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摘要　细胞三维定量成像为中药饮片显微鉴别提供了新方法。为了提高数字全息显微成像质量，采用理论分析与

实验验证相结合的方法，对球面参考光像面数字全息显微术的记录和再现过程进行了研究，提出了利用标准分辨

率测试板对系统放大倍数、物距等参数进行标定的方法；并利用实验结果对两种常见的相位解包裹方法进行了对

比。结果表明：球面参考光像面数字全息图不仅具有较高的信息容量，而且再现过程非常简单，还可以在记录过程

中实时观察被记录样品的情况，并选择恰当的被记录区域。利用美国空军分辨率测试板的强度再现像就可以对全

息成像系统的放大倍数等参数进行精确标定；利用基于横向剪切的最小二乘解包裹方法可以得到具有较大纵深细

胞的准确相位；采取边缘识别技术，可以提高细胞再现像显示效果。

关键词　数字全息术；像面数字全息术；球面参考光；中药饮片；相位测量
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１　引　　言

中医中药是中华民族的瑰宝，其在当今社会中

的地位和作用越来越显著。中药包括中药材、中药

饮片和中成药三种类型，其中中药饮片是中药材经

过加工炮制后用于医疗配方的制品，也是中药制剂

和科学研究用的原药，因而是三者之核心。中药饮

片来源广泛、品种众多，不同产地的同名中药，其疗

效差异很大。由于现行的饮片质量鉴别方法不够完

善，使得饮片市场异常混乱，严重影响了中药饮片的

疗效及信誉，制约了中医、中药的发展。因此，建立

和发展一种科学的、精确可靠的方法对中药饮片质

量进行评价已成为我国中药产业亟待解决的问

题［１］。中药讲究地道性，不同产地的同名中药，其化

学成分差异不大，但其所含细胞种类、形态和大小却

相差很大［２］。中药饮片最可靠、独特的指纹信息是

它们各自的细胞组成、形态和大小，因此，对细胞形

态和大小进行精确表征是鉴别饮片质量最可靠的方

法［２，３］。

数字全息术是一种数字化的全场、非接触、高灵

敏度干涉成像与测量技术，利用该技术可以同时获

得物体定量的强度和相位信息，而相位信息与物体

的形貌直接相关。与显微技术相结合的数字全息显

微术已经在微结构形貌和形变测量、细胞检测与监

测、粒子场表征等方面获得了广泛的应用［４～９］。

显微数字全息术最常用的光路是采用平面参考

光波的预放大离轴及像面数字全息光路［１０］。为了

消除显微物镜引入的二次相位畸变，本文采用球面

参考光波记录的像面数字全息记录光路。该光路还

具有以下优点：数值再现过程非常简单，可以在记录

过程中随时观察与选择样品被成像的区域。本文首

先对球面参考光波像面数字全息的记录和再现过程

进行分析，然后给出中药饮片细胞成像的实验结果，

并利用实验结果对常见的相位解包裹进行对比研究，

最后讨论消除实验中透化液对测量结果影响的方法。

２　球面参考光像面数字全息显微术

２．１　全息图的记录

图１是球面光波作为参考光波的像面数字全息

显微记录光路示意图。由 ＨｅＮｅ激光器发出的波

长为６３２．８ｎｍ的激光经分束器ＰＢＳ后分为两束，

一束用来照明样品，并通过显微物镜 ＭＯ１将样品

放大，作为物光，另一束经过相同的显微物镜 ＭＯ２

后形成球面光波作为参考光。两束光经合束器ＢＳ

合束后发生干涉，记录器件ＣＭＯＳ位于 ＭＯ１的像

平面，将样品的像面全息图记录下来。实验中所用

的ＣＭＯＳ具有１２８０ｐｉｘｅｌ×１０２４ｐｉｘｅｌ、像素尺寸

６．７μｍ×６．７μｍ、１２ｂｉｔ灰度级输出，显微物镜放

大倍率４０、数值孔径０．６５、焦距为４．６５ｍｍ。为了

消除物光路中 ＭＯ１引入的二次相位畸变，精调参

考光路中的 ＭＯ２位置，直至两个显微物镜到ＢＳ前

表面的距离相等，且实现离轴记录。

图１ 像面数字全息显微记录光路示意图

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｈｅｒｅｃｏｒｄｉｎｇｓｅｔｕｐｏｆｉｍａｇｅｐｌａｎｅ

ｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

为了便于分析，建立如图２所示的坐标系统，其

中（狓０，狔０）、（狓，狔）和（狓，狔）平面分别表示物平面、

显微物镜平面和ＣＭＯＳ平面。犱０是物体到显微物镜

的距离，犱代表 ＭＯ到ＣＭＯＳ的距离（即像距），因

此，犱０、犱满足物像关系１／犱０＋１／犱＝１／犳。

图２ 所采用的坐标系统示意图

Ｆｉｇ．２ ＳｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｈｅＣａｒｔｅｓｉａｎｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ

根据菲涅耳衍射公式，略去常数因子，可推得物

平面上任一点（狓０，狔０）在记录平面上形成的衍射光

波复振幅分布为［１１］

犗（狓，狔）＝ｅｘｐ
ｊ犽
２ｄ
（狓２＋狔

２［ ］）×

ｅｘｐ
ｊ犽
２犱０
（狓２０＋狔

２
０［ ］）犉｛犘（狓，狔）｝， （１）

式中犽＝２π／λ，犘（狓，狔）为显微物镜的孔径函数，犉

表示二维傅里叶变换，空间频率坐标与空间坐标之

间满足关系

犳狓 ＝
狓０

λ犱０
＋
狓

λ犱
，犳狔 ＝

狔０

λ犱０
＋
狔
λ犱

． （２）

　　在理想成像情况下，即 ＭＯ孔径为无限大时，

（１）式变为
［１１］

０２０９００２２
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犗（狓，狔）＝

１

犕
ｅｘｐ －ｊ犽

狓２＋狔
２

２犕（ ）犳
δ（狓－犕狓０，狔－犕狔０），（３）

式中犕 ＝－犱／犱０ 是像的放大倍数。

设参考光路中的平面光波经 ＭＯ２后的会聚点

（焦点）的横向坐标为（狓ｒ，狔ｒ），则参考光在全息图平

面上的复振幅分布为

犚（狓，狔）＝

ｅｘｐ
ｊ犽

２（犱－犳）
（狓－狓ｒ）

２
＋（狔－狔ｒ）［ ］｛ ｝２

．（４）

将物像关系代入上式可以得到

犚（狓，狔）＝ｅｘｐ
－ｊ犽
２犕犳

（狓－狓ｒ）
２
＋（狔－狔ｒ）［ ］｛ ｝２

．

（５）

记录平面上的干涉条纹强度分布为

犎（狓，狔）＝ 犚（狓，狔）＋犗（狓，狔）
２
＝

犚（狓，狔）
２
＋ 犗（狓，狔）

２
＋犚

（狓，狔）犗（狓，狔）＋

犚（狓，狔）犗（狓，狔）． （６）

　　由于犱－犳＝犕犳，上式中第三项和第四项中的

二次相位因子完全被抵消，但还存在一次相位因子，

表明全息图中与正、负一级衍射像相应的条纹总体

为平行直条纹分布。

２．２　数值再现

对于像面数字全息显微来说，由于ＣＭＯＳ记录

的是物体放大的像，全息图记录距离为零，再现距离

也为零，因此，利用角谱衍射公式进行数值再现非常

方便。根据数字全息原理，采用准直光作为再现参

考光波，即可得到物体的像。由于再现距离为零，角

谱衍射公式中的传递函数等于１，因此，全息图的分

布就是再现像的强度分布，但是为了消除零级项和

共轭项的干扰，采用频域滤波的方法将频谱中的物

光波提取出来，再对其进行逆傅里叶变换即可得到

所需要的物光波前。则由球面参考光像面数字全息

术得到的物光波前为

犝（狓，狔）＝犉
－１｛｛犉［犎（狓，狔）］｝Ｆｉｌ｝， （７）

式中，犉、犉－１分别表示正、逆傅里叶变换，角标“Ｆｉｌ”

表示频谱滤波。由（７）式得到相应的强度和包裹相

位信息分别为

犐（狓，狔）＝ 犝 狓，（ ）狔
２， （８）

（狓，狔）＝ａｒｃｔａｎ
Ｉｍ［犝（狓，狔）］

Ｒｅ［犝（狓，狔｛ ｝）］． （９）

　　需要说明的是，要得到样品的相位分布，必须对

（９）式进行解包裹，同时还要对离轴记录引入的一次

相位畸变进行补偿。此外，根据角谱再现原理，再现

像平面的采样间隔等于记录器件的像素大小，但由

于像是放大的，因此，被测物体的大小需要结合像的

放大倍数来确定。

３　实验结果及分析

首先对分辨率测试板进行全息记录及再现，并

据此确定像的放大倍率，结果如图３所示。图３（ａ）

是挡住参考光直接拍摄分辨率板的强度像，图３（ｂ）

是全息图，图３（ｃ）是全息图频谱分布，图３（ｄ）是利

用（７）、（８）式得到的强度再现像。根据图３（ｄ），由

Ｍａｔｌａｂ软件计算得到分辨率板上线条所成像的长

度为２３３×６．７μｍ，而其实际长度为３９．０６３μｍ，由

此计算得到像的放大倍率为４０．０。

图３ 美国空军分辨率板的实验结果。（ａ）直接拍摄的强度像；（ｂ）全息图；（ｃ）全息图频谱；（ｄ）强度再现像

Ｆｉｇ．３ ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＵＳＡｉｒＦｏｒｃｅｔｅｓｔｔａｒｇｅｔ．（ａ）Ｐｈｏｔｏ；（ｂ）ｈｏｌｏｇｒａｍ；（ｃ）ｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ（ｂ）；

（ｄ）ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｉｎｔｅｎｓｉｔｙｉｍａｇｅ

　　在保持光路结构和物距、像距等参数不变的情

况下，对透化处理［２］过的海金沙细胞进行全息记录

与再现，结果如图４、５所示。图４（ａ）为在相干光照

明下拍摄的细胞强度像，图４（ｂ）为记录的全息图，

比较图４（ａ），（ｂ）可见，二者很接近，并且全息图的

对比度也比较高；图４（ｃ）是全息图的频谱分布，可

见，零级和正、负一级项已经完全分离；图４（ｄ）是根

据样品附近的平坦区域拍摄的无样品全息图，用于

相位畸变矫正。

０２０９００２３
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图４ 海金沙细胞的实验结果。（ａ）直接拍摄的像；（ｂ）全息图；（ｃ）全息图频谱；（ｄ）无样品全息图

Ｆｉｇ．４ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆ犔狔犵狅犱犻狌犿犼犪狆狅狀犻犮狌犿ｃｅｌｌ．（ａ）Ｐｈｏｔｏ；（ｂ）ｈｏｌｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｃｅｌｌ；（ｃ）ｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ（ｂ）；

（ｄ）ｈｏｌｏｇｒａｍｗｉｔｈｏｕｔｃｅｌｌ

图５ 海金沙细胞相位重建结果。（ａ）、（ｂ）由横向剪切最小二乘法得到的展开相位的二维和三维分布；

（ｃ）、（ｄ）由离散余弦变换最小二乘法得到的展开相位的二维和三维分布

Ｆｉｇ．５ Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｐｈａｓｅｏｆ犔狔犵狅犱犻狌犿犼犪狆狅狀犻犮狌犿ｃｅｌｌ．（ａ），（ｂ）２Ｄａｎｄ３ＤｕｎｗｒａｐｐｅｄｐｈａｓｅｂｙＬＳＢＬＳａｌｇｏｒｉｔｈｍ；

（ｃ），（ｄ）２Ｄａｎｄ３ＤｕｎｗｒａｐｐｅｄｐｈａｓｅｂｙＤＣＴａｌｇｏｒｉｔｈｍ

　　对图４（ｃ）、（ｄ）分别做频谱滤波后进行数值再

现，得到包裹相位图，然后进行相位解包裹，再将得

到的展开相位相减，即可获得细胞的相位分布信息，

结果如图５所示。图５（ａ）、（ｂ）是利用横向剪切最

小二乘法（ＬＳＢＬＳ）解包裹得到的二维和三维相位分

布［１２，１３］；图５（ｃ）、（ｄ）是利用基于离散余弦变换

（ＤＣＴ）的最小二乘法得到的二维和三维相位分

布［１４，１５］。将图５（ａ）、（ｃ）与图４（ａ）、（ｂ）进行比较可

知，图５（ｃ）所示结果误差较大，而图５（ａ）所示结果

与用扫描电镜得到的结果很接近［３］，只是分辨率不

如后者高。由图５（ａ）可得出细胞的直径大小约为

７７μｍ。为了检验相位解包裹的准确性，给出了细

胞的原始包裹相位图、原始包裹相位图的余弦分布

以及利用横向剪切最小二乘法得到的展开相位的余

弦分布，如图６（ａ）～（ｃ）所示。由图６（ａ）可见，细胞

边界处条纹非常密集，并出现了重叠，表明包裹相位

图存在欠采样。比较图６（ｂ），（ｃ）可知，条纹的整体

轮廓是一样的，但在细胞边缘及中心存在较小的差

异，这是由于细胞较厚，使得原始包裹相位图存在轻

微欠采样以及细胞透化不够彻底而造成的。

　　从图５（ｂ）可以获得细胞的形貌，但由于细胞外

围存在少量的透化液，影响了细胞的形貌显示效果。

为了消除细胞外围液体的影响，提高细胞再现像质

量，利用边缘识别技术对图５（ａ）所示的图像进行处

理，通过改变阈值寻找细胞边缘，然后将细胞外围的

像素值设为与细胞边界相同的灰度值，消除了液体

的影响，处理后的结果如图７所示。

４　结　　论

利用数字全息显微方法对中药饮片细胞进行定

量成像，获得了细胞大小和形貌分布，其结果与用扫

描电镜方法得到的结果很相近，表明了该方法的有

０２０９００２４
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图６ 相位及其余弦分布。（ａ）原始包裹相位；（ｂ）原始包裹相位的余弦；（ｂ）展开相位余弦分布

Ｆｉｇ．６ Ｐｈａｓｅａｎｄｉｔｓｃｏｓｉｎｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ．（ａ）Ｏｒｉｇｉｎａｌｗｒａｐｐｅｄｐｈａｓｅ；（ｂ）ｃｏｓｉｎｅｏｆｔｈｅｏｒｉｇｉｎａｌｗｒａｐｐｅｄｐｈａｓｅ；

（ｃ）ｃｏｓｉｎｅｏｆｔｈｅｕｎｗｒａｐｐｅｄｐｈａｓｅ

图７ 消除细胞外围液体影响后的结果。（ａ）二维相位分布；（ｂ）三维相位分布

Ｆｉｇ．７ Ｒｅｓｕｌｔｓａｆｔｅｒｔｈｅｏｕｔｓｉｄｅｌｉｑｕｉｄｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｅｌｉｍｉｎａｔｅｄ．（ａ）２Ｄｐｈａｓｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ；（ｂ）３Ｄｐｈａｓｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

效性。文中对球面参考光像面数字全息显微术的特

点及其记录与再现进行了分析，然后给出了利用标

准测试板对系统放大倍率等参数进行标定的方法，

并利用两种相位解包裹方法对实验结果进行相位再

现和比较，最后给出了消除细胞外围液体对相位测

量结果影响的方法。结果表明：球面参考光像面数

字全息图不仅具有较高的信息容量，数值再现过程

简单，而且还可以在记录过程中实时观察与选择合

适的成像区域；利用标准分辨率测试板的强度再现

像可以对数字全息显微系统的放大倍率等参量进行

准确标定；基于横向剪切干涉的最小二乘算法能够

较好地解决欠采样包裹相位图的正确解包裹问题；

利用边缘识别方法可消除细胞外围液体对细胞相位

显示效果的影响，更便于观察细胞的形貌。
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