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摘要　针对生物活细胞的观测，基于预放大离轴光路设计和构建了一套倒置式像面数字全息显微成像系统，该系

统的全息图记录平面与物体的像面重合，无需光学衍射传播步骤，简化了再现过程。对于引入到相位像中的畸变，

采用简单快速的曲面拟合法予以校正；并利用分辨率板对系统实际分辨率进行测定，该系统可以分辨的最小细节

信息为０．８７μｍ。以老鼠的大脑海马区神经元活细胞为成像物体，实现了其在自然状态下的定量相衬成像，清晰观

察到了海马区神经元活细胞的胞体、树突等形态结构，获得了细胞形态的基本参数。结果表明，数字全息术可用于

神经元等活体细胞的定量形态检测，为生物医学领域的细胞形貌分析提供一种无损的相衬成像手段。
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１　引　　言

与传统光学全息术相比，数字全息术以探测器

（如ＣＣＤ）等电子器件代替传统全息干板材料作为

记录介质采集全息图，并通过计算机实现全息图的

再现和相位图像提取等过程，具有实时、无损、非接

触、高精度等优势［１］。近年来，数字全息显微成像

（ＤＨＭ）研究发展迅速，一方面是从基础理论、数值

算法的突破和实验结构的优化来提高ＤＨＭ 的性

能［２－５］，如通过合成多幅全息图扩大等效记录面积

的合成孔径ＤＨＭ
［２］可以提高分辨率、在参考光路

适当位置放置与物光路相同的显微物镜的物理补偿

方法［３］可以校正二次相位畸变、采用非相干光源的

生物荧光 ＤＨＭ
［５］可以减少相干噪声的影响。同

时，ＤＨＭ 的应用领域也在不断拓展，尤其在生物

学、生命科学以及医学领域，其优点逐渐得到发

挥［６－１１］。与电子显微镜及其他光学显微镜等成像

方法相比，使用ＤＨＭ 技术不需对生物细胞进行脱

水、染色、荧光标定等操作，可实现在自然条件下对

活体生物细胞的定量相衬成像。由于活体生物细胞

没有进行染色和标记，细胞呈半透明状，在振幅像中

不易分辨，因此通常采用相位像观察和分析细胞形

貌及其变化过程。不同于常规的光学相衬显微成

像，ＤＨＭ技术能提供细胞相位的定量信息，使显微

成像与细胞生理功能分析结合愈加紧密。目前，

ＤＨＭ已被用于对多种细胞的定量观测，如利用波

长分别为６３３ｎｍ和５３２ｎｍ的双波长反射式数字

全息光路，对ＳＫＯＶ３卵巢癌细胞进行三维形貌定

量观测［１２］；利用改进的马赫 曾德尔装置，采用菲涅

耳近似算法再现，分析了老鼠大脑皮层神经元细胞的

形态及低渗透压动力特性等［１３－１４］；采用透射式离轴

ＤＨＭ光路，通过层析方法重建，获得活的阿米巴原虫

的体积［１５］；采用ＤＨＭ光路，定量获得活的人体胰腺

癌细胞的折射率，用于研究癌细胞的侵袭机制及抗癌

药的作用机理［１６］；对人类大脑微血管内皮细胞分裂

过程进行观测，获取了细胞最厚处相位信息，即最大

光学厚度，通过计算得到细胞最厚处的实际厚度［１７］。

神经元细胞是其中一个重要的研究样品类别，

处于大脑海马体中的海马区神经元细胞负责学习和

记忆，海马区神经元细胞的功能与其形貌特征有紧

密联系，如过度运动会导致大脑海马区神经元细胞

排列疏松、紊乱，细胞形态及超微结构发生损伤性改

变，部分细胞固缩［１８］。若大脑海马区受损严重会导

致出现失去部分或全部记忆的状况，同时想象能力

也会变差［１９］，因此神经元细胞的形貌检测对于神经

元细胞研究具有重要的指导意义。

本文以老鼠的大脑海马区神经元细胞为实验样

品，期望有助于对大脑海马区神经元活动情形的研

究。设计和构建了一套倒置式像面数字全息显微系

统。通常，生物细胞尺寸较小，为几十微米量级，为

了提高分辨率，在光路中加入预放大结构。同时，结

合像面全息术，将 ＣＣＤ 探测靶面置于显微物镜

（ＭＯ）的成像平面上，即为预放大离轴像面数字全

息光路结构。对于显微物镜等引入的相位畸变，仍

然需要校正，采用曲面拟合法进行校正［２０］，对无标

记的老鼠大脑海马区神经元活细胞进行了相衬成

像，获得了相位畸变得到较好校正的大脑海马区神

经元活细胞的再现相位像，能够清晰地观察到海马

区神经元活细胞的胞体、树突等形态结构。

２　数字全息相衬成像原理

２．１　预放大离轴像面数字全息图的记录和再现

预放大离轴像面数字全息图记录过程的简化模

型如图１所示
［２１－２２］，狓０狔０ 平面、狓ｍ狔ｍ 平面分别是

物平面和 ＭＯ 平面，狓狔 平面则是记录全息图的

ＣＣＤ平面，即 ＭＯ的成像平面，狕轴垂直通过三个

平面中心，ＭＯ平面与物平面和记录平面的距离分

别为狕０ 和狕ｍ。犳为透镜焦距，狕０ 和狕ｍ 满足物像共

轭关系，即

１

狕０
＋
１

狕ｍ
＝
１

犳
． （１）

图１ 预放大离轴像面数字全息记录过程示意图

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｈｅｒｅｃｏｒｄｉｎｇｆｏｒｔｈｅｐｒｅｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆｆａｘｉｓｉｍａｇｅｐｌａｎｅｈｏｌｏｇｒａｐｈｙ

　　假设利用一束单位振幅的平行平面波垂直入射

到位于物平面狓０狔０ 上的待测样品，对应的物光场

分布为犗（狓０，狔０）。则在傍轴近似下，经自由传播

过程和 ＭＯ的位相变换作用后，ＣＣＤ探测平面上的

物光波复振幅分布为［２３］

犗（狓，狔）＝ｅｘｐ
ｊ犽
２

狕０＋狕ｍ
狕２（ ）
ｍ

（狓２＋狔
２［ ］）·

犗０ －
狓
犕
，－
狔（ ）犕 ， （２）
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式中犗０（－狓／犕，－狔／犕）为物光场几何像的复振幅

分布，波数犽＝２π／λ，λ为照明光波长，放大倍率

犕 ＝狕ｍ／狕０。

参考光为位于坐标 （狓ｒ，狔ｒ，狕ｒ）的参考点源发

出的球面波，该球面波在ＣＣＤ平面上的光场复振

幅分布为

犚（狓，狔）＝ｅｘｐ
ｊ犽
２狕ｒ

（狓－狓ｒ）
２
＋（狔－狔ｒ）［ ］｛ ｝２

．

（３）

则参考光和物光干涉后的全息图光强分布为

犐Ｈ（狓，狔）＝ 犗（狓，狔）＋犚（狓，狔）
２
＝ 犗（狓，狔）

２
＋ 犚（狓，狔）

２
＋犗（狓，狔）犚（狓，狔）＋犚（狓，狔）犗（狓，狔），

（４）

式中表示共轭。如（４）式所示，全息图包含四项，前两项为零级分量，第三项和第四项分别为原始像和共轭

像。为简化，使用频谱滤波方法滤除前两项零级分量和第四项共轭像，只对第三项原始像进行后续计算，由

（２）、（３）式可得

犗（狓，狔）犚（狓，狔）＝ｅｘｐ
ｊ犽
２

狕０＋狕ｍ
狕２ｍ

－
１

狕（ ）
狉

狓２＋狔（ ）［ ］２
×ｅｘｐ

ｊ犽
狕ｒ
狓狓ｒ＋狔狔（ ）［ ］ｒ 犗０ －

狓
犕
，－
狔（ ）犕 ． （５）

第三项原始像就是根据（５）式所得的待测样品的像，

但是这个像包含了一次和二次的相位畸变。

由于像面数字全息的ＣＣＤ记录面与所记录物

体成的像重合，因此像面数字全息图的再现无需用

参考光照明、在空间进行衍射传播，而只需要直接从

全息图犐Ｈ（狓，狔）中提取出第三项原始像 犗（狓，

狔）犚（狓，狔），就可得到待测样品的像，简化了再现

过程。实际的具体再现过程是：对得到的像面全息图

犐Ｈ（狓，狔）直接进行傅里叶变换，得到犐Ｈ（狓，狔）的频

谱，前两项零级分量的频谱位于坐标原点，第三项原

始像和第四项共轭像的频谱分离并对称分布，用频

谱滤波的方式将犐Ｈ（狓，狔）的频谱中第三项原始像的

频谱提取出来［２４］，滤除前两项零级分量和第四项共

轭像的频谱，再将第三项原始像的频谱平移至坐标

中心，对其进行逆傅里叶变换，即可完成再现过程，

得到待测样品的像光场复振幅分布为

犗′（狓，狔）＝犉
－１ 犉犐Ｈ 狓，（ ）［ ］｛ ｝狔｛ ｝ｆｉｌｔｅｒ ＝

　　ｅｘｐ
ｊ犽
２

狕０＋狕ｍ
狕２ｍ

－
１

狕（ ）
ｒ

狓２＋狔（ ）［ ］２
×

　　ｅｘｐ
ｊ犽
狕ｒ
狓狓ｒ＋狔狔（ ）［ ］ｒ 犗０ －

狓
犕
，－
狔（ ）犕 ，（６）

式中ｆｉｌｔｅｒ角标表示滤除零级分量和共轭像的频谱

滤波步骤；犉和犉－１分别表示傅里叶变换和逆傅里

叶变换运算。

取犗′（狓，狔）的强度分布犐ｉ（狓，狔）为

犐ｉ（狓，狔）＝ 犗′（狓，狔）
２
＝ 犗 狓，（ ）狔

２， （７）

相应的相位分布φ（狓，狔）为

φ（狓，狔）＝ａｒｃｔａｎ
Ｉｍ 犗′（狓，狔［ ］）

Ｒｅ犗′（狓，狔［ ］｛ ｝） ， （８）

式中Ｒｅ（·）和Ｉｍ（·）分别表示复振幅分布的实部

和虚部。

根据（６）式可以看出，犗′（狓，狔）包含着一次和二

次的相位畸变，畸变对强度分布不产生影响，因此再

现得到的强度分布犐ｉ（狓，狔）即为真实的样品像的强

度分布，但再现得到的相位分布φ（狓，狔）需要进行校

正才能得到真实的样品像的相位分布。

２．２　曲面拟合法校正相位畸变

下面考虑如何校正φ（狓，狔）中的相位畸变。与

整个相位畸变量相比，生物样品的相位分布通常不

到其１％，只相当于程度很小的扰动，可以忽略其对

再现相位分布的影响。因此，选用曲面拟合法来校

正引入的相位畸变［２０］。

根据（６）式，再现光场分布中存在一次和二次相

位畸变。首先，取相位分布φ（狓，狔）中像素尺寸为

狋×狋的区域解包裹
［２５－２６］，解包裹后的相位分布

φａ（狓，狔）可表示为

φａ（狓，狔）＝φ０（狓，狔）＋φｂ（狓，狔）， （９）

式中φ０（狓，狔）表示理想的放大实像的相位分布，

φｂ（狓，狔）表示所有相位畸变，包括一次和二次相位

畸变以及可能出现的高阶畸变。

所有相位畸变分布φｂ（狓，狔）可用多项式建模表

示为［２０］

φｂ（狓，狔）＝犮００＋犮１０狓＋犮２０狓
２
＋犮０１狔＋犮１１狓狔＋

犮２１狓
２
狔＋犮０２狔

２
＋犮１２狓狔

２
＋犮２２狓

２
狔
２． （１０）

通过定义横坐标矩阵犅狋×３为

犅狋×３ ＝

１ １ １２

１ ２ ２２

  

１ 狋 狋

熿

燀

燄

燅
２

， （１１）

纵坐标矩阵犌狋×３为
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犌狋×３ ＝

１ １ １２

１ ２ ２２

  

１ 狋 狋

熿

燀

燄

燅
２

， （１２）

则上面多项式中各项系数可归结为一个矩阵［２７］：

犆３×３ ＝

犮００ 犮０１ 犮０２

犮１０ 犮１１ 犮１２

犮２０ 犮２１ 犮

熿

燀

燄

燅２２

＝

（犅Ｔ犅）－１犅Ｔφａ（狓，狔）犌（犌
Ｔ犌）－１． （１３）

　　通过（１３）式得到多项式中的各项系数，代入

（１０）式中可拟合出所有相位畸变分布φｂ（狓，狔），用

感兴趣区域解包裹后的相位分布φａ（狓，狔）减去该拟

合出的所有相位畸变分布φｂ（狓，狔），最终可得到相

位畸变被很好校正的无包裹再现相位像φ０（狓，狔）。

这种相位畸变校正方法仅需要单幅全息图，且不需

要获取准确的物距、像距和参考点源位置信息，实际

上这些参数在实验中较难准确获取，因此该方法十

分简洁、快速，有利于实现实时数字全息成像，也给

实验装置的构建提供了充分的便利。

３　实验与结果分析

图２ 预放大离轴像面数字全息实验光路示意图

Ｆｉｇ．２ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｐｒｅｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆｆａｘｉｓｉｍａｇｅｐｌａｎｅｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｙ

设计和构建了一套倒置式预放大离轴像面数字

全息显微系统，其光路结构如图２所示。由波长为

５３２ｎｍ、功率为５００ｍＷ 的激光器出射激光，该束

激光经过连续衰减片（ＮＦ）后，直接被光纤耦合器

（ＬＦＣ）耦合进单模光纤中，又被光纤分束器（ＦＣ）分

为两束，分别作为物光和参考光；物光经光纤准直镜

（ＦＣＬ）准直后从上往下照在待测样品上，在光路调

整中应使待测样品的透射光经２０倍显微物镜直接

通过消偏振合束棱镜（ＢＳ）后成像在ＣＣＤ探测平面

上；参考光直接由纤芯直径约９μｍ的光纤末端出

射，近似用作为参考点源，根据前面所述的相位畸变

校正方法，不需要获取精确的参考点源位置，因此不

需精确调整，只需避免频谱之间的混叠，具有灵活

性。参考光与经过待测样品的物光，被ＢＳ合束后

进行干涉，参考光与物光有一个很小的角度，干涉图

样的强度分布（即全息图）被ＣＣＤ采集，所用ＣＣＤ

相机像素为１２８０ｐｉｘｅｌ×１０２４ｐｉｘｅｌ，像素大小为

４．６５μｍ×４．６５μｍ，ＣＣＤ每个像素大小对应的物

平面尺寸为０．２３３μｍ×０．２３３μｍ。采集得到的数

字全息图在计算机中完成数值再现，得到待测样品

的相位分布φ（狓，狔），即畸变的相衬像；最后，应用曲

面拟合法校正相位畸变，得到相位畸变被很好校正

的无包裹再现相位像。

３．１　系统分辨率的测定

在预放大离轴像面数字全息光路中，系统分辨

率由显微物镜和ＣＣＤ的参数共同决定。光路中采

用的显微物镜数值孔径（ＮＡ）为０．４，若忽略ＣＣＤ

带来的影响，则系统的理想分辨率为

δ＝
０．６１０λ
犖犃

＝０．８１１３μｍ． （１４）

　　利用美国空军分辨率板（ＵＳＡＦ）作为成像物体

进行实验，利用ＣＣＤ在物体像面采集全息图，为便

于快 速 傅 里 叶 变 换 （ＦＦＴ）计 算，取 全 息 图 中

１０２４ｐｉｘｅｌ×１０２４ｐｉｘｅｌ的正方形区域，如图３（ａ）所

示，得到的全息图频谱分布如图３（ｂ）所示。截取频

谱图左上角的原始像后，得到如图３（ｃ）所示的分辨

率板的振幅再现像。为了更好地得到该系统的实际

分辨率，将图３（ｃ）中红框部分放大后，由图３（ｄ）可

知，最小可以分辨到分辨率板的第９组第２线对，其

对应的实际宽度为０．８７μｍ，表明该系统可以分辨

的最小细节信息为０．８７μｍ，非常接近理论分辨率。

这是由于本文构建的像面数字全息显微成像系统，

在两路光路中采用单模光纤传播光波，参考光使用

点光源，校正相位畸变的方法允许不关注点光源的

精确位置，只要满足物象共轭关系，也不需获取物距

和像距，使实验分辨率更容易接近理论预测性能。

但无论如何，ＣＣＤ参数带来的影响以及实验中杂散

光和噪声等因素导致实际分辨率不可能完全达到理

论分辨率。
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图３ 美国空军分辨率板的实验结果。（ａ）全息图；（ｂ）频谱图；（ｃ）振幅再现像；（ｄ）图３（ｃ）中红框部分放大图

Ｆｉｇ．３ ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＵＳＡＦｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍａｓｋ．（ａ）Ｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｍ；（ｂ）ｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ（ａ）；

（ｃ）ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｍｐｌｉｔｕｄｅｉｍａｇｅ；（ｄ）ｍａｇｎｉｆｙｉｎｇｉｍａｇｅｏｆ（ｃ）

３．２　老鼠大脑海马区神经元活细胞成像结果

选用无标记的老鼠大脑海马区神经元活细胞作

为成像物体进行相衬成像实验，采用直径为３５ｍｍ

的培养皿来培养细胞，其中充满了适合细胞生长的

培养液，细胞贴壁生长在培养皿的底面上。将培养

皿放置到图２所示光路的载物平台上，采集到的原

始全息图如图４（ａ）所示，得到的全息图频谱分布如

图４（ｂ）所示。对图４（ｂ）做频谱滤波后，得到包裹相

位图，如图４（ｃ）所示。使用最小二乘法解包裹后，

得到无包裹的存在相位畸变的相位图。再根据曲面

拟合畸变校正法，用无包裹的存在相位畸变的相位

图拟合出如图４（ｄ）所示的曲面，最终得到畸变校正

后无包裹的相位像，如图４（ｅ）所示，三维相位分布

信息如图４（ｆ）所示。

图４ 无标记的老鼠大脑海马区神经元活细胞的实验结果。（ａ）全息图；（ｂ）频谱图；

（ｃ）包裹相位像；（ｄ）拟合的相位畸变分布；（ｅ）曲面拟合法去畸变后无包裹的相位像；（ｆ）三维相位分布

Ｆｉｇ．４ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｌｉｖｉｎｇｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｃｅｌｌｓ．（ａ）Ｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｍ；（ｂ）ｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ（ａ）；（ｃ）ｗｒａｐｐｅｄ

ｐｈａｓｅｉｍａｇｅ；（ｄ）ａｂｅｒｒａｔｉｏｎｐｈａｓｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｆｔｅｒｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｆｉｔ；（ｅ）ｕｎｗｒａｐｐｅｄｆｒｅｅｏｆａｂｅｒｒａｔｉｏｎｐｈａｓｅｉｍａｇｅ

　　　　　　　　　　ａｆｔｅｒｓｕｂｔｒａｃｔｉｏｎ；（ｆ）ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｐｈａｓｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
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　　神经元细胞是神经系统的功能单位之一，在结

构上可分成胞体和神经突两部分，神经突又分树突

和轴突两种。从得到的相衬图像中，可以清晰地观

察到神经元细胞形态和结构，如图４（ｅ）所示，海马

区神经元细胞以多极神经元最为多见，胞体呈三角

形或椭圆形，有多个突起。正常海马区神经元细胞

表面饱满光滑，起伏均匀、规律，神经元向四周发出

树枝状的神经突起，突起之间交织成明显的网络，形

成神经网络，并且神经元细胞有聚集成团的现象。

数字全息相衬成像能够提供定量的相位信息，分别

用区域犃１ 和区域犃２ 标记图４（ｅ）中的老鼠大脑海

马区神经元活细胞的胞体和树突结构，并进行定量

计算，结果如表１所示。其中，由于各个细胞的树突

部分是相互连结的，因此只测量区域犃２ 中树突结

构的横截面直径和轴向最大光学厚度。

表１ 老鼠大脑海马区神经元活细胞形态信息

Ｔａｂｌｅ１　Ｂａｓｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｔｈｅｌｉｖｉｎｇｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｃｅｌｌｓ

犃１ 犃２

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｐｉｘｅｌｓ ６３ｐｉｘｅｌ×６１ｐｉｘｅｌ １２ｐｉｘｅｌ

Ｓｉｚｅｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｏｂｊｅｃｔｐｌａｎｅ １４．７μｍ×１４．２μｍ ２．８０μｍ

Ｍａｘｉｍｕｍａｘｉａｌｏｐｔｉｃａｌｔｈｉｃｋｎｅｓｓｏｆｃｅｌｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｉｎｔｈｅｍａｒｋｅｄａｒｅａ ６１．３０１ｎｍ ７．１１２ｎｍ

４　结　　论

针对生物活细胞的观测需要，设计和构建了一

套倒置式预放大离轴像面数字全息显微系统，利用

ＣＣＤ在像平面采集全息图，在计算机中进行频谱滤

波实现全息图再现和相位图像的提取，并结合曲面

拟合法校正引入的相位畸变，无需获取精确的参考

点源位置，调整方便、灵活，具有稳健性，使得实际分

辨率更接近理论成像性能。实验中实现了无标定的

老鼠大脑海马区神经元活细胞的定量相衬成像，可

清晰观察到胞体、树突等形态结构，获得了神经元细

胞形态的基本参数，期望为研究海马区神经元细胞

的活动对于记忆的运作机制等方面提供基本的生物

参数依据。
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