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瘤细胞三维形态学参数的变化

张　莹１　胡　纳１　汪　韆１　杨春梅１　杨　立２　胡新华３　冯远明１
，４

１ 天津大学精密仪器与光电子工程学院天津市生物医学检测技术与仪器重点实验室，天津３０００７２

２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＩｎｔｅｒｎａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＢｒｏｄｙＳｃｈｏｏｌｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＥａｓｔＣａｒｏｌｉｎａＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｒｅｅｎｖｉｌｌｅ，ＮＣ２７８５８，ＵＳＡ

３
ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈｙｓｉｃｓ，ＥａｓｔＣａｒｏｌｉｎａＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｒｅｅｎｖｉｌｌｅ，ＮＣ２７８５８，ＵＳＡ

４ 天津医科大学肿瘤医院放射治疗科，天津

烄

烆

烌

烎３０００６０

摘要　体视学是由形态学与数学交叉形成的一门新兴学科，通过二维结构信息定量测量和分析三维形态结构特

征。采用体视学点计数方法，对肿瘤细胞Ｂ１６Ｆ１０、Ｂ１６／Ｖｅｃｔｏｒ及Ｂ１６／ＧＰＲ４各２０组的共聚焦显微镜图像进行测

量，定量分析了其三维形态参数的差异。对比三类细胞的体视学参数发现，对照组Ｂ１６／Ｖｅｃｔｏｒ和原始细胞Ｂ１６Ｆ１０

没有明显差异，实验组Ｂ１６／ＧＰＲ４的细胞比表面及相对形状因子参数与另两类细胞相比均表现出了显著性差异（狆

值分别小于０．０５和０．０２，即Ｂ１６／ＧＰＲ４细胞形态光滑，没有较多的突触和伪足），与前期Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室细胞侵袭

及迁移实验研究结果相吻合，体现出Ｂ１６／ＧＰＲ４细胞中Ｇ蛋白耦联受体４（ＧＰＲ４）基因对细胞迁移性抑制的生物

特性。研究结果表明，体视学和激光扫描共聚焦显微镜细胞图像的结合，可以实现细胞三维结构参数的快速测量，

是细胞生物学尤其是细胞形态学分析的有效研究方法。
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１　引　　言

近３０年来，癌症的发病率一直呈上升趋势，成为

对人类生命健康危害最大的疾病之一。肿瘤的病理学

检查是极其重要的肿瘤诊断方法之一，病理学家可以

通过血液细胞或组织样品的二维形态结构等给出肿瘤

的性质、分级等关键信息，为临床治疗提供重要的依

据。显微镜下观察组织涂片，肿瘤细胞的形态较正常

细胞有明显的区别，如细胞体积增大、形状不规则、核

增大、核质比增大和异常分裂增殖等，而恶性肿瘤由于

其易迁移、侵袭及转移等性质，其细胞有更多明显的形

态学变化。传统的病理学检测只是依据二维空间的信

息，单一方向的二维投影丢失了大量的形态信息，同时

也缺乏客观的定量标准，现代病理检测需要更全面、准

确的形态信息，从二维发展到三维空间信息。

体视学是由二维结构信息定量推论三维结构信

息，由形态学与数学之间交叉形成的新兴学科，具有

无偏、快速、无伤和重复性高等特点［１］。从概率统计

的意义上来说，一个三维体的二维切片包含其三维

结构的定量信息。对二维取样设定一定的限制性条

件，可以实现三维形态信息的准确估计。因此体视

学测量要求对所测样本以任意位置开始、任意等间

距取样，即满足均匀随机抽样原则。体视学技术是

基于卡瓦列里（Ｃａｖａｌｉｅｒｉ）原理和德莱塞（Ｄｅｌｅｓｓｅ）原

理发展起来的，目前已有多种测量方法，最常用的是

点计数方法［２］。该方法在获取的样本图像上叠加，

包含了无偏分布的点或线等几何图形的测量图，统

计样本图像和几何图形之间的联系，如计数结构内

点的个数等，然后根据已有的体视学参数公式得到

有用的三维形态学参数。

在临床医学领域中，体视学已经应用于各种医

学图像［如计算机断层扫描（ＣＴ）、核碳共振成像

（ＭＲＩ）、放射性核素扫描（ＥＣＴ）、超声等］分析，对组

织、器官进行三维结构定量研究，并依据结构和功能

的一致联系性，为疾病诊断提供帮助［３～５］。另外，目

前体视学方法也被用于细胞层面的多种测量，如结

合光学显微镜图像，实现三维目标计数，测定细胞密

度［６］。而少有细胞三维形态结构分析方面的应用研

究。激光扫描共聚焦显微镜（ＬＳＣＭ）以其高对比

度、高分辨率、无损断层成像等优点被广泛应用于细

胞等各种生物微粒的研究。由于ＬＳＣＭ 获取的二

维图像为景深极小的“光学切片”，在沿与切片平面

垂直方向连续移动样品时可获得样品不同深度层次

的二维图像，可以任意选择成像位置及成像间距，得

到细胞的二维均匀随机取样断层图像，所得二维图

像组数据满足体视学运用条件。使用体视学方法对

同细胞系多个细胞的共聚焦显微图像数据进行处理

和统计分析，获得其三维结构参数，具有重要意义，

可用于表征该类细胞的三维形态学特征。因此将体

视学与激光扫描共聚焦显微镜成像测量结合，实现

细胞三维结构的快速定量分析。目前已有国外研究

人员将体视学方法应用于生物研究的不同领域，如

胚胎学、组织学等。采用共聚焦显微体视学研究器

官、组织等结构和分布以及实现细胞计数［７］。本文

采用前期细胞生物实验所用小鼠黑色素瘤高转移细

胞株Ｂ１６Ｆ１０及其基因表达改造后的细胞株Ｂ１６／

ＧＰＲ４及Ｂ１６／Ｖｅｃｔｏｒ进行悬浮细胞激光扫描共聚

焦显微图像采集，并尝试运用体视学方法进行细胞

三维结构特征测量、统计基因改造前后细胞三维结

构参数、分析细胞三维形态变化。作为迁移性较强

的肿瘤细胞，Ｂ１６类细胞很有可能脱落、侵袭进入血

液循环，以悬浮细胞形式变为循环肿瘤细胞，因此研

究悬浮状态下肿瘤细胞三维形态对肿瘤早期诊断及

细胞生物学研究均具有重要意义。并将形态学测量

结果与前期肿瘤细胞侵袭及迁移实验结果进行对

比，以验证体视学方法结合激光扫描共聚焦显微成

像技术用于细胞三维结构分析的有效性。

２　材料与方法

２．１　细胞图像获取

本研究工作所用的细胞来源于美国模式培养物
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集存库 （ＡＴＣＣ）的小鼠黑色素瘤高转移细胞

Ｂ１６Ｆ１０。实验组Ｂ１６／ＧＰＲ４细胞是将人类Ｇ蛋白

耦联受体４（ＧＰＲ４）基因片段稳定转入和表达到小

鼠黑色素瘤高转移细胞Ｂ１６Ｆ１０中所得的细胞，实

验中的对照组Ｂ１６／Ｖｅｃｔｏｒ细胞是将空白基因表达

载体转入到Ｂ１６Ｆ１０细胞中所得的细胞。详细的基

因表达实验过程参见文献［８］。对 Ｂ１６Ｆ１０、Ｂ１６／

ＧＰＲ４、Ｂ１６／Ｖｅｃｔｏｒ三类肿瘤细胞分别进行体外细

胞培养［８，９］。贴壁生长的 Ｂ１６ 细胞经胰蛋白酶／

ＥＤＴＡ分离后重新悬浮在培养液中用于共聚焦成

像研究。

接着在悬浮状态下对三类细胞分别进行双荧光

染色。利用ＳＹＴＯ６１染料 （Ｓ１１３４３，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，

Ｏｒｅｇｏｎ，ＵＳＡ）对细胞核染色，在激光扫描共聚焦

显微镜下被波长为６３３ｎｍ的入射激光束激发，所

产生的荧光在通过边缘为６５０ｎｍ波长的高通滤光

片后由光电倍增管探测，其１２ｂｉｔ图像数据存于输

出彩色图像文件的红色通道内；用 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ

ｏｒａｎｇｅ染料（Ｍ７５１０，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｏｒｅｇｏｎ，ＵＳＡ）

对线粒体染色，其在波长为５４３ｎｍ的入射激光束

激发下所产生的荧光在通过５６０～６１５ｎｍ波长的

带通滤光片后由光电倍增管探测，其１２ｂｉｔ图像数

据存于输出图像文件的绿色通道内。这两种荧光染

料在细胞质区域内都会产生弱荧光信号，但明显弱

于细胞核高亮红色和线粒体高亮绿色荧光。以细胞

外任意位置起始，固定采样间距，采用激光扫描共焦

显微镜（ＺｅｉｓｓＬＳＭ５１０，Ｚｅｉｓｓ，Ｇｅｒｍａｎｙ）对全细胞

进行三维“光学层切”成像，获得一组细胞二维图像

（如图１所示）。图像组采集参数设定为：犣方向采

样间距为０．５μｍ，犡、犢 方向像素长度为０．０７μｍ，

图像尺寸为５１２ｐｉｘｅｌ×５１２ｐｉｘｅｌ。由于细胞形态尺

寸的复杂性，单个细胞的有效共聚焦断层图像层数

范围为４０～７０张。图２为 Ｂ１６／Ｖｅｃｔｏｒ细胞和

Ｂ１６／ＧＰＲ４细胞的激光扫描共焦显微图像，从图中

可以看出，Ｂ１６／Ｖｅｃｔｏｒ细胞有较多的突触和伪足，

Ｂ１６／ＧＰＲ４细胞形态光滑。

图１ Ｂ１６／ＧＰＲ４细胞ＬＳＣＭ图像

Ｆｉｇ．１ ＬＳＣＭｉｍａｇｅｓｏｆＢ１６／ＧＰＲ４ｃｅｌｌ

图２ 细胞ＬＳＣＭ图像。（ａ）Ｂ１６／Ｖｅｃｔｏｒ细胞；（ｂ）Ｂ１６／ＧＰＲ４细胞

Ｆｉｇ．２ ＬＳＣＭｉｍａｇｅｓｏｆｃｅｌｌｓ．（ａ）Ｂ１６／Ｖｅｃｔｏｒｃｅｌｌｓ；（ｂ）Ｂ１６／ＧＰＲ４ｃｅｌｌｓ

２．２　细胞图像预处理

如图３所示，ＬＳＣＭ 得到的细胞图像是双通道

伪彩色图像，特异性荧光标记物使得图像对比度较

好，可对所有图层进行灰度直方图统计，选择直方图

谷点作为阈值，去除图像背景荧光。由于成像系统

及数据采集系统性能的制约等原因，图像上会有一

些杂散噪声，使用中值滤波可有效抑制脉冲噪声和

椒盐噪声，并能较好地保护细胞图像的边缘。

２．３　体视学方法

体视学方法是基于几何概率理论的形态定量研

究技术，是从切片或截面影像中获得三维显微结构

的定量工具。点计数方法使用和样本图像相同大小
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图３ Ｂ１６／ｖｅｃｔｏｒ细胞ＬＳＣＭ图像。（ａ）红色通道显示细胞核；（ｂ）绿色通道显示线粒体；（ｃ）（ａ）和（ｂ）重叠图像

Ｆｉｇ．３ ＬＳＣＭｉｍａｇｅｓｏｆＢ１６／ｖｅｃｔｏｒｃｅｌｌｓ．（ａ）Ｒｅｄｃｈａｎｎｅｌｉｍａｇｅｗｉｔｈｎｕｃｌｅｉｍａｒｋｅｄ；（ｂ）ｇｒｅｅｎｃｈａｎｎｅｌｉｍａｇｅｗｉｔｈ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｍａｒｋｅｄ；（ｃ）ｏｖｅｒｌａｐｐｅｄｉｍａｇｅｏｆ（ａ）ａｎｄ（ｂ）

的测量图，在其上均匀分布中心对称的几何图形（如

图４、５中符号×），每个几何图形在二维图上占据一

定的面积，三维空间则代表一定的体积，称为体视

格。将测量图覆盖到细胞ＬＳＣＭ 断层图像上，通过

计数结构内点的个数完成对形态参数的估计，如截

面面积，轮廓周长等，如图５所示，继而推知三维参

数。为了保证参数估计的准确性，计数必须遵循一

定的原则，即有效体视格点必须满足体视格全部在

目标结构范围内，或几何图形中心点被右向包围（即

中心点右侧有目标结构像素点），如图４所示。遵照

计数原则可以实现体视格的自动计数。

图４ 体视学点计数示意图。（ａ）均匀随机取样；（ｂ）点计数；（ｃ）有效格点示意，其中第一行上的

两个点被判定为无效格点，第二行上的两个点被判定为有效格点

Ｆｉｇ．４ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｓｔｅｒｅｏｌｏｇｙｐｏｉｎｔｃｏｕｎｔｉｎｇ．（ａ）Ｕｎｉｆｏｒｍｒａｎｄｏｍｓａｍｐｌｉｎｇ；（ｂ）ｐｏｉｎｔｃｏｕｎｔｉｎｇ；（ｃ）ｓｃｈｅｍａｔｉｃ

ｄｉａｇｒａｍｏｆｖａｌｉｄｇｒｉｄｐｏｉｎｔｓ，ｔｈｅ２ｐｏｉｎｔｓｉｎｔｈｅｕｐｐｅｒｒｏｗａｒｅｉｎｖａｌｉｄｗｈｉｌｅｔｈｅ２ｐｏｉｎｔｓｉｎｔｈｅｌｏｗｅｒｒｏｗａｒｅｖａｌｉｄ

图５ 覆盖于一幅细胞图像上的体视格和记数格点。（ａ）在一幅细胞图像上放置上体视格；（ｂ）落在细胞内的有效格点；

（ｃ）由落在细胞边缘的有效格点确定的细胞轮廓线

Ｆｉｇ．５ Ｓｔｅｒｅｏｌｏｇｉｃａｌｇｒｉｄｓａｎｄｖａｌｉｄｃｏｕｎｔｉｎｇｇｒｉｄｐｏｉｎｔｓｏｎｏｎｅｓｌｉｃｅｏｆａｃｅｌｌｉｍａｇｅ．（ａ）Ｏｎｅｓｌｉｃｅｏｆｔｈｅｃｅｌｌｉｍａｇｅｃｏｖｅｒｅｄｂｙ

ｓｔｅｒｅｏｌｏｇｉｃａｌｇｒｉｄｓ；（ｂ）ｖａｌｉｄｇｒｉｄｐｏｉｎｔｓｉｎｔｈｅｃｅｌｌ；（ｃ）ｔｈｅｃｏｎｔｏｕｒｏｆｔｈｅｃｅｌｌｄｅｆｉｎｅｄｂｙｖａｌｉｄｇｒｉｄｐｏｉｎｔｓｏｎｃｅｌｌ′ｓｅｄｇｅ
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２．３．１　体视学准确性检测

悬浮状态的细胞取向各异，随机选择细胞，自下

而上断层扫描，多样本数据统计分析满足概率统计

均匀随机取样原则，可以应用体视学方法统计细胞

三维参数。采用误差系数ε来衡量参数估计的总误

差。目前公认的标准为当ε值小于５％时认为参数

估计结果是可靠的［１０］。本文采用点计数方法，误差

主要由两部分组成：一是体视格有效点计数造成的

误差（εｎｏｉｓｅ），另一项则是因采样间距不同带来的误

差（εＳＲＳ）。在本实验所用细胞ＬＳＣＭ 断层图像采样

中，固定步长设置为０．５μｍ，体视学则可以均匀抽

取不同数量断层图像进行点计数，如选用所有图层

的全计数、间隔一层取样的二分之一计数等，均满足

均匀随机取样原则。结果的准确性和体视格大小及

切片间距相关，断层图像间隔越大，或体视格越大，

点计数结果和真实结构差别越大，准确性越低，但相

应的计算时间减少。对数据准确性的检测，体视学

有基于概率统计的检测标准，误差计算公式为

εｎｏｉｓｅ＝０．０５４３
犫

槡狊
狀∑

狀

犻＝１

犘槡 犻， （１）

式中参数 犫

槡狊
为形状系数，其中犫为待测量结构平均

周长，狊为平均面积。参数狀为采样层数，而犘为该层

面上有效点数：

εＳＲＳ＝
３（犃－εｎｏｉｓｅ）－４犅＋犆

１２
， （２）

式中犃＝∑
狀

犻＝１

犘犻犘犻，犅＝∑
狀－１

犻＝１

犘犻犘犻＋１，犆＝∑
狀－２

犻＝１

犘犻犘犻＋２，犘犻

代表在第犻张截面图上体视格有效点的数量：

ε＝
εＳＲＳ＋ε槡 ｎｏｓｉｅ

∑
狀

犻＝１

犘犻

． （３）

２．３．２　体视学参数选择

体视学用各种参数来表征三维结构，如表征大小

的尺寸参数、表征分布的密度参数、表征结构的形状

参数等。参数的选择依研究目的而定。本实验分别

测量和计算了三类细胞的平均体积犞ｃ、细胞核的平

均体积犞ｎ、细胞比表面犚ｓｖｃ和细胞形状因子犳等。

细胞比表面是细胞表面积犛ｃ与体积犞ｃ之比，

可以表示结构的尺寸大小，甚至和细胞生理情况相

关。细胞形状因子是另一个体视学常用的反映细胞

形状的参数，单层细胞截面图像的形状因子可以表

示截面形状与圆相差的程度。圆的形状因子为１；

越不规则，形状因子越大。统计所有取样截面上细

胞的形状因子可以表征细胞三维形状的不规则性。

本研究无需计算细胞形状因子绝对数值，因此以２０

组Ｂ１６／ＧＰＲ４细胞的平均形状因子为参考标准，测

量和计算所有细胞的相对形状因子。上述体视学参

数的计算公式为［１０，１１］

犞ｃ＝犱∑
狀

犻＝１

（犘ｃ犻犪
２）， （４）

犞ｎ＝犱∑
狀

犻＝１

（犘ｎ犻犪
２）， （５）

犛ｃ＝
４

π
犱∑

狀

犻＝１

犅ｃ犻 ＝
４

π
犱∑

狀

犻＝１

π
２
犘ｃ犻（ ）犪 ， （６）

犚ｓｖｃ＝
犛ｃ
犞ｃ
＝

４

π∑
狀

犻＝１

犅ｃ犻

∑
狀

犻＝１

（犘ｃ犻犪
２）

， （７）

犳＝
１

犖∑
狀

犻＝１

犅２ｃ犻
４π犘ｃ犻犪

２
， （８）

式中犱为截面图像间距，犘ｃ犻，犘ｎ犻分别为第犻层细胞

和细胞核的有效格点数，犪为像素点的实际边长，犪２

为像素点的面积；犅ｃ犻则为第犻层细胞等效周长，用几

何概率可以证明，实际细胞周长和有效格点周长

犘ｃ犻犪存在π／２的比例关系，而细胞实际表面积犛ｃ和

切片周长之间有比例系数４／π；犖 为有效细胞图像

层数。

３　实验结果

３．１　准确性估计

分别对本研究选用的 Ｂ１６Ｆ１０、Ｂ１６／ＧＰＲ４、

Ｂ１６／Ｖｅｃｔｏｒ三类细胞的全细胞和细胞核图像取不

同大小的体视格，即设置相邻体视格中几何图形中

心点间隔分别为１０～３０ｐｉｘｅｌ不等，计算估计值的

误差系数ε值。表１为对包含细胞质、细胞核等结

构的全细胞图像ε值的计算结果，表２为对细胞核

图像ε值的计算结果。实验数据显示，几种情况下

的ε值都远远小于５％，即应用体视学方法，在所列

相邻体视格中几何图形中心点间隔范围为１０～

３０ｐｉｘｅｌ之间时，测得的三维结构参数数据均可靠。

由表１可见，当选取的间隔越小，所得ε值越小，亦

即测量精度越高，但有效格点判断的复杂程度以及

计算时间会相应增加。实验研究表明对应于间隔为

３０ｐｉｘｅｌ和１０ｐｉｘｅｌ时计算时间相差５倍。为平衡

复杂程度和测量结果的准确性，实验中采用间隔

３０ｐｉｘｅｌ和间隔１５ｐｉｘｅｌ的体视格分布分别计算形

态学参数，并求取平均值作为最终结果。
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表１ 对包含细胞质、细胞核等结构的全细胞图像ε值计算结果

Ｔａｂｌｅ１ Ｃａｌｃｕｌａｔｅｄεｖａｌｕｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｅｒｅｏｌｏｇｉｃａｌｇｒｉｄｓｆｏｒｃｅｌｌｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｃｙｔｏｐｌａｓｍａｎｄｃｅｌｌｎｕｃｌｅｉ

Ｃｅｌｌ
Ｉｎｔｅｒｖａｌｏｆａｄｊａｃｅｎｔｇｒｉｄｓ／ｐｉｘｅｌ

３０ ２５ ２０ １５ １０

Ｂ１６Ｆ１０／％ ０．６９５ ０．５２２ ０．３７８ ０．２２２ ０．２０９

Ｂ１６／ＧＰＲ４／％ ０．５３４ ０．４４７ ０．３６５ ０．２９８ ０．２６０

Ｂ１６／Ｖｅｃｔｏｒ／％ ０．６５３ ０．５９８ ０．５１６ ０．３２８ ０．２０４

表２ 对细胞核图像ε值计算结果

Ｔａｂｌｅ２ Ｃａｌｃｕｌａｔｅｄεｖａｌｕｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｅｒｅｏｌｏｇｉｃａｌｇｒｉｄｓｆｏｒｃｅｌｌｎｕｃｌｅｉ

Ｃｅｌｌ
Ｉｎｔｅｒｖａｌｏｆａｄｊａｃｅｎｔｇｒｉｄｓ／ｐｉｘｅｌ

３０ ２５ ２０ １５ １０

Ｂ１６Ｆ１０／％ １．３３８ １．０４２ ０．７５２ ０．５５８ ０．３４４

Ｂ１６／ＧＰＲ４／％ １．０１９ ０．７８６ ０．５４２ ０．３９２ ０．２４６

Ｂ１６／Ｖｅｃｔｏｒ／％ １．０７０ ０．９８２ ０．７５３ ０．５７４ ０．３１６

３．２　体视学参数数据

对上述三类细胞分别随机选取２０组（以单个细

胞所有三维断层图像为一组）细胞激光扫描共焦显

微镜三维断层扫描图像进行体视学统计分析，获得

体视学参数数据如表３所示。为检验用体视学方法

计算所得数据的正确性，将前期细胞三维重建测量

形态研究中得出的相应数据列于表４，以便比较和

分析。

表３ 细胞三维参数体视学测量结果及统计分析

Ｔａｂｌｅ３ Ｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅｓｏｆ３Ｄｃｅｌｌｓｔｅｒｅｏｌｏｇｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｎｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ

犞ｃ／μｍ
３ 犞ｎ／μｍ

３ 犚ｓｖｃ 犳

Ｂ１６Ｆ１０ ３５５６±１１５２ ９９５±２３６ ０．５２０±０．０８０ １．０８４±０．０５５

Ｂ１６／Ｖｅｃｔｏｒ ３７８６±９４０ １１０２±３０７ ０．５１３±０．０６１ １．１０９±０．００７

Ｂ１６／ＧＰＲ４ ３８７４±６０８ １０５６±２３９ ０．４７４±０．０４２ １．０００±０．０１１

狆ｖａｌｕｅ（Ｂ１６Ｆ１０ｖｅｒｓｕｓＢ１６／Ｖｅｃｔｏｒ） ＞０．１ ＞０．１ ＞０．０５ ＞０．０５

狆ｖａｌｕｅ（Ｂ１６／ＶｅｃｔｏｒｖｅｒｓｕｓＢ１６／ＧＰＲ４） ＞０．１ ＞０．１ ＜０．０５ ＜０．０２

狆ｖａｌｕｅ（Ｂ１６Ｆ１０ｖｅｒｓｕｓＢ１６／ＧＰＲ４） ＞０．１ ＞０．１ ＜０．０５ ＜０．０２

狆：ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｔｏｒｅｊｅｃｔｔｈｅａｓｓｕｍｐｔｉｏｎｔｈａｔｔｗｏｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓａｍｐｌｅｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

表４ 细胞三维重建后形态参数测量结果及统计分析

Ｔａｂｌｅ４ Ｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅｓｏｆｃｅｌｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｔｈｒｏｕｇｈ３Ｄｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ

犞ｃ／μｍ
３ 犞ｎ／μｍ

３ 犚ｓｖｃ

Ｂ１６Ｆ１０ ２８１９±７１０ ８５８±２２９ ０．５１７±０．０７８

Ｂ１６／Ｖｅｃｔｏｒ ２９１４±８８９ ８８７±２６２ ０．５１７±０．０６６

Ｂ１６／ＧＰＲ４ ３１０７±７５８ ９７９±２２１ ０．４７０±０．０４８

狆ｖａｌｕｅ（Ｂ１６Ｆ１０ｖｅｒｓｕｓＢ１６／Ｖｅｃｔｏｒ） ＞０．１ ＞０．１ ＞０．０５

狆ｖａｌｕｅ（Ｂ１６／ＶｅｃｔｏｒｖｅｒｓｕｓＢ１６／ＧＰＲ４） ＞０．１ ＞０．１ ＜０．０５

狆ｖａｌｕｅ（Ｂ１６Ｆ１０ｖｅｒｓｕｓＢ１６／ＧＰＲ４） ＞０．１ ＞０．１ ＜０．０５

狆：ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｔｏｒｅｊｅｃｔｔｈｅａｓｓｕｍｐｔｉｏｎｔｈａｔｔｗｏｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓａｍｐｌｅｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

　　由于体视格几何图形形状及分布的不同会有偏

差，绝对数值的参数，如细胞平均体积（犞ｃ）、核平均

体积（犞ｎ）等，通常用作参考。而且，本实验的三种

细胞本质属于同种细胞，全细胞绝对体积及细胞核

绝对体积数据区别不明显（狆＞０．１）。对照细胞三

维重建后参数数据，体视学方法对细胞及细胞核体

积计算有较大数值差异（大于２０％），但与重建后细

胞参数保持一致的特征，即三类细胞体积结果没有

明显区别（狆＞０．１）。

细胞比表面（犚ｓｖｃ）反映细胞膜表面的光滑程

度，表３数据表明，Ｂ１６Ｆ１０和Ｂ１６／Ｖｅｃｔｏｒ差别不明

显（狆＞０．０５），而 Ｂ１６／ＧＰＲ４ 的 犚ｓｖｃ显著小于

０９１７００１６
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Ｂ１６Ｆ１０和Ｂ１６／Ｖｅｃｔｏｒ的犚ｓｖｃ（狆＜０．０５）。表４中

相应三维重建后细胞比表面犚ｓｖｃ参数数据和体视学

犚ｓｖｃ数值接近（小于７％），且特征一致。以 Ｂ１６／

ＧＰＲ４为标准的相对形状因子犳可以表现三类细胞

间的形状差异。实验数据表明，Ｂ１６Ｆ１０和 Ｂ１６／

Ｖｅｃｔｏｒ细胞的这个参数都大于Ｂ１６／ＧＰＲ４细胞的

同一参数（犳＝１），与Ｂ１６／ＧＰＲ４相比均有明显差异

（狆＜０．０２），表明它们的三维形态更不规则。

４　讨　　论

ＧＰＲ４是Ｇ蛋白耦联受体（ＧＰＣＲｓ）的一种。Ｇ

蛋白耦联受体是一类特殊的蛋白质家族，是细胞跨

膜信号传导的介质。它可以与激素、神经递质、光和

气味分子等小分子物质发生相互作用，将信息传递

到膜内，对细胞功能的调节起着重要的作用。人类

很多重大疾病的发生往往都与 ＧＰＣＲ功能紊乱有

关。研究证明，Ｇ蛋白耦联受体的异常表达和失调

与癌症迁移、侵袭及转移等密切相关［１３，１４］。就形态

学参数而言，恶性肿瘤细胞分裂繁殖较快、迁移性较

强，三维形状不规则、会有较多的突出伪足等，会有

较大的细胞比表面及相对较大的形状因子。

本课题组研究发现，Ｂ１６／ＧＰＲ４的细胞形态较

规则、细胞膜相对更光滑，更少突出或伪足等类似结

构，形状因子及细胞比表面等体视学参数均显著小

于空白基因表达载体改造细胞Ｂ１６／Ｖｅｃｔｏｒ和原始

细胞 Ｂ１６Ｆ１０ 的相应参数；而将 Ｂ１６／Ｖｅｃｔｏｒ与

Ｂ１６Ｆ１０比较，形态学参数未发现有显著差异。由图

３可见，伪足内部像素红色通道和绿色通道内的着

色强度与细胞内部细胞质各自通道内的着色强度完

全一致，没有显示任何膜质存在于两者之间，表明均

为同一细胞内的细胞质的可能性很高，基本排除伪

足为残渣的可能性。根据结构和功能相关一致原

理，可以推测ＧＰＲ４基因对细胞生理造成的影响，可

能抑制肿瘤细胞迁移、侵袭及转移等性质。这与前

期Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室细胞侵袭及迁移实验结果相吻

合［８］。

通过对体视学方法所得细胞形态特征参数（表

３）和三维重建后特征参数（表４）数据比较可见，用

体视学方法测得的参数与前期采用三维重建测量所

得参数，在反映细胞形态特征上具有很好的一致性。

体视学方法可以有效获得细胞形态特征参数。

体视学和共焦显微镜细胞三维断层图像结合可

以实现单细胞三维结构参数的快速测量。分析了经

生物基因改造的黑色素瘤细胞功能性改变引起的形

态改变，即应用体视学方法测量细胞共聚焦显微断

层图像并有效统计分析单细胞形态结构。

５　结　　论

体视学和激光扫描共焦显微镜细胞成像技术的

有机结合，提供了比二维投影更全面更丰富的形态

结构信息，和直接三维重建的三维分析相比计算时

间要小得多。因此，可以实现细胞三维结构参数的

快速获取。而且，基于概率统计规律，体视学参数数

据在较多样品量情况下可以获得细胞的特征参数。

因此，针对肿瘤细胞的体视学分析可以作为肿瘤细

胞分析的辅助工具，为肿瘤的诊断提供帮助。体视

学和激光扫描共聚焦显微成像技术的多项优势结

合，将可以为细胞生物学及其它与细胞形态学分析

相关联的研究提供一个有效的方法。
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