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基于彩色CMOS双波长数字全息显微术的细胞相位
定量测量

赵 晖 曾凡创 钟丽云 张道森 范金坪 刘胜德 吕晓旭
华南师范大学广东省微纳光子功能材料与器件重点实验室 , 广东 广州 510006

摘要 提出了一种基于彩色 CMOS的双波长数字全息同轴相移显微系统，定量分析人体 Jurkat细胞(人外周血白血

病 T细胞)凋亡过程中的相位变化，实现了在不进行复杂相位解包裹运算的同时对细胞相位的定量测量。利用 532 nm

和 632.8 nm两波长的激光，对人体离体 Jurkat细胞凋亡过程中的三个状态进行了彩色全息记录，分别提取出两波长

的相位信息，从而重构细胞相位。实验表明，该系统下测得的相位与其他方法测得的相位具有较好的一致性，并且测

量量程大，算法简单，结果准确。实验结果将为双波长数字全息术用于细胞相位的研究和应用提供参考。
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Abstract A dual-wavelength on-axis phase-shifting digital holographic microscopy system based on color CMOS
is proposed. Phase variations during the apoptosis process of human jurkat cells (human peripheral blood T cell
leukemia) are quantitatively measured and analyzed without complex phase unwrapping algorithm. Using laser with
wavelengths of 632.8 nm and 532 nm, color holograms at three states during the apoptosis process of jurkat cells in

vitro are then recorded experimentally. Phase of the cells is reconstructed based on the extracted phase information
at each wavelength. The experimental results are consistent with the results obtained by other methods. Moreover,
the proposed method described here has wide measurement range and it is simple and accurate. The results indicate
that dual-wavelength digital holography is a useful tool for research and application of cell phase.
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1 引 言
全息干涉测量是一种高精度、非接触、无损伤的光学测量技术，双波长全息测量术是其中一个重要分

支，早在 1947年 Forrester等 [1]就提出可利用两波长的频差形成比原单一波长大的等效波长，等效波长可达

到微米甚至毫米量级。随后，Wyant等 [2-5]将双波长干涉成功地应用在干涉测量和全息领域。通常在单一波

长下，对于表面起伏大的物体，现有的相位解包裹算法容易引入误差或者失效。双波长数字全息术测量波

长可选，同时合成波长大于单个波长，避免了复杂相位解包裹运算，减少了误差的引入，具有量程宽、操作简

便等优点，其在表面形貌测量 [6-8]、实时系统测试 [9]、细胞成像 [10-12]、透明介质厚度及折射率测量 [13]等领域都有
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广阔的应用前景。

在数字全息显微术(DHM)中，干涉全息图通过同轴或离轴的光路系统，被 CCD、CMOS等图像传感元件

采集。为了从全息图中排除背景项和共轭项干扰，离轴系统中采用的是频谱分离法，对获取的全息图做傅

里叶变换，提取物光的频谱用于再现其强度和相位，然而此法并不能有效利用探测器空间带宽积，导致物体

高频信息可能会丢失 [14]。而同轴系统中干涉角度接近于 0°，避免了这一问题，使其具有较高的测量精度 [7]。

但是，传统双波长同轴数字全息术使用单色 CCD记录，需要经过多次曝光分别记录两波长全息图，不可避免

地会受到振动、气流等因素的影响。随着彩色 CCD、CMOS性能的提升和发展以及双波长数字全息研究的

深入，彩色 CMOS中存在的色串扰问题也被证明对全息测量系统精度影响不大 [15]。因此，利用彩色相机在同

轴光路系统中分别提取多个波长干涉图信息已成为可能 [16-17]。

本文提出一种基于彩色 CMOS的双波长数字全息显微系统，结合同轴相移术，从彩色全息图中提取两

幅单波长全息图，重构物体相位，并实验分析了人体 Jurkat细胞(外周血白血病 T细胞)受药物刺激凋亡的三

个过程中细胞的相位，结果与单波长下测得的细胞相位具有较好的一致性，同时保留了更多的细胞细节，为

生物检测分析提供了一种有效手段。

2 实验原理
在像面数字全息术中，物体通过透镜的成像面正好位于相机的记录面，可以直接通过相机进行全息记

录，不需要计算菲涅耳衍射积分就可以重建出物光场的振幅和相位 [18]。得到的光强分布表示为

I(x,y) = A + B cos[Φ(x,y) + Δφ] , (1)

式中 A为背景光强，B为调制强度，Φ(x,y) 为物光场相位，Δφ 为参考光相位。为了从(1)式中提取出相位信

息，运用四步相移技术，控制压电陶瓷产生精确连续的位移，在光路中产生光程的改变，通过调节 Δφ ，在相

移一个周期内采集 4幅全息图，每幅图中的参考光相位相差 π/2 ，可消除零级衍射光斑和共轭像得到只含有

物体信息的重构像，从而求得物光场相位为

Φ(x,y) = arctan I4 (x,y) - I2 (x,y)
I1(x,y) - I3(x,y) , (2)

式中物光场相位包括了物体相位，背景相位以及其他干扰带来的相位误差。

双波长数字全息术是在单波长数字全息术的基础上多用了一个波长进行干涉。由于两波长激光的光

强叠加满足非相干叠加的原理，CMOS采集的光强分布可以表示为

I(x,y) = (A1 + A2) + B1 cos[ ]Φ1(x,y) + φ1 + B2 cos[ ]Φ 2 (x,y) + φ2 . (3)

结合相移技术，从全息图中重构的不同波长的相位进行相减，所得相位可以类比于一个等效波长下的

合成相位 [19-20]：

Φ eq =Φ1 -Φ 2 = 2πhæ
è
ç

ö
ø
÷

1
λ1

- 1
λ2

= 2πh
Λ

, (4)

式中 h为光经过物体后产生的光程差(OPD)，Λ 为等效波长。

通常情况下，为了消除压电陶瓷的时延和非线性的影响，获得准确的相移，需要使用相移算法从非线性

的相移图中提取精确相移量 [21]，利用对应相移量的全息图来重构出两波长相位以及合成相位。

Φ eq 存在许多 2π 的相位跳变，因此需要进行相位补偿，以得到等效波长下的正确合成相位：

Φ eq =Φ eq + 2π, Φ eq < 0 . (5)

通过选取合适的两波长，使得等效波长大于光经过物体产生的最大光程差，即 Λ > h ，相位图将不再出

现包裹。该过程没有复杂的算法，计算量小，可以避免传统解包裹算法在计算物体结构复杂或者表面梯度

大时引入的误差，扩展了测量的范围。

3 实验装置及步骤
实验装置如图 1所示，一个基于马赫-曾德尔光路的双波长共路干涉显微系统，氦氖激光( λ1 = 633 nm )

和半导体抽运固体激光( λ2 = 532 nm )作为相干光源，等效波长约为 3340 nm，光束强度经过中密度滤光片

(ND)的衰减，被分光棱镜 (BS)分为两束，其中一束经过物体和显微物镜 (25 × ，NA=0.40)使物体成像于
2
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CMOS面，另一束作为参考光经过扩束准直(BE)与之干涉，用电脑控制压电陶瓷(PZT)使参考光产生相移，

最后被彩色 CMOS实时记录下来，一次曝光记录两波长信息，从而简化了实验过程以及实验系统带来的人

为误差，并且成本低，易于控制。CMOS 为市面上摄像头常用的视频录制感光元件，处理芯片为 Vimicro
VC0342PLVCE，分辨率为 640 pixel × 480 pixel，像素尺寸为 5 mm。由于另一个波长激光的加入，系统结构

难免比之前的单波长数字全息结构更加复杂，增加了调节的难度。

图 1 双波长数字全息显微系统装置图

Fig.1 Schematic of dual-wavelength DHM system for quantitative phase measuring

首先用彩色 CMOS记录一组连续的相移图。通过彩色 CMOS的不同颜色通道分离 RGB颜色信息，得到

两组分别对应于 632.8 nm(R通道)和 532 nm(G通道)的相移图。随后计算出两组单波长相移图的相移量，进

行双波长合成。图 2(a)为实验系统中采集到的一幅包含物体信息的彩色全息图，存储的像素数为 640 pixel×
480 pixel，每个像素都包含了红、绿、蓝三个颜色通道的灰度信息。图 2(b) 为经过 RGB 分离分别得到的

632.8 nm 和 532 nm 波长下一组全息图的其中一张。物体的相位信息(包含物体相位的包裹相位分布)可通

过(2)式计算得到，图 2(c) 中的包裹相位包含细胞相位、背景相位(显微物镜带来的二次球面相位)以及噪声

干扰，用两步补偿法 [22]去除背景相位的干扰，可得到只含物体的包裹相位。

图 2 双波长数字全息彩色条纹分析流程。 (a) 彩色全息图; (b)从图 2(a)中分离的全息图; (c)通过四步相移算法重构的包裹相位

Fig.2 Flow chart for dual-wavelength DHM color fringe analysis. (a) Color hologram; (b) holograms separated from
Fig.2 (a); (c) wrapped phase map at individual wavelength using 4-step phase shifting algorithm

4 实验结果与分析
鉴于细胞表面形貌测量一直是生物检测领域研究的热点和难点，实验中，正常状态的 Jurkat细胞用柔

红霉素(DNR)进行刺激，诱导其发生凋亡，然后经过磷酸盐缓冲液(PBS)清洗并用多聚甲醛固定细胞形态，

制作成正常状态的细胞和用药 48 h的细胞两个样品。用药 48 h的样品中既存在正在发生形变的细胞也存

在已经凋亡的细胞，因此实验系统可以测量细胞从正常、发生形变到凋亡的多个状态。

实验中标记了三个不同状态下的细胞，记录其全息干涉图样，用于计算细胞相位，并在倒置荧光显微镜

(Nikon eclipse Ti-u)下找到这三种细胞用于比较。图 3(a)为从总像素数为 2560 pixel × 1280 pixel的图中

截取的细胞显微成像图，其中横向标尺为 10 mm，细胞的直径为 13~18 mm，显微镜放大倍率为 60 × ，像素尺

3
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寸为 5.2 mm；图 3(b)为 632.8 nm波长下细胞的包裹相位，将其与另一波长的包裹相位相减，处理后可得合成

波长下细胞相位如图 3(c)所示；图 3(d)为图 3(c)对应的三维形貌图，其中 x，y轴坐标单位均为像素，z轴坐标

单位为 rad。从图 3(c)、(d)中可以看出，两波长的相位相减会使得合成相位图噪声叠加，而背景的不平整则

是由于激光经过玻片的二次反射及两波长成像位置有略微的偏差带来的，用小波变换滤波方法来平滑噪

声，保留细节 [23]。以上几组图反映了细胞形貌逐渐变得不规则、细胞破碎、最后细胞发生凋亡的过程。

图 3 细胞成像以及系统测量的对应相位。 (a) 倒置荧光显微镜拍摄的细胞图 ; (b) 632.8 nm下的包裹相位 ;

(c) 双波长合成相位 ; (d) 细胞三维相位形貌

Fig.3 Cell images and phase maps. (a) Inverted fluorescence microscope images of cells; (b) wrapped phase of cells at

632.8 nm; (c) dual-wavelength phase; (d) 3D phase maps after median filtering

为说明测量的准确性，选取第二个状态的细胞做进一步分析，图 4(a)对合成波长相位做小波变换滤波

处理。图 4(b)为 632.8 nm波长下经过最小二乘解包裹方法 [24]得到的细胞相位，由于细胞相位表面被算法拟

合平滑，细胞表面一些突起的细节已观察不到，其他解包裹算法对于此类表面起伏大的物体并不能准确进

行相位解包裹。根据(8)式将其转换成光程差用于比较，图 4(c)为细胞中心截面同一位置的光程差，三条线

分别表示 632.8 nm、532 nm及合成波长下的光程差。

如图 4(c)所示，632.8 nm波长下的 OPD与 532 nm下的 OPD基本吻合，其均方根差值 RMS为 46.64 nm，

平均差值为 13.74 nm，OPD 最大值分别为 1253 nm 和 1251 nm，合成波长与 632.8 nm 的 OPD 均方根差值

RMS为 232.57 nm，平均差值为 61.95 nm，最大高度为 1279 nm。可以看出，合成波长细胞相位与单波长下

测得的细胞相位具有较好的一致性，且合成波长细胞相位表面更真实地反映了细胞形貌。

5 结 论
提出了一种基于彩色 CMOS的双波长相移数字全息显微系统，从采集的彩色全息图中提取两幅单波长

干涉图，用双波长解包的方法，对于人体 Jurkat细胞受药物刺激凋亡过程中的相位变化进行定量测量分

析。实验结果表明，所得细胞相位变化可明显分辨出细胞从受刺激到凋亡破碎的过程，与单波长下测得的

4
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图 4 双波长合成相位与单波长相位的比较。 (a) 经过小波变换滤波的双波长合成相位 ; (b) 最小二乘解包的单波长相位 ;

(c) 光程差截面比较图

Fig.4 Comparison of dual-wavelength and single wavelength phase. (a) Dual-wavelength phase map after wavelet

filtering; (b) single wavelength phase map after least-squares phase unwrapping; (c) comparison of OPD cross profile

细胞相位有较好一致性。该系统及方法的主要优点在于保证精度的前提下，增大了全息测量范围，使其能

应用于更多的复杂相位对象，为生物检测分析提供了一种有效手段。对于简单物体的相位测量，单波长数

字全息仍有更高的测量精度。
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