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体视学技术在视乳头血管的定量分析
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　　提　要:目的　观察和测定原发性开角型青光眼患者视神经乳头的血管形态 、数量变化 ,探讨血循环障碍对青光眼

所致视神经损害的影响并提供病理依据。方法　将青光眼患者和正常人视神经乳头标本连续半薄垂直切片 , 采用计算机

图像分析和生物体视学方法测定血管的体积密度 、数量密度和相对面积比率。结果　血管的体积密度和相对面积比率均

较对照组显著降低 ,而两组的血管数量密度无明显差异 。结论　原发性开角型青光眼视乳头筛板区的血管形态发生变

化 ,提示原发性开角型青光眼患者存在视乳头血循环障碍。
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Stereological methods in quantitative analysis of optic nerve head
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　　Abstract:Objective　To observe the structure and quantity of capillaries in optic nerve head(ONH)of prima-
ry open-angle glaucoma(POAG).Methods　The vasculatures of ONH in clinicopathological slices from POAG eyes

and normal human eyes were observed.The volume density (Vv), quantity density (NA), and relative area ratio

(Ss)of capillaries in ONH eyes were measured by computer image analysis and biological stereological methods.Re-
sults　Compared with those of the control group , the Vv and Ss of capillaries in ONH of the POAG group were sig-

nificantly reduced.The morphometer NA of capillaries in POAG group was not significantly different from that in the

control group.Conclusion　The blood flow is diminished in ONH of POAG eyes.
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　　近年来 ,青光眼的血管病理日益受到关注 ,已有不

少对原发性开角型青光眼(primary open-angle glaucoma ,
POAG)患者进行临床血液流变学观察的报道 , 认为

POAG患者视乳头存在异常的血液流变学指标 。与正
常眼对照 ,患者局部的血液粘滞度增加 、血流量和血流
速度显著降低

[ 1 ～ 4]
。其具体机制尚不清楚。本研究采

用生物体视学技术 ,通过观察 POAG患者视乳头标本

血管形态 、数量特征 ,探讨血管形态变化对青光眼视神

经损害的影响 ,为 POAG的治疗新途径提供依据。

1　材料和方法

1.1　临床资料
　　用于实验研究的视神经均取自自愿捐献者尸眼(澳大利亚
新南威尔士眼科医院长期随访的青光眼患者。 摘除眼球前已

履行相关法律手续)。病例组为明确诊断的 POAG患者眼视神

经 3例 , 均为男性 ,平均年龄(68.5±10.61)岁。对照组为正常

人眼视神经 2 例 , 均为男性 , 平均年龄(83 ±1.41)岁。 视
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神经乳头标本经常规取材 、固定 、脱水和环氧树脂包埋。

1.2　实验方法
1.2.1　切片 、染色及显微镜观察　　以视神经乳头冠状面作
半薄连续垂直切片(片厚 1 μm), 每例标本的切片总数均超过

2 000张。切片经 HE 染色及封片 , 在光镜下对其毛细血管分
布 、形态 、数量等进行观察。

1.2.2　毛细血管图像分析及体视学测试　　应用 Tiger图像处

理系统在放大 400倍镜下摄入切片视野图像 , 在观测屏加载 32

×32 方网关联测格(每一视野边长的实际值为 171.9 μm , 视野
面积为 29 549.61 μm2 , 视野内测试点数为 1 024 ,测试点间距为

5.372μm , 每个方网小格面积均为 28.86 μm2)。 按照从前至后
的切片顺序 , 每隔 100 张切片抽取 1 张切片 , 每例标本选取 15

张切片。每张切片随机选取 3 个视野(步长为 3), 分别计数视
野中毛细血管断面轮廓数及落在血管断面内的测线交点数。

同时 ,勾勒毛细血管轮廓后显示其横截面积。按下列各式计算

毛细血管的体积密度(Vv)、毛细血管的数量密度(NA)以及毛细

血管的相对面积比率(Ss):

　　Vv(%)=毛细血管断面内测点数 参照系内测点总数
　　NA( mm2)=106(毛细血管断面轮廓数 参照系面积)

　　Ss(%)=毛细血管截面积总和 参照系面积

1.3　统计学处理
　　实验结果以 x±s 表示 , 组间资料采用两样本均数 t 检验
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分析。

2　结果

2.1　毛细血管体积密度(Vv)比较
　　对照组中 30张切片共 90 个视野的观测表明 ,每一视野中

毛细血管断面内测点数为(11.14±1.12)。病例组中 45 张切片

共 135个视野的观测表明 ,每一视野中毛细血管断面内测点数

为 5.58±0.26。 根据体视学定量研究的原理 , 即在二维图像

上 ,毛细血管的点密度等于毛细血管在三维空间中的体积密

度。由此 , 对照组筛板区毛细血管体积密度为(1.088 ±

0.064)%, 病例组筛板区毛细血管体积密度为(0.545 ±

0.011)%, 两者比较相差显著(P<0.05)。

2.2　毛细血管数量密度(NA)比较
　　计数对照组中 30 张切片共 90 个视野和病例组中 45 张切

片共 135个视野内毛细血管断面数 ,单位面积内的毛细血管断

面数即为毛细血管的数量密度。对照组筛板区毛细血管数量

密度为(164.66±5.37) mm2 , 病例组筛板区毛细血管数量密度

为(147.40±9.42) mm2 ,两者比较无统计学差异(P>0.05)。

2.3　毛细血管相对面积比率(Ss)比较
　　测量对照组中 30 张切片共 90 个视野和病例组中 45 张切

片共 135个视野内毛细血管断面横截面积总和 , 毛细血管截面

积与视野参照面积的比值即为毛细血管的相对面积比率。 每

一视野中 , 对照组筛板区毛细血管横截面积为(368.57±8.60)

μm2 ,病例组筛板区毛细血管横截面积为(172.41±1.37)μm2 。

由此 , 对照组筛板区毛细血管相对面积比率为(1.235 ±

0.064)%,病例组筛板区毛细血管相对面积比率为(0.583 ±

0.011)%, 两者比较相差显著(P<0.05)。

3　讨论

3.1　体视学在定量分析中的运用

　　体视学是近年来迅速发展起来的一门新兴边缘学

科 ,它用几何学 、概率论 、数理统计 、微积分 、拓扑学等

综合方法 ,通过对二维平面的结构测试 ,实现对三维空

间的定量分析
[ 5 ～ 7]

。在实验中 ,我们采用了生物体视

学方法来探讨 POAG 患者视乳头血管形态特征的定量

改变。以往研究中的单纯形态描述虽然也有定性判

断 ,但往往带有一定主观性 ,并且由于实验方法的不

同 ,有时会得出不同的结论 。随着计算机图像分析仪

器的产生和体视学方法的应用 ,我们可以从二维结构

阐明组织细胞的三维定量关系 ,从而使形态表象能通

过数学方法较为准确地反映其真实状态 。

3.2　体视学形态研究中样本量的确定

　　在体视学研究中 ,足够的样本量和随机取样法则

是其重要原则
[ 8]
。用于体视学研究的样本量可采用

Weiber多阶随机取样的方法来评估 ,即包括:①实验研

究的例数;②每例标本组织块的数量;③每个组织块的

切片数;④每张切片随机选择的视野数;⑤每个视野中

观测的样品数。可见 ,在上述五元素中增加任一取样

的数量 ,均能够减少样本与总体的标准误 。在本实验

中 ,我们以人眼视乳头作为研究对象 ,病例组和对照组

均受到标本来源的一定限制。我们依靠有限的标本例

数 ,遵循Weiber' s方法 ,分层抽取一定的切片数 ,并随

机选取一定的视野数 ,根据预实验的测算结果 ,本实验

研究的置信限为 80%以上 ,能够反映临床 POAG患者

的群体状况。

3.3　POAG患者视乳头血管形态变化与组织血供的关系

　　在本实验中 ,毛细血管体积密度(Vv)是指在一定

空间中毛细血管体积与参照空间之比。毛细血管相对

面积比率(Ss)是指在一定空间中毛细血管面积与参照

面积之比。它们均受到毛细血管数量和大小的影响 ,

若毛细血管数量密度(NA)没有明显变化 ,则毛细血管

Vv 、Ss的变化反映了毛细血管舒缩的程度。本实验研

究结果显示:病例组毛细血管体积密度 、毛细血管相对

面积比率较对照组均显著减少 ,而病例组和对照组毛

细血管数量密度的改变不明显 ,表明 POAG患者视神

经乳头筛板区的血管形态变化 ,主要表现为毛细血管

管径减小。根据流体力学中的 Poiseuille' s定律 ,循环

管道的流量与管道半径的 4次方及管道两端的压力差

成正比 ,因此毛细血管管径的减小提示 POAG患者视

神经乳头筛板区血流量大大减少 ,从而证实 POAG 患

者存在视神经乳头血循环障碍 。
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