
fMRI: 1st-level individual analysis,
2nd-level group analysis,
and multiple regression

Associate Professor

Jun-Cheng Weng, Ph.D.

Chang Gung University

17 Jan 2018



Acknowledgement

• Der-Yow Chen, Ph.D.

• Yi-Ping Chao, Ph.D.

1



Outline

• Functional MRI data analysis

– SPM pre-processing (Wesley Wu, Ph.D.)

– 1st-level individual analysis

– 2nd-level group analysis

– multiple regression
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fMRI analysis tools

• SPM (Statistical Parametric Mapping)
– Wellcome Trust Centre for Neuroimaging, UCL, UK

– http://www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm/software/

• FSL (FMRIB Software Library)
– Oxford, UK

– http://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl/fslwiki/

• AFNI (Analysis of Functional NeuroImages)
– NIH, USA

– http://afni.nimh.nih.gov/afni/download

• REST (Resting-State fMRI Data Analysis Toolkit)
– Lab of Cognitive Neuroscience and Learning, Beijing Normal University, 

China

– http://restfmri.net/forum/index.php
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SPM (Statistical Parametric 
Mapping)
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FSL (FMRIB Software Library)
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AFNI (Analysis of Functional 
NeuroImages)
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REST (Resting-State fMRI Data 
Analysis Toolkit)
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Analysis tools comparison

SPM FSL AFNI REST

Features 最多人使用，
資料分析流程
易標準化且便
於操作，但細
節不易作修改

資料分析流程
亦適合初學者，
為一免費之工
具，並可由介
面或是指令兩
方面著手

資料分析流程
適合略懂Unix
指令人員，每
一步驟均可做
調整，有較大
之自由度

適合resting-
state fMRI初學
者，為一免費
之工具

Operating 
system

Any OS with
Matlab

Mac, Linux, 
Windows

Mac, Linux, 
some Matlab-
compatible 
scripts

Any OS with
Matlab

User interface MATLAB scripts
and button-
press

Unix functions 
and GUI

Unix functions 
and GUI

MATLAB scripts
and button-
press
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Pre-processing and processing

9

DICOM Import
Realignment 

(Motion 
Correction)

Slice-Timing

Normalization Smoothing
1st-level 

individual 
analysis

Estimate Result
2nd-level group 

analysis



Activity evaluation
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Statistical comparison

11



Hypothesis testing in statistics
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Statistics: t-test
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Statistics: correlation
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Hemodynamic response function 
(HRF)
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BOLD fMRI signal and linear model
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time



Basics of linear model: regression
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Statistics: regression
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fMRI data
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General linear model (GLM) model 
in fMRl
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Design matrix
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Displaying statistical results:
statistical parametric mapping
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Example result of single subject in 
SPM (1st level analysis)
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Group analysis: fixed effect vs. 
random effect
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Examples of groups analysis
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Example result of 3 subject in SPM 
(2nd level analysis)
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Demo
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Preprocessing 前處理

Model specification, 
review and estimation 
時序分析/群組分析

Results 結果呈現

DICOM import ⼯工具列



p Preprocess 
• Realign: Motion correction 
• Slice-Timing: Slice timing correction 
• Smooth: spatial smoothing 
• Coregister: Modify A image into B 

image’s orientaion 
• Normalise: Modify A image into brain 

template 
• Segment:  Separate the brain image into 

CSF, white matter, and gray matter parts. 
!

p Analysis 
• Specify 1st -level: 1st –level analysis 

paradigm design 
• Specify 2nd -level: Group-level analysis 

pattern design 
• Review 
• Estimate: Analysis pattern calculating 
!

p Results: Show results



 Single Subject Analysis
• 此部份與實驗設計以及所欲進行的統計運算
有極大的關係，請參閱此次講習的其他課程
內容。 

• 再複習一下這堂課所展示的範例實驗設計

Specify 
1st level

Estimate

Results
1~15 91~105 121~135 151~165 181~195

16~30 46~60 76~90 106~120 136~150 166~180

scan

兩種Condition: 
• 無雙手抓握(OFF), duration: 15 scans,  
     Onsets(每一段狀況開始的scan): 0 30 60 90 120 150 180  
• 有雙手抓握(ON), duration: 15 scans 
     Onsets(每一段狀況開始的scan): 15 45 75 105 135 165

31~45 61~75



GLM setup for fMRI analysis

Specify 
1st level

Estimate

Results



• Directory 
– 存放GLM設計的資料夾 
– 所以要先建立一個資料夾	 
!

• Units for design 
– 設計使用的單位 
– Scan/Second 

!
• Interscan Interval 

– Scan之間的間距 
– TR 

!
• Data & Design 

– 資料與設計



先建立一個資料夾來存放GLM設計，並
由右邊視窗點選該資料夾路徑後，按下
Done。

視實驗設計方式，在此可以選擇
Scans(block design)或Seconds(event-
related)，本實驗則選擇Scans



1

2

3
4

通常就輸入TR時間 
在此為2 sec

輸入已經完成前處理的檔案	  
檔案名稱：swar我的腦.img	 
或swra我的腦.img(視前處理
步驟而不同)



選取已經完成前處理的檔案	 
選取後即可按下Done

接下來是Conditions的部份 
在這個實驗當中可視為兩種狀況 
一種是無雙手抓握(OFF) 
一種是進行雙手抓握(ON) 
因此必須在New:Condition點兩次



Conditions設計 
Condition 
• Name  

• OFF 
• Onsets 

• 1:30:195 
• 或0 30 60 90 120 130 150 180 

• Durations 
• 15 

Condition 
• Name  

• ON 
• Onsets 

• 15:30:195 
• 或15 45 75 105 135 165 

• Durations 
• 15

命名簡單且容易辨識即可



Conditions設定完成

Multiple regressors 
如果有其他的變量會影響GLM分析 
可以在這邊輸入 
Ex: realignment parameters 
所以在此將載入在前處理realignment所
產出的rp-我的腦.txt 
點選完成之後即可按下     開始執行



6個realignment parameters

實驗設計 
Block design

在此必須再一次確認所輸
入的Condition資訊是否正
確，尤其是onsets, duration



Specify 
1st level

Estimate

Results

選取specify 1st level所完成的GLM設計 
檔案名稱為:SPM.mat 
選取之後按下Done



選取SPM.mat後即可開始執行



結果呈現

Specify 
1st level

Estimate

Results

點選Results

跳出點選SPM.mat視窗

選取存放GLM設計資料夾內
的SPM.mat



開始進行結果呈現的設計	 

Select contrasts 
1. 點選t-contrasts 
2. Define new contrast 
!

Name (可以自行定義contrast名稱) 
Contrast(必須根據Design Matrix以及所欲
觀察的統計對比) 
Ex: 欲了解有雙手抓握(ON)與無雙手抓握
之差異(OFF)，在此則必須設定為    

-1 1    
(第一項為design matrix之設計：OFF，第
二項為ON，所以為(-1)*OFF+(1)*ON) 



輸入contrast：-1 1之後，即可按下
submit，然後按下OK 完成建立contrast後，按下Done



選擇沒有任何的mask 結果呈現圖的命名
FEW統計校正(統計較嚴格) 
none不使用任何校正

選取p-value臨界值 
none預設為0.001 
FWE預設為0.05

定義fMRI 活化區
cluster數目臨界值 
(小於此臨界值的群
聚會被過濾掉) FWE:Familywise error rate 

可以減少false postive，可信度提高 
但也可能太過嚴謹，而沒有結果 
建議先用無校正了解實驗設計 
再採用FWE校正觀察結果



結果顯示

結果顯示操控視窗



立體顯示
模式

找到spm8所在位置下 
spm8/rend/render_single_subj.mat 
!
選取後按下Done







顯示全腦所有群聚區域	 
(在此即顯示大腦中對於雙手
抓握實驗有活化之區域)

點選座標點，上方小紅箭頭游標
即會指向此群聚中心座標。	 
(注意：此座標為MNI座標)	 
可利用其他軟體來查詢解剖位置



結果呈現 - xjview
• A viewing program for SPM 
• http://www.alivelearn.net/xjview8/

提供一個瀏覽結果以及圖形呈現的介面





將這兩個檔案複製到spm8的資料夾內即可



Keyin “xjview” in command window
開啟檔案



點選資料夾至擺放結果的資料夾處，並點選spmT_0001.img檔案 
然後按下Done



Xjview主介面

目前十字位置的座標

• T-value Map 
• T-value color coding：可以修
改彩色對應方式 

• Overlap：可以選擇底圖 
• Xhairs: 勾選時會將十字取消



將十字移動時，會直接對應出Talairach座標，並將座標所對應Talairach大腦圖
譜的五層資訊及AAL(automated anatomical labeling)圖譜資訊顯示出來



Slice View
這種表示法常用於paper中



spacing: 4mm spacing: 3mm



可以調整欲觀
察的T map

Display Intensity: All(全部顯示), Only +(與實驗設計正相關的活化區) 
, Only – (與實驗設計負相關的活化區)

Only +



改變不同的p-value threshold

pValue=0.01 pValue=0.0001
當然也可以改變FDR統計的p值threshold
FDR:False Discovery Rate, 介於FWE與none之間的校正



Group Analysis

• 完成1st level 的個體分析後，
已經分析出各single subject對於
實驗刺激相關的活化區域 

• 接著就可以開始進行群組分析 
• 群組分析分為三部分 
–設計統計分析模型 
–建立模型與處理 
–最後結果呈現

Specify 
2nd-level

Estimate

Results



Specify 2nd-level 

Design	  
• One-sample t-test	  
• Two-sample t-test	  
• Paired t-test	  
• …



Design
• One sample t-test 

– 針對同一組群體進行各voxel間之活化程度統計運算 
– Ex:了解一組資料對於雙手抓握實驗中，倒底有哪些共同的腦
功能區，相較於其他沒有反應的區域，其統計上表現出顯著
差異 

• Two sample t-test 
– 針對兩組不同的群體進行各voxel間之活化程度統計運算 
– Ex:了解無經過訓練與經過訓練之受試者兩群體間，倒底有經
過訓練的群體在哪些腦功能區是與沒經過訓練之群體上之活
化程度在統計表現上有差異 

• Paired t-test 
– 針對同一組群體於訓練前後進行各voxel間之活化程度統計運
算 

– Ex:了解經過訓練前與訓練後之同一群受試者，倒底經過訓練
後在哪些腦功能區是與訓練前上之活化程度在統計表現上有
差異



事前準備

• 先建立一個資料夾 
– 用以存放2nd level 之設計模
型 

• 另外建立一個資料夾用以存
放1st level所分析出之結果 
– 由於每一組資料分析之結果
都是spmT_0001.img/hdr 

– 所以必須重新命名，否則沒
有辦法放在同一個資料夾內

新建一個2ndlevel資料夾，將所有的結果都先複製到裡面，
並重新命名，以方便2nd-level分析時的資料匯入

Sub2

Sub10



One sample t-test (default)
• 只有兩個ßX (輸入) 
!

• Directory 
選擇資料夾用以存放2nd 
level之設計模組 
Ex: 2ndlevel_results 
!
• Scans 
選擇同一群組資料於1st 
level分析處理所完成之結
果影像 
Ex:從剛剛建立的2ndlevel
內選取 
con_0001.img 
con_0002.img 
… 
con_0012.img



選擇好要輸出基本統計模型設計的資料夾 
也選擇好所有1st level之結果後 
就可以按下執行開始建立統計模型設計

One-sample t-test



選取已經完成的統計模型設計

選取SPM.mat檔案

建立contrast	 
一樣選擇t-contrast



給予命名，而contrast中	 
在one-sample	 test中只能輸入1	 
(two-sample,	 paired	 t-test比較有變化)	 
輸入完畢後按下submit與OK

完成後選擇剛剛建立的contrast
：One-sample，然後按下Done

依次選取 
none 
命名 
FWE/none 
0.001 
(跟1st level部分相同)



群組分析結果

• 結果呈現操控與1st level single 
subject analysis相同 

• 在存放統計模型設計SPM.mat的資
料夾內也會有一個spmT_0001.img
結果圖，可以利用xjview或其他軟
體開啟繪圖。 

• 結果呈現後可以改變不同之
contrast、不同之統計校正
(FWE)、 改變不同p-value 
threshold，以獲取不同之結果呈現 

• 接著就是結果解釋



如果操作上遇到問題

• 看看操作說明，再試著以範例資料分析一次，
檢驗步驟是否正確	  

• 先分析品質佳之資料並確立其流程，再應用
至群組中之其他資料	  

• 寫信詢問此系列課程的講師們	  
• SPM與xjview均有其討論區及電子郵件群
組，可留言詢問，以解決您的疑問
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http://www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm/support/



• https://groups.google.com/forum/#!forum/xjview-discuss-group



Two sample t-test



選Specify 
2nd-level



Directory 選擇檔
案輸出位置



點選Design 選
擇 Two-sample 
t-test



Group 1 選 Control組
Group 2 選 Patient組



ANCOVA的部分
選No



點選Covariates
並選New:Covariate
目的在於排除共變數對
影像所造成的影響



輸入共變數的名稱



選No centering
才不會做多餘的
計算



輸入要排除
共變數的數
值



RUN



要排除的共
變數



選Estimate



到原本設定
輸出檔案的
資料夾.選擇
SPM.mat

開始跑Data



點選Result



選擇Estimate
後的檔案



按Define new contrast

影像的權重給[1 -1] or [-1 1]
[1 -1] Group 1> Group 2
[-1 1] Group 1< Group 2
Covariate因為要排除所以給0

最後權重設為
[1 -1 0 0] or [-1 1 0 0]



選擇要使用的權重



選none

選FWE
校正p value

按Enter

設定p value按
Enter

選擇要使用的
cluster size大小



以SPM呈現結果，之後再開
xjview，對照腦區



Overlays→sections→

REST→Template→ch2.nii



右鍵→crosshair→Off

把十字拿掉



Multiple Regression



選Specify 
2nd-level



Directory 選擇檔
案輸出位置



Design去選
Multiple regression



選擇要計算相關性
的檔案



點選Covariates
並選New:Covariate



輸入要計算
相關性的數
值



輸入名稱



選No centering
才不會做多餘的
計算



點選下面(不包含在
multiple regression裡面)
的Covariates
並選New:Covariate



輸入要排除
共變數的數
值



選No centering
才不會做多餘的
計算





影像平均

量表或認知
分數等

排除的
共變數



選擇Result

選擇前面計算出來的檔案



Contrast輸入[0 0 0 1]
可同時看到正相關及負
相關
把我們要排除的
covariate權重設0，量表
分數的權重輸入1



選none

選FWE
校正p value

按Enter

設定p value按
Enter

選擇要使用的
cluster size大小



Overlays→sections→

REST→Template→ch2.nii



右鍵→crosshair→Off

把十字拿掉

如果沒結果就用xjview
FDR校正p value
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