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摘要  衰老是引起主动脉硬化进而引发各种心血管疾病的主要独立风险因素。对主动脉增龄性改变进行定量评估

有望为心血管疾病研究提供重要线索。采用二次谐波成像技术，结合三维灰度共生矩阵纹理分析算法，对不同周龄

大鼠主动脉血管壁内外表面的胶原纤维进行了定量评估；提取出多种可量化表征主动脉增龄性改变的特征参数，从

胶原纤维微结构角度揭示了主动脉增龄性变化规律。上述方法及提取出的特征参数有望为评估血管老化程度提供

有力工具和重要参考指标，并进一步应用于与老化相关的心血管疾病的研究。
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1　引   言

心血管疾病在中国城乡居民死亡原因中居首

位［1］。心血管系统在疾病发生发展过程中的结构与功

能变化一直是心血管界研究的重要课题之一。主动脉

作为连接心脏与外周组织的重要通道，需要具有较好

的弹性，以便在心脏收缩时吸收血流动能缓冲收缩压，

在心脏舒张时释放势能调节舒张压［2-3］。衰老会降低

主动脉的弹性，导致血管逐渐硬化（又称“血管重

塑”）［4］。该过程通常会伴随着血压升高，并进一步引

发多种心血管疾病，包括主动脉瘤［5］、主动脉夹层［6］及

动脉粥样硬化［7］等。动脉壁良好的弹性性能与其细胞

外基质中富含的纤维蛋白密切相关，纤维组织的三维

各向异性结构对于血管功能的实现至关重要［8］。胶原

纤维是主要的纤维蛋白，是支撑主动脉力学性能和弹

性的核心物质之一［9］。因此，研究主动脉壁胶原纤维

的增龄性改变，对于进一步揭示心血管疾病的发生发

展具有重要意义。

目前，二次谐波（SHG）显微成像技术已经成为观

测生物组织内胶原纤维微结构的理想工具［10-11］。相比

于传统的组织切片染色观测方法，SHG 成像无须对组

织进行标记、切片即可利用胶原纤维有序且非中心对

称的结构特点对其进行高分辨、特异性观测，并且天然

具有层析能力、低光漂白和光毒性、深组织穿透能力等

独特优势［12-13］。目前，SHG 技术已被应用于血管老

化［14］、动脉粥样硬化［15-16］、主动脉瘤［17-18］、马方综合

征［19-20］等与心血管疾病相关的生理、病理研究中；然

而，这些研究大多局限于对胶原纤维的定性［21］或二维

定量评估［22-24］，通常带有一定的主观性和片面性，准确

性和可重复性难以保证。三维灰度共生矩阵（3D 
GLCM）是最具代表性的空间纹理分析算法之一，该算

法通过量化三维图像内不同体素灰度值之间的相互关

系，从多个角度定量表征图像的三维纹理特征［25］，具有

强大的图像分析能力，在生物医学研究中一直发挥着

重要作用［26］。然而，目前该方法在表征心血管纤维微

结构方面的应用仅限于动脉粥样硬化斑块的识别研

究，在探索血管壁增龄性改变上的潜力还有待评估。

笔者采用 SHG 显微成像技术，对不同周龄大鼠主

动脉血管壁内外表面的胶原纤维进行了三维无标记成

像，结合 3D GLCM 算法提取出了多种可量化表征主

动脉血管壁胶原纤维增龄性改变的空间纹理特征，并

从胶原纤维微结构角度揭示主动脉增龄性变化的规

律。这一方法以及所提取的关键纹理特征参数，有望

被进一步应用于与心血管老化相关的疾病的发病机制

研究中。

2　材料和方法

2.1　样本制备

本次实验采用北京维通利华实验动物技术有限公

司的 Wistar-Kyoto（WKY）大鼠作为实验对象，其周龄
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涵盖三个阶段：3 周龄（3 w），4 只；12 周龄（12 w），4 只；

44 周龄（44 w），3 只。这三个周龄分别对应于大鼠的

幼龄期、成年早期和成年晚期，是研究大鼠增龄性改变

比较典型的年龄阶段。WKY 大鼠饲养于无特定病原

体级的动物房内，按照国际标准喂养。本研究所涉及

的所有动物实验已获得中国科学院深圳先进技术研究

院实验动物管理和使用委员会的许可。具体实验步骤

如下：先使用 CO2安乐死箱对 WKY 大鼠进行处死，并

从其体内摘取主动脉的腹腔部分；然后将摘取的组织

用磷酸缓冲盐溶液冲洗 3 min，去除血管腔内的血液；

最后将血管外膜表面的脂肪组织剪除干净，再沿血管

壁轴向将血管剪开，分别将血管内表面和外表面向上

平铺在载玻片上，盖上盖玻片，在显微镜下成像。

2.2　成像设备

采 用 商 业 多 光 子 显 微 成 像 系 统（A1R-MP）对

WKY 大鼠主动脉进行 SHG 成像，获取其血管壁内外

表面胶原纤维的微结构信息。该成像系统以钛蓝宝石

激光器（MaiTai eHP DeepSee，Spectra Physics）作为激

发光源，激发波长设置为 790 nm。在该激发波长下，

分别对大鼠动脉壁的内（内膜和中膜）、外（外膜）表面

进行三维成像，两者相结合的成像深度能够覆盖整个

动脉壁的厚度（三个年龄段相比，44 w 大鼠的动脉壁

是最厚的，基于其横截面的 H&E 染色切片图像测得

内膜和中膜厚度之和约为 60~90 μm，外膜厚度约为

60~90 μm，而内外表面成像深度均可达到 100 μm 以

上）。物镜（N25X-APO-MP，Nikon）采用 25×、数值孔

径 NA=1.1 的水镜。在探测端使用 395 nm/25 nm 窄

带滤光片（ET395/25m-2p， Chroma）分离出 SHG 信

号（对应的最佳激发波长为 790 nm）。成像视场尺寸

为 520 μm×520 μm。系统的理论横向、纵向分辨率

分别约为 277、850 nm。为了能够在揭示胶原纤维精

细纹理结构以及保证足够大成像视场的前提下，避

免长时间成像对样品造成光漂白和光损伤，采用

0.51 μm/pixel 的横向分辨率和 3 μm/pixel 的纵向分

辨率进行采样。

2.3　3D GLCM 分析

本研究采用 3D GLCM 分析 WKY 大鼠主动脉胶

原纤维的纹理特征。对于一个三维图像，设其灰度级

为 g，则灰度值分别为 i和 j（0≤i<g，0≤j<g）且空间

位置关系由矢量 d 定义的一对体素（3D 空间中的像

素）在图像中出现的概率构成了二阶联合分布概率

p ( i，j|d，g )。d 可以用距离 | d |和方向（α，β）两个要素

来表征，其中 α为方位角，β为极角，如图 1 所示。基于

p ( i，j|d，g )，笔者主要提取出了 6 个纹理特征参数，分

别为相关性（C）、对比度（Ct）、熵（E）、和均值（Sm）、方

差（V）、同质性（H），它们分别表征纤维纹理的一致

性、清晰度、强度非均质性、总体强度、强度集中性、结

构各向同性。这些特征参数的具体定义为

C=
∑i= 0

g- 1∑j= 0

g- 1 ( )ij ∙ p ( )i，j - μx μy
σx σy

， （1）

C t = ∑k= 0

g- 1 ( )|| i- j
2{ }∑i= 0

g- 1∑j= 0

g- 1 p ( )i，j ， （2）

E= -∑i= 0

g- 1∑j= 0

g- 1 p ( )i，j lg [ ]p ( )i，j ， （3）

Sm = ∑i= 0

g- 1∑j= 0

g- 1 ( )i+ j p ( )i，j ， （4）

V= ∑i= 0

g- 1∑j= 0

g- 1 ( )i- μx
2
∙ p ( )i，j +      

∑i= 0

g- 1∑j= 0

g- 1 ( )j- μy
2
∙ p ( )i，j ， （5）

H= ∑i= 0

g- 1∑j= 0

g- 1 1
1 + ( )i- j

2 p ( )i，j ， （6）

式中：μx、μy 分别为 3D GLCM 中行和列的均值；σx、σy
分别为 3D GLCM 中行和列的标准偏差值［27］。在本研

究中，3D GLCM 分析涉及 | d |=3，4，5，6 共 4 个距离以

及（α，β）=（-，0°），（0°，45°），（45°，45°），（90°，45°），

（135°，45°），（0°，90°），（45°，90°），（90°，90°），（135°，
90°），（0°，135°），（45°，135°），（90°，135°），（135°，135°）
共 13 个三维方向。最终用于统计、分析和对比的纹理

特征值通过对不同距离和角度下的计算结果进行平均

得到。上述计算使用 MATLAB（MathWorks）完成。

需要强调的是，在进行 3D GLCM 分析之前，先对

原始图像进行了直方图均衡化处理，目的是使 3D 
GLCM 特征参数值几乎不受原始图像强度差异的影

响，确保其仅反映胶原纤维的纹理特征。此外，大鼠血

管壁的厚度会随着周龄增加而逐渐增加，其中变化最

显著的阶段是从出生到成熟的两个月内［28］。因此，为

了保证对比的公平性（即血管内表面都只取内膜和中

膜的图像进行分析，而外表面仅提取外膜图像进行分

析），3 w 大鼠主动脉血管内外表面各取 30 μm 深度范

围内的图像，而 12 w 和 44 w 的 WKY 大鼠则取 60 μm
深度范围内的图像用于后续的定量分析。

2.4　统计分析

采 用 GraphPad Prism 软 件（V9.0，GraphPad 

图 1　3D GLCM 方法中决定一对体素（蓝色点）之间相对位置

的参数

Fig. 1　Definitions of parameters that determining the relative 
position between a pair of voxels (blue dots) in 3D 

GLCM

Software）对 3D GLCM 特征参数值进行统计分析，采

用单因素方差分析（One-way ANOVA）对不同年龄组

的数据进行比较，P<0.05 表示具有显著性差异。

3　结果和讨论

3.1　大鼠主动脉胶原纤维的三维 SHG图像

为了揭示 WKY 大鼠主动脉胶原纤维随周龄增长

的变化规律，采用 SHG 显微成像技术对不同周龄

（3 w、12 w、44 w）WKY 大鼠主动脉内表面（内膜、中

膜）和外表面（外膜）的胶原纤维进行三维成像，成像结

果如图 2 和图 3 所示。从图 2 中可以看出大鼠在生长

和成熟老化过程中，血管内膜、中膜胶原纤维发生了一

系列的形态结构变化：3 w 大鼠主动脉胶原纤维较细，

排列得相对紧密且分布较为不均匀；12 w 和 44 w 大鼠

主动脉胶原纤维明显变粗，排列得相对疏松且分布更

加均匀。

主动脉血管壁外膜胶原纤维增龄性改变的规律

与内膜、中膜胶原纤维增龄性改变的规律具有一定的

一致性，即：从 3 w 到 12 w、44 w，胶原纤维的分布变

得疏松且均匀，如图 3 所示。但是，不同于内膜、中膜

胶原纤维相互独立且细直的形态特征，外膜胶原纤维

密集成束，呈现出明显的波纹状且具有更强的 SHG
信号。此外，相对于 3 w 和 12 w 大鼠，44 w 大鼠主动

脉外膜胶原纤维束在距离外表面较深处（大约 45 μm
处）明显变得更直。这一特征与人浅股动脉［14］及小鼠

主动脉［21］的增龄性改变、人主动脉瘤［17］的病理性改

变，以及猪主动脉在弹性蛋白酶处理前后［22，29］的改变

类似。该变化可能与老化或病变引起弹性蛋白降解、

碎裂，进而导致血管内承载力向胶原纤维发生转移［30］

有关。

这些结果表明，利用 SHG 成像技术可以在无须对

组织样本进行标记和切片的条件下，实现对主动脉血

管壁胶原纤维的高分辨、特异性成像，因而有望成为评

估主动脉增龄性变化的重要工具之一。

3.2　可量化表征胶原纤维增龄性改变的 3D GLCM
特征参数

为了进一步详细探究不同周龄 WKY 大鼠血管壁

胶原纤维结构的差异，采用 3D GLCM 算法对主动脉

内（内膜和中膜）、外表面（外膜）的 SHG 图像进行定量

分析，共计算了 11 个特征参数，包括能量、熵、同质性、

图 2　不同周龄组大鼠主动脉内膜和中膜胶原纤维的 3D SHG 图像（前 3 列是距离血管内表面不同深度处胶原纤维的二维图像，左

上角数字表示深度值；第 4 列为三维重建图像。标尺：100 μm）

Fig. 2　3D SHG images of collagen fibers within aortic intima and media of rats with different weeks of age (The left three columns 
show 2D images of collagen fibers at different depths from the inner surface of the vascular and the upper left digit indicates the 

depth value. The fourth column is the 3D reconstructed image. Scale bar: 100 μm)
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Software）对 3D GLCM 特征参数值进行统计分析，采
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（3 w、12 w、44 w）WKY 大鼠主动脉内表面（内膜、中

膜）和外表面（外膜）的胶原纤维进行三维成像，成像结

果如图 2 和图 3 所示。从图 2 中可以看出大鼠在生长
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一致性，即：从 3 w 到 12 w、44 w，胶原纤维的分布变

得疏松且均匀，如图 3 所示。但是，不同于内膜、中膜

胶原纤维相互独立且细直的形态特征，外膜胶原纤维

密集成束，呈现出明显的波纹状且具有更强的 SHG
信号。此外，相对于 3 w 和 12 w 大鼠，44 w 大鼠主动

脉外膜胶原纤维束在距离外表面较深处（大约 45 μm
处）明显变得更直。这一特征与人浅股动脉［14］及小鼠

主动脉［21］的增龄性改变、人主动脉瘤［17］的病理性改

变，以及猪主动脉在弹性蛋白酶处理前后［22，29］的改变

类似。该变化可能与老化或病变引起弹性蛋白降解、

碎裂，进而导致血管内承载力向胶原纤维发生转移［30］

有关。

这些结果表明，利用 SHG 成像技术可以在无须对

组织样本进行标记和切片的条件下，实现对主动脉血

管壁胶原纤维的高分辨、特异性成像，因而有望成为评

估主动脉增龄性变化的重要工具之一。

3.2　可量化表征胶原纤维增龄性改变的 3D GLCM
特征参数

为了进一步详细探究不同周龄 WKY 大鼠血管壁

胶原纤维结构的差异，采用 3D GLCM 算法对主动脉

内（内膜和中膜）、外表面（外膜）的 SHG 图像进行定量

分析，共计算了 11 个特征参数，包括能量、熵、同质性、

图 2　不同周龄组大鼠主动脉内膜和中膜胶原纤维的 3D SHG 图像（前 3 列是距离血管内表面不同深度处胶原纤维的二维图像，左

上角数字表示深度值；第 4 列为三维重建图像。标尺：100 μm）

Fig. 2　3D SHG images of collagen fibers within aortic intima and media of rats with different weeks of age (The left three columns 
show 2D images of collagen fibers at different depths from the inner surface of the vascular and the upper left digit indicates the 

depth value. The fourth column is the 3D reconstructed image. Scale bar: 100 μm)
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对比度、方差、相关性、和均值、群聚阴暗度、群聚突出

度、最大概率和逆方差。利用单因素方差分析结合

Tukey 多重比较检验方法，对上述特征参数在不同周

龄组之间的差异进行统计分析。结果显示：就内表面

而言，相关性、对比度、熵、和均值、方差、同质性等 6 个

特征参数在不同周龄组间表现出了显著性差异，这些

参数分别表征纤维纹理的一致性、清晰度、强度非均质

性、总体强度、强度集中性、结构各向同性，如图 4 所

示；就外表面而言，仅和均值、方差、同质性表现出显著

性差异，如图 5 所示。

具体来讲，3 w 大鼠血管内表面胶原纤维与其他

两个周龄组相比具有较高的相关性和较低的对比度

值，这与 3 w 大鼠血管壁内表面胶原纤维的分布比较

集中进而导致局部灰度值较为接近的特征相符合，如

图 4（a）~（b）所示。44 w 大鼠与 3 w、12 w 大鼠的分析

结果相比具有较低的熵、和均值、方差值，如图 4（c）~
（e）所示，这些参数反映了生长、老化过程中主动脉内

表面胶原纤维的整体分布趋于均匀。相较于其他两个

周龄组，12 w 大鼠血管内表面胶原纤维的同质性较

低，如图 4（f）所示，表明该周龄组血管壁内表面不同深

度处的胶原纤维在信号强度上差别较大。

就主动脉外膜胶原纤维而言，相较于 12 w 和 44 w
大鼠，3 w 大鼠具有较低的同质性值［如图 5（a）所示］，

这符合其纤维束空间排列杂乱、不同区域间灰度值变

化较大的特征。与内表面纤维结构的变化类似，3 w
大鼠和 44 w 大鼠血管外表面纤维结构的和均值、方差

这两个特征参数具有显著性差异［如图 5（b）~（c）所

示］，反映了胶原纤维束在大鼠生长过程中具有逐渐变

粗、排列变得规律且疏松、不同区域的灰度值分布趋于

均匀等特征。

上 述 3D GLCM 分 析 和 统 计 结 果 表 明 ：用 3D 
GLCM 结合 SHG 技术来评估大鼠血管壁内外表面胶

原纤维的增龄性变化具有可行性；相关性、对比度、熵、

和均值、方差、同质性这 6 个特征参数能够反映主动脉

增龄性改变，尤其是同质性、和均值、方差这 3 个特征

参数在内外表面胶原纤维的增龄性变化中都表现出显

著性差异，有望作为判定主动脉血管老化程度的定量

指标。

图 3　不同周龄组大鼠主动脉外膜胶原纤维的 3D SHG 图像（前 3 列为距离血管外表面不同深度处的胶原纤维的二维图像，左上角

数字表示深度值；第 4 列为三维重建图像。标尺：100 μm）

Fig. 3　3D SHG images of collagen fibers within aortic adventitia of rats with different weeks of age (The left three columns show 2D 
images of collagen fibers at different depths from the outer surface of the vascular and the upper left digit indicates the depth 

value. The fourth column is the 3D reconstructed image. Scale bar: 100 μm)

4　结   论

使用 SHG 成像技术对不同周龄 WKY 大鼠主动

脉血管壁内外表面的胶原纤维进行了三维无标记成

像，并结合 3D GLCM 算法提取出一系列特征参数，以

定量评估主动脉胶原纤维的增龄性改变。结果表明：

相关性、对比度、熵、和均值、方差和同质性这 6 个特征

参数能够用于揭示主动脉胶原纤维结构的增龄性变化

规律。因此，SHG 成像技术结合 3D GLCM 算法以及

所提取的特征参数，有望为研究与老化相关的心血管

图 4　主动脉内膜、中膜胶原纤维 SHG 图像在不同周龄大鼠之间存在显著性差异的 3D GLCM 特征参数（红色实线代表中值。ns 表
示无显著性差异，*表示 0.01<P<0.05，**表示 0.001<P<0.01，***表示 0.0001<P<0.001，****表示 P<0.0001，单因素方差

分析结合 Tukey 多重比较检验）。（a）相关性；（b）对比度；（c）熵；（d）方差；（e）和均值；（f）同质性

Fig. 4　3D GLCM texture feature parameters derived from SHG images of aortic intima and media collagen fibers, which show 
significant differences among rats with different weeks of age (The red solid line indicates the median. ns  denotes no significance,   
*: 0.01<P<0.05, **: 0.001<P<0.01, ***: 0.0001<P<0.001, ****: P<0.0001, one-way ANOVA and Tukey s multiple 

comparison test). (a) Correlation; (b) contrast; (c) entropy; (d) variance; (e) sum mean; (f) homogeneity

图 5　主动脉外膜胶原纤维 SHG 图像在不同周龄大鼠之间存在显著性差异的 3D GLCM 特征参数（红色实线代表中值。*表示

0.01<P<0.05，**表示 0.001<P<0.01，单因素方差分析结合 Tukey 多重比较检验）。（a）同质性；（b）方差；（c）和均值

Fig. 5　3D GLCM texture feature parameters derived from SHG images of aortic adventitia collagen fibers, which show significant 
differences among rats with different weeks of age (The red solid line indicates the median. *: 0.01<P<0.05, **: 0.001<P<

0.01, one-way ANOVA and Tukey s multiple comparison test). (a) Homogeneity; (b) variance; (c) sum mean
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使用 SHG 成像技术对不同周龄 WKY 大鼠主动

脉血管壁内外表面的胶原纤维进行了三维无标记成

像，并结合 3D GLCM 算法提取出一系列特征参数，以
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参数能够用于揭示主动脉胶原纤维结构的增龄性变化

规律。因此，SHG 成像技术结合 3D GLCM 算法以及

所提取的特征参数，有望为研究与老化相关的心血管
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示无显著性差异，*表示 0.01<P<0.05，**表示 0.001<P<0.01，***表示 0.0001<P<0.001，****表示 P<0.0001，单因素方差

分析结合 Tukey 多重比较检验）。（a）相关性；（b）对比度；（c）熵；（d）方差；（e）和均值；（f）同质性

Fig. 4　3D GLCM texture feature parameters derived from SHG images of aortic intima and media collagen fibers, which show 
significant differences among rats with different weeks of age (The red solid line indicates the median. ns  denotes no significance,   
*: 0.01<P<0.05, **: 0.001<P<0.01, ***: 0.0001<P<0.001, ****: P<0.0001, one-way ANOVA and Tukey s multiple 

comparison test). (a) Correlation; (b) contrast; (c) entropy; (d) variance; (e) sum mean; (f) homogeneity

图 5　主动脉外膜胶原纤维 SHG 图像在不同周龄大鼠之间存在显著性差异的 3D GLCM 特征参数（红色实线代表中值。*表示

0.01<P<0.05，**表示 0.001<P<0.01，单因素方差分析结合 Tukey 多重比较检验）。（a）同质性；（b）方差；（c）和均值

Fig. 5　3D GLCM texture feature parameters derived from SHG images of aortic adventitia collagen fibers, which show significant 
differences among rats with different weeks of age (The red solid line indicates the median. *: 0.01<P<0.05, **: 0.001<P<

0.01, one-way ANOVA and Tukey s multiple comparison test). (a) Homogeneity; (b) variance; (c) sum mean
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疾病提供有力工具。值得一提的是，SHG 成像与激发

光的偏振态、偏振方向息息相关。圆偏振光可以均匀

地激发所有取向的胶原纤维，而线偏振光的偏振方向

会影响胶原纤维 SHG 信号的强度。当线偏振激发光

的偏振方向与胶原纤维的取向平行时，SHG 信号最

强；当两者垂直时，SHG 信号最弱［13］。本研究中采用

的激发光源为线偏振光。虽然通过三维成像、多区域

成像、统计分析以及对原始图像进行直方图均衡化处

理等，最大限度地削弱了激发光偏振方向对本研究定

量分析结果的影响，但仍希望未来能将偏振这一重要

因 素 考 虑 进 来 ，进 一 步 展 开 深 入 研 究 。 另 外 ，3D 
GLCM 算法对于血管壁纤维微结构的改变虽然已具

有很高的敏感性，但尚无法仅凭单一特征参数彻底区

分 3 w、12 w、44 w 这三个年龄阶段大鼠的动脉壁，未

来笔者还将进一步探索更加灵敏的定量分析方法。

此外，目前 SHG 成像受限于穿透深度及庞大的系统

构架，只适用于离体组织或活体浅表组织成像。未来

结合内窥成像等技术手段，有望将该方法推广到心血

管系统的活体成像，最终应用于心血管疾病的临床

诊断。

备注：本文支持材料可扫下方二维码获得。
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Abstract
Objective　 Aging is a major independent risk factor for aortic stiffness and cardiovascular diseases. The strength of the aorta is 
imparted by collagen fibers, which are the dominant fibrins within the aortic wall. Therefore, a three-dimensional (3D) quantitative 
assessment of age-related changes in the collagen fibers within the aortic wall is expected to provide important clues for research on 
cardiovascular diseases. Second harmonic generation (SHG) microscopy is an ideal tool for observing collagen fibers in biological 
tissues. Compared to the traditional histological analysis method, which requires tissue sectioning and staining, SHG microscopy has 
an intrinsic optical sectioning ability for the 3D imaging of intact tissues and allows label-free and high-specificity imaging of collagen 
fibers owing to its inversion-asymmetric and spatially ordered structure. Moreover, the high resolution, large depth penetration, low 
photobleaching and phototoxicity of SHG microscopy have significantly benefited the detailed imaging of thick tissues such as the 
aortic wall. However, the SHG-based 3D quantitative assessment of aortic collagen fibers has not yet been extensively demonstrated 
in aging-related research. In this study, we proposed combining SHG imaging with a representative spatial texture analysis algorithm, 
a 3D gray-level co-occurrence matrix (GLCM), to investigate age-related changes in the aorta from the perspective of collagen fiber 
microstructures. We hope that the proposed method and our findings can provide novel strategies and potential indicators for aortic 
aging assessment, and further benefit studies on age-related cardiovascular diseases.

Methods　Wistar-Kyoto (WKY) rats at 3 weeks (3 w), 12 weeks (12 w), and 44 weeks (44 w) were used in this study. First, the 
abdominal aortas were removed, cleaned, and cut open along the longitudinal axis. Subsequently, en-face 3D SHG imaging of the 
inner and outer surfaces of the aortic wall was performed using a commercial multiphoton microscope (A1R-MP; Nikon). Then, 11 
texture feature parameters, including the correlation, contrast, entropy, energy, sum mean, variance, homogeneity, cluster shade, 
cluster prominence, max probability, and inverse variance, of the aortic collagen fibers were extracted from the 3D SHG image stacks 
using the 3D GLCM algorithm (Fig. 1). Finally, statistical analysis based on one-way ANOVA and Tukey s multiple comparison test 
was performed using GraphPad Prism software to sift out aging-associated features.

Results and Discussions　 By comparing the SHG images of the WKY rats of different ages, we found that the aortic collagen 
fibers gradually became thicker, less dense, and more evenly distributed from 3 w to 12 w and 44 w (Figs. 2 and 3), regardless of the 
intima, media, or adventitia. However, the general morphology of the collagen fibers in the aortic intima and media was remarkably 
different from that in the aortic adventitia. The intima and media collagen fibers were relatively straight (Fig. 2), whereas the 
adventitial collagen fibers were arranged in curved bundles and had stronger SHG signals (Fig. 3). The 3D GLCM analysis and 
statistics of the aforementioned SHG images further showed that in the aortic intima and media, six texture features of the collagen 
fibers, including the correlation, contrast, entropy, sum mean, variance, and homogeneity, were significantly different among the 
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three age groups. These features characterized the consistency, clarity, strength heterogeneity, overall strength, strength 
concentration, and structural isotropy of the fiber textures (Fig. 4). Similarly, for the adventitial layers, three aging-associated textural 
features‒ the sum mean, variance, and homogeneity ‒ were sifted out (Fig. 5). The age-related changes revealed by these preferential 
texture features were generally consistent with those observed in the 3D SHG image stacks. These results demonstrated that 
combining SHG imaging with the 3D GLCM algorithm is a practical strategy for assessing aging-related changes in the collagen fibers 
in the aortic wall, and that 3D GLCM texture features such as the correlation, contrast, entropy, sum mean, variance, and 
homogeneity are promising quantitative indicators of aorta aging.

Conclusions　This study proposed a novel strategy that combined SHG imaging with 3D GLCM for aortic-aging assessment from 
the fresh perspective of the collagen fiber microstructure. The collagen fibers within the aortic intima-media and adventitia of WKY 
rats with different weeks of age were imaged using SHG microscopy. The 3D GLCM was then used to quantify the stere 
omicrostructural characteristics of the collagen fibers based on the 3D SHG image stacks, and a variety of aging-related texture 
features, including the correlation, contrast, entropy, sum mean, variance, and homogeneity, were sifted out. The proposed method 
and derived texture features are expected to provide a powerful tool and important reference indicators for assessing the degree of 
vascular aging. Moreover, this method may benefit the research on age-related cardiovascular diseases. Nevertheless, it should be 
noted that the SHG intensity was highly dependent on the overlap of the laser polarization with the fiber alignment. The excitation 
light used in this study was linearly polarized. The intensity of the SHG signal appeared to be at a maximum when the laser 
polarization direction was parallel to the orientation of the collagen fibers, whereas it appeared at a minimum when the two directions 
were perpendicular. We hope to consider laser polarization in our future studies, despite a variety of measures taken to minimize the 
effects of polarization on the quantitative analysis results of the SHG images in the present study. In addition, we found that the three 
age groups considered in this study could not be completely distinguished from each other by relying merely on a single 3D GLCM 
texture feature, although the 3D GLCM algorithm is considered highly sensitive to fiber microstructures. Therefore, more sensitive 
and valuable quantitative analytical methods merit further investigation.
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