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李　蕊１　屈惠明１　张运海２∗　姜　杉２
１南京理工大学电子工程与光电技术学院,江苏 南京２１００４９

２中国科学院苏州生物医学工程技术研究所江苏省医用光学重点实验室,江苏 苏州２１５１６３

摘要　为了提高超分辨光学波动成像(SOFI)显微技术的实时性,提出了一种结合图像滤波的SOFI算法.对获取

的多帧图像先进行滤波处理,再根据多帧图像中荧光粒子的时间自相关性进行SOFI算法处理,可快速得到高信噪

比的超分辨图像.结果表明,对比不同滤波器,权衡去噪效果和图像分辨率,利用基于空间高斯滤波的SOFI算法

可以在低信噪比的图像序列中快速得到信噪比较高的超分辨图像,计算速度提高２．３倍.
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１　引　　言
荧光显微技术在某些科学领域有着显著贡献,比如在生物学上,可以利用荧光显微技术对亚纳米尺度的

微结构进行观测与分析.２０１４年诺贝尔化学奖授予美国科学家EricBetzig、德国科学家StefanW．Hell和

美国科学家 WilliamE．Moerner,表彰他们在发展超分辨荧光显微镜方面的贡献.超分辨荧光显微镜的出
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现,突破了阿贝衍射极限,将分辨能力提升到了纳米量级,实现了超分辨荧光显微技术,大幅推动了生物学和

医学的发展,为深入研究生命过程的分子机制提供了新的工具和新的机遇[１Ｇ２].超分辨率荧光显微镜利用了

荧光分子的光开关特性,突破光学衍射极限,可以分为两类:１)对单个荧光分子随机进行高精度定位,如随

机光学重建显微术(STORM)和光激活定位显微术(PALM)等[３Ｇ４];２)采用预先设定的激发空间分布对荧光

发射进行限制,如结构光照明显微术(SIM)和受激辐射损耗显微术(STED)等[１,５Ｇ７].

２００９年,Dertinger等[８]提出了一种以荧光波动统计分析为基础的超分辨成像技术,也称之为超分辨光

学波动成像技术(SOFI).SOFI具有成像速度相对较快、光毒性较小、可长时间观测活体生物样本、系统复

杂性较低等优点[９Ｇ１１].利用CCD拍摄获得一系列随时间波动的图像序列,由于同一个单一的荧光粒子具有

时间自相关性,所以可以对图像的时间序列自相关计算直接产生高分辨图像.通过计算图像中每个像素的

n阶时间累积量,在不进行后续去卷积算法的情况下,SOFI技术的分辨率比传统显微成像高 n倍[８].随着

n 值的增加,噪声和相邻像素去相关的效果得到了提升,便于得到高信噪比的超分辨图像.
计算高阶互相关SOFI图像时,为了得到指定位置的虚拟像素,可能用到的几个像素之间合理的互相关

量的个数随n(阶数)成指数增长,高阶算法不能确定最优的互相关几何结构[１２].并且由于n 阶时空互累积

量的计算,随着n 的增加,需要更长的计算时间和更大的计算内存,计算速度将会逐渐减慢[１３].而且在实验

中获取的图像序列存在噪声,将会影响传统SOFI图像分辨率,为了减小噪声对分辨率的影响,传统SOFI
算法一般采用几千帧图像序列进行计算,这一方法并不适于SOFI技术的实时成像[８,１０,１３].现有的SOFI算

法的改进方法可以分为两种:１)Stein等[１２]提出傅里叶SOFI算法,在探测器的像元尺寸较大时,可以得到

图像质量更佳的超分辨图像,但是没有考虑图像处理的计算速度;２)Jiang等[１４]通过小波滤波器提高量子点

涨落信号的提取效率,可以提高SOFI显微技术的时间分辨率,但是该方法的SOFI计算模型复杂,不利于

提高计算速度.为了提高SOFI技术的计算速度,减小噪声对图像分辨率的影响,增强图像质量,本文提出

了一种结合空间高斯滤波器的SOFI算法.空间高斯滤波SOFI算法对图像序列进行SOFI算法处理之前,
先对低信噪比的图像进行滤波处理,然后进行二阶SOFI自相关计算,利用该算法不仅可以减少计算时间,
还能够得到高信噪比超分辨图像.

２　原　　理
SOFI成像系统简单易搭建,需要传统的宽场显微镜和一个探测器记录图像序列.SOFI成像的条件有

三个:即荧光辐射体的荧光辐射至少需要具有亮暗两个态(或具有荧光强度可区分的多个态,即荧光点可以

闪烁)、不同的荧光点之间的闪烁相互独立和成像CCD有效像元尺寸小于光学衍射极限.
假设样本中有N 个荧光点,在图像采集过程中无漂移现象(即每个荧光点的位置保持不变),而且每个

荧光点随时间变换都独立闪烁,与其他点无关.利用CCD拍摄一段连续时间内的图像序列,图像序列可以

用时间相关函数表示为[８]

F(r,t)＝∑
N

i＝１
U(r－ri)􀅰εi􀅰si(t), (１)

式中F(r,t)表示在t时刻,r位置上的某一点的信号,ri 表示样本中第i个荧光点的位置,εi 表示发光点的

亮度常数,si(t)为一个时间相关的波动函数,U(r－ri)是实验所用显微镜的点扩展函数(PSF),它与显微镜

物镜的数值孔径成反比,显微镜的点扩展函数越小,说明这个显微镜的分辨能力越强.
为了得到二阶SOFI图像,计算这些图像的二阶自相关函数为[８]

G２(r,τ)＝‹δF(r,t＋τ)􀅰δF(r,t)›t＝

∑
N

i＝１
U２(r－ri)􀅰ε２i􀅰‹δsi(t＋τ)δsi(t)›, (２)

二阶自相关SOFI产生了一个新的点扩展函数[８]:
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式中􀭹ω０z ＝
ω０z

２
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ω０

２
,ω 是点扩展函数的半峰全宽,ω０z是z方向上的点扩展函数半峰全宽,ω０ 是x、y 方

向上的点扩展函数半峰全宽.定量分析SOFI算法的结果,假设所用光学系统的点扩展函数可以等价于一

个三维的高斯分布函数,那么从(３)式可以看到,图像经二阶SOFI算法处理后,新图像的有效点扩展函数在

每一个方向都减小了 ２倍,从而增强了二阶SOFI图像的光学分辨能力.

３　模拟数据分析
采用 Matlab软件来实现荧光点的图像序列模拟和计算分析.根据荧光点的发光特性,首先模拟１０００

张独立随机闪烁的荧光点图像序列,荧光点分布如图１所示.

图１ 荧光点排列

Fig敭１ Distributionofemitters

图１为６列排列相同的荧光点分布图(前三列与后三列对称),每一列从上至下分别为一个荧光点,两个

距离分别为１０７,１２０,１６０,１７０,２１４,２６７nm的荧光点.模拟光学系统的点扩展函数为高斯型,半峰全宽约

为１８７nm.理论上,此图像序列SOFI处理后的分辨率为１３２nm,但是噪声的存在,会对分辨率造成一定影

响.在模拟序列图中加上噪声,考虑到实验情况及简化模型,选择加入高斯随机白噪声.高斯噪声模型为

p(z)＝
１
２πσ
exp －(z－μ)２/(２σ２)[ ] , (４)

式中μ 表示噪声均值,σ表示噪声方差.
虽然通过计算累积量可以有效去除时间不相关噪声,但是在图像序列的拍摄中,会产生与时间相关的信

号,仅利用SOFI算法并不能去除,因此在采用SOFI算法之前需要先对图像去噪,抑制部分与时间相关的

噪声,同时不会对图像造成太大影响,还能够增强图片的质量.图像的去噪处理方法基本上可分为空间域法

和变换域法两大类.空间域法是在原图像上直接进行数据运算,对像素的灰度值进行处理.空间域法又可

以分为两类:１)对图像作逐点运算,称为点运算;２)在与处理像素点邻域有关的空间域上进行运算,称为局

部运算.变换域法是在图像的变换域上进行处理,对变换后的系数进行相应的处理,然后进行反变换达到图

像去噪的目的.

３．１　滤波器的选择

选取不同滤波方法对图像进行处理,讨论不同滤波器对图像的处理效果.在保证图像分辨率的情况下,
得到图像质量最好图片的滤波器作为优选.图２(a)是１０００张噪声图像序列模型及其背景噪声分布(图中

噪声范围任意选取,控制下面各图噪声范围与此处相同),标尺长度为１μm,其中加入的噪声是均值为０,方
差为０．１２５的高斯白噪声.采用不同滤波器与SOFI算法相结合对模型处理,结果对比如图２所示.图２
(b)为仅用SOFI算法处理图２(a)后的效果及其背景噪声分布;图２(c)为结合频域理想滤波SOFI算法处

理图２(a)后的效果及其背景噪声分布;图２(d)为结合空间disk滤波SOFI算法处理图２(a)后的效果及其背

景噪声分布;图２(e)为结合频域高斯滤波SOFI算法处理图２(a)后的效果及其背景噪声分布;图２(f)为结

合空间高斯滤波SOFI算法处理图２(a)后的效果及其背景噪声分布;图２(g)为结合空间均值滤波SOFI算
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法处理图２(a)后的效果及其背景噪声分布.

图２ 不同滤波器的滤波效果对比.(a)加入高斯白噪声的图像序列模型及其背景噪声分布;(b)SOFI算法处理;
(c)频域理想滤波结合SOFI算法处理;(d)空间disk滤波结合SOFI算法处理;(e)频域高斯滤波结合SOFI算法处理;

(f)空间高斯滤波结合SOFI算法处理;(g)空间均值滤波结合SOFI算法处理

Fig敭２ Comparisonoffilteringresultswithdifferentfilters敭 a ImagesequenceswithGaussiannoiseandthebackground
noisedistribution  b SOFIalgorithm  c SOFIalgorithmbasedonidealfilterinfrequencydomain 

 d SOFIalgorithmbasedondiskfilterinspatialdomain  e SOFIalgorithmbasedonGaussianfilter
infrequencydomain  f SOFIalgorithmbasedonGaussianfilterinspatialdomain 

 g SOFIalgorithmbasedonaveragefilterinspatialdomain

图２中各图的分辨率如表１所示.由表１可知,传统SOFI算法得到的图像分辨率并没有达到理论值,
说明噪声对获得的图像分辨率有一定影响,二阶SOFI算法并不能去除所有噪声.另外,可以看到经过空间

高斯滤波,空间均值滤波,空间disk滤波这三种滤波方法结合SOFI算法得到的图像分辨率都不错,但相对

于其他滤波器,空间高斯滤波SOFI算法得到的分辨率最佳.
表１　不同滤波器对分辨率的影响

Table１　Influenceonresolutionwithdifferentfilters

Filter Nofilter
Spatial
diskfilter

Frequency
idealfilter

Frequency
Gaussianfilter

Spatial
Gaussianfilter

Spatial
averagefilter

Resolution/nm １８９．６０ １４５．６３ １９２．６４ １６８．３５ １３９．２３ １４２．６２

　　可通过与无噪声图像对比,计算图像的峰值信噪比(PSNR)来评估滤波器的去噪效果.当PSNR值越

高,表明其去噪效果越好.图２中各图的PSNR如表２所示.
表２　图２中各图的PSNR值

Table２　PSNRvalueoftheimagesinFig．２

Filter Nofilter
Spatial
diskfilter

Frequency
idealfilter

Frequency
Gaussianfilter

Spatial
Gaussianfilter

Spatial
averagefilter

PSNR ９．１４ １６．４５ ９．１４ １１．２９ １８．２９ １８．８０
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　　由表２可知,空间均值滤波SOFI图像质量更佳,但是由于均值滤波器易使图像细节和边缘模糊,所以

图像的细节和边缘等特征表现为灰度值的尖锐变化,从而影响了图像的空间分辨率.
通过分析表１和表２,从图像分辨率与去噪效果两方面来看,选用空间高斯滤波器可以获得较好的处理结果.

３．２　空间高斯滤波SOFI算法

拍摄SOFI图像序列时,每张图片曝光时间越长,信噪比越高.传统SOFI算法无法去除时间相关的噪

声信号,为了提高SOFI图像的信噪比,一般做法是延长图像曝光时间,但是会导致整个图像序列获取时间

随之延长,严重影响SOFI的实时性.本文算法不仅可以有效去噪,而且能够将曝光时间缩短,便于快速成

像,即使得到的图像信噪比降低,仍可以得到分辨率较好的SOFI图像.通过仿真来验证本文算法的有效

性,具体模拟过程如下.
利用含有不同方差噪声的图像作对比,滤波SOFI算法可以在信噪比较低的原图中得到高信噪比图像,

对高信噪比图像进行二阶SOFI算法处理与对低信噪比图像进行空间高斯滤波二阶SOFI算法处理的结果

对比如图３所示.图３(a)为对１０００张加入噪声方差为０．０３的图像进行二阶SOFI算法处理结果,图３(b)
为对１０００张加入噪声方差为０．１２５的图像进行空间高斯滤波SOFI算法处理结果,图３(c)为图３(a)、(b)中
白线横截面强度分布的高斯拟合图像.

图３ (a)对噪声方差为０．０３的图像利用SOFI算法处理;(b)对噪声方差为０．１２５的图像利用空间

高斯滤波SOFI算法处理;(c)白线横截面强度分布的高斯拟合曲线

Fig敭３  a Imagewithnoisevarianceof０敭０３usingSOFIalgorithm  b imagewithnoisevarianceof０敭１２５usingthespatial
GaussianfilterSOFIalgorithm  c Gaussianfittingcurvesofstrengthdistributionofthewhitecrosssectionprofile

图４ (a)对３００张图像进行空间高斯滤波SOFI算法处理;(b)对３００张图像进行SOFI算法处理;(c)对１０００张图像进行空间

高斯滤波SOFI算法处理;(d)对１０００张图像进行SOFI算法处理;(e)白线横截面强度分布的高斯拟合曲线

Fig敭４  a ３００imagesprocessingwiththespatialGaussianfilterSOFIalgorithm  b ３００imagesprocessingwithSOFI
algorithm  c １０００imagesprocessingwiththespatialGaussianfilterSOFIalgorithm  d １０００imagesprocessing

withSOFIalgorithm  e Gaussianfittingcurvesofstrengthdistributionofthewhitecrosssectionprofile
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由图３可知,比较单个荧光点高斯拟合后点扩展函数的半峰全宽,图４(a)分辨率为１４７nm,图４(b)分
辨率为１４８nm,由此可知在证明噪声增强的情况下,加入滤波器的SOFI算法可以达到噪声较小时传统

SOFI算法得到的分辨率.本文算法不仅可以减小图像曝光时间,还能够对低信噪比的图像处理后得到较

理想的超分辨图像.
滤波算法的计算速度对比如图４所示.图４(a)为对３００张加入噪声方差为０．１２５的图像进行空间高斯

滤波二阶SOFI算法处理的结果,用时７２．６５s;图４(b)为对３００张加入噪声方差为０．１２５的图像进行二阶

SOFI算法处理的结果,用时６９．２９s;图４(c)为对１０００张加入噪声方差为０．１２５的图像进行空间高斯滤波

二阶SOFI算法处理的结果,用时１２２．０５s;图４(d)为对１０００张加入噪声方差为０．１２５的图像进行二阶

SOFI算法处理的结果,用时１７１．１６s;图４(e)为图４(a)~(d)中白线横截面强度分布的高斯拟合图像.
对于低信噪比的图像,只采用传统SOFI算法,图像帧数越多图像质量越好,但是获取多帧图像需要更

长时间,计算时间也长.比较不同帧数不同算法得到的单个荧光点高斯拟合后点扩展函数半峰全宽,可知图

４(a)分辨率为１５６nm,图４(b)分辨率为２０４nm,图４(c)分辨率为１５０nm,图４(d)分辨率为１７７nm.通过

图４(a)和(b)分辨率对比或者图４(c)和(d)分辨率对比可知,空间高斯滤波SOFI算法在图像帧数相同的条

件下,得到的分辨率更高.对比图４(a)和(c)可知,当采用空间高斯滤波SOFI算法时,３００张图像达到的分

辨率和１０００张基本相似(~１５６nm),相对于原始图像序列的分辨率(~１８７nm),分辨率提高了１．２倍,接近

二阶SOFI分辨率理论极限值(~１３２nm),同时计算速度提高了１．６倍.对比图４(a)和(d),只对３００张图

像进行滤波后SOFI算法处理,分辨率比１０００张传统SOFI算法处理后有所提高,而且计算时间减少了２．３
倍.采用空间高斯滤波SOFI算法可以减少图像序列帧数,减小图像获取时间和计算时间,同时不影响图像

分辨率,进而达到提高SOFI显微技术实时性的目的.

４　结　　论
SOFI成像技术有望在三维活体实时成像中得到应用,所提出的基于空间高斯滤波的SOFI算法,较之

传统SOFI算法,可以在图像信噪比较低的情况下得到图像质量较好的超分辨图像,使SOFI图像获取过程

不受信噪比限制,可以缩短图像获取时的曝光时间,以及减小SOFI所需的图像序列数,计算速度提高２．３
倍,更好地实现SOFI技术的实时性.
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