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一种高通量 dPCR荧光图像自适应增强算法 
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摘要：目的 为了改善荧光图像背景光照不均匀和对比度低的问题，提出一种荧光图像自适应亮度校正

和低对比度增强算法。方法 根据光照成像原理，利用引导滤波提取出荧光图像的光照分量，通过改进

的二维 Gamma 函数动态校正背景光照，利用 Top-hat 变换分离出校正后的前景和背景，对前景进行自

适应直方图均衡化，以实现荧光图像自适应增强的目的。结果 对比传统算法，文中算法处理后的图像

背景光照均匀，对比度增强效果明显，其中标准差平均提高了 9.4 倍，平均梯度平均提高了 1.2 倍，信

息熵平均提高了 0.2 倍。结论 文中算法可以改善高通量 dPCR 荧光图像背景光照不均匀性，提高图像对

比度，突出图像中隐藏的细节，对其他荧光图像处理也具有参考价值。 
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An Adaptive Enhancement Algorithm for High-throughput dPCR Fluorescence Image 

TANG Yan, SUN Liu-jie, WANG Wen-ju 

(University of Shanghai for Science and Technology, Shanghai 200093, China) 

ABSTRACT: The paper aims to propose an adaptive brightness correction and low contrast enhancement algorithm for 

fluorescence images to improve the background illumination unevenness and low contrast of fluorescent images. Accord-

ing to the principle of illumination imaging, the illumination component of the fluorescence image was extracted by 

guided filtering. The background illumination was dynamically corrected by the improved two-dimensional Gamma func-

tion. The corrected foreground and background were separated by Top-hat transformation. And the adaptive histogram 

equalization was performed on the foreground, to have adaptive enhancement of fluorescent images. Compared with the 

traditional algorithm, the background illumination of the image processed by the algorithm was uniform and the contrast 

enhancement effect was obvious. The standard deviation was improved by 9.4 times; the average gradient was in-

creased by 1.2 times; and the information entropy was increased by 0.2 times. The algorithm can improve the background 

illumination unevenness of high-throughput dPCR fluorescence image, improve the image contrast, highlight hidden de-

tails in the image, and has reference value for processing of other fluorescence images. 
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数字 PCR（digital PCR）[1]是 1999 年提出的一种 核酸绝对定量检测技术，是继实时 PCR 后的新型基
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因芯片。dPCR 基因芯片以高效率、高精度、高准确

度及自动化等优点，成为产前诊断 [2]与肿瘤早期诊  

断[3]的重要手段之一，广泛应用于生物医学研究与转

基因食品检测中[4]。高通量数字 PCR 基因芯片分析是

目前的研究热点，但是荧光图像分析系统目前还有很

多问题未得到解决。 

数字 PCR 技术的关键在于对基因芯片上荧光图

像进行采集与分析，为了对荧光图像进行准确医学判

断，随着数字 PCR 技术的发展，荧光图像分析方法

也在日益更新。目前荧光图像分析方法过程主要包

括：荧光图像预处理、荧光图像倾斜校正、荧光图像

定位、荧光图像分割、荧光图像亮点计数及后续的数

据分析与存储等[5]。其中荧光图像网格定位算法[6]、

分割算法 [7]是关键，图像预处理主要集中在图像去

噪，比如基于字典学习的方法来滤除荧光显微镜图像

中的噪声[8]。 

高通量 dPCR 基因芯片通过无限远荧光显微成像

光路，LED 作为激发光源，可以一次性获得较大面积

基因芯片，通过逐步多次拍摄荧光图像，最后通过图

像拼接获得完整荧光图像。在成像过程中，荧光图像

会受到噪声和光源的影响，目前光学系统设计的激发

光源无法完全均匀照射在基因芯片上，导致获得的荧

光图片背景亮度明显不均匀，这对后续图像拼接和定

位分割都会产生影响。目前荧光图像对比度增强方法

有：通过一种新的多尺度顶帽变换增强红外图像的对

比度[9]；结合数学形态学方法，滤除荧光图像的噪声，

校正荧光图像的背景变化[10]；基于四阶矩算法对基因

点进行自适应对比度增强[11]；通过灰度变换、直方图

均衡化方法，实现荧光图像对比度增强[12]等。现有的

图像增强技术，在没有对荧光图像背景亮度均匀化的

基础上，直接进行对比度增强，容易丢失图像中隐藏的

细节，导致增强效果不自然；受背景亮度不均匀的影响，

在处理荧光阳性点和阴性点的时候容易导致误判。 

针对上述问题，文中提出一种高通量 dPCR 荧光

图像自适应增强算法，并与现有图像增强方法进行比

较，以解决荧光图像亮度不均和低对比度问题。 

1  相关理论与关键算法 

1.1  光照分量的提取 

1.1.1  荧光图像成像原理 

在荧光图像光学成像系统中，采用窄带 LED 作

为激发光源，不同荧光的激发光对应于不同波段的荧

光物质。激发光进入荧光显微物镜后，照射在基因芯

片上，微反应腔室的荧光染料经激发光照射后产生荧

光，最后通过 CCD 相机拍摄，得到最后的荧光图像。

荧光图像用二维函数 F(x,y)来表示，照射到基因芯片

上的光照分量为 I(x,y)，经基因芯片反射后的反射分

量为 R(x,y)，图像由它们的乘积来表示。反射分量取

决于成像物体表面固有特性，比如荧光染料等，表现

高频分量部分；照射分量表现低频分量部分，决定了

图像动态压缩范围。荧光图像成像表达式为： 
( , ) ( , ) ( , )F x y I x y R x y    (1) 

理论上，如果激发光源均匀照射到基因芯片上，

获得的荧光图像光照分量肯定也均匀分布。在实际光

学成像系统中，还不能实现光源完全均匀照射到基因

芯片上，导致获得的荧光图像质量不高，中心点光源

曝光过度，边缘部分曝光不足，图像对比度也受到影

响，图像出现一定程度的细节丢失和失真现象。并且，

由于采集的荧光通道多达 2 万多个，光学系统无法做

到一次性成像，需要经过多次拍摄以后拼接成完整的

荧光图像。从后期荧光图像拼接和荧光图像分割计数

考虑，必须改善荧光图像背景光照不均匀和对比度低

的问题，才可以提高数据分析精度。荧光图像显微成

像光路见图 1。 
 

 
 

图 1  荧光显微成像光路 
Fig.1 Light path of fluorescence microscopy imaging 

 

1.1.2  引导滤波 

为有效减小荧光图像背景光照不均匀程度，准确

提取出图像光照分量非常关键。目前，一般用高斯滤

波、双边滤波、Retinex 和引导滤波等提取图像光照

分量。高斯滤波算法提取出的光照分量边缘容易出现

模糊，一些重要细节可能被隐藏，边缘保持效果不好，

对于低照度荧光图像不适用。双边滤波器在高斯滤波

器基础上进行了改进，相比高斯滤波算法，双边滤波

边缘保持特性好，迭代次数也少，但是算法运算复杂

度高，实际应用不广泛。Retinex 理论来源于颜色恒

常性理论，可以准确提取变化缓慢的光照分量，对于

含有光照突变图像的光照分量，提取效果并不理想，

Retinex 对于彩色图像处理效果明显，但对荧光图像

这类灰度图像的处理效果并不理想。 

引导滤波[13]是一种图像滤波技术，通过引导图像

和输入图像之间的线性关系，重新计算滤波窗口内的

像素值，滤波输出图像是引导图像的一个局部线性变

换。当利用原图像做引导图像时，引导滤波可以保

持原图像的显著边缘，与双边滤波相比运算复杂度

小、效果更好，因此采用引导滤波算法提取图像光

照分量。 

引导滤波公式为： 
,i k i k kq a I b i       (2) 

式中：I 为输入图像值；q 为输出图像值；i 和 k

为像素索引；k 为滤波窗口；k 为窗口中心像素，滤
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波输入图像与输出图像存在一种线性变换关系；a

和 b 为取 k 时线性变换因子，k 为常数。由式(2)可

知，对于任意窗口内存在 kq a I   的梯度关系，也

就是说输出图像 q 和输入图像 I 的梯度保持一致，即

引导滤波的边缘保持特性。 

1.2  二维 Gamma 函数 

在提取出图像光照分量以后，还需要对光照分量

进行校正，目前较常用二维 Gamma 函数[14]对亮度进

行校正，其表达式为： 
128 ( , )

128
adj

( , )
( , ) 255 ,

255

L x y
I x y

L x y


 


    
 

 (3) 

式中：I(x,y)为输入图像亮度； adj( , )L x y 为输出图

像；L(x,y)为提取出的光照分量值；γ 为伽马校正参数；

α 为参数，取值范围为 0~1，一般人为设定提取出的

图像光照分量平均亮度值为 128，α 的值为 0.5，从而

调整图像的亮度校正幅度，但是对于一些整体偏亮或

偏暗的图像调整效果不理想。 

1.3  自适应直方图均衡化 

直方图均衡化[15]（Histogram Equalization，HE）

是一种经典图像增强算法，通过累积概率分布函数对

图像进行处理，重新计算图像灰度值，使图像灰度直

方图整体分布更均匀。当图像灰度直方图分布均匀

时，信息熵较大，图像清晰度提高，对比度得到增强，

图像轮廓会更加明显。直方图均衡化处理让灰度集中

的像素均匀分布到整个灰度范围内，从而实现图像对

比度增强。这种集中处理方法对于部分图像处理效果

良好，但是对于细节丰富、质量要求高的图像不适用，

在增强处理过程中对所有像素点都作同样处理，忽略

了图像局部特征，放大了原图像噪声，局部区域细节

丢失或下降，有明显块状效应，背景和目标轮廓模糊

等。直方图均衡化公式为： 

1 1

( ) ( )
k k

j
k k r j

j j

n
s T r p r

n 
     (4) 

式中：输入图像的灰度值 rk 为归一化到[0, 1]内

离散变量；T 表示变换函数； ( )r jp r ，j=1,2…K，表

示直方图中各灰度值的概率；sk 为输出图像灰度值。 

自 适 应 直 方 图 均 衡 化 [16](Adaptive Histogram 

Equalization，AHE)是在直方图均衡化算法上的一种

改进。自适应直方图均衡化算法针对图像的局部灰度

特征进行不同方法处理，局部子图像直方图得到均衡

化变换函数，从而计算出新的灰度值。自适应直方图

均衡化算法不仅可以提高图像对比度，而且可以增强

图像细节表现能力，增强效果符合人眼视觉特性，基

本满足了荧光图像质量要求。自适应直方图均衡化公

式为： 

, , , ,( ( ))i j i j i j i jx T x k x m     (5) 

式中： ,i jx ， ,i jx 分别为增强前后的灰度值；

, ,
( , )

1
i j i j

i j w

m x
m n 


  为以 ,i jx 为中心的窗邻域均值。T

为对 ,i jx 的变换函数；k 为自适应参数。 

2  算法实现过程 

算法首先利用中值滤波器对图像去噪，中值滤

波是大部分文献中常用的一种荧光图像去噪手段，

然后通过引导滤波提取出图像光照分量，使用改进

的二维 Gamma 函数对亮度分量进行自适应校正。校

正以后的整体图像背景光照均匀，但是也不可以避

免地影响了前景图像亮度值，导致对比度降低。如

果对整体图像进行对比度增强，会导致整体图像变

亮，图像出现一定程度失真，因此把前景与背景分

开处理，光照已经均匀的背景不作处理，只对前景

进行对比度增强处理。最后通过 Top-hat 变换分离前

景和背景，对前景进行自适应直方图均衡化，实现

降低荧光图像背景光照不均匀性和低对比度增强的

目的。算法流程见图 2。 

 
 

图 2  荧光图像自适应亮度校正与低对比度增强算法流程 
Fig.2 Algorithm flow for adaptive brightness correction and 

low contrast enhancement of fluorescence images 

2.1  中值滤波去噪 

中值滤波算法是一种常用的非线性平滑滤波技

术，基本原理是把数字图像中某一像素点灰度值用该

点一个邻域窗口中所有点的中值来代替，以此消除典

型噪声，得到较好视觉效果[17]。二维中值滤波输出： 

( , ) ( , ), ( , )g x y med f x k y l k l W      (6) 

其中：f(x,y)，g(x,y)分别为原始图像和处理后图

像；W 为二维模板，通常为 3×3，5×5 区域。通过中

值滤波去除了荧光图像中大部分噪声点，避免后续对
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比度增强处理扩大噪声的可能性。 

2.2  引导滤波提取光照分量 

引导滤波关键是在窗口 k 内寻找线性变换因子

(ak，bk)的最优值，也就是使输出图像 q 和期望拟合
的输入图像 p 的差值越小越好。通过线性回归[18]方法
可以求解出系数 ak 和 bk 的最优值： 

2

1

k

i i k k
i

k
k

I p p

a





 








  (7) 

k k k kb p a     (8) 

式中： 为窗口
k

 内像素数目； k 为窗口
k

 中

引导图像 I 的平均值； k 为引导图像 I 的方差； kp 是

窗口中待滤波图像 p 的均值。 

在窗口
k

 中使用的代价函数表达式为： 

2 2( , ) ( )
k

k k k i k i k
i

E a b a I b p a





        (9) 

式中：  为控制 a 值范围的规则化因子。 

由于不同窗口内像素可能会有重复，因此求出其

函数平均值：  

1
( )

k

i k i k i i i
i

q a I b a I b
 

      (10) 

式中：
1

i

i k
k

a a
 

  ；
1

i

i k
k

b b
 

  。引导滤波

算法可以使输入图像与输出图像边缘特征保持一致，
引导滤波运算比双边滤波算法复杂度低，可以快速、
准确地提取出图像中的光照分量，有效获取引导图像
的细节信息。通过引导滤波提取出的背景光照分量符
合图像实际光照分量，只有光照分量提取准确，才能
保证后续校正处理的准确性。 

2.3  优化二维 Gamma 函数 

因为传统二维 Gamma 函数无法自适应校正图像
亮度值，因此在此基础上对二维 Gamma 函数进行改
进。当提取出的光照分量 L(x,y)比较小时，图像灰度
值需要提高，当 L(x,y)比较大时，图像灰度值偏大，
需要减弱。每副图像光照均值不一定相同，以图像整
体光照分量均值代替固定值 128，光照系数 ɛ为 0.5，
这样伽马校正参数 γ就会随着不同荧光图像的光照分
量进行调整，从而自适应校正图像背景亮度值。优化
后的光照校正函数表达式为： 

adj
( , )

( , ) 255 ( )
255

I x y
L x y    (11) 

( , )
( )
m L x y

m 


  (12) 

理论上，光照分量的取值范围为 0~255，但是不
同通道下拍摄的荧光图像灰度值不一样，受激发光源
和荧光染料影响，荧光图像不同于普通彩色图像，光
照分量大部分情况下都偏暗。由式(12)可知，当提取

的光照分量值偏小时，光照系数偏小，因此对灰度值
的增强幅度较大；当提取的光照分量偏大时，光照系
数偏大，对灰度值的增强幅度少，基本抑制了光照较
亮区域的灰度值，因此文中算法能够自适应调整光照
不均匀荧光图像的背景亮度。 

2.4  使用 Top-hat 变换进行前景和背景分离 

灰度级图像 f 的 Top-hat 变换定义为原图像 f 减

去其开操作，表达式为： 

That(f)=f−(f∘b) (13) 

形态学图像处理中的开操作定义为结构元 b 对

图像 f 先进行腐蚀后进行膨胀，表达式为：  

f∘b=(fƟb) b  (14) 

其中，结构元 b 根据不同图像设定大小，在本实

验中，由于荧光图像主要处理对象是圆形荧光点，且

正常荧光点大约是 20×20 大小的像素，因此设定结构

元 b 为 20×20 大小的圆盘型。Top-hat 变换的结果是

得到删除掉背景的前景图像，从而达到前景与背景分

离目的。 

2.5  对前景进行自适应直方图均衡化 

具体的实现过程如下：计算前景图像所有灰度

级，统计图像各灰度级像素数；计算图像直方图与累

积分布直方图；计算局部图像灰度值；计算图像局部

对比度，实现灰度均衡化；重新计算图像灰度分布直

方图。 

3  仿真实验及结果分析 

为了验证本算法有效性，基于实验室 CCD 相机

拍摄 dPCR 基因芯片获取的荧光图像，分别采用直方

图均衡化、自适应直方图均衡化方法和本方法进行对

比。对比实验在 MATLABr2016b 平台上实现。因为

不同通道下拍摄的荧光图像效果不一样，只选取实验

中有代表性的 2 幅荧光图像进行验证，分别为 ROX

通道拍摄的荧光图像和 HEX 通道拍摄的荧光图像，

图像尺寸为 1608×1608。通过主观评价与客观评价结

合的方式，对不同算法处理效果进行对比，从图像对

比度、清晰度和信息熵方面进行客观评价。 

标准差（SD）可以反映图像对比度特征。标准

差计算公式为： 

 
1/2

2

1

1
SD

n

i
i

x x
n 

 
  
 
  (15) 

式中：xi 为图像 i 的灰度值；x 为图像灰度平均值。 

平均梯度（AG）是图像的梯度图上所有点的均

值。它反映了图像微小细节反差和纹理变化特征，同

时也能反映出图像清晰度。一般来说平均梯度越大，

图像层次也就越丰富，变化就越多，图像也越清晰。

平均梯度计算公式为： 
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式中：
f

x




，
f

y




分别为图像水平方向和垂直方向

的梯度。 

信息熵（Entropy）指图像所表现的平均信息

量，熵越大代表图像包含信息越多。信息熵计算公   

式为： 

2
1

( ) log ( )
n

i

e p i p i


    (17) 

式中：p(i)为图像每一灰度级出现的概率。 

实验结果见图 3。 

    

a 原图 1                  b 原图 1(HE)               c 原图 1(AHE)             d 原图 1(文中算法) 
 

图 3  ROX 通道荧光图像不同算法处理结果 
Fig.3 Processing results of ROX channel fluorescence images by different algorithms 

 
由图 3 可以看出，对于 ROX 通道下拍摄的荧光

图像，基因芯片在该通道下全部存在荧光信号，由于

光源曝光不足且不均匀，导致原图中阳性亮点不明

显，经过直方图均衡化后，图像出现严重失真，不仅

没有改善背景亮度，反而出现过曝光的效果；自适应

直方图均衡化方法较直方图均衡化效果好，能在一定

程度上提高图像对比度，但是图像背景光照还是不均

匀，依然会影响后续图像分析；文中提出的算法对荧

光图像处理效果最好，不仅使图像整体背景亮度均匀

性得到改善，而且图像原本曝光不足处的细节得到体

现，图像中荧光点亮度明显提高，整体图像没有出现

过度增强的痕迹，图像视觉效果更好。ROX 通道荧

光图像客观质量评价结果见表 1。 

由表 1 中可知，直方图均衡化和自适应直方图均

衡化都提高了标准差、平均梯度和信息熵，但是增加

的幅度没有文中算法明显。经文中算法处理后，标准差

值提高了 9.4 倍，说明荧光图像对比度提高了；平均梯

度提高了 0.77 倍，荧光图像变得更加清晰；信息熵增

加了 0.38 倍，荧光图像中一些隐藏的细节表现出来了。 

表 1  ROX 通道荧光图像的不同算法客观质量评价 
Tab.1 Objective quality evaluation of different algorithms 

for ROX channel fluorescence images 

算法 标准差 平均梯度 信息熵 

原始图像 8.7478 2.8627 4.9227 

HE 83.3172 3.376 6.4579 

AHE 88.6533 4.7183 5.661 

文中算法 90.9771 5.0653 6.8149 

 
由图 4 可以看出，对于 HEX 通道下的荧光图像，

直方图均衡化处理后整体图像亮度提高，但是荧光阳

性点和阴性点对比度降低，图像出现失真现象；自适

应直方图均衡化后提高了荧光点和背景对比度，但是

图像增强效果不自然，在提高荧光阳性点亮度同时也

提高了荧光阴性点亮度，整体对比度反而下降；经文

中算法处理后，背景光照不均匀得到明显改善，且荧

光阳性点和阴性点的亮度对比差异变大，更有利于后

续数据分析。HEX 通道荧光图像的客观质量评价结

果见表 2。 

    

a 原图 2                  b 原图 2(HE)              c 原图 2(AHE)             d 原图 2(文中算法) 
 

图 4  HEX 通道荧光图像不同算法处理结果 
Fig.4 Processing results of HEX channel fluorescence images by different algorithms 
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表 2  HEX 通道荧光图像的不同算法客观质量评价 
Tab.2 Objective quality evaluation of different algorithms 

for HEX channel fluorescence images 

算法 标准差 平均梯度 信息熵 

原始图像 31.1369 4.8512 6.1648 

HE 52.5079 8.4914 7.5656 

AHE 49.0913 7.7814 7.0392 

文中算法 72.7604 9.781 7.8127 

 
由表 2 可以看出，直方图均衡化和自适应直方图

均衡化都能在一定程度上提高图像对比度和清晰度，

但是文中算法的处理效果更好。文中算法标准差提高

了 1.34 倍，图像对比度得到了提高；平均梯度提高

了 1 倍，图像更加清晰；信息熵提高了 0.27 倍，说

明经过文中算法处理后图像信息含量更多了。 

为了进一步验证算法有效性，选取了 ROX 通道

下的 10 副荧光图像进行对比实验，经过不同算法处

理后进行客观质量评价，其中标准差数据见图 5，平

均梯度数据见图 6，信息熵数据见图 7。 

 
 

图 5  不同算法处理结果标准差值 
Fig.5 Standard deviations on processing results  

by different algorithms 
 

 
 

图 6  不同算法处理结果平均梯度值 
Fig.6 Average gradient values of processing results  

by different algorithms 

 
 

图 7  不同算法处理结果信息熵值 
Fig.7 Information entropy values of processing results by 

different algorithms 

 
通过图 5—7 的实验数据对比可以看出，文中提

出的高通量 dPCR 荧光图像自适应增强方法相对于传

统增强算法，具有明显的优越性。 

4  结语 

为了解决高通量 dPCR荧光图像的低对比度和不

均匀背景亮度问题，进行了针对性的图像增强方法研

究，在直方图均衡化和自适应直方图均衡化的基础

上，提出了一种新的自适应图像增强算法，该算法通

过引导滤波提取出图像的光照分量，改进的二维

Gamma 函数对图像亮度进行自适应校正，利用

Top-hat 变换分离前景和背景，最后利用自适应直方

图均衡化对前景进行对比度增强。研究和实验结果表

明，该算法在标准差、平均梯度和信息熵等指标上都

有提高。该方法不仅适用于处理 dPCR 荧光图像，对

背景光照不均匀和（或）低对比度图像的增强也有重

要的参考意义。 
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