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三维内部构造显微镜设计
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摘要: 通过连续切片获取生物体二维断层图像然后进行三维重建日益成为生物医学中研究生物体内部

三维立体结构的主要途径。在对显微镜用薄片切片机结构及三维重建技术的研究的基础上,本文提出

了三维内部构造显微镜的设计方案, 解决了生物切片过程中的样品定位、样品切削、断层图像采集、系统

控制诸多问题。以本系统获得的二维断层图像为原始数据,利用自行设计三维重建软件, 得到了真彩的

表面重建和任意切面重建结果。
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1 � 引 � 言

� � 随着医学影像技术的日益成熟以及各种各样
的医学影像设备(如 CT、MRI 等)在医院中的广

泛使用,研究人员可以通过这些设备重建生物体

内部组织的三维图像。以连续切片的方法获取生

物体二维断层图像然后进行三维重建同样也在不

断发展中, 并成为研究生物体内部三维立体结构

的另一重要途径。

从一组二维断层图像上理解研究对象内部的

三维结构是非常困难的,即使对于经验丰富的人

员也很难准确地描述内部组织的立体结构和确定

变体的方位。所以, 三维重建是对病变体进行定

量分析(如计算体积,表面积和空间定位等) , 提高

诊断准确率的重要保证。[ 1]

图 1描述了体视化的主要过程[ 2] :

无论采用什么显示方式, 首先则要获取连续

的二维图像。由 CT 等断层扫描设备经过图像重

建可以产生一系列断层图像, 断层图像经过图像

插值就得到所需要的各向同性的体数据[ 3]。CT

断层图像厚度在 mm 尺度,丢失了层与层间的大

部分信息,重建结果的分辨率低,并且 CT 只能得

到灰度图像,所以只能做灰度和伪彩色重建。CT

是通过射线扫描而得到样品的断层图像,没有破

坏样品的完整性。在实际研究中, 研究对象并非

均要求保持结构的完整, 并且 CT 设备受切片厚

度的限制对于体积较小的样品不能适用。本文提

出了三维内部构造显微镜的设计方案, 可以进行

连续薄切片,利用 CCD扫描样品剩余部分截面而

得到样品的一系列真彩色、高分辨率的断层图像。

图 1� 三维体视化主要过程

Fig. 1 � Process of volume render ing .

2 � 内部构造显微镜观察法

连续切片的计算机三维重建是要对研究对象

进行连续薄切片, 利用图像采集系统获取二维断

层图像, 然后对这一系列二维图像利用计算机进
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行处理从而得到结构的立体形态。

医院普遍都备有切片机, 可以制作石蜡和冰

冻切片,并且切片的厚度在 �m 尺度,超薄切片机

则可以制作几十 nm 的切片。能够制作薄切片是

相对于 CT 的明显的优势。图 2( a)描述了目前三

维重建的流程, 即样本固定 �切片制作�切片染

色�观察统计及三维重建[ 4]
。

图 2 � 两种三维观察法的对比

F ig. 2� Comparison of two 3_D observing methods.

按照图 2( a)的流程, 每张切片染色以后, 目

标区色彩鲜明, 边缘清晰,易于目标图像检出和图

像分割。但是事实上目前的应用主要是对二维切

片图像进行观察及做一些参数统计, 三维可视化

则存在着一些问题。这些问题集中在切片的形状

精度和切片间的相互位置上。切得的每一张切片

展平后要粘着在载玻片上在显微镜下读取数据,

切片间的相互位置事实上已经发生了变动,切片

已经几何变形。正确地判断切片数据和将切片图

形准确地对齐是连续切片三维重建的重要步骤,

它直接影响着重建结果和参数计算的准确性。目

前在切片定位上并没有有效的方法
[ 5- 6]

。

本文引入的三维内部构造显微镜按照图 2

( b)描述的流程获取生物样品的二维断层图像并

进行三维重建
[ 4]
。这种方法的优点在于: 其一,

可以获得真彩二维断层图像。CCD 摄像头可以

获取真彩色位图,分辨率最少可以达到 640  480

像素。其二, 切片厚度可以小到 �m 甚至 nm 尺

度。最后,由于切片厚度的尺度减小,可以进行微

小生物体的研究。

为解决定位问题,我们设计了弹簧夹持机构。

组织经过固定、染色处理后置于弹簧夹持机构中

固定,只具有 z方向的一个自由度, 在进给轴的带

动下做上下移动。控制电路保证了切片与图像采

集的交替进行。整个流程归纳为:固定 �整体染

色�切片及断面图像采集 �切片重建。与连续切
片观察法不同, 显微镜的 CCD获取的是样品剩余

部分断面的二维图像,由于样品不能旋转,样品中

心不能发生位移, 则相邻断层图像的中心及目标

区轮廓相互重合。

3 � 系统设计

3. 1 � 系统原理

把已经整体着色并包埋好的试样置于弹簧夹

持机构中固定, 由进给机构带动其做间歇的 Z1 向

直线运动。切片厚度也即进给量 �z 可以在控制

面板中指定。如图 3所示。

图 3 � 控制程序面板

F ig. 3� Panel of the control progr am.

控制程序由切片厚度( Thickness)及步进电

机步距计算出发给电机的步进脉冲数:

Pulse =
2  b

P
Deg

� � Pulse为步进脉冲数, b 为切片厚度, P 为主

轴系统滚珠丝杠螺距, Deg 为步进电机步距角。

主轴旋转一周完成一次切削。主轴位置传感

器的输出占用控制卡一个端口, 并在主轴经过以

后跳变至高电平。控制程序扫描控制卡各个端

口,检测到主轴的位置信号为! 1∀时主程序调用图
像采集函数读取当前断层图像并存储在硬盘, 随

之向步进电机发出步进脉冲带动进给轴进给

�z ,同时置控制卡主轴位置端口为! 0∀,从而完成
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一次切片过程,即切片 �抓图 �进给。系统的控

制原理如图 4所示:

图 4 � 系统控制原理

Fig. 4 � System control pr inciple.

3. 2 � 机构设计

系统由主轴系统、进给系统、图像采集系统,

弹簧夹持机构以及控制电路构成。如图 5所示。

主轴系统包括主轴、主轴臂、生物切片刀刀架。主

轴和电动机间为皮带传动。进给系统包括步进电

机和滚珠丝杠。图像采集系统包括 CCD、PCI 图

像采集卡、CCD 支架、照明装置。CCD支架固定

在面板上, CCD 可以做 x , y , z 方向的移动。图

像采集卡对由 CCD输入的视频信号进行实时采

集,经 A/ D转换后将数字图像在计算机屏幕上显

示。控制程序调用图像采集函数读取显示窗口客

户区的图像并存储在硬盘。

图 5 � 系统结构

F ig. 5 � System structur e.

3. 3 � 实验结果
我们取高 25mm, 最大截面直径 12mm 的椭

球形植物果实为样品,以白蜡包埋,使用三维内部

构造显微镜共取得 590张断面图像。

图 6 � 实验结果

F ig. 6� F inal r esults.

实验条件:

生物样品 � � � � 植物果实
包埋尺寸 36  27  40mm3

包埋介质 白蜡

切削用刀具 日本 FEATHER 公司专

用切片刀

进给量 40�m

主轴回转速度 48rpm

CCD摄像头 Panasonic w v_GP410

物镜 CCTV LENS

照明方式 偏射照明

图6( a)为 CCD摄取的其中一幅 640  480像

素的二维图像。使用图像分割算法剥离出目标区

如图 6( b)所示。具有真彩色的任意切面重建的

结果及表面重建的结果分别如图 6( c)和 6( d)所

示。真彩色、高分辨率的结果无疑满足了生物医

学研究的迫切需求。

4 � 结论

本文提出了新型的三维内部结构显微镜的设

计方案。显微镜以不同于现有切片制作的流程制

作切片以获取样品的连续的二维断层图像,并用

于三维表面重建及任意切面的重建。显微镜的弹
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簧夹紧机构用于生物样品的定位, CCD图像采集

系统则摄取样品剩余部分断面的图像而非切除部

分的断面图像, 保证了相邻切片的轮廓对应, 解决

了轮廓的配准问题。重建的结果验证了以三维立

体构筑法的原理为基础设计的生物切片机具有自

己明显的优点。

本项目受中国科学技术大学生命科学学院交

叉学科科研基地经费的支持。
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Design of a 3_D internal structure microscope
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Abstract: Reconst ruct ion f rom series slice images has become an important method to observe the 3D inter�
nal st ructure of biolog ical samples. Based on the study of microtome st ructure and 3D reconstruct ion tech�
nology, several methods on designing a 3_D internal structure microscope are proposed, and such problems

as sample fix ing, slicing, slice image acquiring and system control have been resolved. Using 2D series sec�
t ion images acquired by the system, the t rue color 3D reconst ruct ions of the surface and any sect ion plane

have been achieved.

Key words: 3D reconst ruct ion; series slice; microscope
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