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摘要 远场光学显微成像是获取待测样品三维结构信息及其动态变化不可或缺的技术。非接触无损害的快速光

学三维显微成像技术在生物细胞、生物组织等生物医学成像领域具有独特的应用优势和巨大的应用需求。受限于

目前的光电器件只能实现光强的直接探测,光学显微三维成像技术往往通过扫描技术、编码技术或数值算法等将

光场的相位等信息转换为光强信息,再通过探测被待测样品调制的光波场强度的变化解析出原始样品的信息,以
实现对样品三维形貌、内部结构或折射率分布等多种信息的可视化。利用光波的相干性,结合适当的分波技巧,实
现两束光的互干涉或自干涉,将光波场相位信息编码至干涉图样的强度分布中,然后结合适当的算法对干涉图样

进行重建,是实现光学三维显微成像的一个重要技术。本文对基于光的干涉,利用干涉条纹的强度提供成像对比

度的三维显微成像技术进行综述,阐明了激光照明的数字全息显微、部分相干光照明的数字全息显微、光学相干断

层显微和空间非相干光照明的自干涉数字全息显微成像技术的基本原理、成像特性,以及该类技术在样品定量相

衬成像、三维层析成像、非扫描快速三维显微成像等领域的应用,同时对该类技术衍生的新技术以及该类技术的未

来发展方向进行了详细讨论。
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1 引  言

远场光学显微成像技术以其易操作和对生物样

品无侵害、低损伤的特性,被广泛应用于生物领域的

科学研究和临床医学诊断中。近年来,随着多种光

学和化学操控技术的建立以及光电探测元件的不断

发展,远场光学显微成像的分辨率、速度和信噪比等

得到了突破性提升。荧光超分辨三维显微成像技术

使细胞内纳米尺度的结构或蛋白质的动态得以可视

化,极大地增强了人们对具体生命过程中生物学或

生物物理学机理的理解。在显微成像过程中,被样

品信息调制的物光波的振幅和相位携带了吸收系数

和折射率分布等有关样品结构和特性的重要信息。
现有的光电探测器件只能实现对光强的直接探测,
不能直接探测光波的相位。光电探测器件的局限,
促使人们发展新的光学显微成像技术,以实现对样

品相位信息的获取或三维显微成像。其中,利用光

的干涉将相位信息转化为强度信息是光学显微成像

技术发展中的一个重要突破。干涉成像技术的基本

原理是实现物光波的相位在干涉图样强度分布中的

定量编码。在重建过程中对物光波的振幅和相位信

息进行提取和利用,便可以利用相位、折射率分布与

三维形貌等的对应关系恢复出样品的结构和功能信

息。同时,振幅和相位信息还可以用于描述物光波

在三维空间中的传播过程以及获取任一轴向平面上

的光强 分 布,进 而 实 现 对 样 品 的 快 速 非 扫 描 三 维

成像。
光的干涉一直在不同类型的显微镜中发挥着重要

作用[1-10]。干涉显微成像是将光干涉和显微结合起来

的技术。本文所指的光干涉显微成像技术界定为基于

样品的物光(样品被激发出的荧光、被样品散射的照明

光等)与相适应的参考光干涉,利用干涉图提供的成像

对比度(强度、相位)实现三维显微成像、定量相衬成像

或三维层析成像的技术,例如数字全息[2-6]、光学相干

断层成像(OCT)[7]、自干涉数字全息[8]等。这类技术

都是直接利用光干涉对样品的形貌进行测量的显微成

像技术。此外,iPALM[9]、自干涉荧光显微(SELFI[10])
等可以认为是结合光干涉提升成像性能的技术。本

文着重阐述了利用光干涉图提供的成像对比度实现

三维显微成像的技术,并依据显微成像机理对光干

涉三维显微成像技术进行了简要的梳理和分类,如
表1所示。
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表1 光干涉三维显微成像技术对比

Table
 

1
 

Comparisons
 

of
 

different
 

optical
 

interference
 

three-dimensional
 

microscopic
 

imaging
 

techniques

Technique Illumination Advantage Limitation
Spatial

 

imaging
 

resolution
Potential

 

applications

Digital
 

holography
Spatially

 

and
 

temporally
 

coherent

Non-scanning
 

three-dimensional
 

(3D)
 

imaging,
 

quantitative
 

phase
 

contrast
 

imaging

Coherent
 

noise,
 

phase
 

wrapping,
 

hard
 

to
 

access
 

the
 

structures
 

inside
 

the
 

samples

Diffraction
 

limited
Morphology

 

of
 

biological
 

samples

Partially
 

coherent
 

digital
 

holography
Partially
 

coherent

Quantitative
 

phase
 

contrast,
 

low
 

speckle
 

noise

Necessary
 

sample/system
 

scanning,
 

phase
 

wrapping

Diffraction
 

limited
3D

 

phase
 

contrast
 

imaging
 

of
 

biological
 

samples

Optical
 

coherence
 

tomography
Partially

  

coherent
3D

 

tomography,
 

high
 

axial
 

resolution
2D/3D

 

scanning
 

is
 

necessary

Lateral:
 

diffraction
 

limited,
 

axial:
 

on
 

the
 

micrometer
 

order

Ophthalmology
 

imaging,
 

endoscopic
 

tomography

Incoherent
 

digital
 

holography
Spatially

 

incoherent,
 

temporally
 

coherent

Non-scanning
 

3D
 

imaging
 

for
 

fluorescent/spatial
 

incoherent
 

sample

Limited
 

signal-
to-noise

 

ratio

Lateral:
  

~100
 

nm,
 

axial:
 

less
 

than
 

diffraction
 

limited

3D
 

super
 

resolved
 

fluorescence
 

microscopy

  利用物光与一束参考光的干涉,可以从所获得的

干涉图样强度分布中实现物光振幅和相位的同时定量

探测。数字全息技术根据上述原理恢复出完整的物光

场,然后通过数值计算实现快速的三维成像。此外,数
字全息技术还可实现定量的相衬成像,并可重建样品

的折射率分布。结合强度和折射率分布图像,数字全

息显微可以更好地建立细胞的结构改变与其内在特性

变化之间的联系。因此,数字全息技术在生物医学成

像领域具有独特的优势[11]。此外,对部分相干光源

进行合理的开发和利用,可以很好地解决相干散斑

噪声对传统数字全息技术成像质量的影响。利用时

间相干性阈值提供的光学切片效应,可以使基于部

分相干光干涉的数字全息显微和 OCT技术实现样

品的层析成像,为样品三维结构的观察提供了一种

重要手段。OCT技术一经提出便得到了快速发展,
并已在人眼成像等临床医学检测领域展现出了不可

替代的优势[12]。
近几年发展的自干涉数字全息技术将数字全息技

术的应用扩展至自然光、荧光等空间非相干光领域,使
其优势在显微生物成像领域得以展现[13]。与传统的

荧光显微技术相比,自干涉数字全息显微可以实现非

扫描三维成像,在成像速度上更具优势,而且成像分辨

率可以突破衍射极限[14]。结合数值算法,该技术还可

以对系统中的光学像差进行校正,提升该技术在实际

成像应用中的性能[15]。因此,自干涉数字全息显微技

术近年来获得了较多关注,并在荧光显微成像领域展

现出了独特的应用潜力。除了上述技术外,近年来还

出现了其他基于荧光自干涉的超分辨率三维显微成像

方法,不断地对现有显微技术的各项性能指标进行优

化和提升。
综上所述,基于光干涉的显微成像技术可以实现

样品的快速三维成像或定量相衬成像。这些特性使得

此类技术能够在生物学成像领域对目标的空间结构或

光学特性改变进行动态追踪,有利于揭示具体生命过

程中的更多细节和机理。基于光干涉的显微成像技术

近年来得到了诸多关注并实现了快速发展。本文对基

于物光与相适应的参考光干涉并利用干涉图提供的成

像对比度实现三维显微成像或相衬显微成像的数字全

息、OCT、自干涉数字全息和荧光自干涉三维显微术

的基本原理、实现方法、技术优势和局限、应用领域,以
及潜在的发展方向进行综述。

2 光干涉的基本原理以及几种主要的
实现机理

  光源的相干性可以描述为空间相干性和时间相干

性。如果要使两束光发生干涉,则参与干涉的两束光

需要满足一定的相干条件。根据照明光源的相干性以

及干涉成像机理,设计配置相应的光路,就可以实现物

光与参考光的干涉。干涉光场的强度IH(x,y)分布

可以描述为

IH(x,y)= O(x,y)+R(x,y)2= O(x,y)2+ R(x,y)2+O(x,y)R*(x,y)+
O*(x,y)R(x,y)=o2(x,y)+r2(x,y)+2o(x,y)r(x,y)·cos2{j[ϕo(x,y)-ϕr(x,y)]}, (1)
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式中:O(x,y)=o(x,y)exp[jϕo(x,y)]为物体的透

射光波或散射光波在记录平面上的复振幅分布,其中

o(x,y)和ϕo(x,y)分别为物光波在记录平面上的振

幅和相位分布;R(x,y)=r(x,y)exp[jϕr(x,y)]为
相干参考光波,其中r(x,y)和ϕr(x,y)分别为参考

光在记录平面上的振幅和相位分布。由式(1)可见,全
息记录平面上的干涉图样强度分布中定量地编码了物

光的复振幅信息。当参考光的振幅r和相位ϕr 已知,
且可通过某一方法(例如离轴记录或同轴相移)将直流

项o2(x,y)和r2(x,y)去除时,便可以通过某种光学

方法或数值方法,获取完整的物光波前,即物光波的振

幅和相位。图1列举了在空间相干、部分空间相干和

空间非相干的准单色光照明情形下实现两束光干涉的

光路配置示意图。

图1 不同照明情形下实现物光和参考光干涉的几种主要机理。(a)相干照明;(b)部分相干照明;(c)空间非相干照明,

   其中CPM表示通过计算生成的用于分波的相位掩模版

Fig 
 

1Several
 

main
 

mechanisms
 

for
 

object-
 

and
 

reference-beam
 

interference
 

under
 

different
 

illumination
 

conditions 
 

 a 
 

Coherent
 

illumination 
 

 b 
 

partially
 

coherent
 

illumination 
 

 c 
 

spatial
 

incoherent
 

illumination 
 

where
 

CPM
 

is
 

the
 

computer-
    generated

 

phase
 

mask
 

for
 

beam
 

dividing

  图1(a)所示情形对应的是典型数字全息记录光

路。相干光源在照射到样品前即被分为两束,一束光

被样品调制为物光后继续传播至记录平面,另一束光

(参考光)则未经样品调制,而是直接通过系统到达记

录平面。物光和参考光中任意两点都是空间互相干

的。对于该类系统,在记录平面上,参考光一般是具有

复振幅分布已知的平面波或球面波,而物光的复振幅

分布与物体的复振幅透过率之间通常具有定量的对应

关系,而且可以用菲涅耳衍射和共轭成像等理论描述。
基于这种完整记录波前的方式,物光波的相位分布中

包含了有关样品深度方向的结构信息,因此可以从二

维全息图中实现样品的三维重建。
图1(b)所示情形对应的是自参考数字全息的记

录过程,一般用于部分相干照明系统。考虑到要充分

利用光源的相干性,部分相干照明系统在光路配置上

需要采用适当的分波方式。其中参考光是通过适当的

方式(如低通空间滤波)从照射样品后的物光中获得

的。在记录平面上,由于滤除了高频信息,参考光可以

近似认为是复振幅分布已知的平面波或球面波,而物

光的复振幅与完全相干照明下的传统数字全息系统类

似,定量编码了有关物体复振幅透过率的信息。与传

统的数字全息系统相似,部分相干照明的数字全息系

统通过记录和恢复物光波完整波前的方式实现样品的

三维成像。
在空间非相干准单色光照明或荧光作为光信号的

情形下,光场中的任意两点不具有空间互相干性,此时

需要针对物体上的某一个点光源进行分析。物光和参

考光均来自同一个点光源,参考光是利用特殊的光路

配置或光电器件从物光中分离获得的,与物光是空间

自相干的。如图1(c)所示,参考光与物光分别被会聚

到不同的轴向平面,在两光束重合区域进行自干涉,形
成对应物点的全息图。自干涉全息系统中所记录的全

息图可以理解成是由无数点源全息图非相干(光强)叠
加形成的。所记录的干涉光场的强度分布可以写成

IH(x,y)=∑
n

z=1
O(x,yz)PSH(x,yz),(2)

 

其中,
PSH(x,yz)=o21(x,y)+o22(x,y)+
2o1(x,y)o2(x,y)cos2(φ1-φ2), (3)

式中:O1(x,y|z)=o1(x,y|z)exp[jφ1(x,y|z)]和
O2(x,y|z)=o2(x,y|z)exp[jφ2(x,y|z)]分别表示

来自同一物点的参与干涉的两束光波在记录平面上的

复振幅分布;PSH(x,y|z)为物点的全息图,也称为表

征系统特性的点扩散函数;φ 为物点发出光波的相位;
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z代表轴向空间位置;表示二维卷积操作。点源全

息图的强度分布通常与菲涅耳波带片类似,但其所编

码的信息的物理意义与传统数字全息记录的情形不

同。类菲涅耳波带片的点源全息图的条纹中心位置编

码了该点源的横向位置,疏密条纹编码了点源的深度

位置。与传统的数字全息相比,自干涉全息可以实现

针对点光源的波前探测。因此,自干涉全息术可以实

现样品的非扫描三维重建。但是,由于光源的空间非

相干性,全息图的复振幅分布中不含有关于样品相位

或折射率分布的定量信息。另外,点源全息图的相位

分布φ1-φ2 会受到光学像差的影响,并且包含了与

系统光学像差相位分布有关的信息。需要注意的是,
由于物光和参考光中均携带有相位信息,点源全息图

中包含的有关光学像差的信息是物光与参考光的差分

信号,一般不能与系统光瞳的相位分布直接对应。
在全息图的重建方面,基于相干光照明的传统全

息术通常使用一束相干光波照射全息图,在全息图后

某一距离处可以接收到样品清晰的聚焦重建像;而数

字全息术采用数码相机记录全息图,并通过计算机中

模拟的光波菲涅耳衍射和传播过程进行全息重建。假

设全息图的强度分布为 H(x,y),则全息重建像的复

振幅分布U 可以描述为

U(x,y)= H(x,y)exp-j
π

λzr
(x2+y2)



 


 ,(4)

式中:λ 代表光波长;zr 表示重建距离。通过改变zr
的值可以重建不同深度处样品的二维结构分布。图1
所示的三种全息记录情形均可利用式(4)重建,设置不

同的重建距离便可以对样品进行三维重建。需要注意

的是,由于照明光源和记录光路的区别,基于单幅全息

图重建样品强度分布时,采用激光或部分相干光照明

的数字全息系统可以得到不同深度平面的清晰的聚焦

重建像。自干涉全息也可以实现类似的三维重建。基

于单幅全息图重建样品相位分布时,采用激光或部分

相干光照明的数字全息系统可以实现定量重建,但只

能反映出样品的形貌而不能重建样品的内部信息。自

干涉全息由于光源相位的随机分布而不能重建样品的

相位分布。此外,其他干涉成像技术也可以利用不同

的方式进行重建,例如,频域OCT直接对所记录的干

涉图样进行离散傅里叶逆变换便可以重建样品沿轴向

的层析结构分布。值得注意的是,由于轴向的欠采样

问题(是由二维全息图恢复三维信息导致的),数字全

息技术本身并不能实现真正的三维层析成像,还要结

合多角度照明、波长复用等其他技术。

3 数字全息显微及其在生物样品三维
成像领域的应用

  Gabor[16]提出的全息成像技术,可以实现从物光

和参考光干涉产生的强度图中恢复物光的完整波前

(振幅和相位),从而得到物体的三维像。数字全息利

用现代电荷耦合器件(CCD)或半导体金属互补氧化物

(CMOS)器件实现全息图的高信噪比记录,进而可以

在计算机中对所获得的数字全息图进行处理。与传统

的光学显微成像方法相比,数字全息显微在全息图的

后处理上具有显著优势。例如,在数值算法中可以首

先模拟一束光波照明到所记录的全息图上,而后通过

衍射传播计算光波的复振幅被全息图调制后在自由空

间或给定光学系统中传播的过程,并获得任意平面上

的复振幅分布,从而仅需单幅全息图便可以实现样品

中任意深度处空间结构的三维重建。在生物样品显微

成像领域,数字全息显微作为一种全场、非侵入、无需

标记样品的三维成像技术,得到了广泛关注并实现了

快速发展。接下来,本文分别对使用高度相干激光照

明的数字全息显微技术以及使用部分相干光源照明的

短相干数字全息显微技术及其在生物医学成像领域的

应用进行介绍。
3.1 激光照明的数字全息显微成像

激光器的发明为全息术提供了良好的高度相干光

源,离轴全息[17-18]、反射全息、白光再现照明全息、数
字全息等一系列技术的提出和发展,使全息术焕发出

蓬勃的生命力,并被应用到各个领域中。数字全息技

术的出现使样品的定量相衬成像成为可能,并引领了

20世纪90年代末离轴数字全息显微成像技术的快速

发展。图2给出了典型离轴数字全息显微系统的光路

结构[2]。激光器发出的光经过扩束后,被分束棱镜

BS1分为两束:物光透射照明样品S并被显微物镜

MO1收集,之后经分束棱镜BS2反射后到达CCD探

测器;参考光直接通过另一个显微物镜 MO2后透过

分束棱镜BS2到达相机,并与物光产生干涉。调节

BS2的角度,可在物光与参考光的传播方向之间引入

一个夹角,形成离轴记录配置。因为物光和参考光经

过不同的传播路径,并以一定的夹角入射到探测器平

面,所以这类系统可以称为非共路离轴系统。离轴全息

显微系统中不一定要布置单独的参考光路径,参考光还

可以通过在空域或频域内进行空间滤波或使用特殊光

学元件的方式,从物光中分离得到[19-23],如图3所示。

图2 典型离轴数字全息显微系统的光路结构[2]

Fig 
 

2 Optical
 

path
 

structure
 

of
 

conventional
 

off-axis
 

digital
 

   holographic
 

microscopy
 

system 2 
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图3 共路离轴数字全息显微系统的光路图[23]

Fig 
 

3 Optical
 

path
 

of
 

common-path
 

off-axis
 

digital
 

   holographic
 

microscopy
 

system 23 

利用图2或图3所示的系统获取样品的全息图,
而后在计算机中对单幅全息图进行重建,便可快速恢

复出 包 含 样 品 光 学 厚 度 和 折 射 率 分 布 的 相 位 信

息[24-33],而且定量获取的相位信息还能与其他物理量

相联系。结合自动聚焦算法,在数字全息重建过程中

寻找重建图像质量评价参数极值对应的重建距离,可
以实现样品的三维成像[2,34-44]。基于数字全息显微技

术的成像特性,该技术已在样品力学特性的动态测

量[26,45]、液体中悬浮微粒三维位置的快速定位、生物

细胞的三维形貌检测、定量相衬成像领域得以持续

推进[2,44]。

  生物细胞的形态变化往往与其生理特性有着紧密

联系。然而,细胞属于相位型物体,对可见光的吸收系

数往往较小,相当于透明样品,对其进行直接成像时,
对比度较低。数字全息技术利用光的干涉将相位信息

编码于干涉条纹的强度中,能够从单幅全息图中快速

地重建样品的相位分布,实现细胞的高对比度观察。
采用快速的定量相衬显微成像技术,可以在细胞培养

过程中对其形貌或内部折射率变化进行实时观测,有
利于揭示其结构与功能之间的联系或及时发现病变

等。采用数字全息显微技术对活生物细胞进行定量相

衬成像,不仅可以对细胞形貌和折射率变化进行高对

比度观察[45-49],还可以对血管形貌与视网膜层光学厚

度之间的联系进行研究[49],也可以对活造骨细胞进行

长期定量观察,以分析细胞在不同环境下的时空形态

改变[50]。图4给出了利用数字全息显微定量相衬成

像技术对不同形状血红细胞进行区分并分别计算单个

细胞体积的实验结果[51]。根据全息图重建获取的细

胞生物学参数与形貌信息,可以分析其与各类病理学

变化之间的联系。此外,数字全息显微技术可被应用

于神经科学的具体研究中。除了可以对神经细胞进行

相衬成像外,还可以利用细胞的神经活动与其内部光

学特性之间的联系进行更为具体的研究。将数字全息

相衬显微与电生理学探测相结合,可以对跨膜离子电

流 强度与细胞脱水量之间的关系进行精确研究。如

图4 血红细胞的相位重建图像[51]。(a)口形血红细胞的相位重建图;(b)盘状血红细胞的相位重建图;(c)经分水岭算法处理后

的口形血红细胞的相位图;(d)经分水岭算法处理后的盘状血红细胞的相位图;(e)分割后得到的单个血红细胞的相位图

  像;(f)(g)(h)经标记分水岭算法进一步分割得到的图像
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图5(b)所示,用谷氨酸盐(500
 

μmol/L,200
 

ms)刺激

神经细胞后引起了与细胞内向电流(灰色曲线)相互关

联的相位信号曲线[黑色曲线,提取自图5(a)中黑色

圆圈所示区域]的短暂下降。研究结果表明,渗透作用

下细胞含水量的改变伴随着离子电流强度的变化[52]。
这一研究结果可用于对神经细胞凋亡的早期探测。

图5 数字全息相衬显微用于监测神经细胞活动[52]。(a)鼠皮层神经细胞的定量相衬显微成像结果;(b)刺激神经细胞后引起

相位急剧短暂下降

Fig 
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图6 不同深度平面处浮游生物的聚焦像[55]。(a)0.960
 

mm;(b)0.995
 

mm;(c)3.268
 

mm;(d)12.010
 

mm;(e)2.090
 

mm;

   (f)8.620
 

mm;(g)1.050
 

mm;(h)3.039mm;(i)4.440
 

mm
Fig 
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  数字全息显微术的另一个独特优势是可以在样品

或显微物镜不进行轴向移动的前提下,快速地从所获

取的全息图中实现样品的三维重建,即可以实现非扫

描三维成像。例如,利用数字全息显微系统可以对微

球以及硅藻、黑腹果蝇等生物样品进行非扫描三维显

微成像[53]。对乳胶微球以及悬浮在明胶中的亚铁磁

珠进行的实验和分析,证明了全息三维重建的分辨率

可以达到亚微米级[54]。如图6所示,利用数字全息显
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微系统,可对5~100
 

μm的微小型浮游生物进行三维

成像和准确识别[55]。结合多角度照明和波长复用技

术的数字全息系统还可以实现在较大体积内对生物样

品三维运动轨迹的追踪[56-57]。根据数字全息显微系

统测量得到的微球和血红细胞的三维运动轨迹和运动

速度,可以对液体的流动模式进行定量分析[58],因此,
数字全息显微技术可以进一步应用于血流动力学领

域,实现圆形微管中血红细胞运动模式的分析[59]。数

字全息显微成像还可以被应用于血红细胞动力学特性

分析[60]、水中气泡场三维分布研究[61]以及海洋浮游

生物几何参数测量等领域[62]。
尽管离轴全息显微系统使用的是相干性较高的激

光光源,但当物光路径和参考光路径之间的光程差较

大时,全息图干涉图样的对比度可能会下降,从而降低

了重建像的信噪比等成像性能。与之相比,同轴全息

显微技术的光路系统更加简单,系统稳定性更高,而且

对机械振动更不敏感。同时,同轴全息系统对空间带

宽的利用更加充分,在相同数值孔径下能提供的空间

分辨率更高。与Gabor提出全息术之初使用的光路

配置相似,同轴全息将样品的散射光波作为物光,将直

透光作为参考光,因而不需要设置额外的参考光路径。
然而,重建像与其孪生像、零级项之间的相互交叠会影

响同轴全息系统的成像质量。结合不同的数值算法,

通过使用不同的约束条件以及在全息图和重建像之

间进行多次传播迭代,可以很好地解决孪生像和零

级项的干扰问题,并可以实现样品的三维成像或重

建其相位分布[63-67]。目前,同轴全息显微系统已被

广泛应用于生物医学和环境监测中[68]。如图7所

示,将无透镜的同轴数字全息、强度传输方程及多平

面迭代相位恢复等技术结合,可以实现对病理学切

片的三维大视场高分辨率成像[69]。在图7(a)所示

的结果中,两个白色方框分别示意了20倍和40倍

显微物镜所能提供的视场。图7(b)和图7(c)中分别

给出了黄色方框所示部分的无透镜全息重建结果与

40倍显微物镜直接成像结果的对比。可见,在不牺

牲空间分辨率的前提下,该技术能提供比传统显微

镜更大的成像视场。近年来,数字全息研究领域中

重要的研究方向之一是通过结合其他技术或器件实

现成像模态的扩展或功能性的提升。例如,结合微

流控通道器件,可以研究不同环境下细胞形貌的动

态变化[69]。将片上(on-chip)无透镜数字全息技术与

波长扫描技术结合所实现的大视场高分辨率快速定

量相衬显微成像系统,在面向生物样品的实时观测

应用中具有极大的潜在应用优势[70]。有关无透镜数

字全息显微技术及其在生物医学成像中的应用可参

见文献[68]。

图7 基于无透镜同轴数字全息实验系统的大视场高分辨率生物样品显微成像结果[68]。(a)人乳腺导管癌细胞的无透镜全息

大视场振幅重建像;(b)图(a)中黄色方框区域的放大显示;(c)传统显微成像结果;(d)全息图
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  此外,针对弱散射或反射型样品,可以采用适用性

更广的同轴相移全息显微术进行观察。该技术首先在

参考光相位中依次引入至少3个不同的常数相移值,
用于分别记录对应的全息图,而后通过数值计算便可

实现孪生像和零级项的抑制[71]。在实际系统中,可使

用高精度压电陶瓷器件驱动反射镜或空间光调制器直

接调制的方式实现相移。结合广义相移方法可以降低

对 相 移 器 件 精 度 的 要 求,并 有 效 降 低 系 统 的 成

本[72-76]。然而,分时采集多幅相移全息图会导致系统

成像速度下降,不利于对动态样品或动态过程的观察。
如图8所示[77],并行相移技术利用安装在相机前面的

微型偏振器件阵列,实现空间复用相移全息图的记录,
因而提高了系统的成像速度,实现了单次曝光的相移

全息成像[77-81]。空间复用会导致全息图欠采样,进而
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图8 并行相移数字全息光路图及原理示意图[77]。(a)光路图;(b)安装在图像传感器前的空间复用偏振器件的细节;
(c)在记录的全息图中,不同像素上记录的信号具有不同的相移值
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产生噪声,采用并行相移数字全息与插值算法[77-79]或

压缩感知算法[80]相结合的方法可以对这些噪声进行

有效抑制。
对于数字全息显微而言,若要实现真正的三维成

像(三维层析成像),除了需要改进技术以提升成像的

分辨率、信噪比、成像速度等指标外,还有一个待解决

的问题,即,从一幅二维全息图中重建三维信息的轴向

维度欠采样问题。压缩感知恰好提供了一个可由欠采

样的探测数据不失真地重建原始数据的数学模型,也
为解决数字全息轴向欠采样问题提供了一个可靠途

径。近年来,结合压缩感知的数字全息技术被提出并

得以快速发展。压缩感知首先假设样品在某一变换域

中可被稀疏表示,然后通过求解最优化过程对样品的

三维结构进行估计。对于结构分布较为简单的样品,
同轴数字全息成像过程可以被近似认为是一个稀疏化

的编码过程[82]。如图9所示,结合同轴数字全息与压

缩感知算法,可以从单幅全息图中实现三维样品的层

析重建[82]。此外,结合深度学习等其他数值算法的全

息三 维 重 建 方 法 近 年 来 得 到 了 广 泛 关 注 和 快 速

发展[83-85]。

图9 基于压缩感知算法实现的同轴数字全息三维层析成像[82]。(a)记录的全息图;(b)(c)三维物体在不同轴向平面上的图像;
(d)压缩感知重建后不同重建距离所对应的重建像
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  结合波长复用、多角度照明也可以实现数字全息

定量相衬三维层析成像。数字全息定量相衬三维层析

显微技术以其无标记三维折射率分布成像能力,可以

对细胞内部生物物理学参数的时空分布进行分析,是
目前对细胞和组织进行无创成像研究时使用的重要工

具之一。在不同的照明角度下拍摄多张全息图,然后

结合后向投影滤波算法,就可以实现对样品折射率分

布的三维层析重建[83-84]。利用该类系统可以实现对

血红细胞或白细胞体积、表面积或其他生物物理学参

数的测量,也可以对血液疾病导致的血红细胞形态改

变进行研究,还可以实现对有丝分裂等细胞生命过程

或病理学进程的动态观察。文献[83]对数字全息定量

相衬三维层析显微在生物医学方面的相关应用进行了

综述。
3.2 部分相干光源照明的数字全息显微

激光光源的使用极大地推进了数字全息显微术的

发展进程,并使得光路设计、配置和调整变得更为简

单。然而,激光的高度相干性引入的散斑噪声(相干噪

声)严重地影响了重建像的质量。尽管可以通过记录

多幅含有不相干散斑噪声的全息图并进行平均或通过

数字处理的方式对相干噪声进行抑制,但这些方法都

会导致系统的成像速度或空间分辨率损失[85]。为了

解决这一问题,部分相干光源被引入到数字全息显微

系统中。通过降低光源空间相干性的方法,可以有

效降低重建像中散斑噪声的干扰,提高振幅和相位

的重建精度。在系统中引入旋转毛玻璃来降低光源

空间相干性的方法使得重建像的质量得到了有效提

高[86]。出于简化系统结构和降低成本的考虑,近年

来,研究人员更倾向于采用空间相干性较低的LED
器件作为照明光源,以实现对散斑噪声的抑制[87-89]。
为了获得对比度较高的干涉图样,采用低相干光源

的干涉显微系统需要确保物光和参考光之间的光程

差较小。这对物参分离式系统的调节精度提出了更

高要求。因此,低相干光源往往被用于物参共路式

干涉显微系统中。例如,基于横向剪切的数字全息

显微系统使用低相干光源来实现无散斑的高精度相

位测量[90]。近年来,基于点衍射干涉仪的部分相干

或白光照明数字全息显微系统得到了广泛关注及研

究[21-23],其中典型的系统光路示意图及实验结果如

图10所示[22]。目前,采用部分相干光源照明的数字

全息显微系统已被应用于生物细胞相位测量、生物

组织三维成像和微纳结构表面形貌测量等方面。关

于该类技术的实现方式和应用领域等更多详细信息

可参见综述文章[91]。

图10 基于点衍射干涉的干涉显微成像系统[22]。(a)光路示意图;(b)血红细胞定量相衬成像结果
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图11 定量相衬图像[95]。(a)相干光源下数字全息显微系统拍摄的肌原纤维的定量相衬图像;(b)低相干超短脉冲激光源下

   数字全息显微系统拍摄的肌原纤维的定量相衬图像;(c)沿图(a)、(b)中红线和蓝线位置处的二维高度轮廓
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  另外,低时间相干光源也被用于生物样品的数字

全息三维层析显微成像中。较低的相干长度使得样品

中只有很小的一个深度范围内发出的物光才能与参考

光干涉产生全息图。通过调节参考光路径的光程,可

以在三维样品内部沿着深度方向移动这一干涉区域,
从而实现三维层析成像。采用这一方法可以实现全场

层析成像[92-93],或对处于较强散射介质后面的物体实

现成像[94]。如图11所示,该类方法已被应用于对生
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物组织内肌原纤维的定量相衬显微成像[95]。图11(a)
所示是使用相干光源获取的结果,与其相比,低相干超

短脉冲光源的使用有效抑制了相干噪声对图像质量的

影响。从图11(b)中可以清晰地观察到隐藏在组织内

部的条纹状肌纤维的分布情况。

4 OCT显微成像技术及其在生物样品
三维成像领域的应用

  OCT技术从物光和参考光的干涉图样中提取样

品沿深度方向的结构信息。时域OCT的系统结构与

数字全息系统类似,都基于迈克耳孙干涉仪,但时域

OCT技术又不同于数字全息术。OCT技术一般使用

弱时间相干的会聚光波照明样品,样品的背向散射

光与参考光之间产生的干涉图样包含了光源相干长

度范围内样品沿深度方向的结构信息。利用计算机

对这一信息进行处理,并结合一维轴向扫描(A-scan)
和二维横向扫描(B-scan),便可以实现样品的三维层

析成像。如图12所示的频域 OCT系统利用光谱仪

对物光和参考光的干涉信号进行探测,而后经过傅

里叶逆变换操作便可以获得样品在较大范围内(与
时域OCT相比)沿深度方向的结构分布[96]。由于不

需要进行 A-scan,频域 OCT系统的成像速度更快,
而且具有更高的成像信噪比,因而已被广泛应用于

生物医学和工业检测领域。图13给出了基于频域

OCT显微系统获得的人眼角膜和虹膜肌的三维层析

成像结果[97]。

图12 频域OCT系统结构图[96]

Fig 
 

12 Schematic
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frequency
 

domain
 

OCT
 

system 96 

图13 基于频域OCT获得的视网膜成像结果[97]

Fig 
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  由于结合了内窥成像系统和偏振光学探测器

件,偏振敏感的 OCT系统已被应用于 人 体 声 带、
气管等组织 的 成 像 以 及 临 床 诊 断 中[98-104]。基 于

OCT获 取 的 样 品 三 维 层 析 图 像 在 医 学 临 床 诊 断

上具有 重 要 的 指 导 意 义。偏 振 敏 感 的 内 窥 OCT
显微系统对慢阻肺患者支气管横切样品的成像结

果[99]如图14所示。在图14(a)所 示 的 组 织 学 图

像中,平滑肌由黑线示出,血管由红线示出,软骨

由蓝线示出。在 图14(c)和 图14(d)所 示 的 相 位

敏感 OCT图像中,白色箭头指向平滑 肌,黑 色 箭

头指向软骨。可见,两组结 果 中 平 滑 肌 和 软 骨 的

分布具有较好的一致性。此 外,非 侵 害 性 的 内 窥

OCT显微方法适用于活体和在体观察,对于临床

诊断具有重 要 意 义。关 于 OCT技 术 及 其 在 医 学

成像和诊断领域应用的更多具体信息可参见综述

文献[105-110]。
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图14 慢阻肺患者支气管横切样品的成像示例[99](图中比例尺为0.5
 

mm)。
 

(a)组织学图像;(b)对数缩放下的衰减系数分布;

   (c)0~1范围内的归一化光轴一致性分布;(d)0°~180°范围内的相对光轴取向
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5 自干涉数字全息显微成像技术及其
在生物样品三维成像中的应用

  现实世界中的许多光源都属于非相干光源。不同

于单色性好且空间高度相干的激光光源,非相干光源

中包含着许多不同的波长成分,且光源平面上来自任

意两点的光不具备任何相干性,彼此之间不能产生干

涉。在现代光学成像领域,由于各光学元件均存在

色散现象,因此实际应用中往往需要使用干涉滤波

片或光栅等器件将非相干光源转变为具有一定时间

相干性的准单色光。然而,非相干光源的空间非相

干性阻碍了其在全息成像领域的应用。以荧光样品

为例,对比荧光显微和上述采用LED部分相干光源

照明的全息显微。可以发现,虽然荧光的时间相干

性不弱于LED光源,但由于是自发光样品,且样品中

任意两个荧光团发出的光不具有相干性,因此不能

采用常用的物光和参考光光路配置实现荧光显微中

的干涉记录。
全息术提出后不久,在天文成像领域便发展出了

非相干全息的基本概念。最早的非相干全息使用胶片

记录光波照射菲涅耳波带片后形成的投影强度分布,
进而实现自发光物体的三维重建[111]。而后,人们发

展出了基于干涉原理的多种非相干全息技术[112-116]。
此类技术将物体看作是由无数物点构成的,且任意两

个不同物点发出的光波是统计独立的。通过使用特殊

的光路配置或光学元件,可将来自同一物点的光波分

为两束。由于这两束光源来自同一物点,因此,它们是

空间自相干的,并具有一定的时间相干性,可以发生干

涉,从而可以形成该点源的全息图。扩展物体的全息

图是由所有物点非相干(光强)叠加而成的。由于参与

干涉的两束光波均来自样品本身,故也将这类非相干

全息技术称为自干涉全息术。与空间相干的单色光照

明下的传统全息技术不同,非相干自干涉全息不能获

得一个完整的物光波前分布。相应地,每个物点发出

的光波的完整波前能够被独立地记录并重建,其中编

码了该物点的三维位置信息。如果记录的是同轴菲涅

耳全息图,则点源全息图具有与菲涅耳波带片相似的

强度分布,而且任意两个物点所形成的点源全息图均

不相同。所形成的一系列菲涅耳波带片的中心位置和

疏密条纹分别编码了对应物点的横向以及轴向位置信

息。然而,点源全息图会不可避免地受到直流项和孪

生像的干扰,且点源全息图彼此之间的非相干叠加会

加剧这些干扰项的影响,使得早期自干涉全息图的信

噪比较低。虽然可以通过相移技术对这些干扰项进行

抑制,但早期通过旋转波片实现的相移方法严重降低

了系统的成像速度[117-119]。
菲涅耳非相干关联全息术FINCH(非相干光源)

将空间光调制器(SLM)作为分波和相移器件,很好地

解决了非相干全息术早期存在的分波方法不灵活的问

题和局限性。FINCH 可从单幅复值全息图(通过多

幅相移全息图合成后获得)中实现空间非相干照明或

自发光样品的非扫描三维成像。FINCH以其在荧光

三维显微成像领域所展现出的独特优势,一经提出便

得到了诸多关注。图15(a)给出了FINCH三维显微

系统的光路示意图[13]。使用激发光激发出样品的荧

光,利用显微物镜对荧光进行收集。荧光信号中混杂

的激发光经过二向色镜和荧光滤波器后被滤除。利用

SLM的偏振敏感特性(只对入射光中特定方向的偏振

分量有调制作用),在其上加载一个透镜的相位分布,
然后结合对入射荧光偏振态的控制实现分波。在

SLM后一段距离处,使用CCD记录分波后形成的两

束光的干涉图样(全息图)。此外,SLM还可作为相移

器件使用,向参与干涉的一束光中引入定量的常数相

移值。记录同一场景的3幅或4幅相移全息图,通过

计算获得复值全息图,然后采用衍射传播数值算法就

可以 实 现 荧 光 样 品 的 非 扫 描 三 维 重 建[120-121]。
图15(b)给出了基于FINCH实现的花粉在不同轴向

平面处的三维重建像。
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图15 FINCH荧光三维显微系统的光路及花粉的三维重建结果。(a)光路[13];(b)三维重建结果[120]
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  然而,FINCH 技术也存在一定的局限性,例如:
分时相移的全息记录方式影响了FINCH的时间分辨

率;SLM有限的调制效率以及倾斜使用时可能引入的

额外像差,都会对实际的FINCH 系统性能产生潜在

影响。近年来,对该技术的研究聚焦于提升其成像性

能以及衍生发展非相干数字全息成像机理[120-127],其
中包括但不限于:使用特殊的光路配置[122-124]或结合

并行相移技术[14,125,174]实现单次曝光的FINCH成像;
使用渐变折射率透镜[120]或双折射率晶体透镜[14,126]代

替SLM 作为分波元件,以提升系统的成像信噪比和

分辨率;在FINCH中结合共焦激发和探测提高系统的

成像信噪比和轴向分辨率,实现荧光样品的超分辨率

三维成像[126-127];通过使用更为精确的全息重建方法

实 现 自 干 涉 全 息 显 微 系 统 各 项 性 能 指 标 的 提

升[128-129]。如图16所示,通过结合压缩感知算法,自
干涉全息技术的轴向成像性能得到了提升。从图16
所示的成像结果可以看出,针对两个处于不同轴向位

置(P1,分辨率板;
 

P2,汉字;
 

dp1-dp2 为轴向间距)且
相互交叠的样品构成的三维物体,该方法有效抑制了

离焦像带来的串扰,提高了系统的轴向成像质量[129]。
有关FINCH以及类似技术的发展和应用,可见综述

文献[130-133]。

图16 压缩感知FINCH的三维层析成像结果[129]

Fig 
 

16 Three-dimensional
 

tomographic
 

imaging
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FINCH 129 

  FINCH由于光源的空间非相干性无法像传统数

字全息一样从全息图中恢复出样品的相位分布,但是,
对于每个物点或荧光团所发出的光波,其完整的复振

幅信息可以被FINCH记录及重建。这些复振幅信息

不仅可以用于重建样品的三维结构,还可以被充分利

用,从而赋予自干涉全息系统更多可能性[133]。其中

一种已经被实验验证的可能性就是结合自适应光学的

基本 思 路,在 FINCH 中 实 现 光 学 像 差 的 数 字 校

正[134]。不需要在系统中配置波前传感器和波前校正

器等硬件,仅需一幅复值全息图,利用全息波前记录的

方式获得光学像差的相位分布,而后在数值算法的迭

代过程中校正像差对每个点源重建像的干扰,FINCH
就可以有效提升重建像的信噪比和分辨率,并且当系

统中存在各向异性的光学像差时也能够实现样品的高

质量三维重建。从图17所示的结果中可以看出,由于

光学像差的存在,图17(a)和图17(d)所示的传统宽场
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图17 计算自适应荧光自干涉三维显微术成像结果[134]。(a)(d)存在光学像差的系统的荧光宽场显微成像;(b)(e)基于传统衍

射传播算法的FINCH重建像;(c)(f)计算自适应校正算法处理后的重建像;(g)计算自适应像差校正前(上一行)和后(下
  一行)的荧光微球重建像,比例尺为880

 

nm
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荧光显微图像的质量受到了极大影响。同时,图17(b)
和 图17(e)所 示 基 于 传 统 衍 射 重 建 算 法 获 得 的

FINCH重建像的质量也较差,物体的细节不能被很

好地分辨。与之相比,图17(c)和图17(f)所示经过计

算自适应校正后的重建像的分辨率和信噪比均有大幅

度提高。图17(g)所示为各向异性光学像差介质中荧

光微 球 的 三 维 成 像 结 果。对 未 进 行 像 差 校 正

(AO
 

off)的三维成像结果进行分析可以发现,视场中

不同三维位置处的微球图像因受像差的影响而明显不

同。对自适应校正后(AO
 

on)的结果进行分析可以发

现,在数字自适应校正过程中使用不同的像差模式(如
插入图所示),可以提升视场中所有三维位置处样品重

建像的质量。
自干涉数字全息显微系统可以实现荧光样品的非

扫描三维成像,并可以将光漂白和光毒性效应的影响

降至最低,因而特别适合用于对生物样品进行快速三

维成像。早期的研究验证了FINCH显微系统用于荧

光非扫描三维成像的可行性[13]。然而,系统的成像信

噪比等关键参数还难以满足复杂样品的实际成像需

求。通过对系统硬件及重建算法进行优化,自干涉数

字全息显微目前已被应用于人类癌细胞细胞核的三维

成像[135]。如图18所示,将双折射晶体透镜作为分波元

件的FINCH显微系统已实现了细胞的荧光超分辨率成

像[14]。图19给出了使用宽场/共焦双模式的FINCH
显微镜获取的生物样品的超分辨率成像结果[130]。

图18 基于双折射晶体分光器件的荧光自干涉全息系统实

现的超分辨率成像[14]
 

。(a)(c)高尔基体的宽场显微

成像结果;(b)(d)相同数值孔径下高尔基体的超分辨

  率全息重建像

Fig 
 

18 Super
 

resolution
 

fluorescence
 

self-interference
 

holographic
 

imaging
 

based
 

on
 

birefringence
 

device 14  
 

 a  c 
 

Wide-field
 

microscopic
 

images
 

of
 

Golgi
 

apparatus 
 

 b  d 
 

super
 

resolved
 

holographic
 

reconstructed
 

images
 

of
 

Golgi
 

    apparatus
 

at
 

same
 

numerical
 

aperture
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图19 宽场/共焦双模式荧光自干涉超分辨率成像结果[130]。(i)荧光微球的宽场和自干涉全息FINCH超分辨率成像;
(ii)细胞微管的共聚焦和共焦荧光自干涉CINCH超分辨率显微成像

Fig 
 

19 Wide-field confocal
 

dual-mode
 

fluorescence
 

self-interference
 

super
 

resolution
 

imaging 130  
  

 i 
 

Wide-field
 

and
 

self-
interference

 

FINCH
 

super
 

resolved
 

images
 

of
 

fluorescence
 

beads 
 

 ii 
 

microtubule
 

obtained
 

by
 

confocal
 

microscopy
 

and
 

  confocal
 

self-interference
 

holographic
 

super
 

resolved
 

microscopy
 

CINCH

6 结合光干涉的荧光超分辨率显微成像
技术及其应用

  与电子显微技术相比,远场荧光超分辨率显微术

可将对样品的损伤降至最低,因而能够被用于观察活

体细 胞。近 年 来,对 荧 光 团 进 行 受 激 发 射 损 耗 的

STED技术以及通过荧光单分子定位和重建实现的

STORM等超分辨率成像方法已在生物医学研究领域

中展现出了不可替代的优势[136]。在基于单分子定位

的超分辨率成像方法中,分子轴向定位往往是通过系

统点扩散函数(PSF)的调制实现的[137-139]。光的干涉

可被用于对PSF进行调制。实际上,分子的轴向位置

与其所发出的荧光在探测平面上的波前曲率有唯一的

定量对应关系。利用光的干涉可以定量、高精度地将

光场的复振幅信息编码至干涉图样中。虽然荧光是空

间非相干的,但荧光超分辨率显微系统可以利用源于

同一物点的光分束后的自干涉来实现干涉记录。基于

这一原理发展出的荧光自干涉三维超分辨率显微

(SELFI)技术已被成功应用于生物细胞和组织的成像

中[10,140]。如图20所示[10],SELFI通过放置在探测器

前的相位衍射光栅实现对荧光的分光,通过自干涉的

方式实现荧光波前的记录,而后通过确定单分子荧光

干涉图样的中心位置,实现分子的横向定位。从干涉

图中提取相位信息并计算波前曲率后,可以实现分子

轴向位置的高精度定位。SELFI具有对球差等光学

像差不敏感的特性,因而能够实现对较厚生物组织的

三维成像。图21给出了SELFI对50
 

μm厚样品内部

荧光染色肌动蛋白的成像结果[10]。

1507202-14



特邀综述 第49卷
 

第15期/2022年8月/中国激光

图20 荧光自干涉三维超分辨率显微系统示意图[10]

Fig 
 

20 Schematic
 

of
 

SELFI
 

fluorescence
 

self-interference
 

three-dimensional
 

super
 

resolution
 

microscopy 10 

图21 针对厚生物样品实现的SELFI超分辨率成像[10]

Fig 
 

21 SELFI
 

super
 

resolved
 

imaging
 

of
 

thick
 

biological
 

sample 10 

  其他荧光干涉或波前调制技术为提升超分辨率显

微系统的性能或拓展其功能提供了更多可能。例如,
STORM类技术结合自干涉数字全息的基本原理,可
以从点源全息图中更直接地实现荧光波前恢复,进而

实现分子三维位置的高精度定位。文献[141-142]研
究了荧光自干涉全息用于单个粒子三维定位时可实现

的精度,并给出了理论分析和初步验证性实验结果。
通过对点源全息图进行数字重建,荧光自干涉单分子

成像系统可以模拟全息记录时对应分子发出的荧光在

系统中的传播过程,并给出物空间内任意轴向位置处

分子的荧光强度分布。对三维强度分布进行拟合就可

确定分子的三维位置。如图22所示的系统已经成功

图22 基于自干涉全息的三维定位方法[141]。(a)成像原理图;(b)单个荧光微球的全息图;(c)三维定位结果

Fig 
 

22 Three-dimension
 

localization
 

based
 

on
 

self-interference
 

digital
 

holography 141  
 

 a 
 

Scheme
 

of
 

imaging
 

principle 
    b 

 

hologram
 

of
 

a
 

single
 

fluorescent
 

microsphere 
 

 c 
 

localization
 

results
 

plotted
 

in
 

three
 

dimensions
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实现了优于50
 

nm定位精度的荧光颗粒的三维定位,
初步验证了自干涉全息方法在随机定位三维超分辨率

显微术中应用的可行性[141]。

7 结束语

本文介绍了基于光干涉的数字全息、光学相干层

析成像、自干涉数字全息以及结合了光干涉的荧光自

干涉(SELFI)超分辨显微成像技术的基本原理、基本

光路配置及其在生物医学成像领域的应用,着重介绍

了这些技术在样品定量相衬成像、非扫描三维成像以

及超分辨显微成像等领域的应用。与传统的显微系统

只能实现光强探测相比,干涉显微系统还可以获取物

光波的相位。这种本质上的多维信息获取能力,使得

干涉显微技术在实际应用中具有独特优势。基于不同

的光源以及系统光路结构,干涉显微系统探测到的相

位信息可以用于重建样品的折射率分布、层析成像、非
扫描三维成像、超分辨率成像和光学像差校正等。

与传统的显微系统相比,干涉显微系统能够快速、
高精度地获取和重建样品的多维信息(如三维结构、吸
收系数和折射率分布同时重建)。不同类型的干涉显

微技术在生物成像及临床医学诊断中发挥着越来越重

要的作用。近年来,该类技术也得到了越来越多的关

注和研究,其中主要的方向是与压缩传感、深度学习等

数据处理算法结合,提高成像性能并充分发掘编码在

全息图中的样品的三维结构、三维形貌和折射率分布

等信息。将干涉显微与荧光超分辨率成像技术结合可

以实现高分辨率的快速三维成像,这也是该类技术未

来的主要发展方向之一。另一个重要的发展方向是发

展新的光学技术,将三维结构、折射率分布和偏振特性

等多维信息同时编码在干涉图样中,拓展干涉显微技

术所能探测的信息维度,实现多维度信息的同时获取

和重建。总之,干涉显微技术已经成为生物医学成像

领域不可替代的观察工具,该技术的进一步发展必将

有利于拓展人们对具体生命进程运行机理的观察和

理解。
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Abstract

Significance To
 

minimize
 

the
 

physical
 

damage 
 

phototoxicity 
 

and
 

photobleaching
 

of
 

the
 

biological
 

samples 
 

microscopic
 

imaging
 

methods
 

for
 

the
 

visualization
 

of
 

cells
 

and
 

tissues
 

need
 

to
 

have
 

the
 

ability
 

of
 

noncontract
 

and
 

fast
 

measuring
 

of
 

the
 

three-dimensional
 

 3D 
 

sample
 

information 
 

Far-field
 

optical
 

microscopy 
 

which
 

has
 

been
 

widely
 

applied
 

for
 

biomedical
 

imaging 
 

is
 

one
 

of
 

the
 

most
 

direct
 

and
 

indispensable
 

ways
 

of
 

capturing
 

the
 

dynamic
 

3D
 

architecture
 

of
 

biological
 

samples 
 

In
 

the
 

optical
 

imaging
 

system 
 

both
 

the
 

intensity
 

and
 

phase
 

distribution
 

of
 

the
 

illumination
 

light
 

field
 

will
 

be
 

quantitatively
 

modulated
 

by
 

the
 

sample
 

and
 

finally
 

transmitted
 

to
 

the
 

detector
 

plane 
 

The
 

demodulation
 

of
 

all
 

the
 

obtained
 

information
 

enables
 

quantitative
 

reconstructions
 

of
 

the
 

samples
 

3D
 

spatial
 

structure 
 

morphology
 

profile 
 

and
 

refractive
 

index
 

distribution 
 

However 
 

the
 

existing
 

photon
 

detectors
 

are
 

only
 

sensitive
 

to
 

the
 

intensity
 

distribution
 

of
 

the
 

input
 

light
 

signal 
 

The
 

phase
 

of
 

the
 

light
 

field 
 

which
 

cannot
 

be
 

directly
 

measured
 

by
 

the
 

detector 
 

can
 

be
 

quantitatively
 

coded
 

and
 

decoded
 

from
 

the
 

two-dimensional
 

intensity
 

distribution
 

of
 

the
 

interference
 

pattern
 

using
 

the
 

interference
 

characteristic
 

of
 

light 
 

These
 

basic
 

ideas
 

enable 
 

in
 

principle 
 

fast
 

3D
 

imaging 
 

tomography 
 

and
 

quantitative
 

phase-contrast
 

imaging
 

and
 

hence
 

benefit
 

the
 

visualization
 

of
 

the
 

dynamic
 

structural
 

and
 

biophysical
 

characteristics
 

of
 

the
 

samples 
 

Furthermore 
 

the
 

details
 

of
 

the
 

fine
 

structures
 

inside
 

the
 

sample
 

can
 

be
 

obtained
 

with
 

improved
 

imaging
 

performance
 

through
 

super-
resolution

 

imaging
 

and
 

nonscanning
 

3D
 

imaging 
 

which
 

are
 

enabled
 

by
 

fluorescent
 

self-interference
 

imaging
 

techniques 
 

All
 

these
 

potential
 

advantages
 

in
 

biological
 

imaging
 

have
 

promoted
 

the
 

rapid
 

development
 

of
 

interference
 

microscopic
 

techniques
 

in
 

the
 

past
 

decades 
 

The
 

interference
 

imaging
 

methods
 

are
 

classified
 

according
 

to
 

the
 

coherence
 

properties
 

of
 

the
 

light
 

source
 

used 
 

The
 

interference
 

microscopic
 

techniques
 

using
 

different
 

light
 

sources
 

enable
 

quantitative
 

phase-
contrast

 

imaging 
 

nonscanning
 

3D
 

imaging 
 

and
 

tomographic
 

imaging
 

to
 

practically
 

benefit
 

the
 

structural
 

and
 

functional
 

visualization
 

of
 

3D
 

complex
 

biological
 

samples 
 

The
 

advantages 
 

limitations 
 

and
 

potential
 

applications
 

of
 

different
 

interference
 

imaging
 

techniques
 

are
 

shown
 

in
 

Table
 

1 

Progress Different
 

optical
 

systems
 

and
 

numerical
 

methods
 

have
 

been
 

designed
 

to
 

improve
 

the
 

spatial
 

resolution 
 

imaging
 

speed 
 

signal-to-noise
 

ratio 
 

and
 

robustness
 

to
 

extend
 

the
 

application
 

and
 

modalities
 

of
 

the
 

interference
 

microscopic
 

techniques 
 

Among
 

them 
 

research
 

is
 

mainly
 

focused
 

on
 

the
 

applications
 

of
 

digital
 

holography
 

in
 

quantitative
 

phase-
contrast

 

imaging
 

 Fig 
 

4 
 

and
 

nonscanning
 

3D
 

imaging
 

 Fig 
 

6 
 

of
 

the
 

sample 
 

Parallel
 

phase
 

shifting
 

 Fig 
 

8 
 

and
 

compressive
 

sensing
 

 Fig 
 

9 
 

methods
 

have
 

been
 

combined
 

with
 

digital
 

holography
 

to
 

improve
 

temporal
 

and
 

spatial
 

resolution 
 

Digital
 

holographys
 

large
 

field-of-view 
 

high
 

speed 
 

high
 

resolution 
 

and
 

multidimensional
 

imaging
 

abilities
 

have
 

benefited
 

both
 

functional
 

 Fig 
 

5 
 

and
 

structural
 

 Fig 
 

7 
 

imaging
 

of
 

biological
 

samples 
 

With
 

optical
 

sectioning
 

imaging
 

ability
 

and
 

less
 

speckle
 

noise 
 

partially
 

coherent
 

digital
 

holography
 

has
 

been
 

applied
 

for
 

high
 

accuracy
 

phase-
contrast

 

imaging
 

of
 

cells
 

 Fig 
 

10 
 

and 
 

more
 

importantly 
 

for
 

the
 

visualization
 

of
 

the
 

structure
 

behind
 

the
 

tissues
 

 Fig 
 

11  
 

Because
 

of
 

its
 

3D
 

tomographic
 

imaging
 

ability 
 

optical
 

coherence
 

tomography
 

 OCT 
 

has
 

become
 

one
 

of
 

the
 

most
 

important
 

tools
 

for
 

ophthalmic
 

imaging
 

 Fig 
 

13  
 

With
 

extended
 

imaging
 

modalities 
 

polarization
 

sensitive
 

OCT
 

has
 

provided
 

proof-of-principle
 

results
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

bronchial
 

disease
 

 Fig 
 

14  
 

Incoherent
 

holography
 

can
 

considerably
 

improve
 

the
 

temporal
 

resolution
 

of
 

the
 

existing
 

3D
 

laser
 

scanning
 

fluorescence
 

microscope 
 

Nonscanning
 

3D
 

imaging
 

of
 

the
 

fluorescence
 

sample
 

has
 

been
 

demonstrated
 

 Fig 
 

15 
 

with
 

inherent
 

super
 

resolution
 

 Figs 
 

18
 

and
 

19  
 

While
 

some
 

of
 

the
 

major
 

limitations
 

of
 

incoherent
 

holography 
 

such
 

as
 

the
 

low
 

axial
 

resolution 
 

have
 

been
 

addressed
 

and
 

improved
 

1507202-20
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 Fig 
 

16  
 

the
 

potential
 

of
 

this
 

technique
 

for
 

high-resolution 
 

high-speed
 

3D
 

fluorescence
 

imaging
 

is
 

still
 

being
 

explored 
 

Successes
 

have
 

been
 

achieved 
 

e g  
 

by
 

optimizing
 

the
 

3D
 

imaging
 

performance
 

of
 

fluorescence
 

holography
 

via
 

computational
 

adaptive
 

optics
 

 Fig 
 

17  
 

In
 

localization-based
 

super-resolution
 

microscopy 
 

the
 

basic
 

idea
 

of
 

interference
 

microscopy
 

has
 

also
 

been
 

used
 

as
 

a
 

point
 

spread
 

function
 

modulation
 

method 
 

Therefore 
 

the
 

systems
 

3D
 

resolution
 

and
 

imaging
 

depth
 

have
 

been
 

improved
 

 Figs 
 

21
 

and
 

22  
 

Conclusions
 

and
 

Prospects In
 

this
 

paper 
 

we
 

have
 

reviewed
 

the
 

basic
 

principles 
 

recent
 

progresses 
 

advantages 
 

limitations 
 

applications 
 

and
 

potential
 

future
 

directions
 

of
 

the
 

techniques 
 

The
 

systems
 

3D
 

spatial
 

resolution 
 

imaging
 

speed 
 

and
 

signal-to-noise
 

ratio
 

have
 

been
 

considerably
 

improved
 

during
 

the
 

past
 

decades 
 

Based
 

on
 

the
 

multidimensional
 

 3D
 

spatial+phase 
 

imaging
 

ability
 

of
 

interference
 

microscopy 
 

the
 

applications
 

of
 

the
 

methods
 

for
 

the
 

structural
 

and
 

functional
 

imaging
 

of
 

biological
 

samples
 

have
 

been
 

demonstrated 
 

Further 
 

the
 

imaging
 

modalities
 

have
 

been
 

extended
 

to
 

provide
 

even
 

more
 

data
 

dimensions
 

by
 

combing
 

the
 

interference
 

microscopic
 

techniques
 

such
 

as
 

OCT
 

with
 

polarization
 

imaging
 

method 
 

In
 

conclusion 
 

in
 

interference
 

microscopy 
 

the
 

concurrently
 

obtained
 

structural
 

and
 

functional
 

information
 

of
 

the
 

sample
 

is
 

important
 

for
 

understanding
 

the
 

biological
 

and
 

biophysical
 

mechanisms
 

of
 

the
 

life
 

processes 
 

Interference
 

microscopic
 

techniques
 

have
 

benefited
 

specific
 

research
 

in
 

biological
 

society
 

by
 

providing
 

a
 

powerful
 

3D
 

imaging
 

tool
 

for
 

both
 

coherent
 

and
 

incoherent
 

light
 

sources 
 

While
 

several
 

efforts
 

have
 

been
 

made
 

to
 

improve
 

system
 

spatial
 

resolution 
 

another
 

important
 

direction
 

in
 

the
 

future
 

is
 

to
 

further
 

develop
 

functional
 

imaging
 

methods
 

by
 

exploring
 

the
 

potential
 

of
 

superior
 

multidimensional
 

data
 

acquisition
 

ability 
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