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一种适用于长期定量观察生物活细胞的
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摘要　动态定量观察生物样品对生命与生物科学研究具有重要意义。研究了一种适用于长期定量观察生物活细

胞的数字全息相衬显微成像方法。针对实际生物细胞显微观察中通常生物样品处于半封闭状态，设计了一种光纤

与空间光混合的全息记录光路。针对长期观察过程中光学系统和细胞培养基引起的相位畸变，通过在全息面和成

像面分别进行像差校正，获得高质量的样品相衬图像。并对造骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１和骨细胞 ＭＬＯＹ４进行了长时

间的显微观察实验，验证了该方法。
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１　引　　言

数字全息技术借助光电探测器和数字处理技术

可以获取物光的振幅和相位信息，重构物体的三维

形貌，近年来被广泛研究和应用。特别是在生命和

生物科学实验研究中，数字全息显微方法（ＤＨＭ）作

为一种相干显微成像方法，具有非破坏性、实时性、

高分辨率、无需标记、全视场和三维成像等特点，已

成为一种非常适合于生物样品观察的显微方法，倍

受众多研究者关注［１～７］。具有代表性的研究为：

Ｋｅｍｐｅｒ研究组
［４，８～１０］建立的 ＤＨＭ 装置对活的人

体胰 腺 癌 细 胞 和 血 红 细 胞 进 行 了 定 量 观 测；

Ｄｅｐｅｕｒｓｉｎｇｅ研究组使用ＤＭＨ方法测量了花粉、活

的阿米巴原虫和老鼠神经元细胞的生理学参数，包

括细胞的体积、形状、折射率层析和低渗透压动力

等［５，１１，１２］；Ｋｉｍ研究组使用 ＤＨＭ 技术对卵巢癌细

胞、血红细胞和视网膜杆细胞进行了定量相衬显微

０５０９００１１
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成像［６，１３］。但是，已有的报道很少有关长时间定量

观察活体细胞的研究结果。而长期定量观察活细胞

的变化对于生命和生物科学研究是必要的。在实际

生物样品长期显微观察过程中，对细胞生长的环境

温度、氧气或二氧化碳浓度和气压等有严格要求，有

时还需要模拟强磁或失重环境，由此细胞样品通常

处于一种半封闭状态。针对上述情况，本文研究了

一种适合于长期定量观察活体细胞生长过程的数字

全息显微方法。在全息光路方面，设计了一种能够

适用于细胞培养环境的光纤 空间光混合的全息图

记录光路。在数字再现方面，通过在全息面和成像

面分别进行像差校正，有效补偿了光学系统和培养

基引起的相位畸变。并通过长期定量观察造骨细胞

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１和骨细胞 ＭＬＯＹ４的生长过程，验证了

该方法。

２　实验装置与方法

图１ 长期定量观察活细胞相衬图像的数字全息装置

Ｆｉｇ．１ ＤＨＭｓｙｓｔｅｍｆｏｒｌｏｎｇｔｅｒｍｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔ

ｉｍａｇｉｎｇｏｆｌｉｖｉｎｇｃｅｌｌｓ

全息光路如图１所示。采用改进的马赫 曾德

尔干涉光路。光源为功率５０ｍＷ、波长５３２ｎｍ的

倍频Ｎｄ∶ＹＡＧ固体激光器。其输出光束通过偏振分

光棱镜（ＰＢＳ）分为样品照明光和参考光。半波片

ＨＰ１和 ＨＰ２用于调节两束光的强度比，同时使两

光束偏振态一致。照明光经光纤耦合器（ＦＣ）耦合

到保偏光纤（ＰＭＦ）中，在输出端经准直镜（ＣＬ）变为

平面光波输出。透过样品（Ｓｐｅｃｉｍｅｎ）后，通过数字

孔径为０．４、放大倍率为２０×的无穷远校正显微物

镜（ＭＯ）和中继成像镜（ＴＬ），得到样品的放大实像。

参考光经由空间滤波和准直透镜组成的准直装置

（ＢＥ）后为准平面光输出。物光（Ｏ）和参考光（Ｒ）经

棱镜（ＢＳ）合光后，以一小角度θ相干叠加得到离轴

全息图，并由像素为阵列为１０２４ｐｉｘｅｌ×１０２４ｐｉｘｅｌ，

大小为６．７μｍ×６．７μｍ的互补金属氧化物半导体

（ＣＭＯＳ）记录。观察实验中，数字全息图的采集速

度为１ｆｒａｍｅ／ｍｉｎ。在重构计算中，进行全息图切

趾减小边缘衍射引起的光场起伏，并通过空频域滤

波抑制零级项和共轭像的影响。

为获得正确样品的相衬像，在再现计算中需要

进行像差校正。相位像畸变主要来自显微物镜像差

和离轴光路引起的相位倾斜。对于长期显微观察，

还必须考虑培养基的影响。因为培养基液体表面不

是与培养皿严格平行的，或在观察过程中存在液面

微小的晃动，这都会引起物光波的相位倾斜。由此，

在全息面上的重构物光波复振幅可表示为

ψＨ ＝犃ｅｘｐ［ｉ（φ
Ｈ
＋φ

Ｈ
Ｓ ＋φ

Ｈ
Ｌ）］， （１）

式中φ
Ｈ 表示样品引起的相位延迟，φ

Ｈ
Ｓ 和φ

Ｈ
Ｌ 分别表

示由光学系统和培养基引起的相位畸变。对于φ
Ｈ，

可以利用参考全息图在全息面上进行校正，此时物

光复振幅可表示为

ψ′Ｈ＝ψＨｅｘｐ（－ｉφ
Ｈ
Ｓ）＝犃ｅｘｐ［ｉ（φ

Ｈ
＋φ

Ｈ
Ｌ）］．（２）

　　利用卷积再现算法将复振幅ψ′Ｈ计算传输到成

像面，此时物光场可表示为

ψＩ＝犃′ｅｘｐ［ｉ（φ
Ｉ
＋φ

Ｉ
Ｌ）］， （３）

式中φ
Ｉ 为成像面上样品的相位延迟，φ

Ｉ
Ｌ 是与培养

基相关的相位倾斜因子。

接着，通过在成像面上利用无样品的参考区域

的相位分布进行线性拟合构造相位掩模，并将其与

ψＩ相乘，从而校正φ
Ｉ
Ｌ 的影响

［１４］，得到无畸变的样品

相衬图像。在长期显微观察中φ
Ｉ
Ｌ 项将随时变化，因

此需要针对每次观察进行及时调整。理论上，在像

面的像差校正计算也可以在全息面上完成。但是，

在成像面进行校正的优势在于：视场内样品成聚焦

像，物光衍射条纹对构造像差校正相位掩模的影响

小，更为方便和准确。

３　实验结果与分析

以造骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１作为观察对象进行相

衬显微观察。预先培养好的造骨细胞接种在直径为

３５ｍｍ 的培养皿中，置于３７℃恒温且连续输送

ＣＯ２ 实验装置中，全息光路结构如图１所示。图２

给出造骨细胞的相衬像观察图。其中图２（ａ）为数

字全息图，图中白色方框给出了全息图左上角区域

的放大图，可以看出，全息干涉图样以斜直条纹为

主，以此充分利用相机的空间带宽积。具体方法是，

０５０９００１２
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通过调节中继成像镜与物镜的相对位置，使得参物

光相位曲率匹配。图２（ｂ）给出了细胞的再现振幅

像，可以看出，由于观察对象为没有经化学染色的透

明活细胞，强度成像几乎分辨不出细胞轮廓。

图２（ｃ）给出了利用参考全息图进行部分像差校正

后的细胞相位像，可以看出，剩余像差即培养基引起

的像差主要为相位面倾斜。图２（ｄ）给出了通过在

成像面上构造相位掩模进行像差校正后的细胞包裹

相位像，可以看出，相位倾斜像差被正确校正。

图２（ｅ）给出了相位解包裹后细胞的相衬像。

图２ 造骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１的数字全息显微成像实验

Ｆｉｇ．２ ＤＨＭｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｏｆＭＣ３Ｔ３Ｅ１ｃｅｌｌｓ

　　以骨细胞 ＭＬＯＹ４作为观察对象，开展持续

８ｈ的显微观察实验。数字全息图记录频率为

１ｆｒａｍｅ／ｍｉｎ，参考全息图在观察结束后记录，像差

校正掩模在每次再现计算中自动、实时调整像差补

偿参数。图３给出骨细胞在生长过程中的迁移情

况。图４给出了骨细胞在分裂过程中不同时刻的形

态变化，其相应的视场范围是６０μｍ×６０μｍ。可以

看出，在分裂初期细胞形状变圆，其光学厚度逐渐增

加；而在完成分裂之后，细胞形态恢复成常态，同时

通过迁移运动分离开。

图３ 造骨细胞 ＭＬＯＹ４生长过程中的迁移

Ｆｉｇ．３ ＭｉｇｒａｔｉｏｎｏｆａＭＬＯＹ４ｃｅｌｌｉｎｔｈｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ

　　需要指出的是，在长时间细胞显微观察中，实验

装置始终放置在无隔振平台上。而实验结果表明外

界环境因素对显微观察结果没有明显影响，实验系

统具有较好的稳定性和可靠性。这主要得益于记录

数字全息图约为５ｍｓ的曝光时间，以及针对每一次

显微观察利用数字像差校正方法实时校正系统的相

位畸变。

４　结　　论

研究了一种适用于长期定量观察生物活细胞相

衬像的数字全息显微方法。在光路方面，设计了光

纤与空间光混合的全息记录光路，能够适应生物细

胞观察实验环境的要求，同时充分利用相机的空间

带宽积。在再现方面，针对长期显微观察过程中，光

学系统和细胞培养基引起的相位畸变，在全息面利
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图４ 造骨细胞 ＭＬＯＹ４分裂过程的形态变化

Ｆｉｇ．４ ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆａＭＬＯＹ４ｃｅｌｌｉｎｔｈｅｄｉｖｉｓｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ

用参考全息图和在成像面构造相位掩模分别进行数

字像差校正，获得高质量的样品相衬图像。以造骨

细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１和骨细胞 ＭＬＯＹ４作为观察对

象，开展了８ｈ的显微观察，观察到细胞在生长及分

裂过程中的迁移和形态变化情况。实验结果验证了

该方法。

参 考 文 献
１ＰａｎＷｅｉｑｉｎｇ，ＺｈｕＹｏｎｇｊｉａｎ，ＬａｎｇＨａｉｔａ．Ｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｉｍａｇｉｎｇ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｗｉｔｈ ｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｂａｓｅｄｓｙｓｔｅｍ

ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．犆犺犻狀犲狊犲犑．犔犪狊犲狉狊，２０１０，３７（７）：１８１２～１８２０

　 潘卫清，朱勇建，郎海涛．基于系统定标的相衬显微数字全息方

法［Ｊ］．中国激光，２０１０，３７（７）：１８１２～１８２０

２ＺｈａｏＪｉｅ，ＷａｎｇＤａｙｏｎｇ，ＬｉＹａｎ犲狋犪犾．．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｔｕｄｙｏｎ

ｔｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｉｍａｇｉｎｇｏｆｔｈｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓａｍｐｌｅｓ

ｂｙｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ［Ｊ］．犆犺犻狀犲狊犲犑．犔犪狊犲狉狊，２０１０，

３７（１１）：２９０６～２９１１

　 赵　洁，王大勇，李　艳 等．数字全息显微术应用于生物样品相

衬成像的实验研究［Ｊ］．中国激光，２０１０，３７（１１）：２９０６～２９１１

３ＤｉＪｉａｎｇｌｅｉ，ＺｈａｏＪｉａｎｌｉｎ，Ｆａｎ Ｑｉ犲狋犪犾．．Ｐｈａｓｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｗａｖｅｆｒｏｎｔｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｉｎｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ［Ｊ］．

犃犮狋犪犗狆狋犻犮犪犛犻狀犻犮犪，２００８，２８（１）：５６～６１

　 邸江磊，赵建林，范　琦 等．数字全息显微术中重建物场波前的

相位校正［Ｊ］．光学学报，２００８，２８（１）：５６～６１

４Ｂ．Ｋｅｍｐｅｒ，Ｐ．Ｌａｎｇｅｈａｎｅｎｂｅｒｇ，Ａ．Ｈｏｉｎｋ犲狋犪犾．．Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｏｆ

ｌａｓｅｒ ｍｉｃｒｏｍａｎｉｐｕｌａｔｅｄ ｏｐｔｉｃａｌｌｙ ｔｒａｐｐｅｄ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｄｉｇｉｔａｌ

ｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ［Ｊ］．犑狅狌狉狀犪犾狅犳 犅犻狅狆犺狅狋狅狀犻犮狊，２０１０，

３（７）：４２５～４３１

５Ｂ． Ｒａｐｐａｚ， Ｅ． Ｃａｎｏ， Ｔ． Ｃｏｌｏｍｂ 犲狋 犪犾．． Ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｉｓｓｉｏｎｙｅａｓｔｃｅｌｌｃｙｃｌｅｂｙｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｄｒｙ

ｍａｓｓ ｗｉｔｈ ｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ［Ｊ］．犑狅狌狉狀犪犾狅犳

犅犻狅犿犲犱犻犮犪犾犗狆狋犻犮狊，２００９，１４（３）：０３４０４９

６ＬｉｎｇｆｅｎｇＹｕ，ＳａｍａｒｅｎｄｒａＭｏｈａｎｔｙ，ＪｕｎＺｈａｎｇ犲狋犪犾．．Ｄｉｇｉｔａｌ

ｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｆｏｒｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｃｅｌｌｄｙｎａｍｉｃｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

ｄｕｒｉｎｇｌａｓｅｒｍｉｃｒｏｓｕｒｇｅｒｙ［Ｊ］．犗狆狋．犈狓狆狉犲狊狊，２００９，１７（１４）：

１２０３１～１２０３８

７ＦｅｎｇＰａｎ，ＷｅｎＸｉａｏ，ＳｈｕｏＬｉｕ犲狋犪犾．．Ｃｏｈｅｒｅｎｔｎｏｉｓｅｒｅｄｕｃｔｉｏｎ

ｉｎ ｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｂｙｓｌｉｇｈｔｌｙ

ｓｈｉｆｔｉｎｇｏｂｊｅｃｔ［Ｊ］．犗狆狋．犈狓狆狉犲狊狊，２０１１，１９（５）：３８６２～３８６９

８Ｂ．Ｋｅｍｐｅｒ，Ｄ．Ｄ．Ｃａｒｌ，Ｊ．Ｓｃｈｎｅｋｅｎｂｕｒｇｅｒ犲狋犪犾．．Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ

ｏｆｌｉｖｉｎｇｐａｎｃｒｅａｓｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓｂｙｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

［Ｊ］．犑狅狌狉狀犪犾狅犳犅犻狅犿犲犱犻犮犪犾犗狆狋犻犮狊，２００６，１１（３）：０３４００５

９Ｂ．Ｋｅｍｐｅｒ，Ｇ．ｖｏｎＢａｌｌｙ．Ｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｆｏｒｌｉｖｅ

ｃｅｌｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓａｎｄｔｅｃｈｎｉｃａｌｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．犃狆狆犾．犗狆狋．，２００８，

４７（４）：Ａ５２～６１

１０Ｐ．Ｌａｎｇｅｈａｎｅｎｂｅｒｇ，Ｌ．Ｉｖａｎｏｖａ，Ｉ．Ｂｅｒｎｈａｒｄｔ犲狋犪犾．．Ａｕｔｏｍａｔｅｄ

ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｔｒａｃｋｉｎｇｏｆｌｉｖｉｎｇｃｅｌｌｓｂｙｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ［Ｊ］．犑狅狌狉狀犪犾狅犳犅犻狅犿犲犱犻犮犪犾犗狆狋犻犮狊，２００９，１４（１）：

０１４０１８

１１Ｆ．Ｃｈａｒｒｉèｒｅ，Ｎ．Ｐａｖｉｌｌｏｎ，Ｔ．Ｃｏｌｏｍｂ犲狋犪犾．．Ｌｉｖｉｎｇｓｐｅｃｉｍｅｎ

ｔｏｍｏｇｒａｐｈｙｂｙｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ：ｍｏｒｐｈｏｍｅｔｒｙｏｆ

ｔｅｓｔａｔｅａｍｏｅｂａ［Ｊ］．犗狆狋．犈狓狆狉犲狊狊，２００６，１４（１６）：７００５～７０１３

１２Ｆ．Ｃｈａｒｒｉèｒｅ，Ａ．Ｍａｒｉａｎ，Ｆ．Ｍｏｎｔｆｏｒｔ犲狋犪犾．．Ｃｅｌｌｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ

ｉｎｄｅｘｔｏｍｏｇｒａｐｈｙｂｙｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ［Ｊ］．犗狆狋．

犔犲狋狋．，２００６，３１（２）：１７８～１８０

１３Ｃ．Ｊ．Ｍａｎｎ，Ｌ．Ｆ．Ｙｕ，Ｃ．Ｍ．Ｌｏ犲狋犪犾．．Ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｂｙｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｙ［Ｊ］．

犗狆狋．犈狓狆狉犲狊狊，２００５，１３（２２）：８６９３～８６９８

１４Ｔ．Ｃｏｌｏｍｂ，Ｅ．Ｃｕｃｈｅ，Ｆ．Ｃｈａｒｒｉéｒｅ犲狋犪犾．．Ａｕｔｏｍａｔｉｃｐｒｏｃｅｄｕｒｅ

ｆｏｒａｂｅｒｒａｔｉｏｎｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎｉｎｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙａｎｄ

ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｔｏｓｐｅｃｉｍｅａｓｈａｐｅｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎ［Ｊ］．犃狆狆犾．犗狆狋．，

２００６，４５（５）：８５１～８６３

０５０９００１４


