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基于数字全息显微的微粒三维位移跟踪测量技术
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摘要　提出一种基于离轴数字全息显微的技术,用于测量液态环境中微粒的三维位置.该技术采用透射式离轴数

字全息显微系统,测量方法结合了光程长(OPL)差分算法和去条纹法.利用光程长差分算法定位微粒内部两点间

光程长差分曲线拐点的位置,追踪微粒的轴向位移;对离轴全息图使用去条纹方法,即频域滤波结合 Hough变换,

获取微粒的横向二维位移.进行轴向测量时,与传统数字全息追踪微粒位移的技术相比,光程长差分算法仅用两

点光程长相对运算代替面的运算,提高了测量效率,且不需要对微粒进行自动聚焦,微粒的位置也不受离焦面的限

制.对微粒进行纳米级三维位移操纵,实验结果表明光程长差分算法结合去条纹法对液态环境中微粒的三维位移

测量分辨能力能够达到纳米量级.

关键词　测量;微粒位移;数字全息显微;微粒;光程长差分;去条纹

中图分类号　O４３６　　　　　　文献标识码　A　　　
doi:１０．３７８８/CJL２０１７４４．１２０４００１

ThreeＧDimensionalDisplacementTrackingTechniqueofParticleBasedon
DigitalHolographicMicroscopy

ZengYanan１ LuJunsheng２ LiuYuan１ HuXiaodong２ ZhuRui３ SuKangyan１
１CollegeofEngineeringandTechnology TianjinAgriculturalUniversity Tianjin３００３８４ China 

２StateKeyLaboratoryofPrecisionMeasuringTechnologyandInstruments TianjinUniversity Tianjin３０００７２ China 
３TianjinJinhangInstituteofComputingTechnology Tianjin３００３０８ China

Abstract　AtechniquebasedonoffＧaxisdigitalholographicmicroscopyisproposedtomeasurethreeＧdimensional
positionofparticleinaliquidenvironment敭ThetechniqueusesthetransmittingoffＧaxisdigitalholographic
microscopysystem andthemethodcombinestheopticalpathlength OPL differencemethodandfringeremoving
method敭TheOPLdifferencemethodisusedtomeasuretheaxialpositionoftheparticlebylocatingtheinflection
pointofOPLdifferencecurvesoftwospecificpointsintheparticle敭Thefringeremovingmethodisutilizedforthe
offＧaxishologramstomeasuretheinＧplanedisplacementoftheparticlewithfrequencyfilteringandHoughtransform
combined敭Comparedtothetraditionaldigitalholographicparticletrackingtechniques theOPLdifferencemethod
appliesthe OPL betweentwopointstorelativecalculationinsteadofplanecalculation敭Asaresult the
measurementefficiencyisimproved autoＧfocusingofparticlesisnotneeded andtheparticlepositionisnot
constrainedbythedefocusingplane敭TheexperimentalresultsofnanoＧscalethreeＧdimensionalparticlemeasurement
showthattheresolutionabilityreachesnanoＧscalewhentheOPLdifferencemethodiscombinedwiththefringe
removalmethodtomeasurethethreeＧdimensionaldisplacementofparticlesintheliquidenvironment敭
Keywords　measurement particledisplacement digitalholographicmicroscopy particle opticalpathlength
difference fringeremoval
OCIScodes　１２０敭２８８０ ０９０敭１９９５ ０９０敭２８８０

　　收稿日期:２０１７Ｇ０６Ｇ２０;收到修改稿日期:２０１７Ｇ０７Ｇ２９
基金项目:国家自然科学基金(５１７７５３８１,５１３７５３４０)

作者简介:曾雅楠(１９８８—),女,博士,讲师,主要从事光学微纳检测技术方面的研究.EＧmail:ynzeng＠tju．edu．cn
导师简介:胡晓东(１９７４—),男,博士,教授,主要从事微纳检测技术方面的研究.EＧmail:xdhu＠tju．edu．cn(通信联系人)

１２０４００１Ｇ１



中　　　国　　　激　　　光

１　引　　言
随着光学显微技术、荧光蛋白和纳米晶体光谱技术的发展,实时成像技术的分辨能力达到了细胞及分子

水平[１].对微米尺度微粒的追踪能够在细胞及分子水平上获取有效信息,常用的测量手段有光镊测量、磁镊

测量[２Ｇ３]以及光学成像方法等.在细胞外微环境中,微粒跟踪测量同样重要[４],可用于血液细胞元素间及血

管内皮细胞间的相互作用分析等[５].
近年来,微粒位置的跟踪测量方法受到了国内外研究人员的广泛关注[６].在现有液态环境微粒三维位

置的测量研究中,横向位置可通过 Hough变换法[７]、质心法[８]、互相关法[９]、矢径投影法[１０]、梯度法等方法

进行测量,但报道的这些方法测量对象多为单微粒.对于交叠微粒,数字全息显微方法能够重构聚焦图像的

优势使其比其他方法更为适用[１１].对于轴向位置的测量,数字全息显微方法能够在离焦记录的条件下重构

聚焦位置,轴向分辨力能够达到纳米级,因此数字全息显微技术在微粒三维位置跟踪测量中具有较大优

势[１２Ｇ１４].目前,数字全息显微技术在微粒三维位置跟踪测量方面已有广泛应用,例如双波长数字全息显微技

术可用于微粒场测速[１５],全息显微结合神经网络技术可快速测量微粒尺寸[１６],数字全息结合截面法可测量

不规则微粒尺寸[１７Ｇ１８].然而在目前的测量中,数字全息显微方法仍存在一些问题.同轴数字全息显微方法

虽然光路简单,测量精准,但测量受到限制,即当粒子位于显微物镜的聚焦面附近时,存在孪生像干扰问题,
在这个特殊位置不能应用同轴数字全息显微方法进行测量[１９Ｇ２１].离轴数字全息显微方法通过测量相位得到

位置信息,但相位提取的前提是找到聚焦像的准确位置,如果位置不准确会使测量精度下降,因此需要复杂

的重聚焦算法保证相位计算的准确性.离轴数字全息显微方法算法复杂,效率低,而且测量精度不高[２２Ｇ２３].
本文利用离轴数字全息显微系统,结合光程长差分算法和去条纹法对微粒的三维位移进行测量.光程

长差分算法用于测量微粒轴向位移,该方法解析光程长变化,适用于形状较为理想的球形微粒;既保证了纳

米级的测量,又突破了同轴数字全息显微方法的测量限制.同时,由于该方法只对面内两点进行光程长的计

算,相对于传统的重聚焦像面的方法,其测量效率得到提升.光程长差分算法需借助离轴全息系统获取光程

长,因此在横向面内的微粒中心定位中会带来高载频干涉条纹的困扰.本文利用去条纹化方法,频域滤波结

合Hough变换,获取微粒横向面内的位移.经实验验证,光程长差分算法结合去条纹化方法对微粒三维位

移测量分辨力均能达到纳米量级.

２　基本原理
利用光程长差分算法测量微粒轴向位移,用去条纹法测量微粒横向面内位移.

２．１　光程长差分算法

设粒子为透明的理想球形粒子,光束照射到粒子上并经过粒子内部的折转透射出去,如图１所示.

图１ 微粒透射光示意图

Fig敭１ Schematicoftransmittedlightthroughtheparticle

图１中,光线进入粒子后发生折射,从粒子出射时发生二次折射.假设光轴方向为z 向.r是球形粒子

的球面半径;θ是光线进入粒子时的入射角,即入射光线与折射界面法线的夹角;z 是光程长计算面在光轴

上的位置,也是数字全息显微重构面与粒子中心垂直于光轴的面的距离.l１,l２,l３ 是从粒子前端面开始,光
线经过的绝对长度.则从微粒球体相切且与光轴垂直的轴向位置起到记录面,入射光线的光程长(LOP)为
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LOP(θ,z)＝nm(l１＋l３)＋npl２＝nm(r/cosθ－r)＋{r－r[cosθ＋２n２
mcosθ(cos２θ－１)/n２

p－

２nm(cos２θ－１) n２
m(cos２θ－１)/n２

p＋１/np]＋z/{２{{cos２θ[n２
m(cos２θ－１)/n２

p＋１]＋n２
m(cos２θ－１)/n２

p－

２nmcosθ(cos２θ－１) n２
m(cos２θ－１)/n２

p＋１/np}－１}}}＋２npr/ １－n２
msin２θ/n２

p, (１)
式中np 和nm 分别为球形粒子与周围液态介质的折射率.

由(１)式得出,任何入射光线的光程长都与入射角度和记录面的轴向位置有关.由于(１)式较为复杂,因
此利用枚举方法总结其规律,可得到在记录面轴向位置固定的情况下,入射角度不同,其光程长变化规律也

不同,如图２所示.

图２ 不同轴向位置的光程长变化.(a)z＝１０μm;(b)z＝５μm;(b)z＝２．５μm;(b)z＝０μm
Fig敭２ Changeofopticalpathlengthatdifferentaxialpositions敭 a z＝１０μm  b z＝５μm  b z＝２敭５μm  b z＝０μm

模拟一个折射率np＝１．５,半径r＝２．５μm的理想球形微粒在折射率nm＝１．３３的介质中的光线折射情

况.图２中不同颜色表示不同入射角的入射光束,９种颜色分别代表入射角度为０°,１０°,２０°,３０°,４０°,５０°,

６０°,７０°和８０°的透射光线.对比图２(a)~(d),每个入射角度的光程长随重构面的位置而变化,且变化是不

一致的,在z＝０μm位置附近,入射角度为０°的光束光程长明显大于其他角度;在z＝５μm附近,入射角度

为０°的光束光程长不再是最大的;在z＝１０μm附近,入射角度为０°的光束光程长反而接近最小值.利用这

种在不同重构面上光程长的变化规律反向推导,即可判断重构面相对于粒子中心的距离,从而判断粒子的

位置.
分析可知,图２中yＧz坐标面内,每一个特定的入射角θ以及特定的重构面即特定的z 值,有且仅有一

个y 值与其对应:

y(θ,z)＝tan{２[θ－arcsin(nmsinθ/np)]}×{z－２rcos[arcsin(nmsinθ/np)]×
cos[θ－arcsin(nmsinθ/np)]＋r＋rcosθ}＋

rsinθ－２rcos[arcsin(nmsinθ/np)]sin[θ－arcsin(nmsinθ/np)]. (２)

　　由(１)式与(２)式可知,光程长LOP和入射光线的y 值均与入射角θ以及重构面位置z 值有对应的函数

关系,则不同y 值所对应的光程长LOP的变化也一定有规律.设y１ 和y２ 两点对应的光程长差值为

LOP(y１－y２):
LOP(y１－y２)＝LOP(y１,z)－LOP(y２,z). (３)

同样,通过枚举的方法作图可得出结论,在y１ 和y２ 两点固定的情况下,LOP(y１－y２)呈现一致的变化规律,
如图３所示.

图３中,当y１ 和y２ 两点固定时,LOP(y１－y２)均会在轴向某两点出现极点,且极点的轴向位置相对于

微粒中心是固定的,当微粒在轴向发生位移时,极点的轴向位置发生相同的位移.因此,追踪极点的轴向位
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图３ 特定y１ 值和y２ 值的光程长差分变化规律.(a)y１＝０μm,y２＝０．１５μm;

(b)y１＝０．１５μm,y２＝０．３０μm;(c)y１＝０．３０μm,y２＝０．４５μm

Fig敭３ LOP y１－y２ variationfortwospecifiedpointsy１andy２敭 a y１＝０μm y２＝０敭１５μm 

 b y１＝０敭１５μm y２＝０敭３０μm  c y１＝０敭３０μm y２＝０敭４５μm

置即可完成对微粒轴向位移的测量.在实际测量中,与传统离轴数字全息显微技术相比,应用光程长差分方

法测量微粒轴向位移时,不再需要对整个面的像素进行重构,只需要计算两个像素点的光程长,因此效率可

提高数倍.

２．２　光程长的测量

光程长与波面相位存在线性关系:

LOP＝ϕλ
２π
, (４)

式中ϕ 是相位,λ是测量光源的波长.
物光波与参考光波在CCD面上形成干涉图,即为数字全息显微图,其强度为

I(xh,yh)＝ U(xh,yh)＋R(xh,yh)２＝U(xh,yh)２＋R(xh,yh)２＋
U∗(xh,yh)R(xh,yh)＋U(xh,yh)R∗(xh,yh), (５)

式中(xh,yh)是全息面的坐标,U(xh,yh)和R(xh,yh)分别是传播到全息面的物光波和参考光波的复振

幅,∗代表复共轭.因此重构物光波的复振幅过程为

U(xr,yr)＝AF－１{D(fxh
,fyh

,xh,yh)W(fxh
,fyh

)×F[I(xh,yh)]exp[－iπλd(ν２xh＋ν２yh)]}, (６)

式中F代表傅里叶变换,通过傅里叶变换得到记录全息图的频谱,F－１为傅里叶逆变换;D(fxh
,fyh

,xh,yh)

是一个相位校正函数,W(fxh
,fyh

)是一个窗函数,用低通滤波的方法在频谱面上将U∗(xh,yh)R(xh,yh)
的频谱滤出,所用窗函数的大小及位置与频谱图上的频谱能量分布有关;A＝exp(i２πd/λ)/(iλd),λ 是测量

光源的波长,d 是重构距离;νxh＝xh/(MΔxh),νyh＝yh/(NΔyh),M 和N 是全息图x 向和y 向的像素数,

Δxh 和Δyh 是全息图x 向和y 向的像素大小.重构面上的相位ϕ(xr,yr)为

ϕ(xr,yr)＝arctan
Im[U(xr,yr)]
Re[U(xr,yr)]{ }. (７)

２．３　去条纹法的原理

当微粒发生面内运动时,微粒中心的位置也在变化.因此,微粒中心位置的变化可以作为追踪微粒面内

运动的标志.CCD记录的微粒全息显微图上有粒子的衍射图样,衍射圆环的中心相对于粒子中心的位置是

一定的,所以只需定位衍射圆环的中心.

CCD记录的是粒子的离轴数字全息显微图,图中分布有细密的、具有高载频的干涉条纹.密集的干涉

条纹严重影响了衍射圆环的对比度,这对圆环中心的判断是十分不利的.因此首先应该对离轴全息图进行

干涉条纹的“净化”:

Ip(xh,yh)＝{F－１{Wp(fxh
,fyh

)F[I(xh,yh)]}}×{F－１{Wp(fxh
,fyh

)F[I(xh,yh)]}}∗, (８)

式中Ip(xh,yh)为去除干涉条纹,即 “净化”后的全息图.对原始全息图进行傅里叶变换后得到其频谱图,

Wp(fxh
,fyh

)是一个窗函数,与全息图的频谱图相乘,利用低通滤波方法滤出中心频谱,即零级频谱,再进行
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傅里叶逆变换计算,即可得到不受干涉条纹影响的复振幅函数,使其与复共轭相乘,就可去除全息图的干涉

条纹.这样处理可使衍射圆环的对比度大幅度提升,易于判断圆环中心的位置.利用Hough变换来判断圆

心的位置.

３　实验结果与分析
采用的测量系统是透射式数字全息显微系统,如图４所示.波长为６９０nm的激光光源(XPERAY)发

出的光束通过中灰镜NF调节到合适光强后,被分光棱镜BS１分为两路,即物光和参考光.物光束被反射镜

M１折转后照射样本,透射后携带有样本的信息被显微物镜MO１(Mitutoyo,５０×,NA＝０．４２)放大.参考光

路中设置与物光路相同的显微物镜 MO２,将其放置在与 MO１相对一致的位置,使畸变相位易于校正.分

光棱镜BS２将两路光会合,在CCD(PXＧ２M３０ＧL,Imperx)上发生干涉.BS２的轴线与光轴成一定角度,此为

离轴角度,使干涉图易于将实像与零级像的频谱分离.

图４ 透射式离轴数字全息显微测量系统

Fig敭４ TransmittingoffＧaxisdigitalholographicmicroscopicmeasurementsystem

利用透射式数字全息显微系统测量液态环境中微粒的三维位移,样品制备如图５所示.

图５ 微粒样品制备

Fig敭５ Particlesamplepreparation

０．１nm分辨率的位移台为压电陶瓷位移台(PI,SＧ３０３),分别作用于轴向的z 向和面内的x 向.设置压

电陶瓷位移台的轴向位移为５０,３０,１０nm,面内位移为５０,２０,１０,５nm.图６为微粒的数字全息显微图,小
图为局部放大图.

图６ (a)微粒的数字全息显微图;(b)局部放大图

Fig敭６  a Digitalholographicmicrographofparticle  b partialmagnification
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根据光程长差分理论,y１ 选择为微粒中心的像素点,y２ 选择为距离中心像素点５pixel的位置.y１ 和

y２ 有固定的差值,y２－y１＝０．６８μm.根据数字全息术的原理计算两个像素点的光程长,得出光程长沿z轴

的变化,计算两像素点的光程长差沿z轴的变化规律.图７所示为这两点的光程长差分变化图.与理论模

拟结果一致,实测图中有两个拐点.将这两个拐点的中间位置作为追踪标记点对微粒进行轴向定位.值得

注意的是,图７中横轴为重构像方空间的光轴坐标,经过显微镜的放大作用,微粒的轴向位移也被放大,像方

空间的位移相对于物方空间位移的放大倍数为横向放大倍数的平方,在实验中为５４．７７２.
通过标记两拐点的中心位置,测得微粒轴向位移如图８所示.z 轴的追踪分辨力至少能达到１０nm.

粒子轴向追踪的相对位置列于表１中.

图７ y２－y１＝０．６８μm时测得的光程长差分变化图

Fig敭７ LOP y１－y２ differencewheny２－y１＝０敭６８μm
图８ 微粒轴向位移图

Fig敭８ Diagramofaxialdisplacementoftheparticle

表１　微粒轴向位移

Table１　Axialdisplacementoftheparticle

FrameNo． １Ｇ１１７ １２０Ｇ２３５ ２３８Ｇ３５３ ３５８Ｇ４７２
Axialposition/nm －１０４．３±４．１ －５１．１±３．２ －２２．５±３．８ －１１．３±３．９

　　微粒的面内运动需要通过去条纹化方法确定粒子中心位置进行判断.图９为去条纹化过程,对图６进

行频域滤波[图９(a)],过滤离轴干涉条纹得到图９(b),通过 Hough变换定位微粒中心,对微粒进行面内跟

踪.图１０和表２为横向跟踪结果,根据表２数据可知,横向位移能达到５nm的分辨力.
根据轴向位移和横向位移的测量结果,可分析得到微粒三维位移跟踪结果已达纳米量级.由于进行的

测量为图像连帧测量,能够证明具有动态测量特性,根据图像采集卡的采集帧率以及图像处理效率,得出测

量帧率为３３frame/s.

图９ 面内横向位移测量原理.(a)数字全息显微图频域滤波;(b)去条纹后的全息图;(c)图９(b)的局部放大

Fig敭９ PrincipleofinＧplanelateraldisplacementmeasurement敭 a Frequencyspetrumfilteringofdigitalholographicmicrograph 

 b hologramwithouttheinterferencefringes  c partialmagnificationofFig敭９ b 

表２　微粒面内横向位移

Table２　InＧplanelateraldisplacementoftheparticle

FrameNo． １Ｇ３０ ３２Ｇ６７ ６９Ｇ１０２ １０６Ｇ１３８ １４２Ｇ１７５
InＧplaneposition/nm ６２．５±２．８ －１３．５±３．０ －７．７±３．２ －１６．７±４．３ －２１．６±３．７
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图１０ 微粒面内横向位移图

Fig敭１０ DiagramofinＧplanedisplacementoftheparticle

４　结　　论
表１和２表明离轴数字全息显微系统应用光程长差分法结合去条纹化方法得到的位移测量分辨力为纳

米级.轴向位移的测量是技术难点,所用的光程长差分算法仅利用两点的光程长作了相对运算,因此测量效

率高于传统全息中应用重聚焦像面算法的效率.这种方法存在以下局限性:

１)该方法利用透射光的信息进行计算得到粒子的三维位置,因此目前只适用于透明粒子.

２)计算需要选取两个固定像素点的光程长,所以能够测量的粒子最小直径应在CCD上至少占据

３pixel.

３)像素点并不是模拟计算中的理想点,只是一个小区域的平均,所以测量误差不可避免.
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