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结构光照明显微是一种宽场显微技术, 可以实现超分辨成像和三维光切片成像. 基于 HSV (色相、饱和

度、明度)彩色空间的结构光照明全彩色三维光切片成像技术可以复原样品表面的真彩色信息, 但每一层光

切片都需要采集 3幅固定相移差的原始图像 , 这对于需要多视场拼接的大尺寸样品而言 , 图像采集数据量

大、图像重构时间长的缺点就凸显出来. 鉴于此, 本文提出一种基于希尔伯特变换的结构光照明快速三维彩

色显微成像方法, 只需在样品的每一层采集 2幅原始图像便可以重构出该层的全彩色光切片图像, 因此图像

采集量减少了 1/3, 图像重构时间节约了约 28%, 有效提高了彩色三维成像的效率和速度.

关键词：三维成像, 结构光照明, 彩色, 显微
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1   引　言

生物结构在不同尺度、不同维度和不同部位的

观察与形态分析, 为科学研究提供最直接的证据,

在众多学科领域扮演了不可或缺的角色. 目前生物

结构的二维形态观察手段已非常成熟, 但三维技术

手段却相对滞后. 三维光学成像技术具有非接触、

快速、精确等优点, 是获取样品表面形态特征的一

种重要手段, 也是真实物体三维数字化的基础, 在

生物医学、精密测量等领域发挥着重要作用.

色彩信息是描述生物体特征的一个重要物理

量, 生物体表面色彩的不同色相、饱和度和明度在

很大程度上反映了其微观结构和光学性质的不同.

例如昆虫体表的结构色大都是由其表面的微纳结

构产生, 结构色已成为昆虫分类和物种鉴定的一个

重要指征 [1−3]. 以激光扫描共聚焦显微镜为代表的

点扫描显微成像技术具有三维层析成像能力 [4−6],

结合多通道融合技术可以获得三维荧光样品的伪

彩图像 [7,8], 但是受制于滤光片的有限带宽, 激光共

聚焦扫描显微镜无法复原样品的真实全彩色信息.

而作为一种宽场显微技术, 结构光照明显微

(structured illumination microscopy, SIM)可以实

现超分辨成像 [9−11] 以及三维光切片成像 [12−15], 在

生物医学等领域已经获得了广泛的应用. 光切片

SIM成像首先由牛津大学的 Neil等 [12] 提出, 使用

面阵相机采集 3幅固定相移差的原始图像并通过

均方根 (root mean square, RMS)运算重构出样品
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去除离焦背景的光切片图像. 其基本原理是显微物

镜有一定的景深, 因此 CCD相机得到的图像实际

上是焦面信息和离焦背景的叠加. 在显微成像时,

高频信息会随着离焦距离的增加而快速衰减, 只有

焦面的信息才会保持不变. SIM使用具有不同相位

的高空间频率正弦条纹对样品进行照明, 因此只有

焦平面附近才会出现条纹, 而离焦区域的条纹会迅

速衰减变为均匀的宽场照明, 这相当于对焦面的目

标进行了编码, 而离焦背景保持不变, 这也是使用

不同相位的结构光照明样品时, 离焦背景保持不变

的原因 [16−19]. 2015年, 我们使用彩色数字相机记

录白光或多色结构光照明获得的彩色图像, 使用基

于色相 (hue)、饱和度 (saturation)、明度 (value)空

间的 HSV彩色光切片算法 (HSV color space-root

mean square algorithm, HSV-RMS), 实现了高分

辨全彩色快速三维成像 [20]. 通过多视场拼接技术,

2019年我们进一步实现了厘米量级昆虫样品的高

分辨率全彩色三维成像 [21].

HSV-RMS方法需要采集 3幅固定相移差的

图像并通过 RMS算法计算重构出一幅消除离焦背

景的光切片图像, 因此需要采集 3倍于普通宽场成

像的图像数据, 而且其彩色图像重构过程需要在

H, S, V 3个通道中分别进行 3次 RMS运算以及

2次 RGB和 HSV空间的图像转换, 计算耗时较

大. 2015年, 我们课题组提出了一种基于希尔伯特

变换的快速 SIM三维成像方法, 只需采集 2幅任

意相移差的原始图像便可以重构出一幅光切片图

像 [19], 但是该技术当时局限于单色三维成像, 无法

恢复样品的彩色信息. 鉴于此, 本文将希尔伯特

变换的快速光切片算法与彩色结构光照明光切

片技术结合, 提出一种新的基于希尔伯特变换的结

构光照明快速三维彩色显微成像方法 (Hilbert-

transform-based color optical sectioning method,

HT-COS), 相比于 HSV-RMS方法, HT-COS的图

像采集量减少了 1/3, 图像重构时间节约了约 28%.

该方法有望进一步扩展 SIM技术的适用领域, 在

生物学、材料科学研究中获得重要应用. 

2   SIM光切片算法
 

2.1    RMS 光切片算法

RMS层析解码算法需要通过改变结构光场的

相位获取 3幅子图像, 相邻子图像之间的加载条纹

相位差通常需严格匹配至 2π/3, 继而通过特定的

公式提取出焦面信息, 这是目前应用最为广泛的方

法, 由 Neil等 [12] 首先提出.

假设所使用的结构照明正弦条纹光场强度分

布满足: 

Isin(x, y) = 1 +m cos(2πpx+ φ0), (1)

其中, m 为正弦条纹的调制度, p 为条纹的空间频

率, j0 为条纹的初相位. 使用 3幅相移差为 2π/3
的结构照明光场对样品进行照明, 可得采集到的

3幅图像的表达式为 

I0(x, y) = Iin(x, y)[1 +m cos(2πpx+ φ0)]

+ Iout(x, y),

I2π/3(x, y) = Iin(x, y)[1 +m cos(2πpx+ φ0 + 2π/3)]

+ Iout(x, y),

I4π/3(x, y) = Iin(x, y)[1 +m cos(2πpx+ φ0 + 4π/3)]

+ Iout(x, y), (2)

其中, Iin 表示样品的焦面图像信息, Iout 表示离焦

部分的图像信息, 只有焦面图像 Iin 受到了正弦条

纹光场的调制, 对采集到的 3幅图像两两相减可得

去除离焦背景的 3幅结构照明图像: 

∆I1 = I0(x, y)− I2π/3(x, y)

= mIin(x, y)
[3
2
cos(2πpx+ φ0) +

√
3

2
sin(2πpx+ φ0)

]
,

∆I2 = I2π/3(x, y)− I4π/3(x, y)

=−
√
3mIin(x, y) sin(2πpx+ φ0),

∆I3 = I4π/3(x, y)− I0(x, y)

=−mIin(x, y)
[3
2
cos(2πpx+φ0)−

√
3

2
sin(2πpx+φ0)

]
.

(3)

此时, 样品的焦面信息 Iin 仍然受到正弦条纹

光场的调制, Neil等 [12] 提出的 RMS算法正是对

(3)式得到的 3幅图像进行均方根计算, 即:  √
∆2

1(x, y) +∆2
2(x, y) +∆2

3(x, y)

3

=
3
√
2

2
mIin(x, y), (4)

因此, 

Iin(x, y)=

√
2

3m

√
∆2

1(x, y) +∆2
2(x, y) +∆2

3(x, y). (5)

除了 2π/3相移, 相移量为 π/2的正弦条纹结构光

也可实现光切片图像重建, 相比 2π/3相移量, 在

利用数字微镜器件 (digital  micro-mirror device,
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DMD)投影产生结构光照明的 SIM系统中, 相移

量为 π/2的条纹通常可以实现更高的条纹频率, 进

而获得更优的光切片效果 [15]. 此时, (2)式可写作: 

I0(x, y) = Iin(x, y)[1 +m cos(2πpx+ φ0)]

+ Iout(x, y),

Iπ/2(x, y) = Iin(x, y)[1+m cos(2πpx+φ0+π/2)]

+ Iout(x, y),

Iπ(x, y) = Iin(x, y)[1 +m cos(2πpx+ φ0 + π)]

+ Iout(x, y). (6)

由 (6)式可以看出, I0 和 Iπ 之和恰好可以消除

含有条纹的调制项, 而两者的差可以消除离焦背

景, 类似于 (3)式, 可以构造得到 

I0(x, y) + Iπ(x, y)− 2Iπ/2(x, y)

= 2mIin(x, y) · sin(2πpx+ φ0),

I0(x, y)− Iπ(x, y)

= 2mIin(x, y) · cos(2πpx+ φ0). (7)

对 (7)式进行 RMS运算, 可以得到 

Iin(x, y)=
1

2m

√
(I0 + Iπ − 2Iπ/2)

2
+ (I0 − Iπ)

2
. (8)

 

2.2    基于希尔伯特变换的光切片算法

x(t)

希尔伯特变换是信号分析处理领域的一种常

用方法, 以一维信号为例, 希尔伯特变换实质上是

信号  与 1/(πt)的卷积运算, 即: 

x̂(t) = x(t)⊗ 1

πt
=

1
π

∫
x(τ)

t− τ
dτ, (9)

∧
x(t)

其中, 符号  表示希尔伯特变换算符. 以一维正弦

信号  = sint 为例, 对其取希尔伯特变换并进行

傅里叶变换, 可得 

FFT { x̂(t)} = −i · FFT { sin(t)} · FFT(1/(πt))

= −i · FFT { sin(t)} · sgn(ω)

= −δ (ω + 1/2π) + δ (ω − 1/2π)
2

, (10)

ω

ω

其中, FFT为快速傅里叶变换算符;   为频谱空间

的坐标; sgn(  )为 signum函数, 

sgn(ω) =


1, ω> 0,

0, ω= 0,

−1, ω< 0.
(11)

x(t)由此可得, 一维正弦信号  = sint 的希尔伯特变

换为 

x̂(t) = i · FFT
{
−δ(ω + 1/2π) + δ(ω − 1/2π)

2

}
= − cos t. (12)

∆φ

显然, 正弦信号和其希尔伯特变换结果的平方和

为 1, 恰好可以消除正弦条纹. 两幅相移差为  的

正弦结构光照明图像可表示为 

I0(x, y) = Iin(x, y)[1+m cos(2πpx+φ0)]+Iout(x, y),

I∆φ(x, y) = Iin(x, y)[1 +m cos(2πpx+ φ0 +∆φ)]

+ Iout(x, y). (13)

y0

将两幅图像相减, 首先消除了离焦背景的影响, 并

令 y =   , 则该位置的一维信号可以表示为 

∆I(x, y0) = 2m sin(∆φ/2)Iin(x, y0)

× sin(2πpx+ φ0 +∆φ/2). (14)

对 (7)式进行希尔伯特变换, 然后取其频谱, 可得 

FFT
{
∆Î(x, y0)

}
=

−C

2

[
Ĩin (kx − p, y0) eiφs + Ĩin (kx + p, y0) e−iφs

]
= − C

[
Ĩin (kx, y0)⊗

δ(kx−p)eiφs+δ(kx+p)e−iφs

2

]
,

(15)

2m sin(∆φ/2) φs φ0 +∆φ/2其中C =   ,   =  , 由 (15)式

可得 

∆Î(x, y0) = −CIin(x, y0) cos(2πpx+ φs). (16)

y0

对比 (14)式与 (16)式可知, 经过希尔伯特变换之

后, 正弦结构光照明图像产生了 π/2的相移, 二者

的平方和可以去除焦平面上的正弦结构图样. 以上

分析为 y =    处的一维信号分析, 在 y 方向上所

有位置全部进行上述运算, 则可实现整幅二维图像

的图像重构处理, 进而获得焦平面上去除正弦结构

条纹的光切片图像, 即: 

Iin(x, y) =

√
∆I(x, y)

2
+∆Î(x, y)

2
. (17)

基于希尔伯特变换的快速层析算法仅需两幅

任意相移差的子图像即可完成图像的解码重构, 实

验中以某一个成像平面为例, 其具体过程简述为:

先将在该平面获取的不同初相位结构光照明的子

图像进行相减, 获得仅含焦面编码信息的新图像;

再将新图像沿着与编码条纹空间频率方向进行希

尔伯特变换并与子图像差值取平方和, 即可获得有

效解码后的层析图像. 以横条纹 (即 y 方向强度为

正弦分布)为例, (17)式可写作: 
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IZ =

√
(I0 − I∆φ)

2
+ {HTx(I0 − I∆φ)}2, (18)

I0 I∆φ ∆φ

HTx

IZ

其中,    和   为采集到的两幅相移差为   的结

构光照明图像,   表示在 x 方向进行希尔伯特变

换,   为该焦平面上的去除条纹的光切片图像.

相对于传统的 RMS解码算法, 基于希尔伯特

变换的快速层析解码算法具有明显的优势 [19]: 首

先, 快速层析解码算法需要两幅原始图像即可完成

层析图像重构, 将图像采集量减小了 33%. 其次,

快速层析解码算法对相移误差不敏感, 微小的相移

误差并不影响三维重构效果, 避免了传统 RMS解

码算法在子图像加载条纹相位差不匹配时带来的

残余条纹问题. 

2.3    基于希尔伯特变换的彩色光切片算法

基于 HSV-RMS方法, 将采集到的 3幅固定相

移差的原始彩色图像转换至 HSV空间, 并在相应

的通道利用 RMS算法进行光切片处理, 随后将处

理完成的结果转换至 RGB空间进行存储并显示.

这一方法能够复原样品表面的全彩色信息, 已经成

功应用于昆虫结构色的研究中 [20,21]. 然而该方法需

采集 3幅固定相移差的原始图像, 并且在 HSV空

间的三通道要进行 3次 RMS运算, 另外还需要在

HSV空间和 RGB空间进行两次转换, 对于需要视

场拼接的大尺寸样品而言, HSV-RMS方法的图像

采集数据量大, 图像处理算法更耗时. 为此本文提

出 HT-COS方法.

使用彩色相机采集得到 2幅相移差为 π 的原

Iwide(RGB)

Iz(gray) Iwide(RGB)

始彩色图像, 首先利用 (19)式得到消除条纹的均

匀照明的宽场图像  ; 将原始图像转换为

灰度图像, 并利用 (18)式计算得到光切片灰度图

像  , 而宽场图像  则携带有样品的

全部色彩信息, 二者相乘的结果为: 宽场图像的色

彩将赋予光切片图像, 进而快速地获得样品的彩色

光切片图像, 算法流程图如图 1(a)所示. 沿样品轴

向进行扫描, 并对每一层的重构结果进行叠加, 将

得到样品的三维彩色光切片图像. 

Iwide(RGB) = (I0 + Iπ)/2. (19)
 

2.4    相移误差对 HSV-RMS 算法以及 HT-
COS 算法的影响对比

RMS算法对原始图像的相移差有着严格要

求, 相移的微小误差便会影响到三维重构的效果,

导致光切片图像中出现明显的残余条纹, 而残余条

纹的出现会在很大程度上影响对样品真实结构的

观察与判断, 以 π/2相移的 3幅原始正弦条纹图像

为例, 假设图像在采集过程中由于环境振动引入了

相移误差∆j, 那么这 3幅原始图像可以写作: 

I0(x, y) = Iin(x, y)[1 +m cos(2πpx+ φ0)]

+ Iout(x, y),

Iπ/2(x, y) = Iin(x, y)[1+m cos(2πpx+φ0+π/2+∆φ)]

+ Iout(x, y),

Iπ(x, y) = Iin(x, y)[1+m cos(2πpx+φ0+π+∆φ)]

+ Iout(x, y). (20)

 

I0 (RGB) Ip (RGB)

按照(18)式进行光切片处理

得到光切片图

转换为灰度图 按照(19)式得到去除
条纹的彩色宽场图

得到彩色光切片图

相乘

Iin=

1

2
Iwide(RGB)=  (I0+Ip)

1

2
Iwide(RGB)=  (I0+Ip)得到去除条纹的彩色宽场图

� � �

按照(8)式在每一个通道进行光切片处理

得到每个通道的光切片图和去除条纹的宽场图

并按照(19)式计算去除条纹的宽场图

将三通道进行合并

转换至RGB空间

相乘, 获得更加饱满的灰
度级, 避免了非线性运算
造成的灰度级缺失

(a) (b)

I0 (gray)

Iz (gray) Iwide (RGB)

Iz(RGB)=Iwide(RGB)TIz(gray)

Iz (RGB)

Ip (gray)

(ID)2+{HTx(ID)}2

Iin=

Iz(H)

Iz_result(RGB)

Iz(S)

Iz(V)

Iwide(H)

Iwide(RGB)TIz(RGB)

Iz(RGB)

Iz(HSV)

Iwide(RGB)

Iwide(HSV)

Iwide(S)

Iwide(V)

(Ipp/2)2+(Ip)2

I0 (RGB) Ip/2 (RGB) Ip (RGB)

转换至HSV彩色空间

I0 (HSV) Ip/2 (HSV) Ip (HSV)

图 1    HT-COS算法流程图和 HSV-RMS算法流程图对比　(a) HT-COS算法流程图; (b) HSV-RMS算法流程图

Fig. 1. Flowchart  diagram  comparison  between  HT-COS  algorithm  and  HSV-RMS  algorithm:  (a)  HT-COS  algorithm;  (b)  HSV-

RMS algorithm. 
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将 (20)式代入 (8)式, 可以求得经 RMS算法重构

的图像为 

I∆in ≈
√
2mIin(x, y)

√
cos2(2πpx+φ0)+cos2∆φ. (21)

由此可知, 当原始图像的相移差存在∆j 的误差时,

RMS算法计算得到的光切片图像中将存在残余条

纹. 由图 1(b)可知, HSV-RMS算法在得到光切片

图像后, 还需利用 (19)式计算得到的去除条纹的

宽场图, 此时宽场图中也将出现少量的残余条纹: 

I∆wide(RGB)

≈ 1

2
[Iin + Iout + cos(2πpx+ φ0)(1− cos∆φ)]. (22)

在 HSV-RMS算法后续图像处理过程中, (21)式

和 (22)式相乘, 会使二者的残余条纹被进一步放

大, 进而导致最终的彩色光切片图像中出现严重的

残余条纹: 

I∆in I
∆
wide ≈

√
2

2
mIin

√
cos2(2πpx+ φ0) + cos2∆φ

×
[
2(Iin+ Iout)+mIincos2(2πpx+φ0)(1−cos∆φ)

2
]
.

(23)

在基于希尔伯特变换的光切片算法中, 当两幅

相移差为 π 的结构光照明图像中存在相移误差

∆j 时, (14)式可以写作: 

∆I∆(x, y0) = C∆Iin(x, y0) sin
(
2πpx+ φ0 + φ∆

s
)
.
(24)

对其进行希尔伯特变换可得 

∆Î∆(x, y0) = −C∆Iin(x, y0) cos
(
2πpx+ φ0 + φ∆

s
)
.

(25)

C∆=2m sin[(∆φ+π)/2] φ∆
s φ0+(∆φ+π)/2其中   ,    =  ,

将 (24)式和 (25)式代入 (17)式可知, 光切片计算

结果中并不会出现误差∆j 的调制项, 也就不存在

残余条纹.

HT-COS算法中只有 (22)式计算引入的微小

的残余条纹, 在最终计算得到的彩色光切片图像中

可以被近似忽略: 

IinI
∆
wide ≈

1

2
Iin[2Iin+2Iout+cos(2πpx+φ0)(1−cos∆φ)].

(26)

因此, HT-COS算法对微小的相移误差并不

敏感, 不影响其三维光切片重建的效果.

为验证上述结论, 模拟了不同相移误差对三维

光切片重建效果的影响, 以 π/2相移的 HSV-RMS

算法和 HT-COS算法为例, 分别假设相移误差为

0.01π, 0.02π 和 0.05π, 数值模拟计算了 HSV-RMS

算法和 HT-COS算法的图像重构效果, 如图 2所

示, 其中绿色虚线方框内为绿色实线方框区域内的

放大图像. 由图 2(c)—(f)可以看出, 在相移误差

为 0.01π 时, HSV-RMS算法光切片图像中无明显

残余条纹, 当相移误差为 0.02π 时, HSV-RMS算

法复原的光切片图像出现了明显的残余条纹, 而当

相移误差增大为 0.05π 时, 残余条纹非常严重. 如

图 2(g)—(j)所示, HT-COS算法复原算法对相移

误差并不敏感 , 在相移误差为 0.01π 和 0.02π 时 ,

复原的光切片图像中并没有出现残余条纹, 当相移

误差增加至 0.05π 时, 图像中出现了极少量的残余

条纹. 因此本文提出的 HT-COS算法具有更高的

鲁棒性, 特别适用于存在机械振动等噪声干扰的实

验环境. 

2.5    噪声对 HSV-RMS 算法和 HT-COS 算
法的影响对比

假设实验中采集的结构光照明图像中, 存在有

随机分布的高斯噪声 N(x, y), 3幅 π/2相移的原始

图像可以写作: 

I0(x, y) = Iin(x, y)[1 +m cos(2πpx+ φ0)]

+ Iout(x, y) +N1(x, y),

Iπ/2(x, y) = Iin(x, y)[1 +m cos(2πpx+ φ0 + π/2)]

+ Iout(x, y) +N2(x, y),

Iπ(x, y) = Iin(x, y)[1 +m cos(2πpx+ φ0 + π)]

+ Iout(x, y) +N3(x, y). (27)

当利用 RMS算法进行光切片处理时, 根据 (7)式,

对 (27)式的三项进行循环相减操作, 可得 

I0 + Iπ − 2Iπ/2 + (N1 +N3 − 2N2)

≈ I0 + Iπ − 2Iπ/2 + 2NC,

I0 − Iπ + (N1 −N3) ≈ I0 − Iπ +NC, (28)

其中, NC 表示均值噪声 [22], 并有  {
Ni +Nj ≈ 2NC,

Ni −Nj ≈ NC,
i ̸= j. (29)

求取 (28)式两项的平方和, 有 

(I0 + Iπ − 2Iπ/2 + 2NC)
2 + (I0 − Iπ +NC)

2

≈ [(I0 + Iπ − 2Iπ/2)
2 + (I0 − Iπ)

2] + 5NC
2

= 4m2Iin
2 + 5NC

2. (30)
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利用 (8)式计算可得在噪声环境下的光切片为
 

Iin(noise) =

√
Iin

2 +
5NC

2

4m2
. (31)

由此可知, RMS算法计算得到光切片图像的信噪

比与结构照明光场的调制度有关, 调制度越高, 信

噪比越高.

当利用希尔伯特变换的方法进行光切片处理

时, 相移差为 π 的两幅图像相减可得
 

∆I(noise) = I0−Iπ

≈ 2m cos(2πpx+φ0)+NC. (32)

对 (32)式进行希尔伯特变换可得 

∆Î(noise) = −2m sin(2πpx+ φ0) +NC. (33)

将 (32)式和 (33)式代入 (17)式, 可得噪声环境下

的光切片图像为 

Iin(noise) =

√
I2in +

N2
C

2m2
. (34)

对比 (31)式和 (34)式, 希尔伯特变换方法在噪声

环境下求得的光切片图像同样与结构照明条纹的

对比度有关, 调制度越高信噪比越高. 在同样的噪

声参数下, RMS算法得到的光切片图像中的噪声

项大于希尔伯特变换的方法, 因此, 希尔伯特变换

算法相比于 RMS算法, 具有更强的抗噪能力.

在图 3中, 模拟了均值为 0, 方差分别为 0.01,

0.02和 0.03时的高斯噪声对 HSV-RMS算法以及

HT-COS算法在彩色光切片处理时的影响, 所用

正弦结构照明条纹的调制度 m=0.8. 高斯噪声方

差为 0.01时, 结构光照明图像, HSV-RMS算法得

到的光切片图像, HT-COS算法得到的光切片图像

的峰值信噪比 (peak signal-to-noise ratio, PSNR)

分别为 25.74, 22.93以及 23.69; 当方差为 0.03时,

PSNR分别为 23.62, 18.81以及 21.91; 当方差为

0.05时, PSNR分别为 22.21, 17.35和 20.51. 

2.6    HSV-RMS 算法和 HT-COS 算法色彩
复原保真度对比

在无噪声和无相移误差的条件下, 理论模拟

了 HSV-RMS算法和 HT-COS算法计算所得彩色

光切片图像的色彩复原保真度, 如图 4所示. 图 4(a)

为原始的宽场图像 , 为了更加直观地说明问题 ,

专门设计了一个含有 4个色块的图像, 其中 4个色

块的 RGB值分别为 (77, 187, 95), (230, 34, 207),

(198, 209, 55)和 (106, 56, 56). 图 4(b)和图 4(c)

分别为 HSV-RMS算法和 HT-COS算法计算得到

的彩色光切片图像, 图 4(d)—(f)分别为 3幅图像

中各色块的 RGB值 . 与原始图像比 , HSV-RMS

算法和 HT-COS算法计算得到的彩色光切片图像

的色彩保真度均达到 99.4%以上, 证明 HT-COS

算法和 HSV-RMS算法都可以准确复原样品的三

维全彩色光切片图像. 

 

(a) (b)

(c)

(d)

(e)

(f)

(g)

(h)

(i)

(j)

无
相

移
误

差
相

移
误

差
0
.0
1
p

相
移

误
差
0
.0
1
p

相
移

误
差
0
.0
1
p

宽场图像 结构照明图像

图 2    相移误差对三维光切片图像的影响　(a)含有离焦

背景的宽场图像 ; (b)结构光照明图像 ; (c)−(f)在不同的

相移误差下 , HSV-RMS算法所复原的彩色光切片图像 ;

(g)−(j) 不同相移误差下 , HT-COS算法所复原的彩色光

切片图像

Fig. 2. Effect of phase-shift error on optical sectioning images:

(a) Wide-field image with defocused background; (b) struc-

tured  illumination  image;  (c)−(f)  three-dimensional  (3D)

color optical sectioning images processed by HSV-RMS algo-

rithm  under  different  phase-shift  errors;  (g)−(j)  3D  color

optical  sectioning  images  processed  by  HT-COS  algorithm

under different phase-shift errors. 
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3   实验结果
 

3.1    实验系统

本文所有实验是均在自行设计的基于 DMD

和发光二极管 (light emission diode, LED)照明

的 SIM系统上进行的, 如图 5所示. 高亮度白光

LED或者特定波长 LED发射的光束经过特殊设

计的全内反射 (total internal reflection, TIR)棱

镜后照射 DMD芯片, 经过 DMD调制后的正弦条

纹结构光场再经过 TIR棱镜之后经由投影系统和

物镜透射至样品表面, 样品的反射光或激发荧光经

过二向色滤光片或 50/50滤光片后被彩色相机收

集. 样品被固定在三维电动位移台上, 用来实现轴

向扫描和 X-Y 方向的视场拼接. 硬件同步控制、图

像采集和处理软件均基于 C++自行设计开发. 

 

高斯噪声

均值0, 方差0.01

(a) PSNR=25.74

高斯噪声

均值0, 方差0.03

高斯噪声

均值0, 方差0.05

(b) PSNR=22.93 (c) PSNR=23.69

(d) PSNR=23.62 (e) PSNR=18.81 (f) PSNR=21.91

(g) PSNR=22.21 (h) PSNR=17.35 (i) PSNR=20.51

结构光照明图像 HSV-RMS算法 HT-COS算法

图 3    高斯噪声对光切片重构图像的影响　(a)−(c) 高斯噪声方差为 0.01时的结构光照明图像、HSV-RMS算法得到的光切片

图像及 HT-COS算法得到的光切片图像; (d)−(f) 高斯噪声方差为 0.03时的结果; (g)−(i) 高斯噪声方差为 0.05时的结果

Fig. 3. Influence of Gaussian noise on the reconstructed optical sectioning images. Structured illumination image, optical sectioning

images calculated by the HSV-RMS algorithm and HT-COS algorithm, respectively, under the conditions of the Gaussian noise with

variances of (a)−(c) 0.01, (d)−(f) 0.03, and (g)−(i) 0.05. 

 

(a) (b) (c)

(d) (f)(e)

图 4    HSV-RMS算法和 HT-COS算法的色彩复原保真度比较　(a)−(c)分别为原始图像、HSV-RMS算法处理后的光切片图像

及 HT-COS算法处理后的光切片图像; (d)−(f) 3幅图像各色块内的 RGB值

Fig. 4. Comparison of color restoration fidelity between HSV-RMS algorithm and HT-COS algorithm: (a)−(c) Raw image, optical

sectioning  image  calculated  by  HSV-RMS algorithm and optical  sectioning  image  calculated  by  HT-COS algorithm,  respectively;

(d)−(f) RGB values for the four different regions of each image. 
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三维电动
位移台

50:50
分光镜

成像筒镜
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(b)

图 5    结构光照明彩色光切片实验光路及系统图　(a) 系统光路原理图; (b)系统实物图

Fig. 5. Schematic  diagram  of  structured  illumination  color  optical  sectioning  system:  (a)  Light-path  diagram;  (b)  apparatus

diagram.
 
 

3.2    荧光样品实验

我们选取具有宽光谱自发荧光 (405 nm激

发波长)的花粉样品进行彩色三维成像实验, 使用

波长为 405 nm的紫光 LED光源和长通二向色

镜 (LP425 nm). 在样品的每层以 20 ms曝光时

间分别采集相移差为 π/2的 3幅原始结构光照明

图像, 利用 HSV-RMS算法进行处理. 随后从采集

的原始图像中选取相移差为 π 的两幅图像 , 再

利用 HT-COS算法进行处理. 实验的结果如图 6

所示. 图 6(a)为 HSV-RMS算法处理后的三维彩

色光切片图像 , 图 6(b)为 HT-COS算法处理后

的结果, 显然两种算法都可以得到样品的彩色三维

荧光图像.

但由于 HSV-RMS算法对 3幅原始图像的相

移差有严格的要求, 实验中的微小振动就会造成相
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图 6    HSV-RMS算法和 HT-COS算法重构的花粉彩色三维光切片图像效果对比　(a) HSV-RMS算法重构的三维图像; (b) HT-

COS算法重构的三维图像; (c) 图 (a)紫色方框区域的放大图像; (d) 图 (b)绿色方框区域内的放大图像; (e) 图 (c)中蓝色虚线和

图 (d)中红色实线上的强度分布; 标尺: 30 µm

Fig. 6. Comparison of reconstructed result of pollen grain between HSV-RMS algorithm and HT-COS algorithm: (a) 3D reconstructed

color image from HSV-RMS algorithm; (b) 3D reconstructed color image from HT-COS algorithm; (c) the enlarged image in the

purple rectangular box in panel (a); (d) the enlarged image in the green rectangular box in (b); (e) normalized intensity distribu-

tion of the line-scan in panel (c) and (d), i.e. the “root-shaped” structure. Scale bar: 30 µm. 
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移差的变化, 进而导致重构的光切片图像中产生残

余条纹, 对三维重建产生影响, 为了实验验证这一

结论, 在实验中加入了微小的相移扰动. 图 6(c)和

图 6(d)对比了 HSV-RMS算法和 HT-COS算法

重构结果中的残余条纹. 图 6(c)为图 6(a)中紫色

方框内的放大图像, 可以看出, 图 6(c)中存在比较

明显的残余条纹; 图 6(d)为图 6(b)中绿色方框内

的放大图像, 其中几乎没有残余条纹. 图 6(e)中曲

线的强度分布也验证了 HSV-RMS算法存在明显

的残余条纹, 花粉尖刺根部的“根状”结构被淹没在

残余条纹之中, 而经由 HT-COS重构的光切片图

像则没有残余条纹, “根状”结构清晰可见, 这一实

验结果进一步证实了 HT-COS算法鲁棒性更高的

结论.
 

3.3    反射式样品实验

为了进一步证明 HT-COS算法在图像采集和

重构的速度优势, 对一种中华虎甲背部某区域进行

了高分辨率三维成像. 首先将光路中的二向色镜替

换为 50∶50分束镜, 将 405 nm波长 LED替换为

高亮度白光 LED, 并分别采用 HSV-RMS算法和

HT-COS算法对原始图像进行处理, 结果如图 7

所示. 该中华虎甲的三维尺寸大约为 19.5 mm ×

8.3 mm × 6.6 mm, 对其整体进行了三维成像 (使

用 4 ×, NA = 0.2物镜拍摄, 空间分辨率 1.5 µm),
共采集 84个视场进行拼接, 如图 7(a)所示. 根据

统计, 使用 4 ×, NA = 0.2物镜对样品进行三维成

像时, 共拼接 84个视场 (14行 × 6列, 单视场尺

寸 2.5 mm × 2.5 mm), HSV-RMS算法所需原始

图像的总图像采集时间约为 1767 s, 即 84视场 ×

((10 ms曝光时间 + 0.031 ms DMD刷新时间) ×

3幅相移图像 (相移差 π/2) × 350层 + 30 ms位移

台稳定时间 × 349次轴向移动) + 83次横向移动 ×

30 ms位移台稳定时间, 而 HT-COS算法只需要

两步相移 (相移差 π), 因此图像采集时间为 1472 s,

提升约 16.7%. 两种方法的图像处理时间分别为

13608和 9744 s, 可知 HT-COS算法是具有更快

的图像处理速度, 提升约 28.4% (Windows 7 SP1,
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图  7    一种中华虎甲背部的三维彩色 SIM成像结果　(a) 该中华虎甲样品完整三维图像的二维最大值投影 , 使用 4 ×, NA =

0.2物镜拍摄 , 共拼接 84个视场 , 单视场轴向扫描 350层 ; (b) 样品轴向进行三维叠加重构的示意图 , 每一层都是经过 HSV-

RMS算法处理后的光切片图; (c) 图 (a)中红色箭头所指区域局部放大的三维光切片最大值投影图像, 使用 HSV-RMS算法进行

图像处理 , 20 ×, NA = 0.45物镜拍摄 ; (d) 图 (c)的三维形貌分布 ; (e) 样品轴向进行三维叠加重构的示意图 , 每一层都是经过

HT-COS算法处理后的光切片图 ; (f)图 (a)中红色箭头所指区域局部放大的三维光切片最大值投影图像 , 使用 HT-COS算法进

行图像处理, 20 ×, NA = 0.45物镜拍摄; (g) 图 (f)的三维形貌分布

Fig. 7. 3D color imaging result of a Chinese tiger beetle: (a) Maximum intensity projection image of the tiger beetle under 4 ×, NA

= 0.2 objective lens, the 3D volume is rendered from 84 data sets stitching and sliced 350 layers; (b) schematic diagram of 3D re-

construction in axial direction after imaging processing with HSV-RMS algorithm; (c) maximum intensity projection images of the

area  pointed  by  the  red  arrow  in  panel  (a)  processed  with  HSV-RMS  algorithm.  The  images  are  captured  under  20  ×, NA  =

0.45 objective lens; (d) 3D height map of panel (c); (e) schematic diagram of 3D reconstruction in axial direction after imaging pro-

cessing with HT-COS algorithm; (f)  maximum intensity projection images of  the area pointed by the red arrow in (a)  processed

with HT-COS algorithm. The images are captured under 20 ×, NA = 0.45 objective lens; (g) the 3D height map of panel (f). 
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16GB RAM, Intel core i5-3470@3.2 GHz, Matlab
R2017a). 表 1对比了两种方法的图像采集时间和

图像处理时间, HT-COS算法 84个视场的图像采

集时间和图像处理时间分别减少了 295和 3864 s,

这一提升对于需要视场拼接的高分辨率三维成像

而言是十分可观的. 因此 HT-COS算法更加适用

于大尺寸样品的高分辨率三维成像, 可以大幅减小

实验所需时间.

在样品某区域 (图 7(a)中红色箭头指向区

域)利用 20×, NA = 0.45物镜进行局部放大并进

行了两种方法的比较实验. 对比图 7(c)和图 7(f)

可以看出, 在没有相移误差的条件下, HT-COS算

法在图像对比度、色彩还原度以及图像分辨率方面

与 HSV-RMS算法相比并无明显差异.

由于 SIM三维光切片成像结果消除了离焦背

景的干扰, 因此在恢复物体表面三维形貌高度中具

有十分显著的优势, 利用“shape from focus”算法,

可以在横向实现高分辨率的形貌解析度 [21,23,24]. 对

于三维图像中的某一点 (x, y, z), 其在每一层光切

片图像中都对应同一个像素坐标 (x, y), 根据光切

片层数的不同, 该像素坐标 (x, y)的光强也不同,

只有当该点处于焦面位置时才有光强的最大值. 通

过寻找亮度的最大值, 即可获得该点的高度信息,

即: 

h(x, y) = argz max[I(x, y, z)], (35)

其中, h(x, y) 代表 (x, y)坐标处的高度; I(x, y, z)

代表 (x, y, z)处的光强; argzmax代表取光强最大

时的轴向位置, 即高度信息. 利用 (35)式分别计算

图 7(c)和图 7(f)的三维形貌分布并进行定量对比,

图 7(d)和图 7(g)是对应的三维形貌分布图, 图中

不同的颜色代表不同的高度. 两种算法计算得到的

形貌分布完全一致, 但 HT-COS算法具有更快的

图像处理速度 , 因此更适合大尺寸物体的三维

成像. 

4   结　论

本文提出了一种基于希尔伯特变换的结构光

照明快速彩色三维显微成像方法 (HT-COS), 与已

有的 HSV-RMS算法相比, HT-COS算法图像采

集量减少了 1/3, 图像处理时间节约了约 28%. 实

验结果表明, 该方法在图像对比度、色彩还原度及

形貌高度恢复等方面与 HSV-RMS算法并无明显

差异, 该方法对大尺寸样品的高分辨率三维彩色成

像具有重要的意义 , 将进一步扩展 SIM的应用

范围.

感谢中国科学院动物研究所白明研究员提供的昆虫样品.
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HSV-RMS算法 84 1767 13608 1000 1010

HT-COS算法 84 1472 9744 670 1010
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Abstract

As a wide-field microscopy,  structured illumination microscopy (SIM) enables  super-resolution and three-

dimensional  (3D)  imaging.  It  has  recently  received  lots  of  attention  due  to  the  advantages  of  high  spatial

resolution, short image recording time, and less photobleaching and phototoxicity. The SIM has found numerous

important applications in time-lapse imaging of living tissues and cellular structures in the field of biomedical

science.  Color  information  is  an  important  physical  quantity  describing  the  characteristics  of  living  creatures

and  reflects  the  differences  in  its  microstructure  and  optical  property  to  some  extent.  Although  HSV  (hue,

saturation,  value)  color  space  based  structured  illumination  full-color  3D  optical  sectioning  technique  can

recover  the  full  color  information  on  the  surface  of  the  samples  without  color  distortion.  However,  for  each

optical sectioning, three raw images with fixed phase shift are required to calculate the sectioning images by the

root mean square (RMS) algorithm. This will dramatically increase the data acquisition time and data storage

space,  especially  for  a large-scaled sample that needs image stitching strategy.  The image processing progress

operated in HSV color space need to run the RMS algorithm three times in each channel of HSV space for every

section,  and  transform  the  images  between  RGB  (red-green-blue)  space  and  HSV  space  twice.  This  will

absolutely  extend  the  data  processing  time  and  put  forward  higher  requirements  for  computer  hardware  and

software  for  data  storage  and  processing.  To  this  end,  in  this  paper,  a  fast  3D  color  optical  sectioning  SIM

algorithm based on Hilbert-transform is  proposed.  The Hilbert-transform has proved to be a  powerful  tool  in

digital  signal  and image processing and has  successfully  applied to the SIM. Here,  only two raw images  with

structured illumination are needed to reconstruct a full-color optical sectioned image for each slice. This fast 3D

color  sectioning method has  the advantage of  insensitivity  to  phase-shift  error  and has  better  adaptability  to

noise,  high  quality  color  sectioning  images  can  be  obtained  under  the  phase-shift  error  or  noise  disturbed

environment.  The  image  acquisition  data  are  reduced  by  1/3  and  the  color  optical  sectioning  reconstruction

time is saved by about 28%, this new method effectively improves the efficiency and speed for 3D color imaging

and will bring a wider application range for SIM.
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