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生物细胞形态检测光学技术的新进展

卜　敏　 雷海娜　 王亚伟
（江苏大学理学院，江苏 镇江２１２０１３）

摘要　综述了近年来应用光学技术对细胞形态进行检测的新进展。简单介绍了包括图像识别技术、荧光显微技术

在内的传统检测技术的最新进展，重点介绍了基于数字全息技术发展出的各种新型相位显微技术和其他新技术的

最新发展动态。分别对傅里叶相位显微（ＦＰＭ）、希尔伯特相位显微（ＨＰＭ）的原理、技术特点及其成果进行了详细

介绍。最后预测提出基于数字全息的细胞相位模式识别是细胞检测技术未来发展的趋势。
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１　引　　言

细胞大小和形态分布的检测技术涉及了众多学科，检测方法和仪器门类众多。目前，由于光学检测具有

非侵入性、无电离辐射、可实时、可定量、具有多种操作模式等优点成为细胞检测的主要技术，其中镜检、荧光

标记、新型显微识别、流式细胞术等多种方法成为细胞检测的主流。本文主要介绍了近几年国内外细胞检测

技术的新思路和新方法，对新型相位显微技术进行了详细阐述，比较了各种细胞检测技术的优缺点，对细胞

检测技术的发展前景做出了展望。

２　细胞传统检测技术的新发展

２．１　镜检及图像识别技术

镜检需要提取细胞、涂片、制备，在显微镜下得到细胞图像，依靠观测人员目视进行分析检验。随着光电

技术和计算机图像处理技术的发展，图像的数字化处理逐步应用到细胞识别上，其自动化研究从２０世纪９０

年代起成为国际研究的前沿和热点。

２００３年，ＬｉｅｗＡ．Ｗ．Ｃ．等
［１］提出了对三维磁共振（ＭＲ）图像进行分割的自适应空间模糊Ｃ均值

（ＦＣＭ）聚类算法，非常适合于医学图像中存在不确定性和模糊性的特点。２００２年，ＢｏｓｃｏｌｏＲ．等
［２］将基于
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知识导引（ｋｎｏｗｌｅｄｇｅｇｕｉｄｅｄ）的分割系统与一套熟练的主动轮廓模式相结合，利用一种高级过程的引导对

不同的解剖结构进行分割。蔡永军等［３］基于遗传算法成功识别了尿沉渣。基于小波变换的圆弧算法实现了

红白细胞的识别和定量分析。Ｋｕｍａｒ基于数学形态对图像中的白细胞做局部形态学处理，有效地分割出了

白细胞的细胞质。图１为血细胞图像自动识别效果图
［４］。

图１ 血细胞图像自动识别效果图

Ｆｉｇ．１ Ｅｆｆｅｃｔｃｈａｒｔｏｆｂｌｏｏｄｃｏｒｐｕｓｃｌｅｉｍａｇｅｂｙａｕｔｏｍａｔｉｃｄｉａｇｎｏｓｉｓ

２．２　荧光显微技术

荧光显微技术根据光致发光的原理，利用一定波长的光激发显微镜下标本内的荧光物质，呈现荧光图

像。利用荧光强度分布的变化来反应细胞内物质的分布和变化。

２．２．１　多光子激光扫描显微技术

近１０年来，随着非线性激光技术的进步，特别是飞秒激光器的出现，在激光共聚焦显微镜（ＬＣＳＭ）的基

础上发展出多光子激光扫描显微镜（ＭＰＬＳＭ）。目前技术比较成熟的是双光子扫描技术，即采用高功率超

短脉冲的长波激光激发荧光物质，使一个荧光分子同时吸收两个长波光子跃迁到第一激发单线态而发射荧

光。由于只有在焦点处很小区域内的样品才能吸收足够的光子而发出荧光，因此 ＭＰＬＳＭ比ＬＣＳＭ 具有更

高的空间局域特点，可以获得更清晰的三维荧光图像。另外，由于采用的是能量较小的长波，穿透能力强且

光毒性小，活体观测时间被延长。ＪａｙｎｅＭ．Ｓｑｕｉｒｒｅｌ等
［５］采用多光子显微镜的近红外飞秒激光脉冲照射田

鼠胚胎２４ｈ后，胚胎的发育不受影响，如用ＬＣＳＭ 技术则激光会大大减低胚胎活性。ＫｏｎｉｓｈｉＭ．等
［６］还将

此技术与膜片钳技术结合，观察到少量的钙离子通过膜上的Ｌ类钙通道和肌质网释放通道来控制肌质网对

钙的释放。

２．２．２　荧光寿命成像显微技术

在荧光寿命成像显微（ＦＬＩＭ）技术中，通过测量细胞内的荧光强度，计算出细胞内不同区域的荧光寿命

分布，从而获得活细胞内生色团的荧光寿命。由于荧光寿命与生色团所处的微环境密切相关，利用荧光寿命

成像可以由生色团荧光寿命的变化来获取活细胞中物质动态变化和相互作用的信息。荧光寿命成像方法不

受激发光强度、荧光探针浓度以及光散射等因素的干扰，可以避免稳态荧光强度测量中的不利因素。

２．２．３　荧光共振能量转移显微技术

荧光共振能量转移为非辐射能量转移，可以发生在不同分子之间以及同一分子的不同生色团之间。在

活细胞显微研究中，应用最多的是将绿色荧光蛋白作为活细胞蛋白质的标记分子，利用荧光共振能量转移显

微技术（ＦＲＥＴ）研究活细胞中蛋白质之间的相互作用。如ＶｏｇｔＳ．等
［７］将ＦＲＥＴ与ＦＬＩＭ结合，实时跟踪活

细胞内物质相互作用的动态变化过程，获得皮秒和纳米量级的时间和空间分辨率。ＤｉｅｔｒｉｃｈＴｏｍａｓ等
［８］把

荧光共振能量转移技术用于单分子检测和核糖核酸（ＤＮＡ）介导的电子转移过程，同时也用于ＤＮＡ间的相

互作用。

此外，全内反射荧光显微技术（ＴＩＲＦＭ）、荧光偏振（ＦＰＩＡ）、荧光光谱（ＦＣＳ）、荧光漂白恢复（ＦＲＡＰ）等技术

也广泛地应用于细胞检测领域。例如ＫｉｍＨ．Ｄ．等
［９］用荧光光谱研究 Ｍｇ

２＋促进ＲＮＡ三螺旋结合的构象变

化，时间分辨率精确到了微秒量级。１９９８年 ＷａｒｒａｎＣ．Ｗ．Ｃｈａｎ等
［１０］在把量子点作为荧光探针代替常规染料

用于生物标记和细胞成像。如今量子点的应用给细胞成像和生物传感方面带来了飞跃发展［１１］。
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３　细胞现代检测技术

３．１　数字全息技术

数字全息技术的基本原理是用光敏电子成像器件代替传统全息记录材料记录全息图，用计算机模拟再现

取代光学衍射来实现所记录波前的数字再现，实现了全息记录、存储和再现全过程的数字化。近年来随着电

子、材料和传感器技术的发展，数字全息技术有了全新的面貌。

由于生物细胞具有光学穿透性的特征，因此由相位分布能够准确地反演出细胞形体的三维形态。数字

全息与显微技术结合用于生物细胞的微结构观察成为一个吸引人的研究方向。由于该方法具有精度高、速

度快、可全场、实时在线等优点，其研究发展极其迅速，短短１０多年便出现了许多成果
［１２］。其中相位对比显

微术（ＰＣＭ）和微分干涉对比显微（ＤＩＣ）只能进行定性分析，但由于其成像速度快、操作方便在临床医学领域

广泛应用。

３．１．１　傅里叶相位显微

傅里叶相位显微（ＦＰＭ）具有提取定量相位图像的特征，并且在几秒到一个细胞生命周期内具有亚纳米

级的光程灵敏度。该方法是基于把定场分解为平均场和空间变化场的原理发展而来。其特点为：１）干涉臂

经过了相同光程（即具有共传输路径的特点）使系统具有高度稳定性。２）干涉场由显微镜的输出图像进行傅

里叶变换之后得到，进一步缩小了干涉场的光程，提高了横向分辨率和机械稳定性。３）采用低相干光源，经

不同器件多次反射产生的条纹得到抑制，提高了系统的灵敏度［１３］。

图２ ＦＰＭ基本光路

Ｆｉｇ．２ ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｅｔｕｐｏｆＦＰＭ

图２为傅里叶相位显微镜的基本光路。虚线之前由

超辐射二极管发出低相干场作为光源照射到样品上，为了

保证全空间的相干性，二极管发出的光被耦合到单模光纤

中，并随后进行了校正处理，使得照射到样品上的光波基

本上是平面波。由样品出射的平均场犈０（即非散射光，虚

线）和空间变化场犈１（即散射光，实线）由倒置显微镜收集

并通过视频端口成像于成像屏（ＩＰ）。虚线之前的整套装

置相当于平面波照射虚像点光源（ＶＳＰ）在ＩＰ上得到放大

的像。校正镜片（ＣＬ）置于ＩＰ屏上，其焦距大小使得ＶＳＰ

成像在无穷远处。校正后图像通过傅里叶透镜（ＦＬ）实现一个标准的４－犳几何模式的傅里叶变换，得到犈０ 和

犈１的干涉场，投影到二维液晶阵列组成的可编程相位调制器（ＰＰＭ）上。起偏器Ｐ调整场的偏振方向与ＰＰＭ

液晶分子的轴向一致。ＰＰＭ以π／２为增量进行四步相移调节空间变化场犈１。ＰＰＭ的中心调制区域是直径为

８ｐｉｘｅｌ的圆，保证犈０在像平面上是均匀的。相位图的重建率受到ＰＰＭ的限制。

ＣＣＤ记录的光强图像，同时是相位增量的函数，表示为

犐（狓，狔，狀）＝ 犈０
２
＋ 犈１（狓，狔）

２
＋２犈０ 犈１（狓，狔）ｃｏｓΔ（狓，狔）＋狀π／［ ］２ ，　狀＝０，１，２，３ （１）

式中Δ为犈０ 与犈１ 的相位差，由四步相移知所接收的光强决定

ｔａｎΔ＝ ［犐（３）－犐（１）］／［犐（２）－犐（０）］． （２）

　　反演得出显微图像的相位的分布

（狓，狔）＝ａｒｃｔａｎ β（狓，狔）ｓｉｎ［Δ（狓，狔）］

１＋β（狓，狔）ｃｏｓ［Δ（狓，狔）］
， （３）

式中β（狓，狔）＝ 犈１（狓，狔）／犈０ ，由于犈０基本上看作是平面波，所以参数β可以用（１）式的４个光强乘以一

个常数因子γ＝１／（４犈０
２）得到

β（狓，狔）＝
犐（狓，狔，０）－犐（狓，狔，２）＋犐（狓，狔，３）－犐（狓，狔，１）

４犈０
２｛ｓｉｎ［Δ（狓，狔）］＋ｃｏｓ［Δ（狓，狔）］｝

． （４）

　　ＧａｂｒｉｅｌＰｏｐｅｓｃｕ等
［１４］利用ＦＰＭ分解低相干光学图像，得到了如图３（ａ）所示的红细胞间接核分裂期间

色码定量相位图，空灵敏度达到了波长的１／５０００，且稳定时间达到了几个小时，有利于定量分析细胞动力

学，如形状变化或增长分裂。图３（ｂ）所示的为伪彩色显示定量相形象全血涂片，复原了圆盘状的红细胞。

考虑到血红蛋白折射率，可以提供红细胞信息。加入一种高通量的程序可以筛选各种异常红细胞和潜在其
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他血液成分。ＮｉｙｏｍＬｕｅ等
［１５］发展了快速傅里叶相显微镜（犳ＦＰＭ），采集率提高百倍以上。横向分辨率和

路径长度达到了２ｎｍ和１０ｆｒａｍｅ／ｓ以上，为研究活细胞的结构和动力学拓宽了方法，证明了用数字化的振

幅和相位信息研究亚细胞结构的可行性。

图３ ４０３显微镜下ＦＰＭ图像。（ａ）未分裂的海拉细胞的相位图，（ｂ）全血图片的相位图

Ｆｉｇ．３ ＦＰＭｉｍａｇｅｓｏｂｔａｉｎｅｄｗｉｔｈａ４０３ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｏｂｊｅｃｔｉｖｅ．（ａ）ｐｈａｓｅｉｍａｇｅｏｆａＨｅＬａｃｅｌｌｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇｍｉｔｏｓｉｓ，

（ｂ）ｐｈａｓｅｉｍａｇｅｏｆｗｈｏｌｅｂｌｏｏｄｓｍｅａｒ

图４ ＨＰＭ基本光路

Ｆｉｇ．４ ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｅｔｕｐｏｆＨＰＭ

图５ 红细胞形体变化的定量分析。（ｂ）和（ｄ）分别是从（ａ）和（ｃ）上标注的箭头方向测量的结果

Ｆｉｇ．５ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｔｈｅｓｈａｐｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌ．

（ｂ），（ｄ）ｍｅａｓｕｒｅｄｒｅｓｕｌｔｓａｌｏｎｇｔｈｅｐｒｏｆｉｌｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｔｈｅａｒｒｏｗｓｉｎＦｉｇ．５（ａ）ａｎｄ（ｃ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

３．１．２　希尔伯特相位显微

希尔伯特相位显微（ＨＰＭ）作为对ＦＰＭ 的一种补

充，基本光路如图４所示。这种技术把在时域中用复数

分析信号的概念推广到空间域中，并只从记录的一张空

间干涉图中测出定量的相位图。由于其单次拍摄特性，

ＨＰＭ的识别时间只受记录设备ＣＣＤ的限制，因此可用

于毫秒级时间内定量出纳米级的光程变化。

实验装置采用的是ＨｅＮｅ激光器，装置的上下两个

壁上各器件的参数是一样的，放大率 犕＝２０的ＣＣＤ置

于透镜的共傅里叶平面上，并得到样品场的放大像。参

考光相对样品光束有一个微小的倾斜，并在相对ＣＣＤ的

狓和狔轴４５°方向得到相同的条纹结构。这样像平面内

的光强分布为

犐（犡）＝犐Ｒ＋犐Ｓ（狓）＝２［犐Ｒ犐Ｓ（狓）］
１／２ｃｏｓ［狇狓＋（狓）］， （５）

式中犐Ｒ 为参考光辐照度的分布，犐Ｓ为样品光辐照度的分布，狇为条纹的空间频率，为与物体有关的在空间

上的变化相位。（５）式类似于迈克尔逊的时间干涉仪和其他狇对应于由声光调制器或移动平面镜得到的频

率变化的干涉仪。对于透明物体，犐Ｓ 几乎与狓无关。调整系统的放大率，空间频率狇要求不小于装置的数

值孔径满足的最大频率，其衍射极限分辨率保持不变。正弦曲线项因此可以通过傅里叶高通滤光器分离。

与实函数狌（狓）有关的复数分析信号为

狕（狓）＝
１

２
狌（狓）＋ｉ

犘
２π∫

∞

－∞

狌（狓′）

狓－狓′
ｄ狓′， （６）

式中的积分可以由狌（狓）的希尔伯特变换得到。因此复分析信号狕的相位由Φ（狓）＝ａｒｃｔａｎ｛ｌｍ［狕（狓）］／Ｒｅ［狕
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（ｘ）］｝确定。由于表示的是频率狇的快速相位调制，因而图像具有很高的空间调制性，在相位图上得到了

ｗｅｌｌｄｅｆｉｎｅｄ包裹点，能更方便解包裹。最后，物体的相位简单表述为（狓）＝Φ（狓）－狇狓。

ＴａｋａｈｉｒｏＩｋｅｄａ等
［１６］利用ＨＰＭ技术还原出血涂片上红细胞，分辨率达到了５μｍ。ＧａｂｒｉｅｌＰｏｐｅｓｃｕ

等［１７］利用ＨＰＭ技术测量溶血细胞内血红蛋白的流出过程，在毫秒量级上达到了亚细胞水平的空间灵敏

度。图５选取了２个发生溶血现象的红细胞，在１０ｓ的过程中，细胞动态厚度剖面在２个观测方位上的厚度

变化情况可由相位测量实时测出。

３．１．３　衍射相位显微

衍射相位显微（ＤＰＭ）结合了ＨＰＭ 的单次拍摄特性和ＦＰＭ 的共传输路径的几何形态。这样，得到的

定量相位图在亚纳米级光程上具有固有的稳定性，并且其识别速度只受到探测器的限制［１８］。图６表示的是

ＤＰＭ基本光路
［１９］。

图６ ＤＰＭ基本光路

Ｆｉｇ．６ ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｅｔｕｐｏｆＤＰＭ

选用ＹＡＧ激光器的二级谐波辐射作为倒置显微镜

的照明光，在输出端得到样品放大的像，并且这个显微图

像就像是被实光源照射的一样。中继镜ＲＬ用于对ＶＰＳ

产生出来的光进行校正，并把显微图像复制到成像屏ＩＰ

上。相栅Ｇ置于ＩＰ上，使之产生包含图像全部空间信息

的多级衍射。用Ｌ１Ｌ２ 标准空间滤光透镜系统筛选出零

级和１级衍射级，分别作为样品光场和参考光场，具体来

说，零级衍射光束通过置于Ｌ１ 的傅里叶平面上的空间滤

光器ＳＦ进行低通滤光，使得到的ＣＣＤ屏上的光场近似

图７ （ａ）甘油中的聚苯乙烯颗粒的相位分布图，

（ｂ）洋葱表面细胞的相位分布图

Ｆｉｇ．７ （ａ）Ｐｈａｓｅｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎｉｍａｇｅｏｆａｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅｓｐｈｅｒｅｉｎ

ｇｌｙｃｅｒｏｌ，（ｂ）ｐｈａｓｅｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎｉｍａｇｅｏｆｃｅｌｌｓｏｆ

　　　　　　　　ｏｎｉｏｎｓｋｉｎ

为均匀场；空间滤光器允许全部的１级衍射光频率信息

通过，而阻止其他级。并在ＣＣＤ屏上得到最终的干涉

图。由于两光束经过了相同的光学路径，因而大大地减

低了纵向相位噪声。

３．１．４　谐波相分散显微技术

在谐波相分散显微（ＰＤＭ）技术中，两束波长不同的光

波入射到迈克尔逊干涉仪待测物置于样品臂上。两个不

同波长光的外电压差信号由扫描参考臂来测得，而两波长

的差值从干涉图中计算出来。这种技术随后推广到了三

维系统中，称作相分散光学层析照相术参考［２０］。Ａ．Ａｈｎ

等［２１］利用基于马赫 曾德尔干涉仪的谐波相分散显微技术

得到直径为４０μｍ聚苯乙烯珠的相位分散图及洋葱表皮

细胞的相位分散图，如图７所示，简化了光学校正过程，降

低了迈克尔逊干涉仪中由于微小偏移引起的重影效应。

３．２　其他光学方法

３．２．１　光学相干层析

光学相干层析（ＯＣＴ）是１９９１年由Ｄ．Ｈｕａｎｇ等
［２２］首

次提出的。如图８所示，典型的ＯＣＴ装置以一个迈克耳逊干涉仪为核心，巧妙利用低相干光的相干长度非常

短的这一特性，用相干门选通的办法获得了样品内部返回的各层微弱反射和散射信号，从而实现了高分辨层析

成像的目的。

３．２．２　近场扫描光学显微术

近场扫描光学显微术（ＳＮＯＭ）属于扫描探针显微镜（ＳＰＭｓ）的一种。所有的ＳＰＭｓ实质上均根据扫描

遂道显微镜（ＳＴＭ）发展起来的。近场光学主要探测的是束缚在物体表面的非辐射场，当使用纳米尺度的探

头在样品近邻扫描时，理论上可以将衍射场的非辐射分量记录下来并转换为传导分量，从而极大地拓宽系统

频带，因此可以获得超高分辨率。它突破了衍射分辨极限，能够在介观和纳米尺度的材料表面收集光学信
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息。

图８ ＯＣＴ典型装置示意

Ｆｉｇ．８ ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｅｔｕｐｏｆＯＣＴ

图９ 肺细胞在水中（ａ）和空气中（ｂ）成像

Ｆｉｇ．９ Ｓｈｅａｒｆｏｒｃｅｉｍａｇｅｓｏｆｌｕｎｇｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅ

ｒｅｃｏｒｄｅｄｉｎａｉｒ（ａ）ａｎｄｗａｔｅｒ（ｂ）

ＬｅｉＦ．Ｈ．等
［２３］在液体环境下测量了一些生物试样的拓扑和近场光学像，使ＳＮＯＭ 在生物领域内有了

更广泛的应用，图９显示了人体肺细胞在水中成像和空气中成像的分辨区别，分辨率达２μｍ。此外，基于散

射理论的流式细胞技术（ＦＣＭ）、基于激光捕捉的光镊技术
［２４］（ＯＴ）、基于量子激发的正电子断层发射（ＰＥＴ）

技术等都在研究组织和细胞成像中发挥作用。

４　细胞检测现有技术及发展趋势分析

现在各种成像技术和图像识别方法已经为细胞成像提供了选择，研究者可以根据科研需要选择不同观

察手段［２５］，从而促进生命科学的进步与发展。但是，现有的各种手段和实际应用的要求还有一定的差距，以

介绍的３种方法为例：

１）虽然目前计算机图像处理技术众多，但是由于生物图像的复杂性，只有融合各种方法才能得到较为

满意的分割。而且由于细胞的特殊性（大小、透过率和取向等），上述的处理技术只能得到大量细胞分布的统

计规律，且精确度低。若想广泛地应用于细胞个体形态的检测还有需进一步优化改进。

２）荧光技术是目前医学研究中较为成熟的技术，但其主要应用领域在于免疫学和遗传学的分子研究，

着重用于分析细胞内部的物质组成、结构特征和细胞生理过程中物质分布的变化。该方法对于样本制备、实

验环境、观察周期有较高的要求，并不适合临床要求的对细胞进行实时快速的形态学分类检测。

３）虽然ＯＣＴ具有很多明显的优点
［２６］，但是该技术多用于生物组织成像［２７］，细胞由于粒径小且多具有

光透性，对ＯＣＴ具有局限性。

总之，现有的图像识别技术还不能准确地对各种细胞实现快速识别，且还要求样本制备，不能对活细胞

进行实时检测。各种基于荧光和近场原理的显微技术代价昂贵，且对样本要就较高，处理速度有限。测量过

程中活细胞形态的变化影响着检测结果。

一项好的临床细胞检测技术要满足以下４点：１）取样方便，制备简单，能对活细胞进行实时监测，避免

对细胞形态的破坏；２）技术本身具有无侵入性，无破坏性；３）响应时间快，操作方便，成本低廉；４）专注于细

胞的形态结构，精度高，重码率低，有效减少二次重检。从这个角度看数字全息技术广泛地应用于细胞形态

特征的检测，而不需要额外的造影剂。这些技术把编码在图像相位中的信息转换为最终图像的光强分布。

因此穿过给定样品的相位变化就可以看作是额外的造影剂，因为它包含了样品厚度和折射率信息。例如成

熟红血球的结构非常特别，其没有细胞核和主要的细胞器官，因而作为光学中均匀介质的典范，它们可以获

得与其光学厚度成正比的局部光学相位改变。因此，测定红细胞的定量相位图可以获得精确度达到波长数

量级的细胞光学轮廓。这种纳米级的形态信息可得到细胞的物理特性和健康状况。所以基于现有的光全息

方法对细胞相位模式识别进行研究，预计可以为临床细胞检测打开新的局面。
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