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自适应激光共焦高速扫描显微成像错位校正算法
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摘要　往复式逐行扫描是一种提高激光共焦扫描显微成像帧速的有效方式,然而随着帧速的提高,这种扫描方式

在图像重构时会带来更严重的图像错位.根据高速振镜运动特性,分析了激光共焦高速扫描显微成像系统逐行扫

描下的重构图像错位原理,设计了基于形态学梯度的重构图像错位评价算法,并且结合搜索错位评价最小点的单

目标约束粒子群算法实现了重构图像错位校正.经实验验证,该算法适用于成像帧速高达３００frame/s的重构图

像错位校正;与未进行错位校正的图像相比,校正后的成像分辨率提高了６８．８３％,同时该算法能够适用于不同振

镜搭配方式和不同扫描帧速的图像重构.
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１　引　　言

激光共焦扫描显微镜是一种无损观测微观结构

的高端大型科学仪器,广泛应用于生物和医学领

域[１].这种高端激光共焦扫描显微镜主要被Zeiss、

Nikon、Olympus、Leica等国外著名品牌垄断,相关

关键图像重构算法并未对外公布[２].在这样的情况

下,自主研发国产激光共焦扫描显微镜,尤其是能够

实现高速扫描成像的高端激光共焦扫描显微镜显得

尤为重要.
激光共焦扫描显微系统中常用的扫描成像方式

分为单程式隔行扫描和往复式逐行扫描两种[３].相

比于单程式隔行扫描,往复式逐行扫描方式具有成

像速度快、图像数据利用率高等优点,是提高激光共
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焦高速扫描显微系统成像帧速和成像分辨率的理想

扫描方式[４].重构图像时,为使图像不错位,图像列

间相邻像素必须与样品上实际空间点位置对应一

致.然而,在对样品进行往复式逐行扫描的过程中,
受振镜运动特性以及图像重建过程中相关采样信号

匹配程度的影响,振镜扫描正行程与反行程中的数

据采集点对应的实际空间点位置无法准确匹配,即
数据采集点重组成的图像列间相邻像素数据无法准

确匹配.如果采用采集数据直接排列的方式,重构

图像会明显存在锯齿样式错位,这种错位严重影响

图像质量,大大降低了图像分辨率.
本文在最大程度降低每帧图像扫描时间的基础

上,针对高速振镜扫描时图像出现的错位现象,提出

了基于形态学梯度的图像错位评价算法,并利用实

验验证了该算法的可靠性.

２　高速扫描振镜扫描方式及错位分析

２．１　高速振镜成像轨迹

激光共焦高速扫描显微系统采用二维振镜配合

进行平面扫描[５],其常用的两种振镜搭配方式为

X、Y 方向均为检流计振镜,或者 X 方向是扫描速

度较快的共振振镜、Y 方向为慢速检流计振镜.检

流计振镜由磁驱动器控制,由外界提供的模拟控制

信号驱动振镜进行步进式摆动,其扫描线速度约为

２kHz;与检流计振镜不同,共振振镜的镜面连接一

个可产生机械谐振的调谐棒,当接受一个固定电压

时,调谐棒会带着反射镜以固定的振幅、固定的频率

往复转动,输入的电压只与转动的幅度相关,其扫描

线速度可以达到１２kHz[６].下文提及的检流计振

镜和共振振镜型号分别为CambridgeTechnology
公司出产的 GalvanometerOpticalScanner６２３０H
和CRS８kHzResonantScanner.

在激光共焦扫描显微成像系统中,振镜扫描方

式决定着每帧图像的成像速度[７].以线扫描为基础

的往复式逐行扫描方式比单程式隔行扫描方式的成

像速度快,数据利用率高,其 X 方向的振镜以固定

频率来回摆动,Y 方向的振镜在一帧的扫描时间内

保持单一方向摆动.所使用的往复式逐行扫描轨迹

如图１所示,这种扫描方式对X 方向振镜的摆动速

度要求较高.为达到更高的系统成像速度,X 方向

振镜摆动速度需为Y 方向振镜摆动速度的好几倍,
因此用双检流计振镜方案扫描一幅１２８pixel×
１２８pixel的图像时帧速仅为１０frame/s;该方法的

成像速度慢,但是图像错位等失真程度较低.用共

振振镜(X 方向)搭配检流计振镜(Y 方向)方案扫

描一幅５１２pixel×３２pixel的图像时,帧速可以高

达３００frame/s;该方法帧速高且利用了两个不同

运动特性的振镜,但图像错位等失真程度极其严

重,因此高成像质量需要更为复杂的图像重构技

术支撑.

图１ 高速振镜逐行扫描成像轨迹图

Fig．１ Tracesofhighspeedmirrorreciprocating
progressivescanning

２．２　高速振镜错位分析

针对双检流计振镜扫描系统,成像错位的原因

主要是检流计振镜对其驱动电压的响应有一定的延

迟[８].在激光共焦显微成像系统启动时,数据采集

指令与控制振镜的驱动电压指令同时发出,这导致

数据采集卡在连续采集样本灰度数据初期,由于振

镜系统响应延迟,数据信号起始端存入了重复性的

无效灰度数据.在图像重构时,首行使用了无效灰

度数据进行排列,致使后续每行对应的灰度数据均

混入前一行的灰度信息,这是导致双检流计振镜扫

描系统图像错位的主要原因.
对于共振Ｇ检流计振镜扫描系统,驱动板反馈位

置信号与角速度信号不匹配是造成图像错位的主要

原因.在共振振镜驱动板输出的信号中,振镜反馈

位置信号(即TTLSync信号)提供用来确定振镜方

向的信息,由于其下降沿陡峭,系统用其作为开始采

集指令的触发信号,信号的高电平部分代表振镜处

于正向行程运动阶段,低电平代表反向行程运动阶

段;振镜运动角速度信号是由其角度位置信号求导

得出的余弦函数,共振振镜具有与其扫描谐振频率

相等的正弦角位移,因此振镜运动角速度信号也作

为精确计算振镜运动实际频率的依据.在实际重构

图像过程中,每行图像灰度数据必须完全对应振镜

运动角速度信号正周期或负周期.然而,由扫描系

统硬 件 导 致 的 相 关 反 馈 信 号 无 法 完 全 匹 配,如
图２(a)所示,致使由TTL同步脉冲信号触发开始

采集指令后,由获得的灰度数据直接排列图像时,每
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行灰度数据无法对应相应的角速度,行间像素排列

错乱,产生了图像错位.模拟仿真结果如图２所示.

TTLSync信号与角速度反馈信号不完全匹配的情

况如图２(a)所示;对应信号下重构产生错位的艾里

斑图像如图２(b)所示,图像中艾里斑呈现锯齿样

式,特征区域边缘模糊不清,图像分辨率下降;理想

信号反馈图如图２(c)所示;当TTLSync信号高电

平部分完全对应角速度反馈信号正周期时,其对应

的重建艾里斑图像如图２(d)所示,从图中可以看出

特征区域边缘平滑,图像分辨率较高.因此,综合以

上对不同振镜搭配系统的成像错位分析,通过确定

有效灰度数据起始位置可以显著校正图像错位.

图２ 振镜驱动板反馈信号与图像质量关系图.(a)错位信号反馈图;(b)图２(a)对应的重建错位艾里斑图像;
(c)理想信号反馈图;(d)图２(c)对应的重建艾里斑图像

Fig．２Relationshipbetweenfeedbacksignalsofmirrordrivingboardandimagequality敭 a Dislocationsignalfeedback  b 
reconstructeddislocationAiryspotcorrespondingtoFig敭２ a   c idealsignalfeedback  d reconstructedAiry
　　　　　　　　　　　　　　　　　spotcorrespondingtoFig敭２ c 

３　高速振镜扫描图像错位校正

由成像错位分析可知,图像出现错位的主要原

因是扫描振镜系统对驱动电压响应延迟以及其反馈

位置信号与角速度信号不匹配,从而导致在利用同

步采集的灰度数据重建图像时,无法确定重构图像

的有效灰度数据起始位置,重构出来的图像行间数

据错乱,因此确定图像有效灰度数据的起始位置(即
采集数据错位量)是校正算法的关键.激光共焦高

速扫描显微系统的图像错位校正算法结构框图如图

３所示.

图３ 错位校正算法结构框图

Fig．３ Blockdiagramofdislocationcorrectionalgorithm

　　处理系统成像错位问题的过程为:首先设置错

位量ΔS 的变化阈值,根据不同的ΔS 构造图像;经
基本图像轨迹正弦畸变校正[９]后,对每一帧图像运

用基于形态学梯度的图像错位评价算法得到图像错

位评价系数;在实际应用中,选取的ΔS 阈值过大会

使目标图像完全分离,严重干扰错位评价算法的运

算结果.针对这种情况,结合单目标约束优化粒子

群算法,搜索图像错位评价系数最小值及其对应的

０１１８００１Ｇ３
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最优错位量ΔST,最后应用ΔST 重建图像,完成图

像错位校正.

３．１　图像构建与ΔS的关系

在图像重建中,ΔS 直接影响图像每行端点数

据的确定.根据光学相关理论公式及共振振镜说明

书手册(双 检 流 计 振 镜 扫 描 系 统 轨 迹 参 考 文 献

[１０]),得出采样点在扫描平面的实际横坐标X(i)
与采集数据点数i的关系为

X(i)＝ftan－２Amaxcos２π
fg

fs
(i－１)

é

ë
êê

ù

û
úú{ },

i＝１,２,,NS, (１)
式中:f 为激光共焦扫描显微镜物镜焦距;Amax为振

镜运动的最大角度;fg 为振镜运动频率;fs 为数据

采集频率;NS 为一帧图像灰度数据的个数.根据

ΔS 确定不同的采样点序列i,i∈[ΔS,NS＋ΔS－
１],计算得到实际扫描平面的横坐标位置X(i).将

X(i)中邻域极小值作为图像每行左端点数据,确定

其所有左端点对应的采集点序列IS(ir),ir＝１,

２,,Nr,其中Nr为每帧图像的行数.针对因数据

采集频率与振镜运动频率无法完全对应导致每行采

集数据点不相等的情况,根据 Nl＝[fs/fg]进行计

算,并相应提取出每个左端点IS(ir)后 Nl－１个数

据作为每行排列的像素点,其中 Nl 为每行像素数

据的个数,[]为向上取整符号.在重建过程中,选取

不同的ΔS 造成首行图像灰度数据不完整,这时需

要舍弃首行灰度数据,直接使用第二行端点坐标位

置IS(２)对应的灰度值作为图像起始灰度数据进行

图像重建.

３．２　基于形态学梯度的图像错位评价算法

ΔS 的取值不同,重建得到的图像错位程度也

不同,因此需要获得不同ΔS 下的图像错位程度评

价系数.这里采用基于形态学梯度的图像错位评价

算法对每帧图像进行评价.该算法先利用具有一定

特征的结构元素探测一帧图像,进行变换提取梯度,
然后利用错位评价函数进行目标图像边缘提取检

测,得出对应ΔS 下的图像错位评价系数.

３．２．１　结构元素

结构元素的形状和大小决定了形态学运算中所

提取的图像信息.形态学有膨胀和腐蚀两种基本运

算,灰度图像的形态学定义为[１１]

fd(x,y)＝f(x,y)b(m,n)＝
max{f(x－m,y－n)＋b(m,n)|[(x－m),(y－n)∈Df];(m,n)∈Db}, (２)

fe(x,y)＝f(x,y)Θb(m,n)＝
min{f(x＋m,y＋n)－b(m,n)|[(x－m),(y－n)∈Df];(m,n)∈Db}, (３)

式中:f(x,y)为原始灰度图像,其定义域为 Df;

fd(x,y)和fe(x,y)分别表示膨胀和腐蚀运算后得

到的图像;b(m,n)表示结构元 素,其 定 义 域 为

Db
[１２].(２)、(３)式分别表达了灰度膨胀和腐蚀的几

何意义,即通过将结构元素的原点平移到与信号重

合,膨胀运算可得到信号上每一点与结构元素对

应各点和的图像灰度区域最大值,腐蚀运算可得

到信号在结构元素大小范围内与结构元素各点差

的图像灰度区域最小值.在对结构元素的实际选

取中,既要考虑能否计算得到显微镜对不同生物

细胞的成像上各个方向的灰度梯度,也要避免实

验光路模块、电路模块以及环境因素引入各种各

样的图像噪声对错位评价函数造成的影响.采用

的多结构元素可定义为
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　　应用以上８个方向的结构元素对图像进行变

换并提取梯度gi,将所得梯度进行累加得到图像

梯度g＝∪
i
gi.通过使用上述的结构元素,可以有

效地检测出图像错位部分,同时避免孤立噪声点

的影响.

３．２．２　错位评价函数

激光共焦扫描显微镜分辨率的评判标准主要来

自于图像的边缘和轮廓,因此可通过形态学梯度计

算梯度值来提取图像的边缘错位信息[１３].图像中
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荧光激发被染料标记的部分相比于未标记部分,边
缘区域具有较大的梯度,因此采用的形态学梯度边

缘检测算子为

g(x,y)＝Fd(x,y)－Fe(x,y), (５)
式中:Fd(x,y)为形态学外部梯度;Fe(x,y)为形态

学内部梯度.Fd(x,y)和Fe(x,y)可分别表示为

Fd(x,y)＝fd(x,y)－f(x,y), (６)

Fe(x,y)＝f(x,y)－fe(x,y). (７)

　　为衡量图像的错位程度,将形态学梯度边缘检

测算子累加,以此作为形态学梯度的图像错位程度

评价系数,其表达式为

EMGD＝∑
M

x
∑
N

y
|g(x,y)|, (８)

式中:M、N 为应用错位校正算法的图像区域尺寸,
这里对整幅图像像素数据进行算法处理.错位评价

系数EMGD越小,表示图像错位程度越小;反之,图像

错位越严重.基于形态学梯度的图像错位评价算法

流程如图４所示.

图４ 基于形态学梯度的图像错位评价算法流程图

Fig．４ Flowchartofimagingdislocationevaluationalgorithmbasedonmorphologicalgradient

　　通过基于形态学梯度的图像错位评价算法可以

对每帧图像的错位程度进行准确评估,此时需确定

错位评价系数最小的一帧图像及此时的ΔST,以完

成错位校正.但是,实验表明每次采用相同的ΔST

进行图像错位校准时,效果并不好,这是由于振镜单

次启动延迟时间及相关反馈信号错位程度存在细微

的差别,相同的参数不能保证每次获得理想无错位

的图像.因此,进一步结合单约束粒子群算法进行

ΔST 的自适应搜索.

３．３　单目标约束优化粒子群算法

根据图像错位评价算法可以计算出选取ΔS 时

图像的错位评价系数,这时需要用搜索算法确定最

小的错位评价系数ΔST.经多次实验发现错位量

和错位评价系数的关系曲线的单调性明显.因此采

用单目标约束优化粒子群算法搜索ΔST,算法流程

如图５所示.
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图５ 单目标约束优化粒子群算法流程图

Fig．５ FlowchartofsingleＧobjectiveconstrainedoptimizationparticleswarmalgorithm

　　搜索算法首先初始化一批粒子,对于其中的每

个粒子,根据错位量搜索阈值及速度设置区间,随机

生成一个当前错位量和当前速度,根据当前错位量

对应的目标函数(即错位评价函数)确定一个评价系

数,即EMGD,每个粒子对应的最小评价系数记为个

体最优值EPMX,整个粒子群中最小的EPMX记为全

局最优值EGMX,每个粒子根据EPMX与EGMX不断变

化着错位量和速度的大小,最终得到目标最优错位

量.本文算法中,适应度函数设为目标函数,且目标

函数的评价系数与错位量一一对应.粒子速度和错

位量的更新方程分别为

vi(t＋１)＝wvi(t)＋c１r１(t)[pi(t)－Si(t)]＋
c２r２(t)[pg(t)－Si(t)], (９)

Si(t＋１)＝Si(t)＋vi(t＋１), (１０)
式中:Si(t)为粒子当前的错位量;Si(t＋１)为更新

一次后粒子的错位量;vi(t)为当前粒子的移动速

度,vi(t＋１)为对应Si(t＋１)的粒子移动速度[１４];

c１ 和c２ 为加速因子,其中c１ 为认知因子,c２ 为社会

因子,为了在搜索中协调粒子群自身认知部分以及

社会部分,将c１ 和c２ 都设定为２[１５];pi 为个体最优

错位量;pg(t)为全局最优错位量[１４];r１、r２ 为[０,１]
范围内变换的随机数;w 为惯性权重.采用线性调

整w 策略,其方程为

w＝w１－(w１－w２)
t
T
, (１１)

式中:w１ 为惯性权重上限,w２ 为惯性权重下限,经
多次实验验证,将 w１ 与 w２的值分别设为０．９与

０．４;t和T 分别为当前迭代次数和最大迭代次数.
在算法实际应用过程中,由于振镜扫描速度极快,

ΔS 阈值选取不当会造成重构图像中特征区域完全

分离,对错位评价算法造成很大的干扰.针对此情

况,引入罚函数作为错位函数的附加约束条件.具
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体做法是:选取一帧图像最强灰度信号点,标定该点

为目标图像特征点.对图像上该点G(x,y)和邻域

点G(x,y＋１)的灰度值作差,以此差值构造特殊的

罚函数,其目标函数可表示为

F(x)＝EMGD＋P(x,y),(x,y)∈Ω,(１２)
式中:P(x,y)＝|G(x,y)－G(x,y＋１)|为惩罚项,Ω
代表整幅图像.在校正错位图像过程中运用单约束

粒子群算法的目的在于自动准确地搜索出ΔST.

４　错位校正实验

为验证本文算法,系统实验在自主搭建的激光

共焦高速扫描显微系统中进行.实验中分别使用双

检流计振镜搭配方式以及共振Ｇ检流计振镜搭配方

式扫描图像,以此验证算法的准确性及自适应特性.

４．１　双检流计振镜扫描算法验证

图６为在激光共焦高速扫描显微系统采用双检

流计振镜作为扫描模块条件下,系统采集的老鼠脑

神经细胞样本以及通过算法校正错位后的对比图

像.图像大小为１２８pixel×１２８pixel,细胞尺寸约为

１０μm,扫描图像的实际空间尺寸约为８３．７８μm×
８３．７８μm,每 个 像 素 对 应 的 样 品 尺 寸 约 为

０．６５５μm.

图６ 双检流计振镜扫描成像错位校正.(a)未经算法校正;(b)经算法校正后;(c)图６(a)错位图像中红色线段

部分灰度值与像素的关系曲线;(d)图６(b)校正后图像中红色线段部分灰度值与像素的关系曲线

Fig．６ImagingdislocationcorrectionindoubleＧglvanometerscanning敭 a Beforecorrection  b aftercorrection  c gray
valueandpixelrelationshipcurveoftheredlineindislocationimagecorrespondingtoFig敭６ a   d grayvalueand
　　　　　pixelrelationshipcurveoftheredlineincorrectionimagecorrespondingtoFig敭６ b 

　　系统采用双检流计振镜作为扫描模块时,产生

图像错位的主要原因是振镜电机响应时间延迟,应
用错位校正算法解决了振镜运动与数据采集指令不

同时启动产生的图像错位问题.图６(a)所示为

ΔS＝０(即对采集数据直接排列时)的图像,其对应

的EMGD＝７１８８４９８;图６(b)为经算法校正后的图

像,此时 ΔST＝４．２７,EMGD＝７０６２８５１.图６(c)、

６(d)分别由图６(a)、(b)中红线标出的细胞区域相

邻两行灰度数据作图得到,经错位校正算法处理后,
细胞宽度由１１．８９μm校正为７．２０μm,横向分辨率

提高约３９．４４％.

双检流计振镜系统的成像帧速较慢,因此所得

数据直接排列的图像错位现象并不严重,如图６(a)
所示.由图６(c)、６(d)可以看出,相邻两行灰度数

据的错位幅度适中,没有出现目标图像奇偶行像素

完全分离的情况,此时搜索算法中的罚函数对搜索

结果的影响较小.ΔST 的取值受振镜扫描频率的

影响较大,由于检流计振镜扫描频率较低,故ΔST

取值较小.
利用经单目标约束优化粒子群算法搜索的结果

绘制曲线,如图７所示,图中离散的点代表了总数为

１０的粒子在１０次迭代中,每次迭代对应ΔS与EMGD
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图７ 双检流计振镜扫图模式下ΔS 与EMGD的关系曲线

Fig．７ RelationshipbetweenΔSandEMGDin

doubleＧgalvanometerscanning

之间的关系,其中ΔS 的初始化阈值范围为[－１０,

１０],速度取值范围为[０,５].算法中粒子的收敛较

快,并大量集中在最小评价系数附近,搜索结果可靠.

４．２　共振Ｇ检流计振镜扫描算法验证

图８为在激光共焦高速扫描显微系统中采用

共振Ｇ检流计振镜作为扫描模块条件下,系统采集的

４０５nm荧光染料小球以及通过错位校正算法处理

后的对比图像,图像大小为６３０pixel×６３０pixel,荧
光小球尺寸约为４μm,扫描图像实际空间尺寸约为

１３９．１μm×１３９．１μm,每个像素对应的样品尺寸约

图８ 共振Ｇ检流计振镜扫描成像错位校正图.(a)未经算法校正;(b)经算法校正后;(c)图８(a)错位图像中红色线段部分

灰度值与像素的关系曲线;(d)图８(b)校正后图像中红色线段部分灰度值与像素的关系曲线

Fig．８ImagingdislocationcorrectioninresonantＧgalvanometerscanning敭 a Beforecorrection  b aftercorrection  c 
grayvalueandpixelrelationshipcurveoftheredlineindislocationimagecorrespondingtoFig敭８ a   d grayvalue
　　　　　andpixelrelationshipcurveoftheredlineincorrectionimagecorrespondingtoFig敭８ b 

为０．２２μm.
与采用双检流计振镜作为系统扫描模块元器件

不同,共振Ｇ检流计振镜搭配方式的图像产生错位的

主要原因为反馈位置信号与角速度信号不匹配,应
用错位校正算法解决了图像列间相邻像素数据无法

准确匹配的问题.图８(a)所示为ΔS＝０下采集数

据直接排列的图像,此时对应的EMGD＝１８１１２４３８９;
图８(b)为经算法校正后的图像,其对应 ΔST＝
１０．５１,EMGD＝１８０９８７９５１.图８(c)、(d)由红线标出

的细胞区域相邻两行灰度数据绘制得到,经过错位

校正后,红线标出的荧光小球宽度由８．１５μm校正

为２．５４μm,横向分辨率提高约６８．８３％.
共振Ｇ检流计振镜搭配方式较双检流计振镜模

式系统的成像帧速高,但所得数据直接排列的图像

错位现象严重.可以观察到图８(a)中目标图像完

全分离,图８(c)中相邻两行灰度数据错位幅度大,
此时搜索算法中罚函数对搜索结果的影响较大.由

于共振Ｇ检流计振镜扫描频率高,因此 ΔST 取值

较大.
利用单目标约束优化粒子群算法的搜索结果绘

制的曲线如图９所示,图中离散点代表在共振Ｇ检流

计扫描振镜成像条件下,总数为１０的粒子在１０次

迭代中ΔS 与EMGD的关系,其中ΔS 的初始化阈值

为[－１５,１５],速度取值范围为[０,５].可以看出,引
入罚函数的单目标约束粒子群算法的曲线单调性较

好,算法中粒子收敛较快,并大量分布在最小评价系
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图９ 共振Ｇ检流计振镜扫图模式下ΔS 与EMGD的关系曲线

Fig．９ RelationshipbetweenΔSandEMGDin

resonantＧgalvanometerscanning

数周围,搜索结果可靠.该研究为实际应用中根据

扫描振镜配置选取ΔS 阈值提供了参考.

５　结　　论

基于形态学梯度的图像错位评价函数可以有效

反映图像错位程度,结合单目标约束优化粒子群算

法可以准确搜索最佳错位量.实验结果表明,所提

算法满足高帧频共聚焦显微成像下的图像错位校

正,并可有效提高横向分辨率.基于形态学梯度的

错位校正算法为下一步高帧频图像的分割提供了基

础,并为利用共聚焦显微镜实现高帧频超分辨成像

提供了前提条件.
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