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摘　要:研究建立对连续超薄切片电镜图像的三维可视化方法。对正常及用 SARS冠状病毒感染非洲绿猴肾细

胞 (Vero E6)样品进行连续超薄切片 , 通过透射电镜得到线粒体断层图像 , 用表面显示技术对线粒体进行三维

重构显示。正常和 SARS冠状病毒感染的 Vero E6细胞中的线粒体在结构上有明显区别 , 揭示出 SARS冠状病毒

感染 Vero E6细胞 线粒体的病理改变。以此建立起电镜连续超薄切片线粒体图像三维可视化方法。

关键词:线粒体;表面显示;连续超薄切片;三维可视化

中图分类号:Q6　　文献标识码:A　　文章编号:0529-6579 (2006) 06-0072-03

　　由于线粒体在细胞生命活动中的独特作用 ,

如:线粒体在细胞程序性死亡中的作用已经被广泛

承认
[ 1]
。除了传统的电子显微镜技术对线粒体结

构的研究 , 近年来由于计算机图像技术的飞速发展

并且日益渗透到生命科学研究领域 , 出现了一些新

的技术:三维反卷积光学显微镜
[ 2]
、 高分辨扫描

电镜 (H RSEM)
[ 3]
和电子显微断层摄影术 (e lec-

tron m icro scope tom ography)
[ 4]
, 正从不同的角度揭

示出一些早期研究者未揭示的或未完全揭示出来的

线粒体的结构信息。本文正是着眼于线粒体在生命

活动中的重要作用 , 应用图像处理技术 , 研制开发

连续超薄切片电镜图像的三维可视化方法 , 对线粒

体的结构进行研究。从结构的角度揭示 SARS (se-

ve re acu te respira to ry syndrom e, SARS)冠状病毒感

染非洲绿猴肾细胞 (Vero E6细胞 )粒体的病理改

变 , 同时建立通用的对连续超薄切片电镜图像的三

维可视化方法。

1　材料与方法

1.1　材料

对正常和被 SARS冠状病毒感 24 h的 Vero E6

细胞样品 , 分别固定包埋后用超薄切片机 LKB2088

(LKB Co. )按间隙角 3度 , 切片平均厚度为 50

nm , 进行连续切片 。用覆有 fom var膜的单椭圆孔铜

网捞起 , 染色后在 JEM - 100CX -Ⅱ (Japan)型

透射电子显微镜上观察。选取典型病变特征 、 且切

片完整的若干组线粒体进行拍照 , 用专用底片扫描

仪 N ikon8000CE (Japan)将图像数字化 ,

1.2　三维可视化方法

目前的三维显示技术基本上可以分为面绘制和

体绘制两大类 。面绘制的一般步骤是首先在二维序

列图像上提取对象的轮廓线 , 然后利用多边形面片

来近似相邻的轮廓线之间的等值面 , 从而得到要显

示的对象的完整的表面 。最后采用传统的图形学方

法加以显示。当体数据的采样密度足够大时 , 可以

采用 MC (M atching Cube)方法
[ 6]
在表面体素内部

提取等值面 , 得到高质量的表面显示结果。面绘制

的优点是:可以清晰显示对象的表面情况 , 配合通

用的显卡加速 , 具有较好的实时交互性。本文采用

提高的 M C算法
[ 7]
来构建线粒体体数据的显示模

型。

本文中体数据空间位置用体数据的空间坐标决

定 , 明暗属性由每个象素点的方向矢量决定 。方向

矢量的计算式 (1), 给出了 x方向上的分量 gx ,

y , z方法分量有同样的形式 。

gx =
∑
N

n=1

f(x0 +n ×Δx, y0 , z0) - ∑
N

n=1

f(x0 - n ×Δx, y0 , z0)

2 ×N ×Δx

(1)

其中 , f(x0 , y0 , z0)表示任意体数 , x0 , y0 , z0表示

体数据的空间三维坐标 。 Δx为相邻象素之间 x方

向上的增量。N所取平均象素的维度 , 它的大小决

定了显示表面的平滑度。随着 N 增大则平滑程度

逐渐提高 , 而细节却逐渐消失 , 实验证实 , 当 N =

3, 兼顾了平滑效果和显示细节 , 使显示达到最佳
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效果。对上述样品断层图像进行三维重构 。从整体

形态的角度 , 对病变线粒体和未病变线粒体的形态

进行比较研究。

2　结果与讨论

一个正常完整的线粒体 (图 1a)被连续切成

18片 , 由切片上观察这个线粒体的嵴呈扁平状整

齐排列于线粒体内 , 无明显膨胀。三维重构后的结

果 (图 1b)与切片直接观察的结果相同 , 嵴呈条

带状整齐排列于线粒体内 , 无膨胀。

图 1　一个正常的完整的线粒体切片图以及三维重构图

(Bar=500 nm)

F ig. 1　The se rial ultra th in sec tions of a who le norm al m ito-

chondrion and its 3D reconstruction result (Bar=500 nm)

一个嵴部分呈泡状膨胀的完整的线粒体 (图

2a)被切成 19片 , 由切片上观察这个线粒体中部

有一膨胀呈泡的嵴 , 其它嵴仍呈扁平囊片状整齐排

列于线粒体内 。三维重构后的结果 (图 2b)与切

片直接观察的结果有所不相同 , 这个线粒体的嵴

(膨胀和未膨胀的 )连成大片的囊块状。

图 2　一个嵴部分呈泡状膨胀的完整的线粒体切片图

及其三维重构图 (Ba r=500 nm)

F ig.2　The seria l u ltrathin sections o f a who lem itochondri-

on w ith partia l cristae swe lling to a bubble shape and its 3D

reconstruc tion resu lt (Bar=500 nm)

一个嵴完全膨胀的只有部分的线粒体 (图 3a)

被切成 17片 , 由切片 1, 2, 3上观察 , 这个线粒

体的嵴完全膨胀 , 呈一个电子致密的环围绕与线粒

体的周围 , 另外还有一些碎泡状的嵴分布在电子致

图 3　一个嵴完全膨胀的只有部分的线粒体切片图

及其三维重构图 (Ba r=500 nm)

F ig. 3　The seria l u ltra thin se ctions o f a pa rtia l m itochon-

drion w ith who le cristae swe lling to a bubble shape and its

3D reconstruc tion resu lt (Bar=500 nm)

密环中。三维重构后的结果 (图 3b)与切片直接

观察的结果有所不相同 , 所谓完全膨胀的嵴并不真

的在整个线粒体中完全伸展 , 其膨胀的部分仅占线

粒体体积的一小部分。其余的嵴呈散布的管泡状。

从这可见 , 在一张超薄切片中表现为嵴完全膨胀 ,

呈电子致密的环围绕与线粒体的周围的线粒体 , 并

不真的在整个线粒体中完全伸展成一个占据大部分

体积的空泡 , 而是仅占线粒体体积的小部分 。这一

点不通过连续超薄切片三维重构而只经常规超薄切

片很难发现的 。

常规的超薄切片只能提供关于细胞和细胞器的

单一切面的二维信息 , 这些信息是局部的而且可能

引起误解 。在一张超薄切片中表现为嵴完全膨胀 ,

从三维重构的线粒体的完整形态结构信息中表现为

仅占线粒体体积的小部分。另外 , 关于线粒体和内

质网的位置关系 , 从三维结构上可以清晰的看出 ,

两者的相互接触并带部分线粒体插入至内质网。这

一点不通过连续超薄切片三维重构而只经常规超薄

切片很难发现的。

3　结　论

本文研究了细胞线粒体连续超薄切片透射电镜

图像的三维可视化技术 , 这种方法首先由 Sjostrand

(1958)
[ 8]
论证了可行性和可靠性。近年来 , 生物

显微图像的三维可视化一直是一个具有挑战性的研

究热点。先前的研究均不同程度存在有局限

性
[ 9 -11]

。对于连续超薄切片电镜图像三维重构效

果的因素很多 , 除系统环境条件 、重建算法与显示

方法外 , 断层切片的数量和质量亦是影响重建结果

真实性的重要因素 。由于组织细胞形态小 , 其连续

切片的数量和质量保证难度较大 , 另外 , 所要观测

的部位与切片角度有很大关系 , 所以最佳的切片角

度还需在实践中不断摸索。本文实现了对正常及用
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SARS冠状病毒感染 Vero E6细胞样品进行连续超

薄切片 , 进行了三维可视 。依据可视化结果 , 可以

发现在正常及用 SARS冠状病毒感染 V ero E6细胞

线粒体在三维结构上的不同 , 为病毒感染细胞后线

粒体的病理变化提供依据 。可视化结果也同时证明

了所建立的细胞线粒体连续超薄切片电镜图像的三

维可视化技术可以作为线粒体结构研究中的一个有

力工具 。
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Abstract:A nove l v isua liza tion m ethod o f 3D ( th ree - dim ensiona l)m itochondria structures reconstructed from

serial u ltrathin sections transm ission electron m icroscope (TEM) im ages wh ich applies su rface rendering technique

w as presented. In order to va lidate them ethod, m itochondria in control and the Vero E6 ce lls, w hich we re infected

w ith SARS Co ronavirus, w ere prepared by se ria l ultrath in sections, im aged in electron m icroscopy then reconstruc-

ted from serial section im ages and the results w ere com pa red w ith each other. A s a result, m itochondria in contro l

and the Vero E6 ce lls infected w ith SARS have rem a rkable diffe rence in 3D struc tures, tha t illum inates patho log ica l

changes of Vero E6 ce lls. The results a lso testify the v isualization m ethod is valid.

Key words:m itochond ria;surface rende ring;serial u ltrathin sections;3D V isualization
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