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荧光免疫层析试条成像检测系统的设计
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摘要　为了实现对荧光免疫层析试条浓度的定量测量,设计了一种荧光免疫层析试条成像检测系统.采用３６５nm
紫外线发光二极管(LED)作为激发光源,通过手持式变倍显微镜相机采集免疫层析试条的荧光图像.根据试条图

像荧光检测线和质控线区域位置相对固定的特性,使用最大类间方差遗传算法对图像进行分割,并通过对荧光区

域进行定位来去除背景噪声;然后对分割出的荧光图像进行背景滤除,计算出检测线和质控线的灰度值;最后计算

荧光区域的特征值,实现对荧光试条浓度的定量检测.实验证明,荧光免疫层析试条成像检测系统的重复性好,５
种不同浓度的荧光试条各进行１０次重复性检测,检测结果的变异系数均小于０．５％,拟合出的标准曲线的拟合程

度可达０．９９９４４,实现了快速定量化检测.
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Abstract　Animagingdetectionsystemisdesignedtoachievequantitativemeasurementoftheconcentrationof
fluorescentimmuneＧchromatographicteststrip敭Using３６５nm ultravioletlightemittingdiode LED asthe
excitationlight wecapturetheclearimageoffluorescentimmuneＧchromatographicteststripbythehandＧheldzoom
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filteredoutandthegrayvaluesofthedetectionlineandthequalitycontrollinearecalculated敭Finally the
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１　引　　言

免疫层析检测技术[１Ｇ２]是一种抗体抗原特异性

反应与色谱层析技术相结合的检测技术,其原理是

利用亲和层析法来实现相同生物学特性的组分相结

合、不同生物学特性的组分相分离,并结合特异性免

疫反应原理实现待测物浓度的定性或定量分析[３].
荧光免疫层析技术是在免疫层析技术的基础上,利
用荧光标记物通过检测荧光信号强度来定量检测待

测物浓度的检测技术.荧光免疫层析技术具有灵敏

度高、稳定性强、可以定量反映待测物浓度等特点,
已广泛运用于临床诊断、环境检测、食品安全检测等

多个领域,所以研究并完善荧光免疫层析定量检测

系统具有十分重要的实际意义.
目前,实现对免疫层析试条浓度定量检测的系统

大多数是以光电二极管为核心的光电扫描检测系统,
光电扫描检测利用光电二极管将荧光信号转换为电

信号进行分析,进而求得与测试线亮度相关的待测物

浓度.Huang等[４]提出了一种针对上转换磷光粒子

层析试纸条的光学检测仪,任冰强等[５]提出了一种基

于免疫层析技术的时间分辨荧光免疫分析仪,刘翔

等[６]提出了一种荧光免疫层析定量检测系统,但利用

这类系统在扫描过程中进行测量时,测量时间比较

长,而且仪器中的传动装置会增加仪器的复杂度和不

稳定性.荧光试条成像检测系统主要利用互补金属

氧化物半导体(CMOS)、CCD图像传感器采集荧光试

条图像,能够提高检测结果的稳定性,并具有速度快、
无复杂机械结构等优点[７].Zhang等[８]提出了一种

基于CCD的针对量子点标记试条的成像检测系统,

Gui等[９]提出了一种基于CCD的针对CdS量子点标

记试条的成像检测系统.这两种系统都是通过CCD
传感器采集试条图像来实现待测物定量检测的.

根据荧光试条图像的特点,本文搭建了一种能

快速准确地实现荧光免疫层析试条浓度定量检测的

成像系统.该系统通过手持式变倍显微镜获得清晰

的荧 光 试 条 图 像.采 用 分 区 域 最 大 类 间 方 差

(Otsu)遗传算法分割出荧光试条图像的质控线和

检测线区域.当背景中的噪声信号比荧光区域的信

号强时,阈值的分割效果较差.为了弥补阈值分割

的缺陷,采用形态学开闭运算和基于试条荧光区域

窄带特性进行荧光区域定位,以去除背景噪声的影

响.荧光区域确定后,使用周围元素法对荧光区域

进行背景滤除,最后计算荧光区域的特征值,并对其

进行定量分析.

２　成像检测仪系统

２．１　检测仪的采集系统结构

荧光免疫层析检测仪的图像采集系统如图１所

示.它由荧光试条放置平台、手持式变倍显微镜、紫
外发 光 二 极 管 (UV LED)(３６５nm 半 峰 全 宽

３０nm)、窄带滤光片(６１５nm 半峰全宽３０nm)组
成.荧光试条放置区用来放置荧光试条,设置了一

个适应荧光试条尺寸的卡槽来固定荧光试条的位

置.光源用来提供稳定持续的激发光,使荧光标记

物受激发产生荧光.窄带滤光片置于显微镜采集设

备的镜头前,主要是为了避免激发光和各种杂散光

进入系统,而只让受激发的荧光信号通过.采集设

备采用的是DinoＧLiteAM４１１３T手持式光学变倍

显微镜(放大倍率为２０~５０倍),主要由光学显微镜

和CMOS图像传感器组成,在放大倍率为４０倍、工
作距离为９mm时的视场直径为９．８mm,可得到免

疫层析试条的高清晰荧光图像.采用光学显微镜获

得荧光图像可以得到更多的统计数据,从而减小误

差,提高信噪比,得到更加精确的结果.数据线将显

微镜采集设备采集到的荧光图像传输到计算机中进

行图像处理,最终得到试条浓度的特征值.

图１ 荧光免疫层析检测仪的采集系统

Fig敭１ Acquisitionsystemoffluorescent
immuneＧchromatographicdetector

２．２　检测仪的工作原理

荧光免疫层析试条的结构图如图２所示,主要

包括样品窗口、样品垫、结合垫、硝酸纤维素膜、吸水

垫等[１０].结合垫上喷有荧光微球标记的抗体,在硝

酸纤维素膜上固定有检测线和质控线,检测线与质

控线上分别固定有包被抗原和二抗.将一定浓度的

待测溶液经由样品窗口滴在样品垫上,待测液会因

吸水垫的虹吸而发生层析作用,向吸水垫方向移动,
待测液中的抗原在结合垫上与荧光微球标记的抗体

通过免疫反应形成抗原Ｇ抗体结合物.该结合物层
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析至T线时与包被抗原发生反应,产物在T线上富

集,其余物质会继续层析至C线与二抗结合,采用

T线和C线区域灰度总值之比作为特征值来判断

待测物的浓度.
本课题组采用标准浓度质控检测卡检验系统的

有效性.检测卡的制备过程如下:取质量浓度为

１０gL－１的BANGS微球原液１０μL,用磷酸盐缓

冲液(PBS)稀释成１００,５０,２５,１２．５,３．１２５mgL－１.
使用喷膜划线仪在硝酸纤维素膜上划线,分别使得

C线为２５mgL－１的微球溶液,T线依次为１００,

５０,２５,１２．５,３．１２５,０mgL－１的微球溶液(其中

０mgL－１对应PBS缓冲液).

图２ 荧光免疫层析试条结构图

Fig敭２ Structuraldiagramoffluorescent
immuneＧchromatographicteststrip

荧光免疫层析检测仪的基本工作原理如图３所

示.对由荧光免疫层析仪采集系统采集到的荧光图

像进行分割,再经荧光区域定位、背景滤除等处理

后,计算反映待测物浓度的特征值.
为了计算荧光浓度的特征值,首先要分割出荧

光免疫层析试条图像的T线和C线区域.由于荧

光免疫层析试条图像中的T线区域和C线区域的

灰度值大于背景区域的灰度值,所以可以考虑基于

图像灰度的阈值分割.Otsu算法是经典的基于图

像灰度自动阈值确定算法,用该算法分割荧光试条

图像具有良好的效果.若将遗传算法与 Otsu算法

结合则可以大大提高阈值选取的速度和精度.另

外,由于特定浓度的荧光试条图像的检测线和质控

线区域的灰度值有较大差异,对整幅图像使用一个

灰度阈值不能将检测线和质控线区域同时分割出

来.因此,利用荧光图像检测线和质控线位置相对

固定的特性,可使图像的检测线区域和质控线区域

分别位于图像纵向中线的两侧,从而可对图像的检

测线区域和质控线区域分别进行阈值分割,这样的

分区域阈值可得到较好的分割结果.荧光区域定位

主要是为了弥补阈值分割的不足,消除荧光图像背

景中灰度值大于荧光区域的噪声.荧光区域定位主

要是采用形态学的开闭运算和基于窄带特性的目标

定位方法.形态学的开闭运算有助于消除图像中的

孤立噪点,基于窄带特性的目标定位方法基于荧光

区域为一个矩形窄带的特性,可以消除荧光区域的

毛刺和背景中较大噪声的干扰.荧光区域的边缘部

分不仅包含目标信号,还包含背景信号,因此在进行

特征值计算前需要先将背景信号滤除.由于荧光区

域周围的背景信号对荧光区域的影响较大,所以采

用周围元素法选择背景的局部区域.根据荧光区域

是一个矩形的特性,可以先得到分割后荧光区域的

最小外接矩形,对最小外接矩形进行扩展,使得该矩

形的４条边分别向四周扩展若干个像素,即可得到

包围荧光区域的背景.背景滤除就是将荧光区域的

每个像素值减去背景的平均灰度值.最后,通过计

算背景滤除后的荧光特征值求出待测物的浓度.

图３ 荧光免疫层析检测仪的工作原理

Fig敭３ Workingprincipleoffluorescent
immuneＧchromatographicdetector

３　关键算法

３．１　分区域Otsu遗传算法

Otsu算法[１１]是由Otsu提出的,它是在最小二乘

法原理的基础上推导出来的一种算法,具有分割效果

好、适用范围广、简单有效的优点.该算法的基本思

想是将图像直方图的某一灰度值作为阈值,将图像分

为两类,并计算类间方差.当被分的两类之间的方差

最大时,就将此灰度值作为分割图像的灰度阈值.

０４０７００５Ｇ３
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此算法因为需要遍历所有灰度级进行方差计算,
再经过比较得到最大方差,所以该算法的缺点是计算

量过大.遗传算法是一种结合遗传学原理和自然选

择法则的迭代寻优算法[１２],具有全局搜索能力好、收
敛性好、随机性良好等优点[１３].针对Otsu算法计算

量大的问题,将Otsu算法与遗传算法结合,通过遗传

算法搜索和优化阈值.Otsu遗传算法[１４Ｇ１５]将传统的

图像分割技术与现代智能理论结合,不但提高了算法

的分割性能,还大大提高了算法的运算速度.
分区域Otsu遗传算法的步骤如下:

１)编码.对荧光灰度图像的０~２５５个灰度值

进行编码,正好对应一个８位二进制,每个灰度值的

编码对应一个染色体.

２)初始化种群.假设初始化种群的规模为s,
则随机产生的s行８列矩阵即为初始种群.

３)评价函数.评价函数又称适应度函数,通过

评价函数计算每个染色体的一个值,该值即代表该

染色体对实际问题的适应度,计算得到的适应度越

大,表示该染色体的适应度越强.在求 Otsu算法

阈值的问题中,评价函数为类间方差.

４)选择.根据每个染色体适应度定义一个选

择概率,适应度越高,选择概率越大,确保了优秀的

染色体可以进入下一代.

５)杂交和变异.杂交运算是根据杂交概率对

染色体的一些位进行交换,从而产生新的染色体;变
异就是按照变异率对染色体的一位进行变异.这样

可以得到新的染色体种群,增加解的收敛速度.

６)终止条件.根据设定的最大迭代次数或当

前群体平均适应度与上一代的平均适应度之比是否

小于某一阈值来确定是否终止.
遗传算法初始化种群大小设为１０,杂交和变异

概率分别设置为０．７和０．４.最大迭代次数设置为

５０,当连续５代计算最佳适应度数值相同或达到最

大迭代次数时停止迭代.Otsu算法求灰度阈值必

须对所有２５６个灰度值进行方差计算,通过比较得

到最大方差.而遗传算法可以快速求得最优阈值,
减少了计算方差的次数,提高了程序的运行速度,使
用遗传算法的程序运行时间比不使用遗传算法的程

序运行时间缩短了１s左右.
当荧光试条浓度过高或过低时,荧光图像质控

线和检测线区域的亮度会有较大差异,使用单一阈

值分割得不到很好的分割效果.而由于荧光试条检

测线和质控线具有位置相对固定的特性,所以分别

采用Otsu遗传算法对C线和T线区域进行分割.
图４所示的实验结果表明,该方法对荧光试条图像

具有很好的分割效果.

图４ 荧光免疫层析试条分割效果.(a)荧光试条原图像;(b)经过分割后的二值图像

Fig敭４ SegmentationresultoffluorescentimmuneＧchromatographicteststrip敭 a Originalimageoffluorescent
teststrip  b binaryimageaftersegmentation

３．２　荧光区域定位

在进行图像分割以后难免会出现孤立的噪点,这
些孤立的噪点会对最后的测量结果有很大影响.为

了去除这些噪点和减少荧光区域周围的干扰,采用形

态学开闭运算和基于窄带特征的目标定位方法.
首先对图像进行形态学的开运算,然后再进行

形态学闭运算,这样可以消除孤立的噪声点.开运

算和闭运算的结构元素均选取大小为５的盘型结构

元素.
为了消除背景中较大的噪声点以及减少荧光区

域周围的干扰,选择基于窄带特征的目标定位方法.
该方法的思想是利用荧光区域是一个水平窄条的先

验知识来统计分割后的二值图像中每列白色像素的

个数,将白色像素大于某一阈值的列作为荧光区域,
在荧光区域以外的列的所有像素归零.该方法对荧

光免疫复合物分布区域存在形态的随机性、不一致

性,以及因背景区域反光而带来的干扰具有较好的

适应性.一幅含有大块噪点的荧光图像如图５所

示,荧光 区 域 定 位 算 法 的 效 果 如 图６所 示.由

图６(a)可以看出,一些荧光试条图像背景中可能有
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亮度高、面积大的噪声图像.这样的噪声图像会干

扰阈值分割的效果.由图６(b)可以看出,荧光定位

算法可以很好地去除这样的噪点,并且可以消除荧

光区域周围的毛刺.

图５ 含有噪声的荧光试条图像

Fig敭５ ImageoffluorescentimmuneＧchromatographic
teststripwithnoise

３．３　背景滤除

荧光免疫图像的荧光区域不仅含有荧光信号,
还含有背景信号,所以在计算特征值前必须将背景

信号滤除.荧光图像背景具有以下特点:１)背景在

每个像素点分布不均匀,故而只能在局部区域考察

背景;２)背景表现为缓慢的变化,如果背景的变化

比较剧烈,表示靠近这些背景的点不可靠;３)背景

的分布类似于高斯分布[１６].针对荧光图像背景的

这些特点,本课题组使用周围元素法选取荧光区域

周围的背景作为参考对象.根据荧光区域为矩形的

先验知识,可以得到荧光区域的最小扩展矩形,将此

矩形分别向４个边的方向向外扩展若干个像素,得
到的扩展矩形就包含了荧光区域周围的背景.将荧

光区域中的每个像素值减去这些背景的平均灰度值

即可完成背景滤除.

图６ 荧光区域定位效果图.(a)算法定位前;(b)算法定位后

Fig敭６ Effectimagesoffluorescentareapositioning敭 a Beforepositioningbyalgorithm  b afterpositioningbyalgorithm

４　实验结果与分析

将ESEQuantLateralFlowReader荧光分析仪

的分析结果作为检测所提算法定量检测结果的依

据.ESEQuant荧 光 分 析 仪 实 物 图 和 检 测 结 果

如图７所示.

图７ ESEQuant荧光分析仪实物图及检测结果.(a)实物图;(b)检测结果

Fig敭７ PictureandtestingresultofESEQuantfluorescenceanalyzer敭 a Picture  b testingresult

４．１　参数确定实验

通过实验方法确定基于窄带特性定位荧光区域

的阈值N 和扩展的最小外接矩阵的扩展参数X.
经过分割算法得到的二值图像中每列目标点的

数量如图８所示,图中两个矩形峰分别代表荧光图

像T线区域和C线区域,小峰代表荧光试条制备过

程中产生的噪声点,峰值在５０左右.实验结果表

明,荧光免疫层析试条图像背景中的噪点长度不会

超过１００个像素点,所以取定位荧光区域的阈值 N
为１００,这样就可以将荧光图像背景中的噪声去除.
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图８ 分割后二值图像中每列目标点的个数

Fig敭８ Numberofpercolumntargetpointsin
binaryimageaftersegmentation

为了确定扩展的最小外接矩阵的扩展参数X,
选取不同的 X 值对质量浓度分别为３．１２５,１２．５,

２５,５０,１００mgL－１的５种荧光试条进行特征值计

算.采用不同扩展参数X 时,５种浓度试条的计算

特征值与ESEQuant荧光分析仪的计算结果之差的

绝对值如图９所示.实验结果表明,当扩展参数

X＝３０时,３种浓度试条的荧光免疫层析仪计算特

征值与ESEQuant荧光分析仪的计算结果相差最

小.因此,选取３０作为扩展参数X 的取值.

图９ 采用不同扩展参数的计算结果与ESEQuant结果的差异

Fig敭９ Differencesbetweencalculatedresultsusing
differentextendedparametersandESEQuantresults

４．２　分割性能实验

为了对Otsu遗传分割算法的分割效果进行客

观评价,采用区域一致性测度UM 和区域对比度CR

作为客观评价准则[１７].其中UM 和CR 的表达式分

别为

UM ＝１－
σ２１＋σ２２

A
, (１)

CR＝
fo－fb

fo＋fb
, (２)

式中A 为归一化参数,表示整幅图像的像素数;σ２i
为 第 i 个 分 割 区 域 的 方 差,σ２i ＝
∑(x,y)∈Ri[f(x,y)－μi]２,其中f(x,y)为像素(x,

y)的灰度值,Ri 为第i个分割区域,μi 为第i个分

割区域像素点的灰度平均值;fo 和fb 分别为目标

区域的灰度平均值和背景区域的灰度平均值.UM

越大,表示各区域的内部越均匀,分割算法的效果越

好.CR 越大,表示目标区域和背景区域的对比度越

大,分割效果越好.
表１　分割性能评价结果

Table１　Evaluationresultsofsegmentationperformance

Fluorescence

concentration/(mgL－１)
UM CR

３．１２５ ０．９９２５ ０．４２４４
１２．５ ０．９９７２ ０．５３４２
２５ ０．９９７５ ０．６１５３
５０ ０．９９７０ ０．６４９８
１００ ０．９９５６ ０．６５７５

　　从表１中可以看出:UM 大于０．９９,表明分割后

区域的一致性测度比较高,分割效果比较好;随着荧

光试条浓度升高,CR 值增大,表明目标区域和背景

区域的对比度增大.

４．３　测量结果的数据分析

采用一组浓度分别为０,３．１２５,１２．５,２５,５０,

１００mgL－１的标准浓度质控检测卡作为被测样本

来检验系统的有效性.使用ESEQuant荧光分析仪

和本课题组仪器测得了不同浓度试条的特征值,结
果如表２所示.

表２　ESEQuant与本课题组仪器测得的

不同浓度试条的特征值

Table２　Eigenvaluesofteststripwithdifferentconcentrations

testedbyESEQuantandourinstrument

Fluorescence

concentration/(mgL－１)
Ourinstrument ESEQuant

０ ０．２２６６ ０．１３３８

３．１２５ ０．３６１４ ０．２５１６

１２．５ ０．６４６１ ０．５２８７

２５ １．０１２２ １．００１８

５０ １．７４５０ １．６９４２

１００ ３．２７９２ ３．４８５４

　　由于四参数Logistic拟合法在绘制化学荧光免

疫分析标准曲线时的效果较好,所以根据表２的数

据采用四参数拟合法绘制浓度标准曲线[１８],其数学

模型为

Y＝(A１－A２)/[１＋(x/x０)p]＋A２, (３)
式中x 为荧光试条的浓度,A１ 和A２ 分别为数据集
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起始和终止数据,x０ 为数据集中间位置数据,p 为

四参数拟合曲线的陡峭程度.根据表２中的数据采

用四参数Logistic绘制的标准曲线如图１０所示,拟
合结果如表３所示.从表３拟合结果可以看出,本
课题组提出的荧光免疫分析仪浓度标准曲线的拟合

度R２＝０．９９９４４,ESEQuant荧光分析仪的浓度标准

曲线拟合度R２＝０．９９６８９.

图１０ 浓度标准拟合曲线

Fig敭１０ Standardfittingcurvesofconcentrations

表３　浓度标准曲线拟合结果

Table３　Fittingresultsofconcentrationstandardcurves

Parameter
Fittingresult

ESEQuant Ourinstrument
A１ ０．１５６２ ０．２４８７
A２ ４３０３５９ ７９２９０６０
x０ ７７０７０８０ ２８００１１０００
p １．０４６４ ０．９９５６
R２ ０．９９６８９ ０．９９９４４

　　以浓度分别为３．１２５,１２．５,２５,５０,１００mgL－１

的荧光免疫层析试条作为样本,对每种浓度试条进

行１０次重复性检测,仪器计算特征值结果如表４所

示.使用标准差和变异系数Cv 来检测仪器的重复

性.标准差和Cv 值越小,表示数据的波动越小.
其中,变异系数Cv 的表达式为

Cv＝
SD

M ×１００％, (４)

式中SD 为数据的标准差,M 为数据的平均值.由

表４的结果可知,５组测试数据的标准差均小于

０．０４,Cv 值均小于５％.
表４　不同浓度试条特征值的重复性测试结果

Table４　Repetitivetestresultsofeigenvaluesofteststripwithdifferentconcentrations

Testingnumber
Fluorescenceconcentration/(mgL－１)

３．１２５ １２．５ ２５ ５０ １００
１ ０．３０５０ ０．６０５８ １．１５４９ １．６５６８ ４．６３８１
２ ０．３０６３ ０．６３６３ １．１９５５ １．６０７４ ４．５６７９
３ ０．３１０４ ０．５８８８ １．１０７８ １．６０００ ４．５４８９
４ ０．３２０４ ０．６３８６ １．０８７３ １．６１７４ ４．５４８９
５ ０．３２０１ ０．６０００ １．１１０３ １．６２１９ ４．５７０６
６ ０．３２３５ ０．５９４８ １．１０３０ １．６１００ ４．５７０６
７ ０．３２０５ ０．５７９４ １．１３７２ １．６１８４ ４．５９４５
８ ０．３２０５ ０．５８７１ １．０８２８ １．６２８４ ４．５１６５
９ ０．３２０９ ０．６３７６ １．１５６８ １．６００７ ４．５７１７
１０ ０．３１９６ ０．６２４７ １．１４２１ １．６４７８ ４．６１１５

Meanvalue ０．３１８０ ０．６０９３ １．１２７８ １．６２０９ ４．５７３９
SD ０．００５７ ０．０２３ ０．０３５６ ０．０１９０ ０．０３４３

Cv/％ １．７９ ３．７７ ３．１６ １．１７ ０．７５

５　结　　论

本课题组设计了一款荧光免疫层析成像检测

仪,利用手持式变倍显微镜采集到清晰的层析试条

图像,通过计算荧光试条图像T线与C线灰度值的

比值,可以快速准确地实现荧光试条浓度的测量.
首先介绍了检测系统的基本结构和工作原理,分析

了分区域Otsu遗传算法、荧光区域定位算法和背

景滤除方法,并设计实验获得了算法所需参数.由

实验结果可知,本课题组提出的荧光免疫层析检测

仪可以对荧光免疫试条浓度进行快速准确的测量,
对质量浓度为３．１２５~１００mgL－１的标准曲线的拟

合程度可达０．９９９４４,在１０组重复性测量实验中,变
异系数均小于５％,表明系统的重复性很好.
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