
-::r'i 1 -1卷斗'; -1 !叼 细胞生物学杂志 ]87 

j 实验技术 ; 

马烟虫受精卵有丝分裂的图像分析定量测定

王家韭 王 ;Æ_ 夏 )11页仁* 4;余根兴

(南京 ， 海军神经生物学研究中心细胞生物学研究室 210049 ) 

从细胞形态学的角度观察，整个细胞增殖

周期唯有分裂期(M期)细胞的变化显著，便于

从形态上区别与鉴定。 M期细胞的形态分期，

基本上是以核形变化为依据的。人们借助光学

显微镜，观察M用各期的形态差异 ，并作出定性

描述。但由于缺乏客观尺度，难以比较M期各

期形态差异的程度，因而需要从定性描述走向

定量测量[1]，通过定号测定各期的形态特征参

数，以揭示各期的形态定量差异。我们用图像

分析仪对马姻自、 ( Parascaris equorum )受精卵的

M期各期进行多参数定量测定，以探讨M期各

期之间形态差异的程度，为M期各期的形态变

化提供一些定2指标。

材料和 方法

一、观测材料和分裂备期的划分

以马姻虫受精卵的有丝分裂为观测j 对象。 马捆虫

子宫内充满括许许多多的受精卵 ， 包括处于M期各期

的受精卵。 首先用常规石蜡切片方法和苏木精染色方

法，将马姻虫子宫制成厚度为 5 μm 的切片标本， 然后

随机选取各切片标本中处于分裂各期的受精卵细胞进

行测定。所选取的分裂各期细胞的划分， 按一般细胞

学中描述的形态学特征[ 2)进行 ， 即以染色体出现， 核

仁解体，核膜破裂为前期;以纺锤体形成， 染色体排

列到细胞赤道而上为中期;以姐妹染色单体分开， 子

染色体形成明盟的两组并分别向两极移动为后期z 以

两组子染色体分别到达两极并解旋松散形成染色质，

核仁复砚，核膜重建， 各自形成子核，胞质进行分裂

为末期.

二、仪蟹和测量方法

用本研究室研制的真彩色图像分析系统[ 3 )进行测

量。该系统主要部件由 Compaq 386/20 e 微型计算

机、 CA-C 540 彩色图像卡、 Olympus 显微镜、 摄像

机、 解码器、视频监视器及鼠标器等组成。在显微镜

下 ，按上述划分M期各期细胞的形态学特征，在用上述

方法制作的切片标本上， 随机选择分裂各期的受精卵

细胞 ， 每期各选择 50 个， 统一放大倍数和其它观测条

件， 通过电视摄像子视频监视器 512x512 像素点范

围内进行测量。 首先将所测卵细胞定格在一方框内，

用鼠标器沿细胞膜跟踪一圈， 自动得出被濒l切片上卵

细胞的周长和所围面积。接着， 将光标移至卵细胞长

轴的一端， 按动鼠标键，记下起始点， 再将光标移至

长轴另一端，按动鼠标键， 表明长轴终点，并得出长

轴长度。依同样方法，可测得卵细胞的矩轴值。 染色

体雨积和胞质丽积， 由图像分析系统自动测量[J)。在

卵细胞内 ， 采用类间方差最小的阙值化方法[5 .6 ) 自动

选择最合适的图像二值化阀值， 大于该阔值的灰度图

像部分为胞质部分 ， 其像索点之和经计算自动得出胞

质面积2 小子或等于该阙值的灰度图像部分则为染色

体部分 ， 其像素点之和经计算自动得出染色体面积[')。

所有操作进程均由计算机程控， 并将证明得数据自行存

入数据文件， 进而进行统计处理， 结果由打印机打

出。

三、 两项细胞形态参数的计算公式和意义

所测的反映分裂各期细胞形态的参数中 ， 有两项

由直接汩IJ得数值根据公式推导而成 ， 其计算公式和意

义如下z

1. 细胞轴比=细胞长轴/细胞短轨

2 . 细胞形状因子= (细胞周长 )2/4π · 细胞面积

细胞轴比反映细胞 的形状特征， 圆形时比值为

1 0 细胞形状因子反映细胞形状的不规则程度， 如圆

形的形状因子为 1 ，数值越大， 则形状越不规则。

. 东南大学无线电系.
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前朋(Pl) 中期 ( P2 )

表 1 分裂备期马细虫受精卵细胞的形态参数(均值土标准羞 )

才二期 ( P， )后期 (P3 )

细胞周长 (μm ) 1. 1 X 10 2士 0 . 1 X 10 2 1. 3 X 1 0 2土 0 . l X 1 0 1 1 . 3X 1 0 1土 0 . l X 10 1 1.5 X 10 2 土 0 .3X10 2

细胞丽积(μm2 ) 8.2x10 2土 1. 3X I 0 1 10 . 8 X 10 2 :t O. 7x101 1 0 . 6X10 1 士 0 . 8Xl (i l l 1. 6 X 1 0 2 士 1.l X 10 1

细胞长轴(μm ) 34 :t 5 39 土 2 38 士 2 45 士 2

细胞短袖 (μm) 30 士 4 35 土 2 35 士 2 2 1 士 3

绚胞轴比 1. 13 士 0 . 08 1 . 10 士 0 . 06 1 . 10 士 0 . 09 2.26 士 0.39
细胞形状肉子 1.22 士 0 . 04 1 .1 7 土 0 . 03 1 . 21 土 0 . 16 1, 64 :t 0.73 

胞质商i积 (μm2 ) 7.4 X 10 2土 1. 0X 1 0 2 9.6x1 C 2土 C . 7 X 1 0 2 9.6 X I 0 1 士。 .8 X I0 1 10.4X102士 0 .6X10 1

染色体面积(μm2 ) 62 士 25 86 士 25 79 士 1 4 8 5 士 20

袤 2 分裂备期间 8 项参戴的统计学处理结果
. 一-一一一-一 .---一-一一一一一一一一

P1. j 细胞周长细胞面积细胞长轴细胞短轴细胞轴比细胞形状因子胞质面积 染色体面积
‘-国-…·咽-咱-电-帽--唱.- 司'啊' 司'帽酶-唱---

P 1•1 * * * * * * * * × * * * * * * 
P 1•3 * * * * * * * * × X * * * * 
P {.4 * * * * * * 争夺 骨 * 1(- 长* * * * * 
P 2• 3 X X * X X X × X 

P 2 •4 ** * * * * * * 铃* * * * * X 

P 3•, * * * * 斗每 * ** *铃 * * * * X 

显著差异率
83 83 100 83 50 67 83 50 (% ) 

注 : P1 ，J 表示 1 期与 j 期间参数的显著性检验。 x 表示 P> 0.0 5 ， * 表示 P<0 . 05; * * 表示 P<O.Ol.

显著差异率表示各参数在各期间的统计差异(P<0 . 05 ， P<O . O l)所占的百分率。

项参数的高度显著差异(P<O.Ol) ， 其中以末

期与其他各期之间的差异更为明显。 末期与其

他各期相比较， 除染色体面积这项参数与中期

以及后期之间无显著差异外，其余各项参数均

有高度显著差异， 尤以细胞轴比和细胞形状因

子这两项参数最为显著。末期的细胞轴比高达

2 . 26 土 0.39 ， 为其他各期的 2 倍以上。末期的

细胞形状因子亦高达1.64 士 0.73，显示出末期

的细胞形状比其他各期更不规则。末期的这两

项参数之所以如此显著，与末期细胞的中部向

内凹陷， 形成哑铃状有关。然而，从总体来

说， M期仍是一个连续变化的过程。 所测的细

胞周长和面积，以及胞质面积等参数值，从前

期到末期 ， 基本上均呈递增趋势，反映出各期

形态变化的连续性。这与周宁新等电镜观察的

各时期有着明显的动态趋向(7J相符。

本文还观测到前期的染色体面积与其他各

期间均有高度显著差异，以前期值为低，而其

他各期之间均无显著差异。这可能与染色质由

前期到中期的螺旋化程度逐渐加深形成染色体

结 果

所测卵细胞分裂各期的 8 项形态计量参数

(均值士标准差)见表 1 0 

全部测量数据 输入微型 计算机，利用

Fortran语言编制的自检索T检验程序， 先进行

F检验，若方差齐性，自动选择 t 检验;若方

差不齐性， 则自动选择 t' 检验。为了明确每一

参数在分裂各期的显著差异，对上述 8 项参数

在各期内进行了 48 次两两比较 ， 自动给出 t 或

t' 值和 P 值，并以显著差异率( 各参数在分裂

各期间显著差异 P< 0.05 与高度显著差异 P<

0 . 01 所占的百分率)来表示 8 项参数在分裂各

期间的统计学差异，以显示具有区别分裂各期

意义的细胞形态特征参数(表 2 )。

讨论

马捆虫受精卵的M期各期之间 ， 在所测 8

项参数中，除巾期与后期之间有 7 项参数无显

著差异 (P>0.05)外， 其余各期之间均存在多
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有关。有人[8 ]观察到大蒜根尖细胞， 在M期的

早前剧，染色线的螺旋结构并不紧密， 晚前期

才进一步螺旋化，前中期则比晚前期更加紧密 ，

形成染色体。

形态定 iE测量是集先进的计算机、 图像处

理 、 模式识圳和定量测试为一体的新技术[l ] ，

具有客观性强、重复性好等优点。 本研究采用

该技术对马 1!11I 1 !H.受精卵细胞分裂各期的形态特

征进行切i!IJ fit和计算， 建立了 8 个参数组成的细

胞二维形态计-E 参数数据资料。统计学处理结

果， 有 5 项参数的显著差异率在83% 以上。这

5 项参数从不同角度反映了M期各期细胞的异

型性。选择这些参数进行观测，将有助于分析

分裂各期的形态特征变化。 目前， 有关细胞分

裂各期的形态定量测定报道尚不多见， 缺乏反

映细胞分裂各期形态异型性的定量指标。我们

拟进一步根据这些参数， 选取其他细胞进行分

裂各期的观测，以建立细胞分裂各期的形态定

量指标，从而从量的角度进一步分析细胞分裂

各期的形态特征变化。

摘 要

川、白色 I组像分析仪， 对马 蜘| 虫受精卵有丝

分裂各月J Jfr行形态学测量， 每期测量 50 个细

胞。从细胞水平测量计 算了 8 项形态计 量参

数， 其中 5 项参数的显著差异率在 83% 以上 ，

反映了分裂各期的卵细胞的异型性。这些形态

计量参数， 为分析细胞有丝分裂形态变化的定

量指标提供了参考。
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一种快速简便检测 TGF-ß 生物活性的细胞光度比色法来

吴军 季闯行

(中国科学院上海细胞生物学研究所 20003 1) 

转化生长因 f是一类影响细胞生长和表型

的生物活性多!比[ 1] 。它在不同靶细胞和微环境

下， 不仅具有剌激或抑制细胞生长、 诱导细胞

分化和其它多种生物学效应[勺 ， 还能引起一些

正常细胞失去接触抑 mlJ ， 转化成为锚着不依赖

生长。通常利用这种特性使长在软琼脂上的成

纤维细胞形成细胞集蔼来检测TGF-ß活性[3] 。

此法操作繁琐，周期长'Ë一周以上。 另一种检

测 TGF-自 ì&性jj陆是利用 TGF-ß 能抑制招肺

上皮细胞 ( CCLj 6 4) 生长的特性[4]，结合放射

性同位素 8H-TdR 标记技术 ，测定 3H-TdR参入

细胞的脉冲数，计算出 TGF-ß 押市IJ CCLj 64 细

胞生民的抑制率。 但此法需要放射性同位素实

验设备，操作也不简便。

最近， 我们实验室在分离纯化人血小板的

T GF-ß 1 和测其生物活性过程中，利用最新发

· 施1同康老师对本文实验 tAi出了安贵的意见 ， 并
对本文作了多次修改， 特表谢意。
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