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摘要：流式细胞显微图像分析法是水体浮游藻类自动鉴别的重要发展方向，快速进样条件下细胞显微图像将产生形变，

影响浮游藻类自动鉴别准确率。本文基于搭建的浮游藻类微流控-显微成像实验系统，通过对不同进样流速下藻类细胞

显微形变和图像清晰度的分析，研究了流速对显微成像形变的影响规律。分析基于卷帘快门拍摄运动物体产生形变原

理，提出了单向偏移像素的图像形变校正方法，并与藻类细胞静态条件下获取的图像进行了对比分析。实验结果表明：

静态条件下，湖生卵囊藻细胞的图像长宽比及清晰度均值分别为 1.16和 116.53；动态进样过程中，随着流速增大细胞图

像形变（长宽比）逐渐增大、清晰度降低；95 μL/min进样流速下，校正前后细胞图像长宽比均值分别为 1.35和 1.26，形变

离散程度由校正前的 0.33降至 0.1，与静态细胞形态接近且校正前后图像清晰度基本不变。本文研究结果为提升水体浮

游藻类细胞自动鉴别准确率提供了依据。
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Abstract:  Flow  cytomicrographic  analysis  is  an  important  development  in  the  automatic  identification  of
planktonic algae in a water column, but the accuracy of this process is affected by the deformation of micro-
scopic  images  under  rapid  injection  conditions.  Based  on  a  microfluidic-microscopic  imaging  system  for
planktonic algae, the effects of flow rate on the deformation of microscopic images were investigated by ana-
lyzing the deformation of algal cells and image clarity at different injection flow rates. Based on the principle
of deformation caused by photographing a moving object using a rolling shutter, a method of image deforma-
tion correction with unidirectional offset pixels is proposed and analyzed by comparing its results with im-
ages acquired under static conditions of algal cells. The experimental results showed that the average aspect
ratio and sharpness of L values for oocystis cell images under static conditions were 1.16 and 116.53, respect-
ively; during  the  dynamic  injection  process,  the  deformation  (aspect  ratio)  of  the  cell  images  gradually   in-
creased and the sharpness decreased as the flow rate increased; the average values of aspect ratio before and
after correction  were  1.35  and  1.26  respectively  at  95μL/min  injection  flow rate,  and  the  dispersion  of  de-
formation decreased from 0.33 before correction to 0.1. The results are close to that of static cell morphology
and the image sharpness is basically same. The results provide a method for improving the accuracy of the
automatic identification of planktonic algal cells in a water column.
Key words: planktonic algal；microfluidics-microscopic imaging；image deformation；correction method

 

1    引　言

浮游植物是水体初级生产者，也是自然环境

的重要组成部分，其丰度和优势种群可以有效反

映人类活动环境的情况[1]。浮游藻类的异常增殖

会造成水华，环境污染[2]。对浮游植物的研究、开

发和利用，都离不开对其种类的分类和计数 [3]。

基于显微成像的藻类分类鉴别方法是当前主要发

展方向之一[4]，其中快速获取高质量的藻细胞图

像是分类鉴别的基础[5]。

目前藻类图像获取方法主要是以光学显微镜

为主，但操作过程繁琐，且需要操作人员具有专业

的生物学知识，费时费力，极易因观察者的主观判

断造成误差[6]。微流控芯片与显微成像相结合是

实现藻类显微成像的一种有效方式[7]。微流控芯

片具有成本低、易制造、透光性好等优点而被广

泛应用于细胞研究，可与显微成像技术耦合实现

细胞清晰成像[8]。彭冉等人搭建了基于微流控技

术的图像采集装置，实现了对压载水微藻细胞的

全自动检测、计数和尺寸判定[9]。楚惠等基于手

机图像采集结合微流控技术实现了海洋藻类细胞
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形态特征的提取与辨别，但该方法往往不能兼顾

样品的进样速度和图像质量[10]。且要在保证图像

质量的情况下，获得高流速需使用延时积分技术

的高速 CMOS相机[11]，目前 4K高帧率相机比较

罕见且价格昂贵，数据量大且难以储存和处理[12]。

故普遍采用通用的卷帘快门相机，但卷帘快门会

受到快门值的影响，当相机曝光时间不足或者物

体移动较快时，会出现部分曝光、斜坡图形等现

象，俗称“果冻效应”[13]。果冻效应会造成藻细胞

粒径和形态产生变化，而粒径和形态是影响藻细

胞分类识别准确度的重要因素。

针对以上问题,本文提出了一种浮游藻类细

胞微流控-显微图像形变校正方法。根据卷帘快

门相机逐行扫描并读取曝光前后两像素行的固定

时间差，通过单向偏移像素的图像形变校正藻类

图像形变，并结合基于 Sobel算子的 Tenengard
函数评价图像清晰度，实现高流速下浮游藻类细

胞的形变校正。 

2    实验装置和材料

搭建的水体浮游藻类微流控-显微成像实验

系统原理框图如图 1所示。系统主要由微流控进

样模块、明场成像模块、计算控制模块等组成，其

中，微流控进样模块采用高精度注射泵 (5 ml量
级)实现样品自动进样，精准控制微流控通道中的

样品流速；明场成像模块采用透射式光路实现微

流控通道中藻细胞显微成像，由激发光源 LED、

物镜（尼康 ELWD系列 20×0.45）、管镜（EO型号

尼康 MXA22018）、双远心光路组成，其中双远心

光路用于使 LED投射后的数值孔径与物镜相

匹配。

微流控芯片是本文流式成像的核心，设计的

微流控芯片实物图如图 2所示，芯片微通道尺寸为

5 000 μm×50 μm，材料为肖特 33。制造过程中先

通过氢氟酸溶液湿法腐蚀玻璃通道至 50 μm，后

将玻璃芯片放入键合机内抽高真空加热并加压键

合玻璃芯片，从而完成微流控芯片的加工制造。

  
Microfluidic fixture

Microfluidic chips

Connectors

Ruhr joints

 
图 2    微流控芯片封装实物图

Fig. 2    Physical view of microfluidic chip package
 

选取湖生卵囊藻（采购于中国科学院水生生

物研究所淡水藻种库）为实验对象，该藻种粒径

为 15 μm，规则圆形。实验过程中对藻原液进

行稀释，选取培养的湖生卵囊藻液 1.5 mL，加入

28.5 mLBG11培养基（青岛海博生物技术有限公

司，产品编号：HB8793），将稀释后的 30 mL湖生

卵囊藻平均分成 10份。注射泵分别以 0、25、50、
60、70、80、85、90、95、100 μL/min将藻液推入

显微成像区域，相机曝光时间设定为 0.1 ms，白平

衡后采用 Rising View软件以 30 frame/s采集 4 K
图像 60张。 

3    图像校正与评价方法
 

3.1    图像的形变校正方法

图像形变是影响成像质量的重要因素，其决

定了藻类图像识别效果。卷帘快门拍摄运动物体

会产生形变，这种形变源于其逐行扫描工作方

式。在曝光开始时相机传感器逐行扫描逐行读

取，受快门值（帧率和曝光时间）影响，相机每曝光

一行，后一行与前一行存在固定时间差，如图 3（a）
所示。拍摄静态物体无形变产生（图 3（b）），拍摄

运动物体时则存在斜坡形变现象（图 3（c））。由

此可见，每行图像的像素偏移量随曝光扫描顺序

逐行增加，且各行图像像素偏移量与流速成正比，

流速越高像素偏移越明显，图像形变越严重。

根据卷帘快门相机拍摄运动物体产生变形原
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图 1    实验装置示意图

Fig. 1    Schematic diagram of experiment system
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理，相机拍摄运动物体图片时，垂直运动速度分量

为 0，不产生像素值偏移，水平运动方向上像素值

逆运动方向偏移，每行像素偏移量逐行线性增加，

如图 3(d)所示。本文提出的单向偏移像素图像

形变校正方法中，图像首行像素偏移值为零。首

先，根据粒子运动流速计算图像末行像素偏移值

Δpixel，再根据每行像素偏移值逐行线性增加的特

征，计算每行像素偏移值，利用每行偏移值对图像

像素进行逆向移动，实现运动图像的逐行校正。

根据卷帘快门相机的相关参数，计算图像末

行像素偏移值 ΔPixel，如 (1)式所示。

∆pixel =
Q ·T ×104

M×X
×L ·N , （1）

式中 Q 为粒子运动速度 (μm/s)、T 为相机快门值

(ms)、X 为相机像元大小 (μm)、M 为相机总像素

行数、L 为粒子的平均粒径 (μm)、N 为物镜放大

倍率。

相机的快门值 T 等于设定的曝光时间 TExposure

(ms)与其读出时间 TReadout(ms)之和 (式 (2))，其中

读出时间与相机设定的帧率 (FPS)相关，如式

(3)所示。

T = TReadout+TExposure , （2）

TReadout =
1

FPS
. （3）

在微流体中，常规 μL/min或 μL/s条件下微

流路中多数流体为低雷诺数层流，各层流间粒

子运动速度相差较大，在各个层流间粒子相对运

动速度和该粒子所在层流流速近似相同。有：

V ×109 = 60×Q ·A , （4）

式中 V 为层流流速 (μL/min)，A 为微流控芯片通

道的截面积，求得粒子运动速度 Q（μm/s），代入式

（1）即可求得图像末行像素偏移值 Δpixel。 

3.2    图像清晰度评价方法

图像清晰度评价主要分为有参考和无参考两

种方式。自然界的同种属浮游藻类也存在粒径大

小和形状差异，难以人为标定清晰度，因此本研究

中藻细胞图像清晰度的判定，选择基于边缘检测

Tenengrad函数的无参考图像清晰度评价方法，利

用多方向 Sobel算子分析图像边缘，保留图像中

物体的形状信息，减少所需处理的信息量，评价结

果具有良好的稳定性和抗噪性[14]。

Tenengrad函数以 Sobel算子作为边缘检测

算法，计算图像在水平方向和垂直方向的梯度，获

得图像清晰度值 Ten，如式 (5)所示：

Ten =
1
N
×

n∑
1

Gn(x,y) , （5）

式中 N 表示采集的藻类数量，Gn(x, y)表示水平及

竖直方向上的梯度平方和，为使图像边缘梯度放

大，对梯度进行平方运算，如 (6)所示：

Gn(x,y) =
√

G2
x+G2

y , （6）

Gx = I(x,y)× gx , （7）

Gy = I(x,y)× gy , （8）


gx =

1
4

 −1 0 1
−2 0 2
−1 0 1


gy =

1
4

 1 2 1
0 0 0
−1 −2 −1


, （9）

式中 I(x, y)代表二维灰度图，gx 和 gy 分别是水平

方向和垂直方向的 Sobel算子， Gx 和 Gy 分别表

示图像与 Sobel的卷积。 

4    实验结果与分析
 

4.1    藻类成像实验结果

在静态条件下，利用微流控显微成像实验系

统拍摄的湖生卵囊藻如图 4(a)(彩图见期刊电子

版)所示，图中藻类只占少部分区域，为了准确评

价图片中藻细胞成像质量，通过边缘检测方法提

取出图中每个藻细胞图像，如图 4(b)(彩图见期刊
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图 3    卷帘快门工作方式及图像形变校正方法

Fig. 3    Rolling shutter  working  mode  and  image  deforma-
tion correction method
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电子版)所示。利用式 (5)计算每个细胞图像的

清晰度值，本研究所用湖生卵囊细胞外形近似圆

形，可用长宽比表征细胞图像的形变程度。结果

表明：在静态条件下拍摄湖生卵囊藻细胞长宽比

均值为 1.162，离散程度为 0.1；藻细胞图片的清晰

度均值为 116.53，离散程度为 2.37。
  

(a) (b)

 
图 4    静态条件下拍摄的（a）藻类图片和（b）算法提取出的

单个藻类图片

Fig. 4    (a) Algae images taken under static conditions and
(b) individual algae images pictures extracted by the
proposed algorithm

 

进一步在各流速下随机抽取 20至 40帧图像

中的藻细胞图像，得到各流速下单藻细胞图像，如

图 5(彩图见期刊电子版)所示，计算各细胞图像

的长宽比和清晰度值如图 6(彩图见期刊电子

版)所示。结果表明：随着流速增大，图像清晰度

均值呈下降趋势，但下降幅度较小，清晰度均值处

于 113.64~116.86之间，与静态条件无明显差异；

其次，随着流速增大，图像形变程度（长宽比）均值

呈上升趋势且长宽比离散程度不断增加：流速在

70 μL/min以下，图像的长宽比均值在 1.16~1.29
之间，离散程度在 0.1~0.26之间，此时藻细胞虽

有变形，但图像形态与静态细胞接近；流速超过

70 μL/min，图像形变加剧，图像长宽比均值在 1.29~
1.68之间，离散程度在 0.26~0.33之间；100 μL/min
时长宽比均值达 1.68，较静态条件变化了 30.83%。

由此可见，过高流速将使图像产生严重形变，严重

影响自动鉴别准确率。

  

0 μL/min 25 μL/min 50 μL/min 60 μL/min 70 μL/min

80 μL/min 85 μL/min 90 μL/min 95 μL/min 100 μL/min 
图 5    不同流速下湖生卵囊藻单细胞图片

Fig. 5    Pictures of single cells of Oocysts lacustis at differ-

ent flow rates 
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图 6    不同流速下湖生卵囊藻图像质量

Fig. 6    Image  quality  of  Oocysts  lacustis  at  different  flow
rates

  

4.2    图像形变校正结果

基于单向偏移像素法的藻类图像形变校正结

果如图 7（彩图见期刊电子版）所示，可见，不同流

速下（0 μL/min 至 100 μL/min）校正后的藻细胞形

态与静态细胞接近。

  
校正前

校正前

校正后

校正后

0 μL/min 25 μL/min 50 μL/min 60 μL/min 70 μL/min

80 μL/min 85 μL/min 90 μL/min 95 μL/min 100 μL/min 
图 7    不同流速下校正前后湖生卵囊藻单细胞图像

Fig. 7    Pictures  of  single  cells  of  Oocysts  lacustis  before
and after restoration at different flow rates

 

各流速下随机抽取 20至 40帧图像，提取藻

细胞图像得到校正前后长宽比值、细胞图像清晰
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度及长宽比均值，如图 8和图 9（彩图见期刊电子

版）所示。结果表明：第一，该方法对图像形变校

正效果明显，各个流速区间藻细胞形变程度均值

区间由校正前的 1.162~1.68下降到 1.16~1.44之

间，离散程度区间由校正前 0.1~0.33下降到 0.1~
0.27。流速在 95 μL/min以下时，校正后的图像形

变程度（长宽比）均值均小于 1.26，较静态细胞形

态变化不超过 8.18%，此范围内校正后藻细胞形

态与静态细胞接近；流速超过 95 μL/min时，图像

校正效果不断下降，流速达到 100 μL/min时细胞

图像长宽比均值达 1.44，较未校正前下降了 14.29%，

离散程度从 0.3下降至 0.23。第二，校正前后藻

细胞图像的清晰度未有明显下降，清晰度值区间

由校正前的 116.53~104.76下降到 116.86~103.44
之间，较校正前下降 0~1.7%。因此，基于本文提

出的单向偏移像素图像形变校正方法，能够在不

影响图像清晰度的前提下实现藻类细胞图像形变

的有效校正。
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图 8    不同流速校正前后藻类细胞长宽比

Fig. 8    Aspect ratios  of  algal  cell  before  and  after   correc-
tion at different flow rates 
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图 9    不同流速下湖生卵囊藻校正前后平均图像质量

Fig. 9    Average image qualities before and after restoration
of Oocysts lacustis at different flow rates

  

5    结　论

在微流控-显微成像中，流速对获取高质量

图像的影响不可忽略。本文以湖生卵囊藻为测试

藻种，分别在 0、25、50、60、70、80、85、90、95、
100 μL/min流速条件下获取藻细胞图像，基于单

向偏移像素的图像形变校正方法并结合 Tenen-
grad函数评价图像清晰度值。结果表明：随着流

速增大，图像形变程度（长宽比）均值和离散程度

呈上升趋势、图像清晰度均值呈下降趋势；通过

图像形变校正，可将 95μL/min时流速细胞图像长

宽比均值由校正前的 1.35修复到 1.26，形变离散

程度由校正前的 0.33降至 0.1，与静态细胞形态

接近。该方法为藻类流式显微成像识别技术发展

提供了有效图像校正手段。
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