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神经元放电行为动态特征的光相位表征方法
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摘要　神经元是生物神经系统结构与功能的基本单位,它通过放电活动对信息进行编码、传递和整合,在生命活动

中起到重要作用;基于神经元放电活动的动力学本质和相位成像技术,探讨对活细胞及其内部亚结构进行无损、免
标记成像的方法,根据神经元模型的相位信息对其静态形态特征和放电行为的动态表征进行研究;运用光学成像

仿真技术建立神经元相位模型并获得其相位分布信息,从相位函数的物理意义出发分析模型的亚结构特征;考虑

放电活动中样品胞内离子浓度变化对其折射率及相位信息的动态影响,初步探讨用相位信息直观表征该动态过程

的方法;对于该较复杂的非均质相位体模型,引入异质对比补偿思想,免相位解耦地获得样品亚结构局部的静态形

态信息及其动态放电活动的相位表征结果,并通过仿真分析验证该方法的有效性.结果表明,神经元放电特征及

其形态的光相位表征方法具有无损、免标记、可定量的优势.
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Abstract　Asbasicunitsofstructureandfunctionofthebiologicalnervoussystem neuronsencode transmit and
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dynamicnatureofneuronaldischargeactivityandphaseimagingtechnique wediscussnondestructiveandlabelfree
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图１ 神经元的(a)实际形态[１５]和(b)３D简化模型

Fig敭１  a Practicalmorphology １５ and b ３Dsimplifiedmodelofneurons

１　引　　言

神经元是神经系统的基本结构,具有接收外界

刺激、传递和处理信息的功能,是大脑信息处理的基

本单位.各种神经元在形态、体积上各不相同,但都

具有相似的结构和基本特性.神经元的基本构成包

括胞体及从胞体发出的２种突起———树突和轴突.
一般胞体近似圆形,内有细胞核和线粒体等细胞器.
树突和轴突分别是神经元信号传入和传出的主要部

位.轴突一般直接从胞体发出,直径在延伸过程中

基本保持一致,很少形成分支[１].神经元放电活动

对神经网络信息编码和传递具有重要作用,而且神

经元的形态特征识别在很多科学领域的研究和应用

中也有重大意义.神经元放电活动的本质是细胞内

外离子的交换[２],同时伴随着神经元形态特征的变

化[３].膜片钳技术作为研究离子通道的重要手段被

广泛使用,但其实验操作要求高且通量低,传统的细

胞分离培养方法已不能满足膜片钳实验的要求.随

着光学检测技术在生物学领域的不断发展,多种光

学成像技术逐渐被广泛应用.例如,钙成像技术[４]

常被用于监测神经元内部钙离子的动态,但是该技

术需要对样品进行标记,并且钙离子指示剂可能会

对细胞的活动产生影响.内源信号的脑功能光学成

像[５]能有效地探索大脑功能,但是其易受呼吸、心
跳、血管周期性搏动等的影响,信噪 比 较 低.Li
等[６]提出了光学切片断层技术,通过该技术可以获

得目前最为精细的小鼠全脑神经元三维(３D)连接

图谱,该技术主要针对的是大量神经元的连接,对单

个神经元的动态活动关注较少.
对于活细胞动态情况的监测[７],定量相位显微

成像技术[８Ｇ９]显示出了明显优势.该技术利用透明

物体(如细胞)的相移特性对其物理特性进行定量研

究,具有免标记、非侵入、无损伤的特点,可用于长时

间观察细胞和研究细胞生长等动态过程,已有研究

人员借助该技术成功地研究了红细胞等均质细胞的

各种形态和动态活动.Popescu等[１０]利用结合相差

显微与相移技术的傅里叶相位显微技术(FPM)实
现了对红细胞的清晰成像[１０],之后利用单次曝光的

希尔伯特相位显微技术(HPM)研究了红细胞的形

态及动力学[１１],随后利用结合了FPM 几何共路和

HPM单次曝光优点的衍射相位显微技术(DPM)成
功地研究了红细胞膜运动及其运动的空间和时间相

干性[１２].Cintora等[１３]提出可采用空间光干涉显微

技术(SLIM)来定量研究神经元结构,Lee等[１４]利

用该技术对超过１周的神经元的生长情况进行了检

测.考虑到神经元放电活动受多重因素的共同调

制,而目前传统的神经元放电节律模式动力学研究

在多参数分析手段方面有诸多不足,本文将相位显

微技术运用到神经元放电活动的动力学特征研究

中,运用光学仿真技术建立神经元相位模型,采用直

观可视的手段分析神经元瞬态亚结构特征和折射率

变化对相位分布的影响.

２　神经元模型相位特征分析

２．１　神经元基本模型及其静态相位分布

根据小鼠大脑神经元的相关参数和实际形

态[１５Ｇ１９],建立了包含细胞体、轴突和树突等基本结构

的简化神经元模型,如图１所示.该模型的主体沿

z轴向上依次为树突、胞体和轴突.树突在z 轴上

的底面中心为坐标原点,胞体是一个含有细胞核和

线粒体的球形细胞,细胞核中心坐标为(１．５μm,

０μm,１０μm),线粒体中心坐标为(－５μm,０μm,

１９．５μm).树突是直径为２μm、长度为５μm的圆

柱体,轴突是直径为１μm、长度为２５μm的圆柱体,
细胞体是直径为３０μm 的球体,细胞核是直径为

８μm的球体,线粒体是沿x、y、z 轴方向半轴长分
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别为０．５,０．５,２μm的椭球体.基于电磁波传输理

论,应用VirtualLabTM系统进行样品相位成像的仿真

实验.取光源波长６３２．８nm,设光线沿z 轴方向入

射,细胞核、线粒体以及环境液的折射率分别设为

１．４５、１．３９和１．３３,设细胞质、树突和轴突的折射率相

同,均为１．３６５.下面对模型的相位信息进行分析.
图２(a)所示为光沿z 轴方向入射后,在xoy 面

上得到的二维(２D)解包裹相位图;图２(b)所示为３D
解包裹相位.结合图１所示的模型分析和图２可知,
细胞相位分布与其形态特征密切相关.图２(a)中对

应的大圆即为胞体的２D解包裹相位,图２(b)中的树

突、轴突与细胞核不同轴,这些均与模型的设置吻合;
但是相位函数中光程整体的积分作用使得样品的物

理厚度与折射率信息耦合在一起,无法从相位分布图

中直接获得样品的亚结构形态信息和折射率分布,而

由 相 位 函 数 ϕ(x,y)＝
２π
λ∫

h(x,y)

０
[nz
c(x,y,z)－

n０]dz[其中λ为光源波长,h(x,y)为样品轴向物理

厚度,n０ 为培养液的折射率,nz
c(x,y,z)为细胞质的

折射率][２０]可知,相位梯度grad(P)＝
∂P
∂xi＋

∂P
∂yj＋

∂P
∂zk

(其中P 为细胞相位分布)对折射率的变化敏

感,细胞各组成部分往往具有特定的折射率,并且各

不相同,因此相位梯度[如图３(a)所示]也就可以表

征细胞的亚结构边界(即梯度值变化处),这在微分

干涉对比显微技术(DIC)[２１]中已经得以验证.考虑

到梯度分布的阴影问题,为了使细胞亚结构边界更

清晰,对上述相位的横向一阶偏导取绝对值,获得相

应的神经元相位梯度绝对值分布,如图３(b)所示.
从图３(b)中可以直观、清楚地观察到样品各部分

(如胞体、线粒体、细胞核等)在入射方向上的边界投

影.为了直观地反映定量信息,取图３(a)中模型相

位梯度沿A 方向截面的曲线,如图３(c)所示①~⑥
表示神经元模型各亚结构边界折射率发生变化的

点.由于相位梯度是根据前向差分的定义计算得到

的,在A 方向上,光线依次穿过培养液、细胞质、线
粒体、细胞核、树突和轴突,然后穿过树突、轴突、细
胞核、细胞质和培养液,因此折射率的值也发生相应

的变化.由于光线在穿过细胞时的折射率会发生增

大或减小,因此相位梯度在横向曲线图中有正值和负

值.根据前向差分的概念,当光经过样品时,相位梯

度的变化由折射率的变化决定.而折射率经历了６
次增大和６次减小的变化,且增加量与减小量相等,
这恰好与相位梯度横向曲线中的１２次波动对应.

图２ 神经元模型在z轴方向的(a)２D和(b)３D解包裹相位

Fig敭２  a ２Dand b ３Dunwrappingphasesofneuronmodelalongzaxis

图３ 神经元的相位.(a)梯度分布;(b)梯度绝对值分布;(c)梯度横向曲线

Fig敭３ Phaseofneuron敭 a Gradientdistribution  b absolutevalueofgradient  c horizontalgradientcurve
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　　对照样品模型,从图３(b)中可以直观、清楚地

观察到胞体、线粒体、细胞核、树突和轴突在光照射

方向上的形态投影.
表１所示为入射方向上模型的相位梯度突变

点之间的距离,其中相邻２个点之间的距离是通

过比例变换(即平面波照射模型范围大小与其相

位图像显示像素大小的比值)计算得到的神经元

模型参数值.由表１可知,突变点之间的距离与

所设参数基本吻合.基于这些定量信息,可以快

速检测细胞的亚结构边界轮廓,对神经元的形态

特征及其在生理活动中的变化情况进行判断,进
而区分其种类.需要指出的是,作为该形态特征

分析方法有效性的说明,本文仅列举了由单一方

向的相位信息进行分析的情形,实际上对于神经

元这一类形态结构复杂的样品,需要采集多个方

向的相位分布信息才能确定其形态特征,并且具

体采集角度和采集数量需要根据样品情况和检测

要求而定.
表１　入射方向上神经元模型的相位梯度突变点之间的距离

Table１　Distancebetweenphasegradientmutationpoints
ofneuronmodelinincidentdirection

Corresponding
point

Distancebetween
twopoints/μm

Parameter

①Ｇ① ３４．９２ －
②Ｇ② ２９．９２ ３０μm(Somadiameter)

③Ｇ③ ０．９０
１μm(Lengthofmitochondria

inxdirection)
④Ｇ④ ７．９１ ８μm(Nucleusdiameter)

⑤Ｇ⑤ ２．００ ２μm(Dendriticdiameter)

⑥Ｇ⑥ １．００ １μm(Axondiameter)

２．２　折射率变化对细胞相位特征的动态影响

神经元放电活动模式除了与细胞的形态特征有

关,其本质为细胞内外的离子交换[２].胞浆内的离

子浓度的变化会引起胞液折射率的变化,从而改变

样品相位信息.这为通过相位信息的变化表征神经

元放电活动提供了物质基础和客观依据.为了分析

折射率变化对细胞相位特征的调制作用,并且考虑

到动态分析对采样点的稳定性和多样性的要求,选
取样品的轴向亚结构边界点(即相位梯度突变点)作
为监测点,例如,图３(c)中相位梯度横向曲线中的

标记点③、④、⑤、⑥.
在 神 经 元 折 射 率 参 数 的 选 取 方 面,根 据

Popescu课题组[１６Ｇ１８]通过空间光干涉层析成像技术

(SLIT)得到的活神经元的折射率分布(如图４所

示),设置细胞质、树突和轴突的折射率相同,其变化

范围为１．３５６~１．３６７,且在仿真分析中以０．００１为

步长来改变其量值,通过观察相应折射率下样品整

体相位以及各监测点相位的变化来研究样品相位对

折射率变化的表征.

图４ 活神经元折射率分布

Fig敭４ Refractiveindexdistributionthroughliveneuron

图５(a)~(h)所示为细胞质、树突和轴突的折

射率在１．３５６~１．３６７内变化时xoz 面上的样品解

包裹相位,为了显示相位分布的动态变化,以１０rad
为参考值(虚线所示),由相位图中表征样品胞体相

位的曲面与参考线之间的位置关系,以及表征树突

和轴突的斜柱体矩形切面长度的变化可明显反映出

样品的相位变化.图５(i)所示为各监测点(各组标

记点中左边的点)的相位值随折射率的变化.理论

上,由相位函数的定义,当入射波长、周边介质折射

率和样品物理厚度一定时,样品引起的相移量应与

其自身折射率呈线性关系,这与图５(i)中所示的仿

真结果相吻合.
此外,考虑到神经元形态结构的复杂多样性,功

能也因细胞内部细胞器的不同而各不相同,而在样

品整体相位分布中,各亚结构相关信息都耦合在一

起难以区分,不利于单独观察,对观察细胞内部结构

产生了影响,因此下面采用异质对比补偿的方法将

样品整体相位分布分解,对神经元的形态结构及动

态特征进行具体分析.

３　基于异质对比补偿法的亚结构局部

分析

３．１　异质对比补偿法的原理

神经元往往包含细胞核和线粒体等细胞器,各部

分有不同的折射率,属于非均质相位体.根据相位函

数ϕ(x,y)＝
２π
λ∫

h(x,y)

０
[nz
c(x,y,z)－n０]dz[２０],非均

质样品整体引起的轴向相移为
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图５ (a)~(h)神经元折射率为１．３５６~１．３６７时的相位;(i)监测点相位值与折射率的关系

Fig敭５  a Ｇ h Phaseswithneuronrefractiveindexesinrangeof１敭３５６Ｇ１敭３６７  i relationshipbetween

phasevalueofmonitoringpointandrefractiveindex

ϕ０(x,y)＝
２π
λ∫

hn
(x,y)

０
[nn－nz

c(x,y,z)]dz＋{

∫
hc
(x,y)－hn

(x,y)

０
[nz
c(x,y,z)－nm]dz}, (１)

式中:nm 为周围培养液的折射率;nn 为细胞核的平

均折射率;hc(x,y)为细胞沿z轴方向的物理厚度;

hn(x,y)为细胞核沿z轴方向的物理厚度.为了更

清楚地表征神经元的静态和动态相位特征,采用异

质对比补偿的方法解构样品的亚结构,即将样品内

部的折射率均设为nz
c(x,y,z),则由该既定样品引

起的基准补偿相移量为

ϕ１(x,y)＝
２π
λ∫

hc
(x,y)

０
[nz
c(x,y,z)－nm]dz.

(２)
将ϕ０(x,y)和ϕ１(x,y)进行相减运算,得到

Δϕ(x,y)＝ϕ０(x,y)－ϕ１(x,y)＝
２π
λ
(nm＋nn)hn(x,y)－∫

２hn
(x,y)

０
nz
c(x,y,z)dz[ ] ,

(３)
式中:Δϕ(x,y)为样品整体轴向相移与既定样品的

基准补偿相移量的差值,即样品因内部细胞核的存

在而引起的轴向相移差.

简言之,异质对比补偿法的思想即为将神经元

内部亚结构所占空间的折射率nn 用胞质折射率nz
c

(x,y,z)补偿,再将神经元整体相位ϕ０(x,y)与补

偿后的细胞相位ϕ１(x,y)进行对比,两者的相对相

位差Δϕ(x,y)即为神经元亚结构的相对相位.
为了计算方便,(３)式中nz

c(x,y,z)可用轴向

平均折射率nc(x,y)代替,(３)式可简化为

Δϕ(x,y)＝
２π
λ
[nm＋nn－２nc(x,y)]hn(x,y).

(４)

　　由(４)式可以看出,当细胞质轴向平均折射率

nc(x,y)一定时,Δϕ(x,y)仅与细胞核折射率和轴

向物理厚度有关.测得细胞整体的实际相移ϕ０(x,

y)和均质既定样品的相移ϕ１(x,y),可以根据相对

相移量Δϕ(x,y)计算得到细胞核的相对光学厚度

ΔS(x,y),即

ΔS(x,y)＝
λ
２πΔϕ

(x,y)＝

[nm＋nn－２nc(x,y)]hn(x,y). (５)

　　需要指出的是,相对光学厚度并不是真实的,仅
是细胞核与细胞质折射率之差沿细胞核轴向引起的

相对光学厚度.
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在实际应用中,样品引起的相移ϕ０(x,y)可以

通过细胞的相位成像得到,基准补偿相移ϕ１(x,y)
可以设置细胞质的平均折射率nc(x,y)和细胞体整

体轴向物理厚度hc(x,y)后通过软件仿真模拟得

到.细胞体轴向物理厚度hc(x,y)可通过共聚焦反

射显 微 技 术(CRM)[２２]或 双 介 质 定 量 测 量 技 术

(DQM)[２３]获得.

３．２　异质对比补偿法有效性的验证

为了验证上述分析方法的有效性,对物理参数

已知的样品进行仿真分析.使用如图６(a)所示的

模型,令培养液折射率为１．３３,为了方便表述,设胞

体、树突和轴突的折射率为nc＝１．３６,细胞核和线粒

体折射率为１．４５.图６(d)所示为将细胞内部的折射

率都设置为nc的基准补偿相位体模型.取光源波长

６３２．８nm,令光线沿z 轴入射,模拟得到的样品包裹

相位图分别如图６(b)和图６(e)所示.对图６(b)和图

６(e)进行解包裹运算,得到的解包裹３D相位分布图

分别如图６(c)和图６(f)所示.由图６(c)可知,细胞

内、外部所有结构特征都耦合在一起,难以区分,影响

了对细胞内部结构的观察.

图６ 补偿前神经元的(a)模型、(b)包裹相位和(c)解包裹相位;补偿后神经元的(d)模型、(e)包裹相位和(f)解包裹相位

Fig敭６  a Model  b wrappedphase and c unwrappedphaseofneuronbeforecompensation 

 d model  e wrappedphase and f unwrappedphaseofneuronaftercompensation

　　对图６(c)和图６(f)所示的相位值进行相减处

理,得到的样品内部线粒体和细胞核的解包相位

Δϕ,如图７(a)所示.图７(b)所示为根据(５)式计算

得到的样品内部线粒体和细胞核的光学厚度ΔS.
相对于图６(c),图７(a)和图７(b)更清晰地展现了细

胞内部结构的特性.
为了定量验证该方法的有效性,设细胞核的折

射率nn 为已知的定值,则可以计算出细胞核轴向物

理厚度:

hn(x,y)＝
λΔϕ(x,y)

２π[nm＋nn－２nc(x,y)]
. (６)

　　图７(c)所示为将细胞各部分折射率的值代入

(６)式得到的样品内部线粒体和细胞核的物理厚度

分布.图７(d)所示为通过补偿分析计算得到的样

品内部结构的物理厚度值与模型参数设定值的比

较.由图７(d)可知,两者基本吻合,只是在底部基

底处有一定的误差,这是由于采用 VirtualLabTM软

件建模,根据其应用原理,较复杂的样品由多个部分

拼接而成,因此在相位相减时引入了一定的误差.
当实际样品为连续的整体时可避免该误差.

３．３　基于异质对比补偿法的样品动态表征

由于相位函数同时包含了样品的物理厚度和折

射率信息,因此无论是物理厚度还是折射率的变化

都可以通过相位分布的变化体现出来.考虑到神经

元放电时其形态变化相对于胞内离子浓度的变化为

慢现象[２４],因此仅讨论由离子浓度变化引起折射率

变化时样品的相位分布动态表征.采用的模型仍如

图６(a)所示.设置细胞质、树突和轴突的折射率为

１．３５６~１．３６７,且按步长为０．００１逐渐增加.培养液

折射率为１．３３,细胞核和线粒体折射率为１．４５.
图８(a)~(h)所示为细胞质、树突和轴突折射

率为１．３５６~１．３６７时,通过数值运算得到的细胞核

和线粒体相位分布,其中左边表征的是线粒体的相

移,右边表征的是细胞核的相移,虚线表示固定参考

值,由左边图形逐渐远离参考线和右边图形在参考

线处颜色的变化可明显反映出样品的相位变化.
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图７ 样品内的细胞核与线粒体.(a)解包裹相位;(b)光学厚度;(c)物理厚度;(d)预测结果验证

Fig敭７ Nucleusandmitochondriainsample敭 a Unwrappedphase  b opticalthickness 

 c physicalthickness  d verificationofpredictedresult

图８ 神经元亚结构的细胞核与线粒体.(a)~(h)细胞质折射率变化时的相位;(i)监测点相位值与折射率差值的关系

Fig敭８ Nucleusandmitochondriaofneuronalsubstructure敭 a Ｇ h Phaseswithrefractiveindexvariationofcytoplasm 

 i relationshipbetweenphasevalueofmonitoringpointanddifferenceofrefractiveindex

由图８(a)~(h)可知,当细胞质、树突和轴突的折射

率增大,即当线粒体和细胞核的折射率与其差值Δn
逐渐减小时,线粒体与细胞核的相移逐渐减小.假

定细胞核和线粒体部分为均质,取其各自的相位中

心点(相心)作为亚结构监测点.图８(i)所示为细胞

内部线粒体与细胞核相心处的相移量随Δn 的变化

情况.由图８(i)可知,细胞内线粒体和细胞核的相

移与Δn 呈线性变化关系.也就是说,线粒体和细
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胞核的相移量与折射率的变化呈正相关,这样就可

以通过监测样品的相位变化来表征其内部折射率的

变化,从而直观地表征离子浓度的变化.

４　结　　论

本文基于神经元放电活动的物质本质和动力学

特点,从膜电位、离子浓度、折射率、相位分布的内在

关系入手,运用光相位成像技术研究神经元模型光

相位信息分布及其对折射率动态变化的表征.基于

神经元基本结构建立了相位模型,获得了其在入射

方向上的光相位分布信息,并通过相位梯度等相关

函数的计算,根据模型的轴向亚结构边界的信息分

析出样品的形态结构特征.基于神经元放电活动的

本质是胞内离子浓度的变化,以样品折射率的变化

为基础,将其在相应相位信息中直观表征出来,为后

续研究用相位参量描述神经元放电活动提供了一定

基础.针对具有复杂亚结构的样品,引入异质对比

补偿的思想,给出了相应亚细胞结构局部的静态和

动态分析,并且避免了繁琐的相位信息解耦运算.
上述基于光相位成像的分析方法可为神经元放电活

动的原态直观监测提供一种新的思路.该方法目前

尚处于理论与仿真分析阶段,相对于神经元的实际

结构,采用的模型较为简单且仅考虑了胞体折射率

呈线性变化的情形,尚有一定的局限性,后续将在实

验和理论两方面进一步开展研究.
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