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相位边缘检测下形态特征快速提取的
实验采样策略
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摘要 针对如何在相位分布图中选取合适边缘采样点的问题，基于相位成像理论和实验分析了不同处理方案的优

缺点并提出了采样策略。结合相位成像机理，采用基于梯度的几类经典边缘检测算子分析了采样特征点位置不确

定性的来源及其对检测结果的影响。选取形态结构复杂程度不同的实际样品开展实验研究，对比分析不同采样点

位置选取对样本尺寸计算结果的影响，对多种误差产生的原因进行了分析，给出了其理论上的关联和解释。综合

多组实验数据对比分析的结果，总结出了适合不同复杂程度样品的形态结构特征提取方案，其处理效率能够满足

快速实时检测的需要。
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Abstract To address the problem of how to select appropriate edge sampling points in the phase distribution map,
in this paper, we analyze the advantages and disadvantages of different processing schemes and propose a sampling
strategy based on phase imaging theory and experiments. Combined with the phase imaging mechanism, several
gradient-based classical edge detection operators were used to analyze the source of uncertainty in the position of
sampling feature points and its influence on the detection results. Actual samples showing a morphological structure
with different complexities were selected to conduct experimental research. Furthermore, the influence of different
sampling points on the sample size calculation results was compared and analyzed. Subsequently, the causes of
various errors were investigated and their theoretical correlation and explanation were presented. Based on the
results of a comparative analysis of multiple groups of experimental data, a morphological structure feature extraction
scheme suitable for samples with different complexities was proposed. The processing efficiency of this scheme can
meet the needs of a rapid real-time detection.
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1 引 言

生物细胞形态结构多样，生理功能各异，并且

状态会随细胞生长发生变化，是生命科学和临床医

学等许多领域的重要研究内容［1］。细胞对光的吸收

和散射作用都比较弱，为实现对其清晰成像，多种

技术应运而生［2］，如免疫荧光技术、扫描探针技术、

相 位 成 像 技 术 等 。 其 中 定 量 相 位 显 微 技 术

（QPM）［3］利用细胞内不同组分间折射率不同这一

固有对比源进行成像，无需对细胞进行预处理，不

损伤细胞活性。然而 QPM获得的是样品引起的相

移，其量值正比于样本与环境液折射率差值沿光线

方向的积分值，并不直接是样品的物理厚度，所以

如何从相移分布图中快速解析出样本的形态特征

还有待进一步研究。目前常见的三维重建算法主

要有同步迭代重建法、共轭梯度重建法和极大似然

估计法等，但这些算法需要大量的数据或者依赖于

迭代算法，对实验设备要求较高，耗时较长［4］。对于

一些对检测速度要求较高成本又有限的工作（例如

临床上外周血细胞形态的分类检测），还需要探究

简便快捷的细胞形态特征快速提取方法［5-6］。注意

到，在相位图中不同细胞结构的边缘位置相位变化

最为明显，这就为利用边缘检测算法分析确定样本

形态特征提供了基础［7］。传统方法通过一阶微分算

子或二阶微分算子快速简便地实现图像边缘检测；

小波变换算法只保留小波变换的低频部分，从而实

现去除噪声同时保留图像边缘的良好效果；还有基

于机器学习和深度学习的边缘检测方法、基于相位

一致性的边缘检测方法等，大多都是基于尖峰突变

实现有效实时的边缘检测的［8-10］。

但是在实际成像实验中，样本性质、试剂纯度、

仪器硬件精度、操作标定的客观量化程度等因素会

给检测分析带来诸多影响，理论仿真下可行的方法

需要进行优化和修正，甚至可能不再适用。针对这

一问题，本文选取了成分不同、结构复杂程度不同

的样品，围绕实验获得的样本相位数据，采用不同

的处理方法快速获取样本形态特征，通过对不同类

型的样品进行多次成像实验和对照分析，探究实验

条件下适用的边缘数据获取方案。

2 基本原理

2. 1 问题的提出

由于不同介质折射率不同，光波穿过相同物理

厚度的不同介质时相位变化也不同［11］。为便于说

明相位边缘检测原理和采样定位中的误差来源，建

立如图 1所示的细胞模型。

如图 1所示，椭球代表胞体，在 x轴、y轴和 z轴

上的半主轴长分别为 15 μm、12 μm、12 μm，椭球内

部半径为 4 μm的小球代表胞核，且两者的中心为同

一点。通常细胞胞质及胞核的折射率在短时间内

不会出现较大波动，且其在胞质与胞核内不同位置

的变化也不明显，故设胞体和胞核的折射率分别为

n1和 n2，细胞周围的环境液折射率为 nm。以与入射

光线平行且经过球心的直线 AB为例，该路径上的

相移值为

φ ( x，y) = 2π
λ [ ( n1 - nm ) ⋅ d 1 + ( n2 - nm ) ⋅ d 2 +
( n1 - nm ) ⋅ d 3 ]， （1）

式中：di（i=1，2，3）表示光线穿过的各介质的厚

度［3］。由于相移值是样本在某点处与环境液折射率

的差值与该处样本沿光线方向的物理厚度乘积的

累加［12-13］，从样本的相位分布信息中无法直接获得

图 1 细胞模型的仿真。（a）有核细胞模型；（b）模型在点A处沿光线入射方向的物理厚度；（c）模型的相位分布

Fig. 1 Simulation of cellular models. (a) Nucleated cell model; (b) physical thickness of the model at point A along the direction of
light incidence; (c) phase distribution of the model
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沿光轴方向上每一点的情况，只能得到样本投影在

xoy面上的形态尺寸。样本内不同结构边界处是样

本折射率和物理厚度变化最大的区域，也就是相位

变化最为明显的位置。故从梯度的数学定义和相

位变化的物理意义出发，采用基于梯度的几类边缘

检测算法分析样本的形态结构。需要说明的是，想

要确定样本的三维形态结构，就需采集分析多个不

同方向上的相位图，简洁起见，此处仅以光线沿 z轴
入射的情形为例进行说明。

对图 1（c）所示的细胞相位分布沿 x方向取一阶

偏导，获得的相位梯度分布如图 2（a）所示，记录平

面的尺寸设置为 40 μm×40 μm，记录平面的像素点

为 255×255，因此在这个记录平面中每个像素点的

尺寸为 40/255 μm。

由图 2（a）可以清晰分辨出细胞模型梯度图中

的椭圆和圆的边界。为获得样本形态的定量信息，

进一步提取梯度分布曲线，直观展示边界点位置，

图 2（b）给出了相位梯度在 y=0处过样本中心的直

线 AD的曲线。在数值计算中，结构边界处相位梯

度表现为相邻区域内的极大值，即图 2（b）中的跳变

点（如点 A、B、C、D处）。从图 2（b）还可以看出，梯

度曲线在跳变范围内与梯度零线只有一个交点（样

本厚度变化率为 0的位置），在此位置，样本的切平

面是与 xoy面平行的，而且可以看出在零点两边的

梯度曲线是关于零点对称的，这些形态特征与上述

构建的模型相吻合。注意到在图 2（b）中，跳变位置

起跳点和梯度值最大的尖峰点坐标值是不同的（如

点 A1，A2等），那么由此引起的误差如何，在何处采

样才能准确获取样本形态尺寸，在复杂的实验条件

下（如噪声影响）又会呈现怎样的情形，该如何应对

处理，这些都是检测样品形态尺寸的准确性至关重

要的问题和因素。因而，本文基于仿真和实验进行

分析探讨，以确定合适的采样方案。

从仿真结果来看，由图 2（b）中像素尺寸计算出

的样本物理尺寸如表 1所示。无论是取起跳点还是

尖峰点，基于模型样本的测量值与理论值都具有较

好的一致性。对于穿过胞质与胞核的沿AB线方向

的相位梯度曲线的起跳点和尖峰点之间的尺寸与

样本理论值之间的绝对误差的最大值为 0. 35 μm，

最大相对误差为 1. 17%，处理耗时均在 0. 5 s左右，

这表明了使用梯度算子快速获得样本形态尺寸有

一定的可行性。

图 2 细胞模型的相位梯度数据。（a）细胞模型相位的梯度处理分布；（b）模型沿AD方向的梯度分布曲线

Fig. 2 Gradient data of phase for cellular models. (a) Gradient processing distribution of the cell model phase; (b) gradient
distribution curve of the model along the AD direction

表 1 在样本模型中不同特征点下采样的相应尺寸分析

Table 1 Size analysis of sampling under different feature points in the sample model

Parameter

Pixel coordinate
Theoretical value /μm
Measured value /μm
Absolute error /μm
Relative error /%
Elapsed time /s

A1‒D1

（start point）
32‒225
30. 00
30. 27
0. 27
0. 90

0. 472

A2‒D2

（peak point）
34‒223
30. 00
29. 65
-0. 35
1. 17

B1‒C1
（start point）
102‒155
8. 00
8. 31
0. 31
1. 03

B2‒C2
（peak point）
104‒153
8. 00
7. 69

-0. 31
1. 03
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但同时表 1的数据也显示 AB线上基于起跳点

和尖峰点检测的误差趋势并不确定。其他模型（如

双核模型）的分析结果与上述类似（简洁起见，此处

不再赘述）。究其原因，这是由于对于数值仿真，所

构建模型的不同折射率的分界面对应的厚度是 1个
像素，因此模拟实验中在 AB线样本边界采样点的

起跳点与尖峰点之间的像素坐标差值都是固定的 4
个像素。从表 1可计算出，在AB线上样本尺寸的绝

对误差和都为 0. 62 μm，这一尺寸相当于上文构建

模型中 4个像素的物理尺寸。

除了梯度算子，还考察了其他几类常见边缘检

测算子的效果，如拉普拉斯算子（∂2φ/∂x2）、| ∂φ/∂x | 2

算子、Canny算子、Prewitt算子等，如图 3所示［14-15］。

这些算子在特征采样点选取上出现了与梯度方法

类似的问题，在不同介质过渡的边缘均会出现起跳

点与尖峰点不一致且误差随机分布的现象，如图 3
所示。也就是说，在这样的偏差下，基于仿真的误

差分析尚无法给出选取实际样本边界的依据。

2. 2 实验结果分析及特征点采样方案

为探究实验条件下如何采集合适的特征点，围

绕几类结构和尺寸不同的样本进行了实验，包括直

径 不 同 的 聚 苯 乙 烯 微 球（n=1. 588，d=4，8，20，
70 μm）、健康人体血细胞（红细胞和中性粒细胞）、

小鼠骨髓中性粒细胞和血小板、洋葱表皮细胞、番

茄果肉细胞等，对每类样品均进行了多次实验和检

测计算。出于对实验数据的可重复性、可对照性和

文章篇幅的考虑，在此选取标准微球和洋葱表皮细

胞胞核作为讨论对象，并且为使分析结果对生物细

胞形态无损免标记检测等更具参考价值，参照人体

血细胞大致尺寸，以直径为 4 μm（厂商数据尺寸误

差为 3%）的聚苯乙烯荧光微球为例进行分析。先

将基于荧光显微镜获取的聚苯乙烯微球的实际物

理尺寸作为对照，进而通过 Biophase相位显微系统

获取样本的相位分布图进行边缘检测。以图 4（a）
为例，该视场内采集到 3个微球样本，测量得实际直

径分别为 3. 927 μm、4. 541 μm和 4. 240 μm，取平均

值 4. 236 μm。图 4（b）是相应的相位图，图片物理尺

寸为 100. 0 μm×73. 5 μm，对应的像素尺寸为 677×

图 3 细胞模型的边缘检测算子处理结果。（a）模型相位的 ∂2φ/∂x2分布；（b）模型相位的 | ∂φ/∂x | 2分布；（c）模型相位的 Canny

分布；（d）模型沿AD方向的 ∂2φ/∂x2曲线；（e）模型沿AD方向的 | ∂φ/∂x | 2曲线；（f）模型沿AD方向的 Canny曲线

Fig. 3 Processing results of edge detection operator in cell model. (a) ∂2φ/∂x2 distribution of model phase; (b) | ∂φ/∂x | 2

distribution of model phase; (c) Canny distribution of model phase; (d) ∂2φ/∂x2 curve of the model along the AD direction;

(e) | ∂φ/∂x | 2 curve of the model along the AD direction; (f) Canny curve of the model along the AD direction
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497像素，即每个像素点对应的实际物理尺寸为

0. 148 μm。图 4（c）为聚苯乙烯微球相位图经梯度

算子处理后的结果。为定量提取该样本在垂直于

光照方向上的形态信息，沿两个正交方向提取梯度

分布曲线，以聚苯乙烯微球 B为例，图 4（d）、（e）分

别为其沿横向 B1B3 和纵向 B4B2 的梯度曲线。从

图 4（d）、（e）可以看到，与仿真中跳变位置处起跳点

和尖峰点像素坐标接近这一现象不同的是，这两个

关键特征点在实验条件下的像素坐标位置差异较

大，例如图 4（d）中的 B11和 B12，这就更突显了在检测

中选择采样点的重要性。为此，分别针对起跳点和

尖峰点采样的情形开展计算分析。

提取图 4（c）所示的相位梯度曲线上横向边界

两个像素点 B1（389，232）和 B3（413，232）附近跳变

点［如图 4（d）像素坐标所示，包括起跳点和尖峰

点］，计算这两组采样点的横向坐标差值以获取样

本在 B1B3处的实际物理尺寸，对纵向 B4B2以及其他

两个样本的计算过程与之类似，如图 4（e）所示，不

再赘述。表 2计算结果显示：实验数据处理耗时与

仿真差别不大，均在 0. 5 s左右；基于尖峰点采样计

表 2 聚苯乙烯微球相位梯度分布下不同采样点处的尺寸分析

Table 2 Size analysis of polystyrene microspheres at different sampling points under phase gradient distribution

Parameter

Pixel coordinate
Theoretical value /μm
Measured value /μm
Absolute error /μm
Relative error /%
Elapsed time /s

B11‒B31
（start point）
376‒429
4. 236
7. 844
3. 608
85. 17

0. 551

B12‒B32
（peak point）
391‒414
4. 236
3. 404
0. 832
19. 64

B41‒B21
（start point）
207‒260
4. 236
7. 844
3. 608
85. 17

B42‒B22
（peak point）
221‒243
4. 236
3. 256
0. 980
23. 14

图 4 聚苯乙烯微球的梯度处理结果。（a）聚苯乙烯荧光微球的荧光成像；（b）微球的相位分布；（c）微球的相位梯度分布；

（d）微球梯度分布在 B1B3方向的曲线；（e）微球梯度分布在 B4B2方向的曲线

Fig. 4 Gradient processing results of polystyrene microspheres. (a) Fluorescence imaging of polystyrene fluorescent
microspheres; (b) phase distribution of microspheres; (c) phase gradient distribution of microspheres; (d) curve of
microsphere gradient distribution in the B1B3 direction; (e) curve of microsphere gradient distribution in the B4B2 direction
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算的直径相对误差为 20%左右，而起跳点采样下的

相对误差则高达 85%。

对于其他边缘检测算子，采取类似的处理方法

进行分析。考虑到各算子的特点（如拉普拉斯算子

虽能突出边缘位置但是对噪声更加敏感；Canny算
子自带一定的滤波功能；Prewitt算子和 Sobel算子

对复杂噪声图像效果较差，边缘定位精度不高）和

文章篇幅，在此以梯度、拉普拉斯和 Canny算子为例

进行分析比较。图 5（a）为聚苯乙烯微球相位的拉

普拉斯算子处理结果，同样沿其轴线取正交方向上

的分布曲线中横（纵）向跳变位置起跳点和尖峰点

像素坐标，如图 5（b）所示，计算的微球直径尺寸如

表 3所示。可以得出，相位图经拉普拉斯算子处理

后，采样位置选在曲线跃变起跳点的测量误差远小

于尖峰点的误差，且微球拉普拉斯算子处理下整体

的测量结果也优于梯度算子。

对于测量效果，从表 2和表 3可以看到，相位梯

度算法和拉普拉斯算法下的耗时相近且相对误差

都比较大，这是因为聚苯乙烯微球直径通过像素坐

标换算得出，而单个像素点实际尺寸为 0. 148 μm，

与微球直径的相对值约为 3. 494%，在特征点采样

位置对像素坐标读取的轻微变动就会对最终测量

值的相对误差产生较大影响。另一方面，上述过程

没有对原始实验数据进行滤波降噪等预处理，在根

据目标曲线选取采样点的时候可能出现误判。至

于是否应对相位数据先进行滤波，从之前的工作来

看［16］，样本本身的亚结构、介质折射率分布的不均

匀、各种噪声等都会引起边缘检测算子空间分布曲

线的波动。由于各介质边缘的检测是基于曲线的

波动来判断的，而表征这些边界的波动可能会随着

去噪滤波被一并滤除，从而给检测结果带来较大的

偏差，故在是对波动起跳点还是峰值点进行采样的

讨论中未进行滤波处理。可以通过采集一个或多

个其他方向的相位图并且分别经边缘检测后进一

步对比确定样品结构形态。同时也注意到，拉普拉

斯算子下测量值的相对误差明显比相位梯度算法

小，这是由于拉普拉斯算子采用二阶导数对相位变

化进行检测，较梯度算子的一阶偏导，对边缘更为

敏感。也正是因为梯度算子和拉普拉斯算子各自

依据数据分布随空间变化的一阶和二阶导数值进

行边缘检测，二者在各自分布曲线上对采样点的选

取标准才有所区别：拉普拉斯算子计算的是相位数

图 5 聚苯乙烯微球的拉普拉斯算子处理结果。（a）聚苯乙烯微球相位的拉普拉斯算子处理结果；（b）微球沿 B1B3方向的分布

曲线；（c）微球沿 B4B2方向的分布曲线

Fig. 5 Laplacian processing results of polystyrene microspheres. (a) Laplacian processing result of polystyrene microsphere phase; (b)
distribution curve of microspheres along the B1B3 direction; (c) distribution curve of microspheres along the B4B2 direction

表 3 聚苯乙烯微球相位拉普拉斯分布下不同采样点处的尺寸分析

Table 3 Size analysis of polystyrene microspheres at different sampling points under phase Laplacian processing distribution

Parameter

Pixel coordinate
Theoretical value /μm
Measured value /μm
Absolute error /μm
Relative error /%
Elapsed time /s

B11‒B31
（start point）
387‒418
4. 236
4. 588
0. 352
8. 310

0. 675

B12‒B32
（peak point）
395‒411
4. 236
2. 368

-1. 868
44. 098

B41‒B21
（start point）
216‒248
4. 236
4. 736
0. 500
11. 80

B42‒B22
（peak point）
224‒239
4. 236
2. 220

-2. 016
47. 592

据对空间的二阶导数，在其对应轴向曲线上的跃变

处附近，起跳位置的二阶导数为零，意味着一阶导

数最大值位置，即与梯度算子沿轴向分布曲线上的

极大值点（即尖峰点）在本质上是同一采样位置。

也就是说，这两种方法的采样原则其实是一致的。

此外，也基于实验数据考察了 Canny算子和

| ∂φ/∂x | 2 算 子 对 相 位 分 布 的 边 缘 检 测 能 力 。 如

图 6（a）所示，Canny算子处理中梯度值只有大于某

一阈值的像素点才被赋值为 1，其他小于阈值的点

则被赋值 0，即在处理结果图中只有 0和 1两种结

果；并且 Canny算子对噪声过于敏感而且对信号只

通过 0和 1两种形式区分，导致噪声与样本边界信

息有相似的表达，导致在图中的样本结果与背景没

有明显的对比特征，也就难以从图中寻找到微球的

位置。至于 | ∂φ/∂x | 2 算子处理，由图 6（b）可以看

到，样本与背景的对比度太差，已无法对样本边界

进行定位和采样分析。故仅对梯度算子和拉普拉

斯算子开展讨论。

为了进一步考察适用于生物细胞的采样方案，

继续基于真实的生物细胞进行观察分析，制取并检

测 了 多 组 洋 葱 表 皮 细 胞 样 本 ，如 图 7 所 示 。 从

图 7（a）荧光显微图和图 7（b）普通显微镜明场图中

可以看出，洋葱表皮细胞形状不规则且大小不一，

难以就整个样本进行对照分析，但同时也注意到洋

葱细胞胞核的形状均类似于圆形且尺寸大致相同，

故以洋葱细胞胞核为样本进行形态尺寸定量检测

和对照分析。

从图 7（a）所示的洋葱表皮细胞荧光显微图像中

测得细胞胞核的尺寸约为 17. 142 μm。图 7（c）为洋

葱表皮细胞的相位图，其物理尺寸为 307. 5 μm×
257. 5 μm，对应的像素尺寸为 833×699个像素，每

个像素点的物理尺寸为 0. 368 μm。由此得到的相位

梯度如图 7（d）所示，选取 A、B、C、D四个胞核样本，

并对每个样本的横向和纵向进行取值分析，由于数

据较多且四个样本的横向和纵向数据都较为相似，

此处仅选取 C样本进行举例分析，其中横向线 C1C3
和纵向线C4C2互相垂直且都经过样本C的中心。

从图 7（e）、（f）所示的梯度曲线提取的样本 C的

横向与纵向直径测量值以及对比结果如表 4所示。

可以看出，与聚苯乙烯微球的情形类似，基于洋葱

表皮细胞样本相位梯度曲线，在尖峰点处采样的测

量结果要好于起跳点处。

对于图 8（a）所示的洋葱相位拉普拉斯算子检

测结果，同样通过起跳点和尖峰点之间的像素坐标

差值以及像素点所对应的实际物理尺寸计算样本 C
直径。从表 5的数据可知，起跳点处采样测量的相

对误差比尖峰点处小得多。同比聚苯乙烯微球的

情形，再次说明基于洋葱表皮细胞样本相位拉普拉

斯曲线，起跳点处的测量结果更可取，这也与所述

的梯度、拉普拉斯曲线上跃变点附近的变化在理论

上的区别与关联相符。

从图 8（b）、（c）还可以看到，同样的相位分布，

其拉普拉斯曲线上的波动较梯度曲线更为复杂。

这是由于拉普拉斯算子对随空间变化的相位值更

加敏感，而在生物细胞内不同结构的边界处是物质

交换较为频繁的区域，相位值本身会受到扰动，这

图 6 聚苯乙烯微球相位的处理结果。（a）聚苯乙烯微球相位分布的 Canny算子处理结果；（b）聚苯乙烯微球相位分布的

| ∂φ/∂x | 2算子处理结果

Fig. 6 Processing results of the phase of polystyrene microspheres. (a) Processing results of Canny operator for the phase

distribution of polystyrene microspheres; (b) processing results of | ∂φ/∂x | 2 operator for the phase distribution of
polystyrene microspheres
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据对空间的二阶导数，在其对应轴向曲线上的跃变

处附近，起跳位置的二阶导数为零，意味着一阶导

数最大值位置，即与梯度算子沿轴向分布曲线上的

极大值点（即尖峰点）在本质上是同一采样位置。

也就是说，这两种方法的采样原则其实是一致的。

此外，也基于实验数据考察了 Canny算子和

| ∂φ/∂x | 2 算 子 对 相 位 分 布 的 边 缘 检 测 能 力 。 如

图 6（a）所示，Canny算子处理中梯度值只有大于某

一阈值的像素点才被赋值为 1，其他小于阈值的点

则被赋值 0，即在处理结果图中只有 0和 1两种结

果；并且 Canny算子对噪声过于敏感而且对信号只

通过 0和 1两种形式区分，导致噪声与样本边界信

息有相似的表达，导致在图中的样本结果与背景没

有明显的对比特征，也就难以从图中寻找到微球的

位置。至于 | ∂φ/∂x | 2 算子处理，由图 6（b）可以看

到，样本与背景的对比度太差，已无法对样本边界

进行定位和采样分析。故仅对梯度算子和拉普拉

斯算子开展讨论。

为了进一步考察适用于生物细胞的采样方案，

继续基于真实的生物细胞进行观察分析，制取并检

测 了 多 组 洋 葱 表 皮 细 胞 样 本 ，如 图 7 所 示 。 从

图 7（a）荧光显微图和图 7（b）普通显微镜明场图中

可以看出，洋葱表皮细胞形状不规则且大小不一，

难以就整个样本进行对照分析，但同时也注意到洋

葱细胞胞核的形状均类似于圆形且尺寸大致相同，

故以洋葱细胞胞核为样本进行形态尺寸定量检测

和对照分析。

从图 7（a）所示的洋葱表皮细胞荧光显微图像中

测得细胞胞核的尺寸约为 17. 142 μm。图 7（c）为洋

葱表皮细胞的相位图，其物理尺寸为 307. 5 μm×
257. 5 μm，对应的像素尺寸为 833×699个像素，每

个像素点的物理尺寸为 0. 368 μm。由此得到的相位

梯度如图 7（d）所示，选取 A、B、C、D四个胞核样本，

并对每个样本的横向和纵向进行取值分析，由于数

据较多且四个样本的横向和纵向数据都较为相似，

此处仅选取 C样本进行举例分析，其中横向线 C1C3
和纵向线C4C2互相垂直且都经过样本C的中心。

从图 7（e）、（f）所示的梯度曲线提取的样本 C的

横向与纵向直径测量值以及对比结果如表 4所示。

可以看出，与聚苯乙烯微球的情形类似，基于洋葱

表皮细胞样本相位梯度曲线，在尖峰点处采样的测

量结果要好于起跳点处。

对于图 8（a）所示的洋葱相位拉普拉斯算子检

测结果，同样通过起跳点和尖峰点之间的像素坐标

差值以及像素点所对应的实际物理尺寸计算样本 C
直径。从表 5的数据可知，起跳点处采样测量的相

对误差比尖峰点处小得多。同比聚苯乙烯微球的

情形，再次说明基于洋葱表皮细胞样本相位拉普拉

斯曲线，起跳点处的测量结果更可取，这也与所述

的梯度、拉普拉斯曲线上跃变点附近的变化在理论

上的区别与关联相符。

从图 8（b）、（c）还可以看到，同样的相位分布，

其拉普拉斯曲线上的波动较梯度曲线更为复杂。

这是由于拉普拉斯算子对随空间变化的相位值更

加敏感，而在生物细胞内不同结构的边界处是物质

交换较为频繁的区域，相位值本身会受到扰动，这

图 6 聚苯乙烯微球相位的处理结果。（a）聚苯乙烯微球相位分布的 Canny算子处理结果；（b）聚苯乙烯微球相位分布的

| ∂φ/∂x | 2算子处理结果

Fig. 6 Processing results of the phase of polystyrene microspheres. (a) Processing results of Canny operator for the phase

distribution of polystyrene microspheres; (b) processing results of | ∂φ/∂x | 2 operator for the phase distribution of
polystyrene microspheres



0617030-8

研究论文 第 59 卷 第 6 期/2022 年 3 月/激光与光电子学进展

图 7 采用梯度算子的洋葱表皮细胞相位分析。（a）洋葱表皮细胞荧光显微图；（b）洋葱表皮细胞明场图；（c）洋葱表皮细胞相位图；

（d）洋葱表皮细胞相位的 梯度 分布；（e）洋葱表皮细胞沿 C1C3方向的 梯度 分布曲线；（f）洋葱表皮细胞沿 C4C2方向的

梯度分布曲线

Fig. 7 Phase analysis of onion epidermal cells using gradient operator. (a) Fluorescence microscopy of onion epidermal cell;
(b) bright field map of onion epidermal cell; (c) phase map of onion epidermal cell; (d) ∂φ/∂x distribution of onion epidermal
cell phase; (e) ∂φ/∂x distribution curve of onion epidermal cell along C1C3 direction; (f) ∂φ/∂x distribution curve of onion

epidermal cell along C4C2 direction

表 4 相位梯度处理下洋葱表皮细胞胞核的尺寸分析

Table 4 Size analysis of onion epidermal cell nucleus under phase gradient treatment

Parameter

Pixel coordinate
Theoretical value /μm
Measured value /μm
Absolute error /μm
Relative error /%
Elapsed time /s

C11‒C31
（start point）
518‒595
17. 142
28. 336
11. 194
65. 302

0. 614

C12‒C32
（peak point）
537‒580
15. 824
15. 824
-1. 318
7. 689

C41‒C21
（start point）
379‒435
20. 608
20. 608
3. 466
20. 189

C42‒C22
（peak point）
387‒427
17. 142
14. 72
-2. 422
14. 129

表 5 ∂2φ/∂x2处理下洋葱表皮细胞胞核的尺寸分析

Table 5 Size analysis of onion epidermal cell nucleus under ∂2φ/∂x2 phase treatment

Parameter

Pixel coordinate
Theoretical value /μm
Measured value /μm
Absolute error /μm
Relative error /%
Elapsed time /s

C11‒C31
（start point）
535‒582
17. 142
17. 296
0. 154
0. 898

0. 733

C12‒C32
（peak point）
538‒576
17. 142
13. 984
-3. 158
18. 423

C41‒C21
（start point）
383‒429
17. 142
16. 928
-0. 214
1. 248

C42‒C22
（peak point）
389‒425
17. 142
13. 248
-3. 894
22. 716

也就使得在细胞结构的边界区域的相位变化更为

复杂，也就导致相位数据经拉普拉斯算子处理后将

比梯度算子在边界区域出现更多的波动。

3 分析与讨论

两种样本（聚苯乙烯微球和洋葱表皮细胞胞

核）的相位数据分别经梯度算子和拉普拉斯算子检

测后得到了其结构边缘信息，对比两种算子的处理

过程和结果可知，就实验数据实测而言，两种检测

方式处理耗时大约为 0. 5~0. 7 s，均能满足实时快

速检测的需要。各自的采样准则虽直观表现不同，

但具有很好的理论和逻辑一致性。梯度曲线下样

本边界位置的曲线变化特征比拉普拉斯算子更为

明显，即在梯度曲线中可以较为容易地找到介质边

界位置并确定特征点。拉普拉斯算子对样本内部

随空间变化的相位值较为敏感，体现在曲线分布上

就是起伏波动较多。对生物细胞而言，由于细胞中

不同细胞器边界处液体浓度的改变是连续波动的，

与浓度变化相关的噪声将会对实验结果带来较大

影响，模糊边界的采样特征，因此对生物细胞这类

相位数据进行处理时可优先考虑梯度算子对结构

边缘进行检测，并且以曲线波动的尖峰位置作为表

征样本中不同介质边界的特征点。需要说明的是，

从两种球形样本直径尺寸为指标的相对误差分析

结果来看，拉普拉斯算子检测的误差较小，但这是

在样本的结构和尺寸已知的条件下经过多次采样

对比才最终确定的边界位置，在对结构复杂、物理

尺寸未知的实际样本数据分析中，使用拉普拉斯算

子进行边缘定位分析是较为困难的。但是对于结

构简单稳定的样本，比如聚苯乙烯微球，则可基于

拉普拉斯算子进行定位分析，可提取曲线波动处的

起跳点作为采样点。

4 结 论

围绕从光相位图像快速获取样本形态结构特

征展开，针对检测分析实验中采样点的选取问题进

行了探讨。基于四类较常用的边缘检测算子，分别

考察了各自计算处理下样本边缘提取的情况，经对

比分析可知，对于从相位分布实验数据中提取样本

不同介质的边界来说，梯度算子和拉普拉斯算子明

显优于梯度模平方算子和 Canny算子。同时，由于

拉普拉斯算子对随空间变化的相位值和噪声更为

敏感，对于内部环境较为稳定的均质样本，可选取

拉普拉斯算子处理样本数据并选择拉普拉斯曲线

跳变位置处的起跳点作为特征点确定样品形态尺

寸；而对于内部环境较为复杂的非均质样本，可选

用梯度算子来处理样本相位数据，且相应选择梯度

曲线跳变位置的尖峰点作为样本边界位置的特征

采样点。所涉及的采样策略可为从相位信息中实

时获知样本形态特征从而进行无损免标记快速检

测的工作提供参考。
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图 8 采用拉普拉斯算子的洋葱表皮细胞相位分析。（a）洋葱表皮细胞相位的 ∂2φ/∂x2分布图；（b）细胞沿 C1C3方向的 ∂2φ/∂x2

分布曲线；（c）细胞沿 C4C2方向的 ∂2φ/∂x2分布曲线

Fig. 8 Phase analysis of onion epidermal cells using Laplacian operator. (a) ∂2φ/∂x2 distribution of onion epidermal cell
phases; (b) ∂2φ/∂x2 distribution curve of cells along the C1C3 direction; (c) ∂2φ/∂x2 distribution curve of cells along the

C4C2 direction
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也就使得在细胞结构的边界区域的相位变化更为

复杂，也就导致相位数据经拉普拉斯算子处理后将

比梯度算子在边界区域出现更多的波动。

3 分析与讨论

两种样本（聚苯乙烯微球和洋葱表皮细胞胞

核）的相位数据分别经梯度算子和拉普拉斯算子检

测后得到了其结构边缘信息，对比两种算子的处理

过程和结果可知，就实验数据实测而言，两种检测

方式处理耗时大约为 0. 5~0. 7 s，均能满足实时快

速检测的需要。各自的采样准则虽直观表现不同，

但具有很好的理论和逻辑一致性。梯度曲线下样

本边界位置的曲线变化特征比拉普拉斯算子更为

明显，即在梯度曲线中可以较为容易地找到介质边

界位置并确定特征点。拉普拉斯算子对样本内部

随空间变化的相位值较为敏感，体现在曲线分布上

就是起伏波动较多。对生物细胞而言，由于细胞中

不同细胞器边界处液体浓度的改变是连续波动的，

与浓度变化相关的噪声将会对实验结果带来较大

影响，模糊边界的采样特征，因此对生物细胞这类

相位数据进行处理时可优先考虑梯度算子对结构

边缘进行检测，并且以曲线波动的尖峰位置作为表

征样本中不同介质边界的特征点。需要说明的是，

从两种球形样本直径尺寸为指标的相对误差分析

结果来看，拉普拉斯算子检测的误差较小，但这是

在样本的结构和尺寸已知的条件下经过多次采样

对比才最终确定的边界位置，在对结构复杂、物理

尺寸未知的实际样本数据分析中，使用拉普拉斯算

子进行边缘定位分析是较为困难的。但是对于结

构简单稳定的样本，比如聚苯乙烯微球，则可基于

拉普拉斯算子进行定位分析，可提取曲线波动处的

起跳点作为采样点。

4 结 论

围绕从光相位图像快速获取样本形态结构特

征展开，针对检测分析实验中采样点的选取问题进

行了探讨。基于四类较常用的边缘检测算子，分别

考察了各自计算处理下样本边缘提取的情况，经对

比分析可知，对于从相位分布实验数据中提取样本

不同介质的边界来说，梯度算子和拉普拉斯算子明

显优于梯度模平方算子和 Canny算子。同时，由于

拉普拉斯算子对随空间变化的相位值和噪声更为

敏感，对于内部环境较为稳定的均质样本，可选取

拉普拉斯算子处理样本数据并选择拉普拉斯曲线

跳变位置处的起跳点作为特征点确定样品形态尺

寸；而对于内部环境较为复杂的非均质样本，可选

用梯度算子来处理样本相位数据，且相应选择梯度

曲线跳变位置的尖峰点作为样本边界位置的特征

采样点。所涉及的采样策略可为从相位信息中实

时获知样本形态特征从而进行无损免标记快速检

测的工作提供参考。
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