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分析测试经验介绍 (45 一48)

影响生物组织图像灰度测量的因素探讨

曹云新
‘

陈摈复

(西安第四军医大学中心实验室 西安 71 00 32)

摘 要 本文在 材翻 S 一 3伏〕型 图象分析仪上对影响 生物图 象灰度刚量的 因素进行 了探讨
,

发 现

显微光照强度
、

增益校正值 (佼功
王

)和半灰度 门 限分 $.J 值等 (侧 均 可 影响 灰度 刚量结 果
,

并直

接影响到生物样品化学成份的定量分析
,

这些 因 素应引起测 试者的 高度重视
。

关键词 生物组织 图像
,

灰度测量
,

影 响因素

1 前 言

M IAS 一 3加 型图像分析仪是采用国内外软硬件为一体的多功能形态学计量仪器
,

可用

于几何参数测量
、

金相测量和灰度测量
。

其中灰度测量在生物医学领域广泛应用
。 ‘

然而在

测量中怎样把握灰度测量条件
,

使一批样品的测量结果具有较好的可 比性是测试者十分关

注的
。

笔者结合灰度测量实践
,

对影响灰度测量结果的几个因素进行了探讨
。

2 实 验

2
.

1 样品制备
胰酶消化收取小鼠心肌细胞

,

无血清 D M EM 培养基洗涤后转人玻璃培养瓶
,

加 20 %

小牛血清 D MEM 培养基
,

置 37 ℃
、

5% (X尧孵箱培养
。

细胞贴壁后生长一定时间
,

胰酶

消化收取单个心肌细胞悬液
,

甩片机制片
,

H E 染色
。

2
.

2 改变显微光照强度

令显微光照强度未改变时的测量灰度值为 U沙t十
,

光照强度增加后为 U 沙t+ + ,

对同一

例标本在两种不同的显微光照强度下视场对应各采集 巧 幅图像进行处理分析
。

其步骤为 :

图像获取 ~ 分割 一单门限分割方式 2 ~ 自动测量 一 3
。

2
.

3 输入校正 (C lib)中改变增益校正值 (G a in )

固定输人光照条件
、

对同一例标本在 〔谊谊二 40 和 〔谧m = 50 处视场对应各采集 巧 幅图

像进行处理分析
,

步骤同前
。

2
.

4 改变门限分割值

在显微光照强度和 〔讼in 条件均固定的输人条件下
,

对同一例标本取 巧 幅图像
,

分别

对每一幅图像在卫 < X TZ 二 X (刀 二X 为目标物适合的门限分割据值)
、

T2 > X 处各分割

测量一次
,

步骤同前
。

*
通讯联系人

。

1994 年 7 月 21 日收到初稿
,

199 5 年 1 月 10 日收到修改稿
。
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3 结果与讨论

3
.

1 显微光照强度与灰度测量结果

显微光照强度与灰度测量结果见表 1
。

如表 1 所示在显微光照强度为 h ght
+ +
时

,

每

幅图像的灰度测量值均低于 U ght
+
时的值

。

对两组灰度测量值进行成对 t 检验有显著差

表 1 显微光照强度与灰度测里值间的关系

T 滋触 I R 日浦 o n 吮加陷闭 m ic

~
护c 典少t

i吹画勿 田司 g 呛犯℃胭 m 以曰, 目

灰度值
图像号

Li ght
+ Lig llt抖

1 35 2 111188 99

116
.

3

5

6

7

8

9

l0

1l

l2

l3

l4

l5

142
.

1

137
.

9

142 .0

12 8
.

5

138
.

0

14 3刀

139
.

4

142
.

1

136
.

0

143 .5

146 5

15 0
.

1

147
.

3

13 1
.

0

108
.

7

120
.

0

108
.

3

109 .0

1 16
.

1

112
.

9

114
.

0

110
.

6

1 1 1
.

2

114
.

5

112
.

6

113
.

7

1 1 1
.

4

又士SD l4()
.

2士 6
.

0 11 3
.

2 士 3
.

5

异 (P< 0
.

0 1)
。

在生物组织 图像的灰度测量 中
,

一批样品

一般分为多组
,

需采集上百上千幅图像
。

由于各

组样品含量多少不一
,

造成染色深浅和背景 明

暗各有差异
。

测试者在采集 目标图像 的过程

中
,

常常需要借助调节显微镜的光圈及光照度

的强弱来达到较易观察和快速寻找 目标图像的

目的
。

但是在输人图像时
,

如果忽视了显微光

照强度对灰度测量值的影响
,

必将造成表 1 所

示的结果
,

使本来无差别的同一例标本产生 图

像灰度测量组间的显著性差异
,

或者使组间有显

著性差异的而测不出差异
,

甚至出现与实验相

反的测量结果
。

因此
,

根据分析以及几年来大量样 品的测

量经验
,

我们认为在同一批样品 的灰度测量

中
,

应在染色较深与染色较浅样品之间选择一

个适中值
,

在输人图像不丢失灰度层次的情况

下
,

要固定显微光照条件并同时注意室内 自然

光线的影响
。

图像最好同批输人
。

如在时 间或

计算机容量不允许同批输人时
,

应对光照条件

做好记录
,

以便使同一批实验的测试样品有相同的输人条件
。

这样才能保证灰度测量的准

确性和实验组间具有较好的可 比性
。

3
.

2 G a in 改变与灰度测量值间的关系

〔讼in 改变与灰度测量值间的关系见表 2
。

表 2 表明灰度测量值随 (讼111 值的 升高均减

小
。

对 C颐n = 40 组和
一

G 柱n 二 50 组的灰度测量值进行配对 t检验有显著性差异 (P < 0. 01 )
。

O ib 的功能是对视频输人通道的增益 (G 血 )和偏移 (0 皿减)进行校正
。

通常在视场图像

较亮或较暗时可通过增加或减小增益值来改善图像质量
。

然而在进行生物组织图像的灰度

测量时能否随意改变 (谧泊值
,

往往使测试者初用图像仪时十分疑惑
。

表 2 的测试分析结果

说明
,

C a ixl 值的改变会使灰度测量值发生变化
。

因此
,

在进行灰度测量时
,

G 石n 不能随视场图像的明暗随意赋值
,

而应根据一批实验

测试样品
,

在染色较深与染色较浅的样品两端调试出一个使灰度层次不失真的 G 幻n 值
,

用

以作为一致的输人校正条件
,

这样才能使灰度测量结果具有意义
。

3
.

3 门限分割值与灰度测量值之间的关系
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门限分割值与灰度测量值间的关系如表 3 所列
。

表 Z G 创的与灰度测量值的关系

T 吐触 Z R 日ati o n 加伽“幻 G 苗. 田目

g 陀犯祀巧 “姆留田目

表 3 门限分割值与灰度测量值的关系

T ab阮 3 R d a o on 吮加瑰n th 暇月如Id 搜g 侧翻t

v习州饱 . 旧 g 陀尹℃岛 mc 盆刃践月

灰度值
图像号

G ai n 一 40 G 由n = 50
图像号

2

3

4

5

6

7

8

9

l0

1 I

12

13

l4

l5

102 .2

99 2

1供 .8

10 1
.

6

98
.

6

102
.

8

99
.

4

99 .6

9 6
.

3

95
.

2

10 1
.

2

98
.

4

93
.

3

97
.

9

9 5
.

9

73
.

6

67 .4

74
.

1

72
.

9

63
.

5

70 3

65
.

5

66
.

1

63
.

9

62 .8

67 5

65
.

8

印 .5

6 5
.

5

6 3
.

2

2

3

4

5

6

7

8

9

l0

1 1

12

l3

14

l5

几 < X

159
.

2

149
.

1

巧 5
.

1

巧2
.

2

14 5
.

0

151
.

2

149 .8

150
.

3

1 35
.

4

145
.

6

巧5
.

1

巧0
.

1

156
.

2

巧3
.

5

139
.

1

又士SD 99 .0 士 3. 0 66 .8 士4
.

1 又士SD 149 .8 士 6
.

4

灰度值

1
,

2 二X

143
.

2

14 2
.

8

137
.

6

142 .7

136
.

3

1 38
.

2

1如
.

1

137
.

4

12 1
.

4

139
.

2

133
.

7

1粼)
.

1

14 1
.

8

1粼)
.

2

129 .7

137
.

6 + 5
.

8

T Z > X

134 3

130
.

1

129 .5

128
.

4

125
.

1

130
.

7

129
.

4

127
.

2

1 10
.

4

126 .0

124 .2

13 1
.

2

130
.

3

126 .4

116 6

126 .7 士6
.

1

在进行灰度测量时
,

常常需要把图像 目标物分割成半灰度图后再进行测量
,

在此过程

中必须设定门限分割值
。

对于同一批测试样 品的各组或各个视场间用统一的门限分割
,

还是根据视场 目标物的灰度设定门限值
,

是一个在测试 中有疑议 的问题
。

为此我们做

了大量的样品测试分析工作
,

从表 3 的结果中可看到 : 对于同一例标本中抽取的 巧 幅图

像
,

仅因门限分割值有所改变
,

便使每幅图像灰度测量出现不同的 差别
,

对三种门 限分

割值的灰度测量数据进行统计学处理有显著性差异 (P < 0. 01 )
。

对于门限分割值的设定应视各个视场分割的 目标物不失真时为最佳分割值
。

我们用该

标准进行了重复性试验
,

对 巧 幅图像作了 6 次测定 (由 3 名操作者分别进行)
,

结果灰度

测量值的变异系数
:
批内 (同一操作者) < 1

.

62 %
,

批间 (不同操作者 ) < 2
.

98 %
。

由此
,

我

们认为门限分割值也是影响灰度测量的一个重要因素
。

本文对影响灰度测量诸因素的分析
,

不仅适用于 M IAS 一 3的型 图像分析仪
:

同时也适

用于其它类型的图像分析仪
,

供更多的测试者在今后有关的定量研究工作中参考
。
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