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用于多孔板细胞分析的自动显微成像系统
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摘要：设计了用于多孔板细胞分析的自动显微系统以实现药物筛选的自动检测。研究了系统的机械结构、人机交互软

件、对焦评价函数的选择和多视野图像拼接功能。该系统采用支架式结构，克服了形变带来的精度影响；对比传统机械

传动的优缺点后，采用伺服电机和音圈电机两级调节的方式来提高系统精度和对焦速度。比较了几种对焦评价函数的

性能并提出性能更优的评价方法。考虑到高倍显微镜下视野小对实验统计意义的影响，设计了多视野图像拼接等图像

处理功能。最后，实验验证了系统的设计技术指标。实验结果表明：单次对焦时间为２ｓ；对焦精度在微米级；单次４×４

图像阵列拼接时间为１５ｓ，满足系统进行药物筛选对速度、自动化程度和稳定可靠性的要求。
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１　引　言

　　随着电子技术、控制技术与计算机技术的发

展，光学仪器对自动化、智能化的要求越来越高［１］，

而应用显微镜进行药物筛选实验时，往往都是以人

工方式进行的，这种方式耗费时间和人力，很难大

规模筛选。因此，发展自动对焦显微镜的需求日益

迫切。现有的自动对焦显微镜已经实现了实验室

显微镜的自动化，即自动调焦迅速找到最清晰的图

像，然后用计算机控制自动切片扫描，进行医疗诊

断、病理分析和实时教学等功能。不过这些都是针

对实验室的切片检测，行程小，智能化程度低，难以

满足现代医学大规模药物筛选的需求。

近年来，药物研发的过程中越来越重视筛选

研究，利用细胞内荧光的聚集度来进行药物筛选

的方法正在迅猛发展。有文献报道［２］ＤＮＡ损伤

（电离辐射或紫外线照射等）后，组蛋白被迅速地

磷酸化募集其他蛋白到损伤部位形成荧光“焦点”

结构，焦点的数量与电离辐射引起的双链断裂数

量存在一一对应关系，表明这一指标极有可能成

为检测细胞 ＤＮＡ 损伤的新的特异性指标
［３５］。

因此测量每个细胞荧光“焦点”结构总面积这种量

化的方法适用于大规模药物筛选［６］。在获取细胞

图像时，由于被测样品量大，而以往的显微镜检测

视野小、操作繁琐，检测一张９６孔板需要几个小

时的时间，难以满足实验需求。因此研制能实现

大规模药物筛选，适应能力强，速度快，可靠性能

好，操作简单，用于多孔板药物分析的自动显微成

像系统是十分必要的。

本文针对以往对药物检测方法存在的不足，

设计了用于多孔板药物分析的自动显微成像系

统。针对该系统设计了大行程二维平移台，可以

同时检测４个９６孔板；开发了集孔位扫描、自动

对焦、图像拼接、图像信息输出等功能于一体的软

件，满足用户实验需求。在显微镜自动对焦关键

技术上讨论了几种对焦评价函数，并提出了新的

评价方法。对比传统机械传动的优缺点，采用伺

服电机和音圈电机（直线电机）两级调节的方式，

提高了显微镜的绝对精度。实验证明本系统在完

成筛选工作要求的同时，具有很好的稳定性和可

靠性，且检测速度快、精度高、自动化程度高。

２　用于多孔板细胞分析的自动控制

显微系统的工作原理及构成

２．１　显微系统的工作原理

图１所示为多孔板细胞分析的自动显微成像

系统成像原理图。如图所示，多孔板细胞分析的自

动显微成像系统用ＣＣＤ通过单筒显微镜拍摄检测

药品，通过机械机构上下移动ＣＣＤ，代替了粗调或

者微调的功能，改变显微镜成像系统的物距，获取

图像传入计算机。然后对获取的图像通过自行开

发的软件进行处理，获得实验结果。图中９６孔板

板孔中的细胞在底部的位置分布高低不同，其对焦

位置各不相同，手动对焦必然耗费大量时间。本系

统的设计大大减轻了操作者的劳动强度，减少或避

免操作者因反复调焦造成的主观误差，也省去了复

杂的调焦步骤，大大的方便了操作者［７］。

图１　系统成像原理图

Ｆｉｇ．１　Ｉｍａｇｉｎｇｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｓｙｓｔｅｍ

图２所示为多孔板细胞分析的自动显微成像

系统工作原理图，主要由电机控制部分、机械传动

部分、显微成像系统和ＰＣ机控制台组成。电机
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控制部分由运动控制卡、电机驱动器和交流伺服

电机组成。机械传动部分由犡犢载物台和犣轴运

动部件。显微成像子系统由科学级ＣＣＤ和单筒

显微镜头组成。系统工作时，ＰＣ控制台发出指

令，由显微成像系统获得图像信息，电机控制部分

和机械传动部分保障运动精度，由软件输出最后

图像信息。

图２　系统工作原理图

Ｆｉｇ．２　Ｓｙｓｔｅｍｆｒａｍｅｗｏｒｋ

２．２　显微系统的机械构成

为增大测量范围并提高绝对对焦精度，系统采

取两级调节方式，由伺服电机带动精密丝杆模组进

行粗调，音圈电机直驱进行微调。其中，粗调采取

研磨级滚珠丝杠，丝杆运动３００ｍｍ导程误差在８

μｍ；微调采用音圈电机，理论定位精度达到１μｍ。

系统整体结构充分考虑到机械变形、犣轴自重对系

统精度的影响。采取如图３所示的支架式结构，添

加加强筋，克服形变带来的精度影响。

图３　系统机械结构示意图
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图３中的机械传动装置包括犡犢载物台和犣

轴调焦装置，可以在软件的控制下按用户要求运

动。系统中加入大行程犡犢载物台，可以同时安

放４张９６孔板并快速精确地进行孔板扫描，完全

可以适应大通量样品检测。犡犢载物台使用研磨

级滚珠丝杠作为传动装置，定位精度在８μｍ，小

于９６孔板孔中心间隔的１／１０００，满足孔位扫描

精度需求。系统通过软件控制大规模药物自动检

测，取代目视观察，数字成像效率高速度快，消除

了由于观察者不同带来的主观差异性，大大提高

了实验效率和测量精度。

３　显微系统的软件设计

３．１　软件模块设计

该软件在ＶＣ＋＋编译环境下，使用多轴控制

卡提供的动态数据链接库，可分别或同时控制犡、

犢、犣轴的运动，可以设置各轴的起始速度、最大速

度、加速时间、运动方式选择等。同时也可实时监

测各轴运动状态是否出现异常情况，若出现异常则

立即停机，直至解除异常。软件设计了循环运动功

能模块，实现了周期性快速精确地移动９６孔板。

设置好运动参数后点击循环运动即开始一个周期

的孔板检测，包括孔板的周期性移动、不同阵列的

周期移动和对焦运动。完成一个周期检测后回到

初始位置，换样后即可进行下一周期的检测。

同时设计了自动对焦模块，系统在工作时，通

过犣轴方向上的运动系统实现调焦，带动光学成

像系统沿犣轴方向上下移动
［１０］。利用对焦评价

函数计算图像清晰度值即对焦函数评价值，通过

对焦评价函数判断实现正确对焦［８］。具体步骤如

图４所示。

图４　系统流程图

Ｆｉｇ．４　Ａｕｔｏｆｏｃｕｓｉｎｇｆｌｏｗｃｈａｒｔ
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３．２　对焦评价函数的选择

自动对焦算法是本系统软件部分的重点，而

自动对焦算法的好坏在于对焦评价函数［９］。对焦

评价函数可以反应出图像对焦的程度，好的评价

函数曲线应该有良好的灵敏度、稳定性和对焦精

度。在采用自动对焦方法进行对焦测量时，对焦

评价函数是实现该测量的关键。本工作在比较多

种焦评价函数后选取以下两种对焦评价函数［１１］：

（１）方差评价函数

理论上清晰的图像比模糊的图像具有更大的

灰度级差异。所以，通过计算一幅图像的灰度值

方差或标准差可以构造出一个方差函数，该方差

函数即可作为图像清晰度的评价标准。当灰度方

差算子取最大值时，该位置即为对焦位置。

对于一幅 犕×犖 像素的灰度图像，记犵（狓，

狔）为图像在点（狓，狔）处的灰度值，为表述方便，整

幅灰度图像也用犵（狓，狔）来表示，评价函数统一用

Φ表示（以下同）。图像犵（狓，狔）的标准差 ＳＤ

（ＳｔａｎｄａｒｄＤｅｖｉａｔｉｏｎ）定义为：

＝犛犇 ＝
１

犕×犖∑狓 ∑狔
（犵（狓，狔）－μ）［ ］２

１／２

，

（１）

其中：μ为平均灰度值，由式（２）表示：

μ＝
１

犕×犖∑狓 ∑狔
犵（狓，狔）． （２）

对于相同的图像，图像很清晰时，其标准差Φ

很大；当图像变的模糊时，其标准差变小。

（２）拉普拉斯评价函数

拉普拉斯函数法是对图像进行二阶微分运

算，其定义如下：


２
犵（狓，狔）＝


２
犵（狓，狔）

狓
２ ＋


２
犵（狓，狔）

狔
２ ． （６）

二阶微分是根据不同的微分方法对应着不同

的拉普拉斯算子：

犔＝
１

６

１ ４ １

４ －２０ ４

烄

烆

烌

烎１ ４ １

， （７）

对应的对焦品质评价的拉普拉斯法目标函数为：

＝∑
狓
∑
狔

狘犔犵（狓，狔）狘． （８）

实验表明以上两种评价方法在对焦灵敏度上

区别很大。其中拉普拉斯函数法在对焦清晰度和

对焦离焦位置有最大的评价值差，对焦评价曲线

最尖锐，因此本文选择用拉普拉斯评价函数法作

为评价最佳对焦位置的评价函数。在开始对焦

时，必须先决定搜索方向，拉普拉斯法在远离最佳

对焦位置时评价值变化过小，若以此做评估，可能

会因为噪声干扰造成远离对焦位置的方向误判。

而方差评价函数在较大的离焦范围内有很好的评

价性能，尽管方差函数的曲线平滑，但计算速度

快，因此选取方差函数来进行粗调焦。

３．３　图像拼接功能

考虑到本系统在显微镜下拍摄视野小和小视

野下拍摄的图像显示信息少，不具备统计意义等

问题，本文设计了多视野图像拼接模块以满足实

验需求。

图像拼接技术是将一组相互间重叠部分的图

像序列进行空间匹配对准，经重采样合成后形成

一幅包含各图像序列信息完整的新图像的技术。

同时在消除图像接缝的同时，也要保证拼接图像

的质量不受损失。图像重叠区域的设置采取实验

的方法得出，根据拼接效果试出最优重叠区域，当

电机输入１４００脉冲信号时，拼接效果最好，此时

平台移动０．５６ｍｍ，即重叠区域大约是图像的一

半。当继续增大重叠区域时，图像效果变化不明

显，即此时为最优重叠区域。

其图像拼接的基本流程如图５所示。

图５　图像拼接流程图

Ｆｉｇ．５　Ｆｌｏｗｃｈａｒｔｏｆｉｍａｇｅｓｔｉｔｃｈｉｎｇ

本软件图像拼接功能是基于 ＯｐｅｎＣＶ２．４．０

和ＶＣ＋＋平台的图像拼接，利用ＯｐｅｎＣＶ２．４．０

里的Ｓｔｉｔｃｈｉｎｇ模块，实现图像拼接功能。根据使

用者对图像的要求，可以设置图像阵列，从而改变

图像大小。使用者设置好阵列数值，待获取图像

后点击Ｓｔｉｔｃｈｉｎｇ便可自动进行图像拼接。

４　实验及结果

４．１　评价函数比较实验

使用２５倍物镜，光学分辨率为０．８４μｍ、单

次成像视野面积１．１ｍｍ、图像像素为１９２０×

２５６０。设计实验对几种常用的对焦评价函数进

行比较，使用对焦系统采集了３００幅大小为１９２０
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×２５６０的图像。分别用３种函数进行处理分析，

对评价结果进行归一化，得到如图６所示的评价

函数性能比较图。

图６　对焦评价函数性能的比较

Ｆｉｇ．６　Ｃｏｎｔｒａｓｔｏｆｅｖａｌｕａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

从图６可以看出３种评价函数都有一维极

值，图像在极值位置最清晰，因此３种评价函数都

能实现对焦功能。方差函数、Ｓｏｂｅｌ函数、Ｌａｐｌａｃｅ

函数３种评价函数在峰值点附件依次变大，可以

证明其对焦性能也是依次增强。

４．２　单次切片对焦及拼接实验

选取单子叶植物茎切片作为实验对象，实验

（ａ）４×４图像阵列

（ａ）４×４ｉｍａｇｅａｒｒａｙ

（ｂ）单子叶植物茎切片完整图

（ｂ）Ｓｔｉｔｃｈｉｎｇｉｍａｇｅｏｆ（ａ）

图７　图像拼接实验

Ｆｉｇ．７　Ｓｔｉｔｃｈｉｎｇｒｅｓｕｌｔ

设定了４×４图像拼接阵列。从系统初始位置开

始计时，经过系统初始化、对焦采图、图像拼接结

束完成单次对焦拼接实验共用２０ｓ。其中系统初

始化用时３ｓ，系统单次对焦采图用时２ｓ（每个孔

均需２ｓ），图像拼接用时１５ｓ。图７（ａ）为单子叶

植物茎切片４×４图像阵列，其拼接后的结果如图

７（ｂ）所示。

实验结果表明，该自动对焦显微成像系统可

以完成自动对焦、图像拼接任务。单次测量时间

在２０ｓ左右。

５　结　论

　　本文根据药物筛选实验的需求，设计并研制

了自动对焦显微成像系统。介绍了系统的独特结

构和工作原理，比较了几种对焦评价函数的性能

并提出了性能更优的评价方法。考虑到高倍显微

镜下视野小对实验统计意义的影响，设计了多视

野图像拼接等图像处理功能。实验结果表明，单

次对焦采图时间为２ｓ；４×４图像阵列拼接时间

为１５ｓ；完成单次测量孔板板孔实验时间为２０ｓ，

满足医用自动对焦显微成像系统设计要求。

参考文献：

［１］　毛邦福．显微镜自动对焦系统的设计与优化［Ｄ］．

浙江：浙江大学，２００６．

ＭＡＯＢＦ．犜犺犲犇犲狊犻犵狀犪狀犱犗狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀狅犳犕犻

犮狉狅狊犮狅狆犲犃狌狋狅犳狅犮狌狊犛狔狊狋犲犿 ［Ｄ］．Ｚｈｅｊｉａｎｇ：Ｚｈｅｊｉａｎｇ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２００６．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

［２］　ＤＡＮＩＥＬＲ，ＲＡＭＣＨＡＲＡＮＪ，ＲＯＧＡＫＯＵＥ，犲狋

犪犾．．ＨｉｓｔｏｎｅＨ２ＡＸｉｓｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄａｔｓｉｔｅｓｏｆ

ｒｅｔｒｏｖｉｒａｌＤＮＡｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ，ｂｕｔｉｓｄｉｓｐｅｎｓａｂｌｅｆｏｒ

ｐｏｓｔｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎｒｅｐａｉｒ［Ｊ］．犑．犅犻狅犾．犆犺犲犿．，２００４，

２７９（４４）：４５８１０４５８１４．

７４５２第１０期 　　　　　韩西达，等：用于多孔板细胞分析的自动显微成像系统



［３］　ＲＯＴＨＫＡＭＭ Ｋ，ＬＯＢＲＩＣＨ Ｍ．Ｅｖｉｄｅｎｃｅｆｏｒａ

ｌａｃｋｏｆＤＮＡｄｏｕｂｌｅｓｔａｎｄｂｒｅａｋｒｅｐａｉｒｉｎｈｕｍａｎ

ｃｅｌｌｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏｖｅｒｙｌｏｗ Ｘｒａｙｄｏｓｅｓ［Ｊ］．犘狉狅犮．

犖犪狋犾．犃犮犪犱．，２００３，１００（９）：５０５７５０６２．

［４］　ＹＵＹＫ，ＬＵＹ，ＹＵＹＮ，犲狋犪犾．．γＨ２ＡＸ：ａｂｉｏ

ｍａｒｋｅｒｆｏｒＤＮＡｄｏｕｂｌｅｓｔａｎｄｅｄｂｒｅａｋｓ［Ｊ］．犆犺犻狀．

犑．犘犺犪狉犿犪犮狅犾犜狅狓犻犮狅犾，２００５，１９（３）：２３７２４０．

［５］　刁汇玲，周春仙，余艳柯，等．２乙酰氨基芴诱导

ｖＨ２ＡＸ焦点的形成［Ｊ］．中国药理学与毒理学杂

志，２００６，２：１３１１３７．

ＤＩＡＯＨ Ｌ，ＺＨＯＵ ＣＨ Ｘ，ＹＵ Ｙ Ｋ，犲狋犪犾．．２

ＡｃｅｔｙｌａｍｉｎｏｆｌｕｏｒｅｎｅｉｎｄｕｃｅｓγＨ２ＡＸｆｏｃｉｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｉｎＣＨＬｃｅｌｌｓ［Ｊ］．犆犺犻狀．犑．犘犺犪狉犿犪犮狅犾犜狅狓犻犮狅犾，

２００６，２：１３１１３７．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

［６］　ＫＩＭＳ，ＪＵＮＤＨ，ＫＩＭ ＨＪ，犲狋犪犾．．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

ｏｆａｈｉｇｈｃｏｎｔｅｎｔｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｃｈｅｍｉｃａｌｓ

ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇＤＮＡｄａｍａｇｅｒｅｓｐｏｎｓｅ［Ｊ］．犑狅狌狉狀犪犾狅犳

犅犻狅犿狅犾犲犮狌犾犪狉犛犮狉犲犲狀犻狀犵，２０１１，１６（２）：２５９２６５．

［７］　尹鹏．低信噪比环境下的自动对焦技术［Ｄ］．济南：

山东大学，２００９．

ＹＩＮＰ．犃狌狋狅犳狅犮狌狊犻狀犵犻狀犔狅狑犛犻犵狀犪犾犖狅犻狊犲犚犪狋犻狅

犈狀狏犻狉狅狀犿犲狀狋 ［Ｄ］．Ｊｉｎａｎ：Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，

２００９．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

［８］　段瑞玲，段惠波，李庆祥，等．基于图像处理的微

装配自动调焦系统［Ｊ］．光学 精密工程，２００６，１４

（３）：４６８４７２．

ＤＵＡＮＲＬ，ＤＵＡＮＸＢ，ＬＩＱＸ，犲狋犪犾．．Ｍｉｃｒｏ

ａｓｓｅｍｂｌｙａｕｔｏｆｏｃｕｓｉｎｇｓｙｓｔｅｍｂａｓｅｄｏｎｉｍａｇｅｐｒｏ

ｃｅｓｓｉｎｇ［Ｊ］．犗狆狋．犘狉犲犮犻狊犻狅狀犈狀犵．，２００６，１４（３）：

４６８４７２．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

［９］　张舞杰，杨义禄，李迪，等．自动影像测量系统关键

算法［Ｊ］．光学 精密工程，２００７，１５（２）：２９４３０１．

ＺＨＡＮＧＷＪ，ＹＡＮＧＹＬ，ＬＩＤ，犲狋犪犾．．Ｋｅｙａｌｇｏ

ｒｉｔｈｍｓｏｆａｕｔｏｍａｔｉｃｉｍａｇｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓｙｓｔｅｍ ［Ｊ］．

犗狆狋．犘狉犲犮犻狊犻狅狀犈狀犵．，２００７，１５（２）：２９４３０１．（ｉｎＣｈｉ

ｎｅｓｅ）

［１０］　陈立国，王明月，杨治亮，等．显微视觉快速自动

调焦方法及实验［Ｊ］．光学 精密工程，２０１０，１８

（６）：１３６１１３６６．

ＣＨＥＮＬＧ，ＷＡＮＧＭＹ，ＹＡＮＧＺＨＬ，犲狋犪犾．．

Ｆａｓｔａｕｔｏｆｏｃｕｓｍｅｔｈｏｄｆｏｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｃｏｍｐｕｔｅｒ

ｖｉｓｉｏｎ［Ｊ］．犗狆狋．犘狉犲犮犻狊犻狅狀犈狀犵．，２０１０，１８（６）：

１３６１１３６６．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

［１１］　王义文，刘献礼，谢晖．基于小波变换的显微图像

清晰度评价函数及３Ｄ自动调焦技术［Ｊ］．光学精

密工程，２００６，１４（６）：１０６３１０６９．

ＷＡＮＧＷＹ，ＬＩＵＸＬ，ＸＩＥＨ，犲狋犪犾．．Ａｗａｖｅ

ｌｅｔｂａｓｅｄｆｏｃｕｓｍｅａｓｕｒｅａｎｄ３Ｄａｕｔｏｆｏｃｕｓｉｎｇｆｏｒ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｍａｇｅｓ ［Ｊ］．犗狆狋．犘狉犲犮犻狊犻狅狀犈狀犵．，

２００６，１４（６）：１０６３１０６９．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

作者简介：

　

韩西达（１９８８－），男，黑龙江哈尔滨人，

主要从事精密机械设计、机电一体化系

统、图像处理与视觉的研究。Ｅｍａｉｌ：

ｈａｎｘｉｄａ１２３＠１６３．ｃｏｍ

王　敏（１９５４－），女，安徽宿州人，副教

授，从事光学和材料方面的教学和研究

工 作。Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｍｉｎ＠ｔｓｉｎｇｈｕａ．

ｅｄｕ．ｃｎ

黄　强（１９８８－），男，安徽马鞍山人，硕

士研究生主要从事光机系统设计，图像

处理算法的研究。Ｅｍａｉｌ：ｈｕａｎｇｑ１０

＠ｍａｉｌｓ．ｔｓｉｎｇｈｕａ．ｅｄｕ．ｃｎ

导师简介：

　何永红（１９７１－），男，安徽安庆人，博

士，教授，１９９４年于安徽医科大学获

得学士学位，１９９９年、２００２年于华南

师范大学分别获得硕士、博士学位，主

要研究方向为生物光子学、光学检测、

光学成像等。Ｅｍａｉｌ：ｈｅｙｈ＠ｓｚ．ｔｓｉｎｇ

ｈｕａ．ｅｄｕ．ｃｎ

周超英（１９５９－），女，湖北人，教授，博

士生导师，本科毕业于华中科技大学，

曾到英国剑桥大学工程系做访问学者。

后到帝国理工学院航空系攻读博士，

１９９４年获博士学位。主要从事计算流

体动力学、流动诱发振动分析与控制、

分离流及旋涡流的数值模拟。其研究

领域在海洋工程，建筑，桥梁以及飞机

工业有着广泛的应用背景。Ｅｍａｉｌ：

ｃｙｚｈｏｕ＠ｈｉｔ．ｅｄｕ．ｃｎ
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