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椭偏光学显微成像系统中的图像采集及处理技术

孟永宏, 靳　刚
(中国科学院力学研究所, 北京 100080)

摘要: 椭偏光学显微成像是近几年发展起来的一种超薄膜及表面结构显示技术,它不仅为分子生物学、

生物医学 (尤其是分子生物医学)及分子生物材料学等领域提供了一种新的研究手段,而且在临床疾病

诊断、微电子器件及纳米材料检测等方面具有潜在的应用前景。本文针对椭偏光学显微成像系统及其成

像 (简称“椭偏成像”)特点,提出了扩展图像量化等级法、快速采样—时间积分法和多采样点平均法以改

善椭偏成像质量和样品表面定量分析的可靠性,并给出理论分析及实验结果。这些图像采集和图像处理

技术在椭偏光学显微成像系统中行之有效,同时也适用于类似的图像处理系统。
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1　引　　言

　　椭偏光学显微成像是近几年发展起来的一种

非接触测量超薄膜分布及表面微细结构的方

法[ 1, 2 ]。它将传统的光学椭偏术、CCD 摄像、计算

机采样和图像处理技术相结合,不仅可以测量光

波的幅值变化,而且对于相位体所引起的光波的

位相变化具有极高的灵敏度。椭偏光学显微成像

技术保留了传统椭偏术纵向分辨率高的特点 (达

10- 10m ) ,同时又具有测量面积大 (达数 cm 2)、取

样速度快 (对 105 以上像素的图像取样速度每秒

达 25帧以上)、横向分辨率高 (达 10- 6m 量级)和

结果直观 (全部实验结果以图像形式显示)的特

点[ 3 ]。

本文在考虑椭偏光学显微成像技术及其图像

特点的基础上,为提高图像质量和改善图像数据

分析的可靠性,提出了扩展图像量化等级法、快速

采样—时间积分法和多采样点平均法,并给出相

关的实验结果。

2　椭偏光学显微成像系统及其图像
处理技术

2. 1　椭偏光学显微成像系统

椭偏光学显微成像系统的原理如图 1 所

示[ 2 ]。其基本装置为传统的 PCSA 椭偏仪:即,起

偏器—补偿器—样品—检偏器。在此系统中,采用

扩展平行光束代替传统的窄光束,单色偏振光照

射样品,样品对入射光波进行调制,使得反射光波

中含有样品的信息,通过透镜成像系统在CCD 摄

像机上成像, CCD 摄像机采集到的模拟信号由视

频监视器显示,并进一步经过图像采集卡进行A ö

D 变换形成数字图像文件进入计算机。

F ig. 1　Schem atic diagram of ellip som etric im aging system

CCD 摄像机产生的电信号与入射到其光敏

面上的光强成正比。可以利用椭偏图像分析样品

表面的三维形貌及薄膜的厚度分布,也可以分析

样品表面的动态形貌变化和厚度分布变化的规

律。分析椭偏图像时,要求原始图像具有良好的成
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像质量。为此,我们采用扩展图像量化等级法来提

高图像纵向分辨率、采用连续抓取2时间积分法提
高图像信噪比来改善图像的质量。同时,采用多采

样点平均法降低随机噪声对图像定量分析的影

响,提高定量分析的可靠性。

2. 2　扩展图像量化等级法提高椭偏图像纵向分

辨率

在椭偏光学显微成像系统中,图像卡对CCD

摄像机获取的模拟信号进行数字化处理 (即: A öD
转换)。数字化过程就是对模拟信号进行采样和量

化,通常采用均匀量化,其量化分层越多,量化误

差越小[ 4 ]。即图像的纵向分辨率越高,图像包含样

品细节的信息就越丰富,从而有利于利用图像对

样品进行分析。该系统中采用了加拿大M atrox

E lectron ic System L td. 公司的M atrox Pu lar 黑

白图像卡,该图像卡在A öD 转换时的量化等级可
以控制在 8b it或 10b it。因此,通过扩展图像量化

等级可以提高图像的纵向分辨率,把数字图像量

化的灰度级从 256 (即 8b it ) 提高到 1024 (即

10b it)时,系统的纵向分辨率可提高 4倍,同时信

噪比保持不变。此方法为显示超薄膜层的表面分

布提供了技术基础。

2. 3　连续抓取- 时间积分法提高椭偏图像信噪

比

为了提高椭偏图像的信噪比,采用快速采样

- 时间积分法,即利用椭偏光学显微成像系统在

短时间内对待测样品进行连续图像采集,然后对

采集的图像进行时间平均。假设在实验条件保持

不变的情况下,样品发生可观察的变化所需时间

为 T ,快速采样 (即连续抓取图像) 的持续时间为

Σ。在快速采样- 时间积分法中要求
Σ< < T (1)

假设单幅图像中任一点的噪声标准差为 ∆,N (N

为整数) 幅图像进行平均后相应点的噪声标准差

为 ∆n。可以证明[5 ]: 平均后的图像中任一点的噪

声标准差降为

∆n =
∆
N

(2)

因此,连续抓取 100幅图像进行平均可将图像的

噪声降低一个数量级。对于信噪比要求更高的图

像,可以采用短时间内抓取更多图像进行时间平

均来得到。这种方法可以有效地降低图像噪声,提

高图像信噪比,从而改善图像质量。此方法为椭偏

光学显微成像显示样品表面的细微结构提供了可

能性。

2. 4　多采样点平均法提高样品分析的可靠性

椭偏光学显微镜成像系统以直径 40mm 的

光束照射样品表面, CCD 摄像机以 4×105 以上

的像素同时进行成像。如果样品局部被污染了,可

以从图像上观察出来,以区分污染物所引起的错

误信号对测量结果的影响,这是采用单点测量的

传统椭偏仪所难以做到的。椭偏成像是由CCD 摄

像机经过光电转换,再经过黑白图像卡进行A öD
变换后形成的,此过程中产生的噪声会直接影响

图像的质量。样品上具有相同表面特征 (如厚度相

同)的待测区可看作由空间很多采样点组成, 因

此,可以通过对这些采样点进行测量并取其平均

值来得到该区域的表面特征参数。多采样点平均

法能有效地降低随机误差对测量结果的影响。在

实际操作时,首先取这些采样点在图像上对应像

素的灰度值,然后取这些灰度值的平均,这样就可

以分析出样品上该区域的表面信息。此过程可表

示为

G =
∑
M - 1

i = 0

g (x i, y i)

M
(3)

其中, G 表示多像素灰度值的平均, g (x i, y i) 表示

第 i个像素的灰度值,M 为选定像素的个数。假设

图像中任一点的噪声标准差为 ∆,M (M 为整数)

个像素进行平均后的噪声标准差为 ∆M。可以证

明[ 5 ] ,多采样点平均后的噪声标准差理论上降为

∆M =
∆
M

(4)

由此可见,采用此方法对图像进行定量分析,可以

有效地降低测量结果的噪声标准差,从而提高了

分析的可靠性。

3　实验结果及分析

　　为了展示椭偏光学显微成像系统的功能和图

像处理的效果,选用生物分子薄膜为测试对象。生

物分子薄膜是薄而透明的,在物理上属于超薄相

位体。由于相位体基本不引起光波的幅值变化,所

以用显微镜是难以探测的。而椭偏光学显微成像

系统对相位体所引起的光波的位相变化具有极高

的灵敏度,所以,利用该系统可以测量生物分子薄

膜的表面分布。

图 2～ 3中显示了人血浆白蛋白 (H SA )和人

血浆白蛋白及其抗体 (an t i2H SA )形成复合物表

面分布的三维立体图。立体图中的高度对应于以

灰度分布的黑白椭偏图像中的灰度值。样品制备

已另文发表[ 7 ] ,在实验过程中,该样品保持不变。
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图 2中的 (a)和 (b)是分别在 0. 1s内以 8b it 抓取

和在 0. 13s内以 10b it 抓取的单幅椭偏图像的三

维厚度分布图,图 3 中的 (a)和 (b)是分别在 10s

内以 8b it 和在 13s内以 10b it 连续抓取的 100幅

椭偏图像进行平均后的三维分布图。图中各层从

低到高依次为基底、H SA 单分子吸附层和H SA ö

an t i- H SA 复合膜层。表 1中列出了图中各层的

灰度值 (多采样点进行平均后的灰度值) ,这些灰

度值为后边的分析提供了数据。
Table 1　Average greysca le of the layers in

F ig. 2～ 3, respectively

Substrate H SA H SA öan ti- H SA

D ifference
betw een

Substrate
and H SA

F ig. 2 (a) 11. 96 20. 57 48. 98 8. 61

F ig. 2 (b) 47. 31 81. 42 195. 37 34. 11

F ig. 3 (a) 11. 47 20. 01 48. 54 8. 54

F ig. 3 (b) 46. 72 81. 11 194. 94 34. 39

(a)

(b)

F ig. 2 　 T h ree2dim ensional distribu t ion of single

ellip som etric im ages of H SA and H SA ö

an ti2H SA w ith 8b it dep th ( a ) and 10b it

dep th (b) , respect ively

(a)

(b)

F ig. 3　 T h ree2dim ensional distribu t ion of averaged

ellip som etric im ages of H SA and H SA öan ti2
H SA by 100 successive im ages w ith 8b it

dep th (a) and 10b it (b) , respect ively

3. 1　扩展图像量化等级法对图像纵向分辨率的

影响

考察图 2, H SA 单分子吸附层与基底的灰度

值在 8b it 图像中相差 8. 61,在 10b it 图像中相差

34. 11。经过厚度标定[ 2 ] ,饱和的H SA 单分子吸附

膜层的厚度约为 2. 5nm。所以,在系统设置不变

的情况下,当以 8b it 抓取图像时图像的纵向分辨

率为 0. 3nm , 以 10b it 抓取纵向分辨率为

0107nm。由此可见,采用扩展量化等级法把量化

等级从 256提高到 1024后,图像的纵向分辨率提

高了 4倍。从图 3中也可得到相同的结论。

3. 2　快速采样- 时间积分法对图像信噪比的影

响

比较图 2 (a)与图 3 (a)可以定性地看出,采用

快速采样时间积分法将 100幅连续图像进行时间
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积分并平均后,图像上的噪声明显降低,信噪比明

显提高。

为了定量的说明该方法对图像信噪比的影

响。以另取的一个表面厚度均匀分布的样品为研

究对象,对该样品以 8b it 的纵向分辨率、10 幅每

秒的速率抓取 5000幅图像,在此过程中样品保持

不变。首先, 在该系列的每幅图像上相同位置

P (m , n) 上取像素的灰度值,得到 5000个表示样

品上同一点的多个测量值,用Bessel公式[ 5 ]进行

计算,得到单幅图像上该点灰度测量值的噪声标

准差为 1. 29。然后,将此系列中每 10s内连续抓

取的 100幅图像进行时间平均,得到 50幅平均图

像,取这些图像上 P (m , n) 位置的像素灰度值并

用Bessel公式进行计算,得到平均图像上该点像

素灰度值的噪声标准差为 0. 13 (约为单幅图像噪

声标准差的 1ö 100)。由此可见,采用该方法对

100幅图像进行时间积分并平均后,噪声降低了 1

个数量级,因为有效信号保持不变, 所以 SöN 提
高了 1个数量级。

3. 3　多采样点平均法对分析样品的影响

以图 2 (a)对应的椭偏图像中的H SA 单分子

吸附层所在的区域为研究对象,在该层上取一个

含 170×50个像素的区域,这些像素的灰度值在

14～ 27之间分布。对这些值用Bessel公式进行计

算,得到单点测量时的噪声标准差为 1. 92。将该

区域中每列的 50 个像素进行平均, 用Bessel函

数对这些平均值进行分析,得到取 50点平均进行

测量分析时的噪声标准差为 0. 28 (约为单点测量

的 1ö 50)。显然,采用多采样点平均法提高了图

像分析可靠性,这与理论分析是一致的。

4　结　　论

　　本文通过考虑椭偏光学显微成像系统及椭偏

成像的特点,提出用于提高图像纵向分辨率和提

高图像信噪比的图像采集方法,以及分析样品的

多采样点平均法。这些方法在系统配套软件< <

E llip som etric Im aging Expert System > > 中得以

实现。实验表明文中提出的方法取得了良好的结

果。

实验室中的椭偏光学显微成像系统已成功地

研究了多种蛋白分子在固相表面的吸附机理[ 6 ]和

多种抗原- 抗体之间的相互作用[ 7 ]等,并成功地

检测了人体内分泌激素[ 8 ]等。在这些研究与检测

中,采用本文中提出的扩展图像量化等级法、快速

采样- 时间积分法和多采样点平均法得到了良好

的椭偏成像质量和样品表面的定量分析结果,证

明了本文提出的方法是行之有效的。

此研究得到国家自然科学基金委和中国科学

院的支持,在此谨致谢意。
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Techn ique of image grabb ing and process ing in ell ipsom etr ic imag ing system

M EN G Yong2hong, J IN Gang

( Institu te of M echan ics, Ch inese A cad em y of S ciences, B eij ing 100080, Ch ina)

Abstract: E llip som etric im aging, w h ich has been developed du ring recen t years, is a k ind of techn ique

fo r visua lizing the superth in layer d ist ribu t ion and su rface structu re. It no t on ly supp lies a new too l

fo r studying m o lecu le b io logy, b io2m edicine ( especia lly m o lecu le b io2m edicine ) and b io2m o lecu le

m ateria ls science, bu t a lso has p rom ising app lica t ion s in d isease d iagno sis and exam inat ion of m icro2
electron ic elem en ts and nano2m ateria ls. In o rder to im p rove the quality of im ages, Expanding P ixel

B it2dep th and Fast Grabb ing and T im e A verag ing, as w ell as A verag ing O ver P ixels are p ropo sed.

A bove m ethods have been p roved effect ive in the system w ith som e experim en t resu lts. T hese

m ethods m ay be u sed in som e sim ila r im aging system s.

Key words: ellip som etric im aging; im age grabb ing; im age p rocessing

作者简介: 孟永宏 (1974- ) ,男,陕西大荔县人。1997年毕业于北京理工大学光电工程系,获光电检测及仪器仪表专业学

士学位。1997年进入中国科学院力学研究所参加工作,目前主要从事光学与生物交叉科学的研究。椭偏光学显微成像系

统是作者所在课题组于 1998年研制的,该系统目前处于国际领先水平。利用该系统已在研究生物分子之间的相互作用、

自装配单分子膜层 (SAM )等研究方面取得良好的结果,并在 SP IE, IEEE 等国内外刊物上发表多篇学术论文。并且,利

用该系统为中国科学院上海细胞生物所、北京协和医科大学等单位的药物筛选和受体- 配体研究提供了崭新的手段。主

要在研究中负责光学检测、图像采集和处理等工作。

　　　　 靳刚 (1957- ) ,男,北京市人。1993年获法国巴黎皮埃尔·玛丽·居里大学物理学博士。1992- 1994年曾任法

国国家科研中心合作研究员,从事导电聚合物光学特性研究。1994- 1996年作为访问学者在瑞典L inkoβp ing大学从事椭

偏成像及分子生物学应用研究。现任中国科学院力学研究所研究员、博士生导师和中国科学院专家委员会委员,兼任山

东省医学科学院客座教授,并多次受聘为葡萄牙里斯本大学客座教授。目前从事生物分子测试技术研究和生物材料科学

研究。

023　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　光学　精密工程　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8卷


