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微操作成像系统中体视显微镜的参数标定∗
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摘要 体视显微镜具有工作空间大 实时性高以及不损坏样品表面等优点 已用于微观对象三维立体信息的测量

建立了体视显微镜的成像模型 研究了体视显微镜参数的标定问题 模型包含的方程数目小于参数的数目 需要

增加约束条件 结合体视显微镜子光路系统的对称性和微小的差异性 提出了含近似相等条件的体视显微镜参数

标定问题的解决方法 试验分析了参数的鲁棒性 相关性和重复性 利用成像模型重构了样板在纵向运动过程中

的一组表面
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0  前言*

随着微装配 微操作等微观领域科学技术的迅

速崛起 迫切需要微观对象三维立体信息测量理论

和技术的发展 扫描电子显微镜在这一领域内的应

用已非常广泛[1] 相应的参数标定方法和成像模型[2]

的发展也较成熟 体视显微镜(Stereo light micro-
scope SLM)在该领域内的应用尚不多见 与扫描
电子显微镜相比 SLM的工作空间大 便于操作微
观对象 属于非接触式测量 对样品表面没有任何

损伤 可以实时观察 SLM物空间的动态场景[3] 不

过 SLM 也存在不足 SLM 的立体成像属于光学成
像 易引起图像畸变 降低测量的准确性 三维立

体信息的获取通过图像匹配实现 难度较大 最早

使用 SLM 进行微观对象三维信息测量的是韩国人
Kim[4] 他研究了细胞和微小零件三维立体形状的重

构问题 后来瑞士的 Danuser[5]把 SLM 引入微操作
领域 研究了物空间的高精度定位问题 德国的

Eckert[6]和日本的Vikramaditya[7]使用 SLM也开展过
类似的工作 在国内 长春光机所[8]和大连理工大

学[9]基于 SLM建立了微操作成像系统 开展了微装
配和微操作方面的研究

微观对象三维立体信息测量要求微米甚至更高

的精度 对 SLM参数标定的准确性提出了很高的要
求 对 SLM 参数的标定问题进行了研究 建立了
SLM 的成像模型 提出了 SLM 参数标定的一种新
方法 解决了含近似相等条件的一类参数标定问题
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1  系统硬件结构

SLM作为微操作系统的传感器部件 用于实时
观察物空间的动态场景 能够产生立体视觉效果

这里使用的 G型 SLM的光路结构见图 1 其分辨率
为 3 µm 工作距离 D为 7.6 cm 两子光路夹角 13
放大倍率范围 0.75~4.5 数字图像通过 CCD图
像传感器采集 使用的 CCD分辨率 752 582像素
SLM选用环形光源照明 这种光源可以尽量避免因
光 照 不 均 匀 引 起 的 图 像 质 量 的 下 降

SLM参数的标定使用准确已知的物空间数据
和图像空间数据估计参数 物空间数据用平面网络

状标定样板提供 样板中心的十字线用于左右图像

对准 十字线周围均匀分布黑色小方块 长 宽均

为 0.1 mm 中心间距 0.2 mm 标定样板采用光刻

图 1  G型 SLM光学结构
1. 聚焦面  2. 光线  3. 左光轴  4. 光源  5. 物镜  6. 变倍系统

7. 棱镜    8. 左 CCD  9. 左目镜  10. 右目镜  11. 右 CCD
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的方法制作 加工精度 4 µm 使用图像中小方块的
中心点(特征标定点)坐标作为图像空间数据 进一
步把特征标定点划分为控制点和检测点 它们分别

用于同一标定过程中主要参数和小数量级参数的计

算

特征标定点的获取不仅受物空间光源亮度 均

匀程度的影响 还受物空间横向和纵向尺度扩展的

影响 这两个因素以噪声的形式叠加在图像坐标上

容易使参数产生波动性和不稳定性 使用二维可动

的样品台控制标定样板在物空间聚焦面位置平动

在不同位置处采集样板图像 同时处理多幅图像

获取一系列的特征标定点数据 取其平均值 可以

最大程度上减小噪声对参数标定的负面影响 标定

算法的流程框图如图 2所示 算法中使用了 10个立
体图像对 SLM 的参数划分为主值参数和调节参
数 主值参数使用控制点标定 调节参数使用检测

点和成像模型的定位误差标定 后一步标定以前一

步标定为基础 两步标定法在某种程度上提高了标

定的准确性
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图 2  SLM参数标定算法框图

2  SLM成像模型和参数标定方法

2.1  SLM成像模型
SLM具有两套光学子系统 子系统具有类似的

描述参数 用 V={βV, V,θV}表示参数序列集合
下标集合 V = { L , R }标识左右子系统的公有属

性 V 代表二维列矢量 βV V和 θV 分别表示

SLM左右子系统的放大倍率 焦距的负倒数 子系
统主光轴与 SLM 中心线夹角 SLM 成像模型是联
系二维左右 CCD 图像空间(wV)和三维物空间(r)的
纽带 从二维图像信息中可以恢复三维空间信息

物空间中任意物点在图像空间对应两个像点 像点

与物点之间的光路曲线用弱非线性方程描述 物点

坐标是左右光路对应方程的公共解 基于该原理

建立了下面的成像模型
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在成像模型中 η是左右图像横向坐标 L
1w 和

R
1w 的加权差 权 是动态变化的 受两个纵向坐
标 L

2w 和 R
2w 的调节 类似宏观立体视觉中的视差

R
1

L
1 ww − 但η值小于 1 是微观立体成像特有的现
象 把η称为弱视差 便于和宏观视差区别 在成

像模型中 物空间深度与弱视差存在弱的非线性关

系 同时弱视差还适当的矫正了物空间横向坐标的

深度依赖性

2.2  SLM参数标定方法
SLM参数标定需要确定成像模型中的参数 V

共 6个参数 至少需要 6个准确已知的方程 但成像
模型只包含三个方程 所以必须增加三个约束条件

根据 SLM左右子系统的对称性 φL φR βL βR和θL

θR 三组参数大小接近 具有较小的差异性 但对

于微细操作 忽略了对应参数的差异性会带来较大的

定位误差 所以还必须考虑对应参数间的差异性 利

用三个已知方程和三个近似相等条件确定参数序列

V

把 V中的元素写成 V= + Vξ
(
形式 是忽略

SLM子系统差异性的中间参数 令 L= R =
称为主值参数 在 V 中占较大比重 是左右参数

序列的公共部分 体现 SLM 两子系统的对称性

Vξ
(
是在主值参数基础上进一步调节 在 V中占有

较小比重 称为调节参数 体现子光路系统间的差

异性
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标定分两步  主值参数标定 把 L= R =
代入成像模型得主值模型 利用最小二乘回归法确定

主值参数的标定公式
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标定样板置于 SLM 物空间聚焦面处 上标(0)标识
聚焦面位置 N表示控制点的数目 )0(

3x 是 SLM坐
标系原点到物空间聚焦面的距离 ,[ )0(

1
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线为参考系的第 k个控制点的图像坐标矢量  左
右调节参数标定 把成像模型(1)的三个分量在主值
参数处做泰勒展开
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式中  )0(kx 主值模型的三个分量

 LLL ,, θβ kkΦk xxx kx 对 LLL θβ Φ 的偏导数

 RRR ,, θβ kkΦk xxx kx 对 RRR θβ Φ 的偏导数

由 SLM的对称性 左右调节参数序列对定位误
差的矫正作用相同 因此在标定左调节参数序列时

令右调节参数序列等于主值参数序列 标定右调节

参数序列时 令左调节参数序列等于主值参数序列

左右调节参数序列分两次标定 把上式中 )0(kx 移

到右侧后可得调节参数序列的最小二乘回归标定公

式
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2.3 )0(
3x 的估计
推导 SLM成像模型的过程中 两子光路用独

立的主点和主面描述 光线在主点主面间满足一定

的成像规律 成像模型的输出结果以 SLM坐标系作
为参考系 左右子光路的物空间主面与对应主光轴

的交点连线作为 x1所属坐标轴 与 SLM 中心轴线
的交点作为原点 纵轴为 SLM的中心轴线 x2所属

坐标轴垂直于以上两轴决定的平面 )0(
3x 是 SLM坐

标系原点至聚焦面的距离 由于主面是假设的平面

SLM 具体的光路结构也未知 )0(
3x 在固定 SLM 倍

率下是常数 需要结合试验确定 为了和 2.2 节中
的主值参数有所区别 用上标(0)表示聚焦面处的参
数 三个主值参数中 )0(β 和 )0(θ 在 )0(

3x 未知的情况
下利用样板图像也可标定 )0(Φ 与 )0(

3x 相关 需要使
用 SLM 纵向不同位置处的样板图像之间的移动距
离确定 使用三维可动的操作手(运动精度 2 µm)控
制标定样板在 SLM 的纵向间隔移动 在不同深度
位置采集样板图像 利用不同深度处同一控制点横

向坐标 1x 略有差别的条件确定 )0(Φ 最后把三个参

数代入主值模型计算 )0(
3x 以后使用该值在聚焦面

处直接标定 应该说明的是上面方法只能用于确定
)0(

3x 不能代替 2.2 中主值参数标定方法而作为主

要标定方法 因为这种做法需要在 SLM 纵向采集
大量图像 对操作手的精度要求高 实现困难 程

序繁琐且准确度低 所以标定仅选择在聚焦面位置

进行 还必须使用 2.2节中的方法
用上标(k)标识在 SLM 纵向移动后的样板面

)0(Φ 的计算公式为
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只要把上面两式中的上标(k)替换成(0)就可以得到
)0(

1λ 和 )0(
1f 0β 是 SLM 刻度盘上对应的物镜放大

倍率 估计了 0.75~1.5 倍范围内的 )0(
3x 值 图 3 是

试验得到的 )0(Φ 与纵向位移 )(
3∆ kx 的关系曲线 在

20|∆| )(
3 <kx µm的范围内 )0(Φ 波动较大 这与图像

采集系统的纵向分辨率和图像处理的精度(1个象素)
有关 当样板在纵向移动距离小于系统纵向分辨率

时 同一控制点在不同深度处的横向位移差很小

近似等于 0 计算的 )0(Φ 呈现出随机性 波动范围较
大 )0(Φ 的估计是不准确的 根据图 3 )(

3∆ kx 的范
围适于选择为 |∆|mμ20 )(

3 
kx< <150 µm 此时 )0(Φ 的
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估计稳定 不同倍率下 )0(
3x 及其均方差的计算结果

见表 1

图 3  0)(Φ 与纵向位移 )(
3

kx∆ 的关系

1. β0=0.75   2. β0=1.00   3. β0=1.50

表 1  0.75~1.5倍范围内 x3
(0) 的估计结果

倍率 0 0.75 1.0 1.5
参量 x3

(0)/mm 134.74 108.432 85.786
标准差σ(x3

(0))/mm 0.001 0.001 0.007

3  图像坐标获取算法

标定样板图像中的目标包括方块和十字线 要

求算法从背景中识别出这两类对象 能够计算特征

标定点图像坐标并匹配 在提取目标的过程中 很

容易产生脏块 降低特征匹配的准确性 要求算法

还具有滤除脏块的功能

标定样板图像中目标与背景的颜色差别明显

使用单颜色通道法区分目标和背景简便易行 若像

素的颜色小于某个阈值便为背景像素(置为白色)
否则便为目标像素(置为黑色) 经过这样的处理
后 白色背景上黑色方块 十字线和脏块共存 采

用了类似面积滤波的方式滤除脏块 同时可以区分

黑色方块和十字线 使用横向扫描方式寻找第一个

黑色像素 然后搜索 8邻域 如果存在黑色像素便
保存其坐标位置 并记录它们的数目 把单个黑色

目标包含的所有像素遍历完毕后结束 再继续搜寻

其他黑色目标 如果黑色目标包含的像素数小于某

个阈值 T0 识别为脏块象素 大于某个阈值 T1=K
T0便为十字线像素 像素数介于 T0和 T1之间的

黑色目标为黑色方块 T0一般取 40 K一般取 10
可以根据样板中黑色方块的大小适当的调整参数

的数值 滤除脏块后 计算出特征标定点图像坐标

提取十字线的中心线 以两条中心线为参考系 计

算每个特征标定点横向和纵向的距离 根据左右图

像中对应特征标定点在相应十字线坐标系中的坐

标接近进行匹配 这种匹配方法几乎不存在误匹配

的 现 象 尽 管 耗

时量较大 但准确性较高

4  SLM参数标定的性能分析

4.1  参数相关性
受硬件系统性能和人为因素的影响 参数经过

多次的标定后 结果并不一定相同 为了观察标定

的重复性 分别在 3 个倍率下标定 每次标定 100
次 统计的参数方均差见表 2

表 2  标定参数和方均差表

放大倍率 β σ(β) /mm–1 σ ( )/mm–1 θ/(°) σ (θ)/(°)

0.75 –0.577 0.005 0.020 0.004 5.483 0.021
1.0 –0.761 0.026 0.021 0.005 7.026 0.029
1.5 –1.145 0.017 0.022 0.004 5.656 0.022

放大倍率 Lβ
(

)( Lβσ
(

LΦ
(

/mm–1 )( LΦσ
(

/mm–1
Lθ
(

/(°) )( Lθσ
(

/(°)

0.75 0 0 –0.001 0 –0.259 0.002
1.0 0.028 0.009 0.004 0.002 0.096 0.011
1.5 0.010 0.005 0.001 0 0.106 0.036

放大倍率 Rβ
(

)( Rβσ
(

RΦ
(

/mm–1 )( RΦσ
(

/mm–1
Rθ
(

/(°) )( Rθσ
(

/(°)

0.75 0.010 0 0 0 0.306 0.003
1.0 0 0 0.005 0.002 0.096 0.024
1.5 –0.003 0 0.001 0 0.129 0.018

参数之间的相关性体现了参数间的重叠性 在

SLM放大倍率取 1.5时分析了参数之间的相关性
成像模型参数间的相关系数见表 3 表 3中最大的相
关系数为–0.65 说明参数之间不存在强的相关性

表 3  相关系数表

/mm–1 θ/(°) Lβ
(

LΦ
(

/mm–1
Lθ
(

/(°) Rβ
(

RΦ
(

/mm–1
RΦ
(

/(°)

β 0.49 –0.19 0.16 0.08 –0.13 0.55 –0.15 0
/mm–1 0 0.04 0.07 –0.02 0.11 –0.08 0.02

θ/(°) –0.50 –0.11 0.55 –0.25 0.45 0.54

Lβ
(

0.05 –0.65 0.26 –0.34 –0.55

LΦ
(

/mm 0.02 –0.02 –0.13 –0.33

Lθ
(

/(°) –0.23 0.43 0.50

Rβ
(

–0.14 –0.09

RΦ
(

/mm 0.34

4.2  成像模型定位
SLM 成像模型可用于微细操作中的高精度定

位 微小对象的三维信息测量和三维形状的重构

使用成像模型测量了聚焦面处标定样板控制点在十

字线坐标系中的坐标 结果见表 4 和表 5 从试验
数据中看出 1x 方向和 2x 方向最小相对测量精度分
别为 2.7%和 1.6% 以聚焦面为参考位置 用三维
可动的操作手在纵向移动标定样板 选择适当位置采

集图像 使用成像模型计算样板面相对参考面的纵向

位移 6 次移动的计算结果见表 6 纵向最小和最大
相对测量精度分别为 14.8%和 0.7% 随着被测距离的
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增大 测量的相对精度随着提高 残差的变化却较小

说明纵向测量误差主要是系统误差

图 4 是利用成像模型重构的纵向不同位置(与
表 6对应)处样板的表面形状 重构结果并不是严格
意义上的平面 而是存在凹凸不平 主要是因为图

像处理过程中噪声的影响所致

图 4  标定样板在不同纵向位置的形状重构

表 4  x1方向距离测量

实际距离 d1/mm 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
测量距离 d2/mm 0.205 0.408 0.608 0.806 1.004
残差δ/µm 5 8 8 6 4

表 5  x2方向距离测量

实际距离 d1/mm 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
测量距离 d2/mm 0.197 0.397 0.599 0.797 1.000
残差δ/µm 3 3 1 3 0

表 6  x3方向距离测量

实际距离 d1/mm –0.154 –0.052 0.056 0.157 0.357 0.661
测量距离 d2/mm –0.146 –0.045 0.064 0.164 0.350 0.666
残差δ/µm 8 7 8 7 7 5

4.3  参数的鲁棒性
标定样板在物空间的安放位置不同 图像亮度

就有所差异 即使用同一方法获取图像坐标 结果

也不一样 这种差别是微小的 且带有随机性 可

以视为高斯噪声 需要对参数标定的鲁棒性进行分

析 使用计算机设计一个随机数生成器 提供的随

机数满足正态分布的形式 它们作为噪声叠加在特

征控制点图像坐标上 然后标定参数 观察参数的

鲁棒性

使用随机数生成器生成 0.3~40.3 µm 的噪声
在不同噪声值下标定 参数及其方差与噪声的关系

见图 5~图 7 从图中看出 随着噪声的增大 参数
的波动性和不稳定性越大 Lθ 对噪声非常敏感 变

化范围较大 其他参数在噪声值小于 10 µm的范围
内稳定性较好 因为 CCD像素尺寸为 8.5 µm 8.3
µm 图像处理的精度达到 1个像素可以保证参数的
稳定性 如果需要 Lθ 也具有较好的稳定性 图像处

理的精度应提高到 1/5像素

图 5  β Lβ
(

Rβ
(
与噪声的关系

图 6  β LΦ
(

RΦ
(
与噪声的关系

图 7  β Lθ
(

Rθ
(
与噪声的关系
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5  结论

(1) 成像模型中的弱视差是微观立体视觉中特
有的属性 是区别于宏观视差的重要特征

(2) 根据 SLM的子光路的对称性和微小的差异
性 SLM的参数划分为主值参数和调节参数 两类
参数分两步标定 参数的划分解决了含约等条件的

SLM参数标定问题
(3) 标定样板的设计是 SLM参数标定中的重要

环节 高精度的样板有助于提高参数标定的精度

样板的加工精度提高到亚微米才能保证成像模型的

微米级定位精度

(4) 图像处理的精度为 1 像素 使用亚像素处
理技术提高图像坐标的获取精度是提高标定精度的

重要因素

(5) 定位试验中纵向位移的测量结果说明 三
维操作手提供的实际数据中带有系统误差 为了保

证测量的准确性 应选用电感测微仪或激光干涉仪

等更高精度的测量工具
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PARAMETER CALIBRATION OF
STEREO LIGHT MICROSCOPE IN
MICROMANIPULATION IMAGING

SYSTEM
                        
Wang Yuezong   Liu Chong   Wang Liding

Wang Xiaodong   Song Zhan
(Dalian University of Technology)

Abstract Stereo light microscope which possesses relatively

large depth of field, good performance in real-time and no

breaking surface of sample, is used in stereo three-dimensional

information measurement. An imaging model for stereo light

microscope is developed and its parameter calibration is dis-

cussed. Because the number of equation in imaging model is

less than the number of parameter, constraint must be consid-

ered. A new calibration method combining the symmetry and

small difference between light subsystems is developed to re-

solve stereo light microscope calibration with the approximate

conditions. The robustness of parameter estimates, parameter

correlations and repeatability are analyzed. At last, a series of

calibration standards surfaces are reconstructed in its move-

ment.

Key words Micromanipulation  Stereo light microscope
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