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一种基于能量分布的显微成像系统 3D-PSF选取方法

陈 华 蔡 熠 杨凤娟 梁日柳 何双燕
广西大学计算机与电子信息学院 , 广西 南宁 530004

摘要 在数字共焦显微技术的图像反卷积复原中，三维点扩展函数(3D-PSF)空间大小的选取与图像复原效果有密切

的关系。依据显微镜三维成像原理以及 3D-PSF模型，分析了显微镜 3D-PSF的能量分布和 3D-PSF空间大小的关系，

提出了一种通过复原效率与能量关系曲线拐点进行能量阈值确定，以实现 3D-PSF空间大小选取的方法。模拟了生

物光学显微镜 3种不同数值孔径(放大倍数)物镜下图像的采集和 3D-PSF的生成，获取不同能量大小 3D-PSF对细胞

三维仿真图像的反卷积复原结果。提出的方法为三维显微图像反卷积复原中 3D-PSF的自动选取奠定了基础。
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System Based on Energy Distribution
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Abstract In the image deconvolution of digital confocal microscopy system, the selection of spatial size of three

dimensional point spread function (3D-PSF) is closely related to the effect of image restoration. Based on the

principle of three-dimensional microscopic imaging and 3D-PSF model, the relationship between the energy

distribution and the size of 3D-PSF is analyzed, and a 3D-PSF size selection method is proposed and realized, which

uses the restoration efficiency - energy curve inflection point for energy threshold determination. The acquisition

of image and the generation of 3D-PSF of bio-optical microscope objective of three kinds of numerical aperture

or magnification are simulated, and the deconvolution restoration results of three-dimensional simulated cell images

by using the 3D-PSFs with different energy are obtained. The experimental results show the effectiveness and

feasibility of the proposed method, and provide a basis for automatic selection of 3D-PSF for the three-dimensional

microscopic image deconvolution.
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1 引 言
共焦显微成像技术在提高成像分辨率方面具有很大的潜力 [1-2]，而点扩展函数的研究则在各种图像复

原、提高图像分辨率的应用中具有重要的意义 [3-5]。在数字共焦显微技术 [6]研究中，针对生物光学显微镜采集

到的生物样本序列光学切片图像受离焦成分影响造成分辨率下降的问题，研究人员提出了多类三维显微图

像复原算法进行去卷积处理，提高图像分辨率，获得清晰的二维图像序列和三维图像 [7-14]。如文献 [7]提出了

两种线性非迭代算法，用于含泊松噪声图像的去卷积复原。文献 [8]提出了基于贝叶斯反演理论的算法，可
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以有效改善三维分辨率。文献 [11]在最大似然估计盲去卷积算法中使用一种内核密度处罚项，可以提高去

卷积效果，并且改善信噪比。文献 [14]则提出了一种快速迭代的去卷积方法，针对不同生物样本深度采用不

同的点扩展函数。以上这些方法在图像复原处理过程中，所采用的三维点扩展函数 (3D-PSF)的空间大小决

定着其去卷积复原效果与复原时间 [15-16]。选取 3D-PSF空间越大，复原效果越好，但同时处理时间也越长。

研究显示，3D-PSF的能量由其中部沿轴向和径向有规律扩散，能量分布为对顶双锥体 [17]。本文根据光

学显微成像系统中 3D-PSF的能量分布，以及显微镜物镜 3D-PSF能量的选取对三维显微图像复原效果的影

响，研究并提出一种基于复原效率与能量分布的 3D-PSF空间大小选取方法。

2 显微成像模型与点扩展函数
2.1 显微系统成像模型

在显微成像系统中，厚样本函数 f(x, y, z)通过显微镜光学系统在像平面 z′处得到的图像 g( )x, y, z′ 表示

为 [18]

g( )x,y, z′ = ∫
-∞

∞ ∫
-∞

∞ ∫
-∞

∞
f ( )x′,y′, z h( )x - x′,y - y′, z′ - z dx′dy′dz ， (1)

式中 h( )x, y, z - z′ 表示散焦量为 z - z′的 3D-PSF。图像成像模型可以表示为样本函数 f与 3D-PSF h的卷积：

g = f∗h . (2)
2.2 显微成像系统点扩展函数数学模型

三维图像的复原处理需要知道成像系统的 3D-PSF。3D-PSF可以从散焦光学传递函数 (OTF)的傅里叶

逆变换中得到。在光学切片分析中，首先要考虑不同散焦量的二维点扩展函数 (2D-PSF)。圆孔散焦光学传

递函数的表达式为 [18]

H (w,q) = 1
π ( )2β - sin 2β ·jincé
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÷÷1 - || q
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， (3)

式中 w为散焦误差，w=Δz·NA2/2，Δz为散焦量，NA 为数值孔径；q为频率，q2=u2+v2，u和 v分别为 x和 y方向的频

率；fc为系统的截止频率，fc = 2NA
λ

，l为波长，β = cos-1 q
fc

，k = 2π
λ

，jinc(x) = 2 J1(x)
x

。

通过计算不同散焦量的光学传递函数，即可得到一系列相应的散焦 2D-PSF，从而构成 3D-PSF。
2.3 3D-PSF能量分布

设 3D-PSF h(r)为 r(x, y, z)处的灰度函数，则其在无限空域的能量 E可表示为 [19]

E = ∫
0

∞
||h(r) 2dr . (4)

h(r) 在有限的离散空域中的能量 E(r)可以表示为

E ( )r =∑
0

r

||h( )r
2Δr . (5)

按(3)式构建 3D-PSF h(r)，以 ||h( )r
2
计算 3D-PSF中各点的能量值，构建 3D-PSF空间能量分布模型。图 1(a)

图 1 3D-PSF能量分布示意图。(a) 双锥体结构 ; (b) 轴向剖面能量强度 ; (c) 轴向能量分布 ; (d) 径向能量分布

Fig.1 3D-PSF energy distribution. (a) Double cone structure; (b) axial cross-section energy gray-scale diagram;
(c) axial energy distribution; (d) radial energy distribution
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所示为 3D-PSF双锥体能量分布结构模型，z为光轴方向，x、y为径向方向；图 1(b)为数值孔径 NA=0.6、放大倍数

为 40的显微镜光学系统 3D-PSF轴向剖面能量强度示意图；图 1(c)、(d)分别为以双锥体顶点为原点的 3D-PSF
光轴轴向能量分布图，以及 z=0处的径向能量分布图，其中横轴均为以波长λ为单位的散焦量(散焦距离)。

由图 1(b)可以看出，3D-PSF的能量集中在双锥体中间顶部。由图 1(c)和图 1(d)可以看出，随着轴向散焦

量的增大和 z=0径向距离的增大，3D-PSF能量迅速衰减。

在三维显微图像复原中，由于 3D-PSF的能量集中在双锥体锥顶部的小区域内，可以根据复原图像一般

浏览以及分析测量的不同用途和要求程度，研究这部分小区域的选取，而舍去周围大部分能量稀少区域，既

获得良好复原效果，同时减少复原时间，提高图像复原处理效率。

3 3D-PSF选取方法的提出
3.1 图像复原效率

在图像复原的研究中，通常采用改善信噪比 RISNR作为评价图像复原效果的客观标准，

R ISNR = 10 logæ
è
ç

ö
ø
÷|| f - g

2 || f ̂ - f
2

， (6)
式中 f、g和 f ̂ 分别为三维生物显微样本清晰图像、模糊切片图像和复原结果图像。根据 (6)式计算出的改善

信噪比数值越大，图像的复原效果越好。

但若要同时考虑图像复原的效果和复原产生的时间代价，需要同时考虑时间因素。本文提出了一个新的

图像复原效率评价准则。设复原处理耗费的时间为 t，定义图像复原效率 q为单位时间内获取到的 R ISNR ，即

q = R ISNR /t . (7)
3.2 基于能量分布的 3D-PSF选取方法

实验研究发现，复原效果 R ISNR 与复原效率 q分别与 3D-PSF能量 E存在如图 2所示的关系。图 2中横轴

和纵轴表示的量通过箭头表示大小，为无量纲量。随着所取 3D-PSF能量 E的增大，3D-PSF对图像的复原效

果不断提高，如图 2中 R ISNR - E 曲线所示。对应地，复原效率 q与 3D-PSF能量 E存在图 2中 q-E曲线所示的

关系：在 3D-PSF空间大小较小、能量较小时，复原效率 q处于上升阶段，q增幅为正；到达峰顶时，复原效率 q

处于极大值，停止上升，q增幅为零。随着 3D-PSF空间大小和能量的增大，复原效率 q开始下降，q增幅为

负。到 q-E曲线的拐点γ处，q的二阶导数为零，即 q增幅率为零。在此拐点处，复原效率 q下降到相当程度，

而复原效果上升到相当程度，开始获得较好的效果。

图 2 3D-PSF的 R ISNR - E 及 q-E关系曲线

Fig.2 R ISNR - E curve and q-E curve of 3D-PSF
进行图像复原处理时，可以将与此拐点对应的能量值 Eγ定为能量阈值。选取 3D-PSF时可以考虑：以能

量阈值 Eγ为起点，将大于并且最接近 Eγ能量的 3D-PSF定为起点 3D-PSF。若希望快速获得可用于一般观察

浏览的复原图像，可以选择起点 3D-PSF或能量稍大的 3D-PSF。若复原图像用于精确分析测量，可以选择

能量更大的 3D-PSF，以获得更高的分辨率和更好的复原效果。对复原图像的效果要求越高，选取 3D-PSF
的能量越大。

依据上述思想，得到 3D-PSF的选取步骤和方法为：
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1) 通过图像复原实验，求出复原效率 q与各 3D-PSF能量大小 E的对应关系；

2) 求出关系方程，画出拟合曲线；

3) 对曲线求二阶导数，获得曲线的拐点 γ(qγ ,Eγ) ；
4) 确定 3D-PSF的能量阈值 Eγ ，选定起点 3D-PSF；
5) 以起点 3D-PSF作为最小可选 3D-PSF，根据对复原处理的不同要求及程度，选取合理的 3D-PSF。

4 三维样本仿真复原实验
4.1 3D-PSF制作

设置参数：显微镜机械镜筒长度为 160 mm；光源波长为 550 nm；CCD 参数：1/3 inch(1 inch=2.54 cm)，像
素数为 640 pixel×480 pixel。

显微镜光学系统分别取以下 3种放大倍数M和对应的数字孔径 NA，表示 3个不同的光学系统：

1) M=10，NA=0.25；
2) M=20，NA=0.45；
3) M=40，NA=0.6。
3D-PSF层距 L取 0.3125 μm，根据 (1)式制作 3组空间大小为 21×21×21的 3D-PSF，其径向大小为 21×21，

轴向大小为 21，分别以 h21_10、h21_20、h21_40表示 3种不同放大倍数M和数字孔径 NA光学系统的 3D-PSF。
4.2 三维样本仿真图像制作

以图 3(a)的二维原始清晰图像 (151×151) 作为初始样本，通过逐次微角度旋转，得到 21幅二维图像，叠加

制作成大小为 151×151、21层的三维仿真样本图像 f，空间大小为 151×151×21。

图 3 仿真图像。(a) 原始清晰图像 ; (b) 模糊图像 g10_0; (c) 模糊图像 g20_0; (d) 模糊图像 g40_0

Fig.3 Simulated images. (a) Original image; (b) blurred image g10_0; (c) blurred image g20_0; (d) blurred image g40_0

根据 (2)式，分别用 h21_10、h21_20、h21_40 3个不同光学系统的 3D-PSF与图像 f进行卷积，得到 3个不同的三维

模糊图像 g10_0、g20_0和 g40_0，即样本图像 f的三维成像。图 3(b)~(d)所示分别为对 3个不同的三维成像取中心层

的二维图像。

4.3 三维仿真图像复原

以 h21_10、h21_20、h21_40 3个 3D-PSF的空间中心点 (11,11,11)为中心，向外依次截取的空间大小分别为 3×3×3、
5×5×5、7×7×7、…、19×19×19，得到 3组各 9个 3D-PSF，加上本身 21×21×21，得到 3组各 10个 3D-PSF，分别命

名为 h3_x、h5_x、h7_x、…、h19_x、h21_x (其中 x表示放大倍数 10、20或 40)。
用上述 3组 3D-PSF对相应的模糊图像 g_10、g_20、g_40进行去卷积复原处理，采用最大似然法，迭代次数为

600次。

4.4 能量与复原效果关系

分别计算以上 3组 3D-PSF在空间各点的能量值，将各点值累加获得相应 3D-PSF的能量 E。每组 3D-
PSF的能量值 E均以 h21_x能量值为标准进行归一化处理。这 3组 3D-PSF的空间大小 s、能量大小 E、复原效果

R ISNR 以及复原效率 q，如表 1所示。其中空间大小 s以像素数表示。

根据表 1的实验结果，分别画出 3个不同 3D-PSF的能量 E与空间大小 s、复原效果 R ISNR 与能量 E、复原效

果 R ISNR 与空间大小 s、复原效率 q与能量 E等 4组数据的关系曲线，如图 4所示。
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表 1 3D-PSF能量与复原效果的关系

Table 1 Relationship between energy and restoration effect
3D-PSF

h3_x

h5_x

h7_x

h9_x

h11_x

h13_x

h15_x

h17_x

h19_x

h21_x

s
/pixel
27
125
343
729
1331
2197
3375
4913
6859
9261

E
10×
0.09
0.216
0.334
0.444
0.543
0.641
0.737
0.830
0.918

1

RISNR
10×
0.12
0.30
0.69
0.96
1.14
1.44
1.78
2.18
2.54
2.68

q
10×
0.117
0.106
0.100
0.067
0.036
0.028
0.024
0.020
0.017
0.013

E
20×
0.21
0.42
0.57
0.69
0.78
0.85
0.90
0.94
0.98
1

RISNR
20×
0.25
0.84
1.23
1.44
1.80
2.15
2.51
2.82
3.04
3.15

q
20×
0.253
0.287
0.180
0.099
0.056
0.041
0.032
0.025
0.020
0.015

E
40×
0.34
0.58
0.76
0.84
0.90
0.93
0.95
0.97
0.99
1

RISNR
40×
0.28
0.79
1.35
1.91
2.46
2.97
3.44
3.82
4.13
4.26

q
40×
0.281
0.290
0.196
0.131
0.075
0.054
0.042
0.032
0.026
0.020

图 4 图像复原与 3D-PSF关系图。 (a) 能量与空间大小的关系 ; (b) 复原效果与能量的关系 ;
(c) 复原效果与空间大小的关系 ; (d) 复原效率与能量的关系

Fig.4 Relationship between image restoration and 3D-PSF. (a) Relationship between energy and size; (b) relationship between restoration
effect and energy; (c) relationship between restoration effect and size; (d) relationship between restoration efficiency and energy
由图 4(a)可知，随着 3D-PSF空间大小不断增大，3D-PSF包含的能量值 E也逐渐变大。同时可看出放大倍

数M越大的 3D-PSF，其曲线越靠上，表明放大倍数较大的 3D-PSF的能量更为集中在双锥顶部附近，放大倍数

较小的 3D-PSF的能量扩散到距双锥顶部较远的区域。由图 4(b)可知，3D-PSF能量越大，图像的复原效果越好。

由图 4(c)可知，3D-PSF空间大小越大，图像的复原效果越好。同时空间大小相同、放大倍数较大的 3D-PSF，图
像复原的效果较好。这是由于放大倍数较大的 3D-PSF的能量更为集中在锥顶附近，相同的空间区域包含着

更多的能量。由图 4(d)可知，图像复原效率 q与 3D-PSF能量 E基本呈反向关系，并且放大倍数较大的 3D-PSF
图像复原的效率较高。

由上述分析可知，3D-PSF包含的能量对图像复原效果具有明显的正向影响，3D-PSF能量越大，图像复原

效果越好，而图像复原效率却越低。原因是随着能量的增大，3D-PSF空间大小呈几何增大，图像处理时间 t也

呈几何量级增大，以时间作基数的图像复原效率 q = R ISNR /t 随着 3D-PSF空间的增大不断下降。因此，在三维显
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微图像复原过程中，应结合图像复原效果和图像复原效率两种评价准则来权衡确定 3D-PSF。

5 基于能量分布的 3D-PSF选取
5.1 q-E曲线拐点位置的确定

将图 4(d)中 3种放大倍数的复原效率 q与能量 E之间的数值对应关系进行拟合。M=10、M=20、M=40的

复原效率与能量关系拟合式为

f1(x) = -1.15x4 + 2.855x3 - 2.28x2 + 0.5x + 0.086 ， (8)
f2 (x) = -5.83x4 + 16.87x3 - 17x2 + 6.49x - 0.51 ， (9)

f3(x) = 1.58x4 - 2.14x3 - x2 + 1.7x - 0.12 . (10)
对 (8)~(10)式分别求二次导数，令二次导数为零，求得各曲线的拐点γ。3种放大倍数M的拟合曲线如图

5所示。

图 5 3种放大倍数的 q-E拟合曲线。(a) M=10; (b) M=20; (c) M=40
Fig.5 q-E fitted curves of three magnifications. (a) M=10; (b) M=20; (c) M=40

3种放大倍数下 q-E拟合曲线的拐点γ坐标分别是 (0.3866,0.0778)、(0.5307,0.206)、(0.807,0.1477)，对应的

能量阈值 Eγ可分别确定为 0.3866、0.5307和 0.807。对比表 1中 3D-PSF能量与复原效果的关系可知，大于并

且最接近 Eγ的 3D-PSF 分别是 h9_10、h7_20和 h9_40，这 3个 3D-PSF 对应的能量与复原效率分别为 (0.444,0.067)、
(0.57,0.180)、(0.84,0.131)。
5.2 3D-PSF选取

根据以上分析，选取 3D-PSF时可将 h9_10、h7_20和 h9_40定为起点 3D-PSF。
以放大倍数为 40倍的显微镜光学系统 3D-PSF为例，拐点在 (0.807,0.1477)处，能量阈值 Eγ=0.807，大于

并最接近该阈值点的 3D-PSF是 h9_40，因此，将 h9_40定为起点 3D-PSF。若希望快速获得可用于一般观察浏览

的复原图像，可以选择 h9_40或稍大的 h11_40，以获得快速复原处理效果。若复原图像用于精确分析测量研究，

可以选择更大的 h15_40、h19_40等 3D-PSF，以获得更好、更精确的复原效果。对复原图像的效果要求越高，选取

越大的 3D-PSF。采用 h 7_40、h9_40、h15_40和 h19_40复原处理得到的复原结果如图 6所示。

图 6 M=40时 3D-PSF的复原效果。(a) h7_40; (b) h9_40; (c) h15_40; (d) h19_40

Fig.6 Restoration results by M=40 3D-PSF. (a) h7_40; (b) h9_40; (c) h15_40; (d) h19_40

从图 6实验结果看，使用能量为 0.84的 h9_40的图像复原效果 ( )R ISNR = 1.91 明显好于能量为 0.76的 h7_40的

复原效果 ( )R ISNR = 1.35 ，且分辨率基本满足一般浏览的要求，可作为快速观察浏览图像使用。h15_40和 h19_40复

原获得的图像细节已经比较丰富，可满足分析测量使用。但比较这两个 3D-PSF的复原效果，仍然可以看
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出，图 5(d)较图 5(c)分辨率更高，细节成分更丰富。

实验表明，在考虑 3D-PSF能量分布的情况下，以图像复原效率 q作为图像复原的评价准则，依据复原效

率曲线拐点可以实现三维显微图像复原时对 3D-PSF的有效选取。

6 结 论
依据数字共焦技术中显微镜三维成像原理和 3D-PSF模型，分析了显微镜 3D-PSF的能量分布情况，提

出了基于能量分布复原效率的图像复原评价准则，并提出依据复原效率曲线拐点选取 3D-PSF的方法。采

用不同能量的 3D-PSF进行图像复原仿真实验，对实验数据和图像复原结果的分析表明，基于复原效率曲线

拐点选取 3D-PSF的方法有效并可行。该方法为数字共焦显微系统 3D-PSF选取自动化的实现奠定了基础。
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