
第 35卷 第 2期

2015年 2月
Vol. 35, No. 2
February, 2015

光 学 学 报
ACTA OPTICA SINICA

0212002-

离焦图像的互相关匹配法测量微球三维位置研究

谢湘军 雷 海 常新宇 曾雅楠 胡晓东* 胡小唐
天津大学精密测试技术及仪器国家重点实验室 , 天津 300072

摘要 为了提高在液态环境中对直径微米量级微球三维位置测量的空间分辨力，尤其是轴向的测量精度，将互相关

算法对相似图像高精准的匹配特性与离焦成像法测量微球三维位置的思想相结合，讨论基于互相关匹配的离焦成

像法测量微球三维位置的方法。实验表明，该方法对微球轴向位置 4 min内连续定位的测量标准差约为 0.64 nm，已

实现对微球三维方向 1 nm阶跃变化的分辨测量，这在生物单分子动力学、粒子图像测速技术等研究领域具有重要

意义。相同实验条件下，与同轴数字全息显微术对微球三维位置的对比测量和分析也初步说明了该方法在实际测

量应用中的可行性与高精度的特点。
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Abstract To improve the resolution of three-dimensional position measurement of micrometer scale spheres

in liquid, especially the resolution in the axial axis, a method named three-dimensional microsphere tracking

using off-focus images based on cross-correlation matching algorithm is developed. It is a combination of the

cross-correlation algorithm which has high precision matching characteristics to similar images and the idea

of tracking three-dimensional microspheres using off- focus images. As a result, the experiments show that a

standard deviation of about 0.64 nm is reflected when tracking the same microsphere continuously in the axial

direction in four minutes, and a resolution of 1 nm step measurement in all three axes is achieved. This is

significant to the study of single biological molecule dynamics and particle image velocimetry etc. Under the

same experimental conditions, the comparative measurement and analysis of three-dimensional microsphere

tracking with digital in- line holographic microscopy show that the method exhibits high feasibility and

resolution in practical measurement applications.
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1 引 言
液体环境中直径为微米量级的微球三维位置测量在科学研究和工程技术领域诸如流体力学、粒子图像
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测速技术和布朗运动等方面有着广泛应用，尤其在生物单分子动力学研究领域，比如蛋白质分子折叠与解

折叠分析，要求实现对微球三维位置纳米级甚至亚纳米级分辨力的测量。鉴于其重要的研究地位，越来越

多的测量方法被提出以提高对微球三维位置纳米级位移变化的测量精度 [1-3]。目前，微球三维位置的测量方

法主要包括应用于光镊技术中的背焦平面法 [4]、磁镊技术中的互相关法 [5]、显微成像技术中的基于理论算法

的数字全息重构法 [6-9]和米氏散射匹配法 [6]以及基于实验图像序列本身的离焦成像法 [10]。这些方法在其测量

应用领域均有诸多优势，但也有其不足之处。光镊技术单个光阱只能操纵一个粒子；磁镊技术则要求研究

对象须是磁珠；数字全息重构法则显得数据运算量大、速度偏慢；米氏散射法要求对粒子直径、折射率、系统

放大倍数、环境折射率等有准确的测量值。本文讨论的基于互相关匹配的离焦成像法测量微球三维位置可

广泛应用于磁镊及显微成像技术中，且有明显优势：测量分辨力高，准确度好，可同时测量多个微球对象。

对微球三维位置即横向、轴向位置的测量一般是由不同的方法完成的。横向位置测量方面，Zhang等 [11]

采用的阈值转换式质心法、van Loenhout等 [12]提出的基于图像象限插值的互相关法等均实现了 1 nm分辨力

的测量。相对于对微球横向位置的准确测量定位，轴向位置的高分辨力测量一直是微球三维位置测量中的

瓶颈，文献表明。目前实现对微球轴向位置测量的最高分辨力为 2 nm，是 Zhang等 [13]通过最佳线性无偏估计

的矢径投影法在对荧光粒子的离焦图像处理实现的。本文将主要基于互相关算法对离焦图像进行特征匹

配的方法测量微球的轴向位置，并对实际情形的微球三维位置进行了追踪，实现了高分辨力测量。

2 测量原理
2.1 横向测量

对微球横向即垂直于光轴的 XY平面方向的测量技术已较为成熟，诸如质心法、Hough变换法、梯度法 [14]、

基于图像象限插值的互相关法等，均可实现对条纹圆心的精准定位。用于检测圆的Hough变换是基于参数式

来表示圆，其对应为一个参量空间矩阵，其中的元素为累加单元，累加后的峰值表示对输入图像检测到的圆

特征值。本文采用基于中点圆算法快速取圆的 Hough变换法来跟踪微球的 XY向位置，由于对图像噪声具有

稳健性的特点，实现了 XY向位置的高分辨测量 [7,15-18]。

2.2 轴向测量

对于轴向即 Z向的微小位移量测量，采用的是基于离焦成像的方式进行的。离焦成像测量微球 Z向位

置的思想最早是由 Speidel等 [10]在 2003年提出的，其后沈轶等 [5,11-13,19]均在这种测量思想的匹配方法上做了许

多工作。离焦成像思想主要是指在显微成像技术中，微球在距物镜焦面不同位置时所产生的条纹特征斑不

同，即微球相对于物镜焦面的特定距离均会有一个不同的特定条纹与之对应，因此可由微球已知离焦距离

的条纹斑构成标准来解析测量其他微球某一条纹斑所对应的轴向位置。在条纹特征解析匹配的方法中，应

用效果较好的主要有矢径投影法 [11,13]、最外环半径匹配法 [19]和互相关法。与矢径投影、最外环半径匹配法相

比，互相关法匹配图像特征有着最高的测量精度，且其 Z向测量精度不依赖于 XY向圆心的精准定位，即不会

出现 XY向与 Z向测量精度的交叉影响。

本文讨论的基于互相关匹配的离焦成像法对微球 Z向位置进行测量是对离焦成像思想与图像互相关匹

配法的结合，其工作原理如图 1 所示，首先由纳米位移台按固定步距如 100 nm 驱动样品，每移动一步，由

图 1 Z向测量原理

Fig.1 Principle of measurement in the Z axis
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CCD即时采集图像，由此构成对应微球 Z向位置信息的标准图像序列库。因此，对于测量范围内微球任一位

置的成像，可通过互相关匹配法将其条纹特征与标准图像序列逐一进行对比，得出“互相关值-标准图像序

列号”曲线，由此解析出微球 Z向位置。

具体来说，互相关匹配法是将被测微球位置条纹特征与标准图像序列库中的每一张图像进行如 (1)式所

示的互相关运算 [20]，得到“互相关值-标准图像序列号”离散值曲线，对最大值及其附近点作多项式曲线拟合，

可解析得出微球 Z向纳米级测量精度。其中 K为标准图像序列库中某一图像对应的矩阵，K̄ 为其平均值，考

虑到微球可能存在微小横向偏移，选取的 I为微球被测位置图像对应的比 K略大的矩阵，Ix,y 为从 I中有序移

位截取的与 K同样大小的匹配区域，
--
Ix,y 为其平均值，K i, j 和 Ix + i,y + j 分别为矩阵 K和 Ix,y 中的元素，R x,y 为 Ix,y

与 K的互相关值。

R x,y =∑
i = 0

n - 1∑
j = 0

m - 1 (Ix + i,y + j - --
Ix,y )(Ki, j - K̄ )

∑
i = 0

n - 1∑
j = 0

m - 1(Ix + i,y + j - --
Ix,y )2∑

i = 0

n - 1∑
j = 0

m - 1(Ki, j - K̄ )2
. (1)

3 实验系统
构成显微成像功能的实验光路如图 2(a)所示，位于透镜焦点位置的 LED点光源发出的光经透镜会聚后

形成平行光束，光束中经微球散射的部分与未经微球散射的部分在倒置的显微物镜焦面位置附近干涉，干

涉图像经物镜放大后由 CCD成像。制备好的样品其结构如图 2(b)所示，微球由 IKA C-MAG HS 7加热磁力

搅拌器通过加热熔融的方式固定的玻片上。

图 2 实验系统。(a) 成像装置 ; (b)样品结构

Fig.2 Experimental system. (a) Imaging devices; (b) structure of the sample
系统使用的 LED 点光源 (SCHOTT MORITEX, MCEP-CR8-070 & Controller MLEP-A070W1LR-100V)为

红光，波长范围为 613.5~645.0 nm。使用的显微物镜 (Nikon, CFI L Plan EPI SLWD)放大倍率为 100倍，数值孔

径 NA为 0.70。图像传感器 CCD(Point Grey, GS2-GE-50S5M-C)的有效像素个数为 2448 pixel×2048 pixel，像
元尺寸为 3.45 μm × 3.45 μm，实验过程中一般使用非全区域成像时 30 frame/s的采样速率。此外，用于驱动

样品移动的纳米位移台 (nPoint, NPXY100Z25-102 & Controller C.300)XYZ向行程分别为 100、100、25 μm，定

位噪声分别为 0.3、0.3、0.1 nm。

由于空间采样及本身噪声，使用数字化的成像装置将会引入误差。而图像的空间采样频率，理论上主

要 由 显 微 成 像 系 统 的 传 递 函 数 及 微 球 的 粒 径 大 小 所 决 定 [11]。 根 据 实 验 装 置 ，艾 里 斑 直 径

da = 1.22λ/NA = 1069~1124 nm ，因此对点扩展函数（PSF）的最大采样宽度建议不超过 da /10 = 106.9 nm，实验

过程中所取采样宽度为 100 nm。如果微球直径 db > da ，图像频谱主要由被测对象的频谱而不是 PSF的频谱

所限制，由此得出 100 nm 采样宽度下可测的最小微球直径 db = 1.0 μm 。实验中对 1 μm/3 μm/5 μm
(Polysciences, Inc), 2.8 μm(Invitrogen, Dynabeads M-270), 4.5 μm(中国石油大学重质油国家重点实验室)五种

直径的微球进行了测量分析。
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4 实验结果及分析
4.1 XYZ向纳米阶跃测量

为了测试基于互相关匹配的离焦成像法的测量分辨力，实验中使用该算法对微球纳米级阶跃跳变进行

了测量。如图 3所示，XY向 1 nm及 Z向 2 nm的阶跃变化都可以清晰地分辨出来，其中 XY向纳米阶跃的标准

差分别为 0.41 nm和 0.34 nm，Z向的标准差为 0.58 nm。

图 3 XYZ向纳米阶跃测量

Fig.3 Measurement of nano-step in three axes
理论上，基于互相关匹配的离焦成像法测量微球 Z向位置的分辨力可达到理想的亚纳米甚至更高水平，

通过对仿真图像的分析处理也佐证了这一点。然而，事实上，尽管纳米位移台保持在一个固定的位置，微球

与物镜间的相对位置每分钟会有几纳米甚至十几纳米的渐变。这一变化很大程度来源于光学平台振动及

环境温差变化等引起的物镜焦距漂移或者纳米位移台位置漂移，这也是测量系统的主要误差源。如图 4所

示为基于互相关匹配的离焦成像法对同一位置同一微球 Z向位置连续定位的结果，其中由于噪声因素引起

的约 50 nm的线性漂移已被减去。由图中可看出，定位结果分布在±3 nm范围内，对这一波动数据进行统计

分析，发现其分布符合高斯分布，高斯分布定位结果的标准差为 0.64 nm。因此，该实验系统下基于互相关匹

图 4 静态噪声。(a)轴向位置波动 ; (b)统计分布

Fig.4 Static noise. (a) Axial position fluctuation; (b) statistical distribution

图 5 Z向 1 nm阶跃测量

Fig.5 Measurement of 1 nm step in the Z axis
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配的离焦成像法对微球 Z向位置的分辨力可达 0.64 nm。图 5为对 Z向 1 nm阶跃变化的测量结果。

4.2 微球大范围三角波运动测量

为了表明基于互相关匹配的离焦成像法测量微球三维位置的测量范围，实验中控制微球按给定的大范

围三角波进行运动，可得到如图 6所示结果。事实上，XY向的测量范围由显微成像系统的成像视野所决定，

对于放大倍率约 100倍的成像系统而言，XY向测量范围均可达 50 μm以上，而 Z向的测量范围则取决于微球

大小及离焦图像的成像质量。

图 6 XYZ向 10 μm幅度的三角波运动测量

Fig.6 Measurement of 10 μm range triangular motion in three axes
4.3 与同轴数字全息术的对比测量

为了检验基于互相关的离焦成像法测量微球三维位置的可行性及测量精度，针对同样的实验系统与环

境中采集的微球图像，对该方法与同轴数字全息术 (DIHM)测量微球三维位置的方法进行了对比。如图 7所

图 7 实际情形微球三维位置跟踪。(a)液态坏境中的微球图像 ; (b)由微球M0构建的标准图像库部分图像 ; (c)不同离焦位置时衍

射环大小及强度剖面图 ; (d) t=3 s时微球M2 Z向位置测量

Fig.7 Tracking of microspheres′ three-dimensional position in practical case. (a) Image of microspheres in liquid; (b) some of standard
images constructed from microsphere M0; (c) size and intensity profile of the diffraction rings at different positions of the objective′ s

focal plane; (d) measurement of microsphere M2 in the Z axis at time t=3 s
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示，图 (b)为由微球 M0构建的标准图像序列库的部分图像，由于其他被测微球与微球 M0材质相同，且各微球

粒径偏差在 3%以内，因此各微球的衍射环大小及强度分布与微球 M0基本一致，仅与各自的离焦距离有关

[图 7(c)]。图 7(d)展示了微球 M2在 t=3 s时刻产生的图像及其与标准库图像匹配的情形，其中由解析得出的

最大互相关值所对应的图像库序列值即可推算出微球M2在此刻的 Z向相对位置。

对微球 M1和 M2进行连续追踪的测量结果分别如图 8及图 9所示。两种方法对微球 M1测量值之差的

标准偏差为 2.10 nm，其中微球 M2由于未固定而在重力、浮力、粘滞力等作用下游离向下运动。为了在同一

幅图中清晰地显示两种方法的测量结果，在图 8(a)及图 9中，对同轴数字全息测得的结果加有偏置值。

图 8 微球M1位置跟踪。(a) Z向定位结果 ; (b)测量值差异

Fig.8 Tracking of microsphere M1. (a) Axial position tracking results; (b) difference between the two measurement values

图 9 微球M2位置跟踪。(a)三维位置测量结果 ; (b) Z向定位结果对比

Fig.9 Tracking of microsphere M2. (a) Three-dimensional tracking results; (b) comparison of axial position tracking

5 结 论
鉴于互相关法对相似图像的精准匹配特性，将其应用于离焦成像法测量微球三维位置。实验结果表

明，该方法可实现对 Z向 1 nm阶跃跳变的分辨测量，并可同时测量多个微球粒子。为测试在实际测量应用

中的情形，实验中与同轴数字全息术做了对比测量，结果表明基于互相关匹配的离焦成像法对微球 Z向微小

位置变化测量具有高精度及高可行性的特性，这为生物单分子动力学如蛋白质分子折叠与解折叠时的力学

特性分析等研究提供了有力的保障。
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