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数字全息成像定量监测癌细胞凋亡过程形态变化
（特邀）
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摘 要：化疗药物敏感性测试中药物诱导的癌细胞凋亡的检测，对于实现更有效的个性化治疗具有重

要意义。数字全息显微成像为癌细胞凋亡过程的检测提供了一种非侵入性的活细胞定量相位成像方

法，能够满足细胞无标记、长时间成像以及药物作用下的细胞形态和动力学参数的评估。采用数字全

息技术在无标记条件下对癌细胞加入药物后细胞凋亡过程进行动态连续成像记录，并对癌细胞相位图

像进行数值再现，提取了细胞相位均值及细胞干重参数对癌细胞凋亡过程定量表征。实现结果表明，

在癌细胞凋亡过程中，细胞相位值有不断增大的趋势，细胞面积减小，但细胞干重基本保持不变。而在

细胞死亡破裂时，细胞相位值与细胞干重急剧减小，这可能是由于细胞膜破裂，细胞内物质流出导致

的。这一结果也表明，数字全息显微成像能够为体外化疗药物敏感性检测提供了一种新的思路。
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0 引言

程序性细胞死亡（Programmed Cell Death，PCD）可由不同分子途径的激活引起［1］，不同的细胞死亡过程

具有不同的形态和生化特征。细胞凋亡是一种基因调控的程序性细胞死亡，通过消除生理冗余、物理损伤

和异常细胞来控制多细胞生物和组织的发育［2］。放疗和化疗对于癌症患者术前和术后的治疗是必不可少

的。化疗药物主要通过促进癌细胞凋亡来破坏癌细胞并抑制其增殖。抗癌药物的功效是通过它们识别癌

细胞和选择性地促进其凋亡的能力来衡量的。抗癌药物敏感性测试（Drug Sensitivity Test，DST）是一种根

据敏感性确定治疗肿瘤最有效药物的方法。肿瘤的基因型和发病机制各不相同，肿瘤可能对一种或多种药

物产生耐药性，或对多种药物表现出敏感性［3］。因此，检测 DST中药物诱导的癌细胞凋亡，对于降低耐药性

和提高药敏试验的效率，实现更有效的个性化治疗具有重要意义［4］。目前检测细胞凋亡的方法主要通过检

测与细胞凋亡相关的细胞形态和表面标志物的变化。

在整个有机体中，细胞凋亡会导致细胞的受控分解，从而避免任何细胞内介质的释放，但在体外，细胞

凋亡会进入继发性坏死的终末期，导致细胞膜完整性的丧失以及随后细胞内容物释放到周围细胞外空

间［5-6］。流式细胞术、膜蛋白［7］、TUNEL分析［8］等方法对细胞凋亡判别的特异性较差。而细胞凋亡过程会表

现出典型的、明确的形态学变化，包括质膜起泡、染色质浓缩以及核断裂和凋亡小体的形成等［9-10］形态学标

准被认为是细胞凋亡的最可靠依据［11］。

数字全息显微（Digital Holographic Microscopy，DHM）是一种干涉成像技术，可以无创地提供与细胞固

有特性相关的丰富的细胞内信息。它可以根据折射率（Refractive Index，RI）对比度识别无标记细胞，而无需
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对细胞进行荧光标记［12］，因此在生物医学领域有着广泛的应用，如细胞计数［13］、疾病诊断［14-15］、癌细胞分

离［16-17］、治疗评估［18］。细胞的 RI是一个固有的光学参数，它描述了光穿过细胞产生的光程差，与细胞的生物

物理特性相关。此外，DHM能够提供定量地相位信息，这使得它与大多数仅能收集光强度的传感器有很大

不同。而定量相位图像除了能够提供有关形态学的信息外，还能够计算整个细胞内的干重（Dry Mass，
DM）［19-21］。因此数字全息显微成像技术被用来对细胞生长过程及生理活动进行动态监测，如细胞分裂［22］、

细胞迁移［23］、细胞在外界刺激下的形态变化［24-27］等。

本文采用数字全息显微成像方法对化疗药物诱导的癌细胞凋亡过程中的形态变化进行记录与分析。

实验过程中，通过对卵巢癌细胞 A2780加入临床治疗中常用的化疗药物顺铂诱导癌细胞凋亡，利用数值方

法再现出癌细胞完整的凋亡过程及细胞膜破裂的定量相位图像，进而从中提取细胞形态参数相位均值及细

胞干重对癌细胞凋亡过程中的形态变化进行表征。结果表明，生长状态的癌细胞与凋亡期及死亡细胞的相

位图像及其形态参数上有极为明显的差异。因此，本文方法能够在无需荧光标记的情况下对癌细胞的凋亡

细胞和死细胞进行区分，为个体化治疗中的体外药敏试验确定和选择最有效的化疗药物，并确定其有效剂

量提供一种更加经济、方便的检测方法。

1 材料及方法

1.1 细胞培养

本文研究的细胞系为上皮性卵巢癌细胞 A2780细胞。细胞培养过程中，A2780细胞生长在 1640
（RPMI Medium 1640 basic 1X，GIBCO，中国）培养基中，培养基中添加 l-谷氨酰胺、15 mmol/L HEPES和

10%胎牛血清（GIBCO 10099-141，澳大利亚）。培养环境为 5% CO2，温度为 37℃。将癌细胞接种于 35 mm
的Willco玻璃培养皿中，培养 24 h后，将化疗药物顺铂（Sigma-Aldrich，Steinheim，德国）加入培养基中，最

终培养基中顺铂药物浓度为 20 μg/mL。加入药物之后，立即将细胞培养皿置于观测平台上进行细胞成像。

1.2 数字全息显微图像记录

采用离轴式数字全息显微成像系统对细胞进行成像［28］，光路结构及光路示意如图 1，该系统单次相机曝

光即可实现复杂的物体波前重建。系统光源选用相干激光器（532 nm，100 mW），通过单模光纤输出。光束

从激光器发出后，由准直透镜（L）产生平面光波，然后激光束经由偏振分光棱镜（Polarization Beam Splitter，
PBS）分为两路，即物光路和参考光路。PBS前面的半波片（Half Wave Plate，HWP1）用于调整两个光束之

间的强度比。参考光路中的另一个半波片（HPW2），使参考光波的偏振方向与物光波一致。物光波经由反

射镜M2反射后，通过会聚透镜（Converge Lens，CL）后透射穿过待测样品，然后，由显微物镜（Microscopic
Objective ，MO）和套筒透镜（Tube Lens，TL）构成的显微成像部件对待测样品放大成像，并通过分光棱镜

（Beam Splitter，BS）与参考光波在 CCD相机成像面发生干涉，产生细胞干涉图，并由 CCD相机记录。发生

图 1 离轴数字全息显微成像系统光路结构示意

Fig. 1 Optical path structure of off-axis digital holographic microscopic imaging system
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干涉时，在显微镜MO固定的情况下，调节待测物体的高度使其位于MO的焦点，由于 CL与MO组成共焦

系统，因此调节 CL的位置使待测细胞同样位于其焦面位置，然后调节透镜TL使其出射光为平面波。同时，

参考光路中的反射镜M4、M5用于在多个方向上调节参考光与物光之间的夹角，使记录的全息图像的零级

像、+1级像和−1级像相互分离，实现离轴全息成像。显微物镜MO选用奥林巴斯 20倍平场半复消色差物

镜（Olympus UPLFLN 20），其数值孔径为NA=0.50。记录全息图像采用的相机为加拿大由 PointGrey公司

生产的由 FlyCapture软件控制的相机，像素数为 2 048×2 048，其单个像素尺寸为 5.5 μm，因此成像系统的

分辨率约为 0.275 μm。在细胞成像过程中，细胞贴壁生长于细胞培养皿底部，培养皿中填满细胞培养液保

证细胞正常生长。从细胞培养液中加入药物开始，相机每 1 min记录一张全息图像，共记录 9 h。
1.3 细胞形态参数计算

1.3.1 细胞相位图像再现处理过程

全息干涉图像由物光波和参考光波叠加形成，全息图的再现过程是利用原参考光 R ( x，y)照射全息图

实现，在全息面得到的衍射光波包括了为零级衍射光、+1级衍射光和−1级衍射光。在离轴全息成像中，物

光波和参考光波发生干涉时存在一定的夹角，再现得到的零级衍射项、+1级衍射项和−1级衍射项三部分

也具备一定的夹角。由于离轴全息的三个衍射级次各自分离，因此单次曝光即可实现独立获取每个衍射

项，更加适用于快速测量的需要。

对数字图像形式记录的细胞全息图像，经过数值衍射再现过程能够得到反映细胞折射率信息的相位图

像。首先，在进行衍射再现之前，需要对全息图像进行切趾［29］和空间滤波［30］。切趾操作是将全息图像乘以

一个二维三次样条插值函数，去除由于 CCD的大小有限所产生的衍射条纹对波前的影响。由于离轴记录的

全息图像的零级像、+1级像和−1级像相互分离，因此通过将全息图的空间频谱乘以一个带通空间滤波器

对全息图像进行滤波即可得到单独的衍射项。然后，采用角谱传播算法对全息图像进行数值传播［31］，该方

法的优势在于无论传播距离如何，目标图像的大小保持不变。为了消除由于显微物镜的使用、光学元件的

缺陷以及实验系统等因素产生的像差对计算细胞相位的影响，采用基于泽尼克多项式模型的数值参数透镜

（Numerical Parametric Lenses，NPL）的数值方法来补偿像差［32-33］。此外，数字全息具备进行数值重聚焦的

能力，通过对细胞区域计算出最佳的传播距离［34］，来补偿图像记录过程中产生的细胞离焦。最后，对细胞相

位图像进行解包裹，将约束在−π和 π之间的相位值进行解构［35］，即可得到数值连续的细胞相位图像。

1.3.2 细胞相位及干重参数计算

为了计算单个细胞在死亡的过程中形态随时间的变化，采用最大类间方差阈值分割方法将单个细胞从

背景相位中分割出来。由全息记录重建的细胞相位图像实际上是由于细胞与培养液之间的折射率不同，照

明光波在经过不同区域时产生的相位差，即

Δφ ( x，y )= φm ( x，y )- φ c ( x，y )=
2π
λ
h ( x，y ) ( n m ( x，y )- n c ) （1）

式中，λ为照明光波的波长（532 nm），n c为细胞周围培养液的折射率，nm和 h分别为细胞在位置 ( x，y )处的折

射率及厚度。因此，取细胞区域的像素相位均值 Δφ̄来反映细胞整体的厚度和折射率信息。此外，细胞的相

位图像能够用来计算细胞内干物质的质量，即细胞的干重，其计算方法为

DM =
λ
2πα ∫ S c Δφds= λ

2πα Δφ̄S c （2）

式中，S c为细胞区域的面积。α是一个与细胞内含量有关的常量，称为特定折射增量［17］，约为 0.18~0.21 mL/g，
通常取 α为 0.2 mL/g。因此，细胞内的干重与细胞相位均值和细胞区域的面积相关。

2 实验结果

2.1 癌细胞死亡过程相位图再现结果

实验过程中，将培养皿中贴壁生长的癌细胞在加入药物前置于数字全息显微观测平台上采集一张全息

图像，并在加入药物后每 1 min采集一张全息图像，实验过程进行 9 h，共采集 540张全息图。之后将采集到

的全息图进行数值重建，得到相位图像，图 2（a）和（b）分别为加入药物前及加入药物 9 h后相位图像。从相
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位图像能够很明显看出，大部分细胞已经破裂死亡，图中箭头所指向的是 8个已经明显破裂死亡的细胞，而

其他没有破裂的细胞也产生了明显的收缩，细胞相位值有明显增大。为了更加清晰地展示细胞的死亡过

程，选取其中两个破裂的细胞，细胞 2和细胞 6，并在图 3中展示了 5 h死亡过程中细胞形态的相位图像。图 3
中能够较为直观地看出，细胞在破裂死亡前细胞面积减小，相位值变大，细胞在产生向内收缩的现像。当收

缩达到一定程度，分别在 4 h 35 min和 4 h 9 min时，细胞 2和细胞 6细胞相位值不再增大而是突然减小，表明

细胞发生破裂，细胞内物质流出失去活性，此后细胞相位值不再发生明显的变化。

2.2 癌细胞凋亡过程参数变化

为了更加准确地描述癌细胞产生破裂死亡过程中的形态变化，对图 2中的 8个细胞的形态参数进行了

计算。图 4中的 8条曲线分别展示了细胞的平均相位的变化，每条曲线由 90个时间点组成，每小时取 10个
时间点，即每个点由 6个时刻的细胞相位均值再取平均得到。如图 4所示，图中的曲线为细胞相位的平均

值，阴影部分为标准差。从图中的曲线可以看出，在加药后细胞的平均相位值均呈现出增大的趋势，直至在

某一个时刻相位值突然减小，这一过程与图 3中观察到的细胞相位图像变化相一致。细胞在内外渗透压平

衡的活性状态下，体积不会出现较大的变化，结合图 3中细胞面积减小的变化过程，表明细胞在收缩过程中

引细胞高度或内部折射率在不断增加。但不同细胞相位均值的变化过程存在差异，不同于其他细胞的逐渐

增大的过程，细胞 5和细胞 6均出现相位均值大幅回落后又重新升高的现象。然而，细胞在破裂前的整体趋

势均为细胞相位值的增加。

对细胞内干重的计算结果如图 5。从图中的 8条曲线可以看出，细胞破裂前，在对应的细胞相位均值明

显增大且趋势不一的情况下，细胞的干重均没有发生明显的变化，只在细胞破裂时干重瞬间减小。细胞干

重代表了细胞内干物质的质量，因此这一趋势可能是由于细胞破裂时，细胞内部物质流出导致的干重急剧

Fig. 2 A2780细胞加药前与加药 9 h后的相位图像

Fig. 2 Phase images of A2780 cells before drug and with drug for 9 h

Fig.3 加药后癌细胞调亡过程中形态随时间变化

Fig. 3 Morphological changes of cancer cells death after exposing to drug
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较少。从图 5中能够看出，细胞 4的干重相比其他细胞都较大，这是由于同种细胞不同个体之间存在一定的

差异，且癌细胞具有较强的异质性，因此不同细胞的形态是有差异的，但从图中也能看出，差异较大的细胞

在破裂的过程所表现出的干重变化趋势是一致的。这一结果也表明由数字全息相位图像计算所得的细胞

参数能够对癌细胞凋亡的变化过程进行表征。

3 结论

本文采用数字全息显微系统对无任何化学标记的癌细胞加入药物后的细胞形态变化过程进行了记录。

通过对记录的全息干涉图像进行切趾、频域滤波、角谱传播、像差补偿及数值自动聚焦等过程完成了对细胞

相位图像的数值再现。为了对癌细胞在化疗药物下凋亡过程中细胞形态变化进行分析，从相位图像中分割

出单个细胞相位图像，提取其相位均值及细胞干重并绘制出其参数变化曲线。结果表明，癌细胞在凋亡至

Fig. 4 癌细胞调亡过程中相位均值随时间的变化

Fig. 4 Changes of mean phase shift with time in the process of cancer cell death

Fig. 5 癌细胞调亡过程中细胞干重随时间的变化

Fig. 5 Changes of cell dry mass with time in the process of cancer cell death
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裂解前，细胞干重没有较明显的变化，而在细胞膜裂解瞬间，细胞内物质流出，细胞干重急剧减小。而细胞

相位均值在裂解前不断增大，而细胞干重并未明显增大表明细胞出现了收缩，这与已有研究中的细胞形态

变化的结论一致。因此，数字全息显微技术提供的定量相位图像能够反映癌细胞凋亡的特异性形态变化，

能够在无需荧光标记的情况下对癌细胞的凋亡细胞和死细胞进行区分，对体外抗癌药物的筛选及个性化治

疗具有重要意义。
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Quantitative Monitoring of Morphological Change of Cancer Cells
Apoptosis by Digital Holographic Microscopy（Invited）

XIN Lu1，XIAO Wen1，LIU Yakun1，ZHANG Huanzhi2，LI Xiaoping2，PAN Feng1
（1 Key Laboratory of Precision Opto-mechatronics Technology，School of Instrumentation & Optoelectronic

Engineering，Beihang University，Beijing 100191，China）
（2 Department of Obstetrics and Gynecology，Peking University People's Hospital，Beijing 100044，China）

Abstract：Radiotherapy and chemotherapy are essential for preoperative and postoperative treatment of
cancer patients. Chemotherapy drugs destroy cancer cells and inhibit their proliferation mainly by promoting
cancer cell apoptosis. The efficacy of anticancer drugs is measured by their ability to recognize cancer cells
and selectively promote their apoptosis. The Drug Sensitivity Test（DST） is a method to determine the
most effective drug for tumor treatment according to the sensitivity. Tumors may be resistant to one or
more drugs，or show sensitivity to multiple drugs for their different genotype and pathogenesis. Therefore，
the detection of drug-induced apoptosis in anticancer drug sensitivity test is of great significance for
reducing drug resistance，improving the efficiency of drug sensitivity test and achieving more effective
personalized treatment. At present，the main methods to detect apoptosis are to detect the changes of cell
morphology and surface markers related to apoptosis. However，the commonly used methods like flow
cytometry，membrane protein，TUNEL analysis，have poor specificity in the detection of cell apoptosis.
The typical morphological changes exhibited in the process of apoptosis which have become a reliable basis
for the identification of apoptosis. Digital holographic microscopy provides a non-invasive quantitative
phase imaging method for living cells. It can meet the requirements of label-free，long-term imaging，and
evaluation of cell morphological and kinetic parameters under different treatments. In this paper，digital
holographic microscopy is used to record images of label-free cancer cells during apoptosis process after
adding drugs. Firstly， a Mach-Zehnder digital holographic microscopic system with an off-axis
configuration is used to capture the wave-field of cancer cells. This system can realize complex object
wavefront reconstruction with a single camera exposure. In the process of cell imaging，the cells adhere to
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the bottom of the cell culture dish，and the culture dish is filled with cell culture solution to ensure the
normal growth of cells. The camera records a hologram every 1min for a total of 9 hours after adding drugs
into the cell culture solution. Then，the phase images of cancer cells are numerically reconstructed. Two
pre-processing operations are implemented，consisting of hologram apodization and spatial filtering and
then the angle spectrum reconstruction algorithm is employed to implement the numerical propagation，
keeping the object image size constant whatever the propagation distance. To obtain an in-focus and sharp
object image，an optimal propagation distance needs to be found by automatic focus method. Besides，
Numerical Parametric Lenses（NPL）method is employed to compensate the phase aberrations in the phase
image. Due to the phase value reconstructed from the hologram constrained between- π and π， the
continuous phase map of the object can be retrieved by phase unwrapping. From the reconstructed phase
image of cells after 9 hours of drug treatment，it can be clearly seen that most of the cells have broken and
died，while other cells that have not broken have also shrunk significantly，and the cell height has increased
significantly. Furthermore，we select 8 cells from the dead cells for further analysis of their complete death
process. Single-cell phase images are segmented from the phase images. And，the morphological change of
cell apoptosis process is characterized morphologically by the average phase shift and dry mass. It can be
seen from the change carves of these two parameters during the cell apoptosis，there is no obvious change
of cell dry mass before apoptosis. But at the moment of the cells lose membrane integrity and release their
intracellular contents， cells' dry mass decreased sharply. At the meantime， the average phase shift
continuously increases before the cells lose membrane integrity，indicating that the cells have contracted，
which is consistent with the conclusion in previous study. These results show that there are significant
differences in phase images and morphological parameters between growing cancer cells and apoptotic and
dead cells. Therefore，the method in this paper can distinguish apoptotic cells and dead cells without
fluorescent labeling. And it can provide a more economical and convenient detection method for
determining and selecting the most effective chemotherapeutic drugs and determining their effective dose
for in vitro drug sensitivity test in individualized treatment.
Key words：Cancer cell apoptosis；Morphological change；Digital holography；Phase reconstruction；Cell
dry mass
OCIS Codes：170.1530；090.1995；030.1670

Foundation item：Natural Science Foundation of Beijing（No. M22017）
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