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 (Stereology)استریولوژي  -1

می  مشتق "(Geometric object)شئ هندسی "از کلمه یونانی براي یک  (Stereo)استریو 

شود، زیرا آنها صداها یا اشیائی را در فضا دوباره سازي می کنند. استریولوژي که شاخه اي از ریاضی 

اشیاء (از ماهی گرفته تا  کاربردي است (یک روش نادر علمی کاربردي)، تلاش می کند که خواص

سلول عصبی) در فضا را دوباره سازي یا برآورد کند. روش هاي استریولوژیکی در برش بافت یا عضو 

می دهد تا خواص هندسی اشیاء درون برش ها برآورد شود. خواص اشیاء شامل حجم     این امکان را 

Volume     (سه بعد)، سطحSurface  (دوبعد)، طولLength بعد) ، تعداد  (یکNumber 

و همچنین شکل و موقعیت فضایی آن می باشند. هر یک از این خواص را می توان توسط (بدون بعد) 

روش هاي استریولوژیکی برآورد کرد. بعلاوه، این علم ارزیابی تغییرات مورفولوژیک در پاتولوژي را نیز 

و اندازه گیري  (Sampling)مرحله نمونه گیري  به دو وش ها معمولاًرمی سازد. این      ممکن 

(Measuring)  نیاز دارند که بخش دوم در عمل ساده تر می باشد(Gundersen and 

Pakkenberg 1997; Royet 1991; Slomianka 2004).  

استریولوژي این امکان را فراهم می سازد که از تصاویر دوبعدي یا برش هاي دوبعدي اطلاعات سه 

                   ت آورد. به همین دلیل اصول استریولوژي آمارهاي احتمالات و هندسی را درنظر بعدي بدس

 .Artacho-Perula and Roldan-Villalobos 1994; Gundersen et al)می گیرد

1988b; Howard and Reed 1998; Mouton 2002; Rajapkse 2000; Slomianka 

می باشند. با این    (Relative)اي استریولوژیکی اغلب نسبی . باید توجه شود که برآورده(2004

می باشند همیشه  (Unbiased)وجود، برآوردهاي براساس روش هاي استریولوژیکی که بدون تورش 

ساختمان ها در برش هاي بافتی ارجح می باشند و با  (Density)براي برآوردهاي مطلق یا تراکمی 

 ،و کارآیی بالا روش هاي استریولوژي    ح بالا، عاري از فرض توجه به بدون تورش بودن، دقت سط

 Mayhew and)دیگر هیچ عذري براي استفاده روش هاي با تورش قبلی  پذیرفته نمی شود

Gundersen 1996; Mouton 2002; Saper 1996).  
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را روشی کمی دوبعدي درنظر می گیرند که از یک  (Morphometry)بیشتر محققین مورفومتري 

). درمقابل، در استریولوژي از اندازه گیر استفاده μmاستفاده می کنند (مثل  (Caliper)اندازه گیر 

نمی شود ودرنتیجه برآورد مستقیم  انجام نمی دهد، اما از یک سیستم تست مثل نقاط تست یا 

یک چارچوب مشخص (یا ناحیه تست) استفاده می شود. مورفومتري طول،  بر رويخطوط تست 

را برآورد می کند. جالبترین دانسیته  (Density)، ناحیه را تعیین می کند. استریولوژي تراکم محیط

، دانسیته V(L(، دانسیته طول V)V(دانسیته حجمی تراکم یا می باشند که شامل   ها در حجم 

. de-(Mandarim-(Lacerda 2003می باشند N)V(و دانسیته عددي           S)V(سطح 

و    (Estimation)واقعی یک کمیت بطور طبیعی در تحقیق نیاز نیست. یک برآورد  محاسبه مقدار

  .(Gundersen and Pakkenberg 1997)انحراف معیار می تواند نتایج را مقایسه کند

برآوردکننده هاي استریولوژیکی این امکان را فراهم می کند که میلیونها و حتی تریلیونها شئ را با 

عدد شئ برآورد کنند. در استریولوژي نیازي به افزایش نمونه نمی باشد  200ز شمارش تنها کمتر ا

(Do more less well) (Mouton 2002) .  

 )1 د از:که عبارتن دارندبسیارزیادي مطالعات استریولوژیکی نسبت به مطالعات کیفی مزایاي علمی 

ل تولید مجدد و آسانتر در )، درنتیجه قابsubjectiveمی باشند (نه  (Numerical)نتایج عددي 

مقایسه بین گروههاي مختلف (سنین، گونه ها،  )2هر زمانی توسط آزمایشگاههاي متفاوت می باشند 

 براي تست روش ها مخصوصاًاین  ،و غیره) بسیار آسانتر است، بنابراین manipulationاعمال دارو، 

ات کمی در عمل با استراتژي نمونه کار خسته کننده همراه با مطالع )3موقعیتها مفید می باشند 

اساس تئوري اثبات شده استریولوژي روش  )4گیري و با کمک کامپیوتر در استریولوژي کم می شود 

به وسایل گران  )6     نیازي به تربیت طولانی مدت محقق وجود ندارد )5می کند   را قابل پذیرش 

) کارآ 8می باشند.  (Unbiased)بدون تورش  روش ها) این 7 دنمی باش     نیازي قیمت 

(Efficient)  به هیچ فرضی در مورد شکل، اندازه وموقعیت فضایی شئ  در موقع 9   می باشند (

 Coggeshall) و بعد از برآورد اندازه پارامتر به تصحیح نیازي ندارد   محاسبه پارامترها نیازي ندارد 
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and Lekan 1996; Howard and Reed 1998; Mandarim-de-Lacerda 2003; 

Regeur and Pakkenberg 1989).  

  

        مطالعات استریولوژیکی درمقالات بسیار زیاد می باشند. این مقالات در نواحی علوم اعصاب، رشد 

عه از چهار مجله .  یک مطال(Mandarim-de-Lacerda 2003)و تکامل و پاتولوژي فراوانترند 

که برشهاي بافت شناسی بکار برده اند اطلاعات  %30مقالات و  همه %18داده که  علوم اعصاب نشان

سی رعددي که نشان دهنده تعداد سلول یا سیناپس می باشند را گزارش کرده اند. اگر تمام مجلات بر

هم بیشتر می شود  دمترها بررسی شود از این درصاو روش هاي دیگر برآورد پار    شود 

(Coggeshall and Lekan 1996) .  

  

 (Sampling)نمونه گیري  1-2-1

از مشخصات بافتها و اعضاء این است که آنها تعداد زیادي ذرات یا اشیاء دارند که اندازه گیري یا 

در بررسی هاي علمی نمی توان تمام دستگاه،  شمارش همه آنها وقت گیر یا غیر ممکن می باشد.

 اًنه اي از آن کافی می باشد. این مخصوصعضو یا ساختمان را بررسی و مطالعه کرد و تنها مطالعه نمو

وسط تکنون براي مطالعات میکروسکوپی بسیار صادق می باشد. براي مثال، اگر تمام موادي که تا

    در جهان بررسی  (Transmission electron microscopy)میکروسکوپ الکترونی انتقالی 

نتیجه گیري هاي   شد درحالیکه شده اند جمع آوري شود، کمتر از یک سانتی متر مکعب می با

  .(Howard and Reed 1998)زیادي از این مطالعات عنوان شده است 

شود، چون اشیاء  (Bias)تکنیک هاي نمونه گیري غیر استریولوژیک ممکن است منجر به تورش 

بزرگ مثل اجسام نورونی ممکن است به چند قسمت در برش ها تقسیم شود و در هر برش به عنوان 

بدون تورش  شده . استریولوژي روش پذیرفته(Tramontin et al. 1998)شئ شمارش شود یک 
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جمع آوري اطلاعات در مورد تعداد، طول، ناحیه سطح و حجم نمونه می باشد. این روش     براي 

  می باشد چون هیچ فرضی در مورد ساختمان مورد مطالعه صورت نمی گیرد.        بدون تورش 

لین مرحله بیشــتر مطالعات با روش هاي اســتریولوژیکی می باشــد. نمونه گیري یعنی  تولید نمونه او

ست        ضو بطوري که نتایج بد ساختمان یا ع سمت هاي کوچکی از کل یا تمامیت یک  اینکه گرفتن ق

ست خطاهاي نمونه گیري         ست که ممکن ا شد. در این مرحله ا ضو معتبر با آمده از نمونه براي کل ع

سازد. براي اینکه نمونه نمای  و برآ     رخ دهد  ستریولوژیکی دقیق را غیرممکن می  ی از  ده کاملنورد ا

ساختمان با           شت و مرز  ساختمان یا جمعیت دسترسی دا شد، باید به تمام  ساختمان مورد مطالعه با

شانس              ساختمان به یک اندازه  سمت هاي  شد. همچنین تمام ق شخص با ساختمان هاي مجاور م

شد.    شته با ضمین      انتخاب دا صادفی ت شد. نمونه گیري ت صادفی با براي این منظور باید نمونه گیري ت

صادفی باید     شد. نمونه گیري ت س می کند که نمونه گیري از نظر تئوري بدون تورش با طوح  در تمام 

 میدانهاي، بلوکها، برش ها، فرد یا حیواننمونه گیري در اسـتریولوژي انجام شـود که شـامل انتخاب    

ــندگیري ها دید و اندازه  ــادفی به دو صــورت . می باش ــادفی  نمونه گیري تص ــاده و تص تصــادفی س

ــد   ــتماتیک یکنواخت می باش ــیس  Gundersen 1986; Mouton 2002; Slomianka) س

2004).  

ساده    صادفی  ستقل    (Simple random sampling) درنمونه گیري ت صادفی م  یا نمونه گیري ت

(Independent random sampling) ــعیت هر ــتقلی وض        جز یا ذره در نمونه یک انتخاب مس

می باشد. دراین نوع نمونه گیري یک جا در نمونه بطور تصادفی انتخاب می شود. انتخاب دوم بدون    

صادفی انتخاب می گردد. این کار ادامه می یابد تا تعداد نمونه کافی     توجه به انتخاب اول به صورت ت

اگر چندبار نمونه گیري در همان برش ها و بافت ها تکرار شود،   بدست آید. در این نوع نمونه گیري،  

شند، اما میانگین برآوردها    این احتمال وجود دارد که برآوردهاي جداگانه خیلی متفاوت از یکدیگر با

ساختمان نزدیک می باشد (شکل     ). اگرچه این نوع نمونه گیري از نظرتئوري  A1-1به اندازه واقعی 

ــد و   ــد. بعلاوه گاهی چارچوب هاي مورد          بدون تورش می باشـ لی دقت بالایی ندارد و کارآ نمی باشـ
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استفاده ممکن است همپوشانی داشته باشند و همچنین ممکن است ناحیه خاصی از ساختمان بیش  

باید تعداد نمونه ها را افزایش داد که باعث               ــود. البته براي افزایش دقت  از نواحی دیگر انتخاب شـ

     (Mayhew 1991; Royet 1991; Slomianka 2004) صرف وقت زیاد می شود

خت         یک یکنوا مات ــت ــیسـ نه گیري تصــــادفی سـ  Uniform random systematic)در نمو

sampling)       صادفی در اولین فاصله یا (نمونه گیري با یک اولویت از پیش تعیین شده با وضعیت ت

صادفی، نمونه ها در فوا   شروع بطور ت سیستماتیک یکنواخت)      دوره) بعد از انتخاب نقطه  صل منظم (

شانس مساوي            ساختمان  صادفی به معنی این است که همه نواحی  شروع ت شوند. نقطه  انتخاب می 

کل          ــ باشـــد (شـ بدون تورش می  ند و  نه گیري دار نه گیري براي  B1-1براي نمو ). این نوع نمو

نمونه گیري ضریب   و تقسیمات آن مناسب می باشد. این نوع      مغز  ساختمانهاي نامنظم، مخصوصاً   

خطاي کمتري از نمونه گیري تصادفی مستقل می دهد و بنابراین کارآتر و دقیقترو اجراي آن آسانتر 

شئ برخورد می کنند،            ستماتیک که با  سی صادفی  شده که چهل نقطه ت شخص  شد. م بار  25می با

مورد   100-200رش می باشد. در بسیاري از موارد شما      کارآتر از همان تعداد نقاط تصادفی ساده   

مورد در هر گروه نیاز  5در حیوان بیشــتر نیاز نمی باشــد. به دلایل آماري تعداد حیوان نیز حداقل  

 Gadeberg et al. 1999; Gundersen and Jensen 1987; Mattefeldt) می باشـــد

1989; Mayhew 1991; Slomianka 2004) .  
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  نمونه گیري تصادفی سیستماتیک یکنواخت (B)نمونه گیري تصادفی ساده  (A)1-1شکل 

  تاریخچه استریولوژي و برآورد پارامترها 2-2-1

سال قبل  1000سال پیش در مصر، اولین بار پارامترهاي حجم، سطح و تعداد را بکار بردند.  6000

م لاز میلاد، مصریان با استفاده از همین قوانین هندسی اهرام مصر را ساختند. در حقیقت مصریها ع

با روش  (Euclid)قبل از میلاد، اقلیدس  275تا  330هندسه را اختراع و یونانی ها بکار بردند. در 

قبل از میلاد) نیز اندازه گیري  212تا  287تعیین حجم کمک زیادي به هندسه کرد. ارشمیدس (

 Mayhew)را ارائه کرد (Liquid displacement)حجم با استفاده از روش جابجایی مایع 

1991; Mouton 2002) .  

بنیان نظري ایجاد شده تا برآوردهاي بدون روش هاي با از قرن پانزدهم میلادي تا به حال تعدادي از 

 ,Number)هار پارامتر شامل تعداد چتورشی از چهار پارامتر اولیه استریولوژیکی را فراهم کنند. این 

N) حجم ،(Volume, V) ناحیه سطح ،(Surface area, S)  طول و(Length, L)  .می باشند

) نشان داد که 1598-1647ریاضیدان ایتالیایی(  Buonaventura Cavalieri، 1635 درسال

دون تئوري باز نظرحجم متوسط یک جمعیت از اشیاء با شکل غیرکلاسیک را می توان به یک روش 

مورفولوژیکی حجم تورش از مجموعه نواحی بریده شده از شئی بدست آورد. روش کاوالیري برآورد 

اء را از روي یک نمونه گیري تصادفی سیستماتیک از برشها از یک شئی یکلی هرگونه جمعیتی از اش

 George Lecrec Buffonمیلادي، متخصص علوم طبیعی،  1777را امکان پذیر می کند. در سال 

مالات به قوانین احتاو علاقه وافري   آکادمی سلطنتی علوم در پاریس با مسئله سوزن مطرح شد. عضو 

A
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 خطوط گرید بر رويداشت. مسئله سوزن او نشان داد که یک سوزن در موقع پرتاب بطور تصادفی 

با طول سوزن متناسب می باشد. این  ال  برخورد سوزن با گرید مستقیماًبرخورد می کنند که احتم

ا رل غیر کلاسیک نظریه سوزن اساس تئوري براي برآورد طول کل و ناحیه سطح کل اشیاء با شک

  )1-2(شکل  فراهم کرد

  

      براساس فاصله خط (در یک سیستم تست)  (b)مسئله سوزن بوفون و تعیین محیط  1–2شکل 

  .(Mandarim-de-Lacerada 2003) (I) و تعداد تقاطع مرز ساختمان با خطوط

  

که ناحیه نشان داد  Auguste Delesse، مهندس معدن و زمین شناس فرانسوي 1847در سال 

یک برش تصادفی از جمعیتی از اشیاء متناسب با اندازه مورد انتظار  (Profile area)سطح مقطع 

حجم اشیاء می باشد. اصل او اساسی براي برآورد حجم اشیاء با شکل غیر کلاسیک براساس نواحی 

ط اد توساولین روش شناخته شده که شمارش را بدون نیاز به تصحیح انجام دسطح مقطعشان بود. 

Carlton and Miller )1895توسط  دید که بعداً) براي شمارش گلومرول هاي کلیه ارائه گر

Sterio  به عنوان روش  1984در سالDisector .ریاضیدان سوئدي 1925در سال   معرفی شد ،

SD Wicksell  مسئله جسمک(Corpuscle problem)  را مطرح کرد تا توضیح دهد که چرا
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ح از تعداد اشیاء را نمی توان از شمارش آنها در سطح مقطع روي یک برش نازك برآوردهاي صحی

  .)1-3(شکل  بافت شناسی بدست آورد

  

  در موقع شمارش سطح مقطع اشیاء سه بعدي در برش ها تعداد شمارش شده               1–3شکل 

  (Mouton 2002)(سمت راست) با تعداد واقعی (سمت چپ) تفاوت دارد 

  

 Abercrombie براي شمارش اشیاء روشی را ارائه داد که از روش هاي قبلی دقیقتر  1946سال  رد

بود و تا مدتها به عنوان روش انتخابی شمارش استفاده می شد. در این روش اشیاء در سطح مقطع 

برشها شمارش می شد و سپس شمارش بدست آمده با یک فرمول تصحیح می شد. تعداد نهایی اشیاء 

حاسبه ضخامت برش و میانگین قطر ذرات مورد شمارش در طول محور عمود بر سطح برش بعد از م

  از فرمول زیر محاسبه می گردید:

hT

T
NN proffin


  

و   مت برش ضخا Tتعداد اشیاء شمارش شده در سطح مقطع ها، profNتعداد نهایی اشیاء، finNکه

h .1984در سال  میانگین قطر ذرات مورد شمارش بود ،DC Sterio  اصل دایسکتور(Disector 

principle)اولین روش بدون تورش براي برآورد تعداد واقعی اشیاء در حجم مشخصی از بافت ،، 
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یک استریولوژیست  DC Sterioرا منتشر کرد.  ،vN ,(Numerical density(تراکم عددي 

اهري بین اسم او و استریولوژي وجود دارد. روش دایسکتور که در اول ظدانمارکی است که تشابه 

 چوب شمارشر، یک چا(”disector –pair“)طراحی شد به دو سطح مجازي ، یک جفت دایسکتور

(Frame) بدون تورش و قوانین بدون تورش شمارش HJG Gundersen  براي شمارش تعداد

موقعیت فضایی اشیاء مورد  و اندازه، شکلنیاز داشت. این روش به فرض در مورد  شیاء در واحد حجما

تکنیک هاي موجود براي شمارش براساس  Sterioقبل از معرفی دایسکتور توسط  داشت.ننظر نیاز 

 Andersen 1985; Gadeberg et al. 1999; Guilery)ابزارهاي دوبعدي، یعنی برش ها بود

2002; Kalisnik et al. 2001; Mary 2004; Mayhaw and Gundersen 1996).  

ارائه گردید. در این سال انجمن بین المللی استریولوژي  1961واژه استریولوژي اولین بار در سال 

و چند نفر دیگر در نزدیک فرایبورگ آلمان با هم ملاقات کردند و نام  Elias Haugبنیان نهاده شد. 

  . (Royet 1991)ابداع کردند  استریولوژي را

  

  ابزارهاي استریولوژي 3-2-1

شکلهاي هندسی می باشند که در مورد خواص هندسی اشیائی که در میکروسکوپ  (Probes)ابزارها 

مشاهده می شوند اطلاعاتی بدست می آوردند. این ابزارها در حقیقت سیستم هاي تست می باشند 

با یک بعد،  (Lines)بدون بعد، خطوط  (Points)شامل نقاط  که بدون بعد تا سه بعد می باشند که

با سه بعد می باشند. براي برآورد پارامترها،  (Volumes)با دو بعد و حجم ها  (Planes)سطوح 

این ابزارهاي تست به درون شئ مورد نظر پرتاب می شوند. براي برآورد پارامتر خاص از ابزار خاص 

فاده می شود. باید توجه کرد که مجموع ابعاد شئ و ابعاد ابزار باید استریولوژي براساس نیاز  است

 (Volume). ابزار نقاط (بدون بعد) براي اندازه گیري حجم )1-1(جدول  حداقل سه (ابعاد فضا) باشد

(دوبعدي)، نواحی یا  (Surface)(سه بعدي)، خطوط (یک بعدي) براي اندازه گیري ناحیه سطح 

(یک بعدي) و حجم ها (سه بعدي) براي اندازه  (Length)ندازه گیري طول سطوح (دوبعدي) براي ا
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(بدون بعد) بکار برده می شوند. همه روش هاي استریولوژي نیاز به درجاتی  (Number)گیري تعداد 

از تصادفی بودن برخورد ابزارهاي استریولوژي و شئ دارد.  این تصادفی بودن یا باید براي ابزار یا شئ 

(براي همه  (Position)باشد. ولی تصادفی بودن یکی کافی می باشد. باید در مورد وضعیت یا هردو 

(براي خطوط و سطوح) باشد. تصادفی کامل به عنوان  (Orientation)ابزارها) و موقعیت فضایی 

 ;Cruz-Orive 1987; Glaser and Glaser 2000)شناخته می شود  (Isotropy)ایزوتروپی 

Guillary and Herrup 1997; Gundersen and Pakkenberg 1997; Slomianka 

2004) .  

  . چهار ابزار استریولوژي و مشخصه هاي هندسی (پارامتر) که آنها در اشیاء سه بعدي برآورد می کنند1-1جدول 

  مشخصه هاي هندسی (پارامتر) برآوردشونده شئ (Probe)ابزار استریولوژیکی 

  تعداد بعد  اندازه گیري  نام   د بعدتعدا  اندازه گیري  نام ابزار

  3  حجم   حجم  0  تعداد  (Point)نقطه

  2 (Area)ناحیه (Surface)سطح  1 (Length)طول (Line)خط

  1  طول (Curve)منحنی  2  ناحیه (Plane)سطح

 دایسکتور

(Disector) 

  0  تعداد (Cardinality)تعداد  3  حجم

  

) برآوردکننده هاي 1به دو طبقه تقسیم می کنند اصول استریولوژي را از نظر برآوردکننده ها نیز 

که براساس نمونه گیري یکنواخت در فضاي  (Classical global estimators)کلاسیک جهانی 

        Cavalieriو احتمال برخورد ثابت می باشند (مثل برآوردکننده  (Reference space)مرجع 

که براساس نمونه گیري  (Local estimators)) برآوردکننده هاي موضعی 2و گرید فضایی) 

ول سلي منفرد و نمونه گیري غیر یکنواخت با احتمال نمونه گیري مشخص در سلول هایکنواخت 

) Surface rotatorو  Nucleatorي نمونه گیري شده می باشد (مثل برآوردکننده هاي ها

(Tandrup et al. 1997).  

  

  ي استریولوژيروش هاانواع  4-2-1
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 Assumption-dependent) استریولوژي برپایه فرض یا مدل 1ژي بردونوع می باشد: استریولو

or Model based stereology) 2 استریولوژي برپایه طراحی یا عاري از فرض ((Designed-

based or Assumption-free stereology).  

و ابزارها ثابت می در استریولوژي برپایه فرض که روش قدیمی می باشد، مدل ساختمان تصادفی 

ي روش ها). دقت Abercrombieبه تصحیح نیاز دارند (مثل روش  باشند. این روش ها معمولاً

براساس فرض به دقت فرضیه درمورد اندازه، شکل و موقعیت بستگی دارد. این روش ها بدون تورش 

  نمی باشند. 

. بطوري که نمونه ها (یعنی طراحی نمونه گیري تکیه دارد بر رويدر استریولوژي برپایه طراحی 

برشها) با احتمال تصادفی یکنواخت و موقعیت فضایی ایزوتروپیک گرفته می شوند. در استریولوژي 

        برپایه طراحی، ابزارها یا پروتوکلها مستقل از شکل، اندازه، موقعیت فضایی و توزیع اشیاء مورد مطالعه 

اجزاء سلولی یا ذرات خاص دیگر را که کوچک، بزرگ،  یا سلول هامی باشد. ذرات مورد نظر مانند 

نازك، گرد، توده و حتی پراکنده باشند را می توان با استریولوژي برپایه طراحی اندازه گرفت. در این 

کاربر وجود دارد. انتخاب هاي فردي حذف می شود. اصل زیربناي  بر رويروش کنترل کاملی 

تصادفی سیستماتیک می باشد. محقق ابزاري متناسب با  استریولوژي برپایه طراحی نمونه گیري

 اندازه گیري انتخاب می کند. تنها تصمیم براي کاربر این است که آیا ساختمان در   کمیت مورد 

میکروسکوپ می باشد و یا نقاط، خطوط و غیره با ساختمان برخورد  (Focus)فوکوس  تمرکز یا

استریولوژیکی همه اطلاعات تحت کنترل مستقیم کاربر می  يدارند یا خیر. در موقع اجراي آنالیزها

 مستقیماً یا مانیتور کامپیوتر از طریق یک دوربین ویدئویی بر رويباشد. بررسی نمونه هاي بافتی 

 انجام می شود. روش مستقیم درجات (Eyepieces)ازطریق عدسی هاي چشمی میکروسکوپ 

رنگی در مقایسه با دوربین ویدئویی فراهم می  نوري و صحت (Resolution)بالاتري از تفکیک 

 Glaser and Glaser 2000; Guillary and Herrup 1997; Hatton and Von)کند
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Bartheld 1999; Lowry et al. 2001; Mayhew and Gundersen 1996; West 

1999a) .  

حجم، سطح، ی باشند (بیشتر پارامترهاي استریولوژي که به صورت میانگین یا کمیتهاي کلی مرتبط م

    شناخته  (First-order stereology)به عنوان خواص یا استریولوژي ردیف اول  ،تعداد و طول)

 ردیف به موازات استریولوژي (Second-order stereology)می شوند. استریولوژي ردیف دوم 

. مرتبط می باشنداول توسعه یافته اند که با توصیف هاي آماري توزیع فضایی جنبه هاي هندسی 

می  متفاوت دو سیستم دانسیته سطحی مشابهی دارند اما از نظر ترتیب فضایی سطح کاملاً مثلاً

باشند. استریولوژي ردیف دوم براي مطالعات هیستوپاتولوژي مواد بیوپسی مفید می باشند 

(Howard and Reed 1998a; Royet 1991) .  

  

  روش هاي برآورد حجم 5-2-1

 (Fluid displacement))روش قدیمی جابجایی مایع 1ازه گیري حجم عبارتند از: روش هاي اند

یم، ق)روش بسیار مست3 (Specific gravity))با دانستن وزن و سنگینی اختصاصی 2ارشمیدس 

با هیچ کدام از دو روش اول نمی توان حجم  .آسان و بدون تورش استریولوژیکی (اصل کاوالیري)

 Howard and)بخشی از بافت را برآورد کرد (مثل حجم مخچه در مغز) بافتهاي زنده یا حجم 

Reed 1998a; Mandarim-de-Lacerda 2003; Mayhw 1991).  

  

 (Cavalieri method)روش کاوالیري  1-5-2-1

از   (d)و با فاصــله ثابت  (t)در این روش یک ســري کامل از برش هاي موازي با ضــخامت مشــخص 

  تصــادفی یکنواخت dوش کاوالیري اولین برش باید در فاصــله صــفر و شــئ تهیه می شــود. براي ر

شکل     شود ( شود که بدون تورش بودن  )1-4انتخاب  ضمین   (Unbiasedness). این باعث می  ت

  (Error variance)شــود. البته جهت برش تورش را تحت تأثیر قرار نمی دهد اما واریانس خطاي 
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نیست که نواحی برش با دقت بالا اندازه گیري شود. همچنین    آن را تغییر می دهد.  درمقابل، نیازي 

اگر فاصله برشها مساوي نباشد، برآورد حجم بدون تورش می باشد. ولی باید متوسط ضخامت برشها         

  . (Gundersen and Jensen 1987; Royet 1991)مشخص باشد

  

بریده         (t)یکنواخت  اصل کاوالیري و برآورد حجم عضو. عضو بطور متوالی با ضخامت 1-4شکل 

(مثلاً با روش شمارش  A)i(براي تعیین ناحیه (T=5t)برش یک برش  5می شود. براي مثال از هر 

، محاسبه     dنقطه اي: در یک سیستم تست چهارگوش ناحیه نقطه به عنوان مربع فاصله بین نقاط، 

  .(Mandarim-de-Lacerada 2003)می شود) 

عملی این نواحی با دقت مناسب با استفاده از یک گرید نقطه اي تصادفی با  همه موارد اًدر تقریب

 Point countingبرآورد می گردد (روش شمارش نقطه اي  (a/p)ناحیه همراه معین نقطه 

method براي برآورد حجم براساس اصل کاوالیري و روش شمارش نقطه اي یک گرید نقطه اي .(

برش قرار داده می شود و  بر رويصله معین و مساوي بطور تصادفی (ابزار یا سیتم نقطه اي) با فا

. براي شمارش )1-5(شکل  تعداد نقاطی که با ناحیه سطح برش برخورد می کنند شمارش می شوند

. براي بدست آوردن حجم براساس )1-5(شکل  را در نظر می گیرند + و بالاي   نقطه سمت راست 

  اي از فرمول زیر استفاده می شود:اصل کاوالیري و روش شمارش نقطه 

  dpaPV )(  
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حجم (حجم مرجع)،  Vکه درآن  P  ،مجموع نقاطی که با سطح برش برخورد می کنند)( pa 

 Gundersen and)برشها می باشند فاصله بین dناحیه همراه هر نقطه در سطح بافت و 

Pakkenberg 1997; Harasty et al. 1999; Howard and Reed 1998a; Ingham 

et al. 1998; Leranth et al. 2000; Wadhwa 2003) .  

  

) داراي نقطه بدون بعد +براي برآورد ناحیه با اســتفاده از یک گریدي از علامت مثبت ( 1-5شــکل 

ستفا  ده می شود. در این مورد گوشه سمت راست نقطه مثبت به عنوان نقطه مورد       همراه با علامت ا

شان می دهد. هر دو               شمارش را ن ست قانون  سمت را سمت چپ). در  شود ( شناخته می  شمارش 

شده (    شخص  ستند. مثبت ( iiو  iمثبتی که در اینجا م ) چون  i) بطور کامل درون یا بیرون بافت نی

)  iiاشد در شمارش گنجانده می شود ولی چون نقطه همراه مثبت (نقطه همراه اش درون بافت می ب

  . (Howard and Reed 1998a) درون بافت      نمی باشد، شمارش نمی شود 

  

 10-15نقطه در  100-200مشخص شده که هر شئ با هر شکل سه بعدي پیچیده تنها به شمارش 

باشد.  %5-10بین  (Coefficient of error, CE)تا برآورد ضریب خطا  داردبرش از کل شئ نیاز 

بیضی این تعداد نقاط و برش حتی کمتر می شود. روش کاوالیري از  اًبراي اشیاء بیضی شکل یا تقریب

 %5برش سیستماتیک ضریب خطا کمتر از  7تا  5انتظار می رود دقیقتر است. حتی با  آنچه معمولاً
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 سابرآوردکننده کاوالیري را می توان براس. در عمل آیدمی بدست براي اشیائی با اشکال مختلف 

اشیاء با اندازه متغیر از یک سلول منفرد، اعضاء کوچک مثل کلیه هاي جنین تا اعضاي بزرگی مثل 

 ن و آسانتری و حتی کل بدن انسان بالغ بکار برد. برآوردکننده کاوالیري شاید مستقیم  مغز انسان 

 .Blomer et al. 1998; Harasty et al)شد ترین روش برآورد حجم برپایه طراحی می با

1999; Howard and Reed 1998a; Michel and Cruz-Orive 1988; Pakkenberg 

and Gundersen 1988; Rodrigues et al. 2003; Simic et al. 1997) .  

، برش ها باید نازك باشد. ضخامت برش Overprojectionبراي جلوگیري از اشتباه در شمارش و 

 Slomianka)باشد. براي برآورد حجم وضعیت نقاط در فضا مهم نمی باشد می اساس اندازه شئ بر

2004) .  

اصل کاوالیري و روش شمارش نقطه اي براي برآورد حجم نسبت به سایر روش ها مزایاي بسیار زیادي 

  دارد که چند مورد آن عبارتند از: 

رش نیز ندارد. روش آنقدر کارآ می باشد که حتی ) کارآیی آن بالاست و بدون توجه به شکل عضو تو1

نقطه شمارش شود می تواند برآوردي نزدیک به روش برآورد  40تا  20آنها  بر رويبرش که  4تا  3

 دقیقه می توان حجم کل قشر مغز را برآورد کرد  15جابجایی مایع صورت دهد. همچنین در کمتر از 

  وجود نداردقب پرشدن حفره هاي توخالی عضوي مثل ریه ) مثل روش جابجایی مایع نیازي به  مرا2

) کاوالیري تنها روش انتخابی براي برآورد حجم اعضاء یا قسمتی از اعضاء می باشد که درون بافتهاي 3

دیگر می باشند (مثل برآورد حجم هسته هاي قاعده اي درون مغز). بطور کلی این روش مستقل از 

) برآوردهاي براساس 5الیري براحتی و بآسانی بدست می آیند ) برشهاي کاو4شکل شئ می باشد 

اشند ترین برآورد می ب اصل کاوالیري نزدیکترین برآورد به مقدار واقعی و بدون تورش ترین و صحیح

 Computer) اصل کاوالیري قابل کاربرد براي روش هاي غیرتخریبی برشهاي رادیولوژیکی مانند6

tomography scan (CT Scan) و Magnetic resonance imaging (MRI) می باشد

(Allin et al. 2001; Brown et al. 2002; Espejo et al. 2001; Gonzalez-Lima et 

al. 2001;Gould et al. 1998; Hartman et al. 2002; Keene et al. 2002; Najafian 
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et al. 2002; Raballo et al. 2000; Riihioja et al. 1999; Tandrup et al. 1997; 

Yan et al. 2003).  

روش شمارش نقطه اي اندازه گیري حجم بر استفاده از آنالیز اتوماتیک تصویر ترجیح داده می شود. 

 Braendgaard)چون دقیق بوده و به آسانی انجام می شود و نیاز فراوانی براي پردازش بافت ندارد 

et al. 1990; Regeur and Pakkenberg 1989) .  

  

 (Reference volume)حجم مرجع  2-5-2-1

فضاي مرجع یا حجم رفرنس به منطقه آناتومیکی اشاره می کند که اشیاء بیولوژیکی مورد نظر درون 

      ي قشر مخ می باشد، قشرمخ فضاي رفرنس نورون هااگر قصد شمارش  قرار گرفته اند. مثلاً بافت

ي فضاي رفرنس می باشد. در مطالعات بیولوژیکی، می باشد. واحد اساسی نمونه گیري در استریولوژ

فضاي رفرنس یک بافت از نظر آناتومیکی مشخص می باشد که یک عمل فیزیولوژیکی مهمی را کنترل 

ات می گردد.  مشخص  می کند. مرزهاي فضاي رفرنس توسط خصوصیات بافت مورد نظر محقق تعیین 

  فضاي رفرنس از نظر تئوري عبارتند از:

) فضاي رفرنس باید داراي بافت مورد 2فرنس باید به وضوح مشخص و تعریف شده باشد )فضاي ر1

فضاي رفرنس باید در دسترس باشد. البته این بدان معنی نیست که تمام فضاي  %100) 3نظر باشد 

رفرنس باید بررسی گردد، بلکه باید همه قسمتها در دسترس باشد تا به برآورد پارامتر کمک کند و 

  .(Mouton 2002)متها شانس انتخاب یکنواخت داشته باشند همه قس

ي مورد استفاده در استریولوژي برآوردهایی از مقدار یک جنبه در واحد حجم رفرنس روش ها بیشتر 

(Reference volume)  یعنی تراکم یا دانسیته(Density)  را می سنجند که شامل تراکم حجمی

(Volume density, Vv) اده مورد علاقه در حجم رفرنس، تراکم سطحی یا نسبت حجم م

(Surface density, Sv)  یا ناحیه سطح(Interface)  در واحد حجم رفرنس، تراکم طول

(Length density, Lv)  یا طول جنبه خطی در واحد حجم رفرنس و تراکم عددي(Numerical 
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density, Nv) ند. باید توجه داشت که همه یا تعداد اشیاء ناپیوسته در واحد حجم رفرنس می باش

می باشند و تنها هنگامی قابل تفسیر می  (Ratio quantities)هاي نسبی  این تراکم ها کمیت

 Braendgaard)باشند که با برآورد حجم رفرنس ترکیب شوند تا برآوردي از کمیت کل بدست آید

and Gundersen 1986; Gundersen et al. 1988b; Hunziker and Cruz-Orive 

1986) .  

قطعی می باشد و  اًمطلق (Reference space)در سیستم هاي بیولوژیکی تعریف فضاي رفرنس 

باید به موجود مرتبط باشد. در بیولوژي کمیتهاي کلی باید گزارش شود. اگر نتایج به عنوان کمیت 

درطی  Zه اگر موشهاي درمان شده با ماد درك می شود. مثلاً عامه مردمکلی گزارش شود، توسط 

میلیون سلول عصبی در نئوکورتکس مغزشان دارند درحالیکه موشهاي درمان  12تکامل جنینی شان 

اثر منفی معنی داري دارد. توجه شود  Zسانی مشاهده می شود که ماده ه آب دمیلیون دارن 24نشده 

تعداد  دي یعنیکه آنچه در این مثال گزارش شده، کمیت کلی می باشد. اگر نتایج به صورت تراکم عد

گزارش شده بود، آنگاه سطح بالاتري از دانش تخصصی مورد نیاز است تا  3mmسلول عصبی در 

اطلاعات ناقص بوده و می توان چندین تفسیر انجام داد. فرض کنید  ،اطلاعات را تفسیر کند. بعلاوه

هاي درمان شده که دو گروه موش ذکر شده تراکم عددي برابري داشته باشند اما حجم قشر در موش

کاهش  %50ي عصبی به تنهایی، حقیقتی که سلول هانصف گروه کنترل بود. از مشاهده تراکم عددي 

در تعداد کل سلول عصبی در گروه درمان شده وجود دارد بدست نمی آید. این براي تمام همه برآورد 

 نس است که طبیعتکننده هاي استریولوژیکی تراکم ها صدق می کند. با دانستن اندازه حجم رفر

درك کرد. این پدیده را دام رفرنس  هر واریاسیون (یا کاهش واریاسیون) را می توان کاملاً

(Reference trap)                  می نامند(Braendgaard and Gundersen 1986) .  

  

  روش برآورد تراکم عددي و تعداد کل اشیاء  6-2-1
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تعداد ذرات که بدون . (Mouton 2002)ژیست ها تعداد می باشد رایجترین پارامتر مورد علاقه بیولو

بعد می باشد، ساده ترین همه پارامترهاي استریولوژیکی می باشد، اما به علت بعضی دلایل برآورد 

 رد Wicksellترین مسئله استریولوژي بوده است و فکر اکثر استریولوژیست ها از  تعداد مشکل

حجم ها برعکس  با برآورد تعداد .(Gundersen 1986)ده است به این طرف را مشغول کر 1923

برآورد حجم با نقاط می باشد اما کمی پیچیده تر می باشد. براي شمارش باید بعضی چیزها را در 

راحتی آنها را در شئ مشخص کرد ه شئ مشخص کرد که نسبت عددي ثابتی به شئ دارند و بتوان ب

(Slomianka 2004).  

ابزارهاي  بر رويمی شمارش، تعداد ذرات غیرمستقیم از اندازه گیري هاي شمارش ي قدیروش هادر 

اط برشها (یا خطوط یا نق بر روينمونه گیري یک یا دوبعدي (خطی یا سطحی) برآورد می شد. لیکن، 

اگر ذرات را در سطح . متناسب با اندازه اش می باشد Interceptنمونه گیري) احتمال برخورد با 

       (Oversampling) ه شود، ذرات بلندتر با احتمال بیشتر مشاهده و شمرده می شوندمقطع شمرد

ي شمارش دوبعدي، تأثیر پتانسیل اندازه روش هادر . است همراه . این روش با تورش)1-3(شکل 

(مثل تصحیح  باید توسط تصحیح ریاضی استاندارد جبران شود سلول هاتراکم  بر رويسلول 

Abercrombie(،  اگرچه بعضی محققین معتقدند که این تصحیح ناکافی می باشد(Benes et 

al. 2001; Royet 1991; Simic et al. 1997; Tomori et al. 2001; West and 

Gundersen 1990).  

 وپتیکالیا ا فیزیکیابزارهاي سه بعدي مثل دایسکتور  و چون تعداد بعد ندارد، از براي حل این مسئله

(Physical or Optical disector)  و مکعب نمونه گیري بدون تورش استفاده می شود

(Mouton 2002; Tomori et al. 2001).  

لازم به ذکر است که هیچ روشی وجود ندارد که بهترین روش شمارش ذرات در همه زمان ها و مکانها 

ت ماده طبیعباشد. بلکه مناسبترین روش براي هر مسئله خاص بستگی به سطح صحت مورد نیاز، 
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مورد مطالعه و نوع شئ مورد شمارش دارد. براي مثال براي شمارش گلومرول هاي کلیه یا تعداد 

  .(Guillary 2002)سیناپس ها نمی توان از روش ساده و کار آمد دایسکتور اوپتیکال استفاده کرد 

  

 (Numerical density) تراکم عددي 1-6-2-1

، تعداد اشیاء در واحد فضاي رفرنس (ناحیه Numerical)  ,VNdensity(تراکم یا دانسیته عددي 

تعداد شئ  .Mendes)-(Handagama and Ewin 1990; Mouton 2002یا حجم) می باشد 

، یک کمیت مورفولوژیکی خیلی اصولی مرتبط با یک ساختمان سه بعدي می VNدر واحد حجم، 

تراکم . (Gundersen 1977)ز می باشد ترین برآوردها نی یکی از مشکل و آن احتمالاً    باشد، 

عددي یک برآوردکننده نسبی می باشد چون تراکم عددي نسبت صورت (تعداد) و مخرج (ناحیه یا 

می باشد. مانند همه نسبت ها، برآورد تراکم تحت تأثیر واریاسیون هردو پارامتر قرار می         حجم) 

ي تعداد اشیاء در یک فضاي رفرنس معین را به اشتباه برآوردها ،گیرد. به این دلیل، برآوردهاي تراکم

می اندازد. واحدهاي برآوردکننده تراکم غیر مستقیم تر از تعداد مطلق می باشند. تعداد کل یک 

پارامتر بدون بعد می باشد و واحدي ندارد. تراکم اطلاعات مبهمی درباه تغییرات در پارامترهاي ردیف 

دهاي تراکم ممکن است درنتیجه تغییرات در تعداد اشیاء یا تغییرات در اول استریولوژي دارند. برآور

فضاي رفرنس یا هردو تغییر کند. تفسیر برآورد کننده هاي تراکم به فرض هایی در مورد تغییرات در 

فضاي رفرنس نیاز دارد. یک برآورد تراکمی در صورتی معتبر است که فرض شود تنها پارامتر تحت 

کیلومتر در  75و فضاي رفرنس تغییر نمی کند. آیا اتومبیلی که با سرعت   باشد تأثیر تراکم می 

می کند مسافرت    کیلومتر در ساعت حرکت  50ساعت حرکت می کند سریعتر از اتومبیلی که با 

ساعت  3ساعت درمقابل  10می کند؟ پاسخ بلی است با فرض براین که اتومبیل آهسته تر براي 

کند. براي توضیحات بیشتر به مبحث فضاي رفرنس در بالا مراجعه شود اتومبیل تند حرکت ن

(Mouton 2002).  
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  (Disector)دایسکتور  2-6-2-1

 با اینکه تعداد بعد ندارد، براي مشخص کردن تعداد سلول در بافت باید از ابزار سه بعدي استفاده کرد. 

با این امکان که  ،اء (سلول) می باشدسه بعدي براي شمارش تعداد اشی (Probe) دایسکتور یک ابزار

تقیم استقلال برآورد بدون تورش و مستحت تأثیر اندازه، شکل یا موقعیت فضایی اشیاء قرار نمی گیرد. 

در نتیجه این حقیقت ساده است که یک  (Orientation)و موقعیت فضایی  ،یعنی شمارش، تعداد

شته باشد. مانند تعداد، برآورد حجم مستقل از اندازه گیري بدون بعد نمی تواند موقعیت فضایی دا

همه سه بعد را بکار می برد و بعدي براي موقعیت فضایی باقی  ،موقعیت فضایی است: حجم سه بعدي

اصل دایسکتور اولین روش ازنظر تئوري بدون تورش براي برآورد تعداد کل اشیاء در واحد  نمی ماند.

) ارائه گردید. با رعایت قوانین Sterio )1984توسط برش هاي بافتی می باشد که  بر رويحجم 

را بدون مدل هاي فرضی یا عوامل تصحیح  سلول هاشمارش، روش دایسکتور برآورد تعداد کل 

(Correction factors) امکان پذیر می سازد(Gundersen 1986; Guillary and Herrup 

1997; Korbo et al. 1990; Mouton 2002; West et al. 1988) با روش دایسکتور ذرات .

تنها یک بار شمارش می شوند. این بدان معنی است که چنان شمارشی یک برآورد نخواهد بود، بلکه 

عاري از  اًو جواب واقعی می باشد. بنابراین، این روش ذات (Identity)از نظر ریاضی آن یک عینیت 

راي شمارش تعداد دفعات یک تورش سیستماتیک می باشد. درحیقت دایسکتور یک روش دقیق ب

پیوسته از برخورد ذرات براي اولین بار می باشد (یعنی آن در اسکن از بالا به پایین  (Scan)اسکن 

  . (Howard and Reed 1998a; Mouton 2002)دایسکتور بالاي ذره را می شمرد) 

(بطور  (h)معین با فاصله  (Serial)برش متوالی  (Pair)دایسکتور در فرم ساده اش از یک جفت 

تشکیل می شود. به همین دلیل به عنوان  تیپیک یک سوم یا یک چهارم قطر اشیاء مورد شمارش)

Disector (Di sector)  به معنی دو برش شناخته می شود که ذرات را به طریق وابسته به تعداد

 (Edge effect). در این روش براي اولین بار اثر حاشیه برش (West 1999a) نمونه گیري می کند

 تحت تأثیر قرار نمی گیرد Truncationو  Overprojectionتوسط حذف می گردد. همچنین 
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. البته چروکیدگی ممکن است منبع تورش باشد. اگر تغییر مراجعه شود) Lost caps(به قسمت 

 شکل بافت قابل چشم پوشی یا قابل اندازه گیري باشد، دایسکتور اولین انتخاب براي شمارش می

 Bendtsen and Nyengaard 1989; Gundersen 1986; Howard and Reed)باشد 

1998a; West et al. 1988; West et al. 1991) .  

  

  

  

  (Physical disector)دایسکتور فیزیکی  3-6-2-1

شکل اولیه روش دایسکتور براي اسکن بافت با استفاده از یک جفت برش نازك طراحی شد، فرآیندي 

 Physicalشناخته می شود. روش  (Physical disector, PD)ن دایسکتور فیزیکی که به عنوا

انجام می شود. با توجه به اینکه  (Physical)نامیده شد چون شمارش دایسکتور در برشهاي واقعی 

PD امروزه زمان بر می باشد.  ،به دو برش و دو میکروسکوپ همزمان نیاز داردPD  به شمارش اشیاء

 یر فتوگرافیکی برشهاي بسیار نازك براي اسکن اوپتیکال، مثل میکروگرافهاي الکترونیتصاو بر روي

  براي ذرات یا اشیاء بزرگ مثل گلومرول کلیه تنها بکار می رود. همچنین  Confocalیا میکروسکوپ 

  .(Howard and Reed 1998a; Mouton 2002)استفاده کرد PDمی توان از 

    مشخص انتخاب می شوند  (h)با فاصله یک بعدي  )شهاي دوبعديبر( یک جفت برش نازك PDدر 

به اندازه کافی کوچک باشد که هیچ ذره اي در برشها بدون تشخیص نماند. وقتی باید و این فاصله 

که اصل دایسکتور براي برآورد تعداد ذرات بکار نمی رود بلکه براي نمونه گیري استفاده می شود، 

ین سطوح برش ضروري نمی باشد. در آن موارد نکته ضروري این است که ب hدانستن فاصله دقیق 

h  ي برآورد کافی است که روش هاکوچکتر از ارتفاع کوچکترین ذره باشد. در بیشتر مواردh  درحدود

اندازه هاي     براي ذرات با شکلهاي مختلف یا با  یک سوم تا یک چهارم ارتفاع ذره متوسط باشد.

 Projecting) دو میکروسکوپ بر روياین دو برش  حتی کوچکتر باشد. hکه متنوع، بهتر است 
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microscope) ر بطو برش ها چارچوب شمارش بر رويقرارداده می شوند.  یا دو سیستم تلویزیونی

هم منطبق می شوند. برش اولی به عنوان برش  بر رويقرار داده می شود و  تصادفی سیستماتیک

و برش دومی به عنوان  (Counting section)یا برش شمارش  (Reference section)مرجع 

وقتی ثبت می شود که یک  Q)-(شمارش شناخته می شوند.  Look)-(up sectionبرش مراجعه 

وجود ندارد. این با قانون  Look-upبرش رفرنس قرار دارد، اما در برش  بر رويذره در چارچوب 

 For the first time only) "بار و تنها یک باربراي اولین "شمارش هر شئ در حجم مشخص یا 

once) شکل  منطبق می باشد. اگر یک ذره در هر دو برش دیده می شود، آن ذره شمارش نمی شود)

براي تمام فضاي رفرنس صورت می  yو  xمحور  بر رويمحل  200تا  100. این فرایند در )6-1

اشد (مثل، مطالعات میکروگراف الکترونی)، گیرد. وقتی که تعداد جفتهاي دایسکتور محدود می ب

در حجم معین فضاي رفرنس با افزایش اندازه چارچوب دایسکتور کارآیی فرایند شمارش  ΣQ-افزایش 

در همان  Look-upرا افزایش می دهد. روش دیگر کارآ این است که نقشهاي برشهاي رفرنس و 

چون حرکت اسکن در دوبرابر می شود. با این شمارش دوجهته کارآیی جفت دایسکتور عوض شود. 

و پایین دایسکتور در شمارش گنجانده خواهد    جهت مختلفی صورت می گیرد، اشیاء مختلف در بالا 

 Gundersen 1986; Howard and)شد به سطحی بستگی دارد که برش رفرنس قرار دارد

Reed 1998a; Mouton 2002; Royet 1991).  

 Frozen)کروتوم محاسبه می گردد، برش هاي پارافینی یا فریز شده با می PDچون فاصله برش در 

section)   تورش ایجاد نمی کند. زیرا کلاپس بافت زیاد بر برش نازك تأثیر ندارد(Howard and 

Reed 1998a) .  

اصل دایسکتور توسط تغییرات یا اختلالات حجم رفرنس تحت تأثیر قرار نمی گیرد. تنها نیاز براي 

به اندازه کافی براي ذرات برش اول بزرگ  Look-upرش بودنش این است که برش دوم ون تودب

  .(Gundersen 1986) همه آنها اگر هستند مشاهده شوند باشد تا
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می باشد  (a-e)ذره  5اصل دایسکتور. دیاگرام بلوکی از بافت را نشان می دهد که داراي     1-6شکل  

شده   صورت متوالی برش داده  ست. یک جفت برش مجاور   که به  از برش   (Physical disector)ا

بیرون کشیده شده و سطح بالایی شان درسمت راست نشان داده شده است.            (t)ها با فاصله معین  

در روي آن قرار داده   Aبرش اولی در اینجا برش مرجع می باشد که یک چارچوب شمارش با ناحیه   

ست در حالیکه برش دوم    ساوي با ناحیه     می  Look-upشده ا شد. حجم دایسکتور م ضرب    (A)با

شمارش نمی شوند چون با    dو  aدر این برش ها قرار ندارد. ذرات  eمی باشد. ذره       (t)در فاصله  

دیده می شود شمارش    نمی   Look-upنیز چون در برش  cاضلاع ممنوعه برخورد می کنند. ذره 

  . Q)- (1 =شمرده می شود  bشود. تنها ذره 

  

  (Optical disector)دایسکتور اوپتیکال  4-6-2-1

 1986در  Gundersen، که اولین بار توسط (Optical disector, OD)دایسکتور اوپتیکال 

ضخیم  اًتبرشهاي نسب بر رويکارآ از اصل دایسکتور براي شمارش اشیاء  پیشنهاد شد، یک تغییر کاملاً

  .(Mouton 2002)می باشد 
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ه می دو چارچوب شمارش استفا ، مانیتور، کامپیوترCCD cameraصویر از براي بدست آوردن ت

  (Microcator)اجباري است که میکروکیتور  ODشود. بعلاوه یک وسیله دیگر نیز براي استفاده از 

صفحه نشان دهنده عمق و  توسط حرکت پایه میکروسکوپ zبراي اندازه گیري عمق در محور 

(Readout) ًمیکروکیتورهاي  می باشد. معمولاOptoelectronic  5/0با صحت μm  براي این

آلمان که در این  Heidenhainاز شرکت  MT12منظور بکار برده  می شود (مثل میکروکیتور 

 Refractive)بعلاوه عوامل مهم دیگر ایندکس هاي انکساري عدسی  مطالعه استفاده شده است).

indices)روغن ایمرسیون ،(Immersion oil) ،  لامل(Coverslip) می و ماده قالب گیري مؤثر

  . (Howard and Reed 1998a; West and Gundersen 1990)باشند

این امکان  تا شروع می شودیا بیشتر  μm 20ضخیم تقریبآ  اًبا تولید تنها یک برش نسبت ODایده 

 و سپس ایجاد دو یا. را فراهم کند که درون دایسکتور با ارتفاع کافی اشیاء مورد نظر شمارش شوند

درون  (Optical sections) چند سطح برش موازي براي دایسکتور به عنوان برشهاي اوپتیکال

میکروکیتور براي  ،ODدربرش ضخیم با حرکت دادن سطح فوکوس از بالا به پایین ادامه می یابد. 

 Numerical)عددي منفذ  برش و استفاده از عدسی روغن با Zاندازه گیري حرکات عمودي یا محور 

aperture, NA) هاي روغن ایمرسیون براي برشهاي اوپتیکال استفاده  یسبالا نیاز است. تنها عد

ی با حرکت سطح فوکوس برابر مشود چون حرکت پایه میکروسکوپ که میکروکیتور اندازه می گیرد 

  .(Gundersen et al. 1988a; Howard and Reed 1998a) شود

زمان بر بوده        PD .می باشد PDبیشتر از  OD) کارآیی 1عبارتند از:  PD نسبت به ODمزایاي 

علاوه بر دو برش نازك به دو میکروسکوپ  PD) 2و منطبق کردن دو برش خسته کننده می باشد 

شمارش ذرات یا   )3فقط یک میکروسکوپ کافی می باشد  ODهمزمان نیاز دارد، درصورتیکه در 

رش مجدد جلوگیري می کند و هیچ فرضی در مورد شکل، اندازه و موقعیت از شما ODسلول ها با 

مزیت مهم برشهاي اوپتیکال درمقایسه با برشهاي فیزیکی ) 4فضایی ذره مورد شمارش نیازي نیست 

این  ،این است که همه وضعیتهاي یک اسکن منفرد برش اوپتیکال بطورکامل ثبت می شوند. بنابراین
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 Howard) ان بکار برد تا یک برآورد بدون تورش تراکم عددي بدست آورداسکن پیوسته را می تو

and Reed 1998a; Jiang et al. 2001; Mufson et al. 2002; Ongur et al. 1998; 

Sorensen 1991; Tan et al. 1995).  

 ضخیم نیاز دارد. این با عث می شود که نتوان از این است که به برش هاي نسبتاً ODعیب اصلی 

OD  در مطالعات میکروسکوپ الکترونی استفاده کرد. بعلاوه دربرش هاي ضخیم رنگ بخوبی به مرکز

  . (Coggeshall and Lekan 1996) برش نفوذ نمی کند

  

  

  

سلول هاي شمارش شده (نوك پیکان سفید)        (z axis)شمارش سلول در محور عمودي   1-7شکل  

ســطح بالایی  Aرا نشــان می دهد.  Optical disectorو شــمارش نشــده (نوك پیکان ســیاه) در 

سکن اوپتیکال آن         Lارتفاع دایسکتور و   سطح پایینی آن را نشان می دهد. هر تصویر نشان دهنده ا

  . (West and Gundersen 1990)از بالا به پایین برش می باشد 
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داراي سه سطح می باشد که  (Unbiased brick)روش دیگر شمارش استفاده از آجر بدون تورش 

 مجاز و سه سطح ممنوع می باشد. هر ذره که درون آجر باشد یا با اضلاع مجاز برخورد کند شمارش 

که داراي بعد سوم نیز   می شود. آجر بدون تورش در واقع همان چارچوب شمارش دوبعدي می باشد

ر صورت محدب بودن که براي هر شئی با هر شکل یا اندازه اي بکار می رود. قانون آجر دمی باشد 

  . (Howard and Reed 1998a) شئ مثل هسته سلول عصبی قابل اجرا می باشد

  

5-6-2-1 Lost caps  وEdge effect  

) و در %0-20در برش هاي پارافینی، تراکم هسته هاي نورونی در سطوح بالا و پایین برش بیشتر (

وم می تواند بافت را فشرده و منجر به ) کمتر می باشد. تیغه چاقو یا میکروت%50قسمت مرکزي (تا 

). درجه فشردگی  با تیزي چاقو و 1-8تراکم هسته هاي نورونی  در برش هاي بافتی شود (شکل 

  زاویه برش بلوك بستگی دارد.

در فرایند برش گم می شوند. این  (Caps)معتقدند که هستک ها، هسته ها یا قسمت محدب ذرات 

 . (Lost caps)شود %30تا  %8د کمتر تعداد از حالت می تواند منجر به برآور

Lost caps  بدان معنی است که قطعات اشیاء کوچک مورد توجه قرار نمی گیرند یا در سطوح برش

از دست می روند. این قطعات تشخیص داده نشده یا گم شده گاهی به عنوان مشکل قطع شدن 

(Truncation) شتگی شناخته می شود. این مشکلات به عوامل آغ(Embedding) روش هاي ،

برش، تیزي چاقو یا میکروتوم، روش رنگ آمیزي و شدت رنگ آمیزي بستگی دارد. این موضوع در 

این مورد حذف می  ODمورد روش هاي شمارش سطح مقطع غیرقابل اجتناب می باشد ولی در 

  .(Hedreen 1998a)شود 

-8را بیشتر تحت تأثیر قرار می دهد (شکل  فشردگی بافت بوسیله چاقو یا میکروتوم کناره هاي برش

). همچنین تغییر شکل بافت به علت شناور کردن برشها بر روي آب نیز ممکن است کناره ها را 1

می گویند. البته برشهاي  (Edge effect)بیشتر تحت تأثیر قرار دهد. به این عوارض، اثر حاشیه اي 
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ه ها و مرکز را نشان   می دهند.   به همین ضخیمتر درجات کمتري از این تغییرات بین کنار

  .  (Hatton and Von Bartheld 1999)ترجیح داده می شود μm 30تا  20خاطربرش هاي 

  

 

شان می دهد که چگونه تیغه       1-8شکل   شماتیک ن شکل  ست کناره    (Blade)این  چاقو ممکن ا

ــته نورون ها    ــتر هس ــرده و باعث تراکم بیش تا  (Margin)در کناره ها هاي برش هاي بافتی را فش

  .  (Hatton and Von Bartheld 1999)بافت بشود  (Core)مرکز 

  

 (Guard area, Volume or Space)حفاظتیفضاي ناحیه، حجم یا  6-6-2-1

اگر ابزار نمونه گیري  ،ممکن است که برآوردهاي با تورش تراکم عددي ایجاد کند PD ،ODبرخلاف 

برش ضخیم گسترش  (Top surface)یا بالاي  (Bottom surface)سه بعدي تا سطح پایین 

که ناشی از عبور  می باشد(Edge effect) و اثر کناري  Lost capیابد. تورش مرتبط به پدیده 

. این عبور تیغه چاقو )1-8ایجاد می شود(شکل  تیغه چاقو از طریق بافت درطی آماده سازي برشها



       1401دکتر نام آور                            استریولوژي                                                        

 

28 
 

به همین دلیل حجم نمونه گیري  ریده بافت را تغییر می دهد.بطور مصنوعی تعداد اشیاء در سطوح ب

 شمارش صورت نگیرد. میزان و در قسمت بالا و پایین برش ه قسمت میانی برش باید محدود کردرا ب

) و این چروکیدگی در سطح 1-8چروکیدگی در سطوح برش بیشتر از میانه برش می باشد (شکل 

نزدیک به لام) می باشد. این قسمت بالا و پایین برش به بالاي برش بیشتر از سطح پایین (سطح 

در سطوح یک  سلول ها    به جاي شمارش بنابراین،   عنوان ناحیه یا فضاي گارد شناخته می شود.

در  هایی که برش که آرتیفکت رخ می دهد، مشاهده گر حجم گارد را بکار می برد تا از این آرتیفکت

شده اجتناب کند. اندازه حجم گارد کمی با ضخامت برش تغییر می سطوح بالا و پایین برش ایجاد 

یک پنجم تا یک چهارم قطر مورد انتظار اشیاء مورد شمارش می باشد،  ،کند. یک حجم گارد مناسب

کافی  μm 20یی با قطر متوسط سلول هادر بالا و پایین دایسکتور براي شمارش  μm 4-5 مثلاً

د بالاتر از بزرگترین سلول ها قرار گیرد. این مقدار نصف ارتفاع هسته ناحیه گارد بالاي برش بای .است

یا سلول مورد شمارش می باشد. ناحیه گارد پایین برش را همیشه می توان کم عمق تر در نظر گرفت 

)، چون همه   سلول ها یا اشیاء دیگر که با این ناحیه وارد می شوند، شمارش μm 2(اغلب کمتر از 

 ;Boehringer 2002; Gardella et al. 2003; Gundersen et al. 1988b)نمی شوند

Howard and Reed 1998a; Mayhew and Gundersen 1996; Mouton 2002; 

West et al. 1996; West 1999b; Williams and Rakic 1988) .  

  

 (Frame) چارچوب 7-6-2-1

 شود که در فرم ساده آن از دو ضلع تشکیل می (Frame)ابزار شمارش یا دایسکتور از یک چارچوب 

 یا سطح (بالا و راست) و دو ضلع (Acceptance lines or Inclusion planes)مجاز  یا سطح

   (اضلاع چپ و پایین) تشکیل  (Forbidden lines or Exclusion planes)غیرمجاز، ممنوعه 

  ).1-9(شکل  می شود
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 Inclusion)تورش که خطوط مجاز و ممنوعه  چارچوب هاي شمارش دایسکتور بدون   1-9شکل  

and exclusion lines)  دوبعدي(2-D)   سطوح سه بعدي   (Planes)و  (D-3)مجاز و ممنوعه 

   (Mouton 2002)را نشان می دهند 

  

اگر چارچوب ها یکی در میان باشد، شمارش دچار مشکل می شود و اشیاء ممکن است دوبار شمارش 

تداد این ام ن مشکل، اضلاع ممنوع به طرف بالا و پایین ادامه داده می شود.شوند. براي جلوگیري از ای

با چارچوبی به این شکل، هر شئ (بدون  ).1-10(شکل  براي اشیاء با شکلهاي نامنظم مهم می باشد

بنابراین، از کل صفحه مانیتور نمی توان  توجه به شکل یا اندازه اش) تنها یک بار شانس شمارش دارد.

ان چارجوب شمارش استفاده کرد. دایسکتور داراي دو سطح بالایی و پایینی نیز می باشد که به عنو

سطح بالایی همانند سطوح بالا و راست سطح مجاز و سطح پایینی همانند سطوح پایین و چپ سطح 

  ). در حقیقت دایسکتور یک مکعب شمارش می باشد.1-9ممنوعه می باشند (شکل 
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ها یکی در میان باشد، شمارش دچار مشکل می شود و اشیاء ممکن است  اگر چارچوب 1-10شکل 

       دوبار شــمارش شــوند. براي جلوگیري از این مشــکل، اضــلاع ممنوع به طرف بالا و پایین ادامه داده  

شود.  شد     می  شکلهاي نامنظم مهم می با شیاء با  سکتور     این امتداد براي ا سمت چپ ذره در دای . در 

شمارش    8رش می شود، ولی با امتداد چارچوب (سمت راست) فقط در دایسکتور     شما  8و  5شماره  

  . (Mouton 2002)می شود 

  

شئ یا بیشتر دیده  5البته شاید در ظاهر کمی مأیوس کننده باشد که ممکن است در یک چارچوب  

براي شمارش آسان کارآتر آن است که چارچوب . شوند ولی فقط یکی در شمارش گنجانده شود

 کمی از شمارش ذرات در چارچوب گردد دمارش با اندازه و ارتفاعی انتخاب گردد که منجر به تعداش

اگر شمارش . این بدان معنی است که تعداد در چارچوب مهم می باشد. ذره در هر چارچوب) 5(دو تا 

اده از یک بنابراین استفباشد. ن، این ممکن است کارآ 1صفر تا  خیلی پایین باشد، مثلاًنیز  ODدر 

از یک چارچوب  و کارآتر  چارچوب کوچک یا بیشتر در تصویر برش آسانتر 4سیستم تست مرکب از 

می تواند واریانس  . انتخاب چارچوب کوچکترباشد چارچوب کوچک 4برابر با ناحیه هر  بزرگتر با ناحیه

اشد، از نقطه اي در براي اطمینان از اینکه دایسکتور در فضاي رفرنس قرار داشته ب .را کاهش دهد

استفاده می شود. اگر این نقطه درون  (Associated point)وسط دایسکتور به نام نقطه همراه 



       1401دکتر نام آور                            استریولوژي                                                        

 

31 
 

 Benes and Lange)بافت بود، حجم آن دایسکتور نیز در اندازه گیري حجم محاسبه می گردد

2001; Howard and Reed 1998a; Mouton 2002)  .  

  

  ضخامت برش 8-6-2-1

باید به اندازه کافی ضخیم باشد تا این امکان را فراهم کند که درون دایسکتور با ارتفاع  ضخامت برش

 μm 5و با حجم گارد     μm 10کافی اشیاء مورد نظر شمارش شوند. بنابراین، اشیاء با قطر تقریباً 

باید بعد  نیاز دارند. البته این ضخامت μm 25تا  20در بالا و پایین دایسکتور به برشی به ضخامت 

 (Freezing sections)از پردازش نهایی بافت شناسی باشد. در بعضی موارد، مثل برش هاي یخ زده 

-Cruz)یا کمتر نیز دچار کاهش و تغییر می شود  μm 20تا حد  μm 50برشهاي با ضخامت

Orive 1987; Mouton 2002).  

ضخامت برشی با و بنابراین  μm 3/0 اًتقریب 100× یک عدسی روغن ایمرسیون  عمق فوکوسی مثلاً

10 μm اغلب مناسب می باشد(Gundersen 1986).  

 .Kalisnik et al)درهمه روش ها با افزایش ضخامت برش، برآورد به اندازه واقعی نزدیک می شود

2001) .  

  

  ارتفاع دایسکتور 9-6-2-1

ت برش تعیین می شود. ارتفاع واقعی دایسکتور توسط اندازه اشیاء مورد شمارش در رابطه با ضخام

اندازه گیري عملی، حجم گارد را  در البته این ضخامت باید بعد از پردازش نهایی بافت شناسی باشد.

می توان کاهش داد تا واریاسیون در ضخامت برش تطابق یابد. لیکن، کاربر باید به خاطر بسپارد که 

) ایجاد شود. Lost capsل، هاي ایجاد شده در سطح برش (مث تورش ممکن است توسط آرتیفکت

) امکان دید سریع مناطق وسیعی را براي مطالعات 40تا  5عدسی هاي شئی با قدرت کم (      اگرچه 

 اًنسبت (Depth of field)می دهد، این عدسی ها با سطوح فوکوسی یا عمق میدان      کیفی 



       1401دکتر نام آور                            استریولوژي                                                        

 

32 
 

با استفاده از این نوع عدسی . (یعنی برش هاي اوپتیکال ضخیمی ایجاد می کند) ضخیمی همراه است

یا  Confocalدر میکروسکوپ نوري ( .(Guillary 2002)خطا وجود دارد %60خشک بیش از 

میکروسکوپ، یعنی آن قسمت از نمونه که در فوکوس  (Depth of field)معمولی) عمق میدان 

 (Numerical aperture, NA)  می باشد، با افزایش منفذ عددي عدسی (Sharp focus)کامل 

کاهش می یابد. بنابراین به منظور بدست آوردن نازکترین برش اوپتیکال ممکن یک عدسی با منفذ 

عددي بالا باید استفاده شود. شمارش اشیاء با استفاده از دایسکتور نیاز به سطح فوکوسی نازك براي 

توانایی یک دارد. عمق میدان یک عدسی شئی  (z axis) عمودي اسکن ارتفاع دایسکتور در محور

عمق  ) محدود می کند.zهاي عمودي مختلف (محور  مشاهده گر را براي تعیین ساختمانها در محل

  میدان یک عدسی از فرمول زیر بدست می آید:

Depth of field =
2

22 )(

NA

NAiL R  

، براي روغن ایمرسیون، بافت 52/1اندکس انکساري (درحدود  Ri)، μm 55/0طول موج نور ( Lکه 

افزایش  NAمی باشد. هر چه  (Numerical aperture)منفذ عددي  NAاسلاید، لامل و غیره) و 

  . )1-2(جدول  یابد، عمق میدان کاهش می یابد

می باشد.  μm 3/0، عمق میدان شداستفاده در این مطالعه که  NA 25/1با  100براي عدسی 

 m
NA

NAiL R 30.0
)25.1(

)25.1()52.1(55.0)(
2

22

2

22







 Depth of field=  

(Gundersen 1986; Howard and Reed 1998a; Kubinova and Janacek 1998; 

Mouton 2002; Tomori et al. 2001; Williams and Rakic 1988).  

  

  

  

  



       1401دکتر نام آور                            استریولوژي                                                        

 

33 
 

  

  عدسی شئی میکروسکوپ به عمق میدان (NA)رابطه منفذ عددي  1-2جدول 

  )µmعمق میدان ( (NA)منفذ عددي   )×عدسی شئی (

40  75/0  3/1  

63  25/1  3/0  

100  3/1  26/0  

100  4/1  17/0  

  

  قوانین شمارش 10-6-2-1

) ضروري است قانونهاي شمارشی بکار برده شود که سلول هابراي برآورد تعداد ذرات سه بعدي (مثل 

مرده شان ش تضمین کند اشیاء با احتمال یکسان در فضاي سه بعدي بدون توجه به اندازه یا شکل

هاي منحصر به فردي انتخاب شوند که واضح و قابل تشخیص  زیرواحدبراي شمارش همیشه بایدد. نشو

باشند (مثل سر در انسان یا هسته یا هستک در بیشتر نورون ها). این زیرواحد به عنوان نماینده شئ 

 (Associated point rule) "نقطه همراه". این روش به عنوان قانون شمارش شمارش می شود

یک ذره وقتی شمرده می شود که بالاترین نقطه اش  ،ه همراهبا قانون نقط ODدر . شناخته می شود

) با اسکن پیوسته انجام می شود μm 10 شمارش تا انتهاي ارتفاع دایسکتور (مثلاًبه فوکوس بیاید. 

 ). در سطح انتهایی ارتفاع دایسکتور، ذراتی که به فوکوس می آیند شمارش نمی شود.1-7(شکل 

به طرف راست، یک شئ تنها براي  xقع حرکت در جهت محور درون چارچوب براي شمارش در مو

رف ط یا سطح و براي اولین بار قابل مشاهده خواهد بود. به همین دلیل هر شئی که ضلع    یک بار

نیز  yرا قطع کند براي اولین بار درون چارچوب دیده شده است. چنین قانونی براي محور  راست

ه بالاشئ درون چارچوب براي اولین بار مشاهده می شود. در صادق می باشد. در حرکت از پایین ب

بدین ترتیب اشیائی که درون چارچوب  نتیجه چارچوب شمارش دو ضلع ممنوع و دو ضلع مجاز دارد.

تماس دارند شمارش  (Acceptance lines or Inclusion planes)می افتند یا با سطوح مجاز 

 Forbidden lines or)دارند یا با سطوح غیر مجاز  می شوند و اشیائی که خارج چارچوب قرار

Exclusion planes) اگر چارچوب ها یکی در میان باشد،  شمارش نمی شوند. ،تماس دارند
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شمارش دچار مشکل می شود و اشیاء ممکن است دوبار شمارش شوند. براي جلوگیري از این مشکل، 

این امتداد براي اشیاء با شکلهاي نامنظم مهم  ود.اضلاع ممنوع به طرف بالا و پایین ادامه داده می ش

با چارچوبی به این شکل، هر شئ (بدون توجه به شکل یا اندازه اش) تنها  ).1-10(شکل  می باشد

یک بار شانس شمارش دارد. البته شاید در ظاهر کمی مأیوس کننده باشد که ممکن است در یک 

طر داشت باید بخا هی در شمارش گنجانده شود. البتشئ یا بیشتر دیده شوند ولی فقط یک 5چارچوب 

بلکه تعداد برآورد  (Not counting)که اشیاء در حجم معینی با ابزار شمارش نمی شوند 

(Estimating)  ولی میانگین برآوردها به  ،می باشند        می شوند. بعضی برآوردها بالا و پایین

 Andersen and Gundersen 1999; Bendtsen and)اندازه واقعی نزدیک می باشد

Nyengaard 1989; Ishiyama et al. 2001; Mouton 2002; Slomianka 2004; 

Tomori et al. 2001).  

هرگز به یک جفت برش  OD ارتفاع دایسکتور و ضخامت برش توسط میکروکیتور خوانده می شود.

 Bendtsen and Nyengaard 1989; Howard and Reed 1998a; Mouton)نیاز ندارد

2002; Slomianka 2004; West and Gundersen 1990).    

کتور تعداد ایده آل دایس. می باشند فیزیکیدر همه موارد مؤثرتر از برشهاي  اًبرشهاي اوپتیکال تقریب

مورد استفاده براي شمارش اشیاء همان تعداد ایده ال اشیاء مورد شمارش می باشد. یعنی تعداد 

با فاصله مساوي از کل   برش 12تا  8در  سلول 200تا  100که داراي  200تا  100 ندایسکتور بی

 Pilot) آزمایشیدر نتیجه ابعاد و ارتفاع دایسکتور براین اساس در مطالعه  باشند. ساختمان (مثل مغز)

study) خواهد بود %10. با این روش ضریب خطاي برآورد تراکم عددي کمتر از تعیین می شود .

 کمتر نورون یا بیشتر شمارش شود، ضریب واریانس 2000دآوري شد که مثلاً در مغز حتی اگر باید یا

 .Braendgaard et al)کاهش می یابد که با توجه به کار، وقت و هزینه زیاد کارآ نمی باشد %1از 

1990; Gundersen et al. 1988a; Mouton 2002; West et al. 1996).  
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  روش شمارش 11-6-2-1 

ش . تصویر برمی شودپایه میکروسکوپ چسبانده  بر رويبرش ضخیم  ODاي اعمال قانون شمارش بر

چارچوب شمارش بطور  .می گردد انتخابو میدانهاي تصادفی یکنواخت بر روي مانیتور منتقل 

تصادفی یکنواخت بر روي برش قرار داده می شود. سپس با استفاده از پیچ تنظیم میکروسکوپ 

(Fine focus knob)  ،بافت مورد نظر به فوکوس می آید. اولین نقطه اي که بافت به فوکوس آمد

نقطه شروع بافت   و برش، میکروکیتور بر روي صفر قرار داده می شود. سپس به میزان لازم (فضاي 

) و از این سطح به بعد اولین ذره یا سلولی که به فوکوس μm 5 گارد) از سطح برش پایین آمده (مثلاً

طبق قوانین شمارش شمرده می شود. اگرچه قضاوت در مورد اینکه آیا ذره یا سلول در فوکوس  آمد

هست، ضروري است، چنانچه مشاهده کننده معیار یکسانی براي تشخیص ذرات یا سلول ها مستقل 

. این شمارش تا انتهاي (Tandrup et al. 2000)از محل در بافت دارد، از تورش اجتناب می شود 

ع دایسکتور انجام    می شود. طبق قانون بدون تورش، ذراتی که در سطح پایین ارتفاع دایسکتور ارتفا

 به فوکوس می آیند شمارش نمی شوند.

  

  محاسبه فرمول 12-6-2-1

  تفاده می شود:سبراي محاسبه تراکم عددي از فرمول زیر ا















Phfa

Q

PV

Q
Nv

dis )(
  

ــکتور disV ،عددي در واحد حجم   برآورد تراکم VNکه   ارتفاع    hناحیه چارچوب،     a(f)،  حجم دایسـ

ــکتور، ــده و   QΣ -دایس ــمارش ش ــاي   PΣمجموع ذرات ش مجموع نقاط همراه چارچوب که با فض

ــند  ;Dorph-Petersen 1999; Finkelstein et al. 2000)رفرنس برخود می کنند می باش

Howard and Reed 1998a; Mayhew 1991; Mouton 2002; O’Kusky et al. 

2000; Riihioja et al. 1999)  .  
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البته روش دیگر بدست آوردن تراکم عددي، روش غیر مستقیمی می باشد که در ابتدا تراکم حجمی 

)VN( و سپس حجم وابسته به تعداد  )NVweighted mean volume, -(Number  بدست

  :(Cruz-Orive 1987)آورده و از فرمول زیر تراکم عددي محاسبه می گردد

N

V
V

V

V
N   

 (Total number) تعداد کل 13-6-2-1

براي بدست آوردن تعداد کل اشیاء در فضاي رفرنس، تراکم عددي در حجم فضاي رفرنس ضرب       

حجم رفرنس یکسان باشد. براي  معیارمی شود. باید توجه کرد که واحد تراکم عددي در حجم با 

  یر استفاده می شود:بدست آوردن تعداد کل از فرمول ز

refref

dis

refV V
Phfa

Q
V

PV

Q
VNN 











 

)(
  

ناحیه  a(f)،  حجم دایسکتور disV ،عددي در واحد حجم برآورد تراکم VN ،تعداد کل اشیاء Nکه 

مجموع نقاط همراه چارچوب  PΣ ،مجموع ذرات شمارش شده QΣ -ارتفاع دایسکتور،  hچارچوب، 

رفرنس که توسط اصل کاوالیري به روش حجم فضاي  refVو  که با فضاي رفرنس برخود می کنند

 ;Bendtsen and Nyengaard 1989)می باشندشمارش نقطه اي بدست می آید، 

Gundersen 1986; Henderson et al. 2000; Korbo et al. 1990; Riihioja et al. 

1999; Wadhaw 2003).  

  

  عوامل مؤثر بر شمارش 14-6-2-1

مل چروکیدگی بافت، کلاپس برش در محور عمودي برش و عواملی که بر شمارش تأثیر دارند شا

ر باندازه پنجره شمارش می باشند. کلاپس می تواند باعث اشکالاتی در تراکم سلولی شود. این تأثیر 

  .(Benes et al. 2001)ي بزرگ بیشتر است سلول ها روي
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 (Orientation) و موقعیت فضایی -یعنی شمارش –استقلال برآورد بدون تورش و مستقیم تعداد 

در نتیجه این حقیقت ساده است که یک اندازه گیري بدون بعد نمی تواند موقعیت فضایی داشته 

باشد. مانند تعداد، برآورد حجم مستقل از موقعیت فضایی است: حجم سه بعدي همه سه بعد را بکار 

    طده از دایسکتور توسو بعدي براي موقعیت فضایی باقی نمی ماند. برآورد تعداد با استفا می برد 

Overprojection  وTruncation  تحت تأثیر قرار نمی گیرد وقتی که در حیطه اي قرار می

  .(Gundersen 1986)گیرند که نیاز عمومی برآورده شود 

  

  (Fractionator)فرکشنیتور  15-6-2-1

 برآورد می تعداد کل را از طریق برآورد تراکم عددي Unbiased brickو  PD ،ODي روش ها

استفاده می شود که  Fractionatorکنند. لیکن، اگر تنها تعداد کل ذره مورد نیاز باشد از تکنیک 

یري گ یک روش ساده، مستقیم و قوي براي برآورد تعداد کل می باشد. اصل فرکشنیتور شامل نمونه

و هر عض ین روشذرات بطور تصادفی یکنواخت با یک احتمال معین و از قبل مشخص می باشد. در ا

یک  (مثلاً داراي ذرات به قطعاتی با شکل، اندازه و تعداد نامشخص بریده می شود. یک کسر مشخص

ود. چون ش پانزدهم همه قطعات بطور سیستماتیک با شروع تصادفی) بطور تصادفی نمونه گیري می

گیري  ی نمونههر ذره در یکی از قطعات می باشد، احتمال مشابهی براي نمونه گیري دارد، یعن

طعات، ق ابتدا بافت به یکنواخت می باشد. این انتخاب کسر در سطوح مختلف صورت می گیرد. مثلاً

ه ترین جنب می شود. مشخص قطعات به برشها، کسري از برشها و حجم خاصی از دایسکتور انتخاب 

برشها  وازي بودنفرکشنیتور این است که هیچ نیازي به دانستن اطلاعات ابعادي مثل ضخامت برش، م

و بزرگنمایی وجود ندارد و بنابراین مستقل از تغییر شکل بافتی مثل           یا مساوي بودن برشها 

ت، نیازي نیسچروکیدگی یا تورم بافتی می باشد. بعلاوه چون به برآورد حجم کلی فضاي رفرنس 

 ;Geiser et al. 1990; Gundersen 1986)دانستن مرزهاي فضاي رفرنس ضروري نمی باشد

Gundersen et al. 1988a; Mayhew and Gundersen 1996; Royet 1991) .  
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Optical fractionator  ترکیبی ازOD  و روش نمونه گیريFractionator  می باشد که اولین

این برآورد عاري از فرض در باره شکل و  .پیشنهاد گردید 1991در  همکارانشو  Westتوسط  ربا

می باشد و تحت تأثیر تغییرات بافتی قرار نمی گیرد. به همین خاطر می توان براي همه اندازه ذرات 

 ;Bendsen et al. 2003)بکار برد Vibratomeو  Frozenبرشهاي پلاستیکی، پارافینی، 

Merrill et al. 2001; Mouton 2002).  

  شود: براي بدست آوردن تعداد کل ذرات در فرکشنیتور از فرمول زیر استفاده می

hsfasfssf
QN

111
  

کسر نمونه گیري  ssfشمارش شده اند،    ODتعداد کل ذرات که در هر  Qتعداد کل ذرات،  Nکه 

 Area)کسر نمونه گیري از ناحیه برش  asf، (Section sampling fraction)از برشها 

sampling fraction)  وhsf  کسر ارتفاع دایسکتور به ضخامت برش(Height sampling 

fraction)          می باشند(Howard and Reed 1998a; Mouton 2002) .  

  

  روش هاي برآورد حجم ذره 7-2-1

میانگین حجم ذره به دو صورت میانگین حجم ذره مرتبط به حجم یا توزیع حجم در حجم  

)VVweighted mean particle volume, -(Volume  و میانگین حجم مرتبط با تعداد یا

بیان می شود.  NVweighted mean particle volume, -(Number(توزیع حجم در تعداد 

توزیع حجمی حجم ذره را تعریف می کند و به عنوان تراکم   )VV(میانگین حجم وابسته به حجم

شناخته می شود. این نوع اندازه گیري  (Volume density or fraction)حجمی یا کسر حجمی 

می باشد و تاکنون فراوانترین نوع اندازه گیري اندازه ذره در  NVتغییر نسبت به معیار مؤثرتري از 

از توزیع تعداد محاسبه می گردد  )NV(بیولوژي می باشد. درحالیکه میانگین حجم وابسته به تعداد 

، تشخیص (Histopathology)). معمولاً براي اهداف روتین بافتی آسیب شناسی 1-11(شکل

دي بدخیمی که با استفاده از اندازه گیري حجم هسته سلول ها صورت می گیرد سرطان و طبقه بن
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که وقت گیر و پیجیده تر می باشد، بندرت ضرورت پیدا می  NVصورت می گیرد و برآورد  VVبرآورد 

  کند. دو کمیت نامبرده به صورت زیر با هم ارتباط دارند:

)1( 2CVVV NV   

توزیع عددي حجم ذره می باشد.  (Coefficient of variation, CV)واریاسیون  ضریب CVکه 

بزرگتر خواهد بود   NVاز   VVبا هم برابر می شــوند. در بقیه موارد  NV و VVصــفر شــود  CVوقتی 

(Mayhew 1991; Sorensen 1991).  

  

ــکل  ــته به تعداد.  1-11شـ ــته به حجم و حجم وابسـ مجموع ذرات با حجم  (a)تفاوت حجم وابسـ

ــود. متفا ــان داده می ش ــان در ظرف هایی مرتب شــده اند.   (b)وت نش این ذرات براســاس حجم ش

ــتوگرام در    ــت. هیس ــده اس ــان داده ش تعداد ذرات را در هر ظرف  (c)اطلاعات خام به دوطریق نش

  (d)حجم می باشد. در هیستوگرام  (Number-weighted)گزارش شده و توزیع وابسته به تعداد 

-Volume)ظرف گزارش شــده که منجر به توزیع حجم وابســته به حجم  حجم کلی عضــو در هر

weighted)            ست آمده سان ذرات بد سري یک شت که هردو توزیع از یک  شد. باید توجه دا می با

  .(Howard and Reed 1998a)است 
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) استفاده از 1برآورد حجم به روش هاي مختلف امکان پذیر می باشد که روش هاي رایج عبارتند از 

) استفاده از یک سري خطوط تست 2حیه سطح مقطع شئ که روشی قدیمی و با تورش می باشد نا

     Intercept (Point-sampled intercept, PSI)یا روش ترکیبی خطی توسط اندازه گیري طول 

  ) استفاده از شبکه اي از نقاط تصادفی یا سیستماتیک.3

اي با توزیع سیستماتیک کارآترین روش براي  مطالعات مقایسه اي نشان می دهد که سیستم نقطه

بار کارآتر از چهل نقطه با  25برآورد حجم از نظر هزینه و کار می باشد. چهل نقطه سیستماتیک، 

توزیع تصادفی می باشد. براي صرفه جویی در وقت بهتر است که از سیستم تست چندمنظوره 

(Multipurpose test system) ط تست کوتاه منقطع تشکیل می گردد. استفاده شود که از خطو

این سیستم داراي نقاط و خطوط متفاوتی می باشد که می توان همزمان حجم، سطح و تعداد را    

). سیستم تست را می توان بر روي تصویر، مانیتور کامپیوتر یا قطعه 1-12اندازه گیري کرد (شکل 

وش ذره یا سلول را به عنوان کره در . در این رNucleator) روش 4چشمی میکروسکوپ قرار داد 

-Mandarim)نظر گرفته می شود وحجم ذره براساس روش محاسبه حجم کره برآورد می شود 

de-Lacerda 2003; Royet 1991) .  
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همراه با یک نقطه براي  (l/p)گرید تســت چند منظوره داراي خطوط با طول معین   1-12شــکل  

  (Howard and Reed 1998a) ان برآورد ناحیه سطح و حجم بطور همزم

  

ساده ترین و رایجترین روش برآورد حجم استفاده از روش کاوالیري می باشد. در این روش از  نمونه  

استفاده می شود. مثلاً ابتدا حجم    (Multilevel sampling)گیري چندمرحله اي یا چندسطحی  

ــر ح   ــپس تراکم یا کس ــو با روش کاوالیري را اندازه گرفته، س  Volume density or)جمی عض

fraction)         ســلول در عضــو با اســتفاده از نمونه گیري تصــادفی ســیســتماتیک با میدان هاي

ستی که          شمارش همه میدانهاي مورد نظر و نقاط ت سادگی با  شود. این به  سکوپی برآورد می  میکرو

است. کسر امکان پذیر  ref(P(و با عضو یا فضاي رفرنس برخورد می کنند  P)cell(با سلول
ref

cell

P

P
یک   

برآورد کننده بدون تورش 
ref

cell

V

V
می باشــد. با این روش تراکم یا کســرحجمی بدســت می آید که      

درصد حجم یک ساختمان در حجم رفرنس یا حجم ساختمان دیگر می باشد. براي مثال با شمارش       

توان تراکم حجمی هسته را به راحتی بدست آورد.    نقاط برخورد کننده با هسته   و جسم سلولی می
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سطح         سطح به  ست که تعریف یک بخش خاص با حرکت از یک  سطحی مهم ا در نمونه گیري چند

 Henrique et al. 2001; Jensen and Sorensen 1991; Mayhew)بعدي سازگار باشد   

1991).  

ه استفاده از ترکیب روش هاي اصل یک روش معتبر برپایه طراحی براي برآورد توزیع کامل حجم ذر

کاوالیري و دایسکتور می باشد. اصل دایسکتور براي انتخاب ذرات بکار برده می شود و براي برآورد 

حجم هر ذره در برش هاي سریال ازروش کاوالیري استفاده می گردد. در مطالعه حاضر براي برآورد 

 Howard and Reed) شده است حجم هسته و جسم سلولی نورون ها از این روش استفاده

1998a)  .  

  

با خطوط            هاي  ندازه گیري  ــاس ا هاي دیگر برآورد کننده حجم، برآورد کننده براسـ یکی از روش 

ــادفی یکنواخت        (Isotropically directed lines)ایزوتروپیک   از میان نقاط نمونه گیري تصـ

تفاده از خطوط قطع کننده  درون سـطح مقطع ذره (مثل هسـته یا جسـم سـلولی) می باشـد. با اس ـ     

(Point-sampled intercept, PSI)     می توان اندازه متوسط ذرات را با شکلهاي مختلف بر روي

سري        ست که بتوان یک ذره را در  شرط لازم براي این روش این ا صادفی برآورد کرد. حداقل  برش ت

ــتفاده از روش   ــخیص داد. با اس ــطح مقطع آن روي یک یا چند روش تش حتمال اینکه یک  ا PSIس

نقطه تست تصادفی با ذره (هسته یا جسم سلولی) برخورد کند متناسب با حجم ذره می باشد، چون    

تعداد و ناحیه ســطح مقطع ذره اي که در برش ها مشــاهده می شــود به حجم شــان بســتگی دارد.  

ست با توزیع یکنواخت         سري خطوط موازي همراه با نقاط ت ست از یک  ستم ت  Uniformely)سی

distributed points)   تشــکیل می شــوند. جهت خطوط بر روي نمونه بطور تصــادفی تعیین می

شــود. این روش ســاده، ســریع      و قابل تکرار براي برآورد اندازه ذره می باشــد. در این روش گرید  

شئ که با گرید        شود. براي هر  سطح مقطع برش نازك قرار داده می  صادفی بر روي  نقطه اي بطور ت

ــود.   ب ــیده می ش ــلول در یک جهت ایزوتروپیک کش رخورد می کند، خطی از نقطه برخورد تا مرز س

شتر خط دیگري در     شود. براي کارآیی بی سبت به خط   180طول این خط اندازه گیري می  درجه ن
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شد. این فرایند         شئ می با شود. میانگین طول دو خط نماینده میانگین طول خط  شیده می  اول ک

از   PSIضاي رفرنس سطح مقطع تکرار می شود. براي بدست آوردن حجم از روش     براي سطح کل ف 

  فرمول زیر استفاده می شود:




 3
0

3
l

n
VV


  

می باشـــد. بهتر اســـت که این  Interceptطول خط  lو  PSIتعداد کل  nمیانگین حجم،  VVکه 

شند      شته با ساوي دا  ;Artacho-Perula and Roldan_Villalobos 1994)خطوط اندازه م

Cruz-Orive and Hunziker 1987; Gundersen 1988; Reed and Howard 1998).  

این روش با نوکلئاتور دو تفاوت دارد: اول اینکه سلول ها توسط نقاط با توزیع یکنواخت نمونه گیري       

ــوند. همانطور که اندکس   ــد،   Vمی ش ــان دهنده توزیع ذره در حجم می باش ــان می دهد نش در  نش

حالیکه در نوکلئاتور سلول ها توسط دایسکتور از توزیع عددي ذره نمونه گیري می شوند. دوم اینکه      

ــادفی دارد در حالیکه در نوکلئاتور اینطور        PSIنقطه   نمونه گیري در    ــعیت تصـ نقطه انتخابی وضـ

ست نیازي به انداه گیري در جهات مختلف   PSIنیست. در   صادفی ا وجود   چون نقطه دردرون ذره ت

هت                 ند ج یا چ ندازه گیري در دو  ئاتور ا ندارد. ولی براي نوکل هت  عد و ج طه خود ب ندارد. چون نق

ضروري می باشد. به همین جهت به جاي ضریب    
3

4
که در نوکلئاتور استفاده می شود، در فرمول     

از ضریب  PSIبراي محاسبه حجم به روش 
3


بیشتر براي     بیوپسی   PSIاده می شود. روش استف 

ها استفاده می گردد. تنها یک برش نازك از بیوپسی یا نمونه که ذاتاً ایزوتروپیک می باشد تهیه می     

گردد. در این روش اشیاء بر اساس بزرگی شان نمونه گیري می شوند و اشیاء بزرگتر شانس بیشتري  

سرطانها         صاً براي  صو شد      دارند. این مخ سته به حجم می با ستاز اهمیت دارد. این برآورد واب و متا

(Gundersen 1988; Gundersen et al. 1988a; Mouton 2002; Reed and 

Howard 1998).  

می گویند که روش نسبتاً  Selectorرا همراه با دایسکتور استفاده شود به آن  PSIچنانچه روش 

  .(Mayhew and Gundersen 1986)کارآیی می باشد 



       1401دکتر نام آور                            استریولوژي                                                        

 

44 
 

  

Nucleator  حجم مطلق و واقعی ذره را برآورد می کند. تمام روش بر روي نمونه گیري بدون تورش

دایسکتور و اندازه گیري در جهت هاي ایزوتروپیک مستقل تکیه دارد. اصل نوکلئاتور براساس این 

طع مق ایده می باشد که میانگین طول خط بدست آمده از خطوطی که بطور تصادفی بر روي سطح

جمعیتی از اشیاء قرار می گیرند از نظر تئوري برآوردکننده بدون تورش میانگین حجم اشیاء می 

باشد.       برآورد کننده نوکلئاتور همراه با یک ابزار خطی یک بعدي بکار می رود. روش نوکلئاتور 

3براساس حجم کره می باشد. براي بدست آوردن حجم کره از فرمول 

3

4
rV 


استفاده می شود  

شعاع کره می باشد. در این روش با استفاده از برش هاي ایزوتروپیک، سلول یا هسته یا شئ به  rکه 

عنوان کره در نظر گرفته می شود و حجم آن با اندازه گیري شعاع کره که از مرکز یا نقطه فرضی در 

آن در فرمول محاسبه حجم کره محاسبه مرکز سلول یا هسته (مثل هستک) تا مرز سلول و قرار دادن 

استفاده  (l)می گردد. در این محاسبه به جاي شعاع میانگین طول خطوط قطع کننده سطح مقطع 

). به علت اینکه برآورد بدون تورش باشد اول اینکه برش ها باید ایزوتروپیک 1-13می شود     (شکل

ز نقطه مرکزي به مرز سلول باشد. از نقطه باشند، دوم اینکه اندازه گیري شعاع در جهات مختلف ا

نظر عملی، پیشنهاد شده که در نوکلئاتور برآورد در چهار جهت از نقطه مرکزي، هسته یا هستک 

صورت گیرد. نقطه انتخابی درون سطح مقطع صحت برآورد را تحت تأثیر قرار  نمی دهد. عامل مهم 

رز سلول باید تصادفی باشد. منتها نقاط نزدیک و ضروري این است که جهت خط از نقطه انتخابی به م

مرکز (مثل هسته یا هستک در سلول) واریاسیون کمتري در برآورد ایجاد می کنند. براي محاسبه 

  حجم به طریقه نوکلئاتور از فرمول زیر استفاده می شود:

3

3

4
lVN 


  

له نقطه انتخابی تا مرز یا کنار سلول یا میانگین طول فاص lمیانگین حجم وابسته به تعداد و  NVکه 

  .(Gundersen et al. 1988a; Mayhew 1991; Mouton 2002)ذره می باشد 
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صل نوکلئاتور. ناحیه یک دایره از فرمول   1-13شکل   ست می آید که    = 2rπaا شعاع دایره            rبد

ع از میانگین فاصله نقطه تا  می باشد (سمت چپ). در صورتی که نقطه در مرکز نباشد، به جاي شعا     

می توان جهت   (Nucleator). از این روش = 2lπ (a( کردمرز در جهات مختلف می توان استفاده 

3 (Mouton 2002).بدست آوردن حجم ذره استفاده کرد 

3

4
lV 


  

  

رآورد کیبی از               بدر استریولوژي می توان میانگین اندازه ذره را بطور غیرمستقیم با استفاده از تر

، را از برآورد NVکننده هاي نسبی استریولوژي بدست آورد. مثلاً میانگین حجم وابسته به تعداد، 

 Howard and Reed)را از فرمول زیر محاسبه کرد  )VN(عددي تراکم  و  )VV(تراکم حجمی 

1998a):  

  
V

V
N

N

V
V   

  

  ذره روش هاي برآورد ناحیه سطح 8-2-1

درون یک حجم رفرنس واحد  (Interface)ناحیه تماس   ,VS(Surface density(تراکم سطحی 

می باشد (مثل ناحیه سطح تبادل گاز در حجم واحد ریه یا ناحیه سطح یک هسته). چنانچه از یک 

 Isotropic uniform)سیستم تست حاوي خطوط تست دوبعدي ایزوتروپیک تصادفی یکنواخت 

random, IUR)  بر روي برش استفاده شود، سطح یک جسم محدب (مثل سلول) متناسب با تعداد

 Baddelly and)و طول خطوط تست می باشد  (Intersection)تقاطع خطوط با سطح شئ 
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Gundersen 1986; Howard and Reed 1998a; Howard and Reed 1998b; 

Kubinova and Janacek 1998; Regeur 2000).  

براي برآورد سطح ضروري است که مجموعه موقعیت برش ها کاملاً تصادفی باشد. در مورد برآورد  

حجم و تعداد وضعیت برش یا شئ مهم نمی باشد. چون برآورد حجم با نقاط بدست می آید (اصل 

غیر قابل مشاهده  کاوالیري   و شمارش نقاط) و نقطه بدون بعد می باشد و از هر طرف یا زاویه اي

می باشد، تغییر وضعیت یا چرخاندن برش یا بافت تأثیري بر برآورد حجم ندارد. در مورد تعداد نیز 

 Surface)و ناحیه سطح  (Length)چنین وضعیتی صادق می باشد. اما در مورد برآورد طول 

area) ابزار مهم می باشند.  چون ابزار داراي بعد می باشند، چگونگی چرخاندن برش ها در ارتباط با

طول و سطح در تصاویر دوبعدي که براي اندازه گیري بکار برده می شوند قابل مشاهده می باشند  و 

به وضعیت شئ در فضا بستگی دارد. اندازه گیري در تصاویردوبعدي وقتی معتبر است که تضمین 

لاً یت آنها در فضا باید کامشود اشیاء مورد تحقیق ایزوتروپیک باشند. این بدان معنی است که وضع

تصادفی باشد. در طبیعت این وضعیت بندرت یافت می شود و اثبات آن نیز مشکل می باشد. به همین 

خاطر، ایزوتروپی باید توسط روش هاي بافت شناسی مورد کاربرد (مثل برش بافت) یا بوسیله 

و سطح از نظر تکنیکی کمی مشکل  ایزوتروپی ابزار مورد استفاده فراهم گردد. درنتیجه، برآورد طول

تر از برآورد حجم و تعداد می باشند. براي مثال، اگر یک ورقه در یک اتاق در نظر گرفته شود و 

 (Intersections)پیکانهایی به درون اتاق پرتاب گردد، تعداد سوراخ هاي ایجاد شده بر روي ورقه 

ورقه عمود بر جهت پیکانها باشد، میزان برخورد به ناحیه سطح ورقه و طول پیکان ها بستگی دارد. اگر 

بسیار زیادتر از زمانی است که ورقه موازي جهت پیکان ها می باشد. بنابراین وضعیت ایزوتروپی بسیار 

مهم می باشد. براي این کار می توان بافت را به قطعات کوچک تقسیم کرد و قطعات کوچک بطور 

شناسایی بعضی ساختمان ها مثل هسته هاي مغزي را دچار  تصادفی بریده می شود. البته این روش،

مشکل می کند. براي حل این مشکل برش بافت در جهت دلخواه صورت می گیرد ولی ابزار مورد 

استفاده وضعیت تصادفی خواهد داشت. بدین منظور، از میکروسکوپ هاي متصل به کامپیوتر و برش 
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مورد زاویه برش ثابت می باشد و می توان سطوح برش هاي نسبتاً ضخیم استفاده می شود. در این 

) بکار برد تا اشیاء         و ساختمان مورد نظر براحتی شناخته Sagittalمعمول (مثل کرونال یا 

 ;Mayhew 1991)را در جهات تصادفی قرار می دهد   (Probe)شوند. درعوض، کامپیوتر ابزار 

Mouton 2002; Slomianka 2004).  

وش یک گرید مناسبی از خطوط بر روي نمونه قرار داده و تعداد برخورد خطوط با مرز شئ در این ر

همراه با یک  (+)شمارش می شود. در عمل، استفاده از یک گرید خط تست که در آن یک نقطه 

). با دانستن طول خط 1-12می باشد ساده و راحت می باشد (شکل  )"------+ "خط تست (مثل  

می توان ناحیه سطح در واحد حجم شئ را برآورد کرد. البته گریدهاي چهارگوش  و تعداد برخورد

(Square grids)  انتخاب می شوند، چون براي کاربران ساده ترین می باشد(Russ and Dehoff 

2001).  

  براي بدست آوردن تراکم سطحی از فرمول زیر استفاده می شود:








Ppl

I
SV

/

2

  

تعداد  Pو  (Intersection)تعداد تقاطع  Iت در نقطه گرید در سطح بافت، طول خط تس l/pکه 

 Howard and Reed 1998a; Howard and)نقاط برخوردکننده با سطح رفرنس می باشد 

Reed 1998b; Mathiasen et al. 1991; Mathieu et al. 1981; Regeur 2000).  

  

ئاتور می باشد. در این روش شئ به صورت یک روش دیگر برآورد ناحیه سطح استفاده از روش نوکل

2rSدایره یا کره در نظر گرفته می شود. ناحیه سطح کره از فرمول    محاسبه می گردد کهr 

شعاع دایره یا کره می باشد. ولی چنانچه از نقطه اي درون دایره ناحیه سطح محاسبه شود، فاصله 

ت مختلف اندازه گیري شده و میانگین آن به عنوان شعاع در نظر گرفته نقطه تا مرز هاي دایره در جها

). در مورد اندازه گیري سطح اشیاء مثل سلول ها به روش نوکلئاتور از 1-13می شود      (شکل 

  فرمول زیر استفاده می شود:            
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2lS   

 آورد به روشدر جهات مختلف می باشد. براي بر میانگین فاصله نقطه درون شئ تا مرز هاي آن lکه 

. همچنین نقطه انتخابی باید منحصر به فرد و قابل تشخیص پی ضروري می باشدونوکلئاتور نیز ایزوتر

 Gundersen et)و بدون توجه به جهت برش یک نقطه ثابتی باشد باشد (مثل هسته یا هستک)

al. 1988a).  

  

را از فرمول  )S(می توان ناحیه سطح کل )refV(حجم رفرنس  و )VS(با استفاده از تراکم سطحی 

       زیر محاسبه کرد:

refV VSS   

  

  (Bias)تورش  9-2-1

ــد         باشـ به معنی اختلاف بین میانگین یک برآورد و مقدار واقعی پارامتر می  برآوردي بدون   تورش 

شد که برآورد مورد انتظار با انداز  (Unbiased)تورش  شد.   می با ساوي با این یک   ه واقعی برآورد م

ست که به معنی   ستماتیک از اندازه واقعی   "مفهوم آماري ا سی شد.   "بدون انحراف  عدم تورش  می با

ستگی دارد. این بدان معنی          ست ب ضعیت هاي نقاط ت صادفی بودن و ستریولوژي به ت یک برآورد در ا

-Design)دن روش براسـاس طراحی  . با بکاربرامکان یکنواختی در انتخاب داشـته باشـد  که  اسـت 

based approach)     ــتماتیک می توان برآورد بدون تورش و کارآ ــیس ــادفی س یا نمونه گیري تص

بدست آورد. این نمونه گیري تصادفی سیستماتیک یکنواخت در تمام سطوح نمونه گیري باید انجام      

صادفی هیچ راهی براي برآورد بدون تورش وجود   بدون تورش بودن  . ندارد شود. بدون نمونه گیري ت

تحت تأثیر تعداد برش، تعداد دایسکتور و اندازه دایسکتور قرار می گیرد. تورش در آزمایش خطرناك 

ــد، چون معمولاً ــخیص داد  می باشـ  ;Baddely 2001;  Larsen 1998)نمی توان آن را تشـ

Mattfeldt 1989; Rajapakse 2000; West 1999a; West and Gundersen 1990)  
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ــتفاده محاوره اي، تورش  ــاره می کند.  (Bias)دراس ــوء تعبیر یا بدفهمی عمدي اش تورش در   به س

برآورد می شود و وقتی تورش    (Inaccuracy)آزمایش خطرناك می باشد چون منجر به نادرستی   

شهاي     وجود دارد، نمی توان آن را تشخیص داد یا اندازه گرفت یا حذف کرد. ولی می توان منابع تور

ــ ــاند یا حتی حذف کرداس . تورش ها را می توان به  تریولوژیکی را تعیین کرد و آنها را به حداقل رس

ــیم کرد.     ــتریولوژیکی تقسـ هاي غیراسـ ــتریولوژیکی و تورش  هاي    دو گروه تورش هاي اسـ تورش 

ــحیح غلط، مجموع ابعاد ابزار و پارامتر کمتر از      ــتریولوژیکی مثل عوامل تصـ مدل هاي غلط  و 3اسـ

ضی  ستریولوژیکی          فر شوند در حالیکه تورش هاي غیر ا شی می  شند که از منابع تئوریکی نا می با

ــی از  مثل ــب تورش ناش ــیون نامناس و دیگر تورش هاي پردازش بافتی       رنگ آمیزي ناقص، کالیبراس

ــبـات غلط    (Operator bias)فرد اجراکننـده  تورش و  از کـاربرد عملی روش هـاي    و محـاسـ

. مراحل ضــروري براي اجتناب از تورش   ي بافت بیولوژیکی منشــاء می گیرند اســتریولوژیکی بر رو 

ــادفی افراد از جامعه مورد نظر 1عبارتند از:   ــاي رفرنس 2  ) انتخاب تصـ   ) اجراي 3) تعیین مرزفضـ

) شمارش تعداد کل اشیاء (یا اندازه گیري حجم   4نمونه گیري سیستماتیک اشیاء در فضاي رفرنس     

تناسب براي برآورد پارامتر مربوطه در کل  بستن ) 5حجم معینی از فضاي رفرنس یا سطح اشیاء) در 

  . (Mouton 2002)فضاي رفرنس

  

 (Efficiency)کارآیی  10-2-1

کننده اي را کارآتر می گویند، اگر اندازه نمونه مورد نیاز برآوردها براي رسیدن به یک ضریب     برآورد

و نمونه گیري (کار کم)، هزینه پایین (آماده کردن برش  خطاي پایین کمتر باشد. یعنی حداقل برش 

صحت           شتر  شت. میزان نمونه بی ضریب خطاي کمتري خواهد دا ست ولی  ها) و زمان کمتري نیاز ا

برآوردها را افزایش می دهد. لیکن، شــمارش نقاط تســت زیاد که با شــئ برخورد می کنند، خســته  

س      صحت اندازه هاي ا شوند.  ضاي گرید   کننده و وقت گیر می  تریولوژیکی به تعداد تکرار برآورد و ف

مورد استفاده بستگی دارد. کارآیی یک طرح استریولوژیکی مهم می باشد چون آن تعیین   می کند      
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ست آورد.       صحیحی در عمل بد شد تا بتوان برآورد  که چند بار تکرار     اندازه گیري مورد نیاز می با

ــد        (Variability)کارآیی با یک تغییرپذیري      ــط زمان می باشـ ــرف مقدار متوسـ کم، بعد از صـ

(Gundersen et al. 1998b; Mandarim-de-Lacerda 2003; Rajapakse 2000)  .  

ــکل  ــحت (Bias)بین تورش  تفاوت و رابطه 1-14ش را   (Precision)و دقت  (Accuracy)، ص

شان می دهد.    شماتیک ن شتر برآورد کننده بطور  سیون کو  ،دقت بی ش  باعث واریا صحت بی تر چکتر و 

  . (Schmitz 1998)باعث تورش کمتر می شود

   

 (Accuracy)صحت  11-2-1

می گویند که اندازه متوسط تعدادي محدود از نمونه هاي برآوردها   (Accurate)برآوردي را صحیح 

د  ی. صحت اندازه هاي استریولوژیکی به تعداد تکرار برآورد و فضاي گرنزدیک به اندازه واقعی آن باشد

مورد استفاده بستگی دارد. صحت را با کاربیشتر نمی توان افزایش داد. صحت را می توان با استفاده        

ــمانت کرد. این در مورد روش           (Tools)از ابزار  ، یعنی روش ها، که ذاتاً با عدم تورش همراهند ضـ

شرو          ستماتیک یکنواخت  سی صادفی  ستریولوژي که با طراحی آزمایش و نمونه گیري ت می   عهاي ا

سري ابزار      سپس با کاربرد یک  صادق       (Probe)شود         و  سه بعدي پیش     می رود  سی  هند

 Artacho-Perula and Roldan-Villalobos 1994; Howard and Reed)می باشــد 

1998a; Rajapakse 2000).  

  

  

  



       1401دکتر نام آور                            استریولوژي                                                        

 

51 
 

  

صحت       1-14شکل   شماتیک اختلاف بین  ري  در نمونه گی (Bias)و تورش  (Accuracy)شرح 

ــان می دهد که برخوردها نزدیک            ــحت برخورد دارت را نشـ بالا صـ تاب دارت). ردیف  (مثلاً در پر

ستون         شان می دهد. در  شان می دهد و برخورد پراکنده را ن صحت را ن یکدیگرند. ردیف پایین عدم 

ست.     سمت چپ میانگین توده برخوردها به طرف مرکز تمایل دارند که به معنی بدون تورش بودن ا

    (Mandarim-de-Lacerda 2003)ون سمت راست با تورش می باشد ست

  

  (Coefficient of variance)ضریب واریانس  12-2-1

ــده در ذره خاص علاوه بر        برعکس عدم تورش، واریانس برآورد مرتبط به مقدار نمونه گیري اجرا شـ

نمونه افزایش یابد،  شـکل، همگونی، موقعیت فضـایی و چند عامل دیگر ذره می باشـد. هر چه مقدار   

شده بین افراد یا حیوانات       (Variance)دقت برآورد نیز افزایش می یابد. واریانس  شاهده  سبی م ن

سیون،    ، به عنوان انحراف (Coefficient of variance, CV)برآوردهاي تعداد یعنی ضریب واریا

ــیم بر میانگین گ    (Standard deviation, SD)معیار   ــبه می    برآوردهاي تعداد تقسـ روه محاسـ

  ، یعنی:(Larsen 1998)شود
mean

SD
CV   
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  (Coefficient of error) ضریب خطا 13-2-1

برآوردها وجود دارد. این  (precision)برش ها، امکان برآورد دقت  بر رويبا اســتفاده مشــاهدات  

ضریب خطا     شتر به عنوان          می گردد. با روش  برآورد بیان  (Coefficient of error, CE)دقت بی

می توان ضریب خطا را    )n(نمونه گیري تصادفی سیستماتیک و دانستن میانگین برش هاي متوالی     

ــاده     به روش سـ
n

CV
CE    ــبه کرد ــد که از فرمول        CVکه   محاسـ ــریب واریانس می باشـ ضـ

mean

SD
CV  بدســت می آید وn د متوســط ذرات نمونه گیري شــده می تعداد برش متوالی یا تعدا

مشاهدات مستقل باشند که بطور واضح در مورد برش        nباشد. این فرمول وقتی معتبر می باشد که   

هاي متوالی صحیح نیست. دقت برآوردها بیشتر توسط تعداد برش هاي مورد استفاده در آنالیز تحت 

برش استفاده می شود. دانستن ضریب خطا     تأثیر قرار می گیرد تا تعداد نمونه هاي دایسکتور که در  

به محققان امکان انتخاب روش مناسبتر براي کارشان را می دهد. به همین منظور خیلی از محققین    

ضریب خطا را پیش بینی     شروع  ضریب خطا     قبل از  می کنند. راههاي مختلفی براي پیش بینی 

ستفاده از فرمول   وجود دارد که یکی ا
 


Q

CE
1

شده        Q-که   شمارش  سلول  سط  تعداد متو

یا   می باشـــد
n

CE
1

 می باشـــد  (Hedou et al. 2000; Mathiasen et al. 1991; 

West and Gundersen 1990).  

  

براي محاسبه ضریب خطا از فرمول هاي مختلفی استفاده می شود. رایجترین آنها استفاده از فرمول       

Gundersen and Jensen)1987:می باشد که به صورت زیر می باشد (  





1

12/)43(

a

BCA
CE  

)(که  11  aaA ،)( 111   aaB ،)( 211  aaC  .1می باشدa    تعداد نقاط شمارش

شده (در برآورد تعداد) در اولین برش         شمارش  سطح) یا تعداد نورون  شده (درمورد برآورد حجم یا 
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تعداد نقاط شــمارش شــده یا تعداد ذره    1a+1ازبرش هاي انتخابی ســاختمان مورد نظر می باشــد. 

صله بعد از برش      شده در برش بلافا شد.   1aشمارش  صله بعد از برش    2a+1می با برش انتخابی بلافا

1+1a                شمارش نقاط یا تعداد شد. براي مثال اگر  ساختمان که  10 بر رويمی با بطور   برش از 

تعداد نقاط یا تعداد ذره   1aتصــادفی ســیســتماتیک یکنواخت انتخاب شــده، صــورت گرفته اســت،  

ــده  1a+1برش اول،  بر رويشــمارش شــده  برش دوم،   بر رويتعداد نقاط یا تعداد ذره شــمارش ش

1+2a    شده شمارش  شد   بر رويتعداد نقاط یا ذره  سوم و به همین ترتیب می با . )1-3(جدول  برش 

Gundersen  ستریولوژي       1999همکارانش در و ضریب خطاي واقعی در مورد ا شتند که  اظهار دا

شد. به همین دلیل در فرمول جدید پیشنهادي آنها به جاي عدد    در   12ازفرمول بالا هم کمتر می با

ستفاده   240زیر رادیکال از عدد  سیستماتیک و    6تا  5کرده اند که حتی با تعداد    ا برش به روش 

ضریب خطاي زیر   100دود در ح ست می آید. منتها براي   %10نمونه براي تعداد، حجم یا طول،  بد

و همکارانش که   Gundersenمی شود.  فرمول جدید    برش انتخاب  10-12اطمینان زیاد همان 

  می باشد:     ارائه گردید به صورت زیر  1999در سال 





1

240/)43(

a

BCA
CE  

ــد که از خطاي معیار   ســاده ترین روش براي مح اســبه ضــریب خطا اســتفاده از فرمول زیر می باش

  استفاده می شود: (Standard error of mean, SEM)میانگین 

mean

SEM
CE   

می باشد.   1987در  Gundersen and Jensenاین فرمول تقریباً معادل فرمول ارائه شده توسط   

اشیاء مثل حجم، تعداد و غیره از برش هایی که به روش   این روش محاسبه ضریب خطا براي برآورد   

ضریب خطا به دو عامل              ست.  سالها رایج بوده ا شده براي  ستماتیک انتخاب  سی صادفی  طراحی    ت

ــتگی دارد که هر دو عامل را می توان کنترل کرد          نمونه گیري    Andersen)و اندازه نمونه بسـ

and Gundersen 1999; Dorph-Petersen et al. 2001; Gundersen and Jensen 
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1987; Gundersen et al. 1999; Howard and Reed 1998a; Ishiyama et al. 

2001) .  

  

  نقاط شمارش شده در ده برش براي برآورد حجم بخش پشتی و محاسبه ضریب خطا 1-3 جدول

  1a( 1a ×1a 1+1a ×1a 1+2a × 1a( نقاط شمارش شده  شماره برش

1  133  17689  13699  11039  
2  103  10609  8549  9476  
3  83  6889  7636  9047  
4  92  8464  10028  8280  
5  109  11881  9810  7957  
6  90  8100  6570  9450  
7  73  5329  7665  11388  
8  175  11025  16380  9660  
9  156  24336  14352  -  

10  92  8464  -  -  

  1036 = 1Σa  112786 A =  94689 B =  76297 C =  

  

) 1999و همکارانش ( Gundersenبرآورد شده براي این برآورد حجم طبق فرمول ب خطاي ضری

  به صورت زیر محاسبه می گردد:

01.0
1036

240/)946894(]76297)1127863[(



CE  

  

   الیگل سلول هاي از ها نورون زیتما روش-3-12

-نورون صیتشخ جهت ياریمع یستیبا ها،نورون سطح و حجم يریگاندازه ای شمارش از قبل        

 عدادت شمارش در تا شدمی نییتعو سلول اندوتلیال  الیگل هاي غیر نورونی شامل سلولسلول از ها

ر د ریمشخصه زچند  ای کیمنظور وجود  نیا يرخ ندهد. برا یپارامترها اشتباه يریگاندازه ای نورون

  نظر گرفته شد:

  نورون یسلول جسم درون سلین اجسام با فراوان و واضح توپلاسمیس )1

  نورون در سلولی دیزواود وج )2

  غیرنورن  در آن فقدان و نورون در واضح هستک کی وجود )3
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- هسته در نیهتروکرومات يهاتوده مقابل در نورون بزرگ يهاهسته درون نیوکروماتیماده  )4

  غیرنورون کوچک  يها

   .)118, 117(هاغیرنورون  برابر در هانورون بزرگتري اندازه )5

 صیقدرت تشخ 60×  ونیمرسیروغن ا یو عدس سکتوریدا کالیبه ذکر است که استفاده از اوپت لازم

   .کندفراهم می کوچک يهانورون از هاغیرنورون  خوبی براي

  

  مغز يهانورون يعدد تراکم براورد يبرا سکتوریدا کالیاوپت ابزار-12-3لشک

  زنده و مرده سلول يارهایمع و صیتشخ روش-3-13

 یکیمورفولوژ يهایژگیکه و شدند یمعرف همکارانش و ترامپ زیو همکاران و ن ربرها توسط فااریمع نیا

 يهاکه با هسته ییها: سلولاندکردهگونه خلاصه  نیرا ا یسکمیاز ا ریبرگشت ناپذ يهاولسل

 وپلاسمتیمنظم در سکه به صورت نا بیدر حال تخر نیمتراکم و قطعه قطعه با کرومات ک،یکنوتیپ

-یم ییشناسا نیلیهماتوکس به لیم دادن دست از با و یتوپلاسمیس یلینوفیائوز زین و ندقرار دار

هاي مرده در نواحی مختلف مغز نیز العه تراکم عددي و تعداد کل سلولدراین مط .)121-119(وندش

وله رنگ آمیزي معمول کرزیل ویلازم به یادآوري است که با  با روش دایسکتور اوپتیکال برآورد گردید.

پوپتوز شده است. به همین دلیل در این مرده دچار نکروز یا آه این نورون توان به قطعیت گفت کنمی

 شود. از واژه ي نورون مرده استفاده میمطالعه 
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The basic morphology of a normal neuron in cresyl violet staining consists of a large 

cell body or perikaryon with the neurites (dendrites and axon) emerging from the cell 

body, Nissl substance in perikaryon  ) and dendrites), and the identifiable nucleus that is 

invariably pale or euchromatic with discrete nucleolus.  Also, the nuclei of the neurons 

are round or ovoid; the nuclear envelope frequently has indentations and folding, which 

are not usually visible in the non–neuron cells like astrocytes at the light microscope . 

Besides, large neurons virtually lack heterochromatin exception for one to four small 

granules attached to their large and well-defined nucleolus . A narrow rim of the 

cytoplasm circling the entire nucleus represents a valuable feature  to distinguish  the  

small neurons  from  the astrocytes .Ultimately, we also  evaluated  the percentage  of 

dead  cells  in  the hypothalamus in different groups. Dead cells (i.e. apoptotic or 

necrotic cells) display accumulation of dense globular material in the cytoplasm with 

evidence of nuclear fragmentation, shrunken perikarya, and darkly stained nuclei of 

reduced. 

Reference: 

Namavar MR, Ghalavandi M, Bahmanpour S. The effect of glutathione and buserelin 

on the stereological parameters of  the hypothalamus in the cyclophosphamide-treated 
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