
第１２卷　第４期

２０１９年８月 　
　　　　　　　　　　　 　　中国光学　　　　　　　

ＣｈｉｎｅｓｅＯｐｔｉｃｓ　
　 　　Ｖｏｌ．１２　Ｎｏ．４

　 Ａｕｇ．２０１９

　　收稿日期：２０１８０９２８；修订日期：２０１８１１１６
　　基金项目：国家重大科学仪器设备开发项目（Ｎｏ．２０１７ＹＦＦ０１０８６０４）

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＫｅｙＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｎｄＥｑｕｉｐｍｅｎｔＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＰｒｏｊｅｃｔ（Ｎｏ．２０１７ＹＦＦ０１０８６０４）

文章编号　２０９５１５３１（２０１９）０４０７８３０８
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摘要：基于数字微滴图像检测法的数字聚合酶链式反应（ＰＣＲ）在检测时获取的荧光微滴图像呈密集分布、具有低亮度、

低对比度等特点，导致其识别正确率较低。为了实现对密集分布的荧光微滴的正确识别，本文提出一种基于改进的分水

岭分割算法的荧光微滴识别方法，首先利用直方图均衡化和高斯滤波对图像进行预处理，然后使用局部自适应阈值分割

从背景中提取目标，降低对图像灰度信息的依赖，最后结合微滴形状类圆、尺寸较均匀的特点定义微滴黏连度函数，降低

了分水岭分割中的错误分割比例。对比实验表明，与传统的基于距离变换分水岭分割法相比较，本文算法的正确率为

９７３４％，高于对照方法的８５９％，验证了本文算法的优越性。
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１　引　言

　　微滴数字 ＰＣＲ是近年来发展十分迅速的新
一代定量ＰＣＲ技术［１］。目前微滴数字 ＰＣＲ中常
见的信号检测方法为流式检测法。流式检测法利

用流式细胞仪的原理，将一个个液滴依次经过光

学或电子探测器，通过检测标记的荧光信号逐个

分析液滴，具有背景荧光强度低，识别算法简单等

优点。但是，该方法光路复杂、成本高昂，而且难

以与仪器前端的微滴生成模块、ＰＣＲ扩增模块集
成，在数字ＰＣＲ集成化和低成本化的趋势下显得
后继乏力［２］。近年来，数字影像技术的发展让人

们能获取高质量的荧光图像，这使得基于数字荧

光图像进行微滴识别的平面探测法越来越受到人

们的欢迎。

目前，基于平面探测法的微滴识别存在以下

难点。首先，由于激发荧光的强度较弱，通常需要

较长的曝光时间才能获得可用于识别的图像，即

便如此，微滴荧光图像的亮度和对比度与明场图

像相比明显偏低。其次，图像中微滴可以分为含

有目标核酸分子的阳性微滴和不含目标核酸分子

的阴性微滴两类。阳性微滴的荧光强度较强，可

以轻易地与背景分开，但阳性微滴会对周围背景

区域和阴性微滴产生干扰，例如多个阳性微滴包

围一个阴性微滴，则有可能造成该阴性微滴荧光

强度的被动提高；阴性微滴的荧光强度较弱，微滴

内部的荧光强度仅略高于背景，具有低亮度、低信

噪比的特点。这些特点对识别微滴提出了挑战，

因此，有必要对荧光图像中的微滴识别方法进行

研究。

现有的针对圆形物体的图像识别方法通常分

为以下３步：（１）通过预处理尽可能地去除图像
中存在的伪迹或噪声；（２）将图像分割为背景和
前景；（３）将重叠或黏连的颗粒区分开。文献［３

６］报道了一些基于显微图像的颗粒计数方法，但
均为对可见光源下的圆形颗粒图像进行识别，无

法直接应用到含有大量阴性微滴、图像信噪比低

的荧光图像中，因此有必要对荧光图像中的微滴

识别方法进行研究。本文提出一种基于自适应阈

值分割和改进分水岭分割的荧光微滴自动识别方

法，针对图像中含有的大量阳性和阴性荧光微滴

进行准确、快速、高通量的识别，从而提高检测精

度。

２　基于距离变换的改进分水岭分割
方法

２．１　图像增强
为了改善图像的视觉效果，通常需要对图像

进行一系列调整以增强图像的整体或局部特性，

增大图像中不同信息之间的差别，满足后续分析

的需要。图 １为微滴荧光图像示例，分辨率为
３２０×２４０。从图中可见，整张图像的亮度明显偏
暗。虽然阳性微滴可以比较清楚地看到，但阴性

微滴仅比背景值略高，整体灰度值较低，这使得常

见的阈值分割方法难以奏效。因此，图像增强的

目的主要在于提高暗部的对比度。

图１　微滴荧光图像示例

Ｆｉｇ．１　Ａｄｒｏｐｌｅｔｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅ

本文利用直方图均衡化对图像进行非线性拉
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伸，扩大暗部的灰度差别，增强阴性微滴与背景的

对比度，达到对比度增强的效果。直方图均衡化

无需确定变换函数系数，计算量小，结果简单可

靠，缺点是可能会出现因灰度级合并造成图像部

分细节信息丢失的情况，导致背景噪声强度增加，

有用信号的对比度降低，此时，需要使用平滑滤波

器对图像进行平滑［７］。

目前使用较多的空间域平滑滤波器可以分为

线性滤波器和非线性滤波器两类，前者包括高斯

滤波、均值滤波等滤波器，后者以中值滤波器为代

表。微滴荧光图像具有两个特点：（１）图像中的
背景噪声主要为高斯噪声；（２）微滴间的填充部
分受到微滴荧光强度的直接影响。中值滤波是应

用广泛的非线性滤波器，但其效果依赖于滤波窗

口的大小，其本质上牺牲了图像分辨率。近年来

出现了一些基于中值滤波的改进算法，如但唐仁

等人［８］的极值中值滤波器。这些滤波器较传统

中值滤波器有所改进，但在实际应用中仍有各自

的局限性。受荧光的影响，中值滤波还可能扩大

阳性微滴周围背景噪声的范围，导致微滴黏连，这

图２　预处理后的示例图像（ａ）及其灰度分布（ｂ）
Ｆｉｇ．２　Ｐｒｅｐｒｏｃｅｓｓｅｄｓａｍｐｌｅｉｍａｇｅ（ａ）ａｎｄｉｔｓｇｒａｙｄｉｓ

ｔｒｉｂｕｔｉｏｎ（ｂ）

就决定了中值滤波并不适合处理微滴荧光图像。

高斯滤波是一种根据高斯函数的形状来选择权值

的线性平滑滤波器，掩模中心的权重比其他任何

像素的权重都大，而距离掩模中心较远的像素就

显得不太重要。相比较于均值滤波，高斯滤波在

较好地处理高斯噪声的同时，减小了平滑对边缘

的模糊效应，更适用于对荧光微滴图像平滑处理。

图２是图像经高斯滤波后的结果。
２．２　图像分割

基于微滴荧光图像进行微滴识别时，图像分

割是需要解决的重要问题，其目的是将微滴从图

像背景中分离出来。目前，常用的图像分割方法

主要有基于阈值的分割方法、基于区域的分割方

法、聚类分割法和基于模型的分割方法［９］等。其

中基于阈值的图像分割法具有简单、易实现、性能

稳定的特点，是目前应用最广泛的分割方法［１０］。

从预处理后的示例图像的灰度直方图中可以

看到，预处理后图像的灰度分布为三峰分布，分别

对应于阳性微滴、阴性微滴和背景。如果直接使

用传统的二分法分割阈值，由于阳性微滴和阴性

微滴的比例无法确定，将有较大几率导致算法将

阴性微滴和背景噪声一起忽略。为此，通过二次

分割法将微滴从背景中识别出来。首先，尽可能

地去除背景噪声。统计经过预处理后的图像 Ｉｐｒｅｐ
的灰度分布曲线，平滑处理后查找其波谷中灰度

值最低的ＴＨ１。使用ＴＨ１作为荧光背景与阴性微
滴的分界，将所有低于 ＴＨ１的像素置零，得到一
次分割后的图像Ｉｔｈ１。经过一次分割后，绝大部分
背景噪声被去除。然后，使用局部自适应阈值法

将Ｉｔｈ１再次分割，得到二值化的图像 Ｉｔｈ２。局部自
适应阈值法仅对指定像素周围邻域内的灰度值进

行比较，减少了邻域外光照不均匀等图像退化的

干扰，对密集液滴的区分效果较基于全局灰度分

布分割的Ｏｔｓｕ法更好。
图３是经过二次阈值分割后得到的微滴二值

化图像，其中（ａ）为本文方法结果，（ｂ）为 Ｏｔｓｕ
法，可见Ｏｔｓｕ法虽然能够较好地去除背景噪声，
但是微滴之间存在大量黏连，这给下一步的识别

造成了困难；本文方法能够排除绝大部分噪声，但

微滴之间仍存在一些黏连，在下面的识别过程中

将进一步将黏连的微滴区分开。
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图３　本文方法分割后的示例图像（ａ）和 Ｏｔｓｕ法分
割的示例图像（ｂ）

Ｆｉｇ．３　Ｓｅｇｍｅｎｔｅｄｓａｍｐｌｅｉｍａｇｅｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｐｒｏｐｏｓｅｄ
ｍｅｔｈｏｄ（ａ）ａｎｄＯｔｓｕｍｅｔｈｏｄ（ｂ）

２．３　改进的分水岭分割算法
经过阈值分割后微滴基本上与背景噪声分离

开，但由于荧光间的相互影响，二值化图像中仍大

量存在微滴黏连现象，对黏连微滴的分割也是荧

光微滴图像分割中最棘手的问题。目前，已有多

种有效的黏连颗粒分割方法，包括边缘检测分割

法、分水岭分割法、主动轮廓模型法及形态学分割

法等［１１］。边缘检测法分割图像时，通常利用梯度

信息显示目标边缘的线条，但在图像质量退化严

重的情况下这些线条往往不能准确地描绘目标的

轮廓。基于形态学的黏连分割，通常?用腐烛、膨

胀等操作，这对于黏连比较严重的目标分割效果

并不是特别理想。基于数学形态学的分水岭分割

算法［１２］具有单像素宽、轮廓位置准确、连通封闭、

计算量小的优点，是目前使用最为广泛的一类分

割方法。

传统分水岭分割算法直接使用梯度图像或者

距离变换后的二值图像中的区域极小值作为标记

点，实现目标分割。由于二值化后的形状不规则

或细胞黏连等原因，标记点可能无法与每个微滴

一一对应，导致过分割或欠分割现象。为了降低

错误分割的几率，本文对传统的基于距离变换的

分水岭分割方法做了如下改进：首先，基于荧光微

滴形状类圆、尺寸较均匀这一先验假设，定义一个

表征图像黏连程度的函数如下：

ｆｉ＝

１－
４Ａｉ

π（ｈ２ｉ＋ｗ
２
ｉ）
，ｍｉｎ（ｈｉ，ｗｉ）＞αｒ０

　　ｋ［１－
４Ａｉ
πＰ２ｉ
］，ｅｌｓｅ

　　　　　　 ０，ｍａｘ（ｈｉ，ｗｉ）＜βｒ













０

，

（１）
其中，连通域的区域面积为 Ａｉ，周长为 Ｐｉ连通域
所占的长度和宽度分别为 ｈｉ、ｗｉ，α，β为系数，ｒ０
为预设的有效微滴半径。黏连度函数 ｆｉ根据 ｈｉ、
ｗｉ的不同将黏连的可能性表示为［０，１］间的实数
值，ｆｉ越接近１，表示连通域越可能为黏连微滴；越
接近０表示越不可能为黏连微滴。若 ｈｉ、ｗｉ均小
于βｒ０，则连通域小于单个有效微滴尺寸，因此可
以肯定并非黏连微滴；如果ｆｉ、ｗｉ均大于αｒ０，则连
通域显著超出了单个有效微滴尺寸，可能为黏连

微滴或尺寸过大的无效微滴，根据连通域面积与

外接圆面积之比确定ｆｉ；如果ｈｉ、ｗｉ的取值在二者
之间，那么说明连通域所占据的空间小于两微滴

直接相连，可能为黏连严重的多个微滴或有效微

滴。由于黏连严重的多个微滴矩形度更高，使用

连通域面积与外周长的平方之比作为 ｆｉ的参数
值。根据隶属度函数值区分连通域是否为黏连的

微滴，若为黏连微滴，则对连通域采用距离变换。

利用先验知识事先区分连通域，可以减少由于噪

声导致二值化后非黏连微滴在分水岭算法作用下

的误分割。

其次，对距离变换后的地形图 Ｉｄｉｓｔ进行
Ｈｍｉｎｉｍａ变换。Ｈｍｉｎｉｍａ变换是一种利用先验
知识抑制噪声的有效方法，通过抑制地形图中小

于参数ｈ的局部极小值点去除局部极小值中较低
点引入的伪标记［１３］。Ｈｍｉｎｉｍａ方法中 ｈ值的选
择非常关键，如果ｈ过小，虚假标记点无法得到有
效抑制，将产生过分割现象；ｈ过大，某些真实标
记点也被抑制掉，从而产生欠分割现象。本文中

根据Ｉｄｉｓｔ中局部极小值的统计特性，选取 Ｉｄｉｓｔ中最
大值的２０％作为Ｈｍｉｎｉｍａ变换中的ｈ值。

通过上述两种方式的改进，可以增加对伪标
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记的抑制。基于上述讨论，改进的分水岭分割算

法流程如下：

①统计待分割图像中的连通域集合 Ｓ＝
｛Ｓｉ｜ｉ＝１，２，…，ｎ｝，ｎ为连通域总数；

②取第ｉ个连通域，将同时满足下述条件的
连通域Ｓｉ认为是包含多个黏连微滴的区域：

Ａｉ＞１．６πｒ
２
０， （２）

ｆｉ＞０．５， （３）
　　③重复步骤（２）直到不含任何多微滴连通
域；

④计算所有黏连微滴的欧式距离地形图Ｉｄｉｓｔ；
⑤对 Ｉｄｉｓｔ进行 Ｈｍｉｎｉｍａ变换，利用距离地形

图的局部极小值作为前景标记；

⑥使用分水岭算法分割Ｓｉ；
⑦将满足以下条件的区域识别为有效微滴，其

他所有区域被认为是无效的微滴碎片而去除：

ｈｉ∈［Ｒｍｉｎ，Ｒｍａｘ］， （４）
ｗｉ∈［Ｒｍｉｎ，Ｒｍａｘ］， （５）
ｆｉ＜０．４． （６）

２．４　荧光微滴自动识别算法
综上所述，如图４所示，荧光微滴自动识别算

图４　荧光微滴自动识别算法流程图
Ｆｉｇ．４　Ｗｏｒｋｆｌｏｗｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｄｒｏｐｌｅｔａｕｔｏｍａｔｉｃｒｅｃｏｇ

ｎｉｔｉｏｎａｌｇｏｒｉｔｈｍ

法的整体流程可分为如下几步：

①预处理，对图像进行增强和平滑，以提高图
像对比度，降低图像噪声。

②阈值分割，将微滴从图像背景中分离。
③黏连微滴分割，将图像中重叠的微滴区分

开来。

④微滴识别，基于文献［１４］中的方法将微滴
分类为阳性和阴性两类。

图５为示例图像的最终识别结果。

图５　最终识别结果
Ｆｉｇ．５　Ｆｉｎａｌｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔ

３　实验和讨论

　　为了验证算法对荧光微滴的识别效果，本文
在 Ｐｙｔｈｏｎ３５中基于 ｐｙｔｈｏｎｏｐｅｎｃｖ３４０实现上
述算法，硬件配置为 Ｉｎｔｅｌｉ５６５００３．２ＧＨｚＣＰＵ，
４ＧＢＲＡＭ；操作系统为 Ｗｉｎｄｏｗｓ７Ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ。
作为比较，本文将使用人工分割的荧光微滴图像

结果作为基准，与经典的基于距离变换的分水岭

分割算法［１５］进行对照。

为减少ＰＣＲ扩增反应引入的退化误差，在自
制的微滴生成芯片上分别生成阳性微滴和阴性微

滴。其中阳性微滴使用浓度为 ３０μｇ／ｍＬ的
ＥｖａＧｒｅｅｎ荧光染料与 ＰＣＲ预混液混合后经十字
聚焦结构的微滴生成芯片生成，阴性微滴为直接

使用 ＰＣＲ预混液经十字聚焦结构的微滴生成芯
片生成。二者按照３：２的比例混合后使用荧光显
微镜（ＬｅｉｃａＡｘｉｏＯｂｓｅｒｖｅｒＡ１，物镜５Ｘ）观察并获
取荧光微滴图像，平均微滴直径为 １００４μｍ。
图６为分别对阴性液滴和阳性液滴集中区域进行
识别的结果。图６（ａ）为原始图像，图６（ｂ）为直

７８７第４期 　　　刘　聪，等：基于改进分水岭分割算法的致密荧光微滴识别



方图均衡化后的结果，图６（ｃ）为本文算法识别出 的液滴，图６（ｄ）为对照算法识别出的液滴。

图６　荧光微滴的图像识别结果
Ｆｉｇ．６　Ｉｍａｇｅｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｄｒｏｐｌｅｔｓ

　　从图６中可见，两种方法对阳性微滴的识别
效果都较好，但当阴性微滴周围存在阳性微滴时

会受其发射荧光的影响，对照方法更容易忽略受

影响的阴性微滴。此外，经过距离变换后使用 Ｈ
ｍｉｎｉｍａ变换可较好地抑制伪标记点，因此本文方
法和对照方法对于图像中的过分割现象处理得都

比较好。

对１０幅微滴荧光图像进行同样的图像增强
和两步阈值分割，分别考察两种分割算法对１０幅
图像的阳性微滴和阴性微滴的平均欠分割率、过

分割率及识别正确率，结果如表１所示。

表１　微滴分割算法性能对照
Ｔａｂ．１　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｏｐｌｅｔｓｅｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ

方法 阳性欠分割率／％ 阳性过分割率／％ 阴性欠分割率／％ 阴性过分割率／％ 平均正确率／％

本文方法 ０．２４ ０．６２ ５．３２ ０ ９７．３４
对照方法 ０．８１ ０．２０ ２１．５９ １．０６ ８５．９０

　　从表１中可以看到，两种方法对阳性微滴的
识别效果都较好，欠分割率和过分割率小于１％。
阴性微滴在第一步的图像分割中部分形变较严

重，距离变换后对应连通域的极小值小于ｈ值，导
致对应标记点被去除，降低了对照方法的欠分割

率，而本文方法在分水岭分割前将无需分割的大

量独立微滴分离，大大降低了欠分割的可能性。

本文算法识别阴性微滴的欠分割率为５３２％，远
低于对照方法的２１５９％。

总体而言，本文方法的平均正确率为

９７３４％，高于传统的基于距离变换的分水岭分割
法的８５９％，显示出本文算法对荧光微滴具有良
好的识别效果。

４　结　论

　　微滴荧光图像具有低亮度、低对比度等特点，
而传统的图像分割方法的识别正确率较低。因

此，本文提出一种改进的荧光微滴分水岭识别算

法。该方法利用局部自适应阈值分割提取目标，
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以降低对图像灰度信息的依赖，并结合微滴形状

类圆、尺寸较均匀的特点，定义了黏连度函数从而

降低分水岭分割中的错误分割，最后通过一系列

实验验证了本文算法的有效性，并与传统的距离

变换分水岭分割法进行了性能比较。结果表明，

本文算法在保证阳性微滴分割准确性的基础上，

大大降低了阴性微滴的欠分割率，本文方法的平

均正确率为９７３４％，高于传统的基于距离变换

的分水岭分割的８５９％，显示出本文算法对荧光
微滴良好的识别效果。

本文算法中各参数较多，在保证识别准确度

的前提下尽可能设计参数自适应的识别方法，降

低阴性微滴的欠分割率，提高算法对多种异常微

滴图像的适应性，同时利用其他先验信息进一步

提高识别准确度将是今后工作的研究重点。
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