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激光共聚焦序列图像基于特征的分割方法 

干  可，谢  明，罗代升  
(四川大学图像信息研究所  成都  610064) 

 
【摘要】采用fluo-4标记的乳鼠心肌细胞钙离子实时激光扫描共聚焦光学切片呈现为点状分布的荧光图像，并且受到噪

声的严重干扰，细胞荧光图像在分布上没有连续的边缘；而采用处理静态荧光图像的方法处理这种图像存在很大的困难。该

文就心肌细胞Ca2+离子定量研究过程中遇到的问题，提出一种基于马尔可夫场和空间点模式特征聚类相似性测度的自适应图

像分割算法。该算法能以统一的标准从不同深度的光学切片中分割出需要分析的细胞钙离子活动区域，对其他利用激光共聚

焦技术做动态分析的研究有很好的参考价值。 
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A Segmentation Based on Feature for LSCM Sequence Images 

 
GAN Ke, XIE Ming, and LUO Dai-sheng 

(Institute of Image Information, Sichuan University  Chengdu  610064) 

 
Abstract  Region of interest (ROI) plays an important role in biomedical image analysis. The calcium ions 

laser scanning confocal microscope (LSCM) real-time optical sections of fluo-4 labeled rat ventricular myocyte 
show point distribution and are interfered by random noise. The fluorescent images have no continuous grayscale 
distribution and obvious edge. It is difficult to apply the methods which process static fluorescent images to our 
experiment. A self-adaptive segmentation is proposed based on spatial point pattern cluster features comparability 
in Markov field. The advantage of this method is that the ROI of calcium within all the disturbed optical sections 
can be properly segmented under a coincident standard. This method will benefit to other dynamic analysis 
researches using LSCM. 
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共聚焦显微成像技术是近期才发展起来的显微

三维成像技术，应用于细胞生物学、神经学、药理

学、遗传学以及材料学等领域[1]。激光扫描共聚焦

显微镜(LSCM)具有高灵敏度、高分辨率、高放大倍

数等成像特点。通过分析LSCM采集的图像，可以

用图像处理的方法在亚细胞层面上，对乳鼠心肌细

胞动作电位期间的Ca2+离子变化过程进行定量研究。 
目前，国内外生物医学图像分割技术已有很多

的研究成果，主要分为计算机自动分割方法和人机

结合的交互式分割方法[2]。本文提出的方法属于计

算机自动分割方法。传统的方法对激光共聚焦静态

序列图像，如细胞骨架等采用已有的多帧叠加去噪

和空间滤波的方法，可以获得较高质量的分割结果。

但在本文的研究中，心肌细胞钙离子动态图像帧间

差异较大，并且受到噪声的严重干扰，采用现有方

法很难准确地分割出序列图像中钙离子活动的感兴

趣区域(ROI)，这对后期心肌细胞Ca2+离子定量分析

造成不利的影响。本文就心肌细胞Ca2+离子定量研

究过程中出现的上述问题，提出了一种基于点模式

特征聚类的图像分割算法。该算法可以从高噪声图

像中较为准确的分割出需要分析的钙离子ROI。 

1  激光共聚焦三维实时序列图像 
LSCM钙离子实时图像呈现为点状分布的荧光

图像。在以该方式分布的图像中，可以定义图像空

间中的点模式。 
定义  图像空间点模式是指激光共聚焦三维实

时图像序列中某个二维断层图像上的点集，有： 
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式中  P为点集的中心；k为点集的半径；R为图像上

某点和P点的Manhattan距离，i=1,2,…,n，k=1,2,…, 
(imagesize−1)/2，imagesize为正方形断层图像的边长。 

马尔可夫随机场(Markov random field，MRF)可
以用于图像的建模和解释[3-4]。对于满足马尔可夫性

的图像，即满足f(P|PC)=f(P|Nr(P))，其中，PC为P点
在图像上的补集；Nr(P)为以P为中心、r为半径的邻

域，可以用基于空间点模式的特征进行描述[5]。实

验结果显示，点模式的对比度特征、点模式的灰度

共生矩阵的能量、点模式的灰度共生矩阵的熵3个特

征参量可以较好地描述图像中的点模式。利用这些

点模式的特征可以在不进行图像预处理的情况下，

直接将图像中的感兴趣区域的点模式从含有大量噪

声的背景图像的点模式中区分开来。点模式的大小

可以根据实际情况来决定，本文选择5×5的点模式。 

2  激光共聚焦序列图像的特征提取 
2.1  图像上细胞的亮度特征 

动作电位期间细胞质中Ca2+离子浓度接近峰值

时，图像中细胞和背景之间有较为明显的对比度。

可以定义细胞的亮度为：细胞质中Ca2+离子浓度接

近峰值时，细胞所在区域灰度直方图中高端灰度的

概率的和等于η时的灰度值。文献[6]给出类似定义， 

即
255

c   if  ( )
r

B r p g η= =∑ ，其中，p(g)为图像的灰度

概率密度函数；0<η <1为常量。 

2.2  图像上任意点模式的亮度特征 
在确定了细胞的亮度后，可以用类似的方法确

定图像中一个点模式的亮度。定义点模式的亮度为 
255

s   if  ( )
r

B r l h λ= =∑ ，其中，l(h)为点模式的灰度概

率密度函数；0< λ <1为常量。 
2.3  基于点模式的对比度特征 

在本文定义的2个亮度特征的基础上，可以定义

点模式的对比度特征，该特征定义为C=(Bc-Bs)/ 
Bc×100%。实验表明，该参量对图像中的钙离子ROI
和背景有很好的分辨能力，如图1a所示。该特征在

具有较好分类性能的同时，还具有较好的抗噪声性能。 
2.4  点模式的灰度共生矩阵 

文献[7]提出了灰度共生矩阵(gray level coocc- 
urrence matrix，GLCM)的概念，它描述了在一定角

度上和观测点间隔一定距离的图像像素值的变化情

况，灰度共生矩阵共有14个特征参量。对于满足马

尔可夫性的图像，不需要计算GLCM所有的特征就

可以完整地描述图像中的信息[8-10]。本文运用灰度共

生矩阵中2个分类性能较好的量化特征参量能量和

熵分别计算图像中细胞上的和背景上的空间点模式

的特征，获得了较好的分类效果，如图1b和图1c所
示，各个特征的范围已经被映射到了(0, 255)。在运

用灰度共生矩阵计算点模式特征时，位置算子P的选

取至关重要，本文采用P为“与点模式中心相距2个
像素的零度方向上”。 
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    图1  ROI的点模式特征和背景的点 

          模式特征在特征空间的分布 
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3  特征的正交变换  
将输入图像的点模式特征作为随机变量，采用

霍特林变换去掉特征之间的相关性。本文考虑的随

机变量为 energy 0[ ,GLCMC °=x , T
entropy 0GLCM ]° ，x的均

值可以通过n个样本向量来近似估计： 

1

1{ }
n

i

E
n =

= ≈ ∑x im x x            (2) 

式中  T[0 0.050 578 8 3.173 570 0]=xm 。由 xm 可

以得到x的协方差矩阵为： 
0 0 0
0   0.000 265 689 0.002 933 69
0 0.002 933 690    0.037 870 80 

⎡ ⎤
⎢ ⎥= −⎢ ⎥
⎢ ⎥−⎣ ⎦

xC  

于是有线性变换A，使 Tdiag( ) =x xC AC A 成立，即： 
1 0 0
0 0.997 0 0.077 3
0 0.077 3   0.997 0

⎡ ⎤
⎢ ⎥= − −⎢ ⎥
⎢ ⎥−⎣ ⎦

A  

0 0 0
diag( ) 0 0.000 038 2 0

0 0 0.038 098 0

⎡ ⎤
⎢ ⎥= ⎢ ⎥
⎢ ⎥⎣ ⎦

xC  

4  相似性特征聚类和图像自适应分割 
以距离加权作为相似性的衡量标准，将特征参

数的不同表征能力体现在模式划分的过程中具有其

独特的优越性。可以建立基于特征的滤波函数为： 
T T Tdiag( ) ( ) diag( ) ( )( ) e e

2
k kwP x − − − −= =

π
x x x xF C F x m A C A x m  (3) 

式中  2= πw ； T[ ( )]= − xF A x m 。 

在式(3)中，不同的k值所得到的三维滤波函数是

不同的。通过实验发现，当k=30时，可以在获得较

高信躁比的同时保持信号的完整性，故在后续步骤

中取k=30。 
为了进一步提高该滤波函数的分类性能，本文

在式(3)的基础上提出一种自适应分割方法，在不显

著增加计算复杂度的情况下，实现了基于特征的图

像自适应分割。该方法如下：在前面相似性测度的

特征聚类的计算基础上，用3×3的窗口考察图像上的

点，设观察窗口的中心点为P0，邻域为P1、P2、P3、

P4、P5、P6、P7、P8。可以定义3×3的窗口的平均特

征聚类相似性为PA=(P0+P1+…+P8)/9，PA反映了所考

察区域位于钙离子ROI中的大致可能性。自适应分

割的门限定义为： 

T T

A

( ) diag( ) ( )

( ) 1 1 ( )

           1 e k

T x P P x
− − −

= − = − =

− x x xx m A C A x m
        

(4)
 

T(x)值通常不需要专门计算，可以在特征相似性

计算结果的基础上直接得到，很大程度上减少该算

法的计算复杂度，节约了系统资源和计算时间。 

5  实验与讨论 
本文对30多万个采集到的像素点进行分析，发

现在相似的实验条件下，心肌细胞钙离子荧光图像

在特征空间上具有较好的聚类特性。使用基于特征

的滤波方法可以得到一个滤波后的图像，如图2b所
示。在特征滤波的基础上应用提出的自适应分割方

法，可以准确地分割出需要分析的钙离子ROI，如

图2c所示；并且减少因空间滤波而带来的误差，其

对比如图2d所示。 

 
a. 原始图像 

 
b. 基于特征的滤波 

  
c. 自适应分割 

 
d. 均值滤波 

图2  实验结果对比 

在实际应用时，只需要从光学切片序列中抽出
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总荧光强度出现峰值的切片，然后在z轴上进行插

值，并利用本文提出的方法进行分割，就可以通过

采集到的序列图像较为准确地重建出细胞钙离子活

动的三维ROI。细胞内钙离子ROI三维重建的结果如

图3a和图3b所示。由图可知，本文方法分割的图像

基本复原了培养皿中贴壁培养的乳鼠心肌细胞的内

部三维形态。  

 
a. 从Z轴方向观察 

 
b. 从其他位置观察 

图3  对分割出的序列图像进行三维重建的结果 

6  结 束 语 
本文研究的生物医学序列图像是活心肌细胞内

快速运动的钙离子动态图像，该序列图像的帧间差

异较大，采用已有的分割静态图像的方法往往会模

糊图像中感兴趣区域的边缘信息，对后期分析造成

了较大的误差。因此，本文提出了激光共聚焦序列

图像基于特征的分割方法，可以从包含信息最丰富、

最容易分割的靠近细胞中部的光学切片上获取特

征；并按照上述特征分割靠近细胞两端图像质量较

差、荧光强度较弱的切片上的目标，对其他利用激

光扫描共聚焦显微镜做动态分析的研究有一定的参

考价值。 
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