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微球三维位置快速精密测量的新方法

姚成文１,雷　海１,常新宇１,胡春光１,胡晓东１,李宏斌１,２,胡小唐１
１天津大学精密仪器与光电子工程学院,天津３０００７２;
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摘要　为了实现对液态环境中微球三维位置的快速精密测量,尤其是轴向的测量分辨力和速度,基于离焦成像测

量理论,结合并改进象限插值法和矢径投影算法,提出了一种新的方法,实现了对微球三维方向１nm测量分辨力

的跟踪测量.该方法测量效率高,对单个粒子轴向位置的测量速率最快达到每秒上百帧甚至更高.进一步讨论了

横向位置测量误差对轴向测量分辨力的影响,分析了轴向方向大范围的跟踪测量分辨力.通过和相同实验条件下的

互相关方法对比,说明该方法在实际测量中具有可行性,在实现相同轴向测量分辨力的情况下测量效率更高.
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Abstract　ToachievefastandaccuratethreeＧdimensionalmeasurementsofmicrospheresinliquid especiallyaxial
trackingresolutionandspeed thispaperproposesanewmeasurementmethodbasedonoffＧfocusmeasuringtheory
andcombiningquadrantinterpolationalgorithmandradialprojectionalgorithm敭Resolutionof１nmmeasurementin
３Ddirectionsofmicrospheresisrealized敭Themethodhashighmeasurementefficiencywiththefastestmeasuring
rateatindividualparticleaxialpositionofhundredframespersecondandmore敭Theinfluencesofhorizontal
deviationsonaxialmeasurementsarefurtherdiscussed andaxialresolutionthroughoutdozensofmicrometersis
analyzed敭ComparedwiththecrossＧcorrelationmethodunderthesameexperimentalconditions thismeasurement
methodshowsfeasibilityinpracticalmeasurementapplicationsandenjoyshighermeasurementefficiencywhen
achievingthesameaxialmeasurementresolution敭
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１　引　　言
微球三维位置测量[１]是一种重要的单粒子跟踪技术[２Ｇ６](SPT),尤其是生物单分子动力学领域中的一种

重要测量手段.将直径为微米量级的微球与蛋白质或脱氧核糖核酸(DNA)分子连接作为生物单分子的测

量载体,通过跟踪测量微球的三维位置来实现对生物单分子动力学的力谱分析.该领域不仅要求在测量精
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度上实现对微球三维位置纳米级甚至亚纳米级分辨力的跟踪测量,而且为使测量结果具有统计效应,单次实

验需要对大量微球进行并行甚至实时测量,因此针对微球三维位置的跟踪测量速度也提出了很高的要求.
目前国内外研究人员已提出了大量的测量方法以提高微球三维位置的测量精度和速度.在光镊技术

中,基于四象限光子探测器的背焦平面法[７]能够实现微球三维位置的亚纳米分辨测量,测量速度能够达到千

赫兹,但是单次实验只能测量一个粒子,难以实现对大量粒子的并行测量.其他大多数微球三维位置测量的

方法是基于显微成像的图像测量,一般包含横向测量和轴向测量两方面.横向测量方面主要有质心法[８]、霍
夫变换(HT)法[９Ｇ１０]、象限插值(QI)[１１Ｇ１２]等.轴向测量方面有两大类,一是基于理论算法匹配的测量方法,如
同轴数字全息法[１３Ｇ１６]、点扩展函数(PSF)法[１７]等,二是基于已知实验图像进行匹配的测量方法,如最外环半

径法[１８]、互相关(COR)法[１９]、矢径投影(RP)法[８,２０Ｇ２１]等.有学者利用质心法与矢径投影法[８,２０Ｇ２１]相结合,实
现了微球三维位置１nm分辨力的测量,但是质心法需要微球图像的衍射特征位于图像中心或附近位置,对
信噪比或对比度较低的图像难以取得较高精度.有研究者结合霍夫变换法与互相关法[９]对微球三维位置进

行测量,该方法测量分辨力高,但运算复杂,计算速度较慢,难以实现大通量快速测量.象限插值法[１４]通过

将二维图像转化为一维曲线进行计算,减小了数据运算量,提高了测量速度,在横向测量上分辨力可以达到

１nm,但轴向测量分辨力较低.基于理论算法匹配的测量方法中以同轴数字全息法应用最为广泛,根据不

同的的全息重构算法产生了一些分支,常用的有菲涅耳变换法、卷积法[１６]、瑞利 索末菲反向传播法[１４]、洛伦

兹 米氏匹配法[１４Ｇ１５]等,轴向测量分辨力最高可达到２nm.该算法的主要不足之处在于重构算法较为复杂,
计算速度较慢,不太适合大通量快速测量.而基于点扩展函数[１７]进行轴向匹配测量的方法,只能实现轴向

５nm的分辨力,精度不高.
综上可知,大多数微球三维位置的测量方法都难以满足生物单分子动力学领域中对微球三维位置的测

量要求,一些方法只能实现部分维度的高精度测量,另外一些方法在测量速度或方法的适用性上有所欠缺.
因此虽然目前微球的三维位置测量方法众多,但是对于能够实现对大量粒子快速高分辨力测量的目标来说,
依然有较大的发展空间.本文基于离焦成像测量理论,将象限插值和矢径投影法有机结合并改进,提出微球

三维位置快速精密测量的新方法,实现了全部三维方向的１nm测量分辨力,同时大大提高了单个微球的测

量速度,为后续进行大通量生物大分子并行实时拉伸测量[１１]的研究打下了基础.

２　原　　理
基于离焦成像测量理论,利用微球在光轴上离焦位置成像的衍射光斑特征进行三维位置测量,包括横向

和轴向测量两部分.横向测量以质心法粗略确定微球圆心位置,用象限插值法[１２]校正质心法的圆心测量偏

差,从而精确定位微球横向位置.轴向测量建立在横向测量的基础上,利用实验记录的微球离焦图像,采用

矢径投影法进行轴向位置匹配,精确定位轴向位置.

２．１　横向测量

微球三维位置测量实验中,单次实验的照明与电荷耦合器件(CCD)成像会有不同,使得微球图像产生明

暗差异.因此在计算圆心之前,需要对图片进行归一化处理.之后使用质心法粗略确定微球圆心为原点,以
角度Δθ和长度Δr为间距建立圆栅格.栅格顶点强度值Iθ,r由相邻像素的值双线性插值得到,如图１(a)所示.

然后将各象限半径相同点的强度值相加,得到各象限强度值矢量(Q１,Q２,Q３,Q４),如图１(b)所示.将

Q１ 与Q４,Q２ 与Q３ 相加,分别得到Y 轴左侧和右侧强度值矢量,将其两侧强度值矢量连接得到Ix(r),即
Ix(r)＝(Q２＋Q３)‖(Q１＋Q４),做镜像运算后得到Ix(－r),如图１(c)所示.

然后将Ix(r)与Ix(－r)进行互相关运算,得到“相关系数 半径”离散值曲线Xx(r′),如图１(d)所示.
根据互相关运算可知,该曲线中心点的位置是Ix(r)与Ix(－r)各自中心相互重合的位置.而其峰值位置与

曲线中心点距离的偏差就是两倍于圆心的偏移误差δr.但实际上上述偏差是强度曲线Ix 中圆心移动的距

离,这与实际的圆心移动的距离并不相等,因为圆心的移动将导致曲线重新分布.为了对二者进行校正,需
对半边微球的栅格点不同角度进行积分,得到误差的变换公式δx＝δr/(π/２),即δr 经过变换可得圆心真正

的补偿误差.同样地,求出圆心的Y 方向的补偿误差δy,将δx 与δy 补偿到初始圆心坐标,得到修正后的

X,Y 坐标.重复迭代上述步骤,可以得到精确的圆心位置.
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图１ 横向测量原理图.(a)图像栅格化插值过程示意图;(b)图像四象限强度分布曲线;
(c)左右联接后强度曲线及其镜像曲线;(d)互相关运算求X 最终坐标

Fig敭１ Schematicdiagramoflateralmeasurement敭 a Schematicdiagramofinterpolationprocessinrasterizedimage 

 b intensityprofilesoffourquadrants  c intensitycurveanditsmirrorcurveofleft

quadrantsconcatenatedwithrightones  d crossＧcorrelationtocalculatefinalXＧposition

值得注意的是,图１(a)在对微球图像插值的过程中,圆心附近栅格顶点分布密集,这些点多是由圆心附

近几个像素点决定.这些像素点在插值曲线中占有较大比重,对结果的影响较大.同时当出现异常像素点

时,容易对结果产生较大误差.为减小圆心附近像素点的影响力,采用形如下式的权重调整函数作用于各象

限强度曲线,从而调节圆心附近点对整个结果的影响权重:

f(r)＝Ar２×(B－r)２,　r∈ [０,R], (１)
式中R 为插值半径,A 和B 的选取与插值栅格半径的大小以及权重的调整有关,通常会降低圆心附近及外

环像素点的权重,需要结合具体实验数据确定.

２．２　纵向测量

轴向测量以横向测量中得到的圆心为基础,基于矢径投影[８,２０Ｇ２１]的方式将二维图像转化为一维矢量曲

图２ 轴向测量原理图.(a)矢径投影过程示意图;(b)矢径投影曲线

Fig敭２ Schematicdiagramofaxialmeasurement敭 a Processofradialprojection  b intensityprofilesofradialprojection

线,如图２所示.图像中所有像素点均按照下式投影,得到一维半径矢量M＝[m１,,mi,,mN]T.
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式中Mi 是半径ri－１到ri＋１的环带间的像素总数,c是像素根据它到圆心的权重,Ik 是像素的灰度值,mi 是
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半径矢量中i点的值,i＝０,１,２,,N,ri＝iΔ.
根据衍射规律可知,同一个粒子在轴上不同位置经过光学系统得到的衍射图案不同,由此不同位置的图

像投影得到的半径矢量M 也不相同.首先按照一定轴向间距,建立关于不同位置微球图像的标准化矢量矩

阵S,对于每一个位置的图像,矩阵中都有唯一与之相对应的标准位置矢量S(z).将被测图像投影矢量

Mobj＝[m１,,mi,,mN]T 与每个标准位置矢量S(z)＝[S１(z),,Si(z),,SN(z)]进行匹配,最佳匹

配的位置就是被测图像中小球的轴向位置,匹配原理图如图３所示.

图３ 矢径投影法匹配原理图

Fig敭３ Schematicdiagramofmatchingradialprojectionalgorithm

将实验中被测图像对应矢量Mobj与标准矢量S(z)定义一个函数Jz,如下式所示.在不考虑图像噪声的

情况下,对Jz 进行求导,当导数为０时,Jz 取最小值,则此时的轴向位置Zbest最接近被测图像微球位置.

Jz＝f S(z),Mobj[ ]＝∑
N

i＝０

[Si(z)－mi]２, (３)

式中z为S 中等间距分布的轴向位置.实际运算中,为了提高速度,以数值计算近似值代替最小真值.首

先计算出标准矢量库S 中每个位置的矢量S(z)与被测图像的投影矢量Mobj的函数值Jz,找到最小值Jmin,
其对应的轴上位置Zbest就是最佳匹配的位置.不过由于S 是按照一定轴向间距建立的离散位置矢量库.
这样直接求出的微球位置分辨力太低,为提高测量分辨力,在Zbest附近位置选取一定数量Jz 函数的点,对
其进行三次样条插值拟合,然后求出拟合曲线中的最高点对应的位置Zfinal,该位置Zfinal即为被测图像微球

的最终Z 轴位置.

３　实验装置

图４ 实验装置.(a)实验光路图;(b)实验采集图片;(c)实验样品示意图

Fig敭４ Experimentalsetup敭 a ExperimentallightＧpathdiagram  b experimentalcollectionimages 

 c experimentalsamplediagram

实验系统光路如图４(a)所示.激光经过衰减器衰减,经反光镜反射改变传播方向以减小光路空间长
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度,入射到盛有微球样品的样品池,一部分光入射到微球上产生散射光,与直接穿过玻片的透射光在显微物

镜的焦平面附近发生干涉,干涉图像经物镜放大后在CCD上成像,成像结果如图４(b)所示.实验中的样品

结构如图４(c)所示,微球由IKACＧMAGHS７加热磁力搅拌器通过加热熔融的方式固定在玻片上.系统中

使用的激光光源为Edmund公司的型号为３９Ｇ５６９的激光二极管,波长为６７０nm,功率３mW.显微物镜为

Nikon(CFILPlanEISLWD),其放大倍数为１００倍,数值孔径(NA)为０．７０.图像传感器CCD为PointGrey
公司的GS２ＧGEＧ５０S５MＧC,其有效像素个数为２４４８pixel×２０４８pixel,像元尺寸为３．４５μm×３．４５μm.用

于驱动样品移动的纳米三维位移台为NＧPoint公司的NPXY１００Z２５Ｇ１０２&ControllerC３００,其X、Y、Z 三

个方向的行程分别为１００,１００,２５μm,定位噪声分别为０．３、０．３、０．１nm.实验中使用的样品小球是

Polysciences,Inc公司的粒径为５μm的硅球.

４　实验结果与分析
４．１　X,Y,Z 向测量分辨力

为了测试本算法在微球X,Y,Z 三轴方向上的测量分辨力,以微球的X,Y,Z 三轴周期阶跃运动跟踪测

量实验结果来验证.用NＧPoint三维纳米位移台驱动样品分别在X,Y,Z 三个方向做周期阶跃运动,利用

CCD相机进行跟踪采图,并用介绍的方法对微球的三维位置进行计算,结果如图５所示.从图中可以看出,
三轴方向的１nm周期阶跃运动都可以清晰地分辨出来,X,Y,Z 三个方向的测量标准差分别达到０．５５,

０．５４,０．６４nm.证明该方法实现了微球三维位置的１nm测量分辨力.

图５ X,Y,Z 向纳米阶跃实验结果(图中红线表示台阶平均值)

Fig敭５ ExperimentalresultsofnanostepinX Y Zaxes redlinereferstoaveragevalue 

４．２　轴向误差分析

理论上微球的三维位置的测量分辨力能达到更高水平,实际过程中测量结果会受到环境影响,影响因素

有环境中的噪声、光学平台的振动、温度的变化等.这些因素都会引起物镜、样品以及CCD相对位置的改

变,从而导致测量的不准确性,产生测量误差.实验中主要存在两种测量误差:线性系统误差及随机误差.
线性系统误差的产生与实验装置的固定有关,该实验中纳米位移台等装置都是通过螺丝固定到光学平台上,
固定之后产生应力释放,导致实验装置朝着一个固定的方向产生偏移,这种偏移随着应力的释放会越来越

小,因此将实验装置固定后静置一段时间再开展实验可有效减小线性系统误差.但即使静置一段时间后,也
没办法完全消除,实验数据中仍然会残留一些系统误差,这些误差整体上呈线性分布.通过对跟踪测量的结

果进行线性拟合,提取其中的线性误差后去除.除此之外,系统中存在一定的随机误差,主要受系统白噪声

影响.在实际应用中,微球的轴向位置的分辨力更加重要,所以主要分析轴向随机误差.图６为微球轴向位

置静态连续测量结果,其中线性漂移已被减去.从图６中可看出,微球轴向位置定位结果分布在±２nm范

围内,通过对这一波动数据进行分析,发现其分布符合正态分布,正态分布的标准差约为０．８１nm.
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图６ 轴向静态噪声.(a)轴向位置波动;(b)统计分布

Fig敭６ Axialstaticnoise敭 a Axialpositionfluctuation  b statisticaldistribution

４．３　横向测量偏差对轴向分辨力的影响

微球的轴向位置测量是建立在横向位置测量的基础上,因此横向测量产生的误差可能会对轴向测量分

辨力产生较大影响.为评估该影响,通过实验来定量分析.本系统中的 CCD像元尺寸为３．４５μm×
３．４５μm,测量系统横向放大率为４０左右.横向测量的误差一般不超过一个像素,在图像中即不超过

１００nm.图７分析了X,Y 两个方向上横向位置误差在１００nm范围内时,Z 轴位置测量标准差的变化.图

中当横向位置偏差为０时,Z 轴位置测量标准差为０．９３nm,当横向偏差达到１００nm时,Z 轴位置测量标准

差也只有１．０nm.微球的轴向位置测量标准差变化非常小,因此该微球横向测量偏差对轴向测量分辨力的

影响有限,基本可以忽略.

图７ 横向偏差对轴向精度影响

Fig敭７ Influenceoflateraldeviationonaxialprecision

４．４　轴向位置对测量分辨力的影响

图８ 轴上不同位置微球成像图

Fig敭８ Imagesofmicrospheresatdifferentaxialpositions

图８为微球在不同离焦位置时的衍射图像,可以看出不同轴向位置的微球衍射光斑差异很大.而很多
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离焦成像的匹配算法对轴向位置跟踪测量时,高分辨力的测量范围只有几微米甚至更小,对算法的实用性产

生了很大的限制.通过轴上大范围连续跟踪匹配实验,定量地讨论所提测量方法在轴向大范围的测量分辨

力.以１μm为间距,选取了轴上焦点附近几十微米范围内不同轴向位置,使用三维纳米位移台驱动样品微

球做周期性阶跃运动,通过计算２nm的周期阶跃信号的测量标准差来分析轴向位置对算法测量分辨力的

影响,结果如图９所示.图中记录了６次不同实验的结果,可以看出该算法在较大范围内都能实现轴向位置

的高分辨力测量,测量标准差小于１nm.从图９(a)可看出微球在焦点一侧测量分辨力高,另一侧分辨力下

降明显.将图９(a)焦点附近的曲线放大得到图９(c)中的结果,也可以发现测量标准差整体呈上升的趋势.
对于测量分辨力较高一侧,结果如图９(b)所示,结果表明该侧距离焦点２０μm范围内,微球位置测量标准差

都在１nm范围内,即能够实现高分辨力的跟踪测量.

图９ 轴上不同位置矢径投影法测量精度图

Fig敭９ Matchingprecisionatdifferentaxialpositionsusingradialprojectionalgorithm

４．５　与互相关算法对比测量

为了检验本算法的轴向测量分辨力与速度,对相同实验系统环境中采集的微球图像,用互相关算法来计

算微球轴向位置,并将其与本轴向测量的矢径投影法进行对比.通过对４０００张图片中微球位置跟踪计算,
两种不同算法计算速度与测量分辨力结果如图１０所示,其中图１０(a)为计算速度对比图,图１０(b)为测量分

辨力对比图,图中横坐标都为计算所用匹配方形区域边长,范围为６０~１８０pixel,图１０(a)纵坐标为计算所

用时间以１０为底的对数,图１０(b)纵坐标为测量标准差.
从图１０可以看出,矢径投影法与互相关法对微球的轴向位置测量都能达到１nm的分辨力,甚至在匹

配面积较小的时候更有优势.同时本算法的计算速度远远超过互相关法,二者速度相差数十倍(计算用电脑

CPU:i５,主频为３．５GHz).当匹配区域边长为６０pixel时用时３３s,使用矢径投影法计算４０００张图片微球

轴向位置时间为３３s,即可达１００frame/s以上.如果结合图形处理器(GPU)加速,并优化算法进行并行计

算,应该能够达到更高的计算速度.这为后续实现大通量粒子并行甚至实时计算打下了良好的基础.
同时为验证该方法对运动小球追踪的有效性,针对在重力、浮力和粘滞阻力共同作用下做下落运动的小

球,使用本算法对其三维位置进行跟踪测量,并将跟踪测量的结果与使用霍夫变换与互相关算法跟踪测量的

结果进行对比,结果如图１１所示.其中图１１(a)为微球三维位置的跟踪结果对比图,图１１(b)为轴向位置跟

踪结果对比图.为了更加直观地看到两种算法的对比,对跟踪结果增加了一定的偏置量.从图中可以看出,
两种方法的计算结果能较好地吻合,从而证明该算法对运动物体的追踪是行之有效的.

５　结　　论
基于离焦成像测量理论,结合并改进了象限插值与矢径投影法,提出微球三维位置快速精密测量的新方

法.大量实验证明了该方法切实可行,实现了全部三维方向１nm的高分辨力测量.分析讨论了该方法横
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图１０ 矢径投影法与互相关算法的 (a)计算速度与 (b)测量分辨力对比图

Fig敭１０ Comparisonof a calculationspeedand b measurementresolutionusingradialprojection
algorithmandcrossＧcorrectionalgorithm

图１１ 微球动态测量.(a)三维位置测量结果;(b)Z 向定位结果对比

Fig敭１１ Dynamicmeasurementofmicrosphere敭 a ThreeＧdimensionalmeasurementresults 

 b comparisonofZaxialposition

向测量误差对轴向测量分辨力的影响,结果表明横向测量误差对轴向测量的影响较小,基本可以忽略.研究

了微球轴向方向大范围内的测量精度,可实现超过３０μm大范围１nm的测量分辨力,同时得到了轴向测量

高分辨力最佳匹配区域,对后续实验具有指导作用.通过与相同实验条件下互相关算法进行对比,证明了该

方法具有较高的分辨力,在测量区域偏小的情况下要明显优于互相关算法.此外,该方法提高了数据处理速

度,实现了单个粒子轴向位置每秒百帧以上的测量速率.为实现大通量粒子三维位置并行实时测量提供了

可能.且该测量方法实验设备简单,可应用的范围很广,在分子动力学领域以及其他生物物理和生命科学等

领域的一些相关测量活动中都能发挥重要作用.
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