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基于线性化动态范围变换的光学投影层析三维成像
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摘要　传统的光学投影层析受相机感光元件动态范围及曝光时间的限制,难以对具有复杂空间结构分布的样品获

取其完整且精细的三维结构信息.针对传统光学投影层析三维成像系统存在的问题,提出了在传统光学投影层析

技术中引入朗伯体光源以及线性化动态范围变换的新方法.使用朗伯体光源照射样品,通过多次曝光分别对样品

进行图像采集,获取相机实际响应曲线,线性化处理曲线中非线性响应区域以解决传统多次曝光动态范围变换存

在的非线性失真和假象问题,然后应用图像融合技术对多次曝光获取的原始图像数据进行融合,运用反投影算法

重构样品三维成像,从而获得具有复杂空间结构样品的精细三维结构信息.理论分析与成像结果表明,这种基于

光学投影层析的三维结构成像新方法可以获得复杂空间结构样品更多的信息.
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Abstract　Thedynamicrangeandexposuretimeofthecameraarethemainlimitationforthetraditionaloptical
projectiontomographytoachievetheintactanddetailedthreeＧdimensionalinformationofsampleswithcomplicated
spatialstructure敭ThenormalizeddynamicrangeＧtransformofthreeＧdimensionalimagingacquisitionandprocessare
usedtosolvetheexistingconundrum oftraditionalthreeＧdimensionalimagingbasedontheopticalprojection
tomographytechnology bymeansofsettingtheLambertsourceandcarryingonthenew methodofnormalized
dynamicrangeＧtransform敭Settingmultipleexposurestogettheimageofsample normalizingthetestedresponse
curveofthecameraforsolvingthenonＧlineardistortionandfalseappearanceexistinginthetraditionalhighdynamic
range usingtheimagefusiontheorytoimprovetheimageprocessingprogram thenreconstructingthesampleby
thereverseprojectionalgorithm andgetthethreeＧdimensionalstructureofthesamplefinally敭Fromtheanalysisof
imagingresult thenormalizeddynamicrangeＧtransformofthreeＧdimensionalimagingacquiresmoreinformationof
sampleswithcomplicatedspatialstructure moredetailsofdifferentareasareabletobeobservedthroughthisway敭
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１　引　　言
光学投影层析(OPT)是近年来新兴的三维成像技术之一.２００２年,Sharpe等[１]在Science首次报道了

该技术,英国 MRC小组已经实现对于小鸡胚胎基因表达吸收以及荧光OPT三维显微成像.OPT相比于

其他三维成像技术具有成本低、速度快以及能够对动物胚胎和一些宏观的组织进行高分辨率的荧光[２Ｇ４]和非

荧光三维成像[５Ｇ６].以往的OPT成像过程中,通过记录样品每个角度的投影成像作为三维成像重构的基

础,每次投影成像的数据采集需要根据样品的透射特性以及相机的响应特性来设置曝光时间.然而对于具

有复杂空间结构特性的物质,传统OPT三维成像技术存在很大限制,譬如,对样品中相对透明的区域设置

合适的曝光时间,则相对不透明区域不能完全显现;但若加大曝光时间,则相对透明区域会饱和.为了实现

OPT对具有复杂空间结构物质的更精细且符合人眼感知特点的三维成像,本文提出了一种在传统OPT成

像基础上引入朗伯体光源以及线性化动态范围变换的新方法,即采用朗伯体光源照射样品提高成像的精度

且保证像面在线性化动态范围变换内,在图像采集过程中设置多次曝光时间.虽然采用多次曝光方法扩大

成像动态范围是一种熟知方法,但传统的多次曝光高动态范围变换方法存在一个根本性的缺陷,就是对于不

同的成像区域需要选择不同的输出函数,为了使某区域的图像最清晰,需要人为(主观)地选择输出函数.而

每个区域的输出函数并不是线性的,从而导致在图像融合过程中的非线性失真和假象.为了从根本上解决

这个问题,提出了线性化高动态范围变换新方法,即首先测量出CCD相机的实际响应曲线,并对相机的实际

响应曲线中的非线性响应区域进行归一化处理(即线性化),然后以线性化响应曲线做为基准,以相机的实际

响应曲线与线性化响应曲线的偏差来确定该区域的输出函数,然后在OPT的滤波反投影(FBP)成像处理过

程中将同一场景不同曝光时间的图像数据进行融合,以Radon变换将样品三维结构反演输出.该方法不仅

获取了物质的完整三维结构信息,而且比传统OPT成像更加精细、更贴近人眼对样品的感知程度.

２　基于线性化动态范围变换的OPT三维成像原理
２．１　基于OPT的三维成像实验系统

基于OPT原理的三维成像系统如图１所示.将样品倒置于折射率匹配池中并固定于步进电机上,照明

光源发出的光经均光板成为照度均匀的扩散光,投射到样品上.在这个过程中,步进电机由计算机控制进行

驱动,使得样品旋转.为了满足近似直线投影,均光板的面积远大于样品被照射面积,光源满足朗伯发射面

条件.远心镜头系统距样品的距离较远(工作距离为１６０mm),成像的景深通过景深板测量可达到６mm
左右[７Ｇ８].透射光经远心透镜成像到高速相机(BasleracA２０４０Ｇ１８０km,德国),由高速CMOS工业相机采集

图像并传送到计算机.利用数据采集卡(DAQ)输出信号同步控制相机采集与电机转动频率,重建算法采用

FBP算法重建出各个断层的二维图形,再通过二维图像重构成三维结构成像[６].

图１ 基于OPT的三维成像系统简图

Fig敭１ ThreeＧdimensionalimagingsystembasedonOPT
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２．２　OPT精细三维成像原理

OPT成像结合了计算机断层扫描(CT)成像原理[９]与显微技术,通过采集样品在各个方向的投影数据,
在计算机中进行反投影重建重构出样品的三维结构.OPT与CT的不同之处在于它是经过远心光学系统

的近似直线投影,是一种光吸收成像,透过样品出来的透射光包含了吸收特性的光学信息,再通过远心光学

系统得到其光学投影图像,再运用FBP算法,得到最终的三维显微结构成像.
设均光板面积为S,均光板中心垂直方向上的光强为Io,与垂直方向夹角为θ的方向上的光强为Iθ、亮

度为Lθ.光源经过均光板后,成为一个均匀的发光面,也称朗伯发射面(其亮度不随方向角改变,即亮度为

一个常数L),则有:

Iθ ＝Iocosθ＝LScosθ. (１)

　　当样品被照射面积大小远小于发光面时,角度θ的大小可近似为０,则光线经过样品后的透射光到达相

机可看成一个近似直线投影过程,因此可利用CT成像原理近似模拟整个成像过程.
基于CT的原理与算法[９],设进入样品的光强为I,出射的光强为I′,样品的吸收系数为μ,射线在样品

中经过的路径为l,则有:

ln(I′/I)＝∫
L

O
μdl. (２)

　　在满足近似直线投影情况下,样品通过光学成像系统的光强类似于CT中的X射线直接穿透物体,

CMOS单元接收的是样品光学吸收系数的投影量.选取任意两个剖层面,其中剖层面与电机转轴垂直,因
此电机转轴垂直于相机像素行,样品的每层投影对应于相机上的某行像素.

定义空间坐标(x,y,z),获取单角度投影成像时,设沿光传播方向为z方向,进入样品前的光强分布为

I(x,y),穿透过样品后进入相机的光强分布为I′(x,y),θ为转动的角度,l′为投影路径,单角度照射样品的投影

面分布函数F(x,y,z)可表示为[９]

F(x,y,θ)＝∫
l′

０
μ(x,y,θ)dl′＝ln[I′(x,y)/I(x,y)]. (３)

　　设样品一个剖层面(x,z)的反投影函数值为K(x,z);各个角度相应投影卷积函数为c(u,v),其中u 为x
方向变化量,v 为z方向变化量,可得其分布为[９]

K(x,z)＝∫
２π

０∫
¥

－¥∫
¥

－¥
F(u,v)∗c(x－u,z－v)dudvdθ. (４)

　　在得到各个剖层不同旋转角度投影量后,经计算机FBP算法重建后可得到各个层析图像,进一步可获

取样品三维光吸收结构[９].FBP算法可表示为[１０]:
设三维反投影空间函数分布为ϕ(x,y,z),Y 为图像投影面高度,得到了样品的三维反投影空间函数分布

即可获取样品的三维结构重组图像:

ϕ(x,y,z)＝∫
Y

０
K(x,z)dy. (５)

　　理论上只要对０~π的角度进行投影即可.实验中投影角度变化是通过控制步进电机来实现的[１１Ｇ１２],
为防止电机转动过程中偏离轴心,在实际实验中需要旋转０~２π的角度,如图２所示.

２．３　图像采集

图３(a)~(c)展示了同一场景下不同曝光设置后图像不同透射率区域的信息[１３].图３(a)通过低曝光得

到了红肚玻璃鱼高透射率区域的信息,较好地保留了鱼的表层以及相对透明部分的信息,低透射率部分的信

息会丢失,因此鱼的内部结构相对模糊;图３(b)为中度曝光图像,也就是正常数码相机能够达到的较好的效

果,图中较均衡的保留了各区的信息,但是高透射率部分呈现过饱和的状态,鱼鳍以及一些表皮已观察不到,
而低透射率部分也就是昏暗部分细节相对清晰;图３(c)为过曝光图像,随着曝光时间的增加,得到了大量低

亮度范围区域的细节,可以大致观察到鱼体内脏的具体结构,其中还能看到一个气泡的存在.不同曝光时间

设置只能获取样品不同透射率区域的信息,这也是目前传统OPT技术对复杂空间结构物体进行完整三维

成像极大的阻碍.
根据线性化动态范围变换原理,其前提条件是获取同一场景多次曝光采集的图片,在保证样品麻醉处理

０５１１００３Ｇ３
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图２ OPT三维成像原理.(a)不同角度采集示意图;(b)反投影层析成像示意图

Fig敭２ ThreeＧdimensionalimagingprincipleofOPT敭 a Acquisitionschematicofeachangle 

 b schematicofreverseprojectiontomographyimaging

图３ 同一场景不同曝光处理的图像.(a)低曝光图像;(b)适度曝光图像;(c)过曝光图像

Fig敭３ Picturesofdifferentexposuretimeinthesamescene敭 a UnderＧexposingimage 

 b moderateＧexposingimage  c overＧexposingimage

制备完整(这里使用 MSＧ２２２鱼用专用安定剂对样品进行麻醉处理,水温控制在１０~２７℃,一般３００mL的

水中加入一滴即可)以及实验平台设备稳定性的基础上,如图４所示,需要CMOS相机同一场景定点拍摄并

捕捉多组不同曝光量的图像,且曝光量需严格量化而非单纯低曝光或者过曝光控制.采用LabVIEW 编程

控制相机曝光时间,并且在同一场景多次改变曝光时间(０．３~１．９ms,取８次不同曝光时间)并捕捉图像,这
样便可得到红肚玻璃鱼的全方位３６０°(每１．８°取一组,共２００组１６００张图片)的二维数据.

图４ 全方位多次曝光处理示意图.(a)全方位采集样品各个方向的图片;(b)每个角度多次曝光采集示意图

Fig敭４ SchematicofomniＧdirectionalmultipleexposures敭 a PictureofomniＧdirectionalityfromthesample 

 b schematicofacquisitionwithmultipleexposureseachangle

选择０．３ms作为最短曝光时间以实现样品高透射率区域的可视化,选择１．９ms作为最终曝光时间来

实现样品低透射率区域的可视化,在０．３~１．９ms之间等间隔选取６次曝光时间,共取８次不同曝光时间值

的投影成像,每个曝光值取２００个角度进行成像,总时间设置为１６００s,采集的数据以灰度图形式保存.

２．４　图像线性化处理与动态范围变换

在传统的OPT中,由于无法恰当选取相机线性响应特性较好的曝光时间,常常存在低曝光与过曝光的

情况,因而较难获得精确的成像结果.而在最新的OPT图像处理过程中也往往忽略相机实际响应曲线,一
般都是手动选择曝光时间以达到避免相机的非线性响应区域目的[１４],无法保证相机处于线性响应的状态也

无法准确地消除其影响.在特征曲线上取等间隔的多次曝光时间,得到不同Z 值的多张图像,在获取相机

０５１１００３Ｇ４
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的响应状态的前提下(图５)将非线性响应区域归一化处理.图５中蓝色曲线为实测BasleracA２０４０Ｇ１８０km
相机０．３~１．９ms曝光时间的响应状态曲线,排除实验干扰,分析可得除前两次曝光时间以外的其他曝光时

间响应大致处于线性响应的状态,将分析所得明显处于非线性响应的区域以线性区域为基准进行修正,图５
中红色虚线为非线性区域修改后的响应状态.

图５ 实测不同曝光时间的响应状态曲线图

Fig敭５ Testresponsecurveswithdifferentexposuretime

在以上传统动态范围图像处理[１５]过程中,最终得到的结果实际上是由不同区域存在的不同曝光量的图

像拼接而成,较之单次曝光图像能保留更丰富的信息,却也存在着成像结果明显失真、成像质量降低的问题.
因此,通过多次曝光得到样品不同区域细节信息图像后,采用归一化算法对不同区域曝光时间进行修正,在
克服了相机非线性响应的基础上,使得输出图像上每个像素点的曝光时间一致,降低了图像的失真程度,使
成像结果更加符合人眼识别特点.

３　实验结果与分析
为了得到较好的效果,需要先对原始二维图像进行预处理:

１)图像配准.通过配准可以调整图像序列,纠正实验系统中样品轴心的偏移造成失真的成像结果(图６).

图６ 图像配准前后对比.(a)配准前图像;(b)配准后图像

Fig敭６ Contrastbeforeandafterimageregistration敭 a Beforeimageregistration  b afterimageregistration

２)消除尾迹.通过调整阈值消除样品周围的幻影,找到比较适合的阈值范围进行成像(图７).
经过响应曲线实测、非线性响应部分线性化处理之后,对不同曝光时间图像进行动态范围变换处理,通

过图８对比观察得到,传统不同曝光时间的OPT可实现的三维成像受到极大地限制,而经过线性化范围变

换成像处理的三维成像相对较完整地保存样品大部分的信息,有利于进一步地观察与研究,如图８(b)所示.
通过曝光时间线性化处理之后,将动态范围变换图像进行修正,使得图像中每一像素点曝光时间一致.通过

观察对比可得,本文实验处理方法在解决非线性失真和假象问题的基础上获得了样品更多的信息.
再经过以上图像配准与消除尾迹的预处理步骤之后,反投影重建出样品三维结构.最终将三维成像数

据导入Amira,得到样品的精细三维结构成像.图９为传统OPT与线性化动态范围变换OPT的三维成像

对比图,分析可得,图９(b)经过线性化动态范围变换的三维结构成像结果比图９(a)中传统OPT三维结构成

像能得到样品更加丰富且更加精细的结构信息,如样品表皮的细节信息基本都保留下来,内脏部分的结构信

０５１１００３Ｇ５
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图７ 阈值调整前后对比.(a)阈值范围[０４];(b)阈值范围[０．５４]

Fig敭７ ContrastbeforeandafterthresholdＧadjustment敭 a Rangeofthreshold ０４   b rangeofthreshold ０敭５４ 

图８ 线性化动态范围变换OPT成像过程图.(a)传统OPT图像(０．３~１．９ms);
(b)线性化动态范围变换OPT图像

Fig敭８ ImagingprocessofnormalizeddynamicrangeＧtransformOPT敭 a TraditionalOPTimages ０敭３Ｇ１敭９ms  

 b normalizeddynamicrangeＧtransformprocessingOPTimages

息也更为细致,同时也更加符合人眼识别特点.如图１０所示,取自定义空间坐标XYZ 某一切面图为例,图

１０(a)为YZ 平面第１６６个切面图,从图中可观察到红肚玻璃鱼鱼体的脊椎结构;图１０(b)为XZ 平面第１６６
个切面图,从图中可观察鱼体的脊椎与内脏部位分布;图１０(c)为XY 平面第３００个切面图,图中包含了鱼

体脊椎与内脏部位的截面信息.

图９ 三维成像对比图.(a)传统OPT图像(０．３~１．９ms);(b)线性化动态范围变换OPT图像

Fig敭９ ThreeＧdimensionalimagingcontrast敭 a TraditionalOPTimages ０敭３Ｇ１敭９ms  

 b normalizeddynamicrangeＧtransformprocessingOPTimages

４　结　　论
采用红肚玻璃鱼样品对结合朗伯体光源以及线性化动态范围变换的 OPT方法进行修正,通过实测获

取曝光时间区域响应曲线,将非线性响应区域进行线性化处理,使输出图像还原相机线性响应状态且更加符

０５１１００３Ｇ６
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图１０ 归一化动态范围变换OPT不同视角三维成像.(a)YZ 视图第１６６个切片截面图(共３３２个切片);
(b)XZ 视图第１６６个切片截面图(共３３２个切片);(c)XY 视图第３００个切片截面图(共６００个切片)

Fig敭１０ ThreeＧdimensionalimagingofnormalizeddynamicrangeＧtransformOPTfromdifferentviews敭

 a The１６６thslicesectionfromYZview ３３２slicestotally   b the１６６thslicesectionfromXZview ３３２slicestotally  

 c the３００thslicesectionfromXYview ６００slicestotally 

合人眼识别特点.经过对比,得到的三维成像结果比传统OPT三维成像结果获得了样品更加丰富的信息,
不仅能够将样品表层以及内部结构分布信息都较完整地保存下来,且降低成像的失真程度,实现了对于具有

复杂空间结构样品的精细三维结构成像.在现有条件下,图像采集处理时间过长限制了对样品的活体实时

动态观测的可能性,对程序、算法、设备的优化是关键.实验只涉及对生物的结构成像,引入或结合其他成像

技术如激光散斑效应有望实现对生物体的功能三维成像优化.
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