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基因测序系统中动态因素对能量集中度的影响
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摘要　在基因测序系统中,能量集中度是实现碱基准确识别的一个重要参数.拍照过程中,硅片台的位置误差会

使硅片和相机之间产生偏移并导致图像退化,进一步影响能量集中度.建立了硅片台动态性能参数与能量集中度

之间的理论模型.基于基因测序系统进行静态和动态实验,结果显示:能量集中度与硅片台的位置标准差呈线性

关系.如果要求能量集中度优于６５％,硅片台的位置标准偏差应控制在１４０nm以内.同时,基于动态实验采集的

DNA纳米球图像计算出的能量集中度与实验结论相符.该研究可以合理地分配基因测序系统中硅片台的动态性

能指标.
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１　引　　言

DNA测序技术正处于迅速发展中,其突出特点

是:测序通量(测序数据量)大幅增大,原始数据中每

个碱基的测序成本急剧下降,以前的一些奢侈性研

究活动(如个人基因组测序、宏基因组学研究及对大

量重要物种的测序),变得越来越切实可行.第一代

脱氧核糖核酸(DNA)测序技术是由Sanger等[１]开

创的链终止法或是由 Maxam 等[２]提出的化学法.
第二代测序主要是同步化三磷酸核苷酸的洗脱方法

和同 步 化 的 光 学 检 测 方 法 的 结 合[３Ｇ５],Wheeler
等[６Ｇ１０]利用商业化仪器,以短的连续性的片段序列
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和测序阅读长度的形式,每周输出数十亿碱基对

(Gbp)的DNA序列.第三代测序的代表性技术为

牛津纳米孔公司的纳米孔技术[１１Ｇ１２],该技术致力于

取消光学设施,无需进行DNA扩增,以检测跨越纳

米孔的导电性变化来进行测序.现在主流的基因测

序设备仍然是基于光学成像的方法,特定的荧光物

质被附着到碱基上,通过激光激发荧光物质的方式

产生荧光,光学系统将产生的荧光信号成像到图像

传感器上,通过特定的碱基识别软件识别出图像上

光斑对应的碱基,并给出一个碱基识别精度的质量

分数.该质量分数与多种因素有关,包含DNA纳

米球(DNB)信号的能量、光学系统的成像质量及碱

基识别软件的算法精度等.对于光学成像系统自身

来说,光学系统的能量集中度[１３Ｇ１４]是影响质量分数

的重要参数之一,如果能量集中度低,能量分布是发

散的,DNB之间 的 串 扰 和 背 景 干 扰 会 影 响 质 量

分数.
为了实现基因测序的高通量,需要承载生物芯

片的工件台(硅片台)具有运行稳定、扫描快速及定

位精度高等优点.基因测序系统中硅片台的两种主

要工作模式分别是匀速运动模式和步进运动模式.
在匀速运动模式中,由硅片台导致的振动很小[１５],
然而系统中需要增加振镜来补偿硅片台的匀速运

动[１６],这极大地增加了系统复杂性和装配难度,所
以,现阶段的基因测序仪广泛地采用基于步进工作

模式的硅片台;在步进运动模式中,硅片台的加、减
速过程产生的振动会在拍照周期内产生像移[１７],从
而影响光学系统的能量集中度,所以进行基因测序

系统设计时,需要评估硅片台的动态运动性能对成

像质量的影响.
近些年,能量集中度指标是成像系统的关键指

标[１８Ｇ２０],Andersen[２１]提出衍射极限点扩展函数的

能量集中度函数;Dixit等[２２]研究了不同的Zernike
像差对单光束能量集中度的影响;刘让等[２３]提出了

一种基于多方位多尺度的形态学滤波和局部特征准

则的点目标检测方法,该方法以能量集中度作为虚

假点的剔除算法,以降低目标的虚警率.
上述研究均只针对静态图像,很少涉及能量集

中度和光学成像过程中动态因素之间的关系.对基

于步进工作模式的基因测序系统进行研究,找出硅

片台的动态性能对基因测序系统成像质量的影响机

理,进而得出硅片台动态特性与能量集中度之间关

系的理论模型.

２　基于杂交和连接反应的测序技术

本研究中介绍的测序技术是基于杂交和连接反

应的测序技术,同时依靠光学技术对荧光物质进行

探测[２４],测试流程[２５]如图１所示.

图１ 测序流程

Fig．１ Sequencingprocess

１)先将基因组DNA进行超声处理,加上一些

接头后进行模板环化、酶切和扩增,产生约４００个碱

基的环化测序片段,一个环化片段所产生的扩增产

物称为DNB;２)DNB被选择性地连接到经六甲基

二硅氮烷处理的硅芯片上,形成DNB阵列芯片[２６];

３)运用普通探针,对标准锚定序列和延伸锚定序列

进行杂交和连接检测,每进行一个杂交和连接循环

则需对带有DNB的芯片进行荧光成像,然后用甲

酰胺溶液对DNB进行重建,这种循环被重复直到

全部组合的探针和锚定序列被检测;４)碱基识别、映
射、装配和分析软件用于基因的快速重构.

光学平台用于亚微米级DNB阵列芯片的快速

读取,成像过程如图２所示.高密度DNB以一定规

则提前装载到测序芯片上[２７],附着在DNB上的荧

光物质被激光激发后,所产生的荧光照射到探测器

上形成DNB图像.激光器发射的激光被分束片反

射后通过物镜聚焦到芯片上.粘接荧光物质的

DNBs被激光激发产生荧光.受激荧光通过物镜、
带通滤光片、筒镜后照射到相机靶面上.为了获取

较高的通量,通过一个三维运动平台对装载高密度

DNB的生物芯片进行扫描,其中两个轴用于实现水

平方向扫描,另一个轴与自动检焦配合实现扫描过

程中最佳焦面的快速探测.
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图２ 基于光学平台的成像过程

Fig．２ Imagingprocessbasedonopticalplatform

３　动态参数与能量集中度之间的数学
模型

３．１　图像退化过程

光学系统像差、激光发热、步进运动产生的像移

等因素会影响基因测序系统的成像质量,导致图像

模糊和变形,即图像退化.
假设退化系统h(x,y)是空间不变线性系统,

退化过程可以表示为

g＝S[f(x,y)∗h(x,y)]＋n, (１)
式中:f(x,y)为目标图像;h(x,y)为退化模型;

∗代表卷积;S 为采样过程;n(x,y)为噪声函数;

g(x,y)为退化后的图像.退化过程如图３所示.
在静态成像情况下,退化模型h(x,y)主要指

光学系统的点扩展函数.然而,在动态成像的情况

下,运动组件的像移会使图像质量退化.

图３ 图像退化模型

Fig．３ Modelofimagedegeneration

　　对于基因测序系统而言,成像系统的像元能量

集中度(中心像元的能量占九宫格所有像元能量总

和的百分比)因受设计、制造及对准等因素的影响而

不能达到理想化,导致带有DNB信息的光斑能量

从所在像元(九宫格的中心像元)溢出到相邻的像元

(九宫格边缘的８个像元).
现阶段,使用质量分数Q３０来评价基因测序系

统中基因测序的准确度及测序通量,Q３０是指识别

置信度达到９９．９％的DNB位点百分比.如果光学

像差、硅片台运动产生的像移等因素导致生物芯片

上DNB点位的能量集中度退化较多,则会大大降

低基因测序系统的Q３０值,即影响了测序通量.大

量基因测序数据表明,为了使Q３０优于８０％,能量

集中度应高于６５％.

３．２　模型的建立

本节介绍了动态参数影响能量集中度的物理过

程,具体算法流程如图４所示.p１,p２,􀆺,pn 是硅

片台在拍照位置处随机误差导致的成像偏移.
目前,有专利技术用于控制DNB的尺寸和密

度.因此,硅片上的DNB有相似的尺寸和亮度.选择

图４ 算法流程图

Fig．４ Flowchartofalgorithm

０９１１００３Ｇ３
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一个DNB进行理论分析,同时将DNB的能量归一

化为１.退化过程包含静态因素和动态因素.静态

因素是指光学系统的像差及激光热影响,可以通过

点扩展函数评估;动态因素包含振动以及硅片台的

位置误差,这会导致拍照周期内的像移.首先,考虑

静态因素,将理论DNB模型和光学系统的点扩展

函数进行卷积后,相机上会形成一个弥散斑.然后

考虑动态因素,即在一个采样周期内的像移.假设

拍照周期为T,硅片台的采样频率为fstage,则在一

个采样周期内所采集的帧数量n＝T×fstage.因

此,在一个采样周期内,理想DNB经过图像退化及

能量累加后得到的弥散斑为

Rimage＝∑
n

i＝１
f(lxi,lyi)∗PSF, (２)

式中:f(􀅰)为DNB的理论模型;PSF为光学系统的

点扩展函数;Lx＝[lx１lx２ 􀆺lxn]和Ly＝[ly１ly２

􀆺lyn]分别是在x 和y 扫描方向上DNB与相机靶

面之间的偏移矩阵;n 为一个采样周期内所采集的

帧数量.Lx 和Ly 可以通过位移干涉测量系统或编

码器获得.
根据光学系统设计结果,在一个采样周期内采

集得到的连续DNB弥散斑分布在探测器上约９个

像元区域内.经过探测器的有限采样以后,可以获

得九宫格区域内９个像元的灰度值.根据九宫格的

灰度值计算出该DNB的能量集中度.
在测序过程中,光学系统点扩展函数以及激光

热影响在内的静态因素是不变量,与硅片台运行的

随机误差相关的动态因素是影响能量集中度的主要

因素.因此,根据图４所示的理论模型,建立动态参

数与能量集中度之间的理论模型.
在一个采样周期内,DNB的位置是离散的,如

前所述,探测器上形成的DNB弥散斑的分布与一

个采样周期内n 帧图像的位置相关.因此,一个采

样周期内n 帧图像的位置标准偏差可以用于描述

DNB光斑的弥散程度(STD,STD),即

STD＝
∑
N

i＝１

(lxi－l－x)２＋(lyi－l－y)２

N
, (３)

式中:l－x＝
∑
N

i＝１
lxi

N
;l－y＝

∑
N

i＝１
lyi

N
;N 为采样点个数;i为

累加变量.

４　测序系统及测量结果

４．１　测序平台的搭建

为了验证动态参数对能量集中度的影响,在测

序平台上开展相关实验,如图５所示.测序平台包

含大理石基座、三维运动平台、物镜、照明模块、分光

模块、筒镜模块、自动检焦模块和相机等.水平运动

平台使用Aerotech公司的气浮平台.分光模块用

于４路激光、自动检焦光和荧光光束分光,多个带通

滤光片用于衰减激光对荧光的影响.４个CMOS
相机用于捕获４路不同的荧光信号.为了减小外部

振动影响,将设备放置在具有VCＧD振动标准[２８]的

基座上进行实验.

４．２　基于位移干涉测量系统的动态参数测量

步进运动过程产生的动态误差可以通过位移干

涉测量(DMI)系统进行测量,如图６所示.

图５ 测序平台

Fig．５ Photographofsequencingplatform

０９１１００３Ｇ４
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图６ 基于DMI系统测量动态参数

Fig．６ Dynamicparametermeasurementschematic
basedonDMIsystem

　　激光被一个５０％分束片分束到两个路径中.
将两个平面反射镜分别放置在大理石平台的上平台

和硅片台的z 轴上.两个平面反射镜在步进运动

过 程 中 的 位 移 通 过 高 稳 定 平 面 反 射 镜 干 涉 仪

(HSPMIs)测量得到,对两个位移信号进行处理后,
得到两个反射镜之间的相对位移.因为光学模块是

固连到大理石平台上的,所以这个相对位移量实际

上是相机和硅片台上硅片的相对位移.测量结果包

含硅片台的振动和位置误差.

４．３　静态成像

静态因素包含光学系统像差和激光热影响.其

中,光学系统像差主要指光学系统原理误差、光学设

计误差和光学制造误差.上述所有因素均属于系统

误差,通过测序系统的点扩展函数表示.
利用一个工艺芯片来评估测序系统的点扩展函

数.通过自动检焦模块对工艺芯片进行清晰成像.
图７(a)所示为工艺芯片上的刃边图案.在正交的

方向上 选 取 两 个 区 域(ROI),利 用 刃 边 方 法 及

Fermi函数[２９]计算出的点扩展函数如图７(b)所示.
选取如图８所示的位置获取九宫格中各点位灰

度值,同时采集背景灰度值,去除背景影响后,生物

芯片在静态成像情况下的能量集中度约为７３％.

４．４　动态成像

完成静态成像后,开展动态成像.动态成像的

运动周期为７５ms,运动和整定时间为５０ms,拍照

周期为１５ms.除了前述静态成像描述的因素,硅
片台步进运动产生的振动和硅片台在拍照过程中的

位置误差会导致像移,从而影响动态成像质量.
为了获取统计特性,进行约８００个视场的扫描.

当硅片台进行步进扫描运动时,使用DMI系统测量

相机和硅片台之间的相对位移.在拍照周期内,

图７ 测序系统的PSF测量.(a)工艺芯片的像;
(b)测序系统的PSF结果

Fig．７ PSFmeasurementofsequencingsystem敭 a Image
ofprocessingchip  b PSFofsequencingsystem

图８ 静态时采集的DNB图像

Fig．８ DNBimagecapturedatstaticcondition

DNB的位置是离散的.根据所述模型,像空间上的

DNB弥散斑与采样周期内的N 个帧的位置是相关

的.首先,用硅片台相对于理论位置的位置误差的

标准差(位置标准差)来表示DNB的离散程度,该
参量为硅片台在两个运行方向上位置误差的合成

量.所有测试视场位置误差的位置标准差直方图如

图９所示.同时,位置标准差以及相应的视场数量

如表１所示.
由图９和表１可知,８７％的视场位置标准差在

６０~１６０之间.根据所述的理论模型,计算出位置

０９１１００３Ｇ５
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标准差对应的能量集中度,如图１０所示.

图９ 位置标准差的分布

Fig．９ Distributionofpositionstandarddeviation

表１ 位置标准差的分布

Table１ Proportionofdifferentranges

Rangeof
locationSTD/nm

Numberrelative
toallframes/％

＜６０ ４．４７

６０Ｇ８０ １７．３９

８０Ｇ１００ ２４．７２

１００Ｇ１２０ ２０．５０

１２０Ｇ１４０ １５．１６

１４０Ｇ１６０ ９．１９

＞１６０ ８．５７

图１０ 能量集中度结果

Fig．１０ Ensquaredenergy

　　图１１所示为在动态情况下拍摄的一帧图像.
通过DMI系统计算得到采集该帧图像时,硅片台位

置标准差约为１２６,在该帧图像中选择一个受周围

DNB能量串扰影响较少的DNB,计算得到的集中

度约为６６．４４％,该结果与统计结果一致.

５　讨　　论

首先进行工艺芯片的静态实验.通过已知的标

图１１ 动态情况下拍摄的DNB图像

Fig．１１ DNBimagecapturedatdynamicstatus

准图形和成熟的算法反演出基因测序光学系统的点

扩展函数;然后进行生物芯片的动态实验.通过

DMI系统测量硅片台的动态性能参数,根据点扩展

函数和动态性能参数计算各视场的能量集中度,通
过大量实验找出硅片台动态性能参数与能量集中度

之间的关系模型.
从图１０可以看出,能量集中度与位置标准差近

似呈线性关系.随着位置标准差的增大,能量集中

度减小.从对能量集中度的影响机理来看,在图像

传感器的采样周期内,各采样点相对于理论位置的

偏差越小,光斑的弥散量越小,曝光后产生的目标光

斑会聚程度越高,能量集中度也越高.所以硅片台

运行的二维方向上的位置误差合成得到的位置标准

差,是影响能量集中度的一个非常重要的指标,可以

作为基因测序系统能量集中度的评判准则.在基因

测序系统中,位置标准差需控制在１４０nm以内,以
保证能量集中度高于６５％.

图１１所示为生物芯片动态实验采集的图像,

DNB的密度差异、装载效率、装载位置误差以及光

学系统的畸变等都会影响DNB在探测器上的能量

分布.因此,图１１的生物芯片成像图中会出现某些

区域的DNB分布很稀疏、某些区域的DNB分布却

聚集成团状体的现象.为防止计算结果出现较大误

差,使用特定的筛选方案来选择受周围DNB弥散

影响较小的DNB,作为能量集中度计算的样本.

６　结　　论

建立了硅片台动态性能参数与能量集中度之间

的理论模型,统计结果表明:能量集中度与位置标准

差近似呈线性关系.在基因测序系统中,当位置标

准差控制在１４０nm以内时,可保证能量集中度高

于６５％.同时,确定了以硅片台运行的位置标准差
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作为基因测序系统能量集中度的评判准则,并统计

出不同的位置标准差范围对应的能量集中度数值.
建立了动态参数与能量集中度之间的理论模

型.应用该技术,可得到满足基因识别中能量集中

度要求的硅片台动态性能参数,并且合理地分配硅

片台的动态性能指标,而不是一味地求最小的位置

精度,这样可以节约基因测序系统的研制成本.
由于生物芯片上DNB的密度差异、装载效率、

装载位置误差及光学系统的畸变都会影响DNB在

探测器上的能量分布,所以只能选择经过特定算法

筛选后的DNB作为样本.无法进行大量样本的统

计是本研究的不足之处.在后续研究中,考虑制备

一个专用工艺芯片,在该芯片上镀上模拟DNB的

图案,保证图案的大小、位置精度等,并将该芯片用

于在动态实验中评价能量集中度的变化.
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