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显微镜下眼见未必为“实” 
 

杨正伟 
（川北医学院 形态定量研究室，四川 南充市 637007） 

 
俗话说，眼见为实。不过组织学或形态定量研究中，显微镜下亲眼所见未必是“实”，
未必是“真”。 
举例来讲，如你用光学显微镜在某放大倍数下观察某器官组织切片时，看到一个直

径为 6 µm的圆形细胞（轮廓），那就说明该器官组织内确实有这个细胞存在（人工假象
除外），这是眼见为实。不过，且不说你所用显微镜未看到或看清的结构未必不存在，

关于以下问题也未必眼见为“实”。 
1、 所见细胞是“圆”形的吗？ 
不知道。因为切片上所见一般是细胞的一个切面（轮廓），细胞的真实形状可能是球

形或椭球形，也可能是不规则的，只有观察了该细胞的连续切片后才能得知。 
2、 所见细胞（假如是球形）的直径真是 6 µm吗？ 
多半不是。一是因为所见细胞切面未必是刚好通过球心的最大切面（通过球心的圆

形切面的直径才是球体的直径），二是因为切片上所见细胞大小未必等于其活体（新鲜

状态）细胞大小。后者是一个严肃的问题。组织学中，为观察细胞等显微结构，我们常

常不得不对器官组织进行固定、脱水、包埋处理，并经切片和染色处理后在显微镜下观

察。这一系列处理常常伴有组织皱缩（tissue shrinkage）[1-7]。例如，根据笔者等的研究，

1～70天龄大鼠睾丸组织块经固定、脱水及环氧树脂包埋切片后体积减少总共约 24%～
12%[1]，成年猴睾丸组织块经甲基丙烯酸树脂包埋切片后体积变化不大[2]，成年大鼠松

果体经石蜡包埋切片后体积减少高达 67%[4]。与甲基丙烯酸树脂包埋切片相比，石蜡包

埋切片上所见成年大鼠肾脏内肾小管直径小 18.5%，肾小管细胞核直径小 13.8%[3]；成

年兔睾丸内生精小管直径小 17.1%，球形精子细胞核直径小 10.8%[6]。与活体组织结构

相比，这些结构究竟皱缩了多少，人们不得而知。 
3、进一步讲，假如在切片上用体视学方法测得某种细胞在器官组织内的体积分数、
表面积密度、高度（或直径）密度分别为 Vv、Sv、Hv，那么器官组织内这种细胞的总

体积、总表面积、总高度分别为多少？ 
假设器官组织处理前的（真实的或新鲜状态的）体积为 Vb（下标 b 表示 before），
处理后的体积为 Va（下标 a 表示 after）——即假想把器官组织完全切成连续切片后，
由连续切片重建的器官组织的体积。 
（1）假设所测细胞及其周围组织结构的体积在组织处理过程中的变化是均匀一致
的，那么，将 Vv乘以新鲜（处理前）器官组织的体积 Vb即得新鲜（处理前）器官组织

内这种细胞的总体积 V： 
 V ≈ Vv

 × Vb                (1) 
［注：假设所测结构的形态变化是均匀的，是人们常常不得不做的假设，但实际上

是否均匀人们不得而知。例如，与甲基丙烯酸树脂包埋切片相比，石蜡包埋切片上测得

的成年大鼠肾脏内肾小管的体积分数（所占体积比例）小 6%～10%[3]，成年兔睾丸内生

精小管的体积分数小约 17%[6]。成年动物睾丸这个器官似乎很特别，其石蜡包埋切片上

生精小管周围有较大的并非任何组织结构的空隙（想必是人工假象）：甲基丙烯酸树脂

包埋的成年兔睾丸切片上这种空隙所占面积比例仅约 1%，而石蜡包埋切片上这种空隙
所占面积比例高达 22%[6]。］ 
（2）根据器官组织处理前、后的体积，我们可以定义器官组织体积的变化系数 Cv



川北医学院体视学网页（http://www.nsmc.edu.cn/forum/stereology）上的“体视学评论”文章（2009-11-6） 2

（coefficient of volume change）： 
 Cv = Va / Vb                                                                              (2) 
假设器官组织的均匀变化是像球体那样变大变小的（实际情况未必如此），那么，组

织处理过程中所测细胞表面积的变化系数 Cs（coefficient of surface change）和高度的变
化系数 Ch（coefficient of height change）分别为： 

 Cs = Cv
2/3                                                                                   (3) 

 Ch = Cv
1/3                                                                                 (4) 

将 Sv、Hv乘以处理后器官组织的体积 Va，即分别得器官组织处理后所测细胞的总

表面积和总高度。考虑到组织处理过程中的表面积和高度变化，新鲜（处理前）器官组

织内这种细胞的总表面积 S和总高度 H分别为： 
S ≈ Sv × Va / Cs = Sv × Vb × Cv

1/3           (5) 

H ≈ Hv × Va / Ch = Hv × Vb × Cv
2/3          (6) 

假设所测结构不是一般的细胞而是线形结构（直径相对很小而长度相对很长，例如

毛细血管、神经纤维），其在组织处理过程中的长度变化，与其假设会像球体直径那样

变化，也许不如假设其长度不变更合适，即假设组织处理过程中线形结构以直径变化为

主而长度变化很小。因此，把从切片上估计的长度密度 Lv 乘以器官组织处理后的体积

Va即可近似估计新鲜（处理前）器官组织内所测线形结构的总长度 L： 
 L ≈ Lv

 × Va                 (7) 
4、再进一步讲，假如在切片上用体视学方法测得某种细胞在器官组织内的数密度
为 Nv，那么器官组织内的细胞总数为多少？ 
将 Nv乘以处理后器官组织的体积 Va即得器官组织内的细胞总数 N： 
 N = Nv

 × Va                (8) 
［注：组织皱缩或膨胀可影响细胞数密度但不影响细胞总数；数密度是在组织处理

后测量的，因此要乘以处理后体积以估计总数（比较公式 7）。］ 
器官组织的处理后体积不像处理前体积（可根据重量和密度估计[5]）那样容易估计，

一般要把器官或组织块完全切成连续切片后根据卡瓦列里原理[8]估计[1-2, 4]。为了避免因

组织皱缩或膨胀而带来的粒子数估计偏差，可采用一种不需考虑任何组织皱缩或膨胀的

无偏体视学方法：分合法[9]。例如，估计某器官内某种细胞核的总数，可如下采用光学

体视框[10]与分合法相结合的光学分合法（optical fractionator）[11]：先把器官完全切成组

织块（blocks），然后等距随机抽取 1/b（b 为正整数）个组织块；把所抽组织块完全切
成较厚的连续切片（sections），等距随机抽取 1/s（s为正整数）张切片；在所抽切片上
等距随机抽选 1/f（f 未必是正整数）面积的测试视野（fields）；用油镜在所抽视野上测
量 1/d（d 未必是正整数）厚度或景深（depth）的切片，即在厚切片内连续观察光学切
片，用光学体视框计数一定光学切片厚度内所测细胞核的数量。假如这样计数的细胞核

总数为 n，那么该器官内细胞核总数的无偏估计为：bsfdn。这种方法的实施需要专门的
体视学图像分析系统，以便能 在切片上等距随机抽选测试视野， 测量切片上所抽视

野所占的面积比例（以估计 f）， 测量并显示切片（包括切片内所测光学切片）的精确
厚度（以实现光学体视框技术并估计 d）。 
总而言之，显微形态结构的定性研究中，组织处理或显微观察过程可能导致人工假

象，因此显微镜下所见未必总是真实。显微形态结构的定量研究中，由于组织处理过程

中的形态变化（组织皱缩或膨胀）以及抽样（包括组织块、切片、视野及测试抽样）的

局限性，显微镜下所见或所得测量结果，只能是接近真实，未必绝对真实。实践中，我

们可以采用较好的组织处理方法（例如树脂包埋切片）以及较好的形态定量研究方法（例

如无偏体视学方法），以使显微镜下所见或所测更加逼近真实。 
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----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
附注： 
该文的原文于 2009年 2月 29日上传至川北医学院体视学网页——川北医学院体视
学网页（http://www.nsmc.edu.cn/forum/stereology）上的“体视学评论”文章（2009-2-29）。
本文在原文基础上作了修改，主要是修改了第 3部分——作者原来对 S、L估计的陈述
有严重错误，本文特此更正。如因此而误导了读者的研究工作，作者深表歉意。该文

2009-2-29版本第 3部分的原文如下： 
3、进一步讲，假如在切片上用体视学方法测得某种细胞在器官组织内的体积分数、
表面积密度、高度密度分别为 Vv、Sv、Hv，那么器官组织内这种细胞的总体积、总表

面积、总高度分别为多少？ 
将 Vv、Sv、Hv分别乘以新鲜（处理前）器官组织的体积 V 即得。这里有一个不得
不做的假设，那就是假设所测细胞（与其周围组织结构相比）在组织处理过程中的形态

变化是均匀的。但实际上是否均匀，人们不得而知。例如，与甲基丙烯酸树脂包埋切片

相比，石蜡包埋切片上测得的成年大鼠肾脏内肾小管的体积分数（所占体积比例）小

6%～10%[3]，成年兔睾丸内生精小管的体积分数小约 17%[6]。成年动物睾丸这个器官似

乎很特别，其石蜡包埋切片上生精小管周围有较大的并非任何组织结构的空隙（想必是

人工假象）：甲基丙烯酸树脂包埋的成年兔睾丸切片上这种空隙所占面积比例仅约 1%，
而石蜡包埋切片上这种空隙所占面积比例高达 22%[6]。 


