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一种新的适用于拉曼成像的插值方法
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拥有诸多优势的拉曼检测技术已经逐渐成为了生化检测领域优先选择的方法之一!而拉曼成像是

拉曼检测过程中一个重要的环节!它对检测区域内某种物质成分的浓度"分布以及变化情况都有着较为完

整的统计与描述#实验得到的拉曼成像通常含有较少的像素点!成像效果较差!因此迫切需要对其进行插值

放大处理#目前适用于常规图像插值处理的大多数图像插值方法都是基于已知像素点处的值及其分布状况

再结合适当的插值函数进行的插值!由于常规图像每个像素点处的值指的都是单点处的值!而对于拉曼成

像!则不应该局限于这些常规图像的插值方法!而要考虑到每个像素点%即采集点&处信息的真实分布情况!

因为每个像素点处采集的拉曼信号是来自于一个物镜汇聚后的焦点!而焦点处光强呈高斯分布!每一个像

素点采集到的拉曼散射信号和空间分布之间的关系也满足高斯分布!即焦点中心处%也即采集中心点&信号

占比最高!采集点周围的信号则呈高斯依赖性#这个规律告诉我们!采集点收集到的拉曼散射信号实际上也

包含了周围点的信号#基于高斯光束在拉曼成像中的特殊意义!从理论上分析并提出了一种新的适用于拉

曼成像的插值方法!这种新的插值方法通过对采集间隔进行设置使得相邻采集点处采集区域相切!然后基

于采集点处所含信息进行插值!是符合插值要求的#不同于常规的插值方法在插值函数上进行优化!在高斯

光束与采集的拉曼信号之间建立起适当的联系!使得插值也能间接的反映所采集区域的生物信息#通过使

用
H6Lc6D

软件对粗采集得到的拉曼信号进行成像及插值!并比较插值前后的成像效果!可以发现新的插

值方法具有良好的放大效果!而通过该插值方法进行放大亦可大大节省采集具有相同信息量的拉曼图像所

耗的时间!进而大大节省了实验资源#最后!以插值放大两倍为例!对该插值方法进行了详细说明!现实中

可根据实际要求进行相应的插值放大#
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随着人类对生命科学的不断探索!从亚显微水平对细胞

的内部结构"功能"物质间传输进行活性定位与实时监测!

对于生命结构的理解以及疾病的诊治都有着十分重要的意

义#而拉曼光谱能够揭示分子的振动信息!同时兼具无损"

非接触"指纹性的优点!使得拉曼检测技术被广泛应用于生

物学!化学和材料科学等诸多学科中(

;+*

)

#

拉曼成像是一种特殊的成像技术!它通过采集样本某点

处的拉曼信号!选择指定谱峰的强度"谱峰面积或者谱峰宽

等参数并以灰度图或伪色图的形式显示!图像明暗"色彩的

变化与指定谱峰所代表的物质成分相对应!便可提供物质的

浓度"分布状况等生物信息#

从人力"财力"耗时的角度来看!拉曼检测的采集点不

宜过多!从采集信息的完整度来看!采集点又不宜太少!通

常实验得到的拉曼成像含有有限的像素点!为了满足人们的

视觉要求!一般要对它进行插值放大%即分辨率增强&#目前

关于图像插值方法的研究!包括广泛使用的最近邻域法"双

线性内插法"三次样条内插法(

!+C

)

!以及基于小波变换的图

像插值方法(

>+=

)

#使用这些方法对常规的图像进行处理的实

质是根据已知像素点!选择合适的插值函数进行插值!其结

果是像素点有所增加!视觉效果得到改善!但对于拉曼检

测!还需考虑采集点处采集信息的真实分布情况#此外!如



图
;

所示!两个采集点处都是以高斯光束进行激发!

!

表示

两个采集点之间的距离!如果要在两个采集点之间进行插

值!则需考虑相邻高斯光束之间存在交叠的现象!理论上!

该处插值受附近采集点处高斯光束的共同影响#本文将基于

这些特性提出一种更合理的适用于拉曼成像的插值方法#

图
&

!

两个相邻采集点处的高斯光束存在交叠
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实验部分

&%&

!

信息采集

我们以共振拉曼探针标记的细胞成像为例(

A

)

!对新插值

方法进行检测#拉曼信号的采集使用了
J7/-.

共焦拉曼系

统!激发波长为
C*#4E

!激光功率为
CEJ

!每点处拉曼信

号的积分时间为
;1

#采集区域的面积为
##

&

EU##

&

E

!一

共采集了
*#U*#

个点!可知相邻像素点之间的距离为
##

*

*;

&

E

!物镜采用
I&346
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34

&的油

镜!高斯光束的束腰直径约为
;

&

E

#

&%$

!

光谱预处理

由于受实验仪器"环境以及荧光的影响!采集的拉曼信

号通常含有较大的噪声与背景漂移(

;"+;;

)

#事实上!光谱采集

的过程中!来自环境中的宇宙射线"

)

射线和
*

射线也会照

射到探测器上并形成一系列非常尖锐的谱峰!其宽度通常不

超过
#.E

`;

!称为尖峰#本文中!我们使用已有的处理方式

完成去尖峰(

;#

)

"去噪(

;*

)和基线校正(

;!

)

#我们从
*#U*#

个采

集点中选择采集点%

;C

!

R

&处的拉曼信号进行呈现!如图
#

所

示!这里指定谱峰的波数范围为
;"#R

%

;!=".E

`;

#此外!

由于受实验仪器的影响!光谱左端区域
;

内存在较大漂移!

因此我们统一对
;"#!

个采集点的光谱左端进行了截断处

理#

图
$

!

采集点#

&G

%

B

$处的拉曼信号
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原始成像

对每个采集点处的拉曼信号进行预处理!选择指定谱峰

的面积作为返回参数!并进行归一化显示!得到对应该采集

区域的灰度图及伪色图%绿色&!如图
*

所示!图像中的明暗

分别对应了细胞中被标记线粒体浓度的高低#

图
9

!

共振拉曼探针标记的线粒体拉曼成像

%

3

&'灰度图$%
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&'伪色图%绿色&
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基本原理

!!

我们选择将原始成像放大两倍%即
>!U>!

个像素点&来

说明插值的思想#通过取两个相邻高斯光束的中心垂直截面

得到如图
!

中对应的
S

%

&

&截面函数!

!

表示两个采集点
0

和

#

之间的距离!

C

为
0

与
#

的中心插值点!高斯光束的截面函

数
S

%

&

&由式%

;

&给出!其中!

&

表示插值点到采集点之间的

距离#

S

%

&

&
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-
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&

#
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#
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!!

需要注意的是!实验中采集的拉曼信号与高斯光束的能

量成正比!高斯光束能量的截面函数由式%

#

&给出!对应图
!

中的函数
S

#

%
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!!

此外!拉曼信号的采集不是指单点处的采集!而是以采

集点为中心指定区域内的采集!指定区域由高斯光束能量函

数的束腰决定#如图
C

所示为图
;

中两个高斯光束能量的俯

视图!两个采集点处的采集区域分别为图
C

中两个虚线圆所

图
A

!

采集点
%

和
)

处高斯光束的截面函数
*

#

F

$

及其能量的截面函数
*

$

#

$

$
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对应的部分!虚线圆的直径即为对应的高斯光束能量的束腰

直径!这里模拟的是相邻采集点处采集区域%即虚线圆部分&

相切的情形!而这也是本文实现插值的关键!后面将详细介

绍#

图
G

!

相邻采集点处高斯光束能量的俯视图
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我们知道!高斯光束的束腰是由峰强下降到最大峰强的

F

`;所决定的!将其代入式%

;

&可得

F
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!!

已知本文中使用的束腰为
;

&

E

!所以
&k"'C

&

E

!可以

得到

H
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将
H

代入式%

#

&得
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!!

从而得到各个采集点处高斯光束的能量函数
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其中!

A

6

表示第
6

个采集点处高斯光束能量函数的幅值!

&

与
G

分别对应高斯光束在水平面沿
&

轴与
G

轴到中心处的距

离!每个采集点处面积参数是已知的!通过对式%

>

&选择以

束腰直径的指定区域并对其积分可反推出每个采集点对应的

系数
A

6

!进而得到每个采集点处真实的高斯光束的能量函

数!由于各个像素点处的值不一致!与其对应的能量函数的

幅值也不尽相同!但是束腰仍然是统一的#

拉曼信号采集过程中!在选定高斯光束束腰的前提下!

调整采集间隔!使相邻采集点的间距和高斯光束能量函数的

束腰直径满足
!k#T

#如图
>

所示为相邻采集点
0

和
#

处高

斯光束能量的截面图!当满足
!k#T

时(图
>

%

3

&)!中心插值

点
C

处估计值由
0#

和
#;

两部分构成!此时
C

处估计值刚好

为
0

和
#

处值之和的一半!这种处理方式符合插值要求!且

不会产生比所依赖像素点的最大值大的插值#当
!

*

#T

时

(图
>

%

9

&)!中心插值点
C

处预测值由
C;

和
C#

两部分构成!

此时
C

处估计值明显小于
0

和
#

处值之和的一半!这是因为

采集间隔较大!采集点之间存在一小段未采集区域导致的!

基于此得到的插值普遍较小!成像效果随
!

*

#T

程度的变大

而变差#当
!

$

#T

时!采集间隔较小!理论上中心插值点
C

处估计值会产生比所依赖像素点的最大值大的插值!这是不

符合插值要求的!同时消耗的实验资源也比较多#

图
I

!

相邻采集点
%

和
)

处高斯光束能量的截面图
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+

%I
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!!

插值点
C

处的插值是由所依赖像素点处高斯光束共同影

响的结果!如图
R

所示!对以
C

为中心!束腰直径
#T

为边长

的方形区域与所依赖像素点处采集区域的交集进行三重积

分!得到相应的体积赋值给插值点
C

#本文实验中选取的相

邻采集点间距
!k

##

*;

&

E

1

"'R"A>

&

E

!高斯光束的束腰半

径为
;

#

&

E

!进而知道高斯光束的能量函数束腰直径
Tk

"'C

槡#

&

E

1

"'*C*C

&

E

!此时
!

略微大于
#T

!可以用来实现插值#

图
B

!

插值点
+

处插值的形成
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!

结果与讨论

!!

为了便于理解!我们以四个原始像素点%对应采集点处

的面积参数&为例!对其放大两倍的具体步骤如图
=

所示!插

值过程如下'

%

;

&选定四个原始像素点!相邻像素点之间的距离为
!

#

%

#

&进行边界延拓!本文中的处理方法是让边界点的值

与前一个原始像素点的值保持一致#

%

*

&以小框中的像素点为例!水平或垂直相邻的像素点

之间的插值点由前后或上下像素点处的值决定!而四个像素

点中心的插值点由周围四个像素点共同决定#

%

!

&将步骤%

*

&中的小框看作一个运行窗!遍历所有像素

点得到%

!

&中的处理结果!可以看到%

!

&中大框右侧与底部的

边界点没有实现插值!对其忽略!这样%

!

&中大框即为二倍

图
O

!

以放大两倍为例的插值步骤
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%O
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735;*71<;.

/

870M776L*1;E*2.

插值的结果#

!!

基于上述插值原理对原始成像进行插值!得到放大后的

图像%

>!U>!

个像素点&如图
A

所示!通过对比放大前后的成

像可以看到!原始图像由于像素点较少!视觉上存在严重的

马赛克现象!而放大后的图像由于像素点增加!成像效果更

为舒适!现实中我们可以根据实际要求将该方法推广至更高

的放大倍数#

图
P

!

基于新的插值方法放大两倍的效果
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%P
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+

58;.0;E*2.65
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1*8*25;*71=5<.471
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/

735;*716.;-74

!

!

结
!

论

!!

介绍了拉曼成像的基本原理!并重点阐述了一种适用于

拉曼成像放大的新方法!该方法基于采集点处信息与高斯光

束能量之间的联系!在符合插值要求的情况下对拉曼成像实

现插值放大!同时对成像进行插值放大亦可大大降低采集相

同像素点数目所耗的时间#将新方法应用到实验采集到的拉

曼成像中!得到了良好的放大效果!同时我们相信该方法可

以作为拉曼成像放大处理的有力工具#此外!该新方法还具

有在其他光谱成像放大中应用的潜在价值#
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