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摘要

摘要

近20年来，由于在远程病理诊断、远程教学中的便利性，数字切片受到越

来越多病理学专家的欢迎，与此同时，数字切片系统也成为研究的热点。本文

对数字切片扫描拼接系统的两项关键技术：数字切片扫描技术和数字全切片图

像拼接技术进行了深入的研究，在此基础上，设计并实现了数字切片扫描拼接

系统。

数字切片扫描方法主要由数字切片扫描路径规划方法和自动调焦方法组

成。在数字切片扫描路径规划中，本文采用系统测量的方法来获得扫描中需要

的误差补偿方案，消除了切片扫描中的累积误差。在自动调焦中，本文采用预

检测自动调焦条件后进行自动调焦的方法，避免了扫描过程中在空白区域处进

行自动调焦确保自动调焦成功。

面向数字全切片的优先权图像拼接方法通过优先权拼接生成树来减小图像

拼接累积误差，从而降低空白图像对全切片图像拼接带来的拼接误差影响，最

后，全切片图像存储采用大图切块成图像阵列的方法来解决拼接内存消耗大、

全切片浏览慢的问题。

最后，综合数字切片扫描方法和全切片图像拼接技术，本文设计并实现了

全切片图像拼接系统。通过多组病理切片的数字化实验，验证了本文研究的两

项关键技术的有效性，同时，也验证了数字切片扫描拼接系统的可行性。

关键词：数字切片大规模图像拼接自动调焦显微图像
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Abstraet

Abstract

Ill the last 20 years．virtual microscopy has become increasingly popular as a

modality for remote primary diagnosis，remote teaching referral to all expert

pathologist．The Virtual microscopy system become the focuse in the rese锄．ch

field·This paper focuses on the key technology of virtual microscopy system：the

technology of digital image scanning and large scale image stitching method．

Finally,we designs software system for virtual microscopy slide making and

browsing．

The slide scanning technology is composed ofthe method for trajectory planning
of slide scanning and the automatic focus method during the slide scanning．With the

measurement of automated robotic microscope，the error compensation Can be

gotten，and then it can be compensated during the image scanning．In this way，during
the large scale scanning the system accumulative error is reduced．The automatic

focus method for scanning images do focusing after checking the focusing condition

to make sure the condition suitable for focusing．With this method，during images

scanning，the successful probability of auto-focusing is advanced greatly．
In this paper,We pesent an image stitching method based on a weighted squares

for creating virtual slide．This method Can avoid the influence of blanked images
caused errors to the image stitching．And then，to solve the huge Virtual slide may

exhaust most computer’S memory,we cut the Virtual slide into small images and

design a viewing system to browse virtual slide．，．．

Finally,with the technology of slide scanning and image stitching，we design the

virtual microscopy slide making system．With the virtual microscopy slide making

system，we do some virtual microscopy slide making experiments to v耐矽the system

feasibility and validity．

Key Words：Virtual microscopy slide：large scale image stitching；auto．focusing；

Microscope image
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第一章引言

第一章引言

第一节数字切片扫描拼接系统的研究背景

生命科学是当今世界上最为活跃的研究领域和领头科学，显微切片观察作

为这个领域进行分析诊断、科研教学的基础手段，长期受到人们的重视，广泛

应用于医院、科研机构及相关院校。

目前，对于组织胚胎学、病理学和细胞生物学等形态学学科的显微切片观

察，大部分采用传统的玻璃切片观察方式。传统切片观察大多是以细胞或组织

标本的玻璃切片作为被观察对象，在使用中存在较大的局限性。第一，玻璃切

片存在时间和空间的使用局限性。例如，使用者对切片的观察必须局限在实验

室，借助于光学显微镜才能观察，那么观察者在时间和空间上就会受到一定程

度的限制。第二，在形态学教学过程中，需要大量的切片，不仅制作成本高，

而且很难保证每张玻璃切片的质量满足要求，不利于典型结构的观察和示教。

第三，玻璃切片在制作、使用、保存和搬运过程中容易破损，而且玻璃切片标

本随着时间的推移容易褪色，不易永久保存。如在肿瘤诊治过程中，病理切片

是病理诊断的主要手段，如果出现医疗纠纷，病理切片则是不可缺少的法律依

据。同时，病理切片的积累还为疾病的流行病调查、病因分析、转归评估以及

了解患者不同时期的疾病的发展与转归等提供了可靠的依据，实际应用要求病

理切片长期保存。传统切片在使用过程长期保存中存在褪色破损等情况，这些

变化影响了病理分析的可靠度。第四，病理切片的增多使病理切片信息的检索

变得困难。由此可见，传统切片已经跟不上当代医学生物科学的发展步伐，而

随着计算机图像技术的发展，近些年提出的虚拟病理切片概念和相关技术为显

微切片观察提供了新思路。

随着信息技术的发展，信息化技术越来越多地用于医学和生命科学研究领

域，如远程诊断、远程病理分析以及远程医学教学等，这使得世界不同地点的

人即使相距遥远，也能在一起研究讨论同一个难题，与在同一间屋子内做研究

没有区别。同时，越来越多的研究者正在研究信息技术在医疗等领域的应用【lH 5。。

数字切片又称为虚拟切片，它通过数字图像扫描拼接技术来生成全切片。



第一苹引言

数字切片系统利用计算机让用户在计算机显示屏上观察，用户可以观察到在光

学显微镜各种物镜倍数下的切片显微场景。使用者不仅可以在本地计算机上观

察全切片内容，而且可以通过网络远程观察和研究切片。越来越畅通的网络环

境，保障了用户可以通过网络畅通浏览数字切片。数字切片一直受到细胞病理、

临床病理等领域的热切期盼。

与传统玻璃切片相比较，数字切片的优势非常明显。数字切片突破了显微

视野范围的限制，使用户可以大范围的观察切片而不丢失细节；玻璃切片的浏

览需要使用光学显微镜，玻璃切片内容的浏览很不方便而且很耗时，数字切片

则采用先进的计算机存储和检索技术，能快速地检索和浏览，并可以精确定位

到目标感兴趣的区域通过图像标记或标注，提高了医务工作者的工作效率；数

字切片便于存储和通过网络进行信息交流，比较适合医学的远程诊断和会诊，

以及实验教学；切片数字化还可以整合资源、节省资金，对于一些难以取得的

切片，如心脏、脑以及系统性疾病的病理切片等，通过数字化实现切片的共享。

同时，个人医学电子档案的发展趋势也促进了数字切片的应用需求。综合分析

数字切片具有如下优点：

●数字切片可用来远程初级诊断。

·数字切片用于专家会诊时，通过网络传递切片内容方便快捷。

·数字切片可以方便地复制与保存。

◆数字切片一旦生成，不管传输多远内容不会发生变化。

●数字切片可方便的用于远程教育教学，通过网络学生可很方便地参加病理考

试。

·数字切片可方便地与计算机检索技术结合，使得信息切片检索更加方便快

捷。

·数字切片可用来做细节性的图像分析，批注内容可附加在数字切片上，通过

数字切片管理软件管理批注、阅读批注。

●数字切片可用来实现虚拟显微镜，在没有光学显微镜的情况下，通过数字切

片浏览软件浏览不同倍数下的切片内容。

综上所述，随着生命科学领域的迅速发展，数字切片的应用范围不断扩大，

需求量也逐年递增，用于切片数字化的数字切片扫描系统具有良好的市场成长

性和广阔的市场前景，研究和开发具有自主知识产权的切片扫描设备并实现其

2



第二节数字切片系统的发展现状

在计算机技术和信息技术向各个领域渗透的过程中，传统的光学显微镜观

察模式在不断地发生改变。近年来，越来越多的医务工作者和科研工作者意识

到数字切片的优越性和便利性，增加了数字切片制作设备的需求量，促进了相

关产业迅速发展，形成了前景可观的产业。

目前，数字切片系统主要有两种扫描方式：一、传统方式，在显微镜

上装配一个高分辨率的CCD相机进行拍照，这样将高倍放大的玻璃切片图

像进行局部的多次的拍照，并将最后生成的N多张图片利用计算机的软件

功能组合成一个整张的切片图像。二≮’采用TDI．CCD线性扫描技术(移动

积分扫描)，移动积分扫描技术不是采用拍照拼接方式，而是类似于办公用的扫

描仪，TDI．CCD图像传感器在物体上移动扫描的同时，图像即传输到计算机上。

典型的扫描时间是在使用20x物镜下1分钟完成15mm×15mm区域内的扫描。

使用数字切片的自动转换技术，一次可对210张切片进行扫描。当然，TDI．CCD

传感器的造价成本也是很高的，在宇航拍摄哈雷彗星运动轨迹时采用过这种技

术。

国外的厂商在这个方面投入较早，研发的产品大多性能优良，价格昂贵。

国外有些厂商采用第二种数字切片扫描方式，如图1．1所示，日本Hamamatsu

PhotoniC8公司的NanoZoomer系列产品【6】、美国光谷中心亚利桑那州图森市

DMetrix研究开发的快速数字切片显微扫描仪【7】和美国的Aperio公司的

ScanScope系列数字切片扫描系统【8】均采用时间延迟积分技术TDI．CCD制作数

字切片；有些厂商采用传统的数字切片扫描方式的产品，主要有日本奥林巴斯

公司的DoSlide数字虚拟切片工作站例。
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图1．1 NanoZoomer数字切片扫描系统【6】和DoSlide数字虚拟切片工作站【9】

国内的厂商起步比较晚，如厦门麦克奥迪(Motic)实业集团有限公司的

BA600Mot虚拟自动显微镜系统、北京普利生仪器有限公司的AMP2000．P自动

全景病理图文显微平台系统、北京优纳科技有限公司的PRECICE系列全自动数

字切片扫描系统等等，这些产品的结构类似，主要采用传统的数字切片扫描方

式，通过计算机软件将扫描拍照获得的图像拼接成一整张的数字切片图像。这

些产品相比于国外厂商产品价格便宜，但是由于这些产品的部分关键技术是购

买国外的核心技术，价格还是很高。

数字切片的优越性得到了大家的认可，数字切片越来越多地应用到各个医

学和生物领域。但是由于价格昂贵的原因，虽然感兴趣的用户很多，此类产品

只有国内的某些大型医院、科研机构及重点实验室，如北京协和医科大学病理

科、浙江大学医学院、中国医科大学基础医学院使用，国内只有少数的医院已

经建立了数字切片库。只有数字切片扫描系统的成本降低，数字切片才会得到

广泛的推广和应用。

南开大学机器人与信息自动化研究所自1993年开始进行微操作机器人的研

究，于1996年开发出我国第一台微操作机器人样机。随着逐年的研究改进，微

操作机器人系统的高精度位移控制技术日渐成熟，该技术是研究开发数字切片

扫描系统的微动扫描平台的重要技术基础。本文研究的数字切片扫描拼接系统

是采用传统的数字切片扫描方式来制作数字切片，该系统是本课题组与南开太

阳高科技发展有限公司合作，基于南开大学自主研发的微操作机器人系统研发，

拥有开发数字切片扫描系统的核心技术，所以能降低数字切片扫描拼接系统的

生产成本。同时，研究开发数字切片扫描拼接系统是微操作机器人研究成果产
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业化的一项重要发展方向。

第三节论文主要研究内容

1．3．1论文的主要研究内容

本文主要研究了数字切片扫描拼接系统的关键技术：数字切片扫描技术和

全切片数字图像拼接技术。数字切片扫描研究主要是保障待拼接图像质量，研

究了全切片图像扫描中的自动调焦方法和数字切片图像扫描路径规划方法。全

切片图像拼接方法是生成全切片的关键技术，用于克服大规模图像拼接带来的

拼接误差大、切片浏览难、拼接复杂等问题。

综上所述，本文主要研究了数字切片扫描系统的关键技术，研究内容主要

以数字切片扫描技术和全切片图像拼接技术为重点。

1．3．2论文的章节安排

本文主要围绕数字切片扫描拼接系统的设计与实现，进行了相关关键技术

的研究，论文的主要章节如下：

第一章研究分析了数字切片扫描系统的研究背景和发展现状，从而引出了

本文的主要的研究内容。

第二章介绍了数字切片扫描拼接系统的系统结构，根据研究环境指出了本

文的工作重点。

第三章对数字切片扫描技术进行研究，包括消除误差累积的扫描方法和扫

描过程中的自动调焦方法。

第四章对数字全切片图像拼接难点进行研究，提出了面向数字全切片的优

先权图像拼接方法。

第五章完成了数字切片扫描拼接系统与切片浏览系统的设计与实现，通过

多组病理切片的数字化实验，验证数字切片扫描拼接系统的可行性和有效性。

第六章对本文进行总结，并对数字切片系统提出了进一步的研究设想。

5



第一章引言

1．3．3论文内容结构

本文主要围绕数字切片扫描系统研究，工作的结构图如图1．2所示，描述了

本文的各项工作的结构关系。

引 言

ll
弋夕

数字切片扫描拼接系统结构

之乡 之乡
l囱向全切片的图像 面向全切片的优先权

扫描方法 的图像拼接方法

之乡 之乡

数字切片扫描拼接系统实现

弋夕

结论与展望

图1．2本文结构图
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第二章数字切片扫描拼接系统概述

第二章数字切片扫描拼接系统概述

第一节数字切片扫描拼接系统的体系结构

图2．1所示为数字切片扫描系统结构，它是由上位机系统、微动控制器、机

械结构和显微视觉系统四部分组成。数字切片扫描拼接任务是包括切片扫描与

切片拼接，这些任务是靠数字切片扫描系统各个功能部分相互协作完成。

图2．1数字切片扫描系统整体结构

数字切片扫描为数字切片图像拼接提供待拼接图像，这些待拼接图像是数

字切片图像拼接的前提条件。数字切片的扫描方法主要任务是对微动平台的扫

描运动进行运动规划和自动调焦，上位机系统软件以10ms为控制周期，将各个

轴的控制信号通过CAN总线发送给微动控制器。微动控制器解析控制命令，并

以1ms作为控制周期驱动步进电机，进行微动平台的二维平面扫描运动和自动

调焦操作。同时，显微视觉系统将显微镜下的切片内容通过摄像机以显微图像

的形式传递给上位机系统软件，上位机系统软件通过控制切片扫描获得显微图

像序列。当获得数字切片的待拼接图像后，上位机软件将待拼接显微图像拼接

成数字全切片。
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本章主要通过对数字切片扫描系统体系结构的介绍分析，引出了本文的研

究环境和研究背景，本章第二节分析总结了数字切片的关键技术，引出了本文

的主要研究内容：面向全切片扫描方法和全切片图像拼接方法。

2．1．1数字切片扫描拼接系统的机械结构

数字切片扫描系统主要负责数字切片的扫描与拼接，数字切片的扫描是数

字切片扫描系统的难点。切片扫描是在光学显微镜20×或40×物镜下进行的图

像扫描，图像扫描时相邻图像间具有一定的重叠，数字切片扫描平台必须保持

高精度高稳定性的运动才能保证相邻图像间有稳定的重叠区域，这样_才能满足

图像拼接的图像重叠度要求。

数字切片扫描系统在进行大范围切片扫描时，由于扫描的空间的跨度大，

切片不同区域的焦平面不一致，图像会发生不同程度的离焦，图像扫描过程中

的自动调焦不可缺少。在扫描过程中自动调焦，可以确保数字切片内容的清晰。

在Bacus实验室研制的虚拟显微镜系统【l¨，在切片扫描过程中需要人为参与自

动调焦，在40倍物镜下，扫描一幅宫颈检查涂片的全切片需要5个小时的时间，

缺少了自动调焦就不能实现切片的自动化扫描。

数字切片扫描系统通过规划微动平台的二维的扫描运动与驱动微动平台的

调焦机构，实现切片的全自动扫描方法。其微动平台的平面扫描和自动调焦的

机械部分是图像扫描环节的重要组成部分，下面对微动平台的机械结构进行介

绍。

数字切片扫描的机械结构主要包括微动平台和自动调焦装置两部分，如图

2．2所示。微动平台由两个正交的运动轴组成，具有X、Y两个平动自由度，每

个运动轴都通过高精度步进电机驱动精密丝杠，电机旋转带动丝杠上的滑块在

导轨上作直线运动，从而带动玻璃切片沿X、Y方向运动。显微镜的自动调焦装

置由另一个运动轴控制，该装置通过控制步进电机带动固定于显微镜准焦螺旋

上的轴套旋转，提供高精度的转动来带动平台上下运动实现调焦操作。

数字切片系统的机械结构直接影响了微动平台的运动精度，机械结构中的

高精密丝杠的加工精度越高，微动平台的运动误差越小，数字切片扫描越稳定。
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自动

调焦

装置

图2．2数字切片自动扫描平台的机械结构

2．1．2数字切片扫描拼接系统软件结构

数字切片扫描系统的上位机软件是整个切片扫描系统的管理者，它协调微

动平台的X轴、Y轴平面运动、调焦转动与显微视觉系统获得数字切片拼接的

原始待拼接的序列图像。同时启动数字切片图像拼接方法，实现“边扫描边拼

接”的在线数字切片拼接功能，系统软件结构如图2．3所示。

图2．3数字切片扫描系统软件结构

数字切片扫描系统软件采用模块化软件设计方法，将系统结构划分为运动

控制模块、图像管理模块、图像处理模块和图像拼接模块。运动控制模块、图

像管理模块、图像处理模块相互独立，图像拼接模块管理协调图像扫描与图像
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拼接完成图像拼接的复杂任务。

数字切片扫描拼接分为切片的扫描与数字切片拼接两个部分。图像扫描设

计扫描路径，调用运动模块的轨迹规划层接口控制平台做扫描运动和自动调焦

运动，再调用图像管理模块获取显微图像保存到磁盘，完成图像扫描的任务。

图像拼接以扫描模块扫描保存的图像作为待拼接图像，通过调用图像处理模块

进行图像计算实现图像的无缝拼接。下面简要介绍一下各个模块的功能：

●运动控制模块

运动控制模块主要实现平台X轴、Y轴、调焦轴的点动或连动控制。运动

控制模块划分为轨迹规划层和运动接口层。

轨迹规划层根据所期待的运动轨迹，规划出运动轴的速度曲线。轨迹规划

控制周期为10res，计算出10ms内各个轴的运动速度，同时轨迹规划层对运动速

度进行二次规划，计算出下位机控制周期(1ms)的速度值，然后通过运动接口层

接口下发给微动控制器。

运动接口层是上位机系统与微动控制器的衔接部分，其主要功能主要为：

一方面，提供宏观速度(∥m／s)与速度系数(用于微动控制器中的变频脉冲发生

器)的转换的接口；另一方面，与下位机的电机控制板通过CAN总线进行数据

通信，从而实现轨迹规划层规划速度的下发控制和微动控制器的位置、状态等

信息的反馈信息的读取与解析。

·图像管理模块

图像管理模块主要实现对彩色摄像机的管理工作，包括彩色摄像机的初始

化、摄像头参数的设置、显微图像的获取和显微视野显示等工作。该在图像扫

描时，通过图像管理模块获取显微图像并保存为待拼接图像。

·图像处理模块

图像处理模块主要负责图像处理的各个任务，通过图像处理的模块从显微

视觉系统获得显微图像的各种有用信息，如图像的SIFT特征提取、空白图像的

检测以、调焦过程中图像清晰测度的求取、图像预处理等功能。

●扫描拼接模块

图像扫描拼接模块是整个系统最关键的模块，主要负责图像扫描和图像拼

接的任务。图像扫描部分主要负责扫描路径的规划、扫描保存序列图像以及扫

描过程中的自动调焦。图像扫描与图像拼接是并行执行的，通过同步方法确保

图像拼接所需的待拼接图像已经扫描且保存。图像拼接则以图像扫描完成的图
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像作为待拼接图像，采用SIFT特征匹配的方法进行相邻图像的配准、采用图的

深度优先遍历的方法确定图像的全局位置，并且将数字全切片图像分成图像矩

阵来保存。

2．1．3数字切片扫描拼接系统的微动控制硬件结构

数字切片系统一方面需要一个好的图像拼接方法来完成海量的显微图像序

列的图像拼接，另一方面，图像拼接所需要的覆盖全切片范围的海量的显微图

像序列的获取也是研究的难点。通常，数字切片扫描是通过微动载物平台的高

精度的二维扫描运动来实现的。

本文中，微动载物平台的微动控制器采用CAN总线方式进行上位机与下位

机控制数据的通信，上位机定时读写CAN卡，给电机控制板发送速度数据控制
电机转动。CAN总线结构的微动控制通信方案具有较强的系统扩展性【l引，图2．4
为数字切片扫描拼接系统的微动控制器硬件结构，当系统添加或者减少电机时，

只需要在CAN总线上添加或减少电机控制板就能实现微动控制器的扩展。这种

控制方案之所以能够取代微操作机器人的基于USB总线微动控制方案，是因为

基于USB总线的微动控制方案具有扩展性不强的缺点，当扩展控制器控制规模

时，该方案需要重新编写多轴控制板程序才能实现控制器的扩展。下面将详细

介绍CAN总线方式微动控制器控制方案。

图2．4数字切片扫描系统控制器硬件结构
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2．1．3．1微动控制器CAN总线结构

CAN(Controller Area Nero．)总线协议，是ISO国际标准化的串行通信

协议，被广泛地应用于工业自动化、船舶、医疗设备、工业设备等方面。

CAN控制器根据两根线上的电位差来判断总线电平。总线电平分为显性电

平和隐性电平，二者必居其一。发送方通过使总线电平发生变化，将消息发送

给接收方。微动控制器的CAN总线连接如图2．5所示。
’
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图2．5微动控制器的CAN总线连接图

2．1．3．2电机控制板结构

电机控制板包括两部分：核心板和电机驱动板，电机控制板的两部分结构

如图2．6所示。

核心板DSP

电机驱动板

图2．6电机控制板结构图

其中，核心板主要由DSP TMs320LF2407A、存储器芯片、CAN总线模块

和相关的逻辑芯片组成，其主要功能包括两个方面：一方面，通过CAN总线完

成上位机运动命令数据包的接收和下位机状态数据包的上传；另一方面，用于
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产生控制电机的PWM。其核心是变频脉冲发生器，它负责将上位机发送过来的

速度系数转换为电机控制的控制信号step，该信号的频率与电机的实际运动速度

成J下比。

在进行运动控制时，变频脉冲发生器使用了一个向下计数的计数器对速度

寄存器中的数值进行计数。速度系数数值越大，STEP脉冲输出的频率越小，电

机转动的速度越慢。且当向速度寄存器中写入O时，变频脉冲发生器不输出脉

冲。

STEP脉冲的频率与速度寄存器中的速度值的关系为

知2萄 (2．1)

其中五伽为计数器时钟频率，K为写入计数器中的速度值，石卿为STEP

脉冲频率。微动控制器实际使用中，目前设定的以。为10MHz。当K=0时，石聊

=Oo

电机驱动板主要完成步进电机的细分控制和功率放大功能。电机驱动扩展

板收到来自核心板的PWM，通过PWM控制步进电机的定子绕组中电流的变化

控制步进电机运动。电机控制采用了基于脉冲信号的细分控制，要控制步进电

机旋转一圈，需要发送50800个STEP脉冲来驱动电机。

数字切片系统的微动平台包含两种运动方式：方式一，微动平台的X轴、Y

轴是通过步进电机带动丝杠的直线运动；方式二，微动平台的调焦方式是步进

电机带动正置显微镜的细准焦旋钮的转动来带动平台在Z方向的运动。

微动平台的X轴和Y轴选用的螺距为lmm，那么，电机旋转一周，微动平

台的滑块直线运动lmm，显微镜的细准焦旋钮旋转一周平台在Z方向上只运动

0．2mm。那么当选用螺距为瓯～∥所的丝杆时，滑块的宏观运动速度为

V=‰争c／am／s， 汜2)

将(2．1)代入到(2．2)，则

I墨!型兰五鲤 K≠0
1，={101600(K+1)

【o K=0
． (2．3)

式(2．3)为上位机运动接口层进行宏观速度和速度系数转换的关系。
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第二章数字切片扫描拼接系统概述

当选用不同螺距的丝杠来驱动滑块时，宏观速度与速度系数的关系将会改

变。从以上的微动控制器的设计可以看出，该结构的微动控制器具有较强的扩

展性，所以，数字切片扫描系统的软件应该随着微动控制器的扩展性进行相应

设计，系统软件设计时采用灵活的系统配置接口，如微动平台的各个轴的丝杆

的螺距和微动平台当前的电机数作为配置参数进行灵活设置，这样可以根据微

动平台实际配置灵活配置数字切片扫描拼接系统，从而增强系统的扩展性。

2．1．4数字切片扫描拼接系统的视觉系统

数字切片扫描系统的成像系统由OLYMPUS BX41正置显微镜、微动平台、

真彩色高级CCD摄像机和上位计算机组成。

图2．7所示为数字切片扫描拼接系统的显微成像系统结构，玻璃切片放置于

微动平台载物区内，玻璃切片经过显微镜成像系统成像在摄像机CCD的感光面

上，接着高级摄像机将图像离散化转化成数字图像，以标准视频的方式不断地

通过USB总线传递给上位机软件。上位机软件一方面将获得的图像用于图像处

理，另一方面将获得的图像用于显示在上位机软件的视野显示区域内。

图2．7显微成像系统结构

第二节数字切片扫描拼接系统的关键技术

数字全切片的制作方法如下：首先将玻璃切片固定于微动平台载物区，然

后规划微动平台的运动路径，并按照此轨迹控制图像采集系统采集覆盖被扫描

区域的图像序列，最后，系统通过图像拼接方法将图像序列拼接成整张的数字

切片图像。
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为了减小图像扫描给图像拼接带来的不良影响，本文针对切片扫描任务，深入

研究了全切片扫描方法。同时，由于在图像扫描成像过程中玻璃切片会发生不

同程度的离焦，因此需要在扫描过程中不断地进行自动调焦，来保证待拼接图

像符合全切片拼接的图像质量要求。

面向全切片的图像拼接任务中，待拼接图像达到上百张或上千张。全切片

图像拼接中，解决误差累计，提高拼接速度，优化内存使用，处理扫描过程中

的空白图像将是本文研究的主要问题。

面向全切片的图像扫描与图像拼接方法是本文的主要研究内容，图像扫描

方法与图像拼接相互联系，两者一起形成数字切片扫描拼接系统的关键技术。

图像扫描方法是全切片图像拼接方法的基础，在第三章和第四章中将详细介绍

图像扫描方法和图像拼接方法。

第三节小结

本章简要介绍了数字切片扫描系统的系统结构，主要包括系统的机械结构、

微动控制器、上位机软件系统等组成部分。并且指明了本文的主要研究内容：

面向全切片的扫描方法和数字全切片拼接方法。
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第一节概述

数字切片扫描是数字切片扫描系统的核心技术之一，也是数字切片拼接的

前提。数字切片扫描不仅要扫描覆盖切片区域，而且还要保障扫描获得的待拼

接显微图像清晰、相邻图像重叠度稳定以满足图像拼接的要求。

数字切片的扫描要求微动平台的运动精度达到微米级精度，本文中使用的

微动平台的微动精度能达到微米级精度，但是微动平台的误差累积随着扫描范

围的增大而增大，从而影响到数字切片的扫描的稳定性。

为了解决扫描过程中的误差累积的问题，本文采用测量统计微动平台运动

精度规律的手段，来获得数字切片扫描中的误差补偿方案，从而减小全切片图

像扫中描微动平台的累积误差带来的负面影响。同时，微动平台测量获得的微

动平台运动精度数据也是图像拼接方法中的硬件平台信息，是图像拼接算法中

的约束条件之一。

面向全切片的图像扫描中，随着扫描范围的增大，显微图像不可避免地发

生离焦的现象。当显微图像离焦的情况时，数字切片图像扫描需要自动调焦措

施用来保障扫描的获得的显微图像清晰。由于系统对于扫描拼接的时间消耗要

求尽可能少，所以尽量降低数字切片扫描中自动调焦的时间花费是设计调焦方

法考虑的要点。

本文的图像扫描技术采用间隔性调焦的策略，且在每处自动调焦前先预检

测自动调焦条件再进行自动调焦以保障自动调焦的成功率。采用这种自动调焦

方法既能保障扫描获得的待拼接图像清晰，又能将自动调焦耗时降低到最小的

限度，以满足全切片扫描的调焦耗时少、获得待拼接图像清晰的目标要求。
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第二章面向全切片的图像扫描方法

第二节面向全切片图像扫描方法

3．2．1切片扫描规划

数字切片扫描范围根据用户的设定而确定，扫描范围为覆盖用户设定的区

域的最小矩形，一般的正常尺寸的玻璃切片，需要进行扫描的区域约为lcm×

lcm。将选择的矩形区域分割成大小等同于当前屏幕视野的一组单元格，扫描路

-l●●●

rIr rr●●．上‘

，

111‘11上L
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． 上 1● ’ I _LrlI I
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互正交，水平面的两个关节分别命名为X轴、Y轴，Z轴与X．Y平面垂直，其

中，Z轴主要负责系统的自动调焦工作。

图3．2切片扫描系统与坐标系结构图

图3．2为数字切片扫描系统的实物图与系统坐标系示意图，系统可分为两个

局部坐标系：微动平台三维坐标系和CCD图像二维坐标系。微动平台坐标系的

x轴为滑动关节的轴向方向，同理微动平台坐标系的Y轴为微动平台的Y轴滑

动关节的轴向方向。从系统结构可知，微动平台的X．Y坐标平面与CCD图像二

维坐标系平行。

微动平台运动产生位移，CCD摄像机采集的图像内容也随之变化。由此，

通过测量图像内物体的位移，即可获得微动平台的位移情况，如图3．3所示，微

动平台x轴左移500∥m，显微图像内容相应产生向右的平移。通过检测图像内

容的平移距离即可测量出微动平台的运动距离。
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图3．3微动平台微动导致图像内容平移

本文微动平台的运动精度测量通过测量图像内物体的位移来实现，其中，

测量图像内物体位移采用SIFT特征匹配的方法。图3．4为图3．3中的显微图像

通过SIFT特征匹配的情况，从图3．4可以看出，通过SIFT特征匹配结果可以获

得图像内容的位移。
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图3．4基于SIFT特征匹配的图像测距法

基于图像的微动平台精度测量方法可以通过程序自动化测量，获得准确的

测量微动平台的运动精度数据。本文通过测量数据统计分析获得微动平台的测

量结果，依据测量结果提出优化的切片扫描路径规划，实现数字切片扫描方法

的研究与评估。

3．2．2．2微动平台测量实验

微动平台的机械结构与控制器都是自主研发系统中的重要部件，其运动精

度需要通过测量与评估的方法来获知。微动平台的运动精度也是数字切片系统
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S2=圭∑(s一刁)2 (3．2)
’‘I=0

本文选取50／zm、100_m、150／zm、200／zm、300∥m、500／zm、800／zm

为测量步长，进行微动平台测量实验。在测量中，实测精度数据为通过图像的

方法获得实际运动精度值，控制精度数据为系统在测量过程中控制器反馈的控

制精度数据。表3．1中实测误差均值、实测方差为对实测精度数据的处理值，控

制误差均值、控制方差为对控制精度数据的处理值。

表3．1微动平台评估测量表

测量步长 样本量 实测误差 实测方差 控制误差 控制方差

(∥m) 均值(／．z聊) 均值(∥m)

50 80 —0．129 2．833 -0．1149 O．014

100 78 -0．045 0．7233 —0．0516 0．005

150 36 -0．546 4．460 -0．4642 0．222

200 43 -0．593 1．878 -0．662 0．450

300 25 -1．143 4．046 -1．058 1．180

500 20 -2．584 10．808 -2．351 4．837

800 18 -4．536 39．615 —4．119 18．772

表3．1可以看出，实测的误差均值与控制误差均值非常接近，通过3组同样

条件下的测量发现，这种现象并非偶然。那么，可以推论出控制产生的误差导

致实际微动平台的误差的平均值，当步长为800∥m时，误差均值达到．4．5／．z m，

在这种情况下，当面向全切片扫描时，运动的累积误差将会随着扫描范围的增

大而增大。
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由表3．1数据分析可知，虽然系统的误差是由机械结构安装、控制误差等原

因造成的。但是影响微动平台运动累积误差主要是系统的控制误差，减小微动

控制器的控制误差，可以消除或者减小微动平台的运动的累积误差。本文添加

误差补偿的方法来减小微动平台的累积误差。

在20x物镜倍数，使用睿智RZ．D140M摄像机条件下，数字切片扫描系统

的视野大小为633．8口mx477．2∥m，若设置图像重叠度为20％，那么微动平台在

平台X轴方向上的运动规划距离约为500口m，由控制器反馈的控制精度数据可

得，微动控制器反馈的距离约497．2∥m。采用误差补偿的方法，2．8∥m的误差

补偿到上位机运动控制命令中，当设置上位机发出502．8／．t m的运动控制命令时，

微动控制器的控制距离为500∥m。

(a)误差补偿前的测量结果 (b)误差补偿后的测量结果

图3．5误差补偿前后的测量结果

补偿前后的微动平台的运动误差分布如图3．5所示，由误差补偿实验得出，

通过这种误差补偿，单步运动精度误差在3∥m以内，累积误差均值减小到0．15

∥m，通过这种误差补偿的方法，能解决大规模图像扫描中的误差累积问题。

3．2．3切片扫描运动规划策略

由3．2．2小节中微动平台的性能分析可知，通过微动控制器的反馈可以获得

误差补偿值，数字切片的扫描规划中添加控制误差补偿值来减小大规模数字切

片扫描中存在的累积误差。

设上位机发出的运动命令控制距离为S，控制器反馈的距离值S’，那么扫描

中的误差补偿值为e=S．S’。在数字切片扫描方法中，上位机发出补偿后的运动
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命令值S+e代替S，这种方法能减小大规模数字切片扫描中的误差累积，且不增

加微动平台的单步误差，这样数字切片扫描方法能获得稳定重叠的待拼接图像。

在图像扫描过程中，相邻两行的图像扫描方向相反，为了减小微动平台回

程误差在图像扫描过程中的影响，在图像扫描中换行扫描时的第一次运动规划

中添加回程误差补偿，减小回程误差给图像扫描带来的影响。

第三节面向全切片图像扫描的自动调焦设计

3．3．1全切片扫描中自动调焦的设计分析

本课题组在微操作机器人的研究工作中，曾经对微针和显微切片的图像的

自动调焦方法做过研究。其中，针对微针的自动调焦方法采用分析图像上一条

扫描线上的最小灰度值作为调焦测度来实现自动调焦。其中，针对显微切片的

自动调焦方法是在显微图像模糊的情况下，采用改进的归一化方差测度作为调

焦函数来进行自动调焦操作。

前期研究的两种自动调焦方法用在图像扫描过程中存在一些缺点：第一，

适用条件简单，没有考虑到图像内容对自动调焦的影响。针对微针的自动调焦

方法仅仅适用于微针的聚焦，不能适用于切片图像的自动聚焦。针对显微切片

的自动调焦方法是局限于显微切片调焦区域不能是空白的区域条件。在图像扫

描过程中，存在对空白图像区域进行自动调焦的情况，后一种调焦方法将会调

焦失败。第二，这两种自动调焦方法都是采用在线自动调焦的方法，每个运动

控制周期内都计算图像清晰度评价函数来评判调焦方向。这种调焦实现方法系

统资源消耗大，不适合应用在数字切片扫描拼接过程中，因为数字切片扫描拼

接系统在进行数字切片制作时，系统不光要进行图像扫描还要进行图像拼接的

复杂计算，自动调焦方法不能占据太多系统资源，且不必要在每个控制周期内

计算图像清晰度评价函数来进行自动调焦。

数字切片扫描过程中图像发生轻微的离焦就需要进行调焦。由于数字切片

系统设计要求图像扫描耗时少，且相邻图像间的离焦程度少，所以切片扫描中

的自动调焦方法不需要对每一幅图像进行自动聚焦。为了实现数字切片扫描时

的自动调焦，又不大幅度地增加自动调焦给切片扫描带来的时间消耗，本文采

用间隔性地对扫描的部分区域进行自动调焦，来保障数字切片扫描获得的图像
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清晰。其中，切片扫描中自动调焦的间隔通过预先测量微动平台的方法来确定。

根据数字切片扫描环境的复杂性分析可知，在进行数字扫描中，部分扫描

的区域为空白区域，当在空白区域进行自动调焦时，自动调焦将会失败且严重

影响整体图像扫描结果。为防止这种情况的发生，本文中提出的自动调焦方法

在自动调焦前通过空白图像检测方法进行预检测，预检测结果合格的情况下才

能进行自动调焦操作。通过这种措施，提高了切片扫描中自动调焦算法的健壮

性。

图像扫描过程中的自动调焦是在轻微离焦的特殊情况下进行的自动调焦，

只需要少量的调焦步骤就能完成自动调焦，自动调焦时间花费少是必需考虑的

要点。调焦策略应该选择在焦平面附近具有较强的灵敏度、计算不复杂、调焦

响应速度较快的调焦函数作为调焦测度。本文选择图像灰度梯度平方和作为调

焦评价函数，当调焦评价函数取得最大值时，认为切片被调至光学显微镜的焦

平面上，在CCD感光面上成清晰的图像。

3．3．2显微图像的成像原理

图3．6显微图像成像示意创13l

如图3．6所示为显微图像成像示意图，当处于焦平面上的点B通过物镜成像

于CCD感光面上的B’处时，远离焦点A和近离焦点C将分别成像于A’和C’点

(C’点位于感光面后，由于没有成像在感光面上，图中未标识)，点A和点B在感

光面上的像呈现为一个圆形的光斑。设光斑的直径为d’，如果d小于等于成像所

用光波的衍射盘的直径，那么A、C两点的离焦量小于镜头的分辨率，可以认为
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的高频成分增多。关于图像的聚焦程度的度量可以通过高频滤波器分析和提取

图像中的高频成分。从人类视觉的直观感觉的角度来讲，处于聚焦平面附近，

聚焦良好的显微图像，图像的细节清楚、清晰，相邻的像素点的灰度变化明显。

相比较模糊的图像，高频成分增多。离焦的图像，从直观的角度观察，图像模

糊，图像中相邻像素点灰度值变化缓慢，高频成分相对较少。

3．3．3空白图像检测方法

调焦评价函数是通过提取和分析图像中的高频成分来评价图像清晰度的。

而在扫描过程中，存在一部分区域获得的图像为空白的或者图像中存在极少的

高频信息，我们把这种图像定义为空白图像，该切片区域为空白区域。如果在

空白区域进行自动调焦，自动调焦方法将不能正确地将切片调至焦平面位置，

这样导致调焦点附近扫描的图像是模糊的，从而导致图像扫描失败。所以图像

扫描过程中的自动调焦方法在自动调焦前需要进行空白图像检测预处理。

在图像扫描中，需要调焦位置的显微图像只是发生轻微的离焦现象。非空

白的显微图像存在不少的纹理信息，空白图像缺少纹理信息且高灰度值像素占

整体像素比率高。

尽管目前对纹理没有正式的定义，但是纹理的描述子可以通过平滑度、粗

糙度和规律性等特性来度量，在图像处理中用于描述区域纹理的三种主要方法

有统计方法、结构化方法和频谱方法【141。统计的方法主要是通过平滑、粗糙、

粒状等的特征描述。

对图像的空白性质的检测是扫描过程中的自动调焦前必要步骤，本文针对

空白图像的纹理少的特点采用统计方法检测图像是否属于空白图像。
‘‘
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第二章面向全切片的图像扫描方法

虽然通过直方图的方法也能辨别出空白图像与非空白图像，但是直方图不

具备像素之间的相对位置的信息而在使用时受到限制。空白图像检测方法不仅

要考虑到像素的分布，而且还要用到图像像素的位置信息。图像的梯度计算不

仅能反应相邻区域内像素间的灰度值变化情况，而且图像梯度的计算加入了图

像位置的信息。

本文检测空白图像的方法采用图像梯度统计值作为测度来判断图像是否是

为空白图像。为了使得图像梯度更能反映图像的纹理情况，像素梯度的求取选

择间隔的像素的灰度值差作为度量值来进行统计。

像素梯度的计算表达式为式(3．3)：

T(i，／)_I，(，，／)一I(i，_，+inv)l+I J(f，／)一，(f+／nv，／)I (3 3)

式(3．3)中I(ij)为显微图像中(i，．i)像素点的灰度值，inv为梯度计算的

间隔，inv取值为3。

图像系统噪声也会表现出较大的梯度值，往往容易产生错误的纹理信息，

影响纹理信息的梯度统计。所以纹理梯度统计前必需进行平滑滤波来去除噪声。

中值滤波是基于排序统计理论的一种能有效抑制噪声的非线性信号处理技

术，中值滤波的基本原理是把数字图像或数字序列中一点的值用该点的一个邻

域中各点值的中值代替，使得该点周围的像素值接近的真实值，从而消除孤立

的噪声点。该方法是选取二维滑动模板，将摸板内像素按照像素值的大小进行

排序，生成单调上升(或下降)的为二维数据序列，将每个像素点的灰度值设

置为该点某邻域窗口内的所有像素点灰度值的中值。

二维中值滤波输出为

g(x，y)=med{f(x—k，Y—1)，(k，l∈w)) t。

(3．4)

其中，fi[x，y)，g(x，y)分别为原始图像和处理后图像。W为二维模板，通常为

奇数点的模板(常用的是3*3和5*5的模版)。

本文选用中值滤波的方法来去除图像噪声，空白图像检测流程如图3．7，在

自动调焦过程中，当。阈值取值为6时，该算法能取得检测空白图像好的结果。
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图3．7空白图像检测流程

3．3．4面向切片扫描自动调焦方法

3．3．4．1自动调焦结构介绍

调焦系统的结构图如图3．8所示，数字切片扫描拼接系统的自动调焦子系统

按照功能可分为三个模块：

1)图像采集模块

图像采集模块主要由光学显微镜和彩色专业CCD摄像机组成，主要负

责对数字切片进行实时的图像信息采集，并且传送给计算机进行图像计

算。

2)图像处理模块

图像处理模块主要由PC机和数字图像计算与处理软件组成，主要负责

对采集到的图像进行预处理、计算当前图像的清晰度评价值，按照调焦
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动平台在Z方向上向上或向下运动，将切片调入显微镜的景深范围内，

使切片成清晰地显微图像，实现自动调焦。

显微镜调焦旋钮

图3．8调焦系统结构图

3．3．4．2调焦评价函数的选择

在切片扫描过程中，图像只发生了轻微的离焦，属于焦平面附近的精细调

焦。调焦评价函数选取在聚焦平面附近区域内灵敏度高的评价函数，即切片沿

着光轴方向移动很小的一段距离，评价函数值就相应产生明显的变化。

文献[15】-[18]中介绍了几种常用的聚焦测度，并且对各个聚焦测度函数作了

对比和评价，在众多的聚焦测度函数中，梯度平方和函数曲线平滑、调焦灵敏

度高，适用于小范围内的精细调焦。该方法利用相邻图像点来估计图像的梯度，

把梯度的平方和作为调焦评价函数，其表达式如下：

F2击；军㈣+1，舻删))2州(“+1)叫圳2】 (35)

27



第三章面向全切片的图像扫描方法

式(3．5)中：，(f，，)为图像区域中点(ij)的灰度值；M、N为图像的尺寸。

聚焦图像比离焦的模糊图像包含有更多的细节信息，当切片向焦平面方向

运动时，图像变得清晰，图像中相邻的像素对比度增强。梯度平方和评价函数

放大了这种变化率，使得只需要被观察物体移动微小的距离，聚焦评价函数值

就会发生很大的变化。图像越模糊，图像相邻的像素越是接近，梯度越小。图

像序列中使得梯度平方和测度取得最大值的图像为聚焦的清晰图像。

3．3．4．3聚焦测度计算流程

在对玻璃切片进行聚焦过程中，利用显微镜、彩色CCD摄像机等组成的成

像系统生成的图像信息，在采集图像的瞬间，由于受到光强度的变化以及光电

转换等的非线性等因素的影响，不可避免地产生各种噪声，如加性噪声、脉冲

噪声等。本文选择的聚焦函数为梯度平方和，对噪声很敏感，所以在计算图像

聚焦测度前，先要进行去除噪声预处理。

根据显微图像的特点，要有效地去除噪声，同时还要保持边缘，可选择中

值滤波。中值滤波的方法在3．3．3空白图像检测方法中介绍，是一种常用的用于

显微图像的去除噪声的方法。本文中选用3×3的二维滤波器，不仅能有效地去

除扫描中的图像的噪声，而且能有效地保护图像的边缘信息。聚焦测度计算流

程如图3．9所示：
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微
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灰
呻 值 斗 方 斗 焦
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测

像 图 波 计
度

算

图3．9聚焦测度计算流程

3．3．4．4聚焦策略

聚焦策略是根据聚焦测度的变化情况来控制微动平台的运动的过程，它决

定最终的调焦位置。调焦策略设计不光要考虑调焦硬件机构的运动精度对调焦

的影响，还要考虑调焦策略准确性。

在数字切片扫描时，图像处于轻微离焦的状态，在这个状态下，聚焦测度

很灵敏，很快就能确定调焦方向。这样，经过少量的几次的调焦操作就能将切
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片调到显微镜景深范围内，完成调焦操作。

◆◆一Q 24

凰德经慧{缀米}

图3．10调焦评价函数曲线

图3．10为20x物镜下，一组在z方向上间隔为2／1 m的离焦一聚焦一离焦变化

的序列图，以及相应的聚焦测度对序列图的响应情况。从调焦评价函数曲线可

以看出，调焦测度曲线是一条单峰的曲线，在接近聚焦的区域具有很强的单调

特性且反应很灵敏。

由3．2．2中显微图像成像原理可知，只要切片处于景深内就能成清晰的图像。

不同物镜下自动调焦时采用不同的调焦步长，在各个物镜倍数下，显微镜的景

深可以在显微镜产品说明书中查到。本文调焦算法选择相应物镜下景深的四分

之三作为调焦步长step，这样在聚焦面搜索时，这种调焦步长选择能实现快速地

准确地将切片调至景深范围。

数字切片扫描的调焦策略流程如图3．11所示，目的是控制微动平台运动到

使得平台载物区内的切片在显微镜中的成像清晰的位置，即聚焦评价值取得最

大值时的位置。

从本文的硬件精度条件看，微动平台调焦旋钮旋转一周，平台在Z方向上
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运动200∥m，调焦轴的运动精度达到0．5∥m，本文的微动平台的调焦结构运动

精度足以满足自动调焦的精度要求。

否

从当前位置点
动到最大测度

所在位置

●
／， 、

( 调焦结束 )
＼ ／

图3．11调焦策略流程图

3．3．4．5切片扫描的自动调焦实现

切片扫描的自动调焦方法中，定义扫描同一行或者同一列图像序列时，需

要进行自动调焦的间隔距离为调焦间隔。调焦间隔由微动平台的水平度决定，

且微动平台的水平度受到微动平台的X轴和Y轴的安装影响。调焦间隔是通过

预先测量的方法获得，调焦间隔的测量通过测量微动平台在X轴方向和Y轴方

向上运动多少距离才会造成切片的离焦来确定。不同的微动平台调焦间隔有区

别，由具体的测量来确定，在数字切片扫描前，调焦间隔作为调焦参数在系统

软件中进行设置。

综合分析，面向切片扫描的自动调焦方法流程如图3．12所示：
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是(二立
图3．12切片扫描的调焦方法

在数字图像扫描过程中，有选择性地进行自动调焦，以确保扫描所得的各

部分的待拼接原图清晰。而清晰的待拼接原图是完成高质量的数字切片拼接的

前提。

第四节小结

本章主要介绍数字切片扫描方法，首先分析微动平台运动特性，进行微动

平台运动规划，消除累积误差和回程误差对切片扫描的影响。

然后，详细介绍了数字切片图像扫描过程中的自动调焦方法，自动调焦方

法中采用空白区域检测的方法，先检测位置是否适合自动调焦，调焦条件满足

时进行自动调焦，保障了切片扫描过程中自动调焦的准确性。

通过对数字切片扫描技术方法研究，保障了数字切片的待拼接图像质量。
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第一节数字全切片拼接任务简介

4．1．1数字全切片简介

一张标准的切片在显微镜下的区域相比较CCD摄像机能拍摄的视野来讲要

大得多，常用的生成数字全切片的方法为将扫描得到的序列图像通过图像拼接

方法拼接融合成一幅巨大的全图【19J啦引。

数字切片扫描系统需要驱动微动载物平台微动来准确地采集到切片的各个

区域的显微图像，数字切片的扫描是通过计算机控制相互正交的微动平台的X

轴与Y轴的精确微动实现的。尽管微动平台的运动精度很高，但是通过步进电

机驱动的微动平台还是存在一些定位误差，所以要完成数字切片的制作需要通

过图像拼接的方法将扫描平台扫描获得的显微图像拼接成全切片，从而完成切

片的数字化工作与目标。

4．1．2图像拼接方法简介

图像拼接的第一步是获得相邻两幅图像间的图像对配准，第二步是根据图

像对之间的配准关系获得每一幅图像在全局图像的位置，最后将所有图像通过

融合算法融合成无缝的全景图像。

目前主要的图像对间配准方法分为基于区域和基于特征的方法，这两种方
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法主要是通过相邻图像的重叠区域相似度评估来获得精确配准位置的。

基于区域的配准方法即对区域内的每个像素点进行比较，找出两幅图像的

最佳变换矩阵，配准准确度高。由于要对区域内的图像每一个像素进行操作，

计算量非常大。并且基于区域的图像配准方法对图像的采集条件有严格的限制

征匹配以提高拼接的准确度。目前比较常用的特征提取方法有：SUSAN角点算

法、SIFT特征提取方法、Harris角点算法等。

SIFT算法对图像的旋转、光照变化、噪声影响等具有较强的鲁棒性，并且

能检测出很多的特征点，SIFT特征算子与其他的代表性的算子进行实验与性能

比较，实验结果表明SIFT特征提取算法在图像旋转、比例缩放、几何变形、光

照变化等情况下匹配效果最佳【23】。在图像拼接中很多选择基于SIFT特征进行图

像拼接。在应用中发现，虽然SIFT特征方法可以从图像中提取出大量的特征点，

但是还是存在一些不足：如匹配的特征点对的位置并不严格对应，导致在图像

拼接时变换矩阵的生成存在误差，导致拼接后的图像存在较为明显的“鬼影"

现象，再加上SIFT特征对于相似区域较多的图像，错误匹配的概率增大，需要

识别出错匹配情况且采取措施获得正确的图像配准。

图像拼接中两两对准只是图像拼接的第一步，图像拼接过程中，即使在图

像配准时只产生微小的误差，但是随着图像数量的增大，图像的累积误差越来

越大，最终导致图像拼接的失败。特别地，在全切片图像拼接过程中，当图像

与邻接图像的重叠区域为空白区域时，不管采取基于特征的方法还是采用基于

区域的方法都很难获得相邻图像的配准关系，获得的配准关系的误差大或者获

得错误的配准关系。全切片扫描时，不可避免地遇到以上情况，这给全切片图

像拼接带来了难度，其引起的累积误差以及错拼接成为本文研究的难点。

4．1．3全切片拼接方法概述

首先，本文的面向全切片图像拼接算法采用拼接优先权的方法来减小空白

图像匹配带来的误差的累积。如果相邻两幅图像的重叠区域为空白图像或者图
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像纹理少，那么此相邻图像在拼接图中的拼接权值很小甚至为0。这样将减小其

在图像拼接带来的误差。

此算法通过空白图像检测方法将待拼接图像划分成两类：空白图像类和非

空白图像类。非空白图像类内图像赋予高的拼接优先权，非空白图像类的图像
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( 开始图像拼接 )
图像时配准

图像预处理

筛选SIFT阈值contr

’

获取图像

◆

空白图像检测

设置空白图像标记

主

邻接图像配准权值w为。卜≤望竺竺多
否

圣

SIFT特征提取

+

与相邻的非空白图像进行

SIFT特征匹配

设置匹配不合格标记 设置匹配合格标记
邻接图像配准权值W为0 计算邻接图像配准权值W

蒜基

图4．1面向数字全切片的图像拼接流程图

35



第四章面向数字全切片的优先权图像拼接方法

4．2．1图像对配准

第二节全切片图像拼接方法

4．2．1．1 SIFT特征提取

图像对配准是图像拼接的第一步。本文选用SIFT特征匹配的方法来进行图

像对配准。一幅图像SIFT特征向量的生成算法总共包括4步【24】_【25】：

(1)在二维平面空间和DOG(Difference．of-Gaussian)尺度空间内进行极值检

测，以初步确定关键点位置和所在尺度。

二维高斯函数定义如下：

G(x，Y，仃)=iljP一‘善2们72一 (4．1)
Z71"0"一

式(4．1)中。代表高斯正态分布的方差。

图像的尺度空间表达式为：

L(x，Y，盯)=G(x，少，o-)母I(x，y) (4．2)

式(4．2)ee，o称为尺度空间因子，其值越小表征该图像被平滑得越少，相应的尺

度也就越小。小尺度对应于图像的细节特征，大尺度对应于图像的概貌特征；(X，”

代表像素在图像中的位置；L代表了图像的尺度空间。

DOG算子定义为两个不同尺度的高斯的差分，DOG算子计算方法如式(4．3)

所示：

D(x，y，仃)=(G(x，y,ktr)一G(x，y，仃))串，@，y)
(4．3)

=L(x，Y，kcr)一三(x，y，o-)

通过计算图像上每个点在每个尺度下DOG算子的响应值，再将这些值连起

来得到特征尺度轨迹曲线。特征尺度曲线的局部极值点即为该特征的尺度。

(2) 通过拟合三维二次函数以精确确定关键点的位置和尺度，去除不稳定的

边缘响应点和低对比度的关键点，增强稳定性、提高抗噪声能力。

(3) 关键点的方向参数是利用关键点邻域像素的梯度方向分布特性确定的，

从而使得特征算子具备旋转不变性。

(4) 将坐标轴旋转成关键点的方向，确保旋转不变性。使用关键点邻域梯度

信息生成SIFT特征向量，该向量通过128维的向量表达，将特征向量归一化
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从而去除光照变化的影响。

4．2．1．2 SIFT阈值筛选

SIFT特征提取计算量很大，对图像拼接的时间花费影响很大。SIFT特征提

取方法具有多量性，信息量丰富等特点。图像对配准的时间消耗与图像提取的

特征数成正比，故我们只取能满足图像对准的要求的一定数目的SIFT特征匹配

对进行图像对的配准即可。

提取SIFT特征的算法中，控制检测特征数量的参数主要包括：尺度空间层

数、特征对比度阈值、边缘响应点阈值以及控制在计算图像金字塔之前增倍图

像的参数等等。本文采用筛选特征对比度阈值，而其他参数不变的方法来减少

特征数量，同时又尽可能保持特征的各异性。特征对比度阈值contr可以用来去

除不稳定的特征，以控制SIFT算法提取的特征的数目和提取特征所花费的时间，

另外通过控制contr来获得稳定的特征有利于图像对的配准的准确度。通过选择

合适的contr值，不仅可以使SIFT算法提取的特征足够用来进行图像对配准，

还能够尽量地减少提取的SIFT的数目来减少特征提取和特征匹配的时间，通过

这种方法减少图像拼接的时间消耗到最少。

(a)显微图像 (b)时间与阈值contr的关系

图4．2提取SIFT特征时间与阂值contr的关系

通过反复实验，在1360"1024大小的显微图像拼接时，特征数目的大小控

制在1000-2000时(不同图像大小的图像，所需要的SIFT特征数目不同，需要具

体的实验环境来确定)，提取的SIFT特征既能满足图像对配准的需要又能使得

SIFT特征提取和匹配花费的时间尽可能地少。

从图4．2(b)可以看出，SIFT特征提取参数contr对特征提取数目和时间的花
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图4．3筛选SIFT阈值contr流程图

4．2．1．3基于SIFT特征匹配的图像对配准

特征匹配容易造成误匹配的情况。对于这一点，SIFT特征向量匹配方法第

一步，便采用最近邻和次近邻特征点距离比来减少误匹配。

当获取图像1和图像2的SIFT特征向量数组后，图像1的特征为featl，到

图像2的特征数组中查找与featl特征匹配的特征。从图像2中搜索查找最近邻

的特征feat2与次近邻的特征feat3，如果最近距离除以次近距离小于预先设定的

闽值Td，则接受图像1中的特征featl与图像2中的特征feat2为匹配成功的特

征对。降低阈值Td，SIFT匹配的点数目会减少，但是特征匹配将会更加稳定。
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在特征匹配中，寻找最近邻和次近邻是匹配的关键，当特征点的数目特别

大时，特征匹配的计算量会以指数级增长。在大批量的SIFT特征匹配中，通常

使用BBF(Best Bin First)来寻找最近邻和次近邻，该方法是k-d树检索算法的改

进。但是本文在图像拼接算法中，预先进行SIFT阈值筛选来将SIFT特征的个

数限制在适量的范围内，在这种情况下，本文采取的穷举法作为SIFT特征匹配

的方法。

尽管采用最近邻和次近邻特征点距离比的方法可减少误匹配，但是，还是

存在误匹配的特征对。消除误匹配是必要的步骤，我们通过几何限制和其他的

附加约束来消除错误匹配，提高鲁棒性。

聚类分析方法是模式识别中的常见方法，聚类分析方法根据待处理模式集

合中元素的相似度将其分为若干个集合(聚类)，每个聚类所包含的模式代表了

在被选特征及相似准则意义下比较相近的物体。不相似的物体分别属于不同的

类别【22】。

Shift—x=户口nJ一乃讲2·x
(4．4)

Shift—Y=featl．Y—feat2．Y
、

如式(4．4)所示，SIFT特征匹配对featl与feat2的位置差是(Shift_x，Shift_y)。

正确匹配的SIFT特征对的位置差相同或相近，等于对应的图像对的位置差，在

聚类时被划分在同一个类class内；匹配错误的SIFT特征对的位置差在聚类分

析中划分到其他的class内。正确匹配的SIFT的特征对所在的类中的特征对个

数多，而错误的匹配对无规律地分散分布，其所在的class内的特征对数很少或

者为l。假定有10对匹配上的SIFT特征对，它们的位置差(shift_x，Shift_y)的

分布情况可分如图4．4的4种情况：

1)图4．4(a)所示：所有的点都集中在某个区域，这表明所有的匹配的特征

对配准完全成功；

2)图4．4(b)所示：部分点集中在某个区域，其他的点分散，这表明大部分

匹配的特征对配准成功，少部分的特征对匹配失败，这种情况认为配准

成功，但是可信度不如情况1)；

3)图4．4(c)所示：所有的点都分散，这表明配准失败；

4)图4．4(d)所示：点在两个以上的区域集中分布，这表明配准失败。
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(a)全部配准点重叠，则配准成功 (b)部分配准点集中分布，其余点分

散，则配准成功

(c)全部配准点分散，则配准失败 (d)包含多个配准点聚类，配准失败

图4．4聚类配准点的四种情况

设参加聚类的位鼍差为L(Si)，设定最大类间距离为11，聚类的操作步骤如下

所示：

1)将L(Si)集合中的每个元素作为一个类，那么生成一个聚类集合，每个

聚类中只有～个元素；

2)获取两个中心点直线最短距离dmin的类和距离dmin值：

3)如果‘≤r／，合并这两个类，重复步骤2)；否则，聚类结束；
图4．4所示的聚类的四种情况下，(a)和(b)这两种情况下，包含配准点最多

的聚类Cm积的中心位置为配准位置，而(c)和(d)两种情况下，聚类的方法判断出

SIFT配准失败。

总之，算法使用空间聚类的方法来去除错误的匹配对，提高了SIFT特征匹

配的鲁棒性。

4．2．1．4图像拼接中的空白图像检测

在第三章3．2．3节的自动调焦方法中，在自动调焦前检测图像是否为空白图

像，同样图像拼接要考虑空白区域带来的影响。图像拼接中的空白图像检测算

法与自动调焦中的空白图像检测算法相同，但是两者有微小的差异，在自动调

焦算法中，需要对整张图进行空白检测，而在图像拼接时，只需检测重叠区域

的图像是否为空白图像。
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拼接图中代表该图像与相邻图像不连通。

o铷一 =～兹曩

④
0

图4．5重叠区域为空白区域时拼接图的影响

4．2．1．5图像对配准结果评价

图像对配准结果的获得有两个步骤，先是通过SIFT特征匹配获得初步配准，

然后是用空间聚类的方法去除SIFT特征误匹配。为了进一步检测图像配准的准

确性，减少错匹配的发生，本文进一步添加平台精度条件来约束匹配的结果。

图4．6图像0的邻接关系

设微动平台的运动精度为4-a∥历，图像视野大小为(u；，U，)，图像大小为
(P。，P，)，扫描重叠度为L％，如图4．6所示，图像0的邻接图像编号为1、2、3、
4，那么：

图像1相对于图像0的位置差约束为式(4．5)：

41

||俐



P,0-1：％)一篑≤跏”矧¨％)+篑
一等≤毗y≤等

图像4相对于图像0的位置差约束为式(4．8)：

一一ap．≤shift x≤生
Ul

—

U：

Py(1-1：％)一等≤鼢m铆¨％)+等

(4．7)

(4．8)

通过平台精度的进一步约束，可以去除错误的图像配准，从而增强图像拼

接的准确度。

4．2．2全切片生成

为了减少局部拼接误差或错误造成全局拼接误差和累积误差，很多文献中

采用了全局模型，通过图像间的拓扑关系【261、图像序列的裂缝闭合【27J、最d'--

乘澍28】。[z91或者采用多种方式相结合【30】来矫正局部误差。对于MxN大小的待拼

接图像阵列，当MxN规模增大时，其生成树的个数成指数级增长，难以采用穷

尽法来进行搜索。全切片图像拼接属于拼接规模大的情况，兼顾到系统对图像

拼接耗时少的要求，本文采用基于深度优先的方法来生成拼接图生成树。

4．2．2．1拼接图中边权值计算方法

目前，基于全局拼接的方法大多采用了基于图的方法，利用图中的环进行
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图像拼接的局部校正，采用生成树的方法进行优化解的选择，从而利用图的特

性来获得最优的拼接解。本文的图像拼接采取基于图的方法来生成图像拼接生

成树。

由于显微图像序列扫描排列规则，所以显微图像拼接中拼接图(MG)为无向

带权图，记为G(V，E，w)，其中V为图像集，E为图像间配准关系集，W为边

权值。图像扫描获得的图像集为形如M行N列的图像矩阵，顶点集V中的顶点

U可表示为(i，j)，其中i为顶点的行号(0<i≤M)，顶点U的行号可表示为row(u)，

J为顶点列号(O<j㈣，顶点u的列号可表示为col(u)。同行或者同列的相邻的顶
点之间有边相连，即

E(G)={(z，，V)I IcD，(“)一cD，(V)I+I加w(zf)一row(v)[=1，z，，1，∈矿(G))} (4．9)

图4．7展示了3行3列的显微镜图像拼接图，各个顶点代表一幅图像，每条

边代表了相邻的两幅图像的拼接关系，每条边都有一个非负的边权值，并且只

有同行或者同列的相邻的图像之间才有边连接，如边(1，2)、(2，3)为等行相邻

列，(2，5)、(5，8)为等列相邻行。

旷t．卜弋≯一．川
f f
2 7 3 4 l 4

占一4．2土，．卜0
图4．7拼接图

拼接图中的边权重的选择与确定是拼接图的重要组成部分，作为边权值的

指标量数据由粗到细可分为命名量(可区分)、次序量(可比较)、间隔量(支持减运

算)和比率量(可支持加减乘除等运算)等【27】。在构造拼接图生成树时，需要对不

同像对配准结果进行比较，则其边权值可以使用次序量、间隔量或比率量。采

用深度优先的方法来生成拼接树，是对不同像对的配准质量进行比较。所以本

文选择图像间配准的相似度作为边权值来进行配准质量的比较。

在进行全切片图像生成之前，需要选择合适的度量值来作为拼接图中的边

权值，一般选择配准点最多的聚类Cm觚中各个配准点到像对配准位置差l(x，J，)的
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平均误差面作为边权值比较合理。设聚类Cm缸中位置差配准点坐标为

(Xi，yi)(i=l，2，．．．n)，则平均误差计算方法如式(4．9)所示：

一窆厄i丽
E=型 (4．9)

下面考虑两种情况，最U．-I信度高而平均误差大(如图4．8(a)所示)和可信度低

而平均误差小(如图4．8(b)所示)，在这两种情况中，我们通过对比分析认为前者

的配准结果比后者稳定，可信度更高。

(a)平均误差大而配准位置
可信度高

(b)平均误差小而配准位置

可信度低

图4．8高可信度大误差与低可信度小误差效果对比

在深度优先法生成树时，选择边权值高的路径。本文采用可信度与平均误

差的比值作为拼接图中的边权值，当该图像与相邻图像的重叠区域为空白区域

时，边权值为0，在图中表现为该点与相邻顶点不连通即

r D

：{量 ，s1FT配准成功
(4．10)W={E (q．

1 o ，重叠区域为空白区域或SIFT配准失败

式(4．10)中，设最大聚类Cm瓢所包含的配准点为m，配准点总数为n，那么

聚类的配准可信度P为：

P：一m (4．11)
n

由式(4．10)可知，边权值越大，匹配的准确率越高，基于无向图的深度优先

生成树算法可以找出拼接生成树的解。

4．2．2．2拼接图生成树的生成

全切片图像拼接中拼接图为G(V，E，w)，拼接图采用邻接表Ltv]表示，其
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中，’，∈V；邻接表中的节点根据节点权值W进行降序排列，图4．7所示的拼接

图的邻接表如图4．9所示：

6

4

图4．9拼接图的邻接表

3 l_4

．．．．．．．．．．．【一
8 2．5

拼接生成树的生成方法采用深度优先的方法遍历拼接图中连通的所有顶点

来生成图像拼接树。其中，图像与相邻的图像的重叠区域都是空白时，该节点

为孤立的点与生成树不连通。

深度优先的生成树的方法采用递归的方法完成，以图4．7为例，拼接生成树

的求解过程如下：选取邻接表的第一个节点1作为访问的第一个顶点，标记顶

点1已经访问过；接着，访问1顶点邻接的节点6，发现节点6未访问过，将边

(1，6)添加到生成树T中，且标记顶点6为已经访问过；以此类推，接着查看顶

点6的第一个邻接点1，发现l已经被访问过，所以访问第二个邻接点7，发现

7尚未被访问，所以将边(6，7)添加到生成树T中，．并且标记7为己访问过；依此

类推，直到所有的顶点都被访问过，那么图4．7的拼接生成树T为图4．10所示：
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甲 r’咖
牵 拄，．呷
占一．啦，．卜出
图4．10拼接生成树

4．2．2．3图像在全局图中位置的确定

拼接图有两种情况：连通的无向图和非连通的无向图。

当拼接图为连通的无向图时，图中所有的节点都在生成树中，每幅图像在

全局图像中的位置根据拼接生成树和相邻图像的位置差来确定，以图4．7的拼接

图为例，4．10为生成树。设图像l的在全局中位置为(0，0)，图像6在全局中的

位置就是由图像1位置和图像6相对于图像1的位置差来决定，以此类推直到

所有的图像在全局中的位置确定。

当全切片图像拼接中存在完全空白图像或者与周围所有邻接图像SIFT特征

配准失败的情况时，拼接图为非连通无向图，如图4．1l(a)所示，顶点l与邻接

的图像不连通，其生成树如图4．1l(b)所示。

r—r2’呷 ①
甲 甲
3．4 1．4

④由一3

占～4．出。．卜出占一．一，．卜0(a)q[E连通拼接图 (b)拼接生成树

图4．1 1非连通拼接图的情况

拼接图为非连通时，先确定生成树中节点的位置，孤立的点的位置的确定

由相邻的图像的位置来估算。如顶点1在全局图像中的位置可通过顶点2的位
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置来估算。设顶点2在全局图像中的位置为(X2，y2)，顶点相对于顶点2的理论的

偏移位置为(dx，dy)，那么顶点1在全局中的位置(xl，y1)如式(4．12)所示：

五2
jc2+d：； (4．12)
M 2奶+dr；

理论的偏移位置(dx，dv)由当前节点与参考节点的相位、扫描重叠度、图像

大小以及微动平台的运动精度相关。设重叠度为p，图像大小为(W，哟，微动平

台的运动累积误差可忽略不记(图像扫描时采取策略消除图像扫描过程中的累积

误差)。图4．6为邻接图像相对于参考图的相位关系图，邻接图相对于参考图的

理论偏移位置(dx，dy)l拘取值的表达式如下式所示：

图像1相对于图像0的偏移位置(dx，dy)计算如式(4．13)所示：

以=一(1一p)栅
(4．13)d0．，=
、 ，

图像2相对于图像0的偏移位置(dx，

或=0

d。=一(1一p)宰H

图像3相对于图像0的偏移位置(dx，

以=(1一p)宰W

d。=0

图像4相对于图像0的偏移位置(dx，

或=0

J。=(1一p)奉H

dy)计算如式(4．14)所示：

dy)计算如式(4．15)所示：

dy)计算如式(4．16)所示：

(4．z4)

(4．15)

(4．16)

4．2．2．4图像融合

在显微图像采集时，往往由于光线的明暗不均匀，导致相邻图像的光强有

轻微的变化。这种情况下，图像拼接的全局图会出现拼接的痕迹。为了改善全

局图像的质量，本文在多幅图像的重叠区域进行过渡处理，使得重叠区域过渡

得更加平滑，改善了全切片图像的图像质量。

由于当图像上的点距离图像中心点的距离越近，像素点的畸变概率越小，

所以图像的过渡处理采用以下的策略：使用渐变的过渡方法，从一幅图像向另
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一幅图像过渡时，前一幅图像的像素在全局图像中所占的比例逐渐减小，而后

一幅图像像素占的比率增大。

图像融合中，重叠区域的像素权值的取值为该点距离中心点的直线距离加

上常数的倒数，图像中i行j列的像素的权值计算如式(4．17)所示：
1W=——了—二彳—彳 (4．17)

0．5+√(／一t)2+(f一儿)2

其中，(疋，儿)为图像中心点的坐标。

设全局图中的一像素点的像素的颜色值为C(r,g，b)，有n幅图像在该点重叠，

第i幅图像在该点的像素的颜色值为Ci(r,g，b)，且该像素的权值为O)i，那么该点

的颜色取值为：

∑e(，．，g，b)x roj
(4．18)

∑哆
忙l

本文通过这种过渡的处理方法，可以消除图像拼接中的马赛克现象，使得

全切片图像自然流畅。

4．2．2．5全切片存储方法

在20x物镜下的lcmxlcm的标准切片大约需要扫描1200幅显微图像(单个

图像大小为1360x1024)，然后拼接成数字全切片。通过图像拼接的方法生成的

全局图像约1200MB左右，并且全局图像的大小随着切片内容面积的增大而增

大。巨大的全局图像一方面会耗尽计算机的内存，从而使得系统崩溃，另一方

面，全局图像的浏览成为另一个难题，用户浏览全局图像进行打开、拖动浏览

操作时存在着图像载入速度慢的情况。

本文采用将全切片划分成小块图像阵列的方法来保存全切片图像的方法来

解决上述问题。一方面，该方法不必要在内存中申请巨大的内存块来存放全切

片图像，只需要小块的内存来进行局部区域的图像融合，解决了全局图像生成

造成计算机内存耗尽的问题。另一方面，全切片的保存采用小图保存的方法，

使得用户通过数字切片浏览软件浏览时全切片的载入速度变快，通过这种方法

浏览全切片，能带给用户快速流畅的虚拟全切片的体验。
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图4．12全局图像切块保存流程图

全切片图像切分成小块的图像生成与保存流程如图4．12所示，该方法采用

边融合边保存的方法，将全切片保存成图像阵列。本文中选择小块图像尺寸为

512×512，图像保存名字为该图像在图像阵列中的行列序号的组合(编号从1开始

记)，全切片图像保存成m行n列的图像阵列示意图如图4．13所示。
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l-i．jpg l-2．Jig l-3j鸭 Ij．jpg 1．．ndps

2一1．jpg 2-2j璐 2_3．jpg 2j．jpg 2_n．jps

3．1j璐 3_2jpg ”抽 3jj陌 珈jpg

m_1．jpg m_2．jpg m-3．．jpg m 4．j鸺 m n．Ⅱ培

图4．13全切片图像阵列

第三节算法评估

本文提出的面向全切片图像拼接的方法利用拼接图的特性，引入拼接优先

权，生成拼接树。该方法通过检测空白图像的方法，将空白图像的拼接特别处

理，通过这种措施减小了全切片图像拼接中的累积误差以及减少了图像拼接错

误的概率。

图4．14为标准的约lcm×lcm的医学病理切片在标准的光学显微镜下的数字

全切片图像，全切片图像在图像压缩前约1．5GB。从图像拼接局部效果看来，面

向全切片的图像拼接方法能满足数字切片扫描系统的数字全切片图像拼接的目

标任务。

全切片图像拼接实验表明，本文通过数字全切片分块存储的方法和内存动

态管理分配的方法，解决了全切片图像拼接可能导致的内存耗尽的问题。换句

话说，通过这种全切片扫描拼接方法，图像扫描拼接的规模不再受到限制，算

法能实现上千上万幅规模的图像拼接。但是待拼接图像阵列本身存储占据的存

储空间巨大，全切片图像拼接需要大量的硬盘空间来存储原始待拼接图像。

SIFT阂值与筛选的方法避免了因为SIFT特征提取时特征对比度阈值选择不

当导致特征数目太少而使得图像配准失败，或者特征数目过多而使得图像拼接

时间消耗太长的问题。经过算法改进，图像拼接的时间花费由8s／幅减少到3s／

幅左右，提高了图像拼接的时间效率。
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图4．14全切片图像拼接结果

第四节小结

本章主要介绍了数字切片扫描拼接系统的核心的技术一面向数字全切片的

优先权图像拼接方法，本章在拼接全切片的时间、空间、误差累积等的难点上

进行针对性的研究，提出了具体的解决方法，完成了全切片图像拼接任务。

首先，本章分析了全切片图像拼接的难点、常用的数字图像拼接方法。随

后，提出了面向全切片的图像拼接方法。
‘‘

然后，具体详细介绍了面向全切片的图像拼接方法，其中包括图像的对准、

图像的拼接融合以及数字全切片的存储方法。

最后，通过拼接实验，验证了本章提出的面向数字全切片的图像拼接方法

的可行性，以及该算法在全切片图像拼接任务中获得了良好的数字全切片图像

拼接效果。
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第五章数字切片系统实现

第一节数字切片扫描拼接系统的实现

5．1．1系统软件设计

系统软件设计质量的高低将会直接影响整个系统的性能和可能获得的经济

效益。为了尽可能满足用户需求，使得系统的设计有较高的质量和较强的环境

适应性，数字切片扫描系统的设计应考虑可靠性、可扩展性和良好的可交互性

和可操作性等需要。

1．可交互性和可操作性：主要是指系统需要有友好的人机界面，采用图形界

面，屏幕显示清晰美观，操作提示清楚，操作简单。

2．可扩展性：系统的设计不仅要考虑企业的近期目标，也要为进一步扩展与

研发留有余地，使系统在规模和性能方面满足未来企业生产的需求。

3．可靠性：要求系统的软、硬件具有较长的平均无故障时间。

数字切片系统设计采用友好美观的图形化人机操作界面进行人机交互，实

现系统的可交互性和可操作性；数字切片系统采用系统配置文件的方式来管理

可能经常需要修改的参数，并将系统的运动控制模块采用COM组件技术进行封

装，系统设计采用这些措施来增强系统的可扩展性。数字切片系统使用定时器

不断地读取微动控制器的状态信息(速度、限位、故障信息)，当获得运动异常

信息时，系统立即采取应对措施，避免异常的系统崩溃或硬件损伤，增强了系

统的可靠性。下面将详细介绍数字扫描拼接系统在系统界面设计、可扩展性设

计等方面的具体设计与实现。
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5．1．2数字扫描拼接系统的界面设计

图5．1数字切片扫描拼接系统界面说明

数字切片扫描系统通过图形化界面进行人机交互，按照系统的应用需求，

如图5．1所示，数字切片扫描拼接系统划分为四个区域：显微视野区、微动平台

控制区、状态反馈区和扫描拼接控制区。

5．1．2．1显微视野区

显微视野区为系统的视觉反馈，通过显微镜成像系统成像于彩色摄像机

CCD上，摄像机以13龇的速度不断地采集视野中的显微图像，通过USB总
线传递给PC机，接着数字切片系统软件通过回调函数不断地将摄像机传过来的

彩色显微图像显示到显微视野区，通过这种方法可以获得显微视野下的视觉反

馈。

5．1．2．2微动平台控制区

微动平台控制区主要用于微动平台的运动控制。通过此控制区可以用来设
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置数字切片扫描的起始位置、设定扫描范围以及浏览、查找感兴趣的切片内容。

5．1．2．3状态反馈区

状态反馈区给用户提供直观的微动平台的运动信息，如当前位置、是否限

位、当前运动速度等信息。

5．1．2．4扫描拼接控制区

扫描拼接控制区是系统的核心控制区，主要包括扫描控制面板、运动参数

控制面板以及摄像机控制面板三大控制板块。

1．扫描控制面板

扫描控制面板如图5．2所示，主要功能包括扫描方式、扫描参数、扫描

图像保存路径设置以及自动对焦、自动筛选特征阈值、扫描拼接功能按钮。

◆扫描方式

数字切片的扫描方式分为基于视野数和基于标定点的两种方法扫描

方式。

缀襻终覆彩F：＼Te印＼setting．in{
，。“貔搿i?i～二，：，：j箍一一j?’盛量

5．2扫描控制面板

其中，基于视野数的方式首先通过控制微动平台运动，运动到感兴趣

的目标区域的起始点，然后，设定扫描的范围大小，包括平台X方向和

Y方向上的视野数。

基于标定点的方式是通过指定感兴趣的区域或者指定切片内容的边缘

点来确定扫描范围的。如图5．3所示，使用基于标定点的方式首先需要指

定四个标定点，再计算出包含选定的四个标定点的最小矩形区域作为扫描

的目标区域。然后，就可以通过路径规划从当前点运动到目标区域的左上
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角，开始进行目标区域的扫描。

图5．3基于标定点的扫描区域选择方式

·扫描参数

物镜倍数选项选择当前切片扫描所采用的物镜倍数，物镜倍数参数的选

择影响视野大小。不同物镜倍数下的视野大小是通过标定块事先标定，然

后通过配置文件传递给系统的重要参数。由于不同物镜倍数视野大小差异

很大，图像扫描时扫描步长是通过当前视野大小与重叠度的计算获得的，

所以设置物镜倍数与实际物镜倍数不一致将会使得图像扫描得到得图像没

有重叠区域，最终导致图像拼接失败。

·筛选阈值

在4．2．1．2小节中介绍了SIFT阈值对图像拼接时间的影响，在图像拼接

前筛选SIFT阈值是图像拼接前的准备工作。筛选SIFT阈值前，调整当前

视野，使得当前视野为切片内容比较丰富的区域，而不是切片边缘的空白

区域，否则SIFT阂值筛选将会失败。

·保存路径

保存路径栏主要是用于设置数字切片保存的路径，方便数字切片的文件

管理。
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● 自动调焦

在手动浏览切片内容过程中，也会出现图像离焦的情况，通过自动调焦

功能按钮可实现显微视野内的自动调焦操作。

●扫描拼接

扫描拼接功能在前期目标区域选择、物镜倍数设置、SIFT阈值筛选、

数字切片保存路径设置、调焦间隔、扫描运动参数设置、摄像机参数设置

调整等准备工作完成的情况下，启动扫描拼接任务。

2．运动参数控制面板

运动参数控制面板如图5．4所示，主要设置运动参数和调焦间隔。

运动参数主要包括最大速度和点动距离。这两个参数直接影响到数字切

片系统运动控制区的微动平台运动速度的控制。

调焦间隔是通过前期的测量获得的经验值，该值与平台的安装、加工等

相关，需要反复测量才能得出。扫描过程中的自动调焦方法在第三章第二

节中有详细的介绍，其策略不是对每一幅图像进行自动调焦操作，而是间

隔一段距离再进行自动调焦。该值的设置对图像扫描质量的影响比较大，

设置过于小，会导致自动调焦过于频繁导致扫描的时间消耗增大，扫描速

度缓慢；设置过于大会导致扫描出的图像序列中某些图像离焦严重，不能

作为合格的待拼接图像。

图5．4运动参数控制面板

3．摄像机控制面板

摄像机的设置影响彩色显微图像的色彩、鲜艳度、图像的明暗度等。

具体摄像机参数设置如图5．5所示，摄像机参数对图像扫描的质量影响很

大，在图像扫描前调整好摄像机参数，对系统扫描出高质量的彩色显微图
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像来说很重要。
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5．1．3数字切片制作实现

图5．5摄像机设置控制面板

由于数字全切片扫描拼接扫描范围广、处理的图像数量大，所以系统扫描

拼接所需的时间是设计系统必须考虑的问题。一方面，在保证图像扫描和拼接

质量的基础上，通过算法的改进，减小算法的时间消耗；另一方面，算法实现

将整个任务拆分成多线程，这样使得图像扫描拼接耗时最少。

数字切片图像扫描是全切片图像拼接的前提条件，通过数字切片扫描方法

来获得有稳定重叠的待拼接图像。数字切片扫描采用自动调焦方法来确保扫描

获得的待拼接图像清晰，具体的实现算法在本文的第三章中作了详细的算法论

述与介绍。数字切片图像拼接是采用面向全切片的图像拼接方法，将图像扫描

功能模块获得的显微图像拼接成数字切片，然后切块保存，图像拼接方法在本

文的第四章中进行了详细的论述与介绍。

数字切片图像拼接方法中，图像对准时采用基于SIFT的特征匹配对准方法，

其中，SIFT特征提取计算量很大，占用的计算机资源多，时间消耗多，所以将

算法中SIFT特征提取计算单独划分在一个线程。那么，图像拼接算法实现被划

分为两个线程：其一是SIFT特征提取线程，另一个是为图像拼接线程。图像拼

接线程利用特征提取线程提取的特征数组，进行特征匹配，获得图像配准，进

而进行图像定位、融合以及图像切块保存。

综合分析系统任务需求与解决方案，数字切片任务实现时主要划分为图像

扫描线程、SIFT特征提取线程和图像拼接线程。图像扫描线程获得的图像是SIFT

特征提取线程的输入，SIFT特征提取线程提取获得的SIFT特征数组是图像拼接
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线程进行图像对配准的输入。这三个线程通过线程同步方法进行线程同步，相

互通信来完成数字切片制作任务。数字切片制作实现流程如图5．6所示。

5．1．4系统配置管理

5．6切片制作实现流程

为了提高系统的灵活性和可扩展性，系统将很多的参数信息设计成可配置

的，通常是将参数信息在程序外配置(简称条件外置)，本文中采用配置文件实现

条件外置。该方法将需要配置的参数放置于木．ini文件(配置文件)中，当应用程序

启动初始化时，读取配置文件中的相应的属性的值，根据这些值来初始化硬件

平台或者设置系统的属性。

采用配置文件的方法的优点是配置信息存储在用户的计算机中，系统初始

化时读取系统本地的文件，读取速度快配置系统方便简单。采用配置文件的方

法增强了系统的灵活性，数字切片扫描系统中需要灵活配置的系统参数主要有：

微动平台的自由度、微动平台各个轴的螺距、微动平台在不同的物镜倍数下的

视野标定大小、微动控制器的初始化参数、微动控制的先验参数如最大加速度、

最大速度、最大速度系数K等信息。

配置文件中的各项信息包括了系统中可能经常需要修改的参数，这样通过

配置文件对系统进行灵活配置，增强了系统的灵活性，使系统更加能适应变化

的系统应用环境。这样的系统设计与实现满足了系统软件设计的灵活性、可扩

展性要求。
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5．1．5运动控制模块

在数字切片扫描系统中，运动控制模块主要是负责控制微动平台的扫描和

调焦的操作，该模块分为轨迹规划和运动接口部分。运动接口主要与硬件进行

通信，实现对微动控制器的初始化、数据发送和读取操作。从其功能上，可以

视其为一个相对独立的功能模块，为了使得系统灵活，本系统采用COM组件技

术，将运动控制模块进行组件化封装。

COM是组件对象模型(Component Object Model)的英文缩写，其为组件架构

设置的一套标准【311。COM组件是遵守COM规范编写的组件，其表现形式为可

执行文件(EXE)和Win32动态链接库(DLL)。

将运动控制模块封装成COM组件，数字切片系统通过调用COM组件接口

来实现微动平台的运动控制。在切片扫描实现中，调用运动组件的点动微动控

制接口来控制微动平台点动，通过各轴位置接口来定位当前视野所在的位置信

息。随着系统的进一步开发，系统的性能将进一步提升，系统通过修改组件来

不断地添加新的功能、升级、改进数字切片系统，使得数字切片系统性能更加

稳定、功能更加强大。用户通过更新组件可以灵活轻松地对系统升级和改进，

最大限度地减少对用户的不良影响。

第二节数字切片浏览系统实现

为了解决全切片图像可能带来内存耗尽的问题，本文采用全切片大图切块

保存的方法。该方法一方面，解决了内存耗尽问题，另一方面，小块的图像便

于通过网络进行快速地传递，提高数字切片的浏览速度。图5．7所示为数字切片

的浏览的服务流程，数字切片的浏览技术与WebGIS[32】的技术类似。随着系统的

进一步开发，数字切片浏览软件不仅可以进行图像的浏览，还应该具有图像分

析、图像备注、网络共享等方面的功能，这样才能真正充分展现数字切片的应

用优势，也是数字切片的发展的目标。
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黑户

浏览操作

切片显示

图5．7数字切片浏览服务流程

数字切片浏览软件目前实现了数字全切片浏览的功能。尽管全切片保存成

小块的图像阵列，但是通过数字切片浏览软件，可以让用户获得虚拟的全切片

感觉。

5．2．1浏览系统原理

在实际的数字切片浏览操作中，用户对数字切片图像进行放大、缩小或者

平移，通常会查看当前视野中显示的区域是否是自己感兴趣的部位，或者此时

的分辨率是否满足自己的要求，然后再决定下一步浏览操作。我们可以根据当

前视野区域显示的图片内容，预测客户可能操作的切片区域。用户在每步操作

之间存在时间间隔，在相邻的操作的间隔里，客户端浏览软件向数字切片库请

求可能操作的切片块数据，将这些图像存储于数据缓冲区内，这样当客户进行

下一步操作时，数字切片的显示就会很流畅。这种策略称为地图切片预取方法，

这种方法可以减小系统浏览切片图片的响应时间，可改善用户体验。

基于图像预取的数字切片浏览系统工作流程如图5．8所示，在数字切片浏览

软件中增加了一个缓冲区用来存储预取的切片数据，数字切片浏览的视野区域

的数字切片图像的显示都是来自于缓冲区。缓冲区不光存储用于显示的数据，

还要根据当前区域的显示数据向数字切片库请求预测的切片块数据。

A 蝎

啦制·
图5．8基于图像预取的数字切片浏览系统工作流程
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5．2．2数字切片浏览系统实现

全切片视野

图5．9数字切片浏览系统界面

数字切片浏览系统初步实现为对全数字切片进行放大、缩小、拖动平移浏

览等操作。数字切片浏览系统如图5．9所示，系统左上角为数字切片的全局视野

缩略图，浏览系统的视野区为全切片的局部的视野图像。数字切片浏览系统提

供全切片缩放比率为3．13％、6．25％、12．5％、25％、50％、100％的数字切片浏

览方式。

图5．10为全切片图像缩放过程，(a)～(f)图的缩放比例分别为3．13％、6．25％、

12．5％、25％、50％、100％。数字切片扫描的图像的缩放采用预处理数字切片的

方式生成不同放大倍率的全切片图像存储于数字切片库，这样，就能减少用户

浏览数字切片的响应时间，改善用户体验。

61



第五章数字切片系统实现

◇弼暾

图5．10全切片缩放浏览

国10t嚣／,

第三节数字切片扫描拼接系统评估

为了验证数字切片扫描系统的性能，本文在20倍物镜下，采用多组医学病

理切片进行全切片数字图像拼接实验。实验统计结果如表5，1所示：

表5．1全切片图像拼接实验结果统计表

切片编号 宏观尺寸(cmxcm) 全切片尺寸(byte) 花费时间(分)

S0l 1．10×1．20 575M 30

S02 1．86x1．75 1423．5M 82．30

S03 1．24×0．84 455M 24．42

S04 1．55×1．84 1251．25M 70．19

S05 1．48×1．65 1069．5M 58．29
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f 切片编号 宏观尺寸(cm×cm) 全切片尺寸(byte) 花费时间(分)

I S06 1．75x1．38 1058．5M 61．40

从表5．1统计结果可以看出，数字切片扫描系统扫描拼接全切片的时间代价

随着扫描规模的增大而增大，系统扫描拼接平均时间花费约为3．5循。与微操
作机器人全局视野的实现(算法实现未采用多线程，扫描拼接平均时间花费约

8酬悟)时间消耗相比，数字切片扫描系统扫描拼接消耗的时间大幅度减小。

图5．1l为对应于表5．1的数字全切片的图像拼接效果，可以看出，不论切片

大小、内容、光强，数字切片系统能完成全切片数字切片的制作。数字化切片

操作不受切片内容、大小的影响，验证了系统的可行性和适用性。数字切片扫

描系统满足了数字化切片的基本要求。

sc移 S嬲

图5．1 1全切片图像拼接效果

在连续七、八个小时内进行数字化多组切片实验，数字切片扫描系统的软、

硬件系统都能保持着良好的工作状态且完成数字化切片的任务。从这一点也验

证了数字切片扫描拼接系统的可行性和稳定性。
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第四节小结

本章主要描述了数字切片扫描拼接系统和数字切片浏览系统实现。简略介

绍了数字切片浏览方法，展现数字全切片图像拼接效果。通过多组病理切片的

数字化实验，验证了数字切片扫描系统的设计与实现满足制作数字全切片的可

行性和稳定性。
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第六章结论与展望

第一节结论

本文以设计和实现数字切片扫描拼接系统为目的，在原有微操作机器人技

术的基础之上，研究了数字切片扫描拼接系统的两项关键技术——数字全切片

扫描方法和数字全切片图像拼接方法，从而实现了数字切片扫描拼接系统，且

该系统能完成对任意大小、任意种类的切片进行数字化的目标。该系统的设计

与实现，为今后进一步研究和完善数字切片系统奠定了基础。

由于数字切片扫描是数字切片制作的关键步骤，数字切片扫描方法必须确

保切片扫描定位准确，且扫描获得的待拼接图像清晰、重叠度稳定等来满足图

像拼接要求。为防止大范围切片扫描产生扫描累积误差，本文提出了一种基于

误差补偿的扫描方法来减小切片扫描中的累积误差。针对确保待拼接图像清晰

的目标，本文设计实现了数字切片扫描中的自动调焦方法。该方法采用先检测

自动调焦环境，后决定是否进行自动调焦的方法来确保扫描中的自动调焦成功，

以保证扫描获得的待拼接图像清晰。通过这两步措施，保障了扫描获得的待拼

接图像清晰、重叠度稳定、覆盖目标扫描区域等切片扫描需要，以满足数字切

片扫描的目标要求。

本文第四章提出的数字全切片图像拼接方法克服了大规模图像拼接的误差

累积、时间消耗大、内存耗尽、存在空白区域待拼接图像等难题，通过这种图

像拼接方法能成功完成任意尺寸、切片内容的全切片图像拼接任务。

最后，本文将数字全切片扫描技术和图像拼接技术相结合，综合实现扩展

性强、性能稳定的数字切片扫描拼接系统。通过多组切片内容各异的医学病理

切片数字化实验来验证数字切片扫描拼接系统的可行性和稳定性，同时，通过

数字切片扫描系统进行长时间地切片数字化实验来验证系统性能的稳定性。
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第二节展望

数字切片系统包括数字切片扫描系统和数字切片浏览系统，由于本阶段开

发处于第一版系统开发，解决了基本的数字全切片图像拼接和浏览的问题，但

是，距离产品化需要进一步的开发和研究工作。

1．数字切片扫描拼接系统中，微动平台的位置反馈为控制柜理论控制反

馈，不是真实的位置反馈。通过进一步的开发，在考虑制造成本的基础上能够

实现更加精确的位置反馈。上位机系统可进一步利用反馈信息进行更加精密的

微动控制，来提高微动平台的单步运动精度，从而提高数字切片扫描的稳定性。

2．数字切片浏览系统的研究开发需要充分地发挥数字切片共享、方便快

捷、易保存等的优势。数字切片浏览系统才是初级阶段的开发，要完善数字切

片系统，需要更多地研究数字切片用户需求，从而开发出有市场、客户满意的

数字切片系统。

切片数字化是未来的发展趋势，随着技术的不断发展与进步，数字切片系

统也将会慢慢成熟，成本降低。由于数字切片的优越性，生命科学、医学等的

应用领域将会广泛地使用数字切片技术。数字切片技术将会作为新兴的技术推

动相关学科的发展。
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