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摘要　在基因测序系统中，能量集中度是实现碱基 准 确 识 别 的 一 个 重 要 参 数。拍 照 过 程 中，硅 片 台 的 位 置 误 差 会

使硅片和相机之间产生偏移并导致图像退化，进一步影响能量集中度。建立了硅片台动态性能参数与能量集中度

之间的理论模型。基于基因测序系统进行静态和动态 实 验，结 果 显 示：能 量 集 中 度 与 硅 片 台 的 位 置 标 准 差 呈 线 性

关系。如果要求能量集中度优于６５％，硅片台的位置标准偏差应控制在１４０ｎｍ以内。同时，基于动态实验采集的

ＤＮＡ纳米球图像计算出的能量集中度与实验结论相符。该研究可以合理地分配基因测序系统中硅片台的动态性

能指标。
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１　引　　言

ＤＮＡ测序技术正处于迅速发展中，其突出特点

是：测序通量（测序数据量）大幅增大，原始数据中每

个碱基的测序成本急剧下降，以前的一些奢侈性研

究活动（如个人基因组测序、宏基因组学研究及对大

量重要物种的测序），变得越来越切实可行。第一代

脱氧核糖核酸（ＤＮＡ）测序技术是由Ｓａｎｇｅｒ等［１］开

创的链终 止 法 或 是 由 Ｍａｘａｍ 等［２］提 出 的 化 学 法。
第二代测序主要是同步化三磷酸核苷酸的洗脱方法

和 同 步 化 的 光 学 检 测 方 法 的 结 合［３－５］，Ｗｈｅｅｌｅｒ
等［６－１０］利用商业 化 仪 器，以 短 的 连 续 性 的 片 段 序 列

０９１１００３－１



光　　　学　　　学　　　报

和测序 阅 读 长 度 的 形 式，每 周 输 出 数 十 亿 碱 基 对

（Ｇｂｐ）的ＤＮＡ序列。第三代测序的代表性技术为

牛津纳米孔公司的纳米孔技术［１１－１２］，该技术致力于

取消光学设施，无需进行ＤＮＡ扩增，以检测跨越纳

米孔的导电性变化来进行测序。现在主流的基因测

序设备仍然是基于光学成像的方法，特定的荧光物

质被附着到碱基上，通过激光激发荧光物质的方式

产生荧光，光学系统将产生的荧光信号成像到图像

传感器上，通过特定的碱基识别软件识别出图像上

光斑对应的碱基，并给出一个碱基识别精度的质量

分数。该质量 分 数 与 多 种 因 素 有 关，包 含ＤＮＡ纳

米球（ＤＮＢ）信号的能量、光学系统的成像质量及碱

基识别软件的算法精度等。对于光学成像系统自身

来说，光学系统的能量集中度［１３－１４］是影响质量分数

的重要参数之一，如果能量集中度低，能量分布是发

散的，ＤＮＢ之 间 的 串 扰 和 背 景 干 扰 会 影 响 质 量

分数。
为了实现基因测序的高通量，需要承载生物芯

片的工件台（硅片台）具有运行稳定、扫描快速及定

位精度高等优点。基因测序系统中硅片台的两种主

要工作模式分别是匀速运动模式和步进运动模式。
在匀速运动 模 式 中，由 硅 片 台 导 致 的 振 动 很 小［１５］，
然而系统中 需 要 增 加 振 镜 来 补 偿 硅 片 台 的 匀 速 运

动［１６］，这极大地 增 加 了 系 统 复 杂 性 和 装 配 难 度，所

以，现阶段的基因测序仪广泛地采用基于步进工作

模式的硅片台；在步进运动模式中，硅片台的加、减

速过程产生的振动会在拍照周期内产生像移［１７］，从

而影响光学系统的能量集中度，所以进行基因测序

系统设计时，需要评估硅片台的动态运动性能对成

像质量的影响。
近些年，能量集中度指标是成像系统的关键指

标［１８－２０］，Ａｎｄｅｒｓｅｎ［２１］提 出 衍 射 极 限 点 扩 展 函 数 的

能量集中度函数；Ｄｉｘｉｔ等［２２］研究了不同的Ｚｅｒｎｉｋｅ
像差对单光束能量集中度的影响；刘让等［２３］提出了

一种基于多方位多尺度的形态学滤波和局部特征准

则的点目标检测方法，该方法以能量集中度作为虚

假点的剔除算法，以降低目标的虚警率。
上述研究均只针对静态图像，很少涉及能量集

中度和光学成像过程中动态因素之间的关系。对基

于步进工作模式的基因测序系统进行研究，找出硅

片台的动态性能对基因测序系统成像质量的影响机

理，进而得出硅片台动态特性与能量集中度之间关

系的理论模型。

２　基于杂交和连接反应的测序技术

本研究中介绍的测序技术是基于杂交和连接反

应的测序技术，同时依靠光学技术对荧光物质进行

探测［２４］，测试流程［２５］如图１所示。

图１ 测序流程

Ｆｉｇ．１ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｐｒｏｃｅｓｓ

１）先将基因组ＤＮＡ进行超声处理，加上一些

接头后进行模板环化、酶切和扩增，产生约４００个碱

基的环化测序片段，一个环化片段所产生的扩增产

物称为ＤＮＢ；２）ＤＮＢ被 选 择 性 地 连 接 到 经 六 甲 基

二硅氮烷处理的硅芯片上，形成ＤＮＢ阵列芯片［２６］；

３）运用普通探针，对标准锚定序列和延伸锚定序列

进行杂交和连接检测，每进行一个杂交和连接循环

则需对带有ＤＮＢ的 芯 片 进 行 荧 光 成 像，然 后 用 甲

酰胺溶液对ＤＮＢ进 行 重 建，这 种 循 环 被 重 复 直 到

全部组合的探针和锚定序列被检测；４）碱基识别、映
射、装配和分析软件用于基因的快速重构。

光学平台用于亚微米级ＤＮＢ阵列芯片的快速

读取，成像过程如图２所示。高密度ＤＮＢ以一定规

则提前装载到测序芯片上［２７］，附着在ＤＮＢ上 的 荧

光物质被激光激发后，所产生的荧光照射到探测器

上形成ＤＮＢ图像。激光器发射的激光被分束片反

射后 通 过 物 镜 聚 焦 到 芯 片 上。粘 接 荧 光 物 质 的

ＤＮＢｓ被激光 激 发 产 生 荧 光。受 激 荧 光 通 过 物 镜、

带通滤光片、筒镜后照射到相机靶面上。为了获取

较高的通量，通过一个三维运动平台对装载高密度

ＤＮＢ的生物芯片进行扫描，其中两个轴用于实现水

平方向扫描，另一个轴与自动检焦配合实现扫描过

程中最佳焦面的快速探测。

０９１１００３－２
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图２ 基于光学平台的成像过程

Ｆｉｇ．２ Ｉｍａｇｉｎｇ　ｐｒｏｃｅｓｓ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｏｐｔｉｃａｌ　ｐｌａｔｆｏｒｍ

３　动态参数与能量集中度之间的数学
模型

３．１　图像退化过程

光学系统像差、激光发热、步进运动产生的像移

等因素会影响基因测序系统的成像质量，导致图像

模糊和变形，即图像退化。
假设退化系统ｈ（ｘ，ｙ）是空间不变线性系统，

退化过程可以表示为

ｇ＝Ｓ［ｆ（ｘ，ｙ）＊ｈ（ｘ，ｙ）］＋ｎ， （１）
式中：ｆ（ｘ，ｙ）为 目 标 图 像；ｈ（ｘ，ｙ）为 退 化 模 型；

＊代表卷积；Ｓ 为 采 样 过 程；ｎ（ｘ，ｙ）为 噪 声 函 数；

ｇ（ｘ，ｙ）为退化后的图像。退化过程如图３所示。
在静态成像情况下，退化模型ｈ（ｘ，ｙ）主要指

光学系统的点扩展函数。然而，在动态成像的情况

下，运动组件的像移会使图像质量退化。

图３ 图像退化模型

Ｆｉｇ．３ Ｍｏｄｅｌ　ｏｆ　ｉｍａｇｅ　ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

　　对于基因测序系统而言，成像系统的像元能量

集中度（中心像元的能量占九宫格所有像元能量总

和的百分比）因受设计、制造及对准等因素的影响而

不能达到理 想 化，导 致 带 有ＤＮＢ信 息 的 光 斑 能 量

从所在像元（九宫格的中心像元）溢出到相邻的像元

（九宫格边缘的８个像元）。
现阶段，使用质量分数Ｑ３０来评价基因测序系

统中基因测序的准确度及测序通量，Ｑ３０是指识别

置信度达到９９．９％的ＤＮＢ位点百分比。如果光学

像差、硅片台运动产生的像移等因素导致生物芯片

上ＤＮＢ点位 的 能 量 集 中 度 退 化 较 多，则 会 大 大 降

低基因测序系统的Ｑ３０值，即影响了测序通量。大

量基因测序数据表明，为了使Ｑ３０优于８０％，能量

集中度应高于６５％。

３．２　模型的建立

本节介绍了动态参数影响能量集中度的物理过

程，具体算法流程如图４所示。ｐ１，ｐ２，…，ｐｎ 是硅

片台在拍照位置处随机误差导致的成像偏移。
目前，有 专 利 技 术 用 于 控 制ＤＮＢ的 尺 寸 和 密

度。因此，硅片上的ＤＮＢ有相似的尺寸和亮度。选择

图４ 算法流程图

Ｆｉｇ．４ Ｆｌｏｗ　ｃｈａｒｔ　ｏｆ　ａｌｇｏｒｉｔｈｍ
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一个ＤＮＢ进行理论分析，同时将ＤＮＢ的能量归一

化为１。退化过程包含静态因素和动态因素。静态

因素是指光学系统的像差及激光热影响，可以通过

点扩展函数评估；动态因素包含振动以及硅片台的

位置误差，这会导致拍照周期内的像移。首先，考虑

静态因素，将 理 论ＤＮＢ模 型 和 光 学 系 统 的 点 扩 展

函数进行卷积后，相机上会形成一个弥散斑。然后

考虑动态因素，即在一个采样周期内的像移。假设

拍照周期为Ｔ，硅片台的采样频率为ｆｓｔａｇｅ，则 在 一

个采 样 周 期 内 所 采 集 的 帧 数 量ｎ＝Ｔ×ｆｓｔａｇｅ。因

此，在一个采样周期内，理想ＤＮＢ经过图像退化及

能量累加后得到的弥散斑为

Ｒｉｍａｇｅ＝∑
ｎ

ｉ＝１
ｆ（ｌｘｉ，ｌｙｉ）＊ＰＳＦ， （２）

式中：ｆ（·）为ＤＮＢ的理论模型；ＰＳＦ为光学系统的

点扩展函数；Ｌｘ＝［ｌｘ１ｌｘ２ …ｌｘｎ］和Ｌｙ＝［ｌｙ１ｌｙ２
…ｌｙｎ］分别是在ｘ和ｙ扫描方向上ＤＮＢ与相机靶

面之间的偏移矩阵；ｎ为一 个 采 样 周 期 内 所 采 集 的

帧数量。Ｌｘ 和Ｌｙ 可以通过位移干涉测量系统或编

码器获得。
根据光学系统设计结果，在一个采样周期内采

集得到的连续ＤＮＢ弥散斑分布在探测器上约９个

像元区域内。经过探测器的有限采样以后，可以获

得九宫格区域内９个像元的灰度值。根据九宫格的

灰度值计算出该ＤＮＢ的能量集中度。
在测序过程中，光学系统点扩展函数以及激光

热影响在内的静态因素是不变量，与硅片台运行的

随机误差相关的动态因素是影响能量集中度的主要

因素。因此，根据图４所示的理论模型，建立动态参

数与能量集中度之间的理论模型。
在一个采样 周 期 内，ＤＮＢ的 位 置 是 离 散 的，如

前所述，探测 器 上 形 成 的ＤＮＢ弥 散 斑 的 分 布 与 一

个采样周期内ｎ帧图像的位置相关。因此，一个采

样周期内ｎ 帧 图 像 的 位 置 标 准 偏 差 可 以 用 于 描 述

ＤＮＢ光斑的弥散程度（ＳＴＤ，ＳＴＤ），即

ＳＴＤ＝
∑
Ｎ

ｉ＝１

（ｌｘｉ－ｌ
－
ｘ）２＋（ｌｙｉ－ｌ

－
ｙ）槡 ２

Ｎ
， （３）

式中：ｌ
－
ｘ＝
∑
Ｎ

ｉ＝１
ｌｘｉ

Ｎ
；ｌ
－
ｙ＝
∑
Ｎ

ｉ＝１
ｌｙｉ

Ｎ
；Ｎ 为采样 点 个 数；ｉ为

累加变量。

４　测序系统及测量结果

４．１　测序平台的搭建

为了验证动态参数对能量集中度的影响，在测

序平台上开展相关实验，如图５所示。测序平台包

含大理石基座、三维运动平台、物镜、照明模块、分光

模块、筒镜模块、自动检焦模块和相机等。水平运动

平台使用 Ａｅｒｏｔｅｃｈ公 司 的 气 浮 平 台。分 光 模 块 用

于４路激光、自动检焦光和荧光光束分光，多个带通

滤 光 片 用 于 衰 减 激 光 对 荧 光 的 影 响。４个ＣＭＯＳ
相机用于捕获４路不同的荧光信号。为了减小外部

振动影响，将设备放置在具有ＶＣ－Ｄ振动标准［２８］的

基座上进行实验。

４．２　基于位移干涉测量系统的动态参数测量

步进运动过程产生的动态误差可以通过位移干

涉测量（ＤＭＩ）系统进行测量，如图６所示。

图５ 测序平台

Ｆｉｇ．５ Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈ　ｏｆ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｐｌａｔｆｏｒｍ
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图６ 基于ＤＭＩ系统测量动态参数

Ｆｉｇ．６ Ｄｙｎａｍｉｃ　ｐａｒａｍｅｔｅｒ　ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ　ｓｃｈｅｍａｔｉｃ

ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ＤＭＩ　ｓｙｓｔｅｍ

　　激光 被 一 个５０％分 束 片 分 束 到 两 个 路 径 中。

将两个平面反射镜分别放置在大理石平台的上平台

和硅片台 的ｚ轴 上。两 个 平 面 反 射 镜 在 步 进 运 动

过 程 中 的 位 移 通 过 高 稳 定 平 面 反 射 镜 干 涉 仪

（ＨＳＰＭＩｓ）测量得到，对两个位移信号进行处理后，

得到两个反射镜之间的相对位移。因为光学模块是

固连到大理石平台上的，所以这个相对位移量实际

上是相机和硅片台上硅片的相对位移。测量结果包

含硅片台的振动和位置误差。

４．３　静态成像

静态因素包含光学系统像差和激光热影响。其

中，光学系统像差主要指光学系统原理误差、光学设

计误差和光学制造误差。上述所有因素均属于系统

误差，通过测序系统的点扩展函数表示。

利用一个工艺芯片来评估测序系统的点扩展函

数。通过自动检焦模块对工艺芯片进行清晰成像。

图７（ａ）所 示 为 工 艺 芯 片 上 的 刃 边 图 案。在 正 交 的

方向 上 选 取 两 个 区 域（ＲＯＩ），利 用 刃 边 方 法 及

Ｆｅｒｍｉ函数［２９］计算出的点扩展函数如图７（ｂ）所示。

选取如图８所示的位置获取九宫格中各点位灰

度值，同时采集背景灰度值，去除背景影响后，生物

芯片在静态成像情况下的能量集中度约为７３％。

４．４　动态成像

完成静态成像后，开展动态成像。动态 成 像 的

运动周期为７５ｍｓ，运动和整定时间为５０ｍｓ，拍照

周期为１５ｍｓ。除 了 前 述 静 态 成 像 描 述 的 因 素，硅

片台步进运动产生的振动和硅片台在拍照过程中的

位置误差会导致像移，从而影响动态成像质量。

为了获取统计特性，进行约８００个视场的扫描。

当硅片台进行步进扫描运动时，使用ＤＭＩ系统测量

相机 和 硅 片 台 之 间 的 相 对 位 移。在 拍 照 周 期 内，

图７ 测序系统的ＰＳＦ测量。（ａ）工艺芯片的像；

（ｂ）测序系统的ＰＳＦ结果

Ｆｉｇ．７ ＰＳＦ　ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ　ｏｆ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｓｙｓｔｅｍ．（ａ）Ｉｍａｇｅ

ｏｆ　ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ　ｃｈｉｐ；（ｂ）ＰＳＦ　ｏｆ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｓｙｓｔｅｍ

图８ 静态时采集的ＤＮＢ图像

Ｆｉｇ．８ ＤＮＢ　ｉｍａｇｅ　ｃａｐｔｕｒｅｄ　ａｔ　ｓｔａｔｉｃ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

ＤＮＢ的位置是离散的。根据所述模型，像空间上的

ＤＮＢ弥散斑与采样周期内的Ｎ 个帧的位置是相关

的。首先，用硅片台相对于理论位置的位置误差的

标准差（位 置 标 准 差）来 表 示ＤＮＢ的 离 散 程 度，该

参量为硅片 台 在 两 个 运 行 方 向 上 位 置 误 差 的 合 成

量。所有测试视场位置误差的位置标准差直方图如

图９所示。同时，位置标准差以及相应的视场数量

如表１所示。
由图９和表１可知，８７％的视场位置标准差在

６０～１６０之间。根 据 所 述 的 理 论 模 型，计 算 出 位 置

０９１１００３－５
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标准差对应的能量集中度，如图１０所示。

图９ 位置标准差的分布

Ｆｉｇ．９ Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

表１ 位置标准差的分布

Ｔａｂｌｅ　１ Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｒａｎｇｅｓ

Ｒａｎｇｅ　ｏｆ

ｌｏｃａｔｉｏｎ　ＳＴＤ／ｎｍ

Ｎｕｍｂｅｒ　ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｔｏ　ａｌｌ　ｆｒａｍｅｓ／％

＜６０　 ４．４７

６０－８０　 １７．３９

８０－１００　 ２４．７２

１００－１２０　 ２０．５０

１２０－１４０　 １５．１６

１４０－１６０　 ９．１９

＞１６０　 ８．５７

图１０ 能量集中度结果

Ｆｉｇ．１０ Ｅｎｓｑｕａｒｅｄ　ｅｎｅｒｇｙ

　　图１１所 示 为 在 动 态 情 况 下 拍 摄 的 一 帧 图 像。
通过ＤＭＩ系统计算得到采集该帧图像时，硅片台位

置标准差约为１２６，在 该 帧 图 像 中 选 择 一 个 受 周 围

ＤＮＢ能量串 扰 影 响 较 少 的ＤＮＢ，计 算 得 到 的 集 中

度约为６６．４４％，该结果与统计结果一致。

５　讨　　论

首先进行工艺芯片的静态实验。通过已知的标

图１１ 动态情况下拍摄的ＤＮＢ图像

Ｆｉｇ．１１ ＤＮＢ　ｉｍａｇｅ　ｃａｐｔｕｒｅｄ　ａｔ　ｄｙｎａｍｉｃ　ｓｔａｔｕｓ

准图形和成熟的算法反演出基因测序光学系统的点

扩展函 数；然 后 进 行 生 物 芯 片 的 动 态 实 验。通 过

ＤＭＩ系统测量硅片台的动态性能参数，根据点扩展

函数和动态性能参数计算各视场的能量集中度，通

过大量实验找出硅片台动态性能参数与能量集中度

之间的关系模型。
从图１０可以看出，能量集中度与位置标准差近

似呈线性关系。随着位置标准差的增大，能量集中

度减小。从对能量集中度的影响机理来看，在图像

传感器的采样周期内，各采样点相对于理论位置的

偏差越小，光斑的弥散量越小，曝光后产生的目标光

斑会聚程度越高，能量集中度也越高。所以硅片台

运行的二维方向上的位置误差合成得到的位置标准

差，是影响能量集中度的一个非常重要的指标，可以

作为基因测序系统能量集中度的评判准则。在基因

测序系统中，位置标准差需控制在１４０ｎｍ以内，以

保证能量集中度高于６５％。

图１１所示 为 生 物 芯 片 动 态 实 验 采 集 的 图 像，

ＤＮＢ的密度差异、装载效率、装载位置误差以及光

学系统的畸变等都会影响ＤＮＢ在探测器上的能量

分布。因此，图１１的生物芯片成像图中会出现某些

区域的ＤＮＢ分布很稀疏、某些区域的ＤＮＢ分布却

聚集成团状体的现象。为防止计算结果出现较大误

差，使用特定 的 筛 选 方 案 来 选 择 受 周 围 ＤＮＢ弥 散

影响较小的ＤＮＢ，作为能量集中度计算的样本。

６　结　　论

建立了硅片台动态性能参数与能量集中度之间

的理论模型，统计结果表明：能量集中度与位置标准

差近似呈线性关系。在基因测序系统中，当位置标

准差控制在１４０ｎｍ 以 内 时，可 保 证 能 量 集 中 度 高

于６５％。同时，确定了以硅片台运行的位置标准差

０９１１００３－６
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作为基因测序系统能量集中度的评判准则，并统计

出不同的位置标准差范围对应的能量集中度数值。
建 立 了 动 态 参 数 与 能 量 集 中 度 之 间 的 理 论 模

型。应用该技术，可得到满足基因识别中能量集中

度要求的硅片台动态性能参数，并且合理地分配硅

片台的动态性能指标，而不是一味地求最小的位置

精度，这样可以节约基因测序系统的研制成本。
由于生物芯片上ＤＮＢ的密度差异、装载效率、

装载位置误差及光学系统的畸变都会影响ＤＮＢ在

探测器上的能量分布，所以只能选择经过特定算法

筛选后的ＤＮＢ作为样本。无法进行大量样本的统

计是本研究的不足之处。在后续研究中，考虑制备

一个专用工 艺 芯 片，在 该 芯 片 上 镀 上 模 拟ＤＮＢ的

图案，保证图案的大小、位置精度等，并将该芯片用

于在动态实验中评价能量集中度的变化。
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