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一种获取细胞免疫信息的图像分析方法
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Abstract: Cell’s immunological information is acquired through analyzing color immunofluorescence image. A 
pixel growing algorithm with dynamic seed values is proposed to extract fluorescent regions in the CIE (L*, a*, b*) 
uniform color space. Ellipse matching method is proposed to extract cells from the obtained fluorescent regions. 
Finally antigen information is acquired through computing and decomposing color of the cell with the 
pre-computation and discretization method. The methods proposed for the acquirement of cell’s immmunological 
information are appropriately evaluated. The experiment indicates that acquired the immunological information meets 
practical medicine analysis. 
Key words: color decomposition; ellipse matching; region extraction; cell extraction; image analysis 

摘  要: 细胞免疫信息在医学和生物学上有着广泛的用途.通过分析彩色免疫荧光图像获此信息.给出一种动
态种子值像素生长算法,在均匀颜色空间中提取荧光区域;提出了椭圆匹配方法,从得到的区域中提取细胞;提出
了预计算和离散化的方法,计算并分解细胞颜色,以得到免疫信息.讨论了提出的图像分析方法对细胞免疫信息
获取的影响.实验表明,获得的免疫信息满足实际医学分析的需要. 
关键词: 颜色分解;椭圆匹配;区域提取;细胞提取;图像分析 
中图法分类号: TP391   文献标识码: A 

细胞免疫信息可用于病毒检测、免疫分型等方面[1,2],如检测 SARS病毒,对白血病免疫分型,在医学、生物
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学等领域有着广泛的用途.免疫荧光检测技术可以获得细胞免疫信息,但人工检测费时、费力且受主观影响.分
析流式细胞仪得到的散射光和荧光参数,也能获得细胞的膜抗原、生化成分等信息,由于细胞位置变动,即便对
流式使用过的废液再形态学分析,也不能得到同一细胞的形态信息和免疫信息.图像分析方法能够克服以上两
种方法的缺点:细胞涂片免疫荧光染色和瑞氏染色之后放在荧光显微镜下观察,同一视野下切换荧光光源和普
通光源,采集得到两幅彩色数字图像,分别用于免疫学和形态学的计算机分析,获得同一细胞的免疫信息和形态
信息.这两种信息互为补充,互相印证,对某些细胞的精确分型和疾病的准确诊断有着重大意义. 

通过彩色图像分析得到细胞的免疫信息,从背景中提取细胞是其基础,已有较多的方法从灰度免疫荧光图
像中提取细胞[3−8],如流域分割方法[3]、小波变换方法[4,5]、神经网络方法[6]等.以上的研究只使用一种荧光素,
荧光素受激发后所发光的亮度信息足以起到指示作用,无须记录颜色信息,这也是以往的研究几乎集中在灰度
细胞提取而不是分析彩色免疫荧光图像获取免疫信息的原因.现在通常用多种荧光素对细胞涂片免疫荧光染
色,通过不同颜色的标记作用,结合人的知识和判断得到细胞的免疫信息,本文提出图像分析方法分析彩色免疫
荧光图像自动获取细胞免疫信息. 

由于细胞某些部分不具有和抗体结合的抗原,从而导致彩色免疫荧光图像中的区域和细胞不一定一一对
应,因此先要从图像中提取荧光区域,然后再从获得的区域中提取细胞.视觉上通过荧光素所发荧光颜色的标记
作用以及抗体抗原特异性结合关系,经由人的判断给出细胞抗原信息.因此,机器需要分析细胞的颜色,得到其
结合荧光素的信息,然后依据荧光素抗体抗原之间的关系,才能自动给出细胞的抗原信息. 

本文第 1 节给出动态种子值像素生长算法,用于提取荧光区域.第 2 节提出椭圆匹配方法,从获得的区域中
提取细胞.第 3节分析细胞颜色,通过离散化和预计算的方法分解颜色,得到细胞免疫信息,并据此对细胞免疫分
型.第 4节是讨论,适当评价本文的图像分析方法对细胞免疫信息获取的影响.第 5节总结全文. 

1   荧光区域提取 

彩色免疫荧光图像前景背景之间存在明显的色差(如图 1和图 2所示),选择均匀颜色空间可以利用该颜色
差别设定全局有效的阈值.常用的RGB或HSI颜色空间并不是均匀空间,即使两对颜色点的色差相等,它们在视
觉上的颜色变化程度也往往不同,设定的阈值不能全局有效,区域提取效果不佳;若使用均匀颜色空间,则效果
大为改善.本文选择 CIE(L*,a*,b*)均匀颜色空间,给出动态种子值像素生长算法提取荧光区域. 
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Fig.1  Bicolor direct immunofluorescence image
(number labeled by manual work) 

图 1 双色直接免疫荧光染色图像(标号手工添加)

Fig.2  Tricolor direct immunofluorescence image 
(number labeled by manual work) 

图 2  三色直接免疫荧光染色(标号手工添加) 

该算法针对彩色图像,使用色差直方图代替灰度直方图,根据直方图的双峰理论确定种子值在其内变化的
初始阈值范围和用于获取区域像素的生长阈值;种子值用来寻找区域的种子点,然后在生长阈值的约束下,像素
生长得到整个区域.种子值及其在初始阈值范围内从高到低按一定步长的动态变化可以尽量提取得到所有的
荧光区域. 

图 1 是原始图像.图 3 是图 1 的部分色差直方图,剔除了部分对分析无效的背景像素点形成的色差值.图 4
是在种子值 75,生长阈值 40 的条件下得到的区域提取图像,可以看到,所有的区域都得到了提取,轮廓和原始图
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像相吻合. 

Fig.3  Chromatism histogram of Fig.1 
图 3  图 1的色差直方图 

Fig.4  The region extraction image 
图 4  区域提取图像 

2   细胞提取 

上一节提取得到了荧光区域,但免疫荧光图像中区域和细胞并不一定一一对应,为了得到细胞而不是区域
的免疫信息,需要在已提取的众多区域中判断哪些区域能够组成一个完整的细胞.荧光图像中存在多种区域和
细胞的对应情况:图 2 中标号 10、11 处是一个连通区域却是两个粘连细胞;标号 5、7、19、22、24 等处在视
觉上均是实心近似椭圆区域,可以容易地被判定为一个细胞;图 1 中标号 1、2、5、7、9 等处区域虽然有空洞,
但也易被判断为一个细胞;图 2中标号 6、8、20、21等处区域分别有大小不等的缺陷,但从检测人员的角度来
看也分别对应一个细胞;图 1 中标号 3、4、6 等处以及图 2 中标号 25、27、28 等处表明一个细胞会对应多个
区域.上述多种情况给细胞提取带来了困难. 

本文依据先易后难、逐步简化的策略,结合区域提取中获得的信息,提出椭圆匹配方法,先提取单区域形成
的细胞,以简化多区域的细胞提取.该方法主要从人眼视觉上区域形状的不同对区域分类,并根据细胞形态和区
域颜色判断区域组合.也可以运用数学形态学方法,由对称结构元素连接区域进而提取细胞.在第 4 节讨论中将
给出形态学的处理结果.下面给出具体的细胞提取步骤和相关图像,其中的正常细胞包围矩形范围在统计样本
细胞基础上得到,面积用像素个数表达. 

1) 粘连区域的判断 
如果区域的包围矩形超出正常细胞包围矩形范围的上限,则判定为粘连区域(如图 2 中标号 10、11 处).可

以采用数学形态学方法分离区域. 
2) 实心完整型细胞的提取 
如果区域只有一个封闭轮廓,它的包围矩形在正常细胞包围矩形范围之内,并且区域面积接近包围矩形内

切椭圆的面积,则该区域对应实心完整型细胞(如图 5所示). 
3) 空心完整型细胞的提取 
如果区域有内、外两个封闭轮廓,它的包围矩形在正常细胞包围矩形范围之内,且外轮廓包围的面积接近

包围矩形内切椭圆的面积,则该区域对应空心完整型细胞(如图 6所示). 

  

Fig.5  Solid complete cell extraction 
图 5  实心完整型细胞提取 

Fig.6  Hollow complete cell extraction 
图 6  空心完整型细胞提取 
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余下的区域和细胞可能不会一一对应,按面积从大到小排序,并随处理过程作区域外包凸多边形.已有多种
凸包算法,本文使用 Graham’s scan算法[9],构造凸包的点集是区域外轮廓点集合. 

4) 凹形不完整型细胞的提取 
如果区域外包凸多边形有长边且最长边大于次长边两倍以上,则为凹形不完整区域(如图 1 标号 8 处左边

的区域).凹形区域有可能和其他区域组成一个细胞,需要比较复杂的判断得到区域组合情况: 
a) 椭圆作法:作凸多边形最长边的中垂线;求和中垂线垂直距离最短的轮廓点在线上的投影,如果有多个

投影点,选择离最长边最远的一个;作平均细胞大小的椭圆,过选择的投影点,一轴与中垂线一致; 
b) 判断:如果椭圆基本包围了凹形区域,还能较完整地包含其他未识别区域(较完整是指区域在椭圆内的

面积占自身面积大部分),并且椭圆内的区域颜色接近,则它们共同构成一个细胞(如图 7 所示);如果椭圆没有包
含其他区域,凹形区域包围矩形在正常细胞包围矩形范围之内,则单独构成细胞,否则,转 6)处理. 

5) 凸形不完整型细胞的提取 

 

Fig.7  Concave noncomplete cell extraction 
图 7  凹形不完整型细胞提取 

如果区域外包凸多边形没有特别长的边,则为凸形不完
整区域(如图 1中标号 10处的区域).凸形区域有较大可能和其
他区域组成一个细胞,需要比较复杂的判断才能得到区域组
合情况: 

a) 椭圆作法:用平均细胞大小的椭圆从 8 个方位“套”凸
形区域,以寻找最佳区域组合,椭圆的一轴与确定的某个方位
一致,且过区域在该方位的最远点; 

b) 判断:选择较完整地包含未识别区域最多的椭圆;如果椭圆基本包围了凸形区域,椭圆内的区域颜色接
近,则它们共同构成一个细胞(如图 8(d)所示);如果 8 个椭圆都没有包含其他区域,凸形区域包围矩形在正常细
胞包围矩形范围之内,则单独构成细胞,否则,转 6)处理. 

 
(a) (b) (c) (d) 

 
(e) (f) (g) (h) 

Fig.8  Convex noncomplete cell extraction, (a)~(h) are images obtained with counter-clockwise 
at 0°, 45°, 90°, 135°, 180°, 225°, 270°, 315° respectively 

图 8  凸形不完整型细胞提取,(a)~(h)分别为逆时针 0°,45°,90°,135°, 
180°,225°,270°,315°方向得到的图像 

6) 少数剩余荧光区域 
经过以上步骤,可能还存在少数区域,如 4)、5)中不满足条件的区域等,留待人机交互处理. 
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3   颜色分解 

视觉上通过人眼对细胞的整体颜色感受并结合每种荧光素受激发后所发荧光颜色的知识,定性地判断细
胞颜色由哪几种荧光颜色混合形成,进而由荧光颜色和荧光素之间的对应关系知道该细胞结合了哪几种荧光
素,然后依据荧光素抗原抗体之间的反应关系,推出细胞抗原信息.因此,机器分析颜色表现为分解细胞的整体
颜色,定量得到每种荧光颜色在细胞颜色中所占比例,从而也就知道细胞结合了何种荧光素.下文阐述提出的颜
色分解方法及与实现相关的问题,并依据实验结果对细胞免疫分型.下面先给出 4 个特定于本文的与颜色有
关的定义. 

组成色:荧光素在特定的激发光源激发下所发出荧光的颜色. 
混合色:若干组成色按照一定比例混合后形成的颜色. 
荧光区域代表颜色:用一种颜色代表荧光区域内众多相似的颜色. 
细胞代表颜色:用一种颜色代表细胞若干组成区域中众多相似的颜色. 

3.1   颜色分解方法 

本文的颜色分解问题抽象如下:已知若干种组成色色度坐标和某个混合色色度坐标,求每种组成色在混合
色中所占的比例.色度学上的颜色匹配实验通过调节三原色光的强度,使混合得到的颜色与待匹配颜色在视场
上一致[10].从该实验可以间接知道每种原色在待匹配颜色中所占的比例;颜色分解问题也可以从原子物理方面
加以探讨[11,12].在图像分析领域,颜色分解的讨论和应用并不多见.文献[13]中利用半色调和颜色分解技术构造
了对灰度图像和彩色图像可视化加密的 3 种方法,但其中提到的打印之前的颜色分解实际上是颜色空间的转
换(RGB到 CMYK)[14,15]. 

我们提出了离散化和预计算的方法,以解决遇到的颜色分解问题:预先按照人为指定的比例混合组成色,计
算混合色色度坐标并存储,同时存储组成色的混合比例;颜色分解时,计算细胞代表颜色和已存储混合色色度坐
标之间的距离,寻找与细胞代表颜色距离最近的已存储混合色,在误差允许的范围内认为这两种颜色相同;由已
存储混合色的组成信息,得到细胞代表颜色的组成信息,从而达到颜色分解的目的.这里的离散化是指,将连续
的颜色空间转化为离散的颜色点集合.离散化程度决定了颜色分解的精度和速度. 

3.2   和颜色分解方法实现相关的问题 

预计算混合色是指预先按照人为指定的比例混合若干组成色,依据颜色混合公式计算混合色色度坐标.因
此,需要事先获得组成色的色度坐标和推导能够人为控制混合比例的混合色色度坐标计算公式才能混合颜色.
细胞区域中存在许多相近的颜色,为获得整体颜色信息而不局限于细节,用代表颜色表示这种颜色相近而不相
同的特点.因为细胞由一个或多个荧光区域组成,因此,先计算每个荧光区域的代表颜色,取区域代表颜色或同
一细胞不同区域的代表颜色算术平均值作为细胞代表颜色. 
3.2.1   组成色色度坐标的获取 

组成色的色度坐标可以通过物理实验取得,但需要专用的测量仪器和较复杂的计算.本文使用一种简便的
方法:用和组成色对应的荧光素对细胞涂片免疫荧光染色,采集染色后形成的彩色图像;荧光素在激发光源激发
下所发出荧光的颜色(组成色)以图像前景区域颜色形式记录下来,因此,计算前景荧光区域颜色的色度坐标就
可以得到组成色色度坐标.此方法避免了物理实验和复杂的计算. 
3.2.2   混合色色度坐标计算公式的推导 

设组成色 , 的三刺激值表示和色度坐标表示为(其中 [X],[Y],[Z]为 CIE-XYZ 色度系统中的三原
色; 分别为 和 的三刺激值; 分别为 和 的色度坐标) 

1C

22 ,Y
2C

2, Z111 ;,, XZYX 1C 2C 222111 ,,;,, zyxzyx 1C 2C
 [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]{ }ZzYyXxmZZYYXXC 11111111 ++=++= , 
 [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]{ }ZzYyXxmZZYYXXC 22222222 ++=++= . 

根据文献[10]中的知识,混合色三刺激值可由组成色三刺激值线性叠加得到,即 
( )[ ] ( )[ ] ( )[ ]ZZZYYYXXXC 21212121 +++++=+ ( )[ ] ( )[ ] ( )[ ]ZzmzmYymymXxmxm 221122112211 +++++= . 
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令 ( ) ( ) ( )221122112211 zmzmymymxmxmM +++++= ( ) ( )22221111 zyxmzyxm +++++= , 
因为 和111 zyx ++ 222 zyx ++ 是色度坐标之和,值为 1,所以 
 21 mmM +=  (1) 

又因为
( )
( ) 2
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把式(2)带入式(1),得到 22
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容易求得 , 在混合色 C 中所占的比例分别为1C 2C 21+
21

1
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k
+
和

21

2

kk
k
+

.人为控制 , 的取值以改变组成色所占

比例,达到预计算混合色的目的.在实际计算中, 或 为 0表示混合色由一种组成色形成. 

1k 2k

1k 2k

3.2.3   荧光区域代表颜色的计算 
用一种颜色代表整个区域所有像素点的颜色会丢失

部分颜色信息,需要找出恰当的计算方法,以便把丢失的信
息控制在可以接受的范围之内.评判计算代表颜色方法的
好坏,在本文中主要看用代表颜色处理后的图像和原始图
像在视觉上颜色是否近似.代表颜色可以用区域中出现次
数最多的颜色表示,也可以把区域中所有像素点颜色值相
加除以像素点个数得到的平均值作为代表颜色.实验表明
(如图 9 所示),用平均颜色处理后的图像和原始图像人眼颜
色感觉相近,故本文采用平均颜色方法计算荧光区域代表
颜色. 

Fig.9  The average color image of Fig.1 
图 9  图 1的平均颜色图像 

3.3   颜色分解实验 

从图 1提取细胞以后,计算并分解这些细胞的代表颜色,表 1为相关数据. 
Table 1  Data of color decomposition 

表 1  颜色分解数据 
Start coordinates Average color values Color decomposition 

Num. 
X Y R G B Composition color 1 

(green) 
Composition color 2 

(orange-red) 
1 65 12 122 33 26 0.038 462 0.961 538 
2 973 12 127 30 29 0.038 462 0.961 538 
3 1 109 136 114 136 43 0.781 250 0.218 750 
4 644 300 108 27 23 0.038 462 0.961 538 
5 289 336 92 112 30 0.833 333 0.166 667 
6 769 342 106 29 24 0.038 462 0.961 538 
7 1 057 358 131 31 30 0.038 462 0.961 538 
8 881 412 55 97 38 0.862 069 0.137 931 
9 236 508 121 30 23 0.038 462 0.961 538 

10 1 080 557 96 108 39 0.714 286 0.285 714 
11 65 652 88 110 33 0.806 452 0.193 548 
12 553 728 120 32 28 0.038 462 0.961 538 

表 1 中第 1 列编号与图 1 中的标号一致;最后一列分色结果是每种组成色在细胞代表颜色中所占比例.组
成色 1为绿色,由 FITC(异硫氰酸荧光素)受激光激发后发出,组成色 2为橙红色,由 PE(藻红蛋白荧光素)受激光
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激发后发出;这里的绿色、橙红色不是单一波长光的颜色,而是人眼的视觉感受. 
对比图 1 原始图像颜色和表 1 颜色分解数据,以检验分色结果正确与否.图 1 中标号 1、2、4、6、7、9、

12处呈橙红色,表 1中记录 1、2、4、6、7、9、12的分色数据都是:绿色 0.038 462,橙红色 0.961 538;橙红色占
绝对优势,分色数据和原始图像颜色相符.图 1 中标号 3、5、10、11 处绿中带黄,表 1 中记录 3、5、10、11 的
分色数据分别为 0.781 250,0.218 750;0.833 333,0.166 667;0.714 286,0.285 714;0.806 452,0.193 548;绿色占主导
地位,橙红色也占一定比例,正是这些橙红色使得细胞区域绿中带黄(绿色和红色混合产生黄色),分色数据和原
始图像颜色相符.图 1中标号 8处的分色数据是:绿色 0.862069,橙红色 0.137931;区域在视觉上为绿色,但放大后
可以看到些许黄色,说明掺进少量橙红色.以上分析表明,颜色分解数据与原始图像颜色一致. 

本文的实验使用已知抗体检测细胞抗原,并根据检测结果对细胞免疫分型.实验中,FITC(发绿色光)和 CD3
单克隆抗体结合,PE(发橙红色光)和 CD4 单克隆抗体结合,形成荧光素抗体复合物;细胞免疫荧光染色后,CD3
荧光素抗体复合物和含 CD3抗原的细胞结合,CD4荧光素抗体复合物和含 CD4抗原的细胞结合.根据荧光素所
发荧光颜色的标记作用,视觉上呈绿色的细胞含 CD3 抗原,是成熟 T细胞,呈橙红色的细胞含 CD4 抗原,是诱导
T细胞,呈绿中带黄的细胞含 CD3和 CD4抗原,是 T辅助细胞.设定每种组成色在细胞代表颜色中所占比例超过
15%时才认为该细胞同时结合了两种荧光素抗体复合物,也即含有两种抗原.表 2是机器分型数据. 

Table 2  Cell typing data by machine 
表 2  机器细胞分型数据 

Color decomposition Cell num. Vision color 
Green Orange-red

Typing by machine 

1 Orange-red 0.038 462 0.961 538 Inducible T cell 
2 Orange-red 0.038 462 0.961 538 Inducible T cell 
3 Green with some yellow 0.781 250 0.218 750 Helper T cell 
4 Orange-red 0.038 462 0.961 538 Inducible T cell 
5 Green with some yellow 0.833 333 0.166 667 Helper T cell 
6 Orange-red 0.038 462 0.961 538 Inducible T cell 
7 Orange-red 0.038 462 0.961 538 Inducible T cell 
8 Green 0.862 069 0.137 931 Mature T cell 
9 Orange-red 0.038 462 0.961 538 Inducible T cell 

10 Green with some yellow 0.714 286 0.285 714 Helper T cell 
11 Green with some yellow 0.806 452 0.193 548 Helper T cell 
12 Orange-red 0.038 462 0.961 538 Inducible T cell 

4   讨  论 

本文的动态种子值像素生长算法得到的区域轮廓与原始图像相当吻合,但被整体放大,这是因为像素颜色
值的随机性以及为保持荧光区域的完整性,生长阈值被设置得较低,一些在通常轮廓外的像素点也被提取出来.
这种整体放大对后继的分析会产生一定影响,
但从实验来看,并没有影响结果的正确获取.实
际上,放大图像之后会发现,通常视野下的轮廓
之外仍有淡的荧光区域,可从视觉角度根据人
的主观要求来确定何为最合适的生长阈值. 

通过观察荧光图像可以发现,多个区域形
成的细胞不同区域之间距离接近、颜色相似、

形状相关(能构成近似椭圆形状).本文中的细胞
提取方法主要依据形状相关特性,同时结合颜
色因素获得细胞;也可以运用数学形态学运算
连通同一细胞的不同区域进而提取细胞.图 10
是在对图 4 二值化以后,先膨胀后腐蚀得到的图像.由于使用的是对称结构元素,实质上只考虑了不同区域之间
的距离因素,且结构元素大小需要手工设定.对于图 2 那样复杂的免疫荧光图像,要经过二值化、形态学去噪、

Fig.10  Image obtained by operations of morphology 
图 10  数学形态学运算得到的图像 
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细化、膨胀等多个步骤才能达到比较令人满意的效果,其中细化运算需要的时间与空间开销大,速度慢. 
依据颜色分解得到细胞抗原信息,分解的正确性至关重要.第 3.3 节颜色分解实验中对比了分解数据和原

始图像颜色,得到数据和颜色一致的结论.我们还提出了另一种在色度图中分解颜色的方法,其得到的数据(表
3)与表 1基本一致,文中方法更为精确,这从另一侧面验证了颜色分解方法的正确性. 

Table 3  Decomposition data in chromaticity diagram 
表 3  色度图中颜色分解数据 

Num. Composition color 1 Composition color 2 
1 0.076 765 0.923 235 
2 0.028 737 0.971 263 
3 0.749 838 0.250 162 
4 0.047 993 0.952 007 
5 0.820 869 0.179 131 
6 0.010 691 0.989 309 
7 0.036 418 0.963 582 
8 0.648 792 0.351 208 
9 0.116 495 0.883 505 

10 0.679 077 0.320 923 
11 0.787 002 0.212 998 
12 0.020 802 0.979 198 

基于对荧光图像的分析,容易实现免疫荧光检测技术的计算机化.它是一种人工检测抗原或抗体的技术,以
检测抗原为例,可以得到如下信息:细胞含有何种抗原;细胞的荧光强度;各类阳性细胞的个数.分析检测过程中
形成的彩色免疫荧光图像,细胞的抗原信息可以通过颜色分解得到,细胞荧光强度可以通过细胞代表颜色得到,
各类阳性细胞个数可以在免疫分型基础上计数得到. 

5   结束语 

由免疫荧光方法得到细胞免疫信息有两个主要途径:人工的免疫荧光检测技术和流式细胞仪.免疫荧光检
测技术费时、费力且受主观影响;而使用流式细胞仪不仅费用昂贵,更为重要的是,其使用过的液体即使用于形
态学分析,也不能得到同一细胞的免疫信息和形态信息.本文分析彩色免疫荧光图像获得细胞的免疫信息,克服
了前两种方法的不足.首先利用荧光图像前景背景之间的色差,给出动态种子值像素生长算法,在均匀颜色空间
中提取荧光区域,然后在获得的区域中由椭圆匹配方法提取细胞,最后分解细胞代表颜色,根据荧光素所发出荧
光颜色的标记作用和抗原抗体之间的特异性反应给出细胞抗原信息.实验证实,本文提出的方法是有效的,能够
满足实际医学分析的需要. 
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