
用于数字等温扩增系统的荧光图像分析技术

徐静 1，汪磊 2，赵俊 2，花昌义 2，朱灵 2，王明龙 2，周正仙 1

1.中国科学院合肥物质科学研究院应用技术研究所/安徽省生物医学光学仪器工程技术研究中心/安徽省医用光学诊疗技术与装

备工程实验室，安徽 合肥 230031；2.安徽师范大学物理与电子信息学院，安徽 芜湖 241002

【摘要】基于微流控芯片的数字等温扩增技术作为一种新型分子检测技术，可以通过对采集到的荧光图像进行特定的图像

处理，以实现对待测目标的绝对定量分析。本研究利用本课题组研制的数字微流控芯片所采集到的荧光图像为分析对

象，并结合实际应用环境，开发出配套的软件分析系统。该系统中的荧光图像处理分析部分具备图像拼接、图像倾斜校

正、目标区域的截取、图像分割以及荧光亮点计数等功能。该系统能很好地满足核酸分子数检测的需求，并具有良好的人

机交互性能。结果表明该系统的分析结果与 Image J图像处理软件的统计结果不仅具有一致性，而且能够对检测到的结

果实现自动化的计算分析，这为该款软件分析系统的广泛应用奠定了坚实的基础。
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Abstract: The digital isothermal amplification technology based on microfluidic chips, as a new molecular detection

technology, can be used to specifically process the collected fluorescence image, thereby achieving the absolute quantitative

analysis on the target to be tested. A supporting software analysis system is developed with the fluorescence images collected

by the self-developed digital microfluidic chips as the analysis object and based on the consideration of the actual application

scenario. The florescence image processing part of the developed system has such functions as image splicing, image tilt

correction, intercept of target area, image segmentation and fluorescence spot counting. This analysis system can satisfy the

requirement of nucleic acid molecular number detection and has good human-machine interaction performance. The analysis

results obtained by the system are consistent with the statistical results of Image J image processing software, and moreover

the proposed system can achieve an automatic calculation and analysis of the detected results, which lays a solid foundation

for the wider application of the analysis system in the future.
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前 言

数字等温扩增技术作为一种新型分子检测技

术，相比需要连续变温的精确温度控制的传统聚合

酶链式反应（Polymerase Chain Reaction, PCR）技术，

准确性更强，行业认可度更高，可以在恒定温度下实

现基因的“绝对定量”分析，同时可实现检测装置的

小型化、便携化，在健康筛查、临床医学、检验医学、

分子生物学、基因组学及食品安全等相关的各个领

域都有着广阔的应用前景［1］。

数字微流控芯片荧光检测装置的核心环节是通

过采集到的荧光图像得出数字 PCR 的反应结果，所

以荧光图像的分析结果准确与否就显得尤为重
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要［2-4］。不断发展的这些荧光图像处理方法的最终目

的都是为了得到去除噪声、还原图像细节的荧光图

像，从而为下一步精确的生物结果分析奠定基础。

其中处理的关键步骤是图像拼接和图像分割这两大

部分。2018年，由周淑芳等［5］提出的拼接方法需要人

为确定荧光图像 3个顶角处的微反应室的中心位置，

该方法存在一定程度上的不精确，同时也不满足方

便快捷的宗旨。传统的局部阈值和全局阈值法对于

有噪声、光照不均、阴影等现象的图像难以取得令人

满意的分割效果。2013年，Helmy等［6］提出利用局部

阈值分割对 cDNA微阵列图像进行分割的方法，对于

有上述问题的图像，该方法极易将图像中的噪声识

别为目标。

本研究基于数字等温扩增技术采集到的荧光图

像，运用C++语言开发荧光图像检测分析系统。首先

对采集到的荧光图像进行拼接处理，然后对图像进

行倾斜校正和目标区域的截取，并对其进行滤波和

二值化等去噪处理，最后进行芯片的阳性分子数（荧

光亮点）的统计计数。该方法为数字 PCR 等温扩增

反应提供了精确的分析结果，实现了数字等温扩增

的快速检测分析。

1 数字等温扩增系统结构

本研究自主研发的整套数字等温扩增系统是由

多个子系统模块构成，主要的模块为由电子多圈式

编码器、步进电机以及单维移动平台组成的三维高

精度位移平台，由半导体制冷片、热沉、散热器组成

的温控模块以及由大功率LED模组和超高分辨率的

科研级数字相机组成的荧光检测模块（图 1）。通过

对每个子系统的分别设计和最后的集成调试来保证

整套系统的性能稳定和准确的检测结果。

2 数字PCR芯片荧光图像处理方法

本研究开发的数字 PCR 芯片荧光图像处理的

主要过程如下：首先对获取的图像进行处理，包括

基 于 快 速 特 征 点 提 取 和 描 述（Oriented Fastand

Rotated Brief, ORB）算法的图像快速拼接、旋转校

正、目标区域（反应通道）截取；随后进行荧光图像

的预处理，包括图像滤波、通过滑块调节整张图片

和选中需要单独调节的局部区域的分割阈值，并对

图像进行二值化操作，以达到荧光图像最佳的分割

效果，为后续的操作做铺垫；最后进行荧光图像中

阳性分子数的计数，通过提取绘制二值化图像中的

荧光点轮廓，计算所绘制轮廓的周长，并据此筛选

出并剔除在通道中和芯片表面上的大小形状不一

的荧光污染点，从而实现荧光亮点（阳性分子数）的

精确计数。

2.1 荧光图像目标区域的获取

2.1.1 拼接过程 由于芯片单通道长度为 3.5 cm，相机

在保证所拍摄芯片微腔清晰的情况下单次拍摄最大

视场长度为 1.6 cm，所以需要分次拍摄并对局部荧光

图像进行拼接，还原成完整的荧光图像。通过上位

机控制高精度位移平台，并使用相机进行 3次成像，

获得芯片左、中、右这 3幅局部图像，且这 3幅图像满

足交叠区域有足够的重叠区域的同时保证分别包含

芯片的边界，并通过 OpenCV 环境中的 ORB 算法提

取图像中的特征点计算描述符［7］。ORB算法结合和

改进了FAST特征点检测和BRIEF特征描述子，在计

算速度上，相比同类型的 SIFT、SURF 特征提取算法

分别快 100倍和 10倍［8］。ORB算法原理和具体处理

步骤如下：

（1）采取 FAST特征点算法检测所构造的图像金

字塔中每层的特征点，解决原算法中不具备尺度不

变性的问题，然后采用 harris角点响应函数计算响应

值并排序选取前N个特征点。

（2）利用与直方图算法和MAX算法相比具有更

好的恢复主方向性能的灰度质心法进行简单有效的

角点方向检测，该法假设焦点的灰度和质心之间存

在偏移。

以关键点和取点区域建立二维坐标系，计算每

个点的质量mpq 即等于其对应的像素值（s、t为所取点

的下标值；x、y为该点在所建立的二维坐标系中的坐

标值），利用积分求出关键点的质心C。

图像的（s+t）定义矩的计算式如下：

mst =∑
x, y

xs yt I ( x, y ) （1）

得到图像的质心C为：
图1 数字等温扩增系统结构图

Fig.1 Structure of digital isothermal amplification system
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C = (
m10

m00

,
m01

m00

) （2）

特征点方向，即从角点中心到质心的向量为：

θ = arctan ( m01, m10) （3）

（3）采用 BRIEF 算法将获取的特征点描述成一

组二进制的比特字符串描述符，然后将特征点的

patch旋转到计算的主方向上，以解决原 BRIEF 算法

不具备旋转不变性的缺陷。

该方法相比于其他图像拼接方法鲁棒性更好，能

够较好地适应图像的尺寸、平移、旋转以及光照的变

化，而其中所提取的特征点作为最基本的特征，其计算

过程简单，且能保持影像的灰度不受损坏。该方法解

决了受制于相机性能的难题，有效地实现了万级高密

度芯片全景荧光图像检测。具体的局部图像拼接步骤

如图2所示，图3则展示了局部荧光图像按照此算法步

骤在本软件中运行拼接操作的效果图。

图2 荧光图像拼接流程图

Fig.2 Flowchart of fluorescent image splicing
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图3 三部分荧光图像拼接过程

Fig.3 Three-part fluorescence image splicing process

a：一二部分特征点查找匹配 b：一二部分拼接结果图与第三部分拼接 c：拼接最终结果

2.1.2 荧光图像的旋转和目标区域的截取 芯片在拍

摄过程中可能由于一些人为因素致使拍摄荧光图像

倾斜，这样就无法截取到完整的待处理分析的目标区

域,故需要对图像进行倾斜角度校正［9-12］。本研究首

先计算图像旋转任意角度后的图像大小、坐标系变换

之后点的坐标以及图像二维的旋转矩阵，再利用

OpenCV 中 的 彷 射 变 换 warpAffine （src, dst,

map_matrix,flag,fillval）对原图重映射，以实现荧光图

像任意角度旋转校正的目的。

为提高后续的荧光点计数的精度，应尽可能减小

待处理的目标区域，将待分析处理荧光反应微腔区域

截选出来。通过获取OpenCV中的鼠标点击事件，编

写相应的回调函数，以实现通过点击鼠标拖动出现矩

形框来辅助完成目标区域的截取。获取一个通道的

整个反应微腔之后，对该部分进行荧光点计数，如图

4所示。
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2.2 荧光图像预处理

由于数字 PCR 微流控芯片的特殊性，在往芯片

中注入样本和试剂的过程中，芯片表面以及通道内

部往往会有一定的荧光物质的残留，从而造成污染，

并且芯片在成像前和成像过程中免不了会有杂光等

干扰，这会导致所拍摄的荧光图像出现大小不一的

噪点。可以通过滤波处理来减弱这些干扰，从而增

强荧光亮点。针对本课题组研制的芯片所拍摄的荧

光图像，经过反复的实验，最终选用效果最好的中值

滤波［13］和高斯滤波［14］来进行滤波处理。

为了排除微反应腔室之外的杂质点以及背景光

等的干扰，需要对荧光图像进行二值化处理。日本

学者大津提出了一种自适应的阈值确定最大类间方

差法，又称大津法［15］。但是针对荧光图像的特点，由

于相机和光照等原因会导致图像灰度值分布不均

匀，大津法计算的分割阈值并不能很好地分割背景

和荧光亮点，所以本研究采取在图像窗口上附上滑

块实时调节分割阈值的方法，并对局部灰度值不均

匀的区域采用鼠标点击绘制矩形框的方式选中需要

单独处理的区域进行单独设置分割阈值，以达到良

好的二值化分割效果。具体处理过程如图5所示。

图4 荧光图像旋转校正和截取

Fig.4 Fluorescence image tilt correction and intercept of target area

a：拼接后完整荧光图像 b：旋转校正之后 c：截取目标区域

图5 全局及局部阈值结合法分割图片

Fig.5 Image segmentation by the combination of global and local thresholds

a：局部荧光图像 b：选择待处理区域 c：局部阈值调整 d：调整后结果

2.3 芯片阳性分子数计数

芯片上阳性微反应腔区室在荧光标记物标记下

形成荧光亮点，需要对这些荧光亮点进行检测统

计［16-18］。在 OpenCV 中结合 Suzuki 等［19］提出的轮廓

检测算法检测亮点的外层轮廓，核心方法是找到一

个边界，用一个唯一的数字去标记，最后标记值相同

的像素点属于同一个边界，不同边界之间的层次关

系通过其标记值保存下来。利用该算法检测到的轮

廓数量即是荧光亮点数量。

但是实际情况下的芯片拍摄的荧光图像即使在

上述步骤处理完成之后还是难免会有荧光污染和通

道之间的连结等影响计数的精确度，故本研究提出

一种利用 OpenCV 中的 arcLength（InputArray curve,

bool closed）计算提取的轮廓周长，并设置双阈值筛

选滑块设置符合要求的最大和最小的周长值，将不

满足所设置周长区间的形状大小不一的噪点从统计

的荧光亮点数中剔除，从而大大提高荧光亮点计数

的精度。
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3 实验结果与验证分析

本实验采用的是自主研发的自吸式数字等温扩

增微流控芯片，芯片采用多层结构设计，分别是

PDMS 加固层、PDMS 防吸附层、玻璃底层。该芯片

分为两个区：实验组区和阴性对照组区。单块芯片

共计 4 万余个微反应腔，每个微反应腔的体积约为

0.5 nL，芯片实物图如图6所示。

针对所研发的数字微流控芯片及其应用背景开

发的软件操作界面主要由图像显示区域、结果显示

和参数显示构成，本实验使用本课题组所设计的芯

片拍摄的荧光图像作为初始图像进行图像拼接、图

像倾斜校正等一系列的图像处理步骤，最终得到的

实验结果如图7所示。

为了验证该自主开发的荧光图像分析系统的有

效性和准确性，利用本课题组自主研制的自吸式数

字等温扩增微流控芯片对人体尿液中循环游离的

miR-21 分子进行扩增，通过自主开发的荧光图像分

析软件对 miR-21 的基因绝对拷贝数进行计算分析，

同时利用 Image J图像处理软件统计荧光亮点作为参

考，进行对比研究分析。实验的理想情况是一个反

应腔最多有一个目标分子，然后通过统计荧光亮点

计算得出待测样品的浓度。但是，由于加样的过程

中靶分子分散至每一个反应微腔是一种随机分配的

过程，所以无法实现上述的理想情况，特别是当待测

样本溶液体积较大时，往往一个阳性反应微腔中可

能包含两个及以上的目标分子，这一现象恰好符合

泊松分布规律［20-21］，所以本研究在自主开发的分析软

件中使用泊松分布这一概念来校正出靶分子的浓

度。计算公式如下：

P ( k, λ ) =
λk

k!
e-λ （4）

其中，k 表示每个反应小室中的 DNA 分子数；λ是指

目标分子占总的反应微腔数的比例；P是每个微腔有

k个目标分子的概率。

微腔内至少包含 1 个拷贝分子即实验测得的荧

光亮点的概率为：

P ( K > 0, λ ) = 1 - P ( k = 0, λ ) = 1 - e-λ （5）

假设样本基因分子的拷贝数浓度为 C0，稀释倍

数为Ddil，通过软件统计出来的荧光亮点数为 n，总的

反应腔室数为N，那么在假定每个包含一个或者多个

拷贝分子微反应腔室都能产生荧光信号并能够被准

确地统计为荧光亮点的基础上，可推算出拷贝数

浓度：

C0 = -Ddil × N × ln (1 -
n

N
) （6）

本研究使用自吸式数字等温扩增微流控芯片扩

增人体尿液中循环游离的miR-21分子的结果（局部）

如图 8 所示。图 8a 是 20 μL 等温扩增反应混合液中

添加上 1 μL 的人体尿液样本后，拍摄芯片的荧光图

像；图 8b 是不添加样品的阴性对照结果。自吸式数

字等温扩增微流控芯片成功实现了样本中循环游离

miR-21 分子的检测。反应结束后，将得到的荧光图

图6 数字等温扩增微流控芯片

Fig.6 Digital isothermal amplification microfluidic chip

图7 荧光图像处理界面及处理结果

Fig.7 Fluorescent image processing interface and processing results
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片通过本软件的分析处理，自动计算出 miR-21 的拷

贝数为 168.7 copies/μL，结果如图 8d所示；相应的，利

用 Image J图像处理软件对同一荧光图像进行手动处

理后统计计算得出的荧光亮点和拷贝数均与本系统

软件计算结果一致，如图 8c所示。因此，可以表明通

过本文方法设计开发的荧光图像处理分析软件能够

自动地准确计算分析得出自吸式数字等温扩增微流

控芯片上生物学实验的基因拷贝数。

图8 使用数字等温扩增微流控芯片扩增人体尿液中循环游离的miR-21分子的结果

Fig.8 Amplification results of circulating free miR-21 molecules in human urine by digital isothermal
amplification technology based on microfluidic chips

a：人体尿液中循环游离的

miR-21分子的扩增结果

b：不添加样品的

芯片阴性对照图

c：Image J图像处理结果 d：本文处理分析系统

得出的结果

4 总结与展望

本研究着重介绍了根据本课题组自主研发的数

字微流控芯片及其应用场景开发的集图像采集、芯

片载物平台控制、荧光图像处理、数据分析等于一体

的配套软件控制分析系统中的荧光图像处理部分，

该部分的主要功能是消除芯片的制作、生物反应以

及荧光图像采集等过程中产生的各种影响因素给结

果分析处理所带来的干扰，提升数字 PCR 荧光定量

结果的准确性。首先，确定合适的对荧光图像进行

初步处理的方案，获取要进行处理分析的目标区域，

减少不相干区域给处理效率和准确性带来的影响；

其次，通过对目标区域进行滤波和二值化的预处理，

尽可能多地在荧光点计数之前以及保证荧光图像有

效细节不丢失的基础上滤除干扰；最后，通过对荧光

图像全局阈值和局部阈值的滑块调节对图像进行准

确且有针对性的分割，获得的结果明显优于只通过

一个阈值对图像进行分割处理，再根据荧光点的周

长的统计筛选掉不符合要求、大小不一的荧光噪点。

通过本文方法对采集到的荧光图像进行处理可以获

得不失真、较为清晰且完整的荧光图像分割结果，并

能够精确计算出荧光亮点的数量，为后续的生物学

结论分析积累数据奠定基础，但仍需要对荧光图片

的处理效率和精度做进一步的优化提高。
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