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摘要　讨论了数字全息显微术（ＤＨＭ）相位测量中显微物镜引入的附加相位的消除问题。在ＤＨＭ相位重构中，对

比分析了两步法和泽尼克多项式拟合两种附加相位补偿方法，进行了相应的实验研究，实现了多种生物细胞的相

位重构。研究结果表明：两种补偿方法均能有效地消除ＤＨＭ 系统的相位误差。对于两步补偿法，由于补偿计算

需要两组数字全息图，实验记录耗时，对记录系统稳定性要求高，但采用有、无样品相位相减的补偿算法简单，能够

同时补偿显微物镜带来的球面附加相位和光学系统带来的其他相位畸变，相位重构的精度高。对于泽尼克多项式

拟合补偿方法，补偿计算仅需一组数字全息图，在动态相位测量中具有特别的优势，但相位重构的误差随待测细胞

高度和面积的增大而增大，为提高泽尼克相位补偿法的相位重构精度，需要保证物体的光学高度或者是物体的横

向面积在一个较小的范围内变化。上述结果将为ＤＨＭ用于生物细胞相位重构的研究和应用提供参考。
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１　引　　言

数字全息显微术（ＤＨＭ）是数字全息术与显微

技术结合的测量技术［１－２］。显微物镜对物光场进行

变换后，在像空间用ＣＣＤ或ＣＭＯＳ记录物光场与

参考光的干涉条纹得到显微数字全息图，通过数字

再现得到物体调制光场的复振幅，可以同时测量物

体的振幅和相位信息，继而定量地得到物体的透射

信息和形貌信息［３－４］。数字全息显微术具有非介

入、非干预、非扫描、快速、全场、动态、三维成像的特

点，可以达到横向亚微米、纵向亚纳米量级高分辨

率，既可以利用物体的反射光进行测量，也可以利用

物体的透射光进行测量，非常适用于对微小物体的

实时三维形貌测量［５－９］，其相位测量特性已经在非

标记活细胞光学厚度测量［１０］、纳米金颗粒标记的活

细胞三维重建［１１］、细胞折射率测量［１２－１４］、细胞形态

分析［１５－１６］、细胞计数［１７］和细胞跟踪［１８］等研究中得

到了广泛的应用。然而，由数字全息显微术重构的

相位分布中，除了物体相位外，还包含着显微物镜带

来的球面附加相位和光学系统带来的附加像差和相

位畸变。为了准确获得物体的相位，需要从数字全

息显微术重构的相位分布中消除附加相位，或者对

附加相位进行补偿。

对数字全息显微术的相位误差进行补偿的方法

主要有相位掩模法、参考光路补偿法、两步法和泽尼

克多项式拟合法四类。相位掩模法是在再现过程中

用具有适当相位分布的复指数函数与数字全息图相

乘后再进行再现［１９－２０］。这种方法需要对相位掩模

板的参数进行手工调整和反复运算，对相位掩模板

参数的设置和选择需要一定的经验，难以实现附加

相位的自动化补偿。参考光路补偿法是在参考光路

中加入一个与物光光路中显微物镜类似的成像光学

元件，在数字全息图的记录过程中对附加相位进行

补偿［２１－２２］。这种方法在物体位置调整或更换不同

倍率的显微物镜时，参考光路中的光学元件也需要

进行对应的调整或更换，系统调试难度大。两步补

偿方法中的第一步是记录一张没有样品的显微数字

全息图即背景全息图，第二步在相同的记录条件下

记录有样品的显微数字全息图即样品全息图，两张

显微数字全息图分别进行相位重建并对重建相位进

行相减处理，即可得到被测量物体的相位［１９］。这种

方法能够同时补偿显微物镜带来的球面附加相位和

光学系统带来的附加像差和相位畸变，但是在前后

记录数字全息图时必须保证所有的记录条件不变，

在采用高倍率显微物镜时，操作难度比较大。第四

类方法是利用泽尼克多项式拟合的自动补偿方

法［２３］，这种方法利用泽尼克多项式具有的单位圆上

的正交性能满足一般被测光学系统的圆形通光孔径

的特点，只需要对一幅数字再现的相位分布图进行

泽尼克多项式拟合，将拟合前后的相位分布图相减

即可得到待测物体的相位，能够同时补偿显微物镜

带来的球面附加相位和光学系统带来的附加像差和

相位畸变，但是使用时必须考虑泽尼克多项式系数

的选择和算法的适用条件。

本文在介绍两步相位补偿法和泽尼克多项式拟

合补偿法的基础上，利用像面同轴相移数字全息显

微术进行了多种生物细胞相位重构的实验研究，通

过对两步补偿方法与泽尼克多项式拟合补偿方法进

行对比分析，研究了两种方法的特点和应用条件。

２　原　　理

在数字全息显微系统中，通过在物体和全息记

录面之间放置一个显微物镜来实现待测物体的放

大，以此提高系统的分辨率。但即使是理想光学成

像系统成像，也会引入二次相位因子，即球面相位偏

差φｑ（狓犻，狔犻）＝
ｉπ

λβ犳
（狓２犻 ＋狔

２
犻）。实际光学系统成像

时，除了物体对平行照明光的相位调制φｏ（狓犻，狔犻）和

上述球面相位偏差φｑ（狓犻，狔犻）外，系统还会带来其他

相位误差和相位畸变φａ（狓犻，狔犻），因此像面上的物光

场犗（狓犻，狔犻）可以表示为

犗（狓犻，狔犻）＝ 犗 狓犻，狔（ ）犻 ·

ｅｘｐｉφｏ（狓犻，狔犻）＋φｑ（狓犻，狔犻）＋φａ（狓犻，狔犻［ ］｛ ｝） ．

（１）

为方便相位重构的计算，采用像面相移数字全息显微

系统记录数字全息图。采用相移为０，
π
２
，π，
３π
２
的参

考光犚犽（狓犻，狔犻）＝犚（狓犻，狔犻）ｅｘｐ
ｉ（犽－１）π［ ］２

，（犽＝１，

２，３，４）分别与物光在位于像平面上的ＣＣＤ表面干

涉，记录到的４幅相移数字全息图为

犐犽（狓犻，狔犻）＝犗
２
＋ 犚 ２

＋犚
犗ｅｘｐ－

ｉ（犽－１）π［ ］２
＋

犚犗 ｉ（犽－１）π［ ］２
，犽＝１，２，３，４． （２）

当参考光为沿平行于ＣＣＤ表面法线传输的平行光

时，物光场为

犗＝
犐１－犐３＋ｉ（犐２－犐４［ ］）

４犚
， （３）

而物光场的相位分布Φ（狓犻，狔犻）可以表示为
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Φ（狓犻，狔犻）＝ａｒｃｔａｎ
犐４－犐２
犐３－犐（ ）

１

． （４）

一般情况下，从（４）式得到的物光场相位Φ（狓犻，狔犻）

除了包含有调制相位φｏ（狓犻，狔犻）和球面相位差

φｑ（狓犻，狔犻）外，系统还会引入其他的相位误差和相位

畸变φａ（狓犻，狔犻），即

Φ（狓犻，狔犻）＝φｏ（狓犻，狔犻）＋φｑ（狓犻，狔犻）＋φａ（狓犻，狔犻）．

（５）

接着，把上述系统球面相位误差和其他相位误差之

和统称为系统相位误差，即

φｓ（狓犻，狔犻）＝φｑ（狓犻，狔犻）＋φａ（狓犻，狔犻）． （６）

两步补偿法的基本思路是通过采集有物体和无物体

的显微数字全息图，然后分别重构它们的相位，将有

物体时重构的相位分布Φ（狓犻，狔犻）减去无物体时重

构的相位分布即系统相位误差φｓ（狓犻，狔犻）即可获得

待测物体的真实相位分布φｏ（狓犻，狔犻）＝Φ（狓犻，狔犻）－

φｓ（狓犻，狔犻）。

泽尼克补偿法从产生相位误差的原因出发，通

过记录有物体时的显微数字全息图并进行相位重构

得到物光场的相位分布Φ（狓犻，狔犻），然后利用泽尼克

多项式对系统相位误差φｓ（狓犻，狔犻）进行拟合计算，其

中泽尼克多项式系数的选择，决定其所得数字全息

显微系统相位误差φｓ（狓犻，狔犻）的精度。然后利用

φｏ（狓犻，狔犻）＝Φ（狓犻，狔犻）－φｓ（狓犻，狔犻），就能把所要重

构的物体调制相位从总相位中分离出来。

从上面的分析可以看出，在实验系统稳定的情

况下，两步补偿法可以方便地补偿系统的相位误差，

但需要记录两组显微数字全息图；泽尼克补偿法虽

然只需要记录一幅数字全息图，但存在系统相位误

差φｓ（狓犻，狔犻）的拟合精度决定重构相位的精度问题，

需要评估其精度和算法的适用条件。下面将对两步

相位补偿法和泽尼克相位补偿法用于生物细胞的相

位补偿和重构问题进行实验研究。

３　实验结果和讨论

为简化显微数字全息的记录和再现，采用像面

相移数字全息显微系统，其光路的基本构架为马赫

曾德尔光路，如图１所示。实验所用光源为波长

６３２．８ｎｍ的 ＨｅＮｅ激光器，由平行光照明的样品

被显微物镜（ＭＯ）成像在ＣＣＤ表面，与同轴平行参

考光干涉后形成像面同轴显微数字全息图，通过压

电陶瓷（ＰＺＴ）驱动反射镜产生微小移动实现相移数

字全息图的采集，显微物镜（ＭＯ）的放大倍率β为

４０×，ＣＣＤ 为７６８ｐｉｘｅｌ×５７６ｐｉｘｅｌ（７．６８ｍｍ×

５．７６ｍｍ），即单个像素尺寸为１０μｍ×１０μｍ。由

于实验记录的显微数字全息图是像面数字全息图，

可以直接从全息图得到再现像，无需用菲涅耳衍射

公式就能快速进行再现。

图１ 相移数字全息显微系统示意图

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｐｈａｓｅｓｈｉｆｔｉｎｇｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｓｙｓｔｅｍ

　　利用图１所示的光路，以０、π／２、π、３π／２为相

移量分别采集无样品和有样品时的四步相移显微数

字全息图，利用（４）式的四步相移算法分别计算出无

样品和有样品时的包裹相位分布。利用最小二乘相

位解包法［２４］分别对两包裹相位进行解包，得到解包

裹相位，然后分别用两步相位补偿法和泽尼克相位

补偿法进行显微数字全息系统相位补偿，获得待测

生物细胞的相位分布。

首先选择尺度比较小、近似圆形的慢性髓原白

血病活体Ｋ５６２细胞作为样品进行显微数字全息图

的记录和相位重构。其中Ｋ５６２活细胞样品的制作

过程如下：首先将Ｋ５６２细胞株在ＲＰＭＩ１６４０细胞

培养基中培养２４ｈ，然后用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲

洗并用质量分数为２．５％的戊二醛溶液固定，最后

将Ｋ５６２细胞置于平均折射率为１．３５的载玻片上。

一般情况下，Ｋ５６２细胞近似为圆形，直径为５～

８μｍ。实验结果如图２所示。
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图２ Ｋ５６２活细胞的显微数字全息图及重构相位。（ａ）有Ｋ５６２细胞的全息图；（ｂ）无Ｋ５６２细胞的全息图；（ｃ）和（ｄ）分别

为（ａ）和（ｂ）的包裹相位分布图；（ｅ）和（ｆ）分别为（ｃ）和（ｄ）的解包裹相位；（ｇ）基于两步补偿法重构的Ｋ５６２细胞相位

　　　　　　　　　　　　分布；（ｈ）基于泽尼克补偿法重构的Ｋ５６２细胞相位分布

Ｆｉｇ．２ ＰｈａｓｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｆｏｒＫ５６２ｃｅｌｌ．（ａ）ＨｏｌｏｇｒａｍｗｉｔｈＫ５６２ｃｅｌｌ；（ｂ）ｈｏｌｏｇｒａｍ

ｗｉｔｈｏｕｔＫ５６２ｃｅｌｌ；（ｃ）ａｎｄ（ｄ）ａｒｅｔｈｅｗｒａｐｐｅｄｐｈａｓｅｏｆ（ａ）ａｎｄ（ｂ）ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；（ｅ）ａｎｄ（ｆ）ａｒｅｔｈｅｕｎｗｒａｐｐｉｎｇ

ｐｈａｓｅｏｆ（ｃ）ａｎｄ（ｄ）ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；（ｇ）ｐｈａｓｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂａｓｅｄｏｎｔｗｏｓｔｅｐｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎ

ａｌｇｏｒｉｔｈｍ；（ｈ）ｐｈａｓｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｂａｓｅｄｏｎＺｅｒｎｉｋｅｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎａｌｇｏｒｉｔｈｍ

　　比较图２（ｅ）和２（ｆ）可以看出，显微数字全息系

统的相位误差为二次曲面形式，其误差应该主要来

自显微物镜引入的附加相位，待测细胞的相位远小

于显微物镜引入的附加相位。消除显微物镜引入的

附加相位是显微数字全息发展和应用中需要解决的

一个重要问题。两步补偿法和泽尼克补偿法重构的

Ｋ５６２细胞相位分布分别如图２（ｇ）和图２（ｈ）所示。

考虑到细胞的折射率是未知的，为便于描述，用单位

为ｒａｄ的光学相位（或者叫光学高度）表示细胞高

度。上述两种方法所得光学高度差的均方根误差值

为０．１６ｒａｄ，表明两种方法都能较好地重构 Ｋ５６２

细胞的相位。与两步补偿法相比，泽尼克补偿法只

需采集一组相移数字全息图，大大简化了实验过程。

将上述显微数字全息系统用于巨噬细胞和神经

元细胞的相位重构研究，其结果分别如图３和图４

所示。样品为贴壁生长的细胞标本，其中巨噬细胞

为圆形或椭圆形，横向尺度为１０～２０μｍ；神经元细

胞形状不规则，有较多突起，横向尺度为 ３０～

５０μｍ。对应两步补偿法和泽尼克补偿法，两种方

法重构细胞相位的均方根误差值分别为０．２９ｒａｄ和

０．９ｒａｄ。从实验结果可以看出，使用泽尼克补偿方

法也能相对准确地重构待测细胞的相位。然而，当

细胞的高度和面积的变化相对较大时，使用两种方

法重构细胞相位的均方根误差值会逐渐增大。对于

两步补偿法来说，相位补偿的精度取决于两次拍摄

参数的一致性，需要高稳定性的实验系统。为此，首

先对实验系统的稳定性进行调试和校正，使拍摄过

程中外界干扰（如气流、温度、震动等）引起的最大误

差小于λ／１０，尽量满足两步相位补偿算法对拍摄参

数一致性的要求。在此基础上，以两步补偿法的实

验结果作为基准，重点讨论细胞光学高度及面积的

变化对泽尼克补偿法拟合精度的影响。
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图３ 数字全息显微术用于巨噬细胞的相位重构。（ａ）有巨噬细胞的数字全息图；（ｂ）无巨噬细胞的数字全息图；（ｃ）和（ｄ）

分别为（ａ）和（ｂ）的包裹相位；（ｅ）基于两步补偿法重构的巨噬细胞的相位分布；（ｆ）基于泽尼克补偿法重构的巨噬细

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　胞的相位分布

Ｆｉｇ．３ Ｐｈａｓｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｆｏｒｍａｃｒｏｐｈａｇｅ．（ａ）Ｈｏｌｏｇｒａｍ ｗｉｔｈ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ；（ｂ）

ｈｏｌｏｇｒａｍｗｉｔｈｏｕｔｍａｃｒｏｐｈａｇｅ；（ｃ）ａｎｄ （ｄ）ａｒｅｔｈｅｗｒａｐｐｅｄｐｈａｓｅｏｆ（ａ）ａｎｄ （ｂ）ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；（ｅ）ｐｈａｓｅ

ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂａｓｅｄｏｎｔｗｏｓｔｅｐｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎａｌｇｏｒｉｔｈｍ；（ｆ）ｐｈａｓｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ

　　　　　　　　　ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｂａｓｅｄｏｎＺｅｒｎｉｋｅｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎａｌｇｏｒｉｔｈｍ

图４ 数字全息显微术用于神经元细胞的相位重构。（ａ）有神经元细胞的全息图；（ｂ）无神经元细胞的全息图；（ｃ）和（ｄ）分

别为（ａ）和（ｂ）的包裹相位，（ｅ）基于两步补偿法重构的神经元细胞的相位分布；（ｆ）基于泽尼克补偿法重构的神经元

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　细胞的相位分布

Ｆｉｇ．４ Ｐｈａｓｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｄｉｇｉｔａｌｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｆｏｒｎｅｕｒｏｎａｌｃｅｌｌ．（ａ）Ｈｏｌｏｇｒａｍ ｗｉｔｈｎｅｕｒｏｎａｌｃｅｌｌ；（ｂ）

ｈｏｌｏｇｒａｍｗｉｔｈｏｕｔｎｅｕｒｏｎａｌｃｅｌｌ；（ｃ）ａｎｄ （ｄ）ａｒｅｔｈｅｗｒａｐｐｅｄｐｈａｓｅｏｆ（ａ）ａｎｄ （ｂ）ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；（ｅ）ｐｈａｓｅ

ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｎｅｕｒｏｎａｌｃｅｌｌｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂａｓｅｄｏｎｔｗｏｓｔｅｐｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎａｌｇｏｒｉｔｈｍ；（ｆ）ｐｈａｓｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

　　　　　　　　　　　　　ｏｆｎｅｕｒｏｎａｌｃｅｌｌｂａｓｅｄｏｎＺｅｒｎｉｋｅｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎａｌｇｏｒｉｔｈｍ

　　一般来说，生物细胞横向尺寸的变化范围可以

从不足１μｍ 到数百微米，高度变化范围可以从

１μｍ到数十微米。为了降低相位重构的误差，高精

度的重构细胞相位，必须找出泽尼克多项式拟合算

法的误差规律和算法的适用条件，通过模拟计算的

方法对这些问题进行研究。为了使结果接近真实情

况，在模拟计算中，将上面实验中重构的Ｋ５６２细胞

相位作为模拟计算的相位模板，对其进行简单的相

位增减和尺度变换后作为标准的待测物体相位φｏｂ，

将实验中计算得到的系统相位误差作为标准的系统

相位误差φｓｂ，将标准的物体相位与标准的系统相位

误差叠加的结果称为标准的物光场相位Φｂ。为了

对泽尼克补偿法的测量误差进行定量分析和评价，

对标准的物光场相位进行泽尼克多项式拟合，拟合

结果称为对比的系统相位误差φｓｃ，从标准的物光场

相位Φｂ中减去对比的系统相位误差，即可得到对

比的待测物体相位φｏｃ。对模拟计算结果进行评价

的方法有两种，一种是将计算出的对比物体相位φｏｃ
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与标准物体相位φｏｂ相减；另一种是用泽尼克方法拟

合出来的系统相位误差φｓｃ与标准系统相位误差φｓｂ

相减，两种方法得到的结果是相同的。模拟仿真结

果如图５所示。

图５（ａ）是由上面的实验数据中恢复的Ｋ５６２细

胞相位作为标准物体相位，其中细胞所占的横向面

积为６２９９ｐｉｘｅｌ，光学高度的变化范围为０～１０ｒａｄ。

图５（ｂ）为实验中计算得到的标准系统相位误差，由

实验中采集到的无物体解包裹相位数据经泽尼克多

项式拟合得到，其图像面积为５７６ｐｉｘｅｌ×５７６ｐｉｘｅｌ，

用于泽尼克拟合的有效面积为２８８２πｐｉｘｅｌ，其相位

变化范围为０～１８２．３１ｒａｄ。图５（ｃ）是由图５（ａ）和

图５（ｂ）中的数据叠加后得到的标准物光场相位。

图５（ｄ）和图５（ｅ）分别是用泽尼克多项式方法从标

准物光场相位中进行泽尼克多项式拟合得到的系统

相位误差和恢复出的物体相位。图５（ｆ）显示了泽

尼克多项式方法恢复的对比物体相位与标准物体相

位之间的偏差，其中的最大相位差偏仅为０．１１ｒａｄ。

从图５（ｆ）可以看出，拟合曲面与原曲面之间存在一

定的曲率偏差，是产生拟合误差的主要来源。

图５ 泽尼克多项式拟合相位误差的模拟计算结果。（ａ）作为标准物体相位的ｋ５６２细胞相位；（ｂ）标准系统相位误差；（ｃ）

是（ａ）和（ｂ）的叠加相位；（ｄ）是对（ｃ）进行泽尼克多项式拟合的结果；（ｅ）是由（ｃ）减去（ｄ）后得到的对比物体相位；（ｆ）

　　　　　　　　　　　　　　　是对比物体相位（ｅ）与标准物体相位（ａ）的差

Ｆｉｇ．５ ＳｉｍｕｌａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｈａｓｅｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎｅｒｒｏｒｂａｓｅｄｏｎＺｅｒｎｉｋｅｐｏｌｙｎｏｍｉａｌｓｆｉｔｔｉｎｇａｌｇｏｒｉｔｈｍ．（ａ）Ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ

ｏｂｊｅｃｔｐｈａｓｅｏｆＫ５６２ｃｅｌｌ；（ｂ）ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄｓｙｓｔｅｍｐｈａｓｅｅｒｒｏｒ；（ｃ）ｓｕｍｍａｔｉｏｎｏｆ（ａ）ａｎｄ （ｂ）；（ｄ）Ｚｅｒｎｉｋｅ

ｐｏｌｙｎｏｍｉａｌｓｆｉｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆ（ｃ）；（ｅ）ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｄｏｂｊｅｃｔｐｈａｓｅｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｔｈｅｓｕｂｔｒａｃｔｉｏｎｏｐｅｒａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ（ｃ）ａｎｄ

（ｄ）；（ｆ）ｐｈａｓｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｄｐｈａｓｅａｎｄｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄｐｈａｓｅ

　　为了便于分析，将模拟计算中用泽尼克多项式

方法恢复的对比物体相位与标准物体相位之间的重

构相位误差的均方根误差表示为犚ＲＭＳ，待测细胞的

横向面积为犛ｏ，用于泽尼克拟合的面积为犛ｚ。通过

上面描述的模拟计算过程，对相位模板进行相位增

减和尺度变换，可以得到犚ＲＭＳ随物体光学高度和物

体的横向面积的变化关系如图６所示。其中用于泽

尼克拟合的面积犛ｚ为２８８
２
πｐｉｘｅｌ，物体光学高度的

变化范围从０～１０ｒａｄ变化到０～１５０ｒａｄ，物体横向

面积的变化范围为４７６～８０３８６ｐｉｘｅｌ。从图中可以

看出，重构相位误差的均方根误差犚ＲＭＳ随着物体横

向面积和物体光学高度的增大而增大：物体的光学

高度越高，犚ＲＭＳ越大；物体的横向面积越大，犚ＲＭＳ越

大。特别需要注意的是，当物体的光学高度小于

１０ｒａｄ时，尽管Ｓｏ／Ｓｚ的比值足够大，犚ＲＭＳ的值仍然

图６ 拟合相位偏差随物体光学高度及物体面积

变化的关系

Ｆｉｇ．６ Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｒｏｏｔｍｅａｎｓｑｕａｒｅｏｆ

ｐｈａｓｅｅｒｒｏｒｉｎｄｕｃｅｄｂｙＺｅｒｎｉｋｅｐｏｌｙｎｏｍｉａｌｓｆｉｔｔｉｎｇ

ａｌｇｏｒｉｔｈｍａｎｄｔｈｅｏｐｔｉｃａｌｈｅｉｇｈｔ，ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅ

ｒａｔｉｏｏｆｏｂｊｅｃｔｔｒａｎｓｖｅｒｓｅａｒｅａｔｏｔｈｅｆｉｔｔｉｎｇｃｉｒｃｌｅ

ａｒｅａｏｆＺｅｒｎｉｋｅｐｏｌｙｎｏｍｉａｌｓｆｉｔｔｉｎｇｏｐｅｒａｔｉｏｎ
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保持在一个较小的范围内；当犛ｏ／犛ｚ的比值小于０．１

时，即使物体的光学高度增加到１００ｒａｄ，犚ＲＭＳ的值

依然很小。换句话说，如果要降低泽尼克拟合补偿

法重构的相位误差，需要保证物体的光学高度或者

是物体的横向面积在一个较小的范围内。

４　结　　论

在理论分析的基础上，分别采用两步补偿法和泽

尼克多项式拟合补偿法，对数字全息显微术相位重构

中的系统相位误差进行补偿，并将其用于多种生物细

胞的相位重构。研究结果表明：数字全息显微系统中

产生的相位畸变主要是由显微物镜引入的附加相位，

两步补偿法和泽尼克多项式拟合补偿法都能较好地

消除数字全息显微系统的相位误差。

对于两步补偿法，由于补偿算法需要两组数字

全息图，使得记录过程耗时，但采用减法运算的相位

补偿算法相对简单，能够同时补偿显微物镜带来的

球面附加相位和光学系统带来的其他像差和相位畸

变，在实验系统稳定的情况下可以对系统的相位误

差进行完全校正，大大提高了相位重构的精度。而

对于泽尼克多项式拟合补偿法，由于补偿算法仅需

记录一组数字全息图，大大简化了数字全息记录的

难度，减少了记录时间，在动态相位测量中具有特别

的优势，但相位重构的精度随待测细胞高度和面积

的变化增大而减小，为提高泽尼克相位补偿法的相

位重构精度，需要保证物体的光学高度或者是物体

的横向面积在一个较小的范围内变化。
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