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光密度的有效测定及其影响因素的分析

Effective measurement of optical density and analysis on its influencing factors

张　钢1 ,夏志坚2　　(1第三军医大学高原军事医学系病理生理学教研室 ,重庆 400038;2 重庆大学 ICT 研究中心 ,重庆 400044)

　　在细胞生物学中 ,获取与细胞功能相关的定量信息尤为重

要。以往对反应物的量常用灰度来表示 , 这只是粗略地测量物

体由白※黑的深浅程度 , 因此 , 目前定量研究中更多地用光密

度来表示 ,但如何准确有效地测量光密度? 对此 , 我们进行了

有效的探讨。

1　原理与方法

1.1　测量原理
　　光密度测量中物体对光的吸收程度与其浓度的关系符合

朗伯-比尔(Lamber-Beer)定律[ 1] :

　　A = Log(Iin/ Iout)=KCb

　　A:光密度;Iin:入射光强度;Iout:出射光强度;K:吸光系数;

C:被测物浓度;b:被测物厚度。

　　对图像而言应表示为:

　　A(x , y)=Log[ Iin(x , y)/ Iout(x , y)] =Log[ Lin(x , y)/Lout(x , y)]

=K(x , y)C(x , y)b(x , y)

　　L为灰度(x , y):显微图像中测量像素点的空间位置

　　图像分析系统上直接测得的是灰度 , 光密度是通过一定关

系转换过来的 , 但直接利用朗伯-比尔定律会带来严重的非线

性误差。同时显微镜的光场不可能绝对均匀 , 载 、盖玻片对背

景光强度的影响及切片染色的不一致都会对测量带来误差。

　　针对以上问题 ,我们作了以下改进。

1.1.1　将图像传感器和图像采集卡作特殊设计 , 将 Lamber-

Beer定律中的对数计算由传感器和采集卡共同完成 , 使图像灰

度与光强度之间呈准确的对数关系。这样灰度 L与光强度 I 之

间的关系为 L =C Log(Ⅰ), Lamber-Beer定律就成了简便的代

数运算:

　　A(x , y)=Log[ I in(x ,y)/ Iout(x , y)] = Log I in(x , y)- LogIout(x , y)

=C[ Lin(x ,y)- Lout(x , y)] , C为转换系数
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1.1.2　透射图像与背景图像在同一空间位置进行点对点密度

转换 , 消除背景光强度分布的不均匀 , 具体操作步骤如下:①确
定系统设置;②系统调零:稳定显微镜亮度 , 人眼聚焦图像 , 然

后移开载有目标的载片 , 光源直射至显微镜物镜上 , 启动系统
“调零”;③记录全透图:将待测目标所在载体空白处(包括载玻

片和盖玻片)置于视场中 , 重新“调零” , 摄取灰度图像;④灰度
图像转换成密度图像;⑤光密度计算。

1.2　免疫组化实验
　　选择 Anti-Actin、Anti-β-tubulin(Boehringer mannheim biochemi-
ca Co)两种鼠单抗 , 用抗生物素-生物素法研究了正常肝细胞和

肝癌细胞的微丝和微管结构 ,具体操作参见文献[ 2] 。

2　结果

　　癌细胞微丝 、微管平均光密度(0.374 ±0.021 , 0.401 ±
0.065)明显小于正常肝细胞(0.923±0.071 , 0.894±0.052), 两

者差异非常显著(P<0.01)。

3　讨论

　　光密度是客观 、可重复 、有可比性地度量物体吸收光强弱

的标尺。我们认为准确测量光密度必须满足下列条件:①灰度

与光密度实现线性转换 , 消除非线性误差;②在恒定的光源种

类和物镜倍率 , 一定的亮度范围内进行测量;③消除背景光强

度分布的不均匀 ,透射图像与背景图像在同一空间位置进行密

度转换;④根据目标细胞的大小和密度 ,选择适当的物镜倍率;

⑤利用人眼灵敏度聚焦清晰图像。
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