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摘要　生物细胞的成像是生物和物理领域中的重要研究方向,尤其是大量细胞的测量与分析对于生物研究、疾病

诊断具有重要的研究价值和意义.传统的显微检测仅局限于细胞形状的定性观察,且受视场限制,观察的细胞数

量难以达到统计要求.将定量干涉显微和视场扫描结合,设计并实现了用于大量细胞成像与分析的定量干涉显微

流式细胞仪.定量干涉显微可以恢复细胞的相位分布,结合视场扫描可以对大量细胞信息进行获取与分析.分别

选用扩展主程序分析算法、正则化光学流场算法和傅里叶相位恢复算法,并结合不同的扫描方式,实现了对大量细

胞相位面积、相位体积和圆率等不同参数的测量与统计.该系统有望在大通量高速细胞检测中获得应用.
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Abstract　BioＧcellimagingisoneoftheimportantresearchdirectionsinthebiologicalandphysicalfields especially
themeasurementandanalysisoflargeamountofcellshavemajorresearchvalueandsignificanceinthebioＧresearch
anddiseaseＧdiagnosis敭However thetraditionalmicroscopicdetectionisonlyrestrictedtothequalitativeobservation
ofcellularcontours敭Moreover theamountof measurementsamplesisdifficulttosatisfythestatistical
requirementsduetothelimitationoffieldofview敭Thusaquantitativeinterferometricmicroscopiccytometeris
designedbasedonthecombinationofquantitativeinterferometricmicroscopyandfieldofviewscanning andisused
fortheimagingandanalysisoflargeamountofcells inwhichthequantitativeinterferometricmicroscopyiscapable
ofretrievingthecellularphasedistribution andofobtainingandanalyzingalargeamountofcellularinformationby
combiningthefieldofviewscanning敭Theexpandedprinciplecomponentanalysisalgorithm regularizedoptical
flowingalgorithmandFourierphaseretrievalalgorithmareused respectively敭Inaddition thedifferentscanning
modesarealsocombined andthusthemeasurementsandstatisticsofphasearea phasevolume circleratioand
otherparametersofcellsareobtained敭ThewholesystemisexpectedtoobtainapplicationsinhighＧthroughputand
highＧspeedcellulardetection敭
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１　引　　言

在生物医学领域,细胞参数的测量与统计具有

重要的研究意义和价值.对大量的细胞参数进行测

量与统计,是定量分析与评估细胞物理形态、生命特

征的基础,可为生物研究、医学诊断提供重要的参考

依据.目前,一般采用流式细胞仪对大量的细胞参

数进行测量与统计,其主要是通过荧光强度来实现

细胞中特定物质含量的测量.然而,流式细胞仪是

一种零分辨率的测量装置,它无法对细胞进行成像,
故而无法直观地分析更多的细胞细节信息.细胞的

直观形态特征是了解细胞状态的直观参量,如通过

对血红细胞形貌的判断,可以实现糖尿病、疟疾和地

中海贫血的定量诊断,因此将细胞成像引入到大量

细胞参数的测量与统计中具有重要价值与意义[１Ｇ３].
传统的显微测量工具仅能对细胞的轮廓进行观察,
而且由于细胞通常对可见光的吸收较小,因此其成

像的对比度不明显.虽然相衬显微、微分干涉相衬

显微等技术可以有效地对非染色的相位物体实现高

对比度清晰成像,但仍无法获取物体的定量相位分

布[４].另外,受显微成像视场的限制,上述技术单次

观察的采样细胞数量较少,难以满足统计的需求.
因此,探索和设计一种可以定量测量细胞形状参数,
并且能够对大量细胞实现测量与统计的成像系统具

有重要意义.
国际上许多研究组针对这一需求开展了一系列

研究.Greenbaum等[５]基于无透镜数字全息技术

对大量细胞实现了定量观测.该系统的优势是可以

对极大视场内的细胞实现快速测量,并进行统计,而
且无需对样品进行扫描.然而该方法对样品的放大

率有限,这会丢失较多的样品细节信息.为了实现

对大量细胞进行测量,同时又能够获取更丰富的细

节信息,研究人员先后开发了一系列新颖的细胞扫

描方式,如:Ramachandraiah等[６]设计了基于数字

化视频光盘(DVD)播放器的细胞大通量扫描检测

系统,该系统采用传统的 DVD 读写头对加载在

DVD上的细胞进行成像;Mir等[７]同样借助DVD
旋转扫描,并结合干涉测量的方式获得了细胞的定

量相位分布.这些系统可以被称为DVD上的实验

室.这一类扫描可以归类于机械扫描,该扫描方法

的优势是扫描精度可控,并且能够保证样品在同一

焦面上成像;不过其缺点也显而易见,即需要结构复

杂的机械扫描系统进行控制.另外,其扫面速度通

常较慢,难以实现对大量细胞的快速扫描成像.di

Caprio等[８Ｇ９]设计的生物光学检测系统可以自动识

别大量样品的生物信息,并追踪样品的三维轨迹.

Rappaz等[１０Ｇ１１]设计了一种精巧的设备,该设备可以

快速检测大量血细胞.近些年来,芯片实验室得到

了广泛关注与研究,结合芯片实验室的概念,再结合

光学微流,可以对流动的大量生物细胞进行扫描成

像[１２].Cui等[１３Ｇ１４]基于光学微流装置的芯片实验

室,结合微孔阵列,实现了生物细胞的超高分辨率成

像.Schonbrun等[１５Ｇ１８]结合荧光和细胞的吸收特

性,利用光学微流装置实现了生物细胞的多模式成

像.相较于机械扫描,使用光学微流对细胞实现视

场扫描的装置更简单,也较容易实现;但该扫描方式

难以保持细胞的稳定状态,仅能用于细胞的瞬态成

像与测量.
为了实现大量细胞的成像与分析,本课题将定

量干涉显微与扫描相结合设计了细胞测量统计装

置,该装置基于定量干涉显微系统,为离轴干涉,可
以记录被测样品的相位分布,并可将其反映于干涉

条纹中.使用相位恢复方法可以从干涉图中获取被

测样品的真实相位分布[１９Ｇ２１].本文分别介绍了本课

题组所设计的３种基于视场扫描的定量干涉显微流

式细胞仪:基于扩展主程序分析相位恢复算法的定

量干涉显微流式细胞仪、基于正则化光学流场相位

恢复算法的定量干涉显微流式细胞仪以及重力驱动

的定量干涉显微流式细胞仪.这一系列定量干涉显

微流式细胞仪分别基于机械扫描和微流扫描实现对

大量细胞定量相位的测量,并且根据测量的相位分

布,再结合细胞识别与统计,还能够对单个细胞的相

位面积、相位体积、圆率和血红蛋白含量等一系列参

数进行测量[２２].第２~４节分别对应介绍了基于扩

展主程序分析相位恢复算法、基于正则化光学流场相

位恢复算法和重力驱动的定量干涉显微流式细胞仪,
并采用这３种定量干涉显微流式细胞仪对大量血红

细胞的参数进行了测量.最后,总结了这３种定量干

涉显微流式细胞仪的特点和适宜的应用场合.

２　基于扩展主程序分析相位恢复算法

的定量干涉显微流式细胞仪

定量干涉显微流式细胞仪结合了离轴干涉技术和

显微技术,可以实现对被测样品的放大和相位记录.
然而,因受到显微物镜视场的限制,其视场较小,仅能

在视场中观察到个别血红细胞.因此,这里使用视场

扫描的方法来扩大测量范围,从而获取更多的被测样

品的定量信息.视场扫描的示意图如图１所示[１９].

１２０９０１Ｇ２
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图１ (a)~(d)视场扫描时不同位置上的血红细胞;(e)~(h)对应(a)~(d)中白色虚线框中的亚视场干涉图

Fig敭１  a Ｇ d Redbloodcellsatdifferentpositionsduringfieldofviewscanning  e Ｇ h interferograms
insubＧfieldofviewcorrespondingtothoseindashedboxesof a Ｇ d 

　　在图１中,条纹弯曲处意味着有一个相位物体,
即一个血红细胞模型,其在柱坐标系下的表达式为
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式中:ρ为平面极坐标;d 为细胞直径.该模型表达

式是根据大量血红细胞的测量总结得出的.该模型

为一 凹 形 圆 盘,直 径 为 ７．６５μm,最 大 厚 度 为

２．８８μm,中心凹处的厚度最小,为１．４４μm.该模

型的内部结构均匀,是折射率均匀的物体[２３].其相

位φ 与厚度的关系为

Δφ＝
ΔnT
λ
, (２)

式中:T 为血红细胞的厚度;λ 为测量光源的波长;

Δn 为血红细胞折射率与折射率液(生理盐水)的差.
一般血红细胞的折射率在１．４０左右,生理盐水的折

射率约为１．３４.
当对含有血红细胞的样品在显微物镜的焦面处

进行扫描时,在不同的时刻,血红细胞处于不同的位

置,如图１(a)~(d)所示.根据机械扫描的步进距

离,在整个视场中选择相同大小的亚视场,如图１
(e)~(h)所示.这一系列亚视场的干涉图可以看作

是同一“视场”内的移相干涉图.通过移相相位恢复

解法可以得到细胞的定量相位分布.
基于移相相位的恢复解法一般无需时域频域转

换,因此不涉及频谱泄漏等基于快速傅里叶变换相

位恢复等传统算法的弊端,而且其实现简单,计算方

便.然而其劣势是通常需要对多张干涉图进行相位

求解.这里,使用具有较高采集速率的电荷耦合器

件(CCD)摄像机,结合视场扫描可以很容易地获取

如图１(e)~(h)所示的“移相”干涉图.然而,这些

亚视场干涉图之间的移相角度却难以精确获得.因

此,这里采用扩展的主程序分析相位恢复算法来实

现被测样品的相位求解,该算法的最大优点是无需

获取干涉图之间的相位信息即可得到相位分布,其
主要原理如下.

离轴干涉图的表达式为

In(x,y)＝a(x,y)＋
b(x,y)coskr＋φ(x,y)＋δn[ ] , (３)

式中:In 为亚视场中的移相干涉图;a 和b分别为零

频与余弦调制分量的强度系数;k 为离轴频率;r 为

干涉图空间位置;φ 为被测样品的相位;δn 为等效

移相角.通过均值计算可以消去多幅亚视场干涉图

的零频分量,即

I′n(x,y)＝b(x,y)coskr＋φ(x,y)＋δn[ ] .
(４)

　　将多幅消除背景的移相干涉图的行向量按照列

组合形成矩阵,即

I′matrix＝ I′１ I′２  I′n[ ] T. (５)
该矩阵的协方差矩阵为

C＝(I′matrix)(I′matrix)T. (６)
将该协方差矩阵对角化得到

D＝UCUT, (７)
式中:D 为对角化协方差矩阵;U 为正交变换矩阵.
主成分P 为

P＝UI′matrix, (８)
式中:矩阵P 的第１列和第２列分别代表主成分的

正交特征值,该正交特征值分别为Ps 和Pc.
得到正交特征值之后,带有包裹的相位便可以

通过反正切函数求得:

Φ＝arctan
Ps

Pc
. (９)
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　　再综合使用相位解包算法便可以获取亚视场内

的定量相位分布.更为详细的算法原理与步骤可参

见参考文献[１９,２４Ｇ２５].

根据扩展主程序分析相位恢复算法可以由亚视

场干涉图求解其对应的定量相位分布,结果如图２
所示.

图２ 血红细胞模型定量相位分布.(a)根据(２)式得到的血红细胞模型定量相位分布;(b)传统的基于快速傅里叶变换相

位恢复算法得到的血红细胞模型定量相位分布;(c)传统的基于希尔伯特变换相位恢复算法得到的血红细胞模型定

量相位分布;(d)根据扩展主程序分析相位恢复算法得到的血红细胞模型定量相位分布;(e)含有噪声的干涉图;(f)噪
声情况下,根据扩展主程序分析相位恢复算法得到的血红细胞模型定量相位分布

Fig敭２Quantitativephasedistributionsofredbloodcellmodel敭 a Quantitativephasedistributionofredbloodcellmodelobtained
accordingtoequation ２   b quantitativephasedistributionrecoveredbytraditionalphaseretrievalalgorithmbasedonfast
Fouriertransform  c quantitativephasedistributionrecoveredbytraditionalphaseretrievalalgorithmbasedonHilbert
transform  d quantitativephasedistributionrecoveredbyexpandedprinciplecomponentanalysisphaseretrievalalgorithm 

 e interferogramwithnoise  f quantitativephasedistributionrecoveredbyexpandedprinciplecomponentanalysisphase
retrievalalgorithmwithnoise

　　图２(a)为血红细胞模型的定量相位分布,
图２(b)和图２(c)分别为使用基于快速傅里叶变

换[２６]和希尔伯特变换相位恢复算法[２７Ｇ３０]得到的血

红细胞模型定量相位分布,而图２(d)展示了使用扩

展主程序分析相位恢复算法得到的血红细胞模型定

量相位分布.可以看出,三者都能够很好地恢复出

血红细胞模型的基本结构.为了定量、精确地比较

３种方法的相位恢复精度,这里使用相关系数分别

计算图２(b)、图２(c)、图２(d)与图２(a)的相似度.
虽然图２(d)展示的相位略有起伏,但其相关系数为

０．９９９９,非 常 接 近 于１,说 明 其 准 确 度 较 高.而

图２(b)和图２(c)的相关系数分别只有０．９８７９和

０．９９６９,因为基于希尔伯特变换相位恢复算法保留

了相位的高频信息,即被测样品的细节,因此其相位

恢复精度更高,但是仍低于使用扩展主程序分析相

位恢复算法得到的结果.另外,在含有噪声的情况

下,依旧使用扩展主程序分析相位恢复算法进行相

位恢复计算.图２(e)展示了含有噪声的干涉图,其

峰值信噪比为１５dB,与实验中获取的干涉图的估

计峰值信噪比一致.在未进行去噪处理的情况下,
同样使用扩展主程序分析相位恢复算法求解血红细

胞模型定量相位分布,如图２(f)所示,得到的结果

虽然起伏明显,但仍然能够呈现血红细胞的中心凹

结构.该结果说明扩展主程序分析相位恢复算法可

以用于定量干涉显微流式细胞仪中.
图３为定量干涉显微流式细胞仪的示意图,其

结构为马赫Ｇ曾德尔干涉光路.其中的 TRM 为全

反镜.光源为氦氖激光器,其模式稳定,适宜用于干

涉测量,并且在该波长下,生物样品对其散射吸收不

明显.使用共轭显微镜系统实现生物细胞的波前放

大.其中,物光经过分光镜后进入样品室,样品室通

过精密平移台(未在图中画出)调节进入物光的视场,
该方案主要是为了保证样品室水平放置,防止血红细

胞因受重力影响而在扫描过程中移动.图４展示了

使用基于扩展主程序分析相位恢复算法的定量干涉

显微流式细胞仪采集的干涉图和相位恢复结果.
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图３ 基于机械扫描的定量干涉显微流式细胞仪

Fig敭３ Schemeofquantitativeinterferometricmicroscopiccytometerbasedonmechanicfieldofviewscanning

图４ (a)基于扩展主程序分析相位恢复算法的定量干涉显微流式细胞仪采集的干涉图;
(b)相位恢复后的血红细胞定量相位分布

Fig敭４  a Interferogramscapturedbyquantitativeinterferometricmicroscopiccytometerwithphaseretrievalalgorithm
basedonexpandedprinciplecomponentanalysis  b quantitativephasedistributionofredbloodcellafterphaseretrieval

　　实验中采用健康兔子的血红细胞作为样品(样
品由江苏省农业科学院提供).全血样品经过多次

离心后去除白细胞和血小板成分,得到的血红细胞

作为被测样品置于由两片盖玻片制作的样品室中,
使用质量分数为０．９％的生理盐水作为折射率液,以
保证细胞的活性.图４(a)为使用基于扩展主程序

分析相位恢复算法的定量干涉显微流式细胞仪采集

的干涉图,图４(b)展示了相位恢复后的血红细胞定

量相位分布.该相位分布满足血红细胞的中心凹结

构,实验结果验证了基于扩展主程序分析相位恢复

算法的定量干涉显微流式细胞仪能够较好地获取被

测生物样品的定量相位分布.此外,该算法的相位

计算效率较高,使用同一计算平台计算１００组移相

干涉 图,每 组 １０ 幅 移 相 干 涉 图 (２５６pixel×
２５６pixel),主成分分析相位恢复算法的运算时间为

０．７７２９s,基于快速傅里叶变换相位恢复算法的运

算时间为０．９９８４s.然而,基于扩展主程序分析相位

恢复算法的定量干涉显微流式细胞仪的细胞检测效

率依旧受制于机械扫描速率,这是因为该相位恢复算

法需要多幅(一般５~１０幅)干涉图用于相位求解,因
此降低了扫描效率,其扫描０．５cm×０．５cm的视场需

要约２８２s(１５次独立实验数据的平均值).

３　基于正则化光学流场相位恢复算法

的定量干涉显微流式细胞仪

基于扩展主程序分析相位恢复算法的定量干涉

显微流式细胞仪虽然能够较好地恢复细胞的定量相

位分布,但其受限于机械扫描速率而难以对大范围

样品实现快速扫描成像.为了实现对生物样品的快

速大通量成像检测,这里在以上研究的基础上对相

位恢复算法进行改进,仅使用两幅干涉图便能恢复

出被测样品的定量相位分布.该算法实际上是改进

的基于二维希尔伯特变换的相位恢复算法,不仅与

传统的希尔伯特变换算法一样保留了更加丰富的样

品细节信息,同时还考虑了干涉条纹的弯曲方向角,
从而克服了传统的基于希尔伯特变换的相位恢复算
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法仅局限于一维信号处理的弊端.该算法的核心原

理是二维希尔伯特变换,即

F－１{exp[iθ(u,v)]F{b(x,y)cos[φ(x,y)]}}＝
iexp[iβ(x,y)]b(x,y)sin[φ(x,y)], (１０)

式中:F和F－１分别为快速傅里叶变换及其逆变换;

b(x,y)cos[φ(x,y)]为干涉图中的余弦调制分量;

b(x,y)sin[φ(x,y)]为其对应的正交分量;β(x,y)
为干涉图条纹角度;θ(u,v)为一螺旋相位分布,即

exp[iθ(u,v)]＝
u＋iv
u２＋v２

. (１１)

　　传统的基于一维希尔伯特变换的相位恢复算法

忽略了干涉图条纹角度,认为其值为０,而在基于一

维希尔伯特变换的相位恢复算法中,考虑了这一项

对相位恢复的影响.
基于采集到的干涉图通过简单的均值计算可以

消去多幅亚视场干涉图的零频分量,从而可以获取

其余弦调制分量b(x,y)cos[φ(x,y)];然后根据二

维希尔伯特变换,便可以得到其对应的正交分量

b(x,y)sin[φ(x,y)];继而求取反正切并结合相位

解包及相位消倾斜算法,就可以得到被测样品的定

量相位分布.根据(１０)式求解干涉条纹的角度

β(x,y)是获取正交调制分量的关键.
这里,采用基于正则化光学流场相位恢复算法

求解该条纹角度,与图１类似.然而,使用该方法仅

需两幅干涉图便可以获取最终的样品相位,如图５
所示[２０].

图５ (a)(b)视场扫描时在不同位置的血红细胞;(c)(d)对应(a)(b)中白色虚线的亚视场干涉图;(e)基于正则化光学流场相位

恢复算法得到的被测样品相位;(f)噪声情况下,基于正则化光学流场相位恢复算法得到的血红细胞模型定量相位分布

Fig敭５ a  b Redbloodcellsatdifferentpositionsduringfieldofviewscanning  c  d interferogramsinsubＧfieldofview
correspondingtothoseindashedboxesof a and b   e phaseofmeasuredsamplerecoveredbyphaseretrieval
algorithmbasedonregularizedopticalflowing  f quantitativephasedistributionofredbloodcellmodelrecoveredby

phaseretrievalalgorithmbasedonregularizedopticalflowingwithnoise

　　图５(a)~(b)分别展示了整个视场内同一血红

细胞模型在不同位置的干涉条纹分布.若仿照基于

扩展主程序分析相位恢复算法的定量干涉显微流式

细胞仪的亚视场选择方式,这里仅需要选择两个亚

视场,两者间距为步进电机的扫描速率和CCD摄像

机采集图像的间隔时间.图５(c)和图５(d)分别是

图５(a)与图５(b)的亚视场干涉图.同上所述,这两

幅干涉图同样可以看作是移相角未知的移相干涉

图,通过对这两幅干涉图梯度求解,可以获取干涉条

纹的角度β(x,y),详细步骤可以参见参考文献

[２０,３１].将求解得到的β(x,y)代入(１０)式得到

正交的干涉调制分量,继而利用反正切及后续处理

方式,就可以得到被测样品的定量相位分布,如图５
(e)所示.其与图２(a)所示的血红细胞模型相位的

相关系数为０．９９７７,高于传统的基于一维希尔伯特

变换的相位恢复算法,但是由于其仅使用两幅移相

干涉图便可以恢复被测样品的定量相位分布,相比

于基于扩展主程序分析相位恢复算法,牺牲了部分

相位恢复精度,不过仍然可以得到较为精确的血红

细胞形貌.另外,这里同样验证了该算法在含有噪

声情况下的相位恢复精度,在峰值信噪比为１５dB的

情况下,未进行去噪处理求解的相位如图５(f)所
示.虽然因为噪声的缘故最终的相位含有起伏,不
过仍较好地保持了血红细胞的形貌特征.
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同样,使用图３所示的基于机械扫描的定量干

涉显微流式细胞仪对血红细胞进行测量,被测样品

仍是按照标准处理程序处理过的兔子血红细胞.
图６(a)展示了实验的测量流程,通过调整步进电

机的步进速率与CCD采集时刻,使两个亚视场在

不同时刻对应于同一视场范围,继而使用基于正

则化光学流场相位恢复算法计算被测样品的定量

相位分布,如图６(c)~(e)所示.其中同一批次的

血红 细 胞 在 微 分 干 涉 相 衬 显 微 镜 下 的 形 貌 如

图６(b)所示.

图６ (a)基于正则化光学流场相位恢复算法的定量干涉显微流式细胞仪的操作步骤;(b)同一批次血红细胞的微分干涉

相衬显微结果;(c)~(e)基于正则化光学流场相位恢复算法计算得到的被测样品的定量相位分布

Fig敭６ a Processingstepsofquantitativeinterferometricmicroscopiccytometerwithphaseretrievalalgorithmbasedon
regularizedopticalflowing  b thesamebatchofredbloodcellsatdifferentialinterferometriccontrastmicroscopy 

 c Ｇ e quantitativephasedistributionsofthemeasuredsamplerecoveredbyphaseretrievalalgorithmbasedon
　　　　　　　　　　　　　　　　　regularizedopticalflowing

　　从实验结果可以看出,基于正则化光学流场相

位恢复算法的定量干涉显微流式细胞仪可以很好地

恢复被测样品的定量相位分布,而且相较于基于扩

展主程序分析相位恢复算法的定量干涉显微流式细

胞仪,其所需信息量更少,有效缩短了扫描时间,提
高了扫描精度.同样扫描０．５cm×０．５cm的视场,
其仅需要约１００s(１５次独立实验数据的平均值).
不过,其依旧受到机械扫描速率的制约,难以实现更

加快速的扫描成像.

４　重力驱动的定量干涉显微流式细

胞仪

以上所介绍的两种定量干涉显微流式细胞仪皆

是基于机械扫描,该方式的优势是可以保持扫描过

程中被测样品的稳定,并且样品室固定在显微物镜

的焦平面上,可以获得更高的放大倍率和成像效果.
然而,使用机械扫描的定量干涉显微流式细胞仪明

显受限于步进电机的扫描速率.此外,电机的振动

同样会给干涉系统带来噪声.为了进一步提高定量

干涉显微流式细胞仪的扫描效率,本课题组改进了

原有的扫描成像光路,如图７所示[２１],该扫描成像

系统是基于马赫Ｇ曾德尔干涉仪研制的,做出的调整

仅是将一对共轭物镜水平放置,而含有细胞的样品

室竖直放置.该样品室由两片盖玻片胶合而成,血
红细胞在重力作用下会朝下流动,使用高速互补金

属氧化物半导体(CMOS)摄像机对其进行采集,可
以获取一系列不同细胞的干涉图.

由于血红细胞呈扁平状,在重力作用下,其在样

品室中的流动会带有自身的转动.因此,为了实现

对血红细胞高通量快速相位成像,选择基于单幅离

轴干涉图的相位恢复算法.综合考虑计算速率与信

噪比,这里选择传统的基于快速傅里叶变换的相位

恢复算法对干涉图进行处理,实现对血红细胞样品

的定量相位成像.这样做虽然牺牲了相位恢复的计

算精度,但该算法保证了较高的采集效率和信噪比.
实现重力驱动定量干涉显微流式细胞仪的流程如

图８所示.
运用该重力驱动的扫描成像系统对大量血红细
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胞样品进行信号采集与相位测量,被测样品仍是按

照标准处理程序处理过的兔子血红细胞.图９展示

了一部分采用该重力驱动的定量干涉显微流式细胞

仪得到的血红细胞定量相位分布,图９(a)为该批次

血红细胞微分干涉相衬显微镜的结果,该显微图非

常 清 晰 地 呈 现 了 血 红 细 胞 的 双 凹 型 结 构.
图９(b)~(f)则展示了测量的部分血红细胞样品的

定量相位分布,其满足典型的血红细胞特征,该结果

也证明了重力驱动的定量干涉显微流式细胞仪可以

实现对生物细胞的大通量高速成像检测.

图７ 重力驱动定量干涉显微流式细胞仪示意图

Fig敭７ SchematicofgravityＧdrivenquantitativeinterferometricmicroscopiccytometer

图８ 重力驱动的定量干涉显微流式细胞仪实现细胞大通量高速检测的流程

Fig敭８ ProcedureofhighＧthroughputandhighＧspeedcelldetectionwithgravityＧdriven

quantitativeinterferometricmicroscopiccytometer

　　另外,相较于之前介绍的基于机械扫描的定量

干涉显微流式细胞仪,重力驱动的扫描成像系统实

验光路更为简单紧凑,无需光路折转与步进电机扫

描.此外,该系统还避免了由步进电机振动而造成

的噪声污染.更为重要的是,重力驱动的定量干涉

显微流式细胞仪具有更高的扫描速率.该系统仅需

８０s便可捕捉到超过１００个血红细胞样品,若是提

高流动的血红细胞浓度,还能够进一步提高测量

效率.

５　各类定量干涉显微流式细胞仪的分

析与比较

将定量干涉显微与样品扫描相结合,其主要目

的是实现对大量被测生物样品的统计与分析.这类

定量干涉显微流式细胞仪与传统基于荧光或散射强

度分析的流式细胞仪不同,前者是基于被测样品定
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图９ (a)微分干涉相衬显微镜下的同批次血红细胞样品;
(b)~(f)重力驱动的定量干涉显微流式细胞仪得到的不同血红细胞定量相位分布

Fig敭９  a Samebatchofredbloodcellsamplesatdifferentialinterferometriccontrastmicroscopy  b Ｇ f quantitative

phasedistributionsofdifferentredbloodcellsobtainedbygravityＧdrivenquantitativeinterferometricmicroscopiccytometer

量干涉相位分布来实现对样品各类参数的分析.这

里,使用定量干涉流式细胞仪对兔子血红细胞进行

测量与统计,主要对以下参数进行测量与分析.

１)相位面积

相位面积等效于血红细胞所占的面积,反映了

血红细胞的尺寸、直径等定量信息,表达式为

SPA＝∑
N

i＝１
ΔS, (１２)

式中:N 为被测样品所占的像素点数;ΔS 为单个像

素点对应的面元面积.

２)相位体积

相位体积为血红细胞折射率与外界折射率液差

值导致的相位差值的积分,即定量干涉相位分布φ
在被测样品面积内的积分,表达式为

VPV＝∑
N

i＝１
φiΔS. (１３)

　　相位体积可以定量反映生物样品的形貌与体

积.尤其是对于血红细胞而言,其折射率分布均匀,
因此相位体积能够精确地反映血红细胞的体积

信息.

３)细胞形态参数

细胞形态参数包括等效直径deq、周长C、最大

直径dmax、最小直径dmin、偏心率E 以及圆率VFF等

参数.将血红细胞面积等效为正圆,则该正圆对应

的直径称为等效直径,表达式为

deq＝２
VPA

π
. (１４)

　　细胞周长对应血红细胞轮廓线的面积,最大、最
小直径则是血红细胞最大与最小的直径长度,偏心

率可以由其最大、最小直径得出:

E＝
dmax－dmin

dmax＋dmin
. (１５)

　　偏心率的范围在０到１之间,偏心量越接近０,
说明细胞形状越趋近于圆,否则越趋近于椭圆.同

偏心率一样,圆率也可以用来描述细胞形状与正圆

的趋近度,表达式为

VFF＝４π
SPA

C２
. (１６)

　　４)平均红细胞血红蛋白

血红细胞主要由血红蛋白组成,平均红细胞血

红蛋白可由血红细胞的定量相位分布计算得到

VMCH＝
１０λVPV

２παHB
, (１７)

式中:αHB为血红蛋白折射增量,其在６３２．８nm波长

下约为０．００２dL/g.
基于定量干涉显微流式细胞仪先后对多批血红

细胞进行了扫描成像与测量,其主要结果如图１０
所示.

使用定量干涉显微流式细胞仪得到１８１个有效

被测血红细胞,其相位面积与相位体积的关系如
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图１０(a)所示.相位面积平均值为３８．９８μm２,标准

差为３．２９μm２;相位体积平均值为４０．３３radμm２,
标准差为３．３１radμm２.两者成线性关系,拟合关

系式为VPV＝０．７７SPA＋１０．２３,如图１０(a)中红线所

示.另外,根据相位面积可知被测血红细胞的等效

直 径 为 ７．０４ μm, 细 胞 周 长 范 围 为

(２３．３２±１．１３)μm.为了定量表征血红细胞样品的

形状特性,根据(１５)~(１６)式计算细胞的偏心率和

圆率参数,如图１０(b)所示.可以看出,大部分血红

细胞的离心率小于０．１５,圆率大于０．８５,这部分细胞

约占整个统计量的８０％.另外,对整个批次的血红

细胞的离心率与圆率进行统计,其统计值分别为

０．１０±０．０６和０．９０±０．０６.据此可以认为这批血红

细胞的形状接近正圆.最后,根据血红细胞相位体

积计算了该批次血红细胞的平均红细胞血红蛋白含

量,结果为１７．６９pg/cell.

图１０ 被测血红细胞参数.(a)相位体积和相位面积(红线代表线性拟合结果);(b)圆率和偏心率

Fig敭１０ Parametersofmeasuredredbloodcells敭 a Phasevolumeandphasearea redlineindicatinglinearfittingresult  

 b circleＧratioandeccentricity

　　表１从测量速度、测量精度以及所需干涉图数

量这３个方面对比了所介绍的基于扩展主程序分析

相位恢复算法的定量干涉显微流式细胞仪、基于正

则化光学流场相位恢复算法的定量干涉显微流式细

胞仪以及重力驱动的定量干涉显微流式细胞仪.结

果表明:基于扩展主程序分析相位恢复算法的定量

干涉显微流式细胞仪具有最高的测量精度,然而由

于其所需干涉图数量多,扫描速率慢,适用于少量样

品的高精度扫描测量;重力驱动的定量干涉显微流

式细胞仪装置简单,扫描速率极快,但测量精度稍

低,适用于对大量细胞的高通量高速检测;基于正

则化光学流场相位恢复算法的定量干涉显微流式

细胞仪的测量精度与速率则介于前两者之间.在

实际检测中,可根据实际需要选择合适的定量相

位流式细胞仪开展定量相位成像与参数测量统计

等工作.
表１　不同定量干涉显微流式细胞仪的对比

Table１　Comparisonamongdifferentquantitativeinterferometricmicroscopiccytometers

Item
Expandedprinciple

componentanalysisalgorithm
Regularizedoptical
flowingalgorithm

GravityＧdriven
algorithm

Scanningprinciple Mechanicalscanning Mechanicalscanning Microfluidicscanning
Measurementspeed Slower Faster Fastest

Measurementaccuracy∗
Highest,correlation
coefficientof０．９９９９

Higher,correlation
coefficientof０．９９７７

Lower,correlation
coefficientof０．９８７９

Numberofinterferograms ５Ｇ１０ ２ １

Note:∗basedonnumericalsimulationcalculation

６　结　　论

为了实现对大量生物样品快速高通量的定量相

位成像及后续分析,结合定量干涉显微技术与视场

扫描,设计了定量干涉显微流式细胞仪系统.该系

统不仅能够对诸如血红细胞等生物样品实现定量成

像,还能通过细胞识别实现对一系列细胞参数的测

量,如相位面积、相位体积、圆率、离心率、平均红细

胞血红蛋白等.结合不同的视场扫描和相位恢复方

法,先后设计了基于扩展主程序分析相位恢复算法、
基于正则化光学流场相位恢复算法和重力驱动的定

量干涉显微流式细胞仪.在不同检测速度和精度的

要求下,可以选择合适的测量系统对大量被测样品

进行成像与测量.所设计的定量干涉显微流式细胞

１２０９０１Ｇ１０
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仪可以对生物样品进行大通量的高速测量、识别与

统计,并可以精确地反映血红细胞的各项参数,从而

为病理诊断、生物研究提供合理且具有参考意义的

实验数据.
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