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(57) 摘要

本发明涉及一种激发荧光强度均匀校正方

法，所述方法的技术方案如下：利用光谱曲线相

同的两片激发滤光片，一片放在激发光源出口，另

一片放在 CCD 探测器前，经激发光照射物体时探

测器获得第一图像；将放在 CCD 探测器前的滤光

片换成发射滤光片，经激发光照射物体时探测器

获得第二图像。接下来将第二图像中像素值除以

第一图像中相应像素值获得中间校正图像。对中

间校正图像进行归一化和取整处理得到最终校正

图像。经过激发荧光强度均匀校正后的图像修正

了受激发的物体表面接收激发光强度不均匀所带

来的误差，因此能更真实地反映受激发的荧光图

像。
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1.一种激发荧光强度均匀校正方法，其特征在于，所述方法包括以下步骤：

步骤 S1：将第一激发滤光片放在激发荧光源出口，将第二激发滤光片放在 CCD 探测器

前，经激发荧光照射物体时探测器获得第一图像；第一激发滤光片和第二激发滤光片为带

通滤光片，带通滤光片中心波长为 488nm、半峰全宽为 20nm、透过率＞ 90％；

步骤 S2：第一激发滤光片仍放在激发荧光源出口，移除放在 CCD 探测器前的第二激发

滤光片，在 CCD 探测器前放置发射滤光片，经激发荧光照射物体时探测器获得第二图像；发

射滤光片为带通滤光片，中心波长为 525nm、半峰全宽为 20nm、透过率＞ 90％；

步骤 S3：将第二图像中的所有像素值除以第一图像中对应像素值，获得中间校正图

像；

步骤 S4：对中间校正图像进行归一化和取整处理得到最终校正图像。

2. 如权利要求 1 所述的方法，其特征在于，所述第一激发滤光片和第二激发滤光片具

有相同的光谱曲线。
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一种激发荧光强度均匀校正方法

技术领域

[0001] 本发明涉及到一种激发荧光强度均匀校正方法，在激发荧光成像技术中有很好的

应用前景。

背景技术

[0002] 分子影像是应用影像学方法，对活体状态下的生物过程进行细胞和分子水平的定

性和定量研究。分子影像融合了分子生物化学、数据处理、纳米技术、图像处理等现代科学

的前沿技术，具有高特异性、高灵敏度和超高图像分辨率。传统医学影像诊断显示的是分子

改变的最终效应，而分子影像学则着眼于细胞或分子水平的生理和病理变化，不仅可以提

高临床诊治疾病的水平，更重要的是有望在分子细胞水平发现疾病，真正达到早期诊断和

早期治疗。在进入实际应用后，分子影像学必将能为临床诊断提供更加准确的定性、定位、

定量信息。目前，分子影像已成为当前科学研究的热点。

[0003] 激发荧光成像(Fluorescence MolecularImaging)是近年来发展起来的一种新型

的分子、基因表达的分析检测技术，并且越来越得到人们的重视。激发荧光成像的快速发展

一方面得益于人们在荧光蛋白、染料、分子探针等方面取得的成果，这使得人们能够对基因

表达、蛋白质功能、蛋白质之间的交互、细胞生命活动等问题进行在体的、非侵入式的研究；

另一方面，成像理论与方法的不断改进也使得通过对激发荧光的研究能够更加准确地进行

生物在体研究。

[0004] 激发荧光成像的原理可以描述为：当外源光照射到带有荧光团的生物组织上时，

荧光团吸收光能使得电子跃迁到了激发态，电子从激发态回到基态的过程中会释放出荧

光，该荧光较吸收的光向红端移动，即发射的荧光比吸收的外源光的能量低，荧光在组织体

内传播并有一部分达到体表，从体表发出的荧光被探测器接收到，从而形成荧光图像。一般

而言，荧光团发射出的荧光经过组织体散射，光的强度已经很弱，用肉眼很难观测到，因此

需要在完全避光的暗箱中进行成像，并且要求探测器的灵敏度要高，通常利用一个低温制

冷的高度灵敏的 CCD 相机来探测组织体表的荧光光子，利用 CCD 相机的另一个好处是空间

分辨率较高。

[0005] 在激发荧光分子成像中，经过光纤引导的激发光照射在生物体上时照射不均匀，

使得激发光在生物组织上的光强不是均匀分布。实际上，生物表面的不规则性及激发光源

的扩散性使得均匀照射几乎不可能。由于物体表面受到激发光强度不一致，从而使得获得

的荧光图像中的荧光强度分布不能真实反映生物体组织荧光光源物质的相对浓度。

发明内容

[0006] 为了解决公开技术存在的荧光图像中的荧光强度分布不能真实反映生物体组织

荧光光源物质的相对浓度的技术问题，本发明的目的是提供一种激发荧光强度均匀校正方

法。

[0007] 为达成所述目的，本发明激发荧光强度均匀校正方法的核心思想是利用激发滤光
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片获得激发光照射强度在生物体表面的分布，并应用该信息对最终获得的受激发荧光图像

进行校正。该方法包括以下步骤：

[0008] 步骤 S1：将第一激发滤光片放在激发光源出口，将第二激发滤光片放在 CCD 探测

器前，经激发光照射物体时探测器获得第一图像；

[0009] 步骤 S2：第一激发滤光片仍放在激发光源出口，移除放在 CCD 探测器前的第二激

发滤光片，在 CCD探测器前放置发射滤光片，经激发光照射物体时探测器获得第二图像；

[0010] 步骤 S3：将第二图像中的所有像素值除以第一图像中对应像素值，获得中间校正

图像；

[0011] 步骤 S4：对中间校正图像进行归一化和取整处理得到最终校正图像。

[0012] 其中，所述第一激发滤光片和第二激发滤光片具有相同的光谱曲线。

[0013] 本发明的有益效果：本发明通过两片光谱透过曲线完全的激发滤光片，从而获得

成像物体表面各处受到激发光照射的强度分布，再通过此图像对获得的荧光图像分布进行

修正，从而解决了获取的荧光图像中的强度分布不能反映该处真实的荧光光源的强度大小

的问题，使得修正后的图像更具实际意义。

附图说明

[0014] 图 1是获得第一图像的示意图。

[0015] 图 2是获得第二图像的示意图。CCD探测器通过发射滤光片接收生物体产生的激

发荧光。

[0016] 图 3是本发明的图像实例。

具体实施方式

[0017] 下面结合附图详细描述本发明的去除自体荧光干扰的方法。本方法主要包括以下

步骤：

[0018] 步骤 S1：如附图 1 所示，在光学元件厂家定制光谱透过曲线相同 ( 误差在 5％之

内可接受 )的第一激发滤光片 a和第二激发滤光片 b。在成像对象 1与激发光源 2之间放

置第一激发滤光片 a，在成像对象 1 与 CCD 探测器 3 之间放置第二激发滤光片 b，第一激发

滤光片 a放在激发光源 2出口，激发光源 2的发出的激发光经过第一激发滤光片 a过滤后，

照射到成像对象 1 表面，CCD 探测器 3 通过第二激发滤光片 b 接收生物体表面发射过来的

激发光，获得第一图像。CCD 探测器 3 所获得的第一图像反映出激发光在生物体表面的照

射强度分布。第一激发滤光片 a 和第二激发滤光片 b 为带通滤光片，带通滤光片中心波长

为 488nm、半峰全宽为 20nm、透过率＞ 90％。激发光源 2的功率为 200W、可发出 400-900nm

谱段的光。CCD探测器 3为半导体制冷低温 CCD相机，像素大小为 1024×1024，能完成微弱

荧光信号的采集。第一图像反映了物体表面受激发光照射的强度分布，见附图 3a为第一图

像。

[0019] 步骤 S2：如附图 2 示出，在成像对象 1 与 CCD 探测器 3 之间移除第二激发滤光片

b，并将放在 CCD 探测器 3 前的第二激发滤光片 b 换成发射滤光片 c，激发光源 2 的发出的

激发光经过第一激发滤光片 a过滤后，照射到成像对象 1表面，CCD探测器 3通过发射滤光

片 c接收生物体产生的激发荧光，获得第二图像。发射滤光片 c为带通滤光片，中心波长为
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525nm、半峰全宽为 20nm、透过率＞ 90％。第二图像见附图 3b。所述移除第二滤光片是采用

人工移除。

[0020] 步骤 S3：将第二图像中像素值除以第一图像中相应像素值，获得中间校正图像；

[0021] 步骤 S4：对中间校正图像经过归一化和取整处理得到最终校正图像，最终校正图

像见附图 3c。

[0022] 以上所述，仅为本发明中的具体实施方式，但本发明的保护范围并不局限于此，任

何熟悉该技术的人在本发明所揭露的技术范围内，可理解想到的变换或替换，都应涵盖在

本发明的权利要求书的保护范围之内。
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图 1
图 2

图 3a 图 3b 图 3c
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