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细胞超微结构立体计量法

杨 恬 (组胚教研室 )

通常的超微结构形态观察主要提供 定 性的 资

料
,

这常会伴随不同程度的主观偏差
,

难以满足理

论和应用研究中越来越精细和准确的要求
。

因此
,

随着生物医学科学的发展
,

细胞超微结构原位的
、

三维空间的定量问题日益突出
。

近年来
,

电镜工作

者在获取定量资料方面已采用了若干 新方 法
,

其

中
,

较为简便实用的立体计量法已成为细胞超微结

构定量的重要手段
。

签 本 原 理

首先得到的参数是无量纲的相对数
,

但如预先使用

简单的物理学方法厕量出所研究器官的 重 量 与休

积
,

可以很容易地把这些根对数换算成绝对数值
。

立体计量所用工具叫测试板
,

由透明有机玻璃

或塑料片刻上有规律的点
、

线制成 (图 1 )
。

立体

计量的主要程序是
,

①抽样
:

从所观察生物样品中

随机抽取部分样本 , ②拍照
:

在电镜下随机拍摄样

本的超微图象 , ⑧测量:

将测试板随机地放置于超

微图象上
.

测量所需数据 , ④计算
:

对所得数据进

行统计学处理并应用立体学公式计算结果 (8)
。

立体学 ( tS “
er

“ log y ) 是应用舞学的一 勺分
支 : 其理论基砂是积分尽何斡几概革论

,

基本公式

户烈
es 竹霉等 第

渗
国际办学会 ` 196 ` ,

对立体学所下定义是二维图象的三维解释或二维空

间的三维推断
,

即它是从结构的二维切面
_

上测得的

数据推断早维空间结构参数的科学
。

六十年代后立

体学逐渐移镇于生物医学并取得了迅速的发展
,

应

用于细胞和组织结构的立体学定量研究方法称立体

计量 (称
e r e o l o g i 。心 q o a n t i t a t i o n ) 或形态计量

( m “

尸五`
”

卿 ) ,

争过二十多年的应用实 践和
大量模拟试验

,

细胞超微结构立体计量方法的可靠

性已经得到公认戊
’②

。

D el es se 等证明
:

存在于物体 T 中某一结构 i所

占的体积比
,

等于经过物体 T 的任意切面上二者的

面积比 , 也等于切面上穿过二者的侧试线 的 长度

比 , 进而笋于分别落入切面上这两者图形内侧试点

的数目比
。

即

V主 A i L I P i

布
’

商
`

育
几

益币于
( V

、
A

、

L
、

P分别表尔体积
、

面积
、

测试

线长度和测试点数目 )
。

从这一基本公式先后推导

演释出大量概念和公式
,

目前可在超微结构二维图

片 (电镜照片 )
_ _

匕获得十几种参数的 数 值 ; 表 面

积
、

体积
、

长度
、

厚度
、

数目
、

大 小
、

直 径
、

曲

度
、

分布状况
、

定向程度等
,

从D o le s“ 公式可知
,

常用公式及概念 (`
一 ` , )

1
.

休积密度 ( V砂 指单位体积组织中某结

构成份所占的体积
。

量纲可任意定为 林m即林扭 . 。

一般可使用方格测试板按前述公式进 行测算 (图

2 )
。

2
.

表面密度 (S 刃 指单位体积组织内膜性

结构的表面积
。

量纲可定为林nr 勺协。 气细胞内膜性

结构的表面积与其功能密切相关
。

测量方法是
.

计

数测试线与某膜性结构 (如 S E R ) 形成的交点的数

目 (图 3 )
,

若测试线总长度为 L ,

交点数为 N
,

照片总放大倍数为M
,

给定公式为
:

S丫 = Z N M / L

此公式适合于任意构形的结构表面
,

若需计算

紧贴的双面膜面积 (如线粒体内
、

外膜 )
,

系数换

为 4 即可
。

另一个有价值的参数是表面积 / 体积比

s( 扩v 户
,

5 l/ V 。不仅与结构的几何形状有关 (球

形
、

椭球形
、

不规则形 ) ,

而且还可表明这一结构

在不同状态下与外界环境的接触面科
。

s灯V i 比值

可用多功能测试板方便地测出
,

公式为 is / V i 二 4

N汀Z
.

P i ( P i 落在结构 i 断面内的端点数 , N i 短

线与 i 断面的交点数 , Z 短线长度 )
。

3
.

数 目密度 ( N v ) 单位体积组织中某结构

的个数
。

量纲 可为个 /卜m气 单位面积二维切面上

结构 i的数目 ( N劫 ) 与单位体积内数目 ( N袱 ) 的
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关系可由下式表示
:Nv i = NA/ i厕

,

其中动是 i的

平均直径
。

在二维照片上直接测定厕有一定困难
,

现常采用两种近似技术决定万值
:

把剖面直径分类

制成大小
一

频率分布直方图
,

然后 按 U n d er w oo d

( 1 9 7 0 ) 方法逐次推论或直接在 H e n n i g ( 1 9 7 1 )

编绘的实例曲线图上查到相应的万值
。

这两种方法

的理论推导和应用细节详见文献 (
8)) (0)

。

另一种常用的计算数目密度的公式由W
o i be l提

3 1

出
, N v ; = K i

·

NA
;
习日

: ·

V v , “

V v :和 N iA测法已如前所述
,

p是形状系数
,

K

是大小分布系数
,

这两个值可通过预实验求出
,

也

可从 W e ib o l 编制的曲线表上读得
。

此公式应用前

提是对所测颗粒大小及形状有所了解
。

因 简 便实

用
,

应用较广
。

4
.

不同细胞器的非随机相对定位 这是指细

胞器或细胞内结构在细胞中的空间位置问题
。

以往

对这类问题多采用定性观察来解决
,

要把空间位置

关系用数学概念表示出来比较困难
。

一种立体学方

法是最邻近分析
,

即比较实验发现的分布特性与期

望特性
。

若被测试物在二维空间中随机分布
,

设每

点到其最邻近点的平均距离为又
,

则
:

又 = 1/ 2了下入
一
士S E丫 1百而万元丽仄

-

这里 n 是集合体中的总点数
。

对于任意二维点

集合体来说
,

如果最邻近点间的实测平均距离与计

算值明显不同
,

集合体的分布显然为非随机的
。

已

用此技术成功地证明了骨骼肌内纵列线粒体在肌纤

维横切面上的非随机分布
。

由于三维空间问题的复

杂性
,

虽已有专用公式
,

但最邻近分析尚难直接推

广到三维判别上 ; 而且
,

这是一种点总体分析
,

对

难以近似为点的大体积结构的分布特性也并不完全

适用
。

另一可用以估计空间分布特征的参数是平均自

由距离 ( 入 )
,

无论被测试物大小
、

形状
、

分布状

况如何
,

均可应用讨’ 。

近年
,

H
e : m o n ( 1 9 8 1 ) 在检测细胞器非随机

相对定位研究中取得了进展
。

他的解析途径是将该

细胞器和一特定参照点之间的距离换算为相关的两

个区域的面积比 (图 4 )
,

然后将比值的统计分布

与各特定分布作比较
,

从而确定二者之间的相对位

置关系 (1 0 ) 。

目前
,

对细胞器空间结构分析 (包括相同细胞

器的群集分析
e l u s t e r a n a l y s i

s ) 的 I’ed 题 远 未解

决
,

H e r 二 o n 等提出的公式也还有待于数学和模拟

实验验证
。

但空间位置定量是立休学家和生物医学

工作者最感兴趣的问题之一
。

应用中的几个问题

1
.

抽样 立体计量这一新的分析方法是通过

抽取部分样品以推断整个结构的空间数值
,

因此
,

要取得足以代表总体的样本
,

需要采取严密的抽样

步骤
。

立体计量常用抽样方法为 多 阶 随 机 抽 样

( m u l t i
一 s t a g e r a n d o m s a m p l i n g )

,

一般可分 连

步
:

①随机抽取若干动物
,

动物数记为 n 。 ;

②每只动物随机包埋若干个块
,

块数为 ln
,

③每块随机照若干照片
,

照片数为 n : ;

④每张照片使用同一个具若干点的测试板
,

测

试点数灿
。

这里提出了实验设计中最佳抽样效率问题
,

在

予取得到理想的高精确度的同时
,

应对工作量和实

验周期进行仔细估算
。

若令上述 4 步间方差分别为

5 0 2 、

S 一2 、

S : : 、

S 。 2 ,

则总方差公式 ( . ,

是
:

5 0么

V 又盖夕 =

—n O

5 1名

n o n l
卫

笼生
+

一丛己一
n o n l n 名 n

萨几n : n 吕

由公式可见
,

无论增大哪一步 n 值
,

均使总方

差 V (
x) 减小

,

即平均误差减小
。

但以 助 (动物数 )

增加为最优
,

n1 次之
, n t再次之

, n 。效果最差
。

由于抽样是多阶的
, n 。增大

,

势必造成后续各

步
n

值增大
。

S h a 了 ( 2 9了5 ) `1 2 ,

对动物数力。作了详细

推导
,

他提出的公式是
: n 。 二 C

·

S 。勺d t , S。 标准

差 , d 要求检测的差别
,

一般生物医学研究精度

可取 10 % , C 与显著性和把握度有关
,

可从作者

编制的倍增表上查得
。

G u n d 。 r s e n ( 1 9 5 1 ) 进行肾血管球基底膜厚度

立体计量分析时
,

设计了简明的列线图解表示法
,

他所推荐的各级最佳抽样数为 ln
: n : : n 。 = 1

.

2 : 1 4 :

2 5 0 ( 1吕) 。

综上所述
,

目前实用的抽样方针可考虑为
:
每

组 (每个时相当 ) 动物数至少 3 一 5 只
,

每只包埋

5 个块
,

每块拍摄 3 ~ 5 张照片
,

每张照片上覆盖

10 。~ 40 0个测试点
。

这样
,

每组电魂照片数 45 ~ 75

张
,

这个工作量在一般研究中是可以被接受的
。

2
.

随机性与有序性 问题 立体学分析的重要

基础之一是结构分布的相对随机性
。

在显著不随机
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分布的各向异性组织中
,

计量过程就比较复杂
。

另

外
,

生物结构的有序性问题正引起人们重视
,

已有

资料表明
,

生物体各个层次 (包括超微结构 ) 中结

构的配置很可能是有规律的
。

比如多数骨骼肌纤维

中
,

线粒体的优势倾向在 I 带而不是 A 带出现
,

这

种分布使肌纤维在纵向上成为各向异性
。

横切面上

情况也类似
。

在测量V v和 S 丫时
,

为补偿这类分布

的不随机性
,

设计了一些方法
,

如增大横切面样本

数 , 以肌节为对象
,

切出一定量的随机斜切片 ; 推

导新的专用计量公式 , 选用半圆曲线测试板以及在

与方位轴平行及垂直两个方向上先后两 次 测 算 等

等
。

这些方法已被采用
,

但这些解决方案还需从数

学理论高度进一步完善并使之简化内 (1’ ,

(1s
) 。

3
.

立体计量 与微型电子计算机应 用 尽管在

总体设计时经过仔细考虑
,

但立体计量应用中常见

问题之一是工作量偏大
,

尤其是在对细胞进行综合

观测时
。

目前常用微型电子计算机作测量
、

数据存

储
、

计算
、

统计处理等工作
,

组成所谓半自动图象

分析系统
。

比如在计算表面密度 S v

时
,

可不采用交

点计数法
,

而将图象置于微机输入端的数字转换板

( d i g i t i z e r t a b l e t ) 上
,

用触笔顺次描绘所测结

构的边界
,

各点坐标逐一输入机内
,

待曲线闭合
,

该结构的周长和面积数即出现于荧光屏上
,

并自动

记录
、

打印
。

该数字转换板坐标分辨率为 0
.

l m m
,

足以满足超微结构研究的精度要求
。

有人用 B A S IC

语言编入一计算及统计程序
,

所有样品测量完后可

同时绘出多项统计处理数据
,

工作效率大为提高 ;

不规则颗粒表面积 /体积比可用上述方法求 出
,

并

可迅速得到不同几何形状颗粒的形状系数 p ; 应用

微机可极为方便迅速地变换参照系统 (细胞
、

胞浆

或单位组织 )
,

使所获信息更加丰富
。

新型微机加

上必要附件
,

可处理 2 8 0 x 2 8 o m m的照片
,

还可直

接应用于光镜下图象处理 (3 ’ ( 1。 ) ( 1 , ’ 。

尸尸尸附附胭胭渊
{{{

巨巨
「「「阳争叫叫 rrr l

汉
J 时时「「口口喊喊〔叮

子子

日日日您吸吸 L侧侧r汤 , 水水丫丫肠肠畔畔 l多多

厂厂厂飞执
~~~

瞬瞬幼
刁

滩滩绷绷巨巨尸尸踢踢}}}砂怕怕旧旧『 1 ,,,, 显显团团
阴阴阴r }

_ ___

口口口口国国盆卫卫

希希希健健翔翔色色外外
III (

, ,

}劝
.

222 r 扩
`̀

巴巴足足闷闷日至至

图 2 计点法测量体积密度

图 1 立体计量测试板

A
、

多功能测试板 B
、

曲线测试板

C
、

点阵测试板 D
、

双重方格测试板 图 3 用平行线测试板测量表面密度
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o`

誓
<, 入p

下
、` .、`、

:

一
~ 、

口 加

二
` 、

“

, 、 , ` . ~ 户 尹

感
_

一 /
/

图 4 R是特定参照 点 , P是细胞器在面积为
A的 C区域中出现的位置多 A p是以 R为
圆心

,

P R为半径的圆弧与 C 相交而分

割的面积 (阴影部分 )
。

当A P / A 趋近

于 0 时
,

P点位置靠近 R ; 当A P / A趋

近于 1时
,

P点远离 R
。

把 A P / A 的平

均值与 0
.

5作 t检验
,

即可 确定 P
、

R之

间是否呈非随机相对定位
。
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