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激光荧光光电成像系统及其应用研究
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摘要 本文报导一种以 & ∋ ( 快门摄象管为图像传感器
,

() � # ∗。 图像卡为图像数

据帧存贮体
,

微型计算机为控制中心的新型荧光光电成像系统
。

运用系统中独特的快门

装置
,

做出了时间分辨成像
,

消除 厂背景荧光对成像的影响
,

并由微机对采集到的荧光

图像进行必要的图像增强和 噪声消除等处理后输出再显 示
,

效果良好
。

文章最后给出系

统在潜指纹荧光探测和细胞结构荧光探测两方面的应用研究及其结果
。
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当
一‘ ,

二
二,

荧光探测是一种非常灵敏和有效的技术
,

它可广泛应用于物质结构探测和表面现象观察
。

在荧光成像技术中
,

最早的成像系统是荧光显微镜
,

由于其图像记录装置多是胶片摄影或 目

视
,

因而灵敏率和图像处理都受到很大程度的限制
。

后来随着微光%,− 像技术的发展
,

以微光电

视为图像传感器的荧光成像系统业 已出现
,

由于电子学的介入
,

它给图像处理带来一定方便
,

从而大大推动了荧光探测技术的发展
。

进入了八十年代后
,

随着图像采集技术的发展和微机的

普及
,

荧光探测的微机控制和荧光图像的微机处理已发展起来
。

�  . / 年
,

获国家科委基金资

助
,

我们这就开展了
“

激光荧光光电成像及其微机处理系统
”

的研究工作
,

本文即为参加这一课

题研究工作结果
。

∃ 系统组成及工作原理

激光荧光光 电成像 系统 由激光发源
、

光学成像系统
、

滤光片
、

& ∋ ( 摄像机
、

图像数据采集

系统
、

微机
、

监示器及打印机等部分组成
,

其结构如图 � 所示
0

系统中激发光源曾先后使用过 1 2 一( 3 激光器和壁融灯
,

前者输出波长为 4 4 ∃5 6 的

激光
,

后者 则发出具有丰富紫外成份的连续光谱
,

两者均能激发样品发 出荧光
。

当样品是微观

物体如生物细胞时
,

荧光则通过显微物镜成像于光阴极表面上
7 当样品是宏观物体如具有潜指

纹的物质表面时
,

荧光则通过普通摄象机镜头成像于光阴极表面上
。

为了滤去反射的激发光对

荧光成像的影响
,

在光 阴极和光学成像镜头之 间放置若干个滤光片
,

以便有效截止流长小于

4 / ! 5 6 的激发光
,

成像于阴极面上的光学图像
,

在电子光学透镜作用下
,

聚焦转移到 & ∋( 靶
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上
,

形成与光学图像相对应的电荷图像
。

当荧光

很弱时
,

则需关掉扫描 电子束
,

进行 图像积累
,

到一定程度时
,

再打开扫描 电子束
,

读取靶上的

图像信息
,

并得到视频信号输出
。

视频信号按

�! 9 1 :
采样频率经八位 ) ; < 转换器变成数字

量后存入帧存体中
。

与此同时
,

帧存体中的图像

数据被 读出
,

经 < ; ) 转换器后送监示器显示
。

微机对采集到的图像信号进行必要的图像增强

和噪声消除等处理后可输 出再显示
,

并给出某

些图像的荧光光强空间分布曲线
。

系统 中所用图像传感器系新研制出的一种

带快门的 &∋ ( 摄像管
,

它有两种工作状态
,

一

种是连续成像状态
,

一种是选通成像状态
。

当工

作在连续成像状态下时
,

光 阴极上加 一 =− > 高

压
,

快门极加 一 /
+

=−> 高压
,

阳极接地
,

这时可

8888888888888

           

??? ????? ..... � !!!

?????
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图 � 系统结构图

进行正常成像
7当工作在选通成像状态下时

,

光 阴极上加一 /− > 高压
,

快门极和阳极 电位均不

变
,

这时由于快门是位低于阴极电位
,

光阴极发 出的光 电子被 电场截止
,

因而 & ∋ ( 管处于成像

截止状态
。

这时打开快门进行成像是通过在光阴极上迭加一个 ≅−Α 高压负脉冲来实现的
。

利

用这一特性
,

系统可做时间分辨荧光成像
,

以消除某些背景荧光对成像的影响
。

由于 & ∋ ( 管 良好的积累特性
,

该系统能工作于 �!
一 8 Β Χ

的景物照度
,

因而非常适 合于微弱

荧光的光电成像
,

整个工作过程均 由微机控制
。

# 背景荧光消除

激发光源在激发样品发出荧光的同时
,

背景往往也被激发产生荧光
,

有时背景荧光很强
,

以致于掩盖了 目标图像
,

因此采取措施来消除背景荧光是非常必要的
。

根据荧光产生的特性不

同
,

背景荧光的消除方法也各异
。

实验中利用样品荧光 衰减寿命比背景荧光衰减寿命长得多的

这一特点
,

采用快门选通技术即让摄像机快 门在相对于激发光脉冲 的后沿延迟几个微秒后打

开
,

曝光 Δ6 = 后再并闭
,

这样 系统就能滤去背景荧光和反射的激发光
,

而仅让信号荧兴通过成

像
。

工作中我们以独特的办法解决了系统的同步问题及壁融灯 ∀9 ≅Ε %放电对系统产生的干扰

问题
。

结果表明
,

该方法对背景荧光的消出效果非常好
,

成像质量很高
。

图 ∃ 示出的即是采用

快门选通技术进行时间分辨成像所得到的荧光图像
。

图 # 则是同一 样品在系统工作连续成像

状态时所得到的荧光图像
。

4 荧光图像处理

在荧光光电成像过程中
,

受周围环境及其它因素影响
,

往往会产生一些寄生效应和尖峰噪

声
。

为消除这些噪声
,

增强图像对比度
,

完成一些有用信息
,

对图像做一些处理是必要的
,

这里

采用的方法是直方图均衡
、

平滑滤波和锐化滤波
。

在实际应用中
,

可以采用单一处理方法
,

也可



图 ∃ 时间分辨荧光图像

以几种方法联合处理
,

以期达到最佳增强效果
。

4
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� 直方图均衡Φ

它主要是通过累积分布函数变换

图 # 非选通灸光图像

=
Γ
一 〔万

5 、

;
, ‘一 万Η

·

∀Ι 、%

来改变图像灰度
,

以期增加图像对比度和灰度等级
。

Ι 7

为原始图像各象素灰度

式中 Η ∀Ι
7
% 为原女剑图像灰度的概率统计

= −

为变换后图像各象素的灰度
4+ ∃ 平滑滤波

平滑滤波主要是滤去图像中的跳变部分如尖峰噪声等而又不使得 图像的边缘轮廓变模

糊
,

这里采取的方法是邻域平均法
,

其基本思想是
0

当一象点灰度值和它邻域 内点灰度平均值

的差不超过规定闭值 Ε 时
,

则该点灰度值不变
。

否则
,

就用平均值去替代该点的灰度值
。

其数

学表达式为
0

一 ϑ仓令
’

Κ∀6
”’ ,

” ’了∀Χ
,

一杯
‘∀�5

,

一 ‘Λ

认
Β, 气工

一
Μ 夕 Ν

式 中 & 是 ∀Χ
,
Μ %点邻域 内它点坐标的集合

,

但不包括 ∀Χ
,
Μ %点

,

9 是集合内坐标点的总数
。

4
+

# 锐化滤波

图像的锐化与平滑相反
,

它主要是用于增强图像的边缘及灰度跳变部分
,

采用的方法是微

分锐化
。

其基本思想是
0

当一象点的灰度梯度值大于一阂值 Ε 时
,

该点的灰度值用其梯度来表

示
,

否则该点的灰度值不变
。

其数学表达式为
0

Ο ∀Χ
,

Μ % Ν
Π 〔Κ ∀Χ

,
Μ %〕若 Π 了∀Χ

,

妇〕Λ Ε

Κ ∀Χ
,
Μ %

, 其它

式中的 Π 〔Κ ∀Χ
,

Μ %〕为函数 Κ ∀Χ
,

必 在点 ∀Χ
,

妇处的梯度值
,

在数字 图像处理中
,

它用差分

来表示
0

Π ΘΚ ∀Χ
,

夕%〕一 弋〔Κ ∀Χ
,
夕%

一

Κ ∀Χ Ρ ? , 夕% Σ
,

Ρ ΘΚ ∀Χ
,
少%

一

Κ ∀Χ
,
少 Ρ ?%〕

,

Τ告

这样通过合理地选择门即值 Ε
,

就有可能既不破环平滑区域内的灰度值又能有效地突出

图像的边缘信息
。

根据上述图像处理思想
,

即可编 出相应图像处理软件
。
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之本系统在荧光探测的科学研究中有着广泛的应用前景
。
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