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细胞注射显微系统的空间精确定位方法
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摘要 : 利用改进的激光三角测量法获得图像采集时丢失的高度信息 ,其相对误差小于 014 % ,将该

信息集成到伺服控制方程中就可以利用视觉信息来控制机械手在空间做三维运动. 在图像空间控

制机械手运动时 ,利用光学流方法获得每个采样周期后注射针在图像空间的位置 ,就可以消除系统

存在的误差 ,使注射针沿预定的轨迹运动 ,完成细胞的注射. 实验结果表明 ,利用该方法可以将轨迹

误差从 (11 ,10)像素 ,减小为 (0 ,2)像素 ,从而方便地控制机械手在三维空间做精确定位和运动.
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Space Precision Orientation Method for Cell Micro2Injection System
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Abstract : The laser t rigonomet ry measurement met hod is improved to obtain the data of height of

p robe wit h a relative error less than 014 % , which are integrated in t he servoing equation to con2
t rol micro2manip ulator movement in t hree dimensional space. When micro2manip ulator moves in

image space , t he modified sum of squared difference met hod is employed to t rack probe , t hus t he

error of micro2manip ulator movement is eliminated and probe moves along t he expected t rack to

realize the cell micro2injection. The experimental result s show t hat t his met hod enables to minish

error f rom (11 ,10) pixels to (0 ,2) pixels to accurately cont rol the micro2manip ulator movement

in t hree dimensional space.

Keywords : cell micro2injection ; sum of squared difference ; laser t rigonomet ry measure ; vision
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　　将微量生物物质注射到细胞中的方法广泛应用

于生物学和遗传学中[1 ] ,特别是在体外遗传注射和

DNA 克隆技术中[2 ] . 在刚刚兴起的细胞生物力学研

究中[ 3 ] ,需要将注射针或玻璃毛细管进行空间精确

定位 ,利用 CCD 将图像提取到计算机中进行处理 ,

但物体沿显微镜光轴方向的高度丢失 ,会直接影响

细胞注射的成功与否. 对于该问题 ,文献 [ 4 ]采用显

微镜聚焦和失焦方法来确定物体高度方向的信息 ,

认为当物体聚焦时它的图像是清晰的 ,具有大部分

的高频信息 ,这时对图像进行微分可以得到较大的

数值 ,而当物体失焦时 ,物体图像是模糊的 ,只存在

低频率信息 ,这时对图像进行微分只能得到较小的

数值. 根据物体的景深可以得到物体的高度 ,但要不

断移动显微镜物镜. 文献[ 5 ]利用双目视觉系统提取

物体的高度 ,然后利用立体眼镜在计算机屏幕上观

察物体图像的三维信息 ,但存在的缺点是系统复杂 ,

利用显微镜构成多个视觉系统会产生复杂的光路 ,

而且提取的物体高度只能用于观察 ,不能将物理高

度集成到细胞注射的伺服控制方程中去.

本文采用激光测量的方法来获得物体的高

度[6 ] ,让一点激光源通过一个柱面镜 ,将点激光变为

线激光 ,然后让线激光通过一光栅形成很细的激光
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条纹 ,该条纹倾斜照射在物体上 ,当物体高度发生变

化时 ,倾斜的条纹会发生偏移 ,根据激光的倾斜角度

以及条纹的偏移量来获得物体的高度. 将物体的高

度集成到伺服控制方程中[7 ] ,并通过图像来控制机

械手在三维空间运动 ,利用图像信息控制机械手运

动 ,采用光学流的方法[8 ] ,不断搜索注射针的位置 ,

从而消除系统误差 ,完成细胞注射.

1 　注射针高度的获取

1 . 1 　高度的测量原理

如图 1 所示 ,假设线性激光投影到平台的 A

点 ,如果有一注射针与该线激光相交 ,则原来投影到

A 点的光线就会投影到 B 点 ,即

h = st gθ (1)

式 (1) 中的 s 可以由安装在显微镜上的 CCD 获得 ,

如果已知θ,则 h 就可以通过式 (1) 得到.

A :激光与平台交点 ; B :激光与注射针顶端交点 ; s :激光

条纹偏移距离 ; h :注射针高度 ;θ:激光器倾角

图 1 　注射针高度的测量原理

1 . 2 　测量系统的标定

在测量过程中 ,θ是固定的 ,设 K1 = tgθ= 常数 ,

则式 (1) 变为

h = s K1 (2)

　　假设 s 在 CCD 中所成的像为 s′,由于 CCD 是

线性成像 ,所以 s 与 s′的比值也为常数 ,设该常数为

K2 ,则

s = s′K2 (3)

由式 (2) 和式 (3) 得

K = h/ s′ (4)

式中 : K = K1 K2 为常数. K 的标定方法为将线激光

投影到三自由度平台上 ,记录对应激光线的初始位

置 ,然后将平台沿高度方向移动 h 距离 ,这时在图像

中初始激光线产生偏移 ,假设偏移距离为 s′,利用式

(4) 即可以标定出 K. 下面 ,利用 K 值计算注射针的

高度 ,方法是检测出相应激光线的偏移距离 ,然后用

K 乘偏移距离就可以得到注射针的高度.

利用此方法同样可以对水平面上的 x、y 方向

进行标定 ,由于在 2 个方向上 CCD 像素数目不同 ,

所以要分别进行标定. 标定方法是在平台上分别画

一水平线和垂直线 ,平台在 2 个方向分别移动 l 距

离 ,在图像空间计算水平线和垂直线的移动距离 l′,

l 和 l′之比即为水平方向和垂直方向的标定结果 ,并

分别用 Ks 和 Kv 表示.

2 　机械手伺服控制方程的建立

图 2 为摄像机的成像模型 , C 为视觉空间坐标

系 , T 为任务坐标系. 设 P 在 C 中的坐标为

C P ( x CP , y CP , z CP ) ,在 T 中的坐标为 T P ( x P , y P ,

z P) ,它在像平面上的坐标为 p ( x P , y P) . 设显微镜的

放大倍数为 m ,则

x P = ( m/ dx ) x CP (5)

y P = ( m/ dy ) y CP (6)

式中 : dx 、dy 表示像平面在 x 、y 方向的像素点.

f :CCD焦距; p( x P , y P) : P点在像平面上的坐标; CP( xCP , yCP , zCP) : P

点的视觉空间坐标 ; T P ( x TP , y TP , z TP) : P点的任务空间坐标

图 2 　摄像机成像模型

　　假设摄像机坐标经历了平移运动 VC = [ Ûx C 　Ûy C

　Ûz C ]T 后得到

Ûx CP = - Ûx C

Ûy CP = - Ûy C

Ûz CP = - Ûz C

(7)

将式 (5) 、式 (6) 的导数代入式 (7) 得到

Ûx P = - ( m/ dx ) Ûx C

Ûy P = - ( m/ dy ) Ûy C

Ûz CP = - Ûz C

(8)

式 (8) 的矩阵形式为

X
·

= J V V (9)

X
·

= [ Ûx P 　Ûy P 　Ûz CP ]T ; V = [ Ûx C 　Ûy C 　Ûz C ]T

J V =

- m/ dx

- m/ dy

- 1

(10)
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式中 :J V 为视觉雅可比矩阵.

通过式 (10) ,可以写出点在像平面上的速度和

点在任务空间的速度映射关系

X
·

= J V U (11)

U = [ Ûx TP 　Ûy TP 　Ûz TP ]
T

式中 :U 是点在任务空间的速度. 由式 (11) 可写出的

离散伺服控制方程为

X( k + 1) = X( k) + tJ V U ( k) (12)

式中 : t 为视觉系统的采样时间 ; k 为采样间隔.

为了优化式 (12) 中的参数 ,建立以下的能量函

数

E( k + 1) = [ X( k + 1) - XD ( k + 1) ]T We ·

[ X( k + 1) - XD ( k + 1) ] + U T ( k) Win U ( k)

(13)

式中 : XD ( k + 1) 是点的像目标位置 ; We 、Win为系统

误差权重矩阵和控制输入的权重矩阵. 求式 (13) 的

最小值可得到以下的方程

U ( k) = - ( tJ
T

V We tJ V + Win ) - 1 tJ
T

V We ·

[ X( k) - XD ( k + 1) ] (14)

　　在像平面控制机械手空间运动时 ,图像空间并

没有高度方向的信息 ,因此需要用激光三角测量法

来获得注射针的高度 ,并代入式 (14) 的 X( k) 中 ,然

后将注射针目标高度代入式 (14) 的 XD ( k + 1) 中.

3 　特征点跟踪

在基于图像的视觉跟踪中 ,系统并不需要精确

标定 ,只需要在图像空间减小特征点位置与目标位

置之间的误差 ,当该误差为 0 时 ,完成视觉跟踪. 由

于该方法在每个采样周期都需要确定特征点的运动

位置 ,因此需要通过调整特征点的运动方向 ,来消除

系统对特征点运动产生的误差. 本文采用光学流的

方法 ,通过跟踪运动的特征点实时位置 ,完成控制视

觉的跟踪.

特征点在图像平面的运动轨迹称为光学流 ,光

学流能够给出被跟踪物体的空间排列和速度变化.

SSD ( Sum of Squared Difference) 方法是一种改进

的光学流方法 ,该方法适合点的特征跟踪. 一般来

说 ,图像序列的灰度可以用 2 个空间位置变量和一

个时间变量表示 ,即 I ( x , y , t) . 假设被跟踪的特征

形状是不变的 ,在图像 A 中 ,用 PA ( xA , yA ) 表示 ,当

该点运动后 ,在图像 B 中 ,用 PB ( x A + d x , yA + d y)

表示. 假设在短的采样时间内 d x、d y 足够小 ,图像

特征的灰度不变 ,则通过使 SSD 获得的灰度差

e( PA , PB ) = ∑
m , n∈N

IA ( xA + m , y
A

+ n) -

IB ( x A + m + d x , y
A

+ n + d y) 2 (15)

最小化 ,就可以求得特征点在图像 B 中的位置. 式

中 :e ( PA , PB ) 是 SSD 的估计量 ,当它达到最小值

时 ,特征点在图像 B 中的位置就被确定 ; m、n 是 A

和 B 图像中对应的像素点坐标 ; N 是限制搜索区域

的变量 ; IA 和 I B 是特征点在 A 和 B 图像中的灰度

函数.

4 　实验数据处理与分析

细胞注射实验系统如图 3 所示 ,由下列设备组

成 :微生物操作机械手 ( MP2285 , 三自由度 , 美国

Sutter 公司生产 , 精度为 40 nm) ; 纳米运动平台

(M 211211D G ,三自由度 ,德国 PI 公司生产 ,精度为

20 nm) ;显微镜 (体视 K2700Z ,中国麦克奥迪公司

生产) ;CCD ( UC2930CL ,美国 U niq 公司生产) ;图

像捕捉卡 ( M ETORII ,加拿大 Mat rox 公司生产) ;

线性激光系统 (激光器、柱面镜和光栅) . 在图 3 所示

的系统上将完成注射针距平台高度的测量 ,测量前

首先对系统进行标定 ,得到 K = 01822μm/ 像素 , Ks

= 11572μm/ 像素 , Kv = 11317μm/ 像素.

表 1 是物体实际参数与线激光测量的数据比较

和误差分析 ,测量过程中出现的这些误差主要是由

程序对条纹边界的识别产生. 由于边界灰度是渐变

而不是跃变的 ,因此确定边界的位置就会产生误差.

图 3 　细胞注射系统

表 1 　2 种参数的测量数据比较和误差分析

测量顺序
测量值/μm

实际 激光

绝对误差

/μm

相对误差

/ %

1 3 877144 3 885100 7156 012

2 3 172196 3 178179 5183 012

3 2 705104 2 694111 - 10194 - 014
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　　图 4 是利用伺服控制方程式 (14) 以及 SSD 方

法 ,控制机械手在三维空间运动的折线轨迹 ,在用

SSD 方法跟踪注射针前 ,首先对式 (14) 中的误差矩

阵进行标定

We =

- 01004 079 01000 395 01000 064

- 01000 204 - 01001 415 01001 043

0 0 - 11102 881

标定上述误差矩阵时

Win = I

J V =

Ks

Kv

- 1

=

- 11572

- 11317

- 1

　　图 4 中的实线是注射针顶端的理想轨迹 ,虚线

是注射针实际轨迹 ,点划线是标定误差矩阵后 ,利用

SSD 方法产生的注射针顶端轨迹. 从图中可以看

出 ,注射针顶端实际轨迹在 x 方向的最大误差为 11

像素 ,在 y 方向的最大误差为 10 像素 ,而用 SSD 方

法跟踪的注射针顶端轨迹在 x 方向的误差为 0 像

素 ,在 y 方向的误差为 2 像素 , SSD 方法的轨迹几

乎和理想轨迹重合. 根据分析 ,在 z 方向轨迹产生的

2 个像素误差 ,主要是由激光三角法测量 z 方向高

度时所产生的误差造成的.

图 4 　理想、实际与 SSD 方法轨迹的比较

5 　结　论

在机械手细胞显微注射中 ,安装在显微镜上的

CCD 在提取图像时因为丢失了高度信息 ,因此直接

影响到细胞注射能否成功 ,更严重的是会损坏设备.

本文采用一种简单的线激光三角测量法 ,不仅完成

了注射针顶端的高度测量 ,而且根据实际的细胞注

射系统 ,利用一种简单的标定方法避免了线激光倾

角的繁琐测量 ,因此提高了测量精度. 文中将该高度

集成到伺服控制方程中 ,并用 SSD 方法在图像空间

控制机械手来完成空间运动. 实验数据表明 ,采用本

文的测量方法和伺服控制方程 ,可以完成机械手的

细胞自动显微注射.
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