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摘 要: 针对 LSCM多通道成像的特点, 提出一种将可见光通道图像统计信息作为先验知识的通道信息融合分

割荧光通道图像的方法。该方法在 LSCM 图像上进行测试, 并与 Chan-Vese 方法进行比较。
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Abstract: A newand integrated approach is proposed to segment images in the fluorescent light channel of LSCM, which have
rather low SNR and can not provide sufficiently high intensity gradient at the boundary. Rather than relying on information of
the image in the fluorescent light channel alone, statistical information of corresponding image in the visible light channel is al-
so utilized as priori knowledge. The approach is tested on LSCM images and experimental results are compared with results of
C-V model.
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  激光扫描共聚焦显微镜 ( Laser Scanning Confocal Micro-

scope, LSCM) 是近代最先进的细胞生物医学分析仪器之一。它

在荧光显微镜成像的基础上加装了激光扫描装置 , 使用紫外线

或可见光激发荧光探针, 利用计算机进行图像处理, 不仅可观察

固定的细胞、组织切片, 还可对活细胞的结构以及分子、离子进

行实时动态观察和检测。目前 , 激光扫描共聚焦显微技术已用

于细胞形态定位、立体结构重组、动态变化过程等研究 , 并提供

定量荧光测定、定量图像分析等实用研究手段, 在形态学、生理

学、免疫学、遗传学等分子细胞生物学领域得到了广泛应用。

相比传统的光学显微镜, LSCM 的优势明显。传统的光学

显微镜使用的是场光源 , 标本上每一点的图像均会受到邻近点

的衍射光或散射光的干扰。LSCM 采用激光作为光源 , 激光束

经照明针孔 , 由分光镜反射至物镜并聚焦于样品上 , 对标本内

焦平面上的每一点进行扫描 ; 然后, 激发出的荧光经原入射光

路反向回到分光镜 , 通过探测针孔时先聚焦 ; 聚焦后的光被光

电倍增管( PMT) 探测收集 , 并将信号输送到计算机 , 在显示屏

上形成图像。在此过程中, 只有焦平面上的光能穿过探测针共

振, 焦平面上的点同时聚焦于照明针孔 , 焦平面以外的点不会

在探测针孔处成像。这样避免了传统光学显微镜由于光散射

造成的图像信噪比降低、图像清晰度和分辨率不高的缺点。

LSCM( 图 1) 主要由光学显微镜、共聚焦装置和计算机系

统三部分组成。LSCM载物台上配有一个微量步进马达, 当载

物台沿光轴方向移动时即可完成一层层图像的采集和显示, 即

光学切割。借助计算机软件技术可以构建扫描样本的三维图

像, 因而这不仅可以观察单一层面清晰的荧光图像 , 还可以直

接观察样本的三维结构。

试验采用上海交通大学传热与传质实验室提供的 LSCM

数据 , 目的是研究纳米靶分子药物在微小血管中的输送。可见

光通道提供了丰富的微小血管的结构信息 , 而荧光通道提供了

血管中药物颗粒分布的信息。在荧光通道中正确提取血管结

构是研究药物动态扩散的先决条件。

1  模型

1. 1 水平集方法回顾

Osher 和 Sethian 提出的水平集方法可以自动适应拓扑结

构变化 , 对于曲线演化过程中可能产生的尖点、曲线的分裂和

融合等复杂情况 , 均可以有效处理。由于其出色的稳定性和拓

扑无关性 , 水平集方法在图像处理、计算机视觉等领域得到了
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广泛的应用。水平集方法是一种跟踪轮廓和曲面演化的数值

方法。演化的曲面表示为更高维度方程( 水平集方程) 的零水

平集。水平集方程在微分方程的控制下演化。演化方程为

��
�t

= |��|V, �( 0, x, y) =�0 ( x, y) ( 1)

其中 �为水平集方程, V( k) 为速度方程。

如果将水平集方程的曲率作为速度函数 , 得到如下特例 :

V( k) = div(
��

|��|
) ( 2)

得到平均曲率流模型 :
��
�t

= |��|div( ��
|��|

)

�( 0, x) = �0 ( x) , t∈ [ 0 , ∞ ) , x∈ IRN

( 3)

著名的几何主动轮廓模型是在平均曲率流模型基础上提

出的:
��
�t

= g( |�u0 |) |��|( div(
��

|��|
) + v) , in[ 0, ∞ ) IR2

�( 0, x) = �0 ( x) , inIR2

( 4)

其中 g( |� u0 |) = 1
1 + |�Gσ( x, y) ×u0 ( x, y) |2 为边敏函数 , v为一

正常数 , �0 为初始水平集方程。g( |�u0 |) 为调节零水平集曲

线的演化速度。当曲线到达边界时 , 演化停止 , g 消失。常数 v

为一校正项 , 保证( div( ��
|��|

) + v) 为正。v 可描述为曲线内

部区域的收缩子。

几何主动轮廓模型依靠边敏函数 g 停止曲线的演化 , 这样

模型只能检测出边界由灰度定义的物体。对于边界模糊的图

像, 如 LSCM荧光通道中的成像, 其分割结果不理想。

1. 2 全局信息的方法

可以考虑使用图像的全局信息 , 而不仅仅是边界信息构造

速度函数。在此使用通用的水平集方程 :

��
�t

= - αA( x) ×��- βP( x) |��|+ γZ( x) κ|��| ( 5)

其中 κ= div( ��
|��|

) 为曲率 , A( x) 为平流速度图 , α为平流尺

度常数 ; P( x) 为演化速度图 , β为演化尺度常数; Z( x) 为曲率

空间修改图 , γ为曲率尺度常数。

在此不考虑平流场和曲率空间的变化, 因此式 ( 5) 中

A( x) = 0, Z( x) = 1。此时 , 通用公式简化为

��
�t

= - βP( x) |��|+ γκ|��| ( 6)

假设图像 u0( x, y) 仅由待检测的物体和背景两部分组成 ,

则得到最小分区模型。物体的平均值为 c1 , 背景的平均值为

c2。我们希望演化曲线在物体内部时模型扩张 , 而在物体外部

时模型收缩。故将演化速度方程定义为

P( x) = v +λ1 ( u0 - c1 ) 2 - λ2 ( u0 - c2 ) 2 ( 7)

联立方程式( 6) 、式( 7) , 可得到水平集方程 :
��
�t

= - β[ v +λ1 ( u0 - c1 ) 2 - λ2 ( u0 - c2 ) 2] |��|+γκ|��|=

|��|{ v. div(
��

|��|
) - β[ v +λ1 ( u0 - c1 ) 2 - λ2 ( u0 - c2 ) 2 ] } ( 8)

1. 3 Chan-Vese 模型

在 Mumford-Shah模型的基础上, Chan 等人提出了一种简化

的模型, 即 C-V 模型。该模型的速度函数不再依赖图像梯度, 而

是基于目标区域的灰度信息。它实际上是一种最小分区问题的

数值解法 , 同时适用于梯度有意义和无意义的轮廓检测 , 比如边

缘很平滑或不连续的图像分割。另外 , 该方法的速度函数定义

于所有水平集, 因此 , 可以检测出带有空洞的目标内部区域。在

此首先对该模型进行回顾。C-V 模型有以下形式:
F( c1 , c2 , C) = μLength( C) + λ1 ∫inside( C) |u0 ( x, y) - c1 |2dxdy +

λ2 ∫outside( C) |u0 ( x, y) - c2 |2 dxdy ( 9 )

其中 c1 和 c2 分别为曲线内部和外部灰度的均值。参数 μ> 0

和 λ1 , λ2 > 0 分别为各个能量项的权重系数。

最终分割轮廓线的位置由最优化式( 9) 得到, 分割问题变

为以下最小化问题 :
inf

c1, c2, C
F( c1 , c2 , C) ( 10 )

在水平集框架下 , 用水平集方程 �代替未知的演化轮廓

C。假设 �为 Lipschitz连续。

定义 Heaviside 函数和 Dirac 量度 δ0

H( z) =
1 z≥0

0 z< 0
, δ( z) = d

dz
H( z) ( 11 )

能量方程可被重写为

F( c1 , c2 , C) = μ∫Ωδ( �( x, y) ) |��( x, y) | + λ1 ∫Ω |u0 ( x, y) -

c1 |2H( �( x, y) ) dxdy +λ2∫Ω|u0 ( x, y) - c2 |2 ( 1 - H( �( x, y) ) ) dxdy

( 12 )

以水平集函数 �表达的 Euler-Lagrange 方程如下 :

c1 ( �) =
∫Ωu0H( �) dx

∫ΩH( �) dx
( ∫ΩH( �) > 0 )

c2 ( �) =
∫Ωu0 ( 1 - H( �) ) dx

∫Ω( 1 - H( �) ) dx
( ∫Ω( 1 - H( �) ) >0 )

��

�t
= δε( �) [ μdiv(

��

|��|
) - v - λ1( u0 - c1) 2 - λ2( u0 - c2) 2]

边界条件 :
δε( �)

|��|
��
�n

= 0

( 13 )

其中 Hε( z) = 1
2

( 1 + 2
π

arctan( z
ε

) , δε( z) = H′ε( z) = 1
π

ε

ε2 + z2。

比较 式( 8) 和式 ( 12) , 其不同点在于 : 式( 8) 中的 Dirac

方程 δε( �) 被|��|替代。δε( �) 有狭窄的定义范围, 从而限

制了 C-V模型的全局表现。而 |��|包含了图像的全局信息

并突破了定义域的限制。改进的 C-V 模型有更好的全局性

能。

C-V模型可以自动检测没有灰度的轮廓。该模型可以方

便地推广到多通道或彩色图像中。

设 u0, i为图像第 i 个通道, i = 1, ⋯, N, Ω为定义域 , C 为演

化曲线。每一个通道分量通常包含同一目标不同波长或模态

的成像。很容易得到向量情况下的最小分区能量为

F( c + , c - , �) = μLength( C) + ∫inside( C)
1
N

N

i =1
λ+

i |u0, i ( x, y) -

c +
i |2 dxdy + ∫outside( C)

1
N

N

i =1
λ-

i |u0, i( x, y) - c -
i |2 dxdy ( 14 )

其中 c + = ( c +
1 , ⋯, c +

N ) 和 c - = ( c -
1 , ⋯, c -

N ) 分别为 C 内部和外

部的均值向量。

水平集形式为

F( c + , c - , �) = μ∫Ωδ( �( x, y) |��( x, y) |dxdy + ∫Ω
1
N

N

i =1
λ+

i

|u0, i( x, y) - c +
i |2H( �( x, y) ) dxdy + ∫Ω

1
N

N

i =1
λ-

i |u0, i ( x, y) - c -
i |2

( 1 - H( �( x, y) ) ) dxdy ( 15 )
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�的 Euler-Lagrange 方程为

c +
i =

∫Ωu0, i( x, y) H( �( x, y) ) dxdy

∫ΩH( �( x, y) ) dxdy

c -
i =

∫Ωu0, i( x, y) ( 1 - H( �( x, y) ) ) dxdy

∫Ω( 1 - H( �( x, y) ) ) dxdy

��
�t

= δε[ μdiv( ��
|��|

) - 1
N

N

i =1
λ+

i ( u0, i - c +
i ) 2 +

1
N

N

i =1
λ-

i ( u0, i - c -
i ) 2 ]

With the Boundary Condition
δε( �)

|��|
��
�n

= 0

( 16)

式中 Hε( z) =
1
2

( 1 +
2
π

arctan(
z
ε

) ) , δε( z) = H′ε( z) 。

1. 4 多通道信息融合的方法

在实验中发现 , 用 C-V模型分割 LSCM可见光通道的图像

可以得到良好的结果 , 而分割荧光通道图像时 , 结果的可信度

有所下降。我们提出的方法基于以下的观察 : 可见光通道和荧

光通道提供了同一物体不同模态的图像。荧光通道描绘了血

管中药物颗粒运动的情况 , 可见光通道的图像包含了更多的细

微结构信息。药物颗粒在充分运动的情况下 , 可以运动到血管

中的各个位置。因此可见光通道的图像可以作为荧光通道图

像分割的可信参考。

通过观察灰度密度直方图可以发现 , 可见光通道中图像的

像素密度遵循高斯分布。令 u0 为荧光通道中待分割的图像 ,

而 u′0 为可见光通道中相应的图像。假设 P0 和 Pb 分别为 u′0

各个像素点的物体或背景的后验概率。

最大化以下概率能量方程:
E�( t) = ∫inside�P0dxdy +∫outide�Pbdxdy ( 17)

曲线 �的演化方程可以通过下式给出 :
��
�t

= ( P0 - Pb ) ×n ( 18)

其中 n为 �的单位法向量 , 并且 - 1≤( P0 - Pb) ≤1。

该信息可以用统计力 Fs 描述为

F s = P0 - P b ( 19)

根据式( 7) , 速度场信息可用 Fv描述 :

F v =λ1 ( u0 - c1 ) 2 - λ2 ( u0 - c2 ) 2 ( 20)

其中 c1 , c2 分别为曲线内部和外部的灰度均值。

结合参考图的统计信息和原图的速度场信息 , 式 ( 18) 可

以修改为

��
�t

= ( k + ws ×Fs + wv ×Fv) ×n ( 21)

其中 ws, wv 分别为相应力的权值。

2 实验结果

试验中采用的数据集是德国蔡司公司 LSM510 获取的小

鼠背部血管网。空间分辨率为 477nm, 数据大小为 512 ×

512 ×32。

分割结果如图 2 ～图 5 所示。图 2 和图 3 是分割各个

LSCM 的每个通道中的图像。图 2 是荧光通道的图像 , 而图 3

是可见光通道的图像。图 2( a) 和图 3( a) 是原始 LSCM 图像 ,

图 2( b) 和图 3( b) 是使用 C-V 模型的分割结果。在图 2 中可

以发现 , 很多信息丢失了。

图 4 是使用基于向量的 C-V 模型的分割结果。各个通道的

权值可以调节从而获得不同的分割结果。图 4( a) 中两个通道权

重相同而, 图 4( b) 中荧光通道和可见光通道的权重比为 3∶1。

图 5 是用通道信息融合的方法所得到的分割结果。

3  结论

本文提出了一个新的分割 LSCM 荧光通道图像的方法 , 该

方法结合了图像速度场信息和可见光通道图像的统计信息 , 可

看作多通道信息融合的分割方法。可见光通道提供的微小血

管的结构信息可以作为荧光通道缺少的信息的补充和校正。

这种信息补偿的方法带来了更好的分割结果。该方法被应用

于 LSCM 图像 , 将分割结果和 C-V 模型的分割结果相比较可以

发现 , 本方法更易操作并提供了更好的药物运动情况的描绘。

将此方法扩展到三维数据集 , 遇到的问题主要在于以下两方

面: ①分辨率为 512 ×512 ×32 的三通道体数据大小达到

24MB, 考虑时变因素时 , 数据量甚至还要大大增加。本方法有

时无法满足实时可视化的要求。②空间分辨率至少比 X 方向

分辨率低 2 ～4 倍, 这导致了不规则网格。而插值有可能破坏

血管的细微结构。今后的工作将争取在这两方面改进。
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图 2 C蛳V 方法分割
荧光通道图像

图 3 C蛳V 方法分割
可见光通道图像

(a) (b) (a) (b)

图 4 向量图 C蛳V 方法分割
荧光通道图像

图 5 通道信息融合的方法
分割荧光通道图像

(a) (b)
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  ( 1) 使用聚类融合的 SVM分类器。直接将融合的向量作

为带有第一级多项式核的 SVM 分类器的输入 , 与作为更高级

多项式核的 SVM分类器的输入 , 其结果相差不大。所以本文

选择前者。40 幅海滩图像和 20 幅城市图像被选择作为给定

数据库的分类样本 , 使用这些样本在 SVM分类器中训练数据

集。数据库中剩余的 707 幅图像被用作测试。表 1 中的结果

显示, 当几种低层特征进行融合时 , 分类的效率会提高; 三种一

起融合时 , 达到最佳效率为 89% 。

( 2) 使用 BP融合的 K近邻分类器。此种方法中 , 当两幅

图像属于同一类时 , 它们之间的距离设为 0; 反之 , 设为 1。由

于网络的预期响应是独立于每对图像的排列顺序的 , 所以为了

改善训练 , 每对图像均会建立正向和反向两个训练样本。因

此, 可以建立 2 800 个训练样本来训练 BP 网络。剩余的 707

幅图像用于评价 BP 融合。将网络中所有可能的图像对表示

出来, 一个如第 2 节描述的对称距离矩阵就建立了 , 并且可被

用于 K近邻分类器。

( 3) Falcon-ART 神经网络。将上面 BP 融合的同样的 60

幅图像用于 Fuzzy-ART分类器和 Falcon-ART 模糊神经网络的

训练集 , 同时利用网络中随机输入的融合描述符来训练网络。

在训练集中匹配成功率可以达到 95. 8% , 在测试集中可以达

到 87. 7% , 并且 Fuzzy-ART 算法可以建立八个超盒, Falcon-

ART 模糊神经网络被训练为 275 个初相。为了让 Fuzzy-ART

算法建立的规则更接近于人类感知 , 图像描述符的每一维均被

分成三个相同部分 , 对应的值是 low, medium, high。由 Fuzzy-

ART 算法建立的超盒引出的规则就使用这些值。

使用第 1 节中表达的 EHD 描述符作为分类时提取的特

征。每幅图像被分成上、中、下三个子图像部分, 每个边界均被

赋上 low, medium, high 这三个定性的值。这样 , 我们得到如下

的模糊规则 :
IF 图像上部分的 0 边界值是 low And 图像上部分的 45°边界值

是 medium And⋯ And 图像下部分的无方向边界值是 high

THEN 这个图像属于海滩类

利用 EHD 描述符, Falcon-ART 建立了五个模糊规则 , 详细

描述如表 2 所示。

4 结论

实验表明 , 使用 MPEG-7 描述符来进行图像分类的三个测

试方法都可以成功应用 , BP 融合显示出最好的分类结果。然

而 , 由于使用Falcon-ART的融合可以提供潜在分类机制的语

义描述 , 因而也是很有用的。未来的工作将会集中于使用更多

的 MPEG-7 描述符并应用到更多的分类中。另外 , 这些分类策

略也可以扩展到预定义对象模型的图像分割中。

表 2 由 Falcon-ART 建立的模糊规则

图像部分 边界类型 规则 1 规则 2 规则 3 规则 4 规则 5

上部

0 M L M-L M-L L

45° M L M-L M M

90° M L M M M

135° H M M M M

无方向 M M M M M

中部

0° M L M M M

45° M M-L H M H

90° M M M M H

135° H M M-L H H

无方向 H M M H M

底部

0° M L L M L

45° M M H H H

90° H M M H H

135° M M-L M H M

无方向 M M M-L H M

类别 城市风景 海滩风景 城市风景 海滩风景 海滩风景

  注 : H 表示 high, M 表示 medium, L 表示 low。
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