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摘要　数字全息成像具有全视场、非接触、无损伤、实时性和定量化的独特优势，特别适合于无染色剂标记生物样

品的定量三维重建和快速跟踪，在生物医学应用领域发展迅速。介绍了生物细胞的数字全息相衬成像原理，从细

胞形貌测量、生物学参数、生理状态、药效反应和动力学分析几方面概述了数字全息成像方法在生物医学领域中的

研究和应用进展，讨论了数字全息在生物医学方面的发展前景，并指出了数字全息成像所面临的挑战和亟待解决

的技术问题。
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１　引　　言

在生物医学和生命科学研究中，对生物细胞在

玻璃器皿培养液内和在自然条件下进行可视化观

测，期望获得细胞的结构形态、动态特性、生理学参

数、细胞间的相互作用、细胞对药物的反应和药物输

运等信息，对于早期医学诊断和药物设计开发等具

有重要意义。然而，当前的定性、二维和较慢成像速

度的显微成像方法已经不能满足生物医学研究和发

展的需求，迫切需要可实现定量、三维和快速跟踪的

成像方法。由于生物细胞一般为相位型或者类相位

型物体，只能提供振幅像的传统光学显微镜很难清

晰分辨细胞边缘，且其成像焦深较短，每次聚焦只能

获取物体的二维图像，对样品的厚度、位置以及三维

形貌的观测非常困难。为了提高细胞成像的对比

度，人们提出了荧光显微镜，但使用该显微镜前需要

利用罗丹明、吖啶橙或绿色荧光蛋白等物质对生物

细胞进行染色预处理［１］，此预处理增加了操作的复

杂度，且不可避免地会影响生物细胞的生理特性。

为此，各种光学相衬显微成像方法得到快速发展，如

广泛使用的泽尼克相衬显微镜、微分相衬显微镜、激

光共焦显微镜和光学相干层析术等［２－３］。但随着生

物医学和生命科学的迅速发展，这些方法已经不能

满足对生物活细胞的动态定量观测需求，例如泽尼

克相衬显微镜和微分相衬显微镜的基本原理是把相

位信息变换成强度信息，该变换一般是非线性的，因

而测量的相位信息只是定性的。激光共焦显微镜和

光学相干层析术虽然可以进行物体的三维形貌测

量，但这两种显微镜都需要对样品进行精确扫描，导

致成像系统的结构十分复杂，且成像历时长，不能实

现实时动态测量。在以上技术基础上也提出了其他

改进的全视场定量相衬成像方法，如希尔伯特变换相

位显微术（ＨＰＭ）、傅里叶变换相位显微术（ＦＰＭ）和

衍射相位显微术（ＤＰＭ）等
［４－７］。然而，在这些方法

中，有的需要扫描镜和平移台等机械运动装置，系统

结构复杂，有的则需要波前传感器及多次曝光。

数字全息术利用面阵光电探测器（如 ＣＣＤ、

ＣＭＯＳ）代替传统光学全息记录介质（如银盐干板、

感光胶片），将全息图以数字化的形式存储于计算机

中；然后计算机运用衍射传播理论模拟全息再现时

光波的传输过程，通过数值计算得到定量的物光波

场的振幅和相位分布，实现了全息图记录、存储和再

现全过程的数字化。数字全息技术具有如下的优

势［８－１２］：１）实时性：光电图像传感器能够记录运动

物体的各个瞬时状态，再现过程省去了繁琐的化学

湿处理过程，提高了图像信息处理速度，可用于实时

处理的场合；２）信息丰富：利用单幅全息图就能定量

地得到被记录物体再现像的振幅和相位信息，不仅

可以得到反射型物体的形貌分布，还适用于透明或

半透明物体的定量相衬成像；３）结构简单：无需任何

扫描装置即可对微小物体进行无损检测，同时可以

方便调节再现距离得到不同再现距离下的物光波分

布，对物空间进行逐层成像，实现全场观察与测量；

４）灵活性：可利用现代数字图像处理技术处理数字

全息图，减少或消除在全息图记录过程中的像差、噪

声与畸变等因素的影响，提高再现像质量；５）无损

性：数字全息无需像荧光显微镜那样要对待测样品

进行染色等预处理。综上可见，数字全息成像是一

种新型的实时、非破坏性的全视场三维定量相衬成

像方法。

数字全息显微成像（ＤＨＭ）的横向分辨率取决

于系统的数值口径，可以达到亚微米量级，而轴向分

辨率可以达到亚纳米量级［１３－１５］。并且由于数字全

息技术具有非破坏性和实时性，特别适合于无染色

剂标记生物活细胞的定量相衬成像和三维重建，可

实时获得细胞形貌和功能分析，这将为生物医学的

研究提供各种定量参数，例如细胞的新陈代谢、生

死、凋亡、可塑性、信号传输，细胞膜或细胞质的移

动，细胞动力过程研究以及生物组织的成像等。近

几年来引起了国内外科研人员的高度重视，并逐步

应用到了生物学和医学成像等研究领域。

本文针对生物医学方面的应用，介绍了生物细

胞的数字全息相衬成像原理，从细胞形貌测量、生物

学参数、生理状态、药效反应和动力学分析几方面，

综述了数字全息成像方法在生物医学领域中的研究

和应用进展，讨论了数字全息在生物医学方面的发

展前景和存在的技术问题。

２　生物细胞相衬成像原理

数字全息作为一种定量的相衬成像方法，其本

质是测量待测样品的透射光束或反射光束的相位延

迟的光学相干成像方法。一般体外检测的生物细胞

需要在培养液中生长，以图１中的透射生物样品检

测为例，当光通过活体细胞这种相位型样品时，光强

度变化非常小，因此细胞的振幅信息不能清晰地体

现细胞结构。但是光在活体细胞和细胞周围物质中

的传播速度不同，会产生相应的相位延迟。

０２０９００２２
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图１ 生物样品的相衬成像原理。（ａ）入射生物细胞的相位延迟；（ｂ）年轮细胞的相衬像
［１６］

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｐｈａｓｅｉｍａｇｉｎｇｆｏｒｔｈｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓａｍｐｌｅ．（ａ）Ｐｈａｓｅｄｅｌａｙａｆｔｅｒｐｒｏｐａｇａｔｉｎｇｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅ

ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓａｍｐｌｅ；（ｂ）ｐｈａｓｅｉｍａｇｅｏｆａｎａｎｎｕａｌｒｉｎｇｓａｍｐｌｅ
［１６］

　　相位的超前还是滞后取决于细胞与周围物质的

折射率分布。透射生物样品的光波相位延迟

为［１７－１８］
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（狀ｃ狓，狔－狀ｍ）犺ｃ狓，狔＋狀ｍ犺［ ］ｍ ， （１）

式中λ为入射光波波长，狕为轴向坐标，犺ｍ和狀ｍ分别

为细胞培养液的高度和折射率，犺ｃ狓，狔 是细胞内位于

（狓，狔）处的细胞厚度，狀ｃ狓，狔（狕）表示细胞内（狓，狔）处

沿着轴向狕的折射率分布，狀ｃ狓，狔 表示细胞平均折射

率，即

狀ｃ狓，狔 ＝１／犺ｃ狓，狔∫

犺
ｃ狓，狔

０

狀ｃ狓，狔（狕）ｄ狕， （２）

因此，由细胞的相位延迟狓，狔 可以反推得到细胞的

厚度

犺ｃ狓，狔 ＝
λ狓，狔／（２π）－狀ｍ犺［ ］ｍ
狀ｃ狓，狔－狀ｍ

． （３）

数字全息利用光电探测器ＣＣＤ记录参考光波和物

光波的干涉图样，即为数字全息图

犐＝ 犚 ２
＋ 犗 ２

＋犚
犗＋犚犗

， （４）

式中犗和犚 分别是传播到ＣＣＤ平面的物光波和参

考光波的复振幅分布，“”为共轭运算。

在计算机中首先对全息图进行数值处理，得到

全息图的数值再现，实现物光波从全息图平面到物

平面或者物体像平面的衍射传播［１９－２０］。由（４）式可

知全息图再现像将包含三部分，第一部分是前两项

形成的零级像，第二和第三部分是由（４）式的第三和

第四项形成的原始像和共轭像，其中第三项携带了

物体的全部信息。根据参考光和物光有无夹角可以

分为同轴数字全息和离轴数字全息。若数字全息光

路为同轴结构，将会存在原始像、零级像和共轭像的

重叠问题，需要采用相移技术或者迭代等算法去除

零级像和共轭像［２１－２３］。若数字全息光路为离轴结

构，原始像、零级像和共轭像基本不发生混叠，但会

引入相位畸变，且往往相位畸变远远大于生物样品

的相位信息，因此要获得细胞的准确相位，必须要对

数值再现像进行相位畸变校正［２４－２５］。如果细胞的

相位信息大于一个光波长，还要对再现像进行解包

裹处理才能最终获得细胞的相位信息狓，狔
［２６］，如图

１（ｂ）中获取的年轮细胞的相位像，从而最终实现细

胞相位和形貌信息的检测。

３　面向生物医学应用的数字全息成像

装置

生物细胞的尺度在亚微米到几十微米量级，根

据成像视场和分辨率的要求不同，可采用不同的数

字全息成像装置。为了观测单个或少数几个生物细

胞的形貌特征，需要较高成像分辨率，往往采用基于

显微物镜（ＭＯ）的预放大数字全息显微成像装

置［２７－３４］。为了分析大量细胞的形态变化和动态特

性，需要较大的视场，可以采用无透镜傅里叶变换数

字全息成像装置［３５－３７］。下面将介绍这两种典型的

面向生物医学应用的数字全息成像装置。

３．１　预放大数字全息显微成像装置

在预放大数字全息系统中，为了提高成像分辨

率而在物体和全息图平面之间适当位置放置一个显

微物镜，对待测物体进行放大，该放大物光波与参考

光干涉后，利用ＣＣＤ即可记录放大物体的全息图。

预放大数字全息图的记录原理如图２（ａ）所示
［１０，３４］，

狓ｏ狔ｏ平面、狓ｍ狔ｍ 平面和狓狔 平面分别是物平面、

ＭＯ平面和全息图平面。图２（ｂ）为预放大数字全

息显微成像装置的结构示意图［２８］，为了方便放置生

物培养皿，成像系统为倒置结构，激光器发出的光被

０２０９００２３
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耦合进光纤，又被光纤分束器分为两束，分别作为物

光和参考光；物光经扩束准直后从上往下照在培养

皿上，参考光经过扩束准直后与经显微物镜放大后

的物光发生干涉，利用ＣＣＤ探测得到全息图，经第

２节中介绍的后续数值处理，即可再现生物细胞的

形貌信息。需要指出的是，在该实验结构中有个特

殊情况，即当全息图平面与像平面重合时，此时称为

像面预放大数字全息。

图２ 预放大数字全息显微成像装置。（ａ）全息图记录原理
［３４］；（ｂ）结构示意图

［２８］

Ｆｉｇ．２ Ｐｒｅｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．（ａ）Ｒｅｃｏｒｄｉｎｇｐｒｉｎｃｉｐｌｅ
［３４］；（ｂ）ｒｅｃｏｒｄｉｎｇｓｅｔｕｐ

［２８］

图３ 无透镜傅里叶变换数字全息成像装置。（ａ）全息图记录原理；（ｂ）结构示意图
［３６］

Ｆｉｇ．３ ＬｅｎｓｌｅｓｓＦｏｕｒｉｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｙ．（ａ）Ｒｅｃｏｒｄｉｎｇｐｒｉｎｃｉｐｌｅ；（ｂ）ｒｅｃｏｒｄｉｎｇｓｅｔｕｐ
［３６］

　　预放大数字全息显微成像的特点是视场较小、

分辨率较高。系统分辨率由光波波长λ和显微物镜

的数值孔径（ＮＡ）决定，系统的理想分辨率为
［３８］

δ＝
０．６１λ
犖犃

． （５）

此外，由于生物样本表面相对于照明光波长而言存

在随机粗糙，导致成像受到散斑噪声的干扰，特别是

当培养液体混浊时散斑噪声显著［３９］，将会大大降低

成像质量。针对这一问题，Ｄｕｂｏｉｓ等
［４０］提出了部分

相干光预放大数字全息显微成像装置，采用发光二

极管（ＬＥＤ）作为光源，通过降低光源的时间相干性

提高成像信噪比。

３．２　无透镜傅里叶变换数字全息成像装置

无透镜傅里叶变换数字全息的记录过程如图３（ａ）

所示，狓ｏ狔ｏ平面、狓狔 平面分别是物平面和全息图

平面，犘为球面参考点源，其坐标位置为δ（狓ｏ－狓ｒ，

狔ｏ－狔ｒ），且参考光源与物平面在同一个平面内，记

录距离为狕０。无透镜傅里叶变换数字全息成像装

置的结构如图３（ｂ）所示
［３６］，从激光器发出的光由偏

振分束棱镜（ＰＢＳ）分成两束光波，两束光波均经过

扩束滤波系统（ＢＥ），其中一束光波通过待测物体作

为物光波，另一束光波通过显微物镜产生点光源作

为参考光，实验中调节光路使点光源和待测样品到

０２０９００２４
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ＣＣＤ平面的距离相同，实现物光与参考光共面。

无透镜傅里叶变换数字全息图本质是记录了物

体的频谱，通过全息图进行一次快速逆傅里叶变换

即可实现数值再现。相对于普通离轴菲涅耳全息系

统来说，无透镜傅里叶变换数字全息对被测物体的

横向尺寸约束小，具有较大的空间带宽积，能充分利

用 ＣＣＤ 的带宽，降低对 ＣＣＤ 空间分辨率的要

求［３６］；与预放大数字全息相比，无透镜傅里叶变换

数字全息的成像分辨率较低，但成像视场较大。无

透镜傅里叶变换数字全息装置的横向分辨率与记录

距离狕０、ＣＣＤ的幅面尺寸犔ＣＣＤ的关系为
［４１］

δ＝
λ
２

２狕０
犔（ ）
ＣＣＤ

２

＋槡 １． （６）

４　基于数字全息技术的生物样品成像

和分析研究

４．１　活体细胞形态检测

１９９２年 Ｈａｄｄａｄ等
［３５］最早将数字全息用于生

物样品成像，实现了无透镜傅里叶变换数字全息图

的记录和再现，得到了寄生虫细胞的三维图像。

２００４年，Ｃａｒｌ等
［２７］利用预放大数字全息成像（ＭＯ：

２０×，犖犃＝０．４）装置实现了悬浮活体肿瘤肝细胞

的相衬检测，其横向分辨率为０．８６μｍ，轴向分辨率

为３０ｎｍ。此后，随着高分辨率大幅面ＣＣＤ器件、

高速ＣＭＯＳ器件、计算机运算性能及先进数字图像

处理技术的快速发展，利用数字全息进行活体细胞

形态、行为和功能检测的研究大量涌现。Ｒａｐｐａｚ

等［３０－３１］利用预放大数字全息成像（ＭＯ：６０×，

犖犃＝０．８）对活体小鼠皮层神经元细胞进行了成

像［２９］，结果如图４（ａ）所示，其相位测量精度为２°～

４°，轴向测量精度为１６０～３２０ｎｍ，将实验结果与泽

尼克相衬显微镜和微分相衬显微镜进行了对比，结

果显示数字全息成像能提供更好的信噪比和清晰

度。Ｒａｐｐａｚ等
［３０］对人体红血球细胞进行了检测，

结果如图４（ｂ）所示，并据此分析了细胞的体积、面

积和高度等信息。

图４ 活体细胞的成像结果。（ａ）小鼠皮层神经元细胞成像
［２９］；（ｂ）人体红血球细胞成像

［３０］

Ｆｉｇ．４Ｉｍａｇｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｖｉｎｇｃｅｌｌｓ．（ａ）Ｉｍａｇｅｏｆａｌｉｖｉｎｇｍｏｕｓｅｃｏｒｔｉｃａｌｎｅｕｒｏｎ
［２９］；（ｂ）ｉｍａｇｅｏｆｔｈｅｈｕｍａｎｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ

［３０］

图５ 活体细胞的成像结果。（ａ）老鼠大脑海马区神经元活细胞成像
［３４］；（ｂ）神经球成像

Ｆｉｇ．５ Ｉｍａｇｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｖｉｎｇｃｅｌｌｓ．（ａ）Ｉｍａｇｅｏｆｔｈｅｌｉｖｉｎｇｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｃｅｌｌｓ
［３４］；（ｂ）ｉｍａｇｅｏｆｔｈｅｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

　　国内，董可平等
［４２］采用预放大数字全息成像

（ＭＯ：１０×，犖犃＝０．２５）获得了新鲜洋葱表皮细胞

的形貌结构。马利红等［３３］利用显微物镜（６０×，

犖犃＝０．８５）对样品进行放大，实现了活体血红细胞

和草履虫的数字全息显微成像。王华英等［４３－４４］利

用数字全息显微成像实现了中药饮片细胞的形貌检

测。结合光纤搭建了倒置式预放大像面数字全息显

微系统（ＭＯ：２０×，犖犃＝０．４），实验中将ＣＣＤ放置

０２０９００２５
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在物方像平面上，系统的横向分辨率为０．９７７μｍ，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，结果如图５（ａ）所示，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，该研究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［３４］。神经球是神经干细胞在体外扩增培养过程

中的一般表现形式，普遍应用于神经干细胞的体外

培养，还基于预放大像面数字全息显微系统（ＭＯ：

１０×，犖犃＝０．２５）获得了神经球的相衬成像，结果

如图５（ｂ）所示。

数字全息还可提供较大的视场，实现大量细胞

的显微成像，可用于微生物识别、细胞计数等。

Ｍｏｏｎ等
［４５－４６］分别构建了单次曝光同轴数字全息

和部分相干计算全息两套成像系统，结合Ｇａｂｏｒ小

波变换和主成分分析等算法对向日葵干细胞进行了

微生物成像、形态识别和自动分类，结果表明对于类

相位型或者相位型样本来说，基于数字全息三维成

像的识别性能远远好于二维成像。基于无透镜傅里

叶变换数字全息成像提出了一种自动无损的细胞培

养状态监测方法，结合图像分割技术得到了宫颈癌

细胞（ＨｅＬａ）生长的汇合度参数，充分发挥了数字全

息全视场和实时检测的优势［３６］。

４．２　生物学参数测量

细胞折射率是活体细胞的重要生物参数之一，

可以反映细胞的内部结构和生物特征变化。由（１）

式可以看出，细胞的相位信息取决于细胞的折射率

和厚度，因此细胞的相位信息也携带了细胞的折射

率信息。目前主要采用如下两种方法获取细胞的折

射率参数。

４．２．１　双波长数字全息成像方法

细胞培养液对不同的波长具有不同的折射率，

导致双波长光路下细胞的光程差不同，因此可利用

双波长照明实现细胞折射率的二维测量。细胞折射

率与细胞光程差的关系为［４７－４８］

狀ｃ（狓，狔）＝
犾λ１（狓，狔）·狀ｓλ２－犾λ２（狓，狔）·狀ｓλ１

犾λ１（狓，狔）－犾λ２（狓，狔）
，

（７）

式中狀ｃ（狓，狔）为细胞的平均折射率，狀ｓλ１、狀ｓλ２ 为细胞

培养液在波长λ１ 和λ２ 下的折射率，犾λ１ 和犾λ２ 分别为

在波长λ１ 和λ２ 下获得细胞的光程差。

Ｒａｐｐａｚ等
［４８］利用双波长预放大数字全息成像

方法，借助灌注介质逐渐增强的色散特性，分别测量

了细胞的折射率和厚度。双波长预放大数字全息成

像装置的结构与图２（ｂ）类似，采用数值孔径为０．８５

的６３×显微物镜，不同之处是将可调谐激光器作为

光源。由于灌注介质的吸收系数是波长的函数，在

不同的波长下可分别测量生物样品的相位信息。

图６（ａ）为在４９０ｎｍ光源照射下获得的两个酵母细

胞的相位图，图６（ｂ）为分别在４９０、５００、６００、６２５、

６６３ｎｍ五个波长照明下获得的右侧酵母细胞的光

程差，可见不同的波长照射下就可以得到不同的光

程差，在染料吸收峰的附近选择两个波长，通过（７）

式即可求得生物样品的折射率分布［４８］。

图６ （ａ）在４９０ｎｍ光源照明下获得的两个酵母细胞的相位图；（ｂ）图６（ａ）中右侧酵母细胞的光程差与五个入射光波长的关系

Ｆｉｇ．６ （ａ）Ｐｈａｓｅｉｍａｇｅｏｆｔｗｏｙｅａｓｔｃｅｌｌｓａｔ４９０ｎｍ；（ｂ）ｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｏｐｔｉｃａｌｐａｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｒｉｇｈｔｍｏｎｉｔｏｒｅｄ

ｃｅｌｌｉｎＦｉｇ．６（ａ）ａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ

４．２．２　数字全息衍射层析成像方法

基于数字全息显微术的光学衍射层析成像方法

首先记录物体的多角度衍射信息，然后再通过相移

技术或相位复原算法获取物体的复振幅分布，最后

利用Ｒａｄｏｎ变换计算定量的三维折射率分布。在

预放大数字全息装置的基础上，采用多角度照明位

置固定的物体，或者用一束固定方向的光波照明旋

转的物体这两种方式，均可获取物体的多角度衍射

信息［４９－５０］。Ｃｈａｒｒｉｅｒｅ等
［４９］构建了预放大数字全息

装置（ＭＯ：６３×，犖犃＝０．８５），将红豆杉花粉粒置

于小型微量吸管中，利用电动旋转台控制小型微量

吸管的旋转，记录多幅全息图，获取了红豆杉花粉的
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折射率分布，然而在相位复原中采用了相移技术，因

此获取单一方向的相位信息也需要采集多幅全息

图，这就降低了系统的稳定性和效率。为了进一步

优化上述装置，实验中将样品放置在一个专门设计

的腔内，这个腔主要是由两个正交于光轴的显微镜

盖玻片组成，从腔的一边使用微量移液器操作样品，

将微量移液器固定在一个机械旋转台上，通过微型

平台调整它的位置，使样品细节部位准确地放置在

旋转轴上，系统的横向和轴向分辨率均优于３μｍ，

折射率测量精度优于０．０１
［５０］。利用该成像系统获

得了两种凤蝶茄壳虫的折射率层析分布，结果如

图７所示。数字全息衍射层析成像方法的优势是无

需改变生物样品的生长环境，即可实现折射率的三

维分布。

图７ 两种凤蝶茄壳虫的折射率层析重建图像［５０］

Ｆｉｇ．７ ＴｏｍｏｇｒａｐｈｉｃｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓｏｆｒｅｆｒａｃｔｉｖｅｉｎｄｅｘｆｒｏｍｔｗｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔＨｙａｌｏｓｐｈｅｎｉａｐａｐｉｌｉｏｓ
［５０］

　　此外，Ｒａｐｐａｚ等
［１７］通过渗透方法获取了正常

状态下和不同膨胀状态下活体小鼠皮层神经元细胞

的折射率，但是这种方法需要改变细胞的培养环境。

Ｌｕｅ等
［５１］为了从相位信息中解耦出细胞的折射率

和厚度，将细胞局限在微流控芯片中，通过分别测量

只有培养基和水、以及在培养基中培养了细胞这两

种状态下的相衬像，实现了折射率的测量，但这种方

法需要将细胞注入到微流控芯片中进行检测。

４．３　细胞生理状态分析

４．３．１　细胞分化

细胞分化是胚胎细胞分裂后未定型的细胞，在

形态和生化组成上向专一性或特异性方向分化，或

由原来较简单具有可塑性的状态向异样化稳定状态

进行分化的过程。机体一切组织细胞分化时的主要

特征是细胞出现不同的形态结构和合成组织特异性

的蛋白质，演变为特定表型的细胞类型［５２］。Ａｌｍ

等［５３］利用数字全息成像观测贴壁３Ｔ３Ｌ１成纤维细胞

的分化过程，对贴壁３Ｔ３Ｌ１成纤维细胞利用０．５ｍＭ

（Ｍ 表 示 单 位 ｍｏｌ／Ｌ）３异 丁 基１甲 基 黄 嘌 呤

（ＩＢＭＸ），质量浓度为１０μｇ／ｍＬ的胰岛素和１μＭ

地塞米松处理３天后，该细胞分化为脂肪细胞，利用

数字全息成像可以明显看到脂肪细胞中的脂质颗

粒，而其他相衬显微镜无法清晰分辨这一信息。

Ｃｈａｌｕｔ等
［５４］利用预放大数字全息系统（犖犃＝１．４）

对人早幼白血病 ＨＬ６０细胞进行相衬成像，发现在

细胞分化过程中会有重要的物理变化。实验给出了

诱导中性粒细胞和单核细胞在不同时刻的平均折射

率分布，可以看到显著的核分叶特征结构，且在中性

粒细胞和单核细胞分化过程中，随着时间的推移折

射率均有明显下降。

４．３．２　细胞分裂研究

在单细胞生物中细胞分裂就是个体的繁殖，在

多细胞生物中细胞分裂是个体生长、发育和繁殖的

基础。从细胞分裂产生的新细胞的生长开始到下一

次细胞分裂形成子细胞结束，所经历的过程称为细

胞周期，细胞的生长和分裂的速度决定于细胞周期。

细胞为了保持自身体积恒定，在一个细胞周期内需

要使自身物质翻倍，因此可利用干物质（非水物质）

表征生物大分子，干物质是指脱水细胞的质量，主要

取决于蛋白浓度。因此检测干物质生产可以动态评

估细胞周期。Ｒａｐｐａｚ等
［５５］利用预放大数字全息显

微成像在单细胞水平对野生型或突变型的裂殖酵母

进行了干物质生产速率和干物质表面密度检测，为

细胞周期分析提供了无损、定量、动态的测定方法，

也使高通量药物筛选的应用成为可能。此外，他们

还测定了正常红细胞和乙醇固定的红细胞全细胞表

面上红细胞膜波动（ＣＭＦ）的丰度。在计算ＣＭＦ时

考虑到了膜的方向、折射率等［５６］。Ｐａｎ等
［５７］设计了

一种能够适用于细胞培养环境的光纤空间光混合

的预放大数字全息成像系统，研究了超磁场失重状

０２０９００２７
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态下造骨细胞的细胞分裂和形态变化。Ｋｅｍｐｅｒ

等［５８］利用预放大数字全息成像装置（ＭＯ：４０×，

犖犃＝０．６５）对人脑微血管内皮细胞（ＨＢＭＥＣｓ）的

细胞分裂过程进行了长时间的实时监测，结果如图

８所示，图中箭头指示了细胞分裂的位置。细胞Ａ、

Ｂ和Ｄ分别在１９．７，３２．５，３７．７ｈ发生分裂，在整个

过程中细胞Ｃ没有发生分裂。实验观察到在细胞

分离前相位明显增加，在细胞贴附于支持物上的阶

段，那些比细胞核、核膜及核仁周围密度高的亚细胞

区域逐渐变得清晰可见。

图８ 活体人脑微血管内皮细胞（ＨＢＭＥＣｓ）的数字全息相衬成像结果
［５８］

Ｆｉｇ．８ ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＤＨＭｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｉｍａｇｅｓｏｆｌｉｖｉｎｇＨＢＭＥＣｓ
［５８］

４．３．３　细胞死亡分析

细胞因受严重损伤而累及胞核时，呈现代谢停

止、结构破坏和功能丧失等不可逆性变化，导致细胞

死亡。细胞死亡包括坏死和凋亡两类。细胞坏死为

被动死亡，它是指细胞受到环境因素的影响，导致细

胞死亡的病理过程。细胞凋亡又称为程序性死亡，

属于主动死亡，为了维持机体内环境的稳定，细胞发

生主动的，由基因控制的自我消亡过程［５２］。细胞凋

亡过程的紊乱与许多疾病的发生有直接或间接的关

系，而细胞凋亡与细胞形态具有密切联系。凋亡性

体积减小是细胞凋亡早期阶段中的显著特点之一。

Ｋｈｍａｌａｄｚｅ等
［１８，５９］利用预放大数字全息显微成像

实时观测了大量口腔癌（ＫＢ）上皮细胞的凋亡性体

积减小情况，在１～２μＭ的孢菌素作用下，在４ｈ内

人体上皮ＫＢ细胞凋亡性体积减小至４０％，且将实

验结果与原子力显微镜的结果进行了对比，误差在

５％以内。

４．４　药效反应

利用数字全息显微成像辅助分析药物对癌细胞

的作用是目前的研究热点之一。Ｃａｒｌ等
［２７－２８，６０］采

用数字全息显微镜研究了胰腺癌细胞的侵袭机制及

抗癌药的作用机理。现有研究表明胰腺癌预后差的

原因之一是在临床症状出现前及癌症诊断前就易形

成微转移灶，但是目前对于决定其高度恶性生长及

播散模式的分子机制尚不清晰。参与肌动蛋白骨架

组成的Ｅ钙粘着蛋白及其相关连环蛋白参与了胰

腺癌的进展，这些蛋白决定了细胞的形状。研究显

示加入ＬａｔｒｕｎｃｕｌｉｎＢ（可破坏肌动蛋白细胞骨架的

毒素）后，高分化胰腺癌细胞Ｐａｔｕ８９８８Ｓ（侵袭力低）

在短时间内细胞肿胀，随之崩解。而低分化胰腺癌

细胞Ｐａｔｕ８９８８Ｔ（侵袭力高、易转移）则呈现细胞高

度肿胀，但在观察期间未见到细胞崩解。表明与高

侵袭力的胰腺癌细胞相比，非侵袭性胰腺癌细胞肌

动蛋白细胞骨架的稳定性差。另外，Ｐａｔｕ８９８８Ｔ细

胞的肿胀也提示ＬａｔｒｕｎｃｕｌｉｎＢ不仅影响了肌动蛋

白纤丝，而且也影响了调控信号转导的细胞环境。

此外胰腺癌细胞（Ｐａｔｕ８９８８Ｔ）加入抗癌药 Ｔａｘｏｌ

后，采用倒置数字全息显微镜每隔１２０ｓ记录一次，

持续记录１６ｈ，表明Ｔａｘｏｌ首先诱发Ｐａｔｕ８９８８Ｔ细

胞圆化、细胞厚度增加，随后诱导细胞崩解。

部分药物的有效成分难溶于水，只能溶于极性

较高的有机溶剂，药物溶剂本身对癌细胞的影响会

０２０９００２８
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直接干扰药效评价的准确性，有必要评价有机溶剂

自身对癌细胞的作用。利用预放大数字全息显微成

像系统对正常对照组、甲醇体积分数分别为１２．５％，

２５％和５０％条件下生长的 ＨｅＬａ细胞进行了形态

检测，结果如图９所示
［６１］。利用图像分割方法提取

了活体细胞的形态信息，采用细胞面积，细胞光学平

均厚度和细胞最大平均光学厚度三个参数定量评价

细胞的形态变化。结果显示与正常对照组相比，甲

醇体积分数为１２．５％和２５％ 的细胞面积降低显著

（犘＜０．０１），表明低体积分数甲醇具有毒性，会导致

细胞收缩；甲醇体积分数为５０％的细胞面积没有显

著变化（犘＞０．０５），表明高体积分数甲醇对活体细

胞具有固定作用。甲醇作用下的细胞平均厚度与正

常对照组相比均有明显差异，且细胞的最大平均光

学厚度均比正常对照组要高。甲醇体积分数为

５０％条件下，虽然细胞面积没有显著变化，但细胞的

光学厚度具有显著的变化。此外，Ｐａｖｉｌｌｏｎ等
［６２］利

用数字全息对谷氨酸盐作用下的老鼠大脑皮层神经

元进行了形貌和细胞体积检测，实验结果表明不可

避免的相位下降是谷氨酸盐导致神经元细胞早期死

亡的标志特征之一，基于细胞体积分析可评价药物

毒性，预测后续是否会有一系列的细胞死亡发生。

数字全息成像可以提供定量的相位信息，且其检测

灵敏度可以用于区分健康细胞和不具有活性的细

胞。

图９ ＨｅＬａ细胞的相衬成像结果。（ａ）对照组；（ｂ）甲醇体积分数为１２．５％；（ｃ）甲醇体积分数为２５％；

（ｄ）甲醇体积分数为５０％
［６１］

Ｆｉｇ．９ ＰｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｉｍａｇｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｖｉｎｇＨｅＬａｃｅｌｌｓ．（ａ）Ｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌ；（ｂ）ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１２．５％ ｍｅｔｈａｎｏｌ；

（ｃ）ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２５％ ｍｅｔｈａｎｏｌ；（ｄ）ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５０％ ｍｅｔｈａｎｏｌ
［６１］

４．５　细胞迁移和动力学研究

主动的运动是一切生命体最显著的特征之一。

作为生物体基本单位的细胞，其多种多样的生理活

动，如细胞形态的改变和维持、细胞内物质的运输、

内吞外排、免疫行为和细胞分裂等，无不伴随着各种

形式的运动。细胞的迁移运动是依赖于细胞和附着

基质之间所产生的力，以及收缩系统能够把细胞的

某一部分从一点推或拉到另一点去的功能［５２］。

目前大部分细胞运动学研究都是基于二维成像

数据，然而在许多情况下细胞的三维运动与二维运

动有重要区别，并且往往三维运动比二维运动包含

了更加丰富的信息。荧光显微镜、霍夫曼显微镜等

可实现细胞的三维运动检测，但是这些显微镜只能

检测速度较慢的细胞迁移，不适于快速运动细胞的

监测。此外，当细胞以一定速度运动到显微镜的离

焦面上时，现有显微镜将无法获得准确的三维成像

结果。而数字全息可对全息图进行数值再现和自动

聚焦，利用这一灵活处理优势，使数字全息成像可以

准确地获得高速和离焦平面上的物体信息。潘锋

等［６３］长时间定量监测了骨细胞 ＭＬＯＹ４的迁移过

０２０９００２９
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程。Ｄｕｂｏｉｓ等
［４０］基于ＬＥＤ光源构建了部分空间相

干光预放大数字全息成像系统，该成像系统可以大

大降低相干噪声，直接记录在基质凝胶这种散射十

分严重的物质中培养的细胞信息，系统的横向分辨

率为１．３μｍ，轴向分辨率为２ｎｍ。利用该系统对

在特制保温培养皿中的２２个纤维肉瘤 ＨＴ１０８０细

胞进行了１３ｈ的三维运动轨迹检测，并给出了每个

细胞的平均运动速度和运动的最大距离。Ｓｕｎ

等［６４］将同轴预放大数字全息和视频技术结合起来，

构建了数字全息视频显微镜（ＤＨＶＭ），该系统可以

视频记录细胞的快速运动，并利用血管中的在体血

细胞进行了实验验证。Ｌａｎｇｅｈａｎｅｎｂｅｒｇ等
［６５］采用

倒置预放大数字全息成像系统对红细胞的沉淀过程

和胶原组织模型中的 ＨＴ１０８０细胞进行了实时观

测，利用基于图像锐度的自聚焦算法获得了清晰的

三维成像，定量给出了细胞迁移和运动过程中的转

移量。图１０给出了球形红细胞在重力作用下的沉

淀过程，图１０（ａ）为红细胞轴向位移Δ犵随时间狋的

变化曲线，图１０（ｂ）为红细胞的三维运动曲线。可

见，重力作用下红细胞在３０ｓ内不断下落，下沉速

度为（３．２３±０．０７）ｍｍ／ｈ，可以清晰看到红细胞沉

淀过程中的聚合物涂覆表面效应。当细胞靠近盖玻

片时（狋＞３０ｓ），表面涂料阻止其贴敷，导致运动轨

迹有一个小的跳变，并在沉淀过程完成后趋于稳定。

整个沉淀过程中，细胞的轴向偏移超出了系统的焦

深，因此自动聚焦在细胞的快速跟踪成像中起到了

关键作用。

图１０ 球形红细胞沉淀过程的三维跟踪结果；（ａ）红细胞的轴向位移与时间的关系曲线；（ｂ）红细胞的三维运动曲线
［６５］
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５　应用前景及存在的问题

５．１　应用前景

随着数字全息技术的快速发展，数字全息显微

成像已经成功用于静态细胞形貌检测、生物学参数

测量和细胞动力学等生物医学研究中。在目前研究

工作的基础上，数字全息技术可进一步与内窥镜技

术和芯片技术结合，用于早期恶性肿瘤的诊断和其

它病理学根源探究，例如病毒感染、神经变性和炎症

等，使得临床诊断成为可能［６６］。数字全息技术与荧

光显微镜和波前整形技术相结合，有望观察更多生

物样品蛋白质的表达，可实现在各向异性介质中的

成像和细胞的在体观测，进而实现多功能显微系

统［６７－６８］。数字全息技术还可与生物光子学结合，观

察分子水平的细胞功能和结构，实现用光子及其技

术对生物系统的检测、加工和改造等［６４］。此外，近

几年数字全息与太赫兹成像的结合得到了广泛的关

注［６９－７１］。太赫兹成像的优势在于其对不透明的非

金属和非极性物质（如肿瘤组织等）有较高穿透能

力，这对于可见光和近红外光波段等是无法实现的，

并且由于太赫兹辐射没有Ｘ射线的电离特性，因此

不会对材料和人体造成伤害，使其在诸多应用方面

比Ｘ射线有更大的应用优势，在医学检查、安全检

测、环境监测和空间遥感等方面展现出巨大的前景。

５．２　存在的问题

数字全息显微成像的实际应用仍然存在诸多问

题，主要体现在以下两方面：

１）成像分辨率

受限于光电探测器的靶面尺寸和像素间隔，数

字全息的分辨率远远小于传统光学全息的分辨率。

数字全息采用光电探测器记录全息图，目前ＣＣＤ的

光敏面尺寸（小于５０ｍｍ×５０ｍｍ）远远达不到银盐

干板等记录介质的尺寸（１００ｍｍ×１００ｍｍ以上），

且ＣＣＤ的分辨率（１００ｌｉｎｅ／ｍｍ）比传统光学全息中

０２０９００２１０
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使用的银盐干板的空间分辨率（５０００ｌｉｎｅ／ｍｍ）要低

得多，这就严重限制了数字全息成像系统的数值孔

径和再现像的分辨率，决定了数字全息只能直接记

录物体的中低频信息。为了充分利用ＣＣＤ靶面记

录物体的更多高频信息，人们已经提出了多角度照

明、空间复用和光栅等多种超分辨数字全息成像方

法［７２－７４］。

２）细胞折射率和细胞形貌的解耦

透明细胞的相位正比于细胞的折射率和厚度，

因此在检测细胞信息时涉及到细胞折射率和细胞形

貌的解耦问题，这也是目前生物细胞数字全息成像

中的研究热点［４７－４９］。针对这一问题，近几年国内外

许多研究组尝试通过对数字全息层析技术的研究来

解决，数字全息层析技术可实现生物组织成分检测、

细胞内部多层折射率三维重建或与折射率变化相关

的物理量测量及重建误差分析等，但目前这一技术

尚不成熟，有待进一步研究。此外，生物细胞的在体

成像、大视场成像等方面也是目前需要研究的方向。

６　结　　论

数字全息成像作为一种新型的实时、非破坏性

的全视场三维定量相衬成像方法，特别适于无染色

剂标记生物活细胞的定量相衬成像和实时动态监

测，是目前国内外光学与生物医学交叉学科领域的

研究热点。目前数字全息显微成像已经成功应用于

活体细胞的形貌检测、生物学参数和生理状态分析

等。发挥数字全息可进行数值处理和自动聚焦的灵

活优势，可对快速变化和离焦样品进行实时清晰成

像，已经将数字全息推广应用到药效反应、细胞动力

学分析等领域，它所提供的定量生物信息可为生物

医学研究提供更加丰富的基础数据，有利于发现新

的生物现象，推动和辅助药物筛选和临床诊断的快

速发展。然而，当前数字全息显微技术仍然面临许

多具有挑战性的科学问题，如成像分辨率受限、折射

率与厚度信息的解耦问题等，这些问题的解决将使

数字全息显微技术更具实用性，将大力推动其在生

物医学和生命科学等领域的应用。
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