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摘要　为提高芯片图像扫描采集效率，研制了一种基因芯片荧光靶点阵列图像ＣＣＤ扫描采集系统，通过将落射式

荧光显微镜、紫外荧光激发光源、精密电控平移台和半导体制冷ＣＣＤ相机等仪器进行有效集成构建成像扫描机

构，以工业控制计算机（ＩＰＣ）为测控核心，实现了显微镜自动调焦控制、荧光靶点图像自动扫描和采集、靶点阵列图

像拼接等功能，提高了核酸扩增杂交反应基因芯片试验效率。
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１　引　　言

　　在生命科学研究以及临床医学诊断领域，核酸

扩增杂交反应（ＰＣＲ）试验逐渐成为广泛采用的常规

试验，用于核酸扩增杂交反应试验的基因芯片已经

得到广泛采用［１，２］。基因芯片是一种使核酸扩增杂

交反应及反应控制动作在其微反应池内进行的人造

封闭试剂反应盒，反应结果以分布于芯片探针支持

物上的荧光靶点阵列图像的形式表现出来，而荧光

靶点阵列图像必须采用生物芯片扫描仪［３，４］进行扫

描和采集。生物芯片扫描仪主要有两种类型：激光

共聚焦芯片扫描仪和ＣＣＤ芯片扫描仪
［５～７］。前者

图像分辨率高、扫描速度快，但价格昂贵；后者价格

低廉，图像分辨率较高，扫描速度较快，在临床医学

诊断应用中具有发展前景。芯片扫描仪的性能极大

地影响着基因芯片试验质量和分析效率。

在生物芯片ＣＣＤ扫描仪中，成像系统调焦方

法［８～１２］、图像扫描和采集［１３］、靶点阵列图像拼

接［１４～１６］是制约扫描仪质量和工作效率的几个关键

技术。通过将相关厂商生产的荧光光学显微镜、紫

外荧光激发光源、半导体制冷ＣＣＤ相机、图像采集
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卡、三坐标精密电控平移台和工控机（ＩＰＣ）等仪器

和设备进行有效集成来构建基因芯片荧光靶点阵列

图像自动扫描采集控制对象平台，以便实现基于计

算机自动控制技术的自动调焦、图像扫描采集、快速

拼图等软件功能。

２　系统总体方案

系统分为３个模块：显微成像模块，由荧光显微

镜、紫外荧光激发光源、半导体制冷 ＣＣＤ相机和

ＰＣＩ总线图像采集卡组成，用于采集基因芯片荧光

靶点阵列图像并传输到计算机进行处理；信息处理

模块，主要由工控机和信息处理软件组成，该模块负

责对采集的图像进行图像清晰度评价、利用调焦和

扫描机构进行调焦和扫描控制以及完成图像拼接处

理；调焦和图像扫描机构，由步进电机控制器、三坐

标精密电控平移台和芯片安装盒组成，用于接收计

算机控制指令，驱动电控平移台运动，实现成像系统

自动调焦和图像扫描。系统结构如图１所示。

图１ 基因芯片靶点阵列图像扫描采集系统的结构

Ｆｉｇ．１ Ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅｏｆｍｉｃｒｏａｒｒａｙｇｅｎｅｃｈｉｐｉｍａｇｅｓ

ｓｃａｎｎｉｎｇａｎｄａｃｑｕｉｒｉｎｇｓｙｓｔｅｍ

２．１　系统硬件平台

系统硬件平台中的荧光显微镜采用日本Ｎｉｋｏｎ

公司的ＥｃｌｉｐｓｅＥ２００型落射式荧光显微镜，其目镜

放大倍率固定为１０×，４种物镜倍率分别为１００×，

４０×，１０×，４×，焦深范围为０．４～６３．２μｍ，视场范

围０．２～５ｍｍ，工作距离０．２３～３０ｍｍ；因需要对

基因芯片上具有荧光标记的探针分子进行激发并产

生荧光，故选用 Ｎｉｋｏｎ公司生产的ＣＳＨＧ型高压

汞灯紫外光源照明器作为激发光源；半导体制冷彩

色ＣＣＤ 相机采用 Ｎｉｋｏｎ公司的 ＤＳ５Ｍｃ型，其

ＣＣＤ芯片为１６．９ｍｍ，－２０℃冷却，５００万像素

２５６０×１９２０；数据采集卡（ＤＡＱ）采用北京大恒公司

的ＤＨＣＧ３００彩色图像采集卡；调焦和图像扫描机

构中的精密三维（３Ｄ）电控平移台为 ＴＳＡ５０Ｃ型，

步进电机控制器选用ＳＣ３００３Ａ型，二者均为北京

卓立汉光公司生产的精密运动控制仪器。

２．２　系统软件设计

系统软件由ＶＣ＋＋６．０编写，主要完成聚焦

清晰度计算、调焦控制、图像扫描控制、图像采集与

存储、图像拼接、图像显示等功能。软件部分主要由

图像输入模块、图像处理模块和控制输出模块３个

模块组成。图像输入模块负责实时连续采集图像，

把采集卡采集的图像数据存储到计算机中；图像处

理模块负责对输入图像分析以得到步进电机控制器

的控制信号。因原始图像含有噪声，故需先对图像

进行去噪等预处理。控制输出模块负责根据图像处

理结果（图像清晰度曲线、扫描起点、靶点中心间距、

扫描步长、拼接结果）进行运动、调焦、扫描、图像显

示等控制和输出。

３　系统关键技术

３．１　基于图像处理的自动调焦控制技术

按照粗精调焦结合的原则和基于图像处理方法

对成像系统进行自动调焦控制，调焦通过沿狕轴移

动芯片物面实现。

调焦控制过程为：采用图像熵函数作为粗调焦

清晰度评价函数进行清晰度计算，得到粗调焦清晰

度函数曲线。图像熵函数计算公式为

犳（狀）＝－∑犘犽ｌｂ犘犽， （１）

式中犽为图像灰度级数。设犖为图像像素总数，犎为

图像直方图中某灰度级像素的个数，则有 犘犽 ＝

犎／犖；根据粗调焦清晰度函数曲线，向步进电机控

制器发出沿狕轴方向的位移控制信号，同步采集图

像并实时进行清晰度计算，直到清晰度达到峰值时

令电控平移台在狕轴方向停止大范围移动；完成粗

调焦后，采用梯度平方函数作为精调焦清晰度评价

函数进行清晰度计算，得到精调焦清晰度函数曲线。

梯度平方函数计算公式为

犳（狀）＝∑
犻
∑
犼

｛［犐（犻＋１，犼）－犐（犻，犼）］
２
＋

［犐（犻，犼＋１）－犐（犻，犼）］
２｝， （２）

式中犐（犻，犼）为图像灰度；再根据精调焦清晰度函数

曲线对芯片物面位置进行微动控制，直到清晰度达

到峰值时令电控平移台在狕轴方向停止微步移动。

３．２　基因芯片靶点阵列图像的自动扫描与采集

芯片图像扫描与采集过程为：首先根据显微镜

６０５
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目镜安装位置及芯片结构参数，确定芯片扫描起始

位置，然后沿狓及狔轴方向移动芯片进行芯片预扫

描；预扫描时先捕捉到阵列中起始位置靶点图像，再

利用图像处理中的投影法根据靶点图像的垂直投影

特征计算出近似圆形的靶点中心位置；沿狓轴方向

移动芯片再捕捉到与起始位置靶点左右相邻的靶点

图像，依上述方法计算出该靶点的中心位置，将左右

相邻靶点中心位置相减得到左右相邻靶点之间的几

何间距；用上述方法再算出靶点阵列中上下相邻靶

点之间的几何间距；确定狓，狔方向扫描步长约为狓，

狔方向相邻靶点之间距离的１／３或更短，以保证相

邻图像相互重叠；通过预扫描确定芯片扫描初始位

置和扫描步长后，控制电控平移台带动芯片沿狓，狔

方向等距移动进行图像扫描和采集，获得在狓和狔

方向上相互交叠的靶点图像序列；将扫描采集得到

的序列图像按狓和狔方向依行列顺序编号并存盘，

完成靶点阵列图像的扫描与采集。

３．３　靶点阵列显微图像拼接算法

算法基本思想为：对在狓方向相互重叠的两幅

显微图像进行拼接；拼接得到的新图像与其沿狓方

向相邻且相互重叠的图像再进行拼接，直到对所有

狓方向上的相互重叠图像完成拼接；将得到的在狔

方向上相互重叠的水平拼接结果图像再沿狔 方向

依次进行拼接，最终完成整幅芯片靶点阵列图像的

拼接。至于图像匹配检测与拼接，相互重叠的两幅

图像是采用图像匹配检测技术实现拼接的。采用基

于归一化互相关测度的图像匹配检测技术对相互重

叠的两幅显微图像进行最佳匹配位置检测。归一化

互相关测度算式为

犘（犽，犾）＝

∑
犕－１

犻＝０
∑
犖－１

犼＝０

犳（犻，犼）犵（犻＋犽，犼＋犾）

∑
犕－１

犻＝０
∑
犖－１

犼＝０

犳
２（狓，狔）∑

犕－１

犻＝０
∑
犖－１

犼＝０

犵
２（犻＋犽，犼＋犾［ ］）

１／２

，

（３）

式中犳（犻，犼）为模板图像灰度，犵（犻，犼）为待匹配图像

灰度。按（３）式计算值越大，则犳（犻，犼）和犵（犻，犼）在匹

配区域上越相似，据此得到相互重叠的两幅图像的

最佳匹配位置（犽，犾）。

两幅相互重叠图像的拼接过程为：在二者重叠

部分占整幅图像的２０％～５０％条件下，在后一幅图

像中提取用于图像匹配的模板图像；利用该模板图

像基于归一化互相关测度在前一幅图像中搜索到最

佳匹配位置；将前一幅图像中最佳匹配位置前的像

素复制到新图像中，将后一幅图像整体复制到新图

像中，从而实现两幅图像的最佳拼接。

４　实验结果

４．１　显微成像系统的自动粗精调焦控制实验

显微镜采用１０×倍率目镜和４×倍率物镜，其

数值孔径为０．１，实际视场数为５ｍｍ，焦深为

６３．２μｍ，分辨率为２．８μｍ，工作距离为３０ｍｍ；采

用高压汞灯紫外激发光源照明以获取均匀亮度视

场；电 控 平 移 台 控 制 分 辨 率 即 脉 冲 当 量 为

０．６２５μｍ。采集芯片在各离焦位置的图像，在正焦

面前后采集１００幅图像，取样间隔为１０μｍ，然后进

行粗调焦清晰度计算，得到图像清晰度函数曲线如

图２所示。

图２ 粗调焦清晰度函数曲线

Ｆｉｇ．２ Ｃｏａｒｓｅｆｏｃｕｓｉｎｇｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅ

图３ 精调焦清晰度函数曲线

Ｆｉｇ．３ Ｆｉｎｅｆｏｃｕｓｉｎｇｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅ

粗调 焦 控 制 结 束 后，物 距 在 正 焦 面 前 后

±３０μｍ范围内。选取精调焦范围在正焦面前后

±４０μｍ内，采集１００幅图像，取样间隔为５μｍ，且

仅对各图像中央１２８ｐｉｘｅｌ×１２８ｐｉｘｅｌ的区域进行

精调焦清晰度计算，得到精调焦清晰度函数曲线如

图３所示；精调焦控制结束后，芯片物面控制在正焦

面前后±５μｍ以内，调焦过程耗时约２ｍｉｎ。

７０５



中　　　国　　　激　　　光 ３７卷

４．２　基因芯片靶点阵列图像扫描采集控制实验

芯片扫描控制由工控机通过ＲＳ２３２接口与控

制器ＳＣ３００３Ａ通信实现，电控平移台在ＳＣ３００３Ａ

的驱动下通过丝杠传动和芯片安装盒带动芯片按图

４中扫描路径运动完成图像扫描采集过程。其中芯

片面积为１ｃｍ２，阵列密度为６×６，靶点直径约

１５０μｍ，靶点间距约０．５ｍｍ。扫描采集过程为：首

先将芯片定位到扫描初始位置，再对芯片沿狓和狔

方向进行预扫描、扫描并同步拍摄图像，对芯片扫描

包括狓方向的往复扫描和狔方向的步进向下扫描。

扫描采集图像耗时约２ｍｉｎ。

图４ 基因芯片扫描路径

Ｆｉｇ．４ Ｓｃａｎｎｉｎｇｐａｔｈｆｏｒｍｉｃｒｏａｒｒａｙｇｅｎｅｃｈｉｐ

图５ 靶点阵列图像拼接过程和结果

Ｆｉｇ．５ Ｓｔｉｔｃｈｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｉｃｒｏａｒｒａｙｉｍａｇｅｓ

４．３　靶点阵列图像拼接实验

图５为对采集的阵列密度为６×６的相互重叠

靶点序列图像进行拼接的过程和结果。其中图５

（ａ）为经图像扫描采集后获得的在狓和狔方向上相

互重叠的靶点阵列图像；图５（ｂ）为对图５（ａ）中在狓

方向互相重叠图像沿狓 方向完成拼接且在狔 方向

上相互重叠的靶点阵列图像；图５（ｃ）为对图５（ｂ）中

获得的在狔方向上互相重叠的拼接图像再次沿狔

方向进行拼接得到的最终靶点阵列图像拼接结果。

拼接耗时约４０ｓ。

５　结　论

研制了一种基因芯片荧光靶点阵列图像ＣＣＤ

扫描采集系统，系统关键技术包括：基于粗精结合原

则和图像处理方法实现了显微镜自动调焦控制；基

于工控机和电控平移台运动控制系统，采用图像处

理技术和扫描控制策略，实现了荧光靶点阵列图像

的快速扫描和采集；基于归一化互相关图像匹配检

测技术，实现了基因芯片靶点阵列图像的快速拼接。

实验表明，系统能够在５ｍｉｎ内完成低密度基因芯片

荧光靶点阵列图像的扫描、采集、图像拼接，显著提

高了核酸扩增杂交反应基因芯片试验效率。
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