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基于数字全息显微技术的微纳粒子动态行为表征

何炳恩†， 张利萍†， 龚湘君*， 张广照
华南理工大学材料科学与工程学院，广东  广州  510640

摘要  微纳气泡、胶体颗粒、微生物等微纳粒子广泛存在于日常生活和自然环境中。观察各种微粒的动态行为并对其进

行精确的定量表征，可为我们了解生命科学、医学、材料及环境科学中的许多核心问题提供重要启示。本综述介绍了可

对多个微粒进行实时、大景深、非标记、高精度三维追踪的数字全息显微技术，阐述了其工作原理及其应用，最后对相关

技术的发展方向及面临的挑战进行了讨论及展望。
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Digital Holographic Microscopy-Based Dynamic Behavior 
Characterization of Micro-Nano Particles

He Bingen†, Zhang Liping†, Gong Xiangjun*, Zhang Guangzhao
Faculty of Material Science and Engineering, South China University of Technology, Guangzhou 510640, 
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Abstract Micro-nano particles, such as micro-nano bubbles, colloidal particles, and microorganisms, exist widely in 
daily life and the natural environment.  Observations of the dynamic behavior of such particles and their accurate 
quantitative characterization can enlighten us on the many core issues in life sciences, medicine, material, and 
environmental science.  This paper introduces a digital holographic microscopy technology that can perform real-time, 
large depth-of-field, unmarked, high-precision three-dimensional tracking of multiple particles.  Additionally, this paper 
expounds the working principle and application of the method and finally discusses its prospects in the further development 
and challenges faced by similar technologies.
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1　引 言

微纳粒子（简称微粒）的尺寸从几个纳米到几百微

米。自然界和生活中的微粒无处不在，在绝大多数情

况下它们在不停地运动。1828 年，植物学家布朗通过

显微镜首次观察到悬浮在水中的花粉颗粒（直径约为

1 μm）不停地进行无规运动。后来他观测了其他微

粒，发现完全无生命的微粒展示了严格且相同的现象，

而且这种运动方式并不随着放置在密闭容器中时间的

延长而停止。至此，微粒的动态表征与研究由经典的

布朗运动［1］拉开帷幕。19 世纪 60 年代，有人提出布朗

所观察到的无规运动是由花粉微粒与热运动激发的水

分子之间持续碰撞所导致的。而爱因斯坦在 1905 年

给出的 Einstein 方程表明无生命的微粒，其位置的涨

落（扩散系数 D）与摩擦阻力 ζ（耗散）的乘积等于一份

热能（1 kBT）。正因如此，微粒的尺寸（R）限制的来源

常定义为其所受到的一份热能与其重力势能（GR，G
为重力）相当时的尺寸。这意味着尺寸足够小的微粒

可以永久悬浮。而在热能左右之下的无规运动对微粒

的动态变化过程起着决定性的作用。对有自发动力甚

至有生命的微粒，譬如游动在水中的细菌而言，除需克

服无规运动损耗外，还需要克服和利用水相这个典型

的小雷诺数层流环境产生的巨大摩擦阻力，从而实现

四处游动。菌类借助运动器官（鞭毛、纤毛）精巧摆动，

它们以某种周期性但非往复性的方式改变身体的形

状，从而产生净推动力向前运动［2］。
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观察各种微粒的动态行为并对其进行精确的定量

表征，可以了解生命科学、医学、材料及环境科学中的

许多核心问题，诸如细菌定植、病毒感染、药物与细胞

的相互作用、海洋污损、食品和工业用品的稳定和安全

性等。作为最古老却仍充满活力的微观测量方法，光

学显微镜自诞生起便与微粒的动态观测与表征有着密

不可分的联系。得益于光学显微镜，布朗成功观察到

了 花 粉 微 粒 的 动 态 运 动 。 而 在 更 早 的 1683 年 ，

Leeuwenhoek 就利用自制的显微镜在牙垢上观察到了

放大 200 倍后的细菌。传统的可见光显微成像基于二

维聚焦成像，其理论精度受限于光的衍射极限［3］，约为

200 nm。由于成像系统并不完美，像差等因素会导致

光学显微镜的实际成像精度更差。

尽管如此，利用荧光标记、选择性的照明方式及优

化的图像分析算法可进一步提升微粒与周围环境的成

像对比度。通过超分辨荧光显微镜［4-5］等卓越的显微

观测技术，在空间分辨率上人们已突破了光学成像极

限。然而，在热能驱动下，尺寸越小的微粒进行着更为

剧烈而快速的运动，而对有自主驱动力的微粒（能动型

细菌、生殖细胞等），其运动速度通常可达每秒几十上

百微米。对这类微粒进行精准的动态观测意味着需要

兼顾时间和空间分辨率，在技术上极具挑战性。

与此同时，位于界面附近的微粒常受到界面产生

的流体力学作用。因此，在不同方向和位置上常呈现

出不同的行为。譬如，描述胶体稳定性的 DLVO 理论

预测随着胶体微粒靠近某个表面，其受到表面双电层

的斥力与重力作用，会在界面的某个高度附近达到平

衡［6］。而能动型细菌依赖它们的游动速度，倾向于富

集在界面附近并进行平行于界面的游动［7-8］。这意味

着基于聚焦二维成像的传统光学显微技术无法获知各

向异性运动微粒的三维行为，尤其是在入射光传播方

向（轴向）上的行为。此外，大部分基于荧光染色增强

成像对比度的方式对体系均具有一定的侵入性。某些

脆弱的微粒譬如精子细胞、微纳气泡等都无法利用荧

光染色的方式增强对比度。为解决上述问题，需要一

种可对多个微粒进行实时、大景深、非标记、高精度的

三维追踪和观测的原位动态表征技术。

数字全息显微技术（DHM）是一种可解决上述问

题的非标记三维显微技术。1948 年，Gabor［9］提出利用

光的干涉即全息术来保留物体波前信息的巧妙想法。

这意味着可以通过实时记录全息图像来获取物体的三

维动态信息。数字全息显微技术同时结合光学全息、

显微成像与计算光学，通过显微镜实时记录参考光与

待测微粒散射光之间的干涉图像来保留这一瞬间待测

微粒的波前信息。依据光场的传播原理，在计算机中

完成逆传播的计算，同时恢复这一时刻样品的光强和

相位信息［10］。对于微粒动态表征而言，其优势包括：

1）光的干涉使全息图信号与微粒尺寸衰减关系远慢于

常规显微镜，这使观察极小尺寸的微粒成为可能［11］；

2）光场的重建只依赖入射光的调制方式，无需预先获

知物体的密度、形貌、材质等信息；3）其形态观测不依

赖聚焦图，观测景深仅取决于入射光和物镜的数值孔

径，通常在微粒的几十倍以上［12］，这为长时间追踪微粒

的快速行为提供了可能；4）无需染色，对微粒的制样要

求与常规光学显微镜一致，操作和使用十分简便。

随着成像硬件与计算机算力的增强，数字全息显

微技术在观测精度和速度上均得到了质的提升。作为

一种非接触、无标记的高精度成像方法，它已被广泛应

用于微粒与材料表征的相关领域，譬如微粒的空间定

位与参数测量［13-15］、微生物和细胞的三维形貌及运动

行为表征［16］及流场测速［17-18］等。借助该技术，可一次

性获取三维视野体积内多个微粒的粒径、形貌和三维

位置等信息，进而对样品的三维速度［19-20］、运动模

式［21］、相互作用［22］等参数进行定量分析。

本文首先介绍数字全息显微技术的原理和微粒动

态表征的步骤，并对其在微粒动态表征领域的相关应

用进行回顾。最后，对该技术的发展方向及面临的挑

战进行了讨论及展望。

2　基于数字全息显微的微粒三维动态
表征原理与方法
微粒的动态表征需获取的核心参数是微粒的实时

三维位置和空间形态，并进一步对其三维运动行为进

行针对性的定量分析。针对微粒的三维动态表征，

DHM 通常包括 4 个步骤：1） 全息图像的获取； 2） 三
维光场的重建；3） 微粒的三维定位；4） 微粒的三维运

动分析。此外，微粒的三维动态表征的核心是快速获

取定位并保证定位精度。近年来发展的深度学习技术

极大提升了计算速度，并降低了对多个微粒的相互干

扰，提高了定位精度。因此，第 2. 5 小节介绍了深度学

习技术在 DHM 三维重建与微粒定位中的应用。

2. 1　全息图像的获取

常规的 DHM 通常包含透镜，其光路由相干光源、

样品台、物镜、分束器和相机等构成。先对相干光源进

行调制（比较简单的形式是变为平行光或点光源）与物

体形成干涉，生成干涉条纹并进行记录［23］。依据样品

透光性的不同，DHM 可设计为用于透光性良好样品

的透射模式和用于反光能力良好样品的反射模式。此

外，根据物光与参考光方向的差异，DHM 又分为同轴

（in-line）和 离 轴（off-axis）两 种 ，其 具 体 光 路 如 图 1
所示。

同轴全息的物光与参考光指向一致，无需进行光

路的分束，光路简单稳定。然而，同轴光路在使用时面

临着孪生像与实像重叠难以分离这一难解问题。孪生

像的干扰导致复原的三维物像形貌和位置不准确。这

一问题可以通过改变离焦位置减轻，或结合数值迭代

和相移技术实现重建过程中孪生像的分离［24-25］。在此

思路上发展出了相移干涉测量技术［26］等一系列方法。

为解决孪生像的问题，Leith 等［27］于 1962 年提出离轴

全息光路，通过在物光与参考光的传播方向间引入一

个微小的倾角，实现了共轭项在频谱上的分离。这一

分离使孪生像不再与物像交叠。然而，频域滤波会导

致相机带宽的严重损失，使成像质量和视野范围缩小。

因此，两种全息光路各有优劣。

数字全息显微技术依赖光的干涉现象，因而其成

像系统对光源相干性有着较高的要求。传统的激光光

源相干性极佳，但激光产生的散斑噪声和激光在光学

元件表面多次折反射引起的寄生干涉条纹严重影响成

像质量［28］。在数值计算中引入降噪方法能在一定程度

上抑制噪声，但存在信息损失的风险［29］。为了从根源

上解决这个问题，全息显微尝试引入低相干性光源以

提高信噪比，如飞秒激光［30］、白光光源［31］等。Dubois
等［32］提出一种使用旋转毛玻璃屏将相干激光光源转化

为部分空间相干光源的方法。而在各种方案中，发光

二极管（LED）光源以其成本低廉、体积小巧的优势日

益受到相关研究者的青睐［33-34］。

2. 2　三维光场重建

使用上述调制后的光路获取全息图像后，利用计

算成像原理可在计算机上轻松完成三维光场的重建。

在 任 意 平 面 内 ，光 场 可 被 定 量 描 述 为 复 振 幅

U ( x，y )= A ( x，y ) exp [ iφ ( x，y )]。其中，振幅 A ( x，y )

的平方 | A ( x，y ) | 2 代表光场能量分布，相位 φ ( x，y )则
代表波前分布。由于光场频率远高于常规探测器的响

应频率，通常情况下相机仅能直接记录 | A ( x，y ) | 2，即
光强。这是无法用常规相机观察物体完整形态的原

因。三维光场重建中这一步骤通过已知的调制入射光

与物体发生干涉，使用光场衍射理论反演干涉前后的

光学传播过程，从而利用计算机实现对物光在三维空

间上的光场、光强及丢失的相位信息的还原。三维光

场重建基于 Rayleigh-Sommerfeld 衍射公式，计算模拟

光场传播过程［35］，即

E ( x，y，z )= 1
iλ ∬E 0 ( x 0，y0 ) exp ( ikr )

r
cos θdx0 dy0，（1）

式中：E ( x，y，z )为已知输入光场 E 0 ( x 0，y0 )沿着光轴

方向传播到一个与之平行的新平面的光场分布；z 为

两个平面间的间隔；k 为波数；r 为输入平面上的某点

到输出平面的某点的连线距离；θ 为该连线与光轴之

图 1　数字全息显微镜装置图［23］。（a） 同轴 DHM（透射光路）；（b） 离轴 DHM（透射光路）；（c） 同轴 DHM（反射光路）；

（d） 离轴 DHM（反射光路）

Fig.  1　Device diagrams of digital holographic microscope[23].  (a) In-line DHM (transmission mode); (b) off-axis DHM (transmission 
mode); (c) in-line DHM (reflection mode); (d) off-axis DHM (reflection mode)
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为解决孪生像的问题，Leith 等［27］于 1962 年提出离轴

全息光路，通过在物光与参考光的传播方向间引入一

个微小的倾角，实现了共轭项在频谱上的分离。这一

分离使孪生像不再与物像交叠。然而，频域滤波会导

致相机带宽的严重损失，使成像质量和视野范围缩小。

因此，两种全息光路各有优劣。

数字全息显微技术依赖光的干涉现象，因而其成

像系统对光源相干性有着较高的要求。传统的激光光

源相干性极佳，但激光产生的散斑噪声和激光在光学

元件表面多次折反射引起的寄生干涉条纹严重影响成

像质量［28］。在数值计算中引入降噪方法能在一定程度

上抑制噪声，但存在信息损失的风险［29］。为了从根源

上解决这个问题，全息显微尝试引入低相干性光源以

提高信噪比，如飞秒激光［30］、白光光源［31］等。Dubois
等［32］提出一种使用旋转毛玻璃屏将相干激光光源转化

为部分空间相干光源的方法。而在各种方案中，发光

二极管（LED）光源以其成本低廉、体积小巧的优势日

益受到相关研究者的青睐［33-34］。

2. 2　三维光场重建

使用上述调制后的光路获取全息图像后，利用计

算成像原理可在计算机上轻松完成三维光场的重建。

在 任 意 平 面 内 ，光 场 可 被 定 量 描 述 为 复 振 幅

U ( x，y )= A ( x，y ) exp [ iφ ( x，y )]。其中，振幅 A ( x，y )

的平方 | A ( x，y ) | 2 代表光场能量分布，相位 φ ( x，y )则
代表波前分布。由于光场频率远高于常规探测器的响

应频率，通常情况下相机仅能直接记录 | A ( x，y ) | 2，即
光强。这是无法用常规相机观察物体完整形态的原

因。三维光场重建中这一步骤通过已知的调制入射光

与物体发生干涉，使用光场衍射理论反演干涉前后的

光学传播过程，从而利用计算机实现对物光在三维空

间上的光场、光强及丢失的相位信息的还原。三维光

场重建基于 Rayleigh-Sommerfeld 衍射公式，计算模拟

光场传播过程［35］，即

E ( x，y，z )= 1
iλ ∬E 0 ( x 0，y0 ) exp ( ikr )

r
cos θdx0 dy0，（1）

式中：E ( x，y，z )为已知输入光场 E 0 ( x 0，y0 )沿着光轴

方向传播到一个与之平行的新平面的光场分布；z 为

两个平面间的间隔；k 为波数；r 为输入平面上的某点

到输出平面的某点的连线距离；θ 为该连线与光轴之

图 1　数字全息显微镜装置图［23］。（a） 同轴 DHM（透射光路）；（b） 离轴 DHM（透射光路）；（c） 同轴 DHM（反射光路）；

（d） 离轴 DHM（反射光路）

Fig.  1　Device diagrams of digital holographic microscope[23].  (a) In-line DHM (transmission mode); (b) off-axis DHM (transmission 
mode); (c) in-line DHM (reflection mode); (d) off-axis DHM (reflection mode)
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间的夹角。

式（1）计算量较大，因而在实际应用时一般并不会

直接使用。对衍射原理进行数值分析，通过二维傅里

叶变换的引入及条件近似，人们逐渐发展出了多种数

值重建算法。其中，菲涅耳衍射法［36-37］、角谱法［38-39］和

卷积法［40-41］因极高的使用频率被称为数值重建的三大

标准算法。在这三者中，角谱法能较好地兼顾计算速

度与重建效果，应用范围广泛：

E ( x，y，z )= FT-1{FT [E 0 ( x，y0 )] H ( fx，fy，z )}，（2）

H ( fx，fy，z )= exp éëikz 1 -( λfx )2 -( λfy )2 ù
û，（3）

式中：FT-1 表示二维傅里叶逆变换运算； fx、fy 为 x、y
对应的频谱参数；H ( fx，fy，z )表示自由空间衍射传播

的传递函数。

由于共轭项的存在，离轴全息与同轴全息在数值

重建过程上存在差异。离轴全息可以通过频域滤波的

方式对原始全息图进行傅里叶变换，将一阶项移动到

中心并使用窗函数滤除其余部分，之后通过傅里叶逆

变换得到物光场复振幅分布。后续离轴光路的三维重

建还需相位解包裹及相位畸变补偿这两项重要的

操作。

同轴全息则无上述问题。对于同轴全息，1972 年

Gerchberg［42］提出的 Gerchberg-Saxton（GS）算法实现

了从两个距离已知的成像面的光强图像中恢复相位信

息。具体过程为，通过电动位移台等获得已知成像距

离之差的两幅全息图像后，先以其中一者的光强值作

为振幅分布、［0，2π］内的随机值作为相位估计设定预

估光场函数；根据该预估光场函数和成像距离之差计

算该条件下另一全息图对应成像面上的光场函数；保

留新光场的相位分布，以实际记录的光强值替代振幅

部分进行约束修正；将修正后的光场函数逆传播回起

始成像面，再次修正振幅；重复该步骤至满足约束条

件，最终可以得到可信的相位信息。后续研究陆续改

良了这种通过复数强度图迭代约束获取复振幅的方

法，譬如文献［43］的算法等均可进行同轴全息的光场

重建。这些重建算法的共同缺点为基于迭代，需要耗

费大量算力和时间。

根据 DHM 原理可知，其能重建离焦远、但仍能与

背景散射差异的微粒，因此相较于常规基于聚焦成像

的光学显微镜在景深上具有极大的优势。通常，在保

证微粒定位精度的前提下，其景深可达微粒尺寸的几

十倍甚至更高［44］。对于粒径分布在 2~4 μm 的微小水

滴，基于小波变换的微液滴场重建图像的景深可达到

779 µm［45］。在结合电动可调透镜的情况下，DHM 甚

至实现了 363. 5 μm 的轴向扫描［46］。基于大景深这一

优势，DHM 可重建视野体积内的三维光场，因此能在

一张全息图中获取特定体积内所有的微粒状态［47］，而

常规显微镜通常仅采集到聚焦面附近的微粒。即

DHM 可观测的样本数更多、通量更高。

由于三维重建过程中像面的重建距离是未知的，

在某些场合还需要结合数字自动调焦技术计算。自动

调焦以连续步进的方式改变重建距离，获得系列重建

图像后以评价参数对它们进行分析，从而获取最佳重

建距离。较为简单的方式是通过锐度度量［48］进行自动

调焦，通过分析重建图形的梯度函数或灰度直方图等

信号的变化实现自动调焦。Dubois等［49］提出一种基于

振幅对比度分析的自动调焦评价函数，并引入高通滤

波函数对其进行改进［50］。此外，根据衍射过程对波长

的依赖性，使用双波长照明并分别重建，通过两者差异

判断最佳距离［51］也是一种不错的选择。Gao 等［52］还提

出一种基于双光束离轴照明的自动调焦方法，通过光

路设计实现两个不同照明角度光场的同时获取，在重

建结果远离像平面时两个重建图像发生分离的性质可

用于重建距离评价。自动聚焦方法极大地缩短了调焦

时间，对实现三维实时观测有着重要意义。实现重建

再聚焦后，可通过识别焦面的二维投影特征来进一步

获得微粒样品的空间几何形态特征。

2. 3　微粒的三维定位

三维定位是基于 DHM 的微粒分析过程中极为关

键的一步，其目标是通过分析重建的三维光场定量获

取样品在空间中的三维坐标（x，y，z）。三维定位分为

与成像面平行的二维横向定位（x，y）和与光场传播方

向一致的轴向定位（z）。

横向定位基于经典的二维粒子追踪（SPT）算法，

根据二维图像的灰度特征确认微粒中心的二维坐标。

最常见的横向定位方法是质心法［53］。质心法适用于信

噪比较高的样品，通过加权平均的方式处理图像，具有

运算速度快、步骤简单直观的优点。但它在面对不规

则微粒、高噪声、小尺寸微粒等情况时易出现偏差。一

个更好的方法是高斯拟合法［54］。由于光的点扩散函数

大体符合二维高斯分布，故可利用二维高斯函数迭代

拟合图像，其峰值位置能很好预测微粒的二维坐标。

这种方式的好处是定位精度高、稳定性好，是目前横向

定位方式中最常用的一种。对于球形微粒，其衍射图

像沿圆心径向对称分布，检测最大径向对称点能在无

需迭代的前提下获得媲美高斯拟合法的精度［55］。此

外，基于图像匹配的互相关法、基于机器学习的语义分

割等也取得极好效果。目前，横向定位对单个微球的

追踪分辨率可达纳米甚至是亚纳米级［56］。

相较于成熟的横向微粒定位技术，对微粒的轴向

定位则面临更多的技术挑战。有研究者提出对空间光

场进行图像匹配［57］来获取轴向定位的方法，这对匹配

数据库的精度提出了更高的要求。灰度梯度法［58］根据

微粒在平面图像上边缘的锐利程度判断聚焦程度，先

根据自适应阈值法尽可能获得微粒的二值化图像，再

计算其边缘灰度梯度筛选中心位置。在此基础上还有

归一化比值的全局灰度梯度法［59］，其能更好解决小尺

寸微粒成像问题。基于能量分布的局部最大光强

法［60-61］在微粒的轴向定位上因其计算量小、适应性高

的特点，拥有巨大的应用优势。该方法在进行三维光

场重建后直接选取微粒投影覆盖的三维空间上光强最

大的位置作为聚焦位置。局部最大光强法无需事先建

立样品图像特征的数据库，也不用额外标定样品物理

参量，极大地减少了工作量。

尽管截至目前，研究者发展出了诸多高精度的轴

向定位算法。然而对于同轴 DHM，轴向定位中的显著

困难仍旧源于不同微粒复杂光场之间的互相交叠！这

使距离很近的微粒难以精细区分和定位，这在较高浓

度的样品中极为常见。这一问题可能的解决方式是借

助微粒运动的时空连续性。为了解决此问题，本课题

组［62］提出一项弥补诸如细菌等生物微粒三维定位丢失

的方法。先对多个细菌的三维光场进行重建，尽可能

地将可识别的单个细菌进行初始三维定位；之后，依据

位置点的时间顺序和空间位置进行关联，获得大量由

于极近距离下定位失效导致中断的轨迹片段；然后，再

锁定缺失段落，并对这段时空内的每个位置点的三维

光场进行逐一重建和定位；最后，根据轨迹片段间起始

在时空上的连续性判断续连是否正确。这种修补方法

的还原效果和正确性评估如图 2 所示。这种方法成功

对较高浓度下多个细菌微粒实现了较长时间的持续三

维定位，为定位近距离的其他微粒提供了重要的启示。

此外，受制于成像系统的球差，轴向定位的精度远

次于横向定位。因此，轴向定位精度的提升对实现极

小微粒实时三维追踪有着极为重要的意义。对细菌进

行光场重建并系统分析不规则杆型微粒轴向分辨率的

影响因素［12］，包括光源强度、光源均匀性、像元尺寸等。

其中，图像像素尺寸和非均匀光照极大地限制了高通

量全息跟踪的定位精度，同时，轴向分辨率受介质与样

品折射率的差异以及样品的尺寸和形貌的影响。进一

步发现，除规则的球形微粒外，即使是杆型细菌，仍可

使用高斯拟合其三维光场大幅提升其轴向定位精度。

这一工作提供了一个普适化的提高全息定位轴向分辨

率的简便方法。

2. 4　微粒的三维运动分析

在获得微粒的形态和轨迹之后，针对无规运动的

微粒，可计算其均方位移（MSD）并进行相应分析［63］。

假设微粒运动由扩散决定，由扩散方程推演可知布朗

扩散中 MSD 与时间 t 呈线性关系，比值与微粒的扩散

系数相关。通常，对颗粒轨迹可以先计算单个颗粒的

轨迹然后取时间平均（t-MSD）或对所有颗粒的轨迹取

统计平均（e-MSD）。当 t-MSD 与 e-MSD 完全一致时，

扩散过程被认为是遍历的。

对于微生物等具有主动推进力的微粒运动，其在

图 2　三维断连轨迹的连接与正确率［62］。（a） 用算法前的 3D 轨迹；（b） 算法连接后的 3D 轨迹；（c） 应用算法之前和之后长轨迹和短

轨迹的比率；（d） 在大肠杆菌浓度为 105、106、107、3×107 CFU·mL−1下连接片段的正确率

Fig.  2　Connection and accuracy of disconnection trajectory[62].  (a) 3D trajectory before using the algorithm; (b) 3D trajectory after 
algorithm connection; (c) the ratio of long and short tracks before and after the application of the algorithm; (d) the accuracy rate 

of the connected fragments at E.  coli concentrations of 105, 106, 107, 3×107 CFU·mL−1
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寸微粒成像问题。基于能量分布的局部最大光强

法［60-61］在微粒的轴向定位上因其计算量小、适应性高

的特点，拥有巨大的应用优势。该方法在进行三维光

场重建后直接选取微粒投影覆盖的三维空间上光强最

大的位置作为聚焦位置。局部最大光强法无需事先建

立样品图像特征的数据库，也不用额外标定样品物理

参量，极大地减少了工作量。

尽管截至目前，研究者发展出了诸多高精度的轴

向定位算法。然而对于同轴 DHM，轴向定位中的显著

困难仍旧源于不同微粒复杂光场之间的互相交叠！这

使距离很近的微粒难以精细区分和定位，这在较高浓

度的样品中极为常见。这一问题可能的解决方式是借

助微粒运动的时空连续性。为了解决此问题，本课题

组［62］提出一项弥补诸如细菌等生物微粒三维定位丢失

的方法。先对多个细菌的三维光场进行重建，尽可能

地将可识别的单个细菌进行初始三维定位；之后，依据

位置点的时间顺序和空间位置进行关联，获得大量由

于极近距离下定位失效导致中断的轨迹片段；然后，再

锁定缺失段落，并对这段时空内的每个位置点的三维

光场进行逐一重建和定位；最后，根据轨迹片段间起始

在时空上的连续性判断续连是否正确。这种修补方法

的还原效果和正确性评估如图 2 所示。这种方法成功

对较高浓度下多个细菌微粒实现了较长时间的持续三

维定位，为定位近距离的其他微粒提供了重要的启示。

此外，受制于成像系统的球差，轴向定位的精度远

次于横向定位。因此，轴向定位精度的提升对实现极

小微粒实时三维追踪有着极为重要的意义。对细菌进

行光场重建并系统分析不规则杆型微粒轴向分辨率的

影响因素［12］，包括光源强度、光源均匀性、像元尺寸等。

其中，图像像素尺寸和非均匀光照极大地限制了高通

量全息跟踪的定位精度，同时，轴向分辨率受介质与样

品折射率的差异以及样品的尺寸和形貌的影响。进一

步发现，除规则的球形微粒外，即使是杆型细菌，仍可

使用高斯拟合其三维光场大幅提升其轴向定位精度。

这一工作提供了一个普适化的提高全息定位轴向分辨

率的简便方法。

2. 4　微粒的三维运动分析

在获得微粒的形态和轨迹之后，针对无规运动的

微粒，可计算其均方位移（MSD）并进行相应分析［63］。

假设微粒运动由扩散决定，由扩散方程推演可知布朗

扩散中 MSD 与时间 t 呈线性关系，比值与微粒的扩散

系数相关。通常，对颗粒轨迹可以先计算单个颗粒的

轨迹然后取时间平均（t-MSD）或对所有颗粒的轨迹取

统计平均（e-MSD）。当 t-MSD 与 e-MSD 完全一致时，

扩散过程被认为是遍历的。

对于微生物等具有主动推进力的微粒运动，其在

图 2　三维断连轨迹的连接与正确率［62］。（a） 用算法前的 3D 轨迹；（b） 算法连接后的 3D 轨迹；（c） 应用算法之前和之后长轨迹和短

轨迹的比率；（d） 在大肠杆菌浓度为 105、106、107、3×107 CFU·mL−1下连接片段的正确率

Fig.  2　Connection and accuracy of disconnection trajectory[62].  (a) 3D trajectory before using the algorithm; (b) 3D trajectory after 
algorithm connection; (c) the ratio of long and short tracks before and after the application of the algorithm; (d) the accuracy rate 

of the connected fragments at E.  coli concentrations of 105, 106, 107, 3×107 CFU·mL−1
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不同环境里具有不同的运动特征。同时，微生物的种

类和个体差异性不同，亦存在不同的运动模式。因此，

对不同微生物进行差异化的分类分析是非常必要的。

以往的工作中，采取 MSD - Δt 对细菌的运动性进行

筛选：

MSD ( Δt )= || r ( t0 + Δt )- r ( t0 ) 2
， ( 4 )

式中： r ( t0 )和 r ( t0 + Δt )分别是在 t0 与 t0 + Δt 时刻细

菌相对的三维位置。将细菌运动轨迹提取出来分析：

当 MSD - Δt曲线的斜率大于 1时，细菌的轨迹是定向平

滑曲线；当 MSD - Δt曲线斜率小于 1 时，细菌的轨迹会

受限，轨迹无规则。此方法可区分主动运动细菌和受

限运动细菌。戚萌［64］用该方法分析了在封闭体系中大

肠杆菌的运动模式，具体如图 3所示。MSD - Δt曲线的

斜率用  υ 来表示，对于正常状态游动的细菌而言，在封

闭分散体中，υ最初呈现单峰分布，随着时间的增大，主

动分布的峰面积减小，受限运动分布增加，最后细菌都

处于受限运动模式。这可能是因为时间太长细菌的生

命活力下降，运动模式也随之变化，对于有运动行为的

细菌也可用此类分析鉴别细菌的活性。

此外，也可对个体细菌的运动特征进行分类分析。

譬如大肠杆菌具有周身鞭毛，其运动特征为两段式，前

进（run）和翻滚（tumble）。而单鞭毛的铜绿假单胞杆

菌，其运动特征为循环三段式：前进（forward）、后退

（reverse）和轻敲（flick）。这两种细菌分别展现出各自

不同的特征运动行为：翻滚（tumble）、轻敲（flick）。当

环境发生变化时，它们的特征行为会发生变化。通过

计算细菌运动的瞬时三维速度，可对细菌的翻滚点和

图 3　细菌运动轨迹的 MSD 与运动性筛选［64］。（a） 具有良好运动性的 B. subtilis 的运动轨迹与其对应的 MSD - Δt 曲线；（b） 具有不

良运动性的 B.  subtilis的运动轨迹与其对应的 MSD - Δt曲线；（c） E. coli运动轨迹 MSD 指数 υ的分布直方图

Fig . 3　  MSD of bacterial motion trajectories and screening of bacterial mobility[64].  (a) Motion trajectories of highly motile and their 
corresponding MSD - Δt curves; (b) motion trajectories of poorly motile B.  subtilis and their corresponding MSD - Δt curves; (c) 

histogram of the MSD index υ of the motion trajectories of E.  coli
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轻敲点进行识别。细菌运动过程中瞬时三维运动计算

公式如下：

V ( ti )=
8 [ r ( ti + Δt )- r ( ti ) ]-[ r ( ti + 2Δt )- r ( ti ) ]

12Δt
。( 5 ) 

通过分析其轨迹，找出发生显著变化的连续两个

矢量 V ( ti )和 V ( ti + 1 )，计算两个矢量之间的夹角。夹

角超过 75°时，判定为翻滚点；轻敲点的临界角约为

70°。基于此方法，定义了两个参量 F t 和 F f ，分别为

发生翻滚和轻敲的次数。本课题组 Peng 等［65］使用

DHM 观察大肠杆菌和海洋假单胞菌对不同软硬度

的聚二甲基硅氧烷表面（PDMS）的某种相互作用，发

现随着材料表面的硬度降低，细菌更容易出现翻滚

（tumble）和轻敲（flick）等特征运动。通过原子力显

微镜测试可知，细菌在表面的粘附力随着表面硬度

的降低而降低（图 4），反映了细菌的特征运动行为与

粘附过程之间的关联性，在不同表面上有着适应性

行为。

细菌的运动方向也可为其三维粘附行为提供启

发。此处，瞬时运动取向取决于瞬时运动速度 V与界

面外法线之间的夹角 φ：当 0 ≤ φ < π/2 时，细菌的瞬

时运动方向远离表面；当 π/2 < φ ≤ π 时，细菌的瞬时

运动方向靠近表面。在此基础上，定义细菌的运动偏

向系数 ( Bφ )，其为 φ < π/2 的轨迹点数同 φ > π/2 的轨

迹点数的比值。Bφ > 1 时，更多轨迹点的运动取向远

离表面；Bφ < 1 时，更多轨迹点的运动取向朝向表面；

Bφ = 1 时，运动取向朝向/远离表面的轨迹点数相等。

此外，还可通过分析细菌与表面的碰撞频率、速度和入

射、出射角来观测其着陆和粘附的精细过程［61］。

2. 5　与深度学习结合

自 2006 年 Hinton 等［66］提 出 深 度 学 习（deep-

learning）以来，相关理论技术以超乎寻常的速度发展。

作为机器学习中对于数据特征提取进行特化的类型，

深度学习能有效解决 DHM 在实际应用中遭遇的自动

聚焦［67］、相位解包裹［68］、共轭像消除［69］、相位恢复［70］等

核心问题，对于简化复杂问题、减少重构计算量等［71-72］

也有着巨大帮助。同时，深度学习算法尤其是卷积神

经网络（CNN）应用于数字全息显微技术重建时比常

规传统的重建算法更加高效［73］。因此，深度学习在全

息领域越来越受到研究人员的重视。2014 年，Yevick
等［72］就将支持向量机（SVM）用于 DHM 的粒子表征。

他们以轴向坐标、半径和折射率等 3 个参数作为表征

粒子的标准，以米氏散射的结果作为参考进行机器学

习，对未知微粒进行定位和尺寸识别，计算时间成倍缩

短。2017 年，Pitkäaho 等［74］使用神经网络进行全息图

的聚焦定位。他们使用深度卷积神经网络对轴向重建

衍射图像进行处理，实现了轴向信息提取，并进一步实

现 了 多 细 胞 样 本 的 三 维 位 置 预 测 。 Lee 等［75］根 据

SegNet 和霍夫圆形变换实现微粒全息图的二维定位

与语义分割，并以经训练的网络直接从切割的局部全

息图中识别粒子的深度位置。Wang 等［76］提出一种 Y
型卷积神经网络，该网络能通过单张离轴全息图的输

入同时获得振幅和相位两幅图像的输出，并在随后的

图 4　细菌的特征运动轨迹［65］。（a） 野生型大肠杆菌 HCB1 特征运动轨迹；（b） 海洋菌 Pseudomonas. sp 特征运动轨迹；（c） 野生型大

肠杆菌 HCB1 发生 tumble 的频率；（d） 海洋菌 Pseudomonas. sp 发生 flick 的频率

Fig.  4　Characteristic movement track of bacteria[65].  (a) Characteristic movement track of wild-type E. coli HCB1; (b) characteristic 
motion track of Pseudomonas. sp; (c) frequency of tumble in wild-type E. coli HCB1; (d) frequency of flick in Pseudomonas. sp
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研究中将该网络拓展成支持四通道输出的 Y4-Net［77］

用于双波长离轴数字全息图的光场数值重建。2020
年，Shao 等［78］应用一种新型的 U-Net 框架进行全息微

粒定位，使定位的效率进一步提高。

相比于传统计算方法，与深度学习技术结合的数

字全息显微技术的优势主要有以下两点：1）尽管在训

练模型上需要花费大量的时间，但在后续应用时，训练

好的模型仅需要很少的时间便能完成计算，可达到实

时计算显示的目的。且随着深度学习算法的发展，该

优势将会被进一步放大。2）由于网络复杂度的增加，

其拟合能力的提升使得复杂场景下的全息重建成为了

可能。当然，需要注意的是，深度学习方法通过网络参

数自动调整拟合输入与输出间的映射关系，该映射或

许不是唯一的，与真实的映射关系之间可能存在误差。

现阶段，相关研究绝大部分建立在理想情况下获取的

定位和重建数据集之上，实际应用时由于环境、浓度等

因素的干扰，数据集与真实数据存在误差。仍需要积

累更精细、庞大的数据集才可能实现替代传统计算方

法的目标。

3　数字全息显微技术在微粒动态追踪中
的应用
DHM 通过记录干涉产生的全息图精确地重建不

同深度的图像，并同时对视野体积内的多个微粒进行

实时、原位的三维追踪。其优势包括可对极小微粒成

像、可追踪诸如细菌粘附等微粒的空间异质性行为、较

大景深、无需标记和高通量等。在本小节中，根据样品

的种类，将微粒分为无生命的微粒（纳米粒子、微纳气

泡）、微生物和浮游生物、细胞等 3 大类，分别讨论

DHM 如何应用于这几类样品的动态观测。DHM 基

于干涉成像，随着目标物尺寸的减小，其信号衰减程度

远小于常规光学成像方法，使极小尺寸微粒的观察成

为可能。而其非接触、无标记的优点使其可用于追踪

非常脆弱、易受扰动的微粒，譬如微纳气泡和生殖细

胞［79］。而高通量的优势使其可观测大量微粒的实时行

为，从而应用于基于微粒探针的流场分析。其大景深

的优势使其可追踪运动快速、容易丢失的具有主动游

动能力的细菌、浮游生物和生殖细胞等。

3. 1　微粒和微纳气泡的三维追踪

早在几十年前，研究者们已经开发了用于微粒运动

追踪的 SPT，并达到了纳米尺度的定位精度。1993 年，

Kusumi 等［80］研究了表皮生长因子受体（EGFR）和转

铁蛋白受体（transferrin receptor）在培养的小鼠角质形

成细胞系质膜上的运动。在 SPT 技术中，受体分子用

胶体金颗粒标记，通过差分干涉差显微镜以 33 ms 的

时间分辨率和纳米级的空间精度对其进行跟踪，观察

到其有 4 种特征性运动：静态模式、简单布朗扩散模

型、定向扩散模式、限制扩散模式。Yildiz 等［81］通过全

内反射荧光显微镜（TIRF）用点扩散函数和高斯拟合

的方法，开发了能够在 1. 5 nm 内二维定位单个分子的

单分子荧光成像技术，在室温下将单个荧光团的定位精

确度提高了 20倍，并将光稳定性提高了 10倍，具有亚秒

时间分辨率和可观察几分钟的光稳定性。Ewers 等［82］

利用全内反射荧光显微镜，通过单荧光颗粒示踪技术研

究了小鼠多瘤病毒样颗粒（VLPs）与活细胞和人工脂双

层结合后的横向迁移率。他们发现在脂双层中结合到

其神经节苷脂受体的 VLPs 仅表现出自由扩散。但对

活细胞轨迹的分析结果表明，其具有 3种不同的迁移模

式：快速随机运动、在小区域（直径 30~60 nm）中的受限

运动以及在具有缓慢漂移的区域中的受限运动。在结

合到细胞表面后，颗粒通常经历 5~10 s的自由扩散，然

后它们以肌动蛋白丝依赖性方式被限制。以往的研究

表明，单颗粒追踪技术是追踪脂质分子、蛋白受体、病毒

颗粒在细胞膜上的动态行为的绝佳技术。然而，荧光标

记会对生物样品和诸如微纳气泡等脆弱颗粒产生损伤，

而光漂白和光闪烁等荧光照明方法无法进行长时间、连

续的追踪观测。此外，二维追踪结果缺少微粒的实时高

度信息，难以完全判断其实际位置。

DHM 基于光学干涉，其获取的散射信号与散射

场成正比，而常见的散射方法依赖于散射光强，与散场

光场的平方成正比。因此，DHM 获取的信号（signal）对

微粒尺寸（R）的依赖度大幅下降（signal与 R−3成正比，

常规光学成像 signal 与 R-6 成正比）。这使 DHM 在观

测尺寸极小的微粒时具有比其他光学工具更好的信噪

比，非常适合追踪在空间运动具有各向异性的、脆弱的

微小颗粒。而金纳米颗粒等金属微粒由于受到表面等

离子共振（LSPR）效应的影响，具有更大的散射振幅和

截面。因此，DHM 对该类样品的极限分辨率优于其他

材质，可轻松观测到几十纳米的金微粒，并具有纳米级

别的定位精度［83］。近年来报道的基于反射相干的干涉

散射（iSCAT）显微镜便具有追踪纳米级别物质（病毒、

胶体纳米颗粒、蛋白质分子等）的出色能力［84］。 iSCAT
显微镜基于物体散射光与表面反射光之间的干涉，将

纳米级散射体 ( E sca )散射的电场与参考光束 ( E ref )的一

部分叠加在检测器上，使检测强度 Edet为

E det = | E ref |
2 + | E sca |

2 + 2 | E ref || E sca | cos ϕ dif，（6）
式中：ϕ dif = ϕ ref - ϕ sca，是检测点散射场和参考场相位

之间累积的差分相位。Wu 等［85］利用高速干涉散射光

学显微镜，以纳米级的空间精度和微秒级的时间分辨

率记录单个脂质分子在双层模型膜中的运动，并观察

到饱和脂质在双层脂质膜中的亚扩散，这表明双层膜

结构域具有纳米级的异质分子排列。该课题组也研究

了早期病毒在活细胞上的感染过程，通过高速成像跟

踪单个牛痘病毒粒子的运动与其在三维上的纳米空间

精度（<3 nm）和微秒时间分辨率，并通过数字图像处

理不同区分病毒信号，具体如图 5 所示。通过图像后

处理，相对静止背景散射的细胞结构被有效移除，生成
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扣除背景后的图像，从而实现扩散病毒粒子的精确

定位［53］。

而对于其他的微粒，Xu 等［86］使用同轴 DHM 对悬

浮在明胶中的胶体微粒和铁磁性微珠进行三维定位，

发现透明和不透明的粒子都可以成像，但受限于所使

用的光波长与样本材质。使用二阶多项式的导数与强

度拟合时，可以在 50 nm 范围内确定粒子的三维位置

坐标（x， y， z）。Sheng 等［47］使用同轴 DHM 对微米、亚

微米等不同粒径的小球在深度为 1~10 mm 的悬浮液

中的空间分布进行测量，证明了 DHM 可将普通显微

镜的景深扩展 3 个数量级。

除此之外，微纳气泡是一种热力学不稳定体系，这

为表征其溶液稳定性、相互作用和形成机理带来了极

大的观测难度。相比其他实体颗粒，微纳气泡易受扰

动、形态多变、粒径分布宽、折射率比水小，并且容易受

到温度、酸碱度的影响。由于无需标记且可进行实时

原位观测，DHM 是观测微纳气泡的绝佳工具。本课

题组刘俊等［87］报道了基于 DHM 表征微纳气泡的技

术，对通过醇水交换法制备的微纳气泡的动态行为和

气泡的大小尺寸进行了研究。通过局部寻峰算法和三

维重建对微纳气泡个体的尺寸和三维运动行为进行量

化和分析，可获取小于 1 μm 以下微纳气泡的相关结

果，具体如图 6 所示。同时，进一步对电场下的微纳气

泡的运动轨迹和尺寸进行分析。结果表明，相较通电

之前，阳极附近的微纳气泡的平均尺寸无显著变化，而

阴极附近的微纳气泡的平均尺寸则增大，气泡的运动

模式仍然以受限运动为主。通过对电场中气泡聚集密

度的分析发现，在阴极电场中，电压越大，阴极附近气

泡密度会降低。然而，阳极电场对气泡密度影响不显

著，该结果为电场在矿物浮选中的应用提供了启发。

Tian 等［88］用 DHM 测量水汽混合流中快速运动气泡的

尺寸和三维位置。通过二维投影方法生成深度图，记

录气泡的轴向位置。该算法的优点在于仅通过 2D 数

据计算同时提取多个对象的尺寸和位置信息，可以解

决轴向重叠气泡信息获取困难的问题。但是该算法的

局限性在于它无法处理密度更高、粒径更小的气泡。

此外，数字全息技术（DH）与粒子图像测速技术

（PIV）［89］的结合可用于观测流场中微粒的速度分布。

传统 PIV 只能对空间单点或二维平面进行测量，已经

愈发难以满足研究人员对探索真实流场复杂变化规律

图 5　 iSCAT 光学显微镜。（a） iSCAT 成像装置图［84］；（b） 纳米散射体在不同位置的特征环［84］；（c） 单个病毒颗粒降落在细胞膜上的

3D 轨迹［53］

Fig.  5　 iSCAT optical microscope.  (a) iSCAT imaging device[84]; (b) characteristic rings of nano-scatterers at different positions[84]; 
(c) 3D trajectory of a single virus particle landing on a cell membrane[53]
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的需求，而全息的瞬时空间场记录能力恰好满足了空

间三维追踪的需求，能有效解决 PIV 在观测时的局限

性，是最具潜力的流体力学的研究手段之一。数字全

息粒子测试（DHPIV）也会在流场中加入标准示踪粒

子作为标记或观测流场本身包含的微粒，因而需要对

复数微粒同时进行追踪，对带宽有较高的需求。出于

分辨率及系统稳定性考虑，DHPIV 一般都采用同轴方

法进行研究，使用经准直的相干光束照射粒子场并记

录粒子散射叠加形成的数字全息干涉图用于数值重

建，并在之后引入互相关等 PIV 通用方法处理。早在

1969 年，Trolinger 等［90］就已经将全息技术应用于粒子

场测量上，不过由于当时光电传感器尚不成熟，记录介

质仍为化学胶片，当时的技术仅能称为全息粒子图像

测速技术，可用于探测直径在 0. 1~100 µm 之间粒子

的动力学行为。尽管 PIV 和 SPT 已经非常强大，常用

于研究粒子动力学，但它们需要单独分析粒子，效率有

限。因此，Yu 等［91］用 DHM 记录的两幅相邻相位图，

结合相位图像相关光谱学（PICS）对微流体装置中流

动颗粒拍摄的相位图像的像素进行相关来量化未标记

颗粒的浓度、流体直径和流速。与传统的图像相关光

谱学相比，PICS 具有相对简单和更高效的特点，因为

它不需要荧光标记，直接利用颗粒的固有相位来提供

对比度。

在此之后，Meng 等［92-93］较早地对全息技术用于流

场的三维可视化和测速进行了研究。该团队利用全息

技术对火焰中的漩涡、聚合物悬浮液与流体混合等多

种场景进行了可视化研究，探索湍流的三维结构规律

及不稳定性。在数值优化和方法改进上，Pu 等［94-96］研

究了微粒浓度、散斑噪声等对成像效果的影响，为了进

一步提高成像质量、排除噪声干扰，他们在光路上进行

改进，使用双参考光离轴光路［97］、侧向散射光路［98-99］等

不同结构进行全息实验。此外，该团队还尝试在重建

方法上进行改进，提出一种同轴记录和离轴重建的方

法以提高信噪比［100］，在 DHPIV 中引入遗传算法进行

微粒匹配［92］等。Chen 等［20］提出一种用于数字全息粒

子跟踪测速的联合优化框架，粒子体积和流体流在更

高的时空维度中联合重建结果如图 7 所示。该方法使

用同轴全息系统恢复 3D 流体流动和颗粒体积，显著降

低了硬件设置要求及校准复杂性，可更快和更好重建

流体流和粒子体积。

3. 2　微生物与浮游生物的三维追踪

与前述的非生命微粒不同，许多微生物和浮游生物

尽管只有微米尺度，但具有运动器官，可产生驱动力主

导自身进行主动游动，对周围环境进行探索。譬如运动

图 6　全息图的数据处理结果［87］。（a） 微纳气泡三维分布；（b） 尺寸分布；（c） 三维运动轨迹

Fig.  6　Data processing results of holograms[87].  (a) Three-dimensional distribution of micro-nano bubbles; (b) size distribution; 
(c) three-dimensional motion trajectories

图 7　地面实况湍流粒子场的记录［20］。（a） 重建的速度矢量场；（b） 粒子体积；（c） 全息原始图

Fig.  7　The recording of a real turbulent particle field on the ground[20].  (a) Reconstructed velocity vector field; (b) particle volume; 
(c) original hologram
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型细菌常通过自身鞭毛的周期性摆动向前推进，而游动

到某个表面附近时则可发生表面粘附。微生物的粘附

和定植是微生物生存策略中最核心的环节［101］。微生物

的表面粘附过程属于一个典型的空间各项异性行为，即

在 z方向与 x和 y方向上的行为显著不同，常规的光学显

微镜无法获取这种空间差异性。利用 DHM 观测微生

物如何粘附，可充分了解其如何定植到表面，这对于理

解微生物的生存策略和发展全新的抗菌防污材料具有

极为重要的意义。此外，相较于诸如原子力显微镜

（AFM）这类利用机械探针获取相互作用力来评估微生

物粘附特性的工具［102］，DHM 是一种无需样本、无干扰、

原位、实时的探测方式，非常适合观测脆弱、有快速动态

变化的微生物和细胞，能追踪细胞的粘附动力学行为。

Wilson 等［103］以孤立鞭毛的微生物为研究模型，通

过数字全息显微镜首次揭示了此类微生物的三维鞭毛

波形，总结出了微生物的附属动力结构对鞭毛节拍有

着不可忽视影响的推论。Cheong 等［104］将 DHM 与微

流控装置结合，该技术可用于分析光照及抗生素等外

界条件对大肠杆菌、根瘤农杆菌和绿脓杆菌运动性的

影响，推进了微生物的动力学研究。本课题组利用

DHM 对各类细菌的表面动态粘附过程及相应机理进

行了系统研究。Qi 等［105］制备了不同性质的聚合物表

面（不同电荷和不同亲疏水性），观察记录了大肠杆菌

（HCB1）在不同聚合物表面的三维动态行为，比如接

近碰撞表面或者碰撞后逃离表面的行为如图 8 所示。

在该研究中也发现疏水表面不利于细菌的游动，导致

其速度下降，增加了碰撞的时间。对细菌进行碰撞受

力分析可知，当细菌通过鞭毛与表面发生尾部碰撞时，

临界吸引力能达到 0. 008 nN/μm，则可能会产生一定

的粘附。细菌在表面产生粘附后会定植在表界面上，

往往会影响生物医用材料和海洋船舶材料的使用寿

命。为此，本课题组 Qi 等［61］记录了可生物降解的聚 ε-

己内酯（PCL）基聚合物构建的动态表面附近含脂肪酶

水环境中的细菌的三维行为。结果表明，这类聚合物

降解产生的动态表面可以防止近表面细菌的主动运动

转变为亚扩散模式，并降低细菌和表面之间的粘附力，

从而降低不可逆的细菌粘附。环境中物理场的作用往

往对微生物的行为也具有显著影响。本课题组 Zhou
等［106］使用同轴 DHM 对野生型大肠杆菌（HCB1）和它

的变种（HCB1414）在周期性交变电场中的近界面行

为进行了追踪，具体如图 9 所示。可以看出，在电场周

期较长（T≥1 s）时，大肠杆菌在趋电性、菌体摆动及粘

附行为上发生明显变化。这为利用电学方法进行抗菌

研究提供了普适性的理论指导。另外，本课题组 Yuan
等［107］利用 DHM 研究了浮游铜绿假单胞菌（PAO1）对

附近沉积死亡同胞的三维运动行为及其潜在的适应机

制，发现活的细菌在感应到死亡同胞时，会在死亡同胞

附近更频繁地展现出 flick 的运动特性。这为我们提供

了一种防御细菌的新策略，即利用死亡细菌抵抗活菌

附着，为开发新一代的防污抗菌涂层提供了启发。

与此同时，微小浮游生物的运动与细菌有类似的

规律。Zhang 等［108］报道了草履虫的实时相位成像，并

定量分析了草履虫的运动行为，其呈现螺旋式的运动

特征。 77% 的草履虫向前运动时，朝向为顺时针方

图 8　在聚合物刷表面附近的三维运动轨迹与碰撞［105］。（a） HCB1 靠近并碰撞 PSPMA 表面；（b）HCB1 碰撞并远离 PSPMA 表面；

（c） HCB1 靠近并碰撞 PBMA 表面；（d） HCB1 碰撞并远离 PBMA 表面；（e） 大肠杆菌尾部与表面碰撞 0 min 时的平均散射角

（θout）；（f） 大肠杆菌头部与表面碰撞 0 min 时的 θout；（g） 尾部碰撞时间； （h） 头部碰撞时间

Fig. 8　Three-dimensional motion trajectories and collisions near the surface of polymer brushes[105].  (a) HCB1 approaches and collides 
with the PSPMA surface; (b) HCB1 collides and moves away from the PSPMA surface; (c) HCB1 approaches and collides with 
the PBMA surface; (d) HCB1 collides and moves away from the PBMA surface; (e) average scattered angle (θout) of motile E.  
coli cells at 0 min when they collide with the surface with tail; (f) θout of motile E.  coli cells at 0 min when they collide with the 

surface with head; (g) duration of a tail collision; (h) duration of a head collision
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向；23% 的草履虫运动朝向为逆时针。由此可知，草

履虫主要以顺时针螺旋方向运动前进。 Knox［109］、

Malkiel 等［110］和 Hobson 等［111］先后研制了水下全息装

置，对尺寸在 10~100 μm 的微小浮游生物进行拍摄。

Bochdansky 等［112］设计了 DHM 装置，在样品位置距离

点 光 源 在 10 μm 以 内 的 最 佳 分 辨 率 可 达 5 μm。

Talapatra 等［113］设 计 的 Holosub 装 置 分 辨 率 达 到 了

3. 9 μm，对包括角毛藻在内的多种浮游生物进行了观

测。通过投影特征的识别，目前 DHM 已经实现了对

空间中复数种类浮游生物的识别与追踪，能够同时跟

踪和表征数千个微粒的游动。Heydt 等［114］使用数字

全息研究游动孢子在不同表面的运动模式得到其三

维轨迹。DHM 数据的定量分析显示，孢子选择沉降

表面的机制包括减速以及随后对不同表面的探测行

为，其性质和持续时间随表面对沉降和永久粘附的吸

引力而变化。旋转阶段尤其可以用作感测机制，孢子

通过该机制探测表面并预测其结合永久粘合剂的能

力。Sheng 等［115］定量分析了两种不同腰鞭毛虫的螺

旋运动轨迹及面对猎物时行为上的差异，捕食者和被

捕食者鞭毛虫相对于自身是随机分布的，然而在混合

培养中，每个捕食者都聚集在各自的被捕食者周围。

两种鞭毛虫都表现出复杂多变的游泳行为，其特征在

于螺旋游泳轨迹的半径和螺距以及平移速度和角速

度的变化。上述研究表明，DHM 可捕捉不同营养型

微生物的运动特征，这对了解其生存策略提供了新的

见解。

3. 3　细胞的三维迁移表征

细胞的三维运动迁移及其在迁移过程中的形貌变

化是生命科学和医学研究中的一个基础问题。通常，

高分辨的荧光显微镜可以分析细胞以及生物分子的转

运过程［116］。在生物医学应用上，了解癌细胞如何迁移

可为抗癌治疗提供重要的启示。目前大多数研究都集

中在刚性和平面基底上观测癌细胞的迁移，这与体内

环境具有相当大的差异。并且采用荧光显微镜观测细

胞以及生物分子运动时，需要对样本进行染色标记处

理，这一步骤容易干扰诸如精子等脆弱细胞的状态。

图 9　野生型大肠杆菌 HCB1 和突变型大肠杆菌 HCB1414 细胞在 ITO 表面附近游动的 3D 轨迹［106］。（a）无电场的 HCB1；（b）在 T=
10 s 的交流电场下的 HCB1；（c）在 T=0. 1 s 的交流电场下的 HCB1；（d）无电场的 HCB1414；（e）在 T=10 s 的交流电场下的

HCB1414；（f）在 T=0. 1 s的交流电场下的 HCB1414
Fig.  9　3D trajectories of wild-type HCB1 and mutant HCB1414 cells swimming near an ITO surface[106].  (a) HCB1 cells without the 

electric fields; (b) HCB1 cells under an AC electric field with T=10 s; (c) HCB1 cells under an AC electric field with T=0. 1 s; 
(d) HCB1414 cells without the electric field; (e) HCB1414 cells under an AC electric field with T=10 s; (f) HCB1414 cells 

under an AC electric field with T=0. 1 s

而荧光显微镜较窄的观察景深限制其观测运动快、运

动空间范围大的细胞迁移过程。DHM 可在远大于常

见荧光显微镜的三维视野空间内，以较高的分辨率无

标记观测细胞的动态行为，譬如基质凝胶内的癌细胞

迁移和形貌变化［16］，从而了解药物作用造成的变化

（图 10）。Choi 等［117］采用 DHM 研究了人类红细胞在

低粘度、高剪切速率微管流中的惯性迁移。他们分析

了红细胞的径向分布以及它们在管流中的取向。当红

细胞的径向迁移充分发展时，超过一半的细胞具有垂

直于主流和管壁法线方向的对称轴，表明红细胞与直

径约为 7 μm 的球形颗粒具有相似的流体动力学效应。

同时，DHM 可在获得细胞质心位置的同时得到细胞

的三维形貌。Rastogi 等［118］使用离轴 DHM 研究了血

液中红细胞（图 11）、白细胞、血小板，并利用三维重建

还原细胞的三维形貌，即 DHM 可以用于观测多种细

胞的形态变化。

精子作为生殖细胞的代表，是一种脆弱的、具有主

动驱动力的细胞。了解精子如何在类生殖道环境中迁

移对生殖健康研究至关重要。Su 等［119］使用双波长

DHM 对马的精子细胞进行空间轨迹追踪，发现了一

种人类精子上较少出现的全新三维游动模式。本课题

组 Huang 等［120］用 DHM 研究了具有不同微纳粗糙度的

二氧化硅表面对人类精子运动的影响。粗糙度的升高

常见于有炎症的生殖道系统。结果表明，当表面粗糙

度增加时，精子的迁移会受到负面影响，即精子的轴向

振荡增强、速度减弱，各种有助于受精的特征运动（如

helical、hyperactivated 和 hyperhelical）所占比例下降，

具体如图 12 所示。

图 10　纤维肉瘤细胞覆盖在胶原凝胶中的三维迁移运动轨迹，

纵轴为数字全息重建距离  ［16］

Fig. 10　Three-dimensional migration trajectory of fibrosarcoma 
cells covered in collagen gel, and the longitudinal axis 

is the digital holographic reconstruction distance[16]

图 11　DHM 对红细胞的记录［118］。（a） 血液样本的全息图；（b） 离焦的重建相位图；（c） 数字重聚焦后的聚焦相位图；（d） 未解包裹的

二维相差轮廓；（e） 重建得到的伪彩色 3D 轮廓图

Fig.  11　Erythrocyte recording by DHM[118].  (a) A hologram of a blood sample; (b) reconstructed phase diagram of defocus; (c) focusing 
phase diagram after digital refocusing; (d) unwrapped two-dimensional phase difference contour; (e) reconstructed pseudo-color 

3D contour map
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而荧光显微镜较窄的观察景深限制其观测运动快、运

动空间范围大的细胞迁移过程。DHM 可在远大于常

见荧光显微镜的三维视野空间内，以较高的分辨率无

标记观测细胞的动态行为，譬如基质凝胶内的癌细胞

迁移和形貌变化［16］，从而了解药物作用造成的变化

（图 10）。Choi 等［117］采用 DHM 研究了人类红细胞在

低粘度、高剪切速率微管流中的惯性迁移。他们分析

了红细胞的径向分布以及它们在管流中的取向。当红

细胞的径向迁移充分发展时，超过一半的细胞具有垂

直于主流和管壁法线方向的对称轴，表明红细胞与直

径约为 7 μm 的球形颗粒具有相似的流体动力学效应。

同时，DHM 可在获得细胞质心位置的同时得到细胞

的三维形貌。Rastogi 等［118］使用离轴 DHM 研究了血

液中红细胞（图 11）、白细胞、血小板，并利用三维重建

还原细胞的三维形貌，即 DHM 可以用于观测多种细

胞的形态变化。

精子作为生殖细胞的代表，是一种脆弱的、具有主

动驱动力的细胞。了解精子如何在类生殖道环境中迁

移对生殖健康研究至关重要。Su 等［119］使用双波长

DHM 对马的精子细胞进行空间轨迹追踪，发现了一

种人类精子上较少出现的全新三维游动模式。本课题

组 Huang 等［120］用 DHM 研究了具有不同微纳粗糙度的

二氧化硅表面对人类精子运动的影响。粗糙度的升高

常见于有炎症的生殖道系统。结果表明，当表面粗糙

度增加时，精子的迁移会受到负面影响，即精子的轴向

振荡增强、速度减弱，各种有助于受精的特征运动（如

helical、hyperactivated 和 hyperhelical）所占比例下降，

具体如图 12 所示。

图 10　纤维肉瘤细胞覆盖在胶原凝胶中的三维迁移运动轨迹，

纵轴为数字全息重建距离  ［16］

Fig. 10　Three-dimensional migration trajectory of fibrosarcoma 
cells covered in collagen gel, and the longitudinal axis 

is the digital holographic reconstruction distance[16]

图 11　DHM 对红细胞的记录［118］。（a） 血液样本的全息图；（b） 离焦的重建相位图；（c） 数字重聚焦后的聚焦相位图；（d） 未解包裹的

二维相差轮廓；（e） 重建得到的伪彩色 3D 轮廓图

Fig.  11　Erythrocyte recording by DHM[118].  (a) A hologram of a blood sample; (b) reconstructed phase diagram of defocus; (c) focusing 
phase diagram after digital refocusing; (d) unwrapped two-dimensional phase difference contour; (e) reconstructed pseudo-color 

3D contour map
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4　讨论与展望

数字全息显微技术是全息技术与显微成像的结

合。它能够通过计算成像实现三维的实时观测，同时

利用显微镜对物体进行放大的特点，实现对微粒的三

维动态追踪。总的来说，DHM 在对微粒的动态行为

表征方面具有独特的优势。首先，它能对微粒的三维

位置和形态进行实时追踪，这意味着我们可利用其观

察各种微粒的空间各向异性运动，譬如细菌在表面的

粘附过程。同时，它基于干涉成像，随着目标物尺寸的

减小，其信号衰减程度远小于常规光学成像方法，使极

小尺寸微粒的观察成为可能。无需标记的优点使其可

用于追踪非常脆弱、易受扰动的微粒，譬如微纳气泡和

生殖细胞。由于三维重建可复原较大体积内的所有微

粒，使其可同时、独立观测大量微粒的三维行为，从而

应用于基于微粒探针的流场分析。DHM 具有比普通

光学显微镜更大景深的优势使其可追踪运动快速、容

易丢失的具有主动游动能力的微粒等。

本综述聚焦应用于微粒动态行为表征的数字全息

技术，回顾了数字全息显微镜的成像原理，讨论了全息

成像的硬件与过程、基于角谱法等重建方法的三维重

建过程、自动聚焦技术、基于图像匹配、高斯拟合等算

法的微粒三维定位方法、基于定位后的三维运动行为

分析，以及与深度学习技术的结合。进一步介绍了数

字全息显微技术在微粒动态追踪中的几个典型又独特

的应用场景，包括微粒与微纳气泡的三维追踪与分析、

微生物与浮游生物的各向异性行为和细胞的迁移过

程。结合运动分析和外界的环境调控，DHM 可反映

各类微粒在外界影响下的运动行为与相互作用，从全

息的角度揭示流场的内部流动规律、微生物如何定植、

捕食、细胞如何响应环境和迁移。

极小尺寸的有机微粒（包括生物分泌物/药物微

粒）、复杂场景、稠密环境等真实的使用场景仍然是限

制 DHM 应用的主要因素。随着硬件、算力、深度学习

算法等相关领域的发展，相信数字全息显微技术可应

用的范围及分辨精度将得到持续提升，使用也会更加

便捷。期待这一工具进一步应用于更多的微粒动态表

征领域，譬如探究微纳气泡稳定性、生成和消亡过程和

机理、追踪微生物的菌群互作与定植过程、病毒与细胞

相互作用、观测载药粒子递送药物过程及生殖细胞的

迁移和受精过程等。
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