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　　［摘要］　目的　基于像素比和粒度分析理论，通过图像处理和分析方法探究客观量化微管结构的
方法。方法　将常规培养的３ｄ人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）按随机数字表法分为正常对照组、微管解
聚组和微管聚合组。采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测乙酰化α微管蛋白的含量变化。免疫荧光染色后，激光共聚
焦显微镜下观察微管形态变化并获取图像。Ｍａｔｌａｂ７．０编程进行图像分割、增强等处理并提取特征参
数。对数据行单因素方差分析、多重比较以及多元判别分析。结果　①微管解聚组细胞乙酰化α微管
蛋白含量明显低于正常对照组（Ｐ＜０．０５）；微管聚合组细胞乙酰化 α微管蛋白含量明显高于正常对照
组（Ｐ＜０．０５）。②正常对照组细胞微管结构完整，围绕核周束状分布，胞质中少量细小荧光斑；微管解聚
组细胞微管纤维断裂，胞质中出现大量点样小荧光斑，呈现弥散性分布；微管聚合组细胞微管纤维数量

多且粗大，呈多分支且杂乱的放射样分布，胞质中出现较大荧光斑。③正常对照组、微管解聚组和微管
聚合组细胞微管荧光图像中像素比和粒度分析参数（平均粒度、分选度、偏度、峰度）组间差异具有统计

学意义（Ｐ＜０．０５）。④根据上述微管量化特征参数，Ｆｉｓｈｅｒ多元判别分析的准确率达８０．０％。结论　微
管荧光图像像素比和粒度分析的特征参数可作为微管量化分析的客观指标。
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　　微管是由微管蛋白原丝组成的不分支中空管状结
构，呈网状或束状布满整个细胞，能很快地组装和去组

装，以完成一系列细胞功能，如：维持细胞形态、迁移、

分裂、物质运输和信号转导等［１］。目前，荧光染色和

显微成像是微管的主要研究方法，而这样的形态学定

性描述无法避免观察者偏倚等缺陷［２］。细胞免疫荧

光染色定性描述微管的技术已相当成熟，这些清晰的

图像中包含着众多的数字信息．基于这些微管图像，研
究者试图以纹理分析、区域与边界特征、拓扑学分析、

动态变化等图像处理和分析方法客观量化微管结

构［３－７］。但是，得到的结果似乎都不能足够准确地描

述微管的形变特征。本研究基于细胞微管荧光高清数

字图像，采用全新的像素比和粒度分析理论，提取微管

图像中相应的特征参数，以探寻量化细胞微管形变的

新指标．

１　材料与方法

１．１　细胞及主要材料来源
　　秋水仙碱、紫杉酚、４′，６二脒基２苯基吲哚
（ＤＡＰＩ）、４羟乙基哌嗪乙磺酸（ＨＥＰＥＳ）、乙二醇双（２
氨基乙醚）、四乙酸（ＥＧＴＡ）、聚乙二醇辛基苯基醚
（ＴｒｉｔｏｎＸ１００）等均购自美国Ｓｉｇｍａ公司。牛血清白蛋
白（ＢＳＡ）购自美国Ｇｅｎｖｉｅｗ公司。兔抗人乙酰化α微
管蛋白多克隆抗体、花青素 Ｃｙ３标记的山羊抗兔 ＩｇＧ
荧光二抗购自美国ＰｒｏｔｅｉｎＴｅｃｈ公司，辣根过氧化物酶
（ＨＲＰ）标记的山羊抗兔二抗购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司，ＨＲＰ标记的抗 ＧＡＰＤＨ抗体购自上海康成生物工
程有限公司，增强型化学发光试剂盒均购自美国

Ｐｉｅｒｃｅ公司。３１３１型二氧化碳培养箱、ＶａｒｉｏｓｋａｎＦｌａｓｈ
多功能酶标仪均购自美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，
ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ凝胶成像仪购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司，
ＬＳＭ７００型激光共聚焦扫描显微镜购自德国ＺＥＩＳＳ公司。
１．２　细胞培养及分组
　　人脐静脉内皮细胞 （ＨＵＶＥＣ）由中国科学院细胞
库提供，２５代内传代培养，以含 １０％（体积分数）ＦＢＳ
的ＤＭＥＭ培养液稀释使细胞密度为１０７／ｍＬ。根据后

续实验需要接种至铺有９片圆形盖玻片的１２孔板（每
片１００μＬ，圆形盖玻片用于微管蛋白免疫荧光染色）、
２个底面积２５ｃｍ２细胞培养瓶（每瓶４ｍＬ，用于乙酰
化微管蛋白含量测定）。细胞置于 ３７℃、体积分数
５％二氧化碳细胞培养箱内培养，隔天换液。
　　将培养的３ｄ细胞按随机数字表法分为正常对照
组、微管解聚组和微管聚合组并进行以下相应处理。

正常对照组：加入３ｍＬ３７℃复温的ＤＭＥＭ培养液，置
于３７℃、体积分数５％二氧化碳培养箱培养３０ｍｉｎ。微管
解聚组：加入３ｍＬ３７℃复温的含终浓度为１００ｎｍｏｌ／Ｌ
秋水仙碱的 ＤＭＥＭ培养液，置于３７℃、体积分数５％
二氧化碳培养箱处理３０ｍｉｎ。微管聚合组：加入３ｍＬ
３７℃复温的含终浓度为１００ｎｍｏｌ／Ｌ紫杉酚的 ＤＭＥＭ
培养液，置于３７℃、体积分数５％二氧化碳培养箱处理
３０ｍｉｎ．
１．３　细胞乙酰化α微管蛋白含量测定
　　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定。每组取１个细胞培养瓶，
提取微管蛋白的总蛋白并定量。各取上述３种总蛋白
样品１０μｇ，行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳、
湿转法转膜、５０ｇ／ＬＢＳＡ封闭 ２ｈ，切取微管蛋白所
在膜区域加兔抗人乙酰化 α微管蛋白一抗（稀释比
为１∶１０００），切取 ＧＡＰＤＨ所在膜区域加 ＨＲＰ标记
的ＧＡＰＤＨ（稀释比为 １∶５０００），４℃孵育过夜。以
Ｔｒｉｓ吐温２０缓冲液（ＴＢＳＴ）漂洗４次后，乙酰化 α微
管蛋白（ＡｃｅｔｙｌαＭＴ）条带均加 ＨＲＰ标记的山羊抗兔
二抗（稀释比为 １∶４０００）室温孵育 １ｈ，ＴＢＳＴ再漂洗
４次。以超敏化学发光试剂曝光，采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软
件进行灰度分析，结果以 ＡｃｅｔｙｌαＭＴ条带与 ＧＡＰＤＨ
条带灰度值比值表示。本实验重复３次。
１．４　微管图像获取
　　按文献［８］方法，采用免疫荧光染色法观察。每
组设３个复孔，３７℃复温的 ＰＢＳ漂洗３次，４０ｇ／Ｌ多
聚甲醛固定 １５ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗 ３次，体积分数 ０．１％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００通透 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗 ３次，滴加 ５０ｇ／Ｌ
ＢＳＡ封闭２ｈ。弃ＢＳＡ，加入兔抗人α微管蛋白多克隆
抗体（稀释比为１∶１００）４℃孵育过夜。ＰＢＳ漂洗３次，
加入花青素Ｃｙ３标记的山羊抗兔 ＩｇＧ荧光二抗（稀释
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比为１∶１００）３７℃避光孵育 １ｈ，ＰＢＳ漂洗 ３次，避光
ＤＡＰＩ（稀释比为１∶１００）室温染核５ｍｉｎ，ＰＢＳ液漂洗
４次，抗荧光淬灭封片剂封片后于激光共聚焦显微镜
下观察。按文献［２］方法操作，设置激发光波长为
５５５ｎｍ，光电倍增管灵敏度为最大，选择×６０油镜，目
视找到需要检测的细胞，切换到扫描模式。设置５０％
激发光强度，调整双孔针直径（不宜过大），采用线面

平均结合法或调节倍增管偏移（不得大于０％）降低图
像背景噪声。设分辨率为１０２４×１０２４，中速扫描，设
置相邻两个光切面间距为０．４μｍ，层扫后叠加得到最
终图像。选择形态良好、微管结构清晰的单细胞视野

采集图像，图像以２４位彩色位图、ＴＩＦ格式储存备用。
１．５　图像处理和分析
１．５．１　图像处理　　在各组中随机挑选细胞形态良
好，微管骨架清晰的图像作为分析样本，通过图像分割

得到单细胞图像各２０个。通过中值滤波去噪并平滑
图像，以对比度自适应直方图均衡化增强图像对比

度［９］。图像预处理后，质量明显改善。

１．５．２　图像分析
１．５．２．１　像素比　　微管像素面积占整个细胞像素
面积的百分比。根据免疫染色和显微成像的原理，微

管解聚后，细胞质中形成了更多的游离微管蛋白或断

裂的微管纤维，部分较小的解聚产物将透过细胞膜丢

失，同时由于失去了蛋白富集作用，微小的目的蛋白将

无法在图像中得以呈现。反之，微管聚合后，游离在细

胞质中的微管蛋白和短纤维不会透过细胞膜丢失，而

是聚合成新的微管得以在图像中呈现。因此，像素比

可作为衡量细胞内微管蛋白含量的量化指标。

　　通过Ｍａｔｌａｂ７．０编程以灰度自适应区域生长法，
通过自动选取种子点及阈值分割出图像中的微管部

分，以Ｃａｎｎｙ算子进行边缘监测后连通的方法标记图
像中的细胞部分［９］．微管部分与细胞部分的像素面积
比即为像素比。

　　像素比＝
微管像素数

细胞像素数
×１００％

　　由于采用了区域生长的分割方式，部分孤立的和
灰度值低的微管部分可能被忽略，故该参数侧重反应

细胞内聚合态微管的相对量。

１．５．２．２　粒度分析　　对研究对象颗粒特性的描述，
在医药领域已被广泛应用［１０－１３］。研究中通常是以颗

粒分布函数（不同大小粒径颗粒的百分含量）的一些

统计量来反应颗粒特性的［１４］。游离微管蛋白，长短不

一的微管纤维和成熟的微管是微管蛋白在细胞内的存

在状态，反应在图像上则是大小长短不一的颗粒。这

使得微管蛋白的形态可以用颗粒分析的指标来衡量。

　　根据粒度分析相关统计量的计算原理［１４］，通过

Ｍａｔｌａｂ７．０编程提取分割后微管图像粒度分析的４个
特征参数。

　　平均粒度：图像中颗粒的平均大小。平均粒度越
大代表微管的聚合程度越高，反之则聚合程度低。

　　ＭＺ＝
Φ１６＋Φ５０＋Φ８４

３
　　标准差：图像中颗粒在大小上的离散情况。

　　σ１＝
Φ８４－Φ１６
４

＋
Φ９５－Φ５
６．６

　　偏度：图像中颗粒大小分布的不对称程度；负值表
示颗粒集中在粒径大的部分，绝对值越大代表颗粒越

集中在粒径大的部分；正值是颗粒集中在粒径小的部

分，绝对值越大代表颗粒越集中在粒径小的部分。

　　ＳＫ＝
Φ８４＋Φ１６－２Φ５０
２（Φ８４－Φ１６）

＋
Φ９５＋Φ５－２Φ５０
２（Φ９５－Φ５）

　　峰度：用以判断图像颗粒分布是否非常集中于平均
粒径附近。峰度越小，表示越集中；反之，表示越分散。

　　ＫＧ＝
Φ９５－Φ５

２．４４（Φ７５－Φ２５）
　　上列各式中 ФＸ即相应于 Ｘ％处的粒径（Ф值），
称之为百分位数，例如 Φ１６即相应于１６％处的粒径 Ф
值，称为第１６百分位数。
　　标准差、偏度和峰度３个指标反映了微管蛋白或
纤维分布的均匀或一致程度。

１．６　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，
组间进行单因素方差分析，在数据通过方差齐性检验

后，可进行 ＴｕｋｅｙＨＳＤ多重比较。采用 Ｆｉｓｈｅｒ多元判
别准则对３个实验组数据进行判别分析。Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡｃｅｔｙｌαＭＴ含量
　　微管解聚组细胞ＡｃｅｔｙｌαＭＴ含量（相对灰度值为
０．７１±０．０２）明显低于正常对照组（０．９０±０．０４，Ｐ＜
０．０５）；微管聚合组细胞ＡｃｅｔｙｌαＭＴ含量（相对灰度值
为１．３７±０．０９），明显高于正常对照组（Ｐ＜０．０５，图１）。

1 2 3

Acetyl
!"

MT→

GAPDH→

←55×103

←36×103

１：正常对照组；２：微管解聚组；３：微管聚合组

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＨＵＶＥＣ细胞ＡｃｅｔｙｌαＭＴ含量
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表１　各组ＨＵＶＥＣ细胞微管荧光图像量化指标 （珋ｘ±ｓ，ｎ＝２０）

组别 像素比 平均粒度 分选度 偏度 峰度

微管解聚组 ０．５８±０．０３ａ ６．３６±０．２６ａ １２．４５±０．５０ｂ ０．３９±０．０８ａ ２．２０±０．１０ａ

正常对照组 ０．６５±０．０３ ６．７５±０．２４ １２．５４±０．３２ ０．２６±０．０７ ２．１０±０．０６

微管聚合组 ０．７５±０．０７ａ ７．２１±０．４２ａ １３．０６±１．１３ｂ ０．１１±０．１４ａ ２．０１±０．１０ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组比较

２．２　细胞微管形态
　　正常对照组细胞微管结构完整，围绕核周束状分
布，胞质中少量细小荧光斑；微管解聚组细胞微管纤维

断裂，胞质中出现大量点样小荧光斑，呈现弥散性分

布；微管聚合组细胞微管纤维数量多且粗大，呈多分支

且杂乱的放射样分布，胞质中出现较大荧光斑。区域

生长进行图像分割后得到微管图像也具有上述特征

（图２）。
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Ａ～Ｃ：图像分割后获得的微管部分；Ｄ～Ｆ：微管激光共聚焦
图像原图　图中大框区域为小框区域的放大（２．５倍）；　
Ａ、Ｄ：正常对照组细胞微管结构完整，围绕核周束状分布，
胞质中少量细小荧光斑；Ｂ、Ｅ：微管解聚组细胞微管纤维
断裂，胞质中出现大量点样小荧光斑，呈现弥散性分布；

Ｃ、Ｆ：微管聚合组细胞微管纤维数量多且粗大，呈多分支且
杂乱的放射样分布，胞质中出现较大荧光斑

图２　免疫荧光染色观察各组ＨＵＶＥＣ细胞微管结构和形
态　（激光共聚焦显微镜）

２．３　像素比和粒度分析
　　单因素方差分析结果提示：在３种状态下，细胞微
管荧光图像的像素比和粒度分析中共５个指标差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５，表 １）。方差齐性检验后，以
ＴｕｋｅｙＨＳＤ法进行多重比较，结果提示：各组间该指标
差异均具有统计学意义 （Ｐ＜０．０５，表１）。
２．４　Ｆｉｓｈｅｒ多元判别分析
　　利用 Ｆｉｓｈｅｒ多元判别准则，对 ３组实验细胞的
５个特征参数数据进行重新判别（表２），结果提示：共
有４８个细胞进入了正确的分组，准确率达到８０．０％。

表２　各组ＨＵＶＥＣ细胞特征参数的Ｆｉｓｈｅｒ多元判别 （ｎ＝２０）

预测组
原分组 总数

正常对照组 微管解聚组 微管聚合组

正常对照组 １６ ４ ０ ２０
微管解聚组 ３ １７ ０ ２０
微管聚合组 ０ ５ １５ ２０

３　讨论

　　微管是真核细胞重要的细胞骨架成分之一，对于
维持细胞正常的生理结构和功能至关重要。秋水仙素

能特异性地破坏微管组装，并使已形成的微管解聚；紫

杉酚能促进微管蛋白聚合，并稳定已形成的微管［１５］。

乙酰化微管蛋白含量可以间接反应聚合态微管蛋白的

含量［１６］，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定ＡｃｅｔｙｌαＭＴ的含量，确
定实验处理条件确实造成了微管的解聚或聚合。另

外，免疫荧光图像中也清楚地呈现了相同的微管结构

改变趋势。微管解聚后微管纤维断裂，聚合态微管减

少，像素比数值较正常对照组小；同时，胞质中出现了

数量较多的点样小荧光斑，呈现弥散性分布，这说明荧

光颗粒半径小，分布较均匀，因此平均粒径和分选度较

正常对照组小，偏度和峰度较正常对照组大。反之，微

管聚合后微管纤维数量多且粗大，聚合态微管增加，像

素比数值较正常对照组大；同时胞质中荧光斑点变大，

呈现类似的束状或放射状分布。这说明荧光颗粒半径

变大，分布不均，因此平均粒径和分选度较正常对照组

大，偏度和峰度较正常对照组小。

　　一直以来，有两个方面的缺陷制约了微管传统研
究方法的应用：一是观察者主观定性的描述造成的偏
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倚；二是观察者肉眼难以把握形变细节。因此，探索一

种客观定量的微管分析方法显得尤为重要。目前多采

用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ（ＩＰＰ）软件计算平均光密度值或平均
荧光强度对免疫荧光图像进行半定量分析［１７－１８］，该方

法敏感性低，可靠性差。也有学者选用图像灰度特征

参数、拓扑和分形参数，甚至是兴趣点运动特征参数等

量化微管的动态变化［２－３，５－７］，这些方法均涉及复杂的

数学理论且需要专门的观察设备和数据处理软件。本

研究利用了像素比和粒度分析的定量分析理论，原理

简单，容易理解，且对实验条件无特殊要求，一般的激

光共聚焦图片即可作为样本进行分析。本研究全程通

过Ｍａｔｌａｂ７．０编程自动获取特征指标参数值，保证了
结果的客观性和可比性，更重要的是具有较高准确率。

本文选取的像素比和粒度特征参数侧重反应图像全域

和大体形态的改变，故无法量化图像局部区域的细节

改变，这导致该方法的判别灵敏度降低。

　　本研究基于微管荧光数字图像，以图像像素比和
粒度分析理论为基础，通过图像处理和分析提取了像素

比和粒度特征参数中的平均粒度、分选度、偏度、峰度共

５个量化指标，它们可以客观而准确地量化微管形变。
该方法也可应用于细胞其他目的蛋白的量化分析。
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