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摘要：利用动态激光散斑法研究了白蛋白的酸致变性过程。基于动态散斑理论模拟生成了动态散斑序列图；利用模拟和

实验散斑图生成的时间序列散斑图及其灰度共生矩阵对白蛋白的酸致变性过程进行了分析；最后用灰度共生矩阵的惯

性矩和不同阶段的４幅散斑图的平均对比度图分析了不同阶段白蛋白胶体溶液中微粒数量和尺寸的变化。理论模拟和
实验研究显示，在白蛋白酸致变性过程中，胶体溶液中的蛋白质微粒的运动由剧烈逐渐变得缓慢；同时，微粒数量减少而

微粒尺寸增加。研究结果表明，动态激光散斑法是一种实时、快速、有效地研究白蛋白变性过程的新型检测手段。
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１　引　言

　　蛋白质分子易受外界因素（温度、变性剂等）
影响而发生构象变化，丧失生物活性，引起物理化

学性质的异常变化，这一过程称为蛋白质变性。

白蛋白是蛋白质中最重要的一种，是维持人体正

常生理机能的重要物质。白蛋白含量可作为疾病

诊断指标，也是食物加工的重要成分［１］。研究白

蛋白组分的稳定性及在外界条件改变时的变性过

程具有重要的科学价值，酸致变性是白蛋白变性

中最常见的一类现象。在蛋白质的结构和变性研

究中传统检测方法有 ＯＣＴ光谱［２］、Ｘ射线散
射［３］、电泳［４］等手段，但这些手段大都存在花费

高、实时性差的缺点。

近年来，动态散斑法在医学生物学中获得了

大量的应用［５～１０］，如大豆种子发育能力研究［５，６］、

水果擦伤研究［７］、溶液微粒及血小板凝聚过程研

究［８～１０］等。尽管动态散斑在生物学中的研究众

多，但尚没有见到利用动态散斑法对白蛋白的酸

致变性过程进行研究的相关报道。

本文利用动态激光散斑法实现了对白蛋白酸

致变性过程的动态实时检测。利用该方法对白蛋

白酸致变性过程进行了理论模拟及实验研究，初

步获得了白蛋白酸致变性过程中蛋白质分子的絮

结信息图像，为研究白蛋白的变性提供了一种新

的检测方法。

２　理论基础

２．１　动态散斑序列的模拟生成
动态散斑序列的模拟基于４ｆ光学成像系统，

动态散斑序列图中每幅散斑图的光强由下式生

成［１１，１２］：

Ｉ（ｍ，ｎ，ｋ）＝｜Ｆ－１［ＨＦ［ｅｘｐ（ｉ（ｍ，ｎ，ｋ））］］｜２，
（１）

其中ｍ＝ｎ＝０，１，…，Ｎ－１为ＣＣＤ探测器的像素
坐标。ｋ＝０，１，２，…，Ｋ－１为散斑图序列的标号，
共Ｋ幅。（ｍ，ｎ，ｋ）是一个代表粗糙面散射光相
位分布的 Ｎ×Ｎ矩阵；ｉ为虚数单位；Ｆ、Ｆ－１分别
为傅里叶变换及其逆变换；Ｈ为傅氏平面内半径

为ｒ的圆形低通滤波器，代表相机透镜的通光孔
径。

生成散斑尺寸的平均大小由滤波器的半径决

定：

ｓ＝Ｎ２ｒ． （２）

　　为模拟粗糙平面运动的散斑图，设散斑图序
列第 ０幅的相位 （ｍ，ｎ，０）均匀分布在区间
（－π，π），其后散斑图的相位为该初始相位加上
一个相位差

（ｍ，ｎ，ｋ）＝（ｍ，ｎ，ｋ－１）＋

Ｇ（ｍ，ｎ，ｋ）σ［Δ（ｍ，ｎ，ｋ－１，ｋ）］

ｋ＝１，２，…，Ｋ－１， （３）

其中σ［Δ（ｍ，ｎ，ｋ－１，ｋ）］是相位（ｍ，ｎ，ｋ－１）
和（ｍ，ｎ，ｋ）的标准偏差，Ｇ（ｍ，ｎ，ｋ）是均值 μ＝
０，标准偏差σ＝１符合高斯分布的 Ｎ×Ｎ随机矩
阵。（３）式经过一系列变换后，由统计独立可得：

－ｌｎ［ｃ（ｋ）］＝－ｌｎ［ｃ（ｋ－１）］＋

σ２［Δ（ｋ－１，ｋ）］， （４）

其中ｃ（ｋ）为散斑图序列中第 ｋ幅与第０幅图间
的相关系数。假设散斑符合正态分布，则有

ｃ（ｋ）＝ｅｘｐ（－σ２［Δ］）， （５）

由（４）式可以看出，相邻两幅散斑图间的相位差
可由其与第０幅图的相关系数确定，则第 ｋ幅图
的相位可由下式求出，

（ｍ，ｎ，ｋ）＝（ｍ，ｎ，ｋ－１）＋Ｇ（ｍ，ｎ，ｋ）×

ｌｎｃ（ｋ－１）－ｌｎｃ（ｋ槡 ）， （６）

由此可以看出，只要确定相关系数 ｃ（ｋ），即可生
成动态散斑序列。

２．２　时间序列散斑图
在动态散斑实验中，获得的散斑图像为２５６

ｐｉｘｅｌ×２５６ｐｉｘｅｌ的灰度图，每２５６幅为一组。对
每组的散斑图依次抽取出它们的中间一列的光强

值重新组成一幅新图像，称为时间序列散斑图

（ＴｉｍｅＨｉｓｔｏｒｙＳｐｅｃｋｌｅＰａｔｔｅｒｎ，ＴＨＳＰ）［１３］。具体

过程为：抽取第一幅散斑图中的第１２８列元素的
光强值作为新图像的第一列；然后，抽取第二幅散

斑图第１２８列元素的光强值作为新图像的第二
列，依次类推，直到抽取第２５６幅散斑图的第１２８
列元素的光强值作为新图像的最后一列。
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由一组动态散斑图序列生成的时间序列散斑

图，大小也为２５６ｐｉｘｅｌ×２５６ｐｉｘｅｌ。由以上生成
过程可知，时间序列散斑图的行代表原散斑图上

不同的点，列代表一定时间间隔的同一点光强的

变化。样品动态变化将导致时间序列散斑图水平

方向（即沿行的方向）的光强变化。当样品变化

较慢时，动态散斑图光强变化也较慢，这使得时间

序列散斑图在行方向拉伸，形成平行状条纹。若

样品变化较快，则动态散斑图光强值变化剧烈，时

间序列散斑图样杂乱无章，如通常空域散斑图样。

由于生成的时间序列散斑图具有纹理结构，

可以利用灰度共生矩阵（ＧｒａｙＬｅｖｅｌＣｏｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ
Ｍａｔｒｉｘ，ＧＬＣＭ）的方法［１４］来定量研究。灰度共生

矩阵定义为

Ｐ（ｉ，ｊ）＝［Ｎｉｊ］， （７）
　　其中Ｎｉｊ的意义为沿水平方向，两个相邻像素
光强值中有一个取ｉ值、另一个取 ｊ值的点对数。
本文中设纹理方向为水平方向，如果纹理结构简

单，则矩阵不为零的元素将集中分布于主对角线

附近，如果纹理结构复杂，不为零元素的分布比较

分散。

当动态散斑图的光强值随时间变化较慢时，

其时间序列散斑图的灰度共生矩阵非零元素主要

集中在主对角线附近；反之，非零元素在主对角线

附近弥散，呈云状。

为进行定量测量，本文利用灰度共生矩阵的

惯性矩进行计算。在特征提取前，首先对灰度共

生矩阵做正规化处理，每一行有２（Ｎ－１）个水平
相邻对点，共有Ｎ行，因此总共有２Ｎ（Ｎ－１）个相
邻点对（本文中的所有图像为 Ｎ×Ｎ矩阵），所以
其归一化矩阵为

ｐｉｊ＝Ｐ（ｉ，ｊ）／２Ｎ（Ｎ－１）． （８）
　　灰度共生矩阵的惯性矩（ＩｎｅｒｔｉａＭｏｍｅｎｔ，为
ＩＭ）定义为

ＩＭ ＝
ｉ

ｊ
（ｉ－ｊ）２ｐｉｊ． （９）

从惯性矩的数学定义可以发现，惯性矩不仅与像

素的灰度值有关，而且与像素的位置有关。惯性

矩的值越大，时间序列散斑图中沿水平方向的相

邻像素对的灰度差越大，图像水平方向的纹理越

模糊，表明动态散斑运动越剧烈；反之，惯性矩的

值越小，水平方向相邻像素对的灰度差也越小；此

时，时间序列散斑图水平方向的纹理较清晰，表明

动态散斑的运动较平缓。

３　实　验

　　在研究过程中制备了两种样品，一种是白蛋
白溶液，另一种是浓度为３６％的盐酸溶液。研究
白蛋白酸致变性的动态散斑测量原理图如图１所
示。采用功率为１０ｍＷ、波长为６３２８ｎｍ的Ｈｅ
Ｎｅ激光器作为光源。白蛋白置于一微型样品池
中，样品池宽度Ｌ为１５ｃｍ。光路离溶液表面的
高度ｈ２＝３ｃｍ，而盐酸溶液滴下时距液面 ｈ１为
１ｍｍ左右，以尽量减少盐酸滴下时对白蛋白溶液
的扰动。ＣＣＤ相机置于样品池后与光轴成 θ＝５°
的夹角，目的是避免相机直接接收透射激光束引

起ＣＣＤ的饱和。

图１　白蛋白酸致变性动态散斑测量原理图
Ｆｉｇ．１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｅｔｕｐｏｆａｌｂｕｍｉｎａｃｉｄｉｎｄｕｃｅｄｄｅ

ｎａｔｕｒａｔｉｏｎ

在实验过程中，ＨｅＮｅ激光器发出的激光束
经过偏振器件后变为线偏振光，然后垂直照射在

样品池的前表面。经过样品池中的白蛋白胶体溶

液散射，在像空间利用ＣＣＤ相机接收白蛋白在酸
致变性过程中形成的动态散斑图像，图像经过采

集卡存储进计算机进行后处理。

４　结果与讨论

　　图２和图３分别为白蛋白在酸致变性过程中
利用模拟动态散斑图和实验动态散斑图生成的时

间序列散斑图及其对应的灰度共生矩阵图。理论

模拟结果与实验结果对比可知，白蛋白酸致变性

的理论模拟与实验结果符合得较好。实验得到的

ＴＨＳＰ图形存在光强跳跃现象，这可能由于光源
的光强不稳定所致。
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图２　模拟散斑图的时间序列散斑图及其灰度共生矩阵图
Ｆｉｇ．２　ＳｉｍｕｌａｔｅｄＴＨＳＰａｎｄｉｔｓＧＬＣＭ

图３　实验散斑图的时间序列散斑图及其灰度共生矩阵图
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＴＨＳＰａｎｄｉｔｓＧＬＣＭ

　　图２、图３中，（ａ）为白蛋白酸致变性过程的
前阶段，可以看出，该阶段的时间序列散斑图的纹

理较乱，与普通空域散斑图相似，其灰度共生矩阵

非零元素沿主对角线向四周弥散；即动态散斑光

强值变化很快，说明这一阶段蛋白质分子在盐酸

的作用下快速絮结，胶体溶液中的蛋白质微粒布

朗运动较剧烈。（ｂ）为白蛋白酸致变性后阶段，可
以看出，时间序列散斑图呈水平干涉条纹状，且其

灰度共生矩阵非零元素主要沿主对角线方向分

布，说明随着酸溶液的增加白蛋白的变性过程逐

渐完成，形成的动态散斑图光强值的变化较慢，这

是蛋白质分子絮结后体积变大、布朗运动趋缓造

成的。

为定量研究白蛋白在酸致变性过程中磁蛋白

质微粒的统计特性，进一步计算了 ＧＬＣＭ的惯性

图４　惯性矩的变化图
Ｆｉｇ．４　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｉｎｅｒｔｉａｍｏｍｅｎｔｓｉｎｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ

矩，结果如图４所示。图４中实心方块为模拟值，
空心方块为实验值，理论模拟结果与实验计算结
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果的变化趋势基本相符。从图４可以看出，在变
性过程前阶段，惯性矩的值较大，模拟值在２５０左
右，实验值在４００左右；随着白蛋白变性过程的进
行，其惯性矩的值也逐渐减小，最后基本不变，模

拟值和实验值均在６５左右。与此相对应，散斑运
动从剧烈逐渐平缓直至不变，说明蛋白质微粒的

布朗运动越来越慢，待蛋白质完全变性后，微粒的

布朗运动非常缓慢。

此外，在利用激光散斑研究胶体溶液时，散斑

图平均对比度与微粒数量和尺寸存在以下规律：

当微粒尺寸小于波长时，散斑图的平均对比度与

溶液中微粒数量成反比而与微粒尺寸成正比［１５］。

为进一步研究白蛋白酸致变性过程中微粒数量与

尺寸的变化，从动态激光散斑序列图中抽取了不

同阶段的４幅散斑图来研究其对比度值的变化，
方法如下：对抽取的４幅散斑图像取 ６４ｐｉｘｅｌ×
６４ｐｉｘｅｌ的子区，计算平均对比度值，然后以４个像
素为增量移动子区，遍历整幅散斑图，最后将得到

的二维对比度值矩阵灰度图像化，如图５所示。
图５中，白色表示低对比度值，黑色表示高对比度
值。由图５可以看出，在白蛋白酸致变性的过程
中，散斑对比度值由低变高，这说明蛋白质微粒的

数量越来越少、尺寸越来越大，分析认为这主要是

变性后蛋白质微粒凝聚、絮化所致，与前面的分析

结果一致。

图５　不同阶段４幅散斑图的对比度图
Ｆｉｇ．５　Ｃｏｎｔｒａｓｔｒａｔｉｏｉｍａｇｅｓｏｆｆｏｕｒｓｐｅｃｋｌｅｐａｔｔｅｒｎｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓ

５　结　论

　　本文利用动态激光散斑法对白蛋白的酸致变
性过程进行了定性分析和定量研究。利用理论模

拟和实验产生的动态散斑序列散斑图，生成了时

间序列散斑图及其灰度共生矩阵图；分析了

ＧＬＣＭ惯性矩的变化趋势；进而利用浑浊介质的
散斑对比度方法分析了不同阶段白蛋白胶体溶液

中微粒数量和尺寸的变化。研究表明，白蛋白在

酸致变性过程中，微粒的运动由剧烈逐渐变得缓

慢；而微粒的数量逐渐增多，尺寸逐渐变大。该方

法可用于对白蛋白变性的快速、实时、定性检测。
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