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摘摘摘摘  要要要要：：：：随着下一代基因测序技术的发展，其数据处理面临着越来越高的要求和挑战，基因测序软件厂商的基本数据处理程序已经不能满

足实验要求。为此，提出一种新的数据处理方法(NRDPT)。在第 3 代基因测序原理的基础上，根据边缘信息和霍夫变换重新设计图像的处

理步骤，给出新的基因簇定位算法，并设计两步配准算法。实验结果表明，与传统的直接配准方法相比，该方法能使配准速度提升约 9倍。 
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【【【【Abstract】】】】With the development of the Next Generation Sequencing(NGS) technology, the default raw data processing pipeline faces more and 
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1  概述概述概述概述 

下一代基因测序技术相对于 Sanger sequencing
[1]，使

并行化的基因测序技术成为了可能。这种测序方法的原理
是将 DNA 切成很多个小片段，然后对这些片段进行分别
测序，最后借助计算机将这些片段整合起来 [2-4]。该技术
在近来得到了显著的发展，如 Genome Analyzer(Illumina, 

San Diego, USA)、454-FLX(Roche, Basel, Switzerland)和
SOLiD(Applied Biosystems, California, USA)等。此外以
Polonator(Dover System)为代表的测序系统是一种以连接
反应进行 DNA 序列分析的技术[5]。基于该技术的测序仪
器和反应成本更低，有着广阔的发展空间。 

在上述过程中，对于 DNA 片段的每个位置都需要用
显微镜和照相机拍出 4 张不同的荧光照片，如果某个
cluster 在某个位置的某张荧光照片中较亮，就可以在一定
程度上认为这个 cluster 的 DNA 片段在这个位置上的核苷
酸类型是对应的那张照片所识别的。然而在实际的过程
中，因为各种干扰的存在[6]，使得从亮度值到达 ATCG 中

那个值的这个过程并不是那么容易，已经有很多文章和模
型讨论了这个问题[7-8]，并且得到了不错的结果。 

随着技术的应用，产生出的 NGS 数据越来越多，诞
生了像 BING

[9]、Swift
[10]等第三方的 NGS 数据处理软件。

其中，在 BING 中，为了提高整个测序的通量，并降低图
像处理的难度，提出了基于像素的方法，将荧光图中所有
的发亮像素点均作为基因簇而进入后续 basecall 步骤，该
方法的缺点在于增加了后面步骤的负担，增加了很多冗余
信息，并且只支持 Illumina 测序机器所产生的数据。 

本文介绍了一个第三方的处理 NGS 原始数据处理系
统 NRDPT。相对于 BING 和 Swift，该系统是首个第三方
的从 Polonator 类似系统产生原始数据开始进行分析的处
理软件。NRDPT 重新设计了图像处理的步骤，采用基于
边缘的定位方法，能够有效地定位出基因簇，降低后续处
理的数据量。 

2  NRDPT 的主要方法的主要方法的主要方法的主要方法 

图 1 为本文算法的主要流程。 
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图图图图 1  本文算法流程本文算法流程本文算法流程本文算法流程 

本文方法的主要步骤如下： 

(1)图像配准 

在采集照片的过程中，不同时间采集的照片之间有一
定的相对位移，因此，图像配准的准确率将直接影响整个
数据处理的成功与否，错误的图像配准结果将直接导致读
出的 BEAD 灰度值完全没有意义。 

(2)基因簇定位 

根据反应原理，每一个基因簇吸附在一个磁珠上，磁
珠在荧光图中的表现形式为光斑。本文需要定位每一个基
因簇的位置，从而读取到每一个位置的光斑亮度，利用该
信息来得到基因序列信息。在图像配准完成后，可以利用
配准信息来增强基因簇的定位。 

(3)背景去除 

在这一部分的处理中，因为不同照片之间采用了不同
的曝光时间，其背景亮度不同，所以需要将背景亮度去除。 

仔细考量了以上的处理过程后发现，可以用在基因簇
定位步骤中得到的基因簇中心矩阵来进行配准。使用标示
基因簇中心位置的 0-1 矩阵进行图像的配准工作。首先将
参照图和荧光图中的基因簇全部找出来，标记 1 在一个同
样大小的全 0 矩阵上，用该矩阵代替灰度图进行配准，这
样的配准速度将大大加快，而且可以完成荧光图和参照图
之间的配准。此外，还设计了一个两步配准方法，相对传

统方法得到了大约 9 倍的效率提升。 

这种重复利用中间步骤处理数据的算法大大减少了
图像配准所用的时间，并且根据结果部分的展示可以看
到，因为利用了 NGS 数据特征，所以该图像配准算法能
够更有效地抵抗噪声，准确率也相对较高。 

2.1  基因簇定位基因簇定位基因簇定位基因簇定位 

2.1.1  参考图处理 

参照图中包含了所有的基因簇，而荧光图中只能看到
部分基因簇(即在该荧光照射下产生反应的碱基 )。对于   

2 种不同类型的图片，采取了不同的方法进行分析。 

对于参照图，发现 BEAD 的可见形状不规则，但因为
采用普通光源的原因，每个 BEAD 周围都有明显的阴影，
所以可以采用图像二值化的方法获得 BEAD 的中心区域。
关于二值化算法的选择，采用了 Otsu

[11]方法，该方法对图
像的二维最大类间方差进行优化，自动选取最佳阈值，使
得类间的分离性达到最大。 

为了对抗曝光不均的影响，将整张图片划分为 m×   

n 个小区域，对于每个区域分别求二值结果。对于得到的
二值图像，接下来求得所有联通域(如果不是特别说明，
本文中提到的联通域均为 8-联通)，计算联通域面积，求
得面积在 p1 和 p2 之间的所有联通域(在本文方法中，p1

和 p2一般取 4和 40，在 40X放大倍数下获取的图片 BEAD

直径大概为 8，对应的面积为 50)，进一步求得符合阈值
范围的区域的中心坐标，该坐标即近似为 BEAD 的中心坐
标。至此，就可以得到标记所有中心位置的矩阵。 

2.1.2  荧光图处理 

对于荧光图，可以看到基因簇的表现形式跟参照图差
异很大，大都表现为规则的圆环或圆斑，而且有着相似的
半径。针对这种特征，采取了更为精确的霍夫变换方法[12]

来获得圆心，过程见图 2。 

   

(a)待处理的荧光图  (b)边缘信息(白色为边缘)(c)前、背景分割示意图 

   

(d)标记出的          (e)修正后的        (f)基因簇中心 

中心示意图        圆心位置示意图       位置示意图 

图图图图 2  基因簇定位示意图基因簇定位示意图基因簇定位示意图基因簇定位示意图 

霍夫变换是通过将图像坐标中的点转换到目标检测
图形(如在本文方法中应用的圆)参数坐标中，在参数参考
系中对转换过来的点进行计数，求得区域最大的点，该点
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在图像坐标中就对应着待检测图形(相当于用图像坐标中
的点进行投票，求得票数最高的待检测图形位置)。霍夫
变换的一个副作用在于，因为阈值选择较低，有可能对于
同一个圆得到若干个相距较近的圆心，而阈值选择过高的
话，又会在图像质量不好的时候失去很多数据，此外，还
有可能在背景中获得错误边缘。为了应对霍夫变换的问
题，进行了如下 2 点改进： 

(1)在霍夫变换的应用中，首先需要得到图片的边缘，
在本文所述的方法中，采用了高斯拉普拉斯(LoG)边缘提
取算法[13]，它先对图片进行平滑处理，然后通过寻找图像
灰度值二阶微分中的过零点来检测边缘(如图 2(b)所示)，
保证边缘的闭合性。在图片的闭合边缘结果中，找到它的
最大联通域并标记其为背景(如图 2(c)所示)，从而可以避
免产生在背景中获得的错误圆心。 

(2)为了应对这个缺陷，将霍夫变换得到的圆心矩阵进
行 1 个单位的形态学膨胀操作，求得联通域的中心点，将
该中心点作为圆心，从而滤去伪圆心的干扰。 

2.2  图像配准图像配准图像配准图像配准 

在获得了参照图和荧光图中的基因簇中心位置后，即
可以进行图像配准。 

对于同一个位置，一共有参照图 IMref 和荧光图 IMtest，
对每一个荧光图，采用以下误差矩阵来计算相对位移。其
中，IMref 和 IMtest均为 0-1 矩阵，ESAD 的大小为 K×K，K
是允许测试的最大偏移：  

( )
( ) ( )

0 0
, ref , test ,

SAD 0 0
1, 1

,
M N x y x x y y

x y

v v
x y

M N

+ +

= =

−
= ∑

×

IM IM

E      (1) 

其中，(x0,y0)为荧光图相对参照图的位移；M、N 是图片的
长和宽。 

对于结果准确性的判定，采用以下方法，同时提取图
片上 BEAD 数量最高的 2 个同样大小的区域，对其进行  

分别配准，如果 2 次配准结果相差小于 p，那么就认为该
配准是成功的，否则，有以下 2 种策略可以选择(可通过
参数选择)： 

(1)继续加大配准的位移范围，增大配准窗的面积再 

进行一次，直到配准成功或者到达设定的最大值，返回配
准失败。 

(2)再选择一个独立的配准窗进行一次配准，如果结果
与之前 2 次之间的相差小于 p，那么就认为这次配准是成
功的，否则可以采取策略(1)。 

根据对基因簇荧光图的本身性质分析，设计了一个两
步的图像配准过程，有效提高了配准过程的效率。 

在荧光图片中，绝大多数的基因簇之间并没有出现层
叠情况，所以，可以认为 2 个 BEAD 中心之间的距离大于
等于基因簇的直径，这种系数矩阵之间的配准，如果按照
一般的配准方法，实际上增加了很多不必要的计算。 

步骤步骤步骤步骤 1 

首先降低基因簇中心矩阵的分辨率，对于每一个基因

簇的中心，将其坐标除以 d(因为基因簇的半径为 4 像素左
右，为了增加容错性，一般将 d 取为 3)： 

( ) ( )' ' ' ' ', ,x y x d y d= × ×IM IM                    (2) 

这样可以将图片面积降低为原来的 1/(d^2)，使用这 

个图片 IM’进行位移量的搜索。 

步骤步骤步骤步骤 2 

因为之前将坐标都除以了 d，所以在得到了位移之 

后，首先需要将得到的位移值乘以 d 以获得在原图 IM 中
的大概位移： 

( )
~~

' ', ,t t tt
x d y dyx

  = × × 
 

                        (3) 

在此时得到的
~ ~

( , )t tx y 基础上，再对 IMtest和 IMref 的 X、

Y 方向进行范围为[−d, d]的配准(式(1))，将得到的偏移量 

加入
~ ~

( , )t tx y ，从而得到精确的偏移值 ( , )t tx y ： 

( )
~ ~

, ,t t t x t yx y x y
 = + ∆ + ∆ 
 

                      (4) 

下面分析以上改进算法的时间复杂度，容易得到： 

( )
2

222 1 2 1
M s

O M m
d d

    × × + + × +         
            (5) 

而传统配准算法时间复杂度为：  

( )( )22 2 1O M S× × +                           (6) 

其中，S 为一个方向上的偏移，即在上文中提到的 K=2× 

S+1，M 是边长。 

当 d=3 时，代入式(5)和式(6)进行推导，可以得出算
法效率提高了 80 倍左右(矩阵运算中的每步操作均算为单
元操作)，但是在实际实现中，对于矩阵运算有整体加速
效果，即在当前应用下可以忽略每次矩阵运算中大小的影
响，这样可以得到实际的效率提高应该在 9 倍左右(80/9)，
随后的实验部分也证明了这点。 

图像配准之后，可以用配准的图像中的信息来增强
BEAD 定位的结果。 

2.3  基因簇位置信息基因簇位置信息基因簇位置信息基因簇位置信息的增强的增强的增强的增强 

在此时得到的基因簇定位信息中，可能有如下误差来
源：(1)基因簇中心位置不准确；(2)噪声，该位置不存在
基因簇。 

对于每一个基因簇中心，在一次拥有 t 个周期的实验
中，产生了 4t 张图，理论上，在每个周期的 4 张图中，
该基因簇中心在荧光图中将会至少出现一次(它总归会是
某个碱基)。那么可以假设：一个基因簇中心在 4t 张图片
中理论上至少会出现 t 次。 

基于以上事实，用经过配准的 4t 张图片来对于某个
BEAD 的位置进行投票操作。将所有的基因簇中心矩阵叠
加起来(式(7))，然后求得结果中的 8-联通域，对于每一个
联通域，求得其最大位置坐标，继而得到该位置为圆心的
统计次数(图 3)： 

1 , , , ,
T
i A i T i C i G iM M M M M== + + +∑                  (7) 
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(a)单张结果                    (b)增强定位示意图 

        

(c)加和矩阵                     (d)最终增强结果 

图图图图 3  基因簇定位的增基因簇定位的增基因簇定位的增基因簇定位的增强示意图强示意图强示意图强示意图 

在图 3 中，图 3(a)使用单张荧光图得到基因簇中心(标
记的位置为找到的基因簇中心，圈出的部分中有漏掉的基
因簇)。图 3(b)将配准后位置对其的基因簇中心矩阵(0-1

矩阵)加和，得到图 3(c)。图 3(d)求矩阵图 3(c)的局部最大
值位置而得到增强的结果，可以看到在图 3(d)中成功地标
记出了在图 3(a)中失去的信息。 

2.4  亮度值获取和背景去除亮度值获取和背景去除亮度值获取和背景去除亮度值获取和背景去除 

在亮度值提取的过程中，会出现以下问题： 

(1)基因簇光点的亮度不均匀。 

(2)在同一张图片中，不同区域的试剂浓度不同会导致
同一张图片上的亮度不均匀。 

(3)在不同曝光量下导致图片之间亮度不存在可比性。 
在不同循环时，荧光剂量和曝光时间的不同导致的亮

度不同，需要算出背景参考值以供碱基识别。而在同张图
片中，同时获得被处理基因簇周围(一般取以该基因簇为
中心 50 像素单位正方形)的背景均值，在得到基因簇亮度
之后将这个背景均值减掉。 

3  实验结果与分析实验结果与分析实验结果与分析实验结果与分析 

 在本文中展示的所有实验运行在一台 Intel 酷睿 2 双
核 T7500 2.4 GHz 的 CPU 以及 3 GB 内存的笔记本型电脑
上。使用软件 Matlab R2010a。基因数据来自深圳华因康
基因科技有限公司的 PSTAR-II 高通量基因测序仪。测序
内容为已知的模板序列。 

3.1  基因簇定位准确度实验基因簇定位准确度实验基因簇定位准确度实验基因簇定位准确度实验 

在这个实验中，选取了一次 8 碱基长度测序中的一个
位置的数据，并截取了 200×200 像素大小的测试框，实际
记录了可以看见的基因簇数目和程序找到的数目，如表 1

所示，其中，碱基位置为一个 DNA 链上的不同位置。    

从表 1 可以看到，NRDPT 所采用的基于边缘的基因簇   

定位算法有着极高的精确度 (97.83%)和极低的标准差   

(0.012 2)。 

表表表表 1  基因簇定位基因簇定位基因簇定位基因簇定位精确度精确度精确度精确度 

碱基 

位置 

定位基因 

簇数量 

错误 

定位数量 

精确度 

/(%) 

精确度 

标准差 

精确度 

平均值/(%) 

1 147 4 97.30 

2 137 6 95.60 

3 172 2 98.80 

4 171 3 98.20 

5 174 4 97.70 

6 160 5 96.90 

7 168 1 99.40 

8 159 2 98.70 

0.012 2 97.83 

3.2  图像配准实验图像配准实验图像配准实验图像配准实验 

为了验证两步配准方法的有效性，本文设计了它和利
用基因簇中心矩阵进行直接配准方法的比较实验。 

表 2 为 2 种配准方法的时间性能比较，可以看到，两
步配准方法在单张图片的配准中，比传统方法提高了近 

13 倍，而在多张图片的测试中(160 张，包含 5 个位置的   

8 个碱基长度基因片段实验)提高了 8.67 倍。 

表表表表 2  配准方法配准方法配准方法配准方法时间性能时间性能时间性能时间性能比较比较比较比较 

方法 单张图片处理 多张图片处理(160) 

两步配准方法(1)/s   9.89  903.67 

直接方法(2)/s 131.78 7 835.54 

(2)/(1)  13.32    8.67 

表 3 是配准方法的准确度比较。NRDPT 根据同一张
图片上不同位置窗的配准结果之间的差距来判断是否成
功配准。对于首次配准失败的图片，首先采用策略(1)进行
二次匹配(选择第 3 个配准窗)，如果继续失败，则继续采
用策略(2)进行(增大配准窗)。可以看到，尽管两步配准方
法在首次配准的成功率上低于传统方法，但是在采用策 

略(1)后，已经超过了传统方法的成功率。表 3 的最后一列
为人工对比最后配准结果的准确度，可以看到，无论是两
步配准方法还是传统方法，都达到了 100%的配准成功率。 
             表表表表 3  配准配准配准配准方法准确度比方法准确度比方法准确度比方法准确度比较较较较             (%)    

方法 1 次配准(p=2) 策略(1) 策略(1)+策略(2) 配准准确度 

两步配准方法 78.13 99.375 100 100 

直接方法 81.88 98.750 100 100 

根据以上实验，可以看到 2 种方法在本文设计的策略
下均能实现 NGS 数据的完全配准，而其中两步配准法平
均比传统方法快了将近 9 倍。 

4  结束语结束语结束语结束语 

下一代基因测序技术目前的飞速发展令人鼓舞和振
奋，可以预见在不远的未来将会大规模地应用于临床医疗
领域，而数据处理在其中扮演着重要的角色，如何迅速地
传递、存储和处理这大量数据将会成为一个挑战，本文介
绍的 NRDPT 是一种新的基于边缘的处理方法，能提高数
据处理的抗噪声能力和处理速度，从而增加了基因测序的
通量。                              (下转第 265 页) 


