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摘要  管盖基因芯片是将基因探针固定在特制的 Eppendorf 管盖内表面, 与内置杂交缓冲液贮液池的
Eppendorf 管一起构建的基因检测器件. 在这个全封闭的系统内, 可以完成基因扩增、荧光标记、芯片
杂交及检测等一系列生物化学操作, 实现多基因高通量并行检测. 报道了用于管盖基因芯片的检测分
析系统, 它包括光学检测平台、图像采集系统、图像分析系统及结果报告系统. 光学检测平台利用
NIKON显微镜光学系统, 通过电荷耦合器件(CCD)进行图像的采集. 管盖基因芯片杂交后, 经过荧光信
号被 CCD捕获, 经通用串行总线(USB)传递给计算机. 图像经过旋转、去噪声点、图像分色、杂交信号
计算、结果判定、有效性判定及结果输出. 用该系统成功地对呼吸道的 10种病毒杂交结果进行了检测. 
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基因芯片检测技术由于其高通量的检测能力 , 
越来越受到重视 . 在细胞凋亡、肿瘤及常见疾病研
究、毒理和药理等方面具有广泛的应用. 基因芯片把
大量已知序列探针集成在同一个基片上 , 经过标记
的若干靶核酸序列通过与芯片特定位点上的探针杂

交 , 可以对生物细胞或组织中大量的基因信息进行
分析 [1,2]. 目前, 主要的体系有affymetrix公司为主导
的原位合成高密度基因芯片, 在 1 cm2的面积上合成

上百万的核酸片段, 常用于基因表达水平、单碱基多
态性 (SNP)的研究 . Illumina公司以 Integrated Bead- 
Array System技术实现了基因信息, 特别是SNP筛选
的应用[3]. 目前研究与使用最广泛的基因芯片主要是
基于玻片或硅片的固定化核酸探针微阵列芯片 . 基
于玻片的基因芯片制作工艺相对简单、技术成熟. 但
在使用过程中 , 如果不采用完全封闭的杂交与清洗
系统, 易造成基因扩增产物的扩散, 污染后续样品, 
造成假阳性检测结果 . 由于基因芯片的检测系统要
求较高, 检测过程的操作复杂, 并且需要在完善的实
验室条件中进行检测 , 限制了基因芯片在临床检验
中的应用.  

我们开发了一种新的集基因扩增、扩增产物荧光

标记、基因芯片杂交、清洗与荧光检测于一体的管盖

基因芯片 , 可以将以上步骤在一个完全封闭的体系
中完成 . 其主要特点是将基因检测探针固定在特制
的 Eppendorf 管盖的内表面, 同时在管体的中部内置
一个杂交缓冲液贮液池 . 管盖基因芯片对多基因检

测时所需要的基因扩增、荧光标记、芯片杂交及信号

检测均可在同一封闭的 Eppendorf 管中完成, 可以避
免扩增产物的外泄而引起的后续样品检测的假阳性

信号, 具有操作简单、容易控制实验室污染、结果重
现性好等特点, 因此具有广泛的应用前景.  

目前大部分生物芯片采用荧光染料标记 , 主要
使用共焦扫描荧光技术进行杂交信号检测 . 检测过
程是通过芯片的X-Y移动进行二维点阵扫描, 检测器
通常是光电倍增管(PMT). 适用于大规模DNA芯片杂
交信号检测, 广泛应用于基因表达分析研究 [4~7]. 在
荧光信号检测方面 , 主要研究仍然集中在提高检测
分辨率和拓宽荧光光谱的检测范围 , 如Sinclair等 [8]

设计的扫描仪能够使用 3~30 μm的分辨率在 490~900 
nm范围内进行荧光检测, 芯片扫描仪的研究推动了
包括基因芯片在内的微阵列芯片的广泛应用 . 目前
商业扫描仪的设计主要有两大类 , 一类是用于以标
准玻片为载体的基因芯片扫描仪, 如Cartician, AXON
系统 , 国产的有北京博奥公司和中国科学院成都光
电技术研究所研制的微芯扫描仪等系统; 另一类如
惠普公司为Affymetrix产品和Illumina公司为其自己
产品研制的专用基因芯片扫描系统 [11,12]. 前者具有
较好的适应性; 但后者只能扫描特定的基因芯片. 上
述基因芯片扫描系统主要是采用基于激光共聚焦原

理开发的, 扫描精度高于 10 μm, 荧光检测下限是 0.1
荧光分子 /μm2, 适应于基因表达水平等大规模基因
检测的要求 . 但这种基因芯片扫描仪不能用于管盖
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基因芯片.  
由于管盖基因芯片相对于标准玻片是一个异型

器件 , 目前尚没有合适的基因芯片扫描仪对其图像
进行采集; 因此, 本实验室研制和开发了用于管盖基
因芯片的荧光图像信息的采集及数据分析系统.  

1  管盖芯片及其检测方案 

1.1  管盖芯片结构 

管盖基因芯片是将标准的基因扩增管——200 
μL Eppendorf管原来的穹窿型的管盖, 经特别的加工
后, 将管盖形成了一个平面窗口的管盖. 新加工的管
盖能够与 Eppendorf 管形成紧密的密封, 并且在管盖
的内表面上经过改性, 固定了多种核酸探针, 形成了
探针微阵列——基因芯片, 并且在基因扩增管内置了
一个小的杂交缓冲液贮液池, 用于贮存杂交液(图 1).  
 

 
 

图 1  管盖基因芯片结构图 
1, 经过改造后的基因扩增管管盖; 2, 管盖的内表面上固定的基因探针; 
3, 基因扩增管的管体; 4, 管盖基因芯片系统中的杂交缓冲液贮液池 

 
1.2  系统框架 

检测系统分为硬件系统和软件系统 . 硬件系统
有光学系统、图像采集系统和信号传递系统等 3个部
分组成. 软件系统分为图像采集、图像矫正、图像预
处理、半自动匹配、有效性验证、杂交强度计算及结

果判定等 7个子系统, 如图 2(a)所示.  
图像采集工作原理: 汞灯光源经过聚光, 滤除红

光及红外线后 , 经入射滤光片滤除其他波长的光线
后, 经过二色镜反射至物镜组, 通过物镜后照射到管
盖上, 杂交点的荧光基团被其激发并发出荧光, 通过
物镜和二色镜到数字相机, 其信号被数字相机捕获. 
图像信号被计算机所读取后存贮于计算机硬盘中 , 
然后由图像分析软件对图像进行图像矫正、图像预处

理、半自动匹配、有效性验证、杂交强度计算及结果

判定等步骤的处理, 并可输出相应的检测结果.  

1.3  管盖基因芯片检测系统的结构 

NIKON 荧光显微镜具有稳定、可靠、易于操作
和调节等特点 , 管盖基因芯片检测系统的光学部分
采用的是NIKON E200显微镜的光学器件, 使用电荷
耦合器件(CCD)进行图像的采集. 其结构与实物图如
图 2(b)所示. 光学系统由光源、透镜组、滤色片组和
机械部分组成. 光源系统采用 100 W汞灯, 并使用与
NIKON 显微镜配套的光源校准系统, 而滤色片使用
的是 488 nm低通滤色片, 1个二相色镜和 1个 520 nm
高通滤色片. 物镜采用的是 NIKON10倍荧光物镜.  
 

 
 

图 2  管盖基因芯片检测系统的结构 
 

X-Y 移动平台, 本系统的光学移动平台是提供给
多个管盖基因芯片轮换观察使用的 , 在每一个管盖
基因芯片检测时不需要移动检测对象 , 一次采图就
可完成对单一管盖基因芯片的图像采集. 在实际使用
中, 我们发现使用普通数字相机可以满足需要, 根据软
件开发需求, 我们选用提供了软件开发包 OLYMPUS 
C-5060的数字相机, 像素为 500万. 在图像中有 2592× 
1944像素的分辨率, 在管盖基因芯片的点阵上, 每个
点至少可有 10×10点的数字信号, 为下一步的杂交信
号分析提供了足够的信息.  
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2  管盖基因芯片分析系统(GAS) 

2.1  图像矫正 

由于数字相机的位置、样本放置的位置带来图像

的旋转误差, 所以 GAS 系统要矫正采集的图像的旋
转误差 , 系统提供手动的方法进行图像(旋转)矫正 . 
GAS 自动设置一些网格标尺, 帮助用户方便地通过
鼠标进行图像(旋转)矫正.  

2.2  图像预处理 

图像预处理的目的主要是减少污点、噪声以及各

种影响因素的干扰, 提高图像的质量, 从而提高后面
分析的准确性.  
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图像预处理包括处理区域裁剪、滤除整体背景以

及消除点噪声等. 在预处理中, 最基本的一个准则是
尽量保证图像的有用信息不丢失.  

(1) 处理区域裁剪. 由于采集的图像中只有部分
区域包含信息 , 所以我们先根据芯片的类型确定采
集的范围, 将包含信息的图像区域裁剪出来, 以提高
处理的速度.  

(2) 滤除整体背景. 由于采集的图像含有大量的
背景信号(比如光源等引起), 所以要先进行滤除. 背
景滤除的方法是将图像中的 RGB 三色分离, 在使用
FAM作为荧光标记基团时, R色的图像值小于 10, 而
B色与G色的均表现出了光学不均现象, 数字化图像
的中央值大于周围值, 荧光信号以 G色为主. 但在图
像中, B值表现为背景值. 所以以 G−B值为信号值. 这
样对整体背景的降低及图像信号均匀性提供了基础.  

(3) 消除点噪声. 图像滤波方法有两种: 平滑滤
波和中值滤波.  

平滑滤波是通过将每个像素的光密度值 f(x,y)与
周围各个像素光密度的平均值作比较 , 如果与平均
值的差异在一定的范围内 , 则处理后的光密度值
g(x,y)不改变, 如果过大或过小, 则用平均值代替. 即 

( )

( ) ( )
( )( )

( )
, ,

,

1 , , If :| ( , ) , |

,                     others
x y s x y S

g x y

f x y f x y f x y T
N N

f x y
∈ ∈

=

⎧ −⎪ ×⎨
⎪
⎩

∑ ∑ >   

(1) 
其中, S表示 N×N大小的平滑窗口, T表示阈值. 这种
方法的滤波效果取决于平滑窗口的大小 . 如果平滑
窗口较小, 往往只能消除比较尖细的刺峰干扰. 对于
比较粗的刺峰干扰 , 必须通过扩大平滑窗口的尺寸

加以滤波. 但随着平滑窗口尺寸的增加, 整个芯片图
像的光密度值降低, 有用信号被大大地衰减. 我们知
道突变型芯片的分析主要依赖于有突变发生的信号

与完全匹配信号之间的荧光强度差异 , 如果差异的
区分度降低了, 就很难判断是否有突变发生. 所以平
滑滤波是以牺牲重要的信息为代价实现滤波的 , 无
法确保后面分析的准确性.  

中值滤波就是用一个有奇数点的滑动窗口 , 将
窗口中心点的光密度值用窗口内各个像素点光密度

值的中值代替. 即 
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中值滤波是一种非线性滤波器 . 它利用局部中值替
代了局部平均 , 在一定条件下可以克服线性滤波器
(如平滑滤波)所带来的图像细节模糊, 而且对滤除脉
冲干扰及图像扫描噪声最为有效 . 对于芯片图像而
言, 中值滤波的效果比较理想, 但仍存在一个不足. 
由于杂交反应的扩散性 , 芯片图像上的像素点分布
并不均匀 , 一个亮的像素点可能紧接着一个比较暗
的像素点, 它们对于分析都很重要, 在滤除噪声时应
尽量减少对这些有用信号的淹没 . 而中值滤波在处
理这种细节比较多的图像时, 具有一定的局限性.  

2.3  半自动匹配 

对于大多数芯片来说 , 往往通过机械点样的方
法制备, 图像上的目标点排列规则, 形状呈圆状或方
形 , 所以我们采用最常用的人机交互的半自动网格
定位方法, 即通过手工输入芯片参数, 产生大致的粗
网格, 然后再通过基于形状、亮度、方向敏感性的自
动搜索方法进行精确定位.  

粗网格的定位方法有两种: 三角确定法和点线
法. 三角确定法是输入芯片的行数、列数以及芯片三
个角(左上角、右上角、左下角)点的位置、形状、大
小, 通过公式自动生成网格, 使每个网格中包括一个
目标点. 假设行数为 Row, 列数为 Column, 左上角、
右上角、左下角的坐标分别为(LeftTopX, LeftTopY), 
(RightTopX, RightTopY), (LeftBottomX, LeftBottomY), 
则第 i行、第 j列的信号点中心位置(X,Y)为 

LeftTop + Step + MinStepX X j X i X= × × ,       (3) 
LeftTop + Step + MinStep ,Y Y i Y j Y= × ×       (4) 

Step (RightTop LeftTop )/(Column 1),X X X= − −   (5) 
Step (LeftBottom LeftTop )/(Row 1),Y Y Y= − −    (6) 

MinStep (LeftBottom LeftTop )/(Row 1),X X X= − −  (7) 
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−MinStep (RightTop LeftTop )/(Column 1),Y Y Y= −  (8) 

其中 StepX, StepY 分别表示列间间距、行间间距 , 
MinStepX, MinStepY 是 X 方向和 Y 方向的微调间距
(图 3). 这种三角确定的方法通过 MinStepX, Min-
StepY 可以克服信号点位置发生角度偏转所带来的位
置偏差. 但如果 3 个角的信号点为暗点, 三角确定法
就不适用了.  
 

 
 

图 3  三角确定法示意图 
 

为此我们又提出点线法确定粗网格位置(图 4). 
点线法是通过标尺工具测得 X,Y方向的间距, 然后利
用公式(10)~(13)求得每个信号点的中心位置. 设 X方
向间距为 SpaceX, Y方向间距为 SpaceY, 图像高度为
ImageHeight, 宽度为 ImageWidth, 则第 i行、第 j列
的信号点中心位置(X,Y)为 
 Start Space , X X j X= + ×  (9) 
  (10) Start Space ,Y Y i= + × Y

Start [ImageWidth (Column 1) Space ]/2,X X= − − ×  (11) 
Start [ImageHeight (Row 1) Space ]/2,Y Y= − − ×   (12) 

其中(StartX, StartY)为第一个信号点的中心位置. 点 
 

 
 

图 4  点线法示意图 

线法的输入参数简单, 只需确定 X, Y方向的间距, 但
由于间距以像素为单位, 累积误差比较大. 三角确定
法和点线法各有利弊 , 应视具体芯片图像的特点选
择适当的方法.  

粗网格定位后, 需要通过基于形状、亮度、方向
敏感性的自动搜索方法进行精确定位 . 该定位方法
的基本思想是对于每个信号点确定一搜索范围 , 将
该范围内最亮的圆形或方形区域作为目标信号点的

区域. 设(LeftTopX, LeftTopY, RightBottomX, Right-
BottomY)是第 i行, 第 j列信号点的当前区域, Radius为
搜索半径, SenX, SenY分别是 X,Y方向的敏感性参数, 
则最佳区域为搜索范围 (LeftTopX+j×SenX-Radius, 
LeftTopY + i×SenY −Radius, RightBottomX + j × SenX + 
Radius, RightBottomY+i×SenY+Radius)内荧光强度最
亮的大小为(RightBottomX − LeftTopX)×(RightBottomY − 
LeftTopY)的长方形或半径为 (RightBottomX − Left-
TopX)/2 的圆形区域. 自动搜索方法对噪声比较敏感, 
因此搜索时必须注意搜索范围的设定.  

2.4  杂交强度计算 

荧光信号计算的可靠性在很大程度上依赖于计

算方法的选择. 我们计算荧光信号的方法有两种: 平
均法和中值法. 平均法是一种广泛使用的统计方法, 
它将信号点区域内所有像素点光密度的平均值减去

该信号点的背景值作为该点的荧光强度. 设 Sj为第 j
个信号点区域, N表示属于该信号点区域的像素点个
数, f(n)表示第 n个像素点的光密度值, Bj表示第 j个
信号点的背景强度, 则第 j个信号点的荧光强度为 

 

( )
.jx S

j j

f n

F B
N

∈
= −

∑
 (13) 

平均法的优点在于方法简单, 运算速度快, 它代表了
整个信号点的总体特征 , 所以该方法对于光密度分
布均匀或不均匀的信号点都很适用 . 但如果信号点
区域误含了较多的背景点 , 平均法的准确性就会降
低.  

中值法是将信号点区域内的像素按光密度值从大

到小排列, 选择位于中间位置的光密度值, 将其与背景
值的差值作为信号点的荧光强度. 用公式表示如下:  
 ( )Med .

j
j jx S

F f n B
∈

= −  (14) 

中值法由于要进行排序, 所以运算速度慢. 同时对于
光密度分布不均匀的信号点 , 中值法易受光密度分
布情况影响, 所确定的信号荧光强度不稳定, 可能大
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可能小, 并且该值不能反映整个信号点的特征, 所以
中值法不适合处理不均匀信号点 . 特别是如果信号
点区域误含了较多的背景点 , 中值法可能将信号点
的荧光强度取为背景值, 致使计算出错. 所以为了确
保计算的可靠性, 一般不采用中值法.  

为了降低背景点的干扰 , 我们提出了二次滤波
的方法来计算信号点的荧光强度 . 二次滤波法是在
平均法计算结果的基础上 , 通过一定的判别准则来
筛选信号点区域内的真实信号点 , 然后将真实信号
点的平均值与背景的差值作为信号点的荧光强度 . 
二次滤波法的关键在于判别准则的选择 . 一般采用
以下 3个判别准则:  

(1) 如果信号点区域内的某个像素点的光密度
值大于背景值, 则认为该像素点是真实的信号点, 否
则是背景点.  

(2) 如果信号点区域内的某个像素点的光密度
值大于阈值 T, 则认为该像素点是真实的信号点; 否
则是背景点. T = k×M. M是信号点区域内所有像素
点的平均值, k 是可信度因子, 通过 k 调节阈值大小, 
使其能适应不同的芯片图像.  

(3) 设 Sj为第 j个信号点区域, N表示属于该信号
点区域的像素点个数, f(n)表示第 n 个像素点的光密
度值, M表示信号点区域内所有像素点的平均值, k为
控制因子, 则判别准则为 
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如果 I 为 1, 则表示第 n 个像素点是真实信号点; 否
则为背景点.  

上述 3 个准则分别建立在背景(准则 1)、平均值
(准则 2)、方差(准则 3)的基础上. 从准确性来讲, 准
则 3最精确, 因为真实的信号点应该是在平均值附近
波动的, 但准则 3 运算比较复杂. 具体采用何种判别
准则, 还应视芯片图像的特点而定. 但二次滤波的方
法可能将不均匀信号点区域内的比较暗的信号点当

作背景点处理, 从而使信号点的荧光强度偏亮.  

2.5  有效性验证 

实验中由于各种情况 , 比如样品中核酸纯化效
率低、RT-PCR 酶失效、引物失效、探针固定不好而
引起的探针脱落、试剂保存问题、荧光试剂失效而引

起的杂交信号缺失的假阴性结果等产生芯片实验结

果失效, GAS通过验证标准样点是否符合一定的荧光
值及相应的信噪比来判断实验是否有效.  

2.6  检测实例 

我们制备了 SARS、副流感Ⅰ、肠病毒、风疹、
副流感Ⅲ、流感 B、麻疹、RSV、鼻病毒、流感 A等
10 种病毒的 12 种探针(其中 SARS 有 3 个探针), 固
定在本实验室制备的管盖内侧的琼脂糖膜的表面(图
5). 在管盖基因芯片的杂交缓冲液贮液池中贮存杂交
液, 在基因扩增管的底部加入多重基因扩增的体系. 
将 SARS、肠病毒、流感 A等 3种病毒的 RNA混合
后, 加入管盖芯片的管底部, 并用管盖密封整个体系. 
在 MJ PTC200型 PCR仪上进行多重基因扩增、荧光
标记, 整个管盖基因芯片倒置后, 基因扩增管与杂交
缓冲液贮液池中的溶液在管盖部位混合 , 基因扩增
的产物与基因芯片进行杂交, 30 min 后经短时离心, 
杂交混合液离开管盖部位 , 得到杂交完成的管盖基
因芯片.  
 
阳性 SARS 副流感Ⅲ 肠病毒 风疹 副流感Ⅰ 流感 B
阴性 麻疹 RSV SARS SARS 鼻病毒 流感 A
阳性 阴性 阳性 阴性 阳性 阴性 阳性

阴性 流感 A 鼻病毒 SARS SARS RSV 麻疹

阳性 流感 B 副流感Ⅰ 风疹 肠病毒 副流感Ⅲ SARS

图 5  各探针的分布相对位置图 
 

使用该检测系统对管盖基因芯片进行表征 , 通
过检测系统对管盖基因芯片的杂交结果进行捕获、转

存(图 6(a))、经过图像矫正(处理区域裁剪、滤除整体、
背景消除点噪声)(图 6(b))、半自动匹配(图 6(c))、有
效性验证等处理步骤 , 得到了处理的杂交结果 . 
SARS阳性、肠病毒、流感A等 3种病毒是阳性, 其中
SARS有两个探针的杂交结果是阳性, 1个探针的杂交
结果是阴性( 探针设计参照相关文献[9,10]), 符合中国
国家疾病预防与控制中心及美国疾病控制预防中心

(CDC)关于SARS检测的指导意见.  

3  结论 
成功地研制开发了对非玻片基因芯片——管盖

基因芯片的检测系统 . 管盖基因芯片的特点是基于
常用的基因扩增管——Eppendorf 管的改进, 并在管
盖的内侧面固定基因芯片的探针 . 应用管盖基因芯
片进行的基因检测技术 , 是在一个封闭的体系内完
成基因扩增、产物的标记、杂交及荧光信号检测的新 
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图 6  管盖基因芯片的检测结果及 GAS系统分析结果 
(a) 检测系统对管盖基因芯片的杂交结果进行捕获、转存; (b) 图像矫
正(处理区域裁剪、滤除整体、背景消除点噪声); (c) 半自动匹配 

 

技术. 该管盖基因芯片及其检测系统具有多病原体高
通量的检测能力, 可实现 10 种病毒的同时检测分析. 
该技术也可根据需要设计可进行更多病原体同时检

测的芯片产品 . 完成检测只需要使用常规的分子生
物学实验室仪器及本文报道的管盖基因检测系统 . 
在检测完成以后 , 封闭的基因扩增管连同基因扩增
的产物以及医疗垃圾的处理, 不会带来交叉污染. 具
有通用性好、重现性好、操作简单等优点.  

由于需要将基因扩增管及基因芯片组合在一起

进行杂交信号的检测, 体积较大, 没有现成的基因芯
片扫描仪 . 由于我们管盖基因芯片的阵列数一般不
超过 100, 检测范围较小, 因此以 CCD相机的荧光显
微镜为探测装置的核心, 无须扫描传动平台. 由于不需
要逐点激发探测, 激发光照射光场为整个芯片区域 , 
并由 CCD相机获得整个 DNA芯片的杂交结果.  

我们还开发了管盖基因芯片的杂交信号处理软

件, 为使用者提供了一种成套的系统解决方案. 在软
件中集成了图像采集、图像处理、杂交结果判定、图

像及结果贮存、检测样本数据库、分级管理等组成部

分. 该系统减少了操作者的技术要求, 可极大地提高
临床检验的效率 . 经过设置基因的阴性和阳性内标
以及杂交信号的判别和有效性验证后 , 系统能够将
实验结果给出以下结论之一: 试剂不合格, 并给出不
合格代码; 纯化步骤不合格; 基因扩增标定不合格; 
检测结果阴性; 检测结果阳性, 并给出阳性结果. 以
上结果输出时, 提供检测结果的图像、操作者代码、
检测的详细数字化结果、检测对象的基本信息等. 同

时 , 本系统开发的软件为以后的医院或相关检测单
位提供了网络数据接口 , 可以非常方便地进行软件
的性能提高, 为数字化医疗提供了一个新的平台.  

本文报道的管盖基因芯片检测仪 , 取代了普通
基因芯片荧光扫描仪的复杂而昂贵的 X-Y扫描、共聚
焦方法和光电倍增管检测技术 , 降低了仪器的使用
复杂性和成本, 提高了基因芯片检测的智能性, 有利
于基因芯片技术在实际现场检测和临床诊断中推广

使用.  
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