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摘要　目前的流式细胞仪有非成像式和成像式两类.非成像式流式细胞仪虽有高吞吐量但无法提供细胞形态学

信息;成像式流式细胞仪虽然能得到细胞的形态学信息,但受传统CCD等面阵列成像传感器的帧率限制,吞吐量

不高.针对这一问题,提出并设计了一种基于光学相干检测技术的超快流式细胞定量相位成像系统,其有效线扫

描成像速度可达１００MHz.细胞成像实验结果表明,设计的实验系统可获取高对比度的细胞定量相位图像以及５
万个细胞每秒的理论吞吐量.
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１　引　　言

流式细胞术(FCM)是测量分选悬浮液中的单

细胞或其他亚细胞生物粒子的一种新型现代生物分

析技术,可实现每秒１０万个单细胞的生物、物理、化
学等多参数测量与分析[１Ｇ４].目前流式细胞仪主要

有非成像式和成像式两种.其中非成像式的流式细

胞仪具有极高的细胞吞吐量,检测分析速度可达１０
万个细胞每秒,但其基于标志物检测的方式无法提

供细胞形态学信息[５].成像式流式细胞仪可以得到

细胞的形态学信息,但受传统成像传感器(CCD或

CMOS)的帧率限制,检测分析速度约为１０００个单

细胞 每 秒,比 非 成 像 式 流 式 细 胞 仪 低 约 两 个 数

量级[６].
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近期提出的基于时间展宽的成像系统以其超高

的实时成像速度克服了传统成像传感器(CCD或

CMOS)的帧率限制问题[７Ｇ９].文献[７]首次将时间

展宽成像系统用于微流体中的金颗粒成像.之后

Keisuke等[１０]将时间展宽成像系统用于流式细胞成

像,成功分辨芽殖酵母与血液中罕见的乳腺癌细胞,
并获得百万分之一的假阳性率.此后 Kevin等[１１]

利用非对称的光强检测方法来提高流式细胞成像强

度图的对比度.同年,Kevin等[１２]在时间展宽成像

系统中引入迈克耳孙干涉机制,成功获取除光强度

外的定量相位信息图.此后Kevin和Keisuke课题

组均将基于时间展宽的成像系统应用于超高速、超
高通量的流式细胞甄选分析成像[１３Ｇ１６].

上述报道的时间展宽成像系统大部分是基于光

强度探测成像,少部分是基于空间光相干光相位探

测成像.然而对于透明度较高的细胞样品成像而

言,光强度的变化相对微弱,成像对比度较差.上述

非对称光强检测方法则通过引入相位梯度来增强图

像对比度,但此方法不能直接获取定量的相位信息;
上述利用迈克耳孙空间光相干机制的时间展宽成像

系统可以直接获取定量相位信息,但需要多次平均

来改善成像效果,因而会降低系统的有效帧速和细

胞通量.为了解决这一问题,本文提出并设计了基

于光学相干检测技术的超快流式细胞定量相位成像

系统.其中光学相干检测采用的是集成光学相干接

收机,其平衡探测方式能为系统提供３dB的信噪比

改善[１７],此外,其偏振分集检测的机制无需要求相

干光的偏振方向严格对准.实验结果表明,无需平

均处理的细胞定量相位图对比度比常规光学显微镜

图更高,流式单细胞成像结果则表明该系统具有５
万个细胞每秒的理论吞吐量.

２　超快流式细胞定量相位成像系统

原理

超快流式细胞定量相位成像系统的建立主要基

于时间展宽技术和光学相干检测技术.其中基于时

间展宽技术的高速成像系统的核心实现原理主要基

于两个色散过程:时域色散和空间色散.在时间展

宽成像系统的基础上,为了获取样品的相位信息,必
须引入相干机制,本文利用光学相干接收机代替传

统空间光的迈克耳孙干涉机制,以此来实现光学

相干.

２．１　时间展宽成像系统原理

时间展宽成像系统主要包括四个部分:宽带脉

冲激光源,空间色散模块,时域色散模块和光电探测

模块.其基本成像原理如图１所示.

图１ 时间展宽成像系统原理示意图

Fig敭１ Schematicofthetimestretchimagingsystem

　　样品空间图像信息主要由以下两个色散映射过

程转换成一维脉冲波形.首先是空间域到频率域的

映射:空间色散器件(衍射光栅)将入射光按其频率

在空间展开,形成一维条形彩虹光斑,彩虹光斑照射

样品后,样品的空间信息会被加载到反射光的光谱

上.其次是频率域到时间域的映射:在时域色散器

件中,不同频率的入射光脉冲有不同的群速度,因此

输出光脉冲会发生展宽,以此将编码了样品信息的

光谱映射到光脉冲的时域波形上.之后由高速光电

探测器探测时域光脉冲波形(对应样品的空间信

息),再由高速示波器进行采样,最后经数字信号处

理(DSP)恢复图像信息.一个光脉冲采集了样品某

一时刻的一帧图像信息,所以在时间展宽成像系统

中,激光源的重复频率决定了系统的成像速度(锁模

激光器的重复频率一般在兆赫兹量级).

２．２　光学相干检测原理

因为细胞样品透明度高的特点,传统的光强度

探测方法无法提供高对比度的成像结果,所以相干

探测机制的引入尤为重要.本文中光强度和相位信

息的探测直接由光学相干接收机实现,具体结构如

１２１１０２Ｇ２
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图２(a)所示.其中３dB代表一个３dB耦合器,π/２
代表９０°相移,BD代表平衡探测器.入射信号光ES

和参考本振光ELO可表示为

ES＝ PSexpjϕS(t)[ ]

ELO＝ PLOexpjϕLO(t)[ ]{ , (１)

式中:PS 为信号光的输入光功率;ϕS(t)为信号光相

位;PLO为本振光的输入光功率;ϕLO(t)为本振光相

位.只考虑两相干光的X 偏振分量时,信号光与本

振光经过上述光学相干接收机后,干涉信号的同相

与正交输出分量可表示为

IX ＝R PSXPLOXcosϕS(t)－ϕLO(t)[ ]

QX ＝R PSXPLOXsinϕS(t)－ϕLO(t)[ ]{ ,(２)

式中:R 为光电探测器的响应度;PSX 为信号光功率

在X 偏振方向的分量;PLOX 为本振光功率在X 偏

振方向的分量.所以X 偏振分量的复数信号可表

示为

IX(t)＝IX ＋jQX ＝

R PSXPLOXexpjϕS(t)－ϕLO(t)[ ]{ }. (３)
联合Y 偏振分量,原入射信号光完整的强度和相位

变化信息可以通过后续DSP恢复出来.

图２ 光学相干接收机结构原理图

Fig敭２ Structureschematicofopticalcoherentreceiver

光学相干接收机是一种基于同相与正交信号探

测的零差接收机,比空间光相干的单一光电探测器

(PD)外差接收模式节省了一半信号接收带宽[１８].
此外,相比单PD探测方式,光学相干接收机采用的

平衡探测方式能消除直流分量在内的共模信号,抑
制本振光噪声,并将有用信号的能量提高３dB[１９Ｇ２０].
最后,相干接收机由于采用X、Y 偏振分集的检测方

式[２１],并不需要两相干光的偏振方向严格对齐,因

为其中本振路的线偏振光在偏振分束器(PBS)处以

４５°入射,所以任意偏振态的信号光都可以分解成对

应X、Y 方向的正交偏振分量,之后相干信号会在接

收机的对应 X 和Y 端口输出,且不会有能量损

失[１７].正是因为光学相干接收机能以更小带宽、更
高质量获取完整的复数光场信息,所以与基于光强

度探测的时间展宽成像系统相比,该系统能获取对

透明细胞样品更为敏感的光相位信息,从而获得对

比度更高的细胞样品定量相位图.与基于空间光干

涉的时间展宽成像系统相比,该系统能获取信噪比

更高、更稳定的信号脉冲,无需平均处理即可得到低

噪声的细胞图像.

２．３　系统分辨率受限条件

系统的分辨率除衍射极限外还受限于空间色散

器件、时域色散器件、光电探测器和模数转换器的数

字带 宽[２２],分 别 对 应 空 间 色 散 极 值、时 域 色 散

(SPA)极值、数字化极值,三个极限值中的最大值就

是该成像系统的理论有效分辨率.设置色散模块的

色散量D 取值范围为０．０１~１ns/nm,三个极限值

随D 的变化如图３所示.从图中可知选择色散量

为６６０ps/nm的时域色散器件是最优的情况,此时

系统的理论最优分辨率为２．２μm.

图３ 分辨率极限随色散量的变化

Fig敭３ Relationshipbetweenresolutionlimitanddispersion

３　实　　验

３．１　基于时间展宽与光学相干检测的流式细胞

成像系统搭建

搭建并使用的实验系统原理如图４所示,其中

图４(a)对应时间色散部分,图４(b)对应空间色散与

成像光路部分,图４(c)对应光学相干探测部分.具

体成 像 过 程 如 下.锁 模 激 光 器 输 出 重 复 频 率

１００MHz、持续时间约１００fs的高速宽带脉冲光.
首先,脉冲光经带通滤波器被滤至１４nm带宽(中
心波长１５５０nm).然后由－６６０ps/nm色散量的色

散光纤将飞秒脉冲展宽至约９．２４ns,以完成频域到时

１２１１０２Ｇ３



５５,１２１１０２(２０１８) 激光与光电子学进展 www．opticsjournal．net

域的映射.掺铒光纤激光放大器用来补偿色散损耗

并将脉冲的平均功率放大至２０dBm.之后,脉冲光

由光纤耦合器以７５:２５的分光比分别进入信号路和

本振路,信号路的脉冲光经光纤准直器进入自由空间

成像光路,本振路的脉冲光作为相干参考光,两路的

相对延时由本振路的可调延迟线控制.信号路脉冲

光经准直器转成空间平行光,然后经衍射光栅空间色

散成一维彩虹光斑,以此完成空间域到频域的映射.
这两步色散映射过程是相对独立的,前后顺序可交

换.这样的一维条形光斑经物镜聚焦到样品上以加

载样品的空间信息,之后编码了样品信息的脉冲光由

反射镜返回.一般来说,样品的二维成像需要电机控

制样品在垂直方向上扫描,然而在流式细胞成像模式

下,细胞随流体流动,自动完成整个扫描过程,即可自

动获取流式细胞的二维图像.返回的信号脉冲光与

本振脉冲光分别进入数字相干接收机完成相干,之后

含有样品信息的相干信号由实时示波器采集,最后由

DSP恢复出对应样品的空间图像.

图４ 基于时间展宽的超高速流式细胞成像系统原理.(a)时域色散;(b)空间色散与成像;(c)光学相干检测

Fig敭４ SchematicofthetimeＧstretchＧbasedultrafastpolarizationcytometricimagingsystem敭

 a Timedomaindispersion  b spatialdispersionandimaging  c opticalcoherentdetection

３．２　系统实际分辨率测试

首先利用分辨率测试靶(ThorlabsR１DS１N)确
定系统的成像分辨率.点扩展函数是光场成像系统

的脉冲响应函数,其半峰全宽(FWHM)可以表示为

成像系统的空间分辨率[２３].当聚焦的条形光斑照

射在分辨率测试靶的某一行上时,经相干探测可采

集到一组对应的时域波形[图５(a)],选取其中最低

值到最高值的一处边沿[图５(b)],作微分以及高斯

曲线拟合,得到的高斯曲线FWHM 即为成像系统

的空 间 分 辨 率.如 图 ５(c)所 示,高 斯 曲 线 的

FWHM计算结果为３．３μm,即成像系统的分辨率

约为３．３μm.

图５ (a)分辨率靶行成像图;(b)探测器时域波形图;(c)微分及高斯拟合曲线图

Fig敭５  a Imageofresolutiontarget  b timedomainwaveformcapturedbythedetector 

 c differentialandGaussfittingcurves
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３．３　鼻咽癌细胞切片成像结果

为验证该光学相干系统在透明样品中成像的有

效性,对固定有鼻咽癌细胞的载玻片进行成像实验.
实验中取两组未染色鼻咽癌细胞切片,一组未经药

物处理,另外一组添加生长抑制药物.首先用普通

光学显微镜观察两组切片,当光学显微镜设置在普

通亮场显示模式下时切片上的细胞几乎不可见,进

一步设置为相差显示模式,对应的显微图像分别如

图６(a)和图６(c)所示.实验过程中,切片固定在步

进电机上,由电机带动样品完成纵向扫描.步进电

机的步长设置为２μm,纵向共完成２００次扫描,整
幅图的成像区域为１００μm×４００μm.计算解调后

获得的对应区域定量相位图如图６(b)和图６(d)
所示.

图６ 鼻咽癌细胞切片相差显微镜图与相位图.(a)正常鼻咽癌细胞切片相差显微镜图;(b)正常鼻咽癌细胞切片相位图;
(c)添加生长抑制药物的鼻咽癌细胞切片相差显微镜图;(d)添加生长抑制药物的鼻咽癌细胞切片相位图

Fig敭６Phasecontrastmicroscopeimagesandphaseimages敭 a Phasecontrastmicroscopeimageofnormalnasopharyngeal
carcinomacellslice  b phaseimageofnormalnasopharyngealcarcinomacellslice  c phasecontrastmicroscope
imageofnasopharyngealcarcinomacellslicetreatedwithgrowthinhibitiondrugs  d phaseimageofnormal
　　　　　　　　nasopharyngealcarcinomacellslicetreatedwithgrowthinhibitiondrugs

　　结果表明,与归一化的相差显微图像相比,该系

统可以获取更清晰、对比度更高的细胞样品相位图,
且受益于此相干探测系统的高信噪比,切片的成像

结果无需平均处理,其有效行扫描成像速度可达

１００MHz.传统利用光强度探测方法的时间展宽系

统则较难获取高对比度的透明细胞样品图,即便是

利用非对称检测方式来增强强度图像的对比度[１１],
其细胞图像结果仍不如本文实验结果清晰鲜明.而

利用空间光相干的时间展宽成像系统[１２],虽然通过

多组数据的平均处理可以获取较鲜明、对比度较高

的细胞图像,但真实有效的行扫描成像速度由原本

的２６MHz降到了１MHz,比本文实验系统少了两

个数量级.

３．４　流式鼻咽癌细胞成像结果

为了验证实验系统的超高细胞吞吐量,将样品

换为鼻咽癌细胞培养液,并利用微流泵将其注入透

明的微流芯片(PDMS材质)中,以完成高速的纵向

自动扫描过程,实现高速流式细胞成像.实验过程

中,设定注射泵的抽取速度,使高宽为５０μm×

２００μm的微流通道中流体流速恒定为１m/s,设定

样品的采样总时间为１ms,对应测量的细胞溶液总

量为１００μL.采样完成后经计算机恢复出的单鼻咽

癌细胞相位图如图７(a)所示,细胞所在区域具有非常

明显的相位变化,显示了定量相位成像在透明细胞样

品中的优势.同样的条件下,对一组鼻咽癌细胞与正

常鼻咽上皮细胞的培养液进行流式高速成像,得到的

两组单细胞定量相位图如图７(b)和图７(c)所示.从

两组细胞的相位图可以清晰看到细胞形态,其中癌细

胞的大小呈现不均匀性,而正常细胞的大小相对比较

均匀.若以单个细胞直径为２０μm计算,可得流式细

胞的理论吞吐量为５万个细胞每秒.实际的细胞吞

吐量与通道尺寸、细胞溶液的细胞密度以及通道的流

型设计都有关系[２４],实验中并未对这些参数进行优

化,所以只是理论上证明了系统的超高速成像能力.
更重要的是,根据获得的细胞定量相位图,还可以进

一步计算一些具体的细胞参数,如细胞干重、细胞干

重表面密度、细胞相体积、细胞球度等,并给出对应的

定量细胞特性分析,以实现大容量细胞甄别[２４].
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图７ 相位图(标尺:１０μm).(a)单鼻咽癌细胞三维相位图;(b)鼻咽癌细胞相位图;(c)正常鼻咽上皮细胞相位图

Fig敭７ Phaseimages scalebar １０μm 敭 a ThreeＧdimensionalphaseimageofsinglenasopharyngealcarcinomacell 

 b phaseimagesofnasopharyngealcarcinomacells  c phaseimagesofnormalnasopharyngealepithelialcells

４　结　　论

提出并设计了一个基于光学相干探测技术的超

快流式细胞定量相位成像系统.针对目前基于时间

展宽的空间光相干流式细胞成像系统对相干光偏振

态与光程匹配度要求较高的缺陷,光学相干检测技

术降低了对相干光偏振态高匹配度的要求,还为系

统提供了３dB的信噪比改善.因为采集的信号信

噪比较高,所以所有的实验成像结果无需进行平均

处理,这也是流式细胞成像高通量的保证.通过相

关的细胞切片与流式细胞成像实验,验证了超高速

流式细胞成像系统的有效性,获取的细胞切片定量

相位图比常规光学显微镜图对比度更高,同时系统

还有５万个细胞每秒的理论超高吞吐量.正是由于

这些优势,设计的超高速流式细胞成像系统将适用

于大容量的细胞簇成像分析.在未来的工作中,大
容量细胞簇成像获取的定量相位图可用于对应细胞

的多参数计算与不同细胞簇的定量分析甄别,其目

的是以具体的大数据分析结果进一步证实这种成像

系统的超高速流式细胞分选特性.
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