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摘要　在显微成像中,基于光强传输方程的双相机动态相位成像是定量观测活细胞运动的一种有效方法.但是相

机安装带来的误差使得两个相机的视场之间存在一定差异,导致利用光强传输方程求解获取的相位不准确.为

此,提出了一种基于棋盘格标定的双相机图像校正方法,以消除相机间视场的不匹配问题,校正后的匹配精度可达

到亚像素级,大大提高了相位成像的正确率.首先对标准微透镜阵列进行定量成像测量,验证所提方法的准确性

和可行性,再对游动的雨生红球藻细胞进行动态相位成像,成像结果表明该方法在动态生物成像领域具有一定的

应用前景.
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１　引　　言

光强传输方程(TIE)在１９８３年首次被提出[１],

它是一种定量恢复相位的非干涉相位成像方法,由
亥姆霍兹方程在傍轴近似条件下推导得出.该方法

无需干涉,受噪声影响小,且无需复杂的光路结构和
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相位展开计算.光强传输方程通过移动CCD来获

取与光轴垂直的平面上的光强变化,但是该移动操

作会引入额外的误差,并会降低采集速度.为了提

高采集速度,避免图像采集过程中的机械移动,有诸

多基于光强传输方程的动态定量相位成像方法被提

出,如:通过色差和颜色通道复用实现单次曝光获得

离焦图的方法[２];利用空间光调制器、变形光栅或

Retroreflector等特殊光学器件实现单次曝光获得

离焦图的方法[３Ｇ７];利用体全息显微术实现单次曝光

获得离焦图的方法[８];在显微镜双目镜筒处安装双

相机实现单次曝光,进而获得离焦图的方法[９];利用

流式细胞仪实现自动离焦的方法[１０].其中,利用目

镜双相机的方法具有结构简单紧凑和成本低的特

点,可以在不丢失空间分辨率的情况下同时获得负

离焦和正离焦图像,但是由于两个相机的安装误差

及目镜加工误差,两相机采集到的图像视场不完全

匹配.为 此,基 于 相 位 相 关 的 数 字 视 场 校 正 方

法[１１Ｇ１２]被提出,用以补偿负离焦和正离焦图像之间

的缩放、旋转和平移变换.
本文提出了一种改进的双相机视场校正方法,

利用标准棋盘格作为标定基准,双相机分别采集棋

盘格的负离焦和正离焦图像,提取图像中的棋盘格

角点作为对应点,采用最小二乘优化求解对应点间

的单应矩阵,用该矩阵表示两相机视场之间的变换

关系.利用该单应矩阵校正图像可以实现视场的亚

像素匹配,保证光强传输方程相位成像系统的精度.
实验用标准微透镜阵列对测量精度进行验证,并用

雨生红球藻细胞来验证动态生物相位成像的有

效性.

２　基本原理

２．１　光强传输方程

光强传输方程表示光轴方向上光强的变化量与

光轴垂直平面上光波相位之间的关系,即

－k∂I
(x,y)
∂z ＝Ñ⊥[I(x,y)Ñ⊥φ(x,y)],

(１)
式中:k为波数,且k＝２π/λ,λ为光波的波长;I(x,y)
为垂直于光轴方向上聚焦处的光强;Ñ⊥为二维梯度

算子;z为传输方向;φ(x,y)为物体的相位分布.
为了求解这个二阶椭圆偏微分方程,引入一个

辅助函数ψ,其表达式为

Ñψ(x,y)＝I(x,y)Ñ⊥φ(x,y), (２)

将(２)式代入(１)式可将光强传输方程转换成泊松方程:

－k∂I
(x,y)
∂z ＝Ñ⊥ψ２(x,y), (３)

其中,
Ñ⊥φ２(x,y)＝Ñ[I(x,y)－１ Ñψ(x,y)].(４)

若已知光强沿轴向的微分,则利用傅里叶变换法求

解泊松方程可得相位φ(x,y)
[１３Ｇ１５],通常用沿光轴

方向采集两幅正负离焦的光强图像作数值差分来近

似代替光强沿轴向的微分.

２．２　视场校正

图１是实现基于光强传输方程的双相机动态相

位成像系统的原理.物光经过物镜和中继镜组,通
过分束镜分束后的两束光由不同的镜面反射,最终

分别到达目镜筒,因两束光所走的光程是一样的,所
以双相机可同时采集聚焦图像.通过在目镜筒与相

机之间安装固定尺寸的铜环可实现离焦.
用图１所示的系统对棋盘格成像后,利用外部

硬件触发双相机同步单帧采集负离焦和正离焦图

像,结果如图２所示.由此可看出,两个相机采集到

的图像的视场不完全一致,这种不一致会严重影响

光强传输方程相位恢复的准确度,因此需要对其中

一个相机获得的视场图像进行校正.
为求取视场的变换关系,利用 Harris算子提取

图２中负离焦图像和正离焦图像中的角点(黑色和

白色格子顶点相交的位置),并将提取的角点作为不

同视场下对应的特征点.Harris算子提取角点位

置的准确程度可以达到亚像素级别[１６].
在计算机视觉中,平面的单应性变换定义为从

一个平面到另一个平面的投影映射,因此,本文将正

离焦图像平面上的角点对应到负离焦图像平面上的

角点 的 映 射 关 系 用 单 应 矩 阵 H 来 表 示,H ＝
a１１ a１２ a１３

a２１ a２２ a２３

a３１ a３２ a３３
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.将a３３归一化为１后,H 有８个

未知量.为了求H,至少需要４对对应角点.

在齐次坐标系下,将X(１)
i ＝
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图像中角点的坐标位置,X(２)
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记为正离焦

图像中对应负离焦图像的角点的坐标位置.其中,

i＝１,２,,N,N 为角点的数目.
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图１ 基于光强传输方程的双相机动态相位成像系统原理

Fig敭１ SystemschematicofdualＧcameradynamicphaseimagingsystembasedonTIE

图２ 棋盘格的负离焦图和正离焦图.(a)负离焦图;(b)正离焦图

Fig敭２ Underfocusandoverfocusimagesofcheckerboard敭 a Underfocusimage  b overfocusimage

　　通常情况下,实验采集的角点数目大于４.通

过最小化一个误差函数E 来求解单应矩阵H,即

minE(H)＝minΣ
N

i＝１
‖X(１)

i －HX(２)
i ‖２. (５)

　　(５)式可以使用奇异值分解(SVD)求解[１７].
用求得的单应矩阵对正离焦图像进行变换.由

于正离焦图像中整像素点的坐标经过变换后会出现

在亚像素位置点,为避免误差,该点的灰度大小可用

双线性插值方法计算,其主要思想是通过该亚像素

点周围的４个整像素点对应的灰度值来计算亚像素

点处的灰度值.假设亚像素点位置为(x,y),其周

围４个整像素点位置为(x１,y１)、(x１,y２)、(x２,

y１)、(x２,y２),对应的灰度值分别为f(x１,y１)、

f(x１,y２)、f(x２,y１)、f(x２,y２),则亚像素点处的

灰度值f(x,y)可表示为

f(x,y)≈
f(x１,y１)

(x２－x１)(y２－y１)
(x２－x)(y２－y)＋

f(x２,y１)
(x２－x１)(y２－y１)

(x－x１)(y２－y)＋

f(x１,y２)
(x２－x１)(y２－y１)

(x２－x)(y－y１)＋

f(x２,y２)
(x２－x１)(y２－y１)

(x－x１)(y－y１). (６)

　　经过提取角点、计算单应矩阵、变换图像视场、
双线性插值等操作后,实现了基于光强传输方程的

双相机动态成像系统的数字视场校正,且校正后图

像的匹配精度可以达亚像素级.

３　实验与分析

采用图３所示装置进 行 实 验.显 微 系 统 为

OlympusIX７３倒 置 显 微 系 统,物 镜 为 Olympus
１０×０．３NA(NA 为数值孔径),照明光源为卤钨灯

白光经中性滤波片(中心波长５５０nm,带宽４５nm)
后产生的准单色光.两个相机(BaslerpiA２４００Ｇ
１７gm,分辨率为２４５６pixel×２０５８pixel,像元大小

为３．４５μm)分别安装在显微目镜筒上,将固定高度

的c接口黄铜隔圈(EdmundOptics)安装在相机与

目镜筒之间,实现正负１mm的离焦.图４给出了
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图３ 基于光强传输的双相机动态相位成像系统实验装置

Fig敭３ ExperimentaldeviceofdualＧcameradynamic

phaseimagingsystembasedonTIE

用定制的棋盘格(单个格子的尺寸为５μm×５μm)

提取角点的结果,图中的“＋”表示角点的位置,
图４(a)表示 棋 盘 格 负 离 焦 图 像 中 角 点 的 位 置,
图４(b)表示棋盘格正离焦图像中角点的位置.

利用(５)式获得的单应矩阵H 为

H ＝
１．００５６ ０．００３２ ２１．９３６６
－０．００３１ １．００５１ －１６．５４３６
１．６６１４－７ －３．０１７４－８ １

é

ë

ê
ê
êê

ù

û

ú
ú
úú

.

(７)
根据H 将正离焦图像的角点位置变换到与负离焦

图像相同的坐标系中,图５表示两组对应角点在同

一坐标系中的一致程度,计算可得两者的相对均方

根误差为０．８６８１pixel.

图６ 微透镜阵列图.(a)负离焦图像;(b)正离焦图像;(c)校正后的正离焦图像

Fig敭６ MicroＧlensarrayimages敭 a Underfocusimage  b overfocusimage  c correctedoverfocusimage

图４ 棋盘格负离焦和正离焦图像中角点的位置.(a)负离焦图像中的角点位置;(b)正离焦图像中的角点位置

Fig敭４ Cornerpointsofunderfocusandoverfocusimages敭 a Cornerpointsofunderfocusimage 

 b cornerpointsofoverfocusimage

图５ 变换到同一坐标系下的对应角点

Fig敭５ Correspondingcornerpointstransformedin
thesamecoordinatesystem

　　为测试所提方法重建相位的准确性,测量一个

已知尺寸的微透镜阵列(SUSSMicroOptics),测量

结果如图６所示.
图６(a)和图６(b)为该系统单帧同步采集获得

的负离焦图像和正离焦图像,图６(c)为采用本文方

法校正后的正离焦图像.根据校正的正离焦图像和

负离焦图像,利用光强传输方程可求解得到微透镜

阵列的相位信息,进而根据(８)式计算出微透镜的高

度分布,即

h＝
λ

nm－n
φ(x,y)
２π

, (８)

式中:n 为周围介质的折射率,在实验中介质为空
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气,所以n＝１;nm 为微透镜阵列的折射率,nm＝
１．４５８.计算得到的高度分布如图７(a)所示,从单个

微透镜最高处截下的截面轮廓与真实截面轮廓的高

度分布对比如图７(b)所示,计算所得截面最高处的

高度h＝２２．９μm,利用(８)式可计算得到微透镜的

曲率半径Roc,表达式为

Roc＝
h
２＋

D２

８h
, (９)

式中:D 为微透镜的直径,D＝２４６μm.根据(９)式
计算得到单个微透镜的曲率半径为３４２．６μm,而厂

家参考值为(３５０±１７．５)μm.可见,采用本文方法

校正后的图像可正确恢复出相位信息.

图７ 微透镜阵列.(a)本文方法恢复的微透镜阵列３D形貌;(b)单个微透镜的真实截面轮廓与计算所得截面轮廓

Fig敭７ MicroＧlensarray敭 a ３DmorphologyofmicroＧlensarrayrecoveredbyproposedmethod 

 b trueandcalculatedsectionprofilesofsinglemicroＧlens

　　利用本文方法对雨生红球藻细胞的游动实现动

态成像.雨生红球藻细胞是产生天然抗氧化物虾青

素的最好生物之一,怎样利用雨生红球藻细胞更好更

多地生产虾青素是相关领域的研究热点.在室温

２６℃的环境下观察藻细胞在生理盐水中的游动状

态,采用物镜为Olympus２０×０．４NA 的双相机快速

采集单个藻细胞在２００ms内运动的图像序列.图８
为抽取的不同时刻下藻细胞的形态变化,结果显示,
具有鞭毛的藻细胞在不停地游动,且每一时刻藻细胞

的相位分布都不同,本文方法可以定量观测到游动阶

段的藻细胞轮廓形态的变化.根据(８)式可知相位变

化与体积变化有直接关系,当藻细胞开始积累虾青素

时,其体积会变大,且藻细胞的生长环境(高盐度、高
光强、营养枯竭等)变化会影响虾青素的产量,通过定

量动态探测相位的变化就可以分析外界环境变化对

虾青素产量的影响.因此,利用基于光强传输方程的

双相机动态相位成像系统探究雨生红球藻细胞的相

位信息具有一定的研究意义和应用前景.

图８ 不同时刻雨生红球藻细胞的形态

Fig敭８ MorphologiesofHaematococcuspluvialiscellatdifferenttime

４　结　　论

针对基于光强传输方程的双相机动态相位成像

中双相机视场不一致的问题,提出了一种基于单应矩

阵的视场校正方法,该方法能够将正离焦图像的视场

变换到与负离焦图像的视场,精度可达到亚像素级

别.标准件微透镜阵列和雨生红球藻细胞的准确定

量成像表明了该方法是一种有效、动态的定量相位成

像方法,通过获得雨生红球藻细胞的相位信息可以定

量研究藻细胞内虾青素含量的变化情况,这将对雨生

红球藻细胞的相关研究提供一定帮助,也表明本文方

法在生物显微成像领域具有一定的应用前景.
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