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摘要　细胞定量相位测量与恢复方法采用免标记非干预式的检测手段,实现静态及动态生物样本空间形态的定量

重构,为细胞动力学过程中复杂生物物理信息的可视化检测提供了实现条件.重点介绍同步相移式、数字全息式

和流体聚焦式等新型动态生物细胞相位检测技术,同时简要综述同轴干涉与离轴干涉式的传统静态细胞相位检测

技术的发展.对各种方法的采样速率、成像分辨率、细胞检测精度等关键参数进行比较,阐明不同测量方法适用的

生物信息检测类型及应用领域,同时介绍动态与静态细胞相位检测中对应各类相位恢复方法的特点与发展.
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１　引　　言

作为有机体构成及生命活动的基本单位,细胞

一直以来都是生物学界和医学界关注的热点.细胞

的大小、形态等结构特征与其功能及活动特性具有

密切关系.为深入揭示复杂的生物学过程,细胞成

像技术已发展成为一项重要的检测手段.目前,常

用的细胞检测方法需要结合标记技术,虽然该类技

术通过标记特异性的靶向特征,可实现较高的精度

与灵敏度,但都属于接触性、破坏性的检测方法,会
损害细胞生理特征,甚至灭除细胞活性,因此不利于

活体细胞的跟踪监测.针对细胞标记检测技术的诸

多不足,近年来国内外学者提出了免标记细胞检测

技术.该技术无需对细胞进行任何预处理,采用散
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射光学等方法实现细胞的识别与分选,不但避免了

标记技术中荧光探针固有的局限性(光毒性、光漂

白),而且最大限度地维持了细胞的正常生理特征与

其所需的适宜环境.非干预式免标记细胞检测方法

研究已成为目前细胞检测领域的重要研究方向.
通常,典型的哺乳类动物细胞为透明体,对光的

吸收或散射率低,所以透过细胞的光不会发生明显

的波长和振幅变化;然而细胞厚度或胞内折射率的

差异却会使透射光产生相位变化,该变化与细胞的

大小、形态及结构等特征紧密相关.若将细胞看作

相位物体,通过反演相位即可恢复其形态等特征,从
而达到细胞空间成像的效果,该类方法被称为生物

细胞免标记相位检测技术,可分为定性和定量２类:
定性的相位检测通过对细胞成像,继而对其特征进

行定性分析;定量的相位检测能够量化地表征细胞

光学相位变化与其生物特征之间的关系.根据待测

细胞的运动状态,相位检测又可分为动态细胞相位

检测和静态细胞相位检测.根据细胞运动状态,动
态细胞相位检测又可分为细胞生长过程中的相位检

测(即忽略细胞的移动速度),以及细胞移动过程中

的相位检测(即忽略细胞的生长变化).静态细胞相

位检测不考虑细胞的生长与移动状态,仅对特定时

刻下细胞的相位特征进行测量.
自１９３２年以来,免标记细胞相位检测方法已

从定性相位检测逐渐发展为定量相位检测[１Ｇ２].
虽然传统的定量相位显微技术不受生物、化学染

料或基因改变的影响,能够非侵入、无损伤地实现

细胞形态结构的成像,但大部分只是实现了对活

细胞的静态成像.针对功能层面的细胞动力学过

程,如细胞增殖、死亡、胞内传输和细胞运动等的

相位检测,已成为目前重要的发展趋势.自２０１２
年以来,在原有的静态细胞定量相位检测方法基

础上,出现了多种动态细胞定量相位检测新技术.
本文以定量相位检测技术的发展为主体,重点介

绍近几年(尤其是近５年)出现的动态生物细胞相

位检测新技术,以及其相应的相位恢复算法,同时

简要综述几类传统静态细胞相位检测技术与相位

恢复方法的新进展.

２　动态生物细胞相位检测技术

定量相位测量技术主要采用光学干涉原理,将
显微成像系统下的样品相位采用光强调制方法记录

下来,即相位显微成像,然后从所采集的图像中反演

计算出细胞的相位信息,即相位恢复.对动态细胞

的相位进行快速成像是实现定量相位检测的基础.
动态细胞快速成像能否成功主要取决于２个因素,
即干涉图像的采集速率和相位恢复速率.针对这２
个关键因素,结合生物检测的特定需求,近年来出现

了多种新型检测方法.在生物检测中,生物信号的

变化具有极强的时效性,这对传统的分时相移干涉

检测技术提出了巨大的挑战.同步相移干涉定量相

位显微成像技术正是为了迎合这一需求而提出的.
该技术将传统的分时相移采集转换为同步单次采集

多步相移,通过显微成像方法实现细胞相位的定量

检测.在同步相移干涉测量基础上,又发展出了单

次采集单幅干涉图的离轴干涉数字全息定量相位显

微成像技术,采用单幅干涉图实现了多步相移的功

能.随着器件的集成化与小型化,结合微流控技术

和流体聚焦技术,发展出针对流动状态下高通量细

胞的显微相位检测方法.虽然各种显微成像技术已

广泛地应用于生物特征检测,然而显微技术中的视

场受限问题依然存在.考虑到生物体的透明性、折
射率差异等特点,一些全新的显微成像技术相继被

提出.

２．１　动态生物细胞相位显微成像

２．１．１　动态同步相移干涉定量相位显微成像

传统的干涉定量相位显微成像需要分多次采集

多幅相移干涉图,然而同步相移干涉定量相位显微

成像技术可以一次同步采集多幅相移干涉图,极大

地提高了干涉图像的采集速率.
墨西哥图兰辛戈大学Toto教授研究团队,基

于剪切干涉的定量相位显微成像技术,实现了对

多幅相移干涉图的同步采集.２０１５年,该团队首

先采用偏振耦合横向剪切干涉测量法实现了同步

相移的干涉测量[３],光路如图１(a)所示.其中,偏
振相移圆剪切干涉仪(CSI)生成一幅剪切图,经

１/４波片将２束偏振方向互相垂直的线偏振光变

为旋向相反的圆偏振光后,消偏振分光棱镜使振

动方向相同的光发生干涉,再用单CCD相机同时

获得２幅相位差为π/２的干涉图.该系统参考光

路与物光路为共程光路,因此具有较高的稳定性,
不易受空气扰动、环境震动等因素的影响,而且所

用光学器件较少,一次即可获得２幅相移干涉图.
为了减小相位恢复的误差,２０１５~２０１７年,该研究

团队在原有光路基础上又增加了２个迈克耳孙干

涉系统[图１(b)][４Ｇ５],采用单CMOS摄像机捕获

同步产生的４幅相移干涉图.目前,该系统已成

功实现对活体红细胞,以及微结构变形等的形态
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检测.此类同步相移干涉测量技术,不仅可以保

证在受到环境等因素干扰下的测量精确度,而且

推进了生物细胞相位测量技术由静态向动态的发

展进程.

图１ 同步相移剪切干涉光路示意图[３Ｇ４]

Fig敭１ Experimentalsetupofsimultaneousphaseshiftshearinterference ３Ｇ４ 

　　美国伊利诺伊大学的Cintora等[６]于２０１７年

提出一种空间光干涉显微(SLIM)与相关色散光谱

分析法(DPS)相结合的定量相位测量技术.该技

术利用空间光干涉显微装置同时实现４步相移,
并采用相位对比显微镜定量地对相位结果进行成

像.该方法已成功应用于不同神经细胞层密度对

神经元细胞生长速率和细胞运输影响的相关研究

中.此方法的独特之处在于利用相关色散光谱进

行分析,为单细胞运动传输过程的研究提供了必

要的检测手段.该类方法具有全景视野、长期成

像(２９．７h)和高通量处理细胞的能力,现已广泛应

用于神经生物学研究之中.美国伊利偌伊大学的

Kandel等[７]也致力于此类技术的研究,但他们将

数据分析方法扩展至３个维度空间,在三维范围

内进行细胞运输研究,从而实现了细胞水平和垂

直流量的双通道分析.
在我国,北京理工大学的王霞教授团队于２０１５

年也提出了一种基于同步相移干涉的活体细胞高度

测量方法[８Ｇ９].该方法采用马赫Ｇ曾德尔干涉系统,
通过一个固定在CCD上的偏振序列,在CCD靶面

上同时呈现４幅空间位置相互分离的相移图片,再
通过传统的相位提取和解包裹方法获得样品的形态

分布.为获得样品的高度信息,该方法采用正入射

和斜入射２种光束进行试验.该方法不仅节省图像

采集时间,避免了原系统的相移误差和延时误差,而
且双角度入射方式能够在细胞折射率未知的前提下

测量细胞的高度值,具有较高的测量精度.然而,该
方法仅适用于对单个活细胞的研究,不宜处理密集

细胞群内的单个细胞.

２．１．２　动态离轴干涉数字全息定量相位显微成像

离轴干涉数字全息定量相位显微成像方法的独

特之处在于,仅需单次采集单幅干涉图便可实现对

动态生物细胞的相位成像.目前该类方法有２种光

学系统:１)４f 成像系统;２)迈克耳孙或马赫Ｇ曾德尔

干涉系统.
在采用４f 光学系统的离轴干涉数字全息显微

成像研究中,２０１７年美国麻省理工大学激光生物医

学研究中心的Jin等[１０]提出了一种基于线聚焦光束

照明的干涉定量相位测量技术,利用沿xＧy 方向平

移的 位 移 台 对 贴 壁 细 胞 进 行 成 像,工 作 原 理 如

图２(a)所示.图中,氦氖激光器发出的激光经分束

器分为参考光和物光,物光束通过样品后经过一个

４f 成像系统成像在CCD上,采用离轴干涉数字全

息方法,仅采集一幅干涉图即可获得待测样品的频

谱和相位.该技术采样频率高,可实现统计性的生

物检测.在１３min内对１０４个海拉细胞进行实验,
获得了所有细胞的相位信息,并同时将８０００个相位

图转换为细胞的干质量图,计算得到其投影面积、球
度等其他形态特征信息.美国哈佛医学院的 Guo
等[１１]于２０１７年采用离轴干涉数字全息成像技术,
实验对比了一组血管生成和非血管生成的人骨肉瘤

细胞(KHOS)的基本细胞行为,成功发现了血管生

成的KHOS细胞(KHOSＧa)和非血管增生的细胞

(KHOSＧn)在运动速度、细胞面积、平均细胞体积、
细胞增殖率和细胞周期等方面的差异.数字全息成

像的定量相位测量技术由于测量系统简单、测量速

度快,有助于持续、有效、非侵入性地实现对不同表

型细胞行为特征的检测.
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基于马赫Ｇ曾德尔干涉和迈克耳孙干涉系统的

数字全息显微技术近年来也得到了广泛应用,并在

生物研究应用方面取得显著成果.
在活性肿瘤细胞与正常细胞评估方面,２０１７

年,以色列特拉维夫大学的Roitshtain等[１２]提出基

于马赫Ｇ曾德尔干涉系统的低相干离轴干涉相位测

量显微系统,如图２(b)所示.该系统允许单曝光获

取模式,适用于流动细胞定量三维形态与纹理成像.
采用此方法,该团队评估了活性肿瘤细胞和正常细

胞的１５个生物物理参数,对健康细胞、癌细胞、转移

性癌细胞进行分选,分选精确度可达８１％~９９％,
初步展现了动态生物细胞定量相位成像技术在临床

诊断方面的巨大潜力.
在细胞增殖过程与培养监测研究方面,瑞典

的Janicke等[１３]于２０１７年采用基于马赫Ｇ曾德尔离

轴干涉的数字全息显微技术对细胞增殖过程进行

研究,其原理如图２(c)所示.该技术对多孔板上

的大量细胞样品进行持续３６h的测量,实时获得

细胞数量、细胞融合和平均细胞体积等相关数据.
相比单参数细胞增殖分析的传统化学计量法,该
技术可以通过测得的多类参数深入研究细胞增殖

过程.美国波士顿东北大学的Luther等[１４]采用

该类技术实现了细胞的四维(生物物理特性、xＧy
位置和时间)相位全息延时成像.该技术不仅可

以实时监测细胞培养,并且能够免标记追踪罕见

细胞,并捕捉细胞的动态变化,同时,可对２~３d
的细胞动态行为持续成像,更加精确地检测与细

胞周期相关的毒理学效应.德国穆恩斯特大学生

物医学技术中心的Kastl等[１５]于２０１７年采用迈克

耳孙干涉原理的数字全息显微技术,对细胞培养

的质量进行研究,原理如图２(d)所示.自相干光

经数字离轴全息后得到携带样品信息的干涉图,
经图像处理获得细胞的体积、折射率和干质量.
该方法在折射率测量中的不确定度仅为１０－３,在
平均细胞体积测量方面的灵敏度可达几十微米,
证明该类技术可快速、精确地对细胞培养质量进

行实时监测,并提供完整的生物物理数据.
在与疾病相关的细胞特征研究方面,韩国先进

科学技术研究所Yang等[１６]等提出基于马赫Ｇ曾德

尔干涉系统的光学衍射层析全息扫描技术,实现了

对由药物引起的帕金森疾病细胞模型的分析,实验

装置如图２(e)所示.该系统通过改变照明角度来

获得多幅全息图,成功重建了神经元细胞的三维图

像,定量研究了体外帕金森疾病细胞的形态和生物

物理变化.采用该检测方法,研究人员发现了早期

帕金森疾病进展中神经元细胞的凋亡特征.该方法

为各种神经退行性疾病的病理生理学定量研究提供

了新的检测手段.

图２ 离轴数字全息光路示意图.(a)文献[１０];(b)文献[１２];(c)文献[１３];(d)文献[１５];(e)文献[１６]

Fig敭２ SchematicofoffＧaxisdigitalholographic敭

 a Ref敭 １０   b Ref敭 １２   c Ref敭 １３   d Ref敭 １５   e Ref敭 １６ 
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　　我国的诸多研究团队也在离轴式干涉数字全息

定量显微成像方面进行了深入研究.北京工业大学

的王大勇教授团队于２０１２年研究了预放大(光路中

加入显微物镜先对样品进行放大)离轴菲涅耳数字

全息光纤耦合倒置式数字全息显微系统,可实现对

活细胞的显微成像,该系统用球面参考光代替通常

所用的平面参考光,对相位畸变进行实时校正,测量

精确度得到显著提高[１７Ｇ１８].北京航空航天大学潘锋

等[１９]和浙江师范大学马利红等[２０]基于预放大离轴

全息原理,设计了可长期观察细胞的检测光路,分别

实现了对造骨细胞分裂过程形态变化与草履虫的动

态变化观测.

２．１．３　基于流体聚焦技术的细胞显微成像

流式细胞仪是根据细胞前向、侧向散射信号,以
及激发荧光信号实现细胞计数与分类等,测量速度

可达每秒１０００００个,广泛应用于免疫生物学、基因

组学、临床医学等领域.然而,细胞样本的荧光标记

处理存在光毒性等问题,同时,测量过程中细胞碎片

和细胞团的存在易造成假阳性测量结果的出现.为

了解决上述问题,激光扫描细胞计数仪(LSC)被提

出并不断发展[２１Ｇ２５],此方法可实现三维成像和突破

衍射极限的细胞结构超分辨检测;然而仅适用于复

杂粘连细胞团的生物特性研究,测量时间较长(约数

分钟)[２６].为了满足高处理量的显微成像,一种平

行的微流道细胞计数仪(PMC)被提出[２７Ｇ２８].然而,
在流体聚焦高流速状态下,由于快门响应速度有限,
造成高通量细胞成像模糊,只能以一维的空间分辨

率来呈现亚细胞级的生物结构.为了突破临床统计

学研究中所需的高通量细胞采集与细胞成像分辨率

双向要求的瓶颈,２００７~２０１６年间,在上述细胞仪

的基础上出现了成像式流式细胞仪(IFC)[２９Ｇ３０].成

像式流式细胞仪分为采用CCD或CMOS成像器件

和采用光电倍增管或雪崩二极管等检测器件的２类

系统,可以实现流体聚焦状态下样品的逐一检测,采
样速率约为每秒２０００个细胞.该系统结合传统流

式细胞仪高处理量和荧光显微镜高分辨率的优势,
有效降低了传统流式细胞仪测量中由于细胞碎片和

细胞团的存在造成的测量结果假阳性概率[３１Ｇ３４],逐
渐发展成为分析单个细胞形态特征的有效手段.

２０１２年,美国哈佛大学的Schonbrun等[３５]提

出一种多视场成像流式细胞仪(MIFC),通过在

CMOS相机上投影多个视场实现了高处理量和曝

光时间之间的平衡.但是,由于系统中存在衍射

透镜,容易造成视场畸变,从而产生像差,限制了

该类方法的应用.日本东京大学的 Goda等[３６Ｇ３８]

于２００９~２０１２年间提出基于流体聚焦技术与相位

检测 技 术 相 结 合 的 连 续 时 间 编 码 的 显 微 放 大

(STEAM)测量系统.该系统通过产生超快的宽

带激光脉冲,采用分散器将不同频率的光束在空

间上分开,使细胞能同时被不同频率的光照明,从
而实现了以光速快门的成像方法.在此系统的基

础上,２０１６~２０１７年,美国加利福尼亚大学Chen
等[３９]、日本东京大学Jiang等[４０],以及中国香港大

学[４１]均提出了各种 OTSM 测量系统.此类系统

可实现高通量免标记细胞的三维测量,细胞采样

速率与传统流式细胞仪相当.面对高通量的测量

结果,该类方法结合人工智能、支持向量基等机器

学习方法[４２Ｇ４３],提取免标记结果中定量的光学相

位与光强图像特征,反演出单个细胞的多维生物

物理信息,实现了高通量、免标记细胞的精准检测

与分类.

２０１７年,日本东京大学的 Guo等[４４]结合迈克

耳孙干涉原理与流体聚焦技术实现了动态细胞的定

量相位成像,系统原理如图３所示.信号光路上的

衍射光栅使光束形成不同频率的脉冲光束,称为彩

虹脉冲光束,该脉冲光束分别通过信号光路和参考

光路后,形成一幅时间干涉图,经过数字图像解调处

理,分析干涉图样中细胞相位的相关信息,进而获得

微通道内细胞的不同生物形态等特征.该技术的成

像速度为每秒１００００个细胞,应用于氮元素缺乏的

微藻细胞分选,分选错误率仅为２．１５％.

图３ 基于流体聚焦技术的光路示意图[４４]

Fig敭３ ExperimentalsetupofoptofluidictimeＧstretch

quantitativephasemicroscope ４４ 

２．１．４　其他新型细胞显微成像技术

虽然采用经典光学方法对生物样品进行显微成

像已经历了长足的发展,但解决经典光学成像方法

中的视场受限问题依然是一个具有突破性意义的研

究方向.针对视场受限问题,无透镜显微成像技
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术[４５Ｇ４６]逐渐兴起.其视场的宽度和深度适于对有一

定体积的样品进行三维路径跟踪监测,可用于大量

生物样品的高精度检测.南京理工大学的薛亮[４７]

提出一种无透镜全息显微成像系统,全息分辨率可

以达到４μm.江苏大学的陈映洲等[４８]提出一种免

显微物镜的共光路相位显微成像方法,装置示意图

如图４(a)所示.利用共光路系统稳定性强的特点,
用反射镜将光束一分为二,然后重叠产生共光路干

涉,采用光束几何放大原理,无需加载显微物镜即可

实现干涉图像放大,同时通过调节反射镜的角度,实
现同轴、离轴和轻微离轴相位显微成像.该系统结

构简单、成本低廉、实验操作方便,适用于细胞等一

般相位体的相位显微成像,为新型相位成像技术的

开发提供了良好的理论依据和实验基础.法国格勒

诺贝尔大学Allier等[４９]于２０１７年提出了一种多波

长免透镜成像显微技术,装置如图４(b)所示.该技

术利用可分离出红色、绿色和蓝色光束的LED照明

装置,然后用一个紧贴样品的CMOS传感器捕捉全

息图,采用全息重构算法得到待测相位图像.该技

术可 以 快 速 有 效 地 重 建 密 集 细 胞 (最 多 可 达

７００mm－２)的形态和大小,并能持续数天高通量地

监测单个细胞的形态、干质量、有丝分裂和生长特

性,已应用于间叶细胞、内皮细胞和上皮细胞的相关

测量.
意大利的 Merola等[５０]于２０１７年提出一个全

新的研究思路:认为红细胞内充满了均匀的液体,可
等效为一种光学透镜,具有光学聚焦特性,采用如

图４(c)所示的装置,结合数字全息(DHM)和全息

光镊(HOT)技术实现显微成像:一束光(１０６４nm)
通过空间光调制作为参考光,另一束光(５３２nm)通
过红细胞样品作为物光,２光束汇合后发生离轴干

涉,采用相机记录离轴数字全息干涉图.该研究首

次利用红细胞这种透镜效应,通过对产生变形透镜

的完全成像,分析健康与病变红细胞的全息干涉波

前差异,精确量化红细胞病变状态与畸形波前的相

互关系,评估不同细胞的弹性和形状变化.该技术

有助于检测与血液储存相关的病变,检索细胞年龄,
评估储存血液的质量.

图４ (a)免显微透镜的共光路相位显微装置[４８];(b)多波长免透镜成像显微装置[４９];

(c)数字全息与全息光镊相结合的光路示意图[５０]

Fig敭４  a ExperimentalsetupofphasemicroscopyimagingbasedoncommonＧpathwithoutmicroＧobjective ４８  

 b multiＧwavelengthlensＧfreevideomicroscopy ４９   c schematicofthecombinedDHMandHOT

workstationusingholographicopticalstretchingandquantitativephaseimagingofRBCs ５０ 

　　各种动态生物细胞相位测量技术的相关特征参

数归纳如表１所示.

２．２　相位恢复方法

在动态细胞高速成像研究中,快速的相位恢复

方法是另一项重要因素.在传统的多步相移技术

中,相位恢复耗时较长,频域傅里叶变换和希尔伯特

变换法虽然较之具有更高的相位获取速率,但经过

多次积分变换容易累积误差.为更准确、更高效地

恢复相位信息,近年来研究者提出了几种新的相位

恢复方法.

２０１２年,西班牙国家生物技术中心的 Vargas
等[５１]提出基于格兰姆Ｇ施密特(GS)标准正交两步相

移解调相位恢复方法.由于任何相移干涉序列都可

以用一个二维向量子空间描述,且正交信号可以组

成一个基本的干涉序列,因此首先滤除干涉图像的

直流分量,将２幅相移干涉图分解成正交信号进行

运算,即可恢复样品的相位分布.该方法运算简单、
速度快,尤其适用于相位测量有时间限制的研究.
在GS分析算法的基础上,华南师范大学的钟丽云

教授团队于２０１５年提出一种基于施密特正交化两

步相移算法的改进方法[５２Ｇ５３].该方法不仅可以通过

２幅干涉图准确地提取相移量,而且在恢复相位方

面省去了一个向量的归一化过程,减少了计算量,在
保持高精度的同时,提高了运算速度.
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表１　动态生物细胞相位测量技术

Table１　Phasemeasurementmethodsfordynamicbiologicalcells

Technology Year Sample
Phase
shift

Digital
holographic

Characteristic
Statusofsample
andapplication

Polarizingcoupled
interferometers

２０１５
Acetatesheet;

redcells
√ Dynamic

Spatiallightinterference
microscopy

２０１７ Neuronalcells √ ３Ddynamic

SimultaneousphaseＧshift
interferencemicroscopy

２０１５ √
Resolution:

０．４８６８μm
Dynamic

Quantitativephase
cytometrylineＧfocused
beamillumination

２０１７ Helacells √

Imagingspeed:

１０００/１３min－１;

classification
accuracy:９６．５％

Dynamic

Holographic
imagingcytometry

２０１７
Human

osteosarcomacells
√ Duration:２d Dynamic

LowＧcoherence
offＧaxisinterference
phasemicroscopy

２０１７
Melanomacells;

normalcells
√

Classification
accuracy:８１％Ｇ９９％

３Ddynamic

Digitalholographic
microscopy

２０１７ Helacells √ Duration:２Ｇ３d ４Ddynamic

MichelsoninterferenceＧ
basedselfＧinterference
phasemicroscopy

２０１７ Pancreatic √
Imagingspeed:

１０００/１５h－１;

duration:１．５h

Dynamic;cell
culturequality

Digitalholographic
microscopy

２０１７
JimtＧ１cells;

SKＧMELＧ５cells
√ Duration:３６h

Dynamic;cell
proliferationassays

Opticaldiffraction
tomography

２０１７ ShＧSY５Ycells √
Dynamic;diagnosisfor
parkinson′sdisease

Digitalholographic
microscopyapparatus
withpreＧmagnification

２０１２

Osteoblastsandbone
cells,paramecia,

redcells,

cervicalcancercells

√ Duration:８h Dynamic

Laserscanning
cytometer

１９９９ Cells √
Imagingspeed:

severalhundredsof
cellspersecond

Dynamic

Parallelmicrofluidic
flowcytometer

２０１１ Cells √
Dynamic;diagnosis
forproteinＧmisfolding

diseases
Microfabricatedmultiple
fieldofviewimaging
flowcytometer

２０１２
Redbloodcells,

acutemyeloid
leukemiacells

√
Imagingspeed:

２０００Ｇ２００００s－１

Dynamic;cells
morphologyand
characterized

Serialtimeencoded
amplifiedmicroscopy

２０１２
Whiteblood
tＧcells;colon
cancercells

√

Imagingspeed:

１０００００s－１;

classification
accuracy:９５．５％

Dynamic;early
detectionand
diagnosisfor
blooddiseases

Optofluidictime
stretchmicroscopy

２０１７ Bloodcells √

Imagingspeed:

１０００００s－１;

classification
accuracy:９６．６％

Dynamic;therapeutic
monitoringfor
thrombotic
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续表１

Technology Year Sample
Phase
shift

Digital
holographic

Characteristic
Statusofsample
andapplication

MachineＧlearningoptofluidic
timeＧstretchquantitative
phasemicroscopy

２０１７ Microalgaecells √
Imagingspeed:１００００s－１;

classificationaccuracy:９７％
Dynamic

CommonＧpathwithout
microＧobjective
phasemicroscopy

２０１５ Bloodcells √ Resolution:＜４μm Dynamic

MultiwavelengthlensＧfree
videomicroscopy

２０１７
Mesenchymal,

endothelial,

epithelialcells
√

Duration:

severaldays
Dynamic;

densecells

Digitalholographic
microscopy

２０１７ Redcells √
Dynamic;earlydetection
anddiagnosisforblood

diseases

　　为改善频域积分法累积误差的缺点,Bhaduri
等[５４]提出离轴干涉条纹微分法.该方法仅需要对

采集的干涉图样计算横向一阶偏导和二阶偏导便可

实现相位恢复,其数学原理如下.离轴干涉图样的

灰度值为

I(x,y)＝I０(x,y)＋γ(x,y)cos[φ(x,y)＋kx],
(１)

式中I０(x,y)为背景光强,γ(x,y)为强度调制因

子.对(１)式求横向一阶偏导:

I(１)(x,y)＝
∂I(x,y)
∂x ＝

∂I０(x,y)
∂x ＋

∂γ(x,y)
∂x ＋

cos[φ(x,y)＋kx]＋γ(x,y)×

{－sin[φ(x,y)＋kx]}∂φ
(x,y)
∂x ＋ké

ë
êê

ù

û
úú . (２)

　　在实验过程中,背景光强和强度调制因子近似

认为是常数,只有样品相位会缓慢变化,且其变化量

远小于载波条纹相位kx.则(２)式可简化为

I(１)＝－γksin[φ(x,y)＋kx], (３)
对简化后的干涉强度求一阶偏导可得

I(２)＝－γk２cos[φ(x,y)＋kx], (４)
则样品相位为

φ(x,y)＝arctan
kI(１)

I(２)
é

ë
êê

ù

û
úú－kx. (５)

　　该方法比传统傅里叶变换和希尔伯特积分变换

法的处理速度快,且避免了多次积分带来的误差,可
用于高速运动样品的测量.江苏大学王亚伟教授团

队于２０１３年 提 出 一 种 新 型 的 微 分 相 位 恢 复 算

法[５５]:将采集的干涉图样先经高通滤波器消除背景

光强,分离出干涉项I(０)＝γcos[φ(x,y)＋kx],然
后对其计算横向一阶偏导I(１)和二阶偏导I(２),得到

的相位结果可表示为

φ(x,y)＝ arctan－ －
[I(１)]２

I(２)􀅰I(０)
é

ë
êê

ù

û
úú

１/２

{ }－{
kx I(１)􀅰I(２)＜０[ ]arctan －

[I(１)]２

I(２)􀅰I(０)
é

ë
êê

ù

û
úú

１/２

{ }－
　
　
kx I(１)􀅰I(２)≥０[ ] }. (６)

　　该相位恢复方法速度较快,可用于生物动态过

程研究.
在相位恢复方法中,最具挑战性的环节是将图

像中密集的细胞精确分割成单个细胞,从而准确恢

复单个细胞的相位,避免因计算无效区域相位耗费

计算时间.俄罗斯爱达荷州大学的Alanazi等[５６]于

２０１７年提出一种创新性的相位恢复过程中的图像

分割方法.该方法采用光学相位阈值模式的相关算

法,将入射光波的相位作为度量准则,无须大量计

算,从而大大降低了处理要求,提高了信噪比,有助

于实现单细胞级成像分辨率的要求.经酵母细胞和

细菌实验证实,该方法的分割成功率达９８％以上.
表２对比了各种相位恢复方法的特点.

３　传统静态生物细胞相位检测技术

３．１　静态生物细胞相位显微成像

３．１．１　静态同轴干涉相位显微成像

传统细胞相位测量技术主要针对静态生物样本

进行定量相位检测,常用方法为基于全息显微成像

的测量方法,以及干涉显微相移成像的测量方法.
根据测量光路不同,可分为静态同轴干涉相位显微

成像和静态离轴干涉相位显微成像.同轴干涉是指

物光和参考光在相同的传播方向上发生干涉.基于
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表２　相位恢复方法的特点

Table２　Characteristicsofphaseretrievalmethods

Technology Phaseshiftsteps Oneshot Statusofsample
Coaxialinterferencephaseshift ≥３ × Static

Phaseextractioninwavelengthtuninginterferometry ≥３ × Static
OffＧaxisinterferencephaseshift ２ √ Static

Fouriertransform １ √ Static
Hilberttransform １ √ Static

GramＧSchmidtorthonormalizationandimproved
GramＧSchmidtorthonormalization

２ √ Dynamic

Interferencefringedifferentiation １ √ Dynamic
Newimagesegmentation ≥１ √ Dynamic

同轴干涉的传统生物细胞定量相位显微技术大部分

是采用干涉显微相移成像方法记录样品的振幅信息

和相位信息,纵向分辨率已达纳米量级,采样速率可

达每秒钟十几帧,并且部分技术已实现细胞的全场

三维成像.
美国Popescu等[５７]于２００４年提出傅里叶相位显

微技术(FPM),该技术基于干涉显微相移成像方法,
通过分时４步相移采集４幅干涉图,处理得被测样品

的相位图,但其采样速率仅为４frame􀅰s－１.为提高

采样速率,该团队于２００７年提出了改进的快速傅里

叶相位显微技术(fＧFPM)[５８],该技术同样基于干涉显

微相移成像方法,但采用帧频高达千兆赫兹的液晶相

位对比滤波器,控制交流分量与直流分量的相位差,
将采样速率提高到１０frame􀅰s－１以上,且横向分辨率

达到衍射极限,纵向分辨率达２nm.２０１１年 Wang
等[５９Ｇ６１]提出空间光干涉显微技术(SLIM),分辨精度

与原子力显微镜相当,且采样速率达到每秒十几帧.

Bhaduri等[６２]研究团队于２０１３年提出白光傅里叶相

位显微技术(wFPM),采样速率达１２．５frame􀅰s－１,可
用于细胞动力学的相关检测.

以上相位显微成像技术中均采用相移器获得３
幅及以上的相移干涉图来完成相位成像,故具有耗

时长、误差大的缺点.美国杜克大学Shaked团队

于２０１０年提出基于马赫Ｇ曾德尔干涉原理的平行二

步相移显微成像技术[６３].该技术仅需要采集２幅

干涉相移图即可实现相位恢复,有利于被测样品的

实时检测.此外,由于大部分相位显微成像技术只

能实现被测样品的二维成像,韩国 Choi等[６４]于

２０１０年基于Linik干涉原理提出全场光学层析技

术,采用并行探测方法实现对单细胞样品的三维重

构,并获得了细胞的物理厚度和光学厚度.

３．１．２　静态离轴干涉相位显微成像

与同轴干涉不同,离轴干涉是指具有一定夹角

的物光和参考光发生的干涉.该类光路得到的干涉

图由于带有载频,因此仅需采集１幅干涉图就能获

得被测样品的相位分布.离轴干涉定量相位显微技

术大部分基于数字全息显微成像方法实现.基于数

字全息的离轴干涉定量相位显微成像技术,包括通

过分析衍射信息的相位图像重建方法和分析非衍射

信息的相位图像重建方法.

２００５年,Marquet等[６５]提出一种依靠菲涅耳衍

射数值再现的离轴干涉相位显微成像技术.该技术

对获取的干涉图采用菲涅尔衍射数值,再现得到细胞

的相位显微图像,其纵向分辨率达到亚波长量级.

２００６年,美国Popuscu等[６６]提出衍射相位显微技术

(DPM),采用共程光路,具有对环境扰动不敏感的优

点.在此基础上,该团队又提出了白光衍射相位显微

技术(wDPM)[６７Ｇ６９],不仅保留了衍射相位显微技术的

优势,而且其位于成像屏上的相位光栅可以产生包含

样品完整空间信息的多个衍射级,光程稳定性高达亚

纳米量级,且采样时间仅为毫秒级,为活细胞的定量

研究和实时检测提供了新型的研究方法.在国内,江
苏大学的王亚伟团队在衍射相位显微成像的基础上

提出一种两步衍射相位显微成像技术[７０],该方法主

要基于光栅衍射特性和空间滤波原理,将滤波系统后

的０级衍射光分别和±１级衍射光发生干涉,在CCD
上形成２幅干涉图样,相位恢复后得到样品相位.该

方法具有更高的精确度,不仅适用于倾斜角较大的离

轴干涉,也适用于倾斜角较小的微离轴干涉.
采用非衍射信息重建相位图像的离轴式数字全

息显微技术,在过去十几年中也取得了一定成果.

Ikeda等[７１]于２００５年提出采用希尔伯特变换在全

息图中提取相位信息的方法,可在毫秒级或更短的

时间内精确测量纳米级光程变化,为生物细胞的快

速动态研究奠定了基础.德国 Kemper等[７２]于

２００６年提出一种非衍射重建离轴干涉相位显微技
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术,成功得到细胞的三维结构图,纵向分辨率可达

５nm,但在相位稳定性上存在一定局限性,且物光

和参考光之间的比率需要精确调整.为进一步解决

上述问题,２０１１年该研究团队又提出基于迈克耳孙

干涉原理的数字全息显微技术[７３],装置结构更为简

单,且相位稳定性显著提高,分辨率达亚细胞级.
在基于数字全息的离轴干涉定量相位显微技术

中,还有部分技术结合了干涉显微相移方法.２００７
年,美国Chalut等[７４]和Shaked等[７５]基于马赫Ｇ曾

德尔干涉原理先后提出基于两步相移的离轴干涉异

步数字全息技术和双通道干涉显微技术,经单次曝

光同时获得２幅相移图,提高了采集速率.中国科

学院上海光学精密机械研究所Gao等[７６Ｇ７７]于２０１１
年提出基于离轴干涉的同步相移共光路干涉显微技

术,利用２幅干涉相移图实现对活细胞的实时测量,
具有较好的稳定性.

将上述各项同轴与离轴定量相位显微技术归

纳、对比,如表３所示.
表３　静态生物细胞相位测量技术的主要特征

Table３　Characteristicsofphasemeasurementmethodsforstaticbiologicalcells

Technology Year Coaxial OffＧaxis
Stepsof
phaseshift

Digital
holographic

Characteristic
Imaging
dimension

Fourierphase
microscopy

２００４ √ ４
Samplingrate:
４frame􀅰min－１

２D

FastＧFourierphase
microscopy

２００７ √ ４

Lateralresolution:
diffractionlimit;

verticalresolution:２nm;
samplingrate≥１０frame􀅰s－１

２D

Spacelightinterference
microscopy

２０１１ √ ４
Resolution:thesameas
atomicforcemicroscope;
samplingrate≥１０frame􀅰s－１

２D

WhitelightＧFourier
phasemicroscopy

２０１３ √ ４ Samplingrate:１２．５frame􀅰s－１ ２D

ParalleltwoＧstepphase
shiftmicroscopy

２０１０ √ ２ ２D

FullＧfieldoptical
tomographytechnology

２０１０ √ ４ ３D

Fresneldiffraction
numericalrepresentation

２００５ √ √
Verticalresolution:
subＧwavelength

２D

Diffractionphase
microscopy

２００６ √ √ ２D

WhitelightＧdiffraction
phasemicroscopy

２０１３ √ √ Samplingrate:ms ２D

NonＧdiffraction
reconstruction

２００６ √ √
Verticalresolution:５nm;
samplingrate:ms

２D

Digitalholographic
microscopybasedon
Michelsoninterference

２０１１ √ √
Lateralresolution:
subＧcellular

２D

OffＧaxisinterference
asynchronous

digitalholography
２００７ √ ２ √ Samplingrate:ms ２D

Dualchannel
interferencemicroscopy

２００９ √ ２ √ Samplingrate:ms ３D

３．２　静态生物细胞相位恢复

静态生物细胞相位恢复方法,既可在时域中进

行相位解调,也可以采用频域相位解调方法.时域

相位解调技术通常应用于传统定量相位测量中,既
适用于同轴干涉相位显微成像,也可用于离轴干涉

相位成像.
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同轴干涉相位显微成像技术[５８,６０Ｇ６３]通常分时采

集３幅以上的相移干涉图,再通过相移算法得到样

品的相位信息.采集的干涉图样灰度值可表示为

I(x,y,n)＝a(x,y)＋
b(x,y)cos[φ(x,y)＋２nπ],n＝１,２,３,４,(７)

式中I(x,y,n)代表第n 次相移得到的图像灰度

值,a(x,y)代表背景光强,b(x,y)代表样品调制光

强,φ(x,y)代表待测样品的相位.根据４步相移运

算可以得到待测样品的相位信息

tanφ＝
I(x,y,２)－I(x,y,４)
I(x,y,１)－I(x,y,３)

. (８)

　　关于此技术,西安工业大学的田爱玲团队于

２０１４年提出一种变频相移干涉测量的相位提取算

法[７８],运用一种基于迭代的相位求解方法,无须对

测试系统进行相位标定,可在被测相位和相移量均

未知的情况下,通过交替迭代求解出被测相位.与

传统的多步相移算法相比,该方法通过差值干涉图

迭代求解相位,可以抑制噪声和背景对测量精度的

影响,操作简单,精度更高.
离轴干涉相位显微成像通常采用两步相移

法[７４Ｇ７５,７９],通过改变参考光相位获得２幅离轴相移

干涉图,然后经变换求解出样品相位.设实验得到

２幅干涉图的干涉强度分别为

I１＝Is＋Ir＋２ IsIrcos(φ＋kx), (９)

I２＝Is＋Ir＋２ IsIrcos(φ＋kx＋α),(１０)
式中α为相移量,k 为引入的空间载波条纹的空间

频率.

φ＝arctan
Im(F)
Re(F)

é

ë
êê

ù

û
úú , (１１)

式中

F＝
exp(－jkx)
１－exp(jα)

[(I１－I２)＋jH(I１－I２)].

(１２)

　　干涉相移法虽然原理简单,但需多步相移,不易

保证单步相移的准确性,且离轴干涉中运算过程涉

及复杂的积分变换,耗时较长,因此,仅适用于静态

生物细胞样品测量.
频域相位解调技术通常用于基于数字全息的干

涉定量相位显微技术,主要适用于离轴干涉相位显

微成像.

１９８２年,日本Ina等[８０]提出频域傅里叶变换

法,原理如下.设离轴干涉光强分布为

I(x,y)＝IS＋IR＋２ ISIRcosφ(x,y)＋２πfXx[ ] ＝
a(x,y)＋b(x,y)exp[j２πfXx]＋

b(x,y)exp[－j２πfXx], (１３)
式中fX 为引入的空间载频,a(x,y)为背景光强.

对(１３)式进行傅里叶变换,得

I(f,x)＝A(f,y)＋B(f－fX,y)＋
B(f＋fX,y), (１４)

式中A 为背景光强a 的傅里叶变换,B 为调制光强

b的傅里叶变换,f 为条纹频率.采用中心频率为

fX 的滤波器,通过频移可将背景光强和共轭像消

除,求得B(f,y),然后进行傅里叶逆变换得b(x,

y),从而解出被测样品的相位:

φ(x,y)＝arctan
Im[b(x,y)]
Re[b(x,y)]

. (１５)

　　相关学者在此基础上又提出希尔伯特变换

法[６７Ｇ６９,７１,８１].与傅里叶变换法相比,希尔伯特变换

法仅需经过高通滤波消除背景光强,不必消除共轭

像的干扰.这２种频域积分变换法充分利用了离轴

干涉频谱分离的特点,具有较高的相位恢复速率,只
需一幅干涉图就能定量提取物体的相位分布信息.

４　结束语

生物细胞定量相位显微技术通过细胞干涉图

与相位恢复,实现生物细胞复杂空间形态的定量

重构,是一种免标记、无损伤、非干预式的细胞检

测手段,已成为临床细胞分类、病变诊断等研究的

有力工具.近十几年来,生物细胞定量相位测量

技术,尤其是动态生物细胞相位测量技术,得到迅

速发展.纵观２０１３年至今的动态细胞相位测量

技术,国内外团队就其干涉图样的采集速率、相位

恢复速率、空间分辨率、处理量,以及成像时间等

诸多方面进行了深入的研究.面对细胞动力学过

程中的复杂生物物理信息检测研究,该技术提供

了定量、可视化、空间形态的快速检测方法.动态

细胞定量相位测量技术有望促进临床细胞诊断领

域的深入发展,早日实现对人体重大疾病免标记

非干预式早期诊断等的重大突破.
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