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数字全息显微定量相位成像的实验研究

马利红　王　辉　金洪震　李　勇
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摘要　建立了一套预放大式数字全息显微成像系统，通过对样品进行显微放大，实现了高分辨率的定量相位成像；

并通过计算机控制相机自动曝光记录序列的数字全息图实现了动态相位成像。用标准样品验证了系统测量的准

确性；以活体洋葱表皮细胞和血红细胞为样品，获得了清晰的定量相位像；以置于水环境的草履虫为样品，实现了

动态成像。实验结果表明建立的系统可以实现高分辨率的动态定量相位成像，可以应用于生物活体样品的显微

研究。
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１　引　　言

数字全息术［１］的迅猛发展使其应用领域得到了

广泛的拓展［２～６］，其中显微测量［７～１４］是最有潜力的

应用领域。全息图携带有物体振幅和相位的全部信

息，将全息技术与数字技术相结合可以精确地分析

物体的三维分布和相位信息，因而数字全息显微技

术具有其他显微技术不可替代的优点。尤其在生物

样品显微测量领域［１５～２０］，数字全息显微术更具有独

特的优势，因为其无需对样品进行标记、染色、固定

等处理，能实现真正无损、无侵入、全场测量；而且数

字全息显微术还可以使生物样品置于生理溶液中进

行真实环境下的动态监测，继而可以用于获取细胞

的动态特性、细胞间的相互作用以及细胞对药物的

反应等信息。

本文搭建了预放大式数字全息显微光路，通过

对样品进行显微放大，可以克服数字全息术受电子

０３０９００２１
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记录器件低分辨率的限制，实现高分辨率的成像；同

时为了实现动态相位成像，编写了硬件控制程序，使

相机能在计算机控制下自动曝光记录序列的数字全

息图。在此系统上进行了大量的实验研究，实验结

果表明建立的系统可以实现高分辨率的动态定量相

位成像。

２　系统装置

预放大数字全息显微成像技术是数字全息技术

和显微技术相结合的产物，透射式系统光路结构如

图１所示。其基本原理和数字全息原理相同，用分

束棱镜（ＢＳ１）将激光束分成两束，一束作参考光，另

一束照明样品作物光波，两束光又经ＢＳ２合束，在

ＣＣＤ记录面相遇干涉形成全息图。所不同的是，在

记录光路中加入了显微物镜（ＭＯ）对样品进行显微

放大成像。显微物镜的大数值孔径保证收集样品尽

可能多的频谱信息，同时利用放大成像将物光波的

频率信息压缩到满足ＣＣＤ的采样频率，压缩率和放

大倍率成反比。ＣＣＤ相机可置于像平面或像平面

前后。在系统中，可将显微放大像看作是记录物体，

像平面和ＣＣＤ之间的距离看作是记录距离。

图１ 透射式数字全息显微光路原理图

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｄｉｇｉｔａｌ

ｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

实验系统中光源采用上海高益公司生产的

ＤＰＧＬ２１００Ｆ型固体激光器，波长为５３２ｎｍ，最大功

率为１００ｍＷ，功率大小可调。使用的ＣＣＤ相机是加

拿大ＰｏｉｎｔＧｒｅｙ公司生产的Ｇｒａｓｓｈｏｐｐｅｒ５０Ｓ５型，通

过ＩＥＥＥ１３９４ｂ卡与计算机相连。ＣＣＤ的像素尺寸是

３．４５μｍ×３．４５μｍ，像素数是２０４８ｐｉｘｅｌ×２２４８ｐｉｘｅｌ，

可根据需要选择部分像素，帧频与选择像素区域的大

小有关，在５．３节动态相位成像研究中，像素区域选

择１０２４ｐｉｘｅｌ×１０２４ｐｉｘｅｌ，此时帧频为２４．６ｆｒａｍｅ／ｓ。

根据样品频率特点，选择数值孔径合适的显微物镜，

并设计合适的放大倍率，满足ＣＣＤ的采样，文献［２１］

具体分析了这两个参数的优化设计条件。光路中加

入的２个连续衰减片（ＮＦ）可进一步调节物光波和参

考光波的强度。图２为系统实验装置图。

图２ 数字全息显微系统实验装置图

Ｆｉｇ．２ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｅｔｕｐｆｏｒｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｄｉｇｉｔａｌ

ｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

３　数字显微全息图的记录和再现原理

预放大数字全息显微系统采用显微物镜对样品

进行显微放大，在理想成像的情况下，所成像的复振

幅分布可以表示为

狌ｏｉ＝
ｅｘｐ［ｉ犽（犱１＋犱２）］

犕
×

ｅｘｐ－ｉ
π

λ犕犳
（狓２犻 ＋狔

２
犻）狌狅

狓犻
犕
，狔犻（ ）［ ］犕

， （１）

式中犱１ 表示物距，犱２ 表示像距，犕 ＝－
犱２
犱１
是放大倍

数，犳表示焦距，λ表示波长，狌０ 表示物平面物光波分

布。由（１）式可知，像空间的物光场频率分布和显微

成像系统的放大倍率成反比。因此，经过设计合适的

放大倍率，可以使像空间的物光波频率被压缩到完全

满足ＣＣＤ记录器件的采样要求。在这样的条件下，

预放大数字全息显微系统的成像分辨率由显微物镜

的数值孔径决定，从而可以克服ＣＣＤ记录器件低分

辨率的限制，实现高分辨率成像。

假设在ＣＣＤ记录面，物光波分布为犗（狓Ｈ，狔Ｈ），

参考光波为犚（狓Ｈ，狔Ｈ），两光波叠加后的光强分布为

犐（狓Ｈ，狔Ｈ）＝ 犚（狓Ｈ，狔Ｈ）＋犗（狓Ｈ，狔Ｈ）
２
＝

犚（狓Ｈ，狔Ｈ）
２
＋ 犗（狓Ｈ，狔Ｈ）

２
＋

犚（狓Ｈ，狔Ｈ）犗（狓Ｈ，狔Ｈ）＋

犚（狓Ｈ，狔Ｈ）犗
（狓Ｈ，狔Ｈ）． （２）

　　该光强分布被ＣＣＤ相机采样并记录后，得到离

散化的光强分布，设ＣＣＤ的像素数为犕×犖，像素间

隔为Δ狓×Δ狔，在理想抽样时，离散化的光强为

犐（犿，狀）＝犐（狓Ｈ，狔Ｈ）×

ｃｏｍｂ
狓Ｈ

Δ狓
，狔Ｈ
Δ（ ）狔ｒｅｃｔ

狓Ｈ
犕Δ狓

，狔Ｈ
犖Δ（ ）狔 ． （３）

　　为提高重构像的质量，通常需要对数字全息图进

行滤波等预处理，滤除零级项和共轭项，得到只包含

物光波的复数全息图：

０３０９００２２
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犐′（狓Ｈ，狔Ｈ）＝犚
（狓Ｈ，狔Ｈ）犗（狓Ｈ，狔Ｈ）． （４）

　　全息图数值再现是通过计算机模拟产生照明光

波犚Ｄ，并与数字全息图相乘，得到全息图的透射光场

分布：

犝Ｈ（狓Ｈ，狔Ｈ）＝犚Ｄ（狓Ｈ，狔Ｈ）犐′（狓Ｈ，狔Ｈ）＝

　　　　犚Ｄ（狓Ｈ，狔Ｈ）犚
（狓Ｈ，狔Ｈ）犗（狓Ｈ，狔Ｈ）．（５）

　　该透射光场从全息图平面到再现平面的衍射传

播，常用的计算方法有菲涅耳变换重建法、角谱重建

法和卷积重建法。像面全息图是一种特殊情况，无需

再进行衍射传播计算，（５）式已经表示重构物光波的

复振幅分布。由于计算得到的是物光波复振幅分布，

因此可以同时得到重构像的光强和相位分布：

犐（狓犻，狔犻）＝ 犝（狓犻，狔犻）
２， （６）

φ（狓犻，狔犻）＝ａｒｃｔａｎ
Ｉｍ犝（狓犻，狔犻）

Ｒｅ犝（狓犻，狔犻［ ］）， （７）

式中犝（狓犻，狔犻）表示重构平面的复振幅分布，Ｉｍ表示

取复振幅的虚部，Ｒｅ表示取实部。由（７）式得到的相

位值分布在［－π，π］区间，是四项限包裹相位值。因

此要得到物体的真实相位分布还通常需要利用二维

解包裹算法得到展开的相位分布。本文采用基于离

散余弦变换（ＤＣＴ）的最小二乘相位解包裹算法
［２２］。

４　再现像的相位补偿方法

在预放大全息显微系统中，要得到准确的相位重

构，首先数字照明光波必须是原参考光波的准确复

制。如果假设全息图记录时采用的是离轴平面光波，

则犚Ｄ（狓Ｈ，狔Ｈ）可以表示为

犚Ｄ（狓Ｈ，狔Ｈ）＝ｅｘｐｉ
２π

λ
（犽狓狓Ｈ＋犽狔狔Ｈ［ ］）， （８）

式中参数犽狓，犽狔 定义了平面光波的传播方向，对于准

确再现，参数犽狓，犽狔 应该被调整到与记录时参考光波

的传播方向完全一致。其次显微物镜放大成像，在像

平面会产生一个附加的二次相位因子：

φＭＯ（狓犻，狔犻）＝ｅｘｐ
ｉπ

λ犱犻
１＋
犱０
犱（ ）
犻

（狓２犻 ＋狔
２
犻［ ］）＝

ｅｘｐ
ｉπ

λ犇
（狓２犻 ＋狔

２
犻［ ］）． （９）

为了准确重建，这个二次相位因子也必须被消除。手

动调整获取参数犇，犽狓，犽狔 是非常复杂困难的工作。

而且，系统中往往还可能存在其他的像差，因此手动

调节的方法往往无能为力。

本文采用再现平面相位相减的方法获取准确的

相位重构［２３］。其基本思想是：在同一个光路系统中，

采集两幅全息图，一幅称为背景全息图，即没有放置

样本信息的物光波直接和参考光波干涉形成的干涉

图；一幅称为样本全息图，即在记录系统中放置了样

本后记录的全息图。两幅全息图各自数值再现，并经

过相位解包裹计算后，得到各自的相位分布，再通过

相减处理，不但能消除再现照明光波参数不准确产生

相位差和预放大显微成像产生的二次相位因子，而且

能消除显微成像系统的像差以及其他背景误差，能得

到样品准确的相位信息。再现平面相位相减的方法

简单实用，特别适用于动态测量，在连续的动态测量

中，只需一次性记录下参考全息图，并计算得到参考

相位，所以在后续的动态测量中，相位补偿计算速度

将大幅提高。

５　实验结果

５．１　标样测量

为了测试这套透射式数字全息显微系统测量的

准确性，首先选用一个已知厚度和折射率的样品作为

测试样品，该样品是采用分子束外延技术制作的，在

玻璃基底上镀一个小区域的五氧化二钽膜，膜的厚度

为５０ｎｍ，膜的折射率为２．６。

将此样品置于系统中，选用４×／０．１的显微物

镜，光路放大倍数为６．７倍，ＣＣＤ置于像平面，记录的

全息图如图３（ａ）所示，对全息图进行频域滤波，由于

是像面全息图，所以只需再经逆傅里叶变换就得到物

光波复振幅，对物光波复振幅求反正切值得到包裹相

位，利用基于ＤＣＴ的最小二乘解包裹算法进行解包

裹运算。采用减去参考平面相位像的方法进行相位

补偿，保持所有参数不变的情况，将物体移除，记录一

张全息图，如图３（ｂ）所示，对这张参考全息图进行同

样的处理，得到包裹展开的相位图，需要注意的是对

两个全息图的频域选择区域需一致。将两个包裹展

开的相位图进行相减运算，得到相位像，利用已知的

折射率，可以计算得到台阶形貌，如图３（ｃ）所示。

图３（ｄ）是台阶形貌的三维图，图３（ｅ）是沿图３（ｃ）中

所画直线的截面图，由图３（ｅ）截面图可以清晰地显示

台阶高度约为５０ｎｍ，证实了搭建的透射式数字全息

显微系统能够用于定量测量，在已知样品折射率的情

况下，可以由定量相位值得到定量形貌，并且它的纵

向分辨率至少可以达到５０ｎｍ。

５．２　生物活体样品相位成像

图４是洋葱表皮细胞的数字全息显微相位成像

实验结果。洋葱表皮细胞样品的制备过程：在一张无

划痕、清洁的载玻片上滴一滴生理盐水，用镊子撕一
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图３ 已知折射率和高度的台阶形物体测试结果。（ａ）全息图；（ｂ）参考全息图；（ｃ）重构形貌的二维图；

（ｄ）重构形貌的三维图；（ｅ）沿（ｃ）中直线的截面图

Ｆｉｇ．３ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｓｅｌｆｐｒｏｄｕｃｅｄｓｔｅｐｐｅｄｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｋｎｏｗｎｈｅｉｇｈｔａｎｄｒｅｆｒａｃｔｉｏｎ．（ａ）Ｈｏｌｏｇｒａｍｗｉｔｈｔｈｅ

ｅｘｉｓｔｅｎｃｅｏｆｔｈｅｓｔｅｐｐｅｄｓａｍｐｌｅ；（ｂ）ｈｏｌｏｇｒａｍｗｉｔｈｔｈｅａｂｓｅｎｃｅｏｆｔｈｅｏｂｊｅｃｔ；（ｃ）ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ；（ｄ）ｔｈｒｅｅ

　　　　ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｍａｐｏｆｔｈｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ；（ｅ）ｓｅｃｔｉｏｎａｌｍａｐａｌｏｎｇｔｈｅｓｔｒａｉｇｈｔｓｈｏｗｎｉｎＦｉｇ．３（ｃ）

图４ 活体洋葱表皮细胞数字全息显微成像结果。（ａ）全息图；（ｂ）再现强度像；（ｃ）包裹相位图；（ｄ）相位像；

（ｅ）局部相位像三维图

Ｆｉｇ．４ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｖｉｎｇｏｎｉｏｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｃｅｌｌｓ．（ａ）Ｈｏｌｏｇｒａｍ；（ｂ）ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｉｎｔｅｎｓｉｔｙｉｍａｇｅ；

（ｃ）ｗｒａｐｐｅｄｐｈａｓｅｍａｐ；（ｄ）ｐｈａｓｅｉｍａｇｅ；（ｅ）ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｍａｐｏｆｔｈｅｐｈａｓｅｉｍａｇｅ

层洋葱内表皮细胞，置于载玻片上的生理盐水中，然

后盖上盖玻片，用滤纸吸取盖片四周多余的水分，使

盖玻片能吸附在载玻片上。样品制备的关键点是撕

取的洋葱表皮细胞需是单层细胞，置于载玻片上时须

展平，盖盖玻片时要尽量避免产生气泡。制备好的样

品放置在系统的样品光具座上，选用１０×／０．２５的显

微物镜，显微放大成像１０倍，ＣＣＤ置于像平面。

图４（ａ）是记录的像面全息图，对像面全息图进行频域

滤波，再经逆傅里叶变换即得到物光波复振幅，由振

幅信息得到强度像如图４（ｂ）所示，对复振幅求反正

切值得到包裹相位图如图４（ｃ）所示，利用基于ＤＣＴ

的最小二乘解包裹法解包裹，并利用参考全息图再现
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相位相减的方法得到洋葱表皮细胞的相位像，

图４（ｄ）是再现相位像二维图，图４（ｅ）是图４（ｄ）中矩

形框所示局部的相位像三维图。

图５是血红细胞的数字全息显微实验结果。血

红细胞样品采自实验室一健康男生，直接将取来的新

鲜血液涂于干净的载玻片上，要求涂成单层即可。系

统中选用６０×／０．８５的显微物镜，显微放大成像６０

倍，ＣＣＤ置于像平面。（ａ）是像面全息图，（ｂ）是再现

振幅像，（ｃ）是包裹相位图，（ｄ）是再现相位像二维图，

（ｅ）是（ｄ）中矩形框所示局部的相位像三维图。

图５ 血红细胞的数字全息显微成像结果。（ａ）全息图；（ｂ）再现强度像；（ｃ）包裹相位图；（ｄ）相位像；（ｅ）局部相位像三维图

Ｆｉｇ．５ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｖｉｎｇｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓ．（ａ）Ｈｏｌｏｇｒａｍ；（ｂ）ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｉｎｔｅｎｓｉｔｙｉｍａｇｅ；

（ｃ）ｗｒａｐｐｅｄｐｈａｓｅｍａｐ；（ｄ）ｐｈａｓｅｉｍａｇｅ；（ｅ）ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｍａｐｏｆｔｈｅｐｈａｓｅｉｍａｇｅ

图６ 草履虫的数字全息显微成像结果。（ａ）全息图；（ｂ）再现强度像；（ｃ）包裹相位图；（ｄ）相位像；（ｅ）相位像三维图

Ｆｉｇ．６ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｖｉｎｇｐａｒａｍｅｃｉｕｍ．（ａ）Ｈｏｌｏｇｒａｍ；（ｂ）ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｉｎｔｅｎｓｉｔｙｉｍａｇｅ；

（ｃ）ｗｒａｐｐｅｄｐｈａｓｅｍａｐ；（ｄ）ｐｈａｓｅｉｍａｇｅ；（ｅ）ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｍａｐｏｆｔｈｅｐｈａｓｅｉｍａｇｅ

５．３　数字全息显微动态相位成像

草履虫是一种原生动物，只有一个细胞组成，体

长大约１８０～２２０μｍ，但是在这个单细胞体内包含许

多复杂的结构和成分，这些结构在相位像上都能充分

反映。实验用的草履虫是直接从自然界中抓来的，置

于干净的载玻片上，为了保持草履虫的活性，加入它
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生存的水溶液，水溶液的量即要保证草履虫能自由游

动，又不能太多以避免草履虫离焦，然后盖上盖玻片，

并将盖玻片和载玻片密封。

系统中选用１０×／０．２５的显微物镜，显微放大成

像１０倍。ＣＣＤ相机置于像平面，像素区间选择

１０２４ｐｉｘｅｌ×１０２４ｐｉｘｅｌ，此时帧频为２４．６ｆｒａｍｅ／ｓ。编

写了相机控制程序，使相机在计算机控制下自动曝光

记录序列的数字全息图。在实验中，单帧全息图的曝

光时间为２０ｍｓ，每隔０．１ｓ记录下一帧全息图。记

录完一段时间内的全息图后，在计算机中对这一序列

全息图进行频域滤波、逆傅里叶变换，得到再现复振

幅，再对包裹相位像进行解包裹计算和相位补偿。可

以把这一序列的再现像制作成ＡＶＩ文件，实现动态

播放。图６是其中一帧全息图的实验结果。（ａ）是像

面全息图，（ｂ）是再现强度像，（ｃ）是包裹相位图，（ｄ）

是再现相位像二维图，（ｅ）是相位像三维图。图７是

从实验结果中选取的连续一小段再现相位像二维图，

相邻相位图的时间间隔为０．１ｓ，这一序列图不仅显

示了草履虫在这一小段时间内的运动位置变化情况，

而且在这一序列图中草履虫相位图的灰度变化也很

好地反映了草履虫在运动过程中内部结构的变化。

因此，建立的数字全息显微成像系统可以应用于生物

样品在真实生理环境中的动态观测。

图７ 草履虫动态相位像序列

Ｆｉｇ．７ Ｍｏｖｉｅｏｆｐｈａｓｅｉｍａｇｅｓｆｏｒｌｉｖｉｎｇｐａｒａｍｅｃｉｕｍ

６　结　　论

构建了透射式预放大数字全息显微成像系统，并

进行了大量的实验研究。实验结果表明该系统在生

物样品的定量测量方面很有优势，并且为活体细胞的

动态研究提供了一种很有效的手段，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

有一定的应用意义和应用前景。在下一步工作中，将

对系统进行进一步优化设计，以提高系统的测量分辨

力，并对系统测量的精度进行标定。
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