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结合物镜测试的梯度约束显微成像质量提升方法
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摘要　光学显微数码成像系统中,光学退化是影响图像质量的重要因素.结合物镜测试,提出了一种结合分视场

点扩散函数估计的梯度约束显微图像复原方法,并应用于显微镜以形成质量提升系统.通过物镜调制传递函数测

试,分视场计算获取点扩散函数;引入零阶范数梯度约束作为正则化项,设计基于该约束的快速复原方法;并采用

渐变加权拼接方法实现分视场复原结果的无缝拼接.对不同物镜下的显微图像进行了复原测试,并采用评价方法

进行评估.结果表明,本文方法给出的显微图像复原效果好、运行速度快,对尺寸为２０４８pixel×１５３６pixel的图像

只需１．６２s,适用于显微成像系统.
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１　引　　言
显微成像退化不可避免,提升成像质量非常重要.显微成像质量主要受光学系统退化和在低光子流下

测量导致了噪声这两个因素影响.光学系统退化可用空间变化点扩散函数(PSF)来表征.对于高质量显微

图像的旺盛需求促使研究者致力于模糊的有效补偿和噪声的抑制,即复原技术的研究,并将其作为后处理手
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段应用于显微成像硬件系统.
图像复原等同于反卷积过程[１].研究中设计了诸多方法模型[２Ｇ３],可分为:１)代数复原法,如最小二乘

法;２)统计法,如贝叶斯模型等;３)分析复原手段,如常见的变分法,以及衍生出的多方法、多特征组合的混

合模型.为从数学理论上求解,反卷积问题被转变为能量最小化方程,通过图像统计与迭代求解相结合获得

最优解.基于噪声泊松分布的假设,RL(RichardsonＧLucy)算法采用最大似然估计算法,其本质为贝叶斯模

型[４Ｇ５].经典的全变分(TV)算法也是常见的复原手段[６].陶小平等[７]针对遥感成像PSF实际空间的变化,
进行了分块复原研究;成于思等[８]基于梯度,在传统最大后验概率思路基础上,结合TV正则化项进行显微

图像复原;Levin等[９]提出利用图像先验知识的方法.在这些方法中,通常需估计PSF[１０].一般通过辅助设

备获取,如１)采用调制传递函数(MTF)测试仪测试[１１],设定特殊曝光时间[１２]或者辅助高速相机[１３]等来获

取模糊路径;２)通过估计相机在拍摄时的加速度及角速度,分析模糊情况[１４];３)同一场景多帧图[１５]、长短

曝光结合[１６]等估计退化PSF.显微PSF研究方面,通过对PSF的测量,实现基于能量分布系统的３DＧPSF
选取[１７].盲复原的突破性工作于２００６年由Fergus实现,采用基于梯度统计概率分布及参数估计的方法,
取得了较好的结果[１８],但存在计算速度慢,对大尺寸、空变PSF无效等问题.Shan等[１９]设计了紧框架,并
结合稀疏特性与边缘约束实现复原,降低了振铃效应,但计算速度慢、参数复杂.

结合于显微系统的后处理复原方法,需满足效果和速度两方面要求,实现既能提升分辨能力,又可短时

间内计算的目的.传统方法存在两个问题:１)基于单幅图像的盲复原是从图像或者一些显微镜的先验知识

来估计 MTF或者PSF,耗时多;２)物镜对应的退化PSF随空间变化,但常规方法只采用单一的退化因子,
会降低复原结果的分辨能力.

根据显微镜厂商与其研究机构的经验分析,鉴于物镜 MTF可预先测试存储,只需从 MTF估计PSF即可

结合非盲复原快速实现复原目标.同时,结合物镜分视场的MTF测试,获取分视场的PSF,并以零阶(L０)范数

约束为基础设计梯度约束的复原方法,加权渐变拼接实现不同视场获取完整清晰显微图像的目的.

２　显微成像装置与物镜分视场PSF获取
２．１　数码显微成像系统

数码显微成像系统包括光学、硬件及软件等模块.光学部分使物体成像;硬件指电子目镜系统,采用

CMOS传感器记录数字图像;软件部分对图像进行校准、测量等操作,获得所需的图像数据.图１为宁波永

新光学所产的一款数码显微系统,也是实验改造与方法应用的对象.

图１ 数码显微成像系统

Fig敭１ Digitalmicroscopicimagingsystem

物镜退化函数PSF是呈中心对称的,在频域上即为MTF.图２为永新所产４×物镜的 MTF曲线,图中视

场角W 为１０°,Tan为子午面,Sag为弧矢面.由图２可知,随着频率升高,可以通过物镜的信息逐渐减少,在

１００lpmm－１处中心视场MTF已小于０．２,边缘视场已小于０．１;而CMOS的可接收信号频率(２．２μm的像元)
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图２ 永新光学所产物镜的 MTF曲线

Fig敭２ MTFcurvesofobjectivelensmadebyYongxinOptics

高于１００lpmm－１.可见,由于光学物镜限制,导致图像高频信号丢失,最终造成图像退化.
数码显微系统具有功能强大的处理器与软件集成系统,可以通过算法补偿整合于软件后处理中以补偿

光学系统的退化.通过测试物镜 MTF数据,构建图像的PSF即反卷积因子,设计合理的图像复原方法,实
现图像优化与补偿,弥补硬件上的缺憾.

２．２　物镜 MTF测试与PSF获取

测量 MTF的方法有多种,包括点源测试法、线测试法、边缘测试法等.采用Trioptics光学传函仪测试

物镜 MTF,该仪器发散角为１０°(全角).在６３２．８nm的红光下用干涉的方法测量系统的 MTF,针对－５对

红光下视场、子午和弧矢平面,每间隔１面进行测试.
通过数据分析,提取不同视场的 MTF,并计算对应的PSF.MTF是在物理空间测量的,而所需PSF在

图像空间,因此必须涉及到转换问题.以中心视场为例,选择中心视场下的子午与弧矢的 MTF(N×１),首
先根据成像传感器CMOS的采样频率对 MTF数据进行插值以满足频率单位的匹配(从 MTF测试频率对

应到像素频率);其次,将两个 MTF在频率域进行乘积,获取二维 MTF(N×N);最后,变换到空域并截取

中心不为零的矩形区域,从而获得PSF.此时的PSF是基于像素的,可直接应用于显微图像反卷积复原.

３　梯度约束显微图像快速复原方法
光学成像是一个线性移不变过程,利用循环矩阵模型[１],输入和输出之间的数学模型可表示为矩阵Ｇ向

量关系:

g＝Bf＋n, (１)
式中g 为观测图,f 为待求清晰图,对应真实场景,B 为退化矩阵,对应于PSFb,n 为噪声.图像复原,即已

知观测图像g,通过估计的b,抑制n,求取最优的f.
结合(１)式,设计惩罚代价函数E,寻找使其取极小值时对应的f.则E 可表示为

E＝‖g－Bf‖２＋λJ(f), (２)
式中λ为正则化因子,J(f)为正则化项,常用L２范数.显微图像细节丰富,噪声易压制细节,因此考虑抗噪

性能,鉴于L０范数在图像平滑上的优异表现,引入L０范数正则化项:

J(f)＝＃{p|∂fp ≠０}, (３)
对于f 中的像素p,∂fp＝|∂xfp|＋|∂yfp|,∂x＝[１－１],∂y＝[１－１]T 分别为宽度与高度方向的一阶微分

算子.J(f)统计的是图像中一阶梯度不为零像素的数量,即符号＃的作用.
涉及到L０范数优化,于是引入参考变量(h,v)作一些近似,惩罚代价函数更新为

E＝‖g－Bf‖２＋λJ(h,v)＋β(‖∂xf－h‖２＋‖∂yf－v‖２), (４)
式中h、v 分别为对应于∂xf、∂yf 的变量,J(h,v)＝＃{p||hp|＋|vp|≠０}.β可平衡调节(h,v)与(∂xf,

∂yf)的相似性,通过这个近似,可通过交替迭代优化(h,v)和f 求解.

３．１　(h,v)的优化

(h,v)能通过最小化惩罚函数E１ 得到,即
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E１＝
λ
β
J(h,v)＋(‖∂xf－h‖２＋‖∂yf－v‖２). (５)

　　通过推导综合(５)式,(h,v)可逐个像素分析而加速计算,于是E１ 可改写为

E１＝∑
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β
Ψ(|hp|＋|vp|)＋(∂xfp －hp)２＋(∂yfp －vp)２
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式中Ψ(|hp|＋|vp|)为二值函数,即非１即０.若|hp|＋|vp|＝０则Ψ(|hp|＋|vp|)为０,于是,式的解为

(hp,vp)＝
(０,０), (∂xfp)２＋(∂yfp)２ ≤
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β

(∂xfp,∂yfp), otherwise

ì

î
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. (７)

　　根据(７)式,可通过逐个像素单独、高效计算(h,v).

３．２　f 的优化

对应原始场景的待求清晰图f 能通过最小化惩罚函数E２ 得到,即

E２＝‖g－Bf‖２＋β(‖∂xf－h‖２＋‖∂yf－v‖２). (８)

　　通过设计∂E２/∂f＝０,由

BTB＋β(∂Tx∂x ＋∂Ty∂y)[ ]f＝BTg＋β(∂Txh＋∂Tyv), (９)
直接利用快速傅里叶变换,可快速求解f.

４　分视场方法
由图２可知,MTF随着空间视场变化而变化:中心与边缘视场的 MTF分布差异很大.如果采用单一

PSF进行复原,将导致局部过度复原或复原不足.因此,提出分视场复原法,即将显微图像分视场处理,对
不同的视场区域分别复原,然后将各视场结果拼接得到完整的复原图像.分视场复原法已应用于遥感成像

处理[７],但显微图像处理方面涉及较少.分视场复原法可以高效利用各部分的局部信息,不要求可解析的空

间变化的PSF表达式,也避免了海量存储和计算,其缺点在于子区域之间往往存在一定的拼接缝,如何消除

拼接缝是一项重要的技术.
显微成像系统以径向对称退化为主,如图３(a)所示,将圆环形分割为３个视场进行分视场处理.虽然

分视场的图像复原可以使显微图像的各部分清晰度提升,但是不同视场的边缘区域会产生振铃.于是,将不

同视场边界外延,使邻近视场有一定区域像素的重叠,该区域足够宽,使边界振铃也分布其中.该重叠区域

如图３(a)的深颜色区,[１]~[３]分别对应于３个视场PSF１~３退化的区域,[４]为视场[２]与[３]的重叠

区域.

图３ 分视场示意图.(a)分视场与重叠区域;(b)重叠区域与拼接的一维层面示意图

Fig敭３ Sketchmapforfieldofview敭 a Fieldsofviewandoverlapregion 

 b oneＧdimensionalsketchmapofoverlapregionandsplicing

重叠区域必须进行精细化拼接,以避免信息的剧烈变化,渐变加权系数拼接方法非常适合该需求.如

图３(b)所示,以一维方向上的重叠为例,阴影表示潜在的振铃分布区域:设相邻两个视场的图像为A(尺寸

为 M pixel)、B(尺寸为Npixel)拼接为D,重叠区域边界延伸Xpixel,即重叠区左侧边界处于A 的第M－
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X 列,右侧边界位于B 的第X 列(X 与PSF尺寸相同).复原之后,去除了包含潜在振铃的X/２列,则剩下

的重叠宽度d＝X/２,此时,重叠右侧边界在A 的M－d 列,左侧边界位于B 的d 列.图像重叠区以中心

１/(２d)为分界线,对于宽度为dpixel的重叠区域,从左侧到右侧k取值为１~d,得到:

Dk ＝Ak × １－
k
２d

æ

è
ç

ö

ø
÷＋Bk ×

k
２d
. (１０)

　　针对分视场复原的处理,先用Lena图进行仿真测试.图４为原图以及空间变化PSF的仿真图像,退化

函数PSF１~３,模糊程度依次递增,图４(a)为原图,图４(b)为圆环形３视场退化模糊图像.

图４ 分视场拼接分析.(a)原图;(b)圆环形分视场模糊图像;(c)加权拼接复原结果;(d)PSF１复原结果;
(e)PSF２复原结果;(f)PSF３复原结果

Fig敭４ Imagestitchingwiththefieldsofview敭 a Originalimage  b circularfieldsofviewofblurredimage 

 c weightedsplicingresult  d restoredresultwithPSF１  e restoredresultwithPSF２  f restoredresultwithPSF３

仅用单一退化PSF恢复整幅图像,图４(d)~(f)为分别仅用PSF１、PSF２或PSF３进行复原.图４(d)的
外围依旧模糊,表明复原程度不够;图４(f)中心区域出现伪信息,表明复原过度.将图像以分视场复原并加

权拼接[图４(c)],不同视场图像的清晰度均有所提高,抑制了振铃效应,分视场之间的边界过渡也相对平

滑.上述结果表明分视场复原的有效性,可以解决显微图像固有的不同视场具有较大成像差异的问题.

５　实验结果与分析
５．１　实验说明

对于复原,利用(７)式和(９)式迭代求取.根据经验,需要迭代５~１０次.在参数设置时,初始系数β０ 固定

为２λ,每一次迭代系数βi 是变化的.βi＝μβi－１,式中μ为伸缩系数,取值范围为[２４].βi 变大则效率变高、效
果变差,反之则相反.需要调整的主要实验参数为正则化因子λ,λ的经验取值范围为 [０．００１０．１].实验结果

表明,大λ会导致复原不足而显得平滑,小λ会导致复原过度而引入大量噪声与振铃效应.在分视场中,根据

显微图像的处理经验,重叠区域为２５~５０pixel,去除振铃区的１０~２０pixel,对余下部分进行拼接.
所用显微镜见图１,采用了３套４×物镜,分别为Nikone１００４×,Olympus４×与Novel４×(sw８２).

CMOS分辨率为３００万像素(２０４８pixel×１５３６pixel),像元尺寸２．２μm.实验物体主要为:１)鉴别率板,约
为３００lpmm－１;２)树木切面,对象为椴树年轮;３)茎的横切,对象为木本双子叶植物.

采用 MatlabR２００９b编程实现算法,计算硬件配置:CPU为２．７GHz;内存为２GB.对比方法有RL方

法[４Ｇ５]、TV法[６]和文献[９]方法.这些复原方法的参数可以调至最佳.
此外,引入３种图像客观评价指标以衡量评估复原结果:１)结合视觉注意机制与边缘展宽衡量的显微
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图像清晰度评价指标[２０],即视觉清晰度(VP);２)灰度平均梯度(GMG)与拉普拉斯和(LS)[２０].VP值越小,
则待评价图像质量越好;GMG和LS值越大,则待评价图像质量越好.

５．２　结　　果

图５为Nikone１００４×物镜拍摄的图像(２０４８pixel×１５３６pixel)及其中心区域局部放大图(５００pixel×
４００pixel).由图５可知,由于光学系统的退化,使得图像存在一定的模糊.细胞的边缘相对被弱化,细节的

信息弥散,对比度稍差.图６为Nikone１００４×物镜在不同视场的PSF对比,包括０°,２°,４°视场,可以发现

越到边缘视场,PSF退化越剧烈.

图５ Nikone１００４×物镜拍摄的图像及其中心区域局部放大图.(a)３００lp×mm－１鉴别率板;(b)椴树年轮切面;
(c)木本双子叶植物茎横切;(d)图(a)局部放大;(e)图(b)局部放大;(f)图(c)局部放大

Fig敭５ ImagescapturedbyNikone１００４× andtheirlocalzoomofcentralarea敭 a Discriminationplateof３００lp×mm－１ 

 b sectionoflindentreering  c crosscuttingforstemswoodydicotyledonousplants 

 d localzoomofFig敭 a   e localzoomofFig敭 b   f localzoomofFig敭 c 

图６ Nikone１００４×物镜不同视场PSF对比.(a)０°中心视场PSF;(b)２°视场PSF;(c)４°视场PSF
Fig敭６ ComparisonofPSFofdifferentfieldsforNikone１００４×敭 a PSFof０°centralfield 

 b PSFof２°field  c PSFof４°field

图７为不同方法复原的结果,图７(a)~(d)分别为采用RL法、TV法、文献[９]方法和本文方法得出的

结果.从３００lpmm－１鉴别率板复原结果分析,TV法的结果较为平滑,RL法和文献[９]方法结果噪声放大

明显,而本文方法在复原的同时相对抑制了噪声.观察椴树年轮切面图与木本双子叶植物茎横切图的复原

处理,TV法相对更平滑,细节损失多,其他方法都能实现细节的复原.但在噪声与振铃等效应的抑制方面,
本文方法相对更佳,该方法一方面使得细胞等结构棱角分明,另一方面有效抑制细胞这类结构中较为平滑区

域的噪声与振铃效应.
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图７ 不同方法的复原结果.(a)RL方法复原结果;(b)TV方法复原结果;
(c)文献[９]方法复原结果;(d)本方法的复原结果

Fig敭７ Restoredresultsusingvariedmethods敭 a ResultsofRLmethod 

 b resultsofTVmethod  c resultsofRef敭 ９ method  d resultsofproposedmethod

５．３　图像评价及运算速度分析

在主观观察分析的基础上,进一步用客观评价方法衡量复原方法的优劣,并且在运算速度上进行比较分析.
图４的视觉结果表明,仅用单一退化PSF恢复整幅图像效果不如分视场复原效果.表１的客观评价结

果表明,VP值越小,图像质量越好;GMG和LS值越大,图像质量越好.根据评价结果,图４(c)~(f)都比

退化图４(b)有所提升,其中图４(c)表现最佳,其VP值小,GMG与LS值大,表明分视场复原拼接方法的有

效性.
表１　图４的客观评价值比较

Table１　ComparisonoftheobjectiveevaluationindexforFig．４

Evaluationindex Fig．４(a) Fig．４(b) Fig．４(c) Fig．４(d) Fig．４(e) Fig．４(f)

VP ３．２０ ６．１０ ３．１０ ４．６０ ３．８０ ３．３０
GMG １１．９２ ８．７８ １５．１０ ９．８２ １１．４２ １２．８６
LS ５６．５９ ３３．３５ ７６．５３ ４１．１１ ５２．３２ ６１．３８

　　根据前述数码显微成像系统提到的Nikone１００４×物镜的实验结果,利用VP法、GMG法与LS法进行

评价,对采用同一种方法复原的３张图像评价结果取均值,结果如表２所示.可见,VP值越小,图像质量越

好;GMG及LS的值越大,图像质量越好.根据评价结果可知,本文方法表现最佳,其VP值小,GMG与LS
值大.

表２　不同复原方法的客观评价值比较

Table２　Comparisonoftheobjectiveevaluationindexbydifferentrestorationmethods

Evaluationindex
Restorationmethod

RL TV Ref．[９] Proposed
VP ４．５４ ７．９２ ５．０１ ２．７１
GMG １５．４７ １３．４０ １４．２１ １５．６１
LS ７４．４８ ５４．９１ ６２．８７ ８７．３１

　　对于２０４８pixel×１５３６pixel尺寸的图像,不同复原方法的平均运行速度不同,RL法、TV法、文献[９]方
法和本文方法的平均运行速度分别为３２．５６,２１．７７,４６．８１,１．６２s.基于L０范数梯度约束的快速图像复原方

法运行速度仅为１．６２s,远远快于其他方法,也比较适用于数码显微镜的快速成像优化.
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５．４　综合分析

上述实验与分析主要是针对Nikone１００４×镜头.另外,还采用Olympus４×与Novel４×(sw８２)两套

物镜进行了相同的实验,并获取数据进行复原处理.３套物镜的复原结果客观评价指标的平均值如表３所

示.结果表明,与其他复原方法相比,本文方法的评价值更佳,更适用于显微图像的复原,在速度上也适用于

显微成像系统复原.
表３　３套物镜不同复原方法的平均客观评价值

Table３　Comparisonoftheaverageobjectiveevaluationindexbydifferentrestorationmethodswiththreecameras

Evaluationindex
Restorationmethod

RL TV Ref．[９] Proposed
VP ４．６８ ８．２６ ５．９２ ２．８２
GMG １４．５９ １３．２７ １３．７３ １５．４８
LS ７２．６５ ５４．９１ ５９．４９ ８４．９７

　　本文方法适用于显微成像系统的复原,主要表现在:１)速度快,结合像素单独高效计算与快速傅里叶变

换及频率域计算,运算效率较高,可结合到显微系统的后处理中;２)有效抑制振铃,显微图像细节区域非常

细致,即高频信号强,复原的振铃效应较为明显.文献报道表明,L０范数可以有效平滑边缘,即保持边缘平

滑平坦区域,正是鉴于L０范数的这一优势,本文方法可以有效实现显微图像复原中振铃的抑制.

６　结　　论
由于光学物镜、电子目镜的固有缺陷,模糊与噪声是常见的退化因素,如何尽可能地实现去模糊和抑制

噪声是一项重要的研究内容.提出了一种结合物镜测试的梯度约束显微成像质量提升方法:１)结合物镜

MTF测试,计算获取光学PSF;２)引入L０范数梯度约束作为正则化项,设计基于该约束的复原方法;３)根

据显微成像的特性,不同视场的PSF随着空间变化,提出了分块复原的方法以及解决振铃的加权渐变拼接

法.结果表明,该方法复原效果好、运行效率高,可适用于数码显微系统的后处理软件集成.在方法设计中,
着重进行了算法的优化以提升运行速度:１)分视场估计PSF,并通过近似等手段将复原转变为交替优化;２)
充分利用单像素计算法与傅里叶频域计算法快速实现求解.后续研究中,主要考察测试方法的普适性、拓展

参数的自适应性等,强化该方法在不同应用场景下的适用性;另外,在分视场拼接中考虑图像修复技术,以实

现更好地拼接过渡,并研究其快速实现方法.
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