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摘要!针对流式细胞仪采集微弱信号高速高精度的需求&设计了一种基于
h8Z9

和
=7;%"

控制的模数转换多通道高速高精

度数据采集系统$该系统接收并调理放大光电转换后的微伏级细胞脉冲电信号&经模数转换传给
h8Z9

作识别&再由
=7;%"

读

取传至上位机分析处理$

h8Z9

结合
=7;%"

单片机控制其外围芯片&可实现数据的同步采集'实时缓存和高速传输$为验证系

统的有效性&采用彩虹八峰微球上机测试&实验结果表明荧光通道荧光检出限以及荧光线性符合国家标准&满足流式细胞仪数据

采集的高速高精度要求&在医疗电子仪器设计领域具有广阔的应用前景%
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引言

流式细胞术已成为分子生物学'医学'免疫学'病理

学'植物生物学'海洋生物学等众多领域中一种高速'高灵

敏度分析荧光信号的研究方法)

&

*

%流式细胞仪拥有同步采集'

多参数细胞分析的优点&可以快速全面的检测大细胞群%其

硬件与试剂的共同发展使其能够实现对单个细胞的多参数分

析&这对流式细胞仪的数据采集能力提出高速'高精度'多

通道的要求%传统的多通道数据采集系统大多数是靠模数转

换 !

9,?

"芯片的多通道分时复用实现&此方法难以实现同

步和高速高精度采集)

"

*

%此外&还有使用数据采集卡的方法&

但其核心技术不公开&无法针对具体需求修改和升级&而且

集成度不高&价格昂贵&后期维护不便%

本文设计了一种基于
h8Z9

和
=7;%"

控制的模数转换

多通道数据采集系统&采用多片双通道
9,?

芯片并行采

集%

h8Z9

给各
9,?

芯片提供驱动信号控制数据采集&并

对采集到的信号识别处理&实时缓存%

=7;%"

从
h8Z9

上

读取数据后&经网口高速传输至上位机作下一步分析处理%

这一方法既保证了整个数据采集系统的同步性&又达到了

高速高精度的要求&还可以根据数据采集需求的变化及时

修改软硬件设计&满足系统需求%

B

!

系统结构及原理

流式细胞仪多通道数据采集系统主要由数据采集和数据

传输两部分组成%数据采集部分主要由光电探测器'信号调

理放大模块和模数转换器 !

9,?

"组成&由
h8Z9

对采集部

分进行控制&并且实现数据识别处理&

=7;%"

单片机对数据

传输部分进行控制%系统的总体结构图如图
&

所示%

流式细胞仪的采集通道根据光信号性质的不同可以分

为散射光通道 !

h=?

'

==?

"和荧光通道 !

hG&

!

hG*

"共
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图
&

!

系统总体框图

计
'

路通道&因此本系统采用
(

片双通道
9,?

同步采集%

光信号经过多路光电探测器后转变为微安级模拟电流信号&

经过调理放大电路进行
.

+

_

转换'放大滤波&形成的模拟

电压信号由
9,?

转换为数字信号传送给
h8Z9

%通过
h8V

Z9

实现识别处理&将脉冲参数数据通过
h;?

总线传送给

=7;%"

&最终由
=7;%"

通过网口发送给上位机进行处理分

析%系统采用
h8Z9

给每个通道提供统一的采样时钟来保

证通道间的同步性&并且对
9,?

芯片的工作模式进行上电

配置%为了实现彩虹微球
$

峰的测量&荧光探测的动态范

围应达到
&#

+

%而流式细胞仪探测通道量不能低于
&####

个

细胞每秒&就必须要求每个通道的同步采样速率不应该低

于
(;=8=

)

%

*

%并且仪器性能需要达到国家标准&即荧光检

出限应小于
"## ;<=h

!

;EKB0HKBMEF<

W

H3R@KB15=EKHUKB

hKHEOE0JOESB

"&荧光强度线性相关系数 !

A

"应大于
#:'$

%

D

!

系统硬件设计

信号采集是流式细胞仪控制的中心&也是后续数据传

输和处理的基础)

+)

*

%本系统采用多通道同步
9,?

高速高

精度的方式实现信号采集&信号采集部分主要由
.

+

_

转换'

程控放大'差分滤波'模数转换器 !

9,?

"'

h8Z9

组成%

光信号通过光电转换后&经由
.

+

_

转换成模拟电压信号&

经过程控放大'差分滤波后模数转换成数字信号作处理%

由
h8Z9

实现对
9,?

的驱动控制和对
,,>%

进行读写控

制&并对细胞脉冲识别和细胞原始脉冲数据存储以及与

=7;%"

进行数据交互%数据采集流程框图如图
"

所示%

图
"

!

数据采集流程框图

DCB

!

信号调理电路设计

如图
%

所示调理放大电路&为了能够采集光电探测后

的微弱电流信号&须对其进行
.

+

_

转换&即将电流转变为

电压%电路中采用控制简单'动态范围大且线性度好的反

向放大电路作为次级放大电路&且在进行
.

+

_

转换的同时

还能对电压信号进行放大%

>+

与
?%

组合成
>?

滤波电路&

起到耦合隔离'滤波的作用%程控放大电路通过调节
,9?

内部的阻抗以改变电压的放大倍率&

,9?

内部结构实质是

电阻网络&当上位机对
,9?

进行配置时&即配置
,9?

内

部不同的电阻组合%将
,9?

内部电阻与运放
Q+

组合在一

起构成反向放大电路以改变放大倍数&即实现上位机对底

层模拟放大电路的增益可调的效果%

图
%

!

调理放大电路

在微弱电压信号经过程控放大后&对其进行差分滤波&

可起到去除部分共模噪声的作用%

?(

和
?)

起到了隔直流

的作用&

>(

'

>)

'

?*

给
9,?

提供驱动电压&

>*

和
?$

'

>$

和
?'

组合成
>?

滤波电路&达到耦合隔离'滤波的效

果&以提高信号采集的精确度%差分滤波电路如图
+

所示%

图
+

!

差分滤波电路

DCD

!

模数转换模块设计

从流式细胞仪数据采集系统的设计需求可知&

9,?

芯

片的采样速度以及精确度对系统来说至关重要%本系统采

用的是
9,.

公司的
G7?"&$&

型号芯片%该芯片模数转换精

度为
&)U35

&支持双通道同步采样&最高采样频率为
+#

;=8=

&支持
=8.

编程控制最高
=\>

为
**NX

&因此可以满

足设计需求)

*

*

%

G7?"&$&

的数据采集转换时序如图
(

所示%

本系统采用
G7?"&$&

芯片双通道
?-;=

输出&根据其

接口时序可知&

h8Z9

的接口上只需要控制采样时钟信号

<\?

&反馈时钟信号
?Gf-Q7

和输出数据信号
,&

7

#

7

&

/

,

7

&

7

&+

7

&(

'

,"

7

#

7

&

/

,"

7

&+

7

&(

&超限信号
-h"

7

&

%

9,?

工作中&

<\?a

信号的上升沿触发
9,?

采集数

据&并将
&)X35

数据的偶数位由输出数据信号管脚输出$

在
<\?a

信号的下降沿触发&由输出数据信号管脚输出奇

数位%同时输出的超限信号
-h"

7

&

在
<\?a

在高电平时

代表第二通道的数据是否有效 !高电平无效"&在
<\?a

在

低电平时代表第一通道的数据是否有效 !低电平有效"%

?Gf-Q7

信号可以在程序中用来锁存上述输出管脚的数

据%由数据手册可知&

<\?

信号的最高采样频率可以达到

+#;=8=

&明显高于系统需求
(;=8=

%

为验证采集系统时序的正确性&利用嵌入式逻辑分析仪

!

=3

C

1@K7@

63

GE

C

3091@K

L

]BO

"对
G7?"&$&

数据采集的结果进
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的流式细胞仪数据采集系统设计
#

")'

!!

#

图
(

!

G7?"&$&

的数据采集转换时序图

行测试&验证电路的行为和设计意图&如图
)

所示)

$

*

%

图
)

!

嵌入式逻辑分析仪验证结果

图
)

对
G7?"&$&

数据采集模块进行验证&模拟电压信

号经过放大滤波之后输出至
G7?"&$&

的输入端&并把十六

位数字信号和转换控制信号连接到
h8Z9

的
Z8.-

接口&

所采集的信号经过调理处理&最终转换的幅值在
#:'_

左

右&满足
G7?"&$&

的输入范围%经过测试采集到的数字信

号以二进制补码编码&并且以
&)

进制显示%

DCE

!

N)!

接口电路设计

h8Z9

采用的是
.15BK

公司的
(?<h9+h"%?$

型号芯片&

该型号属于
?d?G-\<_

系列&具有
+'f

逻辑门&

+$+

管

脚
XZ9

封装&

""+

个
.-

口&满足系统控制的需求%此外&

系统选用的是
=7

公司的
=7;%"h+"'

型号单片机作为数据

传输控制芯片%

h;?

是
=7;%"h+

系列采用的一种新型的

存储器扩展技术&拥有
)

个存储区域&每个区域支持
"()

;X

的寻址空间)

'

*

%因此&可以将
h8Z9

用作
=7;%"h+"'

的外部
=>9;

来配置&通过扩展出的数据总线'地址总线'

控制总线来实现操作&这样既能保证有较快的操作速度&

又具有很高的灵活性%

h8Z9

与
=7;%"

接口硬件连接图如

图
*

所示%

将
h8Z9

直接挂载到
=7;%"

的
h;?

总线上&

h;?

提

图
*

!

h8Z9

与
=7;%"

接口硬件连接图

供了
+

个
X@12

用于连接不同的外部存储器%

h;?

7

\<&

是

X@12&

第一区的片选信号&

h;?

7

>,

和
h;?

7

A>

分别

为接口的读写信号%根据所设计要求&数据位宽为
%"

位&

地址位宽为
&)

位&将数据线 )

%&

(

#

*&地址线 )

&(

(

#

*连

接到
h8Z9

的
.

+

-

端口&这样
h8Z9

就作为
=7;%"

的外设

接入&可以通过储存器读写指令访问
h8Z9

%

h8Z9

采集到

细胞信号&将
.\7#

拉高产生中断信号通 知
=7;%"

&

=7;%"

开始读取
'

路数据信号&读到一个细胞的
'

路数据

之后&

=7;%"

通过网口发送给上位机%当
h8Z9

拉低

.\7#

时&

=7;%"

停止读取数据&一旦
h8Z9

将
.\7&

拉

高&通知
=7;%"

计数完成%

h;?

接 口 能 够 及 时 将 数 据 传 输 给

=7;%"

&

=7;%"

将数据通过网口上传至上

位机分析处理%同时
=7;%"

通过
h;?

接

口转发上位机指令给底层模块&实行对数据

采集卡的各种寄存器和电路的某些状态进行

访问&从而控制数据采集系统的底层模块%

E

!

系统软件设计

ECB

!

信号采集

细胞脉冲信号的采集系统采用了
h8Z9

和
=7;%"

组合的方式&两种核心器件发挥

各自的优点&避免单一芯片在采集与处理数据上的局限

性)

&#

*

%

h8Z9

拥有灵活的逻辑可操作性&

=7;%"

拥有丰富

的外设功能和数据传输能力&能够高效快捷的完成信号的

采集传输&信号采集软件流程如图
$

所示%

ECD

!

脉冲信号识别

数据采集到的模拟电压信号经过模数转换&传至
h8Z9

进行脉冲数据识别%

h8Z9

在内部时钟的驱动下按照一定

时序读取与
G7?"&$&

连接
.-

口的电平&通过对一段时间

连续输入值的变化趋势判断出上升沿和下降沿%取上升沿

与下降沿区间内的最大值作为细胞脉冲信号的峰值&从出

现上升沿到下降沿结束的时间与采集到的所有数据&分别

作为脉冲信号的宽度和面积%

h8Z9

把识别到的参数缓存

到
h.h-

&然后定量批次输出%

ECE

!

数据传输通信

在整个计数和数据传输过程中&上位机发送开始计数

命令&下位机
=7;%"

收到命令后&返回
9?f

信号给上位

机%上位机接收到
9?f

信号后&

=7;%"

发送命令至
h8Z9

启动
9,?

开始计数并且控制液路控制板开始形成鞘流%

h8Z9

实现数据的采集&

=7;%"

读取采集到的数据信号并
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!!

#

图
$

!

信号采集软件流程

不断发送数据包给上位机%一旦上位机发送结束指令&

=7;%"

停止发送数据&并且发送指令给
h8Z9

停止计数&

上位机对接受到的数据进行分析处理%

=7;%"

与上位机之

间的数据传输流程如图
'

所示%

图
'

!

数据传输流程

F

!

实验结果与分析

FCB

!

八峰测量验证

为了验证设计应用于流式细胞仪的数据采集系统的有

效性&实验中利用
=

6

JBOE5B0J

公司的
$

峰彩虹微球来对系

统进行性能评估%

$

峰彩虹微球 !

>?84%#4(9

"是尺寸

一致但携带八种不同数量级荧光探针的粒子&经过激光照

射后会激发出八种不同的荧光强度%采用八峰试剂测量后&

hG&

荧光通道的对数直方图如图
&#

所示%

图
&#

中横坐标表示荧光强度&纵坐标表示粒子数&荧光

探测的动态范围能达到
&#

)

%由图
&#

可知&仪器能较好的分

出八种携带不同数量级荧光探针的微球%

&

!

$

峰之间能明显

区分且噪声毛刺较少%因此&本文所设计的数据采集系统满

足采样高精度的要求&同时具有足够大的动态范围且高于系

统需求
&#

+

&能够分辨更大数量级范围内荧光强度%

图
&#

!

$

峰彩虹微球测试图

FCD

!

荧光检出限及荧光线性验证

为了进一步定量验证仪器性能&根据实验数据计算出荧

光检出限以及荧光线性&以此判断数据采集的精确度%采用

彩虹八峰微球试剂上机测试&得到图
&#

中
&

!

$

峰的平均荧

光强度
?[

&微球说明书中提供
"

!

$

峰的等量可溶性荧光分

子 !

;<=h

"数的参考值)

&&

*

%将
"

!

$

峰的平均荧光强度和等

量可溶性荧光分子数分别取对数作线性回归&空白微球处

!

&

峰"的
;<=h

就是荧光检出限%根据线性回归计算出相关

系数 !

A

"&可以得出荧光线性%测试数据如表
&

所示%

表
&

!

荧光检出限及荧光线性数据表

8<9f ?[ ;<=h GE

C

?[ GE

C

;<=h

&

!空白

微球"

%) &#&!$*+$"+% &!(()%#"(#& "!##$#))$*%

" "($ **& "!+&&)&'*#) "!$$*#(+%*$

% &&+# "&#) %!#()'#+$(& %!%"%+($%)*

+ ++**!( )")" %!)(&#%(('( %!*')*&%#)%

( &"("& &(&$% +!#'*)%'#&) +!&$&%(*('"

) %**## +("'" +!(*)%+&%( +!)()#"&+''

* &#$%)$ &%)"($ (!#%+'#&#($ (!&%+%)"#&

$ &''(&# "'&#+" (!"''')+))' (!+)%'(()))

根据表
&

中
"

!

$

峰的
GE

C

?[

值与
GE

C

;<=h

值得到线

性回归图
&&

%如图
&&

所示&可以计算得到线性回归方程

式&如下(

#

$

#:$'"$7

)

#:)&$)

!

&

"

式中&

7

为平均荧光强度的对数
GE

C

?[

'

#

为等量可溶性

荧光分子数的对数
GE

C

;<=h

%

由 !

&

"式可得到空白微球处 !

&

峰"的
GE

C

;<=h

等

于
&:$((+(#&$$

&则仪器荧光检出限约为
&#&:$*+$"+%

;<=h

%通过计算得到相关系数的平方 !

A

"

"为
#:''&(

&

则荧光线性 !

A

"约为
#:''(*+#'%

%

根据流式细胞仪国标可知&荧光检出限应小于
"##



第
%

期 于丽华&等(基于
h8Z9

和
=7;%"

""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

的流式细胞仪数据采集系统设计
#

"*&

!!

#

图
&&

!

线性回归图

;<=h

&荧光强度线性相关系数 !

A

"大于
#:'$

%因此&实

验证明采集的数据能达到国家标准要求&且系统测试效果

较好&本文所设计的数据采集系统具有良好的线性度'灵

敏度&能够满足流式细胞仪微弱信号的采集标准%

O

!

结束语

流式细胞仪的快速全面检测样本需求导致其对数据采

集能力提出高速'高精度'多通道同步的要求%本文设计

了一种基于
h8Z9

和
=7;%"

控制的模数转换多通道高速高

精度数据采集系统&采用多片双通道
9,?

芯片并行采集&

采集速率最高可达到
+#;=8=

&实现了对光电转换后的细

胞脉冲电信号的采集和传输%采用彩虹八峰微球上机测试&

实验数据表明&仪器能较好的分出八种携带不同数量级荧

光探针的微球且具有足够大的动态范围&荧光检出限为

&#&:$*+$"+%;<=h

&荧光线性为
#:''(*+#'%

&均能达到

国家标准要求且测试效果较好%经实际应用该系统能满足

流式细胞仪数据采集高速高精度的要求&在医疗电子仪器

设计领域具有广阔的应用前景%
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