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衍射相位显微技术的开发及其对贾第鞭毛虫的
定量研究
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摘 要:基于离轴干涉原理和共光路结构布局,设计和搭建了以激光作为光源的衍射相位显微成像系

统,在未放样品的情况下,测得该系统的平均噪声误差仅有6.70nm.利用标称直径为4.8μm的标准聚

苯乙烯微球来检验该系统检测的准确性,测量误差与理论预期结果相比不超过4%.用该系统测量100
只贾第鞭毛虫包囊个体,并重建贾第鞭毛虫包囊的相位图,在相位图的基础上,估算出每个贾第鞭毛虫

包囊的干质量.对 测 量 结 果 进 行 统 计 分 析,结 果 表 明 贾 第 鞭 毛 虫 包 囊 呈 椭 圆 形 状,长 轴 范 围 为8~
15μm,短轴范围为4~7μm,包囊的干质量在42.70~137.07pg之间.该衍射相位显微成像系统采集速

度快、准确性高,可以满足对单个寄生虫形态和干质量进行定量分析的需求.
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Abstract:Basedontheprinciplesofoff-axisinterferometryandcommon-pathgeometry,alaser
diffractionphasemicroscopysystemisdesignedandbuiltup,andthespatialnoisestandarddeviationof
thesystem withoutsampleismeasuredas6.70nm.Standardpolystyrenesphereswithdiameterof
4.8μmareusedasthecalibrationsamples,themeasuredphaseshifterrordoesnotexceed4%compared
totheexpectedresults.100Giardialambliacystsaremeasuredusingthissystemandtheunwrapped
phaseimagesarereconstructed,thedrymassofeachcystisestimatedonthebasisofphaseimage.
StatisticalanalysisresultsindicatethatshapeofGiardialambliacystsappeartobeelliptical,themajor
andminordiametersofcystsrangefrom8μmto15μmand4μmto7μmrespectively,andthedrymass
iscalculatedtobeintherangefrom42.70pgto137.07pg.Theproposeddiffractionphasemicroscopyhas
afastacquisitionspeedandahighaccuracyandcanmeettherequirementsofthequantitativeanalysisof
morphologyanddrymassofthesingleprotozoanparasite.
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0 引言

贾第虫病是由贾第鞭毛虫引起的在世界范围内广泛流行的一种肠道疾病,主要分布于发展中国家以及

卫生条件比较差的区域,老人和小孩是主要的感染人群,近年来,旅游人群的感染率也不断上升[1].贾第虫病

常见的症状有腹泻、腹痛、发热、呕吐等,严重者可致死亡.2004年,世界卫生组织将贾第鞭毛虫列为危害人类

健康的主要寄生虫之一;2007年,我国卫生部修订的《生活饮用水卫生标准》首次引入贾第鞭毛虫作为微生

物检测指标之一[2].
为了预防和治愈贾第虫病,需要从源头上对贾第鞭毛虫的形态和生理学特性进行检测研究.荧光显微

镜[3]是一种常见的观测微生物形态的工具,利用样品内部的荧光分子激发出特定波段的光,可以得到样品形

态图像,然而荧光试剂的光毒性会对样品造成不可恢复的损伤.干质量表示细胞内部固体物质的重量,对贾

第鞭毛虫干质量的测量有助于了解其生理活动特性,比如内部器官胞质运输、细胞膜渗透性以及个体活性

等.干质量可以通过透射电子显微镜[4]、流式细胞术[5]以及光学干涉[6]等方法得到,然而透射电子显微镜由

于操作复杂及使用条件苛刻,很难应用到单个细胞特别是单个活性细胞的日常检测研究中.流式细胞术是一

种便捷、快速和实时的细胞检测与分析技术,依据采集到的前向和侧向散射光信号图案,可以对细胞样品进

行分类鉴别,结合荧光染色,可以估算出内部核酸和蛋白总量.流式细胞术操作步骤简单,速度快,所获取信

息丰富,能实现对细胞的定量分析和分选.
近年来,结合干涉原理和光学显微镜放大效果的定量相位成像技术发展迅速,已被广泛应用于微观生物

内部精细结构以及折射率的定量检测中.衍射相位显微技术是基于共光路布局和离轴干涉的一种定量相位

成像方式,其成像光路系统稳定性好,采集速度快,单幅图像就能够实现样品相位的重建,并且无需对样品进

行预处理,避免了荧光分子对样品内部的破坏,保证了生物样品的活性[7].衍射相位显微成像系统不仅能得

到振幅图像,还能得到全场样品的定量相位分布,由相位分布可以进一步得到内部结构、折射率和干质量等

信息.
自2006年开始,衍射相位显微技术在生物细胞检测领域受到广泛关注与应用.POPESCUG等[8]将激

光衍射相位显微术与荧光成像结合,探测了细胞膜的波动特性与骨架完整性.考虑到细胞内的分子特异性,

2009年,PARKY等[9]利用低相干光源结合带通滤波片,测量了血红蛋白在三种波长下的色散特性.由于带

通滤波片波长选择有限,2012年PHAM H等[10]设计了一种空间光过滤针孔,分离可见光波并得到多种波

长下的红细胞相位图.而针对白光低光谱密度的缺点,2015年,JUNGJ[11]所在的实验室采用超连续激光作

为衍射相位显微成像系统的光源,利用棱镜进行分光,大大提高了光谱分辨率,并测量了样品多种波长下的

光散射特性.可以看出,衍射相位显微成像技术在细胞定量表征方面具有很大的应用价值.
本文基于离轴干涉和共光路布局,设计并搭建了衍射相位显微成像系统.在原来的基础上,利用一级闪

耀光栅进行分光,调整了参考光与物光的强度比,使两者强度接近,以提高干涉图像的对比度.测试了衍射相

位显微成像系统的空间稳定性,并利用直径为4.8μm的聚苯乙烯微球作为标准样品验证系统测量准确度.
用该系统对贾第鞭毛虫包囊进行研究,重建其二维相位分布图像,并对相位图像进行积分,进一步估算出贾

第鞭毛虫包囊干质量.

1 系统设计和相关理论

1.1 光路结构

衍射相位显微成像技术结合了希尔伯特相位显微镜[12]的离轴干涉和傅里叶相位显微镜[13]的共光路结

构优势,利用光栅分光产生参考光和物光并通过相同的光学元件在像面形成干涉图样.图1是衍射相位显微

成像系统的光路示意图,一束 He-Ne激光(λ=633nm,HNL210L-EC,ThorlabsInc.)通过透镜L1(f=
75mm)和L2(f=75mm)组成的空间滤波系统,被空间滤波器SF针孔过滤后反射进入光学显微镜.虚线框

内是生物检测常见的倒置显微镜(Ti-U,NikonInc.),从上往下依次为聚光镜CL(f=75mm)、样品、物镜

OL(60X,0.7NA,NikonInc.)、反射镜和转接筒镜RL(f=200mm).入射平行光束照射透明的样品后,相
位信息被显微物镜收集并放大,而样品对 He-Ne激光的吸收忽略不计.组合透镜L3(f=75mm)和L4(f=
75mm)对从显微镜系统出来的光束进行像差矫正,消除其中球差的影响.矫正后的平行光束入射到一级闪
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耀光栅G(70grooves/mm,#46067,EdmundopticsInc.)上,发射不同方向的衍射光.透镜L5(f=40mm)
和L6(f=300mm)组成的4f放大系统对各个级次的衍射光进行过滤处理,一个双孔滤波器放置在透镜L5
的傅里叶面处,双孔大小不一,滤波效果也不一样.系统选择零级衍射光和一级衍射光作为相干光束,一级衍

射光通过双孔滤波器的小孔(D=25μm)成为参考光,零级衍射光通过双孔滤波器的大孔(D=2.4mm)成
为物光,物光保留了光线穿过生物样品时产生的相位延迟.物光和参考光夹角很小,在像面形成的干涉条纹

被相机(DS-Fi2,NikonInc.)采集,而样品本身的相位信息都包含在这干涉条纹中.测量过程中,需要在无样

品区域提前拍摄一幅背景图像,将包含样品的图像减去背景图像,得到生物样品的相位延迟或者光程差.

图1 衍射相位显微成像系统示意图

Fig.1 Schematicofdiffractionphasemicroscopysetup

1.2 设计过程

光源在生物成像系统中至关重要,决定了干涉条纹对比度以及成像质量.考虑到检测对象是半透明的生

物样品,选择了穿透能力强、吸收率低的He-Ne激光作为系统光源.氦氖激光器的输出功率在几毫瓦到十几

毫瓦之间,避免影响生物样品的活性.He-Ne激光具有良好的功率稳定性,经历多透镜组成的光路系统形成

的干涉条纹对比度好,明暗清晰.
系统使用倒置光学显微镜,该显微镜配置简单,可外接各种通用的光学部件.显微镜的横向分辨率由聚

光镜和物镜决定,横向最小分辨距离为0.7μm.光栅放置在显微镜的成像面处,用于接收显微镜出射光并产

生不同方向上的衍射光.透射式闪耀光栅的一级衍射光强度最大,经小孔过滤之后光强度与零级衍射光相接

近,形成的干涉条纹对比清晰.衍射相位显微成像系统中的光栅用作振幅调制,调制频率可以表示为

β=
2π
ΛMobj (1)

式中,Mobj表示物镜的放大倍率,Λ 表示光栅常数.
将干涉图样经过傅里叶变换后得到其频谱图,频谱图中中央亮斑与旁瓣亮斑的谱宽半径分别为

2k0NAobj和k0NAobj,k0表示波矢,NAobj表示物镜的数值孔径.为了避免频谱信号的混叠,光栅的调制频率需

要满足[14]

β≥3k0NAobj (2)
将式(1)代入式(2)即得到光栅常数Λ 的限制条件为

Λ≤
λMobj

3NAobj
(3)
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为了保证图像采集的准确性,依据奈奎斯特抽样定理,干涉条纹的间距需要大于或等于三个像素的大

小[15],即像素采样频率不小于两倍干涉条纹的最大空间频率.由于组合透镜L5和L6的放大率为7.5,系统中

每个干涉条纹至少占据五个像素.相机的采样条件需满足

kp=
2π
aMobj|M4f|≥2(β+k0NAobj) (4)

式中,kp表示相机的最大采样频率,a 为每个像素的物理尺寸,M4f表示组合透镜L5和L6的放大倍数.
在衍射相位显微成像系统设计过程中,先确定光源及相机的参数,然后根据待检测样品的参数确定显微

镜,主要是物镜的选择,考虑经济因素,不需要水浸或者油浸基本可以达到检测寄生虫细胞的要求.在显微镜

参数确定之后,就可以依次确定光栅常数以及4f组合透镜的参数.本系统中所采用的透镜都是直径25.4mm
的双胶合透镜,最大限度地减小了像差.
1.3 相位重建

衍射相位显微成像系统得到的干涉图样中包含了生物样品的相位信息,采集到的干涉图强度可以表示为

IC(x,y)=I0(x,y)+I1(x,y)+2 I0(x,y)I1·cos(βx+Δφ) (5)
式中,I0和I1分别表示零级和一级衍射光光强,β为光栅调制频率,Δφ 为生物样品的相位延迟.

图2 相位重建过程

Fig.2 Phasereconstruction
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相位重建分为相位提取和相位解包两个过程.为了从干涉图中提取出样品相位延迟Δφ,Hilbert方法结

合傅里叶变换被用于相位提取过程[16],而生物样品的相位延迟都大于2π,采用速度较快的Goldstein's算

法[17]进行相位解包.图2是以聚苯乙烯微球为例,相位重建的整个过程.首先获取一幅含有聚苯乙烯微球样

品的干涉图(a),对干涉图进行傅里叶变换得到其频谱图(b),将一级频谱移到中心位置如图(c),由于样品信

息都在一级频谱内,因此利用低通滤波器提取出一级频谱并进行反正切操作得到包裹相位图(d),从包裹相

位图中减去经过相同处理步骤的背景图像得到图(e),对图(e)进行解包处理得到最后的相位延迟分布图(f).
整个处理过程通过 Matlab软件来实现,对最后的相位图加上伪彩色之后可以看出聚苯乙烯微球的中心区域

相位延迟最大.
1.4 空间噪声性能

衍射相位显微成像系统是通过光线穿透样品产生的光程差来反映样品信息的,在未放样品的情况下,由
于成像系统机械振动及空间噪声的存在,背景图像也会有一定的光程波动,这是系统本身引起的测量误差.
实验中利用高平整度的光学玻璃(#7740,CorningInc.)来验证系统的空间噪声性能,玻璃厚度为0.5mm,
表面粗糙度小于1.5nm,透光率非常高.将玻璃片放

置在载物台上,聚焦后记录下视场内随时间变化的

60幅干涉图像,时间间隔为80ms,将这60幅干涉

图像求平均后作为标准的校正背景图像,然后移动

到另一块区域,再次记录下视场内的一幅干涉图像,
将这一幅干涉图像与校正图像做图像处理.图3所

示是相减之后的结果图,可以看出,系统本身引起的

噪声误差范围在几十纳米之内,对图像进行均方差

处理来量化系统噪声,得到衍射相位显微成像系统

的空间噪声平均误差为6.70nm,与之前报道[18]的

5.87nm的空间噪声在同一个数量级.

图3 衍射相位显微成像系统空间噪声稳定性

Fig.3 Spatialnoisestabilityofdiffractionphasemicroscopy

1.5 准确性验证

利用聚苯乙烯微球(4.8μm,G0500,ThermoFisherInc.)作为标准样品来检验衍射相位显微成像系统

的测量准确度.在验证之前用扫描电子显微镜 (ScanningElectronMicroscope,SEM)测量了150个左右的

聚苯乙烯微球的直径,对测量的数据进行统计分析,均值为4.85μm,标准差小于0.02μm.聚苯乙烯微球的

相位延迟表示为

ϕ(x,y)=
2π
λ
(np-nm)h(x,y) (6)

式中,np和nm分别为聚苯乙烯微球和其所处液体介质的折射率,h(x,y)表示不同位置处聚苯乙烯微球的厚

度,理论计算中采用的测量均值为4.85μm.
首先将聚苯乙烯微球置于不同折射率的透明液体介质中,聚苯乙烯微球产生的相位延迟因为折射率差

的改变而改变.由于衍射相位显微系统是全场成像,得到的结果图是二维分布图像,始终以聚苯乙烯微球最

大光程距离为参考位置,在确定光源波长、聚苯乙烯微球折射率和直径的情况下,调整周围介质的折射率,得
到不同的相位延迟.以去离子水和甘油的混合液体作为浸没聚苯乙烯微球的介质,调整去离子水和甘油的体

积比,可以得到不同折射率的混合液体[19].去离子水的折射率为1.33,甘油的折射率为1.47,不同体积比下

的混合液体折射率在1.33~1.47范围内.
对于配好的混合液体,利用折射仪(PAL-RL,测量范围1.3306~1.5284,ATAGO)对其进行折射率测

量,得到室温下四种混合液的折射率分别为1.3850、1.4104、1.4459、1.4700.将聚苯乙烯微球分别滴入这四

种液体,经超声处理之后,取出5μL含有微球样品液滴放入载物台上观察.
聚苯乙烯微球在不同混合液中的相位图像如图4所示,从伪色彩图像中可以看出聚苯乙烯微球在二维

平面内的相位延迟分布.四种混合液下的聚苯乙烯微球最大相位延迟如图5所示,每种折射率对应的混合溶

液下测量10个聚苯乙烯微球.测量结果表明,聚苯乙烯微球的相位延迟最大误差不超过4%,衍射相位显微

成像系统的测量结果与理论结果相一致.
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图4 不同折射率混合液下的聚苯乙烯微球相位图

Fig.4 Phaseimagesofpolystyrenespheresimmersedindifferentrefractiveindexofmixturesolutions

图5 聚苯乙烯微球在不同折射率混合液中产生的相位差

Fig.5 Phaseshiftsofpolystyrenespheresindifferentrefractiveindexofmixturesolutions

2 贾第鞭毛虫检测

贾第鞭毛虫是一种水源性寄生虫,其生活史分为滋养体和包囊两个阶段.滋养体为生长发育阶段,常处

于宿主体内,比较脆弱;包囊为休眠阶段,包囊的囊壁很厚,可以有效地保护内部虫体,包囊阶段为贾第鞭毛

虫的传播阶段.利用衍射相位显微成像系统对贾第鞭毛虫包囊进行定量研究,得到相位图分布,并从相位图

中反演出干质量数据.贾第鞭毛虫属于原生生物[20],内部结构简单,蛋白质的含量占绝大部分,剩下的是一

些酶和糖类,可以忽略不计,因此蛋白质含量即代表干质量大小.购买的贾第鞭毛虫是从沙鼠体内接种培育

的,包囊样品(P101,WaterborneInc.)经过过滤、离心、洗脱之后储存在磷酸盐缓冲液(Phosphate-buffered
Saline,PBS)中.

8mL的试管内有约500万个贾第鞭毛虫包囊,取出一小滴进行稀释并用超声清洗器超声分离.然后从

稀释溶液中取5μL滴在载玻片上.在液滴两侧都粘贴一小段胶带,加上盖玻片构建一个简单的样品池,避免

盖玻片对包囊挤压.将处理好的贾第鞭毛虫样品放入载物台上观察.实验过程中所有关于寄生虫的处理过程

都遵循相关安全管理规定,并做好相应的隔离工作.
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图6所示为单个贾第鞭毛虫包囊的干涉图和相位重建图像,贾第鞭毛虫包囊呈椭圆形结构,其中一边比

较扁平,另一边相对窄一点,虫体部分大多集中于窄边.贾第鞭毛虫包囊的相位延迟为

ϕ(x,y)=
2π
λ
·α(λ)·C(x,y)·h(x,y) (7)

式中,α(λ)是蛋白质的折射率比增量,与光的波长有关,这里记为0.2mL/g[21-22],C(x,y)为包囊内部的固体

质量浓度,即干质量浓度.从相位图中可以看出贾第鞭毛虫不同区域内的相位延迟,对贾第鞭毛虫包囊区域

进行积分,可以得到内部的干质量.干质量计算公式为[23]

m=C·∫h(x,y)dxdy=
λ
2πα∫ϕ(x,y)dxdy (8)

在α值确定的情况下,可以从相位图中得到贾第鞭毛虫包囊的干质量数据.
用衍射相位显微成像系统实验测量了100只分离的贾第鞭毛虫包囊个体,从干涉图中提取出相位图,得

到100幅相位分布图像,并根据式(8)分别计算每个包囊个体的干质量.对数据结果进行统计,椭圆形的贾第

鞭毛虫包囊长轴在8~15μm 之间,短轴在4~7μm 之间,干质量的分布如图7所示,范围在42.70~
137.07pg之间,测量的100只贾第鞭毛虫包囊平均干质量为90.87pg,均方差为9.07pg.测量结果与之前报

道[24]的贾第鞭毛虫包囊参数相一致.

图6 贾第鞭毛虫包囊

Fig.6 Glardialambliacyst

图7 100只贾第鞭毛虫干质量分布

Fig.7 Drymassdistributionof100Glardialambliacysts

3 结论

本文设计并搭建了激光衍射相位显微成像系统,该系统结合共光路布局和离轴干涉技术,保证了检测过

程中的稳定性和测量速度.对该系统的平均噪声误差和测量准确性进行了实验验证.定量研究了100只贾第

鞭毛虫包囊个体,得到形态学上的物理尺寸和干质量大小.实验结果表明:衍射相位显微成像系统的平均空

间噪声误差仅为6.70nm,利用聚苯乙烯微球对该系统的验证结果误差与理论计算结果相比不超过4%.贾
第鞭毛虫包囊长轴8~15μm,短轴4~7μm,干质量范围在42.70~137.07pg之间.该系统结构简单,稳定性
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好,噪声低,可以作为定量研究微生物形态和生化特征的一种有效手段.
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