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用图像分析作交点计数的尝试

Application of intersection counting method in image analysis
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　　提　要　目的:探讨如何利用图像分析仪定量测量血管表面神经纤维密度。方法: 对相同视野中的神经

纤维分别采用灰度法和交点计数法进行测量 ,然后分析二者之间的函数关系 ,并进行统计学分析。结果: 建立

了测量血管表面神经纤维密度的灰度法和交点计数法之间的对数关系进行验证。结论: 在图像分析仪上可以

利用灰度法测量进行神经纤维密度的定量分析。

　　现有的图像分析仪在分析一些特殊要求的测量时

仍然无法满足。例如有时需要对血管表面的神经纤维

密度用交点计数法 [1 ]来测量 ,而目前的图像分析仪却

无法实现这个功能 [2 ]。交点计数法的原理是“计数测试

线与测试结构界面相交的交点数 ( Ix ) ,用交点密度 ( IL )

表示单位测试线上具有的交点数 IX ,用 IC表示测试线

长度 ,则: IL= IX / IC”
[1 ]
。具体测量血管表面的纤维密度

时“于 40×物镜和 10×目镜 (内装测微网格 )下计数长

为 1 mm目镜网格线上纤维的交点数” [3 ]。它是目前测

量纤维密度的一种较为成熟的方法 ,但是一般是由人

工在显微镜下操作进行测量的 ,所以存在很大缺点 ,例

如所测数据不一定准确 ,不同的人测量同样的图像时

也可能获得不同的测量结果 ,而且 ,在遇到大量需要测

量的图像时 ,无法自动、快速地完成测量工作。如果能

在图像分析仪上实现交点计数法的测量 ,显然有很大

的实用性。

1　实验方法

　　常用的图像分析仪中有点测量 ( Point mea sur ement)、直线

测量 ( Line measurem ent )、曲线测量 ( Curv e measurement )、面

积测量 ( Area mea sur ement)等测量方式。考虑到交点计数法的

方法要求 ,我们选用直线测量方式。遵循交点计数法的原则 [1 ] ,

在血管表面沿任意方向绘一条直线 ,直线与血管相交 ,形成两

个交点 ,交点之间的线段即为测试线。单位长度测试线上的交

点数称为交点密度 ( Df)。通过图像分析仪 ,可以直接获得这条

线段的长度和平均灰度 ( Mean g rey lev el, Gm)。在这条测试线

上 ,神经纤维越多 ,它所压过的纤维也就越多 (交点密度越大 ) ,

则其上的平均光密度 (αm)也就越大 ,于是我们设想在交点密度

Df和平均光密度 αm之间可能具有线性关系 ,则 Df和 Gm之

间应该存在一定的关系。倘此 ,即可由 Gm推导出 Df值 ,这就

意味着在图像分析仪上间接地实现了交点计数法的测量。

　　为方便计 ,我们引进以下符号:

　　　　　　 L: 测试线 ( Line)

　　　　　　 G:灰度级别 ( Gr ey lev el)

Gm: L上的平均灰度 ( m, mean)

Gn: L上无纤维处的灰度 ( n, no fibr e)

Gf: L上有纤维处的灰度 ( f, fibre)

　　　　　　α: 光密度

αm: L上的平均光密度 ( m , mean)

αt: L上的总光密度 ( t, to tal leng th)

αn: L上无纤维处的光密度 ( n, no fibre)

αf: L上有纤维处的光密度 ( f , fibr e)

　　　　　　 P:测试点数 ( Point number )

Pt:测试线 L的总长度 ( t , to tal leng th )

Pn: L上无纤维处的测试点数 ( n, no fibr e)

Pf: L上有纤维处的测试点数 ( f, fibre)

　　　　　　 D: 密度值 ( Density)

Df: 单位测试线长上的交点数 ,即交点密度 ( f,

fibr e)

　　于是有以下等式:

　　　　　　　 Pt= Pn+ Pf ( 1)

　　　　　　　αt= Pt×αm ( 2)

　　　　　　　αt= Pn×αn+ Pf×αf ( 3)

　　　　　　　 Df=
Pf
Pt

( 4)

　　而已知光密度 α与平均灰度 ( G)之间的关系为 :

　　　　
G
255

= 10-α ( 5)

　　即　α= lg ( 255) - lg ( G) ( 6)
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　　据此可推导出:

　 Pf= Pt×
αm-αn
αf-αn

( 7)

　 Df=
Pf
Pt
=
αm-αn
αf-αn

( 8)

　 Df= [
lg ( Gn)

lg ( Gn) - lg ( Gf)
]- [

1
lg ( Gn) - lg ( Gf )

]× lg ( Gm) ] ( 9)

　　式 ( 8)表示出了 Df与 αm的直线相关关系。式 ( 9)表示出了

Df与 Gm的对数相关关系 ,为用灰度法实现交点计数提供了理

论依据。此 Df正是待求的数据。

　　实际操作时 ,需先测量出 Gn和 Gf。它们可用点测量方式

获得。置光标于测试线上无纤维处 ,该点的灰度值即为 Gn;置

光标于纤维上 ,该点的灰度值即为 Gf。一般需要多测量几组 Gn

和 Gf,取其平均值则更有代表性。随后测出测试线 L的平均灰

度 ( Gm) (图像分析仪自动记录 ) ,即可用公式 ( 9)求出交点密

度 ,或可直接以 Gm来作为密度指标 (在仅需要相对指标时 )。

另外 ,如果需要转化为单位长度上的交点密度 ,可将 Df乘以一

个转化因子 (单位长度内的象素点数目 )即可。

2　实例分析

　　我们取用 14张血管铺片按上述方法进行了测量 ,证实了其

中的关系。首先 ,对每张血管铺片上的神经纤维用测微网格在

40×物镜和 10×目镜放大倍率下用灰度法和交点 计数法均做

了测量。在 M IAS-300系统下 ,先用点测量方式按前述方法测量

出 Gn与 Gf,随后采用直线测量方式 ,用鼠标器在血管表面沿

任意方向绘一条直线 (即测试线 )。记录此线的长度 ( L eng th)、

灰度 ( Grey lev el)及该线与神经纤维所形成的交点数 ( Count)。

交点密度由二者的比值 ( Count /Leng th )获得 ,此即为 Df。重复

此过程 ,直至获得足够的 Df数据 (一般应大于 5次 )。选用其中

的一例数据 ,见表 1。

表 1　灰度法和交点计数法测量数据值

Gm lg( Gm) Df (测量值 ) Df (估计值 ) 残差

58 1. 7634 0. 5490 0. 5576 - 0. 0086

58 1. 7634 0. 5540 0. 5576 - 0. 0036

60 1. 7781 0. 5600 0. 5313 0. 0287

55 1. 7403 0. 5700 0. 5988 - 0. 0288

58 1. 7634 0. 5740 0. 5576 0. 0164

53 1. 7243 0. 6120 0. 6276 - 0. 0156

48 1. 6812 0. 6780 0. 7044 - 0. 0264

46 1. 6627 0. 7760 0. 7374 0. 0386

残差= Df(测量值 ) - Df(估计值 )

　　随后对 Df和 Gm进行相关分析 ,见表 2。

表 2　方差分析表

方差来源 自由度 方差总和 平均方差 F值

模型 1 0. 0400 0. 0400 54. 1595

误差 6 0. 0044 0. 0007

合计 7 0. 0444

曲线模型: Df= 3. 7073- 1. 7861× lg( Gm )　　 r= 0. 9488

　　表 2表明 ,在平均灰度与交点密度之间建立了极显著的相

关关系 ,证实了我们前面的分析 ,即式 ( 9)在实践上也是成立

的。通过这条回归曲线 ,可以很容易地实现灰度值与交点计数

值之间的转换。分析软件可以自动记录该条线段的长度和平均

灰度 ,所以同时也就可以获得其相应的交点计数值。这样 ,即实

现了纤维密度的灰度法测量。

3　讨论

　　本研究所提出的用灰度法实现交点计数的测量 ,

经过前面的理论推导及实践检验 ,证实了交点密度和

灰度之间的函数关系是成立的 ,因而该方法在理论和

实践上均是可行的。

　　使用本法进行测量时要求染色切片中纤维与周围

背景之间应有较明显的差异 (灰度差别明显 ) ,而且在

测试线所压过的纤维中 ,纤维的粗细应基本一致 ,以免

引起误差。事实上 ,这也是交点计数法所要求的。为了

达到这一点 ,一般最好先对图像进行预处理 ,如图像增

强、边缘锐化等 ,从而可以获得较好的效果。

　　目前在纤维定量方面的报道并不多见。Bjo rklund

等 [4 ]以“ - 、±、+ 、 ”等来粗略地描述神经纤维的密

度。也有从体视学的角度来考虑的
[5 ]
,但是还没有在图

像分析仪上实现。而交点计数法已是一个测量纤维密

度的较为成熟的方法 ,本研究用灰度法结合公式转换

在图像分析仪上实现 ,有很大实用性。
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