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小自鼠肾脏线粒体三维结构的重构
’

张景强 叶巧真

(昆 虫学研 完所 )

赖德锦 杨 洪

(无线 电电子学系 )

摘 共

讨论了应用计算机图像处理技术
,

从小白鼠肾脏线粒体的系列超薄切片的电 子显 微照 片

中
,

重构三维立体结构的方法和技术
.

关脸词 连续切片像
,

图示技术
,

三维重构

许多生物组织的超微立体结构
,

一般是人们观察了大量该结构的二维投影像后构思

出来的
。

对某一细微结构进行连续薄切片
,

然后把这一系列切片的照片经过 数 字 化处

理
,

输入计算机
,

并应用图像处理技术
,

重现这一细微组织的立体结构
.

这种方法
,

首

先是由 jS 6 s t r a n d ( 19 5 8 ) 〔
`〕论证其可行性和可靠性的

。

而较实用的方法则是 由 H ill m a n

( 19 7 7 ) 初步解决的
.

目前国外许多学者将三维重构技术应用于光学显微镜图像的立体

重构 中〔 2 ’ “ 〕 ,

我们则将这一技术应用到电子显微镜图像的立体重构中
。

1 材料与样品制备

1
.

1 材料

用于连续切片的铜网
,

其椭圆孔的两轴分别为 l m m和 Zm m ,

能容纳 2 0片左右
、

厚度

为 50 0 ~ 60 。入的连续切片带
,

因此三维重构的对象其直径宜为。
.

5 ~ 1
.

2 召m
。

我 们 选 择

了小 白鼠肾脏的线粒体为研究对象
,

这种线粒体在组织中分布均匀
,

数量
、

大小适中
,

形状合适
。

1
.

2 样品制备

样品除用戊二醛
一

四氧 化饿双重固定 外
,

还用 1
.

5肠 K
。
F e

( C N )
。
固定 1小时

,

以增

加膜性结构的反差
,

其它步骤按常规流程处理
。

其中用 2肠醋 酸 铀 ( 用 50 肠乙醇配制 )

块染 3 0分钟
,

包埋剂用 E R L一 4 2 0 6树脂
.

包埋块修 整 成 上 下 平 行 的 梯 形 面
,

高 约

0
.

1~ 0
.

2m m
,

使 10 一 2时令超薄连续切片带恰好安放在覆盖有 F or m v a r
膜的单椭圆孔 的

铜网上
.

超薄切片在 L K B组 88 V型机 上进行
,

间隙角 为 3
。 ,

切 片 速度 为 Zm m s/
,

把

很长的连续切片带分成长约为 Z m m 的短带
,

用铜网捞起
,

使超薄切片带正好落在铜网的

椭圆孔上
,

在 L K B 2 1 68 自动染色机上染色
,

醋酸铀 20 分钟
,

柠檬酸铅 10 分钟
。

不文 1 9 8 9年 12 月 13 日收到
*

参加本课题研究工作的还有叶健
、

卢沂英
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2 电子显微镜观察和记录

线粒体图像的观察和 记录 是 使用

J E M一 100 C X / ! 带有侧插样品台 的电

子显微镜
。

观察时
,

首先在连续切片的

中段
,

寻找大小约为。
.

5~ 1
.

2 群m
,

双

层膜和脊完整
、

清晰的圆形或椭圆形的

线粒体
,

并确定 1 ~ 2 个参考物
,

然后

向两个方向
、

在每一超薄切片中跟踪这

个线粒体
,

如果在这一连续切片中包括

了整个线粒体
,

而且每一超薄切片的这

个线粒体的像都是清晰的
,

结构是完整

的
,

则选择合适
,

否则另找
。

我们使用

E M一 B S R 样品旋转台寻找到合适的线

粒体后
,

把整个线粒体的所有切片像都

依次拍摄记录下来
,

这样便获得了整个

线粒体的连续切片图像
。

图 1 就是一个

完整线粒体被切成 16 张连续切片的电子

显微像中的 12 张
。

图 1 鼠肾脏线粒体超薄连续切片的电子 显微

照片 1 8 0 0 o X

F i g
.
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3 图像处理和三维重构
实际上就是切片操作

、

电镜观察
、

拍摄的逆过程
.

它是在 BI A S图像处理机和 BI M

P C / A T微电脑上进行的
。

首先
,

对切片图像进行预处理
.

由于显微镜图像边缘较模糊
,

用黑色描图笔将各切片图像中需重构部分的轮廓线描在白纸上
,

用黑白摄像机完成轮廓

图像的扫描
,

然后在 I B A S 图像处理机上的人机交互式图像分析系统上进行轮廓增强
、

分割和细化
,

并将每张图像数字化为 5 12 x 5 12 空间分辨的二值 图修
,

接着通过 R S 一 2 3

串行通信
,

将图像数据传输到 BI M P C / A T 系统
,

’

阳 M P C / A T 内使贮存 月各切片的

二维坐标值和相应的灰度值
,

再在 BI M P C / A T 上运行数据转换程序
、

三 级计 算程序

R C 3 D C L
,

即在读入二维轮廓图 形数 据的 基础上
,

根据切片厚度决定 对应每片
一

的正

坐标
,

从而形成三维轮廓图形
,

于是读入分隔点数据
,

用三次称样条插值曲线将各切片

连接起来
,

形成网格形的三维表面
,

同时根据给定的观察点坐标和旋转角度
、

比例等
,

完成三维坐标变换的计算
,

最后运行隐白消除程序和三维显示程序
,

这样
,

在屏幕上就

能得到重构的三维轮廓图像和网格形图像
,

网格图像还可以沿 卜
, y 一 , z 一

轴 以任意角

度旋转
,

以观察不同方向的表面
,

如图 2 所 示
.

三次 E样条插泣曲线为
:
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图 2重一 构 图 像

A
.

旋转角度 ( x= 吐5
。 ,

y = 一 4 5
0 , z = 4 5

’

)

观察坐标 ( 2 5 6
,

2 5 6
, 一 9 0 0 )

B
.

旋转 角度 ( x = 连5
“ ,

y = o
。 , z = 0

。

)

观察坐标 ( 2 5 6
,

2 5 6
,

9 0 0 )

F i g
.

2 R e e o n s t r u e t e d i m a g e s

A
.

R o t a t i o o A n g l e s ( x = 4 5
,

y = 一 凌5
,

z = 一 4 5 )
,

O b s e r v a t i o n p o i n t ( 2 5 6
,

2 5 6
,

一 9 0 0 )

B
.

R o t a t i o n A o g l e s

( x = 一5
,

y = o
, 乙 = o )

,

O b。 e r v a t i o n p o i n t ( 2 5 6
,

2 5 6
,

9 0 0 )

4 讨 论

( l) 目前从 电子显微照片进行三维重构的方法不少
,

如付里叶变换法等
,

但 对 于

大小约为。
.

5 ~ 1
.

5召m 的超微结构都存在困难
,

而连续切片法正好能解决这类结构 的 重

构
,

所以说这方法是有实用意义的
。

( 2 ) 连续切片重构方法技术上困难较大
,

主要是在连续超薄切片的收集和计 算 机

重构处理时的参考轴的确定比较困难
。

( 3 ) 在对线粒体进行连续超薄切片时
,

最初 及最后的切片
,

其切片方向与膜 并 不

正交
,

使得这些切片的图像的双层膜结构比较模糊
。

( 4 ) 本文的工作还未处理内部结构的重构
。
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