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结合划线拟合和深度学习的数字全息显微
相位像差自动补偿方法
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(1北京航空航天大学 仪器科学与光电工程学院,北京100191)
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摘 要:针对动态观察活体细胞形态的数字全息显微应用,提出了一种结合划线拟合和深度学习的自动

相位像差补偿方法.首先在全息面提取中心十字线上的物光场相位值,通过二次多项式数值拟合构建相位

掩模完成相位像差初步补偿.然后在成像面运用卷积神经网络生成二值化图像掩膜,提取物光场中无物体

区域的相位值,再次通过高阶多项式进行数字拟合构建相位掩模完成相位像差精确补偿.最后得到无相位

像差的再现相位像.该方法通过在全息面划线取值和数字拟合有效补偿物光中的主要相位像差,降低了成

像面物光场的图像轮廓复杂性,利用有限的训练数据集获得能够准确建立图像分割的深度学习模型,从

而实现了准确的无需人工干预的数字全息显微自动相位像差补偿.基于离轴数字全息显微成像系统对多

种具有不同形态特征的活体细胞开展动态观察实验,并进一步应用该方法进行子宫内膜癌细胞抗药性筛

选.结果表明该方法可以很好地用于动态显微观察,从而为生物学细胞动态研究提供实验依据.
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AutomaticPhaseAberrationCompensationforDigitalHolographic
MicroscopyCombinedwithPhaseFittingandDeepLearning
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(1SchoolofInstrumentationScienceandOpto-electronicsEngineering,BeihangUniversity,Beijing100191,China)
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Abstract:Anautomaticaberrationcompensationmethodisproposedbycombingphasefittinganddeep
learningindigitalholographic microscopyandapplicationstodynamicobservationoflivingcell
morphology.Firstly,intheholographyrecordingplane,thepreliminaryaberrationcompensationis
implementedbyusingadigitalphasemask,whosequadraticpolynomialfittingcomputationisbasedon
theextractionofreconstructedphasevaluealongcentralcrosslineprofilesinthefieldofview.Then,in
theholographicimagingplane,thefinalaberrationcompensationiscompletedbyusinghigher-order
polynomialdigitalphasemaskthatcomputedwiththephasedataintheobjectfreeregion,whichis
definedbytheconvolutionalneuralnetwork.Thus,thephaseimageofobjectiscorrectlyandaccurately
reconstructed.Thankstothepreliminaryaberrationcompensationintheholographyrecordingplane,the
complexityofreconstructionintheholographicimaging planeiseffectivelyreduced beforethe
convolutionalneuralnetworktraining.Therefore,astabledeeplearning modelforphaseimage
segmentationcanbeobtainedonbasisoflimiteddatasetandthecompensationofphaseaberrationcanbe
achievedwithoutanymanualintervention.Theexperimentsaredemonstratedbyobservingtheseveral
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kindsoflivingcells,whichhavedifferent morphologicalcharacteristics,withtheoff-axisdigital
holographicmicroscopy.Furthermore,theproposedmethodisappliedtoscreenthedrugresistanceof
endometrialcancercells.Theseexperimentalresultsverifytheproposedmethodandshowthatitcanbe
usedtodynamicmicroscopicobservationinbiologicalcellresearch.
Keywords:Digitalholographicmicroscopy;Aberrationcompensation;Deeplearning;Biologicalcell;
Imagesegmentation
OCISCodes:100.4996;100.2000;090.1995;170.0180

0 引言

数字全息显微技术(DigitalHolographicMicroscopy,DHM)将数字全息技术和显微技术结合,可以观

测尺寸在微米甚至纳米量级的微结构样本的三维信息.该技术具有全场、三维、无侵入的特点,非常适用于活

体生物样品的动态显微观察,在生命科学和医学领域的应用日益增加.联邦理工学院通过DHM定量检测小

鼠皮质神经元在应激过程中的动态过程[1-4].
在生物医学动态显微观察应用中,全息再现像的相位像差补偿是关键技术之一.已有的相位像差补偿方

法主要分为光路硬件补偿方法、参考全息图方法和数字透镜补偿方法.2005年,美国的 MANNC等提出了

光路硬件补偿方法,在参考光路中放置一个与物光路相同的显微物镜,以补偿物显微物镜造成的二阶相位像

差,其像差补偿精度受限于物理定位精度[5].2003年,法国的FERRAROP等提出参考全息图法,在相同的

实验环境下分别记录有样本和无样本时的全息图,相减得到无像差的物体相位像,但在长时间的活体生物细

胞观察时难以补偿由培养基等引入的动态相位像差[6].1999年,瑞士的CUCHEE等提出了用于构建数字

透镜的相位像差补偿模型及数字补偿方法[7].2006年,同组的COLOMBT等提出通过人工识别选取背景区

域进行数值拟合构建数字透镜,实现相位像差数字补偿[8-10],但该方法难以应用于长时间的动态显微观察实

验研究[11-12].为了实现相位像差自动补偿,研究者们开展了深入研究.2013年南京大学的左超等提出基于主

成分分析法的自动补偿方法,但该方法对噪声敏感[13].2018年燕山大学的刘烁等提出利用补偿前后的相位

变化差异来计算Zernike系数,但只适用于相位变化很缓慢的观测样本[14].2017年NGUYENT等开展了基

于深度学习的相位像差补偿方法研究[15-16],即通过训练深度学习运用神经网络自动识别图像特征,实现背景

和物体区域的分割[17-18],但其中的unet模型需要数量庞大的训练集,搜集数据的工作难度大.
为了实现适用于长期观察活体细胞且无需人工参与的自动相位像差补偿,本文提出了一种结合划线拟

合和神经网络的自动相位像差补偿方法.首先在全息面提取中心十字线上再现物光场的相位值,拟合构建包

含系统主要相位像差的数字相位透镜进行初步二次补偿;然后在成像面运用卷积神经网络自动识别背景区

域并构建包含残余相位像差的数字透镜进行精确补偿;最终得到无相位像差的物体再现相位像.搭建数字全

息显微系统并应用该方法对宫颈癌细胞、子宫内膜癌细胞和小鼠骨细胞等具有不同形态特征的活体样本进

行相衬显微成像实验,进一步开展子宫内膜癌细胞的动态定量观察实验,以验证该方法的正确性及可行性.

1 原理和方法

1.1 数字全息显微成像以及相位像差基本原理

在数字全息中,物光光场O 和平面参考光光场R 在全息面发生干涉,其光场分布为

IH(x,y)=IO+IR+R*O+RO* (1)
式中,IO 和IR 分别表示物光和参考光强度,R*O和RO*为干涉相,O*和R*分别为物光参考光的共轭相.

在离轴数字全息光路中,物光和参考光在空间上有一定的夹角,使相位倾斜,造成一阶相位像差,当光路

为像面记录时,数学表达式为

φ1(x,y)=exp[jk(xcosθ+ycosδ)] (2)
式中,k为波数,θ和δ分别表示物光和参考光在x、y 方向上的夹角

由显微光路中的显微物镜以及透镜等光学元件造成的相位弯曲,主要是二阶相位像差,数学表达式为

φ2(x,y)=exp - jk
2f1M0

(x2+y2)é

ë
êê

ù

û
úú (3)

式中,f1 为组合焦距,M0 为显微镜的横向放大率.
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因此,在数字全息显微成像中相位像差主要是离轴相干记录引起的一阶像差、显微物镜造成的二阶像差

和其它光学元件引起的高阶像差,使物光场相位分布发生畸变.
1.2 结合划线拟合和神经网络的相位自动补偿方法

运用卷积神经网络进行图像识别与分割实际上是通过训练网络学习图像特征使其能够识别图像不同区

域的语义.因此,图像的复杂程度决定了神经网络的训练次数、收敛速度和稳定性.针对活体生物细胞的全息

显微观察,细胞浸泡在培养基中,而细胞质与培养基的折射率相近,因此获得的相位像具有较小的相位变化

值.同时生物细胞是形态变化平缓的相位物体,使得细胞相位像的边缘特征较弱.当再现像存在相位像差时,
即相位分布发生倾斜和弯曲,使得相位值分布范围增大,进一步弱化细胞的边缘特性.特别地,当相位像中存

在相位跳变时,细胞边缘和跳变边缘发生混叠,增加了图像边缘特征的复杂性.也就是说,对于存在较大相位

像差的相位像,神经网络不仅要学习弱边缘特征而且要区分细胞边界与相位跳变边缘.这需要丰富的数据和

大量的时间来训练神经网络,才能够实现对细胞和背景区域的正确识别.然而在实际应用中,获取特征丰富、
数量庞大的训练数据极大地增加了实验工作量,有时甚至是难以实现的.

基于上述分析,为了基于较少量的训练集获得稳定、准确的神经网络,实现细胞相位像中物体与背景区

域的准确分割,提出一种划线拟合和神经网络相结合的自动相位像差补偿方法.该方法包括两个步骤:首先,
对数字全息图进行傅里叶变换、频谱滤波和反傅里叶变换得到全息面的物光场复振幅分布,进而提取中心十

字线上的相位值,利用二次多项式模型进行数值拟合得到包含系统主要相位像差的相位掩模.基于该相位掩

模通过相位相减补偿系统主要相位像差,完成相位像差的初步补偿.由此为下一步运用卷积神经网络

(ConvolutionalNeuralNetwork,CNN)提取背景图像提供支持,即有效减小了相位值变化的范围并降低了

相位跳变引起的干扰.然后,基于初步补偿后的全息面物光场,利用衍射传播数字算法得到成像面的物光场,
进而运用神经网络自动识别物体相位像中的物体和背景区域,进一步提取背景区域的相位值并利用高阶多

项式模型进行数值拟合得到包含残余相位像差的相位掩模,通过相位相减实现相位像差的精确补偿,得到无

相位像差的物体相位像.基于中心十字线的二阶像差补偿是为了降低成像面物体相位像的复杂程度,从而提

高网络训练的收敛速度和准确度.对于系统像差的精确补偿,实际上是在成像面获得二值化掩模之后,基于

背景区域的相位值进行高次多项式拟合来完成的.
其中,初步补偿中运用的多项式形式为

S=α0+α1x+α2y+α3xy+α4x2+α5y2 (4)

  精确补偿中运用的多项式形式为

S=∑
5

i=0
∑
5

j=0
αijxiyj (5)

式中,α是数值拟合得到的多项式系数,x 是横坐标,y 是纵坐标

计算流程如图1所示.

图1 相位补偿流程

Fig.1 Phasecompensationflowchart

2 卷积神经网络提取背景方法

运用神经网络实现离轴数字全息相位像的背景提取.首先建立网络训练样本集,即训练输入图像
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(Trainingdata)和真实输出图像(Groundtruth).在产生真实输出图像时通过人工识别得到分割物体和背景

的二值化掩模.当运用训练数据完成网络训练后,得到最优的网络模型参数,在实际动态观察中,网络模型会

根据输入再现物体相位像自主地在没有任何人为干预的情况下输出准确分割物体和背景的二值化掩模,进
一步基于背景区域的相位值通过高阶多项式拟合计算,实现像差的自动补偿.
  图2为全卷积神经网络中的 Unet模型,包含

卷积层、4个下采样层、4个上采样层,每2次卷积操

作后进行采样操作,实现输入和输出都是图像的端

对端的网络结构.进一步,对称层级的数据相加

(Concat),有效避免梯度弥散,在每个层级后添加了

批量标准化(BatchNormalization,BN)的处理,提
高收敛速度.在训练过程中,初始学习率为0.001,每
迭代50次,学习率乘以0.8.

神经网络的输入是包含残余相位像差的相位像

(256×256),输出是二值化掩膜,即背景区域像素

图2 Unet网络结构

Fig.2 Networkstructure

值为0,物体区域像素值为1.训练数据集包括实验数据和仿真数据.其中,实验数据是最可靠的训练数据,仿
真数据进一步扩充训练集,提高训练网络的准确性.首先,通过全息显微成像系统记录不同形态细胞的全息

图,在全息面完成初步相位像差补偿后的物体再现像为训练集的输入,对这些包含残余相位像差的相位像通

过人工识别得到二值化掩模图像,并将其作为训练集的标签.其次,利用仿真数据扩充训练数据集,为了充分

接近实验数据,仿真数据是由开源数据库CellImageLibrary[19]中真实细胞的显微图像和实际实验系统像差

测量值组合而成,CellImageLibrary是由美国加州大学圣地亚哥分校生物系统研究中心提供的生物细胞显

微图像的开源数据库.本文所选用的是Broad研究所汇集的30000种U2OS骨肉瘤细胞数据.这些数据库包

含了形态丰富的真实细胞图像,能够有效地增加训练集多样性.另外,系统像差数据是在同一实验系统下,在
无样品的情况下通过微调显微物镜位置,记录和再现全息图,得到形式多样的系统像差相位分布图像.最后,
将模拟物体相位像和系统残余相位像差随机叠加生成200幅训练集的输入,同样将这些图像通过人工识别

得到的二值化掩模图像作为训练集的标签.实验数据和仿真数据一共250幅,将每幅图旋转4个角度,最后

得到1000幅训练数据,并将得到的数据按照7…3的比例,分为训练数据集和测试数据集.
图3给出了模型训练时损失函数值的变化情况.分别表示训练数据未经过初步补偿和经过初步补偿后

迭代1000轮次损失函数值的变化趋势,其中损失函数是交叉熵函数.可以看出,运用进行初步补偿的相位像

训练时,随着迭代次数的增加,损失值逐渐减小并收敛到0.03,运用未进行初步补偿的相位像训练时,损失值

则在0.3附近震荡,没有下降趋势无法收敛.

图3 损失函数曲线

Fig.3 Lossfunctioncurve

图4给出了神经网络各层级的输出可视化图像,其中图4(a)的输入图像进行了初步补偿,图4(b)的输

入图像未进行初步补偿.对比图4(a)和(b)的输入图像,图4(b)的相位像差有明显的相位跳变,并且呈现为
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向下凹陷的曲面,图像边缘特征较弱,导致神经网络难以学习到凹陷区域中细胞边缘特征,在输出二值化掩

膜的凹陷区域识别错误.从图4(b)还可以看出,由于细胞的边缘变化具有连续性,相位跳变的变化趋势和细

胞边缘相似,造成神经网络判断混淆,输出结果出现圆形边界.从图4(a)可以看出,由于相位变化范围相对较

小,尽管在前几层中神经网络也混淆了相位跳变边缘和细胞边界,但是当上采样之后神经网络能够区别细胞

边缘和相位跳变边缘,从而输出正确的二值化图像分割掩膜.

图4 神经网络各层级输出可视化

Fig.4 Neuralnetworkoutputvisualizationateachlevel

3 实验验证

3.1 实验装置

  采用的透射式离轴数字全息显微装置如图5所

示,该装置基于离轴 Mach-Zehnder光路结构.光源

是波 长 为 532nm 的 连 续 输 出 激 光 器,功 率 是

100mW.中性密度滤光器(NeutralDensityFilter,

NDF)用于控制输出的光功率.通过偏振分束器

(PolarizingBeamSplitter,PBS)将扩展的激光束分

为 物光和参考光,将半波片(λ/2)与PBS一起放置

调节物光和参考光的强度比.另一个半波片用于调

整参考光束的偏振方向,使得参考光和照明光偏正

态一 致.照 明 光 通 过 聚 光 透 镜(CondenserLens,

图5 实验装置

Fig.5 Experimentaldevice

CL)会聚后透过样品再通过显微物镜(MicroscopicObjective,MO)在相机前方产生放大实像,参考光与物光

通过分光棱镜(BS)发生干涉,其中物光与参考光有一小角度夹角,在CCD相机光敏面上产生全息图.
3.2 实验结果

利用实验系统对子宫内膜癌细胞进行了显微观察,图6给出了在全息面有无进行初步补偿的再现结果.
对比发现,未进行初步补偿的相位像图6(a)存在相位跳变,而补偿后的相位像图6(b)的相位弯曲程度减少,
只有少量残差.
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图6 初步补偿对比

Fig.6 Preliminarycompensationcomparison

利用本文提出的自动相位补偿方法进行相位补偿,结果如图7所示.比较精确补偿前后两幅图对角线的

像素值的分布,图7(e)中实线代表图7(a)中虚线上的像素值分布,虚线代表图7(c)中虚线上的像素值分布.
图7(e)中虚线方框内是对角线覆盖到的细胞区域,在图7(a)和(b)中用虚线方框标出,精确补偿前细胞相位

图7 补偿前后对比

Fig.7 Comparisonbeforeandaftercompensation
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有明显的像差,精确补偿后得到了无像差的细胞相位值.从图中明显看出,利用本文方法能够有效补偿原相

位像中的二次曲面相位像差,得到细胞的无相位像差相位像.
图8给了运用有限数据集训练好的神经网络模型对子宫内膜癌细胞、宫颈癌细胞以及小鼠骨细胞数字

全息显微观察相位像差自动补偿的结果.由图中可看出,运用本文方法基于700幅图像训练得到的神经网

络,能够应用于不同细胞形状和不同细胞密度的相位像,输出正确的二值化掩模,实现相位像差自动准确

补偿.

图8 不同细胞的补偿结果

Fig.8 Compensationresultsfordifferentcells

子宫内膜癌是常见的妇科恶性肿瘤,应用本文提出的自动相位像差补偿方法及已训练好的神经网络,针
对子宫内膜癌细胞开展动态全息显微观察实验,为抗药性分析提供实验依据.采用子宫内膜癌细胞系
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Ishikawa及其顺铂(cisplatin)耐药细胞系Ishikawa/CisR作为研究对象,通过动态观测细胞对不同药物的反

应过程判断细胞对不同药物的敏感程度.应用本文实验系统和基于已训练好的神经网络的自动相位像差补

偿方法,对子宫内膜癌细胞系Ishikawa、Ishikawa/CisR在药物顺铂的刺激下其形态的变化过程进行动态显

微观察,对子宫内膜癌细胞的耐药性进行初步分析.具体实验流程为:将5×104个细胞接种于35mm共聚焦

培养皿(NEST)中,待其贴壁8h后,首先在培养皿中加入普通培养液观察30min,然后将普通培养液换成

含药物培养液继续观察150min,实验中每隔5s拍一张图片.
图9给出了子宫内膜癌细胞动态显微观察结果.图9(a)是加普通培养液10s后的相位像,图9(b)是加

普通培养液30min后的相位像,图9(c)是加药后30min后的相位像,图9(d)是加药后150min后的相位像.

图9 动态观测子宫内膜癌细胞

Fig.9 Dynamicallyobservedendometrialcancercells
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对比发现,细胞的形态在发生微弱的变化,神经网络输出的掩模也随着细胞形态的变化作出了相应的调整,
证明了模型的稳定性.以图9(a)中红框标注的两个细胞为分析对象,分别分析细胞相对面积即细胞覆盖的像

素个数的变化曲线,以及细胞的平均相位即相位值求和后对像素个数求平均的变化曲线.其中,每隔1s取出

一幅全息图进行分析.从图10可以看出,细胞的大小逐渐减小,细胞的平均相位逐渐增大,最后都趋于一个

常数.这是由于加药后细胞逐渐失去活性,在这个过程中细胞变小变厚,脱水死亡后细胞形态保持不变.实验

数据表明本文所提方法可以很好地用于动态细胞的显微观察,丰富生物学上的分析.

图10 细胞参数变化曲线

Fig.10 Cellparametercurve

4 结论

本文提出了一种数字全息显微相位像差自动补偿方法,在全息面划线数值拟合进行初步补偿并在再现

面通过卷积神经网络提取背景图像进行精确补偿.以自动选取中心线段的方法代替手动选取线段,以神经网

络自动检测背景的方法代替手工选取背景区域,提高了神经网络模型的稳定性.分别在宫颈癌细胞、子宫内

膜癌细胞和小鼠骨细胞上进行显微观测实验,结果表明该方法不仅可以实现自动补偿相位像差的目标,并且

在细胞形状和密度不同的相位像上都有稳定的自动补偿效果,验证了其正确性和可行性.进一步开展了子宫

内膜癌细胞的耐药性动态观测实验,观测到实验过程中单个细胞形态参数(相对面积,平均相位)的变化.研
究结果更直观地展示宫颈癌细胞耐药过程的形态变化,帮助医学工作者更深入地了解宫颈癌细胞耐药性的

机制,将有可能改善宫颈癌的临床治疗效果,也为其他细胞动态研究提供了实验依据.
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