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摘　要：生鲜牛乳中的体细胞数量是判断奶牛是否患有乳房炎的重要依据。针对牛乳在取样过程中

细胞贴壁沉降等原因造成体细胞分布不均匀，从而导致体细胞计数不具有代表性的问题，文中提出了

一种基于九宫格型微流控芯片使体细胞分布均匀并提升计数准确率的方法。首先在 Comsol 仿真的基

础上制备了九宫格型微流控芯片，提高了细胞分布的均匀度。其次研制了集染色、搅拌于一体的负压

进样系统，保证在进样过程中持续保持体细胞分布的均匀度和不受空气的污染。并配合芯片研制了微

型显微成像系统，对芯片的九个观测腔拍摄图像。最后通过图像处理的方法对体细胞进行计数，并判

断奶牛乳房的健康状况。实验结果表明，每组九张图像体细胞数量的标准差系数均小于等于 1.61%，

系统计数准确率可达到 99.23%。该研究方法为奶牛乳房炎的检测与预防奠定了基础。
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 0    引　言

生鲜牛乳的体细胞数量 (Somatic Cell Count, SCC)

是指每毫升牛乳中所有细胞的总和[1]。当奶牛的泌乳

系统被细菌感染时，乳腺就会分泌大量的白细胞以对

抗细菌的入侵，此时牛乳中的体细胞数量就会显著增

加，因此，体细胞数量可以作为判断奶牛是否患有乳

房炎的依据。通过检测生鲜牛乳中体细胞的数量找

出患有乳房炎的奶牛，尽早地进行隔离治疗，可以有

效避免细菌在牛群中的传播，减少因此而带来的经济

损失。

目前，许多学者在牛乳体细胞计数领域开展了研

究并且开发出不同的计数方法。Swinkels等人[2] 基于

加州乳腺炎测试法检测体细胞数量，使用两个不同的

阈值来确定奶牛乳房炎可能的感染状态。Farschtschi

等 [3] 使用流式细胞仪在血液和牛乳中建立高分辨率

差异细胞计数，在三个主要的免疫细胞群中检测到十

个亚群，并确定它们的生存能力。Chengolova等[4] 使

用荧光自动细胞计数器 Lactoscan SCC进行牛乳体细

胞计数和中性粒细胞检测，与流式细胞仪计数结果之

间的相关性为 0.98。Kasai等[5] 提出使用扫描电化学

显微镜体细胞计数作为校准曲线，通过奶牛呼吸活动

估计了牛乳中体细胞的数量。Gao等 [6] 基于视觉测

量算法，开发了体细胞计数仪器，通过与丹麦 FossMatic

5 000的计数结果比较，验证了仪器的适用性。Kasai

等[7] 应用模糊聚类方法和图像处理技术，提出了一种

水牛乳体细胞自动计数方法，与常规计数方法所得结

果具有一致性。Düven等 [8] 基于微流体平台对荧光

标记后的生鲜牛乳进行体细胞计数，计数准确率可以

达到 80%以上。

上述计数方法取得了相当大的进展，但是相较而

言存在以下问题：一些直接对体细胞数量进行检测的

方法，比如流式细胞检测法等。这些方法成本高，检

测时间长，不能保证牛乳的生鲜性，而且抗干扰性差，

只能在实验室环境下应用，不能进行现场检测。一些

通过取出少量样品，以样品中体细胞数量间接计算出

整体体细胞数量的检测方法，比如荧光显微计数法，
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图像检测法等。这些方法往往忽视了取出的样品因

为细胞粘附性、重力等原因造成的细胞沉降、贴壁等

问题，从而使体细胞在样品溶液分布不均匀，导致取

出的样品不具有代表性。因此，通过这种方法计算出

整体的体细胞数量与其真实值之间有较大的误差，导

致对奶牛乳房的健康状况做出错误的判断。为了解

决牛乳体细胞计数领域的上述问题，文中提出了一种

基于微流控芯片与显微成像系统获取牛乳体细胞均

匀分布的方法。

 1    原　理

 1.1   细胞分布均匀度仿真

为了使取出的样品更具代表性，体细胞应均匀分

布于观察腔内。文中利用微流控芯片代替传统的载

玻片作为观察牛乳体细胞的平台。体细胞由于传统

载玻片的边缘效应会聚集在载玻片中央，导致细胞粘

附。使用载玻片对操作人员的要求很高，当覆盖层被

盖玻片覆盖时，由于处理不当可能会引入气泡。微流

控芯片则可以利用压力泵将溶液直接注入芯片内部，

并在芯片内部产生层流，没有边缘效应也不会产生气

泡。此外，注射操作简单无需培训即可完成。

为提高计数精度，取九张图片计数结果的平均值

作为最终的体细胞数量。为保证在一个观测腔内拍

摄九张不同区域的图像，观测腔面积必须较大。根据

PDMS的特性，如果观测腔面积过大，则会导致观测

腔中心塌陷，所以观测腔面积过大无法保证体细胞分

布的均匀性。因此，提出了九宫格型的微流控芯片结

构[9]。在每个观测腔上方直接拍摄一张图像，以确保

体细胞的均匀分布，同时确保拍摄区域不重复。

kg/m3

通过仿真粒子在观测腔内的分布状况来验证牛

乳体细胞在微流控芯片观测腔内的分布状况。为了

使粒子在微流控芯片的九个观测腔内分布最为均匀，

使用 Comsol仿真观测腔直径与流道宽度在不同比例

下粒子的分布情况，仿真过程中使观测腔的半径固

定，变化流道宽度，选用流体流动颗粒跟踪物理场和

层流物理场进行耦合。层流场的流体材料选择和生

鲜牛乳具有同种密度和动力粘度的材料替代。密度取

1 039  ，动力粘度取 0.001 7 Pa·s。流体进入芯片

入口的速度为 0.02 m/s，以此模拟生鲜牛乳的进样速

度。因为牛乳体细胞中白细胞占比为 98%，因此释放

的粒子选择和白细胞具有同直径的粒子替代，直径取

14 μm，每 0.05 s释放一次粒子，共释放 1 s的时间，粒

子的初始速度取决于流体的速度场。粒子的运动行

为遵循牛顿第二定律。

观测腔半径与流道宽度在不同比例下的粒子分

布，如图 1(a)所示。通过图 1(a)发现，若流道宽度过

窄会使粒子集中在观测腔的中间位置，不会均匀地充

满整个观测腔；若流道宽度过宽又会使粒子大量堆积

在观测腔内，造成多个粒子重叠的现象。综合流体压

力、流体速度等对通道的影响，最终确定观测腔的半

径与流体通道的宽度比例为 25:7，粒子刚好可以均匀

地充满整个观测腔。通过 Comsol计算得出的九宫格

型微流控芯片的粒子分布仿真图如图 1(b)所示。通

过仿真图可以直观地看出，粒子在微流控芯片的九个

观测腔内分布比较均匀，因此，九宫格型微流控芯片

可以满足体细胞分布均匀性的要求。

 
 

(a)

(b)

5 mm

29:6 25:7 15:7

图 1  细胞分布模拟。 (a) 观测腔半径与流道宽度在不同比例下的粒

子分布；(b) 九宫格型通道粒子分布

Fig.1  Simulation  of  cell  distribution.  (a)  Particle  distribution  of

observation  cavity  radius  and  flow  channel  width  at  different

ratios; (b) Particle distribution of nine-cell channel
 

 

 1.2   微流控芯片制备

芯片的制备过程可简单描述为：首先，采用光刻

技术[10] 制造出九单元微通道凸突的阳模，如图 2(a)所

示。光刻步骤如图 2(b)所示。其次，在阳模上浇铸聚

二甲基硅氧烷 (Polydimethylsiloxane, PDMS)，PDMS在

一定温度下固化后便可从阳模上剥离，制成带有微通

道的芯片基片。最后，用玻璃盖片封接后制成高分子

聚合物微流控芯片。其过程如图 2(c)所示。在九宫

格微流体网络上设置一组用于装载被测样本的微流

体微腔，微流体流路的一端连接到入口，另一端通过

出口与废液腔连接。在设计中，微流体通路上平均分

布着三个观测腔，整个微流控芯片共有三个通路，九

个观测腔，观测腔半径为 500 μm。显微成像系统采集

观测腔处的细胞图像信息。为了减少细胞在观测微
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腔中的聚集以及在进样通道中的贴壁情况，使细胞

顺利地在进样通道流动，设计微流体的通道高度为

40 μm，通道宽度为 140 μm。九宫格微流控芯片示意图如

图 2(d)所示。

 
 

Observation cavity

(a)

(c)

(b)

(d)

Inlet Outlet

5 mm

Positive mold with convex microchannels

Pouring liquid high-molecular polymer
on positive mold

Peel off from the positive mold after
curing

Sealed with a cover sheet to form a
microfluidic chip 5 mm

Preprocessing

Apply photoresist and prebake

Exposure

Development and hard moldSubstrate

Substrate

Substrate

Photoresist
Substrate

Mask

UV or other light source

图 2  微流控芯片制备。(a) 微流控芯片通道阳模；(b) 光刻技术；(c) 微流控芯片制备过程；(d) 九宫格微流控芯片

Fig.2  Microfluidic chip preparation. (a) Anode mode of microfluidic chip channel; (b) Photolithography step; (c) Microfluidic chip preparation process;

(d) Nine-cell grid microfluidic chip 

 

 1.3   基于图像处理的体细胞计数方法

细胞的计数算法分为图像处理和细胞计数两个

部分，图像处理的目的是为了改善图像的识别效果，

突出目标信息，降低背景信息对目标信息的影响，使

处理后的图像更利于细胞计数。图像处理的过程分

为图像灰度化、图像滤波、图像增强、Canny边缘算

子检测和形态学开运算。细胞计数是将经过图像处

理后的图像通过连通域计数得到体细胞数量。

牛乳体细胞通过瑞氏染色法[11] 染色后，细胞核显

示蓝紫色颗粒状，其他区域呈浅粉色。原始图像如

图 3(a)所示 (为更清楚地说明图像处理细节，以拍摄

图像的 1/9为例)。通过显微成像系统拍摄出来的原

始照片为彩色图像，也即 RGB图像。灰度图像占用

的计算机内存小，运算速度快，便于后续处理，因此，

先进行图像的灰度化处理。

选用加权值法 [12] 来进行图片的灰度处理，如公

式 (1)所示：

Gray = 0.114Blue+0.587Green+0.299Red (1)

Red Green Blue式中： 的权重取 0.299； 的权重取 0.587；

的权重取 0.114，通过加权值法转换出的灰度图像，既

可以将背景与目标很好地区分出来，又可以提升图片

的亮度，同时又不会增加图片的噪声。灰度处理后的

图像如图 3(b)所示。

在拍摄、存储、传输照片的过程中，由于成像系

统或者是传输介质等原因，不可避免地使图像受到

噪声的污染。因此，有必要滤除这些杂质以提高图

像质量。图像通常含有脉冲噪声或高斯噪声。利用

中值滤波 [13] 可以抑制脉冲噪声，中值滤波如公式 (2)

所示：

g(i, j) = Med
A
{ f (i, j)} (2)

g (i, j) Med

f (i, j)

式中： 为中值滤波的输出结果； 表示取中值

操作； 为输入序列；A为邻域窗口，窗口尺寸取

奇数，文中选用 3×3。高斯滤波可以很好地滤除掉图

像中的随机高斯噪声。但是高斯滤波在滤波的过程

中只关注了位置信息，会过滤掉图片的边缘和纹理信

息，所以在进行高斯滤波后，图像会变得模糊。而双

边滤波在高斯滤波的基础上增加了像素值权重项，即

在考虑距离因素影响的同时也要同时考虑由于像素

值差异所带来的影响，像素值越近，权重越大。使用

双边滤波[14] 可以在保证图像边缘和纹理信息不被破

坏的情况下滤除高斯噪声，双边滤波如公式 (3)所示：
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Filter =
1

Wq

∑
p∈s

Gs(p)Gr(p)Ip =

1
Wq

∑
p∈s

e−
∥p−q∥2

2σ2
s · e−

∥Ip−Iq∥2

2σ2
r · Ip

(3)

Gr Gs

Wq

式中： 为像素值的权重；  为空间距离的权重；Iq 为

中心点像素的值；Ip 为周围点像素的值；q为图像区

域 s的中心；p为其周围的点；σs 为空间域标准差；

σr 为灰度域标准差； 为滤波窗口内每个像素值的权

重和，可用于权重的归一化，如公式 (4)所示：

Wq =
∑
p∈s

Gs (p)Gr (p) (4)

滤波后的图像如图 3(c)所示，整体图像变得非常

平滑。

对灰度图像进行滤波时，在过滤掉噪声的同时会

造成轻微的图像模糊。为去除图像模糊，首先通过矩

n

阵的掩膜操作 [15]，增加了图像的对比度，使图像变得

更清晰。然后通过对比度受限制自适应直方图均衡

法 (CLAHE)[16]，进一步提高图片的亮度和对比度。

CLAHE通过限制局部直方图的高度来限制噪声放大

和局部对比度增强。CLAHE会选取一个滑动的模

板，模板的映射函数 (i)如公式 (5)所示：

n (i) =
255×CDF (i)

N ×N
(5)

CDF (i)式中：N×N为滑动模板的大小；  为原始图像的

累积直方图。模板划到的区域内直方图的累计分布

函数如公式 (6)所示：

S =
d(n( i ))

di
= Hist (i)×

255
N ×N

(6)

Hmax

从上式可以看出，通过控制灰度直方图的高度可

以控制映射函数的斜率，以此来限制对比度的强度。

直方图的最大高度 如公式 (7)所示：

 

50 μm 50 μm

50 μm

50 μm

50 μm

50 μm

(a)

(c)

(e)

(b)

(d)

(f)

图 3  图像处理过程。(a) 原始图像；(b) 灰度图像；(c) 滤波后的图像；(d) 增强后的图像；(e) Canny边缘算子检测后输出的图像；(f) 形态学开运算

后输出的图像

Fig.3  Image processing process.  (a)  Original  image;  (b)  Grayscale  image;  (c)  Filtered  image;  (d)  Enhanced image;  (e)  Output  image after  the  Canny

edge detection; (f) The final output image after morphological opening operation 
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Hmax = kmax×
255

N ×N
(7)

kmax

Hmax

式中： 为斜率的最大值，对于高度大于直方图最大

高度 的直方图，应当截去多余的部分。在 CLAHE

的实际应用中，可以设定一个截断阈值，截断阈值可

以不等于灰度直方图的最大高度，使截断的部分在整

体的灰度范围内分布均匀，可以在直方图总面积不变

的前提下提升直方图的高度。增强后的图像如图 3(d)

所示。

在对牛乳体细胞进行计数时，不关心体细胞内的

具体信息，只需要提取体细胞外部轮廓即可。文中采

用 Canny边缘检测算法[17] 对经过图像增强后的牛乳

体细胞进行边缘提取，其算法流程图如图 4所示。经

过 Canny边缘算子检测后输出的图像为边缘的二值

图像，如图 3(e)所示。灰度图像中残余的一些噪声点

也会显露出来，此时可通过形态学操作中的开运算[18]

将这些微小的噪声点去除。开运算是对图像先腐蚀

后膨胀的操作，用来去除小物体、平滑大物体边界且

不明显改变原来区域的面积。通常在需要去除小颗

粒噪点以及分离纤细点处目标之间的粘连时使用。

与腐蚀操作相比，其优势在于能基本保持目标原有的

大小不变。最终输出图像如图 3(f)所示。其定义如公

式 (8)所示：

A◦B = (AΘB)⊕B (8)

图像的连通域[19] 是指图像中具有相同像素值并

且由位置相邻的像素组成的区域。图像中每个细胞

的边缘组成了一个连通域，通过计算图像中连通域的

个数，就可以得到图像中的体细胞个数。
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图 4  Canny 边缘检测流程图

Fig.4  Flowchart of Canny edge detection 

 

 2    系统设计

该系统主要由进样系统、显微镜成像系统、细胞

计数软件组成。进样系统将被测量的样品注射到微

流控芯片中，显微镜成像系统可以对牛乳中的体细胞

进行拍照，细胞计数软件对得到的体细胞数量信息进
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行存储。

 2.1   进样系统

进样系统主要分为三个部分，分别是染色、搅

拌、进样。进样系统的每个部分均采用负压驱动，以

此来增加系统的抗干扰性，避免在进样过程中受到空

气的污染，造成计数结果的不准确。系统以单片机

(STMicroelectronics:STM32F103)为控制中心，通过继

电器实现电压转换。染色过程就是使用瑞氏染色法

对生鲜牛乳进行染色，使体细胞在图像中更好地凸显

出来。将装有染色剂和生鲜牛乳试剂瓶的电磁阀

(JSY：JS0520L)同时打开，两种溶液会同时流入被动

式混合器中进行充分混合。然后，步进电机 (MOONS’:

14H030H-0304)驱动搅拌头搅拌混合溶液，使细胞在

微流控观测腔内分布均匀，防止因细胞重力而引起细

胞沉降和贴壁问题，使取出的溶液具有代表性。搅拌

混合溶液也可以使牛乳和染色剂充分混合，使体细胞

在图像中更明显。然后通过微注射泵 (FLUIGENT:

MFCSTMEZ)[20] 将溶液精确地注入到微流控芯片中。

进样系统如图 5所示。
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图 5  进样系统

Fig.5  Injection system 

 

 2.2   显微成像系统

文中所使用的显微成像系统是开发的第二版。

第二个版本采用 3D打印技术打印全身，使显微成像

系统各部分结构融为一体。 与第一个版本相比，第

二个版本更紧凑、更小、更便携。 第二个版本的显微

成像系统是不透明的，减少了光的干扰，使光只能产

生漫反射而不是镜面反射，提高了成像质量。

显微成像系统搭载了具有 400万像素的 CCD相

机，并具有放大 200倍、400倍和 600倍三个倍率的

物镜，内置可编程的控制器，WIFI模块和二自由度位

移平台，显微成像系统如图 6(a)所示。CCD相机采

用 Baumer堡盟的 HXC40 C型号，WIFI模块将采集

到的图片信息上传至计算机以备分析。二自由度位

移平台[21] 主要由基座、X方向位移平台、Y 方向位移

平台、观测窗、微型步进电机、八根圆形导轨和其它

相关零部件组成，二自由度位移平台如图 6(b)所示。

10−9

将提供 Y方向动力的微型步进电机设为电机 Y，

提供 X方向动力的微型步进电机设为电机 X，经计算

可得电机 Y驱动的部件质量约为 19.39 g，电机 X驱动

的部件质量约为 23.76 g。移动平台之间的摩擦因数

为 0.26，移动平台与各个圆形导轨的摩擦因数为

0.28，在这里均取为  0.28以简化计算流程。通过对

Y步进电机和 X步进电机等效转动惯量和等效负载

的计算，最终选取丝杠螺距为 0.5 mm，转动惯量为

 kg·m2 的微型步进电机，二自由度位移系统的步

进速度为 1 mm/s，转速为 240 r/min。

二自由度位移平台以稳定性和运动精度为基础，

运动平稳可靠，适配九宫格式微流控芯片，使之提供

可靠的数据以及图像信息。步进电机直接驱动滑块

移动，在结构紧凑设计的同时又保证了整体的美观
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性，大大减少了体积和开发成本，方便在整体硬件平

台上进行集成。选用单片机进行位移平台控制，使其

沿 X-Y行程均为 47 mm，与显微摄像镜头装配合理，

减少了外界因素对整个装置定位精度的影响。

 2.3   细胞计数软件

对于牛乳体细胞计数软件采用 MATLAB编写人

机界面。图像处理程序基于 OpenCV在 Visual Studio

中编写，直接在 MATLAB中生成。软件分为手动计

数、自动计数、导入数据库三部分。在手动计数界

面，用鼠标点击细胞，每点击一次，图片上被点击的细

胞就会留下一个色彩标记，同时细胞的个数就递增

1。根据上述图像处理和细胞计数算法，对图像中的

牛乳体细胞进行自动计数。自动计数结束后，软件对

计数结果进行自动处理，确定奶牛乳房的健康状况和

疾病程度。最后，软件计算出待测奶牛的挤奶顺序和

处理顺序。在导入数据库部分，软件将计数过程中的

一系列数据上传至 SQL数据库。在 SQL数据库 [22]

中创建奶牛的健康状况文件用于长期监控。

 3    实验结果分析

在当地的牧场随机选取了 20头奶牛通过上文所

述的牛乳体细胞计数系统对其分泌的牛乳在现场进

行体细胞个数的检测实验，以验证体细胞分布的均匀

性和检测乳房的健康状况。每头奶牛均是在挤奶完

成后的 1 h内完成对体细胞的计数，以保正牛乳的生

鲜性。

 3.1   细胞分布均匀性

为了使取出样品中的体细胞能够反应奶牛的乳

房健康状态，体细胞应均匀分布于观察腔内。为此随

机抽取一头奶牛将其牛乳泵入九宫格型微流控芯片，

使用显微成像系统对其微腔进行拍摄，基于九宫格型

微流控芯片拍摄出的牛乳体细胞图像如图 7(a)所

示。使用相同的牛乳通过载玻片制作牛乳体细胞切

片，使用显微成像系统对其进行拍摄，基于载玻片拍

摄的牛乳体细胞图像如图 7(b)所示。通过图 7可以

直观地看出，若使用载波片则无法保证牛乳体细胞分

布的均匀性，牛乳体细胞大量聚集在载玻片的中心位

置，造成大量细胞黏连，形成细胞团，体细胞分布不均

匀，通过这种方法计算出整体的体细胞数量与其真实

值之间有较大的误差，导致对奶牛乳房的健康状况做

出错误的判断。而基于九宫格型微流控芯片拍摄出

的体细胞分布均匀，与仿真结果一致。

 
 

50 μm 50 μm

(a) (b)

图 7  体细胞图像。(a) 基于九宫格型微流控芯片的拍摄；(b)基于载

玻片的拍摄

Fig.7  Somatic  cell  images.  (a)  Taken  on  nine-grid  microfluidic  chip;

(b) Taken on slides
 

 

对基于九宫格型微流控芯片细胞分布均匀性做

进一步分析，将 20头奶牛分别赋予 1~20的编号，对

每号奶牛牛乳拍摄 9张图像，为表述清楚，将第 1号

奶牛牛乳的 9张图像命名为第 1组图像，第 2号奶牛

牛乳的 9张图像命名为第 2组图像，依次类推。每张

图像牛乳体细胞数量如表 1所示，以一组图像为例，

图像的实拍图如图 8所示。计算各组图像体细胞标

 

(a) (b) Stepper motor

displacement platform displacement platform

Cylindrical guides

Observation window

5 cm
X-directionY-direction Pedestal

图 6  (a) 显微成像系统；(b) 二自由度位移平台示意图

Fig.6  (a) Microscopic imaging systems; (b) Schematic diagram of the two-degree-of-freedom displacement platform 

  红外与激光工程  
第 8 期 www.irla.cn 第 52 卷

20230265–7



准差系数，如表 1倒数第 2列所示。由于每组图像体

细胞数量的平均值不同，对于不同水平的总体不宜直

接用标准差指标进行对比，因此使用标准差系数来衡

量每一组图像中体细胞个数的离散程度，即离散程度

越小，体细胞分布也越均匀。由表 1数据可知，每组

图像标准差系数的最大值为 1.61%，最小值为 0.21%，

表 1  各组每幅图像的体细胞数量及标准差系数

Tab.1  Number of somatic cells per image in each group and the standard deviation coefficient
 

Group number 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Standard deviation
coefficient

Standard deviation
coefficient(1/9)

1 179 180 177 181 182 178 177 182 180 1.08% 4.31%
2 152 151 153 149 150 149 151 152 148 1.11% 4.37%
3 286 290 291 287 287 288 290 287 288 0.60% 2.06%
4 171 169 167 172 173 168 170 172 169 1.19% 3.81%
5 347 350 351 350 349 347 348 347 350 0.45% 1.67%
6 121 118 119 120 117 119 118 121 120 1.17% 5.85%
7 773 770 768 769 771 770 772 768 770 0.22% 1.75%
8 528 525 526 523 525 524 529 526 527 0.36% 1.21%
9 153 152 149 148 151 152 149 150 148 1.24% 4.36%
10 407 403 405 404 406 402 403 407 405 0.45% 1.55%
11 1 094 1 092 1 095 1 088 1 089 1 090 1 092 1 091 1 093 0.21% 1.53%
12 163 167 165 164 163 164 166 165 164 0.81% 3.92%
13 903 905 899 902 907 900 902 905 901 0.29% 1.37%
14 309 312 310 307 308 306 311 312 310 0.69% 2.05%
15 455 456 451 456 457 453 452 451 454 0.50% 2.13%
16 789 783 786 784 782 785 783 780 781 0.35% 1.46%
17 471 470 469 470 468 472 466 471 467 0.43% 1.34%
18 216 214 216 213 215 214 212 216 215 0.66% 3.09%
19 614 613 615 610 616 612 613 611 616 0.35% 1.03%
20 107 109 111 112 109 111 108 110 112 1.61% 5.81%

 

50 μm

图 8  某号奶牛牛乳的 9 张图像

Fig.8  9 images of milk from a certain cow 
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平均值为 0.69%，认为芯片 9个观测腔内的体细胞数

量波动在可允许范围内，证明体细胞在微流控芯片的

9个观测腔内分布均匀。

通过显微成像系统拍摄的每张图像平均分割为

9张，此时每组图像的数量为 81张，分割后每组 81张

图像体细胞数量的标准差系数见表 1最后一列。通

过对 1/9图像进行体细胞计数来验证微流控芯片每个

观测腔内细胞分布的均匀性。从表 1最后一列数据

可以看出，分割后每组 81张图像体细胞数量的标准

差系数最大值为 5.85%，最小值为 1.03%，平均值为

2.73%，认为分割后每组的 81张图像的体细胞数量波

动在可允许范围内，证明体细胞在微流控芯片的每个

观测腔内分布均匀。

综上，相较于载玻片，基于九宫格型微流控芯片

极大地提高了牛乳体细胞分布的均匀性，避免了样品

因为细胞粘附性、重力等原因造成的细胞沉降、贴壁

等问题，从而使体细胞在样品溶液分布均匀，保证了

取出的样品具有代表性，提高了奶牛乳房健康状态的

判断准确率。

 3.2   系统计数准确率和奶牛乳房健康状态

取每组 9张原始照片自动计数的平均值作为自

动测量值，将每组 9张原始图像中手动计数的平均值

作为手动测量值。根据图像参数，图像长度 5 802 μm，

宽度为 4 050 μm，通道高度为 40 μm，视场内溶液体积

如公式 (9)所示：

V =5 802×4 050×40 = 9.399 24×108 μm3 =

0.94 mm3 = 0.94 μL (9)

由公式 (9)可得视野范围内牛乳的体积为 0.94 μL。

每毫升生牛乳中体细胞数可以从每组图像体细胞数

的平均值得到。BD FACSAriaTM 流式细胞仪计数作

为真值，计算手动计数和自动计数的准确性。每毫升

生牛乳体细胞数的手动测量值、自动测量值和真实值

的比较如图 9(a)所示。可以看出，手动测量值和自动

测量值都很接近真值。测量值与真实值之间的误差

分布如图 9(b)所示。

从图 9(b)可以看出，自动计数的相对误差绝对值

的最大值为 2.93%，最小值为 0.53%，平均值为 1.72%，

得出自动计数的最大计数误差为±2.93%。手动计数

相对误差绝对值的最大值为 1.18% ，最小值为 0.24% ，

平均值为 0.63%，手动计数的最大计数误差为±1.18%。

可以认为，自动计数相对误差和手动计数相对误差较

小，均在允许范围内。自动计数的准确率在 97.07%~

99.47%之间，手动计数的准确率在 98.82%~99.76%

之间。

该系统自动计数的准确率比手动计数的准确率

略低，主要原因是牛乳体细胞中包含多种不同的细

胞，其中淋巴细胞的直径在 5~12 μm之间，中性粒细

胞的直径在 9~12 μm之间，乳腺上皮细胞的直径在

12~18 μm之间，巨噬细胞的直径在 15~25 μm之间，四

种体细胞如图 10所示。当两个较小体细胞距离较近

或发生重叠时，系统自动识别能力较差，不能分辨出

是两个不同的小体细胞还是一个较大的体细胞，因此

导致体细胞计数产生误差。由于基于九宫格型微流

控芯片使体细胞分布的均匀性高，很少出现上述情

况，所以自动计数和手动计数都有很高的准确率。自

动计数相较于手动计数更加便捷、省时。自动计数无

需人员操作由系统自动完成，缩短了检测时间使整个

检测过程可控制在 1 min内；手动计需要操作人员进

行操作，检测时间依赖于操作人员的熟练程度，没有
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图 9  (a) 真实值与测量值相比较的条形图；(b) 测量值与真实值之间

的误差分布

Fig.9  (a)  Bar  graph  of  measured  values  compared  to  true  values;

(b) Error distribution between the measured and true values 
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自动计数便捷。

在不同的研究中，奶牛牛乳中体细胞数对奶牛乳

房健康的判断标准不尽相同[23−27]。结合多种因素，文

中推导出判断奶牛乳房健康状况和疾病程度的标准，

如表 2所示。测量值和真实值的判断结果如表 3所示。

表 3中的数据显示了自动、手动和真值测定奶牛

乳房健康状态结果的一致性。验证了该计数系统的

表 2  奶牛乳房的健康状况和患病程度判断标准

Tab.2  Criteria for judging the cow’s udder health status and degree of illness
 

SCC/mL Cow’s udder health status Degree of illness

SCC < 200 000 Healthy -
200 000 < SCC < 300 000 Subclinical suspicion Slight

300 000 < SCC < 400 000 Subclinical suspicion Moderate

400 000 < SCC < 500 000 Subclinical suspicion Severe

500 000 < SCC < 600 000 Subclinical mastitis Slight

600 000 < SCC < 800 000 Subclinical mastitis Moderate

800 000 < SCC < 1 000 000 Subclinical mastitis Severe

1 000 000 < SCC < 1 200 000 Clinical mastitis Slight

1 200 000 < SCC < 1 500 000 Clinical mastitis Moderate

SCC > 1 500 000 Severe clinical mastitis Severe

表 3  判断奶牛乳房健康状况和患病程度

Tab.3  Judging the cow’s udder health status and degree of illness
 

Group
number

Manually
measured value/

mL

Automatically
measured
value/mL

True value/
mL

Manual
relative error

Automatic
relative error

Cow’s udder
status

Degree of
illness

Determine whether
the results

are consistent

1 190 426 186 170 189 031 0.75% −1.50% Healthy - Yes
2 159 574 162 766 158 126 0.92% 2.93% Healthy - Yes

3 306 383 313 830 305 152 0.40% 2.84% Subclinical suspicion Moderate Yes

4 180 851 176 596 180 413 0.24% −2.12% Healthy - Yes

5 370 213 377 660 372 329 −0.57% 1.43% Subclinical suspicion Moderate Yes

6 126 596 129 787 126 931 −0.26% 2.25% Healthy - Yes

7 819 149 806 383 821 459 −0.28% −1.84% Subclinical Severe Yes

8 558 511 554 255 560 396 −0.34% −1.10% Subclinical Slight Yes

9 159 574 157 447 161 345 −1.10% −2.42% Healthy - Yes

10 429 787 421 277 426 732 0.72% −1.28% Subclinical suspicion Severe Yes

11 1 161 702 1 177 660 1 156 930 0.41% 1.79% Clinical Slight Yes

12 175 532 180 851 177 624 −1.18% 1.82% Healthy - Yes

13 960 638 947 872 963 326 −0.28% −1.60% Subclinical Severe Yes

14 328 723 321 277 326 129 0.80% −1.49% Subclinical suspicion Moderate Yes

15 482 979 490 426 485 745 −0.57% 0.96% Subclinical suspicion Severe Yes

16 834 043 843 617 839 188 −0.61% 0.53% Subclinical Severe Yes

17 498 936 491 489 496 021 0.59% −0.91% Subclinical suspicion Severe Yes

18 228 723 224 468 226 619 0.93% −0.95% Subclinical suspicion Slight Yes

19 652 128 664 894 647 174 0.76% 2.73% Subclinical Moderate Yes

20 117 021 113 830 116 018 0.86% −1.89% Healthy - Yes

 

(a) (b) (c) (d)

图 10  (a) 中性粒细胞；(b) 淋巴细胞；(c) 乳腺上皮细胞；(d) 巨噬细胞

Fig.10  (a)  Neutrophil;  (b)  Lymphocyte;  (c)  Mammary  epithelium;

(d) Macrophage 
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实测值是有效的，判断结果是准确的。

当挤牛乳时，怀疑患有亚临床乳腺炎的奶牛应该

在牛群的最后挤奶。如果条件允许，可以为它们配备

单独的挤奶器，这样就不会干扰其他健康的奶牛。已

经患有亚临床乳腺炎的奶牛必须被隔离和治疗，以避

免牧场的进一步损失。

综上所述，建议的挤奶顺序为 20号、6号、9号、

2号、12号、4号、1号、18号、3号、14号、5号、10号、

15号、17号。建议的治疗顺序为 11号、13号、16号、

7号、19号、8号。

 4    结　论

文中提出了一种基于微流控芯片与显微成像系

统获取牛乳体细胞均匀分布的方法。解决了牛乳在

取样过程中细胞贴壁沉降等原因造成体细胞分布不

均匀，以及没有匹配的成像系统导致体细胞计数不具

有代表性的问题，文中的主要工作内容如下：

(1)制备了九宫格型微流控芯片，保证芯片内体

细胞分布的均匀度，并取九个观测腔体细胞数量的平

均值作为最终的检测结果，使最终得出的体细胞数量

具有代表性。随着体细胞均匀分布，图像处理算法和

细胞计数算法将变得更容易。

(2)将微流控技术与图像处理算法相结合应用于

牛乳体细胞计数领域，研制了搭载微型显微摄像镜头

的二自由度位移平台，可自动对芯片的九个观测腔拍

摄图像，使图像获取更加便捷。

(3)开发了一种低成本、便捷的体细胞计数系统，

自动计数精度可达 99.23%，可脱离实验室环境进行牛

乳现场检测。该系统集染色、搅拌、送样、显微成

像、自动拍照、细胞计数等功能于一体。从染色开始

到计数结束，整个检测过程可控制在 1 min内，满足对

牛乳新鲜度的要求。随着计数准确率的提升，对奶牛

乳房健康的判断也更加准确，并依次对奶牛挤奶顺序

和治疗顺序提出建议，尽量减少牧场因此而带来的经

济损失。

在以后的研究中可通过图像中每个连通域面积

的大小判断出体细胞的种类，进而可对体细胞进行分

类计数，研究单种细胞的数量对奶牛乳房炎的影响。

文中生鲜牛乳体细胞计数系统研发成本小，应用前景

广泛，为奶牛乳房炎的检测与预防提供了便利，也为

其他种类的细胞计数系统设计提供了参考依据。
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A study on the uniform distribution and counting method of raw cow's
milk somatic cells based on microfluidic chip
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Abstract:　
Objective　The somatic  cell  count  (SCC)  in  raw milk  is  an  important  basis  for  determining  whether  a  cow is
suffering  from  mastitis.  Identifying  cows  with  mastitis  by  testing  the  SCC,  then  isolating  and  treating  them as
early  as  possible,  can  effectively  prevent  the  spread  of  bacteria  in  the  herd  to  reduce  consequential  economic
losses. However, traditional methods may lead to uneven distribution of somatic cells during milk sampling, such
as cell adhesion settlement, and unrepresentative somatic cell count due to lack of matching imaging system. In
this  paper,  a  method  is  proposed  which  is based  on  the  nine-cell  grid  microfluidic  chip  to  make  somatic  cell
evenly  distributed  and  develop  a  two  degree  of  freedom  displacement  platform  equipped  with  a  micro  lens  to
improve the counting accuracy .
 

Methods　Firstly, a simulation was performed to verify the uniformity of the somatic cell distribution within the
chip observation cavities  (Fig.1).  And based on the simulation results,  a  nine palace grid microfluidic  chip was
prepared  (Fig.2).  Secondly,  a  two-degree-of-freedom  displacement  platform  (Fig.6)  equipped  with  a  micro-
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camera  lens  is  developed,  which  can  automatically  take  images  of  the  nine  observation  cavities  of  the  chip,
making image acquisition more convenient. Finally, somatic cells were counted by image processing (Fig.3), so as
to verify the uniformity of somatic cell distribution, obtain the counting accuracy, and judge the health status of
cow udder.
 

Results and Discussions　 20 cows were randomly selected from local pastures to verify the performance of the
proposed method. From the data in Tab.1, it can be seen that the standard deviation coefficient of the SCC in each
group of nine images is less than or equal to 1.61%, which verifies the uniformity of the distribution of somatic
cells  in  the  nine  observation  cavities  of  the  microfluidic  chip.  The  system  ensures  the  uniform  distribution  of
somatic  cells  and  renders  the  taken  samples   more  representative.  As  can  be  seen  from Fig.9(b),  the  maximum
absolute value of the relative error of the system of automatic counting is 2.93%, the minimum value is 0.53%,
and  the  average  value  is  1.72%.  The  maximum  relative  count  error  of  the  automatic  counting  is  obtained  as
±2.93%. The system has a very high accuracy for automatic counting.
 

Conclusions　The experimental results show that the somatic cell counting system developed in this paper can
make the somatic cell distribution in fresh milk more uniform and count more accurately. The standard deviation
coefficient of the number of somatic cells in each group of nine images was less than or equal to 1.61%, and the
smaller the standard deviation coefficient is, the more uniform the distribution of somatic cells is. The accuracy of
the automatic system counts ranged between 97.07% and 99.47%. This research method lays the foundation for
the detection and prevention of mastitis in cows.

Key words:　dairy  mastitis;         microfluidic  chip;         micro  microscope  system;         image  processing;         cell
counting;      standard deviation coefficient
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