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摘要　因灵敏性高、无损伤和测量速度快等特性,基于３Ｇcube的荧光能量共振转移(EＧFRET)显微成像术是目前最

流行的活细胞定量FRET成像技术.为了实现活细胞在线实时FRET定量成像,首先提出了一种细胞图像背景自

动识别与图像阈值设定的方法:逐像素统计灰度值出现的次数,第１个峰值处的灰度值确定为背景值;将背景值的

β(经验常数)倍设为阈值,将扣除背景的供体激发供体探测通道图像和受体激发受体探测通道图像再次扣除阈值,

负值置零后进行逻辑与运算制作用于数据筛选的布尔逻辑模板,并将其用于FRET效率和供受体浓度比的数据筛

选.利用所提出的方法对转染了不同FRET质粒的细胞进行活细胞在线动态定量EＧFRET成像,得到了与期望值

一致的测量结果.
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１　引　　言

荧光共振能量转移(FRET)是目前唯一可以在

活细胞内监测蛋白质动态相互作用过程的实时检测

技术[１Ｇ３].基于荧光蛋白(FPs)的FRET显微术已

经被广泛应用于实时监测活细胞生物分子之间的相
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互作用[４Ｇ５].基于３种不同滤光模块组合的受体敏

化定量FRET成像分析技术(EＧFRET)[６]特别适合

用于活细胞定量FRET检测.其中的３个滤光模

块分别是供体激发供体探测模块(DD)、受体激发受

体探测模块(AA)和供体激发受体探测的FRET模

块(DA).

FRET的定量计算首先需要将３个通道的图像

背景进行分离.图像背景分离的方法通常有两种:

１)利用边缘检测算法提取图像中所研究对象的轮

廓,再按轮廓进行图像分割[７Ｇ１１].这种方法要求图

像的轮廓比较清晰、规则.２)利用形态学运算提取

背景,如顶帽变换[１２]、分水岭变换[１３Ｇ１４]和灰度级分

水岭变换[１４Ｇ１５].活细胞EＧFRET定量成像一般采

用后处理方式,即先进行大批量细胞的测量,然后进

行逐个细胞的FRET计算处理.后处理方式主要

有两个弊端:１)结果的后知性.实验出现错误既无

法立即知晓,也无法立即弥补和修正.２)在观察样

本出现较大变化或揭示新研究问题的情况下,无法

及时处理所遇到的问题.
实时的活细胞FRET定量成像需要建立稳定

的背景自动识别和数据筛选方法.该方法不能由于

离散的强度分布而每次获得不同的值,也不能受图

像中细胞数目的影响.活细胞FRET定量实时在

线成像分析主要受困于各个探测通道背景的自动识

别与扣除,以及一些奇异区域的处理等.另外,不同

视野中细胞的数目有多有少,特别是对于细胞比较

密 集 的 视 野,常 规 的 背 景 处 理 方 法 很 难 适 应

EＧFRET图像的在线处理要求.
本文提出了一种适用于在线定量对EＧFRET

显微成像进行背景识别和有效数据筛选的方法.背

景识别采用图像逐像素灰度值统计法,即以像素灰

度值为横坐标,灰度值出现的频次作为纵坐标进行

统计,将逐像素统计得到的第一个峰值处的灰度值

确定为背景(Ibg).从EＧFRET探测通道的供体激

发供体探测通道和受体激发受体探测通道中扣除

βIbg(β为经验常数,由实验确定),并将灰度值为负

数的像素灰度值置零后进行逐像素逻辑与运算,得
到用于制作数据筛选模板的布尔逻辑模板(Bmask).
利用该方法对转染了不同质粒的样本进行活细胞定

量EＧFRET显微成像,并分别进行动态在线检测,
得到了与期望值一致的测量结果.结合所研制的电

动定量FRET成像显微镜,实现了活细胞动态实时

定量FRET成像.

２　材料与方法

２．１　细胞与培养

细胞(HeLacells)均来自于暨南大学(中国广

州);DMEM培养基购买于Lifetechnologies,Inc;
新生胎牛血清购买于杭州四季青生物公司;胰蛋白

酶购于华美生物工程公司;转染试剂TurbofectTMin
vitrotransfectionreagent购买于Fermentas(USA).
将新生胎牛血清加入DMEM 培养基中(体积比为

１∶１０)作为细胞培养液,将细胞放在含有５％(体积

分数)CO２的３７℃的培养箱(ThermoScientificTM

FormaTM３１０直热式CO２培养箱)中培养.细胞用

胰蛋白酶消化后转到细胞培养皿中,培养２４h后,
当细胞生长至７０％~９０％时,用体外转 染 试 剂

TurbofectTM将质粒瞬时转入细胞中.

２．２　质粒与转染

质粒ECFP(C,增强型青色荧光蛋白)、EYFP
(Y,增强型黄色荧光蛋白)、质粒C４Y、C１０Y、C４０Y
和C８０Y都是C与Y按一定的数量,即一定长度的氨

基酸链连接而成的固定的FRET模型质粒,它们均受

赠于美国马里兰州巴尔的摩约翰霍普金斯大学医学

院生物医学工程系信号实验室[１６](ECFPaddgene
plasmid１３０３０;EYFPaddgeneplasmid１３０３３;C４Y
Dimerforcalibration ８４９５３;C１０Y Dimerfor
calibration ８４９５４;C４０V Dimerfor calibration
８４９５５;C８０YDimerforcalibration８４９５６).

２．３　荧光显微镜及FRET定量成像

FRET显微成像系统主要由一台宽场荧光显微

镜(AxioObserverD１,CarlZeiss,Oberkochen,

Germany)和 一 台 CMOS 相 机 (ORCAＧFlash４．０
V２,HAMAMATSUPHOTONICSKK,Japan)组
成.本系统荧光显微镜包含一个电动控制转轮

(ZeissAxioObserverMotReflector,CarlZeiss,

Oberkochen,Germany),它能够通过计算机实现自

动控制.转轮上有６个cube孔位,且每个cube包

含一套激发片、二色片、发射片.以BP４３６/２０nm
为激发片、FT４５５nm 为二色片、BP４８０/４０nm 为

发射片组成DD通道,以BP４３６/２０nm为激发片、

FT４５５nm为二色片、BP５３５/３０nm为发射片组成

DA通道,以BP５００/２０nm为激发片、FT５１５nm
为二色片、BP５３５/３０nm为发射片组成AA通道.

根 据 EＧFRET 成 像 的 要 求 编 写 专 用 的 EＧ
FRET动态成像控制程序,实现电动转盘cube和

CMOS相机的联动控制及FRET动态成像.

０２１７００１Ｇ２
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２．４　背景自动识别与图像修正

背景自动识别:对每个成像通道获取的原始图

像(Iraw)进行逐像素灰度值统计,然后以灰度值为横

坐标、以count为纵坐标做逐像素灰度值统计图,将
该统计图中第一个峰值对应的灰度值视为该视野的

背景灰度值(Ibg).
图像修正:从Iraw中扣除Ibg,并将负的像素灰

度值置零后得到每个成像通道的修正图像(Icorr),即
Icorr＝Iraw－Ibg. (１)

２．５　EＧFRET成像及其数据筛选

２．５．１　定量EＧFRET成像[６]

首先分别利用单转供体和单转受体的细胞测量

供受体之间的４个光谱串扰系数———供体的激发串

扰系数(a)、供体的发射串扰系数(b)、受体的激发

串扰系数(c)和受体的发射串扰系数(d).然后利

用含有固定FRET结构的细胞测量系统的校正参

数———敏化淬灭转化因子(G)和供受体浓度转化因

子(k)[１７],则FRET的效率E 和供受体浓度比RC

的表达式为

E＝
FC

FC＋G×IDD
, (２)

RC＝
CA

CD
＝

kIAA

IDD＋FC/G
, (３)

其中,

FC＝IDA－a(IAA－cIDD)－d(IDD－bIAA),
(４)

式中:IDD为供体激发光激发时,在供体荧光探测通

道探测到的供体荧光强度;IAA为受体激发光激发

时,在受体荧光探测通道探测到的受体荧光强度;

CA为受体浓度;CD为供体浓度;FC为在受体通道测

量的受体FRET敏化荧光强度;IDA为供体激发光

激发时,在受体荧光探测通道探测到的荧光强度.

２．５．２　定量EＧFRET图像数据的筛选

为了进一步降低低强度信号像素对整体定量测

量的影响,利用Icorr(DD)和Icorr(AA)制作了一个

数据筛选模板,以实现对E、RC的筛选.数据筛选

的布尔逻辑模板(Bmask)由Imask(DD)和Imask(AA)
通过逻辑与运算得到,即

Bmask＝Imask(DD)∧Imask(AA), (５)
其中,

Imask(DD)＝Icorr(DD)－βIbg(DD), (６)

Imask(AA)＝Icorr(AA)－βIbg(AA), (７)
式中:β为经验常数.在这里特别指出,利用修正后

的DD和AA通道强度扣除βIbg(DD)和βIbg(AA),

并将负的像素灰度值置零后就可以得到模板.
根据Bmask对E 和RC进行筛选,即Bmask分别与

E 及RC对应的像素点做乘法筛选,就可以得到最终

的E 和RC图像.

３　结果与讨论

３．１　背景的自动识别与扣除

图１(a)给出了转染C４Y模型FRET质粒 HeLa
细胞的Iraw(DD)、Iraw(DA)和Iraw(AA)荧光图像,
图１(b)给出了经逐像素统计得到的灰度值出现的频

次图.Iraw(DD)频次图中第１个峰的峰值处的灰度

值为７９８,该值即为该通道图像的背景值,Ibg(DD)＝
７９８;同理,Ibg(DA)＝１９０４,Ibg(AA)＝２５２.

图１ 图像逐像素灰度值统计和修正图像

Fig．１ Statisticalpixelgrayscalevaluesof
imagesandcorrectedimages

背景信号主要来源于细胞培养液的自发荧光.
本研究小组前期对细胞培养液的自发荧光进行详细

的测量分析[１８Ｇ２１]后发现,４３６nm激发时的自发荧光

要比５１０nm激发时的自发荧光强,而且培养液的

自发荧光峰值在５３０nm附近.因此,DD、DA、AA
通道的背景值有较大差别.

在确定背景灰度的方法上,本研究小组也尝试

了半高值法,即将第１个峰左、右两侧的半峰全宽对

应的灰度值区间的平均值确定为背景灰度.与峰值

法相比,半高值法在精确确定背景灰度方面更加优

秀;虽然峰值法简单粗暴,但在处理速度上更占优

势.实际应用结果表明,利用峰值法和半高值法确

定的背景灰度在最终结果上的差异很小.

０２１７００１Ｇ３
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根据(１)式,每个通道分别扣除背景,并将其灰

度值为负值的像素灰度值置零进行数值修正得到

Icorr,如图１(c)所示.在实际研究过程中发现,所有

不同视野第１个峰出现的灰度值都小于５０００.所

以,为减小运算量,提高效率,在灰度统计时一般只

需统计灰度在０~５０００范围内的像素.

３．２　定量FRET成像及其数据筛选

结合事先测量的系统参数G 因子、K 因子和光

谱串扰系数a、b、c、d,并根据图１中的Icorr(DD)、

Icorr(DA)和Icorr(AA)得到定量EＧFRET检测的E
和RC图像及其逐像素统计结果,如图２所示.图２
中:E 表示两个蛋白之间的相互作用;RC表示供体

和受体的浓度比.背景区域的E 和RC值本应为

零,但实际伪彩图中的定量成像结果却不为零,在对

应的分布直方图中也出现了一些明显不正确的统计

结果.信号随机涨落、图像采集过程中相机的轻微

震动和荧光散射的共同影响,使细胞边缘及周围区

域的结果出现了偏差.

　　接下来制作 E、RC数据筛选的模板.根 据

Ibg(DD)、Ibg(AA)、Icorr(DD)、Icorr(AA),并分别设

定β为０、１、２、３,将它们代入(６)~(７)式得到用于

制作数据筛选模板的Imask(DD)和Imask(AA);然后

图２ 定量的E 和RC.(a)图像;(b)分布直方图

Fig．２ QuantitativeEandRC敭 a Images 

 b correspondinghistograms

按照(５)式进行逻辑与运算,并将运算后灰度值都不

为零的像素点灰度值置１;最后得到只含像素灰度

值为０或１的数据筛选模板Bmask,如图３(a)所示.
利用对应β值的Bmask分别与E、RC图像做逐像素灰

度值乘法运算,得到的对应E、RC的图像及直方图

如图３(b)、(c)所示.表１给出了经不同β 值模板

筛选后的E 和RC值及其标准差SD.当β＝０时(即

图３ 不同布尔逻辑模板筛选数据后的E 和RC.(a)布尔逻辑模板;(b)E;(c)RC

Fig．３ EandRCresultsafterdatafilteringwithdifferentBooleanlogictemplates敭 a Bmask  b E  c RC

０２１７００１Ｇ４
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表１ 经不同β值模板筛选后的E 和RC

Table１ EandRCaftertemplatefilteringwithdifferentβ

β
E

Mean SD

RC

Mean SD

０ ０．２８３５ ０．１１４６ １．１２ １．１５

１ ０．３１８７ ０．０３６３ １．１３ ０．０７

２ ０．３０１９ ０．０２９３ １．１４ ０．０５

３ ０．３１２３ ０．０２６６ １．１４ ０．０４

Notes:reportedE[１６]is０．２９９±０．００４,andexpectedRCis１．

无模板),图中有大面积的白色连通区域,E 的标准

差与期望值的标准差相比非常大,而RC的标准差也

非常大;经β＝１的模板筛选后,图中大面积的连通

区域明显减少了,初显细胞形态,E 和RC的标准差

明显减小,说明Bmask确实能对数据进行有效过滤;
经β＝２的模板筛选后,E 和RC图像中的细胞区域

进一步缩小,此时E 的平均值与期望值一致;随着β
取值增加,模板的筛选能力增强,经模板筛选后得到

的细胞面积明显减少,出现了筛选后得到E 的平均

值高于期望值的现象.从模板筛选后E 的平均值

来看,经β＝１与β＝２模板筛选后的结果与期望值

更加一致,所以β 的取值范围为１~２,这样可以达

到最优的筛选结果.

　　利用分别转染了C４Y、C１０Y、C４０Y、C８０Y标

准质粒的 HeLa细胞进行定量 EＧFRET 成像,取

β＝２制作模板,对E 和RC图像进行筛选,并对所有

测量数据进行统计,统计结果如表２所示.由统计

结果可知,C４Y、C１０Y、C４０Y的E 与其对应的期望

值一致,但C８０Y的统计值明显低于期望值.由于

C８０Y的E 值很小,为保证标准差足够小,部分较高

的E 值因筛选而被丢失,从而导致得到的结果与报

道值出现偏差.
表２ 不同质粒的EＧFRET定量成像结果

Table２ EＧFRETquantitativeimagingresultsofdifferentplasmids

Plasmid β
E

Meanvalue SD Reportedvalue

RC

Meanvalue SD Expectedvalue

C４Y

０ ０．３２００ ０．１１４４

１ ０．３１６５ ０．０３９６

２ ０．２９１１ ０．０２７７

０．２９９±０．００４

１．２８ ０．９６

１．１４ ０．０８

１．１３ ０．０７

１

C１０Y

０ ０．２３９１ ０．０７３６

１ ０．２３０１ ０．０３４６

２ ０．２２０６ ０．０３８２

０．２２３±０．００３

１．２７ ０．７０

１．１５ ０．１１

１．０９ ０．０９

１

C４０Y

０ ０．１４３０ ０．０８５１

１ ０．１４４４ ０．０３６２

２ ０．１４８６ ０．０３１９

０．１５８±０．００２

１．１３ ０．９１

１．１０ ０．１３

１．０９ ０．１０

１

C８０Y

０ ０．０９０７ ０．０５３４

１ ０．０８４０ ０．０２１５

２ ０．０８５２ ０．０１９６

０．１１６±０．００２

１．２３ ０．９２

１．１０ ０．１３

１．０８ ０．０７

１

３．３　在线动态检测

将数据处理算法与针对本系统编写的控制程

序相结合,可以实现FRET的在线动态检测.对

模型质粒C４０Y进行在线动态检测,设定１０s为

时间间隔,控制程序自动进行三通道成像、背景自

动确定和扣除,以及逐像素定量EＧFRET定量计算

与E、RC图像重构,最终输出Iraw(DD)、Iraw(DA)、

Iraw(AA)以及最终的E 和RC的伪彩图、统计图,如
图４所示.图５展示了前９０s的输出结果,E 和RC

都很稳定.

４　结　　论

本研究发展了一种图像背景自动识别方法和用

于定量FRET图像数据筛选的布尔逻辑模板制作

方法.无论是稀疏细胞图像还是非稀疏细胞图像,
应用本研究提及的方法都能快速准确地自动识别图

像背景.采用扣除不同背景值的IDD和IAA图像进

行逐像素逻辑与运算得到的布尔逻辑模板,可以有

效实现FRET效率图像和供受体浓度比图像的有

效筛选.结合本研究小组研制的电动定量FRET显

０２１７００１Ｇ５
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图４ 在线动态检测得到的E 和RC图

Fig．４ EandRCimagesobtainedbyonlinedynamicdetection

图５ 根据图４得到的E 和RC值

Fig．５ EandRCvaluesaccordingtoFig敭４

微镜,利用本研究建立的方法可以实现快速动态定

量FRET成像,为实现活细胞在线动态定量FRET
成像分析提供了强有力的技术手段.
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