
前 言

在活细胞运动研究中，细胞追踪比较困难，因为

大量的细胞四处移动，具有各自独立的运动特征。

有时彼此之间的距离非常近，很难从视觉上识别出

一帧到另一帧的正确轨迹［1］。此外，由于迁移、有丝

分裂和堵塞，细胞的拓扑结构会随着时间而发生变

化，因此很难找到正确的对应关系［2］。

细胞自动跟踪是多目标跟踪的重要分支，可用

于定量分析细胞迁移、增殖和有丝分裂。在本文中，

笔者对体外活细胞趋化因子迁移性研究的序列图像

进行分析，鉴于序列图像灰度不均的特殊性，提出了

一种基于双阈值形态学［3］与拓扑约束结合［4］的细胞

跟踪方法，并从细胞的运动速度、运动距离、趋化速

度、趋化指数和方向持续性 5 个特征［5］进行统计对

比，从而评测细胞追踪的准确性。

1 方 法

1.1 算法设计

笔者提出的自动细胞跟踪算法基于细胞分割［6］，

由 3个主要模块组成：检测、跟踪和量化分析，如图 1
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所示。检测模块用于检测和定位图像序列中的细胞

核，提取跟踪模块的功能。使用双阈值与形态学［7］相

结合的方法来达到灰度校正和细胞细分割目的，为

了找到用于前后图像帧细胞之间的对应关系，将运

动参数与细胞拓扑特征（如区域重叠程度和变形）相

结合用于细胞追踪。

input image 
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图1 算法设计流程图

Fig.1 Flow chart of algorithm design

1.2 细胞检测

基于分割的细胞追踪方法中的跟踪精度高度依

赖于细胞检测的准确性，这对于后续细胞追踪匹配

以及特征目标的可靠提取十分重要。

在细胞追踪的过程中，需要解决分割和追踪长

时间序列图像中背景照明严重变化的问题［7］。笔者

提出一个较为准确的方法来恢复每个细胞的单个轨

迹。首先，使用设定两步阈值法来分割单个细胞。

并利用算法将细胞簇进行分离，对此笔者对细胞进

行了形态学的处理，结合形态学［8］的方法能使分割完

的细胞形状偏向于椭圆形，便于后续的追踪。

如图2所示，对于背景灰度不均匀的细胞序列图

像，在显微镜下将毛细管针置于视野中央，利用显微

注射仪持续缓慢地释放趋化因子，实时拍摄细胞迁

移情况。图像中左侧区域灰度较低，图像右侧区域

灰度较高，所以单一的阈值算法难以达到细胞分割

的要求［9］，鉴于这一特殊性，在图像中需要解决灰度

不均匀这一问题，因此笔者设置了双阈值来进行细

胞检测。其中，设置灰度较低的背景阈值用来识别

大面积毛细管针部分，同时识别灰度较低的细胞。

接着通过去除大面积连通域来去除毛细管针区域，

同时设置小面积阈值来去除背景中的杂物。由于去

除毛细管针局部灰度较高区域的过程中易将针周围

区域的细胞同时去除，所以设定灰度较高的背景门

限用来识别针周围区域细胞以及灰度较高的细小细

胞。同时识别灰度较高细胞，此时灰度值应设高一

些，因为毛细管针区域灰度较高，大面积去除毛细管

针部分，留下面积较小的细胞区域，完成了细胞的初

步监测定位，并且也达到了细胞的粗分割效果。

由于序列图像中的细胞本身的特殊性，导致在

运动过程中细胞会发生重叠以及灰度不均，再加上

在检测过程中细胞会产生一些细小孔洞等现象，导

致细胞分割的效果不佳，无法达到细胞追踪的要求，

为了使细胞追踪的准确度更高，笔者调整了算法，结

合了形态学的方法，对经过阈值检测后的细胞进行

膨胀腐蚀运算来解决序列图像中由于细胞运动产生

的细胞重叠现象，见图 3。在图 3b中可以看到，框中

两个细胞在运动过程中发生了部分重叠的现象，边

缘模糊难以分别，这种情况中的细胞使用闭运算来

填补细胞内细小空洞（图 3d），同时将黏连细胞分开

并在不明显改变面积的情况下平滑细胞边界，使得

图2 显微镜下体外活细胞迁移图

Fig.2 Cell migration under a microscope
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细胞形状更接近于椭圆形［10］，为后续的细胞追踪算

法加以铺垫。

1.3 细胞追踪

在细胞追踪的过程中，对于具有不同形态和不

同运动特征的多细胞序列图像，实现每一帧图像的

多细胞追踪和定位并不是简单的任务［11］。又由于细

胞迁移、有丝分裂和堵塞［12］，细胞的拓扑随时间变

化，这使得追踪工作难以找到合适的细胞特征对应

关系。因此，依靠单个特征不足以在序列图像中正

确匹配到同一细胞。鉴于此，笔者使用了区域重叠

法和拓扑约束结合图论的方法进行细胞追踪（图4）。

取细胞分割后序列图像的初始帧，按照从上到

下、从左到右的顺序搜索细胞，将搜索到的细胞按顺

序编上 ID，如图5所示。如果同一细胞在整个图像序

列中保持同一个 ID，就完成了细胞追踪目的。所以

细胞追踪的基本方法就是将序列图像前后帧中相应

的属于各个细胞的 ID一一对应［13］。

1.4 区域重叠法

通过对细胞图像序列的分析，笔者发现大多数细

胞在连续两帧之间只移动很小的距离，对于这类细胞，

采用区域重叠法就能很好地实现追踪［14］。区域重叠法

是基于前一帧与当前帧中各细胞区域之间的重叠部分

来完成细胞追踪。首先对于前一帧中的每个目标细胞

所占的区域，在当前帧中搜索是否有与之重叠的细胞

区域。如果能找到这样的细胞区域，就给予当前帧图

像中的这个匹配细胞与前一帧中目标细胞相同的编号。

以此方法，利用相邻两帧所有细胞的重叠区域，将每一

个细胞的编号传递下去，一直到该序列图像的最后一

帧，完成所有细胞的追踪。

1.5 利用拓扑约束法建立图论模型

在生物系统的情况下，细胞跟踪特别困难，因为

大量细胞以各种各样的运动特征移动。因此，依靠

单个特征不足以沿着长图像序列正确匹配不同的单

元。鉴于此，笔者结合了细胞运动特征和细胞拓扑

约束法来减少匹配的模糊性。图 6为使用了细胞拓

扑约束结合图论法在序列帧中对每一细胞进行匹配

的流程图，完成了细胞匹配到图模型的转化。

首先将细胞之间的拓扑关系用图论模型来描

述，将细胞追踪问题归为相似结构图之间的顶点匹

配问题。为了方便描述，将第 k帧中的第 i个细胞记

录为R(k,i)，其包含了细胞的中心坐标、面积值、长轴、

ID号和相邻细胞之间的距离等信息。

RDist（i，j） = |
|

|
|
   
cni c

n + 1
j ≤ d （1）

s≤ Rn
area(i)

Rn + 1
area( j) ≤

1
s

（2）

其中顶点匹配需要定下初始点，即计算细胞间的质心

坐标以及细胞的面积。参数RDist被定义为细胞 i和 j的

a: Original image b: Cell clusters from original image

c: Image processed with
morphology algorithm

d: Cell clusters from image processed
with morphology algorithm

图3 细胞检测过程

Fig.3 Process of cell detection

Input a frame

Input next 
frame

Distance of cell 
in two frame<d

area 
overlapping 
algorithm

topology and 
graph-

theoretical 
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no
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图4 细胞追踪流程图

Fig.4 Flow chart of cell tracking

图5 序列Ⅲ的细胞编号图

Fig.5 Serial number of cells of sequence Ⅲ
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质心坐标之间的距离，ci和cj分别表示帧n和n+1中的细

胞 i和细胞 j的质心位置，由位移距离来优先匹配与细

胞 i的位置最接近的细胞 j。一般邻域图的创建是先设

一门限值d，如果两个细胞质心之间的距离比d小，Rarea

被定义为细胞面积，寻找与细胞 i面积最为接近的细胞

j。若当前细胞候选集中无未匹配的细胞则跳转到下一

个候选细胞集［11］。当待匹配细胞R(k,i)确定后，在邻域

图里根据拓扑约束条件建立相似度函数Q［15］，计算待匹

配细胞与候选细胞的相似度值。将细胞轨迹按行存储，

分别存入k-1帧中最佳匹配细胞的 ID号、k帧的待匹配

细胞标号和二者之间的相似度值。

1.6 细胞的消失和新细胞的出现

在追踪过程中经常会遇到的问题就是细胞的消

失和新细胞的出现。细胞消失主要是由于细胞运动

到了图像边缘、细胞重叠以及在细胞分割步骤中的

过分割导致的无法识别。在当前帧中的细胞在下一

帧中无法识别，认定该细胞消失，为了避免由于过分

割以及细胞重叠导致的消失细胞再次出现，将该细

胞的信息存储在丢失序列中，为后续的工作做准

备。新细胞产生的主要原因是细胞分裂、细胞从图

像边缘进入或者由于分割错误产生细胞。图像下一

帧中出现的细胞在当前图像帧中的细胞未出现过，

认定该细胞为新出现的细胞，将该类细胞存储在新

序列中，并且为这些细胞编上新的编号以区别于原

有的细胞。

2 结 果

为了验证该算法，我们使用了5个显微镜下的体

外中性粒细胞迁移视频序列进行了细胞追踪实验，

其中第Ⅰ、Ⅱ组序列图像分辨率是 692×520，第Ⅲ、

Ⅳ、Ⅴ组分辨率为 1 388 × 1 040。使用 Matlab 和

ImageJ来作为实验平台。

为了能够直观地显示我们的方法如何能够跟踪细

胞，笔者建立了体外活细胞追踪的3D轨迹图，如图7所

示。Z轴是从第一帧到最后一帧的时间移位，X轴和Y

轴用于标记每一帧中细胞的位置。从轨迹图中可以清

晰地观察到在追踪过程中有些细胞由于细胞重叠、过

分割或者欠分割而导致的轨迹归零以及断裂。

Start

Is the Q value of the candidate cell and 
the target cell to be matched?

Marked as the next 
detection target

cell

End

No
Yes

Numbers the cells from left to tight

Get the smallest numbe cellr

A cell with the same characteristic parameter in the 
current frame is used as a candidate cell set, and one 
of the cell set is taken as a candidate cell.

Calculate the distance (dist), mean diameter (EqD), length (L) short 
(S) axis length, and distance between adjacent cells (dn) between 
the target cell and the candidate cell

Yes

Is it the last number?

Is it the last 
candidate cell?

No
Remove a 
candidate 

cell

no

Yes

图6 拓扑约束结合图论法的细胞追踪流程图

Fig.6 Flow chart of cell tracking algorithm based on topology-graph theoretical approach
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图7 序列Ⅳ（a）和Ⅴ（b）轨迹图

Fig.7 Trajectories of sequence Ⅳ (a) and sequence Ⅴ(b)

从细胞数目的准确度来分析，用本文自动追踪算

法对5组序列图像进行追踪，对其追踪的实验数据进行

统计，统计结果如表1所示。从表1可以看出，本文方

法对5组细胞图像序列的最终追踪细胞数目准确率比

单独利用拓扑约束算法［16］的准确率分别提高1.96%、

2.78%、2.25%、6.74%、15.42%，总平均准确率达91.8%。

其中由于细胞灰度的变化和细胞重叠以及尺寸的不规

则变换导致过程中出现过分割、欠分割等［17］问题，以及

对于体外活细胞迁移序列图像中部分细胞与毛细管针

重叠导致无法分割等情况依然不能得到有效的处理。

Sequence

SⅠ
SⅡ
SⅢ
SⅣ
SⅤ

Frame

16

31

30

44

31

Actual cell

number

52

30

24

29

21

Cell number detected

by algorithm

45

29

22

30

24

Accuracy/%

Topology algorithm

82.69

93.33

87.50

82.75

70.00

Topology and graph-

theoretical algorithm

86.54

96.67

91.66

96.67

87.50

表1 自动追踪算法追踪细胞数目准确性

Tab.1 Accuracy in cell number detected by automatic cell tracking algorithm

尽管如此，我们可以从结果分析中看到本文使用的方

法与原方法相比依然有所提高。

从细胞追踪轨迹的准确度来分析，笔者提出了

用迁移距离（Motility Distance）、迁移速度（Motility

Speed）、趋化速度（Chemotaxis Speed）、趋化指数

（Chemotaxis Index）和持续性（Persistency）这 5 个特

征参数来评价采集到的数据的准确度［5］。

迁移距离Dm是指细胞在追踪过程中迁移了多少

距离：

Dm =∑
n = 1

f - 1
（in + 1 - in）2 +（jn + 1 - jn）2 （3）

迁移速度Vm是指细胞在单位时间内实际迁移了

多少距离：

Vm = Dm

t
（4）

趋化速度Vc是指细胞在单位时间内向趋化源迁

移了多少有效距离：

Vc = Dn

t
（5）

趋化指数 I 是指趋化速度除以迁移速度得到

的商：

I = Vc

Vm

（6）

持续性P是指起点和终点的直线距离除以迁移

的总距离：

P = D
Dm

（7）

这些指标综合起来可以较好地反映出细胞追踪

算法的准确度。

通过比较跟踪方法的平均值来对细胞轨迹的准确

度进行验证。使用自动算法跟踪序列图像，并在每个

序列图像中使用手动的方法分别抽样追踪细胞的轨迹，

ba
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与自动算法中相同细胞的特征参数作比较。为了评估

手动和自动方法之间的差异，提取了5组序列图像，分

别手动跟踪了10个细胞并计算5项特征参数。用手动

追踪结果的5项特征参数平均值与自动追踪算法结果

的平均值作比较，以评估本文提出的自动追踪方法对

于细胞检测和跟踪的有效性，见表2。

Sequence

SⅠ

SⅡ

SⅢ

SⅣ

SⅤ

Method

Auto

Manual

Auto

Manual

Auto

Manual

Auto

Manual

Auto

Manual

Motility distance/μm

32.10

33.84

139.47

239.03

82.22

80.88

74.01

74.25

96.52

98.79

Motility speed/μm·s-1

2.01

2.12

4.50

7.71

2.74

2.70

1.68

1.23

3.11

3.19

Chemotaxis speed/μm·s-1

3.17

3.15

16.56

16.49

4.61

4.32

3.71

3.63

3.72

3.73

Chemotaxis index/%

1.58

1.49

3.68

2.14

1.68

1.60

2.21

2.94

1.19

1.17

Persistency/%

1.06

1.01

1.02

1.04

1.00

1.00

0.97

0.98

1.01

0.90

表2 自动追踪算法与手动追踪算法特征参数平均值比较

Tab.2 Comparison of the mean values of 5 characteristic parameters between automatic cell tracking and manual cell tracking

为了更清晰地比较两组参数准确度的差异性，

笔者用白色柱型图表示手动追踪算法的特征参数准

确度，以黑色柱型图表示自动追踪算法特征参数准

确度平均值，黑色柱型图上方的误差线为自动追踪

算法的平均误差范围（图 8）。两组数据的特征参数

数值相比，自动追踪算法追踪效果与手动算法的追

踪效果十分接近，个别结果有一些差异，那是由于序

列中细胞较为密集导致个别细胞的过分割与欠分割

导致，尽管如此，依然可以从这些结果中看出，自动

追踪算法特征参数平均值与手动追踪算法结果没有

明显的差异，误差不超过5%。

3 讨 论

通过本文提出的量化分析的方法，笔者的形态

学结合拓扑约束图论法算法识别的细胞轨迹与手动

跟踪非常吻合，两种方法之间的差距落入人工手动

可变性范围内。此外，使用自动算法获得的轨迹计

算出的包括迁移距离、迁移速度、趋化速度、趋化指

数和持续性的细胞迁移特征与从手动确定的轨迹高

度相关。具体而言，迁移性在自动和手动方法之间

的差异很小，在这种情况下进行测量，表明两种跟踪

方法在检测细胞迁移方向变化上的等效。同时，人

工跟自动化方法相比，趋化性和持续性表现出了系

统性的差异，与自动跟踪相比，人工跟踪的趋化性和

持久性的值更高。因为趋化性和持久性分别与细胞

轨迹的总路径长度成正比［18］，可以得出这样的结论：

由算法确定的细胞位置中的统计引起的系统误差导

致观察到的路径长度变长。相反，手动跟踪方法可

能会低估由于轨迹平滑导致的细胞瞬时位移。这种

平滑效果部分归因于手动跟踪用户界面的设计，例

如 ImageJ跟踪界面，由于光标位置始终保持在先前

图像帧细胞的坐标处，所以存在位置滞后于当前帧

的被跟踪细胞。

与手动追踪相比，运用本文提到的方法能够较

精确地识别体外活细胞，对追踪灰度不均的活细胞

图像具有较好的鲁棒性。这种算法以及量化分析的

方法的潜在应用十分广泛，比如在研究细胞集体迁

图8 自动追踪算法与手动算法特征参数准确度比较

Fig.8 Accuracy between automatic cell tracking and manual cell
tracking
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移的伤口愈合［19］，探测细胞簇中的细胞动力学［20］，分

析细胞分选或转移中的异质细胞间相互作用［21］中都

能起到重要的作用。

4 结 论

本文提出双阈值形态学与拓扑约束图论法相结

合的自动细胞追踪算法，用来分析体外活细胞定向

迁移轨迹及参数，细胞分割识别准确性较高，细胞运

动的各项指标分析与手动采样分析结果一致，误差

较小，显示了较好的鲁棒性。因此双阈值形态学与

拓扑约束图论法相结合的自动细胞追踪算法可以有

效提高细胞追踪的准确度。
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