　　改换洋葱表皮细胞的生物教学样片作为成像物

体，同样运用上述的方法进行实验和数值再现，得到

了很好的再现结果，如图４所示，洋葱表皮细胞的细

胞壁和细胞核清晰可见。

图４ 洋葱表皮细胞生物教学样片的实验结果。（ａ）振幅

再现像，（ｂ）解包裹的没有畸变的相位图像

Ｆｉｇ．４ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｅｐｉｄｅｒｍａｌｃｅｌｌｓｏｆｔｈｅ

ｏｎｉｏｎ ｓａｍｐｌｅｐｌａｔｅ． （ａ） ｔｈｅ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ

ａｍｐｌｉｔｕｄｅｉｍａｇｅ，（ｂ）ｔｈｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｆｒｅｅｏｆ

　　　　　ａｂｅｒｒａｔｉｏｎｐｈａｓｅｉｍａｇｅ

３．２　活体宫颈癌细胞成像

实验中所用的宫颈癌细胞是在培养皿中培养

的，由于细胞贴壁生长的特点，因此大部分细胞都伏

贴于培养皿中的盖玻片上，待细胞长成单层，即可用

来观察。实验中不仅观察到静态活体细胞清晰的贴

壁状态，而且观察到活体细胞形态在消化过程中从

贴壁到脱落的变化。

３．２．１　静态活体细胞形态观察

把伏贴有细胞的盖玻片从培养皿中取出，盖于

图５ 观察静态活体细胞时样片制作示意图

Ｆｉｇ．５ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｈｅｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｓａｍｐｌｅｐｌａｔｅ

ｏｆｔｈｅｓｔａｔｉｃｌｉｖｉｎｇｃｅｌｌｓ

载玻片上制成样片，如图５所示。然后把这个样片

置于光路中即可观察细胞的形态。随着细胞离开培
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养液时间的延长，细胞就慢慢濒临死亡，可以观察到

细胞边缘渐渐模糊的过程，但该过程持续时间长、变

化小，不易观察。

实验中记录距离约为８．９ｃｍ，再现像的像素大

小约为１．９７μｍ，观察到的静态细胞的相位分布如

图６（ａ）所示，其贴壁状态清晰可见。为了对比，还

图６ 静态活体宫颈癌细胞形态对比。（ａ）数字全息显微

术得到的细胞形态，（ｂ）常规相衬显微镜观察到的

　　　　　　　　细胞形态

Ｆｉｇ．６ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｆｏｒｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｅｓｏｆｔｈｅｓｔａｔｉｃ

ｌｉｖｉｎｇ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ． （ａ） ｐｈａｓｅ

ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｔｈｅｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ， （ｂ） ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ

ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔ

　　　　　　　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

给出了常规相衬显微镜下观察到的细胞形态，显微

镜的放大倍率为１００，如图６（ｂ）所示，可见其形态和

图６（ａ）是类似的，但数字全息显微术能够提供定量

的相位信息和进行可靠的结构分析，这也是数字全

息显微术的优势所在。需要说明的是，这两幅图对

样片所成像的区域不同。

３．２．２　活体细胞形态变化观察

首先把培养液从培养皿中吸出，接着用ＰＢＳ洗

液清洗培养皿两遍，这样做的主要目的是洗掉细胞

上残留的血清。然后，把盖玻片取出，盖到载玻片

上，此时盖玻片和载玻片之间留有约１ｍｍ厚的空

间，如图７所示，最后在该小空间加入胰酶，便可观

察快速的细胞形态变化，即细胞由贴壁状态到慢慢

脱落变成圆形的过程。实验结果如图８所示，这里

分别显示了０，２，７，１６，６０ｍｉｎ时细胞的相位分布，

可观察到细胞形态的动态变化过程，例如方框中的

两个细胞，随着时间的推移，可以看到它们逐渐变圆

并最终分离的过程。

图７ 观察细胞形态变化时样片制作示意图

Ｆｉｇ．７ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｈｅｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｓａｍｐｌｅｐｌａｔｅｔｏ

ｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓ

图８ 活体宫颈癌细胞形态随时间的变化。（ａ）０，（ｂ）２ｍｉｎ，（ｃ）７ｍｉｎ，（ｄ）１６ｍｉｎ，（ｅ）６０ｍｉｎ

Ｆｉｇ．８ Ｄｙｎａｍｉｃｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｌｉｖｉｎｇｃｅｒｖｉｃａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ．（ａ）０，（ｂ）２ｍｉｎ，（ｃ）７ｍｉｎ，

（ｄ）１６ｍｉｎ，（ｅ）６０ｍｉｎ

４　结　　论

构建了用于生物样品测量的无透镜傅里叶变换

数字全息系统，通过直接对全息图进行一次傅里叶

变换的数值再现方法结合两步相减法校正相位畸

变，实现了对一组生物样品高保真度的定量相衬显

微成像。所使用的生物样品包括家蚊口器和洋葱表

皮细胞的生物教学样片，以及活体宫颈癌细胞，特别

是观察到该活体细胞形态的动态变化。研究结果充

分表明数字全息方法在对透明的生物样品相衬成像

方面的适用性和优越性。同时，对活体细胞形态的

动态观测为生物医学提供了一种可能的观测手段，

期望为早期医学诊断和药物设计等提供一定的分析

评价依据，这将具有一定的意义和应用前景。在下

一步工作中，将引入预放大，进一步提高再现相位图

像的空间分辨率，测量活体细胞内部结构和相关生

理参数等。

致谢　感谢北京工业大学生命科学与生物工程学院

杨怡姝老师和肖向茜老师提供的活体宫颈癌细胞，

更感谢她们在生物样品制备和特性等相关知识方面
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