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摘　 要:为了解决相差显微细胞图像的光照不均匀,实现准确、快速的细胞图像分割与计数,本文提出了一种图像光照均衡,并
结合双阈值分割计数的方法。 该方法对图像进行分块,依据子块与整幅图像平均灰度的比值进行亮度调节,并采用高斯函数权

值优化比值,消除因图像分块而产生的“方块效应”,并通过图像熵与高斯函数标准差关系曲线确定了最优的标准差;使用双阈

值方法分割修复后的图像,结合孔洞填充与面积约束优化分割后的细胞形态。 利用 C2C12 相差显微细胞图像数据集测试该算

法,其中高细胞密度图像的分割精确率、召回率和 F 值分别为 0. 966
 

2、0. 967
 

8 和 0. 967
 

0,明显优于其他对比方法。 实验结果

表明,该方法在处理不同细胞密度的光照不均匀相差细胞图像时,均能实现光照均衡,且图像信息损失较小,分割计数结果

准确。
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Abstract:In
 

order
 

to
 

solve
 

the
 

uneven
 

illumination
 

of
 

phase
 

contrast
 

microscopic
 

cell
 

images,
 

achieving
 

the
 

goals
 

of
 

accurate
 

and
 

fast
 

cell
 

image
 

segmentation
 

and
 

automatic
 

counting,
 

this
 

paper
 

proposes
 

a
 

method
 

of
 

image
 

illumination
 

equalization
 

combined
 

with
 

double
 

threshold
 

segmentation
 

and
 

counting.
 

The
 

method
 

chunks
 

the
 

image,
 

adjusts
 

the
 

brightness
 

based
 

on
 

the
 

ratio
 

of
 

sub-blocks
 

to
 

the
 

average
 

gray
 

level
 

of
 

the
 

whole
 

image,
 

and
 

optimizes
 

the
 

ratio
 

by
 

using
 

Gaussian
 

function
 

weights
 

to
 

eliminate
 

the
 

“square
 

effect”
 

caused
 

by
 

image
 

chunks,
 

and
 

determines
 

the
 

optimal
 

standard
 

deviation
 

by
 

the
 

relationship
 

curve
 

between
 

image
 

entropy
 

and
 

Gaussian
 

function
 

standard
 

deviation.
 

The
 

images
 

were
 

segmented
 

using
 

a
 

double-threshold
 

method
 

to
 

optimize
 

the
 

morphology
 

of
 

the
 

restored
 

cells
 

by
 

combining
 

cavity
 

filling
 

and
 

area
 

constraints.
 

The
 

algorithm
 

was
 

tested
 

using
 

the
 

C2C12
 

phase-difference
 

microscopic
 

cell
 

image
 

dataset,
 

in
 

which
 

the
 

segmentation
 

accuracy,
 

recall
 

and
 

F-value
 

of
 

the
 

high
 

cell
 

density
 

images
 

were
 

0. 966
 

2,
 

0. 967
 

8
 

and
  

0. 967
 

0,
 

respectively,
 

which
 

were
 

significantly
 

better
 

than
 

other
 

comparative
 

methods.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

method
 

could
 

achieve
 

light
 

equalization
 

when
 

processing
 

the
 

light
 

inhomogeneous
 

phase
 

contrast
 

cell
 

images
 

of
 

different
 

cell
 

densities,
 

with
 

less
 

image
 

information
 

loss,
 

high-accuracy
 

cell-segmentation
 

and
 

counting
 

results.
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0　 引　 言

　 　 细胞一直是生物学和医学等领域研究的核心内容,

研究方向众多,其中细胞数目的统计分析是研究细胞过

程中必不可少的重要指标之一[1] 。 细胞计数在临床医学

领域和生物医学领域发挥着重要作用,例如医生常通过

血液中的红细胞、白细胞以及血小板的数目来判断病人
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是否患有某种疾病;在药物的治疗过程中,可通过某种特

定细胞的数量变化,判断用药种类、用药剂量的准确

性[2-3] 。 然而,传统的人工细胞计数已经无法处理越来越

多的生物细胞图像,且结果受研究人员专业水平的限制,
无法保证图像数据分析的客观性;而基于细胞计数仪等

设备的细胞计数则存在着侵入性的缺点,影响细胞生长,
增加污染的风险。 因此,随着计算机技术的飞速发展,运
用数字图像处理技术来处理细胞图像已经成为大

趋势[4] 。
基于相差显微镜的活细胞成像,可以允许观察细胞

生理过程,同时避免了荧光剂对细胞活性的损害[5-6] 。 然

而在相差显微细胞图像的采集过程中,由于拍摄时间长、
背景环境的不确定性以及拍摄相机本身等原因,常常会

导致采集到的图像光照不均匀,同时存在着低对比度、光
晕伪影等特性,因此传统的图像分割方法无法对其进行

准确分割。 为了解决这些问题,许多学者提出了多种优

化的细胞分割方法。 Jaccard 等[7] 提出了计算局部对比

度来检测细胞区域的方法,并结合局部对比度阈值分割

和光晕伪影的校正实现了细胞图像的快速分割,但该方

法在处理高密度细胞图像时存在着严重的欠分割;Flight
等[8] 使用不同尺寸的均值滤波器过滤同一副图像,将两

者相减后得到的图像消除了光照不均、对比度低等影响,
可直接用简单的阈值分割得到结果;Vicar 等[9] 提出了一

种先对细胞图像进行顶帽变换以消除光照不均再阈值分

割的方法,以上这些方法虽能平衡图像的不均匀光照,但
处理后图像细节损失较多。 也有学者从图像复原的角度

出发,Yin 等[10] 根据相差显微镜的成像原理建立了线性

成像模型,利用稀疏约束正则化函数来对图像进行复原,
获得了光照均匀、无光晕的高质量图像,然后再对复原后

的图像使用阈值分割,但是该方法计算复杂。 近年来,深
度学习也逐步运用于细胞图像分割,Ronneberger 等[11] 提

出了 U-NET 模型,将反卷积层和特征层进行拼接以弥补

信息损失,但由于梯度消失的原因,因此构建的网络深度

有限;张文秀等[12] 在此基础上又通过引入残差块模型强

化特征传播能力和注意力机制来加强细胞区域的权重。
这些深度学习的方法都需要手工制作大量的训练集,且
由于类似的相差显微细胞图像样本较少,易导致模型训

练不充分,因此并不适用于对细胞图像进行大规模的快

速分析。
综上所述,阈值分割方法仍是细胞分割计数最简单

快速和有效的方法[13-14] ,但是相差显微细胞图像的光照

不均匀特性会改变图像的部分属性,从而会使分割阈值

发生偏移, 无法实现准确有效地图像分割与细胞计

数[15] 。 针对光照不均匀相差显微细胞图像的快速、准确

分割与计数问题,本文提出了一种基于分块调整实现图

像光照均衡结合双阈值分割[16] 的方法,并利用高斯函数

权值对比值矩阵进行优化,解决了因图像分块而导致的

“方块效应”,实现了图像的光照均衡修复与准确的细胞

分割、细胞计数。

1　 相差显微细胞图像分割

1. 1　 相差显微细胞图像光照不均匀验证

　 　 相差显微镜在拍摄细胞时由于外界因素的干扰或自

身原因,会导致所拍摄的细胞图像呈现光照分布不均匀

的情况。 为了更少受到细胞的干扰,本文选取了培养前

期细胞较少的图像作为展示,具体图像如图 1 所示。 其

中原图为相差显微镜拍摄下的小鼠成肌干细胞图像,如
图 1(a)所示;从颜色映射图可以清晰地看出,细胞图像

呈现“左边小部分颜色深,右边大部分颜色浅”的不均匀

光照,如图 1(b)所示;原图中水平实线对应的灰度分布

曲线也反映出图像从左到右的灰度值总体上呈现上升趋

势,如图 1(c) 所示。 通过分析可知,C2C12 相差显微细

胞数据集中的图像均存在光照不均匀问题,呈现“左暗右

亮”的显示特点。

图 1　 图像光照不均匀验证

Fig. 1　 Image
 

light
 

unevenness
 

verification

1. 2　 图像光照均衡修复

　 　 光照不均匀会使图像分割时阈值偏移,从而导致误

分割,因此在进行阈值分割前,应先对图像进行光照均衡

修复。
本文方法先对图像进行分块,再基于子块平均灰度

与整幅图像平均灰度的差异来调整每个像素的灰度值,
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从而实现对整幅图像的光照均衡。 一幅 M×N 的图像均

匀地分为一定数量的子块,每个子块的尺寸为 m×n,其中

p( i,j)是图像中坐标为( i,
 

j)处像素点的灰度值,则整幅

图像的平均灰度 L1 为:

L1 =
∑

M

i = 1
∑

N

j = 1
p( i,j)

M × N
(1)

其中,每个子块的平均灰度 L2 为:

L2 =
∑

m

i = 1
∑

n

j = 1
p( i,j)

m × n
(2)

因此调整参数可用整幅图像的平均灰度与子块的平

均灰度的比值 r 来表示,即:

r =
L1

L2
(3)

此时,r 会有 3 种结果:当 r<1 时,表示对应子块的平

均灰度高于整幅图像的平均灰度,应对该子块进行光照

削弱处理;当 r = 1 时,表示对应子块的平均灰度等于整

幅图像的平均灰度,无需处理;当 r>1 时,表示对应子块

的平均灰度高于整幅图像的平均灰度,应对该子块进行

光照增强处理。 整幅图像的平均灰度与每个子块的平均

灰度的比值 r 构成了图像灰度调整的比值矩阵 R。 若将

每个子块中所有像素的灰度值直接乘以其对应的比值,
虽能平衡图像的不均匀光照,如图 2( c)所示,但会因图

像分块而导致出现“方块效应”,如图 2( e)所示,即部分

背景像素调整后灰度减小,亮度降低,更贴近于周围细胞

像素的灰度值,导致像素在分块边界上产生不连续现象,
进而会导致分割时将其识别为细胞像素,导致分割错误。

为了解决这个问题,本文提出了利用高斯函数权值

来优化比值矩阵的方法。
1. 3　 “方块效应”消除

　 　 二维高斯函数在数字图像处理领域应用十分广泛。
在图形上,高斯函数的正态分布是一种钟形曲线,越接近

中心,取值越大,越远离中心,取值越小。 而在数字图像

上,所有的像素都是连续的,越靠近的点关系越密切,越
远离的点关系越疏远。 这与高斯函数的性质十分相似,
因此可以用高斯函数来优化图像分块后的调整参数矩

阵,每一个调整参数由周围所有的调整参数加权平均得

到,其中距离越近的点权重越大,距离越远的点权重越

小。 具体步骤如下所示:
对于一个大小为(2n+1) ×(2n+1)的邻域范围,假设

其中心点为 P( i,j),则该邻域内每个点对应于中心点的

权重为 w( i,j),其离中心点越近,则权重越大,离中心点

越远,则权重越小,权重 w( i,j)的计算公式如下:

w( i,j) = 1
2πσ2e

-( i -n-1) 2+( j -n- 1) 2

2σ2 (4)

式中:σ 为高斯函数的标准差,σ 越大,权重分布越均匀,
反之 σ 越小,权重分布越偏向于邻域中心点。

然后将该邻域内的每一点进行加权平均,即将每一

个调整参数的值乘以其对应的高斯权重,得到的加权和

P( i,j) ′来代替原来的中心点 P( i,j),即:

P( i,j)′ = ∑
2n+1

i = 1
∑
2n+1

j = 1
w( i,j) × P( i,j) (5)

最后将原比值矩阵中的每一个值进行上述的加权求

和后,即可得到经过高斯函数权值优化后新的比值矩阵。
用每个子块中的所有像素值乘以其对应的比值,即可实

现图像的光照均衡。
实验结果如图 2 所示,与原图的颜色映射图(图 2

(b))相比,原比值矩阵处理结果虽能平衡图像的不均匀

光照,但会因分块调整而导致边界上的图像灰度不连续,
有明显的“方块效应”(图 2(c))。 而经过高斯函数权值

优化后新的比值矩阵处理结果,不仅能平衡图像的不均

匀光照,且无明显“方块效应”现象(图 2(d))。

图 2　 光照均衡处理结果

Fig. 2　 Light
 

equalization
 

treatment
 

results

1. 4　 确定最优标准差 σ
　 　 不同的 σ 值对光照均衡结果有影响,在多干扰的复

杂环境下,若需要判断图像的受影响程度,可用图像熵来

判断图像发生的变化。 图像熵是一种特征的统计形式,
反映了图像包含的信息量的大小,图像熵越大图像所蕴
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含的信息越多,图像熵越小图像所蕴含的信息越少[17] 。
为了确定最优的 σ 值,本方法通过不同的 σ 值对图像熵

的影响曲线来确定。 图像的一维熵表示图像中灰度分布

的聚集特征所包含的信息量,用 P i 表示图像中灰度值为

i 的像素所占的比例,则灰度图像一维熵 H 的定义如下:

H = - ∑
255

i = 0
P i logP i (6)

本文在 σ = 1 和 σ = 10 之间均匀地取了 20 个值,并
求得在不同的 σ 值下其对应的熵值 H,将其绘制在坐标

轴上,并通过曲线拟合,得到了如图 3 所示的关系曲线。

图 3　 图像熵值 H 与高斯函数标准差 σ 关系曲线

Fig. 3　 Image
 

entropy
 

value
 

H
 

versus
 

Gaussian
function

 

standard
 

deviation
 

σ
 

curve

从图 3 中可以看出,随着高斯函数分布标准差 σ 值

的增大,图像的熵值 H 也随之逐渐增大,当 σ 值为 6 后,
图像熵值 H 基本不再变化,即趋于稳定。 综合考虑,本方

法最终的 σ 值取为 6。
1. 5　 图像曝光优化与对比度提升

　 　 为了使图像的光照更准确,利用 Mertens 等[18] 提出

像素的归一化像素与 0. 5 的接近程度,来获得各像素对

应的权重分量,实现对分块调整后图像的微调。 但因相

差显微细胞图像整体偏暗,0. 5 并不适用,因此改用式

(7)来求取每个像素对应的曝光适度评价指标,构成权

重矩阵 W( i,j) ′:

W( i,j)′ = exp{[P( i,j) - A] 2

2σ 2 } (7)

P( i,j)′ = ∑
M

i = 1
∑

N

j = 1
P( i,j) × W( i,j) ′ (8)

式中:A 为图像平均灰度的归一化像素。
通过权值矩阵,使用式(8)更新图像的像素值,得到

微调后图像,与处理前图像(图 4(a))相比,图 4(b)对应

的曝光适度评价矩阵标准差由 0. 008 4 降至 0. 007 0,图
像的光照更均匀、准确。

为了提升对比度,本文对光照均衡结果图求取梯度

图,并从结果图中减去梯度图,有效地提升了细胞像素与

背景像素之间的对比度(图 4(c))。

图 4　 曝光优化与对比度提升结果

Fig. 4　 Exposure
 

optimization
 

and
 

contrast
 

enhancement
 

results

1. 6　 双阈值分割

　 　 采用双阈值方法分割光照均衡修复后的图像。 整幅

图像可以分为 3 类,即细胞类、背景类和光晕类。 其中细

胞类的灰度值最小,在视觉上呈现最黑,而光晕类的灰度

值最大,在视觉上呈现最亮,背景类则处于两者之间。 用

式(9)求取出两个最佳阈值,使细胞、背景和光晕这 3 类

之间的类间方差达到最大。
σ 2

B(k
∗
1 ,k∗

2 ) = max
0 < k1 < k2 < L-1

σ 2
B(k1,k2) (9)

其中,k1 与 k2 为图像灰度值,L 为图像灰度值的取

值范围,σ2
B 为类间方差,对应最大类间方差的 k1 与 k2 即

为最佳双阈值 K∗
1 与 K∗

2 。
经过双阈值分割处理后图像分为 3 类,即:

g(x,y) =

a,f(x,y) ≤ k∗
1

b,k∗
1 < f(x,y) ≤ k∗

2

c,f(x,y) > k∗
2

ì

î

í

ï
ï

ïï

(10)

其中,a 类的灰度值最小,为细胞类像素;b 类的灰度

值居中,为背景类像素;c 类的灰度值最大,为光晕类像

素。 为了实现粘连细胞的准确分割,本文将分割后的光

晕类和背景类的灰度值设为 0,细胞类的灰度值设为
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255,实现分割后图像的二值化。
1. 7　 孔洞填充与面积约束

　 　 为了消除孔洞,得到完整的细胞区域,使用二值形态

学闭操作对其形态进行改善,如图 5( b)所示。 在细胞培

养的过程中,会产生细胞碎片,且细胞的培养液、培养皿

中可能会存在杂质,对细胞数目统计造成一定的影响。
由于杂质一般较小,故可设置一个面积约束的阈值,将小

于该阈值的杂质进行滤除。 具体步骤为:1)统计阈值分

割结果中所有连通区域;2)计算所有连通域的面积;3)
测量数据集中典型杂质的面积大小,本文中取面积约束

阈值为 70
 

pixel 大小;4) 将小于该阈值的连通域的所有

灰度值进行取反操作,实现杂质去除,如图 5(c)所示。

图 5　 孔洞填充与面积约束

Fig. 5　 Hole
 

filling
 

and
 

area
 

constraints

2　 实验结果与分析

2. 1　 实验平台与数据集

　 　 本文的实验硬件及软件环境为:Inter(R)
 

Core(TM)

i3
 

6100
 

CPU
 

@ 3. 70
 

GHz,8. 00
 

GB 内存,64 位 Win7 操作

系统,采用 MATLAB
 

R2014a 进行编程。
本文采用卡内基梅隆大学机器人实验室细胞分析组

公开的 C2C12 相差显微细胞图像数据集, 使用 Zeiss
 

Axiovert
 

T135V 显微镜进行拍摄,共 1
 

013 张图像,分辨

率为 1
 

392 × 1
 

040
 

pixel,拍摄间隔为 5 min,总时长约

84 h,图像中每个像素对为 1. 3
 

μm。
2. 2　 光照均衡结果

　 　 为了更直观地反映图像的光照情况,对图像进行了

颜色映射。 原始图像左边区域较暗,右边区域较亮,图像

呈现出“左暗右亮”的不均匀光照,如图 6(a)所示。 同态

滤波[19] 是一种减少低频增加高频,从而减少光照变化并

锐化边缘或细节的图像滤波方法,而在相差显微细胞图

像中,细胞区域灰度变化急剧,为高频信息;背景区域灰

度变化缓慢,为低频信息。 因此同态滤波方法仅能对细

胞区域进行提亮而不能平衡图像的不均匀光照,如图 6
(b)所示。 双三式插值法[20] 是通过对图像进行分块,求
取局部平均灰度与全局平均灰度的差值构成亮度差值矩

阵,后续通过双三式插值法将其扩充到原图大小再与原

图相减,从而实现光照均衡。 但因相差显微细胞图像整

体偏暗,导致图像中的偏暗部分与平均灰度差值较小,经
插值后无法有效地对图像的偏暗部分进行提亮,导致图

像的光照均衡不彻底,如图 6( c)所示。 而经过本文方法

处理后的图像整体亮度相对均匀,消除了不均匀光照,如
图 6(d)所示。

图 6　 光照均衡方法结果对比

Fig. 6　 Comparison
 

of
 

results
 

of
 

light
 

equalization
 

methods

2. 3　 阈值分割结果

　 　 为了验证本文方法的有效性,对 C2C12 相差显微细

胞数据集中共 1
 

013 张图像进行了分割实验,同时利用

经典双阈值方法、Jaccard 方法[7] 、Flight 方法[8] 及 Tomas
方法[9] 进行分割结果对比。 从中选取 5 幅不同细胞密度

的相差显微图像作为示例,如图 7 所示。
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图 7　 不同密度的相差显微图像的分割结果对比

Fig. 7　 Comparison
 

of
 

segmentation
 

results
 

of
 

phase
 

contrast
 

microscopic
 

images
 

with
 

different
 

densities

　 　 如图 7 所示,5 张相差显微细胞图像从左至右,其细

胞密度依次从低到高。 当使用经典双阈值方法对图像进

行分割时,由于细胞图像呈现“左边暗、右边亮” 的不均

匀光照,因此双阈值方法会将左边偏暗的区域识别为一

整个细胞区域,导致分割错误,如图 7( b) 所示。 Jaccard
方法只能大致分割出细胞区域和背景区域,但是细胞密

集区域无法实现准确分割,如图 7( c)所示。 Flight 方法

对不同密度的细胞图像分割效果较好,但是分割结果的

边缘会出现断裂,以及会丢失一些低对比度区域的细胞,
如图 7(d)所示。 Tomas 方法存在着一定的欠分割现象,
即一些细胞密集的区域无法实现完全分割,存在着部分

细胞密集区域的粘连现象,如图 7( e)所示。 而利用本文

的光照均衡与双阈值结合的方法对细胞粘连区域可实现

准确分割,对不同密度的细胞图像分割效果最好,如图 7
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(f)所示。
2. 4　 细胞计数结果

　 　 通过细胞计数来对分割结果进行量化分析,并利用

精确率( Precision)、召回率( Recall) 和 F 值(F-score) 来

衡量图像分割的效果。 其中精确率、召回率和 F 值的表

达式为:

Precision = TP
TP + FP

(11)

Recall = TP
TP + FN

(12)

F - score = 2 × (Precision
× Recall

Precision + Recall
) (13)

其中,TP 表示算法正确识别的细胞个数,FP 表示错

误识别的细胞个数,FN 表示未被算法识别的细胞个数。
精确率越高,表示细胞被误检的概率越低;召回率越高,
表示细胞被漏检的概率越低;F 值是精确率和召回率的

调和均值,可以衡量算法的整体性能,F 值越高,表示该

算法的检测性能越好。
将图 7 中的 5 张密度不同的相差显微细胞图像按顺

序依次标为 Fig1 ~ Fig5, 并利用本文方法、 Jaccard 方

法[7] 、Flight 方法[8] 及 Tomas 方法[9] 进行分割,计算各方

法分割结果对应的评价指标。 双阈值分割方法因结果太

差,不列入定量测量结果对比表。 表 1 为剩余 4 种对比

方法的测量结果,将每组中最优结果用粗体进行标出。
表 1　 示例图像的细胞分割及计数结果对比

Table
 

1　 Comparison
 

of
 

cell
 

segmentation
 

and
 

counting
 

results
 

of
 

sample
 

images
图像 方法 GT EN TP FP FN Precision Recall F-score

Fig. 1

Jaccard
Flight
Tomas
Ours

49

45 40 5 9 0. 888
 

9 0. 816
 

3 0. 851
 

1
51 46 5 3 0. 902

 

0 0. 938
 

8 0. 920
 

0
54 46 8 3 0. 851

 

9 0. 938
 

8 0. 8932
50 47 3 2 0. 940

 

0 0. 959
 

2 0. 949
 

5

Fig. 2

Jaccard
Flight
Tomas
Ours

112

87 81 6 31 0. 931
 

0 0. 723
 

2 0. 814
 

1
115 100 15 12 0. 869

 

6 0. 892
 

9 0. 881
 

1
107 97 10 15 0. 906

 

5 0. 866
 

1 0. 885
 

8
112 101 11 11 0. 901

 

8 0. 901
 

8 0. 901
 

8

Fig. 3

Jaccard
Flight
Tomas
Ours

265

139 127 12 138 0. 913
 

7 0. 479
 

2 0. 628
 

7
266 243 23 22 0. 913

 

5 0. 917
 

0 0. 915
 

3
225 204 21 61 0. 906

 

7 0. 769
 

8 0. 832
 

7
264 248 16 17 0. 939

 

4 0. 935
 

8 0. 937
 

6

Fig. 4

Jaccard
Flight
Tomas
Ours

374

135 132 3 242 0. 977
 

8 0. 352
 

9 0. 518
 

7
379 351 28 23 0. 926

 

1 0. 938
 

5 0. 932
 

3
289 264 25 110 0. 913

 

5 0. 705
 

9 0. 796
 

4
373 354 19 20 0. 949

 

1 0. 946
 

5 0. 947
 

8

Fig. 5

Jaccard
Flight
Tomas
Ours

590

159 153 6 437 0. 962
 

3 0. 259
 

3 0. 408
 

5
599 559 40 31 0. 933

 

2 0. 947
 

5 0. 940
 

3
414 388 26 202 0. 937

 

2 0. 657
 

6 0. 772
 

9
591 571 20 19 0. 966

 

2 0. 967
 

8 0. 967
 

0

　 　 注:GT 为专家手动计数,EN 为算法自动计数。

　 　 从表 1 可知,与其他方法相比,本文方法在处理不同

密度的非均匀光照相差显微细胞图像时,均有良好的分

割效果。 特别是,对高细胞密度图像的分割精确率、召回

率和 F 值分别为 0. 966 2、0. 967 8 和 0. 967 0,明显优于其

他算法,同时从表 2 可知,本文方法运行所需的平均时间

最少。 因此,利用本文方法可快速对相差显微细胞图像

进行精确分割与准确计数,对细胞增殖培养研究有着重

要意义。
表 2　 不同方法所需的平均时间对比

Table
 

2　 Comparison
 

of
 

the
 

average
 

time
required

 

by
 

different
 

methods
方法 Jaccard Flight Tomas Ours

时间 / s 4. 58 2. 17 2. 02 1. 78

2. 5　 鲁棒性分析

　 　 本文对其他的相差显微细胞图像数据集进行了分割

实验,进一步验证本文方法的鲁棒性。 如图 8( a)所示,
其中 a1、a2 分别为是 BAEC 细胞愈合数据集中愈合前和

愈合后的图像;a3 为 C2C12P15 细胞跟踪谱系树中的一

副图像;a4、a5 分别为间充质骨髓干细胞数据集中稀疏

与密集的两幅图像。 当使用经典双阈值方法进行分割

时,其会将图像中灰度值较低的部分视为细胞从而导致

分割错误,如图 8(b)所示;当使用 Jaccard 方法进行分割

时,该方法会将图像中细胞密集的粘连区域视为整体,导
致分割结果存在着严重的欠分割,如图 8( c)所示;当使

用 Flight 方法进行分割时,虽能较好地分割出粘连细胞

区域,但会遗漏较多图像中对比度较低的细胞区域,如图
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8(d)所示;当使用 Tomas 方法进行分割时,分割效果较

好,但仍存在部分细胞密集区域的欠分割现象,如图 8
(e)所示,且分割出的细胞轮廓有着明显的锯齿感;而使

用本文方法对上述的图像进行分割,对不同数据集、不同

密度的细胞图像均能准确分割出密集粘连区域和低对比

度区域,细胞分割效果在对比方法中最优,如图 8 ( f)
所示。

但因阈值分割方法的局限性,本文方法在处理一部

分严重分化的细胞,即细胞与背景之间的对比度极低时,
无法实现准确有效的分割。 又因一部分细胞在进行有丝

分裂时,细胞会变圆变小,导致其细胞面积低于本文设置

的面积约束阈值,从而被滤除,造成了细胞检测的遗漏,
后续可通过有丝分裂检测进行结果补充。

图 8　 不同数据集图像分割结果对比

Fig. 8　 Comparison
 

of
 

image
 

segmentation
 

results
 

for
 

different
 

data
 

sets
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3　 结　 论

　 　 本文针对相差显微图像的亮度不均匀问题,提出了

一种基于亮度均衡并结合阈值分割的方法。 该方法首先

采用了分块调整的方法修复了图像的不均匀光照,利用

高斯函数权值优化比值矩阵的方法消除因分块而产生的

“方块效应”,并通过图像熵与高斯函数标准差关系曲线

确定了最优的标准差,然后通过曝光适度评价权重微调

与减去梯度图方法得到了高对比度、光照均匀的相差显

微图像,最后通过双阈值分割与后续的孔洞填充、面积约

束获得了分割结果良好的二值图像。 对多种相差显微细

胞图像数据集进行分割验证,与其他对比方法相比,本文

所提出的方法分割效果均更好,用于细胞分割与细胞计

数的正确率也更高。
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