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摘要:为了同时满足较大的视场和较高分辨率的需求,开发了一套全息无透镜显微成像系统和配套算法,实现对微米级

样品的无透镜显微成像.搭建了一套由LED光源、针孔、被测样品与CMOS图像传感器组成的全息无透镜显微成像系

统,并对针孔直径、成像面尺寸、光源到样品的距离,以及样品面到CMOS图像传感器的距离进行了优化.其次,开发了

从系统采集的全息图中恢复样品图像的角谱法算法.最后,使用该成像系统和配套算法,分别对具有微米级结构分辨率

测试靶,和肺癌细胞悬浮液进行了显微成像.该全息无透镜显微成像系统的分辨率为 ４．４μm,成像视场尺寸为

５．７mm×４．３mm,实现了微米级结构和肺癌细胞较清晰的显微成像.全息无透镜显微成像系统结构简单、无像差干

扰,可以实现大视场下较高分辨率的显微成像.
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Abstract:ThisstudydevelopsalensＧfreemicroscopesystemandanalgorithmtorealizemicroscopic
imagingwitharelativelylargefieldofviewandhighresolution．Theproposedsystemconsistsofan
LEDlightsource,apinhole,asampleholder,andaCMOSimager．Thesystemparameters,suchas
thepinholediameter,sizeoftheimager,distancebetweentheLEDandsample,anddistancebetween
thesampleandimagerwerestudiedandoptimized．Furthermore,anangularspectrummethodwasdeＧ
velopedforrecoveringsampleimagesfromhologramscapturedbytheCMOSimager．Finally,thedeＧ
velopedsystemwasemployedtodemonstratelensＧfreemicroscopicimagingofamicropatternedtesting
chipwithastandardresolutioninadditiontothatoflungcancercellsinsuspension．Thedeveloped
holographiclensＧfreemicroscopicsystemhasaresolutionof４．４μmandanimagingfieldofviewupto
５．７mm×４．３mm;furthermore,itiscapableofimagingthemicropatternsinthetestchipaswellas



individuallungcancercells．Thus,theproposedholographiclensＧfreemicroscopicsystemdemonstraＧ
tedmicroscopicimagingwitharelativelylargefieldofviewandhighresolution;moreover,itexhibited
theadvantagesofasimplestructureandtheavoidanceofaberrationinterference．
Keywords:lensＧfreeimaging;hologramreconstruction;cellimaging;largefieldofview

１　引　言

　　光学显微镜是人们观察微观世界的重要工

具.传统的光学显微成像系统一般由光源、多个

透镜及图像传感器等多个部件组成,结构复杂、价
格昂贵.由于受到物镜固定空间带宽积的限制,
显微镜往往无法同时满足高分辨率成像和大成像

视场的需求[１].以生物医学显微成像为例,为了

获得高分辨率、大视场显微图像,需要将许多小视

场图像进行拼接,因此必须对图像进行预处理,图
像的配准和融合通常存在准确性低、耗时长等

问题[２Ｇ３].
近年来,随着光电图像传感器件的发展以及

图像处理技术的进步,一种新型的显微成像技术

———无透镜成像技术得到了迅速发展.该技术不

仅克服了传统光学显微镜空间带宽积的限制,无
球差、彗差等光学透镜带来的像差,而且具有结构

简单、便携性高和成本低等优点[４Ｇ７].目前,无透

镜成像技术主要有无透镜阴影成像[８]、无透镜荧

光成像[９]和无透镜全息成像[６]三种.其中,无透

镜全息成像技术不需要对样品进行特殊处理,且
分辨率高,因此最具应用前景.无透镜全息显微

成像系统的硬件部分通常由一个部分相干 LED
光源、一个针孔或光纤和一个光电探测器(CCD
或者CMOS)组成.在成像过程中,来自 LED的

光经过针孔或光纤传播一段距离后,照射到样品

上,样品透过光的衍射图样被光电探测器记录,然
后使用图像恢复算法处理样品的全息图,最终得

到样品的显微放大图像[４,７,１０].为了快速地重构

出样品的高分辨率复值图像,研究人员设计了多

种数字图像重建算法,例如改进的GS算法[１１]、混
合输入输出算法(HIO)[１２]、多图像相位恢复算

法[１３]及深度学习算法[１４]等.目前,无透镜全息显

微镜可以在２０~３０mm２ 的成像视场下实现亚微

米量级的分辨率极限.
本文搭建了一套无透镜全息显微成像系统,

该系统由中心波长为５９５nm 的窄带 LED光源、

直径为５０μm 的针孔和单像素尺寸为２．２μm、

５００万像素、视场为２４．５mm２ 的板式相机组成,
并开发了相应的图像恢复算法.该系统成功实现

了对具有亚微米级图形的测试靶和实验室培养的

肺癌细胞 H１２９９的显微成像,在生物医学领域具

有广阔的应用前景.

２　成像原理与实验系统

２．１　成像原理及参数优化

全息无透镜显微成像系统原理如图１所示,
主要包括中心波长λ＝５９５nm 的 LED光源、直
径D＝５０μm 的精密针孔、被测样品与 CMOS
图像传感器.针孔与被测样品的距离为Z１,被
测物与CMOS图像传感器的距离为Z２.使用针

孔可提高出射光的相干度,在距离Z１ 满足一定

条件时,照射到样品上的光近似为相干光.使

用二维移动平台搭载被测样品,透过样品的光

可以分为两部分,一部分是经过样品的光,称为

物光;一部分是透过样品基底但没有经过样品

的光,称为参考光.这两部分光在透过样品后

相互干涉,形成的干涉图案被 CMOS图像传感

器记录.

图１　无透镜全息显微成像系统示意图

Fig．１　Schematicdiagram oflensＧfreeholographic
microscopysystem
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在 Gabor全息图的制作过程中,为了得到干

涉全息图,一般需要使用相干光照射目标物体.
本文使用的是部分相干光源,为使得从小孔出来

的光到达样品面处具有高度的相干性,该无透镜

全息成像系统需要满足一定的参数设置[１５].由

范西特Ｇ泽尼克定理,可以求得光源尺寸、传播距

离和相干照明面积之间的关系[１６].如图２所示,
如果光源的线性尺度和像面上的两点P１ 和P２

的间距L比光源到像面的距离小得多,则像面上

的两点P１ 和P２ 的相干度∣j１２∣等于光源强度

函数的归一化傅里叶变换的绝对值,即有:

j１２ ＝
eiψ∫∫σ

I(ξ,η)e－ik(pξ＋qη)dξdη

∫∫σ
I(ξ,η)dξdη

, (１)

式中:j１２表示像面上两点P１(X１,Y１)和P２(X２,

Y２)的复相干度,p＝
(X１－X２)

s
,q＝

(Y１－Y２)
s

,

ψ＝k[(X１＋Y１)－(X２－Y２)]
２S

.其中,X,Y 分别表

示像面上的横纵坐标,S 表示光源平面到像面的

距离.σ表示光源平面,ξ和η表示光源所在平面

的横纵坐标轴,I(ξ,η)表示光源的强度分布,

k＝２π/λ表示平均波矢.在特殊情况下,例如对于

一个半径为ρ的均匀分布的圆光源,式(１)经过积

分后可得:

j１２ ＝ ２J１(υ)
υ

æ

è
ç

ö

ø
÷eiψ, (２)

其中:J１ 是 第 一 类 一 阶 贝 塞 尔 函 数,υ＝

kρ p２＋q２.当υ＝０时,|２J１(υ)/υ|＝１,并随着υ
的增大而减小.通常认为可以接受的最大偏差为

与完全相干时的理想值１偏离１２％,所以,取j１２

为 ８８％ 为 可 以 接 受 的 最 小 相 干 度. 当

|２J１(υ)/υ|＝０􀆰８８,解得υ＝１,此时可以得到:

P１P２ ＝０􀆰１６５λ
ρ

． (３)

　　式(３)说明,对于半径为ρ的圆形非相干光

源,S处的平行平面上P１P２ 两点若要保持高的

相干度所需要满足的关系.在本文中,由于针孔

的作用,可以将从直径为５０μm 的针孔出射的部

分相干光视为光源,将一定距离外 ５．７ mm×
４．３mm的CMOS图像传感器视为接收面.针对

本文所搭建的无透镜全息成像系统,ρ＝２５μm,

λ＝５９５nm.为得到清晰的全息图像,在光强足

够,且保证在感光面上距离为P１P２ 的两点具有

高度的相干性,这里取光源到感光面的距离S 为

２０cm,使得样品平面所在的位置对应的相干长度

P１P２ 约为７６２μm,远大于成像目标的特征尺寸,
因此可以得到清晰的干涉图样.

图２　范西特Ｇ泽尼克定理几何布局示意图

Fig．２　GeometriclayoutofVanCittertＧZerniketheＧ
orem

２．２　全息图像恢复算法设计

全息图像恢复的基本原理是通过设计算法模

拟光学衍射的过程,主要算法有菲涅尔衍射法、卷
积法和角谱法.相较于菲涅尔衍射法和卷积法,
角谱法的优势在于恢复像的大小与衍射距离和波

长无关,使用仅一次傅里叶变换和一次傅里叶逆

变换就可以实现图像恢复,因此,在本文中使用角

谱法算法实现全息图像恢复.
如图１所示,本文使用CMOS图像传感器紧

贴被测样品的方式采集全息图像.这种无透镜片

上的显微成像方法为加州大学洛杉矶分校的

Ozcan研究组首创[３].该方法使整个系统更加紧

凑,成像视野更大,可达到CMOS感光芯片尺寸,
此时,Z１/Z２ ≫１,光 从 样 品 透 射 出 来 传 播 到

CMOS面的过程可以近似看作是平面波.因此,
光在样品面和感光面之间的传播过程可以通过平

面波角谱理论来描述[１７].将样品所在平面设为

物平面,所在位置为Z＝０,物平面上光波的电场

复振幅设为U(x０,y０,０),CMOS图像传感器的记

录平面设为像平面,所在位置为Z＝z,像平面上

光波的电场复振幅设为U(x,y,z).U(x０,y０,

０),U(x,y,z)与其对应的角谱 A０
α
λ

,β
λ

,０æ

è
ç

ö

ø
÷,

A α
λ

,β
λ

,zæ

è
ç

ö

ø
÷满足傅里叶变换关系,其中,α和β表

示空间频谱的方位角,即角谱A０
α
λ

,β
λ

,０æ

è
ç

ö

ø
÷的传
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播方向.复杂的光波U(x０,y０,０)和U(x,y,z)可

以看作一系列简单的空间频率为 α
λ

,β
λ

æ

è
ç

ö

ø
÷的角谱

叠加.对于线性不变系统,两个平面上的角谱

A０
α
λ

,β
λ

,０æ

è
ç

ö

ø
÷和A α

λ
,β
λ

,０æ

è
ç

ö

ø
÷ 的关系可以用传输

函数 Hz
α
λ

,β
λ

æ

è
ç

ö

ø
÷描述:

Hz
α
λ

,β
λ

æ

è
ç

ö

ø
÷＝

expj２πzn
λ

æ

è
ç

ö

ø
÷ １－(α/n)２－(β/n)２, (cosα)２＋(sinβ)２ ＜１

０, otherwise
{ , (４)

A α
λ

,β
λ

,０æ

è
ç

ö

ø
÷＝A０

α
λ

,β
λ

,０æ

è
ç

ö

ø
÷Hz

α
λ

,β
λ

æ

è
ç

ö

ø
÷．(５)

　　因此,物平面上的光波U(x０,y０,０)和像平面

上的光波U(x,y,z)的关系可以用如下傅里叶变

换描述:

U(x,y,z)＝F－１ F[U(x０,y０,０)]Hz
α
λ

,β
λ

æ

è
ç

ö

ø
÷{ }．
(６)

图３　图像重建流程

Fig．３　Flowchartofimagereconstruction

　　利用本文中所搭建的全息无透镜成像系统

进行图像的采集和恢复,流程如图３所示.从光

源发出的光照射到样品上,其中一部分光透过样

品,另一部分光透过载玻片上没有样品的部分,透
过载玻 片 后 两 部 分 光 继 续 向 前 衍 射 传 播,由

CMOS记录下在其表面产生的干涉全息图.如

图４(a)所示,在全息图重建过程中,首先将全息

图进行傅里叶变换得到相应的频谱图,如图４(b)
所示.物平面和像平面的距离Z２ 记为图像的重

建距离,相应的传输函数为 HZ,然后对图像进行

逆傅里叶变换,得到重建目标图像,如图４(c)所
示.其中重建距离Z２ 对恢复图像的质量有明显

的影响,为了获得高质量的重建图像,对Z２ 选取

多组数值重建同一目标物体,通过比较重建图像

的清晰度来确定最佳重建距离.该重建方式简单

便捷,特别适合于较大尺寸样品(如数微米到数十

微米量级)的显微成像.

图４　(a)成像目标的全息图;(b)全息图的傅里叶频

谱;(c)重建的目标图像

Fig．４　(a)Hologramofobject;(b)FourierspecＧ
trumofhologram;(c)Reconstructedtarget
image

图５　无透镜全息显微成像系统装置

Fig．５　Photooflensfreeimagingsetup

３　实验结果与讨论

　　图５为本文所搭建的全息无透镜显微成像系

统,选用中心波长λ＝５９５nm的部分相干LED光

源,与直径D＝５０μm的精密针孔,光源和针孔通

过同轴 机 械 件 连 接,成 像 面 为 单 像 素 尺 寸 为

２．２μm、５００万像素、视场为５．７mm×４．３mm
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的CMOS图像传感器,针孔到样品的距离Z１＝
２０cm,样品到CMOS的距离Z２≈１mm.

本文首先选取具有微米级图案的分辨率测试

靶(型号:USAF１９５１)作为样品,对它进行显微成

像,通过观察分辨率靶中能分辨的最小线对,就可

以获得该无透镜全息显微成像系统可以达到的分

辨率极限.图６(a)~６(c)为 CMOS图像传感器

采集到的分辨率测试靶的全息图像,图６(a)是全

息图的全尺寸图像,图６(b)和６(c)是分辨率靶的

逐级局部放大图.

图６　(a)~(c)分辨率测试靶的全息图像和局部放

大图;(d)~(f)对应(a)~(c)的恢复重建图像

Fig．６　(a)~(c)HologramandlocalenlargedimaＧ

gesofresolutiontesttarget;(d)~(f)ReconＧ
structedimagescorrespondingto(a)~(c)

　　重建后的图像如图６(d)~６(f)所示,重建距

离为１mm,取分辨率靶上第６组的第５,６线对,
沿垂直线对方向提取强度变化曲线,结果如图

７(a)和图７(b)所示.重建后的图像可以分辨出

分辨率靶上第６组的第６线对,其中,纵坐标为像

素数,单像素尺寸为２．２μm,图像分辨率极限达

到４．４μm.
在上述研究结果的基础上,本文进一步对生

物样品———肺癌 H１２９９细胞进行全息无透镜显

微成像研究.细胞悬浮液 (RPMIＧ１６４０＋１０％
FBS＋１％双抗)中培养的肺癌 H１２９９细胞,在传

统显微镜(显微镜型号:OlympusIX７３)下近似为

球形,典型细胞直径为１０~２０μm.实验中,将细

胞培养液(细胞浓度约为１０４ 细胞/毫升)滴加到

全息无透镜显微成像系统中的 CMOS图像传感

器上方的载玻片上,形成一层厚度在几百微米的

图７　(a)和(b)分别对应图６(f)中分辨率靶上第６
组的第５,６线对的强度值沿横向变化的曲线

Fig．７　(a)and(b)correspondtothetransverseinＧ
tensityvaluechangecurveofline５andline６
ingroup６oftesttargetinFig．６ (b),reＧ
spectively

液膜.图８(a)为通过无透镜全息显微成像系统

采集到的样品的全息图,图８(b)是局部放大图,
可以看到细胞在全息图上的分布,通过截取图

８(b)中两处局部进一步放大,可以更清楚地看到

单个或重叠的细胞的干涉全息图.图８(c)所示

是经过图像恢复算法得到的细胞样品的显微放大

图像,两处局部放大图对应图８(b)中的样品两处

局部放大的相同位置,更清楚地展示了重建图像

中细胞的形貌,可以观察到重建后的单个细胞以

及紧贴粘连在一起的多个细胞.图９是与图８相

对应的肺癌细胞的相位图,两幅插图展示了相应

的单个细胞和多个粘连在一起的多个细胞的形

貌.与强度重建图相比,在相位图中细胞的轮廓

明显的比中心亮,更有利于识别细胞的形貌.

图８　(a)肺癌细胞的全息图;(b)是(a)图的局部放

大图;(c)是与(b)图对应的重建的肺癌细胞

图像

Fig．８　(a)Hologramoflungcancercells;(b)ParＧ
tialenlargedviewofFig．(a);(c)ReconＧ
structedlungcancercellsimagecorrespondＧ
ingtoFig．(b)
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图９　(a)肺癌细胞的重建相位;(b)是(a)图的局部

放大图,插图为图８中对应的细胞的相位图

Fig．９　 (a)Phaseimageoflungcancercells;(b)

PartialenlargedviewofFig．(a),TwoinＧ
setsarephaseimagesofcorrespondingcells
inFig．８

上述两组实验表明了该全息无透镜显微成像

系统的 成 像 能 力,得 到 了 图 像 分 辨 率 极 限 为

４．４μm和成像视野达２４．５mm２ 的成像结果,清
晰地观察到了实验室培养的肺癌细胞.但是受到

孪生像的干扰,成像的清晰度和分辨率有待进一

步提高,这个问题在将来的研究中有望通过使用

多距离相位恢复算法等手段得到解决.

４　结　论

　　本文基于全息无透镜显微成像的重建原理和

自主搭建的无透镜全息显微成像光学系统,实现

了对美国空军 USAF１９５１分辨率测试靶和实验

室培养的肺癌细胞的大视场显微成像,成像视场

为５􀆰７mm×４􀆰３mm,重建图像的分辨率极限为

４．４μm.全息无透镜显微成像系统结构简单、成
像视场大,成像过程能够数字化处理,结合数字图

像处理技术可以实现对样品的高速成像,并进行

计数和识别,在发展高通量、自动化的便携式显微

成像设备方面有巨大的潜力.该技术未来可应用

在食品安全如病原性大肠杆菌检测、水环境中致

病微生物和颗粒物检测及远程医疗等领域.
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