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摘  要 

细胞内部物质成分及浓度的改变是细胞生命研究的重要关注对象，而质量密度是反映细胞内部浓度变化

的重要参数。但由于细胞是活体，内部质量密度不能直接测量。但质量密度与细胞透射光相位直接相关。

应用数字全息显微技术能够在不接触且不伤害细胞的条件下，定量重构细胞透射光的相位，因此，数字

全息显微技术可动态观测细胞内部变化。本文利用透射式数字全息显微系统测量洋葱表皮细胞的光学相

位，并进行质壁分离实验，通过观察洋葱表皮细胞相位的变化分析实验过程中细胞内部质量密度的变化

趋势及其原因，为定量细胞研究提供一种技术手段。 
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Abstract 
The changes of cell internal material composition and concentration are important objects of 
concern in the study of cell life, and mass density is an important parameter to reflect the changes 
of cell internal concentration. Since the cells are alive, the internal mass density cannot be meas-
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ured directly. The mass density is directly related to the phase of transmitted beam. Digital holo-
graphic microscopy can be used to quantitatively reconstruct the phase of the transmitted light of 
the cell without touching or harming the cell. Therefore, digital holographic microscopy can dy-
namically observe the changes inside the cell. In this paper, the optical phase of onion epidermis 
was measured by the transmittance digital holographic microscopy system, and the plastic-wall 
separation experiment was carried out. By observing the phase change of onion epidermis, the 
variation trend of the mass density inside the cell during the experiment and its reasons were 
analyzed, which provided a technical means for quantitative cell research. 
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1. 引言 

细胞动态研究是影响生命科学快速发展的一个重要因素[1] [2] [3]。细胞的动态是生命活动的体现，

而形态的变化往往伴随着物质成分及浓度的改变。例如相分离[4]，在形成微球结构的同时，蛋白质浓度

也发生改变[5]。再比如细胞核蛋白质浓度增大，既可能是细胞分裂的前兆亦可能是细胞癌化的表现[6]。
因此细胞内部物质成分及浓度的改变是细胞生命研究的重要关注对象。 

质量密度是反映细胞内部物质成分及浓度变化的重要参数，比如，在近年来生物研究的热点——“相

分离”的研究中，质量密度可用于准确描述 FUS 蛋白滴或 P 颗粒在线虫细胞中的相分离过程，因此有助

于解释与休眠相关的相分离现象[5]。然而细胞是活体，质量密度不能直接测量。但细胞是相位型样本，

与细胞的光学定量相位(QP, quantitative phase)成正比的光学厚度是细胞内外形态尺寸与细胞透光折射率

(RI, refractive index)耦合的结果，是反映细胞器密度、细胞质以及渗透刺激或生长过程引起的细胞内溶质

浓度动态变化的重要生物物理参数[7]，与细胞质量密度直接相关。因此，可通过解析细胞光学厚度分析

细胞内部质量密度的变化。 
数字全息显微技术能够利用一幅干涉全息图即可对被测样品的物波波前进行完整再现，可同时获取

被测样品定量相位信息及光学厚度[8] [9] [10]。应用数字全息显微技术测量生物细胞透射光学厚度，具有

无接触、高灵敏度的测量特点。本文利用透射式数字全息显微系统测量洋葱表皮细胞的光学厚度，并进

行质壁分离实验，通过观察洋葱表皮细胞光学厚度的变化分析实验过程中细胞内部质量密度的变化趋势

及其原因，为定量细胞研究提供一种技术手段。 

2. 测量原理 

本文采用数字像面全息显微方法测量细胞透射光光学厚度，从而分析细胞质量密度的变化。数字像

面全息显微方法与传统数字全息显微方法相比，记录距离为 0，即在细胞聚焦成像面记录数字全息图。

因此，不需要进行 Rayleigh-Sommerfeld 衍射计算，直接提取全息图的相位信息即可。利用像面全息重构

方法，可以避免衍射重构引入的噪声，提高计算效率。 
像面全息图强度为 
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( ) 2 2 * *,HI x y R O R O O R= + + +                              (1) 

其中
2R 和

2O 为零衍射项，O 为物光虚像 *O 为物光实像，R 为参考光。因为参考光的入射角度不一样，

零级衍射项出现在频谱的中心位置。物光的实像和虚像在频谱中互不重叠。 
再现像只需直接提取信息。得到分离出来的后两项的频谱后，使用逆傅里叶变换，模拟参考光并且

引入误差，求得含有被测生物样本相位信息的物光虚像。 
物波波前函数为 

( ) ( ) ( ) ( ){ }1, , , ,H
r RCH H x y x yU x y F F I x y W f f S f f−= Γ                      (2) 

[ ]F 和 [ ]1F −
为傅里叶和逆傅里叶变换函数， ( ),x yW f f 为窗函数，将 *

iU R 从全息图的频谱图中滤

出。 ( ),x yS f f 是平移函数，用于矫正一次相位畸变。 H
RCHΓ 为参考面法矫正因子，用于矫正多次相位畸变。 

( ),rU x y 为经过相位矫正后的重构波前函数，用于相位及强度信息提取。 
因此，样本相位为 

( )
( )
( )

Im ,
, arctan

Re ,
r

r

U x y
x y

U x y
φ

    =  
    

                          (3) 

样本光学厚度 ( ),OPL x y 为 

( ) ( ), , 2OPL x y x y ndλφ =π=                            (4) 

公式(4)中， λ 为光源波长，n 为与质量密度成正比的折射率，d 为几何厚度。 

3. 系统与实验 

3.1. 透射式数字全息系统 

如图 1 所示，激光光源发出波长为 670 nm 的光束通过 NF (中灰镜)调到适宜光强后，被 BS1 (分棱镜)
分成物光和参考光。物光通过 M1 (反射镜)反射照射被测物体，后被 MO1 (显微物镜)放大。参考光被 MO2 
(显微物镜)放大，MO1 和 MO2 采用相同的显微物镜(Mitutoyo, NA = 0.42，放大倍数为 50 倍)。使用 BS2 
(分棱镜)将两束光汇合在 CCD 上，发生干涉，记录数字全息显微图。 
 

 
Figure 1. Setup of transmitting digital holographic microscope 
图 1. 透射式数字全息显微系统光路图 
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3.2. 洋葱表皮细胞成像实验 

洋葱表皮细胞装片制备方法：用移液器将 100 μl 去离子水移至载玻片中央，用镊子撕取一片洋葱表

皮放至水滴中央，用盖玻片盖上，装片制作完毕。将装片置于普通显微镜下镜检(凤凰牌，物镜 40×，目

镜 16×)，如图 2 所示。 
 

 
Figure 2. Microscopic image of onion epidermis cells 
图 2. 洋葱表皮细胞二维显微镜检图像 
 

可见洋葱细胞二维形貌成狭长状。利用 3.1 节的数字全息显微系统对洋葱表皮细胞进行成像。成像

结果如图 3 所示。 
 

      
(a)                                                   (b) 

    
(c)                                                   (d) 

https://doi.org/10.12677/oe.2020.104018


张仕文 等 
 

 

DOI: 10.12677/oe.2020.104018 144 光电子 
 

 
(e) 

Figure 3. Experimental results of onion epidermis cells (a) Digital hologram (b) Frequency spectrum (c) Reconstructed 
phase (d) Optical depth of onion epidermis cells (e) Profile line of Figure. 3d 
图 3. 洋葱表皮细胞数字全息显微系统成像图(a)数字全息显微图，(b)频谱图(c)重构相位图(d)洋葱细胞光学厚度三维

图(e)三维图轮廓线的光学厚度图 
 

如图 3 所示，洋葱表皮细胞的数字全息显微系统成像图中，重构的相位图可看出狭长的洋葱细胞形

状，还可见细胞壁、细胞核等结构，如图 3(c)中红色箭头所示为细胞核。计算洋葱细胞的光学厚度图，

此光学厚度值，即(样本折射率 − 水折射率) * 样本厚度，如图 3(d)所示。洋葱细胞由细胞质、细胞器等

液体和固体物质充满，因此饱满新鲜的洋葱细胞三维结构成鼓胀状，细胞内部的光学厚度高于细胞壁；

而细胞核的光学厚度低于周围胞质部分，可得出结论：细胞核内质量密度低于细胞质。此结论与Schürmann 
M.发表在国际著名生物期刊 Journal of biophotonics 上的论文《Cell nuclei have lower refractive index and 
mass density than cytoplasm》中细胞核质量密度低于细胞质的结论是一致的。 

根据以上对洋葱细胞的静态观测实验中，证明光学厚度是可作为质量密度的对比参数的。 

3.3. 洋葱表皮细胞质壁分离实验 

将洋葱表皮置于浓度为 25%的糖溶液中，洋葱表皮细胞在普通显微镜下进行镜检。如图 4 所示。可

见洋葱表皮细胞发生细胞质与细胞壁的分离现象。 
 

 
Figure 4. Microscopic image of onion epidermal cells in a sugar solution of 25% concentration 
图 4. 浓度为 25%的糖溶液中的洋葱表皮细胞图像 
 

利用数字全息显微系统观察质壁分离的洋葱表皮细胞。如图 5 所示。 
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(a)                                                     (b) 

     
(c)                                                    (d) 

      
(e)                                                     (f) 

Figure 5. Experimental results of onion epidermal cells with parenchymal separation in a 25% sugar solution (a) digital ho-
logram (10×) (b) optical depth of Figure 4a ((c), (d)) digital holograms (50×) ((e), (f))optical depth of Figure 4((c), (d)) 
图 5. 25%浓度糖溶液中发生质壁分离的洋葱表皮细胞成像图(a)为 10×显微物镜下洋葱表皮细胞的数字全息显微图(b)
图(a)的重构光学厚度图((c), (d))为 50×显微物镜下细胞数字全息显微图((e), (f))图((c), (d))的重构光学厚度图 
 

如图 5(b)，图 5(e)，图 5(f)所示，光学厚度图能够清晰观察到质壁分离现象，图 5(b)中白色箭头标示

了 10×物镜视场中发生质壁分离的细胞。 
根据生物原理，质壁分离并未破坏细胞膜结构，在体积缩小的前提下，细胞质浓度变大，质量密度

增大。通过对比光学厚度发现质壁分离后的液泡相对于未发生质壁分离的液泡，光学厚度数值较大，数

值对比质壁分离前亦有增大，证明光学厚度变化趋势与质量密度变化趋势一致，这一结论是符合光学和

生物原理的。 
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将新鲜洋葱表皮置于 50%的糖溶液中，如图 6 所示，洋葱表皮细胞发生质壁分离现象。图 6(b)中
白色箭头标示了发生质壁分离的细胞。与 25%图浓度糖溶液中质壁分离的洋葱表皮细胞成像图 4(b)对
比可知，同一大小的视场中，由于糖溶液浓度越高，渗透压越大，发生质壁分离的程度越高，液泡质

量密度也越高，50%糖溶液相对于 25%糖溶液，发生质壁分离现象的洋葱表皮细胞个数更多，液泡缩

小的面积更大，相对光学厚度也更厚。在时间间隔 2 分钟前后记录两幅洋葱表皮细胞的数字全息图，

并进行全息重构，重构光学厚度图 6(e)，图 6(f)所示，随着时间的推移，质壁分离现象更加严重，2 分

钟后，液泡缩得更小，质量密度变大，此时光学厚度数值更大，证明光学厚度变化趋势恰好能反映质

量密度的变化趋势。 
 

     
(a)                                                   (b) 

        
(c)                                                   (d) 

        
(e)                                                   (f) 

Figure 6. Experimental results of onion epidermal cells with parenchymal separation in a 50% sugar solution (a) digital ho-
logram (10× microscope) (b) optical depth of Figure 5a ((c), (d)) two digital holograms recorded at a time interval of 2 mi-
nutes ((e), (f)) optical depth of Figure 5((c), (d)) 
图 6. 10×显微物镜下，50%浓度糖溶液中质壁分离的洋葱表皮细胞成像(a)发生质壁分离的数字全息显微图(b)重构光

学厚度图(c，d)为时间间隔 2 分钟记录的数字全息显微图((e), (f))图((c), (d))的重构光学厚度图 
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4. 结论 

本文利用数字全息显微技术不接触不伤害细胞的特点，重构细胞光学厚度，依据光学厚度与细胞质

量密度变化趋势一致的论点，解析不能直接测量的细胞内部质量密度的变化趋势。通过对洋葱细胞静态

观测和洋葱细胞质壁分离动态观测实验，分析结果，根据生物和光学的原理，并对比国际著名生物期刊

文献的结论，均证明论点的正确性。因此，应用数字全息显微技术能够在不接触且不伤害细胞的条件下，

定量分析细胞内部质量密度的变化趋势及其原因，为定量细胞研究提供一种有效的技术手段。 
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