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摘要　纤维状结构是生物组织的一种基本结构形式.疾病的发生和演化常常伴随着纤维状结构空间取向的相应

变化.对生物组织内纤维状结构空间取向的定量表征方法和主要应用进行了简单综述,着重介绍了空间取向信息

在几种重要疾病模型中的研究进展,包括伤口愈合、骨关节炎、乳腺癌、腹膜癌扩散、脑损伤等,并在特定的人工组

织模型中探究了组织结构与功能的关系.对生物组织纤维状结构的高灵敏、高精度描述,为研究疾病的发生和演

化提供了新思路和手段,有望实现特定疾病的早期诊断和病理机制的深入理解.最后,对该方法的应用前景进行

了展望.
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１　引　　言

纤维状结构是生物组织的基本结构形式.胶原

纤维、神经元轴突、纤维状细胞群聚(如成纤维细胞)
等都以纤维状结构的形式存在于生物体内,并在生

命活动中发挥重要作用.疾病的发生与演化,往往

与细胞和细胞外基质(主要是胶原纤维)相互作用的

扰动密切相关[１Ｇ３].这种扰动将带来一系列的变化,
既包括细胞内部基因调节、骨架结构、分化、生长控

制上的变化[４Ｇ５],也包括胶原纤维机械特性和空间取

向的变化[６].因此,对生物组织内纤维状结构空间

取向的定量表征就成为了研究疾病,特别是早期病

变的新思路和新手段.通过对这种结构与功能关联

特性的精准描述,人们将更深入地理解各种疾病发

生与演化的机制.
随着光学成像方法的不断进步,特别是随着共

聚焦、多光子成像(包括双光子荧光成像、二次谐波

成像等)在生物组织应用中的普及[７Ｇ８],获取细胞和

细胞外基质中纤维状结构的精细三维图像已成为可

能[９].目前,国际上对纤维状结构空间取向的定量

表征大多还停留在二维分析的水平上[１０Ｇ１１].但二维

分析方法难以全面、精确地揭示三维结构空间取向

的完整信息,限制了检测的灵敏度.近年来,三维空

间取向的分析方法开始涌现,并成为了二维方法的

重要补充和推进[１２Ｇ１４].纤维状结构光学成像及其空

间取向的定量描述,已被成功应用于多种疾病的检

测和研究,包括伤口愈合、骨关节炎、多种癌症、神经

退行性疾病等.
本文综述了近年来本课题组和其他科研团队在

生物组织内纤维状结构空间取向定量描述方面的研

究成果,特别是在三维定量分析方法上的最新进展.
同时,本文还介绍了空间取向信息在多种疾病检测中

的应用,揭示了这一方法对于深入理解生物组织结构

与功能关系的推进作用.最后,本文对纤维状结构空

间取向精准描述的发展前景进行了评述和展望.

２　纤维状结构空间取向的定量表征方法

２．１　纤维状结构二维和三维空间取向的描述

纤维的二维空间取向用方位角θ来描述,如图

１(a)所示.红色线代表二维图像中的任意纤维,其
与x 方向的夹角定义为方位角θ,取值范围为[０°,

１８０°].而对于纤维的三维空间取向的描述,除了方

位角θ外,还需要有极角φ,如图１(b)所示.对于三

维空间中的任一纤维(红色线),其方位角θ定义为

其在xy 平面的投影与x 方向的夹角,而极角φ 则

定义为该纤维与－z 方向的夹角.其中,θ 与φ 的

取值范围均为[０°,１８０°].纤维状结构的二维或三

维空间取向,可由上述角度及其取值范围描述.

图１ 纤维状结构空间取向的定义.(a)纤维的二维取向用单一的方位角θ描述;
(b)纤维的三维取向用方位角θ与极角φ 共同描述

Fig敭１ DefinitionofspatialorientationoffiberＧlikestructure敭 a TwoＧdimensionalorientationoffiberisdescribedbya
singleazimuthalangleθ  b threeＧdimensionalorientationisdescribedbybothazimuthalangleθandpolarangleφ

２．２　二维空间取向的计算方法

虽然获取纤维状结构的空间三维图像已成为可

能,但当前国际上对它的表征仍以二维分析方法为

主.这里介绍几种比较有代表性的二维取向定量表

征手段.Bancelin等[１５]采用二次谐波成像方法获

得了人体子宫颈活检样本切片的胶原纤维图像,如
图２(a)所示.二次谐波成像是一种非线性成像技

术,信号来源于成像对象本身,无需外源性标记,可
避免光化学毒性及染色过程中的物理损伤.当成像

对象具有非中心对称性,且成像过程满足相位匹配

条件时,可产生二次谐波信号,其频率为入射光频率

的二倍.其中,胶原纤维是生物组织中的一种内源

性的、具有显著二次谐波信号的介质.进而,该小组

采用形态学开运算获得了胶原纤维的取向信息,开
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运算的算子如图２(b)插图中的柱形所示,它可在二

维平面中连续转动,当纤维取向与算子方向相同时,
纤维图像可获得最大的强度增强.这种方式可获得

胶原纤维图像中每一个像元的空间取向,如图２(c)
所示.算子越长,角度的计算精度越高,但此时对纤

维曲率的分辨本领越低,因此算子长度的确定需要

权衡这两项指标.傅里叶变换是一种常用的二维取

向计算方法.Sivaguru等[１６]同样采用二次谐波成

像方法获得了马肌腱的胶原纤维图像,如图２(d)所
示.基于图像的傅里叶变换谱的取向[图２(e)],获

得了图像整体或某一个局域的纤维空间取向.特别

地,基于这种局域性的取向,获得了相应图像的二维

取向分布情况[图２(f)],用以直观地展示纤维的方

向特征.例如,在本例中,二维取向分布的峰值在

１４０°附近[图２(f)],与胶原纤维图像的定性特征相

符[图２(d)].这种方法的计算速度受限于所选局

域的窗口尺寸.窗口尺寸越小,对图像的划分越细

致,因而对取向的描述越精确,但计算耗时也会相应

增加.同时,傅里叶变换往往要求分析对象为正方

形,这在一定程度上对成像提出了更高的要求.

图２ 纤维状结构的二维取向算法.开算子二维取向算法[１５]:(a)子宫颈活检样本胶原纤维的二次谐波图像;(b)胶原纤维

与开算子方向相同时,纤维具有最大的强度,以此作为取向计算的依据;(c)采用开运算获得的胶原纤维的取向图谱.

基于二维傅里叶变换的二维取向算法[１６]:(d)马肌腱胶原纤维的二次谐波图像,其中每个小区域内的箭头代表该区域

的纤维取向;(e)整张图像的傅里叶变换;(f)图像的角度分布柱状图.权重矢量求和二维取向算法[１７]:(g)通过仿真

得到的纤维图像,对其中的一个像元开展取向计算时,选取其周围７×７个像元作为计算窗口,则中心像元与其他任

一像元都可构成矢量;(h)对每一个矢量赋予权重,权重因子与矢量长度、强度涨落有关;(i)对赋予权重后的矢量加

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　和,得到该像元的取向信息

Fig敭２TwoＧdimensionalorientationanalysisapproachesforfiberＧlikestructures敭Approachbasedonopeningoperator １５  

 a secondharmonicgeneration SHG imageofcollagenfibersfromcervicalbiopsysection  b fibersdemonstrate
themaximumintensityiftheyalignparalleltothedirectionoftheopeningoperator  c acquiredorientationmap
fromtheopeningoperator敭ApproachbasedontwoＧdimensionalFouriertransform １６   d representativeSHG
imageofcollagenfibersfromthehorsetendon whicharedividedintoanumberofregionsofinterest ROIs  with
thewhitearrowineachROIcorrespondingtothefiberdirection  e twoＧdimensionalFouriertransformoftheentire
SHGimage  f orientationdistributionhistogramofthisrepresentativeimage敭Approachbasedonweightedvector

summation １７   g simulatedfiberimage theorientationofacertainpixeliscalculatedstartingfromdefininga７×
７assessingwindowsurroundingit withthiscenterpixelandanyotheroneformingavector  h allthevectorsare
weightedbytwofactorsconsideringthevectorlengthandtheintensityfluctuationsalongeachvectordirection 

 i theorientationofthecenterpixelisfinallyacquiredbythesummationofalltheweightedvectors

　　除了上述两种方法外,另一种二维取向的代表

性算法被称为“权重矢量求和法”[１７].对于纤维强

度图像中的任一像元,权重矢量求和法拟定以该像

元为中心的计算窗口,则窗口内中心像元与其他任

何像元之间都构成一个矢量,如图２(g)所示.对这

些矢量赋予两项权重因子:一是矢量长度的倒数,二

是沿矢量方向强度涨落的程度,如图２(h)所示.最

终,通过对所有赋予权重后的矢量进行加和,就可得

到该中心像元的取向,如图２(i)所示,它与纤维的方

向性吻合得很好.采用这一方法可获得图像中任一

像元的空间取向,该方法的计算效率优于傅里叶变

换方法.
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２．３　三维空间取向的计算方法

纤维状结构二维取向信息的获取,在生物组织

疾病检测和表征方面取得了一定的成功.但实际

上,纤维状结构在生物体内的分布是三维的,因此采

用二维分析方法可能会造成信息的误判或缺失,影
响检测的灵敏度.

为了克服二维方法的局限性,近年来一些三维

空间取向的计算方法被陆续报道,并在生物医学领

域取得了成功应用.Lau等[１８]在之前基于傅里叶

变换的二维取向算法上进一步推广,获得了三维空

间取向信息.简言之,该方法将采用二次谐波方法

获得的猪肌腱纤维的三维图像分成若干个小区域,
如图３(a)、(b)所示,对每一个小区域进行三维傅里

叶变换,获得相应的傅里叶变换谱;然后,将变换谱

的空间方向与预先设定的三维空间取向数据库进行

比对,并将满足最大似然条件的方向定义为该区域

内纤维的三维空间取向,如图３(c)所示;根据每个

局域内的三维取向(包括方位角θ 和极角φ),可获

得它们各自的分布图,如图３(d)、(e)所示.参考图

１(b)中θ与φ 的定义,φ 越接近９０°,表明这些胶原

纤维越平行于光学成像面,如图３(d)所示.而峰值

在１４０°附近的θ角的分布[图３(e)]也与图３(a)中
展现出的纤维的整体分布特征相符.与傅里叶变换

二维取向算法相似,该方法需要在局域的空间尺寸

(该尺寸决定了三维取向的计算精度)与计算效率之

间作出权衡.

图３ 纤维状结构的三维取向算法.基于三维傅里叶变换的取向算法[１８]:(a)代表性的猪肌腱纤维的二次谐波图像;(b)纤
维图像的三维重构;(c)基于三维傅里叶变换获得的三维空间各局域的纤维取向;(d)三维图像内φ 角的分布;(e)三

维图像内θ角的分布.基于权重矢量求和的三维取向算法[１９]:(f)三维空间纤维取向的角度定义;(g)权重矢量算法

示意图;(h)经权重矢量加和后得到的空间取向;(i)特定平面[图(f)中的绿色平面]的θ角图谱;(j)特定平面[图(f)中的

蓝色平面]的φ角图谱;(k)基于三维取向算法获得的三维方向方差指标,可定量表征纤维状结构的三维空间有序度

Fig敭３ThreeＧdimensional ３D orientationanalysisapproachesforfiberＧlikestructures敭Approachbasedon３D Fourier

transform １８   a representativeSHGimageofporcinetendon  b ３DreconstructionofSHGimages  c acquired３D
orientationineachROI  d distributionhistogramsofφ  e distributionhistogramsofθ敭Approachbasedonweighted
vectorsummation １９   f definitionofanglesin３Dspace  g illustrationofweightedvectorsummationalgorithm 

 h calculatedorientationbasedonsummationoftheweightedvectors  i θorientationmapfortheplanesmarkedingreen
infigure f   j φorientationmapfortheplanesmarkedinblueinfigure f   k ３Ddirectionalvarianceisacquiredbased
on３Dorientations whichquantifiesthespatialorganizationoffiberＧlikestructuresina３Dcontext

　　Liu等[１９Ｇ２０]对之前的二维权重矢量求和法进行

了推广,并获取了纤维的三维空间取向信息.其中,
方位角θ的计算可直接沿用之前的算法,而计算的

难点在于极角φ.本课题组采用的解决方案是基于

角度的转化:对于计算空间中与θ对称的另外两个

方位角β 与γ,采用角度关系式tan２φ＝
１

tan２β
＋

１
tan２γ

来表征极角φ,如图３(f)~(j)所示.这一方法

可以获得三维空间中每一个像元的三维空间取向,
且计算速度比三维傅里叶变换方法提高了近一倍.
基于三维空间取向,Liu等进一步提出了三维方向

方差这一指标[图３(k)],用以表征纤维状结构的三

维空间有序度,是二维方向方差在三维空间中的延
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伸.该指标的取值为０~１.越接近于０,表明纤维

状结构越接近于完美的平行分布;越接近于１,表明

纤维的空间取向越杂乱.三维方向方差可以在不同

的窗口尺寸下展开分析.窗口尺寸可基于研究的具

体目标进行选择,一般而言,小窗口反映的是纤维个

体之间的局域性关联,而大窗口(甚至是三维图像整

体)则反映了大量纤维空间取向的一致性程度.

３　空间取向信息在生物医学中的应用

３．１　伤口愈合

在组织伤口愈合过程中,伴随着胶原纤维空间

结构的相应改变.这种改变是伤口愈合程度的重要

标志,对组织重塑进程的评估和诊疗方案的制定等

具有指导意义.但是,医学上对这种改变的研究大

多依赖于定性观察,缺乏定量的评价标准.Quinn
等[２１]通过计算胶原纤维的二维空间取向和方向方

差,定量比较了结痂组织及其邻近(正常)组织在空

间结构上的差异性.通过在大鼠皮肤上实施三级烧

伤(１cm２),构建了伤口愈合的生物模型,并在烧伤

后的不同时间点获得了组织的生理切片,进而开展

成像研究,结果如图４(a)所示.定量分析的结果表

明,结痂组织相比于邻近组织具有更高的胶原纤维

密度[图４(b)]以及更低的方向方差[图４(c)],这意

味着伤口愈合过程中新形成的胶原纤维具有很高的

空间取向性.这一研究为结痂组织的特征化识别提

供了定量依据.

图４ 空间取向定量表征在伤口愈合中的应用.大鼠皮肤烧伤后的伤口愈合[２１]:(a)烧伤伤口及其邻近组织的病理组织切

片图像;(b)胶原纤维的密度图谱;(c)胶原纤维的二维方向方差图谱,显示出伤口区的纤维有序度高于其邻近组织.

大鼠心肌梗死后的伤口愈合[２２]:(d)~(h)正常心肌以及发生心肌梗死１周、２周、４周、８周后的心肌多光子成像结

果,红色为胶原纤维的二次谐波图像;(i)二维方向方差,胶原纤维的二维取向有序度随着恢复时间逐步优化

Fig敭４Applicationsoforientationanalysisinwoundhealing敭Woundhealinginratskinafterburns ２１   a imageofthe
histologicalsectionofthewoundandadjacenttissues  b fiberdensitymap  c ２Ddirectionalvariancemap 
indicatingahighleveloffiberalignmentinthewoundregionversusadjacenttissues敭Woundhealinginratsafter

heartinfarction ２２  multiＧphotonimagesoftheratheart d beforeor e １  f ２  g ４and h ８weekspostＧ
infarction  i ２Ddirectionalvariance indicatingthatfibersbecomemoreandmorealignedasafunctionoftime

　　除 了 研 究 烧 伤 后 皮 肤 组 织 的 伤 口 愈 合 外,

Quinn等[２２]还采用这一方法研究了心肌梗死后伤

口愈合的情况.细胞外基质(主要是胶原纤维)的重

塑是发生心肌梗死后心脏组织恢复的重要内容.正

常的重塑能够修复受损的心肌,从而预防动脉瘤变

形的出现.研究人员通过药物引发大鼠发生心肌梗

死,分别获得了发生心肌梗死后１周、２周、４周、８
周的心脏组织.在实验中对心脏组织进行了去细胞

处理,从而最大限度地去除细胞对胶原纤维成像的

影响.研究人员通过二次谐波成像获得了组织中的

胶原纤维图像[图４(d)~(h),红色通道],通过双光

子荧光成像获得了胶原纤维中交联(crosslinks)的
自发荧光图像[图４(d)~(h),蓝色和绿色通道].
二次谐波图像的二维空间取向和方向方差的定量表

征结果表明,方向方差随着伤口愈合时间序列的延

长而逐渐减小[图４(i)],即胶原纤维的空间有序度

随愈合时间延长而逐步增强.这种定量化、高精度、
高灵敏的表征方法为心肌梗死后的伤口愈合研究提

供了新思路和手段,对诊疗方案的制定与优化具有

积极的指导作用.
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图５ 空间取向定量表征在小鼠骨关节炎中的应用[１９,２４].DMM:半月板切除(骨关节炎模型)组;Sham:韧带裸露但未被

切除组;NSＧCtrl:无任何手术操作对照组.(a)软骨组织的结构示意图,显示了软骨组织的分层情况;(b)软骨组织的

多光子图像,其中品红色为胶原纤维的二次谐波图像;(c)由二次谐波图像获得胶原纤维的二维取向,进而获得二维

方向方差图谱;(d)不同样本的二维方向方差图谱;(e)软骨组织各层次中,骨关节炎组织与对照组织的二维方向方差

　　　　　　　　　　　量值比较.长度标尺:２５μm;∗代表显著性水平P＜０．０５
Fig敭５Applicationoforientationanalysisinosteoarthritisofmice １９ ２４ 敭DMM destabilizationofthemedialmeniscus

 osteoarthritis model  Sham ligament being exposed but notsevered NSＧCtrl nonＧsurgery control敭

 a Schematicofthecartilagewithlayeredstructures  b arepresentativemultiＧphotonimageofcartilage withthe
magentasignalcorrespondingtoSHGimageofcollagenfibers  c basedonthe２Dorientationsgeneratedfrom
SHGimages the２Ddirectionalvariancemapisacquiredaccordingly  d therepresentative２Ddirectionalvariance
mapsfordifferentgroups  e acomparisonof２DdirectionalvariancevaluesbetweenDMMandShamatdifferent
　　　　　　　　　layers敭Scalebar ２５μm敭∗representssignificancelevelP＜０敭０５

３．２　骨关节炎

骨关节炎是导致慢性残疾最重要的因素,但目

前研究人员对于骨关节炎的病理认知还有不少空

白,从而限制了骨关节炎治疗方案的确定[２３].前期

的研究表明,骨关节炎的发生和进展,会对端部软骨

组织的空间形态产生影响.因此,对这种空间形态

变化的高灵敏成像和精准描述,可能为骨关节炎的

研究提供新的切入点.Mingalone等[２４]通过半月板

切除(DMM)在小鼠中引入了骨关节炎的疾病模型,
并对软骨组织的径向切片实施了二次谐波成像,获
得了无标记情况下软骨组织的II型胶原纤维图像,
研究了在骨关节炎手术引入后１周、３周、７周、１０
周时胶原纤维的二维空间有序度特征.实验中小鼠

被分成了三个组别:代表骨关节炎模型的半月板切

除组(DMM)、韧带裸露但未切除组(Sham),以及未

经任何手术操作的对照组(NSＧCtrl).典型的软骨

组织示意图和多光子图像如图５(a)、(b)所示.根

据细胞和胶原纤维的取向特征,软骨组织可划分成

三 个 区 域:表 层 (superficialzone)、过 渡 层

(transitionalzone)和深层(radialzone).通过计算

纤维的二维取向,得到了相应的二维方向方差图谱,
如图５(c)所示,其中蓝色偏向于更小的方差(更高

的有序度),而红色则与之相反,如图５(d)所示.定

量统计后发现,由于骨关节炎的引入,软骨组织表层

的胶原纤维发生了空间结构的退化,表现为更高的

方向方差,且在第３周和第１０周表现出了统计学上
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的显著性,如图５(e)所示.这一发现与之前基于其

他手段(如偏振光成像、核磁共振等)获得的研究结

果相符[２５].该方法的优势在于,在引入骨关节炎之

后的早期(第３周),便发现了这种空间结构的显著

性差异.值得一提的是,在软骨组织的深层,骨关节

炎反而具有更高的空间有序性,表明软骨组织的不

同层次对疾病可能有不同的响应.该研究表明,二
次谐波成像辅以高度定量化的表征是骨关节炎病理

研究的一种高灵敏的新方法,为该疾病治疗方案的

确定提供了有效的参考信息.

３．３　癌　　症

胶原纤维的空间结构能够影响生物组织的机械

特性,反过来,机械特性在诸多细胞信号通路中都起

到了重要作用,并最终决定细胞的功能.这种结构

与功能的相互影响在许多癌症的发生和演化中起到

了关键作用.Liu等[１９]在小鼠的乳腺癌模型中研究

了肿瘤组织与健康组织在胶原纤维三维空间结构上

的差异性.其中,乳腺肿瘤包含人的癌细胞和小鼠

的胶原、成纤维细胞、免疫细胞等,通过离体培养和

移植的方式构建小鼠乳腺癌模型.图６(a)、(b)展
示了正常和肿瘤组织的多光子成像结果,其中品红

色信号为胶原纤维的二次谐波图像,而绿色信号与

细胞、血管和脂滴的自发荧光相对应.通过重构胶

原 纤维的三维图像,并开展三维空间取向分 析

图６ 三维空间取向定量表征在小鼠乳腺癌中的应用[１９].(a)正常乳腺组织的多光子图像;(b)肿瘤组织的多光子图像;
(c)正常组织多光子图像的三维重构;(f)肿瘤组织多光子图像的三维重构;代表性的(d)正常组织和(g)肿瘤组织中胶

原纤维的二次谐波强度图像,其中插图为胶原空间结构示意图;(e)正常组织的三维方向方差图谱;(h)肿瘤组织的三

维方向方差图谱;(i)两种分析窗口下的三维方向方差定量表征表明肿瘤组织中胶原纤维的三维空间有序度优于正常

组织.(a)、(b)中的长度标尺:１００μm,其他图中的长度标尺:５０μm;∗∗表示P＜０．００１,∗表示P＜０．０５
Fig敭６Applicationof３Dorientationanalysisinthebreastcancerinmicemodel １９ 敭 a MultiＧphotonimageofnormal

tissue  b multiＧphotonimageoftumortissue  c ３Dreconstructionsofnormaltissue  f ３Dreconstructionof
tumormultiＧphotonimage representativecollagenSHGintensityimagesof d normaland g tumortissues and
theinsetsareschematicsofspatialstructureofcollagen  e ３Ddirectionalvariancemapofnormaltissue  h ３D
directionalvariancemapoftumortissue  i ３Ddirectionalvarianceassessedbytwodifferentwindowsizes 
indicatingthatthecollagenfibersaremorealignedintumorthaninnormaltissues敭Scalebarin a and b  
１００μm otherwise ５０μm ∗∗representsP＜０敭００１ ∗representsP＜０敭０５
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图７ 三维空间取向定量表征在人体腹膜癌扩散中的应用[１９].(a)正常腹膜的多光子图像;(b)胰腺癌组织的多光子图像;
(c)正常腹膜多光子图像的三维重构;(d)胰腺癌组织多光子图像的三维重构;(e)正常腹膜的三维方向方差图谱;
(g)胰腺癌组织的三维方向方差图谱;(f)正常腹膜三维空间角的分布;(h)胰腺癌组织三维空间角的分布;(i)正常与

肿瘤组织的三维方向方差在不同分析窗口尺寸下的量值比较.长度标尺:１００μm;∗表示P＜０．０５
Fig敭７Applicationof３Dorientationanalysisinhumanperitonealmetastases １９ 敭 a MultiＧphotonimageofhealthyparietal

peritoneum  b multiＧphotonimageofpancreaticneoplastictissue  c ３DreconstructionofmultiＧphotonimageof
healthyparietalperitoneum  d ３DreconstructionofmultiＧphotonimageofpancreaticneoplastictissue  e ３D
directionalvariancemapofhealthyparietalperitoneum  g ３Ddirectionalvariancemapofpancreaticneoplastic
tissue  f ３Dorientationdistributionofhealthyparietalperitoneum  h ３Dorientationdistributionofpancreatic
neoplastictissue  i acomparisonof３Ddirectionalvariancebetweenhealthyparietalperitoneumandpancreatic
neoplastictissueusingdifferentwindowsizes敭Scalebar １００μm ∗representsP＜０敭０５

[图６(c)、(f)]发现,正常组织中的胶原纤维呈篮状

交叉分布,如图６(d)所示,而肿瘤组织中的胶原纤

维具有螺旋状的形貌特征,如图６(g)所示.基于三

维取向可获得这两类组织的三维方向方差图谱,如
图６(e)、(h)所示.其中,肿瘤组织的图谱整体上更

偏向于蓝色,具有更高的空间有序性.这种定性观

测结果进一步验证了定量表征的结果[图６(i)].正

如前文在介绍三维方向方差时所述,可选用不同的

窗口尺寸来适应不同的分析需求.在本例中,采用

了两种不同的窗口大小来研究三维方向方差.小窗

口反映了胶原纤维之间的局域取向关系,而大窗口

则对应于整张三维图像,着重考虑图像内所有胶原

纤维的整体取向.两种不同窗口下的分析结果都表

明,肿瘤组织的方向方差更小,胶原纤维的排列更为

有序,如图６(i)所示.这一发现与之前其他科研团

队的研究结果相符[２６].
除了小鼠的乳腺癌模型,Liu等[１９]也在人体腹

膜癌扩散中研究了癌症发生时组织胶原纤维三维空

间取向的改变.腹腔是胃肠道肿瘤(如胰腺癌等)转
移的常见目标[２７].受限于灵敏度水平,当前临床医

学上常用的胃肠镜难以在癌症转移的早期发现病

灶,而高分辨、高灵敏的多光子成像与精准表征可能

是实现腹膜癌扩散早期诊断的新途径.Liu等[１９]收

集了正常腹膜组织和胰腺癌组织的活检样本,采用

多光子成像获得了样本的三维胶原纤维图像[品红

色,图７(a)~(d)].这里的胰腺癌组织样本是发生

癌扩散的腹膜样本的替代,因为临床上发现癌扩散

后不允许再做活检取样,而胰腺癌与腹膜癌扩散也

有着病理特征上的诸多相似性[２８].图７(e)、(g)与
图７(f)、(h)分别展示了两种样本的代表性的三维
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方向方差图谱和三维空间角分布情况.本例中,方
位角θ与极角φ 的分布情况被融合在同一张图[图

７(f)、(h)]中,并分别以不同的颜色表示.其中,在
肿瘤样本的方位角θ 的分布中,约３５°处有一个峰

值,而正常组织样本则展现出了更宽的双峰分布特

征.方位角θ的分布表明肿瘤组织中的胶原纤维具

有较强的空间取向性,而正常组织中的胶原纤维则

更为杂乱、无序.同时,在极角φ 的分布上,肿瘤样

本的峰形更尖锐(极角更趋向于９０°),表明在肿瘤

中的胶原纤维相比于正常组织中的纤维更加平行于

光学成像面.与之前乳腺癌分析不同的是,本研究

对三维方向方差的定量分析采用的是不同的计算窗

口尺寸,以此来获得不同局域尺度下胶原纤维的三

维空间有序度,如图７(i)所示.结果表明,在大于一

定窗口尺寸的情况下,肿瘤组织的三维方向方差更

小,纤维有序化程度更高.这一发现与乳腺癌中的

结果相似.在腹膜癌扩散早期的高灵敏诊断对于癌

症阶段的准确划分、扩散程度的界定以及治疗方案

的确定都具有重要意义.

３．４　脑损伤

上文介绍的应用场景大多是对生物组织胶原纤

维的成像与空间取向分析.除了胶原纤维,神经元

轴突是生物组织内另一种基本的纤维状结构,其空

间取向特征在多种与脑部相关的疾病中同样产生着

相应的变化,并最终影响脑部功能.Liu等[１９]研究

了人工类脑组织中的神经元轴突在外加应力(脑损

伤)情况下空间取向的改变.该类脑组织的模型被

称为“甜甜圈”结构[２９],包括了富含神经元的“类灰

质”区域和只含轴突的“类白质”区域,如图８(a)所
示.为获得脑损伤模型,对类脑组织实施了“控制皮

质冲击”[图８(b)],进而对其开展荧光标记和双光

子荧光成像,获得了纤维状神经元轴突的图像,如图

８(c)所示.该研究小组定量研究了损伤与非损伤样

本三维方向方差量值与采样距离(采样点与冲击造

成的损伤位点之间的距离)的关系.结果发现,在距

损伤位点约２５０μm的范围内,损伤样本的三维方

向方差始终显著高于非损伤样本[图８(d)].三维

方向方差随距离变化的研究,一方面印证了冲击应

力对神经元轴突空间结构的破坏,表明受损的神经

元轴突具有空间上更高的紊乱程度;另一方面说明

这种空间结构的改变不仅仅局限于损伤位点,而是

在距损伤位点一定范围内的空间结构都会显著地受

到影响.通过对代表性样本的荧光图像[图８(e)、
(f)]、三维方向方差图谱[图８(g)、(h)]和空间角分

布[图８(i)、(j)]进行定性比较发现,损伤与非损伤

类脑组织样本表现出了不同的形态与取向特征.特

别是神经元轴突空间取向中极角φ 的分布情况,如
图８(i)、(j)中的蓝色图谱所示,这表明对于损伤样

品,轴突在０°或１８０°附近有着更为尖锐的峰形,即
有大量的轴突在损伤情况下会呈现出垂直于光学成

像面分布的情形.局域窗口尺寸下的三维方向方差

定量分析进一步证实了冲击应力导致神经元轴突空

间有序度的退化[图８(k)],而神经元轴突向光学成

像面垂直方向分布的趋向性很可能是这种空间有序

度退化的重要表现.值得一提的是,当采用整张三

维图像作为分析窗口时,这种显著性差异不复存在

[图８(k)],这是因为个体神经元轴突之间的局域关

系对空间有序度的影响在更大的分析窗口下被削弱

了.而当该课题组对同样的样品采用二维分析时,
不论是在局域窗口下,还是在整体图像窗口情形下,
都没有获得任何的显著性差异[图８(l)],这也有力

地论证了三维分析方法相较于二维分析具有更高的

灵敏度.当然,对神经元轴突的空间取向分析不仅

仅限于脑损伤的应用场景,在其他多种脑部疾病(包
括中风、脑部肿瘤和神经退行性疾病等[３０])的研究

中都具有潜力.

３．５　人工组织中细胞与细胞外基质的相互作用

细胞与细胞外基质(主要是胶原纤维)的相互作

用最终决定了生物组织的功能,因此对其进行充分、
精 准 的 定 量 描 述 对 于 生 物 组 织 研 究 至 关 重 要.

Sundarakrishnan等[３１]构建了一种简单的人工组织

模型,用该模型来研究细胞与胶原纤维在空间取向

上的相互影响.他们将来自于人的肺成纤维细胞放

入丝绸与I型胶原混合的水凝胶中,在生物反应器

中固定水凝胶的两端,用以模拟y 方向的外加应力

[图９(a)],并在播种细胞之后的第１天、第５天、第

１０天、第２０天开展细胞和胶原纤维的光学成像.
丝绸的加入提高了该人工组织的稳定性与机械可调

性.采用共聚焦成像获得经荧光标记的肺成纤维细

胞的荧光三维图像,采用二次谐波获得胶原纤维的

三维图像.通过对细胞占据的有效像元数开展计

量,发现随着组织培养时间的推移,肺成纤维细胞数

量显著上升[图９(b)].而三维方向方差的定量表

征结果表明,肺成纤维细胞与胶原纤维在三维空间

有序度指标上随着时间同步优化,如图９(c)所示.
这种空间取向上的定量变化与细胞、胶原的代表性

图像高度吻合,如图９(d)所示.同时,对组织空间

角分布进行研究后发现,随着培养时间的延长,它们

０２０７００２Ｇ９



中　　　国　　　激　　　光

图８ 三维空间取向定量表征在人工类脑组织损伤模型中的应用[１９].(a)“甜甜圈模型”人工类脑组织示意图;(b)控制性皮

质冲击设备示意图;(c)神经元轴突双光子荧光图像的三维重构;(d)三维方向方差在损伤与非损伤样品中随距离的

变化特征;(e)非损伤样本和(f)损伤样本的神经元轴突双光子荧光图像;(g)非损伤和(h)损伤样本的三维方向方差图

谱;(i)非损伤和(j)损伤样本的三维空间角分布;在不同的分析窗口尺寸下,非损伤与损伤样本的(k)三维方向方差和

　　　　　　　　　　　　　(l)二维方向方差.长度标尺:１００μm;∗表示 P＜０．０５
Fig敭８Applicationof３DorientationanalysisintheinjurymodelofengineeredbrainＧliketissues １９ 敭 a  Donutmodel of

engineeredbrainＧliketissues  b schematicofthecontrolledcorticalimpactsetＧup  c ３DreconstructionoftwoＧ

photonexcitedfluorescence TPEF imageofneuronalaxons  d ３Ddirectionalvarianceoftheuninjuredand
injuredtissuesasafunctionofdistanceawayfromtheinjurysite representativeTPEFimagesof e uninjuredand

 f injuredbrainＧliketissues ３Ddirectionalvariancemapsof g uninjuredand h injuredbrainＧliketissues ３D
orientationdistributionsof i uninjuredand j injuredbrainＧliketissues atassessingwindowwithdifferentsizes 
acomparisonof k ３Ddirectionalvarianceand l ２DdirectionalvariancebetweenuninjuredandinjuredbrainＧlike
　　　　　　　　　　　　　　　　　tissues敭Scalebar １００μm ∗representsP＜０敭０５

的峰值愈加集中[图９(d)],印证了空间取向逐步趋

于一致的定量结果[图９(c)].在这项研究中,细胞

与胶原纤维的同步变化表明了组织中两者之间相互

依存、相互作用的关系,且这种相互关系最终影响着

组织的功能性.
除了肺成纤维细胞与细胞外基质的相互作用

外,Liu等[３２]还研究了在人工乳腺组织中,不同的激

素对三维细胞球体空间形态和胶原纤维取向特征的

作用,揭示了组织中的细胞与基质在结构上的相互

影响.他们将乳腺上皮细胞播种进鼠尾I型胶原

中,形成具有三维细胞球体的人工乳腺组织模型,然
后采用了三种激素处理方案:１)雌激素(E２);２)雌
激素＋普美孕酮(E２＋Promegestone);３)雌激素＋
催乳素(E２＋Prolactin).通过对细胞实施荧光标

记,获得了细胞的双光子荧光三维图像,用于再现三

维球体结构[图１０(a)],并采用二次谐波成像获得
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图９ 三维空间取向定量表征同时应用于人工组织中的肺成纤维细胞与胶原纤维[３１].(a)人工组织的培养和三维空间角度

定义示意图;(b)细胞数量随培养时间的变化;(c)肺成纤维细胞(绿色)和胶原纤维(红色)的三维方向方差随时间的

变化;(d)在人工组织培养的不同时间点,肺成纤维细胞和胶原纤维的代表性图像和空间角分布情况.∗∗∗∗表示

　　　　　　　　　　　　P＜０．０００１;∗∗表示P＜０．０１;∗表示P＜０．０５
Fig敭９Applicationsof３Dorientationanalysisinpulmonaryfibroblastsandcollagenfibersinengineeredtissues ３１ 敭

 a Schematicofengineeredtissuecultureand３Dangledefinition  b cellspreadingasafunctionofculturingtime 

 c ３Ddirectionalvarianceofpulmonaryfibroblasts green andcollagenfibers red asafunctionoftime 

 d representativeimagesofcellsandcollagenfibers aswellasdistributionhistogramsof３Dorientationsat
differenttimepoints敭∗∗∗∗representsP＜０敭０００１ ∗∗representsP＜０敭０１ ∗representsP＜０敭０５

细胞周围胶原纤维的图像[品红色,图１０(b)、(c)].
结果发现:在单一雌激素作用下,细胞球体大多呈球

形,或有小幅拉长;在雌激素＋普美孕酮的作用下,
细胞球体出现侧向树枝状突出;在雌激素＋催乳素

的作用下,细胞球体出现了新的细胞团萌芽.对胶

原纤维开展三维空间取向计算,结果发现,在三种不

同的激素方案下,纤维空间角的分布各具特点,如图

１０(d)所示.尤为明显的是,在雌激素的单一作用

下,胶原纤维极角φ 的分布具有相比于另外两种方

案更为尖锐的峰形[图１０(d)],表明此时的胶原纤

维更加平行于光学切面,在空间中自由延伸的程度

更低.相应地,细胞球体周围区域的胶原纤维的三
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维方向方差图谱与角度分布特征很好地吻合,即雌

激素单一作用下最为偏蓝色,对应于最小的方向方

差和最高的空间有序度.与此相反,雌激素＋普美

孕酮作用导致了最高程度的胶原纤维杂乱化,而雌

激素＋催乳素作用导致的纤维有序度介于前两者之

间.尽管如此,正如图１０(e)中的箭头所指,在树枝

状突出的端部,出现了局部高度取向化的纤维,与之

前的观测结果相符[３３].

图１０ 三维空间取向定量表征应用于人工乳腺组织中激素作用的研究[３２].(a)在三种不同激素的作用下,细胞球体荧光图

像的三维重构;(b)包含细胞球体与胶原纤维的人工乳腺组织多光子图像的三维重构;(c)三维重构中的一张具有代

表性的图像;(d)胶原纤维的三维空间角分布;(e)在细胞球体外一定范围内,胶原纤维的三维方向方差图谱.长度

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　标尺:５０μm

Fig敭１０Applicationof３Dorientationanalysisinthestudyofhormoneeffectsinengineeredbreasttissues ３２ 敭 a ３D
reconstructionsof TPEFimagesofcellspheroidsinresponsetodifferenthormonetreatments  b ３D
reconstructionsofengineeredbreasttissuesincludingbothcellsandcollagenfibers  c onerepresentativeframe
from３Dconstructions  d distributionhistogramsof３Dorientationsunderdifferenthormonetreatments  e ３D
directionalvariancemapsofcollagenfiberssurroundingcellspheroids敭Scalebar ５０μm

　　这项研究表明,细胞周围胶原纤维的空间取向

与细胞球体的空间形态密切相关.例如,在雌激

素＋普美孕酮作用下,纤维取向的整体杂乱很可能

是由细胞体的树枝状突出导致的胶原交错分布造成

的.对胶原纤维三维空间结构的解析,推动了不同

激素作用下细胞Ｇ胶原相互作用机制的研究,并将最

终优化乳腺疾病的诊疗.

４　结束语

本文主要介绍了生物组织内纤维状结构空间取

向的定量表征方法,并综述了现有的空间取向信息

的精准描述手段在生物医学中的应用.纤维状结构

空间取向的定量化经历了从二维分析向三维分析的

过渡,由于三维分析相比于二维分析能够更加全面、
准确地再现生物组织的空间形貌,因此在生物医学

领域展现出了巨大的潜力.在应用层面,目前这种

空间取向定量计算方法已经在伤口愈合、骨关节炎、
癌症、脑损伤等疾病模型中获得了可行性验证和初

步应用,并且在多种人工组织中,揭示了细胞与细胞

外基质在结构上的相互影响,这种结构上的特征最

终决定了生物组织的功能性.对取向信息的描述能

够与各种不同的光学成像手段相匹配,包括共聚焦、
二次谐波、双光子荧光成像等.在检测目标上,这种

计算方法涵盖了包括胶原纤维、神经元轴突、纤维状

细胞群聚等生物组织中的任何纤维状结构,展示了

该方法广泛的适用性.需要特别指出的是,虽然目

前已有多种疾病模型展现了正常组织与病态组织在

纤维状结构空间取向和有序度上的显著性差异,但
是,将这一指标直接作为定量病理诊断依据还需要

大量的重复性实验,包括不同组织类别、不同病期的
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多方面验证.例如,本文中介绍的癌症应用,包括小

鼠乳腺癌和人的腹膜癌扩散,都给出了肿瘤组织中

胶原纤维空间有序度高于正常组织的结论,但它们

都是在特定的癌症阶段获得的成像与表征结果.事

实上,癌症的发生和演化是一个阶段性的复杂过程,
在不同的阶段可能展现出不同的特征,甚至可能会

出现相反的结果.之前的研究也表明,某些癌症(如
结肠癌)中的胶原纤维将趋向于更加杂乱的空间结

构[３４].因此,定量诊断指标的最终形成(以癌症为

例),需要获得特定癌症种类在不同病理阶段的纤维

取向和有序度的特征量值,从而获得可作为诊断依

据的不同病理阶段的病理指标阈值.在当前条件

下,空间结构的精准描述与传统医学手段(如作为临

床诊断“金标准”的组织切片方法等)的互补式融合

或许是最为有效的手段.尽管如此,这些前期的疾

病模型纤维状结构空间取向分析,为进一步实现精

细化病理诊断打下了坚实的基础,对于精准医疗具

有重要的参考意义.
与此同时,在生物组织中,还有一些更加微观的

纤维状结构,如细胞微管、应力纤维等,它们的尺寸

大约在亚百纳米范围,在诸多基本生命过程中通过

形态的改变最终决定细胞的功能.过去,受制于光

学成像的分辨率水平,这些微观纤维状结构的空间

取向没有得到充分研究.随着光学超分辨成像手段

的不断发展与完善,对这些微观结构的三维动态高

分辨成像已成为可能.如果将光学超分辨成像手段

进一步与这些空间取向的精准描述方法相结合,将
有可能揭示基本生命过程的一般发展规律,这对于

生命科学的进步将起到积极的作用.事实上,该方

法在材料检测领域同样具有广阔的空间.例如,对
纤维状纳米线的定量表征和反馈,有助于推进制备

手段的评估与改进.可以预见,对空间取向的精准

描述,有望在不同的学科领域,特别是在生物组织一

般规律的揭示方面方面,发挥更大的作用.
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