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激光扫描共聚焦显微镜图像的计算机处理
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摘要: 为了研究激光扫描共聚焦显微镜图像的计算机处理,首先对图像进行预处理, 包括光线吸收和散射的补偿以

及基于最大后验盲解卷积,以提高图像质量。然后采用光线投射算法重建三维结构, 实现三维图像平移、旋转、缩放、光

线设置等操作。实验结果表明, 该方法能够应用于普通配置计算机, 可以处理各大品牌激光扫描共聚焦显微镜拍摄的图

像序列, 具有较快的处理速度和良好的人机交互等优点。
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Abstrac t: The m ethodologyw as proposed fo r im age process ing and in teractive v isua lization of confocal m icroscopy im ages.

F irstly, an intens ity compensation a lgor ithm w as app lied to reduce no ises resulted from light abso rption and scatte ring by objects

and partic les in the vo lum e through which light passes. Second ly, a deconvo lution algorithm based on m ax imum a posterior iw as

app lied to improve the image stacks quality. A t last, the ray�casting a lgo rithm was used to reconstruct the fine deta ils in the

vo lum e. Furtherm ore, v irtua l reality techn ique was integrated w ith vo lum e render ing in order to prov ide users an intuitiv e in terface

to v iew the ce lls and its structures through trans lation, ro tation and zoom ope ra tions. The speed and versatility of the prog ram

a llow s for conven ient, fast, interactive exam ination o f unknown ce ll structures even on comm on PC. The program can be applied fo r

d ifferen t types of confocal m icroscopy data se ts w ith good resu lts.
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引 � 言

激光扫描共聚焦显微镜是 20世纪 80年代发展起

来的多功能生物医学分析仪器, 是在传统荧光显微镜

基础上,集激光扫描、荧光探针标记、计算机图像处理

等技术于一身的新型显微镜系统。目前,国外不少学

者正在研究激光扫描共聚焦显微镜应用及其图像处

理,有关这方面的研究在主流期刊和国际会议上时有

报道
[ 1~ 7]
。但是,由于激光扫描共聚焦显微镜购买及

维护费用十分昂贵, 因此, 在国内并不普及,涉及这方

面图像处理的文献也极少。本文中研究了激光扫描共

聚焦显微镜图像的计算机处理。首先对图像预处理,

改善图像质量,包括对激光吸收和散射的补偿以及基

于最大后验的图像盲解卷积。然后采用光线投射算法

重建三维图像,并且实现三维物体交互可视化和全方

位多角度观测。

1� 激光扫描共聚焦显微镜的基本原理

工作原理参见图 1
[ 1, 2]
。由激光源发射的激光,

� �

F ig. 1� Prin cip le of laser scann ing con focalm icroscopy

经过照明针孔形成点光源, 通过激发滤片按照波长分

离后的激光以不同的角度入射至二色分光镜, 反射后

的激光经物镜聚焦于样品的焦平面, 焦平面上受到激

发的点发射的荧光再次由物镜会聚并经二色分光镜选
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通,然后穿过探测针孔到达光电检测器,获得与荧光强

度成正比关系的电信号。虽然不处于焦平面上的样品

也会受到激发产生荧光,但是由于探测针孔的空间定

位作用,这些荧光无法到达光电探测器,也无法形成电

信号。当载物台沿与样品断层垂直的方向微距移动

时,系统就会连续获得不同层面的共焦显微图像,通过

图像重建获得样品真实的三维结构。

2� 算法关键技术

2. 1� 激光吸收和散射的补偿
由于生物体对光是很强的散射体,因此,生物体内

光的衰减是吸收和散射共同作用的结果。假设单色平

行光入射强度为 I0, 从起点 r0沿某一方向传播至终

点,则根据 Lam bert�Beer法则,光强度的变化公式可以

写作: I (�, r) = I0 ( �, r0 ) exp( - � r0 - r ) ( 1)

式中, r0 - r 表示光线传播路径长度, �表示单位长度

上光线吸收和散射的能力系数。�是一个极其复杂的

因素,其值由生物样品本身性质和封片剂、抗衰减剂、盖

玻片等许多因素决定。因为激光扫描共聚焦显微镜针

孔孔径为毫米量级, 有效观测距离为微米量级, 故在实

验中根据生物样品本身的性质将 �简化为常数。

激光聚焦于焦平面之前, 必然经过焦平面以上若

干个生物体组织平面,这将导致部分激光被生物体组

织吸收和散射,从而表现为整个图像序列中最后几幅

图像亮度减弱,对比度和信噪比都较低。由于数字图

像中像素点的灰度值也是图像光度学指标之一,因此,

将激光到达焦平面以前经过的若干个生物组织平面的

图像灰度分别乘以系数 �并叠加来补偿图像亮度的

衰减, 达到改善图像质量的目的。

2. 2� 基于最大后验的图像盲解卷积

由于激光扫描共聚焦显微镜获取单帧图像约为

1s,而许多生理学过程发生速度更快, 因此, 只能通过

增大针孔孔径来加快图像采集过程, 然后使用解卷积

方法改善图像质量。最大后验方法是一种基于统计学

的图像复原方法, 是在 Bayes公式的基础上采用 Ex�
pectation M ax im ization算法实现的。EM算法的核心思

想是根据已有数据来递归估计似然函数
[ 8 ]
。定义变

量 z为完整数据, g为图像模糊部分,则任务是估计最

优的图像细节部分。首先, 用假设数据填充图像细节

部分, 使之与模糊部分一起构成完整数据; 然后, 对完

整数据采用最大似然法估计图像细节部分;重复上述

过程, 直至图像细节部分的迭代结果达到误差范围以

内。上述计算步骤用数学公式表达如下:

E步: L ( f ) = E [ lnp ( z g ) ]

M 步: f
^ ( k+ 1)

= a rgm ax
f

[L (f ) + lnp (f ) ]
( 2)

实验中采用维纳滤波和模糊图像来充当完整数据。定

义 F是希望得到的图像细节部分, G是已知的图像模

糊部分,H 是系统的点展函数,N 是图像噪声。计算流

程归纳如下
[ 9]

:

( 1) 输入初始 数据 F
0
( x,  y ) = G (  x,  y ),

H
( 0 )

(  x,  y )和 N ( x,  y );

( 2) 求 出 功 率 谱 !F

( 0)
= !G =

�
 x
�
 y

G (  x,  y )
2及 !N = �

 x
�
 y

G ( x,  y )
2; �

� ( 3)计算: F
( k+ 1)

(  x,  y ) =

H
( k )

(  x,  y )G ( x,  y )

H
( k)

( x,  y )
2
+ !N (  x,  y ) /!F

( k)
( x,  y )

( 3)

� � ( 4)按下式迭代:

!F
( k+1)

( x,  y ) = !F
(k)

( x,  y ) +
1

N
2 F

( k)

( x,  y )
2

H
( k+ 1)

=
G (  x,  y )F

( k)
(  x,  y )

N
2
!F

( k+ 1)
(  x,  y )

(4)

k = k - 1

� � ( 5)如果 k 0, 则跳转步骤 ( 3 ); 否则对 F
( k+ 1)

(  x,  y )进行反傅里叶变换,并输出结果。

2. 3� 光线投射算法

光线投射算法 (参见图 2
[ 10]

)是一种典型的基于

图像空间顺序的体绘制算法。该算法对每个体素分配

� �

F ig. 2� Prin cip le of ray�casting algorithm

颜色值和不透明度来合成图像,有利于保留图像细节,

绘制高品质图像,特别适合绘制区域特征模糊、体素特

征相关性高的三维图像。该算法的主要计算步骤如

下: ( 1)将具有颜色值、不透明度的三维数据场由物体

空间坐标转换为相应的图像空间坐标; ( 2)重采样, 即

从屏幕上每个像素沿观察方向投射光线穿过三维数据

场,在每一光线上采样,通过插值运算求出采样点的颜

色值和不透明度; ( 3)计算该射线上各个采样点的颜

色值和不透明度,按照前后顺序合成该像素点的最终

颜色值; ( 4)将屏幕上各个像素点的颜色值逐一计算,

得到并显示最终图像。

3� 实验结果

图 3是对 Le ica显微镜拍摄的一组心肌细胞图像

的重建结果。图中各个微细结构都能清晰显示, 并对
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� �

Fig. 3� Reconst ru ct ion im age and pseudo�co lor im age of heart cel l

图像进行伪彩色增强显示。图 4是对 Ze iss显微镜拍

� �

F ig. 4� Reconstru ct ion im age of Zeiss con focal stack

摄的一组图像的重建结果, 区别在于图 4a是直接重建

的结果,图 4b是经过激光吸收和散射补偿以及基于最

大后验的图像盲解卷积之后的重建结果。通过对比,

可以发现预处理之后重建的图像更为清晰,图像对比

度和微细结构都能得到较好体现。图 5是对 B io�Rad

� �

F ig. 5� Reconstruction im ages of em bryo und ergoing cell fus ion

显微镜拍摄的一组处于细胞融合状态的线虫胚胎图像

的重建结果。在三维结构基础上根据时间顺序排列,

构成图像的四维显示,并可以用电影放映的方式观察

线虫胚胎的融合变化过程。

4� 结 � 论

研究了激光扫描共聚焦显微镜图像的计算机处

理。首先对图像进行光线吸收和散射的补偿, 弥补图

像序列随焦平面下移而出现的亮度、对比度减弱的问

题。然后对图像进行基于最大后验的盲解卷积, 提高

图像质量。最后采用光线投射算法重建三维结构, 并

且实现三维图像平移、旋转、缩放、光线设置等操作,更

清晰全面地显示三维微细结构。实验表明:该方法能

够处理各大品牌激光扫描共聚焦显微镜 ( B io�R ad、Lei�
ca、Ze iss)拍摄的图像序列, 能够应用于普通配置计算

机系统 ( P4 2. 93G CPU, 256M 内存、80G硬盘、128M

显卡、W indow s XP操作系统 ) ,具有较快的处理速度和

良好的人机交互等优点。
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简 � � � 讯

高能固体激光技术讨会在蓉召开

2007年 8月 15日,由兵科院主办、西南技术物理研究所承办的 !高能固体激光技术研讨会∀在成都举行, 来

自相关科研院所、大学的专家教授们会聚一堂,就高能激光技术发展中的问题进行了研讨。大家分别对激光大气

传输实验、激光跟踪、高能激光等领域做了最新的研究情况通报,提出了急需解决的问题, 并展开演讲。与会专家

认为, 这次研讨会有利于推动高能固体激光技术的研究。

(西南技术物理研究所信息中心 � 供稿 )
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