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应用共焦空间微分显微镜获取边缘增强显微图像
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摘要　生物样品图像边缘增强与提取是医学图像处理的关键技术之一，是进行生物样品形态分析的基础。图像边

缘增强通常是通过计算机编程对原始图像进行后期处理来实现的，然而，这里应用共焦空间微分显微镜系统，实现

了在获得样品共焦显微图像的同时直接获取对应的边缘增强显微图像，且图像分辨率与对比度较高。实验不仅获

取了掩膜板与标准分辨率板ＲＴＡ０７的边缘增强图像，说明系统分辨率达到１．５μｍ，而且实现了生物细胞的边缘

增强图像的获取，如血红细胞与口腔上皮细胞，图像可用于样品尺度与面积等形态的分析与计算，在生物医学研究

中有实际应用意义。
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１　引　　言

医学图像已成为临床诊断、病理分析及治疗的

重要依据，对医学图像的处理使得医生对人体内部

病变部位的观察更直接和清晰，确诊率更高［１－３］。

０３１７００１１
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边缘是图像本质特征之一，一幅图像就相当于一个

信息库，大部分的信息是由图像的边缘轮廓所提供

的，因此生物样品图像边缘增强与提取是医学图像

处理的关键技术之一［４－７］，是进行样品形态分析的

基础，增强提取的结果直接影响到病情的分析和诊

断，目前已应用于医学图像匹配、肿瘤病灶确定、造

影血管检测、各种时期癌症细胞的识别、冠心病诊

断、左心室边缘抽出等方面［８－１０］。现有的图像边缘

增强方法主要是在获得原始图像后通过计算机编程

处理来实现的，是图像处理领域的研究热点，近年来

随着计算机技术与数学的发展，出现了不少新的方

法，主要的方法有微分法（Ｓｏｂｅｌ、Ｒｏｂｅｒｔ算子等）、小

波变换法、数学形态法、模糊检测法等［４－８］。

然而，本课题组近期提出了一种新的实现共焦

显微镜空间微分的方法［１１］，将空间微分技术引入到

共焦显微镜中，初步实验已发现其可实现图像边缘

增强。可由于早期实验条件的限制，得到的实验结

果并不理想，图像的分辨率低。在前期工作的基础

上，进一步研究了共焦空间微分显微成像技术，搭建

了共焦空间微分显微镜系统，此系统不仅可以获得

生物样品的共焦显微图像，还可直接获得对应的边

缘增强显微图像，不需后期的图像编程处理。

本文应用自制的共焦空间微分显微镜系统直接

获取样品高分辨率与高对比度边缘增强显微图像。

先是通过标准分辨率板等规则样品的边缘增强图像

的获取，测试得到系统的分辨率较高。而后进一步

应用此系统到生物细胞中，实现了生物细胞的边缘

增强显微图像的获取，得到了人血红细胞（ＲＣＢｓ）和

口腔上皮细胞的边缘增强图像，最后根据得到的边

缘图像进行了样品形态分析与计算。

２　实验方法

２．１　共焦空间微分显微镜的原理

基于光源、被照物点和探测器三点彼此共轭的

原理，共焦显微镜利用光电探测器探测样品的反射

光，将反射光信号转化成电信号，信号经采集与处理

后重构出样品的共焦显微图像［１２］。在共焦显微镜

的基础上，要实现边缘增强显微图像的获取，即提取

出边缘信号并利用边缘信号进行图像重构，可以采

用空间微分的方法，实现探测光信号犐（狓）对样品

上对应空间位置狓的微分，数学上可以表示为

ｄ犐
ｄ狓
＝ｌｉｍ

Δ狓→０

Δ犐

Δ狓
＝ｌｉｍ

Δ狓→０

犐（狓＋Δ狓）－犐（狓）

Δ狓
．

当样品上相邻空间两点的反射光强度相等时，探测

器探测到的微分信号为０，而当样品上相邻空间两

点的反射光强度相差较大时，探测器探测到的微分

信号则是一个峰值信号，也就是边缘信号，从而可以

实现边缘信号的提取，最终实现图像边缘增强。因

此，将共焦显微镜与空间微分技术相结合构建共焦

空间微分显微镜系统，可以实现边缘增强显微图像

的获取。

空间微分技术实质上是互补调制技术与激光扫

描技术的结合［１１，１３］，激光扫描技术使得入射激光束

连续扫描，实现了两束调制光束到达样品上的空间

两点距离足够小Δ狓→０。互补调制技术是空间微分

技术的关键，其作用是将入射光束调制成两束强度

相同、相位相反的光束，从而实现探测光信号的差分

犐（狓＋Δ狓）－犐（狓）。

互补调制模块由互补斩波器与分束 合束器组

成，分束器将入射激光束犻分成两束强度相同的光

束犻１、犻２。当斩波器以调制频率ω转动时，狋时刻犻１通

过斩波器，而在狋＋Δ狋时刻犻２通过斩波器，二者轮流

地通过互补斩波器，从而被调制成两束强度相同、相

位相反的光束，犻２ 在相位上相对犻１ 延迟了π（ωΔ狋＝

π），分别表示为犻１（狋）＝犻０ｃｏｓ（ω狋）与犻２（狋＋Δ狋）＝

犻０ｃｏｓ（ω狋＋π）。犻１、犻２ 先后被聚焦到样品上，光电探测

器探测到的反射光信号犐不仅与入射光束有关，还

与样品自身有关。当光束以速度狏进行连续扫描时，

探测器接收到总光强信号可表示为

犐＝犐１（狋）＋犐２（狋＋Δ狋）＝犆·μ（狋）·犻１（狋）＋犆·μ（狋＋Δ狋）·犻２（狋＋Δ狋）＝

犆·μ（狓）·犻０ｃｏｓ（ω狋）＋犆·μ（狓＋狏Δ狋）·犻０ｃｏｓ（ω狋＋π）＝犆·μ（狓）·犻０ｃｏｓ（ω狋）－

犆·μ（狓＋Δ狓）·犻０ｃｏｓ（ω狋）＝犆犻·μ（狓）－犆犻·μ（狓＋Δ狓）＝犐（狓）－犐（狓＋Δ狓）， （１）

式中犆是与实验条件有关的常数，μ（狓）是与样品自

身有关的系数。由上式可知，互补调制技术实现了

光强信号的差分。

２．２　实验装置与系统

共焦空间微分显微镜系统原理图如图１所示，

波长为５１４．５ｎｍ 的氩离子激光器 （Ａｒｇｏｎｉｏｎ

０３１７００１２
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ｌａｓｅｒ，３５ＬＡＬ５１５２３０，ＣＶＩＭｅｌｌｅｓＧｒｉｏｔ）作为光

源，其输出的连续光首先进入互补调制模块，将入射

光束调制成两束轮流通过互补斩波器的调制光。两

束调制光束完全沿着同一路径，通过二向色镜到达

振镜 后 由 物 镜 聚 焦 到 样 品 上。振 镜 （６２３１Ｃ，

ＣａｍｂｒｉｄｇｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）由振镜控制电路控制，使

聚焦光斑相对于样品作水平二维扫描。样品的反射

光沿原光路返回，经物镜到达振镜后再由二向色镜

反射，最后经聚焦通过针孔后到达光电倍增管

（ＰＭＴ）（ＣＲ１３１，Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｈａｍａｍａｔｓｕ）进 行 探 测。

ＰＭＴ接收到空间微分信号后送到锁相放大器

（ＳＲ８３０，ＳｔａｎｆｏｒｄＲｅｓｅａｒｃｈＳｙｓｔｅｍｓ）对其解调并放

大，由数据采集卡（ＰＣＩ６１１５，ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔ）采

集数据并存储到电脑，通过计算机算法重建出样品的

边缘增强显微图像。

图１ 共焦空间微分显微镜系统原理图

Ｆｉｇ．１ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｃｏｎｆｏｃａｌｓｐａｔｉａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｓｙｓｔｅｍ

图２ 掩膜板成像。（ａ）边缘增强显微图像；（ｂ）共焦显微图像

Ｆｉｇ．２ Ｉｍａｇｉｎｇｏｆｍａｓｋ．（ａ）Ｅｄｇｅｅｎｈａｎｃｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｉｍａｇｅ；（ｂ）ｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅ

　　本实验系统在早期工作基础上进行了优化，改

善早期实验图像分辨率低的问题，实现高分辨率边

缘增强图像的获取。首先是振镜扫描装置的改进，

要满足实现空间微分条件之一Δ狓→０，必须使入射

光束连续扫描，这就要求振镜连续运动，而驱动电压

的步长大小决定其运动的连续性，步长减小时Δ狓

变小，因此本系统通过设法减小驱动电压步长，由早

期的５ｍＶ优化到本系统中的１ｍＶ，从而实现了分

辨率的提高。其次，根据不同的样品特点，采用不同

数值孔径的物镜，提高系统分辨率。由分辨极限公

式犣＝０．６１λ／犖犃，其中犣为显微物镜最小分辨距

离，λ为光源波长，犖犃 为显微物镜的数值孔径，可得

数值孔径犖犃 越大，分辨率越高。

３　实验结果与分析

３．１　获取掩膜板边缘增强显微图像

由于共焦显微镜自身对光路调节的要求很高，

所以共焦空间微分显微镜系统的搭建对光路的要求
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更高，两束调制光束必须严格合束沿着同一路径。

为了验证此系统获取边缘增强显微图像的可行性，

形状规则取材容易的掩膜板首先作为样品进行了实

验。实验采用的显微物镜是２０×（犖犃＝０．４０）的平

场透镜，激光输出功率设置在最小处１５ｍＷ，图像

像素为２５０ｐｉｘｅｌ×２５０ｐｉｘｅｌ。

图２（ａ）是掩膜板的边缘增强显微图像，图２（ｂ）

是其对应的共焦显微图像。从图２可以看出，图像

对比度高，与前期实验结果相比，图像分辨率明显提

高了，边缘增强显微图像边缘清晰突出，边缘增强效

果很好，从而说明了应用共焦空间微分显微镜获取

边缘增强显微图像的可行性，可以很好地实现样品

图像边缘增强。

３．２　获取标准分辨率板边缘增强显微图像

为了将共焦空间微分显微镜系统应用到对生物

医学研究有意义的样品，首先选用国家标准分辨率

板（ＪＪＧ８２７１９９３，ＲＴＡ０７）进行实验，可测试本系

统的分辨率。实验采用的物镜是２５×（犖犃＝０．４０）

平场透镜，图３（ａ）是对分辨率板进行共焦空间微分

显微成像得到的边缘增强图像，图３（ｂ）是图（ａ）中

图３ 分辨率板成像。（ａ）边缘增强显微图像；（ｂ）图（ａ）中

红色线犪到犪水平范围归一化数据图像；（ｃ）共焦显

微图像；（ｂ）图（ｃ）中红色线犪到犪水平范围归一化

　　　　　　　　数据图像

Ｆｉｇ．３ Ｉｍａｇｉｎｇ ｏｆｔｈｅ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｐｌａｔｅ． （ａ）Ｅｄｇｅ

ｅｎｈａｎｃｅｄ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｉｍａｇｅ； （ｂ）ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ

ｓｉｇｎａｌｓａｔｔｈｅｓｅｃｔｉｏｎｓｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄｂｙｔｈｅｓｐａｃｅ

ｆｒｏｍ犪ｔｏ犪ｉｎＦｉｇ．（ａ）；（ｃ）ｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

ｉｍａｇｅ；（ｄ）ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｓｉｇｎａｌｓａｔｔｈｅｓｅｃｔｉｏｎｓ

ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄｂｙｔｈｅｓｐａｃｅｆｒｏｍ犪ｔｏ犪ｉｎＦｉｇ．（ｃ）

红色线水平犪到犪范围内对应信号归一化后的数据

图像，图３（ｃ）是图（ａ）相对应的共焦显微图像，

图３（ｄ）是图（ｃ）中红色线水平犪到犪范围内对应信

号归一化后的数据图像。

由图像可知，将共焦空间微分显微镜系统应用

到标准分辨率板，可得到较高分辨率的边缘增强显

微图像，且可很容易地由图３（ｂ）得到分辨率板的线

条宽度约为５μｍ，边缘轮廓线的宽度约为１．５μｍ，

由此可得此系统可以清楚地分辨１．５μｍ的距离，

即间距大于１．５μｍ的两个线物体能被分辨，系统

分辨率达到１．５μｍ。

３．３　获取血红细胞边缘增强显微图像

为了实现将共焦空间微分显微镜系统应用到生

物细胞中，人血红细胞被选为样品进行实验。由于

人血红细胞较小，其直径一般小于１０μｍ，所以采用

的物镜放大倍数为６０倍（犖犃＝０．７５）。图４（ａ）是

系统直接获取的血红细胞的边缘增强显微图像，图

４（ｂ）是图（ａ）中红色线水平犪到犪范围内对应信号

归一化后的数据图像，图４（ｃ）是图（ａ）相对应的共

焦显微图像，图４（ｄ）是图（ｃ）中红色线水平犪到犪

范围内对应信号归一化后的数据图像。

图４ 血红细胞成像。（ａ）共焦空间微分显微图像；（ｂ）图

（ａ）中红色线犪到犪水平范围归一化数据图像；（ｃ）

共焦显微图像；（ｂ）图（ｃ）中红色线犪到犪水平范围

　　　　　　　　归一化数据图像

Ｆｉｇ．４ ＩｍａｇｉｎｇｏｆＲＢＣｓ．（ａ）Ｅｄｇｅｅｎｈａｎｃｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ

ｉｍａｇｅ；（ｂ）ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｓｉｇｎａｌｓａｔｔｈｅｓｅｃｔｉｏｎｓ

ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄｂｙｔｈｅｓｐａｃｅｆｒｏｍ犪ｔｏ犪ｉｎＦｉｇ．（ａ）；

（ｃ）ｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅ；（ｄ）ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ

ｓｉｇｎａｌｓａｔｔｈｅｓｅｃｔｉｏｎｓｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄｂｙｔｈｅｓｐａｃｅ

　　　　　　ｆｒｏｍ犪ｔｏ犪ｉｎＦｉｇ．（ｃ）
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吴丽如等：　应用共焦空间微分显微镜获取边缘增强显微图像

由图４可知，共焦空间微分显微镜系统成功地

应用到生物细胞样品中，可直接获取到其对应的边

缘增强显微图像。而且，可根据边缘增强显微图像

对样品形态做简单的分析，由图４（ｂ）的边缘增强图

像对应的数据曲线可知，两个图线尖峰很好地确定

了细胞的边缘位置，很容易地得到血红细胞的直径

约为８μｍ，面积约为５０μｍ
２。

３．４　获取口腔上皮细胞边缘增强显微图像

实际的生物医学研究中，所研究的生物细胞大

部分都是不规则的，因此将共焦空间微分显微镜系

统应用于不规则的生物细胞可使得此系统应用更全

面，容易取材的口腔上皮细胞被选为实验样品，实验

采用４０×（犖犃＝０．６５）的物镜。

图５（ａ）是口腔上皮细胞的边缘增强显微图像，

图５（ｂ）是其对应的共焦显微图像。由图５不仅可

知共焦空间微分显微镜系统可应用到不规则形状的

生物细胞中获取边缘增强图像，且可知此系统还可

应用于无色透明细胞，得到的边缘增强显微图像分

辨率高，细胞的微细结构得到了突显。

图５ 口腔细胞成像。（ａ）边缘增强显微图像；

（ｂ）共焦显微图像

Ｆｉｇ．５ Ｉｍａｇｉｎｇｏｆｏｒａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．（ａ）Ｅｄｇｅｅｎｈａｎｃｅｄ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｉｍａｇｅ；（ｂ）ｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅ

４　结　　论

研究了共焦空间微分显微镜的原理，并搭建了

共焦空间微分显微镜系统，不仅将其应用到形状规

则的掩膜板，直接得到清晰的边缘增强显微图像，与

前期结果相比图像分辨率与对比度明显提高，说明

了此系统获取边缘增强图像的可行性，而且将此系

统应用到对生物医学领域有实际意义的样品中，特

别是应用到生物细胞中，实现了对标准分辨率板、血

红细胞与不规则的无色透明口腔上皮细胞的成像，

均很好地实现了边缘增强与微细结构的突显，系统

分辨率达到１．５μｍ。根据得到的边缘增强图像可

以对样品的形态做简单的分析，大致计算了标准分

辨率板的线条宽度、血红细胞的直径与面积等。由

此可知，共焦空间微分显微镜系统可应用于实际的

生物医学研究中，获取的清晰的边缘增强显微图像

可作为样品形态分析与相关计算的基础。
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