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微流体衍射相位显微成像及其
在寄生虫测量中的应用 

顾  鑫 1,2，黄  伟 2*，杨立梅 2，李  丰 2 
1中国科学技术大学纳米技术与纳米仿生学院，安徽 合肥 230026； 
2中国科学院苏州纳米技术与纳米仿生研究所，江苏 苏州 215600 

摘要：本文提出了一种将衍射相位显微技术与微流体芯片相结合的方法对水源性寄生虫进行定量测量。结合干涉技术

与光学显微镜搭建了衍射相位显微成像系统，实现对寄生虫的高灵敏度实时测量。基于光刻工艺，设计和制作了 U 型

捕获结构双层微流体芯片，实现高通量的单个寄生虫捕获。将与聚二甲基硅氧烷(PDMS)折射率相同的聚蔗糖水溶液通

入微腔，消除 U 型捕获结构边缘衍射在相位成像时产生的显著干扰噪声。利用不同直径的标准聚苯乙烯微球验证了该

系统的准确性，最大相位值误差不超过 3%。采用上述系统测量了 100 个贾第鞭毛虫包囊和 100 个隐孢子虫卵囊，然

后从干涉图中重构出两虫的相位图。通过对定量相位图的分析得出两虫的形态学参数与定量的光体积差分布，定量的

数据为了解其生理特性提供了依据。微流体衍射相位显微成像系统结构简单，稳定性好，测量精度高，在对单个微生

物进行实时监测和无标记定量研究方面具有巨大的潜力。 
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Abstract: This paper proposes a method of using diffraction phase microscopy combined with microfluidic chip to 
quantitatively measure waterborne parasites. A diffraction phase microscopy system is built up by combining inter-
ferometry with optical microscope to achieve high sensitivity real-time measurement of parasites. Based on soft li-
thographic techniques, a double-layered microfluidic chip with U-shaped trapping structures is designed and fabri-
cated for high throughput single parasites trapping. Ficoll solution with the same refractive index as polydimethylsi-
loxane (PDMS) is introduced into the microfluidic chamber to eliminate significant artifacts in phase imaging origi-
nating from diffraction at the edges of trapping structures. The accuracy of the system is verified using standard po-
lystyrene microspheres of different diameters, and the error of maximum phase shift does not exceed 3%. 100 
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Giardia Lamblia (G. Lamblia) cysts and 100 Cryptosporidium Parvum (C. Parvum) oocysts are measured using this 
system. The phase maps of the parasites are obtained from the interferograms. The morphological parameters and 
quantitative optical volume difference distribution of the two kind of waterborne parasites are obtained by analyzing 
the quantitative phase maps. Quantitative data provides the basis for understanding their physiological characteris-
tics. The microfluidic diffraction phase microscopy system has simple structure, good stability and high measurement 
accuracy, and has great potential for real-time monitoring and label-free quantitative studies of single microorganism. 
Keywords: microfluidic; diffraction phase microscopy; interference; holographic 
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1 引  言 
水源性传染病是由于饮用或接触受病原微生物污

染的水而引起的一类传染病。贾第鞭毛虫和隐孢子虫

是两种常见的的水源性原生动物寄生虫，可引起宿主

腹痛、腹泻、腹胀、呕吐等不良症状。近年来，由贾

第鞭毛虫包囊和隐孢子虫卵囊污染饮用水引起的水传

播疾病多次爆发流行，对生态环境和人类健康构成了

严重危害，已经成为了引起世界各国关注的重要公共

卫生问题[1-2]。 
EPA 1623作为检测贾第鞭毛虫包囊和隐孢子虫卵

囊的标准方法受到世界各国卫生部门的广泛认可，该

方法采用光学显微镜和免疫荧光法相结合的方式，通

过染色观察虫体内部的结构特征，克服了微生物透明、

成像对比度差的缺点[3]。然而，将光学显微镜和免疫

荧光工具简单相结合的方法是有缺陷的。采用荧光标

记的方法，虽然可以提高成像对比度，但是操作繁琐，

耗时长，而且这种方法会导致光漂白和光毒性反应，

对微生物或者活细胞造成无法恢复的损伤。同时荧光

信号难以量化，很难得到定量的数据结果[4]。近年来，

随着高灵敏度检测方法的发展，聚合酶链式反应

(polymerase chain reaction，PCR)[5]和酶联免疫吸附测

定法(enzyme linked immunosorbent assay，ELISA)[6]作

为两种基因分子水平检测方法逐渐受到关注，然而这

些检测方法成本昂贵，获取信息有限，无法给出足够

的分析数据。 
定量相位显微成像技术是一种无荧光标记的细胞

和组织成像方法，其得到的生物细胞样品相位分布是

具体的、可视化的，并可从相位分布中得到生物样品

的折射率和厚度等具体信息[7]。按照定量相位显微成

像技术的干涉模式及相位信息的获取方式，可以分为

相移干涉[8]和离轴干涉[9]两种。美国哈里森光谱实验室

将希尔伯特相位成像技术与傅里叶变换相结合[10-11]，

形成离轴和共光路布局的衍射相位显微镜，此系统噪

声低，稳定性高、图像采集速度快，被广泛应用到微

生物检测领域[12]。目前，在关于利用衍射相位显微技

术进行定量相位成像的已发表研究中，大多数生物样

品采用的是制备好的贴壁细胞，此时可以避免样品发

生横向和纵向的随机布朗运动[13-14]。对于悬浮的样品，

一般将样品放置在载玻片和盖玻片之间进行观察成

像。在这种情况下，样品随机分散在介质中，它们倾

向于聚集并形成团簇。在所成像区域的干涉图中可能

有来自相邻样品的干扰，从而引入意外的衍射和干扰

噪声，导致定量相位图中产生误差或伪像。同时，样

品的随机布朗运动会造成离焦现象，降低了相位恢复

的准确性。 
本文设计制作了 U型捕获结构双层微流体芯片，

结合干涉技术与光学显微镜搭建了衍射相位成像系

统。用微流体芯片捕获了单个的贾第鞭毛虫包囊和隐

孢子虫卵囊阵列，调节微流体芯片微腔内浸没介质的

折 射 率 使 其 等 于 聚 二 甲 基 硅 氧 烷

(polydimethylsiloxane，PDMS)折射率，消除 U型捕获
结构边缘衍射在相位成像时产生的显著噪声干扰。通

过对相位图分析得出两种水源性寄生虫的形态学参数

与定量的光体积差分布，定量的数据为了解其生理特

性提供了依据。 

2 系统设计 

2.1 光路结构 
微流体衍射相位显微成像系统如图 1所示。衍射

相位显微成像系统是由光学显微镜结合衍射光栅和 4f
系统所形成。光源为波长 6 3 3  n m 的氦氖激光

(HNL210L-EC，Thorlabs Inc.)，激光经过空间滤波器
(L1∼L2，f=75 mm)中的针孔滤波得到均匀的准直光，
进一步入射到光学显微镜系统。准直光经过收集透镜

L3 聚焦到聚光镜(0.3NA)的后焦面，从聚光镜出射的 
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光为均匀的平面波。激光进一步照射到微流体芯片中

被捕获的样品上，经过样品的散射场由物镜(60×，
0.7NA，Nikon Inc.)收集并通过筒镜 TL放大成像。从
筒镜出射的平行光束入射到闪耀光栅 G(70 
grooves/mm，#46067，Edmund optics Inc.)上产生多个
衍射级。光栅后方放置有L4(f=40 mm)和L5(f=150 mm)
组成的 4f放大系统，4f系统的放大率由光栅周期和相
机的像素尺寸所决定。一个双孔滤波器 PF 放置在透
镜 L4的傅里叶面处，小圆孔与大圆孔分别只让 1级光
和 0级光通过，1级光经过小孔(D=10 μm)滤波过滤掉
样品信息作为参考光，0级光完整通过大孔(D=2.4 mm)
作为物光。两束光在相机(DS-Fi2，Nikon Inc.)面上形
成干涉光场。系统中所采用的透镜均是双胶合透镜，

具有更好的聚焦效果与离轴性能，极大地减少了像差。 
测量过程中，将捕获的样品与系统对准，拍摄含

有样品信息的干涉图和无样品的背景图像[15]。相位重

建分为相位提取和相位解包两个过程。采用常见的

Hilbert算法从干涉图中提取出相位信息。首先将含有
样品信息的干涉图进行傅里叶变换得到功率谱，然后

将一级谱移到中心，并使用低通滤波器提取一级谱进

行逆傅里叶变换得到包裹相位图，随后减去经过相同

步骤处理后的背景相位图，去除由于光学元件的缺陷

引入的背景噪声[16]。相位提取算法中的反正切运算只

能得到范围在(-π，π]之间的包裹相位。事实上，在大
多数情况下，生物样品与周围环境介质产生的相位差

都要大于 2π，本文采用运算较快的 Goldstein′s算法[17]

进行相位解包裹得到最终的样品相位图。 

2.2 微流体芯片 

图 1(a)所示为微流体芯片三维结构图，芯片由并
行排列的 U型结构捕获阵列组成，每一行包括 4到 5
个捕获结构，下一行微结构设置在上一行的间隙处使

样品能够充分被捕获。本文设计的微流体芯片采用双

层结构，在提高捕获效率的同时缓解了芯片内的流体

压力。图 1(b)与 1(c)分别为双层微结构的侧视图与俯
视图，上层含高度为 10 μm的柱状微结构，下层为高
度为 2 μm 的无微结构通道，该双层结构可以保证流
体易于通过微通道。一旦寄生虫被捕获，寄生虫将占

据 2 μm 的通道，进入被捕获区域的流体会减少并将
未捕获的寄生虫带到其它捕获结构上。在芯片两端设 

图 1  微流体衍射相位显微成像系统示意图。(a) 微流体芯片三维结构图；(b) 双层结构侧视图；

(c) 双层结构俯视图 
Fig. 1  Schematic of microfluidic quantitative phase imaging system. (a) Three-dimensional structure diagram
of microfluidic chip; (b) Side view of double-layered structure; (c) Vertical view of double-layered structure 
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计有两个入水口和一个出水口，两个入水口分别用于

通入水源性寄生虫样品和配制好的折射率匹配液，出

水口将残留的废液进行收集。 
微流体芯片的制作主要包括模具的制作与芯片的

固化键合两个步骤。使用负性光刻胶 SU-8 2002 和
SU-8 2010 (MicroChem Corp.)分别制作高度为 2 μm的
微流体通道和高度为 10 μm的含捕获结构的微流体通
道。将 PDMS(Sylgard 184, Dow Corning Corp.)预聚体
和固化剂按质量比 10：1均匀混合，在真空箱中放置
1 h除尽混合物中的气泡。然后将 PDMS混合液倾倒
在模具上，放入 75 ℃烘箱内固化两小时，待冷却至室
温后取下 PDMS芯片并切割打孔。换上无捕获结构的
模具，重复上述步骤制作另一块 PDMS芯片，完成后
对两块 PDMS芯片表面进行氧等离子体处理，最后在
显微镜下将两块 PDMS芯片进行对准键合，放入 75 ℃
烘箱，静置过夜。 

3  准确性验证 
系统采用的是常用的透射式生物显微镜，其分辨

率是由光波长 λ、聚光镜数值孔径 NAcon和物镜数值孔

径 NAobj所共同决定的，经过计算可以得到本文搭建的

微流体衍射相位显微成像系统的横向分辨率为 0.77 
μm，该系统能够实现对水源性寄生虫的亚微米级定量
测量。为了验证微流体衍射相位成像系统的准确性，

使用聚苯乙烯微球(4.8 μm，G0500，ThermoFisher Inc.)
对其进行了测试。通过扫描电子显微镜对微球标称直

径进行测量，均值为 4.852 μm，标准差为 0.021 μm。
首先取 2 μL 原溶液加去离子水稀释 200 倍，另外加
0.01%的 Tween® 20溶液防止小球粘附在微腔壁上。然
后将溶液吸入注射器，注射器通过微管与微流芯片的

样品入口相连。最后采用精密注射泵 (LSP02-1B, 
Wenhao Co., Ltd.)以 1 μL/min的速率对注射器进行缓
慢推进，5 min 后在显微镜下进行观察，所捕获微球
的明场图如图 2(a)所示。图 2(b)和 2(c)分别是捕获微
球的干涉图和相位图，可以看出在对捕获的微球进行

定量相位成像时，干涉图中微球与 U型微结构接触的
边缘产生了严重畸变，导致恢复的相位图中出现大量

误差与伪像。这是由于 PDMS与水折射率差别较大，

图 2  聚苯乙烯微球定量相位成像。(a) 去离子水中捕获聚苯乙烯微球明场图；(b) 去离子水中

捕获聚苯乙烯微球干涉图；(c) 去离子水中捕获聚苯乙烯微球定量相位图；(d) 折射率匹配液

中捕获聚苯乙烯微球明场图；(e) 折射率匹配液中捕获聚苯乙烯微球干涉图；(f) 折射率匹配液

中捕获聚苯乙烯微球定量相位图 
Fig. 2  Quantitative phase imaging of polystyrene microspheres. (a) Bright field image of trapped polystyrene
microsphere in deionized water; (b) Interferogram of trapped polystyrene microsphere in deionized water; (c)
Phase image of trapped polystyrene microsphere in deionized water; (d) Bright field image of trapped polysty-
rene microsphere in refractive index matching solution; (e) Interferogram of trapped polystyrene microsphere in
refractive index matching solution; (f) Phase image of trapped polystyrene microsphere in refractive index
matching solution 
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光在两者接触面处产生显著的衍射现象，使得微球相

位无法准确恢复。 
U型微结构的衍射现象可以通过将微腔内浸没溶

液的折射率调整到与 PDMS的折射率相同来消除。使
用椭圆偏振光谱仪(MD2000D)测得 PDMS 芯片在 633 
nm波长下折射率为 1.4110，PDMS芯片折射率与固化
温度及时间密切相关，模具上的微通道阵列可以保证

一次制作多个相同折射率的芯片。为了使折射率匹配

溶液能够提供良好的生物相容性，采用聚蔗糖

(PM400，Sigma-Aldrich)配置折射率匹配液。聚蔗糖是
一种典型的蔗糖多聚体，其羟基含量高，易溶于水，

具有相对低的渗透压和膜透性，可以使细胞保持生理

和形态的完整性，因此广泛用于细胞分离和培养基制

备等生物学应用[18-19]。调整去离子水与聚蔗糖比例，

使用折射率仪(PAL-RL，测量范围 1.3306~1.5284，
ATAGO)对混合液体折射率测量，在聚蔗糖溶液质量
体积浓度为 51.35%(w/v)时得到折射率为 1.4110 的匹
配液。 
将折射率匹配液通过微流体芯片的混合液体入口

缓慢通入微腔中，图 2(d)为隐掉微结构后的明场图，
可以看出微结构可以基本被隐去。图 2(e)和 2(f)分别
是隐掉微结构后捕获微球的干涉图和相位图，干涉图

中U型微结构的衍射现象基本消除并得到清晰完整的
小球轮廓，相位重建后微球周围的干扰噪声被消除，

得到了均匀背景的微球定量相位图。在整个测量过程

中，先从样品入口通入样品水溶液，待样品被充分捕

获后停止样品的通入，然后从混合液体入口通入折射

率匹配液隐去微结构。 
聚苯乙烯微球的相位延迟可以表示为 

p m
2π( , )= ( ) ( , )n n
λ

−φ x y h x y  ,        (1) 

其中：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)表示聚苯乙烯微球的厚度分布。分别
捕获直径为 2 μm，3 μm，4.8 μm的聚苯乙烯微球并隐
去微结构，测量其最大相位延迟。每个直径下对应测

量 10个聚苯乙烯微球，不同直径聚苯乙烯微球的最大
相位延迟如图 3(a)所示，可以看出实验测量结果与理
论结果相一致，最大相位值误差不超过 3%。实验中进
一步验证了相位测量的可重复性，将隐去微结构的 4.8 
μm微球移动到视野范围内的 10个不同位置处，测量
该球在每个位置下的最大相位延迟，10次测量值的标
准偏差为 5.79 nm，表明不同位置对测量值的影响程度
较小。因此，本文搭建的微流体衍射相位成像系统具

有较高的定量测量准确性和精确性。 
为了分析成像系统在相位测量时的稳定性，在图

2(e)的实验条件下拍摄了同一个微球在 10 s 内的 210
幅连续干涉图。将获得的干涉图通过相位重建得到相

位图，取每幅相位图中相同的背景区域，通过计算该

区域每个像素点相位值的变化来量化相位波动。图 2(f)
中白色虚线区域(100 pixels×100 pixels)内每个像素点
相位值的标准偏差分布直方图如图 3(b)所示，系统的
时间噪声平均误差为5.11 nm，与之前报道的2.96 nm[20]

为同一数量级。较低的相位波动有助于精确地对样品

相位进行测量。 

图 3  (a) 不同直径聚苯乙烯微球的相位延迟；(b) 像素点处相位值波动直方图 
Fig. 3  (a) Phase shift of polystyrene microspheres of different diameters; (b) Histograms of pixel-wise phase fluctuations
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4  水源性寄生虫测量 
贾第鞭毛虫和隐孢子虫均属于寄生性的致病原生

动物。贾第鞭毛虫的生活史包括了滋养体和包囊两个

不同的发育阶段。包囊呈椭圆形，有较厚的囊壁，成

熟的包囊具有感染性，通过污染的食物、水源进入宿

主。隐孢子虫有裂殖生殖、配子生殖和孢子生殖三个

阶段，随宿主粪便排出的成熟卵囊在环境中为感染阶

段[21-22]。两种寄生虫在水中易倾向于聚集成簇，成像

区域可能会有来自相邻寄生虫衍射的干扰。悬浮寄生

虫的随机布朗运动会造成离焦现象，对实验结果的准

确性产生较大干扰。 
使用微流体芯片可以高效地分离出单个寄生虫阵

列，精确地对其形态和生理学参数进行研究。实验采

用的贾第鞭毛虫包囊和隐孢子虫卵囊样品来自美国

Waterborne公司的原装样品，型号分为P101和P102C。
取 10 μL 原溶液滴入配好的磷酸盐缓冲溶液
(phosphate-buffered saline，PBS)中进行稀释，将稀释
后的悬浮液转移到注射器中，整个测量过程与聚苯乙

烯微球测量相类似。图 4(a)为 20倍物镜下在 PBS中贾
第鞭毛虫捕获阵列的显微镜明场图，单个虫体可以较

好地被单个捕获位点所捕获，进而实现高通量的单个

虫体定位观察。可以看出，寄生虫透明度较高，虫体

内部结构对比度差，虫体之间具有一定的形态学差异

性。进一步获得寄生虫的定量相位图可以提高形态学

参数测量的准确性。图 4(b)为折射率匹配液中捕获贾
第鞭毛虫的明场图，被捕获的贾第鞭毛虫几乎没有损

失，这有助于高通量地对该虫进行定量相位成像。 

样品的不同区域具有不同的折射率和厚度分布，

衍射相位成像通过干涉记录样品的光程差 (optical 
path difference，OPD，用 DOPD表示)来反映样品信息。
光程差是样品和周围介质之间折射率差沿光轴的积

分，表示为 
( , )

OPD 00
( , )= ( ( , , ) )dn−∫

h x yD x y n x y z z  ,      (2) 

其中：n(x,y,z)为样品折射率分布，n0为周围介质折射

率，z为沿光轴的坐标，h(x,y)为样品的厚度分布。通
过 DOPD 对样品总投影面的积分可以得到样品的光体

积差(optical volume difference，OVD，用 DOVD表示)，
表示为[23] 

OVD OPD= ( , )d dD D∫∫ x y x y  。        (3) 

图 5(a)和图 5(c)分别是捕获的贾第鞭毛虫和隐孢
子虫在折射率匹配液中的干涉图，图 5(b)和图 5(d)是
对应的无干扰噪声定量相位图，其最大相位值处于理

论值范围之内。使用上述系统对 100个贾第鞭毛虫包
囊和 100个隐孢子虫卵囊进行测量，从相位图中提取
出定量信息。图 6展示了贾第鞭毛虫包囊和隐孢子虫
卵囊的形态学分布结果，贾第鞭毛虫包囊的长轴在 9 
μm∼16 μm之间，短轴在 5 μm∼10 μm之间，其椭圆度
平均值为 0.44。对于隐孢子虫卵囊，长轴和短轴在 3 
μm∼6 μm之间，椭圆度平均值 0.14。测量结果与之前
报道[18-19]的参数相一致。贾第鞭毛虫包囊和隐孢子虫

卵囊的OVD分布如图7所示，直方图显示了两虫OVD
值的分布差异。可以看出，直方图呈高斯分布，贾第

鞭毛虫包囊和隐孢子虫卵囊的 OVD均值为 6.51 μm3，

1.52 μm3，标准偏差为 1.98 μm3，0.84 μm3。两虫的形

态学参数和光体积分布参数也为两虫的鉴别区分提供

了有力的依据。 

图 4  贾第鞭毛虫包囊捕获阵列。(a) 在 PBS 中；(b) 在折射率匹配液中 
Fig. 4  Trapping array with trapped G. Lamblia cysts. (a) In PBS; (b) In refractive index matching solution 

(a) (b)
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5  结  论 
本文设计和开发了基于微流体芯片装置的衍射相

位成像系统。制作的含 U型捕获结构的双层微流体芯
片实现了对贾第鞭毛虫包囊和隐孢子虫卵囊的高通量

捕获。针对 U型捕获结构在相位成像时产生的显著衍

图 6  贾第鞭毛虫包囊和隐孢子虫卵囊的形态学

测量统计图 

Fig. 6  Statistical analysis of morphological measure-
ments of G. Lamblia cyst and C. Parvum oocyst 

图 7  贾第鞭毛虫包囊和隐孢子虫卵囊的光体积

差分布图 
Fig. 7  OVD of G. Lamblia cyst and C. Parvum oocyst
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图 5  水源性寄生虫定量相位成像。(a) 折射率匹配液中捕获贾第鞭毛虫包囊干涉图；(b) 折射率

匹配液中捕获贾第鞭毛虫包囊定量相位图；(c) 折射率匹配液中捕获隐孢子虫卵囊干涉图；(d) 折
射率匹配液中捕获隐孢子虫卵囊定量相位图 

Fig. 5  Quantitative phase imaging of waterborne parasites. (a) Interferogram of trapped G. Lamblia cyst in refrac-
tive index matching solution; (b) Phase image of trapped G. Lamblia cyst in refractive index matching solution; (c)
Interferogram of trapped C. Parvum oocyst in refractive index matching solution; (d) Phase image of trapped C.
Parvum oocyst in refractive index matching solution 
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射伪像，采用折射率匹配液隐去 U型微结构，进而消
除干扰噪声。利用不同直径的标准聚苯乙烯微球验证

了系统的准确性，结果表明微流体衍射相位成像系统

可以准确地进行定量相位成像。最后对无伪像的贾第

鞭毛虫包囊和隐孢子虫卵囊定量相位图进行了统计分

析，贾第鞭毛虫包囊长轴 9 μm∼16 μm，短轴 5 μm∼10 
μm，椭圆度平均值 0.44。隐孢子虫卵囊长轴和短轴在
3 μm∼6 μm之间，椭圆度平均值 0.14。贾第鞭毛虫包
囊和隐孢子虫卵囊的 OVD均值分别为 6.51 μm3，1.52 
μm3，标准偏差分别为 1.98 μm3，0.84 μm3。微流体衍

射相位成像系统在对微小生物体分离筛选，以及无标

记定量成像方面具有广阔的应用前景。 
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Schematic of microfluidic quantitative phase imaging system. (a) Three-dimensional structure diagram of microfluidic chip;  

(b) Side view of double-layered structure; (c) Vertical view of double-layered structure 
 

Overview: Quantitative phase imaging (QPI) is developed based on light microscopy as an advanced modality for la-
bel-free biomedical optical imaging. Diffraction phase microscopy (DPM) is demonstrated as a novel QPI technique, 
which combines many of the best attributes of current QPI methods. In the quantitative phase imaging process, the 
suspended sample is usually placed between a coverslip and a glass slide for observation imaging. The sample is easy to 
aggregate and form clusters and have weak Brownian motion in this case, which can introduce unexpected noise inter-
ference in the imaging area. 
  In this paper, we propose a method of using DPM combined with microfluidic chip to quantitatively measure Giardia 
Lamblia (G. Lamblia) cysts and Cryptosporidium Parvum (C. Parvum) oocysts. The DPM system is placed at the output 
port of conventional light microscope. The DPM interferometer is created using a diffraction grating in conjunction 
with a 4f lens system. A three-dimensional structure of a microfluidic chip is fabricated using polydimethylsiloxane 
(PDMS). The chip consists of parallel arrays of U-shaped trapping structures, which contained between 4 and 5 traps 
over its width. Each row of traps is placed at the gap from the previous row to allow the sample to be fully trapped. A 
double-layered structure is designed and fabricated to increase trap efficiency and reduce pressure in the chip. Ficoll 
solution with the same refractive index as polydimethylsiloxane (PDMS) is introduced into the microfluidic chamber to 
eliminate significant artifacts in phase imaging originating from diffraction at the edges of trapping structures. The ac-
curacy of the system is verified using standard polystyrene microspheres of different diameters, and the error of maxi-
mum phase shift does not exceed 3%. The microfluidic phase imaging system can be accurately used for quantitative 
phase imaging. 100 G. Lamblia cysts and 100 C. Parvum oocysts are measured using this system. The phase maps of the 
parasites are obtained from the interferograms. The morphological parameters and quantitative optical volume differ-
ence distribution of the two kind of waterborne parasites are obtained by analyzing the quantitative phase maps. Quan-
titative data provides the basis for understanding their physiological characteristics. The microfluidic diffraction phase 
microscopy system has simple structure, good stability and high measurement accuracy, and has great potential for 
real-time monitoring and label-free quantitative studies of single microorganism. 
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