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基于空间频域滤波高动态光学投影层析的斑马鱼
三维成像研究*

李秉尧 张艳婷 林秋萍 王 磊 黎思娜 韩定安 钟俊平 王茗祎 曾亚光**

（佛山科学技术学院物理与光电工程学院，佛山 528000）

摘要 本文提出了一种基于空间频率滤波的多曝光融合的高动态投影层析三维成像方法，实现了活体斑马鱼（17 mm ×

4 mm，最大厚度为2.33 mm，最小厚度为0.29 mm）的三维结构成像 . 通过相机采用不同曝光时间记录系列吸收图像，将每

张图像取变换到频域去除低频后，将各张滤波后叠加并逆傅里叶变换回空域，对变换后的图像进行归一化处理，最终获得

高动态图像 . 在每个投影角度获得这种高动态吸收投影图像，进行滤波反投影算法重建，获得高动态的整条斑马鱼三维结构

信息 . 实验成像结果表明，这种空间频率滤波多曝光融合的高动态光学投影层析三维成像研究，可以获得复杂结构更丰富的

空间信息，对斑马鱼等模式生物早期胚胎生长发育进程进行监测和定量评估有一定的应用前景 .
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光 学 投 影 层 析 成 像 （optical projection

tomography， OPT） 是 2002 年由 Sharpe 等［1］ 在

《科学》（Science）首次提出具有微米级别空间分

辨率的新兴三维显微成像技术，其可对有效探测范

围为 1~10 mm 的小生物胚胎吸收投影成像或荧光

成像 . 最近几年来，OPT在生物形态结构发育［2-3］、

生理反应［4-5］与基因表达［6-8］等方面的研究运用取

得了很多成果 . OPT新的发展是通过与细胞运动学

分析、激光散斑等技术结合，实现了三维血流重

建［9-11］，其在生物成像中有广泛的应用空间和发展

潜力 . 斑马鱼是一种广泛用于研究的模式生物样

品，对其进行三维层析成像，在胚胎发育、循环系

统机理研究有重要的研究价值 . 但是采用OPT技术

实现对整条斑马鱼进行成像，有一个现实的应用问

题需要解决：斑马鱼全身的厚度不均（即：鱼头部

厚度大，光吸收强，需要曝光时间长；尾部比较

薄，光吸收弱，需要曝光时间短），导致产生的吸

收差异比较大 . 单次曝光下，相机的动态范围不

够，导致图像顾头而不能顾尾，无法实现对整条斑

马鱼清晰成像［12］ . 因此如何扩展OPT成像的动态

范围是成像要解决的关键科学问题 . 最近几年来，

研究者提出了一些方法实现高动态OPT成像：Fei

等［12］ 运用图像压缩的方法实现了高动态 OPT

（HDR-OPT）；Wang 等［13］采用归一化算法对不同

区域曝光时间进行修正，再进行高动态成像；

Yang 等［14］采用 OMP 算法对各曝光时间的原始图

像进行重构再进行高动态处理 . 针对斑马鱼的厚度

是次序变化和饱和区域基本连通的特点，本文提出

了一种空间滤波的方法实现高动态 OPT，其可有

效拓宽成像动态范围，实现具有更高衬比度细节的

完整三维结构成像 . 研究的思路是：对每个投影角

度位置，采用不同曝光时间记录吸收图像，将每张
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图像取反处理后，从空间域变换到频域，进行低频

滤波后前后叠加，逆傅里叶变换回来并归一化处

理，从而获得一张融合后高动态图像 . 这种方法的

本质是通过滤除掉低频空间信号，去除过度曝光产

生的整体信号 . 在每个投影角度获得这种高动态投

影图像，再进行滤波反投影算法重建，获得样品完

整的、具有更高衬比度的三维结构信息 . 实验结果

对比表明，我们的方法比单次OPT成像有更大的

动态范围，其更加精细、更贴近人眼对样品的辨识

程度 .

1 高动态OPT成像方法

实现高动态 OPT 需要在每个投影方向上获得

高动态的吸收图像 . 为将N张同场景下曝光时间线

性递增的图像融合，各部位的吸收图像经历了一个

从低吸收到过饱和的系列图像 . 其中核心问题在于

如何去除吸收图像中饱和部分的图像，保留图像中

有用的信息 .

实验中，相机根据程序设定按照线性增加的曝

光时间，记录同一投影位置系列的吸收图像（实验

中，在每个位置记录10张图像） . 为了消除在记录

过程中生物样品抖动产生的图像错位，利用图像互

相关方法对相邻两帧图像移动位置进行纠正，消除

生物样品的抖动 . 消抖后的图像按曝光时间从小到

大排列，将每一帧图像从空间域变换到频域分析：

Fn (u,v) = ∫-∞+∞ ∫-∞+∞ fn (x,y )e-i (ux,vy )dxdy (1)

fn (x，y)是相机记录的不同曝光的照片，Fn (u，v)
是其二维傅里叶变换后得到的频域图像；为了滤波

掉饱和的光强，使用其表达式对信号进行零频滤

波；方法如下：

I (x,y) = IFFT(R (u,v )F (u,v ) ) (2)

R (u,v ) = {0, F (u,v ) ≤ R01, F ( )u,v > R0 (3)

I（x，y）是经滤波后逆傅里叶变换后的图像；

R (u，v )是选择零频滤波函数；R0 = u2 + v2 是零

频的滤波范围，表示点 (u，v )到滤波器中心的距离，

即为在频谱上将零频分量滤去的孔径大小，可根据

实际情况进行修改，在本文实验中 R0 的取值为

0.0022. 实现滤波操作的方法如图1所示：对于曝光

过多而产生的饱和区域，其空间频率的信号主要集

中在零频部分，去除零频其实就是将饱和区域的信

号进行去除 . 在滤波后的各个图像进行叠加，并进

行归一化处理 . 为避免融合后图像出现像素值为负

的情况，将得到的融合图像加上其像素值最小值的

绝对值，使得图像数值本底抬高，再除以图片的最

大值，实现归一化操作 . 归一化处理可消除斑马鱼

的扁平形状、不同角度光强的差异对图像的影响，

这样能够获得采集每个投影方向不同曝光时间图像

高动态吸收的融合图像 .

在其他每个投影角度位置上按照角度如上操

作，可以获得各个角度的高动态范围投影图像

P ( l，θ )（θ在 0~2π之间） . 样品一个断层面的反投

影函数值为Z (x，y )，由滤波反投影算法：

Fig. 1 High dynamic OPT image processing method
（a） The original image sequence arranged from smallest to largest by exposure time；（b） The two-dimensional Fourier transform image sequence

corresponding to （a） time series after zero-frequency filtering；（c） The frequency domain image obtained by （b） superposition；（d） The high

dynamic image obtained by normalization of （c） after inverse Fourier transform.
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Z (x,y) =
∫0π ∫-∞+∞P ( l,θ )*c ( l ) × δ (x cos θ + y sin θ - l )dldθ(4)

其中，c ( l )是S-L滤波函数 . 由此可以实现三维的吸

收投影层析成像，在基于Amira环境下对完整的三

维组织结构进行可视化、操纵控制 .

2 实验系统

为验证我们方法的有效性，对生长了35 d的活

体斑马鱼 （17 mm×4 mm，最大厚度为 2.33 mm，

最小厚度为0.29 mm）进行高动态三维成像，样品

通过适量的稳定剂麻醉，以减少运动对成像的影

响 . 基于多曝光融合的高动态OPT斑马鱼三维成像

系统如图 2所示 . 一束白光经准直扩束镜后，照射

在样品上，样品固定在填充了 1.3%冷琼脂（凝胶

温度为 24~29℃） 的聚全氟乙丙烯管 （折射率为

1.341~1.349）中；聚全氟乙丙烯管固定在步进电

机上，并放置在充满折射率匹配液的匹配池中 . 在

步进电机的转动下，样品以每步1.8°沿电机转轴中

心旋转一周 . 样品在每一个角度上的光学信息均经

远心镜头 （Edmund optics 58428，放大倍率为

0.3 ×），被CMOS工业相机（Basler，acA2000-340

kmNIR，像素为 2 048×1 088，最低曝光时间为

24 μs，最低曝光时间的默认帧率为 42 fps）接收 .

相机为8 bit的读数设置，图像的强度值在0~255之

间 . 在本实验中，其成像范围为700×900 pixel2，采

用美国国家仪器公司（NI）的高速图像采集卡与

多功能数据采集卡，连接上位机、步进电机、

CMOS相机等硬件设备 . 整套实验装置放置在精密

隔振平台上 . 实验样品为斑马鱼（长度约 17 mm，

使用 MS-222 鱼用专用安定剂对样品进行麻醉处

理） . 曝光时间和梯度的选择，应使得所选取的不

同曝光时间下对应动态范围的并集涵盖了整个场景

的动态范围 . 同样的，由于每个曝光与相邻曝光之

间的动态范围可能出现交集，为尽量避免信息冗

余，我们要选择合适的曝光梯度［15］ . 在本文实验

中，每个角度在0.06~1.50 ms之间采集10张线性曝

光时间的投影图像，共采集 200 个角度，分别在

LabVIEW和MATLAB环境下实现图像采集和图像

处理 .

3 实验结果与分析

根据我们的成像方法提出的图像处理可获得高

动态且精细的结构吸收图像信息 . 运用该方法得到

的单一角度下的高动态图像所需的时间约为0.79 s.

得到各个角度的图像实现三维重建时，若用GPU

进行加速，速度会提高 100倍左右 . 图 3给出了斑

马鱼在 θ=0°时不同曝光的原始图像、高动态图像

和相应位置的信号对比 . 图3a-c是相机设置曝光时

间0.06 ms到1.5 ms采集到的原始图像 . 在短曝光时

间下，斑马鱼的鱼鳍部分（图 3a，红圈 1、3）非

常清晰，经过归一化处理，图像的像素值强度的读

数范围在 0.254~0.380之间；图像中鱼的脊椎（红

圈2）、头部和肚子（红圈6）都不清楚，其图像强

度范围都低于 0.157以下，尤其头部区域图像强度

均低于0.078，没有进行投影成像的意义 . 但是在较

长曝光时间的作用下，相机的曝光时间设置为

0.54 ms，图中鱼鳍的读数都已经饱和了，鱼鳍区

域（图3a，红圈1、3）的图像强度都是1，达到图

像强度最大值；这时鱼的脊椎部分（红圈2）的读

Fig. 2 High dynamic OPT imaging principle device diagram
（a）Schematic diagram of imaging method with high dynamic OPT imaging；（b）Experimental device diagram of high dynamic OPT imaging.
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数在 0.369~0.475之间，其中主脊椎和侧支架骨头

的平均读数分别为0.369和0.475，有较大的图像对

比度；鱼头和鱼肚部分（红圈6）的图像强度比较

低，各个部位的吸收差异不大 . 图3c是曝光时间在

1.5 ms 情况下的图像，这是 10 帧图像的最大曝光

时间 . 从图中可以看出，鱼的其他部位基本都饱和

了，鱼的头部有比较清晰的吸收对比差异 . 从图

3a~c 中针对不同部位的斑马鱼成像可设置不同的

曝光时间，在合适的曝光时间内，不同部位的吸收

才有较大差异 . 利用上述成像方法的空间频率滤波

的办法，我们获得将 10张吸收图像进行融合后的

高动态的吸收图像（图3d） . 从图中我们看到，鱼

鳍、鱼脊椎、鱼鰾和鱼头部分都有比较清晰的图

像 . 根据归一化后的读数，在图中标识的范围内，

鱼鳍部分（红圈1、3）的平均图像强度在0.82，鱼

脊椎（红圈 2）部分的平均图像强度在 0.54，鱼鰾

部分（红圈 5）平均图像强度在 0.61，鱼头部分的

平均图像强度是 0.22. 通过融合图像样品的尾部血

管信号，按照参考文献［16］定义的血管分辨率公

式，我们可以进一步求得血管的分辨率为14.9 μm.

融合后的图像有比较高的细节展示能力，图像的动

态范围获得较大的提高 . 由于不同曝光下相机捕获

的动态范围区间不同，即在各个曝光下相机都捕获

了整个场景动态范围中的一部分，在选择合适的曝

光区间情况下，不同曝光下场景动态范围的并集即

可涵盖了整个场景的动态范围 . 通过得到样品不同

曝光下的图片，可以进一步得到不同区域的最佳成

像区间 . 基于频域滤波的高动态融合算法，将其过

曝而形成的饱和联通区域滤掉，即保留不同曝光下

样品最佳的成像信息，进一步融合得到的高动态图

像，可容纳更大动态范围的样品细节信息 .

图4为图3中用虚线标示的鱼鳍（图4a）和鱼

肚部位（图4b）的归一化图像信号曲线 . 在不同曝

光时间条件下获得图像的信号与融合后图像的对

比，这些不同位置的信号强度对比跟圈定位置的图

像强度是一致的 . 从图 4可以看出，融合后的图像

具有更大的动态范围，使得无论是厚度为2.33 mm

的头部还是厚度为0.29 mm的尾部鱼鳍部分都可以

清晰地显示出来，得到更高的成像探测深度，实现

整条斑马鱼的成像 . 高动态范围OPT图像可弥补传

统OPT动态范围限制，其图像中呈现出鱼鳍、鱼

尾这些相对鱼脊髓透明的组织结构，如鱼眼、鱼

鳔、鱼肠等等，整个样品呈现的结构信息较为精

细，更加符合人眼识别特点，为三维重建提供了信

Fig. 3 Comparison of images with different exposure times and high dynamic images
（a） The original image of zebrafish at a minimum exposure time of 0.06 ms. The dorsal fin on ring 1 and anal fin on ring 3 in the figure can be

clearly observed，and the protruding spine of ring 4 can be distinguished；（b） The original image of zebrafish at the exposure time of 0.54 ms，

and fish bones corresponding to circle 2 and fish intestines of circle 6 can be clearly observed；（c） The original image of zebrafish at a maximum

exposure of 1.50 ms，and the structural layers of fish head and swim bladder can be observed；（d） The high dynamic image of zebrafish，which

expands the dynamic range of the image and allows simultaneous observation of information in different regions.
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息较为丰富的投影图像 .

获得每个投影角度位置的二维高动态吸收图像

后，根据滤波反投影成像进行层析成像，可实现斑

马鱼的三维组织结构重建 . 每个角度都获得 1张融

合而成的高动态OPT图像（共 200个角度），根据

公式（4）可实现空间切片的重建 . 为了显示三维

成像的动态范围，三维可视化结构图通过Amira软

件将各个重建的切片图像组合 . 图 5a~d 是从 10 个

曝 光 中 选 出 0.06 ms、 0.54 ms、 1.02 ms 以 及

1.50 ms曝光下的三维结构重建图 . 图5a仅有鱼鳍、

部分鱼尾信息相对清晰；图 5b的三维重建结构图

透光性较强的鱼鳍因曝光时间饱和丢失信息，透光

性中等的组织鱼刺相对清晰，透光性相对较差的鱼

脊髓可见大概轮廓；图 5c和 5d中，鱼脊髓呈现细

致丰富的结果，同时鱼鳔、眼睛的轮廓相对清晰，

但鱼鳍、鱼尾信息丢失严重；图 5e高动态OPT三

维组织结构重建结果除了可以观察到样品的脊椎结

构之外，对脊椎周围微小骨头的分布，以及鱼鳔、

鱼肠、心脏等结构具有更为细致的可视化 . 与传统

的OPT成像相比，基于高动态的OPT三维成像能

获得较为清晰的、具有更高衬比度的三维组织结构

重建 .

在获得了高动态 OPT 后，可以根据三维重建

的斑马鱼的吸收图像来看断层的图像，基于空间频

率滤波融合的高动态OPT能获得不同视角下清晰

的、精细的高动态OPT组织结构切片信息 . 在图 6

所示的三个不同方向的切片范围，取空间坐标

XYZ 某一剖面为例，图6a是当切片沿着Z轴倾斜时

的剖面，可以从图中观察到样品的脊椎结构；图

6b是XZ平面沿Y轴方向的切片，可观察到鱼体的

鱼鳔结构、脊椎以及脊椎周围微小骨头的分布 . 本

Fig. 4 Comparison of A1 and A2 gray values of different exposure time images in Figure 3
（a），（b） are the normalized signal curve at A1， A2 in different images in Figure 3 respectively，including 1 ring is fish fin area，circle is the

anal fin of the fish area 3，4，6 corresponding circles are to organize shark fin and fish maw. It can be seen from the diagram，the strength of the

signal curve of 0.06 ms have evident changes，and the curve of 0.54 ms and 1.50 ms due to the exposure time is too high，the presence of signals is

distorted；corresponding spine and swim bladder can be observed at area 2 and 5，0.06 ms signal curve because of the exposure time is too low，

the light can't through，curve is not obvious，and 0.54 ms，1.50 ms signal curve a significant change can be observed. The curve of the HDR

retained the different exposure time the change of the original image information，broaden the dynamic range of the image，can see different parts

of the signal curve changes at the same time.



李秉尧，等：基于空间频域滤波高动态光学投影层析的斑马鱼三维成像研究2019；46（11） ·1115·

方法能分辨鱼脊髓、腹部的鱼鳔、鱼肠等断层结

构，可获得更具有高衬比度，具有更丰富的细节结

构信息 .

利用空间频率零频滤波的方法能够获得较好的

高动态成像效果 . 这个方法有效的主要原因是，当

样品的吸收差异比较大时，相机的曝光时间差距比

较大，区域的饱和面积比较大且是连贯的，饱和区

域的空间频率信号都集中在零频 . 这比较适合斑马

鱼这种生物样品，因为它的厚度从头部到尾部是连

续减少的，即使不同的曝光时间，它的饱和区域图

像都是连贯在一起 . 我们的方法适合这种连续变化

的样品 . 对于厚度不规则的样品，其饱和区域是随

Fig. 5 High dynamic OPT reconstruction structure of zebrafish
（a） The 3d reconstruction image of zebrafish under 0.06 ms exposure time；（b） The 3d reconstruction of zebra fish under 0.54 ms exposure time；

（c） The 3d reconstruction of zebrafish under 1.02 ms exposure time；（d） The 3d reconstruction of zebrafish under the exposure time of 1.50 ms；

（e）The 3d reconstruction image of zebrafish after high dynamic fusion， the two cross sections XY and XZ identified on（e）are shown in Figure 6.

Fig. 6 High dynamic OPT imaging of the chromatogram of the location identified in Figure 5
（a） The XY section diagram obtained in Figure 4e， which is the 499 th slice along the Z-axis of the X and Y plane. （b） The XZ section diagram in

Figure 4e；this section is the 156 th section along the Y-axis in the X and Z plane.
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意不规则的，它的空间频率可能在高频，本方法可

能就不适用了 . 同样的，如果样品含有特别亮或暗

的点状结构时，由于区域较小，无法形成联通的饱

和区域时，其将贡献全频谱信息，单一角度下无法

获取该点状结构的信息 . 但由于要求三维成像，即

要采集不同角度下的投影图像进行三维重建，在我

们的实验中总共采集了200个角度位置，因此个别

角度下的信息丢失对其三维重建影响不大 . 通过对

采集到的图像进行零频滤波去除物理学上的饱和，

保留不同曝光下样品不同的动态范围信息，得到的

动态范围交集接近样品实际动态范围的图像 . 其有

别于软件对图片的调节，通常软件都是通过提高图

片的亮度或对比度来达到视觉清晰的效果，而相机

采集到的图片是由于物理学上相机的动态范围比实

际场景中样品的动态范围小，使得超过相机动态范

围的场景信息丢失， 即使通过调节阈值增加对比

度，也无法获得相机动态范围外的信息，使得到的

样品信息不完整 .

4 结 论

本论文采用空间频率滤波的方法实现高动态光

学投影层析三维成像 . 空间频率滤波的核心是将饱

和部分的空间信号去除，再将不同吸收变化的信号

进行叠加，实现了不同曝光的图像融合，获得高动

态光强的OPT成像 . 相比传统OPT方法，该方法可

使获得样品具有更完整、更高衬比度的结构信息 .

成像结果表明，高动态OPT能够实现对斑马鱼进

行全身的三维成像，其对模式生物的早期胚胎生长

发育关系与进程有一定的研究价值 .
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High Dynamic Optical Projection Tomography Based on Multi-exposure for
Three-dimensional Imaging of Zebrafish*
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ZHONG Jun-Ping, WANG Ming-Yi, ZENG Ya-Guang**

(School of Physics and Optoelectronic Engineering, Foshan University, Foshan 528000, China)

Abstract In this paper, a multi-exposure fusion high-motion projection tomography three-dimensional imaging

method based on spatial frequency filtering is proposed to realize the three-dimensional structure imaging of

living zebrafish(17 mm×4 mm, maximum thickness 2.33 mm, minimum thickness 0.29 mm). Our method is to

record the series of absorption images by using different exposure time of the camera, transform each image into

the frequency domain to remove the low frequency, and then superimpose each filtered spatial frequency signal

and inverse Fourier transform back into the air domain, and the transformed image is normalized to obtain a high

dynamic image. The high dynamic absorption projection image is obtained at each projection angle, and then

reconstructed by a filtered back projection algorithm to obtain highly dynamic three-dimensional structure

information. The experimental imaging results show that the multi-exposure fusion high-visibility optical

projection tomography three-dimensional imaging study of spatial frequency filtering can obtain more abundant

spatial information of complex structures, and the relationship and process of early embryo growth and

development of zebrafish monitoring and quantitative assessment have certain application prospects.
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