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В МИКРОСКОПИИ 
И.П. Гуров, А.И. Лопатин, А.В. Мельников 

Рассмотрен метод компенсации спектральной неоднородности источника излучения монохромного осветителя мик-
роскопа-гиперспектрофотометра для повышения эффективности использования динамического диапазона регистри-
рующей видеоматрицы. 
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Введение 

Гиперспектральные приложения в микроскопии основаны на последовательной записи набора 
изображений, полученных при освещении микрообъекта монохромным излучением на различных длинах 
волн [1]. Для получения набора изображений, записанных в широком спектральном диапазоне, необхо-
димо учитывать спектральную неоднородность излучения источника света, спектральную чувствитель-
ность приемника, спектральное пропускание оптических элементов микроскопа-гиперспектрофотометра 
и распределение коэффициента отражения (пропускания) по площади исследуемого образца, так как 
аналого-цифровой преобразователь видеоматрицы имеет ограниченный динамический диапазон [2]. Из-
вестны методы расширения эффективного динамического диапазона видеоматриц [2, 3], наиболее попу-
лярные из которых сводятся к подстройке времени экспозиции [3–5]. Экспозиция видеоматрицы ( )H   
определяется произведением освещенности светочувствительного элемента на время экспозиции [6]: 

( ) ( )   expH E t  , 

где ( )E   – освещенность в плоскости видеоматрицы; expt  – время экспозиции. 

Спектральную неоднородность излучения, освещающего плоскость видеоматрицы, можно ком-
пенсировать изменением времени экспозиции на различных спектральных интервалах [1]. Применение 
этого метода компенсации спектральной неоднородности приводит к усложнению учета темнового тока 
видеоматрицы при вычислениях коэффициента пропускания или отражения, так как уровень темнового 
тока видеоматрицы зависит от значения времени экспозиции. В этом случае требуются дополнительные 
операции при выполнении процедуры записи гиперспектрального изображения, которые приводят к уве-
личению времени ее проведения. В настоящей работе рассматривается другой подход к повышению эф-
фективности использования динамического диапазона регистрирующей видеоматрицы, который заклю-
чается в подстройке уровня освещенности изменением цветовой температуры источника излучения мо-
нохромного осветителя микроскопа-гиперспектрофотометра при регистрации гиперспектральных изо-
бражений на различных длинах волн. 

Теоретические основы метода 

Источник излучения для гиперспектральных приложений микроскопии должен обеспечивать воз-
можность получения изображений микрообъектов в узких спектральных интервалах во всем рабочем 
спектральном диапазоне, который имеет границы примерно 0,4–1,0 мкм [1], с учетом спектральной чув-
ствительности видеоматрицы [7]. Этим условиям соответствует галогеновая лампа накаливания, которая 
имеет номинальную цветовую температуру около 2850 К [8]. 
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При использовании гиперспектральных методов в микроскопии возникает задача повышения уровня 
точности измерений коэффициента пропускания, так как для применения спектральных методов анализа 
состава микрообъектов необходимо обеспечить возможность измерения коэффициента пропускания с точ-
ностью до четвертого знака [9]. Динамический диапазон обычной монохромной видеоматрицы равен трем 
порядкам [2]. Спектральная неоднородность излучения монохромного осветителя микроскопа-
гиперспектрофотометра и спектральная неоднородность чувствительности элементов видеоматрицы при-
водят к снижению точности измерений коэффициента пропускания. В настоящей работе предлагается ме-
тод компенсации спектральной неоднородности, обеспечивающий повышение точности измерений. 

Значение интенсивности излучения, освещающего элементы видеоматрицы, можно записать в ви-
де уравнения 

( ) ( ) ( ) ( ) ( )src dev v sI I T S T       , 

где ( )srcI   – спектр излучения источника света; ( )devT   – коэффициент пропускания оптических элемен-

тов микроскопа-гиперспектрофотометра; ( )vS   – спектральная чувствительность элементов видеомат-

рицы, ( )sampleT   – коэффициент пропускания исследуемого микрообъекта. 

Рис. 1. Спектр излучения галогеновой лампы с различными цветовыми температурами нити накаливания 

Рис. 2. Графики зависимости отношения интенсивности излучения галогеновой лампы от значения  
цветовой температуры нити накаливания к интенсивности, соответствующей цветовой температуре,  

равной 2850 К, на длинах волн 500 нм и 900 нм 

Гиперспектральные методы микроскопии сводятся к получению значений величины коэффициен-
та пропускания ( )sampleT  смежных участков микрообъекта, площадь которых ограничивается размером

одного элемента видеоматрицы, а их количество – числом элементов видеоматрицы [10]. Повысить точ-
ность определения коэффициента пропускания участка микрообъекта ( )sampleT  можно подстройкой
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множителя ( )srcI   таким образом, чтобы величина, равная произведению ( ) ( ) ( )src dev vI T S   , оставалась 

постоянной. В этом случае изменение освещенности элементов видеоматрицы будет происходить только 
в результате изменения величины коэффициента пропускания ( )sampleT  . Величина коэффициента про-

пускания оптических элементов микроскопа-гиперспектрофотометра ( )devT   и спектральная чувстви-

тельность видеоматрицы ( )vS   считаются постоянными, а интенсивность источника излучения можно 

изменять различными методами в зависимости от его типа [8]. Изменять спектр излучения ( )srcI   гало-

геновой лампы можно изменением цветовой температуры ее нити накаливания [8]. Форма спектра излу-
чения галогеновой лампы соответствует спектру абсолютно черного тела, который описывается форму-
лой Планка [11]. На рис. 1 показаны спектры галогеновой лампы с различными цветовыми температура-
ми нити накаливания. Из рис. 1 видно, что отношение интенсивностей излучения при различных цвето-
вых температурах в отдельных узких спектральных интервалах различно. На рис. 2 показаны графики 
отношения интенсивностей излучения, соответствующих значениям цветовых температур, равных 
1500 К, 2000 К и 2500 К, к интенсивности излучения, соответствующей цветовой температуре, равной 
2850 К, на длинах волн, равных 500 нм и 900 нм. 

Из рис. 2 видно, что интенсивность излучения галогеновой лампы на различных длинах волн при 
разных цветовых температурах нити накаливания изменяется с разными значениями их отношений к 
интенсивности излучения на той же длине волны при цветовой температуре, равной 2850 К. В связи с 
этим подстройка цветовой температуры должна выполняться на каждой длине волны по своей калибро-
вочной кривой. 

Экспериментальные результаты 

Для записи набора калибровочных кривых была собрана установка, состоящая из монохроматора 
МДР-206 с дифракционной решеткой 1200 штр/мм, осветителя с галогеновой лампой КГМ 12-20, лабора-
торного источника питания и фотоприемного устройства на основе фотодиода ФДУК-2УТ, спектральная 
чувствительность которого наиболее близко соответствует спектральной чувствительности монохромной 
видеоматрицы OV9121, которая установлена в микроскопе-спектрофотометре [1]. Оптическая схема уста-
новки показана на рис. 3. Задание различных значений цветовой температуры нити накаливания галогено-
вой лампы осветителя осуществлялось с помощью изменения напряжения источника питания. 

При получении калибровочных кривых не учитывался коэффициент пропускания оптических эле-
ментов микроскопа. Был выполнен анализ спектров пропускания микрообъективов из каталога фирмы 
Carl Zeiss [12]. Коэффициент пропускания микрообъективов варьируется от 80% до 95% в спектральном 
интервале 0,4–1,0 мкм. Уровень неоднородности коэффициента пропускания микрообъектива сущест-
венно не изменяет значения освещенности элементов видеоматрицы, поэтому значение коэффициента 
пропускания оптических элементов микроскопа не учитывалось при расчете калибровочных кривых, его 
полагали равным единице во всем спектральном диапазоне. 

Рис. 3. Оптическая схема установки для получения набора калибровочных кривых: 1 – нить накаливания 
галогеновой лампы; 2 – конденсор осветителя; 3 – входная щель монохроматора; 4 – выходная щель  

монохроматора; 5 – фотоприемное устройство, установленное вблизи выходной щели 

На рис. 4 показан набор графиков полученных зависимостей произведения ( ) ( ) ( )src dev vI T S    от 

длины волны, которые отнормированы на максимальное значение при различных напряжениях питания 
галогеновой лампы. Диапазон значений напряжения питания галогеновой лампы изменялся от номи-
нального уровня, который равен 12 В, до уровня, равного 2 В. Исходя из данных, представленных на 
рис. 4, установлено, что минимальное значение величины ( ) ( ) ( )src dev vI T S    на длине волны, равной 

400 нм, при напряжении питания галогеновой лампы 12 В выше уровня, соответствующего длине волны 
1000 нм при напряжении питания галогеновой лампы 2 В. Таким образом, изменением цветовой темпе-
ратуры можно подстроить уровень освещенности элементов видеоматрицы, чтобы он оставался постоян-
ным во всем рабочем спектральном диапазоне, используя полученные калибровочные кривые. 
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Рис. 4. Графики зависимостей произведения ( ) ( ) ( )src dev vI T S    от напряжения питания 

 галогеновой лампы 

На рис. 5 показаны калибровочные кривые для двух значений длин волн, равных 500 нм и 900 нм, 
которые построены с использованием линейной интерполяции. 

Рис. 5. Графики полученных калибровочных кривых для двух значений длин волн, равных 500 нм и 900 нм 

Заключение 

Полученные экспериментальные результаты показали возможность применения предложенного ме-
тода компенсации спектральной неоднородности источника излучения во всем рабочем спектральном диа-
пазоне микроскопа-гиперспектрофотометра 0,4–1,0 мкм. Метод позволил избежать дополнительных опера-
ций при записи гиперспектрального изображения микрообъекта, связанных с учетом зависимости уровня 
темнового тока видеоматрицы от времени экспозиции, так как время экспозиции в рассматриваемом мето-
де остается постоянным. Алгоритмы построения калибровочной кривой по полученным данным на уста-
новке, описанной в работе, для заданной длины волны и расчета напряжения питания галогеновой лампы 
по заданному значению относительной интенсивности реализованы в программном обеспечении микро-
скопа-гиперспектрофотометра и позволяют полностью автоматизировать описанный метод. 

Работа выполнена при финансовой поддержке Министерства образования и науки Российской 
Федерации. 
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